Ocando, ef al. Acta Microscopica Vol. 20, No. 1, 2011, pp. 36-44

EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE LOS IONES FERROSOS EN LA
CORROSION MICROBIOLOGICA DEL HIERRO MEDIANTE
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Lisseth Ocando*, Matilde F. de Romero, Orlando Pérez y Oladis T. de Rincén.

Centro de Estudios de Corrosion (CEC)-Facultad de Ingenieria. Universidad del Zulia. Maracaibo - Venezuela.

*Autor de correspondencia, E-mail: lissethocando@gmail.com

Recibido: Diciembre 2010. Aprobado: Mayo 2011.
Publicado: Mayo 2011.

RESUMEN

Esta investigacion tuvo como propésito evaluar el efecto de los iones ferrosos (Fe™) en la corrosién microbiolégica del
hierro por Bacterias Sulfato-Reductoras (SRB) mediante Microscopia Electronica de Barrido, observando las diferencias en
la formacion de biopeliculas y en el tipo de ataque generado por las SRB sobre este metal en medios de cultivo con y sin la
presencia de estos iones. Los resultados mostraron que los iones Fe'" aceleran el proceso corrosivo global y se demostr6 que
la posicion de la superficie metalica, bien sea horizontal o vertical, influye en la generacion de morfologias de ataque
distintas, siendo principalmente de tipo uniforme en posicion horizontal (Por ejemplo en la hora 6 de una tuberia) y muy
localizada en posicion vertical (horas 3 y 9 de una tuberia). Finalmente, se determiné que la condicion mas agresiva para el
hierro en medios con SRB corresponde a un sistema cargado con iones ferrosos en posicion vertical, donde los sulfuros de
hierro son poco protectores y se desprenden con facilidad generando celdas galvanicas y la posterior aceleracion del proceso
corrosivo de forma local.

Palabras Clave: Corrosion Microbioldgica, Bacterias Sulfato-Reductoras, Iones Ferrosos, Biopelicula, Morfologia de
Ataque.

EVALUATION OF FERROUS IONS INFLUENCE ON THE MICROBIAL CORROSION OF IRON BY
SCANNING ELECTRON MICROSCOPY

ABSTRACT

The aim of this investiagtion was to evaluate the effect of the presence of ferrous ions (Fe'") in the microbial corrosion of
iron by Sulfate-Reducing Bacteria (SRB) through Scanning Electron Microscopy (SEM), watching the differences
generated in the biofilms and the type of attack in cultures medium with and without these ions. The results showed that the
Fe'™ ions accelerate the corrosive process and it was demonstrated that the position of the metallic surfaces, horizontal or
vertical, influences the generation of different attack morphologies, being uniform for horizontal positionated surfaces and
localized for vertical placed surfaces. Finally, it was determined that the most aggressive condition for iron surfaces in
contact with SRB corresponds to a system with ferrous ions in vertical position, where iron sulfides are little protectives and
become detached easilly acelerating the corrosion process by formation of galvanic cells.

Keywords: Microbial Corrosion, Sulfate Reducing-Bateria, Ferroue lons, Biofilm, Atack Morphology.

INTRODUCCION

La Corrosion Microbioldgica o MIC por sus siglas en
inglés: Microbiologically Influenced Corrosion, se
refiere al deterioro acelerado de los materiales metalicos
por la formacion de biopeliculas sobre sus superficies, las
cuales son el resultado de un proceso de acumulacion de
sedimentos, grupos bacterianos y productos de corrosion,

no necesariamente de forma homogénea, que se inicia

inmediatamente después de la inmersion del metal en un
medio acuoso cargado con diferentes grupos de
microorganismos [1]. Estas biopeliculas pueden ser
consideradas como geles compuestos por 95 % (0 mas)
de agua y de una matriz exopolimérica llamada
comunmente EPS, también por sus siglas en inglés:

Extracellular Polymeric Substance, donde las células
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microbiolégicas y los compuestos organicos e
inorganicos se encuentran suspendidos [2].

Debajo de estas biopeliculas ocurre la disolucion del
metal y la subsecuente formacion de productos de
corrosion, produciéndose una interaccion entre las capas
de dichos productos y la biopelicula [3].

Otro factor importante relacionado con la corrosion
microbioldgica es el tipo de microorganismo asociado al
conglomerado polimérico. Uno de los principales grupos
bacterianos citado como altamente corrosivo es el de las
Bacterias Sulfato-Reductoras (SRB) [4]. Estas bacterias
generan H,S como producto final de su metabolismo,
produciéndose sobre la compleja interfase metal-solucion
sulfuros metalicos (sulfuros de hierro o FeS, para el caso
de las aleaciones ferrosas) los cuales se entremezclan con
la biopelicula y los demds compuestos presentes en el
medio acuoso. Los sulfuros de hierro pueden generarse
por los iones liberados por el proceso corrosivo del metal
y/o por los iones ferrosos contenidos en el medio
electrolito.

Varias investigaciones han establecido que la presencia
de los iones ferrosos en el medio acelera el proceso
corrosivo del acero. Adams y Farrer (1953)
determinaron que los productos metabdlicos de las
bacterias son factores importantes en la corrosion
microbiana [5]. Establecieron que las velocidades de
corrosion (realizada por pérdida de peso) fueron mayores
en medios conteniendo una alta cantidad de hierro
soluble (Fe™) que en aquellos en donde estos iones no
estuvieron presentes. Estos investigadores atribuyeron los
resultados descritos a los sulfuros de hierro formados, ya
que los mismos fueron completamente diferentes en
ambos medios. En ausencia de hierro soluble, el
producto encontrado fue duro y muy adherente y la
examinacion  microscopica reveld cristales bien
definidos, lo que pudo proteger al material; por otro lado,
en medios con Fe'" no se reporto la presencia de ninguno

de estos cristales sobre las muestras corroidas
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describiendo la superficie como cubierta por una capa
negra mate.

Por otro lado, Videla y col. (1988) realizaron un resumen
de la influencia de los iones ferrosos en el proceso de
corrosion microbiana por SRB, demostrando su
complejidad [6]. Determinaron que el tipo de sulfuro de
hierro formado (bien sea una pelicula compacta, un
precipitado suave o una suspension) condicionaba el
efecto de estos iones en la disolucion del metal y
concluyeron que los procesos globales de disolucion en
la interfase no pueden ser considerados como resultado
de la suma de los efectos individuales causados por el
cambio en pardmetros particulares, sino que es el
resultado de cambios simultaneos causados por
interacciones sinergisticas o inhibitorias entre aniones,
cationes y productos de corrosion.

Beech y Gaylarde (1999), reportaron diferentes estudios
realizados en donde se destaca la influencia de estos
iones en la severidad del ataque microbiano [7]. Estos
autores hacen referencia a otros investigadores quienes
demostraron que altos niveles de hierro soluble
aumentaban la velocidad de corrosién del acero y que
esto estaba ligado a una disminucién del pH.

Royer y Unz (2005) realizaron una investigacion sobre el
efecto de los iones ferrosos, la reduccion de sulfatos y los
esfuerzos en la velocidad y naturaleza de MIC del acero
al carbono por la Desulfovibrio desulfuricans subespecie
aestuarii [8]. Utilizaron la técnica de Resistencia
Eléctrica para monitorear la velocidad de corrosion de un
delgado alambre de acero. En algunos ensayos
inhibieron el proceso de reduccién de sulfatos con
Molibdato de Sodio (Na,MoO,) para demostrar la
importancia del mismo en la iniciacion y el
mantenimiento de la agresividad de MIC. Observaron
que una corrosion mesurable de la probeta ocurria
cuando el proceso de reduccion de sulfatos estaba activo
(sin molibdato) y para concentraciones de hierro soluble

(Fe™) mayores a 1 mM (56 ppm). A altos niveles de
37
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estos iones, 12 y 18 mM (670 y 1000 ppm,
respectivamente) la resistencia eléctrica medida fue
significativamente superior, lo que indicé una mayor
disolucion del alambre y los tiempos de falla o ruptura
fueron largos (corrosiéon uniforme). A Dbajas
concentraciones de Fe™ los tiempos de ruptura fueron
menores, pero se registrd una menor disolucion del metal
(corrosion localizada). Debido a esto, los investigadores
concluyeron que la corrosién microbiologica del acero
fue tanto localizada como uniforme, dependiendo de la
concentracion de iones ferrosos en el medio y que ambos
mecanismos eran dependientes del proceso de reduccion
de sulfatos, lo que demuestra la importancia de este
proceso para la ocurrencia de MIC.

Por su parte, F. de Romero (2005), propuso un
mecanismo de accion para la participacion de las SRB en
casos de MIC, basado en la produccion de H,S por parte
de estas bacterias y en la formacion de productos de
corrosion [9]. Este mecanismo corresponde a un sistema
experimental que analizo el acero al carbono expuesto a
un medio con SRB con una alta concentracién de iones
ferrosos (200 mg/L).

En dicha investigacion se establece que son los sulfuros
de hierro generados por las SRB los que aceleran el
proceso corrosivo local, ya que se generan peliculas poco
adherentes y porosas que se desprenden con facilidad,
generando corrosion galvanica por la naturaleza catodica
de dichos sulfuros con respecto al hierro.

De acuerdo a lo anterior, esta investigacion tuvo como
objetivo primordial corroborar la influencia adversa de
los iones ferrosos en la corrosion microbioldgica del
hierro por SRB, considerando igualmente el efecto que
puede generar sobre este proceso la posicion del sistema
a estudiar (horizontal o vertical), utilizando para ello la

Microscopia Electronica de Barrido (SEM).
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MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se llevaron a cabo utilizando cupones de
hierro (99,99%) de 20 mm de largo por 10 mm de ancho
y un espesor de 4 mm. Dichos cupones fueron lijados con
papel de carburo de silicio a diferentes granulometrias
(100, 240, 360, 400 y 600), esterilizados con etanol
absoluto y expuestos, posteriormente, a luz U.V. por 24
horas. Los cupones fueron sumergidos, en posicion
horizontal y vertical, en un medio de cultivo anaerdbico
selectivo para las SRB, cuya composicion se presenta en
la Tabla 1. Se destaca que se afiadié 200 mg/L de Fe™ en
la versiobn con iones ferrosos y 0 mg/L en Ia
correspondiente sin iones ferrosos.

Luego, los viales conteniendo cada tipo de medio de
cultivo se inocularon, en un 10%, con una cepa pura
comercial de SRB: Desulfovibrio desulfuricans. Todos
los viales se mantuvieron por 24 horas en incubadora a
37 °C, tiempo en el cual se extrajeron para ser preparados
y observados con el Microscopio Electronico de Barrido
(Philips, modelo XL 30 DX4i), acoplado a un
espectrometro de dispersion de energia de rayos X
(EDAX, modelo DX4) con el cual se realizd analisis
quimico elemental de los productos formados sobre los
cupones. Cabe destacar que los ensayos se realizaron por
duplicado y se colocaron cupones en viales conteniendo
solo los medios estériles para hacer las veces de viales
patron (Figura 1) y corroborar el mantenimiento de la
esterilidad al cabo de las 24 horas de exposicion.

Una vez extraidos, los cupones fueron sumergidos en una
soluciéon de glutaraldehido al 2,5%, en bufer de
cacodilato de potasio 0,01 M, pH= 7,4, por un periodo de
3 horas a 4 °C. Luego se deshidrataron paulatinamente
con soluciones de acetona de diferentes concentraciones
(30, 50, 70, 90 y 100%), mantenidos también a esa
temperatura, y se metalizaron con oro antes de su
observacion al microscopio. Para la observacion de la
morfologia de ataque, los cupones fueron decapados y

preparados siguiendo la norma ASTM G1-03 [10].
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Tabla 1. Composicion del Medio de Cultivo utilizado
para 1 L de agua destilada.

Sulfato de Magnesio (MgSQOy) 20g
Citrato de Sodio (C¢HsNa;0-) 50¢g
Sulfato de Calcio (CaSQOy) 1,0g
Cloruro de Amonio (NH,C1) 1,0g
Fosfato Dipotasico (K,HPO,) 25¢g
Lactato de Sodio (C3HsNaOj) 35¢g
Extracto de Levadura 10g
Sulfato de Amonio [(NH,4),SO4] 0

Sulfato de Amonio Ferroso 20,0 mL
[Fe(NH4)»(SO4)o] al S %

Ascorbato de Sodio (C4H7NaOg) al 5% 10,0 mL
Tioglicolato de Sodio (C,H;NaO,S)al 5% | 10,0 mL

Fig. 1. Viales con medios de cultivo inoculados con D.
desulfuricans versus cada patrén estéril, con 24 horas de
incubacién. A) Medio sin iones ferrosos; B) Medio con
iones ferrosos. Notese las diferencias en la coloracion de

los medios debido a la presencia de los iones ferrosos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la Biopelicula en medios de cultivo sin
y con iones ferrosos. Posicion Horizontal.

En la Figura 2 se presenta la morfologia de biopelicula
formada sobre los cupones de hierro en posicién
horizontal a las 24 horas de exposiciéon a la D.

desulfuricans, para los medios con y sin iones ferrosos,
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tomadas a una magnificacion de 250X. Adicionalmente,
en dicha figura se muestra una microfotografia tipica
obtenida a 1000 X, para los cupones patron mantenidos
en 24 horas en los medios de cultivo estériles.

Para el caso del medio de cultivo sin iones ferrosos, las
biopeliculas formadas parecieron ser delgadas, uniformes
y/o compactas, con pequefia densidad de sulfuros de
hierro (Figura 2A). Contrariamente, las imagenes de las
biopeliculas formadas en el medio cargado con iones
ferrosos mostraron una mayor densidad de productos de
corrosion entremezclados con el EPS bacteriano (Figura
2B).

Para el caso de los cupones patrén, no se aprecio
formacion de biopelicula alguna sobre ellos ain a
magnificaciones mayores (1000X), tal y como se muestra
en la Figura 2C. Solo se pudo apreciar la formacion de
una capa homogénea inorganica presumiblemente
formada por carbonatos y/o sulfatos provenientes del
medio de cultivo. Esto evidencié el mantenimiento de la
esterilidad en estos sistemas al cabo de las 24 horas de
exposicion.

Mayores magnificaciones para la biopelicula formada en
el medio sin iones ferrosos muestran, claramente, el gran
namero de SRB entrelazadas con el exopolimero y los
productos de corrosion (Figura 3).

El andlisis quimico a través de espectroscopia de
dispersion de energia de rayos X (EDS) evidencid que
estos productos de corrosién estaban conformados de
hierro (Fe) (62,220 %) y Azufre (S) (26,569 %)
principalmente, confirmando que el producto formado es
del tipo Fe,S, o Sulfuro de Hierro (Figura 4).

Con respecto a los cupones sumergidos en el medio con
iones ferrosos, el proceso de observacion de la
biopelicula no fue tan facil. La alta densidad de los
sulfuros precipitados sobre las laminas no permitia
observar las bacterias a una mayor magnificacion (Figura
5A). La observacion de la biopelicula se logré haciendo
un acercamiento en las zonas menos profundas de la
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misma, aprovechando el lugar donde se manipuld el

cupon para su observacion al microscopio (Figura 5B).

N

y ———— 20m

Fig. 2. Fotomicrografias de las biopeliculas de D.
desulfuricans a las 24 horas de exposicion en ambos
medios de cultivo. Posicion horizontal. A) Sin iones

Fe'"; B) Con iones Fe'"; C) Fotomicrografia tipica de la
pelicula formada sobre los cupones patron a 1000X.

Al hacer esto, si se pudo observar las bacterias (Figura

5C), algunas de las cuales también se encontraban
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entrelazadas con los sulfuros precipitados como sucedid
con el medio sin iones ferrosos.

Los resultados de la observacion mediante SEM de las
biopeliculas formadas en este medio de cultivo permiten
inferir que las SRB van colonizando la superficie
metalica ocurriendo, simultaneamente, la precipitacion
masiva de los sulfuros de hierro provenientes del indculo
bacteriano y la adsorcion de los productos formados por
la corrosion del metal. Cabe destacar que este proceso de
precipitacion esta favorecido por la posicion horizontal

de la ldmina.

Evaluacién de la Biopelicula en medios de cultivo sin
y con iones ferrosos. Posicién Vertical.

Los resultados de las biopeliculas para ambos medios de
cultivo en posicion vertical se presentan en la Figura 6, a
una magnificacion de 250X. En este caso, la densidad de
los productos de corrosion y de la biopelicula fue mucho
menor que para los cupones colocados en posicion
horizontal, demostrando que el proceso de precipitacion
es un factor determinante para la formacion de la
biopeliculas sobre los sustratos metalicos.

Para el caso de los cupones colocados en posicion
vertical en presencia de iones ferrosos, las bacterias si
pudieron ser observadas claramente, mezcladas con EPS
y sulfuros de hierro (Figura 7).

Adicionalmente, en una de las imagenes tomadas para el
cupon en estas condiciones, pudo medirse el espesor de
la biopelicula deshidratada (Figura 8), dando como
resultado 20 pm, aproximadamente. Esto concuerda con
los valores reportados en la literatura que estima el

espesor de las biopeliculas bacterianas entre 20 y 100 pm

[2].
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Fig. 3. Fotomicrografias de las biopeliculas de D.
desulfuricans a las 24 horas formadas en el medio de
cultivo sin iones ferrosos y en posicion horizontal. Ay
B) 5000X; C) 10000X.

Morfologia de Ataque en medios de cultivo sin y con
iones ferrosos.

En las Figuras 9 y 10 se presentan las fotomicrografias (a
1000X) mas representativas de las superficies de hierro

atacadas por las SRB para cada uno de los casos
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evaluados: con y sin iones ferrosos y posicion horizontal

y vertical.

cimiclisseth\B5F1 24C.5pc
Label : BSF124C GENERAL 20000
Preset Live: 100.0

Live Time 1100 08:34:18 12-27-5

Fe: 62.220 %

S: 26.569 %
P: 3.435%
TP i .
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 714.00 16.00 18.00
FS : 200 CPS - 150 Cnts : 0 KeV : 10.86

Fig. 4. EDS para un camulo de bacterias y productos de
corrosion formado sobre la superficie metalica en un
medio sin iones ferrosos.

En el caso del medio sin iones ferrosos en ambas
posiciones (Figuras 9A y 9B), las imdgenes muestran el
ataque de tipo localizado generado, comunmente, por
este grupo bacteriano, hoyuelos redondeados y poco
profundos, pero se aprecia que estos hoyuelos son
escasos y muy localizados, siendo ligeramente mayor el
ataque generado sobre el cupdn colocado en posicion
vertical. Las imagenes permiten inferir que al ser escasa
la cantidad de iones ferrosos disponibles en el medio, las
bacterias se adsorben sobre las superficies metalicas
formando biopeliculas aparentemente mas uniformes y/o
compactas (como se aprecid en la Figura 2A) y generan
cierta proteccion temporal que va modificaindose seglin la
dindmica que se suscite en la interfase ante la presencia
de estos productos, segregaciones celulares y
diferenciales idnicos, lo que eventualmente genera los
dafios localizados observados.

Para el caso del medio de cultivo con presencia de iones
ferrosos (Figuras 10A y 10B), se muestra que las
superficies son igualmente susceptibles a la corrosion

localizada generada por estas bacterias, sin embargo,
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puede diferenciarse que el ataque tiende a ser mayor que
en el medio sin Fe'", igualmente observando mayor dafio
de tipo local en los cupones posicionados verticalmente

(Figura 10B).

Fig. 5. Fotomicrografia de la biopelicula de D.
desulfuricans a las 24 horas en medio de cultivo con
iones ferrosos en posicion horizontal A) 9000X. B) lugar
donde los sulfuros de hierro fueron removidos y las
bacterias pudieron ser observadas, 250X; C)
magnificacion de la figura B, 3495X.
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Esto ultimo, muy probablemente se debe al
desprendimiento de la biopelicula generado por la accion
de la gravedad, lo cual acelera la corrosion localizada por
formacion de pares galvanicos hierro-sulfuro de hierro,
con relacion de areas desfavorables.

De acuerdo a estos resultados se puede indicar que la
biopelicula formada por este grupo bacteriano, entramada
con productos de sulfuros de hierro no protectores,
generan un ataque severo confirmando la tesis expuesta
de que son los sulfuros de hierro los que agravan el
proceso corrosivo por accidon de las Bacterias Sulfato-

Reductoras.

Fig. 6. Fotomicrografias de las biopeliculas de D.
desulfuricans a las 24 horas de exposicion en ambos
medios de cultivo a 250X. Posicion vertical. A) Sin

iones Fe™" B) Con iones Fe'".
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Fig. 7. Biopelicula formada sobre una lamina en posicion
vertical en presencia de iones ferrosos (5000X).

B)

Fig. 9. Morfologia de ataque para los cupones expuestos
por 24 horas a D. desulfuricans en el medio de cultivo sin
iones ferrosos. A) Posicion horizontal. B) Posicion
vertical. 1000 X.

B)

Fig. 8. Fotomicrografias de una zona de un cupén en
posicion vertical con biopelicula desprendida. A) 234X.
B) 1877X.

Figura 10. Morfologia de ataque para los cupones
expuestos por 24 horas a D. desulfuricans en el medio de
cultivo con iones ferrosos. A) Posicion horizontal. B)
Posicion vertical. 1000 X.
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CONCLUSIONES [6]
1. Se confirmé que los iones ferrosos aceleran el proceso
de corrosion microbioldgica del hierro por la formacion
de productos de sulfuros de hierro no protectores
generados bidticamente. [7]
2. Las fotomicrografias tomadas con SEM confirmaron
que el dafio de MIC es de tipo localizado, caracterizado
por la formacion de hoyuelos aislados y/o coalescentes. [8]
No obstante, los dafios localizados varian en su severidad
segun la presencia de los iones ferrosos del medio.
3. La condicion mas severa para el metal ocurrié cuando
éste estaba en posicion vertical y los iones ferrosos
estaban presentes (corrosion altamente localizada), dado
que la corrosion se ve favorecida por el desprendimiento
de la biopelicula por la acciéon de la gravedad y la
subsecuente formacion de pares galvanicos.

[10]
AGRADECIMIENTOS
Esta investigacion estuvo financiada por el FONACIT
bajo el numero de proyecto G-2000001606. Gracias
especiales a FUNDACITE-Zulia por el aporte prestado

para la divulgacion de esta informacion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] B. Little, P. Mansfeld,
Microbiologically Influenced Corrosion. NACE,
Houston, 1991.

H. Videla,
Publishers, New York, 1991.

Wagner, F.

[2] Lewis

Manual of Biocorrosion.
[31 H. Videla, Microbially Induced Corrosion: an
update overview. Elsevier Applied Science,
London, 1991.

41 I
Microbiologically Influenced Corrosion. NACE,
Houston, 2001.

Adams, M., Farrer, W. (1953) “The Influence of

Stoecker, A  Practical Manual on

[5]
ferrous iron on bacterial corrosion”.

Chem.: 3: 117-120.

J. appl.

Acta Microscopica Vol. 20, No. 1, 2011, pp. 36-44

Videla, H., Swords, C., Fernandez, L., Edyvean,
R., Watkings, P., Beech, 1. (1998) “The Role of
Iron in SRB Influenced Corrosion of Mild Steel”.
Corrosion 98289: 1-13.

Beech, ., Gaylarde, C. (1999) “Recent Advances
in the Study of Biocorrosion - An overview”.
Revista de Microbiologia 30: 177-190.

Royer, R., Unz, R. (2005) “Influence of Ferrous
Iron on the Rate and Nature of Microbiologically
Influenced Corrosion of High Strength Steel under
Sulfate-Reducing Conditions”. Corrosion 61(11):
1070-1077.

F. de Romero, M. (2005) “The Mechanism of SRB
Action in MIC Based on Sulfide Corrosion
Products and Iron Sulfide Corrosion Products”.
Corrosion 05481: 1-30.

ASTM G1-03: “Standard Practice for Preparing,
Test

Cleaning, and Evaluating Corrosion

Specimens”. ASTM Internacional, 2003.

44



