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RESUMEN

La presencia de actividad bioldgica de células 0o microorganismos en un
sistema metal/solucién conduce a la formacién de una biopelicula en la interfase.
El  objetivo del presente trabajo fue estudiar las interacciones
metal/biopelicula/solucién con el fin de prevenir la formacion de biofouling y la
biocorrosidn en los siguientes sistemas de interés tecnolégico:

1- Platino/soluciones salinas conteniendo glucosa.

2- Plata/plasma humano y soluciones salinas conteniendo cloruros y sulfuros.

3- Aluminio/plasma o sangre humanos y soluciones salinas conteniendo cloruros.
4- Metales de aplicacién industrial/agua de mar natural.

5- Aleacion cobre-niquel 70/30/agua de mar natural y sintética.

6- Aceros al carbono e inoxidable/agua de refrigeracion tratada con inhibidores de
corrosion.

7.- Acero inoxidable con proteccion catddica/agua de mar sintética inoculada con

miC{oOrganismos.

Utilizando distintas técnicas electroquimicas, microbioldgicas y de andlisis
superficial se ha  podido comprobar que las interacciones
metal/biopelicula/solucion dan lugar a efectos de diversa indole que incluyen
alteraciones en las tres fases. Se han observado modificaciones en las
caracteristicas superficiales y propiedades fisicoquimicas del metal; en los procesos
de formacion y en las propiedades de la biopelicula; en la composicion de la
biopelicula y la solucion y en los procesos de transporte entre las fases. Entre los
efectos encontrados se pueden destacar: deterioro estético y alteracion de las
propiedades electroquimicas y cataliticas y de los procesos de disolucion del metal;
modificacion de la adherencia, homogeneidad y composicién de las peliculas
inorgdnicas superficiales; alteracion de los procesos de adsorcion y fijacion de los
microorganismos y de la abundancia y diversidad de especies componentes de la
biopelicula; creacion de gradientes de concentracién de moléculas y iones y

alteracion funcional de moléculas bioldgicas.
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1. INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha detectado que gran parte de los problemas de
deterioro de materiales, instalaciones y dispositivos industriales y biomédicos y obras
de arte son producidos por la actividad bioldgica. Se define como biodeterioro
(Hueck, 1965) al cambio producido en las propiedades de un material causadas por la
actividad vital de organismos. Una de las formas mds comunes de biodeterioro y que
causa mayores dafios en la industria es la formacion de un depdsito bioldgico
cominmente conocida con el término inglés biofouling. Con esta palabra se designa
al ensuciamiento ocasionado por organismos sobre estructuras construidas por el
hombre, siendo perjudicial el resultado de dicho proceso. Se diferencia asi de aquél
que ocurre sobre rocas, piedras y otras superficies naturales. El depdsito biolégico
puede estar constituido exclusivamente por moléculas orgdnicas y iones provenientes
de fluidos bioldgicos (biofouling molecular) o ademds incluir bacterias, hongos,

protozoos y microalgas (microfouling) o macroorganismos (macrofouling).

La acumulacion superficial de sustancias orgdnicas y iones sobre un sustrato da
lugar a la formacion de una biopelicula (biofilm) molecular que modifica la
humectacion y la carga de la superficie metdlica. (Dexter, 1986; Chamberlain y Van
Waerlom, 1986). Sobre la superficie acondicionada luego se adsorberdn células y/o
microorganismos. La fijacion de las células se logra generalmente a través de la
produccion por parte de las mismas de un material adherente conocido como material
polimérico extracelular (MPE) o glycocalix que da lugar a la formacion de una matriz
orgdnica (Wilderer y Characklis, 1989). Dicho material es el responsable de unir las
células entre ellas y a otros materiales particulados y al sustrato . Los modernos
métodos de microscopia (electronica de barrido, de transmision, laser de barrido, de
fuerza atémica ) han permitido estudiar la estructura comunitaria de algunos biofilms
en los que se han visualizado microcolonias de diferentes bacterias yuxtapuestas en
una pelicula compleja adherente (Costerton et al, 1988, Costerton, 1992).

La estructura de esta matriz orgdnica cambia tanto en el espacio como en el
tiempo. La biopelicula se forma en superficies tan disimiles como una pieza dental o
la superficie de un tubo de un intercambiador de calor. La composicion de los
diferentes biofilms puede estar dominada por distintos componentes, segiin el sistema.
Aquéllos formados sobre un metal corroible en agua de mar contendrdn gran cantidad
de compuestos inorgdnicos de origen metdlico ademds de los microorganismos



adheridos. Los formados sobre materiales implantables estardn dominados por
sustancias orgdnicas adsorbidas y/o células adsorbidas (Characklis and Wilderer,
1989).

La formacion de una biopelicula tiene un efecto importante sobre el deterioro
de un metal. En lo que respecta a la salud del organismo huésped es responsable de
numerosos problemas de materiales implantables (cardiovasculares, ortopédicos,
dentales). En la industria, reducen la eficiencia y/o vida itil de equipos ocasionando
alteraciones en distintas dreas (produccion de energia eléctrica, naviera, aerondutica
del papel, tratamiento de aguas industriales y de consumo, alimentaria, etc)
(Characklis, 1981; Videla et al., 1988; Brankevich et al., 1990, Gitdice, 1992).
También ocasionan problemas estéticos (obras de arte, piezas de museo). En la Tabla
I (parte a) se enumeran algunos ejemplos de industrias y los respectivos procesos que
se ven afectados por el biodeterioro, asf{ como las pérdidas de energfa, velocidad de
flujo, calidad, eficiencia, etc, que redundan en perjuicios economicos.

Debe aclararse que la actividad de los microorganismos puede dar lugar a
procesos beneficiosos, algunos de los cuales se mencionan en la parte b de la Tabla I.
El estudio de la acumulacién de material orgdnico en una biopelicula asi como su
actavidad e interaccion con las interfases es de sumo interés tanto en el control de
microfouling como en el desarrollo de procesos de extraccion de minerales y
degradacion de sustancias. En un futuro mds lejano podrian también ser una base para

el desarrollo de biomembranas de separacion, biosensores, biochips, etc.

Si bien las transformaciones fisicoquimicas y bioldgicas que dan lugar a la
formacion de una biopelicula han sido minuciosamente estudiadas para superficies no
metdlicas, generalmente inertes, es escasa la informacion existente referente al
estudio de estos procesos en superficies metdlicas que interaccionan con la

biopelfcula.



TABLA L. EFECTOS DE LA FORMACION DE BIOPELICULAS EN
PROCESOS DE INTERES TECNOLOGICO

a)PERJUDICIALES
INDUSTRIA/ PROCESO, EQUIPO O LUGAR (| INCONVENIENTES Y
ENTIDAD i AFECTADO PERDIDAS OCASIONADOS
Industrias Formacion dc  biopeliculas  en tubos dc | Pérdidas de cnergia.

que utilizan agua de

condcensadores ¢ intercambiadores de calor

Accleracion de la corrosion.

mar como fluido | y en cl matenial de relleno de torres de
relrigerante enfriamiento.
Industria Formacion de biopeliculas en los tanques de | Accleracion de la corrosion. Incremento
Aeronautica almacenamiento dc combustible. del niesgo de accidentes.
Formacion de biopcliculas en tubos de | Aceleracion de la corrosion.  Aumento
Industna _ .
condensadores, en cascos de los barcos, en | del consumo de combustible. Reduccién
Naviera _ _ o , o
scnsores remotos, periscopios, lentes. dc la clectividad de dispositivos de control.
Formacion de biopeliculas en sistemas de | Disminucion de la calidad del producto.
Industria del : . . .
inyeccidn, estructuras {uera de costa, tanques de | Aceleracion de la corrosion.
Petrélco . o
almacenamiento, caiicrias para transporle.
Formacion de biopeliculas en los conductos de | Pérdidas de  energia. Aceleracion de la
ervicios . .
aguas de desecho. Desprendimiento de | corrosion.
Municipales . Y :
biopeliculas en conductos de agua potable. Disminucion de la calidad del agua.
Desprendimiento de bacterias desde | Desprendimiento de bacterias patogenas.
Salud biopeliculas formadas en conductos de agua. FForinacion de placa dental y caries.
Publica Formacién de biopeliculas sobre los dientes. I‘'nfennedades intestinales, urinarias,
Formacion de biopeliculas sobre materiales | pulmonares, cardiovasculares.
implantados.
Industrias del Formacion de biopeliculas en las distintas | Disminucion de la calidad del producto.
papel, cuero, pieles | etapas del proceso de fabricacion Y Corrosion de mamposterfas y equipos.

refinado de azucar

alinacenamiento.

Formacion de biopeliculas en membranas | Reduccion de la  efectividad de las
Tratamiento de , S : . : o,
intercambio. idnico usadas c¢n la purficacion | membranas de intercambio idnico.
aguas
del agua.
Obras de arte vy | Formacion de biopeliculas sobre esculluras, | Deterioro estético dc las obras de arte.y

piezas de museo

orfcbreria, herrajes, pinturas, etc.

amigucdadcs.
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TABLA 1. EFECTOS DE LA FORMACION DE BIOPELICULAS
EN PROCESOS DE INTERES TECNOLOGICO

b) BENEFICIOSOS

INDUSTRIA/ PROCESOS EN QUE INTERVIENEN EFECTO BENEFICIOSO
ENTIDAD

Immovilizacion de microorganismos o [Los MICTOOrganismos producen
Tratamicntos . : : . .

cumunidades de microorganismos para la | transformaciones  quimicas  especificas

de efluentes.

extraccion y oxidacibn dec  productos

organicos de aguas de desecho.

reduciendo la polucion. del medio ambicnte

Procesos  de  nterés
tecnologico en

desarrollo.

Biosorcion, biolidrometalurgia,

biodegradacion, biolixiviacion.

Produccion o degradacion de sustancias

con fines especificos.
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2. CONSIDERACIONES GENERALES

1. ETAPAS DE FORMACION DE LA BIOPELICULA SOBRE UNA SUPERFICIE NO
METALICA INERTE.

Los procesos que conducen a la formaciéon de una biopelicula sobre una
superficie so6lida, han sido estudiados a partir de fines de la la década del 60
(Baier et al., 1968; Marshall y Cruickshank, 1973; Costerton et al, 1978; Corpe,
1978; Marshall, 1981; Characklis, 1981; Characklis et al, 1982; Costerton, 1992)
especialmente en los casos de superficies no metalicas e inertes. Las
publicaciones mas recientes coinciden en enumerar las siguientes etapas que
contribuyen a la formacién de biopeliculas:

a) Transporte de moléculas organicas y células de microorganismos a la
superficie inerte.

b) Adsorcion de moléculas organicas e iones a la superficie inerte dando lugar a
la formaci6n del biofouling molecular.

c) Adsorcion de células a la superficie inerte "acondicionada" para luego
desorberse (adsorcidn reversible).

d) Adsorcion irreversible de células, que permanecen inmovilizadas en la
superficie. Produccion de MPE adherente que facilita la adhesion de nuevas
células.

e) Metabolismo de las células adheridas que incluye la reproduccion celular y la
produccién de metabolitos.

f) Desprendimiento de porciones de la biopelicula.

g) Renovacion parcial del biofilm.

El desarrollo de una biopelicula sera entonces el resultado de varios
procesos que ocurren en serie o en paralelo:

a)Transporte de moléculas organicas y microorganismos.

El transporte de moléculas y particulas menores de 0,01-0,1 um se
describe satisfactoriamente en términos de difusién pudiendo, st es flujo
turbulento, considerarse el aporte de los remolinos. El transporte de moléculas y
particulas pequefias es rapido por lo que la formacion de dicha pelicula organica
se considera que ocurre en la practica en pocos minutos (Characklis, 1984).

Sin embargo, cuando las soluciones son muy diluidas la velocidad de

transporte controlard el velocidad global de desarrollo de la biopelicula por
periodos prolongados. A causa de ello, el periodo de induccion en el proceso de

11



formacion de la biopelicula, sera mas extenso.
b)Adsorcion de moléculas organicas a la superficie.

La interaccién quimica inicial entre el material y el agua (de mar,
industrial, etc) implica la formacién de una capa de iones inorganicos y
sustancias organicas adsorbidas sobre la superficie que conduce a la formacidon de
una pelicula condicionante (Gunn et al., 1987; Baier, 1973) o biofouling
molecular.

La formacién de una monocapa organica ocurre minutos después de la
inmersion de la superficie solida. La adsorcion de dichas sustancias organicas
modifican las propiedades de la superficie en lo que respecta a la humectacion
superficial y a su carga eléctrica (Dexter, 1976; Chamberlain y Van Woerlom,
1986). Este proceso puede aumentar o facilitar la adherencia de los
microorganismos a una superficie metalica (Carson, 1980; Dempsey, 1981;
Gomez de Saravia, 1991). La naturaleza quimica de esta pelicula no es bien
conocida, se la describe compuesta por mono y polisacaridos, glicoproteinas,
acidos grasos, moléculas lipidicas, y macromoléculas varias, dependiendo del
sistema (Baier, 1973; 1975; 1980; Wangersky, 1976; Hunter, 1980). Neihob
(1975) midié velocidades de adsorcion sobre distintos materiales. EI maximo
espesor de biofouling molecular no supera 0,1 micrones. Se sabe que este espesor
no afecta significativamente el flujo de calor o de materia pero si influye
maicadamente en las etapas sucesivas de formacion de la biopelicula. Esta en
estudio, sin embargo, la influencia que tiene sobre las propiedades
electroquimicas del metal.

¢y d) Adsorcion reversible e irreversible de células a la superficie.

La adhesion o adsorcion de células sobre un sustrato es un caso especial
de quimisorcion que puede ser reversible.

Se admiten generalmente dos estados de adhesion o adsorcion: 1)
reversible seguido de 2) irreversible. La adherencia reversible se refiere a una
adhesion débil de la célula, que aun exhibe movimiento browniano, pudiendo ser
removida del sustrato mediante lavado. Las fuerzas que la mantienen adherida
probablemente incluyan: electrostaticas, London-van der Waals, tension
interfacial. La velocidad neta de adherencia es la diferencia entre la velocidad de
adhesion y la de desorcion.

Por el contrario, la adherencia irreversible tiene caracter permanente
estando generalmente asociada a la produccién de MPE (Marshall, 1976, Corpe,

12



1978; Trulear, 1983). En general puede decirse que el MPE esta constituido por
compuestos organicos tales como polisacaridos, lipidos, polifenoles, acidos
nucleicos, proteinas (Geesey y Bremer, 1993). Las células en este caso solo
pueden ser removidas por un tratamiento mecanico severo.

El valor de Ia tension superficial critica asi como la presencia de cationes
multivalentes (Ca2*, Ma2*t, Fe31) influye sobre la adherencia de las células a la
superficie (Baier, 1973, Dexter, 1976).

e) Metabolismo de las células adheridas

A través de los procesos de respiracion y nutricion la célula obtiene la
energia necesaria para reproducirse, mantener su estructura interna y formar
productos extracelulares. Estos procesos constituyen en conjunto el metabolismo
celular. Cuando los nutrientes se encuentran en defecto o en presencia de
sustancias toxicas, las células mueren.

Las velocidades de los procesos microbianos se pueden medir
indirectamente a través de consumo de nutrientes y oxigeno y/o produccion de
biomasa y metabolitos. Estos estan directamente relacionados con la velocidad de
transporte del fluido.

a4 A través del consumo de sustrato pudo deducirse (Trulear, 1982; Trulear y
Characklis, 1982) que el aumento del espesor del biofilm estaba directamente
relacionado a la remocion del nutriente hasta un valor critico a partir del cual la
velocidad de consumo permanecia constante. El espesor critico asi hallado se
incrementa con la concentracion del sustrato. Los metabolitos celulares pueden
ser mas o menos corrosivos segun el microorganismo (acidos organicos, acido
sulfhidrico, acido sulfurico).

f) Desprendimiento de la biopelicula

El término desprendimiento se refiere a la pérdida de material por parte de
la biopelicula, a diferencia de desorcion que implica la pérdida de células y otros
materiales por parte del sustrato. Cuando el espesor de la biopelicula aumenta las
concentraciones de nutrientes y oxigeno en las porciones mas profundas del
biofilm tienden a cero, esto debilita la matriz del biofilm facilitando su
desprendimiento. Simultdneamente, el esfuerzo de corte del fluido en la interfase
biopelicula/solucién se incrementa, aumentando la velocidad de desprendimiento

(Trulear y Characklis, 1982).
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I[I. PROPIEDADES DE LA BIOPELiCULA

. Al'm'cuando el origen de la vida no tuvo lugar sobre las superficies
(Cairns-Smith and Hartman, 1986), los biofilms han aparecido en los primeros
estadios de la evolucion. Por ese motivo, las propiedades de los mismos son el

resultado de 3.500 millones de afios de seleccion natural (Characklis y Wilderer,
1989).

Las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de una biopelicula
dependen entre otros factores de las células o microorganismos, i.e. de su
presencia, de su actividad y de las interacciones entre las varias poblaciones
constituyentes del biofilm. La superficie del biofilm presenta una gran capacidad

de adsorcion y puede reunir ademas importantes cantidades de sedimentos, barros
y otros materiales de las aguas naturales.

La representacion del crecimiento de la biopelicula en el tiempo da lugar a
una curva sigmoidea, por lo que la velocidad de crecimiento pasa por un maximo.
En dicha curva pueden distinguirse tres regiones: de latencia, exponencial y
estacionaria.

Las propiedades fisicoquimicas y biologicas del biofilm estan
estrechamente conectadas al ambiente en donde se desarrolla. Al respecto debe
tenerse en cuenta que los microorganismos se adaptan quimica y estructuralmente
a su ambiente y producen células muy diferentes, desde un mismo genotipo,
como una respuesta a las variables ambientales (Brown y Williams, 1985). Deben
tenerse en cuenta tanto los factores bioldgicos como los abioticos. Cada elemento
de volumen del biofilm consiste de varias fases solidas (células, polimeros,
particulas inorganicas) y una fase liquida conteniendo compuestos organicos,
nutrientes, y otras sustancias (Wilderer y Characklis,. 1989). Una caracteristica
interesante es que el numero de células es relativamente bajo en relacion al
volumen de la biopelicula (104-108 células/cm3 biofilm) ocupando solamente del
1 al 10 % de la biopelicula en soluciones diluidas (Characklis, 1979).

Se sabe que una biopelicula rara vez supera los 1000 um de espesor y que
su densidad aumenta con el esfuerzo de corte y con la concentracion de nutriente.
Debido a su alto contenido de agua la conductividad térmica no difiere mucho de
la de ésta. Por otra parte presenta altos valores de modulos viscosos.

Recientemente se ha analizado el efecto que los campos magnéticos
ejercen sobre la adherencia de los microorganismos. Se ha demostrado que la
adsorcion de microorganismos puede o no verse alterada, dependiendo de la
suceptibilidad magnética de la bacteria en cuestion , que esta asociada al nivel de
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1ones magnéticos adsorbidos y concentrados por las bacterias (Beech et al, 1993).

Ademas de su importante rol en los procesos de transferencia de masa,
aumentando la resistencia difusional en la biopelicula, el MPE puede actuar
como un efectivo intercambiador de cationes ya que esta cargado negativamente
y estad altamente hidratado. Puede aumentar las concentraciones locales de
especies 1onicas tales como metales pesados, amonio, potasio.

Los contenidos de iones calcio, magnesio y hierro que afectan las uniones
intermoleculares de los polimeros pueden variar las propiedades estructurales del
depédsito. Se ha reportado que el MPE interacciona fuertemente con los iones
metalicos , pero no se conoce hasta qué punto las uniones de los tones metalicos
con el MPE influyen sobre la termodinamica y la cinética de la disolucion
metalica (Geesey, 1993).

I1I1. EFECTO DE LA BIOPELICULA SOBRE LAS RESISTENCIAS POR FRICCION Y
A LA TRANSFERENCIA DE CALOR.

Cuando la biopelicula se forma, la resistencia por friccion aumenta y si el
flujo de liquido se mantiene constante causara una pérdida de presion por lo que
en una cafieria, por ejemplo,se necesitara mayor energia destinada al bombeo.
Esto es lo que ocurre generalmente en los sistemas de refrigeracién. Por el
comtrario si la caida de presion se mantiene constante el caudal se reducira.
Experiencias de laboratorio han demostrado que el caudal puede reducirse hasta
el 42% de la capacidad original (Zelver, 1979).

Un aspecto interesante es el analizado por Picologlou et al (1980) quienes
compararon las pérdidas de presion ocasionadas por el crecimiento de la
biopelicula real con aquellas calculadas suponiendo que la pérdida de presion se
debia al decrecimiento del radio del tubo, como si la biopelicula fuera lisa y
rigida. El resultado fue que la constriccion del tubo solo daba lugar al 10% de la
pérdida total de presion originada por la formacion de la biopelicula.
Consecuentemente el efecto de la reduccion del diametro del tubo por la
acumulacion del biofilm es minimo (Characklis, 1990).

Un efecto importante es el de la rugosidad de la biopelicula. Picologlou et
al (1980) demostraron que el factor de friccion aumenta al aumentar el espesor de
la biopelicula cuando supera un espesor critico que es similar al de la subcapa
viscosa. Sin embargo, si la superficie originalmente es rugosa, antes de llegar a
ese espesor critico se observa que, al desarrollarse el biofilm, la resistencia por
friccion disminuye como si la superficie se alisara (Zelver,1979).
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Con respecto a la transferencia de calor, a través de distintas experiencias
(Characklis et al,1981; Turakhia and Characklis, 1984; Zelver et al, 1985) se ha
demostrado la influencia que la formacion de la biopelicula tiene en la
transferencia de calor tanto por conduccion como por conveccion. Cuando la
biopelicula comienza a formarse la resistencia a la conduccion es cero y existe
solo una resistencia a la conveccion. Cuando el biofilm se acumula, la resistencia
a la conduccion se incrementa en proporcion al espesor de la biopelicula mientras
que la resistencia a la conveccion decrece debido al aumento del factor de
friccién (Marshall, 1981).

Es importante enfatizar que el aumento de la resistencia a la transferencia
de calor y al flujo ocasiona importantes pérdidas por la reduccion en la eficiencia
de operaciéon de equipos, mayores costos de bombeo, etc., en numerosas
industrias detalladas en la Tabla I.

IV. BIOCORROSION.

En las secciones precedentes se han considerado los efectos de la
formacion de Dbiopeliculas sobre distintos procesos de transferencia.
Consideremos ahora un sustrato metalico que se sumerge en un agua con
actividad bioldgica. Simultaneamente con las transformaciones que dan lugar a
la formacion de la biopelicula ocurren otras del lado del metal debidos a la
COrrosion y pasivacion.

a) Naturaleza electroquimica de la biocorrosion.

La corrosion es el resultado de la tendencia termodinamica de los metales
a revertir su condicion de refinados para lograr un estado energéticamente mas
estable. Al decir refinado se quiere expresar que ha sido alterado por procesos
que le adicionaron energia al sistema, al decir que revierte su condicion se quiere
expresar que los productos formados son similares al mineral de origen. La
corrosion es la reaccion de disolucion del metal, producida sobre la superficie del
mismo, en un medio agresivo, cuya consecuencia es el deterioro de las
propiedades del metal. La disolucion metalica ocurre a través de una reaccion de
produccion de electrones que da lugar a la formacion de iones metalicos que
fluyen a la solucion, mientras que los electrones se dirigen a un sumidero donde
son consumidos, cerrando de esta forma el circuito.

Se ha comprobado que en sistemas que no presentan problemas de
corrosion o que si bien existen no son severos, la presencia de actividad biologica
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induce la aparicion de la corrosién o la acelera (las velocidades de corrosién
pueden llegar a ser 100.000 veces mayores que las de corrosion abidtica, segun

Costello, 1969). A este tipo de corrosion es la que se ha dado en llamar
biocorrosion.

La formacion de una pelicula de 6xido sobre ciertos metales puede
ofrecerles una buena proteccion contra la corrosion. Dicha pelicula actia como
una barrera para el transporte de iones desde y hacia el metal. En la medida que
dichas peliculas sean capaces de adherir firmemente, resistir al desprendimiento
por la turbulencia, o reconstruirse en el caso de desprendimiento o dafio, el metal
sera tanto mas resistente a la corrosion. La forma en que los biofilms modifican
la estructura de las peliculas pasivantes ain no se conoce con exactitud y es en la
actualidad objeto de estudio (Videla y Characklis, 1992).

Las primeras descripciones de participacion de los microorganismos en la
corrosion se remontan a fines del siglo pasado y comienzos del actual (Garrett,
1891; Gaines, 1910; Ellis, 1919; Grant et al, 1921). Sin embargo los mecanismos
que la interpretan comenzaron a discutirse en los afios 30 (Von Wolzogen y Van
der Vlugt, 1931), iniciandose una investigacion sistematica recién a partir de la
década del 60 (Booth y Tiller, 1962; Iverson, 1966; Richard, 1969).

b) Participacion de los microorganismos en el proceso de corrosion

b1)_Interacciones con el medio.

El proceso de adherencia celular conduce a importantes modificaciones de
la interfase metal/solucion cubierta total o parcialmente por el biofilm (Videla y
Characklis, 1992). El biofilm constituye una barrera para el intercambio de
elementos entre el metal y el medio acuoso. Los conceptos basicos de interfase
electroquimica inorganica cambian drasticamente en presencia del biofilm. El
comportamiento electroquimico del sustrato metalico depende entonces, de las
interacciones reciprocas metal/biopelicula/solucion.

Los microorganismos presentan caracteristicas de suma importancia que
facilitan su interaccion con el medio: su alta velocidad de reproduccion, su gran
variedad de productos metabolicos (muchos de ellos de naturaleza corrosiva) y su
alta relacion superficie/volumen. Ademas, a causa de sus pequefias dimensiones
los microorganismos pueden ser dispersados facilmente por distintos factores
ambientales, pudiendo colonizar sitios verdaderamente inaccesibles, como
pequefios hoyuelos y grietas.

Otro factor importante en relacion con las interacciones
microorganismo/electrolito y microorganismo/metal es la produccion del MPE
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que conduce a la formacion de la matriz de la biopelicula y a una importante
modificacion de la interfase. Por otra parte, dentro de la matriz adherente crecen
diversas especies de microrganismos que estructuran consorcios que pueden
incrementar los efectos agresivos individuales (Costerton et al, 1988). Dentro del
consorcio microbiano las especies interaccionan favoreciéndose mutuamente con
intercambio de nutrientes, interacciones enzimaticas, protecciéon contra
agresiones ambientales, etc.

Las biopeliculas son entonces sistemas estructurados de organismos
embebidos en exopolimeros. Pueden ser comunidades complejas consistentes en
colonias y consorcios rodeados de MPE y materiales varios atrapados. El
conjunto responde a la influencia tanto del sustrato como del medio liquido. La
interaccion de las tres fases tiene como resultado la creacion de gradientes de

concentracion y otros efectos locales de interés particular en corrosion (Edyvean
y Videla, 1991).

Como resultado de procesos ecoldgicos naturales que ocurren dentro del
biofilm se producen entonces un gran namero de focos cuyas caracteristicas
fisicoquimicas son diferentes a las de su alrededor y que daran lugar a la
formacion de celdas de corrosion (Costerton et al, 1988). Cada sistema es un caso
particular con caracteristicas singulares regidas por el metal y el ambiente que lo
rodea.

be)Creacion de celdas de concentracion diferencial
La remocion de oxigeno por parte de los microorganismos da lugar al
empobrecimiento local del mismo. En los sitios altamente oxigenados la reaccion
de reduccion de oxigeno se vera favorecida convirtiéndose en catodos, mientras
que los pobremente oxigenados constituiran los anodos. Celdas de concentracion
de ese tipo producen severa corrosion localizada en la forma de picaduras o
grietas.

Los microorganismos son capaces también de alterar la concentracion
ionica de su entorno y producir asi celdas de concentracion quimicas, incluyendo
la de protones que actiian en forma similar a las de oxigeno. Se sabe (Terry y
Edyvean, 1981, 1986) que existen diferencias de pH entre biopeliculas de algas y
bacterias de hasta 9 unidades y que pueden existir cambios ritmicos diarios de
hasta 3,5 unidades causados por la respiracion de las microalgas. En estos casos
el anodo tiende a ser el de pH mas alto (Butler e Ison, 1966) excepto cuando el
metal es activado desde su estado pasivo en cuyo caso el anodo sera el sitio mas

acido.

Otros tipos de celdas de concentracion son las de iones metalicos, las de
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iones agresivos (ejemplo de cloruros) o las de inhibidores de corrosion.

b3) Ruptura de peliculas protectoras.

La formaciéon de peliculas pasivantes sobre metales desacelera los
procesos de corrosion. Los microorganismos pueden romper dichas peliculas
protectoras a traves de la produccion de metabolitos agresivos o despolarizantes
(sustancias que reducen la barrera energética de la reaccion superficial, Edyvean
y Videla, 1991). La accion de las bacterias también puede dar lugar a la ruptura
de cubiertas protectoras (pinturas anticorrosivas y anti-incrustantes, peliculas
asfalticas, etc).

bg) Despolarizacién anddica

La disolucion metalica puede ser facilitada por la accion de los
microorganismos a través de la produccion de metabolitos agresivos. Se dice
entonces que existe "despolarizacidon' anddica. Tal es el caso de la accion del
acido sulfarico en el caso de bacterias oxidantes del azufre. Ademas, metabolitos
fingicos causan problemas en la industria del papel, refinado de azuicar,
almacenamiento de aeronaftas (Tiller y Booth, 1968; Videla, 1986; Iverson,
1987; Videla et al, 1988), entre otros. El ataque por acidos ocurre generalmente a
valores de pH menores que 4 (Butler e Ison, 1966) ya que a valores mas altos es
mas significativo el efecto de las celdas de pH diferencial.

Uno de los mas conocidos metabolitos agresivos que causa severos
problemas de corrosion en el hierro y en el acero es el sulfuro de hidrogeno,
producido por las bacterias reductoras de sulfato (BRS) en condiciones
anaerobicas. A pH neutros se forma una pelicula de sulfuro de hierro sobre la
superficie que la protege, pero una eventual ruptura del mismo origina una celda
galvanica entre el sulfuro de hierro (catodo) y el acero (anodo), que acelera la
corrosion (Edwing, 1955; Booth y Booth, 1962; Booth y Tiller, 1962; Richard,
1969; King et al, 1973; Tiller, 1983).

Dichos metabolitos pueden también actuar sinérgicamente con otros
aniones agresivos como es el caso del sulfuro producido por las BRS actuando
simultaneamente con el cloruro.

b4) Despolarizacidn catodica
Aquellas reacciones que remueven electrones del catodo y de esa forma
favorecen la reaccion catddica se dice que "despolarizan’ dicha reaccion. Una de
las teorias mas aceptadas para explicar la accion de las bacterias anaerobicas fue
la de Wolzogen Kuhr and van der Vlugt (1934). Estos autores sugerian que las
bacterias utilizaban el hidrogeno adsorbido sobre el catodo en su metabolismo
para oxidar los compuestos de azufre. Sin embargo, aunque dicha despolarizacion
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para oxidar los compuestos de azufre. Sin embargo, aunque dicha despolarizacion
sea demostrable (Iverson, 1966; Booth y Tiller, 1968), la corriente generada es
insuficiente para explicar las velocidades de corrosion observadas (King et al,
1973). Esto ha conducido a la elaboracion de mecanismos mas complejos
(Hardy, 1983) que asignan a la bacteria un papel indirecto al comprobarse la
existencia de un efecto catddico debido al acido sulfhidrico (Costello, 1974) y
una modificacion de los mecanismos de pasivacion (De Cristofaro et al., 1986).
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3.MATERIALES Y METODOS.

De un modo general las experiencias realizadas podrian dividirse en
experiencias de campo y experiencias de laboratorio. Las caracteristicas
generales de los materiales y métodos utilizados se describiran en las
secciones siguientes mientras que las particulares de cada sistema se
detallaran en los capitulos respectivos.

I. ESTUDIOS DE CAMPO.

Los estudios de campo se llevaron a cabo en dos establecimientos
industriales:
- Una Central Termoeléctrica (experiencias "A")
- Una Planta Quimica (experiencias "B")

L1.EXPERIENCIAS "A"
a) Caracteristicas de la planta

La Central Termoeléctrica "9 de Julio" de E.S.E.B.A. S.A., esta
ubicada en el ambito del Puerto de Mar del Plata (382 08' 17" S, 57° 31' 18"
0), (Fig. 1). La potencia de la central es de 90 MW y se distribuye entre tres
turbinas de 30 MW cada una.

La provision de agua de mar a la central, se realiza por un circuito
abierto, siendo la toma y la descarga de la misma a través de canales
subterraneos construidos para tal fin, desde el edificio de la central hasta el
Puerto de Mar del Plata en la darsena C para la entrada y en la darsena B para
la salida (Figs. 1 y 2). Como puede observarse la toma de agua se encuentra
muy alejada de la boca del puerto lo que en parte justifica los altos niveles de
polucién y la baja concentracion de oxigeno debido a la escasa renovacion del

agua.

El agua de refrigeracion que ingresa a la central (a 490 m de la toma de
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Central Termoclécetrica "9 de julio"de Mar del Plata,




agua), es filtrada por dos sistemas de filtros rotativos: uno grueso y otro fino.
El sector de filtrado grueso, fue el elegido para la toma de muestras, ya que el
mismo es el unico que ofrece acceso directo a las tuberias en los momentos en
que la central se encuentra en funcionamiento.

b) Caracteristicas del puerto desde donde se realiza la provisién de agua
de mar

El puerto tiene aproximadamente de 2500 m longitud y 2000 m de
ancho. Esta limitado por dos muelles y su entrada de 300 m de ancho, mira al
noreste. Las caracteristicas topograficas e hidrologicas del mismo impiden una
adecuada renovacion de las aguas en toda su extension. Dicha renovacidn se
efectiia deficientemente a través de su estrecha entrada y es provocada por una
diferencia de nivel por mareas de 1 m.

El puerto puede dividirse en tres areas: area externa, con una buena
renovacion de las aguas; area media, con una pobre renovacidn, y un area
interna, con escasa renovacion. Esta ultima presenta elevado nivel de polucion
indicado por valores bajos de DO (demanda de oxigeno), bajo pH, alto
confenido de materia organica, considerables concentraciones de sulfuro, etc.
Estudios ecoldgicos en dicha zona han sido realizados por Bastida (1971 a;
1971 b). Las caracteristicas mas notables son: baja turbulencia; salinidad=
3,2% a 3,5%, pH bajo (6,5 a 7,9); DO= 0,8 ml/l a 6,0 ml/l (valores que varian
de acuerdo a la region considerada) y alto contenido de materia orgéanica
suspendida. La temperatura media del agua, muestra variaciones anuales
entre 12 C y 15 C. Los valores mas altos corresponden a febrero y marzo (21
C- 23 C), mientras que los menores son alcanzados en julio y agosto (6 C- 8

Q).

c¢) Sistema de muestreo. Tipo de muestras metalicas. Mediciones del
potencial a circito abierto "in situ''.

Las muestras de los metales ensayados (aluminio, titanio, cobre,
aleaciones de cobre-niquel 70/30, bronce, y aceros inoxidables de tipo AISI
(304, 304L, 316T y 430) se colocaron sobre paneles de acrilico arenado
(material inerte) similares a los utilizados en estudios ecoldgicos previos
(Brankevich et al,, 1985). Estos paneles, se dispusieron en juegos y se
ubicaron en la zona de filtrado grueso con la colaboracion del Lic. G.
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Brankevich, asistente técnico de ESEBA S.A.. Cada juego estuvo compuesto
de dos paneles de acrilico superpuestos de 30 cm x 10 cm de base por 0,2 cm
de espesor sujetos a un soporte de acrilico. El juego de paneles, se suspendié
con una soga de nylon sujeta en su extremo superior a un gancho amurado y
en su extremo inferior se colocd un peso, para otorgar rigidez al conjunto. Las
muestras tuvieron un flujo de agua de 0,2 a 0,3 m/s. El flujo en los tuneles de
entrada de agua es laminar, hasta el sector de bombas que esta situado cerca
de los condensadores. El volumen de agua que circula es de 15.000 m3/h.

Los muestreos, se realizaron en distintos periodos del afio y abarcaron
diferentes periodos de tiempo (1; 3; 5; 7; 14; 28; 49 y 60 dias). Durante la
inmersion se midieron los potenciales a circuito abierto (PCA) "in situ” en el
canal de acceso de agua de mar a la central termoeléctrica. Con ese fin cada
muestra metalica fue provista de un contacto eléctrico aislado conectado a un
multimetro Keithley 169. En todos los casos se utilizdo un electrodo de
calomel saturado (ECS) a través de un capilar de Luggin como referencia.

Una vez extraidos los paneles, se analizaron sistematicamente las
biopeliculas formadas sobre las muestras, y se observo el ataque de las
misgmas en el microscopio optico, y en el microscopio electronico de barrido
(MEB) y se estudié su comportamiento electroquimico.

1.2. EXPERIENCIAS "B"
a) Caracteristicas de la Planta. Sistema de enfriamiento.

El sistema de enfriamiento de agua de la planta quimica consistia en
dos torres (2006 y 2013) de recirculacion abierta de acuerdo al diagrama de la
Fig. 3. Las caracteristicas del sistema se describen en la Tabla Il y la
composicion del agua de enfriamiento se describe en la Tabla III .

A ambas torres se aplicaban compuestos quimicos para el control de las
incrustaciones inorganicas y de la corrosion. Con el fin de comparar el efecto
de la formacion de las biopeliculas sobre la corrosion de los tubos del
intercambiador de calor solo en una de ellas (torre 2013) se realizaba el
control del biofouling basado en biocidas oxidantes (cloro o hipoclorito de

sodio).
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TABLA Il . Caracteristicas del sistema de enfriamiento

Sistema: Torre 2006

Sistema: Torre 2013

Volumen (m3) = 60
Velocidad de recirculacion

(m3/h) = 240
Variacion de temp. (°C) = 3

Intercambiadores de calor de fredn.
Metalurgia:

acero inox., acero al carbono, cobre

Volumen (m?) = 60
Velocidad de recirculacion

(m3/h) = 100
Variacion de temp. (°C) = 8

Intercambiadores de calor de vidrio.
Metalurgia:
acero 1nox., acero al carbono, cobre

TABLA III . Analisis quimico del agua de enfriamiento

ITEM TORRE TORRE UNIDAD/
2006 2013 ppm
pH 7.7 7.1 ;
Alcalinidad total 53,0 40,0 CaCoO,
Dureza total 159,0 194.0 CaCoO,
Dureza (calcio) 142,0 173,0 CaCO,
Dureza (magnesio) 17,0 21,0 CaCO,
Cloruros 849 96,3 Cl-
Ortofosfatos 1,2 0,6 PO,
Fosforos organicos 2,8 1,8 PO,
Silice 5,4 6,4 Si10,
Sulfatos 116,0 118,0 SO,
Hierro total 0,2 0,9 Fe
Aluminio 0,3 0,6 Al
Cinc 0,7 0,7 Zn
Solidos disueltos totales 494.0 5140 (20 C)
Cobre 0 0 Cu
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a) Sistema de muestreo. Tipo de muestras metalicas.

El sistema de muestreo consistia en un bastidor situado en forma
derivacion ("sidestream rack") en el cual se ubicaban muestras metalicas para
realizar estudios de corrosion y de bioincrustaciones. El dispositivo utilizado
para realizar la toma de muestra puede verse en la Fig. 4. Las muestras de un
area de 0,5 cm? se colocaban a presion en un soporte de Teflon que se
ubicaba en uno de los sitios de muestreo (Fig. 3).

Las muestras metalicas utilizadas en estas experiencias correspondieron
a los aceros inoxidables tipo AISI 316 y acero al carbono tipo SAE 1009.

Después de un periodo de exposicion que variaba entre 5 y 15 dias se
retiraban las muestras metalicas que eran llevadas al laboratorio en un
recipiente cerrado lleno de agua del sistema. Algunas de ellas se trataban con
ultrasonido para desprenderles la biopelicula y otras eran preparadas para su
observacion a través del MEB, como se describira en la seccidn siguiente.

II. ESTUDIOS DE LABORATORIO

¥
I1.1. Microorganismos y métodos microbiolégicos.

A continuacion se describen los métodos microbiolégicos, los
microorganismos empleados en las experiencias de laboratorio y las técnicas
de microscopia optica y MEB empleadas tanto en muestras sometidas a
experiencias de campo como de laboratorio.

a) Tipo de microorganismos.

Se trabajé con cepas bacterianas de caracteristicas muy disimiles.
Desulfovibrio vulgaris (D. vulgaris) 'y Desulfovibrio desulfuricans (D.
Desulfuricans) ambas bacterias reductoras de sulfatos (BRS) y Vibrio

alginolyticus (V. alginolyticus).

La cepa de V. alginolyticus fue aislada y provista gentilmente por el Dr.
Luis Monticelli (INIDEP, Mar del Plata) del agua de mar poluida del Puerto
de Mar del Plata. Las cepas de /). vulgaris y de D. desulfuricans fueron
gentilmente cedidas, por la Dra. Christine Gaylarde (City of London Polyte-
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de Mar del Plata. Las cepas de 1. vulgaris y de D. desulfuricans fueron
gentilmente cedidas, por la Dra. Christine Gaylarde (City of London Polyte-
chnic, U.K.). Dichas cepas fueron mantenidas en estado puro en el laboratorio
de la Seccion Bioelectroquimica de INIFTA por las Dras. Sandra Gomez de
Saravia y Patricia Guiamet.

Se utilizaron también mezclas de bacterias aerobicas aisladas de las
paredes del acuario marino de la Universidad de Leeds., Leeds, Reino Unido.

b) Mantenimiento de las cepas bacterianas

Las cepas de V. alginolyticus se mantuvieron en agar nutritivo mas un 3
% de NaCl (agar en pico de flauta, sembrado en estria).

La cepa de D. vulgaris se mantuvo en medio liquido y semisélido de
Postgate medio C (Postgate, 1984) (sembrado por puncion) con y sin el
agregado de un 30 g/l de NaCl, bajo condiciones de anaerobiosis. Esta
condicion se logro con la utilizacion de jarras de anaerobiosis. Al medio de
Postgate C, se le incorporaron limaduras de hierro, para verificar la
positividad del crecimiento.

La pureza de las cepas se chequed a intervalos regulares por plaqueo en
agar nutritivo mas un 10 % de NaCl para el V. alginolyticus y test de

Coloracion de Gram para el D. vulgaris.

Las bacterias aerobicas aisladas del acuarto marino fueron mantenidas
en agar nutritivo (Nutrient Agar, Oxoid Ltd.).

c) Medios de cultivo utilizados
1.os medios de cultivo utilizados fueron:

1. Agua de mar artificial, preparada segin la formula de Lymann vy
Flemming. Su composicion se expresa en g/l:

NaCl: 23,4
MgCly: 10,45
Na>SOg4: 3,9
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CaCly: 11,0

KCIl: 0,66

FeCl: 1 0 2 gotas de solucion al 35 %

Agua destilada 1000 ml

pH:=17)5

1 g/l de estracto de levadura (cuando se usa como medio de cultivo).

2. Medio liquido de Postgate C (Posgate, 1984). Su composicion en g/l es la
siguiente:

KH7>POg4: 0,5
NHyClI : 1,0
Na»SOy: 4,5
CaCly 6 HO»: 0,06
Lactato sodico (50 %): 3,0
Extracto de levadura: 1,0
Citrato de sodio 2H»O: 0,3
NacCl: 30
Agua destilada 1000 ml

1 g/l de estracto de levadura (cuando se usa como medio de cultivo).

3. Medio semisolido de Postgate C con agregado de agar (utilizado
unicamente en el mantenimiento de las cepas).

En todos los casos el pH de las soluciones, se ajusto a 7,5 con solucion
de OHNa (0,1 N y 0,01 N). Los medios fueron esterilizados en autoclave a
121 C durante 20 minutos. Los productos quimicos utilizados para la
preparacion de los medios fueron de grado analitico (Merck Darmstadt).

d) Tipo de cultives bacterianos.
Se trabajo con cultivos puros y mixtos.

1. Cultivos puros de V. alginolyticus.
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2. Cultivos puros de D). vulgaris.
3. Cultivos aerobicos mixtos de bacterias marinas.
4. Cultivos mixtos (anaerobicos) de D. vulgaris y D). desulfuricans.

5. Cultivos mixtos (aerobico facultativo/anaerobico) de V. alginolyticus y D.
vulgaris.

e) Preparacion de inéculos

Los indculos de V. alginolyticus se prepararon con las suspensiones del
desarrollo obtenido en el agar inclinado, mas un volumen de 2 ml de agua de
mar artificial o medio liquido de Postgate C. Los inoculos de D. vulgaris y D.
desulfuricans se prepararon con 50 ml de medio liquido de Postgate C mas 30
g/l de NaCl en condiciones de anaerobiosis.

El inéculo de bacterias aerobicas marinas era utilizado para producir el
nivel inicial de 104 células/ml en un medio de cultivo formado con una
relation 9:1 de agua de mar artificial y caldo nutritivo (Nutrient Broth No. 2,
Oxoid Ltd.).

f) Desarrollo de los cultivos bacterianos

Los inoculos eran volcados en erlenmeyers conteniendo 200 ml del
medio de cultivo que luego eran tapados con tapones de algodon y colocados
en un agitador mecanico durante 3 horas después de las cuales permanecian

en estado estatico.

Ocasionalmente se realizaron cultivos en un fermentador rotativo
discontinuo de 5 litros de volumen provisto de control de pH y temperatura y
con aireacidn forzada, cuyo seguimiento estuvo a cargo de la Dra. S. Gomez

de Saravia.

En el caso de los cultivos de D. vulgaris y D. desulfuricans puros y
mixtos, el erlenmeyer, una vez inoculado, se guardo en la jarra de

anaerobiosis.
Los cultivos mixtos aerdbico facultativo/anaerdbico se lograron
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inoculando D. vulgaris en cultivos puros de V. alginolyticus cuando el nivel
de oxigeno medido en estos ltimos, estuvo en valores proximos a cero.

La temperatura de incubacion en todos los casos fue de 28 C.

El crecimiento de los cultivos bacterianos fue monitoreado por la
determinacién de la densidad optica a 610 nm, utilizando un espectrofo-
tometro y también mediante conteos en placa.

Las muestras de los metales ensayados se sumergian en los cultivos

durante un periodo predeterminado y se retiraban de los mismos en diferentes
periodos de exposicion que variaron entre dos horas y veinte dias.

g) Conteos bacterianos

Conteos de células viables
Cumplido el periodo de exposicion las muestras fueron removidas,

lavadas con agua de mar o solucion fisioldgica estéril y desprendidas de la
superficie metalica con un bisturi. La solucion resultante se transferia a un
tubg de ensayo con 10 ml de agua de mar o solucion fisiologica estéril. La
enumeracion de las células se realizo por el método estandar de conteo de
viables. Las colonias fueron contadas después de 48 h de incubacion a 28 C.

Conteos directos por microscopia de epifluorescencia.

La enumeracion de células se realizd in sifu por microscopia de
epifluorescencia. Cumplido el periodo de exposicion las muestras fueron
removidas del cultivo bacteriano, tefitdas con una solucién 0,01 % de
anaranjado de acridina durante 5 minutos, lavadas con agua de mar artificial
estéril para remover las células débilmente adheridas, y examinadas luego
bajo luz ultravioleta en un microscopio de epifluorencencia (Nikon, con luz
reflejada fluorescente) a X400 de magnificacion. Las células fueron contadas
en 12 campos por muestra elegidos al azar de 0,0464 mm?2 de superficie.

h) Pretratamiento aplicado a las muestras metalicas con material

biologico para ser observadas a través de MEB.

Para poder analizar las biopeliculas formadas sobre las superficies
metalica en el MEB, se les efectud a las muestras el siguiente tratamiento:
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1- Lavado con agua de mar filtrada (por filtro Millipore de 0,45 pm de
diametro de poro); agua de mar artificial o medio liquido de Postgate C, segun
el caso.

2- Lavado , sumergiéndolas en soluciones con proporciones crecientes
de agua destilada/agua de mar artificial o medio liquido de Postgate C hasta el
100 % de agua destilada, durante 10 o 15 minutos.

3- Deshidratacion en una serie gradual de acetona y agua destilada
hasta el 100 % de acetona.

4- Secado mediante la Técnica del Punto Critico. (*)
5- Metalizado con oro paladio.

(*) El secado por la Técnica del Punto Critico, consiste en reemplazar bajo
presion la acetona por CO, y luego subir la temperatura mas alla del punto
critico con el fin de eliminar el CO, como gas, sin la formacion de la interfase
liquido-vapor, en la cual las tensiones superficiales afectan deformandolas
(Operating instructions for the Critical Point Drying System).

En el Apéndice A ("Consideraciones generales sobre el uso de
microscopia optica y electronica de barrido para el estudio de la adherencia
microbiana sobre metales") se discuten éste y otros métodos microscopicos de
analisis.

I1.3. Estudios electroquimicos
a) La celda electroquimica.

Las experiencias electroquimicas fueron realizadas a 25 C en una celda
de vidrio Pyrex de doble pared para facilitar su termostatizacion. El electrodo
de trabajo era un cilindro o disco de metal incluido en la resina Araldite. El
potencial del electrodo de trabajo se refirié al ECS a través de un capilar de
Luggin. El contraelectrodo era una lamina de Pt. Cuando se utilizaban
soluciones desaireadas éstas eran obtenidas burbujeando nitrogeno de alta

pureza en la solucion durante 90 min.
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b) Técnicas electroquimicas.

Los estudios electroquimicos se realizaron empleando distintas
técnicas: medidas de potencial a circuito abierto (PCA), medidas del potencial
redox, curvas de polarizacidn potenciostaticas y potenciodinamicas
(incluyendo la determinacion de potenciales de picado y de repasivacion, uso
del electrodo de disco (platino) y anillo (oro)) con distintos programas de
pertubacién, registro de transitorios de corriente potenciostaticos. En el
apéndice B ("Consideraciones generales sobre las técnicas electroquimicas
empleadas en el estudio del biodeterioro") se describen dichas técnicas y se
discute su utilidad. Los detalles sobre su aplicacion en cada sistema en
particular se describen en los capitulos respectivos.

11I. MATERIALES ENSAYADOS.

En los estudios de laboratorio, se trabajé con discos y cilindros metali-
cosade distintos diametros entre 7 y 2 mm. Se emplearon metales puros Ag
99%, Al 99,99% y 99,7%, Pt 99,99%, Ti grado 2 y Cu 99,99% y aleaciones
cuya composicion se detalla en la TablaIV (ay b).

Los cupones ensayados en los estudios realizados en la Central
Termoeléctrica, consistieron en laminas circulares de 18 mm de diametro, de
aceros inoxidables del tipo AISI (American Institute Stainless Iron) 304, 304L,
316T y 430 y aleaciones de cobre: cobre-niquel 70/30 y bronce aluminio,
cuyas composiciones se detallan en la Tabla [V (ay b).

Los cupones ensayados en los estudios realizados en los sistemas de
refrigeracion de la planta quimica consistieron en cilindros de 0,5 cmZ de base
de acero inoxidable AISI 316 y de acero al carbono SAE 1009 cuyas
composiciones se describen en la Tabla IVb.
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quimica de las aleaciones de cobre

TABLA IVa. Composiciéon

Elem. | Cobre-niquel Bronce
% 70/30 aluminio

Cu |67 77,5

Ni 31,9 -

Fe 1,1 -

Zn - 19,5

Al - 2,5

As - 0,02

TABLA 1Vb. Composicion quimica de los aceros

Metal | AISI AISI AISI AISI AlSI SAE
\ 304 304L 316 316T 430 1009

Elem. %
Ni 10,28 10,19 11,70 10,65 - -
C 0,04 0,03 0,06 0,05 0,10 0,06
Mn 1,55 - 1,62 - - 0,50
Si 0,51 . 0,46 ; . 0,10
Cr 19,66 19,33 17,10 17,48 17,0 -
Mo - - 2,34 4,04 - -
Ti - - - 0,4 - -
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IV. MATERIALES E INSTRUMENTAL UTILIZADOS

-Lijas al agua de diferente granulometria (320, 400, 500, 600). Pafios para
pulido. Pasta de diamante. Pasta de alimina de 0, 1 pm de grano.

-Pulidora automatica de metales.Prazis, modelo Pul O1.
-Potenciostato. LY, modelo MS5.

-Registrador x-y. Houston, modelo Omnigraph.
-Generador de funcion rampa. LYP, modelo GRM-2.
-Multimetro. Keithley, modelos 179 y 166.
-Espectrofotometro. Spectronic 70.

-Jarras para anaerobiosis. BBL. Modelo Gaspak.
-Cpntador de colonias. Ionomex.

-Electrodos combinados de pH. Radiometer.
-Electrodos de calomel saturado. Radiometer.
-Electrodos para medicion de oxigeno disuelto. LKB.
-Microscopio optico biologico. Olympus, modelo BHTU.

-Lupa estereoscopica.  Nikon, modelo SMZI10. Accesorio: Camara
fotografica con exposimetro automatico Nikon, modelo Microflex HFX.

-Microscopio Optico metalografico. Olympus, modelo Vanox. Accesorio:

camara fotografica Olympus, modelo PM-10-M.

-Microscopio electronico de barrido. Jeol, modelo JSM 35 CF (Facultad de
odontologia, UBA).
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-Microscopio electronico de barrido.  Philips, modelo 500 con EDXA
incorporado (INTI).

-Microscopio electronico de barrido. Jeol, modelo JSM-T 100 (Facultad de
Ciencias Naturales y Museo, UNLP).

-Microscopio electronico de barrido.  Philips, modelo 505 con EDXA
incorporado (CINDECA).

-Equipo para secado por punto critico. Sorvall.

-Metalizador. Jeol, modelo Fine Coat lon Sputter JFC-1100 (Facultad de
Ciencias Naturales y Museo, UNLP).

APENDICE A

Consideraciones generales sobre el uso de microscopia
optica y electronica de barrido para el estudio de la adherencia
microbiana sobre metales

La utilizacion de la lupa estereoscopica y el microscopio optico es de
gran importancia para una primera observacion de las muestras, permitiendo
obtener una descripcion general de las mismas y en algunos casos determinar
los microorganismos presentes (Goémez de Saravia et al., 1992). Una variante
interesante la constituye la microscopia de epifluorescencia. Los
microorganismos pueden ser detectados y enumerados directamente luego de
la tincion de la muestra con un colorante fluorescente que refleja la luz
proveniente de una fuente de epi-iluminacion mediante el uso de filtros
apropiados. Dentro de la variedad de colorantes utilizados, el naranja de
acridina permite la visualizacion de los microorganismos luego de tan solo 5

min de tincion.

El MEB, desarrollado comercialmente a mediados de la década del 60,
ha permitido un gran avance en la observacion de muestras biologicas. Estos
microscopios presentan una serie de caracteristicas sumamente tmportantes
(Hearle et al., 1972): a) Pueden ser operados en una escala amplia de
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aumentos. Esta escala se extiende desde el aumento de 10 X hasta 20.000 X,
b) Tiene una gran profundidad de foco, por ejemplo, en una aumento de 1.000
X la profundidad de foco puede llegar a 10 um.

El inconveniente que presenta este tipo de observacion es que la
muestra debe en general someterse al vacio en una camara especial siendo
necesario que el material esté libre de agua o cualquier sustancia volatil. La
deshidratacion de la muestra puede provocar efectos artificiales. No obstante,
un manejo experimental adecuado permite obtener excelentes imagenes.

La utilizacién de barridos horizontales para ver los relieves o
depresiones de una muestra, permite en la MEB la obtencion de imagenes
topograficas que son particularmente uatiles para apreciar el grado de ataque al
sustrato metalico bajo las biopeliculas bacterianas.

El microscopio de barrido ambiental presenta una notable ventaja
respecto al anterior pues posibilita el manejo de las muestras hiamedas sin
realizar fijacion o deshidratacion. Desgraciadamente hasta la fecha no se
encuentran equipos de este tipo en nuestro pais.

APENDICE B

Consideraciones generales sobre las técnicas electroquimicas
empleadas en el estudio del biodeterioro de metales

Las técnicas electroquimicas (TEQ) han demostrado ser de suma
utilidad en el estudio de la biocorrosion. Extensas discusiones sobre el tema
han sido publicadas por Dexter et al. (1991) y Little y Mansfield (1991).

En la realizacion del presente trabajo se han empleado varias técnicas
electroquimicas, las que, teniendo en cuenta el tipo de perturbacion aplicada a
la muestra podemos considerar divididas en: sin aplicacion de sefial externa y
con aplicacion de sefial externa. Entre las primeras se realizaron medidas de
PCA y de potencial redox y entre las segundas registro de curvas de
polarizacion potenciodinamicas y transitorios de corriente. Las caracteristicas

de las mismas se analizan a continuacion:
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de las mismas se analizan a continuacion:

a) TEQ sin la aplicacion de sefiales externas.

a,) Medida del Potencial a circuito abierto (PCA)

El uso del PCA en el estudio de MIC se remonta a mediados de siglo
cuando Hadley (1943) Wanklyn y Spruit (1952) y mas tarde Horvath (1960)
reportaron datos referidos a corrosion inducida por bacterias sulfato
reductoras. Sin embargo, estos estudios estuvieron limitados por la falta de

mediciones complementarias de potencial redox, resistencia de polarizacion,
curvas de polarizacion, etc.

No obstante, a través de esta TEQ es posible obtener informacion
acerca del estado activo-pasivo de un metal (Scotto et al, 1985, 1986; Johnsen
y Bardal, 1986, Dexter y Gao, 1988; Mollica et al., 1988, 1989;
Chandrasekaran y Dexter, 1993).

La medida del PCA es sencilla, se realiza determinando la diferencia de
potgncial entre un metal sumergido en un determinado medio corrosivo y un
electrodo de referencia apropiado como puede ser el ECS. El instrumento
utilizado debe ser un potenciostato o un voltimetro de alta impedancia. El
valor del PCA depende de la naturaleza del metal en cuestion, asi como de la
composicion, temperatura e hidrodinamica del electrolito. El dato numérico
debe estar acompaifiado del signo y del tipo de electrodo de referencia
utilizado. Debe tenerse especial cuidado en mantener el electrodo de
referencia libre de la formacion de biopeliculas.

a,) Medida del Potencial Redox

El potencial de oxido-reduccion (redox) esta asociado con el equilibrio
redox del oxigeno del medio sobre un electrodo de platino. Se asume que las
velocidades de oxidacion y reduccion de oxigeno sobre platino son iguales
siendo este potencial una funcion de la concentracion de oxigeno, la
temperatura y el pH del medio. A una dada temperatura y pH, el potencial
redox sera mas negativo a menor concentracion de oxigeno. Estrictamente
hablando los sistemas con actividad biologica no se encuentran en equilibrio,
sin embargo, en condiciones estacionarias el potencial redox provee

importante informacion acerca de las caracteristicas del ambiente que rodea al

39



metal en cuestion y sobre los cambios que los microorganismos producen en
el mismo (Salvarezza et al., 1981; Zhang et al., 1989; Dexter et al., 1991).

b) TEQ con la aplicacion de seiiales de perturbaciéon externas
b,) Curvas de polarizacion potenciostaticas y potenciodinimicas. Una curva

de polarizacion anddica ideal para un metal suceptible de pasivarse (aluminio,
cromo, cobalto, hierro, niquel, titanio y sus aleaciones) muestra que

moviéndose en el sentido catédico-anddico se encuentra una region activa
caracterizada por una corrosion generalizada, hasta que se comienza a formar
una pelicula pasiva en el potencial llamado potencial de pasivacion. A partir
de dicho potencial la corriente cae llegando a un valor bajo y estable
(corriente pasiva), independiente del potencial (Stern y Geary, 1957).

Obviamente para que la pasividad sea estable la corriente de disolucion
activa debe ser baja y el valor del potencial de pasivacion debe ser lo mas
activo posible. La descripcion basica de esta TEQ puede hallarse en los
ASTM standards G 3 (1981) y G 5 (1982). Mas recientemente Siebert (1986)

ha realizado una revision de esta técnica.

Es una técnica relativamente sencilla de la cual se puede obtencr
optimos resultados si las condiciones experimentales se ajustan a las
caracteristicas del sistema en estudio. Se debe seleccionar adecuadamente la
velocidad de barrido y eliminar las caidas 6hmicas a fin de que las curvas de
polarizacion obtenidas no reflejen los efectos de las condiciones
experimentales. Se ha demostrado (Mollica et al, 1991) que la utilizacion de
altas velocidades de barrido puede conducir a severas distorsiones de los

resultados.

Una velocidad rapida en el sentido positivo (60 V/h, por ejemplo), se
utiliza para dcterminar las regiones en las que ocurre una intensa actividad
anodica, minimizandose la formacion -de las peliculas pasivas.  Las
velocidades lentas (1 V/h y menores) en cambio, proveen una superficie de
electrodo relativamente estable (mas estable cuanto menor sea la velocidad),
permitiendo la formacion de las peliculas pasivas. La simultaneidad de los
procesos de corrosion y formacion de biofilms exige mucha cautela en la
eleccion de la velocidad y los limites de potencial, de acuerdo al grado de
desarrollo de la biopelicula. Una gran sobretension aplicada sobre la
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biopelicula puede tener efectos perjudiciales para la misma debidos a cambios
locales de pH, oxigenacion, etc (Dahr et al., 1982, Bockris et al., 1983).

Numerosos autores han utilizado curvas de polarizacion a fin de
determinar los efectos de los microorganismos sobre el comportamiento
electroquimico de un metal. Los estudios de biocorrosion utilizando esta TEQ

fueron recopilados recientemente por Tiller (1986) y Duquette y Ricker
(1986).

En el estudio de las propiedades de 6xidos y compuestos adsorbidos
sobre los electrodos se emplearon técnicas potenciodinamicas de barrido con
programas de perturbacion especiales disefiados para detectar productos de
oxidacion adsorbidos, pretratar electrodos para iniciar las experiencias con
superficies reproducibles, etc..

Los electrodos de disco rotatorio son sumamente utiles en
electroquimica ya que permiten controlar las condiciones convectivas en el
estudio de las reacciones de electrodo. Constan de una zona central activa,
metal y una zona inerte generalmente de Teflon ubicada en forma concéntrica
al petal, cuyo proposito es mantener la distribucion de concentraciones
constantes en el sentido radial. Tales electrodos deben estar perfectamente
centrados, pulidos y funcionar libres de vibraciones a fin de asegurar un flujo
laminar. Las condiciones de flujo determinan la formacion de una pelicula de
difusion uniformemente accesible, es decir, espesor constante. Dicho espesor
depende de la velocidad de rotacion, de la viscosidad cinematica del fluido y
del coeficiente de difusion de la especie que reacciona.

Los llamados electrodos rotatorio de disco y anillo tienen un antllo que
rodea concéntricamente al disco, separado por una franja inerte que lo aisla
del disco. Cada electrodo recibe una perturbacion de potencial distinta,
seleccionada de tal forma que los productos solubles producidos en el disco
puedan ser detectados en el anillo.

b, ) Determinacion de los potenciales de picado y de repasivacion.

Si la curva de polarizacion anddica de metales con transicion activo-
pasivo se extiende mas alla de la region pasiva se observa que en un cierto
potencial conocido como potencial de ruptura o de picado (Ep) la cornente
asciende bruscamente. Si a partir de un determinado valor de la corriente se
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invierte el sentido de barrido de potencial, se observa que después de pasar
por un maximo la corriente decrece hasta llegar al valor de la corriente pasiva,
en un potencial conocido como potencial de repasivacion (Er). El efecto de la
presencia de la biopelicula sobre estos dos parametros ha sido analizado por
varios autores (Ringas y Robinson, 1987, 1988; Dexter y Gao, 1988; Moreno
et al., 1991).

En el analisis de los datos debe tenerse en cuenta que el Ep provee
informacion referida a la tendencia al picado, pero no acerca del tiempo que
transcurre antes de aparecer el primer hoyuelo (tiempo de induccion), ni sobre
la velocidad a la cual el ataque se propaga (Szklarska-Smialowska, 1987). Por
este motivo esta técnica suele completarse con el registro de transitorios de
corriente potenciostaticos.

b,) Registro de transitorios de corriente potenciostaticos.

El registro de los transitorios de corriente, a potenciales
preseleccionados en la vecindad del Ep u otro potencial caracteristico, permite
conocer el tiempo de inducciéon del picado asi como informacion acerca del
mecanismo de la formacion de las picaduras o peliculas pasivas y sus procesos
confrolantes (Vazquez Moll et al., 1984; Szklarska-Smialowska, 1987). De
esta forma se pueden evitar las complicaciones relativas a la dependencia del
Ep con la velocidad de barrido.
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RESULTADOS



I. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES PLATINO/SOLUCIONES SALINAS
CONTENIENDO GLUCOSA

Efecto de los componentes de los fluidos biolégicos sobre
las propiedades electrocataliticas del platino.

De acuerdo a lo expuesto previamente la interaccion quimica inicial entre el
metal y el agua (de mar, de desecho industrial, fluidos bioldgicos, etc.) implica la
formacion de un depdsito de iones inorgdnicos y moléculas orgdnicas adsorbidos sobre
la superficie. En algunos sistemas de interés tecnoldgico, incluido el biomédico,
dichos procesos podrian implicar alteraciones severas en los materiales constituyentes
de los equipos y dispositivos. Dentro de los materiales biomédicos, los materiales
implantables son unos de los mds afectados por este tipo de biodeterioro.

Los materiales implantables son los sustitutos de los tejidos en caso de muerte,
desgaste o deterioro accidental. El éxito de un implante depende de su aptitud para
guardar la biofuncionalidad intacta durante un periodo extenso de operacion
ininterrumpida. El estudio de las interacciones metal/biofouling molecular es de sumo
interés para analizar las posibles causas de interrupcion de la biofuncionalidad.

El sistema Pt/fluidos bioldgicos conteniendo glucosa ha recibido especial
atencion en relacion al desarrollo de celdas biocombustibles glucosa/oxigeno,
implantables en el organismo como posibles impulsores de marcapasos cardiacos
(Wolfson et al, 1968; Schaldach, 1969; Rao y Richter, 1974) y al desarrollo de
sensores de la glucosa sanguinea (Rao et al, 1978, Gebhardt et al.; 1978; Bessman y
Schultz, 1973; Stuart Soeldner et al., 1976).

En la celda biocombustible se transfieren electrones desde una molécula donora
en el dnodo y, a través de una conduccion metdlica, al cdtodo y de éste al oxigeno
disuelto en sangre. Por su concentracion y disponibilidad en el organismo la glucosa

es una de las moléculas con mejores condiciones para actuar como combustible.

Un posible sensor de glucosa funcionaria en forma semejante a la celda
biocombustible. La glucosa difundiria a través de una membrana semipermeable y
serfa electrcquimicamente oxidada en la superficie del dnodo (Pt). Esta corriente

dependerfa de la concentracién de glucosa.
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Este tipo de dispositivos estd destinado a funcionar durante largo tiempo en el
organismo. Por este motivo los electrodos destinados a producir la oxidacién de la
glucosa deben ser sumamente eficientes. Sin embargo, los estudios realizados

mostraron que dichos electrodos se inactivaban progresivamente (Gebhardt et. al,
1978).

En este capitulo se describen los estudios realizados con el fin de analizar en
un sistema de interés biomédico, como lo es Pt/solucién de glucosa, si las propiedades
electrocataliticas del metal se ven modificadas por la adsorcion de sustancias orgdnicas
componentes de los fluidos bioldgicos.

EXPERIMENTAL

Las experiencias fueron realizadas en una celda electroquimica convencional
con un electrodo de trabajo de Pt brillante policristalino, de 0,16 cm2 de drea
aparente. Como contraelectrodo y electrodo de referencia se utilizaron un alambre de
Pt y un electrodo de calomel saturado a través de un capilar de Luggin. Las soluciones
electroliticas fueron preparadas con reactivos de grado analitico y agua triplemente
destjlada y desaireada con nitrégeno de alta pureza. Se utilizaron soluciones tampén
de fosfatos (KHpPO4 + KoHPO4) pH=7, de fuerzas ionicas 0,05 y 0,2 M.

El electrodo de trabajo fue perturbado con diferentes programas
potencial/tiempo. El programa descripto en la Fig. 5(a) se realiza a fin de partir de
una superficie reproducible, removiendo las especies orgdnicas adsorbidas y proveer
al electrodo de una pelicula de 6xido (E,=1,2 V) y luego eliminar los restos de
oxigeno molecular producidos en el paso anterior (E,=0,8 V). Posteriormente el
potencial se fija en un valor negativo E,q comprendido entre -0,2 V'y -0,6 V a fin de
permitir la adsorcién de la glucosa durante un tiempo taq. Transcurrido taq se realiza
un barrido lineal de potencial potenciodindmico a 0,1 V/s hasta 0,8 V 0 1,0 V para

luego invertir el sentido de barrido y retornar al potencial inicial.

El programa descripto por la Fig. 5(b) se lleva a cabo a fin de observar el
efecto de barridos de potencial sucesivos en la zona de electrosorcion de hidrogeno.

Se utilizaron distintos limites anddicos (E,) de barrido.
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Se efectuaron también medidas de potencial a circuito abierto. Estas se
llevaron a cabo luego de remover las especies orgdnicas adsorbidas y posteriormente
de barrer linealmente el potencial a 0,01 V/s hasta el 1fmite anddico donde se procedfa
a abrir el circuito.

RESULTADOS

En la Fig. 6 se observa en linea cortada el voltamperograma correspondiente al
Pt en el electrolito base. La region comprendida entre -0.6 y -0.2 V corresponde a la
adsorcion/desorcion (barridos en sentido catédico y anddico respectivamente) de
hidrégeno sobre Pt, mientras que a potenciales mds anddicos se forma y se reduce
(barridos en sentido anddico y catddico) el 6xido. Entre la desorcion del hidrégeno y
la formacion del 6xido se extiende una zona de corriente constante denominada regidn
de la doble capa eléctrica. En linea llena se muestra el voltamperograma
correspondiente a la electrooxidacion de glucosa sobre Pt. Durante el barrido de
potencial en sentido anddico se forman tres picos de corriente anddica (I, II, III) que
se relacionan con la electroadsorcion y electrooxidacion de la glucosa. La
comparacion de los voltamperogramas obtenidos en presencia y ausencia de glucosa
permite la evaluacién de los cambios relacionados con la interfase Pt/electrolito. El
picg I se encuentra en la region de potencial de la electrosorcion de addtomos de
hidrégeno, el pico II en la porcion mds anddica de la region de la doble capa eléctrica
y el pico III aparece en la region donde el Pt se cubre con una monocapa de oxigeno.
Durante el barrido en sentido catédico puede observarse que inmediatamente después
de la reduccion de la capa de 6xido de Pt, aparecen un pico (V) y un hombro (IV). Si
ta Se incrementa, la altura del pico I se reduce (Fig. 7)

En la Fig. 8(a) se muestran los sucesivos voltamperogramas en la region de
electrosorcion de hidrégeno obtenidos luego de aplicar el programa de perturbacion
descripto en la Fig. 5(b). Puede observarse que al realizar el segundo ciclo de barrido
las corrientes anddica y catédica han disminuido a valores inferiores de las del
electrolito base (Fig. 6). Los sitios activos del electrodo han sido bloqueados. Si se
incrementa el limite anddico de barrido (Fig. 8b) el bloqueo disminuye.

La Fig. 9 muestra voltamperogramas realizados aplicando el programa de

perturbacién de la Fig. 5 (a) a dos soluciones de idéntico pH y concentracion de
glucosa, pero cuya concentracion de iones fosfato era distinta (fuerzas ionicas 0,2 y
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Fig. 5: Programas de perturbacion potencial/tiempo. A=10 s; B=180
s, C= barmdo de potencial triangular.
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Fig. 6: Voltamperogramas registrados a una velocidad de barrido de
0,1 V/s: a) en una solucion de glucosa (__), b) en el clectrolito base
(-—-), después de aplicar el programa de perturbacion mostrado en la
Fig. 1a (Ilad= -0,6 V; tad= 10 s).
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Fig. 7: Voltamperogramas registrados en una solucion 0,03 M de
glucosa, durante el barrido de potencial en sentido anddico a 0,1 V/s
correspondiente al programa de perturbacion descripto en la Fig. 5.a.:
Ead=-0,6 V; tad= 10 s (curva a), tad= 60 s (curva b).
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Fig. 8: Voltamperogramas registrados lucgo de aplicar el programa
de perturbacién descripto en la Fig. 5.b. (___) ler ciclo; (- - -) 2do
ciclo. a) E3=-0,1 V; E4=-0,6 V; b) E3= 02 V; E4=-0,6 V.
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Fig. 9: Voltampcrogramas registrados lucgo de aplicar el programa
de perturbacion descripto en la Fig. 5.a. (Ead= -0,6 V; tad= 10 s)
utilizando distintas solucioncs bufler de fosfatos con glucosa 0,1 M:
(—) 170,05 M (capacidad reguladora= 9,5); ( ) [=0,20 M
(capacidad reguladora= 2,7).
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Fig. 10: Diagrama potencial a circuito abierto vs tiempo: a) solucion
bufler de fosfatos; b) solucion buller de fosfatos + 2 g/l de glucosa.
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Fig. 11: Diagrama concentracion de glucosa vs 1/7(€= ticmpo cn quc
se produce la caida del potencial en la curva b de la Fig. 10) para
soluciones bufler de fosfatos + glucosa.



0,05). Puede observarse que mientras la altura de los picos I y V disminuye a menor
concentracion de iones fosfatos, la corriente de los picos II, III y IV aumenta. Si la

fuerza idnica se eleva a 1 M mediante el agregado de K,S0, a ambos electrolitos, el
efecto sigue observdndose.

En la Fig. 10, se representa la variacion del potencial a circuito abierto para el
electrolito base y para la solucion de glucosa luego de realizar el barrido de potencial
en sentido anddico hasta 1,0 V. Puede observarse que en el caso de la solucion base,
el potencial decrece monotonamente con el tiempo. Cuando la solucion contenfa
glucosa en cambio, el potencial decrecia mds rdpidamente que el anterior, para luego
caer abruptamente hasta valores de -0,6 V aproximadamente. Para concentraciones
bajas de glucosa (hasta 0,02 M) existe una relacion aproximadamente lineal entre
dicha concentracion y la inversa del tiempo de relajacion transcurrido entre la apertura
del circuito y la caida abrupta de potencial (Fig. 11).

DISCUSION

Los voltamperogramas de las Figs. 7 y 8a muestran un decrecimiento de la
corgiente de electrooxidacion de la glucosa con el aumento de t;q y con el mimero de
barridos sucesivos de potencial. Esto daria cuenta de un progresivo bloqueo del drea
activa del Pt causada por los residuos de electroadsorcion de la glucosa. Dichos
productos intermediarios permanecen adsorbidos hasta que el valor del potencial
supera un cierto umbral que estd asociado a la activacion del electrodo (Mele et al.,
1982, Mele et al., 1986), como pudo observarse al incrementar el limite anddico de

barrido.

La electroadsorcion de glucosa, que conduce a la formacion de diferentes
especies adsorbidas, estd relacionada con la gran carga anddica asociada al intervalo
de potenciales del pico I de acuerdo a:

G + Pt ===> (Rad)Pt + xH' + xe (1)
siendo G=glucosa y (Rad) residuos de la electroadsorcion de glucosa sobre Pt, que

luego de desorben en el intervalo de potenciales correspondiente a los picos 11y HI a

través de reacciones de electrooxidacion del tipo:
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xH,O + (Rad)Pt ===>R + xPt(HO) + xH* + xe (2)

La evolucion del potencial a circuito abierto muestra que existiria una reaccion
tipo corrosion, sin pasaje de corriente, oxidacién de glucosa/reduccion de ¢xido de Pt
similar a ]a observada para otros compuestos orgdnicos (Hauffe y Heitbaum, 1978).
El descenso de potencial puede asociarse entonces, a la reduccion del 6xido de Pt que
se ve acelerada en presencia de glucosa (Mele et al.,1981). El potencial cae
abruptamente hasta un valor que corresponde al equilibrio entre electroadsorcién y
electrodesorcion de hidrgeno sobre Pt después de un tiempo de relajacién que
depende inversamente de la concentracion de glucosa.

La variacion de la respuesta electroquimica de la glucosa frente a la
composicién ionica del medio da cuenta de la interferencia de los iones en la reaccion
de electrooxidacion. Si se tienen en cuenta los datos de adsorbabilidad de iones
fosfatos sobre metales (Vakhidov y Bakirov, 1975) podria decirse que tanto las
moléculas de glucosa como los iones fosfatos compiten por los sitios activos del Pt.
por otra parte, la mayor o menor capacidad reguladora de los mismos tiene influencia
en las reacciones (1) y (2).

Puede concluirse entonces que un metal noble como el Pt, sumergido en una
solucién conteniendo componentes de los fluidos biolégicos, sufre alteraciones en su
comportamiento electroquimico debido a la adsorcion de moléculas orgdnicas e iones
sobre su superficie. En este caso su eficiencia como electrocatalizador se ve reducida
y su respuesta electroquimica se ve condicionada por dichos procesos de adsorcion
que conducen a la formacion del biofouling molecular.



II. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES PLATA/PLASMA HUMANO Y
PLATA/SOLUCIONES SALINAS CONTENIENDO CLORUROS Y
SULFUROS

Efecto de los componentes de un fluido biolégico
sobre la resistencia a la corrosion de la plata

La plata es empleada como un componente de aleaciones dentales ternarias y
cuaternarias con base de oro o paladio para restauraciones dentales (Eichner, 1983).
En ellas se ha detectado que aparecen mayores problemas de envejecimiento estético
cuanto mayor contenido de plata poseen (Vaidyanathan y Prasad, 1978). Es también
utilizada como material de relleno que permite obturar los canales de las raices
dentales, constituyendo lo que se conoce como un implante intracanal (Zielke et al.,
1975) .

Los conos de plata han sido usados especialmente en la obturacion de canales
finos y curvos debido a que son fdcilmente manipulables y presentan una vision
radiogrdfica clara. Sin embargo, estudios recientes muestran que cuando la plata toma
contacto con los tejidos y sus fluidos, se deteriora generando productos de corrosion
cithéxicos, reacciones de inflamacion y una obturacion defectuosa (Goldberg, 1982).
Ademds se detectaron trazas de plata y azufre en la biopsia de los tejidos circundantes.

El objetivo de este trabajo es estudiar el comportamiento electroquimico de la
plata y los productos de corrosion fomados en plasma y soluciones neutras para
explicar las posibles causas de la corrosion de los conos dentales y de la pigmentacidn
y opacado de las aleaciones con plata.

EXPERIMENTAL

Para la realizacion de las experiencias se empled una celda electroquimica de
vidrio Pyrex convencional, termostatizada a 37 C. El electrodo de trabajo era una
cilindro de plata de alta pureza incluido en una resina epoxi (Araldite, MR), dejando
un drea circular expuesta de 4,9 mm?2. El contraelectrodo era de Pt platinado y el
electrodo de referencia utilizado fue un ECS a través de un capilar de Luggin.

Antes de cada experimento el electrodo era pulido con papel esmeril hasta el
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grado 600 y después con alimina (1 pm). Finalmente era lavado con agua y
desengrasado con etanol. Previo a cada experiencia potenciodindmicia se mantenfa al
electrodo a -1,1 V durante 2 min a fin de reducir los 6xidos superficiales y partir de
una superficie reproducible. A partir de allf se barria el potencial en sentido anddico a
0,02 V/s hasta 0,5 V para luego invertir el sentido de barrido y retornar al potencial
inicial (barrido triangular de potencial) y reiniciar el barrido hasta obtener un registro
repetitivo. Los transitorios de corriente eran realizados luego de aplicar el siguiente
pretratamiento al electrodo: potenciostatizacion a -1,1 V durante 1 min y luego a -0.2
V durante 10 s para luego aplicarle el potencial seleccionado para el transitorio
potenciostitico.

Se realizaron también experimentos utilizando la técnica del electrodo de
disco-anillo. En este caso se empled un disco de Pt cubierto con una pelicula de plata
0,125 cmz) y un anillo de Pt (0,035 cm2 con una eficiencia de coleccion de 0,25).
Las velocidades de rotacion variaron entre 500 y 3000 rpm. Para demostrar la
formacion de especies solubles durante los ensayos potenciostdticos o
potenciodindmicos el electrodo de anillo fue mantenido en un valor de potencial
comprendido entre -0,15y 0,35 V.

Los medios electroliticos utilizados fueron: 0,09 M NaCl y plasma humano
citratado. También se utilizaron mezclas 0,09 M NaCl + 103 M NapS. Las
soluciones fueron preparadas con reactivos analiticos y agua triplemente destilada. El

pH se ajusté en 7,5.

Las observaciones por MEB se realizaron utilizando un microscopio Philips
SEM 500 complementado con EDXA. Los andlisis por microsonda se llevaron a cabo
en un equipo CAMECA MS40.

RESULTADOS

Los materiales de relleno utilizados en la terapia endoddntica presentan en
mayor o menor grado fallas en la obturacién de los canales de la raiz dental. En el
caso de la plata, los conos removidos estdn ennegrecidos y corrofdos (Figs. 12y 13 ).

Los materiales de aleaciones conteniendo plata también se deterioran.

La Fig. 14 (curva a) muestra el voltamperograma correspondiente a un
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Fig. 12: Microfotografia correspondicnte a la superficie de un cono
de Ag utilizado para implantes endodonticos antes de procederse a su
implante en la raiz dental.

Fig. 13: Microlotografia correspondiente a la superlicie de un cono
de Ag utihizado para implantes endodontico despucs de haber sido
implatado en la raiz dental.



electrodo de plata sumergido en la solucion de NaCl. Puede observarse que la
corriente permanece en valores muy bajos hasta 0,07 V. A partir de este potencial la
corriente asciende formando un pico en 0,35 V. Durante el barrido en sentido
catédico la densidad de corriente permanece anddica hasta 0,05 V para luego decrecer
y formar un pico catédico a -0,37 V. Cuando el electrodo es retirado de la solucion la
superficie del mismo se muestra cubierta por una pelicula gris oscura.

La microscopfa electronica de barrido muestra (Fig. 15) que cuando el
potencial del electrodo se fija en 0,07 V la superficie del mismo aparece parcialmente
cubierta por islas de material precipitado. A través del EDXA se visualizaron seiiales
de Cl y Ag en dichas zonas. Al incrementar el valor del potencial o del tiempo de
exposicion el electrodo se presenta cubierto por una capa oscura, porosa (Fig. 16). Si
esta capa es removida cuidadosamente, puede observarse que el electrodo presenta
ataque localizado en forma de picaduras pequeias.

Los estudios llevados a cabo mediante el electrodo de disco y anillo rotatorio
demostraron (Fig. 17) que cuando se barre el potencial del disco en el sentido
anodico-catddico la corriente en el anillo (potenciostatizado por debajo del valor del
equilibrio Ag/AgCl) se hace catddica simultdneamente con la formacion de AgCl
sobge el disco. Esta corriente catddica estd ligada a la formacion de un depdsito de
plata sobre el anillo. Cuando se realiza el barrido en sentido catédico en el disco, la
corriente del anillo cambia de catédica a anddica cuando se produce la
electrorreduccion del AgCl sobre el disco. Dicha reaccion origina un incremento de la
concentracion local de cloruros. A causa de ello la plata recientemente depositada
sobre el anillo se electro-oxida a AgCl. Finalmente cuando cesa la electroreduccion de
AgCl sobre el disco la concentracion de cloruros vuelve a decrecer y parte del AgCl

formado se reduce.

Las experiencias realizadas adicionando NajS$ a la solucion de AgCl muestran
que inmediatamente después de la inmersion del electrodo en la solucion se forma una
pelicula de Ag)S tornasolada. Los voltamperogramas revelan la formacion de una
pelicula de Ag)S a potenciales muy catddicos. Puede observarse en ellos (Fig. 18)
que la corriente se incrementa en el potencial de -0,75 V dando lugar a un pequefio
pico para luego mantenerse en un valor constante, hasta llegar al valor de potencial en
que la pelicula de AgCl comienza a formarse. La pelicula de Ag)S formada es
brillante y compacta, exhibiendo un aspecto tornasolado. Cuando este film es
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Fig. 14: Voltampcrograma correspondiente a barridos de potencial
tnangulares repetitivos realizados a 0,02 V/s en una solucion 0,09 M

de NaCl (curva a) y cn plasina humano (curva b).

Fig. 15: Microfotogralia correspondiente a un electiodo de Ag luego
de anodizarlo en una solucion 0,09 M de NaCl en un potencial
1:=0,07 V durante 30 min (3200X).



Fig. 16: Microlologralia correspondiente a un electrodo de Ag lucgo
de anodizarlo en una solucion 0,09 M de NaCl en un potencial
E=0,07 V durante 60min (3200X).
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Fig. 17: Voltamperogramas obtenidos utilizando un clectrodo de
disco y anillo a una velocidad de rotucion de 3000 rpm con ung
solucion 0,009 M de NaCl, curva 11 disco a v=0,02 V/s, curva 2
anillo potenciostatizado a 1°=-0,1 V. curva 3. antllo potenciostatizado
ali=0,1 V.
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Fig. 18: Voltamperograma correspondicntes a barridos tnangulares
de potencial repetitivos a 0,02 V/s en una solucion 0,09 M de NaCl
(- - -), en una solucion 0,09 M de NaCl + 0,001 M NayS (__).

Fig. 19: Microfotogralia correspondiente a Ja pelicula Tormada
después de anodizar un clectrodo de Ag a 0,25 V durante 30 mim en
una solucion 0,09 M NaCl + 0,001 M Na,yS. Las barras indican 10 w.



Fig. 20: Microlotografia correspondiente a la pelicula formada
después de anodizar un clectrodo de Ag o 0.3 'V durante 30 nun en
plasma humano. Las barras indican 10 umn



removido la superficie del electrodo se ve atacada con pequeiias picaduras. Cuando el
electrodo se mantiene en 0,25 V se observa la formacién de una pelicula mixta (Fig.
19). De acuerdo al andlisis por EDXA las zonas claras presentan mayor proporcion
de Ag)S mientras que en las oscuras domina el AgCl.

Los voltamperogramas realizados utilizando plasma humano citratado muestran
una forma similar a aquéllos registrados utilizando soluciones de NaCl (Fig. 14, curva
b). Sin embargo, la corriente registrada es menor y el incremento de la corriente en
sentido anddico ocurre a potenciales mds positivos. La observacion microscépica de
las muestras potenciostatizadas a 0,30 V revela la formacion de una pelicula compacta
resquebrajada por efecto de la deshidratacion (Fig. 20). A través de andlisis por
EDXA y microsonda se detecto la presencia de carbono, plata y cloro.

DISCUSION

Los resultados previamente descriptos muestran que la presencia de los iones

cloruro y sulfuro serfa la causa principal del deterioro bioldgico de la plata.

Las experiencias realizadas mediante la técnica de disco-anillo y las
obsgrvaciones microscdpicas, probaron que la plata en soluciones de cloruro se ataca
localmente formando compuestos solubles, para luego precipitar como AgCl de
acuerdo a las reacciones siguientes:

Ag + CI"- <==> [AgCl]yqs + 1 € Adsorcion
[AgClagsl + (n-1) CI- <==> [AgCly]-("-1)  Disolucidn
[AgCly)-(M-1) < ==> AgCl + (n-1)CI- Precipitacion

El equilibrio inestable Ag/AgCl se puede desplazar en uno u otro sentido de
acuerdo a la concentracion local de iones dando lugar a la precipitacion de AgCl o Ag
que ennegrecen la superficie. Teniendo en cuenta que las protefnas plasmdticas se
adsorben sobre los materiales extrafios al organismo, es probable que su adsorcion
sobre la superficie de la plata dificulte la adsorcion de iones cloruro y cambie la
morfologfa de la pelicula. Esto justificarfa el decrecimiento de la corriente observado
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cuando se utiliz6 plasma como electrolito con respecto a las obtenidas utilizando
soluciones de AgCl.

En soluciones conteniendo NajS se forma AgyS inmediatamente después de la
inmersion del electrodo en la solucion a potenciales muy catédicos (a partir de -0.75
V, Fig. 18). Las peliculas mixtas se forman a potenciales mds altos pero en todos los
casos la superficie se ennegrece y corroe, perdiendo su brillo original.

Las principales fuentes de azufre en el organismo son la metionina, heparina,
insulina, etc. Consecuentemente, el azufre debe arrivar a la interfase canal-cono a
través de los fluidos orgdnicos. Esto estd de acuerdo con el hecho de que las
concentraciones mds altas de azufre en el andlisis por EDXA de los conos removidos
de los dientes decrecia en el sentido punta-base. El andlisis por difraccién de rayos X
de conos implantados reveld que los compuestos de azufre formados eran sulfuro de
plata y sulfato de plata. Estos productos de corrosion son altamente citotéxicos
(Brady y del Rio, 1975). Por lo tanto, la disolucion de la plata en presencia de
sulfuros es perjudicial tanto para la resistencia a la corrosion del implante como para
la actividad bioldgica.

+ Los resultados obtenidos en soluciones fisiologicas sugieren que el
comportamiento electroquimico del metal estd principalmete controlado por cloruro y
sulfuro que incrementan la disolucion metdlica. Sin embargo las fuertes interacciones
del metal con las protefnas adsorbidas modifican el proceso de disolucion cambiando
las caracteristicas estructurales de las peliculas formadas.

Debido a la presencia constante de iones cloruro y eventualmente sulfuro en la
saliva es importante extremar las precauciones a fin de evitar que la plata se ponga en
contacto con los mismos. A tales efectos la superficie del cono debe ser cubierta con
cemento en forma homogénea y continua durante la implantacion. Cualquier fractura
o discontinuidad serd un lugar propicio para que los iones agresivos tomen contacto

con la plata, incrementando los riesgos de la corrosion.

Por otra parte, se sabe que las personas que tienen una dieta rica en sulfuros
presentan una fuerte pigmentacion en las restauraciones dentales. Por lo tanto una
higiene bucal inadecuada produciria acumulacion de sulfuro en la placa dental y

facilitarfa el deterioro estético de las mismas.
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I1I. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES AL/PLASMA O SANGRE HUMANOS Y
SOLUCIONES SALINAS CONTENIENDO CLORUROS

Efecto de la disolucién metidlica sobre los componentes de los fluidos
bioldgicos. Efecto de los componentes de los fluidos bioldgicos
sobre la disolucion met4lica.

El aluminio puro ha sido mencionado en varios trabajos de investigacién como un
material adecuado para su posible uso dentro del cuerpo humano (Sawyer, 1978; Rao et al,
1974; Weidlich, 1976). Estudios in vitro han mostrado que es factible su uso como dnodo
implantable en las fuentes de energfa de los marcapasos cardiacos, especialmente debido a su
baja velocidad de corrosién. Por otra parte, como mantiene su carga negativa al ser sumergido
en el fluido bioldgico, es considerado antitrombogénico (Sawyer, 1978). Sin embargo, las
experiencias in vivo han mostrado que los tejidos que circundan el implante se inflaman
(Weidlich et al., 1976) indicando que existen interacciones con el metal o sus productos de

corrosion.

El propdsito de este estudio es evaluar las interacciones Al/plasma, especialmente
Al/proteinas plasmdticas por medio de experimentos in vitro utilizando sangre y plasma
humano citgatados. Se evaluardn las interacciones en ambos sentidos, es decir, se estudiardn
tanto los efectos que el biofouling molecular provoca sobre el Al como los efectos que el Al

ejerce sobre las proteinas plasmdticas.
EXPERIMENTAL

Se utilizé una celda electroqufmica convencional de vidrio Pyrex termostatizada a 37 C.
Los electrodos de trabajo eran cilindros de aluminio 99,99 % cuya drea expuesta era de 1 cm?.
Antes de su uso fueron sumergidos en un baiio de acidos nitrico-fosforico y acético (5:80:15)
por 1 min a 100 C a fin de pulir su superficie. Posteriormente fueron lavados con agua
destilada y desengrasados con acetona. El contraelectrodo era un alambre de Pt y los

potenciales se midieron contra un ECS a través de un capilar de Luggin.

Las curvas de polarizacién se realizaron comenzando a -1.0 V a una velocidad de 10
mV/min en la direccion anddica. Se registraron el PCA en funcion del tiempo y transitorios de
corriente a un potencial constante de -0,63 V. Cuando las experiencias se extendian por un

periodo superior a 4 h los elementos empleados eran previamente esterilizados en un autoclave.
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Se utilizaron soluciones electrolfticas de diferente composicién: solucién isoténicas de
NaCl (0,9 %), solucidn isoténica de NaCl + glucosa (0,45 %) + citrato de sodio (0.48 %);
plasma humano glucosado (0,45 %) y citratado (0,48 %) y sangre humana glucosada (0,45 %)
y citratada (0,48 %).

La desnaturalizacion proteica se estudid a través de inmunoelectroforesis convencional
en colaboracién con el Dr. F.R. Goiii del Dto. de Andlisis Clinicos de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad Nacional de Buenos Aires. Se utiliz§ acetato de celulosa como
material de soporte (Cellogel). Las muestras se ensayaron contra suero antihumano total de
conejo (Dako).

La observacion microscépica de las muestras fue realizada utilizando un microscopio
electronico Philips 500 que incluia EDXA. El andlisis de las muestras por microsonda se
realizé en un equipo CAMECA MS46.

RESULTADOS

En la Fig. 21 se muestra una curva de polarizacion tipica del aluminio en una solucion
0,9 % NaCl deaireada con nitrégeno a fin de remover el oxigeno. Puede observarse una
region pasiva que se extiende hasta -0,71 + 0,01 V. A partir de ese valor de potencial
(conocido como potencial de picado, Ep) la corriente crece bruscamente debido a la ruptura de
la pelicula pasiva. La observacién microscépica de las muestras revela la presencia de
picaduras cristalogrdficas distribuidas aleatoriamente sobre la superficie. Se obtuvieron valores
semejantes del Ep en soluciones aireadas y en soluciones 0,9% de NaCl a las que se adiciond
citrato de sodio y glucosa en idéntica concentracion que el plasma (0,48 % y 0,45 %
respectivamente) (Tabla V). A diferencia de las anteriores, los potenciales de picado hallados
en el plasma citratado se desplazaron en la direccion anddica (-0,66 + 0,02 V). Sin embargo,
no se observaron cambios en la morfologfa de las picaduras cuando se utilizaron fluidos

biolégicos (sangre o plasma) como electrolitos (Fig. 22).

Simultdneamente con el proceso de picado se observé que un precipitado amorfo no
adherente cubria la superfie atacada cuando se utilizaban soluciones salinas. En el caso del
plasma humano se formaba un precipitado mixto que inclufa sustancias orgdnicas. El andlisis
por EDXA revelaba la presencia de los elementos aluminio y cloro. Utilizando una
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Fig. 21: Curva dc¢ polarizacion anddica correspondiente al aluminio ¢n
solucion de 9 g/1 NaCl | velocidad de barrido: 10 mV/mm.

Fig. 22: Microfologralia obtenida a traves de MEDB correspondiente al
aluminio en plasma humano, potenciostatizado a -0,63 V. Sc puede obscrvar
el picado y el depésito bioldgico que lo rodea. La barra equivale a 100 um.
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Fig. 23: Sciial dc carbono (Ke) correspondiente  al  aluminio
potenciostatizado a -0,63 V en plasina humano en regiones con y sin
precipitados biologicos .

Fig. 24: Inmunoclectroforesis: a) y ¢) suero normal, b) v d) precipitado
formado sobre aluminio polenciostatizado a -0,03 V (suspendido en solucion
fisiologica).
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Fig. 25: Potencial a circuito abierto vs. tiempo correspondiente al aluminio
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Fig. 26: Registros dcl polencial a circuito abierto correspondientes a las
regiones I, II, Il y 1V de la Fig. 25.



microsonda se detect6 una fuerte sefial de carbono en la region cubierta por la pelfcula (Fig.
23). La intensidad de la  sefal estaba directamente relacionada al espesor de dicha

pelicula.
Tabla V. Potenciales de picado y repasivacion del aluminio
Electrolito Ep Er Desviacion
estdndar

0,9 % NaCl 0,71V -0,78 V +0,010 V
0,9 % NaCl + 0,48 % citrato de sodio | -0,700 V - 40,010 v
+ 0,45 % glucosa
plasma + 0,48 % citrato de -0,660 V -0,75V +0,020 V
sodio + 0,45 % glucosa

A fin de determinar el estado de las proteinas plasmdticas en el mencionado film se
realizé una corrida de inmunoelectroforesis con el precipitado previamente resuspendido en
una solucién isoténica de NaCl. La Fig. 24 muestra una marcada desnaturalizacion de las
proteinas plasmdticas, visualizada a través de la desaparicion de los arcos de precipitacion, en
el caso deas muestras provenientes del precipitado formado sobre el aluminio. Por el
contrario, no se observaron cambios en el modelo inmunoelectroforético de la muestra

correspondiente al seno de la solucion plasmdtica.

La Fig. 25 muestra un grdfico tipico del PCA versus tiempo del Al en plasma (pO,
=160 mmHg). Puede observarse que, poco tiempo después de la inmersion, el potencial
decrece abruptamente llegando a valores de -1.0 V. En dicha region (region I) el registro del
potencial en funcién del tiempo es uniforme y no se observan oscilaciones (Fig. 26 region I)
debido a su estado pasivo. Posteriormente el potencial se incrementa y alcanza valores mads
anddicos que el Ep (Fig. 25, region 1I). En este caso, el registro de las curvas no es uniforme
y el potencial muestra fluctuaciones (Fig. 26, region II), relacionadas probablemente con el
inicio del ataque localizado (Syrett y Wing, 1978). Simultdineamente puede observarse la
presencia de un precipitado, por debajo del cual existen picaduras. Finalmente las
fluctuaciones de potencial son menores y el registro se torna mds uniforme (Figs. 25 y 26,
regiones 11l y 1V), sugiriendo que el electrodo vuelve a pasivarse. Estos resultados estin de

acuerdo con los valores de potencial de repasivacion hallados (Tabla V).
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DISCUSION

Recientemente se ha reportado que cuando un metal es puesto en contacto con la sangre
espontdneamente adsorbe protefnas plasmdticas. Se ha probado a través de diferentes medidas
fisicoquimicas que esto ocurre durante los primeros 40-60 s posteriores al momento en que el
material no fisiolégico se ha puesto en contacto con la sangre ( Baier, 1978, Goupil et al.,
1980).

Durante el picado de la superficie de Al se forman islas de precipitado amorfo. Dentro
de las picaduras se forma una solucion saturada de AICI3 y el valor del pH seria cercano a 3
(Kaesche, 1968; Muller y Galvele, 1977). En esas condiciones las protefnas plasmadticas
podrian desnaturalizarse. El andlisis del precipitado producido sobre la superficie del aluminio
durante la polarizacion o durante el registro del PCA confirman que el precipitado orgdnico es
de naturaleza proteica. Dicho precipitado presenta un grado severo de desnaturalizacion que
afecta a todas las fracciones proteicas. Por el contrario, las muestras obtenidas del seno de la
solucion no muestran alteraciones. Consecuentemente el proceso de desnaturalizacion es
causado por la interaccién entre las protefnas y los productos de corrosion formados sobre la
superficie metdlica.

El registro del PCA muestra que después de alcanzar la pasividad, el potencial del
electrodo se incrementa superando el valor del potencial de picado. Después de un cierto
tiempo el electrodo se repasiva. Durante su vida como material implantado los procesos de

picado y repasivacion se repitirdn periddicamente.

La biocompatibilidad del Al estd entonces asociada al grado de pasividad del mismo.
Resultados in vivo muestran que cuando circula mayor corriente por un dnodo implantado la
inflamacion de los tejidos es mayor (Weidlich et al., 1976). Durante la pasividad la corriente
de corrosién es baja, mientras que durante el proceso de picado la corriente de corrosion es
alta y existirdn entonces problemas de biocompatibilidad que puede inducir a inflamacion de

tejidos circundantes y posible infeccion.
Los resultados han mostrado que las interacciones Al/fluido bioldgico alteran las

propiedades de éste tltimo. Sin embargo las interacciones son en ambos sentidos ya que debe
tenerse en cuenta que el Ep del Al en plasma se vio desplazado anddicamente con respecto al
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obtenido en soluciones cloruradas.

Los primeros pasos en el picado de aluminio en soluciones de cloruros incluyen la
adsorcién del ion agresivo sobre el 6xido, seguidos de la interaccién quimica con la pelfcula de
6xido que conduce a la formacion de especies solubles (Nguyen y Foley, 1980). Este proceso
provoca el adelgazamiento de la pelicula protectora hasta llegar al contacto directo del ion con
el metal. En el caso de soluciones complejas que incluyen aminodcidos y protefnas, la
adsorcion de iones cloruro podria verse dificultada por la presencia de dichas moléculas que se
adsorben fuertemente sobre los metales (Stoner y Srinivasan, 1970).

La carga superficial inicial de la alimina es positiva. Por lo tanto, estando la mayorfa
de las proteinas plasmdticas cargadas negativamente, probablemente se adsorban sobre la
pelicula de 6xido impidiendo la adsorcion del cloruro. Esto podria explicar el desplazamiento
del potencial de picado hacia valores mds anddicos.

Por otra parte, de acuerdo a la teorfa de acidificacion localizada para el picado
(Galvele, 1977), el nivel de acidificacion necesario para el crecimiento de las picaduras se
alcanza a potenciales mds anddicos en soluciones tamponadas que en aquéllas no tamponadas.
Consecuentemente, el crecimiento de las picaduras se veria mds dificultado en el plasma
humano debido a la alta capacidad reguladora de las protefnas y los aminodcidos.
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IV. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES METALES DE APLICACION
INDUSTRIAL/AGUA DE MAR NATURAL.

Efecto de la naturaleza del metal, estado superficial y
condiciones ambientales sobre la formacidn del
microfouling;

La formacion de las biopeliculas sobre metales estd indudablemente
influenciada por varios factores que incluyen entre otros la composicion quimica
del agua, la turbulencia, la temperatura, la luz, la disponibilidad de nutrientes, el
sustrato, el tiempo de exposicion (Marszalek et al, 1979). La influencia que
algunas de estas variables ejercen sobre la interaccion metal/biopelicula/solucion
depende del ambiente marino donde se desarrolla el estudio, que es en nuestro caso
aguas templadas poluidas de un puerto. La complejidad del sistema obliga a que
las experiencias se realicen seleccionando la variable de estudio y cuidando que
todas las muestras sean afectadas por los otros factores de la misma forma.

El microfouling de origen marino afecta considerablemente los sistemas de
intercambio térmico e instalaciones de las plantas que utilizan agua de mar como
fluido refrigerante, en particular los de las Centrales Termoeléctricas costeras.

El propdsito de la investigacion del sistema metal/ agua de mar natural es
realizar estudios comparativos entre materiales metdlicos expuestos al agua de mar
del Puerto de Mar del Plata en distintas condiciones. Se investigardn:

a) la formacion del microfouling en el canal de acceso a la Central Termoeléctrica
"9 de Julio" de Mar del Plata sobre distintos metales, a fin de analizar la influencia
de la naturaleza del metal y su estado superficial en la formacién de la biopelicula.
b) el efecto del grado de polucidn, velocidad de flujo y época de muestreo sobre

las caracteristicas del microfouling.

Consideraciones generales sobre los sistemas de enfriamiento que utilizan agua de

mar como refrigerante.

Los sistemas de enfriamiento de las centrales termoeléctricas se ven
afectados por la formacion de biopeliculas sobre la superficie de los
condensadores. La presencia de biopeliculas altera el proceso de condensacion del
vapor que debe realizarse bajo estrictas condiciones de temperatura y presion. Se
producen tres efectos fundamentales: incremento de la resistencia al flujo de agua,
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incremento de la resistencia al intercambio de calor y aceleracion de la corrosién
(Brankevich et al, 1990).

El sistema de refrigeracion de una central eléctrica se puede dividir segiin
la velocidad de flujo imperante en: a) dreas o sectores de velocidades de flujo
bajas, como son la toma de agua con sus estructuras respectivas (zonas de rejas,
rastrillos y filtros), diversas estructuras de las bombas de circulacion en contacto
con el agua, canales y/o tuberifas de acceso, entrada de hombre al sistema, caja de
agua de condensadores y plancha soporte de los tubos del condensador; b) dreas o
sectores de velocidades de flujo altas, compuestas unicamente por los tubos del
condensador. El tipo de biofouling que desarrolla dentro de las dreas de alta
velocidad es el microfouling que en general no llega a superar los 500 um de
espesor. A su vez, en los sectores de baja velocidad, el biofouling Ilega a formar
una estructura de macrofouling.

El incremento a la resistencia al flujo de agua estd ligado a la reduccién de
la seccion disponible para el flujo, a la mayor rugosidad en las paredes de los
tubos y a la mayor resistencia por friccion por las propiedades viscoeldsticas de la
biopglicula.

Si bien el microfouling afecta la transferencia de calor por conduccidn y
por conveccion, el efecto que ocasiona el aumento de rugosidad por la formacion
de la biopelicula en el flujo convectivo de calor es despreciable al compararlo con
la interferencia que produce en la transferencia de calor por conduccion. Esto se
traduce en el aumento de la temperatura de condensacion y por ende en el aumento
de presion absoluta del condensador. Debido a ello existe una disminucién en la
capacidad de generacién de la turbina o un aumento en el consumo de combustible

al reducirse el rango ¢ptimo de funcionamiento de este equipo (Brankevich, 1992).

Se estima que la capacidad de generacion de las centrales eléctricas que
utilizan agua de mar como refrigerante (Centrales Termoelectricas de Mar del
Plata, Necochea y Bahia Blanca) puede verse reducida hasta en un 3,5 % debido a
la formacion de fouling. A estas pérdidas deben agregarse las asociadas a la

limpieza del condensador.
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EXPERIMENTAL

Las muestras metdlicas consistieron en discos de 18 mm de didmetro
incluidos en una resina (Araldite, MR) cuya 4rea expuesta era de 2,35 cm2. Antes
de su uso fueron pulidos con varios papeles de esmeril de distintos tamafios de
granos (320, 600, 1200) y con pasta de alimina (1 jpm). Cada tratamiento
superficial fue experimentado separadamente a fin de investigar el efecto de la
rugosidad superficial sobre la adherencia de microorganismos.

Se utilizaron muestras de distintos metales ampliamente usados en equipos
y dispositivos en contacto con agua de mar: acero inoxidable (AISI 304L), cobre-
niquel 70/30 y bronce aluminio cuyas composiciones estdn detalladas en la Tabla
IV (a y b). También se utilizaron aluminio (99,7%) y cobre (99,9%), titanio
grado 2, aceros inoxidables (316T y 430) y muestras de vidrio con fines
comparativos. Las caracteristicas del lugar y del sistema de muestreo se

describieron previamente en experiencias de campo "A".
RESULTADOS
Efecto de la naturaleza del metal y 1a rugosidad superficial.

Después de tres dias de inmersion en el canal de acceso de la Central
Termoeléctrica de Mar del Plata, la adherencia de los microorganismos en las
muestras en metales de distinta naturaleza pero de igual acabado superficial

(esmeril grado 600) fue muy disimil.

Las muestras de acero inoxidable no mostraron cambios apreciables a 0jo
desnudo. Su apariencia continuaba siendo brillante. A través de MEB pudieron
observarse bacterias aisladas adheridas, principalmente bacilos y algunos cocos
(Fig. 27) distribuidos sobre la superficie junto con material precipitado de distinto

origen.

La superficie de los otros metales se vio mds alterada que la del acero
inoxidable. La observacion a través del MEB revelo que la adherencia de
bacterias al aluminio era algo inferior a la observada en el acero inoxidable. La
superficie del aluminio estaba cubierta por una capa de productos de corrosion
sobre la que se hallaban adheridas las bacterias, entremezcldndose con otros
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Fig. 27: Microfotogralia obtenida a través del MED de una muestra
de acero inoxidable AISI 304 1L luego de 3 dias de inmersion en agua
de mar natural (X10000)

Fig. 28: Microfologralia obtemda o traves del MEB de una muestra

de aluminio luego de 3 dias de mmersion en agua de mar natural
(X4400)



Fig. 29: Microfotogralia obtemida a través del MIEB de una muestra
de cobre luego de 3 dias de inmersion en agua de mar natural

(X10000).

Fig. 30: Microfotogralia oblemida a traves del MEB de una muestra
de bronce aluminio luego de 3 dias de mmersion en agua de mar
natural (X10000).



Figs. 31, 32, 33: Microfotogralias oblendas a través del MEB de
mucstras  metalicas luego de 3 dias de mmersion en agua de mar
natural (X1500) correspondientes a: acero moxtdable AISI 304 L
(Fig. 31), aluminio (I1ig. 32); bronce alumino (g, 33).



materiales precipitados. Los productos de corrosion se mezclaban con material
inorgdnico precipitado, MPE y material orgdnico filamentoso (Fig. 28).

Tanto el bronce como el cobre-nfquel y el cobre presentaron una marcada
transformacion superficial luego de la inmersion pues se hallaban parcialmente
cubiertos por una capa porosa, mostrando la iniciacién del ataque corrosivo en
otras regiones. La adherencia del cobre fue nula en este periodo (Fig. 29) pero
sus aleaciones (bronce aluminio y cobre-niquel) presentaron bacterias adheridas
(Fig. 30), si bien la densidad superficial de las mismas resulté ser muy inferior a
la observada en el aluminio que también presentaba abundantes productos de
corrosion. Es interesante comparar, a un mismo aumento, las superficies del acero
inoxidable 304L, aluminio y bronce (Figs 31, 32 y 33) luego del mismo perfodo
de inmersion.

Las muestras de vidrio expuestas durante 3 dias presentaban un
asentamiento de bacterias aisladas similar a las del acero inoxidable, sin embargo,
a diferencia de ellas, algunas de las bacterias ya se habian reproducido, dando
lugar a pequeiias colonias.

, Cuando se incrementd el periodo de inmersion a 5 y 7 dias pudo observarse
un marcado incremento en la colonizacion de las muestras de acero inoxidable, que
presentaban numerosas bacterias adheridas y pequenas colonias en formacion, sin
variar apreciablemente su estado superficial (Fig. 34) . En el caso de las
aleaciones de cobre si bien se incrementd el mimero de bacterias adheridas, la

cantidad y diversidad de especies fue muy inferior que en el acero inoxidable.

A fin de analizar la influencia del acabado superficial sobre la adherencia
bacteriana se realizaron inmersiones de superficies pulidas hasta esmeril 320, 600
y 1200. Pudo observarse que las bacterias pequefias (menores de 1 pm) de forma
esférica podfan asentarse tanto sobre las crestas como sobre los valles del pulido
grueso (granulometria 320) exudando MPE que les permitia fijarse sobre la
superficie (Fig. 35) . Las bacterias bacilares de mayor tamafo se asentaban sobre
las crestas utilizando el MPE producido no sélo en la base sino también en forma
lateral, para unirse entre ellas y a la superficie (Fig. 36). La densidad superficial
de las bacterias no parece verse afectada por la rugosidad superficial, en las

condiciones de flujo laminar en que se realizé la experiencia.

Luego de 7 dias de inmersion las muestras de acero estaban cubiertas de
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Fig. 34: Microlotografia obtemda a través del MED de una muestra
de accro inoxidable AISI 304 1, (pulido hasta esmeril 1200) luego de
5 dias de imersion en agua de mar natural (X4800).



Fig. 35: Microflotografia obtenida a través del MEB de una muestra
de acero moxidable AISI 304 1L (pulido hasta esmeril 320) lucgo de 5
dias de mmersion en agua de mar natural. Sc¢ observan cocos en los
valles de las rugosidades superficiales (X11000).

Fig. 36: Miciofotogralia obtenida a traves del MITB de una muestra
de acero moxidable AISI 304 1. (pulido hasta esmentl 3200) lucgo de
S dias de inmersion en agua de mar natural. Se observan bactlos en
las crestas de las rugosidades superlictales (XT8000).




Fig. 37: Microfotografia obtenida a través del MEB de una muestra
de titanio lucgo de 14 dias de mmersion en agua de mar natural
(X1800).



Fig. 38b

Fig. 38: Microfotogralia obtemda a través del MEB de muestras de
acero moxidable luego de 28 dias de mmersion en agua de mar
natural —a) AISI 316 T (2000X), b) AISI 430 (X200), A=algas;
P=protlozoos..



una fina capa adherente en la cual se comenzaban a sumergir las bacterias. Por ese
motivo la imagen de las bacterias adheridas se podfa observar con distinto grado de
nitidez de acuerdo a la profundidad en que se encontraban sumergidas (Fig. 37) y
ya no se percibfa el grado de rugosidad superficial.

En el caso de los metales que como el Al, el cobre y sus aleaciones que se
cubren de una pelfcula de productos de corrosién gruesa al poco tiempo de
sumergirse en el agua de mar, los cupones tratados hasta esmeril 320 y 1200
muestran al cabo de 3 dfas una superficie relativamente uniforme desapareciendo
las diferencias de rugosidad originales.

Después de 14 dias de inmersion el nimero y la variedad de especies se
incrementd notablemente. La superficie del vidrio al igual que la del titanio y el
acero se encontraba cubierta por una gruesa capa de MPE (Fig. 38) en el que
adherfan ademds de bacterias, protozoos especialmente del género Zoothamnium y
abundante material bioldgico filamentoso. Debe aclararse sin embargo, que el
grosor de la capa de MPE parece ser mayor en el caso del Ti que del acero
inoxidable, habiéndose encontrado en la superficie del primero y en el vidrio
algunas diatomeas aisladas. Una semana después también se observaron diatomeas
sobre la superficie del acero inoxidable. Similares depdsitos biolégicos pero en
menor densidad se observaron sobre el aluminio.

Si se comparan muestras de los tres tipos de aceros inoxidables expuestas
simultdneamente durante 28 dias puede observarse que las biopeliculas formadas
no muestran diferencias apreciables. En todas pueden encontrarse gran cantidad de
diatomeas de distintas especies (Fig. 38 a y b) y colonias de protozoos que se
adhieren a la superficie exudando MPE en la base de sus pedidnculos (Figs. 39 y
40)

Las aleaciones de cobre continuaron presentando menor abundancia y
diversidad de especies que las muestras anteriormente mencionadas, mezcladas con
gran cantidad de productos de corrosion y material orgdnico de naturaleza poco
adherente (Fig. 41). A modo de ejemplo puede decirse que la abundancia de
especies sobre el cobre-niquel representa entre el 10 0 20 % de la correspondiente
al acero inoxidable. El periodo de acondicionamiento que precede al de
adherencia es mayor en las superficies de las aleaciones de cobre. Asi por ejemplo
el asentamiento de diatomeas aisladas ocurre unas dos semanas después que la

observada en el titanio y el acero.
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Fig. 39: Microfotogralia oblenida a través del MEEB de una muestra
de acero moxidable AISI 316 T lucgo de 28 dias de inmersion en
agua de mar natural. Se observa una coloma de Zoothamnium sp.

(750X).

Fig. 40: Microfotogralia obtemda a traves del MEB de una muestra
de accro inoxidable AISI 316 T lucgo de 28 dias de mmersion en
agua de mar natural Detalle de la base del pedunculo de un
Zoothamnium sp. (X3500).



Fig. 41: Microfotografia obtenida a través del MED de una muestra
de la aleacion cobre-niquel 70/30 luego de 28 dias de inmersion en
agua dc mar natural. S¢ observa una diatomea (Skeletonema sp) sobre
la superfic atacada (X2000).
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Fig. 42: Microfotogratia obtenida a través del MIE3 de una muestra
de acero noxidable AISI 304 L lucgo de 28 dias de inmersion en
agua de mar natural. Se observa una gran produccion de MPE por
parte de las bacterias (X3860).



Influencia de los factores ambientales

A fin de estudiar la influencia del lugar de muestreo (zona portuaria vs.
mar abierto) se realizé una inmersion de muestras de vidrio fuera del drea del
puerto. En dicho lugar el nivel de polucion de las aguas es considerablemente
menor debido a la ausencia de los desechos de la industria pesquera y a una mejor
renovacion del agua por efecto de las corrientes y las olas. Pudo observarse que
solamente adhirieron sobre las muestras un escaso mimero de bacterias aisladas
mientras que las que habian sido sumergidas en la zona portuaria, ya formaban
pequeiias colonias.

La presencia de protozoos del género Zoothamnium en abundancia en la
zona portuaria es un indice de polucion ya que se alimentan principalmente con
bacterias suspendidas en el agua. La comparacion entre el desarrollo de biofouling
en dreas de distinto grado de contaminacion permite también observar que existe
una reduccion de la diversidad especifica en las dreas poluidas.

Se notaron importantes cambios estacionales cuando se realizaron
mugstreos en distintos periodos del afio. Para un mismo perfodo de inmersion (7
dias) la comparacion de muestras expuestas en el mes de mayo con otras del mes
de diciembre permite verificar que la formacion de MPE aumenta y los periodos
de acondicionamiento para la adherencia de ciertas especies se acortan en
diciembre (Fig. 42). Es asi que luego de 14 dias de inmersion se hallaron
protozoos adheridos y formando colonias sobre el acero en diciembre, hecho que
no pudo observarse en el mes de mayo en el mismo periodo.

La comparacién de muestras expuestas en las tuberias de acceso (flujo
laminar) con aquéllas expuestas en el interior de los intercambiadores de calor
(flujo turbulento) permitié comprobar que en este ultimo caso existe una gran
cantidad de material bioldgico de tipo filamentoso en el que quedan atrapadas

muchas diatomeas (Fig. 43).

Medidas de potencial a circuito abierto de muestras

de aceros inoxidables.

Las medidas de PCA de los cupones de los tres aceros ensayados (Fig. 44
a) muestran oscilaciones de potencial muy marcadas (entre -0,5 y 0,0 V) en todos
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Fig. 43: Microfotogralia obtenida a través del MEEB de una muestra
de la alcacion cobre-niquel 70/30 lucgo de 56 dias de inmersion en
agua de mar natural con [lujo turbulento. Se observa gran cantidad de
material biolégico filamentoso sobre la superfic (X1500).
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Fig. 44a: Potencial a circutto abierto vs - tempo de aceros muestias
moxidables sumergidas en agua de mar natural a) AISI304 1., b) 310
15 ¢) 430.
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Fig. 44b: Diagrama polencial a circuito abicrto (PCA) vs. tiempo
correspondiente a muestras de acero inoxidable AISI 304 [,
sumergidas cn agua dc mar natural. La barra indica la regién de
potenciales en que oscila ¢l valor del PCA cn el agua de mar filtrada.

Fig. 45: Microfotografia oblenida a través del MEDB de una muestra
de acero inoxidable AIST 316 T sumergida durante 28 dias en el agua
de mar natural. AM= Ampolla; P= picadura.
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Fig. 46: Curva de polarizacion correspondiente al acero inoxidable
AISI 304 L luego de 14 dias de inmersion en agua de mar natural:

(- ---) en presencia de la biopelicula; ( =———) en ausencia de la
biopelicula.

Fig. 47: Microfolografia obtenida a través del MIEEB de wna muestra
de cobre niquel 70/30 sumergida durante 28 dias en agua de mar
natural. Se observa una patina de material polimérico extracelular
que cubre la superficie corroida del metal (X3500).



los casos. Si se comparan los PCA medidos para distintas muestras a distintos
tiempos de inmersién con los valores correspondientes a inmersiones en agua de
mar filtrada puede notarse la ausencia de tales oscilaciones en éstas tltimas cuyo
PCA, en el caso del acero AISI 304 L varfa entre -0,25 y -0.15 V (Fig. 44 b).
Después de 30 dias de inmersion pudieron observarse pequefias ampollas y
micropicaduras debajo de ellas (Fig. 45).

Si a las muestras cubiertas por la biopelicula se las somete a un barrido de
potencial triangular desde potenciales muy catddicos (-1,1 V) en agua de mar
desaireada, puede observarse un aumento de la corriente a bajos potenciales (Fig.
46). Este incremento no ocurre cuando se repite la experiencia luego de remover
la biopelicula.

DISCUSION

Las caracterfsticas fisicoqufmicas del sustrato tienen un marcado efecto
sobre la formacion del biofouling molecular. La carga y la tension superficial de
cada sustrato condicionan la cantidad y calidad de las sustancias orgdnicas
adsorbidas, tal cual se ha observado en los materiales implantables. De la
natyraleza del metal y de las caracterfsticas del biofouling molecular formado
dependio la composicion del microfouling posterior.

Los sustratos mds inertes como vidrio, titanio y acero inoxidable
presentaban la mayor adherencia de microorganismos, en coincidencia con estudios
previos realizados en otros ambientes marinos. Sin embargo, no se observo la
correlacion directa entre la cantidad de MPE formado y las caracteristicas toxicas
del sustrato descriptas previamente (Marszalek et al, 1979). Sdélo en perfodos
breves de inmersién ( 3 dias) se noté una mayor abundancia de produccion de
MPE por parte de los microorganismos adheridos sobre las superficies tdxicas
(Fig. 30). Tanto las superficies de baja toxicidad (titanio, acero inoxidable,
vidrio) como las de alta toxicidad (cobre y aleaciones) se vieron copiosamente
cubiertas de MPE, al cabo de dos semanas de exposicion, en ambientes naturales.
En el cobre y aleaciones, todos con caracterfsticas toxicas, es dificil distinguir la
formacion de dicha pelfcula debido a la cantidad y variedad de productos de
corrosién con los que se entremezcla el material bioldgico que en muchos casos
termina por cubrirlos. En zonas donde dichas capas se han desprendido es posible
observar una pdtina mucilaginosa sobre el metal atacado (Fig. 47). Previamente se
pensaba que esos lugares eran los sitios principalmente colonizados por
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microorganismos (Gerchakov, et al 1977) . Sin embargo, las experiencias
realizadas con cultivos de laboratorio descriptas en el capitulo siguiente y las
observaciones por microscopfa de trasmision de electrones reportadas con
anterioridad (Blunn, 1986) mostraron que las bacterias y el MPE forman pelfculas
que se intercalan entre las capas de productos de corrosion. Dicha capa
mucilaginosa puede convertirse en una pelfcula aislante que protege al material
bioldgico de los iones téxicos provenientes de la disolucion metdlica.

La colonizacion de las superficies toxicas por parte de microorganismos
generadores de abundante cantidad de MPE permite el posterior asentamiento de
otros con menor tolerancia de iones toxicos. La necesidad de los procesos de
acondicionamiento previo, mds exigentes que en el caso de superficies mds inertes,
hace que el cobre y aleaciones presenten una baja velocidad de formacién de
microfouling, especialmente en las primeras etapas. La abundancia y la diversidad
de especies se ve limitada por estos motivos.

Si bien los metales menos corroibles también presentan una copiosa
formacion de MPE, dicha formacion no parece ser un requisito limitante en las
primeras etapas de adherencia microbiana. La polucion del ambiente portuario en
esté caso es probablemente el motivo por el cual los microorganismos pretenden
aislarse de la agresividad ambiental mediante la produccion de MPE, ain cuando
el sustrato soporte no les resulte téxico.

Se observé una notable reduccion del mimero de especies adheridas sobre
los cupones sumergidos en aguas del Puerto de Mar del Plata, en relacion con
datos reportados para el mar abierto. Esta reduccidn estd relacionada directamente
con la desaparicién de numerosas especies que no resisten los niveles de polucién
imperantes y al desarrollo significativo de aquéllas resistentes a los mismos. La
distribucion mensual de especies durante el afio siguié las tendencias descriptas
previamente respecto de la formacion de microfouling en materiales inertes
(Bastida, 1971 a y b; Brankevich y Bastida, 1992).

La particularidad del ambiente estudiado, en el que varios factores
(polucion, bajo pH, baja concentracién de oxigeno disuelto) interaccionan para
condicionar el desarrollo de las comunidades bioldgicas, impide que exista una
correlacién estrecha entre la masa del biofouling y la temperatura. Si consideramos
la abundancia de especies durante el afo, se observa que los protozoos predominan
sobre las algas excepto en el mes dc enero y en agosto en que existe una gran

89



proliferacion de estas \ultimas debido probablemente al aumento de la
concentraciéon de nutrientes en las aguas (Gomez de Saravia et al, 1989). Los
protozoos del género Zoothamnium sp que se alimentan principalmente de
bacterias, son indicativos del grado de polucion existente.

Cuando se comparan muestras sometidas a distintas condiciones de
turbulencia se observa que a altas velocidades de flujo, como los tubos de los
condensadores, se adhiere abundante material filamentoso en el que quedan
atrapadas diatomeas aisladas. La reproduccion se ve inhibida en muchos casos por
la ausencia de luz. Algunas formas filamentosas son algas y otras adaptaciones de
ciertas bacterias para sobrevivir a las condiciones ambientales adversas. Estas
bacterias llegan a medir hasta 1 pm de didmetro y 50 pm de largo (Ridgway y
Olson, 1981).

Se ha podido verificar que las interacciones metal/solucion que conducen a
formar peliculas protectoras se ven modificadas en presencia de las biopeliculas.
Un caso notable es el de los aceros inoxidables ensayados en agua de mar natural
filtrada y sin filtrar, en los que solo aparecen picaduras en el udltimo caso. Las
marcadas oscilaciones del potencial de corrosion en el agua sin filtrar daban cuenta
de estos cambios superficiales. En el proximo capitulo se discutird el efecto del
biofilm sobre el valor del PCA.

En presencia de la biopelicula también pueden observarse significativas
diferencias en las reacciones electroquimicas superficiales que ocurren sobre los
aceros. La reaccion del hidrégeno se ve alterada en presencia del biofilm y
probablemente parte del mismo quede atrapado (Fig. 46) por problemas
difusionales 0 porque su oxidacion se vea de alguna forma catalizada por los

componentes de biopelicula.
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V.ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES ALEACION
COBRE-NIQUEL 70/30/AGUA DE MAR NATURAL Y SINTETICA.

Efecto del biofouling sobre la estructura de las capas
de productos de corrosién y sobre el valor del
potencial a circuito abierto,

El material constitutivo de los tubos de los condensadores de la central
Termoeléctrica de Mar del Plata es la aleacion cobre-niquel 70/30. La alta
resistencia a la corrosion generalizada, su alta conductividad térmica asi como sus
propiedades anti-incrustantes son las principales causas que motivan su uso. Sin
embargo, los tubos presentan ataque localizado, generalmente combinado con la
erosion de las capas pasivas. El comportamiento de las aleaciones cobre-niquel
frente a la corrosion depende de la naturaleza y las caracteristicas de la pelicula
pasiva formada sobre la aleacion. Si bien las técnicas modernas de andlisis y
observacion han contribuido a la caracterizacion de las peliculas pasivas (Kato y
Pickering, 1984, Chauhan y Gadiyar, 1985) y del comportamiento del cobre-
niquel en soluciones artificiales (North y Pryor, 1970, Blundy y Pryor, 1972, Kato
et al, 1980), el comportamiento de la aleacion en las condiciones operativas es
mugpas veces diferente debido a que existen complejas interacciones con los

componentes biolégicos del agua de mar natural.

En. este capitulo se analizardn las transformaciones que sufren las
superficies de los tubos de los intercambiadores de calor (cobre-niquel 70/30) al
ser sumergidas en agua de mar natural durante distintos periodos. Se comparardn
estos resultados con los obtenidos en estudios de laboratorio realizados con
soluciones estériles e inoculadas con microorganismos y con experiencias
realizadas con bronce aluminio (utilizado en la construccion de tubos de

intercambiadores de calor de la Central Termoeléctrica de Necochea).
EXPERIMENTAL

En las experiencias de laboratorio se utilizaron discos de cobre-niquel
70/30 de 38 mm? de drea que fueron pulidos con esmeriles 320, 400 y 600,
posteriormente con pasta de diamante y finalmente con alimina (1 pm). Los
cupones pulidos fueron lavados sucesivamente con acetona y agua doblemente
destilada. Se utilizé un electrodo nuevo para cada experiencia. Las experiencias se
llevaron a cabo en una celda electroquimica convencional termostatizada a 25 C.
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Como electrolito se utilizaron agua de mar natural filtrada con una
membrana tipo Millipore, agua de mar artificial y soluciones preparadas con
mezclas de X NaCl + Y NapSO4 (0 < X < 0,5M;0 < Y < 0,023 M).

Las experiencias electroqufmicas consistieron en barridos triangulares de
potencial realizados entre -0,8 V (ECS) y varios Iimites anddicos. Se registraron
también transitorios de corriente a potenciales predeterminados E; sobre electrodos
que previamente habian sido potenciostatizados a -1,3 V (ECS) durante 90 s, para
asegurar una condicion inicial reproducible.

En las experiencias realizadas in situ se utilizaron discos de cobre-niquel de

18 mm de didmetro que fueron pulidos con papel de esmeril 320 y 600.
RESULTADOS

Resultados de las experiencias realizadas en el
Puerto de Mar del Plata

Después de su inmersion en el agua de mar el aspecto superficial de las
muestras de la aleacion cobre-niquel cambiaba notablemente. Inicialmente se
veian de color plateado brillante, pero luego de pocos dias de inmersion cambiaban
su color a marrdn dorado.

Las observaciones de MEB de los cupones de cobre—m’quel- expuestos al
agua de mar natural por 5 dias (Fig. 48) revelaron la formacion de una pelicula
porosa sobre la que luego comenzaban a precipitar particulas inorgdnicas (Fig.
49). En ciertas regiones presentaban grietas que parecian seguir los limites de
grano (Fig. 50). Posteriormente las partfculas precipitadas formaban una pelicula
poco adherente sobre la que se observaban grietas (Fig. 51). La profundidad de las
mismas aumenta con el transcurrir del tiempo. El andlisis a través de EDXA de las
peliculas formadas durante distintos perfodos de exposicion reveld una notable
diferencia en la composicion. Se encontraron concentraciones de Fe y S mds altas
para 14 dias de exposicion que para 7 dfas (Fig. 52 a y b). Ademds aparecieron
sefales de Ca, Mg y Si luego de dos semanas de exposicion, estando ausentes en
las peliculas de 1 semana. La sefial de cloro encontrada en las grietas muestra un
nivel mds alto que el encontrado en la pelfcula, asi como una disolucion
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Fig. 48: Microfotogratia obtenida a través del MED de una muestra
de la aleacion cobre-niquel 70/30 luego de 5 dias de mmersion en
agua de mar natural. Se observa la formacion de una pelicula de
productos de corrosion sobre la supertie (X1300).

Fig. 49: Microfolografia obtenida a través del MEEB de una muestra
de la aleacion cobre-niquel 70730 luego de 7 dias de mmersion en
agua de mar natural Se observa la presencia de malerial inorganico
precipitado v escasas bacterias adhendas sobre la pelicula de
productos de corrosion (X4400)
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Fig. 50: Microfotografia obtenida a traveés del ME de una muestra

de la aleacion cobre-niquel 70/30 luego de 7 dias de inmersion en

agua de mar natural.  Se obscrva la presencia de gnietas que parecen

seguir la ubicacion de los limites de granos sobre la pelicula de

productos de corrosion (X2600).

Fig. 51: Microfotogralia obtenida a través del MEB de una muestra
de la aleacion cobre-niquel 70/30 lucgo de 14 dias de inmersion en
agua de mar natural. Se observa la presencia de grictas mds anchas y
profundas que las encontradas despucs de una semana de inmersion.
La capa de productos de corrosion se halla parcialmente cubierta de
malerial biologico ¢ inorganico precipitado (X1500).
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Fig. 52: Analists de la composicion de las capas superficiales a
través de 1EDXA de una muestra de la aleacion cobre-niquel 70/30
realizada lucgo de:

a) 7 dias de inmersion

b) 14 dias dc¢ inmersion.



preferencial del cobre en las primeras. Al remover las capas superficiales se pudo
observar ataque intergranular sobre la superficie del metal, coincidiendo con las
grietas superficiales (Fig. 53 a y b). El ataque intergranular observado es mds
severo para periodos de exposicion mds prolongados. En el fondo de las grietas en
un comienzo y posteriormente sobre toda la superficie aparecieron pequefias
esferas de productos de corrosion que a través del andlisis por EDXA mostraron
fuertes sefiales de Cu por lo que podrfan atribuirse a Cu,O o cobre puro.

Los cupones de 28 y mds dfas de exposicion mostraron regiones donde el
ataque era muy severo y otras en las que se observaban distintas capas de
productos de corrosion (Fig. 54) de naturaleza no uniforme, algunas de las cuales
parecfan formar pequeiias ampollas que se resquebrajaban por deshidratacion (Fig.
55) y al desprenderse dejaban ver el metal con ataque intergranular y cristales
precipitados en los limites de grano (Figs. 56 y 57). Se analizé la composicion
superficial a través del EDXA en las distintas capas y productos de corrosion
formados que fueron nombrados con las letras A-H. La distribucion de las capas se
halla esquematizada en la Fig. 58 y la composicion de las mismas se detalla en la
Fig. 59 (a y b). Desde el metal base (G) hacia la superficie se distinguen cuatro
capas de productos de corrosion: la A muy fina y adherente y la C, l]a D y la E de
mayor espesor. Las capas D y E a veces se desprenden por lo que la C queda a la
vista, formando pequeiias ampollas. Estas ampollas al romperse (H) dejan ver al
metal base cubierto con una fina pelicula (A) y con un marcado ataque
intergranular que muestra las grietas (B) en las cuales aparecen sefiales de cloro.
La capa externa E presenta un alto porcentaje de azufre en su composicion. La
capa D, también presenta azufre y muestra un alto nivel de niquel y hierro en
relacion al metal base. Las capas mds externas D y E presentan una estructura
inhomogénea, y parecen estar formadas por material particulado, lo que les da un
aspecto poroso. La capa mds interna C tiene un alto contenido en niquel, superior
al de las capas D y E. . En los Iimites de grano primero y posteriormente sobre
toda la superficie A se hallaron pequeiios cristales que podrfan corresponder a
cobre puro u oxido de cobre (F) (Fig. 57). Estos cristales coalecen y forman

cristales mayores.

Las medidas de PCA vs. tiempo realizadas in situ durante 40 dias muestran

valores de potencial que varian entre -0.52 y -0.1 V (ECS) (Fig. 60). En cambio,
los valores del PCA realizados con agua de mar artificial y agua de mar filtrada

oscilan entre -0,30 y -0,18 V (ECS).

96



3 0016709 DMXINTI

e

Fig. 53b

Fig. 53: Microlotogralia obtenida a traves del MEB de muestras de
la alcacion cobre-niquel 70730 sumergidas en agua de mar natural
despucs de la remocion de Ja capa de productos de corrosion Se
observa el ataque intergranular en metal base (X2020),

a) despuds de 7 dias de mumersion. Comparar con g, 50,

b) después de 14 dias de imersion Comparar con I1g. S1.



Fig. 54: Microfotogralia obtemida a través del MEDB de una muestra
dc Ia alcacion cobre-niquel 70/30 lucgo de 35 dias de inmersion en
agua de mar natural (X31). Sc observa la formacion de varias capas
de productos de corrosion y distintas regiones microestructurales (A,
D, E) cuya composicion se¢ cspcciﬁca en Ja lig. 59.

Fig. 55: Microfotogralia obtenida a traves del MEB de una muestra
de la aleacion cobre-niquel 70730 lucgo de 28 dias de immersion en
agua de mar natural (X7500). Sc obscrva la formacion de ampollas
(C) y capas de productos de corrosion (D, LY) cuya composicion se
espectfica en la Iig. 59.



Fig. 56: Microfotografia obtemda a través del MEDB de una muestra
dec la aleucion cobre-niquel 70/30 lucgo de 28 dias de inmersion ¢n
agua de mar natural (X400). Se observa la formacion de varias capas
de productos de corrosion y distintas regiones microestructurales (A,
D, I, 1) cuya composicidn se especifica en la I'ig. 59.
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Fig. 57: Microfolografia obtenida a través del MEDB de una muestra
de la aleacion cobre-niquel 70/30 luego de 28 dias de nmersion cn
agua dc mar natural (X1000). S¢ obscrva ¢l detalle del ataque
intergranular mostrado en la I'tg. 50 y los cristales (I) depositados en
los limites de granos (B3) cubicrtos por una pelicula adherente (A) y
cl metal basc (G). La composicion de los mismos sc especifica en la
Fig. 59.



Fig. 58: Representacion esquematica de la distribucion de los
productos de corrosion de la aleacion cobre-niquel 70/30 de acuerdo
a las Iigs. 54-57.
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Fig. 59: Analisis dc la composicion de las regiones identificadas
como A-H cn las Figs. 54-57.
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Resultados obtenidos en el laboratorio

Experiencias electroqufmicas

Estudios potenciodindmicos realizados con la aleacion cobre-niquel 70/30

utilizando distintos medios electroliticos.

Teniendo en cuenta que las aleaciones cobre-niquel sumergidas en agua de
mar forman varias capas de productos de corrosion en las que se entremezcla el
material bioldgico, se consideré necesario realizar un estudio electroquimico
potenciodindmico detallado que permitiera obtener informacion acerca de la
composicion, estructura y distribucion de dichas capas. Con ese fin se realizaron
estudios con sistemas simples a los que progresivamente se les fue incrementando
su complejidad. Se comenzd analizando la respuesta electroquimica del cobre
puro en soluciones de NaCl, para luego analizar la aleacién cobre-niquel 70/30 en
NaCl y mds tarde soluciones salinas mds complejas para concluir con el agua de
mar natural.

La Fig. 61 muestra la curva de polarizacion anddica obtenida con cobre
puro en solucion de NaCl 0,5 M desaireada. Puede observarse un pico agudo a
-0.0¢ V, seguido de un incremento de corriente con un pequeiio pico en 0,14 V.
A potenciales mds anddicos la corriente se incrementa nuevamente y aparecen
oscilaciones. Si la misma experiencia se repite con una aleacion cobre-niquel
90/10 se observa un desplazamiento del primer pico en el sentido anddico (Gomez
de Saravia et al., 1990), el pico se hace mds ancho y el incremento posterior de la
corriente es menor. En la Fig. 62 se muestra el barrido triangular de potencial
(velocidad de barrido= 0,001 V/s) correspondiente a la aleacion cobre-niquel
70/30. Puede observarse que el primer pico (I) se desplazé en sentido anddico
(potencial de pico 0,12 V) respecto al correspondiente al cobre puro (-0,04 V) y a
la aleacion cobre-niquel 90/10 (0,04 V) (Gomez de Saravia et al., 1990). Este
pico, estd relacionado con el pico de corriente catddica (I.) registrado a -0,16 V.
La carga del pico I es menor que la correspondiente al I3. Después de alcanzar el
valor mdximo de corriente anddica en I, la corriente decrece bruscamente para

formar luego un plateau.

Para analizar la dependencia con el pH de la reaccion que da lugar a la
formacién del pico I,, se realizaron experiencias a pH= 8,0; 8,8; 10,5. Pudo
observarse que el pico I, se desplazaba en sentido catddico al incrementar el pH
(Fig. 63 a). La altura de dicho pico depende ademds de la concentracion de iones
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correspondiente a la aleacion cobre-niquel 70/30 sumergida en agua
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Fig. 61: Voltamperograma correspondtente al barrido de potencial en
sentido anddico correspondiente al cobre puro en una solucion 0,5 M

NaCl, velocidad de barrido: 0,001 V/s.
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Fig. 62: Voltamperograma correspondiente al barrido de potencial en
sentido anodico correspondiente a la aleacidén cobre-niquel 70/30 en
una solucion 0,5 M NaCl, velocidad de barrido: 0,001 V/s.




CI(Fig. 63 b) y de la velocidad de barrido.

Cuando se compararon las experiencias realizadas con NaCl con aquéllas
realizadas con agua de mar natural filtrada y soluciones de agua de mar sintética
se pudo observar que a potenciales mds andédicos que el pico I la corriente se
incrementa notablemente en todas las soluciones excepto la de NaCl. La adicién de
NajSO4 a las soluciones de NaCl produjo un efecto similar (Fig. 63 c). Se
probaron entonces varias relaciones de concentracion cloruro/sulfato para analizar
el efecto. Tanto en presencia de cloruros como de sulfatos se registré un pico
ancho de corriente anddica (Fig. 64 curvas a y b). Sin embargo, en presencia de
ambos aniones simultineamente y en igual concentracién, se registré un cambio
notable, ya que se obtuvo una relacion lineal potencial/corriente (Fig. 64 curva c).
Manteniendo la concentracion de sulfatos constante e incrementando la de cloruros
se vio que se formaba un pico en 0,12 V cuya altura y agudeza aumentaba
gradualmente (Fig. 64 curvas d-f).

A fin de analizar los procesos previos a la formacion del pico I, se
realizaron barridos de potencial triangulares a velocidades altas (0,1 V/s) desde -
1,0 V hasta distintos limites anddicos entre -0,3 V y 0,2 V (Fig. 65). En 0,2 V
comgnza a formarse el pico I;, a velocidades de barrido mds bajas dicho pico se
desplaza en sentido catddico (Fig. 62). La Fig. 65 muestra que cuando el sentido
de barrido de potencial se inverte en 0,2 V se forma un lazo, siendo mds altas las
corrientes - registradas durante el barrido en sentido catédico. Al observar el
electrodo justo después de concluir el barrido en sentido anddico se detectd la
formacion de micropicaduras. Al disminuir paulatinamente el Iimite anddico de
barrido pudo notarse que las contribuciones de corriente C,, By y A, estaban

relacionados con las contribuciones C¢, B y A respectivamente.

Se realizaron experiencias similares utilizando agua de mar artificial a la
que se adicion6 NapS. En la Fig. 66 (a) se comparan los barridos triangulares de
potencial obtenidos antes y después de la adicion del NapS. Puede observarse un
gran incremento de corriente durante el barrido en sentido anddico. El pico Il
se desplazé en sentido catGdico y la corriente de los picos 115 y Il disminuyé. La
Fig. 66 (b) muestra que el efecto de los iones cloruros y sulfuros sobre la
resistencia a la corrosion del cobre-niquel 70/30 es sinérgico. Para un mismo
potencial la corriente registrada en presencia de los dos aniones fue mayor que

aquélla obtenida para cada anion individualmente.
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Fig. 63: Efecto del pll, concentracion de NaCl y composicion del
agua de mar sobre los voltamperogramas correspondientes al barrido

de potencial en sentido anddico de la aleacion cobre-niquel 70730,
velocidad de barrido: 0,001 V/s.

a) solucion 0,5M NaCl a distintos pII: (—) pI1=8; _(_._. ). pll= 88:
(- --)plI=10.

b) soluciones de NaCl de distintas concentraciones: (_._._) 0,5M, (.....)
0,4M; (- - =) 0,17M; (—) 0,023M.

¢)(-.-.-) agua de mar natural filtrada; (--—--)  agua de mar artificial;
(—) 0,4M NaCl, (x-x-x) 0,4M NaCl + 0,023 NaZSO4.
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Fig. 64: Iifccto de la concentracion de los iones cloruros y sullatos
sobre la curva de polarizacion anddica correspondiente a la aleacion
cobre-niquel 70/30, velocidad de barrido: 0,001 V/s: 0,023M
NaySQy (curva a), 0,023 NaCl (curva b), 0,023M Na,SOy + 0,023
NaCl (curva c); 0,023M Na;SO4 + 0,046 NaCl (curva d), 0,023M
NaySOy4 + 0,1 NaCl (curva e); 0,023M Na,SOy + 0,4 NaCl (curva
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Fig. 65: Barridos triangulares de potencial realizados hasta distintos
limites anodicos entre -0,3 V y 0,2 V (ECS) correspondientes a la
aleacion cobre-niquel 70/30 en agua de mar natural filtrada,

velocidad de barrido 0,1 V/s.
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Fig. 66 (a): Barridos triangulares de polencial realizados hasta
distintos limites anddicos entre -0,5 V y 0,0 V (ECS)
correspondientes a la aleacion cobre-niquel 70/30 en agua de mar
artificial, velocidad de barrido 0,1 V/s: (-----) agua de mar artificial,
(——) agua de mar artificial + 0,001 M Na,S.
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Fig. 66 (b): Bamidos de potencial en sentido anddico

correspondientes a la aleacion cobre-niquel 70/30, velocidad de
barrido 0,001 V/s en: medio C de Postgate (curva a), medio C de
Postgate + 0,51M NaCl (curva by, medio C de Postgate + 0,001M de
Na,S (curva c). medio C de Postgate + 0,51M NaCl + 0,001M de

NayS (curva d).




Si el barrido de potencial se detenfa en -0,6 V y se observaba el electrodo,
éste aparecfa cubierto de una fina capa de productos de corrosidn, de color
tornasolado que al ser observada por MEB mostraba un aspecto no uniforme (Fig.
67) similar al observado en ciertas regiones de muestras expuestas en el Puerto de
Mar del Plata (Fig. 55)

Medidas de transitorios de corriente

Se registraron transitorios de corriente realizados a potencial constante,
cubriendo el rango de potencial comprendido entre -0,16 V y 0,3 V. En la regién
de potencial comprendida entre -0,16 y -0,09 V (Fig 68) se observan relaciones
corriente tiempo de forma similar, con un aumento brusco inicial de corriente para
luego descender abruptamente durante los primeros 5 s y luego mds lentamente
con valores de corriente que dependen del potencial aplicado. Si se observan las
muestras de cobre-niquel luego de realizar la potenciostatizacion a -0,12 V puede
verificarse que estdn cubiertas de una fina capa de productos de corrosion en la
que se hallan sumergidas pequefias esferas, algunas de las cuales coalescen
formando particulas mayores. Cuando el electrodo se potenciostatiza a 0,1 V se
distingue la formacion de un pequeiio hombro (Fig. 69, curva b).

+ El efecto del oxigeno disuelto en el electrolito puede observarse en la Fig.

70 (a y b). En presencia de oxigeno puede verse que el valor de la corriente es
mayor y el potencial del pico se desplaza en sentido catddico (Fig. 70 b).

Experiencias microbioldgicas.

A fin de interpretar la variacion del potencial de corrosion observada en las
experiencias in situ, que no se correspondfa con las medidas del PCA registradas
con agua de mar estéril (natural filtrada y sintética), se realizaron experiencias con
cultivos de microorganismos con el objeto de estudiar los posihles efectos de la

biopelicula sobre el potencial de corrosion.

Se utilizaron cultivos de una bacteria marina, aislada del agua del puerto de
Mar del Plata (V. alginolyticus) y mezclas de V. alginolyticus y una bacteria
sulfato reductora (D. Vulgaris).

Se emplearon dos aleaciones de cobre: el cobre-nfquel 70/30 y el bronce
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Fig. 67: Microfotogralia obtcnida a través del MU correspondiente
a una muestra de cobre-niquel 70/30 lucgo de realizar un barrido
potenciodinamico de potencial en agua de mar artifictal + 0,001M
Na,S.
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Fig. 68: Curvas corriente vs. tiempo correspondientes a la aleaciéon
cobre-niquel 70/30 en una solucién 0,5M NaCl potenciostatizada a: -
0,16 V (curva a); -0,14 V (curva b); 0,12 V (curva c), -0,09 V (curva
d).
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Fig. 69: Curvas corriente vs. tiempo correspondientes a la aleacion
cobre-niquel 70/30 en una solucion 0,5M NaCl potenciostatizada a:
0,05 V (curva a), 0,1 V (curva b), 0,3 V (curva c). Notese que las
partes derecha e izquierda del grafico tienen diferentes escalas.
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Fig. 70 (a): Efecto de la aereacion sobre los transitorios de corriente
correspondientes a la aleacion cobre-niquel 70/30 potenciostatizada a
0,12 V en agua de mar natural filtrada: aircada (curva a), desaireada
(curva b). Notese que las partes derecha e izquierda del grafico
tienen diferentes escalas.
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Fig. 70 (b): Efecto de la aereacién sobre la curva de polarizacion
anodica correspondiente a la aleacion cobre-niquel 70/30, velocidad
de barrido: 0,001 V/s, en agua de mar filtrada: aireada (-----),
desaireada ( ——).



aluminio que fueron sumergidos en agua de mar sintética estéril e inoculada con
bacterias, asf como medio C de Postgate (con el agregado de 30 g/l de NaCl). Se
estudié el efecto del crecimiento bacteriano sobre el PCA en cultivos con y sin
aireacion forzada.

Cultivos puros de V. alginolyticus.

En la Fig. 71 se muestran los valores de nimero de microorganismos (V.
alginolyticus), concentracion de oxigeno y PCA obtenidos utilizando un
fermentador rotativo con aireacion forzada. Puede observarse que durante las 8
primeras horas el PCA decrece en coincidencia con el decrecimiento de la
concentracion de oxigeno debida a la respiracion de los microorganismos en su
fase exponencial. Posteriormente, en fase estacionaria, la concentracion de
oxigeno desciende mds lentamente. El PCA en cambio, luego de llegar a un
minimo de -0,55 V comenzd a ascender nuevamente alcanzando valores préximos
a los iniciales.

En las Fig. 72 y 73 se puede observar la variacion del PCA para el bronce
aluminio y el cobre-niquel respectivamente en condiciones estdticas. Puede verse
que cuando al medio de cultivo no se suministra aireacion forzada, el PCA decrece
abruptamente desde su valor inicial (c.a. -0,2 V) hasta -0,4 V. Cuando se provee
aireacion forzada la evolucion del PCA difiere marcadamente de la anterior ya que
después de un ligero decrecimiento inicial hasta -0,25 V, comienza a ascender

nuevamente alcanzando valores mayores o iguales a los iniciales.

Para analizar si la diferencia de valores del PCA estaba exclusivamente
ligada a la concentracion de oxigeno se trabajé con soluciones de agua de mar
sintética estériles con y sin burbujeo de oxigeno y los valores medidos del PCA
fueron similares (Fig. 72). Por otra parte si se comparaban, como casos extremos,
los PCA de las soluciones estériles con burbujeo de oxigeno y las desaireadas con
N, (PCA c.a.=-0,35 V), la diferencia en valores absolutos era muy inferior a la

observada entre cultivos con y sin burbujeo de oxigeno (Fig. 72).

Con el objeto de estudiar la influencia del medio electrolitico en el PCA se
realizaron experiencias utilizando distintos medios. En el caso de la aleacion
cobre-niquel 70/30 sumergida en un medio de cultivo sin aireacion forzada, el
PCA alcanzé valores de -0,55 V en agua de mar sintética y -0,65 V en el medio C
de Postgate (NaCl 30g/l). Esta diferencia podria atribuirse a la distinta
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Fig. 71: Grafico potencial a circuito abierto (PCA) vs tiempo
correspondiente a muestras de cobre-niquel 70/30 (3"—?) sumergidas
en un fermentador discontinuo agitado; concentracion de oxigeno
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Fig. 72: Potencial a circuito abierto vs. ticmpo correspondiente al
bronce aluminio sumergido en agua de mar artificial estéril (____) y
en agua de mar inoculada con V. alginolyticus (--—-) con (*) y sin
(#) burbujeo de aire.

log No de mo



100

Fig. 73: Potencial a circuito abierto vs tiempo correspondiente a la
aleacion cobre-niquel 70/30 sumergida en agua de mar artificial
inoculada con V. alginolyticus (- - - =) con (* * *)y sin (ana)
burbujeo de aire; y en medio C de Postgate (6—8—8-)
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Fig. 74: Potencial a circuito abierto vs. tiempo correspondicute a la
aleacioén cobre-niquel 70/30 sumecrgidas en medios estériles (- - - -) e
inoculados con V. alginolyticus (. . . . . .. ) agua de mar artificial (<

<>) ;medio C de Postgate (x x). Las flechas indican el momento en
quec sc rcalizo la inoculacion con BRS.



Fig. 75: Microfolografia obtenida a través del MEED correspondiente
al bronce aluminio sumergido durante 4 h en un cultivo de 17
alginolyticus (X5000).

Fig. 76: Microfotografia obtenida a través del MEB de una muestra
de bronce aluminio sumergida en un cultivo de 17 alginolyticus
durante 48 h. (X5000)



composicién de los medios, ya que muestras metdlicas eran idénticas y estaban
sumergidas en medios de cultivo con idénticos microorganismos. Sin embargo, al
repetir el registro con los medios estériles, los valores del PCA en el agua de mar
sintética fueron, por el contrario, inferiores a los obtenidos en el medio C de
Postgate (NaCl 30 g/1) (Fig. 74).

La observacion de las muestras por microscopia de barrido después de dos
dias de inmersién mostré grietas y pequefios hoyuelos conteniendo material
biologico (Figs. 75 y 76).

Cultivos puros y mixtos de D. vulgaris.

A fin de estudiar la influencia del metabolismo bacteriano en el valor del
PCA, especialmente la produccion de compuestos de azufre detectados en la
pelicula pasivante de las muestras expuestas in situ, se realizaron experiencias

utilizando mezclas de un microorganismo aerébico facultativo (V. alginolyticus) y
una BRS (D. vulgaris).

Cuando los cultivos puros de V. alginolyticus fueron inoculados con D.
vulgaris los valores del PCA decrecieron hasta -0,72 V en el medio C de Postgate
(NaGl1 30 g/l) y hasta -0,67 V en el agua de mar sintética. La produccion de
sulfuro por parte de las BRS hizo disminuir ain mas el valor del PCA (Fig. 74).

La observacion microscdpica de las muestras de cobre-niquel a través del
MEB revel6 la presencia de ataque por rendijas e intergranular debajo de los
depdsitos bioldgicos (Figs. 77 y 78). Cuando se analizé la composicion de las
peliculas superficiales a través del EDXA se encontr una significativa sefial de
azufre por debajo y alrededor de las colonias microbianas. Ademds la relacion
cobre/niquel muestra que mientras alrededor de las colonias el porcentaje de
ambos metales es similar al de la aleacién base, por debajo de las colonias el nivel
del niquel es muy bajo (Fig. 79, ay b) . Al removerse las peliculas superficiales
mediante un pulido muy cuidadoso pudieron distinguirse pequefias picaduras. En el
interior de las mismas se encontraron altas seiiales de azufre (Fig. 80, a y b)

Si se comparan las muestras obtenidas luego sumergirlas en agua de mar
poluida (contaminada con sulfuros), con las sumergidas en agua de mar sintética
con adicién de NajS y aquéllas inmersas en cultivos de BSR pueden notarse

ciertos cambios en la estructura de las peliculas superficiales comunes a todas ellas
(ampollas, estructura de capas similar) (Figs. 55, 67 y 81).
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Fig. 77: Microscopia oblenida a través del MER de una muestra de
la aleacion cobre-niquel 70/30 sumergida en un cultivo de BSR
durante 10 dias. (X3500).

Fig. 78:Microscopia oblenida a través del MEEB de una muestra de
bronce aluminio sumergida durante 20 dias en un cultivo de BRS.
(X7500).
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Fig. 80: Andlisis EDXA correspondiente a una muestra de la
aleacion cobre-niquel 70/30, a) antes de la inmersion en el medio de
cultivo.; b) después de la inmersion en un cultivo de D. vulgaris

durante 20 dias.
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Fig. 81: Microscopia obtenida a través del MIEB correspondiente a

una muestra de la aleacion cobre-niquel 70/30 sumergida durante 48
h en un cultivo de BRS (X5000).



Fig. 82 b

Fig. 82: Andlisis EDXA correspondiente a una muestra de bronce
aluminio : a) antes de su inmersion en el medio de cultivo;, b)
después de su inmersion durante 6 dias en un medio de cultivo

mixto de V. alginolyticus y . vulgaris.



Cuando las muestras de bronce aluminio sumergidas en cultivos mixtos
fueron observadas a través de MEB, después de 6 dfas de inmersion, se encontré
una pelfcula fina en la que se detectd la presencia de azufre (Fig., 82 ay b). Para
inmersiones mds prolongadas en cultivos de D. Vulgaris se observé un ataque
severo de la superficie, donde se distinguieron zonas claras (C) y zonas oscuras
(O) (Fig. 83). EI andlisis de la composicion de las capas superficiales obtenida
por EDXA (incluyendo andlisis de C) revelé que en las regiones oscuras existfa
una gran disolucion de cobre, ya que los porcentages de cobre y de cinc eran
similares, y aparecfan sefiales de cloro y azufre, (Fig. 84, a y b) a diferencia del
metal base. En las zonas oscuras se detectaron pequeiios hoyuelos, dentro de los
cuales las sefales de azufre, cloro y zinc eran altas (Fig. 85).

DISCUSION

Comportamiento electroquimico del cobre-nfquel 70/30 en
relacion al del cobre y niquel puros.

a El comportamiento electroquimico del cobre-niquel 70/30 en soluciones de
agua de mar desaireadas o en soluciones de NaCl muestra caracteristicas comunes
al comportamiento del niquel y del cobre puros. Asi es que la contribucién de
corriente ‘I, (Fig. 62) se puede atribuir a la formacion de Ni(OH)p por
comparacién con los resultados del niquel puro (Gassa et al., 1983). Confirmando
dicha suposicion dicho Ni(OH)7 se reduce a potenciales muy catédicos (-0,88 V),
muy cercano al potencial de la contribucion I (Fig. 62).

Con respecto al comportamiento del cobre puro, se sabe que el pico agudo
registrado a -0,04 V estd relacionado con la formacion de CuCl y que es
independiente del pH (Flatt y Brook, 1971; Faita et al., 1975). En soluciones
tamponadas conteniendo cloruros pucden distinguirse tres picos a -0,2 V, 0,0 Vy
0,1 V, que han sido atribuidos a la formacion de CupO, CuCl y CuO
respectivamente (Brossard, 1984; Chialvo et al, 1985). Consecuentemente, para el
cobre-niquel 70/30 en el rango de potenciales entre -0,2 y 0,0 V, las reacciones de
corrosion conducirfan a la formacién de CupO y CuCl. Se han encontrado especies
derivadas de Cul* y Cu2+ tales como CuClpl-, CuCl32- y CuCl3l- en 1a
solucion dependiendo de la concentracion de cloruros (Lee y Nobe, 1984; Faita et
al, 1975). Coincidentemente, los resultados muestran que la carga correspondiente
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Fig. 83: Microfotografia obtenida a través del MIE3 correspondiente
al bronce aluminio, después de 48 h de inmerston en un curtivo de -

alginolyticus + D. vulgaris.(X2000). A= agujero, C= region clara,

D= region oscura (atacada).



Fig. 84 b

Fig. 84: Analisis EDXA a) de la region clara de la Fig. 83 b)dcla
regién oscura de la Fig. 83.



Fig. 85: Analisis EDXA realizado dentro del agujero (A) de la
region oscura marcada en la Fig. 83. '



al pico Ic es inferior a la del Ia (Fig. 62), por lo que debe existir un proceso de
disolucion de especies de cobre hacia la solucion. La baja solubilidad de los
cloruros de cobre e hidroxicloruros mantiene la actividad del cobre en valores
bajos y facilita la disolucion anddica del cobre. Este proceSo de disolucién aparece
a potenciales mds anddicos cuanto mayor es el porcentaje de nfquel en la aleacion
(GOomez de Saravia, 1991).

Comportamiento electroquimico de la aleacion
cobre-niquel 70/30 en distintos medios electroliticos.

Los espectros EDXA de las muestras luego de las primeras horas de
inmersion en el agua de mar as{ como las observaciones a través del MEB y datos
previos (Kato et al., 1980; Kato y Pickering, 1984) permitieron identificar la
formacion de una capa fina y adherente de 6xido cuproso (Fig. 48) que lentamente
da lugar a la formacion de una capa porosa poco adherente de paratacamita
(hidroxicloruro ciprico, Cup(OH)j3 Cl) que precipita sobre la primera (Fig.51).

En general, podria decirse que una posible serie de reacciones que ocurren

en la aleacion a lo largo del tiempo puede ser 1a siguiente:

3
dgnodo: 2 Cu <-> 2Cutgg + 2

cdtodo: 17209 + HpO + 2¢ <--> 2 OH-
2Cutgy + 20H- <-> Cup0 + Hy0

a altos potenciales el CupO no es estable y el cobre puede ser removido de la

pelicula pasivante:
CuyO + HpO <--> 20H" + 2Cu2t + 2¢
o bien formarse directamente del metal base.

Cu <--> Cu2ty, + 2e

En presencia de cloruros, dependiendo de la concentracion de los mismos,

puede complejarse desplazando la reaccion previa hacia la derecha:

Cu2+gy + 3[CI] <--> culCl3l-

128



o bien precipitar
2ICu2t g1l + 3|OHT] + [Cl}] <--> Cuy(OH)3Cl

Los estudios electroqufmicos permitieron analizar las primeras etapas de
formacion de dichos productos de corrosion. El abrupto decrecimiento de la
corriente en la ladera derecha del pico I (Fig. 62) asf como la forma de los
transitorios de corriente que muestra un hombro en 0,1 V (Fig. 69) hace suponer
la precipitacion de algin compuesto sobre el electrodo que inhiba el proceso de
disolucion (Figueroa et al., 1987). La paratacamita (Cup(OH)3Cl) es estable a
0,12 V y a un pH de 7,5. Por lo tanto podria ser considerado como posible
compuesto que precipita en esta region de potencial. Esta hipétesis estd también
sustentada por los resultados electroquimicos que muestran una disminucién en la
altura y un desplazamiento en sentido catédico del pico I, cuando se incrementa el
pH (Fig. 63 a), ya que la precipitacién de este compuesto estarfa favorecida.
Ademds, la altura del pico aumenta a mayor concentracién de cloruros, debido al
aumento de la disolucién del cobre bajo la forma de especies cloruradas (Fig. 63
b). Dicha disolucion ocurrirfa bajo la forma de ataque localizado, como se
evidencid a través del lazo que muestra la corriente en el limite anddico de 0,2 V
(mqgtrando un aumento del drea real, Fig. 65) (Sato, 1982) y por las
observaciones microscopicas de las muestras. Por otra parte, en el fondo de la
grietas se encontré una disolucion preferencial del cobre y la presencia de sefales
de cloro a través del EDXA.

Con respecto a la precipitacion de paratacamita en los circuitos de agua de
enfriamiento de la Central Termoeléctrica debe considerarse que los valores de
potencial a circuito abierto medidos durante 40 dias de inmersion in situ oscilaron
entre -0.52 V y -0.12 V. EIl valor mds anddico de potencial (-0,12 V) es
demasiado bajo para justificar la presencia de paratacamita en la superficie de
acuerdo a los diagramas potencial-pH (Syrett, 1981). Sin embargo debe
considerarse que el oxfgeno promueve la oxidacion Cutla Cut2, en virtud de
lo cual la disolucién del cobre se veria favorecida a través de la formacion de
especies Cu+2Cln'("'2) que conducirdn luego a la precipitacion de paratacamita.
De acuerdo a ello los transitorios de corriente muestran mayores valores en agua
de mar aireada que aquéllos realizados en ausencia de oxfgeno. Coincidentemente,
trabajos previos indican que las aleaciones cobre-nfquel son menos suceptibles a la
corrosion en ausencia de oxigeno (Eiselstein et al., 1983). Ademds la reaccion del
cobre con sulfuros y derivados también desciende el potencial de corrosion (Syrett,
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1981; Eiselstein et al., 1983).

Las observaciones a través del MEB de los electrodos potenciostatizados a -
0,12 V en soluciones aireadas y desaireadas mostraron la formacion de pequeiias
esferas de didmetro < 1 jum, dentro de una capa m4s compacta. Dobb (1985), ha
encontrado ese tipo de productos de corrosion que identifica como Cu,0,
exclusivamente bajo condiciones de difusion restringidas, entre regiones ricas en
NiO. Dichos resultados coinciden con los andlisis de las particulas precipitadas en
las grietas de las muestras expuestas in situ, en las que también existen condiciones
de difusion restringida, lo mismo que en las condiciones estdticas en que se
desarrollaron las experiencias potenciostdticas de laboratorio. Ademds el MPE
puede actuar también como una barrera difusional en la interfase metal/solucion
que puede dar lugar a gradientes de concentracion desde y hacia la superficie
metdlica y permitir la precipitacion del Cu,O por debajo del depésito de MPE.

Durante periodos de inmersion breves la composicién de las capas de
productos de corrosion en ambientes abidticos es similar a la de los ambientes
naturales. Sin embargo, para periodos de inmersién superiores a una semana, en
agua de mar natural poluida, la estructura superficial de las capas pasivas se
complica notablemente por la presencia de la biopelicula y de los contaminantes.
La simulacion mediante técnicas electroquimicas de los procesos que ocurren in
situ se torna muy dificultosa por la cantidad de variables intervinientes.

Influencia de los aniones sulfato y sulfuro.

A pesar de que existen varios estudios acerca del efecto del cloruro sobre la
ruptura de la pasividad de las aleaciones cobre-niquel se encuentra relativamente
poca informacion referida a la participacion de otros iones presentes en el agua de
mar tales como el sulfato. Se han reportado fallas en tubos de intercambiadores de
calor expuestos a aguas con alto contenido de iones sulfato, especialmente si
contenian también cloruros ain en baja concentracion (Campbell, 1974). En
concordancia con ello nuestros resultados muestran una gran velocidad de
disolucién del cobre-niquel cuando se utilizan mezclas de NaCl y Na,SO, con
bajos niveles de concentracién de cloruros. Ademds se observé una pobre
pasivacion seguida de ataque localizado a mayores relaciones cloruro/sulfato. La
presencia de iones sulfato parece modificar las caracteristicas protectoras de las

peliculas formadas sobre el cobre-niquel, favoreciendo su corrosion localizada.
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La adicion de Na)S al agua de mar sintética probocé un cambio importante
en el comportamiento electroquimico. Asf, el potencial de corrosién se hace muy
activo (-0,5 V) pues tan pronto como se sumerge la muestra en el agua se forma la
capa negra porosa rica en sulfuros, pero dicha capa es muy poco protectora y
adherente. Dicha pelicula se forma al reaccionar los iones Cut g con los iones
sulfuros de acuerdo a:

2[Cutgol + 182l <-—-> CupS

esta disminucién de la concentracion de Cut g, resulta en un incremento de la
corriente de corrosion y una disminucion del PCA. Debe tenerse en cuenta que en
sistemas aireados la vida media del sulfuro es de unos pocos minutos pues en
presencia de oxigeno disuelto se transformard en azufre elemental, polisulfuros y
oxianiones de azufre. Algunos de estos productos de oxidacion (polisulfuros y
azufre elemental) pueden reaccionar con el cobre de la aleacion para formar
también CupS (Syrett, 1981).

En el espectro electroquimico obtenido en presencia de aniones cloruros y
sulfuros da cuenta de un efecto sinérgico. Se produce un gran incremento de la
corriente anddica ocurriendo la disolucion, previa al pico I, a potenciales mds
catddicos que en presencia de cada anion individualmente. Los transitorios de
corriente también dieron cuenta de una mayor disolucion en presencia de sulfuros,

a través de altos valores de corriente.
Interacciones biopelicula/productos de corrosion/metal

La biopelicula puede inducir el desprendimiento de las capas pasivas
cuando parte del biofilm se desprende. En el laboratorio pudieron observarse
desprendimientos de bacterias y colonias bacterianas que arrastraban consigo los
productos de corrosién depositados por encima y por debajo de ellas. En forma
similar, los protozoos que se adhirieron firmemente a las superficies de las
muestras expuestas in situ a través del mucilago exudado radialmente por sus
pedinculos (Figs. 39 y 40) pueden producir alteraciones en la superficie metdlica.
Ellos constituyen una seria amenaza para la estabilidad de la pelicula pasivante ya
que por efectos del flujo las colonias pueden ser desprendidas arrastrando
productos de corrosion. Estos desprendimicntos darfan lugar a la formacion de
islas de metal desnudo que se convertirfan en dreas anddicas, tal cual ha sido
observado en muestras sumergidas in situ (Fig. 54). En dichas muestras también
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se observ a través de MEB que el material biolégico se entremezca con las capas
pasivantes. Por otra parte las experiencias con cultivos de laboratorio han
mostrado que las bacterias quedan sumergidas entre las capas de productos de
corrosion (Fig. 81), hecho que sustenta la existencia de un mecanismo disolucion-
precipitacién como el sugerido previamente. Consecuentemente las caracterfsticas
estructurales, incluso la adherencia de las capas protectoras, se ven severamente
alteradas en presencia de material bioldgico. Esto puede justificar, en parte, la

disminucién de las caracteristicas protectoras de dichas capas observada in situ.

Los iones metdlicos de los aceros inoxidables o del titanio no interaccionan
de un modo notable con las biopeliculas. Esto no ocurre con los metales de
caracteristicas toxicas y corroibles en el agua de mar, como el cobre y sus
aleaciones. Evidentemente los iones metdlicos provenientes de la disolucion de los
mismos interactian fuertemente con la biopelicula. Se exige asi un
acondicionamiento previo de la superficie téxica, superior al necesario en otras
superficies, e implica una prolongacion del periodo de induccion que precede al
asentamiento bacteriano (Fig. 47).  Aildn en estas circunstancias muchos
microorganismos no pueden tolerar las condiciones imperantes, y otros ven
reducida su capacidad reproductiva, por efecto de las condiciones ambientales
adversas. Como consecuencia de ello la diversidad de especies adheridas a las
aleaciones cobre-niquel y su abundancia se ven severamente disminuidas. Sin
embargo, la colonizacién por parte de bacterias y diatomeas con mayor tolerancia
de niveles de cobre, permite el posterior asentamiento de otros microorganismos

con menor tolerancia (Chamberlain y Garner, 1988).

El andlisis de la composicion superficial obtenido a través de EDXA revelo
la marcada influencia que tiene la formacidn de la biopelicula sobre la composicion
de las capas de productos de corrosion. Pudo verificarse que la composicion
variaba de acuerdo a la posicion de los productos de corrosion respecto de las
colonias bacterianas (debajo, alrededor, lejos), especialmente aquéllas de BRS. El
espectro EDXA indic6 que el niquel habia sido removido selectivamente por
debajo de la colonia. El ataque localizado observado tanto en el cobre-niquel
como en el bronce aluminio junto con la presencia de sefales de azufre en dichos
sitios indica claramente la alteracién de la microestructura superficial por parte de
los metabolitos bacterianos. Los sulfuros biogénicos, concentrados en areas
limitadas de la interfase metal/solucion, incrementan el efecto corrosivo de los
cloruros sobre las aleaciones de cobre, facilitando la iniciacion del ataque
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localizado.

La activa participacion de los compuestos de azufre en los procesos de
ataque localizado queda evidenciado a través de los andlisis superficiales en los que
se observaron altas sefiales de azufre en el interior de los hoyuelos formados en
medios contaminados con BRS. Este efecto fue probado en el laboratorio
mediante experiencias electroquimicas y andlisis superficiales que revelaron la
formacion de compuestos de azufre similares a los observados en las inmediaciones
de las colonias.

Se ha probado (Eiselstein et al., 1983) que cuando las aleaciones cobre-
niquel son expuestas alternativamente a agua de mar aireada y desaireada
contaminadas con sulfuros se produce una aceleracién de la corrosion de las
mismas. También se ha sugerido que la reaccién catddica se ve catalizada en
presencia de sulfuros (Sanchez y Schiffrin, 1982; Kato et al., 1984), y de esta
forma se acelera la corrosion en aguas poluidas. 1.a presencia sefiales de azufre
tanto debajo como en las cercanias de las colonias de BRS mostrada en los
resultados implica que en forma simultdnea se llevan a cabo sobre el electrodo
reacciones aerdbicas y anaercébicas creando sitios diferenciales donde la corrosién
seguramente se acelera. Probablemente este tipo de aceleracion de la corrosion en
presencia del sulfuro procedente de la biopelicula sea mds importante que el
observado cuando los iones sulfuro provienen de la solucion.

En la Fig. 86 se resumen los procesos que tendrfan lugar en las interfases
aleacion cobre-niquel/biopelicula/agua de mar natural, luego del periodo de
acondicionamiento.  El agua de mar contiene microorganismos (bacterias
planctonicas (BP); protozoos, ejemplo Zoothamnium sp (Z), diatomeas, etc).
Dichos microorganismos pueden adherir a la superficie metdlica exudando MPE y
formar colonias. Al precipitar productos de corrosién sobre las bacterias adheridas
(BA) éstas queden entremezcladas con las peliculas. Debajo de las colonias de
bacterias aerébicas (CBA) pueden ubicarse las bacterias anacrdbicas, por cjemplo
las BRS. Los metabolitos de dichas bacterias pueden transformar las caracteristicas
de los productos de corrosién (PCT). Ademds, cuando las colonias de bacterias y
protozoos se desprenden (CBD, ZD) pueden arrastrar a los productos de corrosion

(PCD).
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Fig. 86: Esquema representando los procesos que ocurren sobre la
superficie de la aleacion cobre-niquel 70/30 cuando es swnergida en
agua de mar natural durante periodos mayores que 15 dias. MPE=
malerial polimérico extracelular, 7Z=Zoothamnium sp;, ZD:
Zoothamnium sp desprendido, BA= baclenas adheridas, BP=
bacterias planctonicas; BI)= bacterias desprendidas, CBA=colonia de
bacterias aerdbicas; CBD= colonias de baclerias desprendidas; BSR=
bacterias reductoras de sulfatos; PCT= productos de corrosion
transfonnados; PCD= productos de corrosion desprendidos;



Composicion de los productos de corrosion formados
en ambientes naturales.

Los resultados de las experiencias electroquimicas junto con los andlisis
superficiales permiten inferir que la composicién de las capas de productos de
corrosion formados sobre la aleacién cobre-niquel 70/30 depende en gran medida
de las variables ambientales que incluyen entre otras: quimica del agua de mar,
oxigeno disuelto, biofouling molecular y microbiolégico. La composicion de
dichas capas varfa, de acuerdo al tiempo de exposicion. Inicialmente es una
estructura de dos capas: una interna fina y adherente de color rojizo y una externa
verdosa, poco adherente y porosa. La primera de ellas tiene caracteristicas
protectoras y estd constituida principalmente por ¢xido cuproso. La mds externa se
atribuye a formas de Cu2+, entre ellas Cup(OH)3Cl (paratacamita) o
CuCl.3Cu(OH)».3H»O (botallaquita) entre otras. Debido a las diferencias de
composicidn y microestructurales en los limites de grano, la pelicula de dxidos que
se forma sobre ellos no crece a la misma velocidad que en el interior de los
mismos (Syrett, 1981). A causa de ello, los Iimites de grano se encuentran menos
protegidos que su entorno y son por lo tanto un lugar preferencial para el ataque

corrosivo, como lo demuestra la observacion microscdpica de las muestras.

La contaminacion del agua con sulfuros determina cambios sustanciales en
la composicion de la capa externa, que se acentian cuando el periodo de
exposicion es mds prolongado. Se ha visto que inmediatamente después de la
inmersion en medios con sulfuros se forma sobre la aleacion cobre-niquel una
oscura pelicula de sulfuro cuproso. Si la adicion de sulfuros se realiza luego de la
formacién de las capas de ¢xidos la coloracién verde normal de los productos de
corrosion cambia a gris o negro. Estudios realizados empleando difraccion de
rayos X indican que las capas externas estarian constituidas por un significativo
porcentaje de CupS ortorrémbico y cubico y formas subestequiométricas de
Cul,gs (Syrett, 1981).

El espectro electroquimico muestra la participacion simultdnea de sulfuros
y derivados y cloruros para formar capas mixtas. En presencia de sulfuros las
capas externas presentan una mayor proporcién de niquel que en la aleacion base.
Esto podrfa explicarse considerando que durante el proceso de dealeado el niquel
disuelto no puede ser eliminado de los poros de las capas de productos de
corrosién. Posiblemente, restringido por la presencia de la pelicula de sulfuros,
precipita como NiCly, en los poros de la paratacamita (Mukhopadhyay y
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Baskaran, 1986).

Tanto en los ensayos de laboratorio (inorgdnicos y microbiolégicos) como
en las experiencias in situ se ha notado el ampollado y descascaramiento de la
superficie en presencia de iones sulfuros y derivados. Siendo la concentracién de
sulfuros y de oxigeno disuelto en el agua del puerto muy variables, es probable
que, en ciertas condiciones, parte del Cu)S, relativamente inestable, se transforme
en CupO u NiO, mds estables. La transformacién CuyO--> CuyS, por ejemplo,
implica un cambio de volumen de 28,4 cm3 a 23,9 cm3 por mol. Esto puede
crear tensiones que debilitan las uniones entre las capas y conducen al

desprendimiento de las capas mds externas, tal como se observé en las Figs. 54 y
56.

Debe tenerse en cuenta que en los ambientes portuarios poluidos las mareas
favorecen la renovacion de las aguas, con el consecutivo aumento de la
concentracién de oxigeno y disminucién de la de sulfuro, aunque en nuestro caso,
por razones constructivas dicha renovacion es escasa. También los productos de
desecho de la industria pesquera generan pulsos de alta concentracion de sulfuros.
Los sucesivos altibajos en la concentracion de sulfuros y oxigeno inducirdn a
formar nuevas capas superficiales ricas en compuestos de azufre que lentamente se
convertirdn parcialmente en Oxidos sobre los que se formardn nuevas capas. La
estructura original de dos capas se transforma entonces en una estructura laminar,
con peliculas fdcilmente desprendibles, tal cual se ha visto en las microfotograffas.

Las BRS son otra fuente de iones sulfuro. Se ha visto en los cultivos de
laboratorio que pueden crecer ain en ambientes aerébicos cuando la demanda de
oxigeno es alta. Sus productos metabdlicos se encuentran concentrados por debajo
y en los alrededores de las colonias bacterianas. Es interesante notar que las capas
formadas con azufre proveniente de la solucién presentan altas concentraciones de
niquel en su composicién, mientras que la zona ubicada por debajo de las colonias,
con alta concentraciones de azufre, muestra altos niveles de cobre. Probablemente,
las particulares condiciones existentes debajo de las colonias (anaerobiosis, bajo
pH) podrian favorecer al proceso eliminacion de niquel tal como ha sido reportado
previamente (Efird, 1970). El mayor riesgo aqui es, entonces, la creacion de islas
en las que la composicién de los productos de corrosién varie significativamente
respecto del entorno, dando lugar a celdas de concentracion de compuestos de

azufre.
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Influencia de la presencia de la biopelicula
en el potencial a circuito abierto.

Los metales pasivos tales como el Pt, Ti y aceros inoxidables expuestos al
agua de mar natural producen un ennoblecimiento del potencial de corrosién
atribuible a la presencia del biofilm bacteriano (Johnsen y Bardal, 1986; Scotto et
al, 1985; Mollica et al., 1988, 1991; Dexter, 1992; Chandrasekaran y Dexter,
1993). Este desplazamiento del potencial hacia valores mds andédicos los hace mds
suceptibles al ataque localizado. El mecanismo del ennoblecimiento no ha sido aidn
esclarecido. Se han propuesto varios mecanismos para explicar dicho
ennoblecimiento de potencial en presencia de las biopeliculas, en general se piensa
que existe una aceleracion de la velocidad de reduccién de oxigeno
(Chandrasekaran y Dexter, 1993) ya sea por: 1) decrecimiento del pH, 2) catdlisis
por compuestos organometdlicos, 3) catdlisis enzimdtica producida por las

bacterias del biofilm o 4) combinaciones de las.anteriores.

Evidentemente la aparicion de la biopelicula y la produccién de distintos
metabolitos originan los cambios sustanciales en las propiedades de la interfase
(variaciones de pH, concentracion de oxigeno, tension superficial). La produccion
del dcido carbonico derivado de la respiracion celular, sumada a la acidez aportada
por los metabolitos, hacen descender el pH de la interfase. EIl descenso de
oxigeno y el decrecimiento del pH en la interfase producen efectos contrarios
sobre el PCA. El efecto de este tiltimo supera al primero y el resultado neto es un
ascenso del PCA. Sin embargo se ha probado que el decrecimiento del pH en la
interfase, por sf solo, no puede justificar las variaciones de potencial observadas en
otros metales (Dexter, 1993; Mollica, 1992). Por este motivo se puede suponer,
que la reaccién de oxigeno deberfa estar catalizada mediante la intervencion directa
o indirecta de la biopelicula ya que la muerte de la biomasa produce la

desaparicion de la despolarizacidn (Scotto et al., 1990).

En el caso de las aleaciones con base de cobre el ennoblecimiento "in situ”
es escaso o nulo, como ha podido apreciarse en la Fig. 60, pero igualmente
presentan ataque localizado. Se han detectado severos problemas de corrosién en
los tubos de condensadores construidos de aleaciones cobre-niquel y bronce
aluminio que usan agua de mar como refrigerante. Los resultados muestran que la
biopelicula interactda con los productos de corrosidn pero cabe preguntarse si
existird una variacion en la velocidad de reduccién de oxigeno, tal como ha sido
descripto para los metales mds nobles. Las experiencias realizadas con cultivos
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bacterianos (Figs. 72 y 73) mostraron que las variaciones del potencial de
corrosién en presencia de la biopelicula con o sin aireacién forzada son muy
superiores a las observadas en los medios estériles. El potencial del medio de
cultivo con aireacion forzada llega a ser 0,2 V superior al del medio estéril en las
mismas condiciones (Fig. 72). Por el contrario, el potencial del medio de cultivo
sin aireacion forzada es 0,1 V inferior al del medio estéril sin aireacion y similar
al del medio estéril desaireado. Si bien el ataque localizado del metal observado a
través de MEB podria causar un decrecimiento del PCA, también puede ocurrir
que en la interfase metal/biopelicula la concentracion de oxigeno sea cercana a
cero por la demanda bacteriana. Debe tenerse en cuenta que el V. alginolyticus es
un microorganismo aerébico facultativo por lo que puede sobrevivir en bajas
concentraciones de oxigeno.

De acuerdo a los resultados de la IFig. 71 las bacterias consumen ox{geno
activamente durante su fase de crecimiento exponencial y el PCA desciende
abruptamente (la concentracién de oxigeno en la interfase es baja). Sin embargo,
en el estado estacionario, existiendo aireacion forzada, el PCA vuelve a
incrementarse. Por lo tanto en determinadas condiciones experimentales (alta
concentracion de oxigeno y agitacion) también los metales con transicion activo-
pasivo como las aleaciones de cobre, pueden evidenciar un incremento del PCA
por efecto de la presencia del biofilm. Estos resultados concuerdan con la teorfa
que sustenta la existencia de una despolarizacion de la reaccién de reduccion de
oxigeno en presencia de la biopelicula (Schiffrin y Sdnchez, 1985; Ijsseling et
al.,1980; Scotto et al., 1990; Mollica, 1992; Chandrasekaran y Dexter, 1993). La
baja concentracién de oxigeno en la interfase o el ataque del metal pueden
probocar un descenso del PCA y enmascarar dicho efecto.

Se ha podido observar también que sistemas de caracterfsticas similares
(microorganismos, concentracion de cloruros, aleaciones idénticas) pueden
provocar distintas variaciones del PCA. En la Fig. 74 pudo notarse que los
cambios del PCA en medios estériles de distinta composicion, no guardan ninguna
relacion con los observados en los medios inoculados. Esto es debido a que los
medios de cultivo, de acuerdo a su composicion, favorecen determinados procesos
metabgélicos (por ejemplo, la produccién de sulfuros) que pueden reflejarse en el

valor del PCA.

Se ha reportado (Dexter et al., 1993), que la aceleracion de la corrosion
localizada por efecto del ennoblecimiento de los metales sumergidos en medios
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naturales, se ve reducida en presencia de la luz. Probablemente, el consumo de
di6xido de carbono por parte de los microorganismos fotosintéticos produzca un
incremento del pH que inhiba el aumento del potencial. Por este motivo puede
esperarse que los lugares oscuros tales como los intercambiadores de calor

presenten condiciones mds favorables para la corrosion que aquéllos iluminados.
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VI. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES
ACEROS AL CARBONO E INOXIDABLE/AGUA DE REFRIGERACION
CONTENIENDO INHIBIDORES DE CORROSION

Efecto del uso de biocidas conjuntamente con inhibidores de
corrosion en el tratamiento de aguas de refrigeracion

El principal objetivo de los especialistas en tratamientos de agua ha sido, y
aun es en algunos casos, el control de la corrosion y de las incrustaciones de
origen inorgdnico. Recién en la década del 80 se han comenzado a considerar las
causas del deterioro bioldgico de las cafierias a fin de tomar medidas tendientes a
evitar sus consecuencias (Stoecker and Pope, 1986; Borenstein, 1988; Scott y
Davies, 1989; Zamanzadeh et al., 1989).

Los aceros al carbono son ampliamente utilizados en la construccién de
distintos tipos de estructuras, entre ellos sistemas de intercambio térmico. Sin
embargo, en ambientes agresivos, cuando se requiere alta resistencia a la corrosién
se recurre a los aceros inoxidables.

En los sistemas de refrigeracion los metales estdn en contacto con aguas
que pueden ser de origen diverso (natural superficial o de napas subterrdneas,
desmineralizada, de mar) que son, en general, ambientes favorables para el
desarrollo bioldgico. Se ha encontrado que ain aguas de bajo contenido de
cloruros (20 ppm), que no deberian ser corrosivas, en combinacion con la accion
microbiana pueden dar lugar al ataque corrosivo de aceros inoxidables (Stoecker y
Pope, 1986).

El objetivo del estudio de este sistema es investigar la biocorrosion de dos
tipos de aceros (acero inoxidable AISI 316 y acero al carbono SAE 1009)
colocados en dos sistemas de recirculacion de agua abiertos correspondientes a una
planta de procesos quimicos. A fin de evaluar el efecto de la formacién de
microfouling sobre el proceso de corrosion, solamente uno de los dos sistemas de
enfriamiento fue tratado con hipoclorito de sodio. Ambos sistemas eran protegidos
de la corrosion y del depésito de iones metdlicos. Los cupones fueron ubicados en
un dispositivo especialmente disefiado para ser colocado en un “rack” para cupones

de corrosién que permitié obtener muestras para estudios tanto de corrosion como

de biofouling.
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EXPERIMENTAL

Las muestras metdlicas utilizadas en este trabajo correspondieron a aceros
AISI 316 y SAE 1009 cuya composicion se ha detallado previamente (Tabla IVb,
Materiales y Métodos). Antes de su uso los cupones de 0,5 cm2 fueron pulidos
con papeles de esmeril grados 320 y 600. En las Figs. 3 y 4 (Materiales y
Métodos) se puede observar el dispositivo de muestreo consistente en un soporte
de Teflon donde se colocan los cupones y su ubicacion en el "rack” de control de
la corrosidn de la torre de enfriamiento. Los dos sistemas de enfriamiento (2006 y
2013) empleados en este estudio pertenecen a la misma unidad industrial y utilizan
agua de reposicion clarificada. Las caracteristicas de los mismos se detallan en la
Tabla II (Materiales y Métodos). Los dos sistemas fueron tratados contra la
corrosion mediante la adicion de fosfatos orgdnicos (PBTC) y sales de cinc. El
depdsito de iones metdlicos se controlaba mediante la adicion de agentes
dispersantes basados en formulaciones de copolimeros y terpolimeros de dcido
acrilico. También se realizaban como rutina el andlisis quimico del agua y la
determinacion de bacterias planctdnicas por plaqueo. Solo la torre 2013 fue tratada
con hipoclorito de sodio. A fin de poder observar el efecto de la formacién de las
biopeliculas contra la corrosion ningiin tratamiento biocida fue aplicado a la torre
2006. Para evaluar la eficiencia de los tratamientos anticorrosivos en los dos
sistemas se realizo el control de la corrosion por métodos convencionales (ASTM
D2688-83) de pérdida de peso.

Las muestras fueron expuestas al agua de las torres durante 5, 10 y 15 dias
después de los cuales se procedia al conteo de las bacterias sésiles o a la
observacién por MEB. El biofilm fue removido mediante ultrasonido para
proceder a la enumeracién de las bacterias en el laboratorio microbioldgico de la

empresa.

Se realizé la observacion de las muestras por MEB y el andlisis de los
depdsitos y productos de corrosién por EDXA. Para poder examinar la estructura
de las biopeliculas las muestras fueron fijadas con glutaraldehido y tratadas
mediante el secado por punto critico. El ataque de las muestras por corrosion fue
estudiado después de remover los depdsitos inorgdnicos y bioldgicos.

Se llevaron a cabo experiencias electroquimicas potenciodindmicas

barriendo el potencial a 0,02 V/min a fin de evaluar el potencial de picado. Como
electrolito se utiliz6 la misma agua del sistema de recirculacion. El andlisis
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quimico del agua se muestra en la Tabla 111 (Materiales y Métodos). Se realizaron
experiencias utilizando agua estéril y muestras con y sin tratamiento anticorrosivo.
Dicho tratamiento era el mismo que se utilizaba en la planta qufmica.

RESULTADOS

Los resultados de la observacion a través del MEB de las biopeliculas y los
productos de corrosion formados sobre las muestras pueden observarse en las Figs.
87-92.

Las Figs. 87 a y b muestran las superficies de acero inoxidable después de
5 y 10 dfas de exposicidn en el sistema de enfriamiento 2006. Puede verse una
colonia de bacterias bacilares sobre una superficie homogénea con escasos
productos de corrosién. En la Fig. 87 se pueden distinguir hifas de hongos
adheridas a la superficie del acero inoxidable. A diferencia de ellas, los cupones
expuestos en la torre 2013 muestran muy pocas bacterias aisladas ain para
periodos de exposicion de 15 dias (Fig. 88). Dichas bacterias se encuentran
atrapadas entre los productos inorgdnicos probablemente formados por los

inhibidores de corrosion.

En el caso de muestras de acero al carbono se formaron copiosos productos
de corrosion sobre las mismas. Algunos de dichos depdsitos presentan la forma de
hojas lenticulares o de pequeiias esferas caracteristicas de la hematita (FepO3) y de
la goetita ( FepO3. HyO ) respectivamente. La Fig. 90 muestra bacterias aisladas
entremezcladas con los productos de corrosion después de 5 dias de inmersién en
el agua de la Torre 2006. Pasados 10 y 15 dias sélo una minuciosa observacion de
las muestras permite detectar las bacterias entremezcladas con los productos de
corrosion (Figs.91). Las bacterias encontradas en los cupones expuestos de acero
al carbono sumergidos en el agua del sistema 2013 fueron muy-escasas en todos
los casos. En la superficie de los mismos, luego de remover los depdsitos,

pudieron observarse pequefios hoyuelos cuadrados (Fig. 92).

En la Tabla VI se resumen los datos de los conteos de bacterias
planctdnicas y sésiles de muestras expuestas en las torres 2006 y 2013. Los

resultados de la velocidad de pérdida de peso de los cupones realizada in situ se
muestran en la Tabla VII.

Los ensayos electroquimicos potenciodindmicos realizados con cupones de
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Fig. 87a: Microfotografia obtenida a través del MED correspondiente
a una muestra de acero inoxidable AISI 316 sumergida durante 5 dias
en el agua de refrigeracion de la Torre 2006 (X7500).

Fig. 87b: Microfotografia  obteida  a  través  del  MEB
correspondiente a una muestra de acero moxidable AISI 316
sumergida durante 10 dias en el agua de refrigeracion de la Torre
2006. (X750).
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Fig. 88: Microfotogralia oblenida a través del MIIB de una muestra
de acero moxidable AISI 316 sumergida durante 15 dias en el agua
de refrigeracion de la Torre 2013 (X3500)
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Fig. 89: Microfotografia obtlenida a través del MEDB de una muestra
de acero al carbono SAL 1009, sumcergida durante 5 dias en el agua
de refrigeracion de la Torre 20006 (X 1500).



Fig. 90: Microfolografia obtenida a través del MEDB de una muestra
de acero al carbono SAE 1009, sumergida durante 5 dias en el agua
de relrigeracion de la Torre 2006 (X 10000).

Fig. 91:Microfotografia obtenida a través del MEB de una muestra
de accro al carbono  sumergida durante 10 dias en el agua de
refrigeracion de la Torre 2006. (X7500)



Fig. 92: Microfotografia obtenida a través del MIEBB correspondiente
a una muestra de acero inoxidable AISI 316 sumergida durante 10
dias en el agua de refrigeracion de la Torre 2013. Los depositos
fueron removidos a través de limpieza mecanica.(X3500).

Fig. 93: Microfotografia oblenida a través del MEB de una mucestra
de acero inoxidable sumecrgida durante 10 dias en el agua de
refrigeracion de la Torre 2006 (X1500).



acero al carbono, utilizando como electrolito tanto el agua de refrigeracién de la
Torre 2006 como la de la Torre 2013 filtradas, no mostraron diferencias
significativas entre ambas. En cambio, se encontraron variaciones marcadas entre
los potenciales de picado obtenidos con muestras con y sin tratamiento
anticorrosivo previo (Tabla VIII). En el caso de los aceros inoxidables las curvas
no reflejaron ruptura de la pasividad en esos electrolitos.

La observacion de las muestras de acero inoxidable cubiertas por hifas de
hongos permitié detectar la formacién de un depdsito blanquecino sobre las
mismas (Fig. 93). En los casos en que se habia producido un desprendimiento de
una hifa, quedaba sobre la superficie del acero la huella de la misma, debido a la
ausencia de depdsitos en dichos sitios (Fig. 94). El andlisis de la composicion de
dichos depdsitos en cuatro puntos diferentes de la muestra (A, B, C, D) asi como
la de la superficie descubierta luego del desprendimiento de la hifa se muestran en
la Tabla IX.

En los cupones de acero al carbono expuestos al agua de la torre 2006 pudo
observarse la formacion de ampollas (Fig 95) que al romperse mostraban la
presencia de picaduras por debajo de ellas. La composicion de la superficie de
dichas ampollas y la de los hoyuelos que se observan cuando éstas ultimas se

desprenden, se resumen en la Tabla X.
DISCUSION

En un sistema de refrigeracion existen tanto bacterias plancténicas como
bacterias sésiles. Se ha concluido que la poblacion plancténica es menos numerosa
que la sésil y que ademds no es representativa de las bacterias presentes en el
biofilm. Sin embargo, las muestras que rutinariamente son tomadas de caferias
corresponden a una aliquota del medio circulante. Por esta razon, las especies de
células encontradas en los estudios microbioldgicos de los microorganismos
plancténicos no representan las especies predominantes dentro del biofilm,

vinculadas frecuentemente a la corrosion.

El tratamiento biocida de un sistema puede fracasar si la dosificacion se
realiza basdndose en la poblacion planctdnica. Las BRS, generalmente asociadas a
problemas de corrosién, pueden estar presentes en el medio liquido sin que ello
implique su presencia en el biofilm e inversamente, estar ausentes en el medio
liquido sin que ello refleje su ausencia en la biopelicula (Costerton et al, 1988).
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TABLA VI. Resultados de Ia enumeracidn e identificacién
de bacterias sésiles (después de 5 dias de inmersién)
y de bacterias planctoénicas.

TORRE 2006 TORRE 2013

Cupén Cupon Cupon Cupon Cupon Cupon | UNIDADES
1 2 3 1 2 3

Acero al carbono

Bact. acrob. totalcs 1,3 10° [ 1,0 108 16,4 107 22 10° T1,6 100 [ 1,1 107

Bacterias del hierro 9.8 109 | 9.8 100 |58 106 |76 103 |50 103 |52 10

Pseudomonas sp. <10 80 102 {20 103 | <1 <1 <1 UFC/em?

Bact. anacrob. totales || 1,6 107 | 17 107 | 78 106 {16 104 | <1 7.2 103

3SR <1 <1 <1 <1 <1 <1

Hongos totales 16 10 [ 13104 |80 103 18103 [<10 <1

Acero inoxidable

Bact. aerob. totales 52 107 196 107 |40 107 38 103 [36 107 |68 103

Bacterias del hierro 24 10% 11,3107 | 44 106 {46 103 [20 103 |80 10

Pscudomonas sp. 20103 16103 18103 || <1 <10 <1 UFC/em?

Bact. anaerob. totales || 3,6 106 | 3.6 107 | 1,5 107 |12 102 | <1 <10

BSR <1 <1 <1 <1 <1 <1

Ilongos totales 76 103 13,6 102 [ 44 103 || 2.6 102 |20 101 |40 10!

Bacl. aerob. 70 103 40 107 |80 10° 70 102 [70 102 [4,0 103 | urc/ml

plancténicas totales

TABLA VI1I. Velocidad de corrosién
(MPA) del acero al carbono

MES TORRE 2006 TORRE 2013
MAYO 1,03 1,29
JUNIO 1,51 133
JULIO 2,80 1,90

AGOSTO 4,59 1,77
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TABLA VIII. Potenciales de picado correspondientes al acero al
carbono SAE 1009

Electrolito Agua de la TORRE Agua dc la TORRE
\ 2006 2013
Tratamijento
cupon pasivado -0,38 V -0,36 'V
cupdn no pasivado -0,58 V -0,58 V

TABLA IX . Resultados del andlisis EDXA de la pelicula
superficial del acero oxidable expuesto al agua

de refrigeracion

DESCRIPCION

TORRE 2006. Acero inoxidable AISI 316, 10 dias de exposicion.

Elemento Composicion de los depdsitos que rodean a las | Composicion superficial
hifas fingicas. por debajo de las hifas
fungicas.

A B C D
Mg 0,28 2,17 0,94 - -
Al 6,66 40,61 14,25 6,84 -
Si 5,35 1,88 29,94 7,83 0,18
K 0,25 - 8,21 0,16 -
Ca 0,92 - - - -
Cr 16,34 11,47 - - 21,13
Mn 0,99 0,65 1,91 2,70 1,63
Ie 62,09 39,00 40,05 51,16 70,58
Ni 5,31 3,83 3,97 6,90 6,47
Zn 1,81 0,38 - 1,93 -
S - - - 18,10 -
Cu - - - 3,88 -




TABLA X. Resultados del andlisis EDXA
de la pelicula superficial del acero al carbono
expuesto al agua de refrigeracion

DESCRIPCION
TORRE 2006. Acero al carbono SAE 1009, 15
dias de exposicion.
Pelicula Sup. Debajo de la ampolla
Elemento sin de (dentro de las picaduras)
ampolla la
r amp.
Zona A Zona B

Mg - 0,09 0,17 0,09
Al 2,86 1,81 5,51 3,94
Si 0,98 1,51 0,3 0,01
K . - - -
Ca 0,13 - 0,08 -
Cr - - - -
Mn - - 7,14 0,38
Fe 60,15 95,88 86,03 92,15
Ni 0,60 0,23 - 0,56
7n 22,98 0,47 - 0,60
S 2,64 - 0,75 1,64
Cu 9,64 - - -
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Fig. ‘)4 Mlcrofologrnra oblunda a través del Ml 13 LOlTLQp()l]dlL,lllL
a una muestra de acero al carbono sumergida durante 10 dias c¢n ¢l
agua de refrigeracion de la Torre 2006 (X1000).
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Fig. 95:Microfotografia obtemda a través del M correspondiente a
una mucstra de acero al carbono SAIL 1009, expucesta durante 10 dias
al agua de refrigeracion de la Torre 2006 Los depositos fucron
removidos mediante limpicza mecamea (X 1000).



Los sistemas de muestreo de biofouling tienen como principal objetivo
evaluar los depdsitos bioldgicos formados dentro de los tubos y cafierfas. Esta
evaluacion puede realizarse ya sea en forma directa (recuento de microorganismos,
masa del depdsito, espesor del depdsito) o indirecta, evaluando el efecto que el
depdsito ejerce por ejemplo en la resistencia por friccion en las cafierfas, o en la
transferencia de calor en los tubos de intercambiadores (Characklis et al, 1982).

La medida directa de la cantidad de depdsito se puede llevar a cabo
mediante cualquier sistema que provea una superficie para la formacion del
mismo, bajo condiciones similares a las del sitio a evaluar. Las medidas indirectas
se ocupan de medir caidas de presion, descensos del coeficiente de conductividad
térmica, etc.

Los métodos convencionales de seguimiento de la corrosion tales como los
cupones de corrosidon que registran unicamente pérdidas de peso, proveen una
informacion incompleta en la que no es posible discriminar las contribuciones de
los distintos procesos: biofouling, corrosion abidtica, corrosion inducida por
microorganismos, formacion de incrustaciones inorgdnicas.

La ventaja del sistema utilizado en este trabajo de investigacion es la de
permitir la evaluacién directa y simultdnea de varios pardmetros relacionados a
procesos de corrosién y fouling tanto inorgdnicos como bioldgicos. Desde el punto
de vista prdctico es conveniente que el muestreador pueda ubicarse, como en este
caso, en los "rack" de corrosion convencionales, ya incorporados al sistema de

refrigeracion, lo cual facilita su instalacion.

La posibilidad de exponer simultineamente varias muestras (8 por cada
muestreador) permite extraerlos luego de distintos tiempos de exposicion, para un
seguimiento secuencial de los procesos. Por otra parte, cupones extraidos
simultdneamente pueden ser utilizados para realizar distintos andlisis: a)
enumeracion de bacterias sésiles; b) observacion del biofilm a través de MEB; c)
andlisis de la composicion superficial (EDXA, ESCA, etc.); d) evaluacion

microscépica del ataque del metal (después de remover los depdsitos superficiales).

El agua utilizada en los dos sistemas de refrigeracion analizados en este
trabajo tiene caracterfsticas moderadamente corrosivas a causa de la presencia de
cloruros y sulfatos (Tabla HI). Los resultados de los barridos potenciodindmicos
de potencial mostraron que no existia ruptura de la pasividad en las muestras de
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acero inoxidable AISI 316. Contrariamente, los cupones de acero al carbono
(SAE 1009) se mostraron suceptibles al ataque por picado en las condiciones
experimentales ensayadas. Aquéllos que no tenfan tratamiento anticorrosivo
previo registraron potenciales de picado 0,20 V mds catidicos que los que habfan
sido pretratados.

Cuando se realiza la comparacién de las muestras de acero al carbono
expuestas al agua de una y otra torre se notaron marcadas diferencias. El ataque
corrosivo de las muestras expuestas en la torre 2013 fue leve, solo se observaron
pequeiios hoyuelos cuadrados. Las muestras que fueron sumergidas en el agua de
la torre 2006, en cambio, presentaron gran cantidad de productos de corrosion,
aun para breves periodos de exposicion. El ataque producido debajo de dichos
depositos diferia marcadamente en forma y tamafio de aquél observado en las
muestras expuestas al agua de la torre 2013. Los depdsitos inorgdnicos formaban
muchas veces ampollas, debajo de las cuales se formaban picaduras irregulares en
cuya superficie la concentracion de cinc era muy baja. En las regiones sin
ampollar ,en cambio, la proteccion lograda por los inhibidores de corrosién resulté
efectiva.

Sobre las muestras de acero inoxidable se observé abundante adherencia
fingica. Los andlisis de la composicion superficial revelaron importantes
diferencias en la composicion de las peliculas y depdsitos que rodeaban a las hifas.
Por debajo de las hifas, la penetracion de los inhibidores de corrosion fue escasa,
quedando dichas dreas mds desprotegidas. Dichas inhomogeneidades superficiales,
con el paso del tiempo, probablemente favorezcan el inicio del ataque en dichas
zonas, donde pueden formarse celdas de concentracion diferencial.

El seguimiento por MEB de la evolucion de la estructura de la pelicula
formada sobre las muestras de acero al carbono permiti0 observar como las
bacterias se entremezclaban con los productos de corrosion desde estadios
tempranos. La acumulacién posterior de depdsitos bioldgicos e inorgdnicos hizo
muy dificultosa la posterior identificacion de las bacterias, pero su presencia fue
detectada a través de conteos de células viables. Pudo observarse que las

estructuras de las peliculas formadas y el ataque corrosivo en presencia de agua

con y sin tratamiento biocida era diferente.

Considerando que la composicién del agua de enfriamiento utilizada en

ambos sistemas era similar al igual que los tratamientos con inhibidores de
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corrosion y agentes dispersantes utilizados y que las condiciones operativas eran
también semejantes, las diferencias observadas en la estructura superficial de las
muestras de acero al carbono expuestas en dichos sistemas pueden atribuirse a la
mayor o menor actividad bioldgica existente en los mismos. Los microorganismos
prodrian inducir el ataque ya sea de un forma directa, favoreciendo la disolucién
del metal, o bien indirecta, dificultando la accién de los inhibidores de corrosion.

De acuerdo a los andlisis microbioldgicos realizados, mostrados en la Tabla
VI ,la concentracion de bacterias planctonicas no llegé a valores considerados
como niveles peligrosos de contaminacion. Sin embargo, las bacterias sésiles y los
hongos mostraron diferencias de varios drdenes de magnitud, tanto en bacterias
aerdbicas como anaerdbicas, en ambos sistemas. La concentracion superficial de
bacterias sésiles en las muestras expuestas al agua de la torre 2006 representa alto
riesgo de ataque inducido por microorganismos.

Se ha puesto en evidencia asi el importante papel que ocupan los

microorganismos en los procesos de corrosion. La colonizacion del metal por
microorganismos ha cambiado el comportamiento del mismo frente a la corrosion.
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VII. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES
ACERO INOXIDABLE CON PROTECCION CATODICA/AGUA DE
MAR SINTETICA INOCULADA CON MICROORGANISMOS

Efecto de la proteccion catédica de aceros inoxidables
sobre las etapas iniciales de adherencia de microorganismos

La proteccion catédica (PC) es un método eficaz para proteger a las
estructuras y canerias de acero inoxidable contra la corrosién localizada,
especialmente por rendijas. Su aplicacion en ambientes marinos es particularmente
atractiva debido a la alta conductividad del agua de mar que permite obtener una
distribucion de corriente uniforme sobre la superficie del metal a ser protegido
(Herndndez et al., 1992).

La PC es llevada a cabo imprimiendo una corriente externa a un metal, de
manera de oponerse al proceso de corrosién que ocurre expontineamente.
Consecuentemente, el costo de este método de proteccion contra la corrosién
dependerd de la cantidad de corriente que se aplica a la estructura que se pretende
proteger (Dexter y Lin, 1990). El valor de dicha corriente depende de numerosos
factores.

Como resultado de la aplicacion de PC la concentracién de iones en la
interfase se altera, incrementdndose la concentracion de iones oxhidrilo y por lo
tanto aumentando el pH. El aumento del pH disminuye la solubilidad del calcio y
el magnesio en la interfase favoreciendo la precipitacion de las sales de calcio
(Wolfson y Hartt, 1981, Hartt et al, 1984; Lin y Dexter, 1988).

La corriente requerida para polarizar la estructura depende de las
caracteristicas electroquimicas del metal y el tipo de depdsito calcdreo formado
bajo PC. Las propiedades del depdsito formado en agua de mar natural estin
influenciadas por el proceso de adherencia microbiana (Little et al., 1988;
Edyvean et al, 1992). La adsorcién microbiana a su vez, depende de las

caracteristicas de la interfase polarizada (Dahr et al., 1982).

Teniendo en cuenta que la formacion de una biopelicula sobre metales
nobles eleva el PCA en direccién anddica (Johnsen y Bardal, 1986; Mollica et al.,
1990) es posible que la cantidad de corriente requerida para polarizar la estructura
hasta un potencial pre-seleccionado, dependa también del microfouling.  El
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crecimiento de BSR en sistemas protegidos catédicamente podria verse favorecido,
tal como parecen sugerir resultados recientes (Guezenec, 1991).

Los resultados de las secciones previas han mostrado la influencia de la
naturaleza de la superficie metdlica sobre el proceso de adherencia de
microorganismos sobre metales a los que no se imprimia ninguna corriente externa
para protegerlos contra la corrosién. Es interesante analizar ahora el efecto que la
PC aplicada sobre un metal produce sobre la pelicula bacteriana. Debe tenerse en

cuenta que la PC podria afectar alguno/s de los procesos iniciales de la formacidon
de la biopelicula.

El objetivo del estudio de este sistema es analizar las interrelaciones
existentes entre la PC aplicada a muestras de acero inoxidable, la adsorcién y
reproduccion de bacterias y la formacion de depdsitos calcdreos sobre las mismas.
Se investigd también la influencia de la temperatura sobre dichas interacciones.
Los ensayos se realizaron utilizando tanto bacterias aerébicas como anaerébicas, en

cultivos puros y mixtos.
RESULTADOS

La Fig. 96 muestra los resultados de los conteos de bacterias aerdbicas
marinas (BAM) adheridas al acero inoxidable AISI 304L, bajo distintos niveles de
PC a 20 C de temperatura. La aplicacion de PC en las muestras sumergidas
durante 3 y 6 h provocé un importante decrecimiento en el nimero de células con
respecto a las muestras sin proteccion. Dicho derecimiento era mayor cuanto mds
negativo era el potencial. Sin embargo, cuando el tiempo de inmersion se
extendid a 9 h la diferencia del nimero de bacterias entre las muestras con y sin

PC fue inferior.

En la Fig. 96 también se observa un cambio en el nimero de bacterias en
relacién al tiempo de exposicién. Se puede notar que el mimero de bacterias
aumenta al incrementarse el periodo de inmersion tanto en las muestras con

proteccion como en aquéllas sin proteccion.

Para investigar el efecto de la proteccion catddica sobre el desarrollo de
una pelicula en formacién se sumergieron muestras durante 6 y 9 h en el cultivo.
Durante las 3 primeras horas no se aplicd tratamiento alguno para luego aplicar PC
durante 3 y 6 h respectivamente. Al comparar los resultados de los conteos con el
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Fig. 98: Representacion log (NO de células/cm?) vs. tiempo. Las
muestras de acero inoxidable AISI 304 fueron sumergidas durante 24
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( E )24 h sin PC seguidos de 24 h con PC=-0,7V. T=12C



de los respectivos controles sin proteccion y con PC durante todo el perfodo pudo
observarse (Fig. 97) que solo existfa una leve reduccién en el nimero de bacterias
(menor a un orden de magnitud respecto a las muestras sin tratamiento) en el caso
de las muestras sumergidas durante 6 h (3 h sin PC + 3 h con PC). Sin embargo,
el mimero de bacterias adheridas era significativamente superior (mayor de 1 orden
de magnitud) respecto del obtenido en las muestras a las que se habfa aplicado PC
durante todo el perfodo de exposicién. Los conteos realizados en muestras con
periodos de inmersion de 9 h revelaron escasa diferencias en las distintas
condiciones.

Como la temperatura modifica la velocidad de los procesos metabdlicos se
considerd interesante analizar el efecto de la temperatura sobre los procesos de
adherencia. Los resultados de la Tabla XI muestran una reduccién importante del
nimero de células (4 ordenes de magnitud) cuando la temperatura disminuye de 20
C a 12 C. Debe aclararse que la inmersién de las muestras se realizaba
inmediatamente después de la inoculacion de los cultivos. Mayores nimeros de
células adheridas a 12 C, en menor tiempo, se encontraron en las muestras
sumergidas en cultivos de 24 h (Fig. 98). En dichas muestras de observg una
importante disminucién del ndmero de bacterias respecto a los controles al
aplicarse PC durante 2 y 4 h. Es interesante notar que el aumento del periodo de
inmersion de 2 h a 4 h no ocasiond un aumento en el nimero de células adheridas
en las muestras con PC mientras que s{ lo hizo en las muestras sin PC.

TABLA XI

Efecto de la proteccion catédica sobre la adherencia del V. alginolyticus
sobre muestras de acero AISI 304L sumergidas durante 18 h en agua de mar

a diferentes temperaturas

Proteccion 12 C 20 C
sin PC 1,1 x 10* células/cm? 1,4 x 10® células/cm?
con PC (-0,7 V) 7,3 x 102 células/cm? 3,0 x 107 células/cm?

Experiencias realizadas a 12 C durante periodos de inmersion mds
prolongados (24 y 48 h) muestran que el nimero de células adheridas se
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incrementa hasta llegar a c.a. 104 células/cm? después de 24 h, permaneciendo
relativamente constantes o descendiendo levemente después de dicho perfodo (Fig.

99). Cuando los cupones fueron protegidos inmediatamente después de la
inmersion la reduccién del nimero de células fue nuevamente significativa. Por el
contrario, cuando las muestras permanecieron sumergidas durante 48 h pero, sin
PC durante las primeras 24 h y con PC durante las siguientes, no se noto ninguna
modificacion en el nimero de células. Esto parece sugerir que cuando se llega al
estado estacionario de crecimiento del biofilm el efecto de la PC no es importante.

A fin de analizar la influencia de la PC en los procesos de adsorcion y
reproduccion se realizaron experiencias sumergiendo en medios estériles cupones
con biopeliculas previamente formadas. De esta forma se evitaba el proceso de
adsorcion. El nimero de células adheridas en los cupones sin PC se incrementé
ligeramente (Tabla XII). Podria pensarse por lo tanto que la reproduccion es
ligeramente superior a la desorcién en esas condiciones. Al aplicarse PC, en
cambio, el nimero de bacterias adheridas disminuyé notablemente con respecto al
valor inicial. Esto sugiere que, bajo PC, la desorcién de bacterias es superior a la
reproduccion de las mismas en dicho periodo, a esa temperatura (12 C).

Con el objeto de analizar la influencia de la formacion de la biopelicula en
la corriente aplicada durante la proteccion catddica se registraron transitorios de
corriente en muestras sumergidas en medios estériles e inoculados con
microorganismos. Las curvas corriente/tiempo registradas a -0,7 V, muestran
formas disimiles para cada caso (Fig. 100).

TABLA XII1
Efecto de la proteccion catdédica sobre la reproduccion de células adheridas
sobre muestras de acero AISI 304L. Temperatura = 12 C

Proteccion Ne células/cm?
2 h sin PC (medio inoculado) 1,9 x 102
4 h sin PC (medio inoculado) 3,4 x 102
2 h sin PC (medio inoculado) + 2 h sin PC 2,1 x 102
(medio estéril)
2 h sin PC (medio inoculado) + 2 h con PC 26,3
(medio estéril)
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Fig. 100: Transitorios de corriente correspondientes a muestras de

acero noxidable AISI 304 con PC=-0,7 V, sumergidos en: (=== =+ )
agua de mar estéril; ( —) agua de mar inoculada con }’

alginolyticus.. =20 C.

Fig. 101: Microfotogralia obtenida a través del MEB correspondiente
a una muestra de acero inoxidable AISI 304 sumergida durante 24 h
en un cultivo de V. alginolyticus (X7500).



Fig. 102: Microfotogralia obtenida o través  del MLEB
correspondiente a una muestra de acero inoxidable AISI 304 L
sumergida en un cultivo de BRS durante 7 dias, sin PC (X35000).

Fig. 103: Microfotogralia obtenida a través del MIEB correspondiente
a una muestra de acero inoxidable AISI 304 L sumergida durante 15
dias en un cultivo de BRS con PC=-0.7 V. {X3500)



Fig. 104:Microfotografia obtenida a traves del MEB  (barndo
horizontal mostrando el relicve superficial) correspondiente a una
muestra de acero moxidable AISI 304 1, sumergida en un cultivo de
BRS durante 7 dias, con PC=-0,7 V. Los depositos biologicos fueron

Fig. 105: Microfotografia obtenida a traves del MEB  (barrido
horizontal mostrando el relieve) correspondiente a una muestra de
accro inoxidable AlS! 304 L. sumergida durante [5 dias en un cultivo
de BRS, sin PC  Los depositos biologicos fueron removidos

(X5000).




Las observaciones microscipicas muestran que las bacterias adheridas sobre
muestras con PC estdn cubiertas por depdsitos calcdreos (Fig. 101). Ademds
cuando las bacterias se desprenden, se producen pequeiias cavidades que
reproducen la forma de las bacterias, revelando una discontinuidad en dichos
dep0sitos

Debido a los largos perfodos de incubacion de las BRS se realizaron
experiencias exponiendo los cupones durante periodos de 7 dfas y mayores. No se
observo reduccién del nimero de células adheridas al aplicarles a las muestras
PC. En ambos casos (con y sin PC) el nimero de células fue c.a. 10* células/cm? y
se encontrd ataque localizado. A través de MEB pudieron observarse pequefios
hoyuelos frecuentemente cubiertos por bacterias (Fig. 102). Después de 15 dias
de inmersién el nimero de bacterias adheridas se incrementé. Toda la superficie
de la muestra estaba cubierta por una gruesa pelicula bacteriana (Fig. 103). Por
debajo del biofilm y por encima de la superficie metdlica se pudo distinguir una
pelicula inorgdnica firmemente adherida al metal en la que de observaron pequefios
hoyuelos cuando se removid el biofilm (Fig. 104). Dicha pelicula estaba ausente
en las muestras sin PC (Fig. 105).

DISCUSION

Se ha visto en el capitulo introductorio que los procesos que conducen a la
formacion de una biopelicula comienzan por el transporte y adsorcion de sustancias
orgdnicas siguiendo con la adherencia de las bacterias iniciadoras de cuyo
metabolismo resulta un incremento de las células adheridas y material asociado que
conduce posteriormente al desprendimiento de ciertas porciones del btofilm.
Consecuentemente, la acumulacion de células en la interfase metal solucién es el

resultado del balance de varios procesos (Escher, 1987):

acumulacion adsorcion desorcion crecimiento - desprendimiento

X. = concentracion de c€lulas sobre el sustrato
t = tiempo

ryc= velocidad de adsorcién de células
rgc= velocidad de desorcion de células

K, = probabilidad del crecimiento de las células

g
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Kg = probabilidad del desprendimiento de las células.

Se considera que los procesos de adsorcién dominan durante un perfodo de
tiempo breve, que en algunos casos es de alrededor de 100 minutos contados a
partir de la inmersidn de la muestra sin biofouling. Segiin los resultados de Escher
(1987) los procesos que se relacionan con el crecimiento comenzarfan a contribuir
en el balance en un estado posterior. Los procesos de adsorcién continuarian
ejerciendo su influencia en la fase de crecimiento del biofilm pero no en el estado
estacionario, donde no hay acumulacion.

Los resultados obtenidos muestran que existe un decrecimiento importante
en el nimero de células adheridas debido a la aplicacién de PC, y que esta
disminucién es mayor cuanto mds negativo es el potencial aplicado. El
decrecimiento observado es mayor durante las primeras horas de aplicacion de PC
(Ia longitud de dicho perfodo depende de la temperatura). La Tabla XII muestra
que la desorcion se ve favorecida cuando se aplica la PC.

Basdndonos en el modelo anteriormente mencionado (Escher, 1987) se
pueden explicar los resultados obtenidos utilizando bacterias aerdbicas. El mayor
efecto de la PC se observd durante las primeras horas de formacion del biofilm,
periodo donde dominarian los procesos de adsorcion, por lo que es probable que la
PC interfiera en dichos procesos, reduciendo el nimero de células adsorbidas
(favoreciendo la desorcion). Como el nimero de cé€lulas adheridas durante el
periodo de crecimiento exponencial depende del nimero de bacterias adheridas
durante el periodo de latencia, en el que dominan los procesos de adsorcion, la PC
afectard también, indirectamente, al proceso de formacion de la biopelicula
durante la fase exponencial. No existiendo influencia de la adsorcién en el periodo
estacionario, la PC no deberia afectar dicho periodo, tal cual lo muestran los

resultados experimentales.

Los biofilms formados con BSR se encontraban en la fase de crecimiento
exponencial después de 7 dias de inmersion de los cupones en el cultivo. Sin
embargo, luego de la aplicacién de la proteccion catddica el nimero de células no
disminuy6 respecto al control sin proteccién pero tampoco se observé un

crecimiento, tal como indicarfan resultados previos (Guezennec, 1991).

Es importante destacar que bajo este nivel de PC no ha podido evitarse el
ataque localizado por parte de los metabolitos de las BRS, ya que se encontraron
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picaduras en muestras con y sin tratamiento.

Los valores de densidades de corriente vs tiempo obtenidos en el agua de
mar sintética muestran la forma de hombro caracterfstica que presentan los
transitorios de corriente relacionados con al formacién de depdsitos calcdreos.
Dicha corriente luego decrece y llega a un estado quasi-estacionario en perfodos
superiores a 24 h. El tiempo necesario en alcanzar dicho estado estacionario podria
asociarse con la cinética de formacion de este tipo de depdsitos (Lin y Dexter,
1988). Los registros realizados en el medio inoculado presentan una forma
diferente, donde no puede definirse claramente un tiempo de induccién. Esto
indicarfa que la formacion de los depdsitos calcdreos se ve afectada por la
presencia de las bacterias, coincidiendo con resultados previos (Lin y Dexter,
1988; Edyvean et al, 1992).

La evolucion de la corriente en funcién del tiempo de los cupones
sumergidos en los medios inoculados, muestra un comportamiento similar al de los
sumergidos en medios naturales con bajos niveles de protecciéon (Johnsen y Bardal,
1986; Dexter y Lin, 1992). Efectos de despolarizacion similares fueron también
descriptos para otros metales (Mollica, 1990) como ya se ha discutido secciones
previas.  Edyvean et al. (1992), consideran que las sustancias orgdnicas
desaceleran el proceso de precipitacion de compuestos calcdreos y de esta forma
influyen indirectamente sobre el valor de la corriente.

Los resultados descriptos previamente ofrecen una evidencia experimental
de la existencia de interacciones entre el fouling bacteriano, la proteccion catddica
y los depésitos calcdreos: a) la adsorcion de las bacterias aerdbicas es reducida por
la aplicacion de la PC, la adsorcién de bacterias anaerdbicas no parece verse
afectada; b) los valores de la corriente de PC son modificados por los efectos de
despolarizacién causados por biofilms aerdbicos, derivando en mayores costos; c)
tanto las biopeliculas aerébicas como las anaerdbicas modifican la estructura de los
depdsitos calcdreos; d) los valores de corriente decrecen por la formacion de

depdsitos calcdreos.
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CONCLUSIONES



I.CONCLUSIONES PARTICULARES DE CADA SISTEMA ESTUDIADO
Sistema I : Platino/soluciones salinas conteniendo glucosa.

- La electrooxidacion de glucosa sobre platino conduce a la formacién de

diferentes especies adsorbidas que bloquean los sitios activos del electrocatalizador
reduciendo su eficiencia.

- La desorcion de las especies adsorbidas a pH neutro se produce a
potenciales mayores que -0,1 V.

- La reaccién de electrooxidacion de glucosa se ve alterada en presencia de
altas concentraciones de iones fosfatos debido a la competencia por los sitios de
adsorcion y a la capacidad reguladora del pH de los mismos. .

- La reduccion de los d6xidos de platino se ve acelerada en presencia de
glucosa y como consecuencia de ello el potencial a circuito abierto desciende
abruptamente. Dicho descenso ocurre luego de un tiempo de induccién que
depende de la concentracion de glucosa.

Sistema II: plata/plasma humano y soluciones salinas conteniendo cloruros y

sulfuros.

- Los iones agresivos cloruros y sulfuros que pueden contener los fluidos
bioldgicos en contacto con los conos endoddnticos interaccionan con la plata dando
Jugar a:

a) Deterioro estético de las restauraciones dentales por la produccion de cloruros y
sulfuros de plata a muy bajos potenciales.
b) Corrosién metdlica que produce una obturacion defectuosa en el caso de los

implantes endodonticos.

- La adsorcidn de las proteinas plasmadticas dificulta la accion de los aniones

agresivos y cambia las caracterfsticas estructurales del deposito.

Sistema II1: Aluminio/plasma o sangre humanos y soluciones salinas

conteniendo cloruros.

- Como consecuencia de la interaccion de los productos de corrosion del

metal y los fluidos bioldgicos se produce la desnaturalizacion de las proteinas
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plasmdlticas.

- El potencial de picado del aluminio se desplaza en sentido anédico en
presencia de plasma humano. Este desplazamiento puede justificarse teniendo en

Cuenta que: a) el plasma tiene un eficaz sistema de regulacién del pH,
manteniéndolo neutro; b) la adsorcién de protefnas plasmiticas compite con la de
iones agresivos.

- La morfologia cristalogrdfica de las picaduras es similar en plasma y en
las soluciones salinas conteniendo cloruros.

Sistema 1V: Metales de aplicacién industrial/agua de mar natural.

- La velocidad de formacion del microfouling en las superficies tdxicas

(cobre y aleaciones) es baja. Los microorganismos demandan procesos de
acondicionamiento (adsorcidon de moléculas orgdnicas e iones) mds exigentes en
estas superficies.

- La mayor concentracion de material orgdnico y microorganismos
presentes en el agua de mar poluida acelera el proceso de colonizacion bacteriana.

- La abundancia y diversidad de especies adheridas depende de la
naturaleza del metal. Los metales ensayados pueden ordenarse de acuerdo a la
abundancia y diversidad de especies adheridas sobre ellos del siguiente modo:

Ti > aceros inoxidables > aluminio > aleaciones de cobre > cobre.

- La diversidad de las especies adheridas se relaciona con el nivel de
toxicidad del sustrato y con el grado de polucion de las aguas. Consecuentemente

dominan las especies que mds se adaptan a las condiciones imperantes.

- Los microorganismos adheridos sobre superficies tdxicas exudan mayor
cantidad de material polimérico extracelular en las etapas iniciales de adherencia

que aquéllos que adhieren sobre superficies no toxicas.

- La produccién de material polimérico extracelular sobre los metales no

téxicos es mds abundante en aguas poluidas.

- En superficies rugosas (tratadas con papel de esmeril 320) las bacterias

ven condicionada su ubicacion de acuerdo a su tamafio, debido a impedimentos
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estéricos.

- Para mejorar su fijacién a las superficies rugosas los microorganismos
exudan material polimérico extracelular no sélo en su base sino también en forma
lateral.

- En condiciones de flujo laminar, el grado de rugosidad no afecta ni la
abundancia ni la diversidad de especies adheridas.

- Luego de una semana de inmersion las rugosidades de los aceros

inoxidables son cubiertas con material mucilaginoso.

- A altas velocidades de flujo se observa mayor abundancia de formas
filamentosas que son probablemente adaptaciones de algunas especies a las

condiciones ambientales.

- La aparicion de picaduras prematuramente y la dispersion en los valores
del potencial a circuito abierto en el acero 304 estd directamente relacionada con la

presencia de microorganismos en el agua de mar.

Sistema V: Aleacidén cobre-niquel 70/30 /agua de mar natural y sintética.

- La dependencia de la corriente y potencial de pico (voltagrama del cobre
niquel en soluciones conteniendo cloruros) con el pH y la concentracion de
cloruros y la respuesta de la corriente con el tiempo justifican la formacién de
sales de Cu2t que precipitan en la forma de Cup(OH)3Cl (paratacamita). La
presencia de oxigeno favorece la transformacion Cul t===>cCult.

- A bajas relaciones cloruros/sulfatos existe una gran velocidad de
disolucion de la aleacién cobre-niquel. Al incrementar la concentracion de cloruros

se logra una pobre pasivacion seguida de ataque localizado.

- La estructura original de dos capas encontrada en soluciones de NaCl y
agua de mar artificial y natural no poluida se transforma en presencia de sulfuros

en una estructura compleja, multicapa.

- En presencia de sulfuros las capas superficiales se contaminan y se

forman tres o mds capas de distinta porosidad. En dichas capas las relaciones
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Cu/Ni y Cu/Fe son menores que la del metal bhase.

- Los valores de potencial a circuito abierto son similares tanto si el sulfuro
estd adicionado artificialmente en el medio, si se trata de agua de mar contaminada

con sulfuros o si es un cultivo de bacterias reductoras de sulfato.

- En el caso de cultivos de bacterias reductoras de sulfato se observa un
ataque localizado por debajo de la colonia, donde se encuentra una estructura
esponjosa en la que se concentra el cobre y compuestos de azufre. La
concentracion de azufre disminuye al alejarse de las colonias.

- Los sulfuros biogénicos, concentrados en dreas limitadas de la interfase
metal/solucién, incrementan el efecto corrosivo de los cloruros sobre las aleaciones
de cobre y facilitan la iniciacion del ataque localizado.

- El material bioldgico se entremezcla con las capas pasivas de la aleacién
cobre-niquel y altera su estructura y adherencia.

- El desprendimiento de colonias y microorganismos aislados puede estar
acompaiiado del desprendimiento de productos de corrosion. Esto puede dar lugar

a la creacion de celdas de aireacion diferencial.

- Existe un marcado incremento del potencial a circuito abierto en presencia
de la biopelicula bacteriana observable a altas concentraciones de oxigeno. Dicho
aumento de potencial puede atribuirse a la despolarizacion de la reaccién de

reduccidn de oxigeno.

Sistema VI: Aceros al carbono e inoxidable/ agua de mar sintética inoculada

con mMicCroorganismos.

- Las bacterias se adhirieron a la superficie y se entremezclaron con los
productos de corrosion de las muestras de acero al carbono sumergidas en el agua

de enfriamiento.

- Los cupones de acero al carbono expuestos en los dos sistemas de
enfriamiento mostraron diferencias en la estructura superficial y resistencia a la
corrosién. Dichas diferencias pueden atribuirse a la mayor o menor actividad
biolégica que presentaba el agua de refrigeracion en cada caso.
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- La concentracion de bacterias sésiles encontradas (mayor que 100
CFU/cm?2) en el sistema no tratado con biocidas representa un alto riesgo de
biocorrosion.

-~ El material bioldégico dificulté la penetracion de los inhibidores de
corrosion utilizados.

- Los microorganismos pueden inducir el ataque corrosivo ya sea en
forma directa, favoreciendo la disoluciéon del metal, o bien indirecta,
dificultando la accion de los inhibidores de corrosion.

Sistema VII: Acero inoxidable con proteccion catédica/agua de mar
sintética inoculada con microorganismos.

- El namero de bacterias aerdobicas adheridas en las primeras etapas de
formacion del biofilm disminuye cuando se aplica proteccién catddica.

- El decrecimiento mencionado anteriormente es mayor cuanto mas
negativo es el potencial aplicado.

- Después de alcanzado el estado estacionario de crecimiento del
biofilm el efecto de la proteccidn catddica no es relevante.

- La reducciéon de la adherencia bacteriana puede atribuirse a la
interferencia de la proteccion catddica con los procesos de adsorcion.

- El efecto de la aplicacion de proteccion catddica es mas significativo
a bajas temperaturas, i.e. cuando la velocidad de crecimiento es baja.

- Cuando las corrientes aplicadas son bajas el biofilm puede modificar
la estructura de los depdsitos calcareos.

- En presencia de biopeliculas de bacterias aerdbicas se necesitan
mayores corrientes para protejer las muestras de acero inoxidable,

incrementando el costo del tratamiento.

- La proteccion catédica no impidié el ataque localizado en presencia

de bacterias reductoras de sulfatos.
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II. CONCLUSIONES GENERALES

Del estudio de las interacciones metal/biopelfcula/solucién en los sistemas
estudiados puede concluirse que las mismas dan lugar a efectos de diversa fndole
que incluyen alteraciones en las tres fases. Se han observado modificaciones en las
caracteristicas superficiales y propiedades fisicoquimicas del metal; en los procesos
de formacion y en las propiedades de la biopelicula; en la composicién de la
biopelicula y la solucidn y en los procesos de transporte entre las fases.

La presencia del biofouling molecular en Ia interfase metal/ solucién puede
alterar en un metal noble como el platino: a) las propiedades cataliticas del mismo
(las sustancias orgdnicas adsorbidas bloquean sus sitios activos reduciendo su
eficiencia como catalizador); b) el valor de los pardmetros fisicoquimicos como el
potencial a circuito abierto (las sustancias orgdnicas adsorbidas reaccionan con los

oxidos de platino y los reducen, por lo que desciende el valor de dicho potencial).

El microfouling puede igualmente cambiar el valor del potencial a circuito
abierto en los metales de transicion activo-pasivo. Asi, en los aceros inoxidables
del tipo AISI 304, 316 y 430 y en las aleaciones de cobre se han observado valores
completamente diferentes de este pardmetro en agua de mar natural filtrada y sin
filtrar que dan cuenta de la participacion de los microorganismos en los cambios
observados. Los resultados estdn de acuerdo con la teorfa que sustenta la existencia
de una despolarizacion de la reaccion de reduccion de oxigeno sobre el metal
causada por la presencia de la biopelicula.  Como consecuencia de la
despolarizacién catddica, se ha comprobado que en presencia de peliculas
bacterianas aerdbicas se necesitan mayores corrientes para proteger catodicamente

las muestras de acero inoxidable.

La accion de los fluidos biolégicos sobre el metal puede producir tanto el
deterioro estético de un metal a través de la formacion de depdsitos sobre su
superficie (opacado de las restauraciones dentales, por ejemplo) como el deterioro
funcional al conducir a la corrosion del metal (corrosion de los conos de plata en
los implantes endoddnticos, corrosién de los tubos de los intercambiadores de

calor).

La biopelicula puede inducir la corrosién del metal alterando las
caracteristicas protectoras de las capas de productos de corrosién y depdsitos
inorgdnicos. Se han observado distintos efectos: a) el material bioldgico se
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intercala, ya sea entre las capas pasivas, entre los productos de corrosién o entre
los depdsitos calcdreos (aleacion cobre-nfquel y acero al carbono en contacto con
agua de sistemas de enfriamiento, acero inoxidable protegido catédicamente)
modificando la adherencia y homogeneidad de los mismos; b) el desprendimiento
del material bioldgico puede conducir al desprendimiento de productos de
corrosion depositados por encima y por debajo de los mismos, creando celdas de
aireacion diferencial; c) los metabolitos bacterianos, especialmente los de las
bacterias sulfato reductoras se concentran en 4reas limitadas de la superficie

metdlica y cambian la estructura y composicién de los productos de corrosién por
debajo y alrededor de las colonias.

La accion del metal sobre la biopelicula puede dar como resultado la
alteracion de las propiedades del material bioldgico, como es el caso de la
desnaturalizacion de las protefnas plasmdticas. El metal también ejerce una
notable influencia en las primeras etapas de los procesos de adherencia bacteriana,
entre los efectos observados pueden mencionarse: a) el perfodo de
acondicionamiento de la superficie metdlica (relacionado con la formacion del
biofouling molecular) es mds prolongado en el caso de las superfices toxicas (cobre
y aleaciones); b) los microorganismos exudan mayor cantidad de material
polimérico extracelular sobre los metales toxicos; ¢) como consecuencia de a) y b)
las superficies toxicas presentan baja velocidad de formacion de microfouling; d)
la abundancia y la diversidad de especies adheridas depende de la naturaleza del
metal; e) la rugosidad de las superficie metdlica condiciona la forma de fijacién y
Id ubicacion de las bacterias segun su tamafio; f) el nimero de microorganismos
adheridos disminuye cuando se aplica proteccion catddica, siendo mayor el efecto
cuanto mds catddico es el protencial aplicado y menor la temperatura; g) la
proteccion catddica interfiere en los procesos de adsorcion e indirectamente en los

procesos de crecimiento.

En cuanto a la influencia de la solucidn sobre la biopelicula se ha podido
comprobar que en presencia de agua de mar poluida también los metales no
téxicos se cubren con abundante material mucilaginoso. La gran concentracion de
material orgdnico en el agua acelera la colonizacion bacteriana pero la diversidad

de especies de microorganismos se ve reducida en ambientes poluidos.
Metal y biopelfcula interaccionan con la solucion y pueden modificar la

composicion de la misma ya sea por los metabolitos de las bacterias, que pueden
ser de naturaleza agresiva (sulfuros producidos por las bacterias sulfato reductoras)
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como por iones provenientes de la biocorrosion, que pueden producir efectos
toxicos sobre el sistema y problemas de biocompatibilidad (iones plata).

La biopelfcula puede ocasionar alteraciones en los procesos de transporte de
iones y moléculas hacia la superficie metdlica. Se ha observado que la presencia de
material bioldgico limita la penetracion de los inhibidores de corrosion por debajo
del mismo, quedando desprotegidas dichas dreas. Consecuentemente el
microfouling puede también inducir el ataque corrosivo en forma indirecta,

dificultando la accion de los inhibidores de corrosion.

Los efectos anteriormente mencionados pueden dar lugar a perjuicios que
pueden estar relacionados ya sea con intereses netamente econdmicos o con el
deterioro de la calidad de vida. Los primeros se asocian en general a aumentos de
los costos de produccidn debidos a incrementos en gastos de mantenimiento y
servicios generales y a la disminucion de la eficiencia. Los segundos incluyen
dafios en la salud humana y ambiental (reposicion de implantes, ineficiencia de
sensores biolégicos, contaminacion de fluidos biolégicos y del ambiente).
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7.ABREVIATURAS UTILIZADAS

AISI: American Institute of Stainless Iron
BRS: bacterias reductoras de sulfatos

E: potencial

ECS: electrodo de calomel saturado
EDXA :Andlisis por difraccion de rayos X
i: densidad de corriente

I: corriente

MEB: microscopio/microscopia electrénico/a de barrido
MPE: material polimérico extracelular
PC: proteccidn catddica

PCA: potencial a circuito abierto

t: tiempo

TEQ: técnica electroquimica






