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Abstract

A Desulfovibrio desulfuricans ssp. desulfuricans culture was used to study the permeation of hydro-
gen, using a Devanatan and Stachurski cell type and a 1.0 mm-thick palladium sheet. The aim was to
evaluate cathodic depolarization as a Sulfate-Reducing Bacteria (SRB) action mechanism in Microbiologi-
cally Induced Corrosion (MIC). The permeation tests were run with and without cathodic polarization, us-
ing a sterile deaerated culture medium inoculated with 10% D. desulfuricans concentrated at 108 cel/ml.
Bacteria growth was evaluated by the extinction dilution technique and biofilm formation on the Pd was
analyzed by Scanning Electron Microscopy (SEM]. The results indicate bacterial growth in the order of
10°-10° cel/ml after 18 hours both in the polarized and non-polarized tests, indicating that D. desulfuri-
cans developed regardless of the surface polarized as a source of H®, generating H2S as a product of the
sulfatle's disassimilating activity. 1t was also determined that, without cathodic polarization, the condi-
tions are not enough to reduce the H generated by the H2S dissociation (Pd is not susceptible to corrosion
at this condition). On the other hand, cathodic polarization increased the permeation current, which was
associated with the maximum enzymatic activity phase of the bacleria.

Key words: Hydrogen permeation cell, cathodic polarization, Sulfate Reducing Bacteria (SRB),
Microbiological Induce Corrosion (MIC)

Estudio de permeacion de Hidrogeno en Paladio
expuesto en un cultivo de bacterias
sulfato reductoras

Resumen

En este trabajo se estudio la permeacion del hidrogeno proveniente de un cultivo de Bacterias Sulfa-
to Reductoras-BSR (Desulfovibrio desulfuricans ssp. desulfuricans), utilizando para ello el tipo de celda de
permeacion disenada por Devanatan y Stachurski y una lamina de Paladio (Pd) de 1,0 mm de espesor.
Esto se hizo con la finalidad de evaluar la despolarizacion catédica como mecanismo de accion de las BSR
en la Corrosion Inducida Microbiologicamente (MIC), utilizando un substrato inerte como el Pd. Los ensa-
yos de permeacion se realizaron sin y con polarizacién catodica utilizando un medio de cultivo estéril deai-
reado e inoculado con 10% de D. desulfuricans a una concentracion de 108 cel /ml. El crecimiento bacte-
riano se evaluo por la técnica de dilucion por extincion, mientras que las caracteristicas de la biopelicula
formada sobre ¢l Pd, se analizaron por Microscopia Electronica de Barrido. Los resultados obtenidos indi-
caron crecimiento bacteriano en el orden de 10%-101° cel/ml alas 18 horas tanto enlos ensayos sin polari-
zacién como en aquellos con polarizacién, lo cual refleja que la D. desulfuricans se desarrolla independien-
temente de una superficie polarizada como fuente de H°, generando HoS como producto de la actividad de-
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sasimilatoria del sulfato. También, se determiné que sin polarizacion catédica no existen las condiciones

para que el H', generado por la disociacién del HaS, se reduzea y permee. Mientras que aplicando polariza-
cién catddica se cbservo un aumento en la corriente de permeacion, lo cual estuvo asociado a la fase de

maxima actividad enzimatica de la bacteria.

Palabras clave: Celda de permeacién de hidrogeno, polarizacion catodica, Bacterias Sulfafo
Reductoras (BSR). Corrosion Inducida Microbiolégicamente (MIC).

Introduccion

Las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR)
desempenian un papel muy importante en la
Corrosion Influenciada Microbiologicamente
(MIC), ya que acelera y/o promueve el proceso
electroquimico en cualquier ambiente donde se
presenten condiciones favorables para el desa-
rrollo de las mismas. Hoy en dia se confrontan
diversas teorias sobre el mecanismo por el cual
las BSR corroen algunos materiales, siendo la
mas clasica la de despolarizacién catodica pro-
puesta por Von Wolzogen Kiihr y Van Der Vlugt
[1, 2]. Esta teoria establece que las BSR utilizan
el H® de una superficie metalica polarizada cato-
dicamente para su respiracion anaercbica a tra-
vés del proceso desasimilatorio del sulfato (re-
duccion de sulfato a sulfuro como via energeéti-
ca) y por consiguiente el aumento de la velocidad
de corrosion del acero es por efecto de la despo-
larizacion. Estay otras teorias, tales como la for-
macion de una pelicula poco adherente de sulfu-
ro ferroso, catédica al metal base, que acelera la
velocidad de corrosion y la accién directa de me-
tabolitos agresivos como ¢l H,S, se encuentran
actualmente en estudio. Asi, el objetivo de este
trabajo fue evaluar la teoria de despolarizacion
catodica, utilizando la técnica de permeacion de
hidrégeno de Devanathan y Stachurski [2], has-
ta ahora poco ulilizada para medios de cultivos
inoculados con BSR, una lamina inerte de Pd y
la bacteria Desulfovibrio desulfuricans ssp. de-
sulfuricans. Las experiencias reportadas en ia
utilizacion de esta técnica y una membrana de
paladio, han sido con las bacterias Clostridum
acetobutilicurmn y con la Desulfovibrio desulfuri-
cans ssp. aestuarii, encontrandose con el uso de
esta iltima bacteria que no existe practicamen-
te produccion neta de hidroégeno y que una capa
gruesa de FeS formada sobre el paladio inhibio
la permeacion de hidrégeno cuando la solucién
lue saturada con 5% de gas hidrogeno [3, 4].

Desarrollo Experimental

Los ensayos de permeacion de hidrégeno se
desarrollaron por duplicado en una doble celda
tipo Devanathan y Stachurski [2] siguiendo el
montaje experimental de Ford y Michell [3, 4] (Fi-
gura 1), utilizando una lamina de Pd de 1,0 mm de
espesor con un area de exposicion de 3,14 cm?,
una solucién de NaOH 0,1 N (pH: 12,5) en una
celda y en la otra el medio de cultivo ATCC 1249:
MgS0,: 2,0 g; citrato de sodio: 5,0 g; CaS0,: 1 g;
NH,4CI: 1 g; K,bHPO,: 2,5 g; lactato de sodio: 3,5 g;
extracto de levadura: 1,0 g; agua destilada: 1,0 g;
Fe(NH4)5(S04)y al 5%: 2%:; resarsurina al 0.2%:
0,1 g; ascorbato de sodio al 5%: 1% y tioglicolato
de sodio al 5%: 1%: deaireado con Nitrogeno gas
de alta pureza; pH: 7,2; T: 37°C, estéril o inocu-
lado con la D. desulfuricans ssp. desulfuricans
ATCC 7757. El inoculo correspondio al 10% del
volumen de medio de cultivo a una concentracion
de 108 cel/ml.

Para la deteccion del hidrogeno permeado
se aplico un potencial de oxidacion en los rangos
de inmunidad del Pd (-0,3 V vs ECS) [2], con la fi-
nalidad de evitar interferencias de otras reaccio-
nes indeseables y oxidar los atomos de hidrogeno
provenientes del medio de cultivo, registrando la
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Figura 1. Doble celda electroquimica
para evaluar permeacion de hidrogeno.
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Figura 3. Celda de perrneaci()h con polarizacion catédica.

correspondiente corriente de oxidacion o per-
meacion (Figura 2).

La validacion del ensayo experimental, se
logro aplicando una polarizacion catodica poten-
ciostatica al Pd expuesto en el medio de cultivo
estéril, desde -0,5 V hasta-1,8 Vvs ECS con una
velocidad de barrido de 50 mV cada 5 a 10 minu-
tos; para lo cual se instalo el sistema electroqui-
mico presentado en la Figura 3. Una vez demos-
trada esto, se desarrolld el ensayo de permeacion
sin polarizacion catodica (Figura 4); registrando
las respuestas de corriente de permeacion y el
potencial del Pd expuesto al desarrollo bacteria-
no. Posteriormente, se realizo el ensayo de per-
meacion con polarizacion catodica (Figura 3),
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Figura 4. Celda de permeacion
sin polarizacién.
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manteniendo fijo un potencial de 1000 mV vs
ECS por 17 horas tanto en el medio de cultivo es-
Leril como en el inoculado. Esto se hizo con la fi-
nalidad de establecer diferencias de permeacién
con y sin bacteria.

Luego de cada ensayo de permeacion la la-
mina de Pd fue sumergida en etanol al 100% por 5
minutos deniro de un bano con ultrasonido, luego
fue extraida, secada y expuesta a U.V por 1 minu-
to. Posteriormente, la lamina fue tratada en un
sistema al vacio con temperaturas entre 250-
300°C por 1 hora, para desorber fisicamente el hi-
drogeno posiblemente acumulado en la matriz del

Tabla 1.
Contaje de la D. desulfuricans en la celda
electrolitica con y sin polarizacion catodica

Tiempo Sin Con

(h) polarizacion polarizacion

e (cel/ml)  (cel/ml)
) 10%-107 106-107
3 107-108 1p%-10"
6 107-10% 107-10°
9 108-10° 107-108
12 105107 107-108
15 {62 )i 108-10°
18 10%-10%° P10
21 16%-101° 10%-101°
24 10°-10%° 1e°- 1o

melal [5]. Antes de colocar nuevamente la lamina
en la celda electroquimica, se preparo la superficie
con lija 600 y se colocd en etanol al 100% por 5 mi-
nutos con ullrasonido.

El crecimiento poblacional de la D. desulfuri-
cans en la celda electrolitica durante los ensayos
sin y con polarizacion, se evalud por la técnica de
dilucion por extincion [6]. Adicionalmente, en la
celda electrolitica con polarizacion se cuantifico el
desarrollo bacteriano por la técnica de placa verti-
da [6] y se caracterizo morfologicamente la D. de-
sulfuricans utilizando Microscopia Electronica de
Barrido, para lo cual la biopelicula adherida al Pd
se [ijo primeramente con glutaraldehido y luego
con tetroxido de osmio. Posteriormente la biopeli-
cula se deshidraté con diferentes concentraciones
de etanol-acetona y finalmente, se metalizd con
oro a un espesor aproximado de 15 nm.

Resultados y Discusion

Antes de iniciar con la discusion de los en-
sayos de permeacion es importante analizar el
crecimiento de la D, desulfuricans en la celda
electrolitica. Al respecto se observo un buen de-
sarrollo bacteriano sin y con polarizacién catodi-
ca. El contaje bacteriano report6 un crecimiento
en ordenes similares para ambos ensayos (Ta-
bla 1), determinandose a las 18 h valores enire
10°-10'° cel/ml.

La Figura 5 muestra un detalle de la biope-
licula desarrollada sobre el Pd en uno de los

o

Figura 5. Biopelicula de D. desulfuricans sobre Pd.
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Figura 6. Crecimiento poblacional de la D. desulfuricans en la celda electrolitica
con polarizacién catodica.
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ensayos de permeacion sin polarizacién, observan-
dose una alta densidad celular con la morfologia ti-
pica del género utilizado (vibrios entre 1,0-1.5 pnm)
[6]. mientras que la Figura 6 muestra la curva de
crecimiento poblacional en uno de los ensayos
con polarizacion, donde se observa una curva ti-
pica con su fase de adaptacion hasta las 6 horasy
luego la fase exponencial con un desarrollo maxi-
mo de 19 x 10'! UFC/ml a las 24 horas. Segun
estos resultado la bacteria D. desulfuricans se de-
sarrolla independientemente de la polarizacién
(Tabla 1), lo cual permite establecer que esta bac-
teria no necesita de superficies polarizadas caté-
dicamente con H® para la desasimilacion del sul-
fato {respiracion anaercbica) y que esto lo hace
por encontrarse en un medio enriquecido con
lactato, cuya fuente carbonada es oxidada en la
pared celular de la bacteria en su proceso desasi-
milatorio generando hidrogeno atomico [4].

Evolucion de
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Corriente de permeacion con polarizacion catodica hasta -1.8 V vs ECS en medio estéril.

En todos los ensayos se observo en la celda
inoculada el color caracteristico del sulfuro ferro-
so (FeS), producto de la reaccion de los sulfuros
generado por las BSR con las sales [errosas pre-
sentes en el medio de cultivo [6, 7].

En relacion con los ensayos preliminares de
permeacion de hidréogeno con polarizacién caté-
dica, éstos permitieron corroborar la efectividad
de la técnica de permeacion y del montaje experi-
mental para evaluar sila BSR produce o no H°, ya
que se confirmé que al existir H° en la interfase
del metal con el medio de cultivo, éste permea (Fi-
gura 7). Con estos ensayos se determind que en
los primeros 80 minutos de polarizaciéon la mem-
brana de paladio se satura de H° y a medida que
continta la polarizacién comienza a aumentar la
corriente de permeacion, alcanzandose valores
de 1300 pA (414 pA/cmz) aun potencialde-1,8V
vs ECS. Esta corrientie de permeacion tan alta en
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Figura 8. Permeacion de hidrogeno por duplicado de la D. desulfuricans sin polarizacion.

el Pd se debe a que ésle es un material que pre-
senta una alta solubilidad de hidrogeno y que
ademas, no contiene fases secundarias o inclu-
siones como el acero que puedan reducir la velo-
cidad de difusion aparente del metal [4].

Una vez confirmada la aplicabilidad de la
lécnica, se realizaron los ensayos de permeacion
sin polarizacion catodica en miedios de cultivos
con bacterias (Figura 8), determinandose que las
corrientes de permeacién fluctuaron entre O a 2
RA (0 a 0,64 pA/(‘mz), siendo esto reportado por
otros investigadores como despreciable [4]. Estos
resullados indican que esta bacteria D. desulfuri-
cans ssp. desulfuricans no genera HO extracelu-
larmente capaz de permear, a pesar de que en su
proceso metabélice esta bacteria produce orga-
notroficamente, a nivel de su membrana, el H°
necesario para reducir los suifatos a sulfuros,
siendo éste excretado como H,S por la bacteria,
segun las siguientes reacciones:

2CH,-CHOH-COONa + 2H,0 » 2CH,COONa + 2C0O, + 8H’
(1
s04™+8H® > HyS+ 2H,0 + 20H 2)
El H,S asi generado se disocia parcialmente
en HS y H" a un pH amortiguado de 7,2; luego
estos iones bisulfuros reaccionan con los iones
ferrosos provenientes de la sal de sulfato de amo-
nio ferroso agregada al medio de cultivo, gene-
rando FeS que precipita sobre el metal y H", se-
guin la siguiente reaccion [8]:

Fe'" + HS > FeS | +H" (3)

Segun estas reaccionesy los resultados ob-
tenidos se confirma que no hay produccion neta
de H, siendo ésta larazon por la cual no se deter-
minaron corrientes de permeacion, ya que no
ocurrio ningun tipo de reaccion sobre el Pd que
indujera a la reduccion de los iones hidrogenos
presentes en el medio.

En los ensayos de permeacion con polariza-
cion catodica en medio estéril (Figura 9) e inocu-
lado (Figura 10) se determiné lo siguiente:

En medio estéril. a los 165 minutos aproxi-
madamente, se observaron corrientes maximas
de permeacion de 73 y 65 pA para cada ensayo
Ip1 e Ip2 respectivamente. Posteriormente, estas
corrientes disminuyeron debido a la formacion
de una pelicula de color ambar, producida por la
precipitacion de las sales existentes en el medio
de cultivo y el aumento del pH en la interfase me-
tal-solucién, producto de la polarizacion induci-
da. Los analisis por MEB realizados posterior-
mente sobre una membrana de acero al carbono,
sometida al mismo ensayo, indicaron que esta
pelicula esta compuesta principalmente de [6sfo-
ro y calcio.

En el medio inoculado, a los 175 minutos
aproximadamente de haberse iniciado el ensayo
en medio esléril, se determinaron corrientes ma-
ximas de permeacion de 50 y 40 pA para cada en-
sayo Ipl e Ip2 respectivamente y luego una dis-
minucion progresiva hasta 30 pA aproximada-
mente a los 470 minutos, observandose después
un incremento progresivo hasta los 80 pA aproxi-
madamente a los 1000 minutos. En este caso la
disminucioén de corriente hasta 30 pA después de
la inoculacion, también puede deberse a lo expli-
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Figura 10. Corriente de permeacion por duplicado manteniendo un potencial catédico de —1.000 mV
vs ECS en medio inoculado.

cado anteriormente en el ensayo sin bacterias y
adicionalmente, a la precipitacion de una pelicu-
la no compacta de FeS con sitios activos donde
las células bacterianas adheridas al Pd se desa-
rrollan produciendo H'; el cual se reduce y per-
mea, aumentando nuevamente la corriente de
permeacion a los 470 minutos.

La Figura 11 muesira comparativamente el
comportiamiento de la permeacion en el medio es-
téril e inoculado, observandose claramente el
efecto bacteriano sobre el aumento de la corrien-
te de permeacion; debido como se dijo anterior-
mente a la contribucion de los protones (H') ge-
nerados por la disociacion del sulfuro de hidré-
geno producido localmente por la BSR en su pro-
ceso metabdlico; los cuales son reducidos rapida-
mente a H® por el potencial catédico aplicado.

Para explicar el aumento de la corriente de
permeacion una vez inoculado el medio, también
se analizo el efecto catodico de la pelicula de FeS
adsorbida junto con las bacterias sobre el Pd.
Para ello se revisaron las investigaciones realiza-
das por Ford et al. [4] utilizando Pd y BSR. Ellos
demostraron que sobre el Pd la pelicula de FeS
inhibe la permeacion en lugar de promoverla,
cuando se burbujea H, en la solucion. Sin em-
bargo, en el presente trabajo (Figura 11) se obser-
va que aumenta nuevamente la permeacion des-
pués de los 470 minutos, a pesar del FeS presen-
te, lo cual puede ser atribuido al efecto local de
las bacterias sésiles y a la polarizacion impuesta
que permite que los iones H' producidos por la
bacteria sean reducidos. Segun este analisis, so-
bre el Pd no ocurrira permeacion de hidrégeno en
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Figura 12. Relacion de las Corrientes de Permeacion con el Crecimiento poblacional
de la D. desulfuricans en la celda electrolitica.

medios inoculados con esta bacteria a menos que
se induzca una polarizacion catddica, diferen-
ciandose del acero al carbono donde puede darse
la permeacion sin polarizacion catodica, motiva-
do a que el material se corroe, reduciéndose los
protones (H"). En este caso los sulfuros si actiian
como venenos catodicos siendo esto perjudicial
desde el punto de vista de la fragilizacion por hi-
drogeno del acero.

Enla Figura 11 también se observa un des-
fase de 20 A, aproximadamente, entre las maxi-
mas corrientes de permeacion; lo cual no tiene
explicacion. Sin embargo, lo mas importante es
la reproducibilidad de cada ensayo de manera in-
dependiente, lo cual permitié explicar el efecto
bacteriano sobre la permeacién de hidrogeno.

En la Figura 12 se muestra como el incre-
mento de las corrientes de permeacion esta aso-
ciado a la fase de desarrolio exponencial de la po-
blacion bacteriana, lo cual confirma que existe
una relacion entre las BSR, H,S y los iones H*
con la corriente de permeaciéon en una superficie
de Pd polarizada catédicamente.

Conclusiones

1. La técnica de permeacion de hidrégeno
permite evaluar la actividad en la interfase biope-
licula/metal. siendo ella de gran utilidad para es-
tudios de mecanismos de MIC.

2. La D. desulfuricans ssp. desulfuricans se
desarrolla independientemente de que exista una
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superficie meilalica polarizada calédicamente
cargada de H; ya que esta bacteria es capaz de
generar los H necesarios para reducir a nivel ce-
lular los sulfatos a sulfuros, sin produccién neta
de H°.

3. La teoria de despolarizacion catodica no
es el principal mecanismo de accion de las D. de-
sulfuricans ssp. desulfuricans en el proceso de
MIC. Por lo tanto, estudios de permeacion utili-
zando lamina de acero al carbono seran realiza-
dos para aclarar dicho mecanismo.

4. La D. desulfuricans no genera condicio-
nes de reduccion sobre el Pd para que el H' pro-
ducido por las H,S se reduzca y permee; no obs-
tante, aumenta significativamente la permeacion
de hidrogeno bajo condiciones de polarizacion
catodica, por lo cual es importante considerar
esta actividad en aceros susceptible a la fragiliza-
cion por hidrogeno.
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