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Abstract 

A DesuLf ovibrio desuifuricans s sp. desuifuricans culture was u sed to s tudy lhe permeation of hydro­
gen. using a Devanatan and Stachurski cell type and a 1.0 m m-thick palladium s heet. The a im was lo 
evalu a le cathodic d polarization a s a Sulfate-Reducing Bacleria (SRBl action m echanism in Microbiologi­
cally lnduced Corros ion [MTCl. The perrneation tests were run with and without cathodi poJaJiZation . u s­
ing a steri le deaeralecl culture m edium ln ocu la ted with 10% D. d.esulfuricans con cenlrated a t 108 cel/ml. 
Ba teria growth wa s evalualed by the extincUon dilution tech nique and b iofilm formation on the Pd was 
analyzed by Scanning Eiectron Microscopy (SEMl . The results inrucale bacterial growth in the order of 
109 -1 0 10 cel/ml after 18 hours both in tbe polarized and non-p olariz d tests , indicating that D. deSLLifuri­

cans developed regardless of the surface polarized as a source of HO. generating H2S as a product of the 
sulfa le's disa ssimilating activity. lt was also determined tllat. withou t cathodic polarization. the condi­
tions are not enough to r educe the H+ generaled by the H2S dissociation (Pd is n ot sus ceptible lo corros ion 
at this condition l. On the olher hand. cathodic polarization increased the perrneation current. which wa s 
a sociatcd wilh the maximum enzymatic a ctivity phase of the bacleria. 

Key words: 	Hydrogen permeation cel!. cathodic polarization , Su lfate Reducin g Bacleria (SRB). 
Microbiologicallnduce Corrosion (MICl 

Estudio de permeación de Hidrógeno en Paladio 

expuesto en un cultivo de bacterias 


sulfato reductoras 


Resumen 

En este trabajo se es tudió la perrneación del hidrógeno proveniente de un cultivo de Bacterias Sulfa­
to Reductoras -BSR (Desulfovibrio desuLjUricans s s p. d.es uLjUricans), utilizand o para ello el lipo de celda de 
p rrnea lón d iseñada por Devanatan y Stach urski y una lámina de Paladio (Pd) de 1,0 m m de espesor. 
Esto se h izo con la finalidad de evaluar la despolarizaCión calódica como m ecanism o de acción d e las BSR 
en la Corrosión Inducida Microbiológicamente (MICl, u tilizando un substrato inerte como e l Pd . Los ensa­
yos de permeación se reaLizaron s in y con polarización catódica u tilizando un med io ele cultivo estéril deai­
rcado e inocu Lado con 10% de D. desLLifuricans a una con cen trac ión de 108 cel /ml. El crecim ien to bacte­
riano se evaluó por la técnica de dilución por extinción, mien tras que las caracleristicas de la biopelicuia 
formada sobre el Pd . se analizaron por Microscopia Electrón ica de Barrido. Los re" ultados obten idos indi­
caron crecimiento b acteriano en el orden de 109 _10 10 cel/ml a las 18 horas tanto en los ensayos sin polari­
za ción com en a quellos con polari7-a.ción. lo cual r efleja que la D. desuLf wicans se desarrolla independien ­
temen te de una superficie polarizada com o fuente de HO. generando H2S corno p roducto de la actividad de-
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15 Celda de perm eación d e hidrógeno 

sas imilaloria del sulfato . También . se detenninó que sin polarización catódica n o existen las condiciones 
para que el H+. generado por la disociación del H2S . se red uzca y pennee. Mientras que aplicand o polariza ­
ción catódica se ob s ervó un aumen to n la corriente de permeación. lo cual estuvo asociado a la fa se de 
máxima a clividad enzimática de la bacteria. 

Palabras clave: 	Celda de penneación de h id rógeno. polari7..ación catódica . Bacterias S u lfato 
Reductoras (BSR). Corros ión Inducide Microbiológicamenle (MIC) . 

Introducción 

Las Bacte rias Sulfato Reductoras (SSR) 
desempeñan u n papel muy im portan te ' n la 
Corrosión Influencia d a Microbiológicamente 
(MICl. ya que acelera y/o prom u eve el proceso 
electroqu ímico en c ualqu ier ambient.e donde se 
presenten cond iciones favorables para el desa­
rrollo de las mismas. Hoy en día se confron tan 
diversa s teorias sob re el m ecanismo por ei cual 
las BSR corroen a lgunos m ater iales. siendo la 
más lásica la de des polarizaCión catód ica pro­
pue la por Van Wolzogen Kühr y Van Der Vlugt 
[l. 2 1. Esta t oría establece que las BSR u li lizan 
el HO de u na su perfi cie metálica polarizada c ló­
dica m n te p ara su respiración anaeróbica a tra­
vés del proceso desas imilatorio del sulfato (re­
ducción d e sulfato a sulfuro como via energéti­
ca) y por consigu iente el a u mento de la velocidad 
de corrosión d el acero es por ef .cto de la despo­
lariza ción. Esta y otras Leonas. tales como la for­
mación d e u na pelícu la poco adheren te d e u lfu­
ro ferroso. catódica al m etal base. que acelera la 
velocidad de corrosión y la acción directa de me ­
laboli tos agresivos como el H2S . se encuentran 
actualmente n estudio. Asi. el o 1e tivo de este 
trabajo fue evalua r la leoría de despolariza ción 
ca tódica. u til izando la técnica de penneación de 
h idrógeno de Devana than y Stachurski [2 1. has­
ta ahora poco utilizada para medios de cultivos 
inoculados con BSR. una lá mina inerte de Pd y 
la bacteria Desu lJouibrio desu ljuncans ssp. de­

sulJuricans. Las experiencias reportad as en la 
utilización de esta técnica y un mem brana de 
pala dio . han sid o con las bacteria s Clos tridum 
acetobutilicum y con la DesulJouibrio desulju.ri­

cans ssp. aestu ari i . en contrándose con el u so de 
esta ú ltima bacteria que no existe prácticamen­
te produ cción neta d e hidrógeno y que u n a capa 
gruesa d e FeS formada sob re el pa ladio inhibió 
la permeación de hid rógeno cuando la solución 
fue saturada con 5% de gas hidr ógeno [3. 41. 

Desarrollo Experimental 

Los ensayos de permeación d e hidrógen o se 
desarrollaron p or d u p licado en una dob le celda 
tipo Devana than y Stachurski [2) Siguiendo el 
m onta je experimental de Ford y Michell [3. 4) {Fi­
gura 11. u tilizando una lámina de Pd de 1.0 mm de 
espesor con un área de exposición de 3. 14 cm2

, 

una solu ción d e NaOH 0 , 1 N (pH: 12.5) en u na 
celda y en la otra el m ed io de cultivo ATCC 1249: 
MgS04: 2.0 g: cit rato de s odio: 5 .0 g : CaS0 4: 1 g : 
NH4Cl: 1 g: K:!HP04 : 2 .5 g; lactato de s odio : 3 .5 g; 
extracto d e levadu ra: 1,0 g; agua des tilada: 1.0 g ; 
Fe(NH4 )2(S04)2 al 5%: 2%; resarsurina al 0 .2%: 
0.1 g; a scorbato de sodio al 5%: 1% Y tioglicolato 
de s odio al 5%: 1%; deaireado con Nitrógeno gas 
de a lta p ureza; pH: 7 .2 ; T: 3 7°C. estéril o in ocu­
la do con la D. desu/jwicans ssp. desu ljuricans 
ATCC 7757. El inóculo correspon dió al 10% del 
volum en de m ed io de cultivo a una concentración 
de 108 cel / ml. 

Para 1 detección d el hidrógeno permeado 
se aplicó un potencial de oxidación en los rangos 
de inmun idad del Pd (-0 ,3 V vs ECS) [21. con la fi ­
nalidad de evi tar interferencias de otras reaccio­
n es inclese bIes y oxidar los á tomos e h idrógeno 
provenientes del medio d e cultivo . registrando la 

EREREA 	 ( es) EA 
(EeS) (grafito) (grafito) 

Medio de 
NaOH 0, 1 cultivo/BS R t 


ET 
(Pd) 

Figu ra l. Doble celda electroquím ica 
para evaluar penneación de hidrógeno. 
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Figura 3 . Celda de penneación con polarización catódica. 

correspondiente corriente de oxida ción o per­ ETe 
meación (Figura 2). 

ER OLa. validación del ensayo experimental, se 
logró aplicando una polariZación catódica polen­ EAO .-- ®+­
cios tática al Pd expuesto en el medio d e cult ivo 
estéril. des de -0.5 V hasta -1 ,8 Vvs ECS con una Microstato 
velocida d de banido de 5 0 rnV cada 5 a 10 minu­
tos : para lo cu al se instaló el sistema electroqui ­
mico p resen ta do en la Figura 3. Una vez demos­
trada esto , se desarrolló el ensayo de permeación cd.io de 

aOH
sin polarización catódica (Figura 4 ); registrando cultivo/BSR 0,1 N 
las respuestas de corriente de penneación y el 

potencial del Pd expuesto al desarrollo bacteria­

no. Posteriormente , se realizó el ensayo de per­ Figura 4. Celda de penneación 

m eación con polarización catódica (Figura 3), sin polarización . 
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17 Celda de pennea clón de h idrógeno 

manteniendo fij o un polencia l de 1000 mV vs 
ECS por 17 horas tan to en el m edio de u ltivo es~ 
léril como en e l inoculado. Esto se h izo con la fi~ 
n lidad d e es ta b lecer diferencias de penneación 
con y sin bacteria. 

Lu ego de cada ensayo de penneación la lá ­
mina de Pd fue sumergida en etanol al 100% por 5 
m inutos dent.ro de un baño con ultrason ido , lu ego 
fu e extraída , secada y expuesla a U.V por 1 m in u­
to. Posterionnente, la lámina fue tralada en un 
s istema al vacío con tem peraturas entre 250­
300°C por 1 hora. para desorber fisicamente el h i­
d rógeno posiblemente a cumulado en la m atriz del 

Tabla 1. 

Con taJe de la D. desulfuricans en la celda 


electrolítica on y s in polarización ca tódica 


Tiempo Sin Con 
(11) polarización polartzación 

(cel/ml) (cel/ml) 

O 106~ 107 106~1O7 

3 107~ 108 106~107 

6 107_108 107_108 

9 108_109 107_108 

12 108~ 109 107~ 108 

15 108_109 1 08~109 

109~1O 10 109~1O1018 


1010
21 109 _ 109_10 10 

24 

Figura 5 . Biopelícula de D. desuijiuicans sobre Pd. 

m etal [5J. Antes de colocar nuevamente la lámina 
en la celda electroqu ím ica, se preparó la superficie 
con lija 600 y se colocó en etanol al 100% por 5 mi­
n ulos con ul trasonido. 

El crecimiento pobla ciona l d e la D. desulJuri­
cans en la celda electrolítica dw -anle los ensayos 
sin y con pola rización , se evalu ó por la técn ica de 
dilución por xllnción [6J. Adicionalmente, en la 
celda electrolítica con polarización se cuanlificó el 
desarrollo bacteriano por la técn ica d e pla ca verti ­
da [6J y se caracterizó morlológica mente la n de­
sulfiuicans u tilizando Microscopía Electrónica de 
Barrid o , p a lo cual la biopelícula adherida al Pd 
se fij Ó prim eramen te con glutaraldehido y lu ego 
con tetróxido d osmio. Posteriormente la biopeli­
cula se desh idrató con diferentes concentra cion es 
de etanol-acetona y finalmente, se metalizó con 
oro a u n espesor aproxima do de 15 nm. 

Resultados y Discusión 

Antes de iniciar on la discusión de los en ­
sayos de penneación es importan te analizar el 
crecimien to d e la D. desllijiuicans en la celda 
electrolilica. Al res p cto se observó un bu en d e­
sarrollo bacteriano sin y con polarización ca tódi­
ca_ E l conlaJe bacteriano reportó un crecimien to 
en ordenes similares para ambos ensayos (Ta~ 

b la 1), detenninándose a las 18 h valores entre 
109_1010 cel/ ml. 

La Figu ra 5 mues tra un detalle de la biope~ 

lícula d es arrolla da sobre el Pd en uno de los 
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Figura 6. Crecimiento pobla cional de la D. desuifuricans en la celda electrolítica 
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Figura 7 . Comente de permeación con polarización catódica hasta -108 V vs ECS en medio estéril. 

ensayos de perm ación sin polartzación. observán­ En todos los ensayos se oh. ervó en la celda 
dose una alta densidad celular con la morfología tí­ inoculada el color caract eristico del sulfu ro ferro­
pica del género utilizado (vibrios entre 1.0-1.5 p m) so (FeS). producto de la reacción de los s ulfu ros 
[6J . mienlras que la Figura 6 muestra la curva de generado por las BSR con las sales ferrosas pre­
crecimiento poblacional en uno de lo ensayos sentes en el medio de cultivo [6 , 7J. 
con polarización, donde se observa una curva tí­ En relación con los en sayos prelimin ares de 
pica con su fase de adaptación hasta las 6 horas y permeación de h idrógeno con polarización cató­
luego la fase exponencial con un desarrollo máxi­ d ica, éstos permitieron corroborar la efectividad 
mo de 19 x 10 11 UFC/ ml a la s 24 horas Segúno de la técnica de permeación y del m ontaJe experi­
eslos resultado la bacteria D. desulfuricans se de­ mental para evaluar si la BSR produce o no Ha. ya 
sarrolla independientemente de la polarización que se confirmó que al existir Ha en la interfase 
(Tabla 1). lo cual permite establecer que esta ac­ del metal con el medio de cultivo, éste permea (Fi­
teria no n ecesita de superficies polarizadas cató­ gura 7). Con estos ensayos se delerminó que en 
dlcamente con Ha para la desasimilación del sul­ los primeros 80 m inutos de polarización la mem­
fato (respiración anaerób ica) y que esto lo hace brana d e paladio se satu ra de Ha y a medida que 
por encontrarse en un medio enriquecido con continúa la polarización com ienza a aumentar la 
lacta to, cuya fu ente carbonada es oxidada en la corriente de permeación , alcanzandose valores 
pared celular de la bacteria en su proceso desasi ­ 2d 1300pA(4 14 J-lA/cm ) a un p otencial de -I,8V 
milatorio generando hidrógeno atómico [4J . vs ECS . Esta comen le d e permeación tan alta en 
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19 Celda de permeación de hidrógeno 
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Figura 8 . Permea ción de hidrógen o por duplicado de la D. desLLifuricans sin polariza ción. 
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el Pd s e debe a qu e éste es u n material que pre ­
senta una alta solubilidad de hidrógeno y que 
además. no contiene fases secun d arias o inclu­
sion es como el acero qu e puedan r ducir la velo­
cidad de difusión apa rente del metal [4]. 

Una vez confirmada la aplicabilid d de la 
técnica. se realizaron los ens yos de permea clón 
sin pola rización catódica en m edios de cul tivos 
con bac teria s (Figura 8). determinándose que la s 
corrien tes de permeación fluctuaron entre O a 2 
]lA (O a 0 ,64 ]lA/ m 2

), siendo esto reportado por 
otros invesUgadores como des prcciable [4]. Estos 
resultados in dican qu e es ta b acteria D. desuljun­
cans ssp. desulfwicans no genera HO extracelu­
lanuente capaz de permear . a pesar de que en s u 
proceso m etabólico s ta bacteria produce orga ­
notróflca mente , a nivel de su m embrana , el HO 
necesario para redu cir los sulfatos a sulfuros, 
siendo és te excretado como H2S por 1 bact.eria, 
según las siguientes rea cciones: 

2CH -CHOH-COONa + 2H 0 -+ 2CH COONa + 2C0 + 8 Ho 
3 2 3 2 

( 1) 

(2) 

El H2S así genera do se disocia parcialmente 
en HS- y H+ a un pH amortigua d o de 7 ,2 : luego 
estos iones bisulfu ros reaccionan con los iones 
ferrosos provenientes de la sal de sulfato de amo­
nio ferroso agregada al med io de cu ltivo, gen e­
rando FeS que precipita sobre el metal y H+. se­
gún la siguiente reacción [81: 

Fe++ + HS (3) 

Segú n estas reacciones y los resultados ob ­
tenidos se con finna que no hay produ cción neta 
de HO. siendo ésta la razón p or la cual no s e deter ­
m inaron corrientes de permeación, ya que no 
o u rrió ningún tipo de reacción s obre e l Pd que 
indujera a la redu cción de los iones hidrógenos 
presentes en el medio. 

En los ensayos de permeación con polartza­
ión catódica en m edio es téril (Figura 9) e inocu­

lado (Figura 10) se determinó lo siguiente: 

En m dio estéril. a los 165 minutos aproxi ­
ma damente . se ob servaron corrientes m áximas 
de permeación de 73 y 6 5 ¡JA para cada ensayo 
Ipl e Ip2 respect ivamen e . Posteriormen te. estas 
corrientes disminuyeron debido a la fonnación 
d una película d e color á mbar. producida por la 
precipitación de las sal s exis tente en el medio 
de cu ltivo y el aumento del pH en la in terfase me ­
tal-solución, produ cto de la polarización in duci­
da. Los análisis por MEB r ealizados pos terior ­
mente sobre una membrana de a cero al carbono, 
sometida a l m ismo ensayo. indicaron que es ta 
película está compuesta princ ipa lmente de fósfo­
ro y calcio. 

En el medio inocul do, a los 175 minutos 
aproximadamente d e haberse íniciado el ensayo 
en m ed io esléril. se delermina ron corrientes má­
ximas de perrn a ción de 50 y 40 ]lA para cada en­
sayo Ipl e Ip2 respectivamente y luego una dis­
minución progresiva hasta 30 }.lA a proximada­
menle a los 4 70 minutos, observándose desp u és 
un incremento progresivo hasta los 80]lA a proxi­
madamente a los 100 0 minulos. En este caso la 
disminución de amente hasta 30 }.lA después de 
la in oculación , también puede deberse a lo expli ­
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Figura 10. Corriente de penneación por duplicado m anteniendo un potencial catódico de -1.000 mV 
vs ECS en medio inoculado. 

cado anteriormente en el ensayo sin bacterias y Para explicar el aum en to de la corriente d e 
adicionalmente. a la precipitación d e una pelícu­ penneación u n a vez inoculado el medio. también 
la no compacta de FeS con sitios a ctivos donde se analizó el efecto ca tódico d la pelícu la de FeS 
las célula s bacterianas adheridas al Pd se desa­ adsorbida junto con las bacterias sobre 1 Pd, 
rrollan produciend o H+; el cual se reduce y per­ Para ello se revisaron las investigaciones rea\jza­
m ea . aumentando nuevamente la corriente de das por Ford et aL [4] uUlizando Pd y BSR. Ellos 
permeación a los 470 minu tos. dem ostraron que sobre el Pd la pelícu la de FeS 

inl1ibe la permeación en lugar de promoverla,La Figura 11 muestra compara tivamente el 
cuando se burbujea H2 en la solu ción . Sin em­comportamiento de la permcación en el medio es­
bargo. en el presente trabajo (Figura 11) se obser­téril e inoculado, observándose claramente el 
va que aumen ta nuevamente la p enneación des­efecto bacteriano sobre el aumento de la corrien­
pués d e los 470 minutos . a pesar del FeS p resen­te de permeación; d b ido como se dijo ant rior­
te . lo cual puede ser atribuido al efecto local d em ente a la contribución de los p rotones (W ) ge­
las bacterias sésiles y a la polati zación impuestanerados por la disociación del sulfuro de hidró­
que permite que los iones H + producidos por lageno produ cido localmente por la BSR en su pro­
bacteria sean reducidos . Según este análisis , so­ceso m etabólico; los cua les son reducid os rápida­
bre 1Pd n o ocurrirá permeación de hidrógeno enm ente a HO por el potencial catódico a plicado. 
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Figura 12. Relación de las Corrienles de Permeación con el Crecimiento pobla ion al 
de la D. desulfuricans en la celda electrolí tica. 

m dios inoculados con s ta ba ct ria a menos que 
se induzca una polarización catódica. d iferen­
ciándose del acero al carbono donde puede darse 
la penneación sin polarización calód ica. motiva­
do a que el m a terial se corroe. reduciéndose los 
protones (H+). En este ca so los sulfu ros s i actúan 
como venenos catódico s iendo eslo perjudicial 
d sde el pu n to de vista de la fragilización por hi­
drógeno del acero . 

En la Figura 11 tamb ién se observa un des­
fase de 20 A, ap roximadamenle. en tre las m áxi­
mas corrientes de permeación; lo cual no tiene 
explicación . Sin embargo. lo mas im portante es 
la r prod ucibilidad d ' cada ensayo d e manera in­
depen d iente. lo cual permitió explicar el efecto 
ba cteriano sob re la permeación de hidrógen o . 

E n la Figu ra 12 se muestra com o el incre­
m ento de las corrien les de permeación está a so­
ciado a la fase de desarrollo expon n cial de la p o­
blación bacteriana. lo cual confirma que existe 
una relación entre las BSR. H2S y los iones H+ 
con la corrienie de permeación en una superficie 
de Pd polarizada catód icamente. 

Conclusiones 

l. La técnica de permeación de hidrógeno 
pennite evaluar la actividad en la interfase biope­
lícula/metal. siendo ella de gran u tilidad para es ­
tudios de mecanis mos de MIC. 

2 . La D. desulfuricans ssp. desulfwicans se 
desarrolla independientemenle de que exista una 
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superficie m elalica polarizada catódicamen te 
cargada de HO; ya que esta bacteria es capaz d e 
generar los HO n ecesa rios para reducir a nivel ce­
lula r los s u lfatos a sulfuros . sin produ cción neta 
de HO 

3 . La leona de despolarización catódica no 
es el principal mecani mo de acción de las D. d e ­
s uljuriCQJ1S s sp. desuLfuricans en el pro eso de 
MIC. Por lo tanto. estudios de pennea ción utili ­
zando lámin a d e acero al carbono serán realiza­
dos para a clarar dicho m canlsm o. 

4. La D. desulfwican..,s no g n era condicio­
nes de reducción sobre el Pd para que el H+ pro­
du cido por las H2S se reduzca y pennee; no obs­
tante. aum enta Significativamente la penneación 
de h idrógen o bajo con diciones de polari.zación 
catódica. por lo cual es importante cons iderar 
esla actividad en aceros s usceptible a la fragil iza ­
ción por hidrógen o. 
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