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Resumen En este trabajo se estudié la permeacién del hidrégeno proveniente de una cepa pura de
bacterias sulfato reductoras-BSR (Desulfovibrio desulfuricans ssp. desulfuricans), utilizando
para ello el tipo de celda de permeacién de hidrégeno y una ldmina de paladio (Pd). Esto
se hizo con la finalidad de evaluar la despolarizacién catédica como mecanismo de accién
de las BSR en la corrosién inducida microbiolégicamente. Los ensayos de permeacién se
realizaron sin y con polarizacién catédica, utilizando un medio de cultivo estéril
desaireado e inoculado con 10 % de BSR a una concentracién de 108 cel/ml. Los
resultados obtenidos indicaron crecimiento en 10°-10'° cel/ml a las 18 h tanto en los
ensayos sin polarizacién como en aquellos con polarizacién, lo cual refleja que la BSR se
desarrolla independientemente de una superficie polarizada como fuente de H, generando
H;,S como producto final de la respiracién anaerébica. También, se determiné que sin
polarizacién catédica no existen las condiciones para que el H”, generado por la
disociacién del H,S, se reduzca y permee. Mientras que, aplicando polarizacién catédica,
se observé un aumento en la corriente de permeacidn, lo cual estuvo asociado a la fase de
maxima actividad enzimdtica de la bacteria.

Palabras clave ~ Celda de permeacién de hidrégeno. Polarizacién catédica. Bacterias
sulfato reductoras (BSR). Corrosién inducida microbiolégicamente

(MIC).

Study of the cathodic despolarization theory with hydrogen permeation and the bacteria
Desulfovibrio desulfuricans

Abstract A Desulfovibrio desulfuricans ssp. desulfuricans (SRB) was used to study the permeation of
hydrogen, using a Devanatan and Stachurski cell and a palladium sheet. The aim was to
evaluate cathodic depolarization as a Sulfate-Reducing Bacteria action mechanism in
Microbiologically Induced Corrosion. The permeation tests were run with and without
cathodic polarization, using a sterile deaerated culture medium inoculated with 10 % SRB
concentrated at 10° cell/ml. The results indicate bacterial growth in the order of 10°-10'°
cel/ml after 18 h both in the polarized and non-polarized tests, indicating that SRB
developed regardless of the surface polarized as a source of HC, generating H,S as a product
of the anaerobic respiration. It was also determined that, without cathodic polarization,
the conditions are not enough to reduce the H" generated by the H,S 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 bacteria.

Keywords Hydrogen permeation cell. Cathodic polarization. Sulfate reducing
bacteria (SRB). Microbiological induce corrosion (MIC).

1. INTRODUCCION ducida Microbiolégicamente (MIC), ya que acele-

ra y/o promueve el proceso electroquimico en cual-
Las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR) desempe- quier ambiente donde se presenten condiciones fa-
fan un papel muy importante en la Corrosién In- vorables para el desarrollo de las mismas. Hoy en

(*)  Centro de Estudios de Corrosion. Facultad de Ingenieria. Universidad del Zulia, Maracaibo-Venezuela.
(**)  Laboratorio de Microbiologia. Centro de Investigaciones del Agua. Universidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela.
(***) Laboratorio de Electroquimica. Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela.

182 Rev. Metal. Madrid Vol. Extr. (2003) 182-187

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas http://revistademetalurgia.revistas.csic.es
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)



Estudio de la teoria de despolarizacién catédica con permeacién de hidrégeno vy la bacteria Desulfovibrio desulfuricans
M.F. DE ROMERO, Z. DUQUE, O.T. DE RINCON, O. PEREZ E I. ARAUJO

dia se confrontan diversas teorfas sobre el mecanis-
mo por el cual las BSR corroen algunos materiales,
siendo la mds clésica la de despolarizacién catédica
propuesta por Von Wolzogen Kiihr y Van Der
Vlugt!" V2. Esta teorfa establece que las BSR utili-
zan el H® de una superficie metslica polarizada ca-
tédicamente para su respiracién anaerdbica, a tra-
vés del proceso desasimilatorio del sulfato (reduc-
cién de sulfato a sulfuro como via energética) v,
por consiguiente, el aumento de la velocidad de
corrosion del acero se produce por efecto de la des-
polarizacién. Esta y otras teorfas, tales como la for-
macién de una pelicula poco adherente de sulfuro
ferroso, catédica al metal base, que acelera la velo-
cidad de corrosién y la accién directa de metaboli-
tos agresivos como el H,S, se encuentran actual-
mente en estudio. Asi, el objetivo de este trabajo
fue evaluar la teorfa de despolarizacién catédica,
utilizando la técnica de permeacién de hidrégeno
de Devanathan y Stachurskil, una lamina inerte
de paladio y la bacteria Desulfovibrio desulfuricans
ssp. desulfuricans.

2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los ensayos de permeacién de hidrégeno se desa-
rrollaron por duplicado en una doble celda tipo
Devanathan y Stachurski”), siguiendo el montaje
experimental de Ford y Michell® V4 (Fig. 1), utili-
zando una ldmina de paladio de 1,0 mm de espesor
con un drea de exposicién de 3,14 cm?, una solu-
cién de NaOH 0,1 N (pH: 12,5) en una celda y, en

la otra, el medio de cultivo ATCC 1249 (MgSOy:
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Figura 1. Doble celda electroquimica para evaluar permea-
cién de hidrégeno.

Figure 1. Double electrochemical cell to evaluate hydrogen
permeation.
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2,0 gr; citrato de sodio: 5,0 gr; CaSOy4: 1 gr;
NH,Cl: 1gr; K;HPO4: 2,5 gr; lactato de sodio:
3,5 gr; extracto de levadura: 1,0 gr; agua destilada:
1,0 gr; Fe(NH,4),(SO,); al 5 %: 2 %; resarsurina al
0,2 %: 0,1 gr; ascorbato de sodio al 5 %: 1 % vy tio-
glicolato de sodio al 5 %: 1 %, desaireado con ni-
trégeno gas de alta pureza, pH: 7,2, T: 37 °C, esté-
ril o inoculado con la D. desulfuricans ssp. desulfuri-
cans ATCC 7757). El inéculo correspondié al
10 % del volumen de medio de cultivo a una con-
centracién de 108 cel/ml.

Para la deteccién del hidrégeno permeado se
aplicé un potencial de oxidacién en los rangos de
inmunidad del paladio (-0,3V vs ECS)2, regis-
trandose las correspondientes corrientes de oxida-
cién o permeacién (Fig. 2).

La validacién del ensayo experimental, se logrd
aplicando una polarizacién catédica potenciostati-
ca al Pd expuesto en el medio de cultivo estéril,
desde —0,5 V hasta —1,8 V vs ECS, con una veloci-
dad de barrido de 50 mV cada 5 a 10 min, para lo
cual se instal6 el sistema electroquimico presenta-
do en la figura 3. Una vez demostrado ésto, se de-
sarroll6 el ensayo de permeacién sin polarizacién
catédica (Fig. 4), registrando las respuestas de co-
rriente de permeacién y el potencial del paladio
expuesto al desarrollo bacteriano. Posteriormente,
se realizé el ensayo de permeacién con polariza-
cién catédica (Fig. 3), manteniendo fijo un poten-
cial de 1.000 mV vs ECS por 17 h, tanto en el me-
dio de cultivo estéril como en el inoculado. Esto se
hizo con la finalidad de establecer diferencias de
permeacion con y sin bacteria.
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Figura 2. Diagrama de Pourbaix del Pd.
Figure 2. Pourbaix Diagram of Pd.
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Figura 3. Celda de permeacién con polarizacién catédica.

Figure 3. Permeation cell with cathodic polarization.
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Figura 4. Celda de permeacion sin polarizacién.

Figure 4. Permeation cell without cathodic polarization.

Antes de colocar nuevamente la l[dmina en la
celda electroquimica, se desorbié el hidrégeno res-
tante, se preparé la superficie con lija 600 y se co-
locé en etanol al 100 % por 5 min con ultrasonido.

El crecimiento poblacional de la D. desulfuri-
cans en la celda electrolitica durante los ensayos
sin y con polarizacion, se evalué por la técnica de
dilucién por extincion!®. Adicionalmente, en la
celda electrolitica con polarizacién, se cuantificé
el desarrollo bacteriano por la técnica de placa ver-
tidal® y se caracterizé morfolégicamente la D. de-
sulfuricans utilizando Microscopfa Electrénica de
Barrido.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de iniciar la discusién de los ensayos de per-
meacion, es importante analizar el crecimiento de
la D. desulfuricans en la celda electrolitica. Al res-
pecto se observé un buen desarrollo bacteriano sin
y con polarizacién catédica. El contaje bacteriano
reporté un crecimiento en ordenes similares para

ambos ensayos (Tabla 1), determindndose a las
18 h valores entre 10°-10'° cel/ml.
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Tabla I. Contaje de la D. desulfuricans en la celda
electrolitica con y sin polarizacién catédica

Table I. Desulfovibrio desulfuricans ssp disulfuricaus growth
with and without polarization

Tiempo Sin polarizacion Con polarizacién
(h) (cel/ml) (cel/ml)
0 10%-107 10%-107
3 107-108 10%-107
6 107-108 107-108
9 108-10° 107-108
12 108-10° 107-108
15 108-10° 108-10°
18 10%-10% 10%-10%
21 10%-10% 10%-10%
24 10%-10% 10%-10™

La figura 5 muestra un detalle de la biopelicula
desarrollada sobre el Pd en uno de los ensayos de
permeacién sin polarizacién, observdndose una
alta densidad celular con la morfologia tipica del
género utilizado (vibrios entre 1,0-1,5 um)lé],
mientras que la figura 6, muestra la curva de creci-
miento poblacional en uno de los ensayos con po-
larizacién, donde se observa una curva tipica con

Figura 5. Biopelicula de D. desulfuricans sobre Pd.
Figure 5. D. desulfuricans biofilm on Pd.
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Figura 6. Crecimiento poblacional de la D. desulfuricans en
la celda electrolitica con polarizacién catédica.

Figure 6. D. desulfuricans count in the electrolytic cell with
cathodic polarization.
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su fase de adaptacion hasta las 6 h y luego la fase
exponencial con un desarrollo mdximo de
19 x 10! UFC/ml a las 24 h. Segin estos resulta-
dos la bacteria D. desulfuricans se desarrolla inde-
pendientemente de la polarizacién (Tabla 1), lo
cual permite establecer que esta bacteria no nece-
sita de superficies polarizadas catédicamente con
HO para la desasimilacién del sulfato (respiracion
anaerébica) y que ésto lo hace por encontrarse en
un medio enriquecido con lactato, cuya fuente car-
bonada es oxidada en la pared celular de la bacte-
ria en su proceso desasimilatorio generando hidré-
geno atémicol.

En relacién con los ensayos preliminares de
permeacién de hidrégeno con polarizacién catédi-
ca, éstos permitieron corroborar la efectividad de
la técnica de permeacion y del montaje experi-
mental para evaluar si la 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
(Fig. 7). Con estos ensayos se determiné que en los
primeros 80 min de polarizacién, la membrana de
paladio se satura de H’ y a medida que continda la
polarizacién comienza a aumentar la corriente de
permeacién, alcanzdndose valores de 1300 pA
(414 pA/em?) a un potencial de —1,8 V vs ECS.
Esta corriente de permeacién tan alta en el paladio
se debe a que éste es un material que presenta una
alta solubilidad de hidrégeno y que, ademds, no
contiene fases secundarias o inclusiones como el
acero que puedan reducir la velocidad de difusién
aparente del metal.

Una vez confirmada la aplicabilidad de la técni-
ca, se realizaron los ensayos de permeacién sin po-
larizacién catédica en medios de cultivos con bac-
terias (Fig. 8), determindndose que las corrientes
de permeacion fluctuaron entre 0 a 2 pA (0 a
0,64 pA/cm?), siendo esto reportado por otros in-
vestigadores como despreciable!. Estos resultados
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Figura 7. Corriente de permeacién con polarizacién cat6-
dica hasta 1,8 V vs ECS en medio estéril.

Figure 7. Permeation current with cathodic polarization up
to =1.8 V vs SCE in a sterile medium.
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Figura 8. Permeacién de hidrégeno por duplicado de la D.
desulfuricans sin polarizacion.

Figure 8. D. desulfuricans count in the electrolytic cell, with
and without cathodic polarization.

indican que esta bacteria, D. desulfuricans ssp. de-
sulfuricans, no genera H® extracelularmente capaz
de permear, a pesar de que en su proceso metabdli-
co produce organotréficamente, a nivel de su
membrana, el H® necesario para reducir los sulfatos
a sulfuros, siendo éste excretado como H;S por la
bacteria, segin las siguientes reacciones:

2CH;-CHOH-COONa + 2H0 >,
— 2CH;COONa + 2CO, + 8H°

SO7 + 8H° - H,S + 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 amonio ferroso
agregada al medio de cultivo, generando FeS que
precipita sobre el metal y H*, segtin la siguiente re-

acciont®l:

Fe** + HS" — FeS | + H* (3)

Segtin estas reacciones y los resultados obteni-
dos, se confirma que no hay produccién neta de
HP, siendo ésta la razén por la cual no se determi-
naron corrientes de permeacion, ya que no ocurrié
ningln tipo de reaccién sobre el paladio que indu-
jera a la reduccion de los iones hidrégenos presen-
tes en el medio.

En los ensayos de permeacion con polarizacién
catédica en medio estéril (Fig. 9) e inoculado (Fig.
10) se determind lo siguiente:

En medio estéril, a los 165 min, aproximada-
mente, se observaron corrientes maximas de per-
meacion de 73 y 65 QWA para cada ensayo, Ipl e Ip2
respectivamente. Posteriormente, estas corrientes
disminuyeron debido a la formacién de una pelicu-
la de color ambar, producida por la precipitacion
de las sales existentes en el medio de cultivo y el
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Figura 9. Corriente de permeacién por duplicado mante-
niendo un potencial catédico de —1.000 mV vs ECS en me-
dio esteéril.

Figure 9. Duplicate permeation current maintaining a cat-
hodic potential of ~=1000 mV vs SCE in a sterile medium.
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Figura 10. Corriente de permeacién por duplicado mante-
niendo un potencial catédico de —1.000 mV vs ECS en me-
dio inoculado.

Figure 10. Duplicate permeation current maintaining a cat-
hodic potential of ~1000 mV vs SCE in a inoculated me-
dium.

aumento del pH en la interfase metal-solucion,
producto de la polarizacién inducida. Los andlisis
por MEB realizados posteriormente sobre una
membrana de acero al carbono, sometida al mismo
ensayo, indicaron que esta pelicula estd compuesta
principalmente de fésforo y calcio.

En el medio inoculado, a los 175 min, aproxi-
madamente, de haberse iniciado el ensayo en me-
dio estéril, se determinaron corrientes méximas de
permeacién de 50 y 40 LA para cada ensayo, Ipl e
Ip2 respectivamente, y luego una disminucién pro-
gresiva hasta 30 WA, aproximadamente, a los
470 min, observdndose después un incremento
progresivo hasta los 80 LA, aproximadamente, a
los 1.000 min. En este caso, la disminucién de co-
rriente hasta 30 HA después de la inoculacion,
también puede deberse a lo explicado anterior-
mente en el ensayo sin bacterias y, adicionalmente,
a la precipitacion de una pelicula no compacta de
FeS con sitios activos donde las células bacterianas
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adheridas al paladio se desarrollan produciendo
H*, el cual se reduce y permea, aumentando nue-
vamente la corriente de permeacién a los 470 min.

La figura 11 muestra, comparativamente, el
comportamiento de la permeacién en el medio es-
téril e inoculado, observandose claramente el efec-
to bacteriano sobre el aumento de la corriente de
permeacién, debido, como se dijo anteriormente, a
la contribucién de los protones (H*) generados por
la disociacién del sulfuro de hidrégeno, producido
localmente por la BSR en su proceso metabdlico,
los cuales son reducidos rapidamente a H® por el
potencial catédico aplicado.

Para explicar el aumento de la corriente de per-
meacién una vez inoculado el medio, también se
analizé el efecto catédico de la pelicula de FeS ad-
sorbida junto con las bacterias sobre el paladio.
Para ello, se revisaron las investigaciones realizadas
por Ford et al.¥ utilizando paladio y BSR. Ellos de-
mostraron que sobre el paladio, la pelicula de FeS
inhibe la permeacién en lugar de promoverla,
cuando se burbujea H, en la solucién. Sin embar-
go, en el presente trabajo (Fig. 11), se observa que
aumenta nuevamente la permeacién después de los
470 min, a pesar del FeS presente, lo cual puede
ser atribuido al efecto local de las bacterias sésiles y
a la polarizacién impuesta, que permite que los io-
nes H* producidos por la bacteria sean reducidos.
Segiin este anilisis, sobre el paladio no ocurrird
permeaciéon de hidrégeno en medios inoculados
con esta bacteria, a menos que se induzca una po-
larizacién catédica, diferencidndose del acero al
carbono, donde puede darse la permeacién sin po-
larizacion catédica debido a que el material se co-
rroe, reduciéndose los protones (H"). En este caso,
los sulfuros si actian como venenos catédicos,
siendo esto perjudicial desde el punto de vista de la
fragilizacion por hidrégeno del acero.
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Figura 11. Curvas de permeacion comparativas en medio
de cultivo estéril e inoculado con polarizaciéon catédica.

Figure 11. Comparative permeation curves in sterile and
inoculated medium with cathodic polarization.
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En la figura 11 también se observa un desfase de
20 HA, aproximadamente, entre las méximas co-
rrientes de permeacién, lo cual no tiene explica-
cién. Sin embargo, lo mds importante es la repro-
ducibilidad de cada ensayo de manera indepen-
diente, lo que permite explicar el efecto bacteriano
sobre la permeacién de hidrégeno.

En la figura 12, se muestra cémo el incremento
de las corrientes de permeacién estd asociado a la
fase de desarrollo exponencial de la poblacién bac-
teriana, lo cual confirma que existe una relacién
entre las BSR, H;S y los iones H* con la corriente
de permeacion en una superficie de paladio polari-
zada catédicamente.

4. CONCLUSIONES

— La técnica de permeacién de hidrégeno permite
evaluar la actividad en la interfase biopeli-
cula/metal, siendo de gran utilidad para estu-
dios de mecanismos de MIC.

— La D. desulfuricans ssp. desulfuricans se desarro-
lla independientemente de que exista una su-
perficie metdlica polarizada catédicamente car-
gada de H®, ya que esta bacteria es capaz de ge-

<

3.000 w0 JF
=

2500 [~ =

80 o

B 0
o - [$}
= 2000 1]
) 60
= 1.500 E
E v ]
&) 0 9
w - ()]
5 row °
0 2

500 [~ S

:Ip £

0 . K . \ L . vem o &

o 100 200 300 400 500 500 700 800 900 (6]

Tiempo (min)

Figura 12. Relacion de las corrientes de permeacién con el
crecimiento poblacional de la D. desulfuricans en la celda
electrolitica.

Figure 12. Relationship of permeation currents and D. de-
sulfuricans population growth in the electrolytic cell.
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nerar los H® necesarios para reducir a nivel ce-
lular los sulfatos a sulfuros, sin produccién neta
de H°.

— La teorfa de despolarizacién catédica no es el
principal mecanismo de accién de las D. desul-
furicans ssp. desulfuricans en el proceso de MIC.
Por lo tanto, estudios de permeacién utilizando
ldmina de acero al carbono serdn realizados
para aclarar dicho mecanismo.

— LaD. desulfuricans no genera condiciones de re-
duccién sobre el paladio para que el H* produ-
cido por las H;S se reduzca y permee. No obs-
tante, aumenta significativamente la permea-
ciéon de hidrégeno bajo condiciones de
polarizacién catédica, por lo cual es importante
considerar esta actividad en aceros susceptibles
a la fragilizacién por hidrégeno.
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