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Abstract

There have been problems in the water-injection systems of the oil industry due to Microbiologically
Induced Corrosion (MIC), associated with the presence of Sulphate-Reducing Bacteria (SRB), which produ-
ce HaS. Several investigators consider that this is the principal cause of bacterial corrosion in natural-wa-
ter storage and distribution systems. Given the fact that other groups of bacteria are not considered in cu-
rrent microbiological treaiments and controls, it would be useful to investigaie the presence of other anae-
robic microorganisms thal produce this aggressive metabolite or its derivatives in water-injection systems.
This article reports on SRB and Non-SRB strains isolated from injection systems and identified by DNA se-
quencing, among them, Desulfovibrio termitidis (SRB) and Escherichia coli (Non-SRB). Evaluation of the ac-
tivity and corrosivity of the two types of bacieria indicated that there was a significant difference in activity
in the seiective media, mainly that sulphide generation by the sulphate dissimilation process is much grea-
ter than that of the group that generates it by fermentation, as well as corrosivity on the carbon steel API 51
grade X65, as determined by open circuil potential, polarization resistance and weight loss during 60
hours’ evaluation in selective media with no ferrous salts. Nevertheless, Scanning Electron Microscopy in-
dicated biofilm development and localized attacks on the steel by both types ol bacteria, which confirms the
need for investigating and considering the role of these Non-SRE anaerobic groups so as to exercise betler
control over bacterial corrosion.
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Corrosividad de bacterias productoras de H,S aisladas
de aguas de formacion utilizadas en la recuperacion
secundaria de crudo

Resumen

La industria petrolera en sus sistemas de inyeccion de agua para la recuperacion secundaria de cru-
do ha presentado problemas de Corrosion Microbiana asociados con la presencia de Bacterias Reductoras
de Sulfato (BRS). productoras de 125; lo cual es considerado por diferentes investigadores como el princi-
pal causante de los problemas de corrosiéon bacteriana en los sistemas de distribucion y almacenamiento
de aguas naturales. Ante lo anteriormente planteado y dado que en los tratamnientos y controles microbio-
logicos acluales generalmente no son considerados otros grupos bacterianos, resulta significativo investi-
gar la presencia de microorganismos anaerobios productores de este metabolito agresivo o de sus deriva-
dos en los sistemas de inyeccion de agua. En este articulo se reporta la evaluacion de la actividad y corrosi-
vidad de una cepa BRS y otra No-BRS aisladas de un sistema de inyeccion ¢ identificadas por secuencia-
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cion del ADN como Desulfovibrio termitidis (BRS) y Escherichia coli (No-BRS). Los resultados establecen
una significativa diferencia de actividad en los medios selectivos seleccionados. Principalmente, la gene-
racion de sulfuro por el proceso desasimilatorio del sulfato es mucho mayor que la del grupo que lo genera
por via fermentativa, al igual que la corrosividad sobre acero al carbono API 5L grado X65 determinada por
los potenciales de corrosion, resistencia de polarizacion y pérdida de peso durante 60 horas de evaluacién
en medios selectivos sin sales ferrosas. No obstante, la evaluacion por microscopia electronica de barrido
indico el desarrollo de biopeliculas y ataques localizados en el acero por ambas bacterias, lo cual confirma
la necesidad de indagar la participacion de estos grupos anaerobios No-BRS y su consideracion a efectos
de realizar un mejor control de la corrosion bacteriana.

Palabras clave: MIC, H2S, SRB, aguas de inyeccion, industria petrolera.

Introduccion

Las primeras descripciones de corrosion in-
volucrando microorganismos fueron hechas a
prineipios del siglo XX: no obstante, fue en la de-
cada de los 80 que se reconocié a nivel mundial
que la Corrosion Microbioloégica genera serios
problemas en la industria petrolera [1]. represen-
tando esto entre un 50 a 90% de la corresion lo-
calizada y un 30% del total de los costos de corro-
sion en esta industria [2].

Un ejemplo de esta problematica es la in-
dustria petrolera venezolana, donde el 40% de la
produccion se obtiene por procesos de inyeccion
de agua para la recuperacion secundaria de cru-
do, controlando los problemas de Corrosion Mi-
crobiologica principalmente en funcion de eva-
luaciones de Bacterias Reductoras de Sulfato
(BRS); lo cual ha generado cuantiosas inversio-
nes en ¢l control microbiologico de las aguas de
inyeccion, dada la persistencia de biocensucia-
miento y corrosion localizada en las lineas de dis-
tribucion de aguas para ia produccion de crudo
[3. 4]. Estos importanies danos se deben princi-
palmente a la reaccion del H,S con el acero al car-
bono, constituyente mayoritario de los sistemas
de distribucion, formando productos de sulfuro
de hierro (Fe S,). los cuales reducen el area de
flujo en las lineas y taponan los pozos inyectores
disminuyendo con ¢llo la produccion [3-5].

El contenido de H,S en estos sistemas de
recuperacion secundaria puede ser producto de
reacciones abiodticas por el crudo que acompana
al agua de formacion y/o a actividades bacteria-
nas [4-6], involucrando principalmente a las BRS
por ser productoras de H,S en su metabolismo
respiratorio [1, 7, 8]. No obstante, Magot [9] y
Crolet [10] reportaron cepas No-BRS producto-
ras de H,S involucradas en los productos de co-

rrosion provenientes de tuberias de agua de pro-
duccion de crudo en Africa, resaltando la capaci-
dad de estas bacterias de producir cantidades
significativas de H,S y acidos organicos a partir
de tiosulfato y péptidos, los cuales pueden ser la
anica fuente de carbono y energia de algunas es-
pecies bacterianas. Estos procesos pudiesen ser
mas corrosivos que la reduccion de sulfato por
las BRS, por el gradiente de acidificacion genera-
do [10, 11].

Ante todo lo anteriormente planteado, re-
sulta relevante identificar otros grupos anaero-
bios (No-BRS) productores de H,S presentes en
las aguas de formacion utilizadas en los procesos
de produccion de crudo; soportando las pocas in-
vestigaciones presentadas y generando mas inte-
rés en esta problematica.

Desarrollo Experimental

Toma de muestras en aguas
de formacion y aislamiento de cepas
BRS y No-BRS

Para la evaluacion de cepas productoras de
H,S, se extrajeron muestras de las aguas de for-
macion del Estado Zulia-Venezuela utilizadas en
los procesos de recuperacion secundaria de crudo
presentes en las plantas de Bachaquero (A) y Pun-
ta de Palma (B), siendo ambas receptoras por se-
parado de aguas de pozos totalmente diferentes y
distantes. Es importante resaltar que las caracte-
risticas de estas aguas son variables y difieren en-
tre si, debido a que el proceso de inyeccién es muy
dinamico en cuanto al uso de diferentes pozos,
que envian aguas asociadas variando el contenido
de crudo y calidad fisico quimica-microbiologica.
LaTabla 1 muestra la diferencia en caracteristicas
del agua en ambas plantas, correspondiente cada
una a un muestreo especifico.
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Como se observa, en estas aguas los bajos ni-
veles de O, (disuelto) y la presencia de sélidos son
condiciones favorables al desarrollo de bacierias
anaerobias-facullativas y anaerobias estrictas.

Las aguas extraidas para el analisis micro-
biologico se inyectaron en medios de cultivo selec-
tivos para la diferenciacion de las BRS y No-BRS
productoras de H,S, utilizindose Postgate B
(BRS) y medio Peptona/Extracto de Carne
(No-BRS), ambos recomendados en Standard test
method de la NACE TM0194-94 [12, 13], la utili-
zacion de un medio rico en péptidos y sin compo-
nentes que pudiesen ser utilizados en la respira-
cion de las BRS, permitio garantizar la actividad
metabolica diferencial entre las cepas aisladas.
Ambos medios fueron desaireados con N,(g) de
alta pureza y ajustados a pH 7,2-7,5, para luego
proceder a su purificacion mediante diluciones
seriadas y tras varias diluciones se sembraron en
agar fundido para obtener colonias aisladas de
color negro [14].

En la preparacion de los viales de dilucion
para el aislamiento y preservacién de ambos me-
dios se colocd dentro de los mismos un clavo de
acero al carbono, previa esterilizacion, dado que el
ataque del H,S sobre el acero genera productos
Fe S, de coloracion negra; lo cual permite la detec-
cion visual de la presencia de estos grupos bacte-
rianos. La adicion del clavo en el medio Pepto-
na/Extracto de carne es un indicador fundamen-
tal, ya que el medio no contiene iones ferrosos.

Identificacién de las cepas bacterianas
aisladas

Para la identificacion de las cepas se extra-
joel ADN, usando el reactivo PrepMan™ sobre el
pellet de una colonia aislada segun protocolo del
fabricante (Applied Biosystems), luego el ADN
extraido de las diferentes muestras se amplifi-
caron por separado utilizando el kit de secuen-
ciacion MicroSeq™ 500 16S rDNA Bacterial Se-
quencing o el kit de Big Dye® Terminador v1.1
Cycle Sequencing, aplicando el protocolo facili-
tado por ¢l fabricante (Applied Biosystems). Con
el Big Dye® se utilizaron los primers 385F
(5'-CGGCGTCGCTGCGTCAGG-3") y el 907R
(5-CCGTCAATTCCTTTG AGTTT-3') cada uno
a una concentracion final de 25 pM con 12,5 pL.
de PCR Master Kit 1X (1,5 mM MgCl,, 50 mM
KCI, 10 mM Tris-HCI. 1,25 U TaqDNA polimera-

Tabla 1
Caracteristicas quimicas de las aguas
de formacion evaluadas

Variable

Plantas
B A B
Crudo en agua 5.5 mg/L 0,37 mg/L
Solidos totales 6 mg/L 9,3 mg/L
disueltos
Turbidez 1 NTU 5 NTU
Osaisueito) 20 pg/L 5 pg/L

sa, 0,2 mM dNTPs; Roche Diagnostics), al que se
anadi6 0,8 pL de MgCl, (12,5 pM), y agua hasta
un volumen final de 25 pL, siendo sometida la
mezcla a una primera PCR. Luego se purifico el
ADN y se procedi6 con protocolo del kit para la
segunda PCR. Todos los productos de PCR se
comprobaron por electroforesis en gel de agaro-
sa 1X, a 120V y 20 minutos. Para la secuencia-
cion se precipitdo y preparo la muestra segun
protocolo del ADN ABI Prism™, 310 Genetic
Analyzer, secuenciando 500 pares de bases. Fi-
nalmente, las secuencias obtenidas se compa-
raron con las depositadas en las bases de datos
del NCBI (Nacional Center of Biotechnology
Information) y del EMBL (European Molecular
Biology Laboratory).

Evaluacion de la actividad bacteriana
y corrosividad sobre el acero al carbono
API 5L

Estas evaluaciones se realizaron en dos cel-
das electroliticas separadas, cada una con un
frasco lavador de gases conteniendo solucion fe-
rrosa, logrando asi eliminar los gases sulfurosos
generados por las cepas evaluadas en las celdas.
Igualmente, los medios se mantuvieron a 37°C y
desaireados con N,(g) de alta pureza, durante 60
horas continuas, una con medio Postgate C modi-
ficado, sin sales ferrosas, parala BRSy la otra con
medio Peptona/Exiracto de carne para la
No-BRS. Ambas celdas fueron inoculadas inde-
pendientemente al 10% con indculos de 18 horas,
garantizando una fase exponencial al iniciar los
ensayos en las celdas electroliticas. La actividad
bacteriana se determino mediante analisis de
sulfuro por el método yodométrico del Standard
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Methods 4500-S%-E. La corrosividad fue evalua-
da en electrodos de acero al carbono, revestidos
en epoxi con una cara rectangular plana expues-
ta de 6,0 cm?, colocado dentro de la celda en posi-
cion paralela al eje x y opuesta a éste. Aplicando
para ello registro del potencial de corrosion en
circuito abierto (OCP: Open circuit potential), Re-
sistencia de polarizacion (Rp) a + 10 mV vs OCP
en 0,168 mV/s, usando un Potenciostato/Galva-
nostato PARC 173, y pérdida de peso segun la
norma ASTM G- 1. La morfologia de los productos
corrosivos, biopeliculas y ataques corrosivos fue-
ron observados por Microscopia Electronica de
Barrido (MEB) en un Philips X1.-40.

Resultados y Discusion

Aislamiento e identificacién

Los analisis permitieron detectar la pre-
sencia de grupos bacterianos anaerdbicos re-
ductores de sulfato y no reductores de sulfato,
dado que no hay sulfato en el medio ni sales fe-
rrosas que se correlacionen con la coloracion
negra obtenida del medio No-BRS incubado, lo
que corresponde a la reaccion del metabolito
generado (H,S) con el metal (clavo de acero al
carbono) confirmado por controles negativos.
La produccion de H,S en el caso de laNo-BRS es
producto de la proteolisis o fermentacion anae-
robia, a diferencia de la BRS que es por desasi-
milacion del sulfato presente sélo en el medio
Postgate By C [15]. Las BRS y No-BRS secuen-
ciadas y comparadas con el NCBI y EMBL, asi
como sus porcentajes de homologia son repor-
tadas en la Tabla 2.

Las BRS identificadas pertenecen al género
Desulfovibrio, el cual ha sido cominmente aso-
ciado a la corrosion influenciada microbiolégica-
mente [6-8]. Todas las especies identificadas pre-
sentaron 99% en homolegia molecular.

Con respecto a las No-BRS, se tiene que la
participacion de la familia Enterobacteriaceae en
la produccion de H,S ha sido reportada en la lite-
ratura bien sea por la reduccion de fuentes orga-
nicas o inorganicas. En el caso de Escherichia coli,
con un porcentaje de homologia de 100%, la utili-
zacion de citrato y produccion de H,S es una ca-
racteristica atipica de ésta; sin embargo, hay va-
riantes de esta especie y en algunos casos la capa-
cidad de producir H,S ha sido atribuida a la E. coli
K-12 [16]. Otros investigadores han identificado
diferentes grupos productores de H,S como Sal-
monella sp., Citrobacter sp., Clostridium sp., Pro-
teus sp., Edwardsiella sp., Klebsiella sp [17].

En este estudio los grupos identificados y
seleccionados para la evaluacion de corrosividad
fueron D. termitidis y E. coliya que ambos se ex-
trajeron de una misma muesira de agua y pre-
sentaron el mayor porcentaje de homologia.

Evaluacién de la actividad bacteriana
de las cepas seleccionadas

La Figura 1 representa la variacion prome-
dio de la concentracion de sulfuros y pH de las ce-
pas seleccionadas. Como puede observarse con D.
termitidis la produccion de sulfuro total fue signi-
ficativa ya que se inicio con 134 mg/L proveniente
del inéculo, hasta 1087 mg/L a las 24 horas. Lue-
go a las 60 horas disminuy6 a 821 mg/L. Con res-
pecto a E. coli K-12 se observa una variabilidad en

Tabla 2

Bacterias productoras de HaS identificadas por ADN

Planta de agua

Desulfovibrio termitidis (99%),

Desulfovibrio oryzae (99%)

No-BRS -
Escherichia coli K-12 (100%)
Clostridium bifermentans (97%)

Clostridium Sp. (98%)

Desulfovibrio oryzae (99%) N.L

N.I.: No identificada

Desulfovibrio vulgaris (99%)

Uncultured Bacteroide sp. (94%).
 N.L
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Figura 1. Sulfuro, pH vs tiempo de D. termitidis y E. coli

concentracién de sulfuros, observando un maxi-
mo a las 24 horas con 757 mg/L. un descenso a las
36 h y leve incremento a las 60 horas a 737 mg/L.
Esta variabilidad y baja concentracion, indica que
la proteolisis (descomposicion proteinica) es com-
pleja no soélo en su proceso enzimatico sino por la
generacion de otros productos (CO,, NH,, aminas,
H,O, RCOOH"s) ademas del H,S [18]. Asi la baja
concentracion del H,S con respecto alas BRS posi-
blemente se deba a que éste es un subproducto del
proceso [ermentativo a diferencia de las BRS cuyo
proceso de respiracion genera como producto
principal el I1,S.

La tendencia del pl para ambas bacterias
se observa estable en un rango neutiro para E. coli
mientras que para D. (ermitidis ésta es mas alcali-
na. Sin embargo, dada la relacion de disociacién
del H,S segun el pH (H,S<>HS™ + S7) en el rango
neulro-alcalino la mayor permanencia es del HS’
[18, 19].

Tanto E. coli como D. termitidis generaron
compuestos gaseosos sulfurados, lo cual fue com-
probado por el ennegrecimiento de la solucion fe-
rrosa contenida en el frasco lavador de gases co-
nectado a la celda electrolitica. Segun el metabo-
lismo bacteriano de las BRS el gas generado por
estas bacterias es ¢l 1,5, mientras que en E. coli
posiblemente predominé el sulfuro dimetilico o
mercaptanos, compuestos volatiles propios de la
desulfuracion organica, ademas del H,S, siendo
estos olores en conjunto mucho mas fuertes que el

H,S, enlo que a putrefaccion se refiere [20]; por lo
tanto es probable que la mayor cantidad de sulfuro
se desprendio en fase gaseosa lo que explicaria,
entre otros factores, los valores bajos a nivel de
sulfure disosiado.

Evaluacion de la corrosividad
de D. termitidis y E. coli

El registro promedio del potencial de corro-
sion en circuito abierto del acero al carbono 5L gra-
do X65 expuesto a D. termitidis durante 60 horas se
observa en la Figura 2. En ésta se utilizo el artificio
del tiempo negativo, a fin de darle continuidad al re-
gistro y considerar tiempo cero desde que se inocu-
16 la celda. El potencial de corrosion promedio en la
condicion estéril fue algo estable en =700 mV vs
ECS mientras que el inoculado fue inestable con
cambios subitos tipicos de la actividad localizada
sobre ¢l substrato en el cual se asocia con la forma-
cion de biopeliculas y ataques localizados {21, 22].
Es necesario resaltar, que cormio no hay Fe™ en la
solucion inicial, el H,S generado por la actividad de-
sasimilatoria de la BRS tanto sésil como planctoni-
ca reaccionara directamente con el acero.

La Figura 3 represenia el promedio de los
registros del potencial de corrosion del acero al
carbono expuesto a E. coli. Se observa que el de-
sarrollo de la biopelicula promueve pocos cam-
bios drasticos en el acero expuesto, y las fluctua-
ciones sori mas estrechas con menos cambios su-
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Figura 2. Potencial de corrosién promedio del acero al carbono en medio Postgate C modificado.

-650 -
N
: F
w -670 T Esteril Inoculado
o il
e i |
0 o [

4 o= RV m
: 690 r ik ~ LW ] - | — '.9

/ VY fy il

© — ! 3 — W —_—
© C r bl (T i
e 70+ ‘
pe: L ’
o + |
. t

-730  + ‘

-750 . + t + + + +— ——

-500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Tiempo (min)

Figura 3. Potencial de corrosion promedio del acero al carbono en medio Peptona/Extracto de came.

bitos que D. termitidis, indicando la formacion de
productos mas estables.

La Figura 4 muestra los valores inversos de
la Resistencia de polarizacion, los cuales reflejan
la velocidad de corrosiéon general del material,
destacandose como disminuye la corrosividad
general del acerode 12 a 60 horas de actividad en
ambas cepas, debido a la formaciéon de productos
que de alguna manera estan funcionando como
barrera a las especies corrosivas.

No obstante, es la evaluacion de la superfi-
cie del material la que determinara la agresividad
de cada una de las cepas ya que como es conocido
entre las especie agresivas que ellas generan el

H,S actua localizadamente. Por otro lado, llama
a atencion el hecho de que la Rp haya sido com -
parable para ambas cepas cuando la produccion
de sulfuros fue superior en la BRS con respecto a
la No-BRS, posiblemente debido a la resistencia
de los productos formados sobre la superficie.

La evaluacion duplicada por pérdida de
peso, de los cupones extraidos de las celdas elec-
troliticas, reportdé una velocidad de corrosion
promedio para el acero de 182,21 y 107,72
mg/dmzdia (mdd) expuesto a D. termitidis y E.
coli, respectivamente (Figura 5). Esto, aunque
también es general (Corrosion uniforme) refleja
una diferencia importante entre ambas cepas
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Figura 4. Inversa de la Resistencia de polarizacion
del acero expuesto a D. termitidis y E.coli.

como era lo esperado en funcién de la produc-
cion de H,S.

Evaluacion de la superficie
del material mediante MEB

La evaluacion morfologica de los productos
formados sobre el acero al carbono inmerso en
medio con D. termitidis por 60 horas, indic6 la for-
macion de un producto [ragil, estratificado y hete-
rogéneo sobre toda la superficie (Figura 6); mien-
tras que el producto generado por la cepa E. coli,
presenta lormaciones circulares, con una pelicu-
la mas compacta y homogénea (Figura 7).

La Figura 8 muestra la biopelicula de D. ter-
mitidis formada a las 60 h, nétese la gran canti-
dad de productos entramados entre las células
con morfologia tipica de vibrio y la Figura 9 a E.
coli, con una morfologia atipica, para el género, de
espirilos entre los exiractos del producto.

Las descripciones morfologicas de especies
que exhiben variacion fenotipica puede ser relacio-
nado directamente a las condiciones ambientales
en las que se desarrollan, las cuales pudiesen alte-
rar el balance del sistema enzimatico, en tal sentido
la elongacion compensaria las condiciones desfavo-
rables. Estos eventos no implican de [orma nece-
saria cambios genotipicos [23]. Asi mismo, otros
analisis atin no claros del todo asocian la morfolo-
gia espirilo como un estado morfolégico final, dado
solo en grupos Gram negativos [23], tal como E. coli.

Las morfologias anteriores indican que am-
bos grupos desarrollaron biopeliculas y ataques
localizados, siendo mayores en el acero expuesto
a D. lermiticlis, como era lo esperado segin la pro-
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Figura 5. Velocidad de corrosién del acero
expuesto a las cepas bacterianas.
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Figura 7. Productos sobre el acero expuesto
a E. coli (5000X).

duccién de sulfuroy la pérdida de peso: no asi con
el estudio de Resistencia de polarizacion.

Las morfologias de ataque presentes en las
muestras de acero expuestas por 60 h a las dife-
rentes cepas se observan en las Figuras 10y 11
destacando con mayor generalidad la severidad
del acero expuesto a D. termiticlis.
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Conclusiones

En el agua de formacién procedente, en este
caso, de formaciones geologicas del occidente ve-
nezolano coexisten diferentes grupos anaerobios
y anaerobios facultativos productores de H,S,
que incluyen especies BRS y No-BRS, enfre los
cuales se identificaron especies del género Desul-
Jfovibrio, Escherichia coli, Clostridium y Bacteroide.
Cada una como cepas dominantes en muesiras
de aguas en periodos diferentes.

Las cepas Desulfovibrio termitidis y Escheri-
chia coli K-12, identificadas de una misma mues-
tra de agua, son capaces de afectar la resistencia
a la corrosion del acero API 5L grado X65.

En este estudio la Resistencia de polariza-
cién no fue una técnica muy util para diferenciar
la corrosividad bacteriana sobre el acero API 5L
grado X65.

La pérdida de peso en conjunto con MEB
son técnicas tililes para eslablecer diferencias de
corrosividad bacteriana (la pérdida de peso solo
es utilizable en aceros al carbono).

La aclividad corrosiva resulto ser mayor so-
bre el acero expuesto a la BRS evaluada (D. termi-
tidis) que a la No-BRS (E. coli); no obstante, el sig-
nificativo ataque localizado de la No-BRS y su me-
tabolismo es importante tenerio en cuenta para
controlar los problemas de MIC.
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