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RESUMEN

TiTULO: UN PANORAMA MAS CLARO DE LA CORROSION INFLUENCIADA
MICROBIOLOGICAMENTE: LA RELACION ENTRE LA AGRESIVIDAD DEL SUELO Y LA
COMUNIDAD MICROBIANA RESIDENTE .

AUTOR: CINDY NATHALIA ESPITIA JAIMES'

DESCRIPCION:

Las bacterias son capaces de causar eventos corrosivos, produciendo graves dafos en la
industria. Este fendmeno se conoce como corrosién influenciada microbiolégicamente (MIC). Las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo y la comunidad bacteriana asociada son fundamentales
para predecir la apariciéon de un dano por MIC. En este estudio, las caracteristicas fisicoquimicas
involucradas en los eventos corrosivos: resistividad eléctrica, pH, potencial Redox, presencia de
sulfuros y tipo de suelo; fueron determinadas para cinco muestras de suelo, 548, 549, 550, 553 y
563, tomadas a lo largo de una tuberia subterranea de transporte de petroleo en Colombia.
Utilizando un método basado en logica difusa se determiné el estado de agresividad de cada
muestra. Una caracterizacién microbiolégica de la comunidad bacteriana cultivable se llevé a cabo
por medio de métodos Moleculares (secuenciacion parcial del gen 16S rDNA) para 4 grupos
poblacionales: bacterias heterétrofas totales (THB), bacterias anaerobias totales (TAnB), bacterias
productoras de acido (APB) y bacterias sulfato reductoras (SRB). El propdsito de este trabajo fue
determinar de qué manera las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas del suelo pueden
proveer informacién para diagnosticar un evento corrosivo en una tuberia. De acuerdo al analisis
fisicoquimico del suelo, la muestra 549 fue determinada como corrosiva, con un dafo en la tuberia
del 46%. Sin embargo las muestras de suelo restantes fueron determinadas de acuerdo a sus
caracteristicas fisicoquimicas como no corrosivas y la tuberia en estos puntos también presento
niveles de dafio elevados. La agresividad y metabolismo de algunas bacterias diferentes a las
SRB, ha sido subestimada. El género Clostridium presente en todos los puntos muestreados
podria dar un indicio del dafio en la tuberia. A medida que la accién de las THB, TAnB, APB y las
SRB esté mejor comprendida, es probable que el analisis microbiolégico supere al fisicoquimico
como prueba diagndstica de la corrosion.

PALABRAS CLAVES: 16S rDNA, Caracteristicas fisicoquimicas, Comunidad bacteriana
cultivable, MIC, Suelo.

’ Proyecto de Investigacion
T Facultad de Ciencias Basicas. Escuela de Biologia. Director Dr. Jorge Hernandez Torres.
Codirector Genis Castillo Villamizar



ABSTRACT

TITLE: A CLEARER VIEW OF MICROBIOLOGICALLY INFLUENCED CORROSION:
RELATIONSHIP BETWEEN SOIL AGGRESSIVENESS AND MICROBIAL RESIDENT
COMMUNITY?,

AUTHOR: CINDY NATHALIA ESPITIA JAIMES®

DESCRIPTION:

Bacteria are capable of causing a corrosive event, causing severe damage to the industry. This
phenomenon is known as microbiologically influenced corrosion (MIC). Physicochemical
characteristics of soil and associated bacterial community are the main parameters to take into
account when predicting the occurrence of damage by MIC. In this study, physicochemical
characteristics involved in the most corrosive events: electrical resistivity, pH, redox potential,
presence of sulfur and soil type; were determined for five samples of soil, 548, 549, 550, 553 and
563, taken along an underground oil pipeline in Colombia. Using a method based on fuzzy logic,
aggressiveness status of each sample was determined. Microbiological characterization of the
bacterial community was carried out using molecular methods (partial sequencing of 16S rDNA) for
4 population groups: total heterotrophic bacteria (THB), total anaerobic bacteria (TAnB), acid-
producing bacteria (APB) and sulfate-reducing bacteria (SRB). The purpose of this study was to
determine how the physicochemical and microbiological characteristics of soil can provide
information to diagnose corrosion events in a pipe. According to physicochemical analysis, soll
sample 549 was determined as corrosive, with 46% pipe damage. However, the remaining soil
samples were determined as non corrosive according to their physicochemical characteristics,
despite pipe at these points also showed high levels of damage. The aggressiveness and
metabolism of some bacteria other than the SRB that could be heavily involved in the MIC, has
been underestimated. The genus Clostridium, present in all sampled points, could give an indication
of pipe damage. As the action of THB, TAnB, APB and SRB is better understood, it is probable that
microbiological analysis could exceed physical-chemical analysis as corrosion diagnosis.

KEYWORDS: 16S rDNA, Cultured bacterial community, MIC, Physical-chemical
characteristics, Soil.

* Research Project
¥ Science Faculty. School of Biology. Director Dr. Jorge Hernandez Torres. Codirector Genis
Castillo Villamizar
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INTRODUCCION

La corrosion se presenta cuando los metales o algunas aleaciones pasan de un
estado electroquimico a otro por medio de una ionizacién. Este fenémeno ocurre
en presencia de un electrolito, por lo que consta de dos reacciones: una anddica,
en la que el metal corroido es oxidado dada la pérdida de electrones y una
catddica en la que se presenta una reduccidon y consecuentemente la proteccion
del metal (17).

La adhesion bacteriana y subsecuente formacion de un biofilm heterogéneo da
lugar a complejos sistemas biologicos (9,29). Estos causan cambios quimicos en
la interfaz metal-biofilm contribuyendo a la formaciéon de focos corrosivos en la
superficie del metal. Cuando los microorganismos apropiados estan presentes,
son capaces de iniciar, facilitar y acelerar una reaccién de corrosion. Este proceso
es bien conocido y documentado como  Corrosidon Influenciada
Microbiolégicamente (MIC™) (7,31,55).

La MIC se manifiesta de diversas formas que incluyen picadura, grieta, corrosién
de depdsito y corrosidon por quiebre bajo presion (32). Este tipo de deterioro afecta
muchas clases de industrias. En el sector petrolero, constantemente se registran
rupturas en las tuberias subterraneas por causa de la MIC. (28,57). El suelo que
circunda estas tuberias es un ambiente heterogéneo en el cual la tasa de
corrosion de los metales varia de acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas y

microbiologicas.

Las Bacterias Sulfato Reductoras (SRB”) han sido identificadas como las

responsables de los casos mas severos de la MIC (23,25,49). Por esta razén, son

:Microbiologically Influenced Corrosion
Sulfate Reducing Bacteria

—
——
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el foco principal de los estudios en los dafos a las infraestructuras del gas y del
petréleo. Sin embargo, reportes recientes sugieren que no necesariamente las
SRB estan presentes de manera abundante en todas las comunidades
microbianas asociadas a la corrosién (27,57). Por ejemplo, se han reportados
casos de MIC en tuberias de diesel y nafta en ausencia de SRB (33,36,43), en los

cuales estarian estrechamente relacionadas bacterias aerobias (8,50,54).

Se estima que el 20% o 30% de los dafios en las tuberias de transporte de
hidrocarburos son catalizadas por microorganismos (34). En Estados Unidos se
gastan cientos de millones de ddlares en la reparacién y prevencion de dafos
causados por la MIC, para la produccion, transporte y almacenamiento del
petréleo (15). En Colombia, se estima que los costos por corrosion son
equivalentes al 2,3% de su PIB. Esta cifra con tendencia a aumentar, favorecio la
creacion de una entidad de caracter nacional, la Corporacién para la Investigacion

de la Corrosion (51)

Las comunidades bacterianas asentadas en los focos de corrosion han sido
caracterizadas de muchas formas. El uso del gen 16S rDNA como marcador
molecular para explorar la diversidad y estructura de las comunidades microbianas
ha sido aplicado a varios estudios de muestras ambientales tales como suelo (35),
agua marina (18), sedimentos (24) y lodo granular anaerdbico (41). El anélisis de
las secuencias de DNA ribosomal facilitan la identificacion bacteriana en muestras
ambientales asi como el entendimiento de las relaciones filogenéticas microbianas
(56).

Para cumplir con el tiempo de vida util de las tuberias subterraneas (30 a 50 afos)
y garantizar su fiabilidad, la MIC debe ser controlada y contrarrestada (30). No
obstante, cuando se trata de evaluar la corrosividad de un suelo en contacto con
tuberias, se concede especial atencion a sus caracteristicas fisicoquimicas. Sin

embargo, una vision integral de las comunidades bacterianas asociadas a las

(11])
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caracteristicas fisicoquimicas permitiria contrarrestar mas eficazmente los focos
corrosivos en ambientes especificos. Estudios de este tipo, que profundicen en la

relacién descrita anteriormente no se realizan.

El propésito de este Trabajo de Grado fue el de evidenciar la poblacion de
bacterias cultivables predominantes en cinco focos corrosivos de una tuberia
petrolera, en relacién con las caracteristicas fisicoquimicas del suelo circundante.
Los resultados contribuiran al entendimiento de los factores que deben tenerse en
cuenta en el momento de abordar un estudio sobre corrosion asociada a la MIC y

a la ingenieria para contenerla.

12
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 ESTUDIO DE LA CORROSIVIDAD DEL SUELO

1.1.1 Sitios de estudio y toma de muestras. Las muestras de suelo fueron
tomadas en 5 localidades a lo largo del oleoducto central Ocensa S.A. de la
empresa Ecopetrol. Ubicado en el territorio colombiano con una longitud de 830
km, se extiende desde el piedemonte llanero hasta la terminal maritima de

Covenas (Fig. 1).

Figura 1. Mapa de la Republica de Colombia donde se muestra el trayecto recorrido por el
oleoducto central Ocensa, desde Cusiana hasta Covenas. Los recuadros corresponden a los
puntos de toma de muestras de suelo.
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Cada muestra fue colectada de una zona en estrecho contacto con la tuberia
averiada por corrosion externa, detectada por medio de una herramienta
inteligente. En el caso donde habia biofilm, fue recolectado mediante hisopos
estériles, impregnandolo con la mayor cantidad de muestra e introduciéndolo en
tubos de ensayo con medios para el transporte de las muestras: PBS', dirigido al
procesamiento de microorganismos anoxigénicos ( 8 g/L de NaCl, 0,2 g/L de KClI,
1.44 g/L de NA2HPO4 y 0,24 g/L de KH2PO) y PBA*, dirigido al procesamiento
de microorganismos oxigénicos (PBS, 0,1% de albumina de suero bovino y 0,1%
de azida de sodio). Luego de localizar el punto de dafo de la tuberia, se procedid
a la toma de la muestra de suelo continua al dafio mediante espatulas estériles. 30
g de cada muestra de suelo se depositaron en 30 ml de PBS y 30 ml de PBA,
cada uno almacenado en un frasco de vidrio tapa rosca de cierre hermético con

capacidad para 100 ml. De esta manera se procedio con todas las muestras.

1.1.2 Caracterizacion fisicoquimica del suelo. Se determinaron las siguientes
caracteristicas fisicoquimicas del suelo: pH, presencia de sulfuros, contenido de
humedad, potencial redox, resistividad eléctrica y distribucidn granulométrica.

La medicion del pH se realizé de acuerdo a la norma ASTM® G51-95 (3). La
presencia de sulfuro se evalué de manera cualitativa, teniendo en cuenta el viraje
a color pardo de una tira de acetato de plomo (formacion de PbS). La medicion del
potencial redox se llevd a cabo siguiendo la norma ASTM G200-09 (6). La
resistividad eléctrica de las muestras de suelo se calcul6 de acuerdo a la norma
ASTM G57-95 (5). La distribucion granulométrica se determiné en concordancia
con la norma ASTM D422-63 (4).

1.1.3 Estimacion de la agresividad global del suelo. Se utilizé un método

basado en ldgica difusa (Fuzzy Logic) (40), para evaluar la corrosividad global del

" Phosphate Buffered Saline
* Phosphate Buffered Azide
8 American Section of the International Association for Testing Materials

(14]
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suelo (45). Por este método se consideraron tres estados de agresividad del suelo:
Corrosivo, Moderadamente Corrosivo y No Corrosivo. Cada uno de ellos se
determiné para los factores resistividad, pH, potencial redox, sulfuros vy
granulometria de acuerdo a los valores obtenidos para cada una de las muestras
(Tabla 1). Se asignaron pesos acordes con la influencia de cada caracteristica
fisicoquimica en los eventos corrosivos, determinada por expertos en corrosion
(39) y se construyé una matriz normalizada con los valores obtenidos en cada
estado para cada caracteristica, la cual se multiplicé por los pesos anteriormente
mencionados y dio como resultado los valores para cada estado de agresividad
del suelo (bg, bmc Y bnc). Por medio de un proceso conocido como desfuzzificacion
(12), se determiné el estado de cada suelo, eligiendo el que presentara un mayor

valor.
1.2 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

1.2.1 Recuentos microbiologicos. Las muestras recolectadas se sonicaron a
una frecuencia de 35 Khz durante 2 min. Posteriormente se mezclaron por
inversion 10 veces hasta garantizar su completa homogenizaciéon. Con una jeringa
estéril se tom6 1 ml de la muestra y se inoculdé en 9 ml del medio correspondiente
al grupo bacteriano. El tubo inoculado se incubd por un periodo de 2 a 4 h,
transcurrido este tiempo se procedid a hacer diluciones seriadas de la muestra
original (1:10), de acuerdo al método del numero mas probable (MPN™") (13).
Cada grupo se cultivd en viales cerrados herméticamente con el medio de cultivo
correspondiente, a 32°C (de acuerdo a la temperatura de recoleccion de la
muestra). Se hicieron diluciones seriadas hasta garantizar la ausencia de bacterias
en la ultima dilucion. El procedimiento se realizé por duplicado y el resultado se
expresO en unidades formadoras de colonia por gramo (CFU/g). Las muestras

fueron procesadas antes de 48 h luego de su colecta en campo.

™ Most Probable Number

—
——
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Se desarroll6 un sistema de valoracidon para atribuir un valor cuantitativo, en
funcién de si el conjunto de grupos bacterianos por muestra es o no corrosivo, por
sus caracteristicas metabdlicas y fisiologicas en los procesos corrosivos. Se
asignaron pesos relativos a cada grupo bacteriano, SRB: 0,4; APB': 0,3;
TAnB**: 0,15; THBS: 0,15. De acuerdo a la cantidad de bacterias obtenidas, se
determind un peso relativo (0, 1, 2, 3, 4) segun la magnitud del recuento (No
Detectable, 10'-10%, 10%-10* 10°-10°, mayor a 10° respectivamente) en base a

clasificaciones y criterios que han sido determinados.

1.2.2 Amplificacion microbiana en medios selectivos. 1 ml de cada muestra
se inoculé en 9 ml del medio correspondiente al grupo bacteriano. Los cultivos
mixtos se centrifugaron y los sedimentos bacterianos se usaron para la extraccion
de DNA metagendmico (ver 2.2.3). Cada grupo bacteriano: Bacterias heterétrofas
totales (THB), bacterias anaerobias totales (TAnB), bacterias productoras de acido
(APB) y bacterias sulfato reductoras (SRB) fue sembrado en medios especificos,
Luria Bertani (LB), tioglicolato, DRF y Lactato, respectivamente, de acuerdo a lo
propuesto en la norma de la Sociedad Internacional de corrosion (NACE) (37). Las
bacterias que requerian anoxigenia fueron incubadas en jarras Gas Pack. El
periodo de incubacion dependié del grupo bacteriano. Para las THB, TAnB y APB
fue de 10 dias y para las SRB fue de 28 dias. A todas las bacterias se les evalu6
su cinética de crecimiento mediante indicadores como la turbidez o cambio de

color del medio, a 37°C.

1.2.3 Extraccion del DNA genomico total. EI DNA metagendmico bacteriano
fue extraido de los cultivos bacterianos mixtos, usando un método modificado,
originalmente descrito por Ausbell et al. (1992). Las células fueron concentradas

por centrifugacién a 12.000 g por 2 min y los pellets fueron resuspendidos en 567

T Acid Producing Bacteria
** Total Anaerobic Bacteria
%8 Total Heterotrophic Bacteria

—
——

16




) Grupo de Investigacion en Biotecnologia Industrial y Biologia Molecular
UN PANORAMA MAS CLARO DE LA CORROSION INFLUENCIADA MICROBIOLOGICAMENTE: LA RELACION ENTRE
AGRESIVIDAD DEL SUELO Y LA COMUNIDAD MICROBIANA RESIDENTE

pl de Buffer TE. Posteriormente 30 yl de 10% SDS y 3 ul de 20 mg/ml Proteinasa
K fueron agregados. La suspension se incubd a 37°C durante 1 h. Transcurrido el
periodo de incubacion, se adicionaron 100 yl de 5 M NaCl, luego 80 ul de CTAB-
NaCl y se incubd a 65°C por 10 min. Se agregd un volumen igual de cloroformo:
alcohol-isoamil (24:1) y la mezcla se centrifugd a 12.000 g por 5 min. Al
sobrenadante se le anadi6 un volumen de fenol cloroformo: alcohol-isoamil
(25:24:1) y se repitio la centrifugacion anteriormente descrita. Nuevamente se
recuperé el sobrenadante y se le agregaron 0,6 volumenes de isopropanol para la
precipitar del DNA; se centrifugd 12.000 g por 5 min y el DNA se lavé con 1 ml de
70% etanol. Finalmente, el DNA se resuspendi6 en 25 pl de Buffer TE.

1.2.4 Amplificacion por PCR del gen 16S rDNA. EI gen 16S rDNA fue
amplificado del DNA total usando dos primers bacterianos universales: EUB338F
(5’ACTCCTACGGGAGGCAGCAG3’) y UNIVIO7R (5'CCGTCCATTCCTTTGAG
TTT3’) (2). Estos primers amplifican 570 pb correspondientes a las regiones
hipervariables V3, V4 y V5 de E. coli (11). La reaccion de PCR se hizo en 25 pl
con 50 ng de DNA, 1X Master Mix, 2.0 mM MgCI2, 0.4 mM dNTPs, 0.4 uM de
cada primer y 1.25 U de Taq DNA polimerasa (Promega®). Las amplificaciones
por PCR™ se iniciaron con una desnaturalizacién a 94°C por 3 min, seguida de 30
ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 61°C y 1 min a 72°C, y una extension final a 72°C
por 5 min en un termociclador MJ Research PTC-100. Los productos de PCR
fueron visualizados por electroforesis en gel de 0,8% agarosa, coloreados con
bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989). El tamafio de los amplificados fue
evaluado en comparacion con el marcador de 1 kb (GeneRuler 1kb Plus, 75-
20,000 bp). Los productos de PCR fueron purificados con el kit de Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, Madinson, USA).

" Polymerase Chain Reaction

17
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1.2.5 Clonacion y Secuenciacion. Los productos de PCR purificados fueron
clonados en el vector p-JET 1,2™ (Fermentas) y propagados en células
competentes de E. Coli JM109 (método con CaCl,) de acuerdo con el protocolo de
transformacioén descrito por Sambrook et al. (47). Se efectuaron minipreparaciones
de DNA plasmidico de acuerdo al método propuesto por Zhou et al. (1990), con
modificaciones. Los clones elegidos se pusieron a crecer durante 16 h en 5 ml de
medio LB liquido a 180 rpm y 37 °C. Los cultivos se transfirieron a tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml y se centrifugaron por 1 min a 10.000 rpm. El
sobrenadante se descart6 y las células se resuspendieron con vortex en 100 pl de
TE con 20 pg/ml RNAsa. Se adicionaron 200 ul de solucion TENS (10 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1 N NaOH, y 0.5% SDS) y se agito por inversion hasta
lisar las células. 150 pl de acetato de potasio fueron anadidos y se agitdé por
inversion 10 veces. Posteriormente se centrifugd por 10 min a 12.000 rpm. La fase
acuosa se transfirié a otro tubo de microcentrifuga y se adicioné un volumen de
fenol: cloroformo: alcohol-isoamil (25:24:1). Los tubos fueron mezclados con breve
vortex y se centrifugaron por 3 min a 12.000 rpm. Dos volumenes de 100% etanol
frio fueron afiadidos a cada tubo y se mezclaron por inversion 10 veces. Las
minipreparaciones se incubaron por 5 min en hielo y se centrifugaron 12 min a
12.000 rpm. El sobrenadante fue descartado y el pellet se lavé con 500 ul de 70%
etanol frio, invirtiendo el tubo varias veces. Finalmente se centrifugd 4 min a
12.000 rpm; el sobrenadante nuevamente fue descartado y el pellet resuspendido
en 25 yl de TE. Las minipreparaciones fueron verificadas en geles de 1% agarosa.

El servicio de secuenciacion se contratdé con la empresa Macrogen (Corea).

1.3 ANALISIS DE DATOS

Las secuencias recibidas de Macrogen fueron editadas con el software
Lasergene™ de DNASTAR (10). La conformacion de quimeras se corroboré con
Bellerephon del software Chimera Check™ (26). La atribucién de OTUs se realizd
por medio de las aplicaciones en linea BlastN del NCBI (1) y Classifier del

Ribosomal Database Project (14). Se consideré una identificacion a nivel de
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género cuando las secuencias exhibieron una identidad 295%. Las secuencias
fueron alineadas con el software Muscle (19). La matriz de distancia entre las
secuencias nucleotidicas se calculd con el programa DNADist (21). La curva de
acumulacion de especies se construyo utilizando el software Mothur (48) y

finalmente, el neighbor joining fue construido en el programa MEGA 5.0 (52).

—
——
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2. RESULTADOS

2.1 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL SUELO EN LOS PUNTOS DE
MUESTREO
Las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos analizados se muestran en la
Tabla 1. Los suelos 548 y 563 evidenciaron un pH acido, mientras que los tres
restantes fueron superiores a la neutralidad. La evaluacién cualitativa de sulfuros
resultdé negativa en todos los casos. El contenido de humedad fue alto para las
muestras 548, 549 y 563 (>20%); es decir, los suelos 550 y 553 pueden
considerarse no humedos. La muestra que presento la resistividad eléctrica mas
baja fue el suelo 549 (Q/cm) y por lo tanto propensa a conductividad eléctrica.
Como lo exige la norma ASTM D422-63 (4), para la distribucion granulométrica se
tomdé como referencia un tamafo de grano > 0,075 pm. Teniendo en cuenta el
porcentaje de retencion en esta abertura, la muestra 549 obtuvo el mayor valor y
por lo tanto estuvo compuesta de particulas muy finas. De hecho, durante la
colecta, el suelo 549 fue valorado como arcilla, marga arcillosa y humus. Como se
aprecia en la Tabla 1, los demas suelos exhibieron un tamafio de grano mucho
mas grande. Las muestras 548 y 553 tuvieron un suelo calcareo, compuesto
principalmente de piedras calizas y arena. La composicion de las muestras 550 y
563 fue marga, marga arenosa y arcilla arenosa.
Por otra parte, como se aprecia en la Tabla 1, los valores de potencial redox son
relativamente altos; no obstante, la muestra 549 se destaco por ostentar el valor
mas bajo de todas las muestras de suelo (145,8 mV).
Finalmente, durante la inspeccién automatizada de la tuberia (Smart Pig), el
dispositivo de deteccion de dafio por pérdida de material debido a la corrosion
externa tomo registro para cada uno de los puntos aqui estudiados. Los valores
fueron 45% (548), 46% (549), 27% (550), 38% (553) y 14,4% (563). Es decir, el

punto de mayor averia por corrosion fue el sitio 549.

—
——
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos en los puntos de corrosion.

Cédigo pH Sulfuros Humedad Resistividad Granulometria Potencial
cualitativos (%) eléctrica > 0,075 pm redox (mV

(Q/cm) vs ENH)

548 57 - 23,7 10.000 0,318 193,13

549 79 - 30,0 1.300 82,261 145,8

550 8,1 - 11,0 10.000 1,624 3334

553 73 - 19,1 4.100 2,557 384,3

563 50 - 24,0 180.000 0,817 334,0

2.2 CALCULO DE LA CORROSIVIDAD GLOBAL DE LOS SUELOS

El indice de corrosividad global del suelo es el parametro cuantitativo mas
importante porque involucra todos los parametros considerados en el analisis
fisicoquimico, evitando analizar individualmente cada uno de ellos (22). De
acuerdo al analisis efectuado en este trabajo (Tabla 2), la muestra de suelo 549
presentd un indice que se clasifica como corrosivo. Esto se ve reflejado en los
valores de resistividad eléctrica (1300 Q/cm), la cual tiene una amplia repercusion
en el valor final del indice (45). Ademas, la distribucion granulométrica también
influyé en la corrosividad de la muestra. Las muestras de suelo 548, 550, 553 y
563 fueron calificadas como no corrosivas. Obviamente, los valores de resistividad

elevados y el mayor tamafo de grano condujeron a ese indice.

Tabla 2. Corrosividad global del suelo

Cédigo bc bmc bnc

548 0 0,28 0,72
549 0,58 0,28 0,14
550 0 0,28 0,72
553 0 0,28 0,72
563 0 0,28 0,72

b.: Corrosivo, bye: Moderadamente corrosivo, bn.: No corrosivo

2.3 RECUENTO MICROBIOLOGICO DE CADA MUESTRA DE SUELO
Con el propésito de relacionar la comunidad microbiana alojada en el suelo
perimetral de las tuberias averiadas, se seleccionaron 4 grupos poblacionales de

bacterias para su identificacion molecular, dos de ellos directamente implicados en

(21]
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la MIC (30). Las categorias poblacionales se agruparon asi: Bacterias heterotrofas
totales (THB), bacterias anaerobias totales (TAnB), bacterias productoras de acido
(APB) (42) y bacterias sulfato reductoras (SRB) (20). Aunque las APB y las SRB
ya estan consideradas dentro de las THB y TAnB, fueron tenidas en cuenta como
categorias aparte para revelar la presencia de bacterias con metabolismos

diferentes que crecieran bajo condiciones similares de las APB y SRB.

Tabla 3. Recuento Microbioldégico segiin muestra de suelo

Codigo Grupo Cantidad Peso relativo a Peso Corrosiv.

Bacteriano [CFU/g] la magnitud de relativo Corrosividad dela
aislamiento del grupo Muestra

SRB 10° 1 0.4 0.4

548 APB 10’ 4 0.3 1.2 2.8
TAnB 10° 4 0.15 0.6
THB 10’ 4 0,15 0.6
SRB 10° 3 0.4 1.2

549 APB 10° 4 0.3 1.2 3.6
TANB 10° 4 0.15 0.6
THB 10° 4 0.15 0.6
SRB 10° 2 0.4 0.8

550 APB 108 4 0.3 1.2 3.2
TAnB 10° 4 0.15 0.6
THB 10° 4 0.15 0.6
SRB 10* 2 0.4 0.8

553 APB 10° 3 0.3 0.9 2.9
TANB 10° 4 0.15 0.6
THB 10" 4 0.15 0.6
SRB 10’ 1 0.4 0.4

563 APB 10° 3 0.3 0.9 25
TAnB 10° 4 0.15 0.6
THB 10" 4 0.15 0.6

El recuento microbiolégico realizado revel6 que las SRB no fueron las bacterias
mas abundantes en los suelos analizados. El mayor conteo de este grupo de
bacterias se obtuvo en la muestra 549 con 10° cfu/g. Los demas suelos ostentaron
valores mucho mas bajos (Tabla 3). Interesantemente, el mayor numero de APB
también se encontrd en la muestra 549 con 10° cfu/g. La corrosividad de las
muestras desde el punto de vista del recuento microbiolégico esta definida en
rangos (38). Un valor >3,1 clasifica a la muestra como severamente corrosiva (549

y 550) y un valor en el rango de 2,4 a 3,0 ubica a la muestra en la categoria de

(22]
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corrosividad alta (548, 553 y 563). Microbiolégicamente, segun el recuento, todas
las muestras de suelo presentaron una agresividad alta. La muestra 563 fue la que

tuvo la menor agresividad.

2.4 IDENTIFICACION MOLECULAR DE LA COMUNIDAD BACTERIANA
CULTIVABLE SEGUN MUESTRA DE SUELO

Un total de 108 clones de genes 16S rDNA metagenomicos de todas las
categorias (SRB, APB, TAnB y THB) fueron clonados y secuenciados (Tabla 4).
Todos los clones presentaron una identidad 295% con las secuencias encontradas
en las bases de datos; aquellos con identidades <94 fueron considerados
ambiguos y no fueron tenidos en cuenta en la Tabla 4. La mayoria de las
secuencias (76,9 %) pertenece al phylum Firmicutes y el grupo restante (16,7%)
corresponde al phylum Proteobacteria. Cabe destacar que el sitio 549 fue el que
mayormente presentd secuencias del género Desulfovibrio (7). EI género mas
abundante fue Clostridium con 59 clones y los menos presentes fueron
Sporomusa sp., Propionispora sp. y Desulfoporosinus con un solo ejemplar. El
numero de secuencias en conformidad con las categorias establecidas fue de 66
TAnB, 32 APB y 10 SRB.

Tabla 4. Identificacién de las secuencias obtenidas del gen 16S rDNA, analizadas en la base
de datos del RDP y BLAST de la NCBI, de cinco muestras del suelo.

Cat. Analisis de GenBank Phylum # Secuencias por Suelo Id.
Secuencia 548 549 550 553 563 [%]
TAnB Enterococcus sp. JQ512015 Firmicutes 5 98
TAnB Clostridium sp. JQ512007 Firmicutes 6 9 15 20 9 96
TAnB Sporomusasp. JQ512036 Firmicutes 1 95
TAnB Propionispora sp. JQ512004 Firmicutes 1 95
APB  Paenibacillus sp. JQ512013 Firmicutes 2 97
APB  Bacillus sp. JQ511993 Firmicutes 6 8 99
APB  Enterobacter sp. JQ512000 Proteobacteria 6 6 99
APB  Citrobacter sp. JQ512001 Proteobacteria 4 99
SRB  Desulfoporosinus JQ512037 Firmicutes 1 99
sp.
SRB  Desulfovibrio sp. JQ511999 Proteobacteria 7 2 99
TOTAL 15 28 26 28 11

23
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Se calcularon curvas de rarefaccidon con la aplicacion Mothur, para las
comunidades microbianas de cada punto de muestreo (Fig. 2). El numero de
OTUs en relacion con el esfuerzo de muestreo muestra que las librerias
construidas alcanzan la asintota, indicando que la comunidad bacteriana fue
suficientemente muestreada y que la diversidad es baja por el poco numero de

especies encontradas.

Figura 2. Curva de rarefaccion que muestra el esfuerzo de muestreo realizado en el estudio.
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Un arbol filogenético fue construido con secuencias no redundantes entre todos
los puntos de muestreo y un conjunto de secuencias de referencia extraidas de
Genbank, y pertenecientes a bacterias asociadas a la corrosion, para lograr un
mejor agrupamiento (Desulfotomaculum No. GenBank: DQ208688.1, Azospira
No: DQ863512.1, Pseudomona No: EU795302.1 y Providencia No: EU660370.1).
El outgroup utilizado fue una arqueobacteria (Haloquadratum walsbyi, No.
GenBank: FR746099.1). Como podria esperarse, las secuencias se agrupan en

las dos ramas principales, los Phylum Firmicutes (7) y Proteobacteria (3).
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Figura 3. Arbol filogenético construido mediante Neighbor Joining.
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3. DISCUSION

En este Trabajo de Grado pudimos confrontar los resultados de un analisis
fisicoquimico, con la caracterizacion microbiolégica de cinco muestras de suelo en

contacto directo con focos de corrosidén de una tuberia subterranea.

Como los resultados lo sefialan, la muestra de suelo 549 fue la unica que se
calific6 como corrosiva, lo cual es explicable por diversos factores. El tipo de suelo
fue un factor predominante para determinar esta agresividad. El suelo arcilloso,
presenta un alto grado de retencidén de agua, interviniendo en procesos corrosivos
en funcidn de su permeabilidad y porosidad. Esto a su vez mantiene en el suelo un
contenido alto de humedad que podria determinar la velocidad de la corrosion.
Cuando un suelo es humedo, aumenta la capacidad de disolucién de las sales
presentes en el mismo, mejorando la eficiencia del electrolito y favoreciendo el
desarrollo de algunos microorganismos. Por otro lado, cuando un suelo presenta
un valor bajo de resistividad eléctrica, permite el paso de cargas idnicas y

eléctricas, que facilitan la corrosion (45).

El Potencial Redox es una de las principales herramientas para hacer predicciones
de la agresividad del suelo (16). Un Potencial Redox bajo indica que el suelo
propiciara el crecimiento de bacterias anaerobias dado sus requerimientos de
anoxigenia. La muestra 549 present6 el valor de potencial Redox mas bajo y el
mayor numero de SRB halladas en el estudio, tanto en el recuento microbioldgico,
como en la comunidad bacteriana hallada molecularmente. Pese a esto, un
potencial Redox como el de la muestra 549 no es lo suficientemente bajo para que

sea atribuido como un indicador principal de |la agresividad del suelo.

A pesar de que el potencial Redox es medido en los suelos con frecuencia para
contrarrestar la MIC, puede ser engafioso y proveer falsas conclusiones. En este

estudio fue alto en la mayoria de los suelos indicando que el suelo no facilitaria la
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aparicion de microorganismos anaerobios. Sin embargo el género Clostridium fue
el que estuvo mayormente representado en todas las muestras de suelo, siendo
una bacteria anaerobia. Es probable que las interacciones bacterianas, como la
formacion del biofilm nunca puedan ser tenidas en cuenta a la hora de definir la

agresividad de un suelo fisicoquimicamente.

La muestras de suelo 548, 550, 553 y 563, segun el analisis global, fueron
determinadas con baja corrosividad. El tipo de suelo de estas muestras fue
principalmente arenoso, calcareo y compuesto de piedras calizas. Esta
caracteristica conlleva a una limitada capacidad del suelo para almacenar agua,
que a su vez se ve reflejada en un contenido de humedad bajo. Los valores de pH
en estas muestras y en todo el estudio estuvieron dentro del rango normal del
suelo (5,0- 8,0), que no contribuye a un proceso corrosivo, por lo que la corrosion
dependié de otros factores. Ademas, la resistividad eléctrica, reportada como la
caracteristica fisicoquimica predominante en la determinaciéon de la agresividad

del suelo fue alta.

Preguntamos entonces, ;De qué manera las propiedades fisicoquimicas y
microbiolégicas aportan informacion util para diagnosticar los eventos causales
que estan ocurriendo en un foco de corrosion? En el caso de la muestra 549,
podria decirse que todos los factores contribuyeron para que en este punto, el
46% de la tuberia presentara una pérdida de material por corrosion externa. El
suelo era altamente agresivo, colonizado por SRB (Desulfovibrio sp.) y con una
variedad de géneros que dadas sus diferentes caracteristicas fisioldgicas y
metabdlicas, como las APB (Bacillus sp. Y Enterobacter sp.), pudieron contribuir a

la formacion de un biofilm facilitador de la biocorrosion.

Sin embargo, el mismo panorama no se observa en la muestras 548, 550, 553 y
563 donde el suelo no favorece la corrosion en ningun caso, dadas sus

caracteristicas fisicoquimicas y pese a esto, la tuberia en estos puntos adolece de

—r

[ 27



) Grupo de Investigacion en Biotecnologia Industrial y Biologia Molecular
UN PANORAMA MAS CLARO DE LA CORROSION INFLUENCIADA MICROBIOLOGICAMENTE: LA RELACION ENTRE
AGRESIVIDAD DEL SUELO Y LA COMUNIDAD MICROBIANA RESIDENTE

una pérdida de material del 45%, 27%, 37,94% y 14,4%, respectivamente. La
mayoria de los estudios se han centrado en las SRB como principales
responsables de los eventos corrosivos. No obstante, el género Clostridium ha
sido reconocido en estudios previos como facilitador de la corrosion con un ataque
acido similar al de las APB (53). De acuerdo con algunas investigaciones (44), y
particularmente con nuestros resultados, Clostridium esta presente en una gran
magnitud en los suelos y podria ser responsable de ataques tan agresivos como el
de las SRB . Por otro lado, bacterias que antes no habian sido ampliamente
estudiadas como el género Propionispora, al cual pertenecen bacterias anaerobias
estrictas que no son SRB, hoy tienen un interés renovado debido a que generan
bajas presiones parciales de H; que aceleran la despolarizacion catodica de los

metales (46).

La corrosividad del suelo puede estar influenciada por dos parametros principales:
las propiedades fisicoquimicas ambientales y la comunidad microbiana asociada.
La mayoria de estudios se focalizan en los aspectos fisicoquimicos como lo
relevante para una evaluacion considerada acertada de la corrosividad de la
muestra analizada. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que el recuento
microbiolégico de las categorias que establecimos podria arbitrar conjeturas no
concluyentes sobre los factores causantes de corrosion en casos especificos. Sin
duda alguna, la participacion de cada uno de los miembros de la comunidad
microbiana en la evolucién del fendbmeno corrosivo aun no esta suficientemente
entendida. A medida que la accion de las SRB, APB, TAnB y las THB esté mejor
comprendida, es probable que el analisis microbiolégico supere al fisicoquimico

como prueba diagnéstica de la corrosién.

Este estudio es un primer panorama del problema de la biocorrosion, que integra
el analisis del suelo y el estudio microbioldgico, que causa el deterioro de muchas
tuberias en el mundo. Como un primer paso, nos centramos en las bacterias

cultivables, segun la norma (37), que plantea el uso de medios de cultivo para la
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determinacién de microorganismos asociados a procesos corrosivos en la
industria. Se espera, como continuacion del estudio proceder con un analisis mas

profundo de la accion de los microorganismos del suelo para complementarlo.

—
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4. CONCLUSIONES

Estudios prospectivos del suelo antes de construir estructuras metalicas
subterraneas deben realizarse para evitar las enormes pérdidas causadas por la
MIC. Estos estudios necesariamente deben contener el factor microbioldgico para

comprender la influencia de ciertas bacterias en procesos corrosivos.

Las caracteristicas fisicoquimicas y la comunidad microbiologica residente no
estan directamente relacionadas en todos los casos. Las bacterias son capaces de
crecer en medios con requerimientos minimos por lo que las caracteristicas
fisicoquimicas, ocasionalmente, no predeciran qué bacterias podrian ser halladas
en el suelo. Es necesario realizar los dos analisis y no solo los fisicoquimicos
como se reporta hoy en dia en la mayoria de las inspecciones de suelos

realizadas en la industria.

Para eliminar los vacios de conocimiento que hay en la MIC, métodos moleculares
y microbioldgicos viables, confiables y efectivos deben utilizarse e implementarse.
De esta manera, el aporte de la biologia podra conjugarse con la velocidad de la
industria, y asi, se lograra un mayor entendimiento de numerosos fenébmenos que

aun hoy no estan claramente comprendidos.

—
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