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Introduccién

La corrosion metalica es un fendmeno espontaneo comun en materiales metalicos
refinados. Esta se puede describir como una oxidacion acelerada y continua que
desgasta, deteriora y que incluso llega a afectar la integridad fisica de las
estructuras. Entre sus implicaciones industriales importantes se encuentran: pérdida
de produccion por la degradacion de los materiales, contaminacion ambiental,
reduccion en la eficiencia y rentabilidad de las operaciones. La corrosion
influenciada microbiol6égicamente (CIM) es un tipo de corrosion en donde por accién
del metabolismo bacteriano se origina o0 aceleran el proceso de degradacion de
metales y aleaciones, es una preocupacion importante para industrias que van
desde la produccion de petréleo y gas hasta la aviacion. Muchos de estos dafios a
la integridad mecéanica de estructuras de produccion, transporte y almacenamiento
de hidrocarburos resultan en pérdidas de fluido con consecuencias ambientales. Por
esta razon, el monitoreo de poblaciones bacterianas potencialmente corrosivas, asi
como la busqueda de alternativas de biorremediacion tienen gran importancia en la
industria de los hidrocarburos.

Desde hace varias décadas se emplean metodologias que permiten determinar el
grado de criticidad microbiol6gica de sistemas susceptibles, tales como la
cuantificacion de bacterias asociadas a corrosién y la determinacion de las
velocidades de corrosion. A pesar de ser herramientas Utiles para monitorear la
integridad mecanica, las metodologias tradicionales de monitoreo presentan serias
limitaciones tales como los largos tiempos requeridos para la obtencion de
resultados y que en su mayoria dependen del cultivo de los variados y muy
exigentes grupos de microorganismos involucrados en el proceso de corrosiéon. A
razon de ello, se ha visualizado la necesidad de implementar técnicas que permitan
la deteccion de dichos microorganismos en menor tiempo, asegurando de esta
forma la ejecucion de medidas encaminadas a la mitigacion de los dafios y pérdidas
ocasionados por corrosion.

Los métodos moleculares tienen una importante repercusiéon en el estudio de las
comunidades microbianas. Las técnicas basadas en el andlisis de los acidos
nucleicos son fundamentales a la hora de detectar, identificar y cuantificar
microorganismos en muestras ambientales. Estas permiten detectar los
microorganismos presentes en comunidades microbianas prescindiendo de la
necesidad de cultivos, reduciendo asi los tiempos y requerimientos para el
tratamiento y procesamiento de las muestras. Algunos de dichos analisis se basan
en la amplificacion de los acidos nucleicos los cuales permiten su deteccion e
identificacion. Uno de los genes marcadores moleculares mas utilizados para la
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identificacion de microorganismos es el gen de ARN ribosémico 16S (16S ARNTr) en
el caso de procariotas y ARN ribosomico 18S (ARNr 18S) en el caso de eucariotas.
En la actualidad existen bases de datos de ADN que contienen todas las secuencias
de ADN conocidas. En el marco del presente trabajo se plante6 estandarizar
técnicas de biologia molecular que permitan detectar e identificar molecularmente a
dos grupos de bacterias aisladas de campos de produccion petrolera, un primer
grupo con potencial corrosivo de tipo sulfato reductor, y un segundo grupo
conformado por bacterias que han mostrado actividad degradadora de
hidrocarburos. Un aspecto relevante del cumplimiento del objetivo es que al final de
este trabajo, la Corporacion para la investigacion de la corrosion (CIC) habré
iniciado la organizacién de un laboratorio de biologia molecular que ampliara las
capacidades técnicas de la institucion.



1 Objetivos

General

« Estandarizar protocolos de extraccion de ADN y PCR utilizando
microorganismos del cepario del laboratorio de Biocorrosion en la
Corporacion para la Investigacion de la Corrosion CIC.

Especificos

» Definir protocolo de extraccion de AND usando cultivos de microorganismos
del cepario del laboratorio de Biocorrosion en la Corporacion para la
Investigacion de la Corrosion.

» Ajustar protocolos de PCR usando primers especificos de grupos de
microorganimos de interés que hacen parte del cepario del laboratorio de
Biocorrosion de la Corporacion para la Investigacion de la Corrosion.
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2 Justificacion

La Corporacion para la Investigacion de la Corrosion - CIC es un Centro de
Desarrollo Tecnologico, enmarcado en la Ley de Ciencia, Tecnologia e Innovacion.
Su portafolio de servicios es muy amplio e interdisciplinar, sin embargo, se
encuentra relegado en algunos aspectos tales como el uso de tecnologias y técnicas
de biologia molecular. Razén por la cual se plantea la creacion de un laboratorio
encaminado a la incorporacion del analisis molecular como estrategia que permitira
mejorar los procesos de cuantificacion de bacterias asociadas a corrosion.

Con este proyecto se pretende estandarizar los protocolos de extraccion de material
genético y PCR que permitan caracterizar microorganismos con potencial corrosivo
de tipo sulfato reductor y bacterias con actividad degradadora de hidrocarburos que
hacen parte del cepario del laboratorio de Biocorrosion en la CIC, ofreciendo un
analisis con mayor sensibilidad y la obtencién de resultados en menor tiempo a la
vez que se pretenden sentar bases para la formacion a futuro de un laboratorio que
permita ampliar la oferta de servicios prestados por la corporacion.
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3 Marco legal

NACE International The corrosion society
NACE Standard TM0194-94 Item no. 21224

Standard Test Method. Field Monitoring of Bacterial Growth in Oilfield Systems
(Monitoreo de campo del crecimiento bacteriano en sistemas petroleros).

Este estandar describe métodos de prueba de campo que son Utiles para estimar
poblaciones bacterianas, incluidas poblaciones bacterianas sésiles, que se
encuentran comunmente en sistemas de campos petroleros. Los métodos de
prueba descritos son aquellos que se pueden hacer en el sitio y que requieren un
minimo de equipo o suministros de laboratorio. Los métodos de prueba descritos no
son los Unicos métodos que pueden usarse, pero son métodos que han demostrado
ser Utiles en situaciones de yacimientos petroliferos. Este estandar esta destinado
a ser utilizado por personal técnico y de campo, incluidos aquellos que no
necesariamente tienen una capacitacion extensa o especifica en microbiologia. Sin
embargo, debido a que la microbiologia es un campo especializado, se proporciona
al usuario cierta informacion y explicacion técnica pertinente y especifica.

Finalmente, las implicaciones de los resultados obtenidos por estos métodos de
prueba estdn mas alla del alcance de esta norma. La interpretacion de los resultados
es especifica del sitio y del sistema y puede requerir mas experiencia de la que
puede proporcionar esta norma.

Este estandar se basa libremente en un documento producido por la antigua
Asociacion de Ingenieria de Corrosiéon (CEA). CEA operé en el Reino Unido bajo los
auspicios de la NACE y el Instituto de Corrosion (Icorr). Esta norma internacional de
la NACE fue desarrollada por el Grupo de trabajo NACE T-1C-21 bajo la direccién
del Comité de Unidad T-1C sobre Monitoreo de la corrosiéon en la produccion de
petréleo y se emite bajo los auspicios del Comité de grupo T-1 sobre Control de la
corrosion en la produccion de petroleo.
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4 Marco referencial

La Corporacion para la Investigacion de la Corrosion - CIC es un Centro de
Desarrollo Tecnologico, enmarcado en la Ley de Ciencia, Tecnologia e Innovacion,
dedicado a la prestacién de servicios especializados, ejecucion de proyectos y
programas Yy desarrollo de productos tecnoldgicos para la gestion de corrosion e
integridad, con el fin de ofrecer al sector productivo soluciones que contribuyan al
fortalecimiento tecnoldgico, econdmico y sostenible del pais. Cuenta con un
portafolio muy amplio de servicios dentro de los cuales se encuentran el laboratorio
de biocorrosién, fisicoquimica, recubrimientos, proteccion catddica, y ofrece
productos como medios de cultivo, entre otros. Esta posee una larga trayectoria
ofreciendo soluciones a las problematicas y necesidades de la industria energética
dentro y fuera de Colombia, lo cual la ha consolidado como una institucion de
renombre. La investigacion en las diferentes lineas tecnolégicas ha sido un pilar
clave para el éxito de esta, facilitando la generacion de soluciones y el desarrollo de
innovaciones promisorias.

4.1 Definicién y conceptos relacionados a corrosion

La corrosion metalica es un proceso electroquimico que genera el deterioro de un
material metalico a consecuencia de un ataque quimico por su entorno. Siempre
gue la corrosién esté originada por una reaccién quimica, su velocidad dependera
de la temperatura, salinidad del fluido y propiedades de los metales expuestos
[Orozco R. et al, 2007]. La corrosion es el proceso de reacciéon de los metales con
el medio ambiente para volver a su estado combinado, el cual es el
termodinamicamente mas estable que en su forma refinada [Anénimo, 2011]. Este
fenédmeno tiene implicaciones industriales muy importantes, pues la degradacion de
los materiales provoca interrupciones en actividades fabriles, pérdida de productos,
contaminacion ambiental, reducciébn en la eficiencia de los procesos,
mantenimientos y sobrecostos. El costo de la corrosion de los metales es
considerado a partir de dos puntos de vista: el costo para la economia de una nacién
y el costo de las medidas de control de corrosion. Se estima que los gastos
atribuidos a los dafios por corrosion representan entre el 3 y el 5 por ciento del
producto interno bruto de los paises industrializados. Se calcula que de cada diez
toneladas de acero fabricadas por afio se pierden dos y media por corrosiéon [H. H.
Uhlig, 2011]. En un esfuerzo por minimizar estas pérdidas, permanentemente se
desarrollan nuevos recubrimientos, se optimizan diseflos, se crean nuevos
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materiales, se sintetizan mejores inhibidores y se optimizan los sistemas de
monitoreo [H. H. Uhlig, 2011].

La importancia de los microorganismos en la corrosiéon de materiales metalicos fue
reportada por primera vez por von Volzogen Kuhr y van der Vlught hace ya mas de
70 afos [H. H. Uhlig, 2011]. Hoy dia, la corrosion influenciada microbiolégicamente
(CIM) es considerada una amenaza importante para productividad de la industria y
se estima que representa el 20% del costo total anual de corrosion [ Blackwood D.J,
2018]. Hoy en dia el coste anual de la corrosién microbiolégica en Espafia es del
2,2% de su PIB. La utilizacion de técnicas adecuadas de proteccion frente a la
corrosion supone un ahorro de hasta el 25% de este coste [Anénimo, 2011]. De
1999 a 2001, Estados Unidos tuvo un total anual de costos directos de
aproximadamente 276 mil millones de dolares, algo asi como 3.1% del PIB de ese
pais. De la misma manera, en Peru, de acuerdo con la empresa Teknoquimica, en
el afio 2000 las pérdidas por corrosion representaron 8% del PIB, es decir,
aproximadamente 1,200 millones de dolares [Orozco R et al, 2007].

En los procesos CIM, diferentes grupos microorganismos participan directa o
indirectamente en el deterioro de la integridad de estructuras metalicas mediante el
favorecimiento de la formacion fisica de celdas de corrosion y/o la generacion de
metabolitos altamente corrosivos para la matriz metalica. Una amplia gama de
procesos microbianos puede causar corrosion. En general, la presencia de
depdsitos inorganicos y las concentraciones diferenciales de oxigeno y cloruro son
parametros importantes que determinan el grado de corrosion. La presencia de una
microflora y fauna en superficies de los materiales alteran el ambiente local,
proporcionando condiciones para la disolucién del metal [Cortés M et al, 2004] Los
principales mecanismos de corrosion microbiologica incluyen: (i) la despolarizacion
catddica; (ii) el ataque por sulfuros; (iii) la captacion directa de electrones por parte
de los microorganismos, incluso a través de mediadores redox; y (iv) el impacto de
los microorganismos en la mineralogia de las peliculas de superficie. El ataque
microbiano se evidencia mayoritariamente por la formacién de puntos localizados
de pérdida de material denominado picado [ Blackwood D.J, 2018].

La amenaza por corrosion microbiolégica se extiende a una amplia gama de
industrias que incluyen yacimientos petroliferos, industrias del papel, de energia
nuclear, industrias alimentarias, entre otros [ H. H. Uhlig 2011, Cortés M et al 2004].

Se ha asociado a una amplia gama de microorganismos con la CIM; entre ellos se
cuentan bacterias anaerobias y aerobias, protozoos, algas, diatomeas y hongos.
Los hongos son conocidos en la degradacion de hormigon, piedra, vidrio y polimeros
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utilizados con fines de proteccion contra corrosion [H. H. Uhlig 2011]. Por su parte
las bacterias, especialmente las bacterias reductoras de sulfato (BSR), han recibido
mayor atencién al estar asociadas a mayores pérdidas economicas [Blackwood D.J,
2018]. Ademés de causar corrosion de manera directa, los microorganismos pueden
metabolizar ciertos inhibidores de la corrosion [Blackwood D.J, 2018], asi como los
aceites lubricantes, lo que lleva a la corrosion por desgaste y fatiga.

El advenimiento de técnicas de biologia molecular ha facilitado el analisis detallado
de la composicién y dindmica de diversas poblaciones microbianas, lo cual ha hecho
evidente que el fendbmeno de la CIM es mas complejo de lo anticipado. Esto se debe
en gran parte, a la variedad de microorganismos y a sus interacciones con el metal
y con el ambiente. Entre los organismos mas representativos se cuentan bacterias
reductoras de nitrato (NRB), bacterias productoras de &cido (BPA), bacterias
oxidantes del azufre (SOB), bacterias oxidantes del hierro (BOH), bacterias
reductoras del hierro (BRH) y metandgenos [Blackwood D.J, 2018].

4.1.1 El biofilm

La CIM es causada en mayor medida por células establecidas en biopeliculas
adheridas a la superficie del metal (bacterias sésiles), y en menor medida por
células planctonicas (bacterias en solucién). Las principales fuerzas impulsoras
para la formacion de biopeliculas son: acceso a fuentes de nutrientes, la formacion
de micronichos favorables, proteccion frente a condiciones ambientales nocivas y
establecimiento de relaciones de cooperacidn con otras especies [Blackwood D.J,
2018].]. Aunque una biopelicula puede consistir en una sola especie, la mayoria de
las biopeliculas naturales contienen consorcios de mudltiples especies, cuyas
acciones pueden combinarse para generar problemas de corrosion mucho mas
graves que las biopeliculas de una sola especie [Blackwood D.J, 2018]. Por
ejemplo, ademas de ser corrosivas por si mismas, las bacterias productoras de
acido pueden producir productos metabdlicos, como los acetatos, que actiian como
una fuente de carbono para BSR que también puede acelerar significativamente la
velocidad de corrosion [Blackwood D.J, 2018]. Incluso si los aerobios no son
corrosivos en si mismos, seguiran consumiendo oxigeno, lo que permitird que se
desarrolle un ambiente anaerdbico en la interfaz biofilm/metal donde las BSR u otros
microorganismos anaerdbicos corrosivos pueden prosperar. Sin embargo, la
situacion se complica por el hecho de que en un consorcio los BSR corrosivos tienen
qgque competir por los recursos con otros microorganismos anaerdbicos no
COITOSIVOS.
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Tipicamente, cuando un metal se sumerge en agua la union de moléculas orgénicas
e inorganicas ocurre dentro de unas pocas horas y se forma un biofilm [Blackwood
D.J, 2018]. Irregularidades en las superficies metélicas tales como juntas porosas
de soldadura, grietas, limites de grano bordes rayados son sitios que presentan una
mayora susceptibilidad a la colonizacion microbiana y por ende a eventos
biocorrosivos. Una vez formadas las biopeliculas, éstas alteran la fisicoquimica
local, favoreciendo la formacion de celdas de corrosion [Blackwood D.J, 2018].

Generalmente, las rutinas de monitoreo de corrosion microbiolégica consisten en su
mayoria de la toma y andlisis del componente bacteriano plantonico, dada su la
facilidad de recoleccion y analisis. En contraste, la toma de muestras de las paredes
internas de una tuberia, lugar en el cual se encuentran los microorganismos que
comprenden la biopelicula y generan corrosion, comprende una logistica mas
compleja.

4.1.2 Mecanismos de la CIM

Los mecanismos de la CIM en ambientes aerdbicos incluyen la accion directa de
subproductos de reacciones metabdlicas, como el caso de &cidos producidos por
Thiobacillus el cual oxida compuestos de azufre produciendo acido sulfarico y el
desarrollo de una forma de corrosion por fisuras que surge cuando las bacterias
oxidantes convierten los iones ferrosos solubles en éxidos / hidréxidos férricos no
solubles que forman tubérculos en la superficie de los metales [Blackwood D.J,
2018].].

En entornos anaerdbicos, se han propuesto una serie de mecanismos para explicar
la CIM, la mayoria basados en BSR. El mas importante de estos mecanismos se
puede dividir en cuatro grupos segun: (i) teoria de la despolarizacion catédica; (ii)
ataque por sulfuros; (iii) la captacion directa de electrones por parte de los
microorganismos, incluso a través de mediadores redox; y (iv) el impacto de los
microorganismos en la mineralogia de las peliculas de superficie [Blackwood D.J,
2018].
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Teoria de la despolarizacion catddica: Consiste en una reduccion de sulfato
asistida por BSR en la que los atomos de hidrégeno adsorbidos se eliminan de la
superficie [Blackwood D.J, 2018].

Ataque por sulfuros: Costello et al. y King y Miller, concluyeron que la
despolarizacidon observada se debe también en parte al sulfuro de hidrogeno
disuelto producido por las bacterias, que causa el desarrollo de una capa conductora
de sulfuro de hierro y se conoce como ataque por sulfuros [Blackwood D.J, 2018].

La captacion directa de electrones: La seria consideracion de la captacion directa
de electrones como un posible mecanismo de CIM surgio del trabajo de Dinh et al
2004. Estos autores demostraron que algunas cepas de BSR y metandégenos que
no pueden utilizar el hidrogeno generado por la corrosion anaerdbica abiotica de los
aceros como intermedios para la transferencia de electrones mostraron tasas de
corrosion mucho mas altas que sus contrapartes que utilizan hidrégeno. Se propuso
asi que estos microorganismos facilitaban la eliminacion de electrones del hierro a
través de un mecanismo que no involucraba al hidrégeno como reaccion catodica
[Blackwood D.J, 2018].

Impacto de los microorganismos en las peliculas de superficie: En la corrosion
abidtica, es bien sabido que la naturaleza de la pelicula que se forma en la superficie
del metal tiene un fuerte impacto en las tasas de corrosién, causando tanto la
corrosion acelerada como la pasiva. Si estas peliculas son protectoras o agresivas
0 no, depende de su mineralogia y esto puede ser alterado por lo que pueden
parecer s6lo cambios sutiles en el entorno local. Ya esté bien establecido que BSR
puede conducir a la formacion de peliculas de sulfuro de hierro no protectoras y que
estas peliculas pueden actuar como catodos extendidos para acelerar el proceso
de corrosion [Blackwood D.J, 2018].

4.2 ldentificacién de microorganismos generadores de corrosion

4.2.1 Técnicas moleculares

La introduccion de métodos moleculares ha facilitado el estudio del comportamiento
de las comunidades microbianas. Las técnicas moleculares permiten detectar, sin
necesidad de cultivo, los microorganismos presentes en comunidades microbianas
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puntuales [Amann, R.l., et al 1995, Muyzer G., et al 1998]. Ello ha revelado la
existencia de una diversidad microbiana anteriormente insospechada, de manera
que por ejemplo, en suelos, de los cuales se pensaba que estaban bien
caracterizados, se ha evidenciado que contienen una diversidad microbiana mayor
que la reportada previamente [ Portillo M. 2007; Fuslong et al, 2002; Axelrood P.E
et al, 2002; Bintrim S.C et al, 1997; Nogales B et al, 1999; Dunbar J et al, 1997,
Kuske C.R et al, 1997; Felske A et al, 1998; Felske A et al, 2000; O"Donnell A.G et
al, 1999].

A pesar de que existen distintos métodos moleculares disponibles, las técnicas
basadas en el analisis de los acidos nucleicos se presentan en la actualidad como
las mas prometedoras a la hora de detectar microorganismos en muestras
naturales.

La PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) es una técnica que permite obtener
millones de copias de un fragmento especifico de ADN, mediante el uso de una Taq
polimerasa que sintetiza cadenas de ADN a partir de un molde existente con la
adicion de nucledtidos puntuales en condiciones especificas. Luego del proceso de
amplificacion, el fragmento de ADN puede ser objeto de un sin niamero de
aplicaciones que incluyen la visualizacion de la diversidad microbiana mediante la
obtencidn de perfiles de comunidades microbianas (o “fingerprints”), la identificacion
de los principales componentes microbianos de la comunidad estudiada, asi como
para protocolos de clonacién, secuenciacion, analisis de restriccion [Portillo M.
2002].

Cada microorganismo posee secuencias de acidos nucleicos Unicas que pueden
ser utilizadas para su deteccion e identificacion. EI gen més utilizado para la
identificacion de microorganismos es el gen de ARN ribosémico, un cronémetro
molecular estable. De hecho, esta macromolécula presenta una serie de
caracteristicas, en base a las cuales fue considerado por Woese como cronémetro
molecular definitivo:

1. Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales.

2. Su estructura y funcion han permanecido constantes durante un tiempo muy
prolongado.

3. Los cambios ocurren de manera suficientemente lenta, como para aportar
informacion de toda la escala evolutiva.

4. EIl tamafno relativamente largo de los ARNr 16S (1.500 nt) minimiza las
fluctuaciones estadisticas.
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5. La conservacion en estructura secundaria puede servir de ayuda en las
comparaciones, aportando una base para el alineamiento preciso.

6. Dado que resulta relativamente facil secuenciar los ADNr 16S existen bases de
datos amplias, en continuo crecimiento [Rodicio M.R et al, 2004].

El uso de otros genes marcadores facilita el monitoreo y estudio filogenético de
grupos bacterianos mas discretos. Tal es el caso de los genes apsA y dsrA usados
para la deteccion de bacterias sulfato reductoras. Estos genes participan en el
metabolismo del sulfato, el principal aceptor de electrones para este amplio grupo
de microorganismos [Wagner M et al, 2005].
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5 Metodologia

5.1 Extraccion de ADN forma rapida

Con el fin de realizar andlisis preliminares, se establecio un protocolo de preparacion
de un extracto crudo de ADN. Para ello se centrifugaron 1.5ml de un cultivo
microbiano en fase exponencial-tardia de crecimiento a 12000 rpm durante diez
minutos. El sobrenadante fue descartado cuidadosamente asegurando la
conservacion del pellet. A éste se adicionaron 100 yL de agua tipo | y se
homogeniz6 cuidadosamente. La suspension fue calentada a 95°C durante diez
minutos, luego de lo cual se centrifugé a 12000 rpm durante diez minutos. El
sobrenadante fue utilizado inmediatamente como templete para PCR.

5.2 Extraccién de ADN genémico

La extraccion de ADN se llevé acabo segun Marmulla et al. [Marmulla et al, 2016],
con algunas modificaciones. Brevemente, a partir de un cultivo microbiano en fase
exponencial de crecimiento se centrifugaron 2 ml a 12000rpm durante diez minutos
descartando el sobrenadante y conservando el pellet. Este fue resuspendido en
150uL de buffer de suspension (Tris-Cl 50Mm, 10Mm EDTA, pH 8, 50 unidades
RNasaA). A continuacién, se adicionaron 150 plL de buffer de lisis (200mM NaOH,
1% wi/v SDS), se mezcl6 vigorosamente y se incub6 a 96°C durante 20 minutos.
Posteriormente, se afiadieron 225 uL de buffer neutralizante (3M Acetato de sodio,
pH 5.5), mezclando por inversion y se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos.
Se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio y se afladié un volumen de etanol
absoluto frio, incubando a -20°C por 20 minutos, posterior se centrifugd a 12000
rpm durante 20 minutos. Una vez descartado el sobrenadante se realizo el lavado
del pellet de DNA con etanol 70% (v/v) frio, centrifugando a maxima velocidad
durante 10 minutos y cuidadosamente se retir0 el sobrenadante. El pellet fue
disuelto en 40 pL de buffer TE y conservado a -20°C hasta su uso.
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5.3 Estandarizacién de los protocolos atrabajar

5.3.1 PCR Primers

Los primers usados en este estudio se encuentran listados en la Tabla 1 y fueron
sintetizados por Biomers.net GmbH [So6flinger, Germany]. Las soluciones stock y de
trabajo de cada primer (100 y 10 pmol/uL, respectivamente) fueron preparadas con
H20 PCR. Las temperaturas de alineamiento tedricas se calcularon tomando en
cuenta el numero de purinas y pirimidinas de cada primer usando la siguiente
formula:

Annealing temperature = (4 (G+C)+2(A+T))—5

G: guanina; C: citosina; A: adenina; T: timina.

Se realizaron ensayos probando las temperaturas de alineamiento para los primers
usando como temperatura +5°C de los valores teoéricos, buscando determinar la
temperatura la 6ptima.

La amplificacion de material genético se realizé en un termociclador mini8 (miniPCR,
Boston, MA). La portabilidad, robustez y bajo precio de este equipo lo perfilan como
una herramienta facilmente usable en campo [Kwon et al., 2016].
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Tabla 3 Oligonucledtidos empleados como cebadores en las reacciones de
amplificacion por PCR.

Primer Secuencia (5°-3’) Temperatura Referencia
alineamiento
°C
Gen sulfato reductasa disimilatoria (dsrA)
DSR1F ACCCACTGGAAGCACG 47
DSR4R GTGTAGCAGTTACCGCA 47
Wagner. M
Gen Adenosina-5"-fosfosulfato reductasa siil 2bte
(apsA)
APST7#F GGGTCTGTCCGCTATCAAT 55
APS8#R GCACATGTCGAGGAAGTCTTC 59
16SRNA
16S_8F AGACTTTGATTATGGCTCAG 51
MOD5
907R CCGTCAATTCCTTTGAGTTT 51
340F CCCTAYGGGGYGCASCAG 57 (Gantner et
1000R GGCCATG NCACYWCYTCTC 51 al. 2011)

5.3.2 Amplificaciéon de genes marcadores definidos por medio de miniPCR.

Las mezclas de amplificacion de PCR contenian 5 pyl de ADN total, 3 yL EZ PCR
Master Mix, 5X Load Ready, 0.5 yL cada primer (10pmol), y ajustada a un volumen
total de 15 uL. La PCR se llevé a cabo en un termociclador mini8 (miniPCR, Boston,
MA) con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95 ° C durante 300
segundos; 30 ciclos de desnaturalizacion (30 segundos a 94 ° C), alineamiento (30
segundos a la temperatura de alineamiento de cada primer ensayado) y extension
(150 segundos a 72 ° C); seguido de una extension final a 72 ° C. Los amplicones
se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (p / v) en 1 x
tampon TBE y usando como colorante Gelgreen (2 uL por 20 uL de buffer TBE
usado en la preparacion del gel).
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5.3.3 Marcador de peso molecular trabajado

El marcador que se uso en los diferentes ensayos correspondia a: Marcador de
ADN de 100 pb, listo para usar.

El marcador de ADN miniPCR ™ de 100 pb contiene 12 fragmentos de ADN
discretos que van desde los 100 pb hasta los 3,000 pb.

bp ng/ 10wl

Figura 1. Marcador de ADN de 100 pb, 0.5 ug
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6 Cronograma de Actividades

PROYECTO
Semana Septiembre |Octubre Noviembre | Diciembre |Enero
Actividad 112 (314 |1 |2]3|4|1]|2(3|4|1|2(3]|4]|1]2

Revision bibliogréafica

Adecuacion de las instalaciones donde se realizara el trabajo
y organizacion de equipos

Charla de introduccién al tema, descripcion de los objetivos,
metodologia, resultados esperados y cronograma

Recepcion del material biol6gico y posterior rotulacion

Puesta en marcha la estandarizacion de protocolos para la
extraccion de DNA

Amplificacibn por medio PCR y posterior visualizacion
usando electroforesis

Charla de resultados parciales

Presentacion de resultados universidad
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Informe final de resultados aprobado luego de revisiones
internas.

Entrega de bithcora de laboratorio y archivos digitales
completos y organizados en las rutas del servidor
designadas.

Revisibn manuales internos para el trabajo en el laboratorio
de biocorrosion
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7 Resultados y discusion

7.1 Implementacién biologia molecular

7.1.1 Comparacion entre los dos protocolos usados para la extraccion de
ADN

Se presentan resultados de diferentes ensayos realizados en los cuales se evalué
la calidad del producto obtenido por los dos métodos de extraccion usando cultivos
de Desulfovibrio spp, para este analisis se discrimino el par de primers usados, el
objetivo fue determinar con cual de los dos se obtenian bandas bien definidas y
ausencia de inespecificas.

Figura 2. Ensayo protocolos de extraccion de ADN. A, extraccion de ADN forma
rapida y B, protocolo con algunas modificaciones de Marmulla et al. Carriles 1-2-3-
5-6 cargados con material genetico. Carriles 4-7 conroles negativos. MP: Marcador
de peso molecular.
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Figura 3. Ensayo protocolos de extraccién de ADN. A, extraccion de ADN forma
rapida, B y C método Marmulla et al con algunas modificaciones. Carrofies 1-2-5-
6-8-9 cargados con material genético. Carriles 3-4-7 controles negativos. MP:
Marcador de peso molecular.

En las figuras 2 y 3, se presentan los resultados obtenidos en diferentes ensayos
de PCR usando primers universales y especificos para BSR comparando los dos
meétodos de extraccion de ADN. Se evidencia la obtencion de bandas especificas
gue corresponden a las esperadas en los dos geles (Figura 2, B. Figura 3, By C) lo
que permite indicar que los dos protocolos funcionan de forma adecuada, sin
embargo, los demas ensayos se realizaron usando el segundo protocolo ya que
este asegura la obtencion de resultados mas fiables producto de la calidad del
material extraido.

7.1.2 Identificacion de microrganismos por medio de marcadores
filogenéticos universales

Los primers universales de 16S usados fueron el par 16S _8F MOD5 y 907R
especifico para bacterias para el cual se esperaba obtener bandas con 939 pb
aproximadamente en tamafio, en el caso de los primers 340F y 1000R especifico
para argueas el tamafio en la banda esperada se encuentra aproximado a las 660
pb. Debido a que la molécula de rRNA 16S contiene regiones altamente variables,
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es usualmente posible el encontrar regiones de 20 a 30 bases que son
completamente exclusivas de una sola especie de bacterias.

7.1.3 Uso de primers

Se trabajo con el par de primers 16S_8F MOD5 y 907R, usando material genético
obtenido a partir de cultivos de Desulfovibrio spp y de Escherichia coli. El fragmento
del gen amplificado contiene regiones hipervariables incluyendo V2 hasta V7 [G.C.
Baker et al. 2003], permitiendo la obtencién de fragmentos de tamafios que abarcan
220 pb hasta 1200 pb. En este caso el tamafio de la banda producto se debe
encontrar en una longitud préxima a las 930 pb.

Se uso6 una temperatura inicial de alineamiento de 52°C luego de realizar el calculo
tedrico de acuerdo con la composicién de cada uno (purinas y pirimidinas) y
correspondientes correcciones, obteniendo como resultado bandas de ADN de
aproximadamente 900 pb para E. coli, el tamafio esperado (Fig. 4A). Se efectud un
segundo ensayo usando una temperatura de alineamiento de 56°C, en esta se
obtuvieron bandas de ADN de aproximadamente 900 pb para Desulfovibrio spp y
de Escherichia coli (Fig. 4B). Sin embargo, se presentaron bandas inespecificas
gue pueden deberse a la formacion de dimeros de los primers, asi como la
temperatura de alineamiento.

B
D

200pb
100pb

Figura 4 A-B. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de los fragmentos obtenidos
por PCR usando primers universales. A. Alineamiento 52°C B. Alineamiento 56°C.
Carriles: MP. Marcador de peso molecular D. Desulfovibrio spp. E. Escherichia coli.
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7.1.4 Identificaciéon BSR

El estudio de la diversidad de las bacterias sulfato reductoras (BSR) tiende a ser un
poco complejo debido a que se encuentran en muchos filos procarioticos y con
frecuencia estan estrechamente relacionadas con los no BSR, los analisis basados
en el gen 16S rRNA son inadecuados para la identificacién de nuevos linajes de
manera independiente del cultivo. Wagner M et al, 2005 propuso una alternativa por
medio del uso de genes marcadores funcionales para la identificacion de procariotas
sulfato reductoras. Lo anterior se realiza por medio del andlisis que compara
secuencias de fragmentos de genes recuperados ambientalmente de (bi) sulfito
reductasa desimilatoria (dsrAB) y adenosina-5-fosfosulfato reductasa (apsA), que
codifican enzimas claves en el metabolismo energético de las BSR.

Se trabajé con los pares de primers DSR1F/DSR4R esperando un amplicon de
tamafo préximo a 2096 pb y APS7#F/APS8#R con un amplicon de longitud 940 pb,
especificos para la identificacién de bacterias sulfato reductoras ya que participan
directamente en el ciclo del azufre. Las bacterias sulfato reductoras son un grupo
fisiolégico que incluye organismos de filogenias muy variadas. Entre estas se
cuentan BSR mesdfilos Gram-negativos (Desulfobulbus spp. Desulfovibrio spp.
etc.), BSR formadoras de esporas Gram-positivas (Desulfotomaculum spp.), BSR
termofilicas (Thermodesulfobacterium spp.) etc [Castro H.F, 2000]. A pesar de su
diversidad, este grupo bacteriano conserva genes claves para el metabolismo del
azufre y que, en consecuencia, son utilizados como marcadores filogenéticos. Para
el presente trabajo, se seleccionaron cebadores dirigidos a la amplificacion de los
genes apsA y dsrA, cuyos productos génicos son requeridos para la reduccion de
sulfato y sulfito, respectivamente.
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Figura 5 Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de los fragmentos obtenidos por
PCR usando primers especificos para BSR. Alineamiento 47°C. Carriles: 1.
Marcador de peso molecular, los carriles 2 al 5 corresponde a las PCR realizadas
con DSR1F/DSRA4R, los carriles 2 al 5 corresponde a la PCR realizada con 2.
Desulfovibrio spp. 3. Desulfovibrio spp. 4. Escherichia coli 5. Control negativo, los
carriles 6 al 9 corresponde a la PCR realizada con APS7#F/APS8#R 6. Desulfovibrio
spp. 7. Desulfovibrio spp. 8. Escherichia coli 9. Control negativo.

Las bacterias sulfato reductoras (BSR), han recibido la mayor atencion porque son
econémicamente las mas destructivas. Estas poseen genes especificos que
codifican enzimas claves de su metabolismo energético. Se realizaron ensayos
usando material genético obtenido de Desulfovibrio spp. para evaluar la
especificidad de estos primers para grupo bacteriano, Escherichia coli fue utilizada
como control negativo pues esta no posee genes para el metabolismo disimilatorio
de azufre inorganico. Las temperaturas de alineamiento ensayadas (Tabla 2.) para
los pares de primers fueron determinadas de acuerdo con la formula empirica que
permite la inferencia de la temperatura optima de acuerdo con la caracteristica de
cada uno. El ensayo a temperatura de 47°C permitié evidenciar bandas luego de la
corrida electroforética para APS7#F-APS8#R como se evidencia en la figura 5.
(Carril 6 y 7) tamafo préximo a las 940 pb. Por lo cual, es viable afirmar que las
condiciones que trabajaron son adecuadas para el par 2 de primers caracteristicos
de las BSR. Se evaluaron estos dos primers con el objeto de estandarizar la
metodologia y en futuros procesos se facilite su uso en paralelo ya que son clave
para la identificacion de los microorganismos puntuales de interés. Los dimeros de
primers se observan mucho mas abajo en el gel (menos de 100 bp). En este caso
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se obtuvieron amplicones inespecificos que sugieren el montaje de una PCR en
gradiente.

De acuerdo con los resultados en la PCR anterior se decidié hacer unos ensayos
modificando la concentracion MgClz, como se muestra en la tabla 2.

Tabla 4 Ensayos Primers genes especificos para la identificacion de BSR y
condiciones evaluadas.

Temperatura de alineamiento

Nombre °
del 56°C
Oligo | 47°C | 48°C | 52°C [\gCl, [MgCl2 [MgCI2 [MgCI2

1.5mM 2 mM 3mM 4mM

Par 1

DSRlF __x __* __x % % __x %
DSR4R
Par 2
APST#F v v v N.AXY | NLA** N.A**, N.A.**
APS8#R
*--: amplicén no detectado

**N.A.: No aplica.

Como resultado de dichos ensayos se observé que con excepcion de algunas
bandas inespecificas (Figura 6), la banda correspondiente al gen dsrA de alrededor
de 2000 bp no fue detectada en ninguna de las condiciones evaluadas, por lo que
se decidié realizar una evaluacion sistematica de temperaturas de alineamiento en

un ensayo de PCR en gradiente.
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1500pb ——
1000pb

500pb

200pb
100pb —

Figura 6 Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de los fragmentos obtenidos por
PCR usando primers DSR (DSR1F-DSR4R) especificos BSR. Alineamiento 56°C.
Carriles: 1. Marcador de peso molecular. Los carriles 2 al 5 corresponden a las PCR
realizadas con DSR1F/DSR4R 2. Desulfovibrio spp MgClz 1.5mM. 3. Desulfovibrio
spp. MgClz 2 mM 4. Desulfovibrio spp MgClz 3 mM 5. Desulfovibrio spp MgCl2 4.mM.

7.1.5 Uso de gradiente PCR para determinar la temperatura de alineamiento
Optima

Ante el hecho de que los resultados obtenidos con el equipo miniBPCR no fueron
satisfactorios para algunos pares de primers al usar las temperaturas de
alineamiento calculadas, se realizé una PCR en gradiente (BIO-RAD, California)
para determinar la temperatura Optima de alineamiento de 3 pares de primers
puntuales. Se us6 un gradiente ya que este permite evaluar un rango considerable
de temperaturas, en este caso tomando como minima 43°C y maxima 60°C de
acuerdo con las temperaturas calculadas para los primers de interés (tabla 3), el
material genético usado fue extraido de un cultivo de Desulfovibrio spp.
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Tabla 3 Temperaturas usadas para PCR en gradiente

POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

TEMPERA |43.0 435 445 458 47.7 502 53.0 554 573 587 596 60.0
TURA °C

Los primers ensayados y la longitud en los fragmentos esperados correspondieron
a: 1. DSR1F/DSR4R, longitud 2096pb; 2. 16S_8F MOD5/907R, 939pb y 3.
340F/1000R, longitud 660pb. Estas longitudes fueron calculadas por medio de un
blast para primers realizado en la pagina https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi y
comparado con el test para primers en https://www.arb-silva.de/search/testprime/.
Adicionalmente que se consulto literatura cientifica como es el caso del par 1 el cual
también fue trabajado por AL Miiller et al (2015) en su estudio analiz6 la diversidad
de tipo dsrAB sulfito reductasas en bacterias aisladas de diferentes ambientes,
obteniendo bandas de tamafo superiores a las 2000 pb.

En la figura 7 se presenta el resultado obtenido del gradiente para el par de primers
DSR1F/DSR4R. Las bandas que se observan alrededor de 200 pb no corresponden
a las de interés, al ser de tamafio muy inferior al esperado (2000 pb). Notablemente,
la aparicion de dichas bandas ocurri6 a temperaturas inferiores a 55°C,
probablemente como resultado de la hibridacion de los primers en regiones
inespecificas del genoma, lo cual es comun cuando se aplican bajas temperaturas
de alineamiento. En consecuencia, se debe ensayar nuevamente con estos primers
y/o evaluar la sintesis de nuevos primers con el objeto de descartar errores de
disefio y sintesis de estos. Una alternativa adicional seria realizar una PCR anidada
como la desarrollada por Giloteaux L .et al (2010) para la deteccion de bacterias
sulfato reductoras presentes en ambientes con baja biomasa y probar con los
primers presentados en el mismo documento los cuales mostraron muy buenos
resultados.
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1500ph —
1000ps —

500ph

200pb ——

100pb ——

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de los fragmentos obtenidos por
PCR gradiente usando primers DSR1F-DSR4R especificos para BSR. MP:
Marcador de peso molecular, carriles del 1 al 11 corresponden a las temperaturas
en los pocillos del gradiente que se presentan en la tabla 3.

En la figura 8, se presenta el resultado obtenido en el gradiente para el par de
primers 16S_8F MOD5/907R, en donde las bandas que se observan coinciden con
los tamanos esperados (935 pb). A temperaturas entre 43-50°C se observa mayor
claridad e intensidad de la banda de ADN, siendo entre 47.7 y 50.2°C (pocillo 5y
6), las temperaturas mas altas en las que se observa amplificacién adecuada y por
tanto las Optimas para evitar, ademas, la hibridaciéon inespecifica de los primers.
Estos resultados confirman lo obtenido en ensayos previos (Figura 1 A-B).

Figura 8 Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de los fragmentos obtenidos por
PCR gradiente usando 16S_8F MOD5/907R universales para bacterias. MP:
Marcador de peso molecular, carriles del 1 al 12 corresponden a las temperaturas
en los pocillos del gradiente que se presentan en la tabla 3.
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En la figura 9, se presenta el resultado obtenido en el gradiente para el par de
primers 340F/1000R para la amplificacion de otra region del gen 16S rRNA que
facilita ademas la deteccion de Archaea. Alli se observo la formacion de bandas
primarias de alrededor de 660 pb, las cuales corresponden al tamafio esperado del
amplicén; sin embargo, se observaron de manera concomitante bandas de tipo
smear de alrededor de 150 bp. Para reducir la formacion de estas bandas se puede
incrementar la especificidad de la reaccién mediante la reduccion de la cantidad de
ciclos, la reduccién en la concentracion de los primers o la adicion de sustancias
como formamida o DMSO. En un estudio realizado por S. Gantner et al. (2011)
usando el mismo par de primers para el analisis de arqueas presentes en muestras
ambientales indicaban que el tamafio del amplicon a esperar correspondia a 660pb
a una temperatura de alineamiento de 50°C concluyendo que dichos primers
presentan una alta especificidad para arqueas. Ademas, sugieren usar albumina de
suero bovino para obtener un producto de amplificacién claro.

1500pb ——
1000pb

660

500pb

200pb —
100pb

Figura 9 Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de los fragmentos obtenidos por
PCR gradiente usando 340F/1000R universales para bacterias. MP: Marcador de
peso molecular, carriles del 1 al 12 corresponden a las temperaturas en los pocillos
del gradiente que se presentan en la tabla 3.

Los resultados anteriores corresponden a los obtenidos hasta la fecha, sin embargo,
se continva realizando ensayos para lograr la estandarizacion de los primers de
mayor interés que corresponden a DSR1F/DSR4R y APS7#F/APS8#R, los cuales
son especificos para la identificacion de las bacterias sulfato reductoras que
corresponden al grupo de mayor importancia en los procesos de corrosion
influenciada microbiolégicamente sin omitir la influencia de los otros
microorganismos.
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8 Conclusiones

Los ensayos realizados evaluando los dos métodos de extraccion de ADN
mostraron resultados similares, lo que permite indicar que aunque con el primer
protocolo no se logra un material de buena calidad el que se obtiene funciona de
manera Optima en protocolos posteriores, sin embargo, para la obtencion de
resultados adecuados se debe trabajar con el segundo método ya que por medio
de este se logra material de mejor calidad, quimicamente limpio y, segun la
literatura, de un alto peso molecular (no fragmentado).

Los resultados obtenidos en las PCRs realizadas usando los primers especificos
para la identificacion de las bacterias sulfato reductoras (BSR) mostraron la
eficiencia del par de primers APS7#F/APS8#R logrando obtener la banda del
tamafo esperado (aprox. 930 pb) y en temperaturas que oscilaron entre los 47 °Cy
56°C. Sin embargo, en el caso del par de primers DSR1F/DSR4R en ninguno de los
ensayos en los que se variaron las condiciones se logro obtener el tamafio de banda
esperado. Referente a los primers universales, los resultados que se obtuvieron
correspondieron a los esperados lo que indica que las condiciones trabajadas fueron
las 6ptimas.
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9 Recomendaciones

Se recomienda continuar con el proceso de estandarizacion de los protocolos de
extraccion y PCR usando los primers especificos para lograr la obtencion de
resultados 6ptimos en las bacterias de interés.

Una vez se logre la estandarizacion de los protocolos con los microorganismos
modelo, se debe continuar con la caracterizacion del cepario del laboratorio de
biocorrosion y es de vital importancia realizar ensayos en muestras tomadas
directamente de estructuras afectadas, de esta forma se evalla la especificad de
los mismos en los microorganismos de interés.

Se recomienda adecuar areas especificas para biologia molecular para tener control
de las variables ambientales que puedan afectar la calidad (reproducibilidad,
repetitividad, etc.) de los resultados.

Finalmente, se sugiere continuar con el plan para promover la introduccion de las
técnicas de biologia molecular al laboratorio de Biocorrosién favoreciendo la
ampliacion del portafolio de servicios de la Corporacion para la Investigacion de la
Corrosion (CIC).
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11 Anexos

Actividades desarrolladas en el laboratorio de biocorrosiéon de la CIC

Pruebas de estabilidad a medios de cultivo BioCIC en viales

Periédicamente se realizan ensayos de estabilidad en los viales BioCIC en los
cuales se busca comprobar las caracteristicas de los medios de cultivo producidos
por el laboratorio de biocorrosion de la CIC.

Metodologia

El procedimiento consiste en la seleccidén de lotes de viales BioCIC para cada uno
de los seis tipos de medios producidos de acuerdo al grupo bacteriano puntual,
medio lactato para las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR), medio Dextrosa Rojo
Fenol (DRF) para las Bacterias Productoras de Acido (BPA), medio Tioglicolato para
las Bacterias Anaerobias Totales (BAnT), medio Luria Bertani (LB) para las
Bacterias Heterotrofas Totales (BHT), medio citrato para las Bacterias Oxidadoras
de Hierro (BOH) y medio tiosulfato para las Bacterias Tiosulfato Reductoras (BTR),
formando paquetes con los mismos con los cuales se realiza el ensayo. De cada
medio de cultivo se le realiza una caracterizacién inicial, analizando los siguientes
pardmetros peso en gramos, volumen aproximado de forma visual, pH mediante
electrodo potenciométrico, productividad y selectividad utilizando cepas ATCC
(American Type Culture Collection, por sus siglas en inglés). Estos son sometidos
a diferentes condiciones ambientales para evaluar de esta forma la influencia del
ambiente en el que se dispongan sobre las caracteristicas de los mismos. Las
condiciones evaluadas son: refrigeracion a 5 °C, incubacion a 35°C y 70°C,
oscuridad, e intemperie. Los monitoreos se realizan al mes cero y mes uno para
incubacion a 70°C, y para las demas condiciones al mes cero, mes cinco y mes seis
finalizando asi la prueba de estabilidad. En cada monitoreo se registran los cambios
gue se hayan presentado en los viales expuestos tales como, cambio de color,
pérdida de peso, perdida de volumen, variacion en pH y demas que puedan indicar
deficiencias en la calidad de los productos evaluados.

En la Figura A se presenta un ejemplo de los paquetes para dos medios DRF y
Lactato.
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Figura A Registro fotografico medios de cultivo usados para pruebas de estabilidad.
Izquierda medio DRF especifico para bacterias productoras de acido, derecha
medios lactato especifico para bacterias sulfato reductoras.

Control calidad viales medios de cultivo producidos

La estrategia usada en el laboratorio de biocorrosion de la CIC para evaluar la
calidad de los viales producidos consiste en una prueba de productividad y
selectividad, usando microorganismos ATCC para cada medio de cultivo y la toma
de pH posterior al proceso de esterilizacion para verificar si cumple con lo
establecido la norma TM 0194 de 2014.

Metodologia

Se seleccionan cinco viales de cada lote producido de viales BioCIC con los cuales
se realiza el ensayo, se usan dos para productividad y selectividad los cuales son
inoculados con cepas puntuales para cada medio producido. El tercer vial se usa
para determinar el pH posterior al proceso de esterilizacion. Los dos viales restantes
se almacenan como respaldo por si se llegase a presentar algun inconveniente.

Cada lote de preparacion de medios de cultivo BioCIC es de aproximadamente 200
viales, se le realiza el control productividad, selectividad (Figura B) y pH antes de
ser entregados al cliente. Los criterios de productividad en los resultados esperados
van de 0 a 2, entendiendo 2 como resultado 6ptimo lo cual indica que el medio
cuenta con las caracteristicas adecuadas para permitir el crecimiento de los
microorganismos de interés y 0 indica que el medio no presenta las caracteristicas
y condiciones adecuadas para su uso, lo cual implica realizar un proceso de
trazabilidad para identificar el origen del defecto y controlarlo y de esta manera,
evitar la produccion de lotes defectuosos.
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En cuanto a los criterios de selectividad, los resultados se esperan que sean 0 ya
que los medios en su composicibn son puntuales para los grupos de
microorganismos de interés por ende el desarrollo de otro microorganismo diferente
al espectro de interés es dificil y si se presenta esto indica un producto no conforme
de acuerdo con los criterios del laboratorio de Biocorrosion de CIC. En cuanto al pH
después de autoclavados los medios de cultivo, si este se encuentra fuera de los
criterios establecidos por norma, pero se obtiene un resultado adecuado en
productividad y selectividad se acepta ya que este no afecta el desarrollo de los
microorganismos de interés.

Figura B Resultado productividad y selectividad conforme a los criterios
establecidos para medio DRF izquierda y Lactato derecha.

Verificacion de dispensadores y micropipetas

Mensualmente se realiza una verificacion de los equipos de medicién volumétricos
del laboratorio de Biocorrosion de la CIC, tanto de las micropipetas utilizadas en
diferentes ensayos de investigacion como especialmente al dispensador usado para
servir los viales BioCIC producidos, garantizando asi la calidad de los mismos y
cumpliendo con las normativas implementadas en el laboratorio como es el caso de
la ISO 17025, la cual exige la verificacion de las herramientas anteriormente
nombradas. Se cuentan con rangos de precision y exactitud establecidos los cuales
garantizan que los equipos funcionan de manera optima.

Metodologia

Se realizan 10 mediciones de los volumenes puntuales depositando el agua en un
recipiente previamente tarado en balanza analitica y se toma los pesos a medida
gue se adicionan los volumenes, para cada uno de los equipos este procedimiento
se repite en tres ocasiones. Luego, los datos son registrados en la carta control
correspondiente obteniendo los resultados referentes a precision y exactitud. Con
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base en los valores que se obtengan para estas condiciones se determina si el
equipo cumple o no con los pardmetros establecidos en el laboratorio.

Control de ambientes

Mensualmente se realiza un control de la calidad ambiental usando un método de
sedimentacion en placa por las diferentes areas del laboratorio, lo cual incluye zona
de mecheros, incubadoras, cabina de seguridad biolégica con flujo encendido, frotis
en la superficie para la misma y trimestralmente se evalla el estado de la lampara
UV de la cabina de seguridad biologica.

Metodologia

El método usado corresponde al de sedimentacion en placa el cual consiste en
exponer cajas con medios puntuales durante un determinado tiempo en las
diferentes areas a monitorear. En el laboratorio para bacterias se usa medio
Standard Plate Count (SPC por sus siglas en inglés), y para hongos Agar Papa
Dextrosa (PDA por sus siglas en inglés), cada caja es expuesta durante treinta
minutos, esto se realiza en las areas previamente mencionadas. La lectura de los
resultados de crecimiento refleja la calidad ambiental, entendiéndose como
resultado 6ptimo la ausencia de crecimiento en los medios expuestos lo cual
asegura que el laboratorio cumple con condiciones Optimas en los diferentes
espacios monitoreados y asi evitando posibles contaminaciones.

Limpieza quimica de piezas metalicas para andlisis microbioldgico
(biocupones)

Los biocupones es otro producto tecnolégico de CIC, los cuales son sistemas de
monitoreo disefiados, producidos y ofrecidos al mercado de acuerdo a la norma
NACE SP 0775-13, como estrategia para monitorear la influencia microbiolégica en
la generacion de corrosion en sistemas de tanques de almacenamiento o lineas de
transporte del sector hidrocarburos. Estas piezas metalicas tienen un disefio
especifico con un area conocida, instalados con un material plastico aislante.
Cuando las facilidades de instalacion no cuentan con sistemas para la instalacion
de los biocupones se utilizan otros disefios de piezas metalicas alargadas de forma
rectangular lijados tipo espejo (cupon) lijados de la misma forma que los
biocupones.

Para cada punto de muestreo, se instala cuatro biocupones y se exponen por
periodos de tiempo (30, 60 o 90 dias). Posterior, se realiza el proceso de retiro y
desmonte. Una vez estos son entregados al laboratorio, se les realiza un proceso
llamado decapado, el cual consiste en un tratamiento superficial de metales para
eliminar impurezas, tales como manchas, contaminantes inorganicos, herrumbre o
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escoria, de aleaciones de metales ferrosos entre otros. En la siguiente Tabla A se
muestran ejemplos claros de cupones y biocupones una vez son retirados de los
sistemas y luego del proceso de decapado.

Metodologia

Una vez son entregados los biocupones o cupones al laboratorio se realiza un
registro fotografico de los mismos en las condiciones que llegan luego que son
retirados de los sistemas en los cuales habian sido expuestos. Posterior, son
sometidos a un proceso de limpieza conocido como decapado en el cual se usan
sustancias que promueven la eliminacion de materia organica, asi como residuos
de 6xido que pueden estar presentes en las probetas de interés. Se aplica Xileno,
HCI con inhibidor de corrosion, agua, carbonatos, agua y etanol en el orden
mencionado dejando en exposicion durante dos minutos y en sonicacion. Finalizada
la limpieza, se realiza un registro fotografico y son sometidos a proceso de
reconstruccién usando técnica de microscopia confocal.

Tabla A. Cupdn laminar tipo espejo una vez retirado del sistema, antes de limpieza
quimica y después del proceso de decapado. Biocupones retirados del sistema y
biocupones nuevos listos para instalar.

Antes de Limpieza Quimica Después de Limpieza Quimica

-
!
i

Antes de Limpieza Quimica Después de Limpieza Quimica
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Se realiza una observacion utilizando un estereoscopio y se realiza un registro
fotografico en aumentos de 20X, 40X y 63X antes y después de la limpieza quimica,
como se observa en la Tabla B para identificar el posible tipo de corrosion y la
ubicacion de picaduras localizadas relacionadas con microorganisomos, u otros
tipos de corrosion como gases disueltos o incrustacion.

Tabla B. Registro fotografico en 20X, 40X y 63X de un biocupdn después de
limpieza quimica retirado de un tanque de almacenamiento

Aumento 20X Aumento 40X Aumento 63X

Microscopia confocal de Biocupones y Cupones Laminares tipo espejo

Una vez se ha realizado el decapado y el registro fotografico en estereoscopio
después de la limpieza quimica de los biocupones o cupones laminares tipo espejo
se procede a realizar microscopia confocal, lo cual permite obtener una
reconstruccién de las zonas afectadas y da un aproximado de la profundidad de las
picaduras en micrometros (um). En la figura C A y B, se observan unas
reconstrucciones en 3D de biocupones expuestos en tanques de almacenamiento
de crudo.

Metodologia

Los cupones o biocupones son observados en aumentos que van desde 140X,
280X, 560X y reconstruccion 560X 3D. Se aplica el principio de la microscopia
confocal el cual se basa en eliminar la luz reflejada o fluorescente procedente de los
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planos fuera de foco. Para ello se ilumina una pequefia zona de la muestra y se
toma el haz luminoso que proviene del plano focal, elimindndose los haces
procedentes de los planos inferiores y superiores. Con los valores obtenidos de
picadura, junto con el tiempo de exposicion y otros factores, se procede a realizar
el calculo de velocidad maxima de picadura en mpy (milésimas de pulgada por afio,
por sus siglas en inglés).

Figura C Ay B se presenta una reconstruccion a 560X 3D por medio de microscopia
confocal de biocupones expuestos en tanques de almacenamiento de crudo.

Una vez realizados los céalculos se clasifica segun la categorizacion de la norma
NACE SP 0775-13 para determinar el grado de criticidad, menores a 5 mpy se
clasifican en Baja, de 5 mpy a 7,9 mpy en Moderada, de 8 mpy a 15 mpy en Alta 'y
mayores a 15 mpy en SEVERA.

Procesamiento para analisis microbiolégico de muestras liquidas y sélidas

El laboratorio ofrece a los clientes, kits de recoleccion de muestras de tipo liquidas
y sélidas para el monitoreo de sistemas asociados a hidrocarburos, para su posterior
envio al laboratorio de biocorrosion y su respectivo procesamiento. Dependiendo de
la concentracion de bacterias que se obtengan se determina el nivel de criticidad
microbioldgica en el que se encuentra el sistema monitoreado.

Metodologia

El procesamiento de las muestras se realiza usando viales BioCIC con medios
especificos para grupos bacterianos de interés, los cuales son procesados de
acuerdo a la técnica Extincion por Dilucién Seriada (EDS) establecida en la norma
TM 0194 de 2014, realizando diluciones consecutivas buscando asi determinar la
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concentracion bacteriana en la muestra y el grado de corrosividad microbioldgica
causada por bacterias plantonicas y/o sésiles en los sistemas de interés. El tiempo
para la obtencion de resultados depende del grupo bacteriano, para el caso de las
bacterias sulfato reductoras el resultado se reporta a los 14 dias como parcial y final
a los 28 dias, para los demas grupos bacterianos el reporte final se realiza a los 14
dias.

Determinacion de ferrobacterias por examinacion en microscopio

Estas son bacterias oxidadoras del hierro que se encuentran de manera habitual en
ambientes proximos a tanques de almacenamiento de crudo, contraincendios y
areas que brinden condiciones para su proliferacion.

Metodologia

Muestras procedentes de campos inoculas en medio citrato y con tiempos de
incubacion finalizados, son observadas bajo microscopio para la determinacién de
ferrobacterias. En microscopio se observan estructuras semejantes a ferrobacterias
acompafiadas de depositos de hierro. La presencia o ausencia se correlaciona con
el crecimiento que se haya obtenido en el procesamiento previo de muestras de las
zonas puntuales de interés usando viales con medio citrato especifico para
bacterias oxidadoras de hierro. Figura D, estructura tipica que se asemeja a
ferrobacterias. Se realizan registros fotograficos en 100X.

Figura D Se observa estructura que se asemeja a ferrobacteria acompanada de
depasitos de hierro.
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