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Resumen: La corrosion microbioldgica y el bioensuciamiento afectan a las instalaciones industriales. El objetivo del trabajo fue estudiar las
bacterias presentes en el agua de recuperacion secundaria (ARS), que utilizan diferentes fuentes de hidrocarburos y aceptores de electrones.
Para ello se realizaron recuentos de bacterias en placa: bacterias aerobias totales (BAT) en medio R2A y degradadoras de hidrocarburos
en MM-PGO, asi como recuentos de bacterias por nimero mas probable (NMP) en: bacterias reductoras de sulfato (BRS), bacterias
anaerobias, bacterias que respiran sulfato, nitrato o hierro y en medios liquidos de bacterias que utilizan gasoil o benzoato con diferentes
aceptores finales de electrones, nitrato, sulfato, y hierro. Se encontr6 una poblacion aerdbica que utiliza hidrocarburos como unica fuente
de carbono y energia y una comunidad anaerobia que puede utilizar los hidrocarburos componentes del gasoil y el benzoato, con aceptores
de electrones como el nitrato y el i6n férrico. En las muestras del yacimiento estudiado, existe una comunidad bacteriana capaz de utilizar
diferentes aceptores de electrones (alternativas al oxigeno) que estdn presentes en el ARS como son SO,y Fe’, y en menor medida NO,,
lo que implica que estas comunidades (respiradoras alternativas de O,) podrian ser las que soportan y dan sustrato al desarrollo de las BSR.

Palabras clave: respiracion de nitratos, sulfatos, i6n férrico, hidrocarburos, benzoato.

Bacterial ecology of water used in secondary petroleum recovery

Abstract: Microbiological corrosion and biofouling affect industrial facilities. The objective of this work was to study the bacteria in
secondary recovery water (SRW), using different sources of hydrocarbons and electron acceptors. The bacterial counts were performed on
plate: total aerobic bacteria (TAB) on R2A medium and hydrocarbon degrading in MM-PGO and bacteria counts for most probable number
(MPN) in: sulfate reducing bacteria (SRB), anaerobic bacteria, bacteria breathing sulfate, nitrate or iron in liquid media and bacteria that
use oil or benzoate as different final electron acceptors such as nitrate, sulfate, and iron. Aerobic population using hydrocarbons as sole
carbon and energy source and an anaerobic community can use the hydrocarbon components of diesel and benzoate as electron acceptors
such as nitrate and ferric iron was found. In samples of the reservoir evaluated, there is a bacterial community capable of using different
electron acceptors (as alternative for oxygen) present in the SRW such as SO,, Fe*", and NO," of minor contribution, implying that these
communities (O, alternatives respirators) could be the supporting substrate and contribute to the development of sulfate reducing bacteria.

Keywords: nitrate respiration, sulfate, ferric ion, hydrocarbons, benzoate.
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Introduccion ocasionan un importante perjuicio al medio ambiente por
derrames en superficie o por contaminacion de acuiferos,
cuando las roturas se producen en pozos inyectores [3].

Los principales microorganismos implicados en la

La corrosion microbioldgicay el bioensuciamiento afectan
a las instalaciones industriales originando importantes

pérdidas econdémicas [1,2]. La industria petrolera es,
particularmente, una de las mas afectadas por el biodeterioro
debido a la gran cantidad de acero que es utilizado en sus
instalaciones. Ambos problemas microbiologicos producen
una disminucion en la produccion, debido a roturas de
instalaciones de superficie y pozos inyectores. Por otro lado,

corrosion de metales son las bacterias anaerobias reductoras
de sulfato (BSR). Estas se han estudiado en yacimientos de la
Patagonia mostrando una importante diversidad, en especial
cuando se encuentran fijas a las superficies [4,5]. Estos
microorganismos son anaerobios estrictos y comparten
el habitat del agua de recuperacion secundaria (ARS) de
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petrdleo con géneros aerobios, anaerobios y anaerobios
facultativos que solo han sido parcialmente estudiados en
la region, las cuales contribuirian en el sistema ecologico
incorporando fuentes de carbono para las BSR [6,7].

El habitat de desarrollo del ARS posee gran variabilidad
de la velocidad de flujo y de las condiciones de temperatu-
ra, aireacion, pH, potencial de 6xido-reduccion, salinidad
y presencia de aceptores alternativos de electrones que se
encuentran en la planta y en la formacion petrolifera por
donde circula el agua. Los hidrocarburos son la mayor fuen-
te de carbono y energia, no siendo suficientes para el desa-
rrollo de la mayoria de las BSR, ya que éstas utilizan un
reducido nimero de compuestos organicos, entre los que no
se encuentran frecuentemente los hidrocarburos [4]. En la
literatura se ha citado la existencia de microorganismos ca-
paces de desarrollarse en presencia de alcanos y cicloalca-
nos en condiciones anaerdbicas de desnitrificacion [8], con
hidrocarburos aliciclicos derivados de la nafta en acuiferos
anoxicos [9] y con productos de la degradacion del benceno
en condiciones andxicas [10].

El objetivo de ese trabajo fue determinar la presencia de
gremios bacterianos anaerobios facultativos, con capacidad
de utilizar fuentes de carbono y energia presentes en el
ARS en presencia de aceptores de electrones alternativos
al oxigeno.

Materiales y métodos

Toma de muestra: Se tomaron muestras en dos puntos de
un sistema de tratamiento ARS, cominmente denominada
agua de formacion. Las muestras fueron tomadas en la
cuenca del Golfo San Jorge cuya produccion es de petroleo
tipo Escalante. Una de ellas se tomo a la salida del tanque
intermedio (TI), donde se produce la primera separacion
agua-petroleo, y la otra a la salida del skimmer (TS), tanque
donde se produce la separacion del petrdleo remanente en
el TI y de los solidos en suspension. De cada muestra se
tomaron dos litros, en recipiente estéril, previo purgado de
cinco minutos, determinandose su temperatura in-situ [11].

Determinacion de aniones y cationes: La determinacion de
pH fue realizada mediante un potenciémetro con electrodo
de vidrio y las del contenido de carbonato y bicarbonato
por titulacion con éacido clorhidrico valorado. El calcio y
magnesio se investigaron por complejometria con EDTA, a
pH 12, para el primero de ellos utilizando murexida como
indicador, y apH 10 con negro de ericromo T como indicador
para el segundo. El cloruro fue determinado por el método
de Mohr, el sulfato por su precipitaciéon en medio acido, el
i6n amonio con azul de indofenol y el fosfato con azul de
molibdeno. El nitrato se determind colorimétricamente con
brucina en presencia de acido sulfurico. La concentracion
de sodio y potasio se determind por fotometria de llama y
la de hierro por colorimetria en medio acido y en presencia
de tiocianato de potasio. El CO, disuelto se determin6 por
titulacion con fenolftaleina como indicador, el sulfuro por
el método de azul de metileno y el oxigeno disuelto por el

método de Winkler [11]. La concentracion de hidrocarburos
se realizo por extraccion con tricloroetano y cuantificacion
en espectrofotometro a 420 nm [5].

Estudio de gremios y comunidades bacterianas: Se
realizaron recuentos de bacterias aerobias por diseminacion
en superficie en los siguientes medios: agar R2A para
bacterias heterotrofas, agar para bacterias heterotrofas
acrobias totales (BAT), medio mineral con 15 pL de una
mezcla de petrdleo-gasoil 1:1 (MM-PGO) esparcido en
la superficie del agar en la placa de Petri y medio mineral
con 15 puL de benzoato (MM-B) como fuentes de carbono
y energia [12,13]. La composicion de todos los medios de
cultivo se muestra en la tabla 1. Las placas para el conteo
bacteriano se incubaron a 45 °C, durante un tiempo maximo
de 24 dias evitando la evaporacion. En todos los casos se
expresaron los promedios de los triplicados efectuados
como unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/
mL).

Bacterias con capacidad de utilizar diferentes dadores y
aceptores de electrones: La presente experiencia se realizd
por el conteo de los microorganismos de interés por la
técnica de ntimero mas probable (NMP). Los medios de
cultivo utilizados se fraccionaron en frascos de 10 mL con 9
mL de medio de cultivo utilizando tapon de butilo y precinto
de aluminio. A todos los medios se les agrego tioglicolato
de sodio para eliminar el oxigeno presente.

Los microorganismos estudiados fueron: bacterias
anaerobias fermentadoras en medio Anear-F, bacterias
que respiran nitratos en medio H-NO,, bacterias que
respiran ion férrico en medio H-Fe y para bacterias que
respiran sulfatos se utilizé el medio H-SO,. Para estudiar
los microorganismos que utilizan el gasoil como dador de
electrones se utilizaron los medios GO-SO,, GO-NO, y
GO-Fe, con sulfato, nitrato e i6n férrico como aceptores de
electrones, respectivamente. Por otra parte, para estudiar los
microorganismos que utilizan el benzoato como dador de
electrones se utilizaron los medios B-NO,, B-SO, y B-Fe con
nitrato, sulfato ¢ i6n férrico como aceptores de electrones,
respectivamente. Para estudiar las bacterias reductoras de
sulfato se utilizo el medio BSR. La composicion de todos
los medios de cultivo mencionados se muestra en la tabla
1. Todos los conteos de microorganismos se incubaron a 45
°C, durante un tiempo de 59 dias.

La estrategia de la comunidad frente a los donantes
y aceptores de electrones se efectud de acuerdo con lo
propuesto por Sarathchandra [14].

Andalisis de la capacidad de adaptacion de las comunidades
a diferentes dadores y aceptores de electrones: Se tomd
1 mL de la primera dilucion del medio anaerobio, con
aceptores alternativos de electrones, que presentd desarrollo
y a partir de éste se inocularon con aguja y jeringa estéril 0,2
mL en cada uno de los restantes medios de cultivo con los
diferentes aceptores y donantes de electrones ensayados. Se
incubaron a 45 °C hasta 60 dias.
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Tabla 1. Medios de cultivos utilizados.

R2A

BAT

MM

Anear-F

H-NO,

H-Fe

H-SO,

GO-S0,

GO-FE

GO-NO,

B-NO,

B-SO,

B-Fe

BSR

Extracto de levadura (g)
Peptona proteasa (g)
Casaminodcido (g)
Glucosa (g)

Almidoén (g)

Piruvato de sodio (g)
K,HPO, (g)
MgSO0,.7H,0 (g)
Agar-agar (g)
Extracto de carne (g)
NaCl (g)

Tripteina (g)

FeSO, (g)

Rojo Fenol (g)

Acido ascorbico (g)
Peptona (g)

L-cistina (g)

NH,NO, (g)

Cit. Fe y amonio (g)
Na,SO, (g)

Cloruro de amonio (g)
Cloruro de magnesio (g)
Cloruro de calcio (g)
Tioglicolato (g)
Sulfato de sodio (g)
Gasoil (g)

Benzoato (g)

KNO, ()

Lactato de sodio (mL)
MgSO, (g)

Na,SO, (g)

Citrato de sodio (g)
FeSO, (g)

Acetato de sodio (g)
Acido tioglicolico (mL)
Agua destilada (L)

pH

0,5
0,5
0,5
0,5
0,3
0,3
0,05
15

7,5

0,5

15

0,1

0,025

7,5

0,5

0,5

0,3
0,3
0,75

0,5
0,5
0,5

7,5

0,5
0,5

0,5

0,3
0,3

0,75

0,5
0,5
0,5

7,5

7,5

0,5

0,5

0,3
0,3

0,75

7,5

0,5

0,5

0,3
0,3

0,75

7,5

0,5

0,5

0,3
0,3

0,75

7,5

0,05

0,5

0,1

0,1

0,2
0,02

0,1

200

7,5

0,05

0,5

0,1

0,1

0,2
0,02

0,1

200

7,5

0,05

0,5

0,1

0,1

0,2
0,02

0,1

200

7,5

0,05

0,5

0,1

0,1

0,2
0,02
0,1

0,1

200

7,5

0,05

0,5

0,1

0,1

0,2
0,02

0,1

200

7,5

0,05

0,5

0,1

0,1

0,2
0,02
0,1

0,1

200

7,5

0,2

0,2

0,05

0,2
2,5
0,5

0,004

0,2

7,5
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Resultados

El ARS se caracteriz6 por su elevado contenido de cloru-
ros y sales en general (Tabla 2). En ambas muestras los va-
lores obtenidos fueron similares, a excepcion del contenido
de petréleo, pudiendo estar relacionado con la ubicacion de
los tanques, que poseen la funcion de separacion y extrac-
cion del mismo.

Tabla 2. Analisis fisicoquimico de agua de recuperacion secundaria.

Analit Intermedio Skimmer

pH 73 7,2
Temperatura (°C) 54 51

Potencial de 6xido reduccion (mV) -290 -310
Turbidez (UNT) 30 45

Oxigeno (mg.L™") ND ND
CO, (mg.L") 34,6 49,5
Sulfuro (mg.L") 0,05 0,11
Carbonato (mg.L™") ND ND
Bicarbonato (mg.L™") 747 717
Cloruro (mg.L™") 8377 7895
Sulfato (mg.L™") 39 12,4
Fosfato (mg.L") 0,2 0,2

Nitrato (mg.L™") 2,0 1,9

Amonio (mg.L™") 0,6 0,6
Calcio (mg.L") 160 160
Magnesio (mg.L") 80 97

Sodio (mg.L") 1488 1603
Potasio (mg.L") 983 1030
Hierro total (mg.L") 1,5 5,6
Petroleo en agua (mg.L") 156 35

ND: no detectado.

Los recuentos de las bacterias aerobias se observaron
durante 24 dias (Tabla 3). En la muestra de TI las colonias
tardaron en desarrollarse de 4 a 6 dias, con excepcion del
medio MM-PGO, en donde las colonias comenzaron a
visualizarse en las placas de Petri después del octavo dia,
variando un solo logaritmo hasta el dia 14 y manteniéndose
el nimero de UFC/mL hasta el final del periodo de
incubacién. En la muestra proveniente del TS, a las 24 h se
observo desarrollo en los medios de cultivo sélidos R2A 'y
BAT y a los 4 dias en los medios de cultivo s6lidos MM-B
y MM-PGO.

Los resultados de los recuentos en medios de cultivo
liquidos con diferentes aceptores finales de electrones se

Tabla 3. Recuento bacteriano en diferentes medios de cultivo.

Intermedio Skimmer
BAT (UFC/mL) 1,3 x10* 4,2 x10* ge‘;‘(ﬁgisdfdes
R2A (UFC/mL) 1,7 x10¢ 9,3 x10°
MM-PGO (UFC/mL) 3,5 x10° 52x 10°
MM-B (NMP/mL) 8,9 x 10° 2,5 x10*
Anaer-F (NMP/mL) 1,2 108 1,2 x10° i‘;gﬁg:i*
H-NO, (NMP/mL) 1,0 X108 7,2 x10°
H-SO* (NMP/mL) 1,2 x10? 1,2 x102
H-Fe (NMP/mL) 2,0x 10' 1,5 x10'
GO-NO, (NMP/mL) 12102 1,4 x10? E‘;ﬁggﬁgﬁms**
GO-Fe (NMP/mL) 2,7x 10" 6,1
B-Fe* (NMP/mL) 1,4 2,6
BSR* (NMP/mL) 2,9 6,3 x 10’

* 24 dias de incubacidn, ** 59 dias de incubacion. Bacterias aerobias
totales (BAT); medio mineral (MM); petrdleo: gasoil (PGO); benzoato (B);
anaerobias fermentadores (Anear-F); respiran nitratos (H-NO,); respiran
ion férrico (H-Fe); respiran sulfatos (H-SO,); benzoato-nitrato (B-NO,);
benzoato-ion férrico (B-Fe); benzoato-sulfato (B-SO,); bacterias sulfato
reductoras (BSR).

observan en la tabla 3, en la figura 1 (TI) y en la figura 2
(TS). En la figura 1 se observan desarrollos multiduxicos
de los recuentos bacterianos hasta el dia 43 para los medios
Anaer-F y H-NO,. Este comportamiento se observo durante
13 dias para el medio H-SO, y durante 22 dias para el
medio H-Fe, siendo esto concordante con los resultados
encontrados en las bacterias aerobias. En el TS se observaron
valores de recuento bacteriano de H-Fe mayores que en el
TIL, observandose un desarrollo mas rapido en los medios de
cultivo liquidos utilizados (Figura 2). Los medios de cultivo
Anaer-F y H-NO, presentaron un desarrollo en paralelo
multiduxico mientras que en H-SO, el maximo valor de
microorganismos se obtuvo en el décimo primer dia.

En la busqueda de bacterias capaces de utilizar el gasoil
con diferentes aceptores finales de electrones, se encontr6
que en el TI (Figura 1) y en el TS (Figura 2) el nitrato
produjo los mayores recuentos bacterianos, mientras que
con hierro y sulfato no se observo desarrollo. La utilizacion
de benzoato se encontr6 en bacterias que utilizan el hierro
como aceptor final de electrones. La diferencia mas notoria
entre los dos puntos de muestreo residio en el recuento de
las BSR, el cual fue superior en dos logaritmos en el TS.
Este resultado pone de manifiesto que el principal aceptor
de electrones fue el nitrato, que en el TS presentd un
desarrollo mas veloz, (estrategia “r”’), observandose en los
dos primeros dias. En el TI, si bien los resultados finales
fueron similares, el tiempo en llegar a ellos fue mucho
mayor (24 dias), lo que indicaria una estrategia “K”.
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Figura 1. Tanque intermedio. A) Desarrollo de bacterias en los medios
liquidos con nutrientes organicos comunes y aceptores de electrones
alternativos (Anaer-F, H-NO,", H-SO,", H-Fe*"). B) Desarrollo de bacterias
en los medios liquidos con aceptores alternativos de electrones y utilizacion
de gas 0il (GO) y BRS (GO- Fe**, GO-NO,", BSR), expresado como NMP/
mL en el transcurso de los 59 dias de incubacion.
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Figura 2. Tanque skimmer. A) Desarrollo de bacterias en los medios
liquidos con nutrientes organicos comunes y aceptores de electrones
alternativos (Anaer-F, H-NO,, H-SO,", H-Fe*"). B) Desarrollo de bacterias
en los medios liquidos con aceptores alternativos de electrones y utilizacion
de gas 0il (GO) y BRS (GO- Fe**, GO-NO,", BSR), expresado como NMP/
mL en el transcurso de los 59 dias de incubacion.

Las comunidades bacterianas fueron capaces de
desarrollarse con otros aceptores de electrones alternativos
al cultivado inicialmente. Los gremios desarrollados en
los medios anaerobios fermentativos, nitrato, y sulfato
se adaptaron al crecimiento con los distintos aceptores
de electrones, pero con escasa adaptacion a las fuentes
de carbono. Las bacterias con respiracion de hierro no
presentaron capacidad de utilizacion del nitrato; los gremios
provenientes de los medios con gasoil-hierro, benzoato-
hierro y BSR, mostraron escasa capacidad de adaptacion al
resto de las condiciones ensayadas.

Discusion

Desde los primeros trabajos en bacteriologia del ARS
en la cuenca del golfo San Jorge (Chubut, Argentina) se
sospechaba la existencia de microorganismos que dieran
el soporte metabolico necesario para el complejo sistema
bidtico de la misma, especialmente a las BRS que no son
capaces de crecer con hidrocarburos [2-7].

La composicion del agua en los dos puntos estudiados se
relaciona con la calidad del agua de formacion de muchos
de los yacimientos del Golfo San Jorge. La temperatura, la
ausencia de oxigeno, el potencial rédox, la concentracion
de aniones, cationes y nutrientes hacen de este fluido un
habitat que permite el desarrollo de bacterias con un grado
de adaptacion elevado, a pesar de ser un habitat agresivo
para muchos microorganismos.

La utilizacién de hidrocarburos en condiciones aerdbicas
estd ampliamente documentada [13,15]. La utilizacién en
condiciones anaerdbicas y en laboratorio de compuestos
aromaticos, por cepas en cultivo puro, asi como también la
utilizacion de alcanos, fue comunicada por varios autores
en la década del 90 [16, 21].

En todos los medios heterétrofos de cultivo ensayados se
observo desarrollo bacteriano. Las bacterias heterotrofas
que utilizaron hidrocarburos tuvieron una estrategia tipo
“r” para el crecimiento en sus medios especificos, llegando
a valores que se obtienen cominmente en ARS (10* a
105 UFC/mL). Se observd el maximo recuento de estas
bacterias a los seis dias de incubacion. Una excepcion se
obtuvo en el medio con gasoil (GO-NO,), en el que se
observo un aumento del recuento bacteriano hasta el dia
25 de incubacién en la muestra del TI, pudiendo estar esto
relacionado a que el gasoil es una mezcla de hidrocarburos.
La ausencia de oxigeno y un potencial rédox muy bajo,
junto con la elevada agresividad, no son impedimento para
que estas bacterias mantengan su viabilidad en el ARS.
Algunas de ellas acompafian a las BRS que se aislan de
estos medios de cultivo y son causa de perjuicios adicionales
como el bioensuciamiento [6]. Los resultados mostraron
concordancia entre la principal fuente de carbono y energia
presente en este habitat, el hidrocarburo, y el numero de
bacterias que utilizan hidrocarburos, igual o superior
en el caso del gasoil que para el nimero de las bacterias
heterotroficas.

Las bacterias aerobias heterdtrofas fermentadoras que
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crecen con nitrato como aceptor de electrones fueron las
que se encontraron en mayor niimero. Este es un hecho que
no puede explicarse basandose en la composicion del agua
en estudio, en la que los nitratos no abundan (1,8 ppm) y
los azucares solo pueden provenir de la descomposicion de
otras bacterias que utilicen a los hidrocarburos como fuente
de carbono y energia. Los dos aceptores de electrones que
estuvieron en mayor cantidad en las muestras colectadas
fueron el sulfato (soluble) y el i6n férrico (insoluble como
oxidos e hidroxidos presentes en el agua). El hecho de
que el aceptor de electrones sea insoluble implica que
las bacterias deban adherirse a €l para poder respirarlo.
Esto puede explicar el bajo niimero encontrado de estos
grupos bacterianos, donde solo se detectarian las bacterias
adheridas a las finas particulas de hierro que se encuentran
en suspension (observacién microscopica no mostrada).
Las bacterias heterotrofas que los utilizan fueron las que se
encontraron en menor cantidad.

El grupo de bacterias heterotrofas anaerobias se
present6 en dos 6rdenes de magnitud mayor a las aerobias
heterotrofas, circunstancia que estd de acuerdo con las
caracteristicas del habitat (Tabla 2).

Teniendo en cuenta el rendimiento energético de
los aceptores de electrones alternativos utilizados, el
rendimiento observado fue bajo comparado con el del
oxigeno. La energia producida por la oxidacion, por ejemplo
la del tolueno, en presencia de aceptores de eclectrones
diferentes es: desnitrificacion AG® = - 3554 kj; reduccion
del Fe** AG® = - 3398 kj; bacterias reductoras del sulfato
AG® =-205 kj/mol en todos los casos son energias obtenidas
a partir de la respiracion anaerobia del tolueno [22]. Estos
rendimientos energéticos explican los resultados obtenidos
con las comunidades que utilizan hidrocarburos con
diferentes aceptores de electrones (Figuras 1y 2), y el por
qué la respiracion de nitratos y los procesos fermentativos
pueden soportar estrategias “r’’ en comparacion con el resto
de las comunidades que utilizan estrategias “K”.

Conclusiones

El sistema de ARS estudiado tiene una poblacion aerobia
que utiliza hidrocarburos como tUnica fuente de carbono y
energia. Los datos hallados indican que la cadena alimentaria
en este sistema de recuperacion secundaria de petrdleo se
inicia con bacterias que utilizan hidrocarburos como fuente
de carbono y energia y que respiran nitratos o i6n férrico.
Las comunidades que se desarrollaron originalmente en
medios de cultivo con aceptores de electrones alternativos
al O,, no solo se desarrollaron en el medio de cultivo de
origen sino ademas en la mayoria de los otros medios de
cultivo. En las muestras de ARS estudiadas existe una
comunidad bacteriana capaz de utilizar diferentes aceptores
de clectrones (alternativas al oxigeno) que estan presentes
en el ARS como son SO,y Fe’, y en menor medida
NO,, lo que implica que estas comunidades (respiradoras
alternativas de O,) podrian ser las que soportan y dan
sustrato al desarrollo de las BRS.
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