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Sinopsis.

La correcta planificacién de los programas de mitigacion de los efectos de la biocorrosién en las
instalacion de Oil & Gas (O&G) requiere de un diagnostico correcto y temprano de las
comunidades microbianas que causan la degradacion de los materiales. Sin embargo, los métodos
tradicionales de monitoreo s6lo permiten la deteccion del 1 al 10% de los microorganismos
presentes. Este trabajo tiene como objetivo presentar el desarrollo de estrategias de diagndstico
innovadoras que permitan una caracterizaciéon mas precisa y completa del microbioma presente.
Con esta finalidad, se propone la utilizacion de herramientas de biologia molecular de alto
rendimiento, generadas en torno a los recientes avances de la genémica y la bioinformatica. Los
métodos de ensayo seleccionados incluyen microscopia de Epifluorescencia (vinculada al estudio
del ADN), analisis metagenémico y qPCR.

La estrategia metodoldgica desarrollada se evalu6 en campo mediante el estudio de un circuito de
agua de una instalacion de O&G, contrastandola con los resultados de procedimientos
tradicionales de recuento por dilucion seriada (NMP, método de nimero més probable). Del anélisis
comparativo de los resultados se destaca la alta sensibilidad y robustez de los métodos de biologia
molecular empleados, en particular la de los ensayos metagenémicos.

Los datos obtenidos permitieron determinar las poblaciones microbianas presentes en las
instalaciones, su composicion relativa, y algunas especies criticas para la integridad de las
instalaciones no detectadas por métodos tradicionales. La calidad de la informacion generada
permitid, en este caso de estudio, ofrecer recomendaciones al campo para optimizar sus estrategias
de control de biocorrosion y gestion de integridad.

Introduccion.

La produccién de petréleo en Argentina, en su mayoria, presenta cortes de agua superiores al 20%.
Los yacimientos convencionales maduros, 70% de la produccion de YPF, utilizan la metodologia de
recuperacion secundaria que requiere la inyeccion de agua a la formacién con el fin de aumentar su
productividad. Mientras que, el desarrollo de yacimientos No Convencionales, requiere de la
inyeccion de grandes volimenes de agua en las operaciones de fractura hidraulica. Luego, al poner
estos pozos en produccion se genera una corriente de fluido multifasico (gas, petroleo y agua) que
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es separada y tratada en las instalaciones de superficie: Early Production Facility (EPF), Baterias,
Plantas de Tratamiento de Crudo (PTC) y Plantas de Inyeccién de Agua (PIA).

El incremento de fase acuosa circulando por las instalaciones genera un ambiente propicio para el
desarrollo de poblaciones microbianas. El crecimiento y propagacion de estas poblaciones traen
aparejados serios problemas durante el proceso de explotacion:

e Biocorrosion, corrosion inducida por microorganismos (MIC): afecta principalmente a la
integridad estructural del equipamiento.

e Disminucion en la calidad del crudo: aumento de H,S (agramiento) e incremento de solidos
disueltos (Sulfuros de Hierro, FeS).

e Interrupcion del flujo por reduccién en la permeabilidad de la formacion: altera la eficacia
de la inyeccion de agua para el desplazamiento del petroleo.

e Riesgo a la salud humana: incremento del contenido de H,S en las corrientes gaseosas de
las instalaciones tales como pozos, baterias y plantas de tratamiento.

e Problemas operativos: obstrucciones de cafierias, filtros y ensuciamiento de tanques por
acumulacién de lodo bioldgico.

El tratamiento con biocidas es la estrategia de mitigacién cominmente utilizada. La eficiencia y
eficacia de estos tratamientos depende del diagnéstico previo de los microorganismos involucrados
para el disefio correcto del agente quimico, su concentracion y frecuencia de dosificacion.

Actualmente las metodologias méas utilizadas implican el desarrollo de cultivo microbianos y la
determinacion de su potencial biocorrosivo in vitro. Estas metodologias son engorrosas y los
resultados no son inmediatos. Sin embargo, la biologia molecular presenta herramientas que pueden
adaptarse al diagnéstico microbiano y brindar respuestas rapidas para el monitoreo continuo. De
esta manera se podrian generar herramientas para asistir a la mitigacion de la biocorrosion en
instalaciones de O&G. [1][2][3][4][5][6]-

Desarrollo.

El trabajo se realiza a partir de la extraccion de muestras de un circuito de produccion de
yacimientos No Convencionales de petroleo en Argentina representado en Figura 1. Las muestras
corresponden a las siguientes corrientes:

e Agua de captacidn para la fractura hidraulica. (Punto 1)
e Agua proveniente de la formacién No Convencional, llamada agua de flowback, que
ingresa a instalacion EPF. (Punto 4)

En el momento de muestreo, los puntos analizados no presentaban tratamiento con biocida.
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Figura 1. Circuito de agua en yacimientos no convencionales.

Metodologias.

Obtencién y procesamiento de muestras. Las muestras se recolectaron en las instalaciones y en el
caso de las muestras de fluidos de produccion se separaron por decantacion la fase acuosa de la
oleosa. Las muestras acuosas se filtraron a través de membranas de nitrocelulosa de 0,22 pum de
poro y se preservaron en frio hasta su procesamiento.

NMP. Se llevaron a cabo los protocolos para recuento de bacterias aer6bicas totales (BAT) y
bacterias sulfato reductoras (BSR), de acuerdo al método estandar NACE TM-194: 2014 “Field
Monitoring of Bacterial Growth in Oil and Gas Systems”. La salinidad de los caldos de cultivo
utilizados se determind a partir de las mediciones realizadas de conductividad.

Método DAPI. DAPI (4°,6"-diamidino-2-fenilindol) es un agente intercalante que cuando interactGa
con el ADN de doble hebra emite fluorescencia con un maximo de emision a 461 nm. Para realizar
la tincion primero es necesario realizar la fijacion de los microrganismos de la muestra. La fijacion
se logra mediante la adicion de 70 pL de solucién de formaldehido 37 % p/V sobre una alicuota de
1,5 ml de muestra liquida, 4 h a 4°C. Luego, se diluye el contenido en aproximadamente 15 ml de
agua acidificada estéril con H,SO, (pH 2) para mantener en solucion posibles interferencias de
sales y facilitar la filtracion. Posteriormente, las muestras fijadas son filtradas por membranas
GTTP 0.25 de 0,22 pum de didmetro de poro. La tincién con el colorante DAPI de los
microorganismos fijados se lleva a cabo sobre una porcion de las membranas fijadas.



Método FISH. Este método permite la cuantificacion de diversos grupos filogenéticos mediante la
utilizacion de oligonucleétidos de ADN de aproximadamente 18 a 20 pb (pares de bases) marcadas
con moléculas fluorescente llamadas sondas, que hibridan especificamente con una region
complementaria del ARN 16S del ribosoma procariota. En el presente trabajo se utilizaron las
sondas EUB338 especifica para el dominio Bacteria y la sonda ARC915 especifica para el dominio
Arqueas, ambas marcadas con el fluorocromo CY3 cuyo pico de emision se encuentra
aproximadamente en 565 nm y se visualiza con un filtro rojo. Para realizar la hibridacion con las
sondas, las muestras deben ser fijadas y filtradas como se detall6 en el método DAPI.

Extraccion de ADN. En esta etapa se utilizo el kit de extraccion de ADN PowerSoil DNA isolation
kit siguiendo las instrucciones del fabricante. Ademas, para encontrar la forma mas eficiente de
ruptura celular se introdujeron tres variables al protocolo para favorecer la lisis y liberacion del
contenido celular: Mecénicos (vortex), Fisico (temperatura), Quimicos (detergentes). Sin embargo,
no se observaron diferencias tanto en la cantidad como en la calidad del ADN extraido. Por lo tanto,
para proceder con el desarrollo técnico se realizé la ruptura mediante el tratamiento térmico, ya que
€s menos agresivo para las muestras de ADN.

Concentracion e integridad del ADN extraido. Las concentraciones de ADN fueron determinadas
mediante absorbancia a 260 nm, y utilizando el Quant-iT™ PicoGreen® DNA Assay Kit
(Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones detalladas por el fabricante. Las integridad del ADN se
determind luego de electroforesis en geles de agarosa posterior a la tincién con agentes
intercalantes.

Metagendmica. Esta metodologia de Biologia Molecular permite el estudio de la totalidad de los
genes de un ambiente. En este estudio se realiza un andlisis metagenémico con un amplicon, en
donde se amplifica y se prepara la muestra para generar una biblioteca solamente del gen de interés.
En este caso el gen de interés es el gen 16S rARN que permite la identificacion de microorganismos
procariontes: bacterias y arqueas. En la Figura 2 se detallan las etapas del proceso necesario para la
obtencion del analisis. Para la secuenciacion se usan métodos de nueva generacion (NGS) Illumina
y Pirosecuenciacion.
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Figura 2. Etapas analisis metagenomica.



Se realiz6 la preparacion de las muestras de amplicones para secuenciar las regiones variables V4-
V5 del gen 16S rARN a partir del ADN gendmico extraido. En la “ler PCR” se preparan las
bibliotecas a partir de 10 ng de ADN, en las siguientes condiciones: 3 min a 95°C, 20 ciclos (95°C
305, 50°C 30 s, 72°C 30 s), 5 min de 75°C y conservacion a 4°C. Posteriormente, usando los pares
de primers V3 y V4 el tamafio esperado del amplicon es aproximadamente 550 pb. Luego de la
purificacion de los productos, una segunda ronda (“2da PCR”) de amplificacion permite identificar
cada muestra mediante la adicion de una secuencia diferente, “index”. Las condiciones de la “2da
PCR” son las siguientes: 3 min a 95°C, 6 ciclos (95°C 30 s, 50°C 30 s, 72°C 30 s), 5 min de 75°C y
conservacion a 4°C. Una vez generadas las bibliotecas, la concentracién de ADN fue determinada
utilizando el Quant-iT™ PicoGreen® DNA Assay Kit (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones
detalladas por el fabricante (high range curve — half area plate).Para verificar la calidad del pool se
corrié 1uL en el 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) utilizando el High Sensitivity DNA Kit.

Ensayo gqPCR. La técnica de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa
(gPCR) es utilizada para cuantificar bacterias en muestras ambientales y se ha utilizado en muchos
estudios de corrosion inducida por microorganismos (MIC) [7][8]. En esta técnica se usan
marcadores generales, taxonémicos y funcionales. En este caso, para el gen 16S rARN en Bacterias
y Arquea se utiliza el marcador dsrAB.

Resultados y discusion.
A continuacion se exponen los resultados obtenidos de los ensayos realizados:
a. Pardmetros fisico quimicos.

En la Tabla 1 se visualiza las determinaciones de pH, conductividad y Temperatura in situ de las
muestras analizadas. La formacién no convencional genera una corriente acuosa, llamada agua de
flowback, con elevada salinidad y reducido pH respecto al agua dulce utilizada para la operacion de
fractura.

Tabla 1. Parametros fisico quimicas de las muestras estudiadas.

Muestra Conductividad TDS pH T°Cin
(uS/cm) (ppm) situ
Captacion de agua 473 303 8.26 14
Agua de Flowback 120.900 77376 5.46 22.3

b. Recuento microbiano por técnicas de cultivo, NMP.

En la Tabla 2, se presentan los resultados de los recuentos por NMP para BAT y BSR en la muestra
del agua de flowback.



Tabla 2. Recuentos de bacterias aerobicas totales (BAT) y sulfato reductoras (BSR) por NMP.

Muestra Bacteria /mL
BAT 7 dias a 37°C BSR 28 dias a 37°C
Agua de Flowback 1x 10° <1, Negativo

Los recuentos obtenidos no informan un crecimiento microbiano considerable de Bacterias
Aerbbicas y Bacterias Sulfato Reductoras en el agua de produccién, flowback.

c. ecuento microbiano por microscopia de Epifluorescencia, método DAPI y FISH.

La presencia de microorganismos en las muestras de agua tomadas en las instalaciones de
produccion fue analizada mediante las metodologias de tincion por DAPI y FISH. El recuento total
de bacterias obtenido luego de la tincion con DAPI permitié determinar una concentracion de 7
x10% Células/mL microbianas en el agua de flowback. La Figura 3 presenta una imagen
representativa del andlisis microscopico realizado. Los resultados de la metodologia de FISH
indicaron que entre un 90 y 100% de los microorganismos presentes en la muestra corresponden a
Bacterias por la hibridacién con la sonda EUB 338. Mientras que la sonda ARQ 915 no mostré
hibridaciones significativas para el dominio Arquea.

Figura 3. Imagen de Microscopio de Epifluorescencia de muestra de ensayo DAPI para
células totales. Luego de la tincion, los filtros fueron visualizados al microscopio con una
magnificaciéon de 100X.

d. Identificacion del microbioma presente en las muestras a partir del ADN extraido.

Para la puesta a punto de las metodologias basadas en biologia molecular, se procedié a la
optimizacion del método de extraccion de ADN de acuerdo a lo descripto en la seccion
Metodologias. Se determind que lo mas eficiente es la utilizacion del Kit de extraccion con un paso
previo de ruptura celular calentando 10 min a 70°C. En la Tabla 3 describen las concentraciones de
ADN extraido a partir de las muestras correspondientes al punto de captacion de agua y al agua de



flowback. Los resultados demuestran un incremento considerable en el contenido de ADN de las
muestras a la salida del pozo (agua de flowback) con respecto al agua de captacién utilizada en la
fractura hidréaulica. Esto indica que la formacion estimula la proliferacion bacteriana, o bien, se
produce el arrastre de microorganismos nativos de la formacion.

Por otra parte se analiz6 la integridad del ADN extraido mediante la visualizacion en geles de
agarosa para determinar la calidad del ADN y la factibilidad de su utilizacién en las
determinaciones metagendmicas posteriores. Las imagenes presentadas en la Figura 4 demuestran la
elevada integridad del ADN evidenciada por la presencia de una banda de alto peso molecular
similar al del cromosoma bacteriano.

Tabla 3. Resultados de concentracion de ADN por métodos espectrofotométricos.

Muestra Concentracion
ADN [ng/mL]
Captacion de agua 100
Agua de Flowback 1400

Figura 4. Resultado de evaluacion de integridad de ADN en Electroforesis en gel de agarosa.
a) Marcador de peso molecular b) Captacion de agua c) Agua de Flowback. La flecha indica la
posicion de la banda correspondiente al ADN genémico.

e. Analisis metagendmico de las muestras.

Una vez confirmada la calidad y la integridad del ADN obtenido se procedi6 al estudio
metagenoémico de la poblacién microbiana. Mediante las reacciones de PCR consecutivas se
generaron las bibliotecas finales conteniendo fragmentos de ADN de doble hebra de
aproximadamente 630pb correspondiéndose al producto de amplificacion de la regién variable del
gen 16S rARN.



Los resultados obtenidos se resumen en las Tablas 4 y 5. En dichas tablas se detalla la informacion
taxondmica relativa de los microorganismos identificados por el analisis del metagenoma de las
muestras de ADN procesadas luego de la pirosecuenciacion. Se consideran relevantes aquellos
microorganismos con un porcentaje relativo superior al 2%. En las Figuras 5 y 6 se grafica la
diversidad taxonémica porcentual de cada muestra.

Los resultados obtenidos demuestran una diferencia sustancial en la composicion del microbioma
presente en ambas muestras. La poblacién de microorganismos detectados en la muestra de la
captacion de agua estd dominada principalmente por microorganismos de agua dulce y aerdbicos
(Tabla 4). Mientras que el andlisis taxonémico de los microorganismos presentes en las muestras de
agua de flowback revel6 que el 94,8% de la poblacién se corresponde con una Unica especie
bacteria correspondiente al género Halanaerobium sp. (Tabla 5). Este género de bacterias presenta
caracteristicas fisiolégicas muy particulares como ser halotolerantes, hipertermoéfilas, anaerébicas,
tiosulfato reductoras (BTSR) y degradadoras de goma guar [9].

El andlisis comparativo de las comunidades bacterianas presentes en ambas muestras, demuestra un
cambio drastico en la diversidad microbiana entre ambos entornos ecoldgicos. De esta manera, se
deduce que el incremento de la concentracion de ADN en la muestra de agua de flowback se debe al
arrastre de las especies microbianas autéctonas de la formacion, ya que no se evidencia la sobrevida
de las bacterias provenientes de la fuente de agua dulce, agua de captacion.

De acuerdo a lo descripto por Liang et. al (2016), la ecologia microbiolégica del agua de
produccion del Shale de Barnett (yacimiento de produccion No Convencional en Estados Unidos)
esta compuesta principalmente por Halanaerobium sp., bacteria hal6filas y sulfidogénicas del
orden Halanaerobiales que se desarrollan en condiciones de alta salinidad y en presencia de
compuestos de azufre (8203'2, 50,7, HS"). Los estudios de caracterizacion de este género,
realizados en dicho trabajo, demuestran que esta bacteria puede degradar la goma guar, polisacarido
utilizado en el fluido de fractura, para producir sulfuros y acetato en condiciones de alta salinidad,
cuando dispone de tiosulfato como receptor de electrones. Las BTSR catalizan la corrosion de acero
al carbono de instalaciones de produccion de petréleo como ha sido demostrado por Magot et al.
(1997) y Liang et al. (2014). Ademas, en el articulo de Liang et al., se realiza una evaluacion de la
eficiencia de biocidas para mitigar la cepa Halanaerobium sp. DL-01, donde se demuestra que las
estrategias de mitigacion de MIC basadas en compuestos de amina cuaternaria (QAC) son mas
efectivas que las de Glutaraldehido y THPS.



Tabla 4. Resultados del Andlisis Metagendmico del agua de captacion.

% en
Taxonomia Agua Descripcion
Captacion

Bacteria Gram (-). Betaproteobacteria,
k_Bacteria;p_Proteobacteria;c_Betaproteobacteria;® 32 18%¢ abundante en agua dulce y pH neutro,
0_Burkholderiales;f_Comamonadaceae;g_Limnohabitans O componente tipico del plancton en agua de

lagos. Es sensible a la salinidad y acidez.
k_Bacteria;p_Bacteroidetes;c_Flavobacteriia; Bacteria Gram (-). Aerobio, tipicos en agua

. . . 21,76%
o_Flavobacteriales;f_Flavobacteriaceae;g_Flavobacterium dulce y salada
k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia; Bacteria Gram (-). Aerdbica, no motiles y
] . 12,95% s
0__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g_Arcicella polimérficas.
k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria; Bacterias planctdnicas de agua fresca.
o_ActmomycetaIes;f_M|cr0bacter|aceae;g_Rhodquna 12,88% | por su tamario dificil distinguir por tincién
lacicola de Gram.
k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria; 6.2204 Bacteria Gram (+). Bacterias que viven en
o0_Actinomycetales;f_ACK-M1;g_Micrococcineae =270 el suelo.
. . . Bacteria Gram (-). Aerébica, presente en
k_Bacteria;p_Bacteroidetes;c_Flavobacteriia; ©) P .
2,06% | agua fresca y no puede crecer en ambientes

o_Flavobacteriales;f_Cryomorphaceae;g_Fluviicola

con mucho sodio.




Taxonomia obtenida por analisis Metagenomico Captacion de Agua

- k_Bacteria;p_Proteobacteria;c_Betaproteobacteria;e
o_Burkholderiales;f_Comamonadaceae;g_Limnohabitans

~ k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c__Cytophagia;
o__Cytophagales;f__Cytophagaceae;g__Arcicella

® k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;
o_Actinomycetales;f_ACK-M1;g_Micrococcineae

® Otros

k_Bacteria;p_Bacteroidetes;c_Flavobacteriia;
o_Flavobacteriales;f_Flavobacteriaceae;g_Flavobacterium
k_Bacteria;p_Actinobacteria;c_Actinobacteria;
o_Actinomycetales;f_Microbacteriaceae;g_Rhodoluna lacicola
~ k_Bacteria;p_Bacteroidetes;c_Flavobacteriia;
o_Flavobacteriales;f_Cryomorphaceae;g_Fluviicola

Figura 5. Diversidad Taxonémica Porcentual en la muestra de agua de captacion.

Tabla 5. Resultados del Andlisis Metagendmico del agua de flowback.

Agua de

Taxonomia S e

Descripcion

k_Bacteria;p_Firmicutes;c_Clostridia;

. . . 94,8%
0_Halanaerobiales;f_Halanaerobiaceae;g_Halanaerobium

Bacteria Gram (-). Sulfidogen, Tiosulfato
reductora (BTSR). Esta especie puede
degradar la goma guar utilizada en los
fluidos de fractura, para producir acetatos y
sulfuros en medios de 10% NaCl y 37°C.
Para mitigar los efectos de la generacion de
acetato y sulfuros. El biocida mas eficiente
es la amina cuaternaria en comparacién con
el glutaraldehido y el THPS. Los
metabolitos generados (acetato y sulfuros)
presentes en el FBW al retornar a la
superficie generan corrosion por picado en
las instalaciones. [7]

k_Bacteria;p_Firmicutes;c_Clostridia;

0,
0_Halanaerobiales;f__Halobacteroidaceae; 4,10%

Bacteria Gram (+). Bacteria Tiosulfato
Reductora, 97% similar a Orenia sp.,
recientemente caracterizada. (Dong et. al
2016)




Taxonomia obtenida por Analisis Metagenomico Agua Flowback

k_Bacteria;p_Firmicutes;c_Clostridia;
o_Halanaerobiales;f_Halanaerobiaceae;g_Halanaerobium
k_Bacteria;p_Firmicutes;c_Clostridia;
o__Halanaerobiales;f__Halobacteroidaceae;g_Orenia Orenia metallireducens (97%)

Figura 6. Diversidad Taxondmica Porcentual en la muestra de agua de flowback.

f. Desarrollo de protocolo de gPCR para determinacion de porcentaje de bacterias y arqueas
totales.

El protocolo de ensayo para la determinacién de los porcentajes de bacterias y arqueas totales
presentes en muestras de ADN extraido se confecciona mediante curvas de calibracion por el
método PCR en tiempo real (QRT-PCR) con un equipo de deteccién iCycler iQ (Bio-Rad)
utilizando el colorante intercalante SYBRGreen | (Invitrogen) como reportero fluorescente. El
programa utilizado es el siguiente: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min; 40 ciclos a 94°C por
20 s, 55°C por 20 s y 72°C por 1 min; y un ultimo paso de 72°C por 2 min. Se disefiaron los
cebadores correspondientes a genes conservados de los microorganismos pertenecientes a los
géneros Bacteria y Arquea discutidos en distintas citas bibliograficas (Paissé et al. (2013), Gantner
et al. (2011), Kjeldsen et al. (2010), y Richard S. Winder (2010)). Los cebadores se probaron en
muestras representativas de la aplicacion del ensayo y se eligieron los que mejor se adecuaban a las
condiciones de analisis.,

Se realiz6 una extraccion de ADN gendmico de un cultivo de bacterias de la cepa E. coli BL21
(utilizada como cepa de referencia para bacterias) y de la cepa H. volcanii (utilizada como
referencia de arquea) de acuerdo al protocolo de Tavares et al. (2004). Para definir los limites de
deteccion del método y construir las curvas de cuantificacion se evaluaron 5 diluciones desde 10 ng
a 10 fg del ADN bacteriano utilizado como molde. El valor de Ct (Cycle threshold) obtenido en
cada corrida fue relativizado a un estandar interno colocado en todas las determinaciones. Las

~ [Con formato: Espafiol (Argentina)

)



http://aem.asm.org/search?author1=Richard+S.+Winder&sortspec=date&submit=Submit

curvas de cuantificacion se realizaron por duplicado graficando el valor promedio de Ct para cada
concentracion del gen seleccionado vs el logaritmo del nimero de bacterias presentes en cada
dilucién muestra (teniendo en cuenta una concentracién de 6 x 10° bacterias por pg de ADN
genémico).

La estimacion realizada contempla como supuestos que todas las bacterias presentes en la muestra
poseen una sola copia del gen seleccionado para la cuantificaciéon y que sus genomas son todos
haploides.

Conclusiones.

La estrategia metodoldgica desarrollada se evalu6 en campo mediante el estudio de un circuito de
una instalacion de O&G de produccion No Convencional, contrastandola con los resultados de
procedimientos tradicionales de recuento por dilucion seriada (NMP). Del andlisis comparativo de
los resultados se destaca la alta sensibilidad y robustez de los métodos de biologia molecular
empleados, en particular la de los ensayos metagenémicos. Por lo expuesto, se confirma que la
informacion obtenida por los métodos de biologia molecular supera al diagndstico mediante
técnicas tradicionales de cultivo, NMP.

A partir del andlisis global de los resultados podemos inferir que la formacién productiva de
petréleo No Convencional genera corrientes acuosas con elevada salinidad y reducido pH. Ademas,
desde el punto de vista microbiolégico, el microbioma del agua de flowback presenta una mayor
concentracion de ADN respecto al agua de captacion, pudiendo extrapolar dicha caracteristica a una
mayor concentracion de biomasa que se corrobora con un recuento elevado de células totales por
método DAPI.

Los resultados del analisis metagenémico permiten caracterizar la poblacién microbiana presente en
la instalacion y su composicion relativa. En el agua de flowback el microbioma es menos diverso
respecto al agua de captacion con una presencia mayoritaria (94,8%) del género Halanaerobium sp.
Este género incluye especies anaerdbicas y tiosulfato reductoras que no serian detectadas mediante
las determinaciones de recuento por NMP disefiadas para BAT y BSR. En este caso particular, es
imperante disefiar un método eficaz para la deteccion y monitoreo de este género bacteriano. Dicha
importancia radica en la criticidad de estos microorganismos para la integridad de las instalaciones,
ya que son capaces de producir sulfuros de hierro y H,S (a partir de tiosulfato) acompafiado por la
generacion de cidos que catalizan la corrosion de los componentes de acero al carbono [9].

La calidad de la informacién generada permite:

- Disefiar una estrategia de mitigacion apropiada seleccionando un biocida adecuado para las
especies criticas identificadas.

- Disefiar estrategias de monitoreo mediante gPCR para seguimiento de las poblaciones
microbianas criticas incluyendo bacterias totales, arqueas, BSR y BTSR.
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