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mitigar la corrosion inducida por Halanaerobium, una
bacteria nativa de Vaca Muerta. A través de ensayos
en laboratorio y tratamientos en campo, se evaluaron
biocidas efectivos y monitoreos avanzados, logrando
reducir recuentos microbianos, velocidad de corrosion
y la presencia del género target en liquidos de
produccién, todo con costos competitivos.
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1 agua de flowback en yacimientos no convenciona-

les presenta tanto en Argentina como en el mundo

un microbioma rico en el género bacteriano Hala-
naerobium, diagnosticado por estudios metagen6émicos
del gen 16S ARNr. Esta bacteria es nativa de la formacién
Vaca Muerta (Argentina), donde se encuentra esporula-
da. No obstante, en las instalaciones de superficie, en-
cuentra condiciones Optimas de crecimiento en forma
planctonica y sésil ocasionando corrosion inducida por
microorganismos (MIC). Los mecanismos que aceleran
la corrosion por parte de este microorganismo son: la
reduccién de tiosulfato, produciendo sulfuros de hierro
y H, por vias de intermediarios quimicos (CMIC) o en
forma directa por transferencia de electrones (EMIC), la
produccion de 4cidos organicos a partir de la fermenta-
cion y la formacion de biofilms. Debido a esto, Halanae-
robium es un género target a controlar en instalaciones
de superficie de la produccién no convencional.

En este estudio se presenta una metodologia de So-
luciones MIC Tailor Made en dos niveles: laboratorio y
campo. En el laboratorio, se desarrollaron cultivos in vitro
plancténicos y sésiles del género target y se selecciona-
ron formulaciones biocidas efectivas a través de Kkilltest
mediante ATP, fluorescencia y microscopia confocal. En
campo, se disefiaron tratamientos de aplicacién acompa-
flando la dindmica de la produccion y se implementaron
monitoreos rapidos de la criticidad MIC mediante: re-
cuentos por ATP, recuentos por qPCR especificos para el
target, analisis de la diversidad microbiana completa por
el estudio metagen6mico del gen 16S ARNr con tecno-
logia de nanoporos, caracterizacion espectroscopica de
productos de corrosion y el seguimiento de la velocidad
de corrosion mediante cupones de acero al carbono, de
acuerdo a ASTM G1 y AMPP- NACE SP 775.

Finalmente, los resultados obtenidos de la aplicacion
de esta metodologia en una planta de tratamiento de
crudo No Convencional permitieron demostrar su efec-
tividad. Se lograron los KPI deseados: disminucion del
recuento total de microorganismos, reduccién de la ve-
locidad de corrosion y eliminacién de la presencia del
género target en las corrientes liquidas a un costo total
de aplicacién competitivo.

Argentina ocupa el segundo lugar a nivel mundial en
términos de Gas No Convencional (Shale Gas) técnica-
mente recuperable y el cuarto en Petréleo No Conven-
cional (Shale Oil). El Shale (Exquisito) mas prolifico es la
formacion Vaca Muerta. La productividad de Vaca Muer-
ta se compara con algunos de los mejores yacimientos
de Shale de EE. UU., como Eagle Ford y Marcellus. Vaca
Muerta contiene 1202 Tcf de gas y 270 mil millones de
barriles de petrdleo en reservas en el lugar. Se estima que
308 Tcf y 16 mil millones de barriles de estos recursos
son técnicamente recuperables (EIA 2015). La produc-
ciéon no convencional en Argentina en 2023 representd
el 45% del petrdleo total producido en el pais y el 39%
del total de gas. Los indicadores de volimenes mensua-
les en Argentina para abril de 2024 arrojaron los siguien-
tes nameros: 17 Millones de m? mensuales de Shale Oil

y 216.000 m® mensuales de Tight Oil, mientras que en
Gas se reportaron 19 mil de millones de m?® mensuales
de Shale Gas y casi 6 mil de millones de m? mensuales
de Tight Gas"

La extraccién no convencional se realiza mediante
fractura hidraulica (“fracking”) que consiste en inyectar
por la tuberia de produccién un fluido compuesto por
agua, arena y aditivos, liberando de esta manera los hi-
drocarburos. Luego, al poner estos pozos en produccion
se genera una corriente de fluido multifasico (gas, petr6-
leo y agua) que es separada y tratada en las instalaciones
de superficie: Early Production Facility (EPF), Baterias,
Plantas de Tratamiento de Crudo (PTC) y Plantas de In-
yeccion de Agua (PIA). El corte de agua de esta corriente
es de alrededor del 20% y se la conoce como agua de
retorno o flowback, siendo las caracteristicas fisicoqui-
micas promedio: Conductividad 120.000 pS/cm?, TDS
77000 ppm, pH: 5,46 a 25°C. (Vargas et al. 2017a).

A pesar de estas condiciones extremas, el agua de
flowback en Argentina presenta una actividad microbia-
na rica en un género bacteriano Halanaerobium (Vargas
et al. 2021b), consistente con lo reportado en la produc-
cién No Convencional de Estados Unidos (Murali Mo-
han et al. 2013a, Cluff et al.2014, Geissler et al. 201).
Esta bacteria halo6fila es nativa de las formaciones de Sha-
le en el mundo por su capacidad de biodegradacion de
materia organica, la produccion de sulfuro (Akob et al.
2015, Liang et. al. 2016) y la resistencia a las condiciones
de reservorio mediante esporulaciéon (Jones et. al 2020)
para luego encontrar condiciones 6ptimas de crecimien-
to en superficie (Daly et al. 2016; Davis et al. 2012; Gas-
par et al. 2014; Lipus et al. 2017; Mouser et al. 2016). El
analisis del genoma de este género aislado ha revelado la
presencia conservada de proteinas similares a la rodana-
sa y complejos anaerdbicos de sulfito reductasa capaces
de convertir tiosulfato en sulfuro. Adicionalmente los es-
tudios protedmicos verificaron que estas proteinas eran
mas abundantes cuando el tiosulfato esta presente en el
crecimiento, generando sulfuros y acidos organico, sugi-
riendo una ruta fermentativa donde se utiliza el tiosulfa-
to para eliminar el exceso reductor (Booker et al., 2017)

Los mecanismos que aceleran la corrosién de acero al
carbono por parte de este microorganismo son: la reduc-
cién de tiosulfato, produciendo sulfuros de hierro y H2S
por vias de intermediarios quimicos, CMIC, o en forma
directa por transferencia de electrones, EMIC, (Enning et
al. 2013). Ademas de la produccién de acidos organicos
a partir de la fermentacién y la formaciéon de biofilms.
En el trabajo de Soler et al. 2021, se ha estudiado la ca-
pacidad de formar biofilms y la criticidad MIC de esta
bacteria asociada con un mecanismo EMIC.

En base a lo expuesto, el género Halanaerobium es un
microorganismo target en las instalaciones de superficie
no convencional y requiere de una estrategia de mitiga-
cion para reducir los fend6menos MIC asociados.

Para el desarrollo de esta Solucion MIC para yaci-
mientos no convencionales (NoC) se seleccion6é una
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Figura 1. Circuito de agua de flowback en PTC de produccién no convencional.

Planta de Tratamiento de Crudo (PTC) del reservorio de
Vaca Muerta en la Cuenca Neuquina. En la Figura 1 se
presenta el circuito de agua de flowback de la PTC estu-
diada, cuyo caudal de agua tratada es 100 m3™

Determinacion de recuentos de microorganismos totales via-
bles por ATP.

Para la determinacién de ATP se utilizaron métodos
de Bioluminiscencia de 2° generacién (ASTM D6787-11)
utilizando los kits comerciales (LuminUltra®): Quench-
Gone Organic Modified (QGO-M TM), para muestras
liquidas y Deposit & Surface Analysis (DSA TM), para
depositos y cupones.

Extraccion de ADN.
La extraccion de ADN de las muestras de agua de
flowback necesité un acondicionamiento previo:

e FEliminacién de bases organicas por incubacién a
40°C y separacion con solventes, por ejemplo, Xi-
leno

e Concentracion de la biomasa del agua separada por
filtracion en vacio con membranas de nylon de 0,22
pm. Las membranas se conservaron a -18°C para el
posterior procesamiento.

Mientras que las muestras solidas (productos de co-
rrosion de cupones y dep0sitos) se procesaron tal cual.

Para la extraccién de ADN se utiliz6 el kit comercial
NucleoSpin Soil TM (Macherey- Nagel®). Luego el ADN
extraido fue cuantificado por Nanodrop y Qubit.

Determinacion de recuentos microbianos por gPCR

La estimacién de la concentracién de Bacterias Tota-
les, Halanaerobium y Bacterias Sulfato Reductoras (BSR)
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en las muestras analizadas se realiz6 mediante curvas de
calibracién por PCR en tiempo real (QRT-PCR), donde
se relacion6 la emisién de fluorescencia con el ntime-
ro de microorganismos por unidad de volumen o masa
de deposito. Se utilizé un equipo de deteccion iCycler
iQ (Bio-Rad®) y el colorante intercalante SYBRGreen I
(Invitrogen®) como reportero fluorescente. En esta téc-
nica se usan marcadores generales, taxonémicos y fun-
cionales. Por ejemplo, para Bacterias se utilizo el gen 16S
ARNr, para Halanaerobium se utiliz6 la secuencia Roda-
nasa de especies de esta bacteria que cataliza la tiosulfato
reduccion y para BSR el marcador dsrAB. Las etapas del
ensayo fueron: amplificacién del ADN por termociclado,
tincién del ADN en solucién con baja fluorescencia y
la emision de fluorescencia por la marcacion del gen de
interés.

Analisis Metagenomico por Tecnologia de Nanoporos

El analisis metagenémico del gen 16S ARNr a partir
del ADN obtenido se realizé con la Tecnologia de Na-
noporos utilizando el equipamiento MinION 1KC (MIN
101 C Oxford Nanopore Technologies®), con la pre-
paracion de librerias mediante Rapid Sequencing DNA
- 16S Barcoding Kit 24 V14 (Oxford Nanopore Techno-
logies®), el Secuenciamiento con flonge cells (R9.4.1
Oxford Nanopore Technologies®) y el analisis para la
obtencién de un basecalling adecuado.

Analisis Bioinformatico y clasificacion MIC.

La metodologia se basa en la pipeline oficial de
Oxford Nanopore Technologies para el anélisis de da-
tos 16S: (https://github.com/epi2me-labs/wf-metagenomics)
pero se adapt6 para correrse OFFline y para generar ta-
blas y graficos de géneros, metabolismos y MIC role,
utilizando bases de datos customizadas: Genbank pro-
pio del historial realizado por YTEC con la clasificaciéon



de criticidad MIC segin metabolismos y antecedentes
en bibliografia de mas de 2000 muestras analizadas en
O&G. Los resultados que se obtienen son una tabla de
géneros presentes en la muestra (diversidad microbiana)
en porcentajes relativos con la criticidad MIC y el meta-
bolismo asociado.

Reactivo (g/L)
NH,CI 1
NaCl 100
MgCl,.6H,0 5
CaCl, (anh) 0.07
KClI 1
KH2PO, 0.1
K2HPO, 0.1
NaHCO, 0.27
Triptona Bact. 0.5
Ext. de Levadura 0.5
D-Glucosa S
L-Cisteina 0.05
Na2S203-5H20 2.48
pH 6.5-7.0

Tabla 1. Medio de Cultivo Jones Modificado.

En azul se esteriliza por filtracién y se agrega en esterilidad al medio auto-

Consorcios microbianos in vitro ricos en Halanaerobium
planctonicos.

La concentracion de microorganismos provenientes
de las aguas de flowback se llev6 a cabo filtrando 800 mL
de agua a través de un papel filtro de 0.22 pm de acetato
de celulosa. Los microorganismos retenidos en el filtro se
suspendieron en 15 mL del agua microfiltrada anterior-
mente y se los incubaron en shaker a 34°C 150 rpm 24
hs para obtener un indculo enriquecido. Posteriormen-
te este in6culo se cultivd en las condiciones del medio
propuesto por Jones et al. 2020 modificado segan Tabla
1 para favorecer el enriquecimiento en Halanaerobium.
Los cultivos se burbujean en nitrégeno para lograr anae-
robiosis y se mantuvieron en shaker a 150 rpm y 34°C.

El enriquecimiento fue corroborado por ATP, qPCR
del gen de Halanaerobium y analisis metagenémico del
gen 16S ARNr con Tecnologia de Nanoporos.

Consorcios microbianos in vitro ricos en Halanaerobium,
biofilm.

El desarrollo de biofilms ricos en Halanaerobium fue
llevado a cabo en reactores CDC (Biosurfase®) a partir
de cultivos planténicos ricos en la bacteria de interés,
realizando un crecimiento en el medio detallado en Ta-
bla 1. El disefio del sistema se esquematiza en la Figura
2. El reactor se coloco en agitador a 300 rpm y 33°C con
alimentacion de nitrogeno (150 cm?/min) durante 16
horas (overnight) para generar atmoésfera anaerdbica y
luego se inocul6 al 10%. El Biorreactor estuvo provisto
de 21 cupones de acero al carbono SAE 1040 en sus ba-
rras como se observa en la Figura 3.
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Figura 2. Esquema de generacion de biofilm in vitro rico en Halanaerobium.
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Figura 3. Imagen del reactor CDC en fase Batch.

El crecimiento en batch se sigui6 a través de la de-
terminaciéon de ATP (LuminUltra®), la densidad o6ptica
a 600 nm, el consumo de glucosa (Megazyme®), la va-
riacién de pH y el potencial redox. Ademas, se hicieron
analisis por cromatografia idnica para cuantificaciéon de
tiosulfato y otras especies azufradas, asi como también,
la aparicion de picos en la region de los acidos organicos
de bajo peso molecular.

Se realiz6 una curva de correlaciéon entre la determi-
nacion de ATP y la densidad optica para hacer el segui-
miento del reactor a través de esta altima y prescindir
del kit de ATP.

Tras cuatro dias de crecimiento en batch, el cultivo
alcanzo la fase estacionaria de crecimiento, al quinto dia,
el sistema se paso6 a alimentacion continua (Figura 4). La

Figura 4. Imagen del reactor CDC en fase continua.

86 | Petrotecnia.3 - 2024

velocidad de flujo se estableci6 como 1,5 veces la pMax
determinada. De esta manera, se favorecié la adhesion
de los microorganismos a las superficies mientras que los
microorganismos planténicos fueron lavados.

El seguimiento del sistema en continuo se realiz6 a
través de las mismas medidas que durante el cultivo en
batch.

Al cabo de un mes de cultivo, se obtuvo biofilm en
cupones para realizar ensayos de kill test y evaluacién
mediante ATP, fluorescencia y microscopia confocal.

Kill test.

La evaluacion del efecto biocida de los productos de-
sarrollados en consorcios in vitro ricos en Halanaerobium
planténicos y sésiles fue determinado por Bioluminis-
cencia, ATP, ya descripto, y por Fluorescencia mediante
un espectrofluorémetro utilizando el kit de ThermoFis-
her® Live/Dead BacLight Bacterial Viability Kit (L7007).

Se evaluaron blancos, consorcios sin dosificacién de
producto biocida respecto a consorcios tratados en dis-
tintas concentraciones y tiempos de productos biocidas
para obtener las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) y el efecto residual.

Microscopia confocal (CLFM) y andlisis de imdgenes.

Los cupones del biorreactor fueron retirados en flujo
laminar, enjuagados con 1 ml de solucién de NaCl al
10% vy tefiidos con 30 puL de premezcla de fluoréforos
Syto9:1IP (1:0.5) luego se almacenaron en oscuridad por
25 min y se los tifi6é con 20 pL de CalcoFluor White y al
minuto se le agreg6 20 ul de KOH 10% preservandolos
a 4°C. Luego estos cupones fueron analizados en el mi-
croscopio confocal LSM 900 Zeiss, objetivo al aire 10X
con cortes cada 4 pm en la mas representativa.

El anélisis de las iméagenes adquiridas se realiz6 uti-
lizando el software FIJI siguiendo un protocolo ad-hoc.
En el mismo se analizé la intensidad de fluorescencia, el
area cubierta y el volumen ocupado.

Determinacion de linea base del microbioma presente.

En la instalacién se seleccionaron los puntos criticos
de control: Ingreso de Planta (agua de produccién), Sa-
lida de Tanque Skimmer Operativo (agua de produccion
y cupdn de acero al carbono), Salida de Pulmén de Agua
Operativo (agua de produccién y cupén de acero al car-
bono), Pozo sumidero 1 (agua de produccion y residuos
de filtro de inyeccion).

Se caracterizo6 el recuento microbiano de células tota-
les viables por ATP y el recuento microbiano de bacterias
totales, BSR y Halanaerobium por qPCR, mientras que
la diversidad microbiana total y su criticidad MIC fue
evaluada por el analisis metagenémico. La velocidad de
corrosion fue caracterizada por gravimetria ASTM GO1/
SP AMPP 775 vy los residuos fueron caracterizados por
difraccion de rayos X, DRX, barrido elemental, WXRF y
microscopia de barrido electrénico, SEM.

Disefio de piloto industrial.
Se realiz6 un piloto industrial durante 60 dias en la
PTC descripta del producto desarrollado por YTEC, Y-
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Figura 5. Recuentos Microbianos en muestras Plancténicas.

EXP 01 BIO, producido y aplicado por YPF Quimica.

El disefio de la aplicacion fue realizado en conjunto
con los referentes de la instalacién a partir de un balance
de masa de producto en el Tanque Skimmer y Tanque
Pulmén de agua en serie para garantizar CMI y tiempo
de batcheo obtenidos de laboratorio. La frecuencia de
batcheos siguié dos esquemas, el primero: 3 veces por
semana lunes, miércoles y viernes, y el segundo: lunes
y jueves.

Ademas, se definieron como KPIs: 1a disminucién de
la carga microbiana en la salida de planta, la disminu-
cién de la velocidad de corrosion en los cupones de co-
rrosiéon y la disminucién de solidos totales suspendidos,
TSS, en la salida de planta.
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Figura 7. Diversidad de Bacterias en Ingreso a PTC, muestra planténica.
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Figura 6. Recuentos Microbianos en muestras Sésiles.

Monitoreo

El monitoreo consistidé en el seguimiento diario de
lunes a sdbado de ATP en el agua de produccion de In-
greso de Planta, Salida Tanque Skimmer Operativo, Sali-
da Tanque de Agua y Pozo Sumidero. Adicionalmente,
cada 15 dias se realiz6 qPCR y andlisis metagen6mico en
todos los PCC seleccionados antes y después de la aplica-
ci6én del biocida. Se complementé con la determinacién
de la velocidad de corrosion y la caracterizacion de resi-
duos con una frecuencia mayor, superior a 30 dias.

Resultados
Diagnostico inicial de la criticidad MIC en la Instalacion No
Convencional

MIC role
%

D Unknown

MIC role
%
[ ] Unknown

Figura 8. Diversidad de Bacterias en Salida Tanque Skimmer, muestra planténica.
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Figura 9. Diversidad de Bacterias en Salida Tanque de Agua, muestra planténica.
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Figura 10. Diversidad de Bacterias en Salida Tanque de Agua, cupén, muestra sésil.
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Figura 11. Diversidad de Bacterias en Pozo Sumidero, muestra planténica.

En la Figura 5 y 6 se grafican los recuentos micro-
bianos en los PCC de la instalacion de estudio, PTC No
Convencional, de muestras planténica y sésiles, respec-
tivamente

En las Figuras 7 a la 12 se expone la diversidad de
bacterias de los PCC analizados en muestras plantonica
y sésiles por analisis metagenémico y su criticidad MIC.
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Evaluacion por Kill test de ATP del biocida Y EXP 01 BIO en
consorcio in vitro plantonico rico en Halanaerobium.

En la Figura 13 se exponen los resultados de la capaci-
dad biocida de Y-EXP 01 BIO, 300 ppm, en un consorcio
in vitro plantonico con recuento de Halanaerobium mayor
a 1x 10° Cel/ml por qPCR, corroborado por anélisis meta-
genomico con una abundancia relativa superior al 90%.
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Figura 12. Diversidad de Bacterias en Pozo Sumidero, residuo, muestra sésil.

Ensayo kill test por ATP en consorcio rico en Halanaeerobium sp
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Figura 13. Capacidad biocida de Y EXP 01 BIO, 300 ppm, en consorcios
planténicos in vitro ricos en Halanaerobium.

Evaluacion por microscopia confocal (CLEM) de la eficiencia
del biocida Y- EXP 01 BIO e Y- EXP 02 BIO en consorcio in
vitro sésil rico en Halanaerobium.

A continuacién, se presentan las imigenes de mi-
croscopia confocal del biofilm generado durante 21 dias
en el reactor CDC con un recuento de microorganismos
viables de 7,5x10° ME/cm? cuya composicion por analisis
metagenomico fue 99% de Halanaerobium.

En la Figura 14 se muestra un biofilm desarrollado de
gran espesor en la superficie del cupén con un volumen
maximo de 3,6x108 pym? y un espesor de 260 pm, presen-
tando células muertas en el control o blanco (color rojo).

En la tincién con CalcoFluor White se visualiza el
exapolisacaridos (EPS), matriz del biofilm. En la Figura
15 se muestran las células (verdes) embebidas en la ma-
triz de EPS (azul) caracteristico de biofilms maduros.

Se evaluaron dos productos biocidas desarrollados
por YTEC, Y-EXP 01 BIO y Y-EXP 02 BIO en poblacién
planténica y con mayor concentraciéon (1000 ppm) para
seleccionar el mas adecuado para testear en el biofilm
desarrollado. Los resultados de killtest por fluorescencia
se exponen en Tabla 2.

Producto Dosis (ppm) Eficiencia, Biocida
Y-EXP 01 BIO 1000 0.40
Y-EXP 02 BIO 1000 0.58

Tabla 2. Resultados Kill Test por Fluorescencia en poblacién planténica.

MIC role
%
Ry
UR
uc
Unknown

Figura 14. CLFM de los cupones tras 21 dias de incubacién. Superposicion
de las tinciones con Syto9 (células totales) y loduro de propidio (IP) (células
dafiadas). A la derecha proyecciones en 3D de las imagenes, en rojo y amarillo
células danadas, en verde, células viables.

Los ensayos en biofilm se llevaron a cabo con el pro-
ducto maés efectivo Y-EXP 02 BIO. En las figuras 16 y 17
se exponen los resultados del control y el sistema con
Y-EXP 02 BIO, respectivamente.

Piloto de campo

El piloto de campo fue llevado a cabo durante 60 dias
aplicando el producto Y-EXP 01 BIO en la PTC de estudio.

El producto fue dosificado a la salida del Free Water 1
de la Figura 1 en dos esquemas de batcheos:

e Esquema 1: Lunes, Miércoles y Viernes.

e Esquema 2: Lunes y Jueves.
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Figura 15. Imagenes de superposicion de fluorescencia de Syto9, verde, (cé-
lulas totales) y CalcoFluor White, azul/turqueza (CFW) (EPS). A la derecha,
proyecciones en 3D de las imagenes en donde se aprecia en turquesa y verde
la localizacién de las células dentro de la matriz de EPS.

La
-

Figura 16. Anélisis de imagenes del Control. A) Superposicion de fluorescen-
cia de células vivas (verdes), muertas (rojas) y EPS (azul). B) Intensidad de
fluorescencia (RFU) en funcién de la distancia desde la superficie del cupon
para las tres sefales. C) Representacion volumétrica del biofilm obtenido, se
muestran las tres fluorescencias superpuestas, siendo turquesa la yuxtaposi-
cion de verde y azul (células vivas y EPS).

L L2F)

B

Dip [

Manteniendo en ambos esquemas el mismo consu-
mo de producto semanal, con el objetivo de cumplir los
siguientes KPIs:

1. Mantener el recuento y % de criticidad MIC (o

bajar) en el agua de inyeccion a pozo sumidero.

2. Mantener % de criticidad MIC o disminuirlo en

cupones de corrosion.
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Figura 17. Analisis de imagenes del sistema con Y-EXP 02 BIO. A) Superpo-
sicion de fluorescencia de células vivas (verdes), muertas (rojas) y EPS (azul).
B) Intensidad de fluorescencia (RFU) en funcion de la distancia desde la
superficie del cupén para las tres sefales. C) Representacién volumétrica del
biofilm obtenido, se muestran las tres fluorescencias superpuestas, siendo
naranja la yuxtaposicion de rojo y verde (células muertas y células vivas).

En la Figura 18 se exponen los logaritmos del recuen-
to de microorganismos viables totales por ATP previos y
durante el piloto de 60 dias. Mientras que en la Figura 19
se grafica la diferencia logaritmica del recuento de Salida
de Planta e Ingreso de planta, indicando un valor positi-
vo un incremento de carga a la salida y un valor negativo
una reduccién de carga.
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Figura 18. Logaritmo del recuento de microorganismos totales viables por
ATP, previo al piloto y durante el piloto en Ingreso de Planta y Pozo Sumidero.

En la Figura 20 se grafican los recuentos de Bacterias
Totales a lo largo del tratamiento, observandose incre-
mentos en los tanques respecto a los ingresos, fuentes de
diversidad/variabilidad, y una disminuci6n en el egreso
coincidente con el recuento por ATP.
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Figura 19. Diferencia logaritmica de recuento de microorganismos totales via-
bles por ATP entre egreso e ingreso de la PTC.
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Figura 20. Recuentos de Bacterias Totales por qPCR en los PCC de la PTC a
lo largo del piloto.

En Figura 21 se representan los recuentos de BSR y
Halanaerobium a lo largo del tratamiento, observandose
una reduccion en el tanque pulmén de agua y en pozo
sumidero, con una respuesta positiva del biocida.

En la Figura 22 se grafican los resultados de diversi-
dad de bacterias en porcentaje relativo en los distintos
PCC a lo largo del piloto, donde se observa la disminu-
cion de Halanaerobium en el sistema, pero el incremen-
to del género Marinobacter, Nitrato Reductora, también
asociada a MIC.
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Figura 22. Diversidad de bacterias por analisis metagenémico en los PCC a
lo largo del piloto.

En la Figura 23 se evidencia los valores de velocidad
de corrosion obtenidos en los cupones alojados en el
tanque de Agua entre 15 y 45 dias de exposicién segin
ASTM GO1 y SP AMPP 775. La velocidad de corrosiéon
se reduce un 40%, disminuyendo la criticidad de alto a
moderado, demostrando una buena performance del tra-
tamiento.

Finalmente, en la Figura 24 se exponen los sélidos
totales suspendidos evaluados a lo largo de la PTC, indi-
cando en color verde los resultados del piloto en compa-
racion con los datos azules pre piloto.

La caracterizacion de so6lidos por DRX no permitié
cuantificar sulfuros de hierro (SxFey) pero se detectd
cualitativamente S y Fe por WXRF. En SEM se observa-
ron regiones con S y Fe que podrian indicar su presen-
cia deslocalizada y no mayoritaria de sulfuros de hierros
subproducto de los mecanismos MIC asociados al género
Halanaerobium, tiosulfato reductor.

Analisis de resultados

La PTC No Convencional estudiada en este trabajo
present6 en su diagnostico inicial una criticidad MIC ele-
vada en el circuito de agua de flowback. Los recuentos de
microorganismos viables totales por ATP fueron mayores
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Figura 21. Recuentos de BSR y Halanaerobium por qPCR en los PCC de la PTC a lo largo del piloto.
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Figura 24. Solidos Totales Suspendidos [ppm] a lo largo de la PTC pre y post piloto.

a 1 x10*ME/ml en todos los PCC planténicos, coinciden-
tes en el orden de magnitud del recuento microbiano de
Bacterias Totales por qPCR. Sin embargo, el recuento de
Bacterias Sulfato Reductoras no fue significativo en los
PCC planténicos analizados que se complementa con
la diversidad de bacterias que se encontrd por analisis
metagendémico que expresé la presencia mayoritaria del
género asociado a MIC Halanaerobium. Esta bacteria es
reductora de tiosulfato y productora de acidos. Por otro
lado, la poblacion sésil en cupones y depdsitos presentd
una mayor carga microbiana en al menos dos o6rdenes
de magnitud respecto a la planténica, con una mayor
presencia de BSR pero siguiendo la presencia mayoritaria
de Halanaerobium en los residuos de biofilm a pozo su-
midero. De esta manera se determind que la instalacion
presentd un género target a mitigar, Halanaerobium, por
su criticidad MIC en ambos tipos de poblaciones (plan-
tonicas y sésiles).

La confeccién de consorcios in vitro planténicos y sé-
siles permiti6 disponer de una matriz para los ensayos
Kill Test logrando seleccionar y desarrollar de biocidas
por parte de YTEC.

El producto Y-EXP BIO 01 logr6 en laboratorio una
correcta performance, reduccién de mas de un logaritmo
de carga microbiana en kill tets de ATP a dosis de 300
ppm con 3 horas de batch y efecto residual. Mientras que
los resultados del piloto de campo fueron los siguientes:

e Reduccién de la carga microbiana en la salida respec-
to al ingreso de la PTC, mejorando la performance
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del tratamiento pre piloto.

e Reduccién de Bacterias Sulfato Reductoras y Hala-
naerobium en Tanque de Agua y salida a pozo sumi-
dero, egresos del sistema.

e Reduccion de velocidad de corrosiéon en un 40% a lo
largo del piloto en los cupones instalados en tanque
de almacenamiento de agua de flowback.

e Reduccion de Sé6lidos Totales Suspendidos en el pri-
mer mes de tratamiento con presencia no mayorita-
ria de sulfuros de hierro.

No obstante, el porcentaje de criticidad MIC en la
instalacién se mantiene constante por el cambio de mi-
crobioma presente y la perseverancia del género Marino-
bacter, nitrato reductor, asociado a MIC (Shi et. al. 2023).

A nivel de biofilms, en laboratorio, el producto Y-
EXP 02 BIO es mas efectivo que el producto Y-EXP 01
BIO siendo un producto alternativo para testear en el fu-
turo en la instalacién ajustando el disefio de tratamiento
para contrarrestar la criticidad MIC adn presente, forta-
leciendo la Solucion MIC para NoC disefiada.

La Solucién MIC Tailor Made para yacimientos No
Convencionales evaluada en este trabajo logra los KPI
deseados: disminucién del recuento total de microorga-
nismos, reduccién de la velocidad de corrosiéon y elimi-



nacion de la presencia del género target Halanaerobium a
un costo total de aplicacion competitivo.

No obstante, el porcentaje de criticidad MIC en la
instalacién se mantiene constante por el cambio de mi-
crobioma presente y la perseverancia del género Mari-
nobacter, nitrato reductor que fue evidenciado por un
correcto monitoreo en campo mediante ATP, qPCR y
analisis metagendmico.

Debido a esto, la Soluciéon MIC propuesta permite un
tratamiento integral de la problematica con la conjun-
cion del desarrollo de quimicos, la aplicacion y monito-
reo tailor made que garantiza la efectividad de la mitiga-
cion en el tiempo.

A futuro se trabajara con la alternancia de productos
biocidas, incorporando el producto Y-EXP 02 BIO mas
efectivo en biofilms y redisefiado la ampliacién para mi-
tigar los nuevos targets emergentes.
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