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Sinopsis

La corrosion influenciada por microorganismos y el biofouling comprometen la calidad de la
produccion y la integridad de los activos en instalaciones upstream de petréleo y gas. Ambos procesos
se desencadenan en mayor medida por la formacion de biofilms (microorganismos adheridos a
superficies en matrices complejas formando barros), siendo los biofilms la mayor amenaza para las
instalaciones. Por esta razon, la industria destina gran porcentaje de su OPEX en estrategias de control
microbiano: prevencion y mitigacion, tratamiento, y monitoreo. Sin embargo, la implementacion de
estas estrategias de control a nivel biofilm es exigua (sino nula), principalmente, por limitaciones
metodologicas.

Este estudio describe la experiencia de un piloto industrial en el que se evalud la eficiencia de
tratamientos quimicos a nivel biofilm utilizando un equipo se monitoreo en linea novedoso tipo
sidestream. El sidestream es un desarrollo ad-hoc que consiste en una plataforma trasladable que
sostiene una cafieria de una pulgada que alberga 6 cupones removibles de acero al carbono. El equipo
se conecta a la operacion permitiendo controlar el caudal con que circula el agua de produccion,
posibilitando la formacién de biofilms nativos sobre los cupones. Ademads, permite la inyeccion de
quimicos, dejando tres cupones aguas arriba y tres cupones aguas abajo.

Durante el piloto industrial, el sidestream fue conectado en una planta de tratamiento de crudo de
produccion terciaria con inyeccion de polimero en la cuenca del Golfo San Jorge. A lo largo de dos
meses de piloto, se evaluaron dos biocidas tailor made en aplicaciones batch. Las aguas del proceso y
los biofilms se analizaron por determinacion de ATP (LuminUltra, Canada), qPCR, secuenciacion por
Nanopore (Oxford, Reino Unido), peso hiimedo, y técnicas de microscopia (SEM y CLFM), segiin
correspondiera. Los resultados mostraron una rapida formacion de biofilms sobre los cupones del
sidestream. Ambos biocidas tuvieron una buena performance tanto a nivel biofilm como plantoénico,
sin que se observe una variacion significativa en la composicion de la comunidad microbiana. La
presencia inesperada de grandes cantidades de so6lidos oleosos depositados dificultd ciertos analisis
(principalmente de microscopia), desafiando a optimizar los protocolos de evaluacion. Mas alla de
ello, el sidestream mostrd ser una herramienta exitosa para la evaluacion de biocidas sobre biofilm
nativos en las condiciones de operacion, sin la necesidad de consumir grandes cantidades de quimicos
y con un reducido esfuerzo de muestreo y monitoreo.
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Desarrollo

En este trabajo se evaluo un sistema de monitoreo en linea, sidestream, para la formacion de biofilms
nativos en condiciones operativas. El sidestream (Figura 1) consiste en un sistema cafierias de 1
pulgada de diametro, que se conecta al flujo de la instalacion. Dentro del sidestream hay 6 cuponeras
para el desarrollo de biofilms nativos. A mitad del equipo hay un puerto de inyeccioén que permite el
agregado de hasta 3 quimicos en simultaneo. Tres cuponeras quedan aguas arriba de la inyeccion de
quimico (cupones control) y tres cuponeras se ubican aguas abajo del tratamiento quimico (testigos).
El equipo cuenta con una bomba que permite ajustar la velocidad y el caudal para reproducir las

condiciones fluidodindmicas.

Figura 1 — Equipo sidestream, a la izquierda; y cuponera con cupén de acero al carbono insertado, el area de los
cupones es de 55 cm?,

En este trabajo, el sidestream fue instalado durante dos meses en una planta de tratamiento de crudo
(PTC) de produccion terciaria con inyeccion de polimero en la cuenca de Golfo San Jorge. En las
primeras semanas, se extrajeron los cupones para evaluar la formacion de biofilms y su
representatividad, encontrandose una gran cantidad de solidos oleosos (Figura 2). Los depositos
fueron recolectados y se realizaron estudios de biologia molecular (extraccion de ADN, qPCR y
secuenciacion del gen 16S ARNr por tecnologia de Nanopore (Oxford, Reino Unido)). Estos analisis
revelaron que, al cabo de 10 dias, ya se obtenia un biofilm significativo y que su composicion
microbiana era similar a la que se conocia para la locacion por estudios de linea base previos.

Figura 2 — Foto de un cupdn extraido al cabo de 10 dias. Se observa una gran cantidad de sélidos oleosos.
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Una vez verificado que el sistema permitia la formacion de biofilms nativos, se procedio a la
evaluacion de dos biocidas quimicos tailor-made.

Las instalaciones de produccion terciaria representan un desafio para el tratamiento biocida ya que
muchos de los quimicos mas utilizados en la industria son incompatibles con los polimeros. Esto
genera una baja eficiencia antimicrobiana, reduccion en la viscosidad, turbidez o espuma (Joullie &
Lassen, 2010; Zagitov et al., 2019). Los biocidas evaluados en este piloto industrial fueron disefiados
en Y-TEC especificamente para ser compatibles con las operaciones EOR con inyeccion de polimero.
El producto Y-EXP 03 BIO consiste en una adaptacion de un producto tradicional, que reduce
significativamente su reaccion con el polimero. Esto se evidencid analizando la viscosidad de una
solucion de polimero a lo largo de los dias frente a diferentes concentraciones del producto. En el
laboratorio, Y-EXP 03 BIO mostrd gran eficiencia para el microbioma target de la locacion
(Stutzerimonas, Arcobacter y Sulfurospirillum), alcanzando eficiencias superiores al 90% a 180 ppm
y 2 horas de exposicion (Figura 3) (kill test realizado por determinacion de ATP (ASTM D7687-23)
(ASTM, 2023)).
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Figura 3 — Eficiencia biocida a nivel plantdnico del producto Y-EXP 03 BIO.

Por otro lado, se desarrollé una formulacion novedosa, Y-BAQ ODO06, que tiene una naturaleza
anfipatica. Este producto, también mostré una muy alta eficiencia en kil/ tests plantonicos (Figura 4).
En lo que respecta a la compatibilidad, el cloud point es superior a los 3500 ppm, no genera cambios
en la viscosidad, y la generacion de espuma y emulsiones a 1000 ppm es insignificante.
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Figura 4 — Eficiencia biocida a nivel plantdnico del producto Y-BAQ ODQ6.

Para evaluar los productos, se realizaron batcheos de 3 horas a lo largo de una semana. Las aguas del
proceso y los biofilms formados en los cupones control y testigo se analizaron por determinacion de
ATP (LuminUltra, Canada), qPCR, secuenciacion por Nanopore (Oxford, Reino Unido), peso
humedo, y técnicas de microscopia (SEM y CLFM), segun correspondiera.
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La Figura 5 muestra la eficiencia sobre plantonicas y sobre biofilm del producto Y-EXP 03 BIO,
determinada por medicion de ATP (y calculada como actividad por mL y actividad por cm?,
respectivamente).
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Figura 5 — Eficiencia biocida del producto Y-EXP 03 BIO.

La Figura 6 muestra las eficiencias obtenidas del producto Y-BAQ ODO06, tanto para plantonicas
como para biofilm, determinadas por medio de medidas de ATP (actividad/mL, actividad/cm?).
Durante el 3er batch, la concentracion aplicada fue un 30% menor a la del primer batch, lo cual
explica la caida en la eficiencia.
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Figura 6 — Eficiencia biocida del producto Y-BAQ ODO6.

La Figura 7 muestra una comparativa de la carga microbiana obtenida a través de las diferentes
técnicas: qPCR (genes/mL, bacterias totales) y ATP (pgATP/mL, actividad transformada en
microorganismos equivalentes, meq/mL). La determinacion por qPCR cuenta la cantidad de genes
(ADN) en la muestra, por lo que es susceptible a sobreestimar el recuento (ya que no diferencia entre
células viables y no viables). Por otro lado, la técnica de ATP determina la concentracion de dicha
molécula cuya funcion bioldgica es transportar energia: la medida representa el estado de actividad
celular. Si bien la transformacion en microorganismos equivalentes es una aproximacion, la
determinacion de ATP brinda mejor informacion para evaluar la accion biocida, dada su sensibilidad
y rapida respuesta (Kniz et al., 2023).

En este trabajo, la determinacioén de ATP se realizo in-situ, mientras que la determinacion por gPCR
se realizd en el laboratorio dias mas tarde, luego del acondicionamiento para la extraccion de ADN. A
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pesar de estas diferencias fundamentales, las cargas microbianas obtenidas por ambos métodos no
fueron sustancialmente diferentes.
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Figura 7 — Comparativa de la carga microbiana por gPCR (bacterias totales/mL) y por ATP (meg/mL).

Durante el piloto de Y-BAQ ODO06, se registré el peso de los depositos raspados a partir de media
cara de los cupones. Este registro permitio calcular mas tarde la cantidad de células por unidad de area
del cupén, similar a la determinacion por ATP. La Figura 8 muestra el promedio de la concentracion
de células para los cupones control y los expuestos al tratamiento con Y-BAQ ODO06. Curiosamente, a
diferencia de lo analizado por ATP, no se encontraron diferencias entre los tres batcheos (todos
presentaron una carga de células por cm? similar). La eficiencia del producto a partir de estos datos es
de 55%: el producto erradic6 la mitad de los microorganismos presentes por unidad de area del cupon.
Al analizar estos resultados debe tenerse en cuenta que, como se mencion6 previamente, la gPCR
tiende a sobreestimar la carga microbiana.

El dominio prevalente fue Bacteria, seguido por Archaea y, luego, Eukarya (representado por
hongos). La concentracion de genes metanogénicos en los cupones control fue (1.76+0.06)x10°
genes/cm?, mientras que en los cupones expuestos fue de (4.840.2)x10° genes/cm?, esto sugiere una
reduccion del 70% en la capacidad metanogénica por accion del biocida.
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Figura 8 - Concentracién de células por unidad de drea para cada dominio. En gris la suma total.

Para analizar el biofilm formado sobre los cupones realizaron estudios por microscopia confocal laser
de fluorescencia (CLFM), y por microscopia de barrido (SEM) con espectroscopia de energia de
dispersion (EDAX).

Para la CLFM se utilizan fluor6foros especificos que se adhieren al ADN de las células viables (Syto
9, fluorescencia verde) o de las células no viables (Ioduro de propidio, fluorescencia roja),
permitiendo analizar la relacion y el arreglo espacial del biofilm. Estos fluoréforos se preparan sobre
una matriz acuosa. Como se mencion6 previamente, los depodsitos contenian sélidos oleosos, la
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naturaleza hidrofobica de estos depdsitos dificulto la penetracion de los fluoréforos y, por lo tanto, la
tincion. Si bien se lograron obtener algunas imagenes que permitieron construir proyecciones
tridimensionales de los biofilms (Figura 1), estas imagenes no fueron suficientemente representativas
como para realizar un analisis comparativo respecto al tratamiento. Se realizaron intentos de lavar el
deposito con diferentes solventes (ASTM, 2025), sin embargo, el resultado de estos pretratamientos
fue la desnaturalizacion del biofilm, impidiendo un analisis representativo.

Figura 9 — Proyeccién del biofilm formado sobre los cupones. En verde se observan las células viables y en rojo
las no viables; en amarillo, la yuxtaposicién de viables y no viables.

Respecto al andlisis por SEM y EDAX se encontrd una problematica similar, dada las altas
concentraciones de crudo y compuestos volatiles. Los cupones fueron lavados con solvente, antes de
ser fijados y deshidratados segtin el protocolo standard para observacion SEM. Las Figura 10 muestra
algunas imagenes obtenidas tanto en el cupon control como en el expuesto a tratamiento. En las
imagenes se pueden observar bacterias -con forma de bacilo-, fibras de polimero, incrustaciones y
otros depdsitos de caracteristicas organicas. Se destaca que los microorganismos estan inmersos en la
matriz organica, conformando un deposito de muy alta complejidad (Flemming et al., 2016).

El analisis por EDAX (Figura 11) mostro, en forma general, alta proporcion de compuestos organicos
(dominancia de atomos de carbono y oxigeno), presencia de azufre, hierro, cloro y calcio. La alta
carga de carbono dificulta la identificacion del nitrégeno (asociado al polimero) ya que sus picos de
energia se solapan.
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Figura 10 — Imdgenes de SEM de los depdsitos formados sobre los cupones.
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Figura 11 — Analisis EDAX de depdsitos con alta presencia de compuestos organicos (carbono y oxigeno) y
azufre.

Conclusiones

El Loop (sistema sidestream) demostrd ser un equipamiento 1til para la formacion de biofilms nativos
en condiciones reales. Los mismos pueden desarrollarse en ~10 dias en las condiciones operativas de
la planta al momento de este estudio. Los biofilms obtenidos forman parte de una matriz compleja con
alto contenido de sélidos oleosos e incrustaciones, con presencia de hierro, azufre, calcio, sodio y
cloro, ademas de polimero.

Respecto a las pruebas piloto, ambos productos resultaron ser efectivos y apropiados para tratar
operaciones con inyeccion de polimero.

El producto Y-EXP 03 BIO tiene una eficiencia destacable a nivel biofilm, siendo capaz de reducir en
mas de un 90% la actividad microbiana. Sin embargo, su eficiencia a nivel plantonico (75%) es menor
a la esperada, de acuerdo con los resultados previos de laboratorio. El producto es efectivo contra
microorganismos target como Stutzerimonas 'y Sulfurospirillum, pero no se evidencia efectividad
contra el metabolismo metanogénico. No se evidenciaron problemas de incompatibilidad con otros
quimicos.

El producto Y-BAQ ODO06, evaluado en la segunda campaia, presenta una excelente eficiencia a
nivel plantonico (alcanzando una reduccion de actividad microbiana de 96%), a nivel biofilm la
eficiencia maxima de Y-BAQ ODO06 es de 78%. Se destaca que el producto tiene la capacidad de
erradicar (desprender) el 55% de las células del biofilm, y es efectivo contra el metabolismo
metanogénico (70% de disminucion). Esto, resaltando que el producto se aplico en la dosis minima
recomendada segun los ensayos de laboratorio. El producto no presenta incompatibilidades con el
agua del sistema.

La presencia de crudo, sélidos oleosos y compuestos volatiles en los depositos de los cupones
dificult6 la utilizacion de técnicas de microscopia (CLFM y SEM). Persiste el desafio de buscar
técnicas alternativas que permitan analizar efectivamente la estructura de los depdsitos y del biofilm
en estas condiciones.

El sidestream significa una reduccion considerable de los costos del piloto industrial: menor volumen
de productos requeridos; menor tiempo necesario para obtener resultados a nivel biofilm; logistica y
planificacion mas sencilla; mayor libertad para evaluar concentraciones, frecuencias y duracion del
tratamiento; menor riesgo para el activo.
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