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A METHOD FOR TREATMENT OF SUBTERRANEAN SITES ADJACENT
TO WATER INJECTION WELLS

This application claims the benefit of United States National

‘ Applications 12/833,018, 12/833,020, 12/833,039, 12/833,041,

i 12/833,043, 12/833,050, 12/833,058, and 12/833,070, each filed July 9,
2010, and each incorporated by reference in their entirety.

FIELD OF THE INVENTION

The invention relates to the field of microbial enhanced oil recovery

i and bioremediation of subterranean contaminated sites. Specifically, it
~ relates to methods of treating the toxic chemicals accumulated in

| subterranean sites adjacent to the water injection wells prior to

- introduction of microbial inocula for microbial enhanced oil recovery or

bioremediation of these sites.

BACKGROUND OF THE INVENTION

‘ Traditional oil recovery techniques which utilize only the natural

. forces present at an oil well site, allow recovery of only a minor portion of
the crude oil present in an oil reservoir. Oil well site generally refers to any

j location where wells have been drilled into a subterranean rock containing

| oil with the intent to produce oil from that subterranean rock. An oil

| reservoir typically refers to a deposit of subterranean oil. Supplemental
recovery methods such as water flooding have been used to force oil
through the subterranean location toward the production well and thus

| improve recovery of the crude oil (Hyne, N.J., 2001, “Non-technical guide

~ to petroleum geology, exploration, drilling, and production”, 2nd edition,

! Pen Well Corp., Tulsa, OK, USA).

; To meet the rising global demand on energy, there is a need to

| further increase production of crude oil from oil reservoirs. An additional

i supplemental technique used for enhancing oil recovery from oil reservoirs

. is known as Microbial Enhanced Oil Recovery (MEOR) as described in

: 1
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U|.S. Pat. No.7,484,560. MEOR, which has the potential to be a cost-
effective method for enhanced oil recovery, involves either stimulating
indigenous oil reservoir microorganisms or injecting specifically selected
mficroorganisms into the oil reservoir to produce metabolic effects that lead
tq improved oil recovery.

The production of oil and gas from subterranean oil reservoirs
réquires installing various equipment and pipelines on the surface or in the
spbterranean sites of the oil reservoir which come in contact with corrosive
fluids in gas- and oil-field applications. Thus, oil recovery is facilitated by
p!reserving the integrity of the equipment needed to provide water for water
iﬁjection wells and to convey oil and water from the production wells. As
a result, corrosion can be a significant problem in the petroleum industry

|
because of the cost and downtime associated with replacement of

cbrroded equipment.
| Sulfate reducing bacteria (SRB), which produce hydrogen sulfide
(HgS), are amongst the major contributors to corrosion of ferrous metal

s‘urfaces and oil recovery equipment. These microorganisms can cause

souring, corrosion and plugging and thus can have negative impact on a
MEOR or a bioremediation process. Bioremediation refers to processes
that use microorganisms to cleanup oil spills or other contaminants from
gither the surface or the subterranean sites of soil.

' To combat corrosion, corrosion inhibitors, which are chemicals or
agents that decrease the corrosion rate of a metal or an alloy and are
d)ften toxic to microorganisms, are used to preserve the water injection
énd oil recovery equipment in such wells. In the practice of the present
invention a water injection well is a well through which water is pumped
c!iown into an oil producing reservoir for pressure maintenance, water
ﬁlooding, or enhanced oil recovery. The significant classes of corrosion
inhibitors include compounds such as: inorganic and organic corrosion
inhibitors. For example, organic phosphonates, organic nitrogen
éompounds, organic acids and their salts and esters (Chang, R. J. et al.,

Corrosion Inhibitors, 2006, Specialty Chemicals, SRI Consulting).

| | 2
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US Pat. Appl. Pub. No0.2006/0013798 describes using bis-

quaternary ammonium salts as corrosion inhibitors to preserve metal

surfaces in contact with the fluids to extend the life of these capital assets.

U. S. Patent No. 6,984,610 describes methods to clean up oil

sludge and drilling mud residues from well cuttings, surface oil well drilling
* and production equipment through application of acids, pressure fracturing
": and acid-based microemulation for enhanced oil recovery.

WQ0O2008/070990 describes preconditioning of oil wells using

Epreconditioning agents such as methyl ethyl ketone, methyl propyl ketone

{and methy! tertiary-butyl ether in the injection water to improve oil
"lrecovery. Mechanisms such as modifying the viscosity of the oil in the
ﬁeservoir and enlivening the heavy oil were attributed to this method.
L‘ US2009/0071653 describes using surfactants, caustic agents, anti-
daking agents and abrasive agents to prevent or remove the build-up of
fIL:id films on the processing equipment to increase the well’s capacity.
Studies indicate that long-term addition of chemicals or agents used
toicontrol undesirable events such as corrosion, scale, microbial activities,
anzd foam formation in the water supply of a water injection well does not
leéd to their accumulation in high enough concentrations to adversely
afféct the microorganisms used in MEOR (Carolet, J-L. in: Ollivier and
Mabot ed., “Petroleum Microbiology”, chapter 8, pages 164 - 165, 2005,
ASM press, Washington, DC).

L‘ However, viability of microorganisms used in MEOR or
biorémediation processes is a concern. It can be desirable to modify
ME(?R or bioremediation treatments such that the viability of
micréorganisms used is maintained throughout these processes such that

MEO".R or bioremediation processes become more effective.

SUMMARY OF THE INVENTION
The present disclosure relates to a method for improving the

effectil\l/eness of a MEOR or bioremediation process by detoxifying

subterranean sites adjacent to oil wells, wherein the wells have been

3
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pr:eviously treated with corrosion inhibitors prior to inoculation of the
milcroorganisms required for MEOR or bioremediation.
“ In one aspect the present invention is a method comprising in order
thé steps of:
| a) treating a subterranean site in a zone adjacent to a water
injection well with a detoxifying agent; and
b) adding an inoculum of microorganisms wherein the
microorganisms comprise one or more species of:
Comamonas, Fusibacter, Marinobacterium, Petrotoga,
Shewanella, Pseudomonas, Vibrio, Petrotoga, Thauera, and
Microbulbifer useful in microbial enhanced oil recovery to the
‘ water injection well;
wheﬁein prior to the treatment of (a) at least one corrosion inhibitor and its
degrédation products if present have been adsorbed into the zone and
have}accumulated to concentrations that are toxic to microorganisms used
in milc',:robial enhanced oil recovery processes, thereby forming a toxic
zone.

‘ BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

'{ Figure 1 is the schematic representation of a water injection well
and th?a subterranean sites adjacent to the water injection well. (1) is the
flow oﬁ injection water into the well casing (7), (2 and 3) are rock layers, (5)

are peﬁorations in the casing, (4) are fractures in the rock layer, (6) is the
face oﬁ the rock layer made by the well bore, (7) is the well casing, (8) is
one sidl‘ie of the watered zone that is axi-symmetric with the injection well,
shown by a dotted box in the rock layer (3).

ll-“gigure 2 is the schematic of a model system used to simulate
formatién of a toxic zone. (9) is a long slim tube; (10) is a pressure vessel
to const",rain the slim tube; (11 and 12) are the opposite ends of the
pressuri%ed vessel; (13) is a pump; (14) is the feed reservoir; (15) is the
water inlét for the pressure vessel; (16) is the back pressure regulator;
(17)is thl‘:le high pressure air supply; (18) is an inlet fitting connecting the

4
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slim tube inside the pressure vessel to the pump and pressure
transducers; (21) is an outlet fitting connecting the slim tube inside the
pressure vessel to the back pressure regulator and the low side of the
differential pressure transducer; (19) is a differential pressure transducer;
and (20) is (%m absolute pressure transducer.

Figure 3 depicts titration of amine coated sand; #s represent amine
in solution from amine coated sand and Us represent the first derivative
of the titration curve (central differences).

Figur‘e 4 depicts titration of brine and sand with 1N HCI; #s

represent the pH of brine #1 with 10 grams of sand: ’s represent the pH

of brine #1 only; ms represent the slope of the pH of brine #1 with 10
grams of sahd; and &s represent the slope of the pH of brine #1 only.

Figure 5 depicts titration of brine and sand contaminated with amine

with 10% nitric acid; ’s represent the concentration of amine observed in
solution for a given pH.
Figurie 6 depicts titration of brine and core sand with 10% acetic

acid, "s represent the concentration of amine observed in solution for a
given pH.

i DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

In one aspect, the present invention is a method for detoxifying the

corrosion inhibitors, and their degradation products if present, which have
accumulated in a subterranean site adjacent to a water injection well of an
oil well site.‘ Applicants have found that oil recovery processing aids such
as corrosion inhibitors, for example, can accumulate in the area adjacent
to the water injection well and build to concentrations that are toxic to
microorganiéms used in MEOR or bioremediation. As the term is used
herein, “detoxifying” or “detoxification of” a water injection site means
removing or. reducing the toxicity caused by corrosion inhibitors and their
degradation products to microorganisms to allow their growth and activity
of said microorganisms, used in MEOR or bioremediation.

| 5
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ﬁor the purposes of the present invention, the term “toxic zone”
refers tc:? a subterranean site adjacent to the water injection well
compris"\ing toxic concentrations of agents such as corrosion inhibitors or
their deéraded products which have adverse effects on growth and
metaboli,lc activities of microorganisms used in MEOR and/or
bioremediation. These agents may bind to sand, rock, clays in the rock,
and/or oiél that is bound to the rock creating a toxic zone. A toxic agent, as
the term 1[is used herein, is any chemical or biological agent that adversely
affects grl;owth and metabolic functions of microorganisms used in MEOR
and/or bic:)remediation.

Figjure 1 is a schematic of a subterranean site adjacent to a water
injection \)yell. The injection water (1) flows into the well casing (7) which is
inside thel‘;lwell bore (6) drilled through rock layers (2 and 3). A gap exists
between the well casing (7) and the face (6) of the rock layer made by the
well bore (5). Rock layer (2) represents impermeable rock above and
below a pérmeable rock (3) that holds or traps the oil. The injection water
(1) flows dlpwn the well casing (7) and passes through perforations (5) in
the casing '5(7) and into fractures (4) in the permeable rock (3). This
injection wl‘ater then flows through the permeable rock layer (3) and
displaces ol‘;il from a watered zone (8) adjacent to the well bore. This zone
extends radially out from the well bore (6) in all directions in the permeable
rock layer (3). While the volume of permeable rock (3) encompassed by
the dash Iiné (8) is illustrated only on one side of the well bore it actually
exists on allisides of the well bore. This watered zone represents the
subterranea:n site adjacent to the water injection well.

Corrdsion inhibitors, along with their degradation products if
present, that": can accumulate to levels that are toxic to microorganisms
used in MEd;R are, for example: inorganic corrosion inhibitors such as
chlorine, hypbchlorite, bromine, hypobromide and chlorine dioxide.
Additional poientially toxic accumulating inorganic corrosion inhibitors
used to comb"at corrosion caused by SRB include, but are not limited to:

hydrazine, anthraquinone, phosphates, sodium sulfite, and salts
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con::taining molybdate, chrome or zinc (Sanders and Sturman, chapter 9,
pagé 191, in: “Petroleum microbiology” page 191, supra and Schwermer,
C. U et al., Appl. Environ. Microbiol., 74: 2841-2851, 2008).

II Organic compounds used as corrosion inhibitors that may
accu"‘mulate to form a toxic zone include: acetylenic alcohols, organic
azolés, gluteraldehyde, tetrahydroxymethyl phophonium sulfate (THPS),
bisthiocyanate acrolein, dodecylguanine hydrochloride, formaldehyde,
chlor&;phenols, organic oxygen scavengers and various nonionic
surfa(;tants.

. Other organic corrosion inhibitors that may accumulate to form a
toxic zione include, but are not limited to: organic phosphonates, organic
nitrogén compounds including primary, secondary, tertiary or quaternary
ammol‘hium compounds (hereinafter referred to generically as “amines”),
organk'{: acids and their salts and esters, carboxylic acids and their salts
and es"t:ers, sulfonic acids and their salts.

Applicants have determined that corrosion inhibitors can
accumu‘llate by adsorption into or on the subterranean site (e.g., rock, clay,
sand sténe, unconsolidated sand or limestone) or into the oil that has been
trapped;gin the oil reservoir subterranean site. Long-term addition of these
chemical’,‘ls results in their accumulation and formation of a toxic zone in
subterrahean sites adjacent to the water well with adverse effects on
microbiaiL inocula intended for MEOR and/or bioremediation applications.

A hodel system to simulate formation of a toxic zone can be used
to study i"ts effects on the survival of microorganisms. For example, a
model syétem called a slim tube can be set up and packed with core sand
from an oil well site. The model system as described herein can be set up
using tubihg, valves and fittings compatible with the crude oil or the
hydraulic %olution used that can withstand the range of applied pressure
during the ":‘process. An absolute pressure transducer, differential
pressure tﬁansducer and back pressure regulator, for example made by
Cole Plamér (Vernon Hill, IL) and Serta (Boxborough, Mass), are used in
the model éystem and are commercially available.

7
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The model toxic zone can be established using solutions of amines
and“/or amine mixtures and flushing them through a tube packed with core
sand from an oil reservoir. Other corrosion inhibitors suitable for use in
conlstructing a model can comprise organic phosphonates or
antr!?raquinone or phosphates. The concentration of the corrosion inhibitors
used to create the model toxic zone may be from 0.01 to 100 parts per
million.

: Detoxification of the toxic zone in either the model system or in a
subterranean site adjacent to a water injection well involves degradation,
desérption and/or dispersion of the accumulated toxic chemicals or agents
usiné; detoxifying agents. The term “detoxifying agent” therefore refers to
any chemical that either disperses or'destroys the toxic chemicals and
agents described herein and renders them non-toxic to microorganisms.

i Treating a toxic zone in a subterranean site adjacent to a water
injec‘Fion well with a detoxifying agent is accomplished by any method for
introc'ducing a chemical into a subterranean site that is well known to one
skilled in the art. Typically treating is by introducing a composition
conta;lining a detoxifying agent into the well as shown in the Figure 1
diagram for injection water (1).The detoxifying agent composition flows
throubh the well casing (7), through perforations (5), and into fractures (4)
in th(% permeable rock layer (3) in the watered zone (8). This is the zone
adjacent to a water injection well where a toxic zone may be formed and is
treatéd by the detoxifying agent.

' w Detoxification of the chemicals accumulated in the toxic zone may
be achieved using a degradation agent. A degradation agent, as the term
is used herein, is an agent that destroys or assists in the destruction of
toxic égents found in the toxic zone. Degradation agents can include, for
examéle, strong oxidizers that chemically react with corrosion inhibitors,
when i,added to the injection water which flows into the toxic zone, to
degrade them into less toxic or non-toxic products. Degradation agents
includ(lie strong oxidizing agents such as, for example, nitrates, nitrites,
chlorates, percholorates and chlorites.

20



WO 2012/006489 | PCT/US2011/043294

10

15

20

25

30

Detoxification of the chemicals accumulated in a toxic zone may
also be actjwieved using a dispersing agent. A dispersing agent as the term
is used herein includes any chemical that causes absorbed toxic agents to
be removed from the reservoir rock and/or sand in a toxic zone and
solubilizesfthem into the water during water flooding thereby allowing for
natural dispersion and diffusion to lower the concentration where it is no
longer toxic to MEOR or bioremediation microorganisms.

In o:ne embodiment, a dispersing agent includes any chemical that
lowers the|pH of a solution, ionizes amines and solubilizes them into the
water during water flooding and allows for natural dispersion and diffusion
to lower th:e concentration where it is no longer toxic to MEOR or
bioremediation microorganisms. For example, amines are fairly non-
reactive under mild conditions, however, they become ionized at lower pH.
Thus treat:ment of the amines with an acid increases their solubility and
releases them from oil and/or from rocks and disperses them from the
toxic zoné. The solubilized amines may therefore enter into the water
flowing th;rough the well. A combination of radial flow, dispersion and
desorption may allow the solubilized amines to be diluted and dispersed
over a large area (from at least 10 to about 200 feet (from at least 3
meters to;about 7 meters)) of the oil well. Following dilution and
dispersion of the amines over a much larger area, their concentrations
within thel subterranean site of the well would have been consequently
reduced to non-toxic levels for MEOR or bioremediation microorganisms.
In anothe:r embodiment, hydrogen peroxide may be added to the toxic
zone, as both a degradation and a dispersing agent, from about 1,000
parts per/million to 70,000 parts per million by volume of water. In another
embodim:ent, perchlorates may be added, as both a degradation and a
dispersing agent, from about 1 parts per million to about 10,000 parts per
million. |

In;another embodiment, any acid capable of lowering the pH at
least 1 unit less than the equivalence point of the amine (as measured in

the Examples below) may be used. The acid used to ionize the amines
\



. 2L

WO 2012/096489 PCT/US2011/043294

10

15

20

25

30

may include, but is not limited to, nitric acid, acetic acid, oxalic acid,
hydré)fluoric acid, and hydrochloric acid. Acid may be added from about
0.1 v«li/eight% to about 20 weight% to the water that is being pumped into
the téxic zone.

In a MEOR process, an inoculum of viable microorganisms is
adde@ to water being injected into a water injection well (see Figure 1).
The t'(larm “inoculum of microorganisms” refers to a composition containing
viable microorganisms. These microorganisms colonize, that is to grow
and p:‘ropagate, at the subterranean sites adjacent to the water injection
well té promote MEOR. The recovery of oil may be enhanced by actions of
the microorganisms such as releasing oil from subterranean rock and/or
sand, and forming plugging biofilms that will enhance sweep efficiency in
water flooding secondary oil recovery.

:‘Microorganisms useful for this application may comprise classes of
facu[tal‘,tive aerobes, obligate anaerobes and denitrifiers. Preferred for use
in subt%erranean sites are microorganisms that are effective under
anaerollbic denitrifying conditions. The inoculum may comprise of only one
particu“lar species or may comprise two or more species of the same
genera or a combination of different genera of microorganisms.

l;rhe inoculum may be produced under aerobic or anaerobic
conditiéns depending on the particular microorganism(s) used.
Technklgues and various suitable growth media for growth and
mainterﬁ]ance of aerobic and anaerobic cultures are well known in the art
and have been described in “Manual of Industrial Microbiology and
Biotechlinology” (A. L. Demain and N. A. Solomon, ASM Press,
Washinéton, DC, 1986) and “Isolation of Biotechnological Organisms from
Nature”,l‘l (Labeda, D. P. ed. p117- 140, McGraw-Hill Publishers,1990).

ﬁhe inoculum of microorganisms is added to a subterranean site by
any method for microorganism introduction that is well known to one
skilled in the art. Typically the inoculum is added to the water injection well

as a part of injection water (1) that is introduced into the well casing (7) as
shown |n Figure 1.

{ 10
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: Examples of microorganisms useful in the present method include,
but are not limited to, one or more species of the following genera:
Come';monas, Fusibacter, Marinobacterium, Petrotoga, Shewanella,
Pseudomonas, Vibrio, Thauera, and Microbulbifer. In one embodiment
the microorganism used in the present method is selected from one or
more 'pf Comamonas terrigena, Fusibacter paucivorans, Marinobacterium
georg':“ense, Petrotoga miotherma, Shewanella putrefaciens,
Pseudomonas Stutzeri, Vibrio alginolyticus, Thauera aromatica, Thauera
chloro'penzoica and Microbulbifer hydrolyticus.

In one embodiment an inoculum of Shewanella putrefaciens
LH4:18 (ATCC PTA-8822), described in US 7,776,795, may be used in
the présent method. In another embodiment Pseudomonas stutzeri
LH4:1$ (ATCC PTAB8823), described in commonly owned and co-pending
UsS Pa:tent Application Pub. No. US20090263887, may be used in the
presedt method. In another embodiment Thauera aromatica AL9:8 (ATCC
9497), described in commonly owned and co-pending Patent Application
Pub. N'p. US 20100078162, may be used in the present method.

|
1 EXAMPLES

The present invention is further defined in the following Examples.
It shoulp be understood that these Examples, while indicating preferred
embodi\ments of the invention, are given by way of illustration only. From
the abolve discussion and these Examples, one skilled in the art can
ascerta\in the essential characteristics of this invention, and make various
changeIs and modifications to the invention to adapt it to various uses and
conditio\ns.

|
| GENERAL METHODS:
Chemicals and materials

|
A\II reagents, and materials used for the growth and maintenance of
microbiall cells were obtained from Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI),

| 11
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DIFCO Laboratories (Detroit, MI), GIBCO/BRL (Gaithersburg, MD), or

Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), unless otherwise specified.
Amines analysis

| Concentration of amines, in media and water, were analyzed by

5 | gas chromatography (GC). An Agilent Model 5890 (Agilent, Wilmington,
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. DE), GC equipped with a flame photoionization detector and a

| split/splitless injector, a DB-FFAP column (30 meter length x 0.32
millimeter (mm) depth x 0.25 micrometer particle size). The equipment had
an Agilent ALS Autoinjector, 6890 Model Series with a 10 milliliter (ml)

10 | syringe. The system was calibrated using a sample of N,N-Dimethyl-1-

l Dodecaneamine (Aldrich). Helium was used as the carrier gas. A

| temperature gradient of 50 degrees Celsius (°C) to 250 °C at 30 °C

| increase per minute (min) was used. Retention times (in minutes, min) for
| various chemicals of interest included: N,N-Dimethyl-1-Dodecaneamine

| (8.08 min); N,N-Dimethyl-1-Tetradecaneamine (8.85 min); N,N-Dimethyl-
| 1-Hexadecane- amine (9.90 min); N,N-Dimethyl-1-Octadecaneamine

' (10.26 min) and N-Methyl,N-Benzyll-1-Tetradecaneamine (11.40 min).
|

| EXAMPLE 1

| ESTABLISHING A TOXIC ZONE IN SAND FROM AN OIL WELL USING
| A MIXTURE OF AMINES IN A MODEL SYSTEM

’_ A sample of the sand obtained from the Schrader Bluff formation at
}ithe Milne Point Unit of the Alaska North Slope was cleaned by washing
éwith a solvent made up of a 50/50 (volume/volume) mixture of methanol
'and toluene. The solvent was subsequently drained and then evaporated
'off the sand to produce clean, dry, flow able sand. This sand was sieved

to remove particles with less than one micrometer in size and was then
lpacked tightly into a four foot (121.92 cm) long flexible slim tube (9) and
%compacted by vibration using a laboratory engraver. Both ends of the slim
tubes were capped to keep the sand in it. The complete apparatus is
'_shown in Figure 2. Tubing that can sustain the amount of pressures used
in the slim tube, was connected to the end caps. The slim tube (9) was

12
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rrj‘mounted into the pressure vessel (10) with tubing passing through the
ends (11 and 12) of the pressure vessel using pressure fittings (18 and
2;1). Additional fittings and tubing were used to connect the inlet of the
skim tube (11) to a pressure pump (13) and a feed reservoir (14).

Additional fittings and tubing connected the inlet of the slim tube to
an absolute pressure transducer (20) and the high pressure side of a
differential pressure transducer (19). Fittings and tubing connected the
dutlet of the slim tube (12) to the low pressure side of a differential
dressure transducer (19) and to a back pressure regulator (16). The
signals from the differential pressure and the absolute pressure transducer
were ported to a computer and the pressure readings were monitored and
pl)eriodically recorded. The pressure vessel (10) around the slim tube was
filled with water through a water port (15). This water was then slowly
ﬂ)ressurized with air (17) to a pressure of about 105 per square inch (psi)
(0.72 mega Pascal) while brine #1 from the feed reservoir (14) (Table 1)
ﬂowed through the slim tube and left the slim tube through the back
pressure regulator (16). This operation was performed such that the
bressure in the slim tube was always 5 to 20 psi (0.034 — 0.137 mega
#asoal) below the pressure in the pressure vessel (10).

: TABLE 1
! Ingredients of Brine #1
(no nutrient brine — gram per liter {(ar/L) of tap water

NaHCO; 1.38 grams (gr)
paCIz*BHZO 0.38 gr

MgCI,*6H0 0.220 gr

KCl 0.090 gr

NaCl 11.60 gr

NaHCO; 1.38 gr

Trace metals 1 ml

Trace vitamins 1 mi

Na3(PO4) 0.017 gr (=10 parts per million (ppm) PO4)
NH4Cl 0.029 gr (=10 ppm NHy)
Acetate 0.2 gr (200 ppm acetate)

'The pH of brine #1 was adjusted to 7.0 with either HCI or NaOH and the
| solution was filter sterilized.

13

(A}



WO 2012/006489 PCT/US2011/043294

10

15

20

1
| TABLE 2
Concentration of the amines added to Brine #1
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Sample' PPM | PPM | PPM | PPM | PPM | PPM | PPM
Brine #1 w/ amine | 25 124 23 1 0 0 2

\

C!)nce the pressure inside and outside the slim tube was
establisr'ped, one pore volume of the crude oil from an oil reservoir of the
Milne P::)int Unit of the Alaskan North Slope was pumped into the slim
tube. Tl';‘IiS process was performed in several hours (h). Once the crude
oil had saturated the sand in the slim tube and was observed in the
eﬁluent,‘lthe flow was stopped and the oil was allowed to age in the core
sand for‘:3 weeks. At the end of this time, brine #1 was pumped through
the slim iube at a rate of ~1.5 — 3.5 milliliter per hour (ml/h) (~1 pore
volume évew 20 h). Samples were taken from the effluent and the
concentr:ation of natural microflora in them was determined.

Aﬁter 51 pore volumes of flow through the slim tube the
concentration of natural microflora in the system was about 1x10” colony
forming anits per milliliter (CFU/ml). At this point, a mixture of amines
(hereaﬁe:r amines/brine mixture) was added at 150 ppm concentration to
brine #1 .;The approximate composition of the mixture of amines (Table 2)
consisteq of 7 different amine components that were identified. Five were
identified"by Mass Spectrometry (Agilent Technologies, Inc. Santa Clara,
CA) as N:N-dimethyl-1-dodecaneamine, N-N-dimethyl-1-tetradecane-
amine, NiN-dimethyl-methane-thioamide, caprolactam and N-methyl-N-
benzyl-1 —{etradecaneamine. Two of the components were identified as

‘ 14
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amines but specific chemical formulas could not be assigned to them
because the Mass Spectral Fragmentation patterns could not be
deciphered. These are labeled in Table 2 as “minor amine” and “other

. amine”. Analysis of the effluent from the slim tube did not indicate
presence of any amines in it. The experiment was continued by pumping
150 ppm of the mixture of amines in brine #1 through the slim tube.

After 77 pore volumes of the mixture of brine #1 with 150 ppm of

1; mixture of amines was pumped into the slim tube no amines were
. observed in the effluent.

After 80 pore volumes of the mixture of brine #1 with 150 ppm of

l‘. mixture of amines was pumped into the slim tube a total of about 1 gr of
the mixture of amines had flowed through the slim tube. At this point, 80

‘lppm of amines was finally observed in the effluent of the slim tube. This
l;‘very long delay in seeing the amines in the effluent means that virtually all
ihe amines had been trapped in the slim tube. In addition, at this time, no
rlﬁ_\atural microflora could be seen in the effluent indicating that the slim tube
had become toxic enough to kill all existing microflora. At this point,
ﬁumping the amines-free brine#1 was started in an attempt to flush the
al‘lmines out of the slim .tube and to make it less toxic.

| After 24 pore volumes of the amines-free brine#1 had been
ppmped through the slim tube, 51 ppm of amines was detected in the
efﬂuent. The slim tube was then inoculated with one pore volume of
Sbewanella putrefaciens (ATCC PTA-8822) at a concentration of
aéproximately 1x10° CFU/mI. This inoculation was not allowed to remain
in Iﬁthe slim tube. Instead, amines-free brine#1 was flushed through the slim
tube immediately after the inoculation. Consequently the microbes
reéided in the slim tube for only a few hours during the transit through it.
Thhs, it was anticipated that the microorganisms’ concentration in the
efﬂl"luent could be measured in the effluent eluting the slim tube. However,
rerﬁarkably no microorganisms (representing about a 9 log kill) were
deté?cted in the slim tube effluent despite the short residence time of the

inoculum in the slim tube. This experiment confirmed that a toxic zone
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had been established in the slim tube. In a continued attempt to detoxify
the slim tube, brine #1 alone was continuously pumped through it.
After 79 pore volumes of the amines-free brine #1 had been

pumped through the slim tube, the amines concentration in the effluent of
the slim tube was measured at 30 ppm. The slim tube was inoculated with
another pore volume of Shewanella putrefaciens (at 1 x10° CFU/ml). The
CFU/ml in an effluent sample was about 1x10* showing more than a 5 log
kill of this microorganism had occurred immediately following inoculation.
This experiment underlined the continued toxic effect of the amines
despite extended washing of the tube with the amines-free brine#1
solution. _

After 108 pore volumes of the amines-free brine #1 had been
pumped through the slim tube, the amine concentration in the effluent was
measured at 5 ppm. The slim tube was inoculated with an additional one
pore volume of Shewanella putrefaciens containing 1 x10° CFU/ml. The
CFU/ml in the effluent sample of the slim tube immediately following
inoculation indicated a 4 - 5 log kill of this microorganism despite the
extended washing with the amines-free brine#1 and the decrease in the
amines concentration in the effluent. These results further confirmed the
continued toxic effect of the mixture of amines accumulated in the slim
tube.

After 143 pore volumes of the amines-free brine #1 had been
pumped through the slim tube one pore volume of an inexpensive
odorless mineral spirits (OMS)(Parks OMS, Zinsser Co., Inc., Somerset
Jew Jersey #2035 CAS #8052-41-3) was pumped through the slim tube in
an attempt to remove the remaining mixture of amines. After this flush of
OMS, pumping of amines-free brine #1 through the slim tube was
continued.

After 149 pore volumes of amines-free brine #1 had been pumped
through the slim tube, the amines concentration in the effluent was

 measured at 4 ppm and the slim tube was inoculated with an additional

. one pore volume of Shewanella putrefaciens (1x10° CFU/ml). A count of
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;‘microorganisms in the sample of the slim tube’s effluent showed a 2 - 3
"llog kill (99 to 99.9%) despite the OMS flush and the extended washing
lyvith the amines-free brine#1. These results confirmed that the toxic zone
in the slim tube was still killing virtually all the microorganisms added to

5 the tube.

‘. After 168 pore volumes of the amines-free brine #1 had been
¢umped through the slim tube, one pore volume of a solution of 10% HCI
|n water was pumped through the slim tube to remove the amines. After
tbis acid wash, the amines-free brine #1 was continuously pumped

10 through the slim tube.

! Following the acid wash treatment, an additional 2 pore volumes of
trﬁe amines-free brine #1 was pumped through the slim tube and the
alrnines concentration in the effluent was measured at 0.5 ppm. The slim
tu'lbe was then inoculated with an additional one pore volume of

15 Sbewanella putrefaciens (1x10° CFU/ml). The CFU/ml in the effluent
sr;owed about a 0.4 log kill of this microorganism. These results
ur:}derlined survival of more microorganisms following the acid wash of the
slib tube and the effectiveness of using an acid to detoxify the toxic zone
in ';the slim tube. Table 3 below summarizes results of the various tests

20 deEcribed above.

25

30

17

el



WO 2012/006489

PCT/US2011/043294

| TABLE 3
Summary of the amount of amine observed in the slim tube’s effluent and
tﬁe fraction of the microorganisms killed (log kill) during residence in the

! slim tube. PV = pore volume; nd= not detected

5
Total Pore ppm log kill
volume of fluid | amines after
" pumped in the | inoculat
' through slim | effluent ing
tube
51 0 0
131 80.5 nd amines flood
stopped
| 155 51.1 9.6
! 210 295 5.3 (at
' least)
" 239 4.7 4.5 (at
‘ least)
274 OMS flooded
~1 pore volume
280 42 | 24
299 10% HCL flooded
for 1 PV
301 05 | 04
EXAMPLE 2

FI'QEMOVAL OF N N-DIMETHYL-1-DODECANAMINE FROM SAND
THROUGH THEIR IONIZATION AT LOW PH USING HYDROCHLORIC
10 ACID
"‘ 38 milligrams (mg) of N N-Dimethyl-1-Dodecanamine (hereafter
referrl‘,ed to as “the amine”) was added to 10.210 gr of Pentane. This
squtic"pn was added to 10.1845 gr of specific sand layers (Oa and Ob)
obtair']ed from the Schrader Bluff formation of the Milne Point Unit of the
15 Alask?n North slope. The oil content of the sand was first removed using
a mixtlure of methanol and toluene (50/50, volume/volume) as solvent
washes. The solvent mixture was subsequently evaporated off the sand
to prociliuce clean, dry, flowable sand. This sand was mixed with the amine

and pentane solution to produce a slurry. This slurry was thoroughly mixed
20 and thé pentane was evaporated off leaving the amine on the sand

(hereaﬁer referred to as sand/amine mixture). 100 ml of brine #2 (recipe
‘ 18
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below) was added to the sand/amine mixture to create the

sand/amine/brine mixture. The initial pH of the sand/amine/brine mixture

was 8.4. The concentration of the amine in the water should have been

380 ppm if all the amine were dissolved in brine #2. Analysis of a sample
‘of sand/amine/brine mixture by GC did not reveal the presence of any
amines in the test sample (i.e., the amine conc. was ~<1 ppm). The fact
that the amine was not detected underlined its strong binding to the sand
particles. 0.1 ml of 1 normal (N) HCI was added to this solution, and the
!pH and the amine concentration was measured again. This step was
!repeated several times and the analyses results are shown in both Table 4
and in Figure 3. Complete ionization and solubilization of the amine in the
water was observed at pH below ~ 6.0. This is a surprising finding since
the pKa of HCl is -6.2 (Langes Handbook of Chemistry, 14™ edition, page
8.14, 1992, McGraw-Hill, Inc., New York). Therefore, the concentration of
the HCI required for this step to completely ionize the amine and removed
it from the toxic sand may be further reduced several orders of magnitude
from the 10% concentration used in this example. The data underlines the
remarkable efficiency of an acid at ionizing and removing the amine from
the sand.

Composition of brine #2 (gr/Lof deionized water)

NaHCO3 1.38 gr
CaCly*6H20 0.39 gr
MgCl,*6H0 0.220 gr
KCl 0.090 gr
NaCl 11.60 gr

19
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Amine concentration measured in Example 2

sample N-N- First pH 1 N HC!
dimethyl-1- derivative {ml)
dodeanamine | (change in
(ppm) in slim | amine/change
tube effluent | in pH)
| Amine titrate st 0.00 8.14 0.00
| Amine titrate 1 46.41 63.75 7.37 0.10
Amine titrate 2 59.29 63.42 7.21 0.10
Amine titrate 3 67.97 24.34 7.03 0.10
| Amine titrate 4 74.38 160.35 6.59 0.10
Amine titrate 5 212.28 412.18 6.13 0.10
Amine titrate 6 288.72 679.86 6.07 0.10
Amine titrate 7 273.47 -148.78 6.04 0.05
Amine titrate 8 275.33 119.35 5.98 0.05
Amine titrate 9 303.31 65.90 5.79 0.05
Amine titrate 10 314.21 15.17 5.39 0.05
Amine titrate 11 328.48 3.24 413 0.05
Amine titrate 12 321.33 11.80 3.19 0.05
Amine titrate 13 342.88 47 42 2.91 0.05
Amine titrate 14 342.67 -6.52 2.74 0.05
Amine titrate 15 340.92 79.86 2.61 0.05
Amine titrate 16 369.02 80.22 2.41 0.10
Amine titrate 17 368.19 2.25 2.27 0.10
Amine titrate 18 369.54 7.51 2.18 0.10
Amine titrate 19 369.47 0.12 2.10 0.10
| Amine titrate 20 369.56 2.04 0.10
EXAMPLE 3

CAPACITY OF SAND TO NEUTRILIZE ACID

10 | A.Titration of brine #2 in the absence of sand

The intent of this experiment was to determine the capacity of the

sand described in Example 2 to neutralize the HCI intended to ionize the

' amine accumulated in the sand.

To set up a control test, 100 ml of brine #2 was titrated with 1 N HCI
15 ' to initial pH of 8.1. An aliquot (0.1 ml) of 1N HCI was added to the brine
#2 and the pH was measured. The HCI addition was repeated several

times and the pH was measured after each addition. Results of these

20
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analyses are shown in both Table 5 and in Figure 4. The data indicated

+ that about 2.25 milliequivalents of HC| were needed to achieve the
+equivalence point of about pH 4 corresponding to about 100% recovery of
the carbonate present in brine #2.

5. TABLE 5

Titration of synthetic injection brine #2 in the absence of the amine

sample pH First 1 N HCI

derivative of (m!)
pH

Addition 1 8.10 0.00
Addition 2 7.67 0.73 0.10
Addition 3 7.37 0.49 0.10
Addition 4 7.18 0.35 0.10
Addition 5 7.02 0.29 0.10
Addition 6 6.89 0.23 0.10
Addition 7 6.79 0.21 0.10
‘ Addition 8 6.68 0.19 0.10
! Addition 9 6.60 0.17 0.10
: Addition 10 6.51 0.15 0.10
Addition 11 6.45 0.15 0.10
Addition 12 6.36 0.18 0.10
Addition 13 6.27 0.18 0.10
Addition 14 6.18 0.18 0.10
Addition 15 6.09 0.17 0.10
Addition 16 6.01 0.17 0.10
Addition 17 5.92 0.18 0.10
Addition 18 5.83 0.19 0.10
“Addition 19 5.73 0.33 0.10
Addition 20 5.50 0.32 0.10
: Addition 21 5.41 0.33 0.10
: Addition 22 5.17 0.74 0.10
‘ Addition 23 4.67 1.94 0.10
Addition 24 3.23 1.86 0.10
- | Addition 25 2.81 0.62 0.10
.| Addition 26 2.61 0.36 0.10
.| Addition 27 2.45 0.25 0.10
Addition 28 2.36 0.17 0.10
Addition 29 2.28 0.10

10
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B. Titration of brine #2 with sand
i

‘ 100 ml of brine #2 plus 10 gr of the same sand (brine/sand mixture)
used in Example 2, was titrated with 1N HCI. The initial pH of the
brine/sand mixture was 7.88. 0.1 ml aliquots of 1N HCI were added to this
5 Imixture repeatedly, and the pH was measured after each HCI addition.
Trhe results shown in both Table 6 and in Figure 4 indicated that addition

bf 0.3 milliequivalents of HCI was needed to achieve the equivalence point
\%Niih 10 gr of sand present. The data obtained in this experiment
Qnderlines the slight capacity of the sand to neutralize the added HCI.

10 C‘Donsequently a small concentration of an acid, such as HCI, ionized the

amine associated with the sand without getting neutralized by reaction

with the sand.

22
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TABLE 6

Titration of brine #2

and 10 gr of sand

Brine contained 1.87 gr NaHCO3 | Used 10.103 gr of core sand
! 2.60 ml of 1 N HCL at
Sample pH Slope of pH (first derivative) | ml 1 N HCI
1 i 7.88 0.00
2 | 7.55 0.53 0.10
3 7.35 0.36 0.10
4 | 7.19 0.30 0.10
5 | 7.05 0.24 0.10
6 | 6.95 0.20 0.10
7 6.85 0.18 0.10
8 | 6.77 0.18 0.10
9 | 6.67 0.17 0.10
10 | 6.60 0.14 0.10
11 1 6.53 0.14 0.10
12 1 | 6.46 0.13 0.10
13 | 6.40 0.12 0.10
14 | 6.34 0.13 0.10
15 | 6.27 0.13 0.10
16 | 6.21 0.13 0.10
17 | 6.14 0.15 0.10
18 | 6.06 0.16 0.10
19 | 5.98 0.16 0.10
20 | 5.90 0.17 0.10
21 | 5.81 0.21 0.10
22 | 5.69 0.29 0.10
23 | 5.52 0.34 0.10
24 | 5.35 0.45 0.10
25 | 5.07 0.80 0.10
26 | 4.55 1.14 0.10
27 | 3.93 1.13 0.10
28 | 3.42 0.86 0.10
29 i 3.07 0.52 0.10
30 | 2.90 0.33 0.10
31 2.74 0.24 0.10
32 | 2.66 0.29 0.10
33 2.45 0.34 0.20
34 2.32 0.23 0.20
35 i 2.22 0.18 0.20
36 | 2.14 0.20
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EXAMPLE 4

REMOVAL OF N-N-DIMETHYL-1-DODECANAMINE FROM SAND

"ITHROUGH THEIR IONIZATION AT LOW pH USING 10% NITRIC ACID
The procedure outlined in Example 2 was used to produce the

‘s‘and/amine mixture except that 519 mg of the amine, 10 gr of Pentane.
and 60.062 gr of sand from the Oa and Ob layers were used. 29.065 gr of
tllhis sand/amine mixture was added to 100 ml of brine #2 (above) to create
the sand/amine/brine mixture. The initial pH of the sand/amine/brine

rir‘ﬂxture was 8.28. The concentration of the amine in the water should
Have been about 2000 ppm if all the amine was dissolved in brine #2.
|r'pstead, analysis of a sample of brine #2 in contact with the
sand/amine/brine mixture as described above showed that the amine
‘concentration was ~85 ppm, i.e., far less than what was expected. The
féct that only a small amount of the amine was detected in brine #2
underlined the strong binding of the amine to the sand particles. 0.1 m! of
1(:) weight percent (wt%) nitric acid in water was added to this solution, and
the pH and the amine concentration were measured again. This step was
répeated several times and the analyses results are shown in both Table 7
and in Figure 5. Complete ionization and solubilization in the water of the
arllnine was observed at a pH below ~ 6.7. This is a surprising finding
since the pKa of nitric acid is -1.37 (Langes Handbook of Chemistry, 14™
edition, page 8.15, 1992, McGraw-Hill, Inc., New York), the concentration
of the nitric acid required for this step may be further reduced several
orcljers of magnitude from the 10 wt% used in this experiment without any
negative impact on removal of the amines from the sand.
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: TABLE 7

! Amine concentration measured in Example 4
“ sample ppm N-N- pH ml 10% HNO;
dimethyl-1-
dodeanamine
start 85 8.28 0
1 110 8.13 0.1
2 211 7.72 0.1
3 216 742 0.1
4 235 7.25 0.1
5 540 7.2 0.1
6 745 7.29 0.1
7 1153 7.33 0.1
8 1210 7.29 0.1
9 1327 7.18 0.1
10 1315 7.11 0.1
11 1413 6.99 0.1
, 12 1667 6.85 0.1
‘; 13 1897 6.73 0.1
} 14 1853 6.64 0.1
: 15 1858 6.59 0.1
| 16 1788 6.28 0.2
17 1822 5.8 0.2
18 1975 3.46 0.2
5
EXAMPLE 5

REMOVAL OF N-N-DIMETHYL-1-DODECANAMINE FROM SAND
THROUGH TS IONIZATION AT LOW pH USING 10% ACETIC ACID

The same procedure outlined in Example 4 was repeated here to

10 praiduce the sand/amine mixture. 30.85 grams (gr) of the sand/amine
mi*ture was added to 100 ml of brine #2 (above) to create the
sadd/amine/brine mixture. The initial pH of the sand/amine/brine mixture
waél 8.52. The concentration of the amine in the water should have been
abb"pt 2000 ppm if all the amine were dissolved in brine #2. Instead,

15 anaiysis of brine #2 in contact with the sand/amine/brine mixture, as
desé:ribed above, showed that the amine concentration was ~67 ppm, i.e.,
far Iéss than what was expected. The fact that only a small amount of the
amiﬁe was detected in the brine #2 underlined the strong binding of the
amide to the sand particles. 0.1 ml of 10 wt% acetic acid was added to
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this s:olution, and the pH and the amine concentration were measured
again. This step was repeated several times and the analyses results are
shown in both Table 8 and in Figure 6. Complete ionization and
solublilization in the water of the amine was observed at pH below ~ 6.7.
This iJ‘s a surprising finding since the pKa of acetic acid is 4.756 (Langes
Hand!‘book of Chemistry, 14" edition, page 8.19, 1992, McGraw-Hill, Inc.,
New York). Consequently, the concentration of the acetic acid required for
this step may be further reduced significantly from what was used in this
example without any negative impact on removal of the amine from the
sand.

| The observations described above illustrate that a weak organic
acid, like acetic acid can be as effective as a strong inorganic acid, like
hydrochloric acid, at ionizing and separating the amines from the toxic
sand./It can therefore be concluded that to remove the toxic zone from a

subterranean site, any acid that decreases the pH of a solution below
about|6.7 can be used.

26
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Amine concentration measured in Example

sample ppm N-N- pH ml 10% acetic acid
dimethyl-1-
dodeanamine
start 67 8.52 0
1 63 8.01 0.1
2 107 7.41 0.1
3 215 7.4 0.1
4 497 7.37 0.1
5 512 7.23 0.1
6 969 7.12 0.1
7 1239 6.98 0.1
8 1453 6.89 0.1
9 1583 6.75 0.1
10 1579 6.56 0.1
11 1616 6.39 0.1
12 1759 6.4 0.1
13 1736 6.02 0.2
14 1718 5.4 0.2
15 1743 5.04 0.2
16 1931 4.86 0.2
17 1995 4.73 0.2
18 1913 4.61 0.2
19 1881 4.52 0.2
20 1837 4.43 0.2
21 1885 4.36 0.3
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‘ CLAIMS
What i$ claimed is:

1. A method comprising in order the steps of:

a) treating a subterranean site in a zone adjacent to a water
injection well with at least one detoxifying agent; and

b) adding an inoculum of microorganisms wherein the
microorganisms comprise one or more species of: Comamonas,
Fusibacter, Marinobacterium, Petrotoga, Shewanella,
Pseudomonas, Vibrio, Thauera, and Microbulbifer useful in
| microbial enhanced oil recovery to the water injection well;
wherein prior to the treatment of (a) at least one corrosion inhibitor and its
degradétion products if present have been adsorbed into the zone and have
accumu?lated to concentrations that are toxic to microorganisms used in
microbizfﬂ enhanced oil recovery processes, thereby forming a toxic zone.
|
2. The method of claim 1 wherein the corrosion inhibitor is an organic
compou‘nd selected from the group consisting of organic phosphonates,

organic nitrogen compounds such as amines, organic acids and their salts

and estqrs, carboxylic acids and their salts and esters, sulfonic acids and their

salts, acetylenic alcohols, organic azoles, gluteraldehyde, tetrahydroxymethyl
phophonium sulfate (THPS), bisthiocyanate acrolein, dodecylguanine
hydrochl"oride, formaldehyde, chlorophenols, organic oxygen scavengers and
various Aonionic surfactants, and combinations thereof.

!
3. The method of Claim 2 wherein the corrosion inhibitor comprises

quaternary ammonium compounds or their degradation products.

1
4. The mtiathod of Claim 3 wherein the quaternary ammonium compound is
selected Trom the group consisting of benzalkonium chloride, bis-quaternary

ammonium salts, quaternary nitrogen compounds and imidazoline
compounds.

|

|

!

|
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!
5. The metihod of Claim 1 wherein the corrosion inhibitor is an inorganic
compound selected from the group consisting of chlorine, hypochlorite,
bromine, hypobromide, chlorine dioxide, hydrazine, anthraquinone,
phosphateé, sodium sulfite, salts containing chrome, molybdate, or zinc, and
combinations thereof.

6. The method of Claim 1 wherein the detoxifying agent of (a) is a dispersing
agent.

7. The method of Claim 6 wherein the dispersing agent is an acid selected
from the group consisting of hydrochloric acid, nitric acid, hydrofluoric acid,
acetic acid and oxalic acid.

8. The method of Claim 6 wherein the dispersing agent causes disassociation

of the corro}sion inhibitor from the subterranean site adjacent to the water
injection well and disperses and dilutes it such that the corrosion inhibitor
becomes non-toxic to the microorganisms and the subterranean site adjacent

to the water injection well is detoxified.
|

9. The metrLod of claim 1 wherein the detoxifying agent is a degradation
agent. I

10. The method of Claim 9 wherein the degradation agent is a strong oxidizing
agent selected from the group consisting of nitrates, nitrites, chlorates,

|

percholorates, chlorites, and combinations thereof.
11. The method of Claim 1 wherein the detoxifying agent is both a dispersing
agent and a degradation agent.

|
12. The method of claim 11 wherein the detoxifying agent is hydrogen

peroxide or\perchlorate.

l 20
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13. The method of Claim 1 wherein the corrosion inhibitor is a growth inhibitor
of sulfate reducing bacteria.

14. The method of Claim 1 wherein the microorganisms colonize the
5 detoxified subterranean site adjacent to the water injection well to perform
microbial énhanced oil recovery.
15. The mLthod of Claim 1 wherein the inoculum comprises one or more of
Comamonas terrigena, Fusibacter paucivorans, Marinobacterium georgiense,
10  Petrotoga miotherma, Shewanella putrefaciens, Pseudomonas stutzeri, Vibrio
alginolyticus, Thauera aromatica,, Thauera chlorobenzoica and Microbulbifer

h ydrolyticu!s.

16. The méthod of claim 15 wherein the Thauera aromatica is strain
15  ATCC9497, the Pseudomonas stutzeri is strain ATCC PTA8823, and the
Shewanella putrefaciens is strain ATCC PTA-8822.
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UN MéTODO PARA EL TRATAMIENTO DE SITIOS SUBTERRANEOS

ADYACENTES A POZOS DE INYECCION DE AGUA

ésta solicitud reclama el beneficio de Ilas solicitudes
Estadounidenses 12/833.018, 12/833.020, 12/833.039, 12/833.041,
12/833.643, 12/833.050, 12/833.058, y 12/833.0701, presentadas cada
una el 9 de julio de 2010, y cada una de estas se incorpora a la presente

como rejerencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

la invencién se relaciona con el campo de la recuperacién
microbiana mejorada del petréleo y la biorehabilitacion de sitios
subterraneos contaminados. Especificamente, se relaciona con métodos
!
para tratar los quimicos toxicos acumulados en sitios subterraneos
adyacentes a los pozos de inyeccioén de agua antes de la introduccion de

inoculas microbianos para la recuperacion microbiana mejorada de

petréleo o la biorehabilitacién de estos sitios.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las técnicas tradicionales de recuperacion del petréleo que usan
solamente las fuerzas naturales presentes en un sitio de un pozo de

petréleo, permiten recuperar solo una porcién menor del crudo presente

en un reservorio de petroleo. Un sitio de un pozo de petroleo se refiere en

9
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|

general a cualquier localizacion en donde los pozos han sido perforados
dent‘ro de una roca subterranea que contiene petréleo con la intencién de

producir petréleo desde esa roca subterranea. Un reservorio de petréleo
|

tipicamente se refiere a un depésito de petréleo subterraneo. Métodos
suplementarios de recuperacién tales como inundacién con agua han sido
|

usados para forzar el petréleo desde la localizacién subterranea hacia el
|
pozo de produccidn y asi mejorar la recuperaciéon del crudo (Hyne, N. J,,

2001, “Non-technical guide to petroleum geology, exploration, drilling, and
1

production”, 2nd edition, Pen Well Corp., Tulsa, OK, USA).

' Para cumplir con la demanda global creciente de energia, existe la
\

necesidad de incrementar adicionalmente la produccién de petréleo crudo
de los reservorios. Una técnica suplementaria adicional usda para mejorar

la recuperacién de crudo de los reservorios de petréleo se conoce como
|

Recuperacién Microbiana Mejorada de petréleo (MEOR, siglas en inglés)

tal como se describié en la patente Estadounidense No. 7.484.560.
\

MEOR, que tiene el potencial de ser un método efectivo en costos para la
recupéeracic’m mejorada de petréleo, involucra el uso de microorganismos
estimhlantes autoctonos del reservorio de petréleo o la inyeccion de
microorganismos especificamente seleccionados dentro del reservorio de

petrél:‘eo para producir efectos metabdlicos que conduzcan a la

recuperacion mejorada de petréleo.
\

'La produccion de petroleo y gas de reservorios subterraneos de
\

petréleo requiere instalar varios equipos y tuberias sobre la superficie o en

o | . , .
sitios subterraneos del reservorio de petréleo que entran en contacto con



fluidos corrosivos en aplicaciones en campos de petréleo o de gas. Asi, la
r‘ﬁacuperacién del petroleo se facilita mediante preservar la integridad del

|
equipo requerido para suministrar agua para los pozos de inyeccion de

agua, y transportar el petréleo y el agua desde los pozos de produccién.
C{omo resultado, la corrosién puede ser un problema significativo en la

in@ustria petrolera debido al costo y detenimientos asociados con el

remplazo del equipo corroido.

Las bacterias reductoras del sulfato (SBR), las cuales producen

suf‘lfuro de hidrogeno (H,S), estan entre las mayores contribuyentes de la

corrosion de las superficies metalicas ferrosas y del equipo de

recuperacion de petréleo. Estos microorganismos pueden causar
acibiﬁcacién, corrosion y taponamiento y por lo tanto pueden tener un

imp:?acto negativo sobre un MEOR o un proceso de biorehabilitacion. La

biorehabilitacion se refiere a procesos que usan microorganismos para

Iimﬁ)iar derrames de petréleo u otros contaminantes de los suelos de la

superficie o de los sitios subterraneos.

Para combatir la corrosion se usan inhibidores de corrosién, los
cuales son quimicos o agentes que disminuyen la rata de corrosién de un
metél o de una aleacion y frecuentemente son téxicos para los

micrporganismos, para preservar los equipos de inyeccién de agua y de

recuperacion de petréleo en tales pozos. En la practica de la presente

inver‘]cién un pozo de inyecciéon de agua es un pozo por el cual se bombea

agua:‘ hacia y dentro del reservorio de produccién de petréleo para

mantener la presion, la inundaciéon de agua, o la recuperaciéon mejorada

BY|



del petréleo. Las clases significativas de inhibidores de corrosion incluyen
compuestos tales como: inhibidores de corrosion organicos e inorganicos,

acidos orgaanicos y sus sales y ésteres (Chang, R. J. et al., Corrosion
|

Inhibitors,i2006, Specialty Chemicals, SRI Consulting).

La publicaciéon de la solicitud de patente Estadounidense No.
2006/0013798 describe el uso de sales de amonio bis-cuaternarias como
inhibidore‘s de corrosion para preservar superficies metalicas en contacto

con los flujidos para extender la vida de estos bienes de capital.

La ipatente Estadounidense No. 6.984.610 describe métodos para
limpiar Ioé residuos del lodo del petréleo y del barro de taladrado de los
esquejes jdeI pozo, los equipos de taladrado de la superficie del pozo
petrolero y de produccién mediante aplicar acidos, presion de craqueo y
micro emulsién con base en acido para una recuperacién mejorada de

petréleo. |

La ‘W02008/O70990 describe el pre-acondicionamiento de pozos
petrolero% usando agentes de pre-acondicionamiento tales como metil etil
cetona, rri1eti| propil cetona y metil butil terciario éter en el agua de
inyeccién?para mejorar la recuperacion del petréleo. Mecanismos tales
como modificar la viscosidad del petroleo en el reservorio y avivar el aceite

pesado se atribuyen a este método.

La | US2009/0071653 describe el uso de tensoactivos, agentes

causticos, agentes anti ponqué y agentes abrasivos para impedir o

\ya



remover la genéracidn de peliculas de fluido sobre el equipo de proceso

: | :
para incrementar la capacidad del pozo.
|

Estudios |indican que la adicién a largo término de quimicos o
agentes usadosjpara controlar eventos indeseables tales como corrosion,
incrustaciones, actividades microbianas, y formacién de espuma en el
suministro de aigua de un pozo de inyeccién de agua no conduce a su
acumulacién ein concentraciones suficientemente altas para afectar
adversamente Iios microorganismos usados en MEOR (Carolet, J-L. in:

|
Ollivier and Ma?ote d., “Petroleum Microbiology”, chapter 8, pages 164 —

165, 2005, ASM press, Washington, DC).

I
Sin embargo, la viabilidad de los microorganismos usados en
\
MEOR o en tratamientos de biorehabilitacién es una preocupacion. Puede

|
ser deseable rr‘mdificar MEOR o los tratamientos de biorehabilitacion tal
que la viabilidqd de los microorganismos usados se mantiene en estos

procesos tal que MEOR o los procesos de biorehabilitacion se hagan mas

efectivos. !

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente divulgacion se relaciona con un método para mejorar la
efectividad de un proceso MEOR o de biorehabilitacién para desintoxicar
sitios subterraneos adyacentes a pozos petroleros, en donde los pozos

. | . . . .y
han sido tratados previamente con inhibidores de corrosién antes de la
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|
inoculacian de'! los microorganismos requeridos para MEOR o
|

|
biorehabilitacion..

| .
En un aspecto la presente invenciéon es un método que comprende
|

en orden las etapas de:
|

a) tratar un sitio subterraneo en una zona adyacente a un pozo de
|

inyeccién de agua con un agente de desintoxicacion; y
|

|
b) agregar un inoculado de microorganismos en donde los
|

- - | r -
microorganismos | comprenden una O mas especies de: Comamonas,
i

Fusibacter, Marihobacterium, Petrotoga, Shewanella, Pseudomonas,

Vibrio; Petrotoga," Thauera, y Microbulbifer utiles en la recuperacién

|
microbiana mejorada del petréleo, al pozo de inyeccién de agua;
|

en donde antes dél tratamiento de (a) al menos un inhibidor de corrosion y

sus productos de degradacién si existen, han sido adsorbidos dentro de la

zona y se han ac"umulado en concentraciones que son toxicas para los

microorganismos usados en los procesos recuperacion mejorada de
|

|
petréleo, formando asi una zona toxica.
|

BREVE DESCRIPGION DE LAS FIGURAS
La Figura 11 es la representacidbn esquematica de un pozo de
|
inyeccion de agua y los sitios subterraneos adyacentes al pozo de
inyeccién de agua. :(1) es el flujo de inyeccién de agua en el revestimiento

del pozo (7), (2 y: 3) son capas de roca, (5) son perforaciones en el



revestimiento, (4) son fracturas en la capa de roca, (6) es la cara de la
capa de roca hecha por el hueco del pozo, (7) es el revestimiento del
pozo, (8) es un lado de la zona aguada que es axialmente simétrica con el

pozo de i_‘nyeccién, mostrado por una caja punteada en la capa de roca (3).

LaEFigura 2 es una vista esquematica de un sistema modelo usado
para simﬁ_lar la formacién de una zona téxica. (9) es un tubo largo y
delgado; (31 0) es un recipiente a presién para constrefir el tubo delgado;
(11 y 12) %on extremos opuestos del recipiente presurizado; (13) es una
bomba; (14) es el reservorio de alimentacion; (15) es la entrada de agua
del recipienl'_te a presion; (16) es el regulador de contrapresion; (17) es el
suministro (I';jlle aire a alta presion; (18) es un accesorio de entrada que
conecta al I"t,‘u‘bo delgado en el interior del recipiente a presion con el
regulador de contrapresidn y el lado bajo del transductor de diferencial de

presion; (19)"‘; es un transductor de diferencial de presién; y (20) es un

transductor dé presion absoluta.

La Figura 3 ilustra la titulacién de la arena recubierta de amina; ’/
representa la:amina en soluciéon de la arena recubierta de amina yjJj
representa la :primera derivada de la curva de titulacién (diferencias

centrales).

La Figura 4 ilustra la titulacion de la salmuera y la arena con HCI

al IN; I} représenta el pH de la salmuera # 1 con 10 gramos de arena;\Q/

representa el pHI':; de solo la salmuera #1; representa la pendiente del



pH de la‘salmuera # 1 con 10 gramos de arena; & representa la

pendiente Fel pH de la salmuera # 1 solamente.
La ‘Figura 5 ilustra la titulacion de la salmuera y la arena

contaminadas con amina con &cido nitrico al 10%; " representa la

concentracion de amina observada en solucioén para un pH dado.

La Figura 6 ilustra la titulacién de la salmuera y el nicleo de arena

con acido, acético al 10%:; . representa la concentracién de amina

observada en solucién para un pH dado.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencion es un método para desintoxicar los

inhibidores de corrosiéon, y sus productos de degradacion si lo hay

presentes‘, que se han acumulado en un sitio subterraneo adyacente a un
pozo de 1inyeccic')n de agua de un sitio de un pozo petrolero. Los
solicitantés han encontrado que el ayudas de procesamiento para la
recuperaqic’m del petréleo tales como inhibidores de corrosion, por
ejemplo, pueden acumularse en el area adyacente al pozo de inyeccion de
aguay ge!nerar concentraciones que son téxicas para los microorganismos
usados en MEOR o biorehabilitacion. Términos usados aqui, “desintoxicar”
o} “desinthicacién de” un sitio de inyecciéon de agua significan remover o

|

reducir Ia} toxicidad causada por los inhibidores de corrosion y sus
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productos | de degradacién a los microorganismos para permitir su
crecimiento u actividad de dichos microorganismos, usados en MEOR o

biorehabilitacion.

Para los propositos de la presente invencion, el término “zona
toxica” se refiere a un sitio subterraneo adyacente al pozo de inyeccién de

agua que | comprende concentraciones téxicas de agentes tales como

inhibidores de corrosién o sus productos degradados los cuales tienen
efectos aJ,versos en el crecimiento y actividades metabdlicas de los
microorganismos usados en MEOR o biorehabilitacion. Estos agentes
|
pueden ligar arena, roca, arcillas en la roca, o petrdleo que se encuentre
pegado a la roca creando una zona téxica. Un agente toxico, seglin se usa
este término aqui, es cualquier agente quimico o biolégico que afecte
adversameinte el crecimiento y funciones metabdlicas de los

microorgan'ismos usados en MEOR o biorehabilitacion.

La Figura 1 es una vista esquematica de un sitio subterraneo
adyacente a un pozo de inyeccion de agua. El agua de inyeccion (1) fluye
por el revestimiento del pozo (7) al interior de la perforacién del pozo (6)
taladrado por las capas de roca (2 y 3). Un espacio existe entre el
revestimiento del pozo (7) y la cara (6) de la capa de roca formada por la
perforacién| del pozo (5). La capa de roca (2) representa la roca

impermeable que estad por encima y por debajo de una roca permeable

S
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(3) la cual sostiene o atrapa el petroleo. El agua de inyeccién (1) fluye
|

hallcia abajo por el revestimiento del pozo (7) y pasa por las perforaciones
(5)“ en el revestimiento del pozo (7) y dentro de fracturas (4) en la roca
pellrmeable (3). Esta inyeccion de agua fluye entonces por la capa de roca
pe{rmeable (3) y desplaza el petrdleo desde una zona aguada (8)

adyacente al agujero del pozo. Esta zona se extiende radialmente hacia

afu'pra de la perforacién del pozo (6) en todas las direcciones en la capa

de roca permeable (3). Aunque el volumen de roca permeable (3)

abércado por las lineas punteadas (8) se ilustra solamente por un lado del
|

agujero del pozo en realidad existe por todos los lados del agujero del

| oy 2
pozo. Esta zona aguada representa el sitio subterraneo adyacente al pozo

de inyeccion de agua.
|

{

"~ Los inhibidores de corrosiéon, junto con sus productos de
|
|

degradacion si los hay, que se pueden acumular en niveles que son

toxicos para los microorganismos usados en MEOR son, por ejemplo:

inhibidores de corrosion inorganicos tales como cloro, hipoclorito, bromo,

hipo'promito y didéxido de cloro. Inhibidores de corrosién inorganicos
|

acumulativos y potencialmente téxicos adicionales usados para combatir

la c'prrosién causada por SRB incluyen, sin limitarse a: hidracina,

antréquinona, fosfatos, sulfito de sodio, y sales que contienen molibdato,

cromo o cinc (Sanders and Sturman, chapter 90, page 191, en :

“Petroleum microbiology” page 191, supra and Schwermwer, C.U., et al.,

Appl.i« Environ. Microbiol., 74:2841-2851, 2008).
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Compuestos organicos usados como inhibidores de corrosion que
se i)ueden acumular para formar una zona tdxica incluyen: alcoholes
acetliléncos, azoles organicos, gluteraldehido, sulfato de tetrahidroximetil
fosfdnio (THPS), bistiocianato acroleina, hidrocloruro de dodecilguanina,
forméldehido, clorofenoles, secuestrantes de oxigeno organicos y diversos

tensoactivos no ionicos.

I'.IOtros inhibidores de corrosiéon que se pueden acumular para formar
una %ona toxica incluyen, sin limitarse a: fosfonatos organicos,
compuéstos organicos de notroégeno incluyendo compuestos de amonio
-primariés, secundarios, terciarios o cuaternarios (llamados de aqui en
adelanté en general como “aminas”), acidos organicos y sus sales y
ésteres,}écidos carboxilicos y sus sales y ésteres, acidos sulfénicos y sus

sales.

Loé solicitantes han determinado que los inhibidores de corrosiéon
se puedén acumular mediante adsorcién dentro o sobre el sitio
subterrénélo (por ejemplo, roca, arcilla, piedra de arena, arena no
consolidadz":al o caliza) o dentro del petréleo atrapado en el sitio subterraneo
reservorio %jel petroleo. La adicion a largo plazo de estos quimicos resulta

en su acunﬁulacién y formacidén de una zona téxica en sitios subterraneos
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adyécentes al pozo de agua con efectos adversos sobre el inoculado

micrbbiano que se usa para las aplicaciones de MEOR o biorehabilitacion.

Un sistema modelo para simular la formacién de una zona téxica se
puedé usar para estudiar sus efectos sobre la supervivencia de los
microégrganismos. Por ejemplo, un sistema modelo llamado un tubo
delgacio puede ser alistado y empacado con nucleo de arena del sitio del
pozo &je petréleo. El sistema modelo como se describe aqui puede
alistarsl‘qe usando tuberia, valvulas y accesorios compatibles con el petroleo
crudo o la solucién hidraulica utilizada que pueda soportar el rango de
presion Eaplicada durante el proceso. Un transductor de presidén absoluta,
un transl"lductor de presion diferencial y un regulador de contra presion,
fabricadés por ejemplo por Cole Plamer (Vernon Hill, IL) y Serta
(Bosbordygh, Mass.), son usados en el sistema modelo y se consiguen

comercialmente.

La #ona toxica modelo puede ser establecida usando soluciones de
aminas o rlhezclas de aminas y enjuagandolas por un tubo que contiene un
nucleo de :‘arena tomada de un reservorio de petréleo y empacada en el
tubo. Otros"‘,‘ inhibidores de corrosién adecuados para ser usados en la
construcciér".] de un modelo comprenden fosfonatos organicos o

antraquinonas o fosfatos. La concentracion de los inhibidores de corrosion

&0
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usaéios para crear la zona téxica modelo puede estar entre 0,01 a 100

partés por milién.

La desintoxicacién de la zona tdxica en el sistema modelo o en un
sitio sll'lubterréneo adyacente a un pozo de inyeccion de agua involucra la
degra(illacién, desorcién o dispersién de los quimicos o agentes toxicos
acumuiados usando agentes de desintoxicacion. El término “agentes de
desinto?icacién” por lo tanto se refiere a cualquier quimico que disperse o
destruyé los quimicos y agentes toxicos descritos aqui y convertirlos en no

toxicos para los microorganismos.

Trétar una zona toxica en un sitio subterrdneo adyacente a un pozo
de inyeccibn de agua con un agente de desintoxicacion se lleva a cabo por
cualquier ;}_método bien conocido para un versado en la materia para
introducir un quimico dentro de un sitio subterraneo. Tipicamente, el
tratamiento} se hace mediante introducir una composiciéon que contiene un
agente de :}desintoxicacién dentro del pozo como se muestra en el
diagrama p%ra la agua de inyeccion (1) de la Figura 1. La composicion del
agente de d;asintoxicacién quyé por el revestimiento del pozo (7), por las
perforacioneé (5), y por las fracturas (4) en la capa de roca permeable (3)
en la zona aéluada (8). Esta es la zona adyacente a un pozo de inyeccion
de agua en cionde una zona toxica puede formarse y es tratada por el

agente de desintoxicacion.

gl
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La desintoxicacion de los quimicos acumulados en la zona téxica
puede lograrse usando un agente de degradaciéon. Un agente de

degradacion, como se usa el término aqui, es un agente que destruye o
|

ayuda a.destruir los agentes tdxicos encontrados en la zona toxica. Los

agentes de degradacion pueden incluir, por ejemplo, oxidantes fuertes que

reaccional‘pn quimicamente con inhibidores de corrosion, cuando son
agregado:.‘s al agua de inyeccion que fluye dentro de la zona téxica, para
degradarlbs en productos menos téxicos o no tdxicos. Los agentes de
degradacilbn incluyen agentes oxidantes fuertes como, por ejemplo,

|
nitratos, nitritos, cloratos, percloratos y cloritos.

La ciesintoxicacién de los quimicos acumulados en una zona toxica
puede Iogrlllarse también usando un agente de dispersion. Un agente de
dispersién I‘Icomo se usa este término incluye cualquier quimico que cause
la remocién:“ de agentes téxicos absorbidos del reservorio de roca o arena
en una zone:"l toxica y los solubilice en agua durante la inundacion con agua

permitiendo; asi una dispersién y difusién natural para disminuir la

concentracién a niveles no toxicos para los microorganismos usados en

MEOR o rehabilitacion.
En una modalidad, un agente de dispersion incluye cualquier
quimico que baje el pH de una solucién, ionice las aminas u las solubilice

en agua durante la inundacién con agua y permita una dispersion y

62



1
difusion natural para disminuir la concentracion a niveles no téxicos para
los micr'oorganismos usados en MEOR o rehabilitacién. Por ejemplo, las
aminas |son medianamente no reactivas bajo condiciones suaves, sin
embargé, ellas se ionizan a pH bajo. Asi el tratamiento de las aminas con
acido incrementa su solubilidad y las libera del aceite o de las rocas y las
dispersef desde la zona tdéxica. Las aminas solubilizadas pueden por lo
tanto en|trar en el agua que fluye por el pozo. Una combinacion de flujo
radial, déspersién y desorciéon puede permitir que las aminas solubilizadas
sean diltidas y dispersadas sobre un area grande (desde al menos 3 a
cerca d(—:'| 7 metros) del pozo petrolero. Luego de la dilucién y dispersion de
|
las amin?s sobre un area mucho mas grande, sus concentraciones dentro
del sitio isubterraneo del pozo se reduce consecuentemente a niveles no
téxicos ;i)ara los microorganismos usados en MEOR o rehabilitacién. En
otra modialidad, se puede agregar perdxido de hidrégeno a la zona tdxica,
tanto como agente de degradacion y agente de dispersion desde 1000
partes por millén a 70000 partes por millén de volumen de agua. En otra
modalida‘ld, se pueden agregar percloratos, tanto como agente de

degrada(\:ién y agente de dispersion desde cerca de 1 parte por millén a

cerca de|10000 partes por millén.

Er} otra modalidad, se puede usar cualquier acido capaz de
disminuir el pH al menos en 1 unidad menos que el punto de equivalencia

de la amina (como se midié en los ejemplos que siguen). El acido usado

para ionizar las aminas puede incluir, sin limitarse a, acido nitrico, acido

|
acético, ?cido oxalico, acido fluorhidrico, y acido clorhidrico. E! acido

&3
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puede:; agregarse desde cerca de 0,1 % en peso a cerca de 20% en peso

al agua que se esta bombeando hacia la zona toxica.

En un proceso MEOR, un in6culo de microorganismos viable es
agregabo al agua que se inyecta dentro de un pozo de inyecciéon de agua
(ver Fig#ura 1). El término “in6culo de microorganismos” se refiere a una
compoéicién que contiene  microorganismos  viables. Estos
microorlgl;anismos colonizan, es decir crecen y se propagan, en los sitios
subterréineos adyacentes al pozo de inyecciéon de agua para promover el
MEOR. La recuperacion de petroleo puede mejorarse por las acciones de
los micﬁoorganismos tales como liberar petréleo desde roca y arena
subterréll‘j]eas, y formar biopeliculas de taponamiento que mejoran la

eficiencia del barrido en la recuperacion de petrdleo secundario en aguas

de inundacién.

Los microorganismos utiles para esta solicitud pueden comprender
las clas";es de aerobios facultativos, anaerobios obligados vy
desnitrificédores. Los preferidos para uso en sitios subterraneos son los
microorga:ni.smos que son efectivos bajo condiciones anaerobias
desnitrificé’ldoras. El in6culo puede comprender de solo una especie

particular o puede comprender dos o méas especies del mismo género o

una combinacién de géneros diferentes de microorganismos.

El ihdculo puede ser producido bajo condiciones aerobias o
anaerobias dependiendo del microorganismo particular utilizado. Técnicas

y varios medios de crecimiento adecuados para el crecimiento y

mantenimiento de cultivos aerobios y anaerobios son bien conocidos en el

6y
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arte Igy han sido descritos en el “Manual of Industrial Microbiology and
Bioteichnology” (A. L. Demain and N. A. Solomon, ASM Press,
Washington, DC, 1986) y “Isolation of Biotechnological Organisms from

Naturé”, (Labeda, D. P. ed. P117-140, McGraw-Hill Publishers, 1990).

;;El in6éculo de microorganismos es agregado a un sitio subterraneo
por cmlgalquier método para la introduccién de microorganismos que sea
bien éonocido por la persona versada en la materia. Tipicamente el
inéculé es agregado al pozo de inyeccion de agua como una parte del

agua de inyeccién (1) que es introducida dentro del revestimiento del pozo

(7) con'l.)o se muestra en la Fig. 1.

Ejemplos de microorganismos Utiles en el presente método
incluyeﬁ, pero sin limitarse a, una 0 mas especies de los siguientes
géneros: Comamonas, Vibrio, Thauera, y Microbulbifer. En una modalidad
el micrc;llprganismo usado en el presente método se selecciona ente un o
mas del{Comamonas terrigena, Fusibacter paucivorans, Marinobacterium
georgieﬁse, Petrotoga miotherma, Shewanella putrefaciens, Pseudomonas
stutzeri, I‘IVibrio alginolyticus, Thauera aromatica, Thauera chlorobenzoica y

Microbulipifer hydrolyticus.

En una modalidad un inéculo de Shewanella putrefaciens LH4:18
(ATCC PIﬂITA-8822), descrito en la US 7.776.795, puede ser usado en el
presente método. En otra modalidad Pseudomonas stutzeri LH4:15 (ATCC
PTA-SéZéI), descrito en la Publicacion de la solicitud de patente
Estadounilcljense No. US20090263887 de la misma solicitante vy

copendien’,te, puede ser usado en el presente método. En otra modalidad

ANy
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Thauera aromatica AL9:8 (ATCC 9497), descrito en la Publicacion de la
solicitbd de patente Estadounidense No. US20100078162 de la misma

soliciténte y copendiente, puede ser usado en el presente método.

EJEMF?LOS

La presente invencion se define ademas en los siguientes ejemplos.
Debe I'Ientenderse que estos Ejemplos, aunque indican modalidades
preferid"as de la invencion, se dan a titulo ilustrativo solamente. De la
anterior;;discusién y estos ejemplos, una persona versada en el are puede
determirl‘aar las caracteristicas esenciales de esta invencion, y hacer varios

cambios y modificaciones a la invencion para adaptaria a los diversos

usos y condiciones.

METODOS GENERALES:

Quimicos y materiales

Tolcljos los reactivos, y materiales usados péra el crecimiento y
mantenimiento de células microbianas se obtuvieron de Aldrich Chemicals
(Milwaukel'le, WI), DIFCO Laboratories (Detroit, M), GIBCO/BRL
(Gauthersburg, MD), o Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), a

menos que se especifique otra.

66



Analisis de las aminas
|

I LA concentracién de aminas, en el medio y agua, fueron analizadas

pdr cromatografia de gas (GC). Un Agilent Model 5890 (Agilent,
Wilmington, DE), GC equipado con un detector de fotoionizacién de llamas
y fun inyector dividido/sion divisiéon, una columna DB-FFAP (30 metros de

Iorigitud x 0,32 milimetros (mm) de profundidad x 0,25 micrometros de

|
tan‘lwaﬁo de particula). El equipo tenia un Autoinyector Agilent ALS, Modelo

Se‘rie 6890 con una jeringa de 10 mililitros (ml). El sistema fue calibrado
|

uséndo una muestra de N,N-dimetil-1-dodecaneamina (Aldrich). El helio
|

fue‘I usado como el gas vehiculo. Se usé un gradiente de temperatura de

50 Qrados celsios (°C) a 250°C con incrementos de 30°C por minuto (min).

| 4- .2 . . . P
Los tiempos de retenciéon (en minutos, min) para diversos quimicos de

inte;rés incluidos: N,N-dimetil-1-dodecaneamina (8,08 min); N,N-dimetil-1-

tetrédecaneamina (8,85 min); N,N-dimetil-1-hexadecane-amina (9,90 min);

N,N-dimetil-1-octadecaneamina (10,26 min) y N-metil,N-bencil-1-
|

tetradecaneamina (11,40 min).

EJ E“MPLO 1

ESTABLECER UNA ZONA TOXICA EN ARENA DE UN POZO

PEfROLERO USANDO UNA MEZCLA DE AMINAS EN UN SYSTEMA

MO@ELO

Una muestra de la arena obtenida de la formacion Schrader Bluff en

Miine Point Unit de la Alaska North Slope fue limpiada por lavadfo con un

&Y
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solvente hecho de mezcla 50/50 (volumen/volumen) de matanol y tolueno.

El solvenfg fue luego drenado y evaporado de la arena para producir
arena Iimlpia, seca, y fluida. Esta arena fue tamizada para remover
particulas;;con menos de un micrémetro en tamano y entonces fue
empacadaiabretadamente en un tubo (9) delgado fiexible de 121,92 cm de
largo vy cél)mpactada mediante vibracion usando un compactador de
Iaboratorio.;; Ambos extremos del tubo delgado fueron tapados para
mantener Ié’.‘ arena en este. El aparato completo se muestra en la Figura 2.
La tuberia c%que puede sustentar la cantidad de presiones usadas en el tubo

delgado, sé conect6 con las tapas de extremo. El tubo (9) delgado fue

montado erl1 el recipiente de presion (10) con la tuberia que pasa por los
extremos (11.1 y 12) del recipiente de presion usando accesorios de presion
(18 y 21). Accesorios y tuberia adicionales se usaron para conectar la
entrada del ’I;ubo (11) delgado a una bomba de presién (13) y un reservorio
de alimentacion (14).

Acceéorios y tuberias adicionales conectan la entrada del tubo
delgado a url1 transductor de presién absoluta (20) y el lado de alta presién
de un trans<lﬂuctor de presion diferencial (19). Los accesorios y tuberia

conectan la s‘_‘alida del tubo delgado (12) con el lado de baja presion de un
transductor dILe presion diferencial (19) y a un regulador de presion inversa
(16). Las seﬁiales de los transductores de presion diferencial y absoluta se
llevan a un c'lomputador y las lecturas de presién fueron monitoreadas y

registradas peridédicamente. El recipiente de presion (10) alrededor del

tubo delgado 'se llené con agua por la puerta de agua (15). Esta agua fue

68
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entonces presurizada lentamente con aire (17) hasta una presion de cerca
de 0,72 mﬁega Pascales mientras la salmuera # 1 del reservorio de
aIimentacié'p (14) (Tabla 1) fluyé por el tubo delgado y salié del tubo

delgado porl, el regulador de presion inversa (16). Esta operacion se llevé a
cabo de modo que la presién en el tubo delgado siempre estuvo entre
0,034 a 0,137 mega Pascales por debajo de la presion del recipiente de

presion (10).;:

TABLA 1

Ingredientes Ide la salmuera # 1

(sin salmuera'; nutriente-gramos por litro (g/L) de aqua corriente)

NaHCO; I. 1,38 g
CaCl;*6H,0 0,39g
MgCl;*6H,0 | 0,220 g
KCI '- 0,090 g
NaCl 11,60 g
NaHCO; 1,389
Trazas de metalll 1 mi
Trazas de vitarniinas 1ml

Naz(PO,) 0,017 g (=10 partes por millén (ppm) de PQOy)

69



NH,CI

Acetato

0,029 g (=10 ppm de NHy)
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0,2 g (200 ppm de acetato)

EIL{pH de la salmuera # 1 se ajust6 a 7,0 usando HCl o NaOH y la

solucion se filtr6 esterilizada.

TABLE 2 |

Concentracidon de aminas agregadas a la Salmuera # 1

Amina menor

Otra amina

NN-dimetil-1-
dododecaneamina

NN-dimetil-1-
tetradecaneamina

NN-dimetil-1-Metano

tioamida

N-dimetil-1-Bencil-1-
Tetradecaneamina

Muestra "; PPM

o)
T

<

o

PM

PPM

PPM

U Ul Caprolactama

<

‘U
3
<

Salmuera # |25

1 con amina

124
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(e

Una vez;-:que la presion por fuera y por dentro del tubo delgado se

ha establecido, un volumen de poro del petréleo crudo de un reservorio de

petroleo de Mill:ne Point Unit de la Alakan North Slope fue bombeado

dentro del tubo delgado. Este proceso se llevd a cabo durante varias horas
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(h). Una vez% que el petréleo crudo satur6 la arena en el tubo delgado y se
observo enli;el efluente, el flujo de detuvo y se le permitié al petréleo
envejecer e:‘n la arena de nlcleo durante 3 semanas. Al final de este
tiempo, la sa'!muera # 1 fue bombeada por el tubo delgado a una velocidad
de aproximalfiamente 1,5 a 3,5 mi/h (aproximadamente un volumen de
poro cada 2@ h). Las muestras fueron tomadas desde el efluente y la

concentracion de la microflora natural en este fue determinada.

Después de 51 volumenes de poro del flujo por el tubo delgado la
concentracién:lde la microflora natural en el sistema fue de cerca de 1x10’
unidades formlz:adoras de colonias por mililitro (CFU/ml). En este punto, una
mezcla de aminas (de aqui en adelante mezcla de aminas/salmuera) se
agregoé en uiﬁa concentracion de 150 ppm a la salmuera # 1. La
composicion ablroximnada de la mezcla de aminas (Tabla 2) consistié de 7
componentes dle aminas diferentes que fueron identificados. Cinco fueron
identificados pc=pr espectrometria de masa (Agilent Technologies, Inc.
Santa Clara, C){\) como N-N-dimetil-metano.tioamida, caprolactama y N-
metiI—N-bencil-1-igtetradecaneamina. Dos de los componentes fueron
identificados cor:no aminas pero no se pudo asignar formulas quimicas
especificas a eétas porque los patrones de fragmentacién Espectral de
Masa no pudierdn ser descifrados. Estos se han marcado en la Tabla 2
como “amina meﬁor” y “otra amina”. El analisis del efluente desde el tubo
delgado no indicé:; la presencia de aminas en este. El experimento continud
mediante bombeair 150 ppm de la mezcla de aminas en la salmuera # 1

por el tubo delgadb.
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Dbspués, 77 volumenes de poro de la mezcla de salmuera # 1 con
150 ppm"l de mezcla de aminas fueron bombeados dentro del tubo delgado

y no se observé aminas en el efluente.

De}.‘spués que 80 volumenes de poro de la mezcla de salmuera # 1
con 150 bpm de mezcla de aminas fueron bombeados dentro del tubo
delgado, un total de cerca de 1 g de la mezcla de aminas fluy6 por el tubo
delgado. En este punto, se observé finalmente 80 ppm de aminas en el
efluente dél tubo delgado. Este retardo muy largo en ver las aminas en el
efluente siénifica que virtualmente todas las aminas han sido atrapadas en
el tubo deléado. En adicion, en ese momento, no se pudo ver microflora
natural en I'.Iel efluente indicando que el tubo delgado se habia vuelto
suficienteménte tdxico como para matar a toda la microflora existente. En
est punto, ée inicié6 el bombeo de aminas libres de salmuera #1 en un
intento de el'njuagar las aminas fuera del tubo delgado y volverlas menos

toxicas.

Despu;‘IéS que 24 volimenes de poro de las aminas libres de
salmuera # 1I'.Ihan sido bombeadas por el tubo delgado, 51 ppm de aminas
se detectaron;"\, en el efluente. El tubo delgado fue entonces inoculado con
un volumen d%a poro de Shewanella putrefaciens (A\TCC PTA-8822) a una
concentraciénl',de aproximadamente 1x10° CFU/ml. No se permitié que
esta inoculacién permaneciera en el tubo delgado. En vez de eso, las
aminas libres I'_de salmuera #1 fueron enjuagadas por el tubo delgado
inmediatamenté después de la inoculacion. Consecuentemente los

microbios residieron en el tubo delgado solo unas pocas horas durante el

Y2
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trénéito por este. Asi, se anticip6 que la concentracion de
micrliporganismos en el efluente podria medirse en el efluente que se
efluyl'le por el tubo delgado. Sin embargo, de manera notoria no de
detec;taron microorganismos (representando cerca de 9 logaritmica de
muerllte) en el efluente del tubo delgado a pesar del corto tiempo de
resid(%ncia del inéculo en el tubo delgado. Este experimento confirmé que
una zl-,lona toxica ha sido establecida en el tubo delgado. En un intento

continl‘uado por desintoxicar el tubo delgado, salmuera # 1 fue

continuamente bombeada sola por este.

Después que 79 volimenes de poro de las aminas libres de
salmuéra # 1 han sido bombeadas por el tubo delgado, la concentracién
de amihas en el efluente del tubo delgado se midié en 30 ppm. El tubo
delgadcl?) fue entonces inoculado con otro volumen de poro de Shewanella
putrefa'tl‘iens (a 1x10° CFU/ml). La CFU/m! en un efluente de muestra fue
de 1 x:;104 mostrando que ocurri6 mas de 5 log de muerte de este
microorgljanismo inmediatamente después de la inoculacién. Este

experimento subray¢ el efecto toéxico continuado de las aminas a pesar del

lavado prolongado del tubo con la solucién de aminas libres de salmuera

#1.

Del“spués que 108 volimenes de poro de las aminas libres de
salmuera'# 1 han sido bombeadas por el tubo delgado, la concentracion

de amina$ en el efluente se midi6 en 5 ppm. El tubo delgado fue entonces

inoculado".‘con un volumen de poro de Shewanella putrefaciens (a 1x10°

CFU/ml) adicional. La CFU/ml en un efluente de muestra del tubo delgado

o]
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inmediatamente después de la inoculacién indicé4 - 5 log de muerte de
I".Ieste microorganismo a pesar del lavado prolongado con aminas libres de
"?\Isalmuera #1 y la disminucién en la concentracién de aminas en el
éfluente. Estos resultados confirman adicionalmente el efecto téxico

Qontinuado de la mezcla de aminas acumuladas en el tubo delgado.

Después que 143 volimenes de poro de las aminas libres de
sélmuera # 1 han sido bombeadas por el tubo delgado, un volumen de
pé.lro de esencias minerales baratas y sin olor (OMS) (Parks OMS, Zinsser
Co Inc., Somerset Jew Jersey #2035 CAS #8052-41-3) fue bombeado
por;'-t el tubo delgado en un intento para remover la mezcla de de aminas
resﬁantes. Después de este enjuage de OMS, se continué con el bombeo

de Iés aminas libres de salmuera #1 por el tubo delgado.

Después que 149 volimenes de poro de las aminas libres de
salmégera # 1 han sido bombeadas por el tubo delgado, la concentracién
de arﬁinas en el efluente se midi6 en 4 ppm y el tubo delgado fue entonces
inocul%do con un volumen de poro de Shewanella putrefaciens (a 1x10°
CFU/rrLill) adicional. Un conteo de microorganismos en la muestra del
eﬂuenté del tubo delgado mostré de 2 a 3 log de muerte (99 a 99,9%) a
pesar é{el enjuage OMS y el lavado prolongado con aminas libres de
salmuerz‘la #1. Estos resultados confirmaron que la zona téxica en el tubo

delgado: seguia matando virtuaimente todos los microorganismos

agregadds al tubo.

Deépués que 168 volimenes de poro de las aminas libres de

salmuera ':‘-.# 1 han sido bombeadas por el tubo delgado, se bombed un
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volumen de poro de una solucién de HCI al 10% en agua por el tubo
deigado para remover las aminas. Luego de este lavado acido, las aminas
libresi de salmuera #1 fueron bombeadas continuamente por el tubo

delgaf;lo..

I"g_uego del tratamiento con el lavado acido, se bombearon 2
volt'JmeI".lnes de poro de las aminas libres de salmuera #1 por el tubo
delgadczi__ y la concentracién de aminas en el efluente fue de 0,5 ppm. El
tubo délgado fue entonces inoculado con un volumen de poro de
Shewan%alla putrefaciens (a 1x10° CFU/ml) adicional. La CFU/ml en un
efluente I".Iindicé 0,4 log de muerte de este microorganismo. Estos
resultadole, subrayan la supervivencia de mas microorganismos luego del
lavado éélido del tubo delgado y la efectividad de usar un acido para
desintoxic%r la zona toxica en el tubo delgado. La Tabla 3 siguiente

resume los. resultados de los varios ensayos descritos antes.

TABLA 3

Resumen d"ga la cantidad de amina observada en el efluente del tubo
delgado y la "'fracci(')n de microorganismos muertos (log de muerte) durante

la residencia 'ien el tubo delgado. PV = volumen de poro; nd= no detectado

Volumen dex'; Ppm de | Log de
poro total del:‘:; aminas en el | muerte luego
fluido | efluente de inocular

bombeado

por el tubo

YT
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d‘:‘eigado
51 0 0
1:'}1 80,5 nd Flujo de aminas se detuvo
15IIS 51,1 9,6
210 295 53 (al menos)
23|9 4,7 45 (al menos)
27%1 OMS inundado ~ 1 volumen
I-I de poro
286 4,2 2,4
299: 10% de flujo de HCI para 1
' PV
301" 0,5 0,4
EJEMPLO 2

REMOCION DE N N-DIMETIL-1-DODECANAMINA DE LA ARENA

MEDIANTE _SU IONIZACION A BAJO Ph USANDO ACIDO

CLORHIDRICO

I';38 mg de N N-Dimetil-1-Dodecanamina (llamada de aqui en
adelaﬁte ‘la amina”) se agregé a 10,210 g de pentano. Esta solucién fue
agregallda a 10,1845 g de capas de arena especificas (Oa y Ob) obtenidas
de la Iformacién Schrader Bluff de Milne Point Unit del Alaskan North

Slope. El contenido de petroleo en la arena fue primeramente removido
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Psando una mezcla de metanol y tolueno (50/50, volumen/volumen) como
ilavados con solvente. La mezcla de solvente fue luego evaporada de la
érena para producir arena limpia, seca y fluyente. Esta arena fue
rﬁezclada con la amina t la solucién de pentano para producir un lodo.
Este lodo fue mezclado muy bien y el pentano fue evaporado dejando la
al"mina en la arena (llamada de aqui en adelante la mezcla de
a%ena/amina). 100 ml de salmuera #2 (la receta esta adelante) fueron
aé;regados a la mezcla de arena/amina para crear la mezcla
arlena/amina/salmuera. El pH inicial de la mezcla arena/amina/salmuera
fué de 8,4. La concentracion de la amina en el agua deberia haber sido
38:0 ppm si toda la amina se hubiera disuelto en la salmuera #2. El analisis
dezluna muestra de la mezcla arena/amina/salmuera por GC no revel6 la
prellsencia de ninguna amina en la muestra de ensayo (es decir, la
coﬁcentracién de amina fue ~ < 1 ppm). El hecho que la amina un fuera
detéctada subrayo su fuerte ligado a las particulas de arena. Se agregd
0,1 I:;ml de HCI 1 normal (N) a esta solucién, y el pH y la concentracién de
amilrga se midieron nuevamente. Esta etapa fue repetida varias veces y los
resul“ltados del analisis se muestran tanto en la Tabla 4 como en la Figura
3. L:a ionizaciéon y solubilizacion completas de la amina en el agua se
obseErvé a un pH por debajo de ~ 6,0. Esto es un descubrimiento
sorprlilendente ya que el pKa del HCI es -6,2 (Langes Handbook of
Chenllwistry, 14th edition, page 8.14, 1992, McGraw-Hill, Inc., New York).
Por I;o tanto, la concentracién de HCI requerida para esta etapa para

ionizar completamente la amina y removerla de la arena toxica puede ser

reducida en varios 6rdenes de magnitud desde el 10% de concentracion

o



usada en este ejemplo. Los datos subrayan la sorprendente eficiencia de
|

un acido para ionizar y remover la amina de la arena.

30

Composicion de la salmuera #2 (g/L de agua desionizada)

NaHCO;
CaCly*6H.0

MgCl,*6H,0
|

TABLA 4

1,38¢

0,39 ¢g

0,220 g

0,090 g

11,60 g

Concentracién de amina medida en el Ejemplo 2

Muestra N-N-dimetil- | Primera pH HClal 1N
|
f 1- derivada (ml)
II dodeanamina | (cambio  en
: (ppm) en el | amina/cambio
efluente del | en pH)
tubo delgado
Amina titular | 0,00 8,14 0,00
est. !.
Amiha titular | 46,41 63,75 7,37 0,10

8
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Amina titular | 59,29 63,42 7,21 0,10
2

Amina titular | 67,97 24,34 7,03 0,10
| 3

Amina titular | 74,38 160,35 6,59 0,10
4

Amina titular | 212,28 412,18 6,13 0,10
5
.| Amina titular | 288,72 679,86 6,07 0,10
16

“ Amina titular | 273,47 -148,78 6,04 0,05
17

[Amina _titular 275,33 119,35 5,98 0,05
18

| Amina titular | 303,31 65,90 5,79 0,05
9

Amina titular | 314,21 15,17 5,39 0,05
10

“Amina _titular | 328,48 3.24 2,13 0,05
i11

I;Amina titular | 321,33 11,80 3,19 0,05
12

Amina titular | 342,88 47,42 2,91 0,05
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13

‘Amina_titular | 342,67 6,52 2,74 0,05

Amina titular | 340,92 79,86 2,61 10,05

15

Amina_titular | 369,02 80,22 241 0,10

Amina _titular | 368,19 2,25 2,27 0,10

17

Amina _titular | 369,54 7,51 2,18 0,10
18

Amina _titular | 369,47 012 2.10 0.10

19

Amina_titular | 369,56 204 0.10

20

EJEMPLO 3

CAPACI"-,‘IDAD DE LA ARENA PARA NEUTRALIZAR ACIDO

A. Titulacion de la salmuera #2 en ausencia de arena

EI";propésito de este experimento era determinar la capacidad de la
arena deﬂscrita en el ejemplo 2 para neutralizar el HCI propuesto para

ionizar la amina acumulada en la arena.
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Para establecer un ensayo de control, 100 ml de salmuera #2
fueron titulados con HCI 1N en un pH inicial de 8,1. Una alicuota (0,1 ml)
de HCI 1N se agreg6 a la salmuera #2 y ée midi6 el pH. La adicién de HCI
fue repetida varias veces y el pH fue medido después de cada adicién. Los
resultados de estos analisis se muestran tanto en la Tabla 5 como en la
Figura 4. Los datos indicaron que se necesitaron cerca de 2,25
- miliequivalentes de HCI para lograr el punto de equivalencia de cerca de
pH 4 correspondiente a cerca de 100% de la recuperacion del carbonato

.presente en la salmuera #2.

TABLA 5

Tjtulacién de la inyeccion sintética de salmuera # 2 en ausencia de amina

Ml"LIJestra pH Primera derivada | HCI 1N
| del pH (mi)
Adf_;:ién 1 8,10 0,00
Adié_:ién 2 7.67 0.73 0,10
Adic%ién 3 7.37 0,49 0,10
Adicll'illén 4 7.18 0,35 0,10
Adici:t:’)n 5 7.02 0,29 0,10
Adicion 6 6,89 0.23 0,10
Adicién 7 6,79 0,21 0,10
Adiciéﬁ 8 6,68 0.19 0,10
Adicion § 6,60 0.17 0,10

¥l
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"Adicion 10 6.51 0,15 0,10
"Adicion 11 6,45 0,15 0,10
“Adicién 12 6,36 0,18 0,10
‘Adicion 13 6,27 0,18 0,10
Adicion 14 6,18 0,18 0,10
Adicion 15 6,09 0,17 0,10
Adicion 16 6,01 0,17 0,10
Adicién 17 5,92 0,18 0,10
Adicion 18 5,83 0,19 0,10
Adicion 19 5,73 0,33 0,10
Adicion 20 5,50 0,32 0,10
Adicion 21 5,41 0,33 0,70
Adicin 22 517 0.74 0,10
Adicion 23 4,67 1,94 0,10
Adicion 24 36,23 186 0,10
Adicion 25 2,81 0,62 0,10
Adicon 76 2,61 0,36 0,10
Adicion 27 2,45 0.25 0,10
Adicion 28 2,36 0.17 0,10
Adicion 29 2.28 0,10

B. Titulacion de la salmuera #2 con arena

. 100 ml de salmuera #2 mas 10 g de la misma arena (mexclas de

salmhera/arena) usada en el ejemplo 2, fueron titulados con HCI 1N. Ei pH
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inicial de la mezcla salmuera/arena fue de 7,88. Alicuota de 0,1 ml de HCI

1N se agregaron a esta mezcla repetidas veces, y se midié el pH después
| de cada adicion. Los resultados mostrados tanto en la Tabla 6 como en la
I. Figura 4 indicaron que se necesitdé adicionar 0,3 miliequivalentes de HCI
I. para lograr el punto de equivalencia con 10 g de arena presente. Los
II datos obtenidos en este experimento subrayan la ligera capacidad de la
arena para neutralizar HCI. Consecuentemente una pequefia

- concentracion de un acido, tal como HCI, ionizé la amina asociada con la

|
;arena sin que se neutralizara por reaccionar con la arena.

TABLA 6

';Titulacién de salmuera #2 y 10 g de arena

‘ Salmuera que contiene | Us6 10,103 g de nlcleo

1,87 g de NaHCO3 de arena

! 2,60 mlde HCI 1N a un

muestra | pH Pendiente del pH|MI de
| (primera derivada HCI 1N
1I 7,88 0.00
2 IRRAE 0,53 0,10
3: 7,35 0,36 0,10
4: 7,19 0,30 0,10
5|L 7,05 0,24 0,10

6, 6,95 0,20 0,10

§3
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7 6,85 0,18 0,10
8 6,77 0.18 0,10
9 6,67 0,17 0,10
10 6,60 0,14 0,10
11 6,53 0.12 0,10
12 5,46 0.13 0,10
13 6,40 0,12 0,10
12 6,34 0.13 0,10
15 6.27 0.13 0,10
16 6.21 0.13 0,10
17 6,14 0.15 0,10

18 6,06 0,16 0,10

19 5,98 0,16 0,10

% 5,90 0,17 0,10
21 581 021 0,10
22 5,69 0,29 0,10
% 5,52 0,34 0,10
2 5,35 0,45 0,10
% 5,07 0,80 0,10
% 4,55 114 0,10
27 3,93 113 0,10
28 3.42 0,86 0,10
29 3.07 0,52 0,10
30 2,90 0,33 0,10

sy
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31 . 2,74 0,24 0,10
32 2,66 0,29 0,10
33 2,45 0,34 0,20
34 | 2,32 0,23 0,20
35 Iu 2,22 0,18 0,20
36 '[ 2,14 0,20

EJEMPLO 4

REMpCION DE _N-N-DIMETIL-1-DODECANAMINA DE LA ARENA

MEDIIANTE SI IONIZACION A BAJO pH USANDO ACIDO NiTRICO AL

10% °

El procedimiento delineado en el Ejemplo 2 fue usado para producir
la me?cla de arena/amina con la excepcion de que se usaron 519 mg de
la ami{na, 10 g de pentano, y 60,062 g de arena de las capas Oa y Ob. Se

agregéron 29,065 g de esta mezcla de arena/amina a 100 ml de salmuera

#2 (anterior) para crear la mezcla arena/amina/salmuera. El pH inicial de la

mezcla arena/amina/salmuera fue de 8,28. La concentracién de la amina

en anga deberia haber sido cerca de 2000 ppm si toda la amina se
hubieré disuelto en salmuera #2. En su ligar, el andlisis de una muestra de
salmuel‘_ra #2 en. contacto con la mezcla arena/amina/salmuera como se
describlié antes mostré que la concentracién de amina fue de ~ 85 ppm, es

decir, muy alejado de lo que se esperaba. El hecho de que solamente una

pequena cantidad de la amina fue detectada en la salmuera @ 2 subrayé

¥S
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el| fuerte pegado de la amina a las particulas de arena. Se agregé 0,1 ml
de acido nitrico al 10 por ciento en peso (%p) en agua a esta solucion, y el
pH y la concentracion de amina fuero medidos de nuevo. Esta etapa fue
repetida varias veces y los resultados del analisis se muestran tanto en la
Tébla 7 como en la Figura 5. La ionizacion y solubilizacién completa en el
agua de la amina se observd a un pH por debajo de ~ 6,7. Esto es un
héllazgo sorprendente ya que el pKa del acido nitrico es -1,37 (Langes
Hjandbook of chemistry, 14™ edition, page 8.15, 1992, McGraw-hill, Inc,
Néw York), la concentracién de acido nitrico requerida para esta etapa
pl{Jede ser reducida en varios érdenes de magnitud desde el 10 % en peso
usado en este experimento sin ningn impacto negativo en la remocién de

las aminas de la arena.

TABLA 7
|

Concentraciéon de aminas medidas en el ejemplo 4

myestra Ppm de N-N-|pH MI de HNO; al
; dimetil-1- 10%
B dodeanamina

Ini;cio 85 8,28 0

1 ( 110 8,13 0,1

2 211 7,72 0,1

3 | 216 7,42 0,1

e 235 7,25 0,1

5 | 540 7,2 0,1

6
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6 745 7.29 0,1
7 1153 7.33 0.1
8\\ 1210 7.29 0.1
9 1327 718 0,1
0 1315 741 0.1
1 1413 6,99 0.1
12 1667 6,85 0.1
13 1897 6,73 0,1
14, 1853 6,64 0,1
15 1858 6,59 0,1
16 1788 6.28 0.2
17 1822 5.8 0.2
18 . 1975 3,46 0,2

EJEMPLO 5

REMOCION DE__N-N-DIMETIL-1-DODECANAMINA DE LA ARENA

MEDJANTE_SU IONIZCION A BAJO Ph USANDO ACIDO ACETICO AL

10% |

iIEI mismo procedimiento del Ejemplo 4 fue repetido aqui para
proddcir la mezcla de arena/amina. Se agregaron 30,85 gramos (g) de la
mezcll'la arena/amina a 100 ml de salmuera #2 (anterior) para crear la
mezcla arena/amina/salmuera. El pH inicial de la mezcla

arena/amina/salmuera fue de 8,52. La concentracién de la amina en agua

R
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deberia haber sido cerca de 2000 ppm si toda la amina se hubiera disuelto
en salmuera #2. En su lugar, el analisis de la salmuera # 2 en contacto
con la mezcla arena/amina/salmuera, como se describi6 antes, mostré que
la concentracién de amina fue de ~ 67 ppm, es decir, muy alejado de lo
que se esperaba. El hecho de que solamente una péqueﬁa cantidad de la
amina fue detectada en la salmuera # 2 subray6 el fuerte pegado de la
amina a las particulas de arena. Se agregoé 0,1 ml de acido acético al 10
por ciento en peso (%p) a esta solucién, y el pH y la concentracion de
amina fuero medidos de nuevo. Esta etapa fue repetida varias veces y los
resultados del analisis se muestran tanto en la Tabla 8 como en la Figura
6. La ionizacion y solubilizacién completa en el agua de la amina se
observé a un pH por debajo de ~ 6,7. Esto es un hallazgo sorprendente ya
que el pKa del acido acético es 4,756 (Langes Handbook of chemistry, 14"
edition, page 8.19, 1992, McGraw-hill, Inc, New York). Consecuentemente,
la concentracién de acido acético requerida para esta etapa puede ser
reducida adicionalmente de manera significativa de lo que se usé en este
ejemplo sin ningin impacto negativo en la remocion de las aminas de la

| arena.

Las observaciones descritas arriba ilustran que un acido organico
“,‘débil, como el acido acético puede ser tan efectivo como un acido
fporgénico fuerte, como el acido clorhidrico, para ionizar y separar las
e{minas de la arena todxica. Por lo tanto, puede concluirse que para

remover la zona téxica de un sitio subterraneo, cualquier acido que
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disminuya el pH de una solucién por debajo de cerca de 6,7 puede ser

|
u§ado.

TABLA 8

Concentracién de aminas medidas en el ejemplo

rrpuestra Ppm de N-N-|pH Ml de acido
dimetil-1- acético al 10%
; dodeanamina

Ihicio 67 8,52 0

1: 63 8,01 0,1

2 107 741 0,1

3 215 7.4 0,1

4 497 7.37 0,1

5 512 7,23 0,1

b 969 7.12 0,1

7 1239 6,98 0,1

8 1453 6,89 0,1

9 1583 6,75 0.1

10 1579 6,56 0,1

:11 1616 6,39 0,1

"12 1759 6.4 0,1

13 1736 6,02 0,2

&3
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14, 1718 5.4 0,2
155 1743 5,04 0,2
16 1931 4.86 0.2
17 1995 473 0.2
18 1913 4,61 0,2
T 1881 25 0.2
20 1837 4,43 0,2
21 1885 4,36 0.3

Qo
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| REIVINDICACIONES

1. Un rr:\étodo que comprende en orden las etapas de:

a) tratar un sitio subterraneo en una zona adyacente a un pozo de

. !, . . ‘.
inyeccién de agua con un agente de desintoxicacion; y
|

b) agregar un inoculado de microorganismos en donde los

microorganismos comprenden una o mas especies de: Comamonas,

Fusibécter, Marinobacterium, Petrotoga, Shewanella, Pseudomonas,

Vibriol; Petrotoga, Thauera, y Microbulbifer utiles en la recuperacion

microbiana mejorada del petroleo, al pozo de inyecciéon de agua;
i
en donde antes del tratamiento de (a) al menos un inhibidor de corrosion y

|
sus productos de degradacion si existen, han sido adsorbidos dentro de la

zonay se han acumulado en concentraciones que son toxicas para los

1

microorganismos usados en los procesos recuperacién mejorada de

|
petroleo, formando asi una zona toxica.

2. EI método de la reivindicacion 1 en donde el inhib idor de corrosion es

un compuesto organico seleccionado del grupo que consiste de fosfonatos

|
organicoa, compuestos de nitrégeno organico tal como aminas, acidos

orgdnicos y sus sales y ésteres, acidos carboxilcos y sus sales y ésteres,

acidos sulfonicos y sus sales, alcoholes acetilénicos, azoles organicos,

glutclaraldehidos, sulfato de tetrahidroximetil fosfonio (THPS), bistiocianato

al
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de acroleina, hidrocloruro de dodecilguanina, formaldehido, clorofenoles,

secuestl"aintes organicos de oxigeno y vartos tensoactivos no idnicos, Yy

combinaciones de los anteriores.
\

3. El método de la reivindicacion 2 en donde el inhibidor de corrosion

comprelnde compuestos de amonio cuaternario o sus productos dela
degradacion.

i

|

!
4. El método de la reivindicacién 3 en donde el compuesto de amonio

cuatern‘ario es seleccionado del grupo que consiste de cloruro de

benzalconio, sales de amonio bis-cuaternario, compuestos de nitrégeno
\
cuaternlario y compuestos de imidazolina.

|
\
5. El rpétodo de la reivindicacion 1 en donde el inhibidor de corrosion es

| . ;. . .

un compuesto inorganico seleccionado del grupo que consiste de cloro,
|

hipoclorito, bromo, hipobromuro, diéxido de cloro, hidracina, antraquinona,

| . . . . .
fosfatos, sulfito de sodio, sales que contienen cromo, molibdato, o cinc, y

combiqaciones de estos.

6. El meétodo de la reivindicaciéon 1 en donde en donde el agente

desintoxicante de (a) es un agente de dispersion.
|

a2
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7. El método de la reivindicacién 6 en donde el agente de dispersion es
un acido del grupo que consiste de acido clorhidrico, acido nitrico, acido

fluorhidrico, acido acético y acido oxalico.

8. EI:-‘ método de la reivindicacién 6 en donde el agente de dispersion
causal"‘ la disociacion del inhibidor de corrosién del sitio subterraneo
édyacénte al pozo de inyecciéon de agua y lo dispersa y diluye de modo
que el iinhibidor de corrosion se vuelve no toxico para los microorganismos
y el s::iti‘o subterraneo adyacente al pozo de inyeccidbn de agua es

desinto}xicado.

9. El método de la reivindicacion 1 en donde el agente desintoxicante es

un agedte de degradacion.

10. El método de Ia reivindicacion 9 en donde el agente de degradacién
es un agente oxidante fuerte seleccionado del grupo que consiste de

nitratos, nitritos, cloratos, percloratos, cloritos, y combinaciones de estos.

11. El m'gétodo de la reivindicacion 1 en donde el agente desintoxicante es

tanto un élgente de dispersién como un agente de degradacion.

a3
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12. El meétodo de la reivindicacién 11 en donde el agente desintoxicante

es perodxido o perclorato de hidrégeno.

13. El método de la reivindicacion 1 en donde el inhibidor de corrosién es

un inhibidor del crecimiento de bacterias reductoras del sulfato.

14. El meétodo de la reivindicacién 1 en donde los microorganismos
colonizan ‘el sitio subterraneo desintoxicado adyacente al pozo de
inyeccion de agua para llevar a cabo la recuperacion de petréleo

mejorada. ‘

15. El método de la reivindicacion 1 en donde el inéculo comprende uno o
mas de Comamonas terrigena, Fusibacter paucivorans, Marinobacterium
georgiensé, Petrotoga miotherma, Shewanella putrefaciens, Pseudomonas

stutzeri, Vibrio aIgino/yticUs, Thauera aromatica, Thauera chlorobenzoica y

|
Microbulbh“er hydrolyticus.

I

16. El método de la reivindicacion 15 en donde la Thauera aromatica es la

cepa ATCQ 9497, la Pseudomonas stutzeri es la cepa ATCC PTA-8823, y

|

la Shewanella putrefaciens es la cepa ATCC PTA-8822.

Q4
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RESUMEN

Se describe un método para mejorar la efectividad de los procesos
MEOR 0 biorehabilitaciéon. En este método, los quimicos toxicos
acumulaidos en sitios subterraneos adyacentes a los pozos de inyeccion
de agua son dispersados o removidos antes de la introduccidn de inéculos

microbianos para mejorar la recuperacién o biorehabilitacion microbiana

de petréleo de estos sitios.

as
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Nosotros, /i\BAJO FIRMANTES
ALBERT W. ALSOP, ROBERT D. FALLON, SCOTT GHRISTOPHER JACKSON
Somos losiverdaderos y primeros inventores de una invencion titulada:

UN METOPO PARA EL TRATAMIENTO PREVIO DE SITIOS SUBTERRANEOS

ADYACENTES A POZOS DE INYECCION DE AGUA
La cual del ha descrito en la Solicitud de Patente Estadounidense No. 12/833058

presentada el 9 de julio de 2010 e identificada con el Numero de Caso
CL5137USINA.

por la consideracién buena y valiosa, cuya recepciéon y suficiencia reconocemos

aqui, y en cumplimiento de nuestra obligacién previamente existente, declaramos:

I. vendemos, cedemos y transferimos a E. |. DU PONT DE NEMOURS AND
COMPANY;, una corporacion organizada y existente bajo las leyes de Delaware en
los Estados Unidos de América y con oficinas en Wilmington, Delaware, llamada
de aqui en adelante la cesionaria, (A) el unico y total derecho, titulo e interés eny
para: (1) Ia‘ mencionada solicitud de patente, (2) cualesquier derechos de prioridad
derivados de la mencionada solicitud de patente por virtud de la Convencion
Internacior{al para la Proteccion de la Propiedad Industrial y cualquier otro tratado
o entendimiento, (3) cualquiera y todas nuestras invenciones, en conjunto o
individualmente, descritas en la mencionada solicitud de patente, (4) cualquiera y
todas las solicitudes de patente para cualquiera de tales invenciones en cualquier
pais que :sea, (5) cualquiera y todas las patentes de cualquiera de tales
invenciones en cualquier pais que sea; y (B) el unico derecho a (1) presentar tales
solicitudes a su nombre o al nuestro, (2) presentar tales solicitudes bajo la
mencionada Convencion Internacional u otro tratado o entendimiento, (3) poseer
dichas patentes otorgadas en su nombre o en el nuestro, y (4) hacer respetar
dichas pat;entes y demandar por dafios y perjuicios a cualquiera y a todas las

infracciones a la misma sean pasadas o futuras; y

Y acordamos aqui comunicar a dicho cesionario, a sus designados y a sus
representa!ntes legales de cualesquier hechos conocidos por nosotros
relacionados con dichos derechos, para testificar en cualesquier procesos legales
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con respecto a dichos derechos, firmar todas las solicitudes, documentos 6
instruml‘lentos necesarios o requeridos por dicho cesionario, sus herederos,
designédos y representantes legales, para llevar a cabo en efecto cualesquiera de
las pro‘“visiones de este instrumento, y en general hacer todo lo posible para
ayudar: a dicho cesionario, sus sucesores, asignados y representantes legales en
obtenel‘lr y hacer cumplir de manera adecuada la proteccién por patente de dichas

. J . ]
invenciones en cualquiera y todos los paises.

(Firmado) (L.S)) (Firmado) (L.S.)
ALBERT W. ALSOP SCOTT CHRISTOPHER JACKSON
FECH,A: Agosto 12, 2010 FECHA: Agosto 12, 2010

(Firmado) (L. S.)

ROBERT D. FALLON

FECHA: 8/ 12/ 10
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por Jaime Armando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogota, Traductor e Intérprete Oficial

inglés-espafiol-inglés segtin Resolucion N° 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Ministerio
de Justicia de la Republica de Colombia

Traduccién al espafiol de legalizaciones en poder conferido por E.l. du Pont de Nemours and

i Company

| APOSTILLA
1. Pais: Estados Unidos de América

lflste documento publico
2. Ma sido firmado por Patricia Panariello
3. C;Juien actia en calidad de Notario Publico del Estado de Delaware
4. ls_leva el sello de Patricia Panariello, Notario Publico, Delaware

Certificado - =

| oivic lf il 7
5. En Dover, Delaware 4 nanaviTo B
6. :El séptimo dia de marzo 2008 A.D. “‘ “f
7. Por el Secretario de Estado, Departamento de Estado dzifﬁﬂél;w‘are
8. |N 0345347
9. Sello (Aparece adherido sello dorado)

\
10.  Firma (firmado) Harriet Smith Windsor, Secretario de Estado

I [No se traduce texto del poder por estar en inglés y en espaiiol]
; Se traduce lo siguiente después del texto del poder:

Dado 3‘/ suscrito en Wilmington, Delaware, Estados Unidos de América

El 26 de febrero de 2008

Firma ?de la persona que expide el poder
[Firmado] Miriam A. Mecoxnahey

CERTIFICACION NOTARIAL




(13

TRADUCCION OFICIAL N° 2603081 al espafol de un documento escrito en inglés, efectuada
por Jaime Armando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogota, Traductor e Intérprete Oficial
inglés-espafol-inglés segun Resolucién N° 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Ministerio
de Justicia de la Republica de Colombia

El 26 de febrero de 2008 el suscrito Notario

DA FE
Que Miriam D. Meconnahey, mayor y domiciliada en 1964 Lakeview
Road, Wilmington, DE 19805, suscribi6 de su purfo y letra el documento
que antecede.
Que conozco personalmente al otorgante y que éste tiene capacidad legal
para el otorgamiento.
Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su caracter de
Subsecretario - Junta de Patentes de la persona juridica E.l. du Pont
de Nemours and Company
Que la persona juridica E.l. du Pont de Nemours and Company tiene
sede en 1007 Market Street, Wilmington, Delaware 19898 Estados
Unidos de América, estd legalmente constituida, que tiene existencia
legal actual y que el acto para el cual se otorga el poder esta
comprendido entre los que constituyen su objeto social.
Que el otorgante tiene efectivamente la representacion que ostenta y que
ésta es legitima.
Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anteriores en los siguientes
documentos auténticos que al efecto se me exhibieron y que menciono
especificamente con expresion de sus fechas y de su origen o
procedencia:

Directrices de la Junta de Patentes de DuPont y Poder fechado junio

ol
' |4 LR A QAQQVHO 5

TERENY
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B

12, 2006.

e
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TRA!DUCCIO‘N OFICIAL N° 2603081 al espafiol de un documento escrito en inglés, efectuada
por Jaime Armando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogota, Traductor e Intérprete Oficial
inglés-esparol-inglés segin Resolucién N° 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Ministerio
de Justicia de la Republica de Colombia

[Firmado] Patricia Panariello, Notario Publico

[Aparece adherido sello dorado]
|

La énterior es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en esta oficina

para su confrontacion.

/i Lo

Jaime Armando Garavito Burgos
c.c., N°19.130.702 de Bogota

Traductor e Intérprete Oficial segin Resolucion N° 034 de enero 11 de 1983
exp:edida por el Ministerio de Justicia
|
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IS

pustille

{Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

Céuntry' United States of America

This public document:
has been signed by Patricia Panariello

écting in the capacity of Notary Public of the State of
Delaware

Bears the seal/stamp of Patricia Panariello, Notary Public,

helaware ertified

at Dover, Delaware

the seventh day of March, A.D. 2008

:by Secretary of Stat kiware Department of State

\No. 0345347

'Seal/Stamp: <, 7
I -,
7

? 7‘! Zltonit s, Woraso

- Secretary of State

10. Signature:




! POWER OF ATTORNEY

The undersigned.

E.L. Du Pont de Nemours and Company
domiciled in'

1007 Market Street
. Wilmington, Delaware 19898 US

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or

OLGA GEORGETTE OTERO and/or

RICARDO METKE and/or

JUAN PABLO CONCHA
with domicile at Av. 82 No. 10 — 62, 6Th floor, of Bogota D.
C., Colombia, a full and sufficient power of attorney to obtain
the protectlon of my (our) industrial property and against the
unfair competmon for which purpose I (we) authorize the said
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration  Court, in all matters concerning the following: a)
Obtainment of patents, utility models, industrial designs,
integrated | circuits, layout-designs and vegetal varieties; the
registration of trademarks, denominations of origin, commercial
names, trade emblems, slogans and domain names; its renewal,
assignments, change of name or domicile, voluntary
cancellation; and the registration of licenses of use of the above
rights; b)Processes of protection to the consumer, unfair
competitien, oppositions, cancellations, nullity, precautionary
injunctions, infringement, granting of licenses, writ mandamus,
the protection of trade secrets, and in general the civil, penal, an
adrmmstratwe processes relating to those rights. And that in all
the above matters they may substitute this Power of Attorney,
comprormse conciliate, admit the facts of the case, desist,
cancel, recelve resign, and ratify acts done by representatives
without a power of attorney.

1 hereby' ratify all actions previously taken on behalf of this
company by the aforementioned attorneys with respect to the

mentloned matters.
DE uso

Done anﬂ subscribed m%ééﬁ&w
&447 of 2008

o day
Signature of the person issuing the Power

;'7/,02@*& o ety

On the .

Baker & McKenzie Colombia S.A.
Av. 82 No. 10 - 62 6th Floor
Bogota, Colombia

NIT: 900.034.906-9
Tel: +57 1 634 1500
Fax: +57 1 376 2211
www.bakernet.com

PODER DE ABOGADO

La abajo firmada,

E.L. Du Pont de Nemours and Company
domiciliada en

1007 Market Street
Wilmington, Delaware 19898 US

declara por el presente que otorga a

ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o:

OLGA GEORGETTE OTERQO y/o

RICARDO METKE y/o

JUAN PABLO CONCHA :
con domicilio en Ja Av. 82 No. 10 - 62 Piso 6 en Bogota D.
Colombia, poder especial amplio y suficiente, para obtene
proteccién de mi (nuestra) propiedad industrial yi coritr
competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a‘los dic
apoderados para que me (nos) Tepresenten ante cualesqu
autoridades o personas, ejerzan o no jurisdiccién, especialm
ante las del orden administrativo, contencioso- adrmmstrahv
judicial, asi como los tribunales de arbitramento, ‘en tod
concerniente a los siguientes asuntos: a) Obtencion d
de invencion, modelos de utilidad, disefios ir
esquemas de trazado de circuitos integrados y
vegetales; el registro de marcas, denominaciones

nulidades, medldas cautelares, C
licencias, la tutela, la proteccion de secretos mdustr;“ les;
general procesos civiles, penales, administrativos rel cioriadi
con estos derechos. Y para que en todos los asuntos
determinados, puedan sustituir este mandato, transigir; conéi
admitir los hechos del caso, desistir, cancelar, recibir; reniinc
y ratificar los actos de agentes oficiosos. - G

Tgualmente, ratifico todo lo actuado hasta el momento en 11
mismos asuntos, por cualquiera de los mencionados apoderad
en representacion de ésta sociedad. :

Dado y firmado en

A los dias del mes de

Firma de la persona que firma el Poder :
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NOTARIAL CERTIFICATION
On this @2&( A day of (MLW
2008 | the und;ersigned Notary UL
' CERTIFIES
That

Miriam D. Meconnahey

of legal age and c;iomiciled in
1964 Lakeview Road, Wilmington, DE 19805

set his hand on tlje foregoing document.
|

That the grantor is to me personally known and that he/she has
legal capacity to execute the instrument.

That the gx‘antof has executed the foregoing document as

Alssistant Secretary — Patent Board

of the judicial person E. I. duPont de Nemours and
Company

That the judicial person  E. I. duPont de Nemours and

: Company

having its homnie office in
1007 Market Street, Wilmington, Delaware 19898 USA

is duly orgalr'lized, has present legal existence and that the
purposes for which the power of attorney is granted are within
the scope of its corporate purposes.

That the grantor has in fact the referred to authority and that
his/her represcmatlon is legal.
That [ have based certifications 3, 4 and 5 above on the
following authentic documents for such purpose exhibited to me
and which I mention specifically, giving their dates and their
origin or source:
DuPont Patént Board Guidelines and Power of Attorney
dated June 12 2006.

5144@5[

Patricia Panariello, Notary Public

CERTIFICACION NOTARIAL
Alos dias del mes de
de 2008 , el suscrito Notario
DA FE
1 Que

2.

mayor y domiciliado en

suscribi6 de su puiio y letra el documento que;antece

Que conozco al otorgante y que éste tiene capacidad Iega
para el otorgamiento.

Que el otorgante ha suscrito el referido documento efi’su
caracter de

de la persona juridica  E. I, duPont de Nemours

and Company
Que la persona juridica  E, I. duPont de lf_\]emoul"
and Company

con sede en

estd legalmente constituida, que tiene exiétencia )
actual y que el acto para el cual se otorga él pode
comprendido entre los que constituyen su objéto social :

Que el otorgante tiene efectivamente la representacxon
ostenta y que ésta es legitima.

Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 antériores en'l
siguientes  documentos auténticos que al efecto s m
exhibieron y que menciono especificamente con €Xpresio
de sus fechas y de su origen o procedencia:

El Notario Piblico
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T o | SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO

PR

!
SOTMICrelo ADW ‘wiL " No. 13-024372- -00000-0000

17-06 161947 2020 DIR NUEVASCR
SUPERINTE N. CENTTA Fec“la_l ”%ﬁ?ﬁ??,ﬁjg' Di/)ﬁeg’ o FASENACIONAL
Ene i | l\ft 414 PRESENTACION Folios: 117
PATENTE DE INVENCION i D ~ MODELO DE UTILIDA

DDDDD

\

| lndicacién’ que se solicita una patente.

Datos de ldentlflcaClon del sohmtante o de la persona que presenta la solicitud
I Descnpcmn delai mvenCIOn

. Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobfante de pago-de las ta'sas establecidas (bq sér el caso formato de descuento)
Completd I

: | : e ) incohwpleta D
! : .

PATENTE DE INVENCION PCT E] MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Demston 486/00, ercular Unica

DI[]E]

i Ind[cacmn que se solicita una PCT

Copia dra la solicitud en espafiol, tal.como fus presentada Inicialmente (

capitulo descriptivo,
| rexvmdldatono resumen) '

Dibujos de ser estos pertinentes

i . .
Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

: 3 | — -
DISERO INDUSTRIAL  [[ |

j Comple:t’a E:’ . ' © . Incompleta D

(Art. 118 Decision 485/00)

0 G000

. Indicacidén que se solicita Disefio industrial
Datos dé identificacién del solicitante 0 de la persona que presenta la solicitud

Repreoentamon graﬂca y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora et
: |
disefio . .

Compro_bante de pago de las tasas establecidas

.Comple:ta [] ‘ Incompleta D

" ESQUEMA DE TRAZADO | D

(A'rt. 92 Decisién 486/00)

Indxmc;on que se.salicita un esquema de trazado

Datos de ldentlf[cac;on del solicitante o de ia persona que presenta la solicitud
Represéntacién grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D : ' Incompleta D

PI02-F08 (2009-11-18)




