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SECCION CIENTIFICA

VObservaciones Sobre los Métodos de Prospeccion

Microbiol(’)gica del Petréleo

E%Z%HHUS 5&%50905 erl QQ;QS”Q?

Prof. FIERRE BERAUD —— Quim. Ind. NESTOR TORRES —
Quim. Ind, SAVERIO MAROTTA

Hemos realizado, de 1955 a 1360, nu-
merosos ensayos sobre métodos micro-
biclégicos de prospeccion de petrdleo.
Ello nos ha permitido descubrir algunas
nuevas causas de error de estos meto-
dos, que vienen a afiadirse a las ya
conocidas, y estimamos que una expo-
sicion de las observaciones hechas, pue-
de ser util en varios aspectos.

He aqui, en primer lugar, en qué con-
sisten esos metodos.

Principics de la Frospeccion Microbiolod-
gica de los Yacimientos de Peirdleo ¥
Bolsas de Gas

Sz sabe que las bacterias, como los
seres superiores, necesitan parg  vivir,
soles minerales, sustancios nitrogenadas
asimilables y compuestos carbonados
asimilables.

Ciertas bacterias, a condicién de te-
ner ¢ su disposicidn los elementos mine-
rales y nitrogenados necesarios, pueden
vivir utilizando como sola fuente de car-
bono, los vapores de hidrocarburos.

Supongamos que sembrdramos tales
bacterias en un medio dessprovisto com-
pletamente de alimentos carbeonados y
que expusieramos ese medio sembrado,
a las emanaciones del suelo; si hay
dezarrolle de dichas bacterias, podremos
afirmar que en el gas proveniente del
suelo, hay hidrocarburos y existe la po-
sibilidad que esos wvapores provengan
de napas subtarrdneas de petréleo.

Pero eso, no es mas que una posibili-
dad. Uno de esos hidrocarburos, el me-
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teno, puede muy bien provenir de sim-
ples materias orgdnicas en descompo-
sicién en el suelo y es lo que crea in-
certidumbres en el método microbioldgi-
co de prospeccion, si no se toman ciertas
precauciones.

. Otra dificultad es que un "test’’ posi-
tivo obtenido en un punto determinado,
no significa absolutamenta que el petrd-
leo se encuentre verticalmente debajo
de ese punto. Las emanaciones gaseosas
pueden marchar oblicuament: en el sue-
lo siguiendo la permeabilidad mds o me-
nes grande de las capas geoldgicas o
siguiendo ciertas grietas y esta dificul-
tad es inevitable. Un "'test’ microbiols-
gico positivo no da pues, jamds, la car-
titud de la presencia de petrdleo en las
capas inferiores; indica solamente la
posibilidad de tal presencia.

Una varionte del meétodo microbiold-
gico consiste simplemente en buscar si
la tierra superficial de las zonas pros-
pectadas contienen bacterias que utili-
zan hidrocarburos como alimentos car-
bonados.

Esta variante, que llamaremos ""Méio-
do de las muestras de tierra’”, es mds
imprecisa todavia que el método prime-
ro, pero ofrece algunas ventajas que
luego veremos.

Valor del métode microbiolégico

Varias patentes basadas sobre el em-
pleo de microbios en la prospeccién pe-
trolifera, han surgido después de 1939,
en particular en los Estados Unidos de
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Norte Ameérica. Eso llevaria a creer que
se han obtenido resultados prdcticos. (1)

Sin embargo, ninguna publicacién ha
sido hechg alrededor de ellos y esto po-
dria explicarse por el Iracaso efectivo
de los nuevos métodos o por la descon-
ficnza mutua de las compafiias competi-
doras que explclan esos métodos.

Les rusos, en cambio, no han vacilc-
do en publicar varios resultados. Moyi-
lewski{2) dq las precisiones siguientes:
en 1938 v 1939, mds de 3.000 muastras
de tierra fueron examinadas; se proba-
ron, primero, los "tests” bacterioldgicos
en zonas donde los yacimientos son co-
nocidos y en explotacidn, con resultados
bastante concordantes.

En clgunos casos, la prospeccion fué
hecha en zonas aun no explotadas y
perforaciones decididas sobre la base
de: ''tests’ microbiologicos resultaron
productivas.

Después de 1940, la investigacién geo-
microbiolégica ha obtenido otros suce-
sos. Bokova (1947) senala el descubri-
miento de un campo de pstrdleo en
Stawropol Kavkeaz, luego de prospec-
cion microbioldgicq y después, la de un
yvacimiento en Ikhia.

ALGUNOS DE NUESTROS ENSAYOS

Limitaremos nuestra exposicién o la
parte de nuestros trabajos relacionados
al segundeo meéiodo porque es, scbra to-
do en este dominio, que hemos encon-
trado dificultades y causas de errores.
Este segundo meétodo presenta una ven-
taja grande sobkr> el primero perque no
necesita aparatos especiales.

Las muestras de iierras se sacan de
los lugares prospectados a una profun-
didad suficiente para evitar en lo posi-
ble lg presencia de fermentaciones me-
tanicas v se someten a un examen re-
lativamente simple en un laboratorio
central.

Es posible, pues, obtener en algunas
semanas una especie de mapc: microbia-
no del suelo de una regién vy si b'en, él
solo no puede decidir los puntos donde
se podrd practicar perforaciones, consti-
tuye un elemento de apoyo a los mé-
todos fisicos y geoldgicos de prospec-
cidon, no despreciable en ciertos casos.

Los métocdos de examen pueden tam-
bién ser muy simples. Para constatar la
presencia de bacterias oxidantes de hi-
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drocarburos, es suficiente en efecto, sem-
brar las muestras de tierra g examinar,
en tubos conteniendo un liquido de cul-
tivo adecuado, sin compuestos del car-
bono, y abandonar estos tubos en una
atmosfera conteniendo vapores de hidro-
carburos.

Lamentaklemente, este método de las
muestras de lierra, presenig graves cau-
sas de error.

Una primera dificuliad comin a todos
los métodos microbiolégicos de prospec-
cién y a la que ya nos hemos referido,
es la fermen'acién meténica.

Esta fermentacion se produce a menu-
do en las materias orgdnicas del suclo
y el metano desprendido puede favore-
cer el desarrollo de bacterias oxidantes
de hidrocarburos.

Algunos autores (2) han preconizado,
para evitar esta dificultad, la determina-
cién de la presencia de bacterias metda-
nicas en las muestras examinadas.

Si estas muestras contienen o la veg,
bacteriag metldnicas y bacterias que vi-
ven o partir d2 hidrocarkburos, son con-
sideradas como dudosas y el dato no
serd tenido en cuenta desde el punto
de vista de la prospeccion.

Hemos recurrido ampliamente a esta
manera da proceder, utilizando como
método de deteccidén de bacterias metda-
nicas, el de Demortiar v Huges (3) que
coneiste en introducir clgunos decigra-
mos de la tfierra a examinar en tubos
conteniendo un medio a base de celu-
losa en la superficie del cual se coloca
un tapdn de parafina. Esta especie de
pistdn, constituide por asa sustancia, se
eleva en caso de desprendimiento de
gas en el liquido, es decir, en presencia
de fermentacion metdnica.

Foro ain esita manera de opsrar, no
estd exenta de toda critica, pues puede
presentarse el caso de una muestra con-
siderada como positiva, porque est&
desprovistec de fermentos me!dnicos y
contiene bacterias de  hidrocarburos,
cuando en realidad la presencia de es-
tas ultimas es debida a un foco de fer-
mentacién metdnica préximo al lugar de
actuacion.

Para tener la seguridad de proceder
certeramente, seria necesario analizar
en cada lugar, una cantidad de mues-
tras de tierra situadas a pequefias dis-
toncias unas de olras y provenientes de
diferentes profundidades. En esas condi-
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ciones, el método pierde su cardcter
practico.

Una dificultad muche mds grande ain,
es la originada por la falta de especifi-
cidad de las bacterias que sirven de
base a la prospeccién. Numerosas espe-
cies capaces de utilizar los hidrocarbu-
ros como «alimento carbonado, pueden
tamkién desarrollarse a partir de otras
sustancias carbonadas; de azicares por
ejemplo.

No serd raro pues, encontrar en terre-
nos ricos en materias orgdnicas, bacte-
rias capaces de desarrollarse en prée-
‘gsencia de hidrocarburos como tUnica
fuente de carkono, a pesar de que no
haya ninguna emanacion de hidrocar-
burps en tales terrenocs.

En resumen, el "método de las mues-
tras de tierra’’ estd sujeto a graves cau-
sas de error, que se deben tener muy
en cuenta.

Hay un caso, sin embargo, donde este
métodoe nos ha parecido interesante: es
el de las tierras dridas.

Es evidente que en tierras desprovis-
tas de materia orgdnica, las causas de
error sefaladas anteriormente, se ate-
nian encrmemente. La fermentacién me-
tanica no pusde aqui desarrollarse, fal-
ta alimento y la fauna microbiolégica es
muy pobra.

Se concibe que en taleg condiciones,
si el andlisis revela la presencia de bac-

terias de hidrecarburos, hay fundamentc:

para sospechar, con mds rcGzones que en
los casos corrientes, sobre la presencia
subterrdnea de petréleo.

Es el caso de las arenas v hemos efec-
tuado numerosas exiraccionss en zonas
arenosas de la costa uruguayes, sin ve-
getacion, no encontrando fermentos me-
tdnicos mds que en cAasos muy I[COros.

En tales medios, se concibe que la
presencia de hidrocarburos gaseosos
provenientes de las prcfundidades de la
tierra puada provecar, por el cporte de
carbono, la aparicién de una faung bac-
teriologica especial, verdaderamente sig-
nificativa.

Se podré& objetar que, si en las tierras
drides el carbono orgdnico falta, el ni-
trogeno combinado tampoco existe, im-
pidiendo todo crecimiento vital. Se pue-
de responder a eso diciendo que el ni-
trogeno no estd jamd:z completaments
cusente; hay siempre en las tierras ari-
das, trazas de nitritos, nitratos o amonia-
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co, provenientes probablemente de la
atmosfera.

Estas irazas son suficientes para pro-
vocar la aparicion de microorganismos,
si ademds el alimento carbonado esta
presente. Efeclivamente, varias especies
oxidantes de hidrocarburcs qus hemos
encontrado, son capaces de vivir en me-
dios conteniendo mencs de un miligra-
mo por litro de nitrato o de amoniaco.

He aqui algunos detalles, con motivo
del examen microbioldgico dz arsnas de
la costa uruguaya.

Las muestras fueron extraidas lo mds
lejos posible del mar, al menos fuera de
su alconce, en zonas arenosas despro-
vistas de vegetacidn.

S2 cavaron en la arsna trincheras de
profundidad variable, generalmente de
30 a 50 centimetros y después de haber
raspado la pared con ung espdtula es-
téril, se introducia perpendicularments
un tubo ostéril de vidrio o metal que era
luego transportado al laboratorio con su
carga, en un tubo de mayor didmetro,
igualmente estéril.

_ Dentro de las 48 horas siguientes o la
exiraccién, se intreducian algunos deci-
gramos de cada muestra, en tubos ce-
rrados con lana de vidrio, contaniendo
un medio de cultivo apropiado, a base
de sales minerales, pero desprovisto de
compuestos carkonados. .

Los tubos eran enseguida colocados
en campanas conteniendo una atmosfe-
ra con una paquefia proporcidén de va-
pores de hidrocarburos. :

Varias veces por semana, la aimos-
ferq de la campanc era renovadd.

Debemos sefiular aqui, dos causas de
error. Es necesario en esias exparien-
cias, disponer siempre de una campand
o de un tcngue testige donde no haya
vapores do hidrocarburos, para colocar
alli tubos testigos.

Ahora bien, hemos obtenido en varias
ocasiones, ''tests’” positivos en dichos
recipientes, en razén de la presencia de
juntas de goma en los tcnmques vy grasa
de vacio en lag companas. Las débiles
emanaciones de esias sustancias sen su-
ficientes para asegurar la vida de algu-
nos microorganismos.

Una sclucidn para evitar tales causas
de error es utilizar Unicaments, recipien-
tes de vidrio vy sustiiuir la grasy por una
sustancia mineral suficieniemente wvisco-
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sa, por ejemplo, dcido fosiorico. siruposo.

Veremos algunos otros de'alles intere-
santes. Cuande una muestra es positiva,
al cabo de ocho dias aproximadamente,
se consiatg la formacidén de una pelicuia
en la superficie liquida de los tubos; si
el desarrollo de las bacterias es débil,
el velo es muy fino y suels ser sdlo vi-
sible a la lupa.

Comeo explicamos mds adelante, con-
viene sembror cada muestra en dos tu-
bos: uno que designamos H; thidrocar-
buro), se coloca en campana con vapo-
res de hidrocarburos; 2l otro, que deno-
mincamos T, (testigo), es dejado en cum-
pana con atmodsfera nermal.

Al cabo de ocho dias, si el tubo H;
tiene velo v el T, no, el "test” se consi-
dera positivo.

Pero, si la muestra das tlerra o arena
contiene materias orgdnicas, es muy co-
mun constatar que al cabo de es2 tiem-
po los dos tubos son positives, dado que
el microbio ha enconirado en la maieria
oradnica, una forma de carbono asimi-
lable que lz conviene come alimento.

Se extraen entonces algunas bacte-
ricts de los velos de H, v T,, con la ayu.
da de una aguja de vidrio muy fina (de
10 a 20 micras de didmetro) vy se les
fransporta respactivamente o dos nuevos
tubos que designamos H. v T.

A menudo, aparecen también velos”

en estos dos tubos, porque la pipstg de
siembra a pesar de su finura, transporia
no sdélo bacterics, sino también trazas
de materias orgdnicas.

Al tercar pasaje y, mds segure aun al
cuarto (Hy v Ty), no hay nada en el tubo
Testigo, mientras un velo aparece en el
que contiene Hidrocarburo, en el su-
puesto caso de que ostemos en presen-
cla de bacterias copaces de utilizar los
vapores de hidrocarburos como fuente
de carbono.

RESULTADOS DE ALGUNOS ENSAYOS
DE FROSPECCION BACTERIOLOGICA
EN URUGUAY

Sin entrar en los detalies de estos ra-
sullados, podemos decir gue, en gene-
ral, han sido negativos.

Pero debemos aclarar inmediatamente
qu2 el nimero de muestras examinados,
fué muy reducido, ya que en ningtn
momento se tratd de una progpeccién sis-
temdtica, sino de un estudio de los mé-
todos microbioclégicos de prospeccion.

10 —

En lo que concierne al interior del
pais, hemos tenido "tests” positivos, al-
gunas veces muy cacusados, como en
Minas (*), pero con 'tests” de fermenta-
cién metdnica también posilivos. Hemos
debido pues, descartar esos resultados,
como de dificil interpretaccion.

Con respecto a la costa, donde fue
vosible hacer extracciones en ronas are-
nosas, sin vegetacidén, los resul'ados
fueron e ung in‘erpretacion mas facil.

La mayor parte han sido negativos,
pero sin embargo, hay una zona en don-
de hemos encontrado bacterias oxidan-
tes de hidrocarburos, en cusencia, muy
a menudo, de bacterias metdnicas. En la
parte de lo costa uruguaya que se ex-
tiendo desde "La Paloma' hasta la fron-
tera brasilefia.

Las exiracciones de muestras en esta
regién fueron muy numerosas, efectuan-
dose generalmente g diferentes alturas,
en trincheras de dos meiros de profun-
didad.

emos podido constatar que los resul-
tados son sobre todo fuertemente posi-
tivos, en los lugares de desagiies de
cguas provenientes del interior.

Esto no debe asombrar, dada la pre-
sencia de numerosas furberos en lg re-
gién (los procesos de formacién de la
turba son gensralmente acompatiados
de fermentacidon metdnical; lo que es
extrafio en estas condiciones, por el con-
frario, es la ausencia [recuentemente
constatadg de bacterias metdnicas.

Como es logico, hemos efectuado
igualmente, exiracciones en el interior,
sn particular en la zona llamada “La
Angostura”, entre la Laguna Negra y €l
mar. Estas muestras han dado resultados
fuertemente positivos.

Fn el kildmetro 294,5 de la Carretera
Montevideo - Chuy, hemos podide hacer
una observacion interzsante; existe en
este lugar, entre la ruta v la laguna, una
playa de arena de varios centenares de
metros. Si se hace una trinchera en esta

{*} Desde la redaccién de este articulo tuvimos
la ocagion, 5 fines de 1960, de extraer y examinar
numerosas muestras en las Sierras de Minas. Tu-
vimos “tests” fuertemente positivos en varios luga_
res de la Sierra, confirmando resultados anterio-
res. Pero esta vez, teniendo en cuenta la precau-
cion que hemos tomado al extraer las muesiras en
regiones rocosas, completamente desprovistas de
vegetacion, se debe descartar la posibilidad de un
error proveniente de focos de fermentacion me-
tdnica, a partir de residuos vegetales.
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zona, se llena rapidomente de agua que
mana, a partir de B0 centimetros da pro-
fundidad aproximadamente.

Esta agua presenta un aspecto irisado
como si contuviera aceite. Efectivameri-
e, se constata al microscopio la presen-
cia de numerosas gotitas de aceite, pero
sobre todo, de una encrme cantidad de
hecterias.

Sin prejuzgar sobre la significacion
de este hecho, es interesante recordar
aqgul, el informe de Davis en 1952, scbre
"Parafine dirt” (4). Se llama asi la capa
superficial grasosa de delerminados sue-
los, cuya existencic es considerada co-
mo el signo de la presencia de vyaci-
mientos de petroleo.

Davis ha demostrado que la parte or-
gdanica de esle material consiste esen-
clalmente en microorganismos “ives ©
muertos, debiéndose 2] aspecto aceitozo
a los lipidos de esos microorganismos,
mds que a los hidrocarburos, que estdn
presentes cqui, solo en cantidades ex-
tremadamente debiles.

Peroc on esto region de turberas, los
métodos bactericlégicos de prospeccion
tienen pues, un valor limitado. Si bien

pueden acusar la presencia de hidrocar-
buros, no permiten precisar su origen.

En resumen, los meétodos microbiold-
gicos d2 prospeccidén presentan numero-
sas causas de error. Sin embargo esli-
mamos gque podrian dar indicacicnes
utiles, en algunos cascs especiales.

El examen microbioldgico de numeio-
cas muestras de tierra v arena, demues-
tra que existen en Urugucy algunas zo-
nas interesantes pero, la presencia en
ellas de turberas o de suclos con fer-
mentacién metdnica, imposibilita la in-
terpretacion de resultados.

Las investigaciones se prosiguen, sin
embargo, en ciertos puntos de "test” po-
siivos vy donds esas causas de error pa-
recen no existir.
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