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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue reproducir la técnica microbiologica
que fue utilizada previamente para investigar sobre la posible existencia
de acumulaciones de hidrocarburos en el subsuelo de nuestro territorio.
La metodologia fue la misma que la utilizada en aquella oportunidad por
quienes la desarrollaron (Larriestra Geotecnologias S.A.).

La técnica se basa el analisis microbiolégico de muestras de suelo.
Para ello, las muestras se procesan y se siembran sobre un medio de
cultivo sintético, sdlido, sin adicion de fuentes de carbono. Las muestras
se incuban en atmdsfera conformada por aire y gas butano, siendo este
altimo la Unica fuente de carbono adicionada al sistema. El fundamento de
la técnica supone que solo aquellos microorganismos capaces de utilizar
el gas como fuente de carbono seran capaces de desarrollarse. Luego, el
recuento de unidades formadoras de colonias por gramo de muestra,
puede ser utilizado como indicador indirecto de la existencia de una
acumulacion de hidrocarburos en el subsuelo del &rea muestreada.

Los resultados de este trabajo demostraron que las colonias
bacterianas crecian de igual manera en sistemas donde la atmosfera
contenia butano, que en donde la misma estaba desprovista de dicha
fuente de carbono. Esto dejé de manifiesto la existencia de al menos una
fuente de carbono alternativa que la microbiota era capaz de utilizar para
su desarrollo. Se discute sobre las posibles fuentes de carbono y

modificaciones a la técnica microbioldgica.



Finalmente, se concluye que esta técnica no deberia ser utilizada
como meétodo prospectivo sin antes ser puesta a punto teniendo en

cuenta las condiciones locales (suelo, clima, etc.) de nuestro territorio.

Palabras clave: Hidrocarburos, microfiltraciones, bacterias

oxidantes de butano, prospeccion microbidgica



1. INTRODUCCION

1.1. Sistemas petroleros

Un sistema petrolero abarca todos los elementos y procesos
necesarios para que exista una acumulacién de hidrocarburos. De esta
manera, comprende tanto a la roca generadora como a todas las
acumulaciones de petrleo y gas genéticamente relacionadas con la
misma. Esto incluye tanto los elementos geoldgicos como a los procesos
que son esenciales para que dicha acumulacion exista (Magoon y
Beaumont, 1999; Soto, 2015).

Son cuatro los elementos de un sistema petrolero:

. La roca generadora, que puede ser definida como una roca
de grano fino, rica en materia organica. El potencial de generacion de la
roca esté directamente relacionado con su volumen, riqueza en materia
organica, la calidad de la misma y la madurez térmica que haya
alcanzado.

. La roca reservorio es aquella que almacena los
hidrocarburos generados por la roca generadora. Una roca es
considerada reservorio si posee alta porosidad y sus poros estan
conectados entre si. Los mejores reservorios son rocas sedimentarias

como las areniscas, conglomerados y carbonatos, pero también pueden



actuar como reservorios rocas no sedimentarias como granitos
fracturados.

o La roca sello debe ser de muy baja permeabilidad ya que
actua impidiendo que el petrdleo o gas generado siga migrando. Ejemplos
de rocas sello son las pelitas, la sal o rocas igneas.

o La trampa es la configuracion geométrica espacial que
posibilita la acumulacion de los hidrocarburos. Para que esto ocurra la
misma debe estar cerrada en los cuatro sentidos.

Los procesos incluyen:

o La maduracion térmica, que refiere a la temperatura a la que
la roca generadora estuvo expuesta a través del tiempo. El calor se
incrementa cuando la profundidad de enterramiento de la roca generadora
aumenta debajo de las capas de sedimento. La transformacion térmica de
la materia organica contenida en la roca da origen al petréleo.

. La migracion ocurre una vez que la roca madre ha generado
suficiente hidrocarburo y se satura del mismo. El aumento de presién
produce microfracturas que permiten que comience la migracion hacia la
roca reservorio.

o El timing refiere al orden en el que ocurren los hechos. Para
que exista una acumulacion de hidrocarburos es necesario que la trampa
se genere antes de que ocurra la migracion (Fig. 1) (McCarthy et al.,

2011; Anadon, 2013; Soto, 2015).



WGAS W MAGUA
Figura 1: Elementos de un sistema petrolero. Tomado del curso Geologia
del Petréleo. Programa de capacitacién de Exploracién y Produccion de

ANCAP. Dictado por MSc. Matias Soto. Montevideo, 11 al 15 de Mayo de
2015.

1.2. Exploracion geoquimica

Los métodos de prospeccidn geoquimica de superficie para la
exploracion de petréleo, se basan en la microfuga de hidrocarburos desde
las acumulaciones subterraneas de petroleo o gas hacia la superficie. Se
han propuesto diversos mecanismos de migracion de los hidrocarburos
como por ejemplo la difusion, efusion, adveccion con movimiento de agua
y permeacion (Batista Garcia, 2010; Rasheed et al., 2012; Veena
Prassana et al., 2013).

La exploracién geoquimica de superficie investiga la presencia de
hidrocarburos quimicamente identificables que se encuentran en la
superficie o cerca de ella, o las modificaciones que ocurren en el suelo

por presencia de éstos. Algunos de estos cambios son: concentracion



anomala de hidrocarburos en sedimentos, suelos, aguas y atmosfera,
anomalias microbiolégicas, cambios mineraldgicos en el suelo, anomalias
geobotanicas. Muchas de estas anomalias se muestran como un “halo
apical” sobre la fuente de hidrocarburos (Fig. 2) (Schumacher et al., 2003;
Augusto et al., 2005; Batista Garcia, 2010; Naudé et al., 2011; Miqueletto

et al., 2011).

1.3. Prospeccion microbiolégica

El método de prospeccion microbiolégica para investigacion y
exploracion de hidrocarburos (MPOG, por sus siglas en inglés) se basa en
la premisa de que los hidrocarburos de cadena corta migran hacia la
superficie desde las acumulaciones subterraneas, y son utilizados por
diversos microorganismos especializados en el ecosistema del suelo.
Estos microorganismos son principalmente metanotrofos, etanoétrofos,
propanotrofos y butanétrofos, es decir, que emplean hidrocarburos
gaseosos como fuente de carbono (Batista Garcia, 2010; Xu et al, 2013).
Grupos filogenéticamente variados utilizan los hidrocarburos de cadena
corta para su desarrollo, entre ellos: Brevibacterium, Corynebacterium,
Flavobacterium, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas y Rodococcus
(Rasheed et al., 2013, Wu et al, 2014).

Si bien las bacterias son organismos ubicuos, una constante

suplementacion de hidrocarburos en el suelo, resulta en una mayor
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concentracion de aquellas bacterias capaces de utilizar dichas cadenas
hidrocarbonadas para su crecimiento (Powell et al., 2006; Rasheed et al.,
2012). De esta manera, la colonizacion de microorganismos oxidantes de
hidrocarburos en sitios donde ocurre la filtracion, resulta en densidades
mas altas que las densidades normalmente encontradas para los mismos
microorganismos en zonas donde no ocurre flujo de hidrocarburos
(anomalia). Por este motivo, es necesario establecer o considerar valores
normales en sitios donde no ocurre tal flujo de hidrocarburos (Hubert y

Juud, 2010).

Algunos autores toman un valor normal (background) definido
estadisticamente, como punto de corte para establecer lo que podrian ser
prospecto positivos y negativos, segun el recuento se encuentre por
encima o por debajo del valor de base, respectivamente (Rasheed et al.,
2013).

La deteccién de distribuciones anémalas de estos microorganismos
en muestras de suelo puede ser utilizada para estimar la existencia de
depdsitos de petréleo y gas (Zhang et al., 2010).

Warner y colaboradores han sefialado que el nimero de bacterias
oxidantes de hidrocarburos en muestras de suelo que reciben
microfiltraciones de hidrocarburos se encuentra en el rango de las 10°-
10° ufc/g de muestra, dependiendo de las condiciones ecoldgicas

(Wagner, 2002).
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Finalmente, conviene destacar que a pesar de que la deteccion de
microorganismos involucrados en la metabolizacion del metano podria
pretender la ocurrencia de una acumulacién de hidrocarburos en el
subsuelo, la abundancia de metano en la superficie puede deberse a altos
indices de metanogénesis microbioldgica. Por otro lado, los hidrocarburos
de cadena corta de mas de un carbono, (C,-C;) son generalmente
considerados de origen termogénico y por lo tanto resultan mejores
indicadores de la existencia de un reservorio en el subsuelo (Hubert y
Judd, 2010).

El aislamiento y la enumeracion de bacterias oxidantes de
hidrocarburos en muestras de suelo es una valiosa herramienta
complementaria en la exploracion petrolera. Una relacion positiva entre la
poblacién de estos microorganismos y la concentracion de hidrocarburos
en el suelo ha sido observada en varios yacimientos productores a nivel
mundial (Batista Garcia, 2010; Brian Jeremy Chan, 2011; Turkewicz,

2011; Veena Prassana et al., 2013; Xu et al., 2013; Zhang et al., 2014).

12



El aumento de pH
510 3

Oxidacién Hidrocarburos
Formacién Carbonatos
CH,+ 0, =CO, + H,0
Aerobiosis:
CHy +20, +Ca*?=CaCOj+ Hy,0

Anaerobiosis:

CH, + SO, 2+ Ca’ %= CaCOj; + H,S + H,0

2CH, + SO42 = HCO,™ + HS + H,0 + CO, | l\

CONSECUENCIAS
Aumento de pH

Formacién Descenso del Eh

if e F Descenso en la
sulfuros de Fe f solubilidad de

nutrientes escenciales

Fe,0; + 4H,S = FeS, + 3H,0 + 2H* + 2e”
€,0, + 4H, €S, + 3H,0 + +2¢ (SO42, Fe, Cu, Mn, Zn, NOy')

Descenso [0, ]

Aumento [ CO, ]

Figura 2: Modelo geoquimico organico de las microfugas de
hidrocarburos. Tomado de Larriestra  Geotecnologias.  http://
www.larriestra.com/LARWeb/servlet/com.larriestra.web.Contenido?pag=4
33 [Consulta: 25 de noviembre de 2015].
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La técnica de prospeccion microbioldgica para gas y petroleo es un
método exploratorio de superficie que ha sido utilizado desde hace
aproximadamente siete décadas. Este método puede ser integrado con
métodos geofisicos, geolégicos y geoquimicos para evaluar la
prospeccion de hidrocarburos de un area y priorizar la localizacion de las
perforaciones, reduciendo de esta manera los riesgos y costos de la
perforacion y logrando por tanto mayor éxito exploratorio. De esta manera
se abre una linea de investigacidn nueva, econdmicamente viable y de
baja complejidad (Miqueletto et al., 2011; Rasheed et al., 2013; Veena

Prassana et al., 2013).

1.4. Estudios anteriores realizados en el pais

En la Cuenca Norte de nuestro pais, ANCAP ha seleccionado
areas piloto de exploracion con el objetivo de realizar estudios geoldgico-
estructurales que permitan evaluar la prospeccion de hidrocarburos en
nuestro territorio (Fig. 2). La Cuenca Norte cubre una superficie de 90.000
Km? y pertenece a la Cuenca Parand, que con 1.400.000 km? se extiende
por el sur de Brasil, noreste de Argentina y sur de Paraguay (De Santa

Ana et al., 2006).
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Figura 2. Ubicacién de los bloques piloto de ANCAP. Referencias: 1, Pepe
Nufiez. 2, Clara. 3, Cuchilla del Queguay. 4, Cafiada de los Burros. 5, Constitucién.
Tomado de: http://www.rondauruguay.gub.uy/MenuVertical ANCAPCOMOOPERADOR/
ONSHORE.aspx

Entre los estudios de prospeccion de hidrocarburos que ANCAP ha
realizado en la Cuenca Norte de nuestro pais, se destaca la busqueda y
recuento de bacterias oxidantes de butano, realizado en 2011 por la
empresa argentina Larriestra Geotecnologias S.A. Los resultados
obtenidos en aquella campafia revelaron la presencia de anomalias en los
recuentos de estas bacterias tanto para las regiones central, como centro-
este y oeste de la Cuenca Norte (Larriestra Geotecnologias S.A., 2011).
Los valores obtenidos en ese trabajo fueron realmente alentadores,

obteniéndose anomalias incluso mayores que en zonas de otros paises
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donde esta probada la existencia de importantes yacimientos
subterraneos (Soto, 2014). Estos resultados sugerian fuertemente la
existencia de un suministro continuo de hidrocarburos en los suelos de
nuestro territorio, lo que llevaria a pensar en la existencia de una
acumulacion de hidrocarburos, o bien una roca generadora de éstos ya
madura.

Hacia el afio 2013, ANCAP inici6 estudios en el Bloque Clara,
considerado clave para la validacion de métodos exploratorios, ubicado
en la regién centro—sur de la Cuenca Norte (Conti et al., 2013; Soto et al.,
2014). Se realizaron varios pozos exploratorios que confirmaron la
presencia de rocas potencialmente generadoras en nuestra Cuenca
Norte. Todos los pozos se declararon secos, y en la mayoria de los casos
la roca se encontré térmicamente inmadura, sin embargo en areas
profundas de la cuenca y en areas afectadas por diques y sills se han
constatado condiciones de madurez (Soto, 2014).

Por lo expuesto anteriormente resulta fundamental la comprension
de esta técnica microbiol6égica como método prospectivo, para lograr una
correcta interpretacion de los resultados e integracion con otros métodos
de estudio. Asimismo, resulta de interés poder realizar los mismos

estudios a nivel nacional.
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1.5. Hipotesis

Si en el area en estudio, Bloque Clara, existen acumulaciones de
hidrocarburos en el subsuelo y estructuras que permiten su migracion,
entonces es posible mediante la técnica descrita por Larriestra et al.
(2010), detectar concentraciones andmalas de microorganismos

oxidantes de hidrocarburos en el suelo superficial.

1.6. Objetivo

1.6.1. Objetivo general

Reproducir la técnica microbiolégica empleada previamente por
Larriestra Geotecnologias S.A. para investigar la presencia de

hidrocarburos en el Bloque Clara, en una zona mas acotada del mismo

bloque.

1.6.2. Objetivos especificos

» Demostrar la validez de la técnica.

» Evaluar la posibilidad de reproducir esta técnica en laboratorios

nacionales.

» Comparar los resultados de este trabajo, con resultados
obtenidos en la camparia 2011.

» Discutir posibles aportes metodoldgicos a la técnica.

17



2. MATERIALES Y METODOS

El protocolo para la extraccion de muestras y procesamiento de las
mismas en el laboratorio que se utilizé en este trabajo se baso en el
procedimiento desarrollado por Larriestra Geotecnologias S.A. y utilizado
previamente para analizar la misma zona de estudio en el afio 2011
(Larriestra Geotecnologias S.A., 2011).

La metodologia se basa en poner en contacto los microorganismos
presentes en el suelo con una atmosfera mayoritaria de butano. Este gas
es la unica fuente de carbono agregada al sistema.

De esta manera, es esperable que solamente puedan desarrollarse
aguellas bacterias capaces de metabolizar este hidrocarburo y utilizar sus
carbonos para el crecimiento. Luego, el recuento de las unidades
formadoras de colonia por gramo (ufc/g) de muestra se utiliza como
aproximacion para detectar distribuciones anémalas en el suelo.

Finalmente, en caso de ser detectada una anomalia en la densidad
poblacional de estas bacterias, la misma puede considerarse como un
indicador indirecto de la microfiltaciones de hidrocarburos desde el

subsuelo (Larriestra et al., 2010; Wu et al., 2013; Rasheed et al., 2015).
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2.1. Extraccion de muestras

2.1.1. Materiales

» Barreno manual tipo Edelman

> GPS

» Frascos estériles

» Contenedor adecuado para transporte de las muestras

refrigeradas

2.1.2. Procedimiento para la extraccién de muestras

El muestreo se realiz6 conjuntamente con profesionales de
Exploracion y Produccion de ANCAP. La recoleccion de todas las
muestras se llevd a cabo durante los dias 7 y 8 de abril de 2015, en el
departamento de Tacuarembd, Bloque Clara (Figs. 3y 4).

Los puntos de muestreo del bloque Clara se ubicaron en una
transecta (Fig. 4) que se extendié desde el vértice suroeste medio del
Bloque Clara, hasta la localidad de Clara, en las cercanias de la ruta 59.

Los mismos se detallan en la Tabla 1 (Anexo 2).
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Figura 3: Mapa geolégico del Bloque Clara. Tomada de: Soto et al. (2014).

Figura 4: Ubicacion de los sitios de extraccion de muestras en el bloque Clara.
Imagen tomada de Google Earth.
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Se recolectd un total de 15 muestras de suelo de aproximadamente
100gr cada una para analisis microbiolégico. Para la extraccion de las
mismas se utiliz6 un barreno manual tipo Edelman, alcanzando una
profundidad de entre 25 y 30 cm. En algunos casos la muestra se extrajo
del perfil de suelo. Aquellos sitios en donde el area se encontrd
disturbada o excavada, contaminada con desechos de animales o
cubierta de agua, fueron evitados para el muestreo. Todas las muestras
se almacenaron en frascos estériles y se conservaron entre 2°C y 4°C
hasta su procesamiento en el laboratorio microbiologico (Tabla 1, figs.5 y

6).

Figura 5: Izquierda: barreno manual tipo Edelman. Medio: realizacion de pozo
para extraccion de muestra con barrreno. Derecha: toma de muestra de perfil de
suelo.
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Figura 6: Fotografia tomada durante la perforacion de un pozo con barreno
manual tipo Edelman.

El control negativo se extrajo en el departamento de Florida, a
varios metros de la Ruta Nacional N° 5 (ver Anexo 2). También se utilizo
como control negativo una muestra de tierra extraida de una maceta del
laboratorio. Los controles positivos incluyeron una muestra recolectada de
la refineria de ANCAP en La Teja (ver Anexo 2) y una muestra de suelo
de una estacién de servicio proporcionada por el Laboratorio de Medio
Ambiente de ANCAP (LAMA), previamente analizada por este laboratorio,
y que presentaba una concentracion muy alta de hidrocarburos.

Tanto las muestras como los controles permanecieron
refrigeradas a 4°C desde su extraccién hasta el procesamiento en el

laboratorio.
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2.2. Procesamiento de muestras en el laboratorio

microbioldgico

2.2.1. Materiales

a) Equipos

» Estufa de cultivo de 35,0°C + 1,0°C.
Bomba de Vacio.
Equipo para preparacion de atmésfera.

Flujo Laminar.

YV V VYV V¥V

Balanza granataria con 0,1 g de sensibilidad.

Y

Balanza analitica 0,1 mg de sensibilidad.

b) Insumos

> Bolsas de muestreo estériles (Nostoc)

A\

Membranas negras de filtracién de 0,45 um de poro y de 48
mm de diametro

Pads de filtracion.

Pinza de acero inoxidable.

Monitores para filtracion

Kitasato.

YV V VY VvV V

Mechero

23



c) Medios de Cultivo

» Mineral Salts Medium Agar (MSMAgar)
» Agua destilada estéril
> Gas Butano (puede ser una mezcla de n-butano e isobutano)

min. 95%.

2.2.2. Procedimiento general de trabajo

A igual que la extraccion de las muestras, el procesamiento de las
mismas se realiz6 siguiendo el procedimiento desarrollado por Larriestra y
colaboradores (Larriestra et al., 2010). EI mismo se llevé a cabo durante
los meses de mayo y junio en el Laboratorio Proanalisis, Buenos Aires,

Argentina.

a) Preparacion del homogenato:

Utilizando una balanza de mesada se coloco en bolsa Nostoc entre
45 y 50gr de agua destilada estéril. Para realizar la dilucién 1/10, el valor
masado de agua se dividié entre 0,9. Con ayuda de espatula previamente
esterilizada, se colocé la muestra de suelo hasta alcanzar la masa
deseada. Cuidadosamente se disolvieron los grumos, y se agitd

vigorosamente durante 20 segundos (Fig. 7).
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Figura 7: Bolsas Nostoc conteniendo los homogenatos (dilucién 10™)

b) Realizacién de diluciones:

Todas las muestras se diluyeron a 1/20. Un mililitro del

homogenato se resuspendié en nueve mililitros de agua destilada estéril

(Fig. 8).

Figura 8: Preparacion de las diluciones
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c) Preparacion de monitores

En todos los monitores de filtracion se colocd previo a la
membrana, un pad previamente esterilizado para retener las particulas

MAas gruesas que pueda contener la muestra.

d) Filtracion

Se colocoé en cada monitor entre 30 y 40ml de agua destilada
estéril. Se homogenizé la muestra diluida por inversiéon y vortex y se
descargaron 100ul dentro de cada monitor. Se homogenizo
cuidadosamente. Se coloc6 el monitor en el kitasato y se filtr6 con ayuda
de bomba de vacio (Figs. 9 y 10). Cada muestra se procesO por

duplicado.

Figura 9: Monitores.
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Figura 10: Filtracion.

e) Sembrado

Luego del filtrado, se retir6é el monitor del kitasato y el pad se
descartd. La membrana de filtracibn se coloc6é sobre placa de petri de
60mm conteniendo medio MSM-Agar, cuidando que la misma quede con

la menor cantidad de aire englobado (Fig. 11).

Figura 11: Siembra de filtro en medio MMS
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f) Generacidon de atmosferas de incubacion

Atmosfera con butano

Las placas con la membrana inoculada se colocaron en jarra de
anaerobiosis con valvula. ElI contenedor se cerré herméticamente y se
conectd a equipo generador de vacio con vacuémetro. Primeramente se
genero vacio hasta que la presion en el contenedor cay6 un 40% respecto
de la presion atmosférica, y posteriormente se inyecté gas butano hasta
restablecer la presion atmosférica. (La atmdsfera generada tuvo una

concentracion final de 40% butano aproximadamente) (Fig.12).

Figura 12: Generacion de atmoésfera de butano

Atmaésfera sin butano
Para evaluar la posibilidad de que las bacterias metabolizaran otra
fuente de carbono diferente al butano, se realiz6 un control paralelo en

atmosfera sin butano. De la misma manera que en el punto anterior, las
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placas sembradas se disponen en jarra de anaerobiosis con valvula. El
contenedor se cierra herméticamente y se conecta a equipo generador de
vacio. Se generd vacio hasta que la presion en el contenedor cayo un

40% respecto a la presion atmosférica.

g) Condiciones de Incubacién

Ver 2.2.3. Plan de trabajo.

h) Observacién macro y microscoépica de los microorganismos

En algunos casos fue necesaria la observacion microscopica para
no incluir en el recuento escasas colonias fungicas que se desarrollaron

sobre las membranas.

i) Interpretacion de resultados

Finalizada la incubacion se realizé el recuento estimativo del
namero de ufc/g de muestra y se promediaron los valores de cada

duplicado.

2.2.3. Plan de trabajo

En base a los resultados obtenidos en el primer ensayo se entendio

necesario procesar nuevamente las muestras, con la realizacién de
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controles adicionales no incluidos en el protocolo original. Los mismos se

detallan a continuacion.

a) Primer ensayo

En este primer ensayo se procesaron las 15 muestras extraidas en
el Blogue Clara, el control LAMA, el control extraido en la refineria de La
Teja y el control extraido en Florida. También se incub6é como control una
cepa aislada perteneciente al género Pseudomonas proporcionada por el
laboratorio.

Todas las muestras y los controles se incubaron en atmosfera con

butano, en condiciones de oscuridad a 35 + 1°C durante 9 dias (Fig. 13).

b) Segundo ensayo

El segundo ensayo incluy6 el procesamiento de las 15 muestras
extraidas en el Bloque Clara, el control LAMA, el control extraido en la
refineria de La Teja, el control extraido en Florida y un control extraido de
una maceta del laboratorio. Nuevamente se incub6 como control la misma
cepa aislada perteneciente al género Pseudomonas. En esta ocasion se
creyd pertinente realizar un control paralelo en atmadsfera sin butano e

incubar las muestras por menos dias.

30



Incubacién en atmodsfera con butano
Todas las muestras y los controles se incubaron en atmaosfera con

butano, en condiciones de oscuridad a 35 + 1°C durante 5 dias (Fig. 13).

Incubacién en atmosfera sin butano

Como control se utilizé: una muestra del bloque Clara, el control
LAMA, el control extraido en Florida y la Pseudomonas sp. Estas
muestras se incubaron en atmésfera sin butano, en condiciones de

oscuridad a 35 + 1°C durante 5 dias.

En todos los ensayos las muestras y los controles se procesaron

por duplicado. Se realiz6 un control de materiales utilizando un blanco

s6lo con agua destilada (sin inoculacion de muestra).
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Figura 13: Incubacion de muestras
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3. RESULTADOS

3.1. Primer ensayo

Luego de la primera incubacion en atmosfera con butano, todas las
placas exhibieron abundante desarrollo con recuentos que se encontraron
entre 10° y 10° ufc/g de muestra (Fig. 14).

Asimismo, se pudo constatar macro y microscépicamente que la
composicion de las comunidades era variable; sin embargo, no se
encontr6 ninguna correlacion evidente con la procedencia de las
muestras.

Mientras el blanco no exhibié crecimiento, el control negativo
extraido en Florida no mostr6 diferencias evidentes en cuanto al nimero
de ufc/g de muestra respecto a los controles positivos. Al igual que las
muestras, los controles exhibieron un desarrollo de entre 10° y 10° ufc/g.
La cepa control de Pseudomonas sp. se desarroll6 regularmente.

Los resultados duplicados fueron coherentes en todos los casos.
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Figura 14: Crecimiento de las colonias luego de 9 dias de
incubacion en atmésfera con butano.

3.2. Segundo ensayo
3.2.1. Incubacion en atmoésfera con butano

Si bien pudo observarse diferencias macro y microscopicas en la
composicién de las comunidades, no se observaron diferencias de orden
en la cantidad de colonias desarrolladas, ni entre las muestras ni entre los
controles.

Todas las muestras exhibieron abundante desarrollo luego de 5
dias de incubacion en atmoésfera de butano. ElI nimero de colonias
promedié entre 10° y 10° ufc/g de muestra para cada una de ellas. Todos
los controles ya probados anteriormente y el control negativo extraido de

la maceta desarrollaron promediamente entre 10° y 10° ufc/g.
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El blanco no exhibié crecimiento y la cepa control de Pseudomonas
sp. exhibié un desarrollo regular.

Los duplicados fueron coherentes entre ellos.

3.2.2. Atmdsfera sin butano

Las cuatro muestras incubadas en vacio (muestra numero 7
extraida sobre la transecta, la Pseudomonas sp., el control positivo LAMA
y el control negativo Florida) exhibieron similar desarrollo en niamero y
morfologia de las colonias a su contraparte incubada en atmdsfera de
butano. El recuento para el control LAMA, control negativo Florida y la

muestra nimero 7 fue nuevamente de entre 10°y 10° ufc/g de muestra.

35



4. DISCUSION

4.1. Primer ensayo

Durante el andlisis de resultados de los recuentos bacterianos de la
primera incubacion, se constatd el control negativo extraido en Florida
exhibié un nimero de ufc tan elevado como el control positivo.

Se descarta la posibilidad de que una fractura estuviese filtrando
gases desde una posible acumulacién en el subsuelo ya que no existe
cuenca sedimentaria en esta zona, por estar en un area de basamento
cristalino, como se aprecia en el mapa geoldgico de Uruguay (Bossi y
Ferrando, 2001). Sin embargo por el hecho de que la muestra se extrajo
en las proximidades de la ruta 5, no tenemos total certeza de que la
muestra estuviese ausente de hidrocarburos.

La incubacion del blanco, que no exhibi6 desarrollo alguno,
demostré que tanto el agua, como el medio de cultivo y el resto de los
materiales se encontraban correctamente esterilizados.

Algunos autores consideran que uno de los problemas de los
métodos dependientes del cultivo radica en distinguir aquellos
microorganismos que naturalmente consumen hidrocarburos como parte
de su metabolismo basal, de aquellos que bajo las condiciones del
ensayo son capaces de activar nuevas vias metabdlicas (plasticidad

fenotipica) (Philp y Crisp, 1981).
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En un sistema de cultivo en medio no renovado, se distinguen
cuatro fases del crecimiento microbiano: fase de latencia, exponencial,
estacionaria y fase de muerte. En la fase de latencia las células, a pesar
de tener un metabolismo activo, no se dividen. Esta fase precede la fase
exponencial, en la que la que cada célula se divide para dar origen a dos
células, y su duracion varia dependiendo de la procedencia del cultivo y
de las condiciones de crecimiento. La sintesis del equipo enzimatico
necesario para la division celular en las condiciones del ensayo, supone
un retraso en el crecimiento y en consecuencia una fase de latencia mas
larga en comparacion con aquellas poblaciones que ya poseen los
componentes esenciales en esas condiciones (Madigan et al., 2004).

Teniendo en cuenta esto, la duracion de esta fase podra variar
entre las poblaciones dentro de la misma muestra dependiendo de si
deben o no sintetizar el equipo enzimatico necesario para metabolizar el
butano. Un rapido pasaje a la fase exponencial (fase de division celular)
podria ser indicativo de que el metabolismo de los hidrocarburos ocurre in
Situ.

Por el contrario, la observacién de una prolongada fase de latencia
antes de la degradacién de los hidrocarburos podria indicar que el
fenotipo es coincidente y no indicativo de la existencia de hidrocarburos

en el ambiente muestreado (Philp y Crisp, 1981, Hubert y Judd, 2010).
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Debido a que el recuento del control negativo fue tan elevado como
el de los controles positivos, no fue posible validar el ensayo. Se procedio

entonces a repetir todo el ensayo.

4.2. Segundo ensayo

El procesamiento de las muestras de realiz6 exactamente igual que
la primera vez. A fin de evitar una prolongada fase de latencia, en lugar de
incubar por 9 dias, la incubacion fue de 5 dias. Este segundo ensayo
también incluyd un control negativo adicional que no arrojara dudas sobre
la posibilidad que estuviese contaminado con hidrocarburos (la muestra
se extrajo de una maceta del laboratorio). Finalmente, con el objetivo de
descartar la presencia de otra fuente de carbono, la repeticion del

experimento incluyd una incubacion en paralelo en atmésfera sin butano.

4.2.1. Incubacién en atmodsfera con butano

Los resultados luego de 5 dias de incubacion, fueron consistentes
con la primera incubacion y no por haber incubado menor cantidad de
dias, los recuentos fueron menores. Al igual que en el primer ensayo, no
hubo diferencias de orden entre los controles positivos y negativos. En
particular el recuento de la muestra tomada de la maceta fue tan elevado

como el de la muestra contaminada con hidrocarburos.
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4.2.2. Incubaciéon en atmoésfera sin butano

El hecho de haber obtenido crecimiento en las muestras que se
incubaron sin butano, es inconsistente con el fundamento de la técnica
gue establece que solo se desarrollaran aquellas capaces de metabolizar
el gas (Larriestra et al., 2010). Cabe mencionar que en este caso los
recuentos fueron tan elevados como sus contrapartes incubadas con
butano. EIl control de Pseudomonas sp. se desarroll6 normalmente. Estos
resultados invalidaron definitivamente cualquier otro resultado anterior, y
dejaron de manifiesto que en el sistema existia al menos otra fuente de
carbono, diferente del butano, que estaba siendo utilizada por los

microorganismos.

4.3. Posibles fuentes de carbono
4.3.1. Fuentes inorganicas

Teniendo en cuenta que en ningun caso las atmdésferas generadas
en este trabajo estuvieron 100% desprovistas de aire, no podemos
descartar que aquellos microrganismos con capacidad de fijar CO;
atmosférico y utilizarlo para biosintesis (autotrofia), lo hayan logrado
hacer en las condiciones del ensayo (Gallego y Quero, 1949).

Sabiendo que las muestras se incubaron siempre en oscuridad y
suponiendo que el medio no contenia materia organica, la fuente de

energia pudo ser provista por oxidacion de compuestos inorganicos
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presentes en el medio de cultivo, el agua o la muestra, con oxigeno como
aceptor final de electrones u otro aceptor diferente (por ejemplo: NH;", Ho,

H,S, Fe*?) (Tarlera, 2015).

4.3.2. Fuentes organicas

Entre las fuentes mas comunes que se puede encontrar en la
literatura se destaca la presencia de materia organica existente en la
muestra de suelo (Philp y Crisp, 1981; Larriestra et al., 2010) y la
presencia de impurezas en el agar (Corona et al., 2005; Fernandez et al.,
2006).

Los métodos utilizados para eliminar la materia organica en este
trabajo fueron la dilucién vy filtracion (Larriestra et al., 2010). Sin embargo,
para el caso particular de estas muestras, las diluciones realizadas y la
filtracion pudieron no haber sido suficientes. Por lo tanto, no se descarta
la posibilidad de que restos de materia organica contenida en las
muestras hayan permanecido hasta la siembra. En este punto, hubiese
sido pertinente el repique de las colonias al mismo medio de cultivo y la
incubacion en iguales condiciones.

Sin embargo, el hecho de la cepa control del género Pseudomonas
se haya desarrollado con normalidad excluye la posibilidad de que
Gnicamente la materia organica contenida la tierra haya servido como
fuente de carbono y lleva a pensar en que hubo otra fuente alternativa en

el medio de cultivo (y/o en la atmosfera como se discutié en el apartado
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anterior). Se ha propuesto que el agar bacteriolégico posee impurezas
gue pueden servir como fuente de carbono para el desarrollo bacteriano
(Fernandez et al., 2006). Los mismos autores recomiendan la utilizacion
de agar noble por ser de mayor calidad y pureza que el agar

bacteriologico.

4.4. Consideraciones para la utilizacion esta técnica

Dado la aparente baja complejidad de esta técnica y bajos costos
econOmicos, seria posible realizarla en laboratorios nacionales. Sin
embargo, para obtener resultados confiables resulta fundamental la clara
identificacion de la o las fuentes de carbono que fueron responsables del
crecimiento bacteriano en este estudio.

Teniendo en cuenta las posibles fuentes de carbono ya discutidas
en este trabajo, las acciones a tomar incluirian:

> Extraer la muestra a mayor profundidad, tendiendo hacia una

menor concentracion de materia organica.

» Realizar mas lavados para minimizar la cantidad de fuente de

carbono soluble.

» Utilizar un pad de filtracion adicional para retener las particulas

MAas gruesas.
» Utilizar agar noble en lugar de agar bacteriolégico, ya que este

altimo posee mayor contenido de impurezas.
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» Generar una atmosfera en la que el butano desplace totalmente
al aire, para asegurar la ausencia de bacterias autétrofas.

Asimismo, para asegurar la confiabilidad de los resultados se
recomienda, por un lado la inoculacién de cepas de referencia oxidantes
de hidrocarburos, a modo de control positivo (tal como hicieron Rasheed
et al.,, 2014). De modo similar, la utilizaciéon de cepas de referencia no
oxidantes de hidrocarburos puede resultar igualmente Uutil.

Por otro lado, al igual que se hizo en este trabajo, se recomienda
incluir en el protocolo de trabajo el control de crecimiento en atmosfera sin

butano.

4.5. Consideraciones generales sobre el método de
prospeccion microbiologica

Se han descrito numerosas metodologias similares a la utilizada en
este trabajo que, a través de la deteccion y cuantificacion de bacterias
oxidantes de hidrocarburos, podrian contribuir al MPOG (Davis et al.,
1958; Brown Lewis, 1962; Gonzales-Prevatt y Munnecke, 1992).
Recientemente, se han desarrollado métodos que incluyen técnicas
moleculares enfocadas a detectar aquellas poblaciones capaces de
metabolizar cadenas cortas de hidrocarburos, las cuales estrian
estrechamente vinculadas a la prospeccion de gas y petrdleo (Sleat y

Hatton, 2010; Chan, 2010; Zhang et al., 2010; Xu et al., 2013; Zhang et
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al., 2014a; Rasheed et al., 2015). Sin embargo, la escasa abundancia de
genes catabodlicos en la naturaleza sumado al complejo genético del
background en el cual se encuentran, son un obstaculo a la hora de
trabajar con estos métodos (Miqueletto et al., 2011).

Finalmente, al igual que con los métodos convencionales, la
plasticidad fenotipica es un problema a la hora de interpretar los
resultados. Si bien se han descrito técnicas dirigidas a monitorear la
expresion de genes involucrados en la degradacion de hidrocarburos
(Yergeau et al., 2009) que podrian contribuir al MGOP, quedaria aun por
definir el origen de los gases que pudiesen estar promoviendo la
expresion de los genes. La emisién de compuestos organicos volatiles por
parte de las plantas (Laothawornkitkul et al., 2009), el origen
microbiolégico de los mismos (Hinrichs et al., 2006) y las interacciones
ecologicas que con ellos ocurren en el suelo (Wenkeet al. 2010) terminan
por dificultar ain mas la aplicacion de estos métodos. Por este motivo
pareciera poco probable que sdélo con la prospeccidon microbiolégica
pudiese alcanzarse resultados confiables.

La contraparte de la busqueda de bacterias en suelo, consiste en la
identificacion y cuantificacion directa de los hidrocarburos gaseosos de
cadena corta adsorbidos en suelo superficial. Esta técnica permite
ademas de conocer la existencia de gases en suelo, determinar si los
hidrocarburos detectados en la superficie estan genéticamente

relacionados, estuvieron afectados secundariamente durante su migracion
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desde el subsuelo, y si han sido generados termogénicamente (Srinivas et
al., 2012). Los mapas integrados de las anomalias en concentracion de
los gases y bacterias oxidantes de hidrocarburos han mostrado
tendencias inversas. Se ha observado que la existencia de bacterias
oxidantes de hidrocarburos sobre una acumulacién de estos, provoca la
disminucién de la concentracion de gases en suelo superficial debido a
gue los mismos son consumidos por estos microorganismos (Rasheed et

al., 2008; Naudé et al., 2011; Rasheed et al., 2014.)
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5. CONCLUSIONES

A pesar de que se logré reproducir con exactitud la técnica
microbioldgica utilizada previamente para el analisis de muestras de suelo
en nuestro territorio, no se pudo validar el experimento y por lo tanto no
fue posible detectar bacterias oxidantes de butano en suelo superficial del
Bloque Clara.

Por este motivo, no fue posible la comparacién de los resultados
obtenidos en este trabajo, con aquellos informados durante la campana
2011.

Este trabajo arroja dudas sobre los recuentos de bacterias
butanotréficas obtenidos anteriormente con la misma técnica, que
sugerian la existencia de hidrocarburos en la zona de estudio. Sin
embargo, en base a los resultados aqui obtenidos no se puede sugerir ni
la existencia ni la ausencia de los mismos en dicha zona (Bloque Clara).

Esta técnica no deberia ser utilizada como método prospectivo sin
antes ser puesta a punto teniendo en cuenta las condiciones ecoldgicas
locales (suelo, clima, etc.) del territorio uruguayo.

Este trabajo pone en evidencia la importancia de realizar controles
cada vez que realizamos una técnica. Los mismos deben incluirse
siempre, ya que cada experimento es diferente.

A raiz de los resultados de este trabajo, la técnica se encuentra en

revision por parte del Laboratorio Proanalisis S.A.
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Finalmente, el origen biologico de compuestos volatiles en suelo
sumado a la plasticidad fenotipica de los microorganismos, que sin duda
dificultan la especificidad de esta técnica, llevan a pensar que seria poco
probable que el método de prospeccion microbiologica se convierta en

una herramienta confiable para la exploracion petrolera.
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ANEXO |
Composicion y preparacion del medio de cultivo

Medio Mineral Salado (MMS)
Composicion por litro

NAZHPO4 ...t 409

KH2PO4 ... 159

NHACH ..o 109

MQSO4 . TH20 ... 0.2g

Ferric ammonium citrate..............ccccceeeeeeeenn. 5.0 mg
Solucion Hoagland modificada de elementos traza.....1.0ml

Solucién Hoagland modificada de elementos traza

Composicion para 3.6 litros

H3BOS .......cve..e. 11.0¢g
MnCI2 . 4H20 ........... 709
AICI3 ... 1.0g
CoCI2 ....ccvvvvrnnne 10g
CuCl2 .....covvvvnnne 10g
Kl 109

NIiCI2 .....ovvvvrinnne 10g
ZnCl2 ......ccvvvnes 109
BaCI2 .................. 05¢g
(=] SO 05¢g
LICl..cooiiiiinee 059
NazMoO4 ................ 05¢g
SeCl4 ................ 05¢g
SnCI2 . 2H20 ........... 05¢g
NaVvO3 . H20 ............ 0.1g
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Preparacion de la solucién modificada de elementos traza

Se prepara cada componente como una solucion separada. Se disuelve
cada sal en aproximadamente 100ml de agua destilada. Se combinan
todas las soluciones y se lleva a 3.6 litros con agua destilada. Agitar

antes de usar.

Preparacion del medio

Agregar todos los componentes a agua destilada y llevar a 1 litro.
Mezclar. Autoclavar por 15 minutos a 121°C y 1 atm.
AjustarpHa 7 + 2 a 25°C.
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ANEXO Il

Ubicacion geogréfica de los sitios de muestreo

Tabla IlI-1: Referencia de muestreo.

N° X Y z Tipo de suelo Mo ez Referencia geogréfica
muestreo
0- | 569297 | 6245961 83 __Mixto, . Comun Ruta 5 Km 117
consolidado, sobre granito
0+ | 570191 6140705 9 Mixto, Perfil de suelo Refineria de La Teja
poco profundo
1 618762 6434073 107 Arcnlt_)so, Coman Sobre transecta, en el
consolidado pueblo Clara
2 | 616750 | 6432954 | 109 Arcilloso, Comin Sobre transecta
consolidado
Arcilloso, ,
3 615698 6431879 127 muy consolidado Comun Sobre transecta
4 614564 6430877 128 ArcHIqso, Comin Sobre transecta
consolidado
5 613448 6429890 134 Arcﬂl(_)so, Comin Sobre transecta
consolidado
Arcilloso, .
6 613222 6428371 127 consolidado Comaun Sobre transecta
Arcilloso, ,
7 612326 6427179 117 consolidado Comun Sobre transecta
8 611046 6426409 125 Arenosc_), Perfil de suelo Sobre transecta
poco consolidado
9 609794 6425587 120 Arenoso_, Perfil de suelo Sobre transecta
poco consolidado
Arenoso, .
10 | 608506 6424820 108 poco consolidado Comaun Sobre transecta
Arenoso, ,

11 | 607557 6423632 104 poco consolidado Comaun Sobre transecta
12 | 607055 6422249 106 MIXtO,‘ Perfil de suelo Sobre transecta
poco consolidado
13 | 605963 6421157 125 . Mixto, Perfil de suelo Sobre transecta
consolidado, con carbonatos

Mixto, ,

14 | 604677 6420446 135 consolidado, con carbonatos Comaun Sobre transecta
Mixto, .

15 | 603483 6419561 144 consolidado Comaun Sobre transecta
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Figura II-1. Arriba: Sitio de extraccion del control negativo, departamento de
Florida. Abajo: Sitio de extraccion del control positivo, refineria de La Teja
(ANCAP), Montevideo. Imagenes tomadas de Google Earth.
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Figura lI-2. En el mapa se observan todos los sitios muestreados del territorio

uruguayo de los que se extrajo muestras para procesamiento en el laboratorio.
Imagen tomada de Google Earth.
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