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RESUMEN

De los problemas de mayor incidencia que afectan a la
industria petrolera se sefala la baja eficiencia de ex-
traccion de hidrocarburos de sus reservorios naturales.
Los métodos que incluyen microorganismos para au-
mentar los indices de recuperacion se presentan como
una alternativa ecoldgica y economicamente sustenta-
ble. Esta investigacion tiene como objetivo evaluar las
potencialidades de seis cepas bacterianas, aisladas de
un pozo de la Franja Norte Petrolera Cubana, para el
proceso de recuperacion de petroleo. Se valoro la ca-
pacidad de las cepas para adherirse y formar biopeli-
culas sobre la superficie de fragmentos de tres nticleos
de pozos de distintos yacimientos, mediante micros-
copia electronica y espectrometria de rayos X. La co-
lonizacidon bacteriana de las superficies rocosas en
estudio se demostro tanto en las carbonatadas como
las arcillosas, evidenciandose la adhesion a distintos
minerales. Se aplico la resonancia paramagnética elec-
tronica a una de las muestras de rocas limpias, asi
como a los hidrocarburos extraidos de la misma, en-
contrandose el mismo radical libre correspondiente a
materia organica. Al hidrocarburo extraido también se
le realizo espectrometria de resonancia magnética nu-
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clear para definir la composicion quimica y cuantifi-
cacion de las fracciones del crudo. Se obtuvo un fac-
tor de aromaticidad de 0.306 y un predominio de los
carbonos secundarios, terciarios y cuaternarios, com-
probando el caracter pesado del crudo. Dichos resul-
tados alcanzan notable significacion al disefiarse
procesos de recuperacion mejorada con microorganis-
mos, ya que no se limita su aplicacion a un tipo espe-
cifico de yacimiento. Ademas, se demostrd que las
cepas bacterianas tienen la capacidad de desplazar pe-
troleo pesado entrampado en la matriz. Actualmente
contintian los estudios de laboratorio para realizar un
disefio de recuperacion de petrdleo con el empleo de
microorganismos que se adectien a las condiciones de
los yacimientos cubanos.

Palabras clave: recuperacion mejorada de petroleo
con microorganismos, biopeliculas, caracterizacion de
petroleo, resonancia magnética nuclear, resonancia pa-
ramagnética nuclear.

ABSTRACT
Of the problems of greater incidence that affect the pe-
troleum industry it is indicated the low efficiency of
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extraction of hydrocarbons of its natural reservoirs.
Methods that include microorganisms to increase re-
covery rates (MEOR) are presented as an ecologically
and economically sustainable alternative. The objec-
tive of this work is to evaluate the potential of 6 bac-
terial strains, isolated from a well in the North of Cuba,
for the process of oil recovery. The ability of the
strains to adhere and form biofilms on the surface of 3-
core fragments from different wells was evaluated by
electron microscopy and X-ray spectrometry. The bac-
terial colonization of the rocky surfaces under study
was demonstrated in both the carbonated like clayey
ones, evidencing the adhesion to different minerals.
The Electronic Paramagnetic Resonance was applied
to one of the samples of clean rocks, as well as to the
hydrocarbons extracted from it, finding the same free
radical corresponding to organic matter. The extracted
hydrocarbon was also subjected to Nuclear Magnetic
Resonance Spectrometry to define the chemical com-
position and quantification of crude fractions. An aro-
maticity factor of 0.306 and a predominance of
secondary, tertiary and quaternary carbons were ob-
tained, demonstrating the heavy character of the crude.
These results reach significant significance when de-
signing MEOR processes since their application is not
limited to a specific type of deposit. In addition, it was
shown that the bacterial consortium has the ability to
displace heavy oil trapped in the matrix. Laboratory
studies are currently underway to design a MEOR that
is adapted to the conditions of the Cuban deposits.

Keywords: improved oil recovery with microorgan-
isms, biofilms, petroleum characterization, nuclear
magnetic resonance, nuclear paramagnetic resonance.

RESUMO

Dos problemas de maior incidéncia que afetam a in-
dustria de petroleo ¢ indicada a baixa eficiéncia de ex-
tragdo de hidrocarbonetos de seus reservatorios
naturais. Métodos que incluem microrganismos para
aumentar as taxas de recuperacdo (MEOR) sdo apre-
sentados como uma alternativa ecologicamente e eco-
nomicamente sustentavel. O objetivo deste trabalho é
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avaliar o potencial de 6 cepas bacterianas, isoladas de
um poco do norte de Cuba, para o processo de recu-
peragdo de 6leo. A capacidade estirpes de aderir e for-
mar biofilmes na superficie de fragmentos de trés
nucleos bem a partir de diferentes locais, por micros-
copia de electrdes e de raios-X espectrometria de colo-
nizacdo bacteriana do estudo superficies rochosas
mostraram ambos carbonada avaliada como os argilo-
sos, evidenciando a adesdo a diferentes minerais. A
Ressonancia Paramagnética Eletronica foi aplicada a
uma das amostras de rochas limpas, bem como aos hi-
drocarbonetos extraidos, encontrando o mesmo radical
livre correspondente a matéria organica. O hidrocarbo-
neto extraido também foi submetido a Espectrometria
de Ressonancia Magnética Nuclear para defini¢do da
composicdo quimica e quantificacao das fragcdes bru-
tas. Um fator de aromaticidade de 0.306 ¢ uma predo-
minancia de carbonos secundarios, terciarios e
quaternarios foram obtidos, demonstrando o carater pe-
sado do petrdleo bruto. Esses resultados alcangam sig-
nificancia significativa ao projetar processos MEOR,
uma vez que sua aplica¢ao nao esta limitada a um tipo
especifico de deposito. Além disso, foi demonstrado
que o consorcio bacteriano tem a capacidade de deslo-
car o 6leo pesado retido na matriz. Estudos laborato-
riais estdo em andamento para projetar uma MEOR
adaptada as condigdes dos depodsitos cubanos.

Palavras-chave: melhor recuperago de 6leo com mi-
croorganismos, biofilmes, caracterizagao de petrdleo,
ressonancia magnética nuclear, ressonancia paramag-
nética nuclear.

INTRODUCCION

La naturaleza de los reservorios carbonatados fractu-
rados y las caracteristicas fisico-quimicas de los cru-
dos pesados implican un bajo factor de recuperacion
(Zhang y Xiang, 2010). La mayoria del petrdleo resi-
dual se encuentra en microtrampas por causa de las
fuerzas capilares, adherido a la superficie mineral o
desviado dentro de la formacion rocosa (Kohr, 2012).
El uso de microorganismos como herramienta en la re-
cuperacion mejorada de petroleo (MEOR, segun sus

v. 3, ndm. 1, junio 2020



Hernandez-Gomez, T., Miquel-Gonzdlez, L., Gonzadlez-Nuiiez, F.

siglas del inglés Microbial Enhanced Oil Recovery),
se convirtié en una alternativa atractiva y econdémica-
mente factible. Las metodologias MEOR se refieren
al uso de bacterias y/o archae y sus productos meta-
bolicos (acidos, gases, biopolimeros, biotensoactivos y
otros), para aumentar la recuperacion de hidrocarburos
en yacimientos candidatos al proceso (Al-Sulaimani
etal., 2011).

Ante condiciones adversas del ambiente los mi-
croorganismos tienden a agruparse, formando comuni-
dades que se encuentran adheridas a una superficie
organica o inorganica. A este tipo de crecimiento se le
denomina biopelicula. Las mismas son de aspecto mu-
coso por causa de la liberacion de un material extrace-
lular, de origen polimérico (Madigan ef al., 2014). En
distintas ramas de la industria se han analizado los efec-
tos perjudiciales o favorables de las biopeliculas, pero
en la industria petrolera estas son poco estudiadas, es-
pecificamente aplicadas a los procesos de MEOR.

En un trabajo previo se realiz6 un aislamiento
de seis bacterias a partir de petréleo crudo muestreado
en la Franja Norte Petrolera Cubana. Los microorga-
nismos se caracterizaron e identificaron por métodos
convencionales y moleculares. Ademas, se determino
la capacidad de produccion de biosurfactantes de las
mismas, demostrandose sus potencialidades para pro-
cesos de MEOR (Hernandez, 2018). El objetivo de
esta investigacion fue evaluar la capacidad de genera-
cion de biopeliculas y verificar su formacion sobre la
superficie de diferentes nticleos de pozos de petrdleo.
Para ello se utilizaron tres muestras de rocas pertene-
cientes a la capa productora de tres yacimientos de la
Franja Norte Petrolera Cubana. Dichas muestras se in-
cubaron por 10 dias, junto con las cepas bacterianas
en estudio, sumergidas en medio de cultivo minimo y
sin fuente adicional de carbono. Al cabo del periodo
de incubacion se obtuvo un desplazamiento del petro-
leo residual entrampado en la matriz porosa, a expensa
del cual crecieron los microorganismos. Se empleo la
microscopia electronica de barrido y la espectrometria
de rayos X para verificar de manera directa la forma-
cion de biopeliculas sobre las rocas, obteniéndose una
colonizacion de todas las superficies, independiente-
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mente de su litologia. Seguidamente, la muestra de
roca 1 se sometid a un proceso de limpieza y extrac-
cion del hidrocarburo entrampado en la matriz. Se
tomo 1 ml del hidrocarburo extraido con cloroformo
para estudios de resonancia paramagnética electronica,
la cual también se le realizo a la roca limpia. Se com-
probd que aun después de la extraccion se mantiene la
presencia de hidrocarburos en la muestra, debido a la
presencia de un radical libre correspondiente a mate-
ria organica. En adicidn, se utiliz6 la resonancia mag-
nética nuclear de 'H y '*C para realizar un estudio de
composicion del hidrocarburo entrampado en la ma-
triz rocosa. De esta manera se comprobo6 la condicion
de petrdleo pesado por lo que se demuestra que las
bacterias utilizadas tienen la capacidad de desplazar
este tipo de crudo, confiriendoles un valor adicional
para futuras aplicaciones en el campo.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

A partir de un petroleo crudo muestreado de un pozo
de la Franja Norte Petrolera Cubana, se aislaron seis
bacterias las cuales poseen caracteristicas promisorias
para procesos de MEOR. Dichas bacterias se identifi-
caron como: Bacillus subtilis CC21, Aeromonas vero-
nii CC22, Bacillus subtilis CC23, Bacillus subtilis
CC31, Bacillus subtilis CC32 y Bacillus licheniformis
CC33 (Hernandez, 2018).

Muestras de nicleos de rocas

Se utilizaron tres muestras de nticleos pertenecientes a
la capa productora de tres yacimientos petroleros de la
Franja Norte Petrolera Cubana. Las rocas se fragmen-
tan hasta alcanzar un cm? aproximadamente. Las ca-
racteristicas litologicas de las muestras en estudio se
resumen en la Tabla 1 (Miquel, 2018).

Incubacion de las bacterias en medio liquido con
fragmentos de rocas

Se evaluo la capacidad de las cepas en estudio para ad-
herirse y formar biopeliculas sobre la superficie de los
fragmentos de ntcleos antes descritos. Para ello, en
frascos de 100 ml conteniendo 25 ml de medio de cul-
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tivo minimo (cuya composicion es la siguiente:
Na,HPO, 4.5 g/l; KH,PO, 3 g/l; (NH,),SO, 1 g/l;
Mgso4 0.2 g/l) se inoculd 100pl de precultivos. Se su-
mergio en el liquido un fragmento de nucleo de 1 cm?®.

No se agreg6 una fuente de carbono adicional. Los
frascos se mantuvieron en condiciones estaticas y tem-
peratura ambiente durante 10 dias. Diariamente se re-
alizo inspeccion visual del crecimiento bacteriano.

Tabla 1. Caracteristicas petrograficas de las muestras de nicleos de

la zona del reservorio.

S Descripeion petrogrifica Profundidad
de muestra serpeion petrog [m]
1 Marga con porosidad por vigulos, 846
. C art?o_nato arcilloso con presencia de 2035-2040
pirita, naturalmente fracturado.
3 Caliza pelitomorfica con abundante 1563-3568

pirita y poca porosidad.

Microscopia Electronica de Barrido y Espectrome-
tria de Rayos X

La microscopia electronica de barrido (SEM) se utilizo
para verificar la formacidn de las biopeliculas sobre las
rocas sometidas a las condiciones antes descritas. Al
ser muestras de origen biologico, previa visualizacion
se colocaron fijadas a la cdmara de generacion de vacio
Quoérum Q 150 T ES. A continuacion, se aplicé una
capa conductora de 15 nm dada por pulverizacion ca-
todica con aleacion Au/Pd (80/20). El microscopio con-
taba con un detector de rayos X del tipo «dispersivo»
en energia (Energy Dispersive Spectrometer, EDS) que
permite identificar las radiaciones caracteristicas de
cada uno de los elementos presentes en la muestra.

Extraccion de petréleo de la muestra de roca

La seleccion, preparacion y limpieza de muestras para
determinar las propiedades del reservorio se realizé por
la norma GOST 26450.0-85. Para extraer el hidrocar-
buro contenido en la matriz se sometid la muestra 1 a
extraccion con cloroformo, siguiendo la norma citada.
Se tomod 1 ml del hidrocarburo extraido para estudios
de resonancia paramagnética electronica (RPE).

Resonancia paramagnética electronica

Los espectros de la resonancia paramagnética electrd-
nica (RPE) se obtuvieron utilizando un espectrometro
de banda X CMS-8400 a una frecuencia de 9.43 GHz.

Las muestras de rocas previamente se trituraron, pesa-
ron y cargaron en ampollas de polietileno. El petroleo
extraido de la muestra 1 se diluyé nuevamente afia-
diendo como solvente el cloroformo y se envasé 1g del
mismo en ampolla de polietileno. Los espectros RPE
para la muestra solida y la liquida, se registraron a tem-
peratura ambiente con un campo magnético de 360 mT
(de 40 a 400) para el registro de iones Fe**, 140 mT (de
263 a 403) para el registro de iones Mn*"y complejos
de vanadilo (VO*") y 10 mT (de 329.3 a 339.3) para el
registro de complejos de vanadilo (linea mas intensa),
iones de sulfito y de sulfato (SO,*, SO,*) y radicales li-
bres organicos estables (R*C350). El contenido de ra-
dicales e iones estables se midid en unidades arbitra-
rias (la amplitud de la sefial EPR corregida para el
ancho de linea, los valores obtenidos se correlaciona-
ron con el peso de las muestras) (Khasanova, 2017).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
lH y 13C

La medicion cuantitativa se realizd mediante la inte-
gracion de regiones especificas de los espectros de 'H
y 13C de la resonancia magnética nuclear (RMN). El
grado de sustancias aromaticas en la mezcla de hidro-
carburos y solventes se evidencio por la integracion de
ambas técnicas. La informacion obtenida por integra-
cion cuantitativa de sefiales aromaticas en intervalos
espectrales individuales se representa por la fraccion
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de los atomos de carbono correspondientes en relacion
con su numero total. La fraccion de carbonos aroma-
ticos se encuentra directamente a partir de los espec-
tros de RMN (Rakhmatullin, 2017).

RESULTADOS Y DISCUSION

Incubacién de las bacterias en medio liquido con
fragmentos de niicleos de la zona de reservorio
Como un acercamiento inicial a las condiciones en-
contradas en los yacimientos, se evalud la capacidad
de las bacterias en estudio para adherirse y formar bio-
peliculas sobre la superficie de tres ntcleos de pozos
(provenientes de la zona del reservorio de yacimientos

representativos de la Franja Norte Petrolera Cubana).
El medio de cultivo era de composicion minima. Por
otro lado, se evito la aireacion del medio mediante agi-
tacion para impedir altas concentraciones de oxigeno
(simulando las condiciones andxicas presentes en los
yacimientos).

Transcurridos siete dias se obtuvo turbidez en
la totalidad de los casos analizados con las tres mues-
tras de rocas. Se evidencid la presencia abundante de
mucosidad sobre la superficie mineral y la aparicion
de gotas de petroleo y manchas negras sobre la misma.
En la Figura 1 se muestran dichos efectos.

Tales resultados demuestran la capacidad de

Figura 1. Incubacion en medio de cultivo minimo de las cepas bacterianas con las muestras de roca. Se sefiala con
flechas negras las gotas de petroleo desplazadas desde la matriz y con rojas el material mucoide adherido a la superficie.

las bacterias en el estudio de utilizar el petroleo crudo
como unica fuente de carbono y energia. Lo significa-
tivo en este caso resultd que el crecimiento bacteriano
se realizo a expensas del hidrocarburo entrampado en
la matriz. Para ello es necesario no solo la coloniza-
cion de la superficie, sino también la penetracion de
las bacterias o de sus bioproductos en la red porosa.
La mucosidad apreciable en la superficie de las rocas
indica la colonizacion y formacion de biopeliculas, in-
dependientemente de la litologia (marga o carbonato).
La aparicion de las gotas de petroleo sobre la superfi-
cie de las rocas demuestra el desplazamiento del crudo
contenido en los poros debido a fuerzas capilares. In-
vestigaciones precedentes versadas en procesos de
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MEOR han descrito el efecto que ejercen los microor-
ganismos sobre la matriz porosa y el desplazamiento
de la porcion de petroleo que queda entrampada den-
tro de la misma (Martinez, 2011). La acumulacion de
biosurfactantes en la vecindad del poro disminuye la
tension superficial e interfacial, lo que favorece el des-
plazamiento de petroleo. Las cepas evaluadas produ-
cen dicho bioproducto, lo que fue demostrado en
trabajos precedentes (Hernandez, 2018), por tal mo-
tivo este efecto esta presente y facilita el desplaza-
miento del crudo entrampado en la matriz. Estos
resultados adquieren notable significacion para futu-
ros disenios de MEOR con el empleo de estas bacte-
rias.
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Microscopia electronica de barrido y la espectro-
metria de rayos X

La microscopia electronica de barrido (SEM) se utilizd
para determinar directamente si existia colonizacion y
formacion de biopeliculas en las muestras de rocas. La
microscopia es una de las herramientas que mas in-
formacion facilita sobre la morfologia, filogenia y ar-

quitectura de este tipo de agrupacion microbiana
(Berron, 2016). Previo al tratamiento bacteriano se uti-

liz6 la misma técnica para estudiar la composicion mi-
neraldgica de las rocas, una vez determinado que no
existian bacterias en la superficie de las mismas. En la
Figura 2 se presentan los resultados obtenidos para la
muestra de roca 1, la cual fue descrita petrografica-
mente como marga. En la columna A se muestran los
analisis realizados previa a la incubacion con las cepas
bacterianas y en la B posterior al tratamiento micro-
biano.
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Figura 2. Imagenes de SEM y espectro de rayos X: previo (columna A) y después (columna B) del tratamiento micro-
biano con la roca 1. Se sefiala con flechas negras la morfologia del carbonato, rojas las bacterias y verdes el ex-
opolisacarido. Se circula en rojo el punto donde se realizo la espectrometria de rayos X.
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En las imagenes de microscopia electronica
(con las escalas a 10 y 25 micréometros), correspon-
dientes a la roca sin tratar con las bacterias, se aprecia
una zona con morfologia de superficies planas y for-
mas cubicas (tipica de carbonatos y la porcion carbo-
natada de las margas). Ademas, se observa una zona
con morfologia atipica provocada por la presencia
cuantiosa de hidrocarburos oxidados, lo cual se justi-
fica ya que el nticleo fue tomado en la zona del reser-
vorio. El espectro de rayos X en el punto sefialado
muestra abundancia de calcio (Ca), caracteristico de
las margas y los carbonatos. También aparecen otros
elementos como: silicio (Si), magnesio (Mg) y alumi-
nio (Al), caracteristicos de las rocas sedimentarias.

Posterior a la incubacion con las bacterias se
observa a una escala de 10 um gran acumulacién bac-
teriana embebida en un material de aspecto mucoso.
Este tipo de crecimiento es tipico de las biopeliculas,
donde el exopolisacarido crea una matriz que le con-
fiere dicho aspecto (Madigan et al., 2014). Con un
mayor acercamiento (escala de 5 um) se observa otra
estructura similar, donde se realizo el espectro de rayos
X. En este punto se obtuvo el pico caracteristico de Ca
correspondiente a muestras carbonatadas. Se obtuvie-
ron ademas picos caracteristicos del Mg, Siy Al, lec-
tura proveniente de la composicion de la roca. Por otro
lado, se aprecian espectros correspondientes a carbono
(C), azufre (S), nitrogeno (N), fosforo (P) y sodio (Na).
Estos elementos no se encuentran en el espectro obte-
nido en la roca sin la exposicion a las bacterias lo que
corrobora su origen biogénico, ya que los mismos for-
man parte de la composicion de biomoléculas presen-
tes en las bacterias. Por tanto, se demuestra de forma
visual (mediante microscopia) y grafica (por espec-
trometria), la colonizacién en forma de biopeliculas
bacterianas de la superficie de la roca en estudio.

Las muestras dos y tres se analizaron de la
misma manera. Estos resultados se muestran en las fi-
guras 3 y 4, respectivamente.

En el caso de la muestra de roca 2, se habia
descrito con anterioridad como un carbonato arcilloso
(Miquel, 2018). Este hecho qued6 corroborado me-
diante la microscopia ya que ademas de las formas ca-
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racteristicas del carbonato, se apreciaron superficies
en forma de escamas, lo que es tipico de las arcillas. La
espectrometria de rayos X ratificé que el pico mayor
correspondia al Ca. En esta misma muestra después de
la exposicion a las bacterias se observo una coloniza-
cion bacteriana de casi la totalidad de la superficie vi-
sualizada, independientemente de la litologia o de los
minerales a los que se exponian (columna B de la Fi-
gura 3). Se observa en el espectro una alta presencia
de Ca, caracteristico de los carbonatos. Por otro lado,
se encontrd un pico considerable de C, el cual esta de-
terminado por la presencia abundante de compuestos
organicos producidos por las bacterias, asi como parte
estructural de las propias células. Se observan otros
elementos como hierro, sodio, azufre y potasio, cuya
acumulacion también se relaciona con el metabolismo
microbiano.

La muestra 3 se describié como caliza pelito-
morfica con abundante pirita, lo que fue corroborado
por la presencia en el espectro de picos caracteristicos
del azufre y del hierro. Como en los casos anteriores se
obtuvo crecimiento y colonizacion de la superficie de
la roca analizada.

De manera general, se demostro la coloniza-
cion bacteriana de todas las superficies rocosas en es-
tudio, tanto las carbonatadas como las arcillosas y el
aumento de compuestos biogénicos en las zonas co-
lonizadas. Este hecho adquiere notable significacion
al disefar procesos de MEOR ya que no limita su apli-
cacion a un tipo especifico de yacimiento. Ademas,
se lograron obtener por primera vez imagenes nitidas
donde se aprecia la formacidn de biopeliculas y la
evaluacion composicional de las superficies de nu-
cleos de pozos de la zona del reservorio sobre las cua-
les se adhirieron. La union de estudios litologicos,
quimicos y microbiologicos en procesos de MEOR
desempena un papel primordial para el correcto en-
tendimiento de los fendmenos que ocurren in vivo
dentro del yacimiento.

Resonancia paramagnética electronica (RPE)
Existen diferentes métodos de estudio para evaluar las
perspectivas de la generacion de hidrocarburos liqui-
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Figura 3. Imagenes de SEM y espectro de rayos X: previo a la incubacion con bacterias (columna A) y después del
tratamiento microbiano (columna B) con la roca 2. Se sefiala con flechas negras la morfologia del carbonato, amarillas
la arcilla y rojas las bacterias. Se circula en rojo el punto tomado para la espectrometria de rayos X.

dos en funcion de la composicion de la materia orga- pefia un papel significativo (Khasanova, 2017). La
nica en las rocas y su estabilidad térmica. Para este fin  esencia del fendmeno RPE es la absorcion de resonan-
la resonancia paramagnética electronica (RPE) desem- cia de la radiacion electromagnética por electrones de-
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Figura 4. Imagenes de SEN y espectro de rayos X: previo a la incubacion con bacterias (columna A) y después del
tratamiento microbiano (columna B) con la roca 3. Se sefiala con flechas negras la morfologia del carbonato y rojas las
bacterias. Se circula en rojo el punto tomado para la espectrometria de rayos X.
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sapareados. El objeto de estudio de la RPE son los ra-
dicales libres estables, los llamados centros paramag-
néticos (Khasanova, 2017). Los radicales libres son un
criterio de diagnoéstico confiable en la reconstruccion
de ambientes sedimentarios, asi como en la estratifi-
cacion y la correlacion de secciones de rocas sedi-
mentarias. Los radicales libres reflejan la composicion
de los componentes del carbonato, muestran la pre-
sencia de materia organica, indican la ferruginizacion

y otras caracteristicas de la composicion de las rocas
(Khasanova, 2017).

Para el estudio con RPE se tomd una porcion
de la roca 1 posterior a la limpieza y de los hidrocar-
buros extraidos de la misma. En la Figura 5 se mues-
tran los espectros obtenidos tras la medicion de RPE
realizada al fragmento de ntcleo en estudio. Es posi-
ble identificar un radical libre desconocido en la re-
gion central del espectro (3280-3300 Gs).

Dispesnide del uido= 5,46-06
I::' :wm:nu-hn:n
= z
= h
K tancsiisebyingl & U’.U BN AN A

Figura 5. Espectro de RPE de la muestra de roca 1 (A) y el espectro integrado (B).

Se evidencio la presencia de dos lineas a una
distancia de aproximadamente 9 mT entre si. Esto se
debe a dos centros paramagnéticos de iones Mn?*, La
Tabla 2 muestra los valores de los parametros calcu-
lados para cada centro (factor-g y A).

Los valores obtenidos se corresponden con
las estructuras cristalinas de la calcita y el cuarzo (Mi-
quel, 2018). Ambas litologias son caracteristicas de
las rocas reservorios cubanas, y su presencia se co-
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rresponde con la descripcion petrografica de la mues-
tra en estudio (Tabla 1).

Para estudiar el radical libre encontrado en el
centro del espectro se analizo la dependencia de la in-
tensidad de las lineas de RPE en el rango presentado
sobre el valor de la potencia (\M) (F igura 6).

Del analisis de la Figura 6 C se deduce que
los picos P 2 y P 3 son de naturaleza diferente a los
otros picos estudiados. El comportamiento seguido
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Tabla 2. Centros | v 2 del espectro completo.

Centro 1 para el Mn*’

Centro 2 para el Mn®*

A=942 Gs vy g-factor = 2.004]
A=95.7 Gs y g-factor = 1.9969

o= Y
Pl P2 P3
| 63248 | 3035 | o867 | 0135 | 1460 | 2.9%
a7 | oom | o018 | ooas | omds | 0.0m
3623 | 0057 | o002 | oo | oo | 0058
28284 | o051 | 0005 | o047 | o0s7 | 008
2512 | o043 | o0 | oo0e | oo | ooe
20 | ooms | oos | o057 | o003 | 008
14342 | 0024 | 0006 | oo | oo | oon
w | oms | ooas | ooss | ooas | o0
B

H -
a5 | W L
g+
1 1 7]
S A u
25 L] = ekl ary
m o+ L =i W o Il
15 mw & N
13 4 - -
5

g agd @A =l oo C

Figura 6. Espectro de RPE de la muestra de roca 1 en el intervalo 326-331 mT (A). Los picos del espectro
estan numerados (P1-P5), cada uno de los cuales se identifica con un color y simbolo (Tabla B y Grafico C).

por P 1, P4y P 5 es caracteristico del manganeso,
mientras que P 2 y P 3 se alejan de esta tendencia.
Estos resultados indican la presencia en el espectro de
otros centros paramagnéticos, descritos como radica-
les provenientes de los hidrocarburos (Miquel, 2018).

De manera similar se procedi6 para la medi-
cion del hidrocarburo extraido de la muestra de roca
1, estos resultados se muestran en la Figura 7.

Para analizar los resultados obtenidos en la
Figura 7 se debe tener en cuenta que las muestras li-
quidas estudiadas son una mezcla de hidrocarburos

v. 3, num. 1, junio 2020

con el solvente utilizado en la extraccion (cloro-
formo). En la Figura 7B se muestra claramente el
pico caracteristico del hidrocarburo en la zona de
3270-3300 Gs, con factor-g = 2.004 y un ancho de
linea de aproximadamente 6 G.

Comparando los resultados de la muestra de
roca (Figura 6) y de la muestra liquida (Figura 7) se
concluye que aun después de la extraccion con cloro-
formo se mantiene la presencia de hidrocarburos en
la muestra. De esta manera se corrobord que las rocas
contenian petréleo en la matriz porosa, el cual fue
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Figura 7. Comparacion entre los espectros resultantes de RPE en cloroformo (A) y en la mezcla de
hidrocarburo-solvente extraida de la muestra de roca 1 (B).

desplazado hasta la superficie por la accion de las bac-
terias estudiadas y por los bioproductos que las mis-
mas generan.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN) de 'Hy 3C

La tecnologia de RMN es utilizada en el sector petro-
lero desde la década de 1990, como registros geofisi-
cos (Akkurt, 2009). Sin embargo, la utilizacion de
RMN de 'H y *C como técnica de caracterizacion de la
composicion de hidrocarburos fue considerado un
descubrimiento de escala novel en esta area (Rakh-
matullin, 2017). En contraste con otros métodos fisi-
cos y quimicos, la RMN permite obtener informacion
tanto cualitativa como cuantitativa en una mezcla de
compuestos organicos.

La RMN tiene la ventaja de proveer directa-
mente detalles moleculares determinando propieda-
des fisico-quimicas de una muestra a nivel macros-
copico. Un espectro de RMN contiene informacion de
los grupos funcionales v, si es corrido con la resolu-
cion apropiada, puede permitir la caracterizacion de
una muestra a nivel molecular. La espectrometria de
RMN de 'H es un método relativamente rapido, no des-
tructivo, y no requiere una compleja preparacion de
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la muestra. Con este método, ademas de la composi-
cion del crudo, se obtiene: los grados API, los residuos
de carbono, temperatura aparente y el nitr6- geno or-
ganico basico. Si ademas se incluyen datos del estu-
dio de "*C rRMN se puede extraer mucha mas informa-
cion de la composicion quimica de la muestra (Rakh-
matullin, 2017). Ambos métodos se basan en la de-
terminacion de la composiciéon de un crudo de
acuerdo con la cantidad relativa de moléculas de los
diferentes grupos: aromaticos, olefinas, alcanos y ci-
cloalcanos y el nimero de sus isdémeros analogos.
Para el analisis cuantitativo, se midieron las
sefnales del espectro de RMN de 'H y *C del hidrocar-
buro extraido de la muestra de reservorio 1. Los es-
pectros resultantes se muestran en la Figura 8. En
dicha figura la primera sefial (parte superior del es-
pectro) corresponde al patron nombrado «petroleo cu-
bano» y que cuenta con las siguientes propiedades:
viscosidad 49700 mPa¥*s, saturados: 30.96 %, aroma-
ticos: 39.18 %, resinas: 14.17 %, asfaltenos: 15.69 %.
En la Figura 8A se muestra el espectro de
RMN de 'H, en el cual la mayor concentracion de mo-
léculas de hidrocarburos esta distribuida a la derecha
del espectro en forma de un doblete entre 0.5 y 3.5
ppm. En este intervalo se encuentran la mayoria de los
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Figura 8. Espectros de RMN de 1H (A) y 13C (B) (700 MHz) a 300 K. * - sefales de impurezas.

grupos aromaticos como se muestra en la Tabla 3. Ala
izquierda del espectro se aprecia una segunda zona de
interés, con picos entre 7 y 8.5 ppm. En este intervalo
se distinguen las sefiales caracteristicas del disolvente
(CDCl,) y las correspondientes a los protones di, triy
tetra-aromaticos. Notese también la presencia de se-

fiales de impurezas en las muestras destacadas por un
asterisco (¥*).

En la Figura 8 B se muestran las sefales de los
espectros de RMN de *C, donde se aprecia una primera
zona de interés a la derecha en el intervalo de 10 a 50
ppm. En la misma se encuentran los hidrocarburos aro-

Tabla 5. Distribucion de los desplazamientos quimicos en la sefial de RMN de 'H

RMMN de 'H
mntervalo de
desplazamientos
quimicos [ppm]
0.5-1.0
1.0-1.7
1.7-1.9
1.89-21
21-24
24-35
3.5-4.5
4560
6.0-7.2
7.2-B3
B3-E9

{Rakhmatullin, 2017).

Grupos funcionales orginicos

Grupo -CHz- v algunos grupos [-CH- en compuestos aromaticos
Girupo [i-CH-, grupos CHz- en compuestos hidroaromiticos
Grupo metil (CHs) en a-olefinas
Girupo metil (CH: ) en a-posicion a los carbonos aromiiticos
Girupos CH- v CHz- en a-posicion los carbonos aromaticos
Puente de grupos CH:z- (difenilmetano)

Protones de los grupos de olefinas
Protones de arenos de ciclo simple
Protones di-, tri- ¥ lelra-aromaticos
Algunos profones tr- v letra-aromaticos

Grupo y-CHs- v algunos grupos CH- v CH:- en fragmentos nafienicos

Tabla 3. Distribucion de los desplazamientos quimicos en la sefial de RMN de 1H (Rakhmatullin, 2017).
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maticos y naftalénicos con grupos metilenos y etilenos.
Ademas, se distingue la sefial del disolvente (CDCls),
separada de la segunda zona de interés, en la que se en-
cuentran moléculas mas pesadas, en el intervalo de 115
a 150 ppm. En este caso también se aprecian las impu-
rezas, sefialadas con un asterisco (*). Se observa, ade-
mas, la linea correspondiente al CCl,, disolvente
utilizado. En la Tabla 4 se muestran los valores de dis-
tribucion de los desplazamientos quimicos en la senal de
RMN de *C de los grupos funcionales que definen la
composicion de las muestras de hidrocarburo.

El espectro de RMN de *C contiene numerosas
sefales distinguibles, las cuales pueden ser asignadas a
diferentes regiones tipicas y brindar infor- macion sobre
las fracciones primarias Cp, (grupos metilicos CH;), se-
cundarias Cs (grupos metilenos CH,), terciarias CT
(grupos metilos CH), cuaternarias CQ (C) y a&tomos aro-

maticos CAR (Tabla 4).

Debido a la complejidad de la separacion de las
sefales como las de Cpy CQ, la estimacion del conte-
nido molar de varios grupos de carbono se determind
por la suma de los contenidos CT y CAR, resultante de
la integracion de las regiones correspondientes en el es-
pectro de RMN de 1°C.

Se realizé un andlisis cuantitativo de estos re-
sultados mediante la integracion de regiones especifi-
cas de los espectros de 'H y *C rmN. El grado de
sustancias aromaticas en la mezcla, definido por la RMN
'H, se compard con las proporciones de atomos aroma-
ticos de hidrogenos y carbono obtenidos del estudio de
RMN "*C, para determinar el grado de sustitucion de aro-
maticos en la fraccion de crudo estudiada (Rakhmatu-
1lin, 2017).

En la Tabla 5 se muestran las fracciones mola-

Tabla 4. Diistribucidn de los desplazamientos quimicos en la sefial de BMMN de V'C
{Rakhmaiulln, 2007),

RMN de 5
intervalo de
desplazamienios

quimmicos [ppm]

Orugpos funcionales

11.0-12.5

Giapos y-CH;- ¥ grapos CH- ¥ CHy- en fragmentos de aromdlicos,

grapos CHy- en ciclohepianos etil-sustituidos

12.5=15.0

Gimopos F=CHy= metil (y mis distantes) de cicle aromitico; grape CHj=,

blindado por dos anilles aromiticos vecinos

15.0-18.0
18.0-20.5

Giapos f-CH;- sastifuide en el grugo etileno
Grupo a-CH;-, unido a un andllo aromatico; algunos grupos a-CH;- v

CH- en fragmentos de aromdticos v naftalenos

I0.8-21.5
aromiticos v naflalenos
22.5-24.0

CGirapo a-CH;-, algunos grispos a-CH;- ¥ CH;- en fragmentos He
Gropos y-CHy= ¥ CHye; grupos f=CH;- en estructuras de tetraling sin
Grupos metileno (CH3) en fragmentos de naftalenos; grupos a-CH- v f-
Ginapos metilens (CH;) compuesios no ligados con el grupo meiibs

Grupo metileno (CH) en fragmentos de alquilo; grapes CH v CH; por

Arenas de alquilos sustituedos (a excepcion de metilo sustiiuido); arenas

susitur
24.0=27.5
CH:- en frapmentos de propilo; grupo -CH;i- en lsophopilo
I7.5-37.0
(CH) en alquilos; grupo metileno (CH3) en ciclo,
37.0=40.0
fragmenios de naftalenos, adyacentes al gnupo CH
108.0-11%.0 Fragmentos de olefinas
118.0-120.5 Arenas protonsdas
129.5-133.0 Atomos carbono-arométicos internos
133.0=-13%50 Arenas metil-sustituidas
135 0-138.0 Arenas, sustituidos por naftalenos
13E.0=160.0
beteroatomicas (N, O, 5)
165.0-175.0 Ester o amida
170.0-182.0 Acido carboxilico
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res (dadas en %) de las distintas fracciones de hidro-
carburos, tanto de la muestra en estudio como las del
patron de petréleo cubano. Los valores obtenidos para
cada parametro en la muestra extraida de la roca 1 se
compararon con los mismos valores del patron, el cual
se conoce que es pesado (49700 mPa*s). Se aprecia que
en la muestra la mayor cantidad de fracciones son las
secundarias y cuaternarias representadas por el para-
metro qu,
encuentran las fracciones aromaticas (CAR) que repre-
sentan el 30.6. La cantidad de carbono primario de la
muestra en estudio es la mitad de la del patron de pe-
troleo cubano (9.1 %). El bajo valor de C,, implica que

con un valor de 47.8 %. En segundo lugar se

en la mezcla de hidrocarburos existiran menos cadenas
lineales (con CH; en los extremos) o mds ramificacio-
nes. Otro factor importante es la aromaticidad, lo que
también determina la pesadez de la muestra. En el caso

de los hidrocarburos extraidos de la roca 1 se obtuvo un
30.6 % de C,, y un factor de aromaticidad de 0.306
(ambos valores superiores respecto al patron). De todo
esto se desprende que el petroleo analizado corresponde
a un crudo pesado, ya que el mayor por ciento de los
componentes de la muestra esta determinado por frac-
ciones pesadas (Rakhmatullin, 2017). Respecto al pa-
tron conocido de petroleo cubano pesado, los hidrocar-
buros extraidos de la muestra de roca 1 presentan ma-
yores valores que determinan la pesadez del mismo.
Una vez comprobada la naturaleza pesada del
crudo contenido en la matriz porosa de la muestra del
reservorio 1, se puede afirmar que las bacterias analiza-
das: B. subtilis CC21, A. veronii CC22, B. subtilis
CC23, B. subtilis CC31, B. subtilis CC32 y B. licheni-
formis CC33 (Hernandez, 2018), tienen la capacidad de
desplazar este tipo de crudo. Este hecho toma gran sig-

Tabla 5. Resultados basados en el espectro de RMN de (.,

Patrin de
. o . Muestra
Parametros [%] petroleo
de roca 1
cubano
Fracciones molares primarnias Cy 18.8 9.1
Fracciones nmlnn:ls scﬁlmdanas t 318.6 47.8
cuaternarias Csq
Fracciones molares terciarias Cy 15.1 12.5
grupos aromaticos Car 27.5 30.6
factor de aromatocidad Foa 0.275 0.306
largo de la cadena principal de 77 152

hidrocarburos alifaticos MCL

nificacion si se tiene en cuenta que las fracciones aro-
maticas y las largas cadenas con sustituyentes son mas
dificiles de degradar y de utilizar como fuente de car-
bono y energia por parte de los microorganismos. Uni-
ficando estos resultados con los obtenidos en
investigaciones anteriores (Hernandez, 2018), se ha de-
mostrado la potencialidad del consorcio bacteriano en
estudio para la recuperacion de petréleos pesados.

CONCLUSIONES
Se evidencid que los aislados bacterianos producen bio-
peliculas en las superficies de fragmentos de nucleos de

v. 3, num. 1, junio 2020

pozos con litologias caracteristicas de la Franja Norte
Petrolera Cubana. El andlisis de espectrometria de rayos
X mostré el aumento del contenido de carbono y otros
elementos biogénicos respecto a las muestras no incu-
badas con las bacterias.

Mediante las mediciones de resonancia para-
magnética electronica realizadas a la roca 1, se obtuvo
un radical en el centro del espectro que corresponde a
hidrocarburos presentes en la muestra, aun después de
la extraccion con cloroformo. Este mismo estudio rea-
lizado al petroleo extraido mostr6 un espectro de un solo
pico perteneciente al mismo radical libre de hidrocar-
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buro encontrado en la muestra de roca.

Al hidrocarburo extraido se le realizaron estu-
dios por espectroscopia de RMN 'H y 1C de alta reso-
lucion, lo que permitié definir la composicion quimica
y la cuantificacion de las fracciones de petroleos. Se ob-
tuvo un factor de aromaticidad de 0.306 y un predomi-
nio de los carbonos secundarios, terciarios y cuater-
narios, comprobando el caracter pesado del crudo.
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