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RESUMO

PARREIRA, Adriano Guimaraes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2009. Produgao de
biossurfactantes e recuperacao de 6leo pesado em meios porosos nao-consolidados. Orientador:
Marcos Rogério Tétola. Co-orientadores: Arnaldo Chaer Borges e Antonio Galvéo do Nascimento.

Estima-se que as reservas mundiais de petréleo pesado, caracterizado por elevadas densidade e
viscosidade, superem em mais da metade as reservas mundiais de éleo leve. As caracteristicas inerentes
ao 6leo pesado tornam seu processo de extragdo dificil e oneroso, o que gera a necessidade de se
desenvolver novas técnicas que viabilizem sua recuperagdo. Nesse contexto, a aplicagéo de processos de
MEOR revela-se como uma estratégia factivel e promissora. O presente estudo teve como principais
objetivos selecionar isolados de Bacillus que produzem surfactantes nas condigbes encontradas nas
jazidas de petroleo capazes de promover a recuperagao de 6leo pesado de meios porosos inoculados com
0os mesmos. Foram encontrados dois isolados, B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 4914 e B. subtilis
LBBMA 4951, com caracteristicas desejaveis para aplicagdo em MEOR. Demonstrou-se que os isolados
de Bacillus selecionados sé@o capazes de produzir surfactantes quando cultivados em anaerobiose, a 34
°C e em meio mineral E contendo glicose a 2,0 % (p/v) e NaCl a 5,0 % (p/v). Comprovou-se ainda que 0s
isolados selecionados apresentam elevada eficiéncia de transporte (70 %) e produzem surfactina a 26,5
mg L' quando injetados na forma de enddsporos e em culturas mistas em meios porosos néo-
consolidados. Surfactantes produzidos pelos isolados em cultura mista no interior dos meios porosos
apresentaram valores de DMC préximos de 8, valores de tensdes superficiais proximos de 29,5 mN m-, e
tensdes interfaciais contra n-hexadecano a 2,5 mN m-'. A injecdo dos isolados em cultura mista e na forma
de endosporos, suspensos em meio mineral E contendo glicose a 2,0 % (p/v) e NaCl a 5,0 % (p/v),
possibilitou a recuperagéo de 12,9 % do petrdleo pesado contido nas colunas empacotadas com areia. A
utilizagdo de agua de producdo como indculo levou a recuperagéo de 10,3 % do total de dleo injetado,
superando os resultados obtidos com a inoculagéo dos dois isolados selecionados injetados na forma de
culturas puras. Alteragdes na composi¢do de hidrocarbonetos constituintes de amostras de dleo pesado,

recuperadas de coluna submetida ao tratamento com a cultura mista, indicam a possivel ocorréncia de

vii



biotransformagdes estimuladas pelos isolados de B. subtilis selecionados. A capacidade de produgéo de
surfactantes no interior de meios porosos néo-consolidados € a recuperagédo de 6leo pesado dos mesmos
credenciam os isolados de B. subtilis selecionados nesse estudo como potencialmente aplicaveis em
estratégias in-situ de recuperagdo avangada de petréleo, sobretudo nas condi¢des que melhor

favoreceram a producéo de surfactantes por aqueles isolados.
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ABSTRACT

PARREIRA, Adriano Guimaraes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2009. Biosurfactant
production and recovery of heavy oil in porous media unconsolidated. Advisor: Marcos Rogério
Totola. Co-advisors: Arnaldo Chaer Borges and Antonio Galvao do Nascimento.

The world reserves of heavy oil, characterized by high density and viscosity, are estimated to be
more than 50% larger than those of light oil, hence the need to develop new techniques for their recovery.
These characteristics highlight the need to develop new techniques that allow for their recovery. In this
context the application of Microbial Enhanced Oil Recovery process is revealed as a feasible and promising
strategy. This study aimed to select isolates of Bacillus able to produce surfactants in the conditions of the
oil reserves and to recovery heavy oil of unconsolidated porous media inoculated with them. We isolated B.
subtilis subspecie spizizenii, LBBMA 4914 and B. subtilis LBBMA 4951, with desirable characteristics for
application in Microbial Enhanced Oil Recovery. These isolates are able to produce surfactants when
cultivated under anaerobic conditions, in 34 °C and mineral medium containing glucose to 2.0% (w/v) and
NaCl to 5.0% (w/v). Isolates LBBMA 4914 and LBBMA 4951 in the form of endospores and mixed cultures
have high transport efficiency of its cells in sand packed columns 70% and capacity of surfactin production
inside the porous media to 26.3 mg L. The mixed cultures inoculated in porous media produced
surfactants with DMC values of 8, reduced the surface tension to 29.4 mN m-! and reduced interfacial
tensions on n-hexadecane to 2.5 mN m-'. The injection of the strains in mixed cultures and suspended in
mineral medium containing 2.0% (w/v) glucose and 5.0% (w/v) NaCl provided 12.9% of heavy oil recovery
of unconsolidated porous media. The injection of production water how inoculate enabled the recovery of
10.3% of heavy oil, that surpassed those obtained with the injection of LBBMA 4914 and LBBMA 4951 in
the form of pure cultures. There were changes in the hydrocarbon composition of oil samples recovered
from columns subjected to treatment with a mixed culture, indicating possible biotransformation of the
heavy oil by the selected strains of B. subtilis. The ability of B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 4914 and B.
subtilis LBBMA 4951 to produce surfactants and promote the heavy oil recovery from porous media qualify
them to apply in strategies of enhanced oil recovery in-situ, however, conditions that favor their production

of surfactant need to be addressed.



1. INTRODUGAO

A disponibilidade de energia € um dos fatores determinantes da estabilidade social e da
viabilidade econémica de uma nagdo. Atualmente, o petroleo é uma fonte de energia indispensavel e um
dos principais responsaveis pelo desenvolvimento econémico mundial (Hall et al., 2003). O crescente
consumo e a limitagao de suas reservas tém estimulado as companhias petroliferas a incrementarem seus
investimentos em projetos que visam aumentar a produtividade em seus reservatorios, sobretudo naqueles
ja maduros, nos quais sdo empregados processos de recuperagdo avangada de petréleo (EOR) (Curbelo
et al., 2007). Dentre as estratégias de EOR conhecidas, destacam-se aquelas que utilizam microrganismos
ou seus metabolitos, as estratégias de recuperagdo de petroleo melhorada microbiologicamente (MEOR).
Podem ser adotados processos de MEOR “in-situ” ou “ex-situ”, os quais relacionam-se aos mdltiplos
efeitos dos microrganismos ou dos metabdlitos por eles produzidos sobre o reservatério ou sobre o 6leo
nele presente (Ollivier e Magot, 2005).

O fator que determina a viabilidade de aplicagdo de determinadas técnicas de recuperagéo, por
sua vez, esta intimamente ligado a quantidade e ao tipo de petréleo encontrado, podendo esse ser
classificado como leve, médio ou pesado. Estima-se que mais da metade das reservas de petroleo
espalhadas pelo mundo sejam constituidas por éleos com viscosidades variando entre 100 a 1000 cP e
densidades entre 10° a 20 "API, ou seja, a presenca de 6leos pesados ao redor do mundo supera a
presenca de 6leos leves ja provados (Banwart e Trevisan, 2006). Dadas as caracteristicas de densidade e

de viscosidade do 6leo pesado, sua recuperagao representa um desafio na busca por novas tecnologias



que viabilizem seu amplo aproveitamento. No Brasil, a descoberta de 6leos pesados tem sido freqliente, o
que tem gerado maior demanda por investimentos no desenvolvimento de novas tecnologias de produgéo
(Shecaira, et al. 2002). Os principais fatores a serem considerados na exploracédo de reservatorios de 6leo
pesado sdo o alto custo e as dificuldades técnicas nas etapas de extracdo. Forgcas capilares existentes
entre 0 dleo e a rocha contribuem significativamente para a redugdo de sua mobilidade, estando a
recuperacdo do petréleo diretamente dependente da redugéo de tais for¢as (Ollivier e Magot, 2005).
Agentes com atividade tensoativa, ou surfactantes, possuem a capacidade de reduzir a tensdo nas
interfaces agua-6leo e 6leo-rocha, o que leva a redugéo das forcas capilares culminando com incrementos
na recuperagao do petroleo (Banat et. al., 2000).

O emprego de biossurfactantes, surfactantes de origem microbiana, mostra-se uma estratégia de
EOR bastante promissora, ambientalmente correta e menos onerosa, que propicia aumentos importantes
na recuperagdo de dleo, comprovados tanto em experimentos de bancada (Maugdalya et. al., 2004;
Okpokwasili e Ibiene, 2006) quanto em experimentos de campo (Li et. al., 2002). Os biossurfactantes séo
produzidos por inimeras espécies microbianas apresentando grande diversidade estrutural e funcional
(Ron e Rosenberg, 2001). Em geral, diversas espécies de Bacillus sdo comumente encontradas nos
reservatorios de petréleo e grande parte delas apresenta alta capacidade de produgéo de surfactantes,
principalmente aqueles caracterizados pela presenca de uma porgao lipidica e outra protéica na molécula,
os chamados lipopeptideos (Mclnerney et al., 2003). Dentre os lipopeptideos destaca-se a surfactina, um
dos surfactantes mais efetivos e estudados, produzidos por isolados de Bacillus subtilis (Arima et al.,
1968).

Além de produzirem surfactantes nas condi¢des encontradas nas jazidas, isolados de B. subtilis
sdo ainda capazes de produzir enddsporos, dotados de importantes caracteristicas para aplicacdo em
pesquisas de MEOR. Bactérias do género Bacillus podem ainda metabolizar hidrocarbonetos que
constituem o 6leo pesado, sejam suas fragdes mais leves ou as de maior massa molecular, sendo a

quebra das fragbes mais pesadas efeito desejavel que acabaria por aumentar a mobilidade do dleo nos



reservatorios (Magot et al., 2000). A formagao de endosporos e a habilidade dos isolados de B. subtilis em
produzirem surfactantes nas condigdes encontradas nas jazidas os credenciam como os mais indicados
para aplicagdo em processos de MEOR. Linhagens autoctones encontradas nos reservatérios, no entanto,
podem ndo ser capazes de produzir surfactantes ou produzi-los em quantidades pouco significativas para
a mobilizagéo do 6leo. A injecéo de isolados, caracterizados como bons produtores de surfactantes, ou a
injecdo de surfactantes produzidos ex-situ torna-se, portanto, inevitavel nesses casos (Mclnerney et al.,
2004).

O estudo do transporte de bactérias em meios porosos constitui, por outro lado, etapa preliminar e
fundamental para a implementagéo de estratégias de MEOR, principalmente as estratérgias baseadas na
producado in-situ de surfactantes. Inumeros obstaculos ao efetivo transporte de bactérias em sistemas
porosos, a exemplo de entupimentos diversos provocados por agregagdes celulares assim como
interagdes eletrostaticas e hidrofébicas entre as células e as particulas constituintes do sistema, podem
interromper o fluxo celular ao longo do meio poroso inviabilizando assim a efetivagdo do processo de
recuperacdo desejado (Sarkar et al., 1994).

Com base nessas consideragdes, no presente trabalho foram testadas as hipéteses de que
isolados de Bacillus, originarios de amostras de dleo e de agua de producdo de pogos produtores de 6leo
pesado, produzem surfactantes nas condigdes encontradas nas jazidas, sdo transportaveis em meios
porosos nédo-consolidados, produzem surfactantes no interior dos mesmos em condigao de saturagéo com
6leo pesado possibilitando assim a recuperacgao do 6leo pela acdo dos surfactantes por eles produzidos.
Para alcancgar esses objetivos foram conduzidos experimentos de triagem de produtores de surfactantes
nas condigdes encontradas nas jazidas, foi testada a eficiéncia de transporte dos isolados selecionados na
forma de células vegetativas e de enddésporos em culturas puras e mistas ao longo de meios porosos néo-
consolidados; foi avaliada a redugao das tensdes superficiais e interfaciais promovida pelos surfactantes
recuperados das colunas inoculadas; foi avaliada a ocorréncia de alteragdes qualitativas em amostras de

6leo recuperadas de colunas inoculadas com culturas mistas dos isolados selecionados, foi verificada a



colonizag@o microbiana no interior dos sistemas porosos por meio de microscopia eletronica de varredura
e ainda determinada a recuperagao de 6leo pesado em colunas submetidas a diferentes tratamentos de

inoculagéo dos isolados de B. subtilis selecionados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A retirada do petroleo da formagao rochosa (reservatorio) € denominada recuperacao de petroleo.
O petréleo é inicialmente retirado ou, naturalmente recuperado, como o resultado das diferengas de
pressdo entre 0 meio interno e externo ao reservatério, sendo esse estagio referido como recuperagao
priméria do petroleo (Berger e Anderson, 1992). A pressdo ou energia natural de um reservatorio é
suficientemente grande para que, no momento da abertura de um pogo, o dleo e o gés fluam livremente
para a superficie. A presséo € reduzida ao longo do tempo e, quando ndo ha mais produgao, da-se inicio a
etapa de recuperagéo secundaria, caracterizada pela injecao de fluidos, essencialmente dgua ou gases,
muitas vezes provenientes da prépria jazida (Ollivier e Magot, 2005).

A injecdo de gases imisciveis ou agua & executada com dois objetivos principais: manter a
presséo interna do reservatorio e direcionar o 6leo aos pogos produtores. No entanto, nem todo o petréleo
originalmente presente em determinado campo é arrastado pelo fluido injetado (Ollivier e Magot, 2005).
Apos as etapas de recuperagao primaria e secundaria, estima-se um fator de recuperagéo médio variando
entre 30 a 40 %, relativo ao petroleo originalmente presente na jazida ou petréleo original in place (OOIP).
Em muitos reservatérios contendo petroleo classificado como pesado, no entanto, as etapas de
recuperacdo primaria e secundaria sdo ainda menos eficientes, promovendo recuperagdes que variam
entre 5 a 20 % do petrdleo originalmente presente naqueles reservatérios (Dong et al., 2009). A
porcentagem exata de recuperagao, no entanto, dependera da natureza do petroleo, das caracteristicas do
reservatorio e do numero e posi¢des dos pogos produtores (Donaldson et al., 1985).

O uso de tecnologias mais sofisticadas, empregadas em mecanismos de recuperagdo avangada

de petréleo (EOR), visa a recuperagédo do 6leo que ainda permanece no reservatorio, o que corresponde
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em muitos casos a aproximadamente 70 % de seu volume inicial (Curbelo et al., 2007). As estratégias de
EOR sédo baseadas em métodos térmicos, quimicos, de miscibilidade ou microbioldgicos (Ollivier e agot,
2005). As diferentes metodologias visam, por sua vez, a aplicagdo de mecanismos que satisfagam um
objetivo em comum: promover a mobilizagao e o incrementando da recuperagdo de 6leo das jazidas. Os
métodos térmicos s@o os mais empregados atualmente, a exemplo dos processos de injegao de fluidos
aquecidos ou de vapores, capazes de reduzir a viscosidade do 6leo facilitando assim seu fluxo ao longo do
meio poroso. A combustdo in-situ é outra estratégia que compartilha do mesmo principio, ja que a
combustdo do 6leo no proprio reservatério, estimulada pela injegédo de ar, promove aumentos em sua
temperatura e conseqlientemente a redugéo de sua viscosidade (Donaldson et al., 1990).

Os métodos quimicos baseiam-se na injecao de solventes, polimeros ou surfactantes. A injegéo
de solventes possibilita a formag@o de um banco miscivel com viscosidade mais préxima a da agua, o que
reduziria o contraste de mobilidades permitindo assim maior eficiéncia de varrido. A inje¢do de polimeros
aumenta a viscosidade da agua, propiciando um varrido mais uniforme e conseqlentemente aumentos na
eficiéncia de recuperacéo. A injegdo de surfactantes reduz a atuagdo das forgas capilares pela reducéo
das tensdes interfaciais dleo-agua e 6leo-rocha, promovendo a mobilizagdo do 6leo aprisionado nos poros
da rocha e sua consequente recuperagdo. A injecdo de gases misciveis, a exemplo de didxido de
carbono, metano e etano, caracterizando as técnicas de variagdo de miscibilidade, também atua no
sentido de reduzir a viscosidade do 6leo facilitando sua mobilizagao a partir da rocha reservatério (Abram,
2000; Donaldson et al., 1990).

Embora promissora, a recuperagdo de petroleo promovida pela adogao de metodologias de EOR
representa menos de 10 % do total de petréleo extraido nos Estados Unidos, devido, sobretudo, a
complexidades técnicas, heterogeneidade dos reservatérios e aos altos custos operacionais (Ollivier e
Magot, 2005). Nesse contexto, os mecanismos microbioldgicos de recuperagao de petroleo apresentam-se

como uma alternativa viavel, ja que ndo demandam os elevados investimentos em energia requeridos
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pelos processos térmicos, além de ndo dependerem do prego do 6leo cru, a exemplo de métodos
baseados na inje¢do de surfactantes sintéticos (Lazar et al., 2007).

Nos processos de recuperacdo de petroleo melhorada microbiologicamente, designados
coletivamente como MEOR, a atividade microbiana € explorada com vistas a aumentar a recuperagao de
petroleo dos reservatdrios. A injegdo de nutrientes, caracterizando estratégias de bioestimulagéo, ou a
injecdo de microrganismos, em estratégias de bioaumentagao, sé@o alternativas que visam promover o
crescimento microbiano in-situ e/ou produgéo de metabdlitos uteis @ MEOR, culminando com incrementos
na mobilizagdo do petréleo aprisionado nos reservatérios. Alternativamente, produtos microbianos efetivos
na mobilizagdo do déleo podem ser produzidos por processos fermentativos ex-situ e posteriormente
injetados no reservatério. A adocao de estratégias ex-situ, no entanto, depende da proximidade do local de
produgé@o com os locais de sua aplicacdo, demanda gastos energéticos consideraveis durante a etapa de
injecéo dos produtos microbianos além de depender de processos fermentativos de alto rendimento (Van
Hamme et al., 2003).

Somente bactérias s@o consideradas candidatos em potencial para aplicagédo em processos de
MEOR. Os demais microrganismos, a exemplo de algas, protozoarios e leveduras sao inadequados, dado
seu tamanho ou incapacidade de crescerem sob as condi¢des encontradas nos reservatérios (Van
Hamme et al., 2003). Registros do uso de microrganismos ou de metabdlitos microbianos em processos
de recuperagdo de petréleo datam de 1926. Nessa ocasido, Bekman, ao estudar a possivel agdo de
bactérias sobre 6leo mineral, concluiu que enzimas bacterianas poderiam ser Uteis na recuperacdo de
petréleo, cuja viscosidade elevada seria o fator responsavel pelo impedimento de seu fluxo ao longo da
jazida e o declinio de sua producdo. Em 1946 uma patente foi registrada por Zobell, que descrevia 0s
resultados obtidos em seus trabalhos com bactérias redutoras de sulfato, capazes de promover alteragdes
fisico-quimicas nos reservatérios de petrdleo que promoviam incrementos na recuperagao do 6leo. Em
1960, outras espécies bacterianas foram testadas por Hitzmann, que propunha o uso de esporos e de

células vegetativas de bactérias tanto aerdbias quanto anaerdbias para aplicagdes em MEOR. Levantava
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ainda a hipdtese de que o proprio petréleo das jazidas serviria como a fonte de carbono e energia para os
microrganismos injetados. A injecdo de oxigénio para suprir as bactérias aerobias, no entanto, foi sujeita a
questionamentos do ponto de vista pratico, chegando-se ao consenso de que a utilizagdo de
microrganismos anaerobios seria a alternativa mais viavel para a aplicagéo em processos de MEOR in-situ
(Jenneman, 1989). Moses et al. (1983) concluiram, por sua vez, que o crescimento anaerébio, a partir do
uso de petréleo como unica fonte de carbono e energia poderia ocorrer, entretanto, de forma téo lenta e
gradual que inviabilizaria a estratégia de recuperacéo proposta. J& em meados da década de 1960, ndo
havia mais interesse no desenvolvimento de pesquisas no campo da microbiologia do petroleo, em virtude,
sobretudo, da queda vertiginosa no prego do barril que néo justificava investimentos significativos em
estudos ou aplicagdo dos processos de recuperagdo terciaria disponiveis até aquele momento.
Posteriormente, o aumento dos pregos do barril de petroleo e o reconhecimento de que havia mais
petrdleo residual em campos maduros do que naqueles a serem descobertos, acabou por despertar
renovado interesse na aplicagdo de microrganismos em processos de recuperacdo avangada de petréleo
(Jenneman,1989).

A aplicagdo das metodologias de MEOR tem avancado de estudos em escala de bancada, tipicos
do inicio dos anos 1980, para estudos de aplicagbes em campo, a partir da década de 1990 (Singh et al.,
2007). Inumeras estratégias de MEOR vém sendo adotadas em diferentes paises, a exemplo de seu
emprego em campos de petréleo da Argentina (Buciak et al., 1995; Strappa et al., 2004 apud Marshall,
2008), da China (Zhang et al., 1999; Deng et al., 1999; Chen et al.,1999; Li et al., 2002; Nagase et al.,
2002; Feng et al., 2002 apud Marshall, 2008), da Indonésia (Sugihardjo et al., 1999; Kadarwati et al., 2001;
Sabut et al., 2003; Ibrahim et al., 2004 apud Marshall, 2008), dno Ira (Abtahi et al., 2003 apud Marshall,
2008), e dos Estados Unidos (Vadie et al., 1996; Lee et al., 1998 apud Marshall, 2008). E dificil, entretanto,
estabelecer conclusdes gerais acerca dos resultados obtidos nos paises citados acima, dada a grande
heterogeneidade mineralogica e fisico-quimica dos diferentes reservatérios (Marshall, 2008). Ainda assim,

muitos resultados sdo promissores, a exemplo dos trabalhos desenvolvidos por Dietrich et al. (1996) que
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descreveram diversos casos de sucesso na aplicagdo de MEOR, obtendo incrementos na produgéo de
petréleo variando de 10 a 500 %. Youssef et al. (2007) detectaram, por sua vez, a producdo de
surfactantes, por culturas mistas de isolados de Bacillus subtilis injetados em pogos de petroleo, em
quantidades que superaram em até nove vezes a concentragdo minima requerida para mobilizar petréleo
em nlcleos de arenito tipo Berea. Os processos de MEOR tém despertado o interesse de muitos
pesquisadores por se tratar de uma estratégia de grande viabilidade econdmica, ja que os produtos
microbianos ou as préprias células podem ser obtidos a partir de substratos renovaveis e de baixo custo, a
exemplo de melago, manipueira e outros (Cameotra & Makkar, 1998; Nitschke et al., 2004; 2006; Barros et
al., 2007b; Barros et al., 2007c; Rossmann, 2008). Alguns trabalhos descrevem que processos de MEOR
tém apresentado excelente relagéo custo/beneficio, com ganhos na produgdo de petroleo a partir de
investimentos de 3 ddlares por barril (Youssef et al., 2007).

As tecnologias de MEOR baseiam-se, de forma geral, nos multiplos efeitos provocados pelos
microrganismos ou pelos metabolitos por eles produzidos sobre o ambiente reservatério ou sobre o
petréleo nele contido. Esses efeitos podem atuar de maneira sinergistica e incluem, dentre outros: a
formacéo de gases, a exemplo de CO2 e CHy4, capazes de promover aumentos da presséo interna e assim
a reducdo da viscosidade do 6leo; a producdo de &cidos (acetato, lactato e butirato, principalmente),
capazes de degradar a matriz calcaria de jazidas com aquele tipo de formagéo; producéo de solventes
(etanol, butanol e acetona, por exemplo) que também atuam na reducdo da viscosidade do Odleo;
biodegradacao de macromoléculas constituintes do petroleo, o que promoveria, igualmente, a reducéo de
sua viscosidade; producédo de polimeros, a exemplo de polissacarideos e proteinas, capazes de aumentar
a viscosidade da agua de injecdo; producdo de bioemulsificantes tais como heteropolissacarideos e
proteinas, atuantes em processos de emulsificagdo do 6leo; producdo de surfactantes (glicolipideos,
lipopeptideos e lipoproteinas, dentre outros), efetivos na redugéo de tensdes interfaciais agua-6leo ou
6leo-rocha ou, ainda, bloqueios seletivos pela presenga de biomassa em zonas de alta permeabilidade

(Jack, 1988; Mcinerney et al.,2005). Dentre as possibilidades listadas, a estratégia do uso de surfactantes



2. Revis#o Bibliografica 10

nos processos de MEOR tem recebido atencdo especial, em virtude das inimeras e importantes
propriedades que lhe s&o peculiares, dentre elas, a capacidade de aumentar a pseudo-solubilidade de
hidrocarbonetos em agua (Chu, 2003; Pekdemir et al., 2005 em Singh et al., 2007), s&o efetivos na
reducao das tensdes interfaciais in-situ e ainda sdo capazes de reduzir a viscosidade do 6leo e promover a
remogao da agua misturada ao petréleo, denominada quebra de emulsdes, em etapas que precedem seu
processamento (Al-Sabagh, 2000; Liu et al., 2004 em Singh et al., 2007).

Surfactantes de origem microbiana e com alta capacidade emulsificante s&o denominados
biossurfactantes. Assim como os surfactantes sintéticos sédo moléculas anfipaticas constituidas por uma
por¢éo hidrofébica e outra hidrofilica, o que permite sua distribuicdo em interfaces com diferentes graus de
polaridade (Nitschke e Pastore, 2002). Seus grupamentos hidrofilicos e hidrofobicos respondem por suas
propriedades de adsorcao, formagéo de micelas, formagao de macro e micro-emulsdes, lubrificagéo, agéo
espumante, capacidade molhante, solubilizagéo e detergéncia (Cristofi & Ivshina, 2002).

Os biossurfactantes sdo estruturalmente e funcionalmente bastante diversificados, sendo
classificados como glicolipidios, fosfolipidios, lipidios neutros, &cidos graxos, lipopolissacarideos,
lipopeptidios, lipoproteinas, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (Tabela 1), sendo os
lipopeptideos os mais efetivos (Desai & Banat, 1997). Podem apresentar carga em seu grupamento
hidrofilico sendo também classificados como catibnicos, anidnicos, n&o-ibnicos e zwiteridnicos
(anfotéricos) (Christofi & Ivshina, 2002). Propriedades caracteristicas dos surfactantes como tenséo
superficial e interfacial, capacidade de estabilizacdo de emulsées e balango lipofilico-hidrofilico (HLB) s&o
adotadas para sua qualificagdo em termos de atividade (Maneerat, 2005). Sua capacidade de formar
emulsdes e de solubilizar compostos hidrofobicos pode ser util na biodisponibilizagdo de compostos
organicos em processos de biorremediacdo (Muthusamy et al., 2008; Nitschke & Pastore, 2002).
Apresentam ainda a propriedade de aumentarem a estabilidade de emulsdes, ja que reduzem a tenséo

interfacial, diminuindo assim a energia na superficie entre duas fases (Bezerra, 2006; Mulligan, 2005).
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Tabela 1. Classificagao dos surfactantes e seus microrganismos produtores

Classe Biossurfactante Microrganismo Referéncia

Baixo Glicolipideos:

Peso Ramnolipideos Pseudomonas aeruginosa BENINCASA et al. (2004)

Molecular ~ Soforolipideos g::jg: ZZZZ:OI& HOMMEL et al. (1994)
Trehalolipideos Rhodococcus erythropolis UCHIDA et al. (1989)
Flavolipideos: Flavobacterium sp MTN11 BODOUR et al. (2004)
Lipopeptideos e
lipoproteinas:
Lipopeptideo Bacillus licheniformis YAKIMOV et al. (1998)
Viscosina Pseudomonas fluorescens NEU et al. (1990)
Surfactina 53;;%2 Sl B CARILLO et al. (2003)
Gramicidina S Bacillus brevis AZUMA & DEMAIN (1996)
Polimixina Bacillus polymyxa FALAGAS et al. (2005)
Acidos graxos, lipideos
neutros e fosfolipideos:
Acidos graxos gorynebacterium lgpus, MAKKAR & CAMEOTRA

rthrobacter parafineus (2002)

Lipideos neutros Nocardia erythropolis (“ggé};AR Gl H
Fosfolipideos Thiobacillus thiooxidans LEMKE et al. (1995)

Alto Surfactantes poliméricos:

Peso Emulsan Acinetobacter calcoaceticus ROSENBERG et al. (1993)

Molecular Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus ROSENBERG et al. (1988)
Liposan Candida lipolytica EI;;IZE)LIANO LR

Manoproteina

Alasan

Saccharomyces cerevisiae

Acinetobacter radioresistens

CAMERON et al. (1988)

NAVON-VENEZIA et al. (1995)

Fonte: Desai e Banat (1997)
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Os biossurfactantes exibem a capacidade de formar micelas a partir de determinada concentragéo
no meio onde se encontram, conhecida como concentragdo micelar critica (CMC), peculiar a cada um
deles. A causa da formagéo de micelas, a partir da associagdo de mondémeros de surfactantes, relaciona-
se a tendéncia de redugéo da area de contato entre as caudas hidrofébicas do surfactante e a agua, ou
entre as cabegas hidrofilicas e a fase oleosa. Adicionando-se surfactantes a interfaces agua/ar ou
6leo/agua ocorre a redugéo da tensao interfacial até se atingir determinado valor. A partir desse momento,
as moléculas dos surfactantes iniciam um processo de organizagdo em formas supramoleculares, a
exemplo das micelas, e essas, ao contrario dos monémeros, dispersam-se em solugdo ndo ocorrendo
mais alteragdes na tenséo superficial. Dessa forma, a CMC pode ser definida como a concentragéo
maxima em que se observam mondmeros de moléculas do surfactante em solugdo (Bezerra, 2006;
Mulligan, 2005).

A atividade de alguns biossurfactantes permanece estavel em condigdes fisico-quimicas variadas
e adversas, a exemplo de condigdes extremas de temperatura, salinidade, pressado e de pH. Estudos
comprovam que varios tipos de biossurfactantes séo tolerantes a autoclavagem (121 °C/20 min), toleram
armazenamento a temperatura de 18 °C por até 6 meses e em concentragdes de NaCl que superam 20 %
(p/v). E reportado ainda que a tensoatividade de alguns biossurfactantes ndo se altera na faixa de pH
variando entre 5 a 11 (Nitschke & Pastore, 2006; Bognolo, 1999).

No que se refere a recuperacéo de petréleo, a baixa eficiéncia nas etapas primaria e secundaria é
creditada basicamente a dois fatores principais: alta viscosidade do dleo no reservatorio e elevadas
tensdes interfaciais entre o fluido injetado e o 6leo retido nos poros da rocha. Quando a viscosidade do
fluido injetado é muito menor que a do fluido a ser deslocado, o primeiro se move muito mais facilmente no
meio poroso, encontrando caminhos preferenciais e se dirigindo rapidamente aos pogos de produgéo. O
dleo fica retido porque o fluido injetado ndo se propaga adequadamente no reservatério, permanecendo
grandes extensdes da rocha em que o deslocamento ndo se processou. No caso de altas tensdes

interfaciais, a capacidade do fluido injetado de desalojar o 6leo do reservatério € bastante reduzida,
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deixando elevadas saturagbes residuais de petroleo nas regides ja contatadas pelo fluido de injecdo
(Thomas, 2001). Os surfactantes séo eficazes na recuperagéo de 6leo pela redugéo das referidas tensdes
interfaciais, levando a uma maior mobilizacdo e maior recuperagdo do petréleo. A explicagéo para tal
fendbmeno pode ser dada por uma grandeza fisica denominada numero capilar, definida pela equagao

abaixo (Mclnerney et al., 2005):

Nea=pvly
Onde:
u = viscosidade da fase aquosa
v = velocidade do fluido

y = tenséo interfacial 6leo/agua

Pela equagao apresentada, a redugao da tenséo interfacial 6leo/agua promove incrementos nos
valores do N, e, dessa forma, incrementos na produgéo final de petréleo (Mclnerney et al., 2005). Os
biossurfactantes, como séo capazes de reduzir as tensdes nas interfaces agua-oleo e 6leo-rocha, acabam
por diminuir as forgas capilares que previnem a mobilizagdo do 6leo (Banat et. al., 2000). Isso é possivel
gracas a seu acumulo em interfaces de fluidos imisciveis, aumentando a solubilidade e a mobilidade de
compostos organicos insolveis ou hidrofébicos (Prince,1997; Ron e Rosenberg, 2002; Mulligan, 2005
apud Singh et al., 2007).

O emprego de biossurfactantes em processos de MEOR pode envolver trés estratégias: injegao
de microrganismos produtores nos reservatorios e subsequente estimulo a sua multiplicagéo e producéao
de moléculas tensoativas “in-situ”; inje¢do de nutrientes selecionados, visando estimular o crescimento de
microrganismos autdctones de interesse e, ainda, a producgao de biossurfactantes em fermentadores em
etapas que antecedem a sua injecdo nos reservatorios (Bordoloi e Konwar, 2007). Além dos

inconvenientes ja citados, a estratégia “ex-situ” apresenta ainda outras desvantagens, tais como: a
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produgéo das moléculas dos surfactantes em larga escala representa um desafio, o processo de produgao
apresenta baixo rendimento além de altos custos de recuperagdo do produto final. Existe também a
possibilidade de adeséo dos surfactantes as particulas das fragdes iniciais do meio poroso, quando de sua
injecdo nos reservatorios (Mukherjee et al, 2006). Os demais casos, por sua vez, requerem que o
reservatorio contenha bactérias capazes de produzir surfactantes ou que os microrganismos injetados
consigam ser transportados e colonizem a rocha-reservatorio (Banat et al., 2000). Além disso, para serem
uteis em MEOR ‘in-sifu”, os microrganismos devem ser aptos a crescer nas condigdes extremas
encontradas nos reservatorios, a exemplo de elevadas temperaturas, elevados niveis de pressao, altas
concentragdes salinas € baixas tensdes de oxigénio (Cameotra e Makkar, 1998). Alguns autores obtiveram
sucesso em trabalhos em escala de bancada isolando Bacillus spp. capazes de produzir surfactantes nas
condi¢cBes encontradas em muitos reservatorios. Assim, B. licheniformis BAS50 € capaz de crescer a 50
°C, produzindo surfactantes que reduzem a tens&o superficial da agua a valores préximos de 29 mN m-' e
ainda estaveis em condigdes de salinidades superiores a 40 % (p/v) (Yakimov et al., 1995). Da mesma
forma, B. licheniformis JF-2 é capaz de crescer em anaerobiose estrita, em temperaturas superiores a 50
°C, salinidade de 10 % (p/v) de NaCl e em valores de pH variando entre 4,0 e 9,0 (Javaheri et al., 1985).
Esses autores relatam ainda que os biossurfactantes produzidos reduziram a tenséo superficial da agua
para valores inferiores a 27 mN m-'. Em ensaios de laboratério, biossurfactantes produzidos por B. subtilis
C9 apresentaram amplo limite de estabilidade, mantendo suas propriedades emulsificantes em
temperaturas variando de 20 a 100 °C, por até 1h e na faixa de pH entre 5,0 e 9,5 (Kim et al., 1997).
Outros estudiosos avaliaram o potencial para a aplicagdo de isolados de B. licheniformis em processos de
MEOR, concluindo que esses microrganismos s@o capazes de crescer nas condicdes encontradas em
muitos reservatorios, sdo capazes de produzir surfactantes em anaerobiose, em condigdes de salinidade
de até 7,0% (p/v) de NaCl e em temperaturas de até 50 °C (Yakimov et al., 1997).

Registros diversos na literatura confirmam, em testes em escala de campo, a recuperagéo de

petrleo a partir do emprego de mecanismos de MEOR, baseados principalmente na atividade de
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biossurfactantes. Na Alemanha, 200% de incrementos na recuperagdo de dleo foram registrados em
campos maduros localizados naquele pais (Hitzman, 1983). Investigagdes em pocos pilotos da Burnett
(USA) levaram a obtencdo de valores superiores a cinco vezes o volume de 6leo anteriormente
recuperado. Isso se deu apds a inje¢do de biossurfactantes, o que elevou a produgéo dos pogos de 0,3
barril/dia para 1,6 barris/dia (Nelson e Launt, 1991). Outros pesquisadores constataram a produgao de
biossurfactantes lipopeptideos em reservatérios de petréleo que atingiram concentragdes médias de 90
mg L1, posteriormente a inje¢do de uma cultura mista composta de isolados de Bacillus sp. RS-1 e de B.
subtilis subsp. spizizenii NRRL B-23049 (Youssef et al., 2007). Na década de 1980, pesquisadores do
Instituto Nacional de Pesquisa Petrolifera (Oklahoma, USA), demonstraram recuperagdo de petréleo
gracas a injecao de bactérias produtoras de surfactantes nos pogos produtores, seguida da injegdo de
nutrientes (Banat, 1991).

Apesar de apresentarem caracteristicas fundamentalmente comuns aos surfactantes sintéticos, os
surfactantes de origem microbiana exibem propriedades peculiares que os tornam bastante atrativos e
comparativamente bem mais vantajosos, principalmente quando se trata da aplicagdo em processos de
MEOR. Dentre essas propriedades, sua efetividade na recuperacdo de petréleo, sua alta
biodegradabilidade, baixa toxicidade, possibilidade de producdo a partir de substratos renovaveis e de
baixo custo merecem destaque. Os biossurfactantes apresentam também ampla diversidade estrutural e
funcional, o que garante importante flexibilidade perante a heterogeneidade encontrada nos reservatorios
de petroleo (Banat, 1995; Banat et al., 2000; McInerney et al., 2004a).

Fatores fisicos a exemplo de pH (Mukherjee e Das, 2005), temperatura (Tabatabaee et al., 2005),
salinidade (Makkar e Cameotra, 1997), agitagdo, aeracdo (Lima, 2003) e potencial redox (Davis et al.,
1999), associados ou n&o a fatores quimicos, como a disponibilidade de micronutrientes (Wei e Chu, 1998)
ou aos tipos e concentracdes de fontes de carbono e nitrogénio (Kim et al., 1997), podem afetar
significativamente o crescimento microbiano e/ou os tipos, qualidade e quantidade de biossurfactantes

produzidos. Varios trabalhos na literatura associam as condi¢des de crescimento ao rendimento e aos



2. Revis#o Bibliografica 16

tipos de biossurfactantes produzidos pelos microrganismos. As fontes de carboidratos, por exemplo,
exercem influéncia direta sobre os tipos de glicolipidios ou lipopeptideos produzidos por B. subtilis,
conforme observado por Makkar e Cameotra (1998). Ohno et al. (1995) observaram alteragbes na
propor¢cdo de iturina A e surfactina, surfactantes produzidos por isolados de B. subtilis RB14,
correlacionadas a variagdes nas condi¢des de temperatura avaliadas nos ensaios.

Do ponto de vista microbiano, varios eventos que interferem direta ou indiretamente com o
crescimento ou com a fisiologia geral dos microrganismos sao atribuidos a agé@o de surfactantes por eles
produzidos. Aumento da biodisponibilidade de substratos hidrofébicos, complexagéo de metais pesados,
patogenicidade, motilidade, regulagdo da adesdo ou dessorgéo de células, emulsificagdo, quorum-sensing,
interferéncia na formagédo, maturagao ou desagregacdo de biofilmes, facilitagdo do transporte microbiano
em meios porosos, dentre outros, sdo alguns dos aspectos atribuidos a acéo de surfactantes produzidos
por microrganismos (Ron e Rosenberg, 2001). Os biossurfactantes exibem ainda propriedades
antibiéticas, anticoagulantes, hemoliticas e antivirais. Peptideos ciclicos s&o freqlientemente
caracterizados como moléculas antimicrobianas atuando como antibiéticos naturais, a exemplo do
lipopeptideo surfactina (Carrillo et al., 2003).

Bactérias identificadas como B. subtilis s&o caracterizadas como gram-positivas, formadoras de
esporos, produtoras de acidos e alcoois e anaerdbias facultativas, capazes de utilizar nitrato ou nitrito
como aceptores finais de elétrons (Sonenshein et al., 1993). Uma importante caracteristica da fermentagao
em B. subtilis é a producdo de etanol, lactato e acetato, além de 2,3-butanodiol (Cruz et al., 2000), um
alcool que atua como um co-surfactante agindo sinergisticamente com outros surfactantes presentes no
meio, aumentando a eficiéncia e a tolerancia dos tensoativos & salinidade. O alcool 2,3-butanodiol é ainda
capaz de evitar a formagédo de cristais liquidos de surfactantes, conforme relata Maudgalya (2005). A
capacidade de producgéo de acetato e lactato pode ser importante em processos de MEOR, principalmente
em formagdes carbonaceas, nas quais os acidos produzidos podem alterar a estrutura dos poros da rocha,

dissolvendo seu material constituinte e facilitando a mobilizagéo do 6leo (McInerney et al., 2002).
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Isolados de B. subtilis apresentam elevada capacidade de produgéo de surfactantes, tanto em
condigBes aerdbias quanto em condi¢des anaerdbias (Batista et al., 2008; Fernandes, 2007; Lima, 2008;
Rossmann, 2008). S&o capazes de produzir trés tipos principais de surfactantes: surfactina, iturina e
fengicina, com pequenas variagdes estruturais entre eles, embora suficientemente capazes de afetar suas
atividades de modo apreciavel (Mclnerney et al., 2004b). A surfactina, pertencente a classe dos
surfactantes lipopeptidicos e constituida por uma porgéo lipidica e outra protéica na molécula, merece
destaque dentre os demais surfactantes (Mclnerney et al., 2003). Apresenta uma série de funcdes
biolégicas exibindo propriedades bactericidas, fungicidas, antivirais, antitumorais e inibitorias na formagéao
de coagulos (Barros et al., 2007). Em 1968, a surfactina foi relatada por Arima et al. como um novo
composto produzido por B. subtilis que exibia atividade biologica, sendo sua estrutura quimica
completamente elucidada somente um ano apds sua descoberta. Gragas a sua excepcional atividade
tensoativa de superficie recebeu aquela denominagdo. A surfactina é composta por uma mistura de
isoformas que se diferenciam ligeiramente em sua estrutura € em suas propriedades fisico-quimicas, em
virtude de variagdes no tamanho de suas cadeias, ao local de ligagdo dos componentes hidroxi-acidos
graxos e a substituicdes dos aminoacidos componentes do anel (Barros et al., 2007). Representa um dos
agentes tensoativos mais efetivos e estudados até hoje, capaz de reduzir a tensao superficial da agua de
72,0 para 27,9 mJ m2, em uma concentragdo de apenas 0,05 % (p/v) (Arima et al., 1968; Cooper et al.,
1981). A surfactina é ainda capaz de reduzir tensGes interfaciais a niveis extremos (< 0,01 mN m-),
apresenta concentragdes micelares criticas (CMC) geralmente baixas (10 mg L"), indicando grande
efetividade mesmo em concentragdes reduzidas (Ghojavand et al., 2008). Sua molécula é composta de
um heptapeptideo ciclico (Glu-Leu-DLeu-Val-Asp-D-Leu-Leu) ligado a uma molécula de acido graxo f-
hidroxi, variando entre 13 a 15 atomos de carbono (Sullivan, 1998; Barros et al., 2007a), conforme

apresentado na figura 1.
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L-Asp—D-Leu—L-Leu—O CHs

Hé—(CHz)g—éH
L_Val

\ H2 CH3
D-Leu—L_Leu—L_GIu—é:O

Figua 1 - Estrutura da molécula de surfactina.

A sintese da molécula de surfactina é mediada por um grande complexo enzimatico, denominado
peptideo sintetase, responsavel pela adicdo sequencial dos aminoacidos a molécula em formagéo por
meio de ligagdes éster e amida (Das et al., 2008).

A enzima peptideo sintetase é codificada por quatro ORFs no operon srfA. Analises de mutantes
srf revelaram um gene, comS, dependente do promotor de srfA para sua express@o e que estaria
envolvido em mecanismos de competéncia. Devido a esse arranjo, o operon srf seria regulado por
mecanismos envolvidos no desenvolvimento de competéncia, sendo um desses mecanismos 0
responsavel pelo monitoramento da densidade celular no ambiente. Desse modo, um sistema quorum-
sensing controlaria a expressao do gene srfA via um peptideo sinal que acumula-se no meio em condigdes
de alta densidade celular. Uma segunda molécula peptideo sinal estaria relacionada a processos de
esporulacdo responsavel pela expresséo de srfA em condigdes de baixa densidade celular e inibigdo de
sua expressdo em concentragdes celulares elevadas, o que estimularia o inicio do processo de
esporulacdo. Outra enzima, a acil-transferase, também € requerida no processo, sendo responsavel pela
transferéncia do &cido graxo ao primeiro aminoacido do heptapeptideo (Sullivan, 1998).

Com relagdo aos isolados de B. subtilis, diversas cepas sdo capazes de crescer em consideravel
variabilidade de condicdes, sejam elas fisicas ou quimicas, na presenga de substratos hidrofébicos ou
hidrofilicos. A producéo de surfactantes pelas cepas de B. subtilis, no entanto, baseia-se principalmente no
consumo de substratos hidrossoluveis, ao contrario de substratos lipossolUveis, a exemplo dos
hidrocarbonetos (Sullivan, 1998). Carboidratos, como a glicose e a sacarose, além de residuos da

agroindustria, como melago, manipueira, soro de queijo, glicerina e outros, s@o as principais fontes de



2. Revis#o Bibliografica 19

carbono empregadas com vistas a incrementar a producdo de surfactantes pelos isolados de B. subtilis
(Joshi et al., 2008c; Abdel-Mawgoud et al., 2008, Nitschke & Pastore,2006, Fox & Bala, 2000). O emprego
de residuos da agroindustria na producéo de surfactantes tem recebido atengéo especial nos Ultimos anos,
principalmente devido as possibilidades de reducéo de seus custos de produgédo (Nitschke et al., 2004,
Rossman, 2008). O estimulo a produgao de biodiesel, por exemplo, tem gerado quantidades expressivas
de glicerina como subproduto do processo produtivo, que pode servir como substrato alternativo a
produgéo de surfactantes por isolados de B. subtilis (Amaral et al., 2009).

Vérios trabalhos relatados na literatura descrevem a eficiéncia da produgdo de surfactantes por
isolados de B. subtilis cultivados sob diferentes condigdes fisicas e quimicas. A linhagem B. subtilis 20B,
cultivada em aerobiose, foi capaz de crescer em diferentes fontes de agucares, alcodis e hidrocarbonetos,
embora demonstrasse produgdo de surfactantes em meio de cultura contendo glicose como fonte de
carbono, cujas tensdes superficiais foram reduzidas a 29,5 mN m-! e as tensdes interfaciais contra n-
hexadecano a 4,5 mN m-'. Aquela linhagem foi ainda capaz de crescer a 55 °C e no meio de cultura
contendo 7,0 % (p/v) de NaCl (Joshi et al, 2008). Makkar & Cameotra (1997;1998), por sua vez,
observaram que determinadas linhagens de B. subtilis produtoras de surfactantes séo capazes de crescer
em altas concentragbes salinas, 7,0% (p/v) de NaCl, em ampla faixa de pH (4,5 a 10,5), constatando
ainda que os surfactantes produzidos nessas condigdes propiciavam a recuperagao de 56% a 62% do 6leo
(>31 °API) contido em nucleos porosos de areia. Youssef et al. (2007), trabalhando em condicdes de
campo com culturas mistas de isolados de B. subtilis subsp. spizizenii e de isolados de B. subtilis, também
comprovaram grande eficiéncia daqueles isolados na producdo de surfactantes (90 mg L) e na
recuperacdo de petréleo dos pogos onde foram inoculados..

Isolados de B. subtilis sdo considerados os microrganismos mais indicados para a aplicagdo em
pesquisas e em processos de MEOR. A capacidade de produzirem surfactantes efetivos, principalmente
nas condi¢des adversas encontradas nas jazidas, e a capacidade de formarem esporos o0s colocam em

evidéncia dentre as demais espécies bacterianas potencialmente aplicaveis em processos de recuperagao
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de petréleo. Seus esporos apresentam tamanho reduzido em relagao as suas células vegetativas, resistem
a dessecacdo, a limitagdo de nutrientes, a temperaturas e pH extremos (Mclnemey et al., 2004). Além
disso, os esporos foram considerados candidatos incomparavelmente melhores que células vegetativas no
transporte em arenitos tipo Berea para uma mesma cepa de B. subtilis (Jang et al., 1983). Esses autores
observaram que a inje¢édo de células na forma vegetativa no interior de sistemas porosos potencializou a
ocorréncia de entupimentos, sobretudo pelo seu tamanho, enquanto o emprego de enddsporos, em
concentragdes similares, diminuiu a ocorréncia daqueles entupimentos. Concluiram também que como os
esporos estdo em estado de dorméncia, a injegdo de nutrientes para manter sua viabilidade ndo é
requerida e, dessa forma, sdo capazes de serem transportados a distancias ainda maiores que as células
vegetativas.

Outros estudos comprovam que a aplicacdo de misturas de surfactantes pode propiciar melhores
resultados de recuperacdo de dleo que a aplicacdo de solugdes contendo um Unico tipo de molécula
tensoativa. A menor eficiéncia de solugdes puras de surfactantes em mobilizar o dleo é atribuida a
ocorréncia de repulsdo de cargas intermoleculares e as propriedades hidrofilicas / hidrofébicas dessas
moléculas, que n&o propiciam a formagdo de estruturas macromoleculares (micelas) efetivas na
mobilizacao de dleo. Surfactantes em mistura séo capazes de aumentar as probabilidades de alinhamento
das moléculas detergentes de forma a reduzir a repulsdo das cargas ou interagdes hidrofébicas
indesejaveis (Mclnerney et al., 2003).

Em situagbes em que se busca a produgdo de surfactantes no interior de meios porosos, a
exemplo dos reservatorios de petréleo, faz-se necessaria a execugdo de ensaios prévios de transporte
celular visando definir, dentre outros fatores, a concentragéo de células a ser injetada e a forga idnica do
fluido carreador. Ao se empregar duas ou mais espécies microbianas, buscando a obteng&o de misturas
de surfactantes, € necesséario ainda certificar-se da ocorréncia de interagdes intra ou intercelulares.

Fendmenos de co- ou auto-agregagao, por exemplo, podem provocar entupimentos que interrompem o
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transporte celular nos sistemas porosos e inviabilizam o processo de recuperagéo de 6leo que se busca
(Abram, 2000).

O estudo do transporte de bactérias ao longo de meios porosos € de fundamental importancia na
implementacéo de operagdes de MEOR e em processos de biorremediagéo, sobretudo em subsolos e em
aguas subterraneas contaminados. Em MEOR, além da estratégia de produgdo de surfactantes por
isolados injetados em sistemas porosos, o crescimento de células em regides da alta permeabilidade
naqueles sistemas pode levar a entupimentos que acabam por aumentar a recuperacao final de 6leo,
ambos processos dependentes de um transporte celular efetivo ao longo dos meios porosos. Quando
biorremediagéo in-situ é a estratégia escolhida para a agdo remediadora, seu sucesso dependera do
transporte e distribuigdo das linhagens ao longo de toda a pluma contaminada (Cunningham et al., 2007).
Além desses, outros aspectos relativos a poluicdo ambiental séo diretamente dependentes dos fatores que
interagem e interferem no transporte microbiano em sistemas porosos. Dentre eles, € possivel citar o
aumento da mobilidade de radionuclideos pela associagéo destes com células microbianas, a liberagéo de
microrganismos geneticamente modificados em aquiferos ou ainda o uso de bactérias em processos de
tamponamento seletivo (Fontes et al., 1991).

O transporte de bactérias ao longo de meios porosos pode ser visto como um processo governado
pela filtracdo exercida pelo meio (retengdo de células ou agregados celulares em seus poros), pela
sedimentacdo celular nas porgdes porosas e ainda por reagdes de sor¢do-dessorgdo. Os fatores que
influenciam a sorgao de bactérias nos meios porosos incluem a natureza daquele meio (tipo de solo ou
rocha, tamanho dos graos que o compdem, contelido de argila e matéria orgénica) a constituicdo quimica
do soluto, o pH e a forca idnica. Além desses, fatores microbiolégicos também influenciam a sorgéo de
microrganismos em meios porosos. Esses fatores incluem a viabilidade celular, a hidrofobicidade dos
envoltérios celulares, o tamanho e a forma das células, a presenca de polissacarideos extracelulares,
eventos de predacédo ou parasitismo e a motilidade dos microrganismos ao longo dos sistemas porosos

(Bossolan, 2000). Aslam et al. (2009) observaram que cepas de B. subtilis foram capazes de crescer e
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migrar em colunas de vidro empacotadas com areia e saturadas com petréleo, sendo que a migragao
verificada interferiu de modo significativo na recuperagédo do dleo contido naquelas colunas. Além desses
fatores, quanto menor a permeabilidade dos meios porosos maior € a probabilidade de adesao celular as
suas superficies, gragas, sobretudo, a reducao da velocidade do fluido carreador das células ao longo dos
sistemas (Sarkar et al., 1994). Outras causas de retencdo celular no interior dos meios porosos
relacionam-se geralmente a eventos de excluséo por tamanho ou a entupimentos diversos. Os
entupimentos sdo causados principalmente pela injecdo de suspensdes celulares concentradas, contendo
107 UFC mL-' ou mais, responsaveis por obstru¢des dos canais porosos devido a grande massa celular
neles retida (Sarkar et al., 1994).

Além desses, a interagao de bactérias com as superficies inertes dos meios porosos pode levar a
adesdo celular induzida por uma série de combinacdes de fatores que influenciam no tipo de interagdo. A
hidrofobicidade, a existéncia de cargas superficiais, a composi¢do quimica das superficies inertes, a
rugosidade das superficies e a composi¢ao do fluido carreador das bactérias, associado ainda a vazéo
desse fluido, séo alguns dos fatores que interferem na interacéo célula-particulas do sistema (Sarkar et al.,
1994). Fontes et al. (1991) estudaram a influéncia da forga idnica, do tamanho dos gréos constituintes do
meio poroso e a influéncia do tamanho celular sobre o transporte de duas linhagens de bactérias ao longo
de colunas empacotadas com areia. Concluiram em seus trabalhos que o tamanho dos graos € o fator
predominante, dentre aqueles avaliados, no controle do transporte bacteriano ao longo dos sistemas
porosos. Observaram que colunas empacotadas com grdos de areia mais grossos permitiram maior
recuperacdo celular comparativamente as colunas empacotadas com areia de menor granulometria. A
forga idnica, por sua vez, respondia de maneira inversamente proporcional a eficiéncia de transporte, ou
seja, 0 aumento da forga idnica propiciava maior retengao celular e menor eficiéncia de transporte. Isso
poderia ser explicado pelo aumento da disponibilidade de ions em solugéo, o que levaria a formagao de
pontes entre sitios carregados na superficie dos grdos do meio poroso e na superficie das células

(Bossolan, 2000). Desphande e Shonnard (2000) estudaram os efeitos da forga iénica sobre o transporte
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de Pseudomonas fluorescens UPER-1 em colunas de vidro empacotadas com areia. A partir de suas
observagdes concluiram que em suspensdes celulares, contendo sais fosfato (sédio e potassio) em
concentragdes superiores a 10-3 M, havia uma queda significativa na eficiéncia de transporte ao longo dos
meios porosos. Essa queda foi atribuida a elevada concentracdo dos sais fosfato na suspenséao celular.

O tamanho e a forma das células também s&o fatores que podem influenciar sua sorgdo em meios
porosos. Weiss (1995) observou que bactérias esféricas e menores eram transportadas em colunas
empacotadas com areia bem mais facilmente que bastonetes de maior tamanho. Outros pesquisadores,
por sua vez, observaram que a hidrofobicidade dos envoltdrios celulares relacionava-se de forma direta e
proporcional a sorcao de bactérias em constituintes do solo, ou seja, quanto maior a hidrofobicidade dos
envoltérios das células maior sua sorgdo na superficie dos gréos de areia (Want et al. em Crawford e
Crawford, 1996).

Alguns pesquisadores constataram ainda que surfactantes naturais ou sintéticos podem auxiliar no
transporte de microrganismos em meios porosos. Bai et al. (1997) investigaram a influéncia de um
surfactante rhamnolipideo anionico sobre o transporte de trés linhagens de Pseudomonas, com diferentes
hidrofobicidades, ao longo de um sistema poroso sob condigéo saturada. Colunas empacotadas com areia
estéril foram saturadas com agua subterranea artificial e trés volumes porosos (3VP) de suspensdes
bacterianas marcadas com H3, com variadas concentragdes de rhamnolipideos, foram injetadas nas
colunas. O surfactante rhamnolipideo potencializou o transporte de todos os tipos celulares testados,
porém, em diferentes intensidades. Estudos de recuperacdo da linhagem mais hidrofilica mostraram
aumentos de 22,5 a 56,3%, a recuperag@o de linhagens com grau intermediario de hidrofobicidade
apresentou aumentos de 36,8 a 49,4% e a recuperacédo das linhagens mais hidrofébicas variaram entre
17,7 a 40,5%.

Petroleo pesado é aquele que apresenta densidade entre 0,934 a 1,00 g/cm3 (10 a 20 “API),
medida em temperatura ambiente. E também caracterizado pela baixa razdo hidrogénio/carbono, pelo

baixo conteudo de hidrocarbonetos leves, pela abundancia de alcanos de cadeia longa e também pela
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presenca de moléculas de enxofre, oxigénio e nitrogénio, além de alguns metais pesados, a exemplo de
vanadio e niquel (Martinez, 1984; Tissot e Welte, 1984 apud Barbosa, 2004). Os métodos fisicos
empregados em sua recuperagao sdo bastante onerosos, muitas vezes ineficazes e com grande potencial
para a gerag@o de danos ambientais. Por isso, sistemas microbianos vém sendo testados e empregados
em reservatorios de dleo pesado, a fim de superar os problemas e os desafios de sua recuperagao
baseada em métodos puramente fisicos (Hao e Lu, 2009).

Na grande maioria dos casos, o0s 0leos pesados sdo originados do 6leo cru degradado no
reservatorio por processos bioldgicos, pela perda de volateis e por oxidagdo inorganica. S&o, portanto,
produtos residuais que ocorrem em rochas porosas, onde o petroleo migra, acumula-se e torna-se
degradado (Barbosa, 2004). A tecnologia rotineiramente aplicada em sua recuperagao relaciona-se a
reducdo de sua viscosidade empregando-se energia térmica. Métodos de inje¢do de vapor e de
combustdo parcial “in-situ”, desenvolvidos originalmente para os campos petroliferos da Califérnia e da
Venezuela, viabilizaram a producdo de petrdleo pesado naqueles paises, sobretudo em campos
considerados nao-comerciais pelos métodos de recuperagdo convencionais. A injegdo de vapor, em
particular, veio a se consagrar como a Unica alternativa economicamente viavel para o aproveitamento de
6leos pesados. No Brasil, essa tecnologia € largamente empregada em campos localizados na regido
Nordeste, sendo testada também em acumulagbes da Bacia do Espirito Santo. Outra categoria de
métodos de recuperagdo, em estagio avancado de desenvolvimento, baseia-se na inje¢do de gases
misciveis ou parcialmente misciveis, igualmente capazes de promover a redugao da viscosidade do 6leo.
E o caso da injecdo de gas carbonico, nitrogénio ou do proprio gas natural de petréleo (Mezzomo e
Schiozer, 2001).

As reservas mundiais de 6leo pesado e extrapesado (°API < 10) somam 6 trilhdes de barris,
volume que supera em aproximadamente trés vezes o total de oleo convencional, do qual
aproximadamente a metade ja foi produzido. Com relagéo as reservas provadas, desconsiderando-se o

betumem, os valores apontam para a cifra mundial de 434 bilhdes de barris, mais de 60% dos quais
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localizados na Venezuela. Sua recuperagdo, no entanto, muitas vezes ainda representa um grande
desafio. No ano de 2000, por exemplo, de um total de 25 bilhdes de barris de petroleo produzidos no
mundo, os 6leos pesados responderam por apenas 3 bilhdes de barris. E preciso considerar ainda que
grande parte do 6leo ndo recuperado em campos de petroleo convencional é constituida de fracdes
pesadas com as mesmas caracteristicas dos 6leos pesados, o que contribui para aumentar ainda mais a
importéncia do desenvolvimento de estratégias de recuperagédo de dleos com baixos graus API (Bannwart
e Trevisan, 2006).

No Brasil, a descoberta de 6leos pesados tem revelado valores importantes e significativos.
Segundo dados de 2004, ha uma reserva provada de petroleo pesado que soma 2,9 bilhdes de barris,
grande parte situada em campos maritimos. Em médio prazo, essa parcela podera se duplicar, com a
implantagdo de novos projetos de produgdo que podem incorporar as reservas grandes volumes ja
descobertos. Tais projetos, no entanto, séo baseados em tecnologias usualmente empregadas para 6leos
leves. Para a elaboracdo de projetos que assegurem a recuperacdo de fragdes significativas de 6leo
pesado € de fundamental importéncia o desenvolvimento de novas tecnologias de produgéo voltadas
exclusivamente para aquele tipo de dleo (Bannwart e Trevisan, 2006).

Em decorréncia das novas descobertas, companhias como a Shell e a Petrobras comegaram a
dar maior prioridade para projetos tecnoldgicos voltados para 6leos pesados. Em 2001, foi anunciada a
descoberta de uma grande jazida no bloco BS-4, na Bacia de Santos, com uma reserva aproximada de
500 milhdes de barris. O 6leo extraido para testes revelou 15 °API, caracterizando-se, portanto, como 6leo
de natureza pesada. Além dessa, atividades exploratérias nas bacias de Campos (RJ) e do Espirito Santo
também tém levado a descoberta de dleos pesados, embora sua incorporagéo as reservas nacionais
esteja impossibilitada pelas dificuldades inerentes a sua recuperagao (Shecaira, et al. 2002).

A agéo de biossurfactantes, eficazes na reducéo de tensdes interfaciais agua-6leo e dleo-rocha,
pode facilitar a mobilizacéo e recuperagdo do 6leo pesado gragas a redugdo das forcas capilares que

mantém o dleo aderido a matriz rochosa. Experimentos em colunas empacotadas com areia, saturadas



2. Revis#o Bibliografica 26

com 6leo pesado (14,4 °API), demonstraram que extratos de surfactantes produzidos em anaerobiose por
isolados de B. subtilis sao efetivos na mobilizagdo do 6leo pesado aderido as particulas do meio poroso,
recuperando até 9,43 % de seu volume original (Batista, 2008). Outras bactérias sdo ainda capazes de
quebrar ligagdes de enxofre organico presente em moléculas de hidrocarbonetos constituintes do petroleo
pesado, levando a degradagdo de asfaltenos que contribuem para a alta viscosidade caracteristica
daquele tipo de 6leo. Isso é possivel j& que os heteroatomos de enxofre sdo os responsaveis pela
manutengdo da unido dos anéis heteropoliciclios (Pineda-Flores et al., 2004). A eliminagdo dessas
ligagbes pode reduzir em até quatro vezes a massa molecular e a viscosidade daquele tipo de petréleo
(Kirkwood et al., 2003). Experimentos realizados com a bactéria S. maltophilia LBBMA 101b demonstraram
que essa bactéria é capaz de reduzir a concentragéo de hidrocarbonetos de elevada massa molecular em

amostras de petroleo pesado (14,4 °API) (Marinho, 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio
Ambiente (LBBMA) do Departamento de Microbiologia da UFV (Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
Minas Gerais), no Laboratorio de Pesquisas em Produtos Naturais (LPPN) do Departamento de Quimica

da UFV e no Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

3.1. Selegao dos isolados produtores de surfactantes

3.1.1. Microrganismos

Os estudos foram conduzidos com isolados de Bacillus spp., pertencentes a cole¢do de culturas
do Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente e isolados de amostras de 6leo e
de agua de producéo provenientes de reservatério de éleo pesado (14,4 °API e densidade 0,983 g/lcm?)
localizado no distrito de Itaunas, municipio de Concei¢édo da Barra - ES. O reservatorio caracteriza-se por
apresentar temperatura média de fundo de 58 °C e salinidade de 7,9 % (p/v), aproximadamente.

Um total de 12 isolados do género Bacillus (Tabela 2), originarios da formagdo Rio-ltainas e
caracterizados como produtores de surfactantes em aerobiose nos meios M1, M2, M3 e ME foram
avaliados quanto a capacidade de producédo de surfactantes em anaerobiose, nos mesmos meios minerais
(Tabelas 3 e 4), contendo glicose ou sacarose como fontes de carbono a 2,0 % (p/v), em salinidades de 3,
5,7 e 8,0 % (p/v) de NaCl e incubados a 34, 37, 45 e 58 °C. Os valores maximos de salinidade e de

temperatura selecionados aproximam-se das condigdes encontradas no reservatorio de origem.



3. Material e métodos

28

Tabela 2 - Isolados de Bacillus spp. originarios de amostras de 6leo
e de agua de produgédo da formagdo Rio-Itaunas e caracterizados
como produtores de surfactantes em aerobiose nos meios M1, M2,

M3 e ME
ISOLADO IDENTIFICAGAO

LBBMA 4906 Bacillus subtilis spizizenii
LBBMA 4914 Bacillus subtilis spizizenii
LBBMA 4915 Bacillus sphaericus
LBBMA 4951 Bacillus subtilis spizizenii
LBBMA 4963 Bacillus subtilis spizizenii
LBBMA 4964 Bacillus subtilis
LBBMA 4965 Bacillus subtilis
LBBMA 4966 Bacillus subtilis spizizenii
LBBMA 4967 Bacillus subtilis
LBBMA 4969 Bacillus subtilis spizizenii
LBBMA 4978 Bacillus licheniformis
LBBMA 4979 Bacillus subtilis spizizenii

Os isolados foram identificados pela andlise de ésteres metilicos de acidos
graxos (FAME) utilizando o sistema Sherlock da Microbial Identification System®

(MIDI Newark, DE, EUA) e a biblioteca de referéncia ITSA 1.09.



3. Material e métodos

29

Tabela 3 - Composigdo dos meios minerais M1, M2 e M3 (g L)
empregados no cultivo dos isolados de Bacillus durante a triagem de
produtores de surfactantes

CONCENTRAGAO (g L)

COMPONENTE M1 M2 M3
NazHPO4 - 2,7 2,1
KH2PO4 0,5 14 1,4
K2HPO4 1,0 - -
(NH4)2S04 0,5 0,5 0,5
NaNO3 1,0 1,0 1,0
MgS0O4.7H.0 0,154 0,154 0,154
K2S04 0,36 0,36 0,36
CaCl2.2H.0 0,01 0,01 0,01
FeS04.7H.0 0,027 0,027 0,007
NaCl 0,1 0,1 0,1
Extrato de levedura 0,01 0,01 0,01
* Solugéo de micronutrientes 1,0mL 1,0mL 1,0mL
pH 6,8 6,8 6,8
Fonte: Lima (2003).

*Solugdo de Micronutrientes gLt

MnS04.4H.0 0,02

ZnS04.7H0 0,525

CuS04.7H20 0,705

CoCl2.6H20 0,2

H3BOs 0,02

Na:Mo0Q4.2H20 0,015

Fonte: Banat et al. (1991).
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Tabela 4 - Composicéo do meio mineral ME utilizado nos experimentos
de triagem de isolados de Bacillus produtores de surfactantes

Componentes Concentragao (g L)
K2HPO4 13,9
KH2PO4 2,7
Extrato de Levedura 1,0
Peptona Proteose 3,0
NaNOs; 1,0
(NH4)2S04 1,0
MgSO4 0,25
FeSOs-7H20 0,001
EDTA 1,0
MnSQO4.H20 3,0
CaCl2.2H20 0,1
CoCl2.2H20 0,1
ZnS04.7H20 0,1
CuS04.7H20 0,01
Na2Mo04.2H,0 0,01
HsBO4 0,01

Fonte: Reasoner e Geldreich (1985).
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As etapas em anaerobiose foram conduzidas em cémara anaerdbia Anaerobic System®
(Thermoforma®), sob atmosfera de 5,0 % de CO2, 10 % de Hz e 85 % de N2. Todas as solugdes-estoque e
os meios de cultura foram esterilizados por autoclavagem a 121 °C por 20 minutos e desoxigenados por
repetidas sessdes de evacuacdo e repressurizagdo com 100 % de N.. Esses procedimentos foram
executados em etapa anterior a entrada dos frascos no compartimento interno da camara.

Frascos de penicilina de 30 mL preenchidos com 20 mL dos diferentes meios de cultura avaliados
foram suplementados com sacarose ou glicose a 2,0 % (p/v) e entdo inoculados com as culturas de
Bacillus spp. em anaerobiose. Para a obtencéo dos pré-inoculos, os isolados armazenados em ultrafreezer
a -80 °C foram descongelados, inoculados em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL dos meios de cultura
avaliados e nas concentracdes de NaCl definidas e posteriormente incubados em aerobiose a 30 °C, 200
rpm por 18 horas. Em seguida, as culturas foram transferidas para tubos de centrifuga tipo Falcon® e
centrifugadas a 9000 g (Sorvall®- RT6000B, Kendro Laboratory Products, Asheville, NC) por 10 minutos a
temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspendido em 5 mL de solugéo salina estéril nas respectivas
concentracdes de NaCl dos meios e homogeneizado em agitador tipo “vortex” para uma segunda etapa de
centrifugacdo. O procedimento foi repetido por mais duas vezes, sendo a ultima ressuspensao executada
em anaerobiose, empregando-se nessa etapa solugdo salina anaerdbia. Células foram transferidas para
os frascos de penicilina de forma a se obter um valor de densidade otica inicial a 600nm (DOgogo) igual a
0,1. Em sequida, os frascos foram vedados com tampas de borracha e lacres de aluminio e incubados
estaticamente por 120 horas dias em incubadoras BOD nas temperaturas testadas. Transcorrido o periodo
de incubagao, o volume neles contido foi coletado e submetido a analise de tensao superficial pelo método
do anel de du Nouy (Cooper et al., 1979), utilizando-se tensiémetro Fisher Surface Tensiomat® Modelo 21
(Pittsburgh, EUA). As amostras que produziram valores de tensdo superficial inferiores a 40 mN m
indicaram os isolados selecionados para os experimentos subseqlentes de transporte celular, producao e
caracterizagao de biossurfactantes recuperados de meios porosos e experimentos de recuperagao de 6leo
pesado injetado naqueles meios. Os ensaios de triagem dos isolados de Bacillus produtores de

surfactantes foram conduzidos em duplicata para todas as condigfes testadas.
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3.2. Ensaios de transporte celular

3.2.1. Condicdes de cultivo e obtencao dos indculos

Os isolados selecionados na etapa de triagem de produtores de surfactantes foram utilizados em
experimentos de transporte na forma de células vegetativas e de esporos e em experimentos de avaliagao
da producdo de biossurfactantes no interior de meios porosos nao-consolidados (colunas de vidro
empacotadas com areia). As bactérias foram reativadas em frascos Erlenmeyer contendo meio ME
adicionado de glicose a 2,0 % (p/v) e NaCl a 5,0 % (p/v) em condigdo aerdbia. As culturas foram
incubadas a 30 °C e 200 rpm por 15 h para a obteng&do dos pré-indculos. Em seguida, foram executadas
as quatro sequéncias de lavagens e ressuspensdes em solugéo salina NaCl 5,0 % (p/v), sendo a ultima
ressuspensado em solugéo salina anaerdbia. O volume final inoculado nos frascos de penicilina, contendo
20 mL de meio ME, foi o suficiente para a obtengédo de um valor inicial de DOgoo igual a 0,1. Os frascos
foram vedados com tampas de borracha e lacres de aluminio e incubados em BOD a 34 °C, temperatura
selecionada na etapa anterior de avaliagdo da produgéo de surfactantes em meio ME. Com vistas a definir
os tempos de cultivo correspondentes ao final da fase logaritmica de crescimento e avaliar a concentragéo
celular em UFC mL-" naquele estagio, foi construida uma curva de crescimento dos isolados selecionados
relacionando densidade dptica (DOgoo) com tempo de cultivo e posteriormente outra curva relacionando
UFC mL-' com os tempos correspondentes ao final da fase log até inicio da fase estacionaria a partir de
plagueamentos das culturas dos isolados em meio aguar-nutriente (Isofar® Quimica, Rio de Janeiro-RJ).

Para a obtengéo de esporos dos isolados selecionados foi empregada a metodologia descrita por
Foerster e Foster (1966), cujo meio esporogénico apresentava a seguinte composicédo por litro: 1,0 g de
glicose; 1,0 g de L-glutamato de sodio; 0,5 g de extrato de levedura; 5,0 g de KH:PO4; 1,0 g de
(NH4)2HPO4; 0,2 g de MgS04.7H20; 0,1 g de NaCl; 0,05 g de CaCly; 0,007 g de MnS04.5H20; 0,01 g de
ZnS04.5H,0; 0,01 g de FeSO4 e 15 g de agar. Ao meio de cultura solidificado em placas de petri foi

adicionado 0,5 mL das suspensdes bacterianas com valor de DOsoo ajustada para 1,0. A referida
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suspensao foi previamente cultivada em meio caldo nutriente a 30 °C, por 12h e a 200rpm. As placas de
petri foram incubadas por 72 h a 37 °C em incubadora BOD. Transcorrido esse periodo, os esporos foram
removidos assepticamente da superficie do meio sélido com o auxilio de alga de repicagem e lavados em
agua destilada por 3 vezes sob centrifugacdo a 9000 g por 15 min. A suspens&o final de esporos foi
mantida em agua milliQ Millipore® sob refrigeragéo a 4 °C até posterior utilizagao.

A presenga de esporos na suspensdo foi avaliada no momento de sua utilizagdo por meio da
metodologia de coloragéo de Wirtz-Conklin (Hamouda et al., 2002) com o emprego de solugdo aquosa do
corante verde-malaquita a 5 % (p/v) e safranina como contra-corante. As preparagdes fixadas em laminas
foram visualizadas e as imagens resitradas em microscopio optico de luz polarizada (Olympus® BX-50
provido de kit polarizagao e sistema de captura de imagens Olympus® QColor 39).

Suspensdes de células vegetativas em tampédo PBS de composigao (g L-*): NaCl 8,5; KoHPO4 1,23
e KH2POs 0,4, e suspensdes de esporos em agua milliQ Millipore® dos isolados selecionados foram
diluidas em salina NaCl 0,85% (p/v) e plaqueadas em meio agar-nutriente. Por meio desses
procedimentos foram definidos os volumes necessarios para a obtenc@o de concentragdes de indculos
correspondentes a 10°, 106 e 107 UFC mL-" aproximadamente, valores selecionados para os experimentos
de transporte de células vegetativas e de esporos dos isolados selecionados ao longo dos meios porosos

nao-consolidados.

3.2.2. Transporte dos isolados selecionados em meios porosos nao-consolidados

Os meios porosos nado-consolidados foram constituidos de areia de quartzo de 150-200 pm,
lavada em acido e acondicionada em colunas de vidro tipo Pyrex® de 65 mm de comprimento e 25 mm de
didmetro interno. As extremidades das colunas foram vedadas com estruturas em aco inox contendo
aberturas centrais para a conexdo de tubulagbes de silicone. O empacotamento das mesmas foi

executado de forma a se obter menores vibragdes possiveis com a deposicdo manual de areia no topo das
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colunas, conforme metodologia descrita por Dalla (2005). As colunas empacotadas foram saturadas com
100 % de N2 por 5 minutos, tiveram suas aberturas vedadas com fita Vedarosca® e esterilizadas em
autoclave (121 °C por 20 min).

Durante os experimentos de transporte as colunas foram operadas em modo de fluxo ascendente
(0,3 mL min-") visando minimizar os efeitos da gravidade. A injegao dos fluidos nas mesmas foi executada
com o auxilio de bomba peristaltica de fluxo varidvel (Masterflex® 7553-30, Cole-Parmer, USA),
empregando tubulagdes de 0,03 mm de di@metro interno (Tygon® LFL Tubing L/S® 13, Cole-Parmer, USA)
conectadas as extremidades das colunas. O volume poroso (VP) de cada uma delas foi determinado pela
diferenca entre os pesos do sistema seco e saturado com solugéo de tampdo PBS. Foram injetados 10
V/Ps das suspensdes de células vegetativas ou de esporos dos isolados selecionados, na forma de cultura
pura e, posteriormente na forma de cultura mista, em concentragdes equivalentes a 105, 108 e 107 UFC mL-
T aproximadamente. A concentragéo inicial (UFC mL-") das suspensdes, designada como Co- concentragéo
celular do influente, foi determinada pelo uso da técnica de microgotas, plaqueando-se aliquotas de 10 WL
em meio agar-nutriente ap6s diluicdo em salina NaCl 0,85 % (p/v). As suspensdes de inje¢éo
permaneceram sob constante agitagdo com o auxilio de agitadores magnéticos ao longo de todo o periodo
de execugao dos experimentos de transporte. Amostras dos efluentes das colunas foram coletadas em
intervalos correspondentes a cada volume poroso injetado e diluidas em NaCl a 0,85 % (p/v). Com o
emprego da técnica de microgotas foi determinada a concentrag@o de células recuperadas ao final do
processo de transporte, sendo esta concentragdo designada pela letra C - concentragdo celular nos
efluentes das colunas. A partir dos dados assim obtidos, foram construidos gréficos relacionando C/Co
versus VP, tornando possivel a avaliagdo da eficiéncia de transporte nos diferentes tratamentos avaliados
e posteriormente a selegao das condigdes que propiciam menor retengdo celular ou maior recuperagao de
células nos efluentes das colunas. Os ensaios de transporte foram conduzidos em capela de fluxo laminar

de todas as solugdes empregadas foram previamente autoclavadas..
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Foi determinada também a hidrofobicidade dos envoltorios celulares dos isolados selecionados,
tanto na forma de células vegetativas quanto na forma de esporos, seguindo metodologia adotada por
Foegeding (1990). Inicialmente, suspensdes celulares dos isolados selecionados, incubadas por 12 h a 30
°C e 200 rpm, foram lavadas duas vezes em solugdo salina NaCl 5 % (p/v) por meio de centrifugacéo a
9000 g por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, aliquotas de 3 mL das suspensdes foram
transferidas para tubos de fundo redondo de 10 mm de didmetro interno e homogeneizadas para a
determinagdo da DOgoo com o auxilio de um espectrofotdmetro (SmartSpec TM3000, BIO-RAD®). Foi
adicionado um volume de 0,3 mL de n-hexadecano aquela suspenséo, seguindo-se da agitagdo da mistura
em agitador tipo vortex por 2 minutos. Visando a obtengao da densidade dptica final prosseguiu-se com 15
minutos de repouso para a mistura e nova determinagdo da absorbancia. De posse desses dados, 0

calculo da porcentagem de hidrofobicidade foi efetuado com o0 emprego da seguinte férmula:

Hidrofobicidade (%) = (1 = DOfinai / DOinicial) X 100

Foi testada nessa etapa do trabalho a eficiéncia de transporte de células vegetativas e de esporos
dos isolados selecionados suspensos em tampao PBS e na forma de cultura pura, atentando-se
visualmente para a eventual ocorréncia de fenémenos de co-agregagéo ou auto-agregacdo. Em seguida,
foi testada a eficiéncia de transporte daqueles isolados em cultura mista e suspensos tanto em tampao
PBS quanto em meio E contendo NaCl a 5,0 % (p/v) e glicose a 2,0 % (p/v).

Considerando-se a natureza antibiética de surfactantes lipopeptideos produzidos por isolados de
B. subtilis, foram estabelecidas curvas de crescimento para cada um dos isolados selecionados cultivados
na presenca de extratos de surfactantes, produzidos por culturas mistas dos mesmos, comparando-as
com curvas de crescimento obtidas para cada isolado na auséncia daqueles extratos. Em ambos os casos,
os isolados foram cultivados em aerobiose, em meio ME contendo NaCl a 5,0 % (p/v) e glicose a 2,0 %

(p/v), a 30 °C e 200 rpm por 12 h.
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Abaixo, o diagrama esquematico ilustra a sequéncia e o aparato experimental empregados

durante os experimentos de transporte dos isolados ao longo dos meios porosos nao-consolidados.

Bomba
peristaltica

Suspenséo
bacteriana

Agitador magnético

Esquema 1 - llustragdo da sequéncia e aparato experimental empregados nos experimentos de

Coluna empacotada
com areia

C UFC.mL-

Co UFC.mL-1

transporte dos isolados selecionados em meios porosos nao-consolidados.
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3.3. Detecgao, avaliagao da natureza e quantificagao de biossurfactantes recuperados dos meios

porosos

A presenca, a natureza e a quantificacdo de biossurfactantes, especialmente a surfactina,
produzidos pelas culturas puras e mistas dos isolados selecionados e inoculados nos meios porosos néo-
consolidados, foi determinada com base na anélise de amostras de efluentes recuperados daqueles
meios. As colunas empacotadas com areia permaneceram incubadas em BOD a 34 °C por um periodo de
96 h ap6s sua inoculagdo com 3 VPs de esporos das culturas mistas. Em intervalos de 24 horas, ao longo
das primeiras 48 horas, o meio poroso foi saturado com meio ME, contendo glicose a 2,0 % (p/v) e NaCl a
5,0 % (p/v), em volume correspondente a 1VP para cada coluna. Transcorrido o periodo de incubagéo, foi
injetado nos meios porosos fluido de extragdo, solugdo salina NaCl a 5,0% (p/v), em volume suficiente
para a obtencdo de 10 mL de efluentes. Volumes de 30 mL, correspondentes aos efluentes recuperados
de um total de 3 colunas, foram transferidos para tubos de centrifuga tipo Falcon®, centrifugados a 9000 g
por 10 minutos em temperatura ambiente, obtendo-se assim um sobrenadante livre de células e de
particulados suspensos, tomado como o extrato inicial de biossurfactantes. Um total de 10 mL desse
extrato foi usado para avaliar sua tenséo superficial pelo método do anel de du Nouy (Cooper et al., 1979)
utilizando-se tensidometro Fisher Surface Tensiomat® modelo 21 (Pittsburgh, EUA). Foi também estimada
a concentragéo relativa de surfactantes por meio da determinagdo de sua diluigdo micelar critica (DMC), a
partir do mesmo volume de 10 mL de efluente usado na avaliagdo da tenséo superficial. As diluicbes do
volume de efluente recuperado foram preparadas em agua milliQ Millipore®, sendo a tensao superficial das
diluigdes quantificada em tensiometro. A DMC foi estimada apds a elaboragdo de gréficos de tensao
superficial versus diluigdo como o reciproco da diluigdo micelar critica, na qual a tensao superficial comeca
a aumentar (Cooper et al., 1979). Foi avaliada ainda a presenga de acidos orgénicos e do éalcool 2,3-

butanodiol, em aliquotas de amostras dos mesmos efluentes (item 3.4).
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Confirmados valores de tensdes superficiais indicativos da possivel presenca de surfactantes
naquelas amostras (tensées < 40 mJ m=2), foi dado inicio a etapa de identificacdo dos surfactantes
presentes, empregando espectroscopia do infra-vermelho com transformada de Fourier (FT-IR),
prioritariamente a surfactina (item 3.5.1), e quantificagdo da mesma por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (item 3.5.2). Além disso, foi avaliado também o indice de emulsificagao inicial (El) e a

estabilidade das emulsdes dos surfactantes presentes nos efluentes das colunas (E24) (item 3.5.4).

3.4. Detecgao de produtos de fermentagao nos efluentes de colunas inoculadas

Amostras de fluidos coletados dos meios porosos ndo-consolidados, inoculados com culturas
puras e mistas dos isolados selecionados, foram avaliadas quanto a presenga dos acidos acetato, lactato
e succinato e do alcool 2,3 - butanodiol. Foi empregado HPLC modelo 1050 (Hewlett Packard®, Palo Alto,
CA), equipado com detector de indice de refracdo (HP 1047A) e coluna BIO-RAD® Aminex HPX-87H (370
X 7,8 mm) mantida a 60 °C. Conforme Fernandes (2007), uma solugao de H2SO4 (0,01 N) foi usada como
fase mével ao fluxo de 0,7 mL min?'. Foram usados 20 pL de cada amostra para cada analise
cromatografica. Os metabdlitos encontrados foram identificados e quantificados, respectivamente, pela

comparagéo de seus tempos de retencéo e das areas de seus picos com aqueles de padrbes conhecidos.



3. Material e métodos 39

3.5. Producao de surfactina no interior dos meios porosos nao-consolidados

3.5.1. Avaliagdo da presenga de surfactina em efluentes recuperados dos meios porosos

inoculados

A presencga de surfactina nos efluentes das colunas inoculadas com os isolados na forma de
culturas puras e mistas foi elucidada por espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR). Inicialmente, amostras de 30 mL de efluentes das colunas foram submetidas a centrifugagdo em
tubos de centrifuga tipo Falcon® a 9000 g por 10 minutos, visando a separagédo das células e dos materiais
particulados em suspensdo. Os surfactantes dispersos no sobrenadante do centrifugado foram
precipitados pelo ajuste de seu pH para 2,0 empregando HCI 6,0 M em solugdo. Os tubos de centrifuga
permaneceram incubados overnight em geladeira a 4 °C, finalizando assim o processo de extragdo dos
surfactantes por precipitagao acida. Em seguida, foram novamente centrifugados a 9000 g por 10 minutos
e 0 sobrenadante descartado. Os tubos foram entéo levados a estufa de secagem onde permaneceram
incubados a 45 °C até a formacdo de material particulado de coloragdo esbranquigada em seu interior.
Amostras de extratos de surfactantes, assim obtidos, foram submetidas a espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier utilizando-se espectrometro Perkin Elmer® modelo Spectrum One. As
amostras foram preparadas por disperséo uniforme do material particulado sobre a superficie de cristais
de KBr. O espectro foi gerado entre 500-4000 cm' com resolugdo de 4 cm' em atmosfera seca. Os
espectros obtidos para as amostras foram comparados aos espectros de surfactina padrdo (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) além de espectros de compostos bioldgicos integrantes da biblioteca
espectral Sigma® Biological Sample Library, analisada com o software EZ Omnic® 6.0 do espectrémetro

Thermo Nicolet® FT-IR modelo Avatar 320.
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3.5.2. Quantificagao da surfactina recuperada

A concentracdo de surfactina presente em 30 mL de efluentes das colunas inoculadas com
esporos das culturas puras e mistas dos isolados selecionados foi determinada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), empregando cromatografo Shimadzu® 10Ai (Osaka, Japan) equipado com
detector SPD-10Ai UV-VIS e coluna C18 fase reversa (Merck®, Alemanha). Conforme descrito por Wei e
Chu (2002), o sistema foi operado em modo isocratico com o emprego de uma mistura de acido
trifluoracético (TFA) (Sigma®, USA) a 3,8 mM com acetonitrila (Vetec® Quimica, Rio de Janeiro — RJ) na
proporgao de 1:4 (v/v) injetada ao fluxo de 1 mL min-1. O volume injetado para cada amostra foi de 10 uL e
a absorbancia do eluente monitorada em 205 nm. A concentragao dos surfactantes foi calculada a partir de
curva padrao obtida para a surfactina (Sigma® Chemical Co. St. Louis, MO). Os extratos de surfactantes

para analise em CLAE foram obtidos pelo processo de precipitagéo acida descrito no item anterior (3.5.1)

3.5.3. Tensoes interfaciais n-hexadecano / extratos dos surfactantes recuperados dos meios

porosos

Tensdes interfaciais entre n-hexadecano e extratos dos surfactantes recuperados de colunas
inoculadas com culturas puras e mistas dos isolados selecionados foram mensuradas em tensiémetro
spinning drop Site 100HS (Kruss®, Alemanha). O sistema foi operado em 37 °C e o tubo capilar
preenchido com a fase continua constituida do extrato de surfactantes recuperados. Um volume de 5 L
do hidrocarboneto n-hexadecano foi introduzido no capilar com o auxilio de uma seringa e as medidas de
tens&o interfacial tomadas a 7500 rpm. As imagens das gotas e os valores de tensao interfacial foram

analisados com o uso do software de andlise do formato de gotas DSA Il (Kruss®, Alemanha).
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3.5.4. Avaliagao do indice de emulsificagao inicial (El) e da estabilidade das emulsées (E24) dos

surfactantes recuperados das colunas

O indice de emulsificagao inicial (El) e a estabilidade das emulsdes (E24) foram avaliados
segundo metodologia adotada por Joshi et al. (2008), utilizando-se efluentes das colunas inoculadas com
as culturas puras e mistas dos isolados selecionados. Para a obtencdo das emulsdes, foi misturado a 2 mL
dos efluentes mesmo volume de n-hexadecano em tubo de vidro com dimensdes de 100 mm X 15 mm. O
tubo foi vedado com Parafilm® (American National Can TM), agitado vigorosamente por dois minutos,
deixado em repouso por igual periodo de tempo e entdo tomadas as medidas da altura da emulséo
formada. O indice El foi considerado o volume inicial da emuls&o formada. A estabilidade das emulsdes foi
avaliada 24 horas apds o inicio do ensaio. O volume de emulsdo inicial (VE (%)) foi calculado pela

seguinte formula:

Altura da emulsdo (mm)x drea da seceao transversal (mm)? x 100
VE (%) = Velume tetal (= 4000 mm?)

A estabilidade da emulsdo E24 (%), apos 24 horas foi quantificada pela férmula:

VEa,(%)
E24 (%) = VE, (%) x 100
Sendo:

VE24 (%) = Volume de emulsdo medida apos 24 horas.
VEq (%) = Volume inicial de emulsao formado.
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3.6. Recuperagao de 6leo pesado dos meios porosos inoculados com culturas mistas dos isolados

selecionados

As condicdes de temperatura e meio de cultivo que propiciaram o transporte celular mais efetivo e
produgao de surfactantes nas colunas foram reproduzidas em meios porosos néo-consolidados saturados
com o 6leo pesado (14,4 °API e densidade p=0,983 g/cm? a 25 °C).

Os procedimentos de empacotamento, saturagdo, esterilizacdo e determinagdo dos VPs das
colunas, descritos no item 3.2.2, foram novamente adotados nessa etapa do experimento. Todo o
procedimento foi conduzido em capela de fluxo laminar e tanto o fluido de inje¢do quanto as colunas,
ambos previamente esterilizados, permaneceram em temperatura ambiente. Apos a determinag@o dos
VPs das colunas, estas foram novamente saturadas com volume correspondente a 1 VP de tamp&o PBS.
Em seguida, foram pesadas e levadas a capela de exaustdo onde o 6leo foi injetado a 12 mL h-,
empregando-se tubulag@o especifica para hidrocarbonetos Tygon® Fuel & Lubricant (F-4040-A) Tubing
L/S® 13. O dleo foi mantido em banho a 85 °C e as colunas em temperatura ambiente ao longo de sua
injecdo nas mesmas. A injegao foi mantida até 0 momento em que a saida de solugdo PBS nos efluentes
das colunas néo era mais vista, ou seja, até 0 momento em que saturagdo residual de tampao PBS foi
alcangada. O volume de 6leo retido nas colunas, ou 6leo original in place (OOIP), correspondeu ao volume
de PBS deslocado pelo 6leo injetado.

Posteriormente, 0s meios porosos receberam nova injegao de tampédo PBS a 12 mL h-!, simulando
a etapa de recuperagé@o secundaria do petréleo. O fluxo foi mantido até o momento em que a saida de
petroleo das colunas ndo era mais visivel, ou seja, até atingir-se a saturacdo residual de petroleo nas
colunas. O efluente foi coletado em seringas de 50 mL e deixado em repouso para a separacao de fases
da mistura de 6leo em PBS. Finalizada a separagéo, o volume de PBS recuperado foi registrado e o 6leo

retido na seringa solubilizado em Thinner®. O petréleo solubilizado no solvente foi transferido para béquer
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de vidro com peso pré-determinado. Apés completa evaporagdo do solvente, a quantidade de 6leo foi
determinada pela diferenca entre os pesos do béquer contendo o éleo residual e o peso do béquer vazio.
Os dados obtidos foram utilizados para o célculo do volume de petréleo retido nas colunas. Em seguida,
foi iniciada a inje¢@o de 3 VPs das suspensdes celulares referentes aos tratamentos 1 a 6 (Tabela 5). As
colunas permaneceram incubadas em BOD por 120 horas a 34 °C. Transcorrido o periodo de incubagéo,
foram levadas a capela de fluxo laminar onde receberam nova inje¢ao de solu¢do PBS até o momento em
que a saida de petréleo nos efluentes das colunas ndo era mais vista. O eluato das colunas foi coletado
em provetas de vidro que permaneceram em repouso até completa separagéo das fases. Em seguida, a
fase aquosa foi removida e as paredes da proveta lavadas com Thinner®. Apds a evaporagéo do solvente,
a quantidade de dleo recuperada foi calculada volumetricamente. A diferenga entre o volume de 6leo
contido no meio poroso e o volume de 6leo recuperado, apds a aplicagdo dos tratamentos e a incubagao
das colunas em BOD, correspondeu ao volume obtido em resposta a aplicagéo da recuperacao terciaria
nas colunas saturadas com o petroleo. Os procedimentos executados nessa etapa do experimento

seguiram os mencionados por Yakmov et al. (2007) e por Batista (2008).
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Tabela 5 — Tratamentos de recuperagéo de petréleo aplicados aos meios porosos nao-consolidados saturados com o
06leo pesado (14,4 °API)

Colunas Tratamentos
1 Injecéo de suspensdes de esporos do isolado LBBMA 4914 + glicose
2 Injecdo de suspensdes de esporos do isolado LBBMA 4951 + glicose
3 Injecéo de esporos das culturas mistas de LBBMA 4914 e LBBMA 4951 + glicose
4 Injecdo de esporos das culturas mistas de LBBMA 4914 e LBBMA 4951 + melago*
5 Injecéo de &gua de producédo + componentes do meio E + glicose*
6 Injecao de meio E + glicose.

OBS. Os esporos das culturas puras e mistas dos isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 formaram suspensdes
em meio mineral E contendo NaCl a 5,0 % (p/v).

Glicose foi adicionada a 2,0 % (p/v) nos tratamentos em que foi utilizada.

* Melago tratado com H,SO, foi adicionado ao meio E a 5,0 % (v/v).

** Agua de produgao foi usada como solvente para os componentes do meio E.
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3.7. Avaliagao da colonizagao microbiana no interior dos meios porosos por Microscopia Eletrénica

de Varredura (MEV)

Com vistas a confirmagao do estabelecimento dos isolados selecionados no interior das colunas
saturadas com o 6leo pesado, fragmentos de areia das mesmas foram removidos e analisados por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para observagédo em MEV (Leo®, modelo VP 1430), a coluna
que apresentou 0s melhores resultados de recuperagao de 6leo foi desmontada e porgdes de areia de sua
se¢do mediana (20 mm) foram cuidadosamente retiradas e avaliadas quanto a presenca de bactérias
aderidas as particulas.

Fragmentos do meio poroso contendo petroleo foram transferidos para o interior de pequenos
frascos cilindricos constituidos de material plastico perfurado. Inicialmente, foi executada a etapa de
fixagdo em solugao de glutaraldeido a 5,0 % (p/v) e tampao PBS a 0,05 mol L, na proporcédo de 1:1, ao
longo de 1 hora. Em seguida, foram realizadas seis lavagens de 10 minutos em tamp&o PBS a 0,05 mol L-
1. A etapa de desidratagdo subsequente constituiu-se de tratamentos seriados em etanol nas graduagdes
de 30°, 50°, 70°, 80°, 95° Gay Lussak-GL por 10 minutos cada e trés tratamentos de 10 minutos em etanol
100° GL. Posteriormente, o material foi transferido para secador ao ponto critico (Critical Point Dryer —
CPD®, Bal Tec, modelo 30) para desidratagdo completa. Ao final dessa etapa, particulas de areia foram
removidas dos frascos cilindricos onde estavam acondicionadas e colocadas em suportes em ago inox
para a execucao de metalizagdo em metalizador Balzers®, modelo FDU 010. A partir de entéo, foi efetuada

a observagao no microscopio eletrbnico de varredura e as imagens registradas em computador.
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3.8. Composi¢ao do petréleo recuperado das colunas inoculadas com as culturas mistas dos

isolados selecionados

O ¢leo recuperado foi analisado em termos qualitativos com vistas a detectar possiveis alteragoes
em sua composicdo de hidrocarbonetos, especialmente os de cadeia média, potencialmente
metabolizados pelos microrganismos inoculados ou enriquecidos pela biotransformacdo de
hidrocarbonetos de maior massa molecular, predominantes no dleo pesado. As fragdes mais leves foram
analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em CG-MS. Perfis
cromatogréficos obtidos de amostras de dleo recuperado de colunas inoculadas com a cultura mista dos
isolados selecionados foram comparados aos perfis de amostras de dleo recuperado de colunas-controle
que receberam apenas injecdo do meio de cultura. As analises foram conduzidas em cromatédgrafo a gas
Shimadzu® QP5000 (Osaka, Japan), equipado com sistema de aquisi¢do de dados Class 50009 e coluna
capilar Nukol® de 100 m x 0.20 mm i.d. e filme de 0,25 ym (Bellefonte, PA, USA). A temperatura inicial da
coluna foi de 40 °C sendo elevada a 240 °C a taxa de 5 °C min-'. As temperaturas do injector e do
detector foram mantidas em 250 °C sendo empregado gas hélio como fluido carreador ao fluxo de 1,3 mL
min-!. As amostras foram diluidas em diclorometano (Sigma®, USA), manualmente injetadas na razéo de

split correspondente a 69:1 e 0 espectro de massas registrado na faixa m/z de 40 a 500 amu.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selegao e identificagao dos isolados produtores de surfactantes

Os isolados LBBMA 4914 e LBBMA 4951 foram capazes de produzir surfactantes e reduzir as
tensdes superficiais do meio ME para valores inferiores a 40 mJ m-2. As tensdes superficiais foram de 31,4
mN m' e 30,2 mN m' para os isolados LBBMA 4914 e LBBMA 4951, respectivamente. Os resultados
foram obtidos com os isolados crescendo em anaerobiose, a 34 °C e em ME contendo NaCl a 5 % (p/v) e
glicose a 2 % (p/v) (Tabela 6). Foram identificados pela analise de ésteres metilicos de acidos graxos
(FAME) utilizando o sistema Sherlock da Microbial Identification System® (MIDI, Newark, DE, EUA) e a
biblioteca de referéncia ITSA 1.08. O isolado LBBMA 4914 foi identificado como um membro de Bacillus
subtilis subsp. spizizenii e LBBMA 4951 como um isolado de Bacillus subtilis. Os valores de tensdes
superficiais obtidos nos demais meios de cultura e condigdes avaliadas superaram a marca de 40 mJ m?2,
descaracterizando os isolados neles inoculados como bons produtores de surfactantes. A tabela 6
apresenta os menores valores de tenséo superficial obtidos para todas as condicdes testadas, ou seja, 0
isolado inoculado, meio de cultura, fonte de carbono, temperatura e salinidade. De um total de 12 isolados
avaliados, trés deles nédo foram capazes de crescer em anaerobiose (LBBMA 4963, LBBMA 4965 e

LBBMA 4979; Tabela 6).
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Tabela 6 - TensOes superficiais ar-liquido (mJ m2) obtidas para culturas de isolados de Bacillus spp., cultivados em
anaerobiose, nos meios minerais ME, M1, M2 e M3 contendo glicose ou sacarose como fontes de carbono a 2,0 %
(p/v), nas salinidades de 3, 5, 7 e 8,0 % de NaCl (p/v) e incubados a 34, 37, 45 e 58 °C por 120 horas.

ISOLADO MEIO  FONTE DE CARBONO TEMPERATURA (C) SALINIDADE (%) *TENSA?mSJU;E)RF'C'AL
LBBMA 4906 M2 Sacarose 45 3,0 492 (0.25)
LBBMA 4914 ME Glicose 34 50 31,4 (0,31)
LBBMA 4915 ME Glicose 3 30 432(0.28)
LBBMA 4951 ME Glicose 34 5,0 30,2 (0,34)
LBBMA 4964 M1 Sacarose 45 30 46,6 (0.41)
LBBMA 4966 M2 Glicose 34 30 477(023)
LBBMA 4967 ME Sacarose ¥ 50 46,4 (0.40)
LBBMA 4969 ME Glicose 34 50 428 (0,26)
LBBMA 4978 ME Glicose 34 30 441(021)

Os valores de tenséo superficial listados representam os menores valores obtidos para os isolados inoculados em todos os meios
de cultura e em todas as condigdes testadas.

Isolados em destaque, LBBMA 4914 e LBBMA 4951, foram selecionados como os melhores produtores de surfactantes e usados
nos experimentos subseqtientes de transporte, produgéo de surfactantes e recuperagéo de 6leo pesado em meios porosos nao-
consolidados.

* Dados de tens&o superficial representam a média de duas repeti¢des. Valores entre parénteses referem-se ao desvio-padrao
das médias.
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Diversos relatos na literatura confirmam a capacidade de crescimento e de produgédo de
surfactantes por isolados de B. subtilis inoculados em meio ME em diferentes condigdes de salinidade e de
temperatura. Youssef et al. (2007) constataram a produgao de surfactantes por isolados de B. subtilis RS-1
e isolados de B. subtilis spizizenii NRRL B-23049, inoculados em pogos produtores de petréleo na forma
de cultura mista. Os in6culos foram obtidos a partir do cultivo dos isolados em meio mineral E contendo
NaCl a 5,0 % (p/v) a 30 °C. Batista (2008) também reportou a redugao da tenséo superficial em extratos
de surfactantes produzidos por culturas de B. subtilis LBBMA 155, crescendo em anaerobiose, a 30 °C e
em meio mineral E contendo NaCl a 1,025 % (p/v) . Além desse, foi reportado também que isolados de B.
subtilis spizizenii LBBMA 258 foram capazes de produzir surfactantes em meio E sob condicbes de
salinidade que variaram de 0 a 2,5 % (p/v) e de temperaturas na faixa de 30 a 35 °C. Fernandes (2007)
também observou que os isolados de Bacillus LBBMA 111A, LBBMA 155 e LBBMA 283 foram capazes de
crescer e produzir biossurfactantes em condi¢do anaerébia, inoculados meio mineral E contendo glicose
ou sacarose a 3,0 % (p/v). Embora trabalhando em aerobiose, Santos (2009) observou que o isolado de B.
subtilis spizizenii LBBMA 4914, inoculado nos meios minerais ME e M3, ndo produzia moléculas com
atividade tensoativa a 7,0 % (p/v) de NaCl e a 40 °C. A produgéo de surfactantes com maior atividade
tensoativa (35,5 mJ m2) foi registrada por aquele autor com o cultivo do isolado LBBMA 4914 em
aerobiose e em meio E contendo sacarose a 2,0 % (p/v) e NaCl a 2,0 % (p/v).

Mclnerney et al. (2002) atribuiram a peptona proteose, um dos componentes do meio E, o
estimulo ao crescimento e a producdo de surfactantes por culturas de Bacillus mojavensis JF-2, na
presenga de NaCl a 5,0 % (p/v) e em condi¢do anaerdbia. Algum fator presente na peptona proteose seria
responsavel pelo crescimento e producédo de surfactantes pelo isolado de B. mojavensis JF-2 estudado. A
natureza bioquimica daquele fator ndo foi elucidada, embora sua massa molecular média estivesse em
torno de 3900 Da, conforme determinado pelos autores. Segundo eles, provavelmente trata-se da caréncia
de algum peptideo, fundamental ao crescimento e sintese dos surfactantes, cujo suprimento é garantido

pela assimilagdo de peptona proteose. Fernandes (2007), por sua vez, atribuiu a peptona proteose a fonte
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de nitrogénio que favoreceu a maior reducao da tenséo superficial do meio E (35 mJ m-2) inoculado com
isolados de Bacillus subtilis LBBMA 155 em anaerobiose. Com relagdo as fontes de carbono, Mclnerney et
al. (2002) avaliaram a capacidade de crescimento e de produgdo de moléculas tensoativas por isolados de
B. mojavensis JF-2 crescendo em meio E adicionado de sacarose, frutose ou glicose a 3 % (p/v). Os
maiores rendimentos em termos de biomassa foram obtidos com o isolado JF-2 utilizando frutose como
fonte de carbono, superando em duas vezes os resultados obtidos para glicose ou sacarose.
Rendimentos na produgdo de surfactantes, no entanto, foram significativamente maiores para glicose,
seguidos de frutose e sacarose. Outros estudos também relatam a obtengdo de maiores rendimentos na
produgéo de surfactantes em meios de cultura suplementados com glicose e inoculados em aerobiose
com isolados de B. subtilis (Joshi et al, 2008). Esses pesquisadores observaram que isolados de B. subtilis
20B foram capazes de crescer em 14 fontes de carbono diferentes, dentre fontes hidrossollveis e
lipossoluveis, embora a produgéo de surfactantes somente foi detectada nos meios suplementados com
fontes hidrossoluveis, com destaque para a glicose adicionada ao meio de cultura a 2% (p/v). Além
desses, Mukheriee & Das (2005) constataram que fontes hidrossollveis, a exemplo de glicose,
propiciaram maior produgdo de surfactantes por diferentes isolados de B. subtilis em condigdes
laboratoriais, ao contrario de fontes hidrofobicas, a exemplo de dleos vegetais e hidrocarbonetos, que

mostraram-se inibitorias a producdo de moléculas tensoativas pelos microrganismos avaliados.

4.2. Transporte dos isolados de B. subtilis LBBMA 4914 e LBBMA 4951 em meios porosos nao-

consolidados

Isolados de B. subtilis espizizenii LBBMA 4914 foram inicialmente transportados na forma de
células vegetativas, suspensas em tampdo PBS e nas concentragfes de 3,7 x 105 UFC mL-'; 3,5 x 108
UFC mL* e 3,2 x 107 UFC mL-" (Figura 1-A). Os esporos desses isolados foram também transportados

nos meios porosos nao-consolidados, embora nas concentragdes iniciais de 4,1 x 105 UFC mL-'; 4,3 x 106
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UFC mL-" e 4,6 x 107 UFC mL-' (Figura 1-B). Em ambos os casos, tanto na forma de células vegetativas
quanto na forma de esporos, os melhores resultados de eficiéncia de transporte, traduzidos pelos valores
de C/Co, foram obtidos com a injecdo das suspensdes celulares (Co) na faixa de 10° UFC mL-" (Figura 1; A
e B). Os resultados obtidos com as suspensdes a 108 UFC mL-' aproximaram-se bastante daqueles
obtidos com as suspensdes a 105 UFC mL-, distanciando-se dos encontrados para as suspensdes na
faixa de 107 UFC mL-1, especialmente nos tratamentos em que foram injetados esporos (Figura 1; A e B).
Comportamento semelhante foi observado para os isolados de B. subilitis LBBMA 4951, injetados em
suspensdes de células vegetativas a 3,4 x 105 UFC mL, 3,6 x 108 UFC mL-" e 3,1 x 107 UFC mL-', e em
suspensdes de esporos a 4,2 x 105 UFC mL, 4,0 x 108 UFC mL-" e 4,4 x 107 UFC mL-", cujos resultados
de eficiéncia de transporte nos meios porosos foram melhores para as concentragdes celulares na faixa de
105 UFC mL-" e 108 UFC mL-". A menor eficiéncia de transporte, verificada para as suspensdes celulares
na faixa de 107 UFC mL", para ambos os isolados, pode estar relacionada a um dos principais
mecanismos que causam retencdo celular em sistemas porosos, ou seja, entupimentos provocados por
suspensdes injetadas em elevadas concentragdes. Segundo Sarkar et al. (1994), a ocorréncia de
entupimentos em meios porosos s@ mais freqientes com a injecdo de suspensbes celulares
concentradas, na ordem de 5,0 x 107 UFC mL-!, sendo um fator de grande relevancia em estudos de
transporte celular em meios porosos. Inoculagéo de isolados de B. subtilis em fragmentos de arenito
Botucatu, em suspensdes celulares a 9,0 x 108 UFC mL-, provocaram entupimentos nas se¢des iniciais do
arenito inviabilizando a efetivagdo da recuperacéo de petroleo daqueles sistemas. Tal efeito foi atribuido a
alta concentracéo de células nele injetadas (Abram, 2000).

A injecdo dos isolados de B.subtilis na forma de esporos, tanto LBBMA 4914 quanto LBBMA
4951, propiciou melhores resultados de eficiéncia de transporte quando comparados aos resultados
obtidos com os isolados injetados como células vegetativas (Figura 1; A, B, C e D). A andlise da
recuperacdo celular dos dois isolados de B. subtilis, injetados em suspensdes de esporos, aponta para

resultados de recuperagdo que superaram em até duas vezes os resultados obtidos quando injetados na
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forma de células vegetativas (Figura 1; A e B, C e D). Esses resultados indicam o transporte na forma de
esporos como a melhor opg&o para a injecao das suspensdes dos isolados de B. subtilis selecionados nos
meios porosos nao-consolidados e nas condi¢des experimentais testadas. S&o resultados condizentes
com os encontrados por Nascimento (2004), cujos ensaios de avaliagdo da eficiéncia de transporte de B.
subtilis LBBMA 155, em meios porosos ndo-consolidados, também apontaram para valores de C/Co
maiores com a injecdo das células na forma de esporos. Jang et al. (1983) também reportaram em seus
trabalhos que esporos de isolados de Bacillus spp. sdo melhor transportados em cores de arenito tipo
Berea que os mesmos na forma de células vegetativas. Segundo esses autores, 0 pequeno tamanho dos
esporos seria o fator preponderante que favoreceria seu ftransporte ao longo daqueles sistemas.
Mclnerney et al. (2002) também concluiram que esporos de B. mojavensis JF-2 s&o melhor transportados
que células vegetativas e que operagdes sucessivas de injegao, recuperacdo e re-injecdo daqueles
esporos nos meios porosos podem favorecer a sele¢cdo de esporos com habilidades de transporte
melhoradas. Outra observagao importante € que variagdes mais pronunciadas nos padrfes de alteracéo
de C/Co, ao longo dos experimentos de transporte, foram verificadas nas colunas que receberam injecéo
de suspensdes de células vegetativas, comparativamente as colunas que receberam a inje¢éo de
suspensdes de esporos, para ambos os isolados avaliados (Figura 1; A e B, C e D). Para as suspensdes
de células vegetativas do isolado LBBMA 4914 injetadas a 106 UFC mL-, por exemplo, foram verificadas
variagdes na eficiéncia de transporte entre 0,08 e 0,25 (Figura 1-A). Para os isolados de LBBMA 4951,
injetados em suspensdes de células vegetativas a 105 UFC mL-1, foram verificados valores de eficiéncia de
transporte variando entre 0,29 e 0,45 (Figura 1-C). Para o caso dos isolados transportados em suspensdes
de esporos, os valores de graficos de eficiéncia de transporte obtidos apresentaram menor variagéo ao
longo dos experimentos de transporte (Figura 1; B e D). Esse fato indica que esporos injetados e,
subsequentemente aderidos, causam menor interferéncia na adesédo de esporos injetados posteriormente.

Nascimento (2004) observou fato semelhante, cujos perfis dos graficos de transporte de esporos de B.
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Figura 1. Eficiéncia de transporte apresentada como a relagdo C/Co em fungéo da aplicagéo de
volumes porosos (VP) de suspensdes de isolados de LBBMA 4914 em PBS, na forma de células
vegetativas (A) e de esporos (B). Graficos C e D referem-se as eficiéncias de transporte de isolados
de LBBMA 4951, transportados na forma de células vegetativas e na forma de esporos,
respectivamente. Graficos E e F relacionam C/Cy x VP para culturas mistas de LBBMA 4914 e
LBBMA 4951 injetadas, respectivamente, na forma de células vegetativas e de esporos, em tampao
PBS ou em meio mineral E contendo NaCl a 5,0 % (p/v) e glicose a 2% (p/v) a 108 UFC mL-". Para
A,B,CeD: Cy~105UFC mL"(—e—); Co~108 UFC mL-" (—o—) € Co ~107 UFC mL* ( v-).
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subtilis LBBMA 155 em meios porosos ndo-consolidados sdo similares aos perfis obtidos para os isolados
de LBBMA 4914 e LBBMA 4951.

Os perfis de transporte obtidos para os isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951, injetados na
forma de células vegetativas ou na forma de esporos, também apresentam diferencas significativas ao
serem comparados entre si (Tabela 1; A e C, B e D). Houve incrementos na eficiéncia de transporte dos
isolados de LBBMA 4951 quando suas células vegetativas em suspenséo foram injetadas a 3,4 x 105 UFC
mL-1, sobretudo apds a injecao do 3° VP, cujos resultados de C/Co coincidiram ou superaram a marca de
0,3 (Tabela 1-C). Embora transportados nas mesmas condigdes experimentais € em concentragdes
aproximadas, ou seja, a 3,7 x 105 UFC mL-, isolados de B. subtilis spizizeni LBBMA 4914 apresentaram
valores de eficiéncia de transporte abaixo da marca de 0,3 (Tabela 1-A). Essas variagdes poderiam estar
relacionadas a diferengas na natureza das préprias células, a exemplo de diferencas de hidrofobicidade de
seus envoltorios, as quais exerceriam maior influéncia nos experimentos de transporte em concentragdes
celulares mais baixas, a 105 UFC mL41, por exemplo. Segundo alguns autores, quanto maior a
hidrofobicidade dos envoltdrios celulares maior a sorcdo de células as superficies das particulas
constituintes do meio poroso, sendo a retengao celular mais fortemente influenciada por esse fator que
diferengas de cargas elétricas entre as células e as particulas do sistema (Crawford, 1996). Os isolados de
LBBMA 4914 e LBBMA 4951, injetados na forma de células vegetativas a 108 UFC mL-" apresentaram,
similarmente, variagdes de eficiéncia de transporte girando em torno de 0,2 ao longo dos experimentos.
Comportamento semelhante foi verificado para as suspensdes de células a 107 UFC mL-', em que os
valores de C/Cy obtidos oscilaram em torno de 0,1 para ambos os isolados transportados.

A avaliagdo da hidrofobicidade dos isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 mostrou variagdes
que possivelmente se relacionem aos valores maximos de eficiéncia de transporte dos isolados injetados a
105 UFC mL-" e na forma de células vegetativas, ou seja, isolados de LBBMA 4914 apresentaram maior

hidrofobicidade e por isso maior retenc¢éo celular que isolados de LBBMA 4951 (Figura 2).
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Figura 2. Valores percentuais de hidrofobicidade dos envoltorios dos isolados de B. subtilis
LBBMA 4914 e LBBMA 4951, na forma de esporos e na forma de células vegetativas,
cultivados em meio mineral E contendo glicose a 2,0 % (p/v) e NaCl a 5,0 % (p/v) e incubados
a 30 °C.

Comparando-se os perfis de transporte obtidos para os dois isolados de B. subtilis selecionados,
transportados na forma de esporos e em quaisquer concentragdes celulares, observa-se que os isolados
de LBBMA 4951 também apresentaram resultados de transporte superiores aos apresentados pelos
isolados de LBBMA 4914, mesmo que em menor proporcdo ao que foi verificado para as células
vegetativas (Figura 1, C e D). Com isso, da mesma forma que para as células vegetativas, esse fato pode
estar relacionado as diferengas de hidrofobicidades verificadas entre os envoltérios que constituem os
esporos caracteristicos dos dois isolados, ou seja, a maior hidrofobicidade verificada para os esporos dos
isolados de LBBMA 4951 estaria relacionada aos menores valores de eficiéncia de transporte obtidos para
aquele isolado.

Com base nos resultados obtidos, o transporte da suspenséo de esporos na faixa de 108 UFC mL-

' foi a estratégia considerada mais adequada e selecionada para os experimentos subseqientes de
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transporte dos isolados nos meios porosos ndo-consolidados. Essa escolha baseou-se nos maiores
valores de eficiéncia de transporte obtidos para as células injetadas na forma de esporos € no maior
volume celular passivel de injecdo, sem prejuizos ao deslocamento das células ao longo dos meios
porosos. Vale ressaltar ainda que em todos os ensaios € em todas as condigbes testadas néo foi
detectada, por meio de observagdes visuais, a formagdo de agregados celulares caracteristicos da
ocorréncia de fendmenos de auto-agregacao, tanto para os isolados de LBBMA 4914 quanto para os
isolados de LBBMA 4951.

Ao se avaliar a eficiéncia de transporte quando os isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951
foram transportados em cultura mista, na forma de células vegetativas a 3,8 x 108 UFC mL-! e na forma de
esporos a 4,2 x 108 UFC mL-!, suspensos em meio E ou em solug¢do PBS, constatou-se novamente que os
esporos traduzem melhores resultados de recuperagdo que as células vegetativas da cultura mista dos
isolados de B. subtilis (Figura 1, E e F). Em ambas as situagdes, sejam inoculados em tampao PBS ou em
meio E, os esporos em cultura mista apresentaram valores de C/Co que superaram a marca de 0,6. Para
as células vegetativas, entretanto, sua eficiéncia de transporte em cultura mista atingiu valor maximo de
0,4, mesmo assim quando transportadas em solugéo PBS e em poucos momentos (Figura 1, E e F).

Observa-se também maior influéncia da natureza do fluido carreador das células, seja PBS ou
meio mineral E, sobre a eficiéncia de transporte dos isolados em cultura mista na forma de células
vegetativas. Quando transportadas em PBS, os valores de C/Co variaram entre 0,2 e 0,4, a0 passo que ao
serem transportadas em meio E os valores de eficiéncia de transporte das células vegetativas néo
ultrapassaram a marca de 0,2 (Figura 1-E). A influéncia da alta forca iénica da suspensdo em meio E,
contendo NaCl a 5,0% (p/v), pode ter levado a uma maior retengéo celular e, com isso, menor eficiéncia de
transporte para as culturas mistas de B. subtilis injetadas. Fontes et al. (1991) e Desphande e Shonard
(2000) atribuiram as altas forcas idnicas das solugdes carreadoras de isolados bacterianos aumentos
significativos de retengdo celular observados em experimentos de transporte em colunas empacotadas

com areia. Bossolan (2000) preconiza que aumentos na forga ibnica potencializam a habilidade das



4. Resultados e Discussdo 57

bactérias em aderirem a substratos pelo aumento de ions em solugdo, os quais formariam pontes entre
sitios carregados tanto nas superficies dos graos de areia quanto nas superficies celulares. Além disso,
altas forcas iénicas também favoreceriam agregacgdes celulares levando a aumentos na obstrugao dos
poros do meio poroso, 0 que culminaria com incrementos na retencdo celular. Para as culturas mistas
transportadas na forma de esporos, por sua vez, ndo foram verificadas diferencas significativas em relagao
a eficiéncia de transporte ao serem carreados em PBS ou em meio mineral E. Com isso, 0 meio E foi
escolhido o fluido carreador dos isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951, ja que a injeg&o da cultura
mista injetada na forma de esporos apresentou os melhores resultados de eficiéncia de transporte ao
longo dos meios porosos néo-consolidados. Além disso, em determinado momento, seria indispensavel a
injecéo de meio E, ja que responde pela indugdo da germinagéo dos esporos injetados além de promover
o estimulo a produgéo de surfactantes por parte dos isolados de B. subtilis inoculados nos meios porosos.
Considerando os resultados obtidos e o que foi exposto, ficou estabelecido entdo que os ensaios
de transporte celular em meios porosos nédo-consolidados, visando a producdo de surfactantes e a
recuperacdo de 6leo pesado contido naqueles meios, seriam conduzidos com os isolados na forma de
esporos, em culturas mistas e suspensos em meio E contendo NaCl a 5,0 % (p/v) e glicose a 2 % (p/v).
Abaixo (Figura 3), ilustracdo dos resultados dos procedimentos adotados para a obtencédo de
esporos do isolado LBBMA 4951, a partir de células vegetativas inicialmente cultivadas em caldo-nutriente
e posteriormente em meio esporogénico em placas de petri. E visivel o predominio de esporos corados
com o corante verde-malaquita. As l&minas foram preparadas a partir de esfregacos obtidos de
suspensdes aquosas preparadas com material retirado da superficie do meio sélido esporogénico contido

nas placas de petri.
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Figura 3. Células vegetativas (A) de LBBMA 4951 cultivadas em caldo nutriente e coradas com safranina.
Esporos (B) de isolados de LBBMA 4951 corados com verde-malaquita, obtidos de meio sélido indutor de
esporulagéo contido em placas de petri incubadas em BOD a 37 °C por 72 h. As laminas foram fotografadas em
microscépio de luz polarizada com aumentos de 400X. Detalhes sobre o procedimento no item 4.3.

4.3. Detecgao e avaliagao da natureza dos surfactantes recuperados dos sistemas porosos

A produgdo de surfactantes nos meios porosos nao-consolidados pelos isolados de LBBMA 4914
e de LBBMA 4951, inoculados na forma de esporos em suspensdes do meio E, foi confirmada com base
nos valores de tensdo superficial obtidos de amostras de efluentes recuperados dos meios porosos
inoculados. Os valores médios de tensao superficial foram de 30,2 mN m-' e 29,3 mN m-' para os isolados
de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951, respectivamente. Efluentes da coluna-controle n&o inoculada
apresentaram valores médios de tensao superficial proximos a 60,0 mJ m-2, A partir dos mesmos efluentes
das colunas que apresentaram redugéo da tensédo superficial (30,2 mN m-1e 29,3 mJ m2), foram obtidos
extratos dos surfactantes que foram posteriormente avaliados em espectrémetro de infra-vermelho com
transformada de Fourier. Os espectros no FT-IV em KBr das amostras analisadas mostraram-se muito
semelhantes aquele obtido para a surfactina padrdo (Sigma®, USA) (Figura 4), assim como a perfis de

espectros da surfactina apresentados por outros autores, a exemplo de Joshi et al. (2008).
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Figura 4 - Espectros no IR de amostras de surfactantes recuperados de efluentes de colunas inoculadas com isolados de
LBBMA 4914 (A) e de LBBMA 4951 (B). Em (C) espectro gerado pela surfactina padrao (Sigma®, USA).

Os espectros no IR, obtidos das culturas dos isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951, foram
ainda comparados com espectros de compostos bioldgicos integrantes da biblioteca de referéncia
Sigma® Biological Library (Figura 5). Embora surfactina ndo esteja presente dentre os perfis espectrais
daquela biblioteca, foi encontrado um composto, denominado gramicidina de B. brevis, que apresentou
maior indice de similaridade e perfil bastante semelhante aqueles obtidos para os surfactantes
produzidos pelos dois isolados de B. subtilis avaliados. O composto gramicidina de B. brevis é relatado
na literatura como um antibiético de natureza lipopeptidica (Sawyer et al., 1990) confirmando, mais uma

vez, tratar-se do surfactante surfactina.
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Figura 5 - Espectros no IR da biblioteca de compostos bioldgicos Sigma® Biological Library, listados como os
provaveis compostos produzidos pelos isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951. O espectro de gramicidina de
B. brevis (Match 64,32) apresentou maior similaridade com os espectros gerados pelos surfactantes produzidos
pelos isolados de B. subtilis LBBMA 4914 e LBBMA 4951.

4.4. Quantificagao da surfactina recuperada de colunas inoculadas com os isolados de B. subtilis

selecionados

Anélises por cromatografia liquida de alto desempenho (CLAE) de extratos de surfactantes,
provenientes de efluentes de meios porosos inoculados com isolados de LBBMA 4914, LBBMA 4951 e
com as culturas mistas dos dois isolados, demonstraram a presenca de surfactina nas concentragdes
médias de 23,9 mgL, 29,5 mgL! e 26,9 mgL, respectivamente. Esses valores s&o estatisticamente
diferentes pelo teste F a 5,0 % de probabilidade e foram obtidos pela soma das areas dos picos
caracteristicos das isoformas que constituem a surfactina. Segundo Youssef et al. (2007), surfactantes
lipopeptideos em concentragdes equivalentes a 10 mgL-' ja promovem a mobilizagdo de 6leo em nucleos
porosos tipo Berea. Os mesmos autores detectaram surfactantes lipopeptideos a 90 mgL-' em efluentes de
pocos de petroleo inoculados com culturas mistas de isolados de B. subtilis. Yakmov et al. (1997)

obtiveram surfactantes a 50 mgL-' nos sobrenadantes de culturas de B. licheniformis crescendo em
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anaerobiose, a 50 °C e em meio mineral contendo NaCl a 7,0% (p/v) e glicose a 2,0% (p/v) empregando,
entretanto, cultivos em batelada. A concentragéo verificada para as colunas inoculadas com a cultura
mista dos dois isolados, da mesma forma que verificado nos ensaios de DMC, ocupou posi¢do
intermediéaria entre os valores obtidos para as colunas inoculadas com as culturas puras dos isolados de
B. subtilis. Esse fato pode estar relacionado a competi¢éo entre os dois isolados pelos nutrientes do meio
E quando em cultura mista, ja que isolados de LBBMA 4951 produziram em cultura pura surfactina em
maior concentragdo que a verificada para a cultura mista.

A figura 12 ilustra os perfis cromatogréaficos obtidos para a surfactina recuperada de efluentes de
colunas inoculadas com os isolados em cultura pura e em cultura mista. Os picos cromatograficos
correspondentes aos tempos de retengdo de 15, 20, 22, 23, 26 e 27 minutos, aproximadamente,
correspondem as seis isoformas caracteristicas da surfactina, identificadas com base nos picos obtidos

para a surfactina padréo (Sigma® USA).

(min)

Figura 12. Perfis cromatogréaficos do surfactante surfactina recuperada de efluentes de colunas inoculadas com
isolados de LBBMA 4914 (A), LBBMA 4951 (B) e cultura mista dos dois isolados (C). Os cromatogramas ilustram os
resultados obtidos para uma dentre as trés repeticdes avaliadas para cada caso.
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4.5. Produgao de acidos organicos e de 2,3 — butanodiol pelos isolados de Bacillus inoculados nos

sistemas porosos

A presencga de acidos organicos e do alcool 2,3-butanodiol foi detectada em todos os efluentes
das colunas analisadas, tanto naquelas inoculadas com as culturas puras quanto nas colunas inoculadas
com a cultura mista dos isolados de B. subtilis selecionados. Dentre os &cidos organicos detectados
destaca-se o0 acetato, que superou os niveis encontrados para lactato ou succinato em todos os efluentes
das colunas avaliadas (Figura 10; A, B e C). Lactato, ocupando niveis intermediarios, também foi
verificado nos efluentes de todas as colunas analisadas, estando a frente do succinato que respondeu
pelos menores niveis de acidos organicos detectados (Figura 10; A, B e C). Efluentes da coluna inoculada
com os isolados de LBBMA 4914 apresentaram os maiores niveis tanto de acetato quanto de lactato,
comparando-0s com os niveis verificados para os efluentes das colunas inoculadas com isolados de
LBBMA 4951 e com a cultura mista dos dois isolados (Figura 10; A, B e C). Produgao de acetato e lactato
por B. subtilis, cultivados em anaerobiose e em meio mineral E, foi reportada por Fernandes (2007) que,
além disso, observou também que alteragbes na concentragdo de agentes redutores presentes no meio
ndo promoviam mudangas na concentragdo de acidos organicos produzidos. Mcinerney et al. (2002),
analisando efluentes de cores tipo Berea inoculados com B. mojavensis JF-2, também detectaram
pequenas quantidades de lactato, acetato e butirato, produzidos por aqueles isolados no interior dos meios
porosos. Segundo esses autores, a produgdo de acidos organicos pode ser util em processos de MEOR,
principalmente em jazidas contendo formagdes carbonéceas, ja que os acidos podem promover a
degradacgéo da matriz calcarea que constitui aquelas formagdes, aumentando o tamanho de seus poros e
facilitando a mobilidade do 6leo aprisionado (Jack, 1988; Mclnerney et al.,2005).

A producédo do alcool 2,3-butanodiol também foi detectada nos efluentes de todas as colunas
inoculadas com os isolados de B. subtilis selecionados nesse trabalho. Baseando-se nos valores das

areas dos picos cromatograficos obtidos para os dois isdmeros de 2,3-butanodiol, ficou evidenciado que a
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produgéo do alcool por LBBMA 4951 foi pouco maior que a producéo detectada nos efluentes da coluna
inoculada com isolados de LBBMA 4914 e com a coluna inoculada com a cultura mista dos dois isolados,
que apresentaram niveis aproximados daquele alcool (Figura 10, A, B e C). O élcool 2,3-butanodiol
também seria util em MEOR ja que evitaria a formagao de cristais liquidos de surfactantes além de atuar
como um co-surfactante, aumentando a eficiéncia dos surfactantes presentes (Maudgalya, 2005).
Segundo Nakano et al. (1997), o alcool 2,3-butanodiol é um produto freqientemente produzido por
espécies de Bacillus durante o processo fermentativo, estando seu papel microbiano ainda ndo muito bem
elucidado. Batista (2008) observou melhores resultados de recuperagdo de 6leo pesado, injetado em
meios porosos ndo-consolidados, a partir da inoculagédo de extratos de surfactantes de culturas de B.
subtilis LBBMA 155 adicionados de 2,3-butanodiol a 0,01 M. Youssef et al. (2007) também confirmaram a
produgéo de acetato, lactato e 2,3-butanodiol em efluentes de pogos de petroleo inoculados com culturas
mistas de isolados de B. subtilis RS-1 e isolados de B. subtilis subsp. spizizenii NRRL B-23049. Além
desses, Yakimov et al. (1997) detectaram a producdo de acetato e de 2,3-butanodiol em efluentes de
cores inoculados com B. licheniformis BNP29 e incubados a 30 °C, cujas concentragdes de &cido e de

alcool foram similares as verificadas para aqueles isolados cultivados em regime de batelada.
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4.6. Tensao interfacial n-hexadecanol/extratos de surfactantes de efluentes das colunas inoculadas

com os isolados de B. subtilis

Amostras de extratos de surfactantes, obtidos de efluentes de colunas inoculadas com isolados de
LBBMA 4914, isolados de LBBMA 4951 e com culturas mistas dos dois isolados, foram avaliadas quanto
aos valores de tensdo interfacial contra n-hexadecano em tensidometro spinning-drop. Extratos de
surfactantes recuperados de colunas inoculadas com isolados de LBBMA 4914 apresentaram tensdo
interfacial média de 4,29 mN m', valores superiores aos obtidos para os extratos de surfactantes
recuperados de colunas inoculadas com isolados de LBBMA 4951, que ficaram em torno de 3,51 mN m-'.
Os extratos da cultura mista mostraram resultados de tensdo ainda menores, ou seja, 2,5 mN m' em
média (Figura 6). Os extratos obtidos de efluentes de colunas-controle, que nao receberam inoculagéo dos
isolados de B. subtilis, apresentaram valores médios de tens&o interfacial proximos de 27,0 mN m-. Os
resultados de tensdo interfacial obtidos sdo estatisticamente diferentes pelo teste F a 5% de probabilidade.

Os valores de tensdo interfacial, obtidos para os extratos de surfactantes produzidos pelos
isolados de B. subtilis selecionados, atingiram valores pouco menores que 0s encontrados na literatura em
condicdes experimentais semelhantes. Joshi et al. (2008) avaliaram a tens&o interfacial contra n-
hexadecano de extratos de surfactantes, obtidos de isolados de B. subtilis 20B cultivados em meio mineral
contendo glicose a 2% (p/v), encontrando valores médios em torno de 4,5 mN m-'. Mclnerney et al. (2002)
obtiveram valores de tensdes interfaciais de extratos de surfactantes, produzidos por B. subtilis spizizenii
cultivados em meio mineral E contendo NaCl a 5,0 % (p/v), contra tolueno préximos a 5,7 mN m-. Os
resultados conseguidos com a cultura mista sdo condizentes com varios relatos na literatura que
comprovam maior efetividade na reducédo de tensdes interfaciais quando surfactantes atuam em mistura,

em detrimento de sua agao individual (McInerney et al. 2004b, Fuangswasdi et al., 2006; Youssef 2007b).
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Figura 6 - llustrac@o das gotas (setas) de n-hexadecano suspensas nos extratos de surfactantes recuperados, obtidas em
tensiémetro spinning-drop com capilar mantido a 7500 rpm empregando o software DSA®. Os valores 4,28, 3,49 e 2,51
mN m2 (circulos) referem-se as tensdes interfaciais dos extratos de surfactantes, recuperados de efluentes de colunas
inoculadas com isolados de LBBMA 4914 (A), LBBMA 4951 (B) e com a cultura mista dos dois isolados (C), contra n-
hexadecano.

4.7. indice de emulsificagdo inicial (El) e estabilidade das emulsdes (E24) dos surfactantes

recuperados de colunas inoculadas com os isolados selecionados

Os surfactantes recuperados das colunas inoculadas com isolados de LBBMA 4951 propiciaram o
maior valor de emulsificacao inicial (El) (70%) dentre os valores encontrados para os demais casos, ou
seja, para os surfactantes recuperados de colunas inoculadas com LBBMA 4914 e surfactantes
recuperados de colunas inoculadas com culturas mistas dos dois isolados. Os surfactantes produzidos nos
meios porosos por LBBMA 4951 e pela cultura mista dos dois isolados de B. subtilis propiciaram valores
de emulsificagao inicial de 53% e 43%, respectivamente. Observou-se ainda que em todos os trés casos
analisados houve a formagdo de emulsdes estaveis com n-hexadecano ap6s 24 horas (E24), uma vez que
seus volumes, 24 horas apds sua formagéo, correspondiam a 50% ou mais de seu volume original (Figura
7) (Willumsen e Karlson, 1979). A cultura mista apresentou os melhores resultados de E24, demonstrando
elevada capacidade de emulsificagéo (79%), seguida dos isolados de LBBMA 4914 (69%) e de LBBMA
4951 (59%).
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Figura 7. Capacidade emulsificante de extratos de surfactantes
recuperados de efluentes de meios porosos ndo-consolidados inoculados
com isolados de LBBMA 4914, LBBMA 4951 e da cultura mista dos dois
isolados, LBBMA 4914 + LBBMA 4951.

Joshi et al. (2008) obtiveram (80%) de E24 entre surfactantes produzidos por isolados de B.
subtilis 20B e n-hexadecano, porém, cultivando os microrganismos em aerobiose. Fernandes (2007)
avaliou a estabilidade de emulsbes de surfactantes, produzidos por isolados de B. subtilis cultivados em
meio mineral E, emulsificados em querosene e obteve valores de E24 variando entre 72,5% e 82,2%,
embora trabalhando com o meio mineral sem adigdo de NaCl. Lima (2008) também avaliou a estabilidade
de emulsdes, formadas entre querosene e surfactantes produzidos por B. subtilis LBBMA 155, obtendo
valores na faixa de 74%, apesar de conduzir seus experimentos em meio liquido, em aerobiose e em

condigdes otizimadas de rendimento e de atividade dos surfactantes.
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4.8. Diluicao micelar critica (DMC) de extratos de surfactantes obtidos de efluentes de colunas

inoculadas com os isolados selecionados

Os valores de DMC dos extratos de surfactantes avaliados, recuperados dos efluentes das
colunas inoculadas com isolados de LBBMA 4914, LBBMA 4951 e com culturas mistas dos dois isolados,
correspondem ao ponto de intersec¢do entre duas retas, construidas a partir da regresséo linear dos
pontos obtidos nos gréaficos que relacionam tensdo superficial versus concentragéo (%) dos extratos de
surfactantes analisados (Figura 8). Para extratos provenientes dos isolados de LBBMA 4914 foi obtido um
valor de DMC proximo de 5. Isso equivale dizer que a concentragéo dos surfactantes presentes naquelas
amostras era de 5 vezes a sua concentragdo micelar critica, ou ainda, que aquele extrato poderia ser
diluido 5 vezes sem que o valor de sua tensdo superficial sofresse alteragdes significativas. Batista (2008)
relata que a DMC de extratos de surfactantes de B. subtilis spizizenii LBBMA 258, cultivados a 34 °C, em
anaerobiose e em meio mineral E contendo NaCl a 10,2 % (p/v) aproximou-se de 7,0. No entanto, seus
experimentos foram executados em meio liquido incubado em shaker a 200 rpm.

Para extratos de surfactantes provenientes da coluna inoculada com isolados de LBBMA 4951, foi
obtida uma DMC cujo valor corresponde ao dobro daquele verificado para os extratos dos isolados de
LBBMA 4951, ou seja, aproximadamente 10. Fernandes (2007) obteve valores maximos de DMC préximos
de 4,5, para extratos de surfactantes produzidos por isolados de B. subtilis LBBMA 155 cultivados em
anaerobiose e em meio mineral E suplementado com glicose a 2,0 % (p/v), porém, sem adi¢do de NaCl.
No ensaio em que LBBMA 4914 e LBBMA 4951 foram injetados em cultura mista, foi obtido um valor de
DMC préximo de 8, ou seja, valor intermediario entre aqueles obtidos para as culturas puras. Esse fato
pode estar relacionado com a taxa de crescimento dos isolados de LBBMA 4951 que supera a taxa de
crescimento verificada para os isolados de LBBMA 4914 (Figura 11). Os isolados de LBBMA 4951 podem
estar competitivamente mais adaptados as condi¢des experimentais que os isolados de LBBMA 4914, o

que os levaria a produzir a maior parte dos surfactantes detectados nos efluentes da cultura mista, embora
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os valores de DMC verificados para a cultura mista tenham ficado um pouco abaixo daqueles obtidos para
os efluentes das colunas inoculadas com culturas puras dos isolados de LBBMA 4951. Esse fato pode
estar relacionado ao consumo de parte dos componentes do meio E pelos isolados de LBBMA 4914
quando os isolados se encontravam em culturas mistas. A DMC relacionada a cultura mista (DMC = 8)
pode ainda ter ficado um pouco acima da DMC média (DMC = 7,5) gragas a uma interagdo sinergistica
entre os surfactantes produzidos por ambos, 0 que propicia maior estabilidade das micelas formadas pelos
surfactantes. A ocorréncia desse tipo de interacdo é também relatada por Batista (2008) e a maior
estabilizacdo de micelas constituidas por misturas de surfactantes € amplamente relatada na literatura
(Mclnerney et al., 2004b; Razafindralambo et al., 1997; Sabatini et al, 2000; Szymczyk et al., 2005;
Youssef et al., 2007b).
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Figura 8. Relag&o entre tenséo superficial (mJ m2) e
concentragdo de extratos de surfactantes (%) diluidos
em agua milliQ Millipore® e obtidos de efluentes de
colunas inoculadas com culturas puras de LBBMA
4914 (A), LBBMA 4951 (B) e culturas mistas dos dois
isolados (C).
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4.9. Avaliagédo da toxicidade de extratos de surfactantes recuperados de culturas mistas dos

isolados de B. subtilis

Considerando-se que surfactantes lipopeptidicos, produzidos por isolados de B. subtilis,
apresentam propriedades antibidticas e ainda que a inoculagdo nos meios porosos, visando a recuperagao
de dleo pesado, foi executada com suspensdes de isolados de B. subtilis em cultura mista, ensaios foram
conduzidos a fim de se avaliar os efeitos dos surfactantes produzidos pela cultura mista sobre o
crescimento dos isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951. Inicialmente, foram obtidas curvas de
crescimento para os isolados de B. subtilis LBBMA 4914 e LBBMA 4951, inoculados separadamente em
meio mineral E contendo NaCl a 5,0 % (p/v) e glicose a 2,0 % (p/v), incubado a 30 °C e a 200 rpm por 12
horas. Os valores de DOsu, registrados ao longo das 12 horas de cultivo, ndo apresentaram diferengas
significativas em relagao aos valores de DOsw 0btidos quando extratos de surfactantes (ES), recuperados
de colunas inoculadas com a cultura mista, foram adicionados ao meio E na concentracao final de 2CMC.
Em outras palavras, as curvas de crescimento para cada isolado de B. subtilis, obtidas na presenca e na
auséncia dos extratos de surfactantes recuperados de efluentes de colunas inoculadas com culturas
mistas dos dois isolados, ndo apresentaram diferengas expressivas (Figura 11; A e B). Por se tratar de
uma cultura mista composta de isolados da mesma espécie, possivelmente algum sistema de protecéo
celular seja capaz de inibir os efeitos deletérios dos surfactantes lipopeptidicos produzidos por elas

mesmas.
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Figura 11. Efeitos de extratos de surfactantes (ES), obtidos de efluentes de colunas inoculadas com as culturas mistas
dos isolados de B. subtilis e adicionados ao meio de cultivo, sobre o crescimento de culturas puras dos isolados de
LBBMA 4914 (A) e de LBBMA 4951 (B). Os extratos de surfactantes foram acrescentados ao meio de cultivo para uma
concentracao final correspondente a 2CMC.

4.10. Avaliagdo da recuperagao de 6leo pesado das colunas inoculadas com os isolados de

Bacillus selecionados

Dentre os tratamentos de recupera¢do de 6leo pesado aplicados aos meios porosos nao-
consolidados, os tratamentos 3 e 5 propiciaram os melhores resultados de recuperagdo na etapa
terciaria, ou seja, 12,9 % e 10,3%, respectivamente (Tabela 7). No tratamento 3 foi efetuada a
injecdo de esporos em meio E das culturas mistas dos isolados de B. subtilis selecionados e no
tratamento 5 foi efetuada a inje¢éo de agua de produgao contendo os ingredientes do meio E, com
adicéo de glicose a 2,0% (p/v) para ambos os casos. Comparando-se o tratamento aplicado a coluna
4, em que os esporos das culturas mistas foram injetados em meio E contendo melago a 5,0 % (v/v),
ao tratamento aplicado a coluna 3, verificou-se uma redugéo de aproximadamente 70,0 % no volume

de 6leo pesado recuperado na etapa terciaria de recuperagao (Tabela 7). Isso indica que a glicose é a
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fonte de carbono que melhor favorece a sintese de compostos Uteis @ MEOR pelos isolados de B.
subtilis selecionados e inoculados nos meios porosos nao-consolidados, incubados a 34 °C por 120
horas e saturados com o 6leo pesado. Batista (2008) constatou a recuperacédo de 9,0 % do total de
dleo pesado (14,4 °API) contido em colunas empacotadas com areia e cuja mobilizagao foi atribuida a
acdo de misturas de surfactantes produzidos por isolados de B. subtilis LBBMA 155 e por isolados de
B. subtilis spizizenni LBBMA 258, cultivados em meio mineral E contendo glicose a 3,0 % (p/v). Sua
estratégia de recuperagéo, no entanto, baseou-se na injecao de extratos de surfactantes produzidos
ex-situ, em anaerobiose, a 200 rpm e em condi¢des mais brandas de salinidade, 1,025 % (p/v), e de
temperatura, 30 °C.

A injecdo das culturas puras dos isolados de LBBMA 4914 na forma de esporos e em meio E,
tratamento 1, e dos isolados de LBBMA 4951 também na forma de esporos e em meio E, tratamento
2, possibilitaram a recuperagao terciaria efetiva de 0,15 mL e 0,11 mL, respectivamente, do dleo retido
nos meios porosos nao-consolidados (Tabela 7). Esses volumes correspondem a aproximadamente
49,0 % e 36,0 % do volume recuperado com o tratamento em que os isolados foram injetados em
cultura mista (Tratamento 3; Tabela 7). Além desses, os resultados obtidos com o tratamento 3,
recuperagao de 0,23 mL de 6leo, também superaram os resultados alcangados para 0s dois casos de
injecdo das culturas puras dos isolados de B. subtilis (Tabela 7). Os melhores resultados de
recuperacdo de oOleo, verificados para o tratamento 3, podem estar relacionados aos efeitos
sinergisticos das misturas de surfactantes produzidos pelos isolados de B. subtilis sobre a tenséo
interfacial, conforme visto por alguns pesquisadores em seus trabalhos Mcinerney et al. (2002).
Yakmov et al. (1997) obtiveram incrementos de 9,3 % na recuperacdo de 6leo, contido em arenitos
tipo Berea, pela agdo de surfactantes produzidos por isolados de B. licheniformis BNP 29 neles
inoculados. O tipo de petroleo usado, no entanto, classificava-se como leve (31,1 °API), com
caracteristicas de viscosidade e de densidade mais favoraveis @ mobilizagdo que dleos de natureza

pesada.
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Provavelmente os microrganismos autdctones presentes na agua de produgdo, empregada no
tratamento 5, tenham exercido papel de fundamental importancia sobre a recuperagdo de 6leo
verificada apds a aplicacdo daquele tratamento. A hipotese da presenga de microrganismos em
amostras da &gua de producdo que favoreceram a recuperacao de dleo baseia-se ndo somente nos
resultados de recuperagdo verificados, mas também no aparecimento de colénias de bactérias,
fenotipicamente parecidas com os isolados selecionados, crescendo na superficie de meio agar-
nutriente inoculado com amostras daquela dgua (dados ndo mostrados). Além disso, vale ressaltar
que os isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 foram selecionados a partir de amostras de
petroleo pesado e da mesma agua de producao usada como o inoculo nas colunas submetidas ao
tratamento 5. Na &gua de producdo, armazenada em camara fria, 0s microrganismos podem ter
permanecido em estagio de dorméncia, na forma de esporos € em consorcio, até sua posterior
reativagdo na presenga do meio E contendo glicose a 2,0 % (p/v). Bao et al. (2009) verificaram que
estratégias de bioestimulagdo possibilitaram ganhos de até 9,15 % na recuperacdo adicional de
petréleo a partir da suplementacdo de meio nutritivo nos fluidos dispensados em pogos de inje¢do. Os
autores propdem que houve estimulos ao crescimento e metabolismo de bactérias autdctones
presentes naquelas jazidas, capazes de sintetizar produtos Uteis na recuperagéo de petréleo a partir
da adigdo do meio nutritivo. Os resultados obtidos com o tratamento 5 revelam que a aplicagéo de
estratégias de bioestimulagdo pode representar uma alternativa factivel e interessante no que se
refere a estratégias de recuperacdo avangada de petréleo. A definicdo adequada do meio de cultivo e
das condigdes que promovem o crescimento e a sintese de produtos Uteis a MEOR, pelas bactérias
de interesse, é, contudo, etapa fundamental para a obtengdo de éxito com a aplicacdo dessa
estratégia.

No tratamento 6, em que ndo houve quaisquer tipos de inoculagdo, foi verificada a
recuperagéo de 0,04 mL de dleo pesado na etapa terciaria de recuperagéo. Esse volume recuperado

pode estar relacionado a pressao exercida pelo fluido de extragéo, tampao PBS, que poderia remover
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alguma quantidade de 6leo no momento de sua inje¢do apds a etapa de incubagéo das colunas. Por
outro lado, apesar do pouco volume de 6leo recuperado, existe ainda a hipotese de que a recuperagéo
de 6leo pode estar relacionada a atividade de microrganismos presentes no préprio 6leo, estimulados
pela inje¢do do meio E e pelas condigdes de incubagéo das colunas. Experimentos complementares,
entretanto, sdo necessarios para confirmar essa hipétese.

Os resultados gerais obtidos nessa etapa do trabalho comprovam a eficiéncia dos isolados de
LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 em promoverem a recuperagao de 6leo pesado por meio da producao
de metabdlitos microbianos. A capacidade de produzirem surfactantes, eficazes na reducdo de
tensdes superficiais e interfaciais, certamente contribuiu para a mobilizagdo e a recuperagéo do 6leo
contido nas colunas inoculadas. Além da capacidade de producédo de surfactantes, outros fatores, no
entanto, a exemplo da produgdo do co-surfactante 2,3-butanodiol e de &cidos orgénicos, podem
também ter contribuido para a recuperagdo do o6leo das colunas que receberam a inoculagéo
microbiana. Tais fatores ndo podem ser desconsiderados e ensaios complementares sdo necessarios
para que seja possivel avaliar a adequada participagdo e de cada um deles sobre o volume total de
6leo recuperado. Estudos subsequientes também fazem-se necessarios a fim de se avaliar o potencial
de aplicagdo dos isolados selecionados e da estratégia adotada nesse trabalho em experimentos em
escala de campo. Dada a grande heterogeneidade das jazidas de petroleo espalhadas pelo mundo
(Donaldson, 1990), é possivel que as condi¢des que favoreceram a maior recuperagao de 6leo nos
meios porosos ndo-consolidados coincidam com as condigdes encontradas em uma jazida de petréleo
qualquer, o que possibilitaria sua recuperagao por meio da injecao da cultura mista dos isolados de B.
subtilis aqui selecionados. Além disso, é preciso considerar que a estratégia adotada nesse trabalho
pode ser extrapolada para jazidas de 6leo leve, haja vista que o principio de recuperacdo baseado na
reducdo de tensdes interfaciais independe do tipo de petréleo, e em se tratando de éleo de natureza

leve, resultados ainda melhores de recuperagao podem ser alcangados.
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Tabela 7. Resultados de recuperacédo de petroleo pesado (14,4 °APIl) das colunas empacotadas com areia
submetidas aos tratamentos 1 a 6.

Tratamentos ou Colunas®

1 2 3 4 5 6
; ., Petroleoretido (mL) 3,93 411 4,20 3,95 3,98 4,31
Recuperagdo secundaria™ o6 recuperado (mL) 1,41 1,51 149 139 136 157
Recuperagéo (%) 359 36,7 35,7 352 343 365
Petroleo retido (mL) 2,52 2,61 2,71 2,56 2,62 2,74
Recuperagdo terciaria**  Volume recuperado (mL) 0,19 0,15 03 010 027 0,04
Recuperagao (%) 8,44 5,75 12,9 390 103 145
Petréleo retido (mL) 2,37 2,50 2,36 2,50 3,98 2,70
Total Volume recuperado (mL) 1,60 1,66 1,84 1,49 1,59 1,63
Recuperagao (%) 4434 4245 486 391 446 3795

* Os tratamentos 1 e 2 referem-se, respectivamente, & inoculagdo das colunas com culturas puras dos isolados de
LBBMA 4914 e de LBBMA 4951, na forma de esporos e suspensos em meio E contendo glicose a 2,0 % (p/v) e NaCl a
5,0 % (p/v). O tratamento 3 refere-se a inoculagdo das colunas com suspensdes de esporos de culturas mistas dos
isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 em meio E contendo glicose a 2,0 % (p/v) e NaCl a 5,0 % (p/v). O tratamento
4 refere-se a inoculagdo das colunas com as culturas mistas nas mesmas condigdes, porém, substituindo-se a glicose por
melago tratado a 5,0 % (v/v). No tratamento 5 foi injetada agua de produg&o juntamente com os componentes do meio E
adicionado de glicose a 2,0 % (p/v). No tratamento 6 (controle) foi avaliada a recuperacéo de petréleo a partir da injegéo
de meio E contendo apenas glicose a 2,0 % (p/v) e NaCl a 5,0 % (p/v).

** Os volumes de petréleo recuperados na etapa de recuperacdo secundaria foram obtidos a partir da injegdo de tampéo
PBS até obtengéo de saturagdo residual de petréleo nas colunas.

*** Os volumes de petroleo recuperados na etapa de recuperacéo terciaria foram obtidos apés a aplicagao dos diferentes
tratamentos e incubagao das colunas a 34 °C por 120 horas em BOD.
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4.11. Avaliagdo da colonizagdo microbiana no interior de meios porosos saturados com o éleo

pesado (14,4 °API)

A presenca de Bacillus no interior de colunas saturadas com o dleo pesado e inoculadas com
as culturas mistas dos isolados selecionados foi confirmada por microscopia eletronica de varredura
(MEV) (Figura 13). A visualizag&o das bactérias, aderidas em particulas de areia retiradas de se¢des
intermediarias (20 mm) das colunas, comprovou a efetividade do transporte celular até aquele
segmento do meio poroso e, além disso, a capacidade de crescimento dos isolados inoculados na
presencga do dleo pesado. Colunas que receberam o tratamento 3, inje¢do da suspenséo de esporos
da cultura mista em meio E contendo glicose a 2,0 % (p/v) e NaCl a 5,0 % (p/v), foram as escolhidas
para a observagdo microscopica, ja que aquele tratamento propiciou os melhores resultados de
recuperacdo de petréleo. Yakmov et al. (1997) também visualizaram em MEV a presenca de células
de B. licheniformis BNP-29 em segmentos iniciais e intermediarios de cores, saturados com petréleo e
inoculados com aqueles isolados. O petroleo utilizado pelos pesquisadores, no entanto, ndo era
caracterizado como pesado, apresentando densidade de 0,85 g/cm3 em média.

Considerando-se que a estratégia de recuperagdo do 6leo pesado baseou-se principalmente
na acdo de surfactantes produzidos pelos isolados de B. subtilis LBBMA 4914 e LBBMA 4951, a
constatagé@o do crescimento microbiano em seg¢des intermediérias do sistema favorece a efetivagéo da
recuperacdo de 6leo baseada naquela estratégia, ja que os surfactantes produzidos pelos isolados
naquele segmento podem atingir demais pontos do sistema via disperséo pela injecao de fluidos de
arraste. Em outras estratégias de recuperagdo, a exemplo daquelas baseadas em entupimentos
seletivos, a colonizagdo de grandes extensdes e de maior profundidade nos sistemas porosos pelos

isolados inoculados é fundamental para se atingir os objetivos propostos.
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Figura 13. Micrografias (MEV) de particulas de areia retiradas de porcoes intermediarias (20 mm) de colunas saturadas com 6leo
pesado (14,4 °API) e inoculadas com culturas mistas dos isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 (Tratamento 3). A coluna foi
escolhida para observagdo em MEV com base nos resultados de recuperagéo de petroleo obtidos. Em detalhe (setas) células de Bacillus
aderidas as particulas de areia retiradas do meio poroso. Aumentos de 1500X (A) e 3000X (B, C e D).
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4.12. Avaliagao qualitativa dos hidrocarbonetos constituintes do 6leo pesado recuperado da

coluna inoculada com a cultura mista dos isolados selecionados

A composicdo de hidrocarbonetos de cadeia meédia constituintes de amostras de dleo
recuperadas da coluna que recebeu o tratamento 3, injecdo das culturas mistas na forma de esporos
suspensos em Meio E, apresentou variagdes qualitativas em relagéo as amostras de 6leo recuperadas da
coluna-controle, que n&o recebeu qualquer tipo de inoculagéo (Tratamento 6). Maior intensidade de sinal e
maior nimero de picos cromatograficos foram verificados para a amostra de 6leo proveniente da coluna
inoculada com a cultura mista, sobretudo no intervalo entre 30 e 50 minutos de tempo de retengao,
comparativamente aos resultados obtidos para a amostra proveniente da coluna-controle ndo inoculada
(Figura 14; A e B). Isso indica maior concentragéo e enriquecimento de hidrocarbonetos caracteristicos
daquela faixa, ou seja, hidrocarbonetos de cadeia média, provavelmente produtos de biotransformagdes
dos hidrocarbonetos de cadeia longa caracteristicos das amostras de dleo pesado. As biotransformacdes
ou quebras de hidrocarbonetos de cadeia longa podem ter sido promovidas pelos isolados de B. subtilis
inoculados naquela coluna. Marinho (2008) reportou que isolados de Stenotrophomonas maltophilia
LBBMA 101b s&o capazes de promover biorrefino em amostras de petroleo pesado (14,4 °API), reduzindo
a concentracdo de hidrocarbonetos de alta massa molecular caracteristicos daquele tipo de dleo.
Avaliagdes cromatograficas dos hidrocarbonetos de cadeia longa (saturados, aromaticos, resinas e
asfaltenos) presentes nas amostras de 6leo pesado recuperadas das colunas podem, contudo, elucidar se
realmente houve biotransformacao estimulada pelos isolados de B. subtilis inoculados. Para isso, analises
cromatograficas especificas e complementares fazem-se necessarias.

Apos 50 minutos de corrida cromatogréfica, avaliagdes por CG-MS indicaram expressiva redugao
no numero de picos cromatogréaficos obtidos para a amostra de dleo proveniente da coluna inoculada com
a cultura mista, comparativamente aos resultados obtidos para a amostra de 6leo proveniente da coluna

ndo inoculada (Figura 14; A e B). Essa alterag&o pode estar relacionada a atividade de biotransformagéo
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exercida pela cultura mista sobre hidrocarbonetos de cadeia mais longa, conforme possibilidade também

relatada por outros pesquisadores (Magot, 2004).
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Figura 14. Perfil cromatografico da amostra de dleo pesado (14,4 °API) recuperada da coluna submetida a
inoculagdo da cultura mista dos isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 (A) e da amostra de 6leo
pesado recuperada da coluna-controle (B). As analises foram conduzidas em cromatografo a gas
Shimadzu® QP5000 (Osaka, Japan), equipado com sistema de aquisi¢do de dados Class 5000® e coluna
capilar Nukol® de 100 m x 0.20 mm i.d. e filme de 0.25 ym (Bellefonte, PA, USA). A temperatura inicial da
coluna foi de 40 °C sendo elevada até 240 °C a taxa de 5 °C min-'. As temperaturas do injetor e do detector
foram mantidas em 250 °C sendo empregado gas hélio como fluido carreador a 1,3 mL min-'. As amostras
foram diluidas em diclorometano (Sigma®, USA), injetadas manualmente no cromatégrafo a gas na razio
de split 69:1. O espectro de massas foi registrado na faixa m/z de 40 a 500 amu.
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5. CONCLUSOES

 Isolados de B. subtilis subsp. spizizenii LBBMA 4914 e de B. subtilis LBBMA 4951 s&o capazes de
produzir surfactantes em anaerobiose, a 34 °C e em meio mineral E contendo glicose a 2,0 % (p/v) e
NaCla 5,0 % (p/v);

o Culturas mistas de isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 apresentam elevada eficiéncia de
transporte (70%), quando injetados em meios porosos ndo-consolidados, na forma de esporos, a 108

UFC mL-" e suspensos em meio E contendo NaCl a 5,0 % (p/v) e glicose a 2,0 % (p/v);

« Surfactantes recuperados de meios porosos nao-consolidados e inoculados com culturas mistas de
isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 apresentam valores de tensdo interfacial contra n-
hexadecano até duas vezes inferiores aos valores obtidos para surfactantes recuperados de colunas

inoculadas com culturas puras daqueles isolados;

« Ainoculagdo em meios porosos nao-consolidados de culturas mistas de isolados de B. subtilis subsp.
spizizeni LBBMA 4914 e de B. subtilis LBBMA 4951 na forma de enddsporos possibilitam a

recuperacao de aproximadamente 13,0% de petroleo pesado contido no interior daqueles meios;

o Andlises por cromatografia gasosa indicam que isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 sédo
capazes de alterar a composigdo de hidrocarbonetos constituintes de amostras de dleo pesado

recuperadas de meios porosos nao-consolidados inoculados com culturas mistas daqueles isolados;
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Isolados de LBBMA 4914 e de LBBMA 4951 apresentam grande potencial para aplicacdo em
processos de MEOR in-situ, especialmente em jazidas de petroleo pesado, sobretudo nas condigdes

aqui definidas que melhor favoreceram a produgao de surfactantes por aqueles isolados.

Experimentos complementares, no entanto, fazem-se necessarios para a avaliagdo da viabilidade

técnica e econdmica da aplicagdo do processo proposto em escala de campo.
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