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RESUMO

NOBRE, Patricia Bernardes, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2012. Efeito de salinidade, pH, concentracdo de células e hidrofobicidade celular
sobre a recuperacdo de petroleo em sistema poroso por Acinetobacter sp.
Orientador: Marcos Rogério Totola. Coorientador: Arnaldo Chaer Borges

A base energética de um pais € um dos principais fatores que determinam o seu
potencial de crescimento econdmico. Considerando-se 0 cenario de aumento da
demanda de energia no mundo e a deplecdo dos reservatérios de petrdleo, o
desenvolvimento de novas tecnologias de exploracdo, que propiciem aumento da
capacidade de recuperacdo de dleo, € estratégico para a garantia do suprimento de
energia. Neste trabalho, avaliou-se a capacidade das células de Acinetobacter sp.
LBBMA LU1 em promover a recuperacdo de 6leo residual em sistema poroso nédo-
consolidado. A injecdo da suspensdo de células de Acinetobacter sp. reduziu a
saturacdo de 6leo residual, em todas as concentracfes testadas. Apds a injecdo da
suspensdo de células (4 volumes porosos, D.O.g0 = 10,0), apenas 26,0 % do 6leo
retido na coluna nela permaneceram. Esse valor foi reduzido para 22 % quando se
utilizou suspensdo com maior concentracdo de células (D.O.s0 = 20,0). O total de
6leo recuperado pela injecdo de solucdo salina (recuperacdo secundaria) e de
suspensdo de células (recuperacdo terciaria) foi superior a 80% do volume de 6leo
originalmente contido nas colunas. A alta hidrofobicidade das células concorreu para
a recuperacdo do petroleo residual, juntamente com fatores que influenciam a
estabilidade da atividade celular, como a temperatura, o pH e a salinidade. O
tratamento de esterilizacdo da suspensdo de células de Acinetobacter sp. LBBMA
LU1 por autoclavagem, antes da injecdo, demonstrou que a integridade das células é
de importancia para o processo de recuperacdo do petroleo residual. O efeito da
variacdo do pH sobre a retengdo de 6leo em colunas mostrou-se pronunciado; no
tratamento com pH 8,5, a recuperacdo foi 34 % maior do que a obtida no
tratamento-controle (pH 7,4). Em pH 9,5, a recuperacdo foi 18 % superior a do
controle. A salinidade do liquido de injecdo das células (50 ou 100 g L™) exerce
expressiva influéncia sobre a saturacéo residual de petréleo, como demonstrado pela
retencdo do equivalente a cerca de 30 % a mais de petroleo do que no controle (sem
adicdo de sal). Em resumo, conclui-se que a expressiva recuperacdo de 6leo residual

em sistema poroso ndo consolidado, resultante da injecdo de células de Acinetobacter

Vi



sp. LBBMA LU1 em suspensdo, com acidez e salinidade definidas, demonstra o
potencial da bactéria para inclusdo em estudos a respeito de estratégias de

recuperagdo avangada de petroleo.
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ABSTRACT

NOBRE, Patricia Bernardes, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, february 2012.
Effect of salinity, pH, cell concentration and cell hydrophobicity on oil recovery
in pore systems by Acinetobacter sp. Advisor: Marcos Rogério Totola. Co-advisor:
Arnaldo Chaer Borges

Energy supply is one of the main factors that determine a nation’s potential for
economic growth. Taking in account the scenario of increased energy demand
worldwide and the depletion of oil reservoirs, the development of new exploration
technologies, which provide increased capacity for oil recovery, is strategic for the
supply of energy. This study evaluated the ability of cells of Acinetobacter sp.
LBBMA LUL1 to promote the recovery of residual oil from unconsolidated porous
system. The injection of cell suspensions of Acinetobacter sp. reduced residual oil
saturation, at all concentrations tested. After injection of the cell suspension (4 pore
volumes, ODgoo = 10.0), 74% of residual oil were recovered. This value was
increased to 78% when using suspension with a higher concentration of cells (ODgoo
= 20.0). The amount of oil recovered by saline injection (secondary recovery) and the
cell suspension (tertiary recovery) was greater than 80% of the oil originally
contained in the columns. The high hydrophobicity of cells contributed to the
recovery of residual oil, together with factors that influence cellular activity and
stability, such as temperature, pH and salinity. The sterilization treatment of the cell
suspension of Acinetobacter sp. LBBMA LU1 by autoclaving prior to injection
showed that the integrity of cells is important for the recovery of residual oil. The
effect of pH on the retention of oil in columns proved to be considerable: at pH 8.5,
recovery was 34% higher than that obtained in the control treatment (pH 7.4). At pH
9.5, the recovery was 18% higher than in control. The salinity of the cell suspension
(50 or 100 g L™) exerts a significant influence on the residual oil saturation, as
evidenced by retention of about 30% more oil than in the control (no salt addition).
In summary, the significant recovery of residual oil from unconsolidated porous
systems by injection of cells of Acinetobacter sp. LBBMA LU1, under defined
acidity and salinity, demonstrates the potential of this bacteria in microbially

enhanced oil recovery.
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1. INTRODUCAO

A industria de petréleo € responsavel pela producdo de insumos de dificil
substituicdo na matriz produtiva de qualquer pais, sendo esses insumos a base do
modo de producdo e de consumo e mesmo da cultura da sociedade moderna. A
disponibilidade de petroleo e de seus derivados, bem como seu preco, tém grande
importancia para a determinacdo do nivel de crescimento econdmico e do nivel de
precos das economias nacionais, pois energia e transporte Sa0 insSUMOS necessarios
para producdo de quaisquer bens ou servicos. O petroleo esta assim na formacéo e
sustentagé@o dos alicerces da economia industrial moderna.

Nas ultimas décadas ocorreu uma rapida expansao da economia mundial, e
este forte crescimento se traduziu em aumentos significativos na demanda de 6leo,
particularmente por parte dos paises de mercado emergente. As previsdes da Energy
Information Administration (EIA, 2011) relatam um aumento do consumo de energia
comercializada no mundo advinda de todas as fontes combustiveis, com estimativa
de crescimento de 53% do consumo de energia de 2008 a 2035 (EIA, 2011).

O Brasil € 0 nono maior consumidor de energia no mundo e o terceiro
maior da América, atrds dos Estados Unidos e do Canadd. O consumo total de
energia primaria no Brasil aumentou cerca de um ter¢co na Ultima década (EIA,
2011). O aumento da producdo domestica de 6leo foi uma meta em longo prazo do
governo brasileiro e recentes descobertas de depoésitos de dleo offshore, no pré-sal,
podem transformar o Brasil em um dos maiores produtores de 6leo no mundo. Com o
acréscimo no volume de o6leo produzido em 2010, o Brasil alcangou a 152 posicéo
entre 0os maiores produtores mundiais de petréleo (EIA, 2011; Anuario estatistico
brasileiro de petréleo, 2011).

Para o pré-sal se tornar uma realidade, no entanto, sera necessario o
rompimento de uma enorme barreira tecnolégica, com a superagdo de desafios como
a profundidade de mais de 6.000 metros onde se encontram 0s reservatorios, as
condicBes adversas de temperatura e pressdo e a criagdo de uma nova logistica de
transporte de pessoas e produtos a uma distancia de pelo menos 300 quildmetros da
costa do pais. O rompimento dessas barreiras implica em um grande custo
operacional. Segundo o ex-presidente da Petrobras José Sergio Gabrielli, cada pogo

de extracdo no pré-sal custard em torno de US$ 100 milhdes para entrar em producao



e estimativas da propria empresa apontam para um gasto superior a US$ 600 bilhGes
(45% do PIB do Brasil) para a recuperacdo de todo o petréleo da provincia do preé-
sal.

Considerando esse cenario, é estratégico para o pais o investimento na
criacdo e aperfeicoamento de tecnologias capazes de aumentar a eficiéncia de
extracdo do petroleo e expandir as reservas tecnicamente exploraveis, tanto as da
provincia do pré-sal quanto as demais reservas brasileiras. Desta forma, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a capacidade das células do isolado Acinetobacter sp.
LBBMA LU1 em promover a recuperacao de petréleo residual em sistemas porosos
ndo-consolidados, assim como avaliar o efeito de variaveis ambientais nesse

processo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Recuperacgdo melhorada de petroleo

A recuperacdo melhorada de petréleo (EOR — Enhanced Oil Recovery) é
realizada por mecanismos que aumentam a movimentacdo e vazdo de 6leo no
reservatorio. Esses mecanismos sdo baseados em métodos térmicos, quimicos, de
miscibilidade e microbioldgicos (Mclnerney et al., 2005).

Os térmicos estdo entre os métodos de EOR mais utilizados em todo o0 mundo
e tem como principio a reducdo da viscosidade do 6leo por meio da injecdo de vapor
ou de combustéo interna controlada no reservatorio.

Os métodos quimicos baseiam-se na injecdo de polimeros, para aumentar a
viscosidade da &gua de injecdo, ou de compostos surfactantes, ou ainda de agentes
alcalinos que reduzem as forcas capilares e as de tensdo interfacial 6leo-agua para
aumentar a mobilizacéo do dleo.

Métodos de miscibilidade baseiam-se na injecdo de gases misciveis em 0leo,
como CO,, cuja presenca causa reducdo na viscosidade do petroleo, com
consequente aumento de sua mobilizacdo. Em geral, esses métodos ainda sdo pouco
utilizados, fato atribuido a complexidade metodoldgica ou ao alto custo de
implementacdo. Um exemplo disto é o fato de que somente cerca de 10 % de toda a
producdo americana de petr6leo sdo provenientes da utilizacdo de tais tecnologias
(Mclnerney et al., 2005).

2.2. Recuperacéo de petroleo melhorada por micro-organismos

Dentre os mecanismos de EOR, a recuperacdo avancada de petréleo
melhorada por micro-organismos (Microbially Enhanced Oil Recovery— MEOR) tem
sido apontada como uma das técnicas mais promissoras para a otimizacdo do
aproveitamento das reservas de petrdleo, inclusive em reservatorios com baixo nivel
de petréleo ou mesmo reservatorios “esgotados” (Mclnerney et al., 2004; Youssef et
al., 2007).

As vantagens da MEOR sdo atribuidas ao fato de que esta ndo requer a
aplicacdo de grandes quantidades de energia, COmo em processos térmicos, e também

por ndo depender do preco do petr6leo cru, ao contrario de muitos processos



quimicos. Além disso, tem sido explorada a obtencdo de produtos microbianos a
partir da utilizacdo de fontes renovaveis e de baixo custo (Cameotra & MakkKar,
1998; Nitschke et al., 2004; 2006; Barros et al., 2007a; Barros et al., 2007b;
Rossmann, 2008).

A MEOR consiste no emprego dos préprios micro-organismos ou de
metabolitos microbianos, como os biossurfactantes. Dentre os efeitos que podem ser
alcancados com esse processo, merecem destaque: (i) a formacédo de gases (ex.: CO,
e CH,), com consequente aumento da pressdo interna do reservatorio e reducdo da
viscosidade do 6leo; (ii) a producdo de acidos (ex.: acético, butirico e latico), que
propicia a degradacdo da matriz de calcario e o aumento da liberacdo do dleo
residual; (iii) a producdo de solventes (ex.: etanol, butanol e acetona), os quais
propiciam reducdo na viscosidade do Oleo; (iv) a producdo de polimeros (ex.:
polissacarideos, proteinas), que contribuem para 0 aumento da viscosidade da agua
de injecdo; (v) a producdo de bioemulsificantes (ex.: heteropolissacarideos,
proteinas), substancias que promovem a emulsificacdo do 6leo; (vi) a producao de
biossurfactantes (ex.: glicolipideos e lipopeptideos), que reduzem a tensdo interfacial
6leo-rocha e dleo-agua de injecdo; (vii) a formacdo de biomassa microbiana, que
promove bloqueio seletivo nas zonas de alta permeabilidade (Banat,1995; Mclnerney
et al., 2005).

2.3. Hidrofobicidade da superficie celular microbiana

Certas estirpes de bactérias sdo conhecidas por exercerem papéis criticos em
aplicacdes relacionadas ao petréleo, como em MEOR e biorremediacdo. Quando
injetadas em reservatorios de petroleo, essas estirpes bacterianas podem alterar as
propriedades do O6leo, como viscosidade, e facilitar o bombeamento ou mesmo
produzir metabdlitos que bloqueiem poros nas regides de maior permeabilidade da
rocha reservatorio (Yen, 1990; Khire e Kham, 1994). Para que esses processos sejam
eficientes, os fenémenos relacionados a transferéncia de massas devem ser
considerados prioritarios: uma vez que 0S micro-organismos cresgam em meios
aquosos, 0 seu contato com hidrocarbonetos liquidos pode acontecer somente na
interface Oleo-agua. Para maximizar este contato e melhorar a transferéncia de
massa, algumas espécies tém a habilidade de emulsificar misturas 6leo-agua, criando

emulsBes 6leo em agua ou agua em 6leo (Zosim et al., 1989; Sar e Rosemberg,



1983). No entanto, alguns estudos demonstraram que determinadas células
bacterianas intactas, que ndo estdo se dividindo e ndo estdo secretando
biossurfactantes, comportam-se como particulas inanimadas, sendo capazes de
estabilizar emulsfes 6leo em &gua ou agua em Gleo sem alterar a tensdo interfacial
(Dorobantu et al., 2004). A reunido dessas células na interface 6leo-agua pode levar a
formacdo de uma camada em toda a superficie da gota de 6leo (surface skin) e inibir
a coalescéncia da gota, fenbmeno similar ao de estabilizacdo de emulsdes por
particulas sélidas (Yan et al., 2001; Dorobantu et al., 2004). A fixacdo de células
bacterianas a interface hidrocarboneto-agua requer que a superficie celular possua
algum grau de hidrofobicidade, ja que esta exerce influéncia sobre o grau e a forca de
aderéncia das células a substratos hidrocarb6nicos também hidrofobicos, fatores
significantes na captacdo de hidrocarbonetos e na habilidade de degrada-los
(Rosenberg e Kjellenberg, 1986; Diziel et al. 1999; Macleod e Daugulis, 2005).

A hidrofobicidade da superficie celular é influenciada por fatores diversos.
As condicdes de crescimento sdo determinantes para a hidrofobicidade celular, a qual
pode ser alterada em resposta a fase de crescimento do micro-organismo (Van
Loosdrecht et al., 1987). Quando as células microbianas se aproximam da fase
estacionaria, elas tendem a aumentar a hidrofobicidade de sua superficie celular
(Rosenberg et al., 1981; Kjelleberg e Hermansson, 1984; Hart e Vreeland, 1988).
Além disso, a fonte de carbono e a concentragdo da mesma no meio de cultura
podem provocar modificacdo da hidrofobicidade celular. Em condigdes de escassez
de carbono, ocorre aumento da capacidade da superficie celular em se aderir a
superficies e moléculas hidrofobicas, como as de hidrocarbonetos (Sanin et al.,
2003). As alteracBes na hidrofobicidade normalmente sdo atribuidas a mudancas
qualitativas e quantitativas dos componentes da superficie celular, sendo dependentes
do nutriente limitante e do tempo em que as células permanecem em condicdes de
desnutricdo (Nozawa et al., 1980; Noyce e Hughes, 2003). Em células mantidas em
agua, em PBS e em meios de cultura com limitacdo de carbono, a hidrofobicidade
tende a aumentar (Castellanos et al., 2000; Jana et al., 2000).

Em trabalhos que determinaram o efeito da desnutricio em meio com
escassez de nitrogénio sobre a hidrofobicidade celular foi possivel verificar que
celulas de Arthrobacter (LBBMA 98 e LBBMA 201) sofreram pequena redugdo na
hidrofobicidade da superficie celular, enquanto que as células da estirpe LBBMA 18

(ndo-identificada) mostraram diminuicdo acentuada da hidrofobicidade da superficie



celular. Por outro lado células de Klebsiela sp. LBBMA 204 ndo sofreram
modificacdo na sua hidrofobicidade celular. Estes resultados sugerem que o efeito da
condicdo nutricional da célula sobre a hidrofobicidade da mesma pode ser especifico
de acordo com cada espécie (Borges et al., 2008). O mesmo foi reportado por
Fernandes (2011), no entanto as celulas utilizadas nesse estudo foram submetidas a
uma pré-inoculacdo em diferentes meios onde a alteracdo da hidrofobicidade celular
em resposta a manutencdao em meio com caréncia de nitrogénio foi dependente da
linhagem bacteriana e também da condicédo de cultivo prévio.

A inoculacdo de bactérias em meio com limitacdo de nutrientes promove
severas modificacdes fisiologicas e alteracdes na composicdo da membrana e da
parede celular (Nozawa et al., 1980; Noyce e Hughes, 2003; Kabir et al., 2004).
Essas alteracdes na composicao referem-se a mudangas na quantidade, qualidade e
localizacdo dos grupos funcionais presentes, como cetonas, acidos carboxilicos,
grupos carbonila, ligacbes peptidicas, ligacbes éter, grupos etano, hidrogénio e
hidroxila. Quando o carbono é o nutriente limitante, o nitrogénio em excesso €
direcionado a formacdo de proteinas e algumas dessas proteinas em excesso Sao
encaminhadas aos polimeros de matriz extracelular (Durmaz e Sanin, 2001). Sabe-se
que essas proteinas e aminoacidos sdo componentes hidrofébicos de exopolimeros e
a principal causa de aumento na hidrofobicidade da superficie celular (Dignac et al.,
1998; Sanin et al., 2003).

A alta hidrofobicidade dos micro-organismos € normalmente associada a
presenca de proteinas especificas na parede celular (Singleton et al., 2001; Kos et al.,
2003). No entanto a hidrofobicidade da superficie celular também pode ser atribuida
a outros componentes da superficie da célula, como fimbrias e bioemulsificantes. A
aderéncia de Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 a n-hexadecano é mediada, em
parte, pela presenca de numerosas fimbrias finas em sua superficie, compostas de
proteinas com alta propor¢do de residuos de amino&cidos hidrofébicos (Rosemberg
et al., 1982), sendo que, durante a fase de crescimento exponencial, h& envolvimento
também de um bioemulsificante associado a célula (emulsan), o qual é descartado no
meio extracelular assim que a célula entra na fase estacionaria (Pines et al., 1983).

A expressdo “hidrofobicidade da superficie celular microbiana” €
considerada frequentemente como auto-explicativa. A palavra hidrofobicidade
implica que a expressdo deve se referir a aversdo das células microbianas a agua. No

entanto, de todos os métodos experimentais para se avaliar a hidrofobicidade da



superficie celular microbiana, somente as mensuragdes de angulo de contato (Van
Loosdrecht et al., 1987) refletem diretamente o que a palavra hidrofobicidade
expressa (Van der Mei et al. 1991). Outros métodos que tém por objetivo mensurar a
hidrofobicidade da superficie celular sdo indiretos. Os métodos mais comuns sao:
particdo em sistema aquoso de duas fases (Miorner et al., 1982), cromatografia de
interacdo hidrofdébica (Jonsson e Wadstrom, 1983), agregacdo salina (Lindahl et al.,
1981), adesdo a micro-esferas de poliestireno (Hazen e Hazen, 1987) e adesdo
microbiana a hidrocarbonetos (MATH) (Rosenberg et al., 1980). No entanto, os
métodos usados para se mensurar a hidrofobicidade da superficie microbiana ndo séo
consenso, Vvisto que os valores de hidrofobicidade mensurada por tais métodos nem
sempre se correlacionam (Dillon et al., 1986; Van der Mei et al., 1987; Mohanty e
Mukherji, 2008).

MATH é um dos métodos mais comumente usados para se mensurar a
hidrofobicidade da superficie de micro-organismos. O teste MATH ¢é realizado
usando-se n-hexadecano, n-octano, p-xileno ou tolueno como a fase hidrocarbonica.
O teste MATH permite avaliar diretamente o comportamento das células
microbianas em um sistema de duas fases liquidas e a interacdo das células com a
fase organica, sendo afetado por interacGes hidrofobicas, interagdes de Van der
Waals e interacdes eletrostaticas (Van der Mei et al., 1993; Van der Mei et al., 1995;
Busscher et al., 1995; Ahimou et al., 2001), mas este método possui algumas
vantagens, em especial quanto a simplicidade de execucéo e baixo custo. Alem disso,
0S micro-organismos aderidos nas gotas de Oleo podem ser observados
microscopicamente e o teste pode ser usado para se observarem populagdes mistas da
mesma espécie, como por exemplo, células vegetativas e esporos de Bacillus cereus
(Rosenberg e Kjelleberg, 1986).

2.4. O género Acinetobacter

Espécies do género Acinetobacter sdo bastonetes curtos gram-negativos,
com dimens0es de 0,9-1,6 por 1,5-2,5 um durante a fase de crescimento logaritmico,
que com frequéncia tornam-se mais arredondados na fase estacionaria. As células
normalmente ocorrem em pares, mas também em cadeias de comprimento variavel.
Neste género, ndo ha formacdo de esporos, os flagelos sdo ausentes, no entanto,

apesar de serem consideradas sem motilidade, elas se movimentam por “espasmos”



ou “deslizamento” em meios semi-sOlidos. Muitas estirpes sdo capsuladas; as
colbnias sdo normalmente ndo-pigmentadas, mas algumas estirpes formam col6nias
brancas ou creme. Este género pertence a familia Moraxellaceae, juntamente com
Moraxella e Psychrobacter (Rossau et al., 1991; Barbe et al., 2004).

A maioria dos membros do género Acinetobacter é aerobia estrita e pode
crescer em uma ampla faixa de temperatura. A maioria das estirpes cresce a 33 °C,
mas alguns isolados ambientais preferem a faixa de 20-30 °C. Isolados clinicos de
Acinetobacter normalmente crescem a 37 °C e algumas estirpes crescem a 42 °C.
Todas as bactérias do género Acinetobacter sdo oxidase negativas e catalase
positivas. A reacdo oxidase negativa serve para distinguir Acinetobacter de outros
géneros relacionados (Bergogne-Bérézin and Towner, 1996).

Acinetobacter é uma bactéria que possui elevada versatilidade nutricional e
metabolica, alem de facilidade de adaptacdo a diferentes ambientes (Bergogne-
Bérézin e Towner, 1996). As especies mais comumente encontradas na natureza sao:
A. calcoaceticus, A. johnsonii, A. iwoffii, A. radioresistens e Acinetobacter
genoespécie 3 (Bergogne-Bérézin e Towner, 1996). Eles também sdo organismos
ubiquos em ambientes clinicos e comensais da pele de pessoas que tem contato com
estes ambientes. As espécies mais comumente encontradas como colonizadoras da
pele humana sdo A. baumannii, A. johnsonii, A. iwoffii e A. radioresistens
(Bergogne-Bérézin and Towner, 1996). Algumas estirpes de Acinetobacter sdo
atualmente reconhecidas como agentes causais presumidos ou contributarios em
numerosos processos de doengas infecciosas (Bergogne-Bérézin and Towner, 1996).
A. baumannii é patdgeno oportunista de importancia nas infeccbes nosocomiais
(Pantophlet et al., 2002) e clinicas, como pneumonias, infec¢des urinarias e
meningites, especialmente em pacientes imuno-comprometidos (Djkshoorn et al.,
2007).

Bactérias do género Acinetobacter sdo usadas na remocdo de fosforo em
tratamentos de agua residuaria (Wagner et al., 1994). Muitos isolados ambientais
mostram capacidades de degradar hidrocarbonetos de petréleo, sendo, portanto, de
interesse em processos de biorremediacdo de ambientes impactados com essa classe
de contaminantes. Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 (Rosemberg et al., 1979),
Acinetobacter sp. M-1 (Tani et al., 2001), Acinetobacter sp. ODDK71 (Koma et al.,
2001) e Acinetobacter calcoaceticus spp. C3, C4 e B1/1l (Di Cello et al., 1997) séo

capazes de degradar n-alcanos C20 a C44, enguanto que Acinetobacter



radioresistens S13 possui a capacidade degradar poluentes aromaticos (Caposio et
al., 2002). Além da habilidade em utilizar uma variedade de poluentes organicos
como fonte de carbono, muitas espécies produzem bioemulsificantes extracelulares
(Navon-Venezia et al., 1995). A maioria dos bioemulsificantes isolados e
caracterizados mostra uma composicdo onde a fracdo protéica € parte do complexo
emulsificante que contém um esqueleto polissacarideo (Bach e Gutnick, 2004).
Muitas espécies de Acinetobacter produzem bioemulsificantes; alguns exemplos sao
Acinetobacter calcoaceticus RAG1 que produz o bioemulsificante Emulsan (Gutnick
et al., 1980), A. radioresistens produz o Alasan (Navon-Venezia et al., 1998), A.
calcoaceticus BD4 produz uma grande cépsula polissacaridea que, sobre certas
condicdes de crescimento, é liberada junto com a proteina ligada a ela, produzindo
um complexo emulsificante altamente ativo (Kaplan e Rosemberg, 1982). Diversas
proteinas microbianas exercem papel na emulsificacdo, tanto por aumentar a
atividade emulsificante em complexos proteina-polissacarideo ou por comportarem-
se como emulsificantes por si s6 (Shabtai e Gutnic, 1985; Kaplan et al., 1987; Toren
et al., 2002).



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Isolado bacteriano

Acinetobacter sp. LBBMA LUL1 foi isolada a partir de composto de residuo
solido urbano contaminado com diesel (Fernandes, 2011) e conservada em caldo
TSB a -80 °C no Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio
Ambiente (LBBMA), Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de
Vigosa.

3.2. Avaliacdo da hidrofobicidade de células de Acinetobacter sp. LBBMA LU1
em caldo TSB suplementado com glicose

Acinetobacter sp. LBBMA LUL1 foi cultivada em frascos erlenmeyer de 500
mL contendo 300 mL de caldo triptico de soja (TSB) suplementado com 0, 5, 10 ou
20 g L™ de glicose, em duplicata. Os frascos foram inoculados com 3 mL de uma
cultura da bactéria em crescimento em caldo TSB sob agitacdo de 200 rpm por 18
horas a 35 °C (New Brunswick Scientific — C25KC). Os frascos foram incubados por
72 horas sob as mesmas condi¢des. As células foram coletadas por centrifugacao a 4
°C e 14.000 g por 20 minutos (Jouan — MR23i), seguindo-se duas lavagens do pélete
em solucdo salina e ressuspenséo em tampéo fosfato salino (PBS) a 10 mmol L™(8 g
L de NaCl, 0,2 g L* de KCI, 1,44 g L™ de Na,HPO,), ajustado para pH 7,4.

3.2.1. Avaliacdo da hidrofobicidade celular

A hidrofobicidade da superficie das células foi avaliada pelo método de
adsorcdo microbiana a hidrocarbonetos (MATH) (Sanin et al., 2003), com
modificacOes. Para as avaliagdes foram utilizados tubos de ensaio de 100 mm x 15
mm, previamente tratados a 500 °C em mufla (Quimis — 318M26), por trés horas,
para remoc¢do de contaminantes organicos. Para cada tubo foram transferidos 3 mL
de suspensdo de células, com D.O.s (inicial) ajustada para 1,2. A seguir, a
suspenséo foi recoberta com 0,3 mL de n-hexadecano. Os tubos foram mantidos por
15 minutos a 30 °C em banho-maria, agitados a 3.000 rpm por 2 min em agitador de

tubos digital (Fisher Scientific - Digital Vortex Mixer) e, apds repouso por 15
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minutos, foi determinada a D.O.sxo (final) da fase inferior. O experimento foi
conduzido em triplicata.

A capacidade de adsorcdo das células a hidrocarbonetos (MATH) foi
calculada pela seguinte equacéo:

MATH (%) = [1 — D.O.440 (final) / D.O.44p (inicial)] x 100.

3.2.2. Avaliacdo da atividade de emulsificacdo de O6leo das células de
Acinetobacter sp. LBBMA LUL1 e estabilidade da emulséo

A atividade de emulsificacdo de células de Acinetobacter sp. LBBMA LU1
crescidas em caldo TSB com distintas concentracbes de glicose foi avaliada
utilizando-se quatro tipos de 6leo (6leo de soja, n-hexadecano, 6leo de oliva e éleo
de canola). Quatro mililitros da suspensdo de células em PBS (D.O.g00 = 4) foram
misturados a 4 mL de 6leo em um tubo de vidro de 100 mm x15 mm, seguindo-se
agitacdo em vortex digital (Fisher Scientific - Digital Vortex Mixer) a 3000 rpm por
2 minutos. Os tubos foram colocados em repouso por 24 horas a temperatura
ambiente (25 °C). A emulsdo foi considerada estavel quando o volume da camada
emulsificada correspondeu a 50 % ou mais do volume total de liquido ap6s 24 horas
de incubacdo (Cooper e Goldenberg, 1987). As avaliacbes foram conduzidas em
duplicata.

A estabilidade da emulsdo (E24) ap6s 24 horas foi quantificada pela formula:

E24 (%) =Volume da camada emulsificada (mm?) x 100
Volume total de liquido

3.3. Efeito da idade da cultura na hidrofobicidade das células de Acinetobacter
sp. LBBMA LUL1 durante o crescimento em meio de cultura TSB adicionado de
glicose

O inéculo de Acinetobacter sp. LBBMA LU1 foi preparado em frasco
erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL do caldo TSB suplementado com 5 g L™ de
glicose, o qual foi incubado por 16 horas a 35° C sob agitagdo a 200 rpm em
incubadora (New Brunswick Scientific — C25KC). A seguir, 3 mL do indculo foram
transferidos para frascos erlenmeyer de um litro contendo 600 mL de caldo TSB

suplementado com 5 g L™ de glicose. Os frascos foram incubados sob as mesmas
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condigdes do inoculo. A partir do tempo zero, foram retiradas aliquotas de 2 mL a
cada duas horas durante as primeiras 24 horas para determinacdo da D.O.gp0 €M
espectrofotdometro (BioRad SmartSpec ™ 3000) e, a partir de entdo, a cada 24 horas
até se completarem 96 horas de incubagdo. Os dados de D.O.gq foram utilizados para
obtencdo da curva de crescimento da bactéria.

Para a avaliacdo da hidrofobicidade das células foram utilizadas aliquotas de
50 mL das culturas, retiradas a cada duas horas apds a oitava hora de crescimento
durante as primeiras 24 h de crescimento e, a partir de entdo, a intervalos de 24
horas, até se completarem 96 horas de incubacdo. As aliquotas de 50 mL foram
submetidas a centrifugacdo a 4°C e 14.000 g por 20 minutos em centrifuga (Jouan —
MR23i). O pélete foi ressuspendido em solucdo salina e novamente submetido a
centrifugacdo para lavagem das células por duas vezes. As células lavadas foram
ressuspendidas em solucdo PBS, pH 7,4 para a determinacdo da hidrofobicidade da

superficie das células (Sanin et al., 2003).

3.4. Influéncia da concentracdo de células de Acinetobacter sp. LBBMA LU1
sobre a recuperacédo de petréleo em sistema poroso ndo-consolidado

3.4.1. Preparacao dos sistemas porosos nao-consolidados

Os sistemas porosos ndo-consolidados foram preparados em colunas de
vidro de 2,5 x 10 centimetros (Kontes Flex Column, Fisher Scientific K420401-
2510). Trés colunas foram tratadas por vez. As colunas foram empacotadas com 60 g
de areia de praia previamente lavada em soluc&o de é4cido cloridrico a 2 mol L™ e
aquecida em mufla (Quimis — 318M26) a 600 °C por seis horas, a fim de se
eliminarem residuos de compostos organicos. O meio poroso em cada coluna foi
saturado com &gua deionizada para a remocao do ar, seguindo-se a injecdo de 6,5 mL
de petrdleo cru com viscosidade correspondente a 15 cp, o que correspondeu a 50 %
do volume poroso total da coluna. As colunas receberam novas injecdes de agua
deionizada até se obter a saturacdo residual de 6leo, ou até ser injetado um volume de
agua correspondente a 10 volumes de poro (VP) da coluna. Apos esse procedimento,
0 qual simula a recuperacdo secundaria de petroleo, a coluna foi considerada como
pronta para se realizar o procedimento de injecdo de suspensGes com diferentes

concentragOes de células.
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3.4.2. Quantificacdo do volume de petrdleo retido no sistema poroso néo-
consolidado apds a injecdo de suspensdes de células de Acinetobacter sp.
LBBMA LU1

O volume de petréleo retido no sistema poroso ndo-consolidado apds o
tratamento de injecao das células foi quantificado utilizando-se a técnica de extracao
por solvente (Urum et al., 2004). O eluato foi coletado em funil de separacéo, para
subsequente drenagem da agua apds a separacdo das fases. O petroleo retido no funil
de separacéo foi extraido com 40 mL de n-Hexano (Urum et al., 2004). Esse mesmo
volume do solvente foi utilizado para remover o petroleo residual da areia apés a
desmontagem do sistema poroso ndo-consolidado.

O volume de petréleo presente em cada solucdo de 6leo dissolvido em n-
hexano foi calculado comparando-se o valor da Asso (absorvéancia) da solugéo,
determinado em espectrofotdmetro (BioRad SmartSpec "™ 3000), com os valores de

uma curva de calibracao de 6leo em n-hexano.

3.4.3. Recuperacao de petroéleo residual de sistema poroso ndo-consolidado apos
injecdo de células hidrofobicas de Acinetobacter sp. LBBMA LU1

Células de Acinetobacter sp. LBBMA LUL1, obtidas ap6s o cultivo em meio
TSB suplementado com 5 g L™ de glicose a 35 °C e 200 rpm por 72 horas, foram
utilizadas para se determinar o efeito da concentracdo de células na suspensao
injetada nos sistemas porosos ndo-consolidados sobre a remogdo do petréleo
residual. As células foram coletadas por centrifugacdo (Jouan — MR23i), a 4°C e
14.000 g por 20 minutos. Apds a lavagem em salina por duas vezes, o pélete foi
ressuspendido em PBS a 10 mM L™ (pH 7,4) e a concentracdo foi ajustada para se
obterem suspensdes celulares com valores de D.O.g00 = 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 20,0.
Volumes correspondentes a 52 mL de cada uma das suspensdes foram mantidos em
banho-maria a 30°C por 15 minutos, antes da injecao nos sistemas porosos sob fluxo
continuo de 0,30 mL min™. As suspensdes foram agitadas a cada 30 minutos, durante
0 processo de injecdo na coluna. As células utilizadas apresentavam valores de
hidrofobicidade superiores a 75%, de acordo com o teste MATH.

As colunas com o sistema poroso nao-consolidado foram acopladas a uma
bomba peristaltica (Master flex ®L/S® Cole-Parmer — 7523-90) e mantidas a 30 °C

em estufa com ventilagdo forcada (Tecnal TE-394/3). As suspensfes de
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Acinetobacter sp. LBBMA LU1 foram injetadas em volume correspondente a 4
volumes porosos, seguindo-se injecdo do equivalente a um volume de &gua
deionizada. Para cada uma das concentracbes de células, foram utilizadas

simultaneamente duas colunas, constituindo as duas repeti¢cdes por tratamento.

3.4.4. Recuperacao de petroleo residual de sistema poroso ndo-consolidado pela
injecdo de células hidrofilicas de Acinetobacter sp. LBBMA LU1

As células de Acinetobacter sp. LBBMA LU1 foram obtidas apds cultivo
em meio TSB sob as condic¢des descritas no item 3.3 e ressuspendidas em PBS (pH
7,4). As células foram armazenadas sob refrigeracdo (4-6 °C) durante um més,
determinando-se, em seguida, o valor de hidrofobicidade pelo método MATH. As
células apresentaram um valor MATH = 15 %, sendo, portanto consideradas
hidrofilicas. A concentracdo de células na suspenséo foi ajustada para uma D.O.g0 =
5,0 em PBS (pH 7,4), sendo o tratamento controle constituido de suspensdo de
células hidrofébicas (MATH = 75 %). As colunas com 0s sistemas porosos nao-
consolidados foram acopladas a bomba peristaltica e submetidas ao mesmo

procedimento descrito no item 3.4.3.

3.4.5. Efeito da integridade de células de Acinetobacter sp. LBBMA LU1 sobre a
recuperacao de petréleo em sistema poroso nado-consolidado

Células de Acinetobacter sp. LBBMA LUL, obtidas conforme descrito no
item 3.4.3, foram ressuspendidas em PBS (pH 7,4), em concentracdo correspondente
a uma D.O.g0 = 5,0 e autoclavadas a 121 °C por 20 minutos. As colunas com 0s
sistemas porosos ndo-consolidados foram acopladas a bomba peristaltica e

submetidas ao mesmo procedimento descrito no item 3.4.3.

3.4.6. Efeito do pH e da salinidade da suspenséo de células de Acinetobacter sp.
LBBMA LUl sobre a recuperacdo de petréleo em sistema poroso nao-
consolidado

A influéncia do pH da suspensdo de células (D.O.s00 = 5,0) na recuperagédo
do ¢6leo residual foi avaliada ajustando-se o pH da solucdo de ressuspensao com
NaOH para valores de 8,5 e 9,5. Os resultados foram comparados aos obtidos em pH
7,4.
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O efeito da salinidade do liquido de injecdo foi avaliado adicionando-se
NaCl na concentracéo final de 50 ou 100 g L-1 a suspensdo de células em PBS a 10
mM “!pH 7,4 (D.O.¢00 = 5,0). As colunas com os sistemas porosos ndo consolidados
foram acopladas a bomba peristaltica e submetidas aos procedimentos descritos

anteriormente (item 3.4.3).

3.5. Analises estatisticas

Todos os experimentos foram montados no delineamento inteiramente
casualizado e os resultados de cada experimento analisados por ANOVA, pelo teste
F, a 5 % de probabilidade. Posteriormente, quando necessario, foi aplicado o teste de
Tukey a 5 % de probabilidade para os dados dependentes de efeito qualitativo. Os
dados dependentes de efeito quantitativo foram avaliados por regressdo. Os dados
experimentais foram apresentados como médias aritméticas de duas ou trés

repeticdes, sendo os desvios-padrdao mostrados pelas barras de erro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo da hidrofobicidade de células de Acinetobacter sp. LBBMA LU1
em caldo TSB suplementado com glicose

A adicdo de glicose ao meio TSB aumentou a hidrofobicidade das células
de Acinetobacter sp. LBBMA LUL, a qual passou de 65,5%, no meio sem glicose,
para 77,0% quando as células foram cultivadas no meio com a fonte adicional de
carbono até 10 g L™ (Figura 1). Uma vez que a hidrofobicidade das células no meio
de cultura TSB adicionado de 5 ou 10 g L™ de glicose ndo diferiu, foi adotado o
acréscimo de 5 g L™ de glicose ao meio TSB para a obtencéo de células com alto
valor de hidrofobicidade, para serem usadas nas demais etapas do trabalho. A adigéo
de 20 g L™ glicose apresentou efeito oposto ao observado com as demais
concentracOes avaliadas, resultando em decréscimo da hidrofobicidade celular. Os

dados séo explicados por uma equacéo polinomial de segundo grau (Figura 1).
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Figura 1. Hidrofobicidade de células de Acinetobacter sp. LBBMA
LU1 cultivadas por 72 horas a 35°C e 200 rpm em caldo
TSB adicionado de glicose, mensurada pelo teste de adeséo
microbiana a hidrocarbonetos (MATH) (Sanin et al., 2003),
empregando-se hexadecano como fase apolar.
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4.2. Avaliacdo da atividade de emulsificacdo de Oleo das células de
Acinetobacter sp. LBBMA LUL1 e estabilidade da emulséo

A adicdo de glicose em diferentes concentracdes ao meio TSB resultou na
obtencdo de células com maior capacidade de formacdo de emulsdes estaveis com 0s
6leos vegetais de soja (Figura 2A), de oliva (Figura 2D) e com hexadecano (Figura
B). Os volumes maximos de emulsdes estaveis foram alcancados com células
obtidas em TSB com suplementagdo de 5 g L™ de glicose, quando os valores de
emulsificacdo corresponderam a Ey4 de 74 % com 0leo de soja (Figura 2A), Ez4 de
76 % com o hexadecano (Figura 2B) e E,4 de 63,0 % com 0leo de oliva (Figura 2D).
Com o oleo de canola, as emulsdes mostraram-se estveis em todos os tratamentos
testados. Porém, a adicdo de 5 g L™ de glicose proporcionou a estabilizacdo de um
maior volume de emulsdo, com E,4 de 84 %. Os demais tratamentos com 10 ou 20 g
L de glicose e o controle (0 g L™ de glicose) apresentaram Es, de 79 %, 79 % e 77
%, respectivamente (Figura C).

As emulsdes obtidas nesse experimento podem estar relacionadas a
presenca de bioemulsificantes, uma vez que a maioria das estirpes de Acinetobacter
possui a habilidade de produzir compostos de alta massa molecular com agéo
emulsificante, a exemplo de polissacarideos anfipaticos, proteinas,
lipopolissacarideos, lipoproteinas ou uma mistura complexa desses biopolimeros
(Sar e Rosemberg, 1983). Além disso, existem estirpes de Acinetobacter que se
comportam como solidos coloidais com capacidade de estabilizar emulsoes,
simplesmente em resposta as caracteristicas hidrofébicas de sua membrana (Kang et
al., 2008). No entanto, deve ser ressaltado que os isolados crescidos em meio
suplementado com 5 ou com 10 g L™ de glicose apresentaram uma hidrofobicidade
apenas ligeiramente superior ao controle (Figura 1), o que indica que a
hidrofobicidade pode ndo ser o unico fator responsavel pela formacgdo e
estabilizacdo das emulsdes aqui apresentadas. Essa observacéo é reforcada pelo fato
de que a estabilidade das emulsGes obtidas com células cultivadas em meio
suplementado com 20 g L™ de glicose foi significativamente superior & obtida com
as ceélulas do tratamento-controle (Figuras 2A, 2B e 2D), a despeito de

apresentarem, em relacao a essas, menor hidrofobicidade (Figura 1).
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Figura 2. indice de emulsificacdo (E,,) das suspensdes formadas entre suspensdes de células de
Acinetobacter sp. LBBMA LUL1 e diferentes 6leos; A = 6leo de soja; B = hexadecano; C
= 0Oleo de canola; D = 6leo de oliva. As células foram cultivadas em caldo TSB a 35°C e
200 rpm por 72 horas. As linhas sobre as barras indicam o desvio-padrdo da média de 2
repeticdes.

4.3. Efeito da idade da cultura na hidrofobicidade das células de Acinetobacter
sp. LBBMA LU1 durante o crescimento em meio de cultura TSB adicionado de
glicose

A maior concentragdo de células de Acinetobacter sp. LBBMA LUL em
meio TSB adicionado de glicose é obtida em cerca de 40 horas de crescimento, nas

condigdes avaliadas (35 °C, 200 rpm) (Figura 3).
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Figura 3. Crescimento e hidrofobicidade celular de Acinetobacter sp.
LBBMA LU1 em TSB suplementado com glicose a5 g.L™.
As culturas foram cultivadas por 96 horas a 35 °C e 200
rpm. A hidrofobicidade foi mensurada pelo teste de adeséo
microbiana a hidrocarbonetos (MATH) (Sanin et al., 2003),
empregando-se 0 n-hexadecano como fase apolar.

A hidrofobicidade celular aumentou linearmente nas primeiras horas do
crescimento (Figura 4), tendendo a estabilizar apds cerca de 16 horas do inicio do
cultivo. O maior valor de hidrofobicidade das células, cerca de 79,4 % (Figura 3),
foi obtido apds 72 h de crescimento, quando a cultura ja havia cessado seu
crescimento e entrado na fase de morte celular. A cinética de alteracdo da
hidrofobicidade de Acinetobacter sp. LBBMA LU1 corrobora o relato de outros
autores, ou seja, de que a hidrofobicidade da superficie celular aumenta com a
aproximacdo da fase estacionaria (Rosenberg et al., 1981; Kjelleberg e Hermansson
1984; Hart e Vreeland, 1988). Alguns estudos tém ainda demonstrado que a
manutencdo de células em agua, em PBS ou em meios de cultura com limitagao de
carbono leva ao aumento da hidrofobicidade celular (Castellanos et al., 2000; Jana et
al., 2000; Sanin et al., 2003). No entanto, no presente trabalho verificou-se que o
acréscimo de glicose levou ao aumento da hidrofobicidade celular, o que contrasta
com o resultado obtido por Sanin e colaboradores (2003).

As alteracbes na hidrofobicidade da superficie celular bacteriana
normalmente sdo atribuidas a mudangas qualitativas e quantitativas dos
componentes da superficie celular, sendo essas mudangas dependentes do nutriente
limitante e do tempo em que as células permanecem em desnutricdo. A inoculagéo

de bactérias em meio com limitacdo de nutrientes promove severas modificacfes
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fisioldgicas e alteragcdes na composicdo da membrana e da parede celular (Nozawa
et al., 1980; Noyce e Hughes, 2003; Kabir et al. 2004). Essas alteracdes na
composicdo referem-se a mudangas na quantidade, qualidade e localizagcdo dos
grupos funcionais presentes, como cetonas, acidos carboxilicos, grupos carbonila,
ligacGes peptidicas, ligacOes éter, grupos etano, hidrogénio e hidroxila. Quando o
carbono é o nutriente limitante, o nitrogénio em excesso é direcionado a formacéo
de proteinas e algumas dessas proteinas em excesso Sdo encaminhadas aos
polimeros de matriz extracelular (Durmaz e Sanin, 2001). Essas proteinas e
aminoacidos sdo componentes hidrofébicos de exopolissacarideos, e, portanto,
causam o aumento na hidrofobicidade da superficie celular (Dignac et al., 1998;
Sanin et al., 2003). Outro fator que pode estar relacionado ao aumento da
hidrofobicidade é a possivel presenca de fimbrias e a putativa producdo de
bioemulsificantes, visto que a aderéncia de A. calcoaceticus RAG-1 ao n-
hexadecano ocorre em razdo da presenca de numerosas fimbrias em sua superficie,
compostas por proteinas com uma alta proporcdo de aminoacidos com residuos
hidrofébicos (Rosemberg et al., 1982). Essa espécie e outras pertencentes ao género
Acinetobacter produzem bioemulsificantes associados a célula formando uma mini-
capsula, a qual torna a superficie celular hidrofobica, permitindo com que tenha
acesso as gotas de Oleo, deixando-a biodisponivel por meio da formacdo de
emulsdes estaveis (Choi et al., 1996).

A menor hidrofobicidade das células apds 96 horas de incubacdo (MATH =
68,5 %), quando comparada ao maior valor de hidrofobicidade (MATH = 79,4%)
apos 72 horas de cultivo (Figura 4), foi atribuido a um possivel inicio de degradagédo
do(s) composto(s), ainda ndo-identificado (s), responséavel (eis) pelo aumento da

hidrofobicidade nas fases mais tardias do crescimento.

4.4. Experimentos de recuperacao de petréleo residual

4.4.1. Influéncia da concentracdo de células de Acinetobacter sp. LBBMA LU1
sobre a recuperacao de petréleo em sistema poroso ndo-consolidado

O percentual médio de recuperacdo de 6leo ap6s o tratamento com a &gua, a qual
simula a recuperacao secundaria, foi de 17% do volume originalmente presente nas

colunas. Os dados de percentual de petroleo residual retido na coluna apés a injecéao
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de células hidrofobicas (MATH = 75 %) de Acinetobacter sp. LBBMA LUL, em
quatro concentracfes distintas, se ajustaram a modelo de equacdo de terceiro grau
(Figura 4). A injecdo das suspensdes de células nas colunas reduziu a saturacao
residual de dleo, sendo o percentual de éleo retido dependente da concentracdo de
células na suspensdo. No tratamento com suspensao de células com D.O.g00 = 10,0,
apenas 26,0 % do Oleo residual permaneceram retidos no nucleo poroso. No
tratamento com a suspensao de células com D.O.g00 = 20, 0 percentual de éleo retido
foi de 22 % do volume de dleo residual. Esses resultados foram atribuidos a
capacidade das células de Acinetobacter sp. LBBMA LUl formarem emulsGes
estaveis com o Oleo, em razdo das caracteristicas hidrofobicas da superficie das
células, bem como a putativa producdo de bioemulsificantes que podem ficar
adsorvidos a célula na forma de mini-cépsulas, auxiliando na formagdo de emulsGes
e consequentemente na recuperacgdo de petréleo. O volume de 6leo total recuperado
com as etapas de recuperacdo secundaria (injecdo de agua) e terciaria (injecdo de
células de Acinetobacter sp., nos melhores tratamentos (suspens@es celulares com
D.O. 600 = 10,0 ou 20,0)) correspondeu a mais de 80% do volume de dleo
originalmente contido nos nucleos porosos. Esse resultado é consideravelmente
superior ao que é alcancado nas operacOGes de recuperacdo de petréleo, as quais
propiciam recuperacdo entre 10% e 40% do volume de 6leo contido em um
reservatorio (Van Hamme et al., 2003; Mclnerney et al., 2005). O efeito da injecao
de células do isolado microbiano utilizado neste trabalho é também superior aos
resultados de outros estudos em MEOR. Como exemplo, Dastgheib et al. (2008),
trabalhando com emulsificantes produzidos por espécies de Bacillus. Nesse trabalho
foi observada a recuperagdo de 78,7% do 0leo originalmente presente em colunas de
areia apés o tratamento com agua e emulsificantes, porém, somente a agua foi capaz
de recuperar 57% de todo o hidrocarboneto. Em outro trabalho, Joshi et al (2008)
obtiveram uma recuperagdo de 25 a 33% do 6leo residual presente em nucleos
porosos de areia apdés a injecdo de biossurfactantes produzidos por espécies de
Bacillus.

A funcdo mais importante de um emulsificante é prover forcas repulsivas
entre as gotas dispersas e, portanto, prevenir a coalescéncia e a subsequente
separacgdo de fases. Se, além disso, as substancias adsorvidas interagirem fortemente
umas com as outras na interface, as propriedades reoldgicas, como elasticidade e

viscosidade, podem aumentar. Essas propriedades reoldgicas podem influenciar o
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transporte de gotas individuais, bem como o de toda a suspensdo. Algumas bacterias
sdo capazes de emulsificar hidrocarbonetos por meio da fixacdo a interface dleo-
agua mediada por interacdes hidrofdbicas gerais, ndo sendo o fendmeno atribuido a
um reconhecimento especifico do substrato (Cooper et a., 1982; Van Loosdrecht,
1987; Dorobantu et al., 2004). Neste caso, bactérias hidrofobicas podem comportar-
se como particulas solidas coloidais, similares a argila e a nanoesferas, as quais sdo
capazes de formar emulsdes estaveis (Binks, 2002; Aveyardet al., 2003). Essas
particulas podem interagir lateralmente umas com as outras e levar ao aumento da
elasticidade e da viscosidade, o que pode aumentar a habilidade das emulsdes em
bloquear as vias mais permeaveis ao fluido deslocador em meios porosos
(Dorobantu et al., 2004). A tenacidade da ligacdo das particulas (neste caso, das
bactérias), que se comportam como particulas coloidais, a interface 6leo-a4gua, ddo
origem a camadas adsorvidas que se comportam como fortes barreiras estéricas,
explicando assim a estabilidade das emulsGes resultantes. Neste caso, a bactéria
adsorvida funciona como um emulsificante. Assim, além de prover a estabilidade da
emulsdo, a bactéria adsorvida também afeta de modo significativo as propriedades
de transporte das gotas emulsionadas, por conduzir a passagem da suspensdo
emulsionada por canais inexplorados (Kang et al., 2008), auxiliando na recuperacao
de petréleo. Trabalhos utilizando duas estirpes hidrofobicas como solidos coloidais,
Acinetobacter venetianus e Rhodococcus erythropolis, demonstraram que elas
funcionaram como estabilizadoras de emulsdes por se adsorverem a interface oleo-
agua. A presenca das células bacterianas proporcionou, também, maior elasticidade
as emulsdes, eliminando a instabilidade capilar em poros estreitos (Kang et al.,
2008). Esse mecanismo é importante para aplicagdes em MEOR, uma vez que a
capacidade das gotas emulsificadas de bloquear determinados canais de poros é

fortemente aumentada.
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Figura 4. Percentual de petréleo retido em meios porosos ndo-
consolidados apds tratamento com suspensdes de células do
isolado Acinetobacter sp. LBBMA LUl em diferentes
concentragdes. A bactéria foi cultivada em TSB
suplementado com 5 g L™ de glicose por 72 horas a35°C e a
200 rpm. Apos o tratamento com 10 volumes de poro (VP) de
agua, a coluna foi tratada com 4 volumes de poro da
suspensao de células com D.O.gq = 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 20,0
e com hidrofobicidade média de 75 %. O experimento foi
conduzido a 30 °C. O percentual médio de 6leo residual apds
o tratamento com a agua foi de 83 %. As linhas sobre os
marcadores indicam o0 desvio-padrdo da média de 2
repeticdes.

4.4.2. Recuperacao de petroleo residual de sistema poroso nao-consolidado pela
injecdo de células hidrofilicas de Acinetobacter sp. LBBMA LU1

O percentual médio de 6leo residual apds o tratamento com agua foi de 76,7
%. Apos a injecdo de células hidrofilicas (MATH = 15 %), 42 % do 6leo residual
permaneceram retidos na coluna, enquanto que apos a injecao de celulas hidrofobicas
(MATH =75 %), apenas 33 % do 6leo residual permaneceram retidos. No entanto, o
percentual de Oleo retido apds a injecdo dos dois tratamentos ndo diferiu
estatisticamente (p = 0,122) (Figura 5). Como as ceélulas hidrofilicas também
promoveram a mobilizacdo do Oleo, acredita-se que tenha ocorrido formacdo de
emulsdes estaveis também por células menos hidrofobicas, como evidenciado
anteriormente (Figura 1 e Figura 2). Desta forma, conclui-se que a hidrofobicidade
celular ndo é o Unico fator a definir a capacidade das células em promover o aumento

da recuperacéo do petroleo.
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Figura 5. Petroleo retido em nucleos porosos ndo-consolidados apds
tratamento com suspensdes de células de Acinetobacter sp.
LBBMA LU1 hidrofébicas (MATH = 75 %) ou hidrofilicas
(MATH = 15 %), ajustadas a uma D.O.gp = 5,0. As células
foram obtidas ap6s cultivo em TSB suplementado com 5 g L-
1 de glicose por 72 horas a 35 °C e a 200 rpm. Apds o
tratamento com 10 volumes de poro (VP) de agua, a coluna
foi tratada com 4 volumes de poro da suspensdo de células
ressuspendidas em PBS pH 7,4+ 1 VP de éagua. O
experimento foi conduzido a 30 °C. O percentual médio de
6leo residual apds o tratamento com éagua foi de 76,7 %. As
linhas sobre as barras indicam o desvio-padréo da média de 2
repeticdes. Os tratamentos ndo foram considerados
significativos pelo teste F com 5 % de probabilidade (p =
0,122).

4.4.3. Efeito da integridade de células de Acinetobacter sp. LBBMA LU1 sobre a
recuperacao de petréleo em sistema poroso ndo-consolidado

O percentual médio de éleo residual ap6s o tratamento com a agua foi de
87,6 %. O percentual de petroleo retido apés a injecdo da suspensdo de células
autoclavadas de Acinetobacter sp. LBBMA LU1 foi 63 %, enquanto que, apos a
injecdo de células integras do mesmo micro-organismo, que ndo foram submetidas a
autoclavagem, foi cerca de 52 %. A recuperacdo do petroleo retido nos nucleos
porosos ndo-consolidados, apds a injecdo dos dois tratamentos, ndo diferiu
estatisticamente (p = 0,307) (Figura 6), indicando que a integridade celular néo é
essencial para a acao das células no processo de mobilizacdo do 6leo. No entanto, ha
uma tendéncia de perda de eficiéncia dessas células ap6s a autoclavagem, que pode
ser identificada pelo maior percentual de petroleo retido apés a injecdo da suspensao
de células autoclavadas (63 %), em comparacdo com o resultado obtido com o
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controle (52 %). Especula-se que tenha ocorrido destruicdo parcial de compostos ou
superficies envolvidos na mobilizacdo do petroleo durante a autoclavagem, como por
exemplo, a desnaturacdo de proteinas hidrofébicas presentes na superficie celular ou
a lise das células, de forma a impossibilitar a formacdo de emulsdes e reduzindo,

consequentemente, a recuperacgéo de petroleo.

Percentual de petroleo retido na coluna apds
tratamento com células

0.0

Células autoclavadas Células integras

Figura 6. Percentual de petréleo retido na coluna ap6s tratamento
com suspensdes de células hidrofobicas de Acinetobacter
sp. LBBMA LUl (MATH = 75 %) submetidas a
autoclavagem e células integras. As células (D.O.g0 = 5,0)
foram obtidas ap0s crescimento em TSB suplementado com
5 g L-1 de glicose por 72 horas a 35 °C e a 200 rpm. Ap6s 0
tratamento com 10 volumes de poro (VP) de agua, a coluna
foi tratada com 4 volumes de poro da suspensao de células
ressuspendidas em PBS pH 7,4+ 1 VP de agua. O
experimento foi conduzido a 30 °C. O percentual médio de
oleo residual apds o tratamento com a &gua foi de 87,6 %.
As linhas sobre as barras indicam o desvio-padrdo da média
de 2 repeti¢des. Os tratamentos ndo foram considerados
significativos pelo teste F com 5 % de probabilidade (p =
0,307).

4.4.4. Efeito do pH da suspenséo de células de Acinetobacter sp. LBBMA LU1
sobre a recuperacao de petréleo em sistema poroso ndo-consolidado

A avaliacdo da influéncia do pH na recuperacdo de petroleo demonstrou
variacbes consideraveis no percentual de petréleo retido nas colunas apds o
tratamento com suspensdes de células hidrofébicas (D.O.g00 = 5,0), com valores de
pH 7,4 (controle); 8,5 e 9,5 (Figura 7). O menor percentual de petréleo retido (33 %)
na coluna foi obtido com a suspensdo de celulas com o pH de 7,4 (tratamento-
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controle). O percentual de petréleo retido na coluna tratada com a suspensdo de
células em pH 8,5 (67 %) foi significativamente superior ao controle (p = 0,021).
N&o houve diferenca significativa entre o percentual de petréleo retido na coluna
tratada com a suspensdo de células com o pH 9,5 (51 %) e o obtido nos demais
tratamentos. Apesar de ndo ter diferido estatisticamente, foi observado que o
aumento do pH para 9,5 resultou em um menor valor absoluto de éleo retido na
coluna, quando comparado ao tratamento com pH 8,5. Esse resultado pode estar
relacionado simplesmente com a maior concentracdo de NaOH no tratamento com
maior valor de pH, o qual promove a reducéo da tensao interfacial e a mobilizacéo de
petréleo (Rudin e Wasan, 1992).

Percentual de petréleoretido na colunaapos
tratamento com células

7.4 8,5 95
pH

Figura 7. Percentual de petréleo retido na coluna apds a injecdo da
suspensdo de células hidrofébicas (MATH = 75%) aferidas
aos pHs 8,5 9,5 ajustadas a DOggo= 5,0 de Acinetobacter sp.
LBBMA LU1, crescido em TSB suplementado com 5 g L-1
de glicose por 72 horas a 35 °C sob agitacdo a 200
rpm.Apds o tratamento com 10 volumes de poro (VP) de
dgua a coluna foi tratada com 4 volumes de poro da
suspensao de células ressuspendidas em PBS pH 7,4 + 1 VP
de &gua. O experimento foi conduzido a 30 °C.O percentual
de 6leo residual apds o tratamento com a agua foi em média
88%. As linhas sobre as barras indicam o desvio-padrdo da
média de 2 repeti¢des.

Kim e colaboradores (2008) concluiram que o pH é um fator determinante
no transporte de células de Escherichia coli através de um sistema poroso composto
por areia. Os autores relatam recuperacdo de cerca de 3 % da massa celular apos a

injecdo de fluido com pH de 6,0 ou 7,0, e de até 78,0 % quando o pH da suspenséo
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foi de 8,0 ou 9,0. Uma vez que as células microbianas apresentam carga negativa em
valores de pH acima de 2,0 ou 3,0 (Gannon et al., 1991a; Fontes et al., 1991), a
alteracdo da carga liquida da areia de positiva, em pHs abaixo de 7,0, para negativa,
em pHs alcalinos (pH 8,0 ou 9,0), muda a afinidade das células pela areia, de atrativa
para repulsiva, o que reduz consideravelmente a retencdo das mesmas dentro do
sistema poroso (Kim et al., 2008).

Assim, os efeitos do pH nas caracteristicas fisico-quimicas da superficie
celular de Acinetobacter sp. LBBMA LUL1 e a determinacdo de como essas possiveis
mudancas afetam o transporte das células em sistemas porosos ou sua interagcdo com
0 petroleo e, consequentemente, com sua mobilizacdo, devem ser avaliados em

experimentos posteriores, para melhor compreensédo desses fenémenos.

4.4.5. Efeito da salinidade da suspensao de células de Acinetobacter sp. LBBMA
LU1 sobre a recuperacao de petréleo em sistema poroso nao-consolidado

A elevacdo da concentracdo de NaCl na suspensdo de células de
Acinetobacter sp. LBBMA LU1 nédo proporcionou diferengas estatisticas quanto ao
percentual de petréleo retido nos sistemas porosos ndo-consolidados (p = 0,055). No
entanto, observou-se que o aumento da concentracdo de NaCl da suspensdo de
células de Acinetobacter sp. LBBMA LU1 (D.O.g00 = 5) para os valores de 50 ou 100
g L7, resultou em menor deslocamento do 6leo retido no nicleo (Figura 9). Em
auséncia do sal, o residual de 6leo na coluna correspondeu a aproximadamente 33,0
% do petréleo total injetado, enquanto nos tratamentos com 50 e 100 g L™ de NaCl
ocorreu uma elevacédo da saturacéo residual para 59,0 e 62,0 %, respectivamente.

Assim como relatado para o pH, um dos fenbmenos que podem estar
envolvidos na alteracdo da capacidade das células em promover a mobilizagdo do
6leo nos sistemas porosos testados é o seu transporte atraves deste. Gannon e
colaboradores (1991b) relatam que a presencga de NaCl na suspenséo bacteriana pode
influenciar no seu transporte através da coluna de areia. Os autores assumem que
alteracGes de origem eletrostatica tanto na superficie celular quando na matriz solida
podem ser o mecanismo chave para o retardamento do transporte das células na
presenca do sal. Porém, mais trabalhos devem ser realizados de modo a avaliar o

efeito de um maior ou menor tempo de retencdo celular dentro das colunas na sua
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capacidade em mobilizar o petroleo. Além disso, ndo podem ser descartadas
alteracdes de origem fisico-quimica dos compostos presentes na superficie celular,

gue supostamente estariam envolvidos na recuperagdo do 6leo.

Percentual de petroleo retido na coluna apos
tratamento com células

0,0

Trat. sem NaCl 50¢gL * NaCl 100 g L * NaCl

Figura 8. Percentual de petroleo retido na coluna ap6s a adicdo de
diferentes concentracdes de NaCl a suspensdo de células
hidrofébicas (MATH = 75 %) ajustadas & DOg= 5,0 de
Acinetobacter sp. LBBMA LU, crescido em TSB
suplementado com 5 g L™ de glicose por 72 horas a 35 °C
sob agitacdo a 200 rpm. Apos o tratamento com 10 volumes
de poro (VP) de agua a coluna foi tratada com 4 volumes de
poro da suspensdo de células ressuspendidas em PBS pH
7,4 + 1 VP de 4gua. O experimento foi conduzido a 30 °C.
O oleo residual inicial apds o tratamento com a agua foi em
média 86,7 %. As linhas sobre as barras indicam o desvio-
padrdo da média de 2 repeti¢des. Os tratamentos ndo foram
considerados significativos pelo teste F com 5 % de
probabilidade (p = 0,055).
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5. CONCLUSOES

Em ndcleo poroso ndo-consolidado a injecdo da suspensdo de células
lavadas de Acinetobacter sp. LBBMA LUL, apds o crescimento em meio TSB
adicionado de 5 g L™ de glicose promove a recuperacdo de petréleo retido no ndcleo
em todas as concentragBes testadas. Quanto maior a concentragdo de células na
suspensdo, menor o percentual de o6leo retido na coluna. O que indica a presenca de
compostos ou constituintes celulares que auxiliam na recuperacdo de petréleo. O
valor de pH da suspensdo de células para injecdo no sistema poroso saturado com o
Oleo residual bem como a salinidade influenciam a mobilizacdo do 6leo , fato
atribuido a possiveis alteracbes nos compostos e/ou superficies responsaveis pelo
fendmeno. A bactéria ou 0 composto proveniente da mesma apresenta capacidade
emulsificante e, consequentemente, potencial para uso em MEOR. Os bons
resultados obtidos nesse primeiro trabalho reforcam a necessidade da elucidacdo dos
mecanismos envolvidos na recuperacdo de petroleo por meio da utilizagdo de células

de Acinetobacter sp.
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