PERICLES LEONARDO FERNANDES

BIOSSURFACTANTES E POLIMEROS DE Bacillus subtilis RI4914 E SUA
APLICACAO EM RECUPERACAO AVANCADA DE PETROLEO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagao em Microbiologia
Agricola, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2011



PERICLES LEONARDO FERNANDES

BIOSSURFACTANTES E POLIMEROS DE Bacillus subtilis RI4914 E SUA
APLICACAO EM RECUPERACAO AVANCADA DE PETROLEO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagdo em Microbiologia
Agricola, para obtengdo do titulo de
Doctor Scientiae.

APROVADA: 31 de agosto de 2011.

Prof. Arnaldo Chaer Borges Prof. Antonio Galvio do Nascimento
(Co-orientador) (Co-orientador)
Prof. Nélio José de Andrade Prof. Adriano Guimaries Parreira

Prof. Marcos Rogério Totola
(Orientador)



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me iluminar e guiar cada momento da minha vida.

A Universidade Federal de Vigosa e ao Departamento de Microbiologia, pela
oportunidade de realizagao do curso.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel superior (CAPES, pela
concessao da bolsa de estudos.

Aos meus orientadores, Professor Marcos Rogério Totola e Professor Michael J.
Mclnerney pelos ensinamentos transmitidos, pelo incentivo e apoio na realizagdo do meu
trabalho e principalmente pela confianga em mim depositada.

Aos professores Arnaldo Chaer Borges e Anténio Galvdo do Nascimento, pelo
apoio e ajuda em todos os momentos.

A todos os demais professores e servidores do Departamento de Microbiologia,
que ajudaram direta ou indiretamente na conclusdo dos meus trabalhos.

A todos os colegas de laboratorio, por serem cumplices do meu sucesso.

Aos meus pais Jair A. Fernandes e Maria da Conceigdo S. S. Fernandes e irmaos
Vitor H. Fernandes e Erika C. Fernandes, por todo o amor e apoio incondicional.

A minha esposa Patricia Bernardes Nobre, por todo amor e compreensio, mesmo

nos momentos mais dificeis.



BIOGRAFIA

PERICLES LEONARDO FERNANDES, filho de Jair Augusto Fernandes e
Maria da Conceic¢do Soares da Silva Fernandes, nasceu em Belo Horizonte, Minas Gerais,
no dia 09 de agosto de 1982.

Em janeiro de 2005, diplomou-se em Biologia pela Universidade Estadual de
Montes Claros.

Em agosto de 2005 iniciou o programa de Pos-Graduacdo, em nivel de Mestrado,
em Microbiologia Agricola na Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, MG, na area
de Microbiologia Ambiental, o qual foi concluido em Agosto de 2007.

Em agosto de 2007 iniciou o programa de Po6s-Graduacdo, em nivel de
Doutorado, em Microbiologia Agricola na Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa,

MG, na area de Microbiologia do Petrdleo.

iii



SUMARIO

RESUMO ..ottt ettt s b e s et ne e et senneneenenaene v
ABSTRACT ...ttt ettt ettt sttt sttt sa e vi
Capitulo 1: MEOR - Recuperacio de Petréleo Melhorada por Micro-organismos -
REVISAO ...ttt sttt ettt ettt et bbb 1
L INEEOAUGAO ..ttt ettt ettt ettt et e tt e beesaeesbeesbeesbeesseessasaeesssensaenseas 2
2. Recuperagdo de petrdleo melhorado por micro-organismos — MEOR ................c.c..... 4
3. Mecanismos de MEOR ........cccooiiiiiiiiiienitecceseseeeeteeste ettt e 4
3.1. Os biossurfactantes como agentes de MEOR ............ccccceeiiiiiiiiinieneecieeeeee, 5
3.2. BIOPOIMETOS......ovvivsiisiiniriniisiirisnisssi s 7
3.3, GASES € ACIAOS ....evimeiiiiieiintieei ettt sttt sttt 9
4. CONCIUSOES ..ottt sttt sttt et ettt et bbbt bttt e e saesb e b bt e ene 10
5. Referéncias BibliOZrafiCas ......c.ccvevierieiiieiieiieie ettt ees 11

Capitulo 2: Producio de biossurfactante, solventes e polimero por Bacillus subtilis

RI4914 e seu potencial para a recuperacao avancada de petroleo........................... 17
L INETOAUGEO .ttt ettt ettt ettt e e e te e eteeereeeneas 18
2. Material € MELOAOS ......co.evueieuiriiieiiniiieiiteteteect ettt et 21
3. ReSUItados € DISCUSSEO ....vevievieieieierieieeieeteieste sttt ettt te e stesteereestenseneesbesseesnensenes 26
4. CONCIUSOES ..eneeeeeeiietiette it e it e ettt e e et e st e st e st e st e bt e st ebeenteenteeaeeeneesseesaeeseenseenseennean 37
5. Referéncias BibliOZrafiCas ......c.ccverierieiiieiieiieie ettt ees 38

Capitulo 3: Caracterizagio fisico-quimica do biossurfactante produzido por Bacillus

SUDLITIS RIA9TA ...ttt ettt e et et aeereeneenes 41
L INETOAUGAO ...ttt ettt ettt et et e e tbeetbeetaestaesseessaessaesseessasssanssenses 42
2. Material € MELOAOS ......coovvieieeieieieeee ettt ettt et ee ettt et eeta e e enaeeereeereeeneas 44
3. ReSUItad0Ss € DISCUSSAO .uvveeiierreieieieiieeeetiee e e ettt e et e e eete e e e eeraeee e eenraeeeeeseeeeseseeeeeennes 48
A, CONCIUSOES ittt e ettt e e e ettt e e e et it e e e eeateeesesaeeessnaeessennaeeesannes 58
5. Referéncias BibliOGIrAfiCas .......ccuevueriiruiriieieieieie et 59

Capitulo 4: Recuperacio de Petréleo em meio poroso nao consolidado e a influéncia

de parametros amMbIeNtais ................ccoocoeiiiiiiiieie e 62
L INETOAUGAO ..ottt ettt ettt et et e b e e st e etaesteesseessaessaesseessesssassennes 63
2. Material € MELOAOS ...vevieeieuieiieieieie ettt etete ettt ettt et e teste sttt estenbebesbesbesseesnenes 66
3. Resultados € DISCUSSAO ....eeuieuieiieiieiieie ettt ettt sttt ettt e et ebe et eaeenneeneeens 71
4. CONCIUSOES ..cneveeeeiietiette it et et ettt et et e s et et e s s te bt e st enbeenbeenteeaeeeseesseesaeenseenseenseensenn 83
5. Referéncias BiblIOZIAfiCas .....ccevuieriieiiieiieiieie ettt es 85

v



RESUMO

FERNANDES, Péricles Leonardo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2011. Biossurfactantes e Polimeros de Bacillus subtilis RI4914 e sua Aplicagio
em Recuperacio Avancada de Petréleo. Orientador: Marcos Rogério Tétola. Co-
orientadores: Arnaldo Chaer Borges e Antonio Galvao do Nascimento.

Neste trabalho foram realizados experimentos com o intuito de avaliar-se a
propriedade dos biossurfactantes produzidos pelo isolado Bacillus subtilis RI14914 em
reduzir a tensdo interfacial e promover a recuperagdo de oleo residual em colunas
empacotas com areia. Foi observado que a solucdo de biossurfactantes é capaz de
mobilizar até 40% do o6leo residual das colunas, porém somente em concentragdes
elevadas (2,0 g L™). Por outro lado, a utilizagio do sobrenadante da cultura do isolado
RI4914 proporcionou recuperacdo de Oleo superior a alcangada com a solucdo dos
biossurfactantes e em concentragdo dez vezes menor da molécula. Tais resultados indicam
a producdo de compostos capazes de atuar sinergisticamente com os biossurfactantes na
redu¢do da tensdo interfacial, alcangando valores de até 0,07 mN/m. Além disso, destaca-
se a produgo espontinea de polimero pela bactéria, molécula esta capaz de aumentar a
viscosidade do sobrenadante e reduzir quase que pela metade o volume necessario para
uma recuperacdo satisfatoria de o6leo residual. Os biossurfactantes apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas comparaveis as do surfactante sintético SDS. Em termos de
estabilidade, as moléculas demonstraram ter sua atividade pouco influenciada por
condigdes extremas, principalmente no que se diz respeito as altas temperaturas. Esses
resultados foram comprovados quando o sobrenadante da cultura foi avaliado quanto a sua
capacidade em promover a recuperagdo do petrdleo residual em salinidades variando entre
3 ¢ 10% (p/v) de NaCl e em uma faixa de pH de 6,0 a 9,0. A recuperagéo de 6leo pelo
sobrenadante da cultura demonstrou ser também pouco influenciada pelas condi¢des
ambientais testadas, chegando a recuperar 88% do petroleo residual na presenca de
polimero. Esses resultados comprovam que os biossurfactantes descritos neste trabalho
sdo substitutos em potencial para os surfactantes sintéticos frequentemente utilizados na

industria do petrdleo.



ABSTRACT

FERNADES, Péricles Leonardo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2011.
Biossurfactantes e Polimeros de Bacillus subtilis RI4914 e sua Aplicagio em
Recuperacdo Avancada de Petréleo. Adviser: Marcos Rogério Totola. Co-Advisers:
Arnaldo Chaer Borges and Antdnio Galvao do Nascimento.

The aim of this study was to evaluate the ability of biosurfactants from Bacillus
subtilis RI4914 to decrease the interfacial tension between oil and water and improve
residual oil recovery from sand-packed columns. Injection of a partially purified
biosurfactant solution into the columns led to a 40% recovery of residual oil, but only
when at high concentrations (2.0 g L™"). On the other hand, when the crude supernatant of
B. subtilis R14914 was used as the mobile phase, higher oil recovery was obtained, even
with a much lower biosurfactant concentration (i.e. 0.2 g L™"). These results show that this
microorganism produces other molecules that my act synergistically with the
biosurfactants to promote oil mobilization from the porous sand-core. The lowest
interfacial tension measured between RI4914 supernatant and oil was 0.07 mN. m™. The
bacterium can also produce a polymer which increases the viscosity of the supernatant and
reduces the amount of biosurfactant solution needed for oil recovery. Biosurfactants
produced by RI4914 showed physico-chemical properties comparable to that of the
synthetic surfactant SDS. Extreme conditions, as high temperatures, had no effect on the
biosurfactant stability. RI4914 supernatant was efficient in residual oil recovery in
presence of NaCl (30-100 g.L™") and at pH of 6.0 to 9.0. 88% of residual oil was recovered
from sand-packed columns when crude supernatant containing both biosurfactant and
polymer was used as mobile phase. The results prove that the biosurfactant described in
this work can efficiently replace synthetic surfactant for the purpose of petroleum
recovery, especially if used together with the polymer produced by the same bacterial

strain.
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Capitulo 1

MEOR - Recuperacio de Petroleo Melhorada por
Micro-organismos - Revisao



1. Introducao

O petroleo esta presente em todo o mundo espalhado por uma complexa rede
capilar dos reservatorios, sendo considerado, atualmente, uma fonte de energia
indispensavel, que move a industrializacdo e o crescimento econdmico mundial.
Globalmente, +um trilhdo de barris de petréleo tém sido recuperados de um total de 2-dois
a 4—quatro trilhdes de barris (Hall et al., 2003), e, em muitos paises altamente
industrializados com os Estados Unidos, a produgdo doméstica de dleo estd em declinio,
sendo a probabilidade do descobrimento de grandes novas reservas considerada baixa
(McInerney et al., 2005).

As tecnologias atuais de exploragdo de petroleo podem recuperar um maximo de
40-45% de todo o o6leo contido nos reservatorios, em dois estagios, nomeados de
recuperagdo primaria e secundaria. Logo, essas operacdes convencionais de recuperagdo
geralmente deixam dois tergos do petrdleo nos reservatorios. A recuperagdo primaria
corresponde aos métodos dependentes do fluxo natural de 6leo por diferenca de pressio
entre as partes interna e externa do reservatorio. Embora seja quase sempre o primeiro
método adotado, sua implementagdo depende das caracteristicas de cada reservatorio, e se
torna inviavel a partir do momento em que a pressao interna diminui (Belyaev et al., 2004;
Lazar et al., 2007). Quando isso ocorre, sdo adotados os métodos de recuperagdo
secunddria, que consistem na injecdo de gas ou agua dentro do reservatdrio, com o
objetivo de manter a pressdo interna e impulsionar o dleo para fora (Van Hamme et al.,
2003; Belyaev et. al., 2004). Enquanto a recuperagdo primaria ¢ capaz de produzir de 5 a
10% da reserva total de 6leo, a eficiéncia de recuperagdo da recuperagdo secundaria gira
em torno de 10 a 40% do petréleo (Van Hamme et al., 2003; Mclnerney et al., 2005). Essa
baixa recuperagao ¢ atribuida a diversos fatores, mas principalmente a alta viscosidade do
o6leo presente nas jazidas e a alta tensdo interfacial entre este ¢ a 4gua.

Em uma jazida de petrdleo, o 6leo se encontrado aprisionado nos poros de uma
rocha denominada rocha reservatorio. A mobilidade do petréleo nesse meio poroso e,
consequentemente, sua recuperagdo ¢ influenciada pelas variaveis (1) Numero capilar

(Nca), calculada segundo a formula:

Nca = (”’w-vw) / (Gow)



Onde_Llw representa a viscosidade da fase aquosa, Vw representa o fluxo volumétrico do

fluido, € Gow a tensdo interfacial 6leo/agua; e (2) Razdo de Mobilidade (M), dada pela

formula:

M = (Ky-Ho) / (Ko-Hw)

Onde k,, representa a permeabilidade relativa da 4gua na regido preenchida com 4gua, Kk, é
a permeabilidade relativa do 6leo na regido saturada de 6leo, p, ¢ a viscosidade do dleo e
Hw € a viscosidade da 4gua. Situagdes que favorecam maiores N¢, € M< 1 favorecerdo a
mobilizacdo do 6leo (McInerney et al., 2005).

Para suprir a crescente demanda por energia do mundo, novas tecnologias tém
sido desenvolvidas com o objetivo de adiar ou reduzir o declinio na produgéo de petrdleo
e, a0 mesmo tempo, aumentar as reservas exploraveis. Essas tecnologias incluem a
utilizagdo de técnicas mais sofisticadas, denominadas técnicas de recuperagdo melhorada
de petrdleo (enhanced oil recovery — EOR), que possuem a finalidade de aumentar a
produgao de 6leo por meio do aumento de sua mobilidade no reservatorio.

Dentre as técnicas de EOR, aquelas baseadas na utilizacdo de microrganismos
promissoras para a utilizagdo em larga escala, uma vez varios produtos microbianos de
interesse podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis e de baixo custo (Fox e Bala,
2000; Maneerat, 2005; Nitschke et. al., 2005; Mukherjee et. al., 2006; Nitschke e Pastore,
2006). Pode-se destacar muitos produtos e atividades microbianas potencialmente uteis
para as praticas de MEOR, dentre estes: acidos, como acido acético, butirico e latico;
solventes, como etanol, butanol e acetona; gases, como CO, e CHy; polimeros, como
polissacarideos e proteinas; bioemulsificantes, como heteropolissacarideos e proteinas; e
biossurfactantes, como glicolipideos e lipopeptideos (Mclnerney et. al., 2005). Resultados
de experimentos de campo indicam que técnicas de MEOR podem ser consideradas
economicamente viaveis, causando um incremento de apenas $3,00 por barril de petroleo

extraido (Brown et. al., 2002; Strappa et. al., 2004).
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2. Recuperacao de petréleo melhorada por micro-organismos - MEOR

Nos processos convencionais de EOR sdo utilizadas diversas estratégias para
promover a mobilizagdo do petréleo no reservatorio. Esses processos fazem uso de
surfactantes para a redug@o da tensdo interfacial entre o 6leo e a dgua e entre o 0leo e as
interfaces da rocha; polimeros sdo usados para aumentar a viscosidade da fase aquosa;
acidos, gases e solventes sdo usados para aumentar a permeabilidade através da rede de
poros e para repressurizar o reservatorio (Zobell, 1947; Khire et al., 1994; Bryant e
Lindsey, 1996; Xu, 2005; Lazar et al., 2007). No entanto, os compostos utilizados sdo de
origem petroquimica, obtidos do suprimento de petroleo apos seu refino, o que torna sua
utilizacdo pouco atrativa financeiramente, uma vez que produtos finais sdo utilizados para
a recuperagdo de material cru.

A MEOR baseia-se na produg@o microbiana de todos os compostos anteriormente
mencionados, porém a partir de matérias primas de baixo custo e oriundas de fontes
renovaveis. Os micro-organismos capazes de produzir tais compostos sdo ubiquos nos
reservatorios de todo o mundo, sendo crescente o conhecimento a respeito de sua
habilidade em influenciar a mobilizagdo do petrdleo (Bass e Lappin-Scott et al., 1997). A
MEOR apresenta outras duas vantagens sobre os processos convencionais de EOR: (1) As
células microbianas necessitam de baixa quantidade de energia para a producdo dos
compostos de interesse na recuperagdo do o6leo; (2) Os processos microbianos nao

dependem diretamente do prego global do petrdleo.

3. Mecanismos de MEOR

A produgdo de acidos organicos pelo micro-organismos pode levar a dissolucao
de carbonatos na rocha fonte, aumentando assim a permeabilidade e a porosidade
(Udegbunam et. al., 1991; Aldkins et. al., 1992b). Os solventes produzidos podem alterar
a molhabilidade da interface 6leo-rocha, liberando o 6leo da matriz porosa. Devido a sua

solubilidade preferencial em o6leo, a produgdo de gases como CO, pode reduzir a



viscosidade do 6leo, o que poderia torna-lo mais mével e consequentemente facilmente
recuperavel. Os biossurfactantes sdo caracterizados como um grupo diverso de moléculas
com diferentes estruturas quimicas, como glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas
(Mukherjee et. al., 2006) que possuem a propriedade intrinseca de reduzir a tensdo na
interface 6leo-rocha e dleo-flido de inje¢do, reduzindo as forgas capilares que previnem a
movimentacdo do dleo pelos poros da rocha (Banat et. al., 2000). Muitos exopolimeros
produzidos por diversas espécies bacterianas podem ser uteis na inddstria do petroleo,
principalmente como agentes de controle de mobilidade, aumentando a viscosidade do
fluido de injecdo e proporcionam maior recuperacdo de 6leo. Um exemplo disso—uite
disso utilizade-€¢ a goma xantan (Holzwarth, 1985). Deve ser ressaltado ainda que esses
compostos microbianos de interesse para a inddstria do petroleo possuem a capacidade de
atuar sinergisticamente no aperfeicoamento da recuperagdo de Oleo. Por exemplo,
Maugdalya et. al. (2004) reportam que para existir uma recuperagio significativa de 6leo

um polimero, um biossurfactante e um alcool.

3.1. Os biossurfactantes como agentes de MEOR

A EOR baseada em surfactantes representa um dos mais promissores métodos
para a recuperagdo de uma porcao substancial do oleo residual (Donaldson, 1991; Khire e
Khan, 1994; Banat, 1995; Bass e Lappin-Scott, 1997; Van Hamme et al., 2003; Almeida et
al., 2004). Nessa tecnologia, uma formulagdo aquosa de surfactante é injetada em um
reservatorio maduro, ja em processo de declinio na producdo. Ao entrar em contato com
as goticulas de petréleo aprisionadas nos poros da rocha reservatdrio, o surfactante reduz
dramaticamente a tensdo interfacial (TI), o que acarreta na mobilizagdo do 6leo pelo
aumento do numero capilar (Jenneman et al., 1983; Mclnerney et al., 1990). A formacao
de uma emulsdo 6leo em agua geralmente acarreta no aumento da taxa de mobilidade do
6leo antes que o surfactante seja diluido ou perdido por adsorgdo a rocha. Experimentos
em nucleos rochosos de arenito Berea demonstraram a habilidade dos surfactantes na
recuperagdo do petroleo residual e seu potencial para a aplicagdo em EOR (Ayirala, 2002;
Xu, 2005).

Assim como os surfactantes, os biossurfactantes desempenham um papel de
destaque dentre as metodologias de MEOR (Brown, 1992; Mclnerney et al., 1990; Bryant

e Lindsey, 1996; Tango e Islam, 2002). Sendo assim, a produgéo e os aspectos envolvidos
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na aplicacdo de Dbiossurfactantes raminolipidos, soforolipideos, glicolipideos e
lipopeptideos assumem uma grande significancia industrial e, logo, tém sido
extensivamente revisadas na literatura (Banat, 1995; Desai e Banat, 1997; Banat et al.,
2000; Ron e Rosenberg, 2001). Embora os biossurfactantes glicolipideos produzidos por
isolados de Pseudomonas tenham-sidescjam extensivamente—frequentemente usados em
experimentos de MEOR, lipopeptideos como a surfactina, liquenisina e complexos de
lipideos e polissacarideos como o emulsan também sdo reportados como muito efetivos no
processo de recuperagdo de Oleo. A surfactina, um lipopeptideo, e o mais potente
surfactante microbiano conhecido na atualidade, foi-pode ser produzido ex situ-, neno
ambiente controlado de um fermentador, e utilizado com sucesso em processos de MEOR
(Schaller et al., 2004).

Usualmente;-Os biossurfactantes, que sdo produzidos em fermentadores ex situ,
sdo injetados com outros compostos no fluido de injegdo para facilitar a emulsificagdo do
6leo quando a agua for injetada e melhorar a eficiéncia de recuperagdo. No entanto, a
produgdo e aplicagdo in situ de biossurfactantes em um reservatério calcario também tem

sidofeirecentemente reportada (Youssef et al., 2007).

3.1.1. Produgio de biossurfactantes por Bacillus subtilis

Bactérias da espécie B. subtilis apresentam elevada capacidade de produgdo de
biossurfactantes, tanto em condicdes aerobias quanto em condigdes anaerdbias (Batista et
al., 2008; Fernandes, 2007; Lima, 2008; Rossmann, 2008; Parreira, 2009). Essas bactérias
possuem a habilidade de produzir trés tipos principais de biossurfactantes: surfactina,
iturina e fengicina, com variagdes estruturais entre eles capazes de afetar suas atividades
de modo apreciavel (Mclnerney et al., 2005). A surfactina, pertencente a classe dos
biossurfactantes lipopeptidicos, ¢ constituida por um acido graxo (porgao lipidica apolar) e
um anel de sete aminoacidos (por¢ao polar) (Mclnerney et al., 2002). A surfactina merece
destaque dentre os demais biossurfactantes produzidos por Bacillus, pois, apresenta uma
série de fungdes bioldgicas exibindo propriedades bactericidas, fungicidas, antivirais,
antitumorais e inibitorias na formacdo de coagulos (Barros et al., 2007a). Em 1968, a
surfactina foi relatada por Arima et al. como um novo composto produzido por B. subtilis
que exibia atividade bioldgica, 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 e em suas propriedades fisico-
quimicas, em virtude de varia¢cdes no tamanho de suas cadeias, ao local de ligagdo dos
componentes hidroxi-acidos graxos e a substituigdes dos aminoacidos componentes do
anel (Barros et al.,, 2007a). Representa um dos agentes tensoativos mais efetivos e
estudados até hoje, capaz de reduzir a tensio superficial da 4gua de 72,0 para 27,9 mJ m™~,
em uma concentracdo de apenas 0,05 % (p/v) (Arima et al., 1968; Cooper et al., 1981). A
surfactina ¢ ainda capaz de reduzir tensoes 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).

Varios trabalhos relatados na literatura descrevem a eficiéncia da producdo 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, alcoodis e hidrocarbonetos, embora demonstrasse producao
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
sdo capazes de crescer em altas concentragdes salinas, 7,0% (p/v) de NaCl, em ampla
faixa de pH (4,5 a 10,5), constatando ainda que os surfactantes produzidos nessas
condi¢des propiciavam a recuperacdo de 56% a 62% do petréleo contido em nucleos
porosos de areia. Youssef et al. (2007), trabalhando em condi¢des 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 produgdo de surfactantes (90

mg L) e na recuperagio de petroleo dos pogos onde foram inoculados.

3.2. Biopolimeros

Os biopolimeros tém sido utilizados em experimentos de MEOR principalmente
para a produgdo de entupimentos seletivos em zonas de alta permeabilidade nos
reservatorios (Lappin-Scott et al., 1988; Whitfield, 1988; Pollock, 1994; Almeida et al.,
2004; Nazina et al., 2003). Desta forma, os biopolimeros sdo capazes de redirecionar o

fluxo da 4gua de injegdo para os canais ainda ricos em petrdleo, by-passando as zonas de



onde o 6leo ja foi removido (Sandford, 1979; Raiders et al., 1989; Mclnerney et al., 1985;
Michael et al., 1999; Illias et al., 1999). Os entupimentos bacterianos normalmente
envolvem a nutri¢do das células injetadas ou de bactérias indigenas. Essas bactérias e/ou
nutrientes entram preferencialmente as zonas de alta permeabilidade, onde o crescimento
da biomassa com a produgdo de biopolimeros promove o entupimento dos poros da rocha.
Esse processo tende a equalizar a permeabilidade através do reservatorio e restaurar a
eficiéncia da recuperagdo secundéria de petrdleo (Whitfield, 1988; Bryant e Lindsey,
1996). O efeito dos biopolimeros na condutividade dos fluidos de inje¢do tem sido bem
estudado em experimentos de laboratorio por meio do uso de colunas empacotadas com
areia e nucleos de arenito (Kalish et al., 1964; Clark et al., 1981; Jenneman et al., 1984;
Vandevivere e Bayeve, 1992). Esses processos tém sido aplicados com sucesso em
experimentos de campo, contribuindo para a prevengcdo da deterioragdo dos
hidrocarbonetos por meio da equalizagdo da permeabilidade dos reservatérios (Paulsen,
1997; Davey et al., 1998; Bryant, 2000; Fratesi, 2002).

O uso de polissacarideos de origem microbiana para aumentar a viscosidade em
fluidos de injecdo ja é bem conhecido. Espécies de Xanthomonas tém sido utilizadas na
fermentagcdo de carboidratos e na produgdo de um heteropolissacarideo termoestavel
denominado goma xantan. A eficiéncia desse polimero como um agente de MEOR foi
estudada através da sua injegdo do polissacarideo juntamente com cloreto de s6dio em um
reservatorio experimental em laboratorio (Kalish et al., 1964; Nazina et al., 2003;
Vandevivere e Bayeve, 1992). Os processos de MEOR baseados na utilizagdo da goma
xantan envolvem a utilizagdo de outros compostos quimicos ou agentes de adsor¢do que
previnem a adsor¢do do polissacarideo na superficie da rocha. Cations multivalentes sdo
utilizados para ligar moléculas de polissacarideo para o entupimento parcial e seletivo de
reservatorios. O polissacarideo também ¢é utilizado em conjunto com poliacrilamida
parcialmente hidrolisada e coreto de ferro para facilitar o aumento da viscosidade do
fluido de injecdo (Sheehy, 1990; Behlulgil e Durgut, 2003; Lachke, 2004). Suas
propriedades de viscosidade, resisténcia mecanica e térmica e a tolerancia ao sal fazem da
goma xantan um polimero quase ideal para a utilizagdo em processos de EOR (Pollock,
1994; Salome, 1996). Suas propriedades sdo consideradas superiores as da poliacrilamida,
no entanto, ele ¢ mais caro e mais vulneravel a degradagdo por micro-organismos

(Mitchell e Nevo, 1964).



3.2.1. Producio de polimeros por B. subtilis

O exopolissacarideo produzido por B. subtilis mais bem estudado é o levano,
sendo esse encontrado nas formas tipo I e II. O levano tipo I ¢ composto de mondmeros de
D-frutose ligados por ligagdo B-2,6. O tipo II ¢ um polimero de frutose com um residuo
terminal de glicose ligado a cadeia por ligacdo o-glicosidica. O polissacarideo pode ser
sintetizado fora da célula apds a produgdo da enzima extracelular levanosucrase (Abdel-
Fattah et al., 2005; El-Refai et al., 2009). O levano é amplamente distribuido e produzido
por vérias plantas e micro-organismos, incluindo B. subtilis estirpes 327UH, 1SS3119,
QB112 e Pseudomonas sp. (Pereira et al., 2001; Shida et al., 2002).

O poli-y-glutamato (y-PGA) produzido por B. subtilis estirpe IFO3336 é um
polimero viscoso, anidnico e atoxico composto por mondmeros de D e L-glutamato e que
apresenta massa molecular superior a 10.000 KDa. O y-PGA de B. subtilis ¢ composto de
50 a 80% de D e 20 a 50% de L-glutamato (Morikawa et al., 2006; Inbaraj et al., 2008). A
sintese de y-PGA requer energia, sedo que, sua sintese por B. subtilis parece estar ligada a
formacgao de biofilme para aumentar a interagao das superficies celulares através de pontes
salinas de calcio e magnésio. A produgdo in vitro do polimero poderia também ser ativada
durante a formacao de biofilme em resposta a um aumento na salinidade e osmolariade do
meio (Stanley e Lazazzera, 2005).

Os exopolissacarideos (EPS) produzidos por uma estirpe selvagem de B. subtilis,
crescida sob condi¢des controladas de laboratério, podem exibir uma ampla variedade de
tamanho (com pesos moleculares variando de 0,57 a 128 KDa) e composi¢des quimicas
(polissacarideos neutros, polimeros carregados, moléculas amfifilicas e proteinas) (Lin et
al., 1999; Omoike & Chorover, 2004). Estudos envolvendo a utilizagdo de espectroscopia
do infravermelho (FT-IR) para a analise dos EPS livres e aderidos as células de B. bubtilis
ATCC7003, crescido em caldo Luria, demonstraram a composi¢do dos grupos funcionais
da matriz depende da fase de crescimento das células, sendo que, uma maior proporgdo de
EPS livres sdo produzidos durante a fase estacionaria (Omoike & Chorover, 2004). A
quantificacdo dos tipos de macromoléculas que compdes essas matrizes indicou que as
proteinas e os carboidratos sdo seus maiores componentes em massa, sendo que, o
conteudo de proteinas aumentou d& medida que as células se aproximaram da fase
estacionaria (Omoike & Chorover, 2004). Os autores ressaltam porém, que mais estudos
devem ser conduzidos a fim de se determinar a abundéancia e composi¢do dos biofilmes

produzidos por B. subtilis sob condigdes especificas.



3.3. Gases e Acidos

A utilizagdo de um consorcio microbiano para a produgdo de gases, solventes e
acidos, explorando os mecanismos de repressurizagao e dissolugdo de rochas carbonato, é
uma pratica antiga de MEOR (Ono et al., 2003; Lal et al., 2007). As bactérias podem
fermentar carboidratos para a produgdo de gases como CH4, CO, e H,. Esses gases,
quando produzidos in situ, podem contribuir para a elevacdo da pressdo interna em
reservatorios onde a mesma ja sofreu uma depressdo. Além disso, a dissolucdo de tais
gases no petrdleo pode levar a reducdo de sua viscosidade e consequentemente sua
mobilizacdo.

Beneficios adicionais do processo de fermentacdo dessas bactérias incluem a
producdo de acidos como acético e propionico e de solventes como acetona, etanol, 1-
butanol e butanona. Tanto os gases quanto os solventes podem dissolver as rochas
carbonato aumentando assim sua permeabilidade e porosidade. Clostridium
acetobutylicum, Enterobacter cloacae e Methanobacterium t€ém sido as bactérias mais
utilizadas nesses processos, justamente porque sdo micro-organismos encontrados na
microbiota indigena dos reservatdrios. Extensivas pesquisas tém sido desenvolvidas no
sentido de compreender-se a dindmica de crescimento do biofilme bacteriano em sistemas
poros, com o intuito de tirar vantagem da existéncia de micro-organismos capazes de
promover a recuperacao do petroleo residual em reservatorios maduros a um baixo custo

operacional.

4. Conclusoes

A MEOR representa um processo de recuperacdo de petrdleo ambientalmente
limpo, que emprega técnicas biotecnologicas capazes de substituir e superar as técnicas
convencionais de EOR. A aplicagdo de um processo de MEOR a um pogo de recuperagio
pode afetar positivamente a performance de outros pogos visinhos, o que aumenta a
eficiéncia do processo. Porém, uma melhor compreensdo das caracteristicas dos
reservatorios, das caracteristicas fisico-quimicas e fisiologicas dos consorcios
microbianos, o controle e entendimento dos mecanismos de recuperagdo e dos processos
econdmicos sdo essenciais para que a MEOR se torne uma tecnologia viavel para uma

aplicac@o em escala global.
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Um dos problemas enfrentados atualmente pela MEOR ¢é que grande parte da
literatura nesse contexto € baseada em dados laboratoriais, sendo dificil, se ndo
impossivel, utilizad-los para prever o que ocorrera em campo, ja que a performance
microbiana em campo ndo é a mesma observada in vitro. Além disso, na maior parte da
literatura, a interpretagdo dos dados de campo é problematica devido as multiplas
variaveis que mudam durante o processo de recuperagdo, sendo esses dados ainda ndo
reprodutiveis devido a grande heterogeneidade existente entre os diferentes reservatorios.
Devido a esses fatores poucos trabalhos apresentam analise pds-tratamento ou como 0s
resultados foram calculados, ou ainda sdo capazes de explicar os mecanismos envolvidos
na recuperacdo de 6leo, o que ajuda a explicar porque a MEOR ndo ganhou ainda
credibilidade na industria do petroleo.

Em contrapartida, a maior parte dos experimentos de campo envolvendo MEOR
foi finalizada nas ultimas duas décadas, elevando a tecnologia da escala laboratorial para
uma escala de aplicagdo em campo internacionalmente difundida e contribuindo para seu

avanco no sentido de implementagdo em larga escala.
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Capitulo 2

Producio de biossurfactante, solventes e polimero
por Bacillus subtilis RI4914 e seu potencial para a
recuperacao avancada de petroleo
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1. Introducao

As tecnologias atuais de exploragdo de petréleo, em sua maior parte, sdo
baseadas em métodos dependentes do fluxo natural de dleo por diferenga de pressao e da
injecdo de gas ou agua no interior do reservatdrio de forma a impulsionar o petroleo para
os pogos produtores (23, 4). Essas tecnologias possibilitam, em geral, a mobilizagdo de
apenas 30 a 50% do dleo contido nos reservatérios (10), sendo essa baixa recuperagdo
atribuida a diversos fatores, mas principalmente a alta viscosidade do 6leo presente nas
jazidas e a alta tensdo interfacial entre este ¢ a agua.

Novas tecnologias tém sido desenvolvidas com o objetivo de adiar ou reduzir o
declinio na produgdo de petréleo e, a0 mesmo tempo, aumentar as reservas exploraveis.
Essas tecnologias incluem a utilizacdo de técnicas mais sofisticadas, denominadas técnicas
de recuperagdo melhorada de petroleo (enhanced oil recovery — EOR), que possuem a
finalidade de aumentar a producgdo de 6leo por meio do aumentando sua mobilidade no
reservatorio (13).

Dentre as técnicas de EOR, aquelas baseadas na utilizagdo de microrganismos
(MEOR - Microbially Enhanced Oil Recovery) sdo consideradas como as mais
promissoras para a utilizagdo em larga escala, uma vez varios produtos microbianos de
interesse podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis e de baixo custo (7, 11, 17,
14, 16).

A producgao de acidos organicos pelo micro-organismos pode levar a dissolucao
de carbonatos na rocha fonte, aumentando assim a permeabilidade e a porosidade (21, 1).
Os solventes produzidos podem alterar a molhabilidade da interface 6leo-rocha, liberando
o0 oleo da matriz porosa. Os biossurfactantes, caracterizados como um grupo diverso de
moléculas como glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas (14), possuem a propriedade
intrinseca de reduzir a tensdo na interface 6leo-rocha e 6leo-fliido de inje¢do, reduzindo
as forgas capilares que previnem a movimentagdo do dleo pelos poros da rocha (3). Muitos
exopolimeros produzidos por diversas espécies bacterianas podem ser uteis na indudstria do
petrdleo, principalmente como agentes de controle de mobilidade, onde aumentam a
viscosidade do fluido de inje¢do e proporcionam maior recuperagdo de 6leo. Um exemplo
disso muito utilizado ¢ a goma xantan (8). Deve ser ressaltado ainda que esses compostos
microbianos de interesse para a industria do petroleo possuem a capacidade de atuar
sinergisticamente no aperfeicoamento da recuperagdo de dleo. Por exemplo, Maudgalya e

colaboradores (12) reportam que para existir uma recuperacdo significativa de oleo
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residual de colunas de areia e cores de arenito sdo requeridos pelo menos trés produtos:
um polimero, um biossurfactante ¢ um alcool.

Varios s@o os trabalhos de campo e laboratorio que apresentam resultados
positivos quanto a aplicacdo de técnicas de MEOR na recuperagdo de petrdleo (9, 5, 12,
18, 24), porém, a duvida que permanece ndo € se 0s micro-organismos podem aumentar a
recuperagdo de oOleo, e sim como empregar essa habilidade em uma pratica
economicamente viavel e de maneira cientificamente valida (6). Segundo Banat (2),
existem trés principais estratégias para emprego da MEOR na recuperacdo de petroleo: (1)
a producdo dos compostos de interesse, em escalas industriais e ex Situ, seguida da injegdo
destes no reservatorio; (2) a adigdo de nutrientes selecionados ao reservatorio, estimulando
o crescimento da microbiota indigena capaz de produzir os compostos de interesse; (3) a
injecao de uma cultura pré-selecionada dentro do reservatorio, acompanhada da inje¢ao de
nutrientes que permitam seu crescimento ¢ a producdo dos compostos in Situ.

A maior parte dos processos de MEOR, particularmente os métodos mais
antigos, envolve a injecdo de micro-organismos dentro do reservatério, no entanto, em
alguns casos, esses micro-organismos causaram o entupimento dos pogos, ou contribuiram
para a corrosdo dos equipamentos e dutos pela producdo de sulfeto de hidrogénio. Tem
sido sugerido que ndo somente as bactérias podem causar o entupimento dos pogos, mas
também produtos de seu metabolismo como, como hidréxido de ferro (22). Outro
problema enfrentado pela MEOR ¢ que grande parte da literatura nesse contexto ¢ baseada
em dados laboratoriais, sendo dificil, se ndo impossivel, utiliza-los para prever o que
ocorrera em campo, ja que a performance microbiana em campo nao é a mesma observada
in vitro (12). Devido a todos esses fatores poucos trabalhos apresentam analise pds-
tratamento ou como os resultados foram calculados, ou ainda sdo capazes de explicar os
mecanismos envolvidos na recuperagéo de dleo, o que ajuda a explicar porque a MEOR
ndo ganhou ainda credibilidade na industria do petrdleo (12).

A Dbioestimulagdo tem sido apontada como uma possivel solucdo para os
problemas envolvendo as técnicas de MEOR (6), uma vez que a literatura mostra bons
resultados envolvendo a utilizagdo dessa técnica (5). Porém, isso ainda ndo elimina
completamente os problemas, uma vez que seu sucesso dependeria da presenga de micro-
organismos capazes de produzir os compostos de interesse e ainda resistir & competigdo
por parte dos demais. Além disso, tornar-se-ia quase impossivel explicar quais seriam os

mecanismos envolvidos na recuperagao do dleo.
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Uma solugdo definitiva para todos os problemas técnicos envolvendo a MEOR
seria a producdo dos compostos de interesse eX Situ seguido da inje¢do dos mesmos no
reservatorio. Nesse processo todos os compostos seriam produzidos em escalas industriais
e posteriormente seria procedida a formulagdo de um fluido de injecdo com as
caracteristicas desejadas de tensdo interfacial, viscosidade, presenga ou nao de acidos e
solventes. No entanto, esse tipo de técnica ainda ¢ inviabilizada pelo alto custo da
produgdo desses compostos em escalas industriais (14). Desta forma, mais trabalhos
precisam ser realizados tendo como objetivo viabilizar a produgdo de um fluido de injegéo
com todas as caracteristicas desejaveis para a recuperagdo de 6leo, mas, principalmente,
economicamente sustentavel.

Em nossos trabalhos recentes o isolado de Bacillus subtilis R14914 foi
caracterizado como possivel produtor de biossurfactante e outros compostos capazes de
atuar sinergisticamente como o mesmo na mobilizacdo do petréleo em colunas de areia.
Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de pardmetros
nutricionais e fisico-quimicos na producao de biossurfactante, polimero e solventes pelo

isoldado B. subtilis RI4914 em condigdes de micro-aerofilia.
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2. Material e Métodos

2.1. Isolado bacteriano

A bactéria utilizada nos experimentos foi o isolado Bacillus subtilis R14914,
pertencente a colecdo de isolados do Laboratdrio de Biotecnologia e Biodiversidade para
0 Meio Ambiente (LBBMA), Departamento de Microbiologia da UFV (Universidade
Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais). Essa bactéria foi isolada a partir de agua de
producgdo da formacgdo Rio-Itaunas, Concei¢do da Barra-ES. O isolado foi mantido em

meio TSA e congelado a -80 °C.
2.2. Efeito da fonte e da concentragéo de nitrogénio na producao de biossurfactante

Para avaliar se o efeito da fonte e da concentracdo de nitrogé€nio na producao de
biossurfactante pelo isolado RI4914 foram montados nove tratamentos arranjados em um
fatorial 2 X 3, composto por trés concentragdes de NH4NOs (0,0, 0,5¢2,0 g L'l), trés
concentracdes de extrato de levedura (0,0, 0,5 ¢ 2,0 g L) e com trés repeti¢des (Tabela
01).

Para o preparo do indculo, a bactéria foi crescida por 18 horas a 30 °C e agitagdo
de 200 rpm, em meio MM com a seguinte composicdo (g L™): Sacarose (20,0), KyHPO,
(13,9), KH,PO4 (2,7), NH4NO;3 (2,0) ¢ 50 mL da solu¢do de elementos traco (EDTA
(0,5), MgSO04 (3,0), MnSO4 . H,0 (0,5), NaCl (1,0), CaCl, . ,H,0 (0,1), CoCl, . 6H,O
(0,1), ZnSO4 . TH,O (0,1), FeSO4 . 7H,0 (0,1), CuSO4 . 5H,0 (0,01), Na,MoOy . 2H,0
(0,01), NaSeO4 (0,01), NaWoOy4 . »H,O (0,01), NiCl, (0,02)). Apds esse periodo as
células foram lavadas duas vezes em solugdo de NaCl 0,85% (p/v) e transferidas para
erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL do mesmo meio contendo os diferentes
tratamentos com nitrogénio descritos anteriormente, de modo a obter-se DOgqo inicial de
0,05. As culturas foram crescidas por 10 dias a 30 °C e agitacao de 200 rpm.

Ao final do experimento, a produc@o de biossurfactante foi avaliada pelo método

do espalhamento de 6leo segundo Youssef e colaboradores (25).
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Tabela 01 -Tratamentos com nitrogénio utilizados para suplementar o meio MM de
forma a avaliar seus efeitos na producdo de biossurfactante, acidos

organicos, solventes e polimero pelo isolado B. Subtilis R14914.

Concentracao das fontes de Nitrogénio (g L'l)

Tratamentos NH;NO; Extrato de Levedura
1 0,0 2,0
) 0,5 2,0
3 2,0 2,0
4 0,0 0,5
5 0,5 0,5
6 2,0 0,5
7 0,0 0,0
8 0,5 0,0
9 2,0 0,0

2.3. Producgdo de biossurfactante, acidos orgénicos, solventes e polimero pelo isolado
R14914

Os tratamentos do experimento anterior que apresentaram melhor produgido de
biossurfactante pelo isolado RI4914 foram selecionados para a realizagdo do presente
experimento. O indculo foi preparado como descrito no item anterior, sendo o meio MM
contendo os tratamentos selecionados inoculado de modo a obter-se DOg inicial de 0,05.
As culturas foram crescidas por 24 horas a 30 °C e agitagdo de 200 rpm, sendo
posteriormente transferidas para uma estufa, onde foram incubadas estaticamente a 30 °C
por 15 dias. Amostras diarias foram retiradas para a avaliagdo da atividade de

biossurfactante, acidos organicos, solventes e polimero.
2.4. Método do espalhamento de 6leo

O método do espalhamento de oleo foi realizado segundo Youssef e
colaboradores (25). Uma placa de petri (150 x 20 mm) foi preenchida com 100 mL de

agua deionizada e 30 pL de petrdleo crii foram depositados na superficie da agua de

modo a se formar um filme de 6leo. Uma gota de 10 pL do sobrenadante da cultura sem
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células foi cuidadosamente depositada sobre o filme de 6leo. A quantificacdo da atividade
de biossurfactante se deu mediante a mensura¢dao do didmetro do alo claro formado no
filme de 6leo e posterior comparagdo com uma curva de calibracdo construida com a

utiliza¢do de surfactina comercial.

2.5. Quantificacdo da produgdo de polimero

O volume de 100 mL das culturas foi centrifugado a 10.000 xg por 15 minutos
para a remocgdo das células, sendo o pellet formado descartado. O polimero foi precipitado
do sobrenadante das culturas por meio da utilizagdo de 2 volumes de isopropanol gelado.
O precipitado obtido foi centrifugado por 15 minutos a 12.000 xg, o pellet lavado duas
vezes com isopropanol e posteriormente seco ao ar. O polimero obtido foi solubilizado
em 100 mL de dgua MilliQ®, para a remogao das impurezas, precipitado novamente com
2 volumes de isopropanol gelado e centrifugado por 15 minutos a 12.000 xg. O composto

obtido foi seco até peso constante a 80 °C, sendo sua massa mensurada.

2.6. Analises em HPLC

As culturas foram avaliadas quanto a presenca dos acidos acético, lactico,
féormico e succinico e dos alcoois 2,3-butanodiol e etanol. Foi empregado HPLC
DIONEX modelo Ultimate 3000, equipado com detector de indice de refragdo (HP
1047A) e coluna BIO-RAD® Aminex HPX-87H (370 X 7,8 mm) mantida a 60 °C. Uma
solugdo de H,SO4 (0,01 N) foi usada como fase movel 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 comparagdo de

seus tempos de retencgdo e das areas de seus picos com aqueles de padrdes conhecidos.

2.7. Mensuracao das tensfes interfaciais 6leo-agua

Para a mensuracdo das tensdes interfaciais entre o petroleo e as solugdes
surfactantes foi utilizado um tensiémetro Spinning drop Krass, modelo Sitel00HS. Apds
o preenchimento do capilar do aparelho com as soluc¢des surfactantes sob teste, uma gota
de 10 pL de hexadecano ou petroleo (viscosidade 5,0 ou 15,0 cp) (fase leve) foi

introduzida neste por meio da utilizagdo de uma seringa. As leituras foram procedidas em
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rotagdo de 4.000 rpm e temperatura de 35 °C ou aquela determinada pelo tratamento. As
tensdes interfaciais entre o petréleo e as amostras foram mensuradas nos intervalos de
tempo de 0, 5, 10, 15 e 20 minutos, sendo a tensdo interfacial real aquela obtida apos
alcancar-se a estabilidade dos valores mensurados.

O efeito da salinidade da solugdo surfactante na tensdo interfacial foi avaliado
por meio da adicdo de NaCl a solucdo surfactante de modo a obter as concentragdes de 3,
5,8, 10 e 12% (p/v). Também foi avaliado o efeito da temperatura da solucdo surfactante
sobre a tensdo interfacial 6leo-agua. Para isso, a tensdo interfacial entre o 6leo e a solugéo

surfactante foi mensurada nas temperaturas de 35, 45, 55, 65 ¢ 75 °C.

2.8. Experimentos de recuperagdo de petréleo residual

Para a realizagdo dos experimentos de recuperagdo de 6leo, foram utilizadas
colunas de vidro de 2,5 x 10 cm com volume variavel (Kontes Flex Column, Fisher
Scientific K420401-2510). Uma coluna foi tratada por vez. A coluna foi empacotada com
60 g de areia do mar lavada (Fisher Scientific S25-3) e saturada com agua deionizada para
a remoc¢ao do ar. Em seguida foram injetados 6,7 ml de petréleo cru, o que corresponde a
50% do volume poroso total da coluna. A coluna foi submetida ao tratamento com agua
deionizada até ser obtida a saturagdo residual de 6leo ou até ser injetado um volume de
agua correspondente a 5 volumes de poro (VP) da coluna. O volume de oleo
remanescente na coluna foi calculado pela diferenca entre o volume injetado e o volume
recuperado com agua. Apds este procedimento a coluna foi considerada pronta para o
tratamento com as solugdes surfactantes, compostas por: (1) solu¢do de biossurfactante
parcialmente purificado (2,0 g L™"); (2) sobrenadante da cultura do isolado RI4914; (3)
sobrenadante da cultura + polimero produzido pela prépria bactéria. Os experimentos

foram realizados em duplicata, sendo cada coluna tratada considerada uma repetigao.

2.8.1. Quantificagdo do volume de petrdleo recuperado e retido na coluna apés o

tratamento

O petrdleo recuperado apos o tratamento com agua, assim como o petroleo retido
na coluna apds o tratamento com biossurfactante foi quantificado utilizando a técnica de
extrag@o por solvente proposta por Urum et al. (2004). O dleo recuperado pelo tratamento

com agua foi coletado em funis de decantacdo, sendo a agua obtida no processo, drenada
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pela abertura da valvula. O petrdleo retido no funil foi extraido com 40 mL de n-Hexane.
Ao final do experimento, a areia da coluna foi removida para um frasco de vidro com
tampa de rosca, sendo seu petroleo residual extraido com 40 mL de n-Hexano. Os
extratos obtidos, apds serem efetuadas as diluigdes necessarias, foram submetidos a
leituras em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 450 nm. Os volumes de
petrdleo presentes em cada extrato foram determinados através da confec¢do de uma
curva de calibragdo com extratos apresentando volumes conhecidos de o6leo em n-

Hexano.
2.9. Andlise Estatistica

Os dados experimentais foram apresentados como médias aritméticas de duas ou
trés repetigdes, sendo os desvios padrdo mostrados pelas barras de erro. Os dados

dependentes de efeito quantitativo foram avaliados por regressao. As analises foram feitas

por meio da utilizacdo do software Sigmaplot, versao 12.0.0.182 (SPSS Inc., UK).
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3. Resultados e Discussiao

3.1. Efeito da fonte e da concentragéo de nitrogénio na producao de biossurfactante

Com a realizagdo de experimentos preliminares, pdde-se constatar que a
concentracdo e a fonte de nitrogénio eram os principais fatores nutricionais capazes de
afetar a producdo de biossurfactante pelo isolado B subtilis RI4914. Com o intuito de se
avaliar o real efeito desses fatores no crescimento do isolado ¢ na produgdo de
biossurfactante, foram montados nove tratamentos (sendo o tratamento sete o controle
sem nitrogénio). A figura 1 mostra os resultados de produgdo de biossurfactante pela
bactéria em condi¢des de aeragdo constante do meio. No sobrenadante das culturas
crescidas em meio MM com o tratamento nove pode ser observada a maior atividade de
biossurfactante, sendo essa equivalente a aproximadamente 200 mg L™ de surfactina.
Outros trés tratamentos apresentaram atividade de biossurfactante, sendo esses os

tratamentos 3, 5 ¢ 6, com atividades de 9, 7 ¢ 44,6 mg L! de surfactina, respectivamente.

250,0

0,0 == == ’—‘—‘

Tratl Trat2 Trat3 Trat4 Trat5 Traté Trat7 Trat8 Trat9

Figura 1. Atividade de biossurfactante no sobrenadante das culturas
de B. subtilis RI4914 em tratamentos com diferentes
fontes e concentracdes de nitrogénio. As culturas foram

crescidas por 10 dias a 30 °C e 200 rpm.
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A figura 2 mostra o crescimento do isolado em meio MM contendo os quatro
tratamentos que apresentaram producdo de biossurfactante. Tais tratamentos
proporcionaram o crescimento satisfatorio da bactéria, sendo este superior DOggp 3,8. O
tratamento 5 apresentou o menor crescimento dentre os quatro, o que possivelmente foi
atribuido a sua menor concentragio total de nitrogénio, 1,0 g L™, comparada a 2 g L' do
tratamento 9, 2,5 g L' do tratamento 6 ¢ 4 g L' do tratamento 3. Esse menor crescimento
pode explicar a menor producdo de biossurfactante pela bactéria nesse tratamento. Os
tratamentos 3, 6 e 9 apresentaram crescimentos semelhantes, porém, a produgdo de
biossurfactante foi bastante diferenciada entre eles, o que indica que a fonte de nitrogénio
influencia diretamente na producdo de biossurfactante pelo isolado. Nas condigdes
testadas nesse experimento, o melhor tratamento com nitrogénio foi aquele onde o nitrato
de amonio foi utilizado como fonte inica de nitrogénio, em uma concentragao de 2,0 g L~
'. A presenga de uma segunda fonte de nitrogénio, sendo neste caso o extrato de levedura,

demonstrou inibir a produgdo de biossurfactante, mesmo quando o nitrato de amoénio

esteve presente na concentragdo de 2,0 g L.

Do 600 nm

Tempo (horas)

Figura 2. Crescimento de B. subtilis RI4914 em tratamentos com
diferentes fontes e concentragdes de nitrogénio. As

culturas foram crescidas por 10 dias a 30 °C e 200 rpm.
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Producéo de biossurfactante, acidos organicos, solventes e polimero pelo isolado R14914

3.2. Producao de biossurfactante

Experimentos preliminares também revelaram que outro fator capaz de afetar a
producdo de biossurfactante pelo isolado RI4914 ¢ a aeragdo da cultura, onde a
oxigenacdo constante pode levar a uma menor producdo do composto. Desta forma,
decidiu-se incubar as culturas estaticamente, sendo essas aeradas por agitacdo somente
uma vez por dia, quando da retirada das amostras. O meio MM contendo os tratamentos
3,5, 6 ¢ 9 foi inoculado e incubado sob agitagdo por 24 horas, de modo a permitir que as
culturas atingissem uma alta concentragio de células antes de ser interrompida a agitagdo.

As culturas foram avaliadas por 15 dias, sendo a producdo de biossurfactante
ilustrada pela figura 3. Pode-se observar que a produgdo de biossurfactante pela bactéria
foi superior a obtida com agitacdo constante, apresentando, o melhor tratamento, uma
atividade de biossurfactante 3 vezes superior ao melhor tratamento anteriormente testado
(Figura 1). As culturas com os tratamentos 9 e 6 apresentaram atividades de
biossurfactante superiores as obtidas nos demais tratamentos, sendo essas
correspondentes 4 633,71 e 615,86 g L' de surfactina. Um grande salto de atividade de
biossurfactante pode ser observado entre os dias 10 e 15 em todos os tratamentos testados.
Esse salto condiz com a ndo agitacdo das culturas por um periodo de 5 dias, o que
demonstra que o estresse por oxigénio pode aumentar a produgio de biossurfactante pela

bactéria, independentemente das condi¢des nutricionais testadas.

3.3. Producao de polimero

Quando incubado estaticamente, o isolado RI4914 demonstrou-se capaz de
produzir além de biossurfactante um polimero capaz de aumentar a viscosidade da
cultura. Esse aumento de viscosidade € de extremo interesse para processos que envolvam
a recuperagdo avancada de petroleo, uma vez que uma maior viscosidade da fase aquosa
injetada no reservatorio ¢ capaz de reduzir a razdo de viscosidade entre as fases aquosa e

oleosa e, consequentemente, aumentar a recuperacdo de 6leo (13). Desta forma, a escolha
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Figura 3. Atividade de biossurfactante no sobrenadante das culturas
de B. subtilis RI4914 em tratamentos com diferentes
fontes e concentragdes de nitrogénio. As culturas foram
crescidas estaticamente por 15 dias a 30 °C.

do melhor tratamento a ser utilizado nos experimentos de recuperacdo de o6leo, foi
também baseada na concentragdo de polimero produzido no meio pela bactéria. Os
tratamentos 9 e 6 apresentaram uma producdo de polimero superior & encontrada nos
demais tratamentos, sendo essas 4,16 ¢ 3,47 g L', respectivamente (Figura 4). Apesar da
diferenga entre os valores numéricos, a produgdo de polimero nesses dois tratamentos ndo
pode ser considerada diferente devido a variabilidade dos dados, porém, o tratamento 9
demonstrou maior reprodutibilidade na produgdo do composto. Deve-se ressaltar que
somente os dois tratamentos anteriormente mencionados foram capazes de suportar a
producdo de polimero na sua forma integra, ou seja, aquela capaz de aumentar a
viscosidade do meio. Apesar de ter sido quantificada a presenca de polimero nos meios
suplementados com os tratamentos 3 e 5, este ndo foi encontrado em sua forma integra,
ndo sendo capaz de promover o aumento da viscosidade da cultura.

A producdo de polimero em sua forma integra e de maneira constante parece
estar relacionada diretamente com concentragdo total de nitrogénio presente no meio
(NT), sendo que, esta deve ser grande o suficiente para proporcionar a sobrevivéncia por
maior tempo das células, mas, pequena o suficiente para provocar um estresse nutricional.
Os resultados podem ser classificados da seguinte forma: tratamento 9 (NT =2,0 g L") >
tratamento 6 (NT =2,5 g L") > tratamento 3 (NT = 4,0 g L") > tratamento 5 (NT = 1,0 g
LY.
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Figura 4. Concentracdo de polimero no sobrenadante das culturas de
B. subtilis R14914 em tratamentos com diferentes fontes e
concentragdes de nitrogénio.

3.4. Producao de 4cidos orgéanicos e solventes

Segundo Youssef e colaboradores (25), quando uma gota de uma determinada
solu¢do surfactante ¢ depositada em um filme de 6leo disposto sobre a agua, é observado
o espalhamento do 6leo com formag@o de um halo de didmetro diretamente proporcional
a concentracdo do surfactante presente na solugdo. A figura SA mostra essa relagao linear
entre o espalhamento do dleo e concentragdes crescentes de surfactina comercial (Sigma),
com ajuste superior a 93%. No entanto, essa linearidade ndo ¢ observada quando a
solugdo surfactante testada é o sobrenadante da cultura do isolado R14914 (Figura 5B). A
relacdo entre a concentracdo do sobrenadante e o espalhamento de oleo pdde ser
explicada por uma fung¢do polinomial de grau 3 (Ajuste 99,9%), onde a dilui¢do do
sobrenadante as cultura de 100% para 80% provoca uma redugdo brusca da capacidade
deste em espalhar o 6leo. Tal comportamento indica a possivel presenca de outros
compostos capazes de atuar sinergisticamente com o biossurfactante, aumento sua
atividade de superficie e consequentemente aumentando sua capacidade em espalhar o

oleo.
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Figura 5. (A) Espalhamento de 6leo por solugdes contendo diferentes
concentragdes de surfactina comercial (Sigma) e (B)
diferentes concentragdes do sobrenadante da cultura de B.
subtilis R14914 crescida estaticamente em meio MM com
tratamento 9 (2,0 g L™ NH,NO3).

Os tratamentos 6 e 9, por apresentarem os melhores resultados relativos a
atividade de biossurfactante, foram avaliadas quanto a producdo de acidos orgénicos e
solventes como os alcoodis etanol e 2,3-butanodiol. A figura 6 mostra a producdo dos
compostos ao longo dos quinze dias de experimento. Pode ser observado que tanto para o
tratamento 6 quanto para o tratamento 9 o composto que apresentou maior concentracao
durante todo o experimento foi o acetato, chegando a atingir valores maximos de 1,38 e
0,82 g L' para os tratamentos 6 e 9, respectivamente. Outros sais de 4cidos organicos,
comumente associados ao metabolismo fermentativo de Bacillus subtilis, ndo foram
identificados, como lactato e succninato (15). Os alcoois etanol e 2,3-butanodiol foram
eventualmente identificados nas culturas de ambos os tratamentos, mas ambos os

compostos desapareceram antes do final do experimento.
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A producdo de etanol e 2,3-butanodiol por Bacillus subtilis esta ligada
unicamente a re-oxida¢do de co-enzimas reduzidas (19), podendo a concentragido desses
compostos no sobrenadante estar ligada as variagdes da concentracdo de oxigénio, uma
vez que na presenga deste, as co-enzimas reduzidas produzidas seriam naturalmente re-
oxidadas na cadeia de transporte de elétrons com maior producdo de ATP. Sendo assim, a
interrup¢ao da produgdo dos alcodis pode acarretar no desaparecimento dos compostos
por simples evaporagdo. A producdo de acetato por Bacillus subtilis, porém, esta
diretamente ligada ao metabolismo energético da bactéria (23), o que poderia, em tese,
explicar a producdo continua ¢ em grande quantidade do composto durante todo o
experimento.

Nenhuma relagdo pode ser feita entre a produgdo de acidos ou alcodis e o

aumento da atividade de biossurfactante no sobrenadante das culturas.

L6o [ =Acctato & butanodiol

Coneentragio dos produtos

g 9 10 11 12 13 14 15 16

Tempo (Dias)

< Acetato = Etanol -2, 3-butanodiol |

Tempo (Dias)

Figura 6. Produgdo de 4cidos organicos e solventes por B. subtilis
RI4914 em meio MM suplementado com (A) Tratamento 9
(2,0 g L' NH,NO;) e (B) Tratamento 6 (2,0 g L' NH,NO;
+0,5 g L de extrato de levedura).
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3.5. TensOes interfaciais 6leo-agua

Os tratamentos 6 e 9 foram capazes de reduzir a tensao interfacial 6leo-agua para
valores ultra-baixos quando o hexadecano foi utilizado como fase leve, sendo os valores
obtidos de 0,113 e 0,089 mN/m, respectivamente (Figura 7). As tensdes interfaciais
obtidas podem ser consideradas baixas o suficiente para reduzir significativamente as
forgas capilares que previnem a movimentacdo do petréleo em sistemas porosos,
atestando o potencial dessas solugdes surfactante para a utilizagdo em processos de
recuperagdo de melhorada de petroleo. No entanto, o tratamento nove foi escolhido para a
realizacdo dos demais experimentos devido aos demais pardmetros avaliados, uma vez
que apresentou maior produgdo de polimero e maior atividade de biossurfactante.

A figura 8 mostra que a menor tensdo interfacial mensurado com o sobrenadante
da cultura do tratamento 9 foi 0,07 mN/m, sendo esse valor obtido quando petréleo 5,0 cp
foi utilizado como a fase leve . Resultado bem diferente foi obtido quando petroleo 15 cp
foi utilizado, sendo a menor tensdo mensurada da ordem de 0,24 mN/m. Esses dados
indicam uma grande influéncia da viscosidade da fase leve na obtencdo de tensdes

interfaciais ultra-baixas.

0.30

0.25

Z 0,20

“1 0

Hexadecano Trat. 6 Hexadecano Trat. 9 Petréleo 5 cp Trat. @ Petroleo 15 cp Trat
12% NaCl 12% NaCl 5% NaCl 9 12% NaCl

Figura 7. Tensoes interfaciais minimas obtidas entre o sobrenadante
das culturas de B. subtilis R14914 diferentes fases leve.
Tratamento 9 (2,0 g L"' NH,NO;); Tratamento 6 (2,0 g
L' NH,NO;+ 0,5 g L' de extrato de levedura).
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3.5.1. Efeito da concentracdo de NaCl

A adicdo de NaCl ao sobrenadante da cultura do isolado RI4914 (Tratamento 9)
promoveu uma reducdo exponencial da tensdo interfacial 6leo-agua (Figura 8). A tensdo
foi reduzida de aproximadamente 1,5 mN/m, na auséncia de NaCl, para 0,099 mN/m
quando o sal foi adicionado em uma concentracdo de 12% (p/v).

Segundo Sharma e Shah (20), a tensdo interfacial ¢ um pardmetro altamente
dependente da salinidade da fase aquosa. Alterando-se a salinidade da fase aquosa pode-se
alterar significativamente a solubilidade relativa do surfactante, o que levara a uma
alteracdo do coeficiente de particdo da molécula entre as duas fases. O aumento da
concentracdo salina da fase aquosa promove a migracdo das moléculas surfactantes para a
fase oleosa e, conseqiientemente, a reducao da concentragdo do surfactante na fase aquosa.
De maneira oposta, a reducdo da concentragdo salina na fase aquosa leva a um actimulo de
grande parte do surfactante nessa fase e, consequentemente, a redugdo da concentracio
dessas moléculas na fase oleosa. De acordo com os autores, a concentragdo o6tima de sal é
aquela capaz de promover o equilibrio da distribuigdo do surfactante entre as fases aquosa
e oleosa, o que leva a um aciimulo da molécula na interface das fases, culminando na
geracdo de uma tensdo interfacial ultra-baixa. Porém, o aumento da concentragdo salina
para valores acima da concentragdo Otima levam novamente ao aumento da tensdo

interfacial.
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Figura 8. Efeito da concentragdo de NaCl do sobrenadante da culturas
de B. subtilis RI4914 (Tratamento 9 - 2,0 g L' NH,NO;)
na redugdo da tensdo interfacial Oleo-agua. As
mensuragdes foram feitas utilizando hexadecano como fase
leve.
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Esses fatos levam a crer que a maior concentragdo salina avaliada neste trabalho
se aproxima, porém, ndo ultrapassa a concentragdo 6tima para o biossurfactante sob teste,
uma vez que ndo foi observado aumento da tensdo interfacial. Esse dado pode ser
considerado relevante do ponto de vista operacional, ja que grande parte da agua utilizada
para a recuperacdo de petroleo apresenta elevados valores de concentragdo salina. Esse
fato muitas vezes impede a utilizacdo de surfactantes sintéticos, uma vez que estes

apresentem valores de concentragdes salinas 6timas muito inferiores as mencionadas.

3.5.2. Efeito da temperatura

A elevagdo da temperatura da solugdo surfactante teve um efeito positivo sobre a
reducdo da tensdo interfacial 6leo-agua, de forma que o valor de tensdo reduziu de 0,099
mN/m, a 35 °C, para 0,089, a 75 °C (Figura 9). Essa redugao, que pdde ser explicada por
uma equacdo polinomial de grau 2, esta ligada diretamente a redugdo da viscosidade do
hexadecano em resposta a elevagdo da temperatura. Os dados obtidos nesse experimento
também sfo considerados relevantes do ponto de vista operacional, ja que muitos
reservatorios apresentam temperaturas da mesma ordem das temperaturas mais altas
testadas, o que poderia auxiliar na redugdo da tensdo interfacial e na recuperagdo de

petroleo.
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Figura 9. Efeito da Temperatura do sobrenadante da culturas de B.
subtilis R14914 (Tratamento 9 - 2,0 g L™ NH4NO;) na
reducdo da tensdo interfacial Oleo-agua. As mensuragdes
foram feitas utilizando hexadecano como fase leve.
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3.6. Experimentos de recuperacao de petréleo residual

A injecdo do sobrenadante sem células proporcionou uma recuperagdo de 53%
do dleo residual, 13% a mais que o tratamento com a solu¢@o de biossurfactante e com
uma concentragdo dez vezes menor da molécula. Esse fato sugere que a bactéria é capaz
de produzir outros compostos capazes de agir sinergisticamente com o biossurfactante,
promovendo maior mobilizacdo do 6leo, apesar de nenhum composto em potencial ter
sido identificado nesse trabalho.

A utilizagdo do tratamento composto pelo sobrenadante e o polimero produzido
pela bactéria apresentou um acréscimo de apenas 3% na recuperagdo do dleo em
comparagdo com o tratamento composto somente pelo sobrenadante. Porém, a utilizagdo
do polimero reduziu em quase 50% o volume de sobrenadante necessario para a
mobilizagdo do 6leo, sendo que quase a totalidade dos 56% de 6leo residual recuperado
nesse tratamento foram obtidos com a injecdo de apenas dois volumes de poro da coluna,
em comparagdo com os quatro volumes de poro utilizados anteriormente. O que
demonstra o grande potencial dessa metodologia de MEOR para a recuperagdo avangada
de petrdleo. Uma grande vantagem atribuida a essa metodologia € que apds o crescimento
¢ climinacdo das células, ndo ¢é necessaria mais nenhuma intervengdo na solugdo
surfactante a ser injetada, o que reduz os custos de sua producdo. Além disso, o processo
de recuperagdo ndo depende de nenhuma variavel bioldgica, tornando mais facil a

compreensao dos resultados obtidos.

70,0 O Biossurfactante (2.0 gL}

B Sobrenadante Trat. &

® Sobrenadante Trat. 9 + polimero
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Recuperagio de Oleo Resid
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Figura 10. Recuperagdo de dleo residual por meio da utilizagdo de uma
solugdo e biossurfactante parcialmente purificada, o sobrenadante
da cultura do isolado R14914 (Tratamento 9 - 2,0 g L NH,NO;) e
o sobrenadante da cultura + polimero produzido pela propria
bactéria.

36



4. Conclusoes

Neste trabalho foram realizados experimentos com o intuito de avaliar-se a
capacidade do biossurfactante produzido pelo isolado Bacillus subtilis R14914 em reduzir
a tensdo interfacial e promover a recuperagdo de 6leo residual em colunas empacotas com
areia. Foi observado que a solug@o de biossurfactante ¢ capaz de mobilizar até 40% do
6leo residual das colunas, porém somente em concentragdes elevadas (2 g L™). Por outro
lado, a utilizagdo do sobrenadante da cultura do Isolado RI4914 proporcionou
recuperagdo de 6leo superior a alcangada com a solucdo do biossurfactante e em uma
concentragdo dez vezes menor da molécula. Tais resultados indicam a producdo de
compostos capazes de atuar sinergisticamente com o biossurfactante na redugdo da tensdo
interfacial, alcangando valores de até 0,07 mN/m. Além disso, destaca-se a produgio
espontanea de polimero pela bactéria, molécula esta capaz de aumentar a viscosidade do
sobrenadante e reduzir quase que pela metade o volume necessario para uma recuperagao
satisfatoria de o6leo residual.

A obtengdo de tensdes interfacial ultra-baixas utilizando baixas concentragdes de
biossurfactante somada a producdo de polimero pela bactéria e a determinacdo da
salinidade ideal trazem excelentes perspectivas para a continuidade dos experimentos de
recuperagdo de 0leo, ja que esses resultados apontam para um método barato e eficiente

de MEOR.
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Capitulo 3

Caracterizacao fisico-quimica do biossurfactante
produzido por Bacillus subtilis RI4914
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1. Introducao

O petroleo ¢ considerado, atualmente, uma fonte de energia indispensavel, que
move a industrializagdo e o crescimento economico mundial. Globalmente, 1 trilhdo de
barris de petrdleo tém sido recuperados de um total de 2 a 4 trilhdes de barris (Hall et al.,
2003), e, em muitos paises altamente industrializados com os Estados Unidos, a produgao
doméstica de 6leo esta em declinio, sendo a probabilidade do descobrimento de grandes
novas reservas considerada baixa (Mclnerney et al., 2005).

As tecnologias atuais de exploracdo de petrdleo, em sua maior parte, sdo
baseadas em métodos dependentes do fluxo natural de 6leo por diferenca de pressdo e da
injecdo de gas ou agua no interior do reservatorio de forma a impulsionar o petréleo para
os pocos produtores (Van Hamme et al., 2003; Belyaev et. al., 2004). Essas tecnologias
possibilitam, em geral, a mobilizagdo de apenas 30 a 50% do o6leo contido nos
reservatorios (Lundquistet. al., 2001), sendo essa baixa recuperacdo atribuida a diversos
fatores, mas principalmente a alta viscosidade do 6leo presente nas jazidas e a alta tensao
interfacial entre este e a agua.

Novas tecnologias t€ém sido desenvolvidas com o objetivo de adiar ou reduzir o
declinio na produgdo de petroleo e, a0 mesmo tempo, aumentar as reservas exploraveis.
Essas tecnologias incluem a utilizagdo de métodos sofisticados, denominados recuperagao
melhorada de petrdleo (enhanced oil recovery — EOR), que possuem a finalidade de
aumentar a produgdo de 6leo por meio do aumentando sua mobilidade no reservatorio.
Dentre os métodos de EOR, destaca-se a utilizagdo de surfactantes, que sdo compostos
com atividade de superficie capazes de reduzir a tens@o superficial e interfacial na
interface entre liquidos, solidos e gases, permitindo que estes dispersem como emulsdo
em agua ou outros liquidos (Banat, 1995a). Ao reduzir a tensdo interfacial 6leo-agua, os
surfactantes promovem a redugdo das forcas capilares que previnem a movimentacao do
petroleo nos poros da rocha, proporcionando sua recuperagao.

Quase todos os surfactantes atualmente em uso sdo compostos derivados de
petrdleo, no entanto, o interesse por surfactantes de origem microbiana tem crescido
constantemente nos ultimos anos, uma vez que os biossurfactantes possuem iniimeras
vantagens quando comparados aos surfactantes sintéticos, incluindo baixo nivel de
toxicidade (Lima et al., 2011), alta biodegradabilidade (Lima et al., 2010), melhor
compatibilidade ambiental (Georgiou et al., 1992; Banat, 1995b) e alta atividade

especifica sob temperaturas, niveis de pH e salinidade extremos (Kretschner et al., 1982).
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Os biossurfactantes sdo metabolitos ativos em superficie produzidos por
microrganismos em crescimento em meio contendo compostos hidrossoluveis ou 6leo
(Mukherjee et al., 2006), e que possuem as mesmas propriedades tensoativas atribuidas
aos surfactantes sintéticos (Banat et al., 2000). Baseando-se na massa molecular, os
biossurfactantes sdo geralmente classificados em dois grupos: (1) biossurfactantes de
baixo peso molecular como glicolipideos, lipopeptideos e fosfolipideos; (2)
biossurfactantes com alto peso molecular como emulsans, polissacarideos e complexos de
proteinas (Desai e Banat, 1997; Rosenberg ¢ Ron, 1999; Ron e Rosenberg, 2001).

Em nossos trabalhos recentes o isolado Bacillus subtilis R14914 foi caracterizado
como produtor de um biossurfactante cujo sobrenadante da cultura foi capaz produzir
tensdes interfaciais 6leo-agua ultra-baixas, da ordem de 0,07 mN/m. A inje¢do desse
sobrenadante em colunas de areia foi capaz de mobilizar mais de 60% do petroleo
residual contido nestas e, além disso, reduzir pela metade o volume de 4gua produzido no
efluente da coluna. Os resultados obtidos sdo expressivos do ponto de vista de
recuperagdo de petroleo, porém, mais trabalhos devem ser realizados no sentido de
elucidar com fineza as propriedades apresentadas pelo biossurfactante. Esses dados serfo
importantes, por exemplo, para a realizacdo de futuros testes de adsor¢cdo da molécula
surfactante ou na geragdo de modelos matematicos, sendo essas etapas fundamentais para
a construgdo de uma metodologia com potencial para ser utilizada em larga escala.

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi promover a caracterizagdo
fisico-quimica da molécula biossurfactante produzida pelo isolado Bacillus subtilis
RI4914.
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2. Material e Métodos

2.1. Isolado bacteriano

A bactéria utilizada nos experimentos foi o isolado Bacillus subtilis R14914,
pertencente a colecdo de isolados do Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para
0 Meio Ambiente (LBBMA), Departamento de Microbiologia da UFV (Universidade
Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais). Essa bactéria foi isolada a partir de agua de
producdo da formagdo Rio-Itaunas, Conceigdo da Barra-ES. O isolado foi mantido em

meio TSA e congelado a -80 °C.

2.2. Producéo e purificagdo do biossurfactante

Para a preparagdo do inoculo, a bactéria foi crescida por 18 horas a 30 °C e
agitagdo de 200 rpm, em meio MM com a seguinte composi¢io (g L™): Sacarose (20,0),
K,HPO4 (13,9), KH,PO4 (2,7), NH4NO;3 (2,0) e 50 mL da solucdo de elementos trago
(EDTA (0,5), MgSOs (3,0), MnSO,4 . H,O (0,5), NaCl (1,0), CaCl, . ,H,0 (0,1), CoCl, .
6H,0 (0,1), ZnSO4 . TH,O (0,1), FeSO4 . 7TH,0 (0,1), CuSO4 . SH,O (0,01), Na;MoOy .
2H,0 (0,01), NaSeO4 (0,01), NaWoO; . ,H,0 (0,01), NiCl, (0,02)). Apos esse periodo as
células foram transferidas a 1% para um erlenmeyer de 2 L contendo 1 L do mesmo meio.
A cultura foi crescida por 7 dias a 30 °C e agitagao de 200 rpm.

Ap6s o periodo de incubagdo as células foram removidas por centrifugagao a 4
°C ¢ 10.000 xg por 15 minutos. O sobrenadante foi tratado com HCI até pH 2,0 e mantido
a 4 °C overnight para a completa precipitagdo do biossurfactante. A solugdo foi
novamente centrifugada a 4 °C e 10.000 xg por 15 minutos e o pellet dissolvido em
solug¢do de NaOH 0,1 mol Lo pH da solugao foi entdo corrigido para 7,0 com HCI 0,1

mol L.
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2.3. Caracterizacao Fisico-Quimica do Biossurfactante

2.3.1. Efeito da concentracao do biossurfactante, concentracéo de NaCl e pH na redugéo

da tensdo interfacial 6leo-agua

Para a mensuracdo das tensOes interfaciais entre o petrdleo e as solugdes
surfactantes foi utilizado um tensiémetro Spinning drop Krass, modelo Sitel00HS. Apds
o preenchimento do capilar do aparelho com as solugdes surfactantes sob teste, uma gota
de 10 pL de petroleo foi introduzida por meio da utilizagdo de uma seringa. As leituras
foram procedidas em rotagdo de 4.000 rpm e temperatura de 35 °C.

Para se avaliar o efeito da concentragdo do biossurfactante na tensao interfacial
foram preparadas solugdes aquosas do biossurfactante nas concentragdes de0,2, 0,4, 0,8,
1,2¢2 gL' O efeito da salinidade da solugdo surfactante na tensdo interfacial foi testado
por meio do preparo de solugdes aquosas do biossurfactante (1,2 g L") apresentando
concentragdes de NaCl de 2, 4, 6 e 8% (p/v). Para se avaliar o efeito do pH da solugdo
surfactante na tensdo interfacial o pH das solugdes do biossurfactante (1,2 g L) foi
ajustado para os valores de 5, 6, 7, 8 ¢ 9. As tensOes interfaciais entre o petroleo e as
amostras descritas acima foram mensuradas nos intervalos de tempo de 0, 5, 10, 15 e 20
minutos, sendo a tensdo interfacial real aquela obtida apds alcangar-se a estabilidade dos

valores mensurados.

2.3.2. Concentracao Micelar Critica (CMC)

A CMC do biossurfactante purificado sera estimada pela medicdo da tensdo
interfacial pelo método do anel de du Nouy (Cooper et al., 1979). As diluigdes do
biossurfactante serdo preparadas em agua MilliQ®, sendo a tensdo interfacial dessas
diluigdes quantificada em tensidmetro Dataphysics modelo DCAT-11. A CMC sera
estimada ap6s a elaboragdo do grafico de tensdo interfacial versus diluigdo do
biossurfactante, como o reciproco da diluigdo micelar critica, na qual a tensdo interfacial

comega a aumentar (Cooper et al., 1979).
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2.3.3. Anélises em HPLC

A quantificagdo do biossurfactante foi procedida por meio da utilizagdo de um
HPLC DIONEX modelo Ultimate 3000, equipado com coluna C18 fase reversa (Merck®,
Alemanha) e detector SPD-10Ai UV-VIS. A fase movel foi composta de acetonitrila 80%
(v/v) e acido trifluoroacético 0,1% (v/v), sendo utilizada de maneira isocromatica a um
fluxo de 1 mL min-1. Foram injetados 20 puL de amostra para cada andlise. O composto
foi identificado e quantificado, respectivamente, pela comparagdo do tempo de retengdo e
da area dos picos formados com aqueles formados pelo padrao de surfactina (Sigma-

$3523)

2.3.4. Atividade de Emulsificacdo e Estabilidade da Emulséo

A avaliagdo da capacidade de emulsificagdo de querosene foi realizada
utilizando-se o biossurfactante semi-purificado e segundo a metodologia descrita por
Cooper e Goldenberg (1987). Quatro mililitros da solugdo do biossurfactante a uma
concentragio de 0,4 g L' foram misturados a 4 mL do hidrocarboneto em um tubo de
vidro de 100 mm X 15 mm. O indice de emulsifica¢ao E,4 foi determinado calculando-se
o volume da camada emulsionada (mm?), dividindo-se a mesma pelo volume total do
liquido e multiplicando-se o valor obtido por 100. A emulsdo foi considerada estavel se
seu volume, 24 horas apos a sua formagao, correspondeu a 50 % ou mais do seu volume
original.

As emulsdes formadas pelos biossurfactantes foram comparadas as formadas
pelo surfactante sintético SDS®, nas mesmas condigOes. As avaliagdes foram realizadas

em trés repetigodes.

2.3.4.1. Determinacgdo do efeito da concentragdo do biossurfactante, concentracdo de
NaCl e pH

A capacidade emulsificante do biossurfactante foi avaliada utilizando cinco
diferentes concentragdes da molécula, sendo estas 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 ¢ 1,2 L. O indice Exs
foi calculado conforme descrito.

Para se avaliar o efeito da salinidade na capacidade emulsificante do
biossurfactante, este foi dissolvido em agua deionizada contendo NaCl nas concentragdo

de 0, 2, 4, 6 e 8 % (p/v), seguindo-se avaliagdo do indice de emulsificagdo E»4. O efeito
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do pH foi determinado por meio da alteracdo do pH das solucdes de biossurfactante para
os valores de 5, 6, 7, 8 ¢ 9, segundo o protocolo de Ilori et al. (2005), sendo qualquer
precipitacdo removida antes da realizacdo do ensaio de emulsificagdo. A concentragdo de

biossurfactante utilizada nos dois experimentos descritos anteriormente foi de 0,4 g L™

2.3.4.2. Determinacé&o do efeito da temperatura

Foi avaliado o efeito da exposicdo a diferentes temperaturas na capacidade
emulsificante de uma solu¢do de biossurfactante a uma concentragdo de 0,4 g L.
Solugdes do composto foram mantidas por 24 horas sob as temperaturas de 30, 40, 60 e

80 °C, resfriadas a 30 °C e utilizadas para a determinagdo do indice Ea4.

2.3.5. Estabilidade térmica do biossurfactante

Para se avaliar a estabilidade térmica da molécula do biossurfactante, foi
preparada uma solugdo do composto na concentragdo correspondente a sua CMC. A
solugdo foi mantida a uma temperatura de 90 °C por 180 min, sendo sua tensao superficial
mensurada em intervalos de 30 min. A elevagdo da tensdo superficial, nesse caso,

representaria indicios de degradagdo das moléculas surfactantes.
2.4. Analise Estatistica

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 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. As andlises foram feitas por meio da

utilizagdo do software Sigmaplot, versdo 12.0.0.182 (SPSS Inc., UK).
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3. Resultados e Discussiao

3.1. Efeito da concentracdo do biossurfactante, concentracdo de NaCl e pH na reducéo

da tensdo interfacial 6leo-agua

O efeito da concentragdo do biossurfactante na tensdo interfacial 6leo-agua pdde
ser explicado por uma equagdo polinomial do 2° grau, onde o aumento da concentragido da
molécula resultou no decréscimo da tensdo (Figura 4A). Foi observada uma reducao da
tensdo interfacial de 43 mN/m para valores inferiores a 1,3 mN/m. Dentre as
concentragdes de biossurfactante testadas, pdde-se observar a reducdo da tensdo interfacial
de 3,8 mN/m na presenga de 0,2 g L' da molécula para 1,2 mN/m, quando essa
concentracdo foi elevada para 2g L. A adigio de biossurfactante em uma concentragio
acima de 1,2 g L™'ndo resultou em uma maior reducio da tensdo, o que pode significar, em
teoria, que o valor de tensdo interfacial obtido nesta condigdo estaria proximo do valor
minimo capaz de ser alcangado por essa molécula surfactante. Dever ser ressaltado, no
entanto, que a condi¢do aqui testada ndo inclui a utilizagdo de nenhum co-surfactante ou
sal capaz de promover um aumento de atividade do biossurfactante.

A adi¢gdo de NaCl a solugdo de biossurfactante promoveu uma redugdo
exponencial da tensdo interfacial oleo-agua (Figura 4B). A tensdo foi reduzida de
aproximadamente 1,4 mN/m, na auséncia de NaCl, para 0,06 mN/m quando o sal foi
adicionado em uma concentragdo de 8% (p/v). Essa tensdo interfacial obtida pode ser
considerada ultra-baixa e suficiente para reduzir significativamente as forgas capilares que
previnem a movimentacdo do petréleo em sistemas porosos, atestando o potencial do
biossurfactante para a utilizagdo em processos de recuperacdo de melhorada de petrdleo.

Segundo Sharma e Shah (1989), a tensdo interfacial ¢ um parametro altamente
dependente da salinidade da fase aquosa. Alterando-se a salinidade da fase aquosa pode-se
alterar significativamente a solubilidade relativa do surfactante, o que levard a uma
alteragdo do coeficiente de particdo da molécula entre as duas fases. O aumento da
concentracdo salina da fase aquosa promove a migracdo das moléculas surfactantes para a
fase oleosa e, conseqiientemente, a reducdo da concentragdo do surfactante na fase aquosa.
De maneira oposta, a redugdo da concentragdo salina na fase aquosa leva a um actimulo de
grande parte do surfactante nessa fase e, consequentemente, a redugdo da concentragdo

dessas moléculas na fase oleosa. De acordo com os autores, a concentragdo 6tima de sal é
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aquela capaz de promover o equilibrio da distribui¢do do surfactante entre as fases aquosa
e oleosa, o que leva a um acimulo da molécula na interface das fases, culminando na
geracdo de uma tensdo interfacial ultra-baixa. Porém, o aumento da concentragdo salina
para valores acima da concentracdo Otima levam novamente ao aumento da tensdo
interfacial.

Esses fatos levam a crer que a maior concentragdo salina avaliada neste trabalho
se aproxima, porém, ndo ultrapassa a concentragdo 6tima para o biossurfactante sob teste,
uma vez que nao foi observado aumento da tens@o interfacial. Esse dado pode ser
considerado relevante do ponto de vista operacional, ja que grande parte da agua utilizada
para a recuperagdo de petroleo apresenta valores de concentracdo salina proximosa 8% de
NaCl. Esse fato muitas vezes impede a utilizagdo de surfactantes sintéticos, uma vez que
estes apresentem valores de concentragdes salinas 6timas muito inferiores as mencionadas.

O efeito do pH na tensdo interfacial foi bastante pronunciado principalmente em
baixos valores. Assim como relatado anteriormente, em pHs baixos as moléculas do
biossurfactante tendem a sair de soluc¢do, o que provocou, neste caso, uma elevacdo brusca
da tensdo interfacial 6leo-agua (Figura 4C). Nos demais tratamentos testados, porém, nio
pode ser observada nenhuma tendéncia significativa relativa ao aumento ou reducdo da
atividade do biossurfactante em relagdo ao aumento do pH, sendo notada uma certa
estabilidade nos valores de tensdo. Pode ser notado apenas um pequeno aumento de tensio
interfacial quando comparados os tratamentos com pHs 8,0 ¢ 9,0 com o tratamento com
pH 7,0. Analises preliminares indicam que o biossurfactante em questdo ¢ uma surfactina
(dados nd3o mostrados), logo, essa variagdo pode ser explicada pela desprotonagdo dos
radicais glutamil e asparagil em pH neutro, o que leva a geracdo de duas cargas negativas
na molécula. A presencga dessas cargas torna a molécula de surfactina menos hidrofobia e,
além disso, causa uma alteracdo conformacional na molécula capaz de alterar suas
propriedades de superficie (Shen et al., 2011).

Assim como relatado para o experimento de emulsificagdo, pode-se dizer que as
moléculas do biossurfactante apresentaram estabilidade em condi¢des de pH entre 6,0 ¢
9,0, apresentando potencial para sua utilizacdo em processos de recuperacdo de petroleo

que apresentem tais condigdes.
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3.2. Concentracao Micelar Critica (CMC)

O valor de CMC do biossurfactante R14914, obtido apds a elaboragdo do grafico
de tensdo interfacial versus concentracdo da molécula, foi de aproximadamente 200 mg L~
!(Figura 5), sendo assim considerado como valor de CMC de um biossurfactante de alta
eficiéncia (Mulligan e Gibbs, 1993). A CMC do biossurfactante produzido pelo isolado
RI4914 ¢ diferente daquela regularmente reportada para a surfactina, que gira em torno de
20 mg L', porém ¢ condizente com a CMC obtida por Lima (2008) para a surfactina
produzida pelo isolado LBBMA 155, que foi de 180 mg L. Ressalta-se que as CMCs dos
biossurfactantes apresentadas nesse trabalho e por Lima (2008) foram obtidas em
solugdes preparadas em agua milli-Q®, ou seja, na auséncia total de qualquer ion que
pudesse influenciar na estabilidade das micelas. Segundo Li et al. (2009), a presenca de
fons sodio na solugdo de surfactina é capaz de reduzir o valor de CMC do surfactante.
Isso ocorre porque o sodio se liga as micelas e inibe as forgas de repulsdo entre as cargas
negativas das moléculas de surfactina, o que favorece a agregagdo das mesmas em uma

menor concentragao.
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Figura 5. Determinagéo da CMC do biossurfactante produzido por Bacillus subtilis R14914.
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3.3. Atividade de Emulsificagdo e Estabilidade da Emulsdo
3.3.1. Efeito da Concentracdo do biossurfactante

Em todas as concentragdes testadas o biossurfactante foi capaz de formar
emulsdo estavel com o querosene, sendo que, o volume de emulsdo formada em funcdo da
concentragdo da moléculapdde ser explicado por uma equacdo polinomial do 2° grau
(Figura 6). O volume de emulsdo formado elevou-se & medida que foi elevada a
concentracio de biossurfactante, atingindo seu ponto méaximo em 0,6 g L™'do composto. O
aumento na concentragdo da molécula para 1,0 g L' nio provocou o aumento do volume
de emulsio formada, demonstrando que 71,0% ¢€ o valor aproximado maximo de emulsio
estavel capaz de ser formada pelo biossurfactante nas condi¢des testadas neste
experimento. Os valores maximos de emulsificacdo com querosene obtidos nesse trabalho
foram superiores aos obtidos por Wei et al. (2004) em concentragdes similares. Esses
autores obtiveram somente em torno de 29,0% de emulsdo estavel com a utilizagdo de
uma solugo que apresentava 1,0 g L de surfactina. No entanto, a utilizagio por parte

desses autores de todo o sobrenadante da cultura para os ensaios de emulsificagdo, ao
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Figura 6. Efeito da concentra¢do do biossurfactante e do surfactante sintético SDS no
indice de emulsificagdo E»4 em querosene.
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invés de uma solucdo parcialmente purificada, e ainda uma razdo de querosene/ solugdo
surfactante de 1:0,66 ao invés de 1:1 (neste experimento), podem explicar tais diferengas.
O volume maximo de emulsdo estdvel obtido com o biossurfactante (71,42%),
neste trabalho, pode ser considerado satisfatorio quando comparado com o obtido com o
surfactante sintético SDS, que foi de 77, 31%. Porém, nenhum modelo pdde explicar o
volume de emulsdo formada em funcdo da concentragdo desse surfactante. O volume de
emulsdo formado pelo SDS foi de apenas 19,88% quando a concentragdo de surfactante
utilizada foi de 0,1g L', porém, esse volume elevou-se para seu valor maximo quando a

concentra¢io foi aumentada para 0,2 g L™
3.3.2. Efeito da Concentracdo de NaCl

O efeito da concentragdo de NaCl na capacidade emulsificante do biossurfactante
pode ser explicado por uma equagdo polinomial do 2° grau, onde o volume de emulsdo
estavel formada reduz com o aumento da concentrac¢ao do sal (Figura 7). Ressalta-se ainda
que as emulsdes formadas nas concentra¢des de 6 e 8% de NaCl ndo foram estaveis, uma
vez que ndo satisfizeram o pré-requisito de manter 50% ou mais de estabilidade apds 24
horas. O surfactante SDS também apresentou reducdo de sua capacidade emulsificante na
presenca de NaCl, sendo essa tendéncia explicada também por uma equacdo polinomial do
2° grau, porém positiva, o que significa que nem sempre o aumento da concentragio de sal
resultou no decréscimo do volume de emulsao formada. Ao contrario do que ocorreu para
o biossurfactante, o volume de emulsdo estavel formada pelo SDS decresceu até a
concentracdo de 4% de NaCl mas voltou a apresentar uma tendéncia de aumento quando
as concentragdes de sal foram elevadas de 6 e 8% (Figura 7).

Como ja relatado anteriormente, alterando-se a salinidade da fase aquosa pode-se
alterar o coeficiente de parti¢do da molécula entre as duas fases, de forma que o aumento
da concentragdo de NaCl possivelmente fez com que tanto o biossurfactante quanto o SDS
migrassem para o querosene utilizado como fonte hidrofobica nesse experimento. Ao
migrar para o querosene, obrigatoriamente as micelas dos surfactantes, se existentes,
estardo presentes de maneira inversa a encontrada em solugdo aquosa, ou seja, com a parte
polar voltada para o centro da micela e a parte apolar voltada para o solvente. Neste caso,
a forma¢do de emulsdo também ocorre de maneira inversa, sendo obtida uma emulsio
agua em o6leo ao invés de uma emulsdo 6leo em agua como ocorre normalmente. Na
emulsdo agua em oOleo, goticulas de agua se encontram emulsificadas em um filme

continuo de 6leo.
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A capacidade do SDS em estabilizar emulsdes em altas concentracdes de NaCl
pode estar relacionada com a habilidade da molécula em formar micelas invertidas e
consequentemente emulsdes agua em Oleo. Ja o biossurfactante parece nao possuir a
habilidade de formar micelas invertidas, uma vez que nao foi capaz de formar emulsdo
estavel com querosene em concentragdes de NaCl superiores a 4%. Trés fatores ddo
suporte a essa hipotese: (1) os dados de tensdo interfacial versus concentragdo de NaCl
apresentados anteriormente (Figura 4B) comprovam que o biossurfactante apresenta alta
atividade em concentragcdes de sal superiores a 4%, o que descarta a hipdtese de
desestabilizagdo da molécula; (2) a surfactina apresenta um grupo polar formado por 7
residuos de aminoacidos, grupo este que pode ser grande demais para ser acomodado em
grande niimero no centro de uma micela; e (3) a molécula de surfactina ndo foi
evolutivamente selecionada para a formagao de micelas invertidas em solventes apolares,
uma vez que as bactérias produtoras tem que viver obrigatoriamente em fase aquosa.

Contudo, mais experimentos devem ser conduzidos no intuito de comprovar essa hipotese.

90,0
§0,0

70,0 y=0,762x"-8,825x+77.96
R= 0,969

. 60,0

50,0
40,0 S

30,0 y "
r=-0,683x~-2 335x + 65380

¥
= 2m
G . R=0940

10,0

0,0
0.0 1.0 2,0 3,0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 2.0
Concenragio de NaCl (%)

< Biossurfactante 0O SDS —Polindmio (Biossurfactante) —Polindmio (SDS)
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3.3.3. Efeito do pH

O biossurfactante foi capaz de formar emulsao estavel em todos os pHs testados,
porém, foi avaliada uma reducdo significativa no volume de emulsdo formada em pH 5,0
(p < 0,001) (Figura 8). O inicio do processo de precipitagdo das moléculas do
biossurfactante em pHs abaixo de 5,0 pode explicar tal evento, uma vez que a solubilidade
dessas moléculas é primordial para sua atividade. Nas demais condicdes testadas ndo foi
observada nenhuma influéncia do pH na capacidade emulsificante do biossurfactante,
sendo mensurados volumes emulsdes estaveis em torno de 65,0%.Esse fato indica boa
estabilidade do composto mediante condi¢des ambientais adversas.

Comportamento diferente foi observado para o SDS, uma vez que a capacidade
emulsificante do surfactante foi afetada pela acidificagdo da solugdo. Os volumes de
emulsdo estavel mensurados nos pHs 5,0 e 6,0 foram estatisticamente inferiores ao
volume mensurado em pH neutro (p < 0,0141) (Figura 8), o que indica perda de
capacidade emulsificante do surfactante nessas condigdes. Nos demais pHs, nenhuma
alteracdo foi observada na capacidade emulsificante da molécula, sendo mensurados

volumes de emulsdo em torno de 75,0%.
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Figura 8. Efeito do pH no indice de emulsificagdo E,4 do biossurfactante e do surfactante
sintético SDS em querosene, ambos em uma concentragio de 0,4 g L.
Barras referentes a0 mesmo surfactante e com pelo menos uma letra em
comum, ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade.
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3.3.4. Efeito da Temperatura

Com o intuito de verificar o efeito da temperatura sobre a capacidade
emulsificante do biossurfactante e do surfactante sintético SDS, solugdes de ambos os
compostos foram mantidas incubadas sob diferentes temperaturas por um periodo de 24
horas, sendo, apods isso, utilizadas para o célculo de indice de emulsificacdo Eps em
querosene. A figura 9 mostra que a incubacdo do biossurfactante sob as temperaturas de
40, 60 e 80 °C foi benéfica para formagdo de emulsio pela molécula, uma vez que os
resultados obtidos nessas temperaturas foram significativamente superiores ao obtido na
temperatura de 30 °C (p < 0,0011). Os melhores resultados de emulsificacdo obtidos com
o biossurfactante nesse experimento giraram em torno de 74,0%.

Quando comparado ao SDS, pode ser observado que o biossurfactante apresentou
maior estabilidade térmica, uma fez que o surfactante sintético apresentou perda de
capacidade emulsificante quando mantido em altas temperaturas. O volume de emulsio
estavel obtida com o SDS reduziu significativamente de 77 para 62% quando a
temperatura de incubagdo da solucdo foi aumentada de 30 para 80 °C (p < 0,0051) (Figura

9), indicando instabilidade da molécula sob tal condigao.
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Figura 9. Efeito da temperatura no indice de emulsificagao E,4 do biossurfactante e do
surfactante sintético SDS em querosene, ambos em uma concentragio de 0,4
g L. Barras referentes a0 mesmo surfactante ¢ com pelo menos uma letra
em comum, ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade.
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3.4. Estabilidade térmica do biossurfactante

O biossurfactante ¢ o surfactante sintético SDS foram testados quanto a
estabilidade térmica por meio da incubagio sob temperatura de 90 °C por 180 minutos. Os
surfactantes foram incubados na concentragdo correspondente a sua CMC, sendo a tensao
superficial inicial do biossurfactante e do SDS 31,62 e 33,84 mN/m, respectivamente
(Figura 10). A elevagdo da tensdo superficial seria, neste caso indicio de degradagdo das
moléculas, fato este que ndo ocorreu para nenhum dos surfactantes. Tanto o
biossurfactante quanto SDS demonstraram se manter estaveis a uma temperatura de 90 °C
por pelo menos 180 minutos. No entanto, em condigdes mais severas como aquelas
impostas quando da autoclavagem dos compostos, ou manuteng@o por tempo prolongado
em altas temperaturas, pode ser observada uma perda de atividade de superficie por parte
do SDS, fendmeno ndo observado em relagdo ao biossurfactante (Dados nao mostrados).
A perda de atividade de superficie por parte do SDS pode estar relacionada a hidrélise da
cadeia hidrocarbonica do surfactante, reacdo esta possivel de acontecer sob tais condi¢des
(Pornsunthorntawee et al., 2008).

As caracteristicas de estabilidade apresentadas pelo biossurfactante o qualificam

para a utilizagdo sob condi¢des extremas como em processos de recuperagdo de petroleo.
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Figura 10. Estabilidade do biossurfactante comparada a do surfactante sintético SDS.
Tensdo superficial dos surfactantes apos a incubacdo por 90 °C por
diferentes tempos.
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4. Conclusoes

O biossurfactante produzido pelo isolado Bacillus subtilis R14914 apresentou
caracteristicas fisico-quimicas comparaveis as do surfactante sintético SDS. O
biossurfactante foi capaz de reduzir a tensdo superficial da dgua para 29,3 mN/m, com
CMC calculada em 200,0 mg L™, enquanto o SDS foi capaz de reduzir essa tensdo para
33, 0 mN/m, com CMC, segundo Pornsunthorntawee et al. (2008) de 1.280,0 mg Lo
biossurfactante ainda mostrou ser capaz de produzir tensdes interfaciais agua-oleo ultra-
baixas, chegando a 0,06 mN/M em solu¢do salina de 8% (p/v). Com relagdo a
estabilizagdo de emulsdes, os surfactantes apresentaram valores maximos comparaveis,
sendo 77,31% para o SDS e 73,66% para o biossurfactante. Em termos de estabilidade, o
biossurfactante demonstrou ter sua atividade menos influenciada por condi¢des extremas,
principalmente no que se diz respeito as altas temperaturas. A exposi¢do a temperaturas
superiores a 100 °C ou a manutengdo em temperaturas elevadas por longos periodos de
tempo demonstrou ser capaz de promover a desestabilizagdo da molécula de SDS, com
nitida perda de atividade de superficie.

Esses resultados comprovam que a putativa surfactina produzida pelo isolado B.
subtilis RI4914 ¢ um substituto em potencial para os surfactantes sintéticos
frequentemente utilizados na industria do petréleo, apresentando resultados de atividade
interfacial comparaveis aos dos melhores surfactantes. O biossurfactante demonstrou ser
capaz de atuar sob condi¢cdes ambientais extremas, muitas vezes limitantes para os
compostos sintéticos, e, acima de tudo, ndo tornar-se um novo contaminante para o

ambiente.
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Capitulo 4

Recuperacio de Petroleo em meio poroso nao
consolidado e a influéncia de parametros
ambientais
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1. Introducao

As tecnologias atuais de exploragdo de petréleo, em sua maior parte, sdo
baseadas em métodos dependentes do fluxo natural de 6leo por diferenga de pressao e da
injegdo de gas ou agua no interior do reservatdrio de forma a impulsionar o petroleo para
os pogos produtores (Van Hammeet al.,2003, Belyaevet al., 2004). Essas tecnologias
possibilitam, em geral, a mobilizacdo de apenas 30 a 50% do oleo contido nos
reservatorios (Lundquistet al., 2001), sendo essa baixa recuperacdo atribuida a diversos
fatores, mas principalmente a alta viscosidade do 6leo presente nas jazidas e a alta tensdo
interfacial entre este e a agua.

Novas tecnologias t€m sido desenvolvidas com o objetivo de adiar ou reduzir o
declinio na produgdo de petréleo e, a0 mesmo tempo, aumentar as reservas exploraveis.
Essas tecnologias incluem a utilizagdo de técnicas mais sofisticadas, denominadas técnicas
de recuperacdo melhorada de petréleo (enhanced oil recovery — EOR), que possuem a
finalidade de aumentar a producdo de 6leo por meio do aumentando sua mobilidade no
reservatorio (Mclnerneyet al., 2005).

Dentre as técnicas de EOR, aquelas baseadas na utilizagdo de microrganismos
(MEOR - Microbially Enhanced Oil Recovery) s3o consideradas como as mais
promissoras para a utilizagdo em larga escala, uma vez varios produtos microbianos de
interesse podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis e de baixo custo (Fox et al.,
2000;Maneerat, 2005; Nitschke et al., 2005; Mukherjee et al., 2006; Nitschke e Pastore,
2006).

A produgido de acidos orgénicos pelos micro-organismos pode levar a dissolucao
de carbonatos na rocha fonte, aumentando assim a permeabilidade e a porosidade
(Udegbunam et al., 1991; Adkins et al., 1992). Os solventes produzidos podem alterar a
molhabilidade da interface O6leo-rocha, liberando o oOleo da matriz porosa. Os
biossurfactantes, caracterizados como um grupo diverso de moléculas como glicolipideos,
lipopeptideos e lipoproteinas (Mukherjee et al., 2006), possuem a propriedade intrinseca
de reduzir a tensdo na interface 6leo-rocha e o6leo-fluido de injec@o, reduzindo as forgas
capilares que previnem a movimentagido do 6leo pelos poros da rocha (Banat et al., 2000).
Muitos exopolimeros produzidos por diversas espécies bacterianas podem ser uteis na
industria do petrdleo, principalmente como agentes de controle de mobilidade, onde
aumentam a viscosidade do fluido de injegdo e proporcionam maior recuperagdo de o6leo.

Um exemplo disso muito utilizado ¢ a goma xantan (Holzwarth, 1985). Deve ser
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ressaltado ainda que esses compostos microbianos de interesse para a industria do petrdleo
possuem a capacidade de atuar sinergisticamente no aperfeigoamento da recuperagio de
oleo. Por exemplo, Maudgalya e colaboradores (2004) reportam que para existir uma
recuperagdo significativa de 6leo residual de colunas de areia e cores de arenito sdo
requeridos pelo menos trés produtos: um polimero, um biossurfactante e um alcool.

Varios s@o os trabalhos de campo e laboratorio que apresentam resultados
positivos quanto a aplicagdo de técnicas de MEOR na recuperagdo de petroleo (Li et al.,
2000;Brown e Vadiee Stephens, 2002; Maudgalya et al., 2007; Okpokwasili e Ibiene,
2006; Youssef et al., 2007), porém, a duvida que permanece ndo € se 0s micro-organismos
podem aumentar a recuperacdo de dleo, e sim como empregar essa habilidade em uma
pratica economicamente viavel e de maneira cientificamente valida (Brown, 2010).
Segundo Banat (1995), existem trés principais estratégias para emprego da MEOR na
recuperagdo de petrdleo: (1) a producdo dos compostos de interesse, em escalas industriais
e ex situ, seguida da injegdo destes no reservatorio; (2) a adi¢do de nutrientes selecionados
ao reservatorio, estimulando o crescimento da microbiota indigena capaz de produzir os
compostos de interesse; (3) a inje¢do de uma cultura pré-selecionada dentro do
reservatorio, acompanhada da injecdo de nutrientes que permitam seu crescimento € a
produgdo dos compostos in situ.

A maior parte dos processos de MEOR, particularmente os métodos mais
antigos, envolve a injecdo de micro-organismos dentro do reservatorio, no entanto, em
alguns casos, esses micro-organismos causaram o entupimento dos pogos, ou contribuiram
para a corrosdo dos equipamentos ¢ dutos pela producdo de sulfeto de hidrogénio. Tem
sido sugerido que ndo somente as bactérias podem causar o entupimento dos pogos, mas
também produtos de seu metabolismo como, hidroxido de ferro (Updegraff, 1983). Outro
problema enfrentado pela MEOR ¢ que grande parte da literatura nesse contexto ¢ baseada
em dados laboratoriais, sendo dificil, se ndo impossivel, utilizd-los para prever o que
ocorrera em campo, ja que a performance microbiana em campo nao ¢ a mesma observada
in vitro (Maudgalya et al., 2007). Devido a todos esses fatores poucos trabalhos
apresentam analise pos-tratamento ou como os resultados foram calculados, ou ainda sdo
capazes de explicar os mecanismos envolvidos na recuperagdo de dleo, o que ajuda a
explicar porque a MEOR ndo ganhou ainda credibilidade na inddstria do petrdleo
(Maudgalya et al., 2007).

A Dbioestimulagdo tem sido apontada como uma possivel solucdo para os

problemas envolvendo as técnicas de MEOR (Brown, 2010), uma vez que a literatura
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mostra bons resultados envolvendo a utilizacao dessa técnica (Brown et al., 2002). Porém,
isso ainda ndo elimina completamente os problemas, uma vez que seu sucesso dependeria
da presenca de micro-organismos capazes de produzir os compostos de interesse e ainda
resistir a competi¢do por parte dos demais. Além disso, tornar-se-ia quase impossivel
explicar quais seriam os mecanismos envolvidos na recuperagio do 6leo.

Uma solugdo definitiva para todos os problemas técnicos envolvendo a MEOR
seria a producdo dos compostos de interesse ex Situ seguido da injecdo dos mesmos no
reservatorio. Nesse processo todos os compostos seriam produzidos em escalas industriais
e posteriormente seria procedida a formulagdo de um fluido de injecdo com as
caracteristicas desejadas de tensdo interfacial, viscosidade, presenga ou nao de acidos e
solventes. No entanto, esse tipo de técnica ainda ¢ inviabilizada pelo alto custo da
producdo desses compostos em escalas industriais (Mukherjee et al., 2006). Desta forma,
mais trabalhos precisam ser realizados tendo como objetivo viabilizar a produgdo de um
fluido de injecdo com todas as caracteristicas desejaveis para a recuperagdo de 6leo, mas,
principalmente, economicamente sustentavel.

Em nossos trabalhos recentes o isolado de Bacillus subtilis RI14914 foi
caracterizado como possivel produtor de biossurfactante e outros compostos capazes de
atuar sinergisticamente como o mesmo na mobilizagdo do petroleo em colunas de areia.
Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de pardmetros ambientais
na recuperagdo de petrdleo em sistemas porosos nao consolidados por meio do uso do

sobrenadante da cultura do isoldadoB. subtilis R14914 como solugéo surfactante.
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2. Material e Métodos

2.1. Isolado bacteriano

A bactéria utilizada nos experimentos foi o isolado Bacillus subtilis R14914,
pertencente a colecdo de isolados do Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para
0 Meio Ambiente (LBBMA), Departamento de Microbiologia da UFV (Universidade
Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais). Essa bactéria foi isolada a partir de agua de
produgdo da formag@o Rio-Itatinas, Concei¢do da Barra-ES. O isolado foi mantido em

meio TSA e congelado a -80 °C.

2.2. Producéo da solucédo surfactante

Para o preparo do indculo, a bactéria foi crescida por 18 horas a 30 °C e agitagdo
de 200 rpm, em meio MM com a seguinte composigdo (g L™): Sacarose (20,0), K,HPO,
(13,9), KH,PO4 (2,7), NH4NO;3 (2,0) e 50 mL da solucdo de elementos traco (EDTA
(0,5), MgS04 (3,0), MnSO4 . H,0 (0,5), NaCl (1,0), CaCl, . ,H,0O (0,1), CoCl, . 6H,O
(0,1), ZnSO4 . TH,O (0,1), FeSO4 . 7H,0 (0,1), CuSO4 . 5H,0 (0,01), Na,MoOy . 2H,0
(0,01), NaSeO4 (0,01), NaWoO, . ,H,O (0,01), NiCl, (0,02)). Apds esse periodo as
células foram lavadas duas vezes em solucdo de NaCl 0,85% (p/v) e transferidas para
erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL do mesmo meio. As culturas foram crescidas
por 24 horas a 30 °C e agitacao de 200 rpm, sendo posteriormente transferidas para uma
estufa, onde foram incubadas estaticamente a 30 °C por 15 dias. Apos esse periodo, as
culturas foram centrifugadas a 10.000 xg por 15 minutos para a remo¢do das células,
sendo a solu¢do surfactante + polimero composta pelo sobrenadante das culturas livre de
células. Para a producdo de solugdo surfactante sem polimero, as culturas foram

incubadas na etapa inicial por 48 ao invés de 24 horas.
2.3. Mensuracao das tensdes interfaciais 6leo-agua

Para a mensuracdo das tensdes interfaciais entre o petréleo e as solugdes
surfactantes foi utilizado um tensiémetro Spinning drop Krass, modelo Site 100HS. Apds

o preenchimento do capilar do aparelho com as soluc¢des surfactantes sob teste, uma gota
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de 10 pL de petroleo (fase leve - viscosidade 15 cp) foi introduzida neste por meio da
utilizagdo de uma seringa. As leituras foram procedidas em rotagdo de 4.000 rpm e
temperatura de 35 °C ou aquela determinada pelo tratamento. As tensdes interfaciais entre
o petroleo e as amostras foram mensuradas nos intervalos de tempo de 0, 5, 10, 15 ¢ 20
minutos, sendo a tensdo interfacial real aquela obtida apds alcangar-se a estabilidade dos

valores mensurados.

2.3.1. Efeito da concentracéo do biossurfactante na reducdo da tenséo interfacial dleo-

agua

Para se avaliar o efeito da concentragdo do biossurfactante na tensao interfacial
foram preparadas solucdes aquosas do biossurfactante semi-purificado nas concentragdes
de 0,2, 04,08, 1,220 ¢g LA solucdo surfactante foi composta por biossurfactante
produzido pelo isolado RI4914 recuperado do meio por precipitagdo acida e

ressuspendido em agua deionizada.
2.3.2. Efeito da concentracgéo de NaCl na redugdo da tensdo interfacial dleo-agua

O efeito da salinidade da solugdo surfactante na tensdo interfacial foi avaliado
por meio da adi¢do de NaCl ao sobrenadante da cultura do isolado RI4914 de modo a
obter as concentragdes de 3,0, 5,0, 8,0, 10,0 e 12,0% (p/v).

2.3.3. Efeito do pH na reducgéo da tenséo interfacial 6leo-agua

Para se avaliar o efeito do pH da solugdo surfactante na tensdo interfacial o pH

do sobrenadante da cultura do isolado RI4914 foi ajustado para os valores de 6, 7, 8 € 9.
2.4. Atividade de Emulsificacio

A avaliagdo da capacidade de emulsificagdo de querosene foi realizada
utilizando-se o biossurfactante semi-purificado e segundo a metodologia descrita por
Cooper e Goldenberg (1987). Quatro mililitros da solugdo do biossurfactante a uma
concentragdo de 0,4 g L™ foram misturados a 4 mL do hidrocarboneto em um tubo de

vidro de 100 mm X 15 mm. O indice de emulsificacdo E4 foi determinado calculando-se
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o volume da camada emulsionada (mm?), dividindo-se a mesma pelo volume total do
liquido e multiplicando-se o valor obtido por 100. A emulsdo foi considerada estavel se
seu volume, 24 horas apos a sua formagao, correspondeu a 50 % ou mais do seu volume
original. Para se avaliar o efeito da salinidade na capacidade emulsificante da solugdo
surfactante, esta foi acrescida de NaCl nas concentragdo de 2, 4, 6 e 8 % (p/v), seguindo-
se avaliacdo do indice de emulsificagdo E,4. Para se avaliar o efeito do pH da solugdo
surfactante na sua capacidade emulsificante o pH das solugdes do biossurfactante foi

ajustado para os valores de 6, 7, 8 ¢ 9.

2.5. Experimentos de recuperacdo de petroleo residual em nlcleos porosos néo

consolidados

Para a realizagdo dos experimentos de recuperagdo de 6leo, foram utilizadas
colunas de vidro de 2,5 x 10 cm com volume variavel (Kontes Flex Column, Fisher
Scientific K420401-2510). Trés colunas foram tratadas por vez. As colunas foram
empacotadas com 60 g de areia do mar lavada (Fisher Scientific S25-3) e saturadas com
agua deionizada para a remog¢ao do ar. Em seguida foram injetados 6,5 ml de petréleo cru
(viscosidade 15 cp), o que corresponde a 50% do volume poroso total da coluna. As
colunas foram submetidas ao tratamento com agua deionizada até ser obtida a saturagio
residual de dleo ou até ser injetado um volume de 4gua correspondente a 10 volumes de
poro (VP) da coluna, desta forma simulando a técnica de recuperacdo secundéria de
petroleo. Foi calculado o volume de 6leo recuperado apds o tratamento com a agua e, por
diferenga, o volume de 6leo remanescente na coluna. Apos este procedimento a coluna foi

considerada pronta para o tratamento com as solugdes surfactante.

2.5.1. Quantificagdo do volume de petrdleo recuperado e retido na coluna apés o

tratamento

O petroleo recuperado apds o tratamento com agua, assim como o petréleo retido
na coluna apés o tratamento com biossurfactante foi quantificado utilizando a técnica de
extragdo por solvente proposta por Urum et al. (2004). O 6leo recuperado pelo tratamento
com agua foi coletado em funis de decantagdo, sendo a agua obtida no processo drenada
pela abertura da valvula. O petrdleo retido no funil foi extraido com 40 mL de n-Hexane.

Ao final do experimento, a areia da coluna foi removida para um frasco de vidro com
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tampa de rosca, sendo seu petroleo residual extraido com 40 mL de n-Hexano. Os
extratos obtidos, apds serem efetuadas as diluigdes necessarias, foram submetidos a
leituras em espectrofotometro em comprimento de onda de 450 nm. Os volumes de
petrdleo presentes em cada extrato foram determinados através da confec¢do de uma
curva de calibragdo com extratos apresentando volumes conhecidos de 6leo em n-

Hexano.

2.5.2. Efeito da concentracgdo de biossurfactante na recuperagao do petrdleo

Para o estudo do efeito da concentracdo de biossurfactante na recuperagdo de
6leo, cinco diferentes concentragdes de biossurfactante foram testadas, sendo essas
concentracdes 0,2, 0,4, 0,8, 1,2 ¢ 2 ¢ L' do biossurfactante em questdo. Neste
experimento, a solu¢do surfactante foi composta por biossurfactante produzido pelo
isolado RI4914, como descrito anteriormente, recuperado do meio por precipitacao acida
e ressuspendido em agua deionizada. As colunas foram preparadas até atingirem a
saturagdo residual de 6leo, como descrito anteriormente, ¢ entdo tratadas com a solugdo

surfactante, em um fluxo continuo de 0,30 cc/min, para a recuperagdo do 6leo.

2.5.3. Efeito da temperatura na recuperacdo do petroleo

Para se avaliar o efeito da temperatura na saturacdo residual de o6leo apds o
tratamento com agua e na recuperacdo do dleo residual, colunas empacotadas com areia
foram preparadas como descrito anteriormente e entdo tratadas com solugdo surfactante
sem polimero nas temperaturas de 30 ¢ 50 °C. Foi injetado um volume de solugdo
correspondente a 4 volumes de poro (VP) da coluna, seguidos de 1 VP de agua, ambos a
um fluxo de 0,3 cc min™'. Os resultados foram apresentados como percentual do petroleo

remanescente na coluna apds os tratamentos com agua e solugdo surfactante.
2.5.4. Efeito da concentracgéo de NaCl na recuperacéo do petréleo residual

Para se avaliar o efeito da concentragdo de NaCl na recuperagio do 6leo residual,
o sal foi adicionado a solugdo surfactante sem polimero de modo a atingir as
concentragdes de 3,0, 5,0, 8,0 e 10,0 % (p/v). Colunas empacotadas com areia foram

preparadas como descrito anteriormente e entdo tratadas com a solugdo surfactante com
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as diferentes concentragdes de NaCl, obedecendo ao volume e fluxo descritos
anteriormente. Os resultados foram apresentados como percentual do petroleo

remanescente na coluna apos os tratamentos com agua e solugdo surfactante.

2.5.5. Efeito do pH na recuperacao do petréleo residual

Para se avaliar o efeito do pH na recuperagdo do 6leo residual, HCI ou NaOH
foram adicionados a solugdo surfactante sem polimero de modo a obter-se os valores de
pH de 6,0, 7,0, 8,0 ¢ 9,0. Como descrito anteriormente, colunas empacotadas com areia
foram preparadas e tratadas com a solug@o surfactante nos diferentes pHs, obedecendo ao
volume e fluxo descritos anteriormente. Os resultados foram apresentados como
percentual do petréleo remanescente na coluna apds os tratamentos com agua e solugao

surfactante.

2.5.6. Efeito da presenca de polimero na dinamica de recuperacao de petréleo

Para avaliar o efeito da presenga do polimero produzido por Bacillus subtilis
RI4914 no desempenho e dindmica de recuperacdo de petroleo, a solucdo surfactante
polimérica foi produzida como descrito anteriormente e utilizada na recuperag@o de 6leo
residual em meio poroso ndo consolidado. Colunas empacotadas com areia foram
preparadas e entdo tratadas com a solucdo surfactante contendo polimero e com a mesma
solugdo sem polimero. Para ambas as solugdes foi injetado um volume de solugdo
correspondente a 4 volumes de poro (VP) da coluna, seguidos de 1 VP de agua, a um
fluxo de 0,3 cc min.O volume de 6leo recuperado apos a injegdo de cada volume de poro
foi mensurado, e os resultados foram expressos em percentual acumulado do petroleo
recuperado e percentual do petroleo recuperado a cada volume de poro, ambos em relagdo

ao petroleo residual apds tratamento com agua.
2.6. Andlise Estatistica

Os dados experimentais foram apresentados como médias aritméticas de duas ou
trés repetigdes, sendo os desvios padrio mostrados pelas barras de erro. Os dados

dependentes de efeito quantitativo foram avaliados por regressdo. As analises foram feitas

por meio da utilizagdo do software Sigmaplot, versdo 12.0.0.182 (SPSS Inc., UK).
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3. Resultados e Discussiao

3.1. Efeito da concentracdo do biossurfactante na redugdo da tensdo interfacial 6leo-

agua

O efeito da concentrag@o do biossurfactante na tensdo interfacial dleo-agua pode
ser explicado por uma equagio polinomial do 2° grau, onde o aumento da concentragio da
molécula resultou no decréscimo da tensdo (Figura 1). Foi observada uma reducdo da
tensdo interfacial de 43 mN/m para valores inferiores a 1,3 mN/m. Dentre as
concentracdes de biossurfactante testadas, pode-se observar a redugdo da tensdo
interfacial de 3,8 mN/m na presenga de 0,2 g L™ da molécula para 1,2 mN/m, quando essa
concentragdo foi elevada para 2g L. A adigdo de biossurfactante em uma concentragdo
acima de 1,2 g L ndio resultou em uma maior redugio da tensio, o que pode significar,
em teoria, que o valor de tensdo interfacial obtido nesta condicdo estaria proximo do valor
minimo capaz de ser alcangado por essa molécula surfactante. Dever ser ressaltado, no
entanto, que a condi¢do aqui testada ndo inclui a utilizacdo de nenhum co-surfactante ou

sal capaz de promover um aumento de atividade do biossurfactante.
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Figura 1. Efeito da concentragdo do biossurfactante na redugdo da
tensdo interfacial 6leo-agua. A molécula foi concentrada por
precipitagdo acida e solubilizada de modo a apresentar as
concentragdes desejadas. As mensuragdes se deram a 35 °C
entre as solugdes e 10 uL de petroleo.
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3.2. Efeito da concentracgéo de NaCl na tensdo interfacial éleo-agua

A adicdo de NaCl ao sobrenadante da cultura do isolado RI4914 promoveu uma
reducdo exponencial da tensdo interfacial dleo-agua (Figura 2). A tensdo foi reduzida de
aproximadamente 1,9 mN/m, na auséncia de NaCl, para 0,244 mN/m quando o sal foi
adicionado em uma concentragdo de 12% (p/v).

Segundo Sharma e Shah (1989), a tensdo interfacial ¢ um paradmetro altamente
dependente da salinidade da fase aquosa. Alterando-se a salinidade da fase aquosa pode-
se alterar significativamente a solubilidade relativa do surfactante, o que levara a uma
alteracdo do coeficiente de partigdo da molécula entre as duas fases. O aumento da
concentragdo salina da fase aquosa promove a migra¢do das moléculas surfactantes para a
fase oleosa e, conseqiientemente, a reducdo da concentracdo do surfactante na fase
aquosa. De maneira oposta, a redugdo da concentrag@o salina na fase aquosa leva a um
acumulo de grande parte do surfactante nessa fase e, consequentemente, a redugdo da
concentracdo dessas moléculas na fase oleosa. De acordo com os autores, a concentragdao
otima de sal é aquela capaz de promover o equilibrio da distribuicdo do surfactante entre
as fases aquosa e oleosa, o que leva a um acimulo da molécula na interface das fases,
culminando na geragdo de uma tensdo interfacial ultra-baixa. Porém, o aumento da
concentracdo salina para valores acima da concentragdo Otima levam novamente ao

aumento da tensao interfacial.

Tensio Interfacial (mN/m)

0.50 y= 1468017
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Figura 2. Efeito da concentragdo de NaCl no sobrenadante da cultura
do isolado B. subtilis RI4914 na redugdo da tensdo
interfacial 6leo-agua. As mensuragdes se deram a 35 °C
entre a solugdo surfactante e 10 pL de petroleo.
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3.3. Efeito do pH na tenséo interfacial 6leo-agua

O efeito do pH na tensdo interfacial foi bastante pronunciado principalmente em
baixos valores. Assim como relatado anteriormente, em pHs baixos as moléculas do
biossurfactante tendem a sair de solugdo, o que provocou, neste caso, uma elevacio
brusca da tensdo interfacial 6leo-agua (Figura 3). Nos demais tratamentos testados,
porém, ndo pode ser observada nenhuma tendéncia significativa relativa ao aumento ou
reducgdo da atividade do biossurfactante em relagdo ao aumento do pH, sendo notada uma
certa estabilidade nos valores de tensdo. Pdde ser notado apenas um pequeno aumento de
tensdo interfacial quando comparados os tratamentos com pHs 8,0 ¢ 9,0 com o tratamento
com pH 7,0. Analises preliminares indicam que o biossurfactante em questdo ¢ uma
surfactina (dados ndo mostrados), logo, essa variagdo pode ser explicada pela
desprotonacdo dos radicais glutamil e asparagil em pH neutro, o que leva a geracdo de
duas cargas negativas na molécula. A presenga dessas cargas torna a molécula de
surfactina menos hidrofobia e, além disso, causa uma alteragdo conformacional na

molécula capaz de alterar suas propriedades de superficie (Shen et al., 2011).
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Figura 3. Efeito do pH do sobrenadante da cultura do isolado B.
subtilis RI4914 na redugdo da tensdo interfacial 6leo-agua.
As mensuragdes se deram a 35 °C entre a solugdo surfactante
e 10 pL de petroleo.

3.4. Atividade de Emulsificagdo

3.4.1. Efeito da concentracgéo de NaCl

73



O efeito da concentragdo de NaCl na capacidade emulsificante do
biossurfactante pode ser explicado por uma equagdo polinomial do 2° grau, onde o
volume de emulsao estavel formada reduz com o aumento da concentragdo do sal (Figura
4). Ressalta-se ainda que as emulsdes formadas nas concentragdes de 6 e 8% de NaCl nao
foram estaveis, uma vez que ndo satisfizeram o pré-requisito de manter 50% ou mais de
estabilidade ap6s 24 horas.

Como ja relatado anteriormente, alterando-se a salinidade da fase aquosa pode-se
alterar o coeficiente de parti¢do da molécula entre as duas fases, de forma que o aumento
da concentracdo de NaCl fez com que o biossurfactante migrasse para o querosene
utilizado como fonte hidrofébica nesse experimento. Ao migrar para 0 querosene,
obrigatoriamente as micelas dos surfactantes, se existentes, estardo presentes de maneira
inversa a encontrada em solugdo aquosa, ou seja, com a parte polar voltada para o centro
da micela e a parte apolar voltada para o solvente. Neste caso, a formacdo de emulsdo
também ocorre de maneira inversa, sendo obtida uma emulsdo agua em 6leo ao invés de
uma emulsdo 6leo em agua como ocorre normalmente. Na emulsdo agua em oleo,

goticulas de agua se encontram emulsificadas em um filme continuo de 6leo.
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Figura 4. Efeito da concentragdo de NaCl no indice de emulsificagdo
E,4 do biossurfactante em querosene. A concentragdo de
biossurfactante utilizada foi de 0,4 g L.

O biossurfactante parece ndo possuir a habilidade de formar micelas invertidas,
uma vez que nao foi capaz de formar emulsdo estavel com querosene em concentracdes de

NaCl superiores a 4%. Trés fatores dao suporte a essa hipotese: (1) os dados de tensdo
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interfacial versus concentragdo de NaCl apresentados anteriormente (Figura 2)
comprovam que o biossurfactante apresenta alta atividade em concentragdes de sal
superiores a 4%, o que descarta a hipdtese de desestabilizagdo da molécula; (2) a
surfactina apresenta um grupo polar formado por 7 residuos de aminoéacidos, grupo este
que pode ser grande demais para ser acomodado em grande numero no centro de uma
micela; e (3) a molécula de surfactina ndo foi evolutivamente selecionada para a formagao
de micelas invertidas em solventes apolares, uma vez que as bactérias produtoras tem que
viver obrigatoriamente em fase aquosa. Contudo, mais experimentos devem ser

conduzidos no intuito de comprovar essa hipotese.

3.4.2. Efeito do pH

O biossurfactante foi capaz de formar emulséo estavel em todos os pHs testados,
porém, foi avaliada uma redugdo no volume de emulsido formada em pH 5,0 (Figura 5). O
inicio do processo de precipitagdo das moléculas de surfactina em pHs abaixo de 5,0 pode
explicar tal evento, uma vez que a solubilidade dessas moléculas é primordial para sua
atividade. Nas demais condi¢des testadas ndo foi observada nenhuma influéncia do pH
na capacidade emulsificante do biossurfactante, sendo mensurados volumes emulsdes
estaveis em torno de 65,0%. Esse fato indica boa estabilidade do composto mediante

condi¢Oes ambientais adversas.
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Figura 5. Efeito do pH no indice de emulsificagdo E,; do
biossurfactante em querosene. A concentragdo de
biossurfactante utilizada foi de 0,4 g L.
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3.5. Experimentos de recuperacdo de petroleo residual em nlcleos porosos néo

consolidados

3.5.1. Efeito da concentracao de biossurfactante na recuperagéo do petréleo

Neste experimento, cinco diferentes concentragdes do biossurfactante produzido
pelo isolado RI4914 foram utilizadas para a recuperagdo de 6leo residual em colunas
empacotadas com areia. A figura 6 mostra a relagdo entre a concentragdo de
biossurfactante utilizada e a porcentagem de 6leo residual recuperada. Pode ser observado
que a quantidade de 6leo recuperado aumenta linearmente com o aumento da concentragio
de biossurfactante, o que demonstra a capacidade da molécula em promover a mobilizacao
do petrédleo. Os valores de recuperacdo do dleo residual obtidos nesse experimento
chegaram a 40%, quando uma solugio de biossurfactante com concentragio de 2 g L™ foi

utilizada.

y=1380x+ 13,63 1
R=0,988 ¥

0.0
0.0 0.5 L0 1.5 20 25
Concentragio de Biossurfactante (g L)

Figura 6. Efeito da concentragdo de biossurfactante na recuperacdo de
6leo residual em sistemas porosos ndo consolidados. A
molécula foi concentrada por precipitagdo acida e
solubilizada de modo a apresentar as concentragdes
desejadas. Foram injetados 4 volumes de poro (VP) da
solucdo surfactante + 1 VP de 4gua.

Apesar de ndo ter sido observada uma reducdo da tensdo interfacial quando a
concentragdo de biossurfactante na solugéo foi elevada de 1,2 para 2,0 g L' (Figura 1), foi
observado um aumento significativo na quantidade de 6leo residual recuperado, o que

indica que, possivelmente, a reducdo da tensdo interfacial 6leo-solugdo surfactante nao foi
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o fendmeno que governou a mobilizagdo do 6leo neste experimento. Outros dois fatores
reforcam essa hipdtese: (1) as tensdes interfaciais mensuradas entre as solugdes de
biossurfactante e o 6leo sdo consideradas altas para promover uma eficiente reducao das
forgas capilares. Segundo Sharma e Shah (1989), a tensdo interfacial deve ser reduzida
para valores entre 10 ¢ 10 mN/m para promover a mobilizagio do 6leo residual de um
reservatorio; (2) o oleo residual recuperado das colunas sempre se apresentou na forma de
pequenas goticulas emulsificadas, ao invés de um filme continuo de 6leo como é
observado em sistemas com baixa tensdo interfacial. Esses fatos levam a crer que a
recuperagdo de 6leo observada neste experimento foi proporcionada principalmente pela
capacidade emulsificante apresentada pelo biossurfactante produzido pelo isolado R14914
(Figura 4). Ressalta-se ainda que as concentra¢des de biossurfactante capazes de promover
uma expressiva recuperagdo do 6leo residual sdo consideradas extremamente altas, o que
tornaria sua utilizagdo em larga escala financeiramente inviavel visto o alto custo atual de
producdo da molécula e o baixo rendimento das culturas (Mukherjee et al., 2006). Esses
dados mostram que o biossurfactante por si s6 ndo é capaz de promover uma recuperacao
expressiva do petroleo residual em concentragdes economicamente viaveis, sendo
necessaria a adicdo de compostos capazes de atuar como co-surfactantes, melhorando a
performance do biossurfactante, ou atuar de maneira sinérgica a este na recuperacdo do

oOleo.

3.5.2. Efeito da temperatura na recuperagao do petréleo

A figura 7 ilustra o efeito da temperatura na saturacdo residual de 6leo dos
sistemas porosos apds o tratamento com agua e apds o tratamento com agua mais solug@o
surfactante. Pode-se observar que, a 30 °C, a saturag@o residual de 6leo nas colunas gira
em torno de 80% do petrdleo injetado apds o tratamento com agua, podendo variar, no
entanto, de 70 a 95% de retengdo do 6leo. Essa variacdo pode estar associada com uma
minima variaggo térmica do 6leo durante o processo de injecdo, o que parece acarretar em
variagoes significativas em sua viscosidade. A elevagdo da temperatura de 30 para 50 °C
reduziu para pouco mais 50% a saturagdo residual de 6leo da coluna, fato este associado a
concomitante reducdo da viscosidade do petréleo, o que permite que um maior percentual
do composto seja recuperado com a inje¢ao de agua.

A injec¢do da solucdo surfactante foi capaz de reduzir a saturag@o residual de 6leo

em ambas as temperaturas testadas. Quando injetada a 30 °C, a solugdo surfactante foi
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capaz de reduzir o residual de 6leo de 80 para aproximadamente 27% do total injetado,
apresentando um aumento de quase 55% na recuperacdo de petrdleo. Quando a
temperatura do sistema foi elevada para 50 °C, a injecdo da solucdo surfactante também
foi capaz de promover a recuperagdo do 6leo residual da coluna, uma vez que a saturagdo
foi reduzida de 50% para aproximadamente 30% do petroleo total injetado, o que
representa um ganho de 20% na produgao.

No tratamento controle, onde o biossurfactante do sobrenadante da cultura do
isolado B. subtilis RI4914 foi removido através de ultra-filtragdo, a solugdo injetada
conseguiu reduzir somente 6% da saturacdo residual de 6leo da coluna, que caiu de caiu
de 93 para 87% do petrdleo total injetado. Esse dado mostra que o biossurfactante ¢ o
responsavel principal pela mobilizagdo do petroleo residual da coluna, mas que a bactéria
também ¢ capaz de produzir outros compostos que atuam de maneira paralela as
moléculas surfactantes. Um desses compostos foi identificado por meio de analise em
HPLC como sendo o etanol, capaz de agir como solvente e auxiliar na mobiliza¢ao do

6leo residual (Dados ndo mostrados).
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Figura 7. Efeito da temperatura na reducdo da saturacdo residual de
oleo em sistemas porosos ndo consolidados. Apds o
tratamento com 10 volumes de poro (VP) de agua a coluna
foi tratada com 4 volumes de poro da solugdo surfactante
(sobrenadante da cultura RI4914 + 10% NaCl) + 1 VP de
agua. No tratamento controle sem biossurfactante 0 mesmo
foi removido do sobrenadante por ultrafiltragio e o
tratamento conduzido a 30 °C.
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3.5.3. Efeito da concentracgéo de NaCl na recuperacéo do petréleo residual

O efeito da concentracdo de NaCl na saturagao residual de petroleo nos sistemas
porosos pode ser explicado por uma equacdo polinomial do terceiro grau. Na auséncia do
sal o residual de dleo na coluna apds o tratamento com agua e solucdo surfactante foi de
aproximadamente 43,0% do petrdleo total injetado. A elevacdo da concentrag@o salina
para 3,0% (p/v) resultou na redugdo dessa saturagdo residual para 34,0%, permanecendo
relativamente estavel quando a concentracio de NaCl foi ajustada para 5,0 e
posteriormente 8,0%. Quando a concentragdo de sal foi de 10,0%, observou-se uma nova
redugdo do residual de 6leo presente na coluna, caindo de 34,0 para 27,0% (Figura 8).

A recuperagdo de 6leo em sistemas porosos estd intimamente associada a
reducdo da tensdo interfacial 6leo-dgua e consequentemente com a reducdo das forgas
capilares que previnem a movimentagdo do composto pelos poros da matriz. No entanto,
nesse experimento, outros fendmenos parecem estar atuando de maneira distinta para a
mobilizacdo do petrdleo. As tensdes interfaciais de 1,9, 0,82 e 0,47 mN/m mensuradas
entre a solucdo surfactante e o petrdleo, nas respectivas concentragdes de 0,0, 3,0 e 5,0%
de NaCl (Figura 2), ndo sdo consideradas suficientemente baixas para promover a
reducdo das forgas capilares, sendo a mobilizagdo do o6leo, neste caso, atribuida a
capacidade emulsificante do biossurfactante. Por outro lado, as tensdes interfaciais de 0,3
e 0,24 mN/m mensuradas, respectivamente, para os tratamentos com 8,0 ¢ 10,0% de
NaCl, parecem reduzir significativamente as forgas capilares e proporcionarem a
mobilizacdo do 6leo. Tal afirmacdo pode ser feita uma vez que o biossurfactante nao ¢
capaz de formar emulsdo estavel em concentragdes de NaCl superiores a 6% (p/v) (Figura
4).
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Figura 8. Efeito da concentragdo de NaCl do sobrenadante da cultura
RI4914 na reducdo da saturagdo residual de oOleo em
sistemas porosos ndo consolidados. Apos o tratamento com
10 volumes de poro (VP) de dgua a coluna foi tratada com 4
volumes de poro da solugdo surfactante + 1 VP de agua.

3.5.4. Efeito do pH na recuperacao do petréleo residual

A figura 9 ilustra o efeito do pH da solugdo surfactante na sua capacidade de
reducgdo da saturagao residual de petrdleo em sistemas porosos ndo consolidados. Pode ser
observado que o percentual de petrdleo residual apds o tratamento com a agua e a solugéo
surfactante foi menor quando o pH da solugdo foi ajustado para 7,0, estando na ordem de
27% do o6leo total injetado. Tanto o abaixamento quanto a elevacdo do pH causaram uma
elevacdo da saturagdo de 6leo, demonstrando que o pH 6timo para a atuagdo da solugéo
surfactante € 7,0.

No entanto, os dados de tensdo interfacial e indice de emulsificacdo (Figuras 3 e
5, respectivamente) demonstram que o biossurfactante ¢ estavel e ndo apresenta redugdo
significativa de atividade na faixa de pH testada, o que indica que outros fendomenos
podem estar associados a perda de sua eficiéncia no processo de mobilizagdo do petroleo
residual. Fendmenos como perda por adsorcdo e particdo do biossurfactante na fase
oleosa sdo de extrema importancia na dindmica de recuperacdo de petrdleo, sendo assim

alvo prioritario para futuros experimentos.
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Figura 9. Efeito do pH do sobrenadante da cultura RI4914 na redugdo
da saturagdo residual de Oleo em sistemas porosos nao
consolidados. Apos o tratamento com 10 volumes de poro
(VP) de agua a coluna foi tratada com 4 volumes de poro da
solugdo surfactante + 1 VP de agua.

3.5.5. Efeito da presenca de polimero na dindmica de recuperagéo de petréleo

O isolado B. subtilis R14914 foi caracterizado como produtor de um polimero
com possiveis aplicagcdes no processo de recuperagdo do petroleo residual. O efeito da
presenca desse polimero, com o aumento da viscosidade do sobrenadante da cultura
injetado, foi avaliado de modo a se caracterizar um possivel ganho de desempenho dessa
solucdo surfactante na redugao da saturagdo residual de 6leo.

A figura 10 mostra o efeito da presenca do polimero na recuperagdo percentual
do 6leo residual da coluna. Pode observar que a solu¢do surfactante contendo polimero
foi capaz de recuperar em torno de 88% do petréleo residual presente na coluna, enquanto
a mesma solu¢do sem polimero s6 pdde recuperar aproximadamente 70% do mesmo
(Figura 10A). E importante ressaltar que dos 88% do o6leo residual recuperado no
tratamento com polimero, 63% foram recuperados nos dois primeiros volumes de poro
injetados, o que ¢ de extrema importancia operacional, ja que esse método proporciona a
recuperagdo de um maior volume de petréleo com um menor esfor¢o e com a produgao de
um menor volume de agua. A figura 10B mostra o deslocamento do pico de recuperagio
de 6leo, no tratamento com polimero, em dire¢do aos dois primeiro volumes de poro, uma
vez que em cada um foi recuperado quase 32% de todo o petréleo mobilizado. No

tratamento sem polimero, ¢ notdria a baixa recuperagdo de 6leo no primeiro volume de
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poro, sendo o pico de recuperacdo observado no segundo volume de poro injetado. No
entanto, o pico observado compreende a recuperacdo de somente 25% do 6leo residual.
Em ambos os tratamentos ¢ observada uma queda na producdo de petrdleo apds o
segundo volume de poro injetado, porém essa queda ¢ mais pronunciada no tratamento
com polimero, o que indica a existéncia de um esgotamento antecipado do o6leo residual
recuperavel nessas condigdes.

A recuperacdo de petrdleo em sistemas porosos ¢ drasticamente influenciada pela

variavel Razdo de Mobilidade (M), dada pela formula:

M = (Ky.Ho) / (Ko-Hiw)

Onde ky, representa a permeabilidade relativa da dgua na regido preenchida com agua, k,é
a permeabilidade relativa do 6leo na regido saturada de 6leo, W, é a viscosidade do dleo e
M € a viscosidade da agua. A presenca de polimeros capazes de aumentar a viscosidade
da fase aquosa se torna extremamente importante uma vez que situagdes que
proporcionem valores de M menores que um, favorecerfio o processo de recuperagdo do
6leo (13). O controle da mobilidade da fase aquosa por meio da adicdo de substancias
poliméricas ao fluido de injegdo impede a formagdo de canais preferenciais através do
petrdleo, aumentando consideravelmente sua mobilizagdo e consequentemente a eficiéncia

do processo de recuperacao.
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Figura 10. Efeito da presenca de polimero no sobrenadante da cultura
RI4914 na dindmica de recuperagdo de oleo residual em
sistemas porosos ndo consolidados. (A) Percentual de
petroleo residual recuperado (acumulado); (B) Percentual
de petroleo residual recuperado em cada volume de poro
injetado. Foram injetados 4 volumes de poro (VP) da
solugdo surfactante + 1 VP de agua.

4. Conclusoes

Neste trabalho, foi avaliado o efeito de condi¢des ambientais na recuperagdo de
petroleo pelo biossurfactante produzido por B. subtilis R14914. Foi demonstrado que o
biossurfactante é capaz de promover a recuperagdo do 6leo residual em sistemas porosos
ndo consolidados sob as mais diversas condigdes de salinidade e pH. Foi observado que a
solucdo de biossurfactante semi-purificada é capaz de mobilizar até 40% do 6leo residual
das colunas, porém somente em concentragdes elevadas (2 g L™). Por outro lado, a
utilizagdo do sobrenadante da cultura do Isolado RI4914 proporcionou recuperagdo de

6leo superior a alcangada com a solugdo do biossurfactante e em uma concentraggo até dez
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vezes menor da molécula. Tais resultados indicam a producdo de compostos capazes de
atuar sinergisticamente com o biossurfactante na reducdo da tensdo interfacial, alcangando
valores de até 0,07 mN/m. O biossurfactante demonstrou ser mais efetivo na recuperagao
do 6leo em altas concentragdes salinas, o que ¢ considerado a condigdo ideal, uma vez que
os reservatorios normalmente apresentam esse tipo de condigdo. A solucdo surfactante
contendo polimero foi capaz de recuperar em torno de 88% do petroleo residual presente
na coluna, enquanto a mesma solu¢do sem polimero sé pode recuperar aproximadamente
70% do mesmo. E importante ressaltar que dos 88% do oleo residual recuperado no
tratamento com polimero, 63% foram recuperados nos dois primeiros volumes de poro
injetados, o que é de extrema importancia operacional, j& que esse método proporciona a
recuperagdo de um maior volume de petréleo com um menor esfor¢o e com a produgio de
um menor volume de agua.

Esses resultados mostram que a MEOR baseada na utilizacdo de biossurfactantes
possui um grande potencial para a recuperacdo do petroleo residual contido nos
reservatorios ¢ que os problemas envolvendo o baixo rendimento na produgdo desses
compostos podem ser contornados através do isolamento de micro-organismos capazes de
produzir compostos que ajam em cooperacdo para a recuperacao do o6leo, e, mais

importante, em concentragdes consideradas suficientes para tal.
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