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RESUMO

Neste trabalho pretendeu-se implementar técnicas que permitam a Recuperacdo Avancada
do Petréleo Melhorada por Microrganismos (MEOR). Assim, estudou-se a capacidade das
bactérias Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus sintetizarem biosurfactantes,
realizando-se também, um ensaio para isolar colénias de bactérias presentes em areias
contaminadas com petroleo.

O crescimento das bactérias deu-se inicialmente em meio de Luria-Bertani, fase de pré-
cultura, e posteriormente em meios enriquecidos em nutrientes. O crescimento bacteriano
foi monitorizado através das medicdes de densidade 6tica.

Para a avaliagdo da produgdo de biosurfactante, foram realizados testes qualitativos,
nomeadamente o0 ensaio de propagacdo do petroleo e a analise de emulsdo, bem como a
determinacdo da tensdo superficial dos extratos com biosurfactante. Com o objetivo de
avaliar a recuperacao do petréleo num reservatorio, foi contruido um modelo de coluna com
areia empacotada de forma a realizarem-se simulagdes das operag¢des de recuperagédo de
petroleo na presenca de biosurfactantes.

A reduzida quantidade de biosurfactante produzida, indiciada pelos resultados negativos dos
testes qualitativos, foi confirmada pela medi¢do da tenséo superficial do sobrenadante. De
facto, a tenséo superficial ao longo da fermentacéo nédo sofreu reducdes significativas, como
seria previsto se houvesse producdo de biosurfactante. Adicionalmente, na simulacédo da
recuperacdo de petréleo na coluna com areia ndo foi verificada qualquer melhoria pela
presenca dos biosurfactantes. Estes resultados permitem confirmar que as bactérias sem
contacto prévio e duradouro com o petroleo ndo se encontram adaptadas para a producéo
do biosurfactantes.

Nos testes de corrosdo, a massa da amostra ndo sofreu alteragdes significativas mesmo
apos 45 dias, ndo significando necessariamente a falta de oxidagdo, mas provavelmente
que a massa da amostra nao foi adequada neste estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Petréleo, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, biosurfactante,
MEOR.
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ABSTRACT

This work aimed to implement techniques that allow Microbial Enhanced Enhanced Oil
Recovery (MEOR). Thus, the ability of the bacteria Pseudomonas aeruginosa and Bacillus
cereus to synthesize biosurfactants was studied, as well as an assay to isolate colonies of
bacteria present in oil contaminated sands.

Bacterial growth was initially in Luria-Bertani broth, preculture phase, and later in nutrient-
enriched broth. Bacterial growth was monitored by optical density measurements.

For the evaluation of biosurfactant production, qualitative tests were performed, namely the
oil propagation test and emulsion analysis, as well as the determination of the surface
tension. In order to evaluate oil recovery in a reservoir, a packed sand column model was
constructed to simulate oil recovery operations in the presence of biosurfactants.

The reduced amount of biosurfactant produced, indicated by the negative results of the
qualitative tests, was confirmed by measuring the supernatant surface tension. In fact, the
surface tension throughout the fermentation did not decrease significantly, as would be
expected if biosurfacant was produced. Additionally, in the simulation of oil recovery in the
sand column no improvement was verified by the presence of the biosurfacant. These results
confirm that bacteria without previous and lasting contact with oil are not adapted for the
production of biosurfactants.

In corrosion test, sample mass did not suffer meaningful changes even after 45 days, does
not meaning necessarly the lack of oxidation but most likely sample mass was not suitable in
this study.

KEYWORDS: oil, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, biosurfactant, MEOR.
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1. INTRODUCAO

O petréleo é a principal fonte de energia e estd na base no fabrico de inUmeros produtos,
essenciais na sociedade dos nossos dias, desde gasolina, plasticos, borrachas, tintas, entre
outros. As tecnologias tradicionais apenas conseguem extrair por volta de um terco de
volume de petréleo e, portanto, mais de metade do petréleo existente fica retido nos
reservatdrios. Tal limitacdo deve-se a baixa permeabilidade do petréleo, bem como elevada
viscosidade e tenséo interfacial com a fase aquosa.

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas que colocadas na interface da mistura agua/dleo,
afetam as forcas de coesdo, reduzindo a tensdo superficial e interfacial. Contudo os
surfactantes sintéticos sdo, no entanto, téxicos e dificeis de degradar no ambiente. A
alternativa ecologicamente aceitdvel é a producdo de tensioativos a partir de
microrganismos, os biosurfactantes. A recuperacdo avancada de petréleo melhorada por
microrganismos € um processo que tem sido alvo de estudos, nomeadamente a procura de
espécies viaveis na producdo destes produtos e de substratos economicamente

convenientes para uma implementacao rentavel em larga escala.

Assim sendo, este trabalho visa em primeira instancia implementar, pela primeira vez na
Escola Superior de Tecnologia do Barreiro, os métodos utlizados em estudos de
recuperacdo do petroleo através da producdo de biosurfactantes por microrganismos,
nomeadamente estudar as condicdes de crescimento das bactérias Bacillus cereus e
Pseudomonas aeruginosa para a obtencdo de biosurfactante; realizar testes de corroséo;
construir um modelo com coluna com areia, simulando um reservatério petrolifero para
avaliar a influéncia dos biosurfactantes na recuperacao do petréleo; e isolar culturas viaveis
para sintese de biosurfactante, a partir de comunidades bacterianas existentes numa
amostra de areia contaminada por petréleo.

Este trabalho tem particular interesse para a escola, dado ser uma aplicacao biotecnolégica
na producdo do petroleo, sendo por isso importante para os estudantes e docentes, quer
das licenciaturas em Tecnologias do Petréleo, Engenharia Quimica e Biotecnologia, quer do
Mestrado em Engenharia Biologica e Quimica, permitindo uma sinergia entre os varios
Cursos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PETROLEO E INTERESSE ECONOMICO

O petréleo é uma mistura complexa de hidrocarbonetos que pode ser classificada em trés
compostos principais, sendo eles parafinas, naftenos e aromaticos. Estes hidrocarbonetos
contém heteroatomos, tais como enxofre, azoto, oxigénio e metais. O petroleo €
considerado uma fonte de energia essencial e indispensavel nas sociedades atuais, sendo a
fonte principal na producao de combustiveis [1].

Apesar da recente aposta nas energias renovaveis, o mundo ainda estd dependente do
petroleo e dos seus derivados. Investigacdes decorrem a nivel global na tentativa de
desenvolver alternativas na recuperacdo de maiores quantidades de crude, o que ajudaria
na estabilizacdo do preco do petréleo no mercado global e diminuicdo da dependéncia de
muitos paises a nivel energético. A tecnologia mais promissora € a Recuperacdo Avancada
de Petréleo Melhorada por Microrganismos, tal como o nome indica, 0S microrganismos
estdo envolvidos nas técnicas de recuperacédo, pelos produtos produzidos e pelo contetdo
celular [2].

2.2. FASES DE EXTRACAO DO PETROLEO

Numa fase inicial, o petrdleo é obtido através da pressdo natural existente no reservatério,
designada por fase primaria. Quando essa pressao sofre uma queda significativa, o fluxo de
petréleo é limitado, ndo alcancando a superficie. A fim de estabelecer a pressédo original, os
reservatorios sédo preenchidos por um fluido, através da injecdo de agua ou de gases, tais
como diéxido de carbono, azoto ou gas natural. A esta etapa do processo de extracao da-se
o0 nome de fase secundaria [3]. A fase primaria permite recuperar apenas 5 a 10%, enquanto
gue a recuperacdo da fase secundaria é variavel, variando de 10 a 40%. Assim, apenas
cerca de um terco do volume de petroleo existente no reservatério, antes do inicio da
producdo, consegue ser explorado [2]. Os fatores responsaveis por estas limitacdes séo a
baixa permeabilidade, elevada viscosidade e tenséo interfacial entre o hidrocarboneto e a
fase aquosa, causando a retencdo do petréleo nos poros rochosos dentro do reservatorio

[4].

Apesar das reservas petroliferas abandonadas serem consideradas esgotadas, mais de
metade do crude nao foi efetivamente retirado. As técnicas de Recuperacdo Avancada de
Petroleo (EOR) tém despertado muito interesse as grandes empresas e aos investigadores.
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2.3. TECNICAS DE RECUPERACAO TERCIARIAS

Nos ultimos anos tem-se procurado alternativas para satisfazer as necessidades energéticas
no futuro. Com este objetivo as técnicas de recuperacdo terciarias, conhecidas como
Recuperacdo Avancada de Petréleo por Métodos Quimicos, Chemical Enhanced Oil
Recovery (CEOR) podem ser uma possibilidade. A CEOR inclui o uso de surfactantes,
polimeros, acidos, gases e solventes que conseguem alterar as propriedades do petréleo de
forma este ser mais facilmente extraido. Os surfactantes reduzem a tenséo interfacial entre
as interfaces petrdleo/dgua e petroleo/rocha, diminuindo as for¢as capilares que dificultam o
movimento do petréleo através dos poros rochosos. Adicionalmente, reduzem a
molhabilidade, isto é, reduzem a capacidade de se manter em contacto com as superficies
rochosas. Os polimeros aumentam a viscosidade da agua em operacdes de inundacao,
podendo obstruir zonas com menos petréleo, direcionando a dgua para canais ricos em
petréleo. Os acidos sdo usados para aumentar a permeabilidade através da rede de poros.
Os gases e solventes baixam a viscosidade do petréleo, promovendo o seu fluxo e os gases
aumentam a pressao no reservatério. De um modo geral, aproximadamente 30% do
petréleo pode ser recuperado por Métodos Quimicos. No entanto, para além de ser
economicamente dispendioso, afeta negativamente o ambiente [4].

A Recuperagdo Avancada de Petrdleo Melhorada por Microrganismos, do termo inglés
Microbial Enchanced Oil Recovery (MEOR) é outro método terciario que reforca a taxa de
recuperacdo do petroleo, por potenciar 0s microrganismos ou seus produtos, em
reservatorios dados como esgotados pela recuperacdo primaria e secundaria. A utilizagédo
de bactérias para aumentar a extracdo do petroleo foi proposta pela primeira vez em 1926,
por Beckman. Os estudos efetuados por ZoBell, em 1947, geraram muito interesse a nivel
global, tendo desencadeado a realizacdo de inUmeros testes em campo e em laboratorio.
Apesar de bastante promissores, os estudos foram suspensos durante a década de 70, por
motivos econdmicos. Surgiu novamente o interesse pelo tema nas ultimas duas décadas.
com o objetivo de encontrar um método de alto desempenho e economicamente rentavel [5].

As bactérias podem contribuir na recuperacao do petréleo das seguintes formas:

¢ Biodegradacdo do crude: as bactérias degradam os hidrocarbonetos pesados. Assim,
0 petréleo torna-se mais leve e valioso, como resultado da diminuicdo da
viscosidade;

e Producdo de gases: os gases sintetizados pelas bactérias (homeadamente CO2, Na,
H. e CHs) podem atuar de duas formas distintas: dissolvendo o crude, e
consequente reducdo da viscosidade ou aumentando a pressao no reservatorio;

e Producdo de quimicos: compostos que podem ser Uteis tais como acidos organicos,
alcoois, solventes, surfactantes e polimeros;

e Obstrucdo seletiva: os polimeros ou as préprias bactérias reduzem a permeabilidade
em zonas altamente permeaveis ou de canais de agua que se formam em
reservatorios heterogéneos;

e Outros: as bactérias auxiliam também no controlo de bactérias indesejaveis, como é
comum das bactérias redutoras de sulfato (SRB). Adicionalmente atuam para a
biodegradacao de efluentes toxicos [5].
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Na tabela 2.1 estédo agrupados varios estudos consoante a forma de recuperacéo do
petroleo e exemplos de microrganismos utilizados.

Tabela 2.1. Estudos com utilizacdo de microrganismos para a recuperacédo avancada de petréleo.

Produto Microrganismo Efeito Ref.
Bacillus subtilis, e
. Emulsificagdo e
Nao Pseudomonas - -
o . . reducéo da tenséo 6
especificado aeruginosa, Bacillus -
superficial
cereus
N&o Alteragéo na
. Enterobacter cloacae . 7
especificado molhabilidade
N&o Bacillus subtilis, Bacillus | Reducédo da tensao 8
especificado licheniformis superficial
N&o . Reducéo da tensdo
" Serratia marcescens . 9
especificado superficial
Biosurfactante . ~
. Redugéo da tenséo
Trealose Mycobacterium sp. . 10
superficial
. . Emulsificagéo,
o Torulopsis bombicola, T. - ¢ - 11,
Soforolipidos . reducéo da tenséo
apicola, T. petroleum - 12
superficial
. . Reducéo da tenséo
— Candida antarctica e ¢ .. 13,
Manosileritritol ) superficial e
Candida sp. . . 14
interfacial
Surfactante . Formacéo de
. Acinetobacter sp. . - 15
particulado microemulsdo
Bacillus subtilis Degradacéo de
hidrocarbonetos 4
) pesados
Biomassa
Leuconostoc Aumento de 16
mesenteroides pressao
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Controlo de 16
Leuconostoc mobilidade,
Dextrano .
mesenteroides aumento de
pressao
Biopolimero
Levana Bacillus licheniformis Obstrugéo seletiva 17
. Reducéo de
Goma Xantana | Xanthomonas campestris ¢ - 18
permeabilidade
L Diminuic&o da
Clostridium . .
CO2 ) viscosidade, 5
acetobutylicum .
repressurizagao
Gases Repressurizacao,
- inchamento,
Clostridium, Enterobacter, N - 19,
CHas, Hz . redugéo da tenséo
Methanobacterium spp. . . 20
interfacial e da
viscosidade
Dissolucéo de
Acetona, - ¢ 20,
Clostridium, Zymomonas, | rocha carbonatada
butanol, propan- _ ~ 21,
: Klebsiella sp. e reducédo da
2-diol . . 22
viscosidade
Solventes
Clostridium spp., Aumento de 19
Acidos butirico e Enterobacter spp., permeabilidade e 20'
propandico mistura de espécies grau de 23'
acidogénicas emulsificacéo

Os biosurfactantes pelas suas propriedades podem ser aplicadas na MEOR, bem como em
limpeza de derrames petroliferos, na remocdo de residuos derivados do petroleo em
tanques de armazenamento e na biorremediacdo dos solos. Sdo bons substitutos de
surfactantes quimicos devido a sua atividade especifica, baixa toxicidade, alta
biodegradabilidade e efetivo em condigbes extremas de temperatura, pressdo, pH e

salinidade [6].
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2.4. BIOSURFACTANTES

Os surfactantes tém a capacidade de se acumular nas interfaces, reduzindo as forcas de
coesao entre moléculas que partiham o mesmo centro de massa e, consequentemente
reduzem a tensao superficial. A tensao superficial é definida como uma forca por unidade de
comprimento que impede a rutura da superficie de contacto entre duas fases. Quando
forcas séo aplicadas na interface entre um liquido e um gas denomina-se tenséo superficial.
Enquanto que as forcas aplicadas na interface entre dois liqguidos denominam-se tenséo
interfacial. Na figura 2.1 encontram-se representados esses dois tipos de forcas. De um
modo geral, a tensdo superficial diminui com o aumento da temperatura [25].

De todos os liquidos a 4gua tem a maior tensdo superficial, cujo valor € 72 dyne/cm ou 72
mN/m, para uma temperatura de 20°C [26].

Surface tension SFT
s e e T e

g g WG otﬁt?gzsf
O ( »«\»‘1 o) —Liﬁmizzﬁ‘::%
N ...

9. 0.0 @

Surface tension (SFT)

mma)é

Figura 2.1. Forcas de tensao superficial e interfacial exercidas numa interface agua/dleo [26].

Os biosurfactantes sdo moléculas anfifilicas, isto é, possuem tanto -caracteristicas
hidrofilicas como hidrofobicas, produzidos por microrganismos (bactérias, leveduras e
fungos), pelo que consistem em matérias celulares, tais como glicolipidos, lipopéptidos e

acidos gordos. A grande vantagem face aos surfactantes quimicos é a sua aceitacdo
ecoldgica [24].

2.4.1. Classificacdo dos biosurfactantes

Pela composicado quimica e tipo de microrganismos produtores, os biosurfactantes estao
divididos em cinco grupos: glicolipidos, lipopéptidos e lipoproteinas, éacidos gordos,
surfactantes poliméricos e surfactantes particulados [27].

2.4.1.1 Glicolipidos

Os glicolipidos sao carbohidratos com ligacdo mono-, di-, tri- e tetrasacéridos, que incluem
glucose, manose, galactose, acido glicuronico, ramnose e sulfato de galactose ligados a
cadeias longas de acidos alifaticos ou a acidos hidroxialifaticos.
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Trealolipidos, ramnolipidos, soforolipidos, diglicosil diglicerideos e manosileritritol lipidos sdo
os principais exemplos incluidos no grupo dos glicolipidos [27].

Algumas espécies de Pseudomonas caracterizam-se por produzirem grandes quantidades
de biosurfactante contendo uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou duas
moléculas de &cido beta-hidroxidecandico. Um glicolipido contendo duas unidades de
ramnose e de 4cido beta-hidroxidecandico foi sintetizado pela bactéria Pseudomonas
aeruginosa [28]. Atualmente, ramnolipidos (figura 2.2.A) produzidos por Pseudomonas
aeruginosa sao comercializados pela empresa Jeneil Biosurfactant, nos Estados Unidos da
América e sdo destinados para atividades de biorremediacédo e agricolas, por terem acéo
fungicida [29].

A trealose ligada ao carbono C-6 e C-6’ de &cidos micolicos esta associada a muitas das
espécies de Mycobacterium, Nocardia e Corynebacterium [10]. Os &cidos micélicos sao
acidos gordos compostos por uma cadeia beta-hidréxi com uma cadeia longa lateral alfa.
Trealolipidos (figura 2.2.B) existentes em diferentes organismos diferem na estrutura e
tamanho dos acidos micdlicos, no niumero de atomos de carbono e n&o grau de insaturacao
[27]. Os dimicolatos de trealose sédo produzidos por Rhodococcus erythropolis [30].

Os soforolipidos (figura 2.2.C) consistem numa soforose dimérica carbohidratada ligada a
um grupo hidroxilo de um acido gordo e sdo produzidas principalmente por leveduras tais
como Torulopsis bombicola, T. apicola, Centrolene petrophilum, Rhodotorula bogoriensis e
Wickerhamiella domericqiae [31]. Adicionalmente, T. petrophilum produz soforolipidos em
substratos insollUveis com a agua, em 6leo vegetal e em varios alcanos [32]. Este glicolipido
faz reduzir a tensdo superficial da agua de 72,8 nM/m para 30 mN/m, com uma
concentrac@o micelar critica de 40 a 100 mg/I.

O manosileritritol € um acgucar sintetizado pelas leveduras Candida antarctica e Candida sp.
SY 16. O manosileritritol produzido pela dltima reduz a tenséo superficial da agua para 29
dyne/cm a uma concentracdo micelar critica de 10 mg/l [14]. O componente dos acidos
gordos no biosurfactante foi identificado como &cidos hexandicos, dodecandicos,
tetradecandicos e tetradecendico. Outros relatos da sintese deste composto incluem as
leveduras Pseudozyma aphidis, Pseudozyma antarctica e Pseudozyma rugulosa [33].

2.4.1.2 Lipopéptidos

A surfactina (figura 2.2.D), um lipopéptido ciclico, é um dos biosurfactantes mais eficazes
conhecidos até agora, identificado pela primeira como produto da estirpe da bactéria B.
subtilis ATCC-21332 [34]. A surfactina reduz a tensado superficial da agua de 72 para 27,9
mN/m com uma concentragdo micelar critica de 17 mg/l. Estudos recentes provam que a
surfactina tem efeito antiviral, anti-coplasma, antitumoral, anticoagulante bem como inibidor
enzimatico [27].

A iturina foi descoberta por uma estirpe de Bacillus subtilis recolhida de um solo em lturi,
Republica do Congo [35]. Consite em lipoheptapéptidos ciclicos cuja cadeia lateral consiste
num beta-amino acido gordo.
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A fengicina é um lipodecapéptido cuja cadeia lateral € um acido gordo beta-hidréxi. A
identificacdo de homologos de fengicina foi produzida por B. subtilis [36].

A liquenisina, produzida por Bacillus licheniformis, apresenta uma estrutura e propriedades

semelhantes comparativamente a surfactina [37]. Este lipopéptido € estavel nhuma ampla
gama de pH, temperatura e concentracdo de NacCl.

2.4.1.3 Acidos gordos

Alguns microrganismos com capacidade em degradar hidrocarbonetos e produzem acidos
gordos livres a nivel extracelular quando crescem em alcanos. Sao acidos gordos saturados
no carbono C12 a C14 e contém grupos hidroxilo e ramificagcbes alquil. As estirpes de
bactérias Arthobacter AK19 [38] e P. aeruginosa 44T1 [39] acumularam cerca de 40 e 80%,
em massa, destes lipidos quando cultivadas em hexadecano e em azeite, respetivamente.

2.4.1.4 Surfactantes Poliméricos

Os biosurfactantes poliméricos sado biopolimeros de elevado peso molecular, cujas
propriedades incluem elevada viscosidade, resisténcia a tracé@o e tenséo de corte.

A estirpe Acinebacter calcoaceticus RAG-1 produz um potente bioemulsificante denominado
emulsan [40]. E caracterizado como heteropolissacarido polianiénico anfipatico. Consiste em
unidades repetitivas de trissacaridio de N-acetil-D-galactosamina, N-acetylgalactosamina de
acido urénico e N-acetylamino de um acucar nédo identificado.

A estirpe bacteriana A. calcoaceticus A2 produz uma substancia dispersante tensioativa,
designado biodispersano. O componente ativo de superficie é um heteropolisacarido
aniénico com um peso molecular médio de 51400 (g/mol) e contém glucosamina, 6-
metilaminohexose, &cidos urdnicos de galactosamina e um amino-agucar ndo identificado
[41].

Alasan é uma alanina aniénica produzida pela estirpe A. Radioresistens KA53, com
capacidade para solubilizar e degradar hidrocarbonetos poliaromaticos [42].

Liposan é composto em 83% (m/m) por carbohidratos e 17% (m/m) por proteinas. E
produzido extracelularmente por C. lipolytica. Os carbohidratos presentes sao polissacaridos
a base de glucose, galactose, galactosamina e acido galacturénico [43].

2.4.1.5 Surfactantes Particulados

Os biosurfactantes particulados (figura 2.2.E) s@o vesiculas membranares de células
microbianas, que emulsificam hidrocarbonetos. Foram registadas células de estirpes de
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Acinetobacter sp. HO1N com vesiculas membranares de 20 a 50 mm de diametro e uma
densidade flutuante de 1,158 g/cm? [44].
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Figura 2.2. Estrutura quimica de diferentes biosurfactantes. A) ramnolipido; B) trealolipido; C) soforolipido; D)
surfactina; E) surfactante particulado [45].

2.4.2 Aplicagdes

A localizag&o e o tamanho dos grupos hidrofilicos e hidrofébicos afetam as propriedades de
um surfactante, que por sua vez direcionam a aplicagédo pratica de surfactantes em varias
aplicacdes industriais relacionadas com detergentes, recuperacdo de petréleo, cosméticos,
alimentos, farmacéuticos e agricultura. O seu interesse tem vindo a aumentar como
alternativa aos surfactantes sintéticos e prevé-se que tenha grande impacto em aplicacdes
industriais e ambientais nas geracdes futuras [25].

As contaminacdes ambientais causadas pelas atividades industrias, libertam componentes
organicos e inorganicos que facilmente se aderem ao solo. A aplicacdo dos biosurfactantes
na remediacdo dos componentes organicos, tais como os hidrocarbonetos, foca-se em
aumentar a biodisponibilidade ou mobilizar e remover o0s contaminantes por
pseudosolubilizagdo e emulsificagdo durante um tratamento de limpeza [29].

A nivel da industria petrolifera, a grande aplicacdo esta na recuperacao do petréleo. Visto
que as tecnologias tradicionais conseguem extrair perto de 40 % face ao 6leo original in
place (OOIP), a implementacdo de agentes tensioativos produzidos por microrganismos tem
sido extensivamente estudada.

Diferentes estratégias sdo aplicadas na MEOR: producgéo de biosurfactantes em reatores
offsite e consequente adicdo nos reservatorios petroliferos, producédo de biosurfactantes por
injecdo de espécies indigenas, injecdo de nutrientes no reservatério para estimular a
producao de biosurfactantes por bactérias indigenas.
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Até ao momento, a primeira estratégia € a mais explorada. O grande inconveniente na
producdo in situ em reservatorios estéd na dificuldade no isolamento de estirpes que se
adaptem em ambientes extremos nos reservatorios, como altas pressoes, salinidade e
temperaturas a atingirem os 85°C [29].

Varias investigacdes em laboratorio foram realizadas para avaliar a extragdo do petréleo na
presenca de biosurfactantes. Estes produzidos por R. erythropolis e Rhodococcus ruber
apresentaram propriedades que permitiam a extracdo de hidrocarbonetos em jazidas de
xisto localizadas na Jordania, com uma recuperacdo de 25% e 26% (resultados
laboratoriais), respetivamente, quando pré-tratado com peroxido de hidrogénio, por este
enfraquecer as ligacBes quimicas entre o0s componentes do querosene. Estes
biosurfactantes conseguem formar micelas nas zonas hidrofilicas ou hidrofébicas,
dependendo das fontes de carbono. A acdo das micelas aumenta a solubilidade dos
hidrocarbonetos, reduz a tensdo interfacial entre as fases aquosa e nao aguosa e,
consequentemente, aumenta a area da superficie de contacto [46].

2.5. CORROSAO

A corrosdo € um processo eletroquimico que ocorre quando um metal esta exposto a certo
ambiente. Consiste na deterioracdo do metal através de uma reacdo de oxidag&o-reducéo,
na qual o metal é oxidado pela libertagéo de eletrdes, atuando como um anodo. A corrosédo
€ um processo que afeta severamente a industria petrolifera, dadas as condi¢des extremas
de trabalho a que os metais estéo sujeitos e ficam expostos [47].

A corroséo pode ser caracterizada como externa e interna. A corrosao interna é aquela que
tem lugar dentro de tanques, tubagens e caldeiras, ou seja, dos equipamentos. Esta
associada ao transporte de fluidos e hidrocarbonetos que contém agentes corrosivos. A
corrosdo externa esta relacionada com a exposicdo a ambientes corrosivos. Em ambas,
como resultado da-se a oxidacao de superficies do metal. Os fatores mais comuns sédo a
agua do mar, temperatura, humidade, chuva, agentes agressivos como cloretos e sulfuretos
e microrganismos [47].

Os agentes corrosivos mais comuns na industria petrolifera sdo o dioxido de carbono e
sulfureto de hidrogénio [24]. O didxido de carbono ao entrar em contacto com a agua resulta
na formacdo de acido carbonico. Qualquer acido em contacto com metal vai dissolver a
camada de 6xido e consequentemente promove o processo de oxidacao-reducdo. Esta
reacéo € designada de “sweet corrosion” dada a interagdo do acido carbonico com ago de
baixo carbono. O sulfureto de hidrogénio é produzido no processo metabélico de bactérias
anaeroObias. As bactérias na presenca de sulfatos provocam uma reacdo eletroquimica em
que o sulfato é reduzido a sulfureto. Este gas tem a capacidade em se difundir pelos limites
de grao diminuindo a maleabilidade do metal, tornando-o fragil e eventualmente leva a sua
ruptura.

Uma vez que ple em causa a seguranga e acarreta prejuizos economicos, torna-se
necessaria monitorizar a velocidade de corrosdo e prever o desenvolvimento das varias
formas de corrosdo, em especial destaque para a corrosao por picadas e biocorrosao. [47].

10
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2.5.1. Corroséo por picadas

A corroséo por picadas ou por pits, € uma corrosado localizada na qual o metal é dissolvido,
apresentado picadas ou pequenos buracos. As picadas (figura 2.3) formam-se com
diferentes aspetos: largos, superficiais, estreitos, profundos, entre outros. Na presenca de
agua, o ferro é oxidado a Fe?*, causando a libertacdo de dois eletrdes. Os eletrdes, em
conjunto com oxigénio formam i6es OH", que por sua vez reage com o ferro na sua forma
oxidada para gerar 6xido de ferro hidratado (Fe(OH).), ou conhecido vulgarmente por
ferrugem [48].

v T Y N

Narrow, deep Shallow, wide Vertical grain attack Elliptical
Subsurface Undercutting Horizontal grain attack

Figura 2.3. Representacdo da aparéncia de picadas na corrosédo [49].

A previsdo quanto ao desenvolvimento desta forma de corrosdo é dificultada, mas a
presenca de arranhdes ou amolgadelas aumenta o risco de desenvolver picadas. Material
com revestimento danificado, apresenta-se vulneravel a picadas.

Este tipo de corrosdo é perigoso devida a dificuldade em observar as picadas numa fase
inicial, devido ao seu tamanho e por estarem cobertas por substancias corrosivas [47].

2.5.2 Corroséo por erosao

A corrosao por erosdo é um ataque a superficie do metal como resultado do movimento de
fluidos. Ocorre pela interacdo entre as particulas solidas, o fluido corrosivo e o material em
causa, homeadamente em soldadura de tubagens. O gotejamento na solda de tubos cria
uma turbuléncia no interior, e uma vez que o fluido contém particulas abrasivas, estas vao
desgastar e levar a degradacdo do material exposto nessas zonas de maior turbuléncia.

Um material de maior dureza nédo significa ser, necessariamente, a solucdo para a corrosao
por erosdo. Este ataque pode ser prevenido reduzindo a velocidade do fluido, de modo a
circular em fluxo laminar. Como medidas de prevencédo a este tipo de corrosdo, recomenda-
se a utilizacdo de tubagens com didmetros de maiores dimensdes, a fim de aumentar o
tempo de vida de um metal, bem como a selecdo de superficies menos rugosas para
eliminar possiveis angulos de coliséo entre as particulas [47].

11
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2.5.3 Corroséo galvéanica

A corroséo galvanica é um fenébmeno que se da na presenca de dois metais com diferentes
potenciais, ha qual um deles € menos resistente a corrosdo. Os metais estando em contacto
com uma solucéo eletrolitica, geram um circuito por onde circulam os eletrBes. A taxa da
corrosdo galvanica depende do potencial de corrosdo do anodo e do cétodo, ou seja, do
metal menos resistente e do metal mais resistente a corrosao, respetivamente e da area de
superficie relativas, o que significa que se a superficie de contacto do anodo for inferior a
superficie do catodo, o risco de corrosao é significativamente elevado. Portanto, durante a
utilizacdo de dois metais distintos ligados, ha que considerar aumentar a area superficial do
anodo face a do catodo. E importante, também, saber selecionar metais cuja diferenca de
potencial seja minima [50].

2.5.4 Biocorrosao

A corrosao influenciada microbiologicamente, microbiologically influenced corrosion (MIC) ou
biocorroséo é a degradacdo do material promovida por atividades microbianas. De todos os
materiais metéalicos, o ago carbono € o mais vulneravel a MIC. Como o ago carbono € muito
utiizado em tanques de armazenamento e tubagens para transporte de fluidos a
biocorrosédo deve ser sempre prevista, porque de facto estas estruturas estdo expostas ao
crescimento de inUmeros microrganismos.

Os microrganismos considerados MIC sdo bactérias redutoras de sulfato, bactérias
redutoras de tiossulfato, acetogénios, metanogénos, oxidantes de ferro, redutores de ferro e
bactérias fermentadoras.

Ha dois mecanismos caracterizados pela acdo destes microrganismos: MIC
guimica/metabdlica, em que os microrganismos indiretamente degradam o metal através da
producdo de metabolitos corrosivos, tais como acidos orgéanicos e sulfureto de hidrogénio, e
MIC elétrica/por transferéncia extracelular de eletrbes, na qual as espécies anaerdbias
atacam diretamente e consomem os eletrdes do metal. O caso mais comum sao as
bactérias redutoras de sulfato, do inglés Sulfate-Reducing Bacteria (SRB). As SRB estéo
presentes, quer em ambientes aquosos, quer em ambientes terrestres. Na presenca de
crude, utilizam o sulfato como aceitador de eletrbes para gerar sulfureto de hidrogénio
(figura 2.4.) [51].

As reac0Oes de dissolucéo do ferro (reagéo anddica) e a reducao do sulfato (reacao catodica)
e a reacgédo global séo as seguintes:

4Fe — 4Fe?* + 8e™ (reagdo 2.1.)
SO?%4 + 9H* + 8- — HS" + H20 (reagéo 2.2.)

4Fe + SO%4 + 4H20 — 3Fe(OH)2 + FeS + 20H- (reagéo 2.3)

12
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Figura 2.4. A acdo das Bactérias Redutoras de Sulfato no aco [47].

A presenca das SRB também influencia o pH e concentragdo de oxigénio do meio,
aumentando os ataques localizados, nomeadamente por picadas [47].

A MIC pode ocorrer em qualquer ambiente aquoso, sendo um problema frequente nas
indastrias petroliferas dada a presenga dos microrganismos e dos seus subprodutos. Um
problema associado as industrias petroliferas sdo os derrames. Estudos realizados
procuram explorar mais pormenorizadamente as condigcdes que promovem a corrosao bem
como a procura de alternativas para minimizar esses efeitos.

Na bibliografia, pode encontrar-se a descri¢cdo de varios casos de degradacdo de metais por
MIC.

Uma tubagem com um comprimento de 25 km para transporte de crude, numa industria
petrolifera localizada na Arabia Saudita deteriorou apds trés anos de operacdo. O metal,
identificado como ago carbono C1018, foi afetado pela corrosdo em oito areas distintas, com
formacéo de furos. A velocidade de circulacdo do fluido correspondia a 40% da velocidade
méaxima admissivel na tubagem. A esta velocidade, goticulas de agua ficaram retidas em
algumas zonas da tubagem, promovendo a atividade corrosiva das bactérias, tendo as SRB
sido as principais responsaveis [52].

Outro caso de derrame ocorreu huma tubagem numa industria em Cangzhou, China. Uma
secdo, ndo afetada dessa tubagem, contendo uma pequena camada de depdsitos foi
recolhida para ser sujeita a testes. Essa amostra, de aco carbono Q235, foi analisada
durante 90 dias. Sinais de corrosdo comecaram-se a observar ao fim de 45 dias e nos
altimos 30 dias foi quando se verificou uma maior intensidade. No final, a amostra estava
severamente afetada por picadas. Analisou-se, também, que a comunidade predominante
no biofilme no final do ensaio era Methanobacterium spp. e concluiu-se que a corroséo era
devida diretamente pela presenca de microrganismos por transferéncia de eletrées [51].
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS E REAGENTES

Os microrganismos utilizados foram estirpes comerciais de Bacillus cereus ATCC10876
e Pseudomonas aeruginosa ATCC9027.

Na tabela 3.1 encontram-se listados 0s reagentes utilizados para a preparacédo de solucdes
e meios de crescimento e respetivas marcas.

Tabela 3.1. Lista de reagentes necessarios para a preparacao dos meios

Meio/Solucéo Reagentes Marca/Grau de pureza
A MgSOa4 Sigma; 299,5 % (KT)
B (NH4)2S04 Sigma; 99,0 %
EDTA Alfa Aesar

Riedel-de HAEN; min

MnS0Oa4.H20
e 99 %
José Manuel Gomes
NacCl dos Santos, LDA; 99,0
%
José Manuel Gomes
C CaCl2.2H-0 dos Santos, LDA; 78,3
%
Panreac; 99,5 -103,0
ZnS04.7H20 '
%
Merck KGaA; min 99,5
FeS04.7H20

%

CuS0.4.5H,0 José Manuel Gomes
dos Santos, LDA; 96,3
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% min

Panreac-AppliChem;

AIK(SOa)2 99,0 - 100,5 %

Na:Mo0O4.2H.0 Chem-Lab; 99,5 %

José Manuel Gomes
Acido bérico dos Santos, LDA; 99,9

—100,2 %
Na>SeO4 Alfa Aesar; 99,8+%
NiCl2.6H20 Aldrich; 98 %

Sigma-Aldrich; 299,0

KH2PO
2 4 %
K2HPO4 Sigma-Aldrich; 298 %
Sacarose Sigma; 299,5 % (GC)
E José Manuel Gomes
NaCl dos Santos, LDA; 99,0
%
Extrato de Prolabo-VWR
levedura Chemicals
NaNOs Panreac; min 99,0 %

Na tabela 3.2 encontram-se descritos outros reagentes, e respetivas marcas, utilizados nos
diferentes métodos.

Tabela 3.2. Outros reagentes utilizados e respetivo(s) método(s)

Reagentes Método aplicado

Agar Nutritivo (Himedia)
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Luria-Bertani (LB) Crescimento bacteriano; isolamento de bactérias

(nzytech)

Acido cloridrico 3M

Acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS)

Teste da glucose

Acido cloridrico 0,5M

3.2. EQUIPAMENTOS
Na tabela 3.3 encontram-se descritos os equipamentos utilizados.

Tabela 3.3. Equipamentos utilizados em laboratério e método(s) utilizado(s) correspondente(s)

Equipamento Método aplicado

Autoclave (Uniclave 88) Crescimento bacteriano;
isolamento de bactérias

Balanca digital (sartorius) Crescimento bacteriano;
isolamento de bactérias

Estufa Crescimento bacteriano;
isolamento de bactérias

Agitador Orbital ES-20 Crescimento bacteriano;
(GrantBio) isolamento de bactérias

Espetrofotdmetro UV-1800 Crescimento bacteriano; teste da
(Shimadzu) glucose; isolamento de bactérias

Centrifuga (Hettich) Crescimento bacteriano;
isolamento de bactérias

Medidor de pH (METTLER Crescimento bacteriano;
TOLEDO) isolamento de bactérias
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Banho-maria laboratorial Teste da glucose
Goniémetro Medig&o da tenséo superficial
Bomba ISM 830 (ISMATEC) Constru¢éo de uma coluna

preenchida com areia

Peneiros Constru¢éo de uma coluna
preenchida com areia; isolamento
de bactérias

3.3 METODOS
3.3.1. Crescimento bacteriano

As bactérias utilizadas na realizacdo deste trabalho foram Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus cereus devido a sua capacidade em sintetizar biosurfactantes de acordo com varios
estudos, nomeadamente um estudo realizado por Amani, H. et al [6] com estas bactérias
isoladas em solos de campos petroliferos do Irdo.

As preparagdes dos meios foram as seguintes:

e Meio A: pesou-se 5,0 g de MgSO4 e adicionou-se agua destilada até completar 200
ml;

e Meio B: pesou-se 20,0 g de (NH4).SO4 e adicionou-se agua destilada até completar
200 ml;

e Meio C: pesou-se 0,50 g de EDTA; 3,0 g de MnS0O.4.H;0; 1,0 g de NaCl; 0,10 g de
CaCl,.2H;0O; 0,10 g de ZnS04.7H;0O; 0,10 g de FeS04,.7H.0O; 0,010 g de
CuS0..5H,0; 0,010 g de AIK(SOs)2; 0,010 g de NaM00..2H,0; 0,010 g de &cido
bérico; 0,0050 g de NazSeO, e 0,0030 g de NiCl,.6H,0. Adicionou-se agua destilada
até completar 1000 ml;

e Meio E: pesou-se 0,675 g de KH,PO4; 3,475 g de K:HPO4; 2,50 g de sacarose; 12,50
g de NaCl; 0,125 g de extrato de levedura e 0,250 g de NaNOs. Adicionou-se agua
destilada até completar 250 ml.

As células foram retiradas de crio-frascos e inoculadas nas placas de petri de 90 mm com
meio de agar nutritivo solidificado. Estas foram expostas a uma temperatura de 37 °C
durante 48 h. Apés esse periodo, algumas colonias foram colhidas e colocadas em 50 mL
de meio de Luria-Bertani (LB), em erlenmeyers de 250 mL (previamente esterilizados numa
autoclave a 121 °C durante 15 min) e colocados no agitador orbital durante 24 h a 37 °C e
150 rpm. Durante este periodo, foram retiradas amostras, para monitorizar o crescimento
microbiano, através das determinacGes da densidade o6tica (DO), a um comprimento de
onda de 600 nm. Apés 24 h, 5 mL do in6culo foram colocados em erlenmeyers contendo 50
mL de meio E, 2,5 mL de solucdo A, 2,5 mL de solucéo B esterilizados e 2,5 mL de solugéo
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C. Os erlenmeyers foram colocados no agitador orbital durante 48 h, a 37 °C e 170 rpm, e 0
crescimento foi seguido pelas determinacbes da densidade 6tica, diluindo-as com &gua
destilada numa proporcdo de 1:5, quando necessario de forma ter uma densidade dtica
sempre inferior a 1. Os erlenmeyers, bem como o0 meio E e as solucdes A e B foram
esterilizadas a 121 ° C durante 15 min, enquanto que a solucao C foi filtrada com o auxilio
de um filtro de 0,20 um. Nota que para o primeiro crescimento, o meio C foi ndo utilizado.
Nos crescimentos Il e Ill, os reagentes AIK(SO.)2, NaM004.2H,0O e Na,SeO, nao foram
adicionados.

Num fim do crescimento, o meio foi transferido para tubos falcon de 50 mL e sujeito a
centrifugacao a 5000 rpm durante 30 mins. O sobrenadante foi separado do precipitado de
forma a separar a biomassa, e o pH do meio foi corrigido para 2,0 adicionando uma solucdo
de &cido cloridrico a 3 M de forma a que o biosurfactante produzido fosse precipitado. O
conteudo foi novamente centrifugado a 5000 rpm durante 30 mins, a fim de se obter o
biosurfactante. O procedimento do crescimento bacteriano e separacdo do biosurfactante foi
adaptado do descrito por Amani H. et al. [6].

3.3.2 Teste da glucose

O teste da glucose permite monitorizar a concentragdo de acgucares ao longo do
crescimento. O teste da glucose foi realizado apenas no crescimento de Bacillus cereus,
dado que com esta bactéria atingiram-se valores superiores de densidade 6tica (D.O.). E de
esperar que a concentracdo de glucose diminua ao longo do tempo, pois esta devera ser
consumida pelas bactérias. O Teste consiste em adicionar 0,5 ml de amostra, 0,5 ml de HCI
0,01 M (para converter a sacarose em glucose) e 0,5 ml de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
em tubos de ensaio. Os tubos foram sujeitos a banho maria a 100 °C durante 7 minutos.
Apoés este periodo, foram retirados do banho e arrefeceu-se o mais rapidamente possivel.
Adicionou-se 5 ml de agua destilada e leu-se a absorvancia a 540 nm. [53].

3.3.3 Ensaio de propagacéao do petréleo

O método de propagacédo do petréleo € um teste simples que permite detetar a presenca de
biosurfactante. O método consiste em colocar numa placa de petri de 150 mm, 50 ml de
agua destilada, 10 pl de crude e 10 pl do produto resultante da fermentacdo. Ao adicionar
este Ultimo, a presenca de biosurfactante espalha o crude e forma uma zona circular, tal
como representado na figura 3.1., e assim o teste é considerado como positivo [54].
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Figura 3.1. Teste de propagacéo do petroleo. A presencga de uma zona circular incolor confirma a presenga de
biosurfactante [56].

3.3.4 Andlise da emulsificagcédo

O indice de emulsdo € avaliado pelo racio da altura da emulsdo com o 6Oleo e agua.
Adicionou-se 4 ml da solugéo de biosurfactante e 4 ml de crude num tubo de falcon de 15
ml. O tubo foi agitado em vortex e posteriormente mantido em repouso durante 24 h. Ao fim
desse periodo, mediu-se a altura da emulséo, 6leo e zona aquosa [6].

3.3.5 Medicao da tenséo superficial

A medicéo da tensao superficial foi efetuada através de um goniémetro. Este equipamento
permite determinar o angulo de contacto dos meios de crescimento (ao longo do tempo)

numa superficie sélida. Na pratica, € a tendéncia do liquido em se espalhar nessa
superficie.

O goniometro (figura 3.2.) esta4 equipado por uma fonte de luz, que incide na camara de
ensaio. Por sua vez o sistema 6tico e a camara de video transmitem a informacgéo para o
computador através do software MATLAB. Foi utilizado o método da bolha cativa, pelo
simples facto das amostras estarem equilibradas com o meio liquido. Admitiu-se a
densidade de 0,988 g/cm?, por se ter operado a temperatura ambiente [57].
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Figura 3.2. Vista geral de todos os componentes que constituem o goniémetro [57].

3.3.6 Construcdo de um modelo de coluna com areia empacotada

A fim de simular um reservatério petrolifero, foi construido um modelo de uma coluna areia
empacotada (figura 3.3.).

Figura 3.3. Coluna preenchida com areia para simulagdo de um poco petrolifero.

O modelo de coluna foi construido em vidro acrilico de forma cilindrica, com as seguintes
dimensdes: 25 cm em comprimento e 3 cm de didmetro. Na coluna foram fixadas duas
tampas de borracha para cobrir as extremidades, apos ser introduzida a areia. As tampas
foram perfuradas com agulhas, de modo a que estas contactem com o interior da coluna e
com os tubos de alimentagéo (base) e de saida (topo).

20



Estudos de Processos MEOR — Técnicas de Recuperacao Avancada do Petréleo com Microrganismos

Primeiramente, a areia foi peneirada até se obter uma quantidade suficiente para encher
totalmente a coluna, com particulas de diametro inferior a 0,150 mm. Antes de ser
adicionada a coluna, a areia selecionada foi fervida em agua. Durante o funcionamento da
coluna, a granulometria era de tal forma fina que se depositou na mangueira. Tendo-se
optado por usar areia com granulometria superior a 0,150 mm.

3.3.7. Simulacdo da extragéo do petroleo

Os fluidos que circularam na coluna foram injetados por uma bomba, em sentido
ascendente. Foram realizados quatro enchimentos com os seguintes fluidos:

Enchimento 1: solucéo salina 5 g/l;

Enchimento 2: crude;

Enchimento 3: solucéo salina 5 g/I;

Enchimento 4: solucdo contendo biosurfactante.

Com este ensaio, pretende-se que o Ultimo enchimento recupere uma determinada
guantidade de crude, semelhantemente ao método de recuperagéo terciaria.

3.3.8 Teste da corrosao

Para o teste de corroséo, foram pesadas trés placas de ago 316 de forma quadrangular de 2
cm de lado e colocadas em copos de vidro. Cada amostra foi mergulhada numa solugéo
distinta: solucdo 1 continha petrdleo, solugdo 2 continha NaCl 10% e a solu¢do 3 continha
biosurfactante e deixadas a temperatura ambiente. As placas foram secas e posteriormente
pesadas ao fim de 7 e de 45 dias.

3.3.9 Isolamento de bactérias

Cerca de 100 g de uma amostra de areia contaminada com crude (da coluna usada nos
testes de simulagdo de reservatério de petréleo) foi pesada e mergulhada num meio de sal
mineral (6 g/L Na;HPO4; 3 g/l KH2POg; 0,5 NaCl g/l; 1 g/l NH4CI; 0,24 g/l MgS0,4.7H,0; 0,01
g/l CaCly) e 1 % de crude num erlenmeyer de 250 ml e colocada num agitador orbital a 30
°C e 120 rpm, durante 48 horas. Posteriormente, uma pequena quantidade de solucéo foi
transferida e devidamente espalhada para uma placa de petri e colocada na estufa a 37 °C
durante 48 horas. Foram escolhidas quatro colénias de bactérias, separando-as em placas
de petri e colocadas na estufa durante 48 horas. A partir dai, foram sujeitas a crescimento
celular, tal como no processo 3.3.1 [55].
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4. RESULTADOS E ANALISE DE RESULTADOS

4.1. CRESCIMENTO DE BACTERIAS

4.1.1 Curvas de crescimento

O crescimento das bactérias Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus foi monitorizado
através da determinacao da densidade 6tica ao longo dos varios crescimentos.

Na tabela 4.1. estdo apesentados os valores das DO maximas obtidos em cada um dos
crescimentos realizados.

Tabela 4.1. Crescimentos realizados ao longo do trabalho, condi¢des existentes e densidade 6Gtica
méxima obtida.

Crescimento Microrganismo Condicdes Densidade 6tica
maxima
| B. cereus O meio C néo foi 3,810
adicionado
P. aeruginosa 0,525
Il P. aeruginosa No meio C, os 0,790
reagentes AIK(SOa)z,
Na:Mo00O4.2H20 e
Na2SeOs ndo foram
incluidos.
1 B. cereus No meio C, os 4,425
reagentes AIK(SOa)z,
Na:Mo00O4.2H20 e
Na2SeO4 néo foram
incluidos.
\Y] B. cereus Todos os meios 1,896
V B. cereus Todos os meios 3,670
VI B. cereus Todos os meios 3,595
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No caso da pré-cultura de B. cereus (figura 4.1.), durante a primeira hora sofreu um
aumento de DO muito ligeiro, ndo havendo um crescimento significativo. A partir da primeira
hora até a terceira, foi o periodo de crescimento mais rapido. Da terceira a quinta hora, a
taxa de crescimento ja ndo é tdo acentuada. A absorvancia maxima registada foi de 4,095.

45
4

3,5

Densidade otica
“_CD = “_I\J
L = L L w

o
o
%]
=
=]
=
%]
]
=]

25 30

Tempo (horas))

Figura 4.1. Leitura da densidade otica durante o crescimento Il da pré-cultura de Bacillus cereus.

Efetuada a transferéncia de 5 ml do in6culo para o meio E, a adaptacdo foi mais rapida,
evoluindo de um modo algo constante durante apos a primeira hora até as 23 horas (figura
4.2. Até ser interrompida o crescimento, ha um ligeiro aumento, em que a DO méaxima foi de
4,425.

Densidade otica
“_I\J
= L I L w L

o
%]
=
=]
=
%]
]
=]

25 30

Tempo (horas)

Figura 4.2. Leitura da densidade 6tica durante o crescimento Ill da cultura de Bacillus cereus.
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Quanto a P. aeruginosa, houve uma maior dificuldade na adaptacdo ao meio LB, na qual o
crescimento durante as duas primeiras horas foi nulo (figura 4.3.). Apos este periodo até ser
interrompida a fermentacéo, a curva de crescimento € acentuada. A DO maxima obtida foi
de 3,555.

Densidae otica
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Figura 4.3. Leitura da densidade ética durante o crescimento Il da pré-cultura de Pseudomonas aeruginosa.

Contrariamente a fermentacdo em pré-cultura, no meio E, P. aeruginosa sofreu um rapido
crescimento nas duas horas iniciais (figura 4.4). Porém, até ao final do crescimento, a
variacao foi insignificativa. O maximo registado foi de apenas 0,790, atingido apés 24 horas.
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Figura 4.4. Leitura da densidade otica durante o crescimento Il da cultura de Pseudomonas aeruginosa.
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4.1.2 Quantificacdo da glucose ao longo do crescimento

Para a determinacdo da glucose ao longo do crescimento, foram guardadas amostras do
meio de cultura do crescimento V de Bacillus cereus, no inicio e ao fim de 1, 2, 20, 24 e 44
horas. Pela analise da figura 4.2., a evolucao da absorvancia na fase de cultura o maximo é
atingido ao fim de 25 horas, pelo que é de esperar que a quantidade da glucose diminua
para valores minimos coincidentes quando o crescimento maximo, tal como se verifica no
trabalho [53]. No entanto, na figura 4.5. onde estéo representados os valores da glucose ao
longo do tempo, ndo se consegue fazer qualquer correlacédo entre o crescimento bacteriano
com a variacdo da concentracdo da glucose. Especialmente nos primeiros pontos onde se
esperava que a quantidade de agUcares fosse mais elevada.
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Figura 4.5. Andlise espetrofotométrica da glucose durante o crescimento V de Bacillus cereus.

4.2 CARACTERIZAGAO DE BIOSURFACTANTE
4.2.1 Ensaio de propagacéo do petréleo

Este ensaio foi realizado com a solucdo de biosurfactante resultante do crescimento IV de B.
cereus. Adicionados a agua destilada e o crude, esperar-se-ia que com a adi¢do da solucéo
com biosurfactante, se formasse uma zona circular incolor. Através da observacgéo da figura
4.6., tal ndo se verifica, o que indicia reduzida producédo de biosurfactante pelas bactérias. A
guantificacdo do biosurfactante por métodos espectrofotométricos, tal como descrito em
Amani, H. et al [6] possibilitaria a quantificacdo dos biosurfactantes produzidos, mas tal ndo
foi possivel neste trabalho.
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Figura 4.6. Imagem do ensaio de propagacao do petrdleo na presenca da solugéo de biosurfactante produzido
pelas bactérias B. cereus do crescimento IV.

4.2.2 Andlise de emulsificagédo

O segundo teste para quantificar a existéncia de biosurfactante foi realizado através de uma
andlise de emulsificacao. Neste teste foi utilizada a solugcdo de biosurfactante produzida no
crescimento IV de B. cereus. Adicionadas as quantidades exigidas num tubo falcon e
agitadas em vortex, o tubo foi deixado em repouso durante 24 horas para dar-se a
separacdo e formacdo das trés zonas distintas: emulséo, 6leo e agua. Pela figura 4.7.,
observa-se apenas a formacgéo de duas zonas, a do 6leo (petroleo) e a aquosa.
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Figura 4.7. Imagem do resultado da analise de emulsificacdo, com apenas duas zonas distintas.

Assim sendo, era de se esperar a formacdo de uma zona de aspeto turvo entre a parte
aquosa e o petrbleo, o que evidenciaria a existéncia de biosurfactantes.

4.2.3 Resultados de tenséo superficial

Na figura 4.8. encontram-se representados os valores da tenséo superficial das amostras do
meio de crescimento VI da cultura de B. cereus nos tempos 20, 40 minutos, 1, 2, 24 e 44
horas. Verifica-se um ligeiro decréscimo de 66,8958 mN/m (valor médio) para 65,2024
mN/m. Para a dgua destilada, foi registada uma tensao superficial média de 65,8070 mN/m,
que se encontra representada a tracejado.

A presenca de biosurfactantes permite reduzir a tensao superficial do sobrenadante para
valores de cerca de 25 nM/m, como é descrito na bibliografia e visivel na figura 4.9. que se
refere ao estudo da variagdo da tenséo superficial ao longo do crescimento de trés espécies
bacterianas distintas, provenientes de campos petroliferos do Irdo [6].
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Figura 4.8. Evolugdo da tenséo superficial do sobrenadante durante o crescimento VI de Bacillus cereus. A
tensdo superficial da agua esta representada a tracejado.
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Figura 4.9. Tensao superficial do sobrenadantes em fermentac6es de B. cereus, B.subtilis e P. aeruginosa [6].

Este resultado também demonstra a reduzida quantidade de biosurfactante produzido pelas
bactérias comerciais utlizadas. Estes resultados permitem confirmar que as bactérias sem
contacto prévio e duradouro com o petrdleo ndo se encontram adaptadas para a produgéo
do biosurfactantes. Podendo-se concluir que as bactérias possuem elevada capacidade de
adaptacdo e em meios com petroleo produzem biosurfactante, dado que os resultados
obtidos com as bactérias das mesmas estirpes, mas de proveniéncias diferentes déo
resultados radicalmente diferentes.
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4.3 SIMULAGCAO DO RESERVATORIO

No modelo construido neste trabalho para simulacdo de um reservatério petrolifero de forma
a avaliar a capacidade de recuperacao do petréleo da coluna foi primeiramente injetada com
solucdo salina até a sua saturacdo. De seguida a coluna foi saturada com crude. Num
terceiro enchimento, fez-se circular novamente solucdo salina e foi retirada uma certa
quantidade de crude, de modo anélogo a recuperagcdo secundaria, na qual a adicdo de um
fluido permite extracdo adicional de crude. Seguiu-se a circulacdo da solucdo com
biosurfactante através da coluna, mas ndo foi possivel retirar mais petréleo da coluna para
além do retirado pela solucéo anterior, tendo a coluna ficado com o mesmo petroleo retido,
como é visivel na figura 4.10. Este resultado comprova que a solucdo com biosurfactante
ndo possibilitou a recuperacao terciaria, dado que a quantidade de biosurfactante era muito
reduzida (como se comprovou pelos resultados anteriores).

Figura 4.10. Coluna com petréleo retido.

Quando o objetivo em laboratério é testar modelos para aplicacdo em larga escala, muitas
experiéncias sdo realizadas numa coluna com areia para simular condicbes em
reservatorios petroliferos. Um exemplo da utilizacdo destes modelos foi realizado com
biosurfactante sintetizado pelas estirpes B. subtilis PT2 e P. aeruginosa SP4, cujo teor de
recuperacao de petréleo superou mesmo a de surfactantes sintéticos, atingindo 61% para B.
subtilis e 57% para P. aeruginosa. Em outro estudo realizado com Bacillus licheniformis
K125, o bioemulsificante resultante baixou a tensdo superficial para 34 mN/m e teve um teor
de recuperacao, apds extracdo com agua, em 43% [29].
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4.4 TESTE DA VELOCIDADE DE CORROSAO

O teste da velocidade de corroséo, por perda de massa, foi realizado com trés solugbes
distintas: crude, solucdo salina 10 g/l e a solucao de biosurfactante do crescimento V de B.
cereus. As placas de aco foram pesadas e mergulhadas nas soluctes (figura 4.11.). Foram
retiradas e pesadas novamente ao fim de 7 e 45 dias (figuras 4.12. e 4.13., respetivamente).
_—

£

Figura 4.11. Amostras de placas de ago 316 mergulhadas em [) crude, 1) Solugdo salina 10 g/L; lll) Solugéo de
biosurfactante numa fase inicial.

Figura 4.12. Amostras de placas de aco 316 mergulhadas em I) crude, 1) Solugédo salina 10 g/L; I11)
Sobrenadante da biosurfactante passados 7 dias.

" P aC y

Figura 4.13. Amostras de placas de ago 316 mergulhadas em I) crude, 1) Solugéo salina 10 g/L; Ill) Solug¢éo de
biosurfactante passados 45 dias.

A variacdo da massa das placas de ago foram as seguintes (figura 4.14.):

e A amostra a ser colocada em crude pesa 0,146 g. A massa nao sofreu variagdo desde

0 inicio até ao fim deste estudo, consequentemente ndo se tendo verificado
degradacédo desta amostra;

e A amostra mergulhada em salmoura, pesava 0,146 g. Ao fim de 7 dias pesava 0,145
g e ao fim de 45 dias pesava 0,146 g;
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e A amostra inserida na solucdo de biosurfactante pesava 0,141 g e apés 7 dias pesava
0,140 g. Decorridos os 45 dias, com formacao de biofilme na sua superficie, ndo se

tendo realizado a sua pesagem.
I 11
Amostras

Figura 4.14. Variagdo da massa das placas de a¢o 316 mergulhadas em I) crude, 1) Solugdo salina 10 g/L; IlI)
Solucéo de biosurfactante, no inicio ao fim de 7 e 45 dias.

0,146
0,146
0,146
0,146
0,145
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0,141
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Teoricamente, era de se esperar um ataque na amostra mergulhada em petréleo, devido a
presenca da SRB. Contrariamente, na solugdo de biosurfactante, o ideal seria uma taxa de
corrosdo minima. Apesar de ndo ter sido registado uma descida, ndo significa
necessariamente a inexisténcia de corrosdo, por ndo haver reducdes da massa da amostra

em petrdleo.

4.5 CRESCIMENTO DE BACTERIAS A PARTIR DE AREIA CONTAMINADA

Como se comprovou que as quantidades de biosurfactantes produzidas pelas estipes
bacterianas comerciais eram muito baixas desenvolveu-se um método que permitisse o
crescimento de microrganismos que eventualmente se encontrassem em areias
contaminadas com crude a fim de selecionar algumas colénias de bactérias existentes

nesse ambiente.

Foram isoladas quatro col6nias de bactérias que posteriormente foram inoculadas, da
mesma forma que a B. cereus e P. aeruginosa comerciais utilizadas ao longo do trabalho.
Foi efetuada a leitura da densidade otica, para confirmar o seu crescimento. A colénia 1
cresceu pouco possivelmente porque os meios utilizados ndo eram adequados para o seu
crescimento, enquanto que a coldnia 2 foi a que mais se replicou (figura 4.15).
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Figura 4.15. Leitura da densidade otica durante dos crescimentos das col6nias isoladas.

Para detetar a possivel existéncia de biosurfactante através das analises qualitativas foram
realizados os testes do ensaio de propagacéo do petroleo e andlise de emulsificagéo, que
deram igualmente negativos, possivelmente porque nao foram identificadas as colbnias
isoladas, pelo que ndo se sabe se serdo das que tém capacidade de produzir biosurfactante
e caso sejam o tempo de contacto da areia com o petréleo foi muito reduzido, tendo sido
apenas de 2 meses.
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5. CONCLUSOES

Os testes de caracterizacdo de biosurfactante foram todos classificados como negativos:
ndo se verificou propagacédo do petréleo, ndo se observou uma zona de emulsdo nem a
tensédo superficial do sobrenadante sofreu reducédo significativa ao longo do crescimento, o
que indica que estas bactérias, nas presentes condi¢des, foram incapazes de produzir, ou
produzidas em concentracdes minimas, biosurfactantes. Adicionalmente, na operacdo da
coluna com a areia, ndo houve qualquer extragcao do petréleo apds se injetar a solugdo com
biosurfactantes.

Quanto ao teste da taxa de corrosao, os resultados obtidos ndo permitem tirar conclusbes
quanto a oxidacao sofrida do aco 316 exposto as trés solucdes. Apesar de se registar uma
diminuicdo de 0,146 g para 0,145 g ao sétimo dia, apds se voltar a se registar no dia 45, a
massa voltou para 0,146 g, possivelmente pela sensibilidade da balancga digital.

Dada a incapacidade das bactérias comerciais em produzir biosurfactantes, culturas
bacterianas foram isoladas de uma comunidade existente em areias contaminadas por
petréleo, na tentativa de encontrar possiveis candidatos para a sintese de biosurfactantes.
No entanto, nenhuma cultura apresentou tal caracteristica.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem deduzir que as bactérias deverao ter elevada
capacidade de se adaptar ao meio em que se encontram, porque as mesmas estirpes sem
estarem em meios com petréleo nao produzem biosurfactantes, ao invés das que foram
isoladas em campos petroliferos como descrito pela bibliografia. Através desses estudos
pode-se afirmar que a existéncia de biosurfactantes, fomenta a recuperagéo terciaria de
petroleo. Pelo que com uma estratégia adequada a utilizar nos campos petroliferos seria
fomentar o crescimento bacteriano e simultaneamente producdo de biosurfactantes.de
forma a ter niveis de recuperacao de petréleo pretendidas.

No entanto, esta Dissertacdo de Mestrado possibilitou a implementacdo destes métodos na
Escola a utilizar em trabalhos futuros. Apresentando-se algumas sugestfes de trabalhos a
desenvolver:

¢ Isolamento de um grande nuimero de culturas de origem de campos petroliferos e
realizacdo inicial dos métodos mais simples para identificar mais rapidamente
possiveis candidatos, bem como selecdo cuidada da fonte de carbono;

¢ Na coluna de areia sintetizar biosurfactantes in situ, ou seja, o produto € obtido a partir
das bactérias existentes na areia dentro da coluna, por adicao de nutrientes;

e No teste da corrosdo efetuar a medicdo de amostras metalicas de maior
dimensao/massa. Adicionalmente, essas amostras podem estar sujeitas a fluidos em
movimento, com mudancas de trajetdria bruscas e/ou turbuléncias.

¢ Implementar método de quantificagdo de biosurfactantes.
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