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Resumo: As tecnologias atuais de exploragdo petrolifera permitem a retirada média de
apenas 1/3 do 6leo presente nos reservatorios. Estima-se que, somente no subsolo dos
Estados Unidos, 300 bilhdes de barris de petréleo deixaram de ser explorados. Técnicas
de recuperacdo avancada bacterianas sdo suprimidas ou ignoradas em projetos de
exploracdo por causa de resultados inconclusivos, os quais, geram incertezas sobre sua
seguranca. Entretanto, estas representam uma alternativa ecologicamente correta e
sustentavel por evitar a contamina¢do do ambiente com agentes quimicos usados em
outros métodos. Entender a atividade microbiana é atualmente um desafio para ciéncia
moderna devido a dificuldade de elucidar as condigBes fisico-quimicas e nutricionais
solicitadas pela cultura no seu desenvolvimento, além de mecanismos genéticos e
biomoleculares de sintrofia. O objetivo desse trabalho é caracterizar e identificar
culturas de bactérias aumentando o entendimento das interacdes microbianas em contato
com petréleo em condicdes de reservatorio para buscar aumentar o fator de recuperacao
de oleo.
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Use of Bacteria for Advanced Oil Recovery

Abstract: Current oil exploration technologies allow the average removal of only 1/3 of
the oil present in reservoirs. It is estimated that, in the underground of the United States
alone, 300 billion barrels of oil were left unexplored. Advanced bacterial recovery
techniques are suppressed or ignored in exploration projects because of inconclusive
results, which create uncertainty about their safety. However, these represent an
ecologically correct and sustainable alternative for avoiding the contamination of the
environment with chemical agents used in other methods. Understanding the microbial
activity is currently a challenge for modern science due to the difficulty in elucidating
the physical-chemical and nutritional conditions required by the culture in its
development, in addition to genetic and biomolecular mechanisms of syntrophy. The
objective of this work is to characterize and identify bacterial cultures increasing the
understanding of microbial interactions in contact with oil under reservoir conditions in
order to increase the oil recovery factor.
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Introducéo

A exploragdo de petroleo estd intimamente ligada ao retorno financeiro que o
projeto ir4 fornecer. Esse fator econdémico foi o vetor que direcionou as escolhas
exploratorias das centenas de empresas no mundo inteiro nas ultimas décadas e se
relaciona com a quantidade de petréleo retirada da jazida. Técnicas primarias retiram de
10% a 20% do Oleo, em seguida as secundarias podem atingir de 30% a 40% dos
recursos. Mesmo apds esse esforco de engenharia quase metade da jazida ainda
permanece inexplorada. Ainda, aproximadamente 40% das reservas petroliferas
mundiais sdo compostas de Oleo pesado e extra-pesado e apresentam dificuldade para
serem extraidos [1]. Nesse momento s&o aplicadas técnicas terciarias, das quais a mais
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utilizada € a de métodos quimicos (CEOR — Chemical enhanced oil recovery) que injeta
gases, polimeros e surfactantes sintéticos chegando a 30% de recuperagdo, mas traz
consigo alto risco ambiental e custo financeiro. Em oposicdo, a Técnica MEOR
(Microbial Enhanced Oil Recovery) injeta bactérias e nutrientes oferecendo a
possibilidade de recuperacdo acima de 70% com baixos custos comparados como
mostra a figura 1 abaixo, além de significativa reducao de risco e impacto ambiental.
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Figura 1- Comparacéo do custo de aplicacéo da técnica meor em relagdo as outras técnicas de
recuperac¢do avancadas (Mcgenity et al, 2010)

Entretanto, ha limitagbes técnicas em conseguir controlar o consércio microbiano
que pode ser gerado in situ, apds a inoculacdo de cepas de bactérias selvagens em um
reservatorio de petréleo avaliado em muitos milhdes de dolares [2]. Na realidade a
ciéncia esta nos passos iniciais para elucidar as dindmicas envolvidas nos consorcios
microbianos, pois experimentos modernos preveem e modelam crescimentos de no
maximo duas ou trés cepas de forma razoadvel, mas ainda com dificuldades [3,4] o que
mostra o grau de complexidade exigido na compreensdo do metabolismo bacteriano e
suas interacdes se considerarmos que apenas 1% dos micro-organismos sao cultivaveis
e um grama de solo pode conter aproximadamente um milhao de espécies diferentes.

Objetivos: O objetivo desse trabalho é caracterizar e identificar culturas de bactérias
aumentando o entendimento das interacdes microbianas em contato com petroleo para
buscar aumentar o fator de recuperacdo de 6leo através da técnica MEOR.

Material e Métodos

Foi realizado o enriquecimento seletivo e isolamento de micro-organismos de uma
amostra de petrdleo obtida da Petrobras S.A., contendo fase agua e fase 6leo. A amostra
de petroleo (20 mL) foi incubada em 180 mL meio rico (caldo nutriente). A incubagdo
foi realizada em laboratorio a 37 °C durante 21 dias sob agitagdo (200 rpm) e com
tampé&o de algoddo, que permitia trocas gasosas, em uma incubadora INFORTS- NT —
ECOTRON. Outra amostra, nas mesmas condic¢des, foi incubada na auséncia de
agitacdo, a fim de promover o enriquecimento da amostra com micro-organismos
preferencialmente anaerdbios o frasco foi selado com tampa de borracha. O método de
identificacdo das bactérias, foi espectrometria de massas MALDI-TOF, cobertas com 1
pL da solugdo matriz (que consiste numa solu¢do saturada de a-ciano-4-hidroxi-
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acidocindmico em 50% acetonitrila e 2,5% &cido trifluoroacético) e secas a temperatura
ambiente (25° C). As medidas foram realizadas com o espectrdmetro de massas LT
Microflex (Bruker Daltonics), usando software FlexControl (versdo 3.0, Bruker
Daltonics). Os espectros foram entdo importados para o software Biotyper (versao 2.0,
Bruker Daltonics). Para caracterizacdo fisico quimica, as 2 amostras foram diluidas em
solugdo padrdo contendo 10 ml de 6leo e 90 ml de agua deionizada e feita aclimatacéo
térmica por 10 minutos. ApoOs estabilizada a amostra foi succionada até o bulbo do
viscosimetro de tamanho numero 200. Em seguida, o viscosimetro foi inserido no banho
de viscosidade (BIOVERA BV).

Resultados:
Os valores das andlises fisico-quimicas sdo apresentados na tabela 1 abaixo:

pH( fase °API Densidade Viscosidade

aquosa) (g\cm3) (mm?/s)
Amostra 1 7,64 41,4 0,8021 6,635
Amostra 2 7,49 30,9 0,8527 116,2

Tabela 1 - caracteristicas composicionais das amostras analisadas

A identificacdo das bactérias em aerobiose resultou em 2 linhagens distintas
presentes na amostra: Corynebacterium pseudodiphtheriticum e Staphylococcus
saprophyticus.

Discussao

A espécie Corynebacterium pseudodiphtheriticum é uma bactéria gram-negativa
e pertence a classe Actinobacteria sendo caracterizada pelo metabolismo néo
fermentativo e lipofilica tipicamente compondo a flora bacteriana orofaringea humana
[5]. E o agente etiol6gico da difteria produzindo uma toxina que causa inflamacéo e
febre em humanos. Uma cepa do mesmo género Corynebacterium e linhagem HRJ4
também ja foi encontrada e isolada de solos contaminados em campos petroliferos em
Dagang — China e na provincia de Khorramshahr - Golfo Pérsico exibindo alta
capacidade de tolerancia ao sal e degradacdo de compostos de petréleo, em especial n-
alcanos (C16, C18, C19, C26, C28) e misturas de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos [6,7]. A tendéncia de crescimento observada por [8] € maxima em pH = 7,0,
temperatura abaixo de 30 °C e 180 rpm. Esses dados corroboram com a taxa de
crescimento observada nos resultados obtidos em nossos experimentos de cultivo com
faixas de pH entre 7,49 e 7,64.

Figura 2 - Amostras em diferentes condigGes de aerobiose
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Esses resultados, reforcam a necessidade de controle do pH do meio para
aplicacdo dessa cepa especifica em técnicas MEOR e sua potencial habilidade na
degradacéo de hidrocarbonetos pesados. A espécie Staphylococcus saprophyticus é uma
cepa coagulase-negativa aerobia facultativa também patogénica representando um
micro-organismo de impacto e importancia na gestdo de saude publica. Principalmente
em mulheres jovens, essa cepa causa infec¢des graves sendo a segunda maior causa de
internacOes graves em UTI (Unidade de Terapia Intensiva) e exibe grande afinidade
pelos tecidos epiteliais do trato urindrio feminino, mas na maioria dos casos € ndo-
patogénica coexistindo sem causar doencas [9]. Essa espécie ndo é encontrada no
ambiente marinho com grande abundancia, mas curiosamente é a espécie que se destaca
em crescimento quando h& derramamentos de Oleo proximos a costa e possui grande
capacidade de degradacdo aerObia de Oleo pesado. Em recentes estudos foram
encontradas grandes proporcdes dessa espécie em derramamentos de 6leo proximos a
costa, segundo demonstraram [10] a abundancia dessa espécie salta de menos de 1% em
locais ndo contaminados por 6leo pesado para mais de 40% em locais proximos a costa
contaminados com fracOes pesadas de 6leo. De maneira interessante, € importante notar
a evidente conexdo entre o fato de zonas costeiras produzirem intensa emissdo de
efluentes domésticos ndo tratados, o que fatalmente alimenta a superficie da lamina
d"agua costeira rica em oxigénio com essa espécie de bactéria. Associado a isso, a cepa
exibe alta performance em degradar petroleo quando na presenca de oxigénio, em
especial fracBGes pesadas C23, C24, C25 como mostram os achados do referido estudo,
que sdo exibidos na figura 3 abaixo. Dessa forma, podemos candidatar essas fracdes
como componentes preferenciais da amostra analisada neste estudo, e fica mais uma vez
clara a importéncia de ensaios experimentais com cultivo para preencher as lacunas de
desenvolvimento MEOR
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Figura 3 - a) Degradacdo de UCMs (mistura complexa ndo resolvida) (C24- e C24 +, dividida
principalmente em duas partes e frequentemente dificil de remover da mistura 6leo-agua) por isolados
selvagens compostos por Staphylococcus saprophyticus (CYCTW1), Staphylococcus saprophyticus
(CYCTW2) e Bacillus megaterium (CYCTW3). b) UCMs totais degradagdo / reducdo (area do
cromatograma em GC %) em isolados selvagens compostos por Staphylococcus saprophyticus
(CYCTW1), Staphylococcus saprophyticus (CYCTW2) e Bacillus megaterium (CYCTW3). (EXTRAIDO de
Maity et al, 2020)

Conclusoes

O presente trabalho demonstra claramente a possibilidade e potencial que as bactérias
fornecem para aumentar a recuperacdo de petroleo pesado, pois ao consumir fracfes
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pesadas diminui a densidade do dleo facilitando sua extracdo do reservatorio. Dentre
inimeras vantagens se destacam a econdmica e a ambiental o que faz dessa técnica um
importante opc¢édo a ser considerada. Se melhor estudada e desenvolvida tem potencial
para aumentar a recuperacdo de hidrocarbonetos que permanecem nos reservatorios
mesmo apds grandes esforcos de engenharia em aplicacdes de técnicas avancadas de
recuperacao.
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