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6.6 Comportamento da Permeabilidade

Nos reservatérios onde ha dificuldade de produzir o 6leo contido na rocha
reservatorio devido a baixa permeabilidade, e onde essa rocha é carbonatica ou
contém cimentacao carbonatica, a técnica de acidificacdo (assim como a técnica de
bioacidificacdo) busca melhorar o desempenho da produgdo, utilizando como
parametro para avaliar seu sucesso a permeabilidade alcangada (melhora da
permeabilidade).

Nos ensaios realizados, essa permeabilidade, ou seja, a facilidade com que o
6leo ou um fluido pode fluir através da rocha reservatério das amostras estudadas,
foi medida através da injecao de fluido (agua destilada) nas amostras, realizada em
permeadmetros e sistemas de controle e medigcdo acoplados, como o da Core
Laboratories, descrito na Figura 66. Esses equipamentos se encontram nas
instalagdes da Weatherford Laboratories, em Xerém, Duque de Caxias, RJ, onde os
testes foram realizados. A Weatherford realiza servigos para a industria de petroleo e
gas, e conta com amplas instalagbes para diversos testes e outros servigos, na
unidade de Xerém (WEATHERFORD, 2013).

Figura 66 — Exemplo de permeametro e sistema de controle e medi¢ao acoplado, da
Core Laboratories

Fonte: CORE LABORATORIES, 2013a.



294

Nesses equipamentos, as amostras sao inseridas em cilindros metalicos, onde a
pressao de injecao de fluidos é controlada, e a vazao resultante € medida. A pressao
de injecdo pode ser variada sob condigdes de vazdo constante, até 690 bar, em
temperaturas até 150°C. Uma camisa de borracha e retentores nas extremidades
asseguram que as amostras fiquem seguras e que o fluido ndo escape exceto
através da amostra em si. Sistemas de controle e medicdo automatizados, da
pressao, temperatura, vazdo e tempo, permitem calcular a permeabilidade ao fluido
(CORE LABORATORIES, 2013b; CORE LABORATORIES, 2013c). Os
componentes do sistema de contengdo do permeametro podem ser vistos na Figura

67, e uma ilustragcéo do arranjo, quando montado, pode ser visto na Figura 68.

Figura 67 — Sistema de fixagdo de amostras no cilindro do permeametro

vélvula de controle camisa de borracha (sleeve) ‘

N

valvula deinjecso

cilindro metalico

Nota: Observar o selamento anelar composto por uma camisa de borracha (sleeve).
Fonte: Fotografias do autor.
Figura 68 — Arranjo do sistema de conten¢cdo da amostra dentro do permeametro
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Fonte: Core Laboratories, 2013c.
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A medicdo da permeabilidade esta baseada na Lei de Darcy, e pode ser
realizada usando a equacgao de Darcy, que descreve o fluxo de um fluido através de
um meio poroso (IGLESIAS, 2009):

— _kar
v= —o 3)

Onde, v é a velocidade aparente (cm/seg) do fluxo do fluido através da
amostra; k € a constante de proporcionalidade que define a permeabilidade (Darcy);
U € a viscosidade (em centipoise); e dp/dL é a variagdo da pressao com o
deslocamento (atm/cm). Vale lembrar que a equacdo de Darcy é valida sob certas
condigdes, como fluxo isotérmico, laminar e permanente; fluido incompressivel,
homogéneo e de viscosidade invariavel com a pressao (UFPR, 2008). Apesar de
que em se tratando de rochas de reservatorios e seus fluidos essas condigdes nem
sempre sao validas na pratica, para efeitos que se trata de demonstrar com os
presentes ensaios, a equacdo de Darcy pode ser utilizada para derivar a
permeabilidade das amostras.

Na medi¢cdo da permeabilidade, o fluxo do fluido (q) € o pardmetro resultante
medido pelo sistema; como esse fluxo € definido como sendo o volume de fluido por
unidade de tempo (cm®/seg), basta transformar a equag&o acima para resolver a

permeabilidade (k) em termos de parametros conhecidos ou observados no teste:

d
k= -2 (4)

Onde q é a vazao de fluido medida pelo sistema; A é a: area da secao por
onde ocorre o fluxo (em cm?), que no caso dos testes é dada pela area da secgéo da
amostra, facilmente medida; p € a viscosidade do fluido, que no caso dos testes é a
agua destilada injetada para saturar a rocha das amostras (sua viscosidade é de
aproximadamente 1 mPA s); e dL/dp é o inverso da variagdo da pressao com o
deslocamento (cm/atm), facilimente medida pelo sistema, verificando as pressées em
cada extremidade do cilindro metalico contendo a amostra (presséo de entrada e
saida), assim como o comprimento da amostra. A velocidade de deslocamento do

fluido, v, na equacdo de Darcy, acima, é dada por q/A. Dessa forma, a



296

permeabilidade de qualquer amostra pode ser calculada, e dada em unidades de
Darcy (1 x 10°'2 m?) ou mili-Darcy (mD).

Na engenharia de reservatorios as permeabilidades relativas de cada fase
(dgua, oleo, gas) possivelmente presente numa rocha assumem um papel
importante para entender e lidar com o comportamento das rochas e dos diferentes
fluidos presentes, e assim poder adequar as condi¢cées de producao para otimizar a
producdo do fluido desejado, geralmente o 6leo. Nos presentes ensaios, ndo se
tratou de observar a permeabilidade relativa de cada fase, pois se buscou observar
apenas alguma mudanga no comportamento da rocha em relagdo a permeabilidade

de uma fase, sendo essa fase a agua, mais facilmente medida.

6.7 Modificagdoes Observadas nas Laminas Petrograficas das Amostras

O objetivo final da bioacidificacdo ¢é facilitar a producdo de o6leo de
reservatorios que poderiam ser suscetiveis a técnica. Ainda assim, os efeitos
intrinsecos que ocorrem na rocha, especialmente em escala microscépica, sao
essenciais para entender como a técnica funciona, e poder predizer seu
desempenho, se aplicada em outros campos e em outras condig¢des.

Portanto, nos presentes ensaios, além de medir a permeabilidade, a principal
propriedade que reflete o desempenho da técnica, outros estudos dos possiveis
efeitos da técnica também foram realizados.

Apesar de, na pratica, em operagdes no campo, a permeabilidade ser a
propriedade considerada determinante do sucesso dessa técnica de MEOR, existem
parametros intermediarios que também podem ser observados e mensurados, como
forma de avaliar os efeitos da bioacidificagcdo. Quaisquer mudangas nas
propriedades das amostras poderiam fornecer informacdes sobre os diversos efeitos
que ocorreram com a aplicagdo da bioacidificagdo na forma empregada. Nos
presentes ensaios se buscou obter informagdes a respeito dos processos operantes,
que possam sugerir como essa técnica age e se ela tem potencial para alcangar
objetivos intermediarios.

Um dos objetivos intermediarios que poderia sugerir se a bioacidificacdo tem

potencial como técnica de MEOR ¢é a modificagdo da estrutura da rocha em escala



297

microscopica. Esse € um objetivo intermediario, pois se imagina que mudangas na
permeabilidade serdo resultado dessas modificacbes. Se essa técnica de MEOR
demonstra algum efeito sobre a rocha em si, como alguma dissolugéo da rocha ou
da cimentagdo, ja serdo justificados mais estudos, mesmo se os resultados em
relacdo a melhora da permeabilidade nao forem positivos.

Por esse motivo é importante estudar as amostras e descrever sua estrutura
petrografica antes e depois dos ensaios, através de observagdes de laminas
petrograficas em microscépio. As laminas petrograficas das amostras foram
preparadas no LGPA da FGEL/UERJ, em equipamento de polimento préprio (Figura
69).
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Figura 69 — Equipamento de polimento de laminas petrograficas

ol
g L

Nota: Equipamento do Laboratério de Preparagéo de Amostras (LGPA), da Faculdade de Geologia da
UERJ.
Fonte: Fotografias do autor.

As laminas petrograficas s&o produzidas utilizando um pequeno pedaco
cortado de uma extremidade de cada amostra, portanto a dimenséao final de cada
amostra usada nos testes de permeabilidade é menor do que a dimensao original da
amostra recebida. Depois, esses pedagos sdao impregnados com resina corante,
para facilitar sua visualizagéo, e cortados no tamanho aproximado da |&mina. Esses
passos podem ser vistos na Figura 70, onde sdo mostradas as extremidades

cortadas com a resina corante utilizada (ilustracdo superior); a face de onde sao
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preparadas as laminas (ilustracdo do meio); e o pedago cortado no tamanho

aproximado das laminas (ilustragao inferior).

Figura 70 — llustragdo do processo de preparo das laminas petrograficas

Legenda: Na ilustragédo superior: extremidades cortadas com a resina corante utilizada; ilustracéo do
meio: a face de onde sao preparadas as laminas; ilustragdo inferior: 0 pedago cortado no
tamanho aproximado das laminas.

Nota: O preparo é realizado a partir de pequenos pedagos de uma extremidade das amostras,
preparadas no LGPA da FGEL/UERJ.

Fonte: Fotografias do autor.

O resultado do preparo das laminas petrograficas, chamadas laminas
delgadas, pode ser visto na Figura 71, onde cada lamina preparada foi identificada
por amostra de origem (amostra A, B, C ou D), e etapa do teste (pré-tratamento: sem
tratamento com consorcio microbiano; ou pés-tratamento: tratamento com tempo de

incubacao de 10 ou 20 dias).
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Figura 71 - Laminas petrograficas preparadas

é,

Legenda: As I&minas foram identificadas por amostra de origem (A, B, C ou D), e etapa do teste (pré-
tratamento: sem tratamento com consércio microbiano; ou pés-tratamento: tratamento com
tempo de incubagéo de 10 ou 20 dias).

Fonte: Fotografias do autor.

O estudo das laminas foi realizado nos microscopios das instalagdes da
FGEL, nos equipamentos disponiveis para uso de docentes e discentes. O principal
equipamento utilizado foi o microscopio de luz polarizada da Carl Zeiss, modelo
Axioskop 40 Pol, equipado com camara digital acoplada, especialmente indicado

para estudo de estruturas minerais cristalinas (Figura 72).
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Figura 72 — Microscopio da FGEL/UERJ utilizado para observar as laminas
petrograficas
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Legenda: A esquerda: Aparelho da Carl Zeiss, modelo Axioskop 40 Pol, equipado com camara digital
acoplada. A direita: aparelho com lamina em posi¢ao para observagao.
Fonte: Fotografias do autor.

O estudo das laminas petrograficas seguiu as classificacdes e observacdes
geralmente aplicadas em rochas carbonaticas (LIMA, 2010), mas o autor optou por
apresentar as observacdes em forma de planilha, para melhor comparagao entre as
amostras analisadas. Essas observagdoes serviram de base para descrever os
seguintes principais parametros em relagdo a cada lamina de amostra analisada:
tipo de rocha, seus constituintes, sua estrutura, a descricdo dos graos, a disposi¢cao
dos graos, a descricdo dos poros, e a descricdo da cimentagdo. Também foram
anotadas observagdes em relacdo as caracteristicas que podem estar envolvidas
nos efeitos induzidos pela bioacidificacao.

Posteriormente, foram comparadas as descricdes das laminas petrograficas
obtidas das amostras antes e depois da realizagdo dos ensaios de injecdo e
incubagcdo com a solugdo contendo o consoércio microbiano, para fazer um
levantamento das mudangas observadas. A analise dessas mudangas

complementou a avaliagao dos resultados dos testes de permeabilidade.
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6.8 Resultados

6.8.1 Permeabilidade

Os resultados dos ensaios realizados pela Weatherford Laboratories foram
compilados e relatados em uma planilha. Com base nessas informagdes detalhadas,
foi preparada uma nova planilha com os resultados das medigcbes da

permeabilidade, apresentados de forma sintética (Tabela 6).

Tabela 6 — Planilha com resultados dos ensaios realizados pela Weatherford

Laboratories
Volume | Volume | Volume Densid. Permeab'ilidade (mD)
Comprim. | Diam. | Peso dos dos |Poros.| dos agua
Amostra total - ~
(cm) (cm) |seco (g) (cc) gréos | poros | (%) graos dia 0 10 dias | 20 dias
(cc) (cc) (gm/em?) a40°C | a40°C
A 5,565 3,787 | 146,685 | 61,878 | 54,681 | 7,197 11,6 2,683 2,43 0,97
B 5,465 3,788 | 143,663 | 61,113 | 53,501 | 7,612 12,5 2,685 1,71 1,46
C 5,230 3,790 | 136,859 | 58,099 | 51,008 | 7,091 12,2 2,683 5,11 3,39
D 5,505 3,816 | 143,247 | 61,406 | 53,333 | 8,073 131 2,686 8,60 4,36

Nota: Os dados referentes ao conjunto de amostras da FGEL nao foram analisados pois os valores
iniciais da permeabilidade das duas amostras supostamente idénticas (7cm de separacao
vertical entre elas) eram demasiadamente diferentes entre si para permitir uma analise
comparativa dos resultados pré- e pés-tratamento.

Fonte: O autor.

Os resultados dessa planilha mostram que apesar das duas amostras de
cada conjunto (rocha #1 e rocha #2) serem da mesma rocha, as medidas da
permeabilidade original, que deveriam ser semelhantes, apresentam
permeabilidades diferentes, com variacdo de aproximadamente 18% e 25% em
relacédo a média da permeabilidade para cada rocha. Dessa forma, para efeitos de
analise dos resultados, para o valor da permeabilidade inicial foi utilizado o valor da
meédia das permeabilidades das duas amostras de cada conjunto.

Quanto aos resultados dos testes de permeabilidade, foi observado que para
todas as amostras houve uma redugéo significativa da permeabilidade, apds 10 dias
da injecéo e incubacéao (a 40°C) com a solugao contendo o consércio microbiano. A
reducédo da permeabilidade em relagédo a média inicial foi de aproximadamente 53%

e 51%, para as amostras da rocha #1 (A), e da rocha #2 (C), respectivamente. Como
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mencionado anteriormente, € um resultado nao totalmente inesperado, ja que um
dos efeitos do crescimento microbiano é a formacdo de biofiime e produtos
metabdlicos. Se o consdércio microbiano conseguiu sobreviver e crescer dentro das
amostras, nas condigbes utilizadas nos testes, € provavel que algum biofilme ou
produto metabdlico tenha se formado. Isso explicaria a redug¢dao da permeabilidade,
pois o crescimento de um biofilme aderido as paredes da rocha teria o efeito de
obstruir os poros e gargantas da rocha das amostras, reduzindo sua permeabilidade.

Os resultados dos testes de permeabilidade apds 20 dias da injegao e
incubacao (a 40°C) com a solugéo contendo o consoércio microbiano sugerem que
houve um aumento da permeabilidade, em relagdo aos valores apés 10 dias. O
aumento em relagcdo a permeabilidade aos 10 dias de incubacdo foi de
aproximadamente 52% e 29%, para as amostras da rocha #1 (amostras A e B) e da
rocha #2 (amostras C e D), respectivamente, apesar de que os valores néao
retornaram aos valores iniciais de permeabilidade antes do tratamento microbiano.

Isso pode ser visto no grafico da Figura 73.

Figura 73 — Grafico ilustrando a tendéncia de recuperacado da permeabilidade das
amostras
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Nota: Observar a recuperagao da permeabilidade das amostras, apds 20 dias da injecédo e incubagao
com a suspensédo contendo o consdrcio microbiano.
Fonte: O autor.

Infelizmente, a medida da permeabilidade apds a inje¢cdo e incubagdo com a

solugdo contendo o consércio microbiano n&do consegue identificar quais efeitos
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ocorreram na rocha, s6 mede o resultado final dessa permeabilidade. Como na
bioacidificacdo é de se esperar que ocorram processos fisicos (a dissolugdo de
minerais por acidos), ao mesmo tempo que processos bioldgicos (crescimento de
micro-organismos e produgédo de produtos metabdlicos), e como esses processos
tendem a operar em diregdes opostas, em relagdo as mudangas na permeabilidade
resultante, a permeabilidade final apenas pode refletir o resultado do balango desses
dois processos, ndo o efeito absoluto de cada um.

Ainda assim, apenas utilizando os testes de permeabilidade realizados nas
amostras, € possivel observar que o aumento da permeabilidade apés um periodo
de incubacédo mais longo deve refletir uma mudanga das magnitudes relativas dos
dois efeitos opostos operantes, apds o primeiro periodo de incubagdo. Se a
permeabilidade foi reduzida no primeiro periodo, e se esse resultado foi devido a
efeitos bioldgicos (como o crescimento de biofilme ou formagdo de produtos
metabdlicos), no segundo periodo o aumento da permeabilidade deve ter sido
causado por um efeito fisico mais notavel (dissolugdo de minerais), ou por uma
reversao do efeito bioldgico.

Vale lembrar que assim como a complexidade dos processos biolégicos pode
resultar na producdo espontdnea de bioflocos ou biofiimes, ela também pode
resultar na producdo de determinados biocompostos que inibem, ou mesmo
desfazem bioflocos e biofilmes ja formados, mas esses mecanismos de controle e
reversao nao sdo completamente compreendidos. A Figura 74 descreve como esse
mecanismo pode funcionar para bloquear ou desfazer a formagédo de bioflocos ou
biofiimes, mediante a presenga de biocompostos introduzidos artificialmente ou
produzidos espontaneamente pelos proprios micro-organismos, sob determinadas

condicoes.
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Figura 74 - Processo de inibicdo de bioflocos e biofilmes

Nota: A inibigdo de bioflocos e biofilmes ocorre na presenca de determinados biocompostos
introduzidos artificialmente ou produzidos espontaneamente pelos micro-organismos.
Fonte: ASK NATURE, 2012.

Também €& importante entender que os micro-organismos introduzidos na
técnica de bioacidificagdo, como nos ensaios realizados, representam complexas
comunidades microbianas, que podem formar bioflocos ou biofilmes, assim como
podem produzir biocompostos que reduzem essas formagdes. Esses mesmos micro-
organismos também podem produzir outros compostos e influenciar as propriedades
do d6leo nas rochas, por exemplo, portanto ndo é possivel, na pratica, restringir a
atuagcdo de uma comunidade microbiana a somente um processo, e geralmente
muitos processos ocorrem simultaneamente, tanto desejaveis como possivelmente
indesejaveis. Para aqueles que estédo interessados em utilizar técnicas de MEOR
para alcangar objetivos como uma melhora da permeabilidade, resta buscar
combinagdes de micro-organismos e condi¢des de aplicagdo que resultem em

maiores efeitos positivos do que negativos.

6.8.2 Analise de laminas petrograficas

A analise das laminas petrograficas foi feita de forma a fornecer uma
descricdo de varios parametros das amostras, apresentados na forma de uma
planilha. Os resultados foram apresentados por amostra e etapa do teste (Tabela 9).
As descrigdes e observagdes se remetem as fotografias das laminas, incluidas no

Apéndice H — Fotografias das Laminas Petrograficas.
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Tabela 9 — Descricdo dos diversos parametros analisados para as |laminas petrograficas das amostras sem tratamento, e apés 10
ou 20 dias de tratamento com consoércio microbiano

Parametro

Descricao antes da inje¢do e incubacgao

Descricao depois dainjec¢ao e incubacao

Tipo de rocha

Carbonatica (calcarenito).

Carbonatica (calcarenito).

Constituintes

Bioclastos, odlitos, peloides, cimentagéo, outros.

Bioclastos, odlitos, peloides, cimentagéo, outros.

Estrutura da rocha

Firme, com grédos cimentados e alguma porosidade.

Fime, com grdos cimentados e alguma porosidade.

Descrigdo dos graos

Bioclastos, principalmente fragmentos de moluscos(?), com

formas alongadas; peloides; odlitos; alguns miliolideos enrolados;

algumas feicGes intemas preservadas. A maioria parcialmente
dissolvidos e cimentados.

Bioclastos, principalmente fragmentos de moluscos(?), com

formas alongadas; peloides; odlitos; alguns miliolideos enrolados;

algumas feigdes intemas preservadas. A maioria parcialmente
dissolvidos e cimentados.

Disposigao dos graos

Onentac&o principalmente no plano de acamamento (#1642).

Onentac&o principalmente no plano de acamamento (#1699).

Descricao dos poros

Porosidade estimada em 10%-15% (#1747).

Porosidade estimada em 10%-15% (#1845).

Descrigao da
cimentagao

Calcita espatica (#1646);, em menor quantidade, cimentag&o em
franja fibrosa (#1646, #1741); alguma re-cimentagé&o (#1741).

Calcita espatica (#1682);, em menor quantidade, cimentag&o em
franja fibrosa (#1845); alguma re-cimentacéo (#1686).

Outras observagoes

1. Sem crescimento de colonias microbianas (#1982);

2. Interfaces poro-gréo e poro-cimentag&o sem sinais de
alteracdes imegulares (#1960, #1948),

3. Interfaces poro-gréo e poro-cimentag&o sem sinais de
dissolug&o (#1992);

4 Canais de poros sem evidéncia de dissolucéo lateral (#2006);
5. Porosidade relativamente concentrada em poucos poros, bem
definidos (#1646);

6. Sem evidéncia de superficies marcadas por ranhuras de
dissolug&o (#1948).

NB: fotografias citadas constam do Anexo VIl — Fotografias das Ladminas Petrograficas.

Fonte: O autor.

1. Forte crescimento de col6nias microbianas & evidente (#1965);
2. Crescimento microbiano concentrado nas interfaces poro-gréo e
poro-cimentacgéo (#1936);

3. Interfaces poro-gréo e poro-cimentag&o com sinais de
dissolugdo propagada a partir das regides com crescimento
microbiano (#1973);

4. Canais de poros com evidéncia de dissolucéo lateral (#1944);
5. Porosidade relativamente dispersa - muitos (micro) poros,
pouco definidos (#1659, #1761);

6. Ampla evidéncia de supericies bormtemente marcadas por
ranhuras de dissolugé&o (#1902, #1954).
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Os resultados da comparacgao entre as laminas petrograficas das amostras de
cada rocha, antes e depois da inje¢gdo e incubagdo com a solugdo contendo o
consoércio microbiano, foram estudados com especial atencdo para quaisquer
modificagdes que sugerissem que houve alguma dissolugdo de minerais.
Evidentemente, conforme acontecem mudangas na permeabilidade das amostras,
ocorreram efeitos que reduziram a permeabilidade, mas evidéncias de que também
ocorreu algum efeito positivo sdo muito importantes, para ndo descartar o potencial
da bioacidificagdo como técnica de MEOR, pois estaria comprovado que pelo menos
objetivos intermediarios foram alcangados, restando focar esforgos futuros no

sentido de resolver ou mitigar os demais efeitos deletérios.



308

7 DISCUSSAO

7.1 MEOR Pode Melhorar o Fator de Recuperagao ou Trazer Outros

Beneficios a Industria do Petréleo?

O principal objetivo desta tese era mostrar que tanto em acumulacdes
convencionais de hidrocarbonetos (recursos convencionais), quanto nas
acumulagdes nao convencionais € métodos nao convencionais de produgdo de
hidrocarbonetos (recursos ndo convencionais), a aplicacéo de técnicas derivadas, ou
mesmo diretamente copiadas dos processos microbiolégicos que ocorrem na
natureza, podem proporcionar grandes vantagens para aqueles que explotam esses

recursos.

Ao longo dos inumeros estudos analisados, sobre diferentes experiéncias
com MEOR, envolvendo diferentes processos e mecanismos, ficou claro que essas
técnicas apresentam um longo e farto histérico de experiéncias com bastante
sucesso. Esse historico aqui levantado respalda amplamente o objetivo de mostrar o

potencial de MEOR para trazer beneficios concretos a industria do petréleo e gas.

7.2 Quais Técnicas de MEOR Sao Mais Adequadas a Realidade Brasileira?

Um objetivo mais especifico desta tese foi identificar as técnicas de MEOR
que poderiam ser consideradas mais adequadas a realidade brasileira e as suas
principais areas com recursos petroliferos e energéticos. Para tanto, foram levadas
em conta principalmente as caracteristicas geoldgicas, mas também geograficas,

econdmicas e de infraestrutura, das principais areas com esses recursos, no Brasil.

A ampla e complexa gama de processos fisicos, quimicos e biolégicos, e dos
diferentes efeitos inter-relacionados, envolvidos nos processos que ocorrem nos

reservatorios de petréleo e gas, além daqueles que atuam nas instalagbes que
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fazem parte do conjunto produtivo, tornou esse objetivo um trabalho desafiador.
Ainda assim, foi possivel relacionar algumas condi¢des, bacias, e recursos em que
possa haver maior potencial para a aplicagdo de determinadas técnicas de MEOR.
Com base nas especificidades de alguns dos principais reservatorios
brasileiros, e na compreensao dos diversos tipos de técnicas de MEOR, assim como
dos tipos de problemas que elas podem ajudar a resolver, sdo propostas técnicas de
MEOR cujo beneficio potencial € avaliado como sendo maior nesses casos. Nao se
tem conhecimento, na literatura, de uma avaliacado desse tipo para os principais

reservatorios brasileiros.

7.2.1 Foco em Bacias Relativamente Maduras

Diversas bacias sedimentares no Brasil tém condigbdes que poderiam ser
favoraveis a utilizacdo de técnicas de MEOR, com base em seu potencial de
recuperagao de recursos que nao puderam ser recuperados até o momento, com as
técnicas de explotagdo empregadas, mesmo sendo algumas delas métodos de EOR
relativamente avancados. Esse € o caso, por exemplo, das bacias continentais
terrestres Potiguar, de Sergipe-Alagoas, e do Recbncavo, cujo estagio exploratério
pode ser considerado maduro. Elas contém campos maduros, e até exauridos, que
ainda retém significativas quantidades de 6éleo, pois o fator de recuperagao atingido,

em muitos casos, é baixo. Segundo ZALAN (2013), essas bacias:

...ja cumpriram o seu papel de bacias-escola para o
aprendizado exploratério da Petrobras e de bacias pioneiras
que sustentaram a produg¢ao nacional de 6leo e gas nas quatro
primeiras décadas de existéncia da companhia. Atualmente,
todas podem ser consideradas como bacias maduras ou super-
maduras, com a maior parte de seu potencial petrolifero
esgotado no que concerne ao interesse de grandes
companhias de petrdleo. Logicamente, elas se prestam ainda a
recuperagdes secundarias e terciarias de campos maduros e,
eventualmente, pequenas descobertas de acumulacdes que
passaram despercebidas pelo rigoroso crivo exploratorio da
Petrobras.
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Hoje, podemos acrescentar que esse interesse parte ndo somente da
Petrobras, mas de diversos outros players da industria do petrdleo, como foi
evidenciado pelo interesse e pela participacdo de muitas empresas, além da
Petrobras, tanto de pequeno como de médio porte, e com forte preponderancia de
empresas de capital brasileiro, nos blocos exploratérios oferecidos na 122 Rodada
de Licitacbes da ANP, em fins de 2013. Além da Petrobras, sete empresas
brasileiras arremataram blocos nessa rodada, assim como quatro empresas
estrangeiras (ANP, 2013d).

Como sugere Zalan, essas bacias devem servir como “bacias-piloto” e
“bacias-escola” para que novos e pequenos players da industria do petréleo passem
a atuar onde a Petrobras e outras grandes empresas ja nao tém interesse, devido as
reduzidas oportunidades de encontrar ou produzir reservas significativas. Nesse
sentido, s&o justamente essas empresas que poderao fazer uso das novas técnicas
de MEOR, que tém o potencial de liberar recursos até agora sem possibilidade de
serem extraidos. Mesmo que esses volumes sejam relativamente pequenos, e que
possam apenas viabilizar novas reservas da ordem de centenas de milhares de
barris, ou que possam resultar em nova produgao de até poucos milhares de barris
de 6leo por dia, valores insignificantes para as majors da industria do petréleo, isso
poderia resultar em novas empresas, novos empregos, € novo desenvolvimento
regional de grande importancia social e estratégica. Ou seja, poderiam ser a
semente de uma nova industria “genuinamente nacional, muito mais ampla e
diversificada que a atual.” (ZALAN, 2013).

Certamente, as técnicas de MEOR poderédo ser o caminho mais promissor
para permitir e estimular a entrada de novos players na industria nacional do
petréleo, ja que essas técnicas podem ser empregadas por empresas de até
pequeno e médio porte, e geralmente nao envolvem investimentos intensivos em
capital. Além de criar um novo segmento na industria nacional do petroleo, com
empresas de capital nacional, alcangcar essa nova realidade representaria o
atingimento de um antigo sonho nacional, uma vez que, mesmo apds anos de
politicas da ANP supostamente direcionadas para estimular o crescimento de novas,
pequenas e independentes empresas brasileiras, isso ainda nao ocorreu
efetivamente, como atesta a absoluta dominancia atual da Petrobras, em todos os
sentidos, e a auséncia de um numero significativo de empresas independentes, na

industria nacional do petrdleo.
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Essa possibilidade deveria estimular o empreendedorismo a uma maior
participacdo nessas iniciativas como formas de negdécios com rentabilidade atrativa.
Infelizmente, o conservadorismo da industria do petréleo, evidenciado pela lenta
adocgao das técnicas de MEOR, mesmo as mais consagradas, sugere e justifica a
adocdo de politicas industriais e energéticas que favorecam a utilizacdo dessas
técnicas, especialmente aquelas empregadas em bacias maduras, de importancia
estratégica para o pais. Uma forma direta desse tipo de incentivo seria um maior
empenho da ANP no sentido de apoiar pesquisas relativas as técnicas de MEOR
citadas aqui como merecendo estudos aprofundados. Outra forma seria a criacdo de
incentivos fiscais, financeiros e regulatérios, buscando favorecer e estimular as
empresas que empregam as tecnologias de MEOR para a recuperacédo avangada de
recursos energeéticos no Brasil, especialmente aquelas tecnologias mencionadas
acima, como sendo tecnicamente mais consolidadas, ja que envolveriam menores
riscos, compativeis com as acumulagdes de recursos remanescentes, e com o perfil

dessas empresas.

7.2.2 Técnicas Voltadas para Recursos Nao Convencionais

Como visto na secgédo 5.6.1 (Folhelhos Betuminosos), do Capitulo 5, o Brasil
dispde de significativos recursos ndo convencionais, espalhados por varias regioes e
bacias sedimentares. A operagcdo do processo Petrosix, da Petrobras, em Séao
Mateus do Sul, Parana, que funciona ha anos com bons resultados, porém com
significativos impactos ambientais, representa uma importante base de
conhecimento acumulado sobre esses recursos, e sobre seu comportamento
durante os processos de transformagcao realizados, apesar de que se ftrata
basicamente de um processo térmico.

Dada essa situagao, seria importante realizar estudos para determinar a
eficacia de técnicas de MEOR voltadas para a transformacdo desses mesmos
recursos in situ, através de processos microbiolégicos analogos as técnicas de
MEOR de gaseificagdo de 6leo ou carvdo, em produtos semelhantes aos que sao
atualmente produzidos pelo processo Petrosix. Se esses estudos resultarem em

avangos tecnoldgicos que permitam a aplicagdo dessas técnicas nos folhelhos
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betuminosos da Fm. lIrati, ou em recursos semelhantes, grandes vantagens
econdmicas, ambientais e estratégicas poderiam resultar. E muito provavel que
qualquer processo microbioldgico que pudesse ser levado a cabo através da injegao
ou aspersao de solugdes microbianas in situ, com um periodo de incubacgao
suficientemente longo para permitir que os processos microbiolégicos realizem as
transformacgdes necessarias, teria um impacto ambiental muito mais reduzido do que
o do processo atual.

Resultados positivos também poderiam abrir a perspectiva de monetizagao de
recursos semelhantes, espalhados em outras regides, onde atualmente nao € viavel
seu aproveitamento por nenhum processo conhecido. Essa inviabilidade se deve,
em grande parte, aos fortes impactos ambientais associados aos métodos
produtivos conhecidos, porém com uma redugado desses impactos, é facil imaginar
que grandes oportunidades surgiriam para produzir produtos combustiveis a partir
desses recursos, tanto nas instalagdes atuais, como em novas regides. Isso
permitiria grandes ganhos em produg¢ado adicional de metano e outros produtos
combustiveis. Como visto nas segdes 4.3.9 (Gaseificagdo de Oleo in situ) e 4.3.10
(Gaseificacao de Carvao in situ), do Capitulo 4, os estudos sobre essas técnicas de
MEOR ja demonstraram a possibilidade de se obter esses produtos, a partir de

recursos como oleo pesado ou carvao.

7.3 Quais Técnicas de MEOR Merecem Mais Estudos?

Dado o estudo das técnicas de MEOR descritas na literatura, e de algumas
que foram estudadas em projetos e aplicagdes em campo, também sado propostas
técnicas avaliadas como sendo mais promissoras em futuras aplicacdes. E
justamente nessas técnicas que se propde que sejam empenhados os maiores
esforcos no seu estudo e aplicacdo. Esse direcionamento representa uma
contribuicdo concreta para a P&D na area de MEOR, ajudando a focar recursos em
técnicas mais promissoras.

Também é apresentada uma recomendacao voltada para politicas industriais
que favoregcam a utilizagdo de técnicas de MEOR em determinadas bacias, como

parte de um esforgo para desenvolver um novo segmento da industria nacional de
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petroleo, com maior participacdo de pequenas e médias empresas genuinamente
nacionais, justamente em regides onde a geracdo de emprego e renda seria bem-
vinda como forma de diversificar a atual concentragado geografica e o dominio de

grandes empresas, que existe na industria do petréleo atualmente.

7.3.1 Foco em Técnicas Relativamente Consolidadas

7.3.1.1 Produgao Microbiana de Biopolimeros

As muitas experiéncias relativas a producdo de biopolimeros, descritas na
literatura, assim como aquelas em que o autor participou, sugerem que essa € uma
tecnologia cujas técnicas estdo bastante bem dominadas, tanto o ponto de vista de
sua produg¢ao, como de sua aplicagao.

Em relagdo a aplicagdo das técnicas envolvendo o uso de biopolimeros, o
avangado estagio desses métodos de EOR, conforme visto na seg¢do 2.5.3.2
(Polimeros) do Capitulo 2, sugere que o uso de biopolimeros ndo exigiria maiores
modificagdes nos métodos de EOR empregados. Trata-se de uma técnica de MEOR,
devido ao fato que ha uma substituicio de produtos semelhantes: em EOR,
originados por processos produtivos convencionais (quimicos); e em MEOR, por
processos produtivos realizados microbiologicamente, em instalagdes proprias.

A principal area de novos esfor¢cos que poderiam ser realizados em relagéo as
técnicas de MEOR ¢é a otimizacdo do desempenho da fase de produgdo desses
biopolimeros, pois quanto maior a eficiéncia desses processos, geralmente
realizados ex situ, mais vantagens se espera obter no custo dos produtos utilizados,
e consequentemente no desempenho da técnica de estimulacao utilizada.

A busca pela otimizagdo da producéo dos biopolimeros tem atraido a atencao
de pesquisadores de MEOR, e foi, justamente, o objetivo dos trabalhos
desenvolvidos e descritos na seg¢ao 4.2.3 (Producdo Microbiana de Xantana para
Aplicagbes em MEOR) do Capitulo 4.
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7.3.1.2 Produgao Microbiana de Biossurfatantes

Da mesma forma que ocorre com os métodos de EOR envolvendo o uso de
polimeros, os métodos de EOR envolvendo o uso de surfatantes também esta
bastante avancado, conforme visto na se¢ao 2.5.3.1 (Surfatantes) do Capitulo 2. Os
processos que ocorrem nos reservatorios, em escala microscopica, quando
surfatantes interagem com a rocha e o 6leo, sdo bastante mais complexos e ainda
nao sao completamente compreendidos. Mas esta claro que os métodos de EOR
que empregam surfatantes também estdo relativamente consolidados, e os
resultados sao relativamente previsiveis.

Além das aplicagdes envolvendo a inje¢do de solugdes microbianas para a
produgao de biopolimeros in situ, os biopolimeros também podem ser produzidos ex
situ, em instalagbes proprias, por processos microbioldgicos, e depois utilizados
como em métodos convencionais de EOR envolvendo surfatantes. Nesse caso, o
uso de biossurfatantes tampouco exigiria maiores modificacbes nas técnicas
empregadas. Essa alternativa € mais atrativa para as operadoras de campos em que
se pretende aplicar as técnicas de MEOR, pois ela segue de perto a experiéncia
adquirida e consolidada na aplicagdo de métodos de EOR envolvendo a injegao de
surfatantes. Trata-se apenas da substituicdo de produtos semelhantes, originados
por diferentes processos produtivos. Por serem produzidos microbiologicamente, o
uso de biossurfatantes representa uma técnica de MEOR, e seu dominio atual
favorece sua maior utilizagao.

Aqui também, se propde que a principal area de novos esfor¢cos que poderiam
ser realizados em relagdo a essas técnicas de MEOR (Produgédo Microbiana de
Biossurfatantes) € a otimizacdo do desempenho da fase de produgdo desses
biopolimeros.

Nos trabalhos desenvolvidos e descritos na secéo 4.2.2 (Produgdo Microbiana
de Biossurfatantes para Aplicagbes em MEOR) do Capitulo 4, esse também foi um
dos focos das pesquisas atuais.

O grande desafio para essas técnicas de MEOR, como para as que envolvem o
uso de biopolimeros, ainda € sua maior aceitagcdo e utilizacdo pela industria do
petréleo, como ferramentas usuais, € aqui também, uma maior utilizagdo traria

ganhos no seu desempenho.
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7.3.1.3 Exclusao Biocompetitiva de BRS

Com um objetivo muito focado, o do controle da corrosdo, mas com muitas
vertentes de possiveis aplicagdes, a exclusdo biocompetitiva de BRS é uma técnica
de MEOR que atraiu consideraveis esforgos de P&D para tornar essa ferramenta
mais eficaz e previsivel (VIK et al., 2007; DINNING et al., 2005). Diversas empresas
tém focado essa técnica como base para desenvolver negocios, inclusive algumas
com que o autor tem tido contato sobre possiveis negdcios baseados nessas
técnicas no Brasil, como a Aquateam AS (Noruega).

Dado o valor dos danos causados pela corrosao na industria do petroleo,
técnicas de MEOR que possam reduzir essas perdas sdo de grande interesse.
Também, dado o avangado estagio do conhecimento em relagdo aos processos
envolvidos na corrosdo, objeto de estudos ha muito tempo, independentemente do
estudo das técnicas de MEOR, é possivel concluir que ha bastante espago na
industria do petroleo para aplicagdes de técnicas de MEOR voltadas para o controle
da biocorrsao. Isso é especialmente verdade para aquelas técnicas de MEOR, como
a TEB, que empregam determinados micro-organismos para impedir a MIC e outros
processos corrosivos em geral, como visto na segdo 4.3.3.3 (Exclusao
Biocompetitiva de BRS) do Capitulo 4.

As técnicas de MEOR para o controle da corrosdo que envolvem o uso de
compostos de nitrato como agente para estimular comunidades microbianas
benéficas e inibir as prejudiciais, ainda estdo cercadas por problemas referentes a
propria corrosao que o uso desses compostos quimicos pode causar. Dessa forma,
as outras vertentes das técnicas de MEOR para o controle da corrosdo que
apresentam grande potencial sdo aquelas voltadas para desenvolver formas mais
eficazes de permitir que a agdo microbiana desejavel ocorra, além daquelas que
buscam novos micro-organismos que inibem a ag¢do dos micro-organismos
problematicos. Dentre os esforgos nesse sentido, esta justamente o da secgéo 4.2.1
(Exclusdo Biocompetitiva de BRS) do Capitulo 4, onde o trabalho preparado para
publicagdo apresenta uma inovadora forma de alavancar o efeito dos inibidores da
corrosdo, e da atividade microbiana desejavel, através do emprego de matrizes

poliméricas complexantes. Isso permitiu que técnicas de TEB se tornassem mais
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eficazes, ajudando a transformar essas técnicas de MEOR em alternativas mais
viaveis.

Considerando que, como em outras técnicas de MEOR, mesmo aquelas mais
consolidadas, a grande dificuldade enfrentada é sua relativa pouca utilizagao,
estudos que trazem mais confiangca em seus resultados, e apontam para uma maior
eficacia, sdo importantes para reverter esse quadro. Ainda assim, as experiéncias
com as técnicas de MEOR para o controle da biocorrsao, especialmente as técnicas
de TEB, ja tém apresentado resultados muito positivos, configurando essas técnicas
como relativamente consolidadas. Falta apenas que a industria do petréleo se

empenhe em tirar maior proveito de seu potencial.

7.3.2 Foco em Técnicas Pouco Estudadas

Os estudos das técnicas de MEOR descritas na literatura, inclusive de
algumas especificamente estudadas nos ensaios realizados nesta tese, permitem
sugerir técnicas de MEOR cuja compreenséo e estagio de maturidade tecnoldgica
estdo menos desenvolvidos, mas que ainda assim apresentam grande potencial.
Também nessas técnicas se propde que sejam empenhados mais esforgos em P&D,
pois se esses esforgos resultarem em ganhos de desempenho, grandes vantagens

poderiam ser criadas.

7.3.2.1 Gaseificacdo de Carvao in situ

No Brasil, grande parte dos recursos de carvdo € considerada de baixa
qualidade: ou pelo seu teor elevado de cinzas; ou pela sua disposi¢do nas jazidas,
em forma de camadas finas que dificultam sua extracédo; ou por terem baixo valor
energético (ZANCAN, 2007). No mundo, uma das alternativas para o aproveitamento
do valor energético do carvao, sem realizar operagbes de mineragao, seja a céu
aberto (que envolve grandes impactos ambientais), ou em minas subterraneas (com

custos elevados e problemas de seguranga), é a gaseificagdo subterranea de carvao
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(UCG - underground coal gaseification), geralmente realizada in situ, com queima
controlada.

Mas as técnicas de MEOR voltadas para a gaseificagdo de carvao in situ
também representam uma alternativa interessante, em relagédo a sua mineracao
convencional. Mesmo se essas técnicas somente puderem disponibilizar um valor
energético menor do que o que poderia ser produzido de jazidas de carvao com
processos de mineragao convencional, a possibilidade de transformar o processo de
mineragcao e transporte de um recurso “sujo”, em um processo envolvendo o
manuseio de um gas, representa vantagens operacionais e ambientais importantes.

Essas vantagens adicionais podem ajudar a impulsionar o desenvolvimento
das técnicas de MEOR envolvendo a gaseificagao de carvao in situ: o fato que o gas
natural representa um recurso energeético muito mais limpo que o carvao é uma
vantagem importante. Ela pode se tornar ainda mais significativa nos casos em que
preocupacdes ambientais venham a onerar o aproveitamento de recursos fésseis,
com base em impostos ou outros custos sobre o carbono de suas emissées. Como o
carvao é geralmente extraido através de técnicas de mineragao a céu aberto ou em
minas subterrdaneas que despejam rejeitos na superficie, essas operagdes sao
geralmente muito mais impactantes ao meio ambiente do que a pegada ambiental
de possiveis instalagbes para a injecado de micro-organismos e/ou nutrientes, e a
producgao de gas.

Dado o potencial dos recursos representados por jazidas de carvao no Brasil;
sua dificuldade de aproveitamento; sua economicidade marginal; os problemas
ambientais associados a sua extragao, e ao seu transporte e consumo; e o potencial
das técnicas atuais de gaseificagdo de carvao, Zancan (2007) sugere que essas
tecnologias sejam desenvolvidas pela industria nacional, para transformar recursos
em reservas, com uma vantagem competitiva no mundo. Com o embasamento
apresentado sobre a possibilidade de desenvolvimento de técnicas de MEOR
voltadas para a gaseificacdo de carvao in situ, essa recomendacao parece ainda
mais oportuna, especialmente se essas técnicas de MEOR forem mais estudadas,

visando aplicagbes comerciais.
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7.3.2.2 Dissociagao Microbiana de Hidratos de Gas

Diante do enorme volume dos recursos energéticos representados pelos
hidratos de gas (FISK, COLLETT, CLOUGH, 2004), e do atual estagio incipiente das
técnicas de producdo de metano a partir desses recursos, técnicas que possam
facilitar, pelo menos em alguns casos, a dissociagado dos hidratos de gas, liberando o
metano contido, se apresentam como interessantes alternativas aos métodos tidos
atualmente como mais promissores para sua producédo, como a desestabilizacdo dos
hidratos por aguecimento ou descompressao, injegcdo de metanol, e substituicdo de
metano por COz nos hidratos (JONES, 2009b).

Em contato pessoal com Dr. Mark Delwiche, do Departamento de Biological
Sciences, do Idaho National Laboratory, nos EUA, em 29 de janeiro de 2009, ele
informou que suas pesquisas apontam para “um provavel avango significativo na
compreensao dos processos realizados pelos micro-organismos que vivem em
contato com acumulagdes de hidratos de gas em regides proximais das plataformas
continentais [onde se encontra grande parte dos recursos de hidratos de gas no
mundo], dos mecanismos de controle da ESTABILIDADE em que esses micro-
organismos estdo envolvidos, e dos fluxos de carbono das camadas da
subsuperficie, mediados microbiologicamente.” Essa compreensdo deve
eventualmente permitir empregar micro-organismos para desestabilizar os hidratos,
criando, assim, novas técnicas de MEOR para a produgcdo de metano a partir de
hidratos de gas.

Ainda em 2009, em contato pessoal com Dr. Fred Wright, do Geological
Survey of Canada, ele ja dizia que havia o “potencial para utilizar comunidades
microbianas que convertem o metano em CO:2 para possivelmente permitir a
desestabilizacdo controlada dos hidratos de metano”. Outros pesquisadores (Dr. P.
R. Bishnoi, University of Calgary, e outros) também sugeriram essa possibilidade, ja
que o micro-organismo Acidimethylosilex fumarolicum SolV cresce em condi¢des
anoxicas, apenas com metano como fonte de energia, até em pH de 0,8 (POL,
2007). Yan et al. (2006) encontraram uma grande diversidade de genes funcionais
que codificam a capacidade de converter o metano nos micro-organismos
metanotréficos, em sedimentos associados aos depdsitos de hidratos de gas no

Golfo do México. Esse podera ser uma fonte para buscar e aplicar os elementos
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genéticos que possivelmente abrirdo novas perspectivas de processos
microbiologicos para a dissociagao de hidratos de gas.

Como as formagdes de hidratos de gas que poderiam ser produzidas se
encontram em profundidades e temperaturas amenas a atividade microbiana, essas
técnicas nao deveriam enfrentar obstaculos intransponiveis para sua aplicagao,
faltando mais estudos para um melhor entendimento dos processos envolvidos e das
melhores formas de aplicacéo e controle.

Dessa forma, uma das mais importantes técnicas de MEOR, em relacédo ao
potencial de aproveitamento energético dos hidratos de gas, seria a técnica de
dissociagdo microbiana de hidratos de gas. Infelizmente, até o momento, ndo ha
registro de pesquisas adiantadas feitas com esta técnica. A Unica iniciativa
conhecida a respeito é do proprio autor, que fez estudos preliminares que apontaram

o possivel impacto dessas técnicas (JONES, 2009b).

7.3.2.3 Bioacidificagao

A bioacidificagdo, uma técnica relativamente nova, é apontada como
promissora para ser aplicada em certos reservatorios brasileiros, € mais esforgos
sdo sugeridos para que seu verdadeiro potencial possa ser avaliado. Os resultados
dos ensaios realizados com amostras de rochas de reservatorios carbonaticos, e
com amostras de rochas de reservatérios areniticos com cimentagdo carbonatica,
foram inconclusivos em relacéo a eficacia dessa técnica.

Inicialmente, os resultados apontaram para uma reducado da permeabilidade,
0 oposto do resultado desejado, provavelmente induzida pelo efeito de entupimento
pelo crescimento de biofiimes e bioflocos microbianos, observados nos poros das
rochas tratadas (nas laminas petrograficas). Posteriormente, porém, com maior
tempo de incubagdo da solugdo microbiana injetada, os resultados demonstraram
uma significativa melhora da permeabilidade.

Esses resultados demonstram que a técnica de bioacidificagdo realmente
induziu mudancgas na permeabilidade das amostras, mas como os efeitos positivos
nao puderam ser observados por mais tempo, para ver até onde chegariam, seria

importante realizar novos ensaios nesse sentido. Como o maior tempo de incubagao
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testado foi de apenas vinte dias, resta saber se um tempo de incubacéo ainda maior
seria suficiente para reverter a reducéo inicial da permeabilidade, e obter resultados
positivos. Esses tempos de tratamento ainda s&o relativamente curtos, em relacao a
duracao de intervencdes comuns em pogos de petroleo, portanto tratamentos com
essa técnica, mas com duragao maior, ndo seriam necessariamente inviaveis.

Evidéncias de que também ocorreu algum efeito positivo com a aplicagao da
técnica de bioacidificacdo sdo muito importantes, pois demonstram que essa técnica
nao deve ser descartada sem maiores estudos para comprovar seu verdadeiro
potencial.

Também fica claro que se os fatores que levaram a reducgado inicial da
permeabilidade puderem ser controlados, revertidos, ou compensados, essa técnica
de MEOR tem o potencial de ter grande aplicabilidade nos campos petroliferos
brasileiros, em que as rochas reservatorio ou sdo carbonaticas ou tém alguma
cimentagdo carbonatica que restringe sua produgdo. Essas condigbes sao
amplamente difundidas nas bacias petroliferas brasileiras, portanto mais esforgos
para buscar entender melhor os mecanismos operantes dessa técnica sao
fortemente indicados.

Com os ensaios realizados, a técnica de bioacidificagao apresenta resultados
que sugerem que deva ser mais estudada, para constatar se a tendéncia de
recuperacao da permeabilidade representa um efeito que pode continuar, dado mais
tempo de incubagao ou modificagdo em outros parametros. Nesse caso, a técnica se
tornaria uma alternativa atrativa.

Dessa forma, uma importante sugestdo para novos ensaios seria a realizagao
das medigbes da permeabilidade apdés o tratamento, em prazos (tempos de
incubagéo) ndo somente de 10 e 20 dias, mas também de 30, 45 e até de 60 dias.
Esses prazos ainda sdo compativeis com a realidade de diversos métodos de EOR,
e como envolvem apenas a incubagao por mais tempo, sem esforgcos ou despesas
significativas adicionais, podem se justificar, caso os resultados venham a ser mais
positivos nesses prazos.

De todas formas, face a grande variabilidade dos parametros, observada nas
amostras antes e mesmo depois dos ensaios, futuros ensaios devem considerar a
utilizagcdo de um numero muito maior de amostras de cada tipo de rocha. Isso
permitiria testar mais periodos de incubagao, e também obter valores probabilisticos

das medigbes da permeabilidade, utilizando conjuntos de pelo menos dez amostras
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para cada medicdo, por exemplo, 0 que permita analisar melhor o comportamento
dos parametros estudados e obter resultados com maior confiabilidade.

Como as rochas carbonaticas tém grande variabilidade de comportamento em
relacdo a permeabilidade, e também em relacdo a interagdo com o tipo de dleo
encontrado nesses reservatorios, eventualmente seria interessante realizar ensaios
com rochas (testemunhos) de diferentes campos petroliferos.

Na acidificagdo, os processos realizados pelos micro-organismos introduzidos
sdo lentos e sutis, pois ndo se espera uma drastica modificagdo do pH dos fluidos.
Por outro lado, o objetivo que se deseja alcangar ndo € uma mudanga em si no pH
dos fluidos na rocha, mas uma mudancga fisica da rocha que permita que o dleo
possa ser produzido com mais facilidade. Ainda assim, por se tratar de uma técnica
de acidificacdo, outra sugestdo para proximos ensaios € medir o pH da solugao
contendo o consorcio microbiano antes e depois da incubagédo. Ja que mesmo
pequenas modificagdes no pH, agindo durante o periodo relativamente longo de
incubacao, poderiam ser eficazes na dissolu¢gdo de pelo menos uma pequena parte
da rocha, medir o pH da solu¢do poderia fornecer uma indicagdo, pelo menos, de
quéo significativa é essa mudanga de pH (acidificagéo).

Finalmente, como as modificagcdes ocorridas nas amostras das rochas
testadas ocorreram em escala microscépica, e como a observagdo das laminas
petrograficas com o microscopio utilizado ainda apresentou bastante dificuldade de
estabelecer claramente as modificagbes ocorridas, futuros ensaios devem considerar
duas novas estratégias. A primeira é a utilizagdo de um microscopio com maior
poder de resolugdo, como um microscépio eletrébnico de varredura, para a
observagao mais precisa das possiveis modificacdes nos poros e na cristalizacdo da
cimentagao, ja que sua resolugdo € muito maior do que a de um microscopio 6tico. A
segunda € a utilizagdo de um equipamento de ressonancia nuclear magnética,
proprio para a analise de rochas, para realizar observagdes da estrutura
tridimensional dos poros das amostras antes e depois do tratamento, ja que esse
equipamento permite a investigacdo em uma escala muito menor do que a de um

microscopio otico.



322

7.3.2.4 Bioconversao de COz2 in situ

Com base no forte e crescente interesse na mitigagdo dos efeitos dos gases
de efeito estufa, quaisquer técnicas de MEOR que possam ajudar nesse esfor¢o se
tornam atrativas para a industria do petréleo, uma das mais visadas em relagao a
esse tema. Infelizmente, apesar do grande potencial das técnicas de MEOR voltadas
para a bioconversao de CO2 em metano, duplamente vantajosas, tanto do ponto de
vista de aproveitamento energético, como do ponto de vista de mitigagdo de gases
de efeito estufa, essas técnicas ainda estdo relativamente longe de poderem ser
aplicadas comercialmente.

Os mecanismos quimicos e biolégicos das rotas mais comuns dessa
conversao sao relativamente conhecidos, mas questdoes como a escolha dos micro-
organismos mais eficazes, o controle de sua atividade e das condigbes de aplicagao
e de monitoramento, e do real desempenho obtido nessas aplicagbes, ainda
precisam maiores estudos para poderem fornecer maior controle, desempenho e
previsibilidade a essas técnicas.

Ainda assim, a industria do petrdleo se encontra fortemente pressionada a
desenvolver técnicas que possam trazer beneficios ambientais, para compensar sua
grande pegada ambiental, especialmente no que tange as emissdes de CO2. Dessa
forma, seria muito importante para essa industria, mais do que para qualquer outra,
desenvolver tais técnicas, buscando beneficios ambientais e produgéo energética.

O valor da possivel producdo energética dessas técnicas de converséao de
CO:2 esta relacionado ao metano e outros hidrocarbonetos provenientes das reacbes
de conversdao de CO:2 atualmente conhecidas e estudadas. Mesmo que essas
técnicas eventualmente permitam uma producéo significativa de gases energéticos a
partir da bioconversédo de CO2, esse valor energético deve ser avaliado numa
perspectiva que considera o valor atual da producédo total de petrdleo e gas dessa
industria, o que relativiza esse possivel beneficio.

Dadas as pressdes da opinido publica a que esta sujeita, esse objetivo
(producao energética) provavelmente tera menor peso para a industria do petrdleo,
do que os possiveis beneficios ambientais decorrentes desses processos (mitigagéo

de gases de efeito estufa).
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7.4 Introdugcao de MEOR como Parte do toolbox da Industria de Petréleo

O objetivo de tornar mais frequente a adogao das técnicas de MEOR, e de
fazer com que alcancem um amplo reconhecimento do seu potencial, por parte da
industria do petréleo, evidentemente ainda nao foi alcangado, especialmente no
Brasil, onde as experiéncias com MEOR ainda s&o incipientes.

A favor desse objetivo, além do histérico positivo de MEOR, ha o apelo de
uma tecnologia cujo fundamento € a microbiologia, hoje entendida como fonte dos
maiores ensinamentos que a natureza pode oferecer ao homem. Se, apesar desses
fatores, MEOR ainda n&o esta completamente inserida como parte das ferramentas
padréo da industria do petrdleo, isso se deve, provavelmente, a complexidade e
dificuldade de desvendar os mecanismos operantes, e conseguir controlar
satisfatoriamente os respectivos processos. A industria do petréleo esta acostumada
a poder contar com ferramentas aplicaveis a exploragédo e produgdo desse recurso,
que apresentam um elevado grau de previsibilidade. Os métodos de EOR utilizados
pela industria estdo basicamente fundados em processos fisicos e quimicos bem
compreendidos, e com técnicas de controle e previsdo bem desenvolvidas. Quando
operadores decidem optar por utilizar técnicas de MEOR, mesmo se baseadas em
processos semelhantes aos de EOR, eles enfrentam um desconforto em relagdo a
experiéncia com os métodos de EOR. Em MEOR, existe muito mais complexidade,
menos conhecimento, e maior dificuldade de dominio absoluto dos mecanismos
operantes.

Com base nos estudos levantados, que demonstram sucessos em diversos
tipos de aplicagdes, ha embasamento suficiente para sugerir que as técnicas de
MEOR devem ser efetivamente introduzidas como parte integrante do toolbox das
empresas que atuam na industria de petrdleo e gas. Os estudos adicionais
propostos acima, para certas técnicas de MEOR que merecem ser mais estudadas,
poderdo ajudar a dissipar alguma resisténcia institucional em relagdo a MEOR,
trazendo mais conhecimentos e aperfeicoamento dessas técnicas, de seus
mecanismos operantes, e dos métodos de controle e monitoramento de seu
desempenho.

Essa insercao, utilizando os conceitos de MEOR discutidos ao longo deste

trabalho, permitiria alavancar ao maximo os beneficios da utilizagdo da tecnologia de
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MEOR. Se a presente tese conseguiu ajudar a alcangar esse objetivo, representara
uma contribuicdo de grande valor para a tomada de decisdes estratégicas pelos
players da industria de petréleo no mundo, pelos paises que detém recursos
petroliferos cujo valor possa ser alavancado com essas técnicas, e pelo Brasil, onde
diversas bacias petroliferas e recursos ndo convencionais foram apontados como

possiveis beneficiarios da aplicagéo das técnicas de MEOR.

7.5 Relevancia estratégica de MEOR

As conclusdes acima evidenciam a importancia da tecnologia de MEOR, e de
suas diversas técnicas, para empresas e paises em condi¢gdes de aplicar esses
conceitos aos seus recursos petroliferos. Dado o valor que o0s recursos energéticos
representam para a economia mundial, maximizar o aproveitamento dos recursos ja
descobertos, ou seja, aumentar o fator de recuperagdo desses recursos € um
objetivo revestido de implicagbes estratégicas, tanto para os paises detentores de
reservas de petrdleo e gas, como para as empresas que explotam esses recursos. O
dominio das técnicas de EOR, e especialmente das técnicas de MEOR, representa
um fator estratégico de seguranca e competitividade, semelhante ao que foi o
dominio das técnicas de exploracao e produgao de petrdleo em aguas profundas.

As técnicas de MEOR estdao amplamente fundamentadas e respaldadas por
conceitos analogos aos operantes em processos precursores e paralelos, assim
como em inumeros exemplos de aplicagdes praticas bem sucedidas. Dados os
ganhos potenciais advindos das técnicas envolvendo MEOR, elas ndo podem mais
ser relegadas a um segundo plano, nos planos de pesquisa e desenvolvimento dos
players da industria de petroleo, nem apenas levadas a cabo por estudos nao
publicados ou confidenciais. A importancia e as implicagdes estratégicas para as
empresas de petrdleo que detiverem esta tecnologia sdo, portanto, comparaveis as
que envolveram a questdo do dominio das tecnologias de produgao de petrdleo em
aguas profundas. As questdes estratégicas, relacionadas a economia nacional e a
autonomia energética de paises como o Brasil, ditam uma nova visdo em relagao as

técnicas de MEOR, orientada para sua maior aplicagéo pratica. Por outro lado, a
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abundante e crescente disseminagcdo e experiéncias com as técnicas de MEOR
comprovam esta tendéncia.

A partir da compilagdo dos campos petroliferos e dos recursos nao
convencionais, identificados como de possivel interesse para exploragao e producao
de Oleo e gas, € possivel relacionar determinados aspectos que podem ser
importantes na determinacédo do sucesso ou do desempenho de técnicas de MEOR,
caso sejam aplicadas nesses casos. Os objetivos compreendidos por recursos nao
convencionais, assim como a recuperag¢ao de maiores percentuais das reservas ja
descobertas, representam uma tendéncia mundial que esta, cada vez mais, apoiada
em novas abordagens ndo convencionais, tanto tecnolégicas como contratuais,
organizacionais e estratégicas (LEIS, McCREERY, GAY, 2012). Como consequéncia
dessa tendéncia, recursos nao convencionais, métodos ndo convencionais de
recuperagao, e regides antes tidas como inacessiveis, estdo se tornando o foco das
iniciativas dos grandes players da industria do petrdleo, especialmente das NOCs,
cujos objetivos corporativos nao se dissociam dos interesses nacionais soberanos.
Especialmente as NOCs podem e devem trabalhar os objetivos de longo prazo,
considerando os interesses nacionais e as questdes estratégicas advindas do
dominio de técnicas que permitam alcangar uma vantagem competitiva na

exploragéo e produgao dos recursos energéticos disponiveis.

7.6 Outras Consideragoes

Dessa forma, além de focar estudos em aspectos técnicos da compreenséao e
da avaliagcédo dos processos operantes nas diversas técnicas de MEOR, é necessario
realizar mais estudos dos aspectos gerenciais, econémicos e estratégicos de MEOR.
Ndo é de estranhar que esses aspectos foram justamente alguns dos pontos
importantes destacados para as técnicas de EOR em geral, como relatado, por
exemplo, pela pesquisa sobre o futuro das técnicas de EOR, durante o Enhanced Oil
Recovery World Congress 2012, realizado em Abu Dhabi, em 2012. Alguns desses

pontos foram:
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e Avaliagao do potencial de cada técnica de MEOR em campos petroliferos
existentes;

e Avaliacdo dos avangos possiveis em cada técnica;

e Avaliacao dos projetos de MEOR de cada pais, levando em conta seus
interesses nacionais;

¢ Avaliacao do potencial de parcerias entre diferentes players;

o Estudos da maximizagao da recuperag¢ao, como objetivo estratégico;

¢ Avaliagédo dos aspectos econdmicos de cada técnica;

¢ Avaliagao dos diferentes requisitos (recursos humanos, tecnolégicos,

equipamentos, produtos, etc.) para aplicagao das técnicas de MEOR

Uma das contribuicbes desta tese € uma nova avaliacdo criteriosa do
potencial de diversas técnicas de MEOR, resultando numa hierarquizagao dessas
técnicas, com base numa visdo de reservatorio, em vez de numa visdo do o6leo
contido, como convencionalmente tem sido a abordagem das técnicas de MEOR.
Essa nova forma de avaliar o potencial dessas técnicas representa uma importante
quebra de paradigma na forma como sao estudadas e aplicadas.

Da mesma forma, com base nas especificidades de alguns dos principais
reservatorios brasileiros, sdo propostas técnicas de MEOR cujo beneficio potencial é
avaliado como sendo maior nesses casos. Nao se tem conhecimento, na literatura,
de uma avaliagao desse tipo para os principais reservatorios brasileiros.

Dado o estudo das técnicas de MEOR descritas na literatura, e de algumas
que foram estudadas em projetos e aplicagbes em campo, também sao propostas
técnicas avaliadas como sendo mais promissoras em futuras aplicagcdes. E
justamente nessas técnicas que se propde que sejam empenhados os maiores
esforcos no seu estudo e aplicacdo. Esse direcionamento representa uma
contribuicdo concreta para a P&D na area de MEOR, ajudando a focar recursos em
técnicas mais promissoras.

Especificamente, uma técnica relativamente nova, a bioacidificacdo, €
apontada como promissora para ser aplicada em certos reservatoérios brasileiros, e
mais esforgos sdo sugeridos para que seu verdadeiro potencial possa ser avaliado.

Finalmente, esta tese sugere que as técnicas de MEOR devem ser

introduzidas como parte integrante do toolbox das empresas que atuam na industria
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de petrdleo e gas. Essa insercdo, utilizando os conceitos apresentados acima,
permitiria alavancar ao maximo os beneficios da utilizacdo da tecnologia de MEOR.
Isso envolve a plena aceitagdo da tecnologia de MEOR por parte dos players da
industria de petréleo no mundo, e para alcancgar essa aceitagao € compreensivel que
seja necessario oferecer evidéncias robustas do potencial da tecnologia de MEOR.
Se a presente tese conseguiu ajudar a alcancar esse objetivo, representara uma
contribuicdo de grande valor para a tomada de decisbes estratégicas pelos players
da industria de petréleo no mundo, e pelos paises que detém recursos petroliferos
cujo valor possa ser alavancado com essas técnicas.

Ficou clara a importancia da tecnologia de MEOR, e de suas diversas
técnicas, para empresas e paises em condi¢des de aplicar esses conceitos aos seus
recursos petroliferos. Dado o valor que os recursos energéticos representam para a
economia mundial, maximizar o aproveitamento dos recursos ja descobertos, ou
seja, aumentar o fator de recuperagao desses recursos € um objetivo revestido de
implicagdes estratégicas, tanto para os paises detentores de reservas de petroleo e
gas, como para as empresas que explotam esses recursos. O dominio das técnicas
de EOR, e especialmente das técnicas de MEOR, representa um fator estratégico de
seguranga e competitividade, semelhante ao que foi o dominio das técnicas de

exploragéo e produgao de petréleo em aguas profundas.
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CONCLUSOES

Em relagdo ao objetivo de demonstrar que os processos microbioldgicos que
ocorrem na natureza podem ser adaptados ou diretamente aproveitados na industria
do petréleo e gas para melhorar o fator de recuperagdo, a produgdo ou o
desempenho das operacdes e intervencdes, o histérico dos inuUmeros estudos
analisados respalda amplamente o objetivo de mostrar o potencial de MEOR para
trazer beneficios concretos a essa industria.

O objetivo de tornar mais frequente a adogao das técnicas de MEOR, e de
fazer com que alcancem um amplo reconhecimento do seu potencial, por parte da
industria do petréleo, evidentemente ainda ndo foi alcangado, especialmente no
Brasil, onde as experiéncias com MEOR ainda sao incipientes. Se as técnicas de
MEOR ainda ndo estdo completamente inseridas como parte das ferramentas
padrao da industria do petrdleo, isso se deve, provavelmente, a complexidade e
dificuldade de desvendar os mecanismos operantes, e conseguir controlar
satisfatoriamente os respectivos processos.

Em relagcdo ao objetivo de identificar determinadas técnicas de MEOR que
possam ser mais aplicaveis aos reservatorios petroliferos e outros recursos nao
convencionais no Brasil, a pesquisa realizada permitiu relacionar algumas
condicdes, bacias, e recursos em que possa haver maior potencial para a aplicacéo
de determinadas técnicas de MEOR.

Especificamente, foi possivel sugerir o uso de técnicas de MEOR mais
consolidadas, como a producado de biossurfatantes e biopolimeros, e a técnica de
exclusao biocompetitiva de BRS (TEB), em campos maduros brasileiros onshore,
onde uma relativa facilidade em relagdo a infraestrutura instalada, assim como o
baixo Capex (despesas de capital ou investimento) exigido, favorecem a atuagéo por
parte de players de menor porte da industria do petrdleo. A pesquisa realizada
também mostrou que essas técnicas apresentam um Opex (despesas operacionais,
ou custo) relativamente baixo, em relagdo ao valor do 6leo adicional recuperado,
favorecendo a economicidade e viabilidade dessas iniciativas.

A possibilidade de participacédo de empresas de menor porte na aplicagao de
técnicas de MEOR em bacias maduras representa um interessante modelo de

negocios, com caracteristicas, vantagens e beneficios proprios, como menor risco,
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investimentos mais modestos, e a criacdo de uma industria de servigos constituida
de empresas menores, justamente em regides onde a geragao de emprego e renda
seria bem-vinda como forma de diversificar a atual concentragdo geografica e o
dominio de grandes empresas, que existe na industria do petréleo atualmente.

Entre as bacias brasileiras que poderiam se enquadrar nesse perfil, estdo a
Bacia do Recbéncavo, Bacia de Sergipe-Alagoas e Bacia Potiguar.

Também foi possivel sugerir o uso de técnicas de MEOR relativamente bem
consolidadas, envolvendo a producgao biolégica de biossurfatantes ou biopolimeros
ex situ, nas Bacias de Campos, Santos e Espirito Santo, ja que dessa forma essas
técnicas de MEOR ndo dependem da sobrevivéncia dos micro-organismos nas
condigdes adversas comuns nos reservatérios dessas bacias. A TEB também foi
apontada como técnica de possivel aplicagdo em alguns reservatorios dessas
bacias, no controle da biossulfetogénese, ja que esse problema envolve despesas
muito significativas. A bioacidificacdo apresenta menor potencial, mas poderia ser
uma alternativa aos métodos de EOR envolvendo a acidificagcdo quimica para o
combate a ocorréncia dos danos (efeito skin) verificados em certos pogos da Bacia
de Campos

Em relagao a recursos ndo convencionais e técnicas de MEOR que ainda nao
foram bem dominadas, foi identificado um grande potencial para o emprego dessas
técnicas na transformagao de recursos energéticos ndo convencionais ou de dificil
aproveitamento, como os folhelhos betuminosos e o carvdo. Esse é o caso,
especialmente, dos folhelhos betuminosos da Formacéao lIrati, onde as técnicas de
MEOR com base em processos semelhantes a gaseificacdo de 6leo in situ poderiam
ser uma alternativa a mineracdo e processamento desses recursos nhao
convencionais, como faz atualmente a Petrobras em Sdo Mateus do Sul, PR
(Petrosix). Dado o volume desses recursos energéticos na Bacia do Parana, essas
técnicas poderiam disponibilizar significativas quantidades de metano e outros
produtos, caso sua aplicagao venha a ser viabilizada comercialmente. O atual estado
da arte dessas técnicas sugere que essa viabilidade esteja proxima.

A grande escala das operagdes provavelmente envolvidas na aplicagao
dessas técnicas sugere que seja mais provavel que essas atividades somente
possam ser realizadas por empresas de maior porte, ou através de entidades
governamentais, que tenham acesso ao mercado de capitais, ou a recursos de P&D,

em nivel nacional ou internacional. Mesmo se essa atuagao eventualmente atingir o
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potencial esperado para a monetizacdo desses recursos, e uma elevada
rentabilidade em relacdo ao Opex dos processos, o0 elevado Capex de operagdes
desse porte provavelmente exclui a participagcdo de players de menor porte da
industria do petréleo, representando um modelo de negdcios com dominio de
majors.

Finalmente, foram sugeridos mais esforgos para aperfeigoar certas técnicas
de MEOR avaliadas como tendo mais potencial. Entre as técnicas de MEOR
relativamente consolidadas, identificadas como sendo merecedoras de mais estudos
focados em otimizar seu desempenho, estdo as técnicas de produg¢ao microbiana de
biopolimeros; produ¢ado microbiana de biossurfatantes; e exclusdo biocompetitiva de
BRS (TEB). Entre as técnicas de MEOR ainda pouco consolidadas, identificadas
como sendo merecedoras de mais estudos focados em viabilizar seu potencial, que
ainda nao foi plenamente comprovado, estdo as técnicas de gaseificacao de carvao
in situ; gaseificacdo de 6leo ou matéria organica in situ; dissociagdo microbiana de
hidratos de gas; bioconverséo in situ de CO2 em metano; e bioacidificagao.

Para novos ensaios com a técnica de bioacidificacdo, foram apresentadas
diversas sugestdes para aprimorar a metodologia empregada e os equipamentos
utilizados.

As conclusdes acima evidenciam a importancia da tecnologia de MEOR, e de
suas diversas técnicas, para empresas e paises em condi¢des de aplicar esses
conceitos aos seus recursos petroliferos. Dado o valor que os recursos energéticos
representam para a economia mundial, maximizar o aproveitamento dos recursos ja
descobertos, ou seja, aumentar o fator de recuperagdo desses recursos € um
objetivo revestido de implicagbes estratégicas, tanto para os paises detentores de
reservas de petroleo e gas e outros recursos energéticos, como para as empresas
que explotam esses recursos. O dominio das técnicas de MEOR representa um fator
estratégico de seguranca e competitividade, semelhante ao que foi o dominio das

técnicas de exploragao e producao de petréleo em aguas profundas.
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APENDICE A - Algumas empresas e instituicdes de biotecnologia

aplicada com atividades na area de MEOR

Entidade Pais de Origem Site

Aalborg University Dinamarca http://vbn.aau.dk

BASF Alemanha http://www.basf.com/group/corporate/pt
BGR - Geomikrobiologie Alemanha http://www.bgr.bund.de

Brookhaven National Laboratory

Stony Brook, NY, EUA

http://www.stonybrook.edu

Cairo University Egito http://cu.edu.eg/Search

Champion Technologies, Inc. Houston, EUA http://www.champ-tech.com/
Chemiphase Advanced Chemistry Reino Unido http://www.chemiphase.co.uk/
CIPR - Norwegian Centre of Excellence Noruega http://www.cipr.uni.no

Danish Technological Institute Dinamarca http://www.dti.dk

Daqing Petroleum Institute Daging, China http://www.dgpi.edu.cn/default.html
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Enhanced Oil Recovery Inc. Austin, EUA http://www.microbialeor.com/
Enhanced Oil Recovery Institute Lramie, EUA http://www.uwyo.edu/eori/
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California, EUA
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Houston, EUA
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Microrganismo |Fung§o Caracteristicas Referéncia
Emulsificaca 3 tens3o interfacial 3
Acinetobacter calcoaceticus |Producao de biossurfatantes ml.J S! cgcao, reducao da tenso interfacial, redugao #1
da viscosidade
Acinetobacter sp. Produgéao de biossurfatantes poliméricos, Emulsan #1
Acinetobacter sp. Sintetizar lipopolissacarideos, Emulsan #2
Arthrobacter Producéo de glicolipideos trealose (surfatantes) Surfatantes das paredes celulares de micobactérias  |#3
Arthrobacter paraffineus Produgao de biossurfatantes Emglsmcggao, redugdo da tensdo interfacial, redugao #1
da viscosidade
Arthrobacter sp. Produgéo de fosfolipideos #1
Arthrobacter sp. Sintetizar corinomicolatos trealose néo iénicos #2
B licheniformis Producgéo de glicolipideos "Lychenysin" #1
B subtilis Lipopeptideos, Surfactin #1
B. subtilis Biossurfatantes gxtracelulares, degradagao de n- Tolerancia a altas temperaturas (121°C), anaerébico  |#4
alcanos de cadeia longa
Bacillus Levan (biopolimero) #1
Podem formar endosporos dormentes e resistentes,
Bacillus pode produzir bioprodutos uteis para MEOR que podem sobreviver sob condigbes ambientais #1
adversas
Bacillus cereus Degradacéo lde cgmgostos pesados de HC, e 141
processos bio-oxidativos
Bacillus licheniformis Producéo de biossurfatantes #1
| ] ) = . .
Bacillus licheniformis Producéo de biomassa MPPM, e?tumm,emo SEIE.“VO’ rfzdugao da \nsl(l:omdade, #1
degradagéo de 6leo, modificagdo da molhabilidade
Bacillus mojavensis JF-2 Producgéo de biossurfatante e biofilme #5
Bacillus polymyxa Produgo de biopolimeros IMPE’M, cpntrole da mobilidade do éleo, modificagédo 1
da viscosidade
Bacillus sp. Producao de biossurfatantes Emglsmcggao, reducéo da tensao interfacial, redugao 11
da viscosidade
Bacillus sp. Produgédo anaerdbica de biossurfatante #3
Bacillus sublilis Prodlul2|lr lipoproteinas ou lipopeptideos, Surfactin e 1o
Subtilisin
Bacillus pumilus A1 Producgéo de Surfactin (surfatante) #6
Betacoccus dextranicus |MFD? #3
Brevibacillus brevis Degradacéo lde cgmgostos pesados de HC, e 11
processos bio-oxidativos
Brevibacterium viscogenes Produgao de biopolimeros IMPF.’M’ C.o ntrole da mobilidade do dleo, modificagéo #1
da viscosidade
C. tropicalis Produzir lipopolissacarideos ligados a parede celular, 1o
quando crescem em n-alcanos
Candida Produgéo de glicolipideos #1
Candida antarctica Producgéo de "mannosylerthritol" (lipideo) #6
Candida lipolytica Produzir lipopolissacarideos ligados a parede celular, o
quando crescem em n-alcanos
Podem formar endosporos dormentes e resistentes,
Clostridium pode produzir bioprodutos Uteis para MEOR que podem sobreviver sob condigdes ambientais #1
adversas
Usa a enzima hidrogenase como um catalista para
- = . produzir acido acético, acido butirico, e hidréxido de
Clostridium Produgao de hidrogenase . . . . #3
amoénia, a partir de CO2, agua, e nitratos no
reservatorio
Clostridium Producdo de gases: CO2, H2S e metano #1
Produgao de produtos da fermentacéo (acidos graxos
Clostridium acetobutylicum de cadeia curt’a, CO2, e tragqs de efanoll, ’1—lbutanol, e 43
acetona) e agUcares, 80-90 dias ap6s o inicio da
injecéo
Clostridium acetobutylicum Produgéo de biossolventes Emulsificagdo, redugao da viscosidade #1
Clostridium pasteurianum Produgéo de biossolventes Emulsificagdo, redugdo da viscosidade #1
Clostridium pasteurianum Producgéo de lipideos surfatantes neutros #3
Clostridium roseum spores #3
Clostridium sp. Pode produzir 0,0034 mol de acido por quilo de 41
melaco
Clostridium sp. Produgéo de biossurfatantes Emglsmcggao, reduggo da tensdo interfacial, redugdo #1
da viscosidade
Clostridium sp. Produgéo de bio-acidos #1
Aumento da presséao, inchamento do 6leo, redugéo da
Clostridium sp. Produgéo de biogases tensdo interfacial, redugéo da viscosidade, aumento  J#1

da permeabilidade
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Microrganismo |Fung§o Caracteristicas Referéncia
Corynebacteria sp. Produgao de micolatos e corinomicolatos #2
Usa a enzima hidrogenase como um catalista para
Desulfovibrio Produgo de hidrogenase proiiulzir acido lacélico, écido butiri(}o, e hidréxido de 3
amonia, a partir de CO2, agua, e nitratos no
reservatorio
Desulfovibrio Producédo de gases: CO2, H2S e metano #1
Desulfovibrio Produgéo de H2S #3
diversos [nlprorgan|smos Produgéo de gases: CO2, H2S e metano #1
metanogénicos
Enterobacter aerogenes Producgao de bio-acidos #1
/Aumento da presséo, inchamento do 6leo, redugéo da
Enterobacter aerogenes Produgao de biogases tensao interfacial, redugéo da viscosidade, aumento  J#1
da permeabilidade
Enterobacter sp. Produgéo de biopolimeros IMPF.’M’ cpntrole da mobilidade do leo, modificagdo #1
da viscosidade
Enterobacter sp. Producéo de biopolimeros insoluveis #1
fungus Sclerotium Produgdo de Scleroglucan (biopolimero) #3
Gluconobacter cerinus Produgéo de omitinolipideos #2
Leuconostoc mesenteroides |Produgdo de biomassa MPPM, e?tumm,emo SEIE.“VO’ rf}dugao da \nsl(l:omdade, #1
degradagéo de 6leo, modificagdo da molhabilidade
Leuconostoc mesenteroides |Producéo de biopolimeros IMPF,,M’ c,o ntrole da mobilidade do dleo, madificagao #1
da viscosidade
Aumento da presséao, inchamento do 6éleo, redugéo da
Methanobacterium sp. Produgéo de biogases tensédo interfacial, redugéo da viscosidade, aumento  J#1
da permeabilidade
Mycobacteria sp. Produgéo de micolatos e corinomicolatos #2
Mycobacterium Producéo de glicolipideos trealose (surfatantes) Surfatantes das paredes celulares de micobactérias  |#3
Mycobacterium sp. Produgéo de fosfolipideos #1
Mycobacterium sp. Sintetizar corinomicolatos trealose néo iénicos #2
Nocardia Producéo de glicolipideos trealose (surfatantes) Surfatantes das paredes celulares de micobactérias  |#3
Nocardia erythropolis Producéo de lipideos neutros #6
Nocardia sp. Produgao de micolatos e corinomicolatos #2
Ochrobactrum anthropii Produgéo de proteinas #6
Penicillium spiculisporum Producéo de acido spiculospdrico (surfatante) #6
Phaffta rhodozyma Producgéo de lipideos de carboidratos #6
Pseudomonas aeruginosa Reduzir a viscosidade do 6leo #1
Pseudomonas aeruginosa Produgao de rhamnolipideos #1
Pseudomonas aeruginosa Biossurfatantes gxtracelulares, degradaggo de n- Tolerancia a altas temperaturas (121°C), anaerébica  |#4
alcanos de cadeia longa
Pseudomonas Producgéo de gases: CO2, H2S e metano #1
Pseudomonas Producéo de glicolipideos #1
Pseudomonas rubescens Producgao de omitinolipideos #2
Pseudomonas_sp. Producéo de glicolipideos trealose (surfatantes) #1
Pseudomonas _sp. Producao de omitinolipideos #2
Pseudomonas sp. Produgéo de biossurfatantes Emglsiﬁcggéo, reduggo da tensdo interfacial, redugdo #1
da viscosidade
R. erythropolis Producéo de glicolipideos trealose (surfatantes) #1
Rhodococcus erythropolis Sintetizar corinomicolatos trealose n&o iénicos #2
Rhodococcus sp. Produgdo de micolatos e corinomicolatos #2
Sclerotium sp. Producgéo de Scleroglucan (biopolimero) #1
Shewanella oneidensis MR-1 JProducao de biofilme #5
T. thiooxidans Producgéo de biossurfatantes poliméricos, Emulsan #1
Thiobacillus ferroxidans Producao de omitinolipideos #2
Thiobacillus thiooxidans Producéo de fosfolipideos #1
Torulopsis bombicola Producgao de lipideos soforosos #6
Torulopsis sp. Produgéo de omitinolipideos #2
. ~ ) MPPM, entupimento seletivo, redugédo da viscosidade,
Xanthomonas campestris Produgao de biomassa degradagéo de 6leo, modificagdo da molhabilidade #
Xanthomonas campestris Produgao de biopolimeros IMPF,,M’ c,o ntrole da mobilidade do dleo, madificagao #1
da viscosidade
Xanthomonas sp. Fe@enlar glicose’e produzir um heteropolissacarideo 3
termicamente estavel
Xanthomonas_sp. Producao de goma xantana (biopolimero) #1
Zymomonas mobilis Produgéo de biossolventes Emulsificagdo, redugao da viscosidade #1

: AL-SULAIMANI et al, 2011

#2: KARANTH, DEO & VEENANADIG, 2010

#3: BRYANT, R. S., 1987

#4: GUDINA, E.. J. et al, 2012

#5: DOLAN et al, 2012.

#6: BANAT, 1994
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APENDICE C - Poster apresentado no ISMOS4

ISMOS4 (International Symposium on Applied Microbiology and Molecular Biology in
Oil Systems), ocorrido no Rio de Janeiro, RJ, de 25 a 28 de agosto de 2013, no
Centro de Pesquisas e Desenvolvimento Leopoldo Américo Miguez de Mello
(CENPES), da Petrobras.

Site da pagina de resumos de pdsteres: <http://www.ismos-4.org/poster-format/

» s P g S

sl _ = R el
.'ul . . o = L ]
- \‘% " www.ismos-4.0org
O O AL AT -

Dear Colleague,

We hope you are planning to join ISMOS-4:The 4th
International Symposium on Applied Microbiology and
Molecular Biology in Oil Systems.

G e g ISMOS-4 will take place in Rio de Janeiro on August
25-28th, 201 3.

This conference explores the application of emerging
microbial and molecular biology tools to a wide range
of hydrocarbon resource environments.

Come and experience the largest molecular biology
event for the oil and gas industry in Rio de Janeiro,
Prote. flcarse Zenemeicns  Brazil's dynamic petroleum capital.

Trabalho aceito para apresentacdo em forma de péster:

Titulo: Development and Application of the Biocompetitive Exclusion Technology in
the Control of Biogenic Sulfide in the Oil Industry

Autores: A. Carvalho, D. Jesus, E. Ramos-de-Souza, F. Chinalia, C. Jones, P.F.
Almeida

Resumo: The aim of this research was to identify and evaluate the main variables
involved with the microbial biocompetitive exclusion technology (BET) approach for
controlling the activity of sulfate reducing bacteria (SRB) at offshore oil fields.
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Biogenic sulfide generation may be controlled by the activity of physiologically
competing strains, which are collective identified as petrobiotic bacteria. Produced
water and injected water samples were obtained from four distinct PETROBRAS
fields located at Bahia, Brazil. The following SRB were identified (16S rRNA):
Desulfovibrio vulgaris, Desulfovibrio alaskensis, Desulfovibrio capillatus,
Desulfovibrio sp., Desulfobacter sp., Desulfosarcina and Desulfotomaculum spp. The
following petrobiotic bacteria were identified: Halomonas salina, H. aquamarina, H.
meridiana, Halomonas sp., Marinobacter aquaeolei, M. hydrocarbonoclasticus and
Marinobacter sp. BET approach was stimulated by the addition of sulfate analogs,
such as: nitrate, sodium molybdate, tungstate, metavanadate and, SRB inhibiting
agents, such as nitrite. The effects of three distinct matrices were also evaluated in
combination with the former substances. The goal was to improve BET process
efficiency. Statistical analyses confirmed that, in average, sulfide production was
reduced in about 200 folds (~0.82+0.11 mg L-') when compared to the averaged
values obtained with the controls without BET treatment (~200+23.5 mg L).
Although Marinobacter and Halomonas species were the most predominant
petrobiotic organisms detected by molecular and culture methods, it seems to be that
helicoidal-type forms of bacteria were the organisms involved in BET as showed by
fluorescent microscopic analysis.
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APENDICE D - Poster apresentado no ISMOS4

ISMOS4 (International Symposium on Applied Microbiology and Molecular Biology in
Oil Systems), ocorrido no Rio de Janeiro, RJ, de 25 a 28 de agosto de 2013, no
Centro de Pesquisas e Desenvolvimento Leopoldo Américo Miguez de Mello
(CENPES), da Petrobras.

Site da pagina de resumos de pdsteres: <http://www.ismos-4.org/poster-format/

» s P g S
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Dear Colleague,

We hope you are planning to join ISMOS-4:The 4th
International Symposium on Applied Microbiology and
Molecular Biology in Oil Systems.

" Photes Pecekriosmonr  [SMOS-4 will take place in Rio de Janeiro on August
25-28th, 201 3.

This conference explores the application of emerging
microbial and molecular biology tools to a wide range
of hydrocarbon resource environments.

Come and experience the largest molecular biology
event for the oil and gas industry in Rio de Janeiro,
Prote. flcarse Zenemeicns  Brazil's dynamic petroleum capital.

Trabalho aceito para apresentacédo em forma de péster:

Titulo: Production of biosurfactant utilizing raw glycerin, a sustainable
biotechnological alternative

Autores: A. Damiao, C. Quintella, M. Roque, J. Cleveland*, J. Lima, P.F. Almeida

Resumo: Biosurfactants have been the object of studies in various biotechnology
areas, since they have properties applicable in many industries especially in oll
industries. Among the glycolipids, the most studied are the rhamnolipids produced by
bacteria of the Pseudomonas genera. Alternatives to improve their large scale
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production and lower costs would be to use recycled carbon sources, such as raw
glycerin, which is a byproduct of biofuels manufacturing, and whose market price is
ever more depressed. The use of glycerin was tested as an alternative carbon source
(CS) for growing two strains of Pseudomonas aeruginosa. They were grown in a
saline mineral medium (SM) with commercial (CG) and raw glycerin (RG) at 2% as
the CS. Analysis of the surface tension (ST) and stability of the Biosurfactants
produced were performed. The results showed that for strain CCMICS 106 there
were no significant differences among production media, but for strain CCMICS 109
there was a higher production of rhamnolipids (RL) in the 2% CG SM. In the 2% RG
SM, the CCMICS 106 and 109 strains produced 2.87 g/L and 2.31 g/L, respectively,
while in the 2% CG SM, they produced 2.47 g/L and 3.96 g/L. Chromatographic
analysis suggests that a type of mono-rhamnolipid was produced. RL achieved a
reduction in ST from 60.02mN/m to 26-30mN/m, and also exhibited good stability in
relation to temperature, salinity and pressure. The results demonstrate the viability of
using raw glycerin as a substrate and low cost alternative CS.

* Autor listado incorretamente (J. Cleveland, em vez de C. Jones)
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APENDICE E - Trabalho submetido para publicacdo em periédico da

area de biotecnologia (no prelo)

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF THE BIOCOMPETITIVE
EXCLUSION TECHNOLOGY IN THE CONTROL OF BIOGENIC

SULFIDE IN THE OIL INDUSTRY
Alexandra S. Carvalho', Djane S. Jesus?, Elias Ramos de Souza?, Fabio A.
Chinalia?, Cleveland M.Joness and Paulo F. Almeida®

1-Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Bahiano-IFBaiano, R. Bardo de Camagari, Catu, BA,
Brazil. ascvida@yahoo.com Tel. 71-88096910
2- Instituto Federal de Educagido, Ciéncia e Tecnologia da Bahia-IFBA, R. Emidio dos Santos, Barbalho,
Salvador, BA, Brazil. djane@ifba.edu.br Tel. 7188055390
3- Laboratorio de Biologia Computacional, Instituto Federal de Educac¢@o, Ciéncia e Tecnologia da Bahia-IFBA,
R. Emidio dos Santos, Barbalho, Salvador, BA, Brazil. ersouza@anp.gov.br Tel.21-21128100
4- Laboratorio de Biotecnologia ¢ Ecologia de Microrganismos, ICS, Universidade Federal da Bahia, Av. Reitor
Miguel Calmon, 27, Salvador, BA, Brazil. chinalia@hotmail.com Tel. 7191786220
5. Faculty of Geology, Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Rua Sao Francisco Xavier, 524, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil. cmjones@uerj.br Tel. 2493011174
6- Laboratorio de Biotecnologia ¢ Ecologia de Microrganismos, ICS, Universidade Federal da Bahia, Av. Reitor
Miguel Calmon, 27, Salvador, BA, Brazil. pfatk@yahoo.com.br Tel. 7199696938

ABSTRACT

This work optimized the methodologies used to develop and apply the Biocompetitive
Exclusion Technology (BET) and evaluate its efficiency in controlling biogenic sulfide
generation. Samples of produced water and injected water were collected from oilfields, for
evaluating the population dynamics of sulfate reducing bacteria (SRB), as well as of bacteria
collectively called Petrobiotic bacteria (those which reduce analog sulfate compounds, and
sulfur oxidizing bacteria). The ideal critical concentration was determined for sulfate analogs,
such as nitrate, sodium molybdate, tungstenate, and metavanadate, and for SRB inhibiting
agents, such as nitrite. The effect of three complexing matrices in combination with these
compounds was also evaluated, in order to increase process efficiency. With BET and the
use of the complexing matrices, the average percentage reduction of sulfide concentration
was 99.9%. Thus, BET was effective and may be considered an alternative to current
solutions to sulfide generation in the oil industry.

Key words: sulfide, sulfate reducing bacteria, Petrobiotic bacteria; petroleum; complexing
matrices

INTRODUCTION

The generation of hydrogen sulfide (H2S) by sulfate reducing bacteria (SRB) is a
worldwide problem of the oil and gas industry, known as biogenic sulfide generation
(souring). It affects oilfields around the world, with high economic, as well as health and
environmental costs. The oil industry has for a long time been applying treatments with
biocides without satisfactory results, since they give rise to microorganisms resistant to these
compounds, besides the high costs. SRB are found in the injected water used for oil recovery

methods, whether salty or not, or produced water from oil wells. The injection of water for



392

conventional recovery of oil has been a standard method for many years (CURBELO, 2002).
The costs from metallic corrosion problems, according to an assessment done in the United
States by the U.S. Federal Highway Administration (FHWA) (2002), represent approximately
2% of the GDP, which corresponds to about US$276 billion per year. In Brazil, according to
an assessment done by the Brazilian Corrosion Association (Associagdo Brasileira de
Corrosao), the costs related to corrosion are approximately US$15 billion per year, or 3$ of
GDP (PRESTRELO, 2006). Thus, the oil industry needs to find alternatives to resolve the
problem of biogenic sulfide generation (ALMEIDA et al., 2006). Studies show that souring
can be controlled by the addition of nitrite, nitrate and/or molybdate, with the last two being
metabolic inhibitors of SRB. Various studies show that souring control can be achieved with
Biocompetitive Exclusion Technology (BET) (ALMEIDA et al., 2006). BET consists of adding
sulfate analogs to the injection water, which in turn favors the growth of denitrifying bacteria,
bacteria which reduce sulfate analogs, or sulfur oxidizing bacteria, collectively called
Petrobiotic bacteria, in detriment of SRB growth.

In this context, the present proposal sought to develop and evaluate biotechnological
alternatives, such as BET, for souring control, by conducting laboratory tests to verify
whether Petrobiotic bacteria modulate SRB. Since biocide use is common in oil field souring
treatments, SRB resistant to biocides were used. Also investigated was the use of products
made up of polymeric and surfactant matrices, such as polyvynilpirrolidone (PVP),
polyoxyethylene (TWEEN 80) and polyethylene glycol (PEG), in association with the
chemical compounds nitrate, molybdate, tungstenate, metavanadate and nitrite, to see
whether they would result in stable structures that would gradually release the inhibitor, or if
they would stimulate the growth of bacteria beneficial to the oil fields. Such effect could result
in more prolonged control of biogenic sulfide generation and reduced costs, in comparison

with the direct application of these compounds.

MATERIALS AND METHODS

Tests for the development and evaluation of BET in the control of biogenic sulfide
generation were conducted at the Laboratério de Biotecnologia e Ecologia de
Microrganismos (LABEM), of the Instituto de Ciéncias da Saude ICS), at Universidade
Federal da Bahia (UFBA). The BET tests were carried out by developing conventional and
sophisticated laboratory analyses, involving research on SRB, as well as on Petrobiotic
bacteria, employing standard microbiological techniques for the detection and counting of
SRB and Petrobiotic bacteria, besides chemical and instrument methods, such as

chromatography and spectrometry, used to assess the compounds involved in BET. A
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statistical description was achieved by using the software SPSS Statistics, version 17.0. The
experimental development was organized as follows:

e Step 1. Selection of four existing oil fields in the Exploration and Production Business
Unit of PETROBRAS in Bahia, Brazil (UN-BA - Unidade de Negodcio de Exploracao e
Producado da Bahia), and collection of water samples from oil production sites. These
fields were chosen due to long-running souring problems. The samples were collected
between June of 2007 and April of 2009.

e Step 2. Isolation, counting and identification of the microbial cultures involved in BET.
The microbial cultures utilized in the tests were isolated from injection water and
produced water from the four fields. Culture media were used for SRB (POSTGATE,
1984), and for Petrobiotic bacteria the CSB medium was used (KJELLERUP, 2005),
both modified in our laboratory by the addition of sodium citrate. Biocide resistant SRB
species and Petrobiotic species were identified and monitored by the fluorescent in situ
hybridization technique (FISH) (Santos et al., 2010). For isolation of bacterial DNA, the
DNA extraction from SRB and Petrobiotic colonies followed the adapted protocol of
Reysenbach et al. (2000). The 16SrDNA region was amplified (RT-PCR from Applied
Biosystem 7500) by Polymerase Chain Reaction (PCR), using the universal primers
1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’), and one specific for the 27F Eubacteria
domain (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’). The amplicons were purified (GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit), cloned (TOPO TA Cloning Kit for sequencing, from
Invitrogen), subjected to purification (PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit) according to
the recommendation of the manufacturers, and sequenced in a ABI 3100, from AB.
The genetic sequences were subjected to a similarity analysis of nucleotides with the
GenBank data bank through the site of the NCBI (National Center for Biotechnology
Information), and the tool utilized for this consultation was the BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). The microbial population of SRB and Petrobiotic bacteria was
quantified using the technique of most probable number (MPN), according to APHA
(1989).

e Step 3. Evaluation of the behavior of sulfide producing microorganisms and their
susceptibility to antimicrobial agents, such as sodium molybdate, sodium azide, phenaol,
glutaraldehyde, methionine, Tetrakis(hydroxymethyl)phosphonium sulfate (THPS), and
organic chlorine. The concentrations of the antimicrobial agents varied from 50 to 2500
mg.L". For evaluation of the efficacy, the technique of dilution of use was utilized
(AOAC, 1990).

e Step 4. Addition of sulfate analogs and metabolic inhibitors for the control of biogenic

sulfide generation, in applying BET. Sodium molybdate, sodium tungstenate, and
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sodium metavanadate were used in concentrations of 247, 65 and 28 mg.L",

respectively; sodium nitrate in concentrations between 50 and 1000 mg.L™"; and nitrite

at 69 mg.L". Tests were applied in samples of injected water and produced water from
the oil wells. The population of the microbial species utilized was 105 MPN.mL™".

e Step 5. Utilization of the sulfate analogs, sodium molybdate, sodium tungstenate, and
sodium metavanadate, in association with complexing matrices. Three complexing
matrices were utilized (PVP - Matrix I, TWEEN 80 - Matrix Il and PEG - Matrix Ill) in
various combinations with concentrations varying from 100 to 10.000 mg.L"".

e Step 6. The statistical description was evaluated through the analysis of the
comparison between the average values obtained for sulfide, sulfate, and other
chemical compounds involved in BET. For the analysis of the variability of the data and
significance of the variables studied, analysis of variance (ANOVA) was applied, and
the averages were compared with the Tukey range test at 5% probability. All data were
described utilizing the software SPSS Statistics, version 17.0.

For all steps, seven tests were conducted in triplicate. Sulfate was evaluated
quantitatively with the methylene blue staining method (Carvalho, A.S., 2007). Nitrate was
measured in the form of nitrite and determined with the colorimetric method proposed by
Vogel (1997). The measurements were made with the multi-spectrophotometric reader Victor
3, from Perkin Elmer. All other organic and inorganic compounds were monitored by ion
chromatography, using the ICS 3000 Dionex ion chromatograph. The readings were made at
24h intervals during the first week and on the 15" and 30" day. The positive control was
prepared by adding the same SRB population, without the chemical compounds, to the
sample waters. For the negative control, all the components were added without the

presence of the bacteria.

RESULTS AND DISCUSSION

The average microbial population found for the microorganisms involved in BET was
approximately 108 MPN mL™". The microbial species of SRB isolated and identified in the
majority of the samples were: Desulfovibrio, Desulfobacter sp., Desulfosarcina and
Desulfotomaculum sp. For the Petrobiotic bacteria, Halomonas, Marinobacter and
Thiomicrospira were found. Sousa (2009) found initial populations on the order of 10" to 10*
and 10" MPN mL™" of SRB and Petrobiotic bacteria, in serial dilutions of previously activated
cultures during 96h. The metabolic activity of the microorganisms is dependent on the
concentrations of the main substrates present in the medium, which are a limiting factor for

their growth. The total SRB population is related to the species that utilize lactate as the main
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source of carbon in the medium. The antimicrobial activities of the agents utilized for the

susceptibility test are presented in Table 1, below:

Table 1. Antimicrobial activity of some chemical compounds at different concentrations, in relation to a
consortium of non-sporulated (Desulfovibrio and others) and sporulated (Desulfotomaculum
acetoxidans) SRB isolated at the LABEM, sourced from oil fields in the Recéncavo Basin. Results are
shown as number of tubes that show sulfide generation over the 60 tubes tested, using the dilution of
use technique.

Compounds Concentration (mg.L")
50 100 200 300 400 500 a 2500

Sodium molybdate 15/60 8/60 5/60 3/60 2/60 0/60
Sodium azide 10/60 6/60 3/60 1/60 ND 0/60
THPS ND 10/60 8/60 4/60 2/60 ND
Methionine 38°C 32/60 22/60 18/60 12/60 8/60 6/60
Methionine 45°C 25/60 12/60 8/60 2/60 ND 0/60
Phenol ND ND 24/60 15/60 ND 8/60
Glutaraldehyde 28/60 18/60 12/60 8/60 ND ND
Organic chlorine 0/60 0/60 0/60 ND ND ND

ND: not determined.

The results show that the following have satisfactory antimicrobial activity: sodium
azide at a concentration of 300 mg.L"", which acts on the respiratory chain of SRB, but which,
at this concentration, is inappropriate for environmental use, according to various works; and
sodium molybdate at a concentration of 400 mg.L". This last compound, even at this
concentration, is economically unfeasible for application in the oil industry. An interesting
observation is that this compound can be used in anaerobic conditions by SRB as well as by
Petrobiotic bacteria, resulting in molybdenite, which is itself a corrosion inhibitor. Thus, there
could be two mechanisms for molybdate effect, one by being transformed into molybdenite, a
known corrosion inhibitor, and another by being complexed with the ATP enzyme sulfurylase,
impeding the generation of H,S. Methionine was effective at concentrations over 300 mg.L"’
at 45°C in a closed system, but as the injected water will be constantly contaminated when
transformed into produced water, other microorganisms will utilize it for the generation of
sulfide by desulfurization, polluting the environment. As to the antimicrobial activity of organic
chlorine, treatment at a concentration of 50 mg.L™" is effective for the inhibition of the growth
of the SRB species utilized. Thus, chlorine solution at 50 mg.L"' concentration was the most
effective agent for microbial control, and the least expensive, but it is a biocide that also
affects microorganisms beneficial to oil fields (Petrobiotic bacteria). The THPS compound
showed efficacy when tested at a concentration of 400 mg.L™", but is considered too toxic to
the environment. Glutaraldehyde and phenol were effective in controlling SRB even at
concentrations of 300 ppm.

In this work, in evaluating BET with direct application of nitrate at concentrations of 50

to 200 ppm, the results were extremely variable, whether in samples of injection water or
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produced water, and in samples from the same field at different times as well as from
different fields. At various opportunities in which the application of nitrate was insufficient to
control biogenic sulfide generation, SRB were isolated that showed nitrate reducing
capability. Since nitrate is considered by various researchers as being effective in the control
of biogenic sulfide generation, BET was tested with the direct application of nitrate, utilizing
two species of SRB, nitrate reducing (SRB1), and nitrite reducing (SRB2), isolated from
injected water samples of the above mentioned fields. When nitrate was utilized in the
presence of each SRB species separately, there was over 60% reduction in the
concentration of sulfide, in relation to the control. But when the consortium of both SRB
species was used with nitrate, only a much smaller reduction of sulfide was observed, in
some cases as low as under 10%. Figure 1 shows the comparative effect of the control of
biogenic sulfide generation utilizing nitrate in the presence of the two nitrate and nitrite

reduction species of SRB.

Comparative effect of the control of biogenic sulfide
generation in samples of injection water (IW) containing
nitrate and nitrite reducing SRB

175 ~
150 -+
125 A

100 -
75 O Control

B Treatment

50 -
25 4

Sulfide (mg L)

1 2 3 4 5
Sample number

Figure 1. Comparative effect of the control of biogenic sulfide generation in samples of injection water
(IW) containing nitrate in the presence of nitrate and nitrite reducing SRB: Sample 1 - IW + SRB;
Sample 2 - IW + control; Sample 3 - IW + SRB1; Sample 4 - IW + SRB2; Sample 5 - IW + SRB1 +
SRB2. Standard error shown for the 95% confidence interval.

The presence of nitrate and nitrite reducing SRB increases the population of
nitrate reducing species, thus increasing the competition for nitrate. The lower ability
to control biogenic sulfide generation can be explained due to the presence of a
larger population of SRB in detriment of the population of nitrate reducing bacteria, or
due to the formation of compounds, such as molecular nitrogen, which would reduce

the inhibiting effect characterized by a higher redox potential. For this reason,
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besides the references that show higher corrosivity of compounds such as nitrogen
oxide, when compared with sulfide, it was decided to abandon the use of nitrate.

For the nitrite and molybdate concentrations used in this work, the sulfide
reduction was approximately 90% at a 95% confidence level, in relation to samples
without the inhibitors. But the sulfide control was only effective up to the seventh day
of incubation, since the direct addition of inhibitors was a limiting factor. The addition
of 0.1 mmol L' (6.9 mg.L") of nitrite and 0.024 mmol L' (5.8 mg.L-") of molybdate in
the lag phase of growth prevented the generation of sulfide when isolated species
were utilized, but in the exponential growth phase it was necessary to add higher
concentrations of inhibitors, 0.25 mmol L' (17.24 mg.L") of nitrite and 0.095 mmol L-
' (23 mg.L") of molybdate, in order to achieve full control (Nemati et. al, 2001). But
other researchers were only able to achieve good results with much higher
concentrations of that complexing compound (KJELLERUP et al., 2005).

All combinations of polymeric matrices with the chemical compounds utilized,
achieved significant reductions of the sulfide concentration, in relation to the positive
control. Average values of 150.00 + 10.92 mg.L"" were achieved for the positive
control, and below 10.0 mg.L"" for the samples containing the BET compounds used
in this work (molybdate, vanadate and tungstenate). For the combinations utilizing
Matrix Ill, a high efficacy of over 93.3% was achieved in the control of biogenic
sulfide generation, since values below 1.0 mg.L"" were obtained. The results were
satisfactory, since the utilization of Matrix Il reduced the generation of sulfide to
within a significant deviation, using smaller concentrations of the matrix. The viability
of the use of Matrix Il instead of the other matrices allowed the costs of BET to be
reduced.

In order to statistically verify the viability of the use of the inhibitors molybdate
and nitrite, in association with the three polymeric matrices, when applying BET, the
significant variables for the model were evaluated. An analysis of the variability of the
data was performed, using analysis of variance, where the averages were compared
with the Tukey range test at 5% probability (Table 2).

Table 2. Multiple regression analysis of the influence of the variables evaluated in the model, on the
response (sulfide reduction).

Regression Interval of 95%

Factors Coefficient t-Student | p-value L] LS
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Constant -1.010 -0.926 0.356 -3.163 1.143
Molybdate 0.001 5.471 0.000 0.001 0.002
Nitrite -0.002 -5.792 0.000 -0.003 -0.001
Matrix | 0.000 -0.556 0.579 -0.001 0.000
Matrix Il 0.000 1.501 0.135 0.000 0.001
Matrix Il -0.001 -.860 0.391 -0.004 0.002
Days 0.591 4.301 0.000 0.320 0.863
R2=0.7001

In the multiple regression analysis carried out, it can be seen that the molybdate, nitrite
and average sulfide concentrations on different days, influence and are significant for the
model, with a p-value of 0.000 for these three factors. Matrix |, Il and Il used do not directly
influence the reduction of sulfide when applying molybdate and nitrite, since the p-value >
0.05, but the application of these matrices is important to ensure the efficacy of the inhibitors
until the last day of incubation. They prolong the effect and reduce the quantities of inhibitors
used, consequently reducing costs. The value of the coefficient of determination was quite
significant for the model (R?= 0.7001).

CONCLUSIONS

Souring mitigation studies using biocide resistant SRB and nitrate treatments
showed that the utilization of sulfate analogs and nitrite, in association with polymeric
matrices, reduced the required concentrations of these inhibitors, in relation to the
concentrations required under direct application. This made use of the inhibitors
viable in field applications. The best results in souring mitigation were achieved with
the combination of molybdate (247 mg.L-") and nitrite (69 mg.L"") associated with the
PEG matrix, which reduced the sulfide concentration to below 1 mg.L-! even using
seawater. The use of polymeric matrices allowed the development of new products

with improved efficacy.
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Abstract

This work investigated the production of rhamnolipids by two strains of Pseudomonas
aeruginosa, by observing the genetic expression of both strains grown in two
production media, at different time intervals. Rhamnolipid was quantified with the
orcinol-sulfuric acid method, and the real time PCR technique was used to analyze
the expression of genes that codify for enzymes responsible for the production of
rhamnolipids. The results demonstrated that with the 2% Raw Glycerin in saline
mineral medium the Pseudomonas aeruginosa CCMICS 106 strain exhibited a
greater production and higher expression of the rhIAB gene, which constitutes the
operon responsible for rhamnolipid production. In the 2% Commercial Glycerin saline
mineral medium the Pseudomonas aeruginosa CCMICS 109 strain exhibited a
greater production, but in this production medium the rh/AB gene expression was
lower, suggesting that even a minimum expression of this gene can result in a large
production of rhamnolipid.

Key Words: Biosurfactant, Rhamnolipid, Pseudomonas, Glycerin, real time PCR,
genetic expression.

Introduction

Biosurfactants are metabolites produced by different microorganisms, especially
bacteria, and have amphipathic molecules, with hydrophilic and hydrophobic portions
[1]. They are of great industrial interest due to their wide application and their major
advantages over chemical surfactants. Some of those advantages are: high
biodegradability, low toxicity; and biocompatibility and digestibility, which allow their
application in cosmetics, pharmaceutical products and as food additives. Their
production can be economical, depending on the biosurfactant, and they may be
produced with industrial residues and byproducts, and are of particular interest for
large scale production for applications in the oil industry [2,3] Biosurfactants can also

¢ Author to whom correspondence should be addressed, e-mail: pfatk@yahoo.com.br, Instituto de
Ciéncias da Saide, Av. Reitor Miguel Calmon, 27, Vale do Canela, 40110-100 - Salvador, Bahia, Brasil
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be used in the control of oil spills, detoxification of industrial effluents, and in
bioremediation of contaminated soils [4,5].

In relation to their disadvantages, one of the main problems is the cost, which
can be too high for large scale production. Large quantities are necessary for
applications in the oil industry and for environmental applications. In order to optimize
the microbial production of biosurfactants and other polymers, it is necessary to
obtain high performance and productivity in the production process, which can be
achieved by using an appropriate formulation for the culture medium, more efficient
production processes, by using agroindustrial residues as substrates [3], and by
genetic engineering of microbial strains. The use of residues as substrates, besides
lowering overall costs, has the potential to combat the pollution effects of such
residues [5, 3, 6].

The rhamnolipid surfactants belonging to the class of glycolipids produced by
Pseudomonas aeruginosa are the most studied. They are capable of reducing the
surface tension of water from 72 mN/m to 25-30 mN/m, and the interfacial tension of
oil/water from 43 mN/m to less than 1 mN/m, and have a critical micelle concentration
(CMC) of 10-200 mg/L. The CMC is defined as the minimum surfactant concentration
with tensoactive properties, at which micelle formation begins, which will confer
detergent and solubilization properties to the compound [1,7, 8].

Rhamnolipids can be produced by Pseudomonas from different substrates,
such as glycerol, mannitol, fructose, glucose, n-paraffins, vegetable oils and
molasses [9]. Their structure has one or two rhamnose molecules bound to
molecules of R hydroxydecanoic acid. The two main molecules of rhamnolipids
produced by P. aeruginosa are mono-rhamnolipid and di-rhamnolipid. The synthesis
of these compounds involves sequential transfer reactions of rhamnosyl groups,
each one catalyzed by the action of rhamnosyl transferase 1 (Rt1), with
deoxythymidyne-diphosphate-L-rhamnose (TDP-I-rhamnose) acting as the rhamnosyl
donor, and R - hydroxydecanoyl - 3 — hydroxydecanoate acting as the receptor. The
di-rhamnolipids are synthesized by rhamnosyl transferase 2 (Rt2), with TDP-I-
rhamnose acting as the donor, and mono-rhamnolipids acting as the receptors. The
expression of the genes involved in the production of mono- and di-rhamnolipid is
regulated at the transcriptional level, by two quorum sensing systems, the /as and the
rhl systems [10, 11, 12].

The las system consists of a transcription regulator, LasR, and its signaling
molecule, N-(3-oxododecanoyl homoserine lactone (30-C12-HSL), synthesized by
an acyl homoserine lactone (AHL synthase), codified by the gene lasl [13].

The LasRI system regulates the expression of the LasA elastase, LasB
elastase, exotoxin A, and alkaline protease [14]. The rhl system, located right after
the rhIAB genes, is composed of the rh/R and rhll genes. RhIR belongs to the family
of proteins that function as transcriptional activators, activated by N-butyryl-
homoserine lactone (C4-HSL) produced by Rhll, a self-inducting synthetase. This
self-inductor promotes the activation of RhIR, which will activate the expression of
rhIAB. The rhIA and rh/IB genes are transcripted together by a promoter which
precedes rhlA, thus constituting the operon that codifies a rhamnosyl transferase
(Rt1) necessary for the production of mono-rhamnolipids. Activated RhIR can also
activate the transcription of rpoS (the gene that codifies the sigma factor RNA
polymerase), involved in the expression of genes of the stationary phase of bacterial
growth. The RhIR depends on the response of the quorum sensing, including for the
production of rhamnolipid, and is mainly expressed under conditions of nutrient
limitation [14, 13, 12].
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The rhIC gene codifies the rhamnosyl transferase 2, involved in the production
of the di-rhamnolipid, produced from the mono-rhamnolipid. This gene is organized in
another operon. Some of the mono-rhamnolipids produced are secreted directly from
the cell, while others are transformed by the cells into di-rhamnolipid, by the transfer
of a rhamnosyl portion, using TDP-I-rhamnose as a donor. Mono- and di-rhamnolipid
are synthesized at the cytoplasmic face of the internal membrane, before being
transported to the extracellular medium [15].

The analysis of the expression of the genes responsible for the production of
rhamnolipids includes a precise quantification of the RNAm expressed in different
situations. The Real Time PCR (RT-PCR) technique is a powerful tool to quantify
nucleic acids, since it allows their quantification from even minimal sample quantities,
and is also precise, [16] fast and low cost [17], making it advantageous for
quantification.

This work sought to investigate the production of rhamnolipids by two strains of
Pseudomonas, observing the similarity of genetic expression between two production
media, with raw glycerin and commercial glycerin, at different time intervals.

Materials and Methods
Genetic Induction and Rhamnolipid Production

The Pseudomonas strains tested were CCMICS 106 and CCMICS 109,
belonging to the microorganism culture collection of the Laboratério de Biotecnologia
e Ecologia de Microrganismos, do Instituto de Ciéncias da Saude- ICS/UFBA. The
inoculation of the strains for the production of rhamnolipid was done in Saline Mineral
Medium (SMM) adapted from Bodour and Miller-Maier (1998) [18], utilizing
commercial glycerin (CG) and raw glycerin (RG) at 2% (v/v) as the carbon source.
The samples inoculated in the production medium remained for 120h, at 30°C and
180rpm. The quantification of the rhamnolipid produced was analyzed at 120h, and
the extraction of RNA for genetic expression analysis was done at three time
intervals (Oh, 48h, 120h) during production.

Extraction and Quantification of Rhamnolipid

The rhamnolipid was extracted by separating the cell from the supernatant by
centrifuging (8000 rpm). The extraction was carried out with chloroform:ethanol,
adding 0.5mL of the supernatant to 1mL of chloroform:ethanol (2:1 v/v). The organic
phase (supernatant) was evaporated and dried and then resuspended in 0.5mL of
distilled water. After extraction, quantification was done with orcinol-sulfuric acid. The
method consists in adding 0.9mL of this solution to an aliquot of 0.1mL of the sample,
followed by heating at 80°C during 30 minutes. After 15 minutes, the absorbance was
determined in a Genesys Spectronic® 20 spectrophotometer at 421 nm. The
standard curve was obtained with rhamnose solutions with known concentrations
between 5 and 50 mg/L [19]. The statistical analysis was carried out by the program
SPSS version 19 license UFBA: 2013-99876-21, utilizing analysis of variance
(Anova) by the Tukey test at the 5% confidence level of random occurrence.

Analysis of Genetic Expression
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The RNA samples were extracted and treated with DNase (DNA-free) for the
removal of DNA contaminants, and observed with gel electrophoresis. Besides the
electrophoresis, the absence of genomic DNA in the RNA extracts was checked by
comparing the samples of cDNA with RNA that had not suffered reverse
transcription. Observing the amplification curves in gPCR, the negative control must
not be detected, or if detected, must appear with a difference of at least five cycles of
amplification [20]. Then, the synthesis of cDNA was carried out following the protocol
of the Superscript Kit (Invitrogen).

Bazire and collaborators (2005) [21] identified primers that are capable of
amplifying the genes responsible for the production of rhamnolipid. Primers were
used that amplify the gene regions rh/A, rhiB and rhIC. The table below (Table 1)
shows the sequence of primers identified for the genes responsible for the production
of rhamnolipid, which were used in the RT-PCR reaction.

The primers were tested by conventional PCR to observe the amplification of
the oligonucleotides, before the quantitative RT-PCR tests were started. As an
endogenous reference, the genes acpP and proC for Pseudomonas, previously
identified by Lenz and collaborators (2008) [22] and Savli and collaborators (2003)
[23], were used.

A control experiment of the primers for the quantitative RT-PCR reaction was
carried out in order to examine the linearity of the amplification during a dynamic
variation, so as to determine their amplification efficiency. The efficiency of the
primers was considered satisfactory (85%-115%), likewise evaluating the stability
[24]. The endogenous control genes must show a high stability in order to be used as
a normalizer for each sample. The geNorm program was used, which determines if
the reference gene is stable, and based on the geometric average of the tested gene,
calculates a normalization factor that can be incorporated in the expression of the
gene in each sample. The stability of the gene is represented by a value M, which is
inversely proportional to the variation of the expression of the gene being evaluated.
A gene with a high stability among the biologic repetitions and treatments must have
a value of the geNorm M < 0.5 [24, 25, 26].

The expression of the three genes involved with the production of
rhamnolipids was analyzed in triplicate (n=3) for each biological repetition (n=2). The
amplification profile was presented as a relation of each gene fragment at 48h and
120h after inoculation, in comparison with the expression of the calibrating gene
fragments (Oh). The program for the amplification run consisted of a first pass at
50°C for 2 min, then 40 cycles alternating between 15 sec at 95°C and 1 min at 60°C.
Finally, a melting curve was traced in order to detect primer dimers, DNA
contaminants, and unspecific PCR product, thus generating a confirmation of the
correct amplification of the fragments of interest. Amplicon dissociation temperatures
between 78°C and 85°C indicate amplification of the specific (target) product;
temperatures below this indicate contamination or the formation of primer dimers in
the reaction.

The gene expression data were calculated by relative quantification, which
needs, besides the reference gene, a sample as a reference, that is, as a control
treatment or calibrator, for determination of the expression [27]. As an internal control
of the expression, the Ct (cycle threshold) value obtained at time Oh of the
experiment was used, defining it as a calibrating sample, since they were samples
that came from the pre-inoculum (LB medium), that is, they were not subjected to the
production media with raw glycerin or commercial glycerin. The relative expression of
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the samples in 2% RG SMM and 2% CG SMM were then compared at 48h and
120h.

For each treatment the Ct value was detected for the target gene as well as
for the reference gene. This value represents the point at which the amplification
signal is detected. The relative quantification was carried out following the
mathematical model proposed by Pffafl (2001) [27], in which we have the ratio of the
relative expression (R), which is given by the equation:

ACt target (control—sample)
R = (Etarget)

(E ref erence)

ACtreference (control-sample)

Where ACt shows the variation in expression of a gene of the sample group in
relation to the control group. With the values of ACt calculated for the target and
reference genes, and with the efficiencies of gene amplification (E), we can obtain
the relative expression (R’), given by the equation R'=E ¢! which measures the
effect of the experimental treatment on the expression of each gene. The ratio
between the values of R’ of the target and reference genes normalizes the
expression of the studied gene. When two or more reference genes are used, the
values were applied as geometrical averages.

The RT-PCR results are non-linear data, and normally exhibit heterogeneity of
variance among biological repetitions within treatments and between treatments, so it
is necessary to transform the Ct values of the analysis of the relative expression into
logarithms of base two [28], in order to carry out a statistical analysis. The statistical
analysis was carried out by the program SPSS version 19 license UFBA: 2013-
99876-21, utilizing analysis of variance (Anova) by the Dunnett test.

Results
Quantification of the Rhamnolipid

Based on the quantification of rhamnolipid by the orcinol:sulfuric acid
technique, it was observed that in the 2% RG SMM the CCMICS 106 strain produced
2.8¢g/L of biosurfactant, and the CCMICS 109 strain produced 2.3g/L, showing that
there was no significant difference in the production between the strains in this
medium.

Analyzing the production in the 2% CG SMM, based on the quantification
there was a significant difference in production between the strains (p<0,05), since
the CCMICS 106 strain produced 2.4g/L and the CCMICS 109 strain produced
3.9g/L. It was observed that even without a significant difference in the 2% RG SMM,
CCMICS 106 strain produced somewhat more, and in the 2% CG SMM the largest
production was by the CCMICS 109 strain.

Analysis of the Gene Expression — CCMICS 106

With the CCMICS 106 strain and after 48 hours of production, the expression
of the self-inducting rhll gene was 0.8 times greater in the 2% RG SMM than in the
2% CG SMM, but after 120 hours of production the opposite was true, that is, the
strain had an expression of the rhll gene 0.6 times greater in the 2% CG SMM.
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Analyzing the expression of the rhIAB gene, responsible for the production of
mono-rhamnolipid, after 48 hours there was 6.8 times greater expression in the 2%
RG SMM than in the 2% CG SMM, and after 120 hours of production the expression
in the 2% RG SMM was also higher: 3.2 times greater than in the 2% CG SMM.

Comparing the gene expression between the intervals of time, the expression
of the rhIAB gene was higher at 48 hours in both production media.

The rhIC gene, responsible for the production of di-rhamnolipid, showed the
same gene expression at 48 and 120 hours of production in the 2% RG SMM. The
gene expression in the 2% RG SMM, at 48 hours of production, was 3.4 times
greater than in the 2% CG SMM, and at 120 hours of production it was two times
greater.

The expression of the rhIC gene at 48 hours and 120 hours was the same in
the 2% RG SMM, but in the 2% CG SMM there was an increase in the expression.

Based on a statistical analysis with the Dunnett test, there was a significant
difference (p<0,05) in the 2% RG SMM, between the expression of genes rh/AB and
rhiC. Besides, with the 2% CG SMM there was no significant difference in relation to
the calibrator (Oh). Due to the sensitivity of the RT-gPCR technique used for the
study of expression, the confidence interval may be too large, which may make it
difficult to see the significance in the results.

Analysis of the Gene Expression — CCMICS 109

For the CCMICS 109 strain, the self-inducting rhll gene had a similar
expression pattern in both production media, since at 48 hours of production the
expression in the 2% RG SMM was only 0.3 times greater than in the 2% CG SMM,
and at 120 hours of production the expression was only 0.1 times greater in the 2%
RG SMM.

In relation to the expression of the rhIAB gene, at 48 hours of production, the
expression in the 2% RG SMM was 1.3 times greater than in the 2% CG SMM, and
at 120 hours of production the expression was one time greater.

The expression of the rh/AB gene at 48 hours and 120 hours was similar for
both the 2% RG SMM and the 2% CG SMM.

Analyzing the expression of the rhIC gene, at 48 hours of production its
expression in the 2% RG SMM was 2.1 times greater than in the 2% CG SMM. At
120 hours of production, the expression was 6 times greater in the 2% RG SMM than
in the 2% CG SMM.

The expression of the rhIC gene in the 2% RG SMM at 120 hours was twice
that at 48 hours of production, and in the 2% CG SMM it was three times more at 120
hours than at 48 hours.

Based on a statistical analysis with the Dunnett test, there was a significant
difference (p<0.05) in gene expression between both production media, but only for
the rhiC gene.

Discussion

The rhll gene functions as an inductor, since it synthesizes N-butyryl-
homoserine lactone, which activates the rhIR, which is responsible for the activation
of the rhIAB operon, which in turn is responsible for the synthesis of rhamnolipid [12,
13]. In the gene expression results of the CCMICS 106 strain it was observed that at
48 hours of production the rhll gene exhibited an expression 0.8 times higher in the
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2% RG SMM than in the 2% CG SMM, but despite exhibiting a higher expression of
the self-inductor, there was no observable biosurfactant production, based on the
results of the emulsification index — E24 (results not shown). But in the 2% CG SMM,
which exhibited a lower expression, the formation of emulsion was observed at this
time interval, thus suggesting two hypotheses: 1) the self-inductor gene started to
express earlier in the 2% CG SMM, since production of biosurfactant also began
earlier; 2) a minimal expression of the rhll gene in this medium was sufficient to
activate the rhIR gene, responsible for the activation of the rh/AB operon, which did
not occur in the 2% RG SMM. But at 120 hours of production the expression results
are inverted, that is, the CCMICS 106 strain exhibits a higher (0.6 times greater)
expression in the 2% CG SMM than in the 2% RG SMM. Based on these results, it is
understood that after activating the genes which produce rhamnolipid, the self-
inductor gene reduces its expression, since in the 2% RG SMM at 48 hours there
was no rhamnolipid production, and the highest production was observed at 120
hours (63%), when the expression was lowest.

With the CCMICS 109 strain, the self-inductor rhll gene exhibited a similar
pattern of expression in both production media, at 48 and 120 hours, demonstrating
that this strain has the same behavior of the self-inductor gene in different production
media. These results corroborate the production results, which show that with this
strain the production of biosurfactant started at the same times in both production
media (results not shown), thus explaining the similarity of the expression.

Analyzing the results of the expression of the rhIAB gene, responsible for the
production of mono-rhamnolipid, it was observed that with the CCMICS 106 strain at
48 hours of production, the expression was 6.8 times greater in the 2% RG SMM
than in the 2% CG SMM, but as mentioned earlier, no biosurfactant production was
observed in the 2% RG SMM at 48 hours. Based on these results we can conclude
that a minimal expression of the rhIAB gene in the 2% CG SMM was sufficient to
allow a good production performance, but in the 2% RG SMM it was observed that a
greater expression of this gene is necessary in order for the biosurfactant to be
translated, since even with an expression 6.8 times greater, the production was only
observed after 48 hours (results not shown). The same was observed at 120 hours,
since the minimal expression of this gene in the 2% CG SMM was sufficient to
produce 2.4g/L of biosurfactant, while an expression 3.2 times greater in the 2% RG
SMM produced a similar quantity (2.8g/L). With the CCMICS 109 strain, the rhIAB
gene expression was greater in the 2% RG SMM at both time intervals, but the
production was greater in the 2% CG SMM (3.9g/L) versus the 2% RG SMM (2.3g/L).
Based on these results we can conclude that a minimal expression of this gene in the
2% CG SMM was sufficient to produce a greater quantity of biosurfactant, as was
observed with the CCMICS 106 strain.

Comparing the two strains, they exhibited a behavior as expected for the
expression of the rhIAB gene in both production media, since the CCMICS 106 strain
exhibited a greater expression at 120 hours in the 2% RG SMM, as well as a higher
production. With the CCMICS 109 strain, a higher production occurred in the 2% CG
SMM, and it exhibited a greater expression of the rh/AB gene, which at 120 hours
was also slightly greater than in the 2% RG SMM.

The rhIC gene is responsible for codifying a rhamnosyl transferase 2 (Rt2)
from deoxythymidyne-diphosphate-L-rhamnose (TDP-I-rhamnose) acting as a donor,
and mono-rhamnolipid acting as a receptor, thus producing di-rhamnolipid [15].
Based on the results from this work it was possible to observe the expression of this
gene from the two strains and in the two production media tested. For both strains
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the expression of this gene was greater in the 2% RG SMM at both time intervals, but
with the CCMICS 109 strain the rhIC gene exhibited a greater expression in relation
to the other genes (rhIAB, rhll), in both production media. This was also observed by
Bazire and collaborators (2005) [21], who utilized the same primers and analyzed the
expression under osmotic stress in P. aeruginosa, and observed that the rhIC gene
also exhibited the greatest expression. But the fact that a greater expression of this
gene was observed does not mean that a higher production of di-rhamnolipid will
occur, since, as was mentioned before, a low gene expression in the 2% CG SMM
was sufficient to promote a translation and produce practically the same quantity of
biosurfactant. Another interesting fact is that the production of di-rhamnolipid
depends on mono-rhamnolipid in order to be synthesized, since according to Rahim
and collaborators (2001) [15], some of the mono-rhamnolipid produced is directly
secreted from the cell, while another portion remains in the cytoplasmic face of the
internal membrane of the cell, to be transformed by the rhI/C into di-rhamnolipid.
Thus, even with a large expression and high production of the Rt2, the synthesis of
di-rhamnolipid will depend on the quantity of mono-rhamnolipid available in the cell.

Conclusions

In the 2% CG SMM, the rhIAB gene exhibited the greatest expression and
production with the CCMICS 106 strain. In both production media, the rhIC gene
exhibited the greatest expression with the CCMICS 109 strain, suggesting that this
strain may be a good producer of di-rhamnolipid. Based on the rhlIAB gene
expression, mono-rhamnolipid was produced, which can act as a receptor, producing
di-rhamnolipid. To assess the production of di-rhamnolipid it is necessary to evaluate
the expression of both the rhIC and rhIAB genes, since di-rhamnolipid production
also depends on the availability of mono-rhamnolipid. Depending on the source of
carbon used, and on the type of bacterial strain, a minimal expression of a gene may
be quite significant in determining production, since a low gene expression in the 2%
CG SMM was sufficient to produce practically the same quantity of biosurfactant as in
the 2% RG SMM.
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