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OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE EXOPOLISSACARIDEO
BACTERIANO PARA A UTILIZACAO NA RECUPERACAO DE POCOS
MADUROS DE PETROLEO

Abstract

The aim of this research was to optimize the EPS production of Enterobacter sp. using glycerol and
produced water from the petrol industry as main carbon source and as the base for medium
preparation, respectively. EPS is commonly used for drilling and the recovery of mature wells,
Xanthan gum, for instance, shows a year market turnover of US$ 4 millions. Alternatives to xanthan
are often more expensive because of the costs with media preparation and carbon sources used for
sustaining the production process. This research shows that Enterobacter sp. is capable of growing
using glycerol and the organics present in produced water. EPS production under such conditions
achieved a value of 7.27 g/L, which is 1.4 folds higher than the value observed with synthetic marine
medium amended with glycerol only (5.05 g/L). The produced EPS shows a pseudoplastic response
with viscosity similar to xanthan in conditions tested under high salinity and temperature (1-5% and
80 °C, respectively).

Keywords: Enterobacter sp., Exopolysaccharide, Produced Water, Glycerol.

Introducao

O petroleo € um dos principais recursos que supre as necessidades energéticas nos
diversos segmentos industriais, fomentando a economia mundial. No entanto o declinio produtivo dos
pocos de petroleo € uma realidade, ja que somente 50% do petr6leo sdo recuperados, ficando uma
quantidade consideravel de 6leo retido nos pogos. Prospectando o0 aumento produtivo na recuperagdo
de petroleo, diversas técnicas tém sido empregadas para aumentar a produtividade dos reservatorios.
Dentre essas técnicas a injecdo de polimeros e surfactantes s&o as mais utilizadas (GUDINA et al.,
2012; SHANSHAN et al., 2011; SEN, 2008). A recuperacdo melhorada de petréleo com utilizagdo de
micro-organismos MEOR, tem sido bastante utilizada na tentativa de recuperar po¢os considerados
maduros. A bioestimulagdo dos micro-organismos in situ, a partir da injecdo de nutrientes favorece
producdo de bioativos nos pocos, e assim reduzindo a viscosidade do petréleo, a tensdo interfacial
entre Oleo e dgua mobilizando o 6leo até o sistema produtor (GAO e ZEKRI, 2011; ALMEIDA et al.,
2004). No entanto o sucesso destas técnicas in situ ainda é um grande desafio, ja que estas medidas
estdo diretamente relacionadas com o conhecimento e monitoramento das condigdes dos pogos como:
alta pressdo, temperatura, salinidade e anoxia além da diversidade microbiana, que influenciam
diretamente na biossintese desses metabolitos. Por tais motivos a injecdo dos biopolimeros ainda sdo
as medidas mais adotadas na MEOR (SILVA et al., 2013; BACHMANN et al.,2014; SEN, 2008).

Os Exopolissacarideos (EPS) microbianos sdo biopolimeros hidrossolUveis que podem
apresentar propriedades melhoradas, se comparados a polissacarideos derivados de plantas, algas e
animais (ALVES et al., 2010). As propriedades reolégicas dos EPSs favorecem aplicagdes nos
diversos segmentos industriais. Dentre essas, a industria petrolifera aplica o polimero nos fluidos de
perfuragdo e recuperacdo de petroleo, por proporcionar viscosidade de solugdo aquosas em diferentes
faixas de pH, salinidade e temperatura (FREITAS et al., 2011; ALVES et al., 2010; LUVIELMO e
SCAMPARINI, 2009).
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A fonte de carbono no processo de producdo de EPS é um dos principais fatores que
oneram a sintese de biopolimeros em processos industriais. A utilizacdo de substratos residuais como
fonte alternativa de carbono, e o controle no processo de producdo, sdo medidas adotadas que
favorecem a reducdo de custo até o processo final de produgdo (ALVES et al., 2010; MESOMO,
2007; KUMAR et al.,2007). Bem como uma medida alternativa para minimizar 0s impactos
ambientais causados por descartes desses residuos.

O Glicerol residual resultante da producdo de biodiesel tem grande potencial para a
utilizacdo na producdo de biopolimeros, pois além de ter baixo valor agregado, possui quantidades
significativas de energia que pode dar suporte ao crescimento microbiano e a producdo de EPS
(FREITAS, et al., 2011). A composicdo da &gua produzida estd associada a caracteristicas do
reservatorio como: formacdo geoldgica, vida atil do pogo, tipo de hidrocarboneto produzido,
profundidade e tipo de &gua utilizada na recuperacdo do petréleo. Na grande maioria 0s compostos
encontrados na agua produzida séo: petroleo dissolvido, minerais das rochas de formacgao, compostos
quimicos e gases, resultantes de adi¢do desses produtos ou respostas metabdlicas microbianas como a
exemplo o0 H,S (AHMADUN et al., 2009). Portanto a utilizacdo desses residuos representa um aporte
nutricional para a producdo de biopolimeros, representando reducdo de custo e destinacdo alternativa
de tratamento desses residuos.

O objetivo deste estudo foi produzir biopolimeros utilizando residuos da inddstria
petroquimica, para a aplicagdo na recuperacédo de petroleo de pogos considerados maduros.

Metodologia

Micro-organismo

Neste trabalho foi utilizada uma cepa bacteriana (CCMICS 549) do Género Enterobacter,
que foi capaz de metabolizar os residuos agua produzida e glicerol, como substrato alternativo no
processo de producdo de biopolimero. A CCMICS 549 pertence a cole¢do de culturas de Micro-
organismos do ICS - CCMICS do Laboratério de Biotecnologia e Ecologia de Micro-organismos —
LABEM.

Meio de Produgéo do EPS

Para a produgdo de EPS, foram utilizados dois meios de cultura: (I) Meio Mineral
Marinho suplementado com glicerol, (1) Meio elaborado a partir de agua produzida suplementada
com alguns sais e glicerina bruta (Patente BR 10 2013 023075-8). A recupera¢do do biopolimero
produzido foi obtido por precipitacdo do EPS a partir da adicdo de etanol (1:3, v/v).

Condicbes Operacionais (Otimizacgao)

A otimizacdo do processo de producdo foi determinado a partir de planejamento
experimental utilizando modelagem matematica, Metodologia de Superficie de Resposta (RSM)
utilizando o software Statistic 7.0. Considerando as variaveis das condigdes operacionais, temperatura,
pH e agitagéo.
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Analise da viscosidade do polimero

A viscosidade aparente do EPS produzido, foi avaliada em funcdo da taxa de
cisalhamento S™ utilizando reémetro digital Brookfield, modelo LVDV 111+, com o spindle 18. As
solucdes utilizadas estavam na concentracdo de 1% (m/v) do biopolimero produzido, com
concentracdes de NaCl (1% -5%), nas faixas de temperatura 15°C a 80°C. As unidades de medidas
foram, centipoise (cP) = m.Pa.s, para viscosidade aparente, 1/segundo (s™) para taxa de cisalhamento.

Resultados e Discussao

A producdo do EPS, obtido a partir do meio de cultura Meio Mineral Marinho
suplementado com glicerol (MMMG), variou mediante as condi¢BGes operacionais testadas. Em testes
realizados pelo planejamento experimental do RSM, observou que a temperatura influencia no
crescimento celular e producdo de biopolimero.

Nos teste preliminares a0 RSM nédo houve crescimento bacteriano com temperaturas
superior a 45°C. Nos pontos da matriz experimental que o pH e agitacdo foram constante, e apenas a
temperatura mudou (26°C e 43°C), a producédo de EPS variou significativamente com produces de
3,40 g.L" e 2,62 g.L" respectivamente.  Estes dados corroboram com os obtidos por Torres et al.,
(2012), que teve as temperaturas influenciando na producédo de polimeros e no crescimento celular e
reduzindo a producéo de polimero de 7,00 para 1,12 g.L™". As melhores producdes ocorreram no ponto
central da matriz experimental no qual a temperatura fica a 35°C com producio de 4,88 g.L™.

A significancia estatistica para a superficie de resposta foi calculada através da analise de
variancia ANOVA, modelo polinomial quadratico. A analise de varidncia mostrou que a significancia
ente as varidveis o valor de p. foi menor p <0,05, indicando que o modelo adequa-se aos rendimentos
sob as variaveis analisadas. O coeficiente de determinacdo 0,90009 significando que ha concordancia
entre 0s valores experimentais com o previsto pelo modelo polinomial.

Ao validar as variaveis otimizadas pelo RSM, a partir de cinética de producdo com
Enterobacter sp. em meio MMMG , foi possivel obter 5,054 g.L™ em 66 horas de produgéo de EPS.
Figura 01.
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Figura 01 — Gréfico de cinética de producdo de EPS em condigdes otimizadas.

A propriedade reoldgica do EPS foi avaliada através da viscosidade aparente. No fluido
com concentracdo de 1% do polimero em diferentes temperaturas, a viscosidade ndo apresentou
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mudancas significativas entre temperatura de 25°C a 60°C com viscosidade em média 135,8 cP, no
entanto na temperatura de 80°C a viscosidade ficou em 110 cP. (Figura02). Alguns fatores podem
influenciar na propriedade dos fluidos poliméricos. Fatores como a temperatura, pH e concentracdes
de sais influenciam na viscosidade de alguns polimeros hidrossoltveis. Eletrélitos e temperaturas
podem influenciar na viscosidade aparente de polimeros reduzindo a sua elasticidade (WEVER et al.,
2011; DIAZ et al., 2004).
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Figura 02- Viscosidade aparente da solucdo aquosa com 1% de EPS sintetizado por Enterobacter
sp.em diferentes temperaturas.

Ao analisar a viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento S*, em condigbes de
salinidade com concentragdes de 1% a 5% NaCl, verificou que o EPS apresentou um decréscimo da
viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento. Este comportamento caracteriza-se como
comportamento pseudoplastico (Figura 03). Padilha (2003) descreve que comportamento
pseudoplastico é comum em exopolissacarideo microbiano. De acordo com Borges et al., (2009), os
polimeros que tem maior aplicagdo na industria petrolifera sdo os que apresentam boa viscosidade em
baixa concentragdo, possui pseudoplastisidade e mantem estabilidade em altas salinidades e
temperaturas. A goma xantana € o polimero mais utilizado na recuperagdo de petr6leo por possuir
essas propriedades reoldgicas, além de ser atoxico.
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Figura 03 - Viscosidade da solucdo aquosa com 1% de EPS sintetizado por Enterobacter sp., com
diferentes concentragdes de NaCl.
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Ao avaliar a condic¢do da Enterobacter sp. em metabolizar residuos como agua produzida
e glicerol, os resultados evidenciaram que a cepa além de sintetizar EPS, em meio de producédo tendo
como base agua produzida da indistria do petr6leo suplementada com glicerina bruta(GB), resultou
em produgdo superior quando comparado com Meio Salino Mineral suplementado com glicerol apés
otimizagéo, com producdo méxima de 7,27 g/L™ e 5,054g/L™ respectivamente. Tabela 01.

Tabela 01 — Produgdo de EPS utilizando residuos da indUstria do petréleo.

Meio de Producao Cepa Producdo (g.L™) Desvio Padréo
Meio Salino Mineral com glicerol Enterobacter sp. 5,054 0,03
Meio a base de agua produzida Enterobacter sp. 7,27 0,15
com (GB)
Conclusodes

A bactéria Enterobacter sp. foi capaz de sintetizar um EPS, a partir de residuos como
glicerol, glicerina bruta, 4gua produzida da industria do petr6leo. O EPS produzido apresentou
comportamento reoldgico pseudoplastico, quando testado em diferentes salinidades. Portanto,
apresentando propriedades promissoras para a aplicacdo em fluido de recuperacéo de petroleo.
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