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RESUMO

ABRAM, Marba Bastos. Investigagdo Laboratorial da Injegdo de Microrganismos em Meio
Poroso. Campinas: Faculdade de Engenharia Mecanica, Universidade Estadual de Campinas,

1996. Dissertagdo (Mestrado).

Experimentos em laboratoério, simulando as condi¢bes de reservatdrio, foram conduzidos
com objetivo de avaliar a viabilidade técnica da utilizagdo de microrganismos na recuperagio
adicional de petréleo. A linhagem de microrganismos utilizada foi uma espécie do Bacillus
subtilis selecionada por produzir bio-surfactante, que reduz a tensdo superficial. Os
microrganismos foram transportados em amostras de arenito Botucatu. Os ensaios consistiram
basicamente em colocar estes testemunhos na condigdo de saturag@o residual a injegio de 4gua
(salmoura), simulando a fase final de uma recuperagdo secundaria em reservatorio, para entio
submeté-los ao tratamento com a injegdo de microrganismos, verificando a existéncia ou ndo de

recuperacdo adicional de petréleo.

Inicialmente os microrganismos foram injetados dispersos em meio composto de
nutrientes, fontes de carbono e de nitrog€nio, necessarios ao seu crescimento em meio poroso.
Devido a baixa concentragio ou inexisténcia de microrganismos nos efluentes, foi constatada a
alta retencdo da células no meio poroso, fato que poderia acarretar a baixa eficiéncia na
recuperacdo adicional de petréleo. Outros procedimentos visando a melhoria do transporte das
células no meio poroso foram avaliados: (a) lavagem prévia das células e dissolugdo em meio
nutriente estéril para inje¢do em meio poroso; € (b) lavagem prévia das células com dispersdo
em solugdo salina para inje¢do no testemunho, seguido da inje¢do do meio nutriente estéril. Em
ambos os casos ndo houve recuperagdo adicional de petréleo. Uma possivel influéncia do tempo

de incubagdo ao qual o testemunho foi submetido também foi avaliado.

Palavras Chave

- MEOR, Microrganismos
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ABSTRACT

ABRAM, Marba Bastos. Laboratorial Investigation of Microorganisms Injection in Porous
Media. Campinas: Faculdade de Engenharia Mecéanica, Universidade Estadual de Campinas,
1996. Dissertacao (Mestrado).

Experimental laboratory studies simulating reservoir conditions were conducted to
evaluate the technical feasibility of using microorganisms in enhance petroleum recovery. The
microorganism used was the Bacillus subtilis species, a bio-surfactant producer. The
microorganisms were transported in cores of the Botucatu sandstone (from Parand Basin).
Basically, the test consisted in first waterflooding the core plugs up to the residual oil saturation,
thus simulating the last stage of reservoir secondary recovery. The plugs were then submitted to
microorganism injection in order to verify the possibility of additional oil recovery, after an

incubation period allowed microorganism growth and bio-product metabolization.

Microorganisms were first injected as dispersed in the nutrient media composed by
carbon and nitrogen sources. Analyses of the effluents showed absence or low concetration of
cells during the fluid injection period, indicating that retention of microorganisms could be
occuring. In this case, poor cell distribuition in the sandstone core would result in low recovery
efficiency. Attempts to solve the problem included: (i) previous cell wash and dissolution in
sterile nutrient media before inoculating the plug; (ii) previous cell wash and dispersion in sterile
brine before inoculation followed by nutrient injection; (iii) inoculation followed by repeated
cycles of static incubation. A better cell distribuition in sandstone core was obtained, but the

experiments didn’t get an enhance oil recovery.

Key Words
- MEOR, Microorganisms
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1. INTRODUCAO

Na primeira fase de recuperagdo de um reservatorio de petroleo a produgZo ¢ obtida pela
energia natural do proprio reservatorio que conduz o 6leo na diregdo dos pogos produtores e/ou
pelas técnicas de elevagdo de oleo aplicadas em cada pogo produtor. Os mecanismos naturais de
produgdo de um reservatorio de petroleo podem ser de gas em solug@o, influxo de agua,

drenagem gravitacional e/ou capa de gas.

Os reservatorios de gas em solug@o t€m como principal mecanismo a expansdo dos fluidos
residentes, como o 6leo e gas nele dissolvido, devido a redugdo de pressdo ocasionada pela

produgdo de fluidos do reservatdrio.

O mecanismo de influxo natural de agua € atuante em reservatérios que tém nas
vizinhangas um aquifero de grande volume. Nestes, a queda de pressdo do reservatorio €
responsavel pela expansio da agua do aquifero, que por estar contiguo a zona de 6leo, provoca o
fluxo de agua para o interior do reservatorio, deslocando o dleo na diregdo da(s) fonte(s)

produtora(s).

O mecanismo de capa de gas ocorre em reservatorios que apresentam inicialmente uma
zona de gas com volume consideravel. Esta zona expande devido a redugdo de pressdo resultante
da produgdo de fluidos, empurrando o ¢leo. Uma capa de gas secundaria pode ser formada
devido a segregagdo gravitacional, ou seja, com a deplecdo do reservatorio e consequente
liberag@o do gas, as fragdes mais leves tendem a fluir para as zonas superiores do reservatorio e a
medida que a profundidade aumenta o 6leo se torna menos saturado. Esta zona de gas ndo

original também atua como mecanismo de produgao.



Reservatorios com grande coluna de 6leo e/ou muito inclinados podem ser explotados por
drenagem gravitacional através da produgdo na base da zona. A pressdo referente ao peso da

coluna promove o deslocamento do fluido na direg@o da(s) fonte(s) produtora(s).

Com a deplegdo do reservatério e, consequentemente, declinio de produgdo torna-se
necessaria a introdugdo de elementos que elevem e/ou mantenham a pressdo. Segue-se entio a
fase secundaria de recuperagdo do reservatério quando gas e/ou agua, fluidos existentes no
proprio reservatorio, apesar de ndo necessariamente na mesma composi¢do, sdo injetados,
suplementando a energia perdida devido a produgdo de fluidos e deslocando o oleo, que por

diferencial de pressdo flui em diregdo a(s) fonte(s) produtora(s).

A recuperagao avangada de petroleo, mundialmente conhecida por Enhanced Oil Recovery
(EOR), ¢ a terceira ou ultima oportunidade de produgio de um reservatério de petroleo.
Normalmente ¢ implantada quando a recuperagdo secundaria n3o mais se mostra
economicamente atrativa ou, em muitos casos, antes deste ponto limite na otimizagdo dos
recursos. Consiste na introdugdo de energia térmica, quimica ou bioquimica, conforme as

caracteristicas do reservatorio, com objetivo de incrementar a recuperagao de petroleo.

Estes processos visam um incremento na recuperagdo de dleo pela melhona da eficiéncia
de varrido ou alterando a relagao existente entre as forgas viscosas e as forgas capilares expressa

pelo numero capilar N, , ou ainda pela ocorréncia destes dois fendmenos simultaneamente.

N_ =

ca 7

HV
o

onde: g - viscosidade, v - velocidade de escoamento € o - tensdo interfacial. As forgas

capilares sdo responsaveis pela ineficiéncia na recuperagdo de 0leo em projetos de injegdo de
agua em reservatorios. As forgas capilares sdo consequéncia da tensdo interfacial entre as fases
oleo € agua, e se contrapdem a aplicagdo externa das forgas viscosas, causando a transposi¢do do

oleo pela agua injetada e/ou conata.



A recuperagdo adicional de 6leo pode ser obtida pelo abaixamento da tensdo interfacial,
reduzindo-se as forgas capilares que sdo responsaveis por deixar o Oleo aprisionado em
deslocamentos 1imisciveis. Este aprisionamento pode ser entendido como resultado da

competi¢do entre as forgas viscosas, que mobilizam o 6leo, e as forgas capilares, que o retém.

Os métodos quimicos promovem a redugdo da tensdo interfacial, enquanto os métodos
térmicos, a redugdo da viscosidade do 6leo. Ambos resultam no aumento do numero capilar, e

em aumento da recuperagado de oleo.

A seguir sdo listados alguns dos principais métodos EOR e os mecanismos que utilizam

para incrementar a recuperagio de dleo:

Injecdo de polimeros, aumenta a viscosidade da agua reduzindo a razdo de mobilidade entre
fluido deslocante e fluido deslocado, propiciando um varnido mais uniforme com consequente

aumento da eficiéncia de recuperagao.

Injecao de surfactantes, diminue a atuagdo das forgas capilares pela redugdo da tensdo
interfacial entre o 0leo e a agua, que promove a formacio de uma micro-emulsdo. Em alguns

casos € aplicado associado a injegdo de polimeros para controle de mobilidade.

Injecdo de solvente, promove um banco miscivel com viscosidade menor, portanto mais
proxima da viscosidade da agua, reduzindo o contraste de mobilidades e consequentemente

permitindo uma maior eficiéncia de varrido.

Injecao de fluido aquecido ou de vapor, reduz a viscosidade do o6leo pelo aumento da

temperatura no reservatorio facilitando o fluxo no meio poroso.



Combustiao in-situ, promove aumento da temperatura ¢ consequentemente reducdo da
viscosidade do 6leo, pela combustio do proprio dleo do reservatério, provocada pela injegdo

de ar.

Injecdo miscivel de gis (metano, etano, diéxide de carbono e outros), promove o0
inchamento do 6leo, redugdo da sua viscosidade e diminuigio da tensdo interfacial entre o

Oleo e a agua.

1.1. Sobre o MEOR

Os microrganismos sdo seres unicelulares que sob determinadas condigdes e
apropriadamente alimentados sdo capazes de produzir produtos quimicos, metabdlitos. Esta
caracteristica pode tornar sua utilizagdo interessante em varias atividades como na inddstria

farmacéutica, alimenticia, petrolifera, dentre outras.

A aplicagdo de microrganismos na industria petrolifera para aumento da recuperagao de
petroleo € mundialmente denominada de Microbial Enhanced Oil Recovery (MEOR) e foi
sugerida pela primeira vez em 1926 por Beckmann (in Sheehy,1990). Em 1947 ZoBell conduziu
experimentos em laboratorio que indicaram o potencial da liberagdo de 6leo de graos de areia por
microbios. Cientistas soviéticos, Kuznetsov et al. (1963), Ivanov et al. (1990), e Belyaev (1990),

também deram importantes contribuigdes para o campo de MEOR.

O numero de produtos metabolizados pela interagdo das bactérias com petroleo € grande,
dependendo das condigdes do meio (pressdo temperatura, salinidade, pH e da presenga ou
auséncia de oxigénio), disponibilidade dos nutrientes de suporte para o metabolismo da célula
(nitrogénio, fosforo, ...) e a interagdo especifica da bactéria com o petroleo. Em termos gerais, os

metabolitos podem ser gases (metano, hidrogénio, diéxido de carbono), polimeros (proteinas,



polissacarideos), compostos surfactantes (lipidios poli-aniénicos), e muitos outros componentes

de macromoléculas simples a complexas.

Quanto a aplicagdo em petréleo, o estudo dos microrganismos e seus produtos compreende

uma serie de atividades e enfoques, como:

]

selecdo de bactérias endogenas, existentes no proprio reservatorio de petréleo, ou
exdgenas, provenientes de outras fontes, que sejam capazes de atuar na recuperagdo

do petroleo;

determinagdo dos nutrientes necessarios a estimulagdo dos microrganismos para

obteng¢do dos metabolitos desejados;

levantamento dos efeitos dos metabolitos na mobilidade de 6leos, tanto a redugédo

da viscosidade e tensdo interfacial como na melhona da eficiéncia de varrido;

verificagdo da capacidade dos microrganismos metabolizarem produtos nas
condigbes de reservatérios que podem aumentar a recuperagdo secundaria e

terciaria;

estudos do transporte das celulas no reservatorio de petroleo, as quais irdo produzir
bioprodutos in situ para incrementar a recuperagdo de oleo, ou do transporte dos

bioprodutos produzidos ex sifu,

A aplicag@o pratica de bacténas a reservatorios de petrdleo em subsuperficie, impdem

algumas restrigdes nestas culturas. Para ser de importancia pratica na recuperagdo de oOleo, os

microrganismos devem ser aptos a migrar, ou a serem transportados, profundamente dentro do

reservatorio para qualquer aplicagdo in situ. Além disso, elas devem ser aptas a se

multiplicarem nas condigdes fisicas, quimicas e biologicas do ambiente de subsuperficie e, para



1ss0, requerem nutrientes para o crescimento. O que ndo ¢ abastecido pelo reservatorio de

petroleo tem que ser suprido na injegédo de agua.

O uso de microrganismos e seus metabolitos para estimular a producdo de 6leo vem
despertando interesse do mundo inteiro. Esta técnica consiste na inje¢do de microrganismos
selecionados dentro do reservatorio, seguido de estimulagio e transporte de seus produtos de
crescimento, de maneira que sua presenca resultara em promover a redugdo do dleo residual
deixado no reservatorio apds a exaustio da recuperagio secundaria. E improvavel que o MEOR
substitua a curto prazo os métodos EOR convencionais, pois ainda ¢ uma técnica incipiente, com
muito a ser dominado, como por exemplo: sele¢do do microrganismo adequado, determinagéo de
condigdo satisfatoria de nutrigdo, controle do crescimento destes in-situ, distribuigdo e transporte
das bactérias e seus metabolitos em meio poroso, escolha de uma estratégia de produgdo que
maximize os resultados. Entretanto, € uma técnica promissora frente ao fato de que a inje¢éo de
bactérias no reservatorio conta com o aumento dos seus efeitos benéficos no decorrer do tempo,
Ja que estas possuem capacidade auto-multiplicadora, capacidade de promover in situ a

multiplicagdo de suas unidades e consequentemente de seus metabolitos.

A maior vantagem da aplicagio do MEOR ¢ o fator econémico, pois trata-se de uma
técnica de baixos niveis de investimento e baixos custos energéticos. Na operagdo, podem ser
aproveitados, em grande parte, as proprias instalagdes operacionais de um projeto de injecdo de

agua.

Algumas das substancias produzidas e os respectivos mecanismos propostos, através dos
quais estes agentes microbiologicos podem estimular a recuperagdo do 6leo, sdo mostrados a

seguir na Tabela 1-1.



Tabela 1-1 - Metabolitos e sua Contribuigao para Recuperacio de Oleo

Metabélitos Efeitos

Acidos Modificagdo da rocha reservatorio
Alteracdo da porosidade e permeabilidade

Reagdo com a rocha calcarea e produgéo de CO2

Biomassa Tamponamento seletivo ou nao seletivo

Emulsificacdo através da aderéncia aos hidrocarbonetos
Modificagdo da superficies dos solidos

Degradacido e alteragdo do oleo

Redugdo da viscosidade do oleo

Desulfurizagado do oleo

Gases (CO2, CH4,|Repressurizagdo do reservatorio

H2) Inchamento do 6leo

Redug¢do da viscosidade

Incremento da permeabilidade devido a solubilizagdo de rochas

carbonaticas pelo acido carbonico

Solventes Dissolugao do 6leo
Surfactantes Redugao da tensdo interfacial
Emulsificagdo

Polimeros Controle de mobilidade

Tamponamento seletivo ou ndo seletivo

A utilizagdo destes metabolitos na recuperag@o de oleo podera ser através de um processo
de geragdo ex situ ou in situ. No primeiro, o crescimento dos microrganismos € geragao dos
bioprodutos ocorre fora do reservatorio e posteriormente o produto metabolizado € injetado no
mesmo. Geralmente, a utilizagdo de produtos gerados ex sifu representa maiores custos e

esforgos, devido a necessidade de emprego de nutrientes mais ricos em sais, que de outro modo



poderiam ser encontrados no proprio reservatorio. Tambeém, neste caso, ha uma necessidade de
maior quantidade de bioproduto, acrescentando-se ainda os custos envolvidos na retirada prévia

dos microrganismos.

No segundo processo, 0s nutrientes e microrganismos sao injetados no reservatorio € os
metabdlitos sao gerados no interior do mesmo. Geralmente esta produgdo ocorre onde o
bioproduto sera mais necessario, como no caso dos surfactantes que atuam na interface entre o

oleo € a agua, tendo um aproveitamento mais eficiente.

A atuacgdo do tratamento com microrganismos no reservatorio pode pretender se limitar ao
nivel de uma estimulagdo da produgdo na vizinhanga do pogo. Neste caso o meio nutriente
inoculado € injetado num pogo e, apoés um periodo de fechamento que permitira a incubagdo
(crescimento e metabolizagdo), este mesmo pogo € aberto a produgdo. A Figura 1-1 ilustra as

etapas de injegdo e produgdo desta operagao.

Pogo myetor/produtor

T

Figura 1-1 - Desenho esquematico da utilizacio de microrganismos,

com atuac¢ido na vizinhanga do pogo



A utilizagido de microrganismos em meio poroso pode ainda buscar uma atuagdo em maior
profundidade do reservatdrio, na regido.intermediaria entre um pogo injetor, que recebera o meio
inoculado, e um produtor, como mostrado na Figura 1-2. Também neste caso sera necessario
um periodo de incubag@o, para que os microrganismos produzam os metabdlitos adequados para

mobilizagdo do dleo.

Pogo Nutnente

injetor _l e indculo

Pogo

L T L R O O O R R e e 1

Figura 1-2 - Desenho esquematico do deslocamento de 6leo no reservatorio

pelos metabdlitos produzidos in-situ

A injegdo de microrganismos € nutrientes em meio poroso pode ocorrer simultaneamente,
quando o meio nutriente € o proprio fluido sobrenadante, ou sequencialmente, quando inoculo €

nutriente sdo injetados intercaladamente.



1.2. Sobre o Trabalho

O estagio avangado de recuperagdo secundaria em varios campos de petroleo das regides
de produgdo mais antigas tem apontado para grande volume de 6leo ndo recuperavel pelos
metodos de recuperagdo que possuem tecnologia dominada. Depara-se, entdo, com o desafio de
pesquisar e desenvolver novas tecnologias, que tragam ganhos na recupera¢do de

hidrocarbonetos a baixos custos de investimentos € manutengio.

O Campo de Dom Jodo, localizado na Bacia do Reconcavo no estado da Bahia, ¢ um dos
que se encontram nesta situa¢do, com uma baixissima recupera¢do face a uma reserva ainda
grande. Em vista disso, o campo foi incluido como alvo empresanial de um dos Projetos
Avancados de Recuperacdo de Petroleo (PRAVAP), concebidos pela Petrobras com objetivo de

diagnosticar e solucionar o motivo destes baixos niveis de produgao.

Como parte de uma das linhas de interesse deste projeto, situa-se a pesquisa sobre
utilizagdo de microrganismos produtores de surfactantes, que aumentam a recuperagdo de
hidrocarbonetos pela reducdo da tensdo interfacial. Este método requer, para sua
operacionalizagdo, baixos custos de investimentos, o que o tornaria atrativo sobre o aspecto
economico. Entretanto sua tecnologia ainda se apresenta incipiente com muitas questdes a serem

resolvidas.

Através de um convénio envolvendo o Centro de Estudos de Petroleo (CEPETRO), a
Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) e Centro de Pesquisas Quimicas, Biologicas ¢ de
Alimentos (CPQBA), pertencentes a Universidade Estadual de Campinas, ¢ a Petrobras, foram
selecionadas algumas linhagens de microrganismos do proprio campo de Dom Jodo, como

potencialmente produtoras de bio-surfactantes.
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Como etapa natural para amadurecimento desta técnica, verificou-se a necessidade de
testes em meio poroso, com a finalidade de verificar as condigdes e efeitos da aplicagdo destes
MICTOrganismos em meio poroso em situagdo similar a que ocorreria em um reservatorio de

petréleo.

O transporte das bactérias injetadas em meio poroso €, entre outros, um dos problemas que
necessita ser solucionado, antes que 0 MEOR possa ser aplicado com sucesso em reservatorio.
Com objetivo de submeter determinada extensdo do reservatdrio ao tratamento com
miCrorganismos, para geragdo 2 situ dos metabolitos, as bactérias devem ser transportadas
fundo no reservatorio. O problema do transporte de bactérias esta estreitamente relacionado com

0 sucesso ou fracasso do MEOR.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar experimentalmente os efeitos da injegdo de
microrganismos produtores de bio-surfactantes, na recupera¢do de petréleo, em meio poroso
consolidado saturado com salmoura e com 6leo residual, submetido a fluxo linear sob condi¢des

de pressao constante.

Técnicas multidisciplinares da engenharia de petroleo e microbiologia foram utilizadas na

realizagdo dos experimentos e na analise dos fendmenos envolvidos.
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2.  CONCEITUACAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estado da Arte

A utilizagdo de microrganismos na industria do petroleo com objetivo de aumento da
produgdo foi citada pela primeira vez em 1926 por Beckmann (in Sarkar et al., 1989). Desde
entdo até 1940 poucos trabalhos foram efetuados, quando ZoBell iniciou uma série de estudos
experimentais. Como microbiologista marinho, uma das suas areas de pesquisa se refere a
degradagdo microbiologica de plantas e animais contendo hidrocarbonetos. Em suas publicagoes,
o autor sugere que a agdo microbioldgica degrada a matriz orgénica, envolvendo o hidrcarboneto
produzido por plantas e animais. O dleo entdo gerado, migra e se acumula na formag&o, dando

origem aos reservatorios de petroleo.

A primeira tentativa de separar o 6leo da rocha reservatério foi efetuada com culturas
inoculadas por bactérias sulfato-redutoras, particularmente as espécies Desulfovibrio
hydrocarbonoclastius e Desulfovibrio halohydrocarbonoclastius. A multiplicagdo destes
microrganismos foi acompanhada da separag@o gradual do oleo da areia. Gotas de dleo surgiram
na superficie da solugao nutriente, onde o testemunho se encontrava imerso. ZoBell explicou a

liberagdo deste 6leo pelos fendmenos abaixo enumerados de forma sintética.

e Decomposi¢do de carbonatos inorganicos: bactérias redutoras de sulfato reduzem
sulfatos inorgénicos em H,S, que ¢ levemente acido. A solugdo acida converte o
carbonato de calcio da rocha em bicarbonato e ainda didoxido de carbono, aumentando

as cavidades porosas € consequentemente a permeabilidade.

e Liberagdo do gas: o dioxido de carbono reduz a viscosidade do o6leo, melhorando as

propriedades de escoamento do 6leo. Bolhas de gas podem empurrar o oleo atraves de
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capilares ou expulsi-lo de microtrapas. O metano produzido pelas bactérias na
vizinhanga do 6leo pode se dissolver no 6leo, promovendo maior fluidez e mobilidade

deste.

e Afinidade das bactérias pelos solidos: num wltimo estagio de seu ciclo de vida, as
bactérias redutoras de sulfato se assentam na superficie sélida expulsando filmes de

oleo.

* Redugdo da tensdo superficial: bactérias produzem agentes surfactantes que sd3o em

parte responsaveis pela liberagdo do 6leo dos sélidos.

Em 1954, Updegraff e Wren tentaram repetir o experimento de ZoBell, mas ndo
conseguiram mostrar 0 aumento na recuperagio de Oleo com o tratamento com bactérias
redutoras de sulfato. Eles desenvolveram e patentearam técnicas envolvendo a inje¢do de alguns
outros microrganismos como Escherichia coli, algumas do género Clostridium e Bacillus, ou
sulfato-redutoras. Estes eram usados de forma combinadas, supridos com carbohidratos e

nutrientes minerais.

Um outro estudo pioneiro foi efetuado por Kuznetsov et al. da U.S.S.R. (1963), que adotou
uma linha diferente da linha de ZoBell. Eles se basearam nas investigagdes de Ekzertsev (in
‘Kuznetsov, 1961), que mostrava que depésitos de 6leo da regido de Middle Volga continham
bactérias anaerdbias capazes de transformar o 6leo em gases. Com objetivo de reduzir a
viscosidade do éleo e com isso aumentar a sua mobilidade, ele introduziu no reservatério uma
cultura enriquecida deste tipo de microrganismo. Ele assumiu que as bactérias cresceriam

consumindo melago e biodegradariam o 6leo transformando-o em metano.

Como resultados dos testes de campo foram observados:
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e Aumento da pressio na cabega do pogo fato, que comprova a sobrevivéncia e

crescimento dos microrganismos.

e Aumento da viscosidade do oleo.

e Um pequeno aumento da vazao e redugao de 25 % da agua produzida.

e Passados quatro meses, a produg@o voltou aos niveis anteriores. Pelo volume de fluido

injetado, o tratamento limitou-se as vizinhangas do pogo.

A partir de 1980 o tema de MEOR comega a ser abordado efetivamente por um numero
maior de pesquisadores, com linhas de estudos experimentais ¢ de modelamento matematico dos
fendmenos de transporte envolvidos, inclusive com a elaboragdo de simuladores numericos e
validag@o experimental. Também neste periodo aparecem alguns casos de aplicagdo do MEOR

em campos de petroleo.

Nas pesquisas desenvolvidas em laboratério procurou-se: isolar e caracterizar bactérias
endogenas de reservatorio de petroleo (Gevertz et al., 1991 e Bhupathiraju et al., 1991); verificar
a eficiéncia de diferentes espécies de microrganismos no ambiente de meio poroso (Bryant &
Douglas, 1988 e Kalish et al., 1964) e das condigdes de nutrigido necessarias (Sunde et al., 1992);
- determinar sequéncias operacionais de aplicagdo do meétodo que maximizasse seus efeitos na
recuperagao de petroleo (Jang et al, 1984); verificar a alteracdo na permeabilidade da rocha
devido ao crescimento da célula (Kalish et al., 1964; Jenemann et al., 1984; Udegbunam et al,,
1991; Raleigh e Flock, 1965) a e definir os pardmetros que influenciam mais diretamente o

transporte das células na rocha reservatorio (Sarkar et al., 1993a e Bryant et al., 1989b).
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2.2. Modelos Teoricos

Os mecanismos envolvidos no aumento da recuperagdo de 6leo devido ao emprego de
microrganismos sdo devidos a fendmenos fisicos, quimicos e biologicos envolvendo os varios
componentes do processo: fluidos do reservatorio, bactérias, metabolitos, nutrientes e rocha, €
suas interagdes. Recentemente estes mecanismos foram matematicamente modelados, por alguns

autores.

Sarkar et al. (1993b) apresentaram de forma generalizada a formulagdo matematica do
processo MEOR. As equagdes governantes basicas do transporte de o6leo, agua, bactérias,
nutrientes € metabolitos neste processo sao as equagdes de conservagdo de massa. As relagdes
existentes, condi¢des iniciais e condigdes de contorno foram especificadas para descrever
completamente o problema de valor de contorno. O processo envolve a analise conjunta de:
crescimento € transporte dos microrganismos, geragdo de metabolitos, consumo de nutrientes e
transporte de todos os componentes através do meio permeavel. Estes fendmenos sdo expressos
na forma de equagdes de balango de massa. Alguns destes fendmenos sdo pouco usuais na
engenharia de reservatorios e para serem compreendidos, serdo apresentados, a seguir, na forma

de expressdes matematicas.

2.2.1. Equacgoes de conservacao de massa
A forma diferencial para equag@o geral de balango de material em condigdes 1sotérmicas,

de uma mistura multicomponente, considerando o transporte multifasico de substancias quimicas

e/ou bioquimicas em meio poroso ¢ dada por:

W,
ZL=_VN, + 4,
2 i +4 M
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onde W, N, e 4, sdo respectivamente a concentragao, o fluxo e o abastecimento do componente i.

A concentragdo total (W) pode ser expressa por:

p

W, =¢[1—inJZ(p;CfIS:)+¢pféf 2)

=1

onde #, € o nimero de componentes e n, o numero de fases. C, é a concentragdo volumétrica do
componente / na fase /e C, a concentragio volumétrica do componente / adsorvido na superficie
da rocha baseado no volume poroso original, ¢ € a porosidade do meio, S, a saturagdo da fase / e

p; a densidade do componente i.

O termo de fluxo N, pode ser expresso por:

fp

N,- = _z {(u,p,.C,-,)+¢oS; (D:‘f'v(pfci-’) + D',-; 'V(p"c’""))} 3)

I=1

onde D; e D’; sdo respectivamente os coeficientes de dispersio hidrodindmico simples e

conjugado. O subscrito i’ é o indice do componente conjugado ao componente i na dispersio.

O termos fontes na Eq. (1) sdo uma combina¢do de todos os termos de vazdo de um
determinado componente, inje¢do, produgdo, crescimento e morte das bactérias € pode ser

€XPpresso por:

ny, O. .
4; = Z¢S: (Affpscfr +4', pfcﬂ')"'?p’ 4)

=] b

onde O, € a vazdo de inje¢do ou produgio e 7, o volume de rocha. 4, 4’ sdo respectivamente os
termos de vazdo especifica simples e conjugada do componente 7 na fase /. A principio, os termos
de vazao estdo sendo utilizados para os termos de razdo de reagdes. Por exemplo, no caso do

nutriente, o coeficiente conjugado indica que a razdo de consumo € dependente da concentragio
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de bactérias vivas e no caso dos metabolitos a razio de geracdo depende da concentragdo de

bactérias.

Para a modelagem do transporte dos fluidos do reservatorio, oleo, agua e gas, as equagdes
de fluxo consideram o fluxo convectivo e difusivo, a producao e inje¢ao destes fluidos.
Entretanto, devem ser consideradas algumas relagbes que representam a alteracdo de

caracteristicas devido a atuagao dos metabolitos produzidos pelos microrganismos.

Islam (1990) define as equagdes de fluxo para cada componente considerando inclusive a

fase gasosa.
Agua
o, 8, Kk )
bl P R i v/, ) ER 5
a[anJ RO s)
Oleo
a(,S,) (Kk )
Zlp2e |-y 22V |+ 6
a:["’s) WA (6)
Gas

-

5 S
3[4: RS, o RaS. +¢_g] _

Ot u’wa ’J'DBD Bg

Kk R_ Kk R_ Kk e
V[ . V(Dg +MV¢W +MV¢)0} +q;; +Qszw +q0RJO

“’3‘83 p'wa uGBO
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onde os indices w, o e g se referem. respectivamente as fases agua, oleo e gis, K é a
permeabilidade absoluta do meio poroso e &, a permeabilidade relativa ao fluido especificado, na
presenca dos demais, p a viscosidade do fluido, B o fator volume de formagio, ®o termo
potencial, g o termo referente a vazao de injegao/producdo e R a razdo de solubilidade do gas no

fluido especificado.

O transporte de microrganismos no meio poroso deve considerar, além do fluxo difusivo e
convectivo € da taxa de injegao/producdo de bactérias, a taxa de crescimento e/ou morte e 0s
fendmenos de quimiotaxia (chemotaris), que é um fluxo difusivo molecular direcionado pelo
gradiente de concentragdo do nutriente, da concentragdo mais baixa de nutrientes para a mais
alta, onde as bactérias se proverao melhor de alimentos. Deve-se considerar também o fenémeno
de fuga (tumbling), que também € um fluxo difusivo molecular direcionado pela propria
concentragdo de bactérias, da concentragdo mais alta para a mais baixa, onde a concorréncia

pelos nutrientes € menor.

A modelagem do fendmeno especifico pode ser obtido por correlagdes a partir da utilizagio
de modelos matematicos associados aos dados de laboratorio em experimentos montados com

objetivo de isolar este determinado fenémeno (Bryant et al., 1992).

Chang et al. (1991) desenvolveram uma formula¢do matematica para o modelamento do
fendmeno de propagagao e distribui¢do dos microorganismos em meio poroso. A formulagdo do

autor para o transporte de bactérias é dada por:

V.D.V(®SC,)- V(ac,)-r,V.(C,VInC, ) +4S(c-1,)C,

oc,  8(esC,) ~ ) (ET ®
+ T +Sr.C, —r,p(c Gh)kti))
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onde r,, € o coeficiente de quimiotaxia, m e f sdo respectivamente os indices relativos as bactérias
e nutrientes, U € a taxa de crescimento dos microrganismos, 7, € a taxa de morte dos mesmos, 7,
e r, sao respectivamente a taxa de adsorgao e desprendimento, ¢ ¢ volume de microrganismos

depositados e o indice irr representa o componente de irreversibilidade.

O volume de microrganismos depositados, ¢ , € dado por:

%T—:(c—rd)c +rc%—ryc[(ﬂ 9)

Os cinco termos do lado esquerdo da Equagdo 8 correspondem respectivamente aos
fendmenos de dispersdo, convecgdo, quimiotaxia, crescimento € morte, € inje¢do e reprodugio
de microrganismos. Os termos do lado direito da equagdo correspondem respectivamente a
acumulagdo no meio poroso, a adsorg@o (clogging) e a liberagdo (declogging) das bactérias na
fase aquosa. A Equacdo 9 descreve o crescimento, morte, adsor¢ao e liberagao das bactérias na

superficie da rocha.

O crescimento dos microrganismos € dado pela equagdo de Monod:

u= l‘l'mcf

=L A, 10
K. +C, (10)

onde p, € a taxa maxima de crescimento e K, € a concentragdo de nutriente, na qual este

crescimento maximo ocorre. Estes valores sdo obtidos experimentalmente.

A taxa de adsor¢do € assumida como sendo proporcional a concentracdo de células. O
termo 4 na parcela referente ao desprendimento das celulas coloca este termo como uma fungdo
da saturacdo de adsor¢do na superficie da rocha. O fluxo quimiotatico ¢ assumido como um

gradiente exponencial da concentragio de nutrientes.

19



O transporte de nutrientes € descrito pelo fluxo difusivo, fluxo convectivo, pela
injegao/produgéo de nutrientes e pelo consumo deste pelos microrganismos. Chang et al (1991)

também apresentaram a formulagido matematica para o transporte de nutrientes, dado por:

= < < (20| _SC+po) 0OC, _(e5C/)

V.0, V($sC,)-V.(iC,) = v = (11)

O lado esquerdo da equagdo representa respectivamente os termos de dispersdo, convecgao,
consumo, € injegao/producdo de nutrientes e no lado direito € apresentado o termo de
acumulagio. O coeficiente de aproveitamento ¥ € definido como a massa de células produzidas

por unidade de substrato removido.

A porosidade do meio vai sendo modificada a2 medida que as células vio se depositando:

b=¢,-c (12)

onde ¢, € a porosidade original da unidade reservatorio. Com esta deposigdo, a permeabilidade
absoluta também vai sendo alterada, tendo sido proposta uma relagdo logaritmica com a

porosidade, expressa por:

Log(K) =a, +a,($) (13)

onde os coeficientes a, e a, sao determinados experimentalmente.

2.2.2. Equacio geral de balanco de materiais

A equacgdo da continuidade, descrevendo a conservagdo da massa total, ¢ obtida pelo

somatorio das equagdes de conservagdo de massa de todos os componentes.
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%gu, = ;ﬁ;{i(}eacﬂ + Ry % C“]}+ i_Q—i (14)

k=1 k

Combinando a equagdo da continuidade, a lei de Darcy, as relagdes de pressdo capilar, e

desprezando a gravidade, a forma final da equag@o de pressdo pode ser obtida.

2.2.3. Relacoes constitutivas

As relagdes utilizadas neste modelo s3o: saturagdo, concentragdo de fase, concentragdo
total, adsorgdo 1sotérmica, relagdes de equilibrio de fase, relagdes de press@o capilar, densidades
e viscosidades das fases ¢ permeabilidades relativas. O modelamento das propriedades fisico-
quimicas e comportamento de fases ¢ um aspecto muito importante num simulador

composicional.

2.2.4. Simulacao

Sarkar et al. (1993b) apresentaram um modelo matematico para o crescimento
bacteriologico e o transporte convectivo em meio poroso. A retengdo e o transporte dos
microrganismos foi modelado usando uma aproximagdo do fluxo fraciondrio, onde os varios
mecanismos de retengdo das bactérias poderiam ser considerados no modelo através da escolha
do formato apropriado da curva de fluxo fracionario. A reducdo de permeabilidade devida ao
tamponamento pelas bactérias foi simulada utilizando a teoria da média efetiva. A modelagem
considerando razdes de transporte e crescimento das bactérias, a geragdo de metabdlitos e o
consumo de nutrientes € complexa, consequentemente as equagdes de conservagdo governantes,

resultantes em equagdes diferenciais parciais ndo lineares, foram solucionadas numericamente.
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As solugdes obtidas foram comparadas com informagdes obtidas experimentalmente mostrando

certa concordancia.

2.3. Trabalhos Experimentais

Alguns trabalhos sdo citados resumidamente a seguir devido a importincia para o

estabelecimento dos procedimentos ¢ programagéo dos testes da pesquisa desenvolvida.

Jenneman et al. (1984), conduziram trabalhos com a finalidade de avaliar a utilizagdo de
microrganismos para a corre¢do de permeabilidade. Concluiram que os nutrientes sio
transportados sem problemas e em concentragdes suficientes para prover 0s microrganismos.
Menos do que 1% das células injetadas foram recuperadas nos efluentes. Os autores observaram
que a adigdo de nutrientes € microrganismos em testemunhos resultou numa redugdo de
permeabilidade da ordem de 60 a 80% e a inje¢do de nutrientes sem microrganismos resultou na
redugdo de permeabilidade da ordem de 30 a 50%, o que foi atribuido ao crescimento das

bactérias endogenas.

Jang et al. (1984) apresentaram artigo sobre uma investiga¢do em escala de laboratorio do
transporte de bactérias em colunas de areias compactadas e amostras de arenito e suas relagdes
com a eficiéncia de recuperagdo. Varios processos de recuperagdo utilizando Bacillus subtilis,

produtor de bio-surfactante foram experimentados, como:

(a) Fluxo constante com a cultura de bactéria;

(b)  Inoculagdo da bactéria seguida da injegdo de nutrientes;
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(c)  Inoculagdo seguida por repetidos ciclos de incubagio estatica, liberagdo de pressio

e inje¢do de nutriente (ou agua).

Os experimentos revelaram que nos processos acima ocorreram recuperagdo na ordem de
30-40% de dleo adicional em colunas de areia compactadas. Foi detectado que as bactérias

podem muigrar a 1 pé/d através da coluna de areia compactada saturada com caldo de nutriente.

O transporte de bactérias no processo (c), que ¢ dos trés processos o mais viavel
hipoteticamente, foi atingido através da inje¢do com nutriente seguido por um periodo de
incubacdo estatica, durante o qual as células se multiplicaram e migraram. Experimentos
isolados simulando os dois estagios do transporte de bactérias revelaram que as cepas de B.
subtilis e Clostridium acetobutylicum sdo mais facilmente transportadas através da amostra de
arenito, enquanto as celulas B. subtilis migram através da amostra mais rapidamente do que
Pseudomonas putida durante a incubag@o estatica. Isto sugere que o procedimento desenvolvido
prové um critério de selegdo de cepas de bactérias com propriedades de transporte em meio

poroso favoraveis.

Bryant e Douglas (1988) do National Institute for Petroleum and Energy Research
(NIPER) desenvolveram facilidades laboratoriais para avaliagdo de sistemas microbiologicos
aplicados em recuperagao avangada de petroleo. Resultados de estudos microbiolégicos em

testemunhos do arenito Berea demonstraram que as bactérias podem alterar enormemente o0 o6leo
I residual apos o varrido com agua, partindo de uma eficiéncia de recuperagéo de 7,5 para 75%. O
tipo de encapsulamento do testemunho nd3o afeta a recuperagdo de oOleo. Variagdes na
permeabilidade da rocha de 134 a 1920 md indicaram que alguns microrganismos podem
apresentar uma melhor eficiéncia de recuperag@o em testemunhos com baixas permeabilidades.
Os resultados também mostraram que a produgdo de gas pelos microrganismos ndao € o Unico
fator que afeta a recuperagdo de oleo; algumas bactérias que produzem surfactantes sem gas,
podem prover igualmente adi¢@o na eficiéncia de recuperagdo do 6leo. Do mesmo modo, o tipo
de surfactante tamb€m pode fazer diferenga; duas espécies de surfactantes produzidos podem

variar a eficiéncia de recuperagdo. Uma comparagio de eficiéncias de recuperagdo do dleo, entre
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microrganismos utilizando 6leo de densidade de média a leve e dois tipos de 6leos pesados,
indica que 0 MEOR pode ser efetivo para éleos pesados tanto quanto para 6leos leves. Sio
apresentadas correlagdes entre eficiéncias de recuperagdo para uma espécie particular de
microrganismos € sua capacidade de mobilizar o éleo cru em micromodelos de vidro. Os autores

trabalharam com espécies de Bacillus e Clostridium, além de outros genéros.

Bryant et al. (1989a) desenvolveram um estudo laboratorial com os objetivos de entender o
transporte de bactérias e seus metabélitos, estabelecer as relagdes existentes entre as células e os
metabdlitos em meio poroso e verificar os efeitos de aditivos quimicos na recuperagio de dleo.
Concluiu-se que a injegdo apenas dos metabélitos ndo representaram ganho de oleo, que pode ser
atribuida ao fato de que o potencial do método estd na metabolizagdo localizada na interface
6leo-agua. O uso de aditivos quimicos a baixas concentragdes pode melhorar a recuperagao,

como o uso de bicarbonato de sédio.

Rouse et al. (1992) prepararam dois grupos de ensaios laboratoriais com objetivo de
embasar um teste de campo do reservatério Teapot Dome. No primeiro grupo de ensaios o
objetivo foi testar todos os componentes quanto a recuperagdo incremental de petréleo. No
segundo grupo, o objetivo foi obter a maximizagdo da recupera¢do. Entretanto, os autores ndo
conseguiram obter resultados positivos quanto a recuperagdo, concluindo que a principal causa
pode ter sido a falta de oxigénio suficiente para a produgdo dos surfactantes e polimeros pelas

bactérias.

Sarkar et al. (1993a) analisaram experimentalmente o transporte convectivo em meio
poroso de solugdes concentradas de bactérias, verificando os efeitos de: (a) adigdo de um
dispersante, (b) velocidade linear de injegdo, (c) concentragdo de células, (d) salinidade, (e)
temperatura, e (f) presenca de 6leo residual. Os pesquisadores concluiram que: 1) o transporte de
bactérias em meio poroso ¢ controlado pelo grau de dispersdo das bactérias e pela velocidade de
fluxo; 2) o principal efeito do transporte convectivo é o tamponamento na face montante do
reservatorio; 3) reduzindo a agregagdo dos microrganismos pela adi¢do de um dispersante resulta

em uma redug@o significativa no tempo de erupgdo das células e reducio do comprometimento
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da permeabilidade; 4) a presenga de cloreto de sodio, altas concentragdes de bactérias, e/ou
diminuig@o da temperatura, resultam em um aumento da retengio; 6) a exclusdo pelo tamanho de
células agregadas sdo os mecanismos predominantes para retengdo de bactérias; 7) muito pouca
retengdo ocorre a jusante do meio poroso; 8) a presenga de 6leo residual aumenta a retengio de

bactérias mas reduz a extens3o da redug@o de permeabilidade.

2.4. Aplicagdoes em Campo

Coates et al. (1992) relataram um teste de campo efetuado em Oklahoma, Estados Unidos,
em 1991, onde utilizaram microrganismos indigenas, nutridos com melago e nitrato de aménio,
para tamponar as altas permeabilidades do reservatorio. Foi observado, através de testes de

interferéncia entre pogos, a redugdo da permeabilidade do meio poroso.

Portwood e Hiebert (1992) apresentaram os resultados da aplicagdo do MEOR na formagéo
Caddo Conglomerate no Texas, Estados Unidos, que apds o tratamento tem seu declinio anual de
10,32% melhorado para 9,86%. Os autores ndo observaram problemas quanto a corrosdo dos

equipamentos e concluem que houve uma redugao dos problemas operacionais com parafina.

Buciak (1994) apresentou o projeto, a implantagdo e os resultados da utilizagdo do MEOR
na estimulagdo de pogo no campo de Diadema na Argentina. Dois dos cinco pogos tratados
obtiveram bons resultados na recuperagdo de petrdleo, com aumento na produgio da ordem de
40-50% na produgdo. Foi utilizada um formulagdo microbiana produtora de gases, acidos, alcoois
e surfactantes. A solu¢do microbiana foi injetada em pogos que foram fechados por sete dias para

crescimento € produgdo de metabolitos e posteriormente abertos a produgéo.

Bryant et al. (1988) apresentaram trabalho com os resultados de dois testes pilotos de
aplicagdo do MEOR nos campos de Mink Unit e Phoenix Site em Oklahoma, Estados Unidos.

Estes testes foram precedidos de trabalhos experimentais em laboratorio. No foram encontrados
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problemas relativos 4 corrosdo ou a injetividade e a populagdo de bactérias redutoras de sulfato
se manteve em niveis baixos. A recuperagdo de petréleo em um dos casos chegou a 19,6% € os

testes permitiram uma idéia da viabilidade técnica e econdmica da aplicagdo do MEOR.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram inicialmente concebidos de maneira a permitir a verifica¢do dos
efeitos da aplicagdo da técnica MEOR na redugdo do oleo residual presente em meio poroso,
simulando em laboratorio as fases de recuperagdo de petroleo as quais o reservatorio estaria

sendo submetido.

Alguns aspectos foram mantidos constantes durante a série de experimentos e outros foram
variados para observagdo e analise da alteragdo no comportamento de produgdo devido ao

fendmeno que se pretendia caracterizar.

Na medida do possivel procurou-se simular as condigdes de reservatorio do campo de
Dom Jodo, situado na Bacia do Reconcavo, no estado da Bahia, devido a potencialidade de
aplicagdo do método no mesmo. Os reservatorios deste campo possuem baixa recuperagdo de
petréleo € volumes originais expressivos, € os estudos indicam que o principal responsavel seria

o problema de parafinag@o do ¢leo em subsuperficie.

O campo de Dom Jodo possui, ainda, porosidade em torno de 18,5 %, permeabilidade
média em torno de 1 Darcy, profundidade média de 350 m, que o torna candidato a aplicagdo do

MEOR.

3.1. Meio Poroso

O melo poroso utilizado em todos os testes foi o Arenito Botucatu (Figura 3-1) originado
de um afloramento localizado na regido noroeste do estado do Parana, municipio de Ribeirdo

Claro. Esta rocha foi escolhida por oferecer boa condigdio de homogeneidade € por sua
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disponibilidade em curto espago de tempo. O meio homogéneo ¢ de grande importancia para a
pesquisa pois, evitando as variagdes ndo controladas, sdo evitados que os fendmenos de interesse
sejam mascarados. A repetibilidade das propriedades da rocha nos varios testemunhos permite a

analise comparativa mais depurada entre 0s ensaios.

Figura 3-1 - Testemunho do arenito Botucatu utllizado nos experimentos

Gomes et al. (1996) analisaram o Arenito Botucatu quanto aos aspectos petrograficos e
petrofisicos. A analise petrografica, obtida a partir de fotomicrografias, indicou que a rocha ¢
composta de grios bem selecionados, predominantemente arredondados, com boa esfericidade,
apresentando alguma rugosidade externa. O arcabougo € composto basicamente de quartzo € em
menor grau de silex. Predomina a porosidade intergranular € os contatos entre 0s graos sdao

predominantemente pontuais.



A andlise petrofisica elaborada por Gomes et al. (1996) consistiu em determinagdes de
porosidade, permeabilidade ao ar, pressdo capilar ¢ permeabilidade relativa agua-6leo. A partir
das analises de pressdo capilar pelo método de merctrio foi possivel efetuar o célculo da
distribuigdo de gargantas de poros que ¢ apresentada na Figura 3-2, onde se percebe uma

distribui¢do unimodal com uma média de garganta de poro em torno de 30 xm.
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Figura 3-2 - Distribuiciao do tamanho de gargantas de poros

Os testemunhos utilizados foram amostrados com dimensGes aproximadas de 5,55 c¢cm de
didmetro por 30 cm de comprimento. O tamanho da amostra foi escolhido de maneira que
permitisse 0 maior volume poroso possivel, propiciando seguranga nas leituras de volume
produzido que foram feitas ao longo do experimento, mas dentro das limitagdes operacionais de
tamanho da mufla (utilizada na etapa de calcinagdo do meio poroso) e da estufa (ambiente
utilizado para execucdo do ensaio). O tamanho ¢ compativel com o encontrado na bibliografia
pesquisada, haja visto que Chang et al. (1991) utilizaram amostras de rochas de dimensdes 127 x
2,54 x 2,54 cm; Wagner (1991) utilizou cilindros de rochas carbonaticas com dimensoes de 18 x

6 cm, comprimento x didmetro; Kalish et al. (1964) trabalharam com amostras cilindricas de
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arenito Berea de 10,2 x 2,5 cm e 5,1 x 2,5 cm; Jenneman et al. (1984) utilizaram cilindros do
arenito Berea de 20 x 5 cm; Bryant e Douglas (1988) com cilindros de arenito de 25 x 2.5 emzie

Bryant et al. (1989b) com cilindros de arenito de 25,4 x 3,8 cm.

Os testemunhos apresentam variagdes pouco significativas nas caracteristicas
permoporosas, uma boa indicagdo da homogeneidade entre amostras. Na Tabela 3-1 sdo
apresentadas as dimensdes e propriedades das amostras de meios porosos utilizados nos
experimentos. O volume poroso, € consequentemente a porosidade, foi obtida por expansdo
isotérmica de nitrogénio no testemunho, através de um porosimetro CORELAB e corroboradas
pelo diferencial de pesos da amostra seca e saturada com salmoura de densidade conhecida. A
permeabilidade absoluta da rocha foi determinada com a utilizagdo de permeabilimetro a gas

CORELAB/modelo 3030-124, também abastecido com gas nitrogénio.

Tabela 3-1- Dimensées e propriedades permoporosas dos testemunhos utilizados

Amostra Comprimento Diametro Porosidade Permeabilidade
(cm) (cm) (%) ao gas (mD)
01 29,87 5,56 22,8 500
0z 30,32 5,55 23,8 500
03 30,62 5,56 229 531
04 31,15 5,56 23,6 694
05 31,10 5,56 23,6 723
06 31,40 5,56 © 23,0 501
08 31,85 5,56 22,8 496
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3.2. Fluidos de Teste

Os fluidos utilizados nos experimentos foram caracterizados quanto a densidade, para
corre¢do dos volumes obtidos em fungdo de seu peso, e viscosidade, para determinacdo da
viscosidade na qual ocorreu o transporte dos fluidos em fungdo da temperatura de teste. As
curvas foram ajustadas a partir dos resultados das analises de viscosidade em funcdo da

temperatura.

Esta caracterizagdo foi efetuada para o 6leo, solugéio salina e meio nutriente sem inoculo.
Posteriormente, foi determinado a viscosidade do meio nutriente inoculado na temperatura do

teste.

3.2.1. Oleo

Foi utilizado 6leo do pogo 7-DJT-41-BA do campo de Dom Jodo Terra, na Bahia. As
curvas de variagdo da viscosidade deste 6leo com a temperatura foram obtidas com a utilizagdo
do viscosimetro rotativo a cilindros concéntricos HAAKE/modelo CV20N. Foram efetuadas duas
analises para as amostras de oleo utilizadas nos testes da Etapa I (Figura 3-3) e Etapa II (Figura

3-4),

Nestas curvas foi verificado que o ponto de parafinagdo se encontrava em torno de 40 e 42
°C, respectivamente. Amostras de oleo do campo tém apresentado valores entre 37 a 40 °C

correspondentes a teores de parafina da ordem de 19 a 27 % (Bezerra et al, 1993).
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Figura 3-3 - Curva de viscosidade do dleo em lungfio da temperatura - Eiapa |

Durante os ensaios, a temperatura foi mantida acima do ponto de névoa para que néo
houvesse a superposicdo do fenémeno de parafinagdo aos fendmenos que a pesquisa se propde

avaliar.

A densidade do oleo, 0,8134 g!cmj, foi obtida através de picnometro, tendo sido este

primeiramente calibrado com 4gua destilada.
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Figura 3-4 - Carva de viscosidade do dleo em fun¢do da temperatura - Biapa 111

3.2.2. Agua (salmoura)

A solucdo salina utilizada buscou simular a agua de formacfo do campo de Dom Jodo,
tendo sido preparada com a seguinte composi¢do: 3,3 % de cloreto de sodio, 0,0275 % de

bicarbonato de sodio e 0,2 % de suifato de magnésio, em agua destilada ¢ filtrada.

Nos testes preliminares a solucdo continha também o cloreto de calcio na concentragdo de
0,42 %, mas verificando-se que este se comportava de forma bastante instavel, precipitando
quando em contato com 0 meio nutriente, optou-se pela retirada deste sal da composicdo da

salmoura.
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A curva de viscosidade em funcdo da temperatura foi obtida com um viscosimetro

cinematico tipo Ubbelohde ¢ a Figura 3-5 ilustra 0s resultados.
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Figura 3-5 - Curva de viscosidade da saimoura em funcio da femperatura

A densidade da soluciio salina, de 1,02378 g/cm}, também foi obtida através da utilizacdo

de picndémetro.

3.2.3. Meio Nutriente

O meio nutriente utilizado foi composto de : 1 % de sacarose (C2HnOn) € 0,5 % dg|
nitrato de aménio (NH,NC;) em um tampdo fosfato, 0,1M, de pH 7 preparado com 531g de|




fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) ¢ 10,62g de fosfato de potassio dibasico (K,HPO,)

para um litro de agua destilada.

A composicio do meio autriente também sofreu algumas alteragdes em relagdo a
composicio original, que incluia ouiros sais, apos a verificacdo da interacdc com 2 solucdo
salina, mesmo porque um dos objetivos destes sais sra simular a dgua de formagdo, que nos

ensaios em meio poroso ja sstaria saturando o meio, similarmente a0 que ocorre em reservatorio.

A curva de viscosidade do meio nutriente sem indculo, em funcdio da temperatura, tambem
foi levantada, com a utilizacio de um viscosimetro cinematico tipo Ubbelohde como pode ser

observado na Figura 3-6.
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Figura 3-6 - Curva de viscosidade do meio nuiriente sem inéculo em fungdo da temperatura
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A determinagdo da viscosidade do meio nutriente inoculado foi obtida com a utilizagdo de
viscosimetro cinematico do tipo Cannon-Fenske. A viscosidade de 0,67 cP foi obtida para a

temperatura de 48°C.

3.3. Microrganismos empregados nos testes

A Faculdade de Engenharia de Alimentos recebeu amostras de 6leo e agua de trés pogos no
campo de Dom Jodo-Mar e trés pogos do campo de Dom Jodo-Terra, a partir das quais foi
efetuado o isolamento de todos os microrganismos presentes. Os microrganismos isolados foram
submetidos a um processo de sele¢do que visava inicialmente a identificagdo daqueles que
apresentavam a capacidade de produzir surfactantes, solventes ou degradar parafinas (Park et al |

1996),

A linhagem de bactérias escolhida para os ensaios foi a de numero 36, selecionada pela
Faculdade de Engenharia de Alimentos como sendo a melhor dentre outras 40, somando as que
foram obtidas em condicdes de aerobiose e anaerobiose, quanto ao aspecto do abaixamento da
tensdo superficial devido a produgdo de bio-surfactantes. O grafico da Figura 3-7, elaborado a
partir dos dados extraidos do terceiro relatorio de andamento do Projeto de Utilizagdo de
Microrganismos na Recuperagio de Petréleo (Park et al., 1996), mostra os niveis de reducdo da

tensdo superficial, para as condi¢des de aerobiose ¢ anaerobiose, na presen¢a ou ndo de petroleo.

A linhagem 36 foi identificada como sendo uma espécie de Bacillus subtilis. Apresentou
crescimento na presenga ou auséncia de oxigénio. Seu crescimento também foi testado a

temperaturas de 30, 40 e 50 °C.
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Figura 3-7 - Medida da tensfo superficial da linhagem 56

com meiago 1% 2 com/sem peirdleo 0,5%

3.3.1. Esterilizaciio do Materiai

Todo o material utilizado na preparagdo do inoculo foi previamente autoclavado a pressdo
de 1 atm e temperatura de 120 °C, durante 15 minutos, para garanticr que ndo houvesse

contaminagao.
O mesmo cuidado foi tomado em relacio as provetas utilizadas para captagdo dos efluentes
do meio poroso, durante e depois da inoculag@o. Este material foi mantido durante todo o tempo

do ensaio com tampdes de algoddo, até que o material pudesse ser liberado para descarte.

As garrafas de acrilico utilizadas como recipientes reservatorios no aparato do experimento

propriamente dito, por ndo poderem ser autoclavadas, eram lavadas com hipoclorito de sodio a
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20 % ¢ eram lavadas com muita dgua estéril, para garantir que todo o produto fosse retirado, ja

que a presenca residual deste poderia comprometer a cultura a ser injetada.

Este mesmo cuidado foi tomado com as valvulas e conexdes. As tubulagdes, entretanto,

ndo foram lavadas e sim trocadas por novas a cada experimento.

Desta forma a garantia total de esterilidade foi obtida até o momento de colocagido das

garrafas no conjunto operacional.

Com a finalizagdo dos ensaios, o material utilizado foi novamente submetido aos

procedimentos de esterilizagdo para descarte, para entdo ser lavado e reutilizado.

3.3.2. Determinagio da Densidade de Microrganismos

O controle da densidade de microrganismos no meio nutriente foi efetuado em amostras do
fluido antes da injegdo em meio poroso e nos efluentes captados durante a inje¢io e apds o

periodo de incubagio.

Para contagem do nimero de bactérias foi utilizado o método de plaqueamento em
superficie, que consiste na diluigdo em multiplos de 10 de um volume conhecido do meio
inoculado, em agua destilada estéril e a cada diluicdo um volume determinado de 0,1 ml foi
disperso em placas de Petri preparadas com meio de cultura denominado MEOR. Apds um
periodo de incubagdo de 48 horas a temperatura de 30 °C, foi possivel a contagem do numero de

bactérias.

A Figura 3-8 mostra um exemplo de placas preparadas a partir de diluigdes sucessivas de

um volume inicial da amostra de 0,1 ¢cm’, a qual foi diluida até a proporgdo final de 1/10°. A
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contagem foi efetuada utilizando a placa que permitia melhor defini¢do das unidades formadoras
de coldnias (u.f.c.) e convertendo para a unidade de células/cm’ (células por centimetro cubico)

conforme o respectivo nivel de diluigéo.

Figura 3-8 - Plagueamento por dilui¢iio em série, contagem final igual 2 x 107 cel./cm’
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O meio de cultura (MEOR) preparado para as placas de Petri possuia a seguinte

composigao:

. Tampdo fosfato com pH 7 : 0.53 % de KH,PO, e 1,06 % de K,HPO,

. Cloreto de sodio (NaCl): 5,0 %

. Sacarose (C,Hp,0y): 1,0 %

- Sulfato de Amdnio (NH,SOy): 0,1 %

. Nitrato de sodio (NaNQOs): 0,1 %

. Sulfato de magnésio (MgSO,): 0,025 %
. Extrato de levedura: 0,05 %

. Solugdo de minerais: 0,1 %

. AGAR: 2,0 %

3.4. Aparato Experimental

O experimento foi projetado de maneira a permitir a simulagdo em laboratorio das etapas
que ocorrem num reservatorio de petroleo: migragdo do Oleo, recuperagdo secundaria,

recuperac¢do suplementar.

O transporte dos fluidos nas tubulagdes e meio poroso foi promovido por um sistema de ar

comprimido, que propicia pressdo constante a montante do meio poroso ensaiado.

O aparato, ilustrado na Figura 3-9, consiste em trés garrafas de acrilico com capacidade de
aproximadamente um litro, nas quais ficavam contidos os fluidos (6leo, solucdo salina, e meio
nutriente com ou sem inéculo) que foram injetados. A injegio se deu por alimentagdo com ar
comprimido no orificio superior da garrafa. O controle da pressio de operagio foi efetuda através

das valvulas ¢ manometros do painel de controle.
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As saidas das garrafas foram conectadas por meio de tubos capilares e valvulas, de duas e
trés vias, a0 meio poroso revestido, de maneira a permitir que um ou outro fluido possa ser

injetado na rocha conforme a necessidade do experimento.

C Bomba de ar
A comprirudo
Estufa
00| | | ~
4 Y
Manometios —
Olea
Pamel de
comtiole
L
Transdutor
Agua
et Meio poroso
I T-.I‘— C’)
T
Termopar
Nutnente com/ Coleta do
sem indculo efhuente
I g

Figura 3-9 - Desenho esquematico do aparato experimental

A coleta dos fluidos para analise foi feita a jusante do corpo poroso com provetas. As
coletas de fluidos para contagem de bactérias devem ser fechadas, com tampdes de algodio,

evitando a contaminagdo pelo ambiente externo.
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Todo este conjunto foi montado no interior de uma estufa mantida a uma temperatura
média de 48 "C. Tomadas de temperaturas foram efetuadas durante todo o experimento tanto no
mterior do meio poroso revestido como no ambiente da estufa, por meio de termopares e

termometros

INDICADORES
DE PRESSAO

SOLUCAQ FLUIDO DE
SALINA TRATAMENTO

&
Iz 4

Figura 3-10 - Aparato experimental - vista geral
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Figura 3-10.

35 Procedimento Laboratorial

Neste item sdo apresentados 0S procedimentos necessarios a execugdo dos ensaios, desde

05 preparos preliminares até o teste propriamente dito.

35.1. Preparo das Amostras

Antecedendo a0 experimento propriamente dito, foi efetuado o preparo das amostras de
fluidos € rocha a serem utilizados. Este preparo consiste em procedimentos de caracterizagao,
que permitam O conhecimento e controle detalhado do material a ser utilizado, e tratamento, que

imponham 20 material as condigdes necessarias para se atingir os objetivos desejados.

3.5.1.1. Oleo

e Foi garantida a desidratagdo do oleo para que possibilitasse maior confiabilidade das

medicdes necesarias no decorrer do experimento;

o Foi calculada a densidade pela medi¢ao do volume € peso (picndmetro);

~ UNICAMP
BlBL\O'E'ECA CENTRAL
SECAQ ClRCULAN'YF

e Foi determinada a viscosidade da amostra.
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3.5.1.2.

3.5.1.3.

Agua (salmoura)

(picnﬁmetro);
Foi determinada a viscosidade da agua;

Com auxilio de uma bomba de vacyg € um kitassato, a solu¢do salina foj desaerada até

que ndo houvesse majs liberagdo de bolhag de ar.

Meio Poroso

passagem do tubo, POIs estes capilares colocaram o interior da rocha €m comunicagio

de pressdo com 0 transdutor.
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Cola Araldite !

Figura 3-11 - Detalhe da tomada de pressio

A tomada de temperatura também com base acrilica, precisou ser fixada sobre uma
placa metalica que permitisse a condutividade térmica ao mesmo tempo em que
garantisse a estanqueidade da rocha, o que ndo ocorreria se o termopar fosse colocado
em contato direto com a rocha, tornando-se um ponto sujeito a vazamentos. A fixagdo
da base acrilica 4 placa metalica e deste conjunto & rocha foi efetuada com cola tipo
epoxi, de cura rapida, conforme ilustrado na Figura 3-12. A base acrilica com orificio
rosqueado permitiu a conexdo do parafuso do termopar e foi colocado pasta térmica
par aumentar o contato entre a placa metalica e o termopar. Sobre este parafuso foi
colocado silicone e capa de isopor para assegurar que a temperatura medida seria a
interna da amostra sem interferéncia do ambiente externo. Este conjunto foi testado se

mostrando eficiente.
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Condutor
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Base de actilico
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hapa metdlica Pasta térmica

Figura 3-12 - Detalhe da tomada de temperatura

Os difusores tém objetivo de permitir que o fluxo se distribuisse por toda a face
montante e jusante da rocha de maneira a garantir o fluxo linear na amostra de rocha.
Como pode ser observado na Figura 3-13, sdo placas de acrilico com didmetro de 5,55
cm ¢ espessura 0,8 cm que possuem ranhuras concéntricas e radiais em uma das faces
que permitiram que o fluido fosse transportado facilmente para a periferia do
testemunho. Foram conectados as extremidades com cola tipo epoxi aplicada

externamente, com cuidado para ndo invadir as faces produtora e injetora.
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Figura 3-13 - Fotografia dos difusores e da tomada de femperatura

o As amostras foram revestidas lateralmente com cola tipo epoxi de maneira a eliminar a
possibilidade de fuga lateral de fluidos durante os experimentos, etapa ilustrada na
Figura 3-14. Apds a secagem da cola, a superficie da mesma fo1 lixada proporcionando
certa rugosidade lateral que propiciou uma maior aderéncia entre esta € o revestimento

com resina efetuado a seguir;

o A amostra foi testada com ar comprimido para garantir que ndo houvessem

vazamentos, tendo sido efetuando as correcdes necessarias no revestimento;

» Pelo fato do revestimento de cola epoxi ndo oferecer a resisténcia a pressdo necessaria,
foi efetuado um revestimento adicional com resina epoxi (utilizada para injegdo em
concreto). Tendo sido utilizada forma de tubo PVC com didmetro de 100 mm e base
de acrilico com espessura de 8 mm, didmetro externo de 100 mm e orificio central

com didmetro interno de 1/8 de polegada, para permitir a passagem de um capilar



conectado ao difusor de uma das extremidades da amostra, ja que a amostra foi

resinada verticalmente;

figura 3-14 - llustracio do meio poroso antes e apos a aplicacio de cola
e apés a resinagem

» Apo0s tempo minimo de 4 dias para cura da resina, foram adaptadas a amostra as
valvulas montante e jusante e os conectores aos capilares, como ilustrado na Figura

3-15.

o Foi efetuada a medi¢do da porosidade da amostra por meio de porosimetro, observando
que valvulas, conexdes e/ou capilares foram utilizados e qual o volume morto
correspondentes a eles para que fossem posteriormente subtraidos do volume poroso

total medido no porosimetro;
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o Foi efetuada a medicdo de permeabilidade pela utilizagdo de permeabilimetro ao gas
nitrogénio nas duas diregdes da amostra, tendo sido escolhida a direcdo de fluxo a que

representou maior transmissibilidade;

o A amostra revestida foi pesada, para se conhecer o peso do conjunto rocha e

conectores. Esta informagdo € importante na determinagdo dos volumes de agua ¢ oleo

a partir de suas densidade e da amostra embebida;

Figura 3-15 - Testemunho apds revestimentos, com vilvulas e tampdes nas tomadas de pressiio para

saturacio com salmoura.

o Foi feito vacuo no meio poroso até um nivel de pressido de 0,05 a 0,1 mbar, saturando
com solugdo salina ao final da operagdo. A medigdo do volume de agua injetada
permitiu o conhecimento do volume poroso efetivo e, consequentemente, da
porosidade da amostra. Apos a saturagdo da amostra (foi observado que o nivel de
fluido no reservatério a montante estivesse estabilizado) fo1 deixado fluir por alguns

instantes nos capilares das tomadas de pressdo, iniciando pelo que estivesse mais
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proximo da face montante de injegdo, e depois pela valvula jusante de produgdo. Desta
forma foram expulsas bolhas de ar residuais que pudessem prejudicar o transporte de

fluidos;

° A amostra saturada com agua foi pesada na mesma configura¢do na qual foi pesada
quando seca. Tomando-se também, neste caso, o cuidado de subtrair o volume morto
nas valvulas, conexdes ¢ conectores externos a0 meio poroso, para que a partir do
diferencial de peso e da densidade da solug@o salina pudesse ser obtido o volume

poroso total do testemunho e, consequentemente, a porosidade;

* Foi determinada a permeabilidade absoluta a agua da amostra, pela aplicagdo simples

da let de Darcy;

» O dleo foi injetado, a alta vazdo, até que ndo houvesse mais salmoura sendo produzida.
A medi¢do do volume de agua expulso pelo oleo, durante o processo, permitiu a
determinagdo da saturagdo de agua irredutivel. Também foi medido o volume de dleo
injetado e produzido. A inje¢do deste 6leo foi feita a uma temperatura na qual haja

fluidez, ja que o 6leo de Dom Jodo ndo flui 4 temperatura ambiente;

* A salmoura foi novamente injetada até que ndo ocorresse mais produgdo de oleo, e
entdo medido o volume de dleo produzido. A diferenca entre o volume de dleo
injetado na etapa anterior € o volume de 6leo produzido nesta etapa devido a injegdo

de agua, nos permitiu conhecer a saturagdo de 6leo residual a injegdo de agua.

Desta forma foram simuladas as condiges nas quais os reservatorios submetidos ao
MEOR sdo normalmente encontrados, ou seja, apos terem sido submetidos a uma prolongada

recupera¢ao secundaria.

O testemunho estava, entdo, pronto para ser submetido ao ensaio propriamente dito, com a

injecdo de microrganismos, que sera detalhada no item a seguir.
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352, Procedimento dos Ensaios

O objetivo principal do experimento foi a determinagdo dos efeitos da injegdo de bactérias
em meio poroso, na recupera¢do do petroleo residual. O experimento consistiu na inje¢do a

pressdo constante do meio nutriente inoculado ou néo.

As bactérias foram contidas no meio inoculado e para sobrevivéncia e multiplicagdo das
mesmas foi necessario o suprimento de nutrientes. A esta combina¢do bactérias e/ou nutrientes
foi denominado de fluido de tratamento. A salmoura foi utilizada para deslocamento dos demais

fluidos no meio poroso.

Desta forma, o experimento propriamente dito consistiu nas seguintes etapas:

e Injecdo de um volume poroso do fluido de tratamento a uma velocidade abaixo da
critica para evitar a formagdo de digitos viscosos que evitem o preenchimento do meio
poroso disponivel (1 - Sor - Swi). Os efluentes no momento da injegdo foram medidos
para que houvesse controle do volume de fluido de tratamento contido na amostra. Os
efluentes, também, foram analisados microbiologicamente para que fosse verificada a
presenga de microrganismos, ndo so6 da linhagem escolhida como também de possiveis

contaminagdes;

e A amostra de rocha foir fechada por uma semana, periodo de incubagdo, para
efetivagdo do tratamento, ou seja, permitir o crescimento e metabolismo dos
microrganismos no interior do meio poroso. A pressdo foi medida para verificar
eventuals aumentos de volume devido a produgdo de metabolitos pelas bactérias. A
amostra fo1 imediatamente transportada para um estufa menor, ver ilustragdo da Figura
3-16, também mantida a temperatura de 48 °C, liberando a estufa maior para o

proximo experimento;

e O fluido residente no meio poroso foi deslocado com salmoura, até que apenas
salmoura estivesse sendo produzida. Foram efetuadas coletas do fluido produzido para

medi¢des do volume de agua e volume de dleo e, alternadamente, medi¢des da
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densidade de microrganismos. Também a queda de pressdo no meio poroso (diferenga

da pressdo a montante e a jusante da amostra) foi observada e controlada.

Figura 3-16 - Fotografia da estufa utilizada para o periodo de incubaciio

3.5.3. Programacio dos Testes

A sequéncia de ensaios foi inicialmente estabelecida de maneira que permitisse verificar o
efeito, na recuperagdo de petroleo, da atuagdo do tratamento da amostra porosa com as linhagens

de bactérias 36 ¢ 22, as melhores linhagens selecionadas pela FEA (Park et al, 1996).



Apos a selegdo da linhagem com melhor desempenho, em condigdes de reservatério, a
pesquisa seria direcionada para a otimizagéo da solugdo nutriente, nestas condi¢des, conforme a

sequeéncia da Tabela 3-2.

Para atingir este objetivo, foi necessario programar, primeiramente, uma rodada base, visto
que juntamente com Os microrganismos seria injetada uma solugdo nutriente composta de
produtos quimicos que isoladamente poderiam ser responsaveis por atuar no sistema rocha-fluido

resultando em recuperagio adicional de dleo.

Tabela 3-2 - Programacio prevista dos ensaios

Ensaio Descri¢ao do fluido de tratamento injetado

01 Rodada base - fluido nutriente sem inoculo

02 | Fluido nutriente inoculado com a linhagem 36

03  |Fluido nutriente inoculado com a linhagem 22

04 | Fluido nutriente modificado (1) inoculado com a melhor linhagem

05 | Fluido nutriente modificado (2) inoculado com a melhor linhagem

06 | Melhor fluido nutriente com a melhor linhagem

Apos a rodada base foram efetuados os testes com este mesmo fluido nutriente inoculado
com a linhagem 36, sendo que, foi necessaria a repeti¢do deste teste. Entretanto, posteriormente
aos trés primeiros ensaios (Etapa I), ndo s a programagdo dos testes, como também, o
procedimento € configuragdo da amostra precisaram ser redefinidas, ja que os resultados obtidos
ndo foram como esperados (ver Tabela 3-3), tornando-se necessaria a investigagio das causas

destes resultados e a busca de solugdes para o problema encontrado.
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Tabela 3-3 - Ensaios realizados

Etapa | Ensaio Tipo Descri¢ao do fluido de tratamento injetado
I 01 |Recup. de 6leo |Rodada base - fluido nutriente sem indculo
1 02 |Recup. de o0leo |Fluido nutriente inoculado - ¢/ problema
1 03 |Recup. de 6leo | Fluido nutriente inoculado
II 06 |Filtragdo Fluido nutniente inoculado - preparo convencional
B 08 Filtragao Fluido nutniente inoculado - com lavagem de celulas
1 04 |Recup. de 6leo | Solugdo salina inoculada seguida de fluido nutriente
111 05 Recup. de 6leo |Solugdo salina inoculada seguida de fluido nutriente

O problema encontrado envolvia o transporte de microrganismos através do meio poroso,

havendo indicios de que estes ficavam retidos na amostra, podendo este fato prejudicar a

distribui¢do das células no meio poroso e, consequentemente, a eficiéncia na atuagio.

A pesquisa foi, entdo, direcionada para a caracterizagdo deste problema e a tentativa de

identificar uma solugdo que permitisse colocar 0 maior volume de rocha em contato com os

microrganismos.

Os demais ensaios foram realizados apenas com a linhagem 36 que, in vitro, apresentou a

melhor performance, quanto a redug@o da tensdo superficial.

Os proximos testes (Etapa II) foram denominados de testes de filtragdo, com objetivo de

analisar o transporte do fluido nutriente inoculado através do meio poroso e nestes casos 0s

testemunhos nao foram previamente saturados com oleo.
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Com os conhecimentos adquiridos na Etapa II e informagdes pesquisadas, neste periodo,
foram montados mais dois ensaios (Etapa III), retornando-se a configuragdo dos testes para

recuperagdo de petréleo. Nesta etapa foi minimizada a questdo da injetividade do indculo em

melo Poroso.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo aborda os testes e analises efetuados durante os trabalhos, os resultados

observados e comentarios sobre 0s mesmos.

Os testes em meio poroso se dividem em duas etapas, tendo sido a segunda etapa criada em
fun¢do dos resultados da primeira. Algumas analises complementares foram efetuadas
objetivando o entendimento dos resultados obtidos e outras que buscaram a solu¢do dos

problemas encontrados.

4.1. Testes de Compatibilidade dos Fluidos

Antes de se iniciarem os testes em meio poroso, foi verificada a compatibilidade entre a
salmoura que seria utilizada e a solugo nutriente dos microrganismos inoculada apontada como

adequada nos estudos de selegdo e produgdo de metabolitos realizados (Park et al, 1995-96).

Ao colocar estas duas solugdes em contato verificou-se a ocorréncia de um precipitado de
cor branca. Passou-se entdo, a investigagdo sobre que ou quais produtos foram responsaveis pela

precipitacao.

Primeiramente foram preparadas, além da soluc@o salina original com os quatro sais,
cloreto de s6dio (NaCl), bicarbonato de sédio (NaHCOs), sulfato de magnésio (MgSO,) e cloreto
de calcio (CaCl,), mais outras quatro solugdes, sendo que em cada uma destas um dos sais estava
ausente. Estas solugdes foram misturadas ao meio nutriente na proporgdo de 1:1 e verificou-se
que em todos os casos de solugdes contendo o cloreto de calcio a precipitagdo dos sais era

visivelmente maior do que naquelas em que este se encontrava ausente.
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que em todos os casos de solugdes contendo o cloreto de calcio a precipitagio dos sais era

visivelmente maior do que naquelas em que este se encontrava ausente.

Entretanto, apesar do cloreto de calcio se mostrar bastante instivel nas condigdes de

analise, este ndo era o unico causador da precipitagio.

Passou-se entdo para andlise dos componentes da solugdo nutriente. Foram preparados
quatro tipos de meio: 1 - meio de cultura completo, com sacarose, sulfato de amonio, € varios
sais que visavam simular a agua de formagdo do campo, em um tampio fosfato de pH 7; 2 - o
meio citado anteriormente mais o indculo; 3 - 4gua estéril mais o indéculo como amostra de
referéncia; 4 - meio de cultura completo, com sacarose, sulfato de amdnio em um tampao
fosfato de pH 7.

Cada um destes meios foi misturado em provetas juntamente com a solug@o salina com
(Figura 4-1) e sem o cloreto de célcio (Figura 4-2), numa propor¢io semelhante a que seria

encontrada em meio poroso.

Para efeito de comparagdo estes mesmos meios nutrientes foram observados isoladamente
(Figura 4-3).

Para verificar alguma possivel interacdo das solugdes nutrientes e salina com o petroleo, a
solugdo salina, sem o cloreto de célcio que j& se mostrava a mais viavel, foi misturada ao

petrleo e as quatro solugdes nutrientes para observagio (Figura 4-4).

Como resultado da observag@o das provetas com as diversas misturas de solugdes apos 24

horas, verificamos que:
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Com a solu¢do salina com o cloreto da clcio:
> Meio 1 - apresentou particulas em suspensdo e decantadas no fundo do recipiente
(Figura 4-1a).

e Meio 2 - menor quantidade de precipitados em suspensdo do que no anterior, mas

com maior quantidade de particulas decantadas (Figura 4-1b).

» Meio 3 - aspecto um pouco turvo e pouca quantidade de particulas decantadas

(Figura 4-1c).

> Meio 4 - Um pouco mais turvo que o meio anterior e mais precipitados

depositados, contudo bem menos do que nos meios 1 e 2 (Figura 4-1d).




Com a solucdo salina sem o cloreto de calcio:

o Meio | - aspecto limpido, sem solidos em suspensdo (Figura 4-2a).
s Mero 2 - aspecto um pouco turvo, com uma pequena quantidade de precipitados

depositados no fundo da proveia (Figura 4-2b).

> Meio 3 - cristalino, sem particulas sélidas em suspensio ou depositadas (Figura 4-
2¢)
s Meio 4 - aspecto turvo, mas sem solidos em suspensdo {Figura 4-2d).

Figura 4-2 - Solucio salina sem CaCL, adicionade a20s meios nutrientes 1, 2, 3 & 4



S6 0 meio nutriente:

» Meio | - ndo apresentou precipitados, leve turbidez (Figura 4-3a).
> Meio 2 - aspecto bastanie furvo, deposi¢@o de particulas brancas (Figura 4-3b).
> Meio 5 - particulas s6lidas em suspensao e depositadas (Figura 4-3¢).

» Meio 4 - aspecto turvo mas sem solidos em suspensdo (Figura 4-3d).
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Figura 4-3 - Meios auirvientes 1, 2,3 2 4



Com a solugfo salina sem o cloreto de calcio e petroleo:

» Meio | - a fase aquosa ndo apresenta solidos em suspensfo (Figura 4-4a).

> Meio 2 - a fase aquosa apresenta alguns precipitados depositados no fundo da proveta

(Figura 4-4b).
> Meio 3 - a fase aquosa ndo apresenta solidos em suspensdo (Figura 4-4c).

» Meio 4 - a fase aquosa ndo apresenta solidos em suspensio (Figura 4-4d).

Figura 4-4 - Solucdio salina sem CaClL, adicionado aos meios nutrientes 1, 2, 3 e 4 ¢ peiréleo
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4.2. Testes com Amostra na Saturacio de Oleo Residual -

Etapa I

Estes testes seguiram exatamente os procedimentos enumerados nos itens 3.5.1 ¢ 3.5.2. O
principal objetivo foi determinar o efeito do tratamento com a inje¢do de MICTOTganismos na

recuperagdo de petroleo em amostras de rocha saturadas com solucio salina e 6leo residual.

Alguns parametros gerais obtidos ao longo dos testes, desta etapa, estdo resumidos na

Tabela 4-1.

Tabela 4-1 - Parimetros obtidos durante os testes

Teste Permeabilidade Sat. de agua Sor a injegdo Sor ao
a agua irredutivel de agua MEOR
(mD) (7o) (") (%)
01 518 30,6 47,7 47,1
02 478 3,8 31,2 31,0
03 414 35,8 32,2 32,1

4.2.1. Teste 01 — Rodada Base

O ensaio 01 foi uma rodada de controle efetuada com a injecdo do meio nutriente sem os
microrganismos. Seu objetivo foi verificar se apenas a injecdo da solugdo nutriente poderia ser

responsavel por recuperagdo de 6leo. Desta forma eliminariamos dividas sobre se uma possivel
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recuperagdo de oleo nos testes posteriores poderia ocorrer devido ao meio nutriente € nac ao

tratamento com 0s microrganismos, que £ o objetivo principal.

Ni#o foi possivel a obtengdo de boas curvas de permeabilidade relativa, visio que o (este fot
executado a baixa velocidade, ndo tendo atingido um fluxo estabilizado, definido como sendo um
regime onde o comportamento de fluxo se torna independente do comprimento percorrido ¢ da
vazdo imposta, conforme estudado por Rapoport e Leas (1953). Acredita-se que no fuxo
estabilizado houve uma predomindncia dos efeitos da pressdo capilar entre as fases residentes no
reservatério sobre o gradiente de pressdo imposto a0 sistema, resultando em baixa eticiéncia de

varrido e recuperacio de 6lec no instante da erupgdo ndo maximizada.

O grafico da Figura 4-5 ilustra a recuperagdo de petroleo (Np), em numero de volumes
porosos, durante as etapas de injegio de salmoura, injecdo do fluido nutriente, incubacdo ¢

novamente injegdo da salmoura, correspondentes a recuperacio secundaria = aplicacdo do

MECR.
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A curva de permeabilidade efetiva (k) ilustra a resisténcia ao transporte dos fluidos durante
estas etapas. Nao houve alteragdo significativa na injetividade em meio poroso durante ou apds o

tratamento com o fluido nutriente.

Durante a primeira etapa de injegdo de solugdo salina houve uma recuperagio de petroleo
de 21,7 % do volume poroso. Durante as etapas de inje¢dio do meio nutriente e inje¢io de solucdo
salina ap0s a incubagdo, a recuperagio foi de 0,2 ¢ 0,4 % do volume poroso, respectivamente.
Trata-se de uma redugéo de apenas 0,6 % na saturagdo residual de ¢leo o que foi considerado

como sendo uma recuperagdo pouco significativa.

4.2.2. Teste 02 — Fluido Nutriente Inoculado

O ensaio 02 foi efetuado com a injegdo do meio nutriente inoculado com a linhagem 36,
que ¢ o teste objetivo do trabalho. A concentragdo de microrganismos presente no meio nutriente
foi de 4 x 10° unid/ecm’, determinada por plaqueamento de diluigdo com crescimento em 24

horas.

As curvas de permeabilidades relativas dgua-dleo sdo apresentadas na Figura 4-6 e foram
obtidas com o emprego da metodologia de tratamento dos dados brutos de produgio proposta por
Johnson et al (1958). A observagdo destas curvas nos leva a concluir que o sistema poroso é

extremamente molhavel a agua.

O teste foi prejudicado pela injegdo acidental de ar ao final da etapa de injegdo de solugdo
salina. A entrada do ar no sistema reduziu significativamente a permeabilidade efetiva do meio
poroso ao fluido. Contudo, diante da possibilidade de avaliar o comportamento dos
microrganismos em condigdes aerobias no meio poroso e consequentemente os efeitos de seu
crescimento, metabolizagio ¢ efetividade do metabdlito na recuperagdo de oleo, foi dado

prosseguimento ao teste.
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A Figura 4-7 ilustra os resultados deste teste, onde pode ser observado que ndo houve
melhoria na recuperagdo de petroleo apos a aplicagdo do MEOR. Houve redugdo nos niveis de
permeabilidade efetiva apds o tratamento, mas que pode em grande parte ser atribuida a redugdo

de transmissibilidade provocada pela presenca de ar no sistema poroso.

A analise microbiologica dos efluentes coletados durante a injegdo do meio nutriente
inoculado, mostrou auséncia de microrganismos. No caso dos efluentes coletados durante o
deslocamento do nutriente com salmoura, a analise mostrou a presen¢a de microrganismos nos

; ; " i - ] 3
primeiros 0,07 volumes porosos produzidos, com uma concentragdo de 8 x 10? unid/em’ (0,02 %

0,4 0.6 0,8

Saturngdo de dpua

da concentragdo original) ¢ auséncia no restante do volume coletado.
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Figura 4-6 - Curvas de permeabilidades relativas Agua-oleo - Teste 02
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figura 4-7 - Comportamento de produ¢iio nas etapas de recuperagio de dleo - Teste 02

4.2.3. Teste 03 — Fluido Nutriente (noculado

O teste 03 foi efetuado com a injecdo do meio nutriente inoculado com a cepa 36 em
substitui¢do ao teste 02, tendo o ensaio ocorrido sem problemas e permitindo a avaliag@o dos
resultados nas condi¢des inicialmente propostas. A concentragdo de bactérias no meio nutriente

injetado foi de 1 x 10° unid/cm’ .

As curvas de permeabilidades relativas agua-oleo sdo apresentadas na Figura 4-8, tendo
sido obtidas a partir do tratamento dos dados de produgdo pelo método proposto por Jonhson et
al. (1958). Devido a semelhanga com as curvas do teste 02, verificamos a boa repetibilidade das
caracteristicas permo-porosas do arenito Botucatu. Também neste caso pode ser observado a alta

molhabilidade da rocha a agua.
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Figura 4-3 - Curvas de permeabilidades relativas dgua-oleo - Teste 03

O comportamento de producdo do teste 03 esta ilustrado na Figura 4-9, que permite a
verificagdo da auséncia de recuperagdo adicional de petroleo, durante a aplicagdo do meio

nutriente inoculado e, apos a reabertura do meio, com o deslocamento por salmoura.

O grafico da permeabilidade ilustra um aumento da transmissibilidade efetiva durante a
inje¢do da solugdo nutriente inoculada, no trecho entre as tomadas de pressdo. Analisando os
dados verificou-se que este aumento foi devido a reducdo no diferencial de pressdo com a injegéo
do inoculo, que pode ter sido causada por uma inclusdo de uma perda de carga adicional no

trecho a montante da primeira tomada de pressdo.

Apos a reabertura da amostra para deslocamento com solucdo salina a permeabilidade
efetiva retorna ao nivel anterior ao tratamento, sendo que, apés a inje¢do de 0,35 volume poroso
de salmoura, comeca a haver redu¢do da velocidade de producdo para a mesma pressdo imposta

20 sistema, resultando em perda total de injetividade.
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Rigura 4-9 - Comportamenio de produciio nas etapas de recuperagio de 6leo - Teste 03

A analise microbiologica dos efluentes ndo detectou a existéncia de microrganismos na

fase de injecdo do inoculo, nem na fase de deslocamento do fluido residente com solugio salina.

4.3. Discusséio da Etapa [

Os testes 02 e 03, que permitiram a obtencdo das curvas de permeabilidades relativas dgua-

6leo para o sistema rocha-fluido estudado, mostraram a boa uniformidade entre amostras porosas

do arenito da formacdo Botucatu. Este fato ¢ ratificado pela apresentacdo na Figura 4-10 das
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curvas normalizadas quanto a saturacdo de dgua. As curvas médias foram obiidas por ajuste

polinomial.

Quanto a  aplicagdo do MEOR nestes testes, verificou-se ndc haver resultados
significativos na recuperagdo adicional de dleo. Este fato poderia estar ocorrendo por motivos
tais como: ndo sobrevivéncia dos microrganismos nas condi¢des de teste, a baixa ou inexisténcia
de produ¢do do surfactante pelos microrganismos, ineficiéncia do bio-surfactante produzido na

recuperagdo de petroleo, ndo ocupacdo de todo o volume poroso pelos microrganismos.

%, PRI, o e
LY = lro - Ensaio 03 }
08 | @ kryw - [nsaio 03 |
» hro - Ensaio 02
™\ I linsaio 02
s \\ s law - Ensnio
g — k- Ajus
—Z-j 0.6 \\ kro - Ajuste
= § —krw - Ajuste jl !
3 \ e —— o i S i
= N, !
2 \ |
§ 04 Ty |
[2M \\9 |
~ )
0,2 \\“‘H !
“"‘\Qa“ !
]
ye & _.._a.—-w—&-—i'—‘)vt:‘:
0,0 - e . . - - 5 e
0,0 0,2 0,4 0.6 0,8 [,0

Saturagio de doua norinalizadn

fligura 4-10 - Curvas de permeabilidades relativas Agua-dleo normalizadas

Como a analise microbioldgica indicou quantidade muito baixa de microrganismos nos
cfluentes do ensaio 02 e completa auséncia no ensaio 03, ha um forte indicio de que estes ndo

estdo conseguindo fluir através do meio poroso. Desta forma ha uma forte possibilidade de que
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apenas uma por¢do pequena do sistema rocha-fluido estivesse em contato com o tratamento e

uma recuperacdo adicional deste volume poderia ser insignificante.

A fim de verificar, ainda que grosseiramente, a extensdo percorrida pelos microrganismos
uma das amostras utilizadas foi serrada ao meio longitudinalmente e testemunhada em dois
pontos, um a montante da injegdo e outro ao centro (Figura 4-11). As amostras retiradas foram
imersas em meio de cultura e colocadas para crescimento a 30 °C. Contudo, devido ao processo
ndo estéril de manuseio da amostra para corte e amostragem, houve crescimento de inimeros

microrganismos, dificultando a identificagdo da presenga da linhagem 36.

Sentido de fluxo

Figura 4-11 - Testemunhagem para identificacio da presenca de microrganismos

70



4.4. Testes de filtraciao - Etapa Il

Os testes de filtragdo foram montados com objetivo de caracterizar o tamponamento dos

poros da rocha identificando as regides danificadas.

A amostra de rocha foi preparada com um nimero maior de tomadas de pressdo, conforme
o desenho esquematico da Figura 4-12. Procurou-se dar uma disposigdo logaritima as tomadas de
pressdo, devido a limitagdo do niimero de transdutores e 4 expectativa de que as maiores perdas
de carga ocorressem proximo a face montante do meio poroso, conforme colocado por Sarkar et

al. (1993a).

Para garantia de que o primeiro transdutor fosse colocado na face externa do meio, 0s
valores medidos por este foram verificados em relagdo ao mandmetro do painel de ar

comprimido, apresentando pequena diferenga.

~31 cm

Figura 4-12 - Desenho esquematico das tomadas de pressio no teste de filtracio

71



As amostras foram saturadas com salmoura, mas ndo com oleo, j& que se pretendia a
compreensdo do transporte do fluido nutriente inoculado e ndo a recuperagio de dleo.
Imediatamente apds a injecdo da solugdo salina seguiu-se a injegdo de um volume maior do meio

nutriente.

A concentragdo de microrganismos nos efluentes foi monitorada durante a realizagio de

todo o teste.

4.4.1. Teste 06 — Fluido Nutriente Inoculado — Preparo Convencional

O ensaio 06 foi o primeiro a ser efetuado na configuragdo do teste de filtragdo. Seu objetivo
principal foi o de caracterizar o problema que estava sendo causado com o meio nutriente

preparado nas mesmas condigdes dos que foram utilizados nos testes anteriores.

A concentragdo de células no fluido nutriente injetado neste ensaio foi de 1,5 x 10°

unid/cm’, determinada pelo método do espalhamento em superficie.

Apos a injecdo da solugdo salina foi injetado um total 8,15 volumes porosos do meio

nutriente inoculado com a linhagem 36.

A Figura 4-13 ilustra o comportamento de fluxo durante a inje¢io. A permeabilidade
adimensional ¢ a permeabilidade efetiva calculada para cada trecho de controle dividida pela

permeabilidade efetiva média da etapa de injego de salmoura do respectivo trecho.

O tratamento dos dados foi efetuado considerando sempre a pressdo a montante como
sendo a pressdo Pl e a pressdo a jusante como sendo as pressdes P2, P3, P4 e atmosférica, para
os trechos 1, 2, 3 e 4 respectivamente. Desta mesma forma as permeabilidades adimensionais

K1, K2, K3 e K4 se referem respectivamente a estes trechos.
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Figura 4-13 - Comportamenio de fuxo do Teste 06

A analise de cada trecho individualmente ficou bastante prejudicada pelo fato de que a
maior perda de carga ocorria ja no primeiro 0,9 cm do meio poroso. Desta forma as pressoes
lidas pelo segundo, terceiro e quarto transdutores ja se apresentavam em niveis muito baixos,

sendo inclusive comprometidas pela propria imprecisdio do registrador.

Observa-se uma perda de transmissibilidade imediata quando se passa a injetar o fluido
nutriente. Com o aumento do volume injetado fica bem caracterizada a perda de injetividade do

meio poroso, que tem sua vazéo bastante reduzida para uma pressdo imposta constante.

Ha uma perda de transmissibilidade maior para os trechos mais proximos a face montante
do meio poroso, apesar de que esta diferenca na reducdo de permeabilidade entre os trechos €

discreia.
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A reducdo de permeabilidade efetiva total do meio poroso utilizado foi da ordem de 350
vezes (razio entre a permeabilidade efetiva média durante a injegdo de salmoura ¢ a
permeabilidade efetiva média ao final do teste), ficando bem caracterizada a perda total de

transmissibilidade no decorrer do teste.

O espalhamento em superficie dos efluentes, como pode ser verificado na Figura 4-14
(sentido de coleta foi da esquerda para direita ¢ de baixo para cima), mostra que as primeiras
coletas ndo apresentam presen¢a de microrganismos. Apos a injegdo de 2,1 volumes porosos do
fluido nutriente, comegam a aparecer microrganismos, aumentando acentuadamente a

concentracdo destes apos a injecdo de 7,0 volumes porosos.

Sentido
de colela

Figura 4-14 - Anadlise microbiologica dos efluentes do Teste 06
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4.4.2. Teste 08 — Fluido Nutriente Inoculado — Lavagem de Células

O segundo teste de filtragdo teve como objetivo buscar uma solugdo que evitasse o
tamponamento provocado pela inje¢do da solugdo nutriente. A exemplo do que Thomas et al.
(1991) utilizaram para o preparo do meio nutriente objetivando a produgdo in situ dos
metabolitos, foi aplicada a técnica de lavagem dos microrganismos para retirada do filme

produzido, prejudicial & injegdo em meio poroso.

A solugdo nutriente com o0s microrganismos crescidos foi entdo centrifugada, separando o
meio sobrenadante das células. As células foram suspendidas em agua destilada e estéril e
novamente centrifugadas. Este procedimento foi repetido uma segunda vez e na terceira vez as
celulas foram suspendidas numa solugio nutriente estéril. A centrifugagdo em todos as etapas foi
efetuada durante 15 minutos a uma rotagdo de 10.000 rpm, em uma centrifuga Beckman, Model

J2-2] Centrifuge.

Esta nova solugdo nutriente inoculada foi desaerada com o auxilio de uma bomba de vacuo
¢ mantida durante 18 horas, periodo entre o preparo desta solugdo e o inicio efetivo da injecio
desta em meio poroso, a temperatura de 18 °C, para que, com a redugdo da metabolizagdo pelas

bactérias a esta temperatura, o filme ndo voltasse a se formar no meio nutriente.

Antes da injecdo no meio poroso foi efetuada uma amostragem para determinagdo da
concentragdo de células no fluido nutriente injetado, que foi de 2,0 x 10’ unid/cm’, determinada

pelo método de espalhamento em superficie.

Como resultado da centrifugagdo dos microrganismos foi apresentado um aglomerado
denso de células; verificando-se que na suspensdo destas em meio fluido havia dificuldade de
disstpar suficientemente estes aglomerados. Este fato se tornou critico na suspensdo das células

no meio nutriente estéril, ja que estes aglomerados poderiam colmatar o meio poroso,
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provocando uma superposi¢do de efeitos. A formagdo do filme entretanto ndo foi visualmente

observada.

Permeabilidade adimensional

T
(=]

=
&

=
8

_;

0,00

L
“'i“““:‘r. i
’N—‘_\r_# || -=— K2
K3
e K4
S e
1 ! : : g e ot .
3 4 5 6 T B 9 10 11 12 13 14

Yolume noroso mjetado (vpi)

Figura 4-15 - Comportamento de fluxo do Teste 08

Para evitar o entupimento do meio poroso as garrafas foram alteradas elevando o ponto de

admisso e desta forma criando um pogo para decantagdo destas particulas mais densas.

A Figura 4-15 ilustra o comportamento de fluxo deste segundo ensaio no qual foi dado um

periodo maior de estabilizagdo com a inje¢do de solugdo salina para posterior injecio de 8,14

volumes porosos do meio nutriente inoculado com a linhagem 36.

Também neste caso se percebe uma queda imediata da transmissibilidade ao se iniciar a2

injegdo do fluido nuiriente, havendo uma reducio da injetividade ao longo da injecdo do indculo.
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Entretanto foi percebido uma melhoria significativa na transmissibilidade apos a inje¢do de 2,7

volumes porosos, mantendo todos 0s demais parametros constantes

A reducdo de transmissibilidade em cada trecho analisado também neste caso ¢ tanto maitor

quanto mais proxima o trecho se encontra da face montante

oot
¥ Sentido
dgunlclu

Figura 4-16 - Analise microbiologica dos efiuentes do Teste 08

A redugdo de permeabilidade efetiva total do meio poroso no ensaio foi da ordem de 15
vezes (razio entre a permeabilidade efetiva média durante a inje¢do de salmoura ¢ a

permeabilidade efetiva média ao final do teste), bem inferior, portanto, aos niveis obtidos no

teste anterior.
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O resultado da analise microbiologica por plaqueamento dos efluentes € tlustrado na Figura
4-16. Também neste caso o aumento da concentragdo de células nos efluentes se da de forma
gradual. O aparecimento se inicia apos a injecdo de 0,8 volumes porosos do nutriente € um
aumento um pouco mais abrupto pode ser observado apos a injegdo de 2,7 volumes porosos do

melio nutriente.

4.5. Discussdo da Etapa I

O grafico da Figura 4-17 foi elaborado com base na contagem de células efetuada nos
efluentes dos ensaios 06 e 08. Verifica-se que apesar de no ensaio 08 o aparecimento de
microrganismos ter ocorrido antes do que foi observado no ensaio 06, este apresentou um

crescimento abrupto de microrganismos.

A Figura 4-18 ilustra a comparagdo entre as permeabilidades efetivas médias do
testemunho obtida para os ensaios 06 e 08. Pode-se verificar que no ensaio 08 ha uma perda
inicial de injetividade que € mais suave do que no caso do ensaio 06. Neste ha progressdo desta
perda atingindo praticamente injetividade nula, enquanto naquele ha uma recuperagdo da
injetividade. Ou seja, no ensaio 08, qualquer que tenha sido a razdo do dano, este comegou a ser

dissipado com o decorrer da injegao.

Ao final dos dois experimentos a redu¢do na permeabilidade efetiva do meio foi bem maior
no caso do ensaio 06, apesar deste ter sido efetuado com uma concentragdo de celulas da
linhagem 36 no fluido nutriente injetado da ordem de 10 vezes menor, o que deveria ter
colaborado para menores danos no meio poroso, tanto devido a comatagdo pelas células como

pelos metabolitos desta.
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Figura 4-17 - Concentraciio de microrganismos nos efluentes dos teste de filtracio

Este fato leva a concluir que a presenga do metabélito que vem sendo produzido pode
estar colaborando para a reten¢do das células no testemunho o que justificaria o surgimento mais

tardio de microrganismos nos efluentes coletados.

Apesar da melhoria com a inclus@o no processo da etapa de lavagem das células ainda ha
reten¢do de microrganismos no meio poroso, ja que ndo foi possivel, para o volume de fluido
nutriente injetado, atingir a jusante concentragdo de células proximo a concentracio de células da

linhagem 36 injetadas a montante do testemunho.
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Figura 4-18 - Comparacio enire as permeabilidades médias do testemunho

4.6. Testes com Amostra na Saturacio de Oleo Residual - Etapa 111

Estes ensaios foram conduzidos com os testemunhos na saturagdo de oOleo residual a
inje¢do de salmoura. Foi entretanto introduzida altera¢do quanto a injecdo do inoculo. Apos o
crescimento dos microrganismos em frascos contendo meio nutriente, como efetuado nos testes
da Etapa I, foi efetuada a lavagem das células por meio de centrifugacdo, durante 15 minutos a
rotacdo de 10 000 rpm, seguida de suspensdo em agua estéril por duas vezes, uma terceira

centrifugagdo foi efetuada e as células foram suspendidas novamente em solug#o salina estéril.

Apos a suspensdo dos microrganismos em solugdo salina, esta foi mantida a temperatura de

18 °C, durante aproximadamente 12 horas, at¢ o momento da injegdo em meio poroso. Nestas
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condicdes foram observadas a manutengdo da concentragdo de células e a inexisténcia de filme

com aspecto viscoso.

Apbs a inje¢do da solugdo salina inoculada foi injetado um volume poroso de meio

nutriente estéril, seguindo-se o periodo de incubagio.

Com estas alteragdes nos procedimentos era esperado que a injegdo do indculo fosse
efetuada com melhor injetividade, ja que estariam sendo reduzidas as atividades metabolicas das

células devido a falta das fontes de carbono e nitrogénio.

Volume maior de inoculo foi injetado a fim de garantir uma melhor distribuig@o das c€lulas

Nno mMeio poroso.

~31 on

—

21 T! dP -

Figura 4-19 - Desenho esquematico das tomadas de pressio nos testes da Etapa I11

As amostras utilizadas nesta etapa foram preparadas com o mesmo esquema de tomadas de
pressdo dos testes da Etapa I. Como ilustrado na Figura 4-19, um transdutor foi instalado para
medir a perda de carga ao longo do meio poroso e um segundo instalado externamente, a
montante do meio poroso, com objetivo de verificar se no primeiro centimetro montante do

testemunho, haveria perda de carga significativa devido a injegdo dos microrganismos.
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4.6.1. Teste D4 — Solucdo Salina Inoculada Seguida do Fluido Nutriente

Apbs a injegdo de salmoura, simulando uma recuperagdo secundaria, foram injetados 4
. L , 5 ~ 6
volumes porosos de solugdo salina inoculada com a linhagem 36 na concentragdo de 5 x 10

unid/cm’, seguindo-se a inje¢do de 1 volume poroso do meio nutriente estéril.

Nos ensaios 06 ¢ 08, como a injecdo a montante do meio poroso de 2 volumes porosos do
indculo, ja apresentava a jusanie a presenga de microrganismos. Escolheu-se injetar um volume

maior de microrganismos, a fim de garantir uma melhor distribui¢do destes em meio poroso.
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Figura 4-20 - Comportamento de produciio nas etapas de recuperagiio de dleo - Teste 04
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O tempo de incubacic imposto ao testemunho inoculado foi de 7 dias, apés o qual, ol

reapberto & o fluide residenie desiccado com salmoura.

A Figura 4-20 ilustra a recuperacdo de petrdieo antes, durante e depois do fratamenio ¢ a

injetividade dos fluidos no meio porose através do [ndice da permeabilidade.

VYerifica-se, devido 2 mudanca na inclinacdo na curva de permeabilidade na etapa de
injegdo do indculo, que houve reducdo da injetividade a4 medida que o fluido inoculado era

injetado. Contudo esta perda .

de injetividade foi bem mais ;
branda do que no teste 03,

quando 0S microrganismos

K ()

foram injetados ja no préprio 104, ot o

) : - 5 S Injesfio b indautlo
meio nutriente. Bste fato pode e P
3 R i

. A e i g PP

ser ratificado pela pequena -

o - o 1 s e e iy

diferenca de pressdo obtida to2 3 4 s 6 7 % 9w

: : 2ty Ve povosd injetsado (vpi)
através dos dois transdutores,

que resultou na curva d . - ” —
q : 8 Figura 4-21 - Curva de permeabilidade para o primeiro

permeabilidade absoluta para centimetro do meio poroso

o primetro centimetro do testemunho, ilustrada na Figura 4-21.

Apesar da melhoria na injetividade, ndo houve aumento da recuperacio de petréleo apos o
tratamento com MEOR, como pode ser verificado através da curvas de recuperagéo acumulada

de petroieo (Np).
A partir dos efluentes coletados nas fases de injecdo da solugdo salina inoculada ¢ injegdo

do meio nutriente, foram efetuadas analises microbioldgicas dos efluentes. Em nenhuma destas

etapas foi observada a presenca da linhagem 36.
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J4 as analises microbiolégicas sfetuadas nos efluentes apoés o periodo de incubacdo

mostraram a presenga das células como pode ser observado na Figura 4-22.

Senticdo

o colela

Figura 4-22 - Amndilise microbiolégica dos zfluentes apos a incubacio do Teste 04

Posteriormente a concentragdo de microrganismos yivos foi quantificada pelo métode de

espalhamento em superficie.
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nos efluentes, provavelmente o fluido produzido ja era o mesmo fluido injetado.

Apesar da concentragdo obtida ter sido da ordem de 10 vezes menor que a concentragdo de
células no fluido injetado, estes resultados comprovam a sobrevivéncia dos microrganismos nas
condi¢des do meio poroso, bem como sugere a ocorréncia do transporte difusivo molecular, ja

que houve distribuigdo destes no espago poroso durante a incubagdo.

4.6.2. Teste 05 - Solugdo Salina Inoculada Seguida do Fluido Nutriente

Este teste foi proposto, inicialmente, com 0 mesmo objetivo do teste 04, ou seja testar esta
nova metodologia onde os microrganismos foram injetados dispersos na solugdo salina e s6 apos
esta etapa fol injetado o meio nutriente. Devido aos resultados negativos, daquele ultimo ensaio,
quanto a recuperagdo de petroleo, foram introduzidas duas alteragdes neste teste: aumento do

volume de solugdo salina inoculada e verificagdo da influéneia do tempo de fechamento.

Logo, foram injetados 8 volumes porosos de solugdo salina inoculada com a linhagem 36,
preparada seguindo os mesmos procedimentos de crescimento e lavagem do teste anterior, na
~concentragdo de 5 x 10° unid/em’®. Em seguida fo1 injetado um volume poroso do meio nutriente

esteril, apos o que o testemunho foi fechado para o periodo de incubagio.

Devido ao fato de que, em condi¢des in vitro, esta linhagem demonstrou uma redugio
maxima da tensdo superficial no periodo de 48 horas (Park et al, 1996), decidiu-se verificar a

possibilidade de que o tempo de incubagéo que vinha sendo adotado, estivesse muito longo.

Foram testados periodos de fechamento de 2, 4 e 6 dias, sendo que o deslocamento do

fluido residente apos cada uma destas etapas, foi efetuado com um volume poroso do meio
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autriente estéril. Desta forma, além do desiccamento , também estaria ocorrendo o suprimento de

novos nuirienies para 0s MICrorganismos se abastecerem ne proximo periodo de incubacdo.

A Figura 4-24 ilusira cs resultades obtidos neste ensaio, quanto a recuperacdo de perroleo
{Np) 2 a0 comportamento de fuxo (k). Também neste caso pode sec verificada uma sensivei

perda de injetividade com a injecdo da sclucdo saiina inoculada, mas em aiveis bem inferiorss

aos detectados na Erapa [.
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Figura 4-24 - Comportamente de produgio nas etapas de recuperacio de dleo - Teste 05

As saturagdes residuais de oleo foram: 43,7 % , ao final da recuperagdo secundaria; 44,3 %
, antes do primeiro periodo de incubagdo; 44,1 % antes do segundo periodo de incubag¢do; 43,9 %

antes do terceiro periodo de incubagdo;, ¢ 43,2 % ao final do teste. [sto mostra que: 0,014
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volumes porosos de oleo foram recuperados durante a inje¢do de 8§ volumes porosos de solugdo
salina inoculada e 1 volume poroso de meio nutriente; 0,002 volumes porosos de Oleo foram
produzidos apés o periodo de incubagdo de 2 dias; 0,002 volumes porosos de oleo foram
recuperados apos incubagdo de 4 dias; e 0,007 volumes porosos de dleo foram produzidos apos o
periodo de incubagdo de 6 dias. Aproximadamente a mesma taxa de recuperagdo de oleo por

volume fluido injetado.

A analise microbiologica dos efluentes coletados na fase de inje¢do da solugdo salina
inoculada e injegdo do primeiro volume poroso de meio nutriente, ndo registrou a presenga de
células vivas. Entretanto as analises efetuadas a partir dos efluentes coletados apds os periodos

de incubagdo verificaram a presenga das células, como ilustrado na Figura 4-25.
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Figura 4-25 - Amnalise microbiolégica de




As concentrages de células obtidas plotadas no grafico da Figura 4-26. Na primeira
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Figura 4-26 - Concentracio de células nos efluentes

sendo possivel avaliar até que ponto isto ocorreria visto que apenas este volume foi injetado.

4.7. Discussfo da Etapa [11
Na Tabela 4-2 sdo apresentados os parametros obtidos ao longo dos testes desta etapa
Tabeia 4-2 - Parimetros obtidos durante os testes - Etapa 1R
|
Teste Permeabilidade Sat. de agua Sor a inje¢do Sor ao
a agua irredutivel de agua MEOR
(md) (%) (%) (%)
04 662 394 33,5 335
5 05 701 26,4 45,7 44,1/43,8/43.,2
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Levantou-se a hipotese de que este filme, que deveria ser produto da metabolizagdo dos
microrganismos, € ndo os aglomerados destes, como se pensava, poderiam estar sendo

responsaveis pela formagao de reboco que dificulta a passagem dos microrganismos.

4.8.2. Identificacao do Filme

Foi preparada uma amostra do meio nutriente na mesma composigdo e metodologia
utilizada nos testes em meio poroso e inoculada com a linhagem 36 para que a substincia fosse

novamente formada, permitindo seu isolamento e posterior 1dentificagio.

A substincia apresenta aspecto viscoso e sua formagdo aumenta com o tempo de
incubagdo. Apds suspensa a agitacdo, a substincia precipita-se na forma de filetes com

coloragdo um pouco mais clara que 0 meio no qual esta contida.

Isolamento da substancia

Apos o aparecimento de grande quantidade da substincia em banho a 30 °C submetido a
agitacéo, a amostra foi centrifugada durante 15 minutos a uma rotagdo de 10.000 rpm. Trés fases
“bem definidas foram obtidas, uma contendo apenas as células, outra apenas com o sobrenadante

€ uma terceira intermedidria contendo a substancia em maior quantidade.

O sobrenadante que continha uma quantidade pequena da substancia foi utilizado para
escolha do produto aglutinador que seria usado para um efetivo isolamento do material. Uma
amostra de 5 cm’ do sobrenadante foi entdo colocado em duas provetas, adicionando-se 1 cm® de
acetona (CH3;COCH;) em uma proveta e 1 cm’ de etanol (CH;CH,; OH) em outra. O etanol

apresentou o melhor resultado. passando-se entdo a analise para otimizagdo do mesmo. Ao
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sobrenadante foi adicionado etanol nas concentragdes de 1:1 (etanol:sobrenadante), 1:2, 1:3, 1:4 e

1:5. A concentragdo de 1:1 se mostrou a mais eficiente.

O etanol foi entdo misturado na propor¢do 1:1 a substincia concentrada isolada pela
centrifugacdo (amostra concentrada) e ao sobrenadante restante (amostra diluida). Apds

aglutinagdo o material foi colocado para secagem.

Anilise da presenca de aciicares

O material s6lido da amostra concentrada e da amostra diluida foi dissolvido em 20 ¢cm’ de

agua destilada separadamente e o pH medido, 6,18 € 6,30 respectivamente.

Para hidrolisar quimicamente a substancia foi acrescentado acido cloridrico (HCI) a 0,1 M

até atingir o pH 2,0.

Posteriormente foi efetuada cromatografia em papel colocando como padrdo a glicose,
sacarose ¢ frutose. Nao houve indicagdo da presenga de nenhum destes agiicares no material

analisado.

A auséncia de indicag@o de qualquer um destes aglicares na cromatografia pode ser devida
‘a sua inexisténcia ou devida a presenga de pequena quantidade, nfio detectada pelo método
utilizado. Para confirmar o resultado obtido a amostra foi submetida a hidrolise a quente, mais

eficiente na quebra das moléculas.

A amostra foi aquecida em banho-maria a temperatura de 100 °C durante 10 minutos.
Posteriormente foi aplicado o método de Somogyi-Nelson para confirmagio da inexisténcia

destes agucares redutores.

.
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Foram entéo separadas amostras de 0,5 cm’® das solugdes diluida e concentrada submetidas
a hidrolise quente e das solugdes diluida e concentrada que s0 foram submetidas a hidrélise
quimica. A cada uma destas coletas foi adicionado 1,0 cm’ do reagente SN-I, e colocado em
banho-maria a 100 °C durante 6 minutos. Apés o resfriamento das amostras foi adicionado 1,0
cm’® do reagente SN-II, aguardando-se 10 minutos e posteriormente adicionando-se 10 cm® de

agua destilada.

As quatro amostras foram analisadas em Espectrofotdmetro Colemann 295 para
determinagdo da presenga de agucares. O aparelho foi calibrado com uma amostra de agua
destilada a qual corresponde 100 % de translucidez. A translucidez, e consequentemente a
absorbancia (logaritimo da translucidez), de cada amostra foi determinada e a partir da curva
padrdo de glicose (absorbdncia x quantidade de glicose) as concentragdes de glicose foram
obtidas.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 4-3 e levam a concluir que como esperado a
amostra mais concentrada e submetida a hidrélise quente aponta para uma maior presenca de

agucares. Entretanto este componente nio predomina na substancia.

Tabela 4-3 - Concentragio de glicose (mg/ml)

Amostra Hidrélise quimica | Hidrolise quimica e
quente
Diluida 0 13
Concentrada 26 31

A analise do material prossegue com a tentativa de identificar a substincia como sendo a

base de lipidios.
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Analise da presenca de lipidios

A analise da presenga de lipidios foi determinada seguindo a metodologia apresentada por

Park et al. (1988) sobre hidrolise de 6leo de soja.

As solugdes citadas, diluida e concentrada, submetidas ou ndo & hidrélise a quente, foram
aplicadas na quantidade de 5 microlitros a placa para cromatografia de camada delgada (TLC),
Juntamente com acido oléico a 1% e trioleina a 0,1 %, como padrdes para comparagdo. A placa
foi colocada verticalmente em uma cuba apropriada contendo solvente composto por éter de
petréleo/eter etilico/acido acético na proporgao 85/15/1. A visualizagdo foi feita apds vaporizar a
placa com acido sulfurico a 50 % e aquecer em estufa durante 20 minutos 4 temperatura de 150

°C. Néo foram obtidos resultados na aplicagdo desta metodologia para identificagio de lipidios.

Foi entdo efetuado ensaio de atividade de lipase. As amostras foram colocadas para
secagem e diluidas em 1 cm’ de tampdo acetato 0,05 M, composto de acido acético e acetato de
sodio. Foi utilizada a lipase de candida (Candida chilingrdcea) (Meito Sangyo Co. Lid. - Japdo)
na concentragdo de 30 micrograma/ml para a reagdo e colocada em banho na temperatura de 30
°C durante 60 minutos, com agitagdo. Apds este periodo a reacio foi mterrompida com a adigdo
de 4 cm3 de acetona:etanol na propor¢do de 1:1 e os acidos graxos titulados com solucio 0,1 N

de hidroxido de potassio (KOH) na presenga de fenolftaleina como indicador.

Tabela 4-4 - Quantidade de KOH necessdria para alteracio de cor na mistura (cm®)

Amostra Hidrolise quimica | Hidrélise quimica e
quente

Diluida 0,85 0,75

Concentrada 1,20 1,10
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Quanto maior for a quantidade de KOH para titular a solugdo maio a presenga de acidos
graxos. E, como esperado, para as amostras mais concentradas foram necessérias maiores
quantidades do hidroxido, conforme pode ser observado na Tabela 4-4. Comparando estes
resultados com a titulagio efetuada em amostra base (sem a presenga da enzima), verifica-se a

presenga de lipidios, entretanto outras analises seriam necessarias para quantifica-los.

4.8.3. Identifica¢io de outras Possiveis fontes de Carbono

Outras fontes de carbono, em substituiio & sacarose que vinha sendo utilizada na
composigdo do meio nutriente, foram testadas com objetivo de se identificar uma substancia que
nao propiciasse a produgdo do filme e fosse a0 mesmo tempo capaz de permitir a producio do

bio-surfactante.

Lappan e Fogler (1992) que trabalharam com a bactéria Leuconostoc mesenteroides citam a
produgdo de polissacarideos, por estes, ao serem nutridos com sacarose e a inibigao desta

produgdo ao serem nutridos com glicose e frutose.

Foram preparados 4 tipos de meio nutriente mantendo a mesma composi¢do do tampio
 fosfato de pH 7 e nitrato de aménio. As fontes de carbono utilizadas foram sacarose (C1HxO0y)),
como base para comparagdo, a frutose (C¢H;;0¢) € glicose (CeH,,04) isoladamente na Propor¢ao
de 1 % e mais uma amostra foi preparada com sacarose a 1 % acrescentando cloreto de sédio a
0,2 %. Frascos com volume de 150 cm’ cada, foram inoculados com uma alca da linhagem 36

submetidos a agitagdo lenta em condigdes aerdbias a 30 °C.

Para observagdo visual, a agitagio foi interrompida pelo menos 30 minutos antes, para que

favorecesse & deposigdo da substancia formada. Foram entdo verificados os seguintes resultados:
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e Inicio - os meios inoculados apresentam aspecto transparente

e 1°dia - a alteragdo do aspecto dos meios que ndo mais se apresentavam

cristalinos, sendo uma indicagdo de que ocorria crescimento das células

e 22 dia - no meio com sacarose € NaCl ja havia aparecimento de filme com

aspecto viscoso
e 3° dia - na amostra com sacarose ja ocorria a formagéo do filme

e 4° dia - no meio composto com frutose se observava o aparecimento do
filme. Nas duas amostras contendo sacarose a quantidade da substdncia cresceu

significativamente

e 52 dia - formagio do filme no meio composto com a glicose

Deste trabalho conclui-se que a alteragéo da fonte de carbono para a frutose ou glicose
reduz mas ndo elimina a formagdo do filme e a presenga do cloreto de sodio intensifica a

formagdo da mesma.
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5.

3.1.

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Conclusdes

A questdo da injetividade do inoculo em meio poroso ¢ critica, visto que € preciso uma
boa distribuicdo das células no meio poroso para permitir uma avaliagdo realista da
aplicagdao do MEOR.

Nos Ensaios 02 e 03 ficou caracterizada a retengdo das células no meio poroso, visto
que ndo houve detec¢do de microrganismos durante a injegio do indculo e durante o

deslocamento dos fluidos residentes apos o periodo de incubago.

E importante assegurar a esterilidade do sistema na fase de crescimento dos
microrganismos, visto que a presenga de uma bactéria contaminante teria as condigdes

favoraveis de nutri¢do, para proliferagio, competindo com a linhagem selecionada.

Durante a inje¢8o dos fluidos a esterilidade ndo € critica, ja4 que a quantidade de
microrganismos da linhagem selecionada € alta em comparagio com possiveis

contaminagdes.

A maior perda de carga durante a inje¢do do fluido nutriente inoculado ocorre no
primeiro centimetro do testemunho provavelmente devido a retengio das células e seus

nutrientes.
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5.2.

e A presenga de acidos graxos na substdncia metabolizada pelos microrganismos €

provavelmente devida a propria composi¢do do surfactin, surfactante produzido pelo

Bacillus subtilis, amplamente citado na literatura como sendo um lipopepitideo.

A lavagem das células momentos antes da injegdo do indculo em melo poroso €
importante, evitando a formagdo excessiva de metabdlitos ex sitw. Entretanto ndo €

suficiente para permitir uma boa injetividade.

A 1njegdo da solugdo salina inoculada, seguida da inje¢do de meio nutriente, melhora

consideravelmente os problemas relativos a injetividade.

Apdés o periodo de incubagdo do meio poroso, hd uma redistribuigio dos
microrganismos no ambiente poroso, provavelmente devido ao crescimento e migragio

das c€lulas, ja que houve produgdo de células vivas apds esta etapa.

A melhoria na distribuigdo das células conseguidas nos Ensaios 04 e 05 ndo foi

suficiente para obtengdo de recuperagao adicional de petroleo.

Variagdes nos tempos de incubagdo ndo resultaram em ganhos quanto a produgio

adicional de petroleo.

Recomendacoes

E.imponante a verificagdo prévia da compatibilidade entre a 4gua da formagdo ¢ a

solu¢@o nutriente, e eventualmente agua de injegdo, a ser utilizada em um projeto
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MEOR. Conquanto tratar-se de uma analise simples, através da alteragdo da

composi¢do da solugdo nutriente poderao ser evitados danos a formagio.

Analises preliminares in vitro sobre a temperatura e duragéo do teste em meio POTOSO
podem ser efetuadas para permitir a observagdo dos produtos e sub-produtos
produzidos pelos microrganismos, bem como as condi¢des limites de sobrevivéncia

das celulas.

E recomendavel que a amostra porosa seja preparada com maior numero de tomadas
de pressdo, para uma melhor caracterizagdo da alteragdo do comportamento de fluxo

durante as injegdes de fluidos.

A metodologia experimental deve ser alterada de modo que a injegdo do inéculo na
solugdo salina seja seguida da injegdo do meio nutriente. Desta forma, foram obtidos

os melhores resultados quanto a injetividade.

Outros testes deverdo ser executados com objetivo de consolidar a metodologia e
avaliar extensivamente a éﬁciéncia do MEOR com o Bacillus subtilis. Os resultados
aqui apresentados quanto a eficiéncia de recuperagéo de petréleo ndo se pretendem
esgotar o tema, principalmente devido ao grande numero de fatores que podem afetar a

a¢do metabolica dos microrganismos.
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