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“METODO PARA MELHORAR A RECUPERAGCAO DE PETROLEO A PARTIR
DE UM RESERVATORIO DE PETROLEO”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo se refere ao campo da microbiologia
ambiental e a modificagcdo das propriedades do petréleo bruto pesado
utilizando micro-ofganismos. Mais especificamente, os micro-organismos
desnitrificantes anaerébios puros sao identificados e aplicados para modificar
as propriedades do petréleo bruto pesado.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O desafio para atender a demanda crescente por petréleo inclui o
aumento da recuperacédo do petréleo bruto a partir de reservatérios de petroleo
pesado. Este desafio resultou na expansdo de esforgos para desenvolver
processos de recuperagao de petroleo alternativos custo-eficiente (Kianipey, S.
A. e Donaldson, E. C. 61° Annual Technical Conference and Exhibition, New
Orleans, LA, E.U.A., 5 a 8 de outubro de 1986). Os hidrocarbonetos pesados
na forma de depoésitos de petréleo em reservatérios de petroleo estao
distribuidos mundialmente. Estas reservas de petréleo sdo medidas em
centenas de bilhdes de barris recuperaveis. Pelo fato do petréleo bruto pesado
possuir uma viscosidade relativamente alta, ele é essencialmente imével e nao
pode ser facilmente recuperados pelos meios convencionais primario e
secundario.

MEOR (Microbial Enhanced Oil Recovery) € uma metodologia
para aumentar a recuperagdo de petroleo pela agcdo de micro-organismos
(Brown, L. R., Vadie, A. A, Stephen, O. J. SPE 59306, SPE/DOE Improved Oil
Recovery Symposium, Oklahoma, 3 a 5 de Abril de 2000). A pesquisa e o
desenvolvimento Meor &€ um esforco em curso direcionado as técnicas em
desenvolvimento para a utilizagdo de micro-organismos para modificar as

propriedades do petréleo bruto para beneficiar a recuperagédo do petrdleo
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(Sunde. E., Beeder, J., Nilsen, R. K. Torsvik, T., SPE 24204, SPE/DOE 8°
Symposium on enhanced Oil Recovery, Tulsa, OK, E.U.A., 22 a 24 de abril de
1992).

Os métodos para a identificagdo de micro-organismos Uteis nos
processos Meor foram descritos. Estes métodos exigem a identificacao de
amostras retiradas de um poco de petréleo ou reservatério compreendendo um
consorcio de micro-organismos e enriquecimento ou evolugéo das populagoes
na amostra, em condicées especificas com meios nutrientes definidos. Vide, o
pedido de patente US 10/564365.

A degradagdo microbiana dos hidrocarbonetos também foi
descrita, em condicdes aerébia ou mista (aerébia e anaerébia), como um
mecanismo para a redugéo da viscosidade do petroleo. A degradacao nestas
circunstancias exige micro-organismos desenvolvidos e nutrientes especificos
que nao mostraram ser um meio econémico para melhorar a recuperagao do
petroleo (vide a patente US 5.492.828).

Assim, ha uma necessidade em desenvolver métodos para: (1)
identificar os micro-organismos que poderiam ser utilizados para aumentar a
recuperagdo do petrdleo em condigdes econdmicas; (2) identificar os micro-
organismos que podem crescer no petréleo em condigdes anaerébias, sem a
necessidade de suplementagao de nutrientes ou enriquecimento a longo prazo
de micro-organismos autéctones; e (3) utilizagdo de ditos micro-organismos
identificados, de forma custo-eficiente, para melhorar a recuperagao do
petréleo.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENGAO

Os métodos descritos no presente atendem as necessidades
identificadas acima, descrevendo os métodos de identificacdo de géneros
bacterianos autéctones (indigenous) e utilizando técnicas de identificagao

filogenética baseada na filogenia dos géneros autéctones para selecionar
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culturas bacterianas anaerébias puras que respiram pela desnitrificagao e que
sdo capazes de crescer no petrdleo sem suplementagdo de nutrientes
complexos.

Além disso, os métodos sdo descritos para a utilizagéo de ditas
culturas puras, sem enriquecimento ou desenvolvimento dirigido, para melhorar
economicamente a recuperagdo do petréleo. Estas culturas puras sao
utilizadas para aumentar a recuperagdo do petréleo em uma ou mais das
seguintes formas: (1) alteram a permeabilidade da formacao subterranea para
melhorar a eficiéncia da varredura por agua; (2) produzem biotensoativos que
diminuem as tensdes superficiais e interfaciais; (3) mediam mudangas na
molhabilidade; (4) produzem polimeros que facilitam a mobilidade do petréleo;
e (5) geram gases (principalmente o CO.) que aumentam a formacgao de
pressao e reduzem a viscosidade do petrdleo.

Especificamente, a presente invengéo se refere a aplicagao de
tipagem filogenética por rDNA de bactéria encontrada em amostras ambientais
obtidas a partir de um pogo ou reservatorio de petroleo, seguido pela
identificagdo e obtengéo de culturas puras de espécies de bactérias conhecidas
com constituicdo genética similar, selecionando entdo tais linhagens para
funcionalidades relevantes, tal como a capacidade de crescer em petroleo
bruto sob condigdes desnitrificantes.

Em uma realizagao, a presente invengao descreve um método
para melhorar a recuperagao de petréleo a partir de um pogo de petréleo, que
compreende:

(a) fornecer uma amostra ambiental que compreende as
populacdes microbianas autoctones de dita amostra ambiental;

(b) identificar o género microbiano presente em dita amostra
ambiental por tipagem filogenética;

(c) selecionar uma ou mais espécies de cultura pura conhecidas
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do género identificado em (b), em que ditas espécies sdo capazes de crescer
no petroleo; e

(d) identificar as funcionalidades relevantes das espécies de (c¢)
para uso na melhoria da recuperagéo do petroleo.

Em um aspecto, a presente invengédo determina que uma melhor
recuperagao do petrdleo ocorre através da redugdo na viscosidade do petréleo
bruto pelo crescimento de uma espécie de (c) possuindo certas funcionalidades
identificadas na etapa (d) em um reservatério de petréleo, em que dito
crescimento resulta na producgéo de qualquer um dos biotensoativos, diéxido de
carbono ou massa celular, e na degradacio seletiva dos componentes de alto
peso molecular no pogo de petréleo ou suas combinagdes.

Em outra realizagdo, a melhor recuperagédo de petroleo €
aprimorada pelo crescimento de uma espécie de (c) que possui certas
funcionalidades identificadas na etapa (d), em um pogo de petréleo sob
condigdes anaerdbias e desnitrificantes, substancialmente sem corrosao da
magquinaria de recuperagao e processamento.

Em outra realizagdo, o mapeamento filogenético & utilizado para
prever os nutrientes necessarios para estimular seletivamente o crescimento de
determinadas espécies em detrimento de outras.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS E DA LISTAGEM DE SEQUENCIAS

A presente invencdo pode ser melhor compreendida a partir da
seguinte descrigao detalhada, Figura 1, e das descrigcdes de sequéncia anexas,
que fazem parte do presente relatério descritivo.

Figura 1 - Representa as concentragdes de nitrato e nitrito (ppm)
ap6s 36 dias de crescimento no petréleo bruto. O nitrato e nitrito foram medidos
utilizando a cromatografia de troca idnica.

As seguintes sequéncias estdo em conformidade com a norma 37

C.F.R. 1.821 — 1.825 (Requirements for Patent Applications Containing
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Nucleotide Sequences and/or Amino Acid Sequence Disclosures - the
Sequence Rules) e sao consistentes com o padrao ST.25 (1998) do World
Intellectual Property Organization (WIPO) e os requisitos da listagem da
sequéncia do EPO e PCT (Regras 5.2 e 49.5 (a-bis), e na Secao 208 e no
Anexo C das instrugdes administrativas. Os simbolos e formato utilizado para
os dados da sequéncia de nucleotideos e aminoacidos cumprem as regras

estabelecidas na norma 37 C.F.R. § 1,822.

SEQ ID NO: 1 - 8F Inicio (forward)
AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3’
SEQ ID NO: 2 - 1407R primer reverso 1407R-

GACGGGGGTGWGTRCAA-3’
A SEQ ID NO: 1 e a SEQ ID NO: 2 foram utilizadas para a
amplificagédo dos genes de rDNA bacterianos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencgao se refere aos métodos para a identificacao
de micro-organismos Uteis para melhorar a recuperagdo do petroleo.
Especificamente os métodos descritos no presente estdo direcionados a
geracdao de um mapa filogenético de micro-organismos a partir de um pogo de
petréleo e a utilizagado de dito mapa filogenético para identificar as culturas
puras relacionadas Uteis para melhorar a recuperagao do petroleo, ou seja, as
culturas que respiram por desnitrificagdo e sao capazes de crescer no petréleo
sem a suplementagéao de nutrientes complexos.

Além disso, os métodos sao descritos para o uso de ditas culturas
puras identificadas, sem o enriquecimento ou o desenvolvimento direcionado,
para melhorar economicamente a recuperagéo do petroleo.

As culturas puras identificadas pelas metodologias reivindicadas
sao utilizadas para aumentar a recuperagao do petréleo em uma ou mais das

seguintes formas: (1) alterar a permeabilidade da formagao subterranea para
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melhorar a eficiéncia da varredura de agua; (2) produzir biotensoativos que
diminuem as tensbes superficiais e interfaciais; (3) mediar alteragdes na
molhabilidade; (4) produzir polimeros que facilitam a mobilidade do petroleo; e
(5) gerar gases (principalmente o CO;) que aumentam a presséo de formacéao
e reduzem a viscosidade do petroleo; todos os quais beneficiam a recuperagéo
e/ou o processamento do petréleo bruto pesado.

As seguintes definicbes sao fornecidas através de termos
especiais e abreviaturas utilizadas no presente pedido:

A abreviatura “PCR” se refere a reacao em cadeia da polimerase.

A abreviatura “SDS” se refere ao dodecil sulfato de sdodio.

A abreviatura “dNTPs” se refere ao desoxirribonucleotideo
trifosfato.

A abreviatura “ATCC” refere-se a American Type Culture
Collection International Depository, Manassas, VA, E.U.A.. A abreviatura
“ATCC No.” se refere ao numero de acesso as culturas no depdsito com ATCC.

O termo “Sarcosil’ €& o detergente anidnico, acido N-
metilaminoacético.

A abreviatura “ASTM” se refere a American Society for Testing
and Materials.

O termo “amostra ambiental” significa qualquer amostra exposta
aos hidrocarbonetos, incluindo uma mistura de agua e 6leo. Conforme utilizado
no presente, as amostras ambientais incluem as amostras de agua e déleo, que
compreendem o0s micro-organismos autéctones uteis no mapeamento
filogenético dos géneros presentes em uma determinada area de amostragem.

Os termos “pogo de petréleo” e “reservatério de 6leo” podem ser
utilizados no presente indistintamente e se referem a formagéao subterranea ou
em leito marinho a partir do qual o petréleo que pode ser recuperado.

O termo “consércio microbiano” significa uma mistura de micro-
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organismos de diferentes espécies presente como uma comunidade que
fornece um efeito sinérgico para aumentar a recuperacéao do petroleo.

O termo “populagdes microbianas” significa uma ou mais
populagdes de micro-organismos presentes tanto nas amostras obtidas a partir
dos pogos de petroleo como em um inéculo para injegao em um pogo de
petréleo.

O termo “cresce no petroleo” significa que as espécies
microbianas sao capazes de metabolizar os hidrocarbonetos ou outros
compostos organicos do petréleo bruto como um nutriente para sustentar o
crescimento.

Os termos ‘“desnitrificantes” e “desnitrificacdo” significam a
redugdo do nitrato para o uso na geragao de energia respiratoria.

O termo “eficiéncia de varredura” significa a capacidade da agua
injetada em ‘empurrar’ o petroleo através de uma formagao geoldgica em
diregdo a um pogo produtor.

O termo “cultura pura” significa uma cultura derivada de uma
Gnica célula isolada de uma espécie microbiana. As culturas puras
especificamente referidas no presente incluem aquelas que estao publicamente
disponiveis em um depésito. As culturas puras adicionais s&o identificaveis
pelos métodos descritos no presente relatério descritivo.

O termo “funcionalidades relevantes” significa a capacidade de
reduzir nitritos e nitratos e crescer em condi¢cdes anaerébias; a capacidade de
utilizar pelo menos um componente disponivel no pogo de petrdleo como uma
fonte de carbono; a capacidade de utilizar pelo menos um componente na agua
injetada ou produzida; a capacidade de atingir uma taxa de crescimento
desejada na presenga do petréleo; e a capacidade de crescer de forma 6tima
em um ambiente de pogo de petrdleo; e suas combinagoes.

O termo “biofime” significa uma pelicula ou “camada de
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biomassa” de micro-organismos. Os biofiimes s&o muitas vezes incorporados
em polimeros extracelulares, que se aderem as superficies submersas em
ambientes aquaticos, ou submetidas ao mesmo.

O termo “nitratos simples” e “nitritos simples” se referem ao nitrito
(NO) e ao nitrato (NO3).

O termo “corrosao oxidativa” se refere a conversao quimica de um
metal para um produto inferior, que ocorre na presenga de ar (por exemplo, o
oxigénio).

O termo “micro-organismos piezdfilos” significa os microbios que
crescem otimamente em alta pressao, por exemplo, os micrébios que nao
podem crescer a menos de 50 MPa (500 vezes a pressdo atmosféerica) de
pressio, e crescem otimamente a 80 MPa (800 vezes a pressdo atmosférica).

O termo “micro-organismos acidofilicos” significam os micrébios
que crescem otimamente em condi¢des acidas — possuindo um crescimento
6timo de pH abaixo de 6,0 e, por vezes tao baixo quanto o pH 1,0.

O termo “micro-organismos alcalifilicos” significa os micrébios que
crescem otimamente em condigdes alcalinas - tipicamente exibindo um ou mais
crescimento 6timo dentro do intervalo de pH 8 a 11 e que normalmente
crescem lentamente ou nédo no pH 7,0 ou abaixo deste.

O termo “micro-organismos halofilicos” sig nificam os micrébios
que crescem de forma 6tima na presenca de eletrdlito (geralmente NaCl) em
concentragdes acima de 0,2 M e que tipicamente crescem pouco ou nada em
baixas concentragdes de eletrolitos.

O termo “micro-organismos psicrofilicos” significa os micro-
organismos que crescem otimamente a uma temperatura de 20° C ou abaixo.

O termo “modificando o ambiente do pogo de petréleo” inclui (1)
alterar a permeabilidade da formagao subterranea (eficiéncia de varredura), (2)

produzir biotensoativos que diminuem as tensées superficiais e interfaciais, (3)



~i

&

10

16

-

20

25

mediar mudangas na molhabilidade, (4) produzir polimeros que facilitam a
mobilidade do petrdleo; e (5) gerar gases (principalmente o CO;) que
aumentam a pressao de formagéo; e (6) reduzir a viscosidade do petroleo.

O termo “inoculagéao de um pogo de petréleo” significa injetar uma
ou mais populagbes de micro-organismos em um pogo de petrdleo ou
reservatorio de petréleo de tal forma que os micro-organismos séo fornecidos
ao pogo ou reservatorio sem perda da viabilidade total.

Os termos “tipagem filogenética”, “mapeamento filogenético” ou
“classificacao filogenética” podem ser utilizados intercambiavelmente o
presente e se referem a uma forma de classificagdo na qual os micro-
organismos sdo agrupados de acordo com sua linhagem ancestral. Os
métodos mencionados sdo especificamente direcionados para a tipagem
filogenética de amostras ambientais com base no sequenciamento do DNA
ribossomal 16S (rDNA). Neste contexto, um comprimento total do par de bases
de 1.400 (pb) da sequéncia do gene 16S rDNA é gerado utilizando os primers
identificados no presente e comparados por homologia a uma base de dados
de sequéncias de rDNA conhecida de micro-organismos conhecidos. Esta
comparacao é entao utilizada para a identificacao de culturas puras para o uso
na recuperagao aprimorada do petréleo.

Os termos “fontes de carbono adicionais” ou “nutrientes carbono
complexos” podem ser utilizados intercambiavelmente no presente e se
referem a adicdo de fontes de carbono na circunstancia em que um micro-
organismo € incapaz de crescer no petréleo sem o carbono adicional
acrescentado.

O termo “suplementagdo de nutrientes” se refere a adigao de
nutrientes que beneficiam o crescimento de micro-organismos que sao capazes
de utilizar o petréleo como a sua principal fonte de carbono, mas crescer de

forma otimizada com outros aditivos, tais como as fontes de carbono (com
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excecdo dos hidrocarbonetos), tais como o extrato de levedura, peptona,
succinato, lactato, formiato, acetato, propionato, glutamato, glicina, lisina,
citrato, glicose e solugdes de vitamina.

O termo ‘“espécies microbianas” significa micro-organismos
distintos identificados com base em sua fisiologia, morfologia e caracteristicas
filogenéticas utilizando as sequéncias de 16S rDNA.

A abreviatura “NCBI” se refere ao National Center for
Biotechnology Information.

A abreviatura “rDNA” se refere ao acido desoxirribonucleico
ribossomal.

A abreviatura “cDNA" se refere a uma fita dupla de DNA que ¢é
complementar ao RNA mensageiro e derivada do mesmo.

O termo “Archaeal” significa que pertence ao Archaea — Archaea
s30 um reino de espécies microbianas separadas dos outros procariotos, com
base em sua fisiologia, morfologia e homologias na sequéncia do 16S rDNA.

O termo “filogenético” se refere ao estudo do parentesco evolutivo
entre os diferentes grupos de organismos (por exemplo, espécies, populagdes).

O termo “tipo de rDNA” significa o processo de utilizagdo da
sequéncia do gene que codifica o 16S rDNA para obter as espeécies
microbianas “mais familiares” por homologia com as sequéncias de rDNA
mantida em varias bases de dados internacionais.

O termo “complementar’ é utilizado para descrever a relagao
entre as bases de nucleotideos que séo capazes de hibridizag&o entre si. Por
exemplo, com relagdo ao DNA, a adenosina é complementar a citosina e a
timina € complementar a guanina.

O termo “identidade percentual’, como é conhecido no estado da
técnica, & uma relagédo entre duas ou mais sequéncias polipeptidicas ou duas

ou mais sequéncia de polinucleotideos, conforme determinado pela
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comparagdo das sequéncias. No estado da técnica, a “identidade” também
significa o grau de parentesco das sequéncias entre as sequéncias de
polinucleotideo, conforme determinado pela correspondéncia entre as fitas de
tais sequéncias. “Identidade” e “semelhang¢a” podem ser facilmente calculadas
através de métodos conhecidos incluindo, mas néao limitados, aos descritos em
Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed. Oxford University Press, NY,
1988; e Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W, ed.,
Academic Press, NY, 1993; e Computer Analysis of Sequence Data, Part |,
Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press, NJ, 1994; e Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., ed., Academic Press, 1987; e
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., Stockton
Press, NY, 1991. Os métodos preferidos para determinar a identidade se
destinam a fornecer a melhor correspondéncia entre as sequéncias testadas.
Os métodos para determinar a identidade e a similaridade sao codificados nos
programas de computador disponiveis publicamente.

O termo “software de analise da sequéncia” se refere a qualquer
algoritmo de computador ou programa de software que seja util para a analise
dos nucleotideos ou sequéncias de aminoacidos. O “software de analise da
sequéncia” pode estar comercialmente disponivel ou ser desenvolvido de forma
independente. O software de analise sequencial tipica ira incluir, mas nao esta
limitado a: o conjunto GCG de programas (Wisconsin Package versao 9.0,
Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX
(Altschul et al., J. Mol. Biol., 215, 403 a 410, 1990), DNASTAR (DNASTAR,
Inc., Madison, WI), e o programa FASTA incorporando o algoritmo de Smith-
Waterman (Pearson, W. R., Comput. Methods Genome Res., [Proc. Int. Symp,
Meeting Date 1992, 111 — 120. eds: Suhai, Sandor. Editor: Plenum, New York,
NY, 1994). Dentro do contexto do presente pedido, sera entendido que, quando

o software de analise da sequéncia for utilizado para a analise, os resultados
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das andlises serdao baseados nos “valores default’ do programa citado, salvo
indicagao em contrario. Conforme utilizado no presente “valores defaulf’
significara qualquer conjunto de valores ou parametros que carregar
originalmente com o software quando inicializado pela primeira vez.

As abreviaturas adicionais utilizadas no presente relatério
descritivo sdo as seguintes: “h” significa hora(s), “min” significa minuto(s), “dia”
significa dia(s), “mL” significa mililitros, “mg/mL” significa miligrama por mililitro,
“L" significa litros, “uL” significa microlitros, “mm” significa milimolar, “pM"
significa micromolar, “pmol”: significa picomol(s), “°C” “significa graus
centigrados ou Celsius, “RT” significa temperatura ambiente, “bp” significa par
de base, “bps” significa pares de bases, “kDa” significa kilodaltons. “EtOH”
significa etanol, “pg/L” significa microgramas por litro, “v/v/v’, volume por
volume por volume, “%” significa por cento, “nM” significa nano molar, “w/w”
peso por peso, “ppm” significa parte por milhao.

TIPAGEM FILOGENETICA

Os métodos para a geragdao de sondas de oligonucleotideos e
microarranjo para a realizagdo de analises filogenéticas sao conhecidos pelos
técnicos no assunto (Loy, A., et al., Appl. Environ. Microbiol., 70, 6998-700,
2004) e (Loy A. et al., Appl. Environ. Microbiol., 68, 5064-5081, 2002) e
(Liebich, J., et al., Appl. Envrion. Microbiol., 72, 1688-1691, 2006). Estes
métodos sao aplicados no presente com a finalidade de identificar os micro-
organismos presentes em uma amostra ambiental.

Especificamente, as sequéncias conservadas da regiao
codificadora 16S ribossomal RNA do DNA gendmico s&o utilizadas no
presente, no entanto, existem outras metodologias uteis para a tipagem
filogenética observadas na literatura. Estas incluem: 23S rDNA ou genes A
girase e/ou quaisquer outras sequéncias génicas altamente conservadas. O

16S rDNA é comumente utilizado porque a base de dados de espécies
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conhecidas comparativas € a maior até a presente data.

Os primers descritos no presente foram escolhidos como
relevantes para as amostras ambientais a partir de um reservatério de petroleo
(Grabowski, A., et al., FEMS Micro Eco, 544, 427-443, 2005) e por
comparagdes com outros conjuntos de primers utilizados para outros estudos
ambientais. Uma revisdo dos primers disponiveis para uso no presente pode
ser encontrada em Baker et al., (GC Baker, GC et al., Review and re-analysis
of domain-specific primers, J. Microbiol. Meth., 55, 541-555, 2003). Quaisquer
primers que geram uma parte ou toda a sequéncia do 16S rDNA seria
adequado para o método reivindicado.

A extracéo de DNA pela técnica fenol/cloroférmio &€ conhecida no
estado da técnica e utilizada no presente como adequado para a extragao de
DNA a partir das amostras ambientais contaminadas com petroleo. No entanto,
existem outras metodologias para extragdo de DNA na literatura que podem ser
utilizadas em conformidade com a presente invengéo.

As metodologias de sequenciamento de DNA que geram >700
bases de sequéncias de alta qualidade podem ser utilizadas para o tipo de
sequenciamento com base no plasmideo de acordo com a presente invengao,
em conjunto com uma sequéncia de programas de andlise de qualidade. As
comparacdées por homologia utilizando os algoritmos BLAST para qualquer
banco de dados abrangente de 16S rDNAs conseguiriam um resultado
aceitavel para a identificagdo dos géneros de micro-organismos presentes na
amostra ambiental. As bases de dados mais utilizadas sdo a ARB (Ludwig, W.,
et al., ARB: a software environment for sequence data. Nucleic Acids Res., 32,
1363-1371, 2004) e NCBI.

AMOSTRAGEM DO PO¢O DE PETROLEO PARA ESTUDOS FILOGENETICOS

As amostras utilizadas para este estudo foram obtidas conforme

descritas no Exemplo 1. O DNA foi extraido de ditas amostras seguido pela
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tipagem filogenética. As amostras ambientais para a tipagem ou mapeamento
filogenético poderiam provir de qualquer agua associada a um sistema de
reservatorio de petréleo, incluindo a agua da tubulagdo e canos no pogo de
produgdo, os pogos de injegdo de agua, os nucleos obtidos diretamente a partir
da formagdo geolégica com as aguas subterrdneas associadas ou quaisquer
outras fontes de agua associadas. As amostras podem ser obtidas a partir de
qualquer sistema de reservatério de petréleo. As amostras descritas no
presente incluem as amostras ambientais a partir dos reservatérios de petréleo
pesado no North Slope do Alasca, mas também poderia incluir reservatorios de
petréleo pesado mesdfilos semelhante na Russia ou no Canada ou quaisquer
reservatorios de petroleo pesado termofilico na América do Sul, Mar do Norte,
Africa, Mar do Golfo de qualquer outra localizagao de qualquer reservatério de
petroleo possuindo qualquer temperatura ou perfil de viscosidade em todo o
mundo.

SELEGCAO DE CULTURAS PURAS

A selecao de culturas puras para a utilizagao neste estudo foi
baseada nos géneros descobertos no sistema de produgéo do reservatério do
North Slope do Alasca. Os géneros identificados a partir de amostras
ambientais foram mapeados por filogenia e utilizados para selecionar culturas
puras para uso na melhoria da recuperagéo do petréleo. As espécies de cultura
pura descritas no presente foram escolhidas para uma analise com base no
mapeamento filogenético conforme relacionado aos géneros identificados nas
amostras ambientais. A analise de ditas culturas resultou na identificagdo de
culturas com a capacidade de respirar por desnitrificagéo e crescer no petréleo
sem a adigao de nutrientes de carbono complexos, bem como exibindo uma ou
mais funcionalidades relevantes para o beneficiamento da recuperagao de
petréleo.

As culturas identificadas e utilizadas no presente estao disponiveis
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pela American Type Culture Collection. H4 muitas colegdes de cultura publica
global, tal como a colegao de cultura DMS baseada na Alema ou a colegdo USDA
NRRL e a National Collection of Industrial Bacteria (NCIB) na Inglaterra. Qualquer
colegdo de cultura publicamente disponivel poderia ser utilizada para este tipo de
sele¢ao se ela contiver as espécies do género correto.

As culturas Uteis para a selegao baseadas no parentesco das
amostras ambientais também podem ser selecionadas para a analise das
funcionalidades relevantes com base nas referéncias bibliograficas e na
associagao com o petréleo ou com os componentes do petréleo.

PROPRIEDADES DO GENERO OBSERVADO NO SISTEMA DE RESERVATORIO DE

PETROLEO

O processo classico de enriquecimento dos isolados de micro-
organismos ambientais sobre um substrato de interesse, ou seja, o petroleo
bruto, na cultura anaerébia, requer amplos periodos de crescimento e mdultiplas
transferéncias sequenciais. Ao utilizar a informagao obtida a partir da analise
filogenética do pogo de petroleo alvo descrito acima, esta abordagem laboriosa
pode ser contornada. A literatura pode ser citada para restringir a selecéao de
espécies dos géneros identificados como sendo parte da populagcao nativa do
sistema de agua do reservatério de petréleo, ou as espécies podem ser
selecionadas de forma aleatéria, ou quanto a sua disponibilidade como uma
cultura pura. Esses micro-organismos, que sdo identificaveis como culturas
puras nas propriedades do ATCC ou algum outro depositario, podem ser
adquiridos e analisados quanto as funcionalidades relevantes, incluindo a
capacidade de degradar o petréleo bruto nas condi¢gdes de interesse.

Em um aspecto dos métodos descritos no presente, diversas
culturas bacterianas puras conhecidas foram selecionadas com base em suas
semelhangas filogenéticas com as espécies nativas microbianas associadas.

Pode ser feita uma consideragdo com relagdo as culturas puras conhecidas
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identificadas como sendo isoladas de um ambiente de hidrocarbonetos ou

outros locais pertinentes, ou alegadamente possuindo alguma capacidade de
afetar os hidrocarbonetos.

TABELA 1

LisTA DE CEPAS OBTIDAS A PARTIR DO ATCC E TESTADAS QUANTO AO

CRESCIMENTO EM PETROLEO OU NOS COMPONENTES DO PETROLEO

Micro-organismo ATCC# Capacidades metabdélicas explicadas
Comamonas terrigena 14635 Decompde o fenol e o m-cresol
Reduz o tiosulfato do pogo de produgao
Fusibacter paucivorans 700852 do petréleo, encontrado na amostra de
agua de produgao do pogo de petroleo
Marinobacterium Encontrado na amostra de agua de
33635
georgiense produgao do pogo de petrdleo
Da agua salgada do reservatério de
Petrotoga miotherma 51224 petréleo, encontrado na amostra de
agua de producgao do pogo de petrdleo
De Oleodutos da Alberta Canada,
tetraclorometano desalogenado,
Shewanella putrefaciens 51753
encontrado na amostra de agua de
produgao do poco de petrdleo
Cepa OX1, degrada o tolueno/ xileno
Pseudomonas stutzeri BAA-172
aerobicamente, isolados do lodo
Vibrio alginolyticus 14582 Creosoto tolerante
Isolado do solo contaminado por
Thauera aromatica S100 700265
petréleo CA, degrada o tolueno, fenol
Thauera aromatica T1 Tolueno, degradacao do fenol
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As culturas puras conhecidas, uma vez identificadas como
pertencentes a géneros relevantes para um reservatério de petroleo (conforme
determinado pela tipagem filogenética), podem ser testadas quanto as
funcionalidades relevantes pelos testes de diagnéstico convencionais, tais
como o crescimento em meios seletivos para desnitrificantes, fermentadores,
redutores de sulfato, metandégenos, acetogénicos e outros fendtipos
fisiolégicos.

No Exemplo 5, as cepas ATCC que crescem dentro ou sobre o
petroleo bruto em condicbes anaerébias desnitrificantes foram identificadas.
Conforme descrito no Exemplo 5, todas as cepas exceto o Clostridium
amygdalium cresceram em condigdes desnitrificantes utilizando o petréleo
como UuUnica fonte de carbono. O Marinobacterium georgiense nao era
previamente conhecido por crescer de forma anaerbbia em condigbes
desnitrificantes na presencga de 6leo. O Comamonas terrigena, uma bactéria do
solo, (originalmente apresentada como uma espécie Vibrio) era um
desnitrificante facultativo conhecido, mas néao tinha sido relatado pelo fato de
crescer sobre os componentes do petréleo. Embora as espécies Comamonas
sejam conhecidas para degradar o fenol em condi¢gbes aerdbias (Watanabe, et
al., Appl. Environ. Microbiol., 64, 1203-1209, 1998), a sua capacidade de
crescer no petroleo em condigbes anaerébias ndo havia sido relatada
previamente. A Petrotoga miotherma, uma bactéria termofilica e anaerébia
estrita conhecida, era conhecida por reduzir o sulfato e o tiossulfato na
presenca de petroleo em temperaturas de moderadas a altas (Davey, M. E.,
Syst. Appl. Microbiol., 16, 191 - 200, 1993) e, (Lien, T., et al.,, Int. J. Syst.
Bacteriol., 48, 1007-1013, 1998). No entanto, este organismo nao era
conhecido por utilizar o nitrato como um aceptor de eléetrons.

A Thauera aromatica T1 cresce em tolueno e fenol em condi¢cdes

desnitrificantes (Breinig, S. et al., J. Bacteriol., 182, 5849-5863, 2000) e
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(Leuthner, B., et al., J. Bacteriol, 182, 272-277, 2000) e a Thauera
chlorobenzoica degrada o fluoro-, cloro-, € bromobenzoato em condigbes
aerodbias e desnitrificantes (Song, B. et al., Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 51, 589-
602, 2001). Apesar os componentes aromaticos simples do petroleo possam
sustentar o crescimento das espécies Thauera, o seu crescimento na presenca
de petréleo bruto nao havia sido documentado. A Shewanella putrefaciens
reduz de forma anaerdbia os metais oxidados, tais como ferro e manganés.
(Nealson, KH, et al., Ann. Rev. Microbiol., 48, 311-343, 1994) e também pode
utilizar uma variedade de redutores, incluindo o nitrato e nitrito (Nealson, KH, et
al., Appl. Eniron. Microbioil., 61, 1551-1554, 1995). Embora a Shewanella tenha
sido relatada como estando associada as amostras do reservatério de petroleo,
nao foi demonstrado previamente que ela cresce nos componentes do petréleo
diretamente. Algumas espécies de Pseudomonas stutzen, em condi¢cbes
aerobias, degradam o tolueno, fenol, xileno, naftaleno e compostos
relacionados ao naftaleno (Bertoni, G. M., et al., Appl. Envrion. Microbiol., 64,
3626-3632, 1998). Uma cepa especifica do P. stutzeri degrada de forma
anaerébia o naftaleno em condigbes desnitrificantes (Rockne, K. J., Appl.
Environ. Microbiol., 66, 1595-1601, 2000). Portanto, as variantes de P. stutzen
podem possuir uma maior probabilidade de ser capaz de crescer nos
componentes do petréleo. O micro-organismo que degrada a lignina, o
Microbulbifer hydrolyticus, nao havia sido relatado como sendo anaerébio, nem
redutor do nitrato.

O Exemplo 5 apresenta detalhes do crescimento de algumas
dessas cepas em diversos componentes do petréleo ou fragbes. Uma vez que
miltiplas cepas poderiam crescer e acumular biomassa utilizando algum
componente do petrdleo bruto como uma fonte de carbono, estas cepas podem
ser utilizadas para acumular biomassa em um reservatério na presenga do

aceptor de elétrons e dos aditivos do crescimento adequados.
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Portanto, os exemplos a seguir apresentam meios para identificar
os micro-organismos que poderiam ser utilizados para aumentar a recuperagao
de petroleo em condigbes economicamente vidveis sem a necessidade de
qualquer suplementagao de nutrientes, ou a selegéo através do enriquecimento
a longo prazo.

EXEMPLOS

A presente invengdo € ainda definida nos exemplos a seguir.
Deve ser entendido que estes exemplos, embora indiquem as realizagbes
preferidas da presente invengao, sao dadas apenas como titulo de ilustragao. A
partir da discussdo acima e dos exemplos descritos a seguir, um técnico no
assunto pode conhecer as caracteristicas essenciais da presente invengao, e
sem se afastar de seu espirito e escopo, pode realizar diversas alteragbes e
modificacbes da presente invengdo para adapta-lo aos varios usos €
condigdes.

COLETA DE AMOSTRAS AMBIENTAIS

As amostras de petroleo/ agua foram obtidas a partir dos pogos
de petréleo no North Slope do Alasca e o sequenciamento do DNA ribossomal
16S foi utilizado para identificar os organismos procariéticos presentes nesta
mistura de petréleo/ agua. Depois de examinar os resultados da analise da
comunidade de espécies bacterianas nestas amostras, diversas outras
espécies semelhantes ou espécies do mesmo género, incluindo aquelas
associadas aos outros estudos do petréleo, da ATCC (Tabela 1) para incluir
nos exemplos a seguir, foram selecionadas. Estas bactérias foram entao
utilizadas em uma tela para o crescimento anaerobio, na presenga de petroleo.
Foi demonstrado que varias espécies crescem no petréleo, conforme
determinado pela quantificagdo da degradagéo do nitrato por cromatografia de
ions (Tabela 3).

A capacidade de crescer em condi¢des desnitrificantes, utilizando
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os componentes do petréleo como substratos de carbono, foi inesperada para
varias dessas espécies. Por exemplo, ndao houve relatos anteriores da
capacidade de um Marinobacterium em reduzir o nitrato ou crescer
anaerobiamente em petréleo bruto. O Fusibacter nao foi relatado como sendo
capaz de desnitrificagao ou de utilizagédo do petréleo bruto para o crescimento.

CRESCIMENTO DE MICRO-ORGANISMOS

As técnicas para o crescimento e manutencdo das culturas
anaerdbias sao descritas em Isolation of Biotechnological Organisms from
Nature, (Labeda, D. P., ed. pags 117 a 140, McGraw-Hill Publishers, 1990). O
crescimento anaerdbico & medido através da degradagao do nitrato do meio de
crescimento ao longo do tempo. O nitrato € utilizado como aceptor de elétron
primario, nas condigdes de crescimento utilizadas na presente invengao. A
redugéo do nitrato a nitrogénio foi descrito previamente (Moreno-Vivian, C., et
al., J. Bacteriol., 181, 6573-6584, 1999). Em alguns casos, os processos de
redugdo do nitrato levam a acumulagdo do nitrito que € posteriormente
reduzido a nitrogénio. Portanto, o acumulo de nitrito € também considerado
uma evidéncia do crescimento ativo e metabolismo de micro-organismos.

ELETROFORESE EM GEL

Os materiais e métodos adequados para a eletroforese em gel
podem ser encontrados em Current Protocols in Molecular Biology. Os
reagentes foram obtidos, salvo indicagdo em contrario, pelo Invitrogen
(Carlsbad, CA), Biorad (Hercules, CA) ou Pierce Quimicos (Rockford, IL).

CROMATOGRAFIA IONICA

Para quantificar os ions nitrato e nitrito no meio aquoso, uma
unidade de cromatografia ICS2000 (Dionex, Banockburn, IL) foi utilizada. A
troca idnica foi realizada em uma coluna de troca anidnica AS15 utilizando um
gradiente de hidroxido de potassio. As curvas padrao foram geradas e

utilizadas para a calibragao das concentragdes de nitrato e nitrito.
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EXEMPLO 1

EXTRACAO DO DNA A PARTIR DAS AMOSTRAS DE AGUA DO RESERVATORIO

As amostras de agua foram obtidas a partir das cabegas do pogo
de produgéo, enquanto misturadas em liquidos de petréleo/ agua em garrafas
de vidro marrom de 1,0 L, cheias até o topo, tampadas e seladas com fita
adesiva para evitar a fuga de gas. O gas dos processos anaerobios inerentes &
suficiente para manter as condigbes anaerdbias durante o transporte. As
garrafas foram transportadas em caixas térmicas de plastico grandes
preenchidas com blocos de gelo para as instalagées de teste em 48 h de
amostragem.

Apos o estabelecimento durante a noite e a separagéo das
camadas de petroleo/ agua, 1 a 4 litros de agua foram removidos de varias
garrafas por pipetagem e filtradas através de filtros de fibra de vidro Whatman #
1 (Brentford, Inglaterra) em uma unidade de filtro de chaminé de vidro de 47
mm. O filtro da fibra de vidro coletou petréleo residual, residuos e células
microbianas superiores a 10 um. Posteriormente, a agua foi filtrada através de
filtros de nailon estéril de 0,22 um Supor (Pall Corporation, Ann Arbor, MI) sob
vacuo. As células microbianas coletadas nos filtros de fibra de vidro ou os filtros
Supor foram ressuspensos em 4 mL de tampao de lise (100 mM Tris-HCI, 50
mM NaCl, 50 mM EDTA, pH 8,0) e misturados com um misturador Vortex por
60 s. Os reagentes foram adicionados a uma concentragéo final de 2,0 mg/mL
de lisozima, 10 mg/mL de dodecil sulfato de sédio e 10 mg/mL de sarcosil para
lisar as células. Apdés uma nova mistura utilizando um misturador Vortex, 0,1
mg/mL de RNAse e 0,1 mg/mL de proteinase K foram adicionados para
remover os contaminantes de RNA e proteinas. A mistura foi incubada a 37°
por 1,0 h.

Apos a incubagdo, os filtros foram retirados e um volume

equivalente de fenol:CHClj:alcool isoamilico (25:24:1, v/viv) foi adicionado aos
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tubos. As amostras foram extraidas duas vezes com fenol:CHCIs:alcool
isoamilico (25:24:1) e uma vez com CHCIl3:alcool isoamilico (24:1). Para a
camada aquosa, 1/10 do volume de 5,0 M NaCl e dois volumes de etanol a
100% foram adicionados e misturados. Os tubos foram congelados a -20° C
durante 16 horas e em seguida, centrifugados a 15.000 xg por 30 min para
peletizar o DNA cromossémico. Os pellets foram lavados uma vez com etanol
70%, centrifugados a 15.000 xg por 10 minutos, secos, ressuspensos em 100
pL de agua deionizada e armazenados a -20° C.
EXEMPLO 2

GERACAO DE FRAGMENTOS DE PCR RDNA

Para gerar o rDNA dos fragmentos amplificados por PCR
representativos das espécies microbiana nas amostras de DNA em pool, optou-
se por conjuntos de primers de Grabowski et al., (acima). A combinagao do
primer de inicio SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2 foi selecionada especificamente
para amplificar as sequéncias de rDNA bacteriano.

A combinagdo por PCR incluia:t ampdo PCR 1,0 X GoTaq
(Promega), 0,25 mm de dNTPs, 25 pmol de cada primer, em um volume de reagao
50 pL. 0,5 L de polimerase GoTaq (Promega) e 1,0 uL (20 ng) de DNA da amostra
foram adicionados. O protocolo de termociclagem da reagéo PCR era de 5,0 min a
95° C seguido por 30 ciclos de: 1,5 mina 95°C, 1,6 mina53°C,25mina72°Ce
extensao final por 8 min a 72° C em um Perkin Eimer 9600 termociclador (Waltham,
MA). Este protocolo também foi utilizado com as células de quaisquer colbnias
purificadas ou espécies misturadas de culturas de enriquecimento.

Os produtos de amplificagdo de pares de base de 1400 foram
visualizados em 1,0% de géis de agarose. A mistura de reacdo PCR foi
utilizada diretamente para a clonagem no vetor pPCR-Topo4 utilizando o
sistema de clonagem TOPO TA (Invitrogen) utilizando o protocolo

recomendado pelo fabricante. O DNA foi transformado em ceélulas
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quimicamente competentes TOP10 selecionadas para a resisténcia a
ampicilina. As colbnias individuais foram coletadas e cultivadas em placas de
microtitulagao para analise das sequéncias.

EXEMPLO 3

PREPARACAO DO MOLDE DO PLASMIDEO

Os sistemas de purificagdo dos moldes automaticos em larga
escala utilizaram a Imobilizacao de Fase Reversivel Sélida (Agencourt, Beverly,
MA) (DeAngelis, M. M., et al., Nucleic Acid Res., 23, 4742-4743, 1995) A
tecnologia SPRI® utiliza particulas revestidos com carboxilato, de nucleo de
ferro, paramagnéticas, para capturar o DNA de um fragmento de comprimento
desejado com base nas condigdes moduladas pelo tampéao. Uma vez que o
DNA desejado €& capturado nas particulas, ele pode ser magneticamente
concentrado e separado de modo que os contaminantes podem ser lavados.

Os moldes do plasmideo foram purificados utilizando um
protocolo simplificado SPRI SprintPrep® (DNA Agencourt). Este procedimento
coleta o DNA do plasmideo diretamente das culturas de bactérias lisadas ao
aprisionar ambos o DNA genémico e plasmidial n as particulas do granulo
funcionalizado e eluindo seletivamente somente o DNA plasmidial.
Resumidamente, o processo de purificagdo envolve a adicao do tampao de lise
alcalina (contendo RNase A) na cultura bacteriana, a adicdo de alcool com
base no reagente de precipitacdo, incluindo particulas paramagneticas, a
separacao das particulas magnéticas utilizando o anel personalizado com base
nas placas do separador magnético, 5x a lavagem dos gréanulos com 70% de
ETOH e eluicao do DNA plasmidial com agua.

EXEMPLO 4

SEQUENCIAMENTO DO RDNA, MONTAGEM DE CLONES E ANALISES FILOGENETICAS

SEQUENCIAMENTO DE DNA

Os moldes de DNA foram sequenciados em uma placa de 384
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cavidades utilizando as reagdes Big Dye® Versao 3,1 nos instrumentos
ABI3730 (Applied Biosystems, Foster City, CA). A ciclagem térmica foi
realizada utilizando um termociclador de 384 cavidades. As reagbes de
sequenciamento foram purificadas utilizando o corante Agencourt’s CleanSeq®
- kit de remogao terminador (Agencourt), como recomendado pelo fabricante.
As reagdes foram analisadas utilizando um sequenciador capilar modelo
ABI3730XL através de um moédulo de execucao prorrogado desenvolvido na
Agencourt. Todas as leituras foram processadas utilizando o software de
chamada base Phred (Ewing et al., Genome Res., 8, 175-185, 1985) e

constantemente monitoradas com relagao as métricas de qualidade.

MONTAGEM DOS CLONES DE RDNA

Um arquivo para cada clone de rDNA foi gerado. A montagem da
sequéncia de dados gerada para os clones de rDNA foi realizada pelo
programa de montagem PHRAP (Ewing, et al., Genome Research 8, 175-185,
1985).

As propriedades das letras geram uma sequéncia consenso e
arquivos com qualidade de consenso para mais uma leitura da sequéncia de
sobreposigao.

ANALISE DAS SEQUENCIAS DE RDNA

Cada sequéncia de montagem foi comparada com o NCBI (banco
de dados rDNA; cerca de 260.000 sequéncias de rDNA) utilizando o programa
de algoritmo BLAST (Altschul, acima). O acionamento de BLAST foi utilizado
para agrupar as sequéncias em agrupamentos (clusters) de homologia com
pelo menos 98% de identidade com o mesmo fragmento de rDNA NCBI. Os
agrupamentos de homologia foram utilizados para calcular a proporgao de
determinada espécie, em qualquer amostra. Pelo fato da amplificagdo e dos
protocolos de clonagem serem idénticos para a analise de cada amostra, as

proporgbes podem ser comparadas de amostra para amostra. Isto permitiu
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comparagdes das diferencas de populagdo em amostras obtidas em diferentes
épocas, locais, selegdes de enriquecimento ou coldnias isoladas.
ANALISES FILOGENETICAS DO DNA RiBOSSOMICO (PEQUENA SUBUNIDADE DO

RDNA)

Uma sequéncia representativa de cada agrupamento de

homologia foi selecionada para gerar a arvore de relagbes filogenéticas. A
subunidade pequena (SSU) das sequéncias de rDNA foram alinhadas com
suas afiliadas taxondmicas mais proximas no banco de dados de referéncia
SILVA (liberacdo de 90, http:/silva.mpi-bremen.de/) utilizando a ferramenta
ARB_EDIT4 no programa ARB (Ludwig, W. et al., Nucleic Acid Res., 32, 1363-
1371, 2004); as atribuigbes taxonémicas foram verificadas através do exame
das sequéncias pela ferramenta Sequence Match no Ribosomal Database
Project (RDP) Il (Cole, J. R., et al., Nucleic Acid Res., 33, D294-D296, 2005).
TABELA 2

LiSTA DE GENEROS ENCONTRADOS NA AGuA DE PRODUCAO DO RESERVATORIO DE

PETROLEO DO ALASCA. GENERO EM ITALICO CORRESPONDENTE AOS ISOLADOS DA

CULTURA DO ATCC UTILIZADOS NESTE ESTUDO

Géneros identificados no sistema de reservatorio de
petréleo do Alasca utilizando as comparagdes de

sequéncia de rDNA

Nao classificados e Thermotogae

Chloroflexi

Petratoga/ Thermatogae

Proteobactéria, gama
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Géneros identificados no sistema de reservatoério de
petréleo do Alasca utilizando as comparagdes de

sequéncia de rDNA

Shewanella

Vibrio

Marinobacterium

Pseudomonas

Proteobactéria, épsilon

Arcobacter

Agrobacterium

Proteobactéria, delta

Desulfolobus

Flexistipes/Deferribacter, delong

Desulfocaldus

Desulfomicrobium

Actinobacter

Pelobacter

Bacteroides, nao classificados, espiroquetas

Bacteroides
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Géneros identificados no sistema de reservatoério de
petroleo do Alasca utilizando as comparacgodes de
sequéncia de rDNA

Grupo WS6

Spirochaeta

Firmicutes

Acetobacterium

Alkalibacter

Fusibacter

Fusibacter paucivorans

Desulfobacterium

Clostridium

EXEMPLO 5

SELECAO DAS CEPAS BACTERIANAS DO ATCC PARA O CRESCIMENTO NO PETROLEO

ouU COMPONENTES DO PETROLEO

As amostras liofilizadas obtidas a partir do ATCC foram revividas
e cultivadas de acordo com os procedimentos recomendados, e as aliquotas
foram utilizadas como in6culos para estudos experimentais e de crescimento
controle. Um meio com sal minimo geralmente utilizado para o crescimento de
bactérias desnitrificantes (Tabela 3) foi utilizado para cultivar varios organismos
testados neste exemplo. A fonte de carbono e energia para o crescimento foi
fornecida por qualquer petroleo bruto autoclavado ou uma mistura de 0,25% de
extrato de levedura, 0,2% de succinato que foi utilizado como controle positivo.

O nitrato de sédio (NO3; em cerca de 1.200 ppm) foi adicionado como o
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receptor de elétrons primarios. O meio foi desoxigenado por pulverizagao dos
frascos preenchidos com uma mistura de nitrogénio e diéxido de carbono,
seguido pela autoclavagem. Todas as manipulagdes de bactérias foram
realizadas em uma camara anaerébia (Coy Laboratories Products, Inc. Grass Lake,
ML). O crescimento anaerdbio a 25° C foi monitorado pela observagéao da turvagao
visual, tanto nos frascos e na redugéo do nitrato por duas semanas. A cromatografia
idnica foi utilizada para medir os niveis semanais de nitrato e nitrito.
TABELA 3

MEio com SAL MiNIMO

Componente de Concentracao
Fonte quimica
crescimento final
Nitrogénio 18,7 uM NH,CI
Fosforo 3,7 UM KH,PO,
Magnésio 984 uM MgCl,.6H,0
Calcio 680 uM CaCl;.2H,0
Cloreto de sodio/ 172 mM NaCl
lodeto de sédio 1% Nal

Metais trago

670 uM acido nitrilotriacético
15,1 uM FeCl,.4H,O

1,2 UM CuCl,.2H,0

51 uM MnCl,.4H,0
12,6 uM CoCl,.6H,0

7,3 uM ZnCl,

1,6 uM H3BO;

0,4 uM Na,Mo0,4.2H0
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Componente de Concentracao
Fonte quimica
crescimento final
pH tampao (7,5 final) 10 mM Hepes
Selenium-Tungstato 22,8 nM Na,Se0;.5H,0
24,3 nM Na,W0,.2H,0
Bicarbonato 23,8 nM NaHCO;
Vitaminas 100 pg/L Vitamina B12
80 ug/L acido p-aminobenzoico
20 ug/L Acido nicotinico
100 pg/L Pantotenato de calcio
300 ug/L Hidrocloreto de piridoxina
200 pg/L Tiamina-HCI.2H,0O
50 pg/L Acido alfa-lipoico
Aceptor de elétrons 0,449/l NaNO;

O pH do meio foi ajustado para 7,5.

Varias das bactérias listadas na Tabela 1 utilizaram componentes
de petroleo bruto, em condigdes desnitrificantes, como a unica fonte de
carbono para o crescimento. O crescimento foi determinado pela visualizagao
da turbidez e redugao do nitrato e os resultados séo apresentados na Tabela 4.
A turbidez foi observada e as amostras coletadas a partir de 7 dias apo6s a
inoculagao. As culturas que estavam turvas no dia 7 foram classificadas com
uma taxa de crescimento relativo de 1 (mais rapido). Os valores fracionarios
indicam os tempos proporcionalmente mais longos até a turbidez ser
observada. A taxa de crescimento relativo com base nos niveis de nitrato foi
definida pela fixagdo do numero relativo da taxa de crescimento de 1 para
aquelas culturas que reduziram os 250 ppm de nitrato disponiveis no dia 7. Os

valores fracionarios indicam tempos proporcionalmente mais longos para
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completar a redugao do nitrato.
TABELA 4
A taxa de crescimento relativo foi definida como 1/ dias até uma
turbidez observavel e taxa relativa da degradacédo total do nitrato quando o
petroleo era a unica fonte de carbono. Um valor de 1 indica turbidez ou redugao

completa do nitrato no dia 7.

Taxa de Taxa de crescimento
Micro-organismos crescimento relativo de reducéao de
relativo da turbidez nitrato
Clostridium amygdalinum 0 0
Comamonas terrigena 1 0,5
Marinobacterium georgiense 0,25 1,0
Microbulbifer hydrolyticus 1 0,5
Petrotoga miotherma 0,125 0,5
Shewanella putrefaciens 1 0,5
Thauera aromatica T1 0,25 1,0
Thauera aromética S100 0,25 0,5
Thauera chlorobenzoica 1 1
Pseudomonas stutzeri 1 0,3

A Marinobacterium georgiense (ATCC # 33635), Thauera
aromatica T1 (ATCC # 700265) e Thauera chlorobenzoica (ATCC # 700723)
todos reduziram o nitrato no dia 7. Além disso, a Petrotoga miotherma (ATCC #
51224), Shewanella putrefaciens (ATCC # 51753), Thauera aromatica S$S100
(ATCC # 700265), Comamonas terrigena (ATCC # 14635), e Microbulbifer
hydrolyticus (ATCC # 700072), utilizaram todos os nitratos disponiveis no dia
14. Varias das espécies também haviam acumulado nitrito no dia 7, incluindo a

Marinobacterium georgiense, Thauera aromatica T1, Thauera chlorobenzoica,
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Shewanella putrefaciens e Thauera aromatica S100. Por volta do dia 14, a
Microbulbifer hydrolyticus e a Comamonas terrigena também acumularam
nitrito. A Clostridium amygdalinum (#BAA501) néo cresceu no petroleo, mas
cresceu com extrato de levedura e succinato.
A maioria das cepas identificadas utilizando este processo
cresceu no petroleo em condigées desnitrificantes.
EXEMPLO 6

DESCOBERTA DOS COMPONENTES DO PETROLEO UTILIZADOS COMO SUBSTRATOS DO

CARBONO POR ESPECIES ISOLADAS

Algumas das linhagens ATCC descritas na Tabela 1 foram
cultivadas na presenca de varios substratos modelo do componente do
petréleo, em condigbes desnitrificantes. Os seguintes substratos foram
examinados: decano, representante dos hidrocarbonetos de cadeia longa;
tolueno, representante dos hidrocarbonetos aromaticos simples; naftaleno
representante dos hidrocarbonetos poliaromaticos, uma fragéao “aromatica” que
era uma mistura de hidrocarbonetos poli aromaticos de alto peso molecular
provenientes da destilagao do petréleo bruto utilizando a norma ASTM D2892 e
coletando a fragdo nao destilada deste procedimento e utilizando a norma
ASTM D4124-01 desta fracdo nao destilada para produzir uma fragéo
aromatica pesada (Manual on Hydrocarbon Analysis: 62 edi¢gao, A. W. Drews,
editor, Impresso por ASTM, West Conshohocken, PA, 19428-2959, 1998.). a
fragao “aromatica” continha 0,23% de tolueno como um aditivo para a
ressuspensao.

Como no Exemplo 5, as culturas foram monitoradas para o
crescimento (turbidez) e redugéo do nitrato (concentragdes de nitrato e nitrito).
A fim de observar as alteragdes na composigao do petréleo apés a exposigao a
longo prazo para o crescimento da cultura bacteriana, o meio de crescimento

foi suplementado com nitrato adicional, a medida que o nitrato inicial foi
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degradado.

A bactéria para inoculagdo do sistema teste foi cultivada,
conforme recomendado pelo ATCC no meio otimizado para determinadas
espécies. As espécies incluidas neste estudo foram: Marinobacterium
georgiense, Thauera aromatica T1, Thauera chlorobenzoica, Petrotoga
miotherma, Shewanella putrefaciens, Thauera aromatica S100, Comamonas
terrigena e Microbulbifer hydrolyticus (Tabela 1). As culturas (4,0 mL) foram
centrifugadas (10.000 xg, 5 a 7 min, temperatura ambiente), em condigbes
anaerdbias, em uma microcentrifuga e os pellets foram ressuspensos em 4,0
mL de meio com sal minimo (Tabela 3) utilizando uma seringa e uma agulha
18. As células foram lavadas duas vezes utilizando este processo antes de
serem ressuspensas em 3,0 mL do meio e 0,5 mL desta suspenséo foi utilizado
para inocular cada frasco experimental.

Todos os meios, culturas e protocolos de amostragem eram como
no Exemplo 5. O nifrato de sddio foi adicionado ao meio de sal minimo em uma
concentracao de 0,4 g/L, que se traduz em 250 ppm de nitrato. Um controle de
crescimento positivo que consiste em 0,25% de extrato de levedura e 0,2% de
succinato foi incluido no teste. O decano e o tolueno filtro foram esterilizados
(0,2 um, filtros Supor) e desgaseificados com gas misto de nitrogénio/ didxido
de carbono. O naftaleno foi dissolvido em tolueno a 500 mg/L, filtro esterilizado,
e 15 ym desta solugao foram adicionados a frascos esterilizados. Os frascos
foram secos durante a noite para evaporar o tolueno e colocados na camara
anaerobia para estabilizarem durante varias horas antes de cultura ser
adicionada. A fracdo “aromatica” do petréleo (elaborado utilizando a norma
ASTM D4124-01 na fragdao nao destilada do procedimento ASTM D2892,
acima) e o petroleo bruto inteiro foram desgaseificados entao autoclavados. Em
condigdes anaerdbias, aliquotas de 15 mL do meio foram combinadas com

células lavadas e ressuspensas em frascos de soro estéril de 20 mL. Alem
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disso, 0,25% de extrato de levedura e 0,2% de succinato, 0,1% de decano,
0,03% de tolueno, ou 0,0050% de naftaleno foram adicionados. Para os
hidrocarbonetos complexos, 10 mL do meio acrescido das células foram
adicionados aos frascos e 5,0 mL de 10% da fracdo “aromatica” (w/w) em
hexametilnonano, como uma fase organica inerte ou 5,0 mL de petréleo bruto
foram adicionados.

A turbidez foi monitorada visualmente. O nitrato e o nitrito foram
determinados por cromatografia idnica, conforme descrito acima. O nitrato de
sédio (350 ppm de concentragao final) foi adicionado ao nitrato inicial e foi
degradado em até 50 dias. Varios micro-organismos reduziram o nitrato ao
crescer em qualquer um do substrato modelo, da fragdao “aromatica” ou do
petroleo bruto. Nas culturas de alguns micro-organismos que utilizaram o
nitrato, um pouco de nitrito acumulou, no entanto, a maioria do nitrogénio foi
provavelmente reduzida em nitrogénio (Nz).

O crescimento estava relacionado a degradacao do nitrato e ao
acumulo de nitrito. Apenas o Shewanella e T. aromatica S100 apresentaram
um crescimento limitado no decano conforme determinado pela redugao
minima do nitrato. Marinobacterium, Shewanella, Thauera S100, Thauera
aromatica, T. chlorobenzoica e Petrotoga tiveram um crescimento limitado em
tolueno. O naftaleno sustentou algum crescimento do T. aromatica S100. O
crescimento do Marinobacterium e Thauera T1 na fragdo “aromatica” do
petréleo foi acompanhado pela degradagdao completa do nitrogénio. A
Shewanella e T. chlorobenzoica também depletaram o nitrato, quando cultivada
no petrdleo bruto, mas teve um crescimento limitado na fragao “aromatica”. A
Figura 1 mostra as medidas de nitrato/ nitrito apés 36 dias de crescimento no
petréleo bruto. O Microbulbifer e Marinobacterium apresentaram degradagao
constante de nitrato no petréleo, com um acumulo simultdneo de nitrito. O

nitrito acumulou por 36 dias, mas foi ainda reduzido em 50 dias pela
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Shewanella, T. aromatica T1 e T. chlorobenzoica.
EXEMPLO 7

SELECAO DE BACTERIAS ISOLADAS PARA A MELHOR LIBERAGCAO DO PETROLEO

TESTE DE LIBERTAGAO DO PETROLEO EM COLUNA DE MICROAREIA

As cepas de bactérias isoladas foram examinadas utilizando um
teste de coluna de microareia para visualizar a liberagao do petréleo. Uma
coluna de microareia consiste em uma pipeta Pasteur de vidro invertida
contendo areia do mar (EMD chemicals, La Jolla, CA), que tinha sido revestido
com petroleo bruto e deixado envelhecer por pelo menos uma semana.
Especificamente, 280 mL de areia estéril e 84 mL de petréleo esterilizado (o
mesmo petréleo utilizado nos Exe mplos 2 a 5) foram combinados em um
ambiente anaerdbio. A mistura foi agitada por 5 minutos, duas vezes por
dia e deixada envelhecer por seis dias, sob nitrogénio. Os barris de pipetas
Pasteur de vidro foram cortados na metade da altura e autoclavados. O
corte final da pipeta foi mergulhado na mistura de areia e petréleo e
preenchida no nacleo a cerca de 1,0 polegada. O corte final da pipeta
contendo a mistura de petréleo/ areia foi entdao colocado em um tubo de
teste de vidro contendo as culturas microbianas. O aparelho foi selado
dentro de frascos de vidro em um ambiente anaerdbio e a liberagao do
petroleo a partir da areia foi observada no final selado de cada pipeta
(Figura 2). O petréleo liberado da areia é coletado na boca estreita da
pipetas Pasteur ou como gotas sobre a superficie da camada de areia.
Presume-se que as culturas que melhoraram a liberagdo do petréleo do
fundo (meio estéril) alteraram a interagdo do petroleo com a superficie da
areia e poderiam agir para melhorar a recuperagcdo do petréleo em um
reservatorio de petréleo.

Neste exemplo, o indculo foi cultivado até a turbidez utilizando o

meio com sal minimo apresentado na Tabela 2, com 0,4% de succinato como
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fonte de carbono ou no caldo Luria. A concentragéo de cada espécie, listada na
Tabela 4 abaixo, foi normalizada em ODegge de 1,0 ou diluida 1:10 para um
ODeoo final de 0,1. Todas as operagdes de preparagdo das colunas de
microareia, inoculagado e crescimento foram realizadas utilizando as técnicas
estéreis em um saco de luvas anaerébias. O indculo (4 mL) do ODgoo de 1,0 ou
do ODgg de 0,1 foi adicionado em pequenos tubos de vidro e as colunas de
microareia imersas nas misturas do meio/ células com a boca estreita das
pipetas Pasteur apontadas para cima. Os frascos externos foram selados na
camara anaerdbica e deixados para incubar a temperatura ambiente por 24
horas. A Tabela 5 mostra as cepas testadas e as observagdes da liberagao do
petréleo apds 24 horas.
TABELA S

LIBERAGCAO DO PETROLEO DAS COLUNAS DE MICROAREIA POR CEPAS BACTERIANAS

ISOLADAS

Isolado bacteriano Inéculo Inéculo

ODggo=1 ODggo=0,1
Petrotoga mioterma pouca liberagéao sem liberacéao

Marinobacterium
. sem liberagao sem liberagao
georgiense

Fusibacter paucivorans liberagcao de petréleo sem liberagao
Thauera aromatica T1 pouca liberagéo sem liberagao

Dos isolados selecionados neste exemplo, 3 géneros diferentes
demonstraram diferentes niveis de liberagao do petréleo. No ODggo = 1, 0 maior
nivel de liberagdo do petréleo foi observado com o Fusibacter paucivorans
enquanto o Thauera aromatica mostrou a maior liberagao de petréleo nas

concentracdes celulares de ODggo = 0,1. Embora a Marinobacterium georgiense
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tenha a capacidade de crescer bem no petréleo como Unica fonte de carbono,
ela nao liberou o petréleo nessas condigbes experimentais. Essa observagao
pode ser racionalizada pela sensibilidade da liberagao do 6leo por esta cepa
aos fatores tais como o estagio de crescimento e/ou os requisitos de meio
especifico. Estas experiéncias demonstraram que cepas selecionadas através
de analises filogenéticas podem ser eficazes no crescimento no petréleo em
condigbes anaerdbicas desnitrificantes e na liberagado do petréleo no teste de

liberacao de areia/ petréleo descrito no presente.
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REIVINDICACOES
1. METODO PARA MELHORAR A RECUPERACAO DE
PETROLEO A PARTIR DE UM RESERVATORIO DE PETROLEO,

caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) fornecer uma amostra ambiental que compreende uma
populagéo microbiana autéctone;

(b) identificar o género microbiano presente em dita amostra
ambiental por tipagem filogenética,

(c) selecionar uma ou mais espécies de cultura pura conhecidas
do género identificado em (b), em que ditas espécies sdo capazes de crescer
no petréleo; e

(d) identificar as funcionalidades relevantes das espécies de (c)
para uso na melhoria da recuperagao do petréleo.

2. METODO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que as funcionalidades relevantes de (d) sao selecionadas a partir
do grupo que consiste em: capacidade de reduzir nitritos e nitratos e crescer
em condi¢cdes anaerdbias; capacidade de utilizar pelo menos um componente
disponivel no pogo de petréleo como fonte de carbono; capacidade de utilizar
pelo menos um componente na agua injetada ou produzida; capacidade de
atingir uma taxa de crescimento desejada na presengca do petréleo; e
capacidade de crescer de forma 6tima em um ambiente de pogo de petréleo, e
suas combinagdes.

3. METODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente inocular dito pogo de petrdleo
com uma ou mais espécies conhecidas que podem ou n&o possuir interagoes
sintréficas, que possuem dita funcionalidade relevante identificada em (d), para
melhorar a recuperacgao do petréleo.

4. METODO, de acordo com uma das reivindicagbes 1 a 3,
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caracterizado pelo fato de que as funcionalidades relevantes fornecem uma
melhor recuperacao do petroleo pela alteracdo da permeabilidade da formacéao
subterranea para melhorar a eficiéncia da varredura de agua, produgéo de
biotensoativos para diminuir as tensées superficiais e interfaciais, alteragao na
molhabilidade, produgao de polimeros que facilitam a mobilidade do petréleo,
producdo de acidos de baixo peso molecular que causam dissolugdo das
rochas, e geragao de gases (principalmente o CO,), para aumentar a pressao
de formacao e reduzir a viscosidade do petréleo para facilitar a recuperagao e o
processamento do petréleo bruto pesado.

5. METODO, de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado
pelo fato de que a melhor recuperagao do petroleo ocorre através da redugéo
na viscosidade do petréleo bruto pelo crescimento de uma espécie de (d), em
que dito crescimento resulta na produgdao de qualquer um dos biotensoativos,
diéxido de carbono ou massa celular, degradagéao seletiva dos componentes de
alto peso molecular no pogo de petréleo ou suas combinacdes.

6. METODO, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 3,
caracterizado pelo fato de que dita melhoria na recuperacao de petréleo ocorre
pelo crescimento de uma espécie de (d) em um pogo de petroleo, em
condi¢cdes anaerdbias e desnitrificantes, substancialmente sem corroséo da
maquinaria de recuperagao e processamento.

7. METODO, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente a etapa de modificar o ambiente
do pogo de petroleo pela adicao de nitritos simples ou nitratos simples ao pogo
de petréleo para promover o crescimento de micrébios no pogo de petréleo
para melhorar a recuperacgao do petréleo sem fontes de carbono adicionais.

8. METODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que os géneros da etapa (b) sao identificados pelo uso de primers

que compreendem as regides conservadas de rDNA.
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9. METODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que os géneros microbianos sao identificados utilizando sondas
moleculares que possuem a SEQ ID NO: 1 e a SEQ ID NO: 2.

10. METODO, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado
pelo fato de que os géneros microbianos identificados na etapa (b) séo
selecionados a partir do grupo que consiste em: Chloroflexi, Petratoga,
Arcobacter, Agrobacterium, Acetobacterium, Shewanella, Spirochaeta,
Alkalibacter, Actinobacter, Pelobacter, Clostridium, Desulfomicrobium, Vibrio,
Marinobacterium, Pseudomonas e Fusibacter.

11. METODO, de acordo com a reivindicacéo 9, caracterizado
pelo fato de que as espécies de cultura pura conhecidas sédo selecionadas a
partir do grupo que consiste em Fusibacter, Marinobacter, Petrotoga,
Shewanella, Pseudomonas, Thauera, Comamonas e Vibrio.

12. METODO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente a modificagdo do pogo de
petréleo para selecionar, de preferéncia, um género identificado na etapa (b)
para nao competir com um ou mais géneros identificados em (b) bpara melhorar
a recuperacao do petrdleo.

13.  METODO, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado
pelo fato de que dito ambiente do pogo de petréleo favorece os microbios
selecionados a partir do grupo que consiste em mesofilicos, termofilicos,

halofilicos, acidofilicos, alcalifilicos, psicrofilicos e piezéfilos.
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REsumo
“METODO PARA MELHORAR A RECUPERAGAO DE PETROLEO A PARTIR
DE UM RESERVATORIO DE PETROLEO”
A presente invengdo descreve um método de identificacao
filogenético novo para a identificagdo de espécies de bactérias desnitrificantes

anaerébias nativas em um pogo de petréleo que sao capazes de modificar as

propriedades do petréleo bruto para aumentar sua recuperagao.
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