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RESUMO

SOUSA, Kally Alves de. Avaliacdo da biogénese de sulfeto sob diferentes concentragdes de
bactérias redutoras de nitrato, bactérias redutoras de sulfato e nitrato. Rio de Janeiro, 2009.
Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Neste trabalho avaliou-se o efeito da aplicagdo de nitrato na reducdo da producéo biogénica
de sulfeto sob diferentes concentracfes iniciais de bactérias redutoras de nitrato (BRN) e
sulfato (BRS) em meio constituido de &gua produzida. Para tanto, empregaram-se um
consorcio enriquecido de BRS isolado de campo de petr6leo offshore e uma cultura pura de
BRN (Halomonas halodenitrificans). Em ensaios preliminares, realizados com o intuito de se
testar a sensibilidade do consorcio enriquecido de BRS e da cultura de BRN aos constituintes
da 4gua produzida, verificou-se que a agua produzida, mesmo sem dilui¢cdo, permitiu o
crescimento de BRS e BRN. Um planejamento experimental completo 2% com trés pontos
centrais verificou a influéncia das concentragfes de BRS, BRN e nitrato na produgédo de
sulfeto de hidrogénio. Os ensaios foram conduzidos a 30°C, em meio constituido de &gua
produzida (MAP) suplementada com sais essenciais e acidos organicos de cadeia curta como
fonte de carbono na seguinte concentracdo: &cido latico (60,8 g/L), acido propibnico (50,0
g/L) e &cido butirico (44,6 g/L), sendo a producdo de sulfeto medida no 7°, 14° e 28° dia de
incubacdo. O planejamento experimental estabeleceu que as melhores condigbes para
mitigacdo de sulfeto foram aquelas relacionadas aos pontos centrais, ou seja, concentragdes
iniciais de BRS e BRN de 10* NMP/mL e concentracdo inicial de nitrato de 427,5 mg/L em
tempo inferior a 14 dias de processo. Esta condi¢do foi reproduzida em um sistema agitado,
constituido de um biorreator anaerébio de volume util de 1,1 L, operado em bateladas de 10
dias com meio MAP a 30°C e 250 rpm sob diferentes condigdes. Os dados obtidos no sistema
agitado confirmaram as constatacBes encontradas nos ensaios estaticos do planejamento
experimental, ou seja, a ocorréncia de uma relagdo direta entre as concentragdes iniciais de
micro-organismos e do ion nitrato disponivel, seu modo de aplicacdo e tempo de permanéncia
no sistema. Verificou-se que na presenca de BRS e BRN e mediante aplicagdo Unica ou
intermitente de 427,5 mg/L de nitrato, caso o sistema a ser tratado esteja sujeito & ocorréncia
de espécies de BRS que utilizem o nitrato como aceptor final de elétrons, a aplicagdo de
nitrato pode apenas inibir a reducdo de sulfato e ndo a atividade das BRS, ocorrendo o
aumento da producéo de sulfeto ap6s o esgotamento da fonte de nitrato. Os ensaios agitados
comprovaram também a intensificacdo das taxas de corrosdo em sistemas com uso
intermitente de nitrato para mitigagdo de souring. Taxas de corrosdo nos ensaios sem nitrato
foram de 0,09 mm/ano, enquanto nos sistemas com nitrato foram de 0,38 mm/ano.

Palavras-chave: nitrato, bactérias redutoras de sulfato, bactérias redutoras de nitrato, producao
biogénica de sulfeto
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ABSTRACT

SOUSA, Kally Alves de. Evaluation of the biogenesis of sulfide under different
concentrations of nitrate-reducing bacteria, sulfate-reducing bacteria and nitrate. Rio de
Janeiro, 2009. Thesis (Ph.D. in Chemical and Biochemical Processes). School of Chemistry.
Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009

This work evaluated the effect of nitrate on the reduction of biogenic sulfide production under
different initial concentrations of nitrate-reducing bacteria (NRB) and sulfate-reducing
bacteria (SRB) in medium consisting of water produced. To this end, it used a SRB enriched
consortium isolated from offshore oil field and a pure culture of NRB (Halomonas
halodenitrificans). In preliminary tests, performed in order to test the sensitivity of the
consortium enriched from SRB and culture NRB in constituents of the water produced, it was
found that the water produced, even without dilution, allowed the growth of SRB and NRB. A
complete experimental design 2% with three centrals points assessed the influence of
concentrations of SRB, NRB and nitrate in the production of hydrogen sulfide. The tests were
carried out at 30 °C in medium consisting of water produced (MAP) supplemented with
essential salts and organic acids short chain as a carbon source in the following proportion:
lactic acid (60.8 g/L), propionic acid (50,0 g/L) and butyric acid (44.6 g/L), and the
production of sulfide measured at 7, 14 and 28 days of incubation. The experimental design
established that the best conditions for mitigation of sulphide were those related to central
points, ie, initial concentrations of NRB and SRB 10* MPN/mL and initial concentration of
nitrate of 427.5 mg/L in time less than 14 days of process. This condition was reproduced in a
agitated system, consisting of an anaerobic bioreactor with 1.1 L working volume, operated in
batches of 10 days with medium MAP at 30 °C and 250 rpm under different conditions. Data
from the agitated system confirmed the findings found in the static testing of the experimental
design, ie, the occurrence of a direct relationship between the initial concentrations of
microorganisms and nitrate ions available, their mode of application and time spent in the
system. It was found that the presence of SRB and NRB and single or intermittent addition of
427.5 mg/L nitrate, if the system being treated is subject to the occurrence of species of SRB
using nitrate as final electron acceptor, the application of nitrate can only inhibit sulfate
reduction and not the activity of SRB, the increase occurring in the production of sulfide after
the exhaustion of the source of nitrate. The agitated tests also confirmed the intensification of
corrosion rates in systems with intermittent use of nitrate for souring mitigation. Corrosion
rates in tests without nitrate were 0.09 mm/year, while in systems with nitrate were 0.38
mm/year.

Keywords: nitrate, sulphate-reducing bacteria, nitrate-reducing bacteria, biogenic production
of sulfide
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A recuperacdo priméria do petrdleo, basicamente, diz respeito ao deslocamento do
mesmo para fora do reservatorio, seja pela pressdo interna de gases, seja pelo uso de
equipamentos que promovam sua elevagdo artificial. A baixa eficiéncia de extracdo pelos
métodos de recuperagdo primdria, que recuperam no maximo 30% do Oleo contido no
reservatorio, acabou tornando-se fator importante para mitigar a pouca disponibilidade de
petréleo no mercado (DAVIDOVA et al., 2001).

Sendo assim, em funcdo da deplecdo dos reservatorios, técnicas especiais para a
otimizacdo da recuperagdo primaria Sdo necessarias. Essas técnicas sdo denominadas de
recuperacdo secundéria e terciaria. Na recuperacdo secundaria do petroleo, os principais
meétodos sdo a injecdo de agua ou gas e a reinjecdo de dgua produzida, em pogos adjacentes
aos produtores. J4 a terciaria emprega metodologias mais avancadas para a recuperacéo de
reservatorios que ndo respondem bem as técnicas primarias e secundérias. Os procedimentos
terciarios de recuperacdo de petrdleo incluem processos quimicos, térmicos e de
deslocamento miscivel de fluidos, sendo utilizados quando a alta viscosidade do 6leo no
reservatorio ou elevadas tensdes interfaciais entre o fluido injetado e 6leo ndo permitem

satisfatoria recuperagdo pelos processos primarios e secundérios (VIEIRA, 2003).

Os campos maritimos, denominados offshore, fazem uso de &gua do mar para a
recuperacdo secundaria de Oleo, devido a sua disponibilidade, ou da reinjecdo de &agua
produzida para manter a pressdo do reservatorio (BODTKER et al., 2009; HUBERT et al.,
2003). No entanto, esses fluidos injetores apresentam concentragdo de sulfato em torno de
3.000 mg/L e representam um problema para a indUstria petrolifera, devido a acidifica¢do dos

reservatorios (souring) e o desenvolvimento da biocorroséo.

Tais processos se iniciam a partir da reducdo de sulfato a sulfeto por bactérias
redutoras de sulfato (BRS) em ambientes anaerdbios. O sulfeto é uma forma de enxofre

energeticamente estavel e, sob condi¢des anaerdbias, é altamente reativo, corrosivo e toxico
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(MOHAN et al., 2005; COLLERAN; FINNEGAN; LENS, 1995). Por isso, a biogénese de

gas sulfidrico causa efeitos adversos a saide e problemas operacionais.

A acidificacdo de reservatorios associada a injecdo de agua do mar ou a reinjecdo de
agua produzida pode resultar ndo s6 em corrosdo, como também na obstru¢do dos pogos
injetores e produtores pela deposicdo de FeS, na redugdo da produtividade dos pogos e na
contaminacdo do petrdleo produzido. A possibilidade de ocorréncia de todos esses problemas
impulsionou estudos sobre possiveis solucdes para os mesmos (LYSNES et al., 2009;
KASTER et al., 2007, REMPEL; EVITTS; NEMATI, 2006).

A inibicdo das BRS por molibdato e outros inibidores € uma possibilidade, que na
maioria dos casos nao é aplicavel em maior escala devido ao alto custo (LENS et al., 1995). A
aplicagcdo de biocidas tem sido a forma de controle mais adotada, embora nem sempre
satisfatoria, quer pelo elevado custo de aplicacdo quer pela baixa eficiéncia alcangada. A
selecdo de estratégias como a nanofiltracdo para dessulfatacdo do fluido injetor e a
esterilizagdo com radiacdo ultravioleta também esbarram em altos custos de implantagdo e na
inviabilidade de aplicacdo em grande escala (ENERGY INSTITUTE, 2003).

Uma alternativa promissora que vem sendo cada vez mais explorada no controle da
atividade de BRS e, conseqlientemente, na reducéo da producgédo de H,S, tem sido a aplicacéo
de nitrato. O seu uso em substituicdo aos biocidas normalmente empregados representa
reducdo nos custos de aplicacdo e redugdo de agressdes ao ambiente. O uso de nitrato para a
reducdo ou eliminacdo da produgdo de H,S € ainda pouco explorado na literatura cientifica
especializada. No entanto, tal estratégia de controle da producdo de H,S vem sendo avaliada
em sistemas de inje¢do para a recuperacdo de petroleo em reservatorios maduros por grandes
empresas petroliferas, especialmente na Noruega e Canadd (BOUDTKER et al., 2009;
BODTKER et al., 2008; DINNING et al., 2005; DUNSMORE et al., 2004).

A aplicagdo de nitrato favorece a atividade de bactérias redutoras de nitrato (BRN),
pois a reducdo do nitrato concede aos micro-organismos ganho energético consideravelmente
maior do que a reducdo do sulfato. Assim, a presenca de nitrato estimula o crescimento de
BRN, que em numero maior podem competir mais intensamente por fontes de carbono,
dificultando o crescimento das BRS. Algumas espécies de BRN também sdo capazes de
oxidar sulfetos (BRN-OS), o que resulta na remogdo de sulfeto do ambiente e no aumento do

potencial redox, inibindo ainda mais o crescimento das BRS. Existem também BRS capazes
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de utilizar o nitrato ou nitrito como aceptores finais de elétrons, o que favorece a reducéo de
sulfeto (VOORDOUW, 2008; HUBERT; VOORDOUW, 2007; GARCIA-DE-LOMAS et al.,
2007; GREENE et al., 2003; ENERGY INSTITUTE, 2003).

Ndo h& davidas quanto a efetiva acdo do nitrato na inibigdo seletiva de BRS e,
principalmente, no controle da produgdo do sulfeto biogénico. Adicionalmente, seu uso é mais
vantajoso do que o tratamento com biocidas, convencionalmente adotado. Entretanto, o
tratamento com nitrato est4 condicionado ao custo, em especial ao modo de aplicacdo, uma
vez que dependendo do sistema a ser tratado podera ser necessaria a adicdo de sais de fosforo
ou potéssio e/ou biomassa exdgena a fim de garantir a eficacia do processo bioldgico. O
tratamento com nitrato também vai depender se as células no sistema estdo na forma
planctdnica ou séssil ja que no segundo caso as celulas encontram-se imersas em uma matriz
exopolimérica, dificultando a difusdo de nutrientes e biocidas (BEER; STOODLEY, 2006;
SCHWERMER et al., 2008; LENS et al., 1995).

Ademais, ha que se considerar que 0 nitrato, e os intermediarios de sua reducao,
particularmente o nitrito, sdo agentes que podem propiciar a corrosdo de metais existentes nos
sistemas. Na verdade, o efeito do tratamento com nitrato ainda ndo foi devidamente
estabelecido, sendo que a atividade microbiana especifica e as caracteristicas do sistema a ser

tratado deverdo ser estudadas caso a caso (BYDTKER et al., 2008).

Em resumo, o souring e os problemas de biocorroséo associados ao crescimento de
BRS constituem uma problematica para as industrias petroliferas. Por isso, a producédo
intensiva de gas sulfidrico em reservatorios de petroleo tem incentivado a investigagao
cientifica. Uma estratégia de controle vem a ser o emprego de nitrato para estimular o
desenvolvimento de BRN e inibir a acdo das BRS. No entanto, esta prética ainda € incipiente
na industria petrolifera, com o agravante de que nas industrias que aplicam a tecnologia ndo
h& preocupacéo com os subprodutos ou metabdlitos gerados pelos micro-organismos atuantes
e seus efeitos a longo prazo. Por exemplo, se no reservatorio se estabelecer um consércio
microbiano com espécies de BRS capazes de utilizar nitrato como aceptor final de elétrons,
esta populagdo continuard crescendo. E, por um imprevisto qualquer, ao se suprimir a injecéo

de nitrato no reservatorio, haverd um aumento consideravel da producéo de géas sulfidrico.

Assim sendo, o presente estudo teve como meta oferecer subsidios para o controle dos

danos microbioldgicos (souring) em reservatorios de petrdleo, apresentando um referencial
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tedrico e metodoldgico dos procedimentos de aplicagdo de nitrato em sistemas anaerébios
para a mitigagdo do sulfeto gerado. Para tal, o objetivo principal foi avaliar a biocompeticéo
entre um consércio microbiano enriquecido de BRS e uma cultura pura de BRN, ambos
mesofilos, em &gua produzida sob diferentes condigBes ambientais. Assim, delimitaram-se

como objetivos especificos:

- Avaliar o crescimento do consorcio microbiano enriquecido de BRS e da cultura pura

de BRN, ambos mesdfilos, em meio constituido de &4gua produzida;

- Analisar a biogénese de sulfeto, através de planejamento experimental, em meio
constituido de agua produzida na presenca de diferentes concentracdes de BRS, BRN

e nitrato de sddio sob condicdao de mesofilia a intervalos de 7, 14 e 28 dias;

- Avaliar o comportamento das populagdes planctonicas e sésseis de BRS e BRN em
um biorreator anaer6bio mediante condicdo de tratamento com nitrato de sodio,

previamente estabelecida no planejamento experimental,

- Analisar os efeitos corrosivos associados ao tratamento com nitrato de sédio em um

biorreator anaerébio.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Recuperacdo Secundaria do Petrdleo e o Desenvolvimento de Souring

A recuperacdo secundéaria representa um recurso para a otimizacdo da extracdo do
petréleo, aplicavel quando a energia estocada no reservatorio é gasta. Em campos de petroleo
maritimos (offshore), o principal método de recuperacdo secundéria € a injecdo de &gua do
mar para aumentar a pressao interna do reservatorio e deslocar o dleo existente no poco de

injecdo em dire¢do aos pocos produtores, como apresentado na Figura 2.1.

A escolha da 4gua do mar, em campos offshore, se deve a sua disponibilidade. No
entanto, esta escolha pode afetar a qualidade do petréleo produzido, além de conferir um sério
risco s atividades operacionais da plataforma. A concentracéo de sulfato (SO,*) presente na
agua do mar, cerca de 3000 mg/L, estimula a atividade de bactérias redutoras de sulfato

(BRS), que reduzem o sulfato a sulfeto (S%).
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Adicionalmente, a injecdo de &gua do mar nos reservatorios também promove
simultaneamente a reducédo da salinidade e da temperatura da 4gua de formacéo, o que pode
contribuir para o crescimento microbiano (DUNSMORE; EVANS, 2005).

Penna; Oliveira; Silva (2003) reafirmam as consideragdes anteriores e acrescentam
que a 4gua do mar utilizada em processos de recuperagdo secundéria de petr6leo em campos
offshore, em geral, conttm BRS adaptadas a um ambiente relativamente superficial
(temperaturas em torno de 20°C), de pressdo moderada. Quando introduzidas no reservatorio,
as BRS passam a enfrentar consideraveis elevacdes de temperatura e pressdo. No entanto, a
injecdo de &gua do mar fria e desaerada promove uma redugdo da temperatura do reservatorio
na regido do pogo injetor, estabelecendo condicdes de potencial redox (abaixo de —100 mV) e
pH (6,0 — 9,0) adequadas a atividade de BRS, além do aumento da disponibilidade de sulfato.
A inundagdo do reservatorio com agua do mar também promove um aumento da zona de
mistura com a 4gua de formagdo, o que assegura condicdes ideais de crescimento em termos

de fontes de carbono devido a presenga de hidrocarbonetos.

O sulfeto gerado pela atividade microbiana durante a produgdo do petréleo constitui
um importante problema para as indudstrias petroliferas devido ao desenvolvimento da
acidificacdo biogénica, também denominada de souring. A acidificacdo biogénica implica em
aumento da biocorroséo; reducdo da qualidade dos hidrocarbonetos produzidos; reducéo da
produtividade dos pocos pela geracdo de incrustantes como FeS (biofouling) e riscos
ambientais devido a toxicidade do sulfeto (TANG; BASKARAN; NEMATI, 2009;
MAXWELL; SPARK, 2005; FAUQHAR, 1997).

Vale ressaltar que em alguns campos offshore é comum a reinjecdo da agua produzida
durante o processo de producdo de petroleo. A reutilizacdo da &gua produzida é justificada
como alternativa de manejo, uma vez que sua disposi¢do sem tratamento prévio acarreta
sérios danos ambientais. Em regides nas quais a legislacdo ambiental é mais restritiva, como
nos campos do Mar do Norte, este procedimento é adotado. Embora a reinjecdo represente
uma alternativa ambientalmente correta, a sua reutilizagdo como fluido injetor pode
intensificar o souring, pois a &gua produzida constitui fonte de nutrientes para o
desenvolvimento de BRS, além de reintroduzir micro-organismos ja adaptados as condicdes
do reservatorio (DINNING et al., 2005; VOORDOUW:; JACK, 2005; DINNING et al., 2004;
JENNEMAN et al., 2004; ROBINSON, 2003; HSI et al., 1994).
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O risco de intensificacdo de souring em decorréncia da associa¢do, durante 0 processo
de recuperagdo secundaria do petréleo, da 4gua do mar e da &gua produzida foi investigado
por Lyses et al. (2009) e por Dunsmore e Evans (2005). Os autores descrevem que este
procedimento, praticado em alguns campos do Mar do Norte, potencializa o processo de
acidificagdo, uma vez que converge para elevados valores de concentragédo de sulfato e BRS,
e valores 6timos de salinidade, concentragdo de acidos graxos volateis e temperatura para a

atividade microbiana.

As proximas se¢des descrevem 0s mecanismos que governam o surgimento de souring
em reservatorios de petrdleo e sua relacdo com o metabolismo de BRS, bem como os modelos

atuais de previsdo de souring.

2.2. Mecanismos de Acidificacao de Reservatorios de Petréleo

A acidificagdo de reservatorios de petrdleo tem sido atribuida a véarios mecanismos,
bidticos e abitticos, dentre os quais se destacam, segundo Faughar (1997): 1) a dissolucdo de
materiais piriticos; 2) a reducdo termoquimica do sulfato; 3) a oxidagdo termoquimica de
compostos organicos de enxofre; 4) reagdes de oxi-reducdo com bissulfito de amonia
(sequestrante de H,S presente em alguns sistemas); e, por fim, 5) a geracdo microbioldgica de
sulfeto. O autor destaca ainda que a geragdo de sulfeto por agdo microbiana seria a principal

responsavel pela formag&o de souring, como comprovam estudos realizados no Mar do Norte.

As considerages a seguir, retiradas de Faughar (1997), sustentam a afirmacédo anterior

e descartam os mecanismos abidticos de formacéo de souring:
1) Normalmente, a quantidade de pirita € minima na rocha do reservatorio;

2) Para que ocorra redugdo termoquimica do sulfato sdo necessarias temperaturas na
faixa de 80°C a 120°C, mesmo na presenca de catalisadores. Campos de petréleo

do Mar do Norte, por exemplo, apresentam temperaturas inferiores a essa faixa;

3) A oxidacdo termoquimica de compostos organicos de enxofre ocorre a
temperaturas superiores ou iguais a 80°C. Outro fator limitante seria a quantidade
desses compostos no reservatorio, pois é necessaria uma gquantidade minima para

que ocorra a conversdo a H,S;
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4) Os niveis residuais de bissulfito de amdnia presentes no sistema ndo séo capazes

de contribuir significativamente para a formagéo de H,S.

O mecanismo microbioldgico de geragdo de H,S, como dito anteriormente, € 0 que
melhor explica o fendmeno. Este mecanismo baseia-se no consumo de ions sulfato através de
metabolismo desassimilativo de bactérias redutoras de sulfato (BRS). A seguir € apresentada a

descrigdo da dindmica do processo.

2.2.1. Acidificagédo biogénica (souring)

O principal mecanismo de producdo de HS em reservatorios de petrdleo a
temperaturas abaixo de 80°C esta vinculado ao metabolismo de BRS, uma vez que a propria
condicdo do reservatério oferece ambiente favoravel para o desenvolvimento desses micro-
organismos. Alia-se a condicdo do reservatorio, a introdugdo inadvertida de ions sulfato,
através da injecdo de agua do mar durante operagdes de recuperacdo secundéria de petrdleo,
0s quais servem como aceptores finais de elétrons para as BRS (HUBERT et al., 2003;
DAVIDOVA et al., 2001; MCINERNEY; BHUPATHIRAJU; SUBLETTE, 1992).

Para Farquhar (1997), as hipOteses para explicar a acidificacdo biogénica de
reservatorios estdo relacionadas com a injecdo de 4gua do mar e sua interface com a gua de
formacéo, em conjunto com a presenca de uma populagdo de BRS, nutrientes e condicdes

fisicas na rocha do reservatdrio que promoveriam a maxima reducéo de sulfato.

Segundo Kane e Surinach (1997) apud Nascimento (2006), como conseqiiéncias do
desenvolvimento de souring em reservatorios, destacam-se: a) a redugdo da qualidade do
petréleo produzido e, consequente, aumento dos custos com refino; b) a reducdo da
produtividade dos pocos; c) a obstrucdo dos pogos injetores e produtores pela geracéo de FeS;
d) a necessidade do uso de produtos quimicos para a reducéo de H,S até niveis aceitaveis; e)
geracdo de incrustantes como o sulfeto de ferro, levando ao plugueamento de pogos; f) o
aumento das taxas de corrosdo pelo mecanismo de despolarizagdo catddica; g) problemas
associados a seguranca e meio ambiente e h) paralisagdo da producéo de ¢leo devido a um ou

mais dos fatores anteriormente enumerados.

Os problemas acima mencionados justificam a implementacdo de formas de controle

do processo de acidificagdo em reservatorios de petroleo. Agéncias como a EPA
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(Environmental Protection Agency) e APl (American Petroleum Institute) determinam,
através de regulamentacOes, cargas massicas diarias de H,S nos fluidos (NASCIMENTO,
2006). A NACE (National Association Corrosion) estipula em 0,05 psi a pressdo parcial
maxima de H,S nos fluidos exportados (KHATIB; SALANITRO, 1997). Os riscos associados
a toxicidade do sulfeto de hidrogénio sdo avaliados atraves de limites de exposicdo TWA
(Time Weighted Average), ou seja, para uma exposicdo diéria de 8 horas, a média ponderada
no tempo ndo deve ultrapassar 10 mg/L (ROCHA, 2006).

2.2.2. Caracterizagédo e metabolismo de BRS

As BRS representam um grupo de micro-organismos capazes de utilizar o sulfato, em
condicBes anaerdbias, como aceptor final de elétrons para o processo de respiracdo anaerdbia.
Em culturas puras, desenvolvem-se em ambientes em que o potencial de oxi-reducéo (En)
esteja abaixo de —100 mV. Como doadores de elétrons, utilizam quase todos 0s compostos
organicos, desde &cidos organicos de cadeia curta até hidrocarbonetos do petroleo, embora
algumas espécies também sejam capazes de utilizar H, (LIAMLEAM; ANNACHHATRE,
2007; BARTON; TOMEI, 1995; POSTGATE, 1984).

Taxonomicamente, por um longo periodo, foram divididas em dois grandes géneros:
Desulfovibrio e Desulfomaculum, mas novos géneros vém sendo identificados
(Desulfobacter, Desulfonema, Desufolbulbus, Desulfuromonas, Desulfosarcina,
Desulfomicrobium, Thermodesulfobacterium). Estes géneros incluem representantes terrestres
e aquaticos, com espécies halofilicas que chegam a tolerar salinidades superiores a 18%
(FAUQUE, 2005).

Destacam-se, assim, representantes isolados em reservatorios de petréleo, como por
exemplo: Desulfovibrio bastinii (SRL4225 = DSM 16055 = ATCC BAA-903) e
Desulfovibrio gracilis (SRL6146 = DSM 16080 = ATCC BAA-904), isolados de um campo
de petr6leo no Congo (MAGOT et al., 2004); Desulfovibrio capillatus (MET2 = DSM 14982
= CIP107483), isolado de um reservatério no Golfo do México (MIRANDA-TELLO et al.,
2003a) e Desulfovibrio vietnamensis (DSM 10520), isolado em fluidos de producdo de
campos offshore no Vietnd (NGA et al., 1996).
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Quanto a temperatura, a maioria das BRS é classificada como meso6fila, com um 6timo
de crescimento entre 25 e 40°C, mas algumas espécies podem tolerar até -5°C (psicrofilicas),
enquanto outras podem apresentar crescimento O0timo em temperaturas superiores a 75°C
(hipertermofilicas). Com relacdo aos valores de pH, crescem em valor 6timo de 7,2;
entretanto, encontram-se espécies que toleram ambientes altamente &cidos (pH 4,0) e
alcalinos (pH 9,5). Deve-se destacar ainda a capacidade das BRS suportarem altas pressoes,
como valores em torno de 10°> kPa (espécies barofilicas). Todas essas caracteristicas
demonstram a habilidade desse grupo de micro-organismos para crescer em condicdes
extremas e sua adaptabilidade a varios ambientes naturais (POSTGATE, 1984; BARTON;
TOMEI 1995).

Tratando-se de metabolismo, VvArios compostos inorgénicos sulfurados constituem
importantes aceptores de elétrons para as BRS. Mais de 20 géneros sdo conhecidos
coletivamente pela capacidade de reduzir sulfato ou compostos reduzidos de enxofre (como
por exemplo, sulfito e tiossulfato) e podem ser divididos em dois grandes grupos: Grupo 1 -
BRS que utilizam o lactato, piruvato, etanol e determinados &cidos graxos como doadores de
elétrons, sendo o produto final da oxidagdo o acetato, onde se destacam 0s géneros
Desulfovibrio, Desulfobotulus, Desulfotomaculum, Desulfobulbus e Thermodesulfobacterium;
e Grupo 2 - BRS que oxidam &cidos graxos, particularmente o acetato, na reducéo do sulfato a
sulfeto, sendo destacados os representantes dos géneros Desulfobacter, Desulfobacterium,
Desulfococus, Desulfonema e Desulfosarcina. A principal diferenga entre esses grupos se
baseia na capacidade dos individuos do Grupo 2 em oxidar completamente acidos graxos,
lactato, succinato e benzoato até CO, (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004). Embora
esses micro-organismos sejam capazes de utilizar uma variedade de compostos inorganicos
sulfurados, no presente estudo dar-se-a4 énfase somente ao uso do sulfato (8042'), a forma

mais oxidada do enxofre.

Ressalta-se, no presente momento, a distin¢éo entre a reducdo assimilativa do sulfato e
a reducdo desassimilativa do sulfato, sendo a Gltima restrita &5 BRS. Na reducéo assimilativa
o sulfato é incorporado como fonte de enxofre para os processos de biossintese, enquanto que
na reducdo desassimilativa o sulfato é utilizado como aceptor final de elétrons para a geracéo

de energia, com consequente excre¢do de H,S (POSTGATE, 1984).

A reducéio do SO4* a H,S é um processo complexo. Numa primeira etapa, tanto para o

processo assimilativo quanto para o processo desassimilativo, ocorre a ativacdo dos ions
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sulfato por ATP (Figura 2.2). A enzima ATP sulfurilase catalisa a ligacdo do ion sulfato ao

fosfato da molécula de ATP, formando adenosina fosfosulfato (AFS) com a liberagdo de

pirofosfato (PPi). Na reducdo desassimilativa, a AFS é reduzida a sulfito (SOs%) pela agdo da

enzima AFS redutase, com a liberacdo de AMP (adenosina monofosfato). Na redugdo

assimilativa, outro P é incorporado a AFS, formando fosfoadenosina fosfosulfato (FAFS) e, a

partir desse momento, os sulfatos podem ser reduzidos. Em ambos processos, o sulfito é o

primeiro produto da reducdo, e uma vez formado é transformado em sulfeto por intermédio da
enzima sulfito redutase (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

Utilizada no metabolismo dissimilativo

OH OH
AFS (Adenosina 5'-fosfosulfato)

W
CHy-0—P—0—5~0
0 0

Utilizada no metabolismo assimilativo

FAFS (Fosfoadenosina 5'-fosfosulfato)

@

SO

(b)

2-

ATP PP ATP ADP
4 >AFS FAFS
ATP sulfurilase AFS quinase
—— NADPH
28 | s 2 e‘)
reductase NADP* \
AMP FAF
50, S0~
6e 6e
\ Sulfito \
redutase
H,S H,S
Excrecéo Compostos organicos
sulfurados (cisteina,
metionina e assim
por diante)

Reducao dissimilativa Reducao assimilativa
de sulfato de sulfato

Figura 2.2: Bioguimica da reducdo do sulfato. (a) Duas formas de sulfato ativo podem ser produzidas:
adenosina 5’-fosfosulfato (AFS) e fosfoadenosina 5’—fosfosulfato (FAFS). (b) Esquema das reducdes

assimilativa e desassimilativa ou dissimilativa de sulfato.

Fonte: Madigan, Martinko; Parker (2004).
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No processo de reducéo desassimilativa, o sulfito é reduzido a sulfeto (S*) em uma
série de etapas. Bioguimicamente, pouco se sabe sobre essas etapas. Postgate (1984) prop6s o
seguinte mecanismo: o sulfito seria convertido a metabissulfito (S;0s°) com conseqiiente
reducéo a tritionato (S30s>). Durante a conversdo do metabissulfito, intermediarios como o
ditionato (S,0472) seriam formados. Parte do tritionato seria convertida a tiossulfato (S,05%) e
parte se regeneraria a sulfito. Por fim, o tiossulfato sofreria reducéo, dando origem ao sulfeto,
e ainda converter-se-ia novamente a sulfito. A Figura 2.3 a seguir esquematiza a rota proposta
por Postgate (1984).

Celula
SO& _(L' SO2 + ATP © AF’E +PPi — 2P\ bacteriana

—» —> 8032- T AMP
"

[52_052']

v
[52(?42']

v

5% o LC S,05% *+—— S;04* /

Figura 2.3: Possivel rota da reducdo desassimilativa do sulfato.
Fonte: Postgate (1984)

O principal carreador de elétrons do processo de reducdo desassimilativa do sulfato é o
citocromo c; (citocromo periplasmatico de baixa massa molecular), que recebe os elétrons de
uma enzima hidrogenase periplasmaética, transferindo-os para um complexo protéico aderido a
membrana plasmatica. Este complexo, denominado Hmc, por conseguinte, transporta os
elétrons para o interior da célula e os disponibiliza para as enzimas ATP sulfurilase e sulfito
redutase (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

O sulfeto produzido pelas BRS através do processo desassimilativo é excretado no

ambiente. De acordo com Lens et al. (1998), em valores de pH acima de 6,0 o sulfeto de
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hidrogénio existe principalmente na forma dissociada (HS"). No entanto, em valores de pH
entre 6,0 a 9,0 uma mistura de H,S e HS™ pode coexistir na solucéo, decaindo o nivel de H,S a
medida que ocorre o aumento do pH. Valores de pH acima de 8,5 promovem a dissociagéo de
HS em S?%, sendo essa espécie predominante em valores de pH acima de 10. Entretanto,
determinadas concentragdes podem ter efeito toxico ou inibitdrio sobre a propria atividade das
bactérias. O exato mecanismo de inibicdo das BRS por sulfeto ainda ndo foi completamente
entendido, existindo diferentes explicagdes para este mecanismo. A inibicdo/toxicidade parece
se relacionar diretamente com o sulfeto de hidrogénio ndo dissociado que, como molécula
neutra, pode atravessar sem obstaculos a membrana celular e reagir com os componentes
celulares (WEIJMA,; BOTS; TANDLINGER, 2002 apud VIEIRA, 2003; POL HULSHOFF;
LENS; STAMS, 1998;).

Segundo Barton e Tomei (1995), concentracfes proximas de 16 mM (544 mg/L) de
sulfeto podem inibir o crescimento e a cinética de BRS. No entanto, a concentracdo minima
inibitoria/toxica de sulfeto para as BRS também pode ser afetada por condi¢bes de
temperatura, pH, pressdo e concentragdo de ions fosforo (OKABE; CHARACKLIS, 1992
apud BARTON; TOMEI, 1995). J& para Dunsmore e Evans (2005), o sulfeto pode ser toxico
na faixa de 150 — 300 mg/L, dependendo do género e do estado em que se encontra a bactéria
(plancténica ou séssil). Este valor ndo se refere & concentracéo total de sulfeto, mas sim ao
sulfeto ndo dissociado que, por conseguinte, é dependente dos valores de pH. O’Flaherty;
Colleran (1998) apud Tang; Baskaran; Nemati (2009) descrevem que o aumento nos valores

de pH, na faixa de 6,8 a 8,5, permitem que as BRS tolerem maiores concentragdes de sulfeto.

Outro pressuposto atribui a inibicdo das BRS por sulfeto a sua reacdo com metais
como ferro e, sua precipitacdo, na forma de sulfetos metalicos. Os ions ferro presentes no
reservatorio sdo resultado do processo corrosivo de equipamentos de producéo de petroleo e
sua combinagdo com o sulfeto produz sulfeto de ferro (FeS), um precipitado de coloragédo
negra. O sulfeto de ferro formado diminui a disponibilidade de ferro para o metabolismo das
BRS, uma vez que o mesmo constitui um importante componente de ferrodoxinas e
citocromos, que realizam o transporte de elétrons no processo de reducdo do sulfato
(MADIGAN, MARTINKO; PARKER, 2004). Adicionalmente, o sulfeto de ferro pode
depositar sobre as superficies solidas, resultando na formacdo de incrustragbes, o que
intensifica o surgimento de biofilme (biofouling). Biofilmes podem ser definidos como uma
estrutura complexa constituida de agregados de células microbianas inseridas em uma matriz

polimérica extracelular, principalmente polissacarideos, e compostos inorgénicos, sendo seu
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principal constituinte a &gua, que corresponde a cerca de 95% de sua massa (BEER;
STOODLEY, 2006; LEWANDOWSKI; STOODLEY; ROE, 1995).

2.2.3. Modelos de previsdo de souring

A necessidade de compreensdo dos mecanismos que determinam a produgdo de H,S
em reservatorios de petroleo offshore levou a idealizagdo de modelos que pudessem estimar a
relacdo entre a disponibilidade de ions sulfato e sua redugdo por BRS, bem como as condicdes
em que ocorre o fendmeno. A literatura reporta dois modelos para a previsédo de souring, a

saber: o Modelo da Zona de Mistura e o Modelo de Biofilmes.

O Modelo de Zona de Mistura, descrito por Ligthelm et al., (1991) e citado no trabalho
de Jordan e Walsh (2004), é utilizado pela Shell U.K. Exploration and Production Ltd (Reino
Unido). Este modelo assume que a atividade bacteriana é inicialmente limitada a regido do
reservatorio, onde ocorre o contato entre a agua do mar injetada e a agua de formacéo.
Recentemente, o modelo incorporou também a regido proxima ao pogo injetor. Segundo as
consideracOes deste modelo, a zona de contato entre a 4gua do mar injetada e a &gua de
formacdo oferece todas as condigBes nutricionais necessérias para o crescimento de micro-
organismos. Tais consideracdes se sustentam por testes em laboratério e se apdiam
fundamentalmente no fato de que as BRS estdo sempre presentes na frente de contato,
introduzidas pela injecdo de 4gua do mar ou ja residentes na propria &gua de formacdo do
reservatorio. Estudos de Ligthelm et al. (1991) apontaram que a geragdo de H,S é devido a
atividade de BRS nesta zona e que o acimulo de H,S é proporcional ao tamanho da zona. A
Figura 2.4, extraida de Sanders (1998), esquematiza a situacdo proposta pelo Modelo de Zona

de Mistura.
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Figura 2.4: Mecanismo de Acidificacdo Biogénica (Souring) segundo o Modelo de Zona de Mistura
Fonte: Sanders (1998)

Segundo o modelo de Zona de Mistura, BRS mesdfilas ativas sdo introduzidas com a
injecdo da agua do mar, colonizando as regides proximas ao poco injetor. Algumas BRS
nativas, presentes na rocha do reservatorio, podem ao mesmo tempo serem estimuladas por
essa agua injetada. Além disso, BRS termdfilas, na forma de enddsporos, também acabam
sendo introduzidas (Zona 1). Nesta regido, a atividade das BRS mesofilas é limitada pela
disponibilidade de nutrientes e pelo tratamento com biocidas. Afastando-se da regido do pogo
injetor, ocorre gradual adaptacdo ou mutagdo das BRS mesotfilas em BRS termofilas e ainda a
ativacdo das BRS termdfilas, na forma de enddsporos, pelo aumento de temperatura e
disponibilidade de nutrientes (Zona 2). Nessas duas zonas a producao de sulfeto € limitada
pelas baixas concentracbes de nutrientes. Na Zona 3 ocorre uma expansao da geragdo de H,S
por BRS termofilas, que crescem e agregam-se nesta regido de condicBes ideais de
temperatura e concentracdes de sulfato, acidos graxos e sulfeto. Nesta regido, a producéao de
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sulfeto é limitada por nutrientes e pela toxicidade do sulfeto gerado. Na Zona 4, a
permanéncia em altas temperaturas e pressdes pode ndo inibir o crescimento de BRS
terméfilas, mas caso ocorra muito crescimento dessas bactérias na Zona 3, concentragdes
toxicas de sulfeto podem limitar a producdo adicional de sulfeto nas condi¢des adversas da
Zona 4, o que provoca a migracdo de bactérias termofilas esporuladas com os fluidos
produzidos. Vale destacar que na Zona 4 o limite de toxicidade de sulfeto para as BRS

termofilas é de 100 mg/L.

J&4 0 Modelo de Biofilmes proposto por Tyrie (1993) e também relatado em Jordan e
Walsh (2004), é empregado por operadoras como Statoil Limited (Reino Unido) e BP Amoco
Corporation (Reino Unido e Estados Unidos), considera que o crescimento bacteriano esta
localizado principalmente na regido imediatamente adjacente aos pogos injetores. Assim
sendo, o H,S formado seria resultado da atividade do biofilme aderido a esses pogos.
Bactérias j& estariam presentes no reservatério, embora em ndmero inicialmente
insignificante, e outras tantas seriam introduzidas pela agua de inje¢do. Tal modelo assume
que o deslocamento do H,S em direcdo aos pocos produtores é assegurado pela agua de

injecdo.

A principal contestacdo deste modelo é assumir que toda a atividade microbiol6gica
estd concentrada nas imediacBes do pocgo injetor e que a &4gua do mar conteria todos os
nutrientes necessarios ao crescimento microbiano, tais como sulfato, fosfato, nitrogénio como
nitrato, e carbono orgénico. Tyrie (1993) indica a possivel disponibilidade de uma fonte de
carbono alternativa para as BRS, decorrente da oxidagdo de 6leo residual por outras bactérias
existentes no reservatorio. O modelo se sustenta em investigacOes realizadas em fluxos
invertidos dos pogos injetores, onde os niveis de souring foram mais elevados do que os

registrados nos pogos produtores.

ConsideragBes de Sunde et al. (1993), atraves de modelagem matematica,
demonstraram a aplicabilidade do Modelo de Biofilmes para explicar a geragdo de souring
nas plataformas Gullfasks (Mar do Norte, Noruega). Segundo 0s autores, a taxa e extensdo da
acidificacdo do reservatdrio sdo essencialmente estabelecidas por trés parametros: a) a
disponibilidade de nutrientes diretamente relacionada & quantidade de biomassa no biofilme e,
subsequentemente, a taxa de producdo de H,S; b) a capacidade de adsorcéo de H,S pela rocha

do reservatorio e c) o regime de fluxo no reservatorio.
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Para Dunsmore e Evans (2005), embora os modelos de previséo apresentem distingdes
e limitacdes, podem ser aplicAveis como estratégias de controle de souring. Entretanto, sua
aplicacdo esté diretamente vinculada as caracteristicas do reservatorio, ou seja, a escolha deve
ser pelo modelo que melhor se aplica aquela situacdo pontual. Vale destacar que certos
campos de petroleo exibem perfis ou condi¢Bes nos quais a aplicacdo combinada dos dois

modelos é oportuna para explicar 0s mecanismos que regem a acidificag&o.

2.2.4. Mecanismos de controle e prevencéo do souring

Os problemas gerados pela acidificacdo de reservatdrios tém levado, nos ultimos anos,
a busca por medidas de controle e prevencgdo do souring, onde se destacam: a remog&o de ions
sulfato por membranas de nanofiltragdo, a esterilizacdo da agua do mar com radiagdo
ultravioleta, a aplicacdo de biocidas e agentes bioestaticos, o controle dos niveis de oxigénio
na 4gua injetada e o uso de inibidores de corrosdo. Os beneficios, desvantagens e riscos

associados a cada uma dessas tecnologias séo apresentados a seguir.

e Remocdo de sulfato (dessulfatacdo) da agua do mar por processo de nanofiltragéo

O uso de membranas para remogdo de sulfato foi iniciado em 1980 pela empresa
Marathon na plataforma de Brae, localizada no Mar do Norte. A partir de entdo, este método
tem sido proposto como alternativa de controle do souring (JORDAN; WALSH, 2004). Para
Rizk et al. (1998), a tecnologia de membranas de nanofiltragdo tem sido empregada com
sucesso em alguns campos offshore, sendo responsavel pela redugdo de sulfato de cerca de
2.600 mg/L para valores inferiores a 50 mg/L. Jordan e Walsh (2004) também citam que 0s
sistemas atuais sdo capazes de reduzir o sulfato de fluidos injetores de 2.700 mg/L para 40-50

mg/L.

Pouco se relata da aplicagdo da tecnologia de membranas de nanofiltracdo em campo,
mas 0 método torna-se invidvel pelos custos e tempo de implantacdo e, principalmente, pelo

grande volume de &gua utilizada como fluido injetor.

Um outro fator a se considerar é que, embora a dessulfatagdo permita reduzir

consideravelmente os niveis de sulfato, o0 metabolismo das BRS nao é afetado. Neste caso, as
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BRS continuam a reduzir o sulfato, mesmo em baixas concentracdes e, consequientemente,
produzem sulfeto. Estudos nos campos de Mars (Golfo do Meéxico) indicaram que a
introducdo de sulfato, mesmo em niveis considerados baixos, foi suficiente para a geragéo de
10 ppm(v) de H,S nos reservatorios (JORDAN; WALSH, 2004).

o Esterilizacdo da agua do mar com radiagéo ultravioleta (UV)

Recentemente, a radiacdo UV tem sido amplamente empregada como agente
esterilizante no tratamento de &guas residuarias e &guas destinadas ao consumo humano
(MUNSHI et al., 1999). A radiagdo UV, normalmente em comprimento de onda de 220 a 300
nm, promove a alteragdo da molécula de DNA, e sob prolongada exposi¢do causa a morte do
micro-organismo. Com a mesma finalidade, o controle de souring pode ser feito através da
esterilizacio da agua do mar por radiacéo ultravioleta (LABAS; MARTIN; CASSANO, 2005;
CLARK; LUPPENS; TUCKER 1984). No entanto, deve-se considerar que a a¢ao da radiacéo
UV é direta na célula microbiana, ndo tendo acéo residual, ou seja, as BRS j& presentes no
pogo vao continuar em atividade, gerando sulfeto. Adicionalmente, hd de se considerar a
relevancia de dois outros aspectos: a existéncia de formas latentes (enddsporos) de BRS e a

inviabilidade econdmica da aplicacdo do método em grande escala.

e Emprego de biocidas

Biocidas sdo regularmente aplicados pela inddstria de petréleo e gés para controlar,
principalmente, a corrosdo microbiologicamente induzida (CMI) (MALI et al., 2003). A
prevencdo e controle do souring seriam uma finalidade subsequente (THORSTENSON et al.,
2002). A literatura descreve casos de sucesso de aplicagdo de biocidas, como a experiéncia no
campo de Skjold (Mersk Olie og Gas AS, Dinamarca), no qual foi aplicado o biocida sulfato
de tetraquishidroximetil fosfonio (THPS) (LARSEN; SANDERS; TALBOT, 2004). No
entanto, o controle dos niveis de H,S era influenciado pela dosagem de THPS nos pogos
injetores e produtores, e foi obtido para curtos tempos de transporte da agua injetada.
Ressalta-se que a eficiéncia dessa aplicacdo em reservatorios com elevado tempo de transito

da &gua ainda ndo foi bem esclarecida.



SOUSA, K. A. REVISAO BIBLIOGRAFICA 33

Em geral, a eficiéncia do tratamento com biocidas € limitada, posto que efetivamente
tem pouca acdo sobre os biofilmes dentro dos reservatorios ou nas superficies metalicas de
equipamentos industriais (GARDNER; STEWART, 2002), e tipicamente depende das
condi¢bes do reservatdrio, tais como temperatura, permeabilidade, composicdo da &gua e
ainda resisténcia dos micro-organismos pelo uso prolongado da técnica (KJELLERUP et al.,
2005). A possibilidade de levar ao surgimento de linhagens de BRS resistentes aos biocidas

também é mencionada por Hubert et al. (2005) e Garden e Stewart (2002).

Hitzman e Dennis (1998) fazem consideragGes interessantes sobre o uso de biocidas
pela industria petrolifera. Para os autores, o emprego de biocidas pode ser considerado como
um tratamento preventivo ou de remediacdo. Como metodologia de prevencédo, o sistema é
tratado para eliminar toda contaminacéo que pode ser introduzida no inicio das operacdes de
perfuracdo. Embora se considere que reservatorios “virgens” sejam isentos de atividade
microbioldgica, existem grandes evidéncias da presenca de micro-organismos nativos. Assim,
a contaminacdo introduzida pela perfuracdo pode acarretar profundas mudangas no
reservatorio e provocar o crescimento de micro-organismos produtores de sulfeto. A aplicacdo
de biocida com finalidade preventiva pode ndo ter sucesso sobre BRS presentes na gua de
formacdo. Entretanto, mesmo que o reservatorio originalmente ndo esteja contaminado, o
tratamento com biocidas para o controle microbiano em pogos de perfuragédo e fluidos

injetores pode ser um procedimento ineficaz.

Ainda conforme Hitzman e Dennis (1998), a eficicia do biocida est4 diretamente
relacionada ao seu carater extremamente reativo, que acaba resultando na sua rapida
inativacdo dentro do reservatorio. Assim, é necessario administrar uma alta quantidade do
produto para alcancgar resultados mais eficientes. Como mostram Eckford e Fedorak (2002a),
a quantidade requerida de biocida para uma operagdo de injecdo, em que a agua produzida é
separada e reciclada, pode ser maior que 100.000 L / ano. De modo que a opgéo pelo emprego
de biocida deve levar em conta a relagéo custo-beneficio e que aplicacbes especificas, como a
prevencdo de formacdo biogénica de sulfeto, podem ndo ser adequadas. Em adigdo, 0s
biocidas apresentam riscos tanto para os trabalhadores da industria petrolifera quanto para o

meio ambiente, devido a sua alta toxicidade.
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e Emprego de agentes bioestéticos

Agentes bioestaticos promovem a inibicdo do crescimento sem que haja a morte das
células. Frequentemente, a inibicdo é provocada pela interferéncia na sintese protéica, em
decorréncia de ligacdo do agente aos ribossomos. Um agente bioestatico a base de
antraquinona foi desenvolvido para atuar no controle de BRS, apresentando maior
especificidade para este grupo microbiano do que os biocidas convencionais (JORDAN;
WALSH, 2004). O emprego da técnica motivou o registro da patente US 5.500.368 por
Tatnall em 1999, que propde o método como alternativa viavel de controle da producéo de
sulfeto, tendo como pressuposto a inibigdo do citocromo c, importante carreador da rota de
transporte de elétrons durante a redugdo do sulfato. Destaca-se também uma importante
particularidade da antraquinona que, diferentemente dos biocidas, é considerada atoxica pela

sua elevada biodegradabilidade.

Larsen; Sanders; Talbot. (2004) apresentam experiéncias brasileiras bem sucedidas do
uso combinado de antraquinona com biocidas a base de THPS (Sulfato de Tetrakis
Hidroximetil Fosfénico) para controle do souring. A desvantagem do método relaciona-se ao

altissimo custo de implementag&o.

e Controle dos niveis de oxigénio no fluido injetor

O controle dos niveis de oxigénio em operagdes offshore € considerado importante. A
pratica em campo considera a desaeracdo do fluido injetor como forma de controle do
processo corrosivo, em decorréncia da sua a¢do oxidante. Além disso, a presencga de oxigénio
pode promover o crescimento de micro-organismos aerobios ou facultativos com formagao de
biofilmes sobre as estruturas, o que pode promover a corrosdo por aeragdo diferencial. Os
biofilmes formados podem se constituir um habitat e fonte nutricional para o crescimento e
colonizacéo posterior de BRS (JORDAN; WALSH, 2004).

O uso de oxigénio em fase sdlida, como o peroxido de magnésio (MgO;), para
controle da producéo de H,S, é relatado também como alternativa que resulta em aumento dos
niveis de oxigénio. O perdxido de magnésio age através de dois mecanismos: abioticamente
oxida sulfeto a sulfato, e bioticamente inibe BRS pelo aumento do potencial redox no meio
(CHANG; CHANG; CHEN, 2007). A aplicacdo da técnica é pouco descrita na literatura, o
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que impede maiores discussdes sobre seu uso em campo. Uma questdo a ser levantada,
quando ocorre a presenca de oxigénio, é a possibilidade da existéncia no reservatério de
linhagens de BRS que possuem varias estratégias de defesa quando expostas ao oxigénio
(aerotolerantes), que incluem estratégias comportamentais (formacéo de agregados celulares)
e estratégias moleculares (ativacdo de sistema enzimatico que promove a eliminagdo do
oxigénio) (DOLLA; FOURNIER; DERMOUN, 2006).

e Emprego de inibidores de corrosdo

Em operacdes offshore, os inibidores de corrosdo séo adicionados em fase aquosa,
mais para proteger o metal contra a agdo dos produtos metabdlicos de BRS, do que para o
controle do processo de souring. Entretanto, para se garantir a eficiéncia do emprego de
inibidores de corrosdo € necessario rigoroso monitoramento, pois caso a geracdo de H,S
persista, a protecdo do inibidor é drasticamente afetada (HITZMAN; DENNIS, 1998). O uso
de inibidores de corrosdo esta condicionado & sua aplicacdo em ambientes marinhos. A
presenca de altas concentracdes de cloreto e sulfato na 4gua do mar pode interferir na
formacéo da camada protetora e acabar permitindo a adesdo de micro-organismos e a acdo de
seus metabdlicos (GENTIL, 2003). O método requer, por exemplo, a aplicacdo de altas
quantidades de molibdato para controle de souring, normalmente em valores superiores a
3000 mg/L. Destaca-se também que os inibidores convencionais apresentam carater
extremamente toxico, o que coloca em risco 0 meio ambiente e causa sérios danos a vida
marinha e humana (TAJ et al., 2006).

A ineficiéncia e os altos custos de implantacdo das tecnologias acima citadas
conduziram & busca por tecnologias mais apropriadas para controle do souring. O préximo
item descreve, em detalhes, os mecanismos envolvidos na aplicagdo do nitrato e/ou nitrito
como alternativa promissora no controle de souring, bem como as vantagens e desvantagens

do método.

2.3. Uso do Nitrato como Tecnologia Alternativa para Controle de Souring

Uma alternativa que vem sendo cada vez mais explorada no controle de BRS, e na

conseqiiente reducdo da producédo de H.,S, tem sido a aplicacdo de nitrato. O uso de nitrato no
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controle de souring ainda é incipiente na literatura cientifica especializada, como demonstram
Jenneman; Mclnerney; Knapp (1986) apud Gevertz et al. (2000) e Telang et al. (1997). Este
meétodo recebeu a denominagdo de “Tecnologia da Exclusdo Biocompetitiva” em alguns
estudos (NASCIMENTO, 2006; HITZMAN; DENNIS, 1998; HITZMAN; SPERL, 1994).

Destaca-se, no entanto, que a aplicagdo do nitrato em campo é pratica comum em
empresas petroliferas, o que ocasionou o registro de algumas patentes. As patentes US Patent
5.405.531 e US Patent 5.750.392 (US Patent and Trademark Office, Washington, DC),
requeridas por Hitzman; Sperl; Sandbeck. em 1995 e 1998, respectivamente, concebem o uso
da injecdo de nitrato e nitrito como forma de controle do souring, focalizando o estimulo da
populacdo de BRN e estabelecendo o uso dos dois ions combinados com molibdato. A patente
US Patent 5.686.293 (US Patent and Trademark Office, Washington, DC), registrada por
Jenneman e Gevertz em 1997, demonstra a aplicabilidade dos ions nitrato, mas tem como
foco a atividade de bactérias redutoras de nitrato oxidantes de enxofre (BRN-OS). Empresas
petroliferas localizadas no Mar do Norte, no Golfo do México, no Oriente Médio e na
América do Norte, principais produtoras de petroleo e gas no mundo, fazem uso da técnica:
ConocoPhillips Company (Estados Unidos), EnCore Oil plc (ReinoUnido), Marsk Olie og
Gas AS (Dinamarca), Saudi Arabian Oil Company (Arabia Saudita), Shell U.K. Exploration
and Production Ltd (Reino Unido) e Statoil Limited (Reino Unido) (VOORDOUW; JACK,
2005; ENERGY INSTITUTE, 2003).

A aplicagcdo de nitrato, em substituicdo aos biocidas e inibidores de corroséo
normalmente empregados, representa ndo sd ganhos econdmicos, mas a reducdo de agressdes
ao ambiente. A técnica favorece a atividade das bactérias redutoras de nitrato (BRN), pois a
reducdo do nitrato concede aos micro-organismos um ganho energético consideravelmente
maior do que a reducdo do sulfato. Assim, a presenca de nitrato estimula o crescimento de
BRN e acaba inibindo o metabolismo de BRS. As BRN em nimero maior podem ainda
competir mais intensamente por fontes de carbono, dificultando o crescimento das BRS
(BODTKER et al., 2009). As espécies de BRN capazes de oxidar sulfeto (BRN-OS) também
contribuem para a remocéo de sulfeto e o aumento do potencial redox, inibindo ainda mais o
crescimento das BRS. Existem também BRS capazes de utilizar o nitrato como aceptor final
de elétrons, o que favorece a reducdo da producdo de sulfeto (HAVEMAN; GREENE;
VOORDOUW, 2005; SUNDE, et al., 2004; ENERGY INSTITUTE, 2003; HUBERT et al.,
2003; ECKFORD; FEDORAK, 2002a; MYHR et al., 2002).
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Para melhor compreenséo do uso do nitrato como forma alternativa no controle do
processo de souring, faz-se necesséario no presente momento destacar o papel das BRN neste
cenério. Sendo assim, o proximo item destaca a caracterizacdo e o metabolismo desse grupo

microbiano.

2.3.1. Caracterizagéo e metabolismo de BRN

Uma variedade de micro-organismos, tais como 0s pertencentes aos géneros
Alcaligenes, Escherichia, Aeromonas, Enterobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia,
Spirillum, Staphylococcus e Vibrio, sdo capazes de reduzir nitrato. E como a maioria dos
procariotos desnitrificantes, as BRN sdo micro-organismos aerébios facultativos, ou seja,
podem apresentar atividade metabdlica tanto na presenca quanto na auséncia de oxigénio. Na
presenca de oxigénio, o micro-organismo realiza a respiracdo aer6bia, mas quando o oxigénio
é exaurido o micro-organismo passa a utilizar um aceptor final de elétrons alternativo, como o
nitrato (MADIGAN, MARTINKO; PARKER, 2004).

As BRN estdo amplamente distribuidas em ambientes terrestres e aquéticos, com
linhagens marinhas e representantes em reservatorios de petroleo, das quais se destacam:
Petrobacter succinatimandens (4BON = DSM 15512 = CIP 107790), isolada em pogos de
petréleo do leste australiano (SALINAS et al., 2004); Garciella nitratireducens (MET79 =
DSM 15102 = CIP 107615), isolada de um campo de petrdleo no Golfo do Mexico
(MIRANDA-TELLO et al., 2003b); Denitrovibrio acetiphilus (N2460 = DSM 12809), isolada
em modelo de coluna de reservatorio de petroleo, que foi enriquecido com agua da central de
tratamento bioldgico da refinaria norueguesa de Mongstad (MYHR; TORSVIK, 2000);
linhagens CVO (relatada como Thiomicrospira denitrificans) e FWKO B (relatada como
Arcobacter spp), isoladas no campo de petrleo Coleville em Saskatchewan, Canada
(GEVERTZ etal., 2000).

A reducdo do nitrato, como ocorre com o sulfato, pode ser tanto por processo
assimilativo quanto desassimilativo. O processo assimilativo refere-se & incorporacéo de ions
nitrato, pela acdo de sistema enzimético que inclui nitrato e nitrito redutases, resultando na
formacdo de amdnia, que posteriormente é incorporada em aminoacidos para sintese protéica
(MADIGAN, MARTINKO; PARKER, 2004; ENERGY INSTITUTE, 2003). Para o0s

processos de controle de acidificacdo de reservatdrios de petrdleo, o conhecimento do
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metabolismo desassimilativo é de suma importancia. Bioguimicamente, a reducédo
desassimilativa do nitrato inicia-se pela acdo da nitrato redutase associada & membrana
celular, cuja constituicdo é marcada pela presenca de molibdénio. Ressalta-se que a sintese
desta enzima, bem como a sintese das enzimas subseqlientes da via metabolica, é reprimida
pela presenca de oxigénio molecular. Além da necessidade de manutencdo de condicdes
anoxicas para a reducéo do nitrato, faz-se necessario também a presenca de nitrato como fator
desencadeador da expressdo enzimatica. O nitrato pode ser reduzido por duas vias
desassimilativas (representadas pelas reagdes 2.1 e 2.2 e pela Figura 2.5): a via parcial, na
qual o nitrato é reduzido a amonia, tendo como intermediario o nitrito (NO2); e a via
completa, também conhecida como desnitrificacdo, em que o nitrato é reduzido até gas
nitrogénio (N2), com nitrito, 6xido nitrico (NO) e dxido nitroso (N,O) como intermediarios. A
denominagdo desnitrificagdo relaciona-se ao fendmeno de desprendimento dos compostos
nitrogenados na forma de gas (MADIGAN, MARTINKO; PARKER, 2004).

NOsz — NO2 — NH3 (via parcial do NO3) (2.1)
NO3; —-NO, — NO — N,O — N (via completa do NO3) (2.2)
Nitratoe (NO5 )
@ kil eduless
Nitrita (0, )
Finbo s
Sido nitricolo)

Crafdo nitico reoulass

Oxido nitrose [{,0)—— = Para a atmosfara
ok ritrmses reclulss

Dinitrogénio lfNyJ//l

Figura 2.5: Reducdo desassimilativa do nitrato (desnitrificacao)
Fonte: Madigan; Martinko; Parker (2004)

A reducdo de nitrato pela acdo de micro-organismos desnitrificantes é a de maior

significancia, quando se trata do uso de nitrato como forma de controle do souring (ENERGY
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INSTITUTE, 2003). Micro-organismos como Halomonas halodenitrificans, Acidithiobacillus

denitrificans e vérias espécies de Pseudomonas realizam o caminho completo da redugéo do

nitrato, como descrito a seguir. No processo de desnitrificagdo, os 6xidos de nitrogénio sdo

formados a partir da reducéo do nitrito pela acdo em série de enzimas como nitrato redutase,

6xido nitrico redutase e dxido nitroso redutase, como apresentado na Figura 2.6.

Hf

MO,
redutas

Exterior

Nitrato
rsdut;:‘sa

ii

Interior

Fp *MDH_'_ Hf

Figura 2.6: Possivel rota do transporte de elétrons durante a desnitrificacdo em

Pseudomonas stutzeri

Fonte: Madigan; Martinko; Parker (2004)

Durante o transporte de elétrons estabelece-se uma forca préton motriz, pela qual

ocorre produgio de ATP por meio de uma ATPase, de mangira convencional. A medida que o

nitrato € reduzido a nitrogénio, moléculas de ATP tornam-se disponiveis, uma vez que a
6xido nitrico redutase provoca a extrusao de protons (MADIGAN; MARTINKO; PARKER,

2004). A Figura 2.6 apresenta a possivel rota de transporte de elétrons em Pseudomonas

stutzeri durante a desnitrificacdo. A coenzima NADH (nicotinamida dinucleotideo na forma

reduzida) funciona como doador de elétrons, enquanto Fp (flavoproteina), Q (ubiquinona) e
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uma seqliéncia de citrocromos (Cp, Ccq © Chc1) funcionam como os principais carreadores de
elétrons. As enzimas nitrato e o6xido nitrico redutases localizam-se na membrana
citoplasmética, enquanto as nitrito e 6xido nitroso redutases sdo periplasmaticas. Os doadores
de elétrons das varias redutases ainda nao foram bem elucidados, com excecdo do doador da
nitrato redutase. Com a reducdo de nitrato, simultaneamente, ocorre a oxidacdo de matéria

organica, uma vez que a maioria dos micro-organismos redutores de nitrato € heterotrofica.

Conhecidos os principais mecanismos que regem a redugdo desassimilativa de nitrato
por BRN, passa-se a seguir para a discussdo sobre 0 uso de nitrato no controle de souring e

sua relagcdo com o metabolismo de BRN e BRS.

2.3.2. A injecdo de nitrato e os principais mecanismos envolvidos

Greene et al. (2003) apontam as implicagdes que a injecdo de nitrato traz para o
controle de souring em reservatorios de petréleo e propdem: a) em reservatorios de petrdleo,
BRS usam preferencialmente nitrato como aceptor de elétrons, mitigando a geragéo de sulfeto
biogénico. b) BRN podem oxidar a mesma fonte doadora de elétrons utilizada por BRS para
reduzir o nitrato, e c) BRN-OS oxidam o sulfeto gerado por BRS. Logo, a seguir, apresentam-
se mais detalhadamente tais implicagfes, bem como a contribui¢éo de cada delas na redugdo

do souring.

2.3.2.1.Competicéo entre BRN e BRS por fontes de carbono

A presenca de nitrato pode desencadear a competicdo entre BRS e BRN
quimioorganotréficas (quimioheterotroficas) por compostos organicos que servem de
doadores de elétrons. Os reservatorios de petroleo contém compostos organicos dissolvidos,
tais como &cidos graxos de cadeia curta (acético, propidnico e butirico) e compostos
aromaticos (tolueno e fendis) que servem como substrato para 0S micro-organismos
quimioorganotréficos (BUDTKER et al.,, 2009; HUBERT et al., 2003; ECKFORD;
FEDORACK, 2002b).
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O ganho energético pela reducdo de nitrato é cerca de 10 vezes maior que com a
reducdo do sulfato. Logo, a injecdo de nitrato em ambientes anaerdbios inibe o crescimento de

BRS e tem como consequiéncia a queda na produgéo de sulfeto.

Eckford e Fedorack (2002a) citam o exemplo dado por Thauer; Jungermann; Decker
(1977) para a oxidagdo de acetato, tanto pela redugdo de nitrato quanto pela reducéo de

sulfato, sendo apresentados abaixo os respectivos valores de energia liberada:
e reducdo de nitrato por BRN:
5 CH,CO, +8NO, +3 H" — 10 HCO; +4 N, + 4 H,0 (2.3)
AG®” = - 495 kJ /mol NO;
e reducdo de sulfato por BRS:
CH,CO, +S0, —2 HCO, +HS’ (2.4)
AG® = - 47 kJ /mol SO,”

As reagdes 2.3 e 2.4 demonstram que, por mol de aceptor de elétrons, as BRN tem
termodinamicamente vantagem sobre as BRS, ou seja, na presenga de nitrato, as BRN podem
ser mais ativas e concomitantemente podem inibir a atividade de BRS, eliminando assim a
producéo de H,S. Em conseqliéncia, 0 aumento no nimero de BRN provoca maior consumo

de fontes de carbono, o que inviabiliza sua disponibilidade para as BRS.

2.3.2.2.0xidacao bioldgica do sulfeto por agdo de BRN-OS

As bactérias redutoras de nitrato oxidantes de enxofre (BRN-OS) quimiolitotroficas
obtém energia pela oxidacdo de compostos inorganicos de enxofre reduzidos e, sendo assim,
séo capazes de remover o sulfeto gerado pela atividade de BRS. Nessa condigdo, 0 nitrato
serve como aceptor final de elétrons para a reoxidagdo de sulfeto a sulfato ou enxofre
elementar. A reacdo 2.5 abaixo, extraida de Davidova et al. (2001), exemplifica a agdo das
BRN-OS:

5HS +2NOs +7 H —55°+ N, + 6 H,0 (2.5)
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Experimentos conduzidos por Mclnerney; Wofford; Sublette (1996) e Jenneman et al.
(1999) com Acithiobacillus denitrificans demonstraram uma reducdo consideravel nos niveis
de sulfeto quando se estimulou a oxidagéo de enxofre por esse micro-organismo. Greene et al.
(2003) citam a pertinéncia dos trabalhos de Telang et al. (1997), Gevertz et al. (2000) e
Nemati; Jenneman; VVoordouw (2001) com a BRN-OS Thiomicrospira sp. CVO. Ainda para
Greene et al. (2003), a interagdo metabdlica entre BRS e BRN-OS é documentada em uma

variedade de ambientes e pode ser representada pelo esquema apresentado na Figura 2.7.

HS" —— = HS03 ——5———» S04
I
I
I

p— _—
e
<
I
[

HS" +—1—— HSO3" . S042=

lactato acetato, CO;

Figura 2.7. Possivel modelo para a interacdo simbi6tica entre BRS e BRN-OS
Fonte: Greene et al. (2003)

Segundo o0 modelo apresentado na Figura 2.7, as BRS utilizam lactato ou outras fontes
como &cidos organicos, alcoois ou hidrogénio como doadores de elétrons para reduzir o
sulfato a sulfeto; e as BRN-OS, simbioticamente, utilizam o nitrato como aceptor final de
elétrons para reoxidar o sulfeto excretado a sulfato ou enxofre elementar. Os tragos

pontilhados (--) na via metaboélica das BRS representam os elétrons derivados da oxidacéo do
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lactato, que posteriormente sdo utilizados na redugéo do sulfato a sulfeto com sulfito como
intermediério. Na via metabolica das BRN-OS, os tracos pontilhados (--) representam 0s
elétrons derivados da reoxidacdo do sulfeto, que em seguida sdo utilizados na redugdo do
nitrato a nitrogénio ou amonia, com a formagdo de nitrito como intermediario. O modelo
também demonstra que o nitrito formado pode inibir a reducdo desassimilativa de sulfito a
sulfeto, ou seja, o nitrito é capaz de inibir a acdo da enzima sulfito redutase desassimilativa

(Dsr - dissimilatory sufite reductase) das BRS.

2.3.2.3.Inibi¢&o das BRS pelo aumento do potencial redox do meio

A manutencdo de um potencial redox (Ey ) abaixo de —100 mV € essencial para o
desenvolvimento das BRS, como relatado por Postgate (1984), j& que a reducéo
desassimilativa do sulfato a sulfeto € inibida em altos valores de Ep. A reducgdo
desassimilativa do nitrato a nitrogénio gasoso produz intermediarios, como o nitrito, 6xido
nitrico (NO), 6xido nitroso (N.O) e aménia (NHs), que possuem capacidade de elevar o Ex do
meio tornando-o improprio para as BRS (NEMATI; JENNEMAN; VOORDOUW, 2001).

Estes mecanismos demonstram que o decréscimo do nivel de H,S envolve

principalmente a geracdo de um ambiente altamente oxidante em fungdo da liberagéo de
elétrons pela decomposicdo de ion nitrito em solugdo, resultando no aumento do seu potencial
redox (En) (STURMAN, 2001; STURMAN; GOERES, 1999; REINSEL et al.,1996)

Além da geracdo de um ambiente altamente oxidante, o nitrito presente no meio
também pode reagir abioticamente, seqiiestrando o sulfeto dissolvido no sistema e produzindo

enxofre elementar, como mostra a reagéo 2.6 (STURMAN, 2001) a seguir:
3H,;S+3HS +4NO; +7H"—0,75S¢°+ 2 N, + 8 H,0 (2.6)

Abioticamente, o nitrito também é capaz de promover a dissolucdo da pirita (FeS,),

produzindo sulfato, como mostra a reagédo 2.7 (STURMAN, 2001) a seguir:

FeS; + 4NO, - 250,” + Fe™ + 2 N, 2.7)
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2.3.2.4. Substituicdo do aceptor final de elétrons por BRS

Algumas espécies dos géneros Desulfovibrio, Desulfobulbus e Desulfomonas sdo
capazes de utilizar nitrato como aceptor final de elétrons, formando aménia como produto
final, através de uma via desassimilativa que envolve a acdo da enzima nitrato redutase
(DUNSMORE et al., 2004; CYPIONKA, 1995; MOURA et al., 1997). Esta proposi¢do pode
ser confirmada pelo balan¢o termodinamico das reacdes 2.8 e 2.9, que representam a redugéo

do nitrato e sulfato por BRS, respectivamente:
NOs +4 Hp+2 H" — NH," + 3 H,0 (2.8)
AG°® =-149,2 kJ/H,
SO,% + 4 Hy —> S¥ + 4 H,0 (2.9)

AG® = -172,0 KI/H,

Segundo Cypionka (1995), a capacidade de redugdo parece se associar a
disponibilidade de ions sulfato no meio, ou seja, 0 metabolismo das BRS seria direcionado a
reducdo de nitrato quando o ion sulfato estivesse limitado. A substituicdo do aceptor sulfato
por nitrato trata-se de uma estratégia de conservagdo de energia utilizada pelo micro-
organismo ja relatada em diferentes trabalhos (MARIETOU et al., 2005; PEREIRA et al.,
2000; PEREIRA et al., 1996). Para Dinning et al. (2005), a inibicdo estequiométrica da
reducéo de sulfato pela reducéo de nitrato em BRS ocorre quando as concentragdes de nitrato
sdo proporcionais as concentracdes disponiveis de fonte de carbono. Assim, nessas condigdes,
0 metabolismo das BRS (se contém genes para a redugdo de nitrato) seria completamente
direcionado para a redugdo do nitrato. No entanto, Dunsmore et al. (2004) descrevem a
habilidade de determinadas linhagens de Desulfovibrio em reduzir o nitrato na presenca de
ions sulfato, mesmo em concentragdes ndo limitantes. Esta afirmativa procede, tendo em vista

a similaridade entre os ganhos energéticos das reagdes 2.8 e 2.9.

O nitrito, como resultado da reducédo de nitrato, também pode ser utilizado por BRS
que usam o nitrito como aceptor final de elétrons. A capacidade de BRS utilizarem nitrito é
documentada por Moura et al. (1997) e Mitchell; Jones; Cole (1986). Nemati et al. (2001) e

Greene et al. (2003) postulam que o nitrito pode ainda atuar na inibi¢do da reducéo de sulfito
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a sulfeto através do bloqueio da enzima sulfito redutase desassimilativa, que atua na ultima

etapa da reducéo do sulfato.

Cabe ressaltar que, em qualquer dos casos mencionados, as BRS permanecerdo
metabolicamente ativas, apenas deixando de produzir sulfeto. Logo, a biogénese de sulfeto
voltard a ocorrer numa eventual disponibilidade de sulfato. Neste caso, tem-se o agravante da
acidificacdo do reservatorio ser ainda intensa, visto estar a populacdo de BRS em maior

namero e j4 adaptada as condicdes nele presentes.

2.3.3. Dosagens recomendadas de nitrato para mitigacao de H,S em reservatorios

Segundo Energy Institute (2003), na maioria dos casos, o controle do processo de
acidificacdo é feito inicialmente pela aplicagdo continua de nitrato por varios meses, com a

perspectiva de futuras injecdes intermitentes.

Quanto a dosagem, estudos tém demonstrado que a concentragdo de nitrato a ser
adotada deve ser proporcional a concentracdo da fonte de carbono a ser oxidada (DINNING et
al., 2005; HUBERT et al., 2003; HITZMAN; SPERL, 1994). No entanto, também devem ser
levadas em consideracdo as particularidades de cada reservatdrio, uma vez que a acdo
inibitéria do nitrato € influenciada pelas caracteristicas microbioldgicas e ambientais do

reservatorio.

Jenneman et al. (1999) demonstraram, em testes de campo, que a aplicagdo de 207
mg/L de NO;s  (nitrato de amdnia) foi totalmente eficiente na diminuicdo de sulfeto. J&
Dinning et al. (2005) registrou a inibi¢cdo de souring com aplicagdes de 80 mg/L de NO3 e
remocdo completa de H,S em dosagens de 100 mg/L de NOs". Londry e Sulfita (1999), em
testes em laboratério, propuseram dosagem bem mais elevada, da ordem de 3100 mg/L de
NO;™ para reduzir em 90% a reducdo de sulfato. Em contrapartida, Myhr et al. (2002)
reportaram que 31 mg/L de NOj3 foram suficientes para a inibigdo completa da producéo de
sulfeto em testes em colunas que simulam o comportamento de reservatorios de petroleo.
Nenhum destes trabalhos detalha as condicOes operacionais dos experimentos, como por
exemplo as quantidades de carbono e das populagdes de BRS e BRN. Assim, pode-se
enfatizar a necessidade de ser realizado um estudo para cada campo onde for indicado o

tratamento.
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Observou-se que a literatura consultada concentra-se, principalmente, na aplicacdo de
nitrato em operacgdes de recuperacdo de petrdleo que usam a 4gua do mar como fluido injetor.
Estudos como os de Lysnes et al. (2009), tém demonstrado que as concentragdes de nitrato
normalmente empregadas em campos que utilizam a 4gua do mar como fluido injetor ndo sdo
suficientes para controlar a produgéo de H,S em sistemas que utilizam a 4gua produzida como
fluido injetor. A reinjecdo de &gua produzida promoveria o crescimento de BRS termdfilas,

sendo necessario um incremento na dosagem de nitrato para o tratamento.

O nitrato e nitrito s@o aplicados na forma de sais comercialmente disponiveis, como
nitrato de célcio, nitrato de sédio, nitrato de potassio, nitrato de amdnio e nitrito de sodio.
Porém, a escolha do tipo de sal deve levar em conta fatores como custo e eficiéncia de
aplicagdo, bem como problemas relacionados com a formagéo de incrustragcdes. Em testes de
laboratorio, todos os sais resultaram em efetiva redu¢éo do nitrato, contribuindo intensamente
para o controle do processo de acidificacdo, com ligeiras diferencas. O acimulo de nitrito no
meio foi identificado quando se empregou nitrato de sodio ou nitrato de potassio. Em
contrapartida, ndo houve acumulo de nitrito com o uso de nitrato de célcio (ENERGY
INSTITUTE, 2003). Londry e Sulfita (1999) também confirmam as consideracfes anteriores
em investigagdes com o uso de nitrato como forma de controle da geragdo de sulfeto.
Aparentemente, é mais conveniente o tratamento de reservatdrios com nitrato de potéssio ou

de sodio.

2.3.4. Limitagdes do uso de nitrato para controle de souring

O uso de nitrato como alternativa promissora de controle de souring encontra algumas
limitacBes, onde se destacam: caracteristicas do reservatério; tipo de fluido injetor (dgua do
mar, agua produzida ou ambas); nivel de matéria organica e inorganica na dgua de injegdo e

formacé&o e, outros produtos usados e seu modo de injeg&o.

No entanto, um tipo de limitagdo deve ser destacado. O risco de corrosdo associado ao
nitrato e aos intermediérios gerados pela sua propria reducdo desassimilativa, como por
exemplo, o nitrito (REMPEL; EVITTS; NEMATI, 2006; HUBERT et al, 2005).
Termodinamicamente, tanto o nitrato quanto o nitrito, podem intensificar o processo corrosivo
pela possibilidade de oxidacdo do Fe’ a Fe** sob condiges neutras. Quando se compara o

nitrato com outros anions encontrados no ambiente marinho, fica evidente que o nitrato é
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menos agressivo. O nitrito, por sua vez, é considerado tanto agente oxidante quanto promotor
ou inibidor da corrosdo, dependendo de sua concentragdo. Assim, o nitrato pode se tornar

potencialmente corrosivo quando € convertido biologicamente a nitrito.

O poder corrosivo do nitrito é dependente de sua concentracdo. Em concentracbes
elevadas é considerado agente inibidor da corrosdo, pois acaba sendo responsavel pela
formacdo de uma camada passivante sobre o ago carbono. J& em concentragdes baixas
associa-se ao aumento do processo corrosivo, quer pela distribuicdo ndo uniforme do material
aderido quer pela formacédo de pites, que se caracterizam pela perda de massa pontual, mas,

em geral, de consideravel profundidade (GENTIL, 2003).

Supostamente, a disponibilidade de baixas concentracdes de nitrito se deve a sua
geracdo pela reducdo bioldgica do nitrato e & sua prolongada permanéncia no sistema, em
virtude do consumo preferencial de nitrato pelas bactérias. Ressalta-se, entretanto, que tais

consideragdes necessitam de uma fundamentagdo mais consistente.

Em suma, os efeitos do tratamento com nitrato nos processos de corrosdo sdo ainda
pouco conhecidos, mas parecem se relacionar com uma atividade microbioldgica especifica e
com as caracteristicas quimicas do sistema sob tratamento. Um importante exame dos efeitos
da corrosdo relacionados ao emprego de nitrato, como forma de controle de souring, precisa
ser analisado caso a caso (ENERGY INSTITUTE, 2003).
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. Culturas Microbianas

Foram empregados um consorcio microbiano enriquecido de BRS obtido de campo de
petréleo offshore da Petr6leo Brasileiro S.A. (Petrobras) e uma cultura pura de BRN
(Halomonas halodenitrificans - DSM 735), adquirida da Cole¢cdo de Culturas DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Alemanha). As
culturas foram mantidas através de repiques mensais em meios especificos. Para o consorcio
de BRS utilizou-se o meio Postgate E modificado (POSTGATE, 1984) e para a cultura de
BRN empregou-se caldo nutriente, conforme indicado pela DSMZ. Ap6s incubagdo a 30+1°C
por 72 h, as culturas de BRS e BRN foram estocadas a temperatura ambiente (24+1°C) e a
5+2°C, respectivamente. A descricdo completa de cada meio é apresentada nos itens 3.2.2 e
3.2.3.

3.2. Meios de Cultura
3.2.1. Meio constituido de 4gua produzida (MAP)

Para o0s ensaios do planejamento experimental foi utilizado um meio constituido de
agua produzida (MAP) suplementada com sais essenciais e acidos organicos de cadeia curta
como fonte de carbono na seguinte concentragéo: cido latico (60,8 g/L), acido propidnico
(50,0 g/L) e &cido butirico (44,6 g/L), como apresentado na Tabela 3.1. A concentracdo dos
acidos organicos foi calculada de modo a estabelecer a relagdo carbono/sulfato do meio
Postgate E (POSTGATE, 1984), cuja composicdo é especifica para o cultivo de BRS. A
composicdo do meio constituido de &gua produzida foi definida com base no conteudo de
sulfato na 4gua produzida (1650 mg SO4*/L) e em estudos prévios em que o0 meio empregado
também foi formulado com &gua produzida (VIEIRA, 2003). O meio foi ainda acrescido de
0,053 g/L de &cido ascérbico como agente redutor, a fim de estabelecer a condi¢do de

anaerobiose.
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Tabela 3.1: Composicio do Meio Constituido de Agua Produzida (MAP)

Componentes Composicéo
KH,PO, 0,5¢g
NH,CI 10g
Extrato de levedura 0,2¢g
Solugdo de acidos organicos 23 mL
Solucgéo de resazurina (0,025%) 4,0 mL
Agua produzida g.s.p. 1000 mL

A constituicdo da &gua produzida é bastante complexa, com a presenca de fontes de
carbono e compostos inorganicos (VIEIRA, 2003), o que pode permitir o desenvolvimento
microbiano. Assim sendo, houve a necessidade de suplementa¢éo apenas com sais essenciais
e fonte de carbono pois, neste caso em particular e, apds prévia analise, constatou-se que a
concentracdo de carbono era inferior a necesséria para atender as exigéncias dos micro-
organismos. A escolha de acidos organicos como fonte de carbono se justificou pela presenca
dessas substancias em aguas residuérias da industria do petréleo e pelo fato, j& conhecido, dos
acidos organicos de cadeia curta serem utilizados como fonte de carbono por micro-
organismos presentes no reservatorio (LIAMLEAM; ANNACHHATRE, 2007; TANG;
BASKARAN; NEMATI, 2009).

3.2.2. Meio de cultura para BRS

O crescimento, manutencdo e quantificacdo do consdrcio enriquecido de BRS foram

realizados em meio Postgate E modificado, como descrito na Tabela 3.2 (POSTGATE, 1984).

A modificacdo do meio se deu pela supressdo do &cido tioglicdlico da composicdo
original. De acordo com Postgate (1984), este meio € constituido dos elementos necessarios
para o desenvolvimento das BRS, sendo o mais apropriado para a sele¢do e quantificagdo de
BRS (ROCHA, 2006; NASCIMENTO, 2006; VIEIRA, 2003). Sua composi¢do também
serviu como base para a suplementacdo da &gua produzida no preparo do meio utilizado nos

ensaios experimentais (item 3.2.1).
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Tabela 3.2: Composi¢do do Meio Postgate E Modificado para BRS

Componentes Concentracdo (g/L)
KH,PO, 0,5
NH,CI 1,4
CaCl,.2H,0 1,0
MgCl,.6H,0 1,83
Na,SO, 1,0
FeSO,.7H,0 0,5
Agar-agar 19
Extrato de levedura 1,0
Acido ascérbico 0,1
NaCl 60,0
Lactato de sodio (50%) 3,5
Solucdo de resazurina (0,025%) 0,001

Fonte: Postgate (1984)

O acréscimo de 60 g NaCl/L foi necessario, uma vez que se tratava de um consorcio
halofilico. Apds preparacéo, o meio teve seu pH ajustado para 7,8 + 0,1 com auxilio de NaOH
1 mol/L. O potencial redox abaixo de —-100 mV foi estabelecido pela presenca do éacido
ascorbico como agente redutor no meio. A condi¢do de anaerobiose foi garantida por purga de
nitrogénio durante a preparagéo e distribuicdo em frascos do tipo penicilina. A presenga do
indicador resazurina permitiu evidenciar a condigdo de anaerobiose pela coloragdo do meio. O
meio incolor indicava seu estado reduzido. No entanto, foi possivel utilizar um meio

ligeiramente rdseo, ou seja, com quantidade minima de oxigénio dissolvido.

O meio foi distribuido em aliquotas de 9 mL em frascos com capacidade de 10 mL
que, em seguida, foram vedados com rolha de borracha e lacrados com lacre de aluminio e,

por fim, esterilizados a 1 atm (121°C) por 20 minutos.

3.2.3. Meio de cultura para BRN

A manutencdo da cultura de BRN foi feita em meio sugerido pela DSMZ, cuja
descricdo € apresentada na Tabela 3.3. A salinidade foi ajustada para 60 g de NaCl/L

atendendo as exigéncias dessa linhagem halofilica.
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Tabela 3.3: Composi¢do do Meio 1 DSMZ para Manutencdo de BRN

Componentes Concentracao (g/L)
Peptona 5,0
Extrato de carne 3,0
Agar-agar 15,0
NaCl 60,0

Fonte: DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures)

O meio foi preparado sob aquecimento e agitagdo para assegurar total solubilizag&o
dos reagentes. Apds ajuste do pH final em 7,2 £ 0,1 com NaOH 1 mol/L, o meio foi
dispensado em tubos de ensaio, em aliquotas de 9 mL. Em seguida, os tubos foram vedados

com rolhas de algoddo e autoclavados a 1 atm (121°C) por 20 minutos.

O crescimento e a quantificacdo de BRN foram realizados em meio caldo nitrato a

uma salinidade de 60 g NaCl/L, cuja composicao é descrita na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Composi¢do Quimica do Meio para Quantificacdo de BRN

Componentes Concentracao (g/L)
Peptona 5,0
Extrato de carne 3,0
KNO; 0,5
NaCl 60,0

Fonte: Adaptacéo de Harley e Prescott (2001)

Apos preparacdo, 0 meio teve seu pH ajustado para 7,0 £ 0,1 com auxilio de NaOH 1
mol/L. A condicdo de anaerobiose foi assegurada pela purga de nitrogénio durante a
preparacao e distribuicdo em frascos do tipo penicilina. Distribuiu-se o meio em aliquotas de
9 mL em frascos com capacidade de 10 mL que, posteriormente foram vedados com rolha de

borracha e lacrados com lacre de aluminio e esterilizados a 1 atm (121°C) por 20 minutos.

3.3. Coleta e Caracterizagio Fisico-Quimica da Agua Produzida

A 4gua produzida utilizada no estudo foi procedente de uma plataforma offshore (P-

35) localizada na Bacia de Campos (Campo de Marlim), Rio de Janeiro. A coleta da agua
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produzida foi realizada por técnicos da Petrobras, sendo transportada para o laboratério, onde
foi distribuida em varios recipientes e estocada em freezer até o momento da sua utilizagéo.
Foi tomado o cuidado de coletar um volume de agua produzida suficiente para todo o estudo,

de modo a garantir a mesma composi¢éo do meio em todos 0s experimentos.

A caracterizac8o da agua produzida, realizada no inicio do estudo, foi feita através de
analises dos seguintes parametros fisico-quimicos: pH; alcalinidade; acidos volateis; turbidez;
solidos totais, suspensos e dissolvidos; cloreto; sulfato; sulfeto; Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO); Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), fendis e dleos e graxas. Essas
caracteristicas foram importantes como indicativo da presenca de materiais toxicos e de

compostos que pudessem ser utilizados pelos micro-organismos como fontes nutricionais.

3.4. Testes de Sensibilidade das Culturas Microbianas a Agua Produzida

Ensaios preliminares foram realizados com o intuito de se testar a sensibilidade do
consorcio enriquecido de BRS e da cultura de BRN & agua produzida. Com a conducéo dos
testes preliminares também foi possivel definir a existéncia de algum composto inibidor do

crescimento celular. Sendo assim, foram realizados os testes descritos nos itens 3.4.1 e 3.4.2.

3.4.1. Sensibilizacdo do consdrcio enriquecido de BRS

Os testes de sensibilidade foram realizados através de subcultivos do consorcio de
BRS em trés diferentes meios constituidos de agua produzida, cuja descricdo completa é
apresentada na Tabela 3.5. Os meios constituidos de agua produzida foram suplementados
com 0s mesmos sais descritos no meio Postgate E modificado (conforme item 3.2.2, Tabela
3.2). Os testes 2 e 3 foram executados com &gua produzida diluida de 1:2 e 1:10, a fim de
determinar se seus constituintes suportavam o desenvolvimento deste grupo microbiano e,
inclusive, se existia algum composto inibidor do crescimento celular. Ressalta-se que nestes

testes, nos quais a agua produzida foi diluida, houve o ajuste da salinidade para 6%.

Como indculo foi empregado 1 mL do cultivo prévio da cultura estoque crescida em
meio Postgate E modificado a 30 + 1°C durante 48 h, correspondendo a um inéculo de 10%

(v/v). Apbs inoculagdo, os frascos foram incubados a 30 + 1°C durante 72 h. A formagéo de
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sulfeto de ferro (FeS), com consequente enegrecimento do meio, foi o critério estabelecido
como indicativo de crescimento (positivo). Cada experimento foi realizado em triplicata a fim

de garantir a confiabilidade dos resultados.

Tabela 3.5: Composicdo dos Meios para os Testes de Sensibilidade do Consércio Enriquecido de
BRS

Composicao (g/L) — Testes

Componentes T1 T2 T3
KH,PO, 0,5 0,5 0,5
NH,CI 1,4 1,4 1,4
CaCl,.2H,0 1,0 1,0 1,0
MgCl,. 6H,0 1,83 1,83 1,83
Na,SO, 1,0 1,0 1,0
FeS0,.7H,0 0,5 0,5 0,5
Agar-agar 1,9 1,9 1,9
Extrato de levedura 1,0 1,0 1,0
Acido ascorbico 0,1 0,1 0,1
Lactato de sddio (50%) 3,5 3,5 3,5
Solucgéo de resazurina (0,025%) 0,001 0,001 0,001
Agua produzida g.s.p. 1000 mL
Agua produzida diluida (1:2) g.s.p. 1000 mL
Agua produzida diluida (1:10) g.s.p. 1000 mL

3.4.2. Sensibilizagéo da cultura de BRN

Também foram realizados testes com agua produzida diluida (experimentos 2 e 3)
com a mesma finalidade explicitada nos ensaios com o consodrcio enriquecido de BRS. As
composi¢des dos meios empregados nos trés experimentos realizados para testar a
sensibilidade da cultura de BRN a &gua produzida estdo na Tabela 3.6. Os meios foram
suplementados com 0s mesmos constituintes descritos no meio caldo nitrato (conforme
descrito no item 3.2.3, Tabela 3.4). Enfatizando-se, novamente, que houve ajuste da

salinidade do meio para 6% nos testes com &gua produzida diluida.

Como inbculo foi empregado 1 mL do cultivo prévio da cultura estoque crescida em
meio caldo nitrato a 30 + 1°C durante 48 h, correspondendo a um inéculo de 10% (v/v). Ap6s
inoculagdo, os frascos foram incubados a 30 + 1°C durante 72 h. A turvacdo do meio e um
teste de confirmacdo para a reducdo de nitrato (descrito no item 3.7) foram os critérios
estabelecidos como indicativos de crescimento (positivo). Cada experimento foi realizado em

triplicata a fim de garantir a confiabilidade dos resultados.
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Tabela 3.6: Composi¢do Quimica dos Meios para os Testes de Sensibilidade da BRN
Composicéo (g/L) — Testes

Componentes

T1 T2 T3
Peptona 5,0 5,0 5,0
Extrato de carne 3,0 3,0 3,0
KNO; 0,5 0,5 0,5
Agua produzida g.s.p. 1000 mL
Agua produzida diluida (1:2) g.s.p. 1000 mL
Agua produzida diluida (1:10) g.s.p. 1000 mL

3.5. Planejamento Experimental

Para a obtencdo de dados significativos e confidveis, os experimentos foram realizados
de acordo com um planejamento experimental. Os dados foram analisados estatisticamente
para, dentre outras vantagens, permitir a atenuagdo dos erros experimentais e assegurar a

representatividade dos resultados levantados.

Como a producdo de sulfeto envolve diversas varidveis, a necessidade de técnicas
estatisticas para a andlise e planejamento dos experimentos foi pertinente. Desse modo, a
escolha de um planejamento fatorial 2X com adicdo de pontos centrais foi justificada. A
inclusdo de pontos centrais ao espago experimental permitiu testar a linearidade nos efeitos
dos fatores e, a0 mesmo tempo, estimar independentemente o erro obtido. Os pontos centrais
consistiram em n réplicas corridas no ponto x=0 (i= 1, 2, ..., k). A adi¢do dos pontos centrais
a um planejamento ndo repercutiu nas estimativas usuais dos efeitos em um planejamento 2,

considerando que os k fatores foram quantitativos.

Os coeficientes de regressdo do modelo foram determinados pelo método dos minimos
quadrados e, como medida de adequagdo do modelo, utilizaram-se o coeficiente de correlacdo
(R?) e a andlise residual. Os dados experimentais foram analisados usando-se o software
Statistica versdo 7.0. As figuras e tabelas apresentadas nos resultados também foram geradas

usando-se este mesmo software.

No presente estudo, em cada experimento do planejamento experimental, a producéo
de sulfeto foi tratada como variavel resposta, assim, o tratamento estatistico para essa variavel

foi realizado. O planejamento experimental verificou a influéncia de trés varidveis na
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producéo de sulfeto de hidrogénio. As varidveis foram: x;: concentracdo de BRS (NMP/mL);

Xz: concentragdo de BRN (NMP/mL) e x3: concentragdo de nitrato (mg/L).

Os valores das concentragGes de nitrato adotadas neste estudo baseiam-se em trabalhos
publicados (DINNING et al., 2005; HUBERT et al., 2003; MYHR et al., 2002; LONDRY;
SULFITA, 1999). As concentragdes de nitrato citadas na literatura sdo extremamente
diversificadas, como apresentado na revisdo bibliografica. E ainda, como estabelecido por
VVoordouw (2008), a dose de nitrato requerida para mitigar o souring necessita ser definida
por testes e depende, no caso de sistemas mesoéfilos, da concentracdo de doadores de elétrons
oxidaveis. Assim, procurou-se estabelecer uma faixa mais ampla de concentragdo de nitrato,
de 127,5 a 727,5 mg/L, que fosse representativa experimentalmente e aplicavel em termos

comerciais.

A escolha do nitrato de sodio baseou-se principalmente em critérios econdmicos e no
conhecimento de testes efetuados pela Petrobras com o mesmo sal. Para as concentragfes
iniciais de BRS e BRN definiram-se valores de ordem de grandeza considerados altos (10’
NMP/mL) e baixos (10" NMP/mL), e com isso estabelecer a sua contribuic&o, na presenca de

diferentes concentragdes de nitrato, para a mitigacéo do sulfeto.

A Tabela 3.7 relaciona as varidveis envolvidas no processo e seus respectivos niveis,
enquanto a Tabela 3.8 apresenta a matriz do planejamento com os valores reais e codificados

das trés varidveis, com trés réplicas no ponto central, totalizando 11 experimentos.

Tabela 3.7: Especificacdo, Niveis e Respectivos Valores das Variaveis do Processo

Niveis
Variaveis Especificacdo -1 0 +1
X1 BRS (NMP/mL) 10" 10° 10’
X BRN (NMP/mL) 10! 10* 10’
X NO; (mg/L) 127,5 4275 7275
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Tabela 3.8: Matriz do Planejamento com Valores Reais e Codificados das Variaveis

Variaveis Codificadas Variaveis reais
Experimentos BRS BRN NO;s BRS BRN NO;s

(NMP/mL) (NMP/mL) (mg/L)
1 -1 -1 -1 10* 10* 127,5
2 +1 -1 -1 10’ 10* 127,5
3 -1 +1 -1 10* 10’ 127,5
4 +1 +1 -1 10’ 10’ 127,5
5 -1 -1 +1 10* 10* 7275
6 +1 -1 +1 10’ 10* 727,5
7 -1 +1 +1 10* 10’ 7275
8 +1 +1 +1 10’ 10’ 7275
9 0 0 0 10* 10* 4275
10 0 0 0 10* 10* 4275
11 0 0 0 10* 10* 4275

3.5.1. Avaliagdo da producéo de sulfeto

Esta etapa realizou-se em meio de cultivo MAP, suplementado conforme descrito na
Tabela 3.1 (item 3.2.1). As concentragdes de BRS, BRN e nitrato de sddio variaram conforme
descrito na matriz do planejamento. Esta etapa permitiu estimar as condi¢des experimentais
que asseguraram a inibicdo da producéo de sulfeto de hidrogénio no sistema. Ao final de cada

etapa experimental foi investigada a producéo de sulfeto total.

Para a preparacdo do MAP, todos os componentes foram solubilizados em &gua
produzida e o pH do meio ajustado em 7,0 £ 0,5 com adi¢édo de NaOH 1,0 mol/L. A condicéo
de anaerobiose foi estabelecida por purga continua de nitrogénio efetuada durante o preparo
do meio e a sua distribuicdo em frascos do tipo penicilina. Para manter inalteradas as
propriedades fisico-quimicas da &gua produzida, os meios ndo foram esterilizados. No
entanto, tomou-se o cuidado de estabelecer total assepsia durante o preparo do MAP, sendo
toda a execucéo realizada em cdmara de fluxo laminar, utilizando-se de vidraria autoclavada a
1 atm (121°C).

Os experimentos foram conduzidos em frascos do tipo penicilina de 50 mL de
capacidade com 30 mL de meio reacional (MAP). Antes da inoculagdo, garantiu-se que o
sistema estava em condi¢do de anaerobiose pelo monitoramento inicial do potencial redox
através de eletrodo combinado de platina (referéncia Ag/AgCl), sendo estabelecidos como
valores ideais iniciais aqueles proximos ou abaixo de -100 mV. Em seguida, os frascos foram
inoculados com 5 mL do consorcio de BRS e 5 mL da cultura de BRN. As concentragdes

celulares dos indculos de cada experimento foram estabelecidas por dilui¢des seriadas,
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totalizando um volume final nos experimentos (in6culo e meio reacional) de 40 mL, com 10

mL de headspace cuidadosamente purgado com g&s nitrogénio.

Utilizaram-se in6culos de BRS e BRN com 96 h de crescimento ap0s prévia ativagdo
nos meios Postgate E modificado e caldo nitrato para BRS e BRN, respectivamente. Diluigdes
seriadas em solugdo salina redutora (pH 7,6) permitiram a obtencdo de populagdes
microbianas iniciais de 10%, 10* e 10’ NMP/mL de BRS e BRN. O tempo de ativacéo e 0s
procedimentos de dilui¢des foram definidos apds estabelecimento da cinética de crescimento

para esses micro-organismos.

Os frascos foram incubados a 30°C, sendo a producéo de sulfeto medida no 7°, 14° e
28° dia de incubacdo. Ainda neste capitulo, descreve-se a metodologia analitica que foi
empregada neste estudo. O controle dos experimentos ocorreu em condi¢des abioticas, apenas

estabelecendo as concentragGes de nitrato.

3.5.2. O efeito de outros parametros na producéo de sulfeto

O foco do trabalho foi compreender a dindmica de producéo de sulfeto em um sistema
anaerdbio. Para tal, propds-se um modelo empirico de produgdo de sulfeto, mediante o
estabelecimento de condigBes pré-fixadas experimentalmente. No entanto, considerou-se
oportuna a analise isolada, sem tratamento estatistico, de alguns pardmetros que pudessem
contribuir para o entendimento dos mecanismos de mitigacdo de producdo de sulfeto. Assim,
ainda analisaram-se o consumo de nitrato e sulfato, a producéo de nitrito, as concentragdes

finais de BRS e BRN e o potencial redox final ao término de cada etapa experimental.

3.6. Efeito do Nitrato em Sistema Agitado

Esta etapa consistiu em estimar o efeito da aplicagdo de nitrato em um sistema agitado,

para tanto, realizaram-se experimentos em um biorreator anaerébio de bancada (Figura 3.1).
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Figura 3.1: Biorreator anaerdbio de bancada utilizado nos experimentos: 1- borbulhador de
gas para a adsorcdo de sulfeto; 2- porte para a adi¢do de indculo e meio reacional; 3- pa de
agitacdo; 4 — porte para a entrada de nitrogénio; 5- banho de aquecimento; 6 — porte de
retirada de amostra

A finalidade desta etapa foi estabelecer algumas das condicdes de campo
concomitantemente, reproduzindo as melhores condigdes de mitigagdo do sulfeto encontradas
pelo planejamento experimental. As condigdes iniciais de operacdo do biorreator foram
aquelas relacionadas aos pontos centrais, ou seja, determinaram-se concentragdes iniciais de
BRS e BRN a 10* NMP/mL e concentracéo inicial de nitrato a 427,5 mg/L. O reator, com um
volume atil de 1,1 L, operou em bateladas seqlienciais com meio MAP e controle de
temperatura (30°C) e agitacdo (250 rpm). Antes da inoculacéo e, para coleta e quantificacdo

do gas sulfidrico gerado, purgas de nitrogénio foram realizadas.

O preparo do in6culo seguiu 0s mesmos procedimentos descritos no planejamento
experimental. O indculo era transferido para o biorreator através de sistema fechado que
permitia a injecdo de nitrogénio nos frascos que continham as suspensdes celulares, o que
resultava em aumento da pressdo interna dos mesmos, permitindo sua passagem para o
biorreator. O biorreator foi monitorado diariamente através da determinacdo das
concentracdes de sulfeto (fase liquida e gasosa), sulfato, nitrato, nitrito e de BRS e BRN

plancténicas e sésseis, dependendo das condi¢des da batelada iniciada. O regime de aplicacdo
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de nitrato, bem como o processo corrosivo relacionado a esse tratamento, também foram
investigados. O tempo de processo de cada batelada durou 10 dias. Além da reproducéo das
condigdes estabelecidas pelo planejamento experimental, realizaram-se bateladas
especificamente destinadas aos ensaios de biocorroséo. Para tal, cupons de ago carbono AlSI
1020, cuja area total era de 2,46 cm?, foram fixados no biorreator. Como mostra a Figura 3.2,
trés (3) cupons foram fixados com o auxilio de fios de nailon, sendo dois (2) cupons
destinados aos ensaios de perda de massa, a quantificacdo de micro-organismos sesseis
aderidos a superficie metalica e a dosagem de exopolissacarideos (EPS), e um (1) cupom
destinado a realizacéo de imagens do biofilme formado sobre a superficie metalica através de
microscopia eletronica de varredura (MEV). A fixacdo dos cupons dentro do biorreator
permitiu o contato dos mesmos com o0 meio reacional e assegurou a fixa¢do das células. Antes
dos ensaios, estes cupons foram submetidos a um tratamento prévio consistindo de jateamento
de areia para a remogdo de incrustagbes, seguido de imerséo em acetona para
desengraxamento e, por fim, secagem com jato de ar quente. Para 0 ensaio de contagem de
pite, em cada bateladfa (4 e 5), um (1) cupom de aco carbono AISI 1020 envolto em resina
epoxi e preso por uma haste foi utilizado, tendo sua superficie metalica exposta ao fluido

experimental.

i

Figura 3.2: Disposi¢do dos corpos-de-prova dentro do reator nos ensaios de biocorrosdo: 1- cupons
destinados aos ensaios de perda de massa, a quantificagdo de micro-organismos sésseis e a dosagem de
exopolissacarideos (EPS); 2- cupom destinado a realizacdo de imagens do biofilme formado através de
MEV; 3- cupom destinado ao ensaio de contagem de pite
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A seguir, listam-se as condigdes e caracteristicas das bateladas executadas e suas
respectivas analises (Quadro 3.1). Ressalta-se que a descricdo detalhada dos procedimentos

analiticos empregados nesta etapa encontra-se no item 3.7.

Batelada Condigdes Operacionais Analises Executadas
1 e Meio MAP e Producdo de sulfeto total (fase liquida e
e Sem injecdo de nitrato gasosa)
e BRS=10"NMP/mL e Consumo de sulfato
o Batelada controle ¢ Quantificagdo de BRS planctdnicas
e Duracdo: 10 dias
2 e Meio MAP e Producéo de sulfeto total (fase liquida e
e BRSeBRN = 10* NMP/mL gasosa)
e Concentragdo inicial de NO3 =427,5mg/L | e Consumo de nitrato
e Regime de aplicacio do nitrato = uma Gnica | ¢ Consumo de sulfato
dosagem inicial e Producéo de nitrito
e Duracdo: 10 dias e Quantificaghio de BRS e BRN
planctonicas
3 e Meio MAP e Producéo de sulfeto total (fase liquida e
e BRSeBRN = 10* NMP/mL gasosa)
e Concentragio inicial de NO3 = 4275 mg/L | e Consumo de nitrato
e Regime de aplicagdo do nitrato = dosagens | ¢ Consumo de sulfato
intermitentes apds a formacgdo de sulfeto | e Producgdo de nitrito
total no sistema, mantendo a concentracdo | e Quantificagio de BRS e BRN
inicial de 427,5 mg/L no meio plancténicas
e Duracdo: 10 dias
4 e Meio MAP ¢ Quantificagdo de BRS e BRN sésseis no
e Sem injecdo de nitrato biofilme aderido & superficie metélica
e BRS=10*NMP/mL do cupom
e Inclusdo de quatro (4) corpos-de-prova | ® Perdade massa e taxa de corrosdo
retangulares de aco carbono AISI 1020 para | ¢ Contagem de pites
os testes de corrosdo e Exopolissacarideo (EPS) no biofilme
e Batelada controle (ensaios de corrosdo) aderido & superficie metélica do cupom
e Duracdo: 10 dias e Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) para visualizagdo do biofilme
aderido a superficie metalica
e Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS) para visualizagdo dos produtos
de corrosdo
e Producéo de sulfeto total (fase liquida e
0asosa)
5 e Meio MAP ¢ Quantificagdo de BRS e BRN sésseis no
e BRSeBRN = 10* NMP/mL biofilme aderido & superficie metélica
e Concentracdo inicial de NO3 = 427,5 mg/L do cupom
e Regime de aplicacdo do nitrato = dosagens | ® Perda de massa e taxa de corroséo
intermitentes ap6s a formacdo de sulfeto | « Contagem de pites
total no sistema, mantendo a concentragdo | e Exopolissacarideo (EPS) no biofilme
inicial de 427,5 mg/L no meio aderido a superficie metalica do cupom
e Inclusdo de quatro (4) corpos-de-prova | e Microscopia Eletrdnica de Varredura
retangulares de aco carbono AISI 1020 para (MEV) para visualizagdo do biofilme
os testes de corrosdo aderido a superficie metalica do cupom
e Duracdo: 10 dias e Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS) para visualizagdo dos produtos
de corrosdo
e Producéo de sulfeto total (fase liquida e
0asosa)

Quadro 3.1: Condi¢des operacionais dos experimentos em biorreator utilizando meio MAP
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3.7. Procedimentos Analiticos
° pH

O pH foi medido por método potenciométrico utilizando-se medidor de pH Actron

DL-14, previamente ajustado com solugdes-padréo de pH 4,0 e 7,0.

e Potencial redox

O potencial redox foi avaliado no inicio e no fim dos ensaios do planejamento
experimental. Para tal, empregou-se um eletrodo combinado de platina — referéncia Ag/AgCl
(Quimis). De acordo com APHA (1992), transformou-se o valor do potencial redox em

relacdo ao padréo de hidrogénio (Eh) através da equagéo abaixo:

Eh (sistema) = Eh (observado) + Eh (ZoBell) — Eh (ZoBell observado) (3.2)
sendo:

Eh (ZoBell) = 428 mV

Eh (ZoBell observado) = 224 mV a 25°C.

e Alcalinidade

A alcalinidade total foi medida por método titulométrico que determina a concentragdo
de hidréxidos, carbonatos ou bicarbonatos. Para tanto, adicionou-se a amostra duas gotas do
indicador misto (20 mg de vermelho de metila e 100 mg de verde de bromocresol em 100 mi
de alcool etilico a 95%) e titulou-se com &cido sulfdrico 0,02 N até viragem da cor azul para
laranja (salmé&o). A alcalinidade, expressa em mg CaCOs/L, foi calculada conforme equagéo

abaixo (3.2), utilizando o volume de &cido sulfdrico gasto na titulagdo (APHA, 1992):

mg CaCOs/L =V x N x 5000 (3.2)
mL da amostra

onde:

V= volume de &cido sulfdrico gasto na titulagdo

N= normalidade do &cido sulfirico
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e Acidos volateis

Os acidos volateis da amostra foram determinados pelo Método de Destilacdo Direta.
A amostra foi centrifugada durante 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi destilado apds
a adicdo de &cido sulfarico 1:1. Os primeiros 15 mL do destilado foram descartados para se
eliminar a interferéncia de H,S e CO,. Por fim, o restante do destilado foi titulado
empregando-se NaOH 0,1 N e indicador fenolftaleina. Repetiu-se 0 mesmo procedimento
tomando a agua destilada no lugar da amostra (branco) (APHA, 1992). A acidez foi expressa

em mg de acidos volateis como &cido acético/L e calculada como mostra a equagdo a seguir:

mg de acidos volateis como acido acético/L = mL NaOH x N x 600 (3.3)
onde:
N= normalidade da solugéo padrdo de NaOH

O método ainda exigiu a determinacdo de um fator de recuperagéo (f) para a corregéo
do valor experimental. Sendo assim, preparou-se uma solugdo de &cido acético com
concentragdo proxima a esperada para a amostra, diluindo um volume apropriado da solugéo
padrdo de &cido acético para 250 mL. A concentracdo de &cidos volateis no destilado foi,
entdo, determinada conforme o procedimento descrito anteriormente. Para tanto, o fator de
recuperagéo se deu:

f=zalb (3.4)
onde:

a= concentragdo de acidos volateis no destilado, mg/L
b= concentracéo de acidos volateis na solucdo padrdo utilizada, mg/L

Assim, o valor determinado na analise da amostra foi corrigido atraves do seguinte

célculo:

X=(Y-B)/0,7 (3.5)
onde:

X=valor corrigido

Y= valor encontrado para a amostra

B= valor encontrado para o branco

f=0,7
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e Turbidez

A turbidez foi determinada em espectrofotdmetro HACH DR/2000. O método é uma
adaptacdo do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,
1992). As leituras sdo feitas a 450 nm em cubeta com caminho 6tico de 3 cm contra gua

destilada (método 750), sendo a turbidez expressa em unidade turbidimétrica formazin (FTU).

e Solidos totais, suspensos e dissolvidos

Determinou-se a concentragdo de sélidos totais, suspensos e dissolvidos através de

método gravimétrico, seguindo a descri¢do do Standard Methods (APHA, 1992).

Para a determinacdo de solidos totais tomou-se uma cépsula de porcelana, levando-a
em seguida para estufa a 105-110°C por 1 h. A cépsula foi esfriada em dessecador durante 40
minutos e posteriormente pesada, obtendo-se P; (g). Um volume apropriado da amostra
homogeneizada foi colocado na mesma cépsula que foi levada novamente a estufa a 105-
110°C por 12 h ou até se adquirir peso constante. Esfriou-se em dessecador e pesou-se para
obter P, (g). Entdo, procedeu-se o seguinte calculo para a determinagédo de solidos totais:

Solido totais mg/L = (P,—Py) x 10° (3.6)
mL da amostra

Para a determinacdo de sdlidos dissolvidos tomou-se uma cépsula de porcelana,
levando-a em seguida para estufa a 105-110°C por 1 h. A capsula foi esfriada em dessecador
durante 40 minutos e posteriormente pesada, obtendo-se P1 (g). Um volume apropriado da
amostra foi filtrado e transferido quantitativamente para a cépsula de porcelana previamente
tarada. Levou-se a estufa a 105-110°C por 12 h ou até se adquirir peso constante. Esfriou-se
em dessecador e pesou-se para obter P, (g). Para a determinagdo de solidos dissolvidos
aplicou-se o seguinte calculo:

Soélidos dissolvidos mg/L = (P,—P;) x 10° (3.7)
mL da amostra



SOUSA, K.A METODOLOGIA EXPERIMENTAL 64

Para a determinacdo de sdlidos suspensos tomou-se uma céapsula de porcelana,
levando-a em seguida para estufa a 105-110°C por 1 h. A céapsula foi esfriada em dessecador
durante 40 minutos e posteriormente pesada, obtendo-se P1 (g). Um volume apropriado da
amostra foi filtrado, removendo-se o papel de fibra de vidro com o residuo retido do aparelho
de filtracdo para a cépsula de porcelana previamente tarada. Levou-se & estufa a 105-110°C
por 12 h ou até se adquirir peso constante. Esfriou-se em dessecador e pesou-se para obter P,
(9). Calcularam-se os s6lidos suspensos através da seguinte equagao:

Soélidos suspensos mg/L = (P, - P;) x 10° (3.8)
mL da amostra

e Cloreto

A concentracdo de cloreto presente na dgua produzida foi determinada pelo Método de
Mohr. Titulou-se o ion cloreto com uma solucéo de nitrato de prata na presenca de cromato de
potéssio e em meio com pH entre 7-10. Devido ao alto teor de salinidade, as amostras de agua
produzida foram tituladas com nitrato de prata a 0,2137 N. Executou-se 0 mesmo ensaio em
branco (FEEMA, 1983; APHA, 1992). O cloreto é determinado, em mg/L, como mostra a

proxima equacéo:

mg/L CI'= (A-B) x N x 35450 (3.9
mL amostra

onde:

A= mL de solucdo de AgNO; gastos na amostra

B= mL de solucdo de AgNO; gastos no branco

N= normalidade de AgNO;

e Sulfato

Utilizou-se o kit de dosagem Sulfaver da marca HACH para a determinacdo de sulfato.
Os ions sulfato da amostra reagem com o bério presente no kit de dosagem, formando um
precipitado de sulfato de béario, sendo a turbidez resultante proporcional & quantidade de
sulfato contido na amostra. Apds o tempo de reacdo, seguiu-se para a leitura da absorvancia
em espectrofotometro HACH DR/2000 em comprimento de onda de 450 nm. O procedimento
é uma adaptacéo do Standard Methods (APHA, 1992).
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e Sulfeto Total

A determinacdo de sulfeto total seguiu uma adaptacdo do método colorimétrico
usando N,N-dimetil-p-fenileno-diamina e cloreto férrico, conforme descrito por Jacobs;
Braverman; Hocheiser (1957). A adaptagcdo do método consistiu do tratamento prévio de 1
mL da amostra com igual volume de &cido cloridrico concentrado em frasco do tipo penicilina
de 10 mL de capacidade, a 70°C por 10 minutos, a fim de promover a dissolugdo dos sulfetos
metélicos sollveis presentes na amostra. O gés sulfidrico formado, pela reacdo do sulfeto com
0 acido cloridrico adicionado, foi coletado através de purga de gas nitrogénio em dois
lavadores de gas acoplados em série, cada um contendo 10 mL de solucéo de hidréxido de
cddmio. A formacédo de sulfeto foi evidenciada pelo surgimento de sulfeto de cddmio, um
precipitado amarelado, cuja intensidade de coloragéo esté relacionada com a concentragdo de
sulfeto presente na amostra. A dosagem de sulfeto foi feita adicionando-se 0,6 mL de &cido
aminosulfurico em cada lavador de gas, em seguida transferiu-se o contetido para um baldo
volumétrico de 25 mL, sendo o volume completado apés a adi¢do de 2 gotas do indicador
cloreto férrico. A solugdo foi mantida em repouso por 30 minutos, sendo a leitura de
absorvéancia feita em espectrofotdometro modelo HACH DR/2000 no comprimento de onda de
670 nm. A concentragdo de sulfeto foi expressa em mg/L, empregando-se curva-padréo
previamente preparada com NaS monohidratado P.A., que se encontra nos anexos do
trabalho.

¢ Demanda Quimica de Oxigénio

Devido a presenca de um alto teor de cloreto na 4gua produzida houve a necessidade
de se utilizar uma adaptacdo do método colorimétrico de refluxo fechado, sendo empregada
uma solucdo digestora contendo maior concentracdo de sulfato de mercdrio (FREIRE;
SANT’ANNA JUNIOR, 1998). A adaptacio permitiu a determinacio da DQO, sem
interferéncia de cloreto, até a concentracdo de 6g CI/L. A digestdo da amostra foi realizada
em digestor de DQO marca HACH modelo 45600, fazendo-se posteriormente a leitura da
absorvancia a 600 nm em espectrofotometro marca HACH DR/2000. O valor de absorvancia
foi convertido em DQO atraves de curva-padrdo previamente preparada com biftalado de

potéssio como padrdo e sob as mesmas condi¢des de reacéo.
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¢ Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO)

A DBO foi determinada como descrito no Standard Methods seguindo a metodologia
da diluicdo padrdo (APHA, 1992). Na anéalise utilizou-se um medidor de oxigénio da marca
Digimed modelo DMO-2.

e Fendis Totais

A determinacdo de fenois totais foi através de método colorimétrico utilizando-se 4-
aminoantipirina. Os fendis presentes na amostra destilada reagem com a 4-aminoantipirina em
pH 10,0 £+ 0,2 na presenca de ferricianeto de potassio. A intensidade da cor do produto é lida
em absorvancia a 510 nm, sendo a mesma proporcional & quantidade de fenol presente na
amostra. A concentragdo de fendis é expressa em mg/L (APHA, 1992; FEEMA, 1983).

e Oleos e Graxas

A determinacdo de 6leos e graxas foi feita através do método de extracdo em Soxhlet.
Os 0leos e graxas da amostra acidificada com HCI a 50% (v/v) foram adsorvidos em uma
camada filtrante composta de tecido tipo musselina, filtro de papel e suspensdo de terra
diatomacea. Com o auxilio de Soxhlet, realizou-se a extracdo do material retido a uma
velocidade de 20 ciclos por hora durante 4 horas, utilizando hexano como solvente. O tempo
foi medido a partir da primeira sifonag&o. Posteriormente, evaporou-se o solvente do frasco de
extracdo em banho-maria a 70°C sob vacuo. Em seguida, o frasco foi seco em estufa a 103°C
por 15 minutos e esfriado em dessecador. O residuo que permaneceu no baldo de destilagdo
foi pesado como Gleos e graxas. A concentracdo de dleos e graxas é expressa em mg/L e
calculada pela equacdo 4.10 (APHA, 1992).

mg/L 6leos e graxas = (B-A) x 10° (3.10)
mL amostra
onde:

B= peso em g do baldo mais residuo
A= peso em g do baldo vazio
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o Nitrato e nitrito

A concentragdo de nitrato foi determinada através de método espectrofotométrico-UvV
(Ultraviolet Spectrophotometric Screening Method) (APHA, 1992). A amostra de agua
produzida foi filtrada para se retirar a interferéncia por matéria orgénica suspensa. Em
seguida, 10 mL da amostra filtrada era tratada com 0,2 mL de HCI (1N) para que se
prevenisse uma possivel interferéncia por hidroxidos ou carbonatos em altas concentracdes.
Logo apos, realizou-se a leitura da absorvancia em UV em espectrofotdmetro HACH
DR/5000. Utilizaram-se dois comprimentos de onda, 220 nm e 275 nm. A leitura de
absorvancia a 220 nm possibilitou uma rdpida determinagdo de nitrato. O comprimento de
onda de 275 nm era para se determinar uma possivel interferéncia de matéria organica
dissolvida. A absorvancia final do nitrato foi obtida pela subtracdo de duas vezes o valor da
absorvancia a 220nm do valor da absorvancia a 275 nm. A determinacdo de nitrato era atraves
da curva de calibracdo de solugdes-padréo de nitrato de potéssio anteriormente preparadas e

apresentada nos anexos do trabalho (APHA, 1992).

O nitrito foi determinado através de método colorimétrico proposto nas normas do
Instituto Adolfo Lutz (1985). Cinquenta mL da amostra foram transferidos para baldo
volumétrico, adicionou-se entdo 1 mL de solucdo de &cido sulfanilico (8 g de &cido
sulfanilico, 750 mL de agua destilada e 250 mL de &cido acético, a solugdo era preparada em
capela e os reagentes acrescidos nesta ordem) e 1 mL de solugdo oc-naftilamina (5 g de oc-
naftilamina solubilizada em 150 mL de &gua destilada quente, logo em seguida acrescentou-se
250 mL de &cido acético glacial e completou —se o volume para 1L. Por fim, filtrou-se a
solucdo em camada de algod&o). Agitou-se e levou-se a repouso por 15 minutos na auséncia
de luz. A coloragdo vermelha desenvolvida foi lida em espectrofotdometro a 520 nm. A
quantidade de nitrito era determinada por curva padrdo previamente estabelecida. Realizou-se,
de forma anéloga ao procedimento com amostra, 0 ensaio com agua destilada para zerar o

espectrofotdmetro. A curva-padrdo encontra-se nos anexos.

e Quantificacdo de BRS e BRN

Foi utilizada a técnica do namero mais provavel (NMP), triplicata para cada dilui¢do

(conforme arranjo de Harrican e MacCance, 1976), em meios especificos (HARRISON
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JUNIOR, 1982), meio Postgate E modificado (item 3.2.2., Tabela 3.2) e meio caldo nitrato
(item 3.2.3., Tabela 3.4) para a cultura de BRS e de BRN, respectivamente.

Para quantificagdo dos micro-organismos na fase planctnica, amostras de cada ensaio
foram diluidas em frascos do tipo penicilina de 10 mL de capacidade, contendo 9 mL de
solucéo salina redutora (Tabela 3.9) previamente purgada com nitrogénio e com pH ajustado
para 7,6. Apds o preenchimento, cada frasco foi vedado com tampa de borracha e selado com
lacre de aluminio. Eram feitas diluicdes decimais sucessivas (10 a 10™%), com auxilio de

seringa estéril, sendo 1 mL de cada dilui¢do inoculada nos meios acima especificados.

J& para a quantificacdo da populacdo séssil, que ocorreu apenas nos ensaios agitados
(bateladas 4 e 5), aportou-se do aparato dos ensaios de biocorrosdo executados. Assim,
retiraram-se os biofilmes aderidos aos cupons de ago carbono AISI 1020 afixados dentro do
reator (detalhes do layout apresentado no item 3.6). Ao fim das bateladas 4 e 5, os cupons
foram retirados e raspados com o auxilio de uma espétula estéril em solugéo salina redutora
(Tabela 3.9) a fim de obter uma suspensdo celular. A partir dessa suspensdo eram feitas
diluicdes decimais sucessivas (10" a 10™°) e, com auxilio de seringa estéril, transferia-se 1

mL de cada diluicdo em meios especificos descritos anteriormente.

Tabela 3.9: Composi¢do Quimica da Solugdo Salina Redutora

Componentes Concentracéo (g/L)
Tioglicolato de sédio 0,124
Acido ascérbico 0,1
Resazurina (0,025%) 0,001
NaCl 60,0

A quantificacdo de BRS foi realizada apds incubacdo a 30 + 1°C por 28 dias, sendo o
seu crescimento identificado pela mudanga da cor do meio de cultura, de incolor ou

ligeiramente rosa para preto, devido a formacéo de precipitado de sulfeto de ferro (FeS).

A concentracdo de BRN era quantificada ap6s incubacédo a 30 + 1°C por 14 dias, sendo
0 crescimento considerado positivo pela turvacdo do meio e pela confirmagdo do teste de
reducdo de nitrato através do uso do reagente de Griess-llosvay (&cido sulfanilico e N-N
dimetil-alfa-naftilamina). Este reagente é capaz de detectar a presenca de ions nitrito no meio,
produzindo uma coloragdo vermelha, que é proporcional a concentracdo de nitrito. Altas

concentragdes de nitrito no meio podem converter rapidamente a cor vermelha desenvolvida
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em amarela. Com o auxilio de uma seringa, duas gotas do reagente eram adicionadas aos
frascos de penicilina que continham o meio de quantificagdo. O desenvolvimento da cor
vermelha indicava a presenga do nitrito formado pelo metabolismo das BRN (HARLEY;
PRESCOTT, 2002).

e Ensaios de perda de massa

Para os ensaios de perda de massa, acrescentaram-se nas bateladas 4 e 5 do biorreator,
cupons de aco carbono AISI 1020 retangulares. Os cupons apresentavam uma area
aproximada de 2,46 cm?, sendo consideradas ambas as faces. Os cupons foram limpos e
fixados dentro do biorreator como descrito no item 3.6. Até 0 momento do ensaio, 0s cupons
foram mantidos em dessecador, quando foram pesados ao décimo de miligrama. No fim dos
experimentos esses cupons foram retirados e raspados para a remogéo dos micro-organismos
aderidos. Em seguida, foram tratados, de acordo com a Norma ASTM G1-90 (1999), que

padroniza a metodologia para medidas de perda de massa em laboratdrio.

Esse tratamento consistiu na imersdo dos corpos-de-prova em solucdo de Clark (acido
cloridrico, 6xido de antiménio Il e cloreto estanhoso) por 35 segundos para a decapagem do
metal, ou seja, para a retirada dos produtos de corrosdo aderidos a superficie desse metal. Esse
tempo foi definido apds prévia curva de decapagem. Apo6s a decapagem, os cupons foram
lavados com éagua destilada, em seguida imersos em alcool etilico 99,8% e, finalmente, secos
com jato de ar quente. Terminado o tratamento, os cupons foram pesados em balanca analitica
ao décimo de miligrama. O valor correspondente a diferenga dos pesos de cada cupom antes e
apods os ensaios, divididos pela &rea total do corpo-de-prova representa a massa perdida num

dado tempo.

Os resultados de perda de massa foram utilizados no célculo da taxa de corrosdo, de

acordo com a seguinte equacéo (3.11):

Taxa de corrosdo (mm/ano) = perda de massa (g) x 365 (dias/ano) x 10 (mm/cm) (3.11)
densidade do metal (g/cm®) x rea(cm?) x tempo (dias)



SOUSA, K.A METODOLOGIA EXPERIMENTAL 70

Com o propésito de avaliar a taxa de corrosdo do ago carbono durante os ensaios de
perda de massa, adotou-se a Norma NACE RP-07-75 (1999), que caracteriza a intensidade do

processo corrosivo. A Tabela 3.10 apresenta brevemente esta classificacéo.

Tabela 3.10: Classificagdo da taxa de corrosdo do a¢o carbono

Taxa de corrosdo uniforme (mm/ano) Corrosividade
< 0,025 Baixa
0,025 a 0,120 Moderada
0,130 a 0,250 Alta
> (0,250 Severa

e Avaliacdo da corrosdo por pite

Para a avaliacdo da corrosdo por pite, nas bateladas 4 e 5 preparam-se cupons de ago
carbono AISI 1020 envoltos em resina epoxi (descri¢do no item 3.6). Antes do uso, 0s cupons
foram lixados usando lixas n° 600, desengordurados por imersdo em acetona e secos com jato
de ar quente para assegurar uma superficie uniforme e livre de imperfeigbes que poderiam
comprometer a determinacéo da densidade e profundidade dos pites (Norma ASTM G 46/94,
2005). Realizou-se também, antes do inicio dos ensaios, inspecdo visual da superficie
metélica desses cupons em estereoscdpio (Marca Alicona, modelo InfiniteFocus) em aumento
de 50X. Apés a finalizagdo dos ensaios, os cupons foram retirados e submetidos & decapagem
com solucéo de Clark para remocéo dos biofilmes e dos produtos de corrosdo aderidos. Por
fim, foram inspecionados novamente com estereoscopio, quanto a presenca e distribuicdo dos
pites ao longo da superficie metalica corroida, em aumento de 50X, 100X e 200X. A
profundidade dos pites foi determinada também com o auxilio do estereoscopio, utilizando
um programa que correlaciona a diferenca entre as leituras de foco do ajuste fino da superficie

do metal e da base do pite.

e Dosagem de exopolissacarideo (EPS)

Para analisar o teor de EPS presente no biofilme optou-se pelo método de Dubois et al.
(1956), conforme adaptacdo de Cammarota; Sant’anna Junior (1998). Os cupons utilizados

nos ensaios foram raspados em &gua destilada e 1 mL dessa suspenséo celular, obtida atraves
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da raspagem da superficie metélica, foi acrescentada em um tubo de ensaio. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de solucdo de fenol a 5%. Logo apds, agitou-se em vortex e adicionou-se
rapidamente 5,0 mL de H,SO, concentrado diretamente sobre a mistura. Essa mistura foi
colocada em repouso por 10 minutos ao abrigo da luz. Transcorrido o tempo de repouso,
agitou-se novamente em vortex e levou-se a banho-maria a 25 — 30 °C durante 15 minutos.
Leu-se absorvancia a 490 nm contra um branco preparado com &gua destilada. Para a
determinagdo dos EPS presentes no biofilme, que foram expressos em termos de unidades
equivalentes de glicose, preparou-se uma curva- padrdo com glicose que se encontra nos

anexos.

e Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Energia Dispersiva

Cupons de acdo carbono AISI 1020, nas bateladas 4 e 5 do biorreator, também foram
reservados para a realizagdo de imagens do biofilme aderido & superficie metélica e para a
caracterizacdo dos produtos de corrosdo atraves de microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) e espectroscopia de energia dispersiva (EDS), respectivamente. Para tanto, ap6s sua
retirada dos ensaios, esses cupons foram processados com a finalidade de manter a
integridade do material a ser visualizado. Para a fixacdo do material bioldgico, os cupons
foram mantidos durante 24 h em glutaraldeido 2,5% em tampd&o cacodilato 0,1 M (pH 7,2)
preparado com agua destilada a uma salinidade de 6%. Apds 24 h, os cupons foram retirados
dessa solugéo e lavados trés vezes em tampdo cacodilato 0,1 M, sendo cada tempo de lavagem
de 15 minutos. Em seguida, o material bioldgico aderido aos cupons foi desidratado, em série
crescente de 15 minutos cada, em &lcool etilico 30, 50, 70 e 99,8%. Por fim, efetuou-se o
ponto critico de secagem do material em equipamento de ponto critico da marca BAL-TEC
CPD - Critical Point Dryer 030. A finalidade desse procedimento foi substituir todo o liquido
residual do biofilme por CO; liquido, que a 31°C e 73 atm de pressdo rapidamente converte-se
em CO, gasoso (GOLDSTEIN et al, 2003). Findo o tempo de secagem, a superficie do
material foi submetida & metalizacdo em ouro (15 nm de espessura) no aparelho Sputter
Coater SCD-040 Electron Probe Microanalyzer. Os cupons entdo metalizados foram
examinados quanto ao biofilme bacteriano e aos produtos de corrosdo associados & sua
superficie através de MEV e de EDS, empregando-se para tal um microscopio Zeiss DSM 940
dotado de um detector de EDX Link e de um sistema automtico de analise de imagens

Kontron.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacio Fisico-Quimica da Agua Produzida Utilizada no Estudo

A Tabela 4.1 a seguir apresenta a caracterizagdo fisico-quimica da &gua produzida

coletada na plataforma offshore P-35 da Bacia de Campos, Rio de Janeiro.

Tabela 4.1: Caracterizagdo fisico-quimica da agua produzida

Parémetro Valor
pH 7,4
DQO (mg O,/L) 875
DBOs (mg O,/L) 733
Sélidos totais (mg/L) 48259
Sélidos dissolvidos totais (mg/L) 48084
Sélidos suspensos totais (mg/L) 175
Alcalinidade total (mg CaCOs/L) 228
Turdidez (FTU) 112
Sulfato (mg/L) 1650
Sulfeto (mg/L) 4,8
Cloreto (g/L) 36,4
Oleos e graxas (mg/L) 58,0
Acidos volateis (mg HAC/L) 5797
Fendis totais (mg/L) 1,0
Nitrato (mg/L) 27,5

Observa-se que a &gua produzida utilizada neste estudo apresenta as mesmas
caracteristicas de outras previamente analisadas, embora as concentracdes de alguns
componentes sejam bem inferiores. No trabalho de Vieira (2003), por exemplo, a agua
produzida coletada na Bacia de Campos apresentou DQO e DBOs de 4730 e 1940 mg 02/L,
respectivamente, e concentragdes de fendis totais e cloretos de 1,9 mg/L e 41,0 g/L. No
entanto, os valores de pH (7,4), 6leos e graxas (49 mg/L) e &cidos volateis (5256 mg/L) s&o

semelhantes aos obtidos no presente trabalho.

Verifica-se que a agua produzida na P-35 ndo apresenta concentragdes elevadas de
fendis, dleos e graxas e até mesmo de sais. Provavelmente, os baixos niveis de compostos

organicos sejam conseqliéncia da operacdo mais eficiente do sistema de separacdo &gua/dleo.
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A salinidade, representada pelos ions cloreto, é superior & salinidade da 4gua do mar, com
valor de pH proximo a neutralidade. Por isso, foi feito um estudo para avaliar a
suplementagdo da agua produzida com sais essenciais e fonte de carbono a fim de favorecer a
atividade microbioldgica na respiracdo do sulfato, visto ser fundamental para se estabelecer o

efeito do tratamento com nitrato na biogénese do sulfeto.

4.2. Sensibilizagdo das Culturas Microbianas a Agua Produzida
4.2.1. Cultura de BRS

O consoércio enriquecido de BRS foi avaliado em meios constituidos de agua
produzida, suplementados com 0s mesmos sais descritos no meio Postgate E modificado, com
a finalidade de determinar se seus constituintes suportavam o desenvolvimento microbiano e
ainda se a &gua produzida apresentava algum inibidor do crescimento celular (item 3.4.1).
Percebeu-se que em todos os testes, até mesmo nos meios com agua produzida diluida (meios

2 e 3), houve crescimento do consorcio enriquecido de BRS, como apresentado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Testes de sensibilidade do consdrcio enriquecido de BRS a dgua produzida

Testes Crescimento
1 - Agua produzida + + +
2 - Agua produzida diluida (1:2) + o+ 4+
3- Agua produzida diluida (1:10) + + 4+

O crescimento foi observado pelo enegrecimento acentuado do meio devido a
formacdo de FeS, e pela producdo de H,S, gas com odor caracteristico. Corroborou-se,
qualitativamente, a formagdo de gas sulfidrico, pela reagdo de H,S com uma solucdo de
hidréxido de cadmio, que tem como produto de reagdo o CdS, um precipitado amarelado. Os
testes de sensibilidade demonstraram a viabilidade do emprego da agua produzida no
planejamento experimental, mesmo considerando a diversidade de compostos quimicos

presentes nesta égua.
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4.2.2. Cultura de BRN

O procedimento para testar a sensibilidade da cultura de BRN & agua produzida foi
descrito no item 3.4.2. Como ocorreu com a cultura de BRS, esta fase do trabalho foi
importante para o0 estabelecimento das condicGes ideais para o desenvolvimento do
planejamento experimental. A Tabela 4.3 apresenta o crescimento de BRN durante os testes 1
a3.

Tabela 4.3: Testes de sensibilidade da cultura de BRN a dgua produzida

Testes Crescimento
1 — Agua produzida + + +
2 - Agua produzida diluida (1:2) + o+ 4+
3- Agua produzida diluida (1:10) + + 4+

A cultura de BRN apresentou crescimento nos trés testes, o que comprovou
novamente que a agua produzida, mesmo sem sofrer diluicdo, foi capaz de suportar o
crescimento deste grupo microbiano. A cultura de BRN mostrou-se capaz de crescer em meio
constituido de &gua produzida, utilizando nitrato como aceptor final de elétrons. A
confirmacdo do crescimento da cultura de BRN foi a aplicagdo do teste para a reducdo de
nitrato nos meios ensaiados. O desenvolvimento da cor vermelha nos meios, mediante 0 uso
do reagente Griess-llosvay, indicou a presenca de ions nitrito resultantes da redugéo
desassimilativa de nitrato pelas BRN nos trés testes. Como ocorreu no consorcio enriquecido
de BRS, os testes de sensibilidade comprovaram a viabilidade do uso da 4gua produzida para

0 planejamento experimental.

4.3. Planejamento Experimental
4.3.1. Producéo biogénica de sulfeto: tratamento estatistico dos dados

Os meios de cultivo com &gua produzida permitiram o crescimento tanto de BRS
como de BRN, assegurando sua viabilidade no decorrer dos ensaios. A Tabela 4.4 apresenta
os valores da produgéo biogénica de sulfeto aos 7, 14 e 28 dias de incubacdo em relagdo as

varigveis independentes estabelecidas no estudo. Consideraram-se, nos dados apresentados, 0s
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valores médios de producdo de sulfeto ja subtraidos dos valores obtidos nos respectivos

controles abidticos, cujos valores foram inferiores a 1 mg SZIL.

Tabela 4.4: Resultados do planejamento experimental aos 7, 14 e 28 dias de incubacgdo para a
producéo de sulfeto (mg/L)

Experimentos Con_digﬁes_ Produgéo de S*(mg/L)
experlmentals
Tempo de incubacéo (dias)
BRS BRN NO;
(NMP/mL)  (NMP/mL)  (mg/L) 7(¥1) 14(v2) 28 (Y3)
1 10° 10 127,5 2,6 42,2 45,6
2 10’ 10 127,5 26,4 27,3 41,9
3 10* 10’ 127,5 18,6 31,1 34,8
4 10’ 10’ 127,5 39,2 40,0 433
5 10* 10 727,5 3,5 8,3 94
6 10’ 10 727,5 12,7 23,9 52,9
7 10* 10’ 727,5 48 38,9 50,8
8 10’ 10’ 727,5 34,5 34,4 414
9 10* 10* 4275 0,4 35,5 37,7
10 10* 10* 4275 0,7 32,5 415
11 10* 10 4275 1,6 30,0 44,8

Com os resultados obtidos, foi possivel determinar os coeficientes de regressdo para
os distintos tempos de incubagdo, como apresentado na Tabela 4.5. Os coeficientes de
regressdo das varidveis e suas interagBes foram estimados pelo método dos minimos

quadrados, tendo sido estabelecido um intervalo de confianca de 95%.

Observa-se que para as respostas Y1, Y2 e Y3 a curvatura ndo foi significativa, ou
seja, na regido investigada ndo existiam termos quadraticos e 0s modelos comportaram-se de
maneira linear. Deste modo, determinaram-se, para cada resposta, os modelos empiricos (4.1)

a (4.3) a seguir, nos quais se descartaram todos os parametros néo significativos (com valor de

p superior a 0,05).
Y1=17,77 +10,42.BRS + 6,5.BRN - 3,90.NO;" + 2,17.BRS.BRN + 2,94.BRS.BRN.NO3’ (4.2)
Y2 =30,75 + 5,33.BRN - 4,40.NO3" + 4,93.BRN.NO; - 5,51.BRS.BRN.NO3 4.2)

Y3 =40,01-8,13.BRS.BRN.NO3 4.3)
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Tabela 4.5: Coeficientes de regressdo para as respostas Y1, Y2 e Y3
Fatores Coef. Regressdo  Teste t-Student ~ p-valor

Incubacgéo: 7 dias (Y1)

Constante 17,77 79,97 0,000156
Curvatura -2,16 -3,78 0,063547
Concentragdo inicial de BRS 10,42 46,91 0,000454
Concentragdo inicial de BRN 6,50 29,25 0,001167
Concentragdo inicial de nitrato -3,90 -17,57 0,003223
BRS x BRN 2,17 9,77 0,010324
BRS x NO3’ -0,70 -3,15 0,087717
BRN x NOj3 -0,72 -3,26 0,082487
BRS x BRN x NO3” 2,94 13,25 0,005645

Incubacéo: 14 dias (Y2)

Constante 30,75 31,59 0,001001
Curvatura 7,40 2,95 0,098273
Concentragdo inicial de BRS 0,64 0,66 0,576466
Concentragdo inicial de BRN 5,33 5,47 0,031799
Concentragdo inicial de nitrato -4,40 -4,52 0,045613
BRS x BRN 0,47 0,48 0,677724
BRS x NO3’ 2,13 2,19 0,160334
BRN x NOj3 4,93 5,07 0,036805
BRS x BRN x NO3” -5,51 -5,66 0,029871

Incubacéo: 28 dias (Y3)

Constante 40,01 31,63 0,000998
Curvatura 13,80 4,23 0,051602
Concentragdo inicial de BRS 4,86 3,84 0,061491
Concentragdo inicial de BRN 2,57 2,03 0,178919
Concentragdo inicial de nitrato -1,38 -1,09 0,389623
BRS x BRN -5,09 -4,03 0,056464
BRS x NO3’ 3,66 2,89 0,101787
BRN x NOj3 4,91 3,88 0,060525
BRS x BRN x NO3” -8,13 -6,42 0,023379

A validade dos modelos também foi verificada pela analise da variancia através do
teste F, comparando-se os valores de F dos modelos com os valores de F tabelados, como

mostra a Tabela 4.6.

Enfatiza-se que, nas andlises de variancia dos modelos, levaram-se em conta apenas 0s
parametros significativos, nos quais o valor de p encontrava-se abaixo de 0,05. Para as
respostas Y1 e Y2, correspondentes aos tempos de incubagéo de 7 e 14 dias, respectivamente,

observa-se que o modelo matemético foi altamente significativo, conseguindo explicar
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99,57% e 93,60% da variacdo total em torno da média, sendo os valores de F calculado
(184,78 e 11,72) maiores que os valores de F tabelado (6,26). Nota-se que para essas respostas
0 teste de falta de ajuste ndo foi significativo, sendo os valores de F calculado (10,28 e 2,72)
menores que o F tabelado (19,0), reafirmando que os dados se ajustaram bem ao modelo
linear. No entanto, para a resposta Y3, correspondente a 28 dias de incubagéo, o valor do
coeficiente de correlagdo foi consideravelmente baixo (R?= 40,52%), com valor de F
calculado (0,54) menor que o tabelado (6,26). Para este modelo, o teste de falta de ajuste
passou a ser significativo, com um valor de F calculado (29,87) maior que o tabelado (19,0).
Sendo assim, pode-se aferir que para o tempo de incubacdo de 28 dias, o0 modelo nédo se
ajustou bem aos dados. Provavelmente, as condigdes ideais para a reducdo da producdo de
sulfeto foram atingidas em tempo menor do que 28 dias. Ainda como aporte da analise
residual, pode-se confirmar as exposi¢des acima analisando-se os gréficos da probabilidade
normal dos residuos (Figura 4.1). Percebe-se que, para os tempos de incubagdo de 7 e 14 dias
(Figuras 4.1A e 4.1B, respectivamente), os residuos obedecem & distribui¢do normal, fato ndo

observado para o tempo de 28 dias de incubagdo (Figura 4.1C).

Tabela 4.6: Analise da variancia para as respostas Y1, Y2 e Y3

Causa de Variacao Soma Graus de Média Fea
Quadratica Liberdade Quadratica
Incubacéo: 7 dias (Y1)
Regressao 2059,15 5 411,83 184,78
Residuos 8,915 4 2,23
Lack of fit 8,125 2 4,06 10,28
Erro puro 0,790 2 0,39
Total 2068,065 9
R?=99,57%
Incubacdo: 14 dias (Y2)
Regressdo 827.,4 5 165,48 11,72
Residuos 56,49 4 14,12
Lack of fit 41,32 2 20,66 2,72
Erro puro 15,17 2 7,58
Total 883,89 9
R? = 93,60%
Incubacéo: 28 dias (Y3)
Regressdo 532,32 5 106,46 0,54
Residuos 790,35 4 197,59
Lack of fit 764,74 2 382,37 29,87
Erro puro 25,61 2 12,80
Total 1322,67 9

R2 = 40,25%
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Figura 4.1: Probabilidade normal dos residuos para as respostas Y1 (A), Y2 (B) e Y3 (C)
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Diante dos resultados apresentados, foi realizada apenas a analise estatistica da
geracdo de sulfeto com 7 e 14 dias de incubagdo, uma vez que para estas condi¢des 0s
modelos sdo tidos como ajustados. Para a producdo de sulfeto no periodo de 7 dias (Y1),
observou-se que 0s menores valores de sulfeto produzido ocorreram nos experimentos 1, 5, 7,
9,10 e 11 (Tabela 4.4) sendo que nos experimentos 9, 10 e 11, que correspondem aos pontos
centrais do planejamento experimental, foram verificadas as menores concentragdes. Assim,
pode-se concluir que as menores quantidades de sulfeto produzidas estdo diretamente
relacionadas com concentragdes de BRS iguais ou inferiores a 10* NMP/mL. Nestas
condi¢Bes, 0 aumento da concentracdo inicial de NOs™ (do nivel inferior para o superior)
manteve a concentracdo de sulfeto baixa (experimentos 1 e 5) ou reduziu sua producéo
(experimentos 3 e 7). Os experimentos 2, 4 e 8 apresentaram 0s maiores valores de sulfeto
produzido, nos quais maiores concentragdes iniciais de BRS foram empregadas. Dentre todas
as condigdes avaliadas, a mais efetiva para a diminuicdo da acidificagdo, com geracdo de
apenas 0,4 — 1,6 mg S*/L (para uma populacdo inicial de BRS e BRN de 10* NMP/L),

consistiu na aplicacdo de 427,5 mg/L de nitrato no sistema.

Os fatores considerados significativos para a producdo de sulfeto, no intervalo de 7
dias, podem ser facilmente visualizados pelo emprego do Diagrama de Pareto, apresentado na
Figura 4.2. Os efeitos nos quais os retangulos se dispdem ap6s a linha divisoria (p = 0,05)

podem ser considerados significativos no modelo matemético.

(2)BRS inicial (NMP/mL)
(2)BRN inicial (NMP/mL)
(3)nitrato inicial (mg/L)
1*2*3

1by2

Curvatr.

2by3

1by3

p=,05
efeitos estimados (valores absolutos)

Figura 4.2: Diagrama de Pareto para a resposta Y1 — 7 dias de incubacgéo
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Analisando-se os fatores, observa-se que as populagdes de BRS e BRN apresentaram
efeitos positivos na producéo de sulfeto, ou seja, 0 aumento dessas populacdes contribuia para
0 aumento da producéo de sulfeto, sendo o efeito da populagédo de BRS consideravelmente
maior que o da populacdo de BRN. Nota-se também que as intera¢cfes BRS, BRN e NO3™ e
BRS e BRN influenciaram significativamente a producéo de sulfeto. A concentracdo de NO3’
foi o Unico efeito que influenciou significativamente na reducgdo da producéo de sulfeto (sinal
negativo), o que implica dizer que um aumento da concentracdo de nitrato conduzia a uma
reducdo da producgdo de sulfeto. O comportamento do modelo para a producéo de sulfeto
também pode ser visualizado através de graficos das meédias, mediante variacdo das

populacdes de BRS e BRN e concentragdes de nitrato, como apresentado na Figura 4.3.
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Figura 4.3: Gréfico das médias para a resposta Y1 — 7 dias de incubacéo

Menores valores de sulfeto foram obtidos com baixa concentragdo inicial de BRS, ou
seja, aumentando-se a concentracdo de BRS, a producdo de sulfeto aumentava. No entanto, a
concentracdo final de sulfeto foi menor na presenca de maiores concentragdes de NOs™. Na
presenca de baixas concentragdes de BRS e BRN, a inje¢do de nitrato ndo teve qualquer efeito
sobre a produco de sulfeto. Quando a populagdo de BRN foi maior que a de BRS (10° vezes

maior) a aplicacdo de maiores concentragdes de NOs reduziu consideravelmente a produgdo
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de sulfeto (em torno de 74% - Tabela 4.4). Redugdo menor (em torno de 52% - Tabela 4.4) foi
observada para baixas concentracdes de BRN e altas concentragGes de BRS ao se aumentar a
concentracdo de nitrato, o que pode indicar a utilizagdo de NO3™ pelas BRS. Quando ambas as
populagdes estavam presentes em niveis mais elevados (10" NMP/mL), a injecdo de elevada

dosagem de NOs (727,5 mg/L) ndo evitou a producéo de sulfeto.

Os dados sugerem que a inje¢do de maiores quantidades de NO3 pode néo resolver o
problema de souring em alguns reservatorios. Dados da literatura mostram que a concentracdo
de nitrato a ser adotada para a mitigacdo do souring € dependente de fatores como a
concentracdo da fonte de carbono a ser oxidada e relaciona-se intensamente com as
caracteristicas microbiol6gicas e ambientais do reservatorio. Jenneman et al. (1999)
demonstraram, em testes de campo, que a aplicagdo de 207 mg/L de NOs" foi suficiente para a
remocéo total de sulfeto. Enquanto a inibi¢&o de souring com aplicagfes de 80 mg/L de NO3
e a remocdo completa de H,S com dosagens de 100 mg/L de NO3 é reportada por outros
autores (DINNING et al., 2005). Londry e Sulfita (1999), em testes de laboratorio,
propuseram dosagens bem mais elevadas, da ordem de 3100 mg/L de NOs™ para reduzir em
90% a redugdo de sulfato. Em contrapartida, Myhr et al. (2002) reportaram que 31 mg/L de
NOs" foram suficientes para a inibicdo completa da producéo de sulfeto em testes em coluna

que simulavam o comportamento de reservatorios de petrdleo.

Para a resposta correspondente a 14 dias de incubacédo (Y2), os resultados demonstram
que, com excecdo do experimento 5, a producgdo de sulfeto alcancou niveis superiores a 23
mg/L (Tabela 4.4). Tais valores podem estar relacionados com o esgotamento da fonte de
nitrato no sistema. O menor valor de sulfeto foi detectado no experimento 5, que apresentava
como condigdes iniciais baixas concentracdes de BRS e BRN. Este foi 0 Unico ensaio em que
0 nitrato ainda se mantinha disponivel no sistema ao final dos 14 dias de incubag&o,
verificando-se valores proximos a 60% da concentragdo inicial do ifon (436,2 mg/L).
Mantendo-se baixas concentragdes iniciais de BRS e BRN e menor inje¢cdo de nitrato
(experimento 1), ja ndo foi possivel impedir a producéo de sulfeto, que atingiu valor superior
a 40 mg/L. Assim, pode-se considerar que em todos 0s experimentos, apos 0 esgotamento do
nitrato, ocorreu elevada produgdo de sulfeto (23,9 — 42,2 mg/L - Tabela 4.4.), alcangando-se

valores semelhantes independente da concentragéo inicial de nitrato no sistema.

O gréfico de Pareto (Figura 4.4) apresenta os fatores mais significativos na producédo

de sulfeto para o tempo de 14 dias de incubacdo. Nota-se que tanto os termos de interagéo
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como os efeitos principais sdo importantes na resposta. No entanto, percebe-se que o efeito da
populacdo de BRS ndo é mais significativo na producdo de sulfeto. O termo de interacdo
BRS.BRN.NOj (efeito negativo) foi o mais importante, seguido do efeito BRN, da interacéo
BRN.NO3" (com efeitos positivos) e do efeito NO3 que ainda se mantém como efeito negativo,
Ou seja, 0 aumento de sua concentragdo provocava redugdo na resposta. Isso nos leva a
concluir que o nitrato, mesmo na presenga de baixa populacdo de BRN, pode mitigar a
producdo de sulfeto na presenca de espécies de BRS capazes de utilizar este ion como aceptor
final de elétrons (DINNING et al., 2005).

1*2*3

(2)BRN inicial (NMP/mL)
2by3

(3)nitrato inicial (mg/L)
Curvatr.

1by3

(1)BRS inicial (NMP/mL)

1by2

p=,05
efeitos estimados (valores absolutos)

Figura 4.4. Diagrama de Pareto para a resposta Y2 — 14 dias de incubacdo

Pelo comportamento dos graficos das médias (Figura 4.5) observa-se que para as
menores concentracgdes iniciais de BRS e BRN, a injecdo de maior concentracdo de nitrato
(727,5 mg/L) conseguiu manter a producéo de sulfeto baixa. Quando se aumentou, em cerca
de 10° a populagéo inicial de BRS, uma maior injecéo de nitrato ndo apresentou efeito na
mitigacdo do sulfeto. Quando se aumentou em 10° a populacdo de BRN, independente da
concentracdo inicial de BRS, maiores inje¢des de nitrato ndo garantiram a queda da producéo
de sulfeto. Resumidamente, para a maioria das condigdes avaliadas, uma maior injecdo de

nitrato, no intervalo de 14 dias, ndo impediu uma alta producéo de sulfeto. A interse¢do ou o
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cruzamento das linhas nos graficos das médias indica a importancia dos termos de interacéo

nos mecanismos da resposta investigada (Y2).

60
50t
<
g 40}
=]
B 30}
@
3 20t
2
S 10}
=
o
O.
10 - -
s 3 S s 8 S S
2 U i 2 i i = nitrato inicia
o 2 3 =1 3 127,5 mg/L
A i A i =¥ nitrato inicial
= = 727,5 mg/L
BRN inicial: 1,00E+01 BRN inicial: 1,00E+07

Figura 4.5: Gréfico das médias para a resposta Y2 — 14 dias de incubagdo

Uma explicacdo para tal resultado seria o consumo acentuado de nitrato por ambas
populacbes de BRN e BRS logo no inicio do experimento, reduzindo a disponibilidade de
nitrato e aumentando a populacdo de BRS que passaria a reduzir o sulfato. Varios autores
citam que espécies de Desulfovibrio, Desulfobulbus e Desulfomonas séo capazes de utilizar
nitrato como aceptor final de elétrons, formando amdnia como produto final através de uma
via desassimilativa que envolve a enzima nitrato redutase (MOURA et al., 1997;
CYPIONKA, 1995). Esta proposi¢do pode ser confirmada pelo balanco termodinamico das
reacOes de redugéo de nitrato e sulfato por BRS, que apresentam valores de AG® de -149,2 e -
172,0 kJ por mol de Hy, respectivamente. A capacidade de redugéo de nitrato por BRS parece
se associar a disponibilidade de ions sulfato no meio, ou seja, o metabolismo seria

direcionado a reducdo de nitrato quando sulfato estivesse limitado (CYPIONKA, 1995).

No entanto, outros autores descrevem a habilidade de determinadas linhagens de
Desulfovibrio em reduzir nitrato na presenca de ions sulfato em concentra¢fes ndo limitantes
(DUNSMORE et al., 2004). Esta afirmativa procede, tendo em vista a similaridade entre os

ganhos energéticos das reagdes de reducdo de nitrato e sulfato pelas BRS. A inibi¢do da
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reducéo de sulfato pela reducéo de nitrato em BRS ocorre quando as concentragdes de nitrato
sdo proporcionais as concentracdes disponiveis de fonte de carbono. Assim, nessas condigdes,
0 metabolismo das BRS (se contém genes para a redugdo de nitrato) seria completamente
direcionado para a redugdo do nitrato (DINNING et al., 2005). Cabe ressaltar que, em
qualquer dos casos mencionados, as BRS permanecerdo metabolicamente ativas, apenas
deixando de produzir sulfeto. Logo, a biogénese de sulfeto voltard a ocorrer em uma eventual
disponibilidade de sulfato. Neste caso, tem-se o agravante da acidificacdo do reservatdrio
permanecer intensa, tendo em vista que a populagdo de BRS se encontra em maior nimero e

j& adaptada as condi¢Oes ambientais do reservatorio.

Na Figura 4.6 € apresentado um resumo dos dados de sulfeto produzido ao longo do
tempo de incubagdo para diferentes concentragdes iniciais de BRS, BRN e nitrato. Uma
analise dos dados revela que somente mediante baixas concentraces iniciais de BRS e BRN
(10" NMP/mL) consegue-se manter a producdo de sulfeto em baixos niveis (< 10 mg/L) por
até 28 dias através de uma dosagem Unica e elevada de nitrato (Figura 4.6A). Quando uma das
populagdes (BRS ou BRN) apresenta concentragdes iniciais elevadas (10" NMP/mL), o
consumo de nitrato parece ser acentuado, e uma dosagem Unica de nitrato, mesmo em valores
mais elevados, ndo evita a producdo de sulfeto aos 14 e 28 dias (Figuras 4.6B e 4.6C).
Quando as duas populacdes de BRS e BRN séo elevadas, j& aos 7 dias ocorre altas producdes
de sulfeto com baixas e altas concentragdes de nitrato (Figura 4.6D). Os resultados obtidos
sugerem a necessidade de aplicagdes intermitentes de nitrato no sistema para o controle do
processo de acidificagdo, uma vez que o nitrato inicial, mesmo em altas concentragdes, pode

se esgotar, tanto pelo consumo pelas BRN como pelas BRS.
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Figura 4.6: Producéo de sulfeto sob diferentes condices iniciais de BRS, BRN e nitrato a 7, 14 e
28 dias de incubacdo. A e B.
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Figura 4.6: Producdo de sulfeto sob diferentes condic¢fes iniciais de BRS, BRN e nitrato a 7, 14 e 28
dias de incubacdo. C e D.
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A construgdo de modelos estatisticos, que explicassem a producéo biogénica de sulfeto
a 7 e 14 dias de incubacéo, mediante concentragdes iniciais de nitrato e de BRS e BRN pré-
estabelecidas, foi pertinente. Julgou-se necessario, no presente momento, estabelecer a
interferéncia independente de outros parametros na producéo biogénica de sulfeto, que néo
sofreram tratamento estatistico, mas que poderiam contribuir satisfatoriamente para o
entendimento da dindmica investigada, até mesmo no tempo de 28 dias de incubacéo. Os itens

a seguir, estabelecem a relagéo desses parametros na produg&o de sulfeto.

4.3.2. O estudo da influéncia de outros parametros na produgéo biogénica de sulfeto

A finalidade do estudo foi compreender a dindmica da producéo biogénica de sulfeto
em um sistema anoxico com nitrato e sob a influéncia de concentragdes celulares inicialmente
estabelecidas. Propds-se anteriormente um modelo empirico de producéo de sulfeto, perante o
estabelecimento de condicBes pré-fixadas experimentalmente. Entretanto, considera-se
pertinente a andlise isolada, sem tratamento estatistico, de alguns pardmetros que pudessem

contribuir para o entendimento dos mecanismos de mitigacédo de producéo de sulfeto.

Assim, analisaram-se 0s consumos de nitrato e sulfato, a producdo de nitrito, as
estimativas de variacdo das populactes de BRS e BRN e o potencial redox final ao término de
cada etapa experimental. Destaca-se que o experimento 9 representa os valores médios das
triplicatas realizadas no ponto central do planejamento experimental. Dividiu-se a atual
discussédo por tempo de incubagdo, ou seja, analisaram-se os dados em 7, 14 e 28 dias de
incubacgdo. Para todos os pardmetros ensaiados realizaram-se controles abidticos, e todos 0s
valores expressos sofreram as devidas correcdes. Enfatiza-se também que foram calculados os

desvios-padréo em todos os resultados obtidos.

e Tempo de incubacdo de 7 dias:

As Figuras 4.7, 4.8 e 4.9 apresentam, respectivamente, as estimativas da variagdo das
populagdes de BRS e BRN, o0s consumos de nitrato e sulfato, a producdo de nitrito e o

potencial redox final para 7 dias de incubacdo.
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Figura 4.7: Estimativa da variacdo das populacbes de BRS e BRN a 7 dias de incubacdo no
planejamento experimental
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Figura 4.8: Consumos de nitrato e sulfato a 7 dias de incubacdo no planejamento experimental
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Figura 4.9: Producdo de sulfeto e nitrito e os valores de potencial redox a 7 dias de incubacdo no
planejamento experimental

Nos experimentos em que as concentragdes iniciais de BRS e BRN foram 10'
NMP/mL (experimentos 1 e 5), observa-se que a um intervalo de 7 dias, houve a mitigagéo de
sulfeto (Figura 4.9), independentemente da concentragdo de nitrato injetada no inicio do
experimento. Em ambos os experimentos, a variagdo da populacdo de BRN foi positiva,
registrando-se aumento de 4 ordens de grandeza (Figura 4.7). Em contrapartida, nesses
mesmos experimentos, também independente da concentracdo de nitrato inicialmente
empregada, houve declinio na populacdo de BRS, ou seja, a variacdo da populacdo foi
negativa, uma vez que as populacdes diminuiram em uma ordem de grandeza (Figura 4.7). Os
resultados evidenciam, para essas condi¢cdes experimentais iniciais, um ganho de competicéo
pelas BRN, visto que a um intervalo de 7 dias, conseguiram manter baixas as populagdes de
BRS, independentemente da concentracdo de nitrato injetada.

Tais constatagOes tornaram-se mais claras ao analisar-se 0s percentuais de consumos
dos aceptores finais de elétrons nos experimentos 1 e 5 (Figura 4.8). Percebe-se que 0s
consumos de sulfato foram consideravelmente mais baixos que os de nitrato, registrando-se
percentuais de consumo de sulfato de 3,8% (experimento 1) e 4,4% (experimento 5),

enquanto os percentuais de consumo de nitrato foram de 36,5% (experimento 1) e 35,2%
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(experimento 5). A aplicagdo de nitrato favorece a atividade de BRN, uma vez a redugéo do
nitrato concede aos micro-organismos um ganho energético consideravelmente maior do que
a reducdo do sulfato (VOORDOUW, 2008; HUBERT; VOORDOUW, 2007; ENERGY
INSTITUTE, 2003).

Os consumos de nitrato, nesses experimentos, desencadearam a geracdo de um
ambiente altamente oxidante, comprovado pelo aumento do potencial redox, em decorréncia
da producdo de 57 mg/L (experimento 1) e 161,7 mg/L (experimento 5) de nitrito (Figura
4.9). O aumento do potencial redox para valores positivos de +170,4 e +253,2 mV nos
experimentos 1 e 5, respectivamente, resultou em inibicdo do crescimento de BRS. Esses
resultados apdiam-se em consideracdes feitas por Sturman (2001), Sturman e Goeres, (1999)
e Reinsel et al.(1996), os quais atribuem a geracdo de um ambiente altamente oxidante em
funcdo da liberacdo de elétrons pela decomposicdo de ion nitrito em solucdo. Outro
mecanismo pode ser atribuido & agdo inibitria do nitrito sobre as BRS. Para Greene et al.
(2003), o nitrito formado pode inibir a reducéo desassimilativa de sulfito a sulfeto, ou seja, 0

nitrito é capaz de inibir a acdo da sulfito redutase desassimilativa das BRS.

J& nos experimentos 4 e 8, nos quais altas concentracdes iniciais de BRS e BRN foram
empregadas (10’ NMP/mL), percebe-se que somente uma alta injegdo de nitrato (727,5 mg/L)
manteve uma variagdo de populacéo positiva para as BRN, em uma ordem de grandeza, a um
intervalo de 7 dias (experimento 8) (Figura 4.7). Entretanto, a manutencéo dessa variagdo
positiva, associada ao consumo de nitrato de 97% (Figura 4.8), ndo foi suficiente para manter
a producéo de sulfeto baixa. A prevaléncia de uma alta concentracéo de BRS (10” NMP/mL)
nos experimentos 4 e 8, explicou o elevado consumo de sulfato no sistema, registrando-se
valores de 59,4 e 53,3%, respectivamente (Figura 4.8). A manutencdo da concentracéo de
BRS nesses experimentos também pode ser associada ao consumo de nitrato por esses micro-
organismos, que diante da disponibilidade do ion, ocasionou um desvio metabdlico no inicio
dos experimentos e, ap0s esgotamento dessa fonte, passou a reduzir o sulfato. Segundo
Dunsmore et al. (2004), citando Sietz e Cypionka (1986), algumas espécies de BRS séo
capazes de promover a troca da reducdo de sulfato por nitrato, quando concentragfes
ilimitadas, tanto de sulfato quanto de nitrato, estdo presentes. Assim, pode-se entender o
surgimento de uma competicdo entre espécies de BRS pelo nitrato quando ambas as espécies
quimicas (nitrato e sulfato) estdo presentes no ambiente. Trabalhos como os de Bursakov;
Carneiro; Almendra (1997) demonstraram a capacidade de algumas espécies de BRS em

produzir nitrato redutase em sistemas que continham o ion nitrato. A inducdo da enzima
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nitrato redutase permitia a utilizacdo desta rota metabdlica alternativa, convertendo nitrato a
amonia, tendo nitrito como intermediario. Além disso, o reduzido tempo de permanéncia do
nitrito no sistema, como intermediario da reducéo de nitrato, pode ter sido responsavel pelos
baixos valores de potencial redox registrados, -184,3 mV (experimento 4) e -188,95 mV
(experimento 8) (Figura 4.9). Baixos valores de potenciais Sdo essenciais para a manutengéo
de uma alta populagdo de BRS (POSTGATE, 1984).

Nos experimentos 2 e 6, nos quais a concentracdo inicial de BRS foi cerca de 10°
vezes maior que a populacéo inicial de BRN, a injecdo de 727,5 mg/L de nitrato (experimento
6) a um intervalo de incubag&o de 7 dias permitiu uma queda na producéo de sulfeto de 26,4
mg/L para 12,7 mg/L (reducdo proxima de 52%). Nesta condicdo, a variagdo da populacéo de
BRS foi negativa (Figura 4.7), uma vez que diminuiu uma ordem de grandeza. Enquanto a
aplicagdo de 127,5 mg/L (experimento 2), a 7 dias de incubacdo, aumentou a populagéo de

BRS em uma ordem de grandeza (Figura 4.7), resultando em maior producéo de sulfeto.

Analisando os consumos de nitrato e sulfato, a 7 dias de incubagdo, percebe-se que no
experimento 2 houve consumo de 90% do nitrato disponivel, que comegando a ser esgotado,
desencadeou um consumo de 39,4% do sulfato do sistema, com conseqliente formacdo de
26,4 mg/L de sulfeto. A injecdo de maior quantidade de nitrato (experimento 6) provocou
consumo mais lento do nitrato (45%), o que acabou interferindo no consumo de sulfato
(22%). Provavelmente, isso se deve ao tempo de permanéncia do nitrito no sistema, pois no
experimento 6 registrou-se producdo de 10,23 mg/L de nitrito (Figura 4.9), o que de certa
maneira inibiu uma maior producéo de sulfeto. Outra questdo, que eventualmente pode ser
levantada, diz respeito as concentrac@es iniciais de BRN necessarias a mitigagdo de souring,
populagdes muito baixas podem n&o conseguir competir adequadamente mediante uma
populacéo alta e ativa de BRS. Tal questdo ainda ndo foi objeto de investigagéo. Entretanto,
Davidova et al. (2001) destacam em seu trabalho a pouca correlagdo existente entre 0s
resultados de contagem de BRN e suas respectivas atividades especificas de reducdo. Os
autores apontam para as dificuldades de se comparar diretamente os resultados dessas
contagens com o potencial de reducdo de nitrato existente. Assim, reportam 0S poucos

trabalhos publicados e a heterogeneidade de meios de quantificagdo usados.

Observou-se nos experimentos 3 e 7, nos quais as concentragdes iniciais de BRN
foram cerca de 10° vezes maiores que as concentragdes iniciais de BRS, que uma injegdo de

727,5 mg/L (experimento 7), a um intervalo de 7 dias, provocou uma reducéo consideravel na
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producéo de sulfeto quando, nas mesmas condicdes, aplicaram-se 127,5 mg/L de nitrato
(experimento 3), isso em percentuais chegou a 74%. Essa reducdo pode estar relacionada a
variacdo da populagdo de BRN, que no experimento 3 se manteve alta (10" NMP/mL) e no
experimento 7 cresceu uma ordem de grandeza (10° NMP/mL) (Figura 4.7). A alta
concentracdo de BRN, a um intervalo de 7 dias, conseguiu manter a producdo de sulfeto
inferior a 18,6 mg/L, mesmo com varia¢des de populagdo positivas para as BRS em 2 ordens
de grandeza (experimento 3) (Figura 4.7) e 3 ordens de grandeza (experimento 7) (Figura
4.7).

Em paralelo, percebe-se acentuado consumo de nitrato nesses dois experimentos
(Figura 4.8), sendo 97 e 95% para 0s experimentos 3 e 7, respectivamente. Observa-se que no
experimento 7, mesmo tendo ocorrido praticamente o esgotamento do ion nitrato, manteve-se
ainda a inibicéo da reducéo de sulfato, registrando-se apenas um consumo de 4,5% do sulfato
disponivel. Provavelmente, a manutencdo de uma alta concentracdo de BRN associada a uma
injecdo de 727,5 mg/L de nitrato tenham sido responséveis, considerando também que houve
a deteccéo, a esse intervalo de tempo, de 13,45 mg/L de nitrito (Figura 4.9) no meio. Ressalta-
se, no entanto, que esta concentracdo de nitrito ndo foi suficiente para elevar o valor do
potencial redox do meio, ou seja, o potencial manteve-se baixo (-127,9 mV) e assegurou o

crescimento de BRS e permitiu ainda uma baixa producéo de sulfeto, de 4,8 mg/L.

O experimento 9 foi expresso pelos valores médios de triplicatas e, como ponto central
do planejamento experimental, permitiu analisar a influéncia das concentragdes iniciais
intermediérias de micro-organismos e nitrato na mitigagdo de souring, ou seja, 10* NMP/mL
para a concentracdo de BRS e BRN e 427,5 mg/L para a concentragcdo de nitrato. Aqui,
mediante a injecdo de 427,5 mg/L de nitrato, a populagdo de BRN apresentou uma variagéo
positiva, subindo duas ordens de grandeza, enquanto a populacdo de BRS sofreu uma queda
de 4 ordens de grandeza, ou seja, apresentou uma variagéo de -4 (Figura 4.7). O consumo de
nitrato de 62,7%, aliado a uma alta producéo de 318 mg/L de nitrito (Figura 4.8), favoreceu a
oxidagdo do meio, alcancando-se valores elevados de potencial redox (+137,5 mV) (Figura
4.9). A interacdo desses fatores desencadeados propiciou a inibicdo quase que completa do
consumo de sulfato (0,45%) e a mitigacdo do sulfeto, que ndo passou de um valor médio de
1,4 mg/L.

A um intervalo de 7 dias de incubacdo, afere-se que as menores concentragdes de

sulfeto detectadas foram nos experimentos em que as populagdes de BRN e BRS foram
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inferiores a 10° NMP/mL, e a concentragdo minina inibitéria de nitrato para mitigar o souring

foi superior a 427,5 mg/L.

e Tempo de incubacdo de 14 dias:

As Figuras 4.10, 4.11 e 4.12 apresentam, respectivamente, a estimativa das variagdes
das populacfes de BRS e BRN, 0s consumos de nitrato e sulfato, a producéo de nitrito e o

potencial redox final para o tempo del4 dias de incubagéo.
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Figura 4.10: Estimativa das variacGes das populacfes de BRS e BRN a 14 dias de incubacdo no
planejamento experimental
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Figura 4.11: Consumos de nitrato e sulfato a 14 dias de incubacdo no planejamento experimental

38,9
3.9 344 327

Figura 4.12: Producdo de nitrito e sulfeto e valores de potencial redox final a 14 dias de incubagdo no
planejamento experimental.
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Analisando-se os experimentos 1 e 5, com concentragdes iniciais de BRS e BRN de
10" NMP/mL, percebe-se que a 14 dias de incubacdo ocorre uma mudanga significativa no
perfil de variagdo da concentragdo dos micro-organismos, principalmente em relagdo ao
experimento 1. A esse intervalo de incubagédo, no experimento 1, em que a aplicacéo inicial de
nitrato foi de 127,5 mg/L, a populagdo de BRS cresceu 7 ordens de grandeza (10 NMP/mL),
enquanto que a de BRN ganhou apenas uma ordem de grandeza (10> NMP/mL) (Figura 4.10),
ou seja, a injegdo inicial de 127,5 mg/L de nitrato ndo foi capaz de manter o crescimento de
BRN nesse intervalo de tempo. Os dados demonstram que o elevado crescimento das BRS
implicou na produgéo de 42,2 mg/L de sulfeto, uma vez que o consumo de sulfato registrado
foi de 64,6% (Figura 4.11). O sulfato atingiu esse percentual de consumo provavelmente pela
indisponibilidade do ion nitrato no sistema, uma vez que este foi consumido em cerca de 91%
(Figura 4.11). J& no experimento 5, a injecéo de 727,5 mg/L de nitrato a 14 dias de incubago,
continuou mantendo a queda de uma ordem de grandeza da populagdo de BRS. Em
contrapartida, manteve em uma ordem de grandeza a populacdo de BRN em relacéo a sua
concentracdo inicial (Figura 4.10). A presenca de um potencial redox alto (+215,45 mV)
(Figura 4.12), como possivel consequéncia da permanéncia de ion nitrito no meio (140,5
mg/L), pode ter assegurado a baixa producéo de sulfeto (8,3 mg/L) (Figura 4.12) e o reduzido
consumo de sulfato (11,13%) (Figura 4.11).

Nos experimentos 4 e 8 que se iniciaram com 10" NMP/mL de BRS e BRN, percebe-
se que independentemente da concentragdo de nitrato injetada, altas concentragdes de sulfeto
foram detectadas, 40 e 34,4 mg/L de sulfeto, nos experimentos 4 e 8, respectivamente (Figura
4.12). Outros fatores a serem destacados sdo o consumo total de nitrato nos dois experimentos
e 0 acentuado consumo de sulfato, da ordem de 60,59% (experimento 4) e 55, 9 %
(experimento 8) (Figura 4.11). O acentuado consumo de sulfato nos dois experimentos reflete
as elevadas populacdes de BRS presentes, 10° NMP/mL (experimento 4) e 10’ NMP/mL
(experimento 8) (Figura 4.10). Considera-se, mais uma vez, que esgotada a fonte de nitrato,
passa a ocorrer o consumo de sulfato por parte das BRS. Baixos valores de potencial redox
medidos nos experimentos 2 (-184,3 mV) e 8 (-188,95 mV) foram essenciais para a

manutencdo de uma populacgdo ativa de BRS num intervalo de 14 dias.

Quando as concentracfes de BRS foram cerca de 10° NMP/mL maiores gue as
concentracdes de BRN (experimentos 2 e 6), a partir de 14 dias de incubag&o percebe-se que,
independentemente das concentracbes de nitrato inicialmente injetadas, ndo foi possivel

mitigar a produgédo de sulfeto, registrando-se valores de 27,3 e 23,9 mg/L de sulfeto nos
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experimentos 2 e 6, respectivamente. Nota-se, que mesmo que a variagcdo da populagdo de
BRS tenha sofrido queda de duas ordens de grandeza no experimento 6 (Figura 4.10), isso
ndo foi satisfatorio para conter a producéo de 23,9 mg/L de sulfeto no sistema (Figura 4.12).
O consumo quase que total de nitrato (98%), em ambos os experimentos, possibilitou a
reducdo de 42 e 44% do sulfato disponivel, respectivamente, nos experimentos 2 e 6.
Ademais, é necessario apontar os baixos potenciais redox nesses experimentos, -153,9 e -
159,8 mV (Figura 4.12), talvez decorrentes da auséncia de nitrito residual. Como constatado
no intervalo de 7 dias, a presenca de baixas populacdes de BRN podem néo assegurar, mesmo

mediante alta aplicacéo de nitrato, a mitigacéo do sulfeto.

Nos experimentos 3 e 7, nos quais a concentragdo inicial de BRN foi 10° NMP/mL
maior que a concentragdo inicial de BRS, observa-se que a concentragdo de BRN nos
experimentos 3 e 7, diminuiu 7 e 6 ordens de grandeza, respectivamente (Figura 4.10). A
queda nas populacGes de BRN provavelmente deu-se pelo esgotamento da fonte de nitrato,
pois nesses experimentos o nitrato foi totalmente consumido (Figura 4.11). Em paralelo,
constata-se que a concentracdo de BRS com 14 dias de incubagéo, nos experimentos 3 e 7,
aumentou em 2 e 4 ordens de grandeza, respectivamente (Figura 4.10), com consumos
registrados de sulfato de 43% (experimento 3) e 55,9% (experimento 7). Assim, revelou-se
que, independentemente da concentragcdo de nitrato inicialmente injetada, a producéo de
sulfeto foi de 31,1 e 38,9 mg/L nos experimentos 3 e 7, respectivamente, mantendo-se baixos

os valores de potencial redox (-164,4 e -187,5 mV).

Testando-se concentragdes iniciais intermediarias de BRS e BRN, mediante a injecéo
de 427,5 mg/L de nitrato, percebe-se que ndo houve a inibi¢cdo da producéo de sulfeto a um
intervalo de 14 dias de incubagdo (32,7 mg/L) (Figura 4.12). A alta produgdo de sulfeto
associou-se com a queda acentuada da populacdo de BRN em 3 ordens de grandeza e com a
recuperacdo da populagdo de BRS, que atingiu a mesma ordem de grandeza inicial (10*
NMP/mL) (Figura 4.10). O declinio da concentracdo de BRN deu-se pelo esgotamento da
fonte de nitrato, pois a esse intervalo de tempo, todo o nitrato disponivel havia sido

consumido e cerca de 45% do sulfato reduzido pela agdo das BRS (Figura 4.11).

Até o presente momento, percebe-se que a mitigagdo de sulfeto a intervalo de 14 dias
e, mediante uma Unica aplicacdo de nitrato, passa a ser em condigdes nas quais as populacdes
iniciais de BRN e BRS encontram-se baixas (10" NMP/mL) e a concentracdo de nitrato alta
(727,5 mg/L).
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As Figuras 4.13, 4.14 e 4.15 apresentam, respectivamente, a estimativa das variagdes
das populactes de BRS e BRN, 0s consumos de nitrato e sulfato, a producéo de nitrito e o
potencial redox final para o tempo de 28 dias de incubacéo.
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Figura 4.13: Estimativa das variacfes das populacGes de BRS e BRN a 28 dias de incubagdo no
planejamento experimental
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Figura 4.14: Consumos de nitrato e sulfato a 28 dias de incubagdo no planejamento experimental
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Figura 4.15: Producdo de nitrito e sulfeto e valores de potencial redox a 28 dias de incubagdo no
planejamento experimental

Experimentos nos quais concentragdes baixas de BRS e BRN foram empregadas
(experimentos 1 e 5), 10' NMP/mL, uma injecdo de 727,5 mg/L de nitrato (experimento 5)
conseguiu manter uma variacdo de populagdo negativa para as BRS em uma ordem de
grandeza (Figura 4.13), o que implicou na baixa produgéo de sulfeto (9,4 mg/L) (Figura 4.15).
Constatou-se que no experimento 5, a permanéncia do ion nitrito no meio (95 mg/L)
assegurou a manutengdo de um potencial redox alto (+347,3 mV) (Figura 4.15). Percebeu-se
que o consumo de nitrato em torno de 65% ainda impediu a reducdo de sulfato, que ndo
passou de 13,8% (Figura 4.16). Em detrimento, o0 emprego da menor concentragéo de nitrato,
127,5 mg/L (experimento 1), ndo impediu, ao longo de 28 dias de incubagéo, o crescimento
de 5 ordens de grandeza da populagcdo de BRS e provocou a queda em uma ordem de
grandeza da populacdo de BRN. Nessas condicdes, o nitrato esgotou-se (100% consumido) e
a reducdo de sulfato atingiu 73,0% (Figura 4.14). Assim, o sulfeto ndo foi mitigado,
registrando-se valores de 45,6 mg/L (Figura 4.15), com correspondente potencial redox de -
162,5 mV.

Nos experimentos nos quais ocorreu a aplicagéo de altas concentragdes de BRS e BRN
(experimentos 4 e 8), independentemente da concentracdo inicial de nitrato injetada,
registraram-se a producdo de 43,3 e 41,4 mg/L de sulfeto nos experimentos 4 e 8§,

respectivamente (Figura 4.15). Atesta-se que nesses dois experimentos houve o esgotamento
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da fonte de nitrato (100% consumido) e consumo de 70,6% (experimento 2) e 68,80%
(experimento 8) do ion sulfato (Figura 4.14), onde registraram-se potenciais redox de -153,0
mV (experimento 2) e -173,6 mV (experimento 8) (Figura 4.15). Em relacdo as BRS, no
experimento 8 (727,5 mg/L de nitrato injetado) ndo houve alteracdo na concentragdo de BRS,
ou seja, a populagdo foi mantida em torno de 10" NMP/mL (Figura 4.13). Entretanto, nesse
mesmo experimento, a populagdo de BRN diminuiu 5 ordens de grandeza (Figuras 4.17).
Assim, afere-se que as altas concentracfes de BRS mantidas foram responsaveis pela alta
producéo de sulfeto. A manutengdo da mesma concentragdo de BRS no experimento 8 pode
ser associada ao consumo dos ions nitrato por esses micro-organismos que, em altas
concentragdes ocasionou um desvio metabdlico no inicio dos experimentos, e ap6s um
eventual esgotamento dessa fonte passou a reduzir o sulfato. No experimento 4, nota-se que as
BRN diminuiram duas ordens de grandeza a 28 dias de incubagéo (Figura 4.16) enquanto a
concentracdo de BRS se manteve praticamente inalterada, resultando na alta producéo de

sulfeto, em valores até maiores do que quando empregaram-se 727,5 mg/L de nitrato.

Nos experimentos nos quais as concentracdes iniciais de BRS foram 10° NMP/mL
maiores que as concentragdes iniciais de BRN, a injegdo de maiores concentragdes de nitrato,
a 28 dias de incubagdo, ndo impediu a producéo de altos valores de sulfeto. No experimento 2
foi registrado uma producdo de 41,9 mg/L de sulfeto e no experimento 6 uma produgéo de
52,9 mg/L, a maior atingida nos experimentos (Figura 4.15). Em relacdo as variacOes de
populagéo, no experimento 6 observou-se um aumento de 3 ordens de grandeza na populagéo
de BRS (Figura 4.13). Em contrapartida, nessa mesma condigdo, a populagdo de BRN
diminuiu uma ordem de grandeza (Figura 4.13). Para o experimento 2, em 28 dias de
incubacio, houve a manutencio de uma alta populagdo de BRS (10’ NMP/mL) com queda de
uma ordem de grandeza na concentracéo de BRN. A 28 dias de incubacéo, o sulfato reduzido
alcancou 68 e 85% (Figura 4.14), nos experimentos 2 e 6, respectivamente, com

concomitantes baixos valores de potencial redox, -153,0 e -167,45 mV (Figura 4.15).

Nos experimentos 3 e 7, nos quais as concentracdes iniciais de BRN foram 10°
NMP/mL maiores que as concentragdes de BRS, em 28 dias de incubagdo, nota-se que a
concentracdo de BRN sofreu uma queda de 7 ordens de grandeza nos dois experimentos,
enquanto a concentracdo de BRS aumentou em 4 e 6 ordens de grandeza nos experimentos 2 e
6, respectivamente (Figura 4.13). Altas populagdes de BRS nos dois experimentos
provocaram a producdo de 34,8 (experimento 3) e 50,8 mg/L de sulfeto (experimento 7)

(Figura 4.15), corroborando com os altos percentuais de reducdo de sulfato de 50,20 e
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80,35%, respectivamente, nos experimentos 3 e 7 (Figura 4.14). Destacando sempre a
manutencdo de baixos valores de potencial redox, -169,3 mV (experimento 3) e -183,0 mV

(experimento 7).

No experimento 9, que testou concentragdes intermediarias de BRS e BRN, bem como
concentragdes intermediarias de nitrato, percebe-se claramente que apds o esgotamento do ion
nitrato no sistema (100% consumido) (Figura 4.14) houve queda acentuada na populacdo de
BRN (Figura 4.13). A reducédo do sulfato alcangou 53,5% (Figura 4.14), mesmo com uma
perceptivel queda da populagdo de BRS. De qualquer modo, essas interacfes foram
suficientes para a producdo de 37,7 mg/L de sulfeto e para a manutengdo de um potencial
redox baixo (-183,7 mV) (Figura 4.15).

Para o intervalo de 28 dias de incubag&o, a condigdo em que ocorreu a mitigagdo de
sulfeto foi considerada a mesma que no intervalo de 14 dias de incubagdo. Assim, a mitigagao
de sulfeto se deu mediante uma Unica aplicagdo de nitrato no experimento em que as
populagdes iniciais de BRN e BRS encontravam-se baixas (10 NMP/mL) e a concentragéo de

nitrato alta (727,5 mg/L), ou seja, condicdes estabelecidas no experimento 5.

A andlise dos dados sem tratamento estatistico permitiu o entendimento da
interferéncia isolada de alguns parametros na produgéo de sulfeto. Embora perceba-se que 0s
resultados obtidos pelo tratamento estatistico autenticam a analise efetuada, de um modo geral
assegura-se que a mitigagdo da producdo de sulfeto no sistema necessita levar em conta as
concentragdes celulares iniciais, bem como a dose minima necessaria de nitrato para tratar o
sistema. Fica claro que o regime de tratamento deve ser também investigado, uma vez que
percebeu-se que em todos 0s experimentos o esgotamento da fonte de nitrato provocou a
reducdo de sulfato no sistema, com conseqiiente producdo de sulfeto. Outros aspectos também
deveriam ser considerados, pois o0 planejamento experimental contemplou apenas a
interferéncia dos micro-organismos plancténicos no problema investigado sob condigéo
estdtica, e tdo pouco analisou a possibilidade de ocorréncia de corrosdo relacionada ao
tratamento com nitrato. Sendo assim, o presente estudo procurou reproduzir a melhor
condigdo experimental em um sistema agitado, a0 mesmo tempo em que investigou a
ocorréncia de corrosdo em sistemas tratados com nitrato. Continuamente tem-se falado aqui
no texto em estabelecer as condicdes ideais para mitigar a producéo de sulfeto. A anélise dos

dados mostrou que a melhor condicdo foi aquela estabelecida no experimento 5, que manteve,
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até um intervalo de 28 dias, os indices baixos da producdo de sulfeto. No entanto, como a
finalidade do estudo é estabelecer a menor producdo de sulfeto, constata-se que o menor valor
foi encontrado nos experimentos centrais do planejamento experimental a um intervalo de
tempo inferior a 14 dias. Portanto, determinou-se que essa condi¢do seria reproduzida no

sistema agitado.

4.4. Producdo de Sulfeto em Sistema Agitado

Nesta etapa, foram realizados ensaios com os dados levantados para mitigacdo de
sulfeto no planejamento experimental. Assim, empregaram-se como condigdes iniciais de
operacdo do biorreator aquelas relacionadas aos pontos centrais, ou seja, concentragdes
iniciais de BRS e BRN de 10* NMP/mL e nitrato de 427,5 mg/L em um tempo inferior a 14
dias. A descrigdo detalhada das condi¢Ges operacionais de cada batelada foi apresentada no
Quadro 3.1 (item 3.6). Foram contemplados: o modo de aplicagéo do nitrato e a relagdo do
tratamento com 0 processo corrosivo. Nesta etapa experimental efetuaram-se diariamente
analises das variaveis investigadas (descritas no Quadro 3.1), uma vez que o possivel
esgotamento de nitrato seria um dos fatores desencadeadores da producdo de sulfeto no
sistema, bem como a variagdo temporal dos micro-organismos envolvidos. Os resultados
foram avaliados em funcdo das anélises dos valores de sulfeto total, das concentragdes de
BRS e BRN planctonicas e dos valores de sulfato detectados ao longo do processo nas
distintas bateladas. Também foi feita a andlise comparativa da biogénese de sulfeto total
produzido diariamente na auséncia de nitrato e diante de aplicacdo Unica ou intermitente de
nitrato. Por fim, analisou-se o processo corrosivo envolvido em sistemas que utilizam o
nitrato como alternativa de controle de souring, avaliando-se concomitantemente o papel dos

micro-organismos sésseis.

4.4.1. Atividade de BRS planctonicas e geracéo de sulfeto na auséncia de nitrato — ensaio

Controle

No ensaio Controle estabeleceu-se apenas a concentragdo inicial de BRS em 10*
NMP/mL, sendo o experimento realizado na auséncia de nitrato e de BRN. Com isso,

determinou-se a producdo biogénica de sulfeto em sistema néo tratado com nitrato e sem a
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interferéncia de BRN. O processo foi monitorado diariamente, sendo as determinagdes

analiticas executadas durante o ensaio apresentadas na Figura 4.16 a seguir.
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Figura 4.16: Variacdo da concentracdo de BRS, sulfato e sulfeto total durante o ensaio Controle
(batelada 1) - concentracéo inicial de BRS de 10* NMP/mL e auséncia de BRN e nitrato.

Percebe-se que a geracao de sulfeto ocorreu vinculada a reducéao de sulfato a partir do
segundo dia. Como se sabe, a producéo de sulfeto é associada ao crescimento das BRS em
decorréncia do metabolismo desassimilativo do sulfato. A partir do 3° dia, observa-se
claramente um aumento da taxa de producdo de sulfeto total acumulado. No entanto, os
valores de sulfeto determinados (35,5 a 248,5 mg/L) sdo consideravelmente maiores que 0s
esperados somente pela reducéo de sulfato (25,0 a 66,7 mg/L). Como também constatado por
Vieira (2003), os valores elevados de sulfeto podem ser resultado de outros fendmenos no
meio reacional. Uma hipétese seria a liberagdo de sulfeto pela transformacdo
quimica/biolégica de compostos sulfurosos presentes na agua produzida. Ocorre também,
como destacado por Aitani; Ali; Al-Ali (2000), a capacidade de algumas espécies de BRS de
promoverem a dessulfurizagdo anaerdbia de compostos de enxofre encontrados no petréleo,
que poderiam estar presentes na &gua produzida, como por exemplo o benzotiofeno e o

dibenzotiofeno.
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Com relagdo a populacdo de BRS, observou-se que esta aumentou simultaneamente
com a reducéo de sulfato, atingindo um méximo no 5° dia (10** NMP/mL), que ainda foi
mantido no 6° dia, sofrendo em seguida reduco gradual até o fim do ensaio (10° NMP/mL).
Ou seja, apesar da reducéo de concentragdo do 6° para o 10° dia, constatou-se que a populagio
de BRS ao final do experimento apresentava valor superior (10° NMP/mL) a populagéo inicial
(10* NMP/mL). A reducdo da populacéo de BRS ocorreu quando foram atingidos os valores
maximos de sulfeto no meio reacional. Portanto, a reducdo da populacdo de BRS pode ser
atribuida a toxicidade de sulfeto sobre algumas espécies deste grupo microbiano. Embora o
mecanismo exato de inibi¢do por sulfeto seja desconhecido, atribui-se a inativacdo de células
a permeabilidade do sulfeto ndo dissociado para dentro das células, com consequente
destruicdo de suas proteinas (POSTGATE, 1984). Ou ainda, como destacado por Tang;
Baskaran; Nemati (2009), citando os trabalhos de Reis et al. (2000) e Nagpal et al. (2000), a
inibicdo das BRS por sulfeto seria devido a reagdo de H,S com metais ou precipitados
metélicos presentes no meio reacional, privando as células de elementos tracos essenciais ao
seu metabolismo. Tang; Baskaran; Nemati (2009), relatando diversos estudos, citam faixas de
niveis inibitérios de sulfeto total de 64-2059 mg/L e de H,S ndo dissociado de 57-550 mg/L,
corroborando os dados obtidos no presente estudo (concentragGes de sulfeto total em torno de
249 mg/L a partir do 6° dia).

4.4.2. Atividade de BRS e geracdo de sulfeto na presenca de BRN mediante uma Unica

injecdo de nitrato

Neste ensaio foram estabelecidas as mesmas condigdes iniciais do ponto central do
planejamento experimental, ou seja, concentracdes iniciais de BRS e BRN de 10* NMP/mL e
uma unica injecdo inicial de nitrato de 427,5 mg/L. Com isso, permitiu-se estabelecer a
producdo biogénica de sulfeto em sistema tratado com uma Unica dose de nitrato sob a
interferéncia de BRN. Como ocorreu no ensaio Controle, o processo foi monitorado
diariamente, sendo as determinagdes analiticas executadas durante o ensaio apresentadas na
Figura 4.17.
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Figura 4.17: Variacdo das concentragdes de BRS, BRN, sulfato e sulfeto total durante a batelada 2 —
concentragdes iniciais de BRS e BRN de 10* NMP/mL e injecdo Unica de 427,5 mg/L de nitrato.

Analisando-se o perfil da producédo de sulfeto total acumulado neste ensaio, percebe-se
0 mesmo comportamento identificado no ensaio Controle, ou seja, a geracdo de sulfeto ndo
pode ser atribuida unicamente a reducdo de sulfato, conforme sugerido anteriormente. Uma
observagdo pertinente diz respeito aos valores de sulfeto registrados neste ensaio quando
comparados aos valores de sulfeto do ensaio Controle. A injecdo inicial de 427,5 mg/L de
nitrato, aliada & presenca de uma populacdo inicial de 10* NMP/mL de BRN, inibiu a
biogénese de sulfeto nos trés primeiros dias de ensaio, alcangando ao final desse periodo uma
concentragdo de sulfeto total (23,7 mg/L) 33% menor que a obtida no ensaio Controle (35,5
mg/L). Provavelmente, no inicio do ensaio a disponibilidade do ion nitrato no meio reacional
ocasionou a inibi¢do da reducdo desassimilativa do sulfato pelas BRS. No entanto, mesmo na
presenca de nitrato, ainda houve producéo de sulfeto, reforcando a hipdtese da existéncia de
outros meios de producdo de sulfeto, ndo afetados pela presenca de nitrato e BRN. Ou seja, a
reducdo da producdo de sulfeto detectada seria referente somente aquela associada ao
metabolismo das BRS. No 4° dia de processo, o teor de sulfeto total acumulado foi superior

ao do ensaio Controle, correspondendo a um aumento de cerca de 106% em relacéo ao valor
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determinado no 4° dia do ensaio Controle. A evolucdo de sulfeto ocorreu até o quinto dia,
provavelmente pelo esgotamento da fonte de nitrato e pela atuagéo da populacdo de BRS. A
partir do quinto dia até o final do processo, a concentracdo de sulfeto no meio reacional
manteve-se inalterada, ao redor de 330 mg/L, valor maior do que a concentragdo detectada no
ensaio Controle, que ndo ultrapassou 260 mg/L; indicativo de uma atividade de BRS mais

efetiva neste ensaio.

Com relacdo as concentracdes de sulfato no meio reacional, constatou-se um aumento
do quinto ao sétimo dia de processo, diferentemente do que ocorreu no ensaio Controle. Esse
aumento pode ser atribuido a acdo de BRN-OS (bactérias redutoras de nitrato oxidantes de
sulfeto) possivelmente presentes no consoércio enriquecido de BRS. Trabalhos como os de
Greene et al. (2003), Nemati; Jenneman; VVoordouw (2001) e Gevertz et al. (2000) descrevem
a importante atuacdo desse grupo microbiano em sistemas tratados com nitrato, como
responsavel pela reducdo dos niveis de sulfeto ao promover sua oxidagdo a sulfato ou a

enxofre elementar.

Quanto a variacdo das populagdes microbianas, percebe-se que a concentracdo de BRS
diminui até duas ordens de grandeza nos dois primeiros dias, mas retoma o0 crescimento,
retornando a concentracdo inicial de 10* NMP/mL ao terceiro dia. O crescimento continua,
atingindo o seu valor méximo (3,5 x 10° NMP/mL) no quinto dia e se mantém constante até o
fim do ensaio. Em contrapartida, a concentragdo de BRN se eleva em trés ordens de grandeza
nos dois primeiros dias, se mantém praticamente inalterada nas 24 horas seguintes, quando
sofre um decréscimo até o valor inicial (10* NMP/mL), pouco variando até o fim do processo.
Essa dindmica pode ser atribuida ao metabolismo prevalente das BRN devido a injecdo de
nitrato. Varios estudos indicam que a presenca de nitrato favorece o crescimento das BRN em
detrimento das BRS, embora, a0 mesmo tempo, pode permitir o crescimento ou a sobrevida
das espécies de BRS capazes de utilizar também o nitrato como aceptor final de elétrons
(DUNSMORE et al., 2004; CYPIONKA, 1995; MOURA et al., 1997). Neste estudo, pode-se
constatar que uma ou mais populagdes de BRS ndo foram capazes de utilizar nitrato em
substituicdo ao sulfato, ou foram inibidas pela presenca de nitrato ou nitrito (um possivel
produto da reducéo desassimilativa do nitrato), o que propiciou uma reducéo consideravel da
concentracdo inicial. No entanto, as células sobreviventes prontamente se recuperaram. Essa
constatacdo permite inferir que sistemas tratados com uma Unica aplicacdo de nitrato, que

eventualmente estejam sujeitos & ocorréncia de espécies de BRS que utilizem o nitrato,
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podem, dependendo das condi¢fes microbioldgicas iniciais, resultar em aumento da producédo

de sulfeto apds o esgotamento da fonte de nitrato.

A analise dos dados levantados no sistema agitado corroboram os prognosticos feitos
para 0s ensaios estaticos do planejamento experimental na mesma condi¢do, ou seja, a
ocorréncia de uma relagdo direta entre as concentracdes iniciais de micro-organismos e do ion
nitrato disponivel e seu tempo de permanéncia no sistema. Ainda, nota-se, que a reproducéao
das condicbes do planejamento experimental no sistema agitado desencadeou uma
intensificagdo da produgéo de sulfeto. Ou seja, ao se propor uma simulagédo mais condizente
com as caracteristicas de um reservatorio, percebeu-se que diante de uma populagio de BRS e
BRN em torno de 10 NMP/mL e de uma Unica dosagem de 427,5 mg/L de nitrato, a
producéo de sulfeto total acumulado alcancou valores proximos a 24 mg/L em apenas trés
dias de processo. Ao passo que no sistema estatico a producéo de sulfeto alcangcou um valor

medio de 0,9 mg/L ap6s 7 dias de processo.

4.4.3. Atividade de BRS e geracgdo de sulfeto na presenca de BRN mediante injegdes

intermitentes de nitrato

A finalidade deste ensaio foi testar o modo de aplicacdo do nitrato necessario a
mitigacdo do sulfeto. Para tanto, tomou-se a melhor condicéo estabelecida no planejamento
experimental, na qual as concentracdes iniciais de BRS e BRN foram de 10° NMP/mL com

uma aplicacéo inicial de 427,5 mg/L de nitrato.

Determinou-se como ponto de partida para a aplicagdo intermitente do nitrato, o
momento em que ocorresse visualmente a formag&o de sulfeto de ferro no meio reacional, ou
seja, 0 escurecimento do meio reacional. Como anteriormente demonstrado nas bateladas
realizadas, a formacdo do sulfeto de ferro era perceptivel no terceiro dia de processo, isso
tanto no ensaio Controle (batelada 1) quanto no ensaio com o nitrato aplicado somente no
inicio do processo (batelada 2). As aplicagbes foram executadas diariamente até que houvesse
a completa auséncia de sulfeto de ferro e a paralisagdo da producéo diéria de sulfeto total no
sistema. Cada aplicagéo foi feita de modo a estabelecer no meio reacional uma concentracgéo
de 427,5 mg/L de nitrato. Para tanto, nos calculos foram considerados os valores residuais de
nitrato no sistema. A Figura 4.18 apresenta as variaveis analisadas durante a realizacdo do

ensaio.
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Figura 4.18: Variacdo das concentragdes de BRS, BRN, sulfato e sulfeto total durante a batelada 3 —
concentragdes iniciais de BRS e BRN de 10* NMP/mL e injecBes intermitentes de nitrato.

A injecdo inicial de nitrato, como na batelada 2, provocou uma redugéo de 29,6% nos
niveis de sulfeto nos trés primeiros dias de processo, em comparagdo aos niveis obtidos no
mesmo periodo no ensaio Controle. Outro ponto a ser destacado, e que também foi ressaltado
na analise da batelada 2, foi a possibilidade de atuacdo de BRN-OS nos ensaios, uma vez que

também foi observado aumento nos niveis de sulfato no reator.

Como também registrado na batelada 2, a concentracdo de BRS sofreu uma queda
inicial (de apenas uma ordem de grandeza), seguida de uma recuperacao, retornando ao valor
correspondente a concentracdo inicial entre o segundo e terceiro dia de processo.
Diferentemente da batelada 2, a populacdo de BRS no quarto dia de processo apresentou um
aumento consideravel (10 NMP/mL), concluindo-se que a injecdo de nitrato estimulou o
crescimento de espécies de BRS que utilizam o nitrato como aceptor final de elétrons. De
fato, as injecBes diarias de nitrato permitiram manter elevada a concentracdo de BRS no
decorrer do processo, 0 que nédo resultou em aumento da producdo de sulfeto total acumulado,

pois logo apds a primeira injecdo de nitrato ocorreu uma queda de 13,5% na producdo de
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sulfeto total acumulado em comparag&o aos valores estimados na batelada 2, submetida a uma
Unica injecdo de nitrato. Afere-se que as injecBes intermitentes de nitrato no reator
determinaram, ao final do processo, uma diminuicdo de cerca de 16% dos niveis de sulfeto

total acumulado em relagéo aos valores da batelada 2.

Inicialmente, a populacéo de BRN apresentou praticamente 0 mesmo comportamento
da batelada 2, ou seja, até o segundo dia de processo a populacdo aumentou quatro ordens de
grandeza (de 10* para 108 NMP/mL), o que lhe assegurou um ganho de competicdo com as
BRS e, conseqlientemente, a reducdo dos niveis de sulfeto produzido, como constatado
anteriormente. E, apesar das injecOes diérias de 427,5 mg/L de nitrato, a concentragdo de
BRN decresceu ou se manteve constante, voltando a haver aumento no nono e décimo dias de
processo (107 e 108 NMP/mL, respectivamente), ou seja, a populagio manteve-se em torno de
10° NMP/mL mesmo com a disponibilidade do fon no meio reacional. Portanto, em situacoes
em que espécies de BRS que utilizam nitrato estdo presentes, aplicagdes intermitentes de
nitrato podem apenas inibir a reducdo de sulfato e ndo a atividade desse grupo microbiano,

com a eventual auséncia do ion desencadeando novamente a producao de sulfeto.

4.4.4. Avaliacdo comparativa da biogénese de sulfeto

Neste item discutir-se-80 os valores de sulfetos totais diariamente produzidos e sua
relagdo com os valores de nitrato consumidos e de nitrito registrados no processo. A Figura

4.19 a seguir apresenta a variagdo dos valores acima citados nas bateladas 1, 2 e 3.
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Figura 4.19: Variagdo das concentracOes diarias de sulfeto total, nitrato consumido e nitrito durante as
bateladas 1 (A - concentragdo inicial de BRS de 10 NMP/mL e auséncia de BRN e nitrato) e 2 (B -
concentragdes iniciais de BRS e BRN de 10° NMP/mL e injegdo Gnica de 427,5 mg/L de nitrato).
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Figura 4.19: Variacdo das concentracdes diarias de sulfeto total, nitrato consumido e nitrito durante a
batelada 3 (C - concentrages iniciais de BRS e BRN de 10° NMP/mL e injecBes intermitentes de
nitrato).

Comparativamente, os valores de sulfeto total diario nas bateladas 1, 2 e 3 assumem 0
mesmo comportamento cinético. No entanto, percebe-se que os valores numéricos apresentam
certas particularidades. No ensaio Controle (batelada 1- Figura 4.19 A), o épice da produgéo
diaria de sulfeto total se deu no sexto dia de processo (131 mg/L), sofrendo brusca queda logo
em seguida, e ao final de 10 dias de processo registrando-se um valor de apenas 4,9 mg/L de
sulfeto. A méxima producdo de sulfeto coincidiu com a queda da populagdo de BRS,
constatando-se o efeito inibitorio do sulfeto sobre algumas espécies de BRS presentes no
consorcio. Assim, em um sistema agitado, na auséncia de nitrato e sem a interferéncia de
BRN, e mediante uma populaco inicial de BRS de 10* NMP/mL, a maior producdo de

sulfeto total ocorreu no sexto dia de processo.

Ao se analisar a batelada 2 (Figura 4.19 B) nota-se que o apice da producéo de sulfeto
(185,7 mg/L) ocorreu no quinto dia de processo, representando um aumento de cerca de 42%,
quando comparado ao maior valor registrado no ensaio Controle. A aplicagdo inicial de
nitrato no sistema assegurou uma menor producdo diéria de sulfeto até o terceiro dia de
processo, sendo essa reducgdo de 36% e 23%, comparativamente aos valores diarios obtidos na

batelada 1, no segundo e terceiro dias de processo, respectivamente. Ao sexto dia de processo,
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foi registrada queda acentuada da produgéo diéria de sulfeto, que se manteve baixa (1,8 mg/L)
nos dias subsequentes. Analisando-se 0 consumo de nitrato, ao terceiro dia de processo cerca
de 93,4 % do ion ja havia sido consumido e o nitrato residual (28,2 mg/L) ndo foi suficiente
para conter a producéo diaria de 127,8 mg/L de sulfeto medida no quarto dia. O nitrito s foi
detectado no primeiro dia do processo, 0 que indica seu uso subseqliente pelos micro-

organismos

Os resultados obtidos provam, como continuamente destacado no decorrer do trabalho,
que a presenca de nitrato permite tanto o crescimento de BRN quanto de espécies de BRS que
utilizam o nitrato, e que o esgotamento desse ion desencadeia novamente a producéo de
sulfeto que, no presente trabalho, atingiu valor superior ao determinado para 0 ensaio

Controle.

O perfil das producdes diérias da batelada 3 (Figura 4.19 C) foi semelhante ao da
batelada 2, embora algumas particularidades devam ser destacadas. Na batelada 3, a inje¢éo
inicial de nitrato também manteve baixos os niveis de sulfeto totais diarios, quando
comparados ao Controle, apenas até o segundo dia de processo. Ao terceiro dia de processo
registrou-se um pequeno aumento para 17,2 mg/L; valor semelhante ao do registrado para o

ensaio Controle (15,7 mg/L).

O acelerado consumo de nitrato na batelada 3 pode ser uma possivel explicagdo para a
ndo deteccdo de nitrito no meio reacional. Visualmente, como anteriormente destacado, a
formacdo de sulfeto de ferro no meio reacional foi o ponto de partida para o inicio das
injecOes intermitentes de nitrato. A primeira injecdo de nitrato, no terceiro dia de processo,
promoveu uma reducgdo do nivel de sulfeto total diario de 12,4%, quando comparado ao valor
determinado na batelada 2. A aplicagdo subseqiiente de 427,5 mg/L de nitrato (4° dia de
processo) também conferiu reducdo similar (12,7%) em relagdo aos valores da batelada 2.
Outro dado importante revelado foi o aumento das taxas de consumo do nitrato. Percebeu-se
que praticamente todo o nitrato injetado era rapidamente consumido no intervalo de 24 horas,
0 que corrobora com as altas populagdes de BRS e BRN quantificadas (Figura 4.18). Sendo
assim, pode-se concluir que as adi¢des intermitentes de nitrato desencadearam uma redugdo
gradual da producéo diéaria de sulfeto. No entanto, esta redu¢do ndo foi vinculada a redugéo da
populacio de BRS, pois ao final do processo quantificaram-se valores de 10° NMP/mL para

este grupo microbiano.
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4.4.5. Avaliagdo da biocorrosédo em aco carbono em sistema submetido ao tratamento

com nitrato

A produgdo biogénica de sulfeto é certamente um problema para a inddstria
petrolifera, principalmente devido aos processos de acidificacdo de reservatorios e aos riscos
associados a corrosdo. A efetividade do ion nitrato como inibidor seletivo da atividade de
BRS tem sido continuamente descrita na literatura (BDTKER et al., 2009; VOORDOUW,
2008; HUBERT; VOORDOUW, 2007; GARCIA-DE-LOMAS et al., 2007; DINNING et al.,
2005; DUNSMORE et al., 2004; GREENE et al., 2003) e, consequentemente, acabou por ser
associada ao controle da corrosdo biogénica do sulfeto. No entanto, alguns estudos tém
apresentado justamente os riscos de corrosdo relacionados ao emprego deste ion (BZDTKER
et al., 2008; REMPEL; EVITTS; NEMATI, 2006; HUBERT et al., 2005). Assim, neste
estudo, tornaram-se necessarias as investigagdes sobre o processo corrosivo que envolve 0 uso

do nitrato como alternativa de controle de souring.

No presente estudo, o planejamento experimental anteriormente realizado estabeleceu
que as melhores condigdes para mitigagcdo de sulfeto foram aquelas relacionadas aos pontos
centrais, ou seja, concentracfes iniciais de BRS e BRN de 10* NMP/mL e concentracao
inicial de nitrato de 427,5 mg/L em tempo inferior a 14 dias de processo. O estudo dessas
varigveis em sistema agitado apontou para a necessidade de aplica¢Bes intermitentes do ion
nitrato para a mitigagédo de souring, uma vez que o tempo de residéncia do nitrato no meio
reacional foi consideravelmente baixo, devido ao seu alto consumo pelas populagdes
microbianas presentes. Portanto, o estudo sobre o processo corrosivo foi direcionado em

funcdo de sistemas que aplicam intermitentemente o nitrato no controle de souring.

Na Tabela 4.7 sdo apresentadas as varidveis medidas durante os ensaios de
biocorroséo, a partir da exposi¢do de corpos de prova ao meio MAP na presenca de BRS e
auséncia de nitrato e BRN (batelada 4 - Controle) e mediante inje¢Ges intermitentes de nitrato
e na presenca de BRS e BRN (batelada 5). Toda a metodologia analitica das variaveis
investigadas nestes ensaios foi descrita no item 3.7. A discussdo subsequente foi em torno dos

dados aqui expostos.
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Tabela 4.7: Variaveis relacionadas a biocorrosdo medidas nos corpos de prova apés 10 dias de

exposicao.
Ensaios Biofilme Taxa de Corrovisidade
BRS BRN EPS Corrosao
(NMP/cm?)  (NMP/cm?)  (mg/cm?)  (mm/ano)
Batelada 4 — controle 6,2 x 10° 0,0414 0,09 Moderada
Batelada 5 — injecdes 4,3 x 10° 4,3 x 10° 0,1372 0,38 Severa

intermitentes de NO3

O monitoramento microbioldgico revelou a colonizagdo dos cupons expostos ao MAP
na presenca apenas de BRS planctonicas (populacio inicial de 10* NMP/mL - batelada 4 -
Controle). Decorridos os 10 dias de processo, detectou-se um alto nimero de BRS no
biofilme formado (6,2 x 10° NMP/cm?). O consideravel nimero de BRS demonstrou a
capacidade das BRS planctonicas na adesdo e colonizagdo de superficies sélidas, em
condic@es de cultivo consideradas propicias. Observa-se que o nimero de BRS presentes no
biofilme foi consideravelmente maior que o determinado em alguns estudos. Na literatura
encontram-se relatos de populagdes de BRS variando de 10% a 10° NMP/cm? em biofilmes
formados sobre cupons de aco carbono expostos a agua do mar e submetidos a altos teores de
fonte de carbono decorrentes da contaminacdo de despejos domesticos e industriais. Nesses
estudos as populagdes de BRS planctdnicas eram relativamente baixas, entre 10%-10°
NMP/mL, e freqlentemente estavam associadas a outras espécies microbianas, dentre elas
bactérias com capacidade de sintetizar exopolissacarideos (GONCALVES; SERVULO;
FRANCA, 2003; TORRES, 2001).

As condigdes nutricionais do meio MAP favoreceram uma colonizagdo mais intensa
dos corpos de prova pelas BRS, sendo a aderéncia provavelmente relacionada ao material
polimérico extracelular produzido pelas proprias BRS, o que inclusive j& foi descrito por
outros estudos (GALVAO, 2008; PEREZ et al., 2007; CHAN; XU; FANG, 2002). A presenca
de 0,0414 mg/cm? de exopolissacarideos (EPS) no biofilme, formados durante o ensaio
Controle (batelada 4), vem confirmar a existéncia de espécies capazes de sintetizar material

polimérico no consarcio enriquecido de BRS empregado no estudo.

Na batelada 5, sujeita a aplicacdes intermitentes de nitrato na presenca de BRS (10*
NMP/mL) e BRN (10* NMP/mL) na fase planctonica, registrou-se a formagao de um biofilme
constituido de um aumento considerdvel de ambas as populagBes, predominando uma
populacdo de BRN de 4,3 x 10° NMP/cm?, e uma populacéo de BRS de 4,3 x 10° NMP/cm?,
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Uma provavel razdo para o alto nimero de BRS sésseis no biofilme é a ocorréncia de espécies

de BRS capazes de utilizar o nitrato como aceptor final de elétrons durante o tratamento.

Segundo Sietz; Cypionka apud Dunsmore et al. (2004), a troca respiratdria de sulfato
por nitrato pelas BRS pode ocorrer mesmo quando concentrag@es ilimitadas de sulfato e
nitrato estdo presentes, o que acaba gerando competicdo entre BRS e BRN pelo ion nitrato
quando ambas as espécies quimicas estdo disponiveis no ambiente. Algumas espécies dos
géneros Desulfovibrio, Desulfobulbus e Desulfomonas séo capazes de utilizar nitrato como
aceptor final de elétrons, formando aménia como produto final, através de uma via
desassimilativa que envolve a agdo da enzima nitrato redutase (DUNSMORE et al., 2004;
CYPIONKA, 1995; MOURA et al., 1997). Bedtker et al. (2008) monitoraram o efeito a longo
prazo da aplicagdo de nitrato sobre a atividade de BRS e relataram que baixas aplicagdes
continuas do ion (cerca de 20,5 mg/L) foram capazes de reduzir a populacdo de BRS
presentes em biofilmes. No entanto, os autores destacaram que, embora o predominio no
biofilme tratado continuamente com nitrato fosse de populagdes de BRN (10° - 10’
célulasicm?), ocasionalmente houve a quantificagdo de populagdes de BRS até 10°

células/cm?.

Com relacéo aos valores de EPS presentes no biofilme, observa-se que a presenca de
BRN resultou em aumento consideravel da sintese do biopolimero, sendo determinado um
valor de 0,1372 mg/cm? de EPS em biofilmes formados sobre os cupons de ago carbono

expostos & 4gua de produgdo aos 10 dias de exposicao.

Com o propdsito de fundamentar os resultados levantados pelas anlises
microbioldgicas, bem como compor uma avaliacdo mais criteriosa dos biofilmes formados,
foram feitas observaces dos materiais aderidos aos corpos de prova através de microscopia
eletronica de varredura (MEV) (Figuras 4.20 e 4.22). Simultaneamente, algumas partes
visualizadas por MEV foram analisadas por espectroscopia de energia dispersiva (Figuras

4.21 e 4.23), que séo apresentados nas figuras a seguir.
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COFFE

Figura 4.20: Micrografia E a de Varredura dos biofilmes formados ela expsigéo de cupons
de ago carbono a agua de producdo na presenca de BRS e auséncia de nitrato e BRN (batelada 4 -
Controle). (A) Aumento: 5000 X. (B) Aumento: 7000X. (C) Aumento: 7000 X. (D) Aumento: 7000 X.
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Figura 4.21: Grafico de EDS dos produtos de corrosdo formados sobre os corpos de prova expostos a
agua de producéo na presenca de BRS e auséncia de nitrato e BRN (batelada 4- Controle)

Na batelada 4, isto é, na presenca de BRS e auséncia de nitrato e BRN, as imagens da

MEV (Figuras 4.20 A, B, C e D), realizadas em distintos pontos dos corpos de prova,
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revelaram a presenca expressiva de BRS e de material polimérico, o que corrobora os valores
determinados para concentracdo celular e para EPS. Morfologicamente, verifica-se
principalmente a ocorréncia de bacilos curvos (Figura 4.20 C e D). Como constatado na
Figura 4.21, o grafico de EDS revelou a presenca elevada de ferro, possivelmente resultante
do processo corrosivo do corpo de prova, desencadeado pelo sulfeto gerado pela atividade
metabdlica das BRS. Como anteriormente mencionado, o sulfeto de ferro, € um agente
comprovadamente corrosivo. Segundo Gentil (2003), as BRS como micro-organismos
anaerobios, conduzem a corrosao abaixo de tubérculos (camadas de produto de corrosdo), sob
0s quais desenvolvem-se pites profundos, em funcdo do ataque ao metal pelos sulfetos

produzidos durante seu metabolismo.

Figura 4.22: Micrografia Eletronica de Varredura dos biofilmes formados pela exposicdo de cupons
de aco carbono a agua de producédo na presenca de BRS e BRN e de injecdes intermitentes de nitrato
(batelada 5) (A) Aumento: 3000 X. (B) Aumento: 8000X. (C) Aumento: 2000 X. (D) Aumento: 7000
X.
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Figura 4.23: Grafico de EDS dos produtos de corrosdo formados sobre os corpos de prova expostos a
agua de producéo presenca de BRS e BRN e de injecdes intermitentes de nitrato (batelada 5)

As imagens de MEV dos biofilmes formados sobre os corpos de provas nas condicGes
da batelada 5 (injecdo intermitente de nitrato e presenga de BRS e BRN) demonstram
claramente a presenca de BRN (Halomonas halodenitrificans), pela morfologia na forma de
cocos, comprovando a sua elevada concentragdo celular determinada nos biofilmes (Figuras
422 A, B, C e D). E, embora a quantificacdo de BRS sésseis tenha revelado uma populagao
de 4,3 x 10° NMP/cm?, as imagens da MEV ndo identificaram, pelo menos nas varias regides
observadas, a presenca de BRS. Possivelmente, isso se deve a colonizagdo desses micro-
organismos em nichos mais profundos do biofilme (regides anaerdbias). As imagens também
revelam claramente a presenca de EPS (Figura 4.22 B), provavelmente sintetizado pelas BRN,
0 que corrobora com estudos realizados com o género Halomonas, que descrevem a
capacidade desses micro-organismos halofilicos em sintetizar EPS (ROJAS; MIRANDA;
AMARO, 2009; KAZAK, et al., 2007; MATA, et al., 2006; MARTINEZ-CANOVAS, et al.,
2004; BOUCHOTROCH, et al., 2001). Com relacdo ao grafico de EDS (Figura 4.23) a
presenca de elevados teores de oxigénio e baixos teores de ferro depositados podem indicar
que a presenca das BRN inibiu parcialmente a atividade metabolica das BRS, que ndo mais

produziram sulfeto.

As Figuras 4.24 e 4.25 apresentam 0s corpos de prova submetidos aos ensaios de
perda de massa executados nas bateladas 4 e 5, respectivamente. Aportando-se diretamente
aos valores de taxas de corrosdo para as bateladas 4 e 5, estimados através dos ensaios de
perda de massa, notou-se que 0s corpos de prova nas condigdes da batelada 4 (Controle)

apresentaram um valor (0,09 mm/ano) menor do que a registrada para aqueles retirados da
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batelada 5 (0,38 mm/ano). Segundo os pardmetros de corrosividade (Norma NACE RP-07-75,
1999), a corrosao nas condicdes da batelada 4 pode ser classificada como moderada, ao passo

que na batelada 5 a corroséo foi severa.

Figura 4.24: Corpos de prova utilizados nos ensaios de perda de massa na batelada 4. (A) viséo dos
corpos de prova antes do ensaio; (B) visdo dos corpos de prova ao final do ensaio

Figura 4.25: Corpos de prova utilizados nos ensaios de perda de massa na batelada 5. (A) visdo dos
corpos de prova antes do ensaio; (B) visdo dos corpos de prova ao final do ensaio

A alta salinidade do MAP deve ser um fator a ser considerado, uma vez que essa
caracteristica torna o ambiente altamente corrosivo. Comparativamente, a perda de massa
inferior registrada na batelada 4, pode ser atribuida a formagdo de um filme passivante de FeS
que conferiu a superficie metalica uma certa protecdo contra o ataque de ions cloreto
(NASCIMENTO, 2003; MA et al.,2000). Os filmes de FeS, quando altas concentracfes de
sulfeto sdo presentes, sdo duros e aderentes a superficie do aco. Em contrapartida, quando as
concentragdes de sulfeto sdo baixas, a camada de sulfeto de ferro produzido ndo é aderente e

tém aspecto gelatinoso, conferindo pequena ou nenhuma protecdo ao metal (SHANNON;
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BOGGS 1975). Logo, a formagéo de uma camada relativamente protetora de FeS (Figura 4.24
B) possivelmente relacionou-se com a presenca de altas concentragdes de sulfeto no meio
reacional da batelada 4, que ao final de 10 dias se situavam em torno de 265,8 mg/L (sulfeto
total acumulado). No entanto, mesmo com a formagdo de uma camada eventualmente
protetora de FeS, as taxas de corrosdo registradas na batelada 4 sdo superiores aquelas
descritas na literatura. Nemati; Jenneman; Voordouw (2001) reportam uma taxa meédia de
0,01 a 0,06 mm/ano para culturas puras de Desulfovibrio sp Lac 6 e para consorcio de BRS,
respectivamente. Rempel; Evitts; Nemati (2006) apontam para taxas de corroséo ainda mais
baixas de 0,003 a 0,02 mm/ano, mediante a presenca de somente BRS. E Hubert et al. (2005)

descrevem taxas de 0,01 a 0,4 mm/ano para cupons atacadas por cultura mista de BRS.

J& o registro de altas taxas de corrosdo, apresentado na batelada 5, pode ter sido
relacionado a presenca continua de nitrato no meio e atividade de BRN. Embora a producéo
de sulfeto total acumulado tenha sido elevada e, ao final de 10 dias de processo conseguiu
alcancar um valor de 285,2 mg/L, esse alto valor de sulfeto no meio reacional ndo conferiu a
mesma protecdo ocorrida na batelada 4. Trabalhos como os de Voordouw; Nemati; Jenneman
(2002) verificaram que aplicacGes de nitrato providenciaram aumentos consideraveis nas
taxas de corrosdo. Segundo os autores, a taxa de corrosdo na auséncia de BRS e BRN-OS e de
sulfeto foi de 0,004 mm/ano, independente da concentragdo de nitrato aplicada. Ja na presenca
exclusiva de sulfeto (sem a presenga de BRS e BRN-OS), as taxas de corrosdo apresentaram
resultados similares. No entanto, a adi¢do de sulfeto e de BRN-OS desencadeou um aumento
da taxa de corrosdo para 0,040 mm/ano. Houve ainda a elevagéo das taxas de corrosdo para
0,075 mm/ano quando presentes 620 mg/L de nitrato, BRS e BRN-OS. Nemati; Jenneman;
Voordouw (2001) descrevem taxas de corroséo para sistemas tratados somente com nitrato de
0,14 mm/ano e para sistemas tratados com nitrato e BRN-OS de 0,1 mm/ano. Percebe-se,
entretanto, que os valores registrados no presente estudo s&o bem superiores, possivelmente
em funcéo das aplicagdes intermitentes de nitrato no sistema. Taxas similares, variando de
0,23 a 0,48 mm/ano, foram detectadas nos estudos de Badtker et al. (2008) em sistemas

tratados com injecOes continuas de nitrato.

As Figuras 4.26 A e B apresentam as superficies metalicas dos corpos de prova, antes

do inicio dos experimentos, submetidos as condicdes das bateladas 4 e 5, respectivamente
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Figuras 4.26: Superficie dos corpos deprova antes de serem ubmtidos as condicOes da batelada 4
(A) (Aumento 50 X) e da batelada 5 (B) (Aumento 50 X)

As Figuras 4.27 A e B apresentam as superficies metalicas dos corpos de prova apos a
conducdo dos ensaios da batelada 4. A analise das superficies metalicas permitiu observar
uma corrosao localizada na forma de pites, o que corrobora as baixas taxas de corroséo
verificadas através dos ensaios de perda de massa. Nos corpos de prova examinados, notou-se
que duas areas sofreram ataque localizado, para as quais foi estimada uma densidade média de
3,8 x 10° pites/m?, com uma profundidade média de 9,4 pm (Figura 4.28). O valor de delta z

na Figura 4.28 representa a estimativa da profundidade do pite

"3 S -4 SN

Figura 4.27: Superficies metalicas de duas areas distintas (A e B), dos corpos de prova apds 0s
ensaios de avaliacdo da corrosao por pite na batelada 4 (Aumento de 200 X)
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Figura 4.28: Imagem representativa do corte transversal de um pite

Diferentemente da batelada 4, notou-se que para a batelada 5, as altas taxas de

corrosdo provavelmente associaram-se com corrosdao por perda de massa e ndo

especificamente com corrosdo localizada. Isso € evidente ao se examinar as imagens das
Figuras 4.29 A e B.

Figuras 4.29: Superficies met

£

ey >
uas areas distintas

alicas, de d

(A e B), dos corpos de prova ap6s 0s

ensaios de avaliacdo da corrosdo por pites na batelada 5 (Aumento de 200 X - A) e (Aumento de 100
X -B)
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Sabe-se também, que o nitrato pode se tornar potencialmente corrosivo quando
convertido biologicamente a nitrito, sendo a capacidade corrosiva desse ion dependente de sua
concentracdo. O nitrito em concentragdes elevadas torna-se um agente inibidor da corroséo,
pois acaba sendo responséavel pela formacdo de uma camada passivante sobre o ago carbono.
Entretanto, em baixas concentracbes acaba se associando ao aumento do processo corrosivo,
quer pela distribuicdo ndo uniforme do material aderido quer pela formagdo de pites
(GENTIL, 2003). Supostamente, a disponibilidade de baixas concentracdes de nitrito na
batelada 5 tenha sido o fator desencadeador do processo corrosivo dos corpos de prova, uma
vez que este ion, pela metodologia aplicada no estudo, ndo foi detectado no meio reacional.
Provavelmente, a baixa disponibilidade do nitrito se deve a seu uso como aceptor final de
elétrons pelas BRN e pelas BRS presentes no consorcio capazes também de utilizar este ion.
A capacidade de algumas espécies de BRS utilizarem nitrito j& foi documentada por Moura et
al. (1997) e Mitchell; Jones; Cole (1986).

Alguns estudos destacam que a aplicagdo de nitrato para controle de souring pode ser
relacionado também com o surgimento de corrosdo localizada na forma de pites,
principalmente em sistemas em que o ion nitrito esteja presente. Rempel; Evitts; Nemati
(2006) estudaram trés cenarios: sistemas tratados somente com nitrito, sistemas tratados
somente com nitrato e sistemas tratados com nitrato e BRN-OS. Nos trés cenérios foi
evidenciada aceleragdo das taxas de corrosdo e da corrosdo localizada, registrando-se os
seguintes valores: 0,3 mm/ano, 1,4 mm/ano e 0,72 mm/ano, respectivamente. O estudo cita
apenas a ocorréncia de corroséo localizada por pites e ndo avalia a densidade ou profundidade

dos mesmos.

O presente estudo confirma a relevancia da analise da presenca de pite para determinar
a natureza do processo corrosivo. Além disso, mostra o risco de corrosdo associado ao uso de
nitrato como alternativa de mitigagéo do souring. Os dados ainda corroboram com a descrigéo
da literatura, ao relatar a intensificagéo das taxas de corroséo quando presente uma populagéo
de BRN, principalmente as BRN-OS, que eventualmente poderiam estar presentes no
consorcio enriquecido de BRS usado no presente estudo. As investigagdes realizadas também
permitiram comprovar a manutencdo de alta populagdo de BRS sésseis, mesmo apés a
introducdo de bactérias redutoras de nitrato (BRN) e inje¢Ges intermitentes de nitrato (427,5
mg/L).
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1. Conclusoes

Em relacdo ao planejamento experimental pode-se concluir que:

A producdo de sulfeto pode ser reduzida pela adi¢cdo de nitrato quando baixas
concentracdes de BRS e BRN estéo presentes, sendo o menor valor de sulfeto obtido
nesta condi¢do com uma maior concentracdo de nitrato e em intervalo menor que 14
dias. Os resultados também sugeriram que as aplicacbes de nitrato para controle do

processo de souring devem seguir um regime intermitente.

A condigdo mais efetiva para a reducdo da produgéo de sulfeto (concentragdes finais
de 0,4 — 1,6 mg/L) foi obtida com populacéo inicial de BRS e BRN de 10* NMP/ mL e
427,5 mg/L de nitrato.

No estudo agitado da produg&o biogénica de sulfeto concluiu-se que:

e Na presenca exclusiva de BRS e auséncia de nitrato, a geragdo de sulfeto ocorreu

vinculada a reducgdo de sulfato pela acdo de BRS, estando a liberacdo de sulfeto
também associada a transformacdo quimica/bioldgica de compostos sulfurosos

presentes na 4gua produzida;

Na presenca de BRS e BRN e mediante aplicagdo Unica ou intermitente de 427,5 mg/L
de nitrato, caso o sistema a ser tratado esteja sujeito a ocorréncia de espécies de BRS
que utilizam o nitrato como aceptor final de elétrons, a aplicacdo de nitrato pode
apenas inibir a reducéo de sulfato e ndo a atividade das BRS, ocorrendo o aumento da

producdo de sulfeto apds o esgotamento da fonte de nitrato.

As anélises dos dados levantados no sistema agitado confirmaram as constatagdes
encontradas pelos ensaios estaticos do planejamento experimental na mesma condicéo,

ou seja, a ocorréncia de uma relagéo direta entre as concentra¢des iniciais de micro-
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organismos e do ion nitrato disponivel e seu tempo de permanéncia no sistema.
Enfatiza-se que a reproducéo das condigdes do planejamento experimental no sistema

agitado desencadeou uma intensificagdo da produgdo de sulfeto.

Em relacdo aos ensaios de corrosdo concluiu-se que:

As taxas de corroséo no sistema tratado com injecOes intermitentes de nitrato foram
superiores aquelas registradas em sistema ndo tratado com o ion, confirmando a

associagéo entre corrosao e o uso intermitente de nitrato para mitigacéo de souring.

5.2. Sugestdes

e Incluir pontos axiais no planejamento experimental, com a finalidade de tornar

mais criteriosa a andlise estatistica dos dados;
e Testar o efeito de outros sais de nitrato na mitigagéo do souring;

e Testar o efeito do tratamento com nitrato em condicdo de termofilia, uma vez
que no modelo de zona de mistura considera-se uma faixa maior de

temperatura para a producéo de sulfeto biogénico;

e Testar o efeito de aplicagbes continuas do ion nitrato para o controle do

souring;

e Monitorar a evolugdo dos grupos microbianos envolvidos nas diferentes

condicBes experimentais, empregando-se técnicas de biologia molecular;

e Avaliar a biogénese de sulfeto com diferentes culturas puras de BRS, BRN e

BRN-OS, a fim de comprovar o papel de cada grupo microbiano no processo.
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7. ANEXOS
7.1. Curva Padréo Sulfeto
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7.2. Curva Padréo de Nitrato
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7.3. Curva Padrao de Nitrito
CurvaPadrao de Nitrito
y=0,7823x
R2=0,9978

0,4
S 03
c
o
[oV]
v
S 02
o
«C
2
?
Qo
s 01 .

O T T T T T 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
concentracdo de NO, (mg/L)




