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RESUMO

SANTOS, Vanessa Vélaro Caminha Mota dos. Efeito do nitrato em funcéo da temperatura
na geracao biogénica de H2S em reservatorios de petroleo. Rio de Janeiro, 2018. Disserta¢éo
(Mestrado) — Programa de Engenharia Ambiental, Escola Politécnica e Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Problemas ocasionados pelo souring em reservatorios de petréleo tém incentivado a busca por
medidas de controle e mitigacdo da geracdo biogénica de H>S para melhorar a qualidade do
6leo produzido e, consequentemente, a diminui¢do dos custos de producdo. A adicdo de nitrato
no sistema de injecdo de dgua tem sido considerada uma maneira efetiva de controle do souring
em reservatorios. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de injecao de nitrato
em reservatorios de petréleo em funcdo da temperatura como estratégia para o controle da
biogénese de H,S. Os experimentos foram conduzidos no laboratério em frascos ambar
hermeticamente fechados, de 250 mL de capacidade, sem agitacdo, meio de contato que
simulava a composicdo da fase agua em um reservatorio de petréleo que ja recebe o nitrato
como tratamento para o controle do souring e 10% de inoculo oriundo do mesmo
reservatorio. Com a adogdo do delineamento experimental de Doehlert, foi avaliado o efeito de
cinco concentragOes de nitrato (30, 50, 70, 90 e 110 mg/L) e 3 temperaturas (30, 55 e
80 °C). Foi observada uma tendéncia a reducdo da geracdo de H.S a 30 °C nas diferentes
concentragOes de nitrato testadas. No entanto, houve inibicdo do metabolismo do sulfato
estimulada pela presenca do nitrato, em concentragdes a partir de 70 mg/L para temperaturas
de 55 e 80°C. As redugdes da biogénese de H>S foram mais significativas na dosagem de
110 mg/L de nitrato.

Palavras-chave: exclusdo biocompetitiva, nitrato, souring, bactérias redutoras de sulfato,
Delineamento de Doehlert



ABSTRACT

SANTOS, Vanessa Volaro Caminha Mota dos. Effect of nitrate in function of temperature
on the biogenic generation of H2S in oil reservoirs. Rio de Janeiro, 2018. Thesis (Master’s
Degree) — Environmental Engineering Program, Polytechnic School and Chemistry School,
Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Problems caused by souring in oil reservoirs have encouraged the search for control and
mitigation measures over biogenic generation of H,S to improve the quality of the oil produced
and, consequently, to reduce production costs. The addition of nitrate in the water injection
system has been considered an effective way to control the souring in reservoirs. The present
work had as goal to evaluate the effectiveness of the injection of nitrate in oil reservoirs due the
temperature as a strategy for the control of H,S biogenesis. The experiments were conducted at
laboratory using hermetically sealed amber bottles of 250 mL capacity, without agitation, a
contact media that simulated the composition of the water phase in an oil reservoir that already
receives the nitrate as a treatment for souring control and 10 % of inoculum from the same
reservoir. The effect of five nitrate concentrations (30, 50, 70, 90 and 110 mg/L) and 3
temperatures (30, 55 and 80 °C) were evaluated with the adoption of the Doehlert experimental
design. A tendency to reduce H»S generation at 30 ° C was observed at the different nitrate
concentrations tested. However, there was inhibition of sulfate metabolism stimulated by the
presence of nitrate, in concentrations from 70 mg/L to temperatures of 55 and 80 °C. Reductions
in H2S biogenesis were more significant at the dose of 110 mg/L nitrate.

Keywords: biocompetitive exclusion, nitrate, souring, sulfate-reducing bacteria, Doehlert

design
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1 INTRODUCAO

A producdo de petroleo em campos offshore (maritimos) emprega a injecdo de agua do
mar, muitas vezes desde o inicio da vida produtiva do reservatério, por conta da disponibilidade
deste recurso, com o intuito de promover o deslocamento do 6leo para fora dos poros da rocha
e impulsiona-lo para a superficie e, deste modo, alcancar sua maxima recuperacdo. Contudo,
se por um lado a injecdo de agua € uma estratégia comumente utilizada na industria do petréleo
para maximizar o fator de recuperacdo de seus campos petroliferos, bem como garantir um
aproveitamento eficaz e econdmico das reservas (MUGGERIDGE et al., 2013), por outro lado,
o0 conteudo de ions sulfato na agua do mar, acima de 25 MM (CUHEL; TAYLOR; JANNASCH,
1981), pode resultar em diferentes problemas devido a atividade de microrganismos presentes
tanto na dgua do mar quanto no reservatorio de petréleo. Diferentes seres procariontes como
bactérias redutoras de sulfato (BRS), bactérias organotroficas fermentativas, e bactérias e
arqueias metanogénicas tém sido frequentemente isoladas de comunidades microbianas em
reservatorios de petroleo (MAGOT; OLLIVIER; PATEL, 2000; REN et al., 2011), e também
de 4gua do mar (HOFFMANN; SPARK, 2012; WEINBAUER; WENDEROTH, 2002). A
injecdo de agua do mar nos reservatorios ainda leva a reducdo da salinidade e da temperatura
da 4gua de formacdo, o que pode contribuir para o crescimento microbiano (EVANS;
DUNSMORE, 2006).

Os procariotos redutores de sulfato (PRS) representam um grupo diversificado e
ecologicamente interativo de organismos procariontes que, em comum, obtém energia a partir
da respiracdo anaerdbica utilizando sulfato como aceptor final de elétrons, com geracéo de
sulfeto de hidrogénio como principal produto final (ODOM; SINGLETON, 1993). Também
diferem quanto as propriedades metabolicas, o que permite que a reducdo bioldgica de ions
sulfato ocorra em diversas condi¢cdes ambientais a partir de distintas fontes de carbono. No caso
dos reservatdrios de petréleo, hd fontes de carbono capazes de sustentar um favoravel
desenvolvimento de BRS. Portanto, o aporte de sulfato pela injecdo de agua do mar em
reservatorios favorece a atividade das BRS e, por conseguinte, a geracao de sulfeto. O aumento
da massa de sulfeto de hidrogénio (H.S) por unidade de massa total de fluidos produzidos
devido a atividade de BRS € um fen6meno denominado acidulacéo biogénica, ou, em inglés,
souring (TANJI et al., 2014). Segundo FARQUHAR (1998), a acidulacdo de reservatorios de
petréleo pode se dar por fatores diversos, mas € principalmente devida a fatores bidticos.

A acidulacdo biogénica de reservatorios causada pela injecdo de agua de mar é um dos

principais problemas ambientais e econdmicos associados a producao de petroleo. Isto porque
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0 H2S é um gés extremamente toxico, reativo e corrosivo, que causa impactos tanto na qualidade
do 6leo gerado, quanto no meio ambiente e na integridade estrutural dos pocos (como por
exemplo, a obstrucéo de pocos) e, ainda, por questdes de seguranca ocupacional (MOHAN et
al., 2005; XUE; VOORDOUW, 2015). Sendo assim, o controle do crescimento microbiano, em
especial do grupo dos PRS, bem como o controle da geracdo do H»S, é de grande importancia
para a industria do petroleo.

Existem diferentes estratégias para prevencdo ou controle da geracdo biogénica de
H.S, podendo-se citar: dessulfatacdo da agua do mar antes da injecao, supressao dos PRS pelo
emprego de biocidas ou inibidores metabdlicos tais como nitrito e molibdato, ou adi¢do de
nitrato a agua do mar injetada, que é denominada “agua de inje¢ao” (TANJI et al., 2014).
Comparativamente, a injecdo de nitrato em pocos é economicamente mais vantajosa e, em
relacdo aos biocidas, € menos agressiva ao ambiente, além de ser altamente solGvel em agua e
compativel com outros produtos quimicos. Em consequéncia, a injecdo de nitrato tem sido
praticado por empresas petroliferas, principalmente para recuperacdo de petrdleo em
reservatorios maduros (KUMARASWAMY et al., 2011; SOUSA; CAMMAROTA;
SERVULDO, 2010).

O controle do souring por injecdo de nitrato tem sido extensivamente estudado em
condigdes laboratoriais (CALLBECK; AGRAWAL; VOORDOUW, 2013; GRIGORYAN et
al., 2008) e em campo (BODTKER et al., 2009; VOORDOUW et al., 2009). Seu mecanismo
envolve a tecnologia de exclusdo biocompetitiva de PRS por bactérias heterotréficas redutoras
de nitrato (BRN) (HUBERT; VOORDOUW, 2007; THORSTENSON et al., 2002), a inibigdo
de PRS por nitrito como consequéncia da reducdo de nitrato (MYHR et al., 2002; O’REILLY;
COLLERAN, 2005) e a oxidagéo direta do sulfeto com nitrato por BRN oxidantes de enxofre
(GREENE et al., 2003; HUBERT et al., 2003).

A tecnologia de exclusdo biocompetitiva compromete o desenvolvimento dos PRS pelo
estabelecimento de condi¢Bes favoraveis ao crescimento de bactérias redutoras de nitrato
(BRN). As BRN, similarmente os PRS, compreendem espécies bacterianas bastante diversas
metabolicamente, normalmente anaerdbias facultativas, capazes de gerar a energia necessaria
para suas funcdes vitais também pela respiracdo anaerdbica utilizando ion nitrato como aceptor
de elétrons. Como as duas populagdes disputam os mesmos recursos nutricionais (HUBERT;
VOORDOUW, 2007) com maior ganho energético para as BRN, o seu crescimento é
estimulado, enquanto os PRS sdo inibidas.

Algumas espécies de BRN apresentam a capacidade de obter energia pela oxidacao do

sulfeto, ditas bactérias redutoras de nitrato oxidantes de enxofre (BRN-OS) e, desta forma,
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tendem a diminuir a concentracdo de H>S no meio (HUBERT; VOORDOUW, 2007). Contudo,
algumas espécies de PRS sdo também capazes de utilizar o nitrato como aceptor final de
elétrons. Logo, a injecdo de nitrato promovera o controle da biogénese de H,S atraves da
estimulagdo de espécies de PRS que alteram seu metabolismo para o consumo do nitrato,
deixando de consumir o sulfato e, consequentemente, de produzir sulfeto de hidrogénio
(HUBERT; VOORDOUW, 2007). No entanto, se houver interrupc¢do da injecdo de nitrato, os
PRS voltardo a crescer as custas de sulfato, elevando novamente o teor de sulfeto (DINNING
et al., 2005).

Segundo VOORDOUW et al.(2009), a aplicagdo de nitrato € bem sucedida quando a
temperatura do reservatorio de petrdleo é alta (50-70 °C), sendo mais dificil o controle da
biogénese de sulfeto em temperaturas menos elevadas (abaixo de 50 °C). Estes autores propdem
que os PRS continuardo a produzir sulfeto com o excesso de sulfato, como o encontrado em um
campo de petroleo, e uma temperatura favoravel em zonas mais profundas. Portanto, o controle
de souring com nitrato em reservatdrios pode ser transitério em temperaturas menos elevadas.

Poucas plataformas de producdo de petréleo no Brasil utilizam o nitrato para a mitigacao
da geracdo biogénica de H.S. Contudo, tais plataformas tiveram o inicio da sua inje¢éo ja ha
alguns anos, ao longo dos quais estdo sendo monitoradas e avaliadas em escala real, quanto ao
potencial efeito da injecdo do nitrato na mitigacdo da geracdo biogénica de H.S frente ao
modelo de previsao inicial desses reservatérios (CARDOSO, 2017).

De modo geral, em aplicagbes de campo, indicam-se concentracfes na ordem de
100 mg/L de nitrato nos primeiros meses e posteriormente, concentra¢fes na ordem de 50 mg/L
de modo continuo. Ja estudos laboratoriais, como o0 de SOUSA; CAMMAROTA; SERVULO
(2010), em sua maioria, utilizam culturas de bactérias redutoras de sulfato (BRS) e amostras de
agua de producdo de reservatorios de interesse, mas estes reservatérios nao possuem a
influéncia do nitrato. Além disso, sabe-se que as concentracdes de nitrato injetadas em
condigdes normais de campo podem sofrer variacbes ao longo do tempo em funcdo de
diferentes razdes operacionais e de logistica.

Nesse contexto, visando obter, jA& com maior representatividade de um cenario atual,
resultados relativos a eficacia da injecdo de nitrato para controle do souring biogénico em
reservatorios de aguas profundas, foram planejados experimentos laboratoriais para avaliar a
influéncia da temperatura no efeito do nitrato na geracao de H.S a partir de culturas microbianas
obtidas previamente de reservatorios com injecdo de nitrato. Para tal estudo, definiu-se um
delineamento experimental para avaliacdo estatistica e otimizacdo dos ensaios garantindo a

obtencdo de resultados mais confiaveis e representativos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da interacdo da temperatura no efeito da aplicagdo de nitrato no
controle da geracdo biogénica de H.S em sistema estatico de modo a gerar dados para subsidiar

a adocdo de estratégias de injecdo em reservatorios de petroleo.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter consorcios microbianos de BRS (bactérias redutoras de sulfato), BRNorg
(bactérias redutoras de nitrato organotréficas) e BRN-OS (bactérias redutoras de nitrato
oxidantes de sulfeto), mesofilicas e termofilicas, a partir de sub-cultivos em meios
especificos de amostra de fluido de producéo de reservatério de dguas profundas com
temperaturas em torno de 65 a 80 °C e com histdrico de injecdo de nitrato;

e Avaliar o perfil do crescimento microbiano dos grupos de BRS, BRNorg e BRN-OS,
mesofilicas e termofilicas, atraveés da quantificacdo pela técnica do ndimero mais
provavel (NMP) nas diferentes condicBes definidas pelo delineamento experimental:
concentracdes de nitrato (30, 50, 70, 90 e 110 mg/L) em distintas temperaturas (30, 55
e 80 °C) para os tempos de 1, 3, 7, 14 e 28 dias;

e Auvaliar o perfil da geracdo de sulfeto total nas diferentes condi¢des definidas pelo
delineamento experimental;

e Auvaliar o perfil do consumo/producdo de sais de &cidos orgéanicos de cadeia curta
(acetato, propionato e butirato), nitrato e nitrito nas diferentes condi¢6es definidas pelo
delineamento experimental;

e Avaliar perfil do crescimento microbiano de bactérias redutoras de sulfato e bactérias
totais através da técnica molecular de gPCR (quantitative polymerase chain reaction)
nas diferentes condigdes definidas pelo delineamento experimental para os tempos de
1,7 e 28 dias;

e Avaliar o efeito de diferentes concentra¢des de nitrato (30, 50, 70, 90 e 110 mg/L) em
distintas temperaturas (30, 55 e 80 °C), definidas pelo delineamento experimental, tendo

como variavel de resposta a quantificacdo de sulfeto total para os tempos de 1, 3, 7, 14
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e 28 dias, gerando dados para ajuste de modelos de previsdo de souring em

reservatorios.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Recuperacao de petréleo

A energia natural de um reservatorio para a producdo de petroleo é pouco eficiente e
por consequéncia retém grandes quantidades de hidrocarbonetos apds sua exaustdo, assim
sendo necessario o0 emprego de uma série de processos visando a obtencdo de uma recuperacao
adicional. Esses processos sdo chamados de métodos de recuperacédo e, de uma maneira geral,
interferem nas caracteristicas do reservatdrio que favorecem a reten¢do do 6leo. Os métodos de
recuperacdo de um reservatorio de petroleo sdo compostos de etapas ao longo de sua vida
produtiva, que cronologicamente, sdo chamadas de recuperacdo primaria, recuperagdo
secundaria (também chamadas de métodos convencionais de recuperacdo), e a recuperagédo
terciaria, também chamada de métodos especiais de recuperacdo (TRIGGIA et al., 2004).

A recuperacdo primaria é a producdo de dleo resultante da atuacdo da energia natural
do reservatorio. A recuperacao secundaria sao métodos mecanicos aplicados através da injecao
de 4gua ou gas com o Unico intuito de deslocar o 6éleo para fora dos poros da rocha. Nestes
processos convencionais, a dgua utilizada para injecdo pode ter quatro diferentes origens: agua
subterrénea (coletada de mananciais por meio de pocos perfurados), &gua de superficie (rios e
lagos), agua do mar e &gua produzida (agua que sai junto com o 6leo na producgdo). J& o gas
natural injetado, pode ser o préprio gas que é produzido com o 6leo ou apds ser processado.
Este gas é injetado através de compressores que fornecem a pressao e a vazao necessaria para
0 processo de recuperacdo (TRIGGIA et al., 2004).

A recuperacdo terciaria ou métodos especiais sdo empregados para atuar onde o método
convencional ndo obteve sucesso. Sdo eles: métodos térmicos, métodos misciveis, métodos
quimicos, entre outros. O método térmico é onde o calor é gerado na superficie e logo depois
transportado para o interior da formagé&o (utiliza-se a 4gua como fluido aquecido, normalmente
em forma de vapor) ou a partir da combustéo de parte do 6leo existente no reservatorio, o calor
é gerado, chamado de combustdo in situ. Ambos os métodos térmicos tém o objetivo de
diminuir a viscosidade do 6leo substancialmente. Os métodos misciveis sdo meétodos que
injetam fluidos que se misturam com o 6leo assim eliminando as tensdes interfaciais. Desse
modo, o 6leo é deslocado aumentando seu fator de recuperacdo. Para tal fim pode-se empregar
o dioxido de carbono, o gas natural e o nitrogénio. Nos métodos quimicos emprega-se um fluido
injetado promovendo uma interacdo quimica com o fluido do reservatorio, como por exemplo

a injecdo de algumas solugdes de polimeros, tensoativos, solucdes alcalinas e de microemulséo.



23

Alguns destes processos também podem ser enquadrados como metodos misciveis. Outros
métodos que ndo se enquadram nestes métodos citados anteriormente sdo a recuperacao
microbiologica (MEOR) que € obtida a partir do emprego de microrganismos que, através do
seu metabolismo, produzem substancias que causam uma série de efeitos no reservatorio e,
além deste método, o uso de ondas eletromagnéticas obtidas a partir de uma diferenca de
potencial entre os pogos do campo (TRIGGIA et al., 2004).

O souring ocorre principalmente durante o processo de recuperacdo secundaria, onde a
injecdo de 4gua do mar, que é rica em ions sulfato, fornece compostos para o desenvolvimento
de microrganismos envolvidos na producdo do gas acido sulfidrico, processo este que sera

descrito a sequir.

3.2 Geragéo biogénica de HzS (souring) em reservatdrios de petroleo

A geracdo biogénica de acido sulfidrico (H2S) em reservatorios de petréleo, também
conhecida como souring, é decorrente, em sua maioria, da acdo de microrganismos procariotos
redutores de sulfato (PRS) (KASTER et al., 2007). Por outro lado, alguns reservatorios séo
acidificados devido a mecanismos que incluem a decomposi¢do térmica dos hidrocarbonetos
contendo enxofre (S), a dissolugdo da pirita ou & reducdo termoquimica do sulfato. Estes
mecanismos sdo influenciados pela natureza da rocha-reservatorio, composi¢do do 6leo e
maturidade térmica, altas temperaturas e aquatermolise em operacGes de recuperacédo térmica
(FRAZER; BOLLING, 1991; HOLUBNYAK et al., 2011; KHATIB; SALANITRO, 1997;
SETO; BELIVEAU, 2000; SONG et al., 2009).

O souring biogénico é difundido em toda a industria do petréleo e ocorre tanto em
operacdes de producdo em campos terrestres (onshore) quanto em campos maritimos
(offshore), tanto em reservatorios, quanto nas instalacdes de superficie (topside), em condicdes
ambientais variadas de disponibilidade de nutrientes, pH e temperatura, entre outras (GIEG;
JACK; FOGHT, 2011). Por exemplo, em funcdo do pH, o sulfeto pode se apresentar na fase
aquosa em formas distintas: em valores de pH entre 6,0 a 9,0 uma mistura de H,S e HS-
coexistem, aumentando a proporcdo de HS  com o aumento do pH; para valores de pH acima
de 8,5 tem-se a dissociacdo de HS” em S%, a qual passa a predominar em valores de pH acima
de 10 (BASTOS, 2006). A forma nédo dissociada (H2S) é a de maior toxicidade, uma vez que a
auséncia de carga permite a difusdo passiva do gas através da membrana celular para o
citoplasma, onde pode reagir com componentes celulares, causando sua inativacdo (MOHAN
et al., 2005; WEIJMA et al., 2002).
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Os procariotos redutores de sulfato (PRS) podem existir indigenamente em
reservatorios de petréleo ou podem ser introduzidos durante o desenvolvimento da producéo
do reservatorio de petroleo (por exemplo, através de operacdes de perfuracdo) ou
predominantemente durante a fase de producdo de éleo, pela injecdo de agua, sobretudo agua
do mar ou agua de producdo. A injecdo de dgua é uma estratégia de recuperacao, denominada
recuperacdo secundaria, realizada para manter a pressao do reservatorio e “varrer” o 6leo para
0s pocos de producdo, prolongando a producdo de um campo petrolifero (GIEG; JACK;
FOGHT, 2011). Ainda de acordo com GIEG; JACK; FOGHT (2011), o tipo de agua e a
operacao de producdo podem fornecer multiplos componentes, tais como sulfato, fontes de
carbono e populagGes microbianas que levem a geracdo de sulfeto. Por isso, o controle do
souring pode ser alcancado pela ado¢éo de estratégias que induzam a repressao das populacdes
microbianas potenciais causadores de souring. Para tal, pode-se recorrer a aplicacdo de
biocidas, que podem atuar de forma ndo especifica sobre a comunidade microbiana presente,
ou a injecdo de nitrato (e/ou nitrito) que afeta especificamente os PRS por mecanismos

competitivos ou inibitérios.

3.3 Mitigagéo de souring biogénico

Os problemas ocasionados pelo souring em reservatérios de petréleo tém incentivado
a busca por medidas de mitigacdo, ja que a reducao da producao de H.S garante a execucédo
segura de atividades operacionais e qualidade adequada para movimentacdo do 6leo produzido
com menores custos de producdo. Para o controle do souring, existem algumas medidas
preventivas como, por exemplo, a remogdo do sulfato da agua de injecdo, a supressdo de
microrganismos redutores de sulfato pelo uso de biocidas ou inibidores do metabolismo, tais
como o nitrito e 0 molibdato, e a adi¢édo de nitrato na agua de injecdo (TANG; BASKARAN,;
NEMATI, 2009; TANJI et al., 2014).

A eliminacgdo do sulfato da &dgua de injecdo, em plataformas offshore de exploragéo,
é realizada em unidades removedoras de sulfato (URS), com membranas de nanofiltracdo em
um ou dois estagios. Este tratamento permite a retencéo de ions sulfato da agua do mar enquanto
outros ions permeiam, podendo reduzir as concentracdes de sulfato de cerca de 3000 mg/L para
menos de 40 mg/L (MACKAY et al., 2005). Embora este tratamento seja necessario e eficiente,
a sua implementacdo deve ser bem planejada ja que possui custo elevado e requer um grande
espaco fisico nas plataformas devido ao grande volume de &gua a ser tratado (ALVES, 2006).

A remocao de sulfato de agua de injecdo também pode ser feita com o0 uso de membranas de
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0smose reversa, que apesar de também ter um custo elevado, permite uma retirada mais seletiva
de ions sulfato (SILVA et al., 2015).

Os biocidas, a despeito de muitas vezes serem utilizados no controle do souring, ndo
sdo apropriados no combate aos PRS presentes nos reservatérios, devido sua agdo toxica e
corrosiva (TANG; BASKARAN; NEMATI, 2009); baixa estabilidade térmica, adsorcdo e raio
de agdo no reservatorio; necessidade de altas doses; e baixa eficacia contra algumas populacdes
microbianas, dentre outras. Os testes de laboratério ndo conseguem reproduzir de fato as
comunidades microbianas predominantes no reservatorio. Além disso, algumas populacGes
microbianas sdo tipicamente produtoras de exopolissacarideos, favorecendo a formacgdo de
biofilmes, cuja matriz atua como protecdo contra a acdo dos biocidas, selecionando populagoes
microbianas mais resistentes aos produtos biocidas. Ademais, alguns componentes quimicos do
reservatorio podem reagir com o biocida, diminuindo assim, sua eficacia (REINSEL et al.,
1996).

Devido a ineficiéncia e aos altos custos envolvidos na aplicacdo e implantagdo das
tecnologias citadas acima, a busca por outras tecnologias para controle do souring, como 0 uso
do nitrato e nitrito se intensificou nos ultimos anos. Em linhas gerais, a incorporacgéo da injecao
de nitrato ou nitrito no sistema de inje¢é@o de 4gua durante o processo de recuperacao secundaria
de petréleo tem o objetivo de estimular as bactérias redutoras de nitrato ou nitrito que, por
exclusdo biocompetitiva, levam a reducdo das populacdes de microrganismos redutores de
sulfato, indicando que esta pode ser uma maneira mais efetiva de controle do souring biogénico
em reservatérios (HUBERT et al., 2005; HUBERT; VOORDOUW; MAYER, 2009).

3.3.1 Procariotos redutores de sulfato (PRS)

No ciclo do enxofre verifica-se a presenca de microrganismos que sdo capazes de
realizar a reducdo do sulfato por duas vias metabdlicas: a assimilativa e a dissimilativa. A
reducdo assimilativa do sulfato acontece em condi¢cBes aerdbicas ou anaerdbicas, para
incorporacdo do sulfeto em moléculas organicas, tais como aminoacidos (cisteina) e vitaminas
(biotina, tiamina e acido pantoténico), que sao constituintes essenciais de proteinas e
coenzimas, respectivamente (MADIGAN et al., 2016). Ja a dissimilativa acontece quando o
sulfato atua como aceptor final de elétrons na respiracdo anaerébica, produzindo H,S que é
liberado para o ambiente (VIDELA, 2003).

Os microrganismos redutores de sulfato apresentam a capacidade de realizar o

metabolismo dissimilativo, além do assimilativo. Este metabolismo € identificado em quatro
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diferentes filos do dominio Bacteria (Proteobacteria, Firmicutes, Nitrospira e
Thermodessulfobacterium), denominadas bactérias redutoras de sulfato (BRS), bem como nos
filos Euryarchaeota e Crenarchaeota, do dominio Archaea (ARS) (VOORDOUW et al., 1996;
YOUSSEF; ELSHAHED; MCINERNEY, 2009). Por isso, 0 conjunto desses microrganismos
filogeneticamente diversificado é denominado procariotos redutores de sulfato (PRS).

Os PRS estdo amplamente distribuidos em ambientes aquaticos e terrestres (BARTON;
HAMILTON, 2007). Nos reservatorios de petroleo, podem ser indigenas ou serem introduzidos
através de atividades de exploracdo e producéo de petréleo.

Em geral, os PRS crescem heterotroficamente a partir de substratos organicos como
fontes de carbono e energia (doadores de elétrons), porém algumas espécies podem também
crescer autotroficamente fixando CO2 e com H, como doador de elétrons (LENS; KUENEN,
2001). Os PRS heterotroficos podem utilizar diversas fontes de carbono, incluindo alcoois
(metanol, etanol, propanol e butanol) e acidos organicos de baixa massa molecular, ou seus sais,
como acetato, formiato, lactato, propionato, piruvato, geralmente disponiveis nos reservatorios
em decorréncia do metabolismo de bactérias. Alguns ainda sdo capazes de utilizar
hidrocarbonetos do petroleo como Unica fonte de carbono, tais como alcanos, compostos
aromaticos como benzeno e tolueno, e inclusive hidrocarbonetos poliaromaticos sugerindo a
origem do souring e a corroséo, influenciados pelo metabolismo microbiano (BARTON;
TOMEI, 1995; DHILLON et al., 2003; GIEG; JACK; FOGHT, 2011; HANDA et al., 2010;
LIAMLEAM; ANNACHHATRE, 2007; VOORDOUW et al., 1996). A seguir estdo
exemplificadas algumas das reacdes de oxidacdo de compostos organicos disponiveis em
reservatorios por acdo de PRS em anaerobiose com geragdo de sulfeto (CARDOSO, 2017;
VANCE; THRASHER, 2005).

Acetato: CH3COO™ + SO4* — 2 HCO3™ + HS’

Propionato: 4 CHsCH,COO™ + 3 SO4* — 4 CH3COO + 3 HCO3 + 3 HS + H*
Hexadecano: CigHas + 12,25 SO4* + 8,5 H* — 16 HCO3 + 12,25 HS + H,0
Tolueno: C7Hs + 4,5 SO4* + 3 H20 — 7HCO3 + 4,5 HS + 2,5 H*

A utilizacdo de substratos organicos no metabolismo desses microrganismos pode ser
realizada de duas formas distintas: oxidacdo completa ou incompleta. Assim, o lactato, um
substrato importante, pode seguir duas vias de oxidacao representadas pelas equagdes seguintes
abaixo (GIBSON, 1990):
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Lactato (1): 2 CHsCHOHCOO™ + SO4% — 2 CHsCOO™+ 2 HCOs™ + HS™ + H*
Lactato (2): 2 CHsCHOHCOO™ + 3 SO — 6 HCOs + 3 HS + H*

A figura 1 ilustra a obtencdo da energia a partir de fonte de carbono organico com ions
sulfato como aceptor final de elétrons. Esta reducdo do sulfato pode levar a sulfetos, bissulfetos
e hidrogénio sulfetado, além de produtos metabdlicos intermediarios, como os politionatos,
tiossulfatos e tetrationatos, que tém papel importante na corrosdo anaerobica do ferro
(VIDELA, 2003).

Reduzido Oxidado S

Carbono
organico

Transportadores
de eletrons

Carbono
organico Y
(CO,) Oxidado Reduzido

SO

Figura 1: Metabolismo das bactérias redutoras de sulfato (BRS) onde o carbono organico é o doador de elétrons
na reducdo dos ions sulfato (VIDELA, 2003).

Em geral, os PRS oxidam de forma incompleta as fontes de carbono com formacao
de acetato como produto (MUYZER; STAMS, 2008). Porém, foram isoladas varias espécies
com a capacidade de realizar o metabolismo completo, com geracéo de CO, conforme ilustra
a figura 1. Com base nos compostos organicos doadores de elétrons utilizados e o produto da
oxidacdo, os PRS sdo divididos em dois grupos: (1) os que utilizam o lactato, piruvato, etanol
e determinados acidos graxos com formacédo de acetato; e (2) os que oxidam &cidos graxos,
particularmente o acetato na reducdo do sulfato a sulfeto. Exemplos de géneros representantes
destes grupos sdo: (1) Desulfovibrio, Desulfobotulus, Desulfotomaculum, Desulfobulbus e
Thermodesulfobacterium; (2) Desulfobacter e Desulfobacterium.

O sulfato é a forma oxidada de enxofre mais abundante na natureza (MARIETOU,
2016), por isso, normalmente, a literatura descreve PRS atuando na redugéo enzimatica deste
ion. No entanto, os PRS podem usar outros ions reduzidos de enxofre como aceptor de elétrons,

como é o caso do sulfito e do tiossulfato, que sdo intermediarios na reducdo do sulfato, bem
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como enxofre elementar (FAUQUE; BARTON, 2012; GIEG; JACK; FOGHT, 2011;
LIAMLEAM; ANNACHHATRE, 2007). Tem-se ainda que algumas espécies de PRS sdo
também capazes de utilizar nitrato como aceptor final de elétrons, quando ha limitacdo de
sulfato (MARIETOU, 2016; MARIETOU; GRIFFITHS; COLE, 2009; SANCHEZ-ANDREA
etal., 2015). Neste caso, o produto gerado pelo metabolismo dos PRS sera amonia. Além disso,
ainda existe a possibilidade, dependendo da espécie de BRS, dos dois aceptores de elétrons
(nitrato e sulfato) serem utilizados ao mesmo tempo (BARTON; TOMEI, 1995).

A maioria das bactérias é mesofilica, com temperatura 6tima de crescimento entre 24
e 45 °C. No entanto, ja foram reportadas algumas espécies psicrofilas, crescem abaixo de 20 °C,
e varias espécies termofilicas com maximo de crescimento em temperaturas entre 55 e 70 °C, e
inclusive hipertermofilicas, isoladas de locais com temperaturas superiores a 85 °C (AMEND;
SHOCK, 2001; OKPALA etal., 2017). Quanto a temperatura pode-se estabelecer que a maioria
das bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo ativas em temperaturas baixas a moderadas,
enquanto que as arqueias redutoras de sulfato (ARS) séo ativas em altas temperaturas
(JOHNSON et al., 2017).

No que tange o pH, tem-se que o crescimento de PRS pode ocorrer na faixade 5a 9,
embora seja indicado o valor 7,2 como o ideal (BARTON; TOMEI, 1995; MCCAULEY etal.,
2009). De acordo com estudo realizado por AL-ZUHAIR; EL-NAAS; AL-HASSANI (2008)
utilizando cultura de BRS isolada de agua residuaria de refinaria de petréleo, o pH e a
temperatura ideais para o crescimento e a remocdo de sulfato foram de 7,0 e 35°C,
respectivamente. Valores acima ou abaixo destes, em geral, resultam em baixa atividade
metabolica, ou mesmo sua inibicdo. Entretanto, segundo ELLIOTT; RAGUSA; CATCHESIDE
(1998), BRS viaveis foram recuperadas apds 21 dias de experimento em colunas com pH 3,0,
indicando serem capazes de suportar pH 3,0 por longos periodos. Porém, nesta condicdo, a
producéo de sulfetos ficou abaixo dos niveis detectaveis, e a remocao de sulfato foi de 14,4%.
Cabe destacar que o estado do sulfeto gerado em solucdo depende unicamente do pH do
ambiente, que como mencionado anteriormente, na forma ndo carregada (H2S) pode ser mais
toxico a célula microbiana.

Os PRS sdo organismos anaerobios e, portanto, dependem de potenciais redox
inferiores a -100 mV para adequado desenvolvimento (GREENE et al., 2003). No entanto, ja
foi demonstrado que muitas espécies toleram O, sendo que algumas foram até mesmo capazes
de reduzir o sulfato na presenga de O, (CANFIELD; DES MARAIS, 1991; SIGALEVICH et
al., 2000). ZARASVAND e RAI (2016) descrevem a capacidade de uma cepa isolada,

Citrobacter sp, considerada uma bactéria redutora de sulfato “nao tradicional”, como capaz de
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produzir elevadas concentragdes de sulfeto, similarmente aos géneros de BRS “tradicionais”
Desulfovibrio e Desultomaculum. Além disso, no ambiente, existem diferentes microrganismos
interagindo, o que permite que condigdes anoxicas se estabelecam mesmo que em micro nichos,
e deve-se ainda considerar que o ion sulfeto é um agente potencialmente redutor.

BOYD et al. (2012) investigou as variagdes de Oz e HzS, em funcéo da profundidade,
no Lago Nymph, no Parque Nacional de Yellowstone, EUA, onde o pH é de cerca 3 e a
temperatura acima de 50 °C e verificaram que a temperatura tem uma influéncia maior no
metabolismo das bactérias presentes. FERRIS et al. (2003) observaram um acentuado declinio
na concentracao de oxigénio a profundidade de 1100 um, sendo estabelecida condic¢do andxica
abaixo de 1200 pm. Na zona anoxica, as concentragdes de sulfeto aumentaram de cerca 0 mM

a 1200 um de profundidade para 100 mM a profundidade de 2400 pum.

3.3.2 Microrganismos redutores de nitrato

As bactérias redutoras de nitrato (BRN) normalmente sdo microrganismos anaerobios
facultativos que, em condi¢6es limitantes de oxigénio, realizam a respiracao anaerobia do NO3’
ou NO2 com geracgéo dos gases NO, N2O e N, processo denominado desnitrificacdo. A maioria
desses microrganismos sdo quimiorganotréficos e, portanto, utilizam carbono organico como
fonte de carbono e doador de elétrons. Como excecdo, tem-se as bactérias redutores de nitrato
(desnitrificantes) oxidantes de enxofre (BRN-OS) que, normalmente, sdo anaerobias
facultativos e que, em sua maioria, crescem preferencialmente em aerobiose, ou seja, utilizando
O2 como aceptor final de elétrons (MADIGAN et al., 2016).

A desnitrificacdo de NOs™ a N exige varias etapas enzimaticas, sendo que a maioria das
BRN sdo incapazes de realizar a reducdo total, pois possuem apenas parte da via de
desnitrificacdo (MADIGAN et al., 2016). A reducdo do nitrato pode ser tanto por processo
assimilativo quanto dissimilativo (Figura 2), assim como ocorre para a reducao do sulfato.

Como ilustrado na Figura 2, o processo assimilativo se da pela incorporacdo de ions
nitrato, pela acdo de um sistema enzimatico especifico, resultando na formacao de aménia, que
posteriormente é incorporada em aminoacidos que, por sua vez unidas por ligagcdes peptidicas,
permitird a sintese de diferentes moléculas de proteinas. J& o processo dissimilativo ocorre
quando o NOs" é utilizado como aceptor final de elétrons, sendo grande parte reduzido com
excrecdo de gas para o ambiente (MADIGAN et al., 2016; NASCIMENTO, 2006). Como
apontado na Figura 2, o processo dissimilativo pode ocorrer por duas rotas: (i) reducéo parcial

do nitrato — onde o nitrato € convertido em nitrito e/ou amonia; e (ii) desnitrificacdo — onde o
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nitrato é convertido em gas nitrogénio, conforme demonstrado nas equagbes a seguir

(NASCIMENTO, 2006), conforme exemplificado a seguir:

Reducéo parcial do nitrato: NO3” — NO2” — NHs
Desnitrificacdo: Oz — NO2 — NO — N2O — N2

ROTA ASSIMILATIVA ROTA DISSIMILATIVA

/

NO'; redutase assimilativa NO;3 redutase dissimilativa

\s NO2

NO3

» NH;3
NO > redutase NO: redutase
assimilativa dissimilativa
[NH.OH] NOY: oo woiosimrmimmpm i » atmosfera
NO redutase
v l
NH; N |owsemaesag » atmosfera
N20 redutase
Y l
N organico
(R - NH>) N fomrocesion s s s » atmosfera

Figura 2: Rotas assimilativa e dissimilativa do nitrato. Adaptado de (MADIGAN et al., 2016).

As bactérias redutoras de nitrato, assim como as BRS, agrupam espécies
filogeneticamente diferentes que podem ser encontradas em diferentes ambientes, aquaticos e
terrestres, com varias espécies isoladas de reservatério de petréleo (CHEN et al., 2017;
HUBERT; VOORDOUW, 2007; LOPEZ-GUTIERREZ et al., 2004; MYHR et al., 2002;
VIGNERON et al., 2017). As bactérias redutoras de nitrato correspondem de 10 a 50% das
bactérias totais no ambiente (BUSCOT; VARMA, 2005).

As BRN englobam uma grande variedade de espécies heterotréficas (BRNorg) e
autotrdficas, com predominancia das primeiras, o que permite que a reducdo de nitrato possa

ocorrer a partir das mais diversas fontes de carbono e energia, em variadas temperaturas e pH.
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A exemplo das BRS, a presenca de &cidos graxos volateis, como acetato, propionato e butirato
sdo considerados potenciais doadores de elétrons, além de compostos aromaticos como fendis
e tolueno, o que propicia a atividade de BRN em reservatérios de petréleo, e inclusive, a
competicédo de ambas pelas fontes de carbono neles existentes (CHEN et al., 2017; ECKFORD;
FEDORAK, 2004; HUBERT; VOORDOUW, 2007; VAZQUEZ-DUHALT; QUINTERO-
RAMIREZ, 2004). Em geral, tanto ions nitrato quanto nitritos podem ser utilizados como
aceptores de elétrons (BUSCOT; VARMA, 2005).

Ja as BRN-OS sdo geralmente quimiolitotréficas, obtendo a energia necessaria para
suas funcgoes vitais a partir da oxidacao de sulfeto a sulfato ou enxofre elementar, com nitrato
como aceptor final de elétrons. Logo, a atividade das BRN-OS concorre para mitigagdo do
sulfeto gerado pelas BRS. E, embora as BRS passem a dispor de um “input” de sulfato, a sua
atividade € inibida pelo aumento do potencial redox devido a producéo de N2O pelas BRN-OS
(VAZQUEZ-DUHALT; QUINTERO-RAMIREZ, 2004).

3.4 Exclusé@o biocompetitiva e mecanismos de acéo do nitrato

A tecnologia da exclusdo biocompetitiva, patenteada por HITZMAN; SPERL;
SANDBECK (1998), se baseia em inibir a indesejavel producéo de sulfeto de hidrogénio (H.S)
em reservatorios de Oleo pelas bactérias redutoras de sulfato (BRS), pelo estimulo do
crescimento seletivo de bactérias redutoras de nitrato, cuja atividade ndo interfere na qualidade
do oleo extraido nem nas operacdes (ECKFORD; FEDORAK, 2004; HITZMAN; SPERL,
1994). Neste contexto, foi proposta a adicdo de nitrato a agua de injecdo como forma de
minimizar a geragdo biogénica de H>S, de modo a prolongar a produgdo em reservatorios
acidificados e, ainda, podendo melhorar a recuperacdo do 6leo residual de reservatorios.

Como descrito anteriormente, o sulfato é o principal aceptor final de elétrons para BRS
enquanto algumas BRS e as BRNorg utilizam nitrato. Assim, com base na termodinamica,
cinética e no potencial redox, a competicdo entre esses grupos se estabelece quando ambos 0s
anions estdo presentes. Entretanto, como a reducdo do nitrato fornece mais energia livre de
Gibbs do que a reducéo do sulfato, na presenca do nitrato, as BRN superam as BRS no consumo
das fontes disponiveis de doadores de elétrons (DAVIDOVA et al., 2001). Conforme
exemplificado a seguir, termodinamicamente, a reducdo microbiol6gica de sulfato produz

aproximadamente dez vezes menos energia do que a reducdo do nitrato, em anaerobiose.
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Reducéo de Sulfato:

Fonte de carbono + SOs% — CO2 + H,S + Energia (AG®” = - 47kJ /mol SO4*)
Reducéo de Nitrato:

Fonte de carbono + NO3z”— CO2 + Nz + Energia (AG®” = - 495kJ /mol NO3))

Assim sendo, a presenga concomitante de nitrato e sulfato favorecera preferencialmente
as bactérias capazes de crescer via metabolismo assimilativo e dissimilativo do nitrato. Por
conseguinte, havera o crescimento naturalmente preponderante das BRN, desde que 0s
nutrientes ndo sejam limitantes. Portanto, a quantidade absoluta de biomassa produzida ira ser
determinada pela concentragdo do nutriente limitador do crescimento.

Como o nitrato também pode ser usado por algumas espécies de BRS como aceptor de
elétrons, pode-se entender que continuardo ativas, embora ndo haja producdo de sulfeto
(HUBERT; VOORDOUW,; MAYER, 2009; NASCIMENTO, 2006). Portanto, cabe salientar
que a adicdo de nitrato ndo eliminara necessariamente todas as espécies de BRS presentes no
ambiente, mas poderd inibir a producdo do sulfeto, desde que seja continuamente adicionado
(NASCIMENTO, 2006).

A injecdo de nitrato ird estimular o crescimento de bactérias redutoras de nitrato
autotroficas e heterotroficas (BRNorg), as quais, por sua vez, também poderdo controlar o
crescimento das BRS devido & competicdo pelos substratos organicos (doadores de elétrons).
Em funcédo do ganho energético, havera a tendéncia das BRNorg proliferarem mais rapidamente
do que as BRS, diminuindo, portanto, a disponibilidade de doadores de elétrons para as mesmas.

A Figura 3 ilustra a interacdo entre BRNorg e BRN-OS com as BRS, a redugéo do
nitrato pode ter como subprodutos nitrito, nitrogénio gasoso ou amoénia (HUBERT;
VOORDOUW; MAYER, 2009), conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3: Impacto do nitrato ou nitrito na atividade das BRS. (a) as BRNorg competem diretamente com as BRS
pelos compostos organicos (doadores de elétrons) resultando na exclusao biocompetitiva das BRS. (b) O H2S
produzido pelas BRS pode ser usado pelas BRN-OS como doador de elétrons durante a redu¢do do nitrato.
Adaptado de HUBERT; VOORDOUW; MAYER (2009).

Em sistemas onde o sulfeto j& tenha sido produzido, € possivel remové-lo atraves da
oxidacdo bioldgica. Neste caso, 0 nitrato pode ser usado como aceptor de elétrons para a
reoxidacdo do sulfeto a sulfato ou enxofre elementar pelas BRN-OS. Ou seja, 0 nitrato ndo ird
prevenir ou inibir a reducéo de sulfato, mas sim estimular a oxidacéo do sulfeto gerando formas
mais oxidadas de enxofre. Desta forma, € possivel manter a reducdo continua do sulfato, sem a
producdo correspondente de sulfeto. Um dos mecanismos propostos para essa oxidacao esta
descrito abaixo (DAVIDOVA et al., 2001).

H2S + NOs” — NO2 (ou N2) + SO472 (ou S°)
552+ 8 NOs + 8H* — 5S042 + 4N, + 4H,0

Além do processo de oxidacdo bioldgica, o sulfeto, uma vez gerado, pode ser oxidado
quimicamente por alguns intermediarios do metabolismo das BRN, como o nitrito. No caso do
nitrito, este reage abioticamente (quimicamente) com o sulfeto dissolvido produzindo enxofre

elementar. Esse mecanismo se d& através da reacdo abaixo (DUNSMORE et al., 2004):
HS +2NOy +5H" — 3 8%+ N2 +4 H,0

Outro mecanismo observado com a adi¢do do nitrato é a inibi¢do das BRS pelo potencial
redox. As BRS crescem somente em ambiente altamente redutor, enquanto as BRN séo
conhecidas por crescer em uma faixa menor de potencial redox, e qualquer reducéo do potencial
redox pode afetar seu crescimento (KUIJVENHOVEN et al.,, 2007). Geralmente o0s
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microrganismos redutores de sulfato crescem, em meio de cultivo, na faixa de -100 a -500 mV
de potencial redox (BERNARDEZ et al., 2013). Este potencial é necessario para que consigam
realizar a “respiracao do sulfato”, ou seja, a redugdo do sulfato a sulfeto (POSTGATE, 1984).
A reducéo incompleta do nitrato a nitrito pelas BRN pode promover a oxidagédo do sulfeto do
sistema, aumentando o potencial redox (En), e consequentemente resultando na inibicdo das
BRS (B@DTKER et al., 2009).

Mesmo quando ha reducdo completa de nitrato a aménia pode ocorrer a geracdo de
nitrito como um intermediario da rota metabdlica. Algumas espécies de BRS conseguem
utilizar o nitrito como receptor final de elétrons, demonstrando que a reducdo do nitrito faz
parte do complexo enzimatico constituinte das células (BARTON; TOMEI, 1995). Vale ainda
ressaltar que, nestes casos, o nitrito € reduzido a amonia, ndo dando sequéncia a rota
dissimilativa que o levaria até nitrogénio.

Interacbes entre BRS e BRN-OS foram demonstradas em diversos ambientes. Por
exemplo, em sedimentos marinhos anaerobicos, a matéria organica é oxidada principalmente
por BRS com o sulfeto resultante sendo reoxidado pela BRN-OS Thioploca spp. (FOSSING et
al., 1995). Como as BRN-OS sdo geralmente autotroficas, elas ndo competem com BRS pelas
fontes de carbono organico, sendo a inibicao decorrente do aumento do potencial redox.

Em um estudo de campo, TELANG et al. (1997) relataram que a injecdo continua de
nitrato 5 mM em um campo de petréleo levou a remogdo de sulfato entre 50 e 100% nos pogos
de injecdo e producao, enquanto a analise da comunidade microbiana indicou um forte aumento
de Thiomicrospira sp. (BRN-OS). Em estudos laboratoriais, foi mostrado que a adicdo de
Thiomicrospira sp. e nitrato em cultivos em batelada de Desulfovibrio sp. (BRS), proveniente
de campo de dleo, resultaram em forte inibi¢do da reducdo do sulfato (NEMATI; JENNEMAN;
VOORDOUW, 2001).

3.5 Técnicas moleculares como ferramenta para 0 monitoramento microbioldgico

As técnicas moleculares tém sido consideradas as mais promissoras para a investigacao
de microrganismos envolvidos em processos de corrosdo por permitirem: (1) identificar as
bactérias predominantes em um ecossistema sem as limitacdes das técnicas de cultivo de células
viaveis; (2) determinar a proporcao das bactérias responsaveis pelo processo de corrosdo em
relacdo a populagdo total; (3) identificar as bactérias suscetiveis ou resistentes aos agentes
biocidas empregados; (4) avaliar as mudancas na populacdo total por estresse causado, como

pela aplicacdo de biocidas ou pela limitacdo de nutrientes; e (5) obter uma amostra
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representativa, que ndo sofra variagdo com o tempo ou alteracdes das condi¢es durante o
transporte (VIDELA; HERRERA, 2005).

O emprego destas técnicas se deve a disponibilidade de um banco de dados de
sequéncias 16S RNA ribossomal de microrganismos e aos seus avangos. As técnicas classicas
sdo: uso de reacdo de cadeia de polimerase (PCR); amplificacdo da copia do gene especifico da
amostra; analise dos produtos por PCR e DGGE (eletroforese em gel de gradiente desnaturante);
e, finalmente, a clonagem do DNA, a ser posteriormente sequenciado e comparado com as
informacdes de um banco de dados (KLEIKEMPER et al., 2002; ZHU; LUBECK; KILBANE,
2003). O sequenciamento é qualitativo, no entanto, pelo uso de sistemas mais avangados, como
PCR quantitativo (QPCR) é possivel determinar quantitativamente a distribuicéo e a expressao
do DNA ou RNA de interesse.

3.6 Planejamento Experimental

A necessidade crescente da otimizacao de produtos e processos, minimizando custos
e tempo, maximizando rendimento, produtividade e qualidade dos produtos, tem levado a busca
por técnicas sistematicas de planejamento de experimentos (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

O planejamento experimental, baseado nos fundamentos estatisticos, € uma poderosa
ferramenta para obter condigdes otimizadas de um processo, desenvolvimento da formulacéo
de produtos dentro das especificacdes desejadas ou para avaliar os efeitos ou impactos que 0s
fatores tém nas respostas desejadas (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

O delineamento experimental de Doehlert (DOEHLERT, 1970) foi aplicado para
selecionar a melhor condigdo de concentragdo de nitrato e temperatura para a mitigacdo da
geracgéo de H.S. Os pontos de sua matriz correspondem aos vértices de um hexagono gerado de
um simplex regular, conforme a Figura 4 (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

A escolha do delineamento experimental de Doehlert é justificada pelas vantagens que
apresenta, tais como: (1) o seu dominio experimental para duas variaveis, 0 que acentua a
uniformidade no preenchimento do espaco envolvido, (2) sua capacidade em explorar todo o
dominio, onde cada variavel pode ser estudada em diferentes nimeros de niveis e (3) o
deslocamento do planejamento pode ser feito aproveitando-se pontos do planejamento inicial,
quando os limites ndo foram bem escolhidos inicialmente, conferindo mobilidade a este
planejamento, conforme Figura 4 (BENSALAH et al., 2010; NOVAES et al., 2017).
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Figura 4: Planejamento de Doehlert e o aproveitamento de pontos experimentais (hexagono tracejado)
(TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Uma outra vantagem da matriz de Doehlert é a necessidade de poucos pontos
experimentais para a sua realizacdo e sua alta eficiéncia. E, apesar de ndo ser ortogonal, isto

ndo significa perda na qualidade da otimizagdo dos experimentos (NOVAES et al., 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo da influéncia da concentragdo do nitrato e da temperatura na geracao de H.S
biogénico foi realizado através da aplicacdo do Delineamento de Doehlert, para obtencéo de
dados significativos e confidveis. A aplicagdo de um delineamento experimental permitiu a
avaliacdo estatistica dos resultados, o que, dentre outras vantagens, permite a otimizacdo do
numero de ensaios de modo a manter a representatividade dos resultados obtidos e a atenuagéo
dos erros experimentais. Os ensaios do delineamento experimental foram realizados no
laboratorio da Geréncia de Biotecnologia do Centro de Pesquisas da Petrobras (CENPES)
utilizando o nitrato de calcio, produto comercial atualmente utilizado em campo, e suas
concentraces se referem a concentracdes de nitrato de célcio.

O nGmero de experimentos (N) foi obtido através da equagdo N=n2+ n + no, onde n é
0 numero de variaveis a serem estudadas e no € o numero de pontos centrais, neste caso fixados
em 2. Portanto, considerando 2 variaveis (concentracdo de nitrato, x; e temperatura, Xz) e
2 pontos centrais, a matriz de Doehlert resultou em um total de 8 experimentos, conforme a
Tabela 1.

Tabela 1: Matriz do delineamento de Doehlert com os valores reais e codificados das duas variaveis, com duas
réplicas no ponto central.

Variaveis codificadas Variaveis reais
Experimentos NOs Temperatura NOs Temperatura
(x1) (x2) (mg/L) (°C)
! 1 0 110 55
2 -1 0 30 55
3 05 0,87 90 80
4 -0,5 0,87 50 80
5 05 -0,87 90 30
6 -0,5 -0,87 50 30
! 0 0 70 55
8 0 0 70 55

Um modelo quadratico com 6 coeficientes, incluindo pardmetros de interagdo, foi
adotado para descrever o relacionamento entre cada resposta Y e 0s parametros experimentais
Xi:

Y = bo +(b1x1)+(bax2)+(012X1X2) +(b11%1%) +(b22X2?),
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onde bo é a constante do modelo; bj, os coeficientes principais; bjk, 0s coeficientes de
interacdo; e bjj, os coeficientes quadraticos.

Os coeficientes foram determinados através de regressao linear e, de acordo com o
modelo matematico estabelecido, graficos de superficie de resposta foram gerados a partir das
previsdes da influéncia do nitrato e da temperatura em todo o espago das variaveis estudadas.

Os dados experimentais foram analisados usando o software Microsoft Excel versédo
2017. As figuras e tabelas apresentadas nos resultados também foram geradas utilizando-se esse

mesmo software.
4.1 Sistema experimental
Todos os ensaios foram realizados em frascos de vidro de 250 mL de capacidade

vedados com batogue e tampa rosca (Figura 5) para que ndo houvesse interferéncia do oxigénio,

além de garantir que, caso houvesse geracao de H»S, este ndo extravasasse para 0 ambiente.

Figura 5: Frascos hermeticamente fechados utilizados no experimento.

O sistema experimental foi composto de frascos contendo o meio de cultura de contato
(Tabela 2 e Tabela 3) acrescido de diferentes concentracdes de nitrato, de acordo com o
planejamento experimental adotado (Tabela 1). Os meios foram inoculados com concentra¢fes
iniciais de cada cultura microbiana, conforme demonstrado mais abaixo na Figura 6,
padronizadas a partir da quantificacdo da massa de DNA total de cada cultivo.

A partir da quantificacdo da massa de DNA, o inoculo foi preparado em um unico frasco,
misturando-se o volume definido na Tabela 15, e a partir deste indculo Unico, os frascos testes
tiveram adicdo de 10% de in6culo em cada um dos frascos.

A incubagéo dos cultivos foi realizada nas temperaturas de 30, 55 e 80 °C em cinco
tempos distintos: 1, 3, 7, 14 e 28 dias, conforme descrito na Tabela 1. Para cada condicédo
experimental avaliada, foi usado o volume total do frasco, ou seja, foram empregados frascos

de sacrificio, para realizacdo das analises quantitativas. Esse procedimento teve como proposito
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minimizar os erros devidos a problemas de amostragens, bem como alteragdes da relacéo
volume/headspace em face da retirada frequente de amostras.

No presente estudo, para cada experimento do planejamento experimental (Tabela 1),
as variaveis respostas foram: quantificagdo microbioldgica dos grupos das BRS, BRNorg e
BRN-OS (mesofilicas e termofilicas) pelo método do NMP, quantificacdo dos genes dsr
(bactérias redutoras de sulfato) e rrs (bactérias totais) por gPCR , teor de geragdo de sulfeto,
concentracdo de acidos organicos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato), concentracao
de nitrato e concentracdo de nitrito. Para a quantificacdo de BRNorg e BRN-OS, foi realizada
a reacdo de diazotacao descrita por Peter Griess em 1858 (BUXTON, 2016; DESHAN et al.,
1965; SIGMA-ALDRICH, 2013), onde a reducao do nitrato foi avaliada através deste método.

Esta metodologia esta descrita no item 4.4.6.

4.2 Inbculos

As culturas microbianas — BRS, BRNorg e BRN-OS — empregadas como inoculo nos
experimentos foram obtidas a partir do cultivo de uma Unica amostra, coletada em um poco
produtor de um reservatério de petroleo da Petrobras que ja utiliza o nitrato como tratamento
para mitigacdo da geracdo de H»S biogénico, em meios de cultura especificos (Figura 6). A
temperatura inicial desse reservatdrio era de aproximadamente 80 °C e a salinidade aproximada
da 4gua do mar injetada de 35 g/L de NaCl (cloreto de sodio).

Uma vez evidenciada a presenca das diferentes populacBes microbianas, através da
quantificacdo da massa de DNA, nos cultivos iniciais foram realizados cultivos subsequentes
(de 2 em 2 meses) ao longo de 6 meses de modo a obter culturas microbianas adaptadas as
condigdes deste estudo. Os cultivos foram realizados nos meios especificos para cada grupo e
estdo descritos mais adiante, no item 4.3. Conforme ilustra a Figura 6, ao final desta etapa foram
obtidos cultivos enriquecidos de Bactérias Redutoras de Sulfato Mesofilicas (m-BRS) e
Termofilicas (t-BRS), Bactérias Redutoras de Nitrato Oxidantes de Sulfeto Mesofilicas (m-
BRN-OS) e Termofilicas (t-BRN-OS) e Bactérias Redutoras de Nitrato Organotréficas
Mesofilicas (m-BRNorg) e Termofilicas (t-BRNorg).
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Figura 6: Esquema de cultivo e adaptagdo dos indculos utilizados no ensaio.

Para as concentracgdes iniciais de BRS, BRN-OS e BRNorg, definiu-se a quantificagao
da massa de DNA total, considerando a sensibilidade e, sobretudo, a rapidez dos métodos
moleculares comparativamente aos métodos convencionais de cultivo. Portanto, a padronizacao
dos diferentes indculos empregados, foram feitas através das medidas das massas de DNA total.
Os volumes utilizados para o inéculo inicial estdo apresentados no item 5.1 dos Resultados e

Discussoes.

4.3 Meios de cultura e solugdes

4.3.1 Meio de cultura de contato

A partir de informagGes obtidas de bancos de dados da Petrobras sobre a composigéo
quimica da agua produzida (adgua que sai do poco junto com o 6leo) do reservatorio de onde a
amostra inicial foi coletada, foi preparado um meio de cultura para ser utilizado nos ensaios do
delineamento experimental. O meio de cultura, doravante denominado meio de cultura de
contato, foi composto de agua do mar natural, coletada na Baia de Ilha Grande, suplementada
com sais e elementos essenciais com base no meio Postgate E modificado (POSTGATE, 1984)
e 4cidos organicos de cadeia curta como fonte de carbono, em substitui¢cdo ao lactato (Tabela
2). As concentracOes dos acidos acético, propidnico e butirico foram calculadas de modo a
estabelecer a relacdo carbono/sulfato do meio Postgate E modificado, mantendo a proporcao



41

dos &cidos orgénicos encontrada na caracterizacdo quimica da dgua de producdo coletada do
reservatorio de petréleo em questao.

Ap0s preparo, 0 meio de cultura de contato teve seu pH ajustado para 7,6 +0,1 com
auxilio de NaOH 5 mol/L, e para garantir a anaerobiose, 0 meio foi preparado sob purga de
nitrogénio e distribuido 250 mL em frascos de vidro ambar, de 250 mL de capacidade. Em
seguida, estes foram fechados com tampa de borracha e esterilizados por autoclavagéo a 1 atm
(121 °C), por 15 minutos. Os batoques (para garantir vedacédo e anaerobiose) dos frascos ambar

foram colocados ap0s esterilizacdo por 90 minutos em luz ultravioleta na cdmara de fluxo
laminar.

Tabela 2: Composicdo do meio de cultura de contato.

Componentes Concentracao (g/L de dgua do mar)
Acido acético 2,3
Acido propidnico 0,6
Acido butirico 0,057
Acido ascorbico 1,0
Cloreto de aménio 1,0
Fosfato de potassio dibasico 0,5
Extrato de levedura 1,0
Elementos tracos™ 1,0 (mL/L)

pH 7,6+0,1 ajustado com NaOH 5 mol/L. *Tabela 3

A Tabela 3 apresenta a composicao quimica da solucdo de elementos tracos empregada
na formulagdo do meio de cultura.

Tabela 3: Composicdo da solucéo de elementos tracos (EDEN; LAYCOCK; FIELDER, 1993).

Componentes Concentracao (mg/L de agua destilada)
Acido borico 60
Cloreto de manganés 100
Cloreto de cobalto 120
Cloreto de zinco 70
Cloreto de niquel 20
Cloreto cuprico 15
Molibdato de sédio 25

Selenito de sodio 3

pH 7,6+0,1 ajustado com NaOH 5 mol/L.
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4.3.2 Meio de cultura para bactérias redutoras de sulfato mesofilicas (m-BRS)

As etapas de crescimento, manutencdo e quantificacdo das m-BRS foram realizadas em
meio Postgate E modificado, como descrito na Tabela 4 (POSTGATE, 1984). A modificacéo
do meio se deu pelo uso da dgua do mar natural como matriz de preparo do meio de cultura e
pela substituicdo do acido tioglicdlico da composicéo original pela adi¢do, apos a autoclavacéo,
de 0,1 mL de uma solucdo estéril de tioglicolato de sodio (12,4 g/L). O &cido tioglicolico em
alta temperatura enegrece o ferro presente no meio, 0 que acarretaria em um falso positivo.
Ap0s preparo, 0 meio teve seu pH ajustado para 7,6 +0,1 com auxilio de NaOH 5 mol/L.

Para garantir a anaerobiose, 0 meio foi preparado sob purga de nitrogénio e distribuido
9 mL em frascos do tipo penicilina, de 10 mL de capacidade. Em seguida, estes foram vedados
com tampa de borracha e lacrados com lacre de aluminio, esterilizados por autoclavacdo a 1
atm (121 °C), por 15 minutos.

Tabela 4: Composicdo do Meio Postgate E Modificado para BRS (POSTGATE, 1984).

Componentes Concentracao (g/L de 4gua do mar)

KH2PO4 0,5
NH4CI 1,0
CaCl,.2H,0 1,0
MgCl,.6H,0 1,83
Na,SO. 1,0
FeSO4.7H.0 0,5
Agar-agar 1,9
Extrato de levedura 1,0
Acido ascorbico 0,1

Lactato de sodio (50%) 7 mL/L

Solugéo de resazurina (0,025%) 4 mL/L

pH 7,6%0,1 ajustado com NaOH 5 mol/L.

4.3.3 Meio de cultura para bactérias redutoras de sulfato termofilicas (t-BRS)

As etapas de crescimento, manutencdo e quantificacdo das t-BRS foram realizadas em
meio CAPCIS modificado (COCHRANE et al., 1988; EDEN; LAYCOCK; FIELDER, 1993),

gue € um meio composto por 3 solugdes, conforme descrito nas Tabela 5, Tabela 6 e Tabela 7.
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A modifica¢do do meio se deu pela adi¢cdo de uma solucdo de &cidos organicos de cadeia curta
(solucdo 2) e pela adicdo dos reagentes sulfato de soédio (Na2S0Os) e sulfito de s6dio (Na2SOs3)
na composicdo original (Solucdo 1). Essa modificacdo é resultado de estudos anteriores
realizados no CENPES.

As solucdes 1 e 2 foram preparadas separadamente e todos os componentes foram
dissolvidos e seu pH ajustado para 7,6 +0,1 com auxilio de NaOH 5 mol/L. Apds o preparo,
ambas as solucGes foram misturadas (850 mL da solucdo 1 e 150 mL da solucdo 2, totalizando
1 Litro) e o pH novamente ajustado para 7,6 +0,1. Para garantir a anaerobiose, 0 meio foi
preparado sob purga de nitrogénio e distribuidos 9 mL em frascos do tipo penicilina de 10 mL
de capacidade. Em seguida, foram vedados com tampa de borracha e lacrados com lacre de
aluminio, esterilizados por autoclavacdo a 1 atm (121 °C), por 15 minutos. A solu¢do 3 foi
preparada previamente ao preparo das solugdes 1 e 2 e preservada sob refrigeracédo a 4 °C.

Ap0s o preparo, esterilizacdo e resfriamento do meio de cultivo, aliquotas de 0,1 mL de
uma solugdo de tioglicolato de sddio 12,4 g/L previamente autoclavada a 1 atm (121 °C), por

15 minutos, foi adicionada a cada frasco.

Tabela 5: Composicdo da Solucdo 1 do meio CAPCIS Modificado (COCHRANE et al., 1988).

Componentes Concentrac¢do (g/L de agua do mar)
Na2S0O4 2,0
Na2S03 1,0
K2HPO4 0,5

NHA4CI 1,0

CaCl2.6H20 0,1

MgS0O4.7H20 2,0

FeS04.7H20 0,5

Extrato de levedura 1,0
Elementos tracos (Solugéo 4) 1,0 mL/L
Agua do Mar 850 mL

pH 7,6%0,1 ajustado com NaOH 5 mol/L.
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Tabela 6: Composi¢do da Solucéo 2 do meio CAPCIS Modificado (COCHRANE et al., 1988).

Componentes Quantidade
Acido ascorbico 1,09
Acido lactico 1,5 mL
Acido acético 1,5 mL
Acido butirico 0,1 mL
Acido propidnico 0,1 mL
H>O do mar 150 mL

pH 7,6£0,1 ajustado com NaOH 5 mol/L.

Tabela 7: Composicdo da Solu¢do 3 do meio CAPCIS Modificado (EDEN; LAYCOCK; FIELDER, 1993).

Componentes Concentracgéo (g/L de agua destilada)

Acido bérico 0,06
Cloreto de manganés 0,1

Cloreto de cobalto 0,12
Cloreto de zinco 0,07
Cloreto de niquel 0,02
Cloreto cuprico 0,015
Molibdato de sédio 0,025
Selenito de sodio 0,003

4.3.4 Meio de cultura para bactérias redutoras de nitrato organotroficas (BRNorg)

As etapas de crescimento, manutencdo e quantificacdo das BRNorg foram realizadas
em caldo nutriente, conforme composicédo descrita na Tabela 8.

O meio de cultivo foi preparado sob purga de nitrogénio e nao teve seu pH ajustado,
pois ja estava préximo ao pH utilizado para este grupo, préximo do neutro. Para garantir a
anaerobiose, o0 meio foi preparado sob purga de nitrogénio e distribuidos 9 mL em frascos do
tipo penicilina de 10 mL de capacidade de volume final. Em seguida, foram vedados com tampa
de borracha e lacrados com lacre de aluminio, esterilizados por autoclavacdo a 1 atm (121 °C),

por 15 minutos.
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Tabela 8: Composi¢do do caldo nitrato empregado no cultivo de bactérias redutoras de nitrato organotréficas.

Componentes Concentracao (g/L de agua do mar)
Extrato de carne 3,0
Peptona Universal 5,0
KNO3 1,0

4.3.5 Meio de cultura para bactérias redutoras de nitrato oxidantes de sulfeto (BRN-OS)

As etapas de crescimento, manutencdo e quantificacdo das BRN-OS mesofilicas e
termofilicas foram realizadas em meio desenvolvido por DAVIDOVA et al. (2001), como
descrito nas Tabela 9 e Tabela 10. Ap6s seu preparo, 0 meio teve o pH ajustado para 7,2 +0,1
com adicao de NaOH 5 mol/L.

Para garantir a anaerobiose, o meio foi preparado sob purga de uma mistura de gases de
N2/CO2 (80:20) e distribuido em aliquotas de 9 mL em frascos do tipo penicilina com
capacidade de volume final de 10 mL. Em seguida, foram vedados com tampa de borracha e
lacrados com lacre de aluminio, esterilizados por autoclavacdo a 1 atm (121 °C), por 15

minutos.

Tabela 9: Composicdo do meio de cultura para BRN-OS (DAVIDOVA et al., 2001).

Componentes Concentracao (g/L de 4gua do mar)
KCI 0,5
MgCl.6H,0 04
KH2PO, 0,3
NH,4CI 0,5
Na,S;0s3 1,0
CaCl,.2H,0 0,15
NaNO3 0,85
Extrato de levedura 0,1
NaHCO; (ap06s a esterilizacdo) 5,0
Resazurina (0,025% p/v) 4 mL/L
Elementos tragos * 10 mL/L

pH 7,2£0,1 ajustado com NaOH 5 mol/L; *Tabela 10
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Tabela 10: Composicéo Quimica da Solucdo de elementos-trago usada no meio de cultura para BRN-OS Adaptado
de (WOLIN; WOLIN; WOLFE, 1963).

Componentes Concentragdo (mg/L de 4gua destilada)
Acido nitriloacético 2,0 mL/L
MnS0O4.H20 1,0

Fe(NH4)2(S04)2.6H,0 0,8

CoCl2.H:0 0,2
ZnS04.7H,0 0,2
CuCl».2H,0 0,02
NigCl.H20 0,02
NazMoO4 0,02
Na,SeO4 0,02
Na, WO, 0,02

4.3.6 Solucdes empregadas na reacdo de diazotacéo

A reacdo de diazotacdo € um método simples e efetivo para determinacdo de nitrato e
nitrito em uma variedade de matrizes. Esta reacdo consiste na formacdo de coloracdo résea
quando da diazotagdo de nitritos com acido sulfanilico e copulagdo com a-naftilamina em meio
acido, formando o acido a-naftilamino-p-azobenzeno-p-sulfonico (BRASIL, 1999).

As Tabela 11 e Tabela 12 apresentam as composi¢Oes das duas solugdes, Reagentes A e

B, respectivamente.

Tabela 11: Composicdo da solugdo Reagente A para teste de reducdo de nitrato.

Componentes Concentracao (g/L de dgua destilada)
Acido sulfanilico 8,0
Acido acético 30% 1,0

Tabela 12: Composigéo da solugdo Reagente B para teste de reducéo de nitrato.

Componentes Concentracéo (g/L de dgua destilada)
a-naftilamina 6,0
Acido Acético 30% 1,0

A realizagdo do teste consistiu em adicionar 1 mL do Reagente A e 1 mL do Reagente

B a frascos contendo 10 mL de amostra dos cultivos. Frascos que apresentaram coloragédo
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vermelha/résea apds 30 segundos de contato com os Reagentes A e B foram considerados
positivos, pois tal coloracdo decorre da presenca de nitrito no meio.

Nos frascos que permaneceram com a cor inalterada, pé de zinco foi adicionado para
catalisar a reacdo de reducdo de nitrato a nitrito. De modo que, apés a adicdo de zinco, frascos
em que a coloragdo se manteve inalterada foram considerados positivos, enquanto aqueles onde
a coloracdo foi alterada para vermelha/résea foram considerados negativos, o que advém da
presenca de nitrato (SIGMA-ALDRICH, 2013).

Como os meios de cultura utilizados foram preparados em agua do mar, foi utilizado

um frasco controle negativo, ou seja, com dgua do mar em substituicdo a amostra.

4.4 Analises Quimicas

4.4.1 Determinacdo do teor de sulfeto gerado
A analise de sulfeto foi realizada nos laboratérios da Geréncia de Biotecnologia do
CENPES através da técnica de titulacdo potenciométrica, utilizando o equipamento 862
CompactTitrosampler® da Metrohm. Para analisar a fase gas do sulfeto, os frascos testes foram
purgados com nitrogénio em NaOH a 5 mol/L, por 20 minutos. Para a fase liquida, NaOH a 5
mol/L foi adicionado até atingir o pH 12,0. As anélises foram realizadas separadamente e, ao

final, os valores foram somados.

4.4.2 Sais de acidos organicos de cadeia curta, nitrato e nitrito

As analises quimicas de sais de acidos organicos de cadeia curta (acetato, propionato e
butirato), nitrato e nitrito foram realizados pela Geréncia de Quimica do CENPES, pela técnica
de cromatografia de fons, utilizando o equipamento 861 Advanced Compact IC® da Metrohm,
de acordo com as configuracBes estabelecidas na Tabela 13. Aliquotas de 50 mL foram
colocadas em tubos de centrifuga estéreis e enviadas para analise.



Tabela 13: Metodologia empregada na determinacgdo dos anions nitrito, nitrato e acidos carboxilicos de cadeia curta.
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Modelo Outros itens Eluentes
Eluente - Fase Eluente Fluxo -
Métodos Cromatdégrafo Amostrador Pré-coluna Coluna PCC* Membrana . Supressor de .
Moével ions mL/min
Solucéo aquosa
Determinag&o de carbonato Solucio
de nitrito e 838 - Advanced Metrosep A de s6dio - 1,8 ¢
. 861 - Advanced Metrosep A Metrosep A I aquosa de
nitrato - Samplo Supp 4 Né&o ha mmol/l e L i 1
L Compact IC 4/5 Guard/ 4.0 PCC 1 HC/4.0 . acido sulfarico
Eliminacdo de Processor 250/4.0 bicarbonato de
! o - 50 mmol/I
Matriz sodio - 1,7
mmol/I
Determinagdo Solugéo aquosa Solucio
de acidos 838 - Advanced Metrosep Metrosep de acido ¢
o 861 - Advanced ) . . I Membrana de . aquosa de
carboxilicos - Compact I1C Samplo Organic Organic Acids N&o ha Poliamida perclérico - 0,8 cloreto de litio 1
Exclusdo de P Processor Guard/ 4.6 250/7.8 mmol/l + 2%
lus I - 50 mmol/l
16nica de acetonitrila

* PCC - Coluna Pré-Concentradora de ions
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4.4.3 Anélises moleculares

Para a quantificacdo do DNA total das culturas microbianas, aliquotas de 10 mL dos
cultivos foram centrifugados por 10 min a 13.000g, a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet submetido a lise para purificacdo do DNA pelo kit Power Water® da MO
BIO, conforme as instru¢bes do fabricante. A concentracdo de DNA foi determinada por
espectrofotometria no equipamento NanoDrop 2000® da ThermoScientific.

A seguir, o DNA total extraido e purificado foi utilizado como molde para a
amplificagéo das regides alvo do ribossomo (gene 16S do RNA ribossomal para Bacteria e
Archaea — 16S rDNA ou rrs), através da técnica de PCR, a fim de verificar a presenca desses
grupos nos diferentes cultivos. Para confirmacédo da amplificacdo, os produtos de PCR foram
resolvidos em gel de agarose 1%, corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain, pela equipe daquele

laboratdrio.

A quantificacdo dos genes dsr e rrs pela técnica de gPCR foi realizada pelo Laboratério
de Genética Microbiana do Instituto de Microbiologia da UFRJ, com base na equacdo da curva

padrdo gerada para cada gene.

A PCR quantitativa ¢ uma variante da técnica de PCR, utilizada quando se faz
necessario quantificar os produtos da amplificacdo de um gene ou sequéncia de interesse (gene
alvo). Neste trabalho, a técnica de qPCR foi usada para quantificar as bactérias totais, usando-
se como alvo o gene rrs (16S rDNA), e as BRS, através da quantificacdo do gene dsr, que

codifica a enzima redutase dissimilativa de sulfato, que promove a reducéo de sulfato a sulfeto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacdo da massa de DNA total das culturas microbianas (BRS, BRNorg e BRN-
OS) para padronizacdo do indculo

A coleta e interpretacdo de dados cientificos, sobretudo quando envolve a atividade de
microrganismos, depende essencialmente de que eles sejam representativos e confiaveis. Para
tanto, a excecdo dos parametros a serem avaliados, os demais devem estar normatizados.

Assim, considerando a importancia da interacdo dos microrganismos para avaliar o
efeito do nitrato na biogénese do sulfeto, primeiramente foi dada atencdo a garantir a obtengéo
de um inéculo padronizado, tanto quanto possivel, em termos qualitativos e quantitativos. Com
este proposito foi adotada a quantificacdo da massa de DNA total de cada cultura microbiana
para definir a estratégia de inoculacdo. Além disto, deve ser considerada a dificuldade de
realizar a quantificacdo pela metodologia tradicional, o cultivo, para microrganismos
termofilicos e hipertermofilicos, uma vez que podem ocorrer alteracdes na composicao dos
meios em temperaturas mais elevadas por periodos prolongados.

Conforme apresentado na Tabela 14, foi possivel extrair DNA de todos os cultivos
obtidos a partir da prévia inoculacdo (6 meses de adaptagdo aproximadamente) de amostra
oriunda de um pogo produtor de um reservatorio de petrdleo, cultivada subsequentemente em
meios especificos para BRS, BRNorg e BRN-OS, em distintas temperaturas. No entanto,
verifica-se que a quantidade de DNA diminui consideravelmente a medida que aumenta a
temperatura dos cultivos. Também cabe salientar que as BRN-OS, comparativamente as demais
populagbes microbianas analisadas, apresentaram reduzido crescimento, particularmente
quando incubadas a 30 °C. Aparentemente, o numero de microrganismos termofilicos e,
principalmente dos hipertermofilicos, ja era baixo no inoculo inicial e ndo foi estabelecida

condicao favoravel para o desenvolvimento destes microrganismos.

Tabela 14: Quantificacdo em massa de DNA Total (ng/uL).

30°C 55°C 80°C

BRS 845,01 54,6 23,3
BRNorg 626,6 144.6 24,4
BRN-OS 72 40 10
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A seguir, o DNA total de cada amostra foi submetido a PCR a fim de verificar a presenca
de bactérias e arqueias. A Figura 7 apresenta a imagem do gel de agarose com os produtos
amplificados por PCR para Bacteria (gene rrs). Verifica-se que, com exce¢do das amostras dos
cultivos de BRS, BRN-OS e BRNorg a 80°C, todas as demais amostras contém bactérias.

E importante ressaltar que os DNAs das culturas incubadas a 30 e 55 °C foram extraidos
dos sub-cultivos da amostra original, enquanto os cultivos a 80 °C foram obtidos a partir dos
cultivos previamente incubados a temperatura de 55 °C (Figura 6). Portanto, € bem possivel
que, durante esse periodo, tenham sido perdidas algumas espécies que s6 poderiam sobreviver
em condigdes extremas de temperatura.

Cabe salientar também que, com excecdo do meio de cultura para BRS Termofilicas
(Tabela 5, Tabela 6 e Tabela 7), os demais meios de cultura utilizados no preparo dos indculos
foram desenvolvidos para cultivos a 30 °C. A composicdo destes meios também pode ter

reduzido as chances de recuperar grupos bacterianos termofilicos.

BRN-OS 55°C
BRN-OS 30°C
BRN Org 30°C
BRN Org 55°C
tBRS 80°C
mBRS 30°C
BRN-OS 80°C
BRN Org 80°C

o
£0
2 2
= o2}

Figura 7: Gel de agarose (1%) mostrando a presenca de algumas populac¢Ges bacterianas em diferentes
temperaturas. Resultados obtidos a partir da amplificacdo do gene rrs (iniciadores especificos para Bacteria) pela
técnica de PCR.

Na Figura 8 pode-se observar o gel de agarose com os produtos amplificados por PCR
para o gene rrs de Archaea. Verifica-se que apenas trés amostras apresentaram bandas no gel:
t-BRS a 55 °C, e BRN-OS a 30 e 55 °C (vide retangulo vermelho na Figura 8). As arqueias
possuem estruturas de parede celular e de membrana celular que permitem sua sobrevivéncia
em ambientes extremos, como aqueles com temperaturas elevadas (MADIGAN et al., 2016).
Porém, o cultivo de arqueias anaerobicas € dificultado pelo fato de serem extremamente

sensiveis ao oxigénio (ROTHE; THOMM, 2000). Assim, se a amostra original ndo foi
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devidamente coletada no reservatério ou acondicionada, isto €, mantida em atmosfera isenta de
oxigénio, pode ter comprometido a atividade das arqueias. Além disso, o cultivo e a incubacéo
das amostras ndo foram feitos em meios especificos para arqueias, mas sim em meios proprios

para bactérias, o que pode ter reduzido ainda mais as chances de sua sobrevivéncia.

=

BRN-OS 55°C
BRN-0S 30°C
BRN Org 30°C
BRN Org 55°C
BRN-OS 80°C

BRN Org 80°C

mBRS 30°C

tBRS 55°C
tBRS 80°C

2
=

Figura 8: Gel de agarose (1%) para mostrando a presenca de arqueias em diferentes temperaturas. Resultados
obtidos a partir da amplificagdo do gene rrs (iniciadores especificos para Archaea) pela técnica de PCR.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 14, foram calculados os volumes de
cada cultura para emprego como inéculo nos ensaios de contato. O célculo do volume foi
realizado de maneira que se estabelecesse uma quantidade igual de DNA de cada grupo no teste.

Os volumes de cada cultura sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Volume em mililitro (mL) dos indculos utilizados no ensaio.

30°C 55°C 80°C

BRS 2,2 34,8 81,5
BRNorg 3,0 13,1 77,9
BRN-OS 26,4 47,5 190,0
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5.2 Crescimento microbiano através da quantificagdo pelo NMP

5.2.1 BRS, BRNorg e BRN-OS

As Tabela 16, Tabela 17 e Tabela 18 apresentam os resultados obtidos para a
quantificacdo microbioldgica de BRS, BRNorg e BRN-OS nas condigdes definidas pelo
delineamento experimental.

O crescimento das BRS foi determinado pelo enegrecimento acentuado do meio, 0 que
se deve a formacdo de FeS (sulfeto de ferro), em consequéncia da reacdo entre 0 H»S gerado
pelas BRS e o ferro constituinte do meio.

O crescimento das BRNorg foi constatado pela turbidez do meio em associagéo a reacao
de diazotacéo.

O crescimento das BRN-OS foi determinado pela reagdo de diazotag&o.

Tabela 16: Resultados de BRS (mesofilicas e termofilicas) expressos em NMP/mL em diferentes condi¢des
experimentais

Nitrato Temperatura

mg/L oc tl t3 t7 t14 128
110 55 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
30 55 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
90 80 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
50 80 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
90 30 3,5E+01 9,3E+01 1,2E+06 9,3E+05 4,3E+05
50 30 9,3E+01 4,3E+02 4,4E+05 4,3E+05 9,3E+04
70 55 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01

70 55 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
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Tabela 17: Resultados de BRNorg (mesofilicas e termofilicas) expressos em NMP/mL em diferentes condi¢@es

experimentais

Nitrato Temperatura

mgiL oc tl t3 t7 t14 128
110 55 <3,0E-01 <3,0E-01 7,4E-01 3,6E-01 <3,0E-01
30 55 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
90 80 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
50 80 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
90 30 4,6E+06 >1,4E+07 >1,4E+07 >1,4E+07 1,5E+01
50 30 1,5E+06 >1,4E+07 4,6E+06 2,1E+06 1,1E+03
70 55 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 2,3E+01 <3,0E-01
70 55 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 9,3E+00 <3,0E-01

Tabela 18: Resultados de BRN-OS (mesofilicas e termofilicas) expressos em NMP/mL em diferentes condicfes

experimentais

Nitrato Temperatura

mg/L oc t1 t3 t7 114 t28
110 55 <3,0E-01 <3,0E-01 4,3E+01 <3,0E-01 <3,0E-01
30 55 <3,0E-01 <3,0E-01 1,5E+00 <3,0E-01 <3,0E-01
90 80 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
50 80 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
90 30 4,3E+05 2,1E+06 >1,4E+07 >1,4E+07 3,6E+03
50 30 7,5E+05 >1,4E+07 1,1E+07 >1,4E+07 2,3E+03
70 55 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01 <3,0E-01
70 55 <3,0E-01 <3,0E-01 2,3E+00 <3,0E-01 <3,0E-01

As Figura 9, Figura 10 e Figura 11 mostram o comportamento das BRS, BRNorg e BRN-

OS, respectivamente, ao longo do tempo, nos 8 ensaios do planejamento experimental definido

para este trabalho, considerados como varidveis independentes a concentragdo de nitrato e a

temperatura.
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Figura 9: Avaliacdo do efeito do nitrato em fungdo da temperatura ao longo do tempo para as BRS.
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Figura 10: Avaliacdo do efeito do nitrato em fungdo da temperatura ao longo do tempo para as BRNorg.
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Figura 11: Avaliacdo do efeito do nitrato em funcdo da temperatura ao longo do tempo para as BRN-OS.

E possivel observar que, a 30°C, as BRS apresentaram um ligeiro crescimento do
primeiro para o terceiro dia (Figura 9). Entretanto, houve um aumento consideravel, cerca de 4
ordens de grandeza, no sétimo dia, mantendo-se o valor praticamente inalterado até o Gltimo
dia do ensaio (vigésimo oitavo dia), nas concentracdes de 50 e 90 mg/L de nitrato. J& os sistemas
incubados em temperaturas mais elevadas resultaram na inibi¢do do crescimento das BRS.

O ligeiro aumento de BRS evidenciado no inicio do ensaio pode estar relacionado a
atividade de algumas espécies de BRS que sdo capazes de crescer utilizando nitrato como
aceptor final de elétrons (MARIETOU, 2016; SANCHEZ-ANDREA et al., 2015).
Desulfovibrio desulfuricans 27774 é um exemplo de BRS capaz de utilizar a reducédo
dissimilativa do nitrato, na auséncia de sulfato (MARIETOU; GRIFFITHS; COLE, 2009).

Os microrganismos heterotroficos, como € o caso da maioria das BRS, podem responder
de forma diferenciada a diferentes niveis de temperatura (GOLDHABER, 2011; KIRCHMAN;
MALMSTROM; COTTRELL, 2005). Em estudos de campo, VOORDOUW et al. (2007)
mostraram que as taxas de acidulacdo biogénica, e, portanto, a atividade das BRS eram
controladas pela temperatura. A maioria das BRS sdo mesofilicas, mas podem sobreviver até
60°C (ZHANG; WEN; CAO, 2011). No entanto, segundo COSTERTON et al. (1995) existem
espécies de BRS hipertermofilicos, com temperatura 6tima de crescimento acima de 60°C.
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A medida que o reservatorio vai se tornando maduro, aumenta o volume de agua
injetada, o que leva ao resfriamento das zonas proximas aos pocos injetores, que por sua vez
favorece o crescimento de BRS mesofilicas. Por outro lado, em zonas do reservatorio mais
distantes do poco injetor, ou seja, mais profundas, deve-se considerar que o crescimento das
BRS termofilicas ou hipertermofilicas é maior (LIAMLEAM; ANNACHHATRE, 2007). Por
isso, ndo ha consenso se a producdo ocorre principalmente perto do pogo injetor ou ocorre
indistintamente em zonas de temperatura elevadas (LAMBO et al., 2008).

Como previsivel, tanto as BRNorg quanto as BRN-OS apresentaram comportamento
bem distinto ao das BRS (Figura 9, Figura 10 e Figura 11), uma vez que a presenca de nitrato
estimula a competigédo entre elas pelas fontes de carbono disponiveis (MYHR et al., 2002).
Evidencia-se uma elevada concentracdo de bactérias redutoras de nitrato desde o primeiro dia
de ensaio; valor que se manteve até o 14° dia, com consideravel decaimento no 28° dia.

Como citado anteriormente, 0 metabolismo dos microrganismos redutores de nitrato,
por ser mais acelerado do que o das BRS, consome o nitrato disponivel nos primeiros dias de
ensaio. Assim, as BRS conseguem crescer notadamente somente apds a supressdo do nitrato
(Figura 13). Também foi observado por SOUSA; CAMMAROTA; SERVULO (2010) que a
medida que o nitrato é consumido e ndo é feita uma nova aplicacdo, as BRS voltam a consumir
o sulfato disponivel no meio, retomando seu crescimento. Dai a importancia da adi¢do periddica
de nitrato como controle da biogénese de sulfeto em reservatérios.

Em relacdo a temperatura, é possivel observar uma maior influéncia no controle
microbiano a partir de 55 °C. Isso, provavelmente, se deve a possiveis perdas das comunidades
termofilicas quando as popula¢des microbianas, ao longo dos meses prévios ao experimento,
foram cultivadas em meios de cultivos ndo especificos para temperaturas mais altas (exceto no
caso das BRS termofilicas que foram cultivadas em meios especificos a 55 °C).

E importante salientar que, neste topico, estdo sendo avaliados os resultados
encontrados a partir da quantificacdo microbioldgica baseada em técnica convencional de
cultivo. Como organismos de ambientes mais extremos s&o mais dificeis de serem cultivados,

as técnicas moleculares podem ser mais apropriadas nestes casos.

5.3 Sulfeto Total

A Tabela 19 apresenta os resultados obtidos para a quantificagdo do teor de sulfeto

gerado, em mg/L, nas condicdes definidas pelo delineamento experimental.
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Tabela 19: Resultados de quantificacdo do teor de sulfeto total gerado (mg/L) nos 5 tempos avaliados no
planejamento experimental, pela técnica da titulagdo potenciométrica.

Nitrato Temperatura

mgiL oc t1 t3 t7 114 128
110 55 2,88 2,67 5,26 6,53 13,42
30 55 292 251 5,76 7,45 9,70
90 80 240 244 2,93 3,78 10,28
50 80 259 1,50 5,87 5,89 7,63
90 30 261 655 139,06 176,82 191,58
50 30 2,65 5,08 199,49 174,22 158,49
70 55 465 3,46 5,05 4,73 6,60
70 55 322 279 9,87 5,02 5,40

Com os dados da Tabela 19 foi construido um grafico para obter o perfil da concentracao

de sulfeto total (Figura 12) e, assim, melhor evidenciar a influéncia de cada variavel estudada

(concentracdo de nitrato e temperatura) sobre a geracao de sulfeto total ao longo do tempo.

-l -- .. -| [ ]
T14 T28

90 mg/L 80 °C m50 mg/L 80 °C

T

® 110 mg/L 55 °C m 30 mg/L 55 °C
90 mg/L 30 °C

1

Sulfeto Total

T3

T7

Tempo (dias)

50 mg/L 30 °C ®m70 mg/L 55°C ®m70 mg/L 55°C

Figura 12: Avaliacdo do efeito do nitrato em fungdo da temperatura ao longo do tempo para a geracdo de Sulfeto
Total.
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5.4 Nitrato

A Tabela 20 apresenta os resultados obtidos para concentracdo de nitrato, em mg/L,
cujo valor inicial no meio de contato se encontrava abaixo do limite inferior de detec¢do do
método adotado para sua quantificagdo. Segue a Figura 13 construida com os dados compilados
na Tabela 20 para andlise da influéncia da concentragdo de nitrato e temperatura sobre o

consumo do nitrato, ao longo do tempo.

Tabela 20: Concentracdo de nitrato (mg/L) no meio de contato em fungéo de diferentes concentragdes de nitrato e
temperaturas ao longo do periodo experimental

Nitrato Temperatura
mgiL oc tl t3 t7 t14 128
110 55 110 220 150 120 110
30 55 38 40 54 39 64
90 80 85 100 95 100 110
50 80 65 56 61 78 64
90 30 14 N.D. <1,0 9 52
50 30 12 N.D. 91 4,2 39
70 55 75 81 78 88 68
70 55 69 100 83 82 69

Os maiores consumos de nitrato ocorrem quando os ensaios foram mantidos a 30 °C.
Porém, conforme a temperatura aumenta, o nitrato € preservado e, em alguns casos, verifica-se
inclusive seu aumento.

As concentracdes de BRNorg e BRN-OS nos ensaios a 30 °C aumentaram até os 14 dias
de experimento, confirmando o consumo bioldgico deste composto, ja que o metabolismo
desses grupos € mais rapido, consumindo o nitrato mais rapidamente do que as BRS. Quando
ocorre a prevaléncia das BRS (28° dia), verifica-se aumento da concentracdo de nitrato no meio
reacional, ficando acima das concentra¢cBes dosadas inicialmente. Uma hipdtese para a
formacdo de nitrato € a oxidagdo da aménia, processo chamado anamox.

Para avaliar esse aumento na concentracdo de nitrato nas temperaturas acima de 55 °C,
foi realizado um ensaio abidtico a fim de verificar se este aumento se deve ao consorcio

microbiano utilizado ou se ha uma influéncia fisico-quimica.
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Figura 13: Quantificacdo da concentracdo de nitrato (mg/L) em funcdo da concentracdo de nitrato (mg/L) e da
temperatura (°C).

Para isso, foi utilizado 0 mesmo produto (nitrato de calcio) e 0 mesmo meio de cultura
de contato descrito na Tabela 2. Foi selecionada a maior concentracdo de nitrato testada,
110 mg/L, avaliada nas trés temperaturas e nos mesmos tempos adotados na execucdo dos
ensaios bidticos.

A concentracdo inicial de nitrato no teste abiotico foi <1,0 mg/L nos frascos sem adicéo
de nitrato. Ndo houve quantificacdo inicial nas amostras com adicdo de nitrato. Por isso,
considerou-se que a dosagem inicial nesses frascos era de 110 mg/L.

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos para concentragéo de nitrato, em mg/L, nos
ensaios abioticos, que foram utilizados na construcdo da Figura 14.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 21 e com o grafico da Figura 14, foi
possivel quantificar nitrato nos frascos que ndo receberam o composto inicialmente, apds 14
dias de incubacdo, nas 3 temperaturas testadas. Apds esse periodo, a concentragdo do nitrato
cai, chegando quase a zero, de 2-13 mg/L.
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Tabela 21: Concentragdes de nitrato (mg/L) determinadas para ensaios abidticos em diferentes temperaturas e
tempos.

Nitrato Temperatura
mgiL C) T1 T3 T7 T14 T28
0 30 <1 <1 <1 88 2
0 55 <1 <1 <1 77 5
0 80 <1 <1 <1 81 13
110 30 146 143 142 166 143
110 55 155 119 128 166 121
110 80 117 132 137 162 110

Na Figura 14, observa-se também um aumento nas concentragdes de nitrato nos frascos
aos quais foram adicionados, inicialmente, 110 mg/L do composto. SO que, neste caso, 0
aumento aconteceu logo no primeiro dia de incubacéo, e se manteve oscilando ao longo do

tempo, caindo apenas no Gltimo tempo do ensaio, mas se mantendo a ordem de grandeza.
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Figura 14: Concentragdo de nitrato em mg/L no ensaio abidtico.

Avaliando a composicdo do meio de cultura de contato (Tabela 2 e Tabela 3), percebe-
se que somente o extrato de levedura poderia ser metabolizado ao longo do tempo com geracéo

de nitrato, porém ndo foi possivel realizar as devidas analises para verificar essa hipotese.
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Portanto, ndo se pode inferir que o aumento do teor de nitrato nas maiores dosagens e

temperaturas, observado no ensaio biotico, possa ser atribuido a uma producéo biologica.

5.5 Nitrito

A Tabela 22 apresenta os resultados obtidos para concentracgdo de nitrito, em mg/L, cujo
valor inicial no meio de contato foi de 4,5 mg/L. A Figura 15, construida a partir dos dados
desta tabela, permite melhor identificar o perfil das condi¢cdes estudadas (concentracdo de

nitrato e temperatura) sobre o consumo/producéo do nitrito, ao longo do tempo.

Tabela 22: Concentracéo de nitrito (mg/L) no meio de contato em funcédo de diferentes concentragdes de nitrato e
temperaturas ao longo do periodo experimental

Nitrato Temperatura

ma/L oc t1 3 t7 114 128
110 55 6,3 1,5 8,9 4,6 7,0
30 55 7,6 59 9,0 9,0 9,4
90 80 10,0 6,1 9,2 19,0 7,3
50 80 10,0 7,3 9,3 20,0 7,2
90 30 53 7,6 15,0 16,0 15,0
50 30 11,0 8,0 14,0 12,0 15,0
70 55 8,6 9,5 12,0 12,0 10,0
70 55 8,2 8,3 11,0 9,8 10,0

Analisando a Figura 15, para os tempos de 1, 3 e 7 dias, tem-se que na temperatura de
30 °C, conforme aumentam as dosagens de nitrato, séo menores as concentragdes de nitrito. Em
alguns casos, quando as dosagens de nitrato estdo proximas ao ponto central (70 mg/L), a
concentragéo de nitrito diminui, mesmo em temperaturas mais elevadas.

Cabe lembrar que o nitrito € gerado a partir do metabolismo da reducéo do nitrato, e que
temperaturas mais altas podem reduzir o crescimento e, consequentemente, 0 metabolismo
microbiano. Portanto, esperava-se uma menor geracdo de nitrito nas temperaturas superiores

avaliadas neste planejamento.
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Figura 15: Concentracéo de nitrito (mg/L) em fungdo da concentracdo de nitrato (mg/L) e da temperatura (°C).

No tempo de 28 dias, ndo se nota influéncia da concentracdo de nitrato sobre as
concentracOes de nitrito a 30 °C. Para 0 menor tempo, tem-se que a concentracdo de nitrito
aumenta na maior temperatura, enquanto que nao se observa o aumento do nitrito nesta
condic¢do no maior tempo experimental.

A Tabela 23 apresenta os resultados obtidos para concentracao de nitrito, em mg/L, nos
ensaios abioticos. A concentracdo inicial de nitrito no teste abiotico foi de <1,0 mg/L nos
frascos sem adicéo de nitrato.

Nenhuma concentragdo de nitrito foi observada, todas as andlises ficaram abaixo do
limite de deteccdo do método. Ou seja, ndo houve a formacgdo deste composto através da
degradacéo do nitrato.
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Tabela 23: Concentracdes de nitrito (mg/L) determinadas para ensaios abidticos em diferentes temperaturas e
concentragdes de nitrato.

Nitrato Temperatura
gL ¢C) T1 T3 T7 T14 T28
0 30 <1 <1 <1 <1 <1
0 55 <1 <1 <1 <1 <1
0 80 <1 <1 <1 <1 <1
110 30 <1 <1 <1 <1 <1
110 55 <1 <1 <1 <1 <1
110 80 <1 <1 <1 <1 <1

A partir dos resultados acima podemos afirmar que todo o nitrito encontrado nos
experimentos bioticos (Tabela 22 e Figura 15) sdo de origem biologica, presumivelmente a

partir da reducédo do nitrato.

5.6 Analises moleculares — gPCR

A analise de gPCR foi utilizada com o intuito de estimar a abundancia de bactérias totais
(gene rrs) e de BRS (gene dsr) presentes nas amostras do delineamento experimental. A Tabela
24 apresenta os resultados obtidos para os tempos 1, 7 e 28 dias.

A analise dos resultados da quantificacdo do gene rrs permite notar a interferéncia dos
parametros estudados (temperatura e concentracdo de nitrato) sobre a comunidade bacteriana
total presente nas amostras. O aumento da temperatura foi determinante para a diminuicdo da
abundancia do gene rrs, sendo os maiores valores observados a temperatura de 30 °C, de até
duas ordens de grandeza. E, como esperado, nas amostras submetidas a temperatura de 80°C
foram detectados os menores valores de abundancia relativa do gene rrs, indicando que tal

condicdo acarretou 0 maior impacto na comunidade bacteriana total presente.
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Tabela 24: Resultados da quantificacdo dos genes rrs e dsr, pela técnica de gPCR, para estimativa da concentragao
de BRS e bactérias totais no meio de contato apés 1, 7 e 28 dias de ensaio.

Nitrato Temperatura BRS (gene dsr) Totais (gene rrs)

mg/L °c t1 t7 t28 t1 t7 t28
110 55 AL. AL. AL. 6,30E+03  4,40E+07  2,10E+07
30 55 AL. AL. AL. 3,10E+05  2,50E+07  3,40E+07
90 80 AL. AL. AL. 6,60E+05  2,10E+04 AL
50 80 AL. AL. AL. 2,80E+05  6,90E+04  1,80E+04
90 30 AL. 400E+03  142E+04  6,60E+07  1,70E+07  7,50E+09
50 30 AL. 123E+03  459E+02  150E+08  2,20E+05  6,50E+07
70 55 AL. 7,30E+01 AL. 9,20E+06  5,00E+07  2,10E+08

A.L.: Abaixo do limite de detec¢do do método

Os resultados da quantificacdo do gene dsr, presente nas bactérias redutores de sulfato,
revelaram que a adicdo do nitrato parece estar relacionada ao controle do crescimento de
bactérias redutoras de sulfato, pois o gene s6 foi detectado em amostras com 90 mg/L de nitrato
a 30 °C, 50 mg/L de nitrato a 30 °C e 70 mg/L de nitrato a 55 °C. Entretanto, estranhamente,
este gene néo foi detectado nestas amostras com 1 dia de incubacéo.

Considerando a andlise ao longo do tempo, somente na amostra com 90 mg/L de nitrato
a 30°C a adicdo de nitrato ndo se mostrou eficiente, ja que a abundancia do gene dsr foi
crescente e o maior valor foi observado na amostra de 28 dias.

Em um experimento tipico de andlise de comunidades, o DNA total €é isolado
diretamente a partir do habitat microbiano (MADIGAN et al., 2016). Neste estudo, o DNA total
foi extraido de cultivos, utilizados como in6culos, resultantes de subsequentes transferéncias
para novos meios, ao longo de seis meses. Para iniciar o experimento, conforme descrito na
Tabela 15, distintos volumes de indculos foram definidos a partir da quantificacdo do DNA total
de cada meio de cultivo especifico, e ndo do DNA especifico de cada grupo. Portanto, é possivel
que, ao adicionar os diferentes indculos ao meio de contato, nas quantidades definidas a partir
do DNA total, a quantidade de BRS inicial tenha sido muito pequena, prejudicando sua detec¢édo
pela técnica de gPCR.

Cabe lembrar que, em funcéo da quantificacdo do DNA total, o volume definido para a
retirada de inéculo do meio de cultivo especifico de BRS (Postgate E modificado) foi muito
pequeno, especialmente, para o cultivo a 30°C (2,2 mL).

A metodologia usada para a quantificacdo do indculo dos ensaios (massa de DNA total),
aliada aos poucos meios de cultivo disponiveis para o crescimento de grupos bacterianos

especificos, pode ser a causa das variagdes dos resultados.
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5.7 Concentracdo de &cidos organicos de cadeia curta
A Tabela 25 apresenta os resultados obtidos de concentracdo de acetato

residual/produzido, em mg/L, a partir do planejamento experimental. A concentragéo inicial de
acetato no meio de contato foi de 2400 mg/L.

Tabela 25: Concentracdo de acetato residual (mg/L) em funcdo de diferentes concentracGes de nitrato e
temperaturas ao longo do periodo experimental.

Nitrato Temperatura
mg/L oc t1 3 t7 t14 128
110 55 2300 1900 1900 1800 1100
30 55 2100 2000 1900 1900 1100
90 80 2500 1900 1900 1700 1000
50 80 2200 1900 1900 1800 1100
90 30 2400 1900 2200 2100 1300
50 30 2100 2200 2500 2200 1200
70 55 2300 1900 2000 1800 1000
70 55 2200 1900 1900 1800 1000

Com os dados da Tabela 25 foi construido um gréafico para obter o perfil da concentragdo
de acetato (Figura 16) e, assim, melhor evidenciar o perfil das condi¢Ges estudadas
(concentracdo de nitrato e temperatura) sobre o consumo/producdo do acetato, ao longo do

tempo.
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Figura 16: Concentracdo de acetato (mg/L) em funcdo da concentracéo de nitrato (mg/L) e da temperatura (°C).

Em termos gerais, houve um suave decaimento da concentracdo de acetato durante o
periodo experimental, sendo o maximo de consumo de cerca 1000 mg/L atingido decorridos
28 dias. No primeiro dia tem-se a ocorréncia dos maiores consumos de acetato para as
combinagGes nitrato e temperatura de 50 mg/L e 30°C e 30 mg/L e 55°C. Segue-se uma
tendéncia de consumo regular na maioria das condi¢des ensaiadas, evidenciando-se 0s maiores
teores residuais de acetato nos sistemas incubados a 30 °C.

A Tabela 26 apresenta os resultados obtidos para concentracdo de propionato, em mg/L,
cujo valor inicial no meio de contato foi de 570 mg/L. Os dados foram compilados na Figura
17 de modo a facilitar a melhor anélise da influéncia da concentracéo de nitrato e temperatura

sobre o consumo/producéo do propionato, ao longo do tempo.
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Tabela 26: Concentracgdo de propionato residual (mg/L) no meio de contato em funcédo de diferentes concentragdes
de nitrato e temperaturas ao longo do periodo experimental

Nitrato Temperatura

mgiL oc t1 t3 t7 t14 128
110 55 640 570 500 200 380
30 55 650 600 480 190 370
90 80 540 540 510 220 390
50 80 650 610 540 210 380
90 30 620 520 580 240 370
50 30 640 600 570 240 380
70 55 610 600 490 170 390
70 55 590 580 470 170 360

Propionato
700

500
400
S
on
E 300
200 ,'
100 II I
0
T1 T3 T7 T14

T28
Tempo (dias)

=110 mg/L 55 °C 30 mg/L 55 °C =90 mg/L 80 °C =50 mg/L 80 °C
=90 mg/L 30 °C =50 mg/L 30 °C ®70 mg/L 55°C ®70 mg/L 55 °C

Figura 17: Concentracdo de propionato (mg/L) em fungdo da concentracao de nitrato (mg/L) e da temperatura
(°C).

Novamente pode-se observar um decaimento gradual da concentracdo de propionato,
embora os valores minimos residuais tenham ocorrido no 14° dia, com média de consumo de
cerca 350 mg/L. Porém, neste caso, houve um aumento da concentragdo de propionato nos
cultivos ao final do periodo experimental, similarmente em todas as condicGes testadas.

Na Tabela 27 séo apresentados os resultados obtidos para concentracdo de butirato, em
mg/L, cujo valor inicial no meio de contato foi de 62 mg/L. Os dados foram compilados na
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Figura 18 de modo a facilitar a melhor analise da influéncia da concentragdo de nitrato e

temperatura sobre o consumo/producédo do butirato, ao longo do tempo.

Tabela 27: Concentracéo de butirato residual (mg/L) no meio de contato em funco de diferentes concentracfes
de nitrato e temperaturas ao longo do periodo experimental

Nitrato Temperatura
tl 13 t7 t14 t28
mg/L °oC
110 55 56 44 53 20 44
30 55 58 44 54 19 43
90 80 59 39 61 22 45
50 80 58 48 62 22 49
90 30 56 35 100 56 100
50 30 60 41 80 62 42
70 55 57 46 79 18 42
70 55 56 49 61 19 40
Butirato
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¥ 110 mg/L 55 °C 30 mg/L 55 °C =90 mg/L 80 °C =50 mg/L 80 °C
=90 mg/L 30 °C =50 mg/L 30 °C =70 mg/L 55°C ®70 mg/L 55 °C

T7

Tempo (dias)

Figura 18: Concentracgdo de butirato (mg/L) em fungdo da concentracdo de nitrato (mg/L) e da temperatura (°C).

O perfil do consumo de butirato foi bem distinto ao dos demais &cidos organicos. Porém,

similarmente ao observado para o propionato, em geral, o consumo de butirato foi maximo no

14° dia, correspondendo a cerca de 70 % da concentracdo inicial. O consumo maximo de
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butirato foi bem inferior a temperatura de 30 °C, ao redor de 30 %, independentemente da
concentracdo de nitrato empregada. Também foi observado aumento da concentracdo acima do
nivel inicial para algumas condicdes experimentais.

O acetato, o propionato e o butirato ocorrem em aguas produzidas de campos de petréleo
e, frequentemente, estes acidos organicos sdo utilizados para o crescimento microbiano de
consorcios provenientes desses campos. Estudos recentes realizados por CHEN et al. (2017),
em microcosmos, para a avaliacdo da cinética de uso destes trés componentes para a reducdo
do nitrato e sulfato por um consoércio anaerébico obtido de um reservatério de petrdleo,
verificaram que o nitrato foi reduzido primeiro, com preferéncia pelo acetato e propionato. A
reducdo do sulfato seguiu com propionato (mas ndo butirato) como doador de elétrons,
enguanto a fermentacdo do butirato (mas ndo do propionato) foi associada a metanogénese.

Na degradacgédo anaerobia da matéria organica, acetato, propionato e butirato, além do
formiato, sdo intermediarios-chave (MAGOT, 2005). Acoplado a reducéo de sulfato, o acetato
é¢ um dos principais metabdlitos produzidos na oxidagdo incompleta de &cidos graxos
(MAGOT; OLLIVIER; PATEL, 2000).

Estudos realizados por GRIGORY AN et al. (2008) mostram que o0 uso de propionato e
de butirato pelas BRS na reducdo de sulfato a sulfeto é acompanhado da producéo de acetato.
Ja a reducdo do nitrato pelas BRN ocorre com a participacao dos trés &cidos organicos (acetato,
propionato e butirato). No estudo atual, foi observada a produgédo do acetato entre os tempos 3
e 7 dias na condicao de 50 mg/L de nitrato a 30 °C, porém nas demais condi¢Ges observou-se o
seu consumo. Ja a reducdo do nitrato foi observada na presenca dos 3 compostos.

VAN DEN BRAND et al. (2014) verificaram, em estudos realizados em reatores, que
na competicéo entre BRS e metanogénicas, as BRS superavam as metanogénicas quando lhes
era fornecido um substrato com uma mistura de acetato e propionato. Em nosso estudo,
observou-se que o acetato foi consumido primeiramente e, depois, o propionato, principalmente
nas temperaturas mais altas. J& o butirato apresentou aumento em alguns pontos, ndo permitindo

nenhuma associacao entre esses aumentos e 0 metabolismo microbiano.

5.8 Analise estatistica da resposta Sulfeto Total

A partir dos resultados que estéo apresentados na Tabela 16 e da equagéo estabelecida
para o Delineamento de Doehlert, foram geradas as matrizes de previsdes para os tempos 1, 3,
7, 14 e 28 dias, as quais sdo apresentadas no Apéndice B. Essas matrizes permitem avaliar a

influéncia de cada variavel estudada (concentracdo de nitrato e temperatura) sobre o teor de
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sulfeto total gerado, ao longo do tempo, e foram utilizadas para gerar os gréficos de superficie
de resposta, mostrados a seguir na Figura 19.

No tempo 1 dia, a previsdo sugere uma tendéncia de menores concentracdes de HzS nos
extremos de concentracdo de nitrato (inferior e superior). As maiores concentragdes de H.S sdo
previstas apenas para as concentracfes médias de nitrato. No entanto, € possivel que o tempo
de incubagdo dos ensaios tenha influenciado esses resultados, visto que o metabolismo do
sulfato ¢é bastante lento. O mesmo pode ser dito em relacao a variavel temperatura.

No tempo 3 dias, a previsao sugere uma tendéncia de aumento no teor de sulfeto gerado
a medida que aumenta a concentracdo de nitrato dosado. Ja o aumento da temperatura tem um
efeito oposto, levando a concentra¢cGes menores de sulfeto. Retomando os resultados obtidos
através do método do NMP, para quantificacdo de BRS, vé-se que com 3 dias de incubacéo as
concentracdes celulares ainda s@o baixas. 1sso esta de acordo com os resultados apresentados
na Tabela 30 (Apéndice B), onde os teores de sulfeto gerados neste tempo (3 dias) também séo
bastante baixos, ndo muito diferentes daqueles obtidos com um dia de incubagéo. Por isso, as
diferencas encontradas entre os diferentes tratamentos estabelecidos pelo planejamento
experimental sdo muito ténues.

Para o tempo de 7 dias, a previsao sugere uma tendéncia de reducao no teor de sulfeto
gerado com o aumento na concentracdo do nitrato e na temperatura. De acordo com o
comportamento da curva da superficie de resposta, a reducdo nos teores de H.S pode ser
atingida, especialmente, nas dosagens de 110 mg/L de nitrato, em temperaturas entre 30°C e
55 °C. Porém, abaixo dessa dosagem, podera haver geracao de altos teores de H,S para essa
mesma faixa de temperatura. Ja temperaturas acima dos 55 °C controlam a geracdo de H>S,
mesmo com dosagens de nitrato inferiores a citada. Dosagens de nitrato superiores a 70 mg/L,
em temperaturas mais elevadas, ja seriam eficientes nesse controle.

No tempo 14 dias, a previsdo sugere que apenas a temperatura tem influéncia na
diminuicdo do teor de geracdo de H>S. Conforme a temperatura aumenta, o teor de H>S gerado
diminui, com uma reducdo mais significativa por volta dos 55 °C.

No tempo 28 dias, a previsdo sugere que hd um aumento da geracdo de H2S nas
concentracfes mais altas de nitrato, nas temperaturas superiores a 30 °C. Porém, ap0s esse
periodo espera-se que o nitrato dosado tenha sido totalmente consumido pelos microrganismos
redutores de nitrato. Com isso, as BRS devem voltar a consumir o sulfato disponivel e,
consequentemente, retomar o metabolismo de geracdo de H»S, conforme observado na Figura
12.
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6 CONCLUSOES

o Houve inibicdo do metabolismo do sulfato estimulada pela presenca do nitrato,
resultando na redugéo da biogénese de H»S, apesar das BRS ainda estarem presentes no meio
reacional; consequentemente, com a supressao do nitrato, as BRS voltaram a consumir o sulfato
disponivel e gerar o H.S, 0 que endossa ter o nitrato efeito inibidor sobre 0 metabolismo de

reducdo de sulfato;

o Dentre os sais de &cidos organicos, o acetato foi consumido primeiramente pela
comunidade microbiana, sendo seu consumo associado ao metabolismo da reducao do nitrato
e do sulfato. O propionato foi consumido principalmente em temperaturas mais altas em
associacao ao metabolismo dissimilativo do sulfato. Ja para o butirato, foi observado aumento

inespecifico da sua concentracdo em algumas condicdes experimentais;

o O consumo de nitrato ocorre em poucas horas, quando a 30 °C e para adicdo de 50 e
90 mg/L;

o Foi constatada formacdao de nitrito por acdo bioldgica;

o A mitigacdo da geracdo bioldgica de sulfeto foi constatada em temperaturas proximas a

55°C e 80°C em concentracBes de nitrato a partir de 70 mg/L. Porém, as reducdes mais

significativas foram obtidas nas dosagens de 110 mg/L de nitrato;

o Dessa forma, conclui-se que o controle de souring podera ser efetivo em reservatorios
com altas temperaturas (> 55 °C) nos quais sejam aplicadas dosagens de nitrato de pelo menos
110 mg/L.
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7 SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

o Validar protocolos para obtencdo de culturas enriquecidas de BRS, BRNorg e BRN-OS,

termofilicas e hipertermofilicas, a partir de amostras de reservatorios.

o Realizar ensaios de validacdo estatisticas dos dados obtidos no estudo.

o Avaliar o efeito da periodicidade de adicdo de nitrato na biogénese do sulfeto em funcéo

da temperatura.
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APENDICE A — Coeficientes das respostas estudadas e modelos gerados

Tabela 28: Coeficientes para a resposta Sulfeto total.

T1 T3 T7 T14 T28
bo 394 312 7,46 4,87 6,00
b -005 046 -10,73 -0,22 7,20
b -0,08 -221 -94,76 -98,09 -9545
b -009 -031 3304 -270 -17,50
b -1,04 -054 -1,96 2,12 5,56
b, -1,47 119 10551 112,00 111,78

84

Com base nos coeficientes calculados (Tabela 28) e na equacdo de Doehlert, definiu-se

um modelo para a resposta Sulfeto Total para cada tempo estudado e estdo apresentados a

sequir:

T1:Y = 3,94-0,05%1-0,08%2-0,09X1X2-1,04X12%-1,47x2?

T3:Y = 3,12+0,46X1-2,21X-0,31X1X2-0,54x1%+1,19%5°

T7:Y = 7,46-10,73%1-94,76Xo+33,04x1X2-1,96X1°+105,51x5?

T14:Y = 4,87-0,22%1-98,09xX,-2,70X1X2+2,12X1%+112,00%2°

T28: Y = 6,00+7,20%1-95,45X,-17,50X1X2+5,56x1%+111,78x%,°
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APENDICE B - Matrizes de previsdes da analise estatistica dos resultados e modelos

matematicos

Tabela 29: Matriz de previs6es da influéncia do nitrato e da temperatura sobre a quantificagéo do teor de Sulfeto
Total gerado, para o tempo 1 dia.

X1 (Nitrato)

-1 -08 -06 -04 -02 0 02 04 06 08 1

-1 147 185 214 236 249 254 250 239 218 190 154
-08 200 238 267 288 301 305 301 289 269 240 2,03
-06 242 279 308 329 341 345 341 328 308 279 241
g -04 2,71 308 337 357 369 373 369 35 335 305 2068
s -02 289 326 354 374 38 389 384 371 350 320 2,82
qg— 0 29 332 360 379 391 394 38 375 353 323 285
é 02 29 326 353 372 383 386 381 367 345 314 276
< 04 272 308 335 354 365 367 361 347 324 294 255
06 243 2,78 305 324 334 336 330 315 292 261 222
08 202 237 263 281 291 293 287 272 248 217 1,77

1 149 183 210 228 237 238 232 216 193 161 121

Tabela 30: Matriz de previs6es da influéncia do nitrato e da temperatura sobre a quantificacdo do teor de Sulfeto
Total gerado, para o tempo 3 dias.

X1 (Nitrato)

-1 -08 -06 -04 -02 0 02 04 06 08 1

-1 522 557 587 613 635 653 666 675 6,79 680 6,76

-08 4,41 475 504 529 549 565 577 585 588 588 582

-06 3,70 4,02 430 454 4,73 488 499 505 507 505 499

g -04 308 339 366 388 406 420 429 435 435 432 424
s -02 256 286 311 332 349 361 370 374 373 369 3,60
qg— 0 213 242 266 286 301 312 319 322 321 315 3,04
E 02 180 207 230 249 263 273 2,79 280 277 270 259
< 04 156 182 204 221 234 243 248 248 244 235 223
06 142 167 187 203 215 223 226 225 220 210 196

08 138 161 180 195 206 212 214 212 205 194 179

1 142 165 183 19 206 211 211 208 200 1,88 1,72
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Tabela 31: Matriz de previsdes da influéncia do nitrato e da temperatura sobre a quantificagdo do teor de Sulfeto
Total gerado, para o tempo 7 dias.

X1 (Nitrato)

-1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
-1 249,55 24150 233,29 22493 216,41 207,73 198,90 189,91 180,77 171,47 162,01
-0,8 186,00 179,28 172,39 16535 158,15 150,80 143,29 13562 127,80 119,82 111,68
-0,6 130,90 12549 119,93 114,21 108,33 102,30 96,11 89,77 83,27 76,61 69,79
g -04 8424 80,15 7591 7151 6696 6225 57,38 52,36 47,18 4184 36,35
§ -02 46,02 4325 4033 37,26 3402 3063 2709 2339 1953 1551 11,34
qé-)- 0 16,24 14,79 1320 11,44 9,53 7,46 5,24 2,86 0,32 -2,37 -5,22
E’/ 0,2 -510 -5,22 -5,50 -5,93 -6,52 -1,27 -8,17 -9,23 -1045 -11,82 -13,35
g 04 -1800 -16,80 -1575 -14,87 -1413 -1356 -13,14 -12,88 -12,77 -12,82 -13,03
06 -2246 -1993 ~-1757 -1536 -13,30 -11,41 -9,67 -8,08 -6,65 -5,38 -4,27
0,8 -1847 -1463 -1094 -741 -4,03 -0,81 2,25 5,15 7,90 10,50 12,93
1 -6,05 -0,88 4,13 8,98 13,68 18,22 22,60 26,83 30,90 34,82 38,58

Tabela 32: Matriz de previsfes da influéncia do nitrato e da temperatura sobre a quantificacdo do

Total gerado, para o tempo 14 dias.

teor de Sulfeto

X1 (Nitrato)

-1 -0,8 -0,6 -04 -0,2 0 0,2 04 0,6 0,8 1
1 214,61 214,34 214,25 214,32 21456 21497 215555 216,30 217,22 218,31 219,57
-0,8 15521 154,83 154,63 154,59 154,73 155,03 155,50 156,14 156,96 157,94 159,09
-0,6 104,77 104,29 103,97 103,83 103,86 104,05 104,42 104,95 10565 106,52 107,56
g 04 6329 62,70 6228 6203 61,94 6203 6229 62,71 6331 6407 6500
s -0,2 30,77 30,07 29554 29,18 2899 2897 29,12 2944 29,92 30558 31,40
qg— 0 7,21 6,41 5,77 5,30 5,00 4,87 4,91 5,12 5,50 6,05 6,76
E 02 -7,38 -8,30 -9,04 -962 -10,03 -10,27 -10,33 -10,23 -9,96 -9,52 -8,92
< 04 -1302 -1404 -1490 -1558 -16,10 -16,44 -16,62 -16,63 -16,47 -16,14 -1564
06 -970 -1083 -11,79 -1259 -1321 -13,66 -13,95 -1406 -14,01 -13,79 -13,39
0,8 2,58 1,34 0,27 -0,63 -1,36 -1,92 -2,31 -2,54 -2,59 -2,48 -2,19
1 2383 22,48 21,30 20,29 1945 18,78 18,28 1795 17,79 17,79 17,97
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Tabela 33: Matriz de previsdes da influéncia do nitrato e da temperatura sobre a quantificagéo do teor de Sulfeto
Total gerado, para o tempo 28 dias.

X1 (Nitrato)

-1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
-1 194,09 197,03 200,41 204,24 20851 213,23 218,39 224,00 230,05 23654 243,49
-0,8 138,26 140,50 143,18 146,31 149,88 153,90 158,36 163,27 168,62 174,41 180,66
-06 91,37 9291 9489 97,32 100,19 103,51 107,27 111,48 116,13 121,23 126,77
g -04 5343 5426 5555 57,28 5945 62,0/ 6513 6863 7259 76,98 81,82
§ -0,2 24,42 2456 25,14 26,17 27,64 2956 31,92 34,73 3798 4168 45,82
é— 0 4,36 3,80 3,68 4,01 4,78 6,00 7,66 9,77 12,32 1532 18,76
E 0,2 -6,76 -8,02 -884  -921 -9,14 -8,62 -7,66 -6,25 -4,40 -2,10 0,64
< 04 -894 -109 -1241 -1349 -1411 -1429 -1403 -13,32 -12,17 -10,58 -8,53
06 -217 -4,83 -7,05 -8,82 -10,15 -11,03 -11,47 -11,46 -11,01 -10,11  -8,77
0,8 13,53 10,17 7,26 4,79 2,76 1,18 0,04 -0,65 -0,90 -0,70 -0,06
1 38,18 34,12 30,51 2734 2461 2233 2049 19,10 1815 17,65 17,59




