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EFFECT OF NITRATE APPLICATION ON REDUCTION OF BIOGENIC SULPHIDE UNDER DIFFERENT INITIAL 
CONCENTRATIONS OF NITRATE AND SULPHATE-REDUCING BACTERIA. The effect of sodium nitrate application in the reduction 
of biogenic sulphide was evaluated through a 2k complete factorial design, using as variable response the production of sulfide at intervals 
of incubation of 7, 14 and 28 days. The most effective condition for reducing the sulphide production (final concentrations from 0.4 to 1.6 
mg S2- L-1) was obtained with an initial population of sulphate-reducing bacteria and nitrate-reducing bacteria of 104 MPN mL-1 and 427.5 
mg L-1 nitrate. The results also suggested that the applications of nitrate to control the process of souring should follow a continuous scheme.
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INTRODUÇÃO

A acidificação dos reservatórios (souring) é um dos problemas 
cruciais da exploração de petróleo. Este problema tem origem na 
injeção de água do mar em poços adjacentes aos produtores, prática 
comum em campos offshore devido à disponibilidade deste recurso 
hídrico.1-3 Entretanto, a água do mar contém elevado teor de sulfatos 
(em torno de 3000 mg L-1), que sofrem redução a sulfeto por ação 
de bactérias redutoras de sulfato (BRS) em ambientes anaeróbios. 

O sulfeto total produzido pela atividade microbiana compreende 
as formas H

2
S, HS- e S2-, cuja distribuição está relacionada ao pH do 

meio. Para valores de pH menores que 7, H
2
S é o principal compo-

nente na fase aquosa; a forma dissociada HS- é predominante para 
valores de pH entre 7 e 14. Quando o pH é exatamente 7, tem-se 50% 
do sulfeto na forma de H

2
S e 50% na forma de HS-.4 Sob condições 

anaeróbias, o sulfeto é altamente reativo, corrosivo e tóxico, sendo 
o sulfeto de hidrogênio não dissociado (H

2
S) considerado a forma 

mais tóxica do sulfeto. O H
2
S, por ser uma molécula neutra, pode 

facilmente se difundir através da membrana celular para o citoplasma, 
onde pode reagir com componentes celulares.5,6

A intensificação do souring também pode ser atribuída à reinjeção 
da água produzida durante o processo de produção de petróleo, uma vez 
que esta contém nutrientes utilizados por bactérias redutoras de sulfato, 
além de reintroduzir micro-organismos já adaptados às condições do 
reservatório. A reutilização da água produzida constitui uma alternativa 
de manejo, pois sua disposição acarreta sérios danos ambientais, sendo 
este procedimento adotado em locais em que a legislação ambiental é 
mais restritiva, como nos campos do Mar do Norte.7-11

A acidificação de reservatórios, associada à recuperação secun-
dária do petróleo, pode resultar em corrosão, obstrução dos poços 
injetores e produtores pela deposição de FeS, redução da produtivi-
dade dos poços e da qualidade do petróleo produzido.2,4,10 Todos estes 
problemas justificam a importância de se desenvolver estudos para 
o controle ou a prevenção do souring em reservatórios de petróleo. 

A aplicação de biocidas tem sido a forma de controle mais adotada 
para o controle da produção de sulfeto por ação de BRS.12 No entanto, 
esta alternativa nem sempre é adequada, pois na maioria das vezes 

envolve custos elevados e a eficiência alcançada é baixa. A inibição 
das BRS pode ser conseguida pelo uso de molibdato e outros pro-
dutos que, na maioria dos casos, não são aplicáveis em maior escala 
devido ao alto investimento.13 Existem opções como a nanofiltração 
para dessulfatação do fluido injetor e a esterilização com radiação 
ultravioleta, que também apresentam altos custos de implantação e 
inviabilidade de aplicação em grande escala.14

Uma estratégia de controle que vem sendo cada vez mais explora-
da no controle da atividade de BRS e, consequentemente, na redução 
da produção de H

2
S, tem sido a aplicação de nitrato. Essa aplicação, 

em substituição aos métodos normalmente empregados, implica em 
redução dos custos de aplicação e agressões ao ambiente. A aplica-
ção de nitrato para controle de BRS tem se tornado prática comum 
em grandes empresas petrolíferas, principalmente nas atividades de 
recuperação de petróleo em reservatórios maduros. A aplicação de 
nitrato assegura a atividade de bactérias redutoras de nitrato (BRN), 
uma vez que a redução do nitrato permite aos micro-organismos 
um ganho energético consideravelmente maior do que a redução de 
sulfato. Sendo assim, a presença de nitrato no sistema estimula o 
crescimento de BRN, que em maior concentração podem competir 
mais intensamente por fontes de carbono e nutrientes, dificultando o 
crescimento das BRS. Esta técnica também favorece a atividade de 
espécies de bactérias redutoras de nitrato capazes de oxidar sulfetos 
(BRN-OS), resultando na remoção do sulfeto já formado do ambiente 
e em aumento do potencial redox, inibindo ainda mais o crescimento 
das BRS. Cabe destacar a existência de espécies de BRS capazes de 
também utilizar o nitrato como receptor final de elétrons, tendo como 
consequência a não formação do sulfeto biogênico.14-18 

A ação do nitrato tem se mostrado efetiva na inibição seletiva 
de BRS e seu uso mais conveniente do que os tratamentos conven-
cionais. Entretanto, o uso do nitrato está condicionado ao custo e, 
principalmente, ao seu modo de aplicação, além da fase em que os 
micro-organismos se encontram no sistema, se planctônica ou séssil. 
As células microbianas sésseis encontram-se imersas em uma matriz 
exopolimérica que pode dificultar a difusão do nitrato.19 Deve-se ainda 
considerar que o nitrato e seus intermediários, em especial o nitrito, 
são agentes que podem propiciar a corrosão de metais existentes nos 
sistemas. Ressalta-se que o efeito do tratamento com nitrato ainda 
não foi devidamente estabelecido. Ademais, a atividade microbiana 
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específica e as características do sistema a ser tratado devem ser 
estudadas caso a caso. 

Assim sendo, o objetivo principal desse estudo foi avaliar, através 
de planejamento fatorial 2k, o efeito da aplicação de nitrato de sódio 
na redução biogênica de sulfeto mediante diferentes concentrações 
iniciais de BRN e BRS. 

PARTE EXPERIMENTAL

Micro-organismos e meios de cultivo

Foram empregados um consórcio microbiano enriquecido de BRS 
isolado de campo de petróleo offshore da Petróleo Brasileiro S.A. 
(Petrobras) e uma cultura pura de BRN (Halomonas halodenitrificans 
- DSMT 735), adquirida da Coleção de Culturas DSMZ (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, 
Alemanha). As culturas foram mantidas através de repiques mensais 
em meios específicos. Para o consórcio de BRS utilizou-se o meio 
Postgate E modificado20 e para a cultura de BRN empregou-se caldo 
nutriente acrescido de 0,5 g L-1 KNO

3
, conforme indicado pela DSMZ. 

Após incubação a 30 ± 1 ºC por 72 h, as culturas de BRS e BRN 
foram estocadas à temperatura ambiente e a 5 ºC, respectivamente. 

Para os ensaios do planejamento experimental foi utilizado um 
meio constituído de água produzida (MAP) suplementada com sais 
essenciais (em g L-1: 0,5 KH

2
PO

4
; 1,0 NH

4
Cl), extrato de levedura 

(0,2 g L-1) e ácidos orgânicos de cadeia curta como fonte de carbono 
na seguinte proporção: ácido lático (60,8 g L-1), ácido propiônico 
(50,0 g L-1) e ácido butírico (44,6 g L-1). A concentração dos ácidos 
orgânicos foi calculada de modo a se estabelecer a relação carbono/
sulfato do meio Postgate E20, cuja composição é específica para o 
cultivo de BRS. A composição deste meio foi definida com base 
no conteúdo de sulfato na água produzida (1650 mg SO

4
2- L-1) e em 

estudos prévios em que o meio empregado também foi formulado 
com água produzida.21 O meio foi ainda acrescido de 0,053 g L-1 

de ácido ascórbico como agente redutor, a fim de se estabelecer 
condição de anaerobiose. 

Todos os componentes foram solubilizados em água produzida 
e o pH do meio ajustado em 7,0 ± 0,5 com adição de NaOH 1,0 mol 
L-1. A água produzida foi procedente de plataforma offshore (P-35) 
localizada na Bacia de Campos (Campos, Rio de Janeiro, Brasil) e 
os reagentes empregados no preparo dos meios de cultivo e na suple-
mentação da água produzida foram de grau analítico (marca Vetec). 

A condição de anaerobiose foi estabelecida por purga contínua de 
nitrogênio (28 L min-1 por 20 min) efetuada durante o preparo do meio 
e a sua distribuição em frascos do tipo penicilina. Para manter inaltera-
das as propriedades físico-químicas da água produzida, os meios não 
foram esterilizados, sendo conduzido um controle abiótico para cada 
condição de ensaio do planejamento experimental descrito a seguir. 

Planejamento experimental

Testes preliminares estabeleceram as condições para desen-
volvimento do planejamento experimental e demonstraram que 
a água produzida, mesmo sem diluição, apresentava baixo teor 
de componentes inibitórios. Assim, foram avaliados os efeitos 
de três variáveis independentes sobre a produção biogênica de 
sulfeto de hidrogênio: x

1
- concentração inicial de BRS (NMP 

mL-1); x
2
- concentração inicial de BRN (NMP mL-1) e x

3
- con-

centração inicial de nitrato (mg L-1). Para tanto, optou-se por um 
planejamento fatorial 23 completo, tendo como variável resposta 
a produção de sulfeto a intervalos de incubação de 7, 14 e 28 
dias. Para a estimativa do erro experimental e da existência de 
curvatura no modelo realizaram-se três ensaios no ponto central. 
Os coeficientes de regressão do modelo foram determinados pelo 
método dos mínimos quadrados e, como medida da adequação do 
modelo, utilizaram-se o coeficiente de correlação (R2) e a análise 
residual. Os dados experimentais foram analisados usando-se o 
software Statistica versão 7.0. As figuras e tabelas apresentadas 
nos resultados também foram geradas usando-se este mesmo sof-
tware. A Tabela 1 relaciona as variáveis envolvidas (valores reais 
e codificados) no processo e seus respectivos níveis. 

Os experimentos foram conduzidos em frascos do tipo penicilina 
de 50 mL de capacidade com 30 mL de meio reacional (MAP). Os 
frascos foram inoculados com 5 mL do consórcio de BRS e 5 mL 
da cultura de BRN. As concentrações celulares dos inóculos de cada 
experimento foram estabelecidas por diluições seriadas, totalizando 
um volume final nos experimentos (inóculo e meio reacional) de 40 
mL. Utilizaram-se inóculos de BRS e BRN com 96 h de crescimento 
após prévia ativação nos meios Postgate E modificado e caldo nitrato 
para BRS e BRN, respectivamente. Diluições seriadas em solução 
salina redutora (pH 7,6) permitiram a obtenção de populações mi-
crobianas iniciais de 101, 104 e 107 NMP mL-1 de BRS e BRN. Os 
frascos foram incubados a 30 ºC, sendo a produção de sulfeto medida 
no 7º, 14º e 28º dia de incubação. 

Tabela 1. Matriz do planejamento com valores reais e codificados das variáveis independentes e produção de sulfeto em diferentes tempos de incubação

Exp.

Variáveis codificadas Variáveis reais Produção de S2- (mg L-1)

BRS BRN NO
3
- BRS  

(NMP mL-1)
BRN  

(NMP mL-1)
NO

3
- 

(mg L-1)

Tempo de incubação (dias)

7 (Y1) 14 (Y2) 28 (Y3)

1 -1 -1 -1 101 101 127,5 2,6 42,2 45,6

2 +1 -1 -1 107 101 127,5 26,4 27,3 41,9

3 -1 +1 -1 101 107 127,5 18,6 31,1 34,8

4 +1 +1 -1 107 107 127,5 39,2 40,0 43,3

5 -1 -1 +1 101 101 727,5 3,5 8,3 9,4

6 +1 -1 +1 107 101 727,5 12,7 23,9 52,9

7 -1 +1 +1 101 107 727,5 4,8 38,9 50,8

8 +1 +1 +1 107 107 727,5 34,5 34,4 41,4

9 0 0 0 104 104 427,5 0,4 35,5 37,7

10 0 0 0 104 104 427,5 0,7 32,5 41,5

11 0 0 0 104 104 427,5 1,6 30,0 44,8
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Procedimentos analíticos

A determinação de sulfeto total na fase líquida seguiu uma adapta-
ção do método colorimétrico usando N,N-dimetil-p-fenileno-diamina 
e cloreto férrico, conforme descrito por Jacobs et al..22 A adaptação 
do método consistiu do tratamento prévio de 1 mL da amostra com 
igual volume de ácido clorídrico concentrado em frasco do tipo 
penicilina de 10 mL de capacidade, a 70 ºC por 10 min, a fim de 
promover a dissolução dos sulfetos metálicos presentes na amostra.23 
A leitura da absorbância foi feita no comprimento de 670 nm em 
espectrofotômetro UV-visível CAMSPEC, modelo 302, UK. A curva 
padrão usada como referência foi obtida com Na

2
S mono-hidratado 

p.a. (Merck).22,23 A concentração de nitrato foi determinada por mé-
todo espectrofotométrico (Ultraviolet Spectrophotometric Screening 
Method), segundo procedimento descrito no Standard Methods.24

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os meios de cultivo com água produzida permitiram o cresci-
mento tanto de BRS como de BRN, assegurando sua viabilidade no 
decorrer dos ensaios. A Tabela 1 apresenta os valores da produção 
biogênica de sulfeto aos 7, 14 e 28 dias de incubação. Consideraram-
se, nos dados apresentados, os valores médios de produção de sulfeto 
já subtraídos dos valores obtidos nos respectivos controles abióticos, 
cujos valores foram inferiores a 1 mg mL-1. 

Com os resultados obtidos foi possível determinar os coeficientes 
da regressão para os distintos tempos de incubação, como apresentado 
na Tabela 2. Os coeficientes de regressão das variáveis e suas inte-
rações foram estimados pelo método dos mínimos quadrados, tendo 
sido estabelecido um intervalo de confiança de 95%.

Observa-se que para as respostas Y1, Y2 e Y3 a curvatura não 
foi significativa, ou seja, na região investigada não existiam termos 
quadráticos e os modelos comportaram-se de maneira linear. Deste 
modo, determinaram-se, para cada resposta, os modelos empíricos (1) 
a (3) já descartados de todos os parâmetros não significativos (com 
valor de p superior a 0,05). 

Y1 = 17,77 + 10,42.BRS + 6,50.BRN – 3,90.NO
3
- + 2,17.BRS + 2,94.

BRS.BRN.NO
3

-	  (1)

Y2 = 30,75 + 5,33.BRN – 4,40.NO
3

- + 4,93.BRN.NO
3

- – 5,51.BRS.
BRN.NO

3
-	  (2)

Y3 = 40,01 – 8,13.BRS.BRN.NO
3

-	  (3)

A validade dos modelos também foi verificada pela análise da 
variância através do teste F, comparando-se os valores de F dos mo-
delos com os valores de F críticos, como mostra a Tabela 3. 

Enfatiza-se que, nas análises de variância dos modelos, levaram-se 
em conta apenas os parâmetros significativos, nos quais o valor de p se 
encontrava abaixo de 0,05. Para as respostas Y1 e Y2, correspondentes 
aos tempos de incubação de 7 e 14 dias, respectivamente, observa-se 
que o modelo matemático foi altamente significativo, conseguindo 
explicar 99,6 e 93,6% da variação total em torno da média, sendo os 
valores de F calculado (184,78 e 11,72) maiores que os valores de 
F crítico (6,26). Nota-se que para essas respostas o teste de falta de 
ajuste não foi significativo, sendo os valores de F calculado (10,28 
e 2,72) menores que o F crítico (19,0), reafirmando que os dados 
se ajustaram bem ao modelo linear. No entanto, para a resposta Y3, 
correspondente a 28 dias de incubação, o valor do coeficiente de 
correlação foi consideravelmente baixo (R2 = 0,4052), com valor de F 
calculado (0,54) menor que o crítico (6,26). Para este modelo, o teste 
de falta de ajuste passou a ser significativo, com valor de F calculado 

(29,87) maior que o crítico (19,0). Sendo assim, pode-se aferir que 
para o tempo de incubação de 28 dias, o modelo não se ajustou bem 
aos dados. Provavelmente, as condições ideais para a redução da 
produção de sulfeto foram atingidas em tempo menor do que 28 dias. 

Diante dos resultados apresentados, foi realizada apenas a análise 
estatística da geração de sulfeto com 7 e 14 dias de incubação, uma 
vez que para estas condições os modelos são tidos como ajustados 
(Tabela 1). Para a produção de sulfeto no período de 7 dias (Y1), 
observou-se que os menores valores de sulfeto produzido ocorreram 
nos experimentos 1, 5, 7, 9, 10 e 11, sendo que nos experimentos 
9, 10 e 11, que correspondem aos pontos centrais do planejamento 
experimental, foram verificadas as menores concentrações. Assim, 
pode-se concluir que as menores quantidades de sulfeto produzidas 
estão diretamente relacionadas com concentrações de BRS iguais 
ou inferiores a 104 NMP mL-1. Nestas condições, o aumento da con-
centração inicial de NO

3
- (do nível inferior para o superior) manteve 

a concentração de sulfeto baixa (experimentos 1 e 5) e reduziu sua 
produção (experimentos 3 e 7). Os experimentos 2, 4 e 8 apresen-
taram os maiores valores de sulfeto produzido, nos quais maiores 
concentrações iniciais de BRS foram empregadas. Dentre todas as 

Tabela 2. Coeficientes de regressão para as respostas Y1, Y2 e Y3

Fatores
Coef.  

regressão
Teste  

t-Student 
Valor de p

Incubação: 7 dias (Y1)

Constante 17,77 79,97 0,000156

Curvatura -2,16 -3,78 0,063547

Concentração inicial de BRS 10,42 46,91 0,000454

Concentração inicial de BRN 6,50 29,25 0,001167

Concentração inicial de nitrato -3,90 -17,57 0,003223

BRS x BRN 2,17 9,77 0,010324

BRS x NO
3
- -0,70 -3,15 0,087717

BRN x NO
3

- -0,72 -3,26 0,082487

BRS x BRN x NO
3

- 2,94 13,25 0,005645

Incubação: 14 dias (Y2)

Constante 30,75 31,59 0,001001

Curvatura 7,40 2,95 0,098273

Concentração inicial de BRS 0,64 0,66 0,576466

Concentração inicial de BRN 5,33 5,47 0,031799

Concentração inicial de nitrato -4,40 -4,52 0,045613

BRS x BRN 0,47 0,48 0,677724

BRS x NO
3
- 2,13 2,19 0,160334

BRN x NO
3

- 4,93 5,07 0,036805

BRS x BRN x NO
3

- -5,51 -5,66 0,029871

Incubação: 28 dias (Y3)

Constante 40,01 31,63 0,000998

Curvatura 13,80 4,23 0,051602

Concentração inicial de BRS 4,86 3,84 0,061491

Concentração inicial de BRN 2,57 2,03 0,178919

Concentração inicial de nitrato -1,38 -1,09 0,389623

BRS x BRN -5,09 -4,03 0,056464

BRS x NO
3
- 3,66 2,89 0,101787

BRN x NO
3

- 4,91 3,88 0,060525

BRS x BRN x NO
3

- -8,13 -6,42 0,023379
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condições avaliadas, a mais efetiva para a diminuição da acidificação, 
com geração de apenas 0,4-1,6 mg S2- L-1 (para uma população inicial 
de BRS e BRN de 104 NMP mL-1), consistiu na aplicação de 427,5 
mg L-1 de nitrato no sistema. 

Os fatores considerados significativos para a produção de sulfe-
to, no intervalo de 7 dias, podem ser facilmente visualizados pelo 
emprego do diagrama de Pareto, Figura 1. Os efeitos nos quais os 
retângulos se dispõem após a linha divisória (p = 0,05) podem ser 
considerados significativos no modelo matemático.

Analisando-se os fatores, observa-se que as populações de BRS e 
BRN apresentaram efeitos positivos na produção de sulfeto, ou seja, 
o aumento dessas populações contribuía para o aumento da produção 
de sulfeto, sendo o efeito da população de BRS consideravelmente 
maior que o da população de BRN. Nota-se também que as interações 
BRS, BRN e NO

3
- e BRS e BRN influenciaram significativamente a 

produção de sulfeto. A concentração de NO
3

- foi o único efeito que 
influenciou significativamente na redução da produção de sulfeto (si-
nal negativo), o que implica dizer que o aumento da concentração de 
nitrato conduzia à redução da produção de sulfeto. O comportamento 
do modelo para a produção de sulfeto também pode ser visualizado 
através de gráficos das médias, mediante variação das populações de 
BRS e BRN e concentrações de nitrato, Figura 2.

Menores valores de sulfeto foram obtidos com baixa concentração 
inicial de BRS, ou seja, aumentando-se a concentração de BRS, a 
produção de sulfeto aumentava. No entanto, a concentração final de 
sulfeto foi menor na presença de maiores concentrações de NO

3
-. 

Na presença de baixas concentrações de BRS e BRN, a injeção de 
nitrato não teve qualquer efeito sobre a produção de sulfeto. Quando 
a população de BRN foi maior que a de BRS (106 vezes maior) a apli-
cação de maiores concentrações de NO

3
- reduziu consideravelmente 

a produção de sulfeto (em torno de 74% - Tabela 1). Redução menor 

(em torno de 52% - Tabela 1) foi observada para baixas concentrações 
de BRN e altas concentrações de BRS ao se aumentar a concentração 
de nitrato, o que pode indicar a utilização de NO

3
- pelas BRS. Quando 

ambas as populações estavam presentes em níveis mais elevados (107 
NMP mL-1), a injeção de elevada dosagem de NO

3
- (727,5 mg L-1) 

não evitou a produção de sulfeto. Os dados sugerem que a injeção 
de maiores quantidades de NO

3
- pode não resolver o problema de 

souring em alguns reservatórios. Dados da literatura mostram que a 
concentração de nitrato a ser adotada para a mitigação do souring é 
dependente de fatores como a concentração da fonte de carbono a ser 
oxidada e relaciona-se intensamente com as características microbio-
lógicas e ambientais do reservatório. Jenneman et al.7 demonstraram, 
em testes de campo, que a aplicação de 207 mg L-1 de NO

3
- foi 

suficiente para a remoção total de sulfeto; enquanto a inibição de 
souring com aplicações de 80 mg L-1 de NO

3
- e a remoção completa 

de H
2
S com dosagens de 100 mg L-1 de NO

3
- é reportada por outros 

autores.9 Londry e Sulfita, 25 em testes de laboratório, propuseram 
dosagens bem mais elevadas, da ordem de 3100 mg L-1 de NO

3
- para 

reduzir em 90% a redução de sulfato. Em contrapartida, Myhr et al.26 
reportaram que 31 mg L-1 de NO

3
- foram suficientes para a inibição 

completa da produção de sulfeto em testes em coluna que simulavam 
o comportamento de reservatórios de petróleo. 

Figura 1. Diagrama de Pareto para a resposta Y1 – 7 dias de incubação

Figura 2. Gráfico das médias para a resposta Y1 – 7 dias de incubação

Tabela 3. Análise da variância para as respostas Y1, Y2 e Y3

Causa de Variação
Soma 

Quadrática
Graus de 
Liberdade

Média
Quadrática

F
cal

Incubação: 7 dias (Y1)

Regressão 2059,15 5 411,83 184,78

Resíduos 8,915 4 2,23

Falta de ajuste 8,125 2 4,06 10,28

Erro puro 0,790 2 0,39

Total 2068,065 9

R2 = 0,9957

Incubação: 14 dias (Y2)

Regressão 827,40 5 165,48 11,72

Resíduos 56,49 4 14,12

Falta de ajuste 41,32 2 20,66 2,72

Erro puro 15,17 2 7,58

Total 883,89 9

R2 = 0,9360

Incubação: 28 dias (Y3)

Regressão 532,32 5 106,46 0,54

Resíduos 790,35 4 197,59

Falta de ajuste 764,74 2 382,37 29,87

Erro puro 25,61 2 12,80

Total 1322,67 9

R2 = 0,4025
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Figura 3. Diagrama de Pareto para a resposta Y2 – 14 dias de incubação Figura 4. Gráfico das médias para a resposta Y2 – 14 dias de incubação

Para a resposta correspondente a 14 dias de incubação (Y2), os 
resultados demonstram que, com exceção do experimento 5, a pro-
dução de sulfeto alcançou níveis superiores a 23 mg L-1. Tais valores 
podem estar relacionados com o esgotamento da fonte de nitrato 
no sistema. O menor valor de sulfeto foi detectado no experimento 
5, que apresentava como condições iniciais baixas concentrações 
de BRS e BRN. Este foi o único ensaio em que o nitrato ainda se 
mantinha disponível no sistema ao final dos 14 dias de incubação, 
verificando-se valores próximos a 60% da concentração inicial do 
íon (436,2 mg L-1). Mantendo-se baixas concentrações iniciais de 
BRS e BRN e menor injeção de nitrato (experimento 1), já não foi 
possível impedir a produção de sulfeto, que atingiu valor superior a 
40 mg L-1. Assim, pode-se considerar que, em todos os experimentos, 
após o esgotamento do nitrato ocorreu elevada produção de sulfeto 
(23,9-42,2 mg L-1, Tabela 1), alcançando-se valores semelhantes in-
dependente da concentração inicial de nitrato no sistema. O gráfico de 
Pareto (Figura 3) apresenta os fatores mais significativos na produção 
de sulfeto para o tempo de 14 dias de incubação. Nota-se que tanto 
os termos de interação como os efeitos principais são importantes na 
resposta. No entanto, percebe-se que o efeito da população de BRS 
não é mais significativo na produção de sulfeto. O termo de interação 
BRS.BRN.NO

3
- (efeito negativo) foi o mais importante, seguido do 

efeito BRN, da interação BRN.NO
3

- (com efeitos positivos) e do 
efeito NO

3
-, que ainda se mantém como efeito negativo, ou seja, o 

aumento de sua concentração provocava redução na resposta. Isso nos 
leva a concluir que o nitrato, mesmo na presença de baixa população 
de BRN, pode mitigar a produção de sulfeto na presença de espécies 
de BRS capazes de utilizar este íon como receptor final de elétrons.9

Pelo comportamento dos gráficos das médias (Figura 4) observa-se 
que para as menores concentrações iniciais de BRS e BRN, a injeção de 
maior concentração de nitrato (727,5 mg L-1) conseguiu manter a produ-
ção de sulfeto baixa. Quando se aumentou, em cerca de 106, a população 
inicial de BRS uma maior injeção de nitrato não apresentou efeito na 
mitigação do sulfeto. Quando se aumentou em 106 a população de BRN, 
independente da concentração inicial de BRS, maiores injeções de nitrato 
não garantiram a queda da produção de sulfeto. Uma explicação para tal 
resultado seria o consumo acentuado de nitrato por ambas populações de 
BRN e BRS logo no início do experimento, reduzindo a disponibilidade 
de nitrato e aumentando a população de BRS que passaria a reduzir o 
sulfato. Vários autores citam que espécies dos gêneros Desulfovibrio, 
Desulfobulbus e Desulfomonas são capazes de utilizar nitrato como 
receptor final de elétrons, formando amônia como produto final através 

de uma via desassimilativa que envolve a enzima nitrato redutase.27,28 Esta 
proposição pode ser confirmada pelo balanço termodinâmico das reações 
de redução de nitrato e sulfato por BRS, que apresentam valores de DGº 
de -149,2 e -172,0 kJ por mol de H

2
, respectivamente. A capacidade de 

redução de nitrato por BRS parece se associar à disponibilidade de íons 
sulfato no meio, ou seja, o metabolismo seria direcionado à redução de 
nitrato quando sulfato estivesse limitado.27 No entanto, outros autores 
descrevem a habilidade de determinadas linhagens de Desulfovibrio em 
reduzir nitrato na presença de íons sulfato em concentrações não limi-
tantes.15 Esta afirmativa procede, tendo em vista a similaridade entre os 
ganhos energéticos das reações de redução de nitrato e sulfato pelas BRS. 
A inibição da redução de sulfato pela redução de nitrato em BRS ocorre 
quando as concentrações de nitrato são proporcionais às concentrações 
disponíveis de fonte de carbono. Assim, nessas condições, o metabolismo 
das BRS (se contêm genes para a redução de nitrato) seria completamente 
direcionado para a redução do nitrato.9 Cabe ressaltar que, em qualquer 
dos casos mencionados, as BRS permanecerão metabolicamente ativas, 
apenas deixando de produzir sulfeto. Logo, a biogênese de sulfeto voltará 
a ocorrer em uma eventual disponibilidade de sulfato. Neste caso, tem-se 
a agravante da acidificação do reservatório permanecer intensa, tendo 
em vista que a população de BRS se encontra em maior número e já 
adaptada às condições ambientais do reservatório.

Resumidamente, para a maioria das condições avaliadas, uma 
maior injeção de nitrato, no intervalo de 14 dias, não impediu uma 
alta produção de sulfeto. A interseção ou o cruzamento das linhas 
nos gráficos das médias (Figura 4) indica a importância dos termos 
de interação nos mecanismos da resposta investigada (Y2). 

CONCLUSÕES

Os resultados demonstraram que a relação entre as concentra-
ções de BRS e BRN tem grande influência na quantidade e no modo 
de aplicação de nitrato para mitigação do souring. A produção de 
sulfeto pode ser reduzida pela adição de nitrato quando baixas con-
centrações de BRS e BRN estão presentes, sendo o menor valor de 
sulfeto obtido nesta condição com uma maior concentração de nitrato 
e em intervalo menor que 14 dias. O nitrato, na presença de baixa 
concentração de BRN, pode mitigar a produção de sulfeto devido a 
espécies de BRS serem capazes de utilizar nitrato como receptor final 
de elétrons. No entanto, o aumento da população de BRN não implica 
necessariamente em redução da produção de sulfeto, mesmo quando 
maiores concentrações de nitrato são aplicadas. Sob esta condição, 
provavelmente ocorre um acentuado consumo de nitrato, reduzindo 
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sua disponibilidade no meio e permitindo que a população de BRS 
utilize novamente o sulfato com receptor final de elétrons. Os resul-
tados também sugeriram que as aplicações de nitrato para controle do 
processo de souring devem seguir um regime contínuo. A condição 
mais efetiva para a redução da produção de sulfeto (concentrações 
finais de 0,4-1,6 mg L-1) foi obtida com população inicial de BRS e 
BRN de 104 NMP mL-1 e 427,5 mg L-1 de nitrato.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Está disponível em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de 
arquivo .PDF, com acesso livre. Para confirmar que as condições 
ideais para a redução da produção de sulfeto foram atingidas em 
tempo menor do que 28 dias, são apresentados os gráficos da pro-
babilidade normal dos resíduos (Figura 1S). Um resumo dos dados 
de sulfeto produzido ao longo do tempo de incubação (7, 14 e 28 
dias) para diferentes concentrações iniciais de BRS, BRN e nitrato 
é apresentado na forma de gráficos (Figura 2S). 
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Figura 1S. Gráficos da probabilidade normal dos resíduos

Para confirmar que as condições ideais para a redução da 
produção de sulfeto foram atingidas em tempo menor do que 28 
dias, analisou-se os gráficos da probabilidade normal dos resíduos 
(Figura 1S). Percebe-se que, para os tempos de incubação de 7 e 14 
dias (Figuras 1SA e 1SB, respectivamente), os resíduos obedecem à 
distribuição normal, fato não observado para o tempo de 28 dias de 
incubação (Figura 1SC).

Na Figura 2S é apresentado um resumo dos dados de sulfeto 
produzido ao longo do tempo de incubação para diferentes concen-
trações iniciais de BRS, BRN e nitrato. Uma análise dos dados revela 
que somente mediante baixas concentrações iniciais de BRS e BRN 
(101 NMP mL-1) consegue-se manter a produção de sulfeto em 
baixos níveis (< 10 mg L-1) por até 28 dias através de uma dosagem 
única e elevada de nitrato (Experimentos 1 e 5). Quando uma das 
populações (BRS ou BRN) apresenta concentrações iniciais eleva-
das (107 NMP mL-1), o consumo de nitrato parece ser acentuado, 
e uma dosagem única de nitrato, mesmo em valores mais elevados, 
não evita a produção de sulfeto aos 14 e 28 dias (Experimentos 2 e 
6; 3 e 7). Quando as duas populações de BRS e BRN são elevadas, 
já aos 7 dias ocorrem altas produções de sulfeto com baixas e altas 
concentrações de nitrato (Experimentos 4 e 8). Os resultados obtidos 
sugerem a necessidade de aplicações contínuas de nitrato no sistema 
para o controle do processo de acidificação, uma vez que o nitrato 
inicial, mesmo em altas concentrações, pode se esgotar, tanto pelo 
consumo pelas BRN como pelas BRS.
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Figura 2S. Gráficos da produção de sulfeto ao longo do tempo de incubação (7, 14 e 28 dias) para diferentes concentrações iniciais de BRS, BRN e nitrato 


