UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOTECNOLOGIA

CATIA LARISSA SANTOS RAMOS

AVALIACAO DA CINETICA DE REDUCAO MICROBIOLOGICA
DE SULFATO

Salvador
2013



CATIA LARISSA SANTOS RAMOS

AVALIACAO DA CINETICA DE REDUCAO MICROBIOLOGICA
DE SULFATO

Dissertacdo apresentada & Universidade
Federal da Bahia como requisito parcial para
obtencéo do titulo de Mestre pelo Programa de
Pés-Graduagédo em Biotecnologia

Orientador: Dra. Leticia Alonso Bernardez

Co-Orientador: Dr. Paulo Fernando de Almeida

Salvador
2013



AGRADECIMENTOS

S&o tantos agradecimentos, principalmente para aqueles que contribuiram direta ou

indiretamente para o desenvolvimento deste trabalho.

A minha mae, Ana Lucia pelas oragdes, pelo amor incondicional e pelas palavras de

incentivo nos momentos em que pensei em desistir.

A meu irmao, Wagner que acreditou em mim, ajudando a sua maneira nos momentos

criticos.

A meu amigos e parentes que sempre estiveram ao meu lado torcendo e vibrando com

cada vitoria.

A Ciro, meu namorado, pelo carinho, compreensdo e apoio na reta final dessa

conquista.

Ao Programa de PoOs-Graduagdo em Biotecnologia, da UFBA, pelo apoio, pela

infraestrutura e pela qualidade dos seus professores, pesquisadores e funcionarios.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB) pelo apoio

financeiro ao projeto.

A professora Leticia, minha orientadora, pela oportunidade, apoio e ensinamentos que

foram importantes nesta etapa académica.

Ao professor Paulo Almeida, meu orientador, por acreditar em meu potencial, pelos
ensinamentos que foram essenciais para a minha formacdo profissional e por me

apresentar ao mundo da Microbiologia.

Ao professor Luiz Rogério, que sempre esteve disposto a ajudar no desenvolvimento

dos métodos analiticos e nos tratamentos de dados.

A Leila, que sempre esteve disponivel para ajudar nos problemas operacionais que

ocorreram ao longo dos experimentos.



A familia LABEM, pela ajuda, pelos momentos de descontracdo e pela amizade
construida.

Por fim agradeco a meu Anjo da Guarda, meu Pai. Sei que de onde estiver estara
vibrando com mais esta conquista.



RAMOS, Catia Larissa Santos. Avaliacdo da cinética de reducdo microbiologica de
sulfato. 2013. Dissertacdo (Mestrado). Instituto de Ciéncia da Saude, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2013.

RESUMO

A pesquisa desenvolvida tem como objetivo estudar a cinética de crescimento de
bactérias redutoras de sulfato em reator de leito fixo avaliando o efeito da
concentracdo do aceptor final de elétrons (sulfato) no aumento da populacdo
microbiana. Para isso foi utilizado um consorcio de micro-organismos isolado a partir
de amostras de agua produzida de um reservatério da Bacia do Recbncavo que
apresentava producédo de H,S (gas sulfidrico). As concentragdes de sulfato e sulfeto
em solucdo aquosa, assim como o potencial de oxidag&o-redugéo, foram medidos ao
longo da duracdo do experimento para acompanhar o crescimento microbiano. Foram
utilizadas trés concentragdes iniciais de sulfato: 200, 1000 e 3500 mg/L. Os resultados
indicam o crescimento e a atividade das bactérias assim como a diminuicdo
exponencial da concentracdo de sulfato na fase descontinua do experimento. O ajuste
de modelos cinéticos indicou que a conversao do sulfato e a geracdo do sulfeto séo
ambos processos de primeira ordem e que a primeira reacdo € mais rapida que a

segunda.

Palavras chave: Bactérias redutoras de sulfato, cinética de crescimento bacteriano.



RAMOS, Catia Larissa Santos. Kinetic evaluation of microbiological reduction of
sulfate. 2013. Master Dissertation. Instituto de Ciéncia da Saude, Universidade Federal
da Bahia, Salvador, 2013.

ABSTRACT

The research undertaken aims to study the kinetics of growth of sulfate-reducing
bacteria in a fixed bed reactor evaluating the effect of the concentration of the final
acceptor of electrons (sulfate) in increasing the microbial population. For this we used a
consortium of micro-organisms isolated from water samples produced from a reservoir
of the Reconcavo Basin with production of H,S (hydrogen sulfide). The concentrations
of sulfate and sulfide in aqueous solution, as the oxidation-reduction potential were
measured over the duration of the experiment to monitor microbial growth. Three initial
concentrations of sulfate: 200, 1000 and 3500 mg/L were used. The results indicated
the growth and the activity of bacteria as well as the exponential decrease of the
sulfate concentration in the discontinuous phase of the experiment. The adjustment of
kinetic models indicated that the conversion of sulfate and sulfide are both first order

processes and that the former reaction is faster than the second.

Keywords: sulfate-reducing bacteria, bacterial growth kinetics.
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1. INTRODUCAO

A indastria de petréleo enfrenta problemas associados a presenca de gas
sulfidrico, que é toxico e corrosivo, no processo de producdo de 6leo e gas. Uma das
fontes de producdo de gas sulfidrico € a biosulfetogénese, que ocorre devido a
presenca de bactérias redutoras de sulfato (BRS) nos pocos de petréleo. A producéo
de gas sulfidrico constitui sério problema econdmico para a industria de petréleo e gas
natural jA que afeta os sistemas de producéo, transporte e armazenamento de dleos e
a qualidade do petréleo produzido (OKABE et al., 1995; HUPERT et al., 2003, 2005;
KJELLERUP et al., 2005; ZHANG et al., 2008). Alguns estudiosos acreditam que as
BRS foram introduzidas neste ambiente juntamente com a agua de injecdo que €
utilizada na recuperacao secundaria do 6leo ja que os efeitos da presenca de BRS em
pocos de petrdleo sdo mais intensos quando € utilizada a agua do mar para
recuperacdo secundaria (BENKA-COKER et al., 1995; BAO et al., 2009). Isto
acontece, pois a 4gua do mar é rica em sulfatos aumentando a concentragcao do anion
no meio que juntamente com outros nutrientes favorece o crescimento das redutoras
de sulfato. A teoria mais aceita é que as redutoras de sulfato s@o micro-organismos
autoctones dos reservatorios (BENKA-COKER et al, 1995; BAO et al., 2009).
Reservatorios com grande quantidade de 6leos parafinicos oferece as cadeias simples
de carbono necessarias para o crescimento bacteriano (CORD-RUWISCH et al., 1987,
BENKA-COKER et al., 1995).

O custo de produgdo de petréleo aumenta consideravelmente devido a
presenca de BRS ja que é fundamental a retirada do gas sulfidrico antes do
processamento do 6leo para evitar a contaminacdo de catalisadores e a corroséo de
equipamentos (TANG et al., 2009). Existem algumas formas de controlar a presenca
das BRSs em pocgos de petroleo. Quando o poco precisa de injecao de agua, o sulfato
existente no liquido pode ser retirado, porém devido ao volume utilizado na
recuperacdo secundaria, o processo se torna caro. A adicdo de biocidas a base de
glutaraldeido ou de cocodiamina juntamente com a &agua de injecdo € um
procedimento bastante adotado. Os biocidas sdo substancias quimicas com elevado
poder antibacteriano, porém muitos ndo sao biodegradaveis além de possuirem custo
elevado (NEMATI et al., 2001), além de serem corrosivos em concentragfes elevadas
(HUBERT et al., 2005).

Métodos alternativos ao uso de biocida no controle das BRS em pocos de
petroleo foram propostos, como por exemplo, a utilizacdo de analogos de sulfato

(molibdato, tungstato, selenato e cromato) em diferentes concentracdes (PATIDAR,;
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TARE, 2005; CHOU et al., 2008; ZHANG et al., 2008), ou o estimulo da biocompeticdo
entre as redutoras de sulfato e as bactérias heterotroficas redutoras de nitrato ou nitrito
(hBRN) (HUBERT et al., 2005).

Dentro deste contexto, o estudo da cinética do crescimento de populacdes de
bactérias redutoras de sulfato coletadas em campos de producdo usando ambiente
controlado é de fundamental importédncia para o conhecimento e controle deste
processo.

O objetivo desta pesquisa é a avaliacdo da cinética de bactérias redutoras de
sulfato. Os objetivos especificos do protejo incluem experimentos em laboratério
envolvendo ensaios para avaliagdo de um dos principais fatores que afeta o processo:
a concentracdo inicial de sulfato. Os experimentos foram realizados utilizando reator
de vidro e as bactérias redutoras de sulfato foram isoladas de campos de petréleo da

bacia do Recéncavo Baiano nos quais ocorre producao de gas sulfidrico.
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2. REVISAO LITERATURA

As bactérias sdo micro-organismos que estdo presentes em quase todos o0s
ambientes. Elas podem ser encontradas nas situacdes mais extremas de temperatura
e pressdo, em anaerobiose e/ou aerobiose utilizando as mais diversas fontes de
nutrientes para sua sobrevivéncia. As redutoras de sulfato s&o bactérias que
desempenham papel importante na reducdo de sulfato do ambiente em que se
encontram. Suas caracteristicas metabdlicas juntamente com o0s parametros que

influenciam a sua cinética de crescimento serdo apresentados neste capitulo.

2.1 CICLO DO ENXOFRE

No meio ambiente existem diversos elementos que sdo de fundamental
importancia para a vida como, por exemplo, o nitrogénio, o carbono e o enxofre. O
enxofre pode existir de diversas formas ja que possui trés nimeros de oxidagdo: -2
(sulfeto), 0 (enxofre elementar) e +6 (sulfato) (TANG et al., 2009). O enxofre oxidado é
a forma mais abundante e pode ser encontrado no solo, nas rochas, no mar e em rios.
Na atmosfera, os O0xidos de enxofre sdo pouco encontrados. A reducéo de sulfato da
mesma forma que a fixacdo de nitrogénio e a producdo de oxigénio sdo de
fundamental importéncia para a vida na Terra (POSTGATE, 1979). A transformacéo
do enxofre de um estado de oxidacdo para outro acontece devido a agdo de agentes
quimicos e biolégicos. O esgquema resumido do ciclo microbiol6gico do enxofre é
apresentado abaixo (TANG et al., 2009):

S <
l Oxidagao Biologica

S04’

4 » H,S
A Reducéo Dissimilatoria 4 “*
: |
I I
| Assimilagcao _ Enxofre Desulfurilagédo I
[ Oraanico :
I |  Figura 1 Representacdo
| S0 Redugéo | esquemaética do ciclo do enxofre
: | microbiano
—— e —— ——— SO _________ l

Ciclo do Enxofre 11



Como apresentado na Figura 1, para que a assimilacdo do enxofre por
organismos superiores se torne possivel, é necessario que micro-organismos oxidem
o enxofre elementar a sulfatos. E necessaria a acdo de bactérias fototréficas ou
quimiolitotréficas que utilizam o sulfeto para produzir o enxofre elementar que pode ser
transformado em sulfato. Neste processo podem participar bactérias fotopigmentadas
dos géneros Chlorobium e Pelodityon. Porém, as mais ativas neste processo sao as
nado fotopigmentadas em especial as do género Thiobacillus, que podem gerar acido
sulfarico durante o processo. O sulfato produzido biologicamente ou existente no meio
pode ser utilizado como aceptor de elétrons para o metabolismo de um grupo de
bactérias com caracteristicas especiais: as bactérias redutoras de sulfato.

A etapa na qual participa as bactérias do género Desulfovibrio chama-se
Reducéo Dissimilatéria do Sulfato. Neste processo o ion sulfato atua como um agente
oxidante para dissimilagdo da matéria organica, assim como o0 oxigénio na respiracao
convencional. As bactérias redutoras do sulfato utilizam este ion que séo reduzidos a
sulfeto de hidrogénio (H,S). Seu papel no ciclo do enxofre pode ser comparado ao
papel das bactérias redutoras de nitrato no ciclo do nitrogénio. Além das bactérias
Desulfovibrio, outras bactérias anaerébicas restritas e morfologicamente diversificadas
participam do processo, sendo Desulfomaculum e Desulfobulbus, as mais conhecidas
(POSTGATE, 1965, 1979; TANG et al., 2009).

2.2 BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO

As BRSs fazem parte de uma classe de micro-organismos que realiza a
reducdo dissimilatéria de sulfato em anaerobiose (ambiente livre de oxigénio), e sédo
importantes para o ciclo microbiolégico do enxofre ja que elas reduzem o enxofre
presente no ambiente na forma de sulfato a sulfeto (POSTGATE, 1965, 1979; TANG et
al., 2009).

As BRS sdo micro-organismos gram-negativos e podem ser divididas em dois
grandes géneros: Desulfovibrio e Desulfotomaculum. Um terceiro género pode ser
citado o Desulfomonas, mas por serem bastante semelhantes a Desulfovibrio é
adicionado a este género. O Desulfovibrio € o género mais estudado ja que as
bactérias que pertencem a esse grupo sdo mais faceis de isolar e purificar além de
ndo formarem esporos. Elas sdo geralmente mesofilicas, e possuem mofologia
curvada (Figura 2). J& uma boa parte das Desulfotomaculum s&o termofilicas, formam

esporos e tem morfologia reta (Figura 3). Em ambientes extremos, as Desulfovibrio
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assumem a forma espiralada enquanto as Desulfotomaculum se tornam filamentosas
(POSTGATE, 1979).

Figura 3: Desulfotomaculum acetoxidans

Muitos micro-organismos geram gas sulfidrico através do seu metabolismo
utilizando o sulfato em um processo geralmente em pequena escala, onde ocorre
absorcdo de enxofre para formacdo de proteinas e posterior degradacdo em
processos catabdlicos ou autoliticos (POSTGATE, 1965). As bactérias redutoras de
sulfato utilizam o sulfato com aceptor final de elétrons na sua respiragdo anaerébica

produzindo sulfeto, seguindo a equacgédo 1 (TANG et al., 2009).
SO%~ + 8e™ + 4H,0 — S?~ + 80H™ (1)

Este processo é basicamente oxidativo envolvendo toda a cadeia respiratoria
da bactéria e os ions sulfato agem como agente oxidante na dissimilacdo organica
(POSTGATE, 1965; TANG et al.,, 2009). Os elétrons utilizados no processo sdo
gerados pela oxidacdo de uma fonte de carbono e de energia, tal como os ions:
acetato, propionato, lactato e alcoois como o etilico (LENZ et al., 2002).

O potencial de oxidacdo e reducéo (redox) da solucdo aquosa diminui devido
ao consumo de elétrons. A forma da curva de evolugdo temporal do potencial redox
(Eh) é caracteristica do tipo de micro-organismo e geralmente as bactérias redutoras
de sulfato podem crescer no meio de cultura na faixa de -100 a -500 mV.

Quando o sulfato é reduzido a sulfeto, o pH do ambiente desempenha um
papel importante na forma existente de sulfeto produzido. Mudando o pH os sulfetos
dissolvidos podem ser encontrados como S?, HS ou H,S ja que o equilibrio das
espécies de sulfeto é dependente do pH (OKABE et al., 1995; BERNARDEZ et al.,
2012). O processo de dissociagcdo € dado por equacbes 2 e 3 apresentadas

abaixo:

H,S > HS™ + H* )
HS™ - S2~ + HY ©)
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A Figura 4 mostra o efeito do pH na predominancia das espécies para
temperatura entre 25 e 50°C. Nota-se que em pH neutro, a espécie predominante é o
HS". Aumentando o pH, a concentracdo da espécie S* aumenta mas a forma HS
ainda é predominante. J& em pH &cido (abaixo de 6) haverd liberacdo de gas sulfidrico

ja que esta é a forma predominante.
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Figura 4: Diagrama de predominancia das espécies de sulfeto em funcdo do pH a 30
(Lina continua) e 50°C (linha pontilhada) (Adaptado de Bernardez et al., 2012)

Resultados disponiveis na literatura sobre a toxicidade de sulfeto e o
mecanismo de toxicidade sdo escassos. Foi relatado que o sulfeto é absorvido pela
célula e destréi as proteinas, tornando a célula inativa (POSTGATE, 1984). Por outro
lado, foi relatado que a inibi¢cdo de sulfeto é reversivel em biorreatores inoculados com
bactérias redutoras de sulfato. Além da incerteza quanto a mecanismos inibitérios em
presenca de sulfeto, relatos contraditérios existem no que diz respeito a efeitos

inibitorios de varias formas de sulfeto (REIS et al., 1992).

2.3 FONTES DE CARBONO E METABOLISMO MICROBIANO

As BRSs sdo muito diferentes quanto a utilizacdo da fonte de carbono e as
atividades metabolicas. Muitos pesquisadores estudam qual a fonte de carbono ideal
para aperfeicoar o processo de reducédo de sulfato. Varios compostos organicos foram
testados entre eles: acucares acido acético, etanol, propionato, formiato, butirato e
lactato. (MOOSA et al., 1999, 2002). Segundo Knobel e Lewis (2002), o ideal é utilizar

como fonte de carbono compostos simples, pois a utilizacdo de compostos organicos
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mais complexos como proteinas, leva a necessidade da fermentacdo deste composto
por bactérias acidogénicas para que o carbono fique mais disponivel para consumo
das BRSs. A escolha da melhor fonte de carbono também deve levar em consideracao
a disponibilidade e o custo (MOOSA et al., 1999).

A fonte de carbono que tem maior potencial de utilizacdo é o lactato, ja que
fornece energia mais do que suficiente para uma reducdo de sulfato otimizada. Além
de fornecer energia, a utilizacdo de lactato favorece o crescimento de diversas
espécies de BRS, encorajando a diversidade microbiana (OKABE et al., 1995;
OYEKOLA et al., 2009, 2012).

Para o crescimento das BRSs, é necessario que o meio contenha sulfato,
exceto se o meio for extremamente rico em nutrientes (POSTGATE, 1979). As BRS
utilizam apenas os sulfatos na forma dissolvida e uma pequena quantidade do sulfato
disponivel é absorvida pelo organismo e a outra parte € liberada na forma de sulfeto
de hidrogénio (H,S). Metabolicamente as bactérias redutoras de sulfato séo divididas
em dois grupos: as que oxidam completamente o carbono organico disponivel em
diéxido de carbono como, por exemplo, bactérias do género Desulfobacter e as que
oxidam parcialmente o carbono orgéanico a acetato e diéxido de carbono, como a
Desulfovibrio. Geralmente a cinética de crescimento das bactérias que oxidam
parcialmente o carbono organico € mais rapida rendendo maior energia (GHIGLIAZZA
et al., 2000; TANG et al.,, 2009; NEVATALO et al., 2010). As BRS podem utilizar
diversas fontes de carbono, porém o lactato € o doador preferencial (ZHAO et al.,
2008; OYEKOLA et al., 2009, 2012; NEVATALO et al., 2010). Quando é utilizado no
meio de cultura o lactato como fonte de carbono, o acetato pode ser considerado um
dos produtos finais do crescimento bacteriano processo que €é apresentado na
equacdo 4 (OYEKOLA et al., 2009, NEVATALO et al., 2010):

CH;CHOHCOO0™ + 1/,50% - CH;C00™ + HCO3 + 1/, HS~ + 1/, H* (4)

Acetato é uma das principais fontes organicas que é utilizada pela BRS, e é um
dos intermediarios na metanogénese. A espécie Desulfobacter cresce facilmente em
ambiente contendo acetato como fonte de carbono, jA& que possui uma grande
versatilidade na utilizacdo da fonte de carbono. Ja as espécies que oxidam
completamente o enxofre do meio como a Desulfovibrio baarsi oxidam o acetato muito
lentamente (COLLERAN et al., 1995).

Em alguns casos, quando é utilizado um consorcio de bactérias e o propionato

como fonte de carbono mesmo tendo uma converséo elevada de sulfeto (aprox. 99%)
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uma quantidade superior a esperada de propionato é encontrada no efluente,
indicando uma utilizacdo incompleta do substrato organico. Este processo pode ser
explicado pelas equacdes 3 e 4. A equacdo 3 mostra a utilizacdo do propionato pelas
BRS para reducdo de sulfato com producgéo de sulfeto e acetato. Se no meio existir
bactérias acetogénicas elas irdo utilizar o acetato produzido como fonte de carbono
para a redugcdo do sulfato, como apresentado na equacdo 4 (GHIGLIAZZA et al.,
2000). Em pH abaixo de 6 pode ocorrer inibicdo da redugcdo de sulfato devido a
presenca de acetato ndo dissociado (OYEKOLA et al., 2010).

C,HsCO0™ + 0,75502~ —» CH,C00~ + HCOj3 + 0,75HS™ + 0,25H* (5)

CH;CO0~ + SO2~ —» HCOj + HS™ (6)

O propionato como o acetato também ¢é produto final de processos
fermentativos que pode ser utilizado como fonte de carbono para as BRS. Bactérias da
espécie Desulfobulbus podem crescer utilizando apenas o propionato como fonte de
carbono, oxidando-o a acetato e didxido de carbono (COLLERAN et al., 1995).

O ferro € um dos metais mais importantes para o crescimento de BRS.
Experimento realizado por Marchal et al. (2001) mostrou que em um meio reacional
onde o estado estacionario havia sido alcancado, retirando-se Fe* do meio a
concentracdo celular diminui. Ap6s a diminuicdo dos micro-organismos, se for
adicionando novamente o Fe** ao meio, ocorre um aumento da biomassa, voltando a
condicao inicial.

As bactérias da espécie Desulfovibrio podem crescer utilizando o hidrogénio
(H2) como fonte de energia. O crescimento das BRS utilizando hidrogénio é mais
favoravel termodinamicamente que quando utilizado o acetato ou outros compostos
organicos. A equacgdo 7 mostra a espontaneidade do processo de redugéo do sulfato

quando utilizado o hidrogénio:

4H, + SO~ + HY — 4H,0+ HS~ AGY = —1522K  (7)

Todas as espécies de BRS que podem utilizar o H, sdo capazes de um
crescimento autotréfico, que € um processo exclusivo para as bactérias que realizam a
oxidacdo completa ja que as bactérias que tem um processo de oxidacdo incompleta
necessitam da adicdo de uma fonte de carbono para facilitar o processo. A maioria das
espécies de BRS que crescem utilizando hidrogénio também cresce utilizando formiato
como fonte de carbono (COLLERAN et al., 1995).
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O crescimento de BRS do género Desulfovibrio normalmente tem perfil linear.
O crescimento linear se deve a trés motivos: o acumulo de sulfeto no meio reacional
gue atua como inibidor; a precipitacdo do sulfeto de ferro, diminuindo a concentracao
de um micronutriente essencial para o crescimento; e a evaporacdo do sulfeto para a
fase gasosa (POSTGATE, 1965; MARCHAL et al., 2001). Como descrito na equagao
1, durante o crescimento das bactérias redutoras de sulfato o pH aumenta devido a
geragcdo de ions do OH'. Essa variagcdo do pH pode causar alteracdo da taxa de
crescimento e em casos extremos a lise alcalina das células. Quando é adicionado ao
meio de cultura citrato ou &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), ocorre uma
mudanca no perfil de crescimento para um perfil exponencial (POSTGATE, 1965).

2.4 CINETICA DE REDUCAO MICROBIOLOGICA DE SULFATO

O estudo cinético da redugcdo microbiolégica do sulfato é de fundamental
importancia para entender o funcionamento do mecanismo do processo em
anaerobiose. Muitos estudos cinéticos em anaerobiose foram feitos, porém o estudo
especifico para o processo da reducdo de sulfato é recente (KNOBEL; LEWIS, 2002).
O estudo cinético pode avaliar apenas a reducéo de sulfato ou a reducéo de sulfato e
as reacdes concorrentes, como a metanogénese, acidogénese, acetanogénese e a
beta-oxidagdo de gorduras. O ideal nesses casos é utilizar como fonte de carbono
compostos simples, ja que ao utilizar compostos orgénicos mais complexos como
proteinas, é necessario que ocorra uma fermentacdo por bactérias acidogénicas para
gue o carbono figue mais disponivel para consumo das BRS.

Em experimento apresentado em OYEKOLA et al. (2012), é possivel notar que
a competicdo entre os variados micro-organismos influéncia na cinética de
crescimento diretamente através do parametro pna.c que € a taxa de crescimento
especifico maximo. Ha relatos que o aumento da concentracdo de lactato no meio
favorece o consumo do sulfato além de diminuir a inibicdo do crescimento microbiano
devido a presenca de sulfeto dissolvido (ELLIOTT et al., 1998; OYEKOLA et al., 2010).
Utilizando apenas as reacles, relacdes estequiométricas e dados tedricos
apresentados, Knobel E Lewis em artigo publicado em 2002, apresentaram um modelo
cinético onde é possivel utilizar as mais diversas fontes de carbono, diferentes tipos de
reatores além de avaliar o pH do meio com uma boa precisdo. Os autores também
verificaram que avaliando as diversas rotas de consumo de glicose pelas BRS, a que
mais fornece energia é a de producdo de acetato que é a rota mais usual. Como o

lactato € um intermediério importante na fermentacéo da glicose utilizando a rota de

17



formacédo de acetato, é proposto um modelo para analise da fermentacdo de lactato a
acetato e propionato.

Diversos experimentos foram propostos para avaliar a influéncia da
concentracdo de sulfato na cinética de reducdo por BRS. Em experimento
apresentado em Moosa et al. (2002), diferentes concentracbes de sulfato foram
utilizadas, em um intervalo de 1,0 a 10 kg/m?, utilizando variadas fontes de carbono,
inclusive a glicose. Para evitar que a fonte de carbono se torne o reagente limitante, é
adicionado ao meio uma quantidade superior a quantidade estequiométrica. Foi
observado que ao aumentar a concentracdo de sulfato no meio, mantendo-se a taxa
de diluicdo constante ou aumentando a diluicdo até certo nivel, chamado de nivel
critico, aumenta-se a conversdo da reacdo. Este resultado mostra que existe uma
dependéncia linear entre a taxa volumétrica de reducdo de sulfato e a carga
volumétrica de sulfato no reator. Esses resultados foram confirmados por Moosa et al.
(2005) e Oyekola et al (2009). Outro resultado desses estudos foi a obtengédo de uma
relacdo direta entre a concentragdo de acetato e a de sulfato: a reducdo de sulfato
esta intimamente ligada ao consumo de acetato.

Para todas as concentragdes estudadas, o aumento da taxa de diluicdo do
sulfato leva a uma diminuicdo da velocidade de reacgdo ja que ocorre diminuicdo da
concentragcdo microbiana no reator operado em modo continuo devido ao arraste de
células. Este arraste de células diminui com o aumento da concentracdo de sulfato,
por esse motivo em concentracdes mais elevadas, a conversdo de sulfato é mais
rapida: a taxa de reagcdo aumenta em consequéncia do aumento da biomassa
(MOOSA et al., 1999, 2002, 2005; OYEKOLA et al., 2010).

Ainda avaliando a influéncia da concentracdo do sulfato na cinética de reducao
anaerobica por BRS, resultados apresentados em Oyekola et al (2010), revelam que
em uma cultura pura elevadas concentragbes de sulfato pode levar a inibicdo da
reducdo. Esse fenbmeno se deve a mudancas no pH e no Eh, ja que o aumento da
concentragdo de sulfato residual, leva a um aumento do potencial redox com
consequente inibicdo das BRS. Em experimentos realizados utilizando consércio de
bactérias a inibicdo devido a elevada concentracdo de sulfato pode ndo acontecer
devido a diversas reacOes paralelas que ocorrem ja que o ambiente favorece o
crescimento de variados micro-organismos (OYEKOLA et al., 2009, 2010).

Em estudos apresentados em Moosa et al (2005), utilizando cepas mesofilicas
variando a temperatura entre 20 e 40°C, observou-se que a cinética da reacdo além
de estar relacionada com a concentracdo de sulfato dissolvido no meio também é
dependente da temperatura: quanto maior a temperatura maior a conversao sendo

que 40°C foi a temperatura maxima de trabalho para o consércio microbiano estudado,
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apresentando nesta temperatura um decaimento na velocidade de reac¢do. O aumento
da conversdo com a temperatura ndo esta relacionado com o crescimento bacteriano,
ja que o aumento da biomassa ndo apresenta grandes variacdes com o aumento da
temperatura. Este fendmeno pode ser explicado devido a desnaturacéo de proteinas e
enzimas celulares em ambientes de temperatura elevada (MOOSA et al., 2005, TANG
et al., 2009).

Além da temperatura, foram feitos experimentos para avaliar o efeito do pH na
cinética de crescimento de BRS. Em experimentos realizados em reatores em pH
acido, é necessario um longo periodo de adaptacdo que varia de 2 a 5 dias para que
as BRS possam iniciar a reducdo de sulfato e ap6s a adaptacdo neste ambiente,
ocorre aumento da biomassa bacteriana por todo reator (ELLIOTT et al., 1998; JONG;
PARRY, 2006). A utilizacdo de lactato como fonte de carbono em ambientes acidos
pode levar a inibicdo do crescimento bacteriano ja que o &cido organico em baixos pH
atua na membrana celular evitando que a célula mantenha a seu potencial de
membrana. Para evitar a inibicdo do crescimento de BRS em ambientes acidos outra
fonte de carbono pode ser utilizada a exemplo do etanol que vem sendo amplamente
utilizado na reducgéo de sulfato em escala industrial (ELLIOTT et al., 1998).

Como um dos produtos final da reducdo microbioldgica do sulfato, foram feitos
estudos para avaliar o efeito da concentracao de sulfeto na cinética de crescimento
microbiano. Em experimento apresentado em OYEKOLA et al (2010) foi utilizada a
concentragdo de sulfato na faixa de 10g/L e como fonte de carbono o lactato. Os
resultados obtidos mostram que a elevada concentracdo de sulfeto pode selecionar
BRS oxidantes de lactato como, por exemplo, as bactérias dos grupos Desulfobacter e
Desulfotomaculum inibindo as BRS que nédo utilizam o lactato. Além das BRS outros
micro-organismos podem ser inibidos pelo sulfeto. O aumento do pH pode levar a uma
maior tolerancia a presenca de sulfeto dissolvido (TANG et al., 2009; OYEKOLA et al.,
2010). A lise celular causando a morte de bactérias pouco resistentes a elevadas

concentracdes de sulfeto leva a uma cinética mais lenta.

2.5 REATORES UTILIZADOS EM ESTUDO CINETICO

Existem diferentes tipos de reatores podem ser utilizados em estudos cinéticos,
como os reatores agitados, de lodo ativado, de membrana de leito fluidizado e de leito
fixo. Os mais utilizados para estudo cinético sdo os reatores de agitacdo continua

(CSTR) e os reatores de leito fixo.
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O reator de agitacdo continua, também conhecido como CSTR, € um reator
bastante utilizado em processos industriais e consiste em um tanque com agitacdo
continua normalmente operada de forma a obter uma mistura perfeita. Por possuir
uma mistura perfeita e funcionar em regime estacionario, o CSTR é modelado
considerando que ndo existe variagdo na temperatura, na concentracdo e na
velocidade de reacdo em todo o reator. Sendo assim, a temperatura e a concentragcéo
dos reagentes na saida do reator € a mesma em qualquer ponto dentro do tanque.
(FOGLER, 1999).

Diversos estudos da cinética de crescimento de BRS foram feitos em reatores
agitados como o publicado por Moosa et al (2002, 2004), onde foram avaliadas a
concentracdo de sulfato e a temperatura na cinética microbiana. A competicdo entre
diferentes espécies de micro-organismos como, por exemplo, as bactérias
acidogénicas e as BRS, avaliando o consumo de sulfato e da fonte de carbono
utilizada, também podem ser realizadas em reatores agitados como feito em Zhao et al
(2008). A construcdo de modelos matematicos de sistemas de tratamento microbiano
de aguas residuais contendo grande quantidade de sulfato também podem utilizar os
reatores agitados como feito em Knobel e Lewis (2001).

Reatores de lodo ativado sao bastante utilizados para o tratamento de esgotos
sanitarios. O sistema tem alta eficiéncia ja que ocorre a recirculacdo de lodo. O reator,
o tanque de decantacéo e a recirculacdo de lodo sédo partes integrantes deste sistema
de tratamento. O efluente passa pelo reator, onde ocorre a remocao da matéria
organica e depois pelo decantador, de onde sai clarificado ap6s a sedimentacao dos
sélidos (biomassa) que formam o lodo de fundo (FOGLER, 1999).

Para a construcdo de modelos cinéticos de competicdo entre as BRS e
bactérias metanogénicas, ou apenas para avaliar o crescimento de BRS avaliando a
fontes de carbono utilizada, o reator de lodo ativado associado em série com um reator
agitado € bastante empregado (KALYUZHNYI; FEDOROVICH, 1998; TANG et al.,
2009). Este tipo de reator também € vastamente utilizado na constru¢do de modelo
matematico em sistemas de tratamento de aguas residuais como em Knobel e Lewis
(2001).

Os reatores associados a membranas vém sendo utilizados para tratar
diferentes tipos de efluentes. Os reatores de membrana s&o reatores tubulares de
fluxo continuo e constituido por uma membrana cuja fungéo € de separacéo e catélise.
Sao amplamente utilizados em reacdes em fase liquida e reagfes reversiveis. Tem
como vantagem o aumento da conversdo em relacdo ao tubular e a seletividade pelo

produto especifico. As desvantagens incluem o alto custo das membranas, que
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precisam ser trocadas em intervalos regulares, a limpeza que é dificultada devido a
presenca das membranas e a formagado de um caminho preferencial de fluxo.

Em estudos feitos para utilizar as BRS no tratamento da drenagem acida
mineira ou em outros tipos de &guas residuais ricos em metais pesados e sulfato, o
reator de membrana pode ser utilizado. O reator de membrana pode estar associado
em série com um reator de leito fluidizado o que em alguns casos favorece o
crescimento microbiano. A desvantagem de utilizar os reatores em membrana em
estudos cinéticos com BRS € a deposicdo do sulfeto de zinco que acaba
contaminando as membranas e dificultando os estudos (TANG et al., 2009).

Ja o reator de leito fluidizado possui um contetudo heterogéneo mesmo assim €
bastante parecido com o CSTR ja que é bem misturado possuindo uma distribuicdo
homogénea de temperatura através do seu leito. Pode ser catalitico ou ndo catalitico,
é adequado para operacdes de grande escala e € bastante utilizado ja que é possivel
utilizar grande quantidade de alimentacdo e de soélidos, além de possuir bom controle
de temperatura. A temperatura é relativamente uniforme através do leito, o que evita
os chamados pontos quentes. Possui elevada velocidade de reacdo, comparados aos
reatores de leito fixo, devido a uniformidade do leito e favorece o transporte de energia
devido a fluidez (FOGLER, 1999).

O estudo dos efeitos das BRS na drenagem &cida mineira com consequente
diminuicdo da concentracdo de sulfato na 4gua residual, avaliando a fonte de carbono
ideal para o processo poder ser realizado em reatores de leito fluidizado (TANG et al.,
2009).

Os reatores de leito fixo ou leito recheado sdo reatores em sua maioria
cilindricos operados usualmente em regime estacionario. O leito pode ser recheado
por catalisadores quando a reacao for heterogénea (fluido/sélido) ou quando se tratar
de um bioprocesso por algum suporte que favoreca a formacdo de biofilmes quando
desejado (FOGLER, 1999).

O balanco de massa utilizado para construir o modelo cinético do reator

utilizado é:
[Acumulo] = [Entrada] — [Saida] + [Gerac¢ao] — [Consumo]
Dando origem a equacéo 8:

1 d(Vvy)
v d_ty =X Tger — Y Tcons T Dye — YDy 8)
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Onde:

V = volume de controle;

y = concentracdo da variavel de estado no biorreator;

reer = Velocidades de geragéo do componente representado pela variavel de
estado;

reons = velocidades de consumo do componente representado pela variavel de
estado;

Ye = concentracdo na alimentacao;

y = relagdo entre a vazéo de alimentacéo e de retirada do biorreator.

Estudos sobre a cinética das bactérias redutoras de sulfato tém sido efetuados
extensivamente e descritos qualitativamente por diversos autores nos mais diversos
reatores anaerébicos (OKABE et al., 1992, 1995; TANG et al., 2009; BERNARDEZ et
al. 2012). Estudos foram realizados em reatores continuos de fluxo ascendente e leito
fluidizado (NEVATALO et al., 2010) e reatores de fluxo ascendente e leito empacotado
(OKABE et al., 1994; ELLIOTT et al., 1998; HUBERT et al., 2003, 2005; BASKARAN,;
NEMATI, 2006; BERNARDEZ et al. 2012).

Reatores agitados (CSTR) também podem ser utilizados para avaliar a cinética
de BRS. O maior problema do reator agitado € o seu elevado tempo de reacao.
(LYBERATOS; SKIADAS, 1999) O reator de leito fixo e fluxo ascendente € o mais
utilizado para avaliar a cinética de crescimento de BRS em anaerobiose. Isso se deve
ao reduzido tempo de bioreacéo e a elevada superficie de contato disponivel para a
formacgdo e adesdo do biofime (BERNARDEZ et al., 2008). Os principais parametros
para a construcdo deste tipo de reator é o holdup que é o volume de liquido no reator
e a dispersao axial do liquido que é a derivacao a partir da vazéo ideal (BERNARDEZ
et al., 2008).

E importante antes de realizar qualquer experimento cinético em biorreator ter
o méximo de informacBes sobre a operacdo e as caracteristicas dindmicas do
equipamento. Em experimento realizado por Baskaran e Nemati (2006), onde foi
utilizado reator de leito fixo, mostra que o holdup da biomassa (soma das células que
estdo imobilizadas no leito do reator e as células que estdo em suspensdo) € um
parametro importante e que tem grande influéncia na taxa da reacao estudada.

Chen et al (1994) estudaram a cinética de formacédo de sulfeto em um
biorreator de leito empacotado usando a areia do mar como meio poroso. A fonte de
carbono utilizada foi o lactato e a espécie de BRS em questdo foi a Desulfovibrio

desulfuricans. A concentracdo de lactato chegou a minima encontrando-se sulfeto no
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efluente do reator onde a taxa de carregamento volumétrico foi de 0.138 g/L-h e a taxa
de reducdo volumétrica maxima alcangcada foi de 0,015 g/L-h. O experimento
demonstrou também que existe uma influéncia do fenémeno de transporte na cinética
de producéo de sulfeto.

Elliott et al (1998) realizaram experimentos em um biorreator de leito
empacotado também utilizando areia, porém diferente de Chen et al (1994) neste
experimento foi investigado o efeito do pH sobre a redugcéo anaerébica de sulfato. O
meio de cultura utilizado neste estudo também continha lactato como fonte de carbono
e foi bombeado através da coluna a uma taxa de 0,6 mL/min. Inicialmente o pH da
alimentacgéo foi ajustado para 4,5 e, em seguida, ele foi diminuido progressivamente
ate 3 sob condi¢Bes de fluxo continuo. Este trabalho demonstrou que em condi¢des
acidas é possivel ocorrer a reducédo de sulfato onde em pH igual a 3,25 obteve-se uma
remocao de 38,3% de sulfato encontrando BRS ativa em pH igual a 3 apés 21 dias de
inoculo.

Kolmert e Johnson (2001) investigaram a tolerancia de trés culturas diferentes
de BRS: uma cultura mista de aciddfilas, uma cultura de neutréfilas e um consércio
misto contendo acidofilas e neutrofilicas. Os inéculos foram feitos em ambiente acido
utilizando um biorreator de leito fixo, formado por perolas de vidro, e fluxo ascendente.
Foram avaliadas a concentracdo da fonte de carbono e a tolerancia ao estresse acido
dos diferentes consorcios. A cultura mista contendo as cepas acidofilas foram mais
eficiente do que a cultura de neutrdéfilicas na reducdo de sulfato e de todos os
substratos testados. As taxas de redugdo volumétrica média de 0,010 a 0,013 g/L-dia
foram alcancadas em presenca de cultura mista com alimentacédo em pH 4.0. O efeito
do pH foi investigado observando-se que a reducdo de sulfato a pH de 3.0 ocorreu a

uma taxa mais baixa mostrando que quanto menor o pH mais lenta a reacao.

2.6 PARAMETROS QUE INFLUENCIAM A CINETICA DE CRESCIMENTO DE
BRS

Diferentes fatores agem na velocidade que o sulfato sera reduzido por micro-
organismos no ambiente. Quando o objetivo da pesquisa € avaliar a reducdo de
sulfato por BRS em larga escala, seja para aplicar em processos de tratamento de
efluentes liquidos ou em experimentos de inibicdo microbiana, um longo estudo da
cinética de reducdo de sulfato em biorreatores se faz necessario (MOOSA et al.,
1999).
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Alguns estudos cinéticos executados com as bactérias redutoras de sulfato
mostraram que a cinética de reacdo da reducado de sulfato € influenciada por diversos
fatores entre eles o tipo e a concentragdo do doador de elétrons, a temperatura, o pH
e a presenca de alguns ions que causam inibicdo (MOOSA et al., 1999, 2002, 2005;
NEMATI et al., 2001; BASKARAN; NEMATI, 2006; AL-ZUHAIR et al., 2008; OYEKOLA
et al.,, 2010; BERNARDEZ et al.,, 2012). Geralmente em estudos cinéticos s&o
utilizados mix de micro-organismos para simular as condicdes ambientais ja que a
utilizacéo de culturas puras leva a resultados incompletos quando se deseja utilizar os
resultados obtidos em ambientes complexos (MOOSA et al., 1999; OYEKOLA et al.,
2009, 2010).

2.6.1 Concentracao de Sulfato

Em estudos realizados para avaliar o efeito da concentragdo de sulfato na
cinética de reducdo, o pH e a temperatura que sdo parametros que também
influenciam na cinética da reagdo sdo mantidos constantes, variando-se apenas a
concentracdo de sulfato no meio. O carbono organico também funciona como doador
de elétron, porém para o estudo da cinética de crescimento de BRS, é importante
avaliar apenas o consumo de sulfato sendo ele o substrato limitante (GHIGLIAZZA et
al., 2000; LENZ et al. 2002; MOOSA et al., 2002, 2005; OYEKOLA et al., 2010).

2.6.2 Temperatura

A influéncia da temperatura é um parametro importante que afeta a cinética da
reducdo de sulfato e a atividade das BRS (MOOSA et al., 2005; TANG et al., 2009).
Esta influéncia varia consideravelmente dependendo da cepa estudada da bactéria.
Se for utilizada cepa de BRS mesofilica a temperatura de trabalho é moderada,
variando entre 25 e 40°C. J& utilizando cepa de BRS termofilica pode ser utilizado
ambiente mais extremo variando a temperatura entre 50 e 70°C (POSTGATE, 1965;
TANG et al., 2009).
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2.6.3 pH

Normalmente as BRS sdo micro-organismos que conseguem sobreviver em
ambiente com pH entre 5 e 9, tendo sua atividade reduzida quando o pH sai desta
faixa (GHIGLIAZZA et al., 2000; JONG; PARRY, 2006; TANG et al.,, 2009). Alguns
autores conseguiram identificar o micro-organismo em ambientes extremos com pH
abaixo da faixa descrita porém ndo é o meio ideal para o crescimento de BRS, sendo

necessario longo tempo de adaptacao para o micro-organismo (TANG et al., 2009).
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3. METODOLOGIA

A cultura de BRS que foi utilizada no experimento foi obtida a partir da dgua
produzida proveniente de campos de petrdleo da Bacia do Recéncavo.
No in6culo, a espécie dominante de BRS foi a Desulfovibrio.

O consorcio de bacterias denominada APB55, armazenada a -80°C, foi
descongelada e inoculada em meio de cultura enriquecido no interior da camara de
anaerobiose (Bactron VI, Shellab, Sheldon Manufacturing Inc.), a 38°C, constituindo o
in6culo inicial. Um volume de 100 pL do inoculo inicial, foi inoculado novamente em
meio de cultura enriquecido. Foram feitos mais 2 repiques de 100 pL cada para a
cultura microbiana ficar diponivel para uso. A cultura utilizada continha
aproximadamente 2.0x10° NMP/mL.

O meio enriquecido utilizado para o estudo cinético foi o Postgate modificado,
onde o lactato de sodio é utilizado como fonte de carbono e potencial e doador de
electrons. Este meio € ideal para crescimento das mais diversas espécies de BRS e
contem (por litro): KH,PO,4, 0,5 g; NH,CI, 1,0 g; CaCl,, 1,0 g; MgCl,.6H,0, 1,83 g;
lactato de sédio, 1,75 mL; extrato de levedura, 1,0 g; Na,SO,, 1,0 g; acido ascérbico,
0,1 g; tioglicolato de sddio, 0,013 g; citrato de sodio, 6,38 g; FeSO, 7H,0, 0,5g; NaCl
1,5%, resazurina, 2,0 mL de 0,025% w/v. Todos os componentes foram dissolvidos em
agua destilada e o pH ajustado entre 7,5-8,0 usando HCI 5 M ou NaOH 1M. O meio de
cultura foi esterelizado a 121°C durante 15 min. Devido a presenca do sulfato ferroso
(FeSO4 7H,0), 0 meio se torna negro quando ocorre formagéo de sulfeto, funcionando
como indicador do crescimento microbiano.

Para a realizagdo dos indculos, foi utilizado meio semi-sélido, quando é
adicionado além dos reagentes 2 g de agar. Para o experimento cinético foi utilizado

meio liquido, sem adicao de agar.

3.1 EXPERIMENTOS CINETICOS EM REATOR DE LEITO FIXO

O biorreator de fluxo ascendente e leito fixo usado neste estudo foi feito com
um cilindro graduado Pyrobras® de um litro (didmetro 6 cm e altura 32 cm) com dez
saidas laterais para amostragem em intervalos de 3,6 cm. Todas as saidas de
amostragem foram fechadas durante o experimento usando septos do silicone. O
biorreator foi preenchido com esferas de vidro de 3,0 milimetros de didmetro para

fornecer um suporte para o estabelecimento do biofilme. A porosidade do meio poroso
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foi de 40%. Depois da preenchido com o meio poroso o biorreator foi esterilizado em
uma autoclave por 30 minutos a uma temperatura de 121°C. A juncdo de vidro na
parte superior do biorreator foi fechada com um selante de silicone para garantir que
ndo haveria vazamentos de liquido ou de gas no biorreator. Tubos Tygon® foram
usados para transferir 0 meio de cultura para a parte inferior do biorreator e para
remover o efluente da parte superior deste. Para garantir um ambiente anaerdbico
dentro do biorreator nitrogénio foi introduzido continuamente a parte inferior, com uma
baixa vazdo, antes e durante o carregamento do meio poroso. O biorreator foi mantido
a uma temperatura de 32°C usando uma caixa aquecida por uma lampada de 25 W e
um controlador de tensdo AC (Figura 6 e 7).

1

Figura 5: Diagrama esquematico da montagem experimental usada. Os ndmeros indicam: 1)
cilindro de nitrogénio, 2) porta-filtro, 3) recipiente do meio de cultura, 4) bomba peristaltica, 5)
filtro, 6) biorreator de leito fixo, 7) pontos de amostragem, 8) recipiente de recepcao, 9) primeiro
recipiente de protecdo, 10) segundo recipiente de protec¢éo.

A solucdo aquosa foi introduzida na parte inferior do biorreator usando uma
bomba peristaltica (modelo 77912-00 Masterflex® L/S) com tubulacdes de PTFE. A
solucdo foi coletada na parte superior do biorreator. O gas sulfidrico eventualmente
gerado durante os experimentos foi coletado em dois reservatdrios contendo solugcéo
alcalina com 10% e 5% de ZnCl,, o que neutraliza o acido e precipita o sulfeto como
ZnS. O pH destas solucdes foi periodicamente medidos e ajustados com NaOH. A

turbidez das solugbes foi monitorada regularmente.
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O meio liquido com sulfato foi introduzido na parte inferior do biorreator através
de um tubo Tygon usando uma bomba peristéltica. Antes de ligar a bomba, toda a
tubulagdo foi lavada com uma solugcdo de alcool etilico a 70% e uma solugéo
bactericida para minimizar a contaminagdo. Aproximadamente dois volumes do poro
de meio foram bombeados através do biorreator para assegurar de que 0 meio poroso
estivesse completamente preenchido. A solugdo aquosa no topo do biorreator foi
coletada em um recipiente. Para a operac¢do do equipamento a bomba peristaltica foi
mantida desligada e foi inoculado no interior do biorreator uma solucdo enriquecida de
BRS em trés saidas laterais (parte inferior, central e superior) para assegurar 0
estabelecimento de um biofilme uniforme. Depois da inoculagédo, as tubulagbes das
partes superior e inferior do biorreator foram fechadas para manter o equipamento livre
de contaminacéo. Ao longo do tempo amostras foram tomadas nos trés pontos (parte
inferior, meio e superior) e analisadas para a determinagdo dos teores de sulfato e

sulfeto em solugédo aquosa, além do potencial redox.

Figura 6: Sistema experimental em funcionamento.

Inicialmente o biorreator foi operado de forma descontinua. Nesta fase a
atividade das bactérias foi monitorada determinando-se as concentracdes de sulfato e
sulfeto em solugdo aquosa assim com o potencial redox. Quando a conversdo de
sulfato foi praticamente completa a operacdo do biorreator passou a ser continua,
ligando-se a bomba peristéaltica e alimentando o biorreator com uma solugédo a uma
taxa de 2,6 mL/min. O estado estacionario foi assumido quando a variagdo na
conversdo do sulfato foi menor que 10% em um periodo de operacdo igual a duas

vezes o tempo de residéncia da solugcdo, que foi determinado previamente em
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experiéncias da distribuicio do tempo de residéncia que corresponde a
aproximadamente 24 horas (BERNARDEZ et al., 2008).

3.2 METODOS ANALITICOS

3.2.1 Cromatografia lonica

A cromatografia idnica foi utilizada para realizar as analises de sulfato e sulfeto
no experimento utilizando 200 mg/L de sulfato no meio de cultura.

As amostras do experimento foram analisadas com cromatdgrafo i6nico (ICS-
3000 da Dionex) com bomba de gradiente, detector da condutividade e vélvula da
injecdo. Todos os anions foram determinados simultaneamente usando colunas de
troca ibnica lonpac AS11-HC (4x250 mm D.l.) e AS7 Dionex. A fase madvel foi formada
por uma solugéo 0,1M NaOH/0,5 M AcNa/0,5% (v/v) EDTA em elui¢do isocratica com
1,0 mL/min. Para impedir a contaminacdo das amostras pipetas sem uso e filtros
foram usados em cada amostra e todos as vidrarias foram lavadas com sabéao ficando
imersa por 24 horas e enxaguadas com agua ultra pura.

A amostragem foi executada usando seringa com agulha Precision Glide
esterilizada de 1,0 mL e transferida para um frascos limpos de 1,0 mL. Cada amostra
foi diluida cem vezes com &gua deionizada (de resistividade 18,2 mQ) em baldes
volumétricos de 10 mL contendo NaOH 1,0 M. As amostras foram filtradas usando
membranas de acetato de celulose de 0,22 mm.

Um volume de 5,0 ml foi transferido para tubos de 20 ml e injetado diretamente
no sistema através do amostrador automatico AS40. O teor de sulfeto nas solucdes foi
medido por cromatografia ibnica.

Para analise de sulfeto 0 mesmo procedimento apresentado acima foi utilizado
exceto que neste caso as concentracdes de S* foram medidas usando um detector

amperimétrico.

3.2.2 Concentracéao de Sulfato em Solucéo

A concentragdo de sulfato foi medida utilizando o método turbidimétrico
desenvolvido por Kolmert e Johnson (2000) que se baseia na precipitacdo de ions de

sulfato como sulfato de bario. As amostras antes de serem analisadas foram tratadas
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com um excesso acetato de zinco precipitar o sulfeto dissolvido presente na amostra
que poderia interferir na analise final. Aproximadamente 0,01 g de acetato de zinco foi
misturado a 1 mL de amostra a ser analisada em microtubos. Apos a dissolucdo do
acetato, a mistura foi centrifugada durante 10 min a 6.000 rpm e 4 °C. Em seguida, 0,8
mL do sobrenadante foi misturado com 7,2 mL solu¢do condicionante (0,85 mL de
glicerol, 0,5 mL de HCI, 1,3g de NaCl e 17 mL de etanol). Em seguida, 0,08 g de
cloreto de bario foram adicionados a mistura, que foi agitada por 15s até total
dissolucdo do sal e formacéo de precipitado branco. A absorbéancia foi medida a 420
nm usando espectrofotdbmetro. Os padrdes de calibracdo foram preparados utilizando
sulfato de sédio e agua deionizada.

3.2.3 Concentracédo de Sulfeto em Solucéo

A concentragcdo de sulfeto dissolvido foi medida utilizando o método
turbidimétrico segundo Cord-Ruwisch (1985), imediatamente apds a amostragem para
evitar a sua oxidagéo e volatilizacdo. O método é baseado na precipitagdo do sulfeto
como sulfeto de cobre (avermelhado). Em tubos de ensaio, 0,8 mL de amostra foi
misturado aom 7,2 mL de solugdo condicionante (5 mM CuSO4 5H,0 e 50 mM HCI).
Ap6s homogeneizagdo, a absorbancia foi medida utilizando 480 nm em
espectrofotdbmetro. Os padrdes de calibragdo foram preparados utilizando sulfeto de

sédio e agua deionizada.

3.2.4 Potencial Redox (Eh) e pH do Meio

O pH foi medido utilizando um eletrodo especifico Orion Thermo PerpHecT
Meter (modelo 330). Antes de ser utilizado, o medidor de pH foi regularmente calibrado
utilizando solugdes tampao de pH 4 e 7. O potencial redox, AEh, foi medido usando
um eletrodo ORP Cole-Parmer calibrado com solucdes padréo (Analion) de 470 e 220
mV a 20°C. O equipamento utilizado tem um eletrodo interno de referéncia de Ag /
AgCl.
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3.3 MODELAGEM CINETICA

A conversédo da reacao foi calculada utilizando a variagdo de concentracdo do

sulfato como mostrado na equacao abaixo:

Cso?;(o) ~ Cs03-(0)

Cso?f (0

x(t) = x100 9)

Onde Cs,z-(0) € a concentracao inicial de sulfato, Cgp2-(t) € a concentragao de
sulfato em um determinado tempo.
Assumindo que o biorreator operando em regime descontinuo tem volume

constante, os modelos cinéticos para o consumo de sulfato e para a producao do
sulfeto podem ser dado por cinética pseudo-homogénea:

(ﬁ—sf‘%:—ksogcso;“ (10)
Coor (0)=Cy; (11)
diiz =k (Cye,, —Cye )ﬁ (12)
C.. (0)=0 (13)

Onde C_ . € a concentracdo de sulfato na solucéo, Kooz € a constante
4 4
cinética de consumo de sulfato, & é a ordem da reacdo de consumo de sulfato,
Cor o € a concentracdo inicial de sulfato na solugdo, t € o tempo, C, € a
4 s

concentracéo de sulfeto na solugdo, k., € a constante cinética de geracdo de sulfeto

S é a ordem da reacdo de geragédo de sulfeto, Csz, . €aconcentracdo final de sulfeto

na solucao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados diversos experimentos que deram origem a dois artigos
publicados. Sado eles: Kinetic Analysis of Microbial Sulfate Reduction in an Upflow
Packed-Bed Anaerobic, publicado em 2012 no Mine Water and the Environment e
Reducé@o microbiologica de sulfato: Cinética para baixa concentragdo de sulfato,
publicado nos anais do XXIV Encontro Nacional de Tratamento de Minérios e
Metalurgia Extrativa.

O primeiro artigo a ser apresentado tem o titulo: Redugcdo microbiol6gica de
sulfato: Cinética para baixa concentracdo de sulfato. Nesse artigo sao apresentados
os resultados dos estudos cinéticos obtidos a partir de experimentos realizados em
meio reacional com aproximadamente 200mg/L, concentracdo considerada baixa em

se tratando de reservatérios de petréleo.
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RESUMO

Os efluentes liquidos de minas e usinas metallrgicas podem ter concentracdes de
sulfatos significativas, alem de elementos potencialmente toxicos, e o tratamento
biologico utilizando bactérias redutoras de sulfato € uma opc¢éo viavel devido ao baixo
custo deste processo. Neste trabalho a reducao anaerébica de sulfato foi estudada em
um biorreator de leito fixo usando um consércio de bactérias redutoras de sulfato
obtidas de amostras de agua produzida de um reservatorio da Bacia do Recéncavo
que apresentava desprendimento de H,S. As concentracdes de sulfato e sulfeto em
solugdo aquosa, assim como o potencial de oxidagdo-reducéo, foram determinados
em amostras retiradas do biorreator ao longo de 12 dias, para o caso em que a
concentracdo inicial do sulfato foi de cerca de 200 mg/L e a de sulfeto foi nula. Os
resultados indicam o crescimento e a atividade das bactérias assim como a diminui¢éo
exponencial da concentracdo de sulfato na fase descontinua do experimento. O ajuste
de modelos cinéticos indicou que a conversdo do sulfato e a geracdo do sulfeto sé&o
ambos processos de primeira ordem e que a primeira reagdo € mais rapida que a

segunda. As equacdes cinéticas globais para estas reacfes sdo (em mg/L.h): Tsoz- =

—10,9x1073C;;- € rgz- = 3x1073(60,0 — Cg3t) 10

0%~

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias redutoras de sulfato, Drenagem acida, Cinética.
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1. INTRODUGAO

Os efluentes liquidos de minas e de usinas metallrgicas podem ter uma
quantidade significativa de sulfato e de elementos potencialmente toxicos, como As,
Pb, Cd, Zn e Cu oriundos da oxidagao bioldgica e quimica de minerais sulfetados. O
tratamento biolégico destes efluentes usando bactérias redutores de sulfato (BRS) é
uma opcao viavel devido ao baixo custo deste processo quando comparado com o
tratamento quimico (Hammack et al., 1998; Lenz et al.,, 2002; Moosa e Harrison,
2006). A avaliacdo da cinética do consumo de sulfato e da geracdo do sulfeto para
populacdes especificas de BRS é fundamental para permitir o projeto sistematico de
unidades industriais usando estas bactérias.

A reducéo do sulfato por BRS segue a reagdo abaixo, onde os elétrons s&o
gerados pela oxidagcdo de uma fonte de carbono e de energia, tal como os ions:

acetato, propionato e lactato e alco6is como o etilico (Lenz et al., 2002):

S02~ + 8e~ + 4H,0 — S2~ + 80H™ 1)

Alguns estudos cinéticos foram executados com BRS em biorreatores
descontinuos e continuos (Okabe et al.,1992,1995). Os biorreatores de leito fixo com
fluxo ascendente sdo usados amplamente em microbiologia industrial, incluindo o
estudo da atividade anaerébica do BRS em campos de petroleo, devido a grande area
superficial disponivel para servir de suporte para 0s micro-organismos assim como o
tempo reduzido do bioreacdo (Elliott et al, 1998; Jong and Perry, 2003). Alta
produtividade volumétrica foi verificada em biorreatores de leito fixo, quando
comparado com outras configuragbes. Nestes sistemas reativos 0 crescimento e a
atividade das BRS nos experimentos foram avaliados usando contagem em placa de
Petri, que exige um periodo longo, tipicamente 48 a 72 horas.

Em reservatorios de petrdleo que apresentam geracdo de gas sulfidrico
(souring), na biorestauracdo da drenagem acida mineira e outros métodos de
tratamento de sulfatos de metais usando BRS a reducédo do sulfato € uma etapa critica
(Baskaran and Nemati, 2006). Estudos usando acetato e alcool etilico como doadores
de elétron para o consorcio de BRS tem mostrado que a cinética da reagédo de
reducdo de sulfato é influenciada pela concentracdo do sulfato da alimentagéo (Lenz
et al., 2002; Moosa and Harrison, 2006).

Como descrito na equacao 1, durante o crescimento das bactérias redutoras de
sulfato o pH aumenta devido a geracdo de ions do OH". O potencial de oxidacdo e

reducdo (redox) da solucao aquosa diminui devido ao consumo de elétrons. A forma
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da curva de evolucdo temporal do potencial redox € caracteristica do tipo de micro-
organismo e geralmente as bactérias redutoras de sulfato podem crescer no meio de
cultura na faixa de - 100 a - 500 mV (Eh). Mudando o pH os sulfetos dissolvidos
podem ser encontrados como S%, HS™ ou H,S. Mudando o potencial redox da solucéo
o sulfeto pode ser encontrado como SO4*, S, HSO,, etc. O teste cinético apresentado
neste estudo foi executado em uma temperatura de 32°C. A avaliacdo do efeito da
temperatura na especiagdo do enxofre é importante para evitar ambigiidade nos
resultados analiticos. Levando em consideragdo o equilibrio idbnico e o balanco de
massa das espécies, assumindo que o sistema é diluido com for¢a idnica nula, e
usando a primeira (K;) e a segunda constante da ionizagdo (K;) do H,S para as
temperaturas de 25 e 50°C os diagramas da especiacdo para o sulfeto foram
calculados. No caso de uma temperatura de 25°C, as constantes de ionizagédo sao: K;
=107 e K, = 10 (g-mol/kg). No caso de uma temperatura de 50°C, as constantes
de ionizac&o sdo: K, é 10°%™ e K, é 10™** (g-mol/kg) (Millero, 1986).

A Figura 1 mostra que o efeito da temperatura sobre o diagrama da
predominancia das espécies para uma temperatura entre 25°C e 50°C é pequeno.
Nota-se que para um valor de pH inicial de aproximadamente 7,5 a espécie
predominante € o HS". Se o pH aumenta, a concentracdo de S?% aumentara, mas nao
chegara a ser a espécie predominante, 0 que somente ocorrera um pH muito basico.
Por outro lado, a concentracdo de H,S dissolvido e eventualmente a liberacdo de gas
sulfidrico torna-se importante abaixo de pH aproximadamente 6,0.

100 = —
H,S > HS"

01 4 Wi “\/
// /

0.01 A

J/ /N
=1/ / A\

0.00001 4

Distribuico das Espécies (%)

0.000001 T T T T T T 'Illl T T T T T T
01 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 1: Diagrama de predominancia das espécies em funcdo do pH para sulfeto a 30 (linha

continua) e 50°C (linha pontilhada)

A Figura 2 mostra o diagrama da predominancia da espécie em fungdo do

potencial redox da solugéo e o pH para uma concentracdo inicial do sulfato de 1000

36



mg/l a 32°C. Observa-se que na faixa de pH entre 7,5 a 8,0 e ambiente redutor a

espécie termodinamicamente predominante é HS'.

Eh {Volts) 5 -H2O - System at 32.00 C

2.0 T
7 T T T T IHSO:'\(—a} T
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10 | i
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Figura 2: Diagrama Eh —pH para o sistema S-H20 a 32°C

Este trabalho investiga a atividade de uma cultura de bactérias redutoras de
sulfato isoladas de amostras de agua produzida de um reservatorio de petréleo do
Recbncavo da Bahia que apresentava desprendimento de gas sulfidrico. Um biorreator
de leito fixo e fluxo ascendente, preenchido com esferas de vidro, foi usado nestes
testes. A cinética da conversao sulfato-sulfeto foi avaliada para uma solu¢gdo com uma

concentragao inicial de 200 mg/L de sulfato.

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

O biorreator de fluxo ascendente e leito fixo usado neste estudo foi feito com
um cilindro graduado Pyrobras® de um litro (diametro 6 cm e altura 32 cm) com dez
saidas laterais para amostragem em intervalos de 3.6 cm. Todas as saidas de
amostragem foram fechadas durante o experimento usando septos do silicone. O
biorreator foi preenchido com esferas de vidro de 3,0 milimetros de didmetro para
fornecer um suporte para o estabelecimento do biofilme. A porosidade do meio poroso
foi de 40%. Depois da preenchido com o meio poroso o biorreator foi esterilizado em
uma autoclave por 30 minutos a uma temperatura de 121°C. A juncéo de vidro na
parte superior do biorreator foi fechada com um selante de silicone para garantir que
ndo haveria vazamentos de liquido ou de gas no biorreator. Tubos Tygon® foram
usados para transferir o0 meio de cultura para a parte inferior do biorreator e para

remover o efluente da parte superior deste. Para garantir um ambiente anaerdbico
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dentro do biorreator nitrogénio foi introduzido continuamente a parte inferior, com uma
baixa vazao, antes e durante o carregamento do meio poroso. A Figura 3 mostra um
diagrama da montagem experimental. O biorreator foi mantido a uma temperatura de
32°C usando uma caixa aquecida por uma lampada de 25 W e um controlador de
tenséo AC.

A solucdo aquosa foi introduzida na parte inferior do biorreator usando uma
bomba peristaltica (modelo 77912-00 de Masterflex® L/S®) com tubulagbes de PTFE.
A solucdo foi coletada na parte superior do biorreator. O gas sulfidrico eventualmente
gerado durante os experimentos foi coletado em dois reservatérios contendo solugéo
alcalina com 10% e 5% de ZnCl,, o que neutraliza o acido e precipita o sulfeto como
ZnS. O pH destas solucdes foi periodicamente medidos e ajustados com NaOH. A
turbidez das solugdes foi monitorada regularmente.

O meio liquido com sulfato foi introduzido na parte inferior do biorreator através
de um tubo Tygon usando uma bomba peristaltica. Antes de ligar a bomba, toda a
tubulagéo foi lavada com uma solucdo de alcool etilico a 70% para minimizar a
possibilidade de contaminacdo. Aproximadamente dois volumes do poro de meio
foram bombeados através do biorreator para assegurar de que 0 meio poroso
estivesse completamente preenchido. A solu¢cdo aquosa no topo do biorreator foi
coletada em um recipiente. Para a operagdo do equipamento a bomba peristaltica foi
mantida desligada e foi inoculado no interior do biorreator uma solucdo enriquecida de
BRS em trés saidas laterais (parte inferior, central e superior) para assegurar O
estabelecimento de um biofilme uniforme. Depois da inoculagéo, as tubulacbes das
partes superior e inferior do biorreator foram fechadas para manter o equipamento livre
de contaminag&o. Ao longo do tempo amostras foram tomadas nos trés pontos (parte
inferior, meio e superior) e analisadas para a determinagdo dos teores de sulfato e
sulfeto em solugédo aquosa, além do potencial redox.

Inicialmente o biorreator foi operado de forma descontinua. Nesta fase a
atividade das bactérias foi monitorada determinando-se as concentracdes de sulfato e
sulfeto em solugdo aquosa assim com o potencial redox. Quando a conversdo de
sulfato foi praticamente completa a operacdo do biorreator passou a ser continua,
ligando-se a bomba peristaltica e alimentando o biorreator com uma solugéo a uma
taxa de 2,6 ml/min. O estado estacionario foi assumido quando a variacdo na
conversao do sulfato foi menor que 10% em um periodo de operacao igual a duas
vezes o0 tempo de residéncia da solugcdo, que foi determinado previamente em
experiéncias da distribuicio do tempo de residéncia que corresponde a

aproximadamente 24 horas (Bernardez et al., 2008).
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1
Figura 3: Diagrama esquemético da montagem experimental usada. Os numeros indicam: 1)
Cilindro do nitrogénio, 2) porta-filtro, 3) recipiente do meio de cultura, 4) bomba peristaltica, 5)
filtro, 6) biorreator de leito fixo, 7) pontos de amostragem, 8) recipiente de recepc¢édo, 9) primeiro

recipiente de protecdo, 10) segundo recipiente de protecao.

Uma cultura mista das BRS, que foi enriquecida a partir de 4gua produzida em
campos de petrdleo da Bacia do Recdncavo, foi usada como inoculo. Dentro da
camara anaeroébica (Bactron VI, Shellab, Sheldon Manufacturing, Incorporation) a 38°C
um volume do 100 pL da cultura mista de BRS contendo cerca de 2.0x109 NMP/mL foi
inoculado e enriquecido em um meio de cultura padrdo. O meio de Postgate
modificado foi usado para o crescimento das BRS. O lactato do sédio foi usado como
fonte de carbono e como potencial doador de elétron, pois suporta o crescimento de
uma grande variedade de bactérias, apoiando uma diversidade microbiana. Neste
meio a formacdo de um precipitado preto indica a formacéo de FeS.

A composicdo do meio de Postagate modificado contido em um litro: Agar, 2.0
g (Difico); KH,PO4, 0.5 g (Merk); NH,CI, 1.0g (suporte de J.T.); Na,SO,, 1.0 g (Merk);
CaCl,, 1.0 g (Vetec); MgCl,.6H,0, g 1.83 (Merk); fermento, 1.0 g (Merk); acido
ascorbico, 0.1 g (Merk); tioglicolato do sédio, 0.013 g (Vetec); citrato de sdodio, 6.38 g
(Synth); lactato do sddio 1.75 mL; NaCl (Quemis) 3.5%, resazurina, 2.0 mL (Vetec)
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0.025% P/V, FeS0,4.7H,0, 0.5 g (Merk). Todos os componentes foram dissolvidos em
agua deionizada e o pH foi ajustado para a faixa de 7.5 a 8.0 usando uma solu¢ao 5M
de HCI. Apés isto, a solucdo foi homogeneizada por agitacdo e esterilizada a 121°C
por 30 minutos. Um meio de Postgate modificado, sem &gar, foi usado para permitir
escoar a solucao através do biorreator. Este meio foi preparado em um frasco de dois
litros, esterilizado por 30 minutos a 121°C, refrigerado a temperatura ambiente e em
seguida purgado com nitrogénio por aproximadamente duas horas antes de usa-lo
como uma alimentagdo para o biorreator. A concentracdo total de sulfato era
aproximadamente de 200 mg/l. Para manter a condicdo anaerObica durante a
experiéncia e para impedir a contaminacdo do meio, nitrogénio foi injetado
periodicamente.

As amostras do experimento analisadas com cromatégrafo ibnico (ICS-3000 da
Dionex) com bomba de gradiente, detector da condutividade e valvula da injecao.
Todos os anions foram determinados simultaneamente usando colunas de troca ibnica
lonpac AS11-HC (4x250 mm D.l.) e AS7 Dionex. A fase mével foi formada por uma
solucdo 0,1M NaOH/0,5 M AcNa/0,5% (v/v) EDTA em eluigdo isocratica com 1,0
ml/min. Para impedir a contaminagdo das amostras pipetas sem uso e filtros foram
usados em cada amostra e todos as vidrarias foram lavadas com sabdo ficando
imersa por 24 horas e enxaguadas com agua ultra pura.

A amostragem foi executada usando seringa com agulha Precision Glide
esterilizada de 1,0 ml e transferida para um tubo de ensaio de 1,0 mL. Cada amostra
foi diluida cem vezes com agua deionizada (de resistividade 18,2 mQ) em balbes
volumétricos de 100 ml contendo NaOH 1,0 M. As amostras foram filtradas usando
membranas de acetato de celulose de 0,22 mm. Um volume de 5,0 ml foi transferido
para tubos de 20 ml e injetado diretamente no sistema através do amostrador
automéatico AS40.

O teor de sulfeto nas solugdes foi medido por cromatografia ibnica. O mesmo
procedimento usado para as analises do sulfato foi usado exceto que neste caso as
concentracdes de S* foram medidas usando um detector amperimétrico.

Para as medidas do pH um foi usado o medidor Thermo de Orion PerpHecT
(modelo 330).0 medidor de pH foi regularmente calibrado usando as solugdes
tampdes (pH de 4 e de 7). Os potenciais redox, AEh, foram medidos ex-situ usando
um elétrodo de ORP com um elétrodo de referéncia interno de Ag/AgCl da Cole-
Parmer. As medidas foram calibradas com solu¢gbes padréo de ORP (Analion) de 470
e de 220 mV em 20°C.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O biorreator foi operado inicialmente na forma descontinua visando a geragéo
do biofilme. O meio liquido tinha um teor inicial de sulfato de 200 mg/l e foi introduzido
na parte inferior do biorreator por uma bomba peristaltica. Neste periodo de operagéo
descontinua a atividade microbiana foi monitorada através da determinacdo das
concentracdes de sulfeto e sulfato e do potencial redox. Ap6s um periodo da
incubacdo o biofilme foi iniciado e apds sete dias o biofiime formou-se ao longo de
todo o leito do biorreator.

Depois da inoculagdo das BRS e do periodo da incubagdo a atividade das
bactérias e a producao de sulfetos iniciaram. Os perfis de concentracdes do sulfato e
do sulfeto em funcdo do tempo sédo mostrados na Figura 4. A concentragdo de sulfato
na solugéo diminui exponencialmente até aproximadamente 50 mg/l, e a concentragéo
de sulfeto produzido aumentou alcangando um valor maximo igual a aproximadamente
50 mg/l. Ao longo da fase descontinua do experimento o pH do meio manteve-se
relativamente constante em 7.5 e a conversdo do sulfato chegou a cerca de 75% em
um periodo de sete dias. Durante esta fase descontinua do experimento uma
diminuicdo gradual no potencial redox da solugéo foi observada, como € mostrado na
Figura 5.

Nota-se que as concentracdes de sulfeto medidas representam apenas o ion
S e ndo pode levar em consideracdo HS', H,S e outras espécies geradas pelo
equilibrio ibnico (ver Figuras 1 e 2). Isso explica o aparente desequilibrio na massa de
enxofre. Esta mesma observacéo foi relatada em um estudo precedente (Baskaran
and Nemati, 2006). Um valor do potencial redox igual a -313 mV € considerado o valor
de maior eficiéncia para as BRS. Foi observado também que ndo houve precipitacédo
de ZnS nos recipientes de protecdo durante o experimento indicando que ndo houve
formacédo de H,S.

O tempo no qual a bomba foi ligada é indicado nas Figuras 4 e 5 pelas linhas
verticais tracejadas. Neste ponto, houve uma diminuigdo transiente na concentragcédo
de sulfeto dissolvido devido aos efeitos da diluicio. Como a biomassa dentro do
biorreator se ajustou as mudancas na alimentacdo, as concentracdes de sulfeto e
sulfato retornaram aos seus valores originais. Figura 4 mostra que conversdo do
sulfeto € superior a 95% no final do teste. Figura 5 mostra a evolu¢cdo temporal do

potencial redox da solucdo que alcanga um valor de aproximadamente -300 mV.
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Figura 4: Evolugcdo temporal das concentragBes de sulfato e sulfeto em solugdo. A linha

pontilhada indica o fim do regime descontinuo e o inicio da operacdo da bomba peristaltica.
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Figura 5: Evolucdo temporal do potencial redox da solu¢do. A linha pontilhada indica o fim do

regime descontinuo e o inicio da operacao da bomba peristaltica.

Assumindo que o biorreator operando em regime descontinuo tem um

comportamento analogo a um biorreator de volume constante, os modelos cinéticos

aparentes para o consumo de sulfato e para a producdo do sulfeto podem ser
aproximados por:

dC

S0z a
dt _ksof*Csof ()
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Csof- (0) =C , 3)

_ B
d: = ksz- (Csz—’OO _Csz- ) (4)
C.. (0)=0 (5)

onde C_, € a concentracdo de sulfato na solugdo, k., € a constante cinética de
] 4

consumo de sulfato, « € a ordem da reacdo de consumo de sulfato, CSOZ,0 é a
4

7

concentracéo inicial de sulfato na solucdo, t € o tempo, C_, € a concentracdo de
sulfeto na solugdo, k., € a constante cinética de geracao de sulfeto S € a ordem da
reacdo de geracao de sulfeto, CSZ, . €aconcentracéo final de sulfeto na solugéao.

As equagbes 2 e 4 foram integradas numericamente usando as condi¢cdes
iniciais dadas pelas equacdes 3 e 5 e 0 método de Runge-Kutta de quarta ordem. Os

parametros cinéticos (ksoz, ko a p CSZ, ) foram estimados através de um ajuste ndo
4 i

linear usando o método dos minimos quadrados. A Figura 6 mostra 0s pontos

experimentais e as curvas ajustadas para as concentracfes de sulfato e sulfeto em
solucéo.
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150 o \
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50 .
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Figura 6: Ajuste do modelo cinético para a conversdao do sulfato e sulfeto no regime
descontinuo.
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As equacles abaixo mostram as equacdes cinéticas globais ajustadas e
indicam que a conversao do sulfato e a gera¢do do sulfeto sdo ambos processos de

primeira ordem, sendo a primeira rea¢do mais rapida que a segunda.

roz- = —10,9x1073C ) mg/L.h

0%~
rgz- = 3x1073(60,0 - C33-) ¥ mg/L.h
4. CONCLUSOES

Este estudo investigou a atividade de uma cultura de bactérias redutoras de
sulfato coletada em um reservatério de petréleo da Bacia do Reconcavo. As medidas
do potencial de redox da solucdo foram usadas igualmente para monitorar o
crescimento e a atividade do SRB durante todos os funcionamentos experimentais. Os
resultados indicam que a conversdo do sulfato e a geragdo do sulfeto sdo ambos

processos de primeira ordem.
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O artigo a seguir tem o titulo: Kinetic Analysis of Microbial Sulfate Reduction in
an Upflow Packed-Bed Anaerobic. Apds a realizacdo dos experimentos em meio
contendo baixa concentracdo de sulfato, novos experimentos foram montados para
avaliar a influéncia do aumento da concentracao de sulfato na cinética de crescimento
microbiano. As concentracdes escolhidas foram 1000 e 3500mg /L.
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Abstract

The effects of initial sulfate concentration on anaerobic sulfate reduction and
sulfide generation kinetics were investigated in an up-flow bioreactor, using a
consortium of sulfate-reducing bacteria (SRB) from water produced from a Brazilian oil
reservoir. Redox potential and sulfate concentration were measured to indicate the
growth and activity of the SRB throughout the experimental runs. The results of the
batch regime indicate that sulfate conversion and sulfide generation are both firs torder
processes for initial sulfate concentrations of 1,000 and 3,500 mg/L. The kinetic
constants for the sulfate conversion indicate that the enhanced initial sulfate content
was initially inhibiting, but that the sulfide generation reaction is almost independent of
the initial sulfate concentration, likely due to the presence of at least two in series

processes that are faster than the microbial conversion of the sulfate.

Keywords: Acid mine drainage, Brazil, Desulfovibrio vulgaris, Sulfate reducing

bacteria, Treatment
Introduction

Wastewater from mining often contains elevated levels of sulfate and potentially
toxic elements. The biological treatment of wastewater from mining using sulfate-
reducing bacteria (SRB) is a relatively low-cost option that has received attention
(Hammack et al. 1998; Lenz et al. 2002; Luo et al. 2008; Moosa and Harrison 2006;
Nemati et al. 2001; Ros and Mejac 1991; Tsukamoto et al. 2004; Zamzow et al. 2006).
Evaluation of the kinetics of sulfate consumption and sulfide generation for a specific

SRB population is important in predicting the SRB activity.
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Sulfate reduction by SRB follows the reaction below, where the electrons are
generated by the oxidation of a source of carbon and energy, such as organic acids
and alcohols (Lenz et al. 2002):

SO%~ +8e™ +4H,0 - S?~ + 80H™ (1)

Kinetic studies have been performed with SRB in batch and continuous reactors
(Okabe et al. 1992, 1995). Up-flow packed-bed bioreactors have been widely used in
industrial microbiology, including the study of the anaerobic activity of SRB in oil fields,
due to the large surface area available for the attachment of microorganisms and the
reduced bioreaction time (Chen et al. 1994, Elliott et al. 1998; Jong and Parry 2003).
High volumetric productivities have been reported in packed bed bioreactors compared
to other configurations (Nagpal et al. 2000). In these reactive systems, the growth and
activity of the SRB throughout the experimental runs have been assessed using
plating, which typically requires 48—72 h.

In the bioremediation of acid mine drainage and other sulfate-laden waste-
waters using SRB, sulfate reduction is a critical step (Baskaran and Nemati 2006).
Studies with suspended mixed SRB consortia (fed with acetate and ethanol) and
lactate-fed immobilized SRB cells have shown that sulfate reduction reaction kinetics is
influenced by the influent sulfate concentration (Lenz et al. 1995; Moosa et al. 2002,
2005; Oyekola et al. 2010).

As described in Eq. 1, during growth of the SRB, the pH increases due to the
generation of OH- ions, and the redox potential of the solution decreases due to the
consumption of electrons. The shape of the redox potential curve is characteristic of
the type of microorganism and generally, SRB can grow in the culture medium at an Eh
range of -100 to -500 mV. The pH determines whether the dissolved sulfide occurs as
S%, HS', or H,S, while the redox potential determines whether the sulfide is found as
S0,%,S, HSO,, etc. (Millero 1986). For an initial pH value of about 7.5, most of the
sulfide content is HS". If the pH increases, the concentration of S* will increase. The
species predominance is also a function of the solution redox potential. At a pH ranging
from 7.5 to 8.0 and the range of redox potential values obtained during the
experiments, the predominant sulfide form is HS. Temperature also affects sulfur
speciation and is an important variable in most of microbiologic processes. Despite the
fact that SRB are active at 6°C (Tsukamoto et al. 2004), SRB activity slows down at low
temperatures and the optimal temperature is about 30-39°C. The kinetic tests
presented in this study were performed at 32 °C, because this temperature is close to

the optimum value for SRB growth and can be found in some environments in the
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sulfide mines located in Brazil's arid region.

This paper investigates the activity of a mixed SRB culture including a strain of
Desulfovibrio vulgaris ssp vulgaris DP4, which was collected from a Brazilian soured oil
reservoir. An up-flow bioreactor packed with glass beads was used. The effects of the
initial sulfate concentration on the anaerobic sulfate reduction and sulfide generation
kinetics were investigated. Two initial sulfate concentration were used, respectively
1,000 and 3,500 mg/L.

Materials and Methods

Experimental Setup

The upflow packed-bed bioreactor used in this study was made using a 1 L
graduated Pyrobras_ (D:6 cm and H:32 cm) glass column with ten lateral sampling
ports at 3.6 cm intervals. All sampling ports were sealed using a silicon septum. The
bioreactor was then packed with 3.0 mm glass beads to provide a matrix for the
establishment of the biofilm. The measured porosity of the stream bed was 40%.
Following the packing with the carrier matrix, the bioreactor was sterilized in an
autoclave for 30 min at 121°C. The glass joint at the top of the bioreactor was sealed
with silicon sealant to make sure that there were no leaks from the bioreactor. Tygon
tubing was used to transfer the medium into the bottom of the bioreactor and to remove
the effluent from the top of the bioreactor. To guarantee an anaerobic environment
inside the column, nitrogen was introduced continuously to the bottom of the column at
a low flow rate, prior to and during the packing of the carrier matrix. A diagram of the
experimental set-up is shown in Fig. 1. The bioreactor was maintained at 32 °C using a
box heated by a 25 W electric lamp and a variable AC voltage controller.

The solution was fed into the bottom of the reactor, close to the inferior part of
the column with a peristaltic pump (Masterflex L/S_ model 77912-00) using
polytetrafluorethylene (PTFE) tubing. The solution was then collected at the top of the

column.
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KD
Fig. 1 Schematic diagram of the experimental set-up used for column kinetic studies. The
numbers stand for: 1 nitrogen cylinder, 2 filter, 3 medium container, 4 peristaltic pump, 5 filter, 6

packed bed bioreactor, 7 sampling ports, 8 effluent container, 9 primary trap, 10 secondary trap.

The gas generated during the experiment was collected in a reservoir
containing an alkaline 10% ZnCl, solution to precipitate ZnS. The pH of the trap
solution was periodically measured and adjusted by adding pellets of NaOH. To make
sure that no loss of H,S occurred, the hydrogen sulfide (H,S) of the effluent of the first
container was transferred to a second trap containing an alkaline 5% ZnCl, solution.
Solution turbidity was monitored for ZnCl, precipitation.

The liquid medium with sulfate was fed into the bottom of the bioreactor via
Tygon tubing using a peristaltic pump. Before turning the pump on, all the tubing was
washed with 70% ethanol solution to minimize the possibility of contamination. About
two pore volumes of medium were pumped through the bioreactor to ensure that the
medium completely filled the voids. The effluent stream left the top of the reactor and
was collected in an effluent vessel. The pump was then switched off and the bioreactor
was inoculated by injecting SRB enrichment into three sampling ports (bottom,
medium, and top). The inoculation was performed from the bottom port to the top port

to prevent the outflow of inoculum through the effluent tubing at the top and to assure
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the establishment of a uniform biofilm. Following the inoculation, the tubing at the top
and bottom of the bioreactor was clamped to keep the bioreactor free from
contamination. Samples were taken from the three ports (bottom, middle, and top) and
analyzed for sulfate and sulfide.

Initially, the bioreactor was operated in batch mode, during which microbial
activity was monitored by determining concentrations of sulfide, sulfate, and the redox
potential. Once the conversion of sulfate was almost 100%, the bioreactor was
switched to continuous mode by pumping medium into the bioreactor at a low flow rate
(2.6 mL/min). Steady state conditions were assumed to be established when the
sulfate conversion varied by less than 10% during a period of about 24 h, which had
previously been determined to be equal to at least two residence times (Bernardez et
al. 2008).

Microbial Culture and Medium

A mixed culture of SRB was enriched from the water produced from the oil
fields from the Reconcavo Basin, Brazil and used as an inoculum. This culture was
dominated by Desulfovibrio species. A volume of 100uL of mix culture of SRB
containing about 2.0 9 109 NMP/mL was inoculated and enriched in a culture medium
inside the anaerobic chamber (Bactron VI, Shellab, Sheldon Manufacturing Inc.) at
38_C. The modified Postgate medium, in which sodium lactate is used as a potential
carbon source and electron donor, was used for the growth of the SRB.

This medium contained (per liter): agar, 2.0 g; KH,PO,4, 0.5 g; NH,CI, 1.0 g;
Na,SO,, 1.0 g; CaCl,, 1.0 g; MgCl,.6H,0, 1.83 g; yeast extract, 1.0 g; ascorbic acid,
0.1 g; sodium thioglycollate, 0.013 g; sodium citrate, 6.38 g; sodium lactate 1.75 mL;
NaCl 3.5%, resazurin, 2.0 mL 0.025% w/v, and FeS0O,.7H,0, 0.5 g. All the components
were dissolved in deionized water and the pH was adjusted to 7.5-8.0 using 5 M HCI.
After this, the solution was homogenized by agitation and later sterilized at 121°C for
30 min. It supports the growth of a wide spectrum of SRB, encouraging microbial
diversity (Oyekola et al. 2010). In this medium, the formation of black precipitate

indicates the formation of FeS.

Culture Medium for the Bioreactor

A second modified Postgate medium was used in the bioreactor experiments. It

was the previous modified Postgate medium without agar. The medium was prepared
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in a 2 L flask, autoclaved for 30 min at 121 °C, cooled to room temperature and then
purged with nitrogen for about 2 h before using it as a feed for the bioreactor. The initial
concentration of sulfate used in the first kinetic test was the original amount of the
modified Postgate medium, about 1,000 mg/L. In the second kinetic test, the initial
concentration of sulfate was 3,500 mg/L; in this case, the amount of Na,SO, and
FeSO,.7H,O were proportionately enhanced in the culture medium to reach this
concentration. The amount of the other components of the culture medium was the
same. To maintain anaerobic conditions and to prevent contamination of the medium,

nitrogen was purged periodically through the medium bottle during the experiment.

Sulfate Concentration

The sulfate concentration was measured by a turbidimetric method (Kolmert et
al. 2000) that is based on the precipitation of sulfate ions as barium sulfate. Samples to
be analyzed for sulfate was treated with an excess of zinc acetate dehydrate crystals to
precipitate dissolved sulfide as zinc sulfide. Fixation of sulfide prevented oxidation to
sulfate. Using 1.5 mL microcentrifuged tubes, 1.0 mL culture samples were stirred for 5
s with approximately 0.01 g of zinc acetate. The mixture was then centrifuged for 10
min at 6,000 rpm and at 4 °C. Then, 50uL of the supernatant was mixed with 950uL of
the conditioning fluid in a fresh microcentrifuge tube and stirred for 5 s. Then,
approximately 0.01 g of barium chloride dehydrate crystals was added to the mixture,
which was then stirred for 15 s; the relative absorbance was then immediately read at
420 nm using a UV/Visible spectrophotometer. The -calibration standards were

prepared using sodium sulfate and deionized water.

Sulfide Concentration

The dissolved sulfide concentration was measured using the turbidmetric
method (Cord-Ruwish 1985) immediately after sampling to prevent its oxidation and
volatilization. The assay is based on the precipitation of sulfide as a colloid copper
sulfide. Using 1.5 mL microcentrifuge tubes, 50 IL of the culture samples was mixed
with a 950uL copper solution (5 mM CuS0O,4.5H,0 and 50 mM HCI) and then stirred for
5 s. Then, the relative absorbance was measured immediately at 480 nm using a
UV/Visible spectrophotometer. Calibration standards at 100, 200, 300, 400, 500, 600,

and 700 mg/L were used for the analysis at higher sulfide concentrations.

Solution pH and Oxidation—Reduction Potential
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The pH was measured with a Thermo Orion PerpHecT Meter (Model 330). The
pH meter was regularly calibrated using pH 4 and 7 buffer solutions. Redox potential
differences, DEh, were measured ex-situ using an ORP electrode with an internal
Ag/AgCI reference electrode from Cole-Parmer. The measurements were calibrated
with ORP standard solutions (Analion) of 470 and 220 mV at 20 °C.

Results and Discussion

Batch Operation of the Packed-Bed Bioreactor

In the first experiment, a liquid medium with sulfate content of 1,000 mg/L was
introduced into the bottom of the bioreactor by a peristaltic pump and the bioreactor
was inoculated by injecting 10 mL of SRB enrichment into the three sampling ports.
Initially, the bioreactor was operated in batch mode, during which microbial activity was
monitored by determining concentrations of sulfide and sulfate and the redox potential.

After 7 days, a biofilm had formed all along the bed of the bioreactor.

Fig. 2 Biofilm formation in the bioreactor; a after inoculation; and b after 7 days of operation
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Fig. 5 Sulfate conversion evolution for the batch regimes in the column experiment

After stabilization of the sulfate conversion, the peristaltic pump was switched
on. Figure 2a, b illustrates the process of biofilm formation. The profiles of sulfate and
sulfide concentrations as a function of time are shown in Fig. 3a. The sulfate
concentration decreased exponentially to about 50 mg/L, and the produced sulfide
content increased, reaching a maximum value of about 500 mg/L. At the beginning of
the experiment, the environment pH was relatively constant at 7.5. A conversion of
sulfate of about 80% was obtained over a period of 7 days. During this period, a
gradual decrease in the solution redox potential was observed, as shown in Fig. 3b.

The measured sulfide content represents only the S* ion and cannot account for
HS’, H,S, and other species generated by the ionic equilibrium, which explains the
apparent sulfur mass imbalance. The same observation was reported in a previous
study (Baskaran and Nemati 2006). The redox potential value of about -300 mV was
the threshold for optimal sulfate reduction. It was also noted that ZnS precipitation was
not observed in the traps; thus, H2S was not volatilized during the experiment.

The effect of enhanced initial sulfate content on the process kinetics was
determined by feeding a solution with an initial sulfate concentration of 3,500 mg/L into
the bottom of the bioreactor. Figure 4a shows the profiles of residual sulfate and
produced sulfide concentrations as a function of time. During batch mode operation,
the sulfate content decreased from 3,500 to 130 mg/L (a conversion of about 96%) and
the sulfide concentration increased to 949 mg/L. At the beginning of the experiment,
the pH of the solution was relatively constant at 7.5. The solution redox potential profile

(Fig. 4b) was analogous to the previous cases, and again, no ZnS precipitation was

observed in the traps during the experiment.
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Continuous Operation of the Packed-Bed Bioreactor

The time the pump was turned on is indicated in Figs. 3a and 4a by the dashed
vertical lines. In all cases, there was a transient decrease in dissolved sulfide
concentration due to the effects of dilution. As the biomass within the bioreactor
adjusted to changes in the feed, the sulfide and sulfate concentrations returned to their
original value. Figures 3a and 4a show sulfide conversions of greater than 95% by the
end of the tests. Figures 3b and 4b show how the redox potential evolved, reaching a
value of about -300 mV.

A Kinetic Model for the Batch Operation

To evaluate the effect of the sulfate concentration on sulfate consumption, the
sulfate conversion evolution for the two cases was contrasted; the conversion was
defined by:

Cso?;(o) - Cso?f ®
Cso?,— (0)

x100 (2)

x(t) =

where Cg2-(0) is the initial sulfate concentration and Cgq2-(t) is the sulfate content at

time t. (Fig. 5). It can be seen that sulfate conversion was inhibited at the enhanced
initial sulfate content, yet in both cases, 95% of the sulfate was converted between 10
and 15 days. Figure 6 shows the relationship between the solution reduction—oxidation
potential and the sulfate conversion for the batch regime. The significant agreement
between these variables is convenient to process monitoring, since redox potential can

be easily and quickly measured.
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Fig. 6 Relationship between the reduction—oxidation potential and sulfate conversion

Assuming that the bioreactor is operating as a batch reactor of constant volume,
the apparent kinetic models for sulfate consumption and sulfide production are
proposed as follows:

dC_,
SO a
T - _kso}* Csof* (3)
Cso}* (0) = Csof’,o (4)
dC_,. 8
S — i
===k (Cp , -C ) (5)
C.. (0)=0 (6)
Csoz-0  kso2 & kg2 fi Co2- infiy
(mg/L)  [(mg/L)' ~*h] (L/h) (mg/L)
1,000 —11.1 % 1073 1.1 3.0 % 1073 1.0 600.0
3,500 —57x107 11 30x 107 1.0 10000

Table 1 Kinetic parameters for the sulfate conversion for the batch regimes in the column

experiments
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where Cso?* is the dissolved sulfate concentration, kso?- is the sulfate consumption

kinetic constant, « is the sulfate consumption reaction order, Csoz,0 is the initial
4

dissolved sulfate concentration, t is time, CSZ, is the dissolved sulfide concentration,
K. is the sulfide generation kinetic constant, £ is the sulfide generation reaction
order, and CSZ, . is the final dissolved sulfate concentration.

Equations 3 and 5 were numerically integrated using the initial conditions given

by Eqgs. 4 and 6 and the fourth order Runge—Kutta method. The kinetic parameters (

ksoz, ks?- a f Csz,w) were evaluated by curve fitting using nonlinear least square.

Figure 7a, b shows the resulting curve fittings for the sulfate and sulfide solution
concentration for the two cases.

Table 1 summarizes the kinetic parameter estimation. The results indicate that
sulfate conversion and sulfide generation are both first-order processes. The kinetic
constants for sulfate conversion indicate an inhibition at the enhanced initial sulfate
concentration. Sulfate consumption kinetic inhibition of Desulfovibrio activity has been
previously observed (Okabe et al. 1995). On the other hand, the kinetic constants for
sulfide generation indicate that it is virtually independent of the initial sulfate
concentration. This result indicates that after the microbial conversion of the SO,* to
S?%, at least two in-series processes take place. First, in accordance with chemical ionic
equilibria, most of the S* converts to HS"; afterwards, some of the HS converts to H,S.
The kinetic of these processes seems faster than the microbial conversion of the
sulfate (Millero, 1986).

a 4000 b 1500
+*
3p00 4\ *

= 750 —_
g = 2500 4
= [s)
= E
£ . — 2000 A
® 500 S
E 2 & £ 1500 -
8 = =
5 § 1000 - ’ 2
O 250 & 5] =3 s
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Y o=0f 500-.-‘ T sof
b + s 'y
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Fig. 7 Kinetic model fitting for sulfate and sulfide conversion for the batch regime in the

column experiment; initial sulfate concentration: a 1,000 mg/L; b 3,500 mg/L
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Conclusion

This study investigated the activity of a mixed SRB culture collected from a
Brazilian soured oil reservoir. The effects of the initial sulfate concentration (1,000 and
3,500 mg/L) on the anaerobic sulfate reduction and sulfide generation kinetics were
investigated in an up-flow bioreactor packed with glass beads. Redox potential
measurements were also used to monitor the growth and the activity of the SRB
throughout the experimental runs. The results indicate that sulfate conversion and
sulfide generation are both first order processes. The kinetic constants for sulfate
conversion indicate an initial inhibition at an initial sulfate concentration of 3,500 mg/L.
In contrast, the kinetic constants for sulfide generation indicate that this reaction is
almost independent of the initial sulfate concentration. This might be due to the
presence of at least two in-series processes that are faster than the microbial

conversion of the sulfate.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com os experimentos realizados, que deram origem aos artigos publicados, foi
possivel acompanhar a atividade de uma cultura mista de BRS proveniente de pogos
de petrdleo em ambiente controlado. O efeito da concentracdo de sulfato no meio foi o
parametro estudado e além da analise das concentracbes de sulfato e sulfeto,
medidas do potencial redox e do pH também foram utilizados para monitorar o
crescimento microbiano.

Dificuldades operacionais ocorreram na montagem dos experimentos, como
por exemplo, a contaminacdo da coluna por fungos, vazamentos pelas portas de
amostragem da coluna e a contaminacdo do meio de cultura antes da injecdo no
reator. Esses problemas foram sanados com mudangas na montagem do experimento
como a passagem de nitrogénio na coluna e a mudanca no método de esterilizagéo o
que evitou o crescimento de fungos, a utilizacdo de parafilme nas portas de
alimentacdo evitando os vazamentos e a divisdo do meio de cultura em porcbes
menores evitando a contaminacdo do mesmo.

A escolha dos métodos analiticos também foi um complicador. Nos primeiros
experimentos realizados foi utilizada a cromatografia para avaliar a concentracdo dos
anions de interesse. Como o método é bastante sensivel e a amostra bastante
agressiva, o método teve de ser modificado para espectroscopia. A escolha das
concentracdes ideais para a construcdo das curvas padrdo para sulfato e sulfeto
envolveram estudos prévios das concentracdes maximas e minimas que 0s anions
séo encontrados no processo de reducgéo de sulfato por BRS.

Os efeitos da concentracao inicial do sulfato na cinética anaerobica da reducéo
do sulfato e da geragdo do sulfeto foram investigados em um biorreator de fluxo
ascendente, usando um consorcio de bactérias redutoras de sulfato proveniente de um
reservatorio de petrdleo. As concentragdes iniciais de sulfato utilizadas foram 200,
1000 e 3500 mgl/L.

No experimento realizado com 200 mg/L os resultados indicaram o crescimento
da atividade das bactérias assim como a diminuicdo exponencial da concentracdo de
sulfato na fase descontinua do experimento. O ajuste de modelos cinéticos indicou que
a conversdao do sulfato e a geragéo do sulfeto sdo ambos processos de primeira ordem
e que a primeira reacao é mais rapida que a segunda. Ja nos experimentos realizados
com 1000 e 3500 mg/L, além de confirmar que os processos de conversao do sulfato e
da geracdo do sulfeto sdao de primeira ordem, as constantes cinéticas para a

conversdo do sulfato indicam uma inibicdo inicial para uma concentracdo de 3000
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mg/L de sulfato como indicado na literatura. Em contraste, as constantes cinéticas
para a geracdo de sulfeto indicam que esta reagdo € quase independente da
concentracdo inicial do sulfato. Isto péde ser devido a presenca pelo menos de dois
processos em series que sdo mais rapidos do que a conversdo microbiana do sulfato.

Os resultados obtidos no presente trabalho incentivam as pesquisas
direcionadas ao estudo da cinética de reducdo de sulfato por BRS em anaerobiose,
fortalecendo o conhecimento sobre o tema e conduzindo a pesquisa para aplicacoes
em problemas de interesse para a area de producéo de petréleo.
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