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Analisando a Tabela 4.5, constatam-se as variaveis que influenciam na producao de
H,S. Esta tabela mostra que altas concentragdes de nitrato proporcionam menores
concentragoes de H,S.

O coeficiente de correlagio (R?) de 0,95 indica um ajuste adequado dos dados
experimentais na resposta producao de H,S frente a equacdo empirica proposta, ou seja, 95%
da variabilidade dos dados foram explicados pela equagao.

O resultado de F calculado (Fc) foi superior ao F tabelado (Fr) para um nivel de
significancia de 1%. Esta comparacdo pode ser interpretada através de um teste de hipdtese. A
hipdtese de nulidade (Hyp) diz que o modelo ndo ¢ significativo, ou seja, todos os pardmetros
sdo iguais a zero. A hipotese alternativa (H;) afirma que o modelo ¢ significativo. O resultado
do teste F mostrou que se pode rejeitar Hy no nivel de significancia de 1%, ou seja, tem-se
uma confianga de 99% de que o modelo ¢ significativo.

Ap6s a eliminagao dos pardmetros nao significativos, obteve-se a seguinte equagao:

H,S = 23,583 + 12,227X; + 5,559X, — 17,470X5 + 10,481X,*> +10.493X5> +
4,988X,X, (4.2)

Analisando esta equacao, pode-se observar pelos coeficientes das varidveis X, X; €
X3 que a concentragdo de nitrato (X3) € a Unica que influencia significativamente na reducao
da producdo de H,S, pois apresenta sinal negativo. Logo, um aumento da concentrag¢do de
nitrato, acarretara no decréscimo da produgdo de sulfeto. Por outro lado, as variaveis que
representam as concentragoes de sulfato (X;) e carbono (X;) possuem sinal positivo, de forma
que seu aumento sempre favorecerd a producdo de sulfeto; porém o maior valor encontrado
para X indica que a concentragdo de sulfato serd preponderante.

A partir da equacdo completa (Eq. 4.1) foi utilizado um algoritmo obtido no software
Maple V release4, para calcular as coordenadas do ponto estaciondrio para a producao de

H,S. Sendo elas:

x1=-0,8034;
x2 = 0,8060;
x3=0,9148.

Este ponto estacionario esta dentro da regido experimental.
As coordenadas do ponto estaciondrio e os respectivos A’s (A = - 0,7267; A, =
10,5069; As; = 11,0828) referentes a producao de H,S indicam que esta resposta possui um

ponto de sela.
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Ainda usando o algoritmo no software Maple V release 4, foram calculados os X’s
correspondentes a minimizacao da resposta para a produgdo de H,S, utilizando a forma
canonica Y = Yo- Mg w12+ Ao wz2 + A3 W32. Para minimizar a resposta os termos szzz € k3W32
devem ser zerados e, entdo, deve-se buscar valores para w, tal que Y seja o menor possivel.
Sendo o A; proximo de zero, pode-se dizer que se determinou uma regido quase estacionaria
na diregdo do eixo da concentragdo de SO4 . Sendo os valores A, e A3 positivos, ao
movimentar-se em qualquer direcdo no eixo correspondente a partir do ponto estaciondrio,
ocorrera um acréscimo na concentracgao. Feito isto, tem-se a Equacdo 4.1 na forma candnica e

as seguintes variaveis codificadas para o ponto de otimizagao:

H,S= 68,84 — 0,7267W,*+10,51 W,* + 11,08 W5* (4.3)
X, =-0,335;
X, =-1,280;
X3 =0,7615.

Utilizando as equacdes de codificacdo (3.2), (3.3) e (3.4), obtém-se os valores reais
das concentragdes das variaveis:

X;=1616 mg/L de SOy ;

X, =444 mg/L de C;

X3=2262 mg/L de NO;".

Como forma de ilustrar os efeitos das varidveis na producdo de H,S pela cultura mista
enriquecida com bactérias redutoras de sulfato pela adicdo de nitrato, estdo apresentadas
abaixo as superficies de resposta relacionando as varidveis duas a duas com a resposta.

A Figura 4.1 mostra que baixos valores da concentracdo de carbono na regido proéxima
ou abaixo do ponto central para a concentracdo de sulfato resultam em pequena producao de

sulfeto.
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Figura 4.1 — Superficie de resposta para producdo de sulfeto em fung@o das concentragdes de

nitrato e sulfato.

A Figura 4.2 apresenta as varidveis que mais influenciaram na minimizagao da
producdo de H>S. Nota-se que o efetivo controle da gera¢do de H,S ¢ estabelecido para altos

valores de nitrato e valores de sulfato abaixo do ponto central.
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Figura 4.2 — Superficie de resposta para a producdo de sulfeto em fungdo das concentragdes
de carbono e sulfato

Analisando a Figura 4.3 observa-se que para valores da concentracdo de carbono
proximos a menor concentragdo empregada (proximo ao - o) e para maiores concentragdes de

nitrato (acima do ponto central) a produ¢d@o de H,S ¢ menor. Os resultados das tendéncias de
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minimizacdo da producdo de H,S estdo de acordo com o ponto de minimo obtido pela

otimizacao.
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Figura 4.3 — Superficie de resposta para a producdo de sulfeto em fungio das concentragdes
de carbono e nitrato.

A partir dos valores codificados das variaveis X;, X, e X3 no ponto de minimo e
utilizando a Equagdo 4.2, determinou-se que a concentragdo de H,S neste ponto foi de
8,83 mg/L. Comparando este valor com a concentragdo de H,S no experimento 14 do PCC,
no qual obteve-se 10,28 mg/L, verifica-se que os resultados foram bem proximos. Este fato
era esperado, devido aos valores das concentragdes das variaveis do processo no ponto de
otimizagdo estarem proximos aos valores correspondentes ao experimento 14, com relagdo as
concentragdes de sulfato e nitrato, apesar de estar distante do valor de concentragdo de
carbono. Porém, analisando-se os experimentos 11 e 12 verifica-se que um aumento da
concentragdo de carbono superior a 13 vezes (de 426 para 5570 mg/L) promove um aumento
de apenas 15,3% na producdo de H»S e, conforme indicado pela Equacdo 4.2, este parametro
¢ 0 que menos contribui para a varia¢ao da producao de H,S.

Analisando os resultados experimentais, as superficies de resposta e a Equacao 4.2, ¢
notério que a variavel X3 ¢ a que influencia mais significativamente na minimizagdao da
producdo de H,S. A fim de comprovar a importancia da adi¢do de nitrato na inibi¢do da
geracdo de H,S, foi realizado o teste 14 do PCC na auséncia de nitrato, sem alterar as demais
concentragdes ¢ nas mesmas condigdes. Apos 28 dias de incubagdo, observou-se uma maior
producdo de sulfeto (224 mg/L) comparativamente ao experimento com nitrato (10,3 mg/L),

ressaltando a acdo efetiva do nitrato na prevenc¢ao ou controle da producdo de sulfeto.
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4.3.1.2 - BACTERIAS REDUTORAS DE SULFATO

A Tabela 4.6 mostra os resultados, em valores médios, da concentracdo de BRS para
os experimentos definidos pelo planejamento experimental (item 3.6).

Pela Tabela 4.6 pode se observar que em todas as condigdes testadas houve
diminui¢do da populacao de BRS. Porém, nenhuma das condi¢des testadas levou a inativagao
total deste grupo microbiano.

Conforme previsto, o crescimento das BRS apresentou relacdo com a quantidade de
carbono e, sobretudo, com a quantidade de sulfato. Além disso, de modo analogo a geragdo de
sulfeto, 0o aumento da concentragao de nitrato resultou no decréscimo da concentracao de BRS
(experimentos 1 e 2; 3 e 4; 5 e 6; 7 e 8); o maior percentual de redu¢do (90%) também sendo

determinado para o par de experimentos 13 e 14.

Tabela 4.6 — Concentracdo de bactérias redutoras de sulfato para cada condi¢ao experimental

Exp. SO; (mglL)  C(mg/L) NO; (mg/L) BRS (NMP/mL)
1 850 1000 500 4,0x 10>+ 0
2 850 1000 2500 9,0x 10+0
3 850 5000 500 50x 10*°+2,0x 10
4 850 5000 2500 1,0x 102+ 1x 10
5 3150 1000 500 6,4x 10°+0
6 3150 1000 2500 3,3x 10°+£5,0x 10
7 3150 5000 500 8,0x10°+1,0x 10
8 3150 5000 2500 43x10*+0
9 520 3000 1500 24x10°+0
10 3480 3000 1500 50x10°+1,0x 10
11 2000 426 1500 22x10°+1,0x 10
12 2000 5570 1500 3,0x 10°+0
13 2000 3000 213 7,0x10%+0
14 2000 3000 2730 70x10+0
15 2000 3000 1500 20x10°+0
16 2000 3000 1500 1,8 x10°+4,0x 10
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Na repeticao do experimento 14, sem adi¢do de nitrato, a concentragdo final de BRS
foi de 2,3x10° NMP/mL. Nesta condi¢do, também foi méxima a concentracio de gas
sulfidrico, produto resultante do metabolismo desassimilativo do sulfato, realizado pelas BRS.

Os resultados obtidos demonstram a capacidade do nitrato em inibir o metabolismo
de algumas espécies de BRS, ja que conforme anteriormente citado, na presenca de nitrato,
algumas espécies de BRS passam a obter energia através da respiragdo anaerobica do nitrato,
isto €, usando como aceptor final de elétrons o nitrato ao invés do sulfato (BARTON, 1995;
DALSGAARD,1994).

De acordo com a literatura, a inibi¢do da geragdo de H,S e do crescimento das BRS,
pela adicdo de nitrato, depende de uma combinagdo de fatores (ENERGY INSTITUTE,
2003). Alguns pesquisadores, inclusive, sugerem que o efeito de inibicdo de crescimento das
BRS, pela aplicacdo de ions nitrato, de fato resulta da formagdo de ions nitrito, um agente
oxidante, através da elevacao do potencial redox do meio/ambiente.

Pelo tratamento dos dados por regressdo multipla no programa Statistica 5.1 foi

obtida a equagdo a seguir:

BRS = 209,01 + 127,34X; + 42,161X, — 194,189X; + 88,651X,> + 22.24X,* + 97,71X5°* +
18,250X,X; + 3,250X, X5 — 18,250X,X5 (4.4)

A Tabela 4.7 apresenta os resultados obtidos para a regressio multipla da
quantificagdo de bactérias redutoras de sulfato, onde foram eliminados os parametros nao
significativos. Assim, foi desprezado o termo quadratico da concentra¢io de carbono (X5%), e
as interagdes concentracdo de sulfato/concentracdo de carbono (X;X3), concentragdo de
sulfato/concentracdo de nitrato (X;X3) e concentragdo de carbono/concentragdo de nitrato

(X2X3).
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Tabela 4.7 — Resultados da regressdo multipla para a quantificagao de BRS.

Fatores Parametros Nivel de
significancia (p)

Constante (Bo) 224,729 0,000005

X, (SO 127,345 0,000008

X (C) 42,161 0,020157

X3 (NOy) -194,189 0,000000

X, 2(S04) 88,656 0,002356

X5? (NO5?) 97,712 0,001227
R*=0,96 Fc = 54,95 F1(0,01) = 5,64

A Tabela 4.7 mostra que a concentracao de nitrato ¢ a varidvel de maior relevancia
na reducdo das BRS, sendo que altas concentragdes de nitrato proporcionam menores
numeros de BRS.

O coeficiente de correlagdao de 0,96 indica que foi feito um bom ajuste dos dados ao
modelo. Além disso, o resultado de F calculado (Fc) foi superior ao F tabelado (Fr) para um
nivel de significancia de 1% comprovando que o modelo ¢ significativo.

Ap6s a eliminacdo dos parametros ndo significativos e o reajuste dos dados, obteve-
se pelo software Statistica 5, a seguinte equagao do modelo ajustado:

BRS = 224,729 + 127,34X, + 42,161X, — 194,189X; + 88,656X,* + 97,712X5 (4.5)

A partir da equagdo completa (Eq. 4.4) e utilizando um algoritmo do software Maple
V release 4 , foram calculadas as coordenadas do ponto estacionario para contagem de BRS:
x1(SO4 ) =-0,710;
x2 (C)=-0,254;
x3 (NO3’) = 0,982.

O ponto estaciondrio e os respectivos valores de A (A; = 19,9067; A, = 89,8652 ¢ A, =
89,8652), referentes a concentracdo de BRS, indicam que esta resposta possui um ponto de
minimo.

Ainda utilizando o algoritmo do software Maple V release 4, foi possivel identificar as
seguintes coordenadas deste ponto de minimo:

X1(SO4)=-0,710;

X, (C)=-1,280;

X3 (NO;3) =0,982.
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Empregando as equagdes de codificagao (3.2), (3.3) e (3.4), obtém-se os valores reais

das concentragdes das variaveis:

X;=1180 mg/L de SOy4;

X, =444 mg/L de C;

X3 =2482 mg/L de NOs".

Para ilustrar os efeitos das varidaveis na quantificacdo das BRS, estdo apresentadas
abaixo as superficies de resposta relacionando as varidveis duas a duas com a resposta.

As Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 apresentam as superficies de resposta mostrando a influéncia

das variaveis duas a duas com a resposta de quantificagdo de BRS.
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Figura 4.4 - Superficie de resposta para nimero de BRS em fung¢do das concentragdes

de nitrato e carbono.
Analisando a Figura 4.4, observa-se que para baixas concentragdes de carbono,
abaixo do ponto central e concentracdes de nitrato proximas a 2500 mg/L (ponto +1) o

namero de BRS é minimo.
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Figura 4.5 - Superficie de resposta para nimero de BRS em fungdo das concentragdes

de sulfato e carbono.

Analisando a Figura 4.5, observa-se que o numero de BRS diminui para
concentragdes de sulfato entre o ponto de 1000 e 200 mg/L (-1 e -0,487) e para baixas

concentragdes de carbono.
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Figura 4.6 - Superficie de resposta para nimero de BRS em fungéo das concentragdes de

nitrato e sulfato.

Analisando a Figura 4.6, observa-se que o numero de BRS diminui para
concentragdes de nitrato proximas a 2500 mg/L (ponto +1) e concentragdes de sulfato um

pouco abaixo do ponto central.
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Este trabalho visa reduzir a produgdo de H,S, assim, faz se necessario também
avaliar a redu¢dao no numero de BRS na cultura utilizada. Analisando a Equacdo 4.5 e as
superficies de resposta, nota—se que a variavel que mais influenciou no nimero de BRS foi a
concentragdo de nitrato. Este resultado também pode ser afirmado nos testes preliminares, em
que altas concentragdes de nitrato inibiram o crescimento das BRS, favorecendo o
desenvolvimento das BRN. Por outro lado, observou-se que a varidvel que menos contribuiu
para a quantificacdo de BRS foi a concentracdo de carbono.

Resolvendo numericamente a Equacdo 4.5, com os valores das variaveis codificadas
X, X3, e X3 determinados pela otimizagdo para redugdo da producdo de H,S, determinou-se o
numero de BRS igual a 47 NMP/mL, valor inferior aos obtidos experimentalmente (Tabela
4.5). As menores concentragdes de BRS foram detectadas nos experimentos (2, 4 e 14),
realizados com os valores maximos de nitrato (2500-2750 mg/L), mesmo havendo uma
grande variagdo das concentragdes de carbono (1000 a 5000 mg/L) e de sulfato (850 a 2000
mg/L).

Nos experimentos (13, 14 e 15/16) conduzidos sem variacdo das concentragdes de
sulfato (2000 mg/L) e carbono (3000 mg/L), a concentragdo de BRS foi inversamente
proporcional ao aumento de nitrato (213 a 2730 mg/L), ou seja, quanto maior a concentragao
de nitrato adicionada menor o numero de BRS. Comportamento idéntico ¢ evidente para os
pares 1 e 2; 3 e 4;5¢ 6; 7 e 8, sendo a quantidade de nitrato necessaria para redugdo da carga
microbiana dependente das concentragdes de carbono e sulfato e da relagdo entre ambos; mas,
em especial, da concentracao de sulfato.

Por fim, quando nao houve varia¢ao das concentragcdes de carbono (3000 mg/L) e
nitrato (1500 mg/L), experimentos 9 e 10, o aumento da concentragdo de sulfato de 520 para
3480 mg/L favoreceu o crescimento microbiano. O mesmo pode ser observado para os pares 1
e3;2¢4;5¢e7; 6 e 8, mostrando que a quantidade de nitrato para obtengdo das maiores
redugdes da concentragdo de BRS esteja condicionada principalmente a concentragdo de
sulfato.

Esses resultados mostram que a concentragdo de NO; ¢ a varidvel de maior
relevancia na inibi¢do do crescimento das BRS, enquanto o teor de carbono pouco interfere,

em concordancia com a equagao ajustada do modelo (Equacao 4.5).
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4.3.1.3-BACTERIAS HETEROTROFICAS ANAEROBIAS (BHA)

A Tabela 4.8 apresenta a matriz do planejamento (item 3.6) mostrando como resposta
a concentracao de bactérias heterotroficas anaerdbias para diferentes concentragdes de nitrato,
sulfato e carbono.
Tabela 4.8 — Concentracao de bactérias heterotroficas anaerobias (BHA) em diferentes

condi¢des experimentais

Exp. SO/ (mg/L) C(mg/L) NO; (mgl/L) BHA

(NMP/mL)

1 850 1000 500 2,1x10"+0,1 x 10°

2 850 1000 2500 3,0x10°+0

3 850 5000 500 6,4x10°+0

4 850 5000 2500 9,0x 10°+ 0

5 3150 1000 500 1,L1x 10" £0

6 3150 1000 2500 2,1x10°+1,0x 10°

7 3150 5000 500 4,0x 10°+0

8 3150 5000 2500 7.0x10°+0

9 520 3000 1500 7.5%x105+0

10 3480 3000 1500 4,0x105+0

11 2000 426 1500 24x10"+0,5x 10°

12 2000 5570 1500 3,3x 10°+£5,0x 10’

13 2000 3000 213 2,1x10"+0,1 x 10°

14 2000 3000 2730 1,L1x10°+0

15 2000 3000 1500 50x10°+2,0x 108

16 2000 3000 1500 4,0x10°+0

No que concerne as bactérias heterotroficas anaerdbias (BHA) pode-se observar um
comportamento distinto comparativamente as BRS. Em todos os experimentos ocorreu
aumento do nimero de BHA, em geral, prevalecendo nas maiores concentragdes de nitrato.
Esses resultados indicam ser o nitrato favoravel ao crescimento das BHA, possivelmente
devido a presenca das bactérias redutoras de nitrato (BRN). Este grupo bacteriano apresenta
espécies facultativas e que, portanto, sdo capazes de crescer em condi¢do de anaerobiose.
Neste caso, estas bactérias realizam a oxidacdo da matéria orgénica utilizando o nitrato como
aceptor final de elétrons, com excrecdo de nitrito. Em determinadas condigdes, algumas
espécies podem também reduzir o nitrito via hidroxilamina a ion amdnio. Existem ainda as

bactérias que convertem o nitrato em nitrogénio gasoso (JENNEMAN, 1999).
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Segundo Stott (2005), em ambientes onde sdo encontrados tanto sulfato quanto
nitrato, ¢ ambos os grupos de bactérias (BRS e BRN) estdo presentes, as BRN serao
predominantes. Isto decorre das diferencas de cada metabolismo. Para as BRS, cerca de 10%
da matéria orgdnica consumida, simultaneamente a reducdo desassimilativa do sulfato, ¢
transformada em biomassa, enquanto que aproximadamente 35% da matéria organica
consumida pelas BRN, acoplada a reducao do nitrato, gera biomassa (ENERGY INSTITUTE,
2003). Por sua vez, o crescimento mais rapido das BRN acarretard em consumo mais rapido
das fontes de carbono por estas, reduzindo a sua disponibilidade para as BRS. Assim sendo,
havera maior produgdo de biomassa de BRN, desde que ndo haja limitagdo de nutriente.

As BRN também podem concorrer para inibicdo do metabolismo das BRS através da
geracdo de nitrito. Este anion possui a capacidade de elevar o potencial redox (Eh) do
meio/ambiente, estabelecendo condi¢do desfavoravel para a atividade metabdlica das BRS
(MADIGAN, 1988). Outra possibilidade pode decorrer da reagdo do nitrito com o gas
sulfidrico, que resulta na oxidagcdo quimica do sulfeto e, por conseguinte, na elevacao do Eh
do ambiente (HITZMAN, 1994).

Apos a realizagdo da regressdo multipla no programa Statistica 5.1, obteve-se a

seguinte equacao:

BHA = 3,798x10° —3,270x10°X; + 1,434x10°X, + 3,010x10°X3-1,630x10°X;*
9,741x10%X5% + 1,349x10°X5% — 1,539x10°X, X5 — 3,439x10%X, X5 + 1,249x10°X,X;  (4.6)

A Tabela 4.9 a seguir apresenta os resultados obtidos para a regressao multipla da
quantifica¢do de bactérias heterotroficas anaerobias.

Nesta regressdo foram eliminados os parametros com nivel de significancia superior
a 10%. Assim, foram desprezados os termos: concentragdo de carbono (X;) e as interagdes

sulfato/carbono(X;X3) e sulfato/nitrato (X;X3).
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Tabela 4.9 - Resultados da regressao multipla da quantificagao de bactérias heterotréficas

anaerobias.

Fatores Parametros Nivel de
significancia (p)

Constante (Bo) 3,798x10’ 0,000471

X5 (C) 1,434x10° 0,003479

X3 (NO3) 3,011x10° 0,000017

X% (SO,) -1,630x10° 0,012548

X,*(C)? -9,741x10° 0,096225

X5* (NOy)? 1,349x10° 0,030082

X2X;3 (C.NO5) 1,249x10° 0,018333
R*=0,92 Fc= 18,554 Fr (0,01) = 5,80

A Tabela 4.9 apresenta as variaveis que influenciam na concentragdo de BHA. O
coeficiente de correlacdo (R?) determinado (0,92) indica que 92% da variabilidade dos dados
foram explicados pela equacao.

O resultado de F calculado (Fc) foi superior ao F tabelado (Fr) para um nivel de
significancia de 1%. O resultado do teste F mostrou que o modelo apresenta 99% de
confianca.

Ap6s a eliminagdo dos parametros ndo significativos, obtém-se a seguinte equacao:
BHA10” = 3,798+1,434X,+3,0X3-1,630X,°-0,9741X,°+1,349X5°+1,249X,X; (4.7)
Empregando a equagdo completa (Eq. 4.6) e utilizando um algoritmo (software

Maple V release 4), foram calculadas as coordenadas do ponto estacionario para a

concentracdo de BHA:

x1 =0,0168;
x; =0,0164;
x3=-1,1214.

Estes pontos estacionarios estdo dentro da regido experimental e, junto com os
respectivos valores de A (-1,643*107; -1,129*10° ¢ 1.517%10%), referentes a concentragdo de

BHA, indicaram que esta resposta possui um ponto de sela.
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Ainda usando o algoritmo do software Maple V release 4, calculou-se os valores de
X correspondentes @ maximizagao da resposta para o crescimento de BHA, utilizando a forma
canonica Y = Yo- A w12- Ao wz2 + A3 W32. Para maximizar a resposta os termos Mwl2 e kzwzz
foram zerados e, atribuiu-se um valor para wj tal que Y fosse o maior possivel. Substituindo

os valores de A na equacdo candnica, obtém-se:

Y = 65,77 — 1,64%10 °W,2 - 1,13%10 *W,> + 1,52%10 W52 (4.8)

As variaveis codificadas no ponto de otimizacdo, consideradas as premissas acima

delineadas, sdo:

X;=-0,013;
X2: 1,13;
X3 =1,279.

Utilizando as equagdes de codificacdo (3.2), (3.3) e (3.4), obtém-se os valores reais
das concentragdes para cada uma das variaveis:

X1 =1993 mg/L de SOy ;

X, =5260 mg/L de C;

X3 =2779 mg/L de NO;".

Para ilustrar os efeitos das variaveis com relagdo ao numero de BHA, estdo
apresentadas nas Figuras 4.7, 4.8 ¢ 4.9 as superficies de resposta relacionando as trés

variaveis, duas a duas, com a resposta.
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Figura 4.7- Superficie de resposta para numero de bactérias heterotroficas anaerdbias em

funcao das concentracdes de sulfato e carbono.

Observa-se que para concentragdes de carbono proximas de 5000 mg/L (ponto + 1) e

concentragdes de sulfato proximas do ponto central, o nimero de BHA aumenta.
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Figura 4.8: Superficie de resposta para nimero de bactérias heterotréficas anaerodbias em
fungdo das concentragdes de carbono e nitrato.

Analisando a Figura 4.9, observa-se que altas concentragdes de nitrato e concentragdes

proximas ao ponto central de sulfato aumentam o nimero de BHA.
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Figura 4.9 - Superficie de resposta para nimero de bactérias heterotroficas anaerdbias

em fungdo das concentragdes de sulfato e nitrato.

A Tabela 4.8 mostra que a condi¢do do experimento 14 foi a mais favoravel ao
crescimento de BHA. Em contrapartida, neste experimento foi detectado o menor niimero de
BRS (Tabela 4.6). Conforme previsto, altas concentragdes de nitrato induziram o maior
crescimento de BRN, causando a inibi¢ao das BRS.

Nas condi¢des experimentais (1 € 2; 3 e4; 5e 6; 7 e 8; 13 el4) onde as concentragdes
de sulfato e carbono foram mantidas constantes, constata-se que o aumento da concentragao
de BHA foi diretamente proporcional ao aumento de nitrato.

Nos experimentos onde apenas a concentracdo de carbono foi variada, as respostas
foram muito diferenciadas em fun¢ao da concentragao de nitrato. Em baixos valores de nitrato
(500 mg/L) e sulfato (850 mg/L), o crescimento de BHA foi estimulado pelo aumento da
quantidade de carbono (par 1 e 3), mas na concentracao de sulfato de 3150 mg/L (par 5 ¢ 7),
um aumento substancial da concentracao de carbono promoveu menor elevagdo do nimero de
c€lulas. Para altos valores de nitrato (2500 mg/L), a concentra¢do celular foi tanto maior
quanto maior a adi¢do de carbono, ndo sendo afetada pelo aumento da quantidade de sulfato
de 850 para 3150 mg/L (pares 2 ¢ 4; 6 ¢ 7). Comparando as concentragdes de BHA
correspondentes aos experimentos (9 e 10; 11 e 12) fica patente a relevancia das
concentragdes de carbono e nitrato para o crescimento deste grupo, enquanto a quantidade de

sulfato ¢ pouco representativa. Esses resultados estdo em consonancia com a Equacao 4.7.
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4.3.1.4 - CONSUMO DE SULFATO

A Tabela 4.10 apresenta as concentragdes de sulfato consumido nas condigdes do

planejamento experimental.

Tabela 4.10 — Consumo de sulfato nas condi¢des experimentais estudadas

EXp. SO, (mg/L)  C (mg/L) NO; (mg/L) Sulfato consumido

(mn/l
1 850 1000 500 126,1
2 850 1000 2500 45,2
3 850 5000 500 142,6
4 850 5000 2500 53,2
5 3150 1000 500 159,2
6 3150 1000 2500 93,9
7 3150 5000 500 2427
8 3150 5000 2500 152,4
9 520 3000 1500 79,7
10 3480 3000 1500 162,1
11 2000 426 1500 65,4
12 2000 5570 1500 75,5
13 2000 3000 213 210,8
14 2000 3000 2730 28,9
15 2000 3000 1500 69,2
16 2000 3000 1500 65,4

Apos a realizagdo da regressao multipla no programa Statistica 5.1, obteve-se a

seguinte equagao:

SO4F cons = 69,884 + 34,222X, + 15,867X, — 49,502X5 + 29,639X,% — 0,8192X,% + 29,005X5>
— 14,6875X; X5 + 1,8375X, X5 — 4,1875X,X;5 (4.9)

A Tabela 4.11 apresenta os resultados obtidos para a regressdo multipla da

concentragdo de sulfato, na qual foram eliminados os pardmetros com nivel de significancia
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superior a 10%. Assim, foram desprezados o termo quadratico da concentracdo de carbono e
as interacdes concentracdo de sulfato/concentracdo de nitrato e concentracdo de carbono

/concentragao de nitrato.

Tabela 4.11 — Resultados da regressao multipla para a concentracao de sulfato consumido

Fatores Parametros Nivel de
significancia (p)

Constante (Bo) 69,3049 0,000033

X,(S0y4) 34,224 0,000148

X, (C) 15,8670 0,017523

X3 (NO3) -49,5022 0,000008

X,? (S04 ) 29,6388 0,0504373

X5? (NO3)? 29,0049 0,004953

X; X, (S04 ™.C) 14,6875 0,502226
R*=0,95 Fc=27,108 Fr (0,01) = 5,80

A Tabela 4.11mostra as varidveis que influenciam no consumo de sulfato e o valor
do coeficiente de correlagio (R?), que indica que 95% da variabilidade dos dados foram
explicados pela equacgao.

Ap6s a eliminagdo dos parametros ndo significativos, obtém-se a seguinte equacao:

SO4 cons = 69,884 + 34,222X, + 15,867X, — 49,5025 + 29,639X, + 29,005X5>
-14,6875X,X> (4.10)

As coordenadas do ponto estaciondrio para o consumo de sulfato, calculadas a partir

da equacao completa (Eq. 4.9) e pelo uso do algoritmo do software Maple realese 4, sao:

x; =-1,118;
X, = 1,630;
X3 = 0,771

As coordenadas do ponto estacionario e os respectivos valores de A (-2,762; 27,361¢e
30,227), referentes ao consumo de SO, , indicam que esta resposta possui um ponto de Sela.

Substituindo os valores dos A na equagao candnica, tem-se:
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Y =70,80— 2,763 W,* +27,36W,> + 30,226W3’ (4.11)

Utilizando o algoritmo do sofiware Maple realese 4, foram calculadas as
coordenadas deste ponto de minimo, sendo elas:
Xi(S04)=-0,322;
X, (C)=-1,280;
X3 (NOj3)=0,783.

Aplicando as equagodes de codificacdo (3.2), (3.3) e (3.4), obtém-se os valores reais

das concentragoes das variaveis:

X; =1629 mg/L de SO4~;
X, =444 mg/L de C;
X3 =2283mg/L de NOs".

As Figuras 4.10, 4.11 e 4.12 ilustram através das superficies de resposta os efeitos das
variaveis no consumo de sulfato.
Analisando a Figura 4.10, observa-se que o consumo de sulfato ¢ minimo para baixas

concentragdes de carbono e de sulfato um pouco abaixo do ponto central do planejamento.
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Figura 4.10 - Superficie de resposta para o consumo de sulfato em fun¢do das concentragdes

de carbono e sulfato.
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De acordo com as Figuras 4.11 e 4.12, houve um baixo consumo de sulfato para

concentragdes de sulfato abaixo do ponto central e altas concentragdes de nitrato.
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Figura 4.11 — Superficie de resposta para o consumo de sulfato em fungdo das concentragdes

de nitrato e sulfato.
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Figura 4.12 — Superficie de resposta para o consumo de sulfato em fun¢do das concentragdes

de nitrato e carbono.

O maior efeito da concentracdo de nitrato, mostrado na Equagdo 4.10 do modelo

ajustado, pode ser explicado pelo favorecimento da atividade das BRN, visto ser o seu
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metabolismo energeticamente mais favoravel do que o consumo de sulfato pelas BRS. A
redu¢do microbiana anaerobica do nitrato fornece 3 vezes mais energia que a reducao
desassimilativa do sulfato. Mesmo havendo presenca de sulfato, o nitrato serad
preferencialmente consumido, propiciando o dominio das BRN e, conseqiientemente, inibindo
o metabolismo das BRS, impedindo assim a geracdo de H,S a partir da redugdo de
sulfato.(POSTGATE, 1984 MOURA et al, 1997, MAXWELL, 2003;
www.bio.ulcagary.ca.2004)

O menor consumo de sulfato foi observado no experimento 14, no qual verificou-se
também a menor produ¢do de H,S (Tabela 4.3), menor quantidade de BRS (Tabela 4.5) e
maior numero de BHA (Tabela 4.7). Esse comportamento comprova que a produgao de H,S e
o consumo de sulfato estdo relacionados com a atividade das BRS. Neste experimento
verifica-se também uma alta concentracao de nitrato para valores de concentragao de sulfato e
de carbono no ponto central.

Analisando os pares de experimentos, onde os valores de duas varidaveis foram
mantidos constantes, no ponto central, e a outra varidvel teve seu valor alterado nos seus
limites, nota-se que para:

par 11 e 12 (aumento da concentracdo de carbono) - consumo de sulfato aumenta
cerca de 15%;
par 14 e 13 (redugdo da concentragdo de nitrato) - aumento de 629%;

par 9 e 10 (aumento da concentragdo de sulfato) - aumento superior a 100%.

Estes resultados confirmam as indicagdes dadas pelos graficos das superficies de
resposta, bem como os resultados da Tabela 4.10 e os da Equagdo 4.10 do modelo ajustado, o
qual define ser principalmente a variavel X3 relacionada com o maior consumo de sulfato.

Substituindo as variaveis codificadas no ponto de otimizagdo de minima producao de
H,S no modelo ajustado da equagdo de consumo de sulfato (Equacao 4.10), obtém-se o valor
de 22,48 mg/L. O consumo de sulfato no experimento 14 foi de 28,9 mg/L, que estd muito
proximo ao valor da otimizagdo para minimizagdao do consumo de sulfato. Na reproducgdo do
experimento 14 na auséncia de nitrato houve o consumo de 630 mg/L de sulfato, um valor
bem superior ao determinado no teste original, provando assim que as BRS ndo consomem
sulfato na presenca de nitrato, quer seja por consumirem preferencialmente nitrato, quer seja

pela indisponibilidade da fonte de carbono em virtude do metabolismo mais intenso das BRN.
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4.3.1.5- CONSUMO DE NITRATO

A Tabela 4.12 apresenta os resultados do consumo de nitrato nas condi¢cdes de cada

experimento do planejamento.

Tabela 4.12 — Resultados do consumo de nitrato, nas condi¢des de cada experimento.

_ _ Nitrato consumido
Exp. SO, (mg/L) C(mg/L) NO; (mg/L)

(mg/L)
1 850 1000 500 4848
2 850 1000 2500 1964,2
3 850 5000 500 481,5
4 850 5000 2500 2105.9
5 3150 1000 500 475,9
6 3150 1000 2500 2038.6
7 3150 5000 500 487
8 3150 5000 2500 2209.9
9 520 3000 1500 1094,2
10 3480 3000 1500 1103,2
11 2000 426 1500 932.4
12 2000 5570 1500 1307,7
13 2000 3000 213 192,8
14 2000 3000 2730 2010,9
15 2000 3000 1500 1023,7
16 2000 3000 1500 1077,7

Apos a realizagdo da regressao multipla no programa Statistica 5.1, obteve-se a

seguinte equagao:

NOscons = 998,97 + 16,83X; + 71,05X, + 771,63X;5 + 84,36X,> + 96,34X,> + 85,36X5° +
5,50X, X, +22,72X, X5 + 38,15X:X;5 (4.12)

Na Tabela 4.13, encontram-se os resultados da regressdo multipla para as variaveis

que influenciam no consumo de nitrato. Analisando esta tabela, constata-se que altas
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concentragdes de nitrato influenciam sensivelmente o consumo deste anion pelos
microrganismos. O coeficiente de correlagio (R?) obtido (98%) indica que a variabilidade dos

dados foi explicada pela equagao.

Tabela 4.13 — Resultados da regressao multipla para o consumo de nitrato

Fatores Parametros Nivel de
Significancia (p)

Constante (o) 998,9683 0,000000

X, (C) 71,0536 0,026036

X5 (NO3) 771,6341 0,000000

X,* (S04 ) 84,3611 0,056250

X,* (C) 96,3452 0,03381

X5* (NO3)? 85,3573 0,05388
R*=0,98 Fc=165,16 Fr (0,01) = 5,64

De modo a eliminar as varidveis com nivel de significancia do teste t de Student
superior a 10%, foram desprezadas a variavel linear X;, a variavel quadratica Xs* e todas as

interagdes. A equagdo ajustada pode ser definida como segue:

NO; cons = 998,97 + 71,05X> + 771,63X5 — 84,36X,> — 96,34X,% + 85,36X5 (4.13)

Utilizando a equagdo completa (Eq. 4.12) e aplicando o software Maple V release 4,

foram calculadas as coordenadas do ponto estacionério para o consumo de NOs :
x1=0,5169;
X2 = 0,5493;
x3=-4,711.
O ponto estacionario e os respectivos valores de A (A; = 67,355; A, = 85,090 e A3 =
113,617), referentes ao consumo de NOj, indicam que esta resposta possui um ponto de

minimo.
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Ainda utilizando o algoritmo do software Maple V release 4 , foi possivel identificar
as coordenadas do ponto de minimo, sendo elas:
X1(SO4)=0,013;
X, (C)=-0,387,;
X3 (NO3") =-1,280.
Os valores reais das concentragdes das variaveis obtidos a partir das equagdes de
codificagdo (3.2), (3.3) e (3.4) sdo:
X;=2015 mg/L de SOy ;
X, =2226 mg/L de C;
X3 =220mg/L de NOs'.

As Figuras 4.13, 4.14 e 4.15 mostram as superficies de resposta relacionando as

variaveis ao consumo de nitrato.

Analisando a Figura 4.13, observa-se que para concentragdes de carbono e sulfato
proximas do ponto central do planejamento, o consumo de nitrato ¢ minimo. Para obter altos
consumos de nitrato devem ser utilizadas altas concentra¢des de nitrato (+a.), independente da

concentragdes de sulfato e carbono (Figuras 4.14 ¢ 4.15)
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Figura 4.13- Superficie de resposta para o consumo de nitrato em fun¢do das concentragdes de

sulfato e carbono.
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Figura 4.14- Superficie de resposta para o consumo de nitrato em fungéo das concentragdes

de nitrato e sulfato.
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Figura 4.15- Superficie de resposta para o consumo de nitrato em fungdo das
concentragdes carbono e nitrato.

O nitrato foi usado neste planejamento para inibir o crescimento das BRS e, desta
forma, minimizar a produgdo de H,S. Apesar do ponto encontrado pelo algoritmo ser ponto de

minimo, o interessante seria a condicdo de maior consumo de nitrato, a fim de garantir a
premissa deste estudo.

97
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Os maiores consumos de nitrato (2010-2200 mg/L) foram obtidos nas condi¢des dos
experimentos 4, 6, 8 ¢ 14, onde foram usadas altas concentragdes de nitrato (2500-2700 mg/L)
e variadas concentracdes de sulfato (850-3400 mg/L) e carbono (1000-5500 mg/L).
Considerando o consumo de nitrato superior a 80% e, que nestas condi¢des, a concentragdo de
BRS foi baixa enquanto a de BRN foi alta, pode-se presumir que a redugdo do nitrato foi
decorrente da atividade metabodlica de BRN.

A andlise dos experimentos aos pares, de modo a contemplar a alteragdo de apenas
uma das trés varidveis, entre os seus valores limites, enquanto as demais s3o mantidas
constantes, permite fazer as seguintes consideragoes:

e par 9 e 10 (aumento da concentracdo de sulfato) — pequena variagdo do consumo de nitrato;
e par 11 e 12 (aumento da concentragdo de carbono) — aumento de 40% no consumo de
nitrato;

e par 13 ¢ 14 - (aumento da concentragdo de nitrato)

Esses resultados vem confirmar as observagdes das superficies de resposta (Figuras
4.13, 4.14 e 4.15), bem como os resultados da Tabela 4.12 e da equagdo do modelo ajustado
(Equacdo 4.13), que indica ser o consumo de nitrato diretamente dependente da variavel X3
(concentracdo de nitrato), seguido de um pequeno efeito da varidvel X, (concentracdo de
carbono), e que a variagdo na concentracdo de sulfato, dentro da faixa experimental estudada,

ndo foi significativa.

4.3.1.6 - RESUMO DOS RESULTADOS DO PLANEJAMENTO

Na Tabela 4.14 estdo relacionados os pontos de minimizagdo € maximizagao
das respostas: producdo de H,S, concentragdo de bactérias heterotroficas anaerobias (BHA),
concentragdo de bactérias redutoras de sulfato (BRS), consumo de nitrato ¢ consumo de
sulfato.

Pode-se observar que altas concentragdes de nitrato favoreceram a atividade das
BHA, inibindo o crescimento das BRS e, conseqiientemente, diminuindo o consumo de
sulfato e a producao de sulfeto. Os pontos de otimizac¢do para a minimizagdo de producao de
H,S, de consumo de sulfato e de nimero de BRS, estdo bastante proximos, indicando que o

crescimento de BRS esta relacionado com a reducdo do sulfato e conseqiiente producdo de
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H,S. Nota-se também que a seqiiéncia de eventos ¢ caracteristica da atividade de BRN,

fazendo crer que grande parte da populacao de BHA ¢ formada por BRN.

Tabela 4.14 — Resumo dos pontos de maximizagdo € minimizagdo das respostas

X1 X2 X3
Variavel Concentracdo de  Concentracdo de  Concentracgdo de
S04~ (mg/L) C (mg/L) NO;3 (mg/L)

Produgao de H,S

1616 444 2262
(minimo)
Concentragao de BRS

1180 444 2482
(minimo)
Concentragao de BHA

1993 5260 2779
(maximo)
Consumo de nitrato 2015 2226 270
(minimo)
Consumo de sulfato

1629 444 2283

(minimo)

As Equagoes 4.2, 4.5, 4.10 e 4.13 dos modelos ajustados mostram que a
concentragdo de carbono, pelo menos dentro dos limites considerados, ndo tem efeito
expressivo nas respostas, de modo que, tanto em altas como em baixas quantidades de
carbono, o consumo de nitrato foi alto, ainda que a producao de sulfeto, o crescimento de
BRS ¢ o consumo de sulfato tenham sido baixos.

As Equagoes 4.2, 4.5 e 4.10 mostram que altas concentragdes de sulfato
favorecem o crescimento das BRS, o consumo de sulfato e, portanto, a produgdo de sulfeto, o
que ¢ contra-indicado quando o proposito ¢ a reducao da geracdo de sulfeto. Atualmente, este
¢ um problema crucial da industria petrolifera j4 que o souring biogénico ¢ a causa de uma
série de fendomenos, podendo-se citar: a redugdo da produtividade dos pogo; o aumento do
custo de producdo, em fun¢do da necessidade do uso de materiais mais nobres e resistentes
nas operagoes; a redu¢do da qualidade dos hidrocarbonetos produzidos; entre outros (KANE,
1997).
A reproducdo do teste 14, na auséncia de nitrato, conduziu a um aumento do

crescimento das BRS, consumo de sulfato e producao de sulfeto.. A escolha do teste 14 para
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reproducao teve como critério selecionar a condigdo de menor produgao de H,S, e que ainda
fosse proxima da condicdo de otimizacdo encontrada pelo software para a redugdo na

producdo de sulfeto.

4.4. ESTUDO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE CARBONO NA
PRODUCAO DE H,S.

Este experimento foi realizado visando verificar a influéncia da concentragdo de
carbono em duas condigdes bastante distintas: valor otimizado no PCC (444 mg/L) e um valor
bem superior (10000 mg/L), de forma a simular uma condi¢do com alta concentracdo de
carbono. As concentracdes de sulfato e nitrato foram estabelecidas de acordo com a
otimizagdo realizada para a minimizacao da producgdo de sulfeto, sendo 1616 mg/L e 2262
mg/L, respectivamente.

A Tabela 4.15 mostra as determinagdes quimicas e microbiologicas dos testes

realizados nas duas diferentes concentragdes de carbono, apos 28 dias de incubagio.

Tabela 4.15 — Valores finais dos testes realizados em distintas concentragdes de carbono

Carbono NOj residual NO, SO, HS BRS BHA
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (NMP/mL) (NMP/mL)
444 377,1 196 1570 8,2 30 9,5x 10°
10000 40,3 40 1600 0,0 0,0 1,1x10"

Conforme observado no planejamento experimental, a concentracdo de carbono
pouco influenciou na produgdo de H,S, isto significa que efluentes com cargas organicas bem
distintas podem ser tratados com as mesmas condi¢des de concentragdo de nitrato visando
obter menor producao de sulfeto.

O consumo de nitrato, diretamente proporcional a quantidade de carbono, em
conformidade com o aumento da populagao de BHA, e a detec¢ao de nitrito sdo um indicio da
presenca de BRN. Experimentos realizados com agua de formagdo mostraram que s6 houve
reducdo dos niveis de sulfeto quando a aplicagdo de nitrato foi realizada na presenca de uma
populacdo de BRN (DAVIDOVA et al., 2001). Segundo os autores, o controle da geragdo de

H,S biogénico através da aplicagdo do nitrato depende principalmente da presenga de uma
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populagdo ativa de BRN. Esta observagdo dé respaldo a suposta presenca de uma populacao
de BRN no consorcio microbiano utilizado neste trabalho.

A quantidade de nitrato adicionada foi suficiente para controlar a geracdo de H,S nas
duas condicdes testadas. Inclusive, foi capaz de praticamente eliminar a populagdo de BRS.

Como ja mencionado, algumas espécies de BRS podem alterar respiragdo
desassimilativa do sulfato pela do nitrato quando concentra¢des ilimitadas tanto de sulfato
quanto de nitrato estdo presentes (DUNSMORE, et al. 2004). Neste trabalho, tal fato ndo
ocorreu visto que aliada a auséncia de crescimento, ndo houve consumo de sulfato e,

logicamente, também nao ocorreu geracao de H»S.

4.5. EFEITO DA ADICAO INTERMITENTE DE NITRATO NA BIOGENESE DE H,S
Neste estudo foi avaliado o comportamento da cultura microbiana em cultivos
conduzidos com adi¢des intermitentes de nitrato. Os experimentos foram realizados em quatro
etapas, num periodo total de 34 dias, conforme descrito no Capitulo 3 (item 3.8).
A Tabela 4.16e a Figura 4.17 mostram os resultados obtidos para concentracdo

residual de nitrato durante a primeira etapa do teste, com duracdo de 10 dias.

Tabela 4.16 - Resultados obtidos na primeira etapa apds cinco adi¢cdes de 500 mg/L de nitrato,

a cada 2 dias

- Taxa de
NO3 NO3 SO4~
Tempo _ _ NO, ] H,S consumo de
) residual consumido residual
(dias . (mg/L) (mg/L) NOj3
(mg/L)  (mg/L) (mg/L) :
(mg/L.dia)
0 0 0 1600+20 0
2 0%0 500 90+10 1590+23 0 250
4 5042 450 86+8 158525 0 238
6 1403 410 100£10 1603+10 O 227
8 2705 370 88+ 15 1593+15 0 216
10 480+15 290 95+7  1607+5 0 202

* A determinagdo da concentrac¢do de nitrato residual foi feita antes da adi¢cdo de nova carga.

O consumo de nitrato foi total nos primeiros dois dias, seguido de um gradual

decréscimo que refletiu em acumulo de nitrato nos reatores, ao longo do tempo de operacao.



102

Este comportamento pode estar relacionado a formacao de algum intermediario metabolico
capaz de inibir a atividade das BRN.

Nao houve equivaléncia entre as concentragdes de nitrato consumido e de nitrito
formado. A menor quantidade de nitrito residual pode ser atribuida a sua posterior redugao
com formacdo de amodnia, ou ainda a conversdo do nitrato em gas nitrogénio ou em 6xido
nitroso, por atividade das bactérias desnitrificantes (ENERGY INSTITUTE, 2003). A
desnitrificagdo ocorre por agdo microbiana, na presenca de matéria organica e em ambientes
desprovidos de oxigénio, havendo formag¢do de nitrito, 6xido nitrico (NO) e 6xido nitroso
(N20), como metabdlitos intermedidrios. A propor¢do dos produtos da desnitrificagdo
depende dos microrganismos desnitrificantes e das condigdes ambientais. Na verdade, o
nitrato pode estar presente indefinidamente em um sistema, caso a redu¢do do nitrato ou a
desnitrificagdo nao ocorra.

Ao longo do periodo experimental, o nitrito sempre foi detectado e em quantidades
semelhantes, em torno de 90 mg/L, possivelmente devido a reducao do nitrito a N». Por outro
lado, o acimulo de nitrato no meio pode ser atribuido a inibicdo da enzima nitrato redutase
(NR) pela presenga de nitrito e de compostos nitrogenados reduzidos como a amdnia. A
enzima NR esta envolvida na redugdo de nitrato em nitrito que, em seguida, pode ser reduzido
a amonia pela enzima nitrito redutase (NiR).

Analogamente ao sucedido nos experimentos anteriormente realizados, ndo foi
detectada a presenca de BRS ao final da primeira etapa, apesar da sua concentragao inicial de
1,8 x 10° NMP/mL. Estes resultados, aliados a auséncia de consumo de sulfato e producio
de H,S, demonstram a inibi¢ao das BRS pela aplicacdo de 500 mg/L nitrato, em pulsos. Por
outro lado, a concentragdo de bactérias heterotroficas anaerobias, inicialmente de 9,5 x 10°
NMP/mL, atingiu 2,7 x 10" NMP/mL. Provavelmente, o aumento do numero de BHA foi
decorrente do desenvolvimento das BRN. O crescimento das BHA em detrimento das BRS
denota a competicdo das duas populacdes microbianas pelo substrato, conforme referido por
alguns autores (GARBOSSA, 2003) Neste caso, as bactérias continuam ativas apesar de haver
a prevencao da produgdo de H,S.

De acordo com Reinsel er al. (1996), 0,71 mg de nitrato foram rapidamente
reduzidos por populagdo microbiana nativa, suprimindo a redugdo do sulfato. O nitrito foi
percebido em concentracdes proporcionais as adicionadas de nitrato. A adicdo de nitrito foi
mais efetiva no controle do souring do que glutaraldeido, se bem que o tratamento por
aplicagdes em pulsos tenha sido melhor do que de forma continua. A partir destes resultados,

os autores concluiram que o nitrito foi o principal agente responsavel pela inibicdo das BRS.
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A 1nibigdo do crescimento de BRS pela formacao de nitrito também ¢ descrita pela empresa
norueguesa Statoil que faz uso da aplicag@o de nitrato em pogos de produgao ha varios anos

A taxa de consumo de nitrato sofreu gradativamente pequenos decréscimos durante
os dez dias de operacdo, conforme mostra a Tabela 4.16. A taxa média de consumo de nitrato
nos dez dias de operagdo foi de 216 mg/L.dia.

Observa-se na Figura 4.16 que as concentragdes de nitrato, consumido e residual,
apresentaram variacao exponencial com o tempo de operagdo. De modo que, visando estudar

as causas da redu¢@o no consumo de nitrato, foi dado prosseguimento ao experimento.

*—+— (res. + cons.)
1000 7 |~—s—= residual

E—5—8 consumido

NO-, (mg/L)
T

&
0o 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 4.16. Variacdo da concentragdo de nitrato durante a primeira etapa experimental.

A etapa seguinte teve como finalidade avaliar se o consumo de nitrato, ou seja, o
crescimento das BRN, foi limitado pela eventual deple¢do da fonte de carbono. Assim, apds o
décimo dia de operagdo, teve inicio a segunda etapa com a adi¢do 1000 mg/L de carbono aos
sistemas, voltando desta maneira o meio reacional a condigdo inicial em termos de
concentracdo de carbono. A Tabela 4.17 mostra os resultados obtidos apds a correcao da
concentracao de carbono.

Observa-se que do décimo ao décimo quinto dia, isto €, decorridos 5 dias da adi¢do
de carbono, o consumo de nitrato se manteve inalterado. Porém, ocorreu uma brusca redugao
no numero de bactérias heterotroficas anaerdbias de 2,7 x 10" para 2,1 x 10*° NMP/mL
(Figura 4.17). Este comportamento pode estar relacionado a readaptacdo dos microrganismos
as novas condi¢des de cultivo visto que, logo a seguir, houve um aumento gradual do

consumo de nitrato. A concentragdo de bactérias heterotroficas anaerdbias condiz com o valor
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definido pelo planejamento experimental, da ordem de 10° NMP/mL (Tabela:4.8).
Observando a Figura 4.17, verifica-se a tendéncia do crescimento das BHA, em conformidade
com o aumento do consumo de nitrato (Tabela 4.17), apesar do aumento do teor de nitrito.

A redugdo da concentracdo de nitrito entre o décimo ¢ o décimo sétimo dia, sem
consumo de nitrato, provavelmente esta relacionada a redugdo parcial do nitrito a NH; ou sua

desnitrificagdo, com geragdo de Ny, que continua ocorrendo devido a instabilidade do mesmo

Tabela 4.17 — Resultados obtidos na segunda etapa, com adi¢do de 1000 mg/L de carbono.

Tempo NO3’ NO3’ NO, SO, H,S Taxa de
(dias) residual consumido (mg/L) (mg/L) (mg/L) consumo
(mg/L) (mg/L) de NO3’
(mg/L.dia)
10 480*+ 15 ---- 95*+7 1607*+5 0 -
15 500+ 10 0+10 50+£10 1600 £ 20 0 0
17 450 £8 308 53+10 159023 0 3,5
20 390+ 8 60 £ 8 97+12 1585+25 0 8,5
25 302+5 88+ 5 96+ 10 1603 £ 10 0 13
30 112+3 1015 1905 1593 +14 0 19

Valores referentes ao ultimo dia da primeira etapa, ¢ iniciais da segunda etapa.
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Figura 4.17- Ntmero de bactérias heterotroficas anaerdbias com o tempo de operagao.
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Nesta etapa também ndo houve consumo de sulfato e producdo de sulfeto. Estes
resultados em associacdo a auséncia de crescimento de BRS, confirmam a intoxicagdo destas
bactérias pelo nitrito. Neste caso, ndo se confirma a possibilidade das BRS em sobreviver
mesmo em ambientes com aplicagdo do nitrato, ja que algumas apresentam a capacidade de
realizar a respira¢do do nitrato (DUNSMORE, 2004). Sturman (2001) estudou os ions nitrito
para controlar o H,S em pocos de 6leo e gas, pois este produto ¢ mais reativo do que o nitrato
e, portanto, apresenta eficacia superior na inibi¢do das BRS e da geracdo de H,S. Seu
mecanismo de acdo ndo se baseia na competi¢do microbiana como o nitrato, mas sim em
mudang¢as quimicas como, por exemplo, pela elevagdo do Eh do meio, estabelecendo um
ambiente desfavoravel para as BRS.

A Figura 4.18 apresenta a concentragdo de nitrato e respectivo consumo com o tempo
de operacdo, do décimo quinto ao trigésimo dia, quando foi realizada adi¢ao de 1000 mg/L de
carbono. Observa-se comportamento distinto ao da primeira etapa, ja que o consumo de
nitrato ocorre numa velocidade inferior (Figuras 4.16 e 4.18). Apo6s o vigésimo quinto dia de
operagdo, a taxa de consumo de nitrato apresenta um aumento, provavelmente em fungdo da
readaptacdo dos microrganismos as novas condi¢des reacionais. No entanto, os valores de

taxa de consumo de nitrato foram sempre muito inferiores aos determinados na primeira etapa

(Tabelas 4.16 e 4.17).
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Figura 4.18: Concentrag@o e consumo de nitrato em func¢ao do tempo de operagao,

apos adicao de 1000 mg/L
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Considerando que o baixo consumo de nitrato € aumento da concentragao de nitrito
poderia estar relacionado a limitagcdo de nutrientes e ndo da fonte de carbono, no vigésimo dia
de operacido, ainda na segunda etapa, foi feita a substituicdo em alguns dos reatores de 50%
do volume do meio reacional por igual volume do meio Postgate, a fim de promover o

enriquecimento do cultivo. A Tabela 4.18 mostra os resultados ap6s adi¢ao de nutrientes.

Tabela 4.18 — Resultados experimentais apos adi¢ao de nutrientes
Tempo NO3 NO3 NOy SO, H,S
(dias)  residual consumido (mg/L) (mg/L) (mg/L)
(mg/L) (mg/L)

20 294"+ 15 - 79°+8  1230%+ 12 0
22 545 240+£20 101+£10 1200=x10 0
24 40=£3 14+5 105+12 1235+12 0
26 42+4 0 102+10 1230+ 12 0
28 43 +4 0 100+12 1233 %10 0
30 40+ 2 0 100+ 10 1229+ 12 0

*Valores obtidos apés adigdo do meio Postgate, estabelecendo o inicio da terceira etapa.

Pode-se observar que, apos adi¢do de nutrientes, o consumo de nitrato aumentou
sensivelmente em dois dias de operagdo. Concomitantemente, foi verificado o crescimento
das bactérias heterotroficas anaerdbias, sua concentracdo variando de 1,1 x 10° NMP/mL,
referente ao vigésimo dia, a 2,4 x 10° NMP/mL no vigésimo quarto dia. Por sua vez, as BRS
ndo apresentaram crescimento € ndo houve consumo de sulfato, nem producdo de sulfeto,
apesar da adicao de nutrientes e da conseqiiente diluicdo dos constituintes do meio reacional.
As BRS nio foram detectadas nem mesmo ao final do periodo operacional.

A partir do vigésimo quarto dia nao ocorreu mais consumo de nitrato e sua
concentragdo final estabilizou em torno de 40 mg/L. A concentracdo de nitrito se manteve
também estavel em torno de 100 mg/L até o trigésimo dia, e o nimero de BHA diminuiu para
4,7 x 10° NMP/mL. Este comportamento deve estar relacionado a formacdo de intermediarios
metabolicos de efeito toxico para o metabolismo das bactérias redutoras de nitrato
(GARBOSSA, 2003). Provavelmente, a continuagdo dessa etapa pode finalizar com a morte

da biomassa.
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A Figura 4.19 apresenta a concentracdo de nitrato e respectivo consumo com 0O
tempo de operagdo apds a adicdo de nutrientes. A taxa de consumo de nitrato foi acentuada
nos dois primeiros dias, isto ¢, logo apds a adicdo de nutrientes, mostrando que o meio
reacional apresentava limita¢do de sais minerais e/ou vitaminas.

Alguns metais sdo componentes de enzimas, portanto, para atividade metabdlica dos
microrganismos sao necessarios em pequenas concentragdes, por isso sendo denominados
oligoelementos. Estes metais participam diretamente do processo catalitico ou podem ajudar a
manter a conformacao estrutural nativa da enzima.

A adi¢ao de extrato de 1évedo aos meios de cultura é realizada com o intuito de
permitir ou estimular o crescimento microbiano, pois este contém vitaminas, principalmente
do complexo B, que sdo necessdrias como constituintes ou precursores de enzimas e

coenzimas, além de aminoacidos ¢ outras substancias estimulantes.
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Figura 4.19 - Concentragdo e consumo de nitrato em fungéo do tempo de operacdo na terceira

etapa.

A quarta e ultima etapa deste teste foi realizada para avaliar o comportamento da
cultura microbiana frente a uma nova inje¢do de nitrato, visto a baixa concentracdo deste
anion no meio reacional. Deste modo, a partir do vigésimo quarto dia de operacdo foi
reiniciada a adi¢do intermitente de nitrato, a cada dois dias, durante 10 dias. A Tabela 4.18

mostra os resultados desta ultima etapa do estudo.
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A adi¢do de nitrato promoveu o aumento do seu consumo, € a conseqiiente elevagao
da concentracdo de nitrito, ndo obstante a taxa de consumo de nitrato tenha sido praticamente
constante no decorrer do processo. Além disso, a concentragdo inicial de bactérias
heterotréficas anaerébias de 2,4 x10° NMP/mL, no vigésimo quarto dia, aumentou para 2,7 x
10" NMP/mL no trigésimo quarto dia. Logo, o aumento do numero de BHA pode ser
atribuido ao crescimento das BRN devido ao consumo de nitrato e a geragdo de nitrito,
produto resultante do metabolismo de algumas espécies deste grupo microbiano. Este fato
pode ser confirmado pela reducdo da concentragdo de bactérias anaerdbias observada na
terceira etapa, quando os experimentos foram conduzidos em condi¢des semelhantes exceto
pela nao adigdo de nitrato.

Nesta etapa também ndo houve crescimento de BRS e, evidentemente, ndo foram
determinadas alteracdes no consumo de sulfato e na produgdo de sulfeto.

Tabela 4.19- Resultados experimentais da quarta etapa, com adi¢do intermitente de

nitrato de 500 mg/L a cada dois dias

Tabela 4.19- Resultados experimentais da quarta etapa

Tempo  NO3 NO3 NO, SO, H,S Taxa de
(dias) residual consumido  (mg/L) (mg/L) (mg/L) consumo de
(mg/L) (mg/L) NOs (mg/L.dia)
24 *40+ 5 0 *105+£5 *1235+12 0 -
26 212+ 15 328 + 127 £10 1220+ 10 0 164
28 266 + 20 446 + 134+£8 1210+ 15 0 193
30 374 + 25 392 + 140+ 12 1200 £ 12 0 197
32 395+ 21 479 + 142+10 1220+10 0 206
34 495 + 38 400 + 153+7 1200£ 10 0 208

* Valores referentes ao vigésimo quarto dia da terceira etapa, e correspondentes ao inicio da quarta etapa.

A Figura 4.20 mostra a variagdo do consumo de nitrato e a respectiva concentragao
residual apds adicdo Unica de nutrientes e intermitente de nitrato em fungdo do tempo de

operagao, do vigésimo quarto ao trigésimo quarto dia.
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Figura 4.20 - Concentracdo e consumo de nitrato em fungdo do tempo de operacao

apos adicao de nutrientes e nitrato.

A concentracdo residual de nitrato aumentou durante todo o tempo de operagdo
enquanto o consumo de nitrato se manteve praticamente constante, em torno de 400 mg/L, a
partir do segundo dia de operacao (Tabela 4.19 e Figura 4.20). Um comportamento distinto
foi observado na primeira etapa, quando o sistema também foi conduzido com inje¢ao
intermitente de nitrato (Tabela 4.16 e Figura 4.16). Naquela condi¢dao, o consumo de nitrato
foi decrescendo ao longo do tempo. As taxas de consumo de nitrato destas etapas também
foram diferenciadas, isto €, na primeira etapa a taxa diminui com o tempo e na quarta etapa se
manteve praticamente constante. Este fato pode estar relacionado a adaptagdo das bactérias a
altas concentragdes de nitrato e as condi¢cdes do meio reacional. Por outro lado, o valor médio
das taxas de consumo de nitrato foi igualmente de 200 mg/L.dia, para as duas etapas
realizadas com adicdo intermitente de nitrato. Vale ressaltar que o numero de bactérias
heterotréficas anaerdbias ao final da primeira etapa (10° dia) e da quarta etapa (34° dia)
apresentaram a mesma ordem de grandeza (10'' NMP/mL), indicando que o crescimento
celular possa ter atingido seu ponto de maximo.

A Figura 4.21 mostra a evolugdo da concentragdo de nitrato no meio reacional para
as 4 etapas desenvolvidas. Nota-se que a adicdo de nutrientes (terceira etapa) foi mais
importante para o aumento do consumo de nitrato do que a adicdo de carbono (segunda
etapa). Verifica-se também que houve consumo de nitrato nas etapas em que o nitrato foi
adicionado (primeira e quarta etapas), mostrando que as BRN mantiveram-se ativas durante

toda a operacao.
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Figura 4.21 - Evolugdo da concentragdo de nitrato durante as quatro etapas.

A Figura 4.22 mostra a concentracdo de bactérias heterotroficas anaerdbias em
funcao do tempo para as quatro etapas deste estudo. Observa-se que durante os dez primeiros
dias de operagdo (primeira etapa), em que ocorreu a adicdo intermitente de nitrato a cada dois
dias, houve um crescimento significativo de BHA. Provavelmente, as periodicas adigdes de
elevadas quantidades de nitrato tenham concorrido na aceleragdo do metabolismo das BRN.
Depois da adigdo de carbono no décimo dia, houve consideravel morte celular, o nimero de
BHA permanecendo constante até o décimo quinto dia (segunda etapa). A adicdo de
nutrientes, através da substitui¢ao do meio reacional por igual volume de meio novo, resultou
na redu¢do do niimero de microrganismos (20° dia); o suprimento de nutrientes estimulando o
crescimento celular (terceira etapa). Com a retomada da adi¢do intermitente de nitrato, a
atividade metabodlica das BHA foi favorecida, atingindo concentracao celular semelllhante a
obtida ao final da primeira etapa. Assim pode se observar que nas etapas em que havia
nutriente e entrada intermitente de nitrato, o crescimento celular foi praticamente o mesmo.A
concentragdo de bactérias heterotroficas anaerobias, inicialmente de 9,5 x 10° NMP/mL e 1,1
x 10° NMP/mL na primeira e terceira etapas , respectivamente, atingiu 2,7x10'"' NMP/mL ao

final da quarta etapa.
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Figura 4.22 — Variagdo da concentragdo de bactérias heterotroficas anaerdbias para as quatro

etapas.

A Tabela 4.20 mostra os valores da taxa de consumo de nitrato ¢ da concentragcao de
bactérias heterotroficas anaerdbias em cada etapa executada. Nota-se que a taxa de consumo
de nitrato foi maior quando o nimero de BHA era elevado, correspondendo as etapas onde foi
maior a concentragao de nitrato ou houve suplementagao de nutrientes e de carbono. De fato,
o consumo de nitrato deve ser atribuido mais especificamente as BRN, que sdo
microrganismos heterotroficos facultativos.

Os baixos valores de taxa de consumo de nitrato determinados para concentragdes de
BHA da ordem de 10° NMP/mL, no vigésimo e trigésimo dia de operacio da segunda etapa,
provavelmente foram ocasionados pelas altas concentracdes de nitrato presentes no meio

reacional.

Tabela 4.20- Taxa de consumo de nitrato em fung¢ao do tempo em cada etapa do experimento

Concentracdo de Taxa de Consumo

Tempo .
Etapa ) BHA Nitrato
(dias) .
(NMP/mL) (mg/Ldia)
o 0 9,5x10° 0,0
Primeira
10 2,7x10" 203,0
15 2,1x10° 0,0
Segunda 20 1,5x10° 8,5

30 7,0x10° 19,0
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20 1,1x10° 0,0
Terceira 24 2,4x10° 63,5

30 4,7x10° 0,0

24 2,4x10° 0,0
Quarta

34 2,7x10" 208,0

4.6 - CINETICA DE PRODUCAO DE SULFETO COM OU SEM ADICAO DE
NITRATO

A cinética de producdo de sulfeto de hidrogénio por uma cultura mista enriquecida
com BRS em efluente sintético foi realizada nas condig¢des de otimizagdo de minima produgao
de sulfeto, na presenca ou auséncia de nitrato, conforme descrito nas se¢oes 3.12 e 3.13.

O estudo cinético teve como intuito comprovar a eficacia do uso do ion nitrato no

controle da geracao de sulfeto através da indugdo seletiva das populagdes microbianas.

4.6.1 -CONSUMO DE NITRATO

A Tabela 4.21 mostra os dados referentes ao monitoramento do consumo de nitrato e

geracao de nitrito ap6s uma unica inje¢do de nitrato de sédio.

Tabela 4.21 - Resultados obtidos nas analises de monitoramento do consumo de nitrato

durante a cinética com adigdo de nitrato

NO73 NO’3 Taxa de Producao de
Tempo ) _
(dias) Residual Consumido Consumo de NO'3 NO>
ias
(mg/L) (mg/L) (mg/Ldia) (mg/L)
0 2262 + 25 0 0
1 1912 +£20 350 350 206 £9

2 1513+ 18 749 369.6 21610




113

3 1092 £ 15 1170 382,7 203 +7
4 842 + 20 1420 367,9 201+ 8
> 655 £ 15 1607 346,8 1845
6 507 + 10 1755 325,3 175+10
7 38249 1880 305,5 1676
9 217+38 2045 276.8 153 +5
12 77+7 2185 239,4 125 x4
15 31+3 2231 204,8 102+5
18 15+2 2247 176,5 96 +3
21 2,5+2 2259,5 154,6 88+ 2
28 0 2262 127,2 72%3

Ao longo de 28 dias, o nitrato adicionado foi gradativamente consumido, sendo
determinadas redugdes superiores a 50% e 80%, respectivamente com 3 e 7 dias de operagao.
Nos sete primeiros dias, as taxas de consumo de nitrato foram elevadas. Posteriormente, as
taxas apresentaram quedas acentuadas, provavelmente em conseqiiéncia da baixa
disponibilidade de nitrato ap6és o 9° dia. Fato que pode ser constatado na Figura 4.23. O
gréafico revela uma cinética de consumo de nitrato do tipo exponencial, indicando uma reacao
de 1* ordem em relacdo a sua concentragdo, ou seja:

d[NOy]=-k[NOsT ou  [NOsT=[NOsTnicia €™

dt
Do ajuste dos pontos experimentais a esta equacdao, obtém-se uma constante de

consumo de nitrato de 0,29 dia!.
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Figura 4.23 — Perfil do consumo de nitrato.

4.6.2 - CRESCIMENTO MICROBIANO

As Figuras 4.24 e 4.25 apresentam o monitoramento das populagdes de bactérias
heterotroficas anaerdbias, redutoras de sulfato e redutoras de nitrato durante os estudos
cinéticos realizados sem e com adi¢do de nitrato, respectivamente.

No consorcio microbiano empregado foi detectado um nimero inicial de BRN menor
que o das outras populagdes microbianas (BRS e BHA), cujas concentragdes apresentavam a
mesma ordem de grandeza (Figura 4.24). Uma alta concentragao de BRS era previsivel por ter
sido o consorcio microbiano foi obtido a partir de varios subcultivos de amostra de agua de
producdo, onde ja havia sido constatada a presenga de BRS, em meio apropriado para o
crescimento destas espécies. Além disso, a composi¢cdo do meio e a condicdo de anaerobiose
adotados nos subcultivos também eram proprias para atender as exigéncias necessarias ao
desenvolvimento das BHA.

A inje¢ao de dgua do mar nos reservatorios situados em areas offshore, bem como as
condicdes nesses reservatorios permitem a existéncia de diferentes espécies microbianas na
agua produzida, dentre elas, as pertencentes aos grupos das BRS, BHA e, inclusive, das
BRN(DAVIDOVA et al., 2001; ECKFORD & FEDORAK, 2002, DUNSMORE et al., 2004).
Contudo, o baixo nimero de BRN, provavelmente, se deveu as condi¢des pouco favoraveis ao

seu cultivo, j& que o meio usado ndo continha sal de nitrato, ou ainda a inibicdo pelas
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concentragdes de H,S formado durante o enriquecimento do consorcio microbiano. Ademais,
as BRS sdo comumente encontradas em pogos de petroleo, aguas do mar e de produgdo, em
baixas quantidades quando comparadas as outras espécies, o que dificulta desta maneira sua
proliferacao.

Na auséncia de nitrato, ndo houve crescimento das BRN visto que a atividade
metabolica destas depende de nitrato/nitrito como aceptor de elétrons quando cultivadas em
condicdo de anaerobiose (Figura 4.24). Ao contrario, rapidamente foi notada a sua inativacao,
provavelmente pela presenca de H,S, produzido pelas BRS, e/ou outros produtos do
metabolismo das espécies ali presentes. No entanto, o crescimento, tanto das BRS quanto das
BHA, foi satisfatorio, verificando-se um aumento significativo do niimero de ambas, logo nas
primeiras 24 h. Isto era previsivel, ja que a cultura tinha sido aclimatada de modo a estimular
o crescimento das BRS, que conforme anteriormente mencionado, também favorecem as
exigéncias nutricionais de outras bactérias heterotroficas anaerobias. Estas duas populagdes
microbianas atingiram o maximo de crescimento ao redor de 8 horas, sendo o nimero das
BHA superior ao das BRS em 3 ordens de grandeza. Seguida a fase exponencial de
crescimento, nota-se uma rapida perda de viabilidade pelas células de BHA, enquanto as BRS
apresentam uma fase estacionaria prolongada. Varios trabalhos fazem referéncia a
sobrevivéncia das células de BRS, mesmo das espécies que ndo sdo capazes de esporular, por

longos periodos (POSTGATE, 1984; BARTON, 1995; SERVULO, 2005).
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Figura 4.24 - Cinética do crescimento do consorcio microbiano em efluente sintético

na auséncia de nitrato.

A adi¢do de nitrato revelou comportamentos muito diferenciados das bactérias
presentes no consorcio microbiano (Figura 4.25). Conforme era de se prever, nas condig¢des
de cultivo anteriormente otimizadas, ou seja, para reducao da geracdo biogénica de H,S, as
c¢lulas de BRN e BHA cresceram satisfatoriamente ja nas primeiras 24 h. Nao houve morte
de BRN, nem mesmo fase lag, comprovando que a composi¢ao do meio estava adequada para
atender suas exigéncias nutricionais basicas. O problema no experimento anterior foi apenas a

caréncia do anion necessario para o metabolismo energético.
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Figura 4.25 - Concentragdo de BRN, BRS e bactérias anaerobias com o tempo de

operac¢do na cinética com adi¢ao de nitrato.

Nesta condi¢do, os perfis cinéticos destas duas populagdes (BHA e BRN)
microbianas foram semelhantes, com valores aproximados de velocidade especifica de
crescimento ¢ duragdo da fase exponencial, e curta fase estacionaria. Contudo, novamente
houve uma prevaléncia do nimero de BHA.

No que tange as BRS, o nitrato teve efeito inibitorio acentuado provocando
acentuada morte celular nas primeiras 24 h, e a sua inativagao total em pouco tempo. Existem
alguns relatos de que algumas espécies de BRS sdo capazes de sobreviver mesmo em

ambientes com aplicacdo de nitrato. Segundo alguns autores, isto seria possivel através da
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adaptacao da respiragao do sulfato pela do nitrato (DZIERZEWICZ, 1997, DUNSMORE,
2004). Segundo Dannenberg et al. (1992), para algumas espécies de sulfato redutoras, a troca
respiratdria (nitrato por sulfato) pode ocorrer quando concentragdes ilimitadas tanto de sulfato
quanto de nitrato estdo presentes, sugerindo haver uma competicao pelo mesmo aceptor final
de elétrons (nitrato) entre BRS ¢ BRN, quando ambas as espécies quimicas estiverem
presentes no meio. Dunsmore (2004) obteve amonia a partir do cultivo da linhagem
Desulfovibrio (OP102), na auséncia de sulfato, utilizando nitrato como aceptor final de
elétrons. A redugdo do nitrato ocorreu, mesmo na presenca de sulfato, quando o nitrato estava
numa concentragdo mais baixa do que o ion sulfato. A redug¢do microbiana do nitrato fornece
3 vezes mais energia que a redu¢ao microbiana do sulfato, de modo que, em ambientes onde
sdo encontrados tanto sulfato quanto nitrato, as BRN irdo predominar (STOTT & RIZK,
2005). E neste contexto que se constata que o consumo do nitrato conduzird a um crescimento
mais acentuado das BRN e, conseqiientemente, promovera a deplegao das fontes de carbono,
impedindo o desenvolvimento das BRS que apresentam metabolismo mais lento.

A aplicacdo de 0,5 mM de nitrato em coluna simulando um pogo de petréleo com
injecdo de agua de produgdo garantiu o controle do souring biogénico por cerca de 3 meses,
que segundo os autores foi devido a presenga de nitrito (MYRH et al., 2002). De acordo com
Reinsel et al. (1996) ja ¢ reconhecida a eficacia do ion nitrito como agente antimicrobiano, o
que vem proporcionandoo seu uso, inclusive na industria alimenticia.

Outra teoria, proposta por Sturman (2001), considera que a adicdo do nitrato
promove mudangas quimicas, tornando o ambiente oxidante e, portanto, desfavoravel ao
crescimento das BRS. Entretanto, ja foi determinada a presenca da enzima nitrito redutase em
espécies de BRS, sendo a expressdo do gene mediada pela exposi¢do destes organismos a
ambientes com nitrato (GREENE et al., 2003). Esta ¢ uma hipétese de mecanismo através do
qual as BRS se protegeriam da presenca do nitrito, através de um mecanismo de
desintoxicagao (DUNSMORE, 2004).

No experimento do planejamento composto central (PCC), realizado com adigao de
nitrato, pode ser observado no ponto de minima producao de sulfeto que a populagdo de BRS
diminui e a de BHA aumenta, ratificando as observagdes feitas para a Figura 4.25. A analise
das concentragdes celulares mostra que o aumento do niimero de BHA esta diretamente ligado
ao aumento na concentracdo de BRN, e que neste mesmo periodo, a concentragdo das BRS
diminui até a sua completa inibicdo. Este resultado demonstra a eficicia do nitrato no
aceleramento do metabolismo das BRN, que inicialmente estavam em menor concentra¢ao do

que as outras duas populacdes, e também a capacidade das BRN em inibir as BRS. Esta pode
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ser a explicacdo para a alta concentracdo de bactérias heterotroficas anaerdbias encontradas
no PCC, frente a grande concentragdo de nitrato e a baixa concentragao de BRS. Ao final do
experimento, pode ser constatado que o decréscimo da concentragdo de nitrato resulta na
diminui¢do do nimero de BRN, por conseguinte, as bactérias anaerdbias diminuem e as BRS
voltam a crescer. Tal fato indica que o nitrato apenas inibe as BRS, possibilitando que na
auséncia do mesmo retomem o crescimento, ¢ ainda que as BRN s6 se apresentam em
nimeros significativos frente a altas concentracdes de nitrato ( Tabela 4.22).

Segundo Mclnerney et al. (1993), o suprimento de nitrato, na auséncia de uma
populacdo de BRN, ndo foi capaz de reduzir os niveis de sulfeto, em experimentos realizados
com agua de formacdao. A concentragdo do sulfeto s6 foi reduzida quando uma cultura
microbiana de BRN foi introduzida. Por isso, o sucesso da adicdo do nitrato para controle da
geracdo de H,S biogénico depende principalmente da presenca de uma populagdo ativa de

BRN (DAVIDOVA, 2001).

Tabela 4.22 Concentragdo dos microrganismos presentes no consorcio microbiano durante a

cinética de producado de sulfeto em presenga e auséncia de nitrato.

Tempo BRS BRN BHA
(dias) (NMP/mL) (NMP/mL) (NMP/mL)
sem NO3” com NO3 Sem com NOj3 sem NO3 com NO3
107 10°® NO3 10 107 10°®
0 0,18+0,02  1.800£200 [ LL10°  011+0 | o095+ 0,0 0,95+ 0
1 0,41 £0,02 700+ 0 0 310 093+ 0.02 77407
2 0,95+0,0 120 £ 20 0 93+2 92402 120+ 10
6 4300 0,13+0,02 0 4300£0 1 570004700  180.000 + 1000
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28

230 +£20

180 + 20

230+ 10

200 =20

0+0
0+0
0,030 £0

0,040 £ 0

119

9.200 + 200

670 + 40

220+ 20

120+ 10

4.6.3 - PRODUCAO DE SULFETO

Nos dois estudos cinéticos, com e sem a adi¢ao de nitrato, concomitantemente foi

realizado o monitoramento da producdo de sulfeto de hidrogénio e do consumo de sulfato,

cujos dados estdo apresentados na Tabela 4.23

Na Tabela 4.23 pode se observar que o consumo de sulfato nao foi inferior a 3% em

28 dias, e a concentracao de sulfeto foi menor que a encontrada nas condi¢gdes de otimizagao

do PCC. Portanto, a adi¢do de nitrato impediu o consumo de sulfato e, consequentemente, a

geracdo de sulfeto. Na verdade, o nitrato promoveu a das BRS (Figura 4.26).

com ¢ sem adi¢ao de nitrato

Tabela 4.23 — Monitoramento de sulfato e de sulfeto durante os estudos cinéticos

Tempo 50" Ha3
(ias) (mglL) (mgiL)
sem NOj3 com NO3 sem NOj3 com NO3’
0 1600 + 25 1616 + 15 0 0
1 1540 + 20 1591 + 20 18+2 0
2 1475 £ 18 1595 £ 18 40+ 5 0
3 1395 £ 15 1588 £ 15 66 + 7 0
4 1310 £ 20 1593 +£20 96+ 9 0
5 1200 £ 15 1590 + 15 131+ 10 0
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12
15
18
21
28

1080 = 10
980 £ 10
940 £ 15
920+ 12
900 £ 19
895 +22
888 =20
885+ 25

1588 £ 10
1587 £ 10
1582+ 15
1593 £ 12
1597 £ 19
1590 £ 22
1585+ 10
1570 £ 10

171+ 10
205+ 12
217+ 13
224+ 10
230+ 15
234+ 10
238+ 12

240+ 10

35+0,5

6,0+ 0,6

Na auséncia de nitrato, foram determinados valores bem superiores de sulfato

consumido e de H,S gerado comparativamente aos obtidos com adi¢cdo deste anion (Figura

4.26 e Tabela 4.23). Entretanto, considerados o crescimento ¢ a relagdo molar sulfato reduzido

Sulfeto produzido, tem-se que deveria ter havido consumo total do sulfato e a concentragao de

sulfeto formado deveria ser maior. Provavelmente, isto foi devido a inibicdo das BRS pelo

sulfeto de hidrogénio. Dependendo da espécie e das condi¢des operacionais, este gas dada a

sua solubilidade, e toxico.Vale ressaltar que, apds o 9° dia, a concentragdo de BRS se manteve

inalterada enquanto houve um declineo do nimero de células vidveis de BHA. Logo, o

comportamento apontado para as BRS pode estar relacionado a falta de nutrientes ou da fonte

de carbono, ao invés de ser pela toxicidade do gas sulfidrico.
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Figura 4.26 - Producdo de sulfeto e consumo de sulfato para os cultivos do consoércio

microbiano realizado com e sem adic¢ao de nitrato.

Os coeficientes angulares determinados a partir das curvas de consumo de sulfato e
de produgdo de sulfeto (Figura 4.26) foram usados no céalculo das taxas de consumo, obtendo-
se de 82,5 mg SO4*/L.dia e 27,1 mgH,S/L.dia respectivamente para os primeiros 7 dias. Os
valores obtidos sd3o coerentes, pois resulta num quociente entre ambas de 3,0, confirmando
com o valor tedrico esperado.

Considerando que a cinética de consumo de sulfato obedece a uma cinética de 1*
ordem se determina o valor de 0,055 dia"'para a constante de consumo de sulfato, que é bem
inferior ao valor obtido para a constante de consumo de nitrato pelas BRN (0,29 dia™). Este
resultado mostra que sob condi¢cdes semelhantes de cultivo, as BRN na presenca de nitrato
possuem um metabolismo mais rapido, comparativamente as BRS frente ao sulfato,
corroborando outros trabalhos.

Comparando as Tabelas 4.22 e 4.23, nota-se claramente a eficacia do nitrato na
inibi¢do das BRS, desta forma inibindo o consumo de sulfato e também a produgao de sulfeto.

Este trabalho demonstra que o nitrato apresenta potencialidade de uso no tratamento
biologico anaerobio de efluentes com alto teor de sulfato, permitindo a reducao do namero de
BRS viaveis e, especialmente, da geragao de H,S. No que concerne a industria de petréleo, o

uso de nitrato ¢ vantajoso pois, além de ser efetivo no controle do “souring” nos reservatorios
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¢ menos toxico do que os biocidas normalmente utilizados, facilitando o seu manuseio pelos

operadores e ndo oferecendo riscos a saude dos seres vivos.

4.6.3.1 MODELO PROPOSTO PARA A CINETICA DE PRODUCAO DE SULFETO
SEM ADICAO DE NITRATO.

Usando os dados obtidos de experimentos em batelada para a produgdo de sulfeto
sem a adi¢do de nitrato no meio — a concentragdo de sulfato, a cinética de crescimento das
BRS e a produg¢dao de H,S foram determinados. Para a modelagem trabalhou-se com as
equagdes adimensionalisadas, pois as unidades de medidas para a concentragdo de BRS e de
consumo de sulfato e formagdo de sulfeto eram diferentes e ndo foi possivel a obtencdo de
uma equacdo de calibra¢do para que se fizesse a conversdo de unidades. Portanto, o modelo

do tipo Monod utilizado para o crescimento torna-se:

*

yf = HnS (4.14)

K +S
Sendo:
1= Velocidade especifica de crescimento
K ;= Constante de Saturagao.
Um balanco de massa foi realizado para estabelecer a formulagdo matematica do
crescimento celular.

e (4.15)

L

O consumo do substrato destinado ao crescimento ou a reproducdo ¢ dado pela

equacdo (4.16) desprezando o termo ara a manuteng¢ao celular introduzido por Pirt (1975).

ds’__pds
dt dt (4.16)
1
B=—
y (4.17)
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e 0 modelo para a formacdo de H,S dado pela expressdo do tipo de Luedeking & Piret
(Eq 4.18) que relaciona a velocidade especifica de formacdo de H,S com a velocidade

especifica de crescimento das BRS desprezando o termo independente do crescimento.:

arr_
dt dt (4.18)
sendo:

x*= (In(x+xy)/x9) = adimensional do numero mais provavel de BRS [ - ]
S*= §/5)= concentra¢ao adimensional de SO42' consumido [ - ]
P*= P/P,= concentracao adimensional de H,S formado [ - ]

xo, Py, Sy — condi¢des iniciais.

As equacdes (4.14 - 4.18) adimensionalisadas descrevem a modelagem matematica
da producao de sulfeto via BRS e permitem simular condi¢des para a formacao de H,S no
efluente sintético (que simula agua de producdo), sem a adigdo de nitrato. Assim, pode se
prever em outras condi¢cdes a producdo de sulfeto como, por exemplo, variando a
concentragao inicial de sulfeto ou de concentragao da BRS.

A identificacdo paramétrica foi possivel a partir dos resultados experimentais. Os
valores dos parametros foram obtidos por uma técnica de regressdo ndo-linear, usando um
algoritmo de resposta multipla (MARQUARDT ,1963). A integracao do conjunto de equacdes
diferenciais para o calculo dos parametros por ajuste dos dados experimentais foi realizada
com auxilio de um algoritmo de Runge-Kutta de quarta-ordem. A identificagdo paramétrica é
ilustrada por uma boa correlagdo, entre os valores experimentais ¢ aqueles fornecidos pelo
modelo. O erro médio relativo dos parametros na regressao nao-linear foi calculado, junto

com a soma dos quadrados dos residuos, definida pela Equacao (4.19), referida ao nimero de

dados:

N 2
Z(yexp - ytheor)

SRS == 4.19
N (4.19)

Os resultados obtidos para os parametros da cinética do modelo de Monod e das
equacdes de balago para o consumo de sulfato, a produgao de sulfeto e o crescimento celular

estao apresentados na tabela 4.24.
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TABELA 4.24- Parametros do modelo para a cinética de formagao de BRS, decomposicao de
sulfato e producao de H,S.

D (d) K [-] Kal-] Bl m[-]

%0,531x10' 0,294x10'+0,354 | 0,854+0,121 | 0,682x107'40,426x107% | 0,151+0,430x1072

SRS =2,030x10™"

. . . 1 dx . .
“ — obtido pela aplicagdo da defini¢do g =——— aos dados experimentais.
X at

A cinética da reducao anaerobia do sulfato nas condi¢des do experimento ¢ mostrada
na Figura 4.27. A velocidade especifica maxima de crescimento foi de z4,4, = 5,310 d'= 0,221
h™', superior aos valores reportados na literatura. MOOSA et al. (2002) encontraram £y —
0,061 h' utilizando uma cinética de Contois, WIDDEL e PFENNING (1982) ¢
O’FLAHERTY et al. (1998) encontraram valores de 0,063 e 0,068 h'l, respectivamente, para
velocidade de crescimento de Dessulfotomaculum acetooxidans. Valores baixos de fhux
também foram reportados para BRS na literatura. Investigando a competi¢do entre BRS e
bactérias metanogénicas, VISSER (1995) encontrou que pimax variava entre 0,002 e 0,005 h™.
Um valor de 0,013 h™' foi encontrado para a velocidade de crescimento de Desulfobacter
postgatei por INGVORSEN et al. (1984). Estas variagcdes podem ser atribuidas as diferentes
espécies de bactérias utilizadas e as varias condigdes utilizadas nos diversos trabalhos. No
caso deste trabalho em particular o crescimento celular foi realizado por contagem de
bactérias e ndo por massa seca o que justifica a grande diferenga existente entre os valores de
Lnax reportados na literatura e o encontrado pelo modelo utilizado neste trabalho.

A constante de saturagdo (K,) foi de 2,940 em grandeza adimensional, que
utilizando-se do valor da concentragio inicial de sulfato assume o valor de 47,040 kg m™.
Valores de K, reportados na literatura para a bio-reducao do sulfato variam entre 0,018 e
0,033 kg m > (CHEN & HASHIMOTO, 1980). Estudando a redugido do sulfato por uma
cultura mista de BRS em um UASB continuo VISSER (1995) encontrou K; de 0,033 kg m >
para um sistema de biomassa granular ¢ 0,018 kg m > para um sistema de células suspensas.
No crescimento de uma cultura pura de Desulfobacter postgatei em reator tanque agitado
continuo sobre limitacdo de sulfato INGVORSEN et al. (1984) encontrou valores de Ks de
0,024 kg m ™ enquanto MOOSA et al. (2002) encontrou valores de K, variando de 0,027 a

0,125 kg m . Como no caso anterior, os valores obtidos neste trabalho e os relatados na
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literatura sao muito diferentes como esperado, devido as diferentes condi¢des de realizagao
dos experimentos.

Os valores of Yysulfato dados na literatura em (g biomassa/ g sulfato) ndo podem ser
comparados aos valores deste trabalho, pois o crescimento celular foi realizado por contagem

de bactérias.
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Figura 4.27- Evolugao da concentragdo de BRS, consumo de sulfato e produgdo de H,S

4.6.3.2— MODELO PROPOSTO PARA A CINETICA COM ADICAO DE NITRATO

Quando se tem a adi¢do de nitrato ao meio simultaneamente das condi¢des de
matéria organica da dgua do mar tém-se a inibi¢do das BRS e o crescimento das BRN. Os
valores de crescimento de BRN e consumo de nitrato, obtidos experimentalmente para este
ensaio foram utilizados para obtengdo de um modelo que permite descrever o comportamento
destas variaveis em outras situacoes.

Trabalhou-se com equagdes adimensionais, pois foi realizada a contagem de
bactérias e ndo a medida de massa seca. Para este experimento a cinética que melhor
conseguiu descrever o comportamento do crescimento das BRN segue um modelo de Contois

(1959) (CHEN & HASHIMOTO, 1980).
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oS
= S 4.20
“ Kx*+S (4.20)

A equacdo utilizada para descrever o crescimento das BRS ¢ dada pela equagdo do

balango de massa (4.20).
ax =ux — K, x
dt (4.21)

No caso da modelagem do consumo de Nitrato, como os dados obtidos
experimentalmente apresentavam um comportamento exponencial, optou-se por uma
modelagem mais simples para descrever este consumo. Neste caso, em particular trabalhou-se
com uma equagdo de primeira ordem para descrever o balango de massa do substrato (nitrato)

no reator anaerébio (4.21).

B s
dt (4.22)

com as varidveis adimensionalisadas dadas por:

x*= (In(x+xy)/xy) = adimensional do nimero mais provavel de BRN [ - ]

S§*= §/Sp= concentragao adimensional de NO;" consumida [ - |

X9, Sp — condig¢des iniciais.

Os parametros para o crescimento celular foram obtidos pelo ajuste do modelo
descrito aos dados experimentais pela técnica de regressdo nao-linear, usando um algoritmo
de resposta multipla de MARQUARDT (1963) e com o somatorio dos quadrados dos residuos
dados pela equagao (4.19). O parametro « foi ajustado independentemente por um ajuste nao

linear. Os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 4.24.

TABELA 4.25- Parametros do modelo para a cinética de formacdo de BRNe consumo de

nitrato.

Limax (A7) K [-] Kal-] al-]

0,619x10" £0,181x10" | 0,122x10'+0,417 |0,820x107'40,346x107 | 0,241+0,651x107
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SRS = 1,983

Nao foi possivel uma comparagao tedrica entre os valores obtidos por esse modelo e
valores da literatura, uma vez que neste trabalho em particular o acompanhamento do
crescimento celular foi realizado por contagem celular. A Figura 4.28 apresenta o resultado
da aplicacdo do modelo proposto com os respectivos parametros ajustados para o consumo de

nitrato e o crescimento de BRN.

12

O Conc. de Nitrato
—— modelo ]
= BRN 1
— Modelo 1

1,0

0,8

0,6 +

0,4+

0,2 1

0,0

Concentracao adimensional de BRN (x*)

Concentracgdo adimensional de nitrato (S*)

tempo (d)

Figura 4.28- Evolu¢ao do comportamento do consumo de nitrato e crescimento de BRN.



CAPITULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 —- CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se enunciar as seguintes
conclusdes:

Na etapa de aclimatacdo, a cultura mista enriquecida com bactérias redutoras de
sulfato cresceu satisfatoriamente utilizando carbono como fonte de energia, em concentragdes
de até 5 g/L.

No PCC, a menor producdo de sulfeto foi de 10,3 mg/L, sendo as concentragdes
de nitrato e sulfato as varidveis que mais influenciaram na reducdo da produgdo do sulfeto.

A otimizagdo do processo de minimizacao da producao de sulfeto foi obtida para
as seguintes condigdes: 1616 mg/L de sulfato, 444 mg/L. de carbono e 2262 mg/L de nitrato,
resultando em 8,2mg/L de producdo de sulfeto e 30 NMP/mL de BRS.

Na reproducdo de um dos experimentais do PCC (ensaiol4), na auséncia de
nitrato, obteve-se uma producgao de 224mg/L de sulfeto e 2,3);109 NMP/mL de BRS, deixando
claro a influéncia da concentragdo de nitrato no crescimento das BRS e, conseqiientemente, na
producdo de sulfeto.

Os pontos de otimizagdes e as superficies de resposta mostraram que altas
concentragdes de nitrato favoreceram a atividade das bactérias anaerdbias, inibiram o
crescimento das BRS, e diminuiram o consumo de sulfato e a produgado de sulfeto.

Verificou-se que os pontos de otimizacdo para a minimiza¢do de produgdo de
H;,S, de consumo de sulfato e de nimero de BRS, sdo bastante préximos, significando que o
crescimento de BRS esta relacionado com o consumo de sulfato e conseqiiente produgdo de
H,S.

A concentracao de carbono pouco influenciou na producao de H,S, significando
que efluentes com cargas orginicas bem distintas podem ser tratados com as mesmas
condi¢cdes de concentracdo de nitrato visando obter menor produg¢do de sulfeto.

Para valores maiores da relagdo C/N (carbono/nitrato), obteve-se uma menor
concentracdo de nitrito e nitrato residual, pois devido a presenca do doador de elétrons
(carbono) garantiu-se uma maior desnitrificagao.

No estudo do comportamento da cultura microbiana perante a entrada

intermitente de nitrato no tempo pré-estabelecido de 48 horas pode-se observar que:
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A taxa de consumo de nitrato so6 foi significativa quando havia um nimero maior
de bactérias anaerdbias, acima de 1x10° NMP/mL, uma maior concentracdo de nitrato e no
meio haviam sido adicionados nutrientes e fonte de carbono.

Com a entrada intermitente de nitrato ndo houve crescimento de BRS e nem
produgdo de sulfeto ao longo de todo o experimento, mesmo durante o periodo em que nao
havia entrada do mesmo.

A adi¢do de nutrientes foi mais importante para o aumento do consumo de
nitrato do que a adi¢@o de carbono. Nas etapas em que adicionou-se nitrato houve consumo do
mesmo, mostrando que as BRN mantiveram-se ativas durante toda a operagao.

Nas etapas em que havia nutriente e entrada intermitente de nitrato, o
crescimento celular foi praticamente o mesmo.

Na auséncia de nitrato nado houve crescimento das

Na auséncia de nitrato, ndo houve crescimento das BRN visto que a atividade
metabolica destas depende de nitrato/nitrito como aceptor de elétrons quando cultivadas em
condi¢do de anaerobiose. E o crescimento tanto das BRS como das BHA foi satisfatorio,
tendo um aumento significativo nas primeiras 24h./

No cultivo nas condi¢des de otimizacdo, as células de BRN ¢ BHA cresceram
satisfatoriamente nas primeiras 24h, nao houve morte nem mesmo fase lag, comprovando que
a composi¢do do meio estava adequada para atender suas exigéncias nutricionais basicas. O
nitrato teve efeito inibitorio acentuado para as BRS provocando uma grande mortandade
celular nas primeiras 24h

Oconsumo de nitrato conduziu a um crescimento mais acentuado das BRN,
promovendo uma deple¢ao das fontes de carbono, impedindo o desenvolvimento das BRS que
apresentam metabolismo mais lento.

Frente as baixas concentragdes de nitrato no final dos experimentos, as BRN e as
BHA diminuem e as BRS voltam a crescer, indicando que o nitrato apenas inibeas BRS,
possibilitando que na ausencia do mesmo retomem o crescimento

O nitrato apresenta potencialidade de uso no tratamento bioldgico de efluentes
com alto teor de sulfato, permitindo a redu¢do do nimero de BRS e da geragdo de sulfeto de

hidrogénio.
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5.2 - SUGESTOES PARA TRABALHOS POSTERIORES

Apos a conclusdo deste trabalho, sugere-se para posteriores estudos:

Estudar a redugdo da producao de sulfeto, na presenga de nitrito.

Testar a condigdao de otimizagdo com outra cultura de microrganismos, por
exemplo, cultura de BRN.

Verificar se, ap6s a entrada intermitente de nitrato, as BRS voltam a se
desenvolver depois de um determinado tempo.

Acompanhar o crescimento de BRN, durante um processo de entrada
intermitente de nitrato.

Testar o processo em outros tipos de reatores e em maior escala.

Estudar detalhadamente a modelagem do processo.
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APENDICE A

ALGORITMO PARA MAXIMIZACAO E MINIMIZACAO DAS
RESPOSTAS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Pe:=proc();
restart;

|print( HHHHHH R R R R R R ),
lprint(" Programa implementado em fevereiro de 2005 (Claudio Roberto Duarte)");
Iprint("Este programa obtém os pontos de maximo, minimo ou sela para um PE");
lprint( HHHHHH T R AR R ),

#Primeiramente obter a forma candnica para o modelo ajustado de ordem 2:
with(linalg):
lprint("Digite o numero de variaveis de planejamento:");
condvariaveis:=readstat("");
if condvariaveis=2 then

lprint(" Entre com o valor do termo independente’);
t0:=readstat("");

lprint("Entre com o valor referente ao termo X1°);
t1:=readstat("");

lprint("Entre com o valor referente ao termo X2°);
t2:=readstat("");

Iprint("Entre com o valor referente ao termo X1/2");
t11:=readstat(’");

lprint(" Entre com o valor referente ao termo X2"2");
t22:=readstat("");

lprint(" Entre com o valor referente ao termo X1X2");
t12:=readstat("");

A:=matrix(2,2,[t11,t12/2,t12/2,t22]):
charpoly(A,lambda):
lambda:=[eigenvals(A)]:
b:=matrix(2,1,[t1,t2]):
x0:=evalm(-0.5*inverse(A)&*b):
for i from 1 to 2 do X[i]:=x0[1,1] od:

#lprint('X1',X[1]);
#lprint('X2',X[2]);

#lprint('lambda[1]',lambda[1]);
#lprint('lambda'[2],lambda[2]);

y[0]:=t0+1 ¥ X[ 1]H2*X[2]+t] 1*X[ 1]/ 2+22* X[2]/ 2+ 1 2% X[ 1]*X[2]:



if lambda[1]*lambda[2]>0 then
if lambda[1]>0 then
lprint(" Este problema possui ponto de minimo");
lprint("X1',X[1]);
lprint('X2',X[2]);
fi;
if lambda[1]<0 then
lprint("Este problema possui ponto de maximo');
lprint('X1',X[1]);
lprint("X2',X[2]);
fi
fi;
#Portanto a forma candnica ajustada ¢ :
if lambda[1]*lambda[2]<0 then
lprint(" Este problema ndo possui ponto de maximo e nem de minimo");
lprint(" Vocé deseja maximizar [1] ou minimizar [2] a sua resposta:’);
condiaux:=readstat("");
y:=y[0]+lambda[1]*W[1]"2 +lambda[2]*W[2]"2:
A:=matrix(2,2,[t11-lambda[1],t12/2,t12/2,t22-lambda[1]]):
m21:=1:

Mextra:=matrix(2,1,[m11,m21]):
Matl :=evalm(A&*Mextra):

Pl:=evalm(Matl[1,1])=0:
#lprint('P1',P1);
P2:=evalm(Mat1[2,1])=0:

ml Ilinha:=solve(P1,m11):
#lprint('m11linha',m11linha);
m21linha:=1:
#lprint('m21linha',m21linha);

produto:=(m11linha"2+m21linha*2)"(0.5):
ml1:=ml 1linha/produto: m21:=m21linha/produto:

A:=matrix(2,2,[t]1 1-lambda[2],t12/2,t12/2,t22-lambda[2]]):
m22:=1:

Mextra:=matrix(2,1,[m12,m22]):
Matl :=evalm(A&*Mextra):

Pl:=evalm(Matl[1,1])=0:
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P2:=evalm(Mat1[2,1])=0:
ml2linha:=solve(P1,m12):

#lprint('m12linha';m12linha);

m22linha:=1:
produto:=(m12linha”2+m22linha*2)"(0.5):
m22:=m22linha/produto:
m12:=ml2linha/produto:

#lprint('ml11',m11);
#lprint('m12',m12);
#lprint('m21',m21);
#lprint('m22',m22);

Matrizm:=matrix(2,2,[m11,m12,m21,m22]):
transM:=transpose(Matrizm):

MatrizW:=matrix(2,1,[www1,www2]):
MatrizX:=matrix(2,1,[x1-X[1],x2-X[2]]):

Eq:=evalm(transM & *MatrizX):

#lprint('x1',x1);
#lprint('x2',x2);
#lprint('X[1],X[1]);
#lprint('X[2],X[2]);

#Como quero maximizar a resposta farei
if condiaux=1 then

if lambda[1]<0 then www1:=w1l: www2:=w2: fi;
if lambda[1]>0 then www1:=w2: www2:=wl: fi;

w1:=0: cont:=0:
readlibe(unassign):

lprint("Entre com a faixa para w:’):
lprint('menor valor da faixa:");

auxw 1 :=readstat("");

lprint("maior valor da faixa:");
auxw2:=readstat("");

lprint("Entre com o incremento desejado:"):
increw:=readstat(");

for i from auxw1 to auxw2 by increw do w2:=i:

Resp[cont]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,1]=MatrizW[2,1]},{x1,x2}):
assign(Resp[cont]): Ww2[cont]:=w2: Xx1[cont]:=x1: Xx2[cont]:=x2: unassign('x1"): unassign('x2"):

cont:=cont+1: od:
aux:=1:
for i from 1 to (cont-2) do
if Xx2[i]>=-1 and Xx2[i]<=1 then

if Xx1[i]>=-1 and Xx1[i]<=1 then
VxI[aux]:=Xx1[i]:
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Vx2[aux]:=Xx2[i]:
Vw2[aux]:=Ww2[i]:
#lprint("O valor de x1 é=",Vx1[aux]);
#lprint("O valor de x2 é=",Vx2[aux]);
#lprint("O valor do vw2 é=",Vw2[aux]);
aux:=aux+l:
fi;
fi;

od:
Maxw2:=(max(seq(Vw2[i]"*2,i=1..(aux-1))))"(0.5);
Iprint("O valor do w2 maximo em modulo é=",Maxw?2);

w2:=Maxw2: Resp[cont]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,1]=MatrizW[2,1]},{x1,x2}):
assign(Resp[cont]):

Iprint("O valor de x1 é=",x1);
Iprint(" O valor de x2 é=",x2);

fi;

Varl :=x1:
Var2:=x2:
Var3:=0:

unassign('"Varl'): unassign('Var2'):
Eqextra:=t0+t1*Varl+t2*Var2+t3*Var3+t1 1*(Varl)"2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl)*(Var2)+t13*(
Varl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):
print(plot3d(Eqextra,Varl=-1..1,Var2=-1..1,style=PATCHCONTOUR ,axes=BOXED,projection =
ORTHOGONAL));

#Como quero minimizarr a resposta farei
if condiaux=2 then

if lambda[1]>0 then www1:=wl: www2:=w2: fi;
if lambda[1]<0 then www1:=w2: www2:=w1: fi;

w1:=0: cont:=0:
readlibe(unassign):

lprint("Entre com a faixa para w:'):
Iprint("menor valor da faixa:");

auxw 1 :=readstat("");

Iprint("maior valor da faixa:");
auxw?2:=readstat("");

lprint(" Entre com o incremento desejado:’):
increw:=readstat(");

for i from auxw1 to auxw?2 by increw do w2:=i:
Resp[cont]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,]1]=MatrizW[2,1]},{x1,x2}):

assign(Resp[cont]): Ww2[cont]:=w2: Xx1[cont]:=x1: Xx2[cont]:=x2: unassign('x1"): unassign('x2"):
cont:=cont+1: od:

aux:=1:
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for i from 1 to (cont-2) do

if Xx2[i]>=-1 and Xx2[i]<=1 then
if Xx1[i]>=-1 and Xx1[i]<=1 then
Vx1[aux]:=Xx1[i]:
Vx2[aux]:=Xx2[i]:
Vw2[aux]:=Ww2[i]:
#lprint("O valor de x1 é=",Vx1[aux]);
#lprint(" O valor de x2 é=",Vx2[aux]);
#lprint(" O valor do vw2 é=",Vw2[aux]);
aux:=aux+1:
fi;
fi;

od:
Maxw2:=(max(seq(Vw2[i]"2,i=1..(aux-1))))"(0.5);
lprint("O valor do w2 méaximo em modulo é=",Maxw2);

w2:=Maxw?2: Resp[cont]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,1]=MatrizW[2,1]},{x1,x2}):
assign(Resp[cont]):

Iprint("O valor de x1 é=",x1);
Iprint("O valor de x2 é=",x2);

fi;
fi;
fi;
if condvariaveis=3 then

lprint("Entre com o valor do termo independente”);
t0:=readstat("");

Iprint("Entre com o valor referente ao termo X1°);
tl:=readstat("");

Iprint("Entre com o valor referente ao termo X2°);
t2:=readstat("");

lprint(" Entre com o valor referente ao termo X3°);
t3:=readstat("");

lprint(" Entre com o valor referente ao termo X12");
tl1:=readstat("");

lprint("Entre com o valor referente ao termo X2"2");
t22:=readstat("");

Iprint("Entre com o valor referente ao termo X3/2");
t33:=readstat(’");

Iprint("Entre com o valor referente ao termo X1X2');
t12:=readstat("");

lprint(" Entre com o valor referente ao termo X1X3");
t13:=readstat("");

lprint(" Entre com o valor referente ao termo X2X3");
t23:=readstat(""');

lprint("Entre com o valor do alpha de ortogonalidade’);
alpha:=readstat("");

A:=matrix(3,3,[t11,t12/2,t13/2,t12/2,22,t23/2,t13/2,£23/2.t33]):

print(evalm(A));
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charpoly(A,lambda):
lambda:=[eigenvals(A)]:
b:=matrix(3,1,[t1,t2,t3]):
x0:=evalm(-0.5*inverse(A)&*b):

for i from 1 to 3 do X[i]:=x0[i,1] od:

yO:=t0+t1 *X[ 1 H2*X[2]+3*X[3]+t] 1XX[ 117222 X[2] 2+t33*X[3]"2+t1 2% X[ 1 J*X[2]+t13*X [ 1]*X[3]+23*
X[2]*X[3]:

#lprint('X1',X[1]);
#lprint("X2',X[2]);
#lprint('X3',X[3]);

#lprint('lambda[1]',lambda[1]);
#lprint('lambda'[2],lambda[2]);
#lprint('lambda'[3],lambda[3]);

if lambda[1]*lambda[2]>0 then
if lambda[2]*lambda[3]>0 then

if lambda[1]>0 then

lprint(" Este problema possui ponto de minimo");
lprint("X1',X[1]);
lprint('X2',X[2]);

Iprint("X3',X[3]);

fi;

if lambda[1]<0 then
lprint("Este problema possui ponto de maximo');
lprint('X1',X[1]);

lprint("X2',X[2]);
lprint('X3',X[3]);
fi;
fi;
fi;

if lambda[ 1]*lambda[2]>0 and lambda[2]*lambda[3]<0 or lambda[ 1 ]*lambda[2]<0 and
lambda[2]*lambda[3]>0 then

Iprint(" Este problema ndo possui ponto de maximo e nem de minimo");

lprint(" Vocé deseja maximizar [1] ou minimizar [2] a sua resposta:’);

condiaux:=readstat("");

y:=yO+lambda[1]*w[1]"2 +lambda[2]*w[2]"2+lambda[3[*W[3]"2:

A:=matrix(3,3,[t] |-lambda[1],t12/2,t13/2,t12/2,t22-lambda[ 1],t23/2,t13/2,t23/2,t33-lambda[ 1]]):
m31:=1:

Mextra:=matrix(3,1,[m11,m21,m31]):
Matl:=evalm(A&*Mextra):



Pl:=evalm(Matl[1,1])=0:
#lprint('P1',P1);

P2:=evalm(Mat1[2,1])=0:
#lprint('P2',P2);

assign(solve({P1,P2},{m11,m21})):
m1l1linha:=ml1:
m21linha:=m21:

m31linha:=1:

#lprint('m1 1linha',m11linha);
#lprint('m21linha';m21linha);
#lprint('m31linha';m31linha);

produto:=(m1 llinha”2+m21linha"2+m311linha"2)"(0.5):
ml1:=ml 1llinha/produto: m21:=m21linha/produto: m31:=m31linha/produto:

#lprint('m11',m11);
#lprint('m21',;m21);
#lprint('m31',m31);

A:=matrix(3,3,[t] 1-lambda[2],t12/2,t13/2,t12/2.£22-lambda[2],£23/2,t13/2,t23/2,t33-lambda[2]]):

m32:=1:

Mextra:=matrix(3,1,[m12,m22,m32]):
Matl:=evalm(A&*Mextra):

Pl:=evalm(Matl[1,1])=0:
P2:=evalm(Mat1[2,1])=0:

assign(solve({P1,P2},{m12,m22})):
ml2linha:=m12:

m22linha:=m22:

m32linha:=1:

#lprint('m12linha';m12linha);
#lprint('m22linha';m22linha);
#lprint('m32linha';m32linha);

produto:=(m12linha”2+m22linha"2+m32linha"2)"(0.5):
ml2:=ml2linha/produto:
m22:=m22linha/produto:
m32:=m32linha/produto:

#lprint('m12',m12);
#lprint('m22',m22);
#lprint('m32',m32);

A:=matrix(3,3,[t] 1-lambda[3],t12/2,t13/2,t12/2,£22-lambda[3],t23/2,t13/2,t23/2,t33-lambda[3]]):

m33:=1:

Mextra:=matrix(3,1,[m13,m23,m33]):
Matl:=evalm(A&*Mextra):

Pl:=evalm(Matl[1,1])
P2:=evalm(Mat1[2,1])

0
0:
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assign(solve({P1,P2},{m13,m23})):
ml3linha:=m13:

m23linha:=m23:

m33linha:=1:

#lprint('m13linha';m13linha);
#lprint('m23linha’;m23linha);
#lprint('m33linha’;m33linha);

produto:=(m13linha”2+m23linha*2+m33linha"2)"(0.5):
ml3:=ml3linha/produto:

m23:=m23linha/produto:

m33:=m33linha/produto:

#lprint('m13',m13);

#lprint('m23',m23);

#lprint('m33',m33);

Matrizm:=matrix(3,3,[m11,m12,m13,m21,m22,m23,m31,m32,m33]):

Lprint( HEHHHHHHEH R
HIHHHHIHEHHHHHEHR R ),

lprint(" A matriz m é:);

print(evalm(Matrizm));

lprint( AR R R R R R R R R R
HEHHHHHHHHHHHRHHR R ),

transM:=transpose(Matrizm):

MatrizW:=matrix(3,1,[wwwl,www2,www3]):
MatrizX:=matrix(3,1,[x1-X[1],x2-X[2],x3-X[3]]):

Eq:=evalm(transM & *MatrizX):
#lprint('x1',x1);

#lprint('x2',x2);

#lprint('x3',x3);

#lprint('X[1],X[1]);

#lprint('X[2],X[2]);

#lprint('X[3],X[3]);

#Como quero maximizar a resposta farei

if condiaux=1 then

auxpositivo:=sort([seq(lambdali],i=1..3)]);

#Condigdo para que duas raizes lambda sejam negativa e pretendo maximizar a resposta
if lambda[1]*lambda[2]*lambda[3]> 0 then

if lambda[1]>0 then www1:=w1: www2:=w2: www3:=w3: fi;

if lambda[2]>0 then www1:=w2: www2:=w1: www3:=w3: fi;

if lambda[3]>0 then www1:=w2: www2:=w3: www3:=wl: fi;

w2:=0: w3:=0: cont:=0:

lprint("Entre com a faixa para w:'):
Iprint("menor valor da faixa:");
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auxw |1 :=readstat("");

Iprint("maior valor da faixa:");
auxw?2:=readstat("");

lprint(" Entre com o incremento desejado:’):
increw:=readstat(");

readlibe(unassign):

for i from auxw1 to auxw?2 by increw do wl:=i:
Resp[cont]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,1]=MatrizW[2,1],Eq[3,1]=MatrizW|[3,1]},{x1,x2,x3}):
assign(Resp[cont]): Wwl[cont]:=wl: Xx1[cont]:=x1; Xx2[cont]:=x2; Xx3[cont]:=x3; unassign('x1"):
unassign('x2'):  unassign('x3"):cont:=cont+1: od;

aux:=1:

for i from 1 to (cont-2) do

if Xx2[i]>=-alpha and Xx2[i]<=alpha then
if Xx1[i]>=-alpha and Xx1[i]<=alpha then
if Xx3[i]>=-alpha and Xx3[i]<=alpha then
Vxl1[aux]:=Xx1[i]:
Vx2[aux]:=Xx2[i]:
Vx3[aux]:=Xx3[i]:
Vwlaux]:=Ww1[i]:
#lprint("O valor de x1 é=",Vx1[aux]);
#lprint(" O valor de x2 é=",Vx2[aux]);
#lprint("O valor do vw2 é=",Vw2[aux]);
aux:=aux+1:
fi;
fi;
fi;

od;
Maxw1:=(max(seq(Vw1[i]"*2,i=1..(aux-1))))"(0.5);
Iprint("O valor do w maximo em modulo é=',Maxw1);

wl:=Maxwl:
Resp[cont]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,]1]=MatrizW[2,1],Eq[3,1]=MatrizW[3,1]}, {x1,x2,x3}):
assign(Resp[cont]):

Iprint("O valor de x1 é=",x1);
Iprint(" O valor de x2 é=",x2);
lprint("O valor de x3 é=",x3);

Varl:=x1:
Var2:=x2:
Var3:=x3:

unassign('"Varl'): unassign('Var2'):
Eqextra:=t0+t1*Varl +t2*Var2+t3*Var3+t1 1 *(Varl)"2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl ) *(Var2)+t13*(
Varl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):
print(plot3d(Eqgextra,Varl=-alpha..alpha, Var2=-
alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

unassign('Varl'"): unassign('Var3'): Var2:=x2:

Eqextra:=t0+t1*Varl+2*Var2+t3*Var3+t1 1¥(Varl)"2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl )*(Var2)+t13*(
Varl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):
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print(plot3d(Eqextra,Varl=-alpha..alpha,Var3=-
alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

unassign('Var2'): unassign('Var3'): Varl:=x1:

Eqextra:=t0+t1*Varl +2*Var2+t3*Var3+t1 1 ¥*(Varl)"2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl )*(x2)+t13*(Va
r1)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):

print(plot3d(Eqextra,Var2=-alpha..alpha,Var3=-
alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

fi; #Finaliza a Condicdo para que duas raizes lambda sejam negativa e pretendo maximizar a resposta
#Condigdo para que uma raiz lambda seja negativa e pretendo maximizar a resposta
if lambda[ 1]*lambda[2]*lambda[3]< 0 then
#MatrizW :=matrix(3,1,[www1,www2,www3]):

if lambda[1]<0 then www1:=w3: www2:=w1: www3:=w2: fi;
if lambda[2]<0 then www1:=w1: www2:=w3: www3:=w2: fi;
if lambda[3]<0 then www1:=w1: www2:=w2: www3:=w3: fi;
w3:=0: cont:=0: cont2:=0:

readlibe(unassign):

lprint("Entre com a faixa para w:'):
lprint('menor valor da faixa:");

auxw 1 :=readstat("");

lprint("maior valor da faixa:");
auxw2:=readstat("");

lprint(" Entre com o incremento desejado:"):
increw:=readstat("");

for i from auxw1 to auxw?2 by increw do wl:=i: cont2:=0:

for j from auxw1 to auxw?2 by increw do w2:=j:
Resp[cont,cont2]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,1]=MatrizW[2,1],Eq[3,1]=MatrizW|[3,1]},{x1,x2,x3}):
assign(Resp[cont,cont2]): Wwl[cont,cont2]:=w1l: Ww2[cont,cont2]:=w2: Xx1[cont,cont2]:=x1;
Xx2[cont,cont2]:=x2; Xx3[cont,cont2]:=x3; unassign('x1"): unassign('x2"): unassign('x3"):
cont2:=cont2+1: od; cont:=cont+1: od;

aux:=1:
contador:=(auxw2-auxw1)/increw;

for i from 0 to (contador) do
for j from 0 to (contador) do

if Xx2[i,j]>=-alpha and Xx2[i,j]<=alpha then

if Xx1[i,j]>=-alpha and Xx1[i,j]<=alpha then

if Xx3[i,j]>=-alpha and Xx3[i,j]<=alpha then

Vx1[aux]:=Xx1[i,j];

Vx2[aux]:=Xx2[1i,j]:

Vx3[aux]:=Xx3[1i,j]:

Vwl[aux]:=Wwl[i,;]:

Vw2[aux]:=Ww2[i,]:
#AuxWmax[aux]:=y0+lambda[ 1 ]*Ww1[i,j]*2 +lambda[2]*Ww?2[i,j]"2+lambda[3]*Ww3[i,j]"2:
#lprint("O valor de x1[",aux,"] é=",Vx1[aux]);
#lprint("O valor de x2[",aux,’] é=",Vx2[aux]);
#lprint("O valor de x3[",aux,’] é=",Vx3[aux]);
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#lprint(" O valor do vw2 é=",Vw2[aux]);
#lprint("O valor de vw1 é=",Vwl[aux]);
codi:=i:
codj:=j:
aux:=aux-+1:
fi;
fi;
fi;
od;

od;

#lprint('codi',(codi-1));
#lprint('codj',(codj-1));

for i from 1 to (aux-1) do

if lambda[1]<0 then AWW1[i]:=0: AWW?2[i]:=Vwl1[i]: AWW3[i]:=Vw2[i]: fi;
if lambda[2]<0 then AWWI1[i]:=Vwl[i]: AWW?2[i]:=0: AWW3[i]:=Vw2[i]: fi;
if lambda[3]<0 then AWWI1[i]:=Vwl1[i]: AWW2[i]:=Vw2[i]: AWWS3[i]:=0: fi;

AuxWmax[i]:=y0+lambda[1]*AWW1[i]*2 +lambda[2]* AWW?2[i]*2+lambda[3]* AWW3[i]"2:
#lprint(" AuxWmax[ ,i," [é:", Aux Wmax[i]);

#lprintC W1[,i," ] ,LAWWIJi]);

#lprint( W2[,i," ] ,LAWW?2Ji)]);

#lprint( W3[,i,"] ,LAWW3[i)]);

od;

#lprint("O valor do lambdal’,lambda[1]);
#lprint("O valor do lambda2’,lambda[2]);
#lprint("O valor do lambda3",lambda[3]);

valormaximoW:=max(seq(AuxWmax[i],i=1..(aux-1)));
Iprint(" valor maximo da eq’,valormaximoW);

for i from 1 to (aux-1) do

if lambda[1]<0 then AWW1[i]:=0: AWW?2[i]:=Vwl1[i]: AWW3[i]:=Vw2[i]: fi;
if lambda[2]<0 then AWWI1[i]:=Vwl[i]: AWW2[i]:=0: AWWS3[i]:=Vw2[i]: fi;
if lambda[3]<0 then AWWI1[i]:=Vwl1[i]: AWW2[i]:=Vw2[i]: AWW3[i]:=0: fi

if valormaximoW=(y0+lambda[ [ [*AWW1[i]*2 +lambda[2]* AWW?2[i]*2+]lambda[3]*AWW3[i]*2) then

if lambda[1]<0 then w3:=0: wl:=Vwl1[i]: w2:=Vw2[i]: fi;
if lambda[2]<0 then w1:=Vwl[i]: w3:=0: w2:=Vw2[i]: fi;
if lambda[3]<0 then wl:=Vwl[i]: w2:=Vw2[i]: w3:=0: fi;

lprint( W1, AWW1[i]);
lprint(" W2, AWW?2[i]);
lprint(" W3, AWW?3[i]);

fi;
od;

#AuxWmax[0]:=0:
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#for 1 from 1 to (aux-1) do
#if AuxWmax[i]J<= AuxWmax[i-1] then
#AuxWmax[i]:=AuxWmax][i-1]:

# if lambda[1]<0 then w3:=0: w1:=AWW?2[i]: w2:=AWW3[i]: fi;
# if lambda[2]<0 then wl:=AWW1[i]: w3:=0: w2:=AWW3[i]: fi;
# if lambda[3]<0 then wl:=AWWI[i]: w2:=AWW?2[i]: w3:=0: fi;

#lprint("O valor do AuxWmax[i] maximo é=",AuxWmax[i]);
#lprint("O valor do w1l maximo é=",wl);
#lprint("O valor do w2 maximo é=",w2);
# fi;
#od;

#lprint("O valor maximo da eq é:",AuxWmax[aux-1]);

#for j from 1 to (cont-2) do
#Maxw1[1]:=max(seq(Vwl[i],i=1..(aux-1)));
#Maxw?2[1]:=max(seq(Vw2[i],i=1..(aux-1)));
#od;

#MAXwI1:=max(seq( Maxwl[j],j=1..(aux-1)));
#MAXw2:=max(seq( Maxw2[j],j=1..(aux-1)));

lprint("O valor do wl maximo é=",wl);
lprint("O valor do w2 méximo é=",w2);

Resposta[cont]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,1 ][=MatrizW[2,1],Eq[3,1[=MatrizW[3,1]},{x1,x2,x3}):
assign(Resposta[cont]):

lprint("O valor de x1 é=",x1);
Iprint("O valor de x2 é=",x2);
Iprint("O valor de x3 é=",x3);

Varl:=x1:
Var2:=x2:
Var3:=x3:

unassign('Varl'): unassign('Var2'):
Eqextra:=t0+t1*Varl +H2*Var2+t3*Var3+t1 1*(Varl)"2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl )*(Var2)+t13*(
Varl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):
print(plot3d(Egextra,Varl=-alpha..alpha,Var2=-
alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

unassign('Varl'): unassign('Var3'): Var2:=x2:
Eqextra:=t0+t1*Varl +t2*Var2+t3*Var3+t1 1 *(Varl)"2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl )*(Var2)+t13*(
Varl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):
print(plot3d(Eqextra,Varl=-alpha..alpha,Var3=-
alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

unassign('Var2'"): unassign('Var3'): Varl:=x1:

Eqgextra:=t0+t1*Varl +t2*Var2+t3*Var3+t1 1 *(Varl)"2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl )*(x2)+t13*(Va
rl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):
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print(plot3d(Eqextra,Var2=-alpha..alpha,Var3=-
alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

fi; #Finaliza a Condigdo para que duas raizes lambda sejam negativa e pretendo maximizar a resposta
fi;

Ptk R Rk R R kR R R Rk R R kR R R Rk kR R kR Rkl R ok ok o
sk sk sk sk ok sk sk sk sk sk st st sk s s sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk skoskoskoskoskoskok

#Como quero minimizar a resposta farei
#*****************************************************************************************
sk ke s sfe e sk sk ke sk sfe ke sk s ke sk sk ke sk s sk sk sk ok sk sk sk sk skeoskok skeskok

if condiaux=2 then

auxpositivo:=sort([seq(lambdali],i=1..3)]);

#Condigao para que duas raizes lambda sejam positiva e pretendo minimizar a resposta
if lambda[ 1 ]*lambda[2]*lambda[3]< 0 then

if lambda[1]<0 then www1:=wl: www2:=w2: www3:=w3: fi,
if lambda[2]<0 then www1:=w2: www2:=w1: www3:=w3: fi,
if lambda[3]<0 then www1:=w2: www2:=w3: www3:=wl: fi,

w2:=0: w3:=0: cont:=0:

lprint("Entre com a faixa para w:’):
lprint('menor valor da faixa:");

auxw 1 :=readstat("");

lprint("maior valor da faixa:");
auxw2:=readstat("");

lprint("Entre com o incremento desejado:"):
increw:=readstat("");

readlibe(unassign):

for i from auxw1 to auxw?2 by increw do wl:=i:
Resp[cont]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,]1]=MatrizW[2,1],Eq[3,1]=MatrizW[3,1]}, {x1,x2,x3}):
assign(Resp[cont]): Wwl[cont]:=w1: Xx1[cont]:=x1; Xx2[cont]:=x2; Xx3[cont]:=x3; unassign('x1"):
unassign('x2"): unassign('x3"):cont:=cont+1: od;

aux:=1:
for i from 1 to (cont-2) do

if Xx2[i]>=-alpha and Xx2[i]<=alpha then
if Xx1[i]>=-alpha and Xx1[i]<=alpha then
if Xx3[i]>=-alpha and Xx3[i]<=alpha then
Vxl1[aux]:=Xx1[i]:
Vx2[aux]:=Xx2[i]:
Vx3[aux]:=Xx3[i]:
Vwllaux]:=Ww1[i]:
#lprint("O valor de x1 é=",Vx1[aux]);
#lprint(" O valor do vw2 ¢é=",Vw2[aux]);
aux:=aux+1:
fi;
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fi;
fi;

od;

#Maxw 1 :=(min(seq(Vw1[i]"2,i=1..(aux-1))))(0.5);
Maxw1:=(min(seq(Vw1[i],i=1..(aux-1))));

lprint("O valor do w minimo em modulo é=",Maxw1);

wl:=Maxwl:

Resp[cont]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,1]=MatrizW[2,1],Eq[3,1]=MatrizW|[3,1]},{x1,x2,x3}):
assign(Resp[cont]):

Eqfinal:=t0+t1*x 1 +t2*x2-+t3*x3+t1 1 *(x 1) 2+t22%(x2)"2+t33*(x3) " 2+t12*(x 1 )*(x2)+t13*(x 1) *(x3)+23*(x2)*(
x3):
Iprint("O valor minimo da resposta é *,Eqfinal);

lprint("O valor de x1 é=",x1);
Iprint(" O valor de x2 é=",x2);
Iprint(" O valor de x3 é=",x3);

Varl :=x1:
Var2:=x2:
Var3:=x3:

unassign('"Varl'): unassign('Var2'):
Eqextra:=t0+t1*Varl+t2*Var2+t3*Var3+t1 1 *(Varl ) 2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl)*(Var2)+t13*(
Varl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):
print(plot3d(Eqextra,Varl=-alpha..alpha,Var2=-
alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

unassign('Varl'"): unassign('Var3'): Var2:=x2:
Eqextra:=t0+t1*Varl +t2*Var2+t3*Var3+t1 1 *(Varl )"2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl )*(Var2)+t13*(
Varl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):

print(plot3d(Egextra,Varl=-alpha..alpha,Var3=-

alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR,axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

unassign('Var2'): unassign('Var3'): Varl:=x1:
Eqextra:=t0+t1*Varl+t2*Var2+t3*Var3+t1 1*(Varl )" 2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl ) *(x2)+t13*(Va
rl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):

print(plot3d(Eqextra,Var2=-alpha..alpha,Var3=-
alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

fi; #Finaliza a Condigdo para que duas raizes lambda sejam negativa e pretendo minimizar a resposta
#Condigdo para que uma raiz lambda seja positiva ¢ pretendo minimizar a resposta
if lambda[1]*lambda[2]*lambda[3]> 0 then
#MatrizW:=matrix(3,1,[www1,www2,www3]):
if lambda[1]>0 then www1:=w3: www2:=w1: www3:=w2: fi;

if lambda[2]>0 then www1:=w1: www2:=w3: www3:=w2: fi,
if lambda[3]>0 then www1:=w1: www2:=w2: www3:=w3: fi,



154

w3:=0: cont:=0: cont2:=0:
readlibe(unassign):

lprint("Entre com a faixa para w:’):
lprint('menor valor da faixa:");

auxw 1 :=readstat("");

lprint("maior valor da faixa:");
auxw?2:=readstat("");

lprint("Entre com o incremento desejado:"):
increw:=readstat("");

for i from auxw1 to auxw?2 by increw do wl:=i: cont2:=0:

for j from auxw1 to auxw?2 by increw do w2:=j:
Resp[cont,cont2]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,1]=MatrizW[2,1],Eq[3,1]=MatrizW|[3,1]},{x1,x2,x3}):
assign(Resp[cont,cont2]): Wwl[cont,cont2]:=w1: Ww2[cont,cont2]:=w2: Xx1[cont,cont2]:=x1;
Xx2[cont,cont2]:=x2; Xx3[cont,cont2]:=x3; unassign('x1"): unassign('x2"): unassign('x3"): cont2:=cont2+1:
od; cont:=cont+1: od;

aux:=1:
contador:=(auxw2-auxw1)/increw;

for i from 0 to (contador) do
for j from 0 to (contador) do

if Xx2[i,j]>=-alpha and Xx2[i,j]<=alpha then

if Xx1[i,j]>=-alpha and Xx1[i,j]<=alpha then

if Xx3[i,j]>=-alpha and Xx3[i,j]<=alpha then

Vxl1[aux]:=Xx1[i,j];

Vx2[aux]:=Xx2[i,j]:

Vx3[aux]:=Xx3[1i,j]:

Vwl[aux]:=Wwl[i,;]:

Vw2[aux]:=Ww2[i,]:
#AuxWmax[aux]:=y0+lambda[ 1]7*Ww[i,j]*2 +lambda[2]*Ww2[i,j]"2+lambda[3]*Ww3[i,j]"2:
#lprint("O valor de x1[",aux,"] é=",Vx1[aux]);
#lprint("O valor de x2[",aux,’] é=",Vx2[aux]);
#lprint("O valor de x3[",aux,’] é=",Vx3[aux]);
#lprint("O valor do vw2 é=",Vw2[aux]);
#lprint("O valor de vw1 é=",Vw1[aux]);

codi:=i:
codj:=j:
aux:=aux+1:

fi;

fi;

fi;

od;

od;

#lprint('codi',(codi-1));
#lprint('codj',(codj-1));

for i from 1 to (aux-1) do

if lambda[1]<0 then AWW1[i]:=0: AWW2[i]:=Vwl[i]: AWW3[i]:=Vw2[i]: fi;
if lambda[2]<0 then AWW 1[i]:=Vw]1[i]: AWW2[i]:=0: AWW3[i]:=Vw2[i]: fi;
if lambda[3]<0 then AWW 1[i]:=Vw]1[i]: AWW2[i]:=Vw2[i]: AWW3[i]:=0: fi;



155

AuxWmax[i]:=y0+lambda[1]*AWW1[i]*2 +lambda[2]* AWW?2[i]*2+lambda[3]* AWW3[i]"2:
#lprint(" AuxWmax[ i, ]é:",AuxWmax[i]);

#lprintC W1[,i," ] ,LAWWI1Ji]);

#lprintC W2[,1,'] , AWW2[1]);

#lprintC W3[ .1, ] , AWW3[1]);

od;

#lprint("O valor do lambdal’,lambda[1]);
#lprint("O valor do lambda2’,]lambda[2]);
#lprint("O valor do lambda3",lambda[3]);

valormaximoW :=min(seq(AuxWmax[i],i=1..(aux-1)));
Iprint(" valor minimo da eq’,valormaximoW);

for i from 1 to (aux-1) do

if lambda[1]<0 then AWW1[i]:=0: AWW?2[i]:=Vwl1[i]: AWW3[i]:=Vw2[i]: fi;

if lambda[2]<0 then AWWI1[i]:=Vwl[i]: AWW?2[i]:=0: AWW3[i]:=Vw2[i]: fi;

if lambda[3]<0 then AWWI1[i]:=Vwl[i]: AWW?2[i]:=Vw2[i]: AWW3[i]:=0: fi;

if valormaximoW=(y0+lambda[ [ [*AWW1[i]*2 +lambda[2]* AWW?2[i]*2+]lambda[3]*AWW3[i]*2) then
if lambda[1]<0 then w3:=0: wl:=Vwl1[i]: w2:=Vw2[i]: fi;

if lambda[2]<0 then w1:=Vwl[i]: w3:=0: w2:=Vw2[i]: fi;
if lambda[3]<0 then w1:=Vwl[i]: w2:=Vw2[i]: w3:=0: fi;

lprintC W1, AWWI1[i]);
lprint(C W2, AWW2[i]);
lprint(C W3, AWW3[i]);

fi;
od;

#AuxWmax[0]:=0:
#for i from 1 to (aux-1) do
#if AuxWmax[i]<= AuxWmax[i-1] then
#AuxWmax[i]:=AuxWmax[i-1]:
# if lambda[1]<0 then w3:=0: wl:=AWW?2[i]: w2:=AWW3[i]: fi;
# if lambda[2]<0 then wl:=AWWI[i]: w3:=0: w2:=AWW3[i]: fi;
# if lambda[3]<0 then wl:=AWWI[i]: w2:=AWW2[i]: w3:=0: fi;
#lprint("O valor do AuxWmax[i] minimo é=",AuxWmax[i]);
#lprint("O valor do w1l minimo é=",w1);
#lprint("O valor do w2 minimo é=",w2);
# fi;
#od;

#lprint("O valor minimo da eq é:",AuxWmax[aux-1]);

#for j from 1 to (cont-2) do
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#Maxw1[1]:=max(seq(Vwl[i],i=1..(aux-1)));
#Maxw?2[1]:=max(seq(Vw2[i],i=1..(aux-1)));
#od;

#MAXwI1:=max(seq( Maxwl[j],j=1..(aux-1)));
#MAXw2:=max(seq( Maxw2[j],j=1..(aux-1)));

lprint("O valor do wl minimo é=",wl);
lprint("O valor do w2 minimo é=",w2);
lprint("O valor do w3 minimo é=",w3);

Resposta[cont]:=solve({Eq[1,1]=MatrizW[1,1],Eq[2,1]=MatrizW[2,1],Eq[3,]1[=MatrizW[3,1]},{x1,x2,x3}):
assign(Resposta[cont]):

Iprint("O valor de x1 é=",x1);
Iprint(" O valor de x2 é=",x2);
Iprint(" O valor de x3 é=",x3);

Varl :=x1:
Var2:=x2:
Var3:=x3:

unassign('"Varl'): unassign('Var2'):
Eqextra:=t0+t1*Varl+t2*Var2+t3*Var3+t1 1 *(Varl ) 2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl)*(Var2)+t13*(
Varl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):
print(plot3d(Eqextra,Varl=-alpha..alpha,Var2=-
alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

unassign('Varl'"): unassign('Var3'): Var2:=x2:
Eqextra:=t0+t1*Varl +t2*Var2+t3*Var3+t1 1 *(Varl )"2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl )*(Var2)+t13*(
Varl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):

print(plot3d(Egextra,Varl=-alpha..alpha,Var3=-

alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR,axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

unassign("Var2'): unassign('Var3'): Varl:=x1:
Eqextra:=t0+t1*Varl+t2*Var2+t3*Var3+t1 1*(Varl)"2+t22*(Var2)"2+t33*(Var3)"2+t12*(Varl ) *(x2)+t13*(Va
rl)*(Var3)+t23*(Var2)*(Var3):

print(plot3d(Eqextra,Var2=-alpha..alpha,Var3=-
alpha..alpha,style=PATCHCONTOUR,axes=BOXED,projection = ORTHOGONAL));

fi; #Finaliza a Condicdo para que duas raizes lambda sejam negativa e pretendo minimizar a resposta

fi;

fi;
fi;

end;



APENDICE B

CURVA PADRAO DE SULFETO

H2S Corrigido

(microg/mL)

Curva de Sulfetos

y =81,487x
R?=0,9906

0

0,1 0,2 0,3
Absorbancia (670 nm)

0,4

H,S (mg/L) Absorbéancia (670 nm)
0 0
2,148 0,051
6,443 0,131
10,739 0,270
12,888 0,311
15,036 0,448
19,331 0,252
21,479 0,277
23,627 0,288
25,775 0,296
30,071 0,357
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Sulfato (mg/L)

APENDICE C

CURVA PADRAO DE SULFATO

y =131.27x - 17.101
R?=0.9737

0O 01 02 03 04 05 06 07 08
Absorbéancia (450 nm)

Sulfato (mg/L)

Absorbéancia (450 nm)

10
20
30
40
50
60
70

0,214
0,288
0,380
0,413
0,518
0,539
0,693
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APENDICE D

CURVA PADRAO DE NITRATO

H O O
[ N R

Nitrato (Mg/L)

O Fr N W
e | 1

Curva de nitrato

0,5

o

1 1,5

absorbancia

y =3,7077x
R?=0,9974

Nitrato (mg/L)

Absorbancia (880 nm)

0 0
0,055 0,1
0,126 0,4
0,263 1
0,416 15
0,528 2
0,681 2,5
0,772 3
1,053 4
1,385 S
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APENDICE E

CURVA PADRAO DE NITRITO

Curva de Nitrito y = 0,5569x
R? = 0,9906
0,6 -
0,5 1
S 04 -
£
=~ 0,3
S
5 0,2 - *
z .
0l &
0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Absorbancia
Nitrato (mg/L) Absorbancia (880 nm)
0 0
0,103 0,05
0,198 0,1
0,217 0,15
0,409 0,2
0,724 0,4
0,877 0,5




