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. RESUMO

O presente trabalho avalia a possibilidade de formagdo biologica de nitrogénio gasoso
em biodigestores anaerbios metanogénicos. Os ensaios consideraram a hipotese da
agdo do nitrato na transformagio anaerdbia do ion amdnio em nitrogénio € o efeito de
fontes gasosas deH; e CO;OS experimentos foram preparados em quatro diferentes
condi¢des, utilizando-se, como indculo, lodo proveniente de um reator UASB
operado com esgoto sanitario, enriquecidos com meio de cultivo Zinder acrescido de
NH,Cl ou NH,NO;, como fonte de nitrogénio amoniacai?Sendo, (1) 0,5 g/L. de
NH,CI sqb atmosfera de Hélio; (2) 0,6 g/L de NH,NOs sob atmosfera de Hélio; (3)
0,5 g/L de NH,Cl, sob atmosfera de Hy/CO, (70 - 30%); (4) in6culo proveniente de
(3) formando por trés subgrupos: o primeiro contendo formiato de sodio, sob
atmosfera de Hélio, o segundo, atmosfera de CO,, e o terceiro, extrato de lodo sob
atmosfera de H,/CO, (70 - 30%), todos com NH4CI. E)s experimentos foram
realizados sob condi¢Ges metanogénicas (anaerobiose estrita), sendo os frascos de
cultivo mantidos sob agitagdo constante (60 rpm) e temperatura de 35 £ 1°C. Os
resultados foram obtidos através de analises cromatograficas, microscopicas e de
determina_gﬁo de ion aménio, e indicaram a produgdio bioldgica de nitrogénio gaso@
no terceiro grupo de experimentos. |As analises microscopicas evidenciaram a
predominé.ncia de bactérias metanogénicas com morfologias de bacilos, semelhantes
a0 género Methanobacterium sp ¢ Methanobrevibacter sp, bactérias filamentosas,
além de microrganismos semelhantes a fungos.)Os outros grupos de exi)‘erimentos nao

apresentaram resultados quanto a produgdo de nitrogénio.

Palavras-chave: produgdo anaerdbia de nitrogénio; anaerdbios estritos
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. ABSTRACT

The present study aims at the evaluation of dinitrogen gas biological formation, under
anaerobic methanogenic conditions. The hypothesis supporting this research is the
possibility of dinitrogen gas formation from NH," in the presence of NO; or,
alternatively H, and CQO; (70:30%), by anaerobic sludge from a UASB reactor
treating municipal wastewater. Experiments were carried out into four different
conditions using a mineral medium (called Zinder’s medium) as a basal constitution of
cell cultures enrichments procedures: (1) 0,5 g/L. NH,CL; (2) 0,6 g/L NH,NOs; (3) 0,5
g/L NH,Cl under hydrogen and carbon dioxide gas mixture; (4) sludge from (3)
subcultivated in 0,5 g/L. NH,Cl plus sodium formate, in 0,5 g/LL NH,Cl under carbon
dioxide atmosphere and 0,5 g/L. NH,Cl plus sludge extract under H, and CO, gas
mixture. Helium gas was used as atmosphere in the experiments without gas mixture
or C0,. The incubation of the fed-batch experiments were done in a completely
oxygen-free atmosphere, with agitation, under 35 £ 1°C. The evidence for dinitrogen
gas formation, probably mediated by biological activities, was verified during the third
group of experiments. In this condition, microscopic analysis showed fluorescent
bacillus as the predominant sludge morphologies, which are related with
Methanobacterium sp and Methanobrevibacter sp genera, respectively. It was
concluded that anaerobic ammonium oxidation could be related with dinitrogen gas
formation under hydrogen and carbon dioxide gas mixture, and it should be persevere
in further experiments in order to establish the real metabolic route of dinitrogen gas
formation under methanogenic conditions. The experiments were not conclusive to

the presence of dinitrogen gas during the order condition studied.

Word-key : anaerobic nitrogen production, strict anaerobic



1. INTRODUCAO

A populac;io humana apresenta-se em constante crescimento, enquanto os
recursos naturais vdo sendo esgotados. Como decorréncia desses fatores, os

problemas ambientais tendem a aumentar.

Os esgotos sanitarios, por exemplo, possuem quantidades excessivas de
nitrogénio, as quais, nos processos biologicos de tratamento podem ser ou ndo
efetivamente consumidas para o crescimento microbiano. Portanto, o residual ndo
utilizado, se langado diretamente nos corpos d’agua receptores, podera ocasionar a
eutrofizagio e toxicidade do meio, com os conseqiientes prejuizos aos sistemas de
abastecimento e 4 saide publica. Desta forma, o aprimoramento da remogio de
compostos nitrogenados nas estagdes de tratamento de esgotos é de especial

interesse, tendo em vista os efeitos que provocam no meio aquatico.

Os estudos sobre a ecologia microbiana e seus processos bioquimicos de
obteng@o ‘de energia podem proporcionar o entendimento das diferentes atividades
dos microrganismos na natureza, ¢ como eles interagem entre si € com 0s organismos
superiores. Assim, o conhecimento gerado podera ser aplicado para resolver
problemas ambientais, uma vez empregados os sistemas biotecnologicos para o

tratamento de residuos.

A composigio da agua residuaria pode determinar a selegio dos grupos
microbianos nos processos de tratamento. Por exemplo, a presenga de nitrogénio sob

a forma amoniacal poderia facilitar o crescimento de bactérias nitrificantes, e o




produto metabdlico, o nitrato, favoreceria o aparecimento de bactérias

desnitrificantes.

Os tratamentos convencionais para compostos de nitrogénio aliam processos
aerObios para a transformagio do ion amdnio em nitrato e processos anaerobios para
converter o_nitrato em nitrogénio gasoso, que. é uma forma inerte de nitrogénio. A
possibilidade da utilizagio de um tnico tipo de sistema de tratamento para a remogio
dos compostos de nitrogénio pode resultar em economia de energia e uma menor
producdo de lodo. Um processo que parece compreender essas vantagens € o

tratamento anaerobio.

Nos processos ‘anaerobios ou nos sistemas de biodigestdo anaerobia, a
degradacdo da matéria orginica envolve a atua¢do de microrganismos anaerobios
obrigato6rios e ndo obrigatdrios, cujas espécies predominantes pertencem ao grupo das
bactérias hidrolitico-fermentativas, acetogénicas produtoras de hidrogénio e

metanogénicas (VAZOLLER, 1995a).

- Os organismos da biodigestdo anaerobia apresentam um elevado grau de
especializagdo metabolica, € a eficiéncia do processo anaerobio depende, portanto,
das interagdes positivas entre as diversas espécies bacterianas, com diferentes
capacidades (}égradativas. Assim, os intermediarios metabdlicos de um grupo de
bactérias podem servir como nutrientes ao crescimento - de outras espécies

(VAZOLLER, 1995a).

Trabalhos realizados sobre a biodigestdo anaerobia mesofilica de esgotos:
sanitarios, sintéticos olf naturais, utilizando biodigestores de fluxo ascendente e manta
de lodo, revelaram, na composigdo do biogds gerado, teores elevados do gas
nitrogénio (20-30%), pouco comuns aos processos anaerobios em geral (VIEIRA,

1988; BARBOSA & SANT’ANNA, 1989; TORRES, 1992).



MERGAERT et al. (1992) apresentaram uma revisdo sobre a aplicabilidade e
tendéncias do pré-tratamento anaerobio de esgoto sanitario municipal, em que
ressaltaram a presenga marcante do géds nitrogénio encontrado em sistemas de
biodigestdio anaerobia de esgotos sanitarios (BHADRA et al., 1987; van de GRAAF'
et al. apud MERGAERT et al., 1992). Nesta revisdo, os autores propuseram a
existéncia de vias bioldgicas em reatores anaerdbios (produgdo bioldgica anaerdbia de
nitrogénio), o que transformaria os compostos de nitrogénio em uma forma inerte

(nitrogénio gasoso).

Nos processos anaerdbios, tem-se, normalmente, o aumento da concentragdo
de nitrogénio amoniacal, como citado, por exemplo, no trabalho desenvolvido por
VIEIRA (1984), em que os valores de nitrogénio amoniacal afluente eram de 15 mg/L
e no efluente, 21 mg/L.

Em funcéio do interesse pela tecnologia da biodigestdo anaerdbia de efluentes
sanitarios, particularmente no Brasil, através do emprego de biodigestores avangados,
acredita-se que a elucidag@o das reagdes indicadas por MERGAERT et al. (1992),
JETTEN et al. (1997), ou de outras possiveis vias biologicas, seria importante para o
desenvolvimento da remogio do nitrogénio dentro de sistemas anaerobios operados

com cargas organicas baixas.

O presente trabalho propde a verificagdo da ocorréncia das vias biologicas
apresentadas Ipor MERGAERT et al. (1992),van de GRAAF et al. (1995) e
MULDER et al. (1995), através do enriquecimento, com nitrogénio amoniacal na
presenca de nitrato ou hidrogénio, de um lodo granulado proveniente de um
biodigestor de fluxo ascendente ¢ manta de lodo operado com esgotos sanitarios

(OLIVA, 1997).

" van de GRAAF, A.; MULDER, A.; SLIUKHUIS, A ; ROBERTSON, L.; KUENEN, J. G. (1990)
Anoxic ammonium oxidation. In proc. 5th Eur. Congress on Biotechnology, Mankagaard,
Copenhagem, Vol. 1, p. 388-391.



2. OBJETIVQS

- Enriquecer um lodo anaerdbio granulado, oriundo de um biodigestor de fluxo ascendente
e manta de lodo operado com esgoto sanitario, em meio de cultivo mineral acrescido de
nitrogénio amoniacal, € na presenga em separado de nitrato, hidrogénio e diéxido de

carbono.

- Caracterizar morfologicamente os grupos bacterianos envolvidos na transformagfio
biologica anaerdbia do nitrogénio amoniacal em nitrogénio gasoso, sob condigbes de

metanogénese.

- Avaliar a resposta do metabolismo microbiano anaerébio, a fim de propor uma possivel
rota metabdlica da transformagfio biologica do nitrogénio amoniacal em nitrogénio

gasoso, nas condi¢cSes estudadas.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Introducao

O nitrogénio € um composto extremamente importante para Os Organismos
vivos, cuja constitui¢do quimica é formada de‘ aminoacidos, proteinas e acidos
nucleicos. As reagdes para a formagio e degradagiio dos compostos de nitrogénio sdo
realizadas na natureza quase que exclusivamente por microrganismos. Desta forma, o

envolvimento microbiano no ciclo do nitrogénio é de grande importéncia.

As aguas residudrias provenientes do esgoto sanitdrio ou de despejos
industriais trazem em sua composi¢d0 quantidades consideraveis de nitrogénio, que
pode apresentar efeitos deletérios para o corpo de agua receptor. Muitos compostos
de nitrogénio sio prejudiciais a atmosfera e podem gerar conseqiiéncias adversas a
ecossistemas, aquaticos e terrestres, como riscos a saude publica, eutrofizag@o, chuva

acida, toxicidade aos peixes, entre outros (STUMM, 1996).

Devido a estes efeitos, existem trabalhos sobre a remogdo de nitrogénio em
sistemas de tratamentos de residuos, em que microrganismos sdo os mediadores das
transformagdes de compostos inorganicos de nitrogénio. Essas transformagdes sio
basicamente realizadas por bactérias de diversos grupos fisiologicos, que integram o
ciclo do nitrogénio, € asseguram a circulagdo desse elemento na natureza (ABREU,

1994).

Novos trabalhos sobre a remo¢do de nitrogénio tém abordado formas
diferentes para o tratamento biologico de compostos nitrogenados. Em 1992,
MERGAERT et al. realizaram um trabalho de revisdo sobre a aplicabilidade e



tendéncias do pré-tratamento anaerdbio do esgoto sanitario municipal. Nesta revisdo,
os autores indicaram duas possibilidades biologicas para a formagio de nitrogénio nos
sistemas anaerobios metanogénicos para a remogio de matéria orginica. Uma via
biologica seria a fermentagio da uréia em nitrogénio e metano (BHADRA et al.,
1987), ¢ uma segunda proposta (van de GRAAF et al.” apud MERGAERT et al.,

1992), seria a ocorréncia de uma reagdo entre o ion amdnio (NH,") e o nitrato (NO3")

com a formagio de gas nitrogénio.
-OIl a 1011maga0 de gas nitrogenic

A presente revisdo de literatura procurara abordar fundamentalmente o papel
dos microrganismos utilizadores de compostos nitrogenados durante o metabolismo

energético sob condi¢des anaerdbias.

3.2 Fundamentos do metabolismo microbiano do nitrogénio

A maior parte do nitrogé€nio global existe sob forma n3o prontamente
disponivel para a biota terrestre. O suprimento e a ciclagem ambiental das formas
disponiveis deste elemento sdo largamente dependentes da decomposigdo biologica do
nitrogénio, presente nos componentes acumulados dentro da biota (MCELDOWNEY
et al., 1993). A reciclagem de nitrogénio na Terra envolve formas mais facilmente
disponiveis, ion amdnio e nitrato. Em muités ambientes, essas formas apresentam-se
limitadas, o que estimula a fixa¢8o biologica de nitrogénio (BROCK, 1994). O grupo
de microrganismos que catalisa a conversdo de compostos de nitrogénio compreende
diferentes tipos bacterianos, tais como o das bactérias fixadoras de nitrogénio, das
amonificantes, das nitrificantes e das desnitrificantes (BROCK, 1994).

Na Biosfera, o nitrogénio encontra-se, principalmente, como um gas altamente
estavel, que pode ser utilizado pelas “bactérias fixadoras de nitrogénio”. A fixagdo

bacteriana do nitrogénio gasoso é um processo metabolico bastante importante para

" van de GRAAF, A; MULDER, A.; SLIJKHUIS, A.; ROBERTSON, L.; KUENEN, J. G. (1990).
Anoxic ammonium- oxidation. In proc. 5th-Eur. Congress on Biotechnology, Mankagaard,
Copenhagen, Vol. 1, p. 388-391.



as plantas e animais, uma vez que fornece um composto nitrogenado-assimilavel pelos
seres vivos, o fon amdnio' (BROCK, 1994).

O ion aménio produzido pela fixagdo bacteriana' do nitrogénio ou pela’
amonificagdo de compostos de nitrogénio orgénico pode ser assimilado para a sintese
celular, ou oxidado a nitrato pela atividade .de.bactérias nitrificantes -(proce'sso de
nitrificagdo). Parte do nitrogénio na Biosfera ocorre devido ao metabolismo da

desnitrificagdo, em que o nitrato é convertido em nitrogénio gasoso (BROCK, 1994).

A Figura 3.1 apresenta, de forma esquematica, as transformagdes que ocorrem
com os compostos nitrogenados durante o ciclo do nitrogénio. Podem ser observados -
todos os processos citados anteriormente, ou seja, fixagdo, amonificagfo, nitrificacdo
e desnitrificagdo, bem como sdo indicados exemplos de tipos bacterianos (géneros)

responsaveis por esses processos.

' A amoénia (NH;) produzida durante a decomposicdo de compostos de nitrogénio orginico
(ameonificagdo) e a pH neutro encontra-se no meio aquoso como ion aménio (NH,"). Portanto, a fim
de facilitar a leitura do texto, serd considerado-o terimo ion amdnio, para designar as duas formas de

nitrogénio amoniacal (NH; e NH;").
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ESTADO DE . . FIXAGAO DO HITROGEHIO
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F DO HITROGEHIO b
(HO)
? P .
+3 WITRITO  (HO3) DESHITRIFICAGAO POR
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| | | ]l ]
. PR . 1
ENERGIA : OXIDO,ENERGIA  ANOXICO, ENERGIA REQUERIDA NA
REQUERIDA NA LIBERADAPELA  REDUCAO, NITROGENIO SERVE
REDUCAO OXIDACAO COMO ACEPTOR DE ELETRONS

FIGURA 3-1 Diagrama esquemitico dos estados de oxidacio dos compostos‘

nitrogenados no ciclo do nitrogénio (RECKLEFS™ apud MCEIDOWNEY et al., 1993).

" A tecnologia dos processos de tratamento de Aguas residuarias emprega
conhecimentos sobre os processos de transformagdo dos compostos de nitrogénio,
como visto na Figura 3.1, a fim de conseguir a forma inerte do nitrogénio, que ndo

causa problemas aos corpos receptores.

Durante a transformagdo do nitrogénio orgdnico presente nas aguas
residuarias, nos processos biologicos de tratamento, tem-se como produto o ion
amono. A decomposi¢do bacteriana de matéria proteinacea e uréia ocorre
proporcionando o crescimento bacteriano. A liberagdo do ion aménio € também
verificada durante a auto-oxidagdo e lise celular (ECKENFELDER & ARGAMAN,
1991).

" RECKLEFS, R. E. (1993). Ecology. 3 ed. New York, W.H. Freeman and Company.
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Os compostos de nitrogénio transformados e assimilados pelas células

bacterianas sio, entdo, removidos do meio (ECKENFELDER & ARGAMAN, 1991). :

O nitrogénio amoniacal formado pela atividade bioldgica pode ser oxidado a
nitrato através de dois passos, como foi indicado anteriormente na Figura 3.1.
Finalmente,  nitratos podem ser transformados..em gas nitrogénio através da
desnitrificagdo. O gas nitrogénio formado esdépa para a atmosfera, porém um residual
de nitrogénio organico solivel nio degradado permanecera no efluente |

(ECKENFELDER & ARGAMAN, 1991).

A maior parte das pesquisas realizadas tem concentrado a atengdo na methoria -
dos processos classicos de nitrificagdo e desnitrificagdo, com o objetivo de controlar o
nitrogénio no tratamento de aguas residuarias e agua potavel. Nesses trabalhos,
geralmente ndo sdo considerados os processos de fixagdo e a assimilagdo do
nitrogénio, que também ocorrem durante o trataménto dos residuos

(ECKENFELDER & ARGAMAN, 1991).

A fixagdo do nitrogénio é uma propriedade encontrada somente entre
organismos procariontes. Espécies bacterianas pertencentes .a praticamente todas. as
ordens e familias conhecidas sdo capazes de fixar o nitrogénio molecular
(GOTTSCHALK, 1988). Alguns exemplos de organismos fixadores. de nitrogénio sdo
listados na Tabela 3.1. Além desses, algumas bactérias simbioticas, por exemplo,
Rhizobium sp, fixam o nitrogénio através de uma associagdo com plantas leguminosas
(BROCK, 1994).

. A fixag8o bacteriana do nitrogénio ¢ um processo metabdlico que necessita de
energia, devido a alta quantidade necessaria para quebrar a tripla ligagio (N=N) do ..
nitrogénio (BROCK, 1994). A fixagdo, quando ocorre sob um ambiente com baixo
potencial de oxi-redugdo, em que o hidrogénio esta presente, pode ser representada

pela reagdo apresentada na Tabela 3.2 (eq. (1) ¢ (2)).
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TABELA 3.1- Exemplos de géneros de bactérias envolvidos no ciclo de nitrogénio.

.| Azotobacter sp,. Mycobacteriym sp, Klebsie_llaA sp, }

Beijerinckia sp, Bacillus sp, Derxia sp, Azospirillum sp,

Aerdbios Citrobacter sp, Methylotrophs sp, Azomonas sp,
Fixadoras de ) ' Azospirillum sp, Aléalfgenes sp, Thiobacillus sp
Nitrogénio . Clostridium sp, Chlorobium sp, Chomatium sp,

Desulfovibrio sp,” Desulfotomaculum sp, Rhodospirillum
Anaerdbios sp, Rhodopseudomonas sp,” Rhodomicrobium sp,
Rhodobacter sp, Heliobacterium sp, Methanosarcina sp,

Methanococcus sp

Oxidadoras  do | Nitrosomonas sp, Nitrosococcus sp, Nitrosospira sp,

ion aménio | Nitrosolobus sp, Nitrosovibrio sp, Nitrosocystis sp,
Nitrificantes (acrdbios) Nitrosogloea sp

Oxidadoras do | Nitrobacter sp, Nitrospina sp, Nitrococcus sp,

nitrito Nitrospira sp, Nitrocystis sp, Bactoderma sp,

(acrdbios) Microderma sp ‘

Redutoras do | Pseudomonas sp, Alcaligenes sp, Bacillus sp,
Desnitrificantes | nitrato Hyphomicrobium sp, Paracoccus sp, Spirillum sp,
(anacrébios ndo | Thiobacillus sp

obrigatorios)

Anaerdbios Clostridium sp, Veillonella sp, Desulfovibrio sp,
obrigatorios e ndo | Wolinella sp, Selenomonas sp, Escherichia coli,
RD.NA" obrigatérios Citrobacter sp, Salmonella sp, Klebsiella sp, Serratia

sp, Erwinia sp, Photobacterium sp, Vibrio sp

Aerdbios Pseudomonas sp, Neisseria sp, Bacillus sp

* Reducdo desassimilatoria do nitrato a ion amdnio
Fonte: GOTTSCHALK, 11988; TIEDIJE, 1988, ABREU, 1994; BROCK & MADIGAN,
1994,

A ﬁxa§50 do nitrogénio pode também ocorrer quimicamente na atmosfera, via
descargas elétricas - (relampagos), através da fixacdo industrial (inddstria de -
fertilizantes) e por processos de queima de combustiveis fosseis (BROCK, 1994,
STUMM, 1996). Alguns exemplos desse tipo de fixagio podem ser observados na

Tabela 3.2, equagdes 3 a 5. Contudo, cerca de 85% da fixagéo de nitrogénio na Terra
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sdo de origem biologica, sendo que 60% da fixagdo biologica de nitrogénio ocorrem

em ambientes terrestres, € os outros 40% nos oceanos (BROCK, 1994).

Como anteriormente observado, o nitrogénio orginico presente nas plantas,

animais e microrganismos é oxidado a ion aménio (NH,")-¢ aminonitrogénio (-NH,).

A partir da morte e decomposicdo desses individuos, o nitrogénio € liberado tanto no

solo como nos ambientes aquaticos como ion amdénio (BROCK, 1994).

TABELA 3.2 - Reacdes de transformacio do nitrogénio.

Processos AG®" (pH=7)

(KJ mol™)

Fixac¢fio do-Nitrogénio

1) 0,5N;(g) + LS Hy(g) + H' (10'M) = NH" | -394

2) 0,5 Ny(g) + 0,75 {CH,0} + 0,75 H,0 + H" | =0,75 CO, + NH;" - 60,3

(10"M)

Orxidacio do Nitrogénio (combustio,

automdveis, fontes termais)

3) 0,5N(g) +0,50: (g) =NO (g) 86,6

4) NO(g) +0,5 0, (g) =NO; (g) -352

5) 0,5 N, (g) + 1,25 O, (0,2 atm.) + 0,5 H,O . =NOs +H' (107 M) -25,7

Nitrificacio

6) NH; + 1,50, (0,2 atm.) =NO; +H,0+2H" (10"M) -290,4

7) NO, +0,5 O, (0,2 atm.) = NOy ' =721

Desnitrificagfio T

8) NOy + 1,25 {CH,0} + H' (10"M) =05 N, (g + 1,75 H,0 + -594.6

1,25 CO; (2)

Redugiio Desassimilatéria de Nitrato a fon

Amoénio (R.D.N.A)

NNO; +2 {CHzO} +2H (10"M) =NH," +2 CO;, (g) + H,O - 655

Fonte: STUMM, 1996

O nitrogénio existente na forma de ion amoénio servira como produto para as

reagdes de nitrificagio. Nos processos biolégicos de transformagio do ion aménio,

existe a participagdo de dois grupos de bactérias. O primeiro, responsavel pela
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oxidagdo a nitrito é constituido pelas Nitrosobactérias, e o segundo, responsavel pela
oxidac¢do - do- nitrito a nitrato, pelas Nitrobactérias (Tabela 3.1). Os compostos
reduzidos de nitrogénio sdo fontes de energia para a bactéria (ABREU, 1994). As
reagdes envolvidas neste processo sio apresentadas na Tabela 3.2 (Equagdes 6 € 7).
Estes processos envolvem a incorporagio direta do oxigénio molecular a oxidos de
nitrogénio, e a liberagdo de fons hidrogénio provenientes da oxidagdo do ion amonio.
Como pode ser observado na Figura 3.1, a conversdo do ion amdnio em nitrato
resulta na mudanga do estado de oxidagdo do nitrogénio do seu estado mais reduzido

(-3) para a forma mais oxidada (+5) (TATE, 1995).

O nitrato pode ser assimilado (redugdo assimilatéria do nitrato) ou
desassimilado, através da desnitrificagdo ou da redugo desassimilatéria do nitrato a
ion aménio (RD.N.A) (Tabela 3.3). Em ambientes anaerobios, existe grande
concentragdo de ion amoOnio e nitrogénio orgdnico, os quais inibem ou tornam
insignificante o processo de redugdo assimilatéria do nitrato (TIEDJE, 1988), mas
favorecem os processos desassimilatorios. As reagSes de desnitrificagio e de

R.D.N.A. podem ser observadas na Tabela 3.2, equagGes 8 e 9.

-As reagdes de transformagio dos compostos de nitrogénio envolvem muitas
enzimas, como por exemplo a nitrogenase, que leva a formagdo 'do ion amoénio; a
amOnia monooxigenase, que produz a hidroxilamina (NH,OH) e a nitrato redutase,

que transforma nitrato em nitrito (GOTTSCHALK, 1988).
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TABELA 3.3 - Mecanismos de reducio biologica do nitrato.

Processos ~ Via de intermediarios. ... Regulado- + -~ Grupos de
livres .. por organismos
Mecanismo
Assimilatério
Redugio assimilatéria | NOy — NO, N NH,* m*, nitiogénid' plantas, ﬁlngdé, algas e
do nifrato - s o " orgAnico - | bactérias o
Mecanismo
Desassimilatério ) . L
Desnitrificagio NO; — NO, — N,O — N, O bactérias . aexdbias, que
podem crescer utilizando
nitrato ou nitrito
R.D.N.A. ' NO; — NO, — NH;' O bactérias anaerébias e
' facultativas e

* Reducdo desassimilatéria do nitrato a ion aménio

Fonte: TIEDIJE, 1988

3.3 Mecanismos biolégicos de fedug:ﬁo do nitrato

Os compostos inorganicos de nitrogénio sdo os mais comuns aceptores de
elétrons na respiragdo anaerdbia. Um dos mais comuns-aceptores ‘de -elétrons € o
nitrato (NO3"), o qual é convertido em formas mais reduzidas de nitrogénio, N,O, NO, :

N, (Figura 3.1).

Existem dois mecanismos de redugio do nitrato: assimilatéria e
desassimilatoria. A redugdo assimilatoria do nitrato ocorre em todas as plantas e na
maioria dos fungos, bem como na maioria dos procariontes, enquanto a redugdo

desassimilatoria do nitrato € restrita aos procariontes (BROCK, 1994).

A redugdo assimilatéria do nitrato leva & formagdo do ion amdnio, que sera
utilizado para a biossintese celular (Tabela 3.3). Este processo ocorre sob condigdes
aerdbias e anaerdbias, nio resultando em rendimento energético, e o produto, ion

amonio, ndo € excretado para o meio. A redugdo ¢ regulada pelo ion aménio e nfo é
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afetada pelo oxigénio. A quantidade de nitrogénio reduzido é proporcional aos

requerimentos celulares para a-produgdo de biomassa (TIEDIJE, 1988).

Como a redugio assimilatéria do nitrato est4 intimamente ligada a produgéo
de biomassa, esse € catalisado por todos os organismos capazes de usar nitrato como
fonte de nitrogénio. O ion amdnio, produto final do processo, é incorporado a planta

ou a biomassa bacteriana (TATE, 1995).

A redugiio desassimilatoria pode se processar de duas maneiras:
desnitrificagdo ou redugio desassimilatéria do nitrato a ion aménio (R.D.N.A). Esses
processos, ocorrem em ambiente anaerdbio, e sio regulados pelo oxigénio, mas nio
sdo afetados pelo ion amdnio (Tabela 3.3) (TIEDJE, 1988). Ao contrario do que
ocorre com a redugdo assimilatoria, o nitrogénio reduzido ndo € utilizado pela célula
(TIEDJE, 1988).

. As bactérias desnitrificantes sdo preferencialmente aerébias e t€m a capacidade
Wgénie uando o 6xigénio torna-se limitante.
Segundo ABREU (1994), a capacidade de realizar a desnitrificagio encontra-se em -
uma ampla variedade de grupos fisiologicos de microrganismos, como pode ser
observado na Tabela 3.1. A desnitrificagiio é um processo de bastante interesse, entre
vérias razdes por remover o excesso de nitrogénio sob a forma de nitrato no

tratamento de despejos, completando o ciclo natural do nitrogénio (TIEDJE, 1988).

A R.D.N.A tem sido verificada em bactérias de metabolismo fermentativo, em
contraposigdo a desnitrificagio presente em bactérias de metabolismo oxidativo
(TIEDIJE, 1988). Entre os anaerobios facultativos, a capacidade de reduzir o nitrato a
ion aménio é bastante comum (ABREU, 1994). Alguns exemplos de géneros de
bactérias. que realizam 'a RDNA. estdo apresentados na Tabela 3.1. Os
microrganismos capazes da RD.N.A. sio amplamente distribuidos na natureza,
incluindo habitats tais como, solo, agua doce, agua do mar, sedimentos, sistemas de

tratamento de despejos e trato gastrointestinal de animais.
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: A principal importéncia da redu¢do desassimilatoria do nitrato a ion amonio-é
que ela conserva o nitrogénio -combinado, em contraste -com a-desnitrificagdo, e

portanto, seria benéfica em ambientes ndo eutroficos (TIEDJE, 1988).

A primeira rea¢do na via das RD.N.A. € a redugio do nitrato a nitrito, -
(Tabela 3.3), denominada respiragio do nitrato. Este passo € acoplado a produgdo de
energia na maioria dos organismos. Apesar de necessario, nio é o passo limitante na
RD.N.A.. Além do mais, o nitrito formado pelas respiradoras de nitrato da R D.NA.
poderia prontamente ser convertido em gs pelas desnitrificantes presentes na
c_omunidadef Portanto, o passo critico na R.D.N.A. é a conversdo do nitrito-em ion
aménio (TIEDIJE, 1988). .

. A RDN.A. seria benéfica para a-célula bacteriana pois constituiria um
mecanismo de retirada do nitrito acumulado no meio, uma reserva de .elétrons que
permitiria a reoxidagio do NADH, e a produgio de energia através do transporte de
elétrons por fosforilagdo oxidativa, como ocorre na redug¢do do nitrito pelas
desnitrificantes. Desses beneficios, o mais postulado ¢ o da reserva de elétrons
(TIEDIJE, 1988).

A redugio desassimilatoria do nitrato. em ion aménio pode, ocorrer nos
mesmos'v habitats em que ocorre a desnitrificacio, gerando uma competigdo
microbiolégica pelo nitrato. Segundo ABREU (1994), existem estudos que
demonstram que tanto a relagdo C/N como a natureza da fonte de carbono influem na
competigdo entre a desnitrificagio e a RD.N.A.. Em termos gerais, uma relagdo C/N
alta favorece a RD.N.A., j& que em condigOes de limitagio de aceptores de elétrons,
favorece-se a via que permite a eliminagdo de maior nimero de elétrons. Ao
contrario, em condigdes de limitagdo de substrato, favorece-se a desnitrificagéo, que

permite a obtengio de maior quantidade de energia por mol de substrato consumido.
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. Por.outra lado, tem-se demonstrado (AKUNNA" apud ABREU, 1994) que as
bactérias fermentadoras .de um lodo metanogénico transformam parte do nitrato em

nitrogénio amoniacal (R.D.N.A.) quando substratos fermentativos estéo presentes.

3.4 Importincia dos processos de tratamento na remoc¢dio de compostos

nitrogenados

Os ecossistemas aquaticos possuem a capacidade de suportar, até um certo
limite, a entrada de material proveniente das atividades humanas, devido ao
desenvolvimento industrial, comercial e residencial, que provoca a poluigdo dos
recursos. hidricos ‘superficiais e. subterrdneos por fertilizantes, pesticidas, inseticidas,
Oleos; . percolados toxicos de aterros sanitarios, enfim uma enorme variedade de

efluentes industriais e os sanitarios (VAZOLLER, 1995a).

As interferéncias geradas nos sistemas aquaticos sdo, portanto, de diferentes
origens, ¢ aquelas resultantes do langamento de efluentes industriais e sanitarios sio
de dificil controle, principalmente devido & diversidade e quantidade das fontes de
emissdo (VAZOLLER, 1995a).

Os compostos de nitrogénio nos efluentes de estagdes de tratamento de aguas
residuarias apresentam interesse de estudo, tendo em vista os efeitos secundarios que
provocam no meio aquatico e na saide do homem.

N

Segundo CAMPOS (1989), um fator que deve ser levado em consideracgdo, é
que o langamento de nitrogénio no meio, em determinadas formas, depende das
circunstancias do ambiente (aerébio, anaerébio e andxico) € das condi¢oes bidticas e
abioticas. A interagdo dessas condigGes alteram as formas de nitrogénio e mudam,
consequentemente, a resposta do impacto que seria provocado pela agdo que

desencadeou o processo.

" AKUNNA, J. C. (1993). Dépollution azotée des Eftuents Methanisés. Tesis de Doctorado.
Université Paris XII - Val de Marne. |

i
i



19

Elevadas concentragdes do-ion amonio podem ter. implicagdes ecologicas,
como por exemplo, influenciar fortemente a dindmica do oxigénio dissolvido no meio,
uma vez que, para oxidar- 1,0 miligrama do ion amdnio, sdo necessarios cerca de 4,3
miligramas de oxigénio. Portanto, o langamento de um efluente contendo um elevado
valor de DBO nitrogenada (devido aos compostos de nitrogénio), podera resultar em
consumo de oxigénio, devido A nitrificagdo, o que pode interferir, de forma bastante
negativa, no ambiente e influenciar a comunidade de peixes. Por outro lado, em pH
basico o ion amdnio se transforma em aménia, que, dependendo de sua concentrag@o,
pode ser toxica para estes organismos (ESTEVES, 1988).

Além disso, a eutrofizacdo artificial, que pode ser considerada como uma
reacdo em cadeia de causas e efeitos bem evidentes, cuja caracteristica .principal é.a |
quebra da estabilidade do ecossistema (ESTEVES, 1988), é ocasionada pela liberagdo
de nitratos e fosfatos, nutrientes que favorecem o aumento da massa celular de algas

no corpo de agua receptor (VAZOLLER, 1995a).

Dependendo das circunstincias locais, a remogdo de todas-as formas de
nitrogénio ou apenas do ion aménio pode ser requerida. Ambos os objetivos podem

ser alcancados economicamente em sistemas biologicos de tratamento.

Estes estdo intrinsecamente relacionados ao metabolismo microbiano que
selecionam. Em outras palavras, os biorreatores que operam sob condi¢des de
aeragfo possibilitam o desenvolvimento de microrganismos aerobios, que através da
respiragio aerobia oxidam as moléculas orgénicas (processos biologicos aerobios de
tratamento). Nos biorreatores anaer6bios, por sua vez, sdo selecionados
microrganismos capazes de crescer através do metabolismo fermentativo ou pela
respiragdo anaerobia (processos biologicos anaerdbios de tratamento). Portanto, a
oxida¢io dos compostos orginicos pode ocorrer por diferentes vias do metabolismo
microbiano, possibilitando o desenvolvimento de varios aspectos da engenharia dos

biorreatores e resultando em variantes dos processos tradicionais aerdbios e
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anaerobios (VAZOLLER, 1995a). A Tabela 3.4 lista alguns sistemas biologicos

empregados no saneamento basico, bem como algumas de suas fungGes.

Como pode ser observado na Tabela 3.4, os sistemas para a remog¢do dos
compostos nitrogenados envolvem os mecanismos de nitrificagdo e desnitrificagdo. A
combinag@o desses processos nos sistemas de tratamentos convencionais de residuos
é comum e conta com condi¢des apropriadas para estimular ambas as comunidades

bacterianas, isto €, bactérias nitrificantes e desnitrificantes.

TABELA 3.4- Sistemas biologicos e fungdes especificas.

Sistemas biologicos =~ - Fungdes

Lagoas de estabilizagio Fornecimento natural de oxigénio pelo desenvolvimento
de algas em lagoas construidas para degradagio
microbiana de compostos orginicos poluentes, e

conversdo em di6xido de carbono € 4gua

Lodos ativados, filtros biolégicos, | Degradagdo microbiana de compostos orginicos
lagoas acradas ¢ valos de oxidagdo poluentes através do metabolismo aerdbio, facilitado
pela disponibilidade artificial de oxigénio em reatores ou

em lagoas, e conversdo em didxido de carbono e 4gua

Sistemas de nitrificacdo . . .| Conversdo de compostos orginicos nitrogenados ¢ ion

amoénio em nitratos

Sistemas de desnitrificacdo Conversio de nitratos em nitrogénio gasoso

Sistema alternado anodxico e aerdbio | Remogfo de nutrientes, particularmente fosfatos

para remogio de nutrientes

Biodigestdo anaerébia ’ " | Degradagdo microbiana de compostos orginicos em
acidos organicos, alcoois, hidrogénio, - didxido de

carbono e metano

Fonte: VAZOLLER, 1995a

Atualmente novas perspectivas com relagdo a conversio microbiana de
compostos nitrogenados tém sido elucidadas, como mostrado no trabalho de JETTEN
et al. (1997), em que sdo relatados nos tltimos anos, os novos processos microbianos

e os de aplicagio tecnologica. Esse trabalho mostra uma visdo dessas pesquisas




2L

incluindo a oxidagfio anaerdbia-do -ion-amoénio, que sera abordada posteriormente-

nesta revisio.

35 Présex;g:a de compdstos 'nit‘rogenados ‘na-bio.digestﬁo- ahaerébifa‘ de esgotos

sanitirios

O esgoto sanitario € composto de constituintes fisicos, quimicos e-biologicos.
E uma mistura de substincias orgnicas e inorganicas, suspensas ou dissolvidas na’
4gua. A maior parte da matéria orginica consiste em residuos alimenticios, excretos
humanos e de animais, matéria vegetal, sais minerais, ¢ materiais diversos, como
sabdes e detergentes sintéticos. Alguns destes sdo solidos, outros estdo em'solugdo €.

alguns em suspensdo coloidal (TORRES, 1992).

~ Segundo METCALF & EDDY (1991), a 4gua residuaria municipal de origem
predominantemente doméstica contém nitrogénio nas formas orgéanica- e-fon amonio. - ‘
Esses sdo primariamente produtos residuais originados do metabolismo de pro\tei‘r;as,_ |
no corpo humano. No esgoto sanitario, cerca de 60% do nitrogénio estdo na forma
organica (proteinas e uféia)- e 40%, na forma de ion Aménio. A decomposi¢do
bacteriana de proteinas e a hidrélise da uréia transformam nitrogénid'orgﬁﬁico emfon
amonio.
METCALF & EDDY (1991) apresentam a composigdo do nitrogénio presente
no esgoto sanitario dividida em trés grupos de acordo com sua concentragio: fraca, :

média e forte, como pode ser observado na Tabela 3.5.

O nitrogénio total inclui o nitrogénio organico (nitrbgénio na forma de
proteinas, aminoacidos e uréia), ion aménio (produzido como primeiro estigio da
decomposi¢do do nitrogénio orgéanico), nitrito e nitrato (praticafnente ausentes no
esgoto bruto). O nitrogénio total é um nutriente indispenséavel para o desenvolvimento

dos microrganismos no tratamento bioldgico. O nitrogénio organico e o ion aménio
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compreendem.o denominado nitrogénio total Kjeldahl (NTK) (von SPERLING" apud
VALLEJOS, 1997). -

TABELA 3.5- Concentragio do nitrogénio presente no esgoto sanitario, mg/L

Concentracio
Formas de nitrogénio Forte Meédia Fraca
. Orghnico 35 15 , 8
fon aménio . 50 25 12
Nitrito 0 0 0
Nitrato’ " ' 0 o 0
Total - - ' 85 40 20

Fonte: METCALF & EDDY (1991)

Em trabalhos anteriormente publicados (VIEIRA,1988; BARBOSA &
SANT’ANNA, 1989) sobre a biodigestdo anaerdbia de esgotos sanitérios “in natura”,

observou-se sistematicamente a presenga de nitrogénio gasoso nas determinagSes do
biogas produzido, em teores na faixa de 20 a 30%, considerados elevados na
axa de U a JUv nsiderados elevados na.

fermentagio metanica (MERGAERT et al., 1992). TORRES (1992) encontrou teores

semelhantes durante a biodigestdo anaerébia de esgoto sanitario sintético.

No trabalho realizado por VIEIRA (1988), foi estudada a biodigestdo
anaerdbia de esgotos sanitarios, empregando-se um biodigestor de fluxo ascendente e
manta- de lodo (Reator UASB). Numa primeira etapa do trabalho, foi realizado um
experimento em escala piloto, que consistiu na operag@o continua de um reator com
capacidade de 106 L, com esgoto sendo estabilizado por 7 meses a temperatura de
35°C. O.lodo de esgoto digerido com 1% de solidos totais foi utilizado como in6culo.
Depois de 4 meses, a estabilidade do processo foi alcangada, e o processo foi entio

operado por outros trés meses com tempo de detengdo hidraulico constante (4 horas).

" von SPERLING, M. (1996). Principios do tratamento biolégico de dguas residudrias. Vol. 1 e 2.
Belo Horizonte, Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental, Universidade Federal de
Minas Gerais.
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O tratamento apresentou uma- eficiéncia de 72% de:remogdo de. DBO, 65% de

remogdo de DQO, 61% de remog&o de solidos suspensos e 70% de:coliformes fecais.

A composi¢do do gas formado neste experimento.foi de: 75% de metano,
ZSM e 5% de gas carbonico. ;

Numa segunda fase do tr_abalho, o reator foi operé.do com lodo de esgoto
doméstico nas condi¢Bes de temperatura ambiente e tempo de detengdo hidraulico de
4 horas. A eficiéncia de remogdo na época do verdo e inverno foi basicamente a
mesma, devido & pequena variagdo na temperatura média de 22°C no verdo.e 20°C no
inverno. A eficiéncia de remogio ficou proxima a 6’5%, Neste caso, a composi¢do do
gas variou muito pouco em relagdo ao apresentado acima, ou seja, 72% de metano,
W e 6% de gas carbdnico.

Apoés a realizagio do experimento em escala piloto, -um- novo reator--foi-
construido, com capacidade de 120 m® e operado com tempo de detengdio hidraulico
médio de 4 horas. A produgdo de gas foi continuamente medida e .sua: composigio

determinada a cada dia, sendo esta de 70% de metano,. 22% de. nitrogénio e.8% de

gas carbonico.

As caracteristicas do afluente e do efluente em relagio aos compostos .de-

nitrogénio para .o biodigestor de 120 m’, durante todo periodo de experimento,

podem ser verificadas na Tabela 3.6.

TABELA 3.6 - Caracteristicas do afluente e efluente em relagio aos compostos
nitrogenados para o digestor de 120 m’® durante todo o periodo de experimento

PARAMETRO Afluente (mg/L) Efluente (mg/L)
NTK 25 26
N-NH, 15 i 20

Fonte: VIEIRA (1988)
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Os microrganismos . encontrados no lodo. granulado foram .espécies de
bactérias metanogénicas ‘Methanobacterium sp e Methanothrix sp, espécies de
redutoras do ion sulfato, Desulfovibrio sp e Desulfotomaculum sp e acidogénicas

pertencentes ao grupo dos clostridios (NOVAES et al., 1988).

BARBOSA & SANT’ANNA (1939) realizaram um trabalho de pesquisa
relacionado ao tratamento de esgoto sanitario em um reator UASB. O experimento
desenvolvido com .esgoto de-uma area residencial tipica utilizou um reator de 120 L
de capacidade; operando com temperatura variando entre 19 e¢ 28°C e tempo de

detengdo hidraulico de 4 horas, durante 9 meses.:

--A Tabela 3.7 mostra as concentragdes dos compostos de nitrogénio presentes
no afluente. Também ¢ apresentada a porcentagem de remogio dos compostos de

nitregénio, que foi acompanhada durante os nove meses de experimento.

.. Os dados referentes & composi¢do: do gas mostram que foram produzidos

69% de metano, 26% de nitrogénio e 5% de gas carbonico.

N

TABELA 3.7 - Concentracio de compostos de nitrogénio presentes no afluente e
porcentagem de remocio dos mesmos no reator UASB

Parimetro Afluente (mg N/L) ‘ Remo;:'i_o (%)
NTK 54 26
N-NH,* 30 -

Fonte: BARBOSA & SANT ANNA (1989)

"Os autores afirmaram (dados ndo mostrados) ter sido encontrada no efluente
uma concentragio mais alta de nitrogénio na forma de fon aménio. Isto foi explicado
pela conversio biologica do nitrogénio organico em nitrogénio na forma de ion

amonio durante a degradagdo da matéria orginica nitrogenada.

Neste trabalho, foram encontradas diferentes tipos morfologicos formando os

granulos, entre eles cocos, cadeias de cocos, sarcinas € bactérias filamentosas.
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.No estudo realizado. por TORRES (1992), foi. utilizado um reator anaerébio
de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB), com volume total de 10,5 L, sendo que
o mesmo foi operado em duas etapas. A primeira empregou como in6culo a adi¢io de
um volume de 4,5 L de lodo digerido, proveniente de um biodigestor aplicado. ao .
tratamento de esgotos sanitarios, ¢ numa segunda etapa, foi utilizado lodo granulado

proveniente de um biodigestor de uma industria de suco de laranja.

Na primeira etapa, .o reator foi operado a temperatura ambiente (22 a 24°C);
com esgoto sintético preparado em laboratério com uma DQO média de 500 mg/L. O.
sistema foi operado em quatro fases, em.que foram modificados o tempo-de detengio
hidraulico, a vazdo e a carga orgénica. Através dos resultados obtidos, foi verificado
que a composi¢do do gas apresentava altas concentragGes de. nitrogénio, sendo a

composi¢io do biogés'gerado formada de 75% de metano, 22% de nitrogénio e 3%-

de gas carbonico. Os resultados obtidos neste reator operado com esgoto sintético:
foram semelhantes aos apresentados nos trabalhos citados anteriormente (VIEIRA,
1988, BARBOSA & SANT’ANNA, 1989), para esgotos sanitarios tratados em
reatores anaerdbios. Quando o reator foi operado com lodo granulado, todos os

paridmetros foram mantidos, e o sistema foi operado em cinco condi¢Ges diferentes.

Nos dados do- autor, verificou-se no afluente o nitrogénio total na faixa de 15

a99 mg/L e de 1 a 13 mg/L para o nitrogénio amoniacal.

Observagdes microscopicas do lodo na primeira etapa indicaram a presenca de
bacilos fluorescentes, de diferentes tamanhos, e alguns cocos e bactérias em formato
de sarcina, que também apresentaram autofluorencéncia. Esse lodo apresentou
diferentes morfologias celulares, sem o- predominio de um tUnico tipo morfolégico.
Para as observagGes realizadas com o lodo proveniente de um biodigestor de uma
indastria de suco de laranja, foi constatada a presenga de morfologia tipica de células
pertencentes ao género Methanothrix sp. Em pequeno nuimero foi observada a
morfologia celular das sarcinas metanogénicas. Apés um periodo de 79 dias de

operagdo foi verificado o predominio morfologico de bacilos metanogénicos, com
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caracteristicas morfologicas de bactérias hidrogenotroficas (utilizam hidrogénio e

digxido de carbono como substrato).

3.6 Transformacio biolégica anaerébia do nitrogénio amoniacal em nitrogénio

225050

O tratamento anaer6bio é um processo cada vez mais aplicado para a
diminui¢io da matéria orginica em diferentes aguas residuarias. Por sua vez, os
efluentes do tratamento anaerdObio apresentam todo o nitrogénio na forma de
nitrogénio -amonidcal, visto que, em condi¢des de metanogénese, o nitrogénio

proveniente das proteinas € liberado como ion amdnio (ABREU, 1994).

Para minimizar este problema, tem-se procurado associar o tratamento
anaerébio ao aerdbio, com o objetivo de diminuir a concentra¢do de ion aménio no

efluente tratado (ABREU, 1994).

Recentemente, tém surgido trabalhos que mostram a transformagdo biologica
anaerdbia do nitrogénio amoniacal em nitrogénio gasoso por vias que ndo necessitam

da interagdo dos sistemas anaerébios com os aergbios.

'MULDER et al. (1995) demonstraram a ocorréncia de uma transformagio
anaerobia do nitrog€nio amoniacal em nitrogénio gasoso por uma “nova” rota, em
qlie se observou a ocorréncia da reagdo apresentada na Tabela 3.8, equagdo 3, em um
reator de leito ﬂuidiﬁcado tratando -efluente de um biodigestor metanogénicé,

acrescido de uma fonte de nitrato.

No trabatho de MULDER et al. (1995), assim como em trabalho anterior de
van de GRAAF et al. apud'MERGAERT et al. (1992), a possibilidade de oxidaggo do

fon amdnio em sistemas anaerdbios, desde que na presenga de nitrato, seria mediada

pela agdo de uma bactéria. A variagdo de energia livre dessa reagdo, AG°= -297

KJ/mol de NH,", seria suficiente para sustentar o crescimento celular (van de GRAAF

—
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et al., 1995). A existéncia dessa rota alternativa de formag¢fo microbiana de nitrogénio
gasoso em sistemas anaerdbios foi denominada ANAMMOX (“Anaerobic Ammonium

Oxidation™), e sua ocorréncia pode ser observada sob auséncia completa de oxigénio

(van de GRAAF et al., 1995; JETTEN et al., 1997).

TABELA 3.8 - Energia livre de Gibbs de algumas reacées envolvidas na desnitrifica¢io e
na oxida¢do do ion aménio. . :

Equagio Reagdo . AG”

1 2NOJ +5H, +2H" - N, +6H,0 - 1.121 KJ/reagfio
2 8NO; +SHS™ +3H" —> 4N, +580;> +4H,0 - -3.721 Kiireacio

’ 3NO; +5NH; > 4N, + 9H,0+2H" * =297 K¥fool NH;"™
4 NH; +20, - NO; +H,0+2H" -349 KJ/mol NH,"
5 8NH; + 60, —> 4N, +12H,0+8H" - 315 KJ/mol NH,*

Fonte: MULDER et al. (1995)

A Tabela 3.8 mostra algumas reag¢Ges envolvidas na desnitrificagéo e oxidagio
do ion amdnio. Observando-se as reagoes, pode-se verificar que a eq. (1) representa a
desnitrificagdo mediada por microrganismos, sendo uma reag@o bastante favoravel, e
tendo como produto o nitrogénio gasoso. Quando compafamos a eq. (3), reagdo
tedrica, com a equagdo 4, reagdo de nitrificagio, pode-se dizer que o balango de
energia livie da primeira ¢ aproximadamente tdo favorével quanto o processo. de
mtrlﬁcag:ao 0 que em termos energetlcos perm1t1r1a que Os mlcrorgamsmos
realizassem qualquer uma das reagdes, dependendo da disponibilidade de matéria

organica.

Os estudos de MULDER et al. (1995) foram realizados, primeiramente,
utilizando-se um reator de leito fluidificado operado continuamente. ‘Esse era um '
reator de leito ﬂuldlﬁcado de vidro com capamdade para 23L, sendo operado a 36°C
epH7, e inoculado com uma populagdo microbiana proveniente de um reator de
desnitrificagdo. O reator foi inoculado com areia coberta com um biofilme formado

por bactérias desnitrificantes, originario de experimentos anteriores. Isto resultou no
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rapido crescimento do leito fluidificado, o qual atingiu um volume de 13 L depois de
um periodo de 4 semanas. -A altura do leito fluidificado  foi mantida a um nivel
constante pela remogdo. da areia coberta de biofilme do topo do leito e a adi¢do de
areia limpa. O liquido anodxico desgaseificado do topo do reator era recirculado para
aumentar o fluxo aproximadamente de 255 L/h, a fim de manter o leito fluidificado a
velocidade superficial do liquido de 30 - 34 m/h. O tempo de reteng@o hidraulico foi
de 4,2 h. O'aﬂuente do reator de desnitrifica¢do, fornecido a taxa de 5 - 6 L/h, era
originado do reator metanogénico, que era operado com Agua residuaria de uma
industria de produgio de levedura de pdo, e continha (mg/L):, 550 - 750 de DQO;
165 - 190 de COT; 25 -150 de SO4?; 90 - 130 de S 90 - 130 de NH,"-N. A solugio
de nitrato (75g NaNOs/L) foi fornecida separadamente a uma taxa de cerca de 450
mL/h.-O potencial redox da agua do processo foi mantido continuamente na faixa de
150-a 250 mV, através do controle do fornecimento da agua residuaria que abastecia

o reator. -

TABELA 3.9 - Performance do reator de desnitrificacdo antes e dépois do inicio da
oxidacéio anaerdbia do ion aménio.

DU : : Antes Depois
Prodﬁg:ﬁo de gis (mL/L alimento) 80 200
Prod'ugﬁo“ de sulfato (mg/L) 400 375
Oxidaca'io dos Acides drgﬁnicos 26 -40 - 25-45
voliteis (mg DQO/L)

Remogio de carbono organice 15-40 " 20-50
total (mg COT/L)

NO; no efluente (mg N/L) 160 - 200 40 -120
NO; no efluente (mg N/L) 25 0-12
“perda” de NH;* mg NL) o 60 - 100
Taxa de remog¢io de Nitrogénio 0,7 ' 1,5
(KgN.m>.d%)

pH 7.2 6,9

Fonte: MULDER et al. (1995)

Na Tabela 3.9, podem ser observadas as anélises realizadas antes e depois do

inicio da oxidag3o anaerdbia do ion amo6nio, no sistema continuo. Verifica-se que a
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produgéio de gas aumentou depois do inicio da oxidagio anaerdbia do fon aménio,
bem como a taxa de remogiio de nitrogénio. A concentragio tanto do nitrato quanto
do nitrito abaixou apds o inicio da oxidagio. Antes do inicio da oxidagdo, n3o havia
diminui¢fo da concentragdo de ion amdnio (NH,"), o que passou a ocorrer depois do
inicio. -

A remogdo do ion amdnio poderia ser dividida em dois periodos. Durante o
primeiro periodo, a concentragdo de fon aménio do afluente e efluente era a mesma; €
no segundo, a concentra¢io no efluente foi decrescendo constantemente. Ao final do
experimento, quase todo o ion aménio tinha sido convertido. Os autores dizem que a
explicagdo vista como Obvia para esta remogdo seria a ocorréncia da nitrifica¢do
aerObia, resultando na produgio de nitrato ou nitrito. No entanto, ela lhes pareceu
improvavel porque as concentragdes desses compostos no efluente haviam decrescido”
(Tabela 3.9). Além disso, a taxa de remogio do ion aménio devido a nitrificago teria
requerido oxigénio disponivel para que a reagdo ocorresse. Isto era muito improvavel
devido as precaugdes tomadas para evitar contaminagdo com oxigénio. No segundo
periodo, a produgid de gas e a taxa de consumo de nitrato também aumentou, e o pH
caiu. A diminui¢do na concentragio de ion amdnio ndo pode simplesmente ser
explicada pela incorporagdo na biomassa, porque a prodlig:?ib da mesrﬁa pérmahéceu
estavel durante o experimento. Estes fatores, analisados conjuntamente, indicaram
que a melhor explicagdo para a conversdo do ion amdnio foi a ocorréncia da oxidagdo

anaerdbia do ion amdnio a N, reagio dada na Tabela 3.8, eq. (3).

Apds a realizagdo desse experimento com o reator de leito fluidificado, foi
montado um experimento descontinuo, realizado para confirmar a relagdo entre a
convers3o de ion am6nio e aumento da utilizagdo de nitrato. O in6culo utilizado foi
proveniente do reator de leito fluidificado, sendo transferido a temperatura controlada.
(36°C), para um reator agitado intermitentemente com um volume de 2,4 L. Esse
indculo continha 2526 g de particulas de areia e 40,1 g de bidomassa (SSV),
correspondendo a cobertura do biofilme de 159 mg SSV/g. O experimento foi
iniciado com a adi¢do de 4,0 g de NH,NO;_seguida por 3 outras de 5,3, 3,3 ¢ 2,3 g
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NaNO;. depois de 123, 341 e 557 h, respectivamente. As concentragdes de ion
amonio, nitrato e nitrito, a produgio de gas e os niveis de redugdo de sulfato foram

monitorados.

Analisando os resultados do experimento descontinuo, pode-se observar que a
remog¢do do ion amonio coincidiu com a remogdo de nitrato, cessando a remogdo
quando o nitrato. esgotava, e recomec¢ando quando nitrato era novamente fornecido.
A produgio de gas seguia 0 mesmo comportamento da remogio de fon amonio, ou -
seja, aumentava durante o periodo de conversio do ion aménio e parava quando o
nitrato era esgotado. A redugio do sulfato iniciou quando o nitrato esteve esgotado, e
cessou logo que o nitrato era adicionado, confirmando que bactérias desnitrificantes
sdo ativas €. mantém o potencial redox em niveis adequados para a desnitrificagio, ao
invés da redugdo do sulfato. A quantidade de nitrato ¢ ion amonio consumida durante
o.experimento foi equivalente a 2,55 L de N,. A produgdo de gas medida dava um
valor similar de 2,80 L de N,, suportando a hipétese que o ion amdnio e nitrato

estavam sendo usados para produzir N> (eq. (3) da Tabela 3.8).

Apés a constatagdo da.ocorréncia da oxidagio anaerdbia do ion aménio
através da pesquisa realizada por MULDER et al. (1995), van de GRAAF-et al.
(1995). realizaram um trabalho visando a verificagdo da participa¢do- microbiologica
no-processo ANAMMOX. Para a realizagdo dos experimentos, o inoéculo foi obtido
de um reator de desnitrificagdo com leito fluidificado (mesmo reator utilizado por
MULDER et al., 1995; para os experimentos continuos). O meio foi suplementado
com diferentes concentra¢Ges de ion amonio e nitrato para a realizagdo de todos os
experimentos descontinuos. Frascos de soro foram estaticamente incubados no escuro
a 37°C. Cada frasco continha 460 mL de agua residuaria tratada (pH 7,0) e 40 mL de
lodo (inéculo). A concentragio inicial do ion aménio e nitrato foi ajustada pela adigio
de NH,NO;, (NH,),SO,, ou NaNOs." As concentracdes iniciais de NH; -N e NO;-N
foram de 75 a 115 e-360.a 430 mg/L, respectivamente. A concentragdo de sulfato-S

foi de 80 e 130 mg/L, e dependeu da performance do sistema de tratamento da agua
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residuaria. Foram tomadas varias precaugdes para evitar a. contaminagio com

oxigénio, a fim de que o experimento fosse realizado sob condigdes anaerdbias. -

Para os experimentos com lodo esterilizado, o mesmo foi submetido ao calor
ou irradiagio gama. No experimentos de inibi¢do, - diferentes quantidades de
antibioticos ou. inibidores foram adicionados aos frascos antes-da incubagio, sem
informagGes sobre os tipos de antibiéticos e inibidores.- Durante. a preparagio do
experimento, diferentes volumes de indculo. foram utilizados (0, 10,20, 30 e 40 mL);
sendo necessario que o volume final dentro dos frascos de soro fosse completado até

500 mL com meio de cultura.

Os experimentos com sistemas.  operados. sob:: condigdes . descontinuas-
mostraram que o-ion amoénio ¢ o nitrato foram convertidos simultaneamente. Segundo
os -autores, pela estequiometria .da eq. (3) (Tabela--3.8), .e considerando’ -as:
concentragoes utilizadas de ion amonio e nitrato, somente 30% do nitrato convertido -

poderiam ser atribuidos a oxidagdo do ion aménio. Foi- assumido que. os 70% :

remanescentes foram desnitrificados durante a degradaciio da matéria orgénica (eq.

(1) da- Tabela 3.8). Os estudos da-atividade microbiana - apresentaram. um ponto
importante a-ser registrado: a atividade de remogéo do-ion amonio aumentou com o
aumento-da quantidade de lodo adicionado ao meio, 0 que confirma a:natureza
biologica da oxidagio anaerdbia- do ion -aménio. Os experimentos com :lodo
esterilizado e adicionado ‘de inibidores revelaram que realmente a oxidagdo anaerdbia .
do ion amonio ocorreu através da a¢do microbiana.- A-esterilizagio do lodo ou agua:
residuaria pela radiagio gama ou autoclavagem impediu a remogdo do fon amédnio
durante os experimentos. Frascos: de-cultivo controle (com.lodo nio tratado)
mostraram um decréscimo de 110 mg/L de NH,"-N durante o mesmo periodo. Sem‘a
adi¢@o do lodo, e sempre com ‘4gua residuaria.ndo esterilizada, a concentragio de ion.
amonio ndo decresceu.. Além-disso; asconcentra¢Ses de nitrato, nitrito e sulfato. ndo
mudaram em nenhum dos experimentos-que usavam amostras de lodo esterilizado-ou-

agua residuaria.
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Para a verificacio da procedéncia do gas nitrogénio formado: durante o
experimento, foram realizados estudos utilizando tragadores. Estes estudos com ion
aménio (*°N) foram feitos usando-se o reator de leito fluidificado (MULDER et al,
1995), no qual a reagio ANAMMOX estava ocorrendo. Durante os experimentos
com tragadores, o reator foi operado de forma descontinua, com liquido recirculado
sem a alimentagdo. No inicio do-experimento, 4,5 g de (’NHy),SO; foram fornecidos
a cultura no reator, obtendo-se uma concentragdo final de 45 mg de N/L. Os
experimentos-controle foram feitos pela adi¢do de ion amdnio ndo marcado ou sem-

nenhuma adi¢do. A produgdo de gas foi monitorada durante o experimento.

Trabalhando-se apenas com N, nio marcado produzido e precursores de °N
marcados, trés combinagGes de N is6topos foram possiveis, 7Ny, '*°N, e *°N,.
Apos a adigio de °NH;", o resultado do N, marcado deveria causar uma mudanga
nos valores da m/z 28, 29 e 30, dependendo como a ligagdo N-N era formada. Depois
que o ion aménio (’NH,") foi adicionado, um grande aumento do m/z 29 N, foi
observado, e uma pequena quantidade de >"°N, (m/z 30) foi também determinada. As
m/z 45 e 46 ndo aumentaram durante esses experimentos, indicando que N,O
marcado ndo foi formado. O pequeno aumento da m/z 31 foi, portanto, devido &
formagﬁd do oxido nitrico marcado (**NO). Este representava somente uma
quantidade trago do total de produtos finais marcados. Durante os experimentos-
controle com fon aménio marcado e nfio marcado, m/z 29, 30 e 31 nfo mudaram. Dos
estudos realizados com nitrogénio marcado, pdde-se, portanto, concluir que o

principal produto da oxidagdo anaerobia do ion aménio ¢ o gas nitrogénio.
principal produto da oxida

Como pode ser observado os experimentos com fon amdnio, nitrogénio do
nitrogénio amoniacal foram incorporados no produto final da reacio ANAMMOX,
N,. O gas nitrogénio marcado, 14;15N2, foi o produto dominante, formando 98,2% do
total de gAs nitrogénio marcado produzido. Somente 1,7% foi >'°N,. Estas
conclusdes ndo estdo completamente de acordo com a reagdio global da equagio 3
(Tabela 3.8) proposta por MULDER et al. (1995). Desta reag@o, era esperado que

75% do nitrogénio marcado seria do tipo '*°N, e 25%, do tipo ">"°N,, por causa da
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relagdo.estequiométrica 5:3 da oxidag¢do do.ion amonio para a redugdo do nitrato. Por
causa da baixa produgio de biomassa, a assimilagdo do ion aménio -foi assumido ndo

ser significante dentro-do periodo do experimento.

No trabalho desenvolvido por. BHADRA. ¢t .al. (1987), é.proposta.uma outra:

via biologica para a producdo de N, nos.sistemas anaerobios. Esta via:consiste na

fermentagdo da uréia em ion amdnio, e deste em nitrogénio e metano. A
lermentacdo da urera

estequiometria € os valores de energia livre a pH 7 sdo mostrados nas reagdes a

seguir:

HCO; +4H, + H* — CH,+3H,0 ............ AG°=- 135,56 Kl/mol.....:......(3.1)
2NH, = Ny + 3Hy 42H" o BG4 TB66 KJ/mol.......-..f.‘...Lf.."(332)‘"

A reagio global é a seguinte:

3HCO; +8NH: —» 3CH, +4N, +SH* +9H,0...... AG°— - 45 71 KJ/mol...f.";.(':s'.s)

Desta forma a reagao total que envolverla a reduqao do blcarbonato e a
oxidagdo do 1on amonio e producao de metano ¢ termodlnanncamente v1avel De
acordo com a estequlometrla a conversio de 1 g de ure1a [CO(NHz)z] podena

produzir 280 mL de metano.

Segundo BHADRA et al. (1987), a oxidaq:ﬁo do fon ambnio em sisténias
metanogénicos seria interessante, pois aumentana a produg:ao de metano, sendo o ion
amoOnio provemente da degradacdo da urela, uma fonte potencial de h1drogemo Os
autores realizaram um trabalho de pesquisa utlhzando um reator de ﬁlme fixo com 14
L.de capacldade total, operado a temperatura constante de 35°C O bloﬁlme do
material suporte foi desenvolwdo pela passagem de uma suspensao celular de
crescunento metanogemco em colunas de 20 L, em meio s1ntet1co Apos a formagao
do bloﬁlme as colunas foram ahmentadas utlhzando-se agua residuaria de uma fabnca

de papel e além disso, um meio mmeral adicionado de acidos orgamcos (acetlco
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propidnico e butirico; 45:1,5:1,5). A produgio total de gas foi medida a cada 6 -12

horas com medidor de gas.

A produtividade do metano foi mais alta (cerca de 15%) do que o valor
tedrico; considerando-se a estequiometria da conversdo de acidos. A mistura sintética,
contudo, continha uma fonte nfo adicional de hidrogénio, e foi considerado o ion

amonio (da uréia).

A hipoétese acima foi testada através de um experimento contendo uma mistura
de acido acético (2,0 g/L), acido propiénico (1,0 g/L) e acido butirico (1,0 g/L) em
solugdo salina basal contendo varias concentragdes de uréia. Al reagdo foi deixada por
15 dias continuos, e amostras foram coletadas em dias alternados para a medida da
concentra¢do de acidos e o nitrogénio total no liquido. O gas envolvido foi passado
através de um frasco contendo acido hidroclorico 2 N para absorver o ion amdnio
presente na fase gasosa. Como mostrado na Tabela 3.10, houve uma perda substancial
do nitrogénio total no liquido. O grau de nitrogénio perdido foi essencialmente
independente da concentracdo inicial de uréia. A solugdo de acido hidroclérico foi
encontrada sem conter N-amoniacal, o que implica que ndo houve significante perda
de ion aménio no gas. E provavel que o fon amdnio tenha sido usado como uma fonte
de hidrogénio para a redugdo do diéxido de carbono. Apds 15 dias, mais de 90% dos

acidos orgéanicos foram consumidos.

TABELA 3.10 - Concentragio de nitrogénio total na solugio sintética.

Concentracio inicial de uréia (g¢/1.)

Parametro 0,6 1,0 1,5
Concentragio inicial de nitrogénio (mg/L) 310 505 730
Concentragio final de nitrogénio (mg/L) 120 297 5173
Remogio de nitrogénio em 15 dias (mg/L) 190 208 212,5
Produciio estimada de metano da uréia (mL/L) 114 1248 127,5

Fonte: BHADRA et al. (1987)
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Para a formagdo final de metano e nitrogénio, tem-se duas reagdes que
poderiam ser realizadas por dois grupos distintos de bactérias, formando uma co-

cultura.

O trabalho nfio- apresentou nenhuma - informagdio sobre a produgdo de

nitrogénio gasoso.

3.7 Técnicas empregadas ao estudo de bactérias anaergbias

3.7.1 Microcoscomos - Enriquecimento de bactérias anaerobias em ensaios

descontinuos

‘Como anteriormente visto, ensaios- biologicos descontinuos podem ser
utilizados para enriquecer culturas de- interesse, ‘ intensificando - o ‘metabolismo
desejado. O enriquecimento de bactérias anaerdbias pode ser: facilmente obtido

empregando-se as técnicas para a manipula¢io de anaerdbios.

A retirada do oxigénio da atmosfera nos frascos experimentais e do‘meio-de
cultura, bem como, a necessidade de homogeneizagio dos frascos durante os ensaios,
a fim de promover a mistura da atmosfera gasosa empregada, particularmente se o gas
for substrato para o crescimento das culturas em estudo, ou usado pard controlar o
pH do meio, sdo técnicas importantes aplicadas no enriquecimento de bactérias

anaerobias (VAZOLLER, 1995b).

Os procedimentos possiveis para a remogdo do oxigénio e preparagdo de
meios reduzidos seguem as técnicas propostas por HUNGATE apud VAZOLLER
(1995b), denominada “Técnica de Hungate” para a manipulagdo de anaerdbios

estritos.

" HUNGATE, R. E. (1969) A roll-tube for Cultivation of Strict Anaerobes. In: Norris, J. R.; Ribbons,
D. W., Eds. Methods in Microbiology. New York, Academic. v. 38, p 117-132.
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A “Técnica de Hungate” (HUNGATE. apud VAZOLLER, 1995b) ficou
bastante conhecida, pois desenvolveu -0 procedimento basico empregado até hoje para
a maioria dos sistemas que visam 4 remogdo de tragos de oxigénio dos gases a serem
utilizados na atmosfera de frascos e tubos de ensaio, durante o cultivo de anaerébios
estritos. Assim, foi adaptada uma coluna de vidro preenchida com limalha de ferro,
que aquecida e previamente lavada com fluxo de 100% hidrogénio, mantinha o ferro
em seu estado reduzido. Os gases como nitrogénio, didxido de carbono e hidrogénio,
ou mistura dos mesmos, ao passarem por esta coluna, antes de serem introduzidos
nos frascos com-meio de cultivo, eram descontaminados de tragos de oxigénio. A
limalha de ferro em seu eétado reduzido reagia com o oxigénio presente no gas

introduzido, retendo-o no sistema.

Outros pesquisadores, como. BALCH et al. apud VAZOLLER (1995b)
construiram .um tubo -com varios liga¢Ges, apos a coluna de cobre aquecida, no qual
fazia-se passar um gas a ser distribuido em varios frascos (tubos de ensaio, frascos de
soro e de antibidticos) ao mesmo tempo, sob pressdo controlada. Esse sistema

facilitou os trabalhos de distribuigio de meios de cultivo e solu¢Ges, em anaerobiose.

A técnica de MILLER & WOLLIN® apud VAZOLLER (1995b) foi.

desenvolvida para a preparagZo de um meio de cultivo basal sob fluxo gasoso, seguida.

pela distribui¢iio do meio em frascos de antibidtico ou de soro, fechados com batoque
de .borracha e-lacre de aluminio: A adi¢do de solu¢Ses com fontes de carbono,

vitaminas, agente redutor e outras, assim como o inoculo, era feita apos a

autoclavagio, através de seringas de insulina, ou de seringas com volumes maiores, se

necessario. As solugdes adicionadas ap6s a autoclavagdo eram também mantidas sob

anaerobiose.

" BALCH, W. E.; FOX, G. E;; MAGRUM, J. L.; WOESE, C. R; WOLFE, R. S. (1979).
Methanogens: reevaluatin of a unique biological group. Microbiological Reviews, v. 43, p. 260-
96.

"MILLER, T. L.; WOLIN, M. J. (1974). A serum bottle modification of the Hungate technique for
cultivating obligate anaerobes. Applied Microbiology, v. 27, p. 985-7. "
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Como observado por HUNGATE e LJUNGDAHL ‘& WIEGEL® apud
VAZOLLER (1995b), que a retirada fisica do oxigénio dos.frascos de ensaio ndo era
suficiente para manter a anaerobiose no meio de cultivo. Para isso, foram utilizados
agentes redutores no meio, tais como sulfeto de sodio, cisteina, tiossulfato de sodio e
ditionito de sodio. Pelo uso de:solu¢Bes contendo -os agentes redutores (solugdes
redutoras) garantiram-se potenciais de oxi-redugfo - bastante baixos, como os
requeridos pelas metanobactérias, da ordem de -330 mV. As solugdes redutoras mais
comuns empregadas nos meios de cultivo para bactériaSmetanogénicaﬁ e algumas
ndo-metanogénicas tém sido as constituidas pela mistura de sulfeto de sodio e cisteina
hidrocloridrica, ou somente por sulfeto de sédio. As solugbes sio. preparadas”de
forma mais concentrada para a adi¢io posteﬁor ao meio de cultivo- autoclavado,
através de aliquotas; e para tanto sdo estocadas sob atmosfera inerte de 100%
nitrogénio. O indicador de- potencial de oxi-redugio mais .comum foi indicado por
HUNGATE apud VAZOLLER (1995b),. a resazurina,.--que a - 110 .mV -¢é

incompletamente incolor.

Segundo DUBORGUIER". apud VAZOLLER (1995b); -a- -base do:
enriquecimento de culturas é a utilizagdo da fonte energética e especifica dos
diferentes grupos bacterianos. Além disso, o meio basal dos anaerdbios-deve conter as
fontes de nitrogénio, como amdnia, uréia ¢ aminoacidos; fosforo, como fosfato,
enxofre, como sulfetos, cisteina, metionina, mercaptanas, tiossulfatos e.ditionatos: Os
sais, em geral, sdo os de sodio, potassio, magnésio e célcio, e os.elementos-trago;
constituidos basicamente por metais, incluem representantes como o ferro, zinco,
manganés, cobre, molibdénio, aluminio, cobalto, .niquel, sel€nio, entre: outros. As-
fontes de vitaminas compreendem a faixa conhecida para 0s microrganismos,

notadamente as vitaminas do complexo B. Fatores de crescimento ou estimulatorios

" LIJUNGDAHL, L.; WIEGEL, J. (1984). Working with anacrobic bacteria. In: Manual of industrial
microbiology and biotechnology. Eds. A. L. Demain e N. A. Solomon, Washington, American
Society Microbiology, p. 84-96.

“ DUBORGUIER, H. C. (1987). Curso Ecologia da Digestdo Anaerébia. Sdo Paulo, Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sdo Paulo, CETESB. '
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sdo-encontrados no extrato de levedura e nos fluidos de biodigestores e do rimen de
animais. O controle do pH nos meios, pode ser feito pela presenga do dioxido de
carbono somado as solu¢des de sais inorgénicos e organicos tais como, bicarbonato,
fosfato, tris (hidroximetil) amino metano, PIPES piperazina dietanosulfonico e

HEPES [(hidroxi-2-etil)-4-piperazinil 1]-2-etanossulfonico.

3.7.2 Microscopia

Para o isolamento e identificagdo dos microrganismos, sio necessarios certos
conhecimentos em relagdo as condi¢Ges de crescimento, morfologia das células e

demais caracteristicas que auxiliem o trabalho experimental (VARESCHE, 1997).

"As técnicas- para a identificacio de espécies de culturas anaerébias
metanogénicas e redutoras do ion sulfato empregam, principalmente, analises
microscopicas da morfologia das células, apos a obten¢do das culturas em meios
especificos. A microscopia de campo claro sob contraste de fase, epifluorescéncia e a
laser, bem como a de alta resolugdo por varredura e transmissido sdo ferramentas
essenciais para a determinagio do tamanho, forma e constituigdo das paredes
celulares das diferentes espécies bacterianas (VAZOLLER, 1995b).

DODDEMA & VOGELS™ apud VAZOLLER (1995b) foram os primeiros a
sugerir a identificagdio das espécies metanogénicas pela microscopia de fluorescéncia
com filtros de luz apropriados, em fungdo de duas coenzimas especificas para essas
bactérias, a Faxo € a Fss, responsaveis pela fluorescéncia de células metanogénicas
jovens e velhas quando submetidas a determinados comprimentos de onda luminosos
(420 e 350 nm). A leitura da fluorescéncia pela técnica apresentada mostrou que a
excitacio luminosa a 420 e 350 nm, resultava em cores amarelo-esverdeadas e

azuladas, respectivamente. Os autores referiram que diferentes filtros usados na

" DODDEMA, H. J.; VOLGELS, G. D. (1978). Improved identification of methanogenic bacteria by

fluorescence microscopy.'Applied and Environmental Microbiology, v. 36, 752-4.
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microscopia podem levar a excitagdo dos dois fatores em conjunto, e a fluorescéncia

final a ser azul-esverdeada. - -

A microscopia de fluorescéncia tem. sido "amplamente utilizada na analise
direta de lodos anaerobios provenientes' de sedimentos aquaticos e biodigestores, -0
mesmo ocorrendo com a microscopia de campo claro sob contraste de fase, que
permite uma clara distingio da morfologia das células metanogénicas e ndo-

metanogénicas predominantes no lodo anaerébio (VAZOLLER, 1995b).

DUBOURGUIER apud VAZOLLER- (1995b) indicou a -preparagdo de
amostras de lodos e culturas puras em solugdes de diluigdo e analise imediata sob
contraste de fase. Os resultados revelaram as morfologias predominantes em culturas
mistas, que suportados pelas respostas de crescimento em fontes orgénicas especificas

permitiram a identificagdo presuntiva das espécies cultivadas.

O exame de amostras de culturas puras e mistas sob microscopia eletronica
de varredura (ARAUJO, 1995) ¢ de-transmissfio pode. auxiliar na identificagdo das
metanogénicas com distintas morfologias e estruturas celulares.: -

A observagdo microscopica direta pode ser empregada para andlises da
composi¢do qualitativa da biomassa bacteriana (VAZOLLER, 1995b).

3.7.3 Cromatografia

A cromatografia gasosa é um instrumento bastante utilizado para a analise
quantitativa dos gases liberados: ou produzidos durante os processos de

enriquecimento de bactérias anaerdbias.’

Os processos biologicos de tratamento de rejeitos incorporam uma variedade
de espécies microbianas €, portanto, uma versatilidade metabolica bastante grande,‘

verificando-se, por exemplo, bactérias capazes de degradar compostos complexos e
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artificialmente sintetizados pela atividade industrial, como também, bactérias que
degradam apenas moléculas orgéanicas tdo simples quanto o acido acético, e produzem
um poderoso combustivel, o gis metano (VAZOLLER, 1995b). Essa atividade
metabolica pode ser medida através de um acompanhamento cromatografico da
atmosfera dos frascos de cultivo onde esta ocorrendo o processo de transformagio

dos compostos presentes nos frascos. .

A técnica da: cromatografia gasosa baseia-se na diferente distribuigdo das
substéncias (gases ou substdncias volateis) da amostra, entre a fase estacionaria
(s6lida ou liquida) e uma fase movel (GIANOTTI, 1994).

Segundo GIANOTTI (1994) e COLLINS (1997), a amostra, através de um
sistema de inje¢do, é introduzida em uma coluna contendo a fase estacionaria. O uso
de temperaturas convenientes no local de inje¢io da amostra e na coluna possibilita a
vaporizagio dessas substdncias, que, de acordo com as interagdes de suas
propriedades fisico-quimicas com as da fase estacionaria, sio retidas por tempos
determinados ¢ chegam a saida da coluna em tempos diferentes. O uso de um detector
adequado na saida da coluna torna possivel a detec¢dio e quantificagdio dessas

substincias.

A cromatografia gasosa é uma técnica com poder de resolugdo excelente,
tornando possivel, muitas vezes, a analise de dezenas de substéncias de uma mesma
amostra. Dependendo do tipo de substincia analisada e do detector empregado,

detectam-se cerca de 102 g.

A técnica de desenvolvimento mais usada na cromatografia gasosa ¢ a eluigdo.
Uma corrente de gas passa continuamente pela coluna e, quando a amostra
vaporizada € introduzida rapidamente nessa corrente de gas, ela é arrastada através da
coluna. As substincias presentes na amostra, depois de separadas, chegam ao

detector, que gera um sinal para o registrador.




L
S S

b D

41

- De acordo com o tipo de fase estaciondria usada;:a cromatografia gasosa pode
ser classificada gas-solido e cromatografia gas-liquido: . - -

Na cromatografia gas-solido, um solido finamente- dividido funciona .como
fase estacionaria. A separagdo baseia-se-na adsorgdo-fisica e quimica das substincias
presentes na amostra no solido (fase estacionaria) .e- nas. suas - volatilidades.
Substincias com a mesma capacidade de serem adsorvidas pela fase estacionaria
podem ser separadas se apresentarem volatilidades diferentes. Este -s6lido deve ser
constituido de particulas com didmetros regulares, para.que as colunas resultantes
apresentem uma maior eficiéncia. Os principais adsorventes usados em cromatografia

gas-solido séo os polimeros porosos como os da “’Porapak”e “Chromosorb Century
Series”.

A fase movel, sendo gasosa, torna. possivel-um equilibrio rapido entre ela e a

fase estacionaria, fazendo da cromatografia gasosa um sistema altamente eficiente.

Um cilindro contendo o gas. sob alta pressdo serve como fonte de. gas de
arraste (fase movel), que levara as substincias presentes na amostra para fora da
coluna, quando ndo estiverem interagindo com a fase estacionaria. Os gases mais
usados como fases méveis sdo o nitrogénio, hélio, hidrogénio e argénio. O gas de
arraste ndo devera interagir com o recheio da coluna, devera apresentar alta pureza e

ser compativel com a fase estacionaria.

Apos a obtengdo do cromatograma, faz-se a integragdo dos-sinais, que tém
por finalidade transformar a intensidade do sinal emitido pelo detector em uma
medida relacionada com a quantidade da substincia analisada na amostra. A
integragdo dos sinais pode ser feita usando-se-os seguintes métodos: altura do pico,
area do pico e peso do pedago de papel delimitado pelo pico. Recentemente tém sido

usados integradores eletromecanicos ou eletrdnicos.
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Para o calculo da porcentagem da substdncia presente na amostra, pode ser
usada a calibragio externa. Este método compara a area da substidncia a ser
quantificada na amostra com as areas obtidas dessa mesma substincia em solugdes-
padrdo com concentragGes conhecidas. S3o preparadas varias solugdes em diversas
concentragdes da substincia a ser quantificada para a obtengdo do cromatograma
correspondente a cada uma delas; em um grafico,. sdo relacionadas as areas obtidas
com as concentrages. Através deste grafico sdo calculadas as concentra¢bes da

substincia na amostra.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Introducio

A andlise do comportamento de microrganismos anaerobios na oxidagdo do
ion amoénio, realizada no presente estudo, empregou procedimentos de manipulagéo
de microrganismos anaerdbios estritos, segundo a literatura classica (HUNGATE;
BRYANT; MILLER & WOLIN; BALCH et al. apud VAZOLLER, 1995b), bem
como as técnicas comumente utilizadas (DUBOURGUIER, 1987) no Laboratério de
Processos Anaerdbios - Area de Microbiologia do Departamento de Hidraulica e

Saneamento da EESC-USP.

Considerando-se os trabalhos disponiveis (BHADRA et al., 1987, MULDER
et al., 1995; van de GRAAF et al., 1995) sobre a oxida¢do anaerobia do ion aménio
na produgdo biologica de nitrogénio, os experimentos foram divididos em quatro
grupos, a saber: - o primeiro compreendeu ensaios de enriquecimento em meio de
cultura mineral (ZINDER et al. apud VAZOLLER, 1995b), contendo como fonte do
ion aménio o NH,CI, o segundo empregou, nos ensaios de enriquecimento, meio de
cultura mineral acrescido do ion amdnio na forma de NH;NO;; - no terceiro
experimento, foram realizados ensaios de enriquecimento em meio de cultura mineral
¢ NH,CI como fonte de ion aménio, sob atmosfera de Ho/CO, (70 - 30%), - no
quarto, os ensaios foram subdivididos em trés grupos: o primeiro contendo meio de
~ cultura mineral acrescido de formiato de sodio sob atmosfera de 100% Hélio, 0
segundo contendo meio mineral e atmosfera de 100% Diéxido de Carbono, e o
terceiro, meio de cultura mineral acrescido de extrato de lodo sob atmosfera de

H,/CO, (70 - 30%).
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Nos quatro grupos de experimentos, foram realizadas modificagbes nas

operagdes, de acordo com a evoluggo do sistema e anilise dos resultados.

As analises de acompanhamento dos ensaios envolveram: - analises de
produgdo de gas, através de cromatografia gasosa; - analises microscopicas do lodo,
através de microscopia de fluorescéncia, contraste de fase e varredura; -

determinac¢des da concentragio do ion aménio (KOLOLEFF, 1976).

4.2 Enriquecimento das culturas bacterianas

O enriquecimento das culturas bacterianas teve por objetivo o
desenvolvimento de microrganismos capazes de crescer em meio mineral contendo
nitrogénio amoniacal como principal fonte de energia. Para isto, foram utilizados
meios de cultivo seletivos e condi¢des adequadas para o desenvolvimento das culturas

desejadas, a partir dos inoculos estudados.

O crescimento de culturas de bactérias anaerdbias foi obtido através de

procedimentos que incluiram a manutengio da anaerobiose estrita no meio.

4.2.1 Procedimentos para a manipulacio de culturas bacterianas anaerdbias

Os experimentos foram realizados sob condi¢des de anaerobiose estrita. Para a
manutencgdo da anaerobiose dentro dos frascos de reagdo (frascos de Duran de 500
mL, e de antibidtico de 250 mL e 30 mL) e dos frascos de solu¢des-estoque (frascos
de soro e de antibioticos), foram utilizados os seguintes gases: - Hélio puro, grau
analitico; - mistura de gases 70% de hidrogénio e 30% de diéxido de carbono (padrio
dos gases - White-Martins). Os gases foram introduzidos nos frascos através de um
sistema de distribuigdo simultdnea de gases descrito por VAZOLLER (1995b). Além
disso, antes de chegarem ao sistema de distribuigdo simulﬁ‘mea, Os gases passavam
por uma coluna catalitica capaz de reter tragos de oxigénio presentes em toda a linha

de condugio do fluxo gasoso, bem como nos proprios cilindros de gases
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eliminagdo maxima do nitrogénio comumente encontrado na atmosfera, e portanto,

nos frascos de cultivo.

Como pode ser observado na Figura 4.1, durante a troca de atmosfera dos
frascos, o gas fornecido pelo sistema de distribuigdo simultinea de gases era
introduzido através de uma agulha estéril (precedida de um filtro ACRODISC - 0,22
um) conectada ao frasco, e apos fluir pela atmosfera livre do frasco, era liberado
através da mangueira de silicone. Transcorridos aproximadamente 10 minutos, a
mangueira era fechada simultaneamente ao desligamento do fluxo de gas. Por sua vez,
os frascos de soro eram fechados com roscas de aluminio e rolhas de borracha de
butila; e os frascos de antibioticos, com batoques de borracha de butila e lacres de
aluminio, apés a troca de atmosfera. Esta era feita utilizando-se agulhas estéreis
ligadas ao sistema de distribui¢do simultinea de gases e a uma bomba de vacuo. A
agulha era inserida na rolha de borracha e ligava-se 4 bomba a vacuo por
aproximadamente um minuto, para retirar o gas presente no frasco, e, em seguida,
ligava-se o fluxo de gas, para preencher a atmosfera livre do frasco de rea¢do. Esta
operagdo era repetida quatro vezes, com o objetivo de obter uma melhor troca de
atmosfera, do mesmo modo que descrito acima, porém sem haver liberagdo de gas.
Era também obrigatorio, neste ltimo procedimento, o uso do filtro ACRODISC -

0,22 um antes da introdugdo dos gases nos frascos.

A introdugio de solugdes e indculos nos frascos de reagdo, sob condigdes de
anaerobiose, era feita com o auxilio de seringas estéreis, previamente lavadas com
atmosfera de 100% de Hélio. A esterilidade do fluxo de gas era garantida pela
passagem do gas através de seringas de vidro de 3 mL, preenchidas com algodido e
adaptadas na saida de uma das lmangueiras‘ do sistema de distribuigdo simultdnea de

gases, como indicado em DUBOURGUIER apud VAZOLLER (1995b).

Todo o processo de manipulagio do material, meios, solugdes e culturas
bacterianas foi realizado préximo ao bico de Bunsen, portanto, sob condigdes dé

assepsia.
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4.2.2 Inodculo

O ind6culo utilizado para a partida dos quatro grupos de experimentos
4(descritos no item 4.2.4) foi um lodo anaerébio proveniente de um biodigestor de
fluxo ascendehte e manta de lodo (reator UASB) operado com esgoto sanitario
(OLIVA, 1997). A concentragio de indculo utilizada foi de 20g de SSV/g de NHy4'.
Para obter esta concentragdo, foram coletados 5 litros de lodo do reator e, em
seguida, o material foi centrifugado a fim de descartar o sobrenadante e aumentar a
concentragdo de SSV/L. O material foi centrifugado (Centrifuga modelo 215 da
Fanem) a uma velocidade de 3.000 rpm, por 15 minutos. Apos o descarte do
sobrenadante, obteve-se um volume final de 1.000 mL de lodo biolégico. Foi

determinado o valor de SSV deste material, antes da utilizagdo do lodo como indculo.

Em uma fase posterior ao enriquecimento das culturas, os frascos do terceiro
grupo de experimentos, contendo meio de cultivo e células crescidas, foram utilizados
como indculo para os ensaios do quarto grupo de experimentos. Neste caso, ndo
foram determinados os valores de SSV inoculados nos novos frascos de cultivo. O

volume de inoculo utilizado para cada frasco foi de 80 mL.

4.2.3 Meio de Cultivo

4,2.3.1 Meio Basal Zinder

O meio de cultivo basal utilizado na realizagdo dos experimentos (grupo 1, 3 e
4) foi o meio® descrito por ZINDER' et al. apud VAZOLLER (1995b), e esta

apresentado na Tabela 4.1.

2 Sera designado no presente trabalho como meio Zinder.

" ZINDER, S. H.. KOCH, M. (1984). Non-acetaclastic methanogenesis from acetate: acetate
oxidation by a thermophilic syntrophic coculture. Archives of Microbiology, v. 138, p. 263-
72. ‘
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TABELA 4.1 - Composicio do meio basal Zinder.

Componentes ~ Quantidades - g.s.p. 1.000mL
de dgua padrio Mili-Q

NH,Cl1 05g
KH,PO, 04g
MgCL.6H,0 01g
CaCl,.2H,0 0,05g
solugfo de resazurina 0,1% 1,0 mL

solucdo trago de metais 10,0 mL

Fonte: ZINDER et al. apud VAZOLLER (1995b).

Para os experimentos do grupo ﬁ2, utilizando-se NH;NO; como fonte de
nitrato e ion amdnio, o meio Zinder foi modificado, sendo o NH,Cl substituido pelo
NH4NOs. A concentragéo de NH, /L foi mantida de acordo com a utilizada no meio
Zinder (Tabela 4.2).

TABELA 4.2 - Composi¢io do meio Zinder .
Componentes- Quantidades - g.s.p. 1000mL

de dgua padrio Mili-Q

NH.NO;, ‘ 0,6 ¢
KH,PO, 04¢g
MgCl,.6H,O ' 0lg
CaClL,.2H,0 0,05g
solugdo de resazurina 0,1% 1,0 mL
solugdo trago de metais 10,0 mL

Fonte: modificado de ZINDER et al. apud VAZOLLER (1995b).

O meio Zinder foi preparado em erlenmyers de volume igual a 1.000 mL, e os
componentes foram adicionados a 500 mL de 4gua padrio Milli-Q (volume final de
meio de cultura), de acordo com a ordem apresentada na Tabela 4.1. Apos a
homogeneizagdo dos componentes, era introduzido no meio um fluxo de 100% de
Hélio, através de borbulhaménto por 30 minutos. Mantendo-se o fluxo no meio de
cultivo, volumes de 180 mL eram distribuidos em frascos de Duran de 500 mL. O
fechamento dos frascos era feito como indicado no item 4.2.1. A esterilizagdo prévia |

do meio basal era feita por autoclavagio, durante 20 minutos, a 120°C e 1 atm.
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<t A composi¢io do meio basal Zinder foi acrescida de solugdes estoques, apds a

autoclavagdo. O'preparo das solugdes estoque e a concentracdo final no meio Zinder

estdo descritas no item 4.2.3.2.

Os ensaios realizados consideraram os aspectos favoraveis para a ocorréncia
da oxidagio anaeroébia do ion amdnio propostos na literatura anteriormente
comentados, ou seja: - importincia do nitrato na oxidagdo anaerdbia do fon aménio,
como indicado por van de GRAAF et al. (1995); - comportamento do ion aménio,
sob condi¢des de metanogénese hidrogenotréfica, ou seja, apenas na presenca de
fontes de hidrogénio e di6xido de carbono, como indicado por BHADRA et al.
(1987). Porém, a concentragio de fon aménio foi mantida como indicada no meio de
cultivo basal Zinder (Tabela 4.1).

4.2.3.2 Solucdes-Estoque

A solugio-trégo de metais descrita na Tabela 4.3 foi preparada adicionando-se
primeiramente o NTA a agua padrdo Mili-Q, seguido pelos outros componentes. O
pH foi ajustado para 7,0 com uma solugdo 10 M de KOH. Aliquotas de 250 mL
foram distribuidas em frascos de soro de 500 mL, sob fluxo de 100% de Hélio. Os
frascos foram fechados com rosca de aluminio e rolhas de borracha de butila. A
manutengdo da solugdo de metais nos frascos fechados sob atmosfera de 100% de
Hélio, foi feita sob refrigeragdo, apds a esterilizagio em autoclave durante 20

minutos, a 120°C e 1 atm.
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- TABELA 4.3 - Composi¢iio da solu¢io traco de metais do meio Zinder. ‘ '
Componentes Quantidades - g.s.p. 1.000mL
de dgua padrio Mili-Q
NTA 4,5g

FeSO;7H,0 0,556
MnSO.H,O0 0,086g
CoCl,.6H,0 0,17g
ZnS0,.7TH,0 ' 0,21g
H;BO; ' 0,19g
NiCl, 0,02¢
Na,MoO, 0,01g

Fonte; ZINDER et al. apud VAZOLLER (1995b).

A solugio indicadora do potencial de oxi-redugdo no meio de cultivo foi a de
resazurina 0,1%, preparada com 0,1 g do corante resazurina diluido em 100 mL de
agua padrio Milli-Q. Ela era mantida sob refrigeragio, em frasco ambar, para

posterior utilizagio.

As solugdes de bicarbonato de sodio a 10%, acetato de sodio (2 M) e
formiato de sodio (2 M) foram preparadas com o volume do sal dissolvido em agua
padrio Milli-Q. Apés completa dissolugio do sal, aliquotas de 10 mL eram
distribuidas em frascos de antibiotico de 20 mL, sob fluxo de 100% de Heélio. Os
frascos fechados com batoques de borracha de butila e lacres de aluminio eram
esterilizados por autoclavagdo durante 20 minutos, a 120°C e 1 atm. Apos a

esterilizagdo, os frascos eram mantidos a temperatura ambiente.

As vitaminas foram preparadas adicionando-se as quantidades indicadas na
Tabela 4.4, em um volume igual a 1.000 mL de agua padrio Milli-Q. Apods a completa
dissolugiio das vitaminas, a solugio era submetida a esterilizagdo por filtragdo em
sistema Millipore, com filtros de 0,22 um de porosidade, sob condigdes de assepsia. A
solucgéo era dis';ribuida sob fluxo estéril de 100% de Hélio, em volumes de 250 mL

nos frascos de soro de 500 mL previamente esterilizados. Os frascos eram fechados
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com rolhas-de borracha de butila e roscas de aluminio. A solugdo de.vitaminas era

estocada sob refrigerag@o.

TABELA 4.4 - Composi¢io da solugiio de vitaminas

Componentes Quantidades - q.s.p. 1.000mL de dgua
padrio Mili-Q

biotina 0,002¢g
4cido folico 0,002g
tiamina. HCI 0,005¢g
riboflavina 0,005g
4acido nicotinico 0,005¢g
-_pantotenato de célcio : 0,005g
priridoxina. HCl 0,010g
vitamina By, 0,0001g
4cido lipdico 0,005g

Fonte: TOUZEL & ALBABAGNAC" e DUBOURGUIER apud
DUBOURGUIER (1987); VAZOLLER (1995b).

A redugio do meio Zinder foi feita pela adigio da solugdo redutora,
previamente préparada ¢ mantida em estoque. No preparo desta solugdo, 5,0 g de
NéZS .9H,0 eram dissolvidos em .100 mL de agua padrdo Milli-Q. A esterilizagdo da
sdlugﬁo era feita por filtracio répida em membrana de 0,22 um pelo sistema Millipore, '
sob condi{:c”)es de assepsia. A solugdo era distribuida em frascos de antibidtico de 20
mL'previamen.te esterilizados, sob fluxo de 100% de Hélio, em volumes de 10 mL. Os
frascos erém fechados com batoques estéreis de borracha de butila e lacrados com
lacres de aluminio. A solugfo redutora estéril foi mantida no escuro e a temperatura

ambiente.

Como anteriormente referido, o meio Zinder era acrescido de solugOes-
estoque apés autoclavagdo, com aliquotas determinadas. As solugdes tampdo de

bicarbonato de sédio a 10%, acetato de sodio, formiato de sodio e de vitaminas foram

TOUZEL, J. P.; ALBAGANC, G. (1983). Isolation and characterization of Methanococcus mazei

straim MC3. FEMS Microbiol. Letters, v. 16, p. 241-5.






54

C. Terceiro grupo de experimentos: Frascos contendo cloreto de aménio sob

atmosfera de Hidrogénio e Didxido de Carbono (70-30%)

Estes frascos foram preparados exatamente como os do primeiro grupo,
diferindo somente na atmosfera constituida de uma mistura de hidrogénio e didxido

de carbono (70-30%). Os frascos foram denominados de 5 € 6.
D. Quarto grupo de experimentos: Frascos contendo cloreto de amonio

Frascos 5 A e 6 A - cultura contendo meio Zinder com NH4Cl + formiato de
sodio sob atmosfera de 100% de Hélio

Frasco 5.B e 6 B - cultura contendo meio Zinder com NH4Cl sob atmosfera de
100% de di6xido de carbono

Frasco 5 C e 6 C - cultura contendo meio Zinder com NH,Cl + extrato de

lodo sob atmosfera de H,/CO, (70 - 30%).

Os frascos utilizados neste experimento foram frascos de antibidtico de 250
ml., como podem ser observados na Figura 4.3. Eles continham 9,65 mL de meio
Zinder acrescido de 0,1 mL da solugdo de bicarbonato de sédio, 0,1 ml da solugio de
vitaminas e 0,05 mL da solugdo redutora, e por fim 80 mL do in6culo (item 4.2.2). O
volume final de meio de cultivo era 90 mL. A concentra¢do de inéculo final ndo foi
determinada . Os frascos 5 A e 6 A tiveram acrescido ao meio 0,1 mL da solugéo de
formiato (concentragdo final de 20 mM). Para os frascos 5 C e 6 C foi adicionado 0,1
mL de solugdo de extrato de lodo (descrito no item 4.2.5.3).

Os frascos do terceiro e quarto grupos, apos a inoculagdo, tiveram a atmosfera
de Hélio substituida pelo gas que constituiria a sua atmosfera; o0 mesmo procedimento
ndo foi utilizado para os frascos do primeiro e segundo grupos, em virtude de estes
terem sido fechados sob atmosfera de 100% de Hélio, utilizado para preencher a

atmosfera destes frascos.
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Os procedlmentos de operagéo foram os mesmos realizados para os frascos do
grupo 1 dlfermdo somente pelo fato de estes frascos terem sido acompanhados por
mais 40 dias, tendo desta forma recebido mais uma alimentagio e troca atmosférica.

Os frascos do segundo grupo foram monitorados durante 178 dias de experimento.

O momtoramento deste grupo foi semelhante ao descnto para os frascos do
pnmelro grupo, também sendo realxzadas cromatografia, analise microscopica e

detemnnag:ao do ion amdnio.

4.2.5.3 Operacio dos frascos do terceiro grupo de experimentos

, Inicialmente, os frascos do grupo 3 tiveram sua operagdo semelhante & des
outros grupos. Eles foram alimentados ¢ tiveram troca atmosférica apos 41, 84 e | 12
dias de experimento (segundo, terceiro e quarto periodos). Ao contrario dos frascos
do primeiro e segundo grupos de experimentos, os desse grupo ndo tiveram sua
operaqao mterromplda ndo foram armazenados sob refrigeragdo. Depois de 112 dias,

estes tambem tlveram seu sistema de fechamento alterado.

Ap6s 84 dias de experimento, foi verificada a formagdo de pressdo negativa
nos frascos 5 e 6, passando-se, portanto, a realizar troca atmosférica a cada 4 dias, ou
seja, promovia-se o vacuo na atmosfera livre, e a mistura de hidrogénio e didxido de

carbono (70 - 30%) era introduzida no frasco de reag@o.

Depois de um periodo de 124 dias, o seu conteudo foi subdividido para/a»

montagem dos sistemas do quarto grupo de experimentos.

4.2.5.4 .Operagiio dos frascos do quarto grupo de experimentos

Devido aos resultados obtidos com os frascos do terceiro grupo, o meio de
cultivo enriquecido foi subdivido em trés frascos nas seguintes condi¢des. - meio

Zinder acrescido por formiato na concentragio final de 20 mM, sob atmosfera de
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100% de Hélio (denominados frascos 5 A e 6 A);, - meio Zinder sob atmosfera de
100% de dioxido de carbono (frascos 5 B e 6 B); meio Zinder acrescido por extrato
de lodo, além do hidrogénio e dioxido de carbono na atmosfera do frasco (frascos 5 C

e 6 C), como descrito no item 4.2.4.

O extrato de lodo utilizado nos frascos 5C e 6C, foi preparado utilizando-se o
mesmo lodo empregado na inoculagdo dos frascos experimentais dos trés primeiros
grupos. Este foi primeiramente autoclavado, com o objetivo de esterilizar o lodo, e
através do aquecimento promover a quebra de macromoléculas. Em seguida, foi
filtrado em membranas de 0,22 um, sob condi¢des de assepsia. O extrato foi entdo
inoculado nos frascos como uma fonte de nutrientes. O mesmo era adicionado em
volumes de 0,1 mL para cada 10 mL de meio, mantendo desta forma, o mesmo
volume adicionado de solugdo de vitaminas. O extrato era armazenado sob

refrigeragdo, para posterior utilizaggo.

Os ensaios foram acompanhados através de analises cromatograficas,
microscopicas e de determinagio do ion amonio durante 52 dias. A alimentacdio das

culturas foi feita apos 25- dias de enriquecimento.

Ao final do experimento, foram realizados exames das amostras por

microscopia de varredura.

4.2.6 Analises para o acompanhamento dos ensaios

4.2,6.1 Analises cromatogrificas das culturas bacterianas

As analises cromatograficas dos ensaios, para a avaliagdo da produgio de gas
nitrogénio, no inicio foram realizadas diariamente e, a partir da obtencio dos
resultados foram sendo espacadas. Para isso, foi determinada a composi¢ao do biogas
formado por cromatografia gasosa. Foram preparadas curvas de calibragdo dos gases

metano (100%), dioxido de carbénico (100%)Ae nitrogénio (100%), apresentadas no
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Anexo A. Os procedimentos para a preparagido das curvas de calibragdo e calculos
dos valores de cada gas nos experimentos empregaram as' orientagbes para a
“Determinacdo da Atividade Metanogénica em Lodos Anaerdbios”, utilizadas no
Laboratério de Processos Anaerobios do SHS-EESC-USP (PENNA, 1994;
ARAUJO, 1995). Os registros davam os resultados em éreas, as quais foram

transformadas em ntimero de moles de gés, através das curvas de calibrag@o.

O cromatdgrafo a gas utilizado foi da marca Gow Mac. A coluna utilizada foi
Porapack Q (comprimento de 2 metros e didmetro interno de %4, 80 a 100 mesh). O
detector elra de condutividade elétrica (série 150). O gas de arraste utilizado foi o
Hidrogénio superseco (padrio dos_gases - White-Marﬁns), e o integrador era HP
3396 Séﬁé II. Condi¢des de operagio dos aparelhos: vazdo do gas de arraste/ ca.
30mL/min; temperatura do detector, colunas e injetor = 30°C; corrente = ISQmA;

volume de inje¢dio = 0,5mL.

Nas andlises cromatograficas para a avaliagio do gas na atmosfera dos
frascos, foram empregadas seringas de vidro Hamilton Gastight de 1,0 mL. Uma
valvula com trava Mininert, colocada na extremidade entre a seringa e a agulha,
permitia a coleta de amostras da atmosfera dos frascos, sob as mesmas condigdes dc

pressdo interna do sistema em estudo.

Na seringa, eram conectadas agulhas estéreis para evitar contaminagio dos
frascos de cultura. A seringa era lavada com gés Hélio antes de se retirar a amostra de
gas, evitando-se, assim, a contaminagio com nitrogénio atmosférico. Era injetado 0,5

mL de amostra de géas para a analise cromatografica.

4.2.6.2 Analises microscépicas das culturas enriquecidas

As analises microscopicas das culturas permitiram acompanhar visualmente o

processo de enriquecimento das mesmas.



61

A freqiiéncia das analises microscopicas Opticas estdo apresentadas na Tabela

4.5, para os quatro grupos de experimentos.
TABELA 4.5 - Freqiiéncia, em dias, das anilises microscépicas

realizadas para 'o’s trés grupos de expériméntos.

Grupo de Tempo de Enriquecimento
Experimentos T (dias)
1 0, 20, 41, 67, 120 ¢ 152
2 0,20,41,67,120c 198 .
3 ©0,20,41,67,120¢ 198
4 S 6, 25, 52 o

Os exames sob mlcroscop1a optlca de ﬂuorescenc1a e contraste de fase eram
reahzados antes das ahmentaqoes das culturas em aparelho da marca Olympus BHT

As fotormcrograﬁas realizadas empregaram filmes Kodak ou Fu]lﬁlm ASA 400

As amostras de cultura bactenanas eram coletadas em volumes de 0,1 a 0,2

mL de meio bem homogenelzado Elas eram colocadas em ependorfs de plastlco de
1,5 mL e centrlfugadas (Centrlﬁxga Centrmucro modelo 212 da marca Fanem) O-

sobrenadante era descartado ea massa celular era ressuspensa em agua padrao Mllll-

Q. Este materlal era colocado em Iaminas para os exames nncroscoplcos

Na mlcroscopla de campo claro sob contraste de fase, as lammas eram

prewamente preparadas com uma fina camada de agar 2 qual tinha a fung:ao de

absorver o excesso de agua da amostra, penmtmdo desta foxma, uma melhor

wsuallzacao das morfologias presentes no ennquecunento e p0551b111tando fotos mals

nitidas. As laminas preparadas para o ‘exame sob microscopia de ﬂuorescenc1a ndo

eram preparadas com agar.

A andlise sob microscopia de varredura foi feita somente nas amostras

provementes dos frascos em que ‘foi detectada produg:ao de mtrogemo Foi realizado

um subcultivo destas amostras, em que um volume de 1 mL de meio cultivado dos

|
frascos 5 C e 6 C serviu de inoculo para frascos de antibidtico de 30 mL, contendo 9
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mL de meio Zinder; Estes frascos de antibidtico foram incubados em estufa a 35 £

1°C a fim de propiciar o crescimento das culturas bacterianas de interesse.

‘Para a observagdio das culturas bacterianas enriquecidas em microscopio
eletronico de varredura, utilizou-se o método de secagem por HMDS
(Hexametildisilazano) descrito por NATION" apud ARAUJO (1995) ¢ ARAUJO
(1995). As amostras foram centrifigadas em “ependorfs” de 1,5 mL e, apos
- descartar-se o0 sobrenadante, o material foi submetido a um tratamento que consistia

na fixagfio, desidratagdio e secagem das células.

As células foram fixadas em glutaraldeido (SIGMA) 2,5%, em tampao fosfato
O; 1 M (pH 7,3), por um periodo de 5 horas, 4 temperatura de 4°C. Ap0s essa etapa,
sepguiu—se‘a iavagem do material em tamp3o fosfato, 0,1 M (pH 7,3) por 10 minutos.
Repetiu-se esté lavagem mais duas vezes. A seguir, o material foi desidratado numa
série gradativa de alcoois (50, 70, 80, 90, 95 e 100%), ficando cerca de 10 minutos
em cada uma das concentragdes. Repetiu-se a desidratagdo em alcool 100% mais duas
vézes. Uma vez desidratado o material, ele foi secado com o HMDS. Para tanto,
adicionou-se o. HMDS (o suficiente para cobrir a amostra) no material por 30
segundos, 2 vezes seguidas. Retirou-se rapidamente o HMDS ¢ deixou-se a amostra
secar ao ar por 10 minutos; montaram-se os suportes colando-se o materfal com base
de unha. Né seqiiéncia levou-se 0 material, ja colado, para secar em estufa a 36°C; o
tempo de permanéncia na estufa foi de aproximadamente 12 horas. Apos este
procedimento, cobriram-se as amostras com ouro (99,99%) num metalizador (SDC-
050 Balzers). As amostras foram entdo examinadas num microscopio eletrénico de
varredura ZEISS DSM-960 de 10 a 20 Kev, além de serem fotografadas.

" NATION, J. L. (1993) A new method using hexamethyldisilazane for preparation of soft tissues for

scanning electron microscopy. Stain Technology, v. 58, n. 6, p 347-351.
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4.2.6.3 Determinacio do ion amonio presente nas culturas enriquecidas’

As determinagdes das concentragdes de ion amdnio presentes nos frascos
foram realizadas, utilizando-se o sobrenadante retirado durante as alimentagdes das

culturas nos frascos de reagéo.

A metodologia empregada para a determinag@o do ion ‘amc")nio foi descrita por
KOLOLEFF (1976). Inicialmente, foi preparada uma solugo padrdo dissolvendo-se
0,661 g de (NH4),SO4 em 1000 mL de 4gua destilada. Esta solu¢@o-estoque continha
10 mM de NH,". Em seguida, foi diluido 0,10 mL da solugdo-estoque para 100 mL,
esta nova solugéo de 10 M foi usada como padréo. Logo apos, foram preparados os
reagentes. O reagente A foi preparado da seguinte forma: - diséolyeramfse 3,5 g de
fenol e 0,04 g de nitroferricianeto de sodio diidratadé (sodium ﬁitroprussideé |
[NazFe(CN)sNO.2H,0] em 10_0 mL de 4gua padrio Milli-Q. O reagente foi guardado
em recipiente plastico e escuro, sob‘ refrigeragdo. O reagente B (solugio oxidanté) foi
preparado dissolvendo-se 28 g de citrato de s6dio (CeHsNasO7) em 75 mL de ég;ié
padriio Milli-Q; em seguida adicionou-se 2,27 g de hidréxido de sédio e a'pA(')s a
homogeneizagio foram ad1c1onados 5,6 mL de h1poclor1to Esta solugdo fo1 diluida
até completar 100 mL. Nos procedlmentos de anélise, foram feltas antes as checagens
dos reagentes. Para isto, ad1c1onou-se em 5 mL de agua destllada recentemente
preparada 0,2 mL do reagente A, e apos homogeneizagéo, adicionou-se 0,2 mL do
reagente B. Nio havendo um 51gn1ﬁcante desenvolvimento de cor azul em 10

minutos, os reagentes poderiam ser utilizados, por ndo estarem contaminados.

Para a determinagio do nitrogénio amoniacal, eram colocados 5 mL da
solugdo padrio, 5 mL de agua padrio Milli-Q e 5 mL de amoétra nos respecﬁvps
frascos para leitura da absorbancia do padrdo, brancos e amostras. Posteriormente,
em cada frasco, dos padrdo, do branco ou das amostras foram adicionados 0,2 mL de
cada reagente (A e B) e homogeneizados. Os frascos eram mantidos sob auséncia de
luz e em temperatura ambienfe por 2 horas. Depois de transcorrido este periodo, lia-

se a absorbincia das amostras, dos brancos e dos padrdes em 630 nm em cubetas
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passo oOptico de 1 cm (Espectrofotometro: Spectrophotometer modelo DR/400
Hach).

" Para o calculo da concentracdo de ion amoénio (mM/L), calcula-se
primeiramente o fator F pela equagdo:
P 10

Ap— Ab
Ap = média da absorbancia dos padrdes

Ab = média da absorbancia dos brancos

em seguida a concentragio de fon aménio:

M =F (As - Ab - Ai)

As = absorbancia da amostra (média das réplicas)
Ab = média da absorbancia dos brancos

Ai = absorbancia da 4gua padrio Milli-Q, sem os reagentes

Este método abrdnge a faixa de concentragio-de 0,02 a20-mg/L.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sio apresentados os resultados obtidos durante os
procedimentos para o enriquecimento de culturas bacterianas capazes de participar da

produgdo anaerdbia de nitrogénio gasoso, a partir de nitrogénio amoniacal.

O nitrogénio amoniacal, como anteriormente apresentado no capitulo Reviséo
de Literatura, pode ser aerobiamente oxidado pela atividade de bactérias autotrofas
nitrificantes, desde que elevada quantidade de oxigénio esteja disponivel. Este
metabolismo, classicamente denominado por nitrificagfo, é extremamente importante
para a remoc¢do de nitrogénio em processos biologicos de tratamento de residuos,
uma vez que nitritos e nitratos possibilitam uma outra agio metabolica, mediada por
bactérias desnitrificantes, com a conseqiiente formacfio de nitrogénio gasoso
(MULDER et al.,1995). A existéncia potencial de uma bactéria quimiolitétrofa capaz
de oxidar o ion aménio diretamente a nitrogénio gasoso na presenga de nitrato,
dioxido de carbono ou oxigénio tem sido especulada desde a revisdo tedrica de
BRODA" apud MULDER et al. (1995), em que a fundamentagio desta suposigao foi
baseada nos calculos termodindmicos de reagBes quimicas, como aqueles

apresentados na Tabela 3.8, do capitulo Revisdo de Literatura.

A oxidagio anaerobia do ion aménio com nitrato presente no meio em reagio
foi descrita por MULDER et al. (1995) (ver eq. (3) - Tabela 3.8), colaborando com a
elucidagdio de uma das suposi¢des de BRODA* apud MULDER et al. (1995). Além
disso, uma outra teoria, formulada por BHADRA et al.(1987), supde a provavel

oxidagdo do ion aménio sob condigbes metanogénicas, com a ocorréncia de

" BRODA, E. (1977). Two kinds of lithotrophs missing in nature. Z. Allg. Mikrobiol. 17, 491-93.



66

transferéncia de hidrogénio entre espécies metanogénicas e ndo-metanogénicas, essas
ultimas possiveis responsaveis pela oxidagéo do ion amdnio no meio em reagdio. As
questdes a serem analisadas no presente trabalho de pesquisa estdo representadas no

esquema a Seguir:

OXIDACAO ANAEROBIA DO ION AMONIO EM BIODIGESTORES

ANAEROBIOS QUE TRATAM ESGOTOS SANITARIOS ?

S Sies Qi e

&« r

Ou, redigindo, “é possivel a ocorréncia da oxidagdo anaerdbia do ion

amédnio, com formagdo de nitrogénio em biodigestores anaercbios que tratam

esgotos sanitdrios?”.

Os resultados dos trabalhos de van de GRAAF et al. (1995) e MULDER et al.
(1995), nos quais os autores afirmaram e comprovaram a existéncia de um novo
metabolismo microbiano em dire¢do a “desnitrificagio”, sob condigdes anaerobias e
metanogénicas, implica na necessidade de uma maior compreensdo dos sistemas
enzimaticos oxidadores do ion aménio ¢ dos conceitos tradicionais de nitrificagéo e

desnitrificagio (ROBERTSON & KUENEN, 1991).

Os resultados da presente pesquisa e sua interpretagdo a luz das suposi¢Ges e
certezas acima mencionadas podem ser analisados sob duas visGes de interesse para o
processo de biodigestio anaerobia de despejos. A primeira considera o fato de os
ensaios terem sido conduzidos de modo a manter as condigbes metanogénicas em
outras palavras, anaerobiose estrita; e a segunda permite a avaliagdo de uma provavel
oxidag¢do do fon amdnio, na presenga de dioxido de carbono. Soma-se a essas duas

visdes uma analise critica de interferéncias no metabolismo microbiano, decorrentes
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dos procedimentos empregados; tradicionalmente descritos para o cultivo de bactérias

anaerdbias estritas.

Os experimentos realizados durante este trabalho foram efetuados em frascos
de cultivo, em que se procurou reproduzir, em nivel de um microcosmo, as provaveis
reagdes de um reator anaerobio operando sob condi¢Oes semelhantes as.propostas nos.:
experimentos. Os frascos foram operados em batelada, porém efetuaram-se algumas
alimentag:(”)es no sistema ap6s a -verificagdo ‘do conjunto’ de valores dos gases
analisados durante a operagdo dos sistemas. A utilizagﬁo de frascos de reagdo de
pequeno volume, o emprego da agitagdo, e a manutengdo da anaerobiose estrita pela
introdugio do gas Hélio e solugdo redutora de sulfeto de sodio pareceram adequados
para a simulagio de um sistema anaerdbio operado em batelada. Os trés tipos de
analises efetuadas, cromatografia gasosa, microscopia e determinagdio de ion aménio
foram Uteis para a avaliagio dos experimentos propostos. Particularmente, a analise
da composi¢do dos gases produzidos nos sistemas foi escolhida como forma de -
determinar o nitrogénio formado, e por isso, optou-se pelo Hélio, um géas nobre e
inerte, para manter a anaerobiose nos frascos. Em geral, a manipulagdo de anaerobios
estritos emprega, no preparo de meios de cultivo e solugdes, a mistura de nitrogénio e

diéxido de carbono ou o nitrogénio puro (VAZOLLER, 1995b).

Os valores dos gases formados durante os experimentos, em mmoles/L, foram -
calculados a partir de curvas de calibragdo preparadas com padrdes dos gases (grau
analitico), nitrogénio, metano e dioxido de carbono (Anexo A). As analises
microscopicas efetuadas nas -amostras dos lodos bioldgicos de cada conjunto de
experimentos permitiram examinar o desenvolvimento das culturas bacterianas

durante o acompanhamento do processo de enriquecimento. .

Os resultados estdo apresentados segundo a descri¢do dos procedimentos no.

capitulo Materiais e Métodos, a saber:
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A - Primeiro grupo de experimentos: Frascos contendo cloreto de aménio, sob
atmosfera de Hélio
Frascos 1 e 2 - cultura em meio Zinder com NH4Cl

Frascos 3 e 4 - cultura em meio Zinder com NH,Cl + acetato de sodio

B - Segundo grupo de experimentos: Frascos contendo nitrato de amonio, sob
atmosfera de Hélio
Frascos 7 e 8 - cultura em contendo meio Zinder com NH;NO3

Frascos 9 e 10 - cultura em meio Zinder com NH,;NO; + acetato de sodio

C - Terceiro grupo de experimentos: Frascos contendo cloreto de amdnio, sob
atmosfera de hidrogénio e didxido de carbono (70% - 30%).

‘Frascos 5 e 6 - cultura em meio Zinder com NH,Cl

D - Quarto grupo de experimentos: Frascos contendo cloreto de amdnio

Frascos 5A e 6A - cultura em meio Zinder com NH,Cl + formiato de sédio,
sob atmosfera de Hélio

Frasco 5B e 6B - cultura em meio Zinder com NH4Cl, sob atmosfera de
dioxido de carbono

Frasco 5C e 6C - cultura em meio Zinder com NH4Cl + extrato de lodo, sob
atmosfera de Hy/CO; (70 - 30%).

5.1 Primeiro Grupo de Experimentos
5.1.1 Anailises Cromatograficas

Os valoreé médios das analises de metano, diéxido de carbono e nitrogénio
estdo mostrados na Figura 5.1 para o primeiro grupo de experimentos (os valores
médios das deterniinac;c")es cromatograficas se encontram em tabelas no Anexo B). Na
Figura 5.1a a d pode-se avaliar o comportamento da produgéo dos gases durante 288

horas (12 dias) de incubagdo dos frascos 1, 2, 3 e 4. A concentragdo inicial do gas
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conseqiiente atividade, proporcionaria a produgdo de diéxido de carbono através da
fermentagdo microbiana, comum na etapa inicial do processo de biodigestdo
anaeré6bia. O indculo foi originado de um reator de fluxo ascendente e manta de lodo
operado com esgotos sanitarios, cujo pH ao longo da operagdo do reator esteve em
torno de 6,7 (VALLEJOS, 1997). Salienta-se, ainda, que a concentragdo inicial do
gés nitrogénio, diferente para cada frasco de reagéo, pdde ser também relacionada a
uma contaminagdo nfo intencional e aleatoria com o ar atmosférico, durante a

inoculag@o do lodo proveniente do reator UASB (VALLEJOS, 1997; OLIVA, 1997).

Os ensaios em discussdo tiveram como objetivo constatar a formagdo de
nitrogénio a partir de uma concentragio de cloreto de aménio presente em meio
mineral descrito por ZINDER et al. (1984), sob condigdes de cultivo controlado de
microrganismos anaerdobios estritos. N&o se optou por variar as concentragdes de ion
amodnio, nem as fontes de carbono para a biossintese e produgdo de metano. Neste
experimento, as fontes organica ¢ de carbono inorgénico nos frascos 1 e 2 se
originariam da fermentagdo de compostos presentes no lodo biolégico utilizado como
inoculo. A adig¢do de acetato de sddio nos meios de cultivo dos frascos 3 e 4 teve a
intengdo-de garantir a produ¢do de metano, suplementando as condig¢Ges disponiveis
originalmente no lodo. Observando-se os resultados obtidbs nos primeiros 12 dias de
incubagdo, pode-se interpretar que houve atividade microbiana bastante semelhante
" nos quatro frascos de reagfio. No entanto, ao considerar-se a producfio tedrica de
metano a partir do SSV (g/L) adicionado e do acetato, respectivamente de 44 e 20

mmoles/L, os valores de metano foram inferiores ao esperado.

"~ A comparagdo entre as velocidades médias de produgdo de metano nos
frascos 1 e 2 — aproximadamente 0,051 mmoles de CHy/L.h — e as dos frascos 3 e 4
— aproximadamente 0,076 mmoles de CHy/L.h — mostrou que a presenga do
acetato de sodio influenciou a taxa de produgiio do gis metano, mas ndo sua
concentragio final, medida nas 288 h de incubagio. O acetato é fonte de carbono
para o crescimento e produgio de metano de bactérias metanogénicas acetoclasticas,

mas também ¢ estimulatério para o crescimento de muitas bactérias metanogénicas
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hidrogenotroficas (OREMLAND, 1988). Assim, é possivel. que este composto, nos
frascos 3 e 4, tenha auxiliado a biossintese, favorecendo a velocidade de. produg@o de
metano. As analises microscopicas indicaram a presenga de bacilos fluorescentes, de
pequeno tamanho, que foram relacionados, de acordo com a descrigdo contida no
Manual de BERGEY para a Sistematica Bacteriana (1988), ao género metanogénico

Methanobrevibacter sp (Tabela 5.2 e Figuras 5.4 € 5.5).

Constatada a diminuigdo na produgio de metano nos quatro frascos de reagdo
a partir das 288 horas de ensaio, a seqiiéncia da incuba¢do deu-se apds a troca da
atmosfera dos frascos de reagdo, empregando-se novamente o gas Heélio. Esta troca
foi estabelecida pelo fato de ndo poder-se concluir sobre o comportamento do .
nitrogénio, particularmente devido aos procedimentos iniciais, que ndo permitiram
uma completa “lavagem” do nitrogénio da atmosfera dos frascos de reagfo. Assim, os

frascos foram incubados por mais 500 horas (cerca de 20 dias).

O acompanhamento dos experimentos no segundo periodo (Figura 5.2a-a d),
apoés a troca da atmosfera dos frascos de reagdo, mostrou dois diferentes :
comportamentos nas réplicas quanto a produgiio dos gases. A resposta comum foi -
observada apenas pela baixa concentragdo de nitrogénio, 0 que denotou .uma .
adequada troca inicial de atmosfera nos frascos. Os frascos 1 e 2 produziram metano
e dioxido de carbono em maiores quantidades que os frascos 3 e 4. As velocidades-
médias de produgdo de metano, para as duas primeiras réplicas, decresceram em
relagdo ao primeiro periodo do experimento, € foram em torno de 0,019 mmoles
CH4/L.h. A produgdo de biogas nos frascos de reagdo 1 e 2 pdde ser justificada pela
disponibilidade residual de nutrientes da mistura original do meio de cultivo e inéculo.
No entanto, os frascos 3 e 4, que foram suplementados com acetato de sodio em
concentragdes comumente utilizadas em enriquecimentos de microrganismos
anaerdbios metanogénicos acetoclasticos, 20 mM (1.640 mg/L) (DUBOURGUIER,
1987), apresentaram concentragdes de metano baixas e no limite de confiabilidade de

detecgdo do aparelho de medigdo.
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- a retirada do diéxido de carbono da atmosfera livre dos sistemas pode ter
deslocado o equilibrio da reagio (1) para a direita, em diregdio & formagdo de uma
base forte: -

NaHCO; +H' + OH < Na' + H,CO5™ <> CO, + HO + NaQH €3]

- o acimulo de NaOH poderia entdo influenciar o equilibrio do acetato de
sodio para a esquerda, reagdo (2): |
0 | 0
H;C-C o HCC +Na" - S 2)
ONa : o '

Assim, ¢ provavel que um aumento do pH no meio tenha sido um fator para
diminuir a atividade das culturas bacterianas, na presenga de bicarbonato de sodio e
acetato de sédio. E também provavel que a rétirada do dioxido de carbono da
atmosfera dos frascos de reagfio 1 e 2 influenciaria o pH dos sistemas, porém, a 'soda
formada na auséncia do acetato de sodio sofreria a a¢do de outros compostos do -
meio, como por exemplo,.o cloreto de am6nio, originando uma base fraca, hidréxido-
de amoénio, no qual o tampao bicarbonato de sodio agiria em d1regao a neutrahdade Z
do sistema de’ reagao. Determlnagoes de pH ndo foram realizadas em ﬁmgao da |
certeza da baixa variagio do mesmo, quando da utilizagio do meio Zinder para
enriquecimentos de meios com elevada quantidade de in6culo (ZINDER et al., 1984).
No entanto, ndo se previu a possibilidade da influéncia marcarite da retirada do

didxido de carbono durante as trocas de atmosfera dos frascos.

A retirada’ de diéxido de carbono também poderia influenciar o metabolismo
“anaerébio autotrofo, em que o carbono ‘inorganico é utilizado para a biossiiitese
bacteriana, ‘e portanto, ' necessirio. Ainda, s o géneros ~metanogénicos
hidrogenotréficos, como Methanobrevibacter sp, prevaleceram no meio de reagdo
dos quatro frascos, a auséncia de diéxido de carbono poderia dificultar a resposta das

metanobactérias em direcio a redugdo do didxido de carbono a metano.
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A presenca de acetato de sodio nos- frascos 3 € 4, como visto no primeirb
periodo de incubagdo, ndo afetou a concentragio final de metano; mas parece ter
apenas favorecido a resposta celular, em termos da velocidade de produgio do gés.
Assim, como anteriormente afirmado, é provavel que o acetato de sodio tenha
permanecido no meio, em concentragdes que permitisssm o aumento do pH nos
sistemas. Considerando as concentragdes do nitrogénio amoniacal na forma de cloreto
de amdnio, dos solidos em suspensdo volateis e do acetato de sodio, estabelecidas no
inicio do processo para os sistemas 3 e 4, respectivamente de 500; 2.000 e 1.640
mg/L, verifica-se que ndo s&o coerentes com as relagdes de macronutrientes indicadas
por SPEECE (1996) para os sistemas de digestdo anaerobia operados com baixa
carga organica, ou seja, relagio C:N (carbono : nitrogénio) de 1.000:7, para uma
quantidade trés vezes maior de so6lidos em suspensdo volateis. O lodo estudado,
originado do reator piloto UASB para tratamento de esgotos sanitarios, apresentou
uma relaqﬁo C:N em torno de 15:1 (VALLEJOS, 1997). Ainda que os procedimentos
adotados tenham sido baseados na literatura sobre enriquecimento de culturas
anaerobias metanogénicas, € provavel que as praticas empregadas ndo tenham

favorecido a resposta do consorcio microbiano estudado.

O terceiro periodo de incubagdo resultou na produg@io de baixos valores de

gases nos 4 sistemas estudados (Figura 5.3a a d).

Esse periodo caracterizou-se pela alimentagio dos sistemas, com a adi¢éo aos
frascos de 50% das concentragdes de NH,Cl e NH,Cl + acetato de sodio,
respectivamente, empregadas no primeiro periodo do experimento para o éonjunto de
frascos 1 € 2, e 3 e 4. Os frascos foram incubados por 779 horas, ou
aproximadamente 32 dias. A resposta dos sistemas mostrou que as culturas
microbianas foram afetadas, e mais uma vez a perturbagdo dos mesmos poderia estar
relacionada com o pH do meio, nesse caso, ainda mais alterado pela adigdo de
nitrogénio amoniacal em 1 e 2, e nitrogénio amoniacal e acetato de s6dio em 3 e 4,
além do desfavorecimento das relagdes nutricionais, como anteriormente abordado.

Os frascos foram entio mantidos sob refrigeragdo durante 38 dias e, quando
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Como observado na Tabela 5.1, as determinagdes do - segundo periodo
mostraram concentragdes de nitrogénio amoniacal nos quatro reatores entre 0,62 e
0,75 g/L, proximas aquelas presentes no meio de cultura original (em cloreto de.
amodnio, 0,5g/L). As anélises do terceiro periodo de incubagio, em que a faixa de
valores de nitrogénio amoniacal situou-se entre 0,76 e O,80>g/L, corresponderam a
resposta a alimenta¢fio dos sistemas estocados sob refrigeragdo. Ndo se observou
variagfio entre os valores determinados em cada periodo. E certo, pelas concentragdes
determinadas, bem como pela inicial estabelecida no meio de cultivo, que os valores
de nitrogénio amoniacal foram elevados para o processo de biodigestéo anaerdbia, ao
considerar-se as informagdes de SPEECE (1996), que indicam concentragSes de
nitrogénio amoniacal entre 40 a 70 mg/L como condigdo Otima para a biodigestdo
anaerobia de residuos em sistemas continuos, € 0 conseqiiente crescimento
microbiano anaerobio. A relagio ndo adequada dos macronutrientes nos ensaios,
como ja abordado, também pode ser responsavel pela forma de consumo microbiano

do nitrogénio.

TABELA 5.1 - Valores em g/L de nitrogénio amoniacal.

- Frascos Final do 2°. periodo Final do 3°. periodo Final do experimento
1 0,66 0,76 0,85
2 0,62 0,77 0,84
3 0,75 0,80 | 0,85
4 0,70 0,77 0,83

Os valores do ion amdnio mantiveram-se semelhantes ou ligeiramente
superiores ao inicial, o que denota que os enriquecimentos utilizaram e produziram
fon amOnio em uma mesma taxa, pelo menos no primeiro periodo, em que metano foi
detectado nos quatro frascos de reagdo. A mesma observagéo seria valida para os
frascos 1 e 2 no segundo periodo de incubagdo. O ion aménio € a principal fonte de
nitrogénio dos anaerébios estritos (OREMLAND, 1988). Avaliando-se os valores da
Tabela 5.1, e a auséncia de resposta para a produgiio de metano nos reatores, nos
periodos analisados, pode-se supor que os valores ligeiramente mais elevados foram

devidos a adi¢do de substrato amoniacal.
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A presente analise dos resultados experimentais levou em conta a relago de
macronutrientes indicada como -ideal para o "processo anaerobio de biodigestio
(SPEECE, 1996) durante a -avaliagdo do comportamento do lodo nas condi¢Ges
estudadas. Porém, uma vez que a abordagem do presente trabalho foi a de verificar a -
oxidagio anaerébia do ion amonio em nitrogénio gasoso sob condigdes controladas
de enriquecimento de um lodo biolégico anaerdbio, empregando-se meio de cultivo e
técnicas rotineiras para o enriquecimento de consércios metanogénicos, considerou-se
de menor relevancia a relagio de macronutrientes para justificar a falta de resposta da
microbiota do sistema. E provavel que a alteragio do pH, e a auséncia de um aceptor.
final de elétrons adequado, como indicado por BRODA apud MULDER et al. (1995)
tenha sido mais significativo. para o ndo enriquecimento das culturas oxidadoras do .
ion amonio, se presentes no sistema. Além disso, a concentragdo elevada de células no -

inéculo buscou néo limitar qualquer resposta microbiana.

5.1.2 Anailises Microscopicas

~ Foram realizadas observagdes das morfologias inicialmente pred‘ominante's:no‘
lodo utilizado como ino6culo, € ao longo do primeiro grupo de experimentos. As

freqiiéncias das analises microscopicas estdo apresentadas no item 4.2.6.2.

O exame microscopico inicial das amostras do inoculo permitiu obsefvar a
presenca de bacilos fluorescentes de diferentes tamanhos, alguns semelhantes a
Methanobrevibacter sp de acordo com a descfig:?ao contida no Manual de BERGEY
para a Sistematica Bacteriana (1989), a de vibrios, bacilos espiralados, filamentos
longos e curtos (sendo alguns segmentados), agrupamento de cocos ¢ bacilos, além
de filamentos que foram relacionados a fungos ou actinomicetos. Dentre os filamentos
observados, existiam alguns semelhantes ao género Methanoth}iaé sp com a descrigéo
contida no Manual de BERGEY para Sistemé.ﬁca Bacteriana »(1989). Este lodo era

formado por pequenos granulos de aproximadamente 1 mm.
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A Tabela 5.2 apresenta a relagéio das morfologias presentes nos frascos de
reagdo, ou seja, do primeiro experimento, durante todo o periodo de incubagdo das
culturas bacterianas. Nesta tabela, estio indicadas a freqiiéncia com que as

morfologias apareciam e as figuras que as representam.

TABELA 5.2 - Morfologias presentes nos frascos de rea¢io do primeiro grupo de
experimentos.

Morfologias Fregiiéncia

bacilos presenca moderada no inicio, diminuindo ao longo

do enriquecimento

bacilos fluorescentes (Figura 5.4b) presenca moderada no inicio, diminuindo ao longo

do enriquecimento

agrupamento de bacilos (Figura 5.9a) poucos durante todo o enriquecimento

cocos (Figura 5.5b) poucos agrupamentos durante todo o enriquecimento

vibrios e bacilos espiralados (Figura | com diferentes tamanhos, diminuindo o nmimero ao

5.5¢) longo do enriquecimento

vibrios com formato de grdos de feijdo muitos, somente no inicio do experimento

filamentos finos ¢ longos (Figura 5.14b) | presenca moderada no inicio, com poucos individuos
ao final

filamentos espessos € longos (Figura [ poucos no inicio, aumentando durante o

5.9%) enriquecimento

filamentos semelhantes a “fungos” | presenca moderada durante todo o experimento

(Figura 5.4c)

presenca de esporos ausentes no inicio, aumentando sua presenga até o

final do experimento

A Figura 5.4 mostra algumas fotomicrografias das amostras examinadas
durante o periodo de incubagio das culturas bacterianas pertencentes aos frascos 1 ¢
2. As Figuras 5.4 a, b e ¢ sdo referentes a 138 dias de incubagfio, e a Figura 5.4d, a 74

dias de incubag@o.

As Figuras 5.4a e 5.4b, mostram, respectivamente, um floco sob microscopia
de campo claro sob contraste de fase, e 0 mesmo campo observado sob luz
ultravioleta. Evidencia-se que, apesar de o floco possuir muito material aglomerado,

existiam poucos organismos fluorescentes (bacilos). Ocorreu um decréscimo no
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Segundo JENKINS et al. (1993), a presenga de um grande niimero de fungos
em sistemas de lodos ativados indica pH baixo (pH <6) e sugere que o afluente

contém acidos fortes. Alguns sistemas de lodos ativados que promovem a nitrifica¢do,

' que tratam aguas residuarias de baixa alcalinidade, podem exibir baixo pH. Apesar

dessa indicagdo, o mesmo ndo pode ser comentado para os sistemas estudados, pelas
condigdes de anaerobiose estrita, e td0 pouco em fungdo do pH, uma vez que a

variagdo deste pH nos ensaios foi desconhecida.

Existem trabalhos referentes a fungos-anaerébios, entre eles o de CHENG et
al. (1990) e o de PESSIN (1997), que relataram a presenga de fungos anaerobios no
tratamento de residuos de celulose. Porém, as morfologias observadas, considerando
os diferentes ciclos de vida dos fungos, foram bastante distintas do da Figura 5.4c.
Poder-se-ia comentar que esta morfologia estaria relacionada com grupos bacterianos
pertencentes aos actinomicetos, células que, em geral, apresentam pleomorfismo e
filamentos bastante ramificados, porém de dimensdes menores do que aquelas

observadas nesse trabalho.

Os microrganismos apresentados na Figura 5.4d sdo filamentosos, também

semelhantes a filamentos encontrados em sistemas aerobios (JENKINS et al., 1993).

A figura sugere a presenga neles de espagos vazios. Algumas vezes, foi. possivel

perceber particulas em movimento dentro dos filamentos.

Apesar das semelhangas mencionadas, ndo € possivel discutir a presenga de
organismos caracteristicos de sistemas aerados provenientes de esgotos sanitarios no
meio anaerobio, e sua tolerancia aos baixos potenciais de oxi-redugdo dos meios em
reagdo (-100 mV, indicados pelo corante resarzurina), uma vez que sdo morfologias
pouco comuns ao sistema anaerdbio (processos de biodigestdo anaerébia). Além
disso, ndo foi visualizada, nos meios, nenhuma estrufura esbranquigada caracteristica
de crescimento fungico, que pudesse reforgar a presenga desses microrganismos nos

sistemas.



81

O lodo de esgoto sanitario utilizado era floculento ndo evidenciando estruturas

morfologicas tipicas de lodo granula(;\io (VIEIRA, 1986).

. NaFigura 5.5, sio apresentados os microrganismos pertencentes aos frascos 3
e 4, sendo as Figuras 5.5a e 5.5e referentes a 41 dias de experimento; a Figura 5.5b

referente a 74 dias de incubagio, e as Figuras 5.5¢ e 5.5d, a 138 dias de incubagio.

Na Figura 5.5a, pode-se observar um filamento semelhante a um fungo, como
‘comentado anteriormente. A Figura }5.5b destaca um aglomerado de cocos que pdde
ser visto neste grupo de experimento em pequeno niimero. A Figura 5.5¢ e 5.5d
aprevsentam 0 mesmo campo, seﬁdo a prirﬂeira referente a microscopia de campo claro
sob contraste de fase, e a segunda sob luz ultravioleta, evidenciando a presenga de
pequenos bacilos fluorescentes. A figura 5.5e apresenta a morfologia de vibrios e

bacilos espiralados, que apareciam em grande nimero no inicio do experimento.

Os quatro frascos pertencentes a este grupo de experimentos apresentaram
morfologias microbianas e freqiiéncia de aparecimento muito semelhantes. Cabe
salientar que, apesar da baixa resposta do experimento em relagdo a produgido de
gases, a fluorescéncia celular foi observada ao longo dos 138 dias de incubagio

(Figuras 5.4b e 5.5d).
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5.2 Segundo Grupo de Experimentos
5.2.1 Analises Cromatograficas

Os frascos de cultura pertencentes a este grupo também foram acompanhados
durante o primeiro periodo de incubagdo por 12 dias, e os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 5.6. O anexo B apresenta os valores médios das

determinagdes cromatograficas (Tabelas B.17 a B.28).

Os procedimentos de operagio dos sistemas nesse segundo grupo de
experimentos foram semelhantes aos do primeiro grupo, sendo que o emprego do gas

Hélio foi também adequado para a manutengo da anaerobiose nos sistemas.

Os experimentos apresentaram apenas uma réplicas para os frascos com
NHNOs. Devido a erros durante os experimentos em que ocorreu perda de indculo

no frasco 9, este foi descartado.

Os ensaios em discuss@o tinham como objetivo constatar a produgdo de gas
nitrogénio a partir da utilizagdo de NH4NO;, como descrito por MULDER et al.
(1995) e van de GRAAF et al. (1995). A quantidade de NHsNO; empregada no meio
de cultivo manteve a mesma concentragdo do ion aménio utilizada no meio mineral
descrito por Zinder et al. (1984), e portanto, estudada no primeiro grupo de
experimentos. Como comentado para os experimentos do primeiro grupo, ndo se
optou por variar as concentragdes de ion amdnio, nem as fontes orginica e de
carbono inorganico nos frascos 7 e 8, os quais seriam provenientes da fermentagdo de
compostos presentes no lodo biolégico utilizado como indculo. Ao frasco 10 foi

acrescentado acetato de sodio para garantir a produgéo de metano.






'As concentragSes do gés diéxido de carbono mantiveram-se, durante esta
fése, superiores a con'ccntragﬁo'de_ gas metaho, ao contrério do que ocorféh com 08
f‘fascos do grupo anterior. Além disso, também se verifica na Figura 5. 6 a élevada
concentragao inicial de gas nitrogénio, e um pequeno decrescnno ao longo dos 12
dias de enriquecimento, devido provavelmente as amostragens cromatograﬁcas A
presenga inicial de nitrogénio foi também rmmrmzada no segundo penodo do
experimento, uma vez que se procedeu como no primeiro experimento, ou seja,

substituiu-se a atmosfera dos frascos de reagio.

A modificagio da atmosfera parece ndo ter provocado, a0 menos inicialmente,
uma resposta semelhante ao proposto para os fraséos 3 e 4 do primeiro experimento,
du seja, a retirada do diéxido de carbono alterou o pH do frasco 9. Nesse caso,
i'hicialmente, 0 que parece ter afetado os trés sistemas foi a presenga do nitrato. O
nitrato influencia o potencial de oxi-redugio de um meio anaerdbio, e para os
émaerébios estritos, como os metanogénicos, po'de levar a um periodo de baixa

resposta de produgio de metano (OREMLAND; 1988), e necessidade de adaptag@o.

O acompanhamento dos experimentos no segundo periodo -de 1ncubag:ao;z
(F1gura 5.7a a ¢), apds a troca da atmosfera dos frascos de reagdo, mostrou que as'
quantidades de metano aumentaram, sugerlndo uma provavel adaptag:ao do lodo as
condigdes de ensaio, ou seja, mesmo apos a retirada de diéxido de carbono do

sistema.

A observagio da Figura 5.7 permite notar que foi realizada yma boa
substituigio de gases, tendo em vista que a concentragdo inicial do gés nitrogénio. foi

bastante reduzida. Esse periodo teve a duragdo de 20 dias de incubag@o.
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- Os frascos desse . grupo- de experimentos também foram estocados sob
refrigeragéo por 38 dias, apds o.que, receberam nova alimentagio sem adi¢do da
solu¢do tampdo, e foram mantidos incubados por 26 dias. Nesse periodo, ndo se
observou nenhuma produgéo de gas, e os sistemas quando novamente alimentados e
acompanhados por mais 40 dias, responderam da mesma forma. Como os resultados
ndo apresentaram modificagGes com rela¢do aos resultados anteriormente obtidos, os

mesmos tiveram sua operagdo finalizada.

Com relagio ao gas nitrogénio, os frascos do segundo grupo tiveram
comportamento semelhante ao observado para os frascos de 1 a 4, ou seja, ndo
ocorreu produgdo bioldgica de nitrogé€nio. Depois das alimentagGes, nas mesmas
condigdes descritas para o primeiro grupo de experimentos, obteve-se uma baixissima
produgdo de gas. A auséncia de produgéo de gas ou em valores muito baixos, apos os
dois primeiros periodos do segundo experimento, denota um possivel efeito da adigdo

do nitrato, somando-se a efeitos da variagdo do pH.

Segundo MULDER et al. (1995), em experimentos em batelada, a oxidagdo
do ion amonio ocorreria concomitantemente com a reducfio do nitrato. Os autores
constataram que a remogdo do ion amdnio coincidiu com a remog¢do de nitrato no
meto0. Os ensaios em batelada empregaram a adigfo de 4-g/L. de NH4;NO;, seguindo-
se por sucessivas adi¢gdes de NaNOs, nas quantidades de 2,3 , 3,3, ¢ 5,3 g/, a
intervalos entre 5 e 9 dias. A fonte de carbono foi uma mistura de acidos volateis, ea
oxidag¢do do ion amOnio ocorreu em torno de 200 h, mantendo-se as taxas de adigdo.
Entre os intermediarios medidos, apenaé o nitrito chama ateng¢io pelos ‘valores nulos
ou baixos encontrados. As taxas de gases produzidos, particularmente o nitrogénio,

foram correspondentes as de oxidagdo do ion aménio.

O presente experimento procurou enriquecer o lodo bioldgico anaeréobio do
piloto para tratamento de esgotos sanitarios (VALLEJOS, 1997; OLIVA, 1997), com
a mesma finalidade dos testes em batelada realizados por MULDER et al. (1995).

Mas, diferentemente dos testes dos autores, os resultados ndo revelaram produgio de



nitrogénio, e sim desequilibrios dos sistemas no final do experimento.-A concentragdo
de NH,NO; foi muito menor do que a empregada pelos autores, .ou seja, 0,6 g/I., com.
uma quantidade muito proxima de biomassa (20 g SSV/g de NH,). Nesse ponto, é
importante .analisar o fato de que.a origem do lodo estudado: por MULDER et al.
(1995) foi de um sistema operado sob condigdes continuas na presenca de nitratos, e .
potenciais de oxi-reducdo de +230mV. As células enriquecidas: nesses sistemas. foram -
entdo submetidas a avaliagdo de consumo do mnitrogénio. amoniacal e nitrato. .O
trabalho posterior de van de GRAAF et al. (1995), continuagdo do trabalho prévio de
MULDER et al. (1995), confirmou a existéncia da seguinte reagdo: |

5NH," + 3NOs; = 4N, + 9H,0 + 2H" . . AG°®=-354,5 kcal/reagdo -

Os resultados obtidos no presente trabalho diferiram dos relatados por -
MULDER et al. (1995), e talvez, a explicagdo esteja nos procedimentos iniciais de
cada trabalho, especialmente na origem dos indculos e na: concentragdo- dos ions .-
amonio e nitrato. Apesar das diferentes origens do lodo, a hipétese do trabalho ora
em discussdo foi reproduzir uma condi¢do que possibilitasse a.oxidag@o-anaerébia do -
ion amonio, na presenga ‘de -um aceptor final de elétrons, e indicasse uma rota -
biologica de formagio de nitrogénio no sistema de biodigestdo anaerdbia de esgotos.
E certo que sistemas anaerdbios metanogénicos apresentam quantidades moderadas -
ou auséncia de nitrato (SPEECE, 1996), mas a falta de informagGes sobre uma.via -
metabolica anaerdbia- de produgio de nitrogénio, incentivou. os experimentos na: -
mesma dire¢3o seguida pelos autores MULDER et al. (1995) e.van de GRAAF et al.
(1995). E inquestionavel que a presenga do nitrato interfere com a anaerobiose-do -
meio, pelo aumento do potencial de oxi-redugdo, -afetando o desempenho dos
microrganismos anaerdbios na dire¢do da produgdo do metano. Porém, se houve a-
interferéncia do nitrato, como ja abordado, nos frascos 7, 8 e 10, esta foi menor nos
dois primeiros periodos do experimento. Outro aspecto € a concentragdo de substrato
nitrogenado empregada no segundo experimento, talvez muito baixa para estimular a
selecdo de uma rota metabdlica, portanto de bactérias com metabolismo especifico.

Mas a quantidade baixa empregada deveu-se & preocupagdo com. o nitrato como



componente do meio de cultura, procurando-se evitar a agdo deletéria sobre o

consorcio metanogénico.

Ao notar a equagdo anteriormente citada, de van de GRAAF et al. (1995),
pode-se perceber a relagdo entre as quantidades de nitrogénio amoniacal e nitrato
necessarias para a ocorréncia da desnitrificagio anaerdbia da amdnia, ou seja, 5:3.
Esta relag@o ndo foi empregada por MULDER et al. (1995) nos ensaios em batelada;

da mesma forma n3o foi mantida nos experimentos do presente trabalho de pesquisa.

Como os resultados obtidos por meio das analises cromatograficas nio
evidenciaram a produgdo de nitrogénio, foi realizada a avaliacdo da concentra¢do de
nitrogénio amoniacal em quatro diferentes periodos de incubagdo, a saber: - final dos
segundo, terceiro € quarto periodos; - término do experimento. Como observado na
Tabela 5.3, as determinagdes do segundo periodo mostraram concentragbes de
nitrogénio amoniacal nos trés frascos de reagdo entre 0,67 e 0,73 g/L, valores
proximos aos observados no primeiro grupo de experimentos. No terceiro periodo de
incubacdo, a faixa de valores de nitrogénio esteve em torno de 0,80 e 0,85 g/L.. Para o
quarto periodo, os valores encontrados estavam proximos aos do periodo anterior, ou
seja, 0,77 a 0,82 g/L. Ao final do experimento, constatou-se uma pequena queda na
concentra¢do do nitrogénio amoniacal, sendo a faixa de valores entre 0,70 a 0,74 g/L.
Como comentado anteriormente, se houve consumo de nitrogénio amoniacal, o
mesmo foi baixo, 6u consumiu-se o que foi produzido, € o pequeno aumento nos
valores de nitrogénio amoniacal pode ser referente a adigdo realizada durante as

alimentagGes.

TABELA 5.3 - Valores em g/L de nitrogénio amoniacal.

Frascos Final do 2°. Final do 3°. Final do 4°. Final do
Periodo Periodo Periodo experimento
7 0,67 0,80 0,82 0,72
8 0,68 0,80 0,79 0,70
10 0,73 0,85 0,77 0,74
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5.2.2 Anilises Microscopicas

Como descrito para o primeiro grupo de experimentos, foram realizadas
analises microscopicas ao longo do enriquecimento das culturas bacterianas. A Tabela
5.4 mostra as morfologias presentes nos frascos deste grupo de experimentos, bem

como a freqiiéncia com que as mesmas foram observadas.

TABELA 5.4 - Morfologias presentes nos frascos de reacio do segundo grupo de
experimentos. ‘ '

Morfologias 1 Fregiiéncia

bacilos muitos individuos até 74 dias de incubagio,

diminuindo apos este periodo.

Bacilos fluorescentes muitos individuos até 74 dias de incubacz’io,' .

diminuindo apds este periodo.

Agrupamento de bacilos muitos no inicio, diminuindo ao longo do
experimento " '
€oCos : varios agrupamentos no inicio, diminuindo ao longo

do enriquecimento

vibrios e bacilos espiralados . poucos ~individuos durante o inicio do
enriquecimento

vibrios com formato de grios de feijido ausentes

filamentos finos e longos presenga moderada,duranté 0 experimento

filamentos grossos € longos presenca moderada durante o experimento

filamentos semelhantes a “fungos” presenga moderada durante todo o enriquecimento

presenga de esporos ) ausentes no inicio, aumentando durante o

enriquecimento

A Figura 59 mostra algumas fotomicrografias que representam o
comportamento morfoloégico durante o enfiqueéimento das culturas bacterianas. A

Figura 5.9a ¢ referente a 41 dias de incubag:ﬁo,.e as Figuras 5.9 b, c e d a 138 dias.

A anilise das fotomicrografias permite observar a presenga de um
agrupamento de bacilos na Figura 5.9a, os quais também foram visualizados nos

outros grupos de experimento. As Figuras 5.9b e 5.9d apresentam morfologias
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S.3 Terceiro Grupo de Experimentos

I
5.3.1 Anailises Cromatograficas

Inicialmente os frascos do terceiro grupo tiveram sua operagio semelhante aos
frascos dos outros dois grupos de experimentos, diferindo somente na troca e
composi¢do da atmosfera apos a inoculagdo do lodo proveniente do reator UASB
(ver item 4.2.4). Esta troca inicial permitiu que os valores da concentracdo inicial de
gas nitrogénio fossem baixos, facilitando, desta forma, a observagio do
comportamento do referido gis. O géas nitrogénio, possivelmente presente na
atmosfera dos frascos, foi substituido pela mistura gasosa de hidrogénio e dioxido de

carbono.

A diferenga do terceiro grupo de experimentos para os dois primeiros residiu
na atmosfera empregada nos frascos de reagdo. Neste experimento, os gases
utilizados foram o hidrogénio e o diéxido de carbono (70 - 30%). Nessas condigdes,
procurou-se reproduzir a hipétese de BHADRA et al. (1987), estabelecendo-se o
meio mineral Zinder como base para o crescimento, acrescido somente de fontes

organicas e inorgéanicas oriundas do inoculo.

As Tabela B.29 a B.36 do anexo B mostram os valores médios das analises
cromatograficas realizadas para esse grupo de experimentos. Os resultados referentes

ao primeiro periodo de enriquecimento podem ser observados na Figura 5.10.
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relacionados a0 consumo da mistura de hidrogénio e diéxido de carbono para a
pfodugﬁo de metano, o que feSﬁltaria na formagdo de vacuo na atm_osfera- do ﬁasco,
que,” se nio vedado adequadamente, poderia permitir a entrada de nitrogénio
qtmdsférico no sistema. Porém, observandé-se as Figura 5.10a e 5.10b, nota-se
claramente que o aumento do nitrogénio ndo pareceu estar relacionado com a
producio de metano. Além disso, os cuidados com o sistema de fechamento dos
ﬁascos de reagdio para a manuteng&o da anaerobiose dificultariam qualquerAentraida de
ar atmosférico, o que tarﬁbém seria indicado pela resarzurina presente no me{o em

reagdo.

.. A Figura 5.10b revela que, nas primeiras 50 horas de incubagio, os gases -
metano e nitrogénio estiveram em quantidades muito préximas no meio, ‘€ que apos -
esse periodo, a concentragdo de metano continuou a crescer, € a de nitrogénio

manteve-se nos mesmos valores ou com um pequeno decréscimo._

‘Depois de 288 h de experimento (12 dias), a atmosfera dos frascos foi trocada ..
com o intuito de fornecer fontes para a produgio de.metano, e ndo mais apenas para.
manter baixa a concentragéo inicial do gas nitrogénio. Porém proporcionou que todos .
os frascos possuissem as mesmas condi¢Ses de operagdo, facilitando, desta forma, as.:
comparagdes nas diferentes condigdes,de enriquecimento .nos trés experimentos. A
Figura 5.11 apresenta os valores dos gases formados ap6s a nova troca de. hidrogénio .,
e de di6xido de carbono dos frascos de reagfo, e a incubagio de 20 dias. Analisando- -
se a figura, € possivel verificar a produgdo.do gés metano, a variagdo no dioxido de
carbono,. com decréscimo em uma das réplicas, € 0 aumento.do.gas nitrogénio ao

longo do tempo de incubagdo.
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Assim, as andlises cromatograficas realizadas no presente experimento
revelaram a presenca de _ nitrogénio nos dois primeiros periodos de incubago,
indicando a importincia do hidrogénio e do-didxido de carbono no meio. Na Figura
5.11a (frasco 5), observa-se que o diéxido de carbono variou menos que no frasco 6,
e que o decréscimo nesse gas foi maior (durante 100 e 200 h), enquanto aumentava-se
a concentragdo dos outros dois gases. A utilizagdo do dioxido de carbono pode ser
relacionada a sintese de metano por bactérias hidrogenotroficas, como a biossintese

celular dos anaeréobios autotrofos.

Com relagio as velocidades médias de produgéo de metano, esta foi de 0,016
e 0,09 mmoles de CH4/L.h-para os frascos: 5 e. 6; respectivamente. A diminui¢@o- nas -
velocidades médias de produgéo do gas metano em ambos os frascos de reagdo, em-
relagdo ao primeiro periodo do experimento, pode estar em fungfo das condi¢Bes

nutricionais do lodo, originalmente superiores.

. Apos transcorrido o periodo de 20 dias, foi realizada a adic}io .de meio. de-
cultura Zinder contendo NH4Cl e solugdo de bicarbonato de.sddio, .em 50% da.
concentragdo originalmente empregada. Esses frascos foram acompanhados por mais
16 dias, e a Figura 5.12 mostra os valores dos gases obtidos nesse terceiro periodo de.

incubagio.
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Como a presenga de nitrogénio gasoso foi constatada nesse terceiro grupo de
experimentos, e a fim de tentar minimizar as davidas quanto a possivel produgio
biologica do mesmo, os frascos de reagdo continuaram a ser incubados, mediante
nova adigdo de meio mineral contendo NH,Cl e da mistura gasosa de hidrogénio e
diéxido de carbono. Nesse periodo, superior a 600 h de incubagfo, as adigdes dos
gases foram feitas a cada estabilizagio da produgio de metano, procurando-se lavar a
atmosfera dos frascos com a mistura gasosa, evitando-se a cria¢iio de vacuo, e assim
verificar se o nitrogénio aparecia de uma forma gradual e concomitante com a
formagiio do metano. A Figura 5.13 mostra o comportamento dos sistemas quando
submetidos as sucessivas trocas de atmosfera gasosa. A concentra¢do de dioxido de

carbono sempre esteve proxima a 6 mmoles/L. quando da troca da atmosfera, e assim,

de acordo com os valores observados para este gas no inicio dos outros periodos. A’

formagéo de vacuo ndo foi constante e ndo pdde ser correlacionada com a quantidade

de metano medida.

Exceto para o periodo entre 300 e 500 h, os gases nitrogénio e metano
estiveram presentes a0 mesmo tempo, mas em quantidades bem diferentes. As réplicas

nd3o apresentaram resultados comuns, e.a concentragdo de metano foi muito baixa

comparada com as incubagles anteriores. O metano no frasco 5, em geral, foi. -

inferior ao nitrogénio, e superior na maioria do tempo no reator 6. Este periodo ndo -

revelou concentragdes adequadas para inferir sobre a atividade celular, mas a
inconstincia do comportamento dos gases nitrogénio € metano sugerem nd3o ser
possivel certificar a origem biologica do nitrogénio, apesar de todos os cuidados com

a manutengio da anaerobiose estrita.

O trabalho de BHADRA et al. (1987) ndo revelou nenhuma informacéo

experimental sobre a teoria da formagio de ambos os gases, através da necessaria -

transferéncia de hidrogénio interespécies proposta pelos autores. As concentragdes de

nitrogénio amoniacal, como sera adiante mostrado, ndo se alteraram. nos

experimentos com a mistura gasosa de hidrogénio e di6xido de carbono, da mesma

forma observada anteriormente nos outros dois conjuntos.de. experimentos, € ndo
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- As analises da concentragio de nitrogénio~amoniacal foram realizadas em
quatro diferentes periodos de incubagdo, a saber, final do segundo, terceiro e quarto
periodo; término do experimento. A Tabela 5.5 apresenta os valores das analises.
Pode-se observar que, inicialmente, os frascos- de reagdo tinham valores semelhantes
aos da quantidade de nitrogé€nio amoniacal originalmente adicionada ao meio como
cloreto de aménio, ou seja, em torno de 0,5 g/L. Os valores de nitrogénio amoniacal,
aumentaram no final do terceiro e quarto periodos, mantendo-se no final .do

experimento.

Os resultados: observados permitiram concluir que os diferentes experimentos
apresentaram 0 mesmo comportamento do nitrogénio amoniacal. Cabe ressaltar que

ndo houve limitagio de substrato referente a ele.

TABELA 5.5 - Valores em g/L de nitrogénio amoniacal.

Frascos Final do 2°. Final do 3°. Final do 4°. Final do
Periodo Periodo Periodo experimento
5 0,61 0,79 0,83 0,85
6 0.62 70,68 0,75 0,75

5.3.2 Analises Microscopicas

Este grupo de experimentos foi monitorado por meio de analises
microscopicas das amostras ao longo do experimento, e as freqiiéncias de

aparecimento das morfologias estdo indicadas na Tabela 5.6.
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TABELA 5.6 - Morfologias presentes nos frascos de reacio do terceiro grupo de
experimentos.

Morfologias Freqiiéncia
bacilos muitos individuos ao longo do experimento
bacilos fluorescentes muitos individuos ao longo do experimento
agrupamento de bacilos muitos individuos ao longo do experimento
€ocos varios agrupamentos no inicio, diminuindo ao longo
do enriquecimento
vibrios e bacilos espiralados muitos individuos durante o inicio, diminuindo ao

longo do experimento

vibrios com formato de grios de feijdo ausentes

filamentos finos ¢ longos presenca moderada durante o experimento

filamentos grossos ¢ longos presenca moderada durante o expetimento

filamentos semethantes a “fungos” presenca moderada durante todo o enriquecimento

presenca de esporos ausentes no inicio, aumentando durante o
enriquecimento

A Figura 5.14 mostra algumas fotomicrografias realizadas durante o
enriquecimento das culturas bacterianas. As Figuras 5.14a ¢ b sdo referentes ao
segundo periodo de incubagdo. A Figura 5.14a apresenta um bacilo espiralado,
bastante comum no inicio do enriquecimento. A Figura 5.14b mostra filamentos finos
e longos que tiveram sua freqiiéncia aumentada durante o enriquecimento das

culturas.
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O extrato de lodo foi empregado para estimular o crescimento celular. Em
fungdo do decréscimo na produgdo do metano no decorrer do experimento anterior,
buscou-se acrescer ao meio de cultivo, que seria mantido sob atmosfera de hidrogénio

" e didxido de carbono, micronutrientes presentes no lodo biologico estudado.

O anexo B, Tabelas B.37 a B.42, apresenta os valores médios das analises
cromatograficas obtidas para os frascos de reagdo pertencentes a este grupo de

experimentos.

Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 5.15. Os frascos 5A e
6A, acrescidos de formiato de sodio, ndo apresentaram produgdo de metano, bem
como 0s gasés- nitrogénio e didxido de carbono. As concentragdes foram muito
baixas, o que revela, apoés 1.200 h de incubagdo, que ndo houve atividade do
consércio microbiano nessas condigdes. Ao empregar-se o formiato de sédio como
fonte para metanogénese, a idéia foi substituir a fonte gasosa de hidrogénio e diéxido
de carbono, ou seja, promover o metabolismo metanogénico hidrogenotréfico por um
substrato alternativo e ndo gasoso. Como indicado por OREMLAND (1988), a
produgdo do metano a partir da redugio do dioxido de carbono pela maioria das

metanogénicas hidrogenotroficas, pode se dar via hidrogénio gasoso ou formiato.

A auséncia de metano pode ser explicada pela selegdo de tipos metanogénicos
hidfogenotréﬁcos ndo utilizadores de formiato (autotrofas obrigatdrias), como por
exemplo algumas espécies de Methanobacterium, M. alcaliphilum, e
Methanobrevibacter, M. arboriphilicus, ambas comuns em biodigestores de lodos ae
esgoto (OREMLAND, 1988; JONES, 1991), ou mesmo, pela adigio do-meio Zinder
com pouca fonte de micronutrientes. O objetivo desse cultivo foi verificar se a falta de
hidrogénio gasoso no meio influenciaria o aparecimento do nitrogénio, mas ndo a

geragdo do metano.

3
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Nos frascos alimentados com dioxido de carbono (Figura 5.15¢ e d) também
ndo foi constatada a produgdo de gas nitrogénio e muito pouco de metano, ocorrendo
a produgio dos dois gases somente na presenga dos gases hidrogénio e dioxido de
carbono (70 - 30%), adicionados ap6s 600 h de experimento, o que mostra a
diminui¢do da atividade microbiana metanogénica na auséncia do hidrogénio. Nos
frascos alimentados com extrato de lodo e acrescidos da atmosfera de hidrogénio e
diéxido de carbono (70 - 30%), foi constatada umé, pequena produgdo de gas
nitrogénio e uma produgio de gas metano em torno de 4 mmoles/L. Interessante
notar que nos frascos 5C e 6C, a presenga de nitrogénio nas 150 h iniciais foi elevada
ndo havendo quantidades significante de metano. Apo6s esse periodo, observa-se

metano e auséncia de nitrogénio.

As oscilagdes observadas nas Figuras 5.15¢ e f e a partir de 600 h nas Figuras
5.15¢c e d, sdo referentes as trocas de atmosfera realizadas para promover o

suprimento de hidrogénio e diéxido de carbono, como anteriormente comentado.

Apesar das baixas concentragdes de metano, o lodo ativo na presenga de
hidrogénio e di6xido de carbono, e a quantidade de extrato de lodo utilizada néo fez
diferenga na agdo dos microrganismos, uma vez que os frascos 5B e 6B, que ndo
receberam extrato de lodo, apresentaram respostas semelhantes quando na presenga
da mistura gasosa (ap6s 600 h de ensaio, Figura 5.15¢ e d). E importante destacar a

qualidade das réplicas nas trés condi¢des estudadas.

Como descrito para os experimentos anteriores, foram realizadas analises para
verificar a presenca de nitrogénio amoniacal. Foram efetuadas ap6s 25 dias, final do
1°. periodo e 52 dias de enriquecimento (término do experimento), as referidas

analises. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 5.7.
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TABELA 5.7 - Valores em g/L de nitrogénio amoniacal.

Frascos Final do 1°. periodo 'Final do experimento
5A 085 0,66
6A 0,60 | 0,59
5B 0,73 0,77
6B 0,72 0,72
5C 0,71 - 0,76
6C 0,65 0,65

Os valores no final do primeiro periodo estiveram na faixa de 0,60 a 0,85 g/L, -
sendo estes bastante variaveis para os frascos de reagdo. Possivelmente, a diferenga
entre as réplicas tenha relagdo com a distribui¢do de indculo. durante a montagem dos
sistemas. Mais uma vez, a varia¢gdo na concentra¢io do nitrogénio amoniacal mostra

que ndo houve alteragdo do ion aménio no decorrer do experimento.

5.4.2 Analises Microscopicas

5.4.2.1 Microscopia de campo claro sob contraste de fase e luz ultravioleta -

Este grupo de experimentos possuia, no inicio, predominio de bacilos e
filamentos finos ¢ longos, ambos fluorescentes. Este predominio morfologico se deve .
ao fato de o in6culo ser proveniente dos frascos de reagdo do terceiro grupo de .
experimentos, no qual estes microrganismos tiveram seu enriquecimento favorecido.
As frequéncias das analises microscopicas sio apresentadas no item 4.2.6.2. Na

Tabela 5.8, sdo mostradas as morfologias presentes nos frascos de reago.
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TABELA 5.8 - Morfologias presentes nos frascos de reag¢io do quarto grupo
experimentos.

Morfologias Freqiiéncia
bacilos muitos individuos ao longo do experimento
bacilos fluorescentes muitos individuos ao longo do experimento
agrupamento de bacilos muitos individuos ao longo do enriquecimento
€ocos poucos agrupamentos ao longo do enriquecimento
vibrios ausentes
vibrios com formato de grios de feijdo ausentes

filamentos finos ¢ longos

presenca moderada no inicio aumentando durante o

experimento

filamentos grossos e longos

presenca moderada durante o experimento

filamentos semelhantes a “fungos”

presenca moderada durante todo o enriquecimento

presenga de esporos

presenca moderada durante o enriquecimento

de

As Figuras 5.16 e 5.17 mostram algumas fotomicrografias realizadas durante o

enriquecimento das culturas bacterianas do quarto grupo. Estas fotos s3o referentes

ao término do periodo de incubagdo. Pode-se notar a predominincia de bacilos e

filamentos finos e longos, todos fluorescentes.

Na Figura 5.16, podem ser observadas morfologias associadas ao género

Methanobrevibacter sp (Figura 5.16a), filamentos semelhantes a fungos (Figura

5.16b), além de bacilos e filamentos finos e longos, ambos fluorescentes, nas Figuras

5.16c e d.
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A Figura 5.17 apresenta fotomicrografias referentes ao exame microscopico
sob campo claro com contraste de fase (Figuras 5.16 a, ¢ e e) e sob luz ultravioleta
(Figura 5.17b, d e f). As Figuras 5.17e e f apresentam morfologias que foram

‘associadas ao género Methanobacterium sp, como descrito no Manual de BERGEY

para Sistematica Bacteriana (1989).

A Figura 5.18 a seguir apresenta o resultado das diluigdes realizadas com as
amostras provenientes dos frasco 5C e 6C, pertencentes ao quarto grupo de

experimentos.

Observa-se, na Figura 5.18, a predominincia de bacilos e filamentos finos e
longos. Além disso, nota-se a formagio de aglomerados de bacilos e filamentos, todos

fluorescentes. Estes microrganismos foram semelhantes ao género Methanobacterium

sp.
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5.4.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Apbs a obtengdo dos resultados referentes ao quarto grupo de experimentos,
foi realizada a anlise das culturas bacterianas existentes nos frascos 5C e 6C sob
microscopia eletronica de varredura, como descrito no item 4.2.6.2. As figuras a

seguir (Figuras 5.19 a 5.23) mostram as fotomicrografias referentes a esta anélise.

Examinando-se as figuras, nota-se a presenga predominante de bacilos
bastante semelhantes ao género Methanobrevibacter sp, os quais usualmente ocorrem
aos pares ou formando cadeias, tendo de 0,5 - 0,7 um de largura ¢ 0,8 - 1,4 um de
comprimento, e Methanobacterium sp, medindo 0,5 - 1,0 um de largura e de 2 -

15um de comprimento.

FIGURA 5.19 - Microscopia eletronica de varredura mostrando a morfologia

predominante nos frascos de diluicio.
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FIGURA 5.20 - Microscopia eletronica de varredura mostrando a morfologia

predominante nos frascos de dilui¢o.
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FIGURA 5.21 - Microscopia eletrénica de varredura mostrando a morfologia

predominante nos frascos de dilui¢io.
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FIGURA 5.22 - Microscopia eletrénica de varredura mostrando a morfologia

predominante nos frascos de dilui¢iio.

FIGURA 5.23 - Microscopia eletronica de varredura mostrando a morfologia

predominante nos frascos de diluicdo.
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O terceiro periodo revelou menor produgdo de metano em todos os

experimentos, o que foi relacionado as condi¢des inadequadas do meio de cultivo.

A discuss@o que se segue procurou avaliar as premissas de cada experimento
realizado nesse trabalho, e as conclusdes possiveis-dos mesmos a luz da bibliografia

utilizada como base fundamental dos experimentos.

A importéncia da aplicabilidade do tratamento-anaer6bio de esgotos sanitarios
ndo € mais discutida, uma vez que esta se ﬁmdameﬁta em teses defendidas (VIEIRA,
1988, BARBOSA & SANT’ANNA, 1989, TORRES, 1992; VALLEJOS, 1997,
OLIVA, 1997), além da experiéncia em escala piloto e real (VIEIRA, 1988;
CAMPOS, 1994; VIEIRA ¢ CARVALHO, 1995; OLIVA, 1997). Porém, o
aprimoramento do processo através da elucidagio de alguns aspectds sobre a
microbiologia responsavel pela degradacdo dos compostos, por exemplo,
nitrogenados, poderia estimular ainda mais sua adogdo. A remogio de nutrientes é um
aspecto primordial dos.processos biologicos de tratamento de despejos, e portanto,
remover O nitrogénio amoniacal de sistemas -anaerdbios, através da agdo de

microrganismos atuantes no proprio sistema, serd um passo fundamental..

Autores como MERGAERT et al. (1992) e FORESTI (1994, comunicagio
pessoal) tém destacado essa perspectiva, da oxidagdo anaerébia do ion amdnio em
sistemas de tratamento anaerdbio de esgotos sanitarios. MERGAERT et al. (1992)
relataram que “no processo anaerdbio de tratamento de esgotos sanitarios a remogio
de nitrogénio pode estar relacionada a novas e surpreendentes perspectivas, em que a
oxidagdo anaerdbia do nitrogénio amoniacal tem sua ocorréncia ligada .a duas
condig¢des, como ja mencionado na revisdo de literatura, através da transferéncia de

hidrogénio entre espécies € metanogénese” e/ou do “ANAMOX”.

Os resultados experimentais dessa dissertagio de mestrado langaram pouca _

evidéncia sobre enriquecimentos de lodos bioldgicos originados de um reator de fluxo

ascendente e manta de lodo operado com esgotos sanitirios (VIEIRA, 1988,
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BARBOSA & SANT’ANNA,; 1989; TORRES, 1992; VALLEJOS, 1997, OLIVA,

1997) para a produgdo de nitrogénio gasoso a partir de nitrogénio_amoniacal.

it

AN

O simples cultivo da biomassa em cloreto de amonio ndo apresentou indicagio
para a-produg@o de nitrogénio (Figuras 5.24 e 5.25 e comentarios anteriores), tdo
pouco o lodo anaerébio respondeu ao cultivo na presenga de nitrato e ion amdnio, :
como observado no processo “ANAMOX” (MULDER et al., 1995; van de GRAAF
et al., 1995). Os resultados do- “ANAMOX”, como observado por -STROUS et al.
(1997), sdo excelentes para a remog:ﬁd do nitrogénio amoniacal ¢ combinam um passo :
nitrificante com um posterior- sistema anaerébio para a completa oxidagdio do ion

amonio por uma espécie bacteriana “nova”.

Nesse ponto, a possivel ocorréncia do “ANAMOX” no lodo estudado, -
necessitaria de passos de enriquecimento apenas com nitrato de amdnio, em sistemas -
continuos, sem a preocupagdo com a metanogénese no reator. Os testes realizados.em
batelada niio favoreciam a selegdo das culturas. Além disso, apesar de os artigos de:
MULDER et al. (1995) e van de GRAAF (1995) nfo indicarem meios de cultivo.ricos
para o enriquecimento- das culturas “ANAMOX™, é provavel que o meio mineral de -
Zinder n3o tenha sido adequado para fornecer as condi¢des necessarias para o lodo
biologico estudado. E importante comentar que, no enriquecimento das culturas dos
frascos' 7 ¢ 8, na presenca de nitrato de amonio, -foi mantida como condigio a
ocorréncia da metanogénese, pois foi a mesma condi¢do do: processo estudado pelos -
autores MULDER et al. (1995), que nortearam o presente trabalho.’E também-
provavel que, nos ensaios com nitrato, a relagdo nitrogénio amoniacal: nitrato: SSV
tenha sido insuficiente para os experimentos em batelada. Os autores utilizaram uma
relagdo de 1 g de NH,NOs para cada 10 g SSV, e nesse trabalho empregou-se 0,5 g
NH4NO; para 20 g SSV.

Os resultados de van de GRAAF et al. (1995) e JETTEN et al. ((1997)
mostraram que uma morfologia tipica bacteriana se estabeleceu nos reatores que -

realizavam o. “ANAMOX”, mas ndo relacionaram as mesmas a nenhum género
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bacteriano que participasse dos passos tradicionais da nitrificagdo e desnitrificagdo.
No entanto, os autores discutiram que um género nitrificante Nifrosomonas europea,
sob condigdes de deficiéncia de oxigénio, poderia utilizar nitrato como aceptor final
de elétrons. JETTEN et al. (1997), posteriormente, em uma revisdo, indicaram o
crescimento anaer6bio da espécie Nitrosomonas eutropha, na presenga de baixissimas
concentragdes de oxigénio, e indicaram o hidrogénio molecular como doador de .
elétrons para que o nitrito fosse reduzido ao gas nitrogénio. Nesse trabalho, o autor

nio detectou 6xido nitroso, intermediario comum nas reagdes de desnitrificagfo.

- O presente trabalho ndo identificou nenhuma morfologia bacteriana peculiar
que se destacasse, nem mesmo NOS €nsaios em que metano € nitrogénio estiveram
presentes (frascos 5 e 6 - Figuras 5.24 e 5.25). Porém, é certo que hidrogenotroficas
bastante semelhantes aos géneros Methanobrevibacter sp e Methanobacterium sp

predominaram nos lodos, destacadamente nos frascos 5 e 6.

A conhecida “desnitrificagdo” por bactérias nitrificantes (ROBERTSON &
KUENEN, -1991; JETTEN et al., 1997) foi também verificada em bactérias como
Enterobacter aerogenes, € nesse caso, assim como para N. eutropha, o ion amdnio foi
doador de elétrons; e o nitrito, o aceptor final de elétrons, desde que o ambiente fosse
anéxico (BOCK" et al. apud JETTEN et al., 1997).

A:produgao de nitrogénio nos ensaios.com hidrogénio e diéxido de carbono
pWoﬁstM como os acima indicados, pois
pouco se conhece sobre todas as espécies presentes em reatores anaerobios aplicados
ao tratamento <de esgotos .sanitarios. Alguns trabalhos mostraram espécies-
metanogénicas, redutoras de sulfato e hidrolitico-fermentativas (NOVAES et al,
1988), mas 'sd0 poucos aqueles que estudaram a presenga de espécies ndo anaerdbias
estritas, que persistem no reator anaerébio sob determinadas condi¢Ges, como € o

exemplo do isolamento de Chromatium sp de biodigestor de fluxo ascendente quando
Hromatium sp de biodigestor de 1

" BOCK, E.; SCHMIDT, 1.; STUEVEN, R.; ZART, D. (1995). Nitrogen loss caused by. denitrifying
Nitrosomonas cells using ammonium or hydrogen as electron donors and nitrite as electron
acceptor. Arch. Microbiol. V. 163, 16-20.
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se tratam efluentes com baixa carga orginica e com bactérias fotossintetizantes em
- —— T .

nada relacionadas com a metanogénese dos residuos (VARESCHE,.1997).

A produggo de nitrogénio, no entanto, nos experimentos com hidrogénio e
dioxido de carbono seria vidvel, se o.nitrito estivesse de alguma forma presente no
reator, pois verificou-se¢ que a:quantidade do fon amdnio ndo variou no reator.
Mesmo assim, a origem do nitrogénio poderia estar ligada a algum. consumo do ion
amoOnio. Nos sistemas estudados, as hidrogena¢des dos possiveis aceptores. finais de
elétrons, cuja reagéo resultasse no nitrogénio medido e na liberagio de energia, como
¢ o caso da desnitrificagdo litotrofa proposta, em que o. nitrito .na. presenga de
hidrogénio gasoso formaria nitrogénio gasoso, com uma variagio de energia livre
padrdo de - 189,8 Kcal/reagio (THAUER" apud ZINDER, 1991). Essa quantidade de
energia justificaria uma maior produggo de nitrogénio em relagéo ao metano; uma vez
que a hidrogenagdo do didxido de carbono com metano, como produto final, resulta

em energia livre padrdo menor, - 32,4 Kcal/reagio (THAUER" apud ZINDER, 1991).

Supondo que a teoria de BHADRA et al. (1987), eq..(3.1) e (3.2) do. capitulo
Revisdo de Literatura, realmente possa ser. verificada em consorcios metanog€nicos,.
os resultados alcangados no enriquecimento (terceiro grupo experimento) com a

mistura gasosa de hidrogénio e dioxido de carbono na presenga de cloreto de-amédnio -

e seus desdobramentos (quarto grupo de experimentos) ndo foram conclusivos,

W da presenga_do nitrogénio. As analises cromatogréficas foram
adequadas (geralmente, quando o nitrogénio faz parte da composi¢do da atmosfera,
sua tendéncia é diminuir a cada amostragem, se ndo for produzido), assim como a
qualidade de fechamento dos frascos que evita a entrada de ar do meio externo, mas a
garantia dessa produg@o poderia ser dada se ensaios com nitrogénio amoniacal, ou
mesmo precursores como uréia e proteinas, marcados radioativamente, fossem
realizados (JETTEN et al., 1997). A determinagdo de possiveis intermediarios.

gasosos como o Oxido nitroso ndo € aconselhavel, comum nos passos da

" THAUER, R. K.; JUNGERMANN, K.; DECKER, K. (1977). Energy conservation in chenotrophic
anaerobic bacteria. Bacteriol. Rev.,v. 41, 100-180. ‘
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“desnitrificagdo tradicional”, pois ndo se pode certificar sobre a presenca desse gas
(JETTEN et al, 1997) como intermediario metabdlico da “desnitrificagdo sob

anaerobiose estrita”, ou em potenciais de oxi-redugdo proéximos a - 100 mV,

. considerando também o “ANAMOX”.

. O trabalho de BHADRA et al. (1987) garante que; na presenga de uma
mistura de acidos orginicos (acético, propidnico e butirico), em meio salino, ensaios
em batelada e uréia foi degradada em 15 dias, e o balango de nitrogénio no sistema
indicou que parte dessa degradagdo resultou em nitrogénio amoniacal, ¢ o restante
teria sido liberado na forma de gas nitrogénio. Com isso, eles concluiram que, além
dos 4cidos organicos, o ion amodnio serviu como doador de elétrons para a redugéo do
diéxido de carbono a metano. O énriquecimento com apenas hidrogénio e didxido de
carbono, realizado na presenga do ion aménio como cloreto de aménio pode nédo ter
promovido as condi¢Bes necessarias indicadas pelos autores, como o caminho
metabélico” da degradacdo da uréia. MERGAERT et al. (1992) indicaram a uréia
como a principal fonte do fon amdnio nos reatores anaerdbios de esgotos sanitarios,

em que 20 a 30% de nitrogénio sio sempre encontrados na composi¢éo do biogas.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Da andlise dos resultados obtidos durante o enriquecimento das culturas .

bacterianas em frascos de reagdo, conclui-se que:

o As andlises cromatograficas foram adequadas, assim como o sistema de

fechamento dos frascos de reagéo.

® O enriquecimento utilizando meio de cultivo Zinder contendo cloreto de aménio
ndo apresentou indicagdo para a produgdo de nitrogénio, tdio pouco. o lodo

anaerdbio respondeu ao cultivo na presenga de nitrato e ion amdnio.

e (s experimentos realizados em batelada nio favoreceram a sele¢do de culturas

para uma possivel ocorréncia do “ANAMOX” no lodo estudado.

e Os experimentos com a mistura gasosa de hidrogénio e dioxido de carbono
revelaram a presenga de nitrogénio nos frascos, atribuida a uma possivel atividade
biologica. Nos frascos em que a presenga de nitrogénio foi certificada, ndo se

observou nenhuma morfologia celular ndo-fluorescente predominante.

e As morfologias predominantes, principalmente, nos experimentos utilizando
cloreto de aménio sob mistura de hidrogénio e diéxido de carbono, foram as
hidrogenotroficas bastante semelhantes aos géneros Methanobrevibacter sp e

Methanobacterium sp
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A verificagio da produgdo biologica do gas nitrogénio nos experimentos
realizados sob atmosfera de hidrogénio e diéxido de carbono, néo foram conclusivas,

portanto, recomenda-se:

e Operar um reator sob condi¢Ges anaerdbias e continuas de alimentag@o, utilizando
substrato com baixa concentragio de matéria orgdnica, como os esgotos sanitarios,
com a finalidade de enriquecer o lodo para a produgéo de nitrogénio e ndo apenas
metano. Assim, utilizar esgoto sintético, com analise continua dos compostos de
nitrogénio presentes no meio (ion amdnio, nitrato e nitrito) bem como nitrogénio
gasoso, para um balango adequado do “caminho da degradagdo de compostos

nitrogenados sob condi¢Ges de anaerobiose estrita”.

e Realizar testes continuos e em batelada com nitrogénio marcado radioativamente,
na forma de nitrato, nitrito ou fon aménio, para confirmar a procedéncia do
nitrogénio gasoso, na presenga da mistura gasosa de hidrogénio e dioxido de

carbono.

e Realizar a caracterizagfo sistematica dos grupos microbianos presentes, utilizando

técnicas de Biologia Molecular.
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ANEXO A

A.1 - Curva de calibragio realizada & temperatura mesofilica de 22,5°C ¢

corrigida para as CNTP.
A.1.1 - Curva de calibragio para o gis nitrogénio

Consideragdes:

- Pressdo local (Sdo Carlos) = 0,9 atm; Temperatura ambiente = 22,5°C." + /-

- Grau de nitrogénio contido no cilindro de gas nitrogénio - White Martins - utilizado
para a realizagio da curva de calibragio = 99,99%

Os valores de nitrogénio da Tabela A.1 a seguir estdo apresentados em: - volume de
nitrogénio em mL injetados e volume de nitrogénio em mL corrigidos para as CNTP;
- umoles de nitrogénio calculados. As areas de nitrogénio obtidas por cromatografia
gasosa sdo médias de 2 leituras; os desvios-padréo estdo apresentados entre

parénteses.

TABELA A.1 - Valores de nitrogénio calculados para a realiza¢fio da curva de

calibracio. i
Volume Injetado (mL) Volume N; (mL) pmoles N, Area Média Obtida no
22,5°C CNTP ' Cromatograma

0,01 0,609 0,4 6280,50 (+ 124,50)
0,02 0,018 0,8 13358,00 (+ 151,00)
0,05 0,045 2,0 34400,50 (+ 32,50)
0,10 0,091 4,0 76157,00 (+ 412,00)
0,40 0,363 16,2 291627,00 (£ 562,00)
0,30 0,726 32,4 587268,00 (+ 1465,00)

1,00 0,908 40,5 731027,50 (+ 548,50)
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A Figura A.1 apresenta a curva de calibragdo do gés nitrogénio.
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FIGURA A.1 Curva de calibra¢io para o gas nitrogénio (r = 0,9999).

A.1.2 - Curva de calibracio para o gas metano

Consideragdes:

- Pressdo local (Sdo Carlos) = 0,9 atm; Temperatura ambiente = 32°C

- Grau de metano contido no cilindro de gis metano- White Martins - utilizado para a
realizagdo da curva de calibragdo = 99,99%

Os valores de metano da Tabela A.2 estdo apresentados em: - volume de metano em
mL injetados e volume de metano em mL corrigidos para as CNTP; - pmoles de
metano calculados. As areas de metano obtidas por cromatografia gasosa sdo médias

de 2 leituras; os desvios-padrdo estdo apresentados entre parénteses.
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TABELA A.2 - Valores de metano calculados para a realizacio da curva de calibracio.

Volume Injetado (mL)  Volume CH, (mL) pmoles CH, Area Média Obtida no
32°C - o§rp . " Cromatograma
0,005 0,004 0,20 1550,50 (£ 9,50)
0,010 0,009 0,39 4951,00 (£ 36,00)
0,020 0,018 0,79 10970,00 (* 115,00)
0,040 0,035 1,57 - 23068,00 (= 74,00)
0,060 0,053 2,36 34760,00 (+ 74,00)
0,080 0,070 3,14 49203,50 (+ 754,50)
0,100 0,088 3.93 63968,50 (+214,50)
0,200 0,176 7,85 | 124443,00 (£ 297,00)
0,500 ' 0,440 19,63 293854,50 (+ 2053,00)

A Figura A.2 apresenta a curva de calibragdo do gas metano.
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FIGURA A.2 - Curva de calibra¢fo para o gis metano (r = 0,9996).-
A.1.3 - Curva de calibragiio para o gis diéxide de carbono

Consideragdes:

- Pressdo local (Sdo Carlos) = 0,9 atm; Temperatura ambiente = 32°C
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- Grau de di6xido de carbono contido no cilindro de gas diéxido de carbono - White

Martins - utilizado para a realizagdo da curva de calibragdo = 99,99%.

A Tabela A.3 apresenta os valores de: - volume de didxido de carbono em mL

injetados e volume de didxido de carbono em mL corrigidos para as CNTP; - pmoles

de dioxido de carbono calculados. As areas de didxido de carbono obtidas por

cromatografia gasosa sdo médias de 2 leituras; os desvios-padrdo estdo apresentados

entre parénteses.

TABELA A.3 - Valores de nitrogénio calculados para a realizagio da curva de

calibracio. _
Volume Injetado (mL) Volume CO; (mL) pmoles CO, Area Média Obtida no

32°C CNTP Cromatograma
0,005 0,004 0,20 2213,50 (% 68,50)
0,010 0,009 0,39 4968,50 (+ 339,50)
0,020 0,018 0,79 11439,00 (+ 211,00)
0,040 0,035 1,57 27064,00 (% 234,00)
0,060 0,053 2,36 41288,50 (£ 216,50)
0,080 0,070 3,14 55799,50 (£ 32,50)
0,100 0,088 3,93 71762,50 ( 415,50)
0,200 0,176 7,85 144718,00 (£ 475,00)
0,500 0,440 19,63 383912,00 (+ 910,00)

A Figura A.3 mostra a curva de calibragdo para o gas dioxido de carbono.
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FIGURA A.3 - Curva de calibracio para o gas dioxido de carbono.
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B.1. Valores das analises cromatograficas realizadas durante a fase de enriquecimento das culturas

As Tabelas incluidas neste anexo apresentam os valores médios das areas de hélio, nitrogénio, metano e didxido de carbono, com
suas respectivas porcentagens, e também o nimero de moles dos gases nitrogénio, metano e diéxido de carbono, além da relagio
metano/didxido de carbono.

B.1.1. Primeiro grupo de experimentos

As Tabelas de B.1 a B.4 sdo referentes aos 12 primeiros dias de enriquecimento.

131
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TABELA B.1 - Valores das andlises cromatogrificas do Frasco 1. -

AREA CH,AREA CO,

% He

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREAN, % N, |% CH{% CO,| mmoles N; |mmoles CH,Jmmoles CO,|CH,/CO,
12/06/96 19:40] 0,001 0,00 44269,00] 102585,00] 4854,50 29,18] 67,62 3,21 5,68 0,28 0,23
13/06/96 09:40| 14,00 0,58] 36720,50] 69428,50] 27591,50 27.46| 51,91 20,63 3,85 1,79 0,23 :
14/06/96 17:00] 45,33| 1,89] 34104,00] 58237,00] 107771,50| 61157,00| 13,05} 22,28] 41,23| 23,40 3,23 7,10 3,34 1,76
15/06/96 18:50] 71,17|  2,97| 29584,00] 52493,00| 130626,00] 74282,50| 10,31} 18,29] 45,52 25,88 2,91 8,62 4,01 1,76
17/06/96 19:00| 119,33] 4,97 21569,00] 38673,50] 125706,50| 63142,50| 8.66] 15,54] 5046| 25,34 2,15 8,29 3,44 1,99
19/06/96 14:25| 162,75]  6,78] 20939,50] 38828,50| 154116,00 7715550 7,20| 13,33] 52,95 26,52 2,16 10,18 4,15 2,00
21/06/96 14:25] 210,75] 8,78] 18551,50] 33530,50{ 162265,00] 82214,00] 6,25| 11,35 54,70] 27,70 1,86 10,72 4,41 1,97
24/06/96 18:30] 286,83] 11,95] 21772,50] 41481,00] 220746,00] 127595,50] 5,29] 10,1| 53,63] 31,00 2,30 14,60 6,72 1,73
TABELA B.2 - Valores das andlises cromatograficas do Frasco 2. .

DATA |HORA| DIAS |AREA He | AREAN; [AREA CH,JAREA CO,|% He| % N, [%CH,{% CO;| mmoles N, |mmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
12/06/96 19:40] 0,00 0,00] 16132,00] 223491,00] 4854,50 6,59] 91,27 2,14 12,37 0,28 0,23
13/06/96 09:40] 14,00 0,58] 16395,00| 194245,00] 27591,50 7,08| 83,83 9,10 10,75 1,79 0,23
14/06/9617:00| 45,33]  1,89] 14132,50| 164513,50] 107771,50] 84043,50| 4,16} 48,37| 25,50 21,98 9,11 7,10 4,50 1,28
15/06/96 18:50] 71,17|  2,97| 13830,50| 156183,00| 130626,00f 82881,00] 3,75| 42,30| 31,51| 22,44 8,65 8,62 4,44 1,58
17/06/96 19:00] 119,33] 4,97 10213,00] 121936,50| 125706,50| 73920,50| 3,18| 38,02| 35,75] 23,04 6,75 8,29 3,99 1,70
19/06/96 14:25} 162,750 6,78  9726,00] 112595,00} 154116,00] 90069,50] 2,73| 31,63} 4032| 2531 6,24 10,18 481 1,71
21/06/96 14:25| 210,75]  8,78]  8855,00| 102281,00] 161612,00] 99903,50] 2,38| 27,45| 43,37 26,81 5,67 10,68 531 1,62
24/06/96 18:30| 286,83| 11,95] 7975,00] 88743,00| 170170,50] 102403,00] 2,16| 24,00] 46,08] 27,73 4,92 11,24 5,44 1,66
TABELA B.3 - Valores das analises cromatogr:ificas do Frasco 3. .

DATA [HORA| DIAS [AREA He | AREAN, |AREA CH,/AREA CO,| % He| % N; |% CH,| %CO, | mmoles N; jmmoles CH,Jmmoles CO,|CH/CO,
12/06/96 19:40{  0,00] 0,00] 21448,00] 179630,00]  3362,50 10,49 87,86] 1,64 9,94 0,18 0,23
13/06/96 09:40] 14,00} 0,58 21875,00] 159061,00| 14838,00 11,17 81,25 7,58 8,81 0,94 0,23
114/06/96 17:00] 45,33] 1,89 21207,50] 150999,50] 61474,00( 62131,50] 7,17| 51,05| 20,79] 20,99 8,36 4,03 3,39 0,99
15/06/96 18:50f 71,17|  2,97| 21430,50] 150501,50] 117969,00] 76198,00| 5,85| 41,11] 32,22| 20,81 8,33 7,78 4,10 1,55
17/06/96 19:00| 119,33]  4,97| 16644,00] 120762,50] 169758,00] 75841,00] 4,35| 31,53] 44,32] 19,80 6,69 11,22 4,09 2,24
19/06/96 14:25] 162,75| 6,78] 16220,50| 121611,00] 224123,00] 91861,00] 3,57 26,80{ 49,39] 20,24 6,73 14,82 4,90 2,44
21/06/96 14:25 210,75]  8,78] 15341,00] 109143,50] 245313,50] 106035,50] 3,22| 22,94] 51,56] 22,28 6,05 16,23 5,62 2,31
24/06/96 18:30] 286,83 11,95 11662,50] 78936,50} 211277,00] 9304350} 2,95| 19,99 53,50 23,56 4,37 13,97 4,96 227




TABELA B.4 - Valores das anilises cl;omatogrsificas do Frésco 4.

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREAN, [AREA CH,{AREA CO,|% He| % N, |%CH,|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,/mmoles CO.[{CH,/CO,
12/06/96 19:40 0,001 0,001 40895,50] 81911,50 2366,50 32,67] 65,44 1,89 4,54 0,12 0,23
13/06/96 09:40| 14,00] 0,58 42089,00] 65394,00] 15716,00 34,17] 53,08] 12,76 3,63 1,00 0,23
14/06/96 17:00] 45,33 1,89] 39328,50f 67424,00] 83876,00] 51054,00] 16,27| 27,90 34,70] 21,12 3,74 5,52 2,83 1,64
15/06/96 18:50| 71,17| 2,97} 41095,50} 64613,00] 164308,50] 69284,50| 12,11] 19,01] 48,42| 20,40 3,58 10,85 3,75 2,37
17/06/96 19:00] 119,33] 4,97| 20123,50] 34459,50{ 139872,50}] 51906,50] 8,17] 13,99} 56,77| 21,07 1,91 9,23 2,87 2,69
19/06/96 14:25] 162,75 6,78] 19909,50] 33539,50] 179018,00] 66713,00] 6,65| 11,20] 59,82 22,29 1,86 11,83 3,62 2,68
21/06/96 14:25| 210,75| 8,78 22610,50] 37440,40] 238579,50§ 90158,00] 5,93 9,61| 61,24} 23,14 2,08 15,78 4,81 2,65
24/06/96 18:30| 286,83] 11,95] 20293,50] 35695,00] 245449,50] 92037,50] 5,16] 9,08} 62,38] 23,39 1,98 16,23 4,91 2,67

. As Tabelas de B.5 a B.8 mostram os resultados obtidos apos troca atmosférica para diminuir a quantidade de nitrogénio gasoso presente no interior dos

frascos feita apds 12 dias do inicio do enriquecimento.
TABELA B.5 - Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 1. . .

- DATA |HORA| DIAS | AREA He| AREAN; |AREA CH,|AREA CO,|% He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N; |mmoles CH,|Jmmoles CO,|CH,/CO,
25/06/96 18:10 0,00 0,00] 46397,00 4515,00 0,00 4699,00| 83,43] 8,12 0,00] 8,44 0,26 0,00 0,47 0,00
26/06/96 18:10] 24,00 1,00] 48681,50 8370,50] 12242,00] 14264,00] 58,31] 9,93 14,67} 17,09 0,47 0,77 0,96 0,86
27/06/96 16:10] 46,00 1,92] 53990,00 9970,00] 27230,50] 21106,00| 48,16] 8,72] 24,29| 18,83 0,56 1,76 1,30 1,29
28/06/96 15:40] 69,50| 2,90] 54580,00] 4647,00] 36845,50] 24442,00| 45,37| 3,73| 30,60 20,30 0,27 2,40 1,47 1,51
29/06/96 17:05} 94,92 3,95| 62282,50 16645,50] 51948,50] 31434,50| 38,44] 9,94} 32,07 19,45 0,93 3,40 1,83 1,65
01/07/96 17:50] 143,37| 5,98] 4986400 2440,50] 5469800 30923,50| 36,16} 1,75} 39,67| 22,43 0,14 3,59 1,80 1,77
03/07/96 17:15] 190,78] 7,96] 46463,00] 3192,50| 73897,50] 41787,50| 22,03) 1,47] 50,54| 25,97 0,19 4,86 2,35 1,77
05/07/96 16:05| 237,62] 9,91| 46463,00] 4189,50] 80850,50] 43298,00] 26,59 2,37} 46,27| 24,78 0,24 5,32 2.43 1,87
08/07/96 17:10| 310,70} 12,96 45761,00 3090,00] 104991,50] 53923,50] 22,03] 1,47 50,54] 25,97 0,18 6,92 2,97 1,95
10/07/96 14:50| 356,37] 14,86 41626,00 8754,00] 107952,00] 53618,00} 19,64| 4,13] 50,93] 25,30 0491 0 712 2,9 2,01
12/07/96 15:00| 404,53) 16,87| 42987,00] 1112,50] 116317,00] - "54630,00] 19,99 0,52 . 54,09| 25,40 - 0,07 . 1,67 3,01 - 2,13
17/07/96.09:15 518;78] -21,63| - 35909,50] - 1024,50] :112656,50] 54674,00] 17,58| ~0,50| 55,15| 26,77|" 0,07 7,43 3,011 - 2,06
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"TABELA B.6 - Valores das andlises cromatogréficas.dd Frasco-2.- *

AREA CO,

% He

% CH,

% COz

'DATA ~|HORA| DIAS | AREA He | AREAN, |AREA CH, % N, mmoles N, [mmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
25/06/96 18:10] -0,00] 0,00 45712,00 0,00 0,00] 4683,00] 20,72] 0,00] 0,00] 9,27 0,01 0,00 0,47 0,00
26/06/96 18:10] 24,00  1,00] 50580,50| 1818,00] 12932,00] 13495,50| 64,21] 2,26] 16,40 17,13 0,11 0,82 0,92 0,96
27/06/96 16:10 ‘46,00% 1,92{ 53556,00] 1421,50| 26100,00] 18452,00 53,81| 1,43]| 26,22] 18,54 0,09 1,69 1,17 1,41
28/06/96 15:40| 69,50]  2,90| 53320,50] 7562,50| 36273,50] 22264,50| 44,69 6,26 30,41 18,66 0,43 2,36 1,36 1,63
29/06/96 17:05| 94,92| 3,95 59686,50] 7692,00] 50433,50] 31916,50| 40,05| 4,86| 33,80 21,29 0,43 3,30 1,85 1,58
01/07/96 17:50| 143,37| 5,98] 50188,00f  '0,00] 53900,00] 28661,50| 37,81| 0,00] 40,61 21,59 0,01 3,53 1,69 1,88
03/07/96 17:15| 190,78| 7,96] 47474,00 318,50] 65397,00] 33500,50| 32,37 0,22} 44,58] 22,84 0,03 4,29 1,93 1,95
05/07/96 16:05) 237,621  9,91| 49269,50] 4949,00] 80761,50] 40678,00| 27,98 2,82| 4586| 23,10 0,28 5,31 2,30 1,99
08/07/96 17:10] 310,70| 12,96] 47094,50| 6706,50| 101977,00] 49742,00] 22,92} 3,26| 49,62| 2421 0,38 6,72 2,76 2,05
10/07/96 14:50| 356,37| 14,86] 44610,00] 5348,00] 104074,00] 49699,00| 21,91 2,59| 51,11] 2440 0,30 6,86 2,76 2,09
12/07/96 15:00| 404,53 16,87} 44355,00] 3816,00] 108715,00] 50077,00| 21,44 1,83| 52,53 24,20 0,22 7,17 2,78 2,17
17/07/96 09:15| 518,78| 21,63 41129,00 240,50] 113914,00] 52251,50| 19;82| 0,12| 54,89 25,18 0,02 7,51 2,89 2,18
TABELA B.7 - Valores das andlises cromatograficas do Frasco 3. 5 :

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREAN, [AREA CH,JAREA CO,|% He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, {mmoles CH,/mmoles CO,|CH,/CO,
25/06/96 18:10]  0,00] 0,00] 47230,50 717,50 0,00 4562,50] 90,00] 1,34] 0,00 8,66 0,05 0,00 0,46 0,00
26/06/96 18:10] 24,00 1,00] 52580,00] 3556,00{f 8671,00| 14271,00| 66,50 4,48| 10,97| 18,05 0,21 0,53 0,96 0,61
27/06/96 16:10] 46,00]  1,92] 54506,00] 4021,50] 14837,00] 17892,00] 59,75| 4,38| 16,26] 19,01 0,23 0,94 1,14 0,83
28/06/96 15:40| 69,50] 2,90 55082,50| 3390,50] 18350,00] 20071,50| 56,90| 3,42 18,96 20,72 0,20 1,17 1,25 0,91
29/06/96 17:05] 94,92] 3,95] 60121,50] -6123,001 23591,50] 24404,50| 52,74] 5,18] 20,68 21,40 0,35 1,52 1,47 0,97
01/07/96 17:50| 143,37|  5,98| 49695,00 639,50| 23335,50 24630,00] 50,26] 0,65| 23,74] 25,05 0,04 1,51 1,48 0,95
03/07/96 17:15| 190,78  7,96| 46529,50] 3896,50 25907,50| 27289,00| 44,94] 3,68] 25,03] 26,35 0,22 1,68 1,62 0,95
05/07/96 16:05] 237,621  9,91| 48611,00] 1374,50] 29964,50] 33106,50| 42,81 1,21] 26,39] 29,60 0,08 1,95 1,91 0,91
08/07/96 17:10| 310,70 12,96] 47125,50| 1527,50| 34726,50] 38800,50| 38,57] 1,25| 28,42| 31,76 0,09 2,26 2,20 0,90
10/07/96 14:50| 356,37| 14,86| 42772,00] 7363,50| 34483,00] 38815,50] 34,72| 5,85 27,98 3146 0,42 2,24 2,20 0,89
12/07/96 15:00| 404,53] 16,87| "43611,00] 1802,00] -36282,50| 39074,00| 36,11| 1,49] 30,04] 3235|. 0,11 2,36 2,22 0,93
17/07/96 09:15) .518,78| - 21,63| - 39862,00]  3568,00] 37092,50| 40687,50| 32,90 2,91 30,61 33,58 0,21 2,42 230" © 0,91




TABELA B.8 - Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 4.

. DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREAN; |AREA CH,|AREA CO,|% He| % N; |% CH,|% CO,| mmoles N, mmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
25/06/96 18:10 0,00] -0,00] 46303,50 474,50 0,00 4878,50} 89,64 0,91 0,00 9,45 0,04 0,00 0,48 0,00
26/06/96 18:10] 24,00] '1,00] 51098,00] 11462,00 784450 12926,50] 61,34] 13,75 9,41] 15,52 0,64 0,48 0,89 0,61
27/06/96 16:10 46,00 1,92] 50891,50] 14910,50] 12647,50] 16574,001 53,72| 15,48] 13,33] 17,48 0,83 0,80 1,07 0,76
28/06/96 15:40] 69,50 2,90] 52017,00] 18381,50] 15775,50] 19330,50| 49,30 17.43] 14,96] 18,32 1,03 1,00 1,21 0,82
29/06/96 17:05| 94,92 3,95| 55641,50] 16306,50] 19476,00] 22448,50| 48,86 14,32| 17,11] 19,71 0,91 1,25 1,37 0,87
01/07/96 17:50| 143,37] 5,98 47030,00] 14292,50] 20045,00] 23311,00] 44,96| 13,62 19,15 22,28 0,80 1,29 1,42 0,86
03/07/96 17:15| 190,78] 7,96] 42310,00] 14904,50] 21578,50] 24595,50| 40,93| 14.42| 20,87] 23,79 0,83 1,39 1,48 0,88
05/07/96 16:05] 237,62 9,91 45662,00] 18305,00] 25885,00] 32671,50] 37,27| 14,94] 21,13] 26,67 1,02 1,67 1,89 0,79
08/07/96 17:10] 310,70] 12,96] 44206,50] 21397,50 30202,00 36759,00] 33,37] 16,10] 22,79| 27.74 1,19 1,96 2,10 0,82
10/07/96 14:50] 356,37 14,86] 40460,00] 20853,50] 29866,50] 35921,50| 31,86] 16,34 23,52] 28,29 1,16 1,94 2,06 0,83
12/07/96 15:00] 404,53] 16,87] . 39316,50] 18697,00) 29782,50] 33673,50] 32,37} 15,40 24,52 27,72 1,04 1,93 1,94 0,88
17/07/96 09:15| 518,78] 21,63] 36037,50] 18891,00] 30931,50} 36512,50] 29,46] 15,42| 25,30] 29,83 1,05 2,01 2,09 0,85
_ Transcorridos 41 dias de enriquecimento, foi realizada a alimentagfio das culturas. As Tabelas B.9 a B.12 mostram os resultados obtidos apds este
‘procedimento. ' : '

TABELA B.9 - Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 1. - , .

" DATA |HORA| DIAS |AREA He| AREA N, [AREA CH,|AREA CO,|% He| % N, [% CH,|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
23/07/96 22:45] 0,00 0,00] 52026,00] 16302,00 0,00 5023,00] 70,93] 22,22 0,001 6,85 0,91 0,00 0,49] 0,00
25/07/96 10:45] 36,00 1,50 60068,50] 15136,50 2739,00] 14973,50| 64,67 16,26 2,95 16,12 0,85 0,14 0,99] 0,18
26/07/96 14:10] - 63,42 2,64] 54962,50f 13568,50 3560,50 15973,50] 62,00] 15,24] 4,02|] 18,03 0,76 0,19 1,04] 0,22
28/07/96 13:50f 111,08] 4,63| 45877,00] 12873,00 4417,50] 16776,00] 57,43| 15,98 5,53 21,06 0,72 0,25 1,08} 0,26
30/07/96 14:00 159,25 6,64 56115,50 5126,00 6953,00] 19415,00| 64,16| 5,76} 7,95| 22,14 0,29 0,42 1,22| 0,36
01/08/96 14:00] 207,25| 8.64] 47925,00 7518,00 6948,00] 17210,00] 59,65 9,36] 8,65 21,42 0,42 0,42 1,10 0,40
03/08/96 14:00] 255,25| 10,64] 50972,00] 13859,50] 9049,50] 20681,50| 53,96| 14,58} 9,57| 21,89] 0,78 0,56 1,28 0,44
06/08/96 11:20] 324,58| 13,52} 49295,00] 10348,00] -9839,50] -19938,50| 55,13| 11,57} 11,01 -22,30] - = 0,58 - 0,61 1,24 0,49
08/08/96 11:40] 372,92| '15,54] 48883,00{ " 11092,50| . '10574,00] 21044,00| 53,35| 12,12 11,55} 22,99 0,62 0,66 1,30] 0,50
11/08/96 18:20] 451,58 18,82] 53579,50] 12118,00] 13491,50] 31718,50] 47,59] 10,46] 11,93} 27,29 0,68 0,85 1,84] 0,44
15/08/96 08:45| 538,00] 22,42| 53827,00 6227,00] 1408350 25573,00] 53,99 6,25 14,13| 25,65 0,35 0,89 1,53 0,55
18/08/96 16:00] 617,25] 25,72 48017,00F 6718,50] 13901,50] 24330,50| 51,65 7,23] 14,96] 26,17 0,38 0,88] 1,471 0,57
25/08/96 09:00] 778.25] 32.43] 50107,50] 15447,00] 16621,00] 27754,00] 45,60] 14,04] 15,13] 25,25 0,86 1,06 1,64 0,60
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TABELA B.10 - Valores das andlises cromatograficas doFrasco2, .

CO,

% He

L % N,

DATA HORA| DIAS | AREA He | AREA N, [AREA CH, AREA % CH,|% CO,} mmoles N, {[mmoles CH,immoles CO,|CH,/CO, ‘
23/07/96 22:45]  0,00] 0,00] 51806,00]  -338,00} 0,00} 4985,00] 90,68] 0,59] 0,001 8,73] 0,03 0,00 0,48] 0,00
25/07/96 10:45] 36,00 1,50] 60937,00 9753,50 2818,00] 1625900 67,95 10,78] 3.15| 10,13 0,55 0,15 1,06} 0,31
26/07/96 14:10| 63,42 2,64 57115,50 4167,50 3549,00] 16274,00{ 70,48 5,08{ 4,38] 20,07 0,24 0,19 1,06] 0,22
28/07/96 13:50] 111,08 4,63 48516,00 1230,00 4532,00] 15313,00] 69,69] 1,79} 6,52] 22,01 0,08 0,26 1,01] 0,30
30/07/96 14:00{ 159,25 6,64 50553,50 8196,50 6317,50] 18109,50| 60,79 9,84 7,60 21,78 0,46 0,38 1,15} 0,35
01/08/96 14:00] 207,25 8,64] 45492,00 6491,00 6493,00] 16818,00| 59,74| 8,521 8,53 22,09 0,37 0,39 1,09] 0,39
03/08/96 14:00] 255,25| 10,64} 48425,00 7915,00 8324,50] 20500,00] 56,86 9,30 9,771 24,07 045 0,51 1,27} 041
06/08/96 11:20] 324,58 13,52} 48417,00 7849,50 9426,00] 22498,00] 54,74] 8,88| 10,66] 24,60 0,44 0,58 1,37 043
08/08/96 11:40] 372,92 15,54] 44299,00] 10650,00 9770,50] 21436,50] 51,95] 12,27 11,21] 24,58 0,60 0,61 1,32] 0,46
11/08/96 18:20f 451,58] 18,82] 49753,50] 8556,00{ 1195550 26563,00{ 51,24 8,73 12,31 27,39 0,48 0,75 1,58] 0,45
15/08/96 08:45] 538,00 22,42| 49960,00 3962,00] 13135,00] 25543,50] 53,95 4,28| 14,19} 27,58 0,23 0,83 1,53] 0,51
18/08/96 16:00| 617,25 25,72 41617,50] 11685,00] 12266,50] 25658,00] 45,63 12,86] 13,45| 28,08 0,66 0,77 1,53] 0,48
25/08/96 09:00] 778,25 32,43| 45522,00] 14949001 15194,00f 27533,00] 44,12 14,48] 14,73] 26,68 0,84 0,97 1,63] 0,55
TABELA B.11 - Valores das andlises cromatograficas do Frasco 3. : :

.DATA .|HORA| D1AS | AREA He | AREA N, [AREA CH,|AREA CO,|% He| % N, |% CH|% .CO,| mmoles N, jmmoles CH,/mmoles CO,|CH,/CO,
23/07/96 22:45} © 0,00] 0,00] 53203,00 1074,00 0,00 3839,00] 91,55 '1,85] 0,00 6,61 0,07 0,00 0,43] 0,00
25/07/96 10:45] ‘36,00 1,50] 60481,00] 13933,50 1048,00] 12652,00] 68,66 15791 1,19] 14,37 0,78 0,03 0,87] 0,08
26/07/96 14:10| 63,42 2,64 58415,50 1587,50 1606,50] 12840,00| 78,48 2,12| 2,16] 17,24 0,10 0,06 0,881 0,13
28/07/96 13:50{ 111,08] 4,63] 51296,50f 6169,50 2312,50] 12121,50| 71,57] 8,08] 3.,43] 16,91 0,35 0,11 0,85] 0,20
30/07/96 14:00] 159,25] 6,64] 51222,50] 11310,50 3381,50] 12857,00| 65,34] 13,98 4,31 16,37 0,63 0,18 0,88] 0,26
01/08/96 14:00] 207,25 8,64] 49721,00] 4518,00 3956,00} 12707,00| 70,131 6,37 5,58] 17,92 0,26 0,22 0,88] 0,31
03/08/96 14:00] 255,25 10,64| 46030,00] 20303,00 4698,50] 13868,50| 54,42 23,66] 5,56 16,37 1,13 0,27 0,941 0,34
06/08/96 11:20] 324,58] 13,52| 48540,50] 10762,50 5934001 15915,00] 59,83} 13,25 7,32 19,61 0,60 0,35 1,04] 0,37
08/08/96 11:40] 372,92] 15,54] 47172,00 9075,00 6449,50f 15546,50{ 60,30 841f 8,24 1987 0,51 0,39 1,02} 0,41
11/08/96 18:20| 451,58] 18,82|] 51413,00] 13700,50 8180,50] 17679,00| 56,54] 15,03 9,00| 1945 0,77 0,50 1,13] 046
15/08/96 08:45] 538,00 22,42] 51683,50} 12307,00] - 9522,00] 19497,00| 55,58] 13,23] 10,24 20,96 0,69 0,59 1,22] 0,49
18/08/96 16:00] 617,25] 25,721 43103,50} 15245,50 8831,50] 15723,50] 51,97 18,38] 10,65] 19,01 0,85 0,54 1,03] 0,56
25/08/96 09:00} 778,25 32,43] 52233,00 8794,50] 12520,50] 22237,00] 54,54] 9,18] 13,07 23,22 0,50 0,79 1,36] 0,56




TABELA B.12 - Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 4.

" DATA HORA| DIAS |AREA He AREA N; |AREA CH/AREA CO,| % He| % N, [% CH,|% CO,| mmoles N, |mmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
23/07/96 22:45] -0,00] 0,00} 53553,00 5854,00 0,00 3314,00] 85,38] 9,33] 0,001 5,28 0,33 0,00 0,401 0,00
25/07/96 10:45] 36,00 1,50] 62245,00 4418,00 792,001 11675,50] 78,87] 5,36] 0,53] 14,78 0,25 0,02 0,82| 0,04
26/07/96 14:10] 63,42 2,64] 57481,50 5064,50 1383,00F 11474,50] 76,35] 6,58 1,84 15,25 0,29 0,05 0,81] 0,12
28/07/96 13:50] 111,08} 4,63] 51756,50 3107,00 2076,001 11342,50| 75,82] 4,53] 3,04] 16,62 0,18 0,10 0,811 0,18
30/07/96 14:00] 159,25 6,64| 51151,00 8950,00 2882,001 11625,50] 69,18] 11,26] 3,89 15,68 0,50 0,15 0,82] 0,25
01/08/96 14:00] 207,25| 8,64| 48309,00 7279,00 3429,00] 12519,00] 67,53] 10,18] 4,791 17,50 0,41 0,19 0,87 0,27
03/08/96 14:00] 255,25 10,64] 48048,00] 12227,00 3999,50] 12860,50} 62,33| 15,80 5,19] 16,68 0,69 0,22 0,88] 0,31
06/08/96 11:20| 324,58] 13,52 49940,00] 13268,00 5218,50] 16320,00] 58,94| 15,66] 6,16] 19,25 0,74 0,30 1,06 0,32
08/08/96 11:40] 372,92| 15,54| 46060,50| 11424,00 3549,50] 14528,50f 59,39| 14,73| 7,16] 18,73 0,64 0,19 0,97 0,38
11/08/96 18:20] 451,58] 18,82 50939,00] 15312,00 6969,50] 16750,50} 56,64| 17,00 7,75| 18,62 0,86 042 1,08] 0,42
15/08/96 08:45] 538,00 22.42| 52538,50 9487,00 7998,00] 17772,00} 59,85] 10,80] 9,11] 20,24 0,53 0,49 1,13] 0,45
18/08/96 16:00| 617,25 25,72| 45479,50 8269,50 7606,00] 15936,50f 58,84] 10,70] 9,84] 20,63 0,47 0,46 1,04] 0,48
25/08/96 09:00] 77825] 32,43| 49705,00] 14655,50] . 9673,00] 19930,00} 52,90] 15,59] 10,30] 21,22 0,82 0,60 1,24] 0,49

Os frascos 1 a 4 foram mantidos sob refrigeraco durante 38 dias. Transcorrido este periodo, as culturas foram alimentadas e acompanhadas sob andlise
cromatografica. Os resultados podem ser observados nas Tabelas seguintes (B.13 a B.16). ' ‘

TABELA B.13 - Valor'es daslanélisés cfomhtogrﬁficas do Frasco 1.

DATA |HORA| DIAS |AREA He| AREA N, |AREA CH,|AREA CO,| % He| % N |{% CH4|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,|mmoles CO.|CH,/CO,
lo2710/96 13:30]  0,00] 0,00] 48606,00[  5605,50 ~0,00]  4422,00] 82,92 9,55 0,00] 7,54 0,32 0,00 0,45 0,00
lo3/10/96 16:30] - 27,00] 1,13] 50397,00[  8185,50 0,00f 11322,00] 72,10{ 11,71} 0,00 16,20 0,46 0,00 0,81 0,00
lo4/10/96 18:00] 52,50 2,19 49369,00] 7292,50 0,000 11260,50] 72,69] 10,74] 0,00] 16,58 0,41 0,00 0,80 0,00
06/10/96 17:40} 100,17| 4,17| 51072,50|  6603,00 595,00} 12991,00] 71,67 - 9.27] 0,84] 18,23 0,37 0,01 0,89] . 0,05
08/10/96 17:10| 147,67| . 6,15] 54197,50| 8630,50|  1058,00| 14014,00 69,57| 11,09 -136] 17,99 0,49 0,03 0,94 0,08
112/10/96 16:55| 243,42| 10,14] 51677,50] 7529,00] 1645,00| ' 17364,00| 65,84 -9,63| 2,09| -21,50] .. 043 - = 0,07 S L1 0,09
17/10/96 09:30| 356,00] -14,83| 51749,00| . 14174,00]-  2071,50| 1524550 62,17| 17,03| 2,49| 18,32 079 -~ 0,110 1,01~ 0,14
21/10/96 14:00} 456,50] 19,02| 27951,50| 5803,50]  1603,00]  9527,50| 59,06| 12,26] 3,39| 20,13 0,33 0,06 0,71 0,17
28/10/96 10:15} 620,75] 25.86| 51846,50] 12410,00] 3813,50] 16832,50] 61,09| 14,60] 4,49] 19,83 0,70 0,21 1,09 0,23
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TABELA B.14 - Valores das anﬁlisés crométogréﬁéas do Frasco 2.

% He

‘_%_Nz

% CO,

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREA N, |[AREA CH,|AREA CO, % CH, 'mmoles N; {mmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
02/10/96 13:30]  0,00] 0,00] 48606,00] - 5605,50 0,000 4422,00] 82,92 9,55 o0,00] 754 0,32} 0,00 0,45  0,00]
03/10/96 16:30] 27,00f  1,13| 49054,00f 7817,00 0,00] 11340,50] 71,94| 11,43| 0,00 16,63} 0,44| 0,00| 0,81 0,00
04/10/96 18:00| 52,50| 2,19] 48627,00] 6727,50 0,00] 11058,50| 73,231 10,13| 0,00| 16,65| 0,38 0,00 0,79 0,00
06/10/96 17:40| 100,17| 4,17] 50377,50]  7911,00 656,50| 13142,00| 69,89 10,98] 0,91] 18,24 0,45 0,01 0,90 0,05
08/10/96 17:10] 147,67| 6,15 52533,50] 12438,50 958,50 13740,00] 65,96 15,59] 1,20] 17,25| 0,70} 0,02 0,93 0,07
12/10/96 16:55| 243,42| 10,14 50846,50] 9910,00] 1608,50] 14898,50| 65,07| 12,65] = 2,06 19,06| 0,56 0,06 0,99 0,11
17/10/96 09:30| 356,00] 14,83 5049850 12062,50] 2353,00] 15292,50| 62,96] 15,05] 2,94 19,07 0,68 0,11 1,01 0,15
21/10/96 14:00| 456,50 19,02] 28597,00{ 10126,00] 1934,00] 10237,00| 53,86 19,11] 3,64] 19,28 0,57 0,09 0,75 0,19
28/10/96 10:15| 620,75 25,86] 53244,50] 10951,50] 4339,00| 17768,50| 61,73| 12,65| 5,03| 24,60 0,61 0,25 1,13 0,24
TABELA B.15 - Valores das analises cromatogrzificas do Frasco 3.

"DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREA N, |AREA CH,|AREA CO,|% He| % N, [% CH,|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,Jmmoles CO,|CH./CO,
02/10/96 13:30] 0,00] 0,00 45733,00] 7097,00 0,00] 3684,00] 80,95] 12,55] 0,00 6,51 0,40 0,00 0,42 0,00
03/10/96 16:30] 27,00| 1,13] 49222,00] 7372,50 0,00 9831,50| 74,10{ 11,11] 0,00 14,80 0,42 0,00 0,73 0,00
04/10/96 18:00] 52,50] 2,19] 48360,50] 6695,50 0,00 9818,50| 74,55 10,33| 0,00} 15,14 0,38 0,00 0,73 0,00
06/10/96 17:40| 100,17| 4,17| 49853,00] 6005,50 692,50| 11008,5| 73,79] 8,89 1,03| 16,30 0,34 0,01 0,79 0,06
08/10/96 17:10| 147,67| 6,15] 53256,00] 10119,50 994,00] 11770,00| 69,96| 13,27] 1,31] 15,46 0,57 0,02| 0,83 0,08
12/10/96 16:55| 243,42] 10,14] 51394,00] 5160,00]  1481,50] 11730,00] 73,67} 7.41| 2,13 16,81 0,29 0,06 0,83 0,13
17/10/96 09:30| 356,00] 14,83 51502,50] 5043,50] 1999,50] 12346,00] 72,65 7,12| 2.82| 17.42 0,29 0,09 0,86 0,16
21710/96 14:00] 456,50 19,02] 28712,00] 7554,50] 1486,50] '8168,00] 59,42 15,58] 3,08| 16,90 0,43 0,06 0,65 0,18

620,75 25,.86| 53026,00] 10084,000 3628,50 65,83 12,52 4,51| 17,16 0,57 0,20 0,26

28/10/96 10:15

13822,00

0,93




TABELA B.16 - Valores das anilises cromatograficas do Frasco 4.

DATA |HORA| DIAS |AREA He | AREA N, |AREA CH,|AREA CO,|% He| % N; [% CH,|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
02/10/96 13:30] 0,00 0,00] 4829750 7776,00 0,00 4607,50] 79,60] 12,82] o0,00] 758 0,44 0,00 0,46 0,00
03/10/96 16:30| 27,00 1,13| 50562,50| 8918,50 0,00  8653,50) 74,22} 13,09] 0,00 12,70 0,50 0,00 0,67 0,00
04/10/96 18:00 52,50] 2,19| 50224,50] 7178,00 0,00 9251,50| 75,35] 10,77} 0,00] 13,88 0,41 0,00 0,70 0,00
06/10/96 17:40| 100,17  4,17| 50291,50] 7218,50 605,50]  9855,50| 74,02| 10,60 0,89 14,50 0,41 0,01 0,73 0,06
08/10/96 17:10| 147,67}  6,15] 55561,50| 10899,00 927,50] 11167,50] 70,74] 13,87 1,18] 14,22 0,61 0,02 0,80 0,08
12/10/96 16:55| 243,42) 10,14] 5254850 8482,00| 1451,50] 11779,50| 69,85| 11,25 1,93] 15,69 0,48 0,05 0,83 0,12
17/10/96 09:30] 356,00] 14,83] 52272,00] 11753,00] 2057,50| 11343,50| 67,52| 15,18] 2,66] 14,65 0,66 0,09 0,81 0,18
21/10/96 14:00| 456,50] 19,02| 29133,50] 9218,00] 1522,50] 7591,00] 58,29| 18,45 3,05 15,19 0,52 0,06 0,62 0,20
28/10/96 10:15] 620,75] 25,86] 55170,00] ~7940,50] 3417,00] 12803,50| 69,59 9,96 4,31] 16,15 0,45 0,18 0,88 0,27
B.1.2 - Segundo grupo de experimentos

As Tabelas de B.17 a B.19 sdo referentes aos 12 primeiros dias de enriquecimento.
“TABELA B.17 - Valores das andlises cromatogrificas do Frasco 7. : ;

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREAN; [AREA CH,JAREA CO,| % He| % N, [ % CH,| %CO, | mmoles N, [mmoles CH,fmmoles CO,|CH/CO,
12/06/96 19:40] 0,00] 0,00 33929,50| 132954,00]  1043,00 20,20] 79,17] 062 7,36 0,03 0,23 -
13/06/96 09:40| 14,00]  0,58] 34560,00] 128441,00]  3232,50| 26177,50| 17.96| 66,76] 1,68] 13,60 7,11 0,17 1,56 0,12
14/06/96 17:00] 45,33] 1,89| 3334100 116918,50] 19590,50| 55627,50| 14,79 51,86| 8,69] 24,67 6,48 1,26 3,06 0,35
15/06/96 18:50] 71,17]  2,97] 31516,00f 112700,50] 26373,00] 62627,50| 13,52 48,32| 11,31} 26,86 6,24 1,71 3,41 0,42
17/06/96 19:00| 119,33 . 4,97| - 28458,00|107418,00] 32877,50| 65246,00] 12,16 45,91| 14,05 27,89 - 5,95 2,14 - 355 0,50
19/06/96 14:25) 162,75| . 6,78| * 27363,00] 100811,00f 42020,50| -72625,00] 11,27 41,51 17,31] 29,91 5,58 2,74 3,92 0,58
21/06/96 14:25]| 210,75| 8,78 ~ 33306,50| 116069,50] 65348,00| 97167,00f 10,68| 37,21 20,96| 31,16 6,43 4,29 517 0,67
24/06/96 18:30] 286,83] 11,95] 31339,50| 110956,00] 89848,00] 100972,50] 9,40] 33,29] 26,9 30,30 6,15 5,92 5,36 0,89
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TABELA B.18 - Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 8.

286,83

18490,50] 182544,50

93534,00

54,57

11,94

4,99

DATA |HORA| DIAS [AREA He| AREA N, [AREA CH,JAREA CO,|% He| % N; [%CH,|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,Jmmoles CO,|CH./CO,
12/06/96 19:40  0,00] 0,00] 28072,50} 161336,00 768,00] - | 14,64 84,11 o040} - 8,93 0,01} 0,23
13/06/96 09:40| 14,00f 0,58 29145,00f 161532,00] 2191,00} 27300,50| 13,23| 73,37} 1,00 12,40 8,94 0,10} 1,62 0,08
14/06/96 17:00] 45,33] 1,89 25920,00f 141572,50] 15955,50| 53836,00| 10,92| 59,67| 6,73] 22,69 7,84} 1,02 2,97 0,30
15/06/96 18:50| 71,17]  2,97| 24877,50f 137369,50[ 21844,50| 60470,50| 10,17| 56,17] 8,93| 24,73 7,61 1,41] 3,30 0,36
17/06/96 19:00| 119,33 4,97 22839,00] 12394200} 27147,00] 63699,50] 9,61] 52,16] 11,42| 26,81 6,86 1,76 347 043
19/06/96 14:25| 162,75 6,78] 21223,00] 113847,00] 33082,50] 67571,50| 9,00| 48,31| 14,04] 28,67 6,31 2,15 3,67 0,49|
21/06/96 14:25| 210,75|  8,78] 27178,50| 142615,50 52666,00| 95426,00| 8,55| 44,86| 16,57| 30,02 7,90 3,45 5,08 0,55
24/06/96 18:30] 286, 83 11,95| 25227,00] 134188,00] 66277,50] 9828250 7,79 41,42 20,46| 30,34 7,43 4,35 5,23 0,67
‘TABELA B.19 - Valores das anilises cromatogréficas do Frasco 10. :

" DATA HORA | DIAS | AREA He AREA N; |AREA CH,|AREA CO;| % He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N; [mmoles CH,;|mmoles CO,{CH,/CO,
12/06/96 19:40] 0,00 0,00 20368,00] 213032,50 728,50 : 8,70 90,99] 0,31 11,79 - 0,01 0,23] f
13/06/96 09:40] 14,00] 0,58 20278,50] 201329,00} 1413,00] 27488,50| 8,10| 80,37 0,57 10,98 11,14 0,05 1,63 0,05
14/06/96 17:00] 4533] 1,89 19461,00| 181859,50] 10990,00] 53783,50| 7,31] 36,17| 4,13| 20,21 10,07 0,69 2,96 0,20{
15/06/96 18:50] 71,17 2,97 18596,00] 181988,00] 15540,50] 61830,00] 6,69] 65,47 5,60] 22,25 10,07 0,99 3,37 0,25
17/06/96 19:00] 119,33] 4,97 17526,00f 167859,00 19933,00| 65949,00| 6,47| 61,88 7,35} 24,31 9,29 1,28 3,58 0,30
19/06/96 14:25) 162,75] 6,78] 14990,00] 14854250 21935,00] 65043,50] 5,99} 59,30} 8,76] 25,97 8,22 1,41 3,54 0,34
21/06/96 14:25] 210,75| 8,78] 19913,50] 193710,00] 34676,00] 93002,50| 5,84} 56,76] 10,16} 2725 10,72 2,26 4,96 0,37
24/06/96 18:30 11,95 3992450 5,53 27,96 10,10 2,61 0,43

As Tabelas deB.20a B 22 mostram os resultados obtidos apos troca atmosferlca para dlmmulr a quantidade de nitrogénio gasoso

presente no interior dos frascos feita apos 12 dias do inicio do enrlquec1mento




TABELA B.20 - Valores das anilises cromatograficas do Frasco 7.

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREAN, |AREA CH,JAREA CO,;|% He| % N [% CH{% CO,| mmoles N, mmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
25/06/96 18:10]  0,00] 0,00 47519 0,00 0,00] 4048,50] 92,16] 0,00] 0,00] 7,384 0,01 0,00 0,44 0,00
26/06/96 18:10 24,00] 1,00 511811 3084,00f  7576,50( 1181500 69,51| 4,14} 10,30] 16,05 0,18 0,46 0,83 0,64
27/06/96 16:10| 46,00 1,92 52189 8989,00] 15674,50| 15923,50| 56,35 9,55| 16,93 17,17 0,51 1,00 1,04 0,98
28/06/96 15:40] 69,50| 2,90 55135| 4901,00] 21915,50] 19444,00| 54,40] 4,80 21,63| 19,18 0,28 1,41 1,22 1,13
29/06/96 17:05] 94,92| 3,95 57497 374,00] 29818,00] 21955,00] 52.44] 0,35| 27,20] 20,03 0,03 1,94 1,35 1,36
01/07/96 17:50| 143,37| 5,98| 50319,00] 7316,00] 38154,50| 24899,50| 41,70] 6,04 31,63| 20,64 0,41 2,49 1,50 1,53
03/07/96 17:15| 190,78] 7.96] 46339,00] 5052,50| 47042,00| 26997,00| 36,99 3,93 37.55| 21,54 0,29 3,08 1,60 1,74
05/07/96 16:05] 237,62| 9,91} 53918,50 543,50 70976,00} 37784,50] 33,04 0,34 43,49 23,15 0,04 4,66 2,15 1,88
10/07/96 14:50} 356,37| 14.86] 34643,00 577,50] 68688,50] 37832,00] 24,45 0,40| 48,47 26,69 0,04 4,51 2,15 1,82
12/07/96 15:00| 404,53] 16,87] 32754,00] ~ 859,50] 72055,00] 36300,50| 23,07] 0,61 50,76] 2557 0,06 4,74 2,08 1,98
17/07/96 09:15| 518,78] 21,63| 28827,00] 2217,00] 81071,00] 38077,50} 19,20} 1,47| 53,98] 2535 0,13 5,33 2,17 2,13
TABELA B.21 - Valores das andlises cromatograficas do Frasco 8.

“DATA - |HORA| DIAS | AREA He | AREAN, |[AREA CH,JAREA CO,| % He| % N, [% CH,[% CO,| mmoles N, [mmoles CH,|mmoles CO,{CH,/CO,
25/06/96 18:10[  0,00] 0,00] 52611,50] 2261,50 0,00] 3354,00] 90,48] 377] 0,00] 5,74 0,13 0,00 0,40 0,00
26/06/96 18:10] 24,00] 1,00] 58719,00 279,50]  5139,50] 9415,50] 79,84] 0,38] 6,98] 12,80 0,02 0,30 0,71 0,55
27/06/96 16:10] 46,001 1,92] 60236,00 796,50| 11093,50| 12823,00] 70,92] 0,94f 13,06] 15,10 0,05 0,69 0,88 0,87
28/06/96 15:40| 69,50 2,90] 60904,50] © 1867,00] 15558,50] 15317,50| 65,04| 1,99 16,62| 16,38 0,11 0,99 1,01 1,02
20/06/96 17:05| 94,92]  3,95| 58417,00] 4510,00] 20719,00] 15481,50] 58,95] 4,54] 20,90] 1562 0,26 1,33 1,02 1,34
01/07/96 17:50| 143,37]  598| 51196,00] 11474,50] 27381,50[ 19091,50| 46,94] 10,47| 25,10} 17,50 0,64 1,77 1,20 1,43
03/07/96 17:15| 190,78] ~ 7,96] 45559,50} 5429,50| 35561,50| 21255,50| 42,28 5,01| 33,00 19,72 0,31 2,32 1,31 1,67
05/07/96 16:05| 237,62 9,91} 3947500 20905,50] 46427,00] 27100,50| 29,48| 15,61| 34,67| 20,24 1,17 3,04 1,61 1,71
08/07/96 17:10| 310,70| 12,96] 35796,50] 18575,00] 63316,50| 32619,00| 23,82] 12,36 42,13| 21,70 1,04 4,16 1,89] 1,94
10/07/96 14:50| 356,37| 14,86 32779,00] 20310,00| 73589,00] 33526,50] 20,46] 12,67| 45,94] 2093 1,13 4,84 1,93 2,19
12/07/96 15:00| 404,53} 16,87] 32054,00] 16849,00} 87467,50] 34185,50| 18,80] .9,88| 51,29 20,04 0,94 5,76 1,97 2,56
17/07/96 09:15| 518,78 - 21,63| 28060,00] . 14799,00] 120800,50|. 38077,50| 13,93| -1,47| 53,98 2535 - 0,83 7.97 2,17 3,17
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TABELA B.22 - Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 10,

AREA CO,

% N

CH/CO,

DATA - |HORA| DIAS | AREA He| AREAN, [AREA CH; % He % CH,4|% CO,| mmoles N; jmmoles CH,{mmoles CO,
25/06/96 18:10 0,00 0,00 45556,50 5967,50 0,00 5510,50] 79,88] 10,45] 0,001 9,68 0,34 0,00 0,51 0,00
26/06/96 18:10] 24,001 1,00| 51524,00] 7483,00] 2119,50] 10633,00] 71,89] 10,34 2,95| 14,83 0,42 0,10 0,77 0,20
27/06/96 16:10] 46,00 1,92] 52359,50 9376,00 5243,50] 13634,00{ 65,15| 11,40] 6,511 16,95 0,53 0,31 0,92 0,38
28/06/96 15:40] 69,50 2,90 54996,50| 10137,50 7839,50] 15648,50] 62,33| 11,06] 8,89} 17,72 0,57 0,48 1,03 0,50
29/06/96 17:05] 94,92] 3,95 57567,50 2856,50] 11294,50] 16922,00] 64,96] 3,21} 12,75 19,10 0,17 0,71 1,09 0,67
01/07/96 17:50) 143,37] 5,98] 51420,50 4869,00] 15065,50] 18705,50] 57,28| 5,18 16,75 20,80 0,28 0,96 1,18 0,81
03/07/96 17:15| 190,78] 7,96] 45687,00 3826,50] 21281,00] 21128,50] 49,72| 4,15 23,17 22,98 0,22 1,37 1,30 1,01
05/07/96 16:05| 237,62 9,91 53918,50 262,001 39626,50] 29121,50] 43,83 0,21f 32,21] 23,67 0,02 2,59 1,71 1,36
08/07/96 17:10] 310,70] 12,96 49741,50 228,50 66308,50] 33965,00] 33,11] 0,15 44,14] 22,61 0,02 4,36 1,96 1,95
10/07/96 14:50] 356,37] 14,86] 45579,50 291,00] 82942,00] 33749,00] 28,04] O0,18] 51,02] 20,76 0,02 5,46 1,95 2,46
12/07/96 15:00) 404,53) 16,87| 42663,00 1543,00] 103611,00] 33082,50} 23,59 0,86] 57,28] 18,29 0,09 6,83 1,91 3,13
17/07/96 09:15| 518,78] 21,63 38484,00 2283,00] 141187,50] 37591,50] 17,53] 1,04 o64,31] 17,13 0,14 9,32 2,14 3,76
Transcorridos 41 dias de enriquecimento, foi realizada a alimentagfo das culturas. As Tabelas B.23 a B.25 mostram os resultados-

obtidos apds este procedimento. '
.TABELA B.23 - Valores das anilises cromatograficas do Frasco 7. ,

. DATA |HORA| DIAS [AREA He | AREA N; [AREA CH,JAREA CO,|% He| % N, [% CH,|% CO,| mmoles N, |[mmoles CH,|mmoles CO,|CH./CO,
23/07/96 22:45 0,001 0,00] 54834,00 777,00 0,00 3587,00] 92,631 1,31 0,00] 6,06 0,05 0,00 0,41] 0,00
25/07/96 10:45| 36,00 1,501 62785,00 6878,50 0,00 6695,50] 82,231 9,011 0,00 8,77 0,39 0,00 0,57y 0,00
26/07/96 14:10| 63,42| 2,64 54988,00[ 16128,00 1 0,00f 7701,50{ 69,81{ 20,42] 0,00 9,78 0,90 0,00 0,62] 0,00
28/07/96 13:50| 111,08] 4,63 50921,50] 12315,50 1116,00 7538,50) 70,98| 16,97 1,55 10,50 0,69 0,03 0,611 0,15
30/07/96 14:00| 159,25 6,64 50806,00] 1442200 1604,00 7764,00] 68,31| 19,08 2,16] 10,46 0,81 0,06 0,62] 0,21
01/08/96 14:00| 207,25]  8,64] 52924,00] 10956,00) 1876,00]  7495,00| 72,25| 14,96 2,56] 10,23 0,61 0,08 0,61 0,25
03/08/96 14:00{ 255,25 10,64] 46705,00] 26209,00 2389,00 8776,00| 55,61| 31,10 2,85 10,45 1,46 0,12 0,68 0,27
06/08/96 11:20| 324,58| - 13,52| -49439,50| 16309,50|  2364,00|  9786,50| 62,73] 20,59] 4,27 12,42 0,91 0,11 0,73| 0,34
08/08/96 11:40] 372,92| 15,54] 46480,50] 21960,50] ~ 3582,50] 10138,00| 56,72| 26,55 4,37} 12,37 1,22 0,20 0,75] 0,35
11/08/96 18:20) 451,58 18,821 52178,00] 12032,50 4515,00] 11070,50] 65,39] 15,08 5,66] 13,88 0,67 0,26 0,79] 0,41
15/08/96 08:45| 538,001 22,42 52613,50] 19250,50] 5347,00] 12650,50| 58,55] 21,42| 5,95] 14,08 1,07 0,31 0,87| 0,42
18/08/96 16:00| 617,25] 25,72 44676,001 15510,50 5048,00] 11343,50} 58,42 20,17} 6,60] 14,81 0,87 0,29 0,81] 0,45
25/08/96 09:00] 778,25] 32.,43] 51129,00] 23804,50 6190,00] 13736,50] 53,93] 25,06 6,53] 14,49 1,33 0,37 0,93] 0,45




TABELA B.24 - Valores das andlises cromatogrificas do Frasco 8.

% He

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREA N, |AREA CH,/AREA CO, % N, |% CH,|% CO0,| mmoles N, jmmoles CH,;|mmoles CO,|CH,/CO,
23/07/96 22:45] 0,00 0,00] 53822,00] 1258,00 0,00] 3473,00( 91,92 2,15] 0,00 593 0,08 0,00 0,41 0,00
25/07/96 10:45] 36,00 1,50| 61645,50] 12145,00 0,00] 8248,50| 75,14| 14,81 0,00] 10,06 0,68 0,00 0,65 0,00
26/07/96 14:10] 63,42] 2.64| 55672,50] 10515,50] 1012,50| 9152,50| 72,91| 13,77] 1,33] 11,99 0,59 0,03 0,70 0,11
28/07/96 13:50] 111,08| 4,63| 50989,00] 14924,50] 1833,50f 9226,50| 66,40| 19,18} 2,39] 12,03 0,83 0,08 0,70 0,20
30/07/96 14:00f 159,25 6,64 51970,50} 11365,00] 2694,00] 8684,00] 69,56] 15,22 3,61 11,63 0,64 0,14 0,67 0,31
01/08/96 14:00} 207,25 8,64| 54190,00] 13046,00] 3513,00] 10258,00| 65,82| 1585| 4,27| 12,46 0,73 0,19 0,75 0,34
03/08/96 14:00] 255,25 10,64| 48202,50] 21199,50] 3891,00] 10160,00] 57,85| 25,29] 4,67} 12,20 1,18 0,22 0,75] 0,38
06/08/96 11:20] 324,58] 13,52 49393,00] 20106,00] 507550 11751,50| 57,25| 23,26] 5,89] 13,62 1,12 0,29 0,83 043
08/08/96 11:40] 372,92] 15,54| 46301,50| 26617,50] 5320,00f 12281,00] 51,27 29,26] 5,89} 13,59 1,48 0,31 0,85 043
11/08/96 18:20] 451,58] 18,82| 51272,50] 16746,50] 6475,50] 13493,00| 58,28 19,04] 7,36| 15,34 0,94 0,39 0,92 048
15/08/96 08:45| 538,00] 22.42] 52693,00] 20868,50] 7666,50| 14804,00| 54,91| 21,68] 7,99 15,44 1,16 0,47 098] 0,52
18/08/96 16:00] 617,25 25,72| 45618,50] 22070,00]  7559,00] 14279,50| 51,00 24,59} 8,45] 15,96 1,23 0,46 0,96 0,53
25/08/95 09:00] 778,25] 32,43 51152,00] 19576,50] 10038,50] 17598,50| 52,00 19,91} .10,21] 17,89 1,09 0,62 1,12 0,57
‘TABELA B.25 - Valores das andlises cromatograificas do Frasco 10, .

DATA ' |HORA| DIAS | AREA He| AREA N, |[AREA CH,|AREA CO,|{% He| % N; |% CH,|% CO;| mmoles N, |mmoles CH,|/mmoles CO,|CH,/CO,
23/07/96 22:45] 0,00 0,00] 56255,00 455,00 0,00 5723,00] 90,10 0,73] 0,00] 9,17 0,03 0,00 0,52 0,00
25/07/96 10:45] 36,00 1,50] 62174,50] 17651,00 758,00 11127,50| 67,82 19,22 0,82 12,13 0,99 0,02 0,80 0,07
26/07/96 14:10] 63,42] 2,64 56736,50] 12074,00] 1373,00| 11799,00| 69,21] 14,73 1,68| 14,40 0,68 0,05 0,83 0,12
28/07/96 13:50| 111,08] 4,63 52993,00] 11532,00] 2075,00] 12084,00] 67,35 14,66] 2,64| 1536 0,65 0,10 0,84 0,17
30/07/96 14:00| 159,25| 6,64] 51814,50| 18170,00f 2827,50| 11810,50| 61,51 21,12| 3,36 14,02 1,01 0,15 0,83] 0,24
01/08/96 14:00] 207,25] 8,64] 56680,00] 14152,00] 4111,00] 14442,00| 63,41| 15,83] 4,60 16,16 0,79 0,23 0,96 0,28
03/08/96 14:00] 255,25 10,64] 47525,50] 27922,50] 4304,50| 13432,50| 51,02| 29,95| 4,62| 14,42 1,55 0,24 0,91 0,32
06/08/96 11:20} 324,58] 13,52 49203,50] 19248,00] 5546,00] 1463850} 55,52| 21,70 6,26] 16,53 1,07 0,33 0,971 0,38
08/08/96 11:40f 372,92| 15,54| 47346,50| 16745,50] 5906,50] 15193,50| 55,63| 19,59 6,94 17,84 0,93 0,35 1,00 039 .
11/08/96 18:20] 451,58] 18,82| 52639,50] 11485,00] - 7737,50| -17623,50| 58,83 12,84| 8,65 19,70 0,64 0,47 1,13| 044
15/08/96°08:45] 538,00| 2242 53566,50] '12540,00] - 8982,00] 18566,50| 57,20] 13,38] - 9,60] 19,83 0,70 0,55 1,17 048
18/08/96 16:00} 617,25] 25,72] 48038,50] 10562,50] 9218,00] 17890,50| 56,05| 12,33| 10,76 20,87 0,59 0,57 1,14 0,52
25/08/95 09:00] 778,250 32,43| 47596,00] 11254,00] 1159100 20415,50| 52,37 12,39] 12,76] 22,49 0,63 0,73 1,27 057
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Os frascos 7 a 10 foram mantidos sob refrigeragdo durante 38 dias. Transcorrido este periodo, as culturas foram alimentadas e
acompanhadas sob analise cromatografica. Os resultados podem ser observados nas Tabelas seguintes (B.26 a B.283).

TABELA B.26 - Valores das anilises cromatograficas do Frasco 7.

DATA HORA| DIAS | AREA He | AREA N, |[AREA CH,JAREA CO,| % He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,Jmmoles CO,|CH,/CO,
02/10/96 13:30 0,00 0,00] 48926,50] 6699,50 0,00 3537,00] 82,77| 11,27] 0,00 5,96 0,38 0,00 0,41 0,00
03/10/96 16:30{ 27,00 1,13] 50597,00] 16784,00 0,00 5416,00] 69,51{ 23,06] 0,00] 744 0,94 0,00 0,51 0,00
04/10/96 18:00] 52,50 2,19] 51323,50] 14772,00 0,00 5617,00] 71,57] 20,60 0,00 7,83 0,83 0,00 0,52 0,00
06/10/96 17:40} 100,17 4,17 51092,50] 16899,00 0,00 6738,50] 68,30] 22,601 0,00] 9,01 0,94 0,00 0,57 0,00
08/10/96 17:10| 147,67 6,15] 56256,00] 16629,00 0,00 7535,50] 69,98] 20,65 0,00 9,39 0,93 0,00 0,61 0,00
12/10/96 16:55| 243,42| 10,14] 49735,00] 15636,00 943,00 7489,00f 67,39] 21,19] 1,28 10,15 0,87 0,02 0,61 0,13
17/10/96 09:30] 356,00] 14,83] 50103,50} 15880,00 1205,50 7829,50] 66,81 21,151 1,61 10,45 0,89 0,04 0,63 0,15
21/10/96 14:00] 456,50 19,02 27786,00| 15717,00 843,50 4877,00] 54,41 30,76] 1,66] 9,55 0,88 0,01 0,48 0,17
28/10/96 10:15] 620,75 25,86 55831,50] 19701,50 2315,001 10215,00] 63,40) 22,37] 2,63] 11,60 1,10 0,11 0,75 0,23
29/10/96 10:35] 645,08] 26,88 59473,00] 8527,50 0,00 2964.00] 83,80} 12,02] 0,00 4,18 0,48 0,00 0,38 0,00
30/10/96 09:10] 667,67 27,82] 59014,50] 8638,50 0,00 5413,50] 80,77] 11,83} 0,00 7,41 0,49 0,00 0,51 0,00
31/10/96 13:45] 696,25] 29,01 57585,00] 17045,00 0,00 5276,50] 72,04} 21,36f 0,00] 6,61 0,95 0,00 0,50 0,00
04/11/96 13:00| 793,40] 33,06] 49597,50] 16508,50 0,00 5018,50] 69,75] 23,201 0,00] 7,05 0,92 0,00 0,48 0,00
08/11/96 16:05| 892.48] 37,19] 46364,50] 16827,50 10,00 4190,50] 68,81] 24,98] 0,00 6,22 0,94 0,00 0,44 0,00
12/11/96 09:45| 982,15 40,92| 54912,00] 8357,50 - 0,00 2430,50] 83,61] 12,70{ 0,00 3,70 0,47 0,00} 0,35 0,00
16/11/96 17:45|1086,15| 45,26] 48839,50| 16577,00 0,00 3853,00] 70,51] 23,93] 0,00 5,56 0,93 0,00 0,43 0,00
20/11/96 18:45|1183,15] 49,30] 54930,50] 22412,00 0,00 4721,50] 66,97] 27,28 0,001 6,45 1,25 0,00 0,47 0,00
25/11/96 13:50]1298,23] 54,09] 50593,00] 19464,50 0,00 4946,00] 67,48] 25,93] 0,00 6,6 1,09 0,00 0,48 0,00
02/12/96 16:45]|1463,73] 60,99] 53286,00] 17683,50 799,00 4342.00] 70,02] 23,23] 1,051 5,71 0,99 0,01 0,45 0,18

1607,31] 66,97 57076,50} 19900,00 1455,00 68,41 23,85 1,74] 6,01 1,11 0,05 0,48 0,29

08/12/96 16:20

5010,00




TABELA B.27 - Valores das andlises cromatogrificas do Frasco 8.

DATA |HORA| DIAS | AREA He| AREA N, |[AREA CH,|/AREA CO,|% He| % N; |% CH,|% CO,| mmoles N, {mmoles CHs/mmoles CO,|CH,/CO,
02/10/96 13:30]  0,00] 0,00] 48646,50] 7448,50 0,00] 4278,00] 80,57] 12,34 0,00] 7,09 0,42 0,00 0,45 0,00
03/10/96 16:30] 27,00] 1,13] 50647,00] 10560,50 0,00 6537,50] 74,76] 15,59] 0,00] 9,65 0,59 0,00 0,56 0,00
04/10/96 18:00] 52,50 2,19] 50979,50] 16723,00 0,00 6774,50] 68.45] 22,46] 0,00 9,10 0,93 0,00 0,57 0,00
06/10/96 17:40| 100,17| 4,17| 49189,50] 16785,00 0,001 8070,00] 66,44| 22,67| 0,00 10,90 0,94 0,00 0,64 0,00
08/10/96 17:10| 147,67 6,15| 56451,50| 23173,00 729.00] 9125,50] 63,09 25,90] 0,82| 10,20 1,29 0,01 0,69 0,08
12/10796 16:55| 243,42] 10,14} 51850,00] 10576,00] 1046,50| 8772,00| 71,77} 14,64| 145| 12,14 0,59 0,03 0,68 0,12
17/10/96 09:30] 356,001 14,83] 52000,000 10777,50] 1369,00] 9573,50| 70,54| 14,62} 1,86] 12,99 0,60 0,05 0,72 0,14
21/10/96 14:00| 456,50] 19,02] 27871,00] 14602,50| 1072,50|  5754,00] 54,24 28.42| 2,09] 11,20 0,82 0,03 0,52 0,19
28/10/96 10:15| 620,75| 25,86| 56045,00| 1833550] 3033,50] 11812,50| 62,82| 20,51] 3,40] 13,24 1,02 0,16 0,83 0,26
29/10/96 10:35| 645,08 26,88] 58741,50 443,00| 0,000 3960,00] 93,04| 071] 0,00} 6,26 0,03 0,00 0,43 0,00
30/10/96 09:10] 667,67 27,82| 59710,00] 6528,00 0,00 6865,00] 81,69 892 0,00 9,40 0,37 0,00 0,58 0,00
31/10/96 13:45| 696,25 29,01] 56607,50] 14289,00 0,00 544550 74,15| 18,72 0,00 7,13 0,80 0,00 0,51 0,00
04/11/96 13:00] 793,40} 33,06} 50151,00] 13576,50 0,00 5346,50] 72,62| 19,64] 0,00 7,74 0,76 0,00 0,50 0,00
08/10/96 16:05| 892,48] 37,19] 48075,50] 11925,50 807,00 4438,00| 73.68| 18,29] 1,24 6,80 0,67 0,01 0,46 0,18
12/11/96 09:45| 982,15| 40,92 57776,00] 6179,00 0,00 2823,50] 86,58 9,20 0,00 4,23 0,35 0,00 0,37 0,00
16/11/96 17:45|1086,15| 45,26] 52789,50] 6568,00 0,00] 3971,50| 83,08| 10,34} 0,00 6,25 0,37 0,00 0,43 0,00
20/11/96 18:45|1183,15] 49,30| 47039,00] 14287,00 0,00 422800 71,76| 21,79] 0,00] 6,45 0,80 0,00 0,44 0,00
25/11/96 13:50{1298,23] 54,09] 43376,50] 15890,50 0,00 4316,50] 68,30] 24,92] 0,00 6,78 0,89 0,00 0,45 0,00
02/12/96 16:45|1463,73] 60,99] 46872,00] 13756,00 0,00 4277,50| 72,22| 22,701 0,00} 6,59 0,77 0,00 0,45 0,00

1607,31| 66,971 50214,50| 16151,50 0,00 70,23| 22,59] 0,00 7,19 0,90 0,00 0,49 0,00

08/12/96 16:20

5140,00
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TABELA B.28 - Valores das analises cromatograficas do Frasco 10.

£'13.1.3- Terceiro grupo de experimentos

© . As Tabelas de B.29 ¢ B30 sio referentes aos 12 pﬁmeiros dias de enriquecimento.

DATA |HORA| DIAS |AREA He| AREA N, |AREA CH,//AREA CO,|% He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, |mmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
02/10/96 13:30] 0,00 0,00] 48555,50] 9028,50 0,00 4961,00] 77,65] 14.43] o0,00] 7,93 0,51 0,00 0,48 0,00
03/10/96 16:30] 27,00 1,13| 50534,00] 8788,00 0,00] 9012,50] 73,95] 12,86] 0,00| 13,19 0,49 0,00 0,69 0,00
04/10/96 18:00 52,50L 2,19 49826,00] 10855,00 0,00] 6734,50| 74,03] 16,03] 0,00 9,94 . 0,61 0,00 0,57 0,00
06/10/96 17:40] 100,17 4,17l 51199,50] 9637,50 0,00 7973,00| 74,40 14,01 0,00] 11,59 0,54 0,00 0,64 0,00
08/10/96 17:10} 147,67 6,15| 58176,50| 15414,50 733,50]  9010,50| 69,81| 18,50] 0,88| 10,82 0,86 0,01 0,69 0,08
12/10/96 16:55| 243,42] . 10,14] 51492,50] 10412,00] 1064,50] - 8423,50| 71,84| 14,83 149] 11,75 10,58 10,03} "0,66 0,13
17/10/96 09:30 356,00' 14,83| 51108,50] 11003,50] 1515,50|  8927,00| 70,44| 15,17| = 2,09| 12,31 0,62 0,06 0,68 0,17
21/10/96 14:00] 456,50 19,02| 30794,00 7002,50] 117550 5875,00] 64,57| 14,70 2,47| 12,32 0,40 0,04 0,53 0,20
28/10/96 10:15] 620,75 25,86] 56462,50| 13973,00f 2787,00] 11296,00) 66,82} 16,53| - 3,30| 13,37 0,78 0,14 0,80 0,25
29/10/96 10:35] 645,08 26,88 57948,00] - 8014,00 0,00 3629,00] 83,31} 11,49 0,00 5,20 0,45 0,00 0,41 0,00
30/10/96 09:10] 667,67 27,82] 58538,00 . 8233,50 0,00 652850 79,87] 11,23] 0,00 891 0,46 0,00 0,56 0,00
31/10/96 13:45| 696,25 29,01y 55928,50] 20435,00 0,00] 6453,50| 67,54 24,57| 0,00{ 7,80 1,14 0,00 0,56 0,00
04/11/96 13:00 793,40 33,06] 50842,50] 13893,00] 0,00 5642,50] 72,25| 19,74| 0,00f 8,02 0,78 0,00 0,52 0,00
08/11/96 16:05| 892,48 37,19] 48116,00| 16586,00 79400 5103,50| 68,15] 23,50| 1,13} 7,24 0,93 0,01 0,49 0,16
12/11/96 09:45| 982,15 40,92] 55430,00]  8349,00 0,00 2360,50| 83,83| 12,61 0,00 3,56 0,47 0,00 0,35 0,00
16/11/96 17:45]1086,15 45,26] 49367,00| 8572,00 0,00 449550] 79,07] 13,73} 0,00] 7,21 0,48 0,00 0,46 0,00
20/11/96 18:45|1183,15 49,30 54158,50| 16067,50 0,00 5068,00| 71,94] 21,33} 0,00 6,74 0,90 0,00 0,49 0,00
25/11/96 13:50|1298,23 54,09] 49123,50| 15389,50 0,00 5170,50] 70,56] 22,04} 0,00 741 0,86 0,00 0,49 0,00
02/12/96 16:45|1463,73] - 60,99 54019,50| 16362,00 715,50]  5063,50| 70,93| 21,49| 094 6,65 0,91 0,01 0,49 0,14
08/12/96 16:20|1607,31 66,97 56901,00] 10551,50] . 1145,50] 5793,00| 76,49 14,19 1,54| 7,79 0,59 0,03 0,52 0,20




TABELA B.29- Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 5.

, As Tfabelas_de B.31e¢B.32 mosfralﬁ 0s resultac_lgis obtidos apéé troca atmbsférica feita apéé 12 dias do inicio do gnriquecimento.

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREAN, |AREA CH,/AREA CO,| %He | % N, |[%CH,|% CO,| mmoles N; jmmoles CH;Jmmoles CO,|CH,/CO,
12/06/96 19:40]  0,00] 0,00 | 6450,50]  1921,50[ 111247,00 37,721 14,50 47,78 0,37 0,09 5,78 0,02
13/06/96 09:40] 14,00 -~ 0,58] 320,50 19127,50| 100489,50] 103424,00] 0,14] 8,50] 45,02 46,35 1,07 6,62 5,49 0,97
14/06/96 17:00] 4533 1,89 39837,00] 160601,00] 119679,00 12,45] 50,17| 37,38 2,21 110,61 6,32 1,34
15/06/96 18:50| 71,17 2,97 38314,50] 191953,50] 132009,50 10,58 52,98| 36,44 2,13 12,69 6,94 1,45
17/06/96 19:00| 119,33 4,97 32031,00] 192411,50| 126961,50 9,11] 54,75] 36,13 1,78 12,72 6,69 1,52
19/06/96 14:25] 162,75 6,78 31830,50| 231090,50| 149216,50 7,72 56,07} 36,21 1,77 15,28 7.82 1,55
21/06/96 14:25| 210,75| 8,78| . 34653,00] 296103,00] 183747,00 6,71 57,35 35,59 1,93 19,59 9,57 1,61
24/06/96 18:30| 286,83| 11,95 907,50 30345,50| 285871,00] 170888,50| 0,19] 6,21| 58,58] 35,02 1,69 - 18,92 8,92 1,67
"TABELA B.30 - Valores das anilises croinatoggiﬁcas do Frasco 6. .

'DATA  [HORA| DIAS |AREA He | AREAN; |AREA CH,{AREA CO,| % He| % N; |%CH,|% CO,|mmoles N, [mmoles CH,/mmoles CO,|CH,/CO,
12/06/96 19:40] 0,00 0,00]  1309,00] 25232;50f = 1730,00] 102470,00] 463] 39,20 6,18 5462] = 1,40 0,07 0,23 0,02
13/06/96 09:40| 14,00f 0,58 76954,50| 49601,50]  97500,00 34,23 22,17} 43,61 4,26 3,25 5,19 0,51
14/06/96 17:00| . 45,33}  1,89| .| 136627,50} 97270,00] 11098,00 39,60 28,19] 32,20 7,57 6,41 0,79 . 876
15/06/96 18:50] 71,17 2,97 264,00 132416,50] 128164,00] 121997,00] 0,07{ 34,59| 33,48| 31,87 7.33 8,46 6,43 1,05
17/06/96 19:00] 119,33] 4,97 . | 115226,50] 144576,00] 120692,00 | 30,29] 38,00f 31,72 6,38 9,55 6,37 1,20
19/06/96 14:25| 162,75|  6,78|  414,50| 108070,00| 162625,00] 130414,00] 0,10} 26,92| 40,51} 32,48 5,99 10,74 6,86 1,25
21/06/96 14:25( 210,75] 8,78 382,00 115871,50| 200681,50] 154123,00] 0,08] 24,60| 42,60 32,72 6,42 13,27 8,07 1,30
24/06/96 18:30| 286,83] 11,95 189,50 96240,50] 193836,00] 144643,50] 0,04] 22,13| 44,57} 33,26 5,33 12,81 7,59 1,34
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TABELA B.31 - Valores das andlises cromatogréficas do Frasco S,

DATA |HORA| DIAS | AREA He| AREAN, [AREA CH,|AREA CO,|% He| % N; [% CH,|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
25/06/96 18:10] 0,00 0,00 0,00 4329,50 ~0,00] 103327,00] 0,00 4,01. 0,00] 95,99 0,25 0,00 5,48 0,00
26/06/96 18:10] 24,00 1,00 0,00 2986,000 9863,00] 118037,50] 0,00] 2,25] 7,54| 90,20 0,17 0,61 6,23 0,08
27/06/96 16:10] 46,00 1,92 0,00 5085,00] 23668,00] 123250,50] 0,00 3,34] 15,57] 81,09 0,29 1,53 6,50 0,19
28/06/96 15:40] 69,50] 2,90 0,00] 14043,00] 36769,00] 126720,00f 0,00 7,80] 20,74 71,47 0,79 2,40 6,67 0,29
29/06/96 17:05| 94,92] 3,95 0,00} 29799,00| 50339,50| 131984,50] 0,00| 13,83 23,78] 62,39 1,66 3,30 6,94 0,38
01/07/96 17:50| 143,37| 5,98 0,00] 2942400 54167,50] 102940,50] 0,00| 15,78] 29,04 55,19 1,64 3,55 5,46 0,53
03/07/96 17:15| 190,78 7,96 386,00] 42383,50| 68156,00] 93857,00] 0,19] 20,69 33,29 45,84 2,35 4,48 5,00 0,73
05/07/96 16:05| 237,62 9,91 0,00] 140573,00] 90264,00] 115575,00] 0,00| 40,58] 26,06 33,37 7,78 5,94 6,11 0,78
08/07/96 17:10} 310,70| 12,96 0,00] 136255,00] 11194550 126449,00] 0,00| 36,37] 29,88] 33,75 7,54 7,38 6,66 0,89
10/07/96 14:50| 356,37| 14,86 0,00| 124605,00} 114044,50| 120806,50| 0,00| 34,67} 31,73] 33,61 6,90 7,52 6,37 0,94
12/07/96 15:00| 404,53| 16,87 0,00] 121295,50] 121378,50| 120742,00] 0,00| 33,38] 33,40| 33,22 6,72 8,01 6,37 1,01
17/07/96 09:15| 518,78] 21,63 366,00{ 106891,50] 122731,50] 113908,50 0,11] 31,08{ 35,69| 33,12 5,92 8,10 6,02 1,08
'TABELA B.32 - Valores das andlises cromatogglficas do Frasco 6.

DATA |HORA| DIAS | AREA He| AREAN, |AREA CH,|AREA CO,|% He| % N, |% CH4|% CO,| mmoles N, Jmmoles CH,|mmoles CO,|CH/CO,
25/06/96 18:10] 0,00 0,00 0,00 283,00 0,00] 100953,50] 0,00} 0,28] 0,00] 99,72 0,02 0,00 5,36 0,00
26/06/96 18:10] 24,00] 1,00 0,00 744250 7344,50] 113521,00] 0,00 5,77 5,72] 88,51 0,42 0,45 6,00 0,06
27/06/96 16:10]  46,00] 1,92 0,00] 16703,00| 16303,00] 111377,00f 0,00| 11,57| 11,30} 77,14 0,93 1,04 5,89 0,15
28/06/96 15:40 69,50 2,90 0,00 40113,50] 24722,00] 107206,00] 0,00| 23,25| 14,30| 62,05 2,23 1,60} 5,68 0,23
29/06/96 17:05| 94,92 3,95 0,00 84844,001 29498,50] 94171,50] 0,00] 39,76] 14,36| 45,89 4,70 1,91 5,02 0,31
01/07/96 17:50] 143,37] 5,98 0,00| 64389,50] 30076,00] 60595,00] 0,00 41,52] 19,40] 39,08 3,57| 1,95 3,31 0,50
03/07/96 17:15| 190,78] 7,96 0,00 103430,00} 33105,50| 52578,00 0,00 54,69 17,51] 27,81 573 2,15 2,90 0,63
05/07/96 16:05] 237,62] 9,91 0,00{ 123758,00| 37670,50] 63008,50| 0,00| 55,15| 16,79| 28,08 6,85 2,46 3,43 0,60
08/07/96 17:10] 310,70] 12,96 0,00] 126412,50] 57955,50] 70032,00] 0,00] 49,70 22,78| 27,53 7,00 3,80 3,79 0,83
10/07/96 14:50} 356,37| 14,86 0,00| 11744500 62110,50] 68010,00] 0,00] 47,44| 25,09} 27,47 6,50 . 4,08 3,69 0,91
12/07/96 15:00{ 404,53] 16,87) 0,00} 118085,50| 66106,50] 66429,50] 0,00 47,12| 26,38] 26,51 6,54 4,34 3,61 1,00
17/07/96 09:15| 518,78| 21,63] .-~ .0,00] 111323,00]- 74740,50] 68424,50 'o',ooﬂ 43,75| 29.37| 26,89 6,17 4,91 3,71 1,09

Transcorridos 41 dias de enriquecimento, foi realizada a alimentagfo das culturas. As Tabelas B.33 e B.34 mostram os resultados obtidos apos este

procedimento.



TABELA B.33 - Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 5.

" As Tabelas B.35 ¢ B36 apresentam os resultados dos frascos 5¢6, apods nova éliméntaqﬁd idas_culturasi.

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREA N, [AREA CH,JAREA CO,|% He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,{mmoles CO,]CH,/CO,
23/07/96 22:45] 0,00 0,00 0,00] 1939,00 0,00] 116314,00[ o0,00] 1,64] 0,00 9836 0,12 0,00 6,14 0,00
25/07/96 10:45] 36,00 1,50 0,00] 18715,00] 61221,00] 92776,50] 0,00] 10,80| 35.46| 53,74 1,04 4,08 4,95 0,66
26/07/96 14:10] 63.42| 2,64 0,00 17790,00] 62382,50] 92389,00[ 0,00] 10,31| 36,15| 53,54 0,99 4,09 4,93 0,68
28/07/96 13:50| 111,08] 4,63 0,00] 18136,50] 60122,00] 85329,50| 0,00 11,05] 36,66] 52,02 1,01 3,95 4,57 0,70
30/07/96 14:00] 159,25 6,64 0,00] 23804,00] 67200,50] 85090,50| 0,00| 13,51] 38,16] 48,33 1,33 4,41 4,56 0,79
01/08/96 14:00] 207,25| 8,64 0,00] 88552,00] 68929,00] 88275,00] 0,00] 36,03] 28,05] 3592 491 4,53 4,72 0,78
03/08/96 14:00] 255,25] 10,64 279,00 124809,00] 67127,50| 100499,50| 0,10| 42,64| 22,93 34,33 6,91 4,41 5,34 0,67
06/08/96 11:20{ 324,58 13,52 318,00] 135304,50] 68998,50] 105151,50| 0,10 43,68 22.27| 33,94 7.49 4,53 5,58 0,66
08/08/96 11:40| 372,92] 15,54 0,00} 127819,50] 66169,50] 104839,50| 0,00| 42,77 22.15| 35,09 7,08 4,35 5,56 0,63
‘TABELA B.34 - Valores das analises cromatograficas do Frasco 6. - : ) , ' ,

- DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREA N, [AREA CH,|JAREA CO;| % He| % N, [% CH,|% CO,| mmoles N, |mmoles CH,/mmoles CO,|CH,/CO,
23/07/96 22:45|  0,00] 0,00 0,00 2851,00 0,00] 117641,00] 0,00 2,37] 0,00] 97,63 0,17 0,00 6,21 0,00
25/07/96 10:45] 36,00| 1,50 0,00] 25610,00[ 59644,50] 90662,50] 0,00] 14,54| 33,91} 51,55 1,43 3,90 4,84 0,66
26/07/96 14:10] 63,42| 2,64 0,00] 19292,50] 56019,00] 82254,00] 0,00 12,25} 35,55 52,20 1,08 3,67 4,41 0,68
28/07/96 13:50| 111,08] 4,63 0,00] 24118,00] 54349,50] 77079,50| 0,00] 15,51 34,94] 49,56 1,34 3,56 4,15 0,71
30/07/96 14:00| 159,25 6,64 0,00] 30550,50| 55287,50| 75053,00| 0,00] 18,99 34,37 46,65 1,70 3,62 4,05 0,74
01/08/96 14:00| 207,25| 8,64 0,00} 23716,00] 61013,00] 79049,00] 0,00] 14,48] 37,25| 4827 1,32 4,00 4,25 0,77
03/08/96 14:00| 255,25 10,64 0,00 157222,00] 57796,50] 95051,50| 0,00] 50,71| 18,64 30,65 8,70 3,79 5,06 0,61
06/08/96 11:20 324,58| 13,52 0,00] 163978,50] 57186,00] 95810,00| 0,00 51,73] 18,04] 30,23 9,08 3,75 5,10 0,60
08/08/96 11:40| 372,92 15,54 0,00] 154730,50] 55319,00] 96281,50{ 0,00 50,51| 18,06] 31,43 8,57 3,63 5,13 0,57
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TABELA B.35 - Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 5.

)
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DATA |HORA| DIAS |AREA He | AREA N, [AREA CH,JAREA CO,| % He| % N; |[% CH4|% CO,|mmoles N, |mmoles CH,|Jmmoles CO,|CH/CO,
15/08/96 09:00] 0,00 0,00 0,00 5433,00 0,00 119725,50] 0,00] 4,22 o0,00] 95,78 0,31 0,00 6,32 0,00
15/08/96 11:00f 2,00 0,08 0,000 1104,00] 3658,50] 119489,50] 0,00 0,89 2,95| 96,17 0,07 0,20 6,31 0,03
15/08/96 14:00] 5,00 0,21 0,00 4983,50] 9609,50] 110546,50] 0,000 3,69 7,70| 88,61 0,28 0,60 5,85 0,09
15/08/96 17:20] 8,33} 0,35 0,00 5622,50] 16405,50] 109760,50] 0,00] 4,26] 12,40| 82,96 0,32 1,05 5,81 0,15
15/08/96 23:20] 14,33] 0,60 0,00] 14833,50] 29102,00] 98306,50] 0,00| 10,38] 20,48 69,15 0,83 1,89 523 0,30
16/08/96 17:20] 32,33} 1,35 0,00] 42875,00] 39500,50] 67503,50] 0,00} 28,56| 26,32| 44,97 2,38 2,58 3,66 0,59
17/08/96 18:50| 57,83 2,41 0,00{ 165965,50] 46999,50] 94214,50] 0,00| 53,99| 15,29 30,65 9,19 3,07 5,02 0,50
18/08/96 16:05] 79,08] 3,30 0,00{ 159896,00 40581,50] 80548,50] 0,00| 56,90| 14.44| 28,67 8,85 2,65 433 0,50
19/08/96 14:50] 101,83} 4,24 0,00] 8991,50 0,00 112592,50] 0,00 7,371 0,00] 92,63 0,51 0,00 5,96 0,00
19/08/96 18:00| 105,00] 4,38 0,00 7622,00] 5389,50] 112870,00] 0,00] 6,05 4,29] 89,67 0,43 0,32 5,97 0,05
19/08/96 21:00] 108,00 4,50 0,00] 9384,00{ 12472,00] 108288,50] 0,00 7,21} 9,59 84,71 0,53 0,79 5,74 0,12}
19/08/96 23:50] 110,83 4,62 0,00| 25233,00] 16488,00] 89032,00] 0,00] 19,30| 12,61] 68,09 1,40 1,05 4,76| 0,19]
20/08/96 08:30] 119,50] 4,98 0,00 53976,50] 25503,50] 93250,00] 0,00} 31,26f 14,77 53,99 2,99 1,65 4,97 0,27
20/08/96 17:00] 128,00] 5,33 0,00| 55654,50] 36434,50] 79585,00] 0,00{32.42 | 21,22] 46,36 3,09 2,37 428 0,46
22/08/96 14:45| 173,75 7,24 0,00| 63525,50] 38688,00] 76663,50| 0,00] 35,52} 21,63] 42,86 3,52 2,52 4,13 0,50
24/08/96 10:10] 217,17 9,05 0,00 359371,00] 35562,00] 71677,00] 0,00] 35,46 21,23] 42,80 3,29 2,32 3,87 0,50
24/08/96 11:00| 218,00] 9,08 0,00  7635,00 0,00] 109484,50] 0,00] 6,52| 0,00] 93,48 0,43 0,00 5,80 0,00]
24/08/96 12:20] 219,33] 9,14 0,00 838,000  2977,00] 118395001 0,00] 0,69 2,44| 96,88 0,06 0,16 6,25 0,03
24/08/96 13:30] 220,50 9,19] 0,00 2093,00} 5908,50] 110215,50] o0,00] 1,77} 5,00] 93,23 0,12 0,35 583 0,05
24/08/96 16:50| 223,83] 9,33 0,00 6862,50] 14538,00] 97780,00] 0,00] 5,76| 12,20| 82,05 0,39| 0,92 520 0,15
24/08/96 19:40] 226,677 9,44 0,00] 36846,00{ 23202,50§ 96523,00{ 0,00] 23,51} 14,82 61,67 2,05 1,50 5,14 0,241
25/08/96 09:00] 240,00] 10,00 0,00 40248,50] 44911,50] 83663,50] 0,00] 23,84| 26,60] 49,56 2,23 2,94 4,48 0,54
25/08/96 09:50| 240,83] 10,03 0,00| 42534,50] 44768,00] 79801,50| 0,00] 25,45| 26,79} 47,76 2,36 2,93 4,29 0,56|
25/08/96 13:50] 244,83] 10,20 0,00| 39910,50] 42442,00] 75154,00{ 0,00] 25,36] 2694 47,71 2,22 2,77| 4,05 - 056|
26/08/96 08:25| 263,42| 10,98 0,00] 45630,00] 47320,00] 84582,50} 0,00] 25,71] 26,65 47,65 2,53 3,10 4,53 0,56
26/08/96 16:35| 271,58 11,32 - 0,00] 40103,00| 37344,50] 67049,50] 0,00} 27,76] 25,84| 46,40 2,23 2,43 3,64 0,56{
27/08/96 08:10| 287,17 11,97 0,00] 48932,00] 44344,50] 81713,00] 0,00| 27,64 25,08] 46,14 2,72 2,90 439 0,54
04/09/9611:50{ 482,57} 20,11 0,00 7307,00 0,00 9297400 o0,00{ 7,28 000} 92,73 0,41 0,00 4,96 0,00
04/09/96 14:00| 484,73] 20,20 0,00] 15597,00] 3804,50| 97861,00] 0,00] 13,30| 3,25 83,45 0,87 0,21 521 0,04
04/09/96 16:20| 487,07| 20,29 0,00] 1799850 6426,00] 102157,00] 0,00] 14,19} 5,08] 80,73 1,00 0,38 542 0,06
04/09/96 18:05| 488,82] 20,37 0,00 19534,001 9159,50| 107817,50] 0,00] 14,30} 6,71] 78,99 1,09 0,57 571 0,08




... continuacio

_TABELA B.35 - Valores das anlises cromatogrificas do Frasco 5.

DATA |HORA| DIAS AREA He | AREA N, |AREA CH, AREA CO,|% He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, |mmoles CH,/mmoles CO,|CH/CO,
05/09/96 09:30] 504,23] 21,01 0,00] 24208,00] 39657,50] 70072,50] 0,00] 18,08] 29,61] 52,31 1,35 2,59 3,79 0,57,
05/09/96 13:00] 507,73] 21,16 0,00] 169374,50] 40926,00] 69307,50] 0,00] 60,58} 14,64 24,79 9,38 2,67 3,75 0,59
05/09/96 17:55{ 512,65{ 21,36 0,00] 160759,00] 43937,00] 68410,00] 0,00] 5886 16,09] 25,05 8,90 2,87 3,71 0,64
06/09/96 13:10] 531,90] 22,16 0,00] 145976,00] 42518,50] 83458,00] 0,00] 53,49] 15,58 30,58 8,08 2,78 4.47 0,51
06/09/96 18:00] 536,73f 22,36 0,00] 153149,50] 44892,00] 88259,50] 0,00 53,50] 15,69] 30,83 8,48 2,94 4,72 0,51
07/09/96 11:45] 554,48] 23,10 0,00] 151833,00] 44717,00] 88995,00] 0,00] 53,18] 15,66] 31,16 8,41 2,92 4,76 0,50
09/09/96 08:00] 598,73 24,95 0,00] 152293,00f 4293550] 91260,50] 0,00 53,16] 15,00f 31,85 8,43 2,81 4,87 0,47
09/09/96 09:30] 600,23 25,01 0,00 5474,50 0,00] 111851,50{ 0,00 4,65 0,00 95,35 0,31 0,00 5,92 0,00
09/09/9_6 13:30] 604,23 25,18 0,00 10872,00] 13091,50] 100919,501 0,001 8,71] 10,48] 80,82 0,61 0,83 5,36 0,13
09/09/96 17:40] 608,40] 25,35 0,00] 15451,50] 26141,50| 86487,00] 0,00} 12,07| 20,41 67,53 0,86 1,69 4,63 0,30
10/09/96 08:00] 622,73| 25,95 0,00] 22915,50] 47355,50] 75533,00] 0,00| 15,71} 32,48 51,81 1,28 3,10 4,07 0,63
10_/09/9_6 15:45] 630,48 26,27 0,00] 38003,00f 40805,50] 65078,00] 0,00] 26,41} 28,37 45,23 2,11 2,66 3,54 0,63
11/09/96 14:00 652,73] 27,20 0,000 77315,50| 46462,001 75773,50| 0,00 38,75 23,29] 37,98 428 3,04 4,08 0,61
08/10/96 08:40]1295,53} 53,98 0,00 8992,50 10,00} 107943,00] 0,001 7,69] 0,001 92,31 0,51 0,00 572 0,00
12/10/96 16:55]1399,78| 58,32 0,00] 18959,00] 40730,00] 70694,00] 0,00{ 14,67 30,88 53,59 1,06 2,66 3,82 0,58
17/10/96 09:3011512,37| 63,02 0,00] 21743,50] 44278,50] 67362,00] 0,00 16,31] 33,20| 50,50 1,21 2,89 3,66 0,66
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TABELA B.36 - Valores das andlises cromatogréficas do Frasco 6.

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREA N, [AREA CH,IAREA CO,|% He| % N, [% CH,|% CO;|mmoles N; |mmoles CH,Jmmoles CO,|CH,/CO,
15/08/96 09:00{ 0,00 0,00 0,00 4367,00f . 0,00f 11944500 0,00] 3,44 0,00] 96,57 0,25 0,00 6,30 0,00
15/08/96 11:00] 2,00 0,08| 0,00 839,50  2267,00] 117901,50| 0,00f 0,69| 1,88 97,43 0,06 0,10 6,23 0,02
15/08/96 14:00} 5,00 0,21 0,00 2593,00] - 5899,00 110782,00} 0,00} 2,15 4,95 92,90 0,15 0,35 5,86 0,05
15/08/96 17:20] 8,33 0,35 0,00] 8042,00] 10403,00] 110618,00} 0,00 6,21 8,06 8573 0,45 0,65 5,86 0,09
15/08/96 23:20] 14,33] - 0,60 0,00] 16282,00] 18596,00] 103236,00 0,00] 11,79 13,47| 74,75 0,91 1,19 548 0,18
16/08/96 17:20| 32,33] 1,35 0,000 14622,50] 38660,00] 66862,00] 0,00 12,17] 32,19] 55,65 0,82 2,52 3,63 0,58
17/08/96 18:50] 57,83 2,41 0,001 16558,00] 46250,50 66295,00] 0,00 12,83| 35,83 51,35 0,92 3,03 3,60 0,70
18/08/96 16:05| 79,08] 3,30 0,00] 16995,00] 42041,50| 58104,50] 0,00| 14,51 35,89 49,61 0,95 2,75 3,18 0,72
19/08/96 14:50] 101,83 4,24 0,00] 109935,00| . 0,00 109634,50| 0,00] 9,07 0,00 90,93 6,09] - 0,00 581 0,00
19/08/96 18:00] 105,00| 4,38 0,00] 6231,000 .2556,50| 114125,50] 0,00] 5,08] 2,08 92,85 0,35 0,13 6,03 0,02
19/08/96 21:00{ 108,00 4,50 0,00] 8377,50| 8500,50| 112668,00] 0,00] 6,45 6,57] 86,99 0,47 0,52 5,96 0,08
19/08/96 23:50] 110,83| 4,62 0,00] 10228,00] 13205,00] 100646,00] 0,00] 8,24| 10,65| 81,12 0,57 0,83 5,35 0,13
20/08/96 08:30| 119,50f 4,98 0,00] 16808,00] 35193,00| 79855,50] 0,00f 12,75| 26,69 60,56 0,94 2,29 4,29 0,44
20/08/96 17:00f 128,00] 5,33 0,00] 15970,50] 41874,50} 79069,00] 0,00}11.60 |30.43 |57.42 . 0,89 2,73 4,25 0,53
22/08/96 14:45| 173,75| 7,24 0,00] 19732,00| 40389,00f 73575,00] 0,001 14,77} 30,16] 54,93 1,10 2,64 3,97 0,55
24/08/96 10:10| 217,17| 9,05 0,00] 56280,00] 36191,00f 68730,00] 0,00 34,92| 22,45 42,63 3,12 2,36 3,72 0,53
24/08/96 11:00{ 218,00| 9,08 0,00  9588,00 0,00{ 111524,00] 0,00] 7,92 0,00] 92,09 0,54 0,00 5,90 0,00
24/08/96 12:20| 219,33] 9,14 0,00 8359,00] 1660,50{ 120803,00f 0,00 6,39 1,27| 92,34 0,47 0,07 6,37 0,01
24/08/96 13:30| 220,50| -9,19 0,00] 1314,00] 4088,00] 114153,50] 0,00] 1,10} 3,42] 9548 0,08 0,23 6,03 0,04
24/08/96 16:50f 223,83| 9,33 0,00 891500 12526,50] 98714,50] 0,00{ 7,42 1043| 82,16 0,50 0,79 5,25 0,13
24/08/96 19:40] 226,671 9,44 0,00{ 10516,00] 21417,00] 95214,50{ 0,00{ 16,85} 16,85 74,90 0,59 1,38 5,07 0,22
25/08/96 09:00| 240,00] 10,00 0,00] 16134,50] 46437,50] 75362,00] 0,00 33,67| 33,67] 54,64 0,90 3,04 4,06 0,62
25/08/96 09:50| 240,83 10,03 0,00] 146558,50| 47170,00] 88437,50} 0,00 51,95| 16,72| 31,35 8,11 3,09 4,73 0,53
25/08/96 13:50{ 244,83 10,20 0,00] 23184,00] 42584,50] 68142,00] 0,00 17,29 31,81] 50,90 1,29 2,78 3,69 0,62
26/08/96 08:25] 263,42 10,98]  0,00| 147161,00| - 48881,50f 95215,00| 0,00] 50,53| 32,69 8,15 3,20 5,07 -0,51
26/08/96 16:35( 271,58] '11,32] -~ '0,00] 120918,50]  39151,50] 76557,50| 0,00} 51,10 16,55 3235|. 6,70 . 2,55 4,12 .0,51
27/08/96°08:10| 287,17 11,97 "0,00] 136960,50]  -44898,50] 87175,00] 0,00] 50,91] 16,69] 32,40 7,58 2,94 4,66 0,52
04/09/96 11:50| 482,57 20,11 0,00 7651,00 0,00} 99173,50] 0,00} 7.16] 0,00] 92,84 0,43 0,00 527 0,00
04/09/96 14:00| 484,73| 20,20 0,00 7267,50] 3223,50] 95557,00] 0,00 6,85 3,04 90,11 0,41 0,17 5,09 0,03
04/09/96 16:20| 487,07 20,29 0,00 9887,00] 8844,00] 97084,00] 0,00] 8,54 7.64] 83,83 0,56 0,54 517 0,09
04/09/96 18:05| 488,82 20,37 0,00] 14077,50] 14804,00| 100603,50] 0,00| 10,87] 11,44} 77,70 0,79 0,94 535 0,15




~... continuagfio

‘-TABELA B.36 - Valores das analises cromatogrzificas do Frasco 6.

0,00

DATA |HORA| DIAS | AREA He| AREA N, |AREA CH,|AREA CO,| % He| % N, {% CH,|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,Jmmoles CO,|CH,/CO,
05/09/96 09:30] 504,23 21,01 0,00] 18898,50| 41546,50] 64660,00{ 0,00] 15,10] 33,21] 51,80 1,05 2,71 3,52 0,64
05/09/96 13:00] 507,73] 21,16 0,00] 20933,00] 41044,00] 62435,00| 0,00 16,83] 32,99] 50,19 1,17 2,68 3,40 0,66
05/09/96 17:55] 512,65 21,36 0,00] 25078,00] 44184,00] 67164,50| 0,00| 18,39 32,39] 49,23 1,40 2,89 3,65 0,66
06/09/96 13:10| 531,90 22,16 0,00| 26774,00] 43356,50] 65571,00f 0,00 19,73| 31,95| 48,32 1,49 2,83 3,56 0,66
06/09/96 18:00| 536,73| 22,36 0,00] 29350,00] 45787,00] 6872550} 0,00 20,40 31,83 47,77 1,63 2,99 3,72 0,67
07/09/96 11:45| 554,48] 23,10 0,00] 29128,00] 47693,50] 70923,50} 0,00 19,72} 32,28| 48,01 1,62 3,12 3,84 0,67
09/09/96 08:00] 598,73] 24,95 0,00} 31226,50| 42199,00] 61617,50] 0,00| 23,13 31,25| 45,63 1,74 2,76 3,36 0,68
09/09/96 09:30] 600,23] 25,01 0,00 6376,00 0,00 111857,00] 0,00 540 0,00] 94,61 0,36 0,00 5,92 0,00
09/09/96 13:30] 604,23} 25,18 0,00] 8452,00] 11994,00] 99601,00] 0,00] 7,04] 10,00| 82,97 0,48 0,75 5,29 0,12
09/09/96 17:40| 608,40| 25,35 0,00] 13952,00] 25180,00] 87832,00 0,00] 10,99} 19,83| 69,18 0,78 1,63 4,70 0,29
10/09/96 08:00] 622,73| 25,95 0,00] 71640,50] 43742,00] 69200,00| 0,00| 38,81 23,70] 37,49 3,97 2,86 3,75 0,63
10/09/96 15:45| 630,48| 26,27 0,00| 94318,00] 42373,00} 72641,00| 0,00 45,05 20,25 34,70 5,23 2,77 3,92 0,58
11/09/96 14:00| 652,73| 27,20 0,00 131209,50] 47324,50{ 85012,50] 0,00] 49,78| 17,96| 32,26 7,27 3,10 4,55 0,56
08/10/96 08:40|1295,53| 53,98 0,00 9038,00 0,00} 106922,00] 0,00 7,80 0,00] 92,21 0,51 0,00 5,67 0,00
12/10/96 16:55(1399,78] 58,32 0,00| 16009,50] 39951,50] 66532,50| 0,00 13,07 32,62| 54,32 0,89 2,61 3,61 0,60
17/10/96 09:30]1512,37] 63,02 22687,00] 4002550 63534,50| 0,00 17,98 31,71] 50,33 1,26 2,61 3,46 0,63

B.1.4 - Quarto grupo de experimentos

- Apo0s as constantes repetigdes na possivel produgio de gas nitrogénio, os frascos 5 e 6 foram subdivididos em trés frascos (5A, 5B,

5C, 6 A, 6B, 6C). As Tabelas A.37 a A.42 apresentam os resultados obtidos. -
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'TABELA B 37- Valores das anilises cromatogra’lficaé do Frasco SA.

% He

% CH,4

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREA N, |AREA CH,|AREA CO, % N % CO;| mmoles N, |[mmoles CH,Jmmoles CO,{CH,/CO,
19/10/96 11:00]  0,00] .0,00] 31991,00f 9478,50] , 0,00] 15027,50] 54,30] 16,21 0,00] 25,56 0,53 0,00 0,99 0,00
19/10/96 12:40]  1,67] 0,07] 29132,00] 10233,00 0,00] 15133,00] 50,98 17,90] 0,00 26,48 0,57 0,00 1,00 0,00
19/10/96 15:40] 4,67 0,19] 25713,00] 10557,50 0,00 13542,00] 49,34 20,12| 0,00 26,01 0,59 0,00 0,92 0,00
19/10/96 21:10] 10,17|  0,42| 34674,50| 7988,50]  1266,00] 18581,00 53,65| 12,36| 1,96] 28,76 0,45 0,04 1,17 0,07
20/10/96 09:05| 22,08 0,92| 46706,00] 770500 4510,50| 24330,00| 56,12| 9,23| 5,42| 29,23 0,43 0,26 1,47 0,19
20/10/96 19:00f 32,000 1,33 32160,50] 3902,50f 5331,50| 16318,00f 53,83| 6,54] 8,92| 2731 0,22 0,31f 1,06 0,33
21/10/96 13:00] 50,00] 2,08] 28315,00| 15186,50| 13523,00] 11905,00f 39,88| 21,56] 19,05| 16,76 0,85 0,85 0,84 1,14
22/10/96 07:00] 68,00( 2,83} 3227550 9264,50| 16711,50] 12836,50| 44,38| 12,54] 22,98 17,63 0,52 1,07 0,88 1,30
23/10/96 22:00] 107,00| 4,46| 31899,00] 15708,00 17988,50| 14616,00| 38,48 18,89 21,70 17,63 0,88 1,15 0,97 1,23
24/10/96 14:35] 123,58  5,15| 27057,50] 32699,00] 14388,00] 10756,50| 31,05| 37,43| 16,51| 12,36 1,82 0,91 0,78 1,34
24/10/96 15:25] 124,42| 5,18 36751,00] 2997,50 0,00]  4563,50| 78,93] 6,40| 0,00 9,74 0,17 0,00 0,46 0,00
25/10/96 15:45| 148,75] 6,20 51460,50] 6951,50 718,00] 12098,50| 72,25} 9,76] 1,01] 16,99 0,39 0,01 0,85 0,06
26/10/96 18:15] 175,25 7,30 56233,00] 12311,00]  1350,50| - 13352,50| 67,55} 14,79] 1,62| 16,04 0,69 0,05 0,91 0,10
28/10/96 13:35] 218,58]  9,11| 54028,00] 7410,00] 189550 12107,50| 71,62] 9,82| 2,51} 16,05 0,42 0,08 0,85 0,16
30/10/96 10:05] 263,08] 10,96 52531,50] 9559,50] 2418,50] 14378,50| 66,59| 12,12| 3,07| 18,22 0,54 0,12 0,96 0,17
31/10/96 14:15) 291,25] 12,14] 49937,00] 9752,50]  2620,50] 13441,50| 65,92 12,87} 3,46| 17,75 0,55 0,13 0,91 0,19
04/11/96 13:55] 388,25| 16,18 43022,00f 10313,00] 3059,50| 11398,50| 63,46 1521 4,51] 16,82 0,58 0,16 0,81 0,27
08/11/96 15:15] 485,33| 20,22| 42075,00f 9418,00| 3521,50| 12859,50| 62,01 13,87] 5,22} 18,94 0,53 0,19 0,38 0,28
12/11/96 11:20] 577,42 24,06] 56493,00} 8590,50 0,001 5111,00] 80,48 12,24] 0,00 7,28 0,48 0,00 0,49 0,00
16/11/96 18:20| 680,42| 28,35 47680,00] 5879,00] 1993550  4952,50} 60,78] 7.49| 25.42| 6,31 0,33 1,28 0,48 4,03
20/11/96 19:25} 777,50{ 32,40} 53492,001 8277,50] 23017,50] 6836,00 58,39 9,041 2512 746 0,47 1,48 0,58 3,37
25/11/96 14:44| 892,82] 37,20] 46653,50] 897950} 20602,00|  5849,00| 56,84 10.94] 25,10 7,12 0,51 1,32 0,53 3,53
02/12/96 17:25|1063,22| 44,30] 50378,00] 707150 22398,50] 5957,00| 58,72| 8,24 26,11] 6,94 0,40 1,44 0,53 3,76

1206,75 52858,00 ‘ 24357,50]  6799,50] 57,56 8,52 7,41 0,44 1,57 0,58 3,58

08/12/96 16:57

50,28

7819,00

26,52




TABELA B.38 - Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 5B.

DATA |HORA| DIAS [AREA He | AREA N, [AREA CH,|JAREA CO,|% He| % N; |% CHy|% CO,| mmoles N, jmmoles CH,jmmoles CO,|CH/CO,
19/10/96 11:00]  0,00] 0,00 0,00]  7824,00 0,00] 71997,50] 0,00 9,42[ 0,00] 86,86 0,44 0,00 3,89 0,00
19/10/96 12:40|  1,67| 0,07 0,00 977850[  611,50] 66974,00] o0,00| 12,15\ 0,76| 83,37 0,55 0,01 3,64 0,01
19/10/96 15:40|  4,67] 0,19 0,00] 6484,50 1647,00| 78303,00 - 0,00] 7,33] 1,87| 88,383 0,37 0,07 421 0,02
19/10/96 21:10| 10,17] 0,42 0,00] 46602,00f 3587,00] 72133,50f 0,00| 37,43] 2,88} 57,90 2,59 0,20 3,90 0,05
20/10/96 09:05 22,08] 0,92 0,00| 121600,50]  9750,50] 48672,50| 0,00| 66,90 5,37| 26,78 6,73 0,60 2,70 0,20
20/10/96 19:00] 32,000 1,33] - 0,00 151542,50|  9047,00] 33575,00] 0,00] 77,02| 4,60 17,06 8,39 0,56 1,94 027
21/10/96 13:00] 50,00] 2,08 0,00] 178968,00]  8807,50| 21634,00] 0,00| 84,38 4,16] 10,20 9,91 0,54 1,33 0,41
22/10/96 07:00] 68,00 2,83 0,00] 174329,00| 16510,50| 39057,50| 0,00 75,02] 7,11 16,81 9,65 1,05 2,22 0,42
22/10/96 08:45| 69,75 291  0,00] 2050,50 0,00 280051,50L 0,00 0,61 0,00 9862 0,12 0,00 14,47 0,00
22/10/96 10:50| 71,83 2,99 0,00] 2033,50 0,00 319516,000 0,00] 0,63| 0,00] 9895 0,12 0,00 16,48 0,00
22/10/96 13:50| 74,83] 3,12 0,00]  1801,50| 0,00| 27059650 0,00 0,66 0,00 9843 0,11 0,00 13,99 0,00
22/10/96 21:30| 82,50 3,44 0,00 -3265,50 0,00 255942,50| o0,00f 1,25 0,00] 97,63 0,19 0,00 1325 0,00
23/10/96 14:05| 99,08 4,13 0,00] 4854,00  894,00] 284856,00( 0,00 1,66] 0,31} 97,20 0,28 0,02 14,72 0,00
23/10/96 22:00| 107,00] 446 - 000| 4621,00f 1399,00] 338884,00] 0,00 1,37] 04i] 9748 0,26 0,05 17,46 0,00
24/10/96 15:25| 124,42] 5,18 0,00] 3374,50] 2296,00] 352559,50] 0,00] 0,95| 0,64] 9842 0,20 0,11 18,16 0,01
25/10/96 15:45| 148,75 6,20 0,00 3589,00] 3337,00] 346972,000 0,00 1,02] 0,94 98,04 0,21 0,18 1787 0,01
26/10/96 18:15| 175,25 7,30 0,00 5380,00] 4833,000 3729059,000 0,00 1,41 1,26| 97,34 0,31 0,28 19,20 0,01
28/10/96 13:35| 218,58 9,11 0,00] 4896,50| 7108,00| 367710,00{ o000 1,29] 1,87] 9681 0,28 0,43 18,93 0,02
30/10/96 10:05( 263,08 10,96 0,00] 460500 8097,50| 369114,50] 6,00{ 1,21 2,12| 96,68 0,26 0,50 19,00 0,02
31/10/96 14:15] 291,25] 12,14] . 000f 5230,00[  8296,00] 346996,50| 0,00| 1,45 2,30 9625 0,30 0,51 17,88 0,02
04/11/96 13:55| 388,25 16,18 0,00 5717,00] 8968,00f 304735,50| 0,00 1,79 2,81 9540 0,33 0,55 15,73 0,03
08/11/96 15:15| 485,58] 20,23 0,00] 4636,00] 10642,50| 30107500 0,00] 1,47| 3,36 9513 0,27 0,66| 15,54 0,04
12/11/96 11:20| 577,67 24,07 0,00] 9601,50 0,00 136156,00] 0,00| - 6,59 0,00] 93,41 0,54 0,00 7,15 0,00
16/11/96 18:20| 680,67| 28,36 0,00] 11568,50| 38822,50] 73263,00 0,00] 9,36 3140} 59,25 0,65 2,53 3,96 0,53
16/11/96 20:00{ 682,33| 28.43] . 0,00 8043,00] 1001,00f 11816500| 0,00 6,33 0,79 92,89 0,45 0,02 6,24 0,01
20/11/96 19:30| 777,83] 32.41 0,00] 13551,00| 62799,00] 72259,00( 0,00} 9,13| 42,26| 48,62 0,76 4,12 3,9 087
21/11/96 12:45} 795,08 33,13 0,00] 7492,50| ° 1137,00|:.100213,50} 0,00} 6,88]: 1,05| 92,08 0,42 0,03 5,33 0,01
25/11/96°14:45 893,08 37,21 0,00] 12682,00| 47209,00] 58899,50] 0,00| 10,68 39,74 49,58 0,71 3,09 3,22 0,80
03/12/96 08:20{1078,83| 44,95 0,00] 117507,50] 51763,50} 79300,00] 0,00| 47,27| 20,82] 31,90 6,51 3,39 426 0,65
03/12/96 09:20|1079,83| 44,99 0,00] 7756,50|  1027,50] 109057,50{ 0,00| 6,58 087] 92,55 0,44 0,03 5,78 0,01
08/12/96 16:57}1208,45| 50,35 0,00] 14546,00] 51371,50] 62463,50] 0,00 11,34 40,01| 48,65 0,81 3,36 3,41 0,82
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... continuagio
TABELA B.38 - Valores das anilises cromatogrificas do Frasco 5B.

DATA HORA | DIAS | AREA He| AREA N, |AREA CH,|AREA CO,| % He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,{mmoles CO,|CH,/CO,
08/12/96 18:10]1338,28] 55,76 0,001 7922,50 1023,00] 106562,50] 0,00 6,86] 0,89] 92,25 0,45 0,03 5,65 0,01
TABELA B.39 - Valores das andlises cromatogrificas do Frasco 5C.

DATA |HORA| DIAS | AREA He| AREA N, |AREA CH,JAREA CO,| % He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, |mmoles CH,/mmoles CO.|CH,/CO,
19/10/96 11:00 0,001 0,00 0,00f 7021,00 0,001 77528,50] 0,00 8,04] 0,00] 88,88 0,40 0,00 4,17 0,00
19/10/96 12:40 1,67} 0,07 0,00 8804,00 0,001 76381,50] 0,00] 10,07 0,001 87,27 0,50 0,00 4,11 0,00
19/10/96 15:40 4671 0,19 0,00 3753,00 1363,50] 82613,00] 0,00] 4,15 1,51] 91,33 0,22 0,05 4,43 0,02
19/10/96 21:10} 10,17] 0,42 0,00] 13790,00 3549,00] 89884,00] 0,00] 12,54 3,24] 81,96 0,77 0,19 4,80 0,04
20/10/96 09:05|  22,08] 0,92 0,00] 103576,00 9766,00] 58638,00] 0,00] 59,74 5,64] 33,81 5,74 0,61 3,21 0,17
20/10/96 19:00] 32,00 1,33 0,00| 167304,50] 10642,50] 32149,00] 0,00} 78,78 5,02] 15,17 9,26 0,66 1,86 0,33
21/10/96 13:00] 50,00 2,08 0,00] 190763,00 8802,50] 17356,00] 0,00] 86,94f 4,01} 7091 10,56 0,54 1,11 0,51
22/10/96 07:00] 68,00f 2,83 0,00] 186291,00] 11715,00] 22796,50] 0,00] 83,45] 5,25 10,22 10,31 0,73 1,39 0,51
22/10/96 08:45] 69,75] 2,91 0,00 2763,00 0,00] 69510,50] 0,00] 3,64] 0,001 92,51 0,16 0,00 3,76 0,00
22/10/96 10:50] 71,83] 2,99 0,00 3744,00] - 2044,50] 87633,50] 0,001 3,95] 2.16] 92,38 0,22 0,09 4,69 0,02
22/10/96 13:50] 74,83 3,12 0,00f 52143,00 6595,00] 66042,00] 0,00] 40,93 5,18] 51,86 2,89 0,40 3,59 0,10
22/10/96 21:30f 82,50] 3,44 0,00 146126,50] 12783,50] 36103,50| 0,00 73,88| 6,47| 18,27 8,09 0,81 2,07 0,35
23/10/96 14:05] 99,08 4,13 0,00 203738,50] 14025,00] 23744,50f 0,00 83,28| 5,74 9,71 11,28 0,89 1,44 0,59
23/10/96 22:00] 107,00 4,46 0,00] 212350,00] 14191,00] 23917,50] 0,00 84,05 5,63] 9,48 11,75 0,90 1,45 0,59
24/10/96 15:25| 124,42] 5,18 0,00| 74400,50] 44842,00] 73541,50| 0,00| 38,59] 23,26] 38,15 4,12 2,93 3,97 0,61
25/10/96 13:00] 146,00] 6,08 0,00| 79774,50] 47084,00] 79270,50] 0,00| 38,68] 22,83| 38,42 4,42 3,08 4,26 0,59
25/10/96 14:00] 147,00] 6,13 0,00] 4276,50 0,00] 112434,00] 0,00 3,67 0,00] 96,34 0,25 0,00 5,95 0,00
25/10/96 15:45| 148,75 6,20 0,00] 7936,00 1850,50] 109321,50] 0,00| 6,65 1,56] 91,80 0,45 0,08 5,79 0,02
25/10/96 18:05] 151,08 6,30 0,00 9966,50 4657,00] 115155,00] 0,00 7.68] 3,59] 88,73 0,56 0,27 6,09 0,04
25/10/96 22:05] 155,08] 6,46 0,00] 19282,00] 16769,00] 96806,50f 0,00] 14,48] 12,59 72,69 1,08 1,07 5,15 0,17
26/10/96 08:05| 165,08] 6,88 0,00] 37790,00] 3662750 81923,50] 0,00] 24,18] 23,43] 52,40 2,10 2,39 4,40 0,45
26/10/96 18:15] 175,25 7,30 0,00] 54252,00] 41289,50] 73064,50} 0,00] 32,03] 24,37] 43,12 3,01 2,70 3,95 0,57
28/10/96 13:35| 218,58 9,11 0,00] 96138,50] 43523,00] 79261,00f 0,00] 43,83] 19,86] 36,14 5,33 2,84 4,26 0,55
30/10/96 10:05] 263,08] 10,96 0,00] 114725,50] 42229,50] 81768,00] 0,00] 47,96 17,66] 34,18 6,35 2,76 4,39 0,52
31/10/96 14:15] 291,25 12,14 0,00] 119056,00] 40535,50] 81013,50| 0,00 49,35] 16,80] 33,58 6,59 2,65 4,35 0,50




... continuagio

TABELA B.39 - Valorés da.

s andlises cromatograficas do Frasco SC.

DATA- |HORA| DIAS | AREA He | AREA N; |[AREA CH,|JAREA CO,| % He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, Jmmoles CH,|mmoles CO,|CH,/CO,
31/10/96 17:00| 294,00] 12,25 0,00] 6685,50 0,00 15085800 0,00 4,25 0,00 95,75 0,38 0,00 7,90 0,00
04/11/96 13:55| 388,00] 16,17 0,00] 33196,00] 64856,00] 82764,50| 0,00 1836] 3587 45,78 1,84 4,26 4,44 0,78
04/11/96 15:20] 389,42} 16,23 0,00 7963,00 0,00] 164949,50] 0,00 4,60 0,00 95,20 0,45 0,00 8,62 0,00
08/11/96 15:15| 485,33] 20,22 0,00 9204,50] 58929,00] 84396,00] 0,00| 6,04] 38,63 55,33 0,52 3,87 4,52 0,70
12/11/96 11:20] 577,42| 24,06 0,00 8110,00 336,50 107005,00] 0,00 7,00] 029 9221 0,46 0,01 5,67 0,00
16/11/96 18:20] 680,42| 28,35 0,00] 12478,00] 43667,00] 43829,00] 0,00{ 12,39] 43,35| 43,51 0,70 2,85 2,46 1,00
16/11/96 20:00| 682,08 28,42 0,00 791550 1157,00] 101402,00 0,00 7,17 1,05| 91,79 0,45 0,03 5,39 0,01
20/11/96 19:30} 777,58| 32,40 0,00] 15882,00] 58594,00] 55621,00 0,00f 12,24 45,03] 42,74 0,89 3,84 3,06 1,05
21/11/96 12:45| 794,83 33,12 0,00] 914000 1086,50] 8816500 0,00] 9,29] 1,10 89,61 0,51 0,03 4,71 0,01
25/11/96 14:45] 892,83| 37,20 0,00| 12167,50] 45859,50] 50345,50| 0,00 11,23| 42,32 46,46 0,68 3,00 2,79 0,91
03/12/96 08:20§1078,59] 44,94 0,00] 156177,50| 53406,00] 78383,00] 0,00 54,24| 18,55 27,22 8,65 3,50 4,22 0,68
03/12/96 09:20{1079,59| 44,98 0,00] 9537,00 839,50] 103376,00] 0,00 838] 0,79 90,84 0,54 0,02 5,49 0,01
08/12/96 16:57|1207,21] 50,30 0,00] 14404,50| -48430,00] 59538,00] 0,00} 11,78] 39,58] 48,65 0,81 3,17 3,26 0,81
[08/12/96 18:10]1208,43| 50,35 0,00] ~ 8692,00] 1059,50] 102178,50] 0,00 7,771 0,85] 91,29 0,49 0,03 5,43 0,01

157




158

TABELA B. 40 Valores das anahses cromatogréﬂcas do Frasco 6A. -

"DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREA N, |[AREA CHJAREA CO,| % He| % N, |% CHi|% CO,| mmoles N; [mmoles CH,/mmoles CO,|CH./CO,
19/10/96 11:00] 0,00 0,00 30659,50| 076,50 0,00 11398,50] 67,84] 10,24] 0,00 22,99 0,29 0,00 0,81 0,00
19/10/96 12:40] 1,67] 0,07| 30853,50| 11461,50 - 0,000 14225,00] 52,09] 19,34] 0,00 24,02 0,64 0,00 0,95 0,00
19/10/96 15:40f  4,67|  0,19] 39045,00f 5162,00] 113500 -16735,50] 61,65| 8,04] 1,80f 26,47 0,29 0,03 1,08 0,07
19/10/96 21:10] 10,17|  0,42| 34126,00] .8856,50] 2217,50| 15926,50| 53,91f 14,00] 3,51 25,16 0,50 0,11 1,04 0,14
20/10/96 09:05| 22,08] 0,92| 37182,00| 4757,00] 7227,00| 14422,00| 56,88 7.30| 11,06| 22,07 0,27 0,44 0,96 0,50
20/10/96 19:00{ 32,00] 1,33] 29891,00] 7623,00] 12543,50]  9616,00] 47,93| 12,23] 20,12] 1542 0,43 0,79 0,72 1,30
21/10/96 13:00] 50,00| 2,08 28734,50| 10727,50] 14078,00]  8811,00| 44,24 16,47| 21,67 13,57 0,60 0,89 0,68 1,60
22/10/96 07:00| 68,00] 2,83 30976,00] 4360,50| 14488,50{ 10081,50| 49,85| 7,02 23,32| 16,23 0,25 0,92 0,74 1,44
23/10/96 22:00] 107,00] 4,46 33311,00| 14996,50] 16666,50] 11886,00| 42,08 18,94 21,05 1501 0,84 1,06 0,83 1,40
24/10/96 14:35] 123,58 5,15 29026,50] 22684,50| 13681,50f  9107,50| 38,23| 29,87 18,02| 12,00 1,26 0,87 0,69 1,50
24/10/96 15:25| 124,42]  5,18| 47688,50|  2883,50 0,00 651500 83,57| 5,02 0,00 11,41 0,17 0,00 0,56 0,00
25/10/96 15:45| 148,75| 6,20 48281,00] 6005,00 0,00  9979,00| 75,13| 9,35 0,00 15,53 0,34 0,00 0,74 0,00
26/10/96 18:15| 175,25]  7,30] 52495,50| 10678,00 866,00 10688,50] 69,95 14,66] 1,16] 14,24 0,60 0,02 0,77 0,08}
28/10/96 13:35) 218,58 9,11| 51707,50] 8754,00]  1058,50| 10026,50] 72,27| 12,24] 1,48] 14,01 0,49 0,03 0,74 0,11
30/10/96 10:05| 263,08] 10,96] 51423,00] 9038,00] 1421,50] 12051,50| 69,58] 12,20} 1,93] 16,31 0,51f 0,05 0,84 0,12}
31/10/96 14:15| 291,25 12,14] 49064,50] 10630,50]  1612,00] 12363,50| 66,60] 14,43 2,19| 16,78 0,60 0,06 0,86 0,13
04/11/96 13:55| 388,25 16,18] 4327550 11738,50] 2009,50]  9887,00| 64,70} 17,52| 3,01 14,78| 0,66 0,09 0,73]  0,20]
08/11/96 15:15| 485,33| 20,22] 41629,50] 9561,00]  2351,50] 10570,50| 64,94} 14,91] 3,67 16,49} 0,54 0,11 0,77 0,22
12/11/96 11:20| 577.42| 24,06| 57133,50] .2166,50] = 0,00] .5440,50| 8825| 3,35 0,00] 841 0,13 0,00 0,51 0,00]
16/11/96 18:20] 680,42| 2835] 47024,50| 1464,50| 19256,50f  4329,50| 6525 2,03| 26,72 6,01 0,09 1,24 0,45 4,45
20/11/96 19:30| 777,58 32,40] 50707,50] 10052,00[ 21564,000 5514,00} 57,73] 11,45| 24,55 6,28 0,56 1,39 0,51 3,91}
25/11/96 14:45| 892,83| 37,20] 47396,00( 138500 20030,00] 5312,00| 63,95| 1,87} 2702| 717 0,09 1,29 0,50 3,77
02/12/96 17:25{1063,23| 44,30] 49453,50]  7420,50| 21470,50]  4588,00| 59,63] 8,95 25,89 5,54 0,42 1,38 0,46 4,67
08/12/96 16:57]1206,77] 50,28] 51937,00]  7960,00] 23146,00]  5423,00 58,71] 9,00] 26,17] 6,13 0,45 1,49 0,51 4,27




TABELA B. 41 - Valores das andlises cromatogrificas do Frasco 6B.

DATA |HORA| DIAS | AREA He| AREA N; |[AREA CH,|AREA CO,|% He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, |mmoles CH,fmmoles CO,|CH,/CO,
19/10/96 11:00] 0,00 0,00 0,00 7571,00 0,00 70692,50] 0,00] 9,31] 0,00] 86,86 0,43 0,00 3,82 0,00
l1910/96 12:40] 167} 0,07 0,00 14302,00 0,00 73335,00] 0,00 15,90] 0,00] 84,10 0,30 0,00 3,96 0,00
19/10/96 15:40] 4,67 0,19 0,00 14711,50] 2160,50] 73276,50| 0,00| 15,86] 2,33] 78,99 0,82 0,10 3,96 0,03
|19/10/96 21:10] 10,17] 0,42, 0,00] 60690,50] 4515,00f 70323,50] -0,00| 43,93] 3,28] 51,04 3,37 0,26 3,81 0,06
120/10/96 09:05] 22,08] 0,92 0,00] 162376,00] 12297,50] 36411,50] 0,00| 76,28] 5,78] 17,13 8,99 0,77 2,08 0,34
20/10/96 19:00{ 32,00} 1,33 0,00] 153864,50] 14818,50} 41490,50} 0,00} 72,31} 6,97 19,50 8,52 0,94 2,34 0,36
21/10/96 13:00]  50,00] 2,08 0,00| 158471,50] 17288,50] 46374,00f 0,00| 70,59} 7,70] 20,66 8,77 1,10 2,59 0,37
22/10/96 07:00] 68,00 2,83 0,00} 163604,00| 18141,50| 50308,00] 0,00 69,78] 7,74] 21,46 9,06 1,16 2,79 0,36
22/10/96 08:45] 69,75 2,91 0,00 2218,50 0,00| 313849,00] 0,00 0,69] 0,00] 98,61 0,13 0,00 16,19 0,00
22/10/96 10:50] 71,83] 2,99 0,00 2267,00 0,00| 303526,50] 0,00] 0,74] 0,00] 98.88 0,13 0,00 15,66 0,00
22/10/96 13:50| 74,83 3,12 0,00} 2294,00 0,00 254538,50] 0,00 089 0,00 98,05 0,14 0,00 13,17 0,00
22/10/96 21:30| 82,50| 3,44 0,00] 3650,50 0,00| 274642,00] 0,00 1,30 0,00| 97,74 0,21 0,00 14,20 0,00
23/10/96 14:05| 99,08] 4,13 0,00] 4766,00 0,00] 289488,50| 0,00 1,61 0,00] 9746 0,27 0,00 14,95 0,00
|2310/96 22:00] 107,00] 4,46 0,00] 3426,50 0,00] 308784,50| 0,00 1,09 0,001 98,15 0,20 0,00 15,93 0,00
24/10/96 15:25] 124,42] 5,18 0,00 4331,50 0,00} 356004,50] 0,00 1,20} 0,00] 98,80 0,25 0,00 18,33 0,00
25/10/96 15:45) 148,75 6,20 0,00  3982,00 0,00 3s56130,00f 0,00 1,11} 0,00{ 98,59 0,23 0,00 18,34 0,00
26/10/96 18:15| 175,25| 17,30 0,00 5659,50 0,00| 384989,50] 0,00 1,45| 0,00] 98,55 0,32 0,00 19,81 0,00
28/10/96 13:35| 218,58| 9,11 0,00 4847,50 295,50 374938,50| 0,00 1,28] 0,08] 98,64 0,28 0,01 19,30 0,00
30/10/96 10:05| 263,08] 10,96 0,00] 404800 803,50] 380918,50] o0,00} 1,05 0,21] 98,66 0,23 0,02 19,60 0,00
31/10/96 14:15| 291,25 12,14 0,00 5558,00] . 896,50] 355296,50] 0,00 1,54| 0,25] 98,22 0,32 0,02 18,30 0,00
04/11/96 13:55| 388,25 16,18 0,00 5467,00| 1153,00f 314673,00] 0,00 1,71} 0,36] 97,94 0,31 0,03 16,23 0,00
08/11/96 15:15| 485,58| 20,23 0,00 14660,50] 1334,50} 295129,00] 0,00| 4,71] 0,43 94,86 0,82 0,05 15,24 0,00
12/11/96 11:20| 577,67} 24,07 0,00] 10023,00 0,00| 131280,50] 0,00 7,09 0,00] 92,91 0,56 0,00 6,91 0,00
16/11/96 18:20| 680,67 28,36 0,00] 22062,00] 39192,00] 69566,00] 0,00| 16,86] 29,96| 53,18 1,23 2,56 3,77 0,56
16/11/96 20:00] 682,33 28,43 0,00 8649,50 744,50 119069,00] 0,00f 6,74 0,58] 92,69 0,49 0,01 6,28 0,01
20/11/96 19:30| 777,83 32,41 0,00 45256,00] 62007,50] 74566,50| 0,00 24,88] 34,11} 41,02 2,51 4,07| 4,02 0,83
21/11/96 12:45] 795,08] 3313 0,00| ~ 9890,50 "816,00] . 101632,50] 0.00] 8,81} 0,73] 90,47 0,56 0,01 5,40 0,01
25/11796 14:45| 893,08] 37,21 0,00 161998,00] 40363,00] 80584,50f 0,00] 57,26] 14,27| 28,48 8,97 2,63 4,33 0,50
03/12/96 08:20{1078,83| 44,95 0,00] 170741,00] 44129,50] 89326,00] 0,00 56,13 14,51| 29,37 9,45 2,88 4,77 0,49
03/12/96 09:20{1079,83| 44,99 0,00] 9189,00 719,50 116174,00] 0,00 7,29 0,57| 92,14 0,52 0,01 6,14 0,01
08/12/96 16:57|1208,45} 50,35 0,00 15300,50] 51278,50] 65491,00] 0,00 11,58] 38383] 49,59 0,86 3,36 3,56 0,78
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... continuagio
TABELA B. 41 - Valores das anlises cromatogrificas do Frasco 6B.

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREA N, [AREA CH,|AREA CO,|% He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, |mmoles CH,/mmoles CO,|CH,/CO,
08/12/96 18:10]1338,28] 55,76 0,00 7890,00 970,50| 109030,50] 0,001 6,70 0,82] 92,49 0,45 0,02 5,77 0,01
TABELA B. 42 - Valores das analises cromatogrificas do Frasco 6C.

DATA |HORA| DIAS | AREA He | AREA N, |AREA CH,JAREA CO,|% He| % N |% CH|% CO,| mmoles N, [mmoles CH,Jmmoles CO,|CH,/CO,
19/10/96 11:00]  0,00] 0,00 0,00] 6709,00 0,00] 75304,00] 0,00] 7,90 0,00 8872 0,38 0,00 4,06 0,00
19/10/96 12:40 1,67 0,07 0,00 5484,00 1134,50} 72653,00] 0,00] 6,82 1,37] 88,34 0,31 0,03 3,92 0,02
19/10/96 15:40 4,67 0,19 0,00] 22388,00 2746,00f 78208,00] 0,00] 21,01 2,58 73,37 1,25 0,14 421 0,04
19/10/96 21:10] 10,17] 0,42 0,00] 74438,00] 6186,50] 69445,00] 0,00 49,02| 4,07 4574 4,13 0,37 3,76 0,09
20/10/96 09:05] 22,08 0,92 0,00] 183285,00]- 11478,00] 30602,00] 0,00{ 80,72 5,Q6 13,49 10,15 0,72 1,79} 0,38
20710/96 19:00] 32,00 1,33 0,00] 199315,50 8431,00| 17444,00| 0,00 87,60 3,71 768 11,03 0,52 1,12 0,48
21/10/96 13:00] 50,00 2,08 0,00] 181061,00] 11465,50| 21787,00] o0,00| 83,57 5,29] 10,06 10,02 0,72 134 053
22/10/96 07:00] 68,00 2,83 0,00] 179929,00} 11522,00] 22972,00] 0,00] 82,91 5,32 10,61 9,96 0,72 1,40 0,50
22/10/96 08:45] 69,75 2,91 0,00 4595,50 0,00 77490,00 0,001 5,45 0,00] 91,82 0,26 0,00 4,17 0,00
22/10/96 10:50} 71,83 2,99 0,00 5653,50 3718,50] 88761,00f 0,001 5,66 3,73] 8897 0,32 0,20 4,74 0,04
22/10/96 13:50| 74,83 3,12 0,00 95478,00] 7829,50] 53992,00] 0,00] 59,89] 4,91 3381 529 0,48 2,98 0,15
22/10/96 21:30 . 82,50" 3,44 0,00] 175679,00] 11517,00] 27825,00] 0,00} 80,66 5,291 12,77 9,72 0,72 1,64 0,41}
23/10/96 14:05] 99,08] 4,13 0,00 199340,50] 16519,50| 29534,00| 0,00] 80,33| 6,66| 11,90 11,03 1,05 1,73 0,56
23/10/96 22:00| 107,00| 4,46 0,00 146536,00] 11067,50| 20676,00] 0,00| 79,84| 6,14] 11,49 8,11 0,69 1,28 0,53
24/10/96 15:25| 124,42| 5,18 0,00] 85700,50] 40411,50] 71934,00| 0,00] 43,12] 20,33] 36,19 4,75 2,64 3,89 0,56
25/10/96 13:00] 146,00 6,08 0,00] 91914,50] 41306,50] 76555,00] 0,00] 43,66] 19,62| 36,37 5,09 2,70 4,12 0,54
25/10/96 14:00| 147,00] 6,13 0,000 8612,00} 344,50 12764750 0,00 631] 025 9345 0,49 0,01 6,72 0,00
25/10/96 15:45| 148,75] 6,20 0,00] 614550 6378,00] 120093,00] 0,00 464 4,81 90,56 0,35 0,38 6,34 0,05
25/10/96 18:05| 151,08 6,30 0,00]  6700,50] 13723,50| 123728,50[ 0,00] 4,65] 9,52| 85383 0,38 0,87 6,52 0,11
25/10/96 22:05) 155,08|. 6,46 0,001 17026,00f 24701,00] 102929,00] 0,00] 11,77} 17,08} 71,16 0,95 1,60 5,46 0,24
26/10/96 08:05] 165,08] - 6,88 0,00} 37789,50] 39885,00f 89280,00] 0,00f 22,64] 23,89 53,48 2,10 2,60 4,77 0,45
26/10/96 18:15] 175,25 7,30 0,001 50510,00] 43091,50] 82826,50] 0,001 28,63| 24,43 46,95 2,80 2,82 4,44 0,52
28/10/96 13:35] 218,58] 9,11 0,00 8344900 44333,00] 86897,00] 0,00 38,87| 20,65 4048 4,62 2,90 4,65 0,51
30/10/96 10:05] 263,08 10,96 0,00] 100394,50] 43946,50] 91006,00{ 0,00] 42,66] 18,68] 38,67 5,56 2,87 4,86 0,48
31/10/96 14:15] 291,25 12,14 0,001 97781,00] 39711,50] 84904,50] 0,00] 43,96 17,86] 38,18 5,42 2,59 4,55 0,47




.:. continuagio

roniatogrzificas do Frasco 6C.

TABELA B. 42 : Valores das anilises ¢

DATA |HORA| DIAS | AREA He| AREA N, [AREA CH,JAREA CO,| % He| % N, |% CH,|% CO,| mmoles N, jmmoles CHs|mmoles CO,|CH,/CO,
131/10/96 17:00] 294,00] 12,25 0,00 6602,00] 29500 147508,00] 0,00 4,28] 0,09 95,14 0,37 0,01 7,73 0,00
04/11/96 13:55) 388,00 16,17 0,00| 25140,00] 61401,50] 79722,00] 0,00 15,12{ 36,93] 47,95 1,40 4,03 4,28 0,77
104/11/96 15:20{ 389,42} 16,23 0,00 11267,000 924,50 155660,50] 0,00| 6,72] 0,55 92,74 0,63 0,02 8,15 0,01
108/11/96 15:15[ 485,33] 20,22 0,00 9508,00] 55802,50| 78508,00{ 0,00| 6,61 3881} 54,59 0,53 3,66 4,22 0,71
12/11/96 11:20] 577,42| 24,06 0,00] 8397,00] 1349,50| 107307,00f 0,00] 7,15 1,17} 91,68 0,47 0,05 5,69 0,01
16/11/96 18:20| 680,42| 28,35 0,00] 78627,50| 45599,50f 45684,00] 0,00| 46,28] 26,84] 26,89 4,36 2,98 2,55 1,00
16/11/96 20:00] 682,08 28,42 0,00] 6940,00]  945,00] 102590,00] 0,00] 6,28 086 92,86 0,39 0,02 545 0,01
120/11/96 19:30] 777,58] 32,40 0,00] 13685,50] 56302,00] 55621,00] 0,00 10,82] 44,53| 44,56 0,77 3,69 3,06 1,00
[21/11/96 12:45] 794,83 33,12 0,00 8546,00] 1020,50| 89832,50| 0,00] 8,06] 1,03] 49,87 0,48 0,03 4,80 0,02
25/11/96 14:45| 892,83} 37,20 0,00 12118,50] 43856,50] 50403;50] 0,00f 11,39] 41,23| 47,38 10,68 2,87 2,79 0,87
03/12/96 08:20{1078,59} 44,94 0,00] 69575,00( 49363,50] 60836,00] 0,00| 38,70| 2746 33,84 3,86 3,23 3,32 0,81
03/12/96 09:20{1079,59| 44,98 0,00 7402,50] 981,00 99591,50} 0,00] 6,86 0,91 92,24 0,42 0,02 5,29 0,01
|08/12/96 16:57]1207,21 50,30 0,00] 21700,50| 47627,50| 54214,00] 0,00] 17,58| 38,55| 43,87 1,21 3,12 2,99 0,88
08/12/96 18:10]1208,43] 50,35 0,00] 10083,00] 996,000 97119,50] 0,00] 9,311 092] 89,69 0,57 0,02 5,17 0,01
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