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RESUMO

A lixiviag&o bacteriana, ou biolixiviagdo € um processo biotecnoldgico que se fundamenta
na utilizacdo de microorganismos capazes de solubilizar metais pela oxidacdo de sulfetos
metalicos, sendo nos dias atuais, uma das mais importantes alternativas para a extracdo de metais,
sobretudo do ponto de vista ambiental e econdémico. Uma das principais espécies utilizada neste
processo € o Acidithiobacillus ferrooxidans, uma bactéria aerdbia, mesofilica e acidofilica, que
obtém energia pela oxidacdo de substratos inorganicos, basicamente o ion ferroso e compostos
reduzidos de enxofre. Todavia, a interacdo dessa espécie com os sulfetos metalicos é um assunto
ainda pouco entendido e de muita controvérsia na literatura.

Com intuito de melhor entender estas diferencas, o presente trabalho estudou a oxidagédo
da molibdenita (MoS,) e da covelita (CuS) pelo A. ferrooxidans linhagem LR em algumas
condicBes fisioldgicas, destacando-se a fonte energética de crescimento (ion ferroso e ) e a
remocado das substancias exopoliméricas (EPS) para células crescidas em ion ferroso. A cinética
de oxidacdo destes sulfetos também foi avaliada. Tais estudos foram realizados pela técnica de
respirometria celular, que permite avaliar rapidamente a oxidagdo do substrato a partir de
medidas de oxigénio consumido pela bactéria.

Em todas as condicOes testadas a covelita apresentou significativa diferenca de oxidagao
pelo A. ferroxidans LR em comparacdo com a molibdenita. A andlise da cinética de oxidagdo dos
sulfetos demonstrou que a molibdenita apresenta uma cinética que segue Michaelis-Menten, o
mesmo nao acontecendo para a covelita, provavelmente devido a forma com que estes sulfetos
reagem ao ataque quimico-bacteriano, fato determinado pelas estruturas eletronicas dos sulfetos

minerais. Quanto aos ensaios onde as células de A. ferrooxidans LR foram crescidas em meio
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contendo diferentes fontes energéticas de crescimento (ion ferroso e enxofre), e para aqueles nos
quais as células tiveram a remocdo dos EPS, os resultados obtidos para a oxidagdo da covelita
ndo apresentaram significativas diferencas. Assim como para a covelita, a oxidacdo da
molibdenita pelo A. ferrooxidans LR em diferentes condicdes fisioldégicas mostrou resultados
similares.

Tendo em vista o conjunto de resultados, o papel das substancias exopoliméricas na
oxidacdo dos sulfetos, sobretudo a respeito da presenca de ions férricos, parece ndo ser tdo
primordial quanto se acredita. Isto pode ser suportado pela oxidacdo de ambos sulfetos tanto para
células crescidas em S quanto para células crescidas em fon ferroso as quais tiveram os EPS
removidos. Provavelmente outros fatores, ainda ndo muito claros, podem estar determinando a

interacdo entre a bactéria e os sulfetos metalicos.



ABSTRACT

Bacterial leaching or bioleaching is a biotechnological process that applies
microorganisms able to solubilize metals by metallic sulfides oxidation. This process is nowadays
one of the most important alternatives for recovering metals, mainly by environmental and
economic aspects. One of the most important bacteria employed in this process is
Acidithiobacillus ferrooxidans. It is a gram-negative, acidophilic, aerobic and chemoautotrophic
bacteria that obtain energy by the oxidation of inorganic substrates like ferrous ion and reduced
sulfur compounds, including metal sulfides. Nevertheless, the interaction of this specie with
metallic sulfides remains unclear.

With the aim to understand these interactions, the present work has studied the covellite
(CuS) and molydenite (MoS,) oxidation by A. ferrooxidans strain LR under different
physiological conditions such as the source energy for growth (S° and ferrous ion) and the
removal of extracellular polymeric substances (EPS). These studies were performed by
respirometric technique that allow evaluating very quickly the substrate oxidation by oxygen
uptake measures.

For all essays realized it was observed that the efficiency of covellite oxidation by A.
ferrooxidans LR is much better than molybdenite. On the kinetic oxidation analyses, molybdenite
revealed to be according to Michaelis-Menten substrate saturate kinetic. On the other hand,
covellite was not in agreement with Michalis-Menten Kkinetic. This finding is probably associated
with the pathway which these minerals sulfide react to chemistry-bacterial attack, what is
influenced by electronic structures of mineral sulfides. Regarding essays performed with cells of

A. ferrooxidans strain LR grown with different substrates (ferrous ion and sulfur) and to essays



which EPS of bacterial @lls were removed, the results obtained did not show differences in
covellite oxidation. As to covellite, the molybdenite oxidation by A. ferrooxidans LR under
different physiological conditions was very similar.

According to the results obtained in this work, the role of EPS and ferric ion on the sulfide
oxidation showed no great initial influence on the oxidation as defending by some authors. It can
be supported by oxidation of both sulfides by cells grown in sulfur, in which there were not ferric
ions. Probably, other factors which remains unclear have been determining the interaction

between bacteria and metallic sulfides.



I. INTRODUCAO

Apesar do grande avanco de materiais cerdmicos e poliméricos nos ultimos tempos,
torna-se inimaginavel persar no cotidiano do mundo moderno sem fazer alguma alusdo aos
metais, devido a vasta variabilidade de aplicacbes em que estes foram, sdo e serdo utilizados.
Um fato notavel no desenvolvimento dos seres humanos, o qual é denominado historicamente
de “Idade dos Metais” (5000 - 4000 a.C.), foi o inicio do uso dos metais. Desde entdo, o
estudo e avanco de suas aplicagdes ndo mais pararam de crescer, chegando a patamares hoje
que vao deste o tratamento de doengas como o cancer, até chips de microcomputadores.

A exploracdo da crosta terrestre em busca de metais vem de longa data. Com isso, a
inddstria mineradora estd atualmente deparando-se com sérios problemas, como o
esgotamento das reservas minerais, a diminuicdo do teor de metais para a extracao, além dos
problemas ambientais originados do processo de extracdo de metais. Tradicionalmente, o
processo ao qual os minerais sdo submetidos para a extragdo dos metais é denominado de
Pirometalurgia. O mesmo consiste basicamente na oxidacdo do minério contendo o metal de
interesse, pela queima em altas temperaturas. No caso de sulfetos metalicos, o processo pelo
qual ocorre esta oxidacdo é denominado de ustulacdo. A reacdo [1] abaixo exemplifica este
processo para a molibdenita:

MoS; +30,? Mo0O3; + SO, [1]
?

Devido a necessidade de elevadas temperaturas para este tipo de tratamento, o
processo pirometalurgico requer alto gasto enérgico, atingindo assim elevado custo, sendo
apenas economicamente viavel em jazidas nas quais 0 metal de interesse encontra-se em alto
teor. Outro aspecto negativo é referente ao problema ambiental, pois a queima de minérios
sulfetados provoca a liberacdo de SO, para a atmosfera, um dos gases responsaveis pela chuva

acida. Estes fatores tém induzido um crescimento no estudo de processos alternativos que



visem uma exploragdo de minérios com baixos teores do metal e que ndo acarretem

significativos danos ambientais.

Dentre estes processos alternativos, a Hidrometalurgia, um processo que utiliza
solugdes acidas ou bésicas para o tratamento de minérios e recuperacdao do metal de interesse,
apresenta certas vantagens em relagdo a Pirometalurgia, sobretudo quanto ao custo energético.
Dentre os processos hidrometalGrgicos, a Biolixiviagdo ou lixiviacdo bacteriana € um
processo biotecnologico que vem ganhando especial atencdo. Este processo fundamenta-se na
utilizagdo de microorganismos capazes de solubilizar metais pela oxidacdo de sulfetos
metalicos. A biooxidacdo de minérios para a recuperacdo de cobre tem sido praticada por
séculos na Espanha, Suécia, Alemanha e China (EHRLICH, 2001), sendo, o primeiro
documento que relata a aplicacdo comercial do processo biohidrometaltrgico datado de 1958

(OLSON; BRIERLEY; BRIERLEY, 2003).

A Biohidrometalurgia apresenta grandes vantagens em relacdo a hidrometalurgia:
requer pequeno gasto com insumos (acidos e agentes oxidantes) os quais sdo produzidos pela
propria bactéria; reduzido gasto energético; baixo investimento de capital; baixo custo
operacional; reduzida m&o de obra especializada na operacdo em relacdo aos demais
processos de beneficiamento de metais; aproveitamento de rejeitos de minérios com teores
reduzidos de metais. Assim, a lixiviagdo bacteriana pode ainda ser uma alternativa para

jazidas de pequeno porte, e/ou longe de centros com infra-estrutura.

A operagdo de processos biohidrometalurgicos é conduzida em geral sob a forma de
lixiviacdo estatica em pilhas, aproveitando-se da acdo natural das bactérias presentes no
minério, cujo metal de interesse ja se apresente na forma de sulfeto insolivel (CuS por
exemplo) para ser transformado pela acdo oxidante da bactéria no sulfato solGvel
correspondente (CuSOg4). A Figura 1 mostra um esquema representativo de uma planta de

biolixiviacdo sob a forma de pilha. Também existem casos em que o metal de interesse ndo se



apresenta sob a forma de sulfeto, logo deve existir no minério algum sulfeto, como a pirita
(FeSy), para que pela atuacdo da bactéria, este se transforme em agentes lixiviantes (&cido
sulfarico e ion férrico), capazes de promover a solubilizacdo do metal ndo sulfetado. Este tipo

de processo ocorre na lixiviagao bacteriana de uranio.

Reciclagem da
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Figura 1. Esquema de uma planta de biolixiviagdo conduzida sob a forma de pilhas.

Alem da lixiviagdo estatica em pilhas, a biolixiviacdo também vem sendo aplicada em
tanques agitados, especialmente para concentrados minerais contendo ouro. Atualmente este
processo biotecnolégico é aplicado, em escala industrial, para a recuperacdo de cobre, urdnio
e ouro, em paises como EUA, Chile, Brasil, Australia, Russia, etc. As Tabelas 1 e 2 mostram
respectivamente, algumas plantas de biolixiviagdo de cobre e concentrado de ouro, a

quantidade de minério processada e 0s anos em operagéo.




Tabela 1. Plantas comerciais de lixiviacao estatica em pilhas para cobre (OLSON; BRIERLEY;

BRIERLEY, 2003).

Planta e localizacéo Toneladas de minério/dia Anos em operacao
Lo Aguirre, Chile 16.000 1980-1986
Cerro Colorado, Chile 16.000 1993 até o presente
Quebrada Blanca, Chile 17.300 1994 até o presente
Cerro Verde, Peru 32.000 1996 até o presente
Equatorial Tonopah, EUA 24.500 2000-2001
S&K Copper, Myanmar 18.000 1998 até o presente

Tabela 2. Plantas comerciais de biolixiviagdo de concentrados de ouro em tanques agitados

(OLSON; BRIERLEY; BRIERLEY, 2003).

Planta e localizacao

Toneladas de concentrado/dia

tecnologia

Anos em operagao

Fairview, Africa do Sul 10 expandido para 40 BIOX | 1986 até o presente
Séo Bento, Brasil 150 BIOX | 1990 até o presente
Wiluna, Australia 115 expandido para 158 BIOX | 1993 até o presente

Sansu, Gana 720 expandido para 960 BIOX | 1994 até o presente
Youanmi, Australia 120 BacTech | 1994-1998

Tamboraque, Peru 60 BIOX | 1990 até o presente

Laizshou, China 100 BacTech | 2001 até o presente

E inegavel, nos dias atuais, a importancia e potencialidade da lixiviacdo bacteriana

para a extracdo de metais, sobretudo do ponto de vista ambiental e de consumo energético.

Assim, quanto melhor se conhecer os processos de intera¢do entre as espécies bacterianas e 0s

sulfetos metalicos, melhores sdo as perspectivas de otimizacdo deste processo.




Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

11.1. Acidithiobacillus ferrooxidans

Na biolixiviagdo de metais tem sido demonstrada a participacdo de diferentes
espécies bacterianas, dentre as quais destacam-se: Acidithiobacillus ferrooxidans,
Leptospirilum ferrooxidans e Acidithiobacillus thiooxidans (JOHNSON, et al., 1995;
RAWLINGS, 2002). Das espécies mencionadas, sem a menor divida, a mais estudada e
utilizada nos processos de biolixiviagho é o A. ferrooxidans. Essa bactéria é um
microorganismo quimiolitotréfico, ou seja, obtém sua energia pela oxidacdo de substratos
inorganicos, basicamente o ion ferroso e compostos reduzidos de enxofre (equacdes [2], [3] e

[4]), incluindo os sulfetos metélicos.

bactéria
4FeSO4+ O, + 2H, SO4 ? 2Fe, (804)3 + 2H,0 [2]
bactéria
280 +30,+2H,0 7 2H,SO4 [3]
bactéria
Na,S,03 + 20, + H,O r) Na,SO4 + H,SO4 [4]

A energia obtida pela oxidacdo dos substratos inorganicos € utilizada pela espécie
para a fixacdo do CO, atmosférico, sua fonte de carbono (LEDUC; FERRONI, 1994). Além
disso, o A. ferrooxidans € uma espécie aer6bia, ndo patogénica, a qual apresenta-se como
bastonetes Gram-negativos, ndo esporulantes, com dimensdes médias de 0,5 a 0,6 um de
didmetro por 1,0 a 2,0 um de comprimento. S&o moveis pois apresentam flagelo polar
(HOLT, 1994) e sua reproducdo é por divisdo binaria simples (PIVOVAROVA,
GOLOVACHEVA, 1985). O A. ferrooxidans é considerado um microrganismo mesofilico e
acidofilico, sendo 30°C a temperatura 6tima de crescimento, e 0 pH 6timo de crescimento
situado em torno de 2,0, ocorrendo no entanto, crescimento numa faixa 1,5 a 4,5; acima de pH

6,5 ou abaixo de pH 1,0 ndo é capaz de crescer (SMITH; LUTHY; MIDDLETON, 1988).



A capacidade em oxidar diferentes tipos de compostos inorganicos, produzindo ions
férricos e &cido sulfurico (eficientes agentes da lixiviacdo acida de metais), € 0 que torna o
papel do A. ferrooxidans fundamental na lixiviagdo bacteriana. A capacidade de oxidagéo
deste microrganismo ja foi demonstrada para diferentes sulfetos metalicos como calcopirita
(CuFeS,), covelita (CuS), galena (PbS), pirita (FeS;), esfarelita (ZnS) entre outros
(BEVILAQUA et al, 2001; MONTEIRO; GARCIA; TUOVINEN, 1999; GARCIA;
BIGHAM; TUOVINEN, 1995a, GARCIA; BIGHAM; TUOVINEN, 1995b). A Figura 2
mostra uma imagem de microscopia de forcas de atdbmicas na qual o A. ferrooxidans esta

aderido a superficie de um sulfeto de cobre.

Figura 2. Imagem de Microscopia de Forcas Atomicas do A. ferrooxidans aderido a
superficie de um sulfeto de cobre (BEVILAQUA, 2003).

Uma caracteristica fisioldgica marcante, a qual permite o emprego do A.
ferrooxidans na solubilizacdo de metais, € a sua resisténcia a altas concentracdes de ions
metélicos LEDUC; FERRONI, 1994), caracteristica esta que pode ser atribuida a presenca

constante de metais em seu habitat, fator que provavelmente determinou a selecdo de espécies



mais resistentes. Segundo revisdes de Lundgren e Silver (1980), Hutchins et al. (1986) e
Leduc e Ferroni (1994), o A. ferrooxidans é resistente & concentracdes em mMol L de: 370
Al, 150 Zn, 170 Co, 180 Mn, 160 Cu, 100 Cr, 1,5 As, 10 Cd, 0,1 Hg, 170 Ni e 8 U. Por todos
estes fatores, este microorganismo vem sendo muito estudado e aplicado na biolixiviacdo de
minerais nas ultimas décadas.

A espécie utiliza, além do Fe?* ou formas reduzidas de enxofre como fonte
energética, suprimentos de nitrogénio, fosforo e magnésio (TUOVINEN; PANDA;
TSUSHUJA, 1979; RAWLINGS, 1981). O mecanismo de oxidacdo do Fe®* por A.
ferrooxidans tém sido muito estudado (YAMANAKA; FUKUMORI, 1995); entretanto, em
relacdo ao enxofre, 0 mecanismo molecular é ainda pouco conhecido (PRONK; JOHNSON,
1992).

Véarios componentes da cadeia de transferéncia de elétrons durante a oxidacdo do ion
Fe?* ja foram identificados e purificados. Com base nas interacBes entre 0s componentes
isolados, Yamanaka e Fukumori (1995) propuseram o seguinte sistema para a transferéncia de
elétron acompanhada pela oxidagdo do Fe?*:
Fe?* s Fe (I1)- citocromo c oxidoredutase —s citocromo c-552(s) —s

—— citocromo c oxidase ———p» O

f rusticianina

Entretanto, a interacdo dessa espécie (além de outras) com os sulfetos metalicos
durante o processo de biolixiviacdo, tem se tornado o foco de muitas discussfes e intensivas
pesquisas, sendo um assunto ainda muito controverso, sobretudo a respeito dos mecanismos

envolvidos na dissolucdo dos sulfetos metalicos.

11.2. Sulfetos minerais — Covelita e Molibdenita



Covelita e molibdenita, objetos de estudo do presente trabalho, s&o importantes
sulfetos minerais presentes na natureza. A covelita apresenta uma geometria hexagonal. Sua
composicao quimica (m/m) apresenta 66,6% de Cu e 33,6% de S. Este sulfeto apresenta uma
complexa estrutura cristalina, onde os atomos de cobre se coordenam aos atomos de enxofre
de duas formas diferentes. Um tipo de atomo de cobre é coordenado tetraedricamente com o
enxofre, enquanto o outro tipo estd em uma coordenagdo trigonal com o enxofre, formando
camadas planares (KLEIN; HURLBUT, 1999). A covelita ndo é um mineral de grande
abundancia, porém é encontrada na maioria dos depoésitos de cobre associada a outros
minerais.

A molibdenita apresenta em sua composic¢ao quimica (m/m) 59,9% de Mo e 40,1% de
S. Em sua estrutura os atomos de Mo estdo ligados entre dois planos de atomos de enxofre. Os
trés planos juntos formam uma s6 camada, onde as ligacbes sdo mais fortes do que entre uma
e outra camada (KLEIN; HURLBUT, 1999). O dissulfeto de molibdénio pertence a classe de
compostos lamelares e ocorre em trés modificagdes polimorficas. A fase mais comum (2H)
existe na natureza na forma de molibdenita. Esta fase é diamagnética e semicondutora n,p.
Este sulfeto possui aplicacbes tecnolégicas as quais incluem baterias no estado solido;
utilizando meio ndo aquoso e ions litio intercalaveis; células solares, lubrificantes sélidos,
catalisadores, alem de inimeras outras (WYPYCH, 2000).

A reacdo de oxidacdo da molibdenita ndo foi completamente elucidada, porém, uma
forma simplificada pode ser representada pela seguinte equacdo (LYALIKOVA,;
LEBEDEVA, 1984).

2MoS; + 90, + 2H,0 ?  2M00,.SO4 + 2H,SO4 [5]

Estudos de biolixiviacdo de molibdenita ndo sdo muito comuns, principalmente no que
concerne a utilizacdo de sulfetos sintéticos. Pistaccio et al. (1994) estudaram a biolixiviacdo

de molibdenita sintética em meio ausente de ferro, e observaram que em auséncia de um



agente surfactante, a dissolucdo deste mineral é infima. Os mesmos estudos revelaram que em
ensaios nos quais utilizou-se uma concentracdo de 5000 ppm do surfactante Tween 80, houve
um aumento de cerca de 8 vezes no molibdénio solubilizado. Do mesmo modo, a adesao
bacteriana apresentou um acréscimo de 17,9 para 87%. Por outro lado, estudos também com
MoS; sintético em auséncia de ferro (TRIBUTSCH; BENNETT,\ 1981) ndo mostraram
dissolugdo deste sulfeto e nem crescimento bacteriano no mesmo. Entretanto, estes autores
ndo relatam o uso de qualquer agente surfactante para diminuir o alto carater hidrofobico da
molibdenita, o que, como demonstraram Pistaccio et al. (1994), é fator decisivo para a
biolixiviacdo deste sulfeto. Esta alta hidrofobicidade, aliada a alta toxicidade do molibdénio a
microorganismos (PIRAVOVA; DZHANSUGUROVA; KARAVAIKO, 1991) pode ter
determinado o ndo crescimento do A. ferrooxidans neste sulfeto relatado por Tributsch e
Bennet (1981).

Estudos tanto de lixiviacdo quimica quanto bacteriana de concentrados de molibdénio
revelaram também uma natureza altamente refrataria deste sulfeto (ROMANO et al., 2001a,
2001b). Em nenhum dos casos a solubilizagdo de molibdénio por lixiviagdo bacteriana
ultrapassou 0,5%. No caso da lixiviagdo quimica, os melhores resultados (dissolugdo > 90%)
foram obtidos com o uso de HNO3 50%. Nasernejad et al. (1999) demonstraram, também
utilizando concentrado de molibdénio, extracdo de 93% do metal. Contudo, os precipitados
destes ensaios de biolixiviagdo foram lavados, a cada semana, com acido cloridrico 2 M e
solvente organico, sendo ent&o reutilizados nos ensaios os quais tiveram duracdo de 41 dias.
Este procedimento experimental provavelmente determinou a alta solubilizacdo de
molibdénio, fato incomum em estudos relatados na literatura (TRIBUTSCH; BENNETT,
1981, ROMANO et al., 2001a, 2001b).

A covelita é um dos principais minerais de cobre presente na natureza e, sob o ponto

de vista de extracdo de cobre por processos biohidrometaltrgicos, também é um dos mais
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importantes. A covelita pode ser oxidada quimicamente levando a formacdo de enxofre
elementar MONTEIRO; GARCIA; TUOVINEN, 1999), o qual pode dificultar a difusdo de
agentes oxidantes e, por conseguinte, diminuir a velocidade de oxidagdo do sulfeto. Logo, 0
A. ferrooxidans é capaz de acelerar a reacdo de oxidacao da covelita pela remocéo da camada
de enxofre a qual reduz o ataque quimico ao sulfeto, bem como pela geracdo de agentes
lixiviantes. A reacdo simplificada da oxidacdo da covelita em meio &cido é representada pela
equacdo abaixo:

CuS + %0, + 2H"? Cu?*" + Hy,0O + S° [6]

Muitos estudos relatam a dissolucdo da covelita pelo ataque quimico-bacteriano
(POGLIANI et al., 1990, MONTEIRO; GARCIA; TUOVINEN, 1999; SAKAKUCHI,
TORMA,; SILVER, 1976). Donati et al. (1996) obtiveram bons resultados na extracdo de
cobre da covelita com a utilizacdo de culturas mistas de A. ferrooxidans e A. thiooxidans. Em
ensaios utilizando-se o A. thiooxidans com a adicdo de S e ferro 11, a solubilizacéo de cobre
foi superior a 80%. Esta ®lubilizacdo provavelmente estd associada a capacidade do A.
thiooxidans em oxidar o enxofre com a consequente geragcdo de &cido. Todavia, 0s melhores
resultados foram obtidos com culturas puras de A. ferrooxidans. Ensaios de lixiviagdo em
frascos na presenca de A. ferrooxidans crescido em enxofre mostraram solubilizagcéo de cobre
muito similar a obtida com células crescidas em ferro Il como fonte de energia
(CURUTCHET; DONATI, 2000), indicando que a biolixiviacdo da covelita independe da
fonte energética.

Alguns trabalhos demonstraram que a velocidade de oxidacdo da covelita pode ser
acelerada pela adicdo de ions férricos ao meio SAKAKUCHI; TORMA; SILVER, 1976;
DONATI; PORRO; TEDESCO, 1988). Todavia, ap6s algum tempo pode haver a precipitacdo
de sais de ferro, como as jarositas, os quais recobrem a superficie da covelita e dificultam o

ataque bacteriano (DONATI; PORRO; TEDESCO, 1988).
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11.3. Mecanismos envolvidos na oxidacgdo dos sulfetos metalicos

Silverman e Ehrlich (1964) foram os primeiros a tentar explicar o mecanismo da
biolixiviagédo, baseados em duas possibilidades: 0 mecanismo direto e 0 mecanismo indireto.
O mecanismo direto caracteriza-se pela adesdo obrigatéria da bactéria a superficie do sulfeto
durante a dissolucéo oxidativa do mineral. Segundo este mecanismo, a solubilizagdo do metal
é promovida pelo ataque de um sistema enzimatico presente na bactéria, diretamente sobre a
superficie do mineral, promovendo a oxidacio do S* e a conseqiiente solubilizacdo do metal
de interesse. Abaixo pode ser vista a equacdo que representa a reacao de oxidacao direta da
pirita, o sulfeto mais estudado no processo de biolixiviagdo:

bactéria

2FeS, + 70, + 2H,O ¢ zret + AH" + 45047 [7]

Por outro lado, no mecanismo indireto, ndo ha a adesdo da bactéria sobre a superficie
do mineral. Neste caso, a bactéria produz agentes lixiviantes pela oxidacdo de substratos
sollveis, os quais oxidam quimicamente o sulfeto mineral. O principal produto dessa
atividade bacteriana é o ion férrico, um poderoso oxidante que promove a solubilizacdo do
metal, como descrito na seguinte equacéo geral:

MeS + Fey(SO4)s ? MeSO, + 2FeSO, + S° [8]

O sulfato ferroso (fon Fe?") e o enxofre elementar produzidos segundo a equagéo [8]
serdo constantemente oxidados pela bactéria num processo ciclico, conforme as equacdes [2]
e [3], produzindo o sulfato férrico e o &cido sulflrico, os quais terdo uma acgdo lixiviante sobre
0s sulfetos metélicos em geral, promovendo a solubilizagdo dos metais. De tal modo, no
mecanismo indireto, a bactéria participa somente com uma funcdo catalitica, uma vez que as
reacOes [2] e [3] sdo muito lentas na sua auséncia. Em meio &cido, a bactéria chega a
aumentar cerca de 500 000 vezes a velocidade de oxidacdo do ion ferroso (KARAVAIKO;

GROUDEV, 1988).
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Contudo, esta categoriza¢do quanto aos mecanismos envolvidos na biolixiviacdo de
sulfetos metélicos foi redefinida com a inclusdo de uma terceira categoria: 0 mecanismo
indireto de contato (SILVERMAN, 1967), como mostra a Figura 3. A principal caracteristica
deste modelo € a hipotese de que ions férricos ou prétons sdo os Unicos agentes lixiviantes dos
sulfetos metalicos. Por conseguinte, 0 mecanismo direto proposto originalmente para a
dissolucdo bacteriana estd sendo revisto e, sua existéncia é questionada por varios autores

(SAND et al., 1995, CRUNDWELL, 2001, KINZLER et al. 2003).

mecanismo indireto

bactéri
Fe2+ acteria Fes3t | Fe2++ M2+ + 8042-

mecanismo direto

bactéria —=—p —p  M2* +SO,2

mecanismo indireto de contato

bactéria =—

Figura 3. Esquema dos possiveis mecanismos de interacdo bactéria-substrato envolvidos na

biolixiviacao dos sulfetos minerais. MS — sulfeto metalico.

Um outro mecanismo ainda importante na dissolucdo dos sulfetos metalicos € a

formacdo de um par galvanico (NATARAJAN, 1990). Sabe-se que muitos sulfetos metalicos
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sdo condutores ou semi-condutores. Portanto, em um sistema de biolixiviacéo, estes diferentes
sulfetos se comportam como eletrodos, possuindo cada qual um determinado potencial de
Oxido-reducdo. De tal modo, quando mais de um sulfeto mineral encontra-se em um mesmo
sistema de biolixiviacdo, um deles se comporta como catodo enquanto o outro se comportara
como anodo. Desta forma ocorrera a dissolucéo preferencial de um sulfeto em detrimento do
outro. No entanto, este mecanismo ndo tem grande importancia dentro do contexto deste
trabalho, uma vez que os sulfetos metalicos utilizados séo sintéticos e apresentam elevado
grau de pureza.

Neste contexto, os fundamentos bioquimicos da lixiviacdo bacteriana assim como a
funcdo do enxofre durante o processo sdo objetos de intensas investigacdes. Recentemente,
alguns autores propuseram que apenas dois principais mecanismos de reacdo controlam a
dissolucdo dos sulfetos metalicos, o0 mecanismo dos polissulfetos e o mecanismo do
tiossulfato, sendo a configuragéo eletronica dos sulfetos aspecto determinante no caminho a
ser seguido (SAND et al., 2001; ROHWERDER et al., 2003). A Figura 4 mostra um esquema

de ambos 0s mecanismos com seus principais produtos intermediarios e finais.
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Mecanismo Mecanismo
via tiossulfato via polissulfeto

Figura 4. Esquema comparativo do mecanismo de biolixiviagdo via tiossulfato (A) e
polissulfetos (B). A.f — A. ferrooxidans; A.t — A. thiooxidans; L.f — Leptospirillum
ferrooxidans.  (*) passos que podem envolver tanto A.f quanto pelo A.t.

(ROHWERDER et al., 2003)
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11.3.1 Os mecanismos dos polissulfetos e do tiossulfato

De acordo com a Teoria do Orbital Molecular (TOM) e a Teoria da Ligacdo de
Valéncia (TLV), os orbitais dos 4&tomos ou moléculas constituem bandas com diferentes
niveis energéticos, sendo a banda de mais alto nivel de energia ainda preenchida com elétrons,
designada banda de valéncia. No caso dos sulfetos metalicos, quando esta banda de valéncia é
derivada tanto do atomo metalico quanto do 4&tomo de enxofre, a ligacdo metalenxofre tem
seu rompimento facilitado pelo ataque de prétons H. Assim, sulfetos como covelita (CuS),
calcocita (CuS») e esfarelita (ZnS), os quais possuem a banda de valéncia preenchida com
elétrons do atomo metalico e do enxofre, sdo denominados solUveis em &cido.

Como conseqiiéncia, a solubilizagdo destes sulfetos pode ocorrer tanto pela agéo
oxidante dos ions férricos, quanto pelo ataque de prétons. Nesta classe de sulfetos, as reacoes
de oxidagdo ocorrem via mecanismo dos polissulfetos, e acontecem somente ap6s a clivagem
da ligacdo metalenxofre (SCHIPPERS; JOZSA; SAND, 1996, SCHIPPERS; SAND, 1999;
SAND et al., 2001). No caso do ataque por prétons, o primeiro passo na oxidacdo dos sulfetos
ditos soliveis em acido é descrito pela formacdo de H,S e solubilizacdo do metal
correspondente (TRIBUTSCH; BENNET, 1981; TRIBUTSCH, 2000; SAND et al., 2000),
como mostra a equacao geral abaixo:

MeS + 2H"? M?* + H,S [9]

Um importante e critico fator desta solubilizacdo dos sulfetos em 4&cido sdo as
constantes dos produtos de solubilidade (Kps) destes sulfetos metélicos (TRIBUTSCH;
BENNET, 1981). Quanto maior for o valor de Kps de um determinado sulfeto maior sera sua
susceptibilidade ao ataque acido e, por conseguinte, ao ataque bacteriano TRIBUTSCH;
BENNET, 1981; TRIBUTSCH, 2000). Assim, a solubilidade do sulfeto em acido é

proporcional ao seu valor de Kps e a concentracao de prétons em solucao.
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De acordo com Tributsch e Bennet (1981), o ataque de protons aos sulfetos gera
grupos SH em sua superficie pela protonacdo de atomos de enxofre. Estes grupos SH séo
caracterizados por estados eletronicamente diferentes dos atomos de enxofre ndo protonados,
e por sua vez enfraquecem a ligagdo com a estrutura cristalina. A formacdo desta ligacdo
enfraquecida permite que um posterior ataque de protons remova uma molécula de H,S.

Na auséncia de bactérias oxidantes de enxofre, bem como de outros oxidantes
quimicos, como por exemplo, o ion férrico, 0 BS formado pode ser oxidado a enxofre de
acordo com as equacdes [10] ou [11]. Na presenca de bactérias como o A. ferrooxidans, este
H,S gerado pode ser oxidado tanto quimicamente quanto microbiologicamente a enxofre, o
qual é posteriormente oxidado a sulfato.

H,S + H,SO4 ? H,SO3 + S + H,0O [10]

HoS + %0, 2 H,0 + & [11]

No caso do ataque pelos ions férricos, 0 rompimento das ligacdes quimicas entre o
metal e o enxofre pode ser provocado pela remocdo de um elétron do atomo de enxofre. Este
passo acontece concomitantemente ao ataque de prétons (SAND et al.,, 2001, ROHWERDER
et al., 2003), pelo qual é formado o radical H,S™*, como mostra a reacao [12]:

MS + Fe* + 2H" 2 Me?* + H,S™ + Fe?” [12]

Posteriormente, como demonstraram Steudel (1996) e Sand et al. (2001), uma série de
reacdes envolvendo a formacdo de polissulfetos radicais ocorrem até a formacdo de enxofre
elementar. Por isso este mecanismo foi denominado de “polissulfetos”. Por este processo,
mais de 90% do sulfeto é transformado em enxofre elementar, sendo formados também,
embora minoritariamente, tiossulfato, politionatos e sulfato (STEUDEL, 1996; SCHIPPERS
& SAND, 1999). As equacOes [13], [14] e [15] sumarizam estas etapas para 0 caso da

covelita, sulfeto utilizado no presente trabalho. Apenas na presenca do A. ferrooxidans o &
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formado pode ser oxidado a sulfato, 0 que além de regenerar os prétons H" remove a camada

de enxofre elementar da superficie do sulfeto metalico.

8CuS + 8Fe3* + 8H"? 8Cu** + 4H,S, + Fe?" [13]
4H,S, + 8Fe®* ? Sg+ 8Fe** + 8H* [14]
Sg + 120, + 8H,0 ? 8S0,% + 16H" [15]

Em contrapartida, este mecanismo de reacdo via ataque de protons ndo € valido
guando a banda de valéncia do sulfeto ndo é derivada dos orbitais 3p do atomo de enxofre,
mas sim dos orbitais ‘d’” do &omo metélico, fato que dificulta a quebra da ligacdo metak
enxofre. Importantes exemplos sdo o MoS;, WS, e FeS,, os quais sdo classificados como
sulfetos insoltveis em acido. Logo, sulfetos como MoS;, WS, e FeS;, 0s quais exibem altos
valores de Kps devido suas peculiares estruturas eletrénicas, ndo sao solubilizados pelo ataque
de protons, sendo também mais resistentes ao ataque bacteriano e a oxidacdo quimica (SAND
et al, 2001).

Estudos realizados (SCHIPPERS; JOZSA; SAND, 1996; SAND et al, 2001,
ROHWERDER et al., 2003) com estes sulfetos, classificados como insolGveis em &cido,
indicaram que os mesmos sdo oxidados apenas pelo ataque do ion férrico, via mecanismo do
tiosulfato. Neste sentido, estes autores SCHIPPERS; JOZSA; SAND, 1996; SAND et al,
2001, ROHWERDER et al., 2003) argumentam que na auséncia de ions fémicos o A.
ferrooxidans ndo é capaz de oxidar os referidos sulfetos. Nesta classe de sulfetos, o
rompimento da ligacdo quimica metalenxofre ocorre ap0s seis passos sucessivos de extragdo
de elétrons por ions férricos, com a consequente formacdo de tiossulfato SCHIPPERS;
JOZSA; SAND, 1996; SAND et al., 2001, ROHWERDER et al., 2003). Anteriormente a
oxidacdo do tiossulfato a sulfato, alguns produtos intermediarios como tetrationatos e

politionatos sdo formados. Na auséncia de bactérias oxidantes de enxofre, pode ser formada
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uma quantidade significante de enxofre (entre 10 e 20%). As equagdes [16] e [17] sumarizam
0 mecanismo do tiosulfato, mostrando os principais produtos intermediarios e finais.

MoS; + 6Fe3* + 3H,0 2 S,04% + 6Fe?* + Mo** + 6H" [16]

S,04% + 8Fe®* + 5H,0 2 2S0,% + 8Fe** + 10H" [17]

Na equacgdo [17], a oxidacao do tiossulfato pode ocorrer tanto quimicamente, por acao
do ion férrico, quanto biologicamente, pela acdo do A. ferrooxidans ou A. thiooxidans, com
consequiente consumo de oxigénio (equacdo [4]). A funcdo da bactéria, neste modelo, é
regenerar os ions férricos responsaveis pela oxidacao.

Um fator determinante nos modelos descritos acima; em detrimento do mecanismo
direto; é que, quando aderida a superficie do mineral, o ataque da bactéria aos sulfetos ocorre
por mediacdo das substancias poliméricas extracelulares (EPS), as quais circundam as células
bacterianas. Estas substancias, por sua vez, complexam ions férricos presentes no meio, 0s
quais serdo os responsaveis pelo processo de biolixiviacdo. A bactéria, nestes modelos, tem
apenas a funcéo catalitica de regenerar os fons Fe** e/ou H, tal qual no mecanismo indireto,
bem como de concentra-los na interface mineraksolugdo ou minerakcélula bacteriana através
dos EPS, de forma a elevar a degradagdo do sulfeto mineral. Desta forma, o papel
preponderante da oxidacdo dos sulfetos insollveis em &cido é dos ions férricos complexados
aos EPS. Ao mesmo tempo, nos sulfetos soltveis em acido, além dos ions férricos os prétons

H" também podem contribuir com a solubilizacéo dos sulfetos.

11.3.2 As substancias polimeéricas extracelulares e as interagdes com os sulfetos metalicos

Pelo fato dos sulfetos metalicos serem substratos solidos, grande parte das células

bacterianas se encontra aderida a superficie mineral. Embora ja se tenha demonstrado que os

EPS ndo sdo um pré-requisito para que ocorra a adesdo bacteriana (BEVILAQUA et al.,
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2004), também é conhecido que as células bacterianas aderidas ao sulfeto tém sua producéo
de EPS estimulada (VANDEVIRE; KIRCHMAN, 1993; GERHKE et al. 1998), o que
colabora com o fato dos exopolimeros possuirem importante papel no processo de adesao.
Gerhke et al. (1998) demonstraram que células de A. ferrooxidans quando crescidas em pirita
produzem cerca de 13 vezes mais EPS do que quando crescidas em meio contendo ion
ferroso.

A hidrofobicidade e as interacGes eletrostaticas sdo 0s mais importantes fatores na
adesdo bacteriana. De acordo com Rohwerder et al. (2003), fundamentalmente interacoes
eletrostaticas entre as células bacterianas carregadas positivamente (causado pela
complexacéo de fons Fe®*), e a superficie da pirita carregada negativamente, sdo responsaveis
pela adesdo bacteriana neste sulfeto. Neste caso, interacBes hidrofébicas ndo contribuem
significativamente para a adesdo bacteriana. Sendo assim, células crescidas em meio contendo
enxofre como fonte energética, por possuirem uma consideravel mudanga na composi¢ao do
EPS em relacdo as células crescidas em pirita, ttm a adesdo sobre este sulfeto desfavorecida.

Em relacdo a covelita, a adesdo bacteriana é mediada por interacfes hidrofdbicas
(CURUTCHET; DONATI, 2000; POGLIANI; DONATI, 1999), embora, assim como na
pirita, interacGes eletrostaticas possam mediar tal processo. Curutchet e Donati (2000)
mostraram que quanto maior a concentracdo de ions H' na superficie das células bacterianas,
maior foi a adesdo em covelita. Isto porque o CuS, em valores baixos de pH, possui a
superficie carregada negativamente e, por sua vez, a elevada concentracdo de protons nas
células bacterianas deixam as mesmas carregadas positivamente, favorecendo a interacao
eletrostatica. Ao mesmo tempo, células crescidas em S° tém sua ades&o na covelita favorecida
devido a maior hidrofobicidade, a qual supera a contribuicdo eletrostatica (POGLIANI;
DONATI, 1999). No que concerne a adesdo bacteriana na molibdenita, o fator preponderante

é o carater hidrofébico (PISTACCIO et al., 1994).
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Para o caso de linhagens bacterianas de A. ferrooxidans crescidas em pirita € meio
contendo ion ferroso, os EPS consistem basicamente de acglcares (principalmente glicose,
ramnose, fucose, xilose e manose), acidos graxos com cadeias de 12 a 20 carbonos, acido
glicurdnico e Fe** (KINZLER et al., 2003; GERHKE et al., 1998). Quando crescidas tendo o
S% como fonte energética, além de ndo conter fons férricos (GERHKE et al. 1998), a
composicdo dos exopolimeros das células de A. ferrooxidans, no que se refere aos agucares, é
drasticamente modificada. Os aclcares presentes nos EPS passam a ser constituidos quase
exclusivamente de glicose (em torno de 40%), contendo uma pequena fracdo de &cido
glicurdnico (0,6%). Em relacdo aos acidos graxos, a relagcdo percentual aumenta de 42% para
60%, o que confere um carater mais hidrofobico as células crescidas neste substrato, como
discutido por diversos autores (POGLIANI; DONATI, 1999; NATARAJAN; DAS, 2003).

Apesar de haver uma aceitacdo sobre o papel dos EPS no processo de oxidacdo dos
sulfetos metalicos, mediando os processos de adesdo e ataque por meio dos ions férricos, nada
pode ser ainda considerado definitivo a respeito destes fatos. Deste modo, a elucidacdo destes
mecanismos podera contribuir para um melhor entendimento de tal processo visando a
otimizacdo do processo de biolixiviagdo. Além disso, a maior parte dos estudos pelos quais
sdo descritos 0s mecanismos de acdo bacteriana foram conduzidos com pirita, cujo metal
presente é o ferro, o que possibilita a ocorréncia dos trés mecanismos possiveis de acao

bacteriana.
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I11. OBJETIVOS
O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade de oxidacdo do A.
ferrooxidans sobre os sulfetos sintéticos molibdenita e covelita (classificados diferentemente
quanto suas suscetibilidades ao ataque bacteriano), no contexto dos mecanismos do
polissulfeto e do tiossulfato, destacando-se 0s seguintes aspectos:
e Avaliar o efeito da concentracdo de ambos sulfetos na atividade bacteriana
e Estudar a cinética de oxidacdo bacteriana da covelita e molibdenita
e Verificar a influéncia das diferentes fontes energéticas de crescimento na capacidade
de oxidacdo dos sulfetos pela bactéria
e Analisar a importancia dos EPS e do ions férricos na atividade bacteriana
o Verificar a possivel existéncia de uma acdo direta da bactéria sobre os sulfetos

metalicos
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1. Linhagem bacteriana

Para a realizacdo dos estudos foi utilizada a linhagem bacteriana Acidithiobacillus
ferrooxidans LR, isolada de licor de lixiviacdo estatica de minério de uranio proveniente da

mina de Lagoa Real Bahia (GARCIA, 1991).

1V.2. Amostras minerais

Foram utilizados dois sulfetos metalicos sintéticos, covelita (CuS) e molibenita
(MoS;), fornecidos pela Aldrich Chemical Company Incorporation (Milwaukee, EUA). A
granulometria das amostras foi 100% < 0,2 mm e a pureza > 99,0%. As amostras também

foram caracterizadas por difratometria de Raios-X em equipamento X D5000 — Siemens.

1VV.3. Meios de cultura

Para a manutencdo periddica da linhagem bacteriana assim como para a obtencdo de
células para a realizacdo dos estudos de oxidacao dos sulfetos utilizou-se 0 meio de cultura
“T&K” (TUOVINEN; KELLY, 1973), bem como 0 meio 9K (SILVERMAN; LUNDGREN,

1959). Abaixo pode ser vista a composi¢cdo e o modo de preparo dos meios de cultura citados:

1V.3.1 Meio T&K
A. Reagentes
Solucéo A:

(NH4)QSO4 ....................................................................... 0,5 g
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1 |10 VO 0,59
IMGSO4TH20 oo senens 0,59
PH (H2SO4 concentrado).......cccooveeereeeeeneneeieseeee e 1,8

agua destilada ..........cccccvvveveriveie e g.s.p 800 mL

Solucéo B:

FESO4.THO .o 33,3¢g
PH (H2SO4 concentrado).........cccceeeveieerieieeieseeiese e 1,8
agua destilada .........ccoceovreiiiiiiies g.s.p. 200 mL

B. Procedimento
As solucbes A e B foram preparadas separadamente, sendo a solugdo A esterilizada

em autoclave a 120°C por 20 minutos, e a solugéo B por filtragdo em membrana (0,45 um de

didmetro de poro). No momento do uso as solugdes A e B foram misturadas respectivamente

na proporcéo de 4:1.

1VV.3.2. Meio 9K

A. Reagentes

(NH2)2S004 v 309
1 |10 VO 0,59
IMGSO4TH20 oo enens 0,59
pPH (H2SO4 concentrado).......cocvevereereeeenesienieseeeesieanes 2,8
agua destilada ............cccevevieieiicc e, g.s.p 700 mL
S e 1%

B. Procedimento
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A solucéo e o enxofre foram preparados separadamente, sendo a solucdo esterilizada
em autoclave a 120°C por 20 minutos, e o enxofre a 110 °C por uma hora. O enxofre foi
adicionado a solu¢do no momento do uso.

IV.4. Preparo da suspensao celular

Para a realizacdo dos ensaios de oxidacdo dos sulfetos metélicos utilizou-se
suspensdes concentradas do A. ferrooxidans LR. As suspensdes do A. ferrooxidans LR foram
obtidas de culturas crescidas em um volume de 1,5 L do meio de cultura“T&K” por 48 horas.
Este crescimento foi acompanhado pela oxidacdo do ion ferroso a ion férrico, caracterizado
pela mudanca da coloragdo do meio, do verde caracteristico do fon Fe** ao vermelho
caracteristico do fon Fe®*. Para as suspensdes crescidas em meio 9K, o crescimento foi
acompanhado por medidas de pH, o qual diminui com a oxidacdo bacteriana do enxofre. O
crescimento em meio 9K foi realizado por trés geracdes em um volume de 0,5 L do meio 9K,
por um periodo de cerca de 15 dias, tempo habil para a obtencdo de consideravel massa
celular sem que a diminuicdo do pH (em torno de 1,5) cause inibi¢do na linhagem bacteriana.
Todas as culturas foram crescidas a temperatura de 30 °C em mesa agitadora com rotacdo de

150 rpm.

Apdbs o crescimento, filtrou-se as culturas em papel de filtro Watman n°® 1 para a
retirada de precipitados do meio. A seguir centrifugou-se a solucdo (rotor JA-10, centrifuga
Beckman Avanti J25) a temperatura de 4 °C e 10.000 g durante 30 minutos. O precipitado
contendo a suspensdo celular coletada foi entdo lavado em agua acidificada (pH 1,8) com
H,SO, por trés vezes e novamente centrifugada. Em seguida o precipitado de células foi
ressuspendido em um volume de 10 mL de &gua acidificada a pH 1,8 com HSO,. Para a
realizacdo dos testes onde foi retirada a camada exopolimérica das células bacterianas, a
suspensdo celular foi centrifugada por trés vezes a 13.000 g, de acordo com procedimento

descrito por Sand et al. (1995).
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IV.5. Dosagem de proteinas totais (HARTREE, 1972)

Para quantificacdo de proteina total da biomassa celular utilizou-se 1mL da suspensdo
de células, a qual foi centrifugada a 4000 g por 20 minutos. Em seguida o sobrenadante foi
descartado, as células ressuspendidas em 1mL de NaOH 1 mol L'* e mantidas em ebulicdo por
30 minutos para a completa hidrdlise das células. Para a dosagem de proteina total retirou-se
aliquotas dessa solucdo e utilizou-se o método de Lowry modificado por Hartree (1972) como

descrito abaixo:

A. Reagentes

Solugéo A:

KNaCsH106.4H20 ..o 0549
NA2CO 3t 259
NaOH 1 MOl Lo 125 mL
agua destilada.............cccevevieiieniiicic e, g.s.p. 250 mL

Solucéo B:

KNaC4H405.4H20 ...ovvveiiiiiiiiien e 0,29
CUSO4.9H20...c e 01g
NaOH IMOI Lo 1,0 mL
agua destilada...........ccoevveeeiiiiiiesee e 9,0 mL

Solugéo C:
reagente de Folin-Ciocalteu...........cccccoveveveviiiiivecenn, 10,0 mL

agua destilada..........cccoevevieiiiiieiicece e 30,0 mL
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B. Procedimento

A suspensdo de células hidrolisadas foi diluida (1:10, 1:20) e colocada em tubos de
ensaio (1 mL de cada dilui¢do), aos quais adicionouse 0,9 mL da solugcdo A incubando-se
em banho-maria por 10 minutos a uma temperatura de 50 °C, e resfriando em temperatura
ambiente. Em seguida foi adicionado 0,1 mL da solucéo B a cada tubo. Por ultimo adicionow-
se 3 mL da solu¢cdo C incubando-se os tubos por 30 minutos a 50 °C e resfriando a
temperatura ambiente. Para a quantificacdo da proteina total, medidas da absorbancia das
solucdes foram feitas em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 650 nm, utilizando a
soroalbumina bovina para a obtencdo da curva padrao.

As “proteinas totais” foram escolhidas como unidade bioldgica de rotina para expressar
os resultados dos estudos de respirometria, pois 0 método utilizado € simples de ser realizado,
preciso e muito sensivel (15 -110 ug). Além disso, a contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC) de A. ferrooxidans como método de rotina € demorado (10 dias) e de custo

muito elevado devido a utilizacdo de agarose.

IV.6. Estudos de respirometria celular

A técnica de respirometria celular permite uma avaliacdo rapida e bastante sensivel
(ordem de pmol de oxigénio consumido) da oxidacdo do substrato. Esta técnica utiliza
suspensdes lavadas de células do A. ferrooxidans LR desacoplada de crescimento, ou seja, por
auséncia de CO; nédo estdo em processo de divisdo celular. Para executar estes ensaios as
células foram incubadas na presenca de massas variaveis de CuS e MoS, (20-300 mg para 0s
estudos cinéticos; 100 e 200 mg para 0s demais ensaios).

Metodologia experimental



27

A. Reagentes:

- 4gua acidificada com H,SO4 concentrado até pH 1,8

H2S04 0,5 MOl Lo 14 mL
agua destilada .........cccocevveireienrieeee e g.s.p. 100 mL
- KOH, 20%.

- solucdo de Brodie:

NACH .o 23 ¢
ClOreto de SOAIO .......oveveieiiie e 5¢
AZUl de EVANS ......oooiviiecece e 0,1¢
agua destilada ..........cccoceeveviiniiiiece g.s.p. 500 mL

B. Procedimento

O respirdbmetro de Warburg (UMBREIT; BURRIS; STAUFFER, 1972) consiste
basicamente de um frasco de reacdo, um reservatdrio lateral para adicao de células e um poco
central. Em cada um dos frascos de reacdo foram colocados 2,0 mL de &gua acidificada (pH
1,8), 0,5 mL de suspenséo celular e uma massa dos sulfetos que variou de 20 a 300 mg. Em
paralelo aos ensaios inoculados foram realizados ensaios como controles quimicos, nos quais
ndo houve adicdo da suspenséo celular. Todos 0s ensaios respirométricos foram realizados em
triplicatas.

No poco central do frasco de reacdo foi colocada uma tira de papel de filtro pregueada,
a qual foi embebida com 0,1 mL de KOH 20% com o intuito da absor¢do do CO,. Este
procedimento teve como objetivo a eliminacdo desse gas do sistema para evitar o crescimento
da bactéria pela fixacdo do mesmo, pois esta € uma espécie autotrofica, e também para que
ndo houvesse interferéncia nas leituras da variacdo de pressdo. Logo, qualquer modificagéo na
pressao foi decorrente do consumo de oxigénio durante a oxidacdo do substrato. No

compartimento principal do frasco ocorrem as reag0es a serem investigadas. Para execugédo do
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ensaio foi acoplado a esses frascos mandmetros graduados, os quais contém um liquido de

densidade conhecida (solucdo de Brodie). Um esquema deste sistema é mostrado na Figura 5.

Figura 5. Esquema basico do aparelho de Warburg.
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O man6metro é constituido de dois ramos que se comunicam entre si em suas bases
através de um tubo de borracha, obturado na extremidade inferior. Um dos ramos (esquerdo),
permanece constantemente aberto durante o experimento enquanto o da direita termina no
frasco de reacdo. Quando ocorre 0 consumo de oxigénio ha uma diminuigdo da presséo e o
menisco da solucdo de Brodie no ramo da direita se eleva. Essa diferenca é indicada em
milimetros na escala graduada e deve ser transformada em microlitros. Para tanto, multiplica-
se a variacdo da altura em milimetros por uma constante (K), cujo calculo € o que se segue:

(VT-Vf)E+Vf.a
K = T

Po

onde:

V7 - volume do conjunto frasco-manémetro.

Vs - volume final do sistema experimental.

T - 273 + t (temperatura de trabalho).

a - coeficiente de solubilidade do oxigénio na agua (0,02608).

Po - pressao do fluido manométrico (10,032 mm).

Frascos de reacdo contendo o mesmo volume, porém sem células, foram utilizados

como controles para avaliar a oxidacdo quimica natural dos substratos. Junto com o
experimento também foi colocado um conjunto chamado de termobarémetro, contendo o
mesmo volume do sistema experimental, porém s6 com agua, o qual indicou variacGes de
pressdo causadas por mudancas de temperatura do ambiente. Essa variagdo foi registrada no
mesmo instante da leitura dos manémetros dos ensaios e descontada das medidas destes, pois
tal variacdo ndo foi causada pelo sistema experimental. Todo o conjunto frasco- manémetro
foi mantido em um banho de adgua a 30°C e sob agitacdo constante. As leituras da variacao de

pressdo no mandmetro, realizadas a cada 15 minutos na primeira hora e a cada 30 minutos
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apos a primeira hora de ensaio, foram entdo convertidas em volume de oxigénio consumido,

como mostrado abaixo:

Consumo de oxigénio (uL) =L. K
onde:
L - representa a leitura do manémetro.

K - constante do sistema frasco- manémetro.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1. Caracterizagio das amostras por difratometria de raios-X

As Figuras 6 e 7 mostram os difratogramas de raios-X obtidos para as amostras
sintéticas de molibdenita e covelita respectivamente. A andlise dos difratogramas revela,
como esperado, apenas a presenca destes sulfetos, uma vez que ambos possuem elevado grau

de pureza.

V.2 Ensaios respirometricos com A, ferrooxidans LR crescido em ion ferroso

De acordo com as equacdes simplificadas [5] (pg. 8) e [6] (pg. 10), de oxidacdo da
molibdenita e da covelita respectivamente, pode-se notar que as mesmas ocorrem
concomitante ao consumo de oxigénio e formacdo de sulfato e dos metais molibdénio 1V e
cobre 1l. Logo, as medidas do consumo de oxigénio obtidas a partir dos ensaios
respirométricos estdo diretamente relacionadas a oxidacdo dos referidos sulfetos metalicos.

A Figura 8 mostra o consumo de oxigénio de covelita na presenca e auséncia do
A. ferrooxidans LR. Para todas as massas utilizadas pode ser observado um maior consumo de
oxigénio nos ensaios realizados na presenca de bactéria, quando comparado aos respectivos
ensaios realizados como controles quimicos. Este fato evidencia a capacidade do A.
ferrooxidans LR em aumentar a velocidade de oxidacdo da covelita (CuS), como ja
demonstrado por diversos trabalhos (POGLIANI et al.,, 1990; MONTEIRO; GARCIA;
TUOVINEN, 1999). Outro aspecto que merece ser ressaltado é o aumento do consumo de
oxigénio pela bactéria, a medida em que se aumenta a massa de sulfeto utilizada no ensaio, o

que sugere uma cinética de saturacdo pelo substrato.
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Figura 6. Difratogramas de Raios-X obtidos para a amostra de molibdenita (A)
utilizada nos estudos de respirometria com o respectivo do padrdo de

molibdenita PDF 37-1492 (B).
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Figura 7. Difratogramas de Raios-X obtidos para a amostra de covelita (A) utilizada

nos estudos de respirometria com o respectivo do padréo de covelita PDF

6-464 (B).
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Figura 8. Atividade de respiracéo do A. ferrooxidans LR (500ug de proteina total) na
presenca de massas de 100 mg (A), 150 mg (B), 200 mg (C) e 300 mg (D) de

covelita como substrato oxidavel. Simbolos: (O) inoculado, () controle

quimico.
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J& em relacdo aos ensaios realizados com o sulfeto de molibdénio, ndo se observou
atividade de oxidacdo no mesmo, caracterizado pelo ndo consumo de oxigénio pela bactéria
durante os experimentos, como mostra a Figura 9. Tal fato deve estar associado a alta
hidrofobicidade apresentada pela molibdenita PISTACCIO et al., 1994), ndo permitindo,
portanto, o ataque da bactéria ao sulfeto metalico. Para contornar tal problema testou-se a
utilizacdo do agente surfactante Tween 80 nos ensaios respirométricos. Foram testadas as
concentracdes de 0,1%, 0,25% e 0,5%. A concentracdo de 1% ndo foi testada pois a mesma
provoca a inibigdo da atividade bacteriana PISTACCIO et al., 1994). Como demonstra a
Figura 10, o melhor comportamento foi observado para a concentragdo de 0,5% de Tween 80.
Pistaccio et al., (1994) demonstraram que esta concentracdo também foi a que apresentou 0s
melhores resultados tanto na solubilizagdo de molibdénio, quanto na adesao bacteriana.

Como mostra a Figura 11, a atividade de respiracdo do A. ferrooxidans LR em
molibdenita realmente foi observada na presenca do agente surfactante, devido a diminuigédo
da hidrofobicidade do sulfeto. Entretanto, em nenhum dos experimentos, o O, consumido
atinge valores elevados, permanecendo sempre abaixo dos 100 uL. Alguns estudos
(ROMANQO et al. 2001a, 2001b) ja haviam revelado a natureza refrataria da molibdenita em
ensaios de lixiviagdo bacteriana, nos quais a solubilizagdo de molibdénio foi menor do que
1%. Em relagdo a concentracdo do substrato, o comportamento foi similar ao observado para
a covelita, ou seja, o aumento da massa de sulfeto ocasionou também um aumento do
consumo de oxigénio.

Outro aspecto importante e que deve ser salientado foi 0 maior consumo de oxigénio
nos ensaios com covelita em relagéo aos ensaios com molibdenita (em torno de 10 vezes), o

que pode ser facilmente notado quando se compara as Figuras 8 e 11.
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Figura 9. Atividade de respiragéo do A. ferrooxidans LR (420ug de proteina total) na
presenca de massas de 100 mg (A), 150 mg (B), 200 mg (C) e 300 mg (D)
de molibdenita como substrato oxidavel em solucdo é&cida (pH 1,8).

Simbolos: (O) inoculado, ([J) controle quimico.
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A maior susceptibilidade da covelita em relagdo a molibdenita frente ao ataque
quimico-bacteriano ja foi demonstrado anteriormente (TRIBUTSCH e BENNET, 1981).
Possivelmente, tal comportamento decorre das estruturas eletrénicas destes sulfetos metalicos.
Desta maneira, a covelita, cujo valor de Kps é da ordem 10°°, possui maior solubilidade em
4cido, diferentemente da molibdenita, cujo valor de Kps é mais baixo, da ordem 1078, Assim,
a covelita é denominada um sulfeto soltvel em acido, o que facilita sua oxidagdo. Por outro
lado, a molibdenita pertence a classe dos sulfetos insollveis em acido, podendo ser atacada
apenas por fons Fe** (SCHIPPERS; SAND, 1996; SAND et al., 2001). Este fator parece ser
preponderante na eficiéncia da oxidacdo de um e outro sulfeto metalico, e mostra ser a

principal razdo para as diferentes susceptibilidades dos sulfetos ao ataque quimico-bacteriano.
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Figura 10. Atividade de respiracéo do A. ferrooxidans LR (420ug de proteina total) na
presenca de molibdenita (100 mg) como substrato oxidavel em solucdo acida

(pH 1,8) com diferentes concentracdes de Tween 80. A (0,1%), B (0,25%) e

C (0,5%). Simbolos: (O) inoculado, () controle quimico.
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Figura 11. Atividade de respiracéo do A. ferrooxidans LR (420ug de proteina total) na

presenca de massas de 20 mg (A), 50 mg (B), 100 mg (C), e 200 mg(D) de
molibdenita como substrato oxidavel em solucdo &cida (pH 1,8) de Tween

80 (0,5%). Simbolos: (O) inoculado, () controle quimico.
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V.3. Estudos da cinética de oxidacdo da covelita e da molibdenita

Nenhum estudo preliminar a respeito da cinética de oxidacdo da covelita e da
molibdenita pelo A. ferrooxidans foi encontrado na literatura, portanto, os resultados obtidos
neste trabalho parecem ser pioneiros. Para o estudo da cinética de oxidacdo dos sulfetos
metélicos, foram calculadas as velocidades iniciais de oxidacdo em cada massa de sulfeto
utilizada, e a partir destas, construida uma curva das velocidades de oxidacdo em relacdo a
massa de substrato. As velocidades iniciais de oxidagdo foram obtidas a partir do coeficiente
angular da parte linear das curvas de consumo de oxigénio de ambos os sulfetos.

Como observado pela Figura 12, a covelita apresenta um tipico comportamento de
saturacdo pelo substrato, embora sua oxidacdo ndo siga a classica cinética de Michaelis-
Menten, como pode ser visto pelo aspecto sigmoidal da curva em oposicdo a hipérbole
retangular caracteristica de Michaelis-Menten. Como também pode-se notar, a velocidade de
oxidacao da covelita pelo A. ferrooxidans LR ndo tende a se alterar significativamente para
massas acima de 300 mg, indicando a saturagéo pelo substrato.

Uma curva sigmoidal deste tipo indica que o inicio da oxidagdo da covelita facilita sua
subsequente oxidacdo. A relacdo sigmoidal entre a velocidade de oxidacdo e a concentracao
do substrato pode ser avaliada pela equacdo de Hill (WHITAKER, 1972). Esta equagéo foi
derivada da interacdo entre a hemoglobina e o oxigénio, a qual mostra um classico

comportamento sigmoidal.

Vimax[S]"

Equacéo de Hill: Vo =
K% + [S]

0=
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onde \ é a velocidade inicial de oxidagdo, n é a constante de Hill cujo valor é igual ao
numero de sitios ativos de uma enzima e K% representa a concentracdo de substrato na qual a
velocidade é a metade da velocidade méxima da reagdo. Esta equacdo pode ser rearranjada

para:

log = nlog[S] — log k¥

a qual apresentard uma relacdo linear com os dados experimentais caso exista um grau de
cooperatividade envolvido. Como revela a Figura 13, no caso da covelita, a curva da equacao
logaritmica de Hill é linear, sugerindo, portanto, que existe uma cooperatividade para a
oxidacdao deste sulfeto.

Esta cooperatividade pode ser medida pela razdo entre a concentracdo de substrato
necessaria para alcancar 90% da velocidade méxima de reacéo (0,9Vmax), € a concentracdo de
substrato necessaria para atingir 10% da velocidade méaxima (0,1Vnax) (WHITAKER, 1972).
Esta razdo é denominada Rs. Para cinéticas de reacdo com comportamentos sigmoidais, este
valor de Rs pode distinguir cooperatividades positivas e negativas. Quando o valor de Rs for
menor do que 81, isto indica que o sistema mostra uma cooperatividade positiva, ou seja, apos
0 inicio da reacdo a velocidade tende a aumentar. Em contraste, quando o valor de Rs for
maior do que 81, a cooperatividade sera negativa, indicando que apds o inicio da reacéo a
velocidade desta tende a diminuir.

O valor de Rs obtido para a reacdo de oxidagéo da covelita foi de aproximadamente 5,
0 que sugere uma cooperatividade positiva, evidenciado pelo aumento exponencial da
velocidade de oxidacdo do CuS. A partir da Figura 13 foram obtidos os valores da constante
de Hill e do k¥%. Os resultados mostraram um valor de 2,55 para a constante de Hill, sugerindo

gue podem haver dois tipos de “sitios ativos” na bactéria. O valor de k% foi igual a 104 mg de
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CusS, o que indica a massa de covelita na qual a velocidade de oxidagdo tem netade de seu
valor maximo. Por sua vez, 0 Vmax para a covelita foi de 0,37 pmol O min? mg™* proteina-
Provavelmente, este comportamento sigmoidal ocorre porque a dissolucéo da covelita
é governada tanto pelo ataque das células bacterianas aderidas a superficie do mineral, quanto
pelas células bacterianas em suspensdo, fato condizente com o valor obtido para a constante
de Hill (n = 2,55). Assim, quando as bactérias aderidas ao sulfeto mineral iniciam a oxidacéo
do mesmo, sdo liberados substratos intermediarios para a solu¢do (H.S, HS’, etc), como
mostram as equacOes [13] e [14], os quais passam a ser utilizados pelas células livres
originando o aumento do consumo de oxigénio. Neste caso se estabelece uma cooperagdo

entre as células bacterianas aderidas no sulfeto e as células em suspenséo.
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Em relacdo a molibdenita, como mostra a Figura 14A, a mesma também apresentou
um comportamento de saturacéo pelo substrato. Contudo, diferentemente da covelita, 0 MoS;
segue a classica cinética de Michaelis-Menten na faixa de concentragdo testada, pois o grafico
de suas taxas de oxidacdo em funcdo das massas de sulfeto é melhor ajustado por uma
hipérbole retangular. Como a oxidacdo do MoS, s6 poderia acontecer com a aderéncia das
células bacterianas sobre a superficie do mineral, uma vez que ndo hé outro oxidante no meio
e este sulfeto ndo apresenta susceptibilidade ao ataque acido, esta adesdo governa a
velocidade de oxidacdo. Por sua vez, a velocidade de oxidacdo aumenta quase
proporcionalmente com o aumento da concentracdo de substrato, até a saturacdo. Com base
nisto, foi construido o grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk (Figura 14B) para a
obtengdo de importantes pardmetros cinéticos, como a velocidade maxima de oxidagdo (Vmax)
e a constante de Michaelis-Menten (Kn), respectivamente 5,7x107 umol O, min™ mg™ proteina
e 28,0 mg de MoSs.

Estudos cinéticos da oxidacdo da pirita e do ion ferroso revelaram que ambos também
seguem uma cinética de Michaelis-Menten. O valor de Ky, obtido para a pirita foi de 2,5% de
densidade de polpa (LIZAMA; SUZUKI, 1989), o qual corresponderia a 62,5 mg MoS, no
presente estudo, e para o fon ferroso foi 0.37 mmol L' (NEMATI et al., 1998). Quando
compara-se os valores de K, obtidos para os sulfetos metélicos e para o ion ferroso,
evidencia-se a diferenca de afinidade do A. ferrooxidans LR, associada a complexidade do
fendmeno de oxidacdo dos sulfetos. Por envolver substratos sélidos, uma série de fatores e
complicacBes estdo envolvidos na oxidacdo dos sulfetos, como interacbes superficiais

hidrofdbicas e eletrostaticas, processos corrosivos, etc.
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V. 4. Ensaios respirometricos com A. ferrooxidans LR deficientes em EPS

Nos ensaios realizados com a bactéria ap6s centrifugagdo para retirada dos
exopolimeros, se observou que tanto em covelita (Figura 15) como em molibdenita (Figura
16) a atividade de respiracdo ndo foi significativamente afetada. Como demonstrado também
por Pogliani e Donati (1999), células de A. ferrooxidans deficientes em EPS foram capazes de
oxidar a covelita, o que pode ter ocorrido devido ao ataque acido. Outro fato que talvez
também possa acontecer é a permanéncia dos exopolimeros (EPS) nas células bacterianas.

Entretanto, embora tenha permanecido EPS suficientes para iniciar a oxidacdo da
molibdenita, se esperaria ao menos uma diminuicdo na velocidade de oxidacdo como
demonstrado por Pogliani e Donati (1999). Estes autores mostraram que a extensdo da adeséo
do A. ferrooxidans em covelita € diminuida quando os EPS sdo removidos. Ao mesmo tempo,
a velocidade de solubilizacdo de cobre decresce quando células deficientes em EPS séo
utilizadas. Um fator que pode ter influido nos resultados apresentados pelos ensaios
respirométricos foi a elevada concentracdo de células utilizadas nos experimentos. Logo, um
elevado numero de células pode ter aderido a superficie do sulfeto, fazendo com que a
deficiéncia nos EPS ndo tivesse significativa influéncia, embora, como serd discutido
posteriormente, acreditamos que ndo h& a necessidade dos EPS para a biolixiviacdo dos

sulfetos metalicos.
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Figura 15. Atividade de respiracdo do A. ferrooxidans LR deficiente em EPS (525 ug
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Figura 16. Atividade de respiracéo do A. ferrooxidans LR deficiente em EPS (525 ug
de proteina total) na presenca de massas de 100 mg (A) e 200 mg (B) de
molibdenita como substrato oxidavel em solugéo acida (pH 1,8) de Tween

80 (0,5%). Simbolos: (O) inoculado, ([J) controle quimico.
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V.5. Ensaios respirométricos com A. ferrooxidans LR crescido em enxofre

O acompanhamento do crescimento do A. ferrooxidans LR em enxofre foi feito por
medidas periodicas de pH. Como demonstra a Figura 17, o crescimento do
A. ferrooxidans LR em enxofre é evidenciado pelo decréscimo do pH, devido a oxidacéo do
enxofre elementar com a consequiente producgdo de acido.

Como ja demonstrado, o A. ferrooxidans LR quando crescido normalmente em meio
de cultura contendo ion ferroso como fonte energética € capaz de utilizar os sulfetos
molibdenita e covelita como substratos oxidaveis. N&o obstante, resultados muito semelhantes
a estes foram obtidos nos estudos realizados com o A. ferrooxidans LR crescido por trés
geracdes em . Pelas Figuras 18 e 19 observa-se que, tal como para a bactéria crescida em
ferro (I1), o volume de oxigénio consumido é significativamente diferente entre CuS e MoS..
Enquanto o consumo de O, atinge valores de aproximadamente 250 e 400 pL para a covelita
(100 mg e 200 mg respectivamente), no caso da molibdenita estes valores ndo superam 0s
50 L. De tal forma, os dados obtidos sugerem que rdo ha diferengas expressivas na atividade
de oxidagdo do A. ferrooxidans LR frente os sulfetos estudados, no que concerne a fonte
energética de crescimento.

Se por um lado a presenca de ions férricos ndo é condicdo para a oxidacdo da covelita,
pois isto também pode ocorrer pelo ataque &cido, para 0s ensaios realizados com a
molibdenita se esperaria resultados negativos quanto sua oxidacdo na presenca de células
crescidas em S°, pois de acordo com o mecanismo do tiossulfato, os fons férricos s&o
mediadores dos primeiros passos na degradacao desta classe de sulfetos metalicos (SAND et
al., 1995; SCHIPPERS; SAND, 1999). Como discutido anteriormente, o A. ferrooxidans
quando crescido em S como fonte energética tem a composicdo dos EPS modificada, ndo

apresentando mais ions férricos (GERHKE et al., 1998). Logo, a oxidacdo dos sulfetos
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metélicos ndo pode ser atribuida a presenca de ions férricos nas substancias exopoliméricas
das células bacterianas. Estas informacdes sdo fortes evidéncias de que, o papel dos ions
férricos na mediacdo do processo de oxidagdo microbioldgica dos sulfetos insollveis em
acido, sobretudo a respeito da complexacdo com os EPS, é muito questionavel.

Ensaios de respirometria celular da molibdenita também foram conduzidos com
suplementacdo de fons férricos (120 mMol L), uma vez que a adicdo dos mesmos pode
aumentar a velocidade de oxidacdo do referido sulfeto (TRIBUTSCH; BENNET, 1981).
Teoricamente, os ions férricos, como agentes oxidantes, sdo capazes de iniciar a oxidagdo do
sulfeto metalico, e os ions ferrosos resultantes sdo posteriormente oxidados pela bactéria num
processo ciclico, o qual resulta em uma elevagdo do consumo de oxigénio e da velocidade de
oxidacdo. Lizama e Suzuki (1989) obtiveram um considerdvel aumento no consumo de O, da
pirita apds adicdo de ions férricos. Entretanto, os resultados aqui obtidos, como mostra a
Figura 20, ndo apresentaram nenhum acréscimo seja no consumo de oxigénio seja na
velocidade de oxidacdo. Isto sugere a ndo oxidacdo do sulfeto pelos ions férricos devido a um
processo de cinética lenta e, como consequéncia, a ndo regeneracdo dos ions férricos pela
bactéria.

Provavelmente, devido a rapidez do ensaio (cerca de 300 minutos), o tempo pode ndo
ter sido suficiente para a oxidacdo do MoS; pelos iors férricos. De qualquer modo, 0s
resultados obtidos contrariam a teoria na qual os ions férricos complexados aos EPS
desempenham papel fundamental na dissolugdo dos sulfetos denominados insollveis em

acido.
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No que se refere a covelita, os resultados obtidos com as células crescidas em enxofre
podem ser explicados pela solubilizacdo em &cido, como apresentam alguns autores (PORRO
et al., 1997; POGLIANI; DONATI, 1999.) Contudo, a Figura 21 mostra ensaios de
respirometria da covelita conduzidos na presenca de diferentes concentracbes de acido
sulfurico. Como pode ser observado, 0 oxigénio consumido, em nenhuma das concentragdes
de acido testadas, superou 0s 40 pL, indicando uma lenta oxidagdo quimica comparada com a
microbioldgica. De acordo com o mecanismo dos polissulfetos, o primeiro passo na oxidagao
da covelita é a solubilizagio de Cu** e a formacdo de H,S, como mostra a equagéo [9].
Crundwel (2001) propés que este H,S gerado, uma vez saturado em solucdo, poderia inibir a
dissolucdo quimica do sulfeto. De tal maneira, o elevado consumo de oxigénio observado nos
ensaios de respirometria na presenca do A. ferrooxidans LR seria caracterizado pela oxidacéao
deste H,S, 0 que removeria a inibicdo e aumentaria a velocidade de dissolugéo do sulfeto.

Em contrapartida, ensaios respirométricos realizados com o sobrenadante de ensaios
de lixiviacdo acida da covelita (Figura 22) ndo apresentaram consumo de oxigénio pelo A.
ferrooxidans LR. Estes ensaios indicaram que nenhum H,S, ou outro substrato como produto
intermediario, foi formado em quantidade significativa para ser oxidado pelo A. ferrooxidans
LR. Possivelmente as reagdes [9] e [10], responsaveis pela formagdo deste substrato em meio
acido, ndo ocorrem no tempo dos ensaios de respirometria. Os ensaios de lixiviacdo acida
foram conduzidos em frascos erlenmeyers sob as mesmas condic¢des (tempo, densidade de
polpa, pH, agitacdo e temperatura) dos ensaios respirométricos.

Outro fator que poderia ter influenciado na oxidacdo da covelita em meio acido é a
formacdo de uma camada passivadora de enxofre sobre a superficie do sulfeto (TEIXEIRA et
al., 2000). Entretanto, os difratogramas de Raios-X dos residuos de covelita apds a lixiviacéo
acida revelaram que mesmo ap06s 48 horas, ndo houve formacdo de enxofre, como mostra

Figura 23. Além disso, ensaios respirométricos realizados tendo o S como substrato, em
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proporcdes estequiométricas, demonstraram que a velocidade de oxidacdo deste é inferior a
velocidade de oxidacdo do CuS (100 mg). Estes ensaios foram conduzidos considerando que
toda a covelita (100 mg) tivesse sido transformada em enxofre.

Este conjunto de resultados sugerem que 0 oxigénio consumido nos ensaios
respirométricos da covelita ndo deve estar associado a oxidacdo de compostos reduzidos de
enxofre, seja 0 H,S ou S, 0s quais seriam gerados como intermediarios da oxidac&o quimica
deste sulfeto. Outrossim, 0 O, consumido nos ensaios conduzidos na presenca de molibdenita
também ndo deve estar associado a oxidacdo de ions ferrosos a ions férricos, os quais estariam
eventualmente presos aos EPS bacterianos, como defendem diversos autores (SAND et al.,

2001; CRUNDWEL, 2001, ROHWERDER et al., 2003).
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Para um melhor efeito de comparacéo, as taxas de oxidacgdo dos sulfetos, tanto para o
A. ferrooxidans LR crescido nas diferentes fontes energéticas como para as celulas deficientes
em EPS, foram calculadas e sdo apresentadas na Tabelas 3. A Tabela 3 mostra os valores da

taxa de oxidacgdo respectivamente da covelita e molibdenita para as massas de 200 mg.

Tabela 3. Taxas de oxidacdo do A. ferrooxidans LR em covelita e molibdenita para os

diferentes tratamentos realizados.

Sulfeto (mQ) Taxa de oxidagdo parao  Taxa de oxidacdo para Taxa de oxidacdo para

A.f LR crescido em Fe?* o A.f LR crescido em 0AfLR
(umol O, min't g0 sem EPS
mg* proteina) (umol O, min*mg* (umol O, min*mg*
proteina) proteina)
MoS, 0,055 0,047 0,035
CuS 0,303 0,246 0,282

Como pode ser visto, 0 A. ferrooxidans LR apresenta valores muito similares nas taxas
de oxidago da covelita, tanto para as células crescidas em Fe*, em enxofre e para as células
crescidas em ferro cujos EPS foram removidos. O mesmo comportamento é apresentado no
caso da molibdenita. Isto sugere que o A. ferrooxidans LR pode livixiar ambos sulfetos da
mesma forma, independentemente da fonte energética e da presenca ou ndao de ferro nos
exopolimeros.

Rojas-Chapana, Giersig, e Tributsch (1996) propuseram que o processo de oxidacdo
ocorre fora da célula bacteriana e, provavelmente pela interacdo de algum lixiviante quimico
excretado pela bactéria. Rojas-Chapana e Tributsch (2001) argumentaram que grupos tiois
estédo envolvidos na lixiviacdo dos sulfetos pelo A. ferrooxidans. De acordo com estes autores
a bactéria pode ocasionar a dissolucdo dos sulfetos minerais, tanto os denominados soluveis

quanto os denominados insollveis em &cido, por outros mecanismos, como 0 ataque de
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grupos tiois, que ndo somente a oxidacdo eletroquimica mediada por ions férricos e o ataque
por prétons.

Alguns estudos realizados com cisteina demonstraram um aumento na velocidade de
biolixiviacdo de camadas de pirita sintética na presenca deste aminoacido (ROJAS-
CHAPANA; TRIBUTSCH, 2001; TRIBUTSCH, 2001). Em concentragdes de cisteina de 10
e 10° Mol L*, a biolixiviagdo da pirita se iniciou de forma praticamente instantanea,
enguanto na auséncia do aminoacido a oxidacdo mostrou uma fase lag de cerca de uma
semana. Ao mesmo tempo, apds cerca de 13 dias a camada de pirita foi completamente
oxidada na presenca de cisteina, ja em sua auséncia esta alcancou apenas 80% apds 17 dias.
Neste sentido, novos estudos devem ser conduzidos sob o ponto de vista destas e de outras

substancias as quais podem ser responsaveis pela oxidacdo dos sulfetos metélicos.
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VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos evidenciam uma clara diferenca no comportamento do A.
ferrooxidans LR em relacdo a cada um dos sulfetos metalicos, sendo a oxidacdo do MoSy,
possivel apenas com adicdo de um agente surfactante, devido sua hidrofobicidade. Apesar da
molibdenita e da covelita serem oxidadas pela bactéria, a oxidacdo da ultima é mais eficiente.
Isto decorre das diferentes estruturas eletrénicas de ambos sulfetos, as quais facilitam a
solubilizacdo do CuS em &cido, fato que ndo ocorre com a molibdenita.

Em relacdo aos estudos da cinética de oxidacao, estes revelaram que ambos os sulfetos
seguem uma cinética de saturacdo de substrato. Contudo, apenas a molibdenita segue uma
cinética de Michaelis-Menten, possivelmente por este processo ser governado apenas pela
aderéncia das células bacterianas a superficie do sulfeto. Por sua vez, a oxidacdo da covelita
pode se dar tanto pelas células imobilizados ao mineral, quanto pelas células em suspenséo.

Tendo em vista os demais resultados, parece evidente que o papel das substancias
exopoliméricas e dos ions férricos eventualmente neles complexados, ndo € tdo primordial na
oxidacdo dos sulfetos quanto descrito na literatura (SAND et al., 2001; CRUNDWEL, 2001,
ROHWERDER et al., 2003). Parece claro que o mecanismo de oxidacdo dos sulfetos
metalicos pelo A. ferrooxidans LR independe da fonte energética de crescimento, bem como
da presenca de ions férricos. Entende-se também que outros fatores, como a influéncia da
cisteina, ndo estdo completamente elucidados, e podem estar determinando a interagdo entre a

bactéria e os sulfetos metalicos.
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VIIl. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como uma complementacdo dos ensaios de respirometria celular, ensaios
eletroquimicos, que incluem medidas de impedancia e ruido eletroquimico, podem fornecer
importantes informacGes a respeito da oxidacdo dos sulfetos covelita e molibdenita. Estas
técnicas podem avaliar a cinética do processo e a estrutura de interface eletrodo/eletrdlito, por
isso tem sido empregada no estudo de corrosdo, semicondutores, eletrodeposicdo, dentre
outros. A grande vantagem destas técnicas € poder associar um circuito elétrico a interface
eletrodo/solucdo, possibilitando obter os pardmetros do circuito por simulacgdo e relaciona- los
as caracteristicas fisico-quimicas desta interface. Isto permite distinguir a resposta da acao
bacteriana sobre os sulfetos metalicos quando comparado a ensaios na auséncia da bactéria,
bem como estudar o comportamento do A. ferrooxidans frente a cada sulfeto e as diferentes
fontes energéticas de crescimento.

A microscopia eletrbnica também é uma importante técnica que pode complementar os
estudos de respirometria na investigacao da interacdo bactéria-sulfeto, podendo também ser
utilizada para uma comparacdo da adesdo bacteriana entre os sulfetos, sob os diferentes
aspectos no que concerne a fonte energética de crescimento do Acidithiobacillus ferrooxidans.
Embora esta espécie seja a mais estudada no processo de biolixiviacdo, a utilizacdo de outras
espécies na oxidacdo dos sulfetos metélicos também é um modo de se aprofundar nestas
buscas para uma melhor compreensdo do processo. Ensaios com Leptospirillum ferrooxidans,
um microorganismo que também é capaz de oxidar ions ferroso, mas por outro lado nédo
utiliza compostos reduzidos de enxofre, pode ser uma das alternativas para um

aprofundamento das interacdes entre bactéria e sulfetos minerais.
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