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O homem é um animal com instintos primdrios de
sobrevivéncia. Por isso, seu engenho desenvolveu-se
primeiro e a alma depois, e o progresso da ciéncia
estd bem mais adiantado que seu comportamento
motal e ético.

-Charles Chaplin-

Nossas diividas sdo traidoras e nos fazem perder o
bem que poderiamos conquistar se ndo fosse o medo
de errar.

-William Shakespeare-

... Todos querem viver no topo da montanha, mas
toda felicidade e crescimento ocorre quando vocé
estd escalando-a.

-William Shakespeare-
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RESUMO

O processo de biolixiviagdo € a utilizacao de bactérias, para a solubilizacdo dos metais presentes
em sulfetos minerais. As espécies mais estudadas sdo o Acidithiobacillus thiooxidans e o
Acidithiobacillus ferrooxidans, embora outras espécies também participem do processo. Esse
processo € aplicado hd muito tempo, mas somente nos anos 1950 a participacdo de
microorganismos foi descoberta. A biolixiviacao de cobre € um exemplo de aplicacio industrial,
embora outros metais como ouro, uranio e o niquel, venham sendo obtidos por esse método. A
calcopirita (CuFeS,) é o mais abundante mineral de cobre e também o mais refratdrio ao ataque
quimico ou bacteriano. Dessa forma, existe um grande interesse no desenvolvimento de
alternativas para otimizar a solubilizacdo desse sulfeto. Neste trabalho investigou-se a avaliacdo
do efeito do aminodcido cisteina na biolixiviagdo de uma amostra de calcopirita utilizando
linhagens de A. ferrooxidans e A. thiooxidans. Inicialmente foram realizados testes de
respirometria celular com A. ferrooxidans e sulfato ferroso como substrato em diferentes
concentragdes de cisteina (0, 10'1, 10'3, 107 , 107 mol L'l) para avaliar o efeito inibitério da
cisteina na atividade da bactéria. Somente 10” mol L™ provocou uma inibi¢io significativa na
oxidacdo do fon ferroso pela bactéria. A seguir foram realizados ensaios utilizando a calcopirita
como substrato, na presenca das mesmas concentragdes de cisteina. A cisteina em 10" mmol L™
também determinou inibi¢do significativa na oxidacdo do mineral. As demais concentracdes
provocaram um aumento na velocidade inicial de oxidacdo do sulfeto em comparacdo com o
controle na auséncia de cisteina. Em ensaios de crescimento da bactéria na presenca de meio
contendo o fon ferroso, foram obtidos resultados semelhantes aos anteriores, destacando-se que
nas concentracdes de 107, 10° mol L' de cisteina houve um pequeno aumento da taxa de
crescimento da bactéria. Dessa forma, essas duas concentragdes foram selecionadas para a
realizacdo dos ensaios de biolixiviacdo da calcopirita em frascos agitados. Previamente aos
ensaios de biolixiviacdo, foi realizada uma adaptacdo do A. ferrooxidans para crescer na presenga
de calcopirita através de progressiva substituicio do fon ferroso por calcopirita no meio de
cultura em repiques sucessivos, até a eliminagdo total do Fe**. As células adaptadas foram
utilizadas nos experimentos de biolixiviagdo em frascos em vdrias condi¢des, incluindo a adi¢do
ou ndo de cultivos de A. ferrooxidans na condi¢do adaptada e sem adaptacdo, duas diferentes
concentracOes de cisteina, presenca ou ndo de cultivos de A. thiooxidans, e a mistura dessas duas
espécies bacterianas. Devido a natureza refratdria da calcopirita, os resultados de solubilizacdo do
cobre foram relativamente baixos, sendo que a presenca da cisteina ou do A. thiooxidans
praticamente nao alteraram os rendimentos finais de extra¢do. De qualquer forma, os cultivos
com a cultura pré-adaptada mostraram extragdes de cerca de 30% enquanto que as demais
condicdes inoculadas mostraram valores inferiores a 25%. Os controles e as culturas somente
com A. thiooxidans-FG01 determinaram os menores valores de extragdo de cobre (~15%). A
andlise da fase sélida revelou a presenga de novos picos de bruxita e hidroxiapatita, ambos
decorrentes, provavelmente, da presencga significativa de cdlcio na amostra original.
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ABSTRACT

Bioleaching is the solubilization and recovery of metals from sulfides minerals promoted by
bacterial metabolism. Although Acidithiobacillus thiooxidans and Acidithiobacillus ferrooxidans
are the most studied bacteria, other species contribute to that process. Despite the bioleaching has
been utilized for long time, only in the 19507s the active participation of bacteria was
demonstrated. Copper bioleaching is the classical industrial application example, although gold,
uranium and nickel have been produced by that technique. Chalcopyrite (CuFeS,) is the most
abundant copper mineral the most refractory as such. Thus, there is an enormous interest in
developing alternatives to optimize this sulfide solubilization. The effect of cysteine on the
chalcopyrite dissolution in the presence of A. ferrooxidans and A. thiooxidans was evaluated in
this study. Respirometric assays were used initially to test the effects of cysteine in the ferrous or
chalcopyrite oxidation by A. ferrooxidans at pH 1.8 in the following amino acid concentrations:
0, 10'1, 10'3, 107 , 107 mol L', In both cases, only 107" mol L' of cysteine was inhibitory to the
bacterial oxidation and in the other concentrations a slight increase in the initial oxidation rate
was observed, comparing to the control in absence of this amino acid. In growth experiments
utilizing ferrous ion as substrate and in the same concentrations of cysteine, 10~ and 10 mol L™
established an increase in the rate of bacterial growth. These cysteine concentrations were
selected to run bioleaching tests through shaking flasks technique. Previously, A. ferrooxidans
was acclimated to growth in medium containing only chalcopyrite as substrate, by progressive
ferrous iron substitution as energy source. Acclimated A. ferrooxidans cells were utilized in
shaking flasks experiments in several conditions such as, inoculation or not, presence or absence
of cysteine, pure culture of A. thiooxidans, mixed culture of both species, and so on. As expected,
the general results of copper solubilization were relatively low and the presence of cysteine or A.
thiooxidans did not increase considerably the copper extraction by A. ferrooxidans cells.
However, acclimated cells of this species showed the highest copper extraction (~30%) while the
other conditions was around 20-25%. In the A. thiooxidans pure cultures and abiotic controls the
copper extraction was approximately 15%.



1. INTRODUCAO

Por muito tempo, acreditou-se que a lixiviacdo de metais era um processo exclusivamente
quimico, que ocorria mediante a agdo conjunta de dgua e oxigénio atmosférico. O descobrimento
de bactérias acidofilas oxidantes de fon ferroso foi primordial na definicdo de lixiviagdo de
minerais como um processo catalisado biologicamente. (ROSSI, 1990).

A biolixiviacdo, ou lixiviacdo bacteriana, pode ser definida como um processo de
dissolucdao de sulfetos resultante da acdo de um grupo de bactérias. Tais bactérias apresentam
diversas caracteristicas fisiologicas e morfolégicas particulares relacionadas aos fatores
intrinsecos e extrinsecos em que se desenvolveram e as condi¢des em que foram submetidas.

Uma das bactérias mais estudadas nesse processo € o Acidithiobacillus ferrooxidans, por ser
uma espécie que pode obter energia por duas vias a fim de suprir suas necessidades energéticas
de crescimento: na principal, utiliza como substrato os ions ferrosos, € como outra op¢ao, podem
utilizar espécies inorganicas e reduzidas de enxofre (incluindo sulfetos metdlicos). Através do
metabolismo oxidativo dos fons de ferro e enxofre, ocorre a producdo de substancias
extracelulares que ajudam na dissolu¢do dos sulfetos minerais solubilizando, dessa maneira, o
metal contido na estrutura cristalina dos mesmos. Esse processo biol6gico de solubilizacdo de
sulfetos tem sido amplamente aplicado na recuperacdo de metais como cobre, ouro, uranio, zinco
e niquel (WATLING, 2006).

Os minerais metdlicos fundamentaram o desenvolvimento industrial do século XIX que se
prolongou pelo século seguinte. De acordo com Perez (2001), as rochas e minerais industriais
serdo as matérias-primas tipicas da segunda revolucao industrial, as matérias-primas do terceiro
milénio, por serem imprescindiveis na fabricacdo de produtos demandados pela sociedade pos-
industrial (fibra 6ptica, componentes eletronicos etc.).

O consumo per capita entre 1970 e 2004, mostra diferentes padrdes de evolucdo, o cobre,
por exemplo, com oscilagdes mais bruscas, chegou ao fim desse periodo com um consumo
superior ao do ano 1970 (LUZ; LINS, 2005).

No Brasil, o setor de fios e cabos e semimanufaturados de cobre e suas ligas acaba de
registrar um faturamento de R$ 7,5 bilhdes em volume de negdcios obtidos em 2007 - o maior de
sua histéria no Brasil. A perspectiva da inddstria € manter as altas taxas de crescimento. Em
2008, por exemplo, a expectativa € de um aumento de 5,3% nas vendas. A capacidade instalada

apresentou, também, um significativo aumento de 11%, passando de 679 mil toneladas em 2006
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para 755 mil toneladas no ano passado (Brasil Mineral, 2008). Fatores determinantes como os
projetos da provincia mineral de Carajds (PA) desenvolvidos, sobretudo, pela Companhia Vale
do Rio Doce (CVRD) - (Projeto Sossego), a Chapada dos Guimaraes (MT), regido do Sucunduri
(AM) com potencial comprovado, entre outros, apresentam auto-suficiéncia nacional e insercao
competitiva no mercado internacional do cobre. A rota hidrometalirgica serd prevalente como
alternativa de extracdo de cobre. O grande desafio que se apresenta para o pais € o avanco no
dominio da tecnologia, a fim de definir rotas alternativas de processos extrativos para os
diferentes tipos de minério de cobre, pois rotas como a pirometalurgia, apresentam algumas
restricdes como: elevados investimentos, altos gastos de energia, além de problemas ambientais
pela emissdo de gases poluentes. O projeto Sossego, da CVRD, destaca-se como o primeiro
minero-empreendimento de cobre da Amazoénia com capacidade instalada de 10.000 t Cu/ano.
Admite-se que os investimentos em novas tecnologias, em diferentes estidgios de
desenvolvimento no mundo, elevam a probabilidade de mudancas nos processos de recuperacao
de cobre. (RODRIGUES; FERRAZ, 2007).

Com o propésito de se recuperar cada vez mais essa matéria prima, tem sido feito muitos
estudos ao longo do tempo, a fim de minimizar custos de extrac¢do a partir de sulfetos minerais de
cobre, como a calcopirita que € um dos minerais mais abundantes encontrado na natureza, e
minimizar a problemadtica de se lixiviar esse mineral tdo refratdrio. Klauber (2008) publicou uma
revisdo, considerando sob aspecto geral, os vdrios estudos inseridos na literatura, explorando as
rotas hidrometaltrgicas, quimicas e microbiolégicas que podem ser empregadas para aumentar a
recuperacdo de cobre, dentre elas podemos citar: efeito de detergentes/surfactantes, efeito
catalitico do fon prata ou cloreto, uso de consdrcios de microrganismos termofilicos, mesofilicos
etc.

Dentro desse contexto, e em cardter exploratorio, em nosso trabalho foi estudado o efeito do
aminodcido cisteina na lixiviacdo da calcopirita em diferentes concentracdes, de modo a avaliar o
comportamento da atividade bacteriana nesse meio, e a adi¢do do A. thiooxidans, objetivando

encontrar uma melhora do processo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biolixiviacao

Historicamente, a correlagdo da presenca de bactérias em processos de lixiviagdo de
minerais somente veio ocorrer em meados dos anos 40, quando a polui¢do do rio Ohio, nos
Estados Unidos, atingiu niveis alarmantes. Nessa ocasido vdrias institui¢des de pesquisa foram
incumbidas de investigar as causas desta poluicdo (alta producdo de dcido sulfiirico) e encontrar
as alternativas para elimind-la. Os resultados dessa investigacao revelaram que:

® O 4cido sulfurico gerado era procedente da oxidacdo de sulfetos de ferro associados ao
carvao.

® Havia a presenca de bactérias oxidantes de enxofre nas drenagens dcidas de minas.

® O ion ferroso liberado pela oxidacdo da pirita na drenagem dcida era oxidado em uma
velocidade muito maior do que a oxidagdo quimica desse fon em estudos laboratoriais; além
disso, assim que essas drenagens dcidas encontravam os efluentes, um precipitado vermelho-
amarelado era formado (ROSSI, 1990).

Obviamente, que o aumento das taxas da reagdo de oxidacdo era devido a alguma atividade
catalitica. Essa atividade catalitica s6 foi atribuida posteriormente a flora microbiana presente
neste ambiente extremamente dcido por Colmer e colaboradores (1950) apud (ROSSI,1990) e
Temple e Colmer (1951), que isolaram, de dguas 4cidas de minas, uma bactéria quimiolitotréfica,
ou seja, retira sua energia da oxidacdo de compostos inorganicos, atribuindo a mesma ser
responsdvel pela oxidacdo do fon ferroso e para o qual propuseram o nome de Thiobacillus

ferrooxidans.

Os fendmenos bioquimicos nos quais microrganismos aumentam consideravelmente o
processo de lixivia¢do, atuando como verdadeiros catalisadores bioldgicos na solubilizagdo de
metais, a partir dos minerais, formaram os fundamentos da biolixiviagdo. Atualmente a
biolixiviagdo em escala industrial € conduzida em pilhas sobre uma drea impermeabilizada, com
uma leve inclinacdo do terreno, redirecionando o liquido lixiviante para um tanque e a partir
deste, essa solu¢cdo é bombeada novamente para as pilhas (Figura 1). Este processo € conduzido a
partir de sulfetos minerais de baixa concentracdo para recuperacao de certos metais como: cobre,

niquel, uranio e ouro. Alguns paises destacam-se na aplicacdo desse processo: EUA, Canada,
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Africa do Sul, Russia, Espanha, Chile, México, Bulgdria, Austrdlia, dentre outros (GARCIA;
URENHA, 2001).

Aspersores de
irrigacao Reciclagem da solucéo

A

”
~

Pilha de A
minério Unidade de
— recuperacao
de metal
Drenagem
N
g} Area impermeabilizada
Tubulacao e
bombas

Bacia de Captacao da
solucao acida contendo
o metal dissolvido e o A.

ferrooxidans

Figura 1 - Esquema geral de lixiviacao bacteriana em uma pilha de minério (GARCIA; URENHA, 2001).

O processo de lixiviagdo bacteriana apresenta vdrias vantagens em relacdo a outros
processos tradicionais como o pirometaldrgico, processo que consiste basicamente na oxidagdo
do minério contendo o metal de interesse, pela queima em altas temperaturas (no caso de sulfetos
minerais). O processo pelo qual ocorre essa oxida¢do € denominado de ustulagdo. Devido a
necessidade de elevadas temperaturas nesse tratamento, o processo pirometaltrgico requer alto
gasto energético, atingindo, assim, elevados custos, sendo apenas economicamente vidvel em
jazidas nas quais o metal de interesse encontra-se em alto teor. Outra desvantagem apresentada
por esse processo ¢é referente ao problema ambiental, pois a queima de sulfetos minerais provoca
a liberacdo de SO, para a atmosfera, um dos gases responsaveis pela chuva dcida (GARCIA E

URENHA, 2001).
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No processo hidrometaldrgico utiliza-se solugdes dcidas ou bdsicas para o tratamento dos
minérios e recuperacdo do metal de interesse; nessa atividade hd vantagens em relacdo a
pirometalurgia, sobretudo quanto ao gasto energético. Em termos gerais, pirometalurgia e a
hidrometalurgia sdo processos aplicados aos minérios que contenham alto teor de metais, pois
além de serem mais rapidos na aplicagdo em escala industrial, o valor agregado ao metal obtido

no processo acabado viabiliza os custos e a sua obtencdo (GARCIA; URENHA, 2001).

Dentre as vantagens que a biohidrometalurgia apresenta em relagdo a ambos os processos
tradicionais, podem ser citados o baixo custo dos insumos (dcidos e agentes oxidantes); pois 0s
mesmos sao produzidos pela prépria bactéria, reduzidos gastos energéticos, baixo investimento
de capital, baixo custo operacional, reduzida mao-de-obra especializada na opera¢do em relacao
aos demais processos de beneficiamento dos metais, agregando, assim, valor aos rejeitos de
minérios de baixo teor, podendo ainda ser uma alternativa para jazidas de pequeno porte, longe

de centros com infra-estrutura (GARCIA; URENHA, 2001).
2.2 BACTERIAS DO PROCESSO
2.2.1 Acidithiobacillus ferrooxidans

Como j4 salientado anteriormente, a observagdo das transformacdes naturais de sulfetos
minerais desde a metade do século XX, foi associada a presenca de microrganismos
quimiolitotréficos (que utilizam como fonte de carbono o CO, atmosférico), sobretudo em dguas
de drenagem 4cida de minas (COLMER, 1950 apud ROSSI, 1990). Temple e Colmer (1951)
comprovaram que uma dessas bactérias era responsdvel pela rdpida oxidacdo do fon Fe*,
determinando a acidez dessas dguas pela hidrélise do fon férrico produzido. Denominaram essa
bactéria de Thiobacillus ferrooxidans, que apresenta diferencas fisioldgicas em relagdo a outras
bactérias deste mesmo género.

A segunda edicao do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (HOLT, 1994) traz na
secdo do Thiobacillus oito novas espécies de trés novos géneros re-classificados por Kelly e
Wood (2000). Esses géneros sao Acidithiobacillus (contendo Acidithiobacillus thiooxidans,

Acidithiobacillus  ferrooxidans, Acidithiobacillus caldus e Acidithiobacillus albertensis),
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Halothiobacillus (contendo Halothiobacillus neapolitanus, Halothiobacillus halophilus e
Halothiobacillus hydrothermalis) e Thermithiobacillus (contendo Thermithiobacillus tepidarius).

O A. ferrooxidans foi também isolado posteriormente por numerosos pesquisadores,
indicando uma ampla distribui¢do dessa espécie em ambientes de natureza dcida com a presenca
do ion ferroso e sulfetos minerais.

Sado bactérias quimiolitotroficas, mesofilas (sua temperatura 6tima de crescimento estd em
torno de 30°C), acidofilicas (com pH 6timo para crescimento entre 1,5 e 3,0); a energia para seu
crescimento e sua manutencdo sdo obtidas a partir da oxida¢do de compostos inorganicos de
enxofre e do fon ferroso, de onde obtém toda energia necessdria para assimilar o carbono que é
obtido da redu¢do do CO; atmosférico; sdo aerdbias, porém apresentam a capacidade para oxidar
enxofre elementar na auséncia de oxigénio (GOMEZ e CANTERO, 2005).

A lixiviacdo dos sulfetos minerais é acompanhada pelo aumento da concentragdo dos metais
na lixivia. Em geral, os microrganismos lixiviantes, especialmente os Acidithiobacillus,
apresentam uma caracteristica fisiol6gica marcante em relacio a tolerancia a metais pesados, (ver
anexo I); porém, diferentes espécies desse género mostram sensibilidade completamente diferente
aos metais pesados. Freqiientemente ¢é possivel adaptar linhagens individuais a altas
concentracdes de metais ou a substratos especificos pelo aumento gradual da concentragdao do

metal ou do substrato (BOSECKER, 1997).

2.2.2 Mecanismo de oxidac¢ao do ion ferroso

Como ja citado anteriormente, a energia para manuten¢do e crescimento do A. ferrooxidans
provém da oxidagdo de compostos de ferro e enxofre sob condi¢des dcidas. Quando essa bactéria
utiliza seu principal substrato que € o fon ferroso sua energia provém da reacdo oxidativa,
podendo fixar CO; através da reducdo do NAD(P) (nicotinamida adenina dinucleotideo- fosfato).

A oxidagdo do fon ferroso envolve o espaco periplasmatico da membrana celular em pH
acido na faixa de 1.5 a 2.0 e a redugdo do oxigénio no interior da membrana em pH 6,5 (PRONK;
JOHNSON,1992; ELBEHTI; BRASSEUR; LEMESLE-MEUNIER, 2000; QUATRINI et al.,
2006).

A reacdo de oxidacdo do fon ferroso, catalisada biologicamente, é representada pela

seguinte equagao:



bactéria

ZFGSO4 + HzSO4 + 1/202 —> Fez(SO4)3 + HzO (1)

Baseando-se nas proteinas conhecidas da cadeia respiratéria de A. ferrooxidans,
BOUCHAL et al. (2006) estudaram outras proteinas envolvidas na oxidacdo do enxofre e
sulfetos minerais (pirita e calcopirita).

Uma das principais proteinas envolvidas nesta transferéncia de elétrons e a mais estudada
até entdo, € a rusticianina. Esta € uma proteina periplasmatica que contém cobre e € composta por
155 aminodcidos. E extremamente estdvel em meio dcido (PRONK; JOHNSON, 1992), e tem
sido considerada como o principal componente da cadeia respiratdria no transporte de elétrons,
apesar de ndo ser totalmente esclarecida a fungdo exata da mesma.

As reagdes que ocorrem durante o processo de oxidacdo do ferro causam hidrélise do ion
férrico, dando origem a um produto chamado jarosita, que se apresenta como os hidroxisulfatos
com férmula geral MFe3(SO4), (OH)e, onde M = K*, Na*, NH*, ou H;0" (GRISHIN et al.,
1988;).

A formacio e precipitagdo de jarositas sdo produtos de uma reagdo dcida, como mostrado

na equacgao 2.
3Fe3+ (aq) + M+(aq) + 2HSO4-(aq) + 6H20(L) — MFe 3(SO4)2(0H)6 ) + 8H+(aq) (2)

Jarositas sdo encontradas em sedimentos de drenagem 4cida de mina, algumas vezes com
oxihidréxidos de Fe**. A formacdo desse produto depende principalmente do pH, da composi¢do
ionica e da concentracdo salina do meio (SERGEI et al., 1988). Stott et al., (2000) e Petersen et
al. (2001) perceberam, em seus ensaios com calcopirita, que o precipitado de sulfato de ferro
pode impedir a completa dissolu¢do do minério durante a biolixiviagao.

Segundo Phradan et al. (2008), uma vez que a jarosita € formada, ela precipita na superficie
do mineral impedindo o contato com a solucdo inibindo, portanto, a oxida¢do do mineral, uma
vez que a chegada e a saida de elétrons fica restringida. Um dos problemas na lixiviacdo da
calcopirita é superar a formacdo da camada passivante cuja composi¢do é motivo de discussdo na

literatura (KLAUBER, 2007; BEVILAQUA et al., 2004).
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Apesar do A. ferrooxidans utilizar o ion ferroso como substrato energético e como
conseqiiéncia sobreviver em ambientes contendo alto contetido de ferro total, o fon férrico pode
inibir a oxida¢do do fon ferroso (20 g L'l) e causar a lise celular (SHRIHARI; GANDHI, 1990, e
BOON et al., 1999 a,b).
Na biolixiviacdo a regido de pH que favorece a formacao de jarosita € geralmente acima de
2, na qual a atividade de bactérias acidofilicas tende a ser inibida. As espécies de jarositas
formadas sdo caracterizadas por cdtion monovalentes, tipicamente K'; Na'; H;O" NH,",
provenientes também do meio de cultura para manutengdo bacteriana. No trabalho de Wang et al.
(2006), foi observada claramente, nos residuos de lixiviagdo, a presenca dos precipitados de
jarosita principalmente pela sua colorag@o. Ainda os mesmos autores demonstraram a dificuldade
de separacdo das células dos precipitados de jarosita devido a adesdo das células a esses oxi-
hidréxidos de ferro. Wang et al. (2006),afirmam que polissacarideos como a dextrina pode ser

responsdvel por promover a adesao celular a particulas de jarosita.

2.2.3 Acidithiobacillus thiooxidans

O A. thiooxidans pertence a espécie do género Acidithiobacillus, apresentando
caracteristicas morfolégicas e fisiologicas semelhantes ao A. ferrooxidans descritas
anteriormente, porém a principal diferenca entre eles € que o A. thiooxidans utiliza somente o
enxofre elementar e compostos inorganicos reduzidos de enxofre como substrato e ndo o ion
ferroso. Esse microrganismo também apresenta sensibilidade a vérios tipos de compostos
orgadnicos como acgucares simples, aminoacidos e 4cidos organicos (FRATTINI, et al., 2000).
Essa espécie foi isolada pela primeira vez em 1922 por Waksman e Joffe apud (HOLT, et al.,
1994) e também sdo encontradas nas drenagens dcidas de mina. A oxidacdo desses compostos
contendo espécies de enxofre reduzido provocam uma diminui¢do nos valores de pH do meio,
que pode chegar até 0,5. Esta elevada produgdo de 4cido sulfiirico promove a decomposicao das
rochas, solubilizando, dessa maneira, compostos metdlicos (HOLT, et al., 1994, BOSEKER,
1997; CHAN, et al., 2003).

Existem poucos trabalhos na literatura com culturas puras de A. thiooxidans (GARCIA et
al., 1995a; GARCIA, ef al., 1995b; KUMAR; NAGENDRAN (2007), a maioria tratando de

consorcios bacterianos. Nesses consdrcios, o papel do A. thiooxidans seria o de remover a



9
camada de enxofre da superficie dos minerais presentes nos meios de lixiviag@o, tornando esses
substratos mais acessiveis aos lixiviantes do meio, incluindo-se as bactérias. (BEVILAQUA, et
al., 2002).

Segundo Schippers e Sand (1999), a principal funcdo desse microrganismo € a formacao de
4cido sulftirico que promove o ataque protdnico sobre o mineral e mantém o fon férrico estdvel.

Um potencial importante do A. thiooxidans para a lixiviagdo da calcopirita seria o de
prevenir o acimulo de jarosita, uma vez que a acidez do meio (pH 0,5) ndo favorece a formagao
de precipitados, o que por sua vez possibilitaria uma maior dissoluciao do cobre.

Sendo o enxofre elementar um reagente s6lido e ndo solivel, para que a oxidagdo se inicie,
as células bacterianas t€m que necessariamente aderir-se as particulas do sélido, (SUZUKI,
2001).

A oxidacdo do enxofre pelo A. thiooxidans gera a energia necessdria (ATP) a qual é
utilizada para a fixacdo do CO, atmosférico como sua fonte de matéria organica, também pelo

ciclo de Calvin, a exemplo do A. ferrooxidans (CHEN, 2004).

2.3 Cobre

O cobre é um metal da primeira série de transicdo de importincia industrial. Tem
caracteristica ductil e maledvel e apresenta alta condutividade elétrica e térmica (DANA e
DANA,1966).

Desde a idade do bronze, que teve inicio no Oriente Médio em torno de 3300 a.C, ja se
utilizava o cobre misturado a outros elementos como estanho, zinco e aluminio, entre outros, para
producdo de ligas metdlicas denominadas bronze. Essas foram as primeiras ligas fabricadas
conscientemente, € que consistia na mistura de um mineral de cobre como calcopirita (CuFeS,),
malaquita (Cu,CO3(OH) e outros, com estanho (cassiterita (SnO)) em um forno alimentado com
carbono (carvao vegetal). O anidrido carbonico reduz os minerais aos metais, cobre e estanho,
que se fundem formando a liga (DANA e DANA, 1966).

O minério de cobre in natura encontra-se em duas classificagdes geoldgicas: o oxidado, de
origem mais superficial na crosta terrestre e de menor teor, e o sulfetado, que ocorre em camadas
mais profundas e que possui teor mais elevado. O cobre € utilizado principalmente nas industrias

de fios e cabos elétricos, que absorvem mais de 50% do metal, sendo o restante utilizado em ligas
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especiais, tubos e laminados. O cobre metdlico ¢ um excelente condutor de eletricidade e calor,
tendo vasta aplicagdo em diversos setores industriais, com destaque para os da construcao civil,
telecomunicagdes, eletroeletronica, transmissdo e distribuicdo de energia. A industria de
transformacao do cobre tem inicio a partir do minério, cuja extracdo se dd a céu aberto ou em
galerias subterraneas. Com um teor metédlico que varia normalmente entre 0,5% e 2,5%, o
minério € submetido a britagem, moagem, flotacdo e secagem, obtendo-se o concentrado. A partir
dessa etapa, dependendo do teor de cobre, aplica-se ou a pirometalurgia ou a hidrometalurgia e
para concentra¢des muito baixas utiliza-se o processo biohidrometalirgico (ANDRADE et al.,
2001).

A exploracdo mineral é uma atividade desenvolvida mundialmente que movimentou mais
de US$ 5 bilhdes por ano em 2005. Recursos de risco dedicados exclusivamente a descobrimento
de novas jazidas minerais sdo investidos desproporcionalmente entre poucos paises privilegiados.
O Brasil devido a sua reconhecida fertilidade geoldgica e mineral, e expoente na producdo de
minérios em geral, tem se mantido entre os dez paises maiores captadores desses investimentos.
No Brasil, o investimento em exploracdo mineral é liderado pelas grandes empresas como
CVRD, BHP Billiton, Rio Tinto, Alcoa, Alcan, Falconbridge, Votorantim etc., mas também por
um crescente nimero de empresas de pequeno porte, chamadas Juniores, que em 2005 foram
responsdveis por 50% do or¢camento global de explora¢do mineral. Exploracdo mineral é o setor
da inddstria mineral que apresenta o maior risco, devido as incertezas decorrentes da
complexidade das jazidas minerais, mas, em contrapartida, pode proporcionar o maior retorno ao
investidor. A diferenca entre o sucesso e o insucesso da atividade de exploracdo é a descoberta de
um depdsito mineral que seja economicamente vidvel nos padrdoes econdmicos vigentes. (REIS,

2006)

As reservas mundiais de cobre sdo estimadas em cerca de 650 milhGes de toneladas de
metal contido, estando disseminadas em muitas localidades no mundo. Entretanto, apresentam
grande concentragdo no Chile (24,6%) e nos Estados Unidos (13,9%), enquanto no Brasil somam
11,9 milhdes de toneladas de metal contido, representando 1,8% do total mundial. O Chile é o
maior produtor mundial, respondendo por 35% da producdo de cobre contido em concentrado.
Ressalta-se o crescimento da produgdo desse metal no Chile, no Peru, na Indonésia e na Australia
nos udltimos dez anos, paises que juntamente com o Estados Unidos se tornaram lideres na

producdo de concentrado de cobre (ANDRADE, et al., 2001). Paises de relevancia econdmica,
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tais como China, Estados Unidos, Japao, Alemanha, Coréia do Sul, Itdlia, Russia e Franca estdo
entre os principais usudrios desse metal (Procobre, 2007).

Porém, o mercado mundial de cobre foi afetado em 2005 pela escassez da matéria prima,
principalmente por causa da exaustdo de jazidas e limitacdo das unidades produtivas. Dessa
forma, em 2006 o cobre atingiu o preco recorde de 8.800 ddlares por tonelada. Em fungdo da
escassez, analistas vém observando sinais de transferéncia de capital especulativo para o mercado
de metais, fato que pode contribuir para manter os precos elevados. No Brasil, um dos principais
projetos de cobre ¢ a mina de Sossego, operada pela Companhia Vale do Rio Doce. Segundo
informagdes da companhia, a usina de Sossego pode produzir cerca de 500 mil toneladas de
concentrado de cobre por ano. Na retrospectiva dos 65 anos da Cia Vale, publicada por Reis,
(2007) sobre os numeros financeiros e operacionais alcancados pela Cia Vale do Rio Doce ao
longo de sua histdria, sdo citados os investimentos da CRVD em diversos setores minerais,
sobretudo na drea do cobre, onde a empresa aplicou US$ 413 milhdes no complexo de Sossego.
A participacdo brasileira neste setor alcangou 0,9% na escala mundial. O Brasil ndo é um dos
grandes produtores mundiais de cobre; em 2005 ocupou a vigésima posi¢do entre oS maiores
produtores, mas especialistas afirmam que o pais tem potencial por causa da sua dimensao

territorial e potencial das jazidas.

Porém, ainda pode-se dizer que o Brasil é um estreante no mercado internacional de cobre.
Foi somente no fim dos anos 90 que as primeiras jazidas importantes foram descobertas pela
(CVRD), agora denominada companhia Vale, identificada na provincia mineral de Carajas (PA).
Em 1997, foi descoberta a mina de cobre de Sossego, que comecou a ser construida em 2002, e ja
no ano seguinte iniciou a produ¢do (VILLAREZU, 2007).

O progresso tecnoldgico e cientifico da humanidade fez com que o consumo de cobre fosse
vinte vezes mais alto no dltimo quarto de século passado que no primeiro, 0 que mostra a enorme
aplicabilidade e variabilidade de um metal que apresenta freqiientemente novos usos e aplicacoes.

(Procobre, 2007).

2.4 Calcopirita (CuFeS;)

O nome calcopirita é derivado da palavra grega “chalkos”, que significa cobre, ou seja,

calcopirita € uma pirita que contém cobre ou pirita de cobre como era conhecida. O nome “pirita”
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¢ derivado da palavra grega “pyros”, que significa (fogo), e estd relacionado ao fato de que a
pirita quando aquecida na presenca de oxigénio queima. A férmula quimica da calcopirita é
CuFeS, embora uma representacdo mais adequada seria Cu,S.Fe,S; de modo a destacar que o
cobre neste mineral estd principalmente no estado cuproso, enquanto o ferro estd
predominantemente no estado férrico (HABASHI, 1978).

Este sulfeto de cobre é o mais abundante na natureza e por sua vez o mais refratario ao
ataque quimico ou bacteriano (WATLING, 2006). A baixa reatividade da calcopirita tem sido
atribuida a formagdo de um filme passivo que limita a reagdo de dissolucio com o meio
lixiviante. Essa camada passivadora e as condi¢cdes nas quais ela € formada tém sido investigadas,
porém a natureza desta camada nao foi totalmente esclarecida (STOTT et al., 2000; KLAUBER,
2007).

A extragdo de metais de interesse comercial de sulfetos minerais pode ser realizada por
processos oxidativos. Em geral, a lixiviacdo da calcopirita em soluc¢do dcida contendo fon férrico

como agente oxidante, procede de acordo com a equacéo (3) (GARCIA E URENHA, 2001).

CuFeS; + 2Fe;(SO4); > CuSO4+ 5FeSO;, + 2S° 3

Em solu¢do 4cida e na presenca de oxigénio e bactéria, também pode ocorrer a oxidagdo da

calcopirita de acordo com a reacdo (4) (GARCIA E URENHA, 2001).

2CuFeS; + 5 120+ 5H,SOq4 - 2Cu SO, + Fez(SO4 )3+ 5SH,0 (4)

Como citado anteriormente, as bactérias do género Acidithiobacillus podem oxidar também

o enxofre, produzindo 4cido, como mostrado na equacao (5) (WATLING, 2006).
ZSO + 302 + 2H20 > 2H2SO4 (5)

Existe uma grande controvérsia sobre as razdes que explicam a refratariedade da calcopirita
quanto ao ataque quimico, ainda que haja quase absoluta unanimidade quanto as condi¢des de
lixiviacdo devam ser oxidantes, utilizando meio com oxigénio e o fon férrico. Na maioria dos
casos, a presenca do Fe’* na dissolugdo da calcopirita influi em dois aspectos diferentes: se a sua

concentracdo € suficiente, ajuda a lixiviagdo do mineral; no entanto, se a sua concentragdo é
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elevada, inicia o processo de passivacao da superficie do mesmo e impedindo seu ataque através

da formagdo de compostos intermedidrios da reacdo, principalmente jarositas (BALLESTER;

CORDOBA, 2005).

2.5 Mecanismos de interacao bactéria/substrato

Como ja mencionado anteriormente, na biolixiviagdo ocorre a conversdao bioldgica de
compostos metalicos insoldveis para sua forma solivel em meio aquoso. Os sulfetos minerais
podem conduzir elétrons, pois sdo semicondutores; dessa maneira, os processos de oxidacdo
quimica ou microbiolégica podem ser considerados um sistema de corrosio (NATARAJAN,
1990, ERLICH; BRIERLEY,1990). Nesse processo os sulfetos sao oxidados a sulfato liberando
fons metalicos em aerobiose. Compostos reduzidos de enxofre, além do fon ferroso, também sdo
oxidados pelas bactérias acidofilicas. Apesar de o oxigénio molecular ser o aceptor final de
elétrons nos processos de biolixiviagdo, o fon férrico, em algumas situagdes, também pode ser o
aceptor final dos elétrons (WATLING, 2006). Tradicionalmente assumiu-se que a interacao
bacteriana com a superficie dos sulfetos minerais resulta no aumento da atividade de corrosdo
(WATLING, 2006).

As opinides sobre a interacdo bacteriana com a interface dos sulfetos se dividem em
pesquisadores que defendem uma interacdo direta e outros uma interacao indireta. Entretanto, em
todos estes estudos, o mecanismo interfacial bactéria/sulfeto permanece ainda controverso, uma
vez que espécies vivas e os muitos compostos que elas secretam, interagem com a interface
solida (BEVILAQUA, 2003). Muitos desses compostos que a bactéria forma podem depositar-se
na superficie do mineral, formando, conseqiientemente, um biofilme.

Geralmente o termo biofilme é associado com um agregado microbiano, consistindo em
microrganismos e substancias polissacaridicas extracelulares, produzidas sob a superficie das
células. Investigacdes microscopicas tém indicado que o crescimento do A. ferrooxidans é
iniciado pela adesdo da bactéria a superficie. Embora a adesdo do A. ferrooxidans sobre as
superficies minerais seja tenaz e freqiientemente irreversivel (KARAN et al., 1996) nao hd muito
conhecimento sobre como e quais as forcas que dirigem essa interacdo bactéria-superficie.
Obviamente, essa interacdo depende das caracteristicas fisico-quimicas da superficie e do

envelope celular, bem como da forca idnica do meio. Como a bactéria se move em direcdo a uma
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superficie solida, varios fatores afetam as forcas que determinam se a adesdo ird ou ndo ocorrer.
Entretanto, essas forcas diferem na intensidade e na distancia na qual elas influenciam a interagao
entre a bactéria e a superficie a ser aderida. Muito freqiientemente as cargas da bactéria e da
superficie sdo negativas e, portanto, ocorrerd uma repulsdo eletrostdtica que pode evitar que a
bactéria se aproxime o suficiente da superficie para que ocorra a adesdo. Entretanto, as forcas de
repulsdo diminuem com o aumento da forca idnica do meio (FLETCHER, 1996).

Outra barreira potencial a adesdo de bactéria € a 4gua adsorvida sobre superficies. Para que
a adesdo ocorra tem de haver o deslocamento dessa dgua adsorvida, o que é energeticamente
desfavordvel. Porém, se as superficies possuirem grupos ndo polares, esses podem auxiliar na
exclusdo dessa dgua por interagdes hidrofébicas.

A superficie bacteriana € uma estrutura tridimensional, heterogénea, com uma composicao
quimica complexa e com vdrias macromoléculas na interface com o meio. Os processos de
adesdo bacteriana sdo provavelmente o resultado de uma série de interagcdes que ocorrem
simultaneamente (idnicas, hidrofébicas, de van der Waals), executadas por proteinas especificas,
mediadas por exopolimeros etc. A contribuicdo relativa de cada interagdao depende de alguns
fatores, tais como: composicao da amostra, influéncias ambientais, disponibilidade de substrato
etc.

Estudos de adesdo realizados por Harneit et al, (2006) com A. ferrooxidans e A.
thiooxidans, mostraram que o pré-requisito para a adesdo inicial das células bacterianas € a
presenca dos exopolissacarideos (EPS), mediado pelo contato. Esses autores cresceram essas
bactérias em diferentes substratos e observaram que as células de A. ferrooxidans aderem
rapidamente em vdarios sulfetos minerais e as células dessa bactéria crescidas em Fe** soluvel,
geralmente geram menos EPS que quando crescidas em substrato sélido, e o EPS desses
microrganismos apresentaram aguicares neutros, dcido glucurdnico e 4dcidos graxos saturados e no
caso das células crescidas em Fe’* apresentaram fons Fe’*. O EPS do A. ferrooxidans e A.
thiooxidans continham aproximadamente 40 a 50% de agucares e 40 a 65% de acidos graxos. O
EPS do A. thiooxidans foi identificado como &cido eicosandico, mas, os agtcares nao foram
determinados especificamente. No EPS do A. ferrooxidans foram identificados diferentes
componentes de actcares principalmente fucose, ramnose e glicose, e nos dcidos graxos foram
encontrados principalmente, &4cido decandico, octadecandico e hexadecandico, e poucas

quantidades de 4cido glucurdnico. Em relagdo ao crescimento em diferentes substratos, esses
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mesmos autores perceberam que a composicdo do EPS varia conforme as condicdes de
crescimento e do substrato, pois células de A. ferrooxidans crescidas em Fe** ou pirita contém
mais 4cidos graxos e menor quantidade de agucar quando comparadas com as células dessa
bactéria crescidas em enxofre. Ainda Harneit et al., (2006) argumentam que isso ocorre devido a
natureza do enxofre ser mais hidrofébica. Sharma et al. (2003) faz a mesma atribuicdo a maior
hidrofobicidade em enxofre que em ferro devido a sintese de diferentes componentes protéicos na
superficie e a bactéria sintetiza sim mais moléculas de proteinas contendo grupos funcionais
reativos para facilitar a adsor¢do aos substratos.

O entendimento, em um nivel fundamental, desses mecanismos e, conseqiientemente, da
adesdo dessas bactérias sobre os substratos minerais é de fundamental importancia para a
manipulacdo dos processos aplicados em biolixiviacdo. Os principais mecanismos envolvidos

nesse processo podem ser observados no esquema ilustrado na Figura 2 (CRUNDWELL, 2003).

2.5.1 Mecanismo Direto

O mecanismo de interacdo direta (Figura 2a), implica no ataque enzimdtico da bactéria
sobre o mineral, sendo, portanto, necessdria sua adesdo a superficie do mesmo. Nesse
mecanismo, a bactéria extrai elétrons diretamente do mineral e esses elétrons sdo transferidos ao
oxigénio, receptor final (BEVILAQUA, 2003). O mecanismo direto pode ser descrito pela
equagao global 6:

MeS + 20, — MeSOy (em que MeS é o sulfeto mineral) (6)

Segundo GARCIA E URENHA (2001), no caso da calcopirita, basicamente a dissolug¢ao

desse mineral ocorre numa primeira etapa pelo ataque bacteriano direto conforme a equacao 4.
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bactéria

Figura 2 - Mecanismos de interagdo bactéria/substrato propostos para a acdo do A. ferrooxidans sobre os
sulfetos minerais. (a) mecanismo direto, no qual a bactéria oxida fons ferrosos em solugéo e
estes, por sua vez, lixiviam o metal. (b) mecanismo indireto, no qual a bactéria oxida o
mineral, sem requerer contato. (c) mecanismo de contato indireto, no qual a bactéria oxida o
mineral e os fons ferrosos dentro do biofilme (formado pela prépria bactéria e o material
exopolimérico que ela produz), os fons férricos lixiviam o metal dentro dessa camada
exopolimérica (CRUNDWELL, 2003).

2.5.2 Mecanismo Indireto

Sand e colaboradores (1995) propuseram que a lixiviacao bacteriana dos sulfetos minerais
ocorre essencialmente através do mecanismo indireto, iniciando-se pelo fon férrico. Nesta
definicdo, eles concluem que o papel do ion férrico ligado a uma substincia exopolimérica é
essencial para a ligagdo das células a pirita. De acordo com o novo modelo proposto por Sand et
al. (2001), os sulfetos metdlicos sdo degradados pelo ataque quimico de fons férricos ou pelo
ataque de prétons na rede cristalina. O mecanismo e a quimica de degradacdo sdo determinados
pela estrutura do mineral.

Nesse mecanismo, a bactéria ndo necessita estar em contato com a superficie do mineral
(Figura 2b), sendo assim, as bactérias t€ém somente uma fung¢do catalitica, pois geram um agente
lixiviante que oxida quimicamente o sulfeto mineral (ROHWENDER et al., 2003). A
solubiliza¢do do metal pode ser descrita pela equagdo global (7).

MeS + Fey(SOs); — MeSO4 + 2FeSO4 + S° @)
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Segundo Garcia e Urenha (2001), utilizando como exemplo o mineral calcopirita o
mecanismo indireto pode ocorrer pela equacdo (4) citada anteriormente:

A descoberta de uma substancia polimérica extracelular (EPS) que é excretada pela bactéria
e adere a superficie do mineral contribuiu para melhorar o conhecimento dos mecanismos da
acdo microbiana. Estudos feitos por Rodriguéz e colaboradores (2003a) mostraram que a
formagdo do material exopolimérico é um requerimento importante para o ataque bacteriano e
subseqiiente solubilizagdo do mineral. O ferro contido no EPS confere carga positiva a célula,
estabelecendo atracdo eletrostitica entre a célula bacteriana e a superficie negativamente
carregada de alguns minerais. O mecanismo envolvendo o EPS é chamado mecanismo de contato
indireto (Figura 2c).

Muitos sulfetos (ZnS, CdS, PbS, CuS, por exemplo) produzem enxofre elementar como um
produto de oxidagdo e outros (FeS,, MoS,, WS,, por exemplo) produzem sulfatos. Por existirem
dois tipos de sulfetos, soltiveis e insoliveis em dcido conforme sua estrutura, foram propostos
dois tipos de mecanismos indiretos de oxidacdo: tiosulfato e polissulfetos, os quais podem ser
entendidos da seguinte maneira: o mecanismo do tiosulfato (Figura 3a) é baseado no ataque
oxidativo dos sulfetos minerais pelo fon Fe’* em meio 4cido e o mecanismo indireto do
polissulfeto (Figura 3b) baseia-se no ataque dos fons Fe'* e ataque protonico.(SHIPPERS;

SAND, 1999).
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a: MECANISMO TIOSSULFATO b: MECANISMO POLISSULFETOS
Fe{X7 ﬂ
H+
(A.f, L. f) (Af, L. f) MS
Fez"Z )
\4
M + S,05% M?* + H,S*(H,S>)
Af, T.t
(Af, T.0 | Fe* 40, ( )| Fe% 40,
\4 \ 4
S0 + Sg H,, S, Ss
(Af, T.1) | Fe* +0, (Af, T.1)| Fe* +0,
\Z Y
SO, + H* SO.” + H*

Figura 3 — Esquema dos mecanismos tiosulfato e polissulfeto de lixiviacdo bacteriana dos sulfetos
minerais. Os fons férricos retiram elétrons dos sulfetos minerais (MS) e s@o, portanto,
reduzidos a ferro (II). Dessa maneira sdo liberados cétions do metal (M**) e compostos
intermedidrios de enxofre soliveis em dgua. A oxidag@o bacteriana do ferro (II) é catalisada
pelo A.ferrooxidans e Leptospirilum ferrooxidans. No caso dos sulfetos minerais soliveis em
dcido (B), eles também podem sofrer ataque dos prétons. Os compostos de enxofre liberados
sdo oxidados quimicamente e também pelas bactérias oxidantes de enxofre (A.f., A.f). MS =
sulfeto metédlico; M** = {fon metélico; S,0; = tiosulfato; S,” = polissulfeto (SAND;
SCHIPPERS 2001).

2.6 Cisteina (C3H7NO,S)

Todos os 20 aminodcidos encontrados nas proteinas tem um grupo carboxila e um grupo
amino ligados ao mesmo atomo de carbono (Ca). Eles diferem um dos outros através da sua
cadeia lateral ou grupos “R”, os quais variam em estrutura, tamanho, e carga elétrica que
influenciam a solubilidade do aminoécido em dgua. Os aminodcidos nas moléculas protéicas sdo
sempre (L)- estereoisdmeros, os aminodcidos (D)- estereoisoméricos foram encontrados apenas
em pequenos peptidios da parede de células bacterianas. Em solu¢cdo aquosa estdo ionizados e

podem agir como acidos ou bases (LEHNINGER, 2004).
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A cisteina € um aminodcido alifdtico, possui um grupo tiol na sua cadeia lateral e é
principalmente encontrada em proteinas (Figura 4). Quando exposta ao ar, e sob determinadas
condicdes fisioldgicas (incluindo no interior de proteinas), a cisteina oxida-se formando cistina,
composta por duas cisteinas unidas por uma ligacao dissulfeto (LEHNINGER, 2004). A partir
disso, originou-se seu nome, onde a palavra grega kustis, significa “bexiga”, pois foi isolada
inicialmente a partir de célculos renais (sob a forma de cistina). As cisteinas tém um papel

fundamental na manuten¢do da estrutura tercidria de proteinas. Ao formarem liga¢gdes dissulfeto

entre os seus grupos tiol, aumentam a estabilidade molecular e a resisténcia a protedlise.

H
o) I H
Ne—c=N
HO/ | AN
fHe

SH Grupo tiol ou sulfidrila

Figura 4 - Férmula estrutural da molécula de cisteina, apresentando em sua cadeia lateral um grupo SH
denominado tiol ou sulfidrila (LEHNINGER, 2004).

O grupo tiol possui cardcter nucleofilico. Como o pKa deste grupo é de 8,4, sua atividade
quimica pode ser regulada pelo ambiente.

Em relacdo aos sulfetos minerais, foi estudado o efeito da cisteina na superficie da pirita
(FeS,). Neste estudo foi observado que na presenca de cisteina a dissolu¢do anddica da pirita
aumenta. A interacdo do A. ferrooxidans com a pirita na presenca de cisteina também foi
investigada e observou-se que o aminoicido pode aumentar a disponibilidade da pirita como uma
fonte de energia para a bactéria (MOEL, et al., 2006).

Em um estudo feito por Rojas-Chapana e Tributsch (2000) (Figura 5), a adicdo de uma
pequena quantidade do aminodcido cisteina a uma solu¢do dcida em contato com a pirita, elevou
cerca de trés vezes a atividade oxidativa da bactéria A. ferrooxidans. Nesse estudo também foi
observado que a pirita pdde ser também oxidada apenas na presenca de cisteina, sem a presenca
da bactéria. Os autores discutiram a participacao do grupo sulfidrila (SH) da cisteina no processo

oxidativo pela ligac@o desses a pirita formando pontes dissulfeto (S-S). Essa reacdo na superficie
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da pirita seria a responsdvel pela liberacdo do ferro e enxofre da rede cristalina. A adicdo da
bactéria apresentaria ainda vantagens no processo bioquimico de corrosdo, pela oxidagdo das
espécies liberadas de ferro e enxofre da superficie do minério, que dessa maneira serviriam como
substratos para essa espécie bacteriana. Sendo dcido o pH da solugdo lixiviante (em torno de 2,0)
a reducdo dos grupos SH da cisteina é favorecida, transformando a dissolucdo da pirita num
processo continuo e progressivo.

A interacdo da cisteina com outros sulfetos minerais, como por exemplo, a calcopirita,

objeto desse estudo, ndo estd descrita na literatura até o presente momento.

(1) | (2)
N\
2CysSH + (FeS2), + (Fe(II) +S > Cys-5- SzFe(FeSz)n 1+ Cys-S-Fe +H»S

A4 ™ 'V (3) e

.

: *., Fe™ Cys-S-SoFe + (F652)n1

CysSH + Fe(TII) 4# | K
+ 504 e C «k 3 «!—

(4) 3 «!—

A. ferrooxidans

Figura 5 - Esquema da interacdo do sulfeto mineral pirita com o aminodcido cisteina proposto por Rojas-
Chapana e Tributsch em 2000.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL:

» Investigar o efeito da cisteina na biooxidacdo da calcopirita (CuFeS,) utilizando-se

Acidithiobacillus ferrooxidans e Acidithiobacillus thiooxidans.

3.2 ESPECIFICOS:

> Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de cisteina na oxidagdo do Fe** pelo A.
ferrooxidans em ensaios respirométricos.

> Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de cisteina na oxidagdo do Fe** pelo A.
ferrooxidans em ensaios respirométricos na presenca de calcopirita.

» Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de cisteina no crescimento do A.
ferrooxidans na presenca ou auséncia de calcopirita.

» Auvaliar a lixiviacdo de calcopirita pelo A. ferrooxidans e a solubilizacdo de cobre
respectivamente na presenca ou auséncia de cisteina e do A. thiooxidans.

» Auvaliar a dissolugdo da calcopirita através da andlise dos produtos da fase sélida dos

ensaios de biolixiviacao (residuos).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagem bacteriana

Foi utilizada a linhagem A. ferrooxidans-LR, isolada de lixivia 4cida de minério de urdnio
proveniente da Lagoa Real-Bahia (GARCIA, 1991). Essa linhagem apresentou, nos trabalhos
anteriores realizados em nosso laboratério, maior atividade catalitica da dissolucdo dos sulfetos
de cobre e maior resisténcia a metais pesados. Dessa forma, essa linhagem foi utilizada em todos
os ensaios. Além dessa, foi utilizada também a linhagem bacteriana, A. thiooxidans- FG-01,
isolada de drenagem 4cida de mina de uranio de Figueira-Parand, porém somente nos ensaios de

biolixiviagao.

4.2 Amostra mineral

O sulfeto mineral calcopirita (CuFeS,) utilizado, é proveniente da mina de Sossego-PA,
fornecida pela Companhia Vale. Para a execucdo dos ensaios a amostra foi, triturada e moida
com tamanho de granulometria 100% < 0.2 mm (65 mesh). Conforme andlise realizada na
CNEN-LAPOC, Pocos de Caldas — MG , a composi¢do quimica do mineral apresentou: Fe
(27%); Cu (23%); S- piritico (22,5%); S — sulfatico (0,39%); S total (22,9%); Si (3,2%); e Ca
(7%).

4.3 Meio de cultura liquido (T &K)

Para a manutencdo periddica da linhagem bacteriana A. ferrooxidans, obtencdo de
suspensdo celular para os experimentos de respirometria, dosagem de proteina e obtencdo de
in6culo para os experimentos de biolixiviacdo, foi utilizado o meio de cultura T&K desenvolvido
por Tuovinen e Kelly (1973), com pequenas modificagdes. A composi¢do e o modo de preparo
do referido meio estdo descritos a seguir: solugdo A, contendo os sais minerais, e solucio B

contendo sulfato ferroso como fonte de energia, ambas ambientalizadas a pH 1,8.
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Solucao A:
(NHL)2SO41 oo 0,5g L"!
MESO4 . TH2O.ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 0,5gL"
KoHPOy . 3HoO ..o 0,5g L

800 mL de dgua acida (H,SO4) pH = 1,8

Solucao B (fonte de energia):

FeSO4 THO ..o, 33,3g L
200 mL de 4gua 4cida (H,SO4) pH=1,8

A solucdo A foi esterilizada em autoclave (1200C, por 20 min, a latm), e a solu¢do B foi
esterilizada por filtracdo em membrana de éster de celulose (0,45 um de didmetro de poro —
Millipore — HAWP 04700). No momento do uso as solu¢des foram misturadas na propor¢ao de
4:1, respectivamente.

4.3.1 Meio de Cultura 9K

Para a manutencao e cultivo do A. thiooxidans foi utilizado o meio 9K desenvolvido por

Silverman e Lundgren (1959). A composic¢do e o modo de preparo estdo apresentados a seguir:

Solucio de sais:

NHUSO oo 3gL!
1363 5 110 VTSROSO 0.5gL"!
MESO e 0,5g L
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Fonte de energia:
Enxofre sublimado.........ccccceevieiiiiiniinnicnieiies 10g L

A solucdo de sais foi esterilizada em autoclave (120°C, por 20 min, a latm) e o enxofre por
autoclave a 110°C por 1 hora. No momento do uso foi adicionada 1 grama de enxofre para 100

mL de solugdo de sais em frascos erlemeyer de 250 mL.
4.4 Preparo da suspensao celular

O A. ferrooxidans-LR foi crescido em 1 L de meio T&K, a temperatura de 30°C em mesa
agitadora com rotacao de 150 rpm. Apds o crescimento da bactéria (aproximadamente dois dias),
indicado pela oxidacdo total de Fe’*, essa solucdo foi centrifugada (BECKMAN-Avantil J-25,
com rotor J-10) a 4.000 rpm por 1 hora, sob refrigeracdo a 4°C. Apds este procedimento o
sobrenadante foi descartado e o “pellet” de células obtidas foi lavado com 4gua acidificada (pH
1,8) e centrifugada novamente na Eppendorf-Centrifuge 5415-R por 10 min, a 4.000 rpm, sob
refrigeracdo de 4°C. Esse procedimento foi repetido até que toda suspensdo celular estivesse
separada do precipitado de jarosita; em seguida essas células foram ressuspensas em um volume
de 5 mL de 4gua acidificada (pH 1,8). Quando ndo utilizada imediatamente, a suspensao celular
foi estocada em refrigerador a 4°C por 5 dias no maximo, sem perda significativa de sua

atividade.
4.4.1 Dosagem de proteinas totais

Para a quantificacdo da biomassa a ser utilizada nos ensaios de respirometria celular foi
realizada a dosagem de proteinas totais. Centrifugou-se 1 mL da suspensdo celular por 15
minutos a 1.500 rpm (Eppendorf-Centrifuge 5415-R), o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento (células) foi suspenso em 1 mL de NaOH (1 mol L! ) e levado para hidrolisar por
fervura em banho-maria por 30 minutos. Aliquotas dessa solucao, diluidas adequadamente, foram

utilizadas para a dosagem protéica (HARTREE, 1972).
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4.4.1.1 Reagentes:
Solucdo A:
C4 H4KNaOg. 4H,0 (tartarato de sédio e Potéssio)............. 0,5¢g
Na2CO3 ................................................................................ 25g
NaOH 1 Mol Lo 125mL
Agua destilada...........o.oveveeeeeeeeeeeeeeeee e g.s.p-250mL
Solucao B:
C4 H4KNaOg. 4H,O(tartarato de sédio e Potassio).............. 0,2g
CUSO4. SHO oot 0,1g
NaOH 1 MOL L™ oo 1,0mL
Agua AESTIAA .o 9,0mL
Solucao C:
Reagente de Folin-Ciocalteu..........ccccceeevieeeiiirneiieeeiieee 10,0mL
Agua destiladan..........c.oveveveeeeieeeceeeee e, 30,0mL

4.4.1.2 Procedimento:

Em um tubo de ensaio adicionou-se 0,9mL da solu¢do-A a ImL da solu¢do de proteinas em
dilui¢do apropriada, e incubou-se em banho-maria a 50°C por 10 minutos, resfriando-se a seguir a
temperatura ambiente.

Adicionou-se 0,1 mL a solucdo B e incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente adicionou-se 3mL da solucdo C e incubou-se por 10 minutos a 50°C. As leituras
foram feitas em espectrofotdmetro a 650nm. Utilizou-se como padrdo a soroabulmina bovina. E

os ensaios foram feitos em duplicata em diferentes concentragdes (1:5; 1:10; 1:20).
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4.5 Ensaios respirométricos

A oxidagdo direta do sulfato ferroso foi estudada preliminarmente utilizando-se suspensoes
lavadas de células do A. ferrooxidans-LLR em experimentos de respirometria celular, utilizando-se
o respirdometro de Warburg (UMBREIT, et al., 1972) o qual consiste basicamente de um frasco
de reagdo com reservatorio lateral acoplado a um mandmetro graduado. Esse tipo de ensaio
permite avaliar de forma rdpida a atividade oxidativa celular, por células em repouso (sem
crescimento). Nos frascos de reagdo foram adicionados 2,5 mL de solucdo de sulfato ferroso (120
mmol L), e as seguintes concentragdes de cisteina (mol L") no volume final do frasco: zero, 10"
1, 10'2, 10'3, 10° 107 e 0,5 mL de suspensdo celular equivalente a 150 ug de proteina total;
paralelamente para cada concentragdo de cisteina, foram colocados os frascos sem adicao de
bactéria, contendo o mesmo volume de solu¢do, como controle quimico.

No pogo central dos frascos de reacdo foi colocado 0,1 mL de KOH 20% para imediata
absorcdo de gds carbdnico para evitar o crescimento celular. Este conjunto frasco-mandmetro
fechado foi colocado em banho de dgua com temperatura constante (30°C) e mantido sob
agitacdao (100 a 120 pulsos por minuto). Medidas do oxigénio consumido foram realizadas por

. . ~ .1 . o
leitura direta no mandmetro e transformadas em UL min~ pela seguinte expressao:

onde: Vr - volume do conjunto frasco-mandmetro.
V¢ - volume final do sistema experimental.
T - 273 + t (temperatura de trabalho).
a - coeficiente de solubilidade do oxigénio na dgua (0,02608).
Py - pressdo do fluido manométrico (10,032 mm).
Consumo de oxigénio (L) =L. K
onde:
L - representa a leitura do mandmetro.

K - constante do sistema frasco-mandmetro.
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O manometro € 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 reagao.
Quando ocorre o consumo de oxigénio hd uma diminui¢do da pressdo e o menisco da solugdo de
Brodie (fluido manométrico) 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

variagdo da altura em milimetros por uma constante (K), cujo cdlculo € o que se segue:

4.6 Ensaio de oxidacao do ion ferroso

Para os ensaios de oxidacdo foi utilizada solu¢do de 120 mmol L' de Fe** , na forma de
sulfato ferroso, com pH inicial de 1,8. Os ensaios foram realizados em triplicata, na presenga de
diferentes concentracdes de cisteina (10'1, 10'3, 107 , 10”7 mol L'l) e seus respectivos controles. O
volume total da solu¢do nos frascos foi de 150 mL com indéculo de 10% de células de A.
ferrooxidans. O qual, diferentemente da respirometria, nesse ensaio de oxidacdo as células
promovem divisao celular. Os frascos foram mantidos por 72 h sob agitagdo de 150 rpm a 30°C,
sendo retiradas aliquotas de 2 mL em diferentes intervalos (0; 4; 8; 12; 24; 36; 48; 60 e 72 h) e
tituladas com dicromato de potdssio (VOGEL, 1960).

4.6.1 Determinaciio de Fe**

A atividade do A. ferrooxidans foi acompanhada pela oxidacio do Fe** que foi realizada

seguindo-se o procedimento descrito por VOGEL (1981).

3.6.1. a Reagentes:
H3PO4Z HzSO4 (PA) ....................................................................... (1 : 1)
C,4H,0BaN>OgS, (difenilaminosulfonato de bario)...................... (0,3%)

K,Cr,07 (dicromato de potéssio)
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4.6.1. b Procedimento:

Foram retiradas aliquotas de 2 ml de amostra e estas foram acidificadas com ImL de
solu¢do da mistura de dcido H3PO4 e H,SO, puros, na por¢do de 1:1. A seguir o volume do frasco
foi completado at¢é 50 mL com 4gua destilada e adicionado 0,1 mL do indicador
difenilaminosulfonato de bario para posterior titulagdo com dicromato de potdssio, até atingir o

ponto de viragem da cor verde clara para lilds.

4.7 Ensaios de biolixiviacao

Assim como em Bevilaqua (1999), previamente aos ensaios de crescimento, foi realizada a
adaptacdao da linhagem bacteriana A. ferrooxidans-LR, com o objetivo de promover o
crescimento da bactéria utilizando como fonte energética o sulfeto metalico em estudo. Dessa
forma foi realizada a substituicdo progressiva da fonte energética (Fe*) do meio T&K pelo
mineral calcopirita, conforme procedimento apresentado na Tabela 1. Os frascos controle como
os frascos contendo a fonte energética e os inoculados, foram submetidos durante as fases de
adaptagio, a uma mesa agitadora (150 rmp), sob temperatura de 30°C, durante o periodo de cada

uma das fases de adaptacdo (15 dias).

Tabela 1 - Fases do procedimento experimental na adaptagdo do A. ferrooxidans-LR ao crescimento no
sulfeto de cobre calcopirita.

Fases Concentracao de  Concentraciao do Sulfeto
Fe** mmol L! (% m/v)
1 — (15 dias) 60 1%
2 — (15 dias) 30 1%

Os ensaios foram realizados em frascos erlenmeyer-250 mL contendo a solucdo-A do meio
T&K e % de sdlidos da calcopirita de 2,5% m/v; em cada frasco foram inoculados 5% (v/v) de
suspensdo celular de A. ferrooxidans-LR. O volume final no frasco foi de 150 mL. As condi¢des

experimentais ensaiadas foram as seguintes:
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1. 150 ml de solu¢do A do meio T&K e calcopirita (2,5% m/v) na presenga de (5%
v/v) de suspensao celular de A. ferrooxidans-LR.
2. 150 ml de solucao A do meio T&K e calcopirita (2,5% m/v) na presenca de (5%
v/v) de suspensdo celular de A. thiooxidans-FGO1
3. 150 ml de solucao A do meio T&K e calcopirita (2,5% m/v) na presenca de (5%
v/v) de suspensdo celular de A. thiooxidans-FGO1 e 5% (v/v) de suspensdo celular de A.
ferrooxidans-LR, sendo o volume dos indculos descontados do volume final do frasco.
4. As mesmas condi¢cdes acima foram utilizadas para os outros ensaios, porém
adicionando cisteina de modo que a concentra¢io no volume final do frasco fosse 10~ e 107

(mol L'l).

Nas varidveis do ensaio de biolixiviagdo foram utilizadas células adaptadas e células nao
adaptadas e todas as condi¢des experimentais foram repetidas em condi¢des abidticas.

A evaporacgdo de cada frasco foi calculada pela perda de massa e compensada pela adi¢do
de 4dgua destilada esterilizada. Este controle foi feito a cada sete dias.

Entre 7 e 10 dias foram retiradas aliquotas das polpas dos frascos em torno de 6 a 8§ mL
para separacdo das fases sélida e liquida por centrifugacdo a 4.000 rpm por 10 a 15 minutos sob
refrigeracdo (rotor RTH-750, centrifuga Sorvall - RT7 - Du Pont). No sobrenadante foram feitas
as determinacdes de pH, Eh, Fe®*, Fe* e Cu™. As determinacdes de pH e Eh foram realizadas
com eletrodo combinado de Pt (contra Ago AgCl KCI 3M). As determinacOes de Fe** foram feitas
por titulometria com dicromato de potdssio, conforme Vogel (1981), enquanto as determinacdes

de Fe’* foram feitas pelo método espectrofotométrico, descrito por Karamenev (2002).
4.7.1a Dosagem de cobre

Primeiramente foi feita a padronizacio em triplicata da solucio 0,1 mol L™ de tiosulfato de

so6dio conforme a metodologia utilizada por Vogel, (1981Db).
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4.7.1.b — Reagentes:

K,Cr,07 — dicromato de potdssio (padrdo primdrio)

HCI — 4cido cloridrico (concentrado)

NaHCOj; — bicarbonato de sédio (1mol L'l)

KI — iodeto de potdssio (1mol L)

Na,S,05 (0,1 mol L'l), solucdo preparada com dgua recém-destilada e conservada em frasco
de vidro ambar com trés gotas de cloroférmio para evitar contaminagdo microbiana.

Solug¢do indicadora de amido: dissolveu-se 1g de amido em 100 mL sob constante agitacao,

aqueceu-se até a fervura.

4.7.1.c — Procedimento

Para a padronizacdo adicionou-se em um erlenmeyer de 250 mL, 10 mL de solu¢do de KI,
10 mL de solucdo de NaHCOs3 (1mol L! ) e 3 mL de HCI concentrado; acrescentou-se entao 25
mL da solu¢do de K,Cr,0O7  cobriu-se com vidro relégio e colocou-se o frasco em um local isento
de luz para que a reag@o se processasse por 5 minutos. Essa solugdo foi titulada com Na,S,0s3,
acrescentando-se a solucao indicadora de amido depois do primeiro ponto de viragem, formando
uma cor violeta escura, seguindo até o final da titulacdo onde o ponto de viragem é indicado pela
mudancga da cor de violeta escuro para verde claro. Para as amostras do ensaio de biolixiviacdo,
seguiu-se 0 mesmo procedimento acima, porém substituindo o dicromato de potdssio pela
amostra. Foram retiradas aliquotas de 2ml do sobrenadante dos frascos de biolixiviacdo e diluidas
em dcido nitrico (2%) na concentragdo 1:1; a partir desta dilui¢do, foram retiradas aliquotas de 1

mL para titulagdo com tiosulfato de s6dio seguindo a metodologia padrao (VOGEL, 1981a).
4.7.2 Determinaciio de Fe**
O método foi proposto por Karamanev (2002) e consiste resumidamente em adicionar num

baldo volumétrico de 100 mL, 3,0 mL do acido SSA (sulfosalicilico) 10% e 0,1mL de amostra,

agitando constantemente por um minuto. H4 formacao de um complexo vermelho violeta com o
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fon Fe**. O Fe** foi determinado, respectivamente, em A = 500 nm, em espectrofotdometro

FEMTO 600S.
4.7.3 cisteina

Cloridrato de L- cisteina (C3HgCINO,S.H,0) da Synth foi o aminodcido utilizado em todos
os ensaios. As concentracdes finais do aminodcido nos frascos de reacdo foram: (107, 107, 10°

5107 mol L.
4.8 Residuos solidos da biolixiviacao

Antes de retirar as aliquotas dos frascos de biolixiviagcdo, estes foram submetidos a uma
homogeneizacdo, para retirar porcentagens relativamente semelhantes do liquido e dos sélidos.
As amostras liquidas foram submetidas as andlises descritas nos itens 4.6 e 4.7 e os residuos
sOlidos de alguns tratamentos selecionados que apresentaram melhor solubilizagdo do cobre,
foram submetidos a andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia

eletronica de transmissdo (TEM) e difracdo de raios X (DRX).

4.8.1 Microscopia eletronica de varredura

As amostras do residuo do processo de biolixiviagdo foram submetidas a andlise por
microscopia eletronica de varredura em um equipamento JEOL JSM - T333A Scanning
microscope.

Os residuos foram mantidos em atmosfera de argdnio, e para visualizacdo da amostra no
equipamento, estes foram fixados em uma fita adesiva dupla face de carbono, e em seguida
analisados.

Os minerais ndo condutores de corrente elétrica para serem analisados no MEV devem ser
previamente metalizados. A metalizacdo consiste na precipitagdo, a vdcuo, de uma pelicula
micrométrica de material condutor (e.g., ouro ou carbono) sobre a superficie do mineral,
possibilitando a condugdo da corrente elétrica. Essa técnica permite visualizar a atividade

corrosiva quimica e bacteriana que houve nos graos. A microscopia eletronica de varredura é
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utilizada em vdrias dreas do conhecimento, incluindo a mineralogia. O uso desta técnica vem se

tornando mais freqiiente por fornecer informagdes de detalhe, com aumentos de até 300.000

vezes (REED, 1996).

4.8.2 Microscopia eletronica de transmissao

As amostras em p6 do residuo de biolixiviacdo foram imersas em dlcool e submetidas a
ultrasom por 3 minutos; a essa mistura foi inserida uma pequena grade de ouro (porta amostra)
para “pescar’ amostra do mineral residual do ensaio de biolixiviagdo. Deixou-se secar a
temperatura ambiente e em seguida analisou-se em um microscopio eletronico de transmissao

modelo (CM 200 Philips)

4.8.3 Difraciao de Raios - X

O equipamento utilizado para a obtenc¢do dos difratogramas foi um difratdmetro de raios-X
D5000 — Siemens, equipado com monocromador no feixe difratado. Em trabalhos anteriores
como de BEVILAQUA, (1999), ja foram testadas condi¢des ideais para esse tipo de amostra
mineral. Foram utilizadas corrente de 30mA e voltagem de 40 KV, linha de base inferior 0,520V,
linha de base superior 1.620V, tempo de contagem 2s, passo 0,050 (angulo 20), fendas 2/2/0,6 e
angulo de varredura de 10 a 70° (20).

O porta-amostra utilizado foi de teflon 47mm de didmetro por 3mm de espessura,
apresentando no centro uma cavidade de 15 ou 20 mm de didmetro por 1 mm de profundidade,
destinado a conter a amostra para a andlise, pois além de se ajustar ao aparelho utilizado, no
mesmo trabalho de Bevilaqua, (1999), este apresentou um pico bem definido em 18° (20) (d=
4,90).

Os residuos analisados foram provenientes do final do ensaio de biolixiviagdo de 64 dias,
estas amostras sélidas foram secas a temperatura ambiente, dentro de um ependorf, estas por sua

vez foram mantidas em atmosfera de argbnio e vedadas para posterior andlise.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Estudos de respirometria celular com ion ferroso como substrato

A técnica de respirometria celular permite uma avaliacdo rdpida e bastante sensivel (ordem
de umol de oxigénio consumido) da oxidag¢do do substrato. Utilizou-se suspensdes lavadas de
células do A. ferrooxidans-LLR desacoplada de crescimento, ou seja, devido a auséncia de CO; as
células ndo estdo em processo de divisdo. Os testes respirométricos foram realizados com sulfato
ferroso na presenca de diferentes concentracdes do aminodcido cisteina, para avaliar o seu efeito
na atividade oxidativa das células, em relac@o ao seu principal substrato solivel. As medidas do
consumo de oxigénio, obtidas a partir desses ensaios, estdo diretamente relacionadas a oxidacao
do fon Fe**.

Os resultados obtidos na presenga do ion Fe’* como substrato, na presenca de cisteina em
diferentes concentracdes, mostraram os diferentes efeitos da concentragdo desse aminodcido na
oxidacdo do fon ferroso (Figura 6).

Comparativamente 2 auséncia do aminodcido (Figura 6A), a presenca de 10" mol L de
cisteina (Figura 6B) reduziu em cerca de 10 vezes a velocidade inicial de oxidagdo, além de ter
sido reduzido também o consumo total de oxigénio no ensaio, que atingiu valores finais ao redor
de 450 uL, enquanto que nas outras condi¢des testadas esse valor ficou ao redor de 1.200 pL. A
curva obtida nesta condi¢do apresentou caracteristica sigmoidal, diferentemente de todas as
outras condi¢des que apresentaram caracteristicas de hipérbole retangular. Por outro lado, as
concentracdes de cisteina de 10"3, 10° ¢ 107 mol L'l, determinaram velocidades iniciais (tabela 2)

e consumos finais de oxigénio (acima de 1200 puL) maiores que no controle sem cisteina.
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Figura 6 — Atividade respiratdria do A. ferrooxidans—LR (150 ug de proteina total), em sulfato ferroso na
presenca de diversas concentracdes de cisteina (mol L). (A) sem adicdo do aminoacido; (B)
107; (C) 107; (D) 107; (E) 10™". Simbolos: inoculado (e); controle (o). O desvio padrdo estd
indicado pelas barras.
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Tabela 2 — Valores referentes as velocidades iniciais (Vo) do ensaio de respirometria celular na presenca
de diferentes concentragdes de cisteina e utilizando o ion ferroso como substrato.

Varidvel ~ Concentragdo de cistefna V-l min"'/mg proteina total (*)

A Sem cisteina 52,12 (r=0,999)
B 107 mol L 70,18 (r = 0,999)
C 10° mol L 81,22 (r = 0,999)
D 10 mol L™ 76,22 (r = 0,999)
E 10" mol L 5,59 (r=0,986)

* Os valores de V foram calculados pelas tangentes das curvas obtidas na figura 6 com os
respectivos valores de r.

5.2 Ensaios de respirometria celular com calcopirita como substrato

Como descrito no item 4.5, o ensaio de respirometria celular teve como objetivo permitir
uma avaliacdo rdpida e bastante sensivel da oxidacdo da calcopirita como substrato para o A.
ferrooxidans-LR e o efeito da cisteina nessa oxidagao.

Utilizou-se 0,1g da calcopirita em tampao glicina (pH 2,2), uma vez que na presenca desse
tampdo o pH se mantém estdvel ao redor desse valor, pois em estudos realizados por Bevilaqua
(1999), foi observado que na auséncia do tampao os valores de pH aumentaram para cerca de 4,5,
valor esse que pode inibir a atividade oxidativa bacteriana, pois o valor 6timo dessa espécie se
encontra em torno de 2.0.

Na literatura ndo foram encontradas referéncias que pudessem ser utilizadas para fins
comparativos com os resultados obtidos dos ensaios respirométricos com calcopirita e diferentes
concentracdes de cisteina; no entanto, ja € bem difundido na literatura (AHONEN; TUOVINEN,
1993; BEVILAQUA, 1999; SHRIHARDI, et al., 1991; KINGMA; SILVER,1990) que esse
sulfeto de cobre e ferro pode ser usado diretamente pelo A. ferrooxidans como substrato
energético.

Pdde-se observar que o consumo de oxigénio obtido neste ensaio (Figura 7), para as
diferentes  concentracdes de  cisteina  apresentou, em  geral, = comportamento

semelhante,destacando-se a cistefna na concentragio de 10™ mol L™ (Figura 7C).
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Figura 7 - Atividade respiratéria do A. ferrooxidans—LR (150 ug de proteina total), em 0.1g de calcopirita
como substrato oxiddvel em tampao glicina pH 2.2 na presenca de diversas concentracdes de
cistefna (mol L™). (A) sem adicdo do aminodcido; (B) 107; (C) 107; (D) 107; (E) 10™.
Simbolos: inoculado (H); controle ([J). O desvio padrio estd indicado pelas barras.
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Nesta condic¢do, foi observada a maior velocidade inicial de oxidacdo da calcopirita (cerca

do dobro) em relacido ao controle e as outras concentragdes de cisteina (tabela 3) e também um

consumo final de oxigénio maior (em torno de 225uL), porém, ndo muito significativo. Assim

como nos resultados da respirometria do fon ferroso (Figura 6E), a calcopirita na presenca de

cistefna 10" mol L também demonstrou inibi¢do da atividade celular (Figura 7E) apresentando
valores finais de consumo de oxigénio em torno de 110uL.

Vale ressaltar que nos controles abidticos praticamente ndo se detectou oxidacdo da

calcopirita, conforme também demonstrado por Bevilaqua (1999).

Tabela 3 — Valores referentes as velocidades iniciais (V) do ensaio de respirometria celular na presenca
de diferentes concentracdes de cisteina e utilizando a calcopirita como substrato.

Variavel Concentracao de Vo-pL. min™/ mg proteina total (*)
cisteina
A Sem cisteina 13,93 (r = 0,996)
B 10" mol L' 13,4 (r = 0,996)
C 10° mol L™ 26,0 (r = 0,999)
D 10° mol L™ 13,2 (r=0,997)
E 10" mol L™ 6,31(r = 0,999)

* Os valores de V( foram calculados pelas tangentes das curvas obtidas na figura 7 com os
respectivos valores de r.

5.3  Estudos de crescimento na presenca de Fe**

Além desse estudo metabélico de respirometria do efeito da cisteina na oxidacdo do Fe** e
da calcopirita, foram realizados, também, ensaios preliminares de crescimento do A.
ferrooxidans-LLR utilizando o {on ferroso como substrato e na presenca de diferentes
concentracdes do aminodcido cisteina, objetivando avaliar o efeito da cisteina no crescimento
celular. A avaliacao do crescimento foi realizada pela oxidagao do fon ferroso durante o ensaio.

O A. ferrooxidans-LLR na auséncia da cisteina apresenta atividade metabdlica normal com a

oxidacdo completa do ion ferroso em aproximadamente 48 horas (Figura 8A). No entanto, a
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presenca da concentragio mais elevada de cisteina utilizada nesse estudo (10™" mol L"), como se
pode observar na Figura 8E, determinou uma inibicdo significativa da atividade bacteriana,
atingindo no mdximo cerca de 50% de oxidagdo do Fe** durante o periodo que o ensaio foi
realizado. As demais concentracdes utilizadas (107, 10° e 10”) ndo provocaram inibi¢do ou
aumento significativo na atividade de oxidagcdo do substrato pela bactéria, conforme pode ser
visto pelas figuras 8B, C e D.

Rojas-Chapana e Tributsch (2000), também observaram em seus estudos, apesar de ser
utilizada a pirita e ndo a calcopirita, que concentra¢des maiores que 10~ de cisteina inibiram a
atividade bacteriana e abaixo disso, como a 10" mol L1, melhoram o processo dissolutivo. De
qualquer forma, a acdo da cisteina na oxidacdo de sulfetos pelo A. ferrooxidans obedece,

provavelmente, a um padrdo semelhante.



39

100 A é ® M
80+
60 - ()
40

20+ o®
000 ©) O O ©

o
i

100+ N
80+ [ )

60- é

40+
20+ 4

Oxidacao do Fe* (%)

100{ g’
80+
60+
40+
20+

ce
O

065 2
041 O

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (horas)

Figura 8 — Curva de oxidacdo do fon ferroso pelo A. ferrooxidans-LR na presenca de diferentes
concentracdes de cisteina (mol LY. (A) sem adicdo do aminoécido; (B) 107; (C) 107; (D) 10
3. (E) 10°™". Simbolos: inoculado (e); controle (o).



40

5.4 Ensaios de biolixiviacao

Em relacdo aos ensaios de biolixiviacdo, foi avaliada a influéncia das seguintes varidveis no
processo de dissolugdo da calcopirita: a) inéculo de A. ferrooxidans-LR, previamente adaptado ao
crescimento no sulfeto calcopirita ou ndo adaptado; b) efeito das concentragcdes de zero, 107 e 107
> mol L de cisteina; c) efeito da presenca ou ndo da linhagem A. thiooxidans-FGO1. Essas
varidveis foram estudadas utilizando-se os parametros fisico-quimicos como descrito no item 4.7,
pois, normalmente em um sistema de biolixivia¢do, o pH, o potencial de 6xido-reducdo (Eh), e a
oxida¢do do fon ferroso sdo fundamentais no processo e sdo indicativos da atividade bacteriana.

A prévia adaptacdo da bactéria para o crescimento na presenca do sulfeto em estudo pode
determinar taxas iniciais de dissolucdo do sulfeto mais elevadas representando, assim, um
procedimento que poderd influir no tempo total do processo. As concentracdes de cisteina no seio
do sistema de reacdo utilizadas nesses ensaios, foram escolhidas de acordo com os resultados
obtidos nos estudos de respirometria e de crescimento do A. ferrooxidans-LR, os quais
apresentaram melhores desempenhos da atividade bacteriana nas concentra¢des de 10~ e 10™ mol
L' de cisteina. Finalmente, a presenca do A. thiooxidans, uma espécie altamente eficiente na
oxidacdo do enxofre elementar e geracdo de dcido sulfurico (em geral o pH das culturas dessa
espécie situam-se abaixo de 1,0), também poderd ser importante no processo por aumentar a
acidez pois, conforme ja discutido, a presenca de camadas passivadoras de enxofre ou de jarositas

inibe a oxidag¢do da calcopirita.

5.4.1 pH/Eh

A elevagdo ou diminui¢do dos valores de pH em sistemas de biolixiviacdo pode indicar,
respectivamente, o consumo de dcido pela amostra mineral ou a geracdo do mesmo através das
reacdes bacterianas de oxidacdo do sulfeto. O valor de (Eh) de uma solucdo é a medida da
tendéncia desta solucdo de ser oxidada ou reduzida, isto €, sua habilidade de capturar ou liberar
elétrons. Na presencga da bactéria, o potencial da solu¢do € determinado em fun¢do da razao dos
fons Fe’*/Fe** (Bevilaqua, 1999).

Os resultados da variacdo de pH e do potencial de 6xido-reducdo no periodo dos ensaios de

biolixiviagdo da calcopirita, nas varias condi¢des testadas, podem ser observados nas Figuras 9,
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10, 11, 12 e 13. As figuras 9 e 10 referem-se a esses parametros nos cultivos de A. ferrooxidans-
LR (Figura 9) ndo adaptada ou previamente adaptada ao crescimento em calcopirita (FiguralO).
Em ambos os cultivos, foi utilizada a cisteina nas concentragdes (mol L") de zero (controle) (A),
10° (B) e 107 (C).

Os valores de pH, em ambas as condicdes, apresentaram uma pequena elevacdo nos
primeiros dias de ensaio, ultrapassando, em geral, o valor de 2,5. Foi entdo necessdaria a corre¢ao
desses valores com 4cido sulfirico concentrado para 1,8. Apds essas corre¢des, os valores de pH
se mantiveram praticamente estabilizados ao redor de 1,5 ao longo dos ensaios (64 dias). Apesar
de um dos cultivos de A. ferrooxidans-LR ter sido previamente adaptado (Figuras 10A, B e C),
ndo se nota diferencgas significativas nos valores de pH quando comparado com células nao
adaptadas (Figuras 9A, B e C). Em relagdo aos controles abidticos, nota-se uma tendéncia dos
valores de pH dos cultivos inoculados serem ligeiramente inferiores, porém ndao muito
significativos. A adicdo de cisteina nas duas concentracdes testadas, também ndo provocou
qualquer alteracdo significativa no comportamento dos valores de pH, independente da adaptagdo
ou nido da bactéria a calcopirita.

Em relacdo aos valores do potencial de o6xido-redu¢do obtidos nos ensaios, pode-se
observar pelas mesmas figuras 9 e 10, que a prévia adaptacdo da bactéria ndo determinou
alteragOes significativas, tanto em termos da cinética como também dos valores finais, os quais
situaram-se ligeiramente acima de 500 mV. Como diferenca significativa deve-se salientar os
valores de potencial nos frascos abidticos, os quais ndo ultrapassaram 380 mV nas condic¢des
testadas, evidenciando dessa forma a agdo oxidativa bacteriana sobre o mineral. Em relacdo a
adicdo de cisteina, pode-se notar que na concentracdo de 10~ nos tratamentos inoculados (Figuras
9B e 10B), houve um rdpido aumento dos valores de potencial nos primeiros dias de incubagdo.
Entretanto, nos controles sem cisteina (Figuras 9A e 10A) apesar de uma taxa inicial mais lenta,
houve um progressivo aumento e apos alguns dias esses valores foram semelhantes aqueles dos
tratamentos com a cisteina 10° mol L. A concentracio de 10°, ndo apresentou melhora

significativa no processo oxidativo.
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As figuras 11 e 12 apresentam os resultados de pH e potencial de 6xido-reducdo nos
cultivos de A. ferrooxidans-LR (adaptada e ndo adaptada) na presenca das mesmas concentragdes
de cisteina e com a adi¢do da espécie enxofre oxidante A. thiooxidans, linhagem FGO1. Algumas
poucas diferencas podem ser notadas por essas figuras em relagdo aos cultivos sem a presenca
dessa ultima espécie (figuras 9 e 10). Os valores de pH inicial dos frascos inoculados
apresentaram uma elevacdo menor em relacdo aos ensaios anteriores devido, provavelmente, a
adicdo do in6culo de A. thiooxidans-FGO1 o qual foi cultivado em meio contendo enxofre como
fonte de energia; nesse meio, o valor do pH final da cultura (usada como in6culo) foi préximo de
0,5 o que determinou um pH no dia zero préximo a 1,7. De qualquer forma tanto a cinética como
os valores finais de pH foram muito semelhantes aqueles obtidos na auséncia do A. thiooxidans-
FGOl. Além disso, tanto a prévia adaptacdo como a presenca de cisteina, também ndo
determinaram nenhuma diferenca significativa em relagdo as culturas puras de A. ferrooxidans-
LR, com ou sem adaptacdo e com ou sem cisteina.

Em relacdo ao potencial de 6xido-reducdo pode-se observar pelas figuras 11 e 12 que
diferentemente dos ensaios anteriores (Figuras 9 e 10), sobretudo na presenca de 10~ mol L™ de
cisteina, que a elevacdo dos valores iniciais nos frascos inoculados de cerca de 350 mV para 500
mV, somente ocorreu apds aproximadamente 30 dias de ensaio, enquanto que na auséncia do A.
thiooxidans-FGO1, essa elevacao é muitissimo mais rdpida. Obviamente nos controles abidticos o
potencial manteve-se estivel abaixo dos 400 mV durante todo o ensaio. Novamente, esse
parametro ndo indicou diferengas significativas entre adaptacdo ou ndo e presenca ou nao de
cisteina. A cinética mais lenta na elevacdo do potencial nos cultivos de A. ferrooxidans-LR na
presenca do A. thiooxidans-FGO1, provavelmente decorreu de uma possivel competicio pelo
substrato (calcopirita) entre as espécies. Primeiramente deve ser considerado que o inéculo do A.
thiooxidans-FGO1 (5% v/v) apresenta muito mais células que o indculo do A. ferrooxidans-LR
(também 5% v/v), pois a primeira espécie € cultivada em enxofre e a oxidagdo deste a sulfato
envolve seis elétrons, enquanto que a oxidagdo do fon ferroso para o férrico pela segunda,
envolve apenas um elétron, fato esse que proporciona muito mais ATP para as reacdes de fixacao
de CO, e assim maior biomassa no A. thiooxidans-FGO1. Essa maior biomassa deve aderir-se a
calcopirita sem, contudo, oxidd-la, e assim diminuir a disponibilidade do substrato para o

A.ferrooxidans-LR.
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Foi também realizado um ensaio de biolixivia¢do da calcopirita no qual utilizou-se somente

0 A. thiooxidans-FGO1, também na presenca de cisteina. Os valores de pH obtidos (resultados
nao mostrados) foram semelhantes aos resultados apresentados anteriormente, isto €, estabilizou-
se ap6s alguns dias em cerca de 1,6. Em relacdo ao potencial os valores situaram-se abaixo de
400 mV durante todo o periodo do ensaio (resultados ndo mostrados), como ja esperado pois essa

espécie ndo oxida sulfetos minerais, conforme também demonstrado por Bevilaqua et al. (2002) e

Quiu et al. (2005).
5.4.2 Fe**

Outro parametro de fundamental importdncia no acompanhamento do processo de
biolixiviagdo € a presenca do ion férrico, pois este além de sua propriedade de oxidante dos
sulfetos minerais indica, sobretudo, a atividade de bactérias ferro oxidante, como o A.
ferrooxidans e o L. ferrooxidans. Pode-se observar pela tabela 4 que as concentragdes obtidas ao
longo do ensaio ndo foram muito altas, independente da condi¢do estabelecida. Como
mencionado em materiais e métodos, em nenhuma condi¢do foi adicionada a fonte de energia
(Fe**) e assim o aparecimento do fon férrico, somente apds 20 dias, decorreu apenas da oxidagdo

da calcopirita pela bactéria ou pelas condicdes dcidas da solucdo lixiviante.

Tabela 4 — Concentracdo do Fe’* (mmol L) do ensaio de biolixiviacio da calcopirita na presenca de
diferentes concentracdes de cisteina por A. ferrooxidans-LR, adaptada ou ndo ao crescimento
prévio nesse sulfeto e na presenca ou nao do A. thiooxidans-FGO1.

21 35 64
DIAS
cisteina (mol L) Zero 10” 10° Zero 107 10° Zero 10° 107
AF (NA) 24 24 24 19 32 24 19 32 16
AF (A) 16 24 24 19 24 16 19 24 16
AF (NA) + AT 7 24 10 7 10 6 7 10 6
AF (A) + AT 12 16 12 12 10 10 10 10 6
AT 9 8 6 9 16 5 9 16 5
Controles abiéticos 0 5 4 5 4 5 3 5 5

AF = A. ferrooxidans-LR; AT = A. thiooxidans-FGO1; NA = ndo adaptado; A = Adaptado
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Na presenca do A. ferrooxidans-LR, previamente adaptado ou ndo, obteve-se as
concentracdes mais elevadas do fon férrico (entre 15 e 30 mmol L") o que determinou os
potenciais de 6xido-reducdo mais elevados dos ensaios. A presenca de cisteina também ndo
determinou diferencgas significativas nesse pardmetro avaliado e a presenca do A. thiooxidans-
FGO01, a exemplo dos valores de potencial, aparentemente inibiu a atividade do A. ferrooxidans-
LR pelas possiveis razdes ja discutidas e, assim, a concentragdo do Fe®* foi inferior aos cultivos
puros dessa tultima espécie. O fon ferroso também foi acompanhado, porém em qualquer dos
tratamentos sua concentracao ficou abaixo do limite de detec¢ado pela titulagdo redox. Em relacdo
a0 A. thiooxidans-FGO1 e aos controles abidticos, como j4 era esperado, as concentragdes de Fe®*

no meio foram bem inferiores aos demais tratamentos.

5.4.3 Solubilizaciio do fon Cu**

Tem sido demonstrado que uma adaptacdo prévia da bactéria ao sulfeto mineral pode
exercer um importante papel no aumento das taxas de solubilizacdo dos fons metdlicos, pois
nesse processo as proteinas da parede celular bacteriana e seu metabolismo vao sendo
modificados para adaptar-se a um novo ambiente e garantir a sobrevivéncia da espécie
(ELZEKY; ATTIA, 1995).

A utilizacdo de culturas mistas de A. ferrooxidans e A. thiooxidans sdo exemplos de
consorcios que desenvolvem um importante papel nos processos de solubilizacdo dos sulfetos
metdlicos principalmente por requererem fontes energéticas distintas. Experimentos de Qiu et al.
(2005), mostraram que essas culturas mistas aumentaram o potencial de extragdo do cobre em
relacdo a utilizag@o de culturas puras.

Por outro lado, Wang et al. (2006) estudaram a biolixiviagdo da marmatita [(ZnFe)S] em
frascos agitados utilizando o A. ferrooxidans e o A. thiooxidans e perceberam que utilizando
diferentes tipos de linhagens pode-se obter, também, diferentes graus de oxidac¢do. Na presenca
somente do A. ferrooxidans a atividade oxidativa foi relativamente mais rapida que utilizando
duas espécies juntas; de qualquer forma as duas culturas juntas atingiram a mesma porcentagem
de biolixivia¢do, mas a cinética foi mais lenta.

No presente trabalho, a utilizacdo conjunta de ambas as espécies ndo confirmou tais

resultados da eficiéncia desse consorcio, pois os melhores desempenhos na solubilizacdo do
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cobre foram nos ensaios utilizando cultivo puro, conforme pode ser visto nas figuras 13 e 14, as
quais mostram a evoluc¢io da concentragdo do cobre durante o periodo de realizacdo dos ensaios
de biolixiviacdo da calcopirita, por cultura pura de A. ferrooxidans-LR (figura 13) e na presenca
de A. thiooxidans-FGO1 (figura 14).

Se por um lado a utilizagdo do consércio ndo indicou os resultados mencionados na
literatura, a prévia adaptacdo da bactéria no meio contendo calcopirita parece ter proporcionado
um resultado interessante, pois nessa condi¢cdo ocorre um aumento significativo da concentracao
de cobre apds cerca de 20 dias de incubagdo. A figura 13 (Al, A2 e A3) se refere as curvas de
solubilizagdo do cobre por A. ferrooxidans-LR previamente adaptada, nas concentracdes de
cisteina de zero, 102 e 107 mol L'l, respectivamente, enquanto a mesma figura, porém na série
B1, B2 e B3, mostram os resultados da cultura ndo adaptada previamente. Como pode ser visto,
nos cultivos com a linhagem adaptada na auséncia ou presenca de 10~ mol L' de cisteina (figura
13, Al e A2) a concentragdo final do cobre atinge cerca de 30 mmol L', enquanto que na cultura
ndo adaptada essa concentracdo foi de aproximadamente 20 mmol L' o que representa algo em
torno de 45% a mais de cobre lixiviado. Uma pequena diferenca em relagdo a auséncia de cisteina
e a presenca del0” mol L™ (Figura 13, Al e A2) respectivamente, pode ser observada, porém
sem uma significancia maior. Por outro lado, nos controles abidticos desse mesmo ensaio houve
uma solubilizacdo rdpida de cobre no inicio, da mesma forma que nos inoculados, e que
provavelmente foi determinada pelo ataque 4cido. Apds esse periodo, a concentragdo do cobre
estabilizou-se em torno dos 10 mmol L™, representando 1/3 da solubilizagdo determinada pela
cultura adaptada.

A figura 14 (A e B) ilustra os resultados obtidos no ensaio de biolixiviacdo da calcopirita
pelo consorcio A. ferrooxidans-LR - A. thiooxidans-FGO1. Como mencionado acima, a
solubiliza¢do do cobre foi inferior ao do cultivo puro, tendo atingido um valor abaixo de 20 mmol
L', independente da presenca da cisteina. As consideracdes feitas anteriormente sobre uma
possivel passivacdo da superficie da calcopirita, devido a ades@o das células do A. thiooxidans-
FGOI, parecem também ser vélidas para esse parametro analisado.

Como esperado, a solubilizacdo do cobre no experimento de biolixiviagdo da calcopirita
pela cultura pura de A. thiooxidans-FGO1 apresentou resultados semelhantes ao dos controles
abidticos (figura 15, A, B e C) situando-se bem aquém das solubiliza¢des da cultura adaptada de

A. ferrooxidans-LR.
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Porro et al. (1997), observaram também que o A. thiooxidans nao € capaz de lixiviar

sulfetos insoldveis, assim como no trabalho de Bevilaqua et al. (2002), no qual foi constatado que
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essa espécie também ndo € capaz de oxidar a calcopirita pois esse sulfeto estd inserido na classe
dos polissulfetos, os quais sdo soltiveis em dcido, segundo Sand et al. (2001).

Um potencial importante do A. thiooxidans para a lixiviacdo da calcopirita seria evitar a
acumulacdo da jarosita na superficie do substrato, permitindo, assim, maior dissolu¢do do cobre,
pela manutencdo de um pH adequado na solugdo lixiviante. De acordo com Rawlings et al.
(1999) e Pradhan et al. (2008), a alta taxa de Fe(III)/Fe(II) indicando alto potencial redox, baixo
pH e temperaturas mais elevadas sdo favordveis para os microrganismos na operagdo e fatores
fundamentais para o processo de biolixiviacdo. Plumb ez al. (2008), estudaram a biolixivia¢do de
minério de cobre de baixo teor, utilizando além do A. ferrooxidans e A. thiooxidans, varias outras
culturas como Leptospirillum ferrooxidans, L. ferriphillum etc., em diferentes temperaturas,
observando a cooperacao dessa mistura nos valores finais de lixiviagao.

Entretanto, no presente trabalho, mesmo considerando que os valores de pH permaneceram
relativamente baixos (~1,6) em todas as condi¢des estudadas e que a jarosita nao foi
apropriadamente detectada (a ser discutido mais adiante) os rendimentos finais de solubilizacdo
do cobre nao foram muito expressivos. A tabela 5 mostra esses rendimentos nas varias condi¢des
avaliadas. Como pode ser visto e analisando sob um ponto de vista global, os rendimentos dos
cultivos adaptados apresentaram valores da ordem de 30% enquanto que os ndo adaptados em
torno de 20-22%, exceto na presenca de cisteina 10° mol L' o qual atingiu 27%. Entretanto a
presenca dessa concentragcdo do aminoicido e mesmo na concentragdo inferior, ndo determinou
resultados consistentes e reprodutiveis. Nos cultivos com o A. thiooxidans-Fg01 e nos controles
abidticos, os rendimentos finais situaram-se, respectivamente, em torno de 18 e 15%.

De qualquer forma, foi evidente a diferenca entre os cultivos de A. ferrooxidans-LR dos
cultivos de A. thiooxidans-FG0O1 e dos controles abidticos. Também pode-se considerar como
razoavelmente expressiva a diferengca entre os cultivos adaptados previamente e aqueles ndo
adaptados.

Foi demonstrado por Bevilaqua ef al. (2002) que o A. ferrooxidans foi capaz de utilizar a
calcopirita como fonte de energia e solubilizar fons cobre. No entanto a biossolubilizacdo
alcancada depois de 56 dias de ensaio, foi em torno de 50% de rendimento, também utilizando
uma cultura previamente adaptada ao crescimento em calcopirita a 2,5% (m/v) de concentragao.

Assim, se o A. ferrooxidans, utilizado como inéculo nos experimentos de biolixiviagdo,

fosse submetido a um tempo de adaptacdo maior e a quantidade de calcopirita tivesse sido
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aumentada progressivamente até atingir a densidade de polpa utilizada no ensaio (2,5%)

possivelmente poderia ocorrer uma solubiliza¢do mais expressiva do metal.

Tabela 5 — Valores finais do rendimento de solubilizagido de cobre obtidos no ensaio de biolixiviagdo da
calcopirita na presenca de diferentes concentracdes de cisteina por A. ferrooxidans-LR,
adaptada ou ndo ao crescimento prévio nesse sulfeto, na presenca ou nao do A. thiooxidans-

FGO1 e por essa tltima espécie, bem como dos controles abidticos.

Condicao experimental

Extracao final do

cobre (%)

A.ferrooxidans (adaptada) sem cisteina 32,2
A.ferrooxidans (adaptada) cisteina 107 36,6
A.ferrooxidans (adaptada) cisteina 10° 26,6
A.ferrooxidans (ndo adaptada) sem cisteina 22,2
A.ferrooxidans (ndo adaptada) cisteina 10” 21,1
A.ferrooxidans (ndo adaptada) cisteina 10™ 27,7
Cultura Mista  (adaptada) sem cisteina 20

Cultura Mista  (adaptada) cisteina 107 18,8
Cultura Mista  (adaptada) cisteina 107 20

Cultura Mista (nao adaptada) sem cisteina 22,2
Cultura Mista  (ndo adaptada) cisteina 107 20

Cultura Mista  (ndo adaptada) cisteina 107 22,2
A. thiooxidans  sem cisteina 17,7
A. thiooxidans  cisteina 107 16,6
A. thiooxidans ~ cisteina 107 18,8
Controle abidtico sem cisteina 13,3
Controle abidtico cisteina 107 15,5

Controle abidtico cisteina 107

15,5
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5.4.4 Analise dos residuos

Durante a biolixiviagdo dos sulfetos minerais as caracteristicas dos compostos sélidos sdo
alteradas, podendo ocorrer o aparecimento de novas fases (amorfas ou cristalinas) em fun¢do do
aumento da concentracdo de numerosos elementos no meio lixiviante ou o desaparecimento de
minerais presentes na amostra original. Os residuos desses ensaios foram submetidos a andlises
por microscopia eletronica de varredura, microscopia eletronica de transmissao e por difracdo de

raios-X.

5.4.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Como citado anteriormente no item 4.8.2, essa técnica permite uma observacao geral do que
ocorreu no processo de biolixiviagdo da calcopirita. Pode ser visto pela figura 16 (A, B, C, e D)
que as caracteristicas do residuo do controle abiético (Figura 16A) em relagdo aos tratamentos
inoculados com A. ferrooxidans-LR adaptada (Figura 16B) ou ndo adaptada (Figura 16C) e a
calcopirita original (Figura 16D) tornaram-se muito diferentes ap6s o periodo de incubagdo.
Enquanto que no controle abidtico assim como no sulfeto original, pode-se observar facilmente
os graos do mineral utilizado nos ensaios, nas condi¢des inoculadas, tanto com células adaptadas
ou ndo do A. ferrooxidans-LR, essa visualizacdo € praticamente impossivel. Nota-se a formacgao
em ambos os casos de um material de cor esbranquicada recobrindo o mineral lixiviado. Esse
“precipitado” foi observado também nas outras condi¢des experimentais (resultados ndo

mostrados).

5.4.4.2 Microscopia eletronica de transmissao

Com os mesmos residuos sélidos do ensaio de biolixiviagdo da calcopirita, na auséncia de
cisteina, foram feitas andlises por microscopia eletronica de transmissdo. A figura 17 mostra os
resultados do residuo do controle abidtico (17-A) e do inoculado com A. ferrooxidans-LR
previamente adaptado (17-B).

Pode-se verificar que o residuo sélido referente ao controle abidtico do experimento ndo
apresenta cristalinidade e suas particulas apresentam-se na forma de aglomerados de tamanhos

diversos. Por outro lado o residuo do tratamento inoculado apresenta cristais (indicados pelas
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setas) os quais podem ser atribuidos a jarosita. Em estudos prévios realizados em nosso

laboratorio a andlise desse tipo de precipitado identificou esse mineral.

Figura 16 — Microscopia eletronica de varredura dos residuos do ensaio de biolixiviacdo apds 64
dias (sem cisteina). (A) controle abidtico; (B) A. ferrooxidans-LR (adaptada); (C) A.
ferrooxidans-LR (ndo adaptada).
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Figura 17 - Fotomicrografias eletronicas dos residuos do controle abidtico (A) e do inoculado
com A. ferrooxidans-LR previamente adaptado apds 64 dias de lixiviacdo da
calcopirita. As setas mostram precipitados aciculares nanométricos.

A andlise por EDX desses precipitados é mostrada na figura 18. Pode-se observar a
presenca de fosforo, ferro e cobre como elementos majoritarios e de enxofre e potdssio como

minoritdrios. A presenca de cobre pode ser decorrente da separacdo nao muito eficiente dos
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cristais (utiliza-se o ultrasom) e assim micro-cristais de calcopirita podem ter sidos analisados

concomitantemente. A presenca de fésforo pode indicar também precipitados de ferro e fosfato.
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Figura 18 — EDX dos precipitados aciculares do residuo da biolixivia¢do de 64 dias na presenca
de A. ferrooxidans-LR adaptada e sem cisteina.

5.4.4.3 Difracao de raios-X

A difrac@o de raios-X tem sido largamente utilizada para a caracterizacao dos produtos
minerais da fase sélida de estudos, ou mesmo de processos, de biolixiviacdo e de processos
geoquimicos, entre outras aplicacdes (AHONEN; TUOVINEN, 1993; GARCIA et al., 1995a,
1995b, 2007; BIGHAM et al., 1996; BEVILAQUA et al., 2002; McDONALD & MUIR, 2007).
Esse tipo de informacdo, associada aos resultados dos parametros fisico-quimicos das solucdes
lixiviantes, pode colaborar na interpretacio dos fendmenos e mecanismos envolvidos nos
processos mencionados.

Da mesma forma que para as andlises anteriores, foram utilizados os residuos dos controles

abidticos e do frasco inoculado com A. ferrooxidans-LLR, na auséncia de cisteina e de A.
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thiooxidans-FGO1, dos ensaios de biolixiviagdo da calcopirita. Os resultados da amostra original
de calcopirita e do residuo da biolixivia¢do obtidos estdo mostrados na figura 19.

A amostra original contém como pico majoritdrio, obviamente de calcopirita e como picos
minoritdrio, hidroxiapatita [Cas(PO4)(OH)], quartzo (Si0O,) e gipsita (CaS0O4.2H,0). No residuo
do frasco inoculado, bem como em todos os outros residuos, inclusive dos controles (dados nao
mostrados), somente uma nova fase cristalina foi detectada nos difratogramas, a bruxita
(CaHPO4.2H,0), além da intensificacio da hidroxiapatita e gipsita. Nao foi observada a
formacao de jarositas ou enxofre em qualquer dos residuos de lixiviagdo. Bevilaqua et al. (2002)
estudando a biolixiviagdo do mineral calcopirita detectaram, apds 58 dias de ensaio, o
aparecimento de jarosita e enxofre como principais produtos formados durante a dissolucao
oxidativa desse mineral. Os minerais hidroxiapatita e bruxita ndo foram detectados nesse
trabalho.

Considerando que se trata de mineral natural, e ndo sintético, a presenca de outros minerais
como contaminantes poderdo determinar o padrao dos residuos. Nesse estudo de Bevilaqua et al.
(2002) nao foi reportada a presenca de cédlcio na amostra original, enquanto que na amostra
utilizada neste trabalho, a presenca de calcio foi significativa (7%) o que pode explicar a presenca
de bruxita no residuo e a elevagcdo dos picos de hidroxiapatita. O fosforo presente nesses
minerais pode ser oriundo do meio de cultura (T&K) ou da prépria amostra mineral.

Como pode ser visto ainda na mesma figura (19-2) ndo foi possivel detectar a presenca de
picos de jarosita e de enxofre no presente trabalho, a exemplo dos resultados obtidos por
Bevilaqua er al. (2002). Entretanto, nesse trabalho os autores adicionaram o ion ferroso como
fonte adicional de energia, o qual, apds alguns dias, foi oxidado ao ion férrico. Nessa condicao
mais drastica, em relagdo a este trabalho, ocorreu a formacdo em niveis detectdveis a DRX de
enxofre e jarosita. De qualquer forma, o exame por microscopia de transmissdo eletrOnica

indicou, provavelmente, a presenga de jarosita nos residuos dos tratamentos inoculados.
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Figura 19 — Difratogramas dos residuos de calcopirita no controle abidtico (1) e na presenga de
A. ferrooxidans-LR adaptado (2). (B) Brushita; (H) Hidroxiapatita; (Q) Quartzo; (C)
Calcopirita; (G) Gipsita.
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6. CONCLUSAO

Como principais conclusdes desse estudo pode-se citar:

Tanto nos ensaios respirométricos utilizando o fon ferroso ou a calcopirita como
substrato, como nos estudos de crescimento do A. ferrooxidans-LR em meio de
cultura, ambos na presenca de cisteina, as concentracdes de 10” ¢ 10” mol L™
mostraram uma tendéncia de induzir velocidades iniciais de oxidagdo dos substratos
mais elevadas, enquanto que a concentracdo de 10" mol L mostrou uma inibicdo

na atividade oxidativa da bactéria.

Em relagdo aos experimentos de biolixiviacdo, os pardmetros pH, Eh e Fe’* na
presenga de cisteina e do A. thiooxidans-FGO1, nd3o mostraram diferencas

significativas em relacdo aos tratamentos sem a adi¢do de ambos.

Os valores de pH mostraram em todos os tratamentos uma tendéncia a se elevar
inicialmente, devido ao consumo pela ganga. Apds uma correcdo com acido

sulftrico, houve a estabiliza¢ido do pH por volta de 1,6.

Como diferenca interessante observada, pode-se afirmar que os cultivos puros A.
ferrooxidans-LR pré-adaptados foram mais eficientes na elevacdo inicial do
potencial de 6xido-reducdo para valores superiores a 500 mV (eletrodo combinado
de Pt x Ago AgCl KCI 3M), enquanto que nos outros tratamentos essa elevacdo
somente foi detectada apos cerca de 20 dias. Os controles abidticos e a cultura pura
de A. thiooxidans-FGO1 ndo ultrapassaram 400 mV (eletrodo combinado de Pt x

Ag’ AgCl KCI 3M), independente da adi¢io ou nio de cisteina

Em termos gerais pdde-se detectar uma diferenca de extragdo de cobre nos cultivos
adaptados de A.ferrooxidans—LR, os quais alcancaram aproximadamente 30%,
enquanto que aqueles com culturas ndo adaptadas ou com a presenca de A.
thiooxidans-FGO1, mostraram extracdes entre 20 e 25%. A presenca de cisteina ndo
promoveu taxas ou extragdes finais mais elevadas em qualquer cultivo. Nos
controles abidticos a extracdo final de cobre situou-se ao redor de 15%, mostrando

que na presenca do cultivo adaptado a extragdo foi 100 % maior.
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Em relagdo aos residuos dos experimentos, ndo se observou a formacao de jarosita,
nem enxofre por DRX em nenhum dos tratamentos; porem, a andlise por
microscopia eletrobnica de transmissdo indicou a presenca de jarosita;
provavelmente a sua concentra¢io ao término dos ensaios foi inferior ao limite de

deteccdo pela DRX.

Hidroxiapatita e bruxita foram detectados em todos os residuos e podem ser

atribuidos a presenga de cdlcio em quantidade aprecidvel na amostra original.
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ANEXO

Anexo 1- Tolerancia do A. ferrooxidans a diferentes metais pesados — Cabrera, Gémez e Cantero
(2005)

Bactéria Metal MTC referéncia
pesado (g/L)
Cr(IID) 0.52 SISTI, ALEGRETTI,
DONATI, 1998
0.78 WONG, SILVER,
KUNSHNER, 1982
3.9 BAILLET ET AL., 1998
Cu(1l) 0.6-10 LEDUC, FERRONI,
TREVORS, 1997
19 BOYER, MAGNIN,
OZIL, 1998
16 GARCIA, SILVA, 1991
10 DAS, MODAK,
A NATARAJAN, 1997
ferrooxidans 5 BRAHMAPRAKASH ,
ET AL., 1988
Cd(n) 5.6 BAILET, MAGNIN,
CHERUY, 1997
1.12 IMAL ET AL., 1975
Zn(1) 40 KONDRATYEVA, ET
AL., 1995
40 DAS, MODAK,
NATARAJAN, 1997
Ni(II) 0.6-9.4 LEDUC, FERRONI,
TREVORS, 1997
6.3 DOPSON ET AL., 2003
10 HUBER, STETTER,

1990.
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