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RESUMO

O desenvolvimento tecnologico dos setores industriais associados a mineragdo ¢ metalurgia vem
crescendo nas ultimas décadas devido a busca incessante por melhorias na qualidade de vida. Se
por um lado a demanda por metais € crescente, por outro, a industria de mineracdo esta diante da
problematica em relacdo ao esgotamento das reservas. Isso impoe a necessidade de se extrair
metais a partir de minérios de baixos teores e também de rejeitos industriais. Para tanto sdo
necessarios processos que exijam baixos custos de investimento e de operagdo para que a extragio
se torne viavel economicamente, ¢ a biolixiviagdo € a tecnologia que aparece como a principal
alternativa diante dos processos convencionais. O cobre tem sido um dos metais mais importantes
por mais de cinco mil anos, devido a suas propriedades e formacdo de ligas metalicas. O cobre ¢
um dos metais de maior interesse econdmico. Cerca de 70% deste metal ¢ encontrado na natureza
na forma de calcopirita (CuFeS»). E o mineral mais abundante entre todos os tipos de minérios de

sulfeto de cobre. A biolixiviagdo de cobre a partir de calcopirita ¢ considerada mais econdmica e
ambientalmente sustentavel que o processo convencional pirometalurgico, especialmente quando
os minérios de sulfeto de cobre estdo presentes em baixo teor. No entanto, a taxa de oxidagdo
lenta bacteriana continua a ser um grande problema para ser resolvido na biolixiviacdo. Sendo
assim, estratégias para melhorar a atividade bacteriana na superficie do sulfeto mineral tém sido
amplamente exploradas por muitos autores. Recentemente a adicdo de substincias de origem
bioldgica como os aminoacidos também tem sido um fator testado em ensaios com o objetivo de
melhorar o desempenho do processo, como a L-cisteina, um aminoacido importante sulfuroso que
despertou grande interesse devido a sua capacidade de acelerar o processo de biolixiviagdo. O
principal microrganismo envolvido neste processo ¢ a Acidithiobacillus ferrooxidans, bactéria
mesofila capaz de obter energia a partir da oxidacdo de ions ferrosos e de compostos de enxofre
reduzidos. Além dessa, a Leprospirillum ferrooxidans, também mesofila e capaz de obter energia
apenas a partir de oxidagdo de ions ferrosos. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar estas diferentes espécies bacterianas isoladas e em consorcio quanto a capacidade
de solubilizarem cobre a partir da calcopirita e avaliar a melhora da eficiéncia do processo com a
adicdo de cisteina no meio. Foi realizado um ensaio prévio de oxidacdo de ions ferrosos na
presenca de cisteina para determinar a concentrag@o inibitéria do aminoacido para o crescimento
das linhagens. Posteriormente realizou-se o ensaio de biolixiviagdo em frascos agitados a 150
rpm, 30 °C, na presenca de 2,5% (m/m) de calcopirita em meio T&K, 5% (v/v) do indculo ¢ 107
mmol.L" de cisteina. Avaliando a influéncia dos consércios e das espécies isoladas no processo,
determinou-se que os frascos que continham a bactéria At. ferrooxidans — LR adaptada
apresentaram as maiores porcentagens de recuperagdo (23,2%), ap6s 35 dias de ensaio. Os
sistemas abioticos apresentaram uma recuperagdo infima de cobre, chegando a apenas 6%, em um
potencial médio de 350 mV (Ag/AgCl). A adicdo de cisteina promoveu aumentos na recuperagao
de cobre, comparado a mesma condi¢do na auséncia de cisteina. Foram detectadas diferencas na
extragdo de cobre nas diferentes condi¢des inoculadas estabelecendo-se a seguinte ordem
decrescente: At. ferrooxidans — LR + cisteina (25,3%) > At. ferrooxidans — LR > mutante +
cisteina > L. ferrooxidans + cisteina > mutante > L. ferrooxidans (18,0%). Por fim uma analise
estatistica foi realizada para determinar a correlagdo entre os parametros estudados, pH, Eh ¢
[Fe*"]/[Fe*"] e a solubilizagdo de cobre para cada microrganismo. Os resultados indicaram uma
alta correlacdo (>75%) em 85% dos casos, onde para a bactéria At. ferrooxidans a maior
correlagdo encontrada foi ao parametro [Fe’']/[Fe’’] e diferentemente para a bactéria L.
ferrooxidans que a maior correlagdo foi a que relacionou a solubilizacdo com o pH.

Palavras-chave: Biolixiviagdo. Calcopirita. Cisteina.



ABSTRACT

Technological development of mining and metallurgical industries has increased in recent decades
due to constant search for improving life quality. Mining industries are now facing an issue
related to the depletion of reserves since the demand for metals is growing progressively year
after year. Therefore, he need of extracting metals from low grade ores and industrial wastes
become an important key to this sector. For this purpose, processes that require low investment
and low operating costs for metal extraction are preferentially used for being economically
feasible compared to conventional processes. Bioleaching is one of the main alternative
technologies for extracting metals, such as copper one of the most important metals for over five
thousand years, due to its properties and formation of metal alloys. Copper is one of the largest
economic interest metals. About 70% of this metal is found in nature as chalcopyrite (CuFeS,).
This is the most abundant mineral among all types of copper sulfide ores. Copper bioleaching
from chalcopyrite is considered more economically and environmentally sustainable than
conventional pyrometallurgical processes. The main microorganisms involved in this process are
the well-known Acidithiobacillus ferrooxidans, mesophilic bacteria capable of using ferrous ions
and reduced sulfur compounds as energy source through oxidative reactions Leptospirillum
ferrooxidans also mesophilic and able to oxidize ferrous ions as energy source. The addition of
carbohydrates, proteins and other substances of biological origin has also been a factor tested in
assays aiming to improve the performance of the process. In this context, this study aimed to
evaluate the ability to solubilize copper from chalcopyrite mediated by both A¢. ferrooxidans and
L. ferrooxidans separately and combined, as a consortium. Besides, to evaluate the efficiency of
the process adding cysteine in the growth medium. A previous study of oxidation of ferrous ions
in the presence of cysteine was performed to determine the inhibitory concentrations for the
growth of the strains. In general, bioleaching tests were performed in shake flasks at 150 rpm, 30
°C, in the presence of 2.5% (w/v) of chalcopyrite in T&K medium, 5% (v/v) inoculum and 107
mmol.L™ of cysteine. Evaluating the influence of the consortia and species isolated in the process,
it was determined that the vials containing the At. ferrooxidans - LR adapted showed the highest
recovery percentages (23.2%) after 35 days. Abiotic systems showed a negligible recovery of
copper, reaching only 6% in an average potential of 350 mV (Ag / AgCl). The addition of
cysteine promotes an increase in copper recovery compared to the same condition in the absence
of cysteine. Differences were detected in the copper extraction in different conditions inoculated
by establishing the following descending order: At. ferrooxidans - LR + cysteine (25.3%) > At.
ferrooxidans - LR (23.5%) > mutant + cysteine (23.0%)> L. ferrooxidans + cysteine (20.3%)>
mutant (20.0%)> L. ferrooxidans (18.0%). Finally a statistical analysis was performed to
determine the correlation between the parameters studied, pH, Eh and [Fe*']/[Fe*'] and copper
solubilization for each microorganism. The results showed a high correlation (>75%) in 85% of
cases, where for bacteria At. ferrooxidans the highest correlation was found to the parameter
[Fe*']/[Fe*'] and differently for the bacteria L. ferrooxidans the highest correlation it was related
to the solubilization pH.

Keywords: Bioleaching. Chalcopyrite. Cysteine.
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1 INTRODUCAO
1.1 Biolixiviacio: CONTEXTUALIZACAO

Atualmente a demanda por metais ¢ crescente devido ao desenvolvimento da industria
em geral, principalmente a metalurgica e siderargica, para a producdo de artefatos metalicos,
assim com o consumo crescente pela sociedade.

Estudos vém sendo realizados no sentido de recuperar esses metais a partir de jazidas
de minérios de baixo teor e também de materiais como aguas residuais, residuos industriais e
eletronicos. A demanda mundial crescente por niquel e cobre gerou interesse no
desenvolvimento de novos processos adequados para minérios complexos de baixo teor. Para
tanto sdo necessarios processos que demandem baixos custos de investimento e de operacao
para que a extragdo se torne viavel economicamente.

Biomineracdo ¢ o termo genérico usado para descrever tecnologias que utilizam
sistemas biologicos (principalmente microrganismos procariotos) para facilitar a extracdo e
recuperacao de metais a partir de minérios e materiais residuais (JOHNSON, 2014).

A biolixiviagdo, processo que utiliza microrganismos para a extra¢do de metais a partir
de minérios, ou rejeitos de baixos teores se apresenta como a principal alternativa aos
processos convencionais.

Neste processo ndo ¢ necessario a utilizagdo de grandes quantidades de acidos ou
agentes oxidantes, pois a propria bactéria produz tais agentes a partir de substratos presentes
no proprio minério, além da vantagem do baixo requerimento de energia, baixo investimento,
redu¢do da necessidade de mao de obra especializada e a ndo polui¢do atmosférica, por ndo
emitir SO,, como no processo pirometaltrgico convencional (BEVILAQUA, 1999). E um
campo multidisciplinar envolvendo a hidrometalurgia, processamento mineral, quimica, meio
ambiente e microbiologia (AKCIL, 2004).

Atualmente ndo ¢ apenas uma tecnologia promissora, mas sim, uma alternativa
econdmica real para o tratamento de minérios com minerais especificos. No entanto,
viabilizar microrganismos que se adaptem e que demonstrem melhor desempenho nesse
processo ainda ¢ uma constante busca pelos estudiosos para que no futuro possam ser
empregados comercialmente (ACEVEDO, 2002).

A biolixiviagdo de minérios primarios, como a calcopirita (CuFeS,), ainda ¢ um
desafio para as empresas mineradoras e os pesquisadores da area. Ocorre a formagdo de uma

camada sobre a superficie da calcopirita em temperatura ambiente que consiste em enxofre
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elementar, sulfetos de cobre secunddrios e jarositas. Esta camada atua como uma barreira de
difusdo e essencialmente protege a superficie da calcopirita de reacdes oxidativas por
bactérias e oxidantes quimicos (BEVILAQUA et al., 2013).

Neste contexto, o estudo deste mineral explorando alternativas microbiologicas e de
processo ¢ fundamental para o avango do conhecimento e futura aplicacdo comercial desta

que atualmente ¢ a principal fonte de cobre no mundo.

1.2 Cobre e a Industria Mineral Brasileira

O cobre ¢ essencial para a vida moderna, um elemento substancial para a vida
cotidiana. Transporta eletricidade e agua limpa para as cidades e d4 um importante contributo
para o desenvolvimento sustentdvel. Faz parte de grande porcentagem da Industria
Metalurgica devido a sua alta ductilidade, maleabilidade, condutividade térmica e elétrica, e
resisténcia a corrosdo (COPPER DEVELOPMENT ASSOCIATION Inc., 2015).

O cobre tem sido um elemento muito importante para o homem desde tempos pré-
histéricos. Na verdade, uma das principais "idades" ou estdgios da historia humana ¢ nomeado
para uma liga de cobre, bronze. Cobre e suas muitas ligas tém um importante papel
desempenhado em muitas civilizagdes, desde os antigos egipcios, romanos até as culturas
modernas em todo o mundo (COPPER DEVELOPMENT ASSOCIATION Inc., 2015).

Durante os ultimos anos, o cobre tem sido um metal dominante, desde radiadores de
aluminio até a fibra optica em telecomunicacdes. A obtencao de cobre tem sido realizada por
duas formas: extraido do minério e reciclado de residuos (sucata) (MOSKALYK;
ALFANTAZI, 2004).

As reservas mundiais de cobre sdo de 690 milhdes de toneladas e as reservas
brasileiras de cobre sdo de 17,3 milhdes de toneladas, distribuidas por varios estados (Tabela

1), mas concentrados principalmente no Para.
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Tabela 1 - Distribuicao pelos estados das reservas brasileiras de cobre

ALAGOAS 2,95%
BAHIA 3,79%

GOIAS 7,92%
MINAS GERAIS 0,02%
MATO GROSSO 0,05%
PARA 84,99%

RIO GRANDE DO SUL 0,19%
SAO PAULO 0,10%

Fonte: Instituto Brasileiro de Mineragao, (2012)

A industria mineral brasileira registrou ao longo da ultima década crescimento
vigoroso gragas a fatores como as profundas mudancas socioecondmicas e de infraestrutura
que o pais tem vivenciado, muito embora a atividade mineral tenha sofrido reducdo em suas
expectativas em razdo da crise internacional. Esse crescimento ¢ impulsionado pelo processo
de urbanizacdo em paises emergentes com expressivas areas territoriais, alta densidade
demografica e alto PIB (Produto Interno Bruto), como os BRICs (Brasil, Russia, India e
China), os quais, coincidentemente, sdo de grande importancia para a mineracdo mundial.
(INSTITUTO BRASILEIRO DE MINERACAO, 2012)

A partir de 2000, o aumento da demanda por minerais, principalmente pelo elevado
indice de crescimento mundial, impulsionou o valor da Produ¢@o Mineral Brasileira (PMB),
que em uma década apresentou crescimento significativo. Com o processo de urbanizagdo € o
fortalecimento das economias mundiais, estima-se que a PMB continuara crescendo nos
proximos anos. Em volume (tonelagem), o Brasil tem aumentado a producgdo de seus bens

minerais como mostra-se a Figura 1 (INSTITUTO BRASILEIRO DE MINERACAO, 2015).
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Figura 1 - Evolugao da Produ¢dao Mineral Brasileira (PMB).
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Fonte: Instituto Brasileiro de Mineragao (2015)

A produgdo da indéstria extrativa mineral, medida pelo Indice de Produgio Mineral
(IPM), em 2014 apresentou crescimento de 7,9% quando comparada a 2013. Esse
comportamento positivo ocorreu principalmente em funcdo da producdo de minério de ferro,
que apresentou aumento de 9,1% no ano de 2014. Outras substancias minerais atuaram

positivamente no setor, € o cobre alcanga o terceiro lugar com +15,1% (BRASIL, 2014).

O maior consumidor do minério de cobre ¢ a industria metalurgica, principalmente
como fornecedora da area de construcdo civil e de cabos e fios (Figura 2). A demanda por
cobre para a produgdo de fios e cabo deve crescer 39% até 2016 no Brasil, podendo atingir
295 mil toneladas do metal por ano ao final do periodo (INSTITUTO BRASILEIRO DE
MINERACAO, 2012).
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Figura 2 - Consumo Mundial de Cobre — 2011.
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Fonte: Instituto Brasileiro de Mineragao(2012).

Estima-se que 15% de cobre, 5% de ouro e pequenas quantidades de outros metais
(por exemplo, niquel e zinco) sdo atualmente produzidas utilizando a biolixivia¢ao
(BRIERLEY; BRIERLEY, 2013). O processo também ¢ utilizado em algumas minas ativas e
abandonadas para recuperar metais a partir de rejeitos e de drenagem 4cida de minas

(JOHNSON, 2014).

1.3 Mineral: Calcopirita

A principal fonte de metais ndo ferrosos para o uso industrial sdo os sulfetos minerais
encontrados na natureza. Dentre eles, o cobre tem sido um dos metais mais importantes por
mais de cinco mil anos, conforme destacado anteriormente.

Os minerais de sulfeto de cobre sdo amplamente classificados como sulfetos de cobre
primarios e secundarios, com base na geologia do deposito de minério. A biolixiviagdo ¢é
amplamente utilizada na lixiviacdo de minerais de sulfeto de cobre secundario, porque estes
minerais sdo altamente passiveis de solubilizagdo por microrganismos. A biolixiviagdo de
sulfetos de cobre primério ¢ uma tecnologia emergente, devido a estes minerais serem

altamente refratarios ¢ ndo solubilizarem bem sob condi¢cdes ambientes. Devido a isso
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inimeros trabalhos tém sido desenvolvidos para um aprimoramento dessa tecnologia
(BRIERLEY; BRIERLEY, 2013).

A calcopirita (CuFeS,) ¢ o mineral mais abundante entre todos os tipos de minérios de
sulfeto de cobre (MARHUAL et al., 2008), e também o mais explorado na recuperagdo desse
metal. Sua célula unitaria ¢ composta por quatro atomos de cobre, quatro atomos de ferro e
oito atomos de enxofre. Cada dtomo de enxofre ¢ coordenado por um tetraedro de atomos de
metais (dois atomos de ferro e dois 4&tomos de cobre), enquanto cada metal ¢ coordenado por
um tetraedro de atomos de enxofre ligeiramente deslocados. A estrutura do cristal consiste

relativamente em um arranjo tetragonal simples (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura da calcopirita.

Fonte: Cordoba et al. (2008)

O estado de oxida¢do mais comum da calcopirita é Cu'Fe’ +(Sz')2 com a possibilidade
de variar seu estado de oxidagdo para Cu®'Fe*’(S%), (Li, Y. et al., 2013). Apresenta uma
cinética de oxidagdo extremamente lenta, e devido a isso ainda ndo existe aplicagdo comercial
usando bioprocessos na industria, por isso ha uma necessidade de compreender melhor a
cinética e o mecanismo de lixiviagdo de calcopirita para a implementacdo da lixiviagdo
hidrometalurgica industrial bem sucedida (AHMADI et al., 2011).

Tradicionalmente, o minério de calcopirita ¢ fragmentado e concentrado através da
flotagdo e tratado posteriormente, usando métodos pirometalurgicos. No entanto, estes
procedimentos sdo dispendiosos e causam polui¢do atmosférica através da descarga de
didxido de enxofre (SO;), que ¢ toxico (DIMITRIJEVIC et al., 2009). Embora atualmente
existam filtros que s3o empregados para recuperar parte do didoxido de enxofre para a
formagao de 4cido sulfurico.

A biolixiviagdo de cobre a partir de calcopirita ¢ considerada mais econdomica e

ambientalmente sustentdvel que o processo convencional pirometalurgico, especialmente
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quando os minérios de sulfeto de cobre estdo presentes em baixo teor (<1,0%) (PRADHAN et
al., 2008). Apesar de haver aplicagdes industriais deste processo para minerais secundarios de
cobre, como por exemplo covelita (CuS), calcocita (Cu,S) e bornita (CusFeS,), para a
calcopirita ainda ndo se tem esta alternativa.

A dissolucdo da calcopirita ocorre por ataque bacteriano, que pode ser observado na
equagdo 1. Além disso, ocorre também a lixiviagdo quimica na qual o sulfato férrico formado
na oxidagdo do sulfeto pela bactéria, oxida diretamente a calcopirita, solubilizando o metal de
interesse (cobre) e produzindo Fe** e S°, como apresentado na equagdo 2, estes que
posteriormente sdo oxidados pela bactéria com produgio de Fe’* e acido sulfiirico (equagdes 3

e 4) (BEVILAQUA; GARCIA JUNIOR, 2005).
2CuFeS,+ 8,,0,+ H,S0,-> 2CuSO,+ Fe,(SO,);+ H,O (Equacio 1)
CuFeS,+ 2Fe,(SO,);-> CuSO, + 5FeSO,+ 28’ (Equacio 2)

2Fe*'+ 2H'+ 1/20,-> 2Fe’ "+ H,0 (Equagdo 3)

28%+ 30,+ 2H,0 -> 2H,S0, (Equagio 4).

Devido ao grande interesse comercial e industrial da calcopirita muitos trabalhos vém
sendo desenvolvidos para aprimorar a eficiéncia do processo de biolixiviagdo e torna-lo mais
favoravel economicamente para a obtencdo de cobre (AKCIL et al., 2007, AHMADI et al.,
2011; BEVILAQUA et al., 2014; LI, Y. et al., 2015; LIANG et al., 2015).

Gericke et al. (2010) analisaram neste estudo estratégias de controle de potencial na
biolixiviagdo com o objetivo de aumentar significativamente as taxas de lixiviacdo de cobre a
partir de concentrados contendo calcopirita, usando termoéfilos moderados a 45 °C. O
processo desenvolvido alcangou uma lixiviagdo seletiva e de alta velocidade, deixando um
residuo quase inteiramente de pirita. E evidente a partir do estudo que a dissolucdo de
calcopirita ¢ favorecida a um nivel de potencial redox cerca de 420 mV em relagdo a
lixiviagdo em cerca de 600 mV, enquanto o reverso ¢ verdadeiro para a pirita.

Donget al. (2013) em um estudo comparativo sobre a biolixiviagdo, biossor¢do e
passivagdo de minerais de sulfeto de cobre, demonstraram que a calcopirita foi o mineral mais
dificilmente biolixiviado entre os minerais estudados.

Liu et al. (2015) estudaram o efeito da concentragdo de magnésio na biolixiviacdo de
calcopirita, concluindo que com altas concentragdes de Mg na coluna de biolixiviagdo, as

bactérias dificilmente mantem uma atividade de oxidacdo alta, e a extragdo de cobre ¢
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severamente inibida. Sendo assim algumas modificagdes operacionais devem ser realizadas
em processos para biolixiviagdo de rejeitos que possuam alta concentracdo deste metal
(Mg™).

Recentemente, as pesquisas sobre a estrutura da comunidade microbiana em
biolixivia¢do de calcopirita t€ém sido amplamente relatadas devido a estreita correlagdo com a
eficiéncia de biolixiviacdo. (YU et al., 2014; PANDA et al., 2015)

Yu et al. (2014) analisaram a mudanca da comunidade microbiana na biolixiviagdo de
calcopirita sob o ajuste de diferentes valores de pH por eletroforese em gel, demonstrando
maior concentragdo desses microrganismos em valores de pH extremamente acidos (pH<2,0).

Panda et al. (2015) analisaram o estado atual da biolixiviacdo de calcopirita, com
informagdes para a compreensdo da diversidade microbiana do processo. Além disso,
relataram futuras aplicacdes para setores industriais com os progressos relacionados aos
problemas de passivacdo e fatores ambientais.

Acredita-se que a ecologia microbiana esta intimamente associada com os parametros
bioquimicos chaves na biolixiviagdo (JOHNSON, 2014; VARDANYAN et al., 2015).
Johnson (2014) descreveu os microrganismos € 0os mecanismos envolvidos nas operagdes de
biomineragdo comercial, como a tecnologia que se desenvolveu nos ultimos cinquenta anos e
discutiu os desafios e oportunidades para a biotecnologia no século XXI. Embora exista ainda
uma série de desafios ndo resolvidos em biomineragdo convencional, como por exemplo, a
biolixiviacdo de calcopirita, as recentes inovagdes, como o bio-processamento redutor de
minérios oxidados, sugerem que novas oportunidades para o desenvolvimento biotecnolégico

nos setores de mineragdo vao surgir no futuro proximo.

1.4 Microrganismos envolvidos na biolixivia¢do: caracteristicas gerais e importancia

biotecnologica

A Dbiolixiviagdo ¢ uma maneira ambientalmente sustentdvel e econdmica para
recuperar metais dos minerais, especialmente de minérios refratrios de baixo teor. E a reagio
complexa com microrganismos e bactérias autotroficas e heterotroficas.

O numero de géneros e espécies de microrganismos envolvidos na oxidagdo de
sulfetos metalicos relatados tem aumentado substancialmente desde a década de 1970. Este
aumento ¢ atribuido principalmente a um maior nimero de pesquisadores que investigam os
microrganismos e suas caracteristicas fundamentais e desenvolvimento de novas tecnologias.

Atualmente muitos estudos estdo sendo realizados a partir da andlise de ambientes
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extremos, como nascentes de dgua quente, regides vulcanicas, e operacdes de mineragdo, que
sdo suportados pelo crescimento e as atividade metabdlica destes organismos (BRIERLEY;
BRIERLEY, 2013).

Os microrganismos comumente utilizados para a extragdo de metais a partir de
sulfetos sdo bactérias quimiolitoautotroficas, e, por conseguinte, apenas 0s compostos
inorganicos sdo necessarios para o crescimento. Para o crescimento 6timo das bactérias, os
compostos de ferro e enxofre podem ser complementados em conjunto com sais de fonte de
nitrogénio, fosfato e magnésio (BOSECKER, 1997).

Microrganismos acidéfilos desempenham um papel importante na biolixiviagao.
Dentre o grupo mesofilo, destacam-se as proteobactérias, especialmente as espécies
Acidithiobacillus e Leptospirillum, como as Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus
thiooxidans, Acidithiobacillus caldus e Leptospirillum ferrooxidans, que sdo as mais ativas na
oxida¢ao de sulfetos minerais em temperaturas abaixo de 45 °C. (LI, L. L. et al., 2013)

A bactéria At. ferrooxidans ¢ o microrganismo mais conhecido e mais comumente
encontrado nestes processos biohidrometaliirgicos, apresentando caracteristicas que a tornam
especifica para este tipo de processo que serdo descritas a seguir.

Tal bactéria ¢ Gram-negativa, ndo patogénica, utiliza CO, atmosférico como fonte de
carbono e aerdbia, podendo em alguns casos ser considerada anaerdbia facultativa, ja que foi
conhecida a sua capacidade de reduzir ions férricos em auséncia de oxigénio (PRONK, 1992).
E também considerada acidofila, pois seu pH 6timo de crescimento ¢ aproximadamente 2,0,
podendo variar entre 1,2 e 4,0 (TUOVINEN; KELLY, 1972).

Como principais destaques entre as caracteristicas da At ferrooxidans que as tornam
tdo interessantes nos processos industriais estdo: o crescimento em condigdes ambientais
extremas (acidez extrema e alta toxicidade); e significativa resisténcia a concentragdes
elevadas de metais potencialmente téxicos, o que confere a esses microrganismos uma
caracteristica fisioldgica marcante, que ¢ a capacidade de tolerar concentragdes de metais
como Cu®" (10 gL, Cr’" (0,4 gL, Cd’" (10 gL™), Zn** (40 gL' e Ni*" (15 gL™)
(CABRERA et al., 2005).

Durante o processo de biolixiviagdo, Af. ferrooxidans ¢ muitas vezes sujeita a
mudangas no pH, temperatura e concentracdo de nutrientes do meio. Estas alteracdes podem
influenciar na fisiologia bacteriana e, como consequéncia, na eficiéncia de biolixiviagao
(RIBEIRO et al., 2011).

E bem conhecido que a oxidagdo de fons ferrosos por At. ferrooxidans diminui

rapidamente em valores de pH acima de 2,5 e na maior parte dos estudos a oxidagdo de
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destes ions por acidofilas em catalise bacteriana ¢ significativo apenas em valores de pH
proximos a 1,5 (PESIC et al., 1989; MOLAEI et al., 2011).

A bactéria Leptospirillum ferrooxidans ¢ também Gram-negativa, ndo patogénica,
aerobia, obrigatoriamente acidéfila (pH<4,0) e a temperatura maxima de crescimento ¢ em
torno de 55°C. E uma espécie quimiolitotréfica, e obtém energia apenas pela oxidacio de ions
ferrosos (Fe*). O CO, ¢ fixado pelo Ciclo de Calvin (BALASHOVA et al., 1974; GOEBEL,;
STACKEBRANDT, 1994; CORAM; RAWLINGS, 2002; CORAM et al., 2005).

L. ferriphilum e Leptospirillum sp. estdo presentes em ambientes de mina com pH
mais baixos (<1,2) enquanto a L. ferrooxidans ocorre em ambientes de pH mais alto
(1,0<pH<2,0) (BAKER; BANFIELD, 2003).

A selecdo, o controle e o monitoramento das culturas microbianas na biomineracao
tém sido muitas vezes, minimos ou inexistentes. Entdo, surge a possibilidade de se utilizar as
populacdes microbianas agrupadas em operacdes comerciais, de forma a se obter consorcios
mais adequados e eficientes. Existem diversos trabalhos que propdem a otimizagdo do
processo de biolixiviagdo para extracdo de cobre através da constru¢do de consorcios com
cepas selecionadas em diversas condi¢des de temperatura frente a uma linhagem pura. Em
alguns dos estudos realizados houve a predominancia das espécies At. ferrooxidans, L.
ferrooxidans, At. thiooxidans, ambos em temperatura ambiente (AKCIL et al., 2007; FU et al.,
2008).

Interesses crescentes relacionados a biolixiviagdo de sulfeto de metal por culturas
mistas que sdo geralmente considerados mais eficientes na oxidacdo minerais do que as
estirpes individuais estdio (OKIBE; JOHNSON, 2004). Culturas mistas sdo geralmente
compostas de mais de um individuo que pode oxidar ferro ou enxofre (ou ambos), e que pode
fixar CO, (autotrofico) ou usar carbono organico (heterotroficos). Assim, essa diversidade €
importante em um consorcio de biolixiviagdo mineral estdvel e eficaz (RAWLINGS;
JOHNSON, 2007).

Além de culturas mistas outro fator tem causado grande interesse nos estudos atuais: a
temperatura. A utilizacdo de bactérias termofilas tem trazido grandes resultados para o
processo ja que o aumento da temperatura na biolixiviagdo provoca aumentos nas taxas de
lixiviagdo (HE et al., 2009). Li et al. (2014) investigaram o efeito da temperatura (30, 35 ¢ 40
°C) no ensaio de biolixiviagdo utilizando culturas mistas predefinidas de At. ferrooxidans, At.
caldus e At. thiooxidans e os resultados sugeriram que At. ferrooxidans e At. caldus foram
detectadas em todas as amostras tomadas. J4 a populacdo relativa de At. thiooxidans diminuiu

gradualmente, e esta espécie ndo foi detectada apos 30 dias (a 30 °C) ou 15 dias (a 35 °C).
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Mousavi et al. (2005) utilizaram biorreatores aerados com reciclagem de fluxo e
fizeram uma avaliagdo da temperatura, além de outros diversos parametros, como por
exemplo, pH e densidade de polpa. A maxima recuperagdo de cobre foi obtida usando

bactérias termofilas (85%) e mesofilas (70%).

1.5 Efeito da adicio de aminoacidos no processo de biolixiviacio

O processo de biolixiviagdo e sua eficiéncia sdo afetados por muitos fatores e a
camada bacteriana sobre a superficie do mineral ¢ um dos mais importantes entre eles. A
aderéncia bacteriana em minerais € o primeiro passo na maioria dos processos de
biolixiviacdo. A quantidade de células adsorvidas e a taxa de adsorcdo pode ser diretamente
relacionada com as taxas de dissolugdo do metal (DONG et al., 2013).

A adicdo de aminodcidos tem sido amplamente testada em ensaios de biolixiviagdo
com o objetivo de melhorar o desempenho dos processos. Foi demonstrado, por exemplo, que
a dissolugdo de pirita pode ser acelerada pela adigdo de cisteina. A taxa de lixiviagdo da pirita
foi aumentada trés vezes em comparagdo com o processo sem adicdo de cisteina (ROJAS-
CHAPANA; TRIBUTSCH, 2000).

Ghosh e Mukhopadhyay (2011) estudaram o efeito de aminoacidos na biolixiviagao de
minério de calcopirita por Acidithiobacillus ferrooxidans e concluiram que baixas
concentragdes de L-serina (1,6 g/L) podem atuar como um agente eficaz na solubilizagdo de
Cu*" na biolixiviagio de calcopirita.

Li et al. (2013) estudaram o efeito de aminoacidos na biolixiviagdo de colofanito
(colocar formula) por At. ferrooxidans, e resultados promissores indicaram que baixas
concentragdes (0,5 g/L) de L-glicina influenciaram positivamente no processo, aumentando a
eficiéncia deste em aproximadamente 8,0%.

Pineda (2014) estudou o efeito da adicdo de cisteina e sais inorganicos (FeCls e
Fey(SO4);3) em processos biodessulfurizagdo de carvao, obtendo um impacto positivo sobre a
oxidagao da pirita, produzindo um aumento méaximo de 28,44% em relagdo aos controles com
auséncia de aminoacido.

A L-cisteina, que ¢ um aminoacido importante sulfuroso, tem sido amplamente
utilizada na medicina, indastria de alimentos e industria de cosméticos. Tal aminoacido
concentra-se no campo da metalurgia microbiana (ROJAS-CHAPANA; TRIBUTSCH, 2000;
HU et al, 2004). E um aminoacido importante para microrganismos acidofilos.

Intracelularmente, a sua biossintese ¢ importante para a formacao de proteinas envolvidas na
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cadeia respiratoria de transporte de elétrons do ferro em microrganismos como At
ferrooxidans, participando como um ligante no processo de assimilagdo dos complexos de Fe-
S (ZENG et al., 2007).

No entanto, a cisteina também desempenha um papel importante no nivel extracelular
no biooxidacdo de sulfetos, especialmente na adesdo de microrganismos pela acdo de
substancias poliméricas extracelulares (EPS - sigla em inglés), onde o contato entre a
superficie e a célula sdo regulados (BLAKE et al., 2001).

A EPS pode realizar a mediag@o no contato entre a superficie e a célula, geralmente ¢
composta por agucares, lipidios e incluindo proteinas contendo residuos de cisteina, muda sua
composicdo quando cultivada em meio nutriente de ions ferrosos ou sulfetos, como pirita para
se adequar ao ambiente (KINZLER et al., 2003; HARNEIT et al., 2006).

A L-cisteina poderia interagir espontaneamente com pirita, com a formacdo de
interagdes semelhantes aos presentes em complexos ferredoxina de membrana bioldgica.
Consequentemente, L-cisteina poderia interromper a ligacdo quimica de sulfeto ferroso e
liberar “clusters” de enxofre e de ferro (ROJAS-CHAPANA; TRIBUTSCH, 2000). Essa
interacdo pode ser observada na figura 4, porem a intera¢do da cisteina com outros sulfetos
minerais, como por exemplo, a calcopirita, ainda ndo estd descrita na literatura até o

momento.

Figura 4 - Esquema da interacdo do sulfeto mineral pirita com o aminoéacido cisteina
proposto por Rojas-Chapana e Tribush em 2000.
1) 2)
2 Cys-SH + (?Sz)n; { Fe(ID +/\S } = Cys-S-SgFe(FeS2)p.1 + Cys-S-Fe +HaS

]
. .
.
.

.
v

Cys-SH + Fe(IIT) , @
+ S04 \ Si, d— Cys-S-SoFe + (FeS)n.1

u
5.
{1

o
"
Ty

T. ferrooxidans
cells

Fonte: Rojas-Chapana and Tributsch (2000).
Ainda existe uma grande distancia para a aplicacdo da biolixiviacdo de calcopirita em
escala industrial apesar dos varios trabalhos realizados, como alguns ja citados. Sendo assim,

esse trabalho procura testar a avaliagdo da cinética bacteriana na dissolucdo da calcopirita
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através de culturas mistas e isoladas além da adi¢do de compostos como a cisteina, que podem

influenciar na eficiéncia da solubilizacao do metal de interesse.

1.6 Contextualizacdo: Estudos realizados com calcopirita pelo Grupo do laboratoério

de Biohidrometalurgia da UNESP de Araraquara

Devido a complexidade do processo de biolixiviagdo de calcopirita diversos trabalhos
foram realizados no laboratério de Biohidrometalurgia da UNESP — Campus Araraquara.
Estes estudos tiveram enfoques distintos com o objetivo de aprofundar conhecimentos sobre
esse processo de dissolugdo, quimico e bacteriano.

No primeiro estudo realizado por Bevilaqua (1999) foi investigada a oxidagao direta
da calcopirita e da bornita (CusFeS4) através de diversas técnicas concluindo que a bornita ¢
utilizada pela At. ferrooxidans (na época nomeada 7. ferrooxidans) como substrato oxidavel, e
reforcando os dados da literatura que apontavam a calcopirita como um sulfeto mais refratario
que a bornita.

A partir desse trabalho, muitos outros aspectos foram estudados aumentando o
conhecimento do grupo em geral e permitindo o ganho de novos desafios para a obtengdo de
bons resultados. Bevilaqua (2003) investigou a interagdo bactéria-substrato utilizando técnicas
eletroquimicas e de andlise de superficie visando o conhecimento dos mecanismos envolvidos
na dissolucdo bacteriana dos sulfetos minerais calcopirita e bornita. Observando que a bornita
foi significativamente atacada pela presenca da bactéria, o mesmo ndo ocorrendo com a
calcopirita, confirmando a refratariedade do sulfeto. A adesdo bacteriana e a formacao de
biofilme sobre o eletrodo de calcopirita modificaram o mecanismo de difusdo das moléculas.
A partir desses e outros resultados obtidos no trabalho, foi concluido que existem diferencas
marcantes no comportamento da calcopirita e da bornita na presenga de At. ferrooxidans.

Trabalhos com a adicdo de compostos ao processo que, em determinadas condicdes,
podem promover um aumento da solubilizagdo do metal de interesse também foram
realizados. Blauth (2008) que estudou o efeito do aminodcido cisteina utilizando as linhagens
At. ferrooxidans e At. thiooxidans, obteve resultados relativamente baixos de solubilizag¢do de
cobre devido a refratariedade da calcopirita, com a adi¢do ou ndo do aminoacido.

Ribeiro Neto (2007) avaliou o efeito de agentes quimicos como o CI, Ag" e um
surfactante (Tween 80) na biolixiviagdo do minério de cobre de baixo teor da mina de
Sossego, PA, da Vale S. A., através de técnica da biolixiviagdo em frascos agitados. Todos os

parametros analisados indicaram que a presenca da bactéria ¢ decisiva no aumento da
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solubilizagdo de cobre. Dentre os agentes avaliados, apenas Ag" mostrou eficiéncia, que pode
estar associado a formacao de um composto chamado argentita (Ag,S).

Horta (2008) investigou o efeito da adi¢ao de ions Cl na dissolucdo de calcopirita
através de técnicas eletroquimicas e ensaios de biolixiviagdo em frascos. Os resultados
confirmaram um aumento na taxa de dissolu¢dao de calcopirita com a adi¢do de ions Cl e
células bacterianas.

Trabalhos com énfase no metabolismo microbiolégico como o de Novello (2008) que
realizou uma andlise protedmica diferencial de At ferrooxidans em resposta a mudanca do
substrato ion ferroso para os sulfetos minerais calcopirita ou bornita evidenciaram que a
calcopirita e a bornita afetam de maneira distinta o metabolismo de A¢. ferrooxidans - LR. Em
uma segunda parte do trabalho foi investigado o efeito de uma proteina putativa recombinante
contendo cisteina na atividade oxidativa de At. ferrooxidans - LR na calcopirita, comprovando
o aumento da velocidade de oxidagdo na presenca dessa proteina, o que pode ser contribuido a
presenga de cisteina e/ou outros aminoacidos.

Estudos genomicos desenvolvidos por Henao (2010) analisou a adesdo da bactéria a
superficie mineral e o reconhecimento de grupos tiois na linhagem At. ferrooxidans - LR em
presenga de sulfeto de cobre calcopirita (CuFeS,). Concluiu-se que o processo de adesdo e
reconhecimento de grupos tidis ¢ favorecido nas primeiras horas de incubagdo com a
calcopirita, tempo no qual provavelmente as células estdo mais aptas para se aderir ao
minério.

E também destaca-se o trabalho realizado por Arena (2010) que realizou ensaios de
lixiviagdo em biorreatores e frascos agitados utilizando um concentrado de flotacdo de
calcopirita com adi¢des sucessivas de ions cloreto obtendo resultados de porcentagem de
recuperagdo de cobre baixas para ambos os ensaios, porém estudos eletroquimicos dos
residuos solidos gerados no ensaio em frascos mostraram alteragdes na camada de enxofre
formada durante essa oxidagao.

Garcia (2013) estudou o efeito dos consorcios bacterianos na solubilizagdo de
calcopirita. Apesar dos consorcios oxidantes de ferro determinarem uma melhor dissolucao da
calcopirita em comparacdo ao consorcio oxidante de enxofre, ndo houve diferenca
significativa entre os consorcios € a linhagem At. ferrooxidans — LR.

Costa (2014) obteve novas linhagens mutantes utilizando técnicas da genética classica
(radiacdo ultravioleta) a partir da bactéria At. ferrooxidans e as avaliou quanto a capacidade
de producdo de acido na presenca de enxofre elementar e quanto as velocidades iniciais (Vo)

na cinética de oxidag¢do dos ions ferrosos. Todas as linhagens mutantes apresentaram maior
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solubilizagcdo de cobre em relacdo a linhagem selvagem nos primeiros 14 dias de ensaio. A
partir desse e de outros resultados concluiu-se que houve uma contribui¢ao favoravel quando
a capacidade de biolixiviagdo pelas bactérias quando submetidas a radiagdo UV, incentivando
o uso de ferramentas da genética cldssica como instrumento para o estudo e aprimoramento de
microrganismos biolixiviantes.

Firmino (2013) avaliou as linhagens da cole¢dao do laboratorio de Biohidrometalurgia
At. ferrooxidans — LR, At. thiooxidans, entre outras quanto a solubilizagdo de cobre na
presenca e na auséncia de ions cloreto. No entanto, essas diferencas quanto a solubilizacio
ndo parecem estar relacionadas a tolerancia de cloreto observado nos ensaios precedentes. As
diferengas entre as solubilizagdes de cobre na presenca e na auséncia de cloreto poderiam ter
sido mais significativas se o periodo de adaptacdo destas bactérias tivesse sido mais longo.

Santos (2014) avaliou a influéncia do potencial de 6xido-reducdo na solubilizagdo de
cobre a partir da calcopirita. Os resultados obtidos por este trabalho mostraram evidéncias
conclusivas que a manutencdo de baixos valores de potencial redox, obtidos pela adicdo de
ions ferrosos, exerce uma influéncia positiva sobre a recuperagdo de cobre quando na
auséncia de bactérias e confirmam os dados da literatura, os quais determinam uma faixa de
potencial critico para uma lixiviagdo mais favoravel desde mineral.

As realizacdes desses diferentes estudos permitiram aprofundar o conhecimento do
grupo em relacdo aos processos de biolixiviacao de calcopirita, nos trazendo novas ideias para

futuros estudos relacionados a esse mineral.



32

2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Avaliar as linhagens At. ferrooxidans e L. ferrooxidans, e a mutante de At
ferrooxidans (30” - obtida em trabalho anterior do grupo (COSTA, 2013) e os diferentes

consorcios quanto a capacidade de biolixiviar calcopirita na presenga e auséncia de cisteina.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar a cinética de oxidagdo de Fe'” para as linhagens: At. ferrooxidans e L.
ferrooxidans e a mutante de At. ferrooxidans (30°’).

* Realizar ensaios de biolixiviacdo da calcopirita na presenca das linhagens isoladas e
na forma de diferentes consorcios.

* Realizar ensaios de biolixiviagdo da calcopirita com adicdo de cisteina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostra mineral: Calcopirita

Foi utilizado uma amostra de calcopirita (CuFeS;) proveniente da localidade de La
Chorrera, no municipio de Cisneros, na Antioquia, Coldombia, cedido gentilmente pelo Prof.
Marco Antonio Marquez da Universidad de Medellin, Colombia.

O mineral recebido foi inicialmente processado em moinho de bola (MLW — KM1) até
atingir uma granulometria de 100% < 125 um (120 mesh). A fim de se conhecer as fases
cristalinas e a quantidade dos principais metais presentes na amostra, foi realizada,
respectivamente, a analise de difratometria de raios X (DRX) e espectrometria de absor¢ao
atomica (AA) apos a digestdo acida. A DRX revelou a presenca de calcopirita como unico
sulfeto mineral presente. E a AA determinou a porcentagem de metais presentes na amostra

(Cu e Fe), obtendo-se 30,86% de cobre e 24,04% de ferro (SANTOS, 2014).

Figura 5 - Difratograma de raios X da amostra original de calcopirita. Os simbolos indicam C
- calcopirita (CuFeS,). Os niumeros acima da identificacdo dos picos indica a distancia “d”

(em Angstrons) caracteristica de cada fase cristalina.
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Fonte: Santos (2014).
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3.2 Material bioldgico

At. ferrooxidans, linhagem LR, isolada de uma lixivia acida de mineral de uranio de
Lagoa Real — BA (GARCIA JUNIOR, 1991).

L. ferrooxidans linhagem DSM 2705 fornecida pela Companhia Vale junto ao
Leibniz-Institut DSMZ GmbH.

Mutante de At. ferrooxidans, linhagem LR (COSTA, 2013). Neste trabalho foi
utilizada técnica da genética classica de exposi¢do a radiag¢@o ultravioleta em varios tempos e
os mutantes obtidos foram avaliados quanto a capacidade de producdo de acido na presenca
de enxofre elementar e quanto as velocidades iniciais (v,) na cinética de oxidag¢dao dos ions

ferrosos. A linhagem escolhida foi exposta a 30 segundos e se destacou na produgdo de 4cido.

3.3 Manuten¢io das linhagens

O meio de cultura T&K, desenvolvido por Tuovinen e Kelly (1973) foi utilizado para

a manutencao periodica das linhagens bacterianas.

Meio de cultura T&K modificado (TUOVINEN; KELLY, 1973)

Este meio contém sais minerais (Solugdo A) e sulfato ferroso (Solugdo B) como fonte
de energia, e pH 1,8 corrigido com H,SO4 concentrado (TUOVINEN; KELLY, 1973).Esse

mesmo meio foi utilizado para o crescimento e manuten¢do da cepa de L. ferrooxidans.

Solucao A: (NH4),S04 0,5 g; KoHPO4 0,5 g; MgS04.7H,0 0,5 g

O pH foi ajustado com H,SO4 concentrado para 1,8 e completou-se com agua

destilada para 800 mL.

Solugao B: FeSO4.7H,0 33,3 g.

O pH foi ajustado com H,SO4 concentrado para 1,8 e completou-se com agua

destilada até 200 mL.
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A solucdo A foi esterilizada em autoclave (120°C, 20 min, latm), e a solugdo B por
filtragdo em membrana (0,45 um de diametro de poro — Millipore — HAWP 04700). No

momento do uso as solu¢des A e B foram misturadas na proporcao de 4:1.

3.4 A adaptacio das linhagens a calcopirita

As linhagens At. ferrooxidans - LR, L. ferrooxidans e a mutante de At ferrooxidans
(30”’) foram adaptadas para crescerem diretamente no mineral, sem fonte suplementar de
energia. A bactéria At. ferrooxidans obtém energia através da oxidagdo de Fe®™ e/ou
compostos reduzidos de enxofre. E a linhagem L. ferrooxidans apenas obtém energia através
da oxidagdo de Fe*". Porém, para que a biolixiviagio de calcopirita seja melhorada é
necessario que as linhagens possam obter energia diretamente da oxidagdo desse mineral
biolixiviado.

Por esta razdo, as linhagens, que estavam mantidas em meio contendo ferro, foram
adaptadas para o consumo de mineral através de 4 repiques em meio T&K contendo como
fonte de energia a calcopirita em densidade de polpa crescente a cada repique realizado e
consequentemente uma diminui¢do gradual na adi¢io de Fe*" ao meio (Tabela 2). O pH foi
monitorado periodicamente (intervalos de 5 dias) e medidas de pH em torno de 1,8 indicavam
crescimento bacteriano nesse meio

O cultivo em minério foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, utilizando 5%
(v/v) de inoculo das linhagens, sendo o valor de pH inicial de 1,8. O crescimento foi
conduzido em mesa agitadora a 150 rpm e temperatura de 30°C, sendo o volume final da
solugdo de 100 mL. A evaporagdo de cada frasco foi estimada pela perda de peso e
compensada pela adi¢do de dgua destilada esterilizada.

Além disso, para comprovar o crescimento das linhagens na presenca do mineral a cada
repique ao final de cada etapa as linhagens foram inoculadas em meio fresco contendo Fe**
(120 mmol.L™"), comprovando seu crescimento, ja que todas as linhagens conseguiram oxidar
totalmente o Fe’" adicionado no tempo previsto na literatura (2 dias para a At. ferrooxidans e

5 dias para a L. ferrooxidans).
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Tabela 2 - Ensaio de adaptagdo e suas respectivas densidades de polpa de calcopirita.

Etapas de Adaptacao Densidade de polpa (m/v) Fe** (mmol.L'l)
1" etapa 1,0% 60
2" etapa 1,5% 30
3" etapa 2,0% 15
4" etapa 2,5% 0

Fonte: Autor

Todas as etapas foram feitas em duplicata, verificando a cada nova etapa o

crescimento das linhagens em meio fresco contendo ferro.

3.5 Oxidacao de ions ferrosos na presenca de cisteina

Os ensaios de dose-resposta pelas linhagens At. ferrooxidans — LR, L. ferrooxidans e a
mutante de At ferrooxidans (30°”) foram realizados com o objetivo de detectar qual seria a
concentragdo inibitoria de cisteina ao crescimento dessas linhagens.

O cultivo foi realizado em condi¢des Otimas na presenga e auséncia de minério com
diferentes concentra¢des de cisteina de acordo com a Tabela 3. Foi realizado em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, utilizando 5% (v/v) de inoculo das linhagens, sendo o valor de pH
inicial de 1,8. O crescimento foi conduzido em mesa agitadora a 150 rpm e temperatura de
30°C, sendo o volume final da solu¢do de 100 mL. A evaporagdo de cada frasco foi estimada

pela perda de peso e compensada pela adicao de dgua destilada esterilizada.




Tabela 3 - Ensaios de inibi¢do a cisteina e as respectivas concentracdes testadas.

Condicoes do ensaio de Concentracio de cisteina
inibigdo (mol.L™")
1°condicio 0
2"condicio 107
3*condicio 10°
4"condicio 10°

Fonte: Autor
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A cinética de oxidagdo dos ions ferrosos foi acompanhada com o tempo. Todos os

ensaios foram realizados em duplicata.

3.6 Ensaio de crescimento em frascos agitados

Para os ensaios de biolixiviagdo foram utilizados frascos Erlenmeyer de 250 mlL,

contendo a solugdo A do meio T&K, 5% (v/v) de inoculo e 2,5% (m/v) de calcopirita e 10™

mol.L" de cisteina, resultando num volume final de 150 mL, sendo mantido sob agitagdo de

150 rpm a 30 °C por 35 dias. A evaporacdo do meio liquido de cada frasco foi estimada pela

perda de massa e compensada pela adi¢do de 4dgua destilada esterilizada. Este controle foi

feito a cada sete dias e as condi¢des experimentais testadas foram em meio inoculado com 5%

(v/v) da cada cepa, meio inoculado com o consorcio das cepas e um controle abidtico como

mostrado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Diferentes condi¢des utilizadas no ensaio de biolixiviacao.

Linhagens inoculadas (5% v/v)

At. ferrooxidans- LR

L. ferrooxidans

mutante de At. ferrooxidans (30”)

At. ferrooxidans- LR adaptada

mutante adaptada

L. ferrooxidans adaptada

Consorcio: At. ferrooxidans e mutante (30”)

Consorcio: At. ferrooxidans e L. ferrooxidans

Consorcio: L. ferrooxidans e mutante (30”)

Controle (Sem adi¢cdo de microrganismos)

Fonte: Autor

Todas as condigdes de ensaio foram realizadas em duplicata.

Os ensaios de biolixiviagdo foram acompanhados por amostragens periddicas da
suspensao homogénea dos frascos. A separacdo das fases solida e liquida foi realizada por
centrifugacdo a 4.000 rpm durante 10 minutos, sob refrigeracdo a 4°C (Centrifuge 5702R —
Eppendorf).

Foram realizadas periodicamente medidas de pH, potencial de 6xido-reducdo (Eh) e
determinacio de Fe*". Uma aliquota das amostras foi armazenada em 4cido nitrico 2% (1:1)
para determinagdo de Cui € Feww por espectrometria de absor¢do atomica (Agilent

Technologies 200 - Series AA). Este ensaio foi realizado em duplicata.

Foi feita uma corre¢do acida (H2SOj4 1:1 esterilizado) de pH para valor proximo a 2,0 no

primeiro dia de amostragem.
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3.7 Procedimentos analiticos
3.7.1 Medidas de pH e potencial redox (Eh)

O pH foi mensurado com o auxilio do pHmetro Corning 430 e o potencial de 6xido-
reducdo da solugdo (Eh) foi medido contra o eletrodo de Ag/AgClKCla) equipamento
Micronal B374. Ambas as medidas foram realizadas no sobrenadante das amostras em

intervalos de tempo pré-determinados.

3.7.2 Determinagdo de fons ferrosos (Fe") (VOGEL, 1981)

A determinagio dos fons Fe*" foi realizada por espectrofotometria na regido do visivel
utilizando o método da 1,10-fenantrolina, que consiste na formagdo do complexo Fe (II)-

fenantrolina, de coloracdo vermelha. Foram utilizadas as seguintes solugdes:

A) Solugio de monohidrato de 1,10-fenantrolina (C1,HgN,.H,0)*: fenantrolina (0,2g); Agua
destilada (gsp 100 mL)

* A solucdo de fenantrolina foi estocada em recipientes protegidos da luz, para evitar sua

oxidagao.

Tampao acetato (pH=3.2):

B) Solugio de acido acético 2 mol.L™": CH;COOH (11,46 mL); agua destilada (gsp 100 mL)

C) Solugdo de acetato de sodio anidro 2 mol.L"': CH;COONa anidro (8,2 g); gua destilada
(gsp 50 mL)

O tampdo acetato ¢ formado pela mistura das solugdes B e C nas devidas proporcdes

indicadas.

D) Solugdo padrio de fons Fe*": FeSO4(NH,4),S04.6H,0 (0,07 g); H,SO4 concentrado (2.5
mL); 4gua destilada (qsp 1000 mL)

Para a obtencdo da curva analitica, foram preparadas solugdes com concentragdes

crescentes de Fe*" (0,00, 0,50; 1,25; 2,50; 4,50; 6,25 mg.L'l). A estas solugdes foi adicionado
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10,0 mL de tampao acetato e 20,0 mL da solucdo de fenantrolina. Completa-se o volume de
todas as solugdes para 50 mL com agua destilada. Para a construcdo da curva analitica seré

. A . ~ ~ ’ 2+
tracado um grafico de absorbancia em fun¢do da concentracao de ions Fe™'.

Nos ensaios em frascos agitados foi utilizada uma aliquota de 1,0 mL de amostra
(diluida) com adicdo de 2,0 mL de solucdo de fenantrolina e 1,0 mL da solu¢do de tampao
acetato e o volume serd completado a 5,0 mL com &gua destilada. A leitura das absorbancias
foi realizada em um espectrofotometro 600S Femto, utilizando um comprimento de onda de

510 nm.

3.7.3 Determinacao de ferro total e cobre total

A concentracdo de ferro e cobre totais foram analisadas por espectrometria de
absor¢do atomica, utilizando um espectrometro Agilent. A faixa de concentracdo do padrdo de
ferro utilizado foi entre 0,06 e 15 ppm e de cobre entre 0,06 ¢ 15 ppm. O comprimento de
onda utilizado para as leituras de ferro foi de 324,7 nm e de 248,3 nm para as leituras do

cobre.

3.8 Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados em duplicata e os valores médios foram utilizados
nas analises de dados. O erro padrao foi calculado e estd presente como barras de erro.

Os dados foram analisados pelo software OriginPro versdo 8.0 e pelo Assistatic 7.7
beta (SILVA, F. A. S., AZEVEDO, 2009). Os dados foram analisados por meio da estatistica
descritiva e testes de normalidade (Shapiro-Wilk) One-way ANOVA com o intuito de analisar
a diferenca estatistica dos valores de solubilizacdo de cobre nos ensaios inoculados.

Os coeficientes correlacdo das regressoes lineares (y=ax+b) e polinomiais de segundo
grau (y=Blx + B2x” + b) foram utilizados para verificar se existe correlagdo linear entre os
pardmetros pH, Eh e [Fe’"]/[Fe*] e a solubilizagio de cobre. Também foram utilizados para
verificar se existe correlagdo linear nos parametros pH, Eh e [Fe’")/[Fe*] entre si.

Para o estudo da cinética de oxidacao dos sulfetos minerais, as curvas de solubilizacao
de cobre dos inoculados foram ajustadas para o modelo hiperbolico, que ¢ classificado como
elastico ndo linear e o modelo assume que as curvas de solubilizagdo de Cobre vs tempo

podem ser razoavelmente aproximadas por hipérboles e assim calculadas através dos
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parametros da equacgdo da curva (Ceopre=(P1*t)/(P2+t)) as concentragdes maximas de cobre
solubilizado (P1) e o tempo em que metade da concentracdo de cobre maxima foi solubilizada

(P2).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DA INIBICAO POR CISTEINA

Foi realizado um ensaio preliminar com o objetivo de determinar a concentragdo
maxima de cisteina que ndo provocava a inibicdo do metabolismo bacteriano para as
linhagens At. ferrooxidans - LR e L. ferrooxidans, através da oxidagdo de fons ferrosos (Fe)
na presenca de diferentes concentragcdes do aminoacido. Além disso, também era de interesse
verificar se a presenga do mineral influenciava na oxidagdo de ions ferrosos (Fe*"), por isso os
mesmos ensaios foram realizados na presenga e na auséncia de calcopirita.

Nas Figuras 6, 7 e 8 estio apresentados os valores da concentragdo de Fe*" durante o
ensaio de oxidacdo de ions ferrosos na presenga e auséncia de calcopirita para as diferentes
linhagens: At. ferrooxidans - LR, mutante de At ferrooxidans e L. ferrooxidans,

respectivamente.
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Figura 6 - Variagdo da concentragdo de fons ferrosos (Fe*") na presenca de At. ferrooxidans
— LR e de diferentes concentracdes de cisteina. (M) sem cisteina; (®) 10" mol L' de
cisteina; (A) 10? mol L™ de cisteina; (¥) 10~ mol L™ de cisteina; (A) com adigdo de 2,5%

de calcopirita (B) sem adi¢ao de calcopirita.
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Figura 7 - Variagdo da concentragdo de ions ferrosos (Fe*") na presenca de mutante de At.
ferrooxidans — LR e de diferentes concentragdes de cisteina. () sem cisteina; @) 10" mol
L de cisteina; (A) 10?2 mol L™ de cisteina; (v) 107 mol L de cisteina; (A) com adigio de

2,5% de calcopirita (B) sem adicao de calcopirita.
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Figura 8 - Variagdo da concentrago de ions ferrosos (Fe*") na presenca de L. ferrooxidans e
de diferentes concentracdes de cisteina. (M) sem cisteina; (®) 10 mol L de cisteina; (A)
10% mol L™ de cisteina; (¥) 10° mol L™ de cisteina; (A) com adi¢do de 2,5% de calcopirita

(B) sem adicao de calcopirita.
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Fonte: Autor

De acordo com os resultados apresentados nas Figuras 6-8 todas as linhagens testadas
(At. ferrooxidans — LR, L. ferrooxidans e mutante de At. ferrooxidans (30)) apresentaram
comportamento semelhante, onde a concentragio de 10~ mol.L" foi a que ndo apresentou
inibi¢do do metabolismo bacteriano, com comportamento de oxidagdo do Fe*" muito préximo

do controle, sem adi¢ao do aminoacido.

Foi realizado como ja mencionado acima, o mesmo ensaio com a presenca de
calcopirita, para que fosse possivel verificar alguma diferenga na oxidacdo dos ions ferrosos

provocado pelo mineral. De acordo com todos os resultados, a calcopirita ndo modificou o
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resultado final, para todas as linhagens a concentragdo inibitéria continuou sendo 102 mol.L™!
cisteina.

Sendo assim o ensaio de crescimento foi realizado com a concentragdo de 10” mol.L™
cisteina para em posteriores andlises demonstrar-se o efeito desse aminoacido na biolixivia¢ao
de calcopirita.

Foi realizada também de acordo com os resultados indicados na Tabela 5 uma analise
estatistica, para verificar se a presenca de calcopirita poderia influenciar na cinética da
oxidagdo desses ions. As curvas que representam as condi¢des que ndo foram inibidas pela
cisteina (na presenca e auséncia do mineral) foram linearizadas, obtendo assim o coeficiente
linear que representa a taxa de oxidagdo desses ions, ou seja, a velocidade em que os ions

2+ . ’ Lo 3+
ferrosos (Fe” ') foram oxidados a ions férricos (Fe™").

Tabela 5 - Coeficientes angulares referentes a linearizagdo das curvas de oxidagdo de ions

ferrosos na presenca e auséncia do mineral

Linhagens bacterianas

Coeficiente angular da
curva

(Auséncia de calcopirita)

Coeficiente angular da
curva

(Presenca de calcopirita)

At. ferrooxidans -15,243 -16,300
L. ferrooxidans -16,557 -16,657
mutante -14,743 -14,757

Fonte: Autor

Por fim podemos, principalmente através dos valores da Tabela 5, observar que nao se
obteve diferenca entre os valores de coeficiente para todas as linhagens na presenca e
auséncia do mineral. Esse resultado indica que preseng¢a da calcopirita ndo modificou a

cinética de oxidacdo dos ions ferrosos para todas as linhagens.

Em comparagdo entre as linhagens mostra-se que a L. ferrooxidans possui uma taxa de
oxidacdo dos ions ferrosos muito menor que a At. ferrooxidans — LR e mutante de At
ferrooxidans(30). O que ja era esperado, como pode ser visto que a bactéria At. ferrooxidans
quando ndo inibida, demora cerca de 48 horas para provocar a oxidacdo completa dos ions
ferrosos (Figura 6 e 7), diferentemente da L. ferrooxidans, que mesmo em condi¢des de nao

inibicdo demorou cerca de 140 horas para provocar a oxidacdo completa dos ions ferrosos
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(Figura 8). Os valores negativos indicam a diminui¢do da concentragio de Fe*"com o tempo.

4.2 ENSAIO DE BIOLIXIVIACAO

Os resultados do ensaio de biolixiviagdo foram fragmentados para uma melhor
compreensdo, inicialmente iremos demonstrar os observados com o intuito de determinar a
influéncia da adaptacdo dessas linhagens ao sulfeto mineral na solubilizagdo de cobre e nos

demais parametros (pH, Eh, [Fe*"], Fetorar).
4.2.1 Efeito da adaptacao

Na Figura 9, estdo apresentados os valores de pH e potencial redox, entre as linhagens

que foram adaptadas e as originais ndo adaptadas.
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Figura 9 - Variacdo do pH no ensaio de biolixiviacdo para linhagens adaptadas (simbolos
abertos), ndo adaptadas (simbolos fechados) e controle abidtico (triangulo). (A) At

ferrooxidans — LR; (B) mutante; (C) L. ferrooxidans.
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Fonte: Autor

Como pode ser observado pela Figura 9 acima, para todas as condi¢des contendo
microrganismos o pH diminui continuamente nao ultrapassando a faixa de 1,7. A elevagdo ou
diminui¢do dos valores de pH em sistemas de biolixiviagdo pode indicar respectivamente, o

consumo acido pela amostra mineral ou a geragdo do mesmo através de reagdes bacterianas
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de oxidac¢ao de sulfeto (BEVILAQUA, 1999).

A correcdo acida foi realizada apenas na primeira amostragem, pois nesses primeiros
dois dias os valores estavam em torno de 2,0 para todas as amostras. Os ajustes foram
realizados na forma de evitar a precipitacdo de ferro na forma de jarosita, o que pode interferir
na solubilizagdo do metal de interesse, isso pode ocorrer por se depositar na superficie do
minério, além de que a diminui¢do do pH mantem as condi¢des Otimas para o crescimento e

atividade bacteriana (préximo a 1,8) (WATLING, 2006).

Os frascos controles (auséncia de microrganismos) obtiveram um aumento do pH,
chegando em torno de 2,1 no final do ensaio para os dois frascos. Isso ocorreu porque com
auséncia de microrganismos, hd apenas a lixiviagdo quimica, e ndo as reacdes biologicas (em

meios biodticos) de produgdo de acido (equagdo 4) fazendo com que o pH do meio aumente.

De maneira geral os valores finais de pH diminuiram mais significativamente para as

linhagens adaptadas, especialmente para a linhagem mutante.
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Figura 10 - Variagdo do potencial de 6xido-reducdo no ensaio de biolixiviagdo para linhagens
adaptadas (simbolos fechados), ndo adaptadas (simbolos abertos) e controle abidtico

(triangulo). (A) At. ferrooxidans — LR; (B) mutante; (C) L. ferrooxidans.
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O parametro analisado na figura 10 foi o potencial de 6xido-redugdo ou potencial
redox, medida do potencial de oxidacdo e reducdo do meio, que representa a tendéncia de uma

solugdo ser oxidada ou reduzida, ou seja, sua capacidade de capturar ou liberar elétrons.
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Como podemos observar nas medidas de potencial de oOxido-reducdo, os frascos
inoculados tiveram uma elevac¢do continua dos valores de Eh estabilizando-se em torno de
550 mV para todas as linhagens ao fim do ensaio de biolixiviacdo. Dando destaque para as
linhagens adaptadas, que logo na primeira amostragem realizada (2 dias), apresentaram um
aumento significativo, chegando em torno de 450 mV, diferentemente das linhagens nao

adaptadas que obtiveram esse aumento apenas ap6s 10 dias.

Destaca-se a linhagem adaptada de L. ferrooxidans (Figura 10) que alcangou valores
proximos a 650 mV, enquanto a ndo adaptada alcangou cerca de 500 mV no mesmo periodo.
Altos valores de potencial sdo considerados uma indicacdo da atividade bacteriana, uma vez
que acinética de oxidag@o dos ions ferrosos pela bactéria é cerca de 500.000 vezes maior que

a cinética quimica (SANTOS, 2014).

Os controles abiodticos ndo demonstraram variagdo significativa no potencial de oxido-

reducdo, estabilizando-se em valores muito proximos do inicial, cerca de 350 mV.

O potencial redox permite inferir, assim como o pH, sobre a atividade metabdlica
bacteriana. O potencial da solugdo se d4 em fungdo do par Fe*'/Fe’". Seu valor pode ser

calculado segundo a equacao de Nerst:

3+
E-E°, . +30plEe ]
rere TE [Fe? ]

onde, E: potencial de 6xido-reduciao do meio, V;

E’: potencial de 6xido-redugdo padrio, 0,77V para Fe’"/Fe”";
R: constante dos gases perfeitos, 8,314 J/mol.K;

T: temperatura, K;

n: namero de moles de elétrons trocados na reagao;

F: constante de Faraday, 96,485 C/mol ¢’;

[ ]: concentracdo das espécies iOnicas.

Na figura 11 estdo demonstrados os valores de concentracdo de ions ferrosos como

tempo para as diferentes condi¢des avaliadas. Quantidades muito baixas foram detectadas no
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. . -1 . . , .
meio para os frascos inoculados (< 3mmol.L™"). Este comportamento indica que as bactérias
estdo ativas, uma vez que a fonte de energia (ions ferrosos) estd sendo consumida

. . . . -1
continuamente. Nos frascos controle elevou-se continuamente atingindo 8,5 mmol.L" no final

do ensaio.

Figura 11 - Variagdo da concentragdo de ions ferrosos no ensaio de biolixiviagdo para
linhagens adaptadas (simbolos abertos), ndo adaptadas (simbolos fechados) e controle

abidtico (triangulo). (A) At. ferrooxidans — LR; (B) mutante; (C) L. ferrooxidans.
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O pardmetro demonstrado na figura 12 é concentragdo de ferro total (Fe**+ Fe’"), que
aumentou significativamente durante o ensaio, atingindo cerca de 25 mmol.L 'apos 35 dias, o
que nos indica um aumento da concentragdo de Fe’*, comprovando a oxidagdo da fonte de

energia pra bactéria.

Figura 12 - Variacao da concentracao de ferro total no ensaio de biolixiviagdo para linhagens
adaptadas (simbolos abertos), ndo adaptadas (simbolos fechados) e controle abidtico

(triangulo). (A) At. ferrooxidans — LR; (B) mutante; (C) L. ferrooxidans.
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O ultimo pardmetro analisado para que pudéssemos comparar as linhagens adaptadas
com as ndo adaptadas foi a eficiéncia no processo de biolixiviagdo, ou seja, a solubilizagdo do
metal de interesse (cobre). A variagdoda concentragdo de cobre esta representada na Figura

13.

Figura 13 - Variagdo da concentragdo de cobre no ensaio de biolixiviacdo para linhagens
adaptadas (simbolos abertos) ¢ ndo adaptadas (simbolos fechados). Utilizando (@) Ar.

ferrooxidans — LR; () mutante; (W) L. ferrooxidans; (A)controle abiotico.
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Fonte: Autor

Todos os pardmetros monitorados, principalmente pH e potencial de oxido-
redugdo,variaram significativamente quando comparado entre as linhagens adaptadas e nao
adaptadas. Para a solubilizacao de cobre nao foi diferente, com exce¢do da linhagem mutante.
A linhagem At. ferrooxidans — LR adaptada solubilizou cerca de 23,2% de cobre enquanto a
ndo adaptada alcangou 22,9%. O que representa um aumento maior de 2%. Para linhagem L.
ferrooxidans adaptada solubilizou cerca de 18,5% de cobre enquanto a nao adaptada alcangou

15,5%. O que representa um aumento maior de 15%.
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4.2.2 Consorcios bacterianos

Os dados seguintes foram agrupados de maneira a avaliar os consércios dessas
linhagens na biolixiviagdo da calcopirita, comentando os efeitos positivos e negativos nos
parametros estudados.

Na Figura 14 estdo apresentados os valores de pH para os ensaios de biolixivia¢ao
com os consorcios bacterianos montados como descritos na Tabela 4.

Os resultados das linhagens adaptadas e originais ndo serdo repetidos nas figuras
abaixo, apenas a At. ferrooxidans - LR para uma comparacdo de valores ja que foi a mais

eficiente nos resultados ja apresentados.

Figura 14 - Varia¢io do pH no ensaio de biolixiviagdo utilizando At. ferrooxidans — LR (@),
consorcio LR/ L.f(V), consércio L.f7 30” (), consoércio LR/ 30” () e o controle (A). A seta

representa a amostragem em que a correcdo acida foi realizada.
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Nao houve diferencgas relevantes entre os diferentes consorcios e a linhagem LR

quanto a evolugdo dos valores de pH no periodo de ensaio (Figura 9).

Os frascos inoculados com LR e LR /30” apresentaram elevacdo continua do potencial
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atingindo cerca de 550 mV depois de 20 dias. Os frascos inoculados LR/L.f e L.f /30”
apresentaram comportamento semelhante atingindo cerca de 400 mV no final do experimento.

O frasco controle manteve-se ao redor de 360 mV por todo o periodo de ensaio (Figura 15).

Figura 15 - Variacdo do potencial de oxido-redu¢do no ensaio de biolixiviagao utilizando At.
ferrooxidans — LR (@), consorcio LR/ L.f(V), consorcio L.f/ 30” (), consoércio LR/ 30” ()
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Fonte: Autor

Observando os valores das linhagens originais ndo adaptadas verificou-se que a L.
ferrooxidans também foi a que apresentou valores mais baixos de potencial (497 mV) ao fim
do experimento. Os consorcios contendo L. ferrooxidans apresentaram comportamento

comparavel (Figura 7 e 15).

As figuras (16 e 17) demonstram a variagdo da concentragdo de ions ferrosos e a

concentracio de ferro total (Fe*'+ Fe’") respectivamente.
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Figura 16 - Varia¢io da concentragdo de fons ferrosos (Fe’") no ensaio de biolixiviagio
utilizando At. ferrooxidans — LR (@), consorcio LR/ L.f (V), consorcio L.fl 30” (),
consoércio LR/ 30” (") e o controle (A).
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Fonte: Autor

Como ja se esperava a fonte de energia (Fe’") foi praticamente consumida por
completo nas condi¢gdes inoculadas, onde os valores encontrados para todos os consorcios
esteve em torno de 3 mmol.L" durante todo periodo do ensaio de frascos agitados. Com
exce¢do do consorcio L.f/30” que até a segunda semana se comportou semelhante ao controle

quimico, indicando pouca ou nenhuma atividade bacteriana neste periodo.

Na figura 17 podemos observar que a concentragdo de ferro total foi crescente,
, . ~ 2+ 3+ g e e~
também comprovando a oxida¢do do Fe™ a Fe” comprovando a biolixiviagdo como mostrado

na equagao 3 que ¢ mediada pelas bactérias do processo.

2Fe*'+ 2H'+ 1/20,-> 2Fe’ "+ H,0 (Equagio 3).
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Figura 17 - Variacdo da concentracdo de ferro total no ensaio de biolixiviagao utilizando At.

ferrooxidans — LR (@), consércio LR/ L.f(V), consorcio L.f7 30” (), consércio LR/ 30” (™)
e o controle (A).
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- 2+ 3+ . .

A concentracdo do ferro total (Fe” + Fe’ '), nos ensaios em frascos agitados aumentou
continuamente no decorrer do ensaio para todas as condi¢des testadas, com excecdo dos
frascos controle, como mostrado na Figura 17. Estes resultados estdo diretamente

relacionados a oxidagdo da calcopirita que resulta na liberagdo de ions ferrosos, e na

habilidade destes microrganismos oxidarem ions férricos.
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Figura 18 - Variagdo da concentragdo de cobre no ensaio de biolixiviacdo utilizando At.

ferrooxidans — LR (@), consércio LR/ L.f(V), consorcio L.f7 30” (), consércio LR/ 30” (™)

e o controle (A).
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A solubilizagdo de cobre foi outro pardmetro acompanhado durante o ensaio de

biolixiviacdo e estd demonstrado na Figura 18. Nao foi possivel observar diferencas

significativas entre os diferentes consorcios testados, porém pdde-se destacar os consorcios

que obtiveram os maiores valores, podendo ser comparado em valores proximos apenas com a

At. ferrooxidans-LR. Dentre as culturas, o consorcio LR/ 30” alcangou a maior extracdo de

21,1% (1,57 g.L'") em relagdo a 23,2% (1,72 g.L") da linhagem selvagem LR.

A menor extragdo foi observada para a linhagem L. ferrooxidans (15,5%), o que pode

ser explicado pelo fato de obter energia apenas através da oxidagdo de Fe', quando

comparada com os valores da bactéria A¢. ferrooxidans que obtém energia através da oxidacao

2+ .
de Fe” e/ou compostos reduzidos de enxofre.
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4.2.3 Cisteina

O efeito de L-cisteina na biolixiviagdo de Cu®" a partir de minério de calcopirita esta
apresentado nas Figuras 22, 23, 24, 25 e 26 que se seguem através dos valores de pH, de
potencial redox, a concentragio de Fe’’e ferro total além da concentragio de cobre,

respectivamente.

Figura 19 - Variacdo do pH no ensaio de biolixiviacdo no ensaio de biolixivia¢aoutilizando
At. ferrooxidans — LR (O), mutante de At. ferrooxidans — LR (30”) ('), L. ferrooxidans (")) e
controle abiodtico (A) na presenca (simbolos fechados) e auséncia (simbolos abertos) de 107

mol.L"! de cisteina.

2,3

2,2+
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Fonte: Autor

Como pode ser observado pela Figura 22 acima, para todos as condi¢des exceto os
controles abioticos, o pH sofreu uma ligeira queda, ndo ultrapassando a faixa de 1,75.

Comparando-se os frascos que continham o aminoacido com os que foram utilizados
de controle com apenas as bactérias e o mineral, os primeiros ndo apresentaram uma grande
mudanga no valor do pH, mostrando que a cisteina pode influenciar esse pardmetro de alguma
forma a fazer com que a produgdo de acido ndo seja tdo perceptivel em todas as amostragens.

A corregdo acida foi realizada nas duas primeiras amostragens (5 dias), pois nesses
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primeiros dias o valores estavam em torno de 2,0 para todas as amostras.

Como podemos observar na Figura 23, através das medidas de potencial de 6xido-
reducdo, os frascos que continham bactéria, tiveram uma elevagao continua dos valores de Eh,
estabilizando-se em torno de 500 mV para a linhagem A¢. ferrooxidans — LR e mutante. Ja a
linhagem L. ferrooxidans como no ensaio de biolixiviagdo realizado anteriormente também

ndo acompanhou a linhagem At. ferrooxidans, estabilizando-se em torno de 450 mV.

Figura 20 - Variacdo do potencial de oxido-redu¢@o no ensaio de biolixiviagao utilizando At.
ferrooxidans — LR (O), mutante de At. ferrooxidans — LR (30”) (L)), L. ferrooxidans (")) e
controle abiodtico (A) na presenca (simbolos fechados) e auséncia (simbolos abertos) de 107

mol.L"! de cisteina.
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Fonte: Autor

Nao foi possivel observar grandes diferengas nesse pardmetro para os frascos que
continham a L-cisteina. Dando destaque para as linhagem At. ferrooxidans na presenga de L-
cisteina, que ao longo de todo o ensaio as amostras tiveram um aumento significativo do Eh,
chegando em torno de 600 mV.

Lembrando que o ensaio foi realizado na presenca das linhagens ja adaptadas ao
mineral fazendo com que na primeira amostragem (2 dias) todos os parametros ja

apresentassem grande evolugao.
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Figura 21 - Varia¢io da concentragdo de fons ferrosos (Fe’") no ensaio de biolixiviagio
utilizando At. ferrooxidans — LR (O), mutante de At. ferrooxidans — LR (30”) (/)), L.
ferrooxidans (-)) e controle abidtico (A) na presen¢a (simbolos fechados) e auséncia

(simbolos abertos) de 10~ mol.L™" de cisteina.
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Figura 22 - Variacdo da concentracdo de ferro total no ensaio de biolixiviagao utilizando At.
ferrooxidans — LR (O), mutante de At. ferrooxidans — LR (30”) (/)), L. ferrooxidans (")) e

controle abidtico (A) na presenca (simbolos fechados) e auséncia (simbolos abertos) de 107

mol.L"! de cisteina.
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Na figura 24 estdo demonstrados os valores de concentracdo de ions ferrosos como
tempo para as diferentes condi¢des avaliadas (Fe’"). Quantidades muito baixas foram
detectadas no meio para os frascos inoculados na presenca e auséncia do aminoacido (<5
mmol.L™"). Este comportamento indica que as bactérias estdo ativas, uma vez que a fonte de
energia (ions ferrosos) estd sendo consumida continuamente.

Nos frascos controle elevou-se continuamente atingindo 10,5 mmol.L'no final do
ensaio.

O parametro demonstrado na figura 25 ¢ concentragio de ferro total (Fe*™+ Fe’"), e os
valores para todas as linhagens também foi condizente com o esperado mostrando que grande
quantidade de Fe*" foi oxidado a Fe’”, comprovando o metabolismo bacteriano, chegando a
valores proximos a 30 mmol.L™.

Para os frascos que continham o aminodcido L-cisteina no meio, os valores
apresentados de Fe’* foram maiores, isso indica que uma maior quantidade de Fe*" foi

. + . . oo ~ “ . ’ . A
oxidado a Fe’*, mostrando assim uma maior solubilizagio da calcopirita. O Gltimo pardmetro
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analisado para que pudéssemos verificar a eficiéncia no processo de biolixiviagdo, ou seja, a
solubilizacdo do metal de interesse (cobre). Foi demonstrado na figura 21 a variacdo da
concentragdo de cobre para todas as linhagens na presenca de aminoacido e seus respectivos

controles (auséncia de aminodacido).

Figura 23 - Variacdo da concentragdo de cobre total no ensaio de biolixiviagdo utilizando At.
ferrooxidans — LR (O), mutante de At. ferrooxidans — LR (30”) ('), L. ferrooxidans (")) e
controle abiodtico (A) na presenca (simbolos fechados) e auséncia (simbolos abertos) de 107

mol.L"! de cisteina.
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Pode ser visto que na presenca de L-cisteina no meio de lixiviagdo acelerou
significativamente a lixiviagdo de Cu’" a partir de minério de calcopirita por todas as
linhagens.

A concentragio méaxima de Cu®’ foi lixiviada a partir do minério em solugdes
contendo 10” mol.L" de L-cisteina. Valores esses 10% maiores do que o obtido na solugdo de
controle (auséncia de cisteina) durante o mesmo periodo de tempo. A concentracdo de
Cu*'dissolvido na presenga de 10° mol.L" de L-cisteina também influenciou positivamente
na eficiéncia do processo, obtendo valores finais 15% maiores que o a solugdo controle

(auséncia de cisteina).
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Dando destaque para a linhagem At. ferrooxidans - LR na presenca de L-cisteina, que
ao longo de todo o ensaio as amostras tiveram um aumento significativo da concentragdo de
cobre solubilizado, chegando em torno de 29 mmol.L™, valor aproximadamente 10% maior
que na auséncia do aminoacido (26,5 mmol.L™).

Assim, a L-cisteina pode ser usada como um reagente de potencial durante a
biolixiviagio de Cu”a partir de minério de calcopirita por At. ferrooxidans e L. ferrooxidans.
Este resultado estd de acordo com os estudos encontrados na literatura. Ghosh e
Mukhopadhyay (2011) estudaram o efeito de aminoacidos na biolixiviagdo de minério de
calcopirita por Thiobacillus ferrooxidans e concluiram que baixas concentragdes de L-serina
(1,6 g/L) podem atuar como um agente eficaz na solubilizagio de Cu®" na biolixiviagdo de
calcopirita.

Li et al. (2013) estudaram o efeito de aminoacidos na biolixiviagdo de colofanito
(rocha a qual ocorre mais de 80% da mineralizagdo de fosfato-uranio), e resultados
promissores indicaram que baixas concentracdes (0,5 g/L) de L-glicina influenciaram
positivamente no processo, aumentando a eficiéncia deste em aproximadamente 8,0%.

He et al. (2009) determinaram os efeitos da L-cisteina na biolixiviacdo de sulfeto Ni-
Cu por Acidithiobacillus caldus. Como principais resultados foi observado que concentragdes
de Cu® nas solugdes de lixiviagio aumentaram com o tempo, exceto no controle abidtico.
Certas quantidades de L-cisteina melhoraram significativamente a biolixiviagdo de sulfeto Ni-
Cu, atingindo uma concentra¢cdo méaxima do cobre dissolvido quando adicionado 0,05 g/L (10

> mol.L™") de L-cisteina.
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5 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

A partir dos dados obtidos nos ensaios de biolixiviagdo foi realizado um estudo para
determinar a interferéncia estatistica dos pardmetros na solubiliza¢do do metal de interesse e a

correlacdo entre si desses parametros.

5.1 Interferéncia estatistica dos parametros na solubilizacio de cobre
5.1.1 pH

Para determinar a interferéncia do pH na solubilizagdo de cobre, os valores de pH
(variavel independente) e concentracdo de cobre recuperado (variavel dependente) foram
inseridos no grafico e a partir disso foi realizado uma regressdo linear ¢ uma regressao
polinomial dessa curva.

A regressao linear foi realizada para determinar a correlacdo direta linear entre os dois
pardmetros. A regressdo polinomial de segundo grau (y=ax + a2*x” + b) foi realizada com o
intuito de que através dos numeros dos coeficientes de correlacdo pudéssemos entender a
forma apresentada pela curva, ou seja, se esses dois pardmetros se correlacionam mais
proximamente de forma linear ou ndo-linear (polinomial, por ex), e se ¢ que existe correlagao
entre eles.

A figura 27 ¢ uma demonstracdo de como esse estudo foi realizado a partir dos dados

da At. ferrooxidans — LR adaptada.
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Figura 24 — Grafico de dispersdo do pH x concentracdo de cobre recuperado no ensaio de

biolixiviacao utilizando At. ferrooxidans — LR adaptada.
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Fonte: Autor

Foi realizada uma analise preliminar dos dados através da observagao e das curvas que
representam suas regressoes linear e polinomial de segundo grau, assim foi possivel observar
que nesse caso especifico os pontos da curva se aproximam mais da regressao polinomial que
dé regressdo linear, isso pode ser comprovado com os valores de coeficiente de determinagao
(Rt tinear =0,9121 € R? potinomia=0,9587).

Pode-se verificar que os valores de coeficiente de correlagdo das regressdes
polinomiais apresentaram valores mais altos que os das regressdes lineares exceto para a
linhagem L. ferrooxidans na auséncia de cisteina. Sendo assim, ¢ possivel concluir que em
97% dos casos a regressdo polinomial da curva pH x concentragdo de cobre recuperado
representa melhor a inferéncia do pH na eficiéncia do processo de biolixiviagao.

Os valores de coeficiente de correlagdo referentes as curvas das linhagens adaptadas
foram mais altos em compara¢do com as linhagens ndo adaptadas. O maior valor foi
observado para a mutante (Rzr_polinomial=0,9981), consequentemente a maior correlacdo dos
dois fatores. Comparando-se as linhagens e os consorcios bacterianos, em todos os casos as
linhagens isoladas obtiveram maiores valores de correlagdo que os consoércios, demonstrando
que a combinacdo das linhagens afetou negativamente na correlagio do pH com a

concentragcdo de cobre solubilizado. Com excecdo apenas de um caso (Consércio LR/ 30”)
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todos os casos obtiveram valores de coeficientes de determina¢do maiores que 0,7, o que

determina uma alta correlagcdo linear entre o pH e a Concentragdo de cobre recuperado

(>70%).

5.1.2  Potencial de 6xido-redu¢do (Eh)

Para determinar a interferéncia do Eh na solubilizacdo de cobre, os valores de Eh

(variavel independente) e concentracdo de cobre recuperado (variavel dependente) foram

inseridos no grafico e a partir disso foi realizado uma regressdo linear ¢ uma regressao

polinomial dessa curva.

A figura 28 ¢ uma demonstracdo de como esse estudo foi realizado a partir dos dados

da At. ferrooxidans — LR adaptada.

Figura 25 — Grafico de dispersdo do Eh x concentra¢do de cobre recuperado

biolixiviacao utilizando At. ferrooxidans — LR adaptada.
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As observagdes iniciais da figura 28 demonstram que a regressdo polinomial

corresponde uma condicdo muito melhor em relagdo a regressdo linear, isso pode ser
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comprovado com os valores de coeficiente de determinacio (R’ijnear =0,4905 e
Rzr.polinomia1=0,8947).

Essa grande diferenca dos valores de coeficiente de correlagdo pode ser atribuida ao
fato de que os valores de Eh se estabilizam em cerca de 10 dias de ensaio, enquanto a
concentragcdo de cobre continua em uma crescente até o dia 20, aproximadamente, fazendo
com que a regressdo linear seja ainda menos eficiente para esse parametro, portanto uma
baixa correlagdo entre os valores de potencial de 6xido-reducgdo e os valores de concentracao
de cobre recuperado ¢ observada (Figura 10, Figura 15 e Figura 23).

Os valores de coeficiente de correlagdo das regressdes polinomiais foram mais altos
que os das regressoes lineares, porém em menor escala comparado aos valores de pH. Através
de calculos, verificou-se que em 85% dos casos a regressdo polinomial da curva Eh x
concentragdo de cobre recuperado representa melhor a inferéncia do Eh na eficiéncia do
processo de biolixiviagao.

A maior média calculada dos fatores de correlagdo foi a obtidas para a linhagem
mutante na presenga de cisteina (Rzr_polinomial=0,9730), como consequéncia da maior correlagdo
dos dois fatores, Eh e concentracdo de cobre. A adi¢do de cisteina os valores de Eh tiveram
um aumento um pouco menor (Figura 23), isso faz com que a parte crescente da curva
também seja menor, concluindo que a estabilizagdo do Eh nesse caso interferiu menos que nos
casos onde ocorreu um aumento muito grande nos valores ao decorrer dos dias, podendo dar
como exemplo os dados demonstrados na figura 23, onde para essa linhagem o coeficiente de
determinagdo para a regressio linear foi 0 menor obtido em toda a analise (R jinca=0,4905).

Comparando-se as linhagens isoladas e os consorcios bacterianos, a linhagem L.
ferrooxidans foi a que obteve a maior média (Eh e concentragcdo de cobre) dos coeficientes de

correlagdo (R; polinomia=0,9517).
5.13 [Fe’'/Fe’']

Para determinar a interferéncia da [Fe’"/Fe’"] na solubilizagio de cobre, os valores
calculados de [Fe’"/Fe*’] (variavel independente) e concentragdo de cobre recuperado
(variavel dependente) foram inseridos no grafico e a partir disso foi realizado uma regressao
linear e uma regressao polinomial dessa curva.

A figura 29 ¢ uma demonstracdo de como esse estudo foi realizado a partir dos dados

da At. ferrooxidans — LR adaptada.
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Figura 26 — Grafico de dispersdo da [Fe’'/Fe’'] x concentragdo de cobre recuperado no

ensaio de biolixiviagdo utilizando At. ferrooxidans — LR adaptada.
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Os valores de coeficiente de correlacdo das regressdes polinomiais apresentaram
valores mais altos que os das regressdes lineares, porém em menor escala comparado aos
valores de pH e Eh. Através de calculos, verificou-se que em 65 % dos casos a regressao
polinomial da curva [Fe’'/Fe’'] x concentragio de cobre recuperado representa melhor a
inferéncia da [Fe’*/Fe*"] na eficiéncia do processo de biolixiviagio.

A maior média calculada foi a que representa a linhagem At. ferrooxidans na presenga
de cisteina (R%iinca=0,9821), consequentemente a maior correlagio dos dois fatores
([Fe**/Fe*] x concentragio de cobre recuperado).

A [Fe’], permanece muito baixa para todas as linhagens em todas as condi¢des
inoculadas durante todo o ensaio (Figura 7, Figura 11 e Figura 19), fazendo com que a relagao
Fe''/Fe* seja maxima. Além disso, os valores de [Fe’"/Fe’'] aumentam durante o ensaio
como também aumentaram os valores de concentracdo de cobre solubilizado fazendo com que
essa relacdo tenha uma forte correlagdo linear (>0,8).

Os menores valores foram encontrados para a linhagem mutante na auséncia de
cisteina, onde foi mostrada pouca correlagdo linear e polinomial entre a [Fe’’/Fe*] e a

concentragdo de cobre solubilizado.
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Sendo assim foi determinada a maior correlagio entre os parametros (ph, Eh e [Fe’'])
e a concentracdo de cobre solubilizado para todas as linhagens, considerando todas as
condigoes avaliadas no ensaio de biolixiviagao..

A média dos valores calculados da correlagdo de cada parametro para cada linhagem

estdo demonstrados na figura 30.

Figura 27 - Média dos valores de coeficientes de correlacdo das regressdes linear e
polinomial das curvas de cada pardmetro pela concentragcdo de cobre solubilizado utilizando

(1) At. ferrooxidans — LR; (2) mutante; (3) L. ferrooxidans.
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Como anteriormente foi possivel discutir cada valor individualmente, podendo analisar
onde ocorreu a menor correlagdo e maior correlacdo em cada pardmetro, dessa vez o intuito
da andlise de acordo com a figura 30 ¢ basicamente determinar para cada linhagem o quanto
cada parametro se correlacionou com a concentragdo de cobre solubilizado, para que fosse

possivel observar a diferenca entre as linhagens e a interferéncia de cada um deles.
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No caso da At. ferrooxidans - LR e da mutante de At. ferrooxidans a maior correlagdo
tanto na regressdo linear quanto na regressdo polinomial foi determinada na curva de
[Fe’*/Fe*"] x concentragio de cobre solubilizado. Esses resultados podem mostrar que nesse
caso a mutagdo ndo interferiu na correlagdo dos pardmetros para essa linhagem especifica.

J& para a linhagem L. ferrooxidans o pH foi disparado o pardmetro que melhor se
correlacionou com a concentragdo de metal recuperado. Isso pode ter acontecido porque se
observarmos os valores de pH durante os ensaios, essa linhagem foi a que apresentou menor
diminuicdo nos valores de pH com o passar dos dias, e também teve a menor recuperagdo de

cobre, podendo ter se correlacionado melhor que os demais parametros.

5.2 . Interferéncia estatistica dos parametros
52.1 pHe[Fe’"/Fe*]

Para determinar a interferéncia do pH x [Fe’"]/[Fe*'], os valores de pH (variavel
independente) e Concentragdo de Fe’”/ Concentragdo de Fe®" (variavel dependente) foram
inseridos no grafico e a partir disso foi realizado uma regressdo linear ¢ uma regressao
polinomial dessa curva.

A figura 31 ¢ uma demonstracdo de como esse estudo foi realizado a partir dos dados

da At. ferrooxidans — LR adaptada.
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Figura 28 — Grafico de dispersdo do pH x [Fe’'/Fe*"] no ensaio de biolixiviagio utilizando

At. ferrooxidans — LR adaptada.
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Pode-se verificar que os valores de coeficiente de determinagdo das regressdes
polinomiais apresentaram valores mais altos que os das regressdes lineares na maioria dos
casos. Sendo assim, ¢ possivel concluir que em 90% dos casos a regressao polinomial da
curva do pH x [Fe’"/Fe*’] recuperado representa melhor a inferéncia do pH na eficiéncia do
processo de biolixiviagao.

O maior valor calculado foi para a linhagem mutante ndo adaptada no ensaio de
biolixiviacao (Rzr_polinomial=0,9690), e consequentemente a maior correlacdo dos dois fatores.

No entanto, em geral os valores de coeficientes de correlacdo linear foram muito
baixos para praticamente todas as condi¢des de ensaio, demonstrando uma baixa correlagao

entre esses dois parametros.
522 [Fe’'/Fe*'] e Eh
Para determinar a interferéncia da [Fe’"/Fe*"] no Eh, os valores calculados da relagdo

[Fe’*/Fe*"] (variavel independente) e Eh (varidvel dependente) foram inseridos no grafico e a

partir disso foi realizada uma regressao linear e uma regressao polinomial dessa curva.
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A figura 32 ¢ uma demonstracdo de como esse estudo foi realizado a partir dos dados

da At. ferrooxidans — LR adaptada.

Figura 29 - Gréfico de dispersio da [Fe*"/Fe’"] x Eh no ensaio de biolixiviag¢do utilizando At.
g P

ferrooxidans — LR adaptada.
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Fonte: Autor

Como podemos observar no grafico os dados ndo apresentaram nesse caso correlacao
linear nem polinomial, podendo-se verificar através dos baixos valores de coeficiente de

determinagao.

A maior diferenca desse caso para os outros ¢ que as linhagens adaptadas foram as
unicas que obtiveram valores muito baixos de correla¢do tanto linear quanto polinomial. Isso
pode ter ocorrido devido ao fato de que a adaptagdo dessas linhagens promove um aumento
mais brusco desse Eh (nos primeiros dias de ensaio) (Figura 10), fazendo com que sua
estabilizagdo de valores seja ainda mais rapida, podendo ser um fato que tenha influenciado
negativamente na correlacdo desses dois parametros.

Deve-se lembrar que o valor de potencial ¢ calculado através da atividade dos pares

redox do meio e ndo de sua concentracdo, desse modo atinge-se uma valor maximo de Eh nos
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. . . . - 3+ . ,
primeiros dias de ensaio enquanto a concentra¢do de Fe’ continua crescente até o final o

ensaio.

5.2.3 pHeEh

Para determinar a interferéncia do pH no Eh, os valores de pH (variavel independente)
e Eh (varidvel dependente) foram inseridos no grafico e a partir disso foi realizado uma
regressao linear e uma regressao polinomial dessa curva.

A figura 33 ¢ uma demonstracdo de como esse estudo foi realizado a partir dos dados

da At. ferrooxidans — LR adaptada.

Figura 30 — Grafico de dispersdo do pH x Eh no ensaio de biolixiviagdo utilizando At.

ferrooxidans — LR adaptada.
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A maior diferenca dessa condi¢do para as outras condigdes avaliadas neste parametro ¢
que as linhagens adaptadas foram as Unicas que obtiveram valores muito altos de correlagao
polinomial. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que a adaptagdo dessas linhagens

promove um aumento mais repentino desse Eh, fazendo com que sua estabilizacdo de valores
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seja ainda mais rapida, e também promove essa diminui¢do repentina do pH, influenciando
positivamente nesse caso (Figura 9 e 10).

Com excecdo de dois casos (At. ferrooxidans — LR nao adaptada e mutante na auséncia
de cisteina), todas as condi¢des apresentaram médios valores de coeficiente de correlagdo, ou

seja, regular correlagio tanto linear quanto polinomial dos dois pardmetros (R*<0,7).
Figura 31 - Média dos valores de coeficientes de correlacdo das regressdes linear e
polinomial das curvas dos parametros pH, Eh e [Fe’"]/[Fe*'] dois a dois utilizando (1) Az.

ferrooxidans — LR; (2) mutante; (3) L. ferrooxidans.
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Fonte: Autor

Verificou-se a partir dos resultados uma regular correlagdo linear em 80% dos casos
(R?<0,800).

A linhagem mutante apresentou valores muito proximos aos obtidos para a linhagem
At. ferrooxidans- LR, o que permite concluir que a mutagdo ndo influenciou nesse fator. Para
todos as linhagens os parametros pH e Eh foram os que melhor se correlacionaram

. . 2 ~ .
linearmente (maiores valores de R”). Comparando-se os valores de correlagdo linear e
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polinomial, verifica-se que as curvas possuem maior tendéncia a se correlacionarem
polinomialmente (Rzr.1inear<R2r,p01inomial).

Esse ¢ o primeiro trabalho do grupo que tenta estabelecer correlagdes estatisticas nao
possibilitando maiores comparagdes com outros resultados referentes aos mesmos parametros

em outras condi¢des e materiais.

5.3 Analises estatisticas das curvas de solubilizacio de cobre
5.3.1 Teste de andlise de variancia (ANOVA)

Foi realizada uma analise dos dados de solubilizacdo de cobre para determinar se
existe diferenca estatistica entre os valores iniciais (2 dias de ensaio), ap6s 15 dias e ao final
do ensaio (35 dias) para determinar se existe diferenca no valor final da solubilizacdo e se
essa diferenca permanece ao longo do ensaio.

Essa andlise foi realizada através do teste de andlise de variancia (ANOVA), que testa
a hipotese de que as médias de duas ou mais populagdes sdo iguais.

Anadlises ANOVA testam a importancia de um ou mais fatores comparando as médias
das varidveis de resposta em diferentes niveis dos fatores. A hipdtese nula afirma que todas as
médias das populagdes (médias dos niveis dos fatores) sdo iguais, enquanto a hipotese
alternativa afirma que pelo menos uma ¢ diferente (MINITAB, 2016).

Para facilitar a apresentagdo dos resultados, os dados do ensaio de biolixiviagdo foram
divididos em: linhagens adaptadas e consdrcios; e adicao de cisteina.

Os resultados foram tabelados e estdo listados na Tabela 6 para o ensaio de

biolixiviacdo em linhagens adaptadas e consorcios.
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Tabela 6 - Valores calculados do teste estatistico de andlise de varidncia para o ensaio de

biolixiviacdo em linhagens adaptadas e consorcios.

Média 5 Média 5 Média 5
G G G
2 dias 15 dias 30 dias
Atf- LR 1,085 0,0001 17,49 0,0902 27,15 0,2312
Atf-LR +
1,085 0,0001 18,89 0,0264 28,96 0,0612
cisteina
mutante 0,78 0,0007 14,13 0,0423 23,28 0,9904
mutante +
0,78 0 17,98 0,0561 26,28 0,0924
cisteina
L.f 1,19 0,0072 12,99 0,1104 20,64 0,0491
L.f+
1,19 0,0072 14,99 0,1104 23,64 0,0491
cisteina

Fonte: Autor

Posteriormente a ANOVA basicamente divide a variabilidade em variabilidade Entre
Grupos (Grupo 0) e variabilidade Dentro de Grupos (Grupo 1), e compara as duas.

Quanto maior for a primeira comparada a segunda, maior ¢ a evidéncia de que existe
variabilidade entre grupos, ou seja, médias diferentes. A partir disso os resultados serdo

expressos na Tabela 7, para determinar se existe diferenga entre as médias.

Tabela 7 - Valores de variabilidade entre grupos e variabilidade dentro de grupos calculados
do teste estatistico de analise de variancia para o ensaio de biolixiviagdo em linhagens

adaptadas e consorcios.

Grupo 0 Grupo 1 p-valor F
2 dias 20,89 0,03 2,59.10° 75,77
15 dias 75,02 0,84 8,84.10° 24,05
35 dias 138,89 6,93 0,06.10™ 18,93

Fonte: Autor

O valor F que ¢ calculado da seguinte maneira: variancia Entre os Grupos/ variancia

Dentro dos Grupos, indicando que quanto maior esse valor, maior a diferenga entre os grupos.

O valor de p ¢ a probabilidade de seu resultado ser algo puramente ao acaso. Se o

valor p € baixo (seu valor tipico ¢ de 0,05) entdo ¢ bastante provavel que qualquer diferenca

entre os grupos ¢ uma diferenca real e ndo algo que aconteceu ao acaso.
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O resultado de uma ANOVA lhe dé o valor estatistico de F. Nesse caso o valor de F
ou a variancia entre os trés grupos ¢ 75,77 (2 dias), 24,05 (15 dias), 18,93 (35 dias). Para
saber se os resultados nesse exemplo sdo significativos (isto €, se a probabilidade p tiver um
valor inferior a 0,05), o valor de F precisa ser pelo menos 3.354 (quer dizer, o valor critico de
F) (HOFFMANN, 1942).

O grande problema enfrentado nessa analise foi o grau de liberdade, devido ao fato de
que o ensaio foi realizado em duplicata, diminuindo a confiabilidade dos resultados, porém
como ja citado, os valores de variancia entre os grupos foram muito altos, isso faz com que
seja possivel dizer que estatisticamente os valores tanto iniciais, com 15 dias ou finais sdo
diferentes entre si.

O mesmo teste foi realizado para os valores do ensaio de biolixiviacdo referentes a

adi¢do de cisteina, os resultados foram tabelados e estdo listados na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores calculados do teste estatistico de analise de variancia referentes a adi¢ao

de cisteina para o ensaio de biolixiviagao.

Média 5 Média 5 Média 5
c c c
2 dias 15 dias 30 dias
Atf- LR 1,09 0,0480 12,51 0,0040 25,06 0,0480
Atf- LR
0,79 0,0002 12,22 0,0420 26,13 0,0002
adapt.
mutante 4,79 0,1922 11,74 0,0024 20,66 0,1922
mutante
1,55 0,0578 7,69 0,0562 18,64 0,0578
adapt.
L.f 1,71 0,0549 6,65 0,0450 16,46 0,0576
L.f adapt. 1,66 0,0023 13,02 0,1860 20,25 0,4320

Fonte: Autor

Valores de variabilidade entre grupos e variabilidade dentro de grupos calculados do
teste estatistico de analise de variancia para o ensaio de biolixiviagdo. Os valores expressos na

tabela 15 determinam se existe diferenga entre as médias.
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Tabela 9 - Valores de variabilidade entre grupos e variabilidade dentro de grupos calculados

do teste estatistico de analise de variancia para os valores ensaio de biolixiviacdo referentes a

adi¢do de cisteina.

Grupo 0 Grupo 1 p-valor F
2 dias 0,3635 0,0216 1,09.107 4,39
15 dias 56,0667 1,3248 8,10.10” 4,38
35 dias 91,7214 2,3590 1,00.10 4,38

Fonte: Autor

Da mesma forma os resultados também apresentaram altos valores de variancia entre
os grupos, iniciando que para baixos valores de p como na tabela pode-se concluir que existe
diferenga significativa entre as médias em todas as condi¢des, comprovando a melhora no

processo com a adi¢do de cisteina para todas as linhagens estudadas.

5.3.2  Velocidade inicial da solubiliza¢do de cobre

A partir da conclusdao de que as médias dos valores de solubilizacdo de cobre sdo
diferentes nos dois ensaios e em todas as condigdes, outra andlise estatistica foi realizada.
Dessa vez o intuito ¢ analisar se existe diferenca na velocidade inicial da solubilizagdo desse
metal.

Para isso a parte linear da curva de solubilizacdo (15 dias) foi linearizada, a partir
disso foi calculado o valor do coeficiente angular da reta, podendo tirar conclusdes sobre a
inclinagdo da reta e por fim da velocidade de solubilizacio de cada linhagem para cada
condi¢do, como no esquema a seguir:

[Cu] =a*t+b
d[Cu]/dt = a = Velocidade inicial de solubiliza¢do (mmol.L /dias)

Também foi relacionado o coeficiente de determinagdo dessas curvas a fim de poder

concluir se a parte inicial da curva € ou ndo linear para que seja possivel a realizacao.
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Figura 32 - Regressdo linear das curvas nos primeiros quinze dias de ensaio. (A) Ensaio de
biolixiviacdo — efeito da adaptagdo; (B) Ensaio de biolixiviacdo — consoércios; (C) Ensaio de

biolixiviagdo — cisteina.

(A) Ensaio de biolixiviacio — efeito da adaptacdo. Utilizando as seguintes condigdes: (@)
At. ferrooxidans — LR, (') mutante, (™) L. ferrooxidans adaptadas (simbolos abertos) ¢ ndo

adaptadas (simbolos fechados).
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Fonte: Autor
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(B) Ensaio de biolixiviacdo — consércios. Utilizando as seguintes condi¢des: consorcio LR/

L.f(V), consércio L.f/ 30” (M), consércio LR/ 30” (") e o controle abidtico (A).
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(C) Ensaio de biolixiviacdo — cisteina. Utilizando as seguintes condigdes: (@) At.

ferrooxidans — LR; (') mutante; (™) L. ferrooxidans; na presenga (simbolos fechados) e

auséncia (simbolos abertos).
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Fonte: Autor
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Como se pode verificar através de todos os resultados os valores do coeficiente de

determinacio (R?) ficaram em torno de 0,9. Isso demonstra uma linearidade das curvas em

todos os casos. Sendo assim foi feita a comparagao dos coeficientes angulares calculados.

A partir da realizagdo da regressdo linear das curvas os valores calculados de

velocidade inicial e coeficientes de correlagdo foram listados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Velocidades iniciais de solubilizacdo e coeficientes de correlacdo da regressao

linear dos primeiros 15 dias das curvas de solubilizacdo de cobre.

Velocidades iniciais
Linhagens de solubilizacio R?
(mmol.L/dias)

At. ferrooxidans 0,94 0,9806
At. fadapt 0,96 0,9148
L. ferrooxidans 1,01 0,9037
L. fadapt 0,72 0,9051
mutante 0,53 0,9916
mutante adapt 0,58 0,9049
LR /30 1,01 0,9202
LR/L.f 0,98 0,9842
L.f/30 0,72 0,8902
At. ferrooxidans 1,35 0,9670
At. f cisteina 1,46 0,9504
L. ferrooxidans 0,98 0,9843
L. f cisteina 1,15 0,9642
mutante 1,05 0,9591
mutante cisteina 1,42 0,9313

Fonte: Autor

De acordo com a Tabela 10 a adaptagdo influenciou positivamente em todos os casos,
aumentando a velocidade inicial de solubilizagdo de cobre nos primeiros quinze dias. Para a
bactéria L. ferrooxidans essa diferenca foi ainda mais significativa, o valor do coeficiente
angular da curva que representa a bactéria adaptada foi o dobro da ndo adaptada.

Comparando-se os controles (Figura 30 — (B)) em comparacdo aos resultados obtidos
em relagdo as linhagens isoladas (Figura 30 — (A)) os valores das velocidade inicial de
solubilizagdo foram mais altos, podendo dizer que os consdrcios nesse caso tiveram um efeito
positivo, aumentando a solubilizagdo de cobre mais rapidamente nos primeiros quinze dias.
Como ja vimos ao final do ensaio ao final do ensaio (Figura 13 e 18) os valores dos
consorcios principalmente contendo At. ferrooxidans - LR ndo se diferenciaram das linhagens

1soladas.
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As linhagens na presenca de cisteina obtiveram os resultados mais altos do trabalho
em todos os casos (Figura 30 — (C)). Nesse caso os resultados finais também indicaram um
aumento na solubilizacdo de cobre, o que demonstra que a cisteina além de promover uma

maior recuperacdo ao fim do ensaio também aumenta a taxa inicial dessa solubilizagao.

5.3.3 Estudos da cinética de oxidacdo da calcopirita

Para o estudo da cinética de oxidacdo dos sulfetos minerais as curvas de solubilizagao
de cobre foram ajustadas para o modelo hiperbdlico. A Figura 37 representa os ajustes
realizados para todas as condigdes do ensaio de biolixiviagao.

A base para esse estudo se deu de acordo com que as bactérias envolvidas no processo
de biolixiviagdo em determinadas situagdes se comportam como enzimas michaelianas, ou
seja, curvas Velocidade inicial de oxida¢do x Massa de sulfeto sdo ajustadas hiperbolicamente
(FRANCISCO JUNIOR et al., 2009); (FRANCISCO JUNIOR et al., 2007). Sendo assim foi
realizada uma adaptagdo desse método para as curvas de solubilizagdo e assim determinado os

novos parametros de acordo com a figura 36.

Figura 33 - Curva hiperbdlica da concentracdo de cobre vs tempo e equacdo de ajuste

hiperbdlico com seus respectivos parametros.
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Equacio da curva: y = (P1*t) / (t+P2)
Onde: y= Concentragdo de cobre solubilizado
P1 (Cnax)= Concentracdo maxima de cobre a ser solubilizado

P2 (ti2cmax)= Tempo em que metade da concentragdo méaxima de cobre seria solubilizada)

Figura 34 - Ajustes hiperbdlicos das curvas de solubiliza¢do de cobre e seus parametros. (A)
Ensaio de biolixiviacdo — efeito da adaptacdo; (B) Ensaio de biolixiviagdo — consorcios; (C)

Ensaio de biolixiviagdo — cisteina.
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(B) Ensaio de biolixiviagdo — consorcios
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Nao foi possivel a realizagdo do ajuste dessa curva pelo modelo hiperbolico.

(C) Ensaio de biolixiviagdo — cisteina
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Fonte: Autor
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Foram determinados os parametros através dos ajustes hiperbdlicos realizados das

curvas de solubilizagdo (Figura 37), estes foram tabelados e estdo demonstrados na Tabela 11.

Tabela 11 - Parametros determinados a partir da equacdo dos ajustes hiperbolicos das curvas

de solubilizag¢dao de cobre em todas as condigdes do ensaio de biolixiviagao.

Linhagens Cmax (mmol.L'l) t1/2cmax (dias) R’
At. ferrooxidans 269,5 324.4 0,9787
At. fadapt 185,8 206,6 0,9907
L. ferrooxidans 101,8 180,0 0,9868
L. f adapt 59,8 60,7 0,9644
mutante 37,8 28,1 0,9767
mutante adapt 209,5 3349 0,9795
At. ferrooxidans 269,5 324.4 0,9787
LR /30 45,4 34,1 0,9803
LR/ L.f 43,4 35,4 0,9942

L.f/30 - - -

At. ferrooxidans 47,3 27,4 0,9797
At. f cisteina 49,5 23,9 0,9803
L. ferrooxidans 40,6 30,8 0,9837
L. f cisteina 43,5 28.9 0,9850
mutante 543 43,6 0,9804
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Fonte: Autor

A partir dos resultados (Tabela 11) pode-se verificar que para o as curvas das
linhagens adaptadas e ndo adaptadas, apesar do alto valor de coeficiente de correlagdo (R?) de
todas as curvas o valor da concentragdo maxima e da taxa de produ¢@o de cobre foram muito
altos, fora da realidade (>100% de solubiliza¢do), ou seja, existiria a solubilizacdo maxima de
cobre maior que o valor adicionado e demoraria muito tempo para que isso pudesse ocorrer.

Observando as curvas ¢ possivel perceber que os ultimos valores ainda sdo crescente e
portanto apresentaram um patamar, o que fez com que a projecdo do valor maximo fosse
muito maior que o real (>100%). Sendo assim apesar da demonstracdo de que nesse caso a
adaptagdo tenha prejudicado os valores finais de solubilizagdo, ou seja, a concentragdo
maxima para as linhagens adaptadas foi menor que a concentragdo méaxima para as linhagens
ndo adaptadas, os valores finais do ajuste ndo foram condizentes com a realidade (Figura 32).

Com excecdo a linhagem L. ferrooxidans, que demonstrou total solubilizagdo da
calcopirita com valores bem proximos a 100% de solubilizagdo e que a adaptagdo dessa
linhagem apesar de ter aumentado a taxa de producdo de cobre para 50 dias diminuiu
significativamente a concentragdo maxima.

Em alguns casos ocorreu a estabilizagdo das curvas ao final de 35 dias de ensaio, como
por exemplo, para os consorcios (Figura 32 — (B)), onde os valores de coeficiente de
correlacdo foram ainda mais altos e os ajustes foram muito bons, com exce¢do do consorcio
L.f 30” onde o ajuste ndo foi possivel de ser realizado. O segundo e ultimo ensaio para a At.
ferrooxidans — LR, demonstrou que a adigdo de cisteina fez com que fosse possivel aumentar
tanto os valores finais de solubilizagdo quanto a taxa de producdo de cobre, obtendo
resultados com cerca de 45% de solubilizagdo em cerca de 50 dias. Da mesma forma, para a
bactéria L. ferrooxidans com adicdo de cisteina foram obtidos resultados de cerca de 45% de
solubilizacdo em 60 dias. Nesse caso a unica exce¢do foi para a mutante que ndo obteve
melhora nos valores finais com a adi¢do de cisteina.

Essa analise em si foi realizada com o intuito de determinar aproximadamente em
quantos dias para as diferentes linhagens a solubilizagdo total da calcopirita seria realizada e
qual a concentragdo final de cobre, determinando assim a influéncia da adi¢do de cisteina e da
adaptagdo das linhagens, porém ¢ importante enfatizar que em varias condi¢cdes esses

resultados, por motivos ja citados, ndo sdo validos.
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Em linhas gerais verificou-se resultados satisfatorios méximos de solubilizacdo na
maioria dos casos (cerca de 45% de solubilizagdo), porém percebe-se que mesmo em um
longo periodo de ensaio, nenhuma condic¢do levaria a solubilizagdo total da calcopirita.

Para o ensaio de biolixiviagdo — consoércios (Figura 32 — (B)) os valores de coeficiente
de determinacdo foram ainda mais altos e os ajustes foram muito bons com exce¢do do
consorcio L.f/ 30” onde o ajuste ndo foi possivel de ser realizado. Os dois consorcios que
tinham a presenca da linhagem At. ferrooxidans— LR iriam solubilizar cerca de 47% da
calcopirita em cerca de dois meses de ensaio, podendo comparar com os valores com o das
linhagens com adi¢@o de cisteina que foram muito proximos ao dos consorcios, demonstrando
que a linhagem At. ferrooxidans — LR pode ter se destacado em relagdo as outras duas.

No segundo e ultimo ensaio para a At. ferrooxidans — LR, a adigdo de cisteina
provocou um aumento nos valores finais de solubilizacdo e nas de cobre, obtendo resultados
com cerca de 45% de solubilizacdo em cerca de 50 dias. Da mesma forma para a bactéria L.
ferrooxidans com adicdo de cisteina que obteve resultados de cerca de 45% de solubilizacao
em 60 dias. Nesse caso a unica excecdo foi para a mutante que ndo obteve melhora nos
valores finais com a adi¢ao de cisteina.

Essa andlise em si foi realizada com o intuito de determinar aproximadamente em
quantos dias para as diferentes linhagens a solubilizagdo total da calcopirita seria realizada e
qual a concentragdo final de cobre, determinando assim a influéncia da adi¢do de cisteina e da
adaptacao das linhagens.

Em linhas gerais verificou-se resultados satisfatorios de solubilizagcdo na maioria dos
casos (cerca de 45 %), porém mesmo em cerca de dois meses de ensaio a calcopirita ndo seria

totalmente solubilizada.
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6 CONCLUSAO

As linhagens At. ferrooxidans, mutante de At. ferrooxidans e L. ferrooxidans nao
e - , ~ 2
apresentaram inibicdo na oxidagdo de ions ferrosos em concentragdes menores que 10

mol.L" de cisteina. A adi¢do de calcopirita ndo modificou esse resultado.

A adaptacdo das linhagens ao mineral influenciou positivamente na velocidade inicial da
solubilizacdo de cobre e também interferiu na evolu¢do dos pardmetros nos primeiros dias de
ensaio. A adaptacdo influenciou positivamente na solubilizacdo de cobre, com excegdo da

linhagem mutante.
A combinagdo das diferentes bactérias ndo apresentou uma maior solubilizag¢ao de cobre.

A adicdo de cisteina no processo de biolixiviagdo aumentou significativamente os valores
finais de solubilizacdo de cobre para todas as linhagens, chegando a obter diferengas até 10%

maiores que o respectivo controle.

= - 3+ 2+ ~
Os testes de correlagdo determinaram que as curvas de [Fe’ ]/[Fe” | x concentragdo de cobre
em todos os casos apresentaram valores de coeficiente de correlagdo da regressdo polinomial
maiores que na regressdo linear, exceto para a linhagem L. ferrooxidans sem adi¢do de

cisteina.

A relagdo entre os pardmetros pH, Eh e [Fe’"]/[Fe*] demonstrou baixos valores de correlagdo

linear.

Os valores de Cpsx para os ajustes hiperbodlicos em algumas condi¢des foram fora do real
(>100%). Se os valores tivessem sido tomados ap6s a estabilizacdo da curva eles seriam mais

coerentes.

Foram detectadas diferengas na extracdo de cobre nas diferentes condi¢des inoculadas,
estabelecendo-se a seguinte ordem decrescente: At. ferrooxidans — LR + cisteina (25,3%) >
At. ferrooxidans — LR (23,5%) > mutante + cisteina (23,0%) > L. ferrooxidans + cisteina

(20,3%) > mutante (20,0%) > L. ferrooxidans (18,0%).

Esse ¢ o primeiro trabalho do grupo que tenta estabelecer correlagdes estatisticas nao
possibilitando maiores comparagdes com outros resultados referentes aos mesmos parametros

em outras condi¢des e materiais.
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