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RESUMO

A espécie bacteriana Acidithiobacillus ferrooxidans € o principal micro-
organismo utilizado na biohidrometalurgia. Este processo permite a recuperacao de
metais de interesse econdmico, que se encontram na natureza na forma de sulfetos
minerais. O A. ferrooxidans obtém energia da oxidacdo de ions ferrosos e enxofre
incluindo os sulfetos minerais, promovendo assim a solubilizacdo dos metais. A
calcopirita (CuFeS;) € um dos sulfetos de cobre mais abundante na natureza,
porém, altamente refratario ao ataque quimico e bacteriano. Alguns trabalhos vém
sendo realizados com o objetivo de selecionar linhagens bacterianas mutantes de A.
ferrooxidans a fim de otimizar o processo de oxidagao da calcopirita. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi induzir e selecionar linhagens mutantes de A. ferrooxidans
por radiacdo ultravioleta, que possam melhorar o processo de biolixiviagdo de
sulfetos minerais, principalmente no que diz respeito a calcopirita. Os resultados
obtidos mostraram que a radiagdo ultravioleta afetou a multiplicagdo do A.
ferrooxidans S tanto em meio liqguido quanto em meio sdlido. Os 10% de
sobrevivéncia foram obtidos apds 300 s de exposicdo a radiagdo ultravioleta. Duas
colénias de A. ferrooxidans S foram re-isoladas de meio sélido e analisadas quanto
a alguns estudos fisiolégicos. Com os resultados obtidos, observou-se que a
radiacdo ultravioleta ndo afetou a oxidacdo bacteriana de ions ferrosos e dos
sulfetos minerais calcopirita e pirita. Os possiveis mutantes foram analisados quanto
a tolerancia aos ions cloreto durante o processo de oxidag¢édo de ions ferrosos. Os
resultados mostraram que o perfil de tolerancia das possiveis linhagens mutantes foi
semelhante a linhagem selvagem. Embora, ndo tenha sido possivel obter um
mutante com caracteristicas importantes para otimizar processos ha
biohidrometalurgia, esse estudo foi realizado como uma alternativa de busca de

linhagens de A. ferrooxidans melhoradas geneticamente.

Palavras-chave: Acidithiobacillus ferrooxidans. Biolixiviagdo. Sulfeto mineral.

Radiac&o Ultravioleta.



ABSTRACT

The bacterial species Acidithiobacillus ferrooxidans is the main microorganism
used in Biohidrometallurgy. This process allows the recovery of metals of economic
interest, which occur in nature in the form of sulfide minerals. A. ferrooxidans obtains
energy from oxidation of inorganic sulfur and ferrous ions including sulfide minerals,
thereby promoting the solubilization of metals. The chalcopyrite (CuFeS,) is one of
the most abundant copper sulfides in nature but highly refractory to bacterial and
chemical attack. Some studies have been carried out to select strains of bacterial
mutants of A. ferrooxidans in order to optimize the process of chalcopyrite oxidation.
Therefore, the objective was to induce and select mutant strains of A. ferrooxidans by
ultraviolet radiation at different times, which can improve the bioleaching process of
sulfide minerals, mainly with respect to chalcopyrite. The results showed that the UV
affected the multiplication of A. ferrooxidans S both in liquid and in solid medium. The
10% survival was obtained after 300 s exposure to ultraviolet radiation. Two colonies
of A. ferrooxidans S were re-isolated from solid medium and analyzed for some
physiological studies. With these results, we found that ultraviolet radiation does not
affect the bacterial oxidation of ferrous ions and chalcopyrite and pyrite sulfide
minerals. Potential mutants were analyzed for their tolerance of chloride ions during
the oxidation of ferrous ions. With these results, we found that ultraviolet radiation
does not affect the bacterial oxidation of ferrous ions and chalcopyrite and pyrite
sulfide minerals. Potential mutants were analyzed for their tolerance to chloride ions
during the oxidation of ferrous ions. The results showed that the tolerability profile of
the possible mutant strains was similar to wild type. Although it was not possible to
obtain a mutant with important features to optimize biometallurgical processes, this
study was conducted as an alternative for searching for strains of A. ferrooxidans

genetically improved.

Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidans. Bioleaching. Mineral Sulfide. Ultraviolet

Radiation.
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1. INTRODUCAO

Devido ao avanc¢o tecnoldgico mundial, houve um significativo aumento na
demanda dos bens minerais e, consequentemente, um rapido esgotamento das
reservas naturais, além do aumento da poluicho ambiental por processos
metallirgicos. Esses problemas acabaram contribuindo para o desenvolvimento de
métodos alternativos na metalurgia que pudessem reduzir os efeitos negativos e
suprir a demanda de metais de interesse econdmico (GARCIA JUNIOR;
BEVILAQUA, 2008).

Entre os métodos alternativos destaca-se a hidrometalurgia ou lixiviacéo,
processo que se baseia na solubilizacdo quimica a partir de sulfetos minerais, na
presenca de solu¢des aquosas adequadas (acido sulfurico, hidréxido de sédio, acido
cloridrico ou acido nitrico) (MARSDEN; HOUSE, 1992; CIMINELLI, 2007). A
hidrometalurgia € um ramo da metalurgia extrativa, que se baseia na utilizacdo de
meio aquoso na extracdo de metais, de grande interesse tanto na area cientifica
quanto na tecnoldgica, pois apresenta uma série de vantagens que podem reduzir

os efeitos negativos dos processos metallrgicos.

A partir da década de 40 definiu-se a correlacdo entre a lixiviacdo natural de
metais e a participacdo direta de micro-organismos nesse processo, dando origem,
assim, a biohidrometalurgia ou biolixiviacdo. Segundo Rojas (1998), a
biohidrometalurgia € um processo natural de dissolucdo de sulfetos, resultante da
acao de micro-organismos que oxidam sulfetos minerais, disponibilizando os metais
presentes em suas formas idnicas solluveis. A extracdo de metais, pela acdo de
micro-organismos, a partir de minérios de baixos teores € a principal aplicacdo da
biohidrometalurgia (ROSSI, 1990).

Atualmente, este processo esta sendo utilizado na recuperacdo de cobre em
varios paises, principalmente no Chile, Peru e EUA. O cobre & um elemento de
grande interesse econémico e é encontrado na natureza, principalmente, na forma
de calcopirita (CuFeS,). Esse sulfeto de cobre é o mais abundante na natureza e,
por sua vez, o mais refratario ao ataque quimico e bacteriano, apresentando taxas
minimas de oxidacdo (HACKL et al., 1995; VILCAEZ; SUTO e INOUE, 2008). Esse
fato pode estar associado a alta energia de formacdo da rede cristalina do sulfeto

bem como a formacgéo de um filme passivo que limita a reacdo de dissolugdo com o
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meio lixiviante (HACKL et al., 1995; VILCAEZ et al, 2008). A camada passivadora e
as condi¢cbes nas quais ela é formada tém sido investigadas, porém a natureza
desta camada ainda nao foi totalmente esclarecida (STOTT et al., 2000; KLAUBER,
2003; KLAUBER, 2008).

Atualmente, trabalhos tém sido realizados a fim de otimizar o processo de
biolixiviagdo da calcopirita. O acumulo desse sulfeto de cobre refratario na natureza
requer estudos aprofundados, principalmente no que diz respeito a estrutura
cristalina do mineral, a interacdo bactéria-mineral e, principalmente, a manipulacao
genética do A. ferrooxidans (GARCIA JUNIOR; BEVILAQUA, 2008).

Pesquisas com A. ferrooxidans, que apresentem maiores taxas de oxidagao
de sulfetos minerais ou que sao resistentes a niveis mais elevados de acidez ou
metais téxicos, possibilitardo maior eficiéncia no processo de biolixiviagdo da
calcopirita. Além do mais, é de grande interesse a selecdo de linhagens de A.
ferrooxidans, através de técnicas de biologia molecular ou genética classica,
capazes de otimizar o processo de biolixiviacdo da calcopirita. Portanto, é de

fundamental importancia que trabalhos nessa area sejam realizados.

Sendo assim, experimentos de radiacdo por ultravioleta com essa espécie
vém sendo realizados em busca de alternativas para melhorar o processo de
dissolucdo da calcopirita pela bactéria (GROUDEVA; GROUDEV, 1980; MENG et
al., 2007; XU AI-LING, et al., 2010). Linhagens bacterianas melhoradas
geneticamente poderdo e deverdo ser utilizadas em sistemas operacionais
continuos (biorreatores), para o aproveitamento de sulfetos minerais, principalmente

a calcopirita.

Além dos experimentos de genética classica com A. ferrooxidans, outros
trabalhos vém sendo realizados a fim de otimizar a biolixiviacdo da calcopirita como,
por exemplo, diminuir o efeito da refratariedade desse sulfeto mineral. A presenca de
ions cloreto (CI') no meio oxidativo é, recentemente, uma das alternativas utilizadas,
devido ao efeito acelerador desses ions no processo de dissolucdo de sulfetos
minerais refratarios (LU; JEFFREY; LAWSON, 2000a, 2000b).

No presente trabalho, um estudo, em nivel de genética classica, foi realizado

a fim de induzir o A. ferrooxidans por radiacdo ultravioleta e selecionar possiveis
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linhagens mutantes que apresentem maiores taxas de oxidacdo da calcopirita ou
pirita, em comparagdo com a respectiva linhagem selvagem. Além do mais, o efeito
de fons CI" durante a oxidacdo de fons ferrosos (Fe?") pelas possiveis linhagens
mutantes em comparacdo com a respectiva linhagem selvagem, foi analisado por

experimentos de respirometria.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Hidrometalurgia

Com o avanco industrial e tecnologico, houve um significativo aumento da
demanda dos bens minerais, o que provocou um rapido esgotamento dessas
reservas, além do aumento da poluicdo ambiental por processos metallrgicos.
Esses problemas contribuiram para o desenvolvimento de métodos alternativos na
metalurgia extrativa que pudessem reduzir os efeitos negativos e suprir a demanda
de metais de interesse econdmico (GARCIA JUNIOR; BEVILAQUA, 2008).

Um dos métodos extrativos alternativos utilizados na metalurgia sdo os
processos hidrometallrgicos ou processos de lixiviagdo de metais. A lixiviagdo
consiste na dissolugéo seletiva de minerais contendo o metal ou metais de interesse
através do contato do sdlido (minério ou concentrado) com uma fase aquosa
contendo &cidos (principalmente o acido sulfarico), bases (como hidroxidos de
amonio e de sddio) ou agentes complexantes (como o cianeto de sédio), em
condicbes variadas de pressdo e temperatura (usualmente de 25 a 250°C)
(CIMINELLI, 2007). As aplicacbes da hidrometalurgia incluem a producdo de
alumina, ouro, uranio, zinco, niquel, cobre, titdnio, terras-raras, entre outros
(MARSDEN; HOUSE, 1992; CIMINELLI, 2007).

2.2. Biohidrometalurgia

A partir da década de 40, houve um avanco na metalurgia, pois definiu-se a
correlacao entre a lixiviagcdo de metais e a participacdo direta de certas espécies de

micro-organismos, dando origem, assim, a biohidrometalurgia.

A biolixiviagdo € um processo natural de dissolucdo de sulfetos, resultante da
acao de micro-organismos que oxidam sulfetos minerais disponibilizando os metais
presentes em suas formas idnicas soluveis (ROJAS, 1998). A extracdo de metais
pela acdo de micro-organismos a partir de minérios de baixos teores € a principal
aplicacao da biohidrometalurgia (ROSSI, 1990).

A potencialidade da biolixiviagdo € devido a uma série de fatores como: 1)

baixo investimento de capital inicial e baixo custo operacional; 2) economia de
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insumos utilizados em processos hidrometalirgicos convencionais (acidos e agentes
oxidantes) devido ao fato do proprio micro-organismo produzir tais insumos a partir
de substratos presentes no minério; 3) baixa exigéncia de energia, se comparado a
um processo pirometallrgico convencional; 4) reduzida necessidade de méao de obra
especializada na operacao e 5) menor impacto ambiental principalmente pela n&o
emissdo de SO, (GARCIA JUNIOR; BEVILAQUA, 2008).

O processo biohidrometallrgico apresenta-se como uma alternativa
promissora, para recuperagao de metais de interesse econ6mico, como cobre,
uranio, ouro, entre outros. Paises como Canada e Australia, que utilizam esse
processo, destacam-se como grandes produtores de metais (uranio e ouro), devido
ao fato dos mesmos investirem em programas que envolvem a cooperacdo de

diversos setores como a industria, 0 governo e instituicdes de ensino e pesquisa.

O cobre € um metal encontrado na natureza, principalmente na forma de
calcopirita, e € utilizado, principalmente, nos setores de construcédo civil e eletrénico.
A recuperacdo de cobre de minérios de baixos teores (principalmente a partir da
calcopirita) tem sido utilizada em grande escala no mundo inteiro, pelo método de
biolixiviagdo em pilhas. Nesse sistema, a solucdo lixiviadora (&cido sulfarico,
bactérias e fons Fe®") é utilizada na operacéo de irrigacéo percolando o leito mineral
até o nivel inferior onde o liquido rico em cobre é coletado. A solucdo de cobre
(contendo acima de 0,6 g L™) (ROSSI, 1990; RAWLINGS, 2005) é removida, o cobre
€ precipitado, e a 4gua é reutilizada apds o ajuste do pH para 2. Grande parte das
plantas biohidrometallrgicas esta localizada no Hemisfério Sul, principalmente no
norte do Chile, onde estad presente a operagao “Quebrada Blanca”. Essa planta
ilustra a evolucdo da biolixiviacdo na industria mineira, pois a mesma permanece
ativa desde 1980 processando cerca de 80.800 t dia™ de concentrado de cobre
(BRIERLEY; BRIERLEY, 2001).

Segundo Garcia Junior e Bevilagua (2008), a acdo natural de bactérias em
processos biohidrometalurgicos é conduzida de forma quase rudimentar nos casos
de uranio e cobre, pois esses metais se apresentam na forma de sulfetos (calcopirita
— CuFeS,, por exemplo) os quais se solubilizam sob acdo oxidativa bacteriana, no
sulfato soluvel correspondente (CuSQO,, por exemplo). Caso o metal de interesse néo

se apresente na forma mineraldgica, devera existir no minério outro sulfeto (pirita —



20

FeS,, por exemplo) para ser oxidado pela bactéria e originar agentes lixiviantes
(acido sulfarico e fons Fe®"), capazes de promover a solubilizagédo do metal a partir

de outras espécies mineraldgicas (ex.: 0xidos, carbonatos, etc.).

Ha dois mecanismos envolvidos no ataque bacteriano dos sulfetos minerais: o
ataque direto e o indireto. No mecanismo direto, a bactéria atua diretamente no
sulfeto mineral. No mecanismo indireto, a bactéria converte, simplesmente, Fe?* a
Fe®" e enxofre elementar em sulfato, enquanto que os fons Fe®*" atuam diretamente

na oxidag&o do sulfeto mineral.

Na biohidrometalurgia, varias espécies bacterianas séo utilizadas diretamente
na solubilizacdo de metais de minério, porém a principal bactéria envolvida neste

processo € o A. ferrooxidans.

2.3. Micro-organismos envolvidos na biohidrometalurgia

Os diferentes tipos de micro-organismos envolvidos na biohidrometalurgia sao
isolados de diferentes ambientes acidos como minas de carvao, lixiviacdo de
sulfetos minerais e 4gua acida de mina. A principal caracteristica desses micro-
organismos € a acidofilia cujo pH étimo de multiplicacdo € menor que 3,0. Esses
micro-organismos s&o oxidantes de fons Fe?* (A. ferrooxidans, Acidianus brierleyi e
Leptospirilum ferrooxidans, como exemplos), enxofre e suas formas reduzidas (A.
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans e A. brierleyi, como exemplos). Na
biohidrometalurgia, a principal bactéria envolvida neste processo € o A. ferrooxidans,
espécie que oxida fons Fe®", enxofre e compostos reduzidos de enxofre (sulfetos

minerais, por exemplo).

2.4. Acidithiobacillus ferrooxidans

A espécie Acidithiobacillus ferrooxidans, anteriormente denominada
Thiobacillus ferrooxidans (KELLY; WOOD, 2000) é aerobia e considerada um dos
principais micro-organismos envolvidos na biolixiviagdo de metais a partir de
minérios. E uma espécie obrigatoriamente acidofilica, com pH 6timo de multiplicac&o

em torno de 2,0, podendo se multiplicar em uma faixa de 1,5 a 4,5, mas abaixo de
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1,0 ndo é capaz de sobreviver (SMITH; 1988). A. ferrooxidans € uma bactéria Gram-
negativa que utiliza CO, atmosférico como principal fonte de carbono. E uma
espécie considerada obrigatoriamente autotrofica e necessita, além de uma fonte
energética de natureza inorganica, de suprimentos de nitrogénio, fosforo e magnésio
(TUOVINEN; PANDA; TSUSHUJA, 1979; RAWLINGS, 1981). A. ferrooxidans
apresenta metabolismo quimiolitotrofico, obtendo energia necesséria para sua
multiplicacéo da oxidacéo de fons Fe?*, enxofre e compostos reduzidos de enxofre
(S%, S,05%, S406%) incluindo os sulfetos minerais como, por exemplo, a pirita (FeS,)
(JOHNSON; HALLBERG, 2003). Essa bactéria é considerada um micro-organismo
mesofilo, sendo 30°C a temperatura 6tima de multiplicacdo (BERTHELOT; LEDUC;
FERRONI, 1993). A generalizada tolerancia a altas concentracbes de ions
metélicos, inclusive metais pesados é uma caracteristica fisiol6gica marcante de A.
ferrooxidans (CABRERA; GOMEZ; CANTERO, 2005). Tal caracteristica é
condicionada, provavelmente, por um sistema genético altamente especializado e

pode ser atribuida a presenca constante de metais no proprio habitat da bactéria.

A energia necessaria para manutencao e crescimento dessa bactéria provém
da oxidacéo de Fe** e compostos de enxofre, sob condices acidas, como pode ser

observado nas equacdes abaixo:

4FeSO4 + O, + 2H,SO4y —» 2Fe2(SO4)3 + 2H,0O [1]
S%°+0,+H,0 —>  H,SO; [2]
H,SO3 + (1/2) 0O, —> H,S0O, [3]

Quando o A. ferrooxidans utiliza o fon Fe®* como substrato energético, a
oxidacdo desse fon a Fe** ocorre no espaco periplasmético da membrana celular em
pH &cido (1,5 a 2,0), enquanto que a reducdo do oxigénio ocorre no citoplasma (pH
6,5) (QUATRINI; JEDLICKI; HOLMES, 2005).

Em relacdo a oxidacdo de sulfetos minerais, dois tipos de mecanismos Sao
propostos e motivam grandes discussdes, 0 mecanismo direto e o indireto. Alguns

defensores do mecanismo direto afirmam que a bactéria possui um mecanismo
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biolégico especifico para oxidar o mineral e deste modo obter energia diretamente
do mineral (reacédo [4]). J& os que defendem o mecanismo indireto argumentam que
o fon Fe* é o responsavel pela dissolucdo do mineral e que a bactéria obtém
energia da regeneracéo deste fon Fe** (reacdes [5] e [6]). O mecanismo indireto
ocorre, mas os defensores do mecanismo direto argumentam que esta ndo € a rota
dominante ( GARCIA JUNIOR; BEVILAQUA, 2008).

MeS + 20, —» MeSO, [4]

MeS + Fe,(SOs)3; ——>  MeSO, + 2FeS0O, + S° [5]
bactéria

4FeS0O, + O, + 2H,S0,4 _—) 2F62(804)3 + 2H,0 [6]

Me = metal

Tem sido demonstrado que A. ferrooxidans é capaz de oxidar diferentes
sulfetos minerais como arsenopirita (FeAsS), galena (PbS), esfalerita (ZnS), pirita
(FeS,), calcopirita (CuFeS,), além de outros (BEVILAQUA et al.,, 2002; GARCIA
JUNIOR; BIGHAM; TUOVINEN, 1995a, 1995b; TUOVINEN et al., 1994).

Algumas caracteristicas da bactéria A. ferrooxidans a torna um micro-
organismo interessante para estudos de fisiologia, bioquimica e genética, assim
como para o desenvolvimento de processos industriais em atividades metallrgicas
como: crescimento em condicdes ambientais extremas (altas concentragdes de
metais e acidez), crescimento autotrofico (fixacdo de CO, atmosférico) e capacidade

de solubilizar metais de interesse econdmico.

2.5. Sulfeto de cobre: calcopirita

A calcopirita € o sulfeto de cobre mais abundante na natureza e pertence ao
grupo mais explorado de minerais de cobre. A férmula empirica mais adequada da
calcopirita seria Cu* Fe®* S,%, de modo a destacar que o cobre nesse mineral se
encontra, principalmente, no estado cuproso, enquanto o ferro esta,

predominantemente, no estado férrico (KOCH, 1975).
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Embora esteja classificada como um mineral solivel em meio acido, a
calcopirita € o mais refratario tanto ao ataque quimico como bacteriano (HACKL et
al., 1995; VILCAEZ; SUTO; INOUE, 2008). Diversos processos tém sido propostos
para o0 tratamento pré-oxidativo de minérios refratarios. Esses processos
proporcionam o rompimento das estruturas cristalinas refratarias por oxidacéo,
mediante a adicdo direta ou pela geracao indireta de reagentes quimicos oxidantes
por acdo de bactérias especificas, proprias dos minérios em questao, pela ustulacdo
dos sulfetos com geracdo de SO, e, ainda, pela oxidacdo sob pressdo, em
autoclaves (LUZ; LINS, 2004).

O processo de dissolucdo da calcopirita via biolixiviagcdo tem sido um dos
mais estudados, devido a refratariedade e importancia econdmica desse sulfeto de
cobre. Sua dissolugdo ocorre em uma primeira etapa pelo ataque bacteriano

(equacao [7]) e em seguida por um ataque quimico (equacao [8]).
Bactéria
2CuFeS; + 40, + H,SO4 —» 2CuSOq4 + F82(SO4)3 + H,O [7]

CuFeS; + 2Fey(SOs); —— CuSO, + 5FeSO, + 2S° 8]

Durante o ataque bacteriano (equacéo [7]) ocorre a formacdo do sulfato
férrico, que oxida a calcopirita, solubilizando cobre e gerando o fon Fe?* e enxofre
elementar (equacdo [8]). O fon Fe** e S° sdo oxidados pela bactéria gerando Fe** e

H.SO, (equacdes [9] e [10], respectivamente).

2Fe®" + 2H" + 1/20, — 2Fe* +H,0 [9]

2S%+30,+2H,0 — 2H,SO, [10]

Devido a refratariedade da calcopirita, a cinética de oxidacdo é lenta. Esse

fato pode estar associado a alta energia de formacéo da rede cristalina do sulfeto (~
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17.000 kJ mol™) bem como a formac&o de um filme passivo que limita a reacéo de
dissolucéo pelo meio lixiviante (HACKL et al., 1995; VILCAEZ; SUTO; INOUE, 2008).

A camada que se forma na superficie do mineral e as condi¢des nas quais ela
é formada tém sido investigadas; porém, a natureza desta camada ainda néo foi
totalmente esclarecida (STOTT et al., 2000; KLAUBER, 2003; KLAUBER, 2008).
Entretanto, alguns autores afirmam que a formacéo desse filme pode ser atribuida,
principalmente, a formacdo de polissulfetos, enxofre elementar e ainda de
precipitados de ferro (jarositas) (BALLESTER; CORDOBA, 2005; HACKL et al.,
1995; KLAUBER, 2008; VILCAEZ; SUTO; INOUE, 2008).

2.5.1. lons cloreto

Trabalhos tém sido realizados em busca de alternativas para tentar otimizar o
processo de dissolucdo da calcopirita. A utilizacdo de meio oxidante contendo ions
CI" € uma das alternativas em destaque devido ao efeito acelerador desse ion no
processo de dissolucdo de sulfetos minerais (WINAND, 1991; LU; JEFFREY;
LAWSON, 2000a, 2000b).

Varios estudos tém mostrado que o aumento na dissolucdo da calcopirita na
presenca de ions CI esta, provavelmente, relacionado a cinética da reacédo, uma vez
que, as taxas de transferéncias de elétrons em solu¢des de Cl” sdo maiores que em
solugcdes de S0.* (LIDDICOAT; DREISINGER, 2007; LU; JEFFREY; LAWSON,
2000a, 2000b).

Ha, na literatura, controvérsia a respeito da acao dos ions CI' no mecanismo
de lixiviagdo da calcopirita. Alguns autores acreditam que ions CI° modificam a
morfologia da camada de enxofre depositada sobre particulas de calcopirita (LU;
JEFFREY; LAWSON, 2000a). A camada que é formada na presenca desse ion é
mais porosa, diminuindo o efeito de passivacdo na superficie do mineral (LU;
JEFFREY; LAWSON, 2000a).

Lu; Jeffrey e Lawson (2000a) realizaram um estudo utilizando microscopia
eletrbnica de varredura (SEM) e observaram que as particulas de calcopirita

lixiviadas na auséncia de ions CI" foram completamente cobertas por um filme de
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enxofre amorfo, enquanto que, naquelas lixiviadas em meio contendo ions CI', esse

filme mostrou-se mais poroso e cristalino.

Por outro lado, outros pesquisadores relacionaram o efeito acelerador dos
fons CI" & formacdo de complexos de CI' e Cu?* (WINAND, 1991; PUVVADA;
MURTHY, 2000; SKROBIAN; HAVLIK; UKASIK, 2005; CARNEIRO; LEAO, 2007).

Para Carneiro e Le&do (2007), o aumento da velocidade de dissolucdo da
calcopirita na presenca de ions ClI" esta relacionado a formacédo do complexo soluvel

CuCl,", que esta representado, esquematicamente, abaixo:

Cu* + nCI' = (CuCl,)*" [11]

Além do mais, como ions cuprosos sao estaveis em sistemas de CI', o par
Cu?’/Cu*, ao invés de Fe*/Fe?*, torna-se o principal oxidante da calcopirita
(CARNEIRO; LEAO, 2007).

2.6. Sulfeto de ferro: pirita

Os fatores que afetam a oxidacdo da pirita (FeS,) tém sido, amplamente,
estudados devido a sua importancia na qualidade ambiental e na recuperagao
mineral. A pirita estd, geralmente, associada a carvdo e depdsitos de minérios
metalicos, sendo que sua oxidacdo gera uma drenagem &cida que se configura
como um grande problema de poluicdo ambiental (EVANGELOU; ZHANG, 1995).

A oxidacdo da pirita ocorre pela redugdo do O, atmosférico e producéo de

fons sulfato, Fe?* e H* (equacéo [12]).

FeS, + 7/20,+ H,0 —» Fe®" +2S0,% + 2H" [12]

Posteriormente, os fons Fe?* s&o oxidados a fons Fe®*", os quais, por sua vez,

sofrem hidrdlise, gerando hidroxido férrico e mais ions H* (equacdes [13] e [14]).
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Fe?* + 1/40, + H* —— Fe® + 1/2H,0 [13]

Fe*" + 3H,0 —» Fe(OH); + 3H" [14]

A reacdo de hidrélise do Fe®*" ocorre, geralmente, nos estagios iniciais de
oxidacdo da pirita, limitando a atividade do Fe®" livre na solugdo. No entanto, a
medida que ha o acimulo de ions H" no meio e o pH atinge valores abaixo de 3,5, a
reacdo de hidrélise € limitada, aumentando, de maneira significativa, a concentracao
de Fe* na solugdo. Nessas condicdes, o Fe®* passa a atuar como receptor de
elétrons na superficie dos cristais de pirita, tornando-se um agente oxidante de

solubilizac&o de outros sulfetos (equacéo [15]).

FeS, + 14Fe** + 8H,0 —> 5Fe*" + 2S0,% + 16H* [15]

Portanto, quando o pH do meio é suficientemente acido, o Fe®*" passa a ser o
principal oxidante da pirita, sendo reduzido a Fe?". O O, passa a ter um papel
indireto na reoxidacdo do Fe?*, regenerando Fe®*" (equacdo [13]). Segundo Ritche
(1994), sob condicdes de pH abaixo de 3, a oxidacdo da pirita pelo Fe** é mais
rapida, cerca de dez a cem vezes, em relacdo a oxidacdo pelo O,. Portanto, o
processo torna-se autopropagante, constituindo um ciclo continuo capaz de gerar
grandes quantidades de ions H" (EVANGELOU; ZHANG, 1995).

2.7. Mutacéao por radiagao ultravioleta

Outra linha de pesquisa que vem sendo explorada, em busca de alternativas
para melhorar o processo de dissolucdo de sulfetos, é a utilizacdo de radiacao
ultravioleta em micro-organismos a fim de se obter linhagens mutantes capazes de

aperfeicoar o processo, principalmente no que diz respeito a calcopirita.
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As mutagbes naturais nos seres vivos vém ocorrendo ao longo do tempo
através de adaptacfes devido a presenca de um ambiente eletromagnético natural
produzido pela luz do sol, pelas emissbes planetarias e pelos fenémenos

metrologicos da natureza desde o inicio da vida no planeta.

O sol, importante elemento de nutricio para 0sS seres vivos, € a mais
poderosa fonte de producgéo de raios ultravioletas e, até alguns séculos atras era a
Unica fonte de exposi¢cdo humana a este tipo de radiagéo.

Em 1801, as radiagbes ultravioletas foram descobertas pelo fisico aleméao
John Wilherm Ritter e, somente em 1901, o norte americano Peter Hewitt produziu-
as artificialmente (RODRIGUES; GUIMARAES, 1998; DEOUX; DEOUX, 2000). As
radiacOes ultravioletas apresentam propriedades bioquimicas que |hes confere
capacidade para realizar sintese de vitamina D e clorofila, polimerizacao de

substancias e agcao germicida, alterando, assim, a reproducéo de micro-organismos.

A radiacéo por ultravioleta na faixa de 290-180 nm tem, principalmente, acao
germicida (Figura 1), promovendo, assim, uma alteracdo bioquimica em nivel de
membrana celular e DNA, podendo causar inativacdo dos micro-organismos ou até
mesmo a morte destes, dependendo do tempo de exposicdo (AZEVEDO, 1985). As
radiacdes ultravioletas sdo constituidas por um campo elétrico e magnético e

enquadram-se como radiacdes n&o ionizantes (LEAO, 1982).

7

A mutacdo induzida por radiacdo ultravioleta € um método eficaz e
frequentemente utilizado para obtencdo de micro-organismos mutantes, pois as
bases timina do DNA absorvem, fortemente, a luz ultravioleta formando dimeros de
pirimidina (Figura 2). Diversas hipéteses tém sido consideradas para explicar as
mutacdes causadas por luz ultravioleta. Sabe-se que se o dimero de pirimidina ndo
for retirado, ele nao pode ser copiado resultando em “vazios” de cerca de 1.000
nucleotideos na fita complementar do DNA (AZEVEDO, 1985).



Figura 1: Espectro da regido ultravioleta.
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Figura 2: Efeito da radiacéo ultravioleta na cadeia do DNA.
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Quando h& formacdo do dimero de pirimidina, apos exposicdo do DNA a
radiacdo ultravioleta, a replicagédo fica impedida de continuar a partir do ponto do
dimero, o que impede a leitura da informacdo na sequéncia de bases da fita molde.
Este impedimento ocasiona a ativacdo de um sistema de reparo denominado:
sistema SOS de reparo. Esse sistema faz com que o DNA danificado pela luz
ultravioleta emita um sinal regulador causando o silenciamento de varias fungdes
para promover a sobrevivéncia da bactéria mesmo com dimeros presentes em seu
DNA. Em tais condicdes, a polimerase permite a continuacdo da replicacao atraves
da incorporacdo de bases erradas na nova fita de DNA. Essas lesGes acarretam,
portanto, a fixagcdo de mutacdes do tipo troca de bases na fita recém sintetizada. A
mutac&o por luz ultravioleta ocorreria, portanto, devido a erros de reparo, quando
falhas no DNA na fita complementar, que possua o dimero, sdo preenchidas por
outras bases (AZEVEDO, 1985).

Entende-se por reparo a capacidade da maquinaria celular de corrigir os erros
causados por mutagcbes. Muitos danos sofridos no DNA podem ser reparados
porque a informacao genética é preservada em ambas as fitas da dupla hélice, de tal
forma que a informacgédo perdida em uma fita pode ser recuperada a partir da fita
complementar. Os mecanismos existentes e conhecidos de reparacdo do DNA
danificado s&o, provavelmente, universais e uma célula pode ter varios sistemas

capazes de atuar ao mesmo tempo no DNA danificado.

Um dos mecanismos de reparo mais estudado é o da remocao de dimeros de
timina, formados pela exposicdo do DNA & luz ultravioleta. Este dimero danifica a
estrutura da dupla-hélice e, assim, sao bloqueadas a replicacdo e a expressao
génica até que a lesdo seja removida. Este tipo de lesdo pode ser reparado de
diferentes formas. A forma mais direta envolve enzimas que simplesmente revertem
a modificagdo quimica que originou o dano. Dimeros de pirimidina sdo os alvos
universais da enzima fotoliase, que se liga ao dimero e catalisa uma segunda reagéo
fotoquimica, desfazendo o anel formado pela luz ultravioleta e refazendo as bases
pirimidicas individuais. Este processo é chamado de fotorreatiavacéo e envolve as
seguintes etapas: inicialmente, a enzima reconhece e liga-se ao dimero (mesmo na

auséncia de luz visivel); depois, a absor¢do de luz branca fornece energia para
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converter o dimero em mondémero de pirimidina; por fim, a enzima dissocia-se do
DNA. A reacao depende do gene que codifica a fotoliase e ocorre especialmente em

procariotos.

Portanto, a luz ultravioleta causa mutacdes génicas e também, em doses
maiores, mutacfes cromossdmicas, formando dimeros de pirimidina no DNA. Em

bactérias, a maioria dos dimeros é de timina.

O DNA de A. ferrooxidans contém aproximadamente 47% de bases A
(adenina) e T (timina) (KULPA; ROSKEY, MJOL, 1986). Desta forma, é grande a
probabilidade de ocorréncia de pares de timina adjacentes, 0s quais possibilitardo
mutacBes no DNA bacteriano na presenca de luz ultravioleta e, consequientemente,

modificacdes nas caracteristicas fisiolégicas e/ou metabdlicas.
2.7.1. Utilizac&o da radiacao ultravioleta em processos industriais

Embora poucos trabalhos sobre a utilizacdo da radiacdo ultravioleta tém sido
relatados, alguns demonstraram a importancia desse mutagénico fisico na
otimizacdo de processos industriais, como por exemplo, na solubilizacdo de cobre
(GOUDREVA; GROUDEV, 1980; MENG et al., 2007; XU AI-LING, et al., 2010).

A radiacdo por ultravioleta, além de outros agentes mutagénicos [EMS
(etanometilsulfonato), nitrosoguanidina], permitiu a selecdo de mutantes da bactéria
A. ferrooxidans com alta atividade de oxidacdo do ferro e enxofre (GROUDEVA,;
GROUDEYV, 1980). Segundo os autores, em algumas condi¢bes especificas semi-
industriais, a lixiviacdo do cobre de varios sulfetos minerais, entre eles a calcopirita,
na presenca das linhagens mutantes foi mais rapida e eficiente, comparando-se ao

processo na presenca da linhagem selvagem.

Meng et al.,, (2007) utlizaram radiacdo ultravioleta em um reator de
movimento continuo para melhorar a biolixiviacdo da calcopirita pela bactéria
Acidianus brierleyi. Meng et al., (2007) obtiveram uma linhagem melhorada de A.
brierleyi que apresentou taxa elevada de solubilizacdo de cobre durante a
biolixiviagdo da calcopirita, sendo quatro vezes maior do que a apresentada pela
linhagem selvagem. Os autores conseguiram aumentar a taxa de biolixiviagdo do
cobre de 0,017 mg L™ h™* para 0,080 mg L™ h™.
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Xu Ai-Ling et al., (2010) selecionaram linhagens mutantes de A. ferrooxidans
GF e Acidiphilium cryptum DX1-1 apds exposicdo a radiacdo ultravioleta em
diferentes tempos. Os autores observaram que para as duas espécies, o tempo de
60 s foi suficiente para provocar uma taxa de mutacdo de 35% para a bactéria A.
ferrooxidans e de 23% para A. cryptum DX1-1. Os mutantes obtidos de A.
ferrooxidans e A. cryptum foram analisados pelos autores quanto a multiplicacédo
celular em meio contendo como fonte energética Fe* e glicose, respectivamente. As
curvas de crescimento dos mutantes obtidos mostraram que ap0s exposicdo, as
células oxidaram a fonte energética em um menor tempo quando comparadas com
as respectivas linhagens selvagens. Os autores utilizaram os mutantes das duas
espécies em experimentos de biolixiviacdo de um minério contendo calcopirita. Com
a mistura das linhagens mutantes foi possivel extrair aproximadamente 3,00 g L™ de
cobre do minério ap6s 30 dias, enquanto que 2,60 g L™ de cobre foi extraido pelas
linhagens selvagens no mesmo periodo (XU AI-LING et al., 2010).

Poucos trabalhos na literatura mostram o efeito da radiacao ultravioleta na
fisiologia e metabolismo de A. ferrooxidans, talvez pela dificuldade de isolar
linhagens mutantes em meio sélido. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
induzir, por radiacdo ultravioleta, A. ferrooxidans e selecionar linhagens mutantes
gue sejam capazes de otimizar processos na biohidrometalurgia, principalmente no
que diz respeito a oxidacao bacteriana da calcopirita. Além do mais, as possiveis
mutacBes ocasionadas pela radiacdo ultravioleta poderdo afetar a fisiologia e/ou
metabolismo de A. ferrooxidans. Mutac¢des estas que podem conferir a bactéria, por
exemplo, toler&ncia a ions cloreto ou metais pesados, ou entédo, afetar alguma via
metabdlica de oxidacdo de substratos (Fe** e sulfetos minerais), levando, assim, a

uma possivel melhora em processos biohidrometallrgicos.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi a inducdo de A. ferrooxidans S por radiacao
ultravioleta e a selecdo de linhagens mutantes que sejam mais eficientes no
processamento biohidrometadrgico de sulfetos minerais em relagdo a linhagem

selvagem.
Sendo que os objetivos especificos foram:

1) Induzir o A. ferrooxidans a radiacdo ultravioleta em diferentes tempos para

selecéo de linhagens mutantes;

2) Obter a curva de 10% de sobrevivéncia das bactérias expostas a radiacdo

ultravioleta;

3) Avaliar a oxidacdo de fons Fe®" pelas possiveis linhagens mutantes obtidas

durante a multiplicacdo bacteriana em meio sélido e liquido;

4) Avaliar a oxidacdo bacteriana dos sulfetos minerais calcopirita e pirita, através de

experimentos de respirometria;

5) Avaliar o efeito de fons cloreto na oxidacdo de Fe®" por A. ferrooxidans, linhagens

selvagem e possiveis mutantes, através de experimentos de respirometria.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Condicéo de cultivo e obtencéo das células

Para os experimentos de inducdo de A. ferrooxidans e selecdo de linhagens
mutantes, além de testes de respirometria, foi utilizada a linhagem S isolada por
Garcia Junior (1991) da mina de cobre de Surubim (Caraiba-BA, Brasil) que se
encontra na colecao de culturas disponiveis no Laboratorio de Biohidrometalurgia do
Instituto de Quimica-UNESP-Araraquara-SP. A linhagem S foi selecionada como
sendo uma das mais eficientes na oxidacdo da calcopirita, por experimentos de

respirometria celular, dentre doze linhagens testadas (NOVELLO, 2008).

Para manutencao periddica (repiques bimestrais) de A. ferrooxidans S foi
utilizado o meio T&K (TUOVINEN; KELLY, 1973) com pequenas modificacdes. O
referido meio € composto por duas solucdes (A e B), cujas composi¢des sao:

A) Solucéo de Sais

- (NH4)2S04 0,59
- K;HPO, 0549
- MgS0O4.7H,0 0,59
- H,O Destilada 800 mL

B) Solucéo de Sulfato Ferroso
- FeS0O,4.7H,0 33,3¢g
- H,O Destilada 200 mL

Para o preparo do meio de cultura, as solucbes A e B foram aciduladas com
H,SO, concentrado até pH 1,8. A solugcdo de sais (solugcdo A) foi esterilizada em
autoclave, a uma temperatura de 120°C, durante 20 min. A solucdo de sulfato
ferroso (solucéo B) foi esterilizada em membrana de acetato de celulose com 0,45
um de didmetro de poro. A finalizacdo do preparo do meio de cultura consistiu na

mistura das solu¢cbes A e B em uma proporcéo de 4:1, respectivamente.
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4.2. Preparo da suspenséo celular

Para realizacdo dos experimentos, a cultura de A. ferrooxidans S foi obtida
através de inéculo [10% (v/v)] da cultura estoque em meio T&K completo e incubada
a 30°C e 150 rpm em mesa agitadora (New Brunswick Scientific). As células foram
coletadas ao final da fase exponencial de crescimento, quando a porcentagem de
oxidacéo de Fe”" atingiu, aproximadamente, 75%. Para isto, a quantidade de Fe”* no
meio de cultura foi determinada por titulagdo com dicromato de potassio 0,017 mol
L em meio &cido (H.SO4/H3;PO4) (VOGEL, 1981). A cultura foi centrifugada a 4.000
rpm (2.831 x g) por 1 h a 4°C (centrifuga Beckmann Avantil-J10). As células foram
lavadas com H,SO,4 0,01 mol L™ (centrifugacdo de 4000 rpm por 10 min a 4°C, em
microcentrifuga Eppendorf 5415R) e re-suspensas em meio T&K sem fon Fe**. Essa
suspensao foi utilizada nos experimentos de exposicao a radiacao ultravioleta e para

0S ensaios de respirometria.

A cultura de A. ferrooxidans foi previamente repurificada em meio T&K
solidificado com agarose 0,45% (p/v). Um volume de suspenséo diluida em Tween-
80 a 0,25% (v/v) (pH 1,8) foi inoculado em meio solido sendo as placas incubadas a
30°C por aproximadamente 15 dias, ou até o aparecimento das colénias.

ApGs crescimento celular, uma coldnia foi isolada e transferida para meio
liguido T&K completo, sendo que repiques sdo realizados a cada dois meses. Essa
etapa de repurificacdo foi importante para definir as diluicdes a serem utilizadas nos

experimentos de exposicao a radiacao ultravioleta.

4.3. Amostras minerais

Foi utilizado o sulfeto mineral calcopirita da mina de Sossego-PA fornecido
pela Vale (Brasil). Para realizacdo do ensaio, o mineral foi moido para 100% < 75
Mm (peneira < 200 mesh). Na Tabela 1 esta descrita a composicdo quimica da
amostra mineral (analise prévia realizada no CNEM-COLAB, Pocgos de Caldas-MG),

a qual apresentou como impurezas principais Ca e Si.
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Tabela 1. Composi¢cdo quimica da calcopirita.

Elemento % em massa Desvio
Fe 27,30 0,10
Cu 23,00 0,20
S Piritico 22,50 0,10
S Sulfatico 0,39 0,03
S Total 22,90 0,10
Si 3,20 0,20
Ca 7,00 0,10

O sulfeto mineral pirita utilizado nos ensaios de respirometria foi doado pelo
Centro de Tecnologia Mineral (CETEM).

4.4. Exposicao a radiagao ultravioleta

A técnica de exposicao a radiacao ultravioleta foi utilizada para induzir A.
ferrooxidans S, a fim de selecionar mutantes que sejam capazes de otimizar
processos biohidrometaliirgicos. A oxidacéo de Fe?* na presenca de ions CI, além
da oxidacdo de sulfetos minerais (calcopirita e pirita) pelas possiveis linhagens

mutantes foi analisada por experimentos de respirometria.

4.4.1. Multiplicag&o bacteriana em meio liquido

Para analisar o efeito da radiagdo na multiplicacdo bacteriana em meio
liquido, um volume da suspensao celular (item 4.2) foi transferido para uma placa de
Petri e irradiado por ultravioleta em diferentes tempos (0, 10, 30, 60, 90, 120, 180 e
300 s). Para os experimentos de radiacdo utlizou-se o short-wave como
comprimento de onda (+/- 260nm, Chromato — Vue — Mfd. By Ultraviolet Products), a

uma distancia aproximada de 20 cm da suspensao celular. Apds cada tempo de
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exposi¢cao, um volume da suspenséao celular irradiada foi retirado e transferido para
Erlenmeyer contendo meio T&K completo. O processo de oxidacdo de fons Fe?
pelas possiveis linhagens mutantes foi monitorado (item 4.2) e curvas de
multiplicacéo celular foram obtidas. Os experimentos foram realizados em duplicata

e na auséncia de luz branca.

4.4.2. Multiplicacdo bacteriana em meio soélido

Para selecionar mutantes de A. ferrooxidans S, em meio solido, um volume de
500 pL de suspensao celular (item 4.2) foi diluido em um tubo de ensaio contendo
4,5 mL de Tween-80 0,25% (v/v). A suspensdo celular apés diluicdo foi transferida
para uma placa de Petri (sem meio de cultura) e exposta a radiacao ultravioleta nos
seguintes tempos (s): 0, 10, 30, 60, 90, 120, 180 e 300. Para os experimentos de
radiacdo utilizou-se o short-wave como comprimento de onda (+/- 260nm, Chromato
— Vue — Mfd. By Ultraviolet Products), a uma distancia aproximada de 20 cm da
suspensao celular. Apds exposicdo, uma aliquota da suspensédo irradiada foi
inoculada em placa de Petri contendo meio T&K completo com agarose 0,45% (m/v).
As placas foram incubadas a 30°C até aparecimento das col6nias
(aproximadamente 20 dias). Todo o experimento foi realizado na auséncia de luz
branca, devido ao processo de fotorreativagdo. Apds radiacdo por ultravioleta em
diferentes tempos, uma curva de sobrevivéncia do A. ferrooxidans em meio solido foi
tracada, o que permitiu analisar a porcentagem de sobrevivéncia das colénias em

funcdo do tempo (s) de radiacéo.

Colbnias dos possiveis mutantes obtidos foram retiradas do meio solido e
transferidas para meio T&K completo. Esses possiveis mutantes foram analisados
quanto a oxidac&o de fons Fe?* na presenca de ions CI', da calcopirita e da pirita,

através de experimentos de respirometria.
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4.5. Estudos fisiolégicos de A. ferrooxidans S linhagens selvagem e

possiveis mutantes

Estudos fisiologicos dos possiveis mutantes de A. ferrooxidans S foram
realizados através de experimentos de respirometria, em comparagdo com a

linhagem selvagem.

4.5.1. Experimentos de respirometria

A respirometria € uma técnica que permite estudar o metabolismo de células
vivas, como por exemplo, o processo de oxidacdo de diferentes substratos
energéticos (TUOVINEN; DISPIRITO, 1984). Esse estudo é possivel, pois, trata-se
de uma técnica que envolve a determinacdo de volume gasoso ocorrido durante as
reacfes a serem investigadas. Praticamente, todas as reac¢des bioquimicas que
determinam trocas gasosas podem ser quantificadas por esta técnica. Como
vantagens deste experimento podem ser citadas a obtencdo rapida de resultados
quantitativos e expressivos, conhecimento da cinética de reacdo, gasto reduzido
com substrato e operacdo simples. Por outro lado, uma desvantagem € a pouca
indicacdo do mecanismo do processo. Nos experimentos de respirometria, as
células utilizadas ndo estdo em divisao celular, ou seja, as células sédo privadas de

nutrientes, sobretudo CO,.

Nos experimentos de respirometria foi utilizada a suspenséo celular (item 4.2),
sendo necessaria a quantificacdo das proteinas totais das células. Células
provenientes de 1 mL da suspenséao celular foram suspensas em 1 mL de NaOH 1
mol L™ e mantidas em banho fervente por 30 min para lise celular. Proteinas totais
do lisado foram quantificadas pela metodologia de Hartree (1972). As solucdes

utilizadas na quantificacéo de proteinas totais estdo descritas abaixo.

Solucéo A:
KNaC4H404.4H,0 0,5 g

NaOH 1 mol L 125,0 mL
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Agua destilada 250,0 mL
Solucéo B:

KNaC4H406.4H,0 0,29
CuS04.5H,0 0,19
NaOH 1 mol L™ 1,0 mL
Agua destilada 9,0 mL

Solucédo C (preparada no momento do uso):
Reagente de Folin-Ciocalteu 10,0 mL

Agua destilada 30,0 mL

A metodologia descrita por Hartree, consiste em adicionar 0,9 mL da solugéo
A a solucao de proteinas, em diluicdo apropriada. Ap6s 10 min em banho-maria a
50°C, a solucéo foi resfriada & temperatura ambiente. A mistura adicionou-se 0,1 mL
da solucdo B e manteve-se a temperatura ambiente por 10 min. Finalmente, foram
adicionados 3 mL da solucao C. Apés incubacao por 10 min a 50°C e, resfriamento a
temperatura ambiente, a leitura foi realizada em espectrofotbmetro (FEMTO 600 S)
no comprimento de onda de 650 nm. A curva padrdao foi obtida utlizando-se

soroalbumina bovina 0,5 g L™.

Apés a quantificacdo das proteinas totais, um volume maximo de 500 pL de
suspenséo celular, contendo 500 ug mL™ de proteina total, foi submetido a ensaios
respiromeétricos para avaliar a oxidacdo da calcopirita e da pirita, além de avaliar o

efeito de fons CI durante a oxidacdo de fons Fe*".

Os ensaios foram conduzidos em um equipamento de Warburg (Figura 3) em
frascos de 25 mL, que consistem, basicamente, de um frasco de reacdo com um

reservatorio lateral para adigdo das células (Figura 4).



Figura 3. Respirdmetro de Warburg.
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Rolha do brago fateral
com orificio de saida 8s Vi
para gaseificacdo Rotha com trés vias

Manémetro

N
i Poco central
Banho de agua (para alcali)

Figura 4. Conjunto de reacéo utilizado no respirdmetro de Warburg.
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Para avaliar a oxidacao bacteriana de sulfetos minerais foram colocados no
compartimento principal do frasco, onde ocorrem as reagdes a serem investigadas,
200 mg de calcopirita ou de pirita e 4gua acida (pH 1,8) para um volume final de 3
mL (incluindo o volume da suspensado celular). Frasco-controle foi realizado em
paralelo, nas mesmas condi¢cbes dos anteriores, poréem sem adicdo da suspensao

celular, completando-se o volume para 3 mL com 4gua acida.

Para avaliar a oxidacdo bacteriana de fons Fe?*, na presenca de diferentes
concentracbes de ions CI', foram colocados no compartimento principal do frasco
120 mmol L™ do substrato energético e cloreto de sédio nas concentracdes
adequadas (0, 100 e 200 mmol L™?). Frasco-controle foi realizado em paralelo, nas
mesmas condi¢cdes dos anteriores, porém sem de ions ClI’, completando-se o volume

para 3 mL com agua acida.

Um volume de 0,1 mL de KOH 20% (m/v), embebido em um papel de filtro, foi
colocado no pogo central para consumo do CO; existente no interior de cada frasco,
a fim de impedir a multiplicacéo celular de A. ferrooxidans.

Para execucdo do ensaio foi acoplado ao frasco de reacdo um mandmetro
graduado (Figura 4) contendo um liguido de densidade conhecida. O manbémetro &
constituido de dois ramos, que se comunicam entre si em suas bases através de um
tubo de borracha obturado na extremidade inferior. O ramo esquerdo do mandémetro
permanece constantemente aberto durante o experimento e o da direita termina no
frasco de reacdo. Durante o experimento de respirometria, havera uma diminuicédo
da pressdo e o menisco do liquido se elevar4. Essa diferenca indicada em
milimetros na escala graduada foi transformada em volume gasoso expresso em
microlitros (uL). Para tanto, multiplicou-se a variagdo da altura em milimetros por

uma constante (K), cujo célculo é:

K= (VT -Vf)x273/T +Vfxa
Po
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Onde: VT = volume do conjunto frasco-manémetro (indicado no préprio conjunto)
Vf = volume final do sistema experimental (~ 3,0 mL)
T =273 + t (temperatura de trabalho)
a = coeficiente de solubilidade de um gas na agua
Po = pressao do fluido manométrico (10,032 mm)

Com os frascos experimentais foi colocado um conjunto (frasco-manémetro)
chamado termobarémetro, contendo agua destilada no mesmo volume do sistema
experimental. Esse conjunto indicou variagdes de pressdo causadas por mudancas
da temperatura no ambiente. O volume de oxigénio consumido pela suspensao
celular durante os experimentos foi considerado descontando a variacdo da presséo

observada no termobarémetro.

Os conjuntos (frasco-manémetro) foram mantidos em banho-maria a 30°C e
150 batidas min™. Os experimentos de respirometria foram realizados em triplicata,
sendo que o consumo de oxigénio (uL) foi expresso como uma média dos valores

das réplicas em cada intervalo de tempo (min).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Anteriormente a exposicdo ao ultravioleta, A. ferrooxidans S foi repurificado
em meio sélido utilizando-se a suspenséao celular (item 4.2.) diluida adequadamente
para 1x107, 1x10™, 1x10° e 1x10° (Figura 5). Esses resultados preliminares foram
fundamentais para definir as diluicbes a serem utilizadas nos experimentos de
radiacdo por ultravioleta. Na diluicdo de 1x10° ocorreu um crescimento colonial
massivo, dificultando, assim, a visualizacdo das coldnias (Figura 5A). Na diluicdo de
1x10° foi observado um numero reduzido de coldnias, e pelo fato de que,
provavelmente, a incidéncia de radiacdo ultravioleta afetara a multiplicacao
bacteriana, diminuindo ainda mais o numero de colbnias, essa diluicdo nao foi
utilizada nos experimentos de radiacdo (Figura 5D). Portanto, observou-se que as
melhores diluicbes para os experimentos de mutagéo induzida foram de 1x10™ e
1x10, nas quais as colnias apresentaram-se bem isoladas e facilmente contaveis
(Figuras 5B e 5C).

5.1. Exposicéo a radiacao ultravioleta
5.1.1. Andlise da multiplicacdo bacteriana em meio liquido

Experimentos de exposicdo de A. ferrooxidans S a radiacdo ultravioleta foram
realizados, a fim de se obter uma resposta rapida da acdo desse mutagénico fisico

na oxidacdo bacteriana dos fons Fe?*, em meio liquido.

A Figura 6 mostra a multiplicacao das possiveis linhagens mutantes, em meio
T&K completo, apos radiacdo por ultravioleta em diferentes tempos (0, 10, 30, 60,
90, 120, 180 e 300 s), em comparacao com a linhagem S selvagem. Diferencas na
multiplicacdo celular foram analisadas pela variagdo da taxa de oxidacdo de ions

Fe?*

Na Figura 6, a fase lag de multiplicacéo de A. ferrooxidans S selvagem néo foi
mostrada, porém o final dessa fase de adaptacdo das células ao substrato
energetico ocorreu em, aproximadamente, 7 h, como observado em outros

experimentos prévios. Por outro lado, o final da fase lag de multiplicacdo das
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Figura 5. Placas com colbnias de A. ferrooxidans S. A suspensado celular foi diluida
adequadamente para: 1x10°(A); 1x10™* (B); 1x10” (C) e 1x10° (D).
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Figura 6: Porcentagem de oxidac&o de ions Fe** por células de A. ferrooxidans S expostas

a radiacao ultravioleta em diferentes tempos.
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possiveis linhagens mutantes ocorreu em aproximadamente 15 h apds exposicédo ao
ultravioleta (Figura 6). Provavelmente, o prolongamento da fase lag para as
possiveis linhagens mutantes seja decorrente de uma morte celular durante o

experimento de exposicao.

Em virtude dessa provavel morte celular, a fase log de multiplicacdo dos
possiveis mutantes também ficou comprometida, ou seja, a oxidacao total de ions
Fe”" ocorreu em tempos diferentes e maiores ao tempo observado para a linhagem
selvagem. O final da fase log para o controle (A. ferrooxidans S selvagem) ocorreu
aproximadamente apos 24 h da exposicao (Figura 6). Por outro lado, o final da fase
log dos possiveis mutantes foi influenciado pelo tempo de exposicao, atingindo, por

exemplo, 75 h para as células irradiadas por 300 s (Figura 6).

O processo de oxidacdo do substrato energético Fe?*, provavelmente, ndo foi
afetado pelo mutagénico fisico, jA& que apds a radiacdo 0s possiveis mutantes

oxidaram completamente esse ion.

A influéncia da radiacéo ultravioleta na oxidacédo de fons Fe®, também foi
observada para a linhagem LR de A. ferrooxidans (AUGUSTO, 2008). Este trabalho
foi desenvolvido no Laboratério de Biohidrometalurgia do Instituto de Quimica-
UNESP-Araraquara-SP, pela aluna de Graduacdo em Quimica Ana Elisa Comanini
Augusto. Os resultados obtidos mostraram que o mutagénico fisico afetou a
multiplicacdo bacteriana, sendo que apdés 300 s de exposicdo, toda a fonte
energética foi oxidada pelos possiveis mutantes em 65 h, aproximadamente, 30 h a

mais que a oxidacao pela linhagem selvagem.

5.1.2. Analise da multiplicag&o bacteriana em meio solido

As células de A. ferrooxidans S nas diluicdes 1x10™“ e 1x10™ foram irradiadas
por ultravioleta em diferentes tempos (0, 10, 30, 60, 90, 120, 180 e 300 s) e
plagueadas em meio solido. Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Sobrevivéncia de A. ferrooxidans S em meio sélido apds exposicao a radiacao

ultravioleta.
Tempo de Numero de coldnias M(ré]gligedo % de
exposicdo  Réplical Réplica 2 colonias sobrevivéncia
Supensao celular diluida para 1x10™
Controle 115 110 1125 100,00
10s 3 22 12,5 11,11
30s 1 0 0,5 0,44
60 s 1 2 15 1,33
N0s 1 0 0,5 0,44
120s 1 0 0,5 0,44
180 s 5 0 2,5 2,22
300 s 0 0 0 0
Supensao celular diluida paralx10~
Controle 10 0 5 100,00
10s 1 0 0,5 10,00
30s 1 0 0,5 10,00
60 s 2 1 15 30,00
90 s 5 4 4,5 90,00
120 s 2 2 2 40,00
180's 3 0 15 30,00
300 s 1 1 1 20,00
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Embora os resultados obtidos ndo terem apresentados boa reprodutibilidade
experimental, pode-se notar que a radiacdo por ultravioleta afetou a multiplicacéo

bacteriana em meio sdlido (Tabela 2).

Devido a discrepancia dos resultados e por ndo haver reprodutibilidade
experimental, ndo foi possivel obter uma curva de sobrevivéncia dos possiveis
mutantes apo6s radiacdo por ultravioleta. Portanto, outros experimentos foram
realizados com o objetivo de obter a reprodutibilidade no niumero de colbnias e a
curva de sobrevivéncia dos possiveis mutantes apds a radiagdo. Os experimentos
foram realizados com a suspensdo celular (item 4.2.) diluidas para 1x10™, pois se
observou um nimero reduzido de colbnias apés diluicdo das células para 1x10~,
provavelmente devido a morte celular provocada pela radiagao ultravioleta (Tabela
2).

Os resultados obtidos nos experimentos realizados com a suspensao celular
diluida para 1x10™ estdo mostrados na Tabela 3. Uma diminuicdo no ndmero de
colonias foi observada em relacdo ao tempo de exposicdo a radiacdo ultravioleta
(Tabela 3). Ap6s 30 s de radiagdo, a porcentagem de sobrevivéncia dos possiveis
mutantes foi de aproximadamente 50%, sendo que essa porcentagem diminuiu com
o aumento do tempo de exposi¢cao. Apos 300 s de exposicado foram obtidos 10% de
sobrevivéncia dos possiveis mutantes em meio solido, em comparacdo ao controle
(Tabela 3).

Com os resultados obtidos foi possivel obter uma curva de sobrevivéncia dos
possiveis mutantes de A. ferrooxidans S apdés radiacdo por ultravioleta (Figura 7).
Inicialmente, duas colonias de possiveis mutantes de A. ferrooxidans S,
denominadas S300 e S301, foram re-isoladas apés 300 s de exposi¢ao por radiacao
ultravioleta. Esses possiveis mutantes foram analisados quanto a oxidagédo de ions
Fe?* em meio liquido. Além do mais, foram analisados quanto a oxidacdo bacteriana
da calcopirita, pirita e influéncia de fons CI' na oxidacdo de fons Fe?*, por

experimentos de respirometria em comparagdo com a linhagem S selvagem.
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Tabela 3. Sobrevivéncia de A. ferrooxidans apos exposicao a radiacao ultravioleta

em meio sélido na diluicdo 1x10™.

Tempo de NUmero de coldnias Média do

9
expc():)igéo Réplical  Réplica2  Réplica3 C;;g;s sobrg/i?/zncia
Supenséo celular diluida para 1x10™
0 (cont) 1898 1666 1428 1664 100,00
10 1135 1299 1013 1149 69,05
30 914 820 754 829 49,81
60 650 675 625 650 30,06
90 560 438 415 471 28,30
120 390 375 391 385 23,13
180 331 302 04 212 12,74

300 192 168 148 169 10,15
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Figura 7. Curva de sobrevivéncia de células de A. ferrooxidans S em meio sélido ap6és

radiac&o por ultravioleta. A suspens&o celular utilizada foi diluida para 1x10™.
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Uma curva de sobrevivéncia de células de A. ferrooxidans linhagem LR apés
radiacdo por ultravioleta mostrou que esse agente mutagénico afetou a multiplicagéao
celular em 50% apds 30 s de exposicdo (MUKAI, 1990). Porcentagem essa de

sobrevivéncia obtida também nos experimentos aqui apresentados.

Portanto, a radiacédo por ultravioleta € um poderoso agente mutagénico, pois
causou morte celular de células de A. ferrooxidans, como observado nos

experimentos aqui apresentados e por relatos de Mukai (1990).

5.2. Estudos fisiolégicos de A. ferrooxidans S linhagens selvagem e

possiveis mutantes

Alguns estudos fisiolégicos foram realizados com o objetivo de verificar o
efeito da radiacdo por ultravioleta no metabolismo dos possiveis mutantes obtidos
(S300 e S301). A oxidacdo de fons Fe?* pelos possiveis mutantes foi analisada, bem
como a oxidacdo dos sulfetos minerais calcopirita e pirita, em comparacdo com a

linhagem selvagem.

5.2.1. Andlise da oxidac&o bacteriana de fons Fe?*

Os possiveis mutantes (S300 e S301) re-isolados de meio sélido foram
analisados quanto a oxidacdo bacteriana de fons Fe?*, em comparacdo com a
linhagem S selvagem. A multiplicagdo bacteriana em meio T&K completo foi
monitorada, sendo obtida uma curva de oxidacdo de ions Fe®" pelas possiveis

linhagens mutantes (Figura 8).

A Figura 8 mostra que todas as fases de multiplicacdo dos possiveis mutantes
foram idénticas as apresentada pela linhagem S selvagem. A oxidagéao total dos ions
Fe?*, medida de multiplicacéo de A. ferrooxidans, ocorreu no mesmo tempo para as
linhagens selvagem e possiveis mutantes (Figura 8). Sendo assim, pelos resultados

obtidos, observou-se que o processo de oxidagdo de ions Fe?* pelas possiveis
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Figura 8. Oxidac&o dos ions Fe** por células de A. ferrooxidans S e possiveis mutantes A.
ferrooxidans S300 e S301. A oxidagdo dessa fonte energética foi monitorada

durante a multiplicagcdo celular em meio liquido.
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linhagens mutantes ndo foi influenciado pela exposi¢céo a radiacao ultravioleta.

5.2.2. Avaliacdo fisiolégica das possiveis linhagens mutantes

através de experimentos de respirometria celular

Alguns processos fisiolégicos das possiveis linhagens mutantes foram
analisados por experimentos de respirometria celular, pois trata-se de uma técnica
de obtencao rapida de resultados quantitativos, além da possibilidade de analisar a
cinética de reacdes, como por exemplo, a oxidacdo de fons Fe®" ou de sulfetos

minerais.

5.2.2.1. Anélise da oxidac&o bacteriana de fons Fe®* na presenca de fons CI°

Embora diferencas na oxidacdo de fons Fe®* das possiveis linhagens
mutantes em comparacdo com a linhagem selvagem néo foram observadas (Figura
8), a oxidacao bacteriana dessa fonte energética foi analisada na presenca de ions

CI', através de experimentos de respirometria celular.

Estudos mostraram o efeito acelerador dos ions CI° no processo de
dissolucédo de sulfetos minerais (WINAND, 1991; LU; JEFFREY; LAWSON, 2000a,
2000b). O objetivo dos experimentos aqui realizados foi analisar a capacidade
oxidativa de fons Fe?* pelos possiveis mutantes na presenca de fons CI. Uma
linhagem mutante resistente a esses ions poderia ser utilizada na otimizacdo de
processos na biohidrometalurgia, especialmente na oxidacdo bacteriana da

calcopirita.

A Figura 9 mostra a oxidagéo dos fons Fe?" por A. ferrooxidans S linhagem
selvagem (Figura 9A) e possiveis mutantes (Figura 9B e 9C) na presenca de
diferentes concentracdes de ions CI. Embora, em algumas réplicas experimentais, 0
desvio padréo tenha sido alto, pode se observar que a concentracédo de 100 mmol L
! de fons CI' n&o influenciou na oxidacdo de fons Fe?* pelas linhagens testadas,

guando comparado com a respectiva condi¢ao controle (Figura 9).
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Figura 9. Consumo de oxigénio por A. ferrooxidans S linhagens selvagem (A) e possiveis
mutantes S300 (B) e S301 (C), na presenca de fons Fe?* e CI. O consumo de
oxigénio (uL) foi medido, em triplicata, depois que as células foram adicionadas a

fonte energética (ions Fe?"). O controle foi realizado na auséncia de fons CI".
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Por outro lado, a concentracdo de 200 mmol L™ de fons CI influenciou na
oxidacdo de ions Fe?* pelas linhagens S selvagem (Figura 9A) e possivel mutante
S300 (Figura 9B), pois 0 consumo de oxigénio nessa condi¢cdo foi menor do que o

observado nos respectivos controle.

Para o possivel mutante S301, a oxidacdo de fons Fe*" nao foi influenciada
pela concentracdo de 200 mmol L™ de fons CI', pois o consumo de oxigénio foi
semelhante ao observado no respectivo controle (Figura 9C). Outros experimentos
poderdo ser realizados a fim de analisar o efeito de concentracdes de ions CI
maiores que 200 mmol L, na oxidacdo de ions Fe®" pela possivel linhagem

mutante.

Sendo assim, com os resultados obtidos pode se concluir que a oxidacédo de
fons Fe”* na auséncia e presenca de ions Cl foi semelhante para todas as linhagens
testadas, em comparacdo aos respectivos controles. A radiacdo por ultravioleta
provavelmente, ndo afetou nenhuma via metabdlica de A. ferrooxidans que pudesse

conferir tolerancia bacteriana a ions CI".

A baixa tolerancia de A. ferrooxidans a 200 mmol L™ de ions CI' foi também
observada em ensaios de biolixiviagdo da calcopirita (MELO, 2010). A autora
observou em tais ensaios que a concentracdo de 100 mmol L™ de fons CI™ afetou
parcialmente a atividade bacteriana oxidativa dos fons Fe?* e que a concentracdo de
200 mmol L™ de fons CI' foi totalmente inibitoria para a bactéria, impedindo assim, a

atividade oxidativa da mesma.

5.2.2.2. Andlise da oxidacao bacteriana da calcopirita

A Figura 10 mostra o consumo de oxigénio das possiveis linhagens mutantes
de A. ferrooxidans (S300 e S301) em comparagcdo com a linhagem S selvagem na
presenca do sulfeto mineral calcopirita. O consumo de oxigénio foi resultado
principalmente do metabolismo bacteriano, jA que na auséncia de células de A.

ferrooxidans o consumo devido a oxidagéo quimica foi minimo (Figura 10).

O consumo de oxigénio por A. ferrooxidans selvagem e possiveis mutantes

na presenca desse sulfeto de cobre foi igual nos primeiros 10 min de experimento
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Figura 10. Consumo de oxigénio por A. ferrooxidans S linhagens selvagem e possiveis
mutantes S300 e S301, na presenca de calcopirita. O consumo de oxigénio (uL) foi
medido, em triplicata, depois que as células foram adicionadas ao mineral. O
controle foi realizado na auséncia de suspenséo celular.



58

(Figura 10). N&o foi possivel analisar a oxidagdo da calcopirita pelas linhagens
testadas apdés 10 min de experimento, devido ao alto desvio padrdo observado nas
curvas obtidas. Portanto, ndo foi possivel afirmar que houve diferencas na oxidacéo
da calcopirita pelas linhagens selvagem e possiveis mutantes (Figura 10). Outros
experimentos de respirometria celular foram realizados, porém o mesmo resultado
foi obtido.

5.2.2.3. Andlise da oxidagado bacteriana da pirita

A oxidacdo da pirita pelas possiveis linhagens mutantes de A. ferrooxidans
(S300 e S301) foi analisada por experimentos de respirometria, em comparagcao com
linhagem S selvagem (Figura 11). O consumo de oxigénio foi resultado da oxidacao
bacteriana da pirita, ja que na auséncia de células o consumo devido a oxidagao

quimica foi praticamente zero (Figura 11).

A Figura 11 mostra que o consumo de oxigénio na presenca de pirita foi
praticamente igual para todas as linhagens testadas. Com esse resultado pode se
observar que, provavelmente, a radiacdo ultravioleta ndo afetou a via metabdlica de

oxidacao da pirita na bactéria A. ferrooxidans S.
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Figura 11. Consumo de oxigénio por A. ferrooxidans S linhagens selvagem e possiveis
mutantes S300 e S301, na presenca de pirita. O consumo de oxigénio (uL) foi
medido, em triplicata, depois que as células foram adicionadas ao mineral. O

controle foi realizado na auséncia de suspensdao celular.
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6. CONCLUSAO

v' A radiacdo ultravioleta afetou a multiplicacdo bacteriana de A. ferrooxidans
linhagem S, tanto em meio liquido quanto em meio sélido;

v" Possivelmente o prolongamento das fases de multiplicacdo de A. ferrooxidans
S, em meio liquido, seja decorrente de morte celular durante o experimento de
exposicao;

v' ApoOs 300 s de exposicao foram obtidos 10% de sobrevivéncia dos possiveis
mutantes em meio solido, em compara¢ao ao controle;

v A possivel mutacdo que ocorreu na via de oxidacdo de ifons Fe* em A.
ferrooxidans S, provavelmente foi reparada, pois as linhagens selvagem e possiveis
mutantes (S300 e S301) oxidaram totalmente essa fonte energética no mesmo
tempo;

v Os fons CI" na concentracdo de 100 mmol L™ ndo afetaram a oxidacdo de
fons Fe?* por todas as linhagens testadas, quando comparado a respectiva condicdo
controle;

v' Os jfons CI' na concentracdo de 200 mmol L™ afetaram de forma parcial a
atividade bacteriana reduzindo em até 30% o total de oxigénio consumido pela
bactéria;

v Através dos experimentos de respirometria ndo foi possivel observar aumento
no consumo de oxigénio na presenca dos sulfetos minerais calcopirita e pirita pelas
possiveis linhagens mutantes em relagcéo a linhagem S selvagem;

v' Provavelmente, a radiacdo ultravioleta ndo provocou uma mutacdo
permanente, pois os estudos fisiolégicos analisados ndo mostraram diferencas entre

A. ferrooxidans linhagens S selvagem e possiveis mutantes.
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