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RESUMO

Com o advento dos bens de consumo industrializados, tornou-se maior a demanda
por compostos minerais, sendo o cobre um dos metais mais utilizados para a
producao de componentes tecnoldgicos, o que confronta a atual capacidade das
mineradoras, uma vez que as jazidas vem se esgotando progressivamente e
portanto apresentam teores cada vez menores. Neste contexto, a
Biohidrometalurgia, processo que utiliza micro-organismos que promovem a
dissolugdo de minérios sulfetados para otimizagdo da extragcdo do metal de
interesse, apresenta-se como alternativa promissora e mais ambientalmente
adequada para a recuperagao de metais a partir de minérios de baixo teor. A maior
parte do cobre presente na natureza encontra-se na forma de calcopirita, mas esse
sulfeto mineral é altamente refratario ao ataque quimico e bioldgico. Atualmente néo
ha processo biohidrometalurgico comercial em operagao para a extragdo do cobre
da calcopirita. A maior limitagdo para isso ndo esta nos aspectos operacionais do
processo, mas nos micro-organismos envolvidos nele. Desta maneira, o objetivo
deste trabalho foi obter novas linhagens mutantes utilizando técnicas da genética
classica (radiagdo ultravioleta) a partir de uma das principais bactérias envolvida
neste processo a Acidithiobacillus ferrooxidans e disponivel em nosso banco de
linhagens e avalia-las quanto a alguns dos parametros envolvidos no processo. Por
meio da aplicacdo de radiacao ultravioleta em diferentes tempos (0, 10, 15, 30, 60,
120, 300, 600, 1800 e 7200 segundos) na linhagem selvagem de A. ferrooxidans
foram obtidos dezoito linhagens mutantes para cada fonte energética. Estes
mutantes foram avaliados quanto a capacidade de producdo de acido na presenca
de enxofre elementar e quanto as velocidades iniciais (vp) na cinética de oxidacao
dos ions ferrosos. As linhagens mutantes que se destacaram nestes aspectos foram
utilizadas em ensaios de frascos agitados na presenga de calcopirita. A pressao
seletiva realizada pela radiagcdo UV resultou em mutantes que apresentaram
respostas diferenciadas perante a cinética de consumo de suas fontes energéticas
com comparagao a linhagem selvagem LR. Foram selecionadas nove linhagens
obtidas a partir do crescimento em ions ferrosos e uma linhagem obtida a partir do
crescimento em enxofre elementar. Os mutantes selecionados foram entao
submetidos ao ensaio em frasco agitado e novamente foram observadas diferentes
respostas frente a solubilizacdo da calcopirita. Todas as linhagens mutantes
apresentaram maior solubilizacdo de cobre em relagdo a linhagem selvagem nos
primeiros 14 dias de ensaio. Ao final (ap6s 70 dias) a cultura radiada por 1 minuto
(M3B) se sobressaiu melhorando em 23% a capacidade de solubilizar o cobre em
relagdo a linhagem selvagem. Essas culturas crescidas em calcopirita apds 70 dias,
e adaptadas a essa condicdo de ensaio foram utilizadas como indéculo em novo
ensaio de crescimento nas mesmas condi¢gdes anteriores. Um frasco contendo as
linhagens M3B e MS3A também foi utilizado. Em comparagao ao ensaio anterior ndo
foi observado diferenga significativa na solubilizagao de cobre entre os dois ensaios,
apesar do maior tempo de adaptagdo das linhagens no segundo ensaio. Apds o
termino do segundo ensaio de biolixiviacdo as culturas foram plaqueadas em meio
sélido e constatou-se a auséncia de alteragdes morfolégicas das colbnias em
relagdo a linhagem selvagem LR. Dessa forma, os resultados indicam que houve
uma contribuicdo favoravel quanto a capacidade de biolixiviagdo pelas bactérias
quando submetidas a radiacdo UV, incentivando o uso de ferramentas da genética
classica como instrumento para o estudo e aprimoramento de micro-organismos
biolixiviantes.



Palavras-chave: Calcopirita. Acidithiobacillus ferrooxidans. Mutagdo. Raios
ultravioleta.



ABSTRACT

Recent industrialization has demanded great amounts of mineral compounds copper
is one of the most utilized in technological components manufacturing. The large
increase in mining activities has resulted in lower grade mineral deposits. As a
consequence, the demand for technical and economical solutions became critical. In
this context, biohydrometalurgy, a process that uses microorganisms to perform
mineral sulphide dissolution for improving metal extraction, has been pointed as a
promising and environmentally safer solution for metal recovery from low grade
mineral deposits. In its natural conditions most of copper is found as chalcopyrite, but
this mineral sulphide is recalcitrant to chemical and biological dissolution. Nowadays,
there is no commercial biohydrometalurgic processes for extracting copper from
chalcopyrite. The biggest issue for this is not in the operational aspects of the
process, but the microrganisms involved in it. The aims of this study were to obtain
new mutant strains of Acidithiobacillus ferrooxidans, the main bacterium involved in
this process, (available in our strains collection) using classical genetics tools
(ultraviolet radiation) and study some parameters involved. By means of ultraviolet
radiation directed to the wild strain of Acidithiobacillus ferrooxidans in different
exposure periods (0, 10, 15, 30, 60, 120, 300, 600, 1800 and 7200 seconds),
eighteen mutant strains were obtained for each energy source. These strains were
evaluated regarding their capacity of acid production in the presence of elemental
sulphur and initial velocities in the kinetics of ferrous ions oxidation. The cell
suspensions with higher performances were submitted to shake flasks experiments
in the presence of chalcopyrite. The selective pressure of UV radiation over the wild
strain resulted in mutant bacteria that presented different behaviors towards kinetics
consumption of its energetic sources. Nine strains from ferrous ions growth and one
from sulphur growth were selected. These selected cell mutants were then submitted
to shake flasks experiment and it was observed differences between wild and mutant
strains. After two weels all mutant presented more solubilization of copper comparing
with the wild. By the end of the assay (70" day) the cell culture radiated for 1 minute
(M3B) outperformed the wild strain in 23% in copper solubilization. These mutant
strains after 70 days in the presence of chalcopyrite and adapted to this experimental
condition were used as inoculums in a new experimental set in the same conditions
previously employed. Also one flask containing the strains M3B and MS3A was
utilized in set of experiment. Comparing to the previous experiment, it was not
observed significant improvement regarding copper solubilization, in spite of the cells
be adapted to these conditions. By the end of the second biolixiviation experiment,
the mutant suspensions were inoculated in Petri dishes it was not observed none
morphological changes comparing to the wild strain. In all instances, the results
indicated that favorable contribution to the biolixiviation capacity was achieved by
submitting Acidithiobacillus ferrooxidans to the ultraviolet irradiation protocol, thus
encouraging the application of classic genetic tools to study and improve bacterial
strains involved in this bioprocess.

Key-words: Chalcopyrite. Acidithiobacillus ferrooxidans. Mutation. Ultraviolet
radiaton.
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1 INTRODUGAO

O cobre é um metal de grande importancia na ciéncia, no desenvolvimento de
novas tecnologias e na melhoria da qualidade de vida do homem. O Chile é o maior
produtor mundial de minério de cobre com 34% do total de producédo, sendo o Brasil
o décimo quinto. A expectativa € de que o Brasil alcance a condicdo de
autossuficiéncia de cobre em 2013, suprindo a demanda interna e diminuindo as
importacdes, segundo o Instituto Brasileiro de Mineragao (Instituto..., 2011). Com o
crescimento continuo da produgao de cobre, estudos sobre processos de obtencao
desse metal sdo cada vez mais necessarios.

O progresso tecnoldgico e cientifico da humanidade fez com que o consumo
de cobre aumentasse significativamente (ALVARADO et al.,, 1999), levando as
reservas mundiais de minérios com alto teor de cobre a diminuir a uma taxa
alarmante. Aproximadamente 70% das reservas mundiais de cobre se encontram na
forma de calcopirita. A calcopirita esta presente na maior parte das jazidas com
baixo teor de cobre, 0 que impede a aplicagdo de processos convencionais como,
por exemplo, a pirometalurgia. Além disso, a calcopirita por sua natureza refrataria
dificulta o processo de extracdo do cobre (CORDOBA et al., 2008).

Os processos convencionais como os pirometalurgicos e hidrometalurgicos
(utilizando acidos ou oxidantes agressivos) sdo os que predominam na escala
industrial para produgao de metais. Dentre os processos hidrometalurgicos encontra-
se a biohidrometalurgia, que engloba a biorremediagao e biolixiviagado de depdsitos
minerais. Os processos de biorremediacao estdo relacionados a descontaminacao
ambiental mediante a retencdo do metal poluente numa matriz sélida enquanto que
a biolixiviagao relaciona-se a recuperacao de metais de interesse econdmico através
da passagem dos mesmos para uma solu¢ao (GARCIA JUNIOR; URENHA, 2002).

A Biohidrometalurgia € considerada uma das técnicas alternativas mais
promissoras e certamente a solugdo mais revolucionaria para diversos problemas
operacionais e ambientais. Além de reduzir drasticamente os custos de
investimento, ela também oferece a oportunidade de reduzir a poluicdo ambiental,
pois seus processos bioldgicos sao realizados sob condi¢gbes brandas e geralmente

sem adicdo de produtos quimicos toxicos. Outra vantagem €& que seus produtos
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biolégicos acabam em solugdo aquosa que é mais favoravel a contengcdo e
tratamento de residuos gasosos como o H,S (DEVASIA; NATARAJAN, 2004). Assim
a Biohidrometalurgia surge como unido benéfica entre a metalurgia e a
biotecnologia.

Apesar dos estudos publicados recentemente demonstrarem que a lixiviagao
bacteriana de sulfetos metalicos € um processo viavel, 0 mesmo nao é aplicado
comercialmente a calcopirita, pois a biolixiviacdo de desse minério possui uma
cinética de oxidagado lenta e com baixa extracao de cobre, embora seja o mais
abundante minério de cobre encontrado na natureza, e, portanto, o de maior
interesse comercial (CORDOBA et al., 2008). A busca por alternativas viaveis de
processos para a solubilizacdo eficiente da calcopirita, além de passar pelos
caminhos dos processos bioldgicos, tem utilizado também aditivos como ions
cloreto, ions Ag®, além de tensoativos (LIDDICOAT, 2007; LU, 2000). Mesmo com o
potencial de aperfeigoar a dissolugao, sabe-se que a presencga desses agentes tem
o0 poder inibitério dos organismos responsaveis pela dissolucdo da calcopirita
(LAWSON et al., 1995).

Algumas estratégias podem ser adotadas de forma a contribuir com uma
possivel melhora da eficiéncia do processo de biolixiviagdo. Dentre elas, podemos
citar técnicas fisicas e quimicas (radiagdo ultra-violeta, sulfato dietilico, etc) que
induzem mutagdes nos micro-organismos do processo, permitindo que atinjam taxas
mais elevadas de oxidacdo do substrato sulfetado, maior resisténcia a metais
téxicos, resisténcia a niveis elevados de acidez e resisténcia a concentra¢gdes mais
elevadas de ions cloreto.

Alteragbes dos mecanismos do metabolismo microbiano podem ser obtidas
através de técnicas de engenharia genética e genética classica. A manipulagao
genética € uma ferramenta moderna, mas de dificil aplicagdo para os organismos
acidofilos oxidantes de ferro e enxofre. O unico trabalho até o momento que relata a
transformacao direta de Acidithiobacillus foi realizado pela VALE S.A. (2011). Os
meétodos classicos, como exposi¢cdo a radiacao ultravioleta e agentes quimicos tem
se mostrado eficientes, rapidos e baratos. Além disso, alguns autores mostraram
que mutantes de bactérias acidodfilas, inclusive o A. ferrooxidans, selecionados por
radiacéo ultravioleta, micro-ondas, sulfato dietilico (DES), nitrosoguanidina e nitrato
de sodio (NaNO;) influenciaram positivamente os processos de biolixiviagao.
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Contudo, estes métodos sédo pouco utilizados para o género Acidithiobacillus (CHI et
al., 2009).

Existem diversas ferramentas relacionadas a engenharia genética para o
estudos dos micro-organismos em geral, como por exemplo a eletroporagdo. Mas
essas técnicas possuem baixa eficiéncia quando aplicadas nos micro-organismos
biolixiviantes devido a dificuldade de se obter suspensdo celular e o proprio
ambiente intracelular acido dessas bactérias. Assim a genética classica por meio da
mutacao, destaca-se como uma saida para realizar estudos com esses organismos,
como também para o aprimoramento da eficiéncia dos mesmos quando presentes
em processos industriais. Além disso, os estudos relacionados a microbiologia
basica dos organismos biolixiviantes ainda tem um vasto campo a ser estudado,
sendo um deles a cinética do consumo de suas fontes energéticas.

O presente trabalho propde o uso de métodos classicos de manipulagao
genética (radiagdo UV) para a geragdo de mutantes e diferentes condi¢des
experimentais para a obtencdo de melhores desempenhos no processo de

biolixiviagao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biohidrometalurgia

A lixiviagdo bacteriana € um processo antigo. Existem registros de
recuperacdo de cobre a partir de agua de drenagem de minas praticadas no
Mediterraneo desde 1000 a.C. (BRIERLEY, 1982). No entanto, a participagdo de
micro-organismos foi esclarecida no final dos anos 40 com a analise de amostras de
agua acida de mina de carvao betuminoso em Virginia (EUA) por Colmer e Hinkle
(1947) e o isolamento e descricao da primeira bactéria acidofila e oxidante de ferro e
enxofre em 1950, a Thiobacillus ferrooxidans (reclassificada como Acidithiobacillus
ferrooxidans por Kelly e Wood em 2000) (COLMER et al., 1950). A aplicagao
comercial da biohidrometalurgia a partir de pilhas projetadas para as atividades dos
micro-organismos foi iniciada em 1980 para a lixiviagado de cobre, na mina Lo Aguirre
no Chile, onde foi processado cerca de 16.000 t de minério/dia entre 1980 e 1996
(BRIERLEY, BRIERLEY, 2001).

A biohidrometalurgia € um processo natural que utiliza micro-organismos para
aumentar a dissolucdo de minérios, especialmente minério sulfetados, tornando-os
mais favoraveis a dissolugdo em solugdes aquosas (DEVECI et al., 2003). E um
campo multidisciplinar envolvendo a hidrometalurgia, processamento mineral,
quimica, meio ambiente e microbiologia (AKCIL, 2004). Essa técnica tém sido
aplicada em todo o mundo para a recuperacdo de metais de interesse econémico e
também utilizada na industria na forma de pré-tratamento de minérios refratarios
(HANSFORD, VARGAS, 2001). E caracterizada por baixos custos operacionais,
menor impacto ambiental e simplicidade de manutencdo. (BRIERLEY, BRIERLEY,
2001).

A Biohidrometalurgia engloba dois processos microbianos que séo uteis na
metalurgia extrativa: lixiviagdo bacteriana, também conhecida como biolixiviagao e
bio-oxidagao (ACEVEDO, 2002). A biolixiviagdo um processo de lixiviagao no qual a
extragdo do metal a partir de minerais sélidos em solugdao é facilitada pelo
metabolismo de certos micro-organismos, tais como as archaea e eubactérias. Por

outro lado, a bio-oxidacdo € um processo de oxidacdo intermediado por micro-
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organismos no qual o metal de interesse permanece na fase sdlida (tornando-o
enriquecido). Além disso, permite que o metal de valor permaneca na fase sélida e a
solucao seja descartada.
A biolixiviagao € usada hoje em operagdes comerciais para 0 processamento
de minério de cobre, niquel, cobalto, zinco e uranio. Enquanto que a bio-oxidagao é
usada pra o processamento de ouro e dessulfurizagdo do carvao (BRIERLEY, 2001;
ANDREWS, 1984).
Ha duas visbes dominantes sobre os mecanismos envolvidos na biolixiviagao.
O primeiro € que o processo global de lixiviagdo ocorre por oxidagdo microbiana do
ion ferroso para ion férrico, seguido de uma oxidacdo quimica do sulfeto mineral
pelo ion férrico. O que é conhecido como mecanismo indireto demonstrado nas
equacdes 1 e 2.
2Fe? +0.50,+ 2H' ——"» 2Fe%+ H,0 (1)
FeS, + 2Fe* — 3Fe®* +28° (2)

A segunda visdo propde a catalise microbiana da dissolu¢do mineral. Nesta
abordagem foi proposto que 0s micro-organismos interagem com o mineral
diretamente, aumentando a taxa de oxidagdo, sendo superior a alcancada por
oxidagao quimica. Conhecida como mecanismo direto, conforme equacao 3 (SAND,
1999; TRIBUTSCH, 1999).

Bactéria

2FeS, + 70, + 2H,0 ———> 2FeS0, + 2H,S0, (3)

2.2 Fatores que motivam a aplicagao da biohidrometalurgia

Varios fatores motivam o emprego deste processo, entre eles (BRIERLEY,
2010):

e O aumento substancial dos custos de energia, mineragdo e processamento
nos processos atuais. Alguns métodos biohidrometalurgicos para o

processamento e remediagcdo consomem menos energia do que as
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tecnologias convencionais e podem potencialmente reduzir os custos para a
industria.

e Possibilita a exploragao de jazidas de minério ndo passiveis de aplicacdo dos
processos convencionais ou dificeis de explorar. Um exemplo € a exploragao
de depdsitos de minérios secundarios de sulfetos de cobre, que pode ser
muito pequeno ou de localizagdo remota para produgdo de concentrado de

flotacao.

¢ O licenciamento ambiental para as operagdées de mineragédo pode ser longo e
dificil. A utilizacdo da biohidrometalurgia tanto para o processamento mineral
quanto para o tratamento de efluentes pode oferecer algumas vantagens
sobre as tecnologias convencionais. Em alguns casos, o bioprocessamento é

visto como uma tecnologia “verde”.

Além desses fatores, a biohidrometalurgia possui baixo investimento de capital
inicial e baixo custo operacional, pois sdo muito simples as instalagdes requeridas,
aléem da reduzida necessidade de mao de obra especializada para a operagao e
auséncia de poluicao atmosférica, pois ndo ocorre a emissdo de SO, (GARCIA
JUNIOR, BEVILAQUA, 2008).

2.3 Cobre

O Brasil é o décimo quinto maior produtor de minério de cobre, com produgao
em 2011 de 40 mil toneladas. O Instituto Brasileiro de Mineracdo (IBRAM) espera
que sejam atingidas 600 mil toneladas até 2015 com o inicio das operagdes de
novos projetos. A producdo mundial de Cobre é estimada em 16,1 mil toneladas
(2011), sendo o Chile o maior produtor mundial, com 33,66% do total, seguido pelo
Peru, com 7,58%, China com 7,5%% e EUA com 6,96% (Instituto..., 2012).

No Brasil ha trés principais regides com depdsitos de minerais de cobre
dentre elas Carajas — PA, Alagoas e Goias (Figura 1). Além desses depodsitos
existem outras reservas no Brasil (Tabela 1) que representam 17,3 milhdes de
toneladas de cobre frente a um total de 690 milhdes das reservas mundiais. As

principais empresas produtoras e seus percentuais de producédo no Brasil sdo: Vale
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(46%); Mineragdo Maraca (Yamana) (39%); Mineragao Caraiba (14%); Votorantim

Metais Niquel e Prometalica Mineracdo Centro Oeste (1%).

Figura 1- Principais regides com depdsitos minerais no Brasil, com destaque para o cobre.

Presidente Figueiredo (AM) Paragominas (PA)
Estanho Aluminio

Carajas (PA)

Ferro, Dum,l"ﬁquel e Manganés

Rondénia (RO) - -
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Saiz de Potdssio

Bahia (BA)
Bauwdta, Ferro, Vanadio,
- Agregados, Niguel & Cromo
s . o Pedra Azul/Salto da Divisa (MG)
ris BN
Haituba (PA "o f———————— ~ Governador Valadares (MG)
aituba (PA)

‘I
L] - Gemas
Ouro / .
Urucum (MS)

— Espirito Santo (ES)
.._‘__R‘-h‘ Rochas Omamentais
- Rio de J iro (RJ
Manganés e Ferro ) ;l;mi“gsne" o
_G'Jiﬁi* (G0) Araxa (MG) Ouadrilaters Farritero (MG)
Niquel & Ouro 5 Nidbio Ferro, Ouro, Manganés e Bawsita
: Sdo Paulo (5F)
Agregados
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Ametizta e Agregados
Casiro (PR)
Criciama (SC) Telco
Carvao

Fonte: Instituto..., 2012.




26

Tabela 1 — Distribuigao percentual das reservas brasileiras de cobre por estados.

Estado Percentual
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..., 2012.

No Brasil, a demanda de cobre é sustentada especialmente por programas de
construgéo civil (Programa Minha Casa Minha Vida), industria automobilistica,
produtos da linha branca e setor de energia, os quais deverao se manter aquecidos
nos préoximos anos em decorréncia de fortes investimentos previstos pelo Governo
Federal (PAC — Programa de Aceleracdo do Crescimento) e de obras de
infraestrutura para realizagdo da Copa do Mundo e das Olimpiadas. Contudo, a
industria metalurgica continua sendo o maior consumidor do minério de cobre,
principalmente como fornecedora da area de construgao civil e de cabos e fios. A
demanda por cobre para a produgao de fios e cabos devem crescer 39% até 2016
no Brasil, podendo atingir 295 mil toneladas do metal por ano ao final do periodo

conforme mostra a Figura 2.



Figura 2 - Consumo mundial de cobre em 2011.
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2.4 Sulfeto mineral: Calcopirita

A calcopirita (CuFeS;) é o sulfeto de cobre mais abundante na natureza
(DUTRIZAC; MACDONALD, 1978) e por sua vez o mais refratario ao ataque quimico
e biologico, apresentando taxas minimas de oxidagcdo em comparagao aos outros
sulfetos de cobre (BRIERLEY, 1978; THIRD, 2000).

A formula quimica da calcopirita € CuFeS,, sendo as ligagdes essencialmente
covalentes, com atomos oscilando entre dois estados idnicos: Cu*Fe®'S,”* e
Cu?*Fe?*S,* (HABASHI, 1978). A refratariedade da calcopirita pode ser atribuida a
ocorréncia de uma camada passiva de enxofre elementar na superficie do mineral,
precipitado de fons Fe** ou intermediarios de polissulfetos de cobre que dificultam a
biolixiviagdo do mineral. Esta camada passiva e as condi¢gdes nas quais ela é
formada tém sido investigadas, porém a natureza desta camada nao foi totalmente
esclarecida (BEVILAQUA et al., 2004).

Os processos industriais de tratamento da calcopirita sdo, em sua maioria, por
via seca devido aos aspectos econdmicos favoraveis. Mas, a utilizagdo de altas
temperaturas nestes processos, como na pirometalurgia, ocasiona a liberacdo de
SO, para a atmosfera, que € um dos compostos responsaveis pela chuva acida.
Como existe uma extensa preocupagao e legislagdes rigorosas relacionadas aos
fatores de contaminacdo ambiental, tem-se incentivado o desenvolvimento de
processos hidrometallrgicos para o tratamento da calcopirita e outros sulfetos
minerais. Atualmente existem opcbes para este processo, tais como: processo
BioCOP™ - realizado em altas temperaturas e capacidade de tratar concetrados
com elementos deletérios (BATTY; RORKE, 2006) - e o processo BacTech-Mintek,
que utiliza micro-organismos mesofilos em reatores a partir de concentrados
(WANG, 2005; DREISINGER, 2006). Entretanto, ambos n&o resultaram em
processos comerciais de sucesso devido a uma desvantagem econdmica frente a ja
bem estabelecida e altamente eficiente tecnologia da pirometalurgia.

O principal obstaculo para a aplicagdo comercial via processos
biohidrometalurgicos é a sua baixa taxa de dissolugcéo e lenta cinética. Entretanto,
fatores como a presengca de um catalisador microbiano, baixo potencial redox,

granulometria adequada, presenca de cloreto, e outros, foram estudados e
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permitiram aumentar a eficiéncia da lixiviacdo de sulfetos com baixa concentracao
de cobre (WATLING, 2006).

Algumas das alternativas usadas para melhorar a eficiéncia da oxidagcdo da
calcopirita sao os estudos dos organismos envolvidos em ambientes acidos, como
os de minas, e a aplicagdo desses organismos resistentes a concentragcdo de sais.
Os estudos tem se focado na presenga de alguns micro-organismos, principalmente
na bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans, que apresentam grande importancia na
eficiéncia do processo em comparacao a lixiviagdo quimica (BEVILAQUA et al.,
2002; WATLING, 2006; QIU et al., 2005).

A oxidagcdo biologica da calcopirita ocorre primeiramente pelo ataque

bacteriano direto, conforme descrito na equagao 4:

2CuFeS; + 8 72 O + H,SO4 — 2CuS0O4 + Fey(SO)3 + H0 4)

De forma sequencial também ha um ataque indireto pela bactéria, pois o
sulfato férrico formado inicialmente também apresenta atividade oxidativa sobre a
prépria calcopirita, solubilizando mais cobre (equagéo 5 ):

CuFeS, + 2Fey(S04); — CuSO,4 + 5FeS0, + 28° (5)

Além do cobre soluvel formado (CuSQO4), pode-se observar a formacao de
FeSO, e de S° os quais sdo novamente oxidados pela bactéria a sulfato férrico e
acido sulfurico conforme equacgdes 6 e 7, fechando-se o ciclo (GARCIA JUNIOR,
BEVILAQUA, 2008)

2FeS0O4 + 2 Oy + H,SO4 — Fe(SO4)3 + H,O (6)

2S° + 30, + 2H,0 — 2H,S0, (7)
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2.5 Bactérias encontradas em ambientes de minas

No ambiente de minas sdo encontrados micro-organismos extremamente
aciddfilos (com pH abaixo de 3), quimiolitotréficos, que utilizam tanto compostos
inorganicos reduzidos de enxofre quanto ferro (ll) como fonte de energia e
autotréficos (CLARK, NORRIS, 1996).

Diferentes tipos de micro-organismos sao capazes de oxidar sulfetos
minerais. Os mais comumente presentes em areas contendo sulfetos de ferro e
enxofre sdo bactérias mesdfilas como as Acidithiobacillus ferrooxidans,
Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus thiooxidans e Leptospirillum ferrooxidans.
Estas possuem o papel de gerar o produto quimico da lixiviagao e criar um ambiente
para essas reacoes (SALO-ZIEMAN et al.,, 2006). A descricdo completa dos
organismos presentes nos ambientes de mina pode ser encontrada em Brierley e
Brierley (2013).

2.5.1 Acidithiobacillus ferrooxidans

A espécie mais estudada devido a sua intensa utilizagdo no processo de
biolixiviagdo € a Acidithiobacillus ferrooxidans. A. ferrooxidans € uma espécie nao
patogénica, gram-negativa, na forma de bastonete, ndo esporulante, ocorrendo
sozinha ou aos pares e raramente em cadeias pequenas; sdo moveis e apresentam
flagelo polar (GARCIA JUNIOR; URENHA, 2002). Tal espécie possui a capacidade
de crescer em condicbes adversas com elevada acidez e altas concentracées de
metais potencialmente toxicos (CABRERA; GOMEZ; CANTERO, 2005). Sua
reproducdo é por divisdo binaria simples. E considerada meséfila, com uma
temperatura 6tima de crescimento de 30°C (BERTHELOT; LEDUC; FERRONI,
1993). Além disso, € uma acidofila estrita com um pH étimo em torno de 2,0 (SMITH;
LUTH; MIDDLETON; 1988). Para a produgdo de energia utilizada no seu
crescimento a A. ferrooxidans pode reduzir o ion férrico anaerobicamente durante a
oxidagao do enxofre (PRONK, 1992; DAS, 1996).

Essa bactéria € um organismo de natureza quimiolitotréfica, uma vez que
utiliza como fonte energética substratos estritamente inorganicos, como os fons Fe?",

enxofre e formas reduzidas de compostos de enxofre (S%, S,05%, S40¢%), incluindo
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7

os sulfetos minerais. Além disso, € considerada obrigatoriamente autotrdfica e
necessita, além de uma fonte energética de natureza inorgénica, de suprimentos de
nitrogénio, fosforo e magnésio (TUOVINEN, 1979; RAWLINGS, 1981). A energia
obtida pela oxidacdo dos substratos inorganicos é utilizada pela espécie para a
fixagdo do CO, atmosférico, sua fonte de carbono (LEDUC; FERRONI, 1994).

A Figura 3 mostra imagens da A. ferrooxidans obtidas por microscopia de
forca atdmica (A) e por microscopia eletrdnica de varredura (B). A morfologia de

suas colbnias quando plagueadas em meio sélidos estao representadas na Figura 4.

Figura 3 - Imagem topografica por microscopia de forcas atdbmicas de A. ferrooxidans,
linhagem LR na superficie da calcopirita (A) e por microscopia eletrénica de varredura em

calcopirita (B)

Digital In¢
Scan size
Scan rate |
Number of ¢
Image Data
Data scale

deniD412.006

Fonte: Bevilaqua (2003).



32

Figura 4 — Colonia de Acidithiobacillus ferrooxidans LR em meio sdlido.

Fonte: Garcia Junior. (1991).

2.6 Estudos da alteragao genética de micro-organismos acidoéfilos

Os organismos responsaveis pela biolixiviagdo do sulfeto mineral podem ter
sua capacidade melhorada. Dentre algumas caracteristicas possiveis de serem
modificadas, incluem-se taxas mais elevadas de oxidacdo do substrato sulfetado,
maior resisténcia a metais toxicos, resisténcia a niveis elevados de acidez e maior
resisténcia a concentragdes mais elevadas de ions cloreto.

Manipulagbes genéticas tais como: mutagénese e clonagem,
complementagcao e expressao de proteinas fornecem abordagens para estudar o
gene e a fungao das proteinas em diferentes organismos. Entretanto, muitos destes
métodos nao se aplicam de maneira eficiente em Acidithiobacillus sp, principalmente
pelo fato do ambiente externo e o espacgo periplasmatico das bactérias desse género
possuirem condi¢gdes acidas, enquanto que a maioria dos métodos sao geralmente
utiizados em pH neutro (HOLMES; BONNEFQY, 2007). Outro problema é a
auséncia de um método eficiente para importar DNA em células de A. ferrooxidans.
Alguns autores conseguiram promover a transformacédo, mas com dificuldades e
baixa eficiéncia (JIN, 1992; LIU, 2007; PENG, 1994). Dentre as técnicas da biologia

molecular utilizadas para transformacdo houve a predominancia do uso da
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transferéncia do fragmento de interesse via plasmideo por conjugacao através da E.
coli, sendo aplicada para a maioria das espécies do género Acidithiobacillus. Outra
forma de transferéncia usada foi por meio da eletroporagdo na espécie A. caldus
(CHEN et al.,, 2010). Kusano et al. (1992) também fez uso da técnica de
eletroporagdo para a transferéncia de DNA, mas sua eficiéncia se limitou para
apenas algumas linhagens de A. ferrooxidans.

Diante das dificuldades e o atual estagio dos estudos envolvidos para
obtencdo de mutantes via engenharia genética, tem se buscado a aplicagdo de
técnicas da genética classica utilizando agentes fisicos e quimicos para induzir
mutagcdo em micro-organismos aciddfilos. Todavia, poucos trabalhos de
manipulacdo genética por métodos classicos foram realizados até o momento
(LEXIAN, 2007; KANG, 2009; CHI, 2009; XU, 2010). Dentre esses, € possivel citar
alguns trabalhos que obtiveram mutantes de bactérias aciddfilas, inclusive do A.
ferrooxidans, por meio de pressao seletiva via radiacédo ultravioleta e que ao final
influenciaram positivamente os processos biotecnoldgicos, como por exemplo, a
biolixiviacdo de sulfetos minerais.

Os agentes com capacidade de alterar o genoma nos estudos de mutagao de
bactérias de ambientes acidos podem ser fisicos, como os raios ultravioleta e as
micro-ondas, e quimicos, como o sulfato dietilico (DES), nitrosoguanidina e nitrato
de sodio (NaNO,).

Segundo XU et al. (2010), a exposicdo a radiagdo ultravioleta em A.
ferrooxidans induziu a formacao de mutantes. Os mutantes obtidos oxidaram todo o
Fe?* depois de 48 horas enquanto a linhagem selvagem levou 60 horas. Além disso,
os experimentos de biolixiviagao realizados mostraram que uma mistura de
linhagens mutantes de A. ferrooxidans e A. cryptum pdde extrair 3,01 g L™ de cobre,
enquanto que o cobre anteriormente extraido era de apenas 2,63 g L.

A inducdo com agentes quimicos como o DES e NaNO, também resultou
numa melhora quanto a capacidade do micro-organismo resistir a presenga do cobre
(32 g L") em uma cultura que tinha micro-organismos do género Acidithiobacilus
(KANG et al., 2009). Sabendo que o cobre Il é o produto da biolixiviagdo de um
sulfeto mineral, a resisténcia promovida pela mutacido é que possivelmente dara
condigbes para o crescimento das bactérias, resultando na continuagao do processo
de lixiviacdo pelas mesmas. Chi et al. (2009), demonstraram que na presenca dos
mesmos agentes quimicos (DES e NaNO,), a espécie de A. ferrooxidans possibilitou
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um aumentou de 3,8 vezes na capacidade de oxidar o ion ferroso em relagdo a
espécie selvagem. Além desses agentes, a radiagao ultravioleta, também promoveu
uma pressao seletiva induzindo possiveis mutantes com caracteristicas positivas

para biolixiviagao.

2.6.1 Radiacgao ultravioleta

A radiagdo ultravioleta (UV) conhecida também como luz negra € uma
radiacao eletromagnética de comprimento de onda mais curto que a luz visivel e
mais longo que os raios X, sendo invisivel ao olho humano. Foi descoberta por John
Ritter em 1801 durante uma experiéncia fotoelétrica. Geralmente, a luz UV é dividida
em regides denominadas de ultravioleta proximo (400-300 nm), afastado (300-200
nm) e no vacuo (200-400 nm). Sendo estes ultimos comprimentos de onda
prejudiciais para a vida devido a forte absorgao pela atmosfera e pela camada de
ozoénio (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

Esse tipo de radiacdo também pode ser direcionado para promover alteracdes
permanentes na estrutura do DNA, as quais s&do denominadas de mutagdes, e
implicam na modificagdo da informagao genética da espécie irradiada. A luz UV
pode induzir a condensacéo de dois grupos etilenos para formar um anel ciclobutano
de pirimidinas. Isso acontece mais frequentemente entre residuos de timina
adjacentes na mesma fita do DNA. Um segundo tipo de dimero de pirimidina,
chamado de fotoproduto 6-4, € também formado durante a radiacdo UV (COX;
NELSON, 2008). Na auséncia do mecanismo de corregdo na replicagdo do DNA,
grande parte dessas alteragdes resultaria na delegdo de um ou mais pares de
bases, ou na substituicdo de um par de bases na cadeia-filha de DNA. Essa possivel
modificagdo podera ser entdo propagada nas geragdes subsequentes (ALBERTS et.
al., 2010). A Figura 5 ilustra uma reacao que gerou um anel ciclobutil envolvendo o
carbono 5 e 6 adjacentes aos residuos de pirimidinas como produto da radiagao.
Outro tipo de reacgéo alternativa é através da ligagdo entre o carbono 6 e uma
pirimidina e carbono 4 vizinho a reagao gerando 6-4 fotoproduto (A). A figura abaixo
permite também permite visualizar a formag¢ao de uma torcdo ou curva no DNA pela

formacao do dimero da pirimidina ciclobutano (B).
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Figura 5 — Processo de dimerizagdo do DNA na presenca da radiagdo UV.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi obter linhagens mutantes, obtidas por meio da
exposicao a radiagao ultravioleta da espécie de A. ferrooxidans, linhagem LR. As
linhagens mutantes obtidas foram testadas quanto a capacidade de oxidar ions
ferrosos e também quanto a capacidade de produzirem acido sulfurico. Os mutantes
que apresentaram melhor desempenho nestas avaliacbes foram testados em

relagdo a capacidade de oxidagao da calcopirita.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar a cinética de oxidacéo de diferentes fontes energéticas (Fe?* e S°)

dos mutantes com a da linhagem selvagem;

e Selecionar mutantes e avalia-los quanto a capacidade de oxidagdao da

calcopirita em ensaios em frascos agitados.

e Verificar a morfologia das colénias mutantes relagdo a linhagem selvagem

formadas em meio soélido como fonte de energia os ions ferrosos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra mineral

Foi utilizada como amostra mineral, calcopirita (CuFeS;) proveniente de La
Chorrera, do municipio de Cisneros, em Antioquia, Coldmbia, gentilmente fornecida
pelo Prof. Dr. Marco Antonio Marquez da Universidad de Medellin, Colémbia.

A amostra foi inicialmente cominuida em moinho de bolas (MLW — KM1) até
atingir uma granulometria de 100% < 125 ym (120 mesh). As fases cristalinas
presentes na amostra foram determinadas por difragdo de raios X (DRX) e revelaram
a presenga de um unico sulfeto mineral, calcopirita, conforme mostrado na (Figura 6)
ficha PDF n°® 35-752. Os metais presentes na amostra (Cu e Fe) foram determinados
através de espectrometria de absorg¢ao atdmica (Agilent Technologies — 200 series
AA) apos a digestao acida, obtendo-se 30,86% de cobre e 24,04% de ferro.

Figura 6 - Difratograma de raios X da amostra original de calcopirita. Os simbolos indicam C
- calcopirita (CuFeS;). Os numeros acima da identificagdo dos picos indica a distancia “d”

(em Angstrons) caracteristica de cada fase cristalina.
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4.2 Digestio acida (NUCLEBRAS — modificado)

Para a digestao acida, a amostra mineral foi seca em estufa a 60°C até atingir
massa constante. Posteriormente, adicionou-se a 2,0 g de amostra, 80 mL de agua
régia (3HCI : 1HNO3), 12 horas.

A mistura foi entdo aquecida em chapa aquecedora (Nova Etica, modelo 114),
sendo realizada adigbes sucessivas de 10,0 mL de HCI até a diminuigdo expressiva
de volume, porém sem deixar calcinar. Por fim, foi adicionada a mistura 30 mL de
uma solugdo de HCI 50%, sendo posteriormente filtrada em membrana de acetato
de celulose (0,45 um de porosidade — Millipore).

Esta solugdo contendo os metais extraidos da matriz de calcopirita foi diluida
adequadamente e submetida a analise por Espectrometria de Absorcdo Atémica

(AAS — Agilent 240 FS) para determinagéo do teor de cobre e ferro total.

4.3 Linhagem bacteriana

Para a realizagdo dos ensaios foi utilizada a linhagem bacteriana A. ferrooxidans
LR, isolada do licor de lixiviagdo estatica de minério de uranio proveniente da mina
de Lagoa Real - Bahia (GARCIA JUNIOR, 1991). A linhagem foi escolhida devido
aos diversos estudos bioquimicos e genéticos ja realizados com a mesma em nosso
laboratério de Biohidrometalurgia do instituto de quimica, UNESP/Araraquara, além

de ser a espécie mais aplicada nos processos de biolixiviagao.

4.4 Manutengao

Para a manutencao periddica da linhagem bacteriana, bem como para a obtengao
da suspensao celular usada nos procedimentos de irradiacdo e nos ensaios de

cinética de crescimento, foram utilizados os seguintes meios:
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4.4 1 Meio de cultura T&K

Este meio continha sais minerais (Solugdo A) e sulfato ferroso (Solugdo B)
como fonte de energia. O pH 1,8 foi corrigido com H,SO,4 concentrado (TUOVINEN;
KELLY, 1973).

Solucao A:

(NH4)2S 04t 0,59
(0 o | PP 0,59
MQSO47TH20. ... e, 0,5¢
pH (H2SO4 concentrado)...........oooovvviiiiiiiiiiiiiiiieee e, 1,8
agua destilada ..........ooovvviiiiiii g.s.p. 800 mL

Solucéo B:

FESO4.THO e 33,39
pH (H2SO4 concentrado)..........coovveieeieieiieiiiceeeeee e 1,8
agua destilada ..........oooviviiiiiiiiiii g.s.p. 200 mL

A solugao A foi esterilizada em autoclave (120°C, 20 min, 1 atm), e a solugao
B por filtragdo em membrana (0,45 ym de didmetro de poro — Millipore — HAWP
04700). No momento do uso as solugdes A e B foram misturadas na proporcao de
4:1.

4.4.2 Meio 9k

Este meio possui como fonte energética enxofre (S°), além de sais minerais e
pH 2,8 corrigido com H,SO,4 concentrado (SILVERMAN; LUNDGREN, 1959).

(NH)2S O . e 3,09
MOS0 e —————— 0,59
0 | = SO 0,59
O] SRR 0,19
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agua destilada...........ooooviiiiiiiiiii s g.s.p. 1000mL

A solucédo e o enxofre foram preparados separadamente, sendo a solugao
esterilizada em autoclave a 120°C por 20 minutos e o enxofre foram misturados para

compor 0 meio.

4.5 Adaptacao

A bactéria A. ferrooxidans obtém energia através da oxidacdo de Fe?* e/ou
compostos reduzidos de enxofre. Os compostos de enxofre mais comumente
utilizados como fonte energética para o crescimento bacteriano sdo o H,S, S° e
S,05%. Porém, apods um longo periodo utilizando ions Fe®* como fonte energética, o
micro-organismo necessita de uma readaptacdo ao meio contendo enxofre
elementar (9K), de maneira que possa utiliza-lo como fonte de energia. Por esse
motivo, a A ferrooxidans, linhagem LR, que é mantida em meio contendo ferro, foi
adaptada para o consumo exclusivo de enxofre elementar através de 4 repiques
sucessivos em meio 9K. O pH foi monitorado periodicamente (intervalos de 5 dias) e
medidas de pH em torno de 1,5 indicavam crescimento bacteriano nesse meio.

O cultivo em enxofre foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
utilizando 10% (v/v) de in6culo da linhagem LR, sendo o valor de pH inicial de 2,8. O
crescimento foi conduzido em mesa agitadora a 150 rpm e temperatura de 30°C,
sendo o volume final da solucdo de 100 mL. A evaporacdo de cada frasco foi
estimada pela perda de peso e compensada pela adigdo de agua destilada

esterilizada. Este processo levou em torno de 3 meses.

4.6 Suspensao celular

Foram obtidas suspensbes celulares provenientes de meios com diferentes
fontes de energia, ions ferrosos (meio T&K) e enxofre (meio 9K).

A suspensao celular de A. ferrooxidans LR foi obtida por centrifugagédo de 1
litro do meio a 2831xg (Beckman, modelo Avanti™ j-25, rotor JA 10), durante 1 hora.

O sobrenadante foi descartado e as células obtidas foram lavadas com agua acida
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(pH 1,8) novamente centrifugada a 2,5xg (eppendorf, modelo 5202R) durante 15
minutos. Esta agéo foi repetida até a obtengdo de um pellet livre de jarosita para as
células crescidas em Fe?*, e sem enxofre para as células crescidas em meio 9K. O
pellet foi ressuspendido em 50 mL da solugdo A do meio T&K, e sua concentragao
celular foi analisada de acordo com a metodologia de Barron e Lueking (1990)

através de turbidimetria.

4.7 Obtencao de mutantes por meio da exposi¢ao da linhagem LR a radiagao
ultravioleta (UV)

Ambas as suspensdes celulares, obtidas como crescimento da A.
ferrooxidans em meio T&K e 9K, foram expostas a radiagédo ultravioleta durante 0,
15, 30, 60, 120, 300, 600 e 1200 segundos (KANG, 2009; DONG, 2011), utilizando o
Equipamento Chromato-vue (selecéo “short wave”, 250 nm). O procedimento para a
obtencao dos mutantes esta representado no fluxograma da Figura 7.

Apos a irradiagdo nestes diferentes tempos, 5 mL da suspensdo de A.
ferrooxidans LR irradiada foi transferida para um frasco Erlenmeyer contendo meio
T&K fresco no caso da suspensao celular oxidante de ferro, e 9K para a suspenséao
oxidante de S°. O crescimento foi conduzido em mesa agitadora (Modelo C25K,
Newbrunswick) a 150 rpm e temperatura de 30°C.

Quanto maior o tempo de exposicdo da suspensao celular a radiagéao
ultravioleta, maior é a possibilidade de ocorréncia de morte celular. Isto foi
confirmado pela cinética lenta de consumo de substrato dos inéculos realizados
apos a radiacao. O tempo médio de oxidacao de ions ferrosos para a linhagem de A.
ferrooxidans LR original € de 48 horas. Para a oxidagdo do enxofre o tempo é em
torno de 10 dias e o pH final de aproximadamente 1,5. O esquema para obtencao de
mutantes esta apresentado na Figura 7.

Apos o crescimento das culturas, foram realizados ensaios de cinética de
crescimento em ambos os substratos a fim de identificar diferengcas entre os

mutantes.
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Figura 7 — Esquema para obtencdo de mutantes via radiacdo UV a partir da linhagem LR de

Acidithiobacillus ferrooxidans.
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A fim de facilitar a identificacdo dos micro-organismos, os mutantes foram

nomeados conforme mostra a Tabela 2. A letra M se refere ao mutante. Os numeros

se referem aos tempos de radiagéo, por exemplo, 1 para o tempo de 15 segundos, 2

para 30 segundos e assim por diante. As letras A e B se referem respectivamente a

primeira e a segunda placa de petri de onde foram retirados os in6culos. Para os

mutantes originados a partir do cultivo em enxofre elementar a legenda é

complementada com a letra S logo apés a letra M.



43

Tabela 2 - indice de legendas para os mutantes obtidos e seus respectivos significados.

Legenda Significado

M1A A. ferrooxidans LR radiada por 15 segundos, aliquota retirada da
primeira placa de petri.

M1B A. ferrooxidans LR radiada por 15 segundos, aliquota retirada da
segunda placa de petri.

M2A A. ferrooxidans LR radiada por 30 segundos, aliquota retirada da
primeira placa de petri.

M2B A. ferrooxidans LR radiada por 30 segundos, aliquota retirada da
segunda placa de petri.

M3A A. ferrooxidans LR radiada por 1 minuto, aliquota retirada da primeira
placa de petri.

M3B A. ferrooxidans LR radiada por 1 minuto, aliquota retirada da segunda
placa de petri.

M4 A A. ferrooxidans LR radiada por 2 minutos, aliquota retirada da primeira
placa de petri.

M4 B A. ferrooxidans LR radiada por 2 minutos, aliquota retirada da segunda
placa de petri.

MS5A A. ferrooxidans LR radiada por 5 minutos, aliquota retirada da primeira
placa de petri.

M5B A. ferrooxidans LR radiada por 5 minutos, aliquota retirada da segunda
placa de petri.

M6 A A. ferrooxidans LR radiada por 10 minutos, aliquota retirada da
primeira placa de petri.

M6 B A. ferrooxidans LR radiada por 10 minutos, aliquota retirada da
segunda placa de petri.

M7A A. ferrooxidans LR radiada por 30 minutos, aliquota retirada da
primeira placa de petri.

M7B A. ferrooxidans LR radiada por 30 minutos, aliquota retirada da
segunda placa de petri.

M8A A. ferrooxidans LR radiada por 60 minutos, aliquota retirada da
primeira placa de petri.

M8B A. ferrooxidans LR radiada por 60 minutos, aliquota retirada da
segunda placa de petri.

M9 A A. ferrooxidans LR radiada por 120 minutos, aliquota retirada da
primeira placa de petri.

M9B A. ferrooxidans LR radiada por 120 minutos, aliquota retirada da
segunda placa de petri.

LRA A. ferrooxidans LR

LR B

A. ferrooxidans LR
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4.8 Ensaio de cinética de crescimento em Fe?*

Para a avaliagdo da cinética de crescimento das mutantes da espécie de A.
ferrooxidans em Fe?*, 150 mL de meio T&K completo foi inoculado com 5% (v/v) das
respectivas culturas puras. Foram retiradas aliquotas periodicamente para dosagem
de ions Fe®" por espectrofotometria na regidao do visivel com 1,10-fenantrolina. O
monitoramento foi realizado para a determinacdo da velocidade de oxidagao dos

ions ferrosos presentes no meio, do pH e do potencial redox.

4.9 Ensaio de cinética de crescimento em enxofre

A linhagem A. ferrooxidans - LR faz parte do banco de linhagens do
laboratério de Biohidrometalurgia — UNESP/Araraquara-SP € mantida e
armazenadas em meio contendo Fe®* como fonte de energia e para que pudesse ser
avaliada quanto a capacidade de oxidar enxofre, repiques sucessivos em meio
contendo enxofre como fonte de energia foram realizados previamente ao inicio

desta avaliagao.

4.10 Ensaios em frascos agitados

Os mutantes obtidos por radiacdo UV foram avaliados quanto a cinética de
oxidagcdo de ions ferrosos e enxofre. Aqueles que apresentaram maior Vj
(velocidade inicial) que a linhagem original, foram selecionados para o ensaio de
biolixiviagdo (9 mutantes). Em relagdo aos mutantes provenientes do cultivo em
enxofre foi utilizado o critério de menor pH final em relacdo a linhagem original e foi
selecionado um destes mutantes para o ensaio de biolixiviagao.

Neste ensaio de biolixiviagdo foram utilizados frascos Erlenmeyers de 250
mL, contendo a solugdo A do meio T&K, 5% (v/v) de in6culo e 2,5% (m/v) de
calcopirita, resultando num volume final de 150 mL, sendo mantido sob agitagéo de
180 rpm a 30 °C. A evaporacao do meio liquido de cada frasco foi estimada pela
perda de massa e compensada pela adicdo de agua destilada esterilizada. Este
controle foi feito a cada sete dias e as condigdes experimentais testadas foram as

seguintes:
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1. Meio inoculado (5% v/v) com A. ferrooxidans — LR;
2. Meio inoculado (5% v/v) com os mutantes selecionados;

3. Controle abidtico — meio ndo inoculado.

Os ensaios de biolixiviagdo foram acompanhados por amostragens periddicas
da suspensdao homogénea dos frascos. A separagcado das fases solida e liquida foi
realizada por centrifugacéo a 4.000 rpom durante 10 minutos, sob refrigeragéo a 4°C
(Centrifuge 5702R — Eppendorf).

Foram realizadas periodicamente medidas de pH, potencial de 6xido-reducéo
(Eh) e determinacdo de Fe?*. Uma aliquota das amostras foi armazenada em acido
nitrico 2% (1:1) para determinacdo de Cu total e Feia por espectrometria de
absorcao atébmica (Agilent Technologies 200- Series AA). Este ensaio foi realizado
em duplicata.

Quando necessario foram realizadas corregdes acidas (HSO4 1:1
esterilizado) até a estabilizacdo do pH em um valor proximo a 2,0. No final do
experimento os residuos sélidos, foram submetidos a analise de difragcdo de raios-x
(DRX).

Apos a biolixiviagdo em frascos agitados, os mutantes que apresentaram
maior eficiéncia foram plaqueadas com o intuito de verificar possiveis diferencas
morfolégicas. Assim um volume da suspenséo de A. ferrooxidans LR e as melhores
mutantes apds o processo de biolixiviagao foram inoculados em meio T&K completo
solidificado com agarose 0,45%. As placas foram incubadas em estufa a 30°C até

aparecimento das colbnias.

4.11 Metodologia analitica

4.11.1 Determinagao da concentragao celular em suspensao (Madigan, 2010).

Em uma cédmara de Neubauer (Figura 8) foram realizadas as quantificagcbes
microbianas para padronizacéo do indculo (10 cels/mL) para os ensaios de cinética
e biolixiviagdo. A camara tem duas zonas de contagem com 25 quadros de

dimensdes definidas: area de 0,0025 mm? e profundidade de 0,100 mm.
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Considerando as dimensdes da camara, a concentracdo celular em milhdes de

células por mililitro € dada segundo a equacao [8]:

Numero total de bactérias contatas x 4 x 10°

Numero de quadrados pequenos contados

A contagem de uma diagonal foi adotada como metodologia (Figura 8).

Foi utilizado um microscoépio optico Olympus BH-2 que possui 5 objetivas de
aumentos: x4, x10, x20, x40 e x100, sendo que para melhor contagem foi utilizado a
objetiva de 100.

Figura 8 — Esquema da utilizacdo da Camara de Neubauer para contagem do numero de

células.

Fonte: Madigan, 2010.

4.11.2 Medidas de pH e potencial de éxido-reducao

O pH e o potencial de o6xido-redugdo (Eh) das amostras coletadas foram
medidos no sobrenadante utilizando-se um eletrodo combinado de vidro e um

eletrodo de Pt (com referéncia de Ag°/AgCl|KClsat), respectivamente.

4.11.3 Determinagao de ions ferrosos (Fe?*)
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A determinacdo dos ions Fe?* foi realizada por espectrofotometria na regido
do visivel utilizando o método da 1,10-fenantrolina, que consiste na formacao do
complexo Fe (ll)-fenantrolina, de coloragdo vermelha. Foram utilizadas as seguintes

solucdes:

A) Solucdo de monohidrato de 1,10-fenantrolina (C12HgN2.H2O)*: fenantrolina (0,29g);
Agua destilada (gsp 100 mL);
* A solucao de fenantrolina foi estocada em recipientes protegidos da luz, para evitar

sua oxidagao.

B) Solucédo de acido acético 2M: CH3;COOH (11,46 mL); agua destilada (gqsp 100
mL);

C) Solucdo de acetato de sédio anidro 2M: CH3;COONa anidro (8,2 g); agua
destilada (gqsp 50 mL);

D) Solugdo padrio de ions Fe®": FeSO4(NH4),S04.6H,0 (0,07 g); H2SO4
concentrado (2,5 mL); agua destilada (gsp 1000 mL);

Para a obtencdo da curva padrao analitica, foram preparadas solugdes com
concentragdes crescentes de Fe?* (0,00; 0,50; 1,25; 2,50; 4,50; 6,25 mg L'1). A estas
solucbes foi adicionado 5 mL de tampao acetato e 50 mL da solucdo de
fenantrolina. Completou-se o volume de todas as solug¢des para 50 mL com agua
destilada. Para a construcdo da curva analitica foi tracado um grafico de
absorbancia em fungdo da concentragdo de ions Fe*".

Nos ensaios de cinética de crescimento e nos ensaios em frascos agitados foi
utilizada uma aliquota de 20 yL de amostra com adi¢cdo de 10,0 mL de solugao de
fenantrolina e 10,0 mL da solugdo de tampao acetato e o volume foi completado a
100 mL com agua destilada. A leitura das absorbancias foi realizada em um

espectrofotometro 600S Femto, utilizando um comprimento de onda de 510 nm.
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4.11.4 Determinagéo da concentragdo de ions H" no meio (produgéo de &cido)

A determinacdo da concentragdo de ions H® foi realizada por meio de
titulometria de neutralizacdo. Uma aliquota (1 mL) de amostra foi diluida a
aproximadamente 50 mL com agua destilada. A seguir foram adicionadas 2 gotas de
indicador fenolftaleina e entdo a amostra foi titulada com solugdo padrdo de
hidréxido de sédio 0,1 mol L™ até a primeira coloracdo résea permanente (VOGEL,
1981).

4.11.5 Determinacgao da concentracao de ferro total (Feta) € cobre total (Cuiotal)

A concentracao de ferro e cobre totais foram analisadas por espectrometria
de absorg¢ao atdbmica, utilizando um espectrémetro Agilent. A faixa de concentragao
do padrao de ferro utilizado foi entre 0,06 e 15 ppm e de cobre foi entre 0,06 e 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.

4.12 Fluxograma do procedimento experimental

Os procedimentos de obtencao e avaliacdo dos mutantes estao

esquematizados na Figura 9.
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Figura 9 —Fluxograma dos procedimentos de obtencao e avaliagdo dos mutantes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao de mutantes

ApOs a exposicdo da A. ferrooxidans LR a radiagdo ultravioleta durante
diferentes periodos de tempo foi observado que quanto maior o tempo de exposi¢cao
a radiacao UV, menor foi a taxa de consumo de ions ferrosos, conforme
demonstrado na Figura 10. A diferenga visual na taxa de oxidagcado (Figura 10)
permitiu estabelecer uma relagcdo do aumento do tempo de irradiagdo com a taxa de
mortalidade das células.

Para que as culturas nomeadas com as letras E at¢é L na Figura 10
alcangassem o mesmo tempo de crescimento em relacdo a selvagem foram
necessarios repiques sucessivos para que as células sobreviventes pudessem se
multiplicar e alcangar uma velocidade de crescimento semelhante ao do consumo
completo de ions ferrosos pela selvagem, o qual levou aproximadamente 48-72
horas com a elevagao do potencial de 6xido-redugao (Eh) a valores proximos a 570
mV (versus Ag|AgCl). O processo de enriquecimento durou aproximadamente 4

sSemanas.
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Figura 10 — Imagem dos repiques realizados apos a exposi¢dao da A. ferrooxidans LR a
radiacdo UV durante: A)0 s B) 15s C) 30 s D) 1 min E) 2 min F) 5 min G) 10 min H) 15 min
J) 30 min I) 60 min e L) 120 min.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Exemplar de uma cultura de A. ferrooxidans LR em meio com o enxofre

elementar como fonte de energia antes (A) e depois (B) da oxidagéo do substrato.

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.2 Ensaio da cinética de crescimento em Fe?*

Foram obtidos os perfis cinéticos de oxidagao dos ions ferrosos para todos os
mutantes conforme demonstrado na Figura 12. A concentragdo inicial de ions
ferrosos foi de 120 mmol L™ Portanto, quando a concentragdo de ions férricos
atingiu este mesmo valor, péde se concluir que o substrato havia sido 100%
oxidado. Para que fosse possivel estabelecer uma relagdo numérica a fim de
comparacao do desempenho dos mutantes, foram determinadas as respectivas
velocidades iniciais de crescimento das culturas (Vo) (Figura 13). Na Figura 14 esta
representado o modelo de um destes calculos, feitos utilizando-se um programa
grafico (Origin Pro 8 - v8.092).

Figura 12 — Variagdo da concentracdo dos ions ferrosos pelos mutantes em relagdo ao

tempo.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 13 — Variacado da producgéo do ion férrico pelo tempo pelos mutantes crescidos em

jons ferrosos.
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Figura 14 — Exemplo do calculo da

ions férricos pela linhagem LR.
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velocidade inicial a partir da variagdo da producéo de
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Por meio da aplicagdo de regresséo linear ao perfil da velocidade da fase
exponencial de produgédo do ion férrico, foi possivel obter a taxa de produgéo de
ions férricos (coeficiente angular das curvas) entre as culturas mutantes, as quais se

encontram discriminadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Taxa de producao de ions férricos pelos mutantes crescidos em ions ferrosos.

SUSPENSAO TAXA
CELULAR (mmol L' h) R

M4A 7,96 0,99
M1B 7,74 0,99
M3A 7,23 0,99
M3B 7,12 0,98
M2B 6,69 0,99
M1A 6,39 0,99
M2A 6,35 0,99
M5A 6,31 0,99
M7A 6,26 0,99
LR * 5,96

M5B 5,91 0,99
M6A 5,89 0,98
M6B 5,89 0,99
M9B 5,87 0,99
M9A 5,86 0,99
M8A 5,70 0,99
M4B 5,47 0,99
M7B 5,46 0,99
M8B 3,02 0,97

* Média da velocidade de produgéo da Linhagem LR selvagem.

Fonte: elaborado pelo autor.
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A analise dos resultados apresentados na Tabela 3 permite observar que
houve uma variagédo na taxa de producédo de 7,96 a 3,02 mmol L h' entre os
mutantes, enquanto a linhagem selvagem apresentou, em média, velocidade de 5,96
mmol L' h™, o que indica que a radiacdo UV alterou o comportamento da linhagem
selvagem. De maneira geral o consumo total do ion ferroso levou cerca de 35 horas.
Dos 18 mutantes obtidos, nove deles apresentaram maior taxa que a linhagem
selvagem. Para cada tempo de exposigcdo foram retiradas duas aliquotas e estes
apresentaram taxas diferentes, comprovando a capacidade aleatéria da mutagao
proporcionada pela UV.

Os valores de Eh monitorados neste ensaio estao representados na Figura
15. Os valores obtidos corroboram os dados de oxidagao dos ions ferrosos, uma vez
que quando atingido 100% de oxidagdo destes ions (35 horas) os valores de Eh

alcancaram o valor maximo e constante de 650 mV.
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Figura 15 — Variacdo do potencial redox do ensaio de cinética de crescimento em ions

ferrosos em funcao do tempo pelas mutantes.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A influéncia destes micro-organismos sobre o potencial de 6xido-reducéao do
meio pode ser demonstrada através da Equagdo de Nernst (11), onde (ROSSI,
1990):

Eh (potencial de 6xido-redugcao do meio);

Eo (potencial de éxido-redugéo padrao);

R (constante dos gases perfeitos);

T (temperatura);

n (numero de mols de elétrons trocados na reagao);
F (constante de Faraday);

[ ] (concentragao das espécies idnicas).
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3+
cope, | RT[Fe]

n (11)
e“" Fe nl: [FeZ+]

O potencial de oxido-redugéo (Eh) de uma solugdo € a medida da tendéncia
desta solugdo de ser oxidada ou reduzida, isto €, sua habilidade de capturar ou
liberar elétrons. Assim na presenga da bactéria, o potencial € denominado em
funcao do par Fe¥'/Fe? gerando perfis como na Figura 15. Em condi¢des abidticas,

o potencial eletroquimico dos ions hidratados determina o potencial da solugéo.

5.3 Ensaio de producao de acido

Os mutantes provenientes do cultivo em enxofre foram testados quanto a sua
capacidade de producédo de acido (

Figura 16). A geracao de acido ocorre através da atuacéo da bactéria sobre o
enxofre elementar, que ao ser oxidado forma ions H' que contribuem para a

acidificagdo do meio (equacéao 12).
S°+2 H,0 +30,—>2S0%,+4 H* (12)

Assim apos 28 dias de ensaio, a quantidade de acido produzido por essas
bactérias foi quantificada e verificou-se que uma das culturas mutantes, MS3A, se
sobressaiu de forma significativa perante a linhagem selvagem e as outras
mutantes. A elevada producédo de acido se refletiu na medida final do pH (Tabela 4).
A linhagem MS3A apresentou pH abaixo de 1 (0,91). Este valor de pH alcangado
para essa mutante € caracteristico de outra espécie, a Acidithiobacillus thiooxidans,
encontrada nos ambientes de minas, que oxida compostos reduzidos de enxofre
como fonte energética e tem a capacidade de crescer em pH abaixo de 1,0, sendo
umas das poucas espécies com a capacidade de crescer nessa faixa de pH
(WAKSMAN, S. A., 1922; SCHIPPERS, 1999). Além disso, sabe-se que a espécie A.
ferrooxidans normalmente cresce em uma faixa de pH de 1,5 - 6,0 com pH 6timo
variando de 2,0 a 2,5, mas normalmente ndo sobrevive abaixo de 1,0 (LEDUC,;
FERRONI, 1994).
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Figura 16 — Variagdo da producao de acido pela mutante MS3A com relagdo ao tempo em

meio contato enxofre elementar como fonte de energia.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 4 — Concentracao de acido e pH final apds 28 dias do ensaio de producio de acido

pelos mutantes crescidos em enxofre elementar.

PRODUGAO DE ACIDO

SUSPENSAO CELULAR pH final
(mmol L™

MS3A 137,72 0,91
MS5A 59,77 1,24
MS7A 51,97 1,31
MS9B 51,97 1,32
MS1A 49,37 1,20
MS1B 49,37 1,25
MS6B 49,37 1,36
MS8A 49,17 1,30
MS2A 46,77 1,31
MS6A 46,77 1,37
MS8B 46,77 1,29
MS9A 46,77 1,37
MS3B 44,17 1,31
MS4B 41,58 1,36
MS7B 41,58 1,39
MS2B 36,38 1,42
MS4A 36,38 1,39
MS5B 36,38 1,44
LRS 33,78 1,40
Controle 0 2,73

Fonte: elaborado pelo autor.
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Essa elevada producio de acido tem consideravel potencial na biolixiviagao,
pois a oxidagao de compostos de enxofre reduzidos leva a uma diminuigdo do pH do
meio, 0 que promove um ataque proténico sobre o mineral (SCHIPPERS; SAND,
1999), além de minimizar a precipitacao de jarositas e facilitar a remog¢ao da camada
de enxofre da superficie dos minerais presentes nos meios de lixiviagao, tornando

esses substratos mais acessiveis a biolixiviagdo (BEVILAQUA et al., 2002).

5.4 Ensaios de biolixiviagao na presenca de calcopirita

Os valores do potencial redox durante o ensaio de biolixiviagdo sao
mostrados na Figura 17. Independentemente do tempo de irradiagdo, a curva de
potencial seguiu o mesmo perfil da linhagem original. P6de ser observada uma
elevacdo continua dos valores de Eh, estabilizando-se em torno de 550 mV para
todas as culturas de mutantes testadas, com exce¢ado do mutante obtido a partir do
cultivo em enxofre e do frasco controle. Este ultimo apresentou um valor estabilizado
ao redor de 350 mV apds 10 dias, o que era esperado, uma vez que por ter sido
cultivado em enxofre em repiques sucessivos a capacidade de oxidar ions ferrosos
fica afetada. Até cerca de 40 dias as culturas em enxofre apresentaram um
comportamento muito semelhante ao controle, quando entdo apresentou elevacao
abrupta do potencial, assemelhando-se aos outros mutantes ao final do ensaio.

Todos os frascos inoculados apresentaram um aumento nos valores de pH
nos primeiros 10 dias ficando em torno de 2,0 (Figura 18). Este aumento é
consequéncia do consumo de acido pelo proprio mineral e/ou a oxidagao bioldgica
da calcopirita que € uma reacdo que consome acido, como pode ser observado nas
equacbes 6 e 7.

Neste experimento, quando o pH esteve em torno de 2,0, houve o ajuste do
mesmo de maneira a evitar a precipitacao dos ions férricos, que podem dificultar a
dissolugao da calcopirita (STOTT et al., 2000).

Foram realizadas medidas periddicas em relagdo ao consumo da fonte de
energia (Figura 19). Foi observado que a concentragdo dos ions ferrosos nos
frascos inoculados manteve-se muito baixa (<3 mmol L") na primeira semana de

ensaio e praticamente nido detectavel apds este periodo. Nos frascos controle
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elevou-se continuamente atingindo 9 mmol L™ no final do ensaio, conforme mostrado

na Figura 19.

Figura 17 — Variagdo do potencial de oxi-redugdo no ensaio de biolixiviagdo na presenca de

calcopirita.
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Figura 18 — Variagao do pH no ensaio de biolixiviagao na presenca de calcopirita.
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Figura 19 - Consumo de ions ferrosos no ensaio de biolixiviagdo na presencga de calcopirita.
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A concentragao do ferro total (Fe** + Fe®*), Figura 20, nos ensaios em frascos
agitados aumentou continuamente no decorrer do ensaio para todas as condigbes
testadas, com exceg¢ao dos frascos controle. A principio o mutante do cultivo em
enxofre elementar apresentou o mesmo perfil dos frascos controles (MS3A),
evidenciando alguma atividade somente depois do 56° dia. Estes resultados
provavelmente estao relacionados a oxidagao da calcopirita que resulta na liberagcao
de ferro, e na habilidade destes micro-organismos oxidarem este substrato.

A solubilizagao do cobre foi outro parametro acompanhado durante o ensaio,
conforme mostrado na Figura 21. Foi possivel observar diferengas significativas
entre os diversos mutantes, porém esta diferenca € observada de maneira mais
evidente nos primeiros 10 dias de ensaio, destacados na Figura 22.

Ao final do ensaio (70 dias de monitoramento) as diferengas entre a
quantidade de cobre soluvel total extraido foram menos significativas. Dentre as
culturas, o mutante M3B alcangou a maior extragdo, que atingiu 27,9 % (2,15 g L)
em relacdo a 22,6% (1,75 g L) da linhagem selvagem LR. Além disso, foi alcangado
uma taxa de extracdo de 1,66 mmol L™ dia™ pela M2B, que apresentou uma taxa
22% maior quando comparada a linhagem selvagem (1,36 mmol L™ dia™).

Outro fato que merece destaque € o inicio da extracao de cobre pela cultura
MS3A. Apesar dessa linhagem de A. ferrooxidans ter sido cultivada em meio
contendo enxofre, o qual apresenta uma hidrofobicidade maior do que o ion ferroso
e que causa uma modificacdo da sua superficie celular, favorecendo a interacao
entre a bactéria e a superficie do minério (van LOOSDRECHT, 1987; CURUTCHET,
2000; SAMPSON, 2000), a extracao de cobre para esse mutante ocorreu apos 55
dias, alcancando 18,4% de solubilizacdo. A intensa atividade bacteriana foi
comprovada pelo potencial redox acima de 600 mV e pelo consumo dos ions

ferrosos provenientes da calcopirita estudada.
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Figura 20 — Variagcao da concentracao de ferro total no ensaio de biolixiviagdo na presenca

de calcopirita.
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Existem poucos estudos que avaliaram os micro-organismos biolixiviantes e
que sofreram mutacdo quanto a capacidade de solubilizarem cobre a partir de
minerais. Um deles foi realizado por Xu et al. (2010), que utilizou condigbes
comparaveis com as empregadas neste trabalho, tais como: mesma espécie (A.
ferrooxidans), calcopirita, mutagéo induzida por UV e ensaios realizados em frasco a
30°C e 150 rpm. No estudo dos autores supracitados, a linhagem mutante avaliada
solubilizou apd6s 30 dias um total de 1,98 g L™ de cobre, valor superior a linhagem
selvagem (1,77 g L'1). Comparando os resultados obtidos no presente estudo aos de
Xu et al. (2010), os resultados mostraram um ganho na extracdo de Cu de 23 %,
enquanto que Xu et al. (2010) foi de 11%.

Dong et al.(2011) realizaram biolixiviagdo em minério com baixo teor de cobre
com a mesma espécie (A. ferrooxidans) radiada com UV. Os autores demonstraram
uma extragao de 30,8% de cobre do sistema pelos mutantes comparado com 26,4 %
da cultura selvagem, promovendo uma melhora de 17%, reforgando novamente a
atuacao positiva da radiagdo sobre a bactéria em termos de melhora na extragao de
cobre.

Todo o trabalho experimental desenvolvido neste estudo foi realizado em
escala de bancada. O que pode parecer pouco significativo nesta escala, quando
dimensionado para uma situacao real, em que sio tratados toneladas de material,

assume proporgdes muito significativas.
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Figura 21 - Variagdo da concentracdo de cobre em solugdo no ensaio de biolixiviagdo na

presencga de calcopirita.
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Figura 22 — Variacdo da concentragdo de cobre solubilizado apds 11 dias no ensaio de

biolixiviagdo na presenca de calcopirita.
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Os ensaios de biolixiviagao permitiram estudar a cinética de consumo por
parte dos mutantes que utilizavam sulfeto mineral como substrato. A velocidade
inicial que cada mutante alcangou durante o ensaio possibilitou a comparagao da
sua capacidade de solubilizagdo do cobre (Tabela 5). Dentre as suspensdes
utilizadas, a M5A foi a que apresentou maior velocidade de oxidagdo dos ions
ferrosos, o que necessariamente ndo resultou em uma solubilizagdo maior de cobre.
A linhagem M3B foi a unica que alcangou valores significativamente maiores de

solubilizacado de cobre que a linhagem selvagem.

Tabela 5 — Velocidade inicial e porcentagem de extracdo no ensaio de biolixiviagdo na

presencga de calcopirita.

EXTRAGAO DE

SUSPENSAO Vo R Cu

CELULAR (mmol L™ dia™) o
M5A 1,79 0,98 22,32
M2B 1,38 0,98 22,56
M3A 1,38 0,99 22,93
M4A 1,29 0,99 23,30
M1B 1,25 0,99 22,71
M3B 1,25 0,99 27,91
M2A 1,18 0,99 22,38
M1A 1,09 0,99 19,62
LR 0,96 0,99 22,63
M7A 0,85 0,99 23,96

Fonte: elaborada pelo autor.
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Ao se expressar a taxa de solubilizacdo de cobre para as diversas condi¢cdes

avaliadas no periodo total de ensaio (70 dias) observa-se que, de maneira geral, na

primeira semana (amostragem de 2, 4 e 6 dias) os mutantes apresentaram maior

taxa de solubilizacdo de cobre que a linhagem selvagem. Na amostragem do oitavo

dia os valores se equipararam aos da linhagem selvagem no segundo dia. Nas

amostragens seguintes as diferengas ndo sdo mais significativas e diminuem

progressivamente ate o final do ensaio. Esse comportamento encontra-se descrito

na Tabela 6.

Tabela 6 — Taxas de solubilizacdo do cobre em relagédo ao dia no ensaio de biolixiviagao na

presencga de calcopirita.

TAXA

(mmol L™ dia)

Tempos
M1A | M1B | M2A | M2B | M3A | M3B | M4A | M5A | M7A | LR | MS3A | Controle
(dias)

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1,32 | 156 | 1,40 | 155| 1,56 | 1,66 | 1,54 | 1,41 | 1,47 | 1,36 0,28 0,20
4 1,13 157 1,21 1,65 1,38| 1,40 | 1,31 | 1,09 | 1,14 | 1,13 0,21 0,16
6 1,20 | 1,56 | 1,38 | 1,64 | 1,49 | 1,47 | 1,49 | 1,33 | 1,45 | 1,08 0,13 0,08
8 1,20 1,36 | 1,26 | 1,43 | 1,42 | 1,35| 1,33 | 1,21 | 1,28 | 0,95 0,12 0,08
11 1,00 | 1,05 1,06 | 1,15 1,15 1,16 | 1,13 | 1,03 | 1,14 | 0,84 0,14 0,10
14 0,84 091|089 | 098| 099| 1,03| 1,04| 0,89 | 0,99 | 0,76 | 0,13 0,09
20 0,73 0,78 | 0,74 0,80 | 0,86 | 0,82 | 0,87 | 0,71 | 0,84| 0,70 | 0,11 0,08
28 0,60 | 0,64 | 0,66 | 0,66 | 0,70 | 0,79 | 0,75 | 0,64 | 0,60 | 0,65 0,14 0,08
42 0,45| 049 | 0,48 | 0,46 | 0,53 | 0,70 | 0,56 | 0,50 | 0,57 | 0,51 0,14 0,07
56 0,40 | 0,41 | 0,42| 042 | 0,45| 0,57 | 0,46 | 0,42 | 0,47 | 0,41 0,16 0,08
70 0341|039 039|039 040| 053| 040|039 0,45| 0,39 0,15 0,32

Fonte: elaborada pelo autor.
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5.5 Ensaio de biolixiviagao continuada na presenca de calcopirita

As culturas crescidas apo6s 70 dias serviram de indculo para novo ensaio de
crescimento em frascos agitados. O objetivo deste ensaio era avaliar se apés este
longo periodo as culturas estariam mais aptas a biolixiviarem a calcopirita, sobretudo
a linhagem MS3A, que apresentou um elevado aumento na solubilizagcdo de cobre
apods 55 dias de ensaio. Além destas condi¢des, foi montado um consorcio com as
linhagens M3B e MS3A. Assim esse indculo em meio fresco permitiu visualizar a
continuagdo do processo e caracterizar o perfil cinético da solubilizacdo do cobre,
bem como possibilitar o monitoramento de outros parametros como Eh, pH e ferro
total (Figura 23).

De acordo com os resultados mostrados na Figura 23, as culturas inoculadas
nao apresentaram diferengas significativas quanto a evolugdo dos parametros
avaliados, Eh, pH e ferro total. Outros estudos realizados utilizando a mesma
espécie e calcopirita como sulfeto mineral, a adaptagcdo permitiu um aumento da
extragdo quando comparados com o ensaio na auséncia da adaptacao (LIZAMA,
1987; CANCHO, 2007).
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Figura 23 - Variacdo do (A) pH, (B) Eh, (C) ferro total e (D) cobre total no ensaio de

biolixiviagdo continuada na presenca de calcopirita.
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Nas primeiras duas semanas a linhagem M3B apresentou cinética de
solubilizagdo de cobre mais elevada, seguida pela linhagem selvagem LR, consorcio
e finalmente a linhagem MS3A. Porém ao final do ensaio as diferengcas entre as

condicbes avaliadas nao foram mais evidentes.

Tabela 7 — Avaliacdo da velocidade inicial e porcentagem de extracdo de cobre no ensaio

de biolixiviagdo continuada na presencga da calcopirita.

EXTRA(}AO DE
Vo

SUSPENSAO CELULAR 1 1 R Cu
(mmol L™ dia™)

(%)

M3B 1,5229 0,99 24 .4
LR 1,2822 0,99 23
Consorcio 1,1591 0,99 24,3
MS3A 1,1235 0,99 19,8

Fonte: elaborada pelo autor.
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Em comparagdo com o ensaio anterior, onde as taxas de solubilizagdo de
cobre foram maiores nos primeiros dias, no ensaio de biolixiviagdo continuada nao
foi observada essa elevacao (Tabela 8). Apesar de ambos o0s ensaios terem a
mesma quantidade de inéculo (5% v/v) nada se pode afirmar quanto as condi¢des
metabdlicas apds os 70 dias do primeiro ensaio. Provavelmente o numero de células
viaveis deste in6culo foi menor do que o esperado. Em relagcdo a esta condigao,
deve-se ressaltar que o controle entre células viaveis e nao viaveis para esses

organismos acidofilicos ainda ndo é bem estabelecido na literatura.

Tabela 8 - Taxa de solubilizagdo do cobre na biolixiviagdo continuada na presencga da

calcopirita em relacado ao tempo.

TAXA
(mmol.L™. dia™)

TEMPO MS3A M3B Consoércio LR Controle
0 0 0 0 0 0
2 1,15 1,20 1,26 1,13 0,29
4 0,66 0,90 0,89 0,85 0,22
6 0,78 1,08 1,04 1,03 0,18
8 0,96 1,08 1,06 1,08 0,16
11 0,91 1,35 1,04 1,13 0,15
14 1,02 1,36 1,04 1,16 0,11
17 0,98 1,37 1,13 1,16 0,14
20 0,77 1,07 0,97 0,97 0,13
24 0,75 1,06 0,93 0,93 0,12
31 0,70 0,90 0,78 0,75 0,11
38 0,70 0,80 0,76 0,73 0,15

45 0,54 0,66 0,66 0,62 0,12
52 0,56 0,61 0,70 0,58 0,12

Fonte: elaborada pelo autor.
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De forma a complementar o estudo realizado sobre a capacidade de
modificacdo pela radiagdo UV foi realizado um plaqueamento em meio solido
contendo como fonte de energia os ions ferrosos. Os indculos utilizados foram
retirados apods a biolixiviagao continuada. Foi entdo possivel verificar a auséncia de
modificagdes aparentes na morfologia das suspensées irradiadas com UV quando
comparadas com a LR sem o procedimento de irradiacdo. A manutencdo da
morfologia das colonias pode confirmar uma alta eficiéncia do mecanismo de
corregao de possiveis modificagbes genéticas da A. ferrooxidans linhagem LR,
podendo impedir possiveis mutagdes negativas. Além da forma da col6nia, todas as
suspensdes apresentaram colénias marrom-avermelhadas, resultantes da
precipitacdo do ferro Ill, apresentando -caracteristicas semelhantes, conforme
também reportado por Garcia Jr. (1991), que realizou o isolamento dessa linhagem

LR no mesmo meio sélido.

0

Figura 24 — Morfologia das colbnias das linhagens (A) selvagem LR, (B) M3, (C) MS3A e
(D) consorcio que foram obtidas através do plagueamento apos biolixiviagao.

Fonte: elaborada pelo autor.
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CONCLUSAO

Com a aplicagao de radiacao ultravioleta foram gerados provaveis mutantes

da bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans LR obtidos a partir de meio contendo

enxofre elementar quanto ions ferrosos como fonte energética. Além disso, a

mutagcdo gerou micro-organismos com a capacidade de melhorar a cinética do

processo de biolixiviagdo da calcopirita quando comparados com a linhagem

selvagem LR.

O processo de radiagdo ultravioleta permitiu gerar nove mutantes mais
eficientes na cinética de oxidacado de ions ferrosos e um mutante capaz de
produzir acido e reduzir o pH abaixo de 1 quando em meio contendo enxofre

elementar.

As bactérias mutantes selecionadas para o0 ensaio de biolixiviagao
apresentaram uma cinética de solubilizagdo de cobre maior que a linhagem

selvagem LR quando analisadas nos primeiros 11 dias de experimento.

Ao final do primeiro ensaio de biolixiviagcdo da calcopirita ndo foi observado
diferencas significativas entre os mutantes avaliados e a linhagem selvagem.
O mutante (M3B) apresentou maior velocidade inicial de solubilizacdo de

cobre e extragao final que as demais linhagens estudadas.

A cultura mutante MS3A, obtida apds crescimento em enxofre, apos 55 dias
de ensaio na presencga de calcopirita apresentou uma elevagao brusca na
solubilizacdo de cobre, o que evidencia a capacidade de utilizagao de ions

ferrosos e sulfeto como fonte de energia.

As culturas (linhagem selvagem LR, a M3B e a MS3A) utilizadas na
biolixiviagdo continuada ndo demonstraram uma diferenga significativa na

extracao de cobre quando compradas com o primeiro ensaio de biolixiviagao.
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Mesmo apos a segunda biolixiviagao, e, portanto mais de 4 meses em meio
contendo sulfeto, as culturas nao apresentaram nenhuma alteragéo
morfolégica, sem fonte suplementar de energia o que poderia levar a um

stress metabdlico.
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APENDICE A - Estudos relacionados a cinética do mutante M1.

Figura A1 — Variacao do pH (A), Eh (B), ions férrico (C) e ions ferrosos (D) no ensaio de
biolixiviagado na presenca de calcopirita pela mutante M1.
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Figura A2 — Variacao da concentracao de ferro Il (A), ferro Il (B) e ferro total (C) em relagao

ao tempo no ensaio de biolixiviagdo na presencga de calcopirita do mutante M1.
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Figura A3 — Variacao do pH (A), Eh (B) e concentragdo de cobre total (C) em relagédo ao
tempo no ensaio de biolixiviagdo na presenca de calcopirita do mutante M1.
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APENDICE B - Estudos relacionados a cinética do mutante M2.

Figura B1 - Variacdo do pH (A), Eh (B), ions férrico (C) e ions ferrosos (D) no ensaio de
biolixiviagdo na presenca de calcopirita pela mutante M2.
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Figura B2 — Variagcao da concentracao de ferro Il (A), ferro Il (B) e ferro total (C) em
relacdo ao tempo no ensaio de biolixiviagao na presenca de calcopirita do mutante M2.
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Figura B3 — Variacado do pH (A), Eh (B) e concentragcido de cobre total (C) em relagédo ao
tempo no ensaio de biolixiviagdo na presenga de calcopirita do mutante M2.
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APENDICE C - Estudos relacionados a cinética do mutante M3.

Figura C1 — Variagéo do pH (A), Eh (B), ions férrico (C) e ions ferrosos (D) no ensaio
de biolixiviagao na presencga de calcopirita pela mutante M3.
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Figura C2 — Variagcdo da concentracao de ferro Il (A), ferro Il (B) e ferro total (C) em
relacdo ao tempo no ensaio de biolixiviagao na presenca de calcopirita do mutante M3.
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Figura C3 - Variacdo do pH (A), Eh (B) e concentracdo de cobre total (C) em relagcdo ao
tempo no ensaio de biolixiviagdo na presenga de calcopirita do mutante M3.
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APENDICE D - Estudos relacionados a cinética do mutante M4.

Figura D1 — Variagdo do pH (A), Eh (B), ions férrico (C) e ions ferrosos (D) no ensaio de
biolixiviagado na presenca de calcopirita pela mutante M4.
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Figura D2 - Variagcdo da concentracao de ferro Il (A), ferro Il (B) e ferro total (C) em
relagcdo ao tempo no ensaio de biolixiviagdo na presencga de calcopirita do mutante M4.
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Figura D3 - Variagdo do pH (A), Eh (B) e concentracdo de cobre total (C) em relacdo ao
tempo no ensaio de biolixiviagdo na presenca de calcopirita do mutante M4.
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APENDICE E - Estudos relacionados a cinética do mutante M5.

Figura E1 — Variacéo do pH (A), Eh (B), ions férrico (C) e ions ferrosos (D) no ensaio de
biolixiviagdo na presencga de calcopirita pela mutante M5.
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Figura E2 — Variagao da concentracao de ferro Il (A), ferro lll (B) e ferro total (C) em relagao
ao tempo no ensaio de biolixiviagdo na presencga de calcopirita do mutante M5.
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Figura E3 - Variacao do pH (A), Eh (B) e concentragcao de cobre total (C) em relagcado ao
tempo no ensaio de biolixiviagdo na presencga de calcopirita do mutante M5.
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APENDICE F - Estudos relacionados a cinética do mutante M6.

Figura F1 — Variacdo do pH (A), Eh (B), ions férrico (C) e ions ferrosos (D) no ensaio de
biolixiviagado na presenca de calcopirita pela mutante M6.
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APENDICE G - Estudos relacionados a cinética do mutante M7.

Figura G1 — Variacao do pH (A), Eh (B), ions férrico (C) e ions ferrosos (D) no ensaio de
biolixiviagdo na presenca de calcopirita pela mutante M7.
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Figura G2 — Variacao da concentragao de ferro Il (A), ferro Ill (B) e ferro total (C) em relagao
ao tempo no ensaio de biolixiviagdo na presencga de calcopirita do mutante M7.
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Figura G3 - Variacdo do pH (A), Eh (B) e concentracao de cobre total (C) em relagcdo ao
tempo no ensaio de biolixiviagdo na presenca de calcopirita do mutante M7.
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APENDICE H - Estudos relacionados a cinética do mutante M8.

Figura H1 - Variacdo do pH (A), Eh (B), ions férrico (C) e ions ferrosos (D) no ensaio de
biolixiviagdo na presenga de calcopirita pela mutante M8.
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APENDICE | — Estudos relacionados a cinética do mutante M9.

Figura 11 - Variacdo do pH (A), Eh (B), ions férrico (C) e ions ferrosos (D) no ensaio de
biolixiviagdo na presencga de calcopirita pela mutante M9.
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