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0 objctivo deste trabalho, foi desenvolver um programa de
lixiviacao bacteriana de minérios de uranio, constituido por tres
pontos fundamentais: a) isolamento c¢ purificagao de Thicbacillus fen
neoxddans (e tambem Thiobacillfus fhicoxidans); b) estudos fisiolGgi
cos de crescimento ¢ de metabolismo respiratorio da espécic T. 4ea-
neexddans: ¢) lixiviacido Jo uranio de dois tipos distintos de miné-
rio, pela acao do T. ferrcoxdidans, cm cscalas de laboratdorio, semi-
piloto ¢ piloto.

Utilizando-se amostras liquidas ou solidas, de difcrentes
minas contendo mincrais sulfetados, conseguiu-se purificar treze iso
lados de T. f{errooxidans e oito isolados de T. thicexidans. Estes
isolados foram identif{icados por testes fisiologicos, de utilizagao
de compostos inorganicos como fonte de encrgia para crescimento e¢pe
los padchs de crescimento colonial em meio solido.

Nos ensaios de crescimento, constatou-se a utilizacao de

2+ 0 2 ‘

Fe™ , 5§ ¢ 570;— pclos isolados de 7. jerrcexdidans, como substrato

energético oxidavel. Como cra esperado, T. fhicoxidans utilizou so-
2-

mente S° ¢ 5203 .

Nos ensaios de respirometria, utilizou-se suspcnsoes celu
lares em repouso de T, fernooxddans. Foram constatadas diferengas sig
nificativas entre quatro isolados distintos de T. ferroox<dans, quan
to as taxas de respiracao celular sob condigoes diferentes de con
centracgao de substrato (Fe2+) e de metais toxicos (U, Mo e Hg) e em
diferentes valores de pH. As diferencas observadas nos parametros
cinéticos avaliados, sugerem uma variabilidade genética natural en-

tre os isolados.



0s ecstudos de biolixiviagio dos minérios dec uranio. fo-

ram rcalizados ecm frascos agitados, em colunas de percolagao (labo-
ratdorio e semipiloto) e em pilhas de lixiviacao estatica (piloto).A
potencialidace dos dois minérios avaliados {frente a técnica hacte-

riana, f{ol inicialmente cvidenciada nos cnsaios em {rascos. Devido

a presenga de pirita (FeS,) nas duas amostras de mincrio, houve pro

b

dugao de 11,50, ¢ Fe pela atividade oxidativa bacteriana. Esses

4
dois componentes, determinaram maiores rendimentos de extragao deura
nio (¢ o molibdénio associado), e menores consumos de¢ acido su]fﬁri
co nos frascos contendo bactérias,em comparagao aos frascos esteri
lizados como controle. Resultados semelhantes {foram obtidos nos c¢n-
saios de lixiviagao estatica em colunas de percolacao, ainda cm cs-
cala de laboratodrio.

Em funcao desses resultados positivos, prosscpuiu-se  nos
estudos realizando-se experimentos em cscalas ampliadas. Em escala
semipiloto usou-se colunas de percolagac e, em piloto, pilhas de 1i
xiviacao estatica. Lm ambos, foram obtidos resultados compatlveis
com os dos outros cnsalos.

Os promissores resultados de processo alcancados, além da
cxperiencia adquirida em operacoes de lixiviagao em pilhas, a mcsma
utilizada em escala industrial, acenam com possibilidades rcais, pa

ra uma cventual aplicagao da lixiviagao bacteriana em cscala de pro

ducao, dos minérios uraniferos ecstudados.



ABSTRACT

The purpose of this work, was to develop a bacterial
leaching program for uranium ores, under three basic points: a) iso
lation and purification of Thiobacillus ferrcoxdidans, as well Thio-
bacitflfus thicoxidans; b) physiological studies of growth and res-
piratory metabolism of T. ferrcoxidans; c) uranium leaching from two
types of ore by T. ferrncoxidans action, on laboratory, semipilot and
pilot scales.

Thirteen cultures of T. fesrrooxidans and eight cultures
of T. thicox{idans were purified from solid or liquid samples, col-
lected at different mines containing sulfide minerals. These cultu-
res were identified, using physiological tests of 1inorganic com-
pounds utilization as energy source for growth and by colonial
growth pattern on solid medium.

The utilization of FeZ+, s°

and SZO%- as oxidizable ener
getic substrates by all T. {errcoxdidans cultures, was detected in
growth tests, As expected, the cultures of T, thiovoxidans were able
to utilize only S° and 5202_.

Resting cell suspensions of T. 4exrcoxidans cultures were
utilized in respiratory experiments. Significative differences in
the respiratory rates were observed among four T. {fearooxidans cul-
tures, under different conditions of substrate concentraticn (Fe2+),
pH and toxic metal concentration (U, Mo and Hg). The differences
observed in the kinetic parameters, suggests a natural genetic varl
ability among these cultures.

The bacterial leaching studies, were carried out in shake

flasks, percolation column (laboratory and semipilot) and in heap



leaching (pilot). The potential of the two ores studied in rclation
to bacterial action, was first showed in shake {f{lask experiments.
The production of IIZSO4 and F93+ was a result of the bacterial
activity on both ore samples containing pyrite (FeSz). These two
bacterial products, resulted in a higher uranium and molybdenum ex-
traction and a lower sulfuric acid consumption compared tothe steri
lized treatments., Similar results were obtained in percolation co-
lumn at the same scale (lab).

As consequence of these positive results, scale up of the
process was carried out. Percolation columns and heap leaching were
used in semipilot and pilot scale, respectively. In both scales,
comparable results to the lab assays were obtained.

The promissing process results and the experience acquired
in heap leaching operations (this technique is used in industrial
scale), showed real possibilities for an eventual application of the
bacterial leaching {for the uranium ores studied in this work, in a

production scale.
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1, INTRODUGAO

Mineral pode ser definido como um clemento quimico ou uma
substancia inorganica de composigio quimica definida, encontrada na
turalmente na crosta terrestre. Por outro lado, entende-se  minério
como um ou mais mincrais associados, que sob certas condigoes po
dem ser processados, objetivando a recuperacao de um ou mais clemen
tos ou substancias (metalicas ou ndo metalicas) de interessc econo-
mico. A definigao de economicidade da exploracao de uma jazida minc
ral, bascia-se fundamentalmente no teor ¢ quantidade do elemento de
interesse, e no custo dos processos cnvolvidos para sua extragao do
minério.

Ao longo dos anos, o homem vem utilizando os bens mine-
rias nas mais variadas atividades exercidas cm nesso plancta pelaces
pécie humana. Sabe-se que a cerca de 20 mil anos atras., o homem ja
praticava uma metalurgia rudimentar. Na chamada idade do bronze, ia
se produzia uma liga de cobre ¢ estanho. Calcula-se gue o0s egipi-
cios usavam aproximadamente 30 bens minerais. Hoje sao utilizados
cerca de 300 bens minerais, dos quais 50 sao metais.

Com o avangé tecnologico, metals raros comoc uranio,
téric, germanio, niobio e muitos outros, tornaram-se materiais im-
portantes devido suaé utilizagoes em varios segmentos da tecnolo
gia de ponta (eletronica, Optica, energia atomica, etc.).

Devido a busca incessante e da descoberta de novas aplica
¢oes, o aumento da demanda mundial desses bens & praticamente inevi
tavel. Dessa acao, resulta um progressivo esgotamento das reservas

minerais contendo altos teg&es dos metais de interesse economico,
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salientando-se que tais recursos sao, obviamente, nao renovéveis.Pg
de-se citar como exemnlo o caso do minério de cobre. Até o final do
século passado, considerava-se economico a exploragdo de um minério
que apresentasse um teor de cobre da ordem de 10%. Na dccada de 20
ja se processava minério de cobre contendo de 1 a 2% do metal. Para
isso novas técnicas foram entao desenvolvidas. Atualmente utilizan-
do-se técnicas de concentragao prévia, utiliza-se minérios contendo
cerca de 0,3% do referido metal. Abaixo desse valor, a recuperagao
do cobre pelos métodos convencionais € praticamente inviavel sob o
ponto de vista econdmico. Pelo método pirometalurgico convencional,
somente minérios de altos teores ou concentrados prévios sao apro
veitaveis, devido ao alto custo dessa técnica em fungao dos gastos
excessivos de energia.

Dessa forma, torna-se imperiosc o desenvolvimento de méto
dos alternatives para o tratamento de minérios contendo baixos teo-
res do metal de interesse. O uso de técnicas hidrometalurgicas vem
merecendo crescente atengao dos tecnicos e empresarios do setor mi-
neiro-metallirgico. Nesses processos, solugbes dcidas (ou basicas)
oxidantes sao contactadas com o material mineral, causando a solubi
lizacdo do metal desejado, o qual & entao recuperado da solugao.

Dentre esses processos hidrometalurgicos, a utilizagao de
microrganismos para promover a solubilizacao de metais - lixiviacao
bacteriana ou biometalurgia como atualmente & denominada - apresen-
ta-se come uma alternativa promissora nao sO para recuperagao de co
bre,como também para uma série de outros metais de interesse econo-
mico.

Essa potencialidade decorre de uma série de fatores, den-

|
tre os quais podem ser citados:



1. cconomia dos insumos utilizados num processo hidrometalirgico con-
vencional, (acido e agentes oxidantes), pois a prépria bactéria
produz tais 1insumos.

2., baixo requerimento de energia, se comparado & um pProcesso pirome
talurgico ¢ mesmo a um processo hidrometaliirgico sob agitagao
(lixiviacao acida agitada).

3. baixo investimento de capital inicial e mesmo baixo custo opera-
cional, devido a simplicidade das instalagoes.

4. reduzida necessidade de mao-de-obra especializada na operacio.

5. nao poluicao atmosférica pois nao ocorre emissao de 50, como na
piromectalurgia. Como se sabe o 802 € agente causador da "chuva
acida".

Alem do aproveitamento de rejeitos minerais (minérios de
baixos teores) a lixiviagac de metais por bactérias pode ser ainda
uma alternativa para o aproveitamento de jazidas de pequeno porte,
ou de localizacao adversa, isto ¢, muito longe de centros com infra
estrutura adequada.

Atualmente a lixivacao bacteriana € aplicada em escala in
dustrial para rccuperacao de cobre e uranio em varios paiscs, desta
cando-se E.U.A., Canada, Africa do Sul, URSS, Espanha, México, Kul-
garia, Chile e Peru. Destaca-se que cerca de 18% da producao do co-
bre no final dos anos 70 nos E.U.A. (~200.000 t) foi obtida atraves
dessa tecnica (Tabela 1).

Em funcao de toda essa potencialidade, inumeras patcntes
industriais tem sido requeridas. TUOVINEN e NICHOLAS {1975) apresen

tam e discutem uma série dessas patentes na drea biometalurgica, es

sencialmente na lixivacao de cobre e de uranio.



TABELA 1 - Producao de cobre nos E.U.A. em 1978

Companhia Producao deCu (t) $ do total de Cu

concentragao lixiviacgao por lixiviagao
Kennecctt 287.200 88.200 23,5
Phelps-Dodge 283.600 34.550 10,8
Duval 112.300 10.200 8,3
Anamax Mining 67.200 35.810 34,8
Asarco 85.780 10.720 11,1
Cities Service 72.800 7.750 9,6
Corpus Mines 61.600 12.150 46,5
Inspiration Copper 20.700 18.000 46,5
691.180 217.380 IETE

Dados apresentados por A.E. Torma (New México Institute of Mining
- E.U.A.) na "Reunion Tecnologica sobre lixiviacion bacteriana",
realizada na Universidade Catolica de Valparaiso, Chile, de 22 a
26-07-1985.



0 processo operacional da biometalurgia & conduzido de
forma quase rudimentar, aproveitando-se a acaoc natural de bactérias
ja presentes nos minérios apropriados, isto &, aqueles que apresen-
tam em sua constituigao mineraldgica, formas reduzidas de enxofre e
ferro, scndo que a pirita (FeSz) € o principal substrato mineral
utilizado pelas bactérias. Destaca-se que a principal espécie bacte
riana envolvida na solubilizacao de metais de seus mincrais, ¢ o
Thiobaciflus fernocoxidans, apesar do envolvimento de outras espé-
cies, como sera visto posteriormente.

Resumidamente o processo consiste na deposigao de grandes
quantidades de minério sobre uma base impermeabilizada, seguida de
uma irrigacgao na superficie da pilha formada, com uma solugaode aci
do sulfurico (pH ~3,0). Essa solugdo, coletada apds a percolagao pe
lo minério, € reciclada constantemente pela pilha, ocasionando wuma
intensificagao da atividade bacteriana no substrato mineral referi-
do acima (pirita). Dessa acgao, resulta uma elevagao da acidez e do
poder oxidante da solucdo, pela producaoc bioldgica de acido sulfiri
co e do ion F63+, com a conseqiiente solubilizacac do metal desejado.
Apds essa etapa, o metal € extraido da solugao por processos conven
cionais. Um esquema do processo operacional, pode ser visto na figu
ra 1.

Existem varias caracteristicas da bactéria T. ferrcoxidans
que a tornam um interessante microrganismo para estudos basicos de
fisiologia, bioquimica e genética, bem como para desenvolvimento de
processos industriais em atividades hidrometalurgicas:

1. crescimento em condigoes ambientais'extremas, sobretudo elevada

acidez e altas concentracgoes de metais.
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2. crescimento autotrofico (fixacao de CO2 atmosférico) proporciona
do pela energia liberada da oxidagao de compostos inorganicos, co
mo o ion ferroso e formas reduzidas de enxofre.

3. significativa resisténcia a concentragoes clevadas de metais po-
tencialmente toxicos, provavelmente condicionada por genes plasmi
diais.

4. capacidade de solubilizar metais de intcresse cconomico, devido
ao seu metabolismo oxidativo que produz eficientes agentes da 1i
xiviagdo acida de metais (ion férrico e acido sulfarico).

Inimeros estudos de laboratdrio tem demonstrado que além
do cobre e uranio, outros metais podem ser solubilizados de seus mi
merais, pela atividade de lixiviagao bacteriana. Podem ser citados
metais de interesse econdomico, tais como ouro, prata, zinco, ni-
quel, etc..

Sob o nome de "Biometalurgia" ou "Biogeotecnologia', sao
englobados ainda outros processos basecados na atividade geoquimica
dos microrganismos. A nivel de laboratério, ja se estuda em varios
paises a participacao microbiana na dessulfurizagao do carvao, obje
tivando minimizar o teor de enxofre do mesmo, para que durante sua
utilizacgao industrial, ocorra uma redugao na emissao de S0, para at
mosfera. Alcm desse, podem ainda ser citados outros tipos de ativi-
dade natural microbiana, com potencial para se tornarem processosin
dustriais: redugao de sulfato por bactérias para produgac de cnxo
fre, remocac de metais pesados de efluentes industriais por biomas-
sa de microrganismos, solubilizacdo de rochas fosfaticas por fun-
gos, etc.. |

No Brasil, as pesquisas em biometalurgia podem ainda ser

consideradas incipientes. Apesar de alguns indicios promissores, co



mo sera discutido posteriormente, pouco tem sido feito nesse sctor
em nosso pais. Iniciativas para o desenvolvimento da biometalurgia,
sobretude a lixiviacao de metais por bactéria, devem ser estimula-
das, pois a pesquisa nessa area € bastante atrativa para o Brasil e
para os paises em desenvolvimento em geral,por uma série de razoes:
o cstagio de conhecimento a nivel mundial ainda nao ¢ muito avanga-
do: nenhuma necessidade de sofisticagao de equipamentos e materiais
utilizados nesse tipo de trabalho; metodologia operacional bastante
simples, a nivel de processo industrial; a especificidade de cada
minério, isto €, o seu aproveitamento depende de um processo desen-
volvido localmente (DAGNINO, 1985; GENTINA e ACEVEDO, 1985).

Esses sao alguns fatores que associados a necessidade de
se desenvolver métodos alternativos para o tratamento de minérios
de baixo teor, justificam a implantacao e consolidagao de pesquisas

nessa area.



11. REVISAO BIBLIOGRAFICA

I1.1. HISTORICO

A recuperagao do cobre de efluentes naturais de minas, is
to €, do cobre lixiviado naturalmente do minério, foi provavelmente
praticada de forma intensa na regiao mediterranca a cerca de 1000
anos A.C. (BRIERLEY, 1982). Segundo MURR (1980), os fenicios, roma-
nos ¢ espanhois ja observavam e utilizavam esse processo natural pa
ra recupcrar o cobre nessa época.

A utilizagao sistematica do processo natural de lixivia
cao do cobre, foi iniciada no final do século XV no norte da Hun-
gria. KARAVAIKO § GROUDEV (1985) comentam que em 1566 um ciclo com-
pleto de lixiviagao e¢ recuperacao do cobre foi desenvolvido no mes-
mo local, utilizando-se um sistema de irrigacao.

Por volta de 1700, o método de lixiviagdo natural do co

bre em pilhas (grandes montes de minérios) foi estabelecido nas mi-
nas do rio Tinto na Espanha (TAYLOR § WHELAN, 1942) e ainda e
aplicado até hoje. Conforme citagOes de KARAVAIKO § GROUDEV (1985),
aplicagoes similares da lixiviacgao natural de cobre foram desenvol-
vidas na Alemanha e URSS no final do século passado.

Desde o inicio da aplicagdo sistemidtica da 1lixiviacao de
minérios de baixo teor de cobre nos Estados Unidos da América, ocor
rido em 1914 (ARGALL, 1963), essa pratica tem se propagado em esta-
dos do sudoeste americano. Existem operagoes em Nevada, Utah, Monta
na, Arizona e Novo México. Posteriormente, outros paises comegaram

a utilizar essa técnica para recuperar cobre de minérios de baixo

teor: Peru, Africa, Australia, Japdo, Bulgaria, Iugoslavia, etc. A
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aplicacao dessa técnica para recuperagao de uranio de mincrio de
baixo tcor, foi posteriormente utilizada no Canada, Africa do Sul,
Portugal c tambem nos E.U.A. (KARAVAIKO § GROUDEV, 1985).

Apesar de ser uma pritica antiga ¢ bastante utilizada, a
participacio ativa de microrganismos no processo de lixiviacao na-
tural, cra totalmentc desconhecida até a bem pouco tempo. A partici-
pagio de microrganismos na formacido ¢ degradagao de depositos mine-
rais, a gcomicrobiologia, ¢ um cstudo relativamente recente.

No final do século passado, o0 cicntista russo Winogradsky,
apos uma scrie de estudos, formulou o conceito de litotrofia. Scgun
do csse principio, certas bactérias obtem cnergia da oxidagao  de
substratos inorganicos para {ixar o CO2 atmosférico. Os estudos de
Winogradsky com a bacteéria Beggiatca sp., permitiram demonstrar que
essa bacteria oxida HZS a enxofre elementar, como forma de obter
energia para seu crescimento (EHRLICH, 1981).

Em 1902, Nathanshon cultivou uma bactéria em um meio mine
ral contendo tiossulfato de sodio como fonte encrgética. Dois anos
mais tarde o microbiologista alemaoc Beijerinck caracterizou essa bac
téria como sendo Thiobaciflus thioparus (VISHNIAC & SANTER, 1957).

Uma das primeiras evideéncias da utilizagao de sulfectos me
talicos como fonte de energia para o crescimento de bactéria foi es
tabelecida por RUDOLFS & HELBRONNER (1922). Nesse trabalho {foi de
monstrada a oxidacao do sulfeto de zinco e da pirita (FeSZ) por mi-
crorganismos oxidantes de enxofre, porém nao identificados.

Nesse mesmo ano, WAKSMAN § JOFFE (1922) conseguiram iso-
lar e purificar uma bactéria que rapidamente oxidava enxofrc clemen
tar z2o acido sulfurico. Foi utilizada uma mistura de enxofrc, rocha

fosfatica e solo em agua e o pH inicial de 6,2 caiu a 1,8 em trinta
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dias. Utilizando essa suspensao como indculo de um meio sintético
estritamente mineral contendo enxofre como fonte de energia, e atra
vés de repiques sucessivos, conseguiu-se a purificagao da espécie
que eles denominaram Thiobaciffus thicoxi{dars. Nessas condigoes, o
pH do meio de cultura decresceu até aproximadamente 0,S.

Paralelamente a essas descobertas, um problema sério de
poluicao ambiental nas proximidades de minas de carvao comegava a
despertar a atengao de pesquisadores, sobretudo nos E.U.A. Kguas
efluentes dessas minas, e aguas pluviais que percolavam pelos gran-
des montes de rejeitos contendo pirita, apresentavam alta acidez e
significativas concentracdes de elementos metalicos. Foi estimado
em 1932, que cerca de 3.000.000 t de acido sulfurico foram langadas
no rio Ohio (Pennsylvania, E.U.A.), através da drenagem de minas de
carvao dessa regiao norteamericana (PARAB el alfidi, 1972). Na década
de 40,estudos realizados por pesquisadores do '"U.S. Bureau of Mines’]
revelaram que bactérias oxidantes do enxofre estavam presentes nes-
ses efluentes acidos e que a oxidacao do lon ferroso queocorria nas
dguas acidas de minas era muito mais rapida, se comparada a uma oxi
dacdo puramente quimica.

No final dos anos 40, COLMER & HINKLE (1947) evidenciaram
claramente a particivacac de microrganismos na oxidagao do ion fer-
roso presente nos efluentes acidos de minas abandonadas. Dessa oxi
dacao resulta a formagao do Ion férrico que nas condigoes desses
efluentes (pH 2,0 -3,0) precipita na forma de hidroxido de ferro
(FeOHs),o qual apresenta uma cor marron avermelhado. Em seus experi
mentos preliminares, esses autores consfataram que se deixassem in-
cubando um frasco contendo agua acida recém coletada (ainda sem pre

cipitados), ap0s uma semana ocorria a formagac do precipitade mar-
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ron. Utilizando varios agentes bactericidas {(formol, fenol, mercu-
rio) e também esterilizando a agua acida por filtracdo em membrana,
a formagao do ion férrico nao ocorria, mesmo apds varios meses de
incubacao.

Em continuidade a esses estudos, COLMER et afii (1950) e
TEMPLE & COLMER (1951) conseguiram isolar e purificar a bactéria
responsavel pela produgio do Ion férrico ¢ também da acidez doseflu
entes de minas de carvao nos E.U.A. Nesse ultimo trabalho o nome
especifico Thiobaciflus ferrooxidans foi sugerido, pois foi demons-
trada a capacidade da bactéria em oxidar formas reduzidas de enxo
fre (Thiobaciffus) e do ferro (fernvoxidans). Posteriormente, LEATHEN
et ali{ (1956) isolaram uma bactéria com caracteristicas biasicas se
melhantes ao Thiobaciflus ferrcoxdidans. Como eles nao conseguiram
demonstrar a oxidag¢ao do enxofre por esse isolado, foi sugerido o
nome Ferrobaciflus ferrooxidans. Logo apds,KINSEL (1960} isola uma
cultura e sugere o nome Fearocbacilflus sulfooxidans, pois a mesma
apresentou capacidade de oxidar tanto o ferro quanto o enxofre.

Entretanto, conforme estudos minuciosos de HUTCHINSON et
alii (1969) e de KELLY § TUOVINEN (1972), essas designagoes foram
virtualmente abandonadas, pois esses autores nao detectaram diferen
cas entre esses isolados e o Thiobaciflus ferrccxidans. Dessa for-
ma, apesar de ambos os nomes terem sido utilizados nas décadas de
50 e 60 por varios autores, hoje somente se utiliza Thiobacillus fen-
nooxidans para designar as bactérias que utilizam formas reduzidas
de ferro e enxofre como fontes de energia.

Durante a década de 50 e inicio dos anos 60, foram publi-
cados varios trabalhos, reportando o isolamento dessa espécie de

aguas acidas de minas contendo sulfeto de cobre (BRYNER § JAMESON,



1960; CORRICK § SUTTON, 1961; RAZZEL § TRUSSLELL, 1963). Nesses tra-
balhos foi evidenciada a acao oxidativa da bactéria sobre o sulfeto
de cobre e assim definitivamente correlacionada a ativa participa-
¢io bacteriana na ”lixiviaééo natural' do cobre.

Assim, o periodo de 1947 a 1960 se caracterizou pelasprin
cipais descobertas ¢ também pelos primeciros cstudos basicos da fi-

siologia das bactérias que atuam no processo de biolixiviagao de me

tais.
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11.2. AS BACTERIAS DO PROCESSO

Alem do T. fenrooxdidans, que conforme salientado ¢ a prin
cipal bactéria do processo de biolixiviacao de metais, o Thiobacil-
Lus thiooxidans € tambem uma espCcie que sempre estd presente numam
biente de biolixiviagao, ¢ cuja participagao no processo esta sufi-
cientemente demonstrada. Entrectanto,tem sido verificada a presenca
de ocutros tipos de microrganismos em pilhas de lixiviacao demetais,
alguns dos quais tambem participando do processo.

GROUDEV ¢t afdii (1978), investigando durante varios anos a
microflora existente em uma pilha de lixiviacao bacteriana, contendo
cerca de 30 milhoes de toneladas de min¢rio sulfetado de cobre (Bul
garia), detectaram a presenca dos seguintes microrganismos: bacté-
rias do genero Thiobaciflus (T. ferrooxdidans, T. thicexidans, T.
thioparus, T. denditrdificans}; bactérias do enxofre (sulfo-bactérias
incolores, verdes e purpura); bactérias do ferro (Galfionella e Lep
toihnix}; bactérias redutoras de sulfato (Dessuffovibariel; bacté-
rias heterotroficas (Bacd{fus, Pseudomonas, Caulobacten); alguns tipos
de fungos (Cladecsponium, Pendciflium, Rhodotorula, etc.); microal-
gas (ULothnix}; protozoarios ({(Amoeba, Euglena, Eutrepial e uma alga
verde {(Heamidium) .

Obviamente, a populagao microbiana existente cm um am
biente mineral & extremamente variavel, em fungdo da propria varia-
cao dos minerais presentes e das diferentes condigoes ecolégicas do
local. Mesmo presentes nesse ambiente de condigoes relativamente cx
tremas (alta acidez e presenca de metais toéxicos), a participacao
ativa da maioria desses microrganismos no processo de lixiviacao nao

tem sido demonstrada.



Além do T. ferncoxidans e T. thioxidans, poucas outras es
pécics tem a capacidade de utilizar sulfetos como fonte de energia
para seu-crcscimcnto, tendo assim, alguma participacao na lixivia
cao de metais. BALASHOVA ¢z ali4 (1974) isolaram Leptospiniflum fen
noox{dans de deposito de cobre na Arménia (URSS) ¢ demonstraram sua
capacidade de crescer utilizando somente FcZ+ soluvel como fonte de
energia, oxidandoc-o a F63+.

Tendo sido demonstrada também,a oxidacao de sulfeto meta-
lico por espécies termofilas do género Thicbaciflus, as quais dife-
rem profundamente do T. {errooxidans quanto a temperatura de cresci
mento (50 -60°C) e a composicdo de DNA (% G + C). Tais especies fo-
ram isoladas de pilhas de lixiviacao, onde a temperatura no inte-
rior atinge até 80 -90°C, e de fontes termais sulfurosas (BRIERLEY
& LeROUX, 1977; BRIERLEY & LOCKHOOD, 1977; BRIERLEY, 1977, BRIERLEY
& BRIERLEY, 1978; MARSH § NORRIS, 1983).

Tem sido demonstrada ainda,a presenga em sistemas de lixi
viagao, de bacterias acidofilas e termofilas extremas. BROCK et
afii (1972) isolaram e caracterizaram a espécie Suffolobus acidocal
darnius, a qual oxida compostos reduzidos de enxofre e ferro em tem-
peraturas ao redor de 80°C e a pH em torno de 1,0.

Sobre a presenca ativa ou nao de microrganismos nos siste
mas naturais de lixiviacao ou ainda em condigoes de laboratorio,
existem varias revisoes que discutem exaustivamente o assunto. Po-
dem ser destacadas: TUOVINEN & KELLY (1974c), BRIERLEY (1978):; LUND-
GREN § SILVER (1980); KELLY ¢t afidi (1981); HARRISON, Jr. (1984},
EHRLICH (1986). '

Como ja salientado anteriormente, a especie 7. fernooxi

dans & uma das principais bactérias envolvidas na solubilizacao aci
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da de mctais contidos em minérios. Dessa forma e dentro do proprio

objetivo do presente trabalho, serao apresentadas a seguir, as ca

racteristicas basicas dessa espccie bacteriana.



11.3. Thicbaciflfus fernrcoxidans
I1.3.1. Caracteristicas fisiologicas basicas

T. §enrooxidans ¢ uma cspCciec nao patogénica que sc¢ apre-
senta como pequenos bastonetes Gram-negatives, com dimensoes mcdias
de 0,5 a 0,8 um de larpura por 0,9 a 1,5 ym de comprimento ¢ sua re
producio & por divisao binaria simples (PIVOVAROVA  § GOLOVACHEVA,
1985). A presenga de um flagelo pelar, que confere a propricdade de
motilidade a espéciec foi demonstrada (VISHINIAC, 1974). DiSPIRITO
et alid{ (1982) dcmonstraram tambCm a prescenca de flagelo e de "pelos”
(fimbrias) em T. {ferrooxidans.

A faixa de temperatura de seu crescimento situa-se ecntre
5% a 40°C, sendo que em torno de 30°C esta a temperatura oOtima de
crescimento (LANDESMAN et alii, 1966). A cspécie € aercobica ecstri-
ta ¢ o pH dtimo de crescimento € aproximadamente 2,0, ocorrendo po-

rém, crescimento numa faixa de 1,2 a 4,0 (GOLOMZIK & IVANOV, 1965;
TUOVINEN & KELLY, 1972; PIVOVAROVA § GOLOVACHEVA, 1985). Diversos
estudos tem mostrado um tempo de geragao medic de 4 a 7 horas, de-
pendendo das condigoes de cultivo desse microrganismo (McGORAN et
alii, 1969; SHAFIA § WILKINSON, 1869; TUOVINEN & KELLY, 1973a: MANDL,
1984; LUNDGREN et afii, 1986).

T. fenrooxidans utiliza somente substratos inorganicos pa
ra o seu crescimento, conforme amplamente demonstrado (SILVERMAN §
LUDGREN, 1959a; UNZ & LUNDGREN, 1961; RAWLINGS, 1981). Basicamente
a bactéria necessita de suprimentos de nitrogénio, fésforo e magne-
sio (BECK § SHAFIA, 1964; HOWARD & LUNDGREN, 1970; TUOVINEN & KELLY,

1972 TUOVINEN et afii, 1979) e um substrato oxidavel, que pode ser



- . 2+ .
o Ton Fe na forma de sulfato ferroso, enxofre elementar, tiosulfa

to ou ainda um sulfeto metalico, como por exemplo a pirita (FcSZJ.

Conforme demonstraram CORRICK § SUTTON (1961) c¢ LUNDGREN
et atii (1964), sais de nitrito ¢ aminoacidos (TUOVINEN et aldd,
1979) nao sao utilizados como fonte de nitrogenio. Amonio, como sul
fato, € a forma facilmente assimilada de nitrogenio, porem sais dc
nitrato também podem ser utilizadas por T. fenrcexdidans (STEVENS |
TUOVINEN, 1986). MacINTOSIl (1971} investigou a capacidade de  fixa
¢ao do N, atmosferico por T. fenrooxidans ¢ obteve resultados posi-
tivos. Mais rccentemente, STEVEN et afdi (1986), demonstraram g
capacidade dessa csplcie crescer sem adigao de nitrogenio no meio
de cultura, porcm cm uma taxa muito menor do que na prescnga desse
elecmento. loi detectada inclusive, atividade da enzima nitrato redu
tase. Apcsar desses estudos, dados mals conclusivos scriam ncces
sarios para se considerar o T. ferrcoxdidans como um fixador tipico
de nitrogénio atmosférico.

0 isolamento dessa espécie ¢ conseguido com uma certa fa-
cilidade, utilizando-sc amostras (solidas ou liquidas) provenicntes
de minas contendo minério sulfetado, Normalmente utiliza-se efluen
tes dessas minas, os quais ja se apresentam acidos devido a propria
atividade da bactéria nos sulfctos prescntes.

Dessa forma, consegue-se um rapido enriquecimento da cspc
cie, por reducao de outras eventualmente presentes, inoculando-sc
essas amostras em meios scletivos e realizando-se transferencias su
cessivas nesses meios. ApOs algumas passagens. a presenca do T. {ecx
nooxidans no meio, € praticamente excluéiva. Um dos mcios mals uti-
lizados nos estudos com essa bacteria € o chamado meio "9K", desen-

volvido por SILVERMAN & LUNDGREN (1959a). Outro meio tambem utiliza



do ¢ o meio "T § K", desenvolvido por TUOVINEN & KELLY (1973a), que

se¢ diferencia do primeiro na concentragao do Fe2+ (v9 g/1 no "9K" e
6 g/1 no "T &K' ¢ dos outros nutrientes (N, P e Mg), bem como no
pH inicial do meio: 2,8 no meio "9K" ¢ 1,3 no '"T § K".

Virios outros tipos de meios também foram desenvolvidos
por outros pesquisadores, porém as diferengas sao apenas nas concen
tragcoes de nutrientes (em alguns casos climinagao de algum) ¢ no pil
inicial {TEMPLE § COLMER, 1951; BECK § ELSDEN, 1958; BECK, 1960;
CORRICK § SUTTON, 1961 ; UNZ & LUNDGREN, 1961).

Se por um lado o cultive em meio liquido ¢é simples, a
obtengao de colonias em meioc solido requer cuidados especiais. C
praticamente descartado o uso de agar comum como agente soli-
dificante do meic de cultura, pois a presenca no agar de agucares
soluveis, normalmente a galactose, inibe o crescimenteo da espécje.
Apesar de alguns trabalhos indicarem o uso de agar como agente soli
dificante (COLMER ¢& ai«4, 1950; LEATHEN e¢& afi4, 1956), foi demons
trado por TUOVINEN § KELLY (1973a) que somente tipos purificados de
agar permitem o crescimento do T. fernroexddans. Nesse trabalho, so-
mente em agarose e "Japanese agar'" (ultra puros), os autores obtive-
ram um crescimento colonial significativo. Outros tipos testadoscom
resultados positivos foram "OXOID-LZ8" (MANNING, 1975) e "BAPCO
agar' e carragenato (outro tipo de gelatina de algas marinhas),
conforme demonstrado por MISHRA et afil (1983).

Outra alternativa para solidificacao de meio de cultura
para T. fenrooxidans, € o gel de acido silicico. Esse dcido pode ser
obtido pela passagem de uma solugao de éilicato de sodio em uma re-
sina cationica forte. Os ions Na sao trocados com o HY da resina,

eluindo dessa forma o acido silicico. Virios trabalhos apresentam téc



nicas simples bascadas nessc principio, para obtencdo do gel de aci
do silicico (KINGSBURY & BARGHOORN, 1954; ROSLYCKY, 1972: THATCHER
& WEAVER, 1974). Especificamente para cultivo de T. fearccxidans cm
gel de acido silicico, destaca-se a metodologia de GOODMAN ¢t afid
(1980).

T. ferncoxidans é uma bactéria quimiolitotréfica. Isto &,
a energia necessaria para o scu crescimento ¢ obtida pela oxidacao
de substratos inorganicos, a qual & utilizada para fixagdo do co,
atmosférico. Apesar de alguns trabalhos indicarem uma possivel uti-
lizagao de substrato organico para scu crescimento, tornando-a as-
sim uma autotrofica facultativa (SHAFIA § WILKINSON, Jr., 1969; TA-
BITA & LUNDGREN, 1971; TUOVINEN § NICHOLAS, 1975; TUOVINEN § KELLY,
'1978L um minucioso trabalho de IHARRISON Jr., et afidl (1980) mostrou a
presenca dc uma bactéria heterotrofica acidéfila como um contaminan
te quase sempre presente, nas culturas 'puras' de T. {eancoxdidans.
Loge em segulida esse mesmo autor {IARRISON Jr., 1981) isolou, purificou
e caracterizou esse contaminante heterotrGfico come Acidiphd £Lum
cryptum, o qual utiliza compostos organicos liberados no meio de
cultura pelo metabolismo do T. {ferrncoxidans.

Entretanto, BARROS et alii (1984) demonstraram inequivoca
mente crescimento mixotrofico (Fe2+ + glicose) de uma linhagem deT.
fjenncoxidans. Foi demonstrada a ausencia de A. cayptum da cultura,
conforme indicado pelo conteudo em % molar do DNA (G + C), especi-
fico do T. f4ernncoxidans.

Independeﬁte desses estudos, que mostram a possibilidade
de heterotrofia e mixotrofia em algumaé linhagens deT. ferrcoxdidans
e importante destacar novamente, que em condigoes naturais (porexem
plo em uma pilha de lixiviacao) e que na maioria das culturas dessa

bactéria,estudada por inumeros pesquisadores, a autotrofia € uma



definicao da espccie ¢ a inibicao do crescimento por compostos orga
nicos (acglicarcs, aminodcidos, acidos organicos) € praticamente acei
ta como uma caracteristica geral em T. fearcoxddans (GALE & BECK,
1967; MATIN, 1978).

Por outro lado, uma caracteristica fisiologica marcante
nessa espécie, € a sua generalizada resistencia a altas concentra-
¢cdes de ions metalicos, aspecto esse de eclevado interessc praticono
processo biomctalurgico. De acordo com as recvisoes de BRILCRLEY
(1978), LURKDGREN & SILVER (1980) e HUTCHINS et alid (1986), T. fen-
nooxidans apresenta resistencia ao aluminie (0,37M), zinco (0,15M),
cobalto (0,17M), manganés (0,18M), cobre (0,16M), cromo (G,1M) e ura
nio (0,01M). Por outro lado, existem elementos que sao toxicos ao
T. 6énnooxidan5, mesmo em baixas concentragoes. Sao os casos da pra

3M). Anions de scle-

ta (10'5M), mercurio (10‘4M) ¢ molibdeénio (10~
nio, teldrio ¢ arscnio sdc também inibidores em concentracoes rela-
tivamente baixas (NIOFSH).

F intcressante notar que o lon ferroso (F02+), substrato
para o crescimento da bacteria, ¢ o Jfon férrico (F03+) produto da
oxidacao bacteriana, podem ser inibidores do 7. {errccoxddans, depen
dendo de suas concentragoes, conforme demonstrado por WONG et alfdd
(1974), KELLY & JONES (1978) e JONLS § KELLY (1983).

A rigor, essa quase generalizada resistencia a metais em
T. ferrooxidans & mais ou menos 1bégica, pois no proprio ambiente na
tural onde essa espécie vive,a presenga de metais dissolvidos € uma
constante. Assim, a selecao de tipos resistentes aconteceu a0 longo
da evolucao da espécie. Os mecanismos &essa resisténcia em especies

do género, bem como no proprio T. ferrcoxdidans nao sao muito conhe-

cidos. Acredita-se que genes presentes em plasmidios (a ser discuti



do no item 11.3.4.) sao os codificadores dessa resistencia (CHAKRA-
BARTY, 1978: DAVIDSON & SUMMERS, 1983; HUTCHINS ¢t afi4i, 1986), pois
em bactérias heterotroficas,a correlagao entre genes plasmidiais e
resistencia a metais toxicos tem sido bem demonstrada (HEDGES §
BAUMBERG, 1973; SUMMERS & JACOBY, 1977; TETAZ & LUKE, 1983). Entre
alguns mecanismos fisiologicos relacionados a resisténcia a metais
toxicos {concentragao intracclular e inativagao do metal, redugaoda
absorcao do metal a nivel de parede celular, etc..), a metilagao,e
conscqliente veolatilizacdo do metal, & um mecanismo demonstrado em T.
fennooxidans. OLSON el afii (1981, 1982) e BOOTH § WILLIAMS (1984),
estudando a toxicidade do merclirio nessa espécie, demonstraram de
forma incquivoca esse mecanismo, porém sem correlacionar com a pos-
sivel codificacao por plasmidios. Boas revisdes sobre possiveis me-
canismos envolvidos na resistencia a metais, sao as de SUMMERS &

SILVER (1978) e ROBINSON & TUOVINEN (1984).

I1.3.2. Oxidacao do Fez+ e fixagao do CO, atmosférico

A energia necessaria para os processos bioquimicos e fi

. . . - z 2+
sioldgicos do T. 4ernrooxdidans vem da oxidacao do ion Fe (e outros
substratos que serao vistos posteriormente), segundo a seguinte

equacao geral:

4FeSO

+ O2 + 2H2804

p — 2Fe,(80,); + 2H,0 (1)

Como resultado de cerca de 30 anos de pesquisa,existe una

nimidade com relagao a estequiometria dessa reagao, sobretudo em re
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(3]

lacao ao oxigenio consumido em funcaoc do ion Felt oxidado. Medindo-

-se experimentalmente o consumo de oxigenio durante a oxidagao do

F62+

por suspensoes cclulares lavadas ("resting cells"), pela tecc-
nica manométrica de Warburg (BECK § ELSDEN, 1958; SILVERMAN & LUND-
GREN, 1959) ou por cletrodo-ion-especifico para O2 {DiSPIRITO & TUO
VINEN, 1982a,b), esses autores obtiveram cerca de 95% da quantidade

tedrica de 0, esperada pela reagao (1).

- . ~ . ~ L2+
Os elctrons transferidos na reacgao de oxidagao do Pez v 11

beram a energia para fosforilagao do ADP, sendo o O2 ¢ acepter fi-

nal dos elétrons, conforme as reacgoes abaixo:

2re?? > 2Fe>t & 2e” (2)
ADP + Pi > ATP (3)
0, + 2HT + 2¢” > H,0 (4)

A taxa de oxidacao do ion ferroso & bem rapida. Baseando-
-se em 250 umol a 500 umol de Fe2+ oxidado, os valores de oxigenio
consumido atingem 2.000 a 6.000 pf de Oz.h-l . mg protecina to*tal_1
(LUNDGREN ed afa<, 1986). Apesar dessas taxas serem relativamente
elevadas, a quantidade de energia liberada na oxidacao do re’t é
baixa. TUOVINEN § KELLY (1972) calcularam que em o6timas condigoes,
cerca de apenas 7 KCal/mol Fe2+ oxidado sao produzidos. Como para
formacao de ATP a partir de ADP + Pi sao necesarias cerca de 14
KCal, € preciso entao, serem oxidados 2 moles de Fe?? para formagao
de 1 mol de ATP.

Assim, grandes quantidades dé Fe2+ tem que ser processa-

das,para fornecer um suprimento adequado de energia (ATP) para fixa

¢ao do co, atmosférico e demais metabolismos celulares. LUNDGREN et



atii (1986) estimaram gue cerca de 2,8 xlOb atomos de F02+ sao0 oxi-
dados por scgundo por cclula, admitindo-se igual atividade de todas
as cclulas de uma cultura.

Os principais componentes que transferem os clétrons dos
substratos oxidados,na cadeia respiratdria dessa bactéria cstdo pra
ticamente elucidados, conforme um sumario apresentado por INGLEDEW
(1986). O sistema ferro-oxidasc € um complexo enzimitico situado na
membrana da célula (PECK, 1968; INGLEDEW { COBLEY, 1980; SUGIO et
alii, 1981). Essc sistema ¢ composto por quatro proteinas: citocro-
mo a,, dois citocromos tipo ¢ e rusticianina, uma proteina contendo
cobre como grupo prostético. Essa €& uma proteina de peso molecular
baixo (16.300), situada no periplasma (espago entre parede celular
¢ membrana) e € o aceptor inicial dos elétrons do substrato oxida-
vel, no caso o jon ferrosc (COBLEY § HADDOCK, 1975; COX § BOXER,
1978).

Segundo INGLEDEW et alid (1977), o sistema de captagao e
transferencia de elétrons durante a oxidacaoc do ion ferroso, pode

ser represcentado conforme o seguinte esqucma:

Parede Periplasma Membrana Citoplasma
- - H,0
celular f C) i 2
2Fel? © @& O ATP
A > 20120 (©)-20 > »
d3+ = = _® N\ . !
2Fe ADP + Pi
® ®
nt » 2HT + 502
! L © L e L
onde: R = Rusticianina: ¢ = citocromos ¢; a =citocromo a.



Dessa forma, a seqiucncia de elétrons seria:

Fezt\\

Fest’/

> ¢ —>»Rusticianina —s cit.c, —>cit.c > cit.a —> 0,
{INGEDEW § COBLLEY, 1980).

Em T. {fearncoxidans nao ha prétons associados a fonte cner
gética oxidavel (F92+). Conforme a cequagao (4),existe a nccessidade
de H' para rcducgao do O2 ¢ para estabelecer um gradiente clctrico
atraves da membrana; de fato, existe esse gradicente, o qual determi
na um potencial elétrico suficiente (250 mV) para permitir a forma
¢do do ATP. Além disso, H' & necessdrio também para reducao de nu
cleotIdeos de pirimidinas (NAD e NADP)}, os quais sdo necessarios pa-
ra fixacao do CO, atmosférico (ALEEM g LEES, 1963; APEL §& DUGAN,
1978). Como o pH 6timo de crescimento do T. ferrcoxidans € em torno
de 2,0 ¢ o pH interno celular situa—se‘préximo a neutralidade (0,5),
esse ApH confere o gradiente de membrana, e conseqlientemente, © po-
tencial elétrico requerido na formag¢ao do ATP (COBLEY & COX, 1983),
bem como o suprimento necessario de H+,para a redugao do 02 ¢ do
NAD e NADP. Scgundo APEL & DUGAN (1978), isso pode explicar a natu-
reza acidofilica obrigatdria do T. ferrcoxidans.

Segundo LUNDGREN § SILVER (1980), as reagocs de redugao

de NAD e NADP sao:

NADY + 2e¢” + 2H + 2ATP —> NADH + H® + 2ADP + Pi (5)

NADH + H' + NADP® —> NAD® + NADPH + H' (6)

Assim, as reacOes de fixacao do co, atmosférico por T.
ferrcoxidans estao acopladas a producao de energia da oxidagao do
Fez+ e de outros compostos oxidaveis. O passo da fixacgao do C02 at-

mosfeérico € o ciclo de Calvin ("reductive pentose phosphate'), quc



inclue duas caracteristicas reagocs cnzimaticas: a) fosforilacao da
ribulose-5-fosfato catalisada pela fosforibulose quinase para produ
gao da ribulose 1,5 difosfato e b) rcacdo de uma molécula deCO, com
uma molécula de ribulose 1,5 difosfato mediada pela ribulose difos-
fato carboxilase (RuDPase), para formacao de 2 moléculas de 3-fosfo
glicerato, e finalmente glicose. Dessa forma o CO, ¢ entao incorpo-
rado pelo T. ferrooxidans para construcao de suas biomoléculas. Inu
meros autores tem estudado a fixacgao do CO2 por T. ferncoxidans des
tacando-se BECK § SHAFIA (1964), DIN et afii (1967), GALE § BECK

(1967), TUOVINEN § KELLY (1972, 1973a, 1974h).

11.3.3. Oxidagao de outros substratos

Como ja salientado anteriormente, T. ferncoxidans obtém
energia para seu crescimento, atraves de reagoes de oxidagao desubs
tratos inorganicos. Alcém de utilizar o ion ferroso (ja discutido),
compostos inorganicos de enxofre tambem sao oxidados por essa bacte
ria.

Enxofre elementar (SO), tiosulfato (Szoi-) e tetrationato
(5402_) sao utilizados como fonte energética para o crescimento de
T. 4enncoxidans. A maioria das pesquisas sobre a bioquimica da oxi-
dacao do enxofre e seus compostos reduzidos, tem sido feita com ou-
tras espécies do genero Thiobaci{ffus. Entretanto, mesmo havendo pou
co estudos em T. ferrooxidanst que demonstram mecanismes semelhantes
nessa espécie, € razoavel imaginar que fal mecanismo deve, com 1i

geira variagées, ser comum as espécies do genero.



TUOVINEN (18977), SILVER (1978) e KELLY (1982, 1985) apre-
secntam cxcelentes revisoes sobre o metabolismo oxidativo dos compos

tos inorganicos de cnxofre em Thicbaciffus. Dos rcsultados obtidos
2-
3 )

¢ uma moleécula intermedidaria chave no metabolismo. Os substratos ci

por inumeros pesquisadores, pode-se generalizar que o sulfito (S0

O

_ 9 _ . - - .
tades, S, SZO e $,07 , sao oxidados a SO2 , 0 qual ¢ posterior-

2
3 470 3
mente oxidado ao produto final, SOE* (LUNDGREN & STLVER, 1980).
Conforme destacado por KELLY § TUOVINEN (1975) as seguin-

tes rcagoes expressam a utilizagao dos compostos inorginicos de en-

xofre por Thicbacdifldi:

Na,S,0 + 20, + 1,0 > Na,50, + H,S0, (7)
K,S;0, + 20, + 2i1,0 > K,S0, + 2H,S0, (8)
2K,8,0, + 70, + 61,0 > 2K,80, + 611,80, (9)
28° + 30, + 2H,0 ————> 211,80, (10)

Como pode scr visto, todas as reacoes sao geradoras de
acido sulfirico. Em termos praticos, a reacao (10) ¢ de grande im-
portancia em uma pilha de lixiviacao, uma vez que durante a oxida
¢ao dos sulfetos metalicos (a ser visto posteriormente), o enxofre
(s°) é formado. Dessa forma, havera disponibilidade de substrato pa
ra formacao de H,80,, importante agente na dissoluc¢ao dos minerais
presentes na pilha.

A energia para fixacao do CO2 atmosférico e consecgiiente
crescimento do Thiobaciffi & produzida pela oxidagao desses compos-
toé, pela interacgao de uma série de enzimas: oxidases do enxofre,
sulfeto, tiossulfato e sulfito, rodanese, ADP sulfurilase, APS redu

tase, adenilato quinase, etc. (TUOVINEN ef alfi<,1976; TANO § LUND



GREN, 1978; McKELLAR ¢t ali4{, 1980; LU & KELLY, 1983; LU c¢f aldd,
1985). A presenga de transportadores de elétrons (citocromos) no sis
tema oxidativo dos compostos inorganicos de enxofre dos Thiobacifl4,
também esta suficientemente demonstrada (COOK & UMBREIT, 1963; LON-
DON, 1963; LU § KELLY, 1984a,b).

Além desses compostos inorganicos do enxofre, um aspecto
relevante do metabolismo do T. ferrcoxidans no que se refere a sua
importancia bioteccnoldgica, € a sua capacidade de oxidar sulfetosme
talicos insoluveis. Basicamente a acao bactcriané nos substratos mi
nerais oxidaveis, como por exemplo a pirita (Fesz), resulta na pro-
ducao de dois eficientes agentes da lixiviagao acida de metais: aci
do sulflrico e¢ ions feérrico (F03+); em outras palavras, uma sclugao
acida de sulfato férrico (SILVERMAN, 1967; NAPIER ¢t alic, 1908:
ATKINS, 1978; YAKHONTOVA ¢t ali4, 1980; KELLER e MURR, 1982; VUORI-
NEN et af<i{. 1983; MAHAPATRA ¢t al{{, 1985). As reacocs abaixo mos-

tram esse processo oxidativeo do T. {fernrcexdidans sobre a pirita:

FeS_ + 340, + H,0 —D3cteria . FeS0, + 11,50, (11)

. bacteria
2FesS0O, + %02 + HZSO4 > FeZ(SO4)3 + HZO (12}

0 sulfato férrico produzido pela reagao (12) tem uma agao

fortemente oxidativa sobre a pirita e sulfetos metalicos ecm geral.

Assim:

FeS, + Fe,(50,), _quimicad . zpes0, + 28 (13)

yA 4



O sulfato ferroso produzido na reagao (13) ¢novamente oxi
dado bactcrianamente a sulfato férrico conforme a reacdo (11) ¢ o
enxofre ¢ também oxidade pela bacteria a acido sulfurico, <conforme
a cquacao (10), vista antcriormente.

Desde o isolamento do 7. ferrocoxidans, inumeros trabalhos
tem demonstrado a oxidagao da pirita por ecssa espécic bacteriana (SIL
VERMAN et afid, 1961; HILTUNEN ¢t afid, 1981; WAKAO o alii, 1982).
Deve-sc salientar que cssa propriedade oxidativa, determinou uma s¢
rie de cstudos propondo um processo biotecnolégico especifico para
remocao do enxofre piritico do carvao. Apesar de nao ser ainda apli
cado em escala comercial, existe uma grande potencialidade para sua
utilizacao conforme demonstrado por KARGI (1982), ANDREWS & MACZUGA
(1984), MYERSCON & KLINE (1984) e ANDREW et ali4i (1988).

Além do exemplo cldssico da oxidacao da pirita, tem sido
evidenciado quc o T. ferrooxidans obtém cnergia a partir da oxida
¢io de outros sulfctos metalicos. TORMA & SAKAGUCHI (1978) investi-
gando a oxidacao de varios sulfetos metalicos por T. feraccxidans,
demonstraram essa capacidade e até estabeleceram uma ordem na taxa
de oxidagao: NiS > CoS > ZInS > CdS > CuS > Cu,S.

Além desse trabalho, outros autores tem investigado e com
provado a ac¢do oxidativa do T. fexncoxddans em CoS (GROUDEV, 198la:
SUGIO et afii, 1984), em sulfetos de cobre como CuFeSz,CuZS e CuS
(SAKAGUCHI & SILVER, 1976: SAKAGUCHI et alie, 1976; GROUDEV § GEN-
CHEV, 1978: YUKAWA c¢f alid, 1978), em ZnS (GORMELY c¢& afidi, 1975),
NiS (GROUDEV, 1982), PbS (TORMA & SUBRAMANIAN, 1974) e ASF852 (GROU
DEV, 1981b). |

Sob a acgao do T. ferrooxidans,o sulfeto metalico involuvel

transforma-se em sulfato sollvel do metal especifico. A oxidagao da
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covelita (CuS) por exemplo, pode ser expressa pela scguinte reagiio:

CuS + 202 ——> CuS0 (14)

4

LEsse mctabolismo oxidativo bacteriano pode ser expresso

de forma peneralizada pela scguinte reacio:

MS + 20

; > MSO, (15),

onde M & um metal bivalente.

Finalmente,vale destacar que além desses sulfctos, o T.
ferrooxidans pode utilizar cnergia proveniente da oxidagao do 1ion
uranoso (U4+) ao ion uranila (U6+). Obviamente sob o ponto de vista
aplicado, tal metabolismo nao apresenta um grande significado. Isto
porque, c¢ssa atividade ¢ extremamente baixa, como tem sido revelada
pela utilizaciao dec mctodos muito sensiveis ¢ em condigoes experimen
tais rigorosas, pois o ion Fes+ (oxidante do U+4) deve estar comple
tamente eliminado do meio de reacao. Dessa forma, SOLJANTO § TUOVI-
NEN (1980), utilizaram microcalorimetria ¢ demonstraram que o calor
liberado na oxidacao do U+4 era devido & presenga de suspensoes de
c¢lulas lavadas de T. ferrcoxidans. Na auséncia de células ou cm
presenca de células mortas, tal calor nao foi detectado. Posterior-
mente, uma série de experimentos de respirometria, também com suspen
soes lavadas de T. ferrcoxidans, evidenciou a oxidagao bacteriana do

ion U4+ (DiSPIRITO & TUOVINEN, 1980, 1982a,b).



11.3.4. Estudos genCticos

Apesar de haver um razoavel acumulo dc conhecimento sobre
a fisiologia ¢ bioquimica do T. §errcoxidans, poucos trabalhos tem
sido rcalizados objetivando-se um melhoramento do processo de 1lixi
viagdo, pela manipulag¢do gencética do microrganismo. Os sistemas de
lixiviagao, como sera discutido postcriormente, operam de forma tao
aberta, que prioritariamente desenvolvem-se populagoes naturais de
microrganismos.

Como previamente citado {TUOVINEN § KELLY, 1972}, o am-
biente natural de lixiviacdo por sua propria natureza, ¢ um potente
agente para scleccionar nao s espécies, mas também linhagens mais
eficientes nessas conaigaes ambientais rigoerosas (alta acidez, con-
centragoes clevadas de metais, etc.). Assim, inocular uma pilha com
uma linhagem "melhorada' geneticamente, provavelmente scria um pro-
cedimento com poucas chances de resultado positivo.

Alem desse aspecto, as dificuldades do cultivo dessa espé
cie em meio de cultura sélido, como ja salientado, determinaram du-
rante muitos anos um desinteresse por estudos sobre a genética do
T. feancoxidans. Como € perfeitamente sabido, o cultivo de microrga
nismos em meioc s6lido € fundamental para realizagao desses estudos.

Entretanto, conforme destacado por CHAKRABARTY (1878) e
CRIPPS (1980), e também conforme sera discutido posteriormente, um
nivel tecnologico mais elevado do processc, devera ser requerido cm
um futuro relativamente proximo. Isso se deve ac fato que o aprovei
tamento de concentrados sulfetados (e nﬁo mais minerio de baixo teor)
ou de materiais contendo metais valiosos (ouro, por exemplc), deve-

ra ser feito em bio-reatores, em sistemas operacionais continuos.Co
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mo tais sistemas exigem controles rigorosos, obviamente linhagens bac
terianas melhoradas geneticamente poderac (e deverao) ser usadas,

A principio, algumas linhas podem ser identificadas comoob
jetivos bdsicos de um programa de meclhoramento genético: taxas mais
elevadas de oxidacao dos substratos sulfetados, maior resistcéncia a
metais tOxicos e maior resistencia a niveis mais elevados de acidez,
sao algumas linhas que poderao determinar maior produtividade da 1i
xiviacao bacteriana. Mesmo nao tendo atingido ainda csse estagio tec
nologico mais elevado, & de fundamental importancia que trabalhos
nessa arca sejam realizados, para que os conhecimentos gerados sir-
vam de base cientifica para futuras aplicagGes praticas.

Em fungao de toda essa potencialidade tecnolégica e tam
bém do proprio conhecimento cientifico do sistema genético dessa in
teressante espécie bacteriana, sobretudo sua alta resistencia a me-
tais tOxicos, nota-se um crescente interesse na genética molecular
do T. ferncoxidans.

Entretanto, antes de se discutir esses estudos, deve-se co
mecar mencionando os estudos pioneiros de genética de T. {ferrooxd
dans, realizados por V.I. Groudeva e seus colaboradores na Bulgaria,
no final da década passada.

Curvas de sobrevivencia a agentes mutagenicos e posterior
mente, indugao de linhagens mutantes em relagao a niveis de ativida
de oxidativa do ion Fez+ e do SO, foram realizadas utilizando-se ra
diacdo U.V. (GROUDEVA et alfii, 1978a.,b), etilenimina (GROUDEVA et
alii{, 1978c) nitrosoguanidina (GROUDEVA et afi{, 1980). Nesscs tra-
balhos foi obtida uma variabilidade indﬁzida que variou de 20a 180%
em relacao a atividade oxidativa da linhagem selvagem. Variabilida-

de genética natural, tambem foi detectada em diversos isolados do T.
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fernoecxidans em relagdo a resisténcia a ions cobre (GROUDEVA ¢t aldd
1981). DiSPIRITO & TUOVINEN (1982b) examinaram 13 linhagens de 7.
ferncoxidans isoladas da mina de uranio Agnew Lake (Canadi) ¢ cons-
tataram tambem,uma grande variabilidade cntre os isolados em rela
cao 3 resistCncia ao uranio ¢ ao tério,e a parametros cincCticos (Km
e Vmax).

Qutro trabalho interessante sobre variabilidade genctica
natural na espécie, foi desenvolvido por HARRISON Jr. (1982). Diversida
de genomica (7 grupos de homologia de DNA) e fisiolfgica foram de
tectadas entre 23 linhagens de T. {errocxidans procedentes de va-
rias partes do mundo.

Em termos praticos, GROUDEV (1980a,b) testou 134 linhagens
de T. {enrcoxidans procedentes de varias minas da Bulgaria, com re-
lacao a suas atividades de lixiviacao de esfalerita (ZInS) ¢ coveli-
ta (CuS). Foi encontrada também,uma significativa variabilidade ge-
nética entre as linhagens testadas. Ainda cm relagao a potencialida
de de utilizacao de linhagens mais eficientes (ou selecionadas natu
ralmente ou induzidas por mutagao) em processos de lixiviacao, GROU
‘DEVA & GROUDEY (1980a.,b), apresentam resultados experimentais inte-
ressantes: em experimentos de lixiviagao de calcopirita (CchSz) em
frascos agitados, uma linhagem selvagem (V-12) lixiviou 9.4% do co-
bre em 10 dias enquanto que um mutante derivado da mesma linhagem
(V-12-22) lixiviou nas mesmas condigoes 42,5%.

Todas essas informacoes nao deixam duvidas, conforme des-
tacado inicialmente, quando a potencialidade do melhoramento genéti
co no sentido de tornar mais eficiente o processo de lixiviagao. De
ve-se, entretanto, citar novamente que essa aplicacao sO € compreen
sivel em um sistema operacional controlado, € nao em uma opcragao

quase aleatdria de lixiviagao em pilhas.
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Logo apos a publicacio dessecs primeiros trabalhos, MAQ ¢t
afid (1980) em um estudo pioncire, deram o "tiro de partida” no de-
senvolvimento da genética molecular do T. fenrcoxidans. Como um pre
ladio para caracterizagao de aspectos genéticos da expressao de vi-
rias propricdades interessantes dessa espCcie bacteriana, esse estu
do descrceve um procedimento pratico para detectar ¢ isolar DNA plas
midial. Como ja havia sido sugerido (CHAKRABARTY, 1978; SUMMLRS
SILVER, 1978: KELLY e¢% al4{, 1979), uma das caracteristicas mais in
tercssantes nessa cspécie e que pode ser codificada por genes plas-
midiais, ¢ a sua gencralizada resistencia a mctais.

Posteriormente, MARTIN et ali4 (1981) determinaram opadrao
plasmidial em 15 linhagens de T. {ferroexddans de diversas proceden-
cias. Somchte em 4 linhagens,ncnhum plasmidio foi detcctado ¢ nas
demais, diferengas na composigao de plasmidios de cada linhagem fo-
ram ohservadas. Destaca-se que uma das linhagens aprescntou 5
plasmidios diferentes. Entretanto, a presenga desses plasmidios nio
foi correlacionada com a resistencia a metais,ou a outra caracteris
tica qualquer. TUOVINEN ¢t afd{ (1981) também descreveram a prescen-
ca de plasmidios,em T. fearooxdidans isolado da mina de uranio Agnew
Lake no Canada, sem contudo demonstrar sua correlacao com a resis
tencia -aos altos teores de uranioc desses licores.

Depois da publicacao desses trabalhos,mais voltados para o
estabelecimento de metodologia‘e para a detecgao de plasmidios na
espécie, HOLMES et afi{ (1983) e RAWLINGS ez alii (1983), aprcsenta-
ram mapas de restrigao de plasmidios isolados de diferentes linha-
gens de T. ferrhcoxidans, bem como marcadores genéticos nessas linha
gens (resisténcia a metais e a antibioticos). Com relacac a resis-

téncia a antibiodticos, deve-se destacar que alguns antibidticos per-
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dem sua atividade no meio de cultivo 9K (pH ~2,5), como foi o caso
de cloranfenicol (RAWLINGS et afii, 1983). Entretanto, outros anti-
bicticos testados (rifamicina, ampicilina, etc..), mostraram-sc cs-
taveis ncsse meio acido (testes com bactérias heterotroficas acide-
filicas em meio acido e nao acido).

Dessa forma, marcadores genéticos em plasmidios de T. fex
nooxidans ia sao conhecidos, o que & de fundamental importancia pa-
ra a execugao de cstudos de recombinacao genética nessa espécie.

Dentro dessa linha de pesquisa RAWLINGS et afiq (1984a.,b)
conseguiram clonar um plasmidio de 7. ferrooxidans em plasmidio de
E. cefi (pBR 325), sendo que o recombinante obtido mostrou replica-
cao em E. cold, usando a origem de replicagao localizado no plasmi-
dio do T. 4enrcoxidans. Dessa forma foi possivel demonstrar a ex-
pressiao de um gene de bactéria autotrofica (7. ferrcoxdidans) cm uma
heterotrofica (E. cof4). Paralelamente, HOLMES ¢t ali{ (1984} ¢ DO-
LAN & TUOVINEN (1985) conscguiram clonar plasmidios de outras linha
gens de T. {4crrcexd{dans, em E. ccfd, utilizando como vetores o pbR
322 e o pUCS.

Apesar desses trabalhos evidenciarem uma grande possibili
dade desses plasmidios conterem o0s genes para resisténcia a metais
e substancias toxicas, eles sao ainda considerados cripticos, pois
nao se conseguiu demonstrar resistencia a esses inibidores mnas 11
nhagens de E. codi transformadas (WOODS & RAWLINGS, 1985). Discus-
s6es recentes sobre a genética molecular de T. ferrocxidans sao en-
contradas nos capitulos VI e VII do Biotechnology and Bioengineering
Symposium N° 16 (1986). Mais recentemente ainda, outros tipos de es
tudos de genética molecular (determinacgao de seqiiencias repetidas de
DNA e de seqiiencias de insercgao), tem sido publicados (YATES & HOL-

MES, 1987; SCHRADER § HOLMES, 1988; YATES ef afii, 1988).



Como pode ser notado, os estudos em genética bisica ¢ mo-
lecular com T. {4ernocexdidans apesar de relativamente rccentes (8 -10
anos), c¢stio caminhando rapidamente para sua consolidagao. Isto,
sem divida, além de permitir a aquisicao de conhccimentos basicos dos
microrganismos quimiolitotréficos acidofilicos, poderd determinar um
novo perfil tecnologico na biometalurgia, pois linhagens bacteria-

nas mais eficientes poderiao scr isoladas ou mesmo '‘construldas™.



(o]

11.4. A BIOLIXIVIACAO DE METAIS
I1.4.1. Mecanismo da lixiviacdo bhacteriana

Comec ja destacado anteriormente, metais podem ser solubi-
lizados de seus minerais, pela atividade mctabdlica da bactéria T.
fernooxidans.

Numa visao geral, o processo de lixiviacao bacteriana de
metais consiste de uma série de reagoes bioquimicas e quimicas, que
solubilizardo o metal de forma direta, quando a propria bactéria ata
ca o sulfeto, ou de forma indireta, quando os produtos do metabolis
mo bacteriano atuam sobre o sulfeto metalico.

Existia até a pouco tempo, alguma controvérsia sobre esse
mecanismo direto de oxidacdo dos sulfetos metalicos, pela bactéria.
No caso da Fe82 por exemplo, acreditava-se que ocorria uma oxidagao
puramente quimica no inicio, formando o Fe804, conforme a TC4gao
(11): o sulfato ferroso solivel formado era entdo oxidado a sulfato
férrico pela bacteria. Esse produto, conforme ja salientado, tem um
eficiente poder lixiviante sobre sulfetos em geral, incluindo a pro
pria pirita (ver reacoes 12 e 13). Dessa forma fechava-se o ciclo.
Em funcao desse mecanismo que de fato realmente ocorre, acreditava-
-se que a lixiviagao bacteriana era um processo fundamentalmente in
direto.

Entretanto, inUmeras pesquisas confirmam que na verdade
os dois mecanismos oxidativos (direto e indireto) ocorrem simultanea
mente em um sistema de lixiviagao. Aléﬁ dos trabalhos ja citados no
item 11.3.3, devem ser mencionados os estudos de GAIDARJIEV et alid

(1975}, GROUDEV (1979} e KELLY et af«{ (1979). Embora o mecanismo di



reto de ataque bacteriano ao sulfeto € inferido de observagdes mi-
croscopicas da adsorgao da bactéria ao sulfeto (LUNDGREN & TANO,
1978 BERRY § MURR, 1978; KINGMA et ali4i, 1980; MURR § MEHTA, 19082,
RODRIGUEZ-LEIVA § TRIBUTSCH, 1988), podendo ser visualizada microsco
picamcente a corrosdo do sulfeto nesses pontos de adsorgao bacteria-
na, a melhor cvidéncia do ataque direto vem de estudos com sulfectos
sintéticos, livres de ferro (ferrosc ou férrice) ¢ cCOm SusSpcnsoes
celulares lavadas (TORMA, 1971). Nesse trabalho fica evidenciado o
consumo de oxigenio por T. ferrcoxidans (respiragao) e a solubiliza
¢io do sulfeto metalico.

Além do classico exemplo da oxidacao bacteriana da pirita
ja apresentado nas reagoes (11), (1Z) e (13), a oxidagao direta da
calcopirita (CuFeSZ), um dos principais minerais de cobre, pode ser
resumida conforme a reagao abaixo:

2CuFeS, + 8%0, + H,50, ———> CuS0, + Fe,(50,); + 1,0 (16)

Da mesma forma que no caso da pirita, o sulfato férrico
produzido na reacao (16}, tem uma eficiente acao oxidativa sobre a
calcopirita, solubilizando mais cobre (na forma de CuSO4), conforme
a reacao abaixo:

> CuS0, + 5FeS0O, + 2§ (17)

CuFeS 4 1

) * 2Fe2(804)3

Além do cobre, nota-se a formacao de FeSO4 e So,os quais sao oxida-
dos bacterianamente 3 sulfato férrico e acido sulfurico, respectiva
mente (ver reacoes 12 e 10).

As reacoes (16) e (17) ilustram respectivamente, ©s meca-

nismos direto e indireto da lixiviagao bacteriana de metals. No ca-



so cspecifico do uranio, pode-se considerar como significativo em
termos praticos, apenas o mecanismo indireto de lixiviagao. Normal-
mente os mincérios de uranio nao existem como sulfetos; eles estao
geralmente na forma de um 6xido insoluvel, sendo que oclemento apre
senta-se ecm scu cstado reduzido U4+. Entretanto,sc a pirita esti-
ver associada ao minério, fato relativamente comum, acarrcta a agao
da bactéria sobre essc sulfeto, gerando o ion Fe3* ¢ 11,50,, como ja

foi visto. Assim, esses produtos determinarao a solubilizacao indi-

reta do mineral de uranio, conforme a reagao abaixo:

uo, =+ FEZ(SO4)3 —_— UOZSO4 + ZFeSO4 (18)

2

2+ - : :
Novamente o sulfato ferrosc (Fe” ) formado sera rcoxidado bacteria-

- - . + .
namente a sulfato ferrico (Fe3 ), estabelecendo dessa forma um ci

clo, conforme esquema abaixo:

U4+ quimica 5 U6+
(insolavel) (solavel}
2Fe”” 2Fe”

bacteria

Cobre e uranijio sao os metais que tem sido recuperados in-
dustrialmente pela técnica da lixiviagido bacteriana, conforme ja sa
lientado. Dos outros metais citados como potencialmente recuperaveis
pela biometalurgia (Zn, Cd, Ni, etc..), o ouro € 0 que vem merecen-

do maior atencdo dos pesquisadores; unidades piloto ja em operagao



em paises como Africa do Sul, Canada, E.U.A. e URSS, cvidenciam cla
ramente cssc crescente interesse (ATTIA et afdid, 1984; CASSA & AN
DRADE, 1985; GILBERT et afidi, 1988).

Como cxemplo de mecanismo de lixiviagao,o caso do ouro di
fere na sua concepcao do mecanismo direto da lixiviacao do cobre e
do indireto do uranio. Na verdade a biolixiviagao do ouro ndaoc ¢ pro
priamente uma "biolixiviagao', mas sim, um pré-tratamento dc mine
rais que contém ouro. Em certos minérios o ouro pode estar retido em
uma rede cristalina de sulfetos (pirita cu arsenopirita). Nessas
condicbes, o mctodo convencional de recuperagao do ouro por comple-
Xxa¢ao com cianeto torna-se pouco eficiente. Uma forma de eliminar o
sulfeto é proceder a queima (''roasting") deste a altas temperaturas.
Assim, 0 ouro metalico torna-se exposto e passivel de complexagao pe
lo cianeto.

A alternativa biometallrgica baseia na oxidacido do sulfe-
to pelo T. 4ernncoxidans, transformando-o em produtos soluveis, con-
forme amplamente discutido. Dessa forma,o ouro torna-se também ex
posto, possibilitando o acesso do mesmo agente complexante (cilane-
to), sem a necessidade de gastos excessivos de energla para a queil-
ma do sulfeto e sem a emissao de S0, (um poluente} para a atmosfera

(LIVESEY-GOLDBLATT et afi«, 1983).

I11.4.2. Desenvolvimento experimental do processo

Ate a definitiva demonstracgao do envolvimento de microrga
nismos e em especial do T. ferrcoxdidans, na solubilizacao de metais

dos seus minérios, o processo era conduzido de forma totalmente em-



pirica. Com a descoberta da participacgao bacteriana, comegou o de
senvolvimento de pesquisas objetivando sistematizar ¢, conseqicnte-
mente, otimizar o processo,

Mesmo considerando que as operacoes em escala  industrial
para lixiviar cobre e uranio,sao conduzidas ainda de forma rudimen-
tar em pilhas, existe toda uma metodologia ndo soO para avaliar cm
laboratorio a potencialidade de um mincério, como tamhém para melho-
rar o rendimento de uma pilha de lixiviacao. Assim, para construir
¢ operar uma unidade desse tipo, € necessario um minimo de conheci-
mento das condigoes de lixiviacao do minério. Esse conhecimento éde
fundamental importancia,naoc sO parao aproveitamento de rejeitos mine
rais de baixo teor ja retirados de uma mina em atividade, como tam-
bém para planejar a operagao paralela da lixiviagao bacteriana den-
tro de um novo projeto mineral.

Baseando-se em intmeros trabalhos experimentais, BRUYNES-
TEYN & DUNCAN (1977) e BRUYNESTEYN § HACKL (1985), sintetizaram os
passos basicos na conducao de um programa de estudos para aplicacao
da lixiviacao bacteriana a um determinado minério. Em linhas gerais
esses passos envolvem uma fase preliminar de avaliagao, na qual sao
feitos testes de consumo e producao de acido pela amostra, testes
de lixiviacao agitada em frascos e testes de lixiviacao por percola
cao em colunas.

Utilizando-se uma amostra representativa do minério (1 -2
Kg), essa série de testes permitira uma avaliacao do potencial da
lixiviacao bacteriana. Em frascos, geralmente sc¢ utiliza pequenas
quéntidades de minério finamente moido (10 -30 g) em contato com sO
lugdes lixiviantes contendo as bactérias. Obviamente inlmeras varid

veis sao estudadas (pH, temperatura, necessidade de nutrientes, ctc.),



objetivando-se¢ estabeleccer a condigao 6tima. Se os resultados dessc:
tipo de cnsaio em condigdes Otimas, ndo forem significativos em re-
lagao a controles csterilizados, pode-sce chegar rapidamente a con
clusio que o minério nao apresenta potencialidade para o tratamento
biometaldrgico. Ao contriario, passa-se aos testes seguintes de lixi
viacao por percolagdao em colunas.

Nesses testes, 500 a 1000 g de minério aprescentando umapra
nulometria mais elevada ( 1/2"- 1/4'") sido colocadas em colunas (PVC ou
vidro) e a solugao lixiviante ¢ percolada ¢ constantemente recicla-
da pclo minério (figura 2). A avaliacdo dos resultados desses en-
saios, ja em condig¢des menos favoraveis ao desenvolvimento bacteria
no, determinara o prosseguimento ou nao do programa experimental.

ApOs essa primcira fase de testes, a segunda etapa cnvol-
ve um teste em escala ampliada, também em coluna, no qual massas
majores de minerios (0,5 - Z t) sao processadas também por percola-
cao. Nesse caso, a granulometria do minrio ja representa aquela ew
gue cventualmente o processo sera conduzido no proprio local du mi-
na, isto e, material acima de 1", ou mais. Esse teste tecnta repre
sentar adequadamente as condigoes de uma secao da pilha de lixivia-
¢ao {MURR & BRIERLEY, 1978; SANMUGASUNDERAM, 1985).

Como ja destacado (ver figura 1) o processo de lixiviacao
¢ praticado de forma quase rudimentar. Entretanto deve-se distinguir
dois tipos basicos: "heap leaching" (lixiviacao em pilhas) e 'dump
leaching™ (lixiviagao em montes), termos comumente empregados nabio
metalurgia. O primeiro refere-se basicamente a um processo mais con
trolado, desde a preparacao do patio dé lixiviacao mais rigorosa,
passando pela britagem do minério e montagem de pilhas mais homoge-

neas, at€ a reutilizacao do patio impermeabilizado para operagao de
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FIGURA 2 - Montagem basica para ensaios de lixiviagao bacteriana
em colunas.
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novas pilhas. Trata-se de um minério que, apesar de nao ser utiliza
do no processo convencional (baixo teor), apresenta um teor do me
tal que justifica cconomicamente toda essa atividade que envolve cus
tos adicionais (CLANCY & RITCHIE, 1975; POTTER, 1981).

No segundo caso ("dump leaching™), trata-se de um minério
de mais baixo teor ainda. Assim, nem esses custos adicionais sera
compensado pelo valor do metal recupcrado. Nesse caso, o material ¢
depositado em um "bota-fora', como atividade inevitavel em uma mina
a céu aberto, para cntao ser lixiviado bacterianamente. Grandes mon
tes sio construidos (milhOes dc toneladas) e nao mais removidos dolo
cal (WOODCOCK, 1967; BRUYNESTEYN & COPPER, 1974).

Deve ser mencionado ainda a lixiviacgao 4n s4fu, na qual
ap6s um desmonte interno da mina, solugoes contendo bacterias sao in
jetadas no interior e depois bombeadas a superficie para recupera
cao do metal lixiviado (BURTON ct atd{di, 1983).

Em termos de processo operacional, deve ser destacado que
além desses tres tipos hoje praticados, a lixiviagao em tanques ou
bio-reatores esta cada vez mais proxima de sua aplicacao 1ndustrial.
Além do ouro, a utilizacao de sulfetos metalicos previamente concen
trados podera em um futuro proximo, ser a matéria prima do processo
nesses sistemas muito mais controlados (LAURENCE g BRUYNESTEYN,
1983).

Independente do tipo de processo e da escala de trabalho,
diversos fatores como ja salientado, influem no processo. Podem secr
destacados o tipo de sulfeto metalico (SAKAGUCHI et ali4., 1976), o©
pH (ROY & MISHRA, 1981), o potencial de Gxido-redugdo-Eh (GUAY &
SILVER, 1981). a temperatura (LANDESMANN ez afi4, 19066) a granulome

tria do minério (EHRLICH & FOX, 1967}, a disponibilidade de 0, e



CO2 (TORMA et aldid, 1973; PUGH et alidi, 1984), além dc outras de na
turcza tecnologica,tais como dimensoes da pilha (sobretudo altura),
permecabilidade, composicao total do minério (argilas, arcias, ctc.)},
taxa dc percolacgao, grau de compactagao, regime de chuvas, ctc.. As
revisoes de BRIERLEY (1978), MURR (1980) ¢ de LUNDGREN & STLVER
(1980), abordam com detalhcs esses fatores, bem como os métodos deapli

cacao industrial da técnica bacteriana de lixiviagao de metais.



11.4.3. Lixiviacae bacteriana de uranio

Minerais de uranio nio existem na forma de sulfeto. Nor-
malmente cles ocorrem como oxidos insolGveis, sendo a uraninita (UOZ)
o mineral de uranio melhor conhecido. Cutros mincrais primarios de
uranio podem ser citados: petchblenda {UOZ), bacquerelita (2U04+311,0),
cofinita (U(Si04)1_X[OH]X), uranofano (CaO-ZUOS-ZSiOZ-oHZO), ctc..
(ZAJIC, 1969).

Nesses mincrais, o uranio se apresenta na forma reduzida,

4+ . . - . .
normalmente U°  , mas podem ser facilmente oxidados sob varias condi

6+). No estado oxidado,o

cbes, ao scu estado hexavalente soluvel (U
uranio ¢ facilmente lixiviado por acidos contendo algum agente oxi-
dante. O ion férrice (Fo3+) ¢ um dos oxidantes mais eficientes para
solubilizar o uranio, e, cm funcao disso, tem sido largamente utilil
zado cm processos industriais de lixiviagao de minérios de uranio.
Nesses procesos, utiliza-se na verdade, agentes oxidantes
do 1on ferroso (FeZ+J que sempre c¢sta presente no minério na for-
ma de 6xide de ferro. Varios oxidantes podem ser utilizados: clora-
to de sodio, acido perclérico, permanganato de potdssio, dioxido de
manganés, ctc.. Um dos mais comuns e mais barates ¢ o o6xido de man-

ganés (pirolusita) que oxida o ferro conforme a equagao abaixo:

2Felt + MnO, + 4i° > 2Fe>* + Mnlt « 21,0 (19)

0 ion férrico entao formado,oxida o uranio tetravalente:

UO. + 2Fe>" 5 UOET + zRe?? (20)
2 2



A adicgao de acido sulfdrico no processo, resulta na forma-
cao do sulfato de uranila soluvel uo, s0,.

Para que ocorra a lixiviacdo bacteriana de minérios deura
nio, a condigao fundamentalé aprescnga de pirita associada ao miné-
rio. Mesmo considerando que o T. {ferrcoexdidans oxida U4+ - U6+ con-
forme ja discutido (DIiSPFIRITO & TUOVINEN, 1980, 1982a,b), a solubi-
lizacao do uranio por essa rota bioquimica, sob o ponto devista pra
tico,nao tem nenhum significado.

Assim, ¢ necessaria a presenga de pirita para que a partir
desta, ocorra a produgao bacteriana do dcido sulflirico e do ion feér
rico, conforme ja mostrado pelas reacoes (11) e (12), e, consecqlicn-
temente ocorra a lixiviacao indireta do uranio dos scus minerais
(reacao 20}.

Um dos primeiros indicios dessa solubilizagac,vem de ob
servacoes feitas no inIcio dos anos 50 na planta de tratamento demi
nério de uranio de Urgeirica, Portugal. Constatou-se que ocorria uma
significativa lixiviacao '"natural” do elemento, nos montes de miné-
rios estocados para o tratamento convencional. Os responsaveis pela
planta. constataram a presenca ativa de T. gernooxidans devido ao al
to teor de pirita do minério (LOWSON, 1975). Durante os anos 60, a
extracio de uranio por T. fenrcoxidans foi aplicada no Canada (FIS-
HER, 1966; MacGREGOR, 1%66; HARRISON ci afii, 1869), nos E.U.A.
(MASHBIR, 1964) e na URSS (BRIERLEY, 1978) através da lixiviacao 4in
situ e da lixiviagao em pilhas.

Devido ao aumento da demanda mundial de uranio na década
de 70, em funcgao da expansao das instaiagées nucleares geradoras de

energia, houve um crescente interesse no aproveitamento dos miné-

rios de baixo teor de uranio (< 0,05%). Nessa época a International



Atomic Energy Agency (IAEA), apoiou financeiramente uma séric depro
jetos relacionados a biometalurgia do uranio. Foram realizados va-
rios estudos, desde a identificacdo da microflora presente nos miné
rios e licores de lixiviacdo, e isolamento e caracterizagao fisiolo
gico de T. gennvoxidans desses materiais,até o desenvolvimento de
testes aplicados de lixiviacdo a minérios uraniferos de baixos teo-
res (TUOVINEN, 1974 MARJANOVIC, 1975; CZEGLEDI, 1978).

A exemplo da biometalurgia do cobre, diversos fatores in-
fluenciam as taxas de extracao do uranio em um processo de biolixi-
viacdo. Obviamente o tipo de minério e sua composigao mineralogica
estdo entre os principais fatores. A granulometria da amostra mine-
ral e adicdo de nutrientes para ajudar no desenveolvimento bacteria-
no,sao outros fatores que também determinam respostas diferentes no
processo. DWIVEDY et afdid (1972), BHURAT et alis {1973) e KULSHRESTHA
et alii (1973), trabalhando com 3 tipos de minérios de uranio da In
dia., encontraram diferentes niveis de solubilizacao de uranio. 0
efeito da adicao de nutrientes do meio 9K e de granulometria dife-
rentes da amostra em estudo, também pdde ser detectado. A adicao de
nutrientes reduziu o periodo de maxima lixiviagao, éde cerca de 60
dias para 30 dias nos trés minérios. A solubilizagao de uranio nos
testes bacterianos em relacao a controles esterilizados, K aumentou de
60 para 72% (minério de Bhatin) de 62,6 para 94,2% (mineério de Ke
ruadungri) e de 58,3 para 77,4% (minério de Narwapahar), mostrando
uma significativa variacao em funcao do tipo de minerio.

GUAY e SILVER (1977) realizando experimento continuos de
biolixiviagao em reatores,obtiveram alﬁas taxas de extracao de ura-
nio pela simples variacao da agitagao (aeragao) do sistema. Além

de minérios de baixo teor em uranio, alguns trabalhos foram desen
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volvidos objctivando aproveitar residuos minerais provenicentes de
tratamentos convencionais de lixiviacao. BARBIC et at<i (1976) con-
seguiram cxtrair pela biolixiviagao, cerca de 60% de uranio de um
residuo de uma planta de tratamento convencional da Tugoslavia, o
qual ja tinha sido lixiviado em 20% do uranio do tcor original.

Conforme discutide, T. ferhooxidans tem a capacidade de
oxidar pirita prescnte em mincérios uraniferos e, indiretamente,cau-
sar a solubilizagao do uranio peclos produtos formados, Fe3+ e HZSO4
(TUOVINEN, 1972; GAY ¢ SILVER, 1980). Entretanto, mesmo em minérios
que nao contenham esse sulfeto,a biometalurgia pode ser uma alterna
tiva, desde que exista uma disponibilidade de pirita para ser incor-
porada ao minério ou, entdo, servir de substrato para producao bio-
l6gica do agente lixiviante, solugdo acida de sulfato férrico. TUO-
VINEN et alfid (1983) demonstraram essa potencialidade, estudando a
acao de solugao acida de sulfato ferrico (pH ~1.8 e Fe ' =3 g/1) ob
tida pecla atividade oxidativa do T. {fesrrcoxddans em pirita. Nesse
trabalho, 4 amostras de minério de uranio da Finlandia f{foram testa
das e também constatou-se variacao nos rendimentos de extracao de
uranio (de 59 a 100%).

Em recente revisao, TUOVINEN (1985) discute varios aspec-
tos biotecnologicos sobre a solubilizacdo de minérios de uranio e
McCREADY (1986) apresenta um exemplo de aplicagac da biometalurgia
do uranio em escala de produgao na "Denison Mines" (Canada) atraves
da tecnica in-situ; nesse projeto existe uma interessante interacgao
entre .empresa - instituto tecnoldgico e universidade. Boas discus-
soes sobre aspectos técnico -econ6mico§ e de politicas governamen-
tais, em relagao a potencialidade da biometalurgia em geral e em es

pecial de minérios de uranio, podem ser ainda encontradas nos traba-

lhos de BRUYNESTEYN (1985), CAMPBELL (1985) e de LAKSHMANAN (1985).
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IT.5. A BIOMETALURGIA NO BRASIL

O interesse em neosso pais pela recuperacao de metais demi
nérios de baixos teores por bactérias e, em geral, pela interacio
entre microrganismos e minerais, comegou no inicio dos anos 70. Al-
gumas investigacgoes preliminares sobre a biolixiviagio de mincérios
de baixo teor de cobre, de depdsito localizados no Rio Grande do
Sul e na Bahia, foram apresentadas nessa época cm um congresso de
processos hidrometalurgicos rcalizado no Rio de Janciro (NAVARRA,
1973; PIATNICKIS, 1973). Nesses trabalhos,os autores ja destacavam
a potencialidade da aplicagao de processos biometalirgicos,como uma
alternativa para reccuperacao de cobre de minérios marginais, visto
que o Brasil era, e ainda €, um importador desse metal.

Nessa mesma época,o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas
(IPT-SP) iniciava um programa de estudos na area. 0 comportamento
do minério de baixo tecor de cobre da mina de Camaquid (RS), foi estu
dado pela técnica de colunas de percolacao (VAISBICH et aldd,
1979) e em fermentadores (VAISBICH, 1984). Mesmo mostrando resulta-
dos promissores, nao foi feita uma mudanca de escala e esses estu
dos infelizmente foram interrompidos em 1985. Entretanto o IPT vem
atualmente, reativando essa linha de pesquisa em seu Agrupamento de
Biotecnologia. Outros estudos envolvendo a interagao mineral-micror
ganismos, como por exemplo a solubilizacao de molibdeénio por T. f§ex
nooxidans (RIBEIRO et afii, 1976) e alteragoes em rochas com a solu
bilizacaoc de ferro por A. nigexn (RIBEIRO et at.i4, 1977), foram tam-
bém realizados nesse periodo. E interessante destacar ainda, que al
guns pedidos de privilegio de invencao sobre processo envolvendo mi

crorganismos e minerais,foram solicitados ao Institutoe Nacional de
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Propricdade Industrial - MIC (GUEDES, 1978; CRAMPTON, 1979; PENG &
CARVALHO, 1980).

Desde 1980, 0 Centro de Tecnolopia Mineral (CETEM -RJ) e a
Escola de Quimica da UFRJ,tem estudado aspectos da lixiviagao bacte
riana dec minerio sulfetado decobre da Caraiba Metais (BA), e obtido
resultados promissores, sob o ponto de vista de aplicagao industrial
(MARTINS & EL-NAGAR, 1982; ANDRADE, 1984). Mais reccentemente, o Cen
tro de Pesquisas ¢ Desenvelvimento (CEPED - BA), inicicu um programa
de estudos objétivando o aproveitamento de minérios de baixo teor
de cobre da mina da Caraiba (BA) e também de pequenos depositos de
cobre que ocorrem na mesma regiao da Bahia (MARQUES, 1988). Ainda
em relagiao accobre, o Instituto de Quimica da UNESP (Araraquara-SP)
também vem desenvolvendo estudos de biolixiviagao do minério da Ca-
raiba Metais, em colaboragao com o CEPED (NOVO & GARCIA Jr., 1988;
alem de estudos basicos com o T. 4errcoxddans (TAKAGI § GARCIA Jr.,
1988} .

Em relacac a biometalurgia do uranio em nosso pails, deve-
-se destacar um programa pioneiro a nivel de América lLatina, desen-
volvido desde 1979 pela antiga "Empresas Nucleares Brasileiras',
atualmente Uranio do Brasil S/A. Devido ao fato do uranio ser consi
derado material estratégico e o programa ser desenvolvido em uma em
presa, pouca divulgacao foi feita sobre os resultados do referido
programa. Entretanto alguns topicos foram comunicados em congressos
(GARCIA Jr. § BRITO, 1984; GARCIA Jr., 1985a,b; além de ter sido re
queride um pedido‘de privilégio de invengao (GARCIA Jr., 1984). Em
funcao de alteragoes estruturais e sérios problemas financeiros que
ndo s6 essa empresa estatal, mas de um modo geral toda a maquina ad

ministrativa federal vem sofrendo, esse trabalho foi circunstancial
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mente paralisado a exemplo de outras atividades do programa nuclear
brasileciro.

Um outro trabalho interessante que vem sendo desenvolvido
pela Mineracao Morro Velho S/A (Nova Lima - MG) desde 1985, rclacio
na-se¢ ao aproveitamento de recjeitos da mineracao de ouro dessa com-
panhia. Conforme informagoes de um pesquisador da empresa, o ouro
desses rejeitos estd ocluso em cristais de arseno-pirita e o pré-
-tratamento bacteriano para libecracao do ouro vem apresentando re-
sultados promissores cm escala piloto (R.S. Liberato, comunicagao
pessoal).

Assim, em linhas gerais, comecga-se a notar um crescente
interesse pela drea em nosso pais. Como pode ser visto pela tabela
2, alguns centros, além dos ja mencionados, estdao iniciando ou mes-

mo dando prosseguimento, a programas na area biometallGrgica.



TABLLA 2 - Exemplos de entidades envolvidas ou implantando estudos

em biometalurgia no Brasil.

ENTIDADES ATIVIDADES ESCALA
CETEM (Centro de Tecnologia - Lixiviacgao de cobre e ouro Laboratorio
Mineral-RJ) ¢ EOQ-UFRJ - Dessulfurizacao de carvao
IPT (Instituto de Pesquisas - Lixiviacao de cobre e ouro Laboratdrio
Tecnologicas - SP) - Fisiologia de T. ferncoxidans
CEPED (Centro de Pesquisa e ~ Lixiviacac dc cobre Laboratorio
Desenvolvimento - BA)
IPH (Instituto de Pesquisas - Dessulfurizacao de carvao Laboratério
Hidraulicas - URFS - RS)
IQ (Instituto de Quimica - - Lixiviacao de cobre Laboratério
- UNESP - SP) - Fisiologia e Genética de T.

fernooxidans

Laboratorio de Processos - Lixiviacao de uranio Piloto

(CNEN - Pogos de Caldas-MG,
Ex-NUCLEBRAS)

FAC (Fac. Ciencias Agrono
micas - UNESP)

CETEC (Centro Tecnoldgico-MG)
e URMG

UFOP {Curo Preto - MG)

QUIMBRASIL - SP

Mineracao Morro Velho (Nova
Lima - MG)

CENPES (PETROBRAS-RJI) e
UFFluminense

{em reativagdo)

Solubilizacao de fosfato

por fungos

Biodetoxificacao de Metais

pesados
Isolamento de T. gerrooxidans

Redugao de sulfato por micror
£anismos
Utilizacao de enxofre residual

para produgao de H,50,

Lixiviagao de ouro

Lixiviagao de xisto
Redugcao de sulfato por micror

ganismos.

Laboratorio

e testes de

campo

Laboratorio

Laboratorio

Laboratorio

Laboratdrio

micropiloto

Laboratorio




III. OBJETIVOS

O presente trabalho reune os dados de desenvolvimento ex-
perimental do programa dc Biometalurgia do uranio, implantado no La
boratorio de Processos de Pocos de Caldas - MG, da extinta Empresas
Nucleares Brasileiras S/A, hoje vinculado a Comissao Nacional de
Energia Nuclcar (CNEN), o qual teve por objetivo central, a utiliza
gao do processo de lixiviagao bacteriana para aproveitamento de mi-
nérios contendo baixo teor de uranio.

No sentido de fornecer uma base de conhecimentos para o
referido desenvolvimento aplicado ¢ também para suprir uma lacuna
existente nessa area cm nosso pals, foram também tragados obhjetivos
envolvendo aspectos puramcnte microbiologicos. Assim, o conhecimen-
to de aspectos basicos do T. fecarocoxdidans podera servir de uma base
para eventuais aplicagoes de biometalurgia em condi¢Oes muito mais
controladas, conforme ja discutide em capitulos anteriores.

Assim, pode-se identificar os seguintes objetivos cspecl-
ficos deste trabalho:

1. Isolar a especie T. {ernrocoxidans de efluentes de minas de uranio
e de carvao, de aguas de drenagem de rejeitos mincrais dessas mi
nas e dos proprios minerios. Utilizando-se as mesmas amostras.
objetivou-se também isolar T. thiocox{idans apenas para sc¢ consc
guir cepés dessa espécie, para eventuais estudos posteriores de
sua participagao no processo de lixiviacao

2. Purificar os isolados, no sentido de se investigar preliminarmecn

‘te a varibilidade geneética entre aqueles de T. fearocx{idans.

3. Estudar parametros fisiologicos basicos de crescimento do T. fex
nooxidans: definigao de metodologia para avaliacao de crescimento.
tipos de substratos e de nutrientes que sao utilizados, influen-

cia de metals no crescimento, etc.
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Estudar alguns parametros cinéticos basicos (Km e Vmax) com sus-
pensoes celulareg em repouso, através da técnica de respirome-
tria: oxidacgao do FeZ+ sob a influencia de alguns metais toxicos
¢ em diferentes valores de pH.

Determinar a potencialidade de dois tipos de minérios uraniferos
frente 3 tcécnica de lixiviacdo bacteriana através de:

a) ensaios de lixiviagao agitada cm frascos

b) ensaios de lixiviacao estatica cm colunas de percolagao.
"Scale-up'" dos ensaios para desenvolvimento de lixiviagao estati
ca cm colunas de percolacao em escala micropiloto.

"Scale-up' dos ensaios para planejamento, montagem e opcracao de

duas unidades piloto de lixiviagao bacteriana em pilhas.



IV, MATERIAIS E METODOS

1v.1. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE 7. {fernooxidans ¢ T, thic

oxidana.

IV.1.1. Coleta de amostras

Como ja destacado anteriormente, bactérias do género Thic
baciffus, sobretudo as espécics T. ferrcoxdidans e T. thicoexdidans,
estao sempre presentes em ambientes contendo algum mineral sulfeta-
do, sobretudo a pirita. Dessa forma, um primeiro passo que determi-
na uma alta probabilidade de se encontrar essas esplcics, € a cole-
ta de efluentes naturais dacidos de minas, de aguas de drenagem de
pﬁtios de estocagem de mincrios ou de recjeitos,e ainda, de solugdes
produzidas por um processo hidrometallGrgico, como por exemplo a 1i-
xiviacao estatica acida de minerios.

Ja direcionada pela caracterizagac mineraldgica, a qual
indica a presenca de algum sulfeto metalico no minério, a coleta da
amostra liquida ou mesmo sO0lida, foi precedida por uma rapida veri-
ficacao qualitativa de scu pH, com o auxilio de um simples papel in
dicador. Aquelas que apresentaram resposta acida (pH < 3,5) foram sc
lecionadas para a coleta.

Uma outra caracteristica indicativa da possivel presenca
de T. ferrcoxddans, € a aparéncia visual da amostra a ser seleciona
da. Sobretudo em minas onde o minério ou rejeitos contendo pirita,
sao estocados a céu aberto, como € o caso de minas de carvao, 0s
efluentes naturais produzidos por chuvas que percolam pelo material
estocado, peralmente apresentam uma intensa COr marrom-aver-

. - - 3+ s o=
melhada,devido as concentracgoes elevadas de Fe em melo acido.
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Considerando entao, a presenca de pirita no 10cal,associg
da a uma resposta qualitativa acida do efluente (pelo papel indica-
dor), e alcém disso, uma indicacao visual da presenca do 7ion F03+
coletou-se varias amostras liquidas e sdlidas de diferentes pontos
no local da mina.

Foram escolhidos as scpguintes minas para coleta de amos
tras:

a) Mina de uranio a céu aberto de Pogos de Caldas - MG (Uranio do
Brasil S/A).

b) Mina de uranio subterranea de Figueira - PR (Uranio do Brasil S/A).

¢) Mina de carvao subterranea da Companhia Carbonifera Cambui, Fi-
eueira - PR.

d) Mina de carvdao a céu aberto da Companhia Carbonifera Préspera, Si-
deropolis - SC.

As amostras foram coletadas em frascos esterilizados e en

viadas ao laboratorio para serem inoculadas nos meios de culturas

apropriados.

Iv.1.2. Mecios de cultura
IV.1.2.1. Meio para T. fperrooxdidans

MEIO 9K

Um dos meios mais utilizados ainda hoje e que foi utiliza

do no presente trabalho foi o meio “9K-Fe2+". (SILVERMAN & LUND-

GREN, 1959a). Sua composicac e modo de preparo s3o 0s que Se segem:



SOLUCAD A
(N“4)2504 ---------------------- 3,0 g
KZI“)O4 ------------------------------- 0|S g
MgSO47H20 ---------------------------- 0,5 g
KCl === mmm e m e e e e e e e e 0,1 ¢
Ca (NOZ) 4,0 === m oo 0.014 ¢
HZO destilada ----——=—=cc e - 700 ml

Acertar o pH para 2,8 com I{ZSO4

SOLUCAO B

T R 44,8 g

H,0 destilada ----------=------=----——-- 300 ml

Acertar o pH para 2,8 com lI,_,SO4

0Os sais da solugac A sao dissolvidos separadamente ¢ apds
ajuste de volume ¢ do pH, a solugao & autoclavada a 120°C por 20 mi
nutos. A solugiao B ¢ ecsterilizada separadamente nas mesmas condi-
¢oes. No presente trabalho, a solucao B foi esterilizada por filtra
¢ao em membrana Millipore, para evitar alguma oxidacao do Ion Fe2+
que ocorre durante a autoclavagem.

As SOIUgﬁes A e B sao estocadas separadamentc a 59C e mis

turadas na proporgao 7:3, respectivamente, no momento do uso.

MEIO 9K-AGAROSE

O meio 9K foil preparado como descrito no item anterior,

poréem com o dobro da concentragao dos sais.
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A agarose {(marca BRL, grau eletroforético), foi preparada
separadamente das solugoes do meio 9K, dissolvendo-a a quente cm
agua destilada, na concentragao de 0,9% (m/V). ApGs esterilizagao
em autoclave a lZOOC por 20 minutos, deixou-se resfriar a solugao
afé ~50°C, misturou-se em partes iguais com a solucao do mcio 9K e
distribuiu-se rapidamente em placas de Preti previamente esteriliza
das.

Esse procedimento ¢ necessario, pois se a solugao de aga-
rose ainda quente, for misturada com o meio 9K, cujo pH € 2,8, nao
ocorreria a formagdo do gel devido 2 hidrdlise provocada pelo acido.

A concentragao final da agarose no meio de cultura € de

0,45% (m/V).

MEIO 9K-STLICA

0 acido silicico relativamente concentrado forma um gel
bastante estavel. Neste trabalho, foi utilizado o método descrito
por GOODMAN et afii (1980), com pequenas modificagoes, o qual e des
crito abaixo:
preparou-se uma solugao de silicato de sodio (NaSi0; - SH,0), dissol
vendo-se a quente, 174,26 g do sal em 500 ml de H,0 destilada.

Para a obtencao do acido silicico utilizou-se uma resina
cationica forte marca Amberlite, tipo IR-120 da Rhom and Haas. A re
sina foi colocada em uma coluna de vidro de 80 cm de comprimento por
5 cm de diametro e a segulr condicionada para a forma H {a forma
original & Na') pela passagem de HC1 2N. Apos o condicionamento in-
dicado pelo pH do efluente, o qual deve ser igual ao do influente,

iavou—se o Cl~ presente na resina, pela passagem de HZO destilada
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até a prova negativa do C1 no efluente com AgNOS, (recagao positi-
va: precipitado branco).

Passou-sc¢ a solugao de silicato de sodio, recolhendo-se as
fragoes do acido silicico de pll < 3,0. Deve-se acompanhar com aten-
¢do o fim da corrida, indicado por uma rapida elevagiao do pi do
efluente, pois se isto ocorrer, o silicato precipitara no interior
da resina, danificando-a. Assim, ¢ fundamental parar imediatamente
a alimentacao do silicato de so0dio, iniciande a lavagem da resina
com HZO destilada.

0 dcido silicico obtido, foi entdo misturado em partes
iguais com o meio de cultura 9K (2x concentrado), agitado vigorosa-
mente e distribuido em placas de Petri. Cerca de 24 horas apos a
mistura obteve-se a formagao do gel. Para acelerar o processo de ge
lificagao, pode-se colocar as placas em estufas com aeracgao forgada
a 60-70°C, obtendo-se a solidificacZo apds aproximadamente 6 horas.
A seguir as placas foram esterilizadas em U.V. por 1 hora.

A regeneracao da resina para sua forma H' foi efetuada pe
lo mesmo processo inicial, isto €, apds a etapa de lavagem com HEO

destilada, passou-se HC1 2ZN.

METIQ "TK"

Um outro meio de cultura que € bastante utilizado em pes-
quisas‘com T. 4enrcoxidans e que foi usado em alguns experimentos do
presente trabalho, & o de TUOVINEN & KELLY (1973) que sera chamado
de meio "TK". Além da composicgao, sua diferenca fundamental do meio

“"9K' & o pH abaixo de 2,0. Nessas condigdes, praticamente niao ha
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formagao de precipitados de ferro durante o crescimento bacteriano,
fato normal no meio 9K. Sua composig¢ao ¢ seu modo de preparo sido dis

cutidos abaixo:

SOLUCAO A
(NH,) 5,50, —==----mmmmmmmmmmreo oo 0,5 g
K HPOy ===m=mmmmmmmmmmmmme o me o e 0,5 g
MgS0, = 7TH, 0 —mmswmemmcmm oo e o 0.5 g
H,0 destilada ---=---=----------—- 1000 ml
SCLUCAO B
FeS0, + 7H,0 —==m--momommomooooo oo 167 g
H,0 destilada -------------------- 1000 ml1

Dissolve - se separadamente os sais da solugao A, ajusta-se
o pH para 1,8 com H2504 concentrado e autoclava-se a 120°C por 20 mi
nutos. A solucao B, ¢ esterilizada por filtrac3o em membrana Milli-
pore,_apés o ajuste da acidez para pH 1,8 com HZSO4 concentrado. As
solugbes sao estocadas separadamente em geladeira (~4°C) e no momen
to do uso, utiliza-se uma proporcao de 4:1, respectivamente da solu

cao A e B.
IV.1.2.2. Meio para T. thiooxidans
Com relacdo a essa espécie bacteriana, existem tambeém vi-

rios tipos de meios de cultura apropriados para o isoclamento e cul-

tivo dessa bactéeria.
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Neste trabalho utilizou-se o meio 9K (ja descrito anteri-

ormente), substituindo-se a fonte de cnergia fornecida pelo ion fer
- + . - .

TOSO (I~c2 ). por enxofre sublimado. Dessa forma o meio para T. thio

oxidans ("9K-8°"

) tem a seguinte composicgao e modo de preparo: uti-
liza-se uma solugao de sais idéntica aquela do meio 9K, porém para
um velume de 1000 ml, ajustando-se a acidez com H2504, para um pH
~3,0. Como fonte de encrgia utiliza-se enxofre sublimado a 1% (m/v).

O enxofre & colocado em {frascos scparados e esterilizado
em autoclave a3 110°C por 1 hora. Apos a esterilizacgao, e no momento
do uso, coloca-se cuidadosamente o volume correspondente da solugao
A (ja estéril) nos frascos contendo o enxofre. Utilizou-se rotinei-
ramente neste trabalho, 1 g de enxofre para 100 ml de meio.

Ao contrario da espécie T. ferrcoxidans, T. zthiooxidans
nao apresenta inibigao de crescimento quando cultivado em meio soli
do contendo agar como agente solidificante. Dessa forma, para a pu-
rificacao dessa espécie, utilizou-se o meio ATCC 238, que apresenta
tiosulfato como fonte de energia (n® de referencia, 238 do '"Catalo-
th

que of Strains I, 14 cdition, The American Type Culture Collection,

1980, Rockville., MA, USA"):

NH4C12 """"""""""""""" 0,1 g
MgC12 ———————————————— 0,1 g
C3C12 -------------------- 0,1 g
NaZSZOS * 5H20 ———————————— 0,5 g
H,0 destilada ------------ 1000 ml



Dissolve-se os sais em 500 ml da agua destilada, ajusta-
-sc o pH em 4,2 com HCl e esteriliza-se em autoclave a 120°C por 20
minutos. Dissolve-se separadamente o agar no restante da agua desti
lada, e esteriliza-se nas mesmas condig¢Oes. Apos aesterilizacgao, es
pera-se a solugdo de dgar resfriar até * 50°C, misturando-se cm se-
guida com a solugao acida de sais. Esse resfriamento prévio do agar
¢ fundamental para cvitar a sua hidrolise. Apés a mistura das duas
solugoes, distribue-se o mecio imcdiatamente em placas ou tubos cs-

terilizados previamente.



1V.1.3. Procedimento pratico

Apesar das condigoes altamente seletivas do ambiente cm
que essas bactérias se desenvolvem, outros microrganismos podem scr
encontrados nas amostras coletadas para o trabalho. Assim, antes do
plaqueamento em meio s0lido para obtengao de coldnias isoladas, uti
lizou-se a tcécnica de enriquecimento por diluigao, para cnriqueci
mento das csplcies desecjadas e, conseqiientemente, extingac por re
dugao das outras cventuais espécies de microrganismos presentes nas
amostras utilizadas.

Em linhas gerails, o procedimento adotado foi o seguinte:
frascos Erlenmeyer de 250 ml contendo 100 ml de meio "'9K -Fe2+" ou
de "9K -S° ', foram inoculados em condicdes assépticas convencio-
nais, com 5,0 ml ou 1,0 g (para material s0lido) das amostras sele-
cionadas. A seguir os frascos foram colocados em mesa agitadora
(~200 rpm), a temperatura de 30°C.

Apos um perlodo de 5 a 10 dias no caso de T. ferrvexidans
e de 15 a 20 dias no caso de T. thivoxidans, aliquotas de 5 ml das
culturas foram transferidas para novos frascos contendo os respecti
vos meios. Esse periodo de incubagzo foi definido em funcao do com-

e2+ t

portamento da amostra inoculada. No caso do meio "SK - F , foi

feita uma avaliacdo visual para verificar indicio de crescimento do

+ .
2 } do meio antes

T. 4erncoxidans: a mudanga da cor verde-claro (Fe
do indoculo, para vermelho-tijolo (P63+). Para verificar atividade de
oxidagao no v9K-g°r (pelo T. thicvoxidans ou mesmo pelo T. ferrooxd-
dans), além da visualizacao de turbidez.(o meio & cristalino no ini

cio), foi feita também medida de pH; quando esse se tornava mcnor

que 1,0 (3,0 no inicio), admitia-se, a atividade bacteriana. Em to-



dos os ensaios, foram preparados frascos controles com os mcios este
rilizados ¢ nao inoculados, para permitir um facil reconhecimento da
atividade das duas espécies em isolamento,

Essc procedimento foi repetido 5 vezes sucessivamente, an
tes de se purificar as espécies descjadas,pelo plaqucamento em meio
s0lido e isolamento de coldnias individualizadas. Normalmente ao fi
nal dessas passagens, consegue-se¢ um enriquecimento quase total dcs
sas cspecies.

Para o plaqucamento em meio sGlido, procedeu-se a dilui
gao em serie até 10"°, em tubos de ensaio contendo solugao sulfiri-
ca a pH 2,8 esterilizada. Aliquotas de 0,1 ml de cada diluicao fo-
ram semeadas em placas contendo oS meios s6lidos, ja descritos ante
riormente, e incubadas em estufa a 30°C por um periodo de 10 a 15
dias, necessario para a visualizagao das coldnias.

ApOs essa etapa, algumas colonias obtidas (% 10) em cada
meio solido, foram transferidas para os respectivos meios liquidos.
Apos crescimento nestes, revelado pela oxidacgao do Fez+ e do s° con
forme os critérios ja apresentados, procedeu-se a um novo plaqueamen
to. Uma vez obtidas novas colonias, repetiu-se o indculo em meio 171
quido. Esse procedimento fol realizado 5 vezes, a fim de se garan
tir a purificagao das culturas bacterianas. A repetigao do mesmo ti

po Unico de coldonias, garantiu essa purificacao.
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I1v.2. ALGUNS ESTUDOS F1SIOLOGICOS BASICOS

1V.2.1. Oxidacao de diferentes substratos peclos isclados ob-

tidos.

Apos essa etapa de purificacaoc em meio s6lido, testou-sc
a capacidade oxidativa de cada isolado bacteriano em 3 tipos de subs
tratos oxidaveis: Fez+, s® e szog', respectivamente meios "9K—F02+”,
"9K-5%" e ATCC-238.

Preparou-se os meios de cultura como descrito anteriormen
te e inoculou-se (5% v/v) cada frasco teste (2 repetigoes contendo
100 ml de meio/frasco) com os isolados obtidos no meio ”9K-F02+” (7.
fenncoxidans) ou com aqueles obtidos em meio ngK-sOn (T. thicoxidans)
para se confirmar as espécies isoladas, por esse critério fisiologi
co.

0s frascos foram incubados sob agitacgao a 30°C ¢ a avalia
cao foi feita apos 5 dias de incubagao (meio 9K—Fe2+),10 dias (mcio

2+ .
" determinou-

9K-S°) e 15 dias (meio ATCC-238). Para o meio "9K-Fe
-se a porcentagem de oxidagao do Fe2+, titulando-se o Fe2+ residual
com dicromato de potassio. Para o meio "9K-S°%'", determinou-se o pH
e para o meio ATCC-238 determinou-se a porcentagem de oxidagao do
8202- pela dosagem do SZO§_ remanescente. Os detalhes dessas tcécni-
cas serao discutidos na secao ''determinagoes analiticas'.

Iv.2.2. Efeito da temperatura e agitacao no crescimento

de T. fgernrocoxidans.

Apos a purificacao dos isclados obtidos, utilizou-se 2

destes para verificar o efeito da temperatura e da agitagaoc no
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crescimento das culturas. Tres frascos Erlenmeyer-250 ml/tratamento
/cultura, contendo 100 ml de meio 9K, foram inoculados com 5% (v/v)
com as respectivas culturas ¢ incubadas nas scguintes condigoes:

A. Efeito da temperatura

10°%¢, 20°C ¢ 30°C, sob agitacao constante (200 rpm)

B. Efeito da agitagao
- agitado constantemente (~200 rpm)
- nao agitado
- ambos a 30°C.
O crescimento foi verificadeo pela oxidagao do Fe2+, dosan
do-se o Fe2+ residual em aliquotas de 1 ml retiradas assepticamente

dos frascos em incubagao. Os testes foram encerrados quando nao mais

se detectou Fez+ em solugao.
IV.2.3, Crescimento do T. {ferrcoxdidans

Rotineiramente determina-se a porcentagem de oxidagao do
Fez+ para avaliar o crescimento dessa espécie em meio de cultura.
Objetivando-se quantificar essa oxidagao em termos de numero de cé-
lulas associada a propria taxa de oxidagao e a turbidez da suspen
sac, realizou-se experimentos de avaliagao de crescimento em meio
liquido de 9K -Fez+ e em meio solido 9K — AgaTtose, determinando-
-se nos mesmos, a absorbancia da suspensao e o numero de colonias, res
pectivamente. Foram empregados quatro isolados de T. fennooxidans
nestas avaliagoes.

Os ensaios foram realizados da seguinte forma: frascos Ir

2+

lenmeyer de 250 ml contendo 100 ml de meio 9K-Fe” , foram inoculados

(5% v/v) com o respectivo isolado, ap0s a cultura ter atingido a fa



se estacionaria de crescimento (2 repetigoes/isolado). Periodicamen
te retirou-se asscpticamente 1 ml do cultivo para determinagao do
Fe2+ presente, 1 ml para diluicao sucessiva em scrie (tubos com 9
ml de HZO pH 2,8) para plaqueamento em meio s0lido (3 placas/dilui-
¢ao) e 2 ml para determinagao da absorbancia. Os frascos foram incu
bados a 30°C sob agitagao constante e as placas foram incubadas em
estufa também a SOOC; as contagens foram feitas ap6s 14 dias de cres
cimento.

Decterminacao da absorbancia. Diferentemente do que ocorre

com outras espécies bacterianas, o crescimento do T. jernnooxidans
em melo liquido € acompanhado pela mudanca da cor do meio de verde-
-claro a vermelho-tijolo, conforme ja discutido. Dessa forma, a sim
ples determinacao da absorbancia da suspensao seria 1impraticavel,
pois além da turbidez causada pela multiplicacao celular, haveria

também o registro da intensidade da cor. Assim, foi necessirio um
procedimento para eliminacao dessa cor, baseando-se no método de
MANDL (1984) com pequenas modificagoes. A solugao descorante foi pre
parada com 9 ml de H3P04 concentrado, 1 ml de HZSO4 concentrado e
90 ml de HZO destilada; 1 ml dessa solucao foi adicionado a 2 ml co
letados da cultura em crescimento, provocando o rapido desapareci-
mento da cor. A absorbancia foi medida em espectrofotometro a 450

nm.
IV.2.4. Efeito do uranio no crescimento de T. {canrcoxidans.

Como os 1isolados de 7. ferrcoxidans foram obtidos de amos
tras naturais provenientes de minas de uranio e de carvao, as quais
apresentam diferentes teores desse elemento (no caso das amostras

de minas de carvao, esse teor € zero), procurou-se avaliar a TCeSPOS
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ta dos isolados frentc a difercntes concentragoes desse metal toxi-
co. Nessc cnsaio, foi avaliada o efeito do metal, no crescimento das
culturas, indicado pela oxidagio do i1on Fe2+, conforme ja descrito.
Utilizou-se 3 frascos/cultura/concentragao de uranio, inoculados com
5% (v/v) com a respectiva cultura e mantidos sob agitagao constante
a 30°cC.

Q0 metal foi adicionado sob a forma de UOZ(NOB)Z -GHZO nas
seguintes concentracoes finais em mM de uranio no meio de cultura:
0, 2, 4, 6 ¢ 8. Para evitar uma possivel precipitagac do uranio, re
duziu-se a concentracaoc de KH2P04 do meio 9K para 0,! g/1 ao invés
de 0,5 g/1 como no meio original. Em testes prévios, constatou-se
que nessa concentracao reduzida de KH,PO,, o crescimento de T. {ex-
nooxidans nao é afetado. As solugdes contendo uranioc foram prepara-
das no mesmo pH do meio de cultura, esterilizadas em autoclave a

120° por 20 minutos e adicionadas ao meio no inicio do ensaio.



Iv.3. ALGUNS ESTUDOS RESPIROMETRICOS EM T. feancoxidans

Como a oxidacao do Fe2+ pelo T. {ferncoxi{idans csta acopla-
da ao consumo dc 02 na estequiometria 4F02+ :102, conforme visto na
equagao (1), utilizou-se a técnica manométrica de Warburg' para de-
terminar as cinéticas de oxidagao do F62+,pelo consumo do 0, porsus
pensoes celulares lavadas ('resting cells'™), isto ¢, desacopladas  de
crescimento, de 4 diferentes isolados de T. {fearcoxidans.

Objetivou-se estudar em um sistema mais controlado que cs
tudos de crescimento, uma possivel variabilidade genética entre os
isolados de amostras diferenciadas,em rclagao a parametros cinéti-

cos {Km e Vmax) ¢ ao efeito do PH e de metais pesados no metabo-

lismo oxidativo do T. ferrooxidans.

IV.3.1. Preparo das suspensoes celulares lavadas

Os isclados foram cultivados em recipientes plasticos con
tendo 10 litros de meio T § K", sob aeragao forgcada pela injegao
de ar comprimido esterilizado,pela sua passagem em um frasco conten
do 1a de vidro previamente esterilizada.

Apos o crescimento da cultura, foi feita dinicialmenteuma
filtragao em papel de filtro comum, para eliminar precipitados de
ferro formados durante o crescimento da bactéria. A seguir filtrou-

-se a suspensao em membrana Millipore (0,45 um),para separar as célu-

1. "Manometric Techniques™ - Umbreit, Burris & Stauffer; Burgess I'u

blishing Company, 4th Edition.
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las do meio de cultura oxidado. Ressuspendeu-se as células em HZO
pH 1,8, obtendo-se um concentrado de c¢lulas de aproximadamente 500
ml.

A lavagem final da suspcnsao foi feita por centrifugacac a
baixa veclocidade (cerca de 500 rpm), para ecliminar precipitados re-
manescentes, e¢ em velocidade mais elevada (8000 rpm) para deposigao
das células. Foram feitas 3 lavagens sucessivas, sempre a 4°C ¢ por
30 minutos, em centrifuga refrigerada marca MLW-ZENTRITUGENBAU EN-
GELSDORF, modelo K-70 (Berlin-RDA). As celulas, apés essas lavagens,
foram ressuspendidas em um volume final de 50 ml em HZO pH 1,8.
Quando nao utilizadas imediatamente, as suspensoes celulares foram
estocadas em refrigerador a 4°C no maximo por 15 dias, semperda sig
nificativa de suas atividades. A figura 3, mostra um diagrama que
resume o procedimento adotado para obtencao das suspensoes celula-
res lavadas de T. fernooxdidans.

A unidade utilizada para expressar a concentragao celular
dos isolados foi nitrogenio total, determinado pelo método micro-
-Kjeldahl.

1v.3.2., Efeito da concentrac¢ao do substrato (Fe2+)

- concentragao de Fe2+ em mM: 2: 4. 6; 8:; 10; 20: 4G: 80: 120:; 180;
240.

- volume da suspensao celular: 0,5 m1 (volume final no frasco =3,2 ml)

- pH 1,8, pela adicao de HZSO4 1M

-‘o substrato Fez+ foi utilizado em todos os ensaios na forma de

FeS50, . 7H,0,

4 2
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FIGURA 3 - Seqiiencia da preparativa das suspensoes de células lava-
das de Thicbacillus ferrooxidans.



IV.3.3, Efcito do pll

- pH: 0,9: 1,2; 1,8; 2,3 (pela adigao de 1,50, 1M)
- concentragao do Fe2+: 120 mM

- volume da suspensao: 0,5 ml (volume final no frasco =3,2 ml}.

IV.3.4. Efeito de metais pesados

Metal concentragao (mM) compostos adicionados (PA)
o 4 . r .
uranio 6, 2, 4, 6, 8 UOZ(I\OS)2 bHZO
molibdenio 0, 1, 2, 3, 4 Na,MoQ, -+ 21,0
mercirio ¢, 0,1; 0,3; 0,5; 1,0 HgC1,
- 2+
- concentracao de Fe 120 mM

- pH = 1.8, pela adicao de H,50, 1M

- volume suspensao: (0,5 ml (volume final no {rasco = 3,2 ml.

Desenvolvimento experimental - A suspensao celular foi co

locada sempre no compartimento principal do frasco de Warburg ¢ a
solucao contendo o substrato (Fez+) noe brago lateral. Nos ensuaios
com metais pesados, a solugao contendo o metal foi colocada junto
com a suspensao. No poco central do frasco, foi colocado papel dc
filtro embebido com 0,1 ml de uma solugao de KOH 20% para retencao
do CO,.0 volume final do sistema de reagao foi sempre de 3.1 ml, per
fazendo um volume total ocupado de 3,2 ml, incluindo 0,1 ml do KOii.

ApGs a montagem dos conjuntos frascos-manometros, estes
foram colocados no banho a 30°C e deixados 10 minutos sob agitacio

a aproximadamente 100 batidas/minuto para equilibrar osistcma. Apos



esse periodo iniciou-se as leituras do consumo de oxigénio, os quais
foram feitas de 10 em 10 minutos até os 30 minutos iniciais e de-
pois de 15 em 15 até 150 minutos, quando encerrou-sc oS cnsaios.

Em paralelo foram feitos dois tipos de controle: a) endo-
geno, somente contendo a suspensao bacteriana sem substrato, para
se verificar uma possivel respiracao na auscncia do substrato e b)
controle da oxidagao quimica do Fe2+, pcla adigao do substrato scm
a suspensao bacteriana. Em ambos os casos nao se detectou nenhum con
sumo de oxigenio.

As taxas respiratorias foram calculadas da faixa linear
das curvas de consumo de oxigenio x tempo. Calculou-se o quocicnte
respiratorio de cada isolado de T. ferrcoxidans para a concentragao
de 120 mM de Fe2+, o qual ¢ expresso como a quantidade de oxigénio

consumido em 1 hora por mg de nitrogénio total da SUSpPENSao bacteria

na (QOZ(N))'
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IV.4 LIXIVIACAO DE MINERIO DE URANIO POR T. jerrooxddans
IVv.4.1. Amostras minerails utilizadas

Em todos os experimentos de lixivacao realizados, inclusi
ve nas operacoes em escala piloto, foram utilizados dois tipos de
minérios uraniferos de propriedade das Empresas Nucleares Brasilei-
ras 5/A (atualmente IndOstrias Nucleares do Brasil S/A): Minério de

Figueira - PR. e Min¢rio de Pocos de Caldas - MG.

IV.4.1.1. Minério de Figueira - PR.

Esse minério € proveniente da jazida de Figueira, locali-
dade situada na regido nordeste do Estado do Parana ¢ distante cer-
ca de 150 Km de Londrina e a 300 Km de Curitiba. Deve-se ressaltar
que tal jazida ainda nao € explorada industrialmente.

Sua litologia basica compreende arenito, siltito ¢ carvao.
Como constituintes minerais predominantes podem ser destacados o
quartzo (SiOZ), feldspato (KAISi308), caolinita UUASiﬂ%D(mﬂsj gip-
sita e pirita (FeS,). Esta ultima esta presente de forma finamente
disseminada nas tres litologias, porém com grande predominancia na
fracao carvao.

0 uranio apresenta-se principalmente sob a forma mineral
de uraninita (UOZ) ¢ uranocircita [Ba(UOz)z(PO4)2 -10H20]. Outros
elementos presentes de forma significativa no minério sao o molibde
nio e o arsénio, zinco e chumbo, estes sob a forma de sulfeto.

Ocorrem ainda vestigios de selenio,vanadio, germanio ¢ ni
quel, além, € claro, dos elementos de maior presenga,como pode ser

visto na tabela 3.



TABELA 3 - Composicido quimica para os clementos
de maior interesse, do minério urani
fero de Figueira - PR, utilizado nos
estudos de lixiviagao bacteriana.

COMPONENTES TEORES (%)

USOS 0,08

MOD:5 0,05

FezO3 6,91

2~ -

Sulfeto (S~ 3.84

S 5,11

total




Para a execugao dos cstudos basicos de lixiviacao buacte-
riana dessc min€rio, uma amostra de aproximadamente 8 t foi reti-
rada da galcria de desenvolvimento exploratorio da mina subterranca
e enviada ao laboratdério. Esse material,contento blocos de até 30
c¢m (granulometria conhecida como "run of mine"), foi convenientemen
te preparado, conforme esquema da {figura 4, para realizagao dos en
saios em cscala de bancada (lixiviacgao agitada em frascos c¢ estiati-
ca em colunas de percolagao) ¢ em escala semipiloto, também cm colu
nas de percolagao. Para a rcalizacdo do ensaio piloto, atruaves dali
xiviacao estatica em pilhas, foram utilizadas 890 t de minérios dec
composigio mineralogica ¢ quimica semelhante a amostra utilizada nos
testes de laboratdrio; o ensaio piloto foi realizado no proprio lo-

cal da mina, conforme seria visto posteriormente.

IV.4.1.2. Minério de baixo teor de uranio de Pocos de Caldas -

- MG.

O minério utilizado no estudo faz parte dos corpos mincra
lizados da jazida de uranio de Pocos de Caldas, situada no munici
pio de Caldas, regiao sul do Estado de Minas Gerais. GILssa jazida ¢é
explorada comercialmente no Complexo Minero-Industrial de Pogos de
Caldas pela extinta Empresas Nucleares Brasileira S/A (NUCLEBRAS),
atualmente denominada Inddstrias Nucleares do Brasil S/A.

Ao contrario do minério de Figueira, utilizou-se nos en
saios de lixiviagao,material classificado como marginal, isto ¢, mi
nério contendo baixo teor de uranio. Devido ao teor reduzido dc uri
nio, esse minério nao € aproveitado pelo método convencional de 1i-

xiviacdo acida agitada, utilizado na usina.



MINERIO
“"run of mine"
(8 t)
Y
TESTE
HOMOGENEI ZAGAQ SEMI-PILOTO
(4 t)
Y
- . BRITAGEM E HO-
TLST%MUNHOS MOGENET ZAGAO
(3 1) < 2" (4 1)
Y
T T BRITAGEM E HO- TESTES EM COLU-
T%ggg””i“?s - MOGENEIZACAO NAS BANCADA
& < 1/4" (1 t) (50 Kg)
Y
AU MOAGEM E HOMO- TESTES EM FRAS-
TESTEMUNHOS | GENEI ZACAC | cos Rancapa
44 Kg < 100 mesh
(50 Kg) (5 Kg)
Y
TESTEMUNHOS MOA??M E HOMO- ANALISE
B GENEIZACAO . UTMICA
(500 @) < 200 mesh %500 )
(1 Kg) &
FIGURA 4 - Esquema do método de prepara¢ao da amostra do ming

rio de Figueira - PR, para realizagao dos ensaios
de lixiviacao bacteriana em escala de bancada e se

mipiloto.
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Mincralogicamente ¢sse material € constituido de feldspa-
to alcalino sericita (em parte produto de alteragao na nefelina) ¢
de pirita finamente disseminada pelo mineério. O material faz parte
de um pacote de tinguaitos/fonolitos de cor cinza claro, devido a
presenga de argila branca (caolinita). Outros minerais presentes sao
a2 muscovita, gocthita ¢ galena (PbS). O uranio sc aprescnta princi-
palmente na forma de uraninita (UOZJ e alguns tragos de uranofana

(CaO - 200, « 2530, - 6H,0). Alem do uranic, também estao presentes ou

2
tros eclementos dec interesse como o zirconio e o molibdenio. A cons-
tituigao quimica para os elementos de maior interesse € mostrada na
tabela 4.

Devido a proximidade (cerca de 15 Km) da mina com o labo-
ratdrio onde os testes iniciais foram realizades (Laboratdrio dePro
cessos, atualmente sob responsabilidade da Comissao Nacional de Encr-
gia Nuclear - CNEN), optou-se pela realizagao do ensaio piloto (li-
xiviacdo em pilha) em drca exclusiva do proprio laboratério.

Assim, foi enviada ao laboratdrio uma amostra de 370 t do
refcride minério, a qual foil convenientemente preparadua para reali-

zacao de todos os testes, conforme o esquema da figura 5,

Iv.4.2. Ensaios em frascos agitados

Conforme ja destacado anteriormente, esse tipo de cnsaio
tem por finalidade verificar de forma simples e relativamente rapi-
da, a potencialidade de uma amostra mineral frente 3 técnica de 1i-
xivia¢ao bacteriana.

Baseando-se na literatura disponivel e em inumcros testes

exploratSrios com os referidos mineriocs, conseguiu-se cstabelecer



TABELA 4 -

Composigao quimica para os elementos
de maior interesse, da amostra de mi
nério de baixo teor de uranio da ja-
zida de Pogos de Caldas -MG, utiliza
da nos estudos de lixiviagao bhacte-

riana.

COMPONENTES TEORES (%)
USOS 0,032
MoOo 0,021
o]
Fe,0. 3,47
Z-
Sulfeto (&7 ) 1,96
S 2,48

total

sl
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"run of mine'
(370 t)

|

AMOSTRAGEM RE
PRESENTATIVA
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!
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SENTATIVA
(10 t)
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300t
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(8 1)

\
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<5 (10 t)
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|
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<1/4" (1 t)
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GENEIZACAO
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1
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GENEIZACAO
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FIGURA 5 -

ANALISE
QUIMICA
(500 g)

Esquema do método de preparacdo da amostra do minério
de baixc teor de uranio de Pogos de Caldas -MG, para
realizacao dos ensaios de lixiviagao bacteriana em es

cala da bancada, semipiloto e piloto.



uma metodologia basica para a rcalizaglio desse estudo de avaliacio
com os dois tipos de minérios citados. As condigdes basicas estabe-

lecidas para todos os ensaios foram:

a) tipo de frascos: Erlenmcyecr de 250 ml

b) massa de mincrio: 30 g/frasco

¢) granulometria do mincrio: 100% inferior a 100 mesh

d) volume de solucao lixiviante: 120 ml/frasco

e) indculo: 5% v/v com T. fernrnooxidans previamente isolado do res-
pectivo minério

f) incubagao: sob agitagao constante (200 rpm) em mesa agitadora
marca EQUILABOR (Piracicaba - SP}, em sala com temperatura con

trolada (28 - 30°C).

Dois tipos de solugao lixiviante foram usadas nos tecstes,
obietivando-sc avaliar o comportamento bacteriano na auséncia e na

presenga de¢ meio de cultura:

- 2
a) meio de cultura 9K (scm adigao de Fe“+) ao pH 2,8

b) agua acidificada ao pH 2,8 com H,50,1N

Objetivando-se avaliar a resposta do minério na presenca
de bactcrias (inoculadas e naturais do minério) e na auséncia des

tas, foram estabelecidos os seguintes tratamentos basicos:

a) frascos inoculades com a respectiva cultura ativa (inoculado)

b} fréscos inoculados, porém com adi¢ae de formaldeido concentrado
(5% v/v) para esterilizacgao do conjunto (controle quimico)

¢) frascos nao inoculados e nao esterilizados (atividade bacteriana

natural).



Procedimento experimental. Antes de se efetuar os trata-

mentos indicados, ©s conjuntos foram mantidos nas condigoes basicas
para se efetuar as corregoes do pH da polpa (minério + soluciao lixi
viante) para 2,8 com H25041N (pH 6timo para o desenvolvimento bacte
riano). Quando o pl se¢ estabilizou em torno desse valor (sem altera
cao significativa em 2 a 3 dias), encerrou-se essa fase de cstabili
zagao do pH. Foi feita uma amostragem da solugao para se avaliar a
solubilizacao do uranio somente pela adigio de dcido, e a scguir
efctuou-se os tratamentos. O volume de acido utilizado nascorregoes
foi devidamente registrado, para se calcular o consumo deste em re-
lacdc a massa de minério (parimetro importante em um processo de 1i
xiviacao acida). |

Amostragens. No inicio do ensaio,os frascos foram pesa

dos para se efetuar as corregoes de volume perdido por evaporagao

e retirada de amostras; as corregoes foram feitas com agua esterili
zada antes de cada amostragem. Estas foram feitas periodicamente apds
sedimentagao das polpas (1-2 horas), pela retirada de aliquotas pa-

2+ 3+

ra dosagem de Fe™ , Fe™ , U e Mo. As perdas de massa dos elementos
citados pela retirada de aliquotas,foram compensadas nos calculos
subseqlientes a cada amostragem. Os ensaios foram encerrados quando
os teorces de U e Mo se estabilizaram em solugao. A seguir, filtrou-
-se a polpa de cada frasco, lavou-se o residuc com agua acidificada
(mesmo pH de encerramento), e apds secagem do residuo, analisou-se
este para os mesmos elementos de interesse, afim de se cobter os da-
dos finais de extragao. Periodicamente efetuou-se testes de viabili
dade bacteriana nos frascos esterilizadés,para controle da eficien
cia do método: 1 ml de solugao foi inoculado em frasco contendo meio
9K completo (10 ml) e incubado nas condigoes otimas. O nao cresci-

mento do T. ferrcoxidans em 15 dias de incubacao,indicava a eficién

cia da esterilizacgao.



IV.4.3. Ensaios em colunas de percolagdo (laboratdrio)

ApO0s a indicag¢ao positiva da atividade bacteriana nos mi-
nérios citados, pclos testes em frascos agitados, iniciou-sec a cta-
pa scguinte do desenvolvimento experimental do programa, através dos
testes de lixiviagido estatica por percolagao em colunas. Também ncs
se¢ caso, rcalizou-se¢ varios testes cxploratorios objetivando-sc es-
tabelecer as condigoes basicas opcracionais,para os tipos de ming

rios em estudo. Essas condigocs foram as seguintes:

a) colunas: cilindricas de vidro de 40 cm de altura por 7.5 cm de
diametro interno.

b) massa de minCGrio: 500 g/coluna

c) granulometria do minério: 100% inferior a 1/4"

d) volume de¢ solugac lixiviante: 250 ml/coluna

e) indculo: 5% v/v com T. 4errccxd{dans previamente isolado do res
pectivo minério

f) incubacdo: em sala com temperatura controlada (28 - 30°C)

g) acragao: injecgao de ar comprimido no frasco coletor da lixivia

h} recirculagao da lixivia: constantemente através de bomba peristal
tica marca MILAN, modelo P-301 a uma vazao de alimentacao dec 5

ml/min (taxa de percolacao de cerca de 40 l/h.mz.

Em fungao dos resultados obtidos nos testes e¢m frascos,
utiljzou-se como solucao lixiviante nos ensaios em colunas, somente
H,0 acidificada a pH 2,8 com HZSO41N.

Da mesma forma que nos testes em frascos, procurou-se com
parar a acao da bactéria inoculada e de bactérias ja presentes no
minério, com uma lixiviagcao sem a presenca bacteriana. Dessa forma,

0s tratamentos efetuados foram:
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a) indéculo com a respectiva cultura ativa (inoculado)

b) também inoculado, porcm com adi¢ao de formaldeiro concentrado (5%
v/v) para csterilizacao do conjunto (controle)

c) nao inoculado ¢ nao csterilizado (atividade bacteriana natural)

d) Lixiviacao quimica com solugio sulfurica a 15 g/1, mantida nessa

concentracao durante todo o cnsaio.

Procedimento experimental - O ecsquema do modelo operacio-

nal utilizadoe pode scr visto na figura 2 (Seccao I1.4.2). Iniciou-
-sc a operagao percolando-se o volume inicial da solugao lixiviante
pelo minério, recolhendo-a em outro frasco coletor. Mediu-s¢ o volu
me percolado, ajustou-se o pH para 2,8 com HZSOAIN ¢ 1iniciou-se ©
processo de recirculagao da lixivia. As correcocs de acidez para o
pH indicado, foram scndo feitas periodicamente até acstabilizagao do
pH em torno de 2.8,por 2 a 3 dias sem alteragao significativa. Nes-
se momento, foram feitas amostragens para avaliar a extragao de uri-
nio e molibdenio nessa fase e,a seguir,efetuou-se o0s tratamentos
indicados. As perdas de¢ volume por evaporagao ¢ por rctiradas deali
quotas para analises foram corrigidas com HZO esterilizada. O volu-
me de acido utilizado nas corregocs, foi devidamente registrado. pa-
ra se calcular o consumo de acido da etapa.

Amostragens. Antes de cada amostragem, a recirculagao da

lixivia foi paralisada para a total percolagao da solucao. Apos ajus

2+ 3+
[+

te do volume, retirou-se aliquotas para dosagem do Fe” |, F , U ¢

Mo. Devido ao longo periodo dos ensaios, as amostragens foram {ei
tas entre periodos de 5 a 10 dias de operagac. Os testes foram cncer
rados quando os teores de uranio e molibdénio se estabilizaram emso

lucdo. O minério foi lavado também por percolacao,com 1,0 acidifica

da ao mesmo pH de término, para retirada dos elementos ja solubili-
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zados, porém retidos pela umidade do minério. Apds sccagem do resi-
duo lixiviado, este foi devidamente preparado (moido ate < 200 mesh),
para anialisc final do eclemento de interesse, afim de sc obter os da

dos finais de cxtracgao.
Iv.4.4. Ensaios cm colunas de percolagao (semipiloto)

Dando scqlicncia a ampliacio da escala cxperimental do pro
cesso ("scale-up"), realizou-se testes cm escala semipiloto,como um
passo final para obtencao de dados,para orientar a exccugao dos tes
tes piloto c¢m pilhas.

Em fungao do conhecimento acumulado nos experimentos ante
riorcs, bem como de observagocs de campo dos respectivos mincrios
estocados a ccu aberto, introduziu-se algumas mudancas das condi-
¢oes basicas de trabalho entre os dois tipos de minério, apesar do
sistema operacional ser o mesmo para ambos. Dessa forma, serao apre

sentadas scparadamente as condicoes dos ensaios realizados.

A. Minério de Figueira - PR.

a) coluna: cilindricas de concreto de 3 m altura por 1 m de diame
tro interno. A coluna foi revestida internamente com ecmulsac as-
faltica (VITKOTE-3 - Asfaltos Vitéria LTDA - SP)}, para cvitar o
ataque da solucao lixiviante ao concreto da coluna.

b) massa de minério: 2.700 Kg

c).granulometria do minério: natural da mina ("run of mine"),com blo
cos de ate 30 cm.

d) volume inicial de sclucao lixiviante: 430 1

e) indculo: 5% v/v com T. ferrcoxdidans, previamente isolado do pro-

prio minério.



{) recirculagao da lixivia: constantcmente atraves de bomba dosado-

ra marca OMEL, modelo DMP 0/5, a uma vazao de alimentagiso dc 30

1/h (taxa de percolagao de cerca de 40 l/h.mz).

recipiente colctor: caixa de cimento amianto (ETERNIT) com capa-

cidade para 500 1, revestida com lona plastica (Lonaplas-lLlectro-

plastic - SP), para evitar ataque da solugao lixiviantc.

incubac¢ao: temperatura ambicnte.

)

.h)
fases:
Fase 1
Fase 11
Fase 11

Procedimento experimental. O cnsaio foi dividido em trcs

correcoes acidas: iniciou-se o ensaio percolando-se a so
lucao pelo mincrio e corrigindo-se periodicamente a aci-
dez com H,50, concentrado, para estabilizacao do pH em

torno de 3,0 (5-7 dias sem alteracao significativa).

Indculo bacteriano: apts a estabilizacgao do pH no valor
indicado, efetuou-se o inoculo bacteriano, reiniciando-se

a recirculagao da solucgaoc lixiviante.

Ataque sulfirico complementar: ap0s a estabilizagao  da
atividade bacteriana, indicada pelos teores estaveis de
uranio e molibdénio na solucdo, efetuou-se um ataque aci
do complementar, com concentragoes mais elevadas m31550$
para uma cfetiva solubilizacao dos clementos citados. Essa
fase foi subdividida em varias etapas, com o objetivo de
se produzir solugoes adequadés,a uma opera¢ao posterior
de extracdo do uranio da solugdo por solventes organicos
(pH < 1,5 e concentracao do uranio entre 300-600 mg/1).

As condigoes de cada etapa de ataque ao minério podem ser

vistas na tabela 5.
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TABELA 5 - (ondicoes basicas de cada etapa de ataque dcido na

fase I1I,do cnsaio semipiloto de lixiviagao do mi-

nério de Figueira - PR.
VOLUME CONCENTRAGAO DE HZ 504
ETAPA

(%) (g/%)
1 180 95,5
2 400 | 34,4
3 200 33,2
4 200 98,2
5 400 20,9
6 400 6,5

7 400 28,12




Uma visao geral do sistema operacional utilizado para rea

lizagao do ensaio semipiloto ¢é mostrada na figura 6.

Amostragens. Antes de cada amostragem, paralisou-se a re-

circulacao para total drenagem da solucao lixiviante. Retirou-se ali-

quotas para dosagem do Fc2+, pe*

, Ue Mo. Nessa escala nao houve
correcoes de volumes. ApOs as ctapas de ataque acido, foi feita ala
vagem do minCrio, através de solugdo sulfurica a um pH idéntico ao
da Gltima ectapa (sem rcciclagem de efluente), até a concentracio do

U em solucdo atingir valores inferiores a 20 mg/l. Utilizou-sc umto

tal de 300 litros de agua de lavagen.

B. Minério de Pocos de Caldas - MG.

Devido asdiferentes caracteristicas fisicas desse minério
em relacao ao de Figueira - PR, procurou-se avaliar no ensaio semi-
piloto, a influéncia da granulometria do minerio, no processo de 1i
xiviacao. A utilizagao de solugoes sulfuricas para ataque complemen
tar ao minério, apo6s a fase de lixiviagao bacteriana, também foiava
liada para o minério de baixo teor de uranio de Pogos de Caldas-MG.

As condicoes basicas do ensaio sao mostradas na tabela 6.

Procedimento experimental. Iniclou-se c ensaio percolando

-se a solugao de HZSO4 pH 3,0, a qual foi recolhida em baldes plas-
ticos. Devido a granulometria mais elevada do minério e & sua pro
pria condigao de pouco material alcalino (sobretudo carbonatos),nao
houve necessidade de correcoes écfdas, ao contrario do observado com
o minério de Figueira-PR. Como em ensaios anteriores foi observada
uma atividade bacteriana natural significativa, nao foi feito indcu
lo adicional. Assim,essa etapa foi considerada a fase de lixiviacao
bacteriana. Quando a concentracao de uranio estabilizou-se em solu-

¢ao, iniciou-se as fases de ataque acido, corrigindo-se aacidez das
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FIGURA 6 - Vista geral da unidade semipiloto para lixiviagdo bacte
riana em colunas de percolacao, do minério de TFiguei-

ra - PR.
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TABELA 06 - Condigoes basicas do ensaio semipiloto de lixivia

gao bacteriana em colunas, com minério debaixo teor

de uranio de Pogos de Caldas - MG.
1
COLUNA
PARAMETROS

1 2 3
MASSA DE MINERIO (Kg) 206 98,5 51
GRANULOMERIA (100% <) g gm 1/2"
VOLUME DE SOLUCARO (Q)Z 50 25 12,5
TAXA DE PERCOLACAO (l/h.mz)s 40 40 40

1. Foram usada colunas de PVC medindo 1,5m de altura por 0,33m de

diametro interno.

~J

Solucao inicial: 1,0 acidulada so pH 3,0. Apbs a fase bacteria
na, foram feitas 4 etapas de ataque sulfurico, utilizando-se a
mesma scolugao original. O ataque foi feito corrigindo-se a aci

dez da solucao com stoqconcentrado,para as seguintes concentra

coes:
etapa 1 - 10 g/1
etapa 2 - 30 g/1
etapa 3 - 50 g/1
etapa 4 - 100 g/1

3. A solucao foi constantemente reciclada por bomba deosadora mar-

ca OMEL, modelo DMP (/5.



solugoes com H,S0, concentrado,para as concentragoes indicadas na
tabela 6. Os volumes de acido gasto nas corregodoes, foram registra-
dos para se¢ calcular o consumo de acido em relagao a massa dc miné-
rio.

Amostragens. As amostragens foram feitas scguindo a mesma

sistematica do cnsaio semipiloto como minerio de Figueira-PR, dames
ma forma que a lavagem final dos residuos das colunas. Utilizou-se
nas colunas 1, 2 e 3, respectivamente 200, 100 ¢ 50 litros de solu-
cio sulfirica,com pH idéntico ao da solugdo da Oltima ctapa. Com cs
ses volumes, o teor de uranio em solugao atingiu um valor inferior

a 20 mg/1.

IV.4.5. Ensaios cm pilhas (piloto)

Em funcao dos resultados promissores que foram sendo obti
dos, culminando com oS testes em escala semipiloto, foi decidida a
realizacio de testes em escala piloto, atraveées da técnica de lix1
viacao estatica em pilhas.

Para a execucac dos testes foi necessaria a construgao de
instalacoes como patios, tanques, bacias, etc., bem como a montagem
de sistemas, sobretudo hidraulico, afim de dotar as unidades,de uma
infraestrutura adequada para o desenvolvimento do processo (ver um
esquema na figura 1, item I).

Poderao ser notadas nas apresentagoes seguintes, algumas
diferencas com relagao as caracterfsticés de cada unidade piloto.Is
to se deve ao fato,que as mesmas foram construidas em épocas diferen
tes e para atender situagoes diferentes. Assim, a experiencia adqui

rida na construcao da primeira unidade (Figueira - PR}, foi utiliza



da para a construcac da unidade de Pogos de Caldas - MG, tentando-
-sc obviamente, aprimorar as instalagoes ¢ conseglientemente, o pro

CeSS0.

IV.4.5.1. Unidade piloto de Figucira - PR.

Patio de lixiviacao. Uma area de 2500 m2 (50 x50m) subdi-

vidida cm dois patios de lixiviacao de 1250 m2 (25 x 50m), foi regu
larizada como motoniveladora para propiciar um desnivel adequado (1%),
a drenagem das solucgdes para as bacias coletoras, construidas em um
nivel 3m abaixo dos patios.

Essa area recebeu uma manta de polietileno (rafia) parare
gularizar a superficie e posteriormente uma lona plastica de 0,3 mm
de espessura {Lonaplas -Eletronlastic - SP),para impermcabilizacao
dos patios. As figuras 7 ¢ 8,mostram essa etapa de preparacao da
areca. A scguir, uma camada de 15 - 20 cm de areia foi colocada sobre
a lona, para protegeé-la de possiveis rupturas quando da montagem
da pilha de minério, efetuada por maquinas e caminhdes.

Na saida dos patios,foi construida uma caixa de colcta
("boca de lobo'),revestida com emulsao asfaltica para receber os
efluentes do patio. Essa caixa de coleta foi conectada com as ba
cias coletoras através de tubos soldaveis de PVC de 4", os quais po
diam ser bloqueados independentemente com tampoes de borracha, para
desvio dos efluentes para a bacia coletora desejada.

Reservatérios de captacao de solucoes. Para a coleta, trans-

feréncia e estocagem dos efluentes oriundos dos patios de 1lixivia
¢ao, foram construidas em nivel inferior aos patios {(cerca de 3m),

tres bacias de coleta e um tanque de concreto, para ajustes das solu
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FIGURA 7 - Colocacao de lona plastica, para impermeabilizacao do
patio de lixiviacao em pilhas, na unidade piloto de

Figueira - PR.



95

FIGURA 8 - Vista geral do patio de lixiviagao em pilhas da unidade
piloto de Figueira - PR, ja impermeabilizado com lona

plastica.
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gocs lixiviantes. A capacidade de estocagem de cada bacia foi de 250
m3 e do tanque de ajuste de 40 m3.

As bacias foram escavadas no solo previamente nivelado, a
uma profundidade de 2,5 m. Em suas laterais, foram construidas mure
tas de 50 cm de altura para impedir o acesso de efluentes pluviais
ao intcrior das bacias. Apos esscs preparativos, foi feito um reves
timento impermeabilizante constituidode uma camada de manta  de po
lictileno (rafia), para regularizar as parcdes e o fundo das bacias,
seguida da aplicacao de emulsao asfaltica. Sobre cssa camada foi co
locada manta de bidim (Rhodia - SP), também posteriormente impregna
da com a cmulsao asfaltica em duas camadas de aplicagio. Finalmente,
sobre essas camadas foi colocada uma lona plastica, para conferir
maior seguranga com relacgao a impermeabilizacdo dos reservatorios
colctores.

0 tanque de concreto utilizado para preparo das solucoes
lixiviantes, fol revestido com duas camadas de aplicagao da emulsao
asfaltica. A figura 9 mdstra um dos reservatorios ja impermeabili-
zado.

Vale lembrar, que toda essa impermeabilizacgio ¢ plenamente
justificada, pois além das solugoes serem de natureza acida, as mes
mas contem metais pesados e elementos radiocativos, como o urﬁnio.AE
sim,a perda de solugoes do sistema, seria extremamente prejudicial

ao ambiente, a despeito das dimensoes relativamente pequenas da uni

dade piloto.

Montagem da pilha de minério. Deve-se destacar inicialmen

te,que foram realizados trés testes em escala piloto. Nos dois pri-
meiros testes, em pilhas de aproximadamente 1.000 toneladas, utili-

zou-se material que ja estava estocado a ''céu aberto" a varios anos,



FIGURA 9 - Vista de um dos reservatorio de coleta de lixivias da
unidade de Figueira - PR, ja totalmente impermeabili-

zado.
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isto ¢, um material bastante intemperizado. Objetivou-se nesses pri
meiros testes, muito mais a aquisigao de conhecimentos operacionails
do sistema de lixiviacao nessa escala, do que propriamente a obten-
¢io de resultades de processo. Dessa forma, seraoc aprescntados a se
guir, somente dados referentes a operagao da 32 pilha dec lixiviacao,
esta sim, utilizando-se minério reccém extraido da mina.

Apés a retirada do minério, este foi transportado até o
patio de lixiviagao por caminhoes basculante. Inicialmente formou-sc
uma camada de minério de cerca de 50 cm de altura, por onde os cami
nhoes e a '"pa carrcgadeira" transitavam. Esta fol wutilizada para
construir a pilha, a partir dos carregamentos de minério que eram
depositados nessa base. As dimensdes basicas da pilha, em forma de

um tronco de piramide, foram:

base = 21Im x 13m

superficie = 16m x 9m

altura = 3m

massa = 890 t (determinada por pesagens

dos carregamentos)

granulometria natural da mina ('"run of mine").

A figura 10,mostra a pilha de minério ja preparada para
sua irrigacao.

Para a irrigacao da pilha, utilizou-se um conjunto hidrau
lico constituido de tubos, conexoes e registros de PVC ¢ bombas de
7,5 cv, adaptadas com carcagas de madeira e rotores de PVC, para re-
sistirem ao contato com a solugao lixiviante de natureza acida e
corrosiva.

As figuras 11, 12 e 13, mostram respectivamente, uma bacia

coletora com o sistema de transferéncia de solugoes, um detalhe das
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FIGURA 10 - Vista geral da pilha de minério de uranio de Figucira

- PR, pronta para inicio da lixiviacao bactecriana.
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FIGURA 11 - Vista parcial das instalacoes de coleta (reservatorio
e tanque) e transferencia de solucoes (hombas, tubula

¢oes, etc.) da unidade piloto de Figueira - PR.
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FIGURA 12 - Dctalhe do sistema hidraulico utilizado nas operagoes
de lixiviacao bacteriana, na unidade piloto de Figuel

ra - PR.



FTGURA 13 - Vista geral da linha mestre de irrigacao, utilizada
nas operacgoes de lixiviacao bacteriana, na unidade

piloto de Figueira - PR.

102
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bombas utilizadas e uma visao da linha mestre de irrigacao com as
saldas para a pilha.

A irrigagao foi realizada na superficie da pilha, com tu
bos de PVC perfurados cm espagamento entre furos de 30 cm. As {igu
ras 14 e 15, mostram respectivamente, um detalhe da irrigacao na su-

perficie da pilha e uma bacia coletora recebendo a drenagem da solu

¢ao lixiviante, ja percolada pela pilha de minério.

Procedimento opcracional. Diferentemente do ensaio semipi

loto, onde o processo foi dividido em 3 fases, no ensaio piloto di-
vidiu-se o procedimento operacional em apenas duas fases, em fungao
de uma série de fatores que serio abordados no capitulo seguinte de
Resultados e Discussoes:

FASE 1 Atividade bacteriana natural

- volume inicial de solugao: 220 n
- pH inicial = 3,0
- vazao de alimentacao: 13 ms/h
- Taxa de percolacgao: 35-40 1/h.m2

Essa so}ugéo utilizada no inicio do ensaio, ja havia sido
previamente obtida pelos dois ensailos pre-operacionais vrealizados,
conforme mencionado anteriormente. Dessa forma, essa solugao inicial
pode ser considerada como um indculo, pois a mesma apresentava a pre-
senca ativa de T, {eracoxidans.

FASE II - Ataque sulfurico complementar: apds a estabili-
zacao da atividade bacteriana, indicada pela estabilizacao de pH e

das teores de Fe3+

e uranio em solucgao, efetuou-se um ataque acido
complementar, com concentragoes mais elevadas de HZSO4, parauma efe
tiva solubilizacao dos elementos de interesse. Essa fase foi subdi-

vidida em varias etapas, também objetivando-se a produgao de solu
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FIGURA 14 - Detalhe da irrigacao de lixivia na superficie da pilha,
durante a operacao piloto de lixiviagao bacteriana domi

nério de uranio de Tiguecira - PR.
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FIGURA 15 - Detalhe da drenagem da lixivia no reservatorio de cole
ta, durante a operacao piloto de lixiviagao bacteriana

do minério de uranio de Figueira - PR.
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cocs adequadas ao processo quimico posterior de extracao do uranio
da solucao, por solventes organicos (pH <1,5 e concentragio do ura
nio entre 300-600 mg/1). As condigoes basicas de cada ectapa podem

ser vistas na tabela 7.

Amostragens. O controle analitico da operagao piloto, {oi

feito atraves de amostragens didrias da solugao lixiviante contida
na bacia de¢ coleta. No momento da amostragens, registrou-se ¢ volu-
me contido na bacia,pela leitura direta da régua indicativa insta-
lada na bacia, para efeito de calculos da massa de uranio extraida.
Ao final de cada etapa, a amostragem foi feita apdés a drenagem to
tal da solugao circulante (2-3 horas). Nas aliquotas retiradas de

2+ 34 -~ . . -~
, Fe” , uranio e molibdenio.

terminou-se pH, Eh, Fe

A etapa de lavagem da pilha, apds estabilizacgao da extra-
cao de uranio, foi feita dentro da mesma sistemdtica operacional, ob-
viamente sem reciclagem do efluente, utilizando-se as solugoes aci-
das que foram processadas para a extragao do uranio. Essas solucoes
(chamadas '"rafinado aquoso”), foram estocados apés a extracao, em uma
das bacias coletoras, e por apresentarem acidez adequada (pH <1,5),

foram utilizadas para a lavagem da pilha, que foi finalizada quando

o teor de uranio apresentou-se inferior a 10 mg/l.

Iv.4.5.2. Unidade piloto de Pocgos de Caldas - MG.

Patio de lixiviacdo. Devido o local de construcao da uni-
dade piloto ser plano, fol necessario elevar a base do patio 3 apro
ximadamente 1 m de altura, para se conseguir a drenagem da solucgao
lixiviante aos reservatdorios coletores. Essa base foi preparada pe-

la deposigao de camadas compactadas de argila. A area total do pa



TABELA 7 - Condigoes basicas de cada etapa de ataque acido
na fase II, do ensaio piloto de lixiviagao do mi

nério de Figucira - PR.
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VOLUME 1 CONCENTRAGAO DE H,S0,
ETAPA X

{(m~) (g/%)
1 170 32,3
2 170 59,3
3 125 62,2

?

4° 120 11,8
5 116 30,6

1. Salienta-se que para cada etapa utilizou-se nova solugao

lixiviante.

2. Nessa etapa, manteve-se constante a concentragao de HZSO4
em aproximadamente 12 g/1, sendo que nas outras, a concen-

tragcdo indicada € a do inicio da etapa.
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tio foi de 600 mz, subdividida cm tr¢s patios independentes de 200
m2 cada um. Nas laterais dos patios, bem como entre ecles, foramcons
truidas canalctas de concreto, com desniveis na diregio dos reserva
torios de captagao.

Apos uma primeira impregnagao da base com cmulsdo asfal
tica, depositou-se sobre o patio uma manta de cerca de 3 mm de es
pessura,composta de bidim impregnado com asfalto e¢ arecia (Torodin -
- IndGstria Toro, SP), a qual além de impermealizar a areca, confere
também resistencia mecanica elevada. Como pode ser visto, essa man-
ta substituiu todo o procedimento utilizado na preparacao do patio
da unidade de Figucira. Os patios foram construidos com desnivel de
19 do centro para as laterais.

As canaletas receptoras dos efluentes da pilha, foram re-
vestidas com emulsao asfaltica,com duas camadas de aplicagio. As ca
naletas foram conectadas com 0s rescrvatorios através de tubos sol-
daveis de PVC de 4" e com mangueiras flexiveis de borracha, também
de 4", Essas mangueiras permitiam o desvio dos efluentes para qual-
quer um dos reservatdorios de captacgao.

Para cada patio foi construida uma rampa independente,pa-
ra o acesso de maquinas ¢ caminhoes para a montagem das pilhas. Uma
visdo geral dos patios (um ja revestido), pode ser observada na fi-
gura 16.

Reservatdrios de captacdo de solucoes. Foram construidas

duas bacias e recuperados tres tanques de concreto ja existentes no
local.. A capacidade de estocagem das bacias foi de 160 ms/bacia c
doS tanques 33, 35 e 82 m3, respectivamente. 0 revestimento dessecs
reservatorios, seguiu o mesmo procedimento utilizado nos reservato-

rios da unidade de Figueira.
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FIGURA 16 - Visao geral dos patios de lixiviacao (um ja totalmente
impermeabilizadn), da unidade piloto de Pogos de Cal

das - MG.
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Montagem da pilha de minério. O material a ser processado,

foi transportado da mina de uranio do Campo do Cercado, Caldas -MG,
por caminhoes basculante até a unidade piloto, onde o mesmo foi de-
positado ao lado do patio de lixiviagao. Uma ''pa carregadeira' cons

truiu a pilha sobre o patio, conforme pode ser visto nas figuras 17

e 18.
As dimensocs basicas da pilha foram:
- base = 19m x 9m
- superficie = 14m x 5m
- altura = Im
- massa = 360 t (determinada por pesagens dos carregamcntos)
Para a irrigacao da pilha, utilizou-se um conjunto hidrau
lico semelhante ao utilizado nos ensaios piloto de Figueira, 2 ex

cessao do sistema de irrigacao que no caso de Pogos de Caldas,f{oi
com aspersores plasticos com raic de acdo de cerca de 1 m. As figu-
ras 19 e 20 mostram respectivamente, oS tanques coletores com 0 sis
tema hidrdulico ja montado e um detalhe lateral da pilha ja receben

do a irrigagao.

Procedimento operacional. A exemplo do teste piloto reall -

zado com o minério de Figueira, esse teste piloto também fol dividi
do em duas fases:

FASE 1 Atividade bacteriana natural

- volume inicial de solucao: 77 m3
- pH inicial = 3,0 |

- vazao de alimentacao: 6 m3/h

- taxa de percolagao: 35 -40 l/h.m2

- granulometria: natural de mina ("run of mine")



FIGURA 17 - Preparo da pilha de minério de baixo teor de uranio de
Pocos de Caldas - MG, para a operagao piloto de 1ixi

viacao bacteriana.
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FIGURA 18 - Vista geral da pilha de minério de baixo teor de ura-
nio de Pogos de Caldas - MG, durante a operagao pilo-

to de lixiviacao bacteriana.
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FIGURA 19 - Vista geral dos reservatorios, tanques coletores e sis
tema hidraulico, da unidade piloto de lixiviacao bacte-

riana de Pogos de Caldas - MG.
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FIGURA 20 - Vista lateral da pilha piloto de lixiviacao bacteriana,
de minério de baixo teor de uranio de Pogcos de Caldas

- MG, mostrando um detalhe da irrigacao.
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Devido as caracteristicas do minério, ndo houve necessida
de de corregdes dcidas durante essa fase. Durante o periodo de reci
clagem, notou-sc¢ rapidamente atividade bacteriana, conforme compro-
vado tanto pelos dados analiticos (abaixamento do pl, elevagao da
concentracgao de Pe3+, etc.), como tambem por testes de viabilidade
bacteriana (discutido em "Determinacoes Analiticas).

FASE 11 - Ataque sulfirico complementar: apds a estabili-
zacdo da atividade bacteriana natural, indicada pelos parametros men
cionados no teste de Figueira, cfetuou-se um ataque acido complemen

tar, com concentragoes mais elevadas de HZSO objetivando-se também

4 ?
uma maior solubilizagao dos elementos de interesse. Essa fase foi
subdividida em quatro etapas, objetivando-se nesse caso, avaliar a
eficiencia de concentragoes crescentes de acidez em cada etapa de

ataque. A tabela 8 mostra as condigoes de cada etapa.

Amostragens. O procedimento adotado foi o mesmo utilizado

no teste piloto de Figueira. A lavagem da pilha foi iniciada quando
nio mais se detectou extracao adicional de uranio na etapa 4. Utili
zou-se somente agua, visto que a solugao dessa etapa final ainda apre
sentava acidez elevada (cerca de 300 g/l), fazendo com que a umidade
retida no minério, determinasse acidez adequada a dgua que foi sen-
do irrigada. Também nesse caso, nao houve circulagao da solucdo:
o efluente foi sendo recuperado em reservatdrio distinto do reserva

tdrio de alimentacao, até o teor de uranio ser inferior a 10 mg/l.



TABELA 8 - Condigdes basicas de cada etapa de ataque acido

na fase II,do ensaio piloto de lixiviagdo do mi

110

nério de baixo teor de uranio de Pogos de
das - MG.
VOLUME CONCENTRACAO DE H 4
ETAPA 3
(m™) (g/%)
63,0 18,0
56,7 55,4
58,8 101,0
14,6 302,8

1.

Salienta-se que utilizou-se sempre a mesma solugao, corrigin

do-se apenas a acidez para se iniciar a etapa segulnte.
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1V.5. DETERMINACOES ANALITICAS
IV.5.1. Amostras liquidas

IV.5.1.1. pH e Eh (potencial de o6xido-redugao)

O pH e Eh das solugoes foram medidos com wum cquipamento
marca MICRONAL, modclo B221, utilizando-se eletrodo combinade de vi
dro para as determinagdes de pH e eletrodo de platina (referencia
Ag/AgCl) para as determinagoes de Eh.

As medidas foram feitas diretamente nos frascos experimen
tais ou nos frascos coletores de solugao, como no caso dos ensaios
em colunas de percolagao, escala de laboratdrio. Nos ensaios em es-
calas maiores, onde a disponibilidade de solugoes foi grande, as me
didas foram feitas nas proprias aliquotas, retiradas para dosagem pos
terior dos elcmentos de interesse.

Em determinados experimentos {(por ekemplo, lixiviacgao em
frascos), houve necessidade de uma prévia assepsia dos eletrodos,
através da exposicao destes por 1 hora a 1luz ultravioleta.

1v.5.1.2. Fe’t e Fet

As determinacgoes de Fez+ e Fe3+ foram feitas por volume
tria redox, titulando-se as amostras com solugdes padronizadas de
dicromato de potassio, utilizando-se cdmo indicador difenilamino sul-
fato de bario (solugao 0,5%).

Nessas condigoes, Fe2+ ¢ determinado diretamente em meio

acido (H2504 e H3P04) e o Fe’t & previamente reduzido a Fez+ comclo
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reto estanoso em meio acide (HC1) sob aquecimento; adiciona-se clo-

reto mercOrico para eliminar excesso de cloreto estanoso que pode

ria reagir com o dicromato. Titula-se a solugao e do resultado obti
2+ . 2+ . . . .

do (Fe total) subtrai-se o valor do Fe inicialmente determinado,

obtendo-se entdo o valor do Fe” ' presente (VOGEL, 1978).
IV.5.1.3. Acidez livre (117)

A acidez das solugoes lixiviantes foram determinadas por
volumetria dcido-base, titulando-se potenciometricamente as amos-
tras com solucoes padronizadas de NaOH, até pH 5,6.

Devido a presenga de cations facilmente hidrolizaveis nos
licores de lixiviacgao (Fe3+, M06+, U6+), 0s quais durante a titula-
cao poderiam provocar hidrdélise liberando H' e assim, influir nos Te
sultados de uma simples titulacao, utilizou-se uma solugao de oxala
to de potassio 8% a pH 5,6 para complexagao desses ions. Apds a mis
tura da aliquota da amostra a solucgao de oxalato de potassio (2ml:

30ml), titulou-se potenciometricamente até pH 5,6 com NaOH. (VO-

GEL, 1978).
IV.5.1.4. Tiossulfato (5205-)

Nos experimentos citados no item IV.2.1., avaliou-se a oxi
dacao do 8202 pelos isolados bacterianos, titulando-se o szo; pre
sente  apos o periodo de incubagao, com solugao padrao de iodo e

usando-se solucao de amido 2% como indicador (VOGEL, 1978).
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IV.5.1.5. Uranio

Trés tipos de determinagao da concentragao de uranio nas
solugoes foram utilizados, dependendo do tipo de lixivia produzida
e da concentracdo do eclemento em solugao.

Para lixivias obtidas nos experimentos envolvendo o miné-
rio de Figueira, utilizou-se a técnica de espectrometria de emissio
por plasma de inducao acoplada através de um espectromctro JARRELL-
-ASH, modelo Atonconp-975.

No caso de lixivias obtidas nos experimentos com minério
de Pocos de Caldas, como essa técnica nao mostrou resultados satis-
fatorios, devido a interferéncia de elementos ''terras raras', deter
minou-se o uranio por espectrofotometria.

Uma aliquota da amostra foi tratada a quente com HNO, e
H,0,. Apds resfriamento, o Ion uranila (UO§+) foi extraido com ace-
tato de etila e uma aliquecta da fase organica foi entdao colocada em
balaoc contendo o reagente colorimétrico,constituido de dibenzoilmeta
no em meio piridina/acetona. Apos repouso por 1 hora em ambiente es
curo, a intensidade da cor foi medida a 410 nm em um espectrofoto-
metro UV-VIS PERKIN-ELMER, modelo coleman 55. No caso dos ensaios
piloto com o minéric de Figueira, as analises de uranio também fo-
ram realizadas por essa técnica (CARL, 1958)}.

Quando as concentragoes de uranio apresentavam-se reduzi-
das ( <20 mg/1), como por exemplo em aguas de lavagem, determinou-

-se esse elemento pela técnica fluorimetrica, utilizando-se um fluo

rimetro JARREL-ASH, modelo 26.000.



IV.5.1.6. Molibdenio

O molibdenio das lixivias também foi determinado por es
pectrometria de emissio por plasma. No caso dos cnsaios em Figuei
ra, onde nao se dispunha do equipamento, determinou-se o elemento
por cspectrofotomefria.

Uma aliquota da amostra foi tratada com ,80,. H.PO, ¢ o
reagente colorimétrico ditiol (3,4 ditiol, tolueno) durante 20 minu
tos. A scguir extraiu-se o complexo ditiol-tolueno, pouco soluvel

em meio aquoso, com cloroeformio. A intensidade da cor foi medida i

670 nm em espectrofotometro (SANDELL, 1959).

IV.5.2. Amostras solidas

IV.5.2.1, Uranio, Molibdenio e Fe total

Nas amostras originais dos minérios estudados, bem como
nos residuos produzidos apos os testes de lixiviacao bacteriana, es-
ses elementos foram determinados pela técnica de fluorescéncia de
rajios-X, utilizando-se um espectrometrc sequencial de raies-X f{luo-

rescente, marca RIGAKU-GEIGER/FLEX, modelo 9581, serie BR 12.029.

I1V.5.2.2. Sulfeto e Stotal

Tanto no minério como nos residuos finais dos ensaios, es

sas duas espécies foram determinadas utilizando-se método gravime-

trico pela precipitagao do sulfato como sulfato de bario.



0O teor S foi inicialmente determinado como sulfato,

total
ap6s uma prcvia fusao oxidante da amostra mineral com uma mistura

de MgO e Na,COy (3:1) & 600 -800°C.

A seguir foi determinado o teor de sulfato presente (tam-
bém por gravimetria), apds prévia digestado da amostra com HCl con
centrado a quente.

O teor de sulfcto das amostras mincerais foi obtido pela di

ferenca ¢ntrc 0 teor de S ¢ o de sulfato presente (VOGEL,

total
1978).



V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1l. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE 7. {ferrcexddans E T. thio

oxdLdans.

Conforme salientado anteriormente (item IV.1.1}, conscguec-
-se o0 isolamento dessas espécies bacterianas com uma certa facilida
de, utilizando-se amostras liquidas ou solidas com as caracteristi-
cas ja mencionadas: presenca de sulfetos metalicos, sobretudo a pi-
rita, e pH acido.

As amostras utilizadas com algumas caracterIsticas basi-
cas, bem como as espécies isoladas, podem ser vistas na tabela 9,
Pode-se notar que todas as amostras utilizadas apresentaram um pH
dcido. Tal acidez decorre da propria atividade bacteriana oxidando
os sulfetos metalicos presentes no minéric. Normalmente,essa oxida-
cio & devida a presenca das duas espécies de Thiobacdilfus.

Entretanto, em algumas amostras somente foi possivel iso-
lar uma delas, com predominancia do T. ferncoxidans. Assim conse-
guiu-se 13 isolados de T. ferrcoxidans e 8 de T. thiocoxdidans. Prova
velmente condigoes especificas da composicdo da amostra determinam
a presenca predominante de uma espécie em relacdo a outra; concen-
tragao elevada de um metal toxico, valores mais baixos ou mais al-
tos de pH, etc., podem determinar a viabilidade de uma espécie mais
adaptada a essas condigoes.

A selecao das espécies desejadas foi feita pela inocula
¢ao das amostras nos meios de cultura especificos de cada espe
cie. Quando ocorreu o indicio da atividade bacteriana, realizou-

-se uma inoculagao em meio de cultuva novo. Apds 3 a 5 inocula-



TABELA 9 - Amostras utilizadas para o iscolamento e purificagao de T. fertooxdidans e T. thicoxidans.

Tipo de . .
amostra Caracterizagao Localizagao pH Cspecie isolada Codigo
Solida Minerio uranifero contendo pirita Pogos de Caldas - MG 3,1 T. ferrooxdidans TEf-PCE
Liquida Efluente de pilha de lixiviagao Pogos de Caldas - MG 1,5 T. f4erteoxidans Tf-PCPO1
estatica com minerio uranifero T. thicoxdidans Tt-PCPOL
contendo pirita
Liquida Efluente de patio de estocagem de Pogos de Caldas - MG 2,7 fertooxddans Tf-001E
minerio uranifero contendo pirita thiooxidans Tt-001E
Solida Minerio uranifero contende pirita Figueira - PR 3,8 T. 4errocoxddans T£-FGO2
Liquida Efluente de coluna de lixiviagao Figueira ~ PR 1,0 T. thicoxidans Tt-FGO1
estatica com minerio uranife ro
contendo pirita
Liquida Efluente de patio de estocagem de Figueira - PR 2,4 ferrooxddans Tf-FG460
minerio uranifero contendo pirita thicoxidans Tt-FG460
Solida Rejeito piritoso de mina de car Figueira - PR 1,9 T. ferrcoxidans Tf-ELC
vao abandonada T. thicoxidans Tt~ELC
Solida Rejeito piritoso da mina de car Figueira - PR 2,4 T. fertrooxddans T£-MCPI
vao ativa - Cia. Carbonifera Cam-
Bui
Liquida Efluente da lavagem do carvao da Figueira - PR 1,7 fevroexidans Tf-MCO1
mina da Cia. Carbonifera Cambui T. thicoxidans Tt=MCO1

[ 3]
[#3]



(Continuagao TABELA Q)

Tipo de _ _

amostra Caracterizagao Localizagao pH Especie isolada Codigo

Liquida Idem a anterior, porem em outro Figueira - PR 2,1 T. f4erreexidans TE-MCO4
ponto de amostragem

Liquida Efluente de rejeitos piritosos de Figueira - PR 2,1 T. fewrcexddans TE-MC115
mina de carvao abandonada

Liquida Efluente naturais de mina de car- Sideropolis - SC 1,7 gerrooxidans Tf-SSP
vao ativa T. thicoxidans Tt-SSP

Liquida Efluente da lavagem de mina de Sideropolis - SC 2,0 T. ferrocxdidans Tf-SLP
carvao T. thicoxidans Tt-SLP

Liquida Efluente de coluna de lixiviagao Lagoa Real - BA 1,5 T. ferrooxdidans Tf-LR

- s -
estatica em minerio uranifero

1. Medidas de pH feitas diretamente nas amostras liquidas e para amostras solidas as wedidas foram feitas numa

suspensao de 10g e 50 ml de H

2

0 destilada, apos 30 minutos de agitagao.

—
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gocs obteve-se a selegao das mesmas. No caso do T. {erhro-

2+ 3+
c

oxidans, csse indicio foi revelado pela oxidacio do Te > T

do meio de cultura. Essa oxidagao foi detectada pela titulacao do
F03+ presente no meio ou pela medida da variagao do Eh do meio: de
um potencial inicial de ~ 340 mV (presenca do ion Fe2+), a oxidacgao
bacteriana cm poucos dias (v 2 dias),determina um potencial superier
a v 550 mV (prescenga do ion Fe3+). Além disso a prdpria variacao da
cor do meio cultura, indica qualitativamente a atividade bioldgica:
nas condi¢oes acidas iniciais do meio {pH ~ 2,5) a solucadoc contendo
Fez+ ¢ verde-claro e vai se tornando vermelho-tijolo,com a elevacio
do Fe>* no meio devido a oxidagao bacteriana.

No caso do T. thiooxidans, acompanhou-se o desenvolvimen-
to no meio contendo enxofre, pelo abaixamento de pH. Quando o pH
atingiu valores inferiores a 1,0, procedeu-se um repique em meio no
vo. Apos 3 a 5 passagens, foi iniciada a purificagao da espécie. De
ve-se destacar que tanto T. fthiooxidans como T. ferncoxidans oxidam
o enxofre. Assim, essa fase de enriquecimento por diluicao sucessiva,
nao assegura a presenca s6 da primeira espécie. Entretanto, como T.
fenncoxidans nao cresce em meio solido contendo agar e o T. thiocox{
dans forma normalmente colonias, conseguiu-se a purificagdo dessail
tima espécie,utilizando-se o meio de cultura contendo tiossulfato
como fonte de energia e agar como agente solidificante.

Para purificar os isclados de T. {erncoxdidans, wutilizou-
-se meio de cultura contendo Fel* como fonte de energia especifico,
solidificado com agarose ou acido silicico. Melhores resultados fo-
ram conseguidos com o primeiro agente solidificante. Mesmo assim
conseguiu-se obter formagao colonial em meio com acido Silicico; o
que justifica o esforco em controlar melhor a obtencao desse gel, pa

ra posteriores trabalhos de rotina. A substituicao da agarose pelo



sel de dcido silicico ¢ fundamental para a cxecugao desses traba-
l1hos,devido ao alto custo da agarose. Atualmente em nosso laborato-
rio, conscgue-sc¢ boa reprodutividade de resultados utilizando-sc cs
sc agente de solidificacao do meio de cultura para T. {4errcoxidans.

O crescimento dessa cspécie c¢m meio s6lido, mesmo utili-
zando-sc¢ agarose, € muito lento ¢ irregular. As colonias sao peque-
nas ¢ so sc¢ tornam visiveis apos 8 a 10 dias do inoculo. Entrctan-
to, essa visualizacdao € facilitada pela cor marrom-avermclhada ca-
racteristica da prescenca de precipitados de Feo", As colonias siao
irrcgulares em sua forma e apresentam um tamanho médio de cerca de
1 mm. Praticamente nenhuma variacao na morfologia colonial pode ser
observada nos variecs isolados bacterianos. Essas dificuldades tam-
bém sdo citadas por TUOVINEN § KELLY (1973), MANNING (1975}, MISHRA et aldd
(1983). As figuras 21 e¢ 22 mostram colonias de dois isolados dec T.
fernooxidans de regioes diferentes e a figura 23 mostra uma colonia em
detalhe. As colonias obtidas foram semelhantes as descritas por
MISHRA ¢t alii (1983) e HARRISON Jr. (1984)

Por outro lado, colénias de T. zhicoxdidans foram mais
ficeis de serem obtidas. Cerca de 10 dias apds o inoculo, conseguiu
_se visualizar as coldénias que se apresentaram claras (amarelo pali
do a brance), mais regulares, mas tambem diminutas. Como pode ser
visto nas figuras 24 e 25, alguma variagao na forma e na cor pode
ser detectada entre dois isolados diferentes, ao contrario da espé-

cie T. ferncoxidans,



FIGURA 21

- Coldnias de um isolado de T. {errooxidana
(LR), ovbtidas em meio de cultura solidifi

cado com agarose (V20 dias apds indculo).
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FIGURA 22

Colonias de um isolado de T. fgenrooxidans

(FG-02), obtidas em meio de cultura soli-
dificado com agarose (~20 dias apos indcu

lo).

=]
L]



FIGURA 23 - Colonia tipica de T. fenrocoxidans obtida
em meio de cultura solidificado com aga-

rose (aumento de 50x).



FIGURA 24

- Colonias de um isolado de T. thiooxidans

(FG-01), obtidas em meio de cultura soli
dificado com agar (~10 dias apos inocu-

lo).



FIGURA 25

- Colonias de um isolado de T. thiocoxidans

(ELC), obtidas em meio de cultura solidi

ficado com agar (~10 dias apos indculo).



V.2. ALGUNS ESTUDOS FI1SIOLOGICOS BASICOS
V.2.1. Oxidacao de diferentes substratos pelos isolados bac-
terianos.

Um dos critcrios fisiolégicos mais simples e totalmente
aceito para identificar as espécies T. ferrocoxidans e T. thicoxi-
dans,é a utilizacao de substratos inorganicos oxidaveis por essas
espécies bacterianas. Como ja salientado, enquanto que o T. {§exrrc-
oxidans utiliza Fez+ ¢ formas reduzidas de enxofre, sobretudo s° e
SZ-, o T. thicoxidans sO utiliza essas ultimas para obter energia pa
ra © seu crescimente.

Apdés a purificacao dos respectivos isolados bacterianos,
que devido a propria seletividade dos meios utilizados ja garante a
identificacao das espécies desejadas, realizou-se esse teste de oxi
dacao de substratos para assegurar de forma definitiva a identifica
cao dos isolados obtidos.

A tabela 10 mostra os resultados obtidos com os 13 isola-
dos de T. 4enrooxidans. Pode-se notar que todas as culturas foram
capazes de oxidar os 3 substratos oxidaveis. Em relagaoc a oxidacgao
do Fe2+, observa-se alguma variacao em termos do tempo maximo para
oxidar teodo o Fe2+ presente no meio (v~ 9,0 g/1). Enquante que Tf-
-PCE, Tf-FGO2, Tf-MCOl, Tf-MCPI, Tf-MC115, Tf-SSP e Tf-SLP, utiliza
ram todo o substrato em até 48 horas, as outras culturas oxidaram so
mente parte deste. Entretanto observou;se que até 60 horas de culti
vo (resultados nao mostrados), estas culturas oxidaram totalmente o
ion FeZ+. Em suma, houve alguma variagao na resposta em relagao ao
tempo de oxidagao, porem pode-se afirmar que esse periodo estd com

preendido entre 40 a 60 horas apds o indculo.



TABELA 10 - Utilizacao de 3 substratos oxidaveis pelos dife-

rentes i1solados de T. {earcoxddans,

1SOLADO rett s " Szog_ o

(%) (pH) (%)
Tf-PCE 100 1,1 45,9
T£-PCPO1 95,5 1,2 50,8
TE£-001E 73,0 0,9 46,0
T£-FGO2 100 0.8 36,3
T£-FGA460 100 0,8 51,0
TE-ELC 77,5 0,9 46,0
T£-MCO1 100 0,7 58,8
T£-MCPI 100 0,7 . 15,6
TF-MCO4 55,0 0,9 41,0
TE-MC115 100 0,7 41,0
T£-SSP 64,0 0,9 28,0
T£-SLP 100 0,8 36,0
Tf-LR 74,0 0,9 26,1

ot

* Pofcentagem de oxidac¢ao apds 48 horas de cultivo
** Valor do pH do meio (inicial ~3,0), apds 10 dias de cultivo
*** Porcentagem de oxidacio apos 15 dias de cultivo



Tal resultado nao deve ser entendido como uma variacio fi
siologica entre os isolados, pois as condicoes do teste foram csta-
belecidas somente para sc verificar a utilizacdao ou nao do referido
substrato.

Ainda pcla tabela 10, pode-sc observar que todos o0s isola
dos utilizaram o enxofre elementar (So) como fonte de energia. Apos
10 dias de cultivo no meio contendo enxofre, os valores do pH do
meio situaram-se¢ em torno de 1,0, indicando a predugao de 1,50, a
partir da oxidacao do s®. A utilizacao do tiossulfato como fonte de
energia por T. {erncoxidans, apesar de ser também citada como uma
caracteristica fisiologica da espécie, nao & um critério tio ecssen-
cial quanto os anteriores. Varios trabalhos tem mostrado um cresci-
mento nao muito vigoroso, e em alguns casos até auséncia de cresci-
mento, do T. fernrvoxdidans quando cultivado na presenca de tiossulfa
to como fonte cnergética (KINSEL, 1960; CORRICK & SUTTON, 1961, UNZ
& LUNDGREN, 1961:; RAZZELL & TRUSSELL, 1963}).

De qualquer forma, o teste realizado mostrou que todos os
isolados de T. 4esrncoxd{dans, utilizaram em maior ou mencr extensao,
o tiossulfato como fonte de cnergia (tabela 10).

Em relagao aos isolados purificados de 7. thiocoxidans os
resultados obtidos indicaram de forma inequivoca o que era esperado.
A tabela 11 mostra que em nenhum caso houve a utilizagao do Fez+ co
mo substrato e que,a utilizagao tanto do enxofre como do tiossulfa-
to, ocorreu nos 8 isolados obtidos. Pode-se observar que a utili-
zacao do enxofre foi mais efetiva que pelos isolados de T. {erroox4

dans, pois enquanto que estes determinaram em média um pH "“1.,0 apés



TABELA 11 - Utilizacdo de 3 substratos oxidiaveis pelos dife

rentes isolados de T. thicoxidans.

{523
.

1SOLADO re® 50 5202-
(%) (pi) (%)
Tt-PCPO1 ND 1,1 40,0
Tt-001E ND 0,7 70,1
Tt-FGO1 ND 1,1 20,1
Tt-FG460 ND 0,9 50,1
Tt-ELC ND 0,6 65,2
Tt-MCO1 ND 0.6 51,0
Tt-SSP ND 1,0 40,0

Tt-SLP ND 0,9 40.0

* Porcentagem de oxidagao apdos 10 dias de cultivo
** Valor do pH do meio (inicial ~3,0), apds 5 dias de cultivo
*** Porcentagem de oxidacao apos 10 dias de cultivo

ND - Nao detectada



10 dias de cultivo, aqueles de 7. thicox{idans determinaram um pH
~0,7 em apenas 5 dias. O tiossulfato tamb¢m foi melhor utilizado. pe
las culturas de T. thiooxdidans, a excessao do Tt-FGO1 (tabela 11),
que peleo T. ferrooxddans, pois em 10 dias de cultivo, obteve-sc apro
ximadamente 50% de oxidacao em média.

Associados aos resultados obtidos durante a etapa de puri
ficagdo em meio solido, a qual praticamente ja sclecionou as duas
espécics procuradas, os dados de utilizacao de substratos oxidivcis

reforcaram as definigoes de cada espécie.

V.2.2. EYfeito da temperatura e agitacao no crescimento

de T. {enncoxidans.

Apos a verificacao da oxidacao de diferentes substratos
oxidaveis pclos isolados obtidos, a qual foi feita em condigbes con
sideradas adecquadas segundo a literatura consultada, realizou-se cs
te ensaio procurando-se definir as condigOes otimas de cultivo para
realizagao dos estudos subseqlientes. Dois parametros importantes fo
ram cxaminados: temperatura € acracgao, atraveés de agitacao constan-
te das culturas.

As figuras 26 e 27 mostram o efeito da temperatura nocres
cimento dos isolados T{-PCE e Tf-FG400, respectivamente. Pode-sc no
tar claramente que a miaxima taxa de crescimento foi obtida a tempe-
ratura de SOOC, enquanto que a 10°C essa taxa diminuiu consideravel
mente; enquantc que a 30°C obteve-se 100% de oxidacao em apenas 2
dias de cultivo (em ambos isolados), a 10°C esse percentual foiatin

gido somente apds 15 dias no isolado Tf-PCE (figura 26). No caso do
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isolado T{-FG460 (figura 27) esse percentual nao excedeu 20% ands
15 dias de cultivo; somente apos cerca de 30 dias atingiu-se 100% de

2+ - . - .
(resultado nao mostrado), ja cvidenciando alguma

oxidacao do Fe
diferenca fisiologica cntre esses dois isolados.

Ainda nas mesmas figuras, observa-se que a 20°C a taxa de
oxidacao do fon ferroso ja € significativamente reduzida em reclagao
a 30°C. Foram necessiarios cerca de 6 dias de cultivo dos dois isola
dos, para oxidacﬁo total de todo o F02+ presente no meieo de cultura.
Em paralelo aos frascos inoculados, rcalizou-se também um controle
a 30°C (nao inoculado), para evidenciar que a oxidacao puramente qui
mica, ¢ inexistente nessas condicoes

Diversos autores tem demonstrado que a temperatura oOtima
de crescimento da espécie T. fenrcoxidans & ao redor de 30°C.  SIL-
VERMAN & LUNDGREN (1959a) mostraram que a 37°C nio ocorre crescimen
to da espécie ¢ que o otimo foi a 28°C. 1acDONALD § CLARK (1870) e
NOIKE et alif (1983), também obtiveram em varios isolados de T. f{ex
nooxidans a mesma temperatura Otima de crescimento. Um fato interes
sante que deve ser destacado nesse trabalho de SILVERMAN & LUNDGREN
(1959a), € que foi encontrada a melhor taxa de oxidagao do FCZ+
37°C, porém em suspensdes cclulares lavadas e na ausencia de crescil
mento {estudos respirométricos). Esse fato indica que a especic oxi
da o fon ferroso, desacoplada da fixacao do CO, atmosférico.

Na parte introdutoria deste trabalho, foi destacada a ca-
racteristica aerobia estrita da espécie. Dessa forma, a disponibi-

lidade de O, como aceptor final de eletrons da cadeia respiratoria,

2
& crucial para o processo oxidativo e consequentemente para o cres-
cimento da bactéria. GUAY § SILVER (1977) demonstraram claramente o
efeito da agitagao nas taxas oxidativas do Fez+ pelo T. fgerrooxdidans.

Em fungao dessa caracteristica, era de esperar uma influéncia deci-
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siva do cultivo sob agitacao, para um otimo crescimento celular. As
figuras 28 e 29, mostram claramente o efeito da agitacao nos isola-
dos T{-PCE e Tf-IFG460, respectivamente.

Enquanto que sob agitacao a 30°C o tempo maximo de oxi-
dacao completa do Fez+ foi de 2 dias em ambos os isolados, em condi
¢bes estaticas essa oxidagdo total demorou 17 dias noisolado T{-PCE
(figura 28) e 11 dias no isolado T{f-FG460 (figura 29). Novamente {oi

detectada outra diferenga {isiologica entre os dois isolados.

V.2.3. Crescimento de T. ferrcoxidans

Conforme salientado anteriormente, o interesse maior do
trabalho foi sobre a espécie T. ferncoxidans pelos motivos ja dis
cutidos. Dessa forma, realizou-se alguns estudos fisiolbgicos basi-
cos apenas com os isolados dessa espécie, objetivando-se obter in-
formacdes que permitissem um melhor conhecimento das condigoes de
crescimento da mesma e uma verificacao de possiveis diferencas de cul
tivo (algumas ja apresentadas no item anterior) entre alguns iso-
lados representativos de cada amostra utilizada para o 1solamento
da espécie,

Foi feito um estudo do crescimento do T. ferrcoxdidans uti
iizando-se 4 isolados provenientes das seguintes amostras: minério
uranifero de Pocos de Caldas - MG (Tf-PCE); efluente acido da mina
uranifera de Figueira - PR (TquG460);‘ef1uente acido de mina decar
vio de Siderdpolis - SC (Tf-SSP); efluente acido de lixiviacao demi
nério uranifero de Lagoa Real - BA (Tf-LR). Para esse tipo de en

saio utilizou-se o meio "TK', o qual como ja foi visto, nao apresen
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ta problemas de formagac de precipitados devido ao scu pH permane
cer inferior a 1,8, durante o cultivo bacteriano. Essa caractcrfsti
ca ¢ fundamental para a determinacdo da turbidez como um parametro
de crescimento celular. Além disso. realizou-se os cnsaios a 30°C
e sob agitacao constante, pois conforme demonstrado no item ante-
rior, essa sao as melhores condicoes de cultivo do T. {earcoxidans.

As figuras 30, 31, 32 e 33 demonstram a similaridade do
comportamento dos quatro isolados. Pode ser observado que independen
te do isolado, os critérios utilizados para avaliar o crescimento
das culturas, isto &, porcentagem de oxidacao do P02+, absorbancia
e o numero de células., estdo extrcmamente analogos. Entretanto deve
-se destacar como um fato interessante, a rapida queda da viabilida
de todos os isolados. Apds sef atingido o maximo de crescimento ce
lular em torno de 60 horas de cultivo, ocorre uma significativa di-
minuicao das unidades formadoras de colonias; em geral, detectou-se
ap6s 72 horas de ensaio, a metade de células vidveis em relacdo aos
valores obtidos apds 60 horas. Dessa forma, a fase estacionaria de
crescimento dessa espécie e praticamente inexistente, fato esse nao
muito comum no estudo bacteriano.

Essa queda rapida de viabilidade pode ser conseqiiencia do

2+

proprio acimulo de Fe” , o qual comega ser toxico a bactéria em de-

. - - . 2+
terminadas concentracgoes, sobretudo na ausencia do Fe ou outra
fonte de energia (KELLY & JONES, 1978; JONES § KELLY, 1983). Essa
constatacao mostra ainda, que essa espécie nao dispoe de sistema de
reserva de substancias,que poderiam ser usadas como fonte enerpCti-
: - . - 2+ '
ca na ausencia do ion Fe™ . Ao se esgotar essa fonte, a cultu
ra entra imediatamente em fase de decaimento. Assim & importantc que

- . - 2+ . .
logo apos a oxidagao total do Fe™ , as culturas sejam retiradas da

apitacio e conservadas em geladeira.
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Independente desse aspecto, essa analogia entre curvas de
avaliagao de crescimento, comprova que o critério "oxidagio do FeZ+”
¢ suficiente para acompanhar o crescimento da espécie, conforme tam
bem  demonstraram HOFFMAN & HENDRIX (1976), pois como ja foi mencio-
nado,a contagem de colonias em meio s6lido ¢ problematica devido a
nccessidade do uso de agarose ou outro agente solidificante sem con
taminantes organicos (TUOVINEN § KELLY, 1973).

Qutra observacao que pode ser feita ainda pelas figuras
30, 31, 32 ¢ 33, ¢ a uniformidade de respostas dos quatro isolados
de 7. {fennooxdidans. Aparentemente poucas diferengas podem ser nota-
das simplesmente pelos graficos. A titulo de se obter informacoes
que possibilitem estabclecer algumas diferengas fisioldgicas cntre
os 1solados, foram calculados para cada um as taxas de oxidagao
(Vox) e o tempo de geragaoc (G) das culturas, utilizando-se as par
tes lineares de cada curva de crescimento.

Pela tabela 12 pode-sec observar algumas diferengas fisio-
logicas entre os isclados estudados. Enquanto o isolado T{-PCE apre

2+ —1)

e o menor tempo de geracao (8,4 horas), o isolado T£-SSP mostrou a

sentou a maior velocidade de oxidacao do ion F¢2+ (4,2 mM Fe” «h
menor velocidade {3,7) e o maior tempo de geracaoc (13,2). Esses va-
lores para tempo de geracao (de 8,4 a 13,2 horas) estaoc acima de al
guns dados encontrados na literatura, sobretudo para o isolade Tf-
-SSP ; esses dados indicam um tempo de geragao de 4,5 a 8,0 horas
(SHAFIA § WILKINSON, 1969; TUOVINEN & KELLY, 1973; MANDL, 1984). En
tretanto, deve-se destacar que inumeros fatores durante o cultivo da
bactéria, podem influenciar o seu Cresciﬁento, a comecar do proprio
meio s0lido (tipo de agarose, por exemplo) utilizado para a conta
gem de células. TUOVINEN § KELLY (1973) obtiveram cerca de 3 x 108

células x ml™} apds 48 horas de cultivo, enquanto que neste trabalho,
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TABELA 12 - Velocidade de oxidacido do ion Fez+ (Vox) e tempo
de geragao (G) dos isolados Tf-PCE, Tf{-FG4060,

T{-SSP e T{-LR.

1 2
ISOLADO vox G
2+ -1
(mMFe «+h ) (horas)

T{-PCE 4,2 8.4
Tf-FG460 3,9 10,4
Tf-5SP 3,7 13,2
T{-LR 3,9 10,2

1 Vox = velocidade de oxidacao do Fe2+

2 G = tempo de duplicacao da populagao bacteriana.



o numero maximo de <células vidveis obtido {foi de aproximadamente

7

9 x 10° (Tf-SSP). Por outro lado, esses dados concordam com aqueles

publicados por MISHRA et arii (1983), que obtiveram de 0,8-1.0 x108
células x m1 1.

Em relagao a utilizacao do Ion Fe2+, obteve-se 100% de
oxidacao apos 48 horas de cultivo (figuras30 e 31), para os isolados
T{PCE ¢ Tf-FG460 e 60 horas ({figuras 32 ¢ 33), para os isolados Tf-
-SSP e Tf-LR . As taxas de oxidacao obtidas variaram de 3,7 a 4,2

mM Felt .p7d 1

, que cxpressas com mged -h-l situam-s¢ entre 206,5 e
234,4. Em um trabalho de avaliacao tanto de linhagens obtidas em di
ferentes minas, bem como com mutantes obtidos a partir dessas linha
gens selvagens, GROUDEV & GENCHEV (1978), obtiveram valores que va-

L.y 1,

riaram de 182 a 275 ml-£Z

Dessa forma, pode-se dizer que os resultados obtidos nes-
te estudo, estao dentro de uma faixa esperada; apesar de nao ocorrer
uma variacao tao significativa como a obtida por esses autores, es-

sas diferencas indicam com uma certa consisténcia, que efetivamente

os isolados sao fisiologicamente diferentes.

v.2.4., Efeito do wuranio no crescimento de 7. {errcoxidans

T. fernooxidans apresenta uma elevada resisténcia a metais con-

forme ja discutido (LUNDGREN § SILVER, 1980; HUTCHINS cf aflif, 1986).

,
Memo assim, o melhoramento genético da espécie para essa caracteris
tica € importante, pois em futuros processos mais controlados {(bior
reatorés), tal caracteristica podera determinar desejadas otimiza-
goes. Assim, objetivou-se nesse estudo, bem como nos de TrTespirome
tria, avaliar uma variabilidade natural entre os isolados, para se

selecionar aqueles potencialmente mails resistentes, como passo ini-

cial de um programa de melhoramento genético.



151

Inicialmente utilizou-se todos os isolados de T. fernoox<
dans obtidos, os quais foram submetidos a concentracdes crescentes
de uranio: 2, 4, 6 ¢ 8 mM. Conforme apresentado em "Materiais ¢ Mé-
todos'™, houve necessidade de se diminuir a concentracao de POE_ do
meio de cultura "9K' (de 0,5 para 0,1 g/1) alcém de um abaixamento
do pH inicial de 2,8 para 2,0, para evitar precipitacaoc do uranio
no meio. fato inevitavel no mecio original. Para se certificar que
essas pequenas modificacocs nao intefeririam no crescimento normal
das culturas, rcalizou-sc em paralelo testes controles sem  adigao
do uranio.

Pela tabela 13, pode-sc notar inicialmente que, de fato,
essas modificacoes no meio de cultura nao interferiram significati-
vamente no crescimento doé isolados, pois2 a 3 dias anos o inicio,
todas as culturas oxidaram totalmente o Fez+ presente.

Dentre todos os isolados aquelc que apresentou a maior re
sistencia foi o T{-LR. pois mesmo na prescnca de 8 mM  de uranio,
ocorreu oxidacao total do F02+ em 24 dias de cultivo. Nenhum outro
isolado. mesmo apos 30 dias de cultivo (periodo do ensaio). conse-
guiu utilizar o Fe2+ nessa condigcao. Rigorosamente, pode-se dizer,
ainda observando-sc a tabela 13, que a concentracao de 4 mM (cerca
de 1 g/1) ja diferencia esse isolado Tf-LR dos demais, pois enquan-
to este oxidou o F92+ em 3 dias, os outros levaram acima de 10 dias
(exceto Tf-PCE e Tf-PCO1) para oxidarem totalmente a fonte energéti
ca. Na presenga de 6 mM, além do Tf-LR (8 dias para oxidacao comple
ta), somente outros tres isolados conseguiram metabolizar o Fe2+:
Tf-PCE, T{-PCP01 e Tf-FGO2. |

Aparentemente nao existe uma correlacao entre a resposta
ao uranio e isolados da mesma procedéncia. Por exemplo, os isolados

Tf-MCO01 e Tf-MCPI mostraram-se mals resistentes (ver concentracao de



TABELA 13 - Efoito] de diferentes concentragoes de Uranio,

no crescimento dos 13 isolados de T. ferrooxidans.

ISOLADO DE CONCENTRAGAO DE URANIO (mM)

T. 4enrooxidans 0 2 1 6 8
TL-PCL: 2 3 7 22 N. 0%
T{-PCPO1 2 3 9 22 N.O
Tf-001E 3 3 14 N.O N.O
Tf-FGO2 2 3 10 21 N.O
T{-FG460 2 10 16 N.O N.O
Tf-ELC 3 9 19 N.O N.O
T£-MCO1 2 3 17 N.O NLO
T{-MCPI 2 3 16 N.O N.O
T{-MCO4 3 14 21 N.O N.O
Tf-MC115 2 14 20 N.O N.O
Tf-SSP 2 3 10 N.O N.O
TE£-SLP 2 3 10 N.O N.O
Tf-LR 2 2 3 8 24

1. Tempo (dias) para oxidagao total do Fe2+ {9 ¢/1) presente no

meio de cultura.

2. Nao oxidou em até 30 dias de cultivo.



2 mM) que os isolados T{-MCO4 e Tf-MCl1S5; esscs quatro isolados sio
oriundos da mesma mina de carvao, porém de pontos diferentes, con-
forme a tabela 9 (mostrada anteriormente). Por outro lado, aparen-
tecmente existe uma correlacao entre a caracteristica da amostra quan
to ao scu teor dec uranio e o respectivo isolado de T. gernrcoxidans,
como era naturalmente de se esperar. Assim, Tf-LR foi obtido de um
lJicor que apresentava cerca de 3 g/l em uranio; os isolados T{-PCE,
T{-PCP01 ¢ Tf-FGO2, também foram obtidos de amostras contendo ura-
nio.

Aproveitando essas informagoes,selecionou-se 4 isolados
para se estudar as cincticas de crescimento na presenca dessc metal.
Pode ser visto pela tabela 14 que cada tipo de isolado € provenien-
te de amostras contendo‘diferentes concentracoes de uranio desde a
virtual ausencia (Tf-SSP) até cerca de 3500 ppm (Tf-LR).

Os resultados obtidos podem ser vistos nas figuras 34,35,30
e 37. Pela figura 34,observa-se que o isolado Tf-LR praticamente man
teve sua cin€tica normal de oxidacgao do Fe2+,na presenca de 2 mM
de uranio. Os isolados Tf-PCE ¢ Tf-SSP apresentaram uma ligeira que
da nas suas taxas oxidativas e o Tf-FG-460 fol o isolade que mos-
trou uma sensibilidade marcante a 2 mM de uranio.

A figura 35, mostra o efeito de 4 mM de uranio no cresci-
mento dos referidos isolados. Essa concentracao ja diferencia clara
mente a resistencia ao uranio entre esses isolados. Novamente o
Tf-LR mostrou resistencia quase total a essa concentragao, pois sua
fase exponencial de crescimento nao foi alterada:; a oxidacao total
do‘Fe2+ presente completou-se em 3 dias. Os demais isolados (T{-PCE,
Tf-SSP e Tf-FG460), mostraram uma sensibilidade, nessa mesma ordem
de aumento, tanto na fase lag de crescimento como também, e prin-

cipalmente, em suas fases logaritmicas. ROY § MISHRA (198la), traba



TABELA 14 - Isolados de 7. fenncoxidans ¢ suas respectivas pro
cedencias, utilizados no experimento de efcito do

uranio no crescimento destes isolados.

ISOLADO DE CONCENTRACAQ

PROCEDENCIA DO URANIOQ DA

fjernrooxadans AMOSTRA (ppm)
T{-PCE Minério uranifero de baixo 400

tecor de Pogos de Caldas-MG

Tf-FG460 Eflucnte de patio de esto- 200
cagem de minério uranifero

de Figueira-PR.

Tf-S8SP Efluente de mina de carvao ND
de Siderdpolis-SC

TF-LR Efluente de coluna de 1ixi 3500
viagao cstatica de min€rio

uranifero de Lagoa Recal-BA.

ND: Nao detectado
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lhando com uma linhagem de¢ 7. {erncoxidans, encontraram resultado s¢
melhante, porém para uma concentragao de uranio bem menor (~1 mM).

Pela figura 36, percebe-se que o isolado Tf-LR comega a
ser inibido por 6 mM de uranio. Sua taxa oxidativa do Fe2+ (fasc ex
ponencial) diminuiu, determinando um periodo de 7 dias para oxida-
¢ao completa da fonte de cnergia. Dos outros isclados, somente Tf-
-PCE ainda aprescntou crescimento; este no cntanto, foi extrcmamente
lento, tornando-se praticamente linear. Somente apds 22 dias, todo
o Fe’® foi oxidado. Para os outros isolados (Tf-SSP e T{-FG460) ne-
nhum crescimento {oi detectado.

Na presenga de 8 mM de uranio (figura 37), somente o iso-
lado Tf-LR, mostrou crescimento. Mesmo assim pode-se observar quees
te foi severamente prejudicado pela presenca do metal, pois somente
apos 24 dias de cultivo, € que ocorreu a oxidagao completa do ion
ferroso.

TUOVINEN & KELLY (1973b) demonstraram que 5 mM de wura
nio adicionado a uma cultura em crescimento, causou imediata parali

2+ 14

sacao da oxidacao do Fe e da fixacao de Co evidenciando dessa

29
forma que o mecanismo de oxidacao do FeZ+ esta acoplado ao cresci
mento da cspécie. Ocorre uma rapida perda da viabilidade celular, cau
sada por uma aparente plasmolise das células, como mostradoe por fo-
tomicrografias eletronicas. Q uranio apareceu nessas preparacos. 1i
gados a constituintes celulares, sobretudo a nivel de membrana. on-
de estao alojadas as enzimas respiratdrias da especie (TUOVINEN §
KELLY, 1974a.,b).

Nos resultados apresentados (fabela 13), ficou evidente uma
razoavel variabilidade entre os isolados, em relagdac a resisténcia
ao uranio. Da mesma forma que notou-se uma variabilidade entre iso-

lados provenientes da mesma regiao, DiSPIRITO § TUOVINEN (1982) acha

ram niveis de resistencia variando de 1 a 5 mM entre linhagens iso-
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ladas de amostras dc uma mesma mina de uranio do Canada (Agnew Lake
Uranium Mine). Foi mostrado ainda nesse trabalho, que essa resistén
cia ¢ muito mais acentuada em pHs mais elevados., Assim, uma mesma
linhagem que foi tesistente @ 5 mM de uranio a pll 2,5, nao resistiu
1 mM quando cultivado a pH 1,5. Essas diferencas podem ser devidas
a uma possivel complexagao do uranio em pHs mais elevados, tornando
-0 inocuo ao microorganismo. Conforme demonstrado por TUOVINEN & KEL
LY (1974a) cations bivalentes (Mg2+, C32+) e EDTA reduzem acentua-
damente a toxicidade do uranio.

Apesar de nao estar definitivamente comprovado que a re
sisténcia ao uranio & de natureza plasmidial, MARTIN ct aldi{ (1983)
mostraram correlacao entre a presenca de 1 plasmidio de 13 megadal-
tons em uma linhagem resistente ao uranio, o que nao foi detectado
em linhagens sensiveis.

Destaca-se finalmente, que muito mais que nos outros en
saios ji discutidos, a presencga de um metal téxico (no caso o ura

nio) permitiu verificar diferencas significativas no comportamento

dos isolados de T. {erxncoxidans.
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V. 3. ALGUNS ESTUDOS RESPIROMETRICOS EM T. {erarooxidans

A cnergia decorrente da oxidacao do FeZ+ por T. feancoxi-
dans ¢ utilizada na fixacgao do co, atmos{érico para o crescimento
da bactéria. Nessc processo, o oxigeénio ¢ consumido cstequiometrica
mente (4F02+ = 102, conforme cquacao 1 )}, pois o mesmo € © aceptor
final dos clétrons, provenientes do F02+, conduzidos peclas enzimas
respiratorias dessa espécie, conforme ja discutido.

Em um sistema celular em repouso (“resting cells'), isto
¢, ctlulas sem crescimento, as enzimas do sistema oxidative do T.
ferrnooxdidans metabolizam normalmente o Fe2+, consumindo o oxigcnio,
porém desacoplado da fixacdo do Co, atmosférico {KELLY § JONES, 1978).

Dessa forma o estudo de aspectos metabolicos da espécie
(cincticas oxidativas), pode scr efetuado através de técnicas respiro
métricas,utilizando-se por cxemplo o sistema Warburg, conforme de
monstrado por SILVERMAN & LUNDGREN (1959 b), ou pclo eletrodo de oxi
genio de Clark (DiSPIRITO & TUOIVINEN, 1982a,b). Por esses métodos,
pode-se estudar de maneira rapida e eficiente (2-3 horas), fatores que
interferem positiva ou negativamente na oxidacao do Fe2+, métabo]i§
mo fundamental da espécie T. {errcoxidans.

Procurou-se nesse estudo,avaliar o comportamento respiro-
métrico dos quatro isolados utilizados nos ensaios anteriores (Tf-
-PCE, T{-LR, T{-SSP e Tf-PG460, conforme a tabela 14}, em relacao
ao efeito da concentracao do substrato, pela determinagao do Km e
Vmax, ac quociente respiratdrio (QOZ(N) = oxigenio consumido por mi
ligrama de nitrogenio celular em 1 hora), e em relacido ao efeito do

pH e de metais pesados (U, Mo e Hg). O objetivo central dessa avali

agao., foi o de se verificar de forma mais conclusiva em relacgao aos
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testes de crescimento, possiveis diferengas fisioldgicas entre os

isolados, determinadas por uma variabilidade gencética natural.

V.3.1. Lfeito da concentracgao do substrato (Fcz+).

As figuras 38-A, 39-A, 40-A e 41-A, cvidenciam claramente
que a atividade respiratdria do T. {errooxidans e, conseqiientemente,
a acao oxidativa do Fez+, obedecem a cinctica de Michaelis-Menten pa
ra enzimas, conforme demonstrado por DiSPIRITO § TUOVINEN (1982a,b).
As mesmas figuras na parte B, mostram respectivamente os graficos
de Lineweaver-Burk dos isolados Tf-PCE, Tf-PG460, Tf-SSP e Tf-LR,
obtidos por regressao linear dos pontos das curvas de Michaelis-Men
ten de cada isolado de T. f{errcoxidans.

Pode ser visto pelas citadas figuras.que em geral a con
centragao de saturagao de Fe’t esta situada entre 10 a 20 mM. Utili
zando-se os graficos de Lineweaver-Burk- foram calculados os valores

de Km ¢ Vmax. A tabela 15, mostra esses valores, bem como o© QO (N)
2 s

dos quatro isolados utilizades ms ensaios.

Pode-se verificar que ocorreu uma diferenca significativa
entre os 1solados, pois o Km variou de 4,88 mM para o isolado Tf~
PCE, a 9,09 mM para o isolado Tf-TG460. O Vmax para esses mesmos iso
lados variou de 100 a 196,07 ug O2 consumido/min.mg N total, respec
tivamente. O quociente respiratdério (QOZ(N)) também revelou diferen
cas fisiolOgicas entre os isolados, uma vez que nesse parametro ob-
teve-se um minimo de 4.162,7 w20, consumido/hora.mg N total para o
isolado Tf-PCE e um maximo de 6.774,8 pﬂDz/h.mg N total paraz o iso-

lado Tf-LR.
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TABELA 15 - Valores de Km, V

-

max © QOZ(N)

Too

obtidos nos estudos ci

ncticos de respiracao ceclular.com diferentes isola-

dos de T. ferrooxidans.

, , - ,
1SOLADOS Km (mM) ozl QOZ(NJh
T. fpenrcoxidans-PCE 4. 88 100,0 4.167,75
T. 4ennecox{dans-FG460 9,09 196,07 6.774,81
T. ferncoxidans-SSP 4,99 117,65 5.921,87
T. 4enrncoxidans-LR 7,38 165,22 5.7053.45
1. V - enm u202/m1n.mg N total
2. ]),calculado no ensaio a

Q. (n

120 mM de F82+ c pH 1,8.

y em 0, consumido (uf/h.mg N

tota
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Em linhas gecrais os valorces de Km ¢ Vmax obtidos estao com
boa concordancia com os obtidos por KELLY § JONES (1978) ¢ DiSPIRI-
TO & TUOVINEN (1982b) e os valores de Qq (N) estao proximas dos va-

2

lores obtidos por SILVERMAN § LUNDGREN (1959hb).

V.3.2. Lfcito do pH

As figuras 42, 43, 44 ¢ 45 mostram as cinCticas de consu-
mo de O2 em diferentes valores de pH inicial (0,9: 1,2; 1,8; 2,3)
dos isolados Tf-PCE, T{-FG460, Tf-SSP e¢ T{-LR, rcspectivamentc. A
melhor atividade oxidativa de todos isolados foi atingida em pll 1,8,
diferentcmente dos resultados alcangados por SILVERMAN § LUNDGREN
{1959b) . nesse trabalho os autores mostraram um pH em torno de 2,5,
como o melhor ¢m termos de atividade oxidativa de uma linhagemdeT.
jernncexddans. Deve-se ressaltar entretanto, que os isolados testa-
dos foram mantidos e cultivados (para obtengao da suspensao celular)
em meio de cultura em pH aproximado de 1,8, enquanto que no traba
lho citado, a cultura foil cultivada em meio a pH 2,8. Essa difcren-
¢a no pH de manutengao e cultivo das culturas pode explicar os dife
rentes resultados obtidos.

Pelas mesmas figuras,pode-se observar que apenas o isola-
do Tf-LR apresentou atividade respiratéria significativa em pH 0.9.
Os demais isolados praticamente foram inibidos nessa condigao extre
ma. A tabela 16 mostra o efeito do pH nas atividades oxidativas do
quatro 1solados, em termos relativos élatividade especifica verifi-
cada em pH 1,8 (admitida no caso como 100%). Como ja mencionado, em
pH 0,9 o Tf-LR apresenta 35,1% de atividade respiratdoria em relacao

a sua atividade em pH 1,8, enquanto os demais nao ultrapassam 5%.1s

so mostra uma severa inibicao desses isolados nessa elevada acidez.
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TABELA 106

Efeito do pH na atividade oxidativa dos quatro 1so

lados de T. {ferrcoxdidans. Os resultados

cstao Cox-

pressos cm porcentagem relativa as atividades cspe

cificas dos respectivos isoladeos em pH 1,8 120
mM de F02+
pH
I1SOLADOS
0,9 1,2 2,3

T{-PCE 5,1 49,9 75,84
T{f-FG4060 2,2 97.8 78,9
T{f-SSP 2,5 86,3 88,9
T{-LR 35,1 94,7 06,5




Em pH 1,2 o isolado Tf-PCE ainda apresenta uma razoavel
inibigao (~50%), enquanto Tf-LR ¢ Tf-FG460 mostram uma atividade
oxidativa praticamente normal (95 ¢ 98%, respectivamente). Tr-SSpP
também mostrou pouca inibigao nesse valor de pH (86% de atividade).
Nota-se que cm pll 2,3 todas as atividade oxidativas foram recduzi
das, sendo quc o isolado Tf-SSP aprescentou-se com a melhor ativida-
de, em relacao aos outros isolados.

De qualquer forma, podec-sc verificar que existe respostas
diferenciadas de cada isolado em rclagao ao pH do meio no qual 0s
isolados foram submetidos. Essa diferenga foi detectada praticamen-

te em todos as condigoes testadas.

V.3.3. Efecito de metals pesados.

A Flgura 40-A, mostra o ¢feito do uranio no isolado 1{-P(CE.
Nota-se claramente uma inibigao progressiva na atividade respiraté-
rio da bacteéria: na presenca de 6 ¢ § mM do metal, cessa inibicdo ¢
virtualmente total, indicando uma paralisacao complcta no sistema
oxidativo do Fe2+ desse isolado. No caso do molibdenic (figura 46-B)
o comportamento do isolado € bem semelhante, pois nas concentracdes
de 1 e 2 mM ainda detecta-se alguma atividade e em 3 e 4 mM.cssaati
vidade € totalmente inibida.

Por outro lado, o mercurio revelou a mais potente inibi-
cao (figura 46-C), pols mesmo na menor concentracace (0,1 mM ou cer-
ca de 20 ppm), ocorre uma severa paraliéagﬁo da atividade oxidativa
do isolado.

As figuras 47 e 48 (A, B e C) mostram as cincCticas respira
torias dos isolados Tf-FG-460 e Tf-SSP, respectivamente, na presen-

ca dos tres metais pesados. Pode ser visto que os dois isolados res
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pondcram de forma semclhante, sobretudo em relagao ao uranio ¢ ao
mercOrio, pois mesmo nas menores concentragoes (2 e 0,1 mM, respec-
tivamente), ocorrcu inibigao quasc total em suas atividades oxidati
vas. Alguma diferenga pode ser notada entre esses isolados, nas cur
vas dc inibigao pelo molibdénio. Enquanto que o isolado Tf-IG460 (ri
gura 47-B} apresentou uma forte inibigao em 1 mM do mctal (inibicao
quasc total nas demais concentragoes), o isolado T{-S8P (figura 48-
-B) conscguiu apresentar uma atividade relativamente boa nessa me-
nor concentracgao (cerca de 50% do controle).

Dentre os isolados testados, o Tf-LR foi aquele quc apre-
sentou os melhores niveis de resisténcia aos metais pesados. Pela
figura 49-A, nota-se claramente que o uranio nas concentragocs de 2
¢ 4 mM nao teve qualquer efeito inibidor na atividade de oxidagao
do Fe2+ pelo isolado. Rigorosamente pode-sc até obscrv;r algum esti
mulo dessa atividade na presenga de 2 mM de uranio. Entretanto, da
mesma forma que os outros isolados de T. fernccxdidans, as concentra
gocs de 6 e 8 mM foram altamente toxicas para a bactéria.

Na prescnca de molibdenio (figura 49-B}, também pode ser
observada uma diferenga marcante desse isolado (Tf-LR) em relacao
aos demais. Como foi visto, esse metal mesmo em sua menor concentra
¢ao (1 mM), provocou significativas inibicoes nesses isolados (me-
nor no Tf-PCE), enqguanto que no Tf-LR essa concentragao praticamen-
te nao interferiu com a atividade do isolado. As outras concentra-
goes, a exemplo do observado com Tf-PCE, Tf-FG40 e Tf-SSP, provoca-
ram também severas inibig¢oes no Tf-LR.

0 mercﬁrio, no caso do Tf-LR (Figura 49-C), também mostrou
ser um potente inibidor da atividade respiratoria desse isolado, a
exemplo do ocorrido com os demais. Assim, as concentragoes de Hg

utilizadas nos ensaios, mesmo a mais baixa (0,1 mM), nao permitiu
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cstabelecer diferengas significativas em relacao a resistencia a cs
se¢ metal, pelos isolados de T. {ferrooxidans.

Utilizando os dados cinéticos obtidos, calculou-se¢ os per
centuais inibitorios de cada concentracao do metais testados, para
cada isolado bacteriano. Tomou-se como controle,o quociente respira
torio dc cada isolado obtido na auscncia dos metais (QO /h.mp N to-

2
tal).

A tabela 17 mostra esses valores. Na prescenga de 2 ¢ 4
mM dc¢ uranio, os isolados sao facilmente diferenciados entre si. O
Tf-LR nao foi inibido (zecro e 2,8%), T{-PCE foi moderadamente
(28,2 ¢ 03,0%) ¢ Tf-FG460 e T{-SSP foram severamente inibidos (98 ¢
94,09, respectivamente).

Difecrencas significativas entre os isolades. também podem
ser observadas em relacao a resistencia a 1 mM de molibdcnio. [Essa
concentragao desse metal, € na rcalidade, a que permite uma diferen
ciacao mais completa cntre todos os isolados. T{-LR apresentou uma

alta resistencia (2,1% de inibicao), Tf-PCE mostrou uma beoa resis-

tencia (15,0% de inibigao), T{-SSP uma resistencia média (52,8% ¢
o Tr-FG460 uma baixa resistencia, pois ocorrcu 78,2% de inibicac dc
sua atividade na referida concentracao do molibdeénio.

Como ja destacado, o mercurio nao permitiu uma boa difc
renciancao entre os isolados, pois em 0,1 mM todos foram inibidos de
forma quase semelhante: 81,6%, 90,3%, 94,1% e 78,5% para os isola
dos T{f-PCE, Tf-FG460, Tf-SSP e Tf-LR, respectivamente. Mesmo assim,
notia-se uma certa ordem de resistencia coerente com os outros mectais,
prevalecendo Tf-LR e TE-PCE.

Dessa forma, pode-se estabelecer uma classificacao entre

os isolados, em relagao a resistencia aos metais pesados utilizados

nesses cnsaios: TEf~-LR > Tf-PCE > Tf-SSP z Tf-FG460, ELEsses resulta-
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TARBELA 17 - Efcito de mctais pesados na atividade oxidativa dos
quatro isolados de T. {gerncoxidans. Resultados ex-

pressos como porcentagem de inibigdo, em relagao aos

quocientes respiratorios - Q .+ - de cada isolado,
OZ(N}
na auscncia dos metais
CONCENTRACAD ISOLADOS
METAL
(mM) T{-PCE T{-FG4060 Tf-58P TI-LR
2 38,2 91,4 94,5 5,9(+)
4 63,6 98,0 94,9 2,8
Uranio
6 97.8 98,1 98,9 99,3
8 98,2 99,4 99,8 09,9
1 15,0 78,2 52,8 2,1
2 62,6 86,1 86,1 79,2
Molibdenio
3 95.4 91,53 84,7 84,9
4 97,3 93,2 84,0 &5,0
0,1 81,0 90,5 94,1 78,5
0,3 91,8 97,0 94,5 92,3
Mcerclurio
0,5 94,2 99 .3 96,0 92,5
1,0 94,5 99,8 96,5 92,8

(+) Indica maior Q .y que o controle sem o metal
0,(N)



dos obtidos, praticamente comprovaram os estudos ja discutidos, so-

bre o crescimento dos isolados na presenga de uranio (figuras 34

35, 30 ¢ 37) ondc a ordem de resisténcia {oi basicamente a mesma.
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V.éd. LIXIVIACAO DE MINERIQS DE URANIO POR T. ferrcoxidans.

Paralelamecnte ao desenvolvimento dos cstudos basicos apre
sentados, foi conduzido um programa de trabalho objetivando avaliar
a potcncialidade de dois tipos de minérios uraniferos (minério dami
na de Figucira - PR ¢ de Pogos de Caldas - MG), frentec a técnica de

lixiviacao bacteriana.

V.4.1. IEnsaios em frascos agitados

A. Minério de Figueira - PR.

A figura 50 (A, B e¢ C} mostra os resultados obtidos com
_— . . 2+ - ) e
adicao do meio 9K (sem Fe”™ )}, nos tres tratamentos recalizados. Suo
apresentados nas citadas figuras, tres critérios basicos para ava
liar s acao bacteriana sobre o referido minério: A e B mostram res-
pectivamente a evolucao do pH e do Eh (potencial de oxi-redugao}, e
C mostra as curvas de solubilizacao do uranio.

Apos um periodo de 15 dias, necessario para a estabiliza-
cao do pll cm aproximadamente 2,8 pela adigao de H2504, foram rcali-
zados os tratamentos "inoculado', "esterilizado'" e '"'mao inoculado-
-nio csterilizado™. Pode-se observar que com a adicao 1inicial do
meio de cultura sem a fonte energética, tanto o frasce inoculado co
mo o scm inocular e sem esterilizar,mosfraram atividade bacteriana
significativa. Essa atividade fica evidenciada pelo progressivo abai
xamento do pll ate cerca de 1,2 (figura 50-A) e pela elevacao do Eh

at¢ aproximiadamente 500 mV (figura 50-B); esses dois parametros no
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frasco csterilizado, permaneceram praticamente inalterados durante to
do o periodo do ensaio (60 dias). Ressalta-sc ainda que o pH dessc
tratamento foi mantido em 2,8,devido a adigdes subseqiientes de aci-
do sulfirico.

O abaixamento do pll nos dois tratamentos citados, mostra que
houve producao de acido pelas bactCrias a partir da pirita presente
no minério, conforme mecanismo ja discutido anteriormente. Além dis
so, a clevagao do Eh foi devido a oxidacgao do Fe2+, originado tam-
bém 3 partir da pirita, pois esse substrato oxidavel nao foi adicio
nado no meio de cultura (9K, sem FeZ+). No final deo ensaio, as con-
centracoes de F03+ nesses tratamentos situaram-se em torno de 4 g/1,
cnquanto que no csferilizado obteve-se apenas 0,2 g/1, devido prova
velmente a uma oxidagao pelo proprio oxigénio nas condigoes de pH
(v2,8) ¢ sob agitacao constante.

No caso do frasco '"mao inoculado-nao esterilizado', cssas
indicacocs revelaram a presenca natural do T. {earocxidans no proé
prio min¢rio. Alem dessas, testes de viabilidade nesse tratamento.
apresentaram sempre resultados positivos, ao contrario do tratamen-
10 e¢sterilizado.

Como conseqgiiencia dessa acao microbiana sobre o sulfeto
metalico presente no minério (FeSz), gerando HZSO4 e F03+, a extra-
¢io Jdo uranio foi significativamente maior nesses dois tratamentos
(61,0% ¢ 57,6% respectivamente, no inoculado e mao inoculadd), em rc-
lacno ao frasco esterilizado (40% de extracao). Nota-se claramente
na figura 50-C, que a cinética de extracao do metal & bastante seme
lhante as cineticas da producac de acido (Figura 50-A) edo Eh (50-B).
NDeve-se destacar contude, que mesmo no tratamento esterilizado, nota
-s¢ uma clevagao da extracao do uranio a partir do 15° dia (valor

obtido na fase de ajustes de acidez para os tres tratamentos). Essa
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clevacio cntretanto, foi devido as novas adigoes de acido efetuadas
s06 nessc tratamcnto, para a manutcngao do pill no valor indicado
(2,8).

Essa adigao suplementar de HZSO4, determinou um maior con
sumo dc dcido no tratamento esterilizado; enquanto neste o Consu-
mo fol de cerca de 1,5 g de H2504 (ou ~50 kg/t), nos tratamentos bac
terianos o consumo situou-se cm torno de 1,1 g (ou ~37 kg/t). gas-
tos apenas na fase de correcao acida inicial.

Evidenciando a ac¢ao indireta bacteriana no processo, isto
¢, os produtos de scu mectabolismo sobre a pirita (IIZSO4 ¢ F03+L sao
- responsdveis pela solubilizagao de metais presentes no minerio,
obteve-sc tambem difcrcngas significativas de solubilizagao de mo
libdcnio: 28, 24 e 15% nos tratamentos ''inoculado'", '"nao inoculado"
¢ "esterilizado", respectivamente.

Algumas diferengas em relacgao ao teste anterior, foram ob
servadas no ensalo sem a adicao do meio de cultura, como pode ser
constatado pela f{igura 51 (A, B ¢ C). Somente o tratamento "inocula
do" mostrou atividade bacteriana satisfatOria. Observa-sc que ocor-
recu abaixamento do pl (figura 51-A) apds a realizacao do inoculo,
porém sem a mesma eficiencia do mesmo tratamento do teste anterior.
cnquanto que com a adigao do meio o pH atingiu cerca de 1,2, sem es
sa adicao o pH caiu a2 1,8. Tanto o "esterilizado" como o "sem inocu

lar'", mostram que o bl obtido com ajustes com HZSO4 (~2,8) manteve-se

)
sem alteracao. A figura 51-B (potencial de oxi-redugao) mostra o
mesmo tipo de comportamento. A concentragao de FeS+ no final do en-
saio do tratamento 'inoculado', foi menoé da metade (1,8 g/1) daqgue-
la alcangada no teste anterior no mesmo tratamento.

Em relacao a solubilizacdo do uranio (Figura 51-C), como

era de se esperar, o tratamento ""incculado" foi o mais eficiente,
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pois apos 06U dias, obteve-se cerca de 58% de extragdo, cnquanto que
nos outros dois, "esterilizado' ¢ "nao inoculado', csses rendimentos
foram 38 ¢ 3Y%, respectivamente. Nota-sc que mesmo nao sc detectan-
do a mesma atividade no tratamento "inoculado' desse ensaio em rela
¢ao ao anterior, o nivel de extragao de uranio foi praticamente o
mesmo (v605). O consumo de acido foi aproximadamente tpual ao do cn
saio com adigao de mecio, pois e¢stc consumo foi realizado esscncial-
mente na fase de correcao. No tratamento "nio inoculado', cssc con-
sumo foil mais clevado (a cxemplo do "esterilizado'™), pois como nio
houve atividade bacteriana detectavel, foi nccessario tambCm, corre
¢ocs acidas subseqiientes.

A adigﬁd do mecio de cultura, parcce ter favorecido um ra-
pido descenvolvimento das bactérias ja presentes no minério, fazendo

com que no periodo do cnsaio, a atividade dessa populacio fosse de-

tectada pelos paramctros mencionados. Na ausencia do mcio, essa atl
vidade (provavelmente houve, pois {oi provado no teste anterior a
presenca da bactéria), foil insuficiente. no periodo de incubacio.

para sec verificar positivamente os scus c¢ritcrios indicativos do pi!
e clevagao do Eh.

Independente desse fato, o min€rio em estude mostrou uma
boa potencialidade para a aplicacao da lixiviacao bacteriana do ura
nio contido, pois c¢xistem bactcérias endogenas e substrato oxidavel

+ .. ;
,suficientes para consumir o

(#2]

que permite a geragao de acido ¢ Fe

excesso de materiais alcalinos ¢ solubilizar osmetais prescntes.

B. Minérioc de Pogos de Caldas - MG.

Como diferenca fundamental entre esse tipo de minério e o

de Figueira, sob o ponto de vista de lixiviagao bacteriana, deve-se
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destacar que foi desnecessario a fase inicial de corrcgoes acidas,
para ajustes do pll em um valor adequado para a atividade bacteriana
(v3,0). Nos dois tipos de cnsaios rcalizados, tanto com meio de cul
2+ - . - ..
tura YK (scm Fe” ) como na ausencia deste (somente agua), o pH ini-
cial da polpa (mincrio + solugdo lixiviante) apresentou-sc com ca
racteristicas acidas (v3,5). Lssa caracteristica é devido, provavel
mente, a baixa concentracado de minerais de naturcza alcalina, sobre
tudo carbonatos, ¢ ainda a uma atividade natural de bactérias japre
scntes no minério. Como essc valor esta razoavelmente dentro da fai
xa de atividade do T. ferrvoxidans, iniciou-se imediatamente os tra
tamcentos plancjados.

A figura 52 mostra as curvas de pH (A), Eh (B) e rendimen
to de extracao do uranio (c), no ensaio com adigio do meio de cultu
ra 9K (scm F02+). Podec-se observar pela primeira figura, que apos 5
dias Jde cultivo, o pll dos tratamentos "“inoculado" e "nao inoculado',
comecou rapidamente a decrescer, indicando uma eficiente utilizacgao
da pirita tanto das bactérias inoculadas, como daquelas endogenas na
amostira mincral,

Analogamente ao pH, o Eh (figura 52-B) rapidamente se ecle

va nos dois referidos tratamentos, em fungdo da oxidagao biologica

’ 4 S5+

do I'c” 4 Fe” . Na auscncia dessas bactérias, isto &, no tratamento
esterilizado, tanto o pH como o potencial de oxi-redugac permanecem
estaveis nos valores iniciais.

Cerca de 20 dias apos o inicio do teste, o pH atinge scu
menor valor (aproximadamente 1,0) nos frascos contendo bactérias em
atividade. O Eh nesse tempo ainda esta em ascencao, sendo que Scu
valor miaximo (680 mV) so foi alcangado no final do ensaio (50 dias).
Essce fato revela uma constante oxidacao bacteriana da pirita duran-

- - 2+ . .
te o periodo; o 1on Fe € detectado durante o ensaio em uma concen
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tragao constante (0,2 -0,3 g/1) ¢ a de Fe34 ¢ crescente durante to-
do o cnsaio, atingido cerca de 3 ¢/1 ao final.

A extracgao do uranio (figura 52-C) ¢ progressiva atcC cer-
ca do 30° dia, quando a mesma se estabiliza em torno de 00% nos tra
tamentos "inoculado"” ¢ '""mao inoculado'; por outro lado, no "ecsteri-
ljzado™ essa extrag¢ao situou-sc em torno de 15%.

Assim,uma significativa diferenga fol constatada cntre uma
lixiviacao do uranio dessc mincrio via atividade bacteriana ¢ uma
nao bacteriana. Destaca-sec ainda, que praticamente nenhuma difercenga
significativa foi observada nos dois tratamentos contendo bactcrias
ou inoculadas ou naturalmente presentes no minério.

No teste sem a prescenca do meio de cultura, novamente sc
comprovou as diferengas entre a prescnga ativa do T. gearceoxddans ¢
a sua auscncia. A {igura 53 (A, B e C) mostra os rcsultados obtidos
no ensaio. Apesar dos rcsultados finais serem scmeclhantes aos  do
teste anterior, alpumas diferengas podem ser constatadas.

Enquanto que no primeiro obscervou-se um rapido inicio da
atividade bacteriana (5 dias). neste Ultimo essa atividade, indica-
da pela queda do pH (figura 53-A) e elevacido do Eh (figura 53-B),s0
comeca a ser detectada apds 15 dias de incubacao. Essa diferenca ¢.
seguramente, devido a disponibilidade imediata dos nutrientes do
meio 9K no caso do primeiro teste. Somente apds um periodo de solu-
bilizacdo desses nutrientes (Mg, K, P, N} presentes no proprio mine
rio, € que se intensifica a atividade biologica no scgundo ensaio.

Uma outra diferenca interessante ¢ que a extracdo do ura-
nio (figura 53-C) no tratamento ”esteriiizado”, apesar de ser meta-
de daquelas dos tratamentos bacterianos, € significativamente maior
que aquela verificada no mesmo tratamento do ensaio com melo de cul

tura (cerca de 30 e 15%, respectivamente). Provavelmente algum compo
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nente do meio de cultura (talvez o fosfato} formou algum complexo 1In
soltvel com o urianio, nas condigoes de pll dessc tratamento (~v3.8).

De qualquer forma, ficou cvidenciado nos dois ensalos, a
potencialidade do minCrio frente a tcécnica da lixiviagao bacteriana
Lm suma, os cnsaios revelaram que existem substratos no minério,
que suportam perfeitamente o crescimento bacteriano, e a consceglien-
te geragao de HZSO4 c F03+, fundamentais no processo de lixiviagao.
Dessa forma, tais componcntes promoveram uma cfetiva solubilizagao
do uranio, a qual situou-s¢ ao redor de 00%. A excmplo do cnsaio com
o minério de Figueira, também detectou-se uma solubilizagao de mo-
1ibdénio (cerca de 10%) nos tratamentos bioldgicos, aocontrario dos
testes esterilizados onde essa solubilizagao foi zero.

Ainda comparando-sc o comportamente do minério de Pogos
de Caldas em relacao ao minério de Figucira, vale destacar finalmen
te, que no caso do primeiro. o consumo de acido sulfurico para ajus
tar o pll,nas condicoes adequadas para o descnvolvimento bacterianoc.
foi praticamentc nulo ¢ o rendimento de extracgao de uranio foi cx

tremamente scemelhante (~60% para ambos).
p

V.4.2. Ensaios em colunas de percolagao (laboratorio}.

Uma vez detectada a potencialidade dos referidos mincrios
frente a técnica de lixiviagao bacteriana, realizou-se os testes de
lixiviacao estatica por percolagao em colunas, iniclalmente em esca
la de laboratério. Esses ensaios, objetivaram avaliar a acgao bacte-
riana sobre os referidos minérios, em condicdes menos favoraveis que

aquelas dos testes em frascos apgitados e mais proximas (no seu as-



IR

pecto operacional) as de uma operagiao cm larga escala: isto &, 1i-

xiviacao estatica.

A. Mincrio de Tigucira - PR

Na figura 54 sao mostradas as curvas de pH (A), Eh (B) ¢
cxtracao dec uranio (€) dos tratamentos realizados. As caracteristicas
basicas dessas curvas, sao literalmente semelhantes dquelas obtidas
nos cnsaios em frascos agitados com o mesmo minério, com e¢xcessao
do rendimento final de extracao de uranio.

Nao houve diferenga significativa entre oS tratamentos
"inoculado" e "nao inoculado'. Em ambos, o pH comeca a aprescntar uma
queda aos 15 dias de teste e.concomitantemente, uma elevagio no po
tencial de oxi-reducao, devido a agao oxidativa das bactérias,no subs
trato sulfctado (pirita) presente na amostra mineral. Devido a granu-
lometria do material utilizado (1/4"), essa agao parece menos inten
sa quec aquela verificada nos cxperimentos em frascos, pois nestes,
trabalhou-sc¢ com o minério em granulometria mais fina (inferior a
0,150 mm). Em colunas.o pH final dos tratamentos bacterianos (inocu
lado ¢ natural) SItuou-s¢ npor volta de 1,8 e em frascos, esse caiu
ate 1,2, revelando uma maior utilizagao da pirita, pois na granulo-
metria mals fina, provavelmente essec substrato apresentou-se mais
exposto a acao bacteriana.

Como conseqiiéncia,a extracac de uranio foi menor nesse ti
po de ensaio no periodo de sua realizégéo (45 dias}. Nes tratamen
tos contendo bacterias ativas, atingiu-se 49 e 45%, respectivamente
no “inoculado' e no "nao inoculado". Nos testes em frascos,essesren

dimentos giraram ao redor de 60% em ambos os tratamentos, exceto no
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"nao inoculado” scm adig¢ao de meio de cultura. Interessante notar,
que nessc caso nido houve atividade bacteriana detectavel, ao contra
rio do testec em colunas, que mesmo sem adi¢ao do meio de cultura 9K

A .. . - . -
{sem Fe¢™ ), ocorrcu atividade bacteriana natural. lalvez devido a
granulometria mais grossa, nao houve tanta liberagao de panga alca-

lina. Assim o acido geradeo pela oxidag¢ido da pirita pelas bacterias

-

ja presentes, nao fol efetivamente ncutralizado pela ganga alcalina
sobrando dessa forma um excedente que foi entao detectado no perio-
do do ecnsaio,

Mais uma vez fica evidenciado pela figura 54, que na au
sencia de bactérias (tratamento 'esterilizade™), nao ocorre abaixa-
mento de pH ¢ clevagio do Eh. Novamente foi nccessiria, adicao ex
tra de H2504 para sc¢ manter o pH estabilizado em 2,8. Conscqliente-
mente, a extracao do uranio foi significativamente menor (v3040) c
obtida praticamentc na fase de correcoces acidas.

Conforme aprescntado em "Materials ¢ Metodos' (Sccao IV 1.3).
foi feito também um teste de lixiviacao acida a uma  CONCENtragac cons
tante de 15 g/1 cem H2504, para sc verificar a eficicncia de um tra-
tamento mais cnérgico (pH < 1,0) na solubilizacao do uranio. Os re-
sultados finais obtidos neste teste, estao apresentados na tabcela
18. juntamente com os resultados finais dos outros tratamentos ia
discutidos.

Como paramectros indicativos de atividade bacteriana, des-
taca-se nos tratamentos '"inoculado' ¢ ''mao inoculado”™ os valores de
pH (1,8) conseguidos devido a essa atividade: os valores dekh, mais
altos nesses tratamentos (560 ¢ 530 mV,'respectivamente) em relagao
aos demais; e as concentragoes de Fe3+, também as mals altas nesses

dois tratamentos (12,1 e 10,7 g/l, respectivamente).



TABELA 18

- Resultados finais do

cm colunas

experimento

de lixiviagao

de percolagao, em escala de laborato-

rio, do minCrio de Figucira - PR.

TEMPO DO 2+ 3+ L enes ,

TRATAMENTO ENSATO ol ih Fe Fe sut S\ RN
(dias) (e/1) (g/1) (%) (%) (kp/t)
INOCULAIO 45 1,8 560 1,7 12,1 49,0 20,5 17,0"
NAO INOCULAIO 45 1,8 530 1,7 10,7 45,0 12,8 17,0*
ESTERILIZADO 45 2.8 330 2.1 0,3 30,3 0 25,3
ACINO® 50 0,9 440 2,7 4.3 63,7 41,2 00,2

1. Solubilizacao final do uranio.

2. Sotubilizacao final do molibdeénio.

rio tratado.

4. Consumo de acido devido a fase de correcao de acide:

5. Retagao acide/minério, em kg de H,S0, consumido por t de miné-

5. Solugao a 15 g/l em ”2504’ mantida constante durante todo o en

salo.
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Por outro lado, a lixiviacao acida foi a mais cficiente,
no que sec refere as extragoes de uranio ¢ molibdénio. Conseguiu-se,
respectivamente 63,7 ¢ 41,2%, enquanto que o "inoculado'" aprescntou
49,0 ¢ 20,5%. Entretanto ¢ fundamental observar, quc no ataque aci-
do foram censumidos 66,2 kg de HZSO4/t de minério, cnquanto qguc no
bacteriano esse consumo foil de 17,0 kg/t, isto &, cerca de 4 vezes
menor. Esse parametro (consumo de acido) & de fundamental importin-
cia tccnico-cconomica, em um empreendimento hidrometaldrgico.

A titulo comparativo, foi rcalizado um teste (resultados
nao mostrados), procurando-se¢ combinar o processo bioldgice com um
aAtaque quimico posterior.A intencido basica foi a de na primeira cta
pa (bacteriana), ser produzido acido para consumir o excesso de gan-

. - . 3+ - -
ga alcalina, e a de gerar altas concentragoes de Fe” , ifon necessa-

. . = +4 +0 ..
rio para a oxidacao do mectal (U —>U ) ¢ a sua conscqliente solu-
bilizacao. Uma ve: determinadas essas condicdes. o ataque a0 miné
rio "preparado’, foi recalizado com 5,50, a 36 g/1, porém  com uma

massd MEnor (uc No ensailo puramente acido.

0 recsultado obtideo mostrou-sc bastante promissor: o0s ren-
dimentos de extracao do uranio e do molibdenio foram dc¢ aproximada-
mente 60 ¢ 36% respectivamente, porém com um consumo de HJSOJ de
32,6 kg/t. lsto ¢. com metade do consumo dec HZSO4, em relagao aotes
te "Acido" (tabela 18) no qual foram comsumidos 66,2 kg/t, consc-
guiu-sc praticamente os mesmos niveis de extracao dos referidos me-
tais com esse processo combinado.

Em fungao desses resultados, esse procedimento foi adota-

do nos cnsaios em escalas mais ampliadas, conforme sera visto nas

segoes posteriores.
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B. Minfrio de Pogos de Caldas - MG

Os resultados do ensaio de lixiviagao em colunas de perco
lacao (ecscala de laboratorio) sao apresentados na figura 55-A, B ¢
C, respectivamente de pll, Eh ¢ de extragio do uranio, nos tres tra-
tamentos realizados ("inoculado™, "esterilizado'" ¢ '"nao inoculado').

Inicialmente deve-se destacar a caracteristica de  '"nao
consumidor de dcido”™ do minCrio em discussao. Somente a acidez ini-
cial (pHll = 2,8) das solucgoes lixiviantes das tres colunas, foi su
ficiente para manter o pH nesse valor. Dessa forma, em nenhum dos
tratamcntos mencionados, foi necessario a adigido de 1,50, ao longo do
cnsaio.

Sem a prescnga ativa de bactéria (tratamento "esteriliza-

do'"}, o pl se mantem constante ao redor de 2,8 durante todo o c¢n

saio (figura 55-A). Por outre lado, nota-se um rapida producao deaci

do no tratamento "inoculado”, pois apds 15 dias de teste, o pil da
solucao decresceu de 2.8 a 1,5. No tratamento ''nao lnoculado™, tanm-
hém pode-se observar uma progressiva. porcem mais lenta. atividade

bacteriana de oxidacao da pirita, conforme indicado pclo abaixamen-
to do pli.

Em conscqiiencia dessa atividade oxidativa, o potencial de
oxi-redugao ({igura 55-B) desses tratamentos comega a sc elevar.
Da mesma forma que na curva de pH, essa clevacao & muito mais rapi-
da no tratamento "inoculado'" do que no "nao inoculado'. O Eh do tra
tamento "esterilizado™, como era esperado, se mantem estavel em tor-
no de 340 mV. Nos outros, o Eh das solugées atinge «cerca de 000 e
540 mV, respectivamente no "inoculado” e ''mao inoculado™. Conforme
foi discutido anteriormente, essa elevacao decorre do aumento dacon

~ 3+ = - - . ~ - .
centragao de Fe em solucgao, devido a oxidagao bacteriana da piri-
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ta (FCSZ). No tratamento "inoculado', a concentracao de Fo3+ ne fi

nal do cnsaio foi de cerca de 20 g/1, enquanto que no '""nao inocula-
do" foi de 12 g/1. Mais uma vez, praticamente nao sc detectou pe?
no tratamento "csterilizado'.

. - - . - . - . . 3+ P

Em funcao da produgao biolopica de acido e Fe™ |, o uranio
passa scr solubilizado de forma efctiva nos dois tratamentos bacte-
rianos ("inoculado' e '"natural'). Apos uma solubilizac¢ao inicial de
209, obtida pela percolacao das solugdes acidas dos trés tratamen-
tos, nao mais sc¢ obscrva variagao dessc rendimento no "esteriliza
do' (figura 55-C). Por outro lado, nota-se pela mesma {figura, uma
vantagem do tratamento "inoculado'" em relacao ao "nao inoculado', e
de ambos cm reclagao ao "esterilizade', pois apds 50 dias de censaio,
atingiu-se 55 ¢ 46% de extracgao, respectivamente.

A exemplo do ensaio com o min€rio uranifero de Figucira,
também foi recalizado um teste de lixiviacao acida, utilizando-se  uma

=

solucao sulfOrica com uma concentragdo constante dc H:SO4 de 15 o/}
(pll < 1,0). Nesse ensaio conscguiu-se 41% de solubilizagao de ura
nio com um consumo de 6 keg/t. Como o rendimento situou-se¢ bem abaixo
da cxtragao verificada no tratamento '"inoculado"™ (55% sem consumo
de acido). realizou-sc um nove teste utilizando-se¢ uma solucao aci-
da mais concentrada: 30 ¢/1. Paraleclamente, rTealizou-se também umno
vo ataque na coluna ''mao inoculada", corrigindo-se a acide:z da solu
cao utilizada no teste para 30 g/l. Procurou-se aproveitar as carac
teristicas positivas dessa solugao, no que se refere a concentragao
de Fe®' (12 g/1).

Os resultados finais de extraééo de uranic desscs dois tes
tes foram de aproximadamente 60% em ambos, porém com um consumo adi

cional de acido ao redor de 20 kg/t. Obviamente, o teste "inoculado"”

foi aquele que apresentou os melhores resultados, peis sem nenhuma



adicao de H,S0,, obteve-se 55% de extragao do uranio. Além disso, a
extragao de molibdenio foi de 32% nesse teste, enguanto que nos ou-
tros dois apo6s os ataques acidos complementares, o rendimento foi de
20% no tratamento quimico ¢ 28% na coluna '"ndo inoculada™.

De qualgquer forma, os resultados revelam que dependendo
dos rendimentos de extragao de uranio (e molibdenio) numa fasce pre-
liminar bacteriana, o ataque acido complementar pode ser um procedi

mento cficiente para clevar esses rendimentos para esse tipo de mi-

nerio.

V.o4.3. Ensaios em colunas de percolagao {semipiloto)

Uma vecz demonstrada em laboratorio a potencialidade dos
respectivos minérios frente a agae lixiviadora bacteriana, tantonos
cnsaios cm frascos agitados como tambCém em colunas de percolagao. ¢
frente a técnica de lixiviacgao ecstatica (ensaios em coluna), funda-
mental com termos de uma aplicacao cm condigoecs de campo, iniciou-sc
a fasc scguinte do desenveolvimento cxperimental do processo biometa
largico: lixiviacao ecstatica ainda em colunas de percelagao. porém
em escala semipiloto.

Procurou-se nesses ensaios estudar e definir, fundamental
mente, condigoes operacionais de processo objetivando orientar, pe-
lo menos de forma adequada, as operacoes em escala piloto realiza-
das posteriormente,

Para issc, além dos resultados obtidos sobretudo nos en
saios em colunas, também foram de fundamental importancia as obser-

vagoes pessoals sobre o comportamento dos minérios estocados nosprd

prios locais das minas, no que se refere a suas caracteristicas quan-



to a uma intemperizagao natural. No caso do minf€rio de Figucira,
por cxemplo, observou-se que apés um periodo nao muito longo (3 - 4
meses), o mesmo comega a sc¢ fragmentar com certa facilidade em fun-
¢ao de sua cxposigao ao tempo, a propria acgao bacteriana ¢ a  sua
composigao mineraldpica. Ja o minCrio de Pocos de Caldas, apresentou
-s¢ mecnos passivel dessa acao, pois o mesmo tem uma caracteristica
mais "rochosa'.

Além disso, considerou-se ainda as facilidades cxistentes
nos locais das minas: cnquanto que na unidade de Pogos de (Caldas
existiam condigoes completas para uma eventual britagem do minério,
visto que na €poca ja ecstava em opcracao a unidade industrial de 1i
xiviagao convencional do uranio, cm Figueira essa condicgdo ecra inec-
xistente. Assim, o plancjamento dos ensaios nessa escala semipiloto

foi feito em fungao dessas observacoces.

A. Mincrio de Fipucira - PR

Conforme apresentado na segao IV.4.4., utilizou-se uma

1

amostra dc mincrio (~2700 kg) com granulometria "run of mine", isto
¢, de tamanho natural apdés a lavra do minerio, em funcdec do acima
cxposto. A condigao basica de processo, foil definida a partir dos re
sultados dos tecstes em colunas de laboratorio, envolvendo uma fase
de ajuste dc acidez, uma fase de atividade bacteriana propriamente
dita e uma fase final de ataque sulfurico complementar, subdividida
em varias ctapas. Essas etapas foram estabelecidas, objetivando pro-
duzir "lixivias' adequadas a um processé posterior de extragao do

uranio das solucoes,por solventes organicos: pH < 1,5 e concentra

cao de uranio de 0,3 a 0,6 g/1.
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A tabela 19 mostra os resultados obtidos nessa operagao
em escala semipiloto. Inicialmente deve-sc destacar,que o periodo
de trabalho foi muito mais longo que os cxperimentos cm colunas cm
escala de laboratorio. Alem da granulometria do material, ser muito
maior que aqucla da amostra utilizada nos ensajios em colunas, o que
incvitavelmente determina uma cinética de extragao mais lenta, ou-
tros fatorecs que determinaram esse lonpo perlodo de trabalho, foram
as inumeras paradas na operacao para avaliagao do processo ¢ para
as necessiarias manutcngocs nos cquipamentos e instalagoes utiliza-
das. Além disso, prolongou-se o término de uma fasc ou ctapa, noscn
tido de sec obter uma segura estabilizacdo dos parametros em avalia-
cio. Assim, por cxemplo, quando a concentragao de uranio em solugao
sc¢ estabilizava em uma determinada fase, esperava-se 5 a 10 dias pa
ra se¢ iniciar a proxima. Todos csses fatores contribuiram para um
termo de 255 dias. o qual em condicoes normais, poderia ser reduczido pa
ra menos da metade (~100 dias).

Analisando=-sc os resultados da tabela 19, nota-sc algumas

Jiferencas fundamentais entre cssa cscala ¢ a escala de laboratorio
Houve um baixo consumo de acide para se ajustar o pH em torno de
5,0. Enquanto que cm escala de laboratorio (granulemetria inferior
a 1/4") gastou-se 17 kg/t nessa fasc de ajuste (ver tabela 18), om
cescala semipiloto (granulometria "run of mine') gastou-se apenas 1,5
kg/t. Entretanto,na primeira obteve-se cerca de 25% de solubilizacgao
de uranio e nesta ultima nenhuma solubilizacao foi detectada. Segu-
ramente,a gramlometria dos materiails teve uma influencia decisiva
nos diferentes resultados observados.

Ap6s a estabilizacao do pH em aproximadamente 3,0, iniciou
-se a fase bacteriana no processo. Ainda pela tabela 19, pode-sec ob
servar que se inicia (ou se acentua), o processo oxidativo bacteria-

no sobre a pirita, pois gradativamente o pH decresce e o Eh da solu
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TABELA 19 -  Resultados do cnsaio de lixiviagao em coluna de
percolacao em cscala semipiloto, do mincrio de

Figueira ~ PR.

FASE DAY pi? Eh? relt et syl SMo® RAMS
OPERACTONAL

(m\) (p/1)  A{e/1) (%) (%) (kg/t)

10 6,8 160 NI ND - - -
20 6,4 230 ND ND - - -
Corregoes 30 4,2 460 ND ND - - -
Acidas 40 3,8 460 ND ND - - -
50 3,5 490 ND ND - - -
58 3,0 500 ND ND ND ND 1,5
64 3,0 630 ND 1,2 - - -
] \ - - -
Bacteriana 474 2,5 640 ND 1,8
84 2,8 670 ND 2,6 - - -
94 1.8 670 XD 3,1 1,7 - -
ETAPAS
1 120 1.0 660 a." 271 - - 0,4
2 156 1.6 650 0.8 253.8 - - 5.1
3 202 1,5 650 0,8 23.5 - - 2,5
Atague 4 217 0,9 640 0.9 20,0 - - 7.4
Acido = 223 .8 630 0,8 14,6 - - 2.0
& 239 n.e G40 0.5 12,1 - - -
7 255 0,9 640 0,3 10,3 - - 5.1
FINAL - - - - - - 48,8 26,3 28.0
1. Dias apds o inicio
2. Valores de pH e Eh ao final de cada periodo
3. Solubilizagao do uranio
4. Solubilizagao do molibdenio
5. Relagado acido/minério, em kg de H,S0, consumido por t de miné-

rio tratado.
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¢ao lixiviante aumenta,cem decorrencia do aparccimento de F03+ em so
lugao. apds 30 dias o pll, o Eh e a concentragao de Fe? (nao se¢ de-
tecta Fc2+), cstabilizam-se em 1,8, 670 mV e 3,1 ¢/l respectivamen-
te.

Mesmo detectando-se a atividade bacteriana pelos crite-
rios citados, ou ainda por testes de viabilidade rcalizados parale-
lamente, a solubilizacao do uranio foi cxtremamente baixa (cerca de
2%) ¢ a do molibdénio nao foi detectada. Como ja discutido, cm umi
cranulometria mais reduzida, a solubilizagao do uranio atinpiu  45%
apos cssa fasc bacteriana, no cnsaio em cscala de laboratorio (tabe
la 18).

0Os resultados obtidos na faseg seguintc do processo (ataque
dcido), mostrados também na tabela 19. cvidenciam que essa sistema-

tica adotada foi de {fato, eficiente.

Iniciou-se ecssa fasce de ataque acido, corrigindo-sc a aci
dez da solucao obtida na fasec bacteriana para cerca de 1 molur em
1,50, (v96 g/1). Lssa alta concentracao de acido sulflrico (pi ~0)

associada a "preparacie’ bacteriana do minério (notou-se¢ claramento
uma decomposicao dos blocos de minério, conforme ja destacado de-
terminaram em poucos dias, uma rapida solubilizacao do metal: obte-
ve-se em apenas 5 dias cerca de 10% de extracao (resultado nao mos-
trado).

Pela tabecla 19, pode-se notar que ao término dessa primei-
ra etapa de ataque acido, o pH sobe até se estabilizar em 1,06, mos
trando que houve efetivamente um consumo de acido para "abrir" defj

. L= - i + i
nitivamente o minerio. A concentragao de Fe se eleva ao final des

[

sa etapa a 27,1 g/l e o Fe’* ndo foi detectado. Essa alta concentra
cao de Fe>* indica de forma clara a agao prévia do T. {fenncoxidans

na pirita presente no minério. Se nao ocorresse a oxidagao bacteria
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na da pirita, o maximo que poderia scr obtido com o ataque acido, sc
ria uma alta concentracio de ferro, porém na forma de F02+.

ApOs a cstabilizacao do pl e da concentragao de Fe ¢
uranio em solugao, iniciou-sc uma nova ctapa de ataque acido, utili
zando-sc¢ uma nova solugao sulfarica a 35 g/1 (ver a tabela 5 na sc-
gao IV.4.4.). Novamente obteve-se resultados semelhantes aos da cta
pa anterior. A solubilizacdo acumulada do uranio passou a aproxima-
damente 20% ¢ a do molibdénio atingiu cerca de 10%. Nota-se que  a
concentragao de re®* ainda @ alta, porcém aprescentando tendencia adi
minuir; o consumo de acido comegou a diminuir, pois com uma concen-
tracdo cerca de 3 vezes menor em relacao a etapa anterior (96 g/l ¢
35 g/1, na 12 ¢ na 2% respectivamente), o pH ao final da etapa esta
bilizou-sec em 1,6, o mesmo da 12 ectapa.

Na 3% ctapa de ataque, utilizou-se a mesma solucao da cta
pa n® 2, apds a extracao do uranio ¢ do molibdcénio da solucao. Essa
reciclagem da solugao lixiviante fol feita,objetivando-se avaliar a
cficiencia desse procedimento em termos de presenga ativa das bacte
rias: no processo de extragao, sao usados agentes organicos (querose
ne + tridecanol + aminaterciaria) que a principio poderiam invia-
bilizar as bactérias presentes. Entretanto, testes positivos de via
bilidadc bacteriana apds essc processo, revelaram que nio houve pro
blemas significativos com a cxposigao dos microorganismos a esscs
agentes extratantes.

TORMA § ITZKOVITCH (1977), obtiveram alguma inibigcao da ati
vidade do 7. ferrcox{dans com o mesmo tipo de solvente organico: ecn
tretanto csse cstudo fol feito em experiﬁentos respirométricos, onde
a suspensao cclular fol cxposta constantemente ao solvente, no mecio
de reacao da oxidagao da pirita, que nao € o caso do teste aprescn-

tado. Nesse, apds a contactacao da lixivia (contendo o uranio e as



208

bactérias) com o solvente organico por um curto periodo (alguns mi-
nutos), ocorre a separagao das fases; o uranio passa a fase organi-
ca (¢ extraide) ¢ as bactérias, em sua maioria (observacio microsco
pica), permanccem na fasc aquosa (lixivia sem uranio). Dessa fase
aquosa, retirou-se uma aliquota ¢ realizou-se o teste de viabilidade:
como ja salientado o resultado foi positivo, isto é, houve oxidacao
~omplcta do mcio de cultura "9K",em periodo semclhante a um contro-
lJe rcalizado com indculo nio exposto ao solvente organico.

Voltando a 3% ctapa de ataque (tabela 19), a solugdo reci
clada da etapa 2, apos o ajustc de acidez também para 35 g/l, apre-
sentou uma eficicencia semelhante s solugdes das etapas anteriores.
Atingiu-sc cerca de 30% de extragao de uranio ¢ 14% do molibdénio.
A concentracao de ch+ permaneceu praticamente no mesmo nivel da 22
ctapa (~23 g/1) ¢ o pH estabilizou-se na mesma faixa (1,5).

A partir da il ctapa, nota-sec ainda pela tabela 19, que o
consumo de acido diminui consideravelmente, pois o pll dessas ctapas
finais manteve-se sempre abaixo de 1,0. A concentragaco de F05+ dimi
nuiu progressivamente ate 10,3 p/1 (etapa 7) ¢ os rendimentos finais
de extracac do uranio ¢ do molibdenie foram de 38,8 e 26,3%, respec
tivamente. Tais rendimentos foram obtidos com um consumo total de
acido sulfirico de 28 kg/t.

Como se recorda, no experimento de lixiviacao em colunas
em escala de laboratorio,obteve-se cerca de 60% e 36% de extracao
de uranio e molibdenio respectivamente, na coluna "inoculada', apos
um ataque acido posterior que consumiu cerca de 33 kg de HZSO4/t de
minério. Assim, pode-se considerar que os resultados obtidos em es-
cala semipiloto, com uma diferenca de consumo de acido de 6 kg/t,
shio proximos aos da escala de laboratorioc. Salienta-se ainda, que

na 72 etapa de ataque, o rendimento de extracao de uranio foi de 6%,
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indicando que sc novos ataques fossem recalizados, a extraciao total
poderia sc elevar acima dos 50%. Objetivando-sc avaliar essa tenden
cia, rcalizou-se na coluna semipiloto, apds scu encerramento opera-
cional, o sepuinte teste: percolou-se uma solugae acida (pl 2,0) pe
lo mincrio ainda mantido na coluna (%3 meses apés a paralisacio do
ensaio operacional) sem reciclagem do efluente. Essa simples "lava-
gem’” do minério apos esse periodo de estocagem, extraiu novamente
cerca de 6% de uranio. Assim, a tendéncia de se atingir os mesmos
niveis de extragido de uranio ¢ molibdénio, nessa granulometria bem

mais clevada que aquela dos cnsaios de laboratdrio, foi confirmada.

B. Min€rio de Pocos de Caldas - MG

Em fungdao do que foi mencionado, no inicio da discussio S0
bre os cnsalos em colunas em escala semipiloto (caracteristicas rni-
neralopicas das amostras minerais, facilidades para britagem dos mi
nerios, c¢te...) o, também,de um teste preliminar semipiloto com ..5
t de minério com granulometria "run of mine" no qual obtcve-sc  uma
extracao de uranio de 17% (bem abaixo dos valores alcancados em la-
boratorio), objetivou-se fundamentalmente nesse ensaio com o minc
rio de baixo tcor de uranio de Pogos de Caldas, avaliar o efeito da
granulometria na solubilizagao do uranio e do molibdénio, bem como
a eficicncia do ataque acido complementar (apds a etapa bacteriana},

em concentragoes crescentes de HZSO 10, 30, 50 e 100 g/1.

2°
A tabela 20 mostra de forma resumida, os resultados obti-
dos no teste renlizado. Da mesma {forma que nos ensaios em escala de la

boratorio, nio houve necessidade de adigdo de acido para ajustar o

pH.em torno de 3,0. Nas tres granulometrias testadas (<5'", <2" c
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TABELA 20 - Resultados do ensaio de lixiviacao em colunas de percolagao em
escala semipiloto, do minerio de baixo teor de uranio de Pogos

de Caldas - MG

COLUNA OPERi\p&SIEONAL DIAY - pH (E::\f) S;{/J)3 S(M’f; (Eg?i)
bacteriana 50 1,4 620 31,2 10,6 0
ataque acido® - 1 55 - - 31,2 12,9 1,8
. ataque acido - 2 58 - - 31,2 14,6 7,1
M ataque acido - 3 68 - - 34,9 21, 12,0
ataque acido - 4 73 - - 39,6 21,2 24,3
bacteriana 50 1,2 6k0 k1,9 17,0 0
ataque acido - 1 56 - - 41,9 21,4 1,8
2 (<2 ataque acido - 2 58 - - 41,9 21,9 7,1
ataque acido - 3 68 - - 45,0 28,8 12,0
ataque acido - & 73 - - 54,9 28,8 24,3
bacteriana 50 1,2 590 37,3 11,1 0
ataque acido =~ 1 55 - - 37,3 13,6 1,8
3({<1/2")
ataque acido - 2 58 - - 37,3 14,7 751
ataque acido - 3 68 - - 40,0 23,4 12,0
ataque dcido - & 73 - - 50,0 26,9 24,3

i. Dias apos o inicio
Valores de pH e Eh ao final da fase bacteriana
Solubilizacao do uranio acumulada

Solubilizagao do molibdenio acumulada

Vi oW N

Relacao acido/minério acumulada, em kg de H, S0, consumido por t de minerio

tratado.
6. Etapas da fase de ataque &cido: 1) 10 g/1; 2) 30 g/1; 3) 50 g/1; 4) 100 g/1.



<1/2"), somente a atividade oxidativa bacteriana, fol suficiente pa-
ra produzir acido ¢ determinar um abaixamento do pH para 1,4, 1,2 ¢
1,2 respectivamente.

Paraleclamente, ¢ ¢m decorrencia da oxidagao da pirita, as
concentracocs de F03+ ao final dessa fasc do cnsaio, atingiram apro
ximadamente 12 g/1 nas granulometrias <2" ¢ <1/2" e 8 g/l na de <5,
Nessa fasc bacteriana,obteve-se rendimentos de extragao de uranio
de 31,2%, 41,9% ¢ 37,3% nas colunas 1 (<5'), 2(«2') ¢ 3 (<1/2") c de
molibdenio de 10,6%, 17,0% e 11,1% respectivamente. Nota-se quc na
coluna 2 (<2"),ocorreram as mclhores extragoecs, tanto de uranio co-
mo de molibdenio. Em relagao a coluna 1 (<5"), pode-se relacionar es-
sc melhor resultado a menor granulometria do teste, emcomparacao ao
teste preliminar, com minério de granulometria "run of mine".

Entretanto, em relacao a coluna 3 (<1/2") os resultados
inferiores desta, sc comparados com as da coluna 2 (<2}, parccemn
contradizer o efeite da granulometria. Uma possivel explicagao para
o fato, scria um cxagerado "empacotamento' do minério numa coluna
de diametro de 0,4 m (ver tabela 6 na secao 1V.4.4), fenomeno menos
provavel dec ocorrer com uma granulometria maior. Em escala de labo-
ratdorio, utilizando-se minério de granulometria <1/4" (menor ainda
que o da coluna 2}, csse pessivel efeito nao foi observado (as ex
tragdes foram altas), pois as colunas utilizadas tinham diametro de
7,5 cm, isto ¢, muito mais reduzido que o da coluna em discussao.Es
se possivel "empacotamento'; pode bloquear o acesso mais efetivo da
solucio lixiviante as particulas minerais contendo os metais, de-
terminando assim, um menor rendimento.

e qualquer forma, novamente a agao bacteriana na produ

- - . 3+ . ~ . .
cao de acido ¢ de Fe foi constatada nas tres granulometrias avalia

das. ApOs a fase bacteriana, iniciou-se as quatro etapas de ataque
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acido, as quais foram cncerradas sempre quando o teor dos metais cm
solugao sc estabilizavam. Nao houve utilizacao de solugoes novas,
sendo que acidez de cada ctapa foi corrigida na propria solugao da
ctapa anterior. Na tabela 20 nao sao apresentados os valores de pH
¢ Lh ao final de cada ctapa, pois no caso do pH,este manteve-sc abai
xo de 1,0 ¢ o LEh acima de 600 mV,em todas as ctapas de ataque acido.

Com relagao a cficicncia das concentragoes de acido utili
zadas, pode-se ohservar (tabela 20) que 10 g/1 ¢ 30 g/1, pouco ou
nenhum significado tiveram,em termos de aumento na solubilizacao de
uranio ¢ molibdenio nessa escala de trabalho. Entretanto, a partir
de 50 g/1,todas as granulometrias mostram rcspostas positivas, sen-
do que a 100 g/1 esse cfeito ¢ mais acentuado.

Na coluna 1 (<5"),a solubilizacao do uranio e do molibde-
nio passa de 31,2 ¢ 10,6% respectivamente, para 39,6 e 21,2%. Na co
luna 2 (<2") ecsscs valores saltam de 41,9 ¢ 17,0% para 54,9 e 28.,8%
¢ na coluna 3 (<1/2") de 37,5 e 11,1% para 50,0 ¢ 26,9%. Pode-se¢ ob
servar,que os rcesultados finais das colunas 2 e 3 estao bem proxi
mos ¢ sienificativamente maiores que os da coluna 1.

s consumos de acido sulfdrico indicados na tabela 20,
mostram que € necessario um gasto bem significativoe (25 kg/t), para
um aumento relativamente pequeno nas extracoes de uranio. No caso
do molibdenio cssa elevagao ¢ mais acentuada.

Comparando-se os resultados dos ensaios em escala semipi-
loto do minério de Pogos de Caldas com o de Figuelira, pode-se
constatar comportamentos bem distintos em relacgao a metodologia em
pregada. lnguanto que no primeiro, a fase bacteriana promove a scolu-
bilizagao do uranio de forma significativa (~30% na coluna 1, por
excmplo), no segundo essa solubilizacao € insignificante (~2%). Por

outro lado, enquanto que no segundo o ataque acido & muito eficien-



te (~50% de solubilizacldo do uranio), no primciro essa eficicncia €
bem menos acentuada (de 30%, eleva-se a w40%). Ignorando-se todas
as consideracoes possiveis de se fazer sobre a viabilidade técnico-
-~cconomica dc uma operacgao industrial, poder-se-ia dizer, que sob
o ponto de vista biemetallirgico, o minério de Pogos de Caldas apre-
sentou-sc nessa cscala de trabalho, com uma potencialidade mals sig
nificativa, pois de fato, ocorrc uma significativa solubilizagao do

uranio somente devido a acao bacteriana,

V.4.4, Ensaios em pilhas de lixiviacao (piloto)

Apos a realizacio de todos os ensaios de laboratdorio e a
obtencao de informagdes de processo operacional, atraves dos cstu
dos e¢m ecscala scmipiloto, os quais cvidenciaram a potencialidadce da
aplicacido da biometalurgia para os dois tipos de mincéries dc uranio,
decidiu~se pela realizacao dos testes em ¢scala piloto.

Utilizou-se a técnica de lixivagao estatica cm pilhas, de
tal forma a sc aproximar definitivamente de uma possivel opcracao in
dustrial, pois tal metodologia com suasvariantes ("dump’ ou "heap’,
conforme discutido na parte introdutoria desse trabalho), ¢ ainda ho
je a alternativa basica para a rccupcragao de metais de mincrios de
baixos tecores, com ou sem participacao bacteriana no processo.

A exemplo dos testes apresentados anteriormentc, os resul
tados obtidos nessas operacgoes, serao apresentados separadamcnte pa-
ra cada minério estudado, pois conforme ficou demonstrado, cada um

apresenta um comportamento especifico frente ao processo biometallr

gico.



A. Mincrio de Figucira - PR

Conforme mencionado ¢m "Materiais ¢ Metodos" (IV.4.5}), os
resul tados que aqul serao apresentados, referem-se ao terceiro tes-
te realizado, uma vez que nos dois primeiros,objetivou-se fundamen-
talmente cestudar e compreender de forma adequada,a sistematica ope-
-acional com scus problemas increntes a uma operagao nessa cscala.

Enquanto nesses dois primeiros fei utilizado matcerial pro
veniente da abertura das galerias da mina, os quais cstavam estoca-
dos por um longo perliodo (3-4 anos), e por isso mesmo, altamentc in
temperizados, no terceiro teste utilizou-se o minério de uranio pro
priamente dito.

Alpumas diferengas fundamentais, em relagac ao comportamcn
to do mincrio nessa escala e aquele verificado no teste em escala
semipiloto puderam ser constatadas, lembrando que a amostra de ming
rieo ecstudada, fol exatamente a mesma nos dois tipos de teste.

Pode-se observar tais diferencas, sobretudo em relacao a
primeira lasc Jda operacao, examinando-se¢ os resultados que estao su
marizades na tabela 21.

A solucao inicial de percolacao pela pilha, foi obtida nos
dois testes pro-operacionais anteriores. Dessa forma, a  mesma ja
apresentava caracteristicas de um "indculo" bacteriano, conforme
comprovado cm testes de viabilidade realizados previamente. Durante
os primeciros 100 dias de operagao, quando se esperava uma elevagao
no pll para se¢ rvealizar as correcgdes acidas, conforme ocorrido mno
teste semipiloto, ocorrcu, ao contrério;uma atividade bacteriana de
tectavel. O pll Jdecresceu ¢ o teor de Fe3+ em solugao elevou-se de
0,3 g/1 para ... g/l. Essa tendéncia foil mantida durante os 35 dias

dessa fase, o qual fol considerada encerrada quando o pH se estabi-



TABELA 21 - Resultados do cnsaio de lixiviacao estatica em
pilha em escala piloto, do minério de Figuei

ra - IPR.

FASL ] _ Lh’ Fel®  Ted* SU' SMo® RAM®
OPERACIONAL DA H ) )
P (mv)  (g/1) (g/1) (%) (%)  (kg/t)

0 2,5 540 ND 0,3 - - -
10 2,3 560 0.2 2,2 - - -
Bacteriana 20 2,2 580 0,1 2,3 - - -
30 2,0 720 ND 5,1 - - -
35 1,8 730 ND 5,2 7,7 ND ]
ETAPAS®

1 42 1,5 540 0,7 14,1 - - -
2 50 1,3 510 1.1 10,2 - - _

Ataque
3 65 1,2 510 1,2 9,8 - - -

Kcido
4 75 0.9 510 1,0 6,5 - - -
5 83 0.8 510 0,9 6.3 - - -
Final - - - - - 51,3 23,9 3.4

1. Dias ap6s o inicio do teste

2. Valores de pH ¢ Eh ao f{inal de cada periodo
3. Solubilizacao do uranio

4. Solubilizacao do molibdenio

5. Relagao acido/minério em kg de H,S0, consumido por t de minério

tratado.

6. As caracteristicas de cada solugdo de ataque acido estdo mostra

das na tabela 7.

ND. Nao detectado
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lizou em 1,8 ¢ o tecor dec uranio c¢m solugaoc nao mais variou durante
3 a0 4 dias. 0 tcor dc F03+ ao final dessa fasc atingiu 5,2 ¢/1, re-
sultado cssc supcerior ao obtido na fasc bacteriana do ¢nsaio scmipi
loto (~3,0 ¢/1). Destaca-se ainda, que sem a necessidade de uma {a-
s¢ de corrcegao de acidez, atingiu-sc uma solubilizagao de uranio de
cerca de 8%, cnquanto que, no cnsaic semipiloto essc valor situou-
-s¢c ecm 1,7%.

Uma possivel explicac¢ao para essas diferengas, {foi o tempo
necessario para a montapgem da pilha no patio de lixiviagao c a expo
sicdo constante do mincrio, no ambiente ja contendo bactérias das
operagdes anteriores. Nos cnsaios de laboratdorio e escala scmipilo-
to, as amostras de minCrio foram utilizadas logo apbs a retirada das
mesmas da mina. P'or outro lado, para a retirada do minério, sua de-
posicdo no patio ¢ montagem em uma pilha e a preparagaoc do sistema
operacional para a rcalizacao do cnsaio piloto, foram nccessarios
cerca de 90 dias, devido as limitagoes incerentes ao local da opera-
¢ao. Lssc tempo de exposigao nesse local ja "contaminado" com T.
4errcexidans, propiciou a atividade oxidativa da espeécic sobre o mi
neério.

A fasce scguinte do processo, obedeccu ao objetive inicial
prcestabelecido, de alimentar a unidade de extragao do uranio porsol
ventes organicos, com solugoes contendo concentragoes adequadas do
elemento (0,3 a 0,6 g/1) e em um pH < 1,5.

Em linhas gerais, essa fase de ataque acido apresentou rc
sultados bem semelhantes aos obtidos em escala semipiloto, porém ecm
tempo mais reduzido (v40 dias). No ensaio piloto, também ocorreram
paradas operacionals para manutencgao do sistema. Entretanto, tais
paradas nao prejudicaram o processo continuo de extragao do uranio,

pois as solugoecs produzidas dentro dos parametros citados {(pl e con



centragao de uranio), foram sendo cstocadas nos tanques disponiveis
(ver scgao 1V.5.1).

Pela tabela 21 pode-se constatar que ao {inal do c¢nsaio,
obteve~se 51,3% de extracgio de uranio ¢ 23,9% de extracao de molib-
dénio, com um consumo total de acido sulfirico de 32,4 kg/t. Esses
resultados cstao extremamente cocercentes com os resultados alcanca-
dos na cscala semipiloto.

Deve-se ressaltar, que mesmo apés a paralisagao do proces
so opcracional, continou ocorrendo atividade bacteriana no minério.
A pilha ja processada, permaneceu cstocada no patio de lixiviagao
por um longo periodo apdos o término dos trabalhos (+2 anos). Duran-
te csse periodo, as aguas de chuvas que percolaram pelo minério, fo
ram recolhidas nas bacias de captagao, como medida preventiva decon
trole ambicntal. As analises periodicas dessesefluentes, sempre re
velaram um pil inferior a 2,0 e semprec aprescntaram uma CONCONtracao
de uranio sienificativa.

Isso indica que, de fato, o rendimento de extracao de ura
nio desse minério ¢ potencialmente maior que aquele obtido durante
a operacac. Assim, imaginando-se uma escala de¢ producaoc, os lotes
de min(rios ja processados em pilhas operacionais de lixiviacao. sc
riam cstocados em condigoes adequadas, de tal forma a continuarem
produzindo solugoes contendo bactérias, acidez ¢ urdanio ¢ molibdé
nio solubilizados. Essas solugoes naturalmente produzidas (por chu-
vas), ou ainda por irrigacgoes periodicas com os efluentes provenien-
tes do processo de extragao, seriam estocadas em hacias,ni3o s0 para
iniciarem o processo em outra pilha nové € aumentarem os rendimen

tos do processo, mas também como uma sistematica de controle ambien

tal.
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B. Minério de Poc¢os de Caldas - MG.

Devido as caracteristicas desse tipo de minério, ja discu
tidas, ¢ da mesma forma quec nos testes cm escala semipiloto, a fase
de correcoes acidas, foi também desnccessaria no teste de  lixiagio
em piltha.

Como pode ser visto pecla tabela 22, ocorreu uma rapida ati
vidade bacteriana, pois cm apcnas 16 dias o pH atingiu 1,7 ¢ o Eh
580 mV. Nessa fasc,a concentragao de Fc3+ alcangou 7 g/1 ¢ a de

F02+

0,35 g/1 (rcsultados nao mostrados). Em funcao dessa ativida-
de bacteriana, a solubilizacdo de uranio foi de 5% e a de molibde
nio de 4%.

Esses resultados obtidos com uma granulometria "'run of mi
ne', em comparacao com aqucles obtidos nos testes em escala scmipi-
loto, ja demonstram claramente o efcito da granulometria nos rendi-
mentos de extracgao dos metals. Tomando como exemplo o0s  resultados
obtidos na coluna com o minério abaixo de 2" (coluna 2, tabelu 20).
onde na mesma fase obteve-sc 41,9% ¢ 17,0% de solubilizagao de ura-
nio ¢ molibdenio, respectivamente, esse efeito fica bem caracteriza
do.

Durante a 12 etapa de ataque icido,(solugao a 18 g/l). po
de-se notar ainda pela tabela 22, que nenhuma elevagao nos rendimen
tos de extragdao dos metais foi constatada. O pH permaneceu baixo
(~0,7), indicando mais uma vez que OCOTrre pouco CONsumo de acido por
esse minério. Foi detectada uma elevacgao na concentragac do ch+
(9,0 g/1), sem entretanto alterar Significativamente o Eh da solu
gao lixiviante. Essa ineficiencia de solugoes de concentracoes mais
baixas em H,80,, foi também constatada no ensaio semipiloto, onde
um ataque com solugao a 30 g/l também ndo promoveu aumentos de ex

tracao de uranio (tabela 20).
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TABELA 22 - Resultados do cnsaio de lixiviagao cstatica em pi

lha em escala piloto, do minério de baixo teor de

uranio de¢ Pogos de Caldas - MG.

FACE . e 2 suU*  sMo* RAM®
OPERACTONAL I (mV) (%) (3) (kp/t)
Bacteriana 16 1,7 580 15,0 4.0 0

ETAPAS®
1 20 0,7 560 15,0 4,0 3,2
< 0.3
Ataque 2 38 ' 3 480 18,0 9,0 8,7
. 3 48 0.3 460 27,0 13,0 16,5
Kcido
4 58 0 450 27,0 13,0 12,3
FINAL - - - 27,0 13,0 33,3
1. Dias apbs o inicio do teste
2. Valorcs de pll e Eh ao final de cada periodo
5. Solubilizagio do uranio acumulada
4. Solubilizagao do molibdenio acumulada
5. Relacac acido/minério de¢ cada etapa, em kg de H2504 consumido
por t de minério tratado.
6. As caracteristicas de cada solug¢ao de ataque acido estao mostra

das na tabela 8.



A solucdo acida a ~50 g/1 utilizada na 22 ctapa de ataque
acido, apresentou uma pequena cficicncia em termos de clevar as ex-
tracgocs dos mctais, pois a solubilizacao do uranio passou de 15 a
18% ¢ a de molibdénio de 4,0 a 9%. Entretanto foi na 32 etapa (100
g/1 em H,50,) quc se obscervou a maior eficiencia, sobretudo em rcla
¢3o ao rendimento de extragao de uranio, pois esse passou dos 187 ob-
scrvados nas etapas anteriores para 27% (tabela 22).

Um fato intercssante constatado nessas duas ctapas (ZQ C
32),f0i a queda no Eh da solucgao lixiviante. Enquantoc que na fasc
bacteriana ¢ na 1% ctapa de ataque acido o potencial de oxi-redugao
permancceu acima de 550 mV, nas ctapas subseqiicntes o Eh caiu para
480 ¢ 460 mV, respectivamente na 22 ¢ 38 etapa, como pode scer obscr
vado pela tabela 22.

Nessas duas etapas, o pll das solugoes permancceu extremi-
mente baixo (~0,3). Constatou-sc¢ uma clevacgao sipnificativa na con-
centracao de F02+ em solucao ¢ uma diminuig¢ao na conccntragﬁodcrc3+
{(resultados nao mostrados). Na fase bacteriana, por c¢xemplo, essces

valores foram ao {inal da fasc de 0,35 e 7,0 g/l respectivamente. Na
32 ctapa de ataque (solucao a ~100 g/l1) essas concentragoes finnis
de F02+ e FGS+ situaram-se em 5.3 ¢ 4,06 g/1, respcctivamente.
Indepcndente do fato de ter ocorrido uma elevagao na oX
tracdoc do uranio, provavelmente devido a uma abertura encrgica dos
minerais contendo o uranio, essa elevacao na concentragao de Fe” o,
revela que houve uma paralisagao na atividade oxidativa bacteriana.
Seguramente essa inativagao foi causada pela excessiva acidez da so
lucao (pH ~0,3). Como ja discutido e taﬁbém mostrado nos experimen-

tos de respirometria, a faixa idcal de pH otimo para a oxidagao do

Fe2+ pelo T. 4erncoxidans,situa-sc entre 1,5 a 3,0.
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O tratamento cfctuado na 42 ctapa de ataque acido (solu-
¢ao a 300 g/1) nao apresentou nenhum efeito positivo na extracgao do
uranio. e qualquer forma, esse ataque foi realizado objetivando-sec
verificar se essa alta concentragao de acido promoveria uma abertu-
ra mais drastica que aquela com 100 g/l, causando uma nova liberagao
de uranio em solugao. Mesmo scm atividade bacteriana e mesmo com a
clevagao dc Fe?* cm solucao (precjudicial a solubilizagao douranio),
ainda havia F03+ suficiente para solubilizar uranio, caso csse f{os-
sc liberado. Entretanto essa solubilizacao nao {foi verificada.

Assim, os rendimentos finais de extragdo de uranio e mo
libdenio foram respectivamente de 27,0 e 13,0%, obtidos até a 32 cta
pa de ataque acido. O consumo total de H2804, mostrado também na tu
bela 22, foi de 33,3 kg/t. Entretanto deve-se ressaltar quc na rca-
lidade, csses rendimentos foram obtidos na 32 etapa, o que determi-
nou um consumo de 16,5 kg/t, pois a 48 ctapa foi totalmente desne-
cessaria.

Novamente deve-se destacar que, comparande-se esses resul
tados com aqueles obtidos nos censaios em escala semipiloto, ficou
bem evidenciado o efeito da granulometria do minério, na solubiliza
ciao dos metais de interesse.

Mesmo ja se conhecendo esse tipo de efeito, pelos resulta
dos dos testes anteriores, essa primeira operagao piloto com o min¢
rio de Pocos de Caldas, foi realizada em granulometria "run ofminc"
por dois fatores basicos: primeiro, para se conhecer efetivamente o
comportamento do minério, em termos da metodologia operacional de 1i
xiviagdo estatica em pilhas, até entdo sG realizada mno minerio de
Figueira (3 pilhas) e, segundo, para se obter dados de processo (ci
clo operacional, rendimentos, etc.) inicialmente sem nenhuma ativi-
dade de britagem do minério, pois nessa, sem duvida alguma, estao

cnvolvidos custos adicionais.
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Assim, com os dados obtidos nas duas cscalas de trabalho,
podec-se cntao, realizar um estudo técnico-cconomico para se avaliar
a melhor alternativa para uma cventual aplicagao do mGtodo em e¢sca-

la de produgao.
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VI. CONSIDERACOES FINAIS

A lixiviagao bacteriana de metais, ou mais genericamente
biometalurgia, tornou-sc nas Gltimas décadas um processo biotccnold
gico de prande interesse na indistria de metalurgia extrativa. Es-
se crescente interesse,decorre do fato da biometalurgia ser um pro-
cesso alternativo de baixo custo, para a reccuperagao de metais con-
tidos em minérios de baixos tcores, ou mesmo de pequenos depositos
mincrais.

Em fungao do progressivo aumento na demanda mundial de me
tais, verificado nessc século e sobretudo nos Gltimos decenios, vem
ocorrendo uma exaustao de grandes jazidas contendo teores elevados
de mctais. Assim, torna-se imperioso o desenvolvimento de tecnolo
gias alternativas, pois pelos métodos c¢lassicos, o aproveitamento
de minérios de baixos teorcs vem se tornando inviavel sob © ponto
de vista cconomico.

Como foi discutido, atualmente a metodologia basica da apli
cagao da biometalurgia se caracteriza pela sua simplicidade quaseru
dimentar, atraves da lixiviacao praticamente natural de grandes mon
tes (pilhas) de minérios considerados rejeitos. Entretanto, pode-se
notar como uma tendencia a médio prazo, a aplicacdo da técnica em
condigoes muito mais controladas. Quando se considera, por exemplo,
0 tratamento de concentrados minerais contendo metais valiosos como
0 ouro, O processo bacteriano passa a ser conduzido em reatores ¢
em sistema operacional continuo. |

Tanto em sua forma '"tradicional™ (lixiviacdo estatica em
pilhas), como também no caso de um processo em bioreatores, um co

nhecimento mais aprofundado sobre o T. ferrcoxidans € fundamental
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para que ambos apresentem resultados positivos. No primeiro caso,
para que sc possa e¢stimular o aparecimento e a manutengao da ativi-
dade bacteriana em niveis adequados, para que o processo sc rcalize
No segundo, para que se possa atingir otimizagoes de processo, uti-
lizando-se por cxemplo, linhagens bacterianas mais cficientes. Nes-
sc caso, acena-se com a possibilidade de se obter cepas melhoradas
geneticamente, sobretudo em termos de altas atividades oxidativas e
de resisteéncia a condigoes mais extremas: pH, concentragao de mctais
potencialmente toxicos, etc..

Assim, o objetive central deste trabalho, foi o de tentar
caracterizar essa importancia, pela aprescntacao dos resultados ob-
tidos em um programa de trabalho que vem sendo rcalizado ja ha al-
guns anos.

Dentro desse objetivo, os resultados aqui aprescntados de
vem ser considerados sobre trés enfoques basicos:

1. A obtencao de isolados de T. {erroccexidans (e também de T. thic-
cx{dans) de diferentes tipos de ambientes minerais. Durante essa fa
se, todo o procedimento de identificagao e ceoleta de materiais apro
priados, bem como as atividades laboratoriais de isolamento ¢ puril
ficacdo, puderam ser adaptadas e/ou estabelecidas,cm fungao das ca-
racteristicas proprias de cada material. De qualquer forma, um co

nhecimento adequado sobre essa etapa basica, pdde ser adquirido c

consolidado.

2. 0s estudos fisiolégicos de crescimento dos isolados bacterianos,
permitiram compreender as condigoes adeqﬁadas de cultive do T. fecx
rooxidans nos meios de culturas apropriados, bem como, identificar de
forma segura as espécies isoladas, pela utilizacao dos diferentes

substratos oxidaveis (Fe2+, s° e SZOg_) e pelas caracteristicas de



crescimento colonial. Além disso, o descnvolvimento dos cstudos ci-
néticos atravcs da técnica manométrica (respirometria), foi de gran
de valia. Em cxperimentos de execugao rapida ¢ segura, diferengas
fisioloOgicas significativas puderam ser constatadas entre quatro di
ferentes isolados de T. {fesnncoxdidans, em relacao a atividade de oxi
dagao do Fc2+. sob influencia da concentracgao deste, do pH ¢ de al-
guns metais pesados. Essa variabilidade genctica natural, permitce cs
tabelecer as bhasces para um eventual desenvolvimento de um programa
de melhoramento gencetico da espécie, para as caracteristicas mencio

nadas.

3. O desenvolvimento experimental da lixiviacao bacteriana de dois
tipos de mincrios uraniferos, propiciou a aquisigac de conhecimen
tos fundamentais da metodologia operacional do processo em tres ni-
veis de escala: laboratorio, semipiloto e piloto. Em relacidc a csta
Ultima, salicenta-se o carater pioneiro desse tipo de operacaoc emnos
so pais ¢ mesmo na América latina, para minfrios de uranic. Além da
aquisigao da cxpericencia dessa metodologia de processo, sobretude em
lixiviagao estatica em pilhas pelo processo bacteriano, deve-se res
saltar os proprios resultados de processo obtidos. Os deis minérios
estudados (Figucira - PR e Pogos de Caldas - MG), mostraram-sc sus-
ceptiveis a técnica de lixiviacao bacteriana, com algumas variacocs
da metodologia de processo entre os mesmos. Conseguiu-sc Indices de
extracao de uranio (e também do molibdénio, outro metal associado aos
dois minérios}, compativeis com uma possivel previsao de aplicacao
da técnica em cscala de producao. As citadas e discutidas variacoes
na metodologia de processo entre os dois tipos de minérios, reforc¢a

ram ainda mais a colocacao feita de inicio, de que 'cada minério ¢
q

um mincérie". Assim, o desenvolvimento experimental da biomctalurgia



deve ser feito localmente sem "importar' tecnologia, como afirmou
DAGNINO (1985).

Finalmente, considerando esses enfoques apresentados, es-
te trabalho nao objetivou descobrir ou demonstrar algo nao conheci-
do ou inovador cm biometalurpia em seus varios aspectos, mas sim,
tentar consolidar essa linha biotecnolGgica, que vinha sendo pionei

ramente implantada em nosso pais, por outros poucos pesquisadores.
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