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Resumo

O carvao mineral ¢ uma das maiores fontes de energia nao renovaveis do pais, sendo que as
maiores reservas estdo localizadas no Sul, esta atividade trouxe a regido profundas
transformagdes ambientais, pois os residuos desta atividade contém minerais sulfetados que se
oxidam em presenca do ar e da 4gua, desencadeando o processo de acidificagdo de drenagens
de mina (DAM), que disponibiliza metais bio-acumulativos. Para promover a recuperagdo das
area degradadas, estdo sendo estudadas rotas envolvendo bactérias do género Acidithiobacillus
que sdo capazes de remover o enxofre inorganico e o ferro, liberados pela DAM através de um
processo denominado biolixiviagdo. Em busca do aproveitamento residual, foram criados
biorreatores, onde as condi¢des requeridas sdo fornecidas para o desenvolvimento dos
microorganismos, acelerando a cinética das reacdes, assim o rendimento tende ao maximo e
consequentemente ¢ possivel isolar o produto e trata-lo para obter os produtos descritos pela
literatura.
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Abstract

The Coal is one of the largest of non-renewable energy in the country, with the largest
reserves are located in the South, this activity has brought profound changes to the
environmental area, because this activity wastes that contain sulfide minerals oxidize in air
and water, triggering the process of acidification of mine drainage (AMD), which provides
bio-accumulative metals. To promote rehabilitation of degraded area, are being studied
pathways involving bacteria of the genus Acidithiobacillus are able to remove the inorganic
sulfur and iron, released by the DAM through a process called bioleaching. In search of
residual use, are designed bioreactors, where the requirements are provided for the
development of microorganisms, accelerating the kinetics of the reactions, and the yield tends
to the maximum and therefore it is possible to isolate the product and treat it to get the
products described in the literature.
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1 Introducao

O objetivo deste estudo ¢ avaliar e conhecer processos bacterianos envolvendo
Acidithiobacillus ferrooxidans, para redugao e controle dos impactos ambientais que afetam
ar, agua e solo na regido Sul do pais, que desta forma comprometem a qualidade da vida da
populagdo.

A pirita sendo rejeito de uma atividade econdmica tdo importante, ndo deve ser
descartada, devido ao seu grande volume ja que a atividade extrativa ainda ¢ muito intensa.
Este residuo pode ser tratado para a geracdo de matéria prima de alto valor agregado como a
propria literatura descreve, matéria prima esta que pode ser Util em varios setores industriais e
até mesmo em vdrias areas da medicina.

As maiores reservas de carvao estdo localizadas no Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Parand (CARRISO e POSSA, 1995).

Com o continuo desenvolvimento industrial, o consumo de energia aumenta e,
consequentemente, o consumo de combustiveis fosseis. O carvao mineral tem sido usado no
Brasil como um combustivel solido para os geradores termoelétricos por varios anos. Contudo,
a exploragdo de carvao afeta o meio ambiente intensamente, principalmente porque o carvao
brasileiro contém excesso de cinza e pirita (dissulfeto de ferro) (MARCELLO et al, 2007). O
carvao produzido ¢ dividido em dois tipos: energético e metalurgico. O carvao energético ¢
destinado as termelétricas e o metaliirgico destina-se principalmente a fabrica¢dao de agregados
sidertrgicos e produtos carboquimicos (PETERSON, 2008).

As atividades de lavra e beneficiamento do carvdo mineral causam problemas
ambientais (solidos, liquidos e gasosos) (RUBIO e SILVA 2009). Para cada tonelada lavrada,
sao gerados cerca de 60% de residuos solidos (rejeitos grossos e finos) e aproximadamente
1,5m’ de efluentes acidos. (NASCIMENTO et al, 2002). Além do impacto fisico decorrente
do grande volume de material, esse € responsavel pela geracao de 300.000m? didrios de dguas
acidas que sio jogadas nos mananciais hidricos (VOLPATO, Apud VIGANICO, 2009).

A oxidagdo dos sulfetos que pode dar lugar ao surgimento da DAM ¢ um processo
natural acelerado pela movimentacdo de materiais solidos, caracteristica dos processos de
lavra e beneficiamento. As atividades de escavacdo de desmonte de rochas alteram as
condi¢des de permeabilidade do ar, facilitando o contato do oxigénio com a superficie do
material reativo. O rebaixamento do lencol d’4gua em minas superficiais e subterraneas tem
efeito semelhante, uma vez que expde a penetracdo de oxigénio a areas que inicialmente
encontravam-se inundadas (RITCHIE, Apud BORMA e SOARES).

A DAM ¢ um dos piores impactos ambientais que a atividade extrativa pode causar,
tornando os solos inférteis e as aguas impropria para uso doméstico e agropecudrio.

Parafraseando Peterson (2008), foi devido ao cenario de desenvolvimento econdmico e
profundas transformacgdes ambientais que se estendeu na regido sul do pais que houve a
necessidade de procurar possibilidades para a utilizagdo dos rejeitos para obtengdo de produtos
com maior valor agregado, além da propria recuperagdo ambiental por uma técnica chamada
biolixiviagao.

A biolixiviagdo € o processo pelo qual bactérias, de forma direta ou indireta,
promovem a solubilizagdo de determinados componentes presentes em uma amostra mineral
(OLIVEIRA, 2002). Quando organismos vivos interagem com substratos minerais em meio
acido, uma série de processos ocorre envolvendo reagdes quimicas, bioquimicas e
eletroquimicas (BEVILAQUA, 2003).

Thiobacillus ferrooxidans foi descrita e isolada a primeira vez em 1948 em um
ambiente onde havia drenagem &4cida (COLMER et al.,, 1950; Apud PINTO, 2006).
Posteriormente deram-lhe o nome de Thiobacillus ferroxidans (que passou a se chamar
Acidithiobacillus ferroxidans, € a caracterizaram como quimiolitoautotréfica, pois ela possui
um metabolismo capaz de obter energia a partir da oxidagdo do ferro (Fe*™ a Fe’") e de
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compostos inorganicos de enxofre e obtém todo o carbono existente em suas células a partir da
fixacdo do CO, atmosférico, devido a capacidade de fixar CO, e N,. Outra caracteristica
importante ¢ que a parede celular de At. ferrooxidans ¢ tipica de uma bactéria gram-negativa.
Com relagdo a temperatura ela ¢é caracterizada como mesofila e normalmente as suas células
medem entre 1,2 — 1,7 x 0,5 um (PINTO, 2006).

Segundo Erlich (1990), Acidithiobacillus ferrooxidans € o microorganismo mais
importante em ambientes onde ocorre a drenagem acida pelo simples fato de acelerarem as
taxas de algumas reagdes quimicas fundamentais, como por exemplo, a oxidacdo dos sulfetos
e como consequéncia disto ha incremento das taxas de geracdo de acidez no meio. Estes
microorganismos fazem a biolixiviagdo da pirita e dominam o processo, pois possuem a
habilidade de oxidar tanto o ferro quanto o enxofre e apresentam normalmente elevada
tolerancia a alta acidez tipica destes ambientes (TUOVINEN e KELLY, 1972; Apud PINTO,
2006).

Na a¢3o microbiana direta sobre os sulfetos, a estrutura do mineral ¢ atacada por meio
de enzimas bacterianas. O processo de biooxidagdo pode ser descrito sucintamente de acordo
com a seguinte reagao:

1) MS + 20, > MSOq4

Em que MS ¢ um sulfeto metalico.

Este ataque ¢ facilitado pelo contato intimo entre a bactéria e a superficie do sulfeto
(LUNDGREN e SILVER, 1980; Apud PINTO 2006).

Na lixiviagdo indireta At. ferroxidans produz um oxidante que, quimicamente oxida os
sulfetos. Especificamente At. ferrooxidans produz e reproduz o oxidante (Fe*") que carreia os
elétrons do mineral para a parede celular da bactéria. Estes elétrons sdo subsequentemente
transportados via cadeia de transporte de elétrons para o oxigénio molecular (ERLICH, 1990).

A lixiviagdo indireta pode ser descrita de acordo com as seguintes equagoes:

2) FeS, + 3,50, + H,O - FeSO, + H,SO4
3) 2FeSO4 + 0,50, + H,O + H,SO4 > Fez(SO4)3 + H,O
4) FGSZ + Fez(SO4)3 - 3FCSO4 +2S

5) 3S+30,+2H,0 >2H,S04

Quando a pirita ¢ exposta ao ar e a d4gua, ocorre uma oxidacdo relativamente lenta, que
converte a pirita em sulfato ferroso e acido sulfurico (equacdo 2). Se bactérias semelhantes a
At. ferroxidans estdo presentes, ocorrera rapida oxidagdo do sulfato ferroso a sulfato férrico e
agua, e o ferro (IT) atuara como um doador de elétrons para a bactéria (equagao 3). O sulfato
férrico atua sobre a pirita e produz mais sulfato ferroso e enxofre elementar (equagao 4). O
sulfato ferroso pode ser rapidamente oxidado produzindo novamente os produtos da equagao
3. Finalmente o Enxofre pode ser oxidado, através do mecanismo de a¢do direta da bactéria,
para produzir acido sulfirico (equagdo 5). Essas reagdes que estabelecem o ciclo de
transformacdes de Fe** para Fe*" ocorrem através da agdo de At. ferroxidans (LUNDGREN e
SILVER, 1980; Apud PINTO 2006).

A recuperagdo de areas degradadas ¢ um problema complexo e multidisciplinar, e
requer planos efetivos de reabilitagdo ambiental, tanto para as areas em operagao, quanto para
as areas abandonadas, através da soma estruturada de esforgos federal, estadual, empresas
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carboniferas e participacdo comunitdria, para a obtencao de solugdes a médio e longo prazo.
(NASCIMENTO, 2002).

Em funcao disso, existe hoje uma urgente necessidade de adequar tecnologias para
amenizar € mesmo extinguir esse passivo ambiental dentro de um marco de desenvolvimento
sustentavel (MENEZES, et al 2002).

2 Metodologia

Foi analisada uma amostra de pirita “in natura” quantitativamente para ter-se a média
do nimero de bactérias na amostra € o ponto 6timo para seu crescimento e desenvolvimento
jé& que foram testadas temperaturas distintas para avaliar a sua influéncia.

Os meios de cultura foram preparados no laboratorio de microbiologia para bactérias
ferro-oxidantes e sulfato-redutoras. As amostras foram diluidas até a concentracdo 107 ¢
inoculadas em tubos de ensaio.

Procedimento de dilui¢do no meio de cultura: retirou-se 10 ml de solugdo de pirita “in
natura” e adicionou-se na primeira série de cinco tubos. Em seguida, da mesma amostra,
retirou-se uma aliquota e adicionou-se 1 ml da mesma na segunda série de 5 tubos com 9ml de
meio de cultura especifico, obtendo a concentragio 107

A terceira série de tubos, foi preparada colocando 1 ml da amostra “in natura” em um
tubo com 9ml de agua de solugdo, (4gua deionizada, cloreto de sdédio e peptona
bacteriologica), desta foi retirado uma aliquota e colocado 1ml em cada tubo, na terceira série
de 5 tubos, junto com 9 ml de meio de cultura obtendo a diluicao 10"2, assim sucessivamente
até obter a concentracao 107,

O procedimento de diluicdo foi adotado para meio de cultura com concentragdes
simples e duplas.

Nos tubos de ensaio onde as bactérias sulfato-redutoras foram inoculadas, houve a
adicdo de Agar para que este absorvesse o oxigénio presente na amostra e nio deixasse que o
mesmo entrasse, ja que as sulfato-redutoras sdo bactérias totalmente anaerdbias.

As bactérias sulfato redutoras foram incubadas em estufa de cultura bacteriologica a
temperatura de 25 e 30°C, ap6s a inoculagdo embrulhou-se os suportes com papel pardo para
evitar incidéncia de luz.

O procedimento de diluicdo também foi adotado para inoculagdo das bactérias ferro
oxidante, onde foram incubadas em estufa de cultura bacterioldgica a temperatura de 28 e
32°C. Os tubos foram agitados diariamente, pois sao microorganismos altamente aerdbios.

Ambas as amostras tiveram um periodo de incubacao de 4 a 21 dias. Apos as analises
quantitativas pode-se ter o numero de bactérias de cada amostra.

Realizaram-se analises qualitativas em ambientes que simulavam os reais, porém em
condi¢des experimentais. Isso ocorreu em vidrarias especificas onde foram colocadas amostras
de pirita moida em contato com agua nas seguintes condigdes: sistema aberto e totalmente
fechado em presenca de luz solar e também na sua auséncia, uma amostra foi ainda submetida
a presenc¢a de matéria organica para visualizagdo de sua influéncia.

Para fornecer as condi¢des favoraveis para as bactérias ferro oxidantes, houve a
necessidade de criar pequenos biorreatores, construidos a partir de canos de PVC. Optou-se
por usar um substrato organico invariavel, sendo o mesmo efluente anaerobio de casca de
arroz. Fez-se a caracterizagdo do efluente apos a coleta no tanque de aeragdo e apds a retirada
de cada amostra dos biorreatores.

Para os experimentos ministrados nos biorreatores, utilizou-se 13g de pirita lavada,
com agua deionizada quente, para aumentar o coeficiente solubilidade do material e descartar
a parte soluvel da mesma, 1150mL de efluente e 8,5mL de bactérias ferro-oxidante, isoladas e
cultivadas no laboratério de microbiologia.
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O pH inicial do efluente anaerébio foi determinado com &cido sulfurico 2N, para
padronizar o experimento ja que este tipo de vida ¢ adaptado para condi¢des extremamente
baixas de pH.

Ap6s o tempo de reacdo as amostras foram filtradas a vacuo, em papel filtro de malha
azul, cujo a porosidade ¢ menor, o filtrado foi enviado para anélise, visando a determinagdo de
ferro total por Espectrofotometria de absor¢ao atomica/Chama e DQO pelo método de refluxo
aberto com dicromato. O material retido foi seco em estufa e pesado em balanga analitica de
precisao.

3 Resultados

Os resultados das andlises quantitativas foram satisfatorios e os maiores indices de
crescimento ocorreram nas temperaturas Otimas descritas pela literatura. Ao final do periodo
de incubagdo, as bactérias sulfato redutoras positivas apresentaram coloragdo negra. Na
temperatura de 30°C apresentaram 1,2x10° bactérias por ml de amostra, na temperatura de
25°C o crescimento foi igual 1,3x10” bactérias por ml de amostra.

As bactérias ferro oxidantes positivas apds inoculagdo apresentaram coloragdo amarelo
alaranjada (ferrugem). Na temperatura de 32°C apresentaram um nivel crescimento maior que
1,6x10'"bactérias por ml de amostra, na temperatura de 28°C ndo apresentaram crescimento.

Os testes qualitativos ministrados em condi¢des experimentais que simulavam
ambientes reais, em temperatura ambiente, ndo apresentaram crescimento para bactérias ferro
oxidantes.

As bactérias sulfato redutoras apresentaram maior crescimento quando exposta a luz
solar e submetidas & matéria orgénica em sistema aberto contendo 2,9 x 10’ bactérias por ml de
amostra, o segundo maior resultado foi também para matéria organica, exposta a luz solar em
sistema fechado, apresentando 2,1x10” bactérias por ml. E mostrando-se ausente para o
sistema fechado e mantido a sombra tendo como substrato agua.

Com estes testes foi possivel constatar que as bactérias precisam de condic¢des
especificas e a matéria organica ¢ um grande impulsor para o seu crescimento, podendo estar
mesmo em condi¢oes adversas.

Na tabela 1 estd apresentada a caracterizagao do efluente apos a retirada do tanque de
aeracao.

Tabela 1 - Caracterizag@o do efluente apds a retirada do tanque de aeragdo:

Parimetros Resultado Minimo
DQO (mg.L™) 4.042,50 0,5
Ferro Total (mg.L'l) 2,96 0,02

O pH do efluente medido apos coleta apresentou-se igual a 6. E foi padronizado com
H,SO4 2N para um pH inicial de 5. A primeira amostra foi retirada apos 1 dia de reagao, as
amostras 2 e 3 foram respectivamente 10 e 20 dias de reagdo, as mesmas foram mantidas em
estufa a 32°C, com aeragdo constante durante o periodo de reacdo. A tabela 2 apresenta as
massas alimentadas nos biorreatores, as massas finais e os respectivos pHs.
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Tabela 2 - Caracterizag@o das amostras apos periodo de reagdo:

Parametros Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Massas Alimentadas (g) 13,016 13,057 13,0219
Massas finais (g) 11,0534 11,2726 11,3523
pH 2,14 2,3 2,13

A partir destes resultados pode-se observar uma redu¢do nas massas de pirita com
relacdo as que foram alimentadas, isso deve-se a solubilidade do material, pois o ferro
associado a pirita estd se “desprendendo” e sendo liberado para o efluente na forma de algum
composto. Esta solubilidade fica evidenciada com a visualiza¢do da figura 1.

Figura 1 — Concentragdo de ferro total em funcao do tempo de reagao
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Com este grafico ¢ possivel a observacdo da quantidade de ferro aumentar com o
passar do tempo de reagdo sendo predisposto no efluente comprovando a agdo bacteriana no
processo, pois o material alimentado nos biorreatores foi lavado com agua quente para
aumento do coeficiente de solubilidade e descarte do material solivel. Logo, o material
proveniente da analise foi oxidado.

A DQO (Demanda Quimica de Oxigénio, indice que da a quantidade necessaria de
Oxigénio, fornecido por um agente oxidante, para oxidar totalmente a matéria organica
presente num meio), variou consideravelmente com o decorrer do procedimento, como pode
ser observado na figura 2.
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Figura 2 — DQO em fun¢do do tempo
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Pode-se afirmar com o resultado das analises, que a DQO varia significativamente, € a
matéria organica esta sendo consumida.

Com este procedimento constatou-se que houve uma redu¢do da massa de pirita com
relacdo a alimentada de 14,73%. Este resultado comprova que o método funciona, e pode gerar
um resultado satisfatorio, porém novas rotas, outros meios e condi¢cdes devem ser estudadas
para responder ao modelo da melhor forma.

4 Conclusao

No decorrer deste trabalho ¢ possivel observar que as bactérias sendo do mesmo
género, sdo diferentes, cada uma tem uma temperatura 6tima e adaptam melhor ou ndo a
oxigenio.

As bactérias ferro oxidantes na temperatura de 30°C apresentaram 1,2x10° bactérias
por ml e na temperatura de 25°C o crescimento foi igual 1,3x10 bactérias por ml de amostra.

As bactérias sulfatos redutoras na temperatura de 32°C apresentaram um nivel
crescimento maior que 1,6x10''bactérias por ml de amostra, na temperatura de 28°C néo
apresentaram crescimento.

Em condigdes experimentais que simulavam ambientes reais em temperatura ambiente,
as bactérias ferro-oxidantes ndo apresentaram crescimento. As bactérias sulfato redutoras
apresentaram maior crescimento quando exposta a luz solar e submetidas & matéria organica
em sistema aberto também para matéria organica, exposta a luz solar em sistema fechado, e
mostrando-se ausente para o sistema fechado e mantido a sombra tendo como substrato agua.

As condicoes fornecidas para as reacdes conduzidas nos biorreatores foram proximas
das condi¢des Otimas e o modelo resultou na reducdo de 14,73% da massa de pirita que foi
alimentada.

Este projeto continua em andamento com a utilizagdo da biotecnologia para a reducao
do impacto ambiental gerado pela mineragdo do carvao em busca de materiais a partir de
residuos.
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