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RESUMO

A Drenagem Acida de Mina (DAM) é um dos grandes problemas da mineragdo no mundo.
S40 4guas que possuem pH baixo, alta concentracdo de sulfato e metais dissolvidos. E gerada
quando o sulfeto mineral entra em contato com a 4gua e o oxigénio. Os métodos mais comuns
para tratamento, usado atualmente, sdo os quimicos. Neste estudo utilizou-se o processo de
biorremediacdo, o qual consiste no estimulo do processo natural de microrganismos em
degradar substancias toxicamente perigosas transformando-as em substancias menos ou nédo
toxicas. O objetivo deste trabalho foi produzir DAM em laboratério e estudar a possibilidade
da utilizacdo de bactérias no tratamento deste liquido de beneficiamento do carvéo. Para o
desenvolvimento do experimento foram empregados rejeitos piritosos, equipamentos e
reagentes do Laboratério de Microbiologia do Unilasalle. Foram utilizadas duas linhagens
bacterianas: Acetobacter aceti e Micrococcus luteus. Os microrganismos foram cultivados em
agar D-Manitol e o agar nutriente, respectivamente. Essas bactérias foram inoculadas e
incubadas em meio liquido contendo DAM e uma suplementacdo de 0,6% de lactato de sodio
(CsHs03Na). Na preparacdo do meio a adicdo do lactato mostrou-se positiva, uma vez que,
elevou-se o pH em valores adequados para o crescimento microbiano e ndo houve qualquer
tipo de precipitacdo. Os microrganismos foram capazes de reduzir elevadas concentracdes de
metais, como: 63,85% de niquel, 61,06% de aluminio, 52,8% de ferro e 44,82% de chumbo.
A reducdo de sulfato foi destaque para 0 Micrococcus luteus com 87,37% de remocéo.

Palavras-Chave: Drenagem &cida de mina. Bioprocesso. Metais. Sulfato. Micrococcus
luteus. Acetobacter aceti.



ABSTRACT

The Acid Mine Drainage (AMD) is a major problem in the mining world. Are waters that
have low pH, high concentrations of dissolved metals and sulphate. It is generated when the
sulfide mineral comes in contact with water and oxygen. The most common methods for
treatment, currently used are the chemical. In this study we used the bioremediation process,
which consists in stimulating the natural substances microorganisms to degrade toxically
harmful substances transforming them into less toxic or not. The aim of this work was to
produce AMD laboratory and study the possibility of using bacteria to treat this liquid coal
beneficiation. For the development of the experiment were used pyritic tailings, equipment
and reagents Microbiology Lab's Unilasalle. We used two bacterial strains: Acetobacter aceti
and Micrococcus luteus. The microorganisms were cultivated in D-mannitol agar and nutrient
agar, respectively. These bacteria were inoculated and incubated in liquid medium and
supplementation for AMD 0.6% of sodium lactate (C3HsO3Na). In preparing the medium the
addition of lactate was positive, since the pH increased to values suitable for microbial growth
and there was no precipitation of any kind. The microorganisms were able to reduce high
concentrations of metals such as: 63.85% nickel, 61.06% aluminum, 52.8% iron and 44.82%
lead. The sulphate reduction was highlighted with Micrococcus luteus to 87.37% removal.

Keywords: Acid Mine Drainage. Bioprocess. Metals. Sulfate. Micrococcus luteus.
Acetobacter aceti.
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1. INTRODUCAO

Um dos principais problemas ambientais associados a extracdo de carvdo mineral no
Brasil é a ocorréncia da Drenagem Acida de Mina (DAM). A poluicdo do meio ambiente com
metais pesados toxicos esta se espalhando pelo mundo, juntamente com o0 progresso
industrial. A drenagem acida na mineracdo de carvdo se inicia quando materiais contendo
altas concentragdes de pirita (FeSz) sdo expostos ao oxigénio atmosférico e a dgua durante o
processo de mineracdo. Neste processo podem existir catalisadores bioldgicos, tais como
bactérias aciddfilas (RUBIO e SILVA, 2009; McCAULEY et al., 2009; LUPTAKOVA e
KUSNIEROVA, 2005).

A ocorréncia de DAM tem sido relatada na extracdo de ouro, carvao, cobre, zinco ou
uranio. A disposicado adequada dos residuos destas mineracGes evita que sejam expostos as
condicdes oxidantes na presenca de agua, sendo fundamental para a prevencao e minimizagédo
da DAM (SOARES e TRINDADE, 2003). Os maiores problemas ambientais associados a
mineragdo de carvdo sdo: a diminui¢cdo da biodiversidade, a reducdo de areas de florestas, a
erosdo do solo, o carreamento de residuos, o assoreamento dos cursos de agua e o transporte
de contaminantes (MACHADO, 2007).

Sendo um dos problemas mais sérios enfrentados pela mineracdo de carvdo, a DAM
quando ndo tratada causa grande impacto ao meio ambiente, principalmente sobre 0s recursos
naturais das aguas. Em muitos casos, praticamente toda a vida aquéatica desaparece. O fundo
da &gua de reservatorios torna-se revestido com uma camada de ferrugem e pH baixo
(RODRIGUEZ et al., 2009).

A crescente conscientizacdo e preocupagdo com o meio ambiente tem motivado nos
ultimos anos uma extensa pesquisa sobre o desenvolvimento de novas tecnologias eficientes
para o tratamento da DAM. Nos Estados Unidos quase 1000 mil dolares é gasto por dia em
prevencdo e reducdo de DAM por empresas de mineracdo. Um estudo realizado pela Agéncia
de Protecdo Ambiental dos EUA estimou o custo da reparacdo dos danos por tecnologias de
tratamento convencional para mais de US $ 5 bilhGes no estado da Pensilvania (SHEORAN,
etal., 2010).

Existem muitos estudos no intuito de remediar a geracdo de DAM, pelo grande
impacto ambiental da metalurgia extrativista. Atualmente, entre os métodos mais comuns para
o0 tratamento de DAM, estdo os métodos quimicos, por exemplo, a neutralizagdo com cal ou
outros componentes alcalinos (LUPTAKOVA e KUSNIEROVA, 2005).
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H& outros meios para o tratamento de efluentes ricos em contaminantes metélicos, tais
como troca ibnica, adsor¢do, precipitagdo quimica, oxidacdo, reducdo e osmose reversa. No
entanto, muitas destas abordagens podem ser menos rentaveis ou de dificil uso pratico. Uma
vez que, a procura de um adsorvente de baixo custo e facilmente disponivel levou a
investigacdo de materiais de origem agricola e biologica. Estes materiais bioldgicos sdo
conhecidos por seu potencial de adsorver metais pesados. Biossor¢do de metais pesados é
uma das tecnologias mais promissoras envolvidos na remoc¢édo de metais toxicos de fluxos de
residuos industriais e tem recebido uma grande atencdo nos dltimos anos, ndo s6 como uma
novidade cientifica, mas também para sua potencial aplicacdo na industria (BUENO et al.,
2008).

A biorremediacéo esta se tornando uma alternativa vidvel e promissora ao tratamento
de efluentes contaminados e solos impactados. Nesse processo 0S microrganismos Sao
selecionados e cultivados em laboratdrio e, posteriormente inoculados em contaminantes. Os
metais precipitados por acdo bacteriana podem ser recuperados e reciclados.

Com isso, este trabalho se prop8e estudar a possibilidade de utilizacdo de linhagens
bacterianas padrdo no tratamento de liquidos de escoamento provenientes do beneficiamento
do carvdo. Os resultados, as discussfes e as conclusdes aqui contidos disponibilizam
informagdes Uteis para realizacdo de trabalhos de pesquisa que abordam os aspectos da
biorremediacgéo e a aplicacdo dessa tecnologia em tratamento de efluentes.

O vinculo financeiro deste trabalho fez parte do projeto intitulado “Selecdo de
microrganismos produtores de biossurfactantes a partir de efluentes de mineracdo e sua
aplicagdo em processos de biorremediagdo,” N° 550233/2010-5 MCT/CNPg/Vale/CT-
Mineral, sob a coordenacéo do prof. Dr. Delmar Bizani.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar o crescimento microbiano no bioprocesso
e parametros fisico-quimicos relevantes, bem como a otimizacao experimental de um sistema
de recuperacdo de aguas comprometidas com liquidos de escoamentos provenientes do

beneficiamento do carvéo através do uso de linhagens bacterianas com capacidade redutora.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos compreendidos séo:

1. Caracterizar a drenagem &cida de mineracdo produzida em laboratério;

2. Estudar a cinética de comportamento microbiano no bioprocesso, com aguas de
drenagem &cida, através do acompanhamento individual da curva de crescimento,
utilizando as linhagens bacterianas padrdo: Micrococcus luteus ATCC 9341 e
Acetobacter aceti ATCC 15973, e;

3. Avaliar a atividade redutora de sulfato e de alguns metais pesados presentes na DAM
suplementada com lactado de sodio e submetida ao bioprocesso utilizando as

linhagens bacterianas.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Drenagem &cida de mina (DAM)

A mineracdo de carvao promove a exposi¢do de grandes volumes de pirita em seu
processo de lavra e beneficiamento, com isso, gera rejeitos depositados em pilhas ou
barragens. Esses depdsitos, ricos em sulfetos, podem se tornar graves fontes geradoras de
aguas acidas rica em metais dissolvidos (SILVA, 2010).

As DAMs sao geradas quando minerais sulfetados presentes em residuos de mineracao
(rejeito ou estéril) oxidam naturalmente em presenca de agua e oxigénio. Esta solucdo acida
age como agente lixiviante dos minerais presentes no residuo, produzindo um percolado rico
em metais dissolvidos e ions sulfato (SOARES e TRINDADE, 2003).

O problema especifico associado com metais pesados no ambiente é a sua acumulacao
na cadeia alimentar e sua persisténcia na natureza (BUENO et al., 2008). Estudos da DAM
em um local da Nova Zelandia representaram que mais de 98% dos metais presentes eram
compostos de Fe e Al (McCAULEY et al., 2009).

No Brasil, uns dos grandes problemas ambientais é a geracdo de DAM a partir da
mineracdo de carvdo. Em torno de 5000 ha de &reas estdo contaminadas pela atividade da
mineracdo de carvdo na regido carbonifera Catarinense, estando 2/3 dos cursos das aguas
contaminadas pelos liquidos de escoamento da mineracdo local (GALATTO et al., 2007).

As fontes comuns de DAM sdo minas subterraneas, minas a céu aberto, pilhas de
estéril e descoberturas geradas durante a mineragdo, rejeitos de processamento mineral e
pilhas temporéarias ou permanentes de concentrados sulfetados (principalmente que possuem
pirita), as quais ndo possuem valor comercial sob as condi¢cdes econdmicas correntes. Essas
fontes podem permanecer ativas por décadas ou séculos apdés o fechamento da mina
(KONTOPOULOS, 1998).

3.1.1 Reag0es de geragcdo de DAM por oxidagao da pirita

A pirita é a maior fonte geradora de DAM em éareas de disposicdo de rejeitos de
mineracdo de carvdo. Ela é estdvel, desde que ndo entre em contato com agua e oxigénio.

Porém, na mineracdo ela é exposta em contato com a agua e o ar. Segundo Kontopoulos
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(1998) o processo de geracdo de DAM pode ser representado de forma simplificada pela
equacao:
4 FeS; + 15 02 + 14 H20 — 4 Fe(OH)s + 8 HoSOs  [1]

Segundo Kleinmann et al. (1981) a oxidagdo da pirita € um processo de uma série de
reacOes, envolvendo processos quimicos e bioldgicos. Fagundes (2005) salienta que a
drenagem &cida de mina pode ser descrita em quatro reacGes basicas que, por sua vez, sdo
agrupadas em trés estagios. As reacGes quimicas associadas a estes estigios estdo
representadas nas equagdes abaixo e ilustradas na Figura 1.

Estagios I e II:

Oxidacdo da pirita pelo oxigénio atmosférico (oxidacdo direta):

FeSz (s) + /202 + Ho0 — Fe?* + 2S04 + 2H* [2]
Oxidac3o do Fe?* ao Fe®*:

Fe?* + ¥4 0, + H" — Fe®* + % H,0 [3]
Precipitacdo do Fe(OH)s:

Fe3* + 3H,0 — Fe(OH)s ) + 3H* [4]
Estagio IlI:

Oxidacdo da pirita pelo Fe3* (oxidacao indireta):
FeS, + 14Fe®* + 8H,0 — 15Fe® + 25042 + 16H* [5]

Conforme apresentado na Figura 1, nos estagios | e 1l as reacdes ocorrem basicamente
em ambiente com o pH em torno de 4,5 e em velocidade baixa. A oxidagdo da pirita ocorre
abioticamente. A primeira reacdo descreve a oxidacdo do sulfeto mineral (pirita), gerando os
produtos da dissociacdo do acido sulfurico e, consequentemente, elevando a acidez do meio.
E se o seu potencial de oxidacdo for mantido, a oxidacdo do fon Fe?* para o Fe3* ocorrerd,
consumindo parte da acidez da pirita pelos ions H*, ou seja, esta reducdo dos valores de pH
favorece as reagdes (3) e (4). A oxidagdo dos ions Fe?* a Fe** é apresentado na reacio (3) e
ocorre em pH mais &cido. A medida que a acidez for mantida préxima ou maior que pH 4,5, 0
fon férrico Fe®*, produzido pela reacdo (3), se precipitara na forma de hidréxido de ferro,
conforme a reagéo (4) (FAGUNDES, 2005; MACHADO, 2007).
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Figura 1- Estéagios de formacéo de drenagem acida.
Fonte: Adaptado de FAGUNDES, 2005.

O estagio 111 ocorre em valores de pH inferiores a 3,5. Neste caso, o ion Fe®*, ao invés
de precipitar, permanece em solucdo e oxida diretamente a pirita, como representa a reacao
(5). Nesta reacdo ha geracdo de ions de hidrogénio e sulfato, o que intensifica a acidificacdo
do meio. Além disso, a reducdo do pH contribui para a reproducdo de bactérias acidofilas,
normalmente dos géneros Thiobacillus e Acidithiobacillus, as quais aceleram a transformacéo
de Fe?* a Fe*" (reacdo 3). Sendo assim, fica estabelecido rapidamente um ciclo entre as
reagdes (2) e (5) que so terminard com o consumo total da pirita. O pH baixo da dgua também
aumenta a solubilizacdo dos metais (FAGUNDES, 2005; MACHADO, 2007).

Em pH inferior a 2 o processo ocorre praticamente controlado pelo mecanismo
indireto. A oxidacdo de Fe?* para Fe®* ocorre totalmente por via acdo bacteriana. O resultado
do estagio Il é a producdo de uma agua acida com pH inferior a 2,5 e rica em concentracdes
de sulfato, ferro total, e metais dissolvidos (MACHADO, 2007).

3.1.2 Atuacdo microbioldgica

A existéncia de bactérias no processo de oxidacdo da pirita foi descoberta em 1957.
Algumas das principais bactérias envolvidas nas reacdes de oxidacdo e suas respectivas
condicBGes ambientais favoraveis estdo listadas na Tabela 1.



18

Tabela 1 - Bactérias envolvidas na formacéo da DAM e suas condigdes de desenvolvimento

Microrganismo pH Temperatura °C Nutricdo
Thiobacillus thioparus 4,5-10 10-37 Autotrofica
T. ferrooxidans 0,5-6,0 15-25 Autotrofica
T. thioxidans 0,5-6,0 10 - 37 Autotréfica
T. neopolitanus 3,0-85 837 Autotrofica
T. denitrificans 40-95 10 -37 Autotréfica
T. novellus 50-92 25-35 Autotrofica
T. intermedius 19-7,0 25-35 Autotréfica
T. perometabolis 2,8-6,8 25-35 Autotrofica
Sulfolobus acidocalderius 2,0-50 55-85 Autotrofica
Desulfovibrio desulfuricans 50-9,0 10— 45 Heterotrofica

Fonte: Adaptado de FAGUNDES, 2005.

De acordo com a Tabela 1, podemos observar que as bactérias do género Thiobaccilus
sdo os principais microrganismos envolvidos na formacdo da DAM. Dentre elas, a de maior

interesse é a T. ferrooxidans, esta oxida sulfetos a sulfato e gera acido sulfurico, atuando na

producgdo de &guas acidas de minas. Ainda atua como catalisadora em ambientes acidos, ou

seja, pode acelerar substancialmente a taxa de oxidacdo de sulfato e de fons Fe?* a Fe®*,

conforme a reacdo 3.2. Esta reacdo € considerada o principal passo da oxidacdo da pirita

(FAGUNDES, 2005).
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Figura 2 - Influéncia do pH e da temperatura na atividade realtiva da T. ferrooxidans.
Fonte: (Adaptado de FAGUNDES, 2005).
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De acordo com a Figura 2, percebe-se que por serem bactérias acidofilas sdo mais
ativas em pH na faixa de 3,0 e a faixa de temperatura de maior prosperidade é em torno de
30°C (EVANGELOU, 1995).

A Thiobacillus Ferrooxidans pode reagir com os minerais sulfetados de duas formas
distintas: direta ou indireta. Na forma direta as bactérias utilizam enzimas para atacar 0s
materiais oxidaveis, através do contato fisico entre ambos, obtendo energia da troca de
elétrons entre o elemento oxidado (Fe?* ou S) e o oxidante (O,). Estes elétrons s&o
transportados atraves de proteinas na membrana das células, e esta transferéncia de elétrons
fornece energia que €, entdo, associada a formacéo de trifosfato adenosina (ATP), responsavel
pela circulagdo de energia da célula. Na forma indireta ndo h4, reagcBes enziméticas, e 0 agente
de lixiviacdo é unicamente gerado pelo organismo. Por exemplo, os sulfetos metélicos podem
se oxidar quimicamente a sulfatos por meio do sulfato férrico. A bactéria gera Fe®" por
solubilizagdo oxidante do Fe?* (reagdo 3.2). O Fe®", poderoso oxidante, reage com outros
metais, tornado-se sollvel, e nesta reacio o Fe?* é oxidado novamente (FAGUNDES, 2005;
MARTINS et al., 2004a).

3.1.3 Parametros de controle de drenagem acida de mina

No lixiviado da DAM proveniente da mineracdo de carvdo, Machado (2007) verificou
a ocorréncia de alguns parametros considerados importantes e que devem ser analisados, tais
como: pH, potencial redox, acidez, alcalinidade, condutividade e sulfato, além de alguns
metais. Segue abaixo uma breve descri¢do das caracteristicas deste liquido:

1. pH: O produto do processo de lixiviacdo dos rejeitos modifica o pH natural dos
corpos d’agua, geralmente compreendidos entre 4,5 e 8,5, para valores aproximadamente de
2,0 e 3,0. O rebaixamento do pH da agua e os elevados niveis de sulfato e metais sdo as
consequéncias das drenagens dos efluentes dos lavadores de carvdo e da disposicdo dos
rejeitos. Os baixos valores de pH das aguas na mineracdo de carvao liberam elementos toxicos
que ficam dissolvidos, colocando muitos seres vivos em risco.

2. Potencial redox: é empregado para descrever a tendéncia de uma substancia de
reagir com outra, adicionalmente as constantes de equilibrio e a energia livre, sendo utilizado
somente para processos envolvendo reagOes de oxidacdo ou redugdo. A reatividade e
mobilidade de elementos dependem da condi¢do de oxi-reducdo do meio, sendo possivel

utilizar os potenciais de oxidacdo para abordar as reagdes quimicas envolvidas em um meio
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aquoso. Por exemplo, o enxofre dissolvido, pode apresentar-se na forma sulfato em condicdes
oxidantes ou na forma &cido sulfidrico em condigdes redutoras. Segundo a equacdo de Nernst
quanto maior for o pH, mais baixo sera o potencial redox, e vice-versa.

3. Acidez: em termos quantitativos é a capacidade do meio aquoso reagir com
ions hidroxila (OH"). A &gua resultante da lixiviacao de rejeitos piritosos é caracterizada pela
alta quantidade de metais dissolvidos e baixo pH.

4. Alcalinidade: é a capacidade de neutralizar H". Embora toda agua tenha
alguma alcalinidade, &guas muito acidas, exceto em caso de poluicdo severa, ndo sao
encontradas com frequéncia na natureza. No caso das drenagens acidas de minas toda a
alcalinidade da agua foi consumida.

5. Sulfato: é proveniente fundamentalmente da oxidacao da pirita. Os ions sulfato,
nas aguas de abastecimento publico, devem ser controlados, pois quando presentes em
quantidades elevadas possuem efeito laxativo. Quando presentes em aguas residuarias sao
responsaveis, indiretamente, por problemas de odor e corrosdo, devido a formacdo de gas
sulfidrico, pela sua reducédo por bactérias em condi¢Ges anaerobicas.

A resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA 430, 2011)
estabelece os parametros para lancamentos de efluentes para o corpo receptor. Esta resolucao
estabelece que o valor do pH para o langcamento de efluentes no corpo receptor, deve situar-se

entre 5 a 9 unidades.

3.2 Metais dissolvidos

Os graves problemas ambientais gerados pelo aumento consideravel dos descartes de
efluentes industriais contaminados com metais pesados nos rios e mares, aliados as exigéncias
das leis ambientais, estimulam as pesquisas nesta area, visando a obtencdo de métodos
alternativos de baixo custo e de maior eficiéncia no tratamento de aguas e despejos (AGUIAR
et al., 2002). Os metais pesados podem ser encontrados em todos os compartimentos do
ecossistema, nunca se esgotam e sempre existiram no planeta. S&o oriundos de fontes naturais
e/lou antrépicas como intemperismo de rochas, deposicdo atmosférica, lancamentos de
efluentes urbanos, industriais e agricolas, além da lixiviacdo de residuos contaminados, sendo
a mineracdo e a purificacdo de minérios dois dos grandes causadores da sua disseminagédo
mundial (PASCALICCHIO, 2002).
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Remoc&o dos excessos de ions de metais pesados em efluentes é essencial devido a
sua extrema toxicidade para a vida aquatica e os seres humanos. lons metéalicos de aguas
residuais sdo normalmente removidos por precipitacdo quimica, troca iénica e processos de
osmose reversa. Estes métodos tém algumas desvantagens, tais como remocdo de ions
metalicos ndo desejaveis, uso de altas concentracGes de reagentes, e a geracdo de lamas
toxicas que sdo muitas vezes dificeis de serem eliminadas e necessitam de extremo cuidado
em sua disposicdo (KAPOOR et al., 1999). Ha uma necessidade de tecnologias inovadoras de
tratamento para a remocao destes metais. No mais 0s microrganismos deveriam ser mais bem
estudados quanto a remocdo de metais pesados em solugdes aquosas, 0 que segundo 0s
mesmos autores a remogao microbiana dos ions metalicos catidnicos é mais eficaz quando as
concentracdes de metais variam cerca de 1 a 20 mg/l.

Segundo Campos (2010), metais pesado sé@o 0s elementos que apresentam massa
especifica maior que 6 g.cm™ ou possuem nimero atdmico maior que 20. Neste grupo
encontram-se os ions metalicos Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Zn, alguns semi-
metais e outros ametais como As e Se. Estes elementos normalmente estdo associados a
poluigdo, a contaminacédo e a toxidez dos seres vivos, incluindo alguns elementos essenciais
(Ni, Zn e Cu) aos seres vivos, quando em concentragdes adequadas.

Altas quantidades de metais dissolvidos € uma das principais caracteristicas da
drenagem 4&cida de mina. Normalmente encontramos concentracdes consideraveis de
aluminio, manganés e zinco, mas o elemento componente majoritario € o ferro, independente
do local de geracdo. A concentracdo dos outros metais depende da composi¢do do material
associado a pirita (SILVA, 2010).

As acbes antropicas sdo responsaveis por adicdes de até 1,16 milhdes de toneladas de
metais por ano em ecossistemas terrestres e aquaticos no mundo todo. Porém, os metais
pesados estdo presentes naturalmente no meio ambiente, mesmo que ndo haja acdo antropica,
0 aumento em sua concentragdo pode ocorrer tanto por processos naturais quanto por
atividades humanas. O intemperismo e a lixiviacdo do solo sdo exemplos de processos
naturais que geram o aparecimento de metais pesados na agua e no solo, todavia a extracéo e
0 beneficiamento de metais, rejeitos industriais, efluentes domesticos, insumos agricolas,
descarte de produtos comerciais, queima de combustiveis fosseis e descarte de lodo de esgoto
sdo atividades antrOpicas associadas a contaminacdo do meio ambiente por tais metais
(MUNIZ et al., 2006).

Na lixiviacdo de metais pesados, o processo de oxidacdo de minerais sulfetados

provoca o rebaixamento dos valores de pH. Nessas condi¢fes, metais pesados como o ferro,
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cobre, zinco, cddmio, manganés, entre outros, presentes nas rochas e/ou minerais, Sao
solubilizados, conforme a Figura 3. Neste tipo de ambiente € comum encontrar concentracées
bem acima dos normalmente aceitos pela legislacdo (FAGUNDES, 2005).

Conforme aumenta a percolacdo da &gua no depdsito mineral, a situacdo vai se
agravando. A qualidade da agua é determinada por fatores como a natureza dos sulfetos, a
disponibilidade e tipo dos constituintes soltveis, o regime hidrico, a natureza dos reagentes

alcalinos e as propriedades fisicas dos residuos (FAGUNDES, 2005).
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Figura 3 - Comportamento de alguns metais pesados em fungéo do pH.
Fonte: Adaptado de FAGUNDES, 2005.
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Os efeitos do pH, potencial redox (Eh) , caracteristicas de adsorcdo e a composicao
quimica do percolado influenciam na solubilizacdo dos metais pesados (FAGUNDES, 2005).

A Figura 4 ilustra a relacdo entre Eh e pH na solubilidade de metais.
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Figura 4 - Solubilidade de acordo com pH e Eh.
Fonte: Adaptado de Salomons, 1995.

Dentre alguns dos metais com ampla utilizacdo na industria e causadores de impactos
ambientais, temos: cobre, chumbo e cromo. Cobre ndo é tdxico para 0s seres humanos com
precisdo, mas seu uso extensivo aumenta 0s niveis no ambiente podendo causar sérios
problemas de saide. O chumbo é um veneno altamente toxico e cumulativo, pode danificar o
sistema nervoso central e periférico, rins e sistema reprodutivo, particularmente em criancas.
O chumbo pode contaminar 0 meio ambiente a partir de fontes antropogénicas, bem como
processos geoquimicos naturais, este metal é amplamente utilizado em muitas aplicacfes
industriais importantes, tais como, producdo de pigmentos de impressdo, combustiveis,
materiais fotograficos, fabricacdo de explosivos, revestimento, automotiva, aerondutica e
siderurgia (BUENO et al., 2008). Porém, o chumbo é pouco absorvido, sendo considerado
praticamente in6cuo, no entanto, alguns dos seus sais sollveis, como o cloreto, nitrato e
acetato sdo venenos ativos (LEMOS, 2008).

O cromo no estado 111 é altamente solivel em agua e cancerigeno para o ser humano
(CONGEEVARAM et al., 2007), podendo ser liberado no meio ambiente por um grande
namero de processos, tais como, galvanoplastia, curtimento de couro, conservacdo de
madeira, processamento de celulose, fabricacdo de aco, material fotografico, tintas corrosivas,
etc. (BUENO et al., 2008).

Segundo Machado (2007) h& alguns metais de grande presenga e importancia em
DAM, como:

Ferro: € o principal metal presente na DAM, originado diretamente da oxidacdo da

pirita. Pode estar presente na forma de Fe?* e/ou Fe3*. O Fe®* é um forte oxidante, e como tal,
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provoca a dissolugdo de vérios minerais. A hidrélise do ferro permite a precipitacdo do
hidroxido de ferro na forma de um lodo alaranjado que cobre a superficie do substrato.

Aluminio: esta entre os metais com valores de concentracfes consideraveis na DAM.
Em concentragdo acima de 0,5 g/L, em efluente com pH abaixo de 5,5, pode ser tdxico a
peixes e macroinvertebrados.

Manganés: ocorre principalmente na forma de didéxido de manganés, o qual € muito
insoltvel em agua contendo CO.. Em condigGes redutoras, o 0xido de manganés é reduzido
do estado Mn** para Mn?*,

Zinco: presente em concentragdes menores que o ferro e aluminio nas DAM de minas
de carvdo. Tem facilidade de formar compostos de baixa solubilidade, como hidroxidos,
carbonatos e sulfetos. A agua com alta concentracdo de zinco tem uma aparéncia leitosa e
produz um sabor metélico ou adstringente quando aquecida. O zinco, por ser um elemento
essencial para o ser humano, s6 se torna prejudicial a sadde quando ingerido em
concentracdes muito elevadas. Neste caso, pode-se acumular em outros tecidos do organismo.

Segundo CONAMA (430/2011) os padrdes para lancamento de efluentes séo: ferro 15
mg/L, niquel 2,0 mg/L, manganés 1,0 mg/L e zinco 5,0 mg/L.

3.3 Sulfato

Os ions sulfato sdo encontrados em mananciais hidricos, na forma de sais de sédio e
calcio, e principalmente, em efluentes de atividades industriais, como a mineracdo. Na
industria mineira, efluentes com elevadas concentracfes de ions sulfato sdo descartados na
forma de &guas residuais (aguas excedentes) apos o0 processamento de minérios como: Barita
(BaS0s4), Epsomita (MgS0.4.7H20), Gipsita (CaS04.2H20), sulfetos minerais (cobre, ferro e
molibdénio, principalmente), e o carvdo. Esses ions apresentam problemas (entre outros) de
salde (disturbios gastrointestinais), de corrosdo e de acidificacdo de solos (SILVA e RUBIO,
2011).

Segundo o Ministério da Saude (2004), o limite de concentracdes dos anions de sulfato
em aguas para abastecimento publico é padronizado em 250 mg.L 1, mas ndo € listado entre
0s elementos com padrées de emissao de efluentes industriais ou urbanos, definidos no Brasil.
Sendo que no tratamento de DAM, as concentragfes de ions sulfato ocorrem entre 600 a
15.000 mg.L-1. Porém, este fato pode ser atribuido as dificuldades técnico-econdmicas que
envolvem sua remogéo, pela falta de limites legais de emisséo de efluentes e pelos menores

riscos ambientais e de toxicidade quando comparado a parametros como acidez e ions
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metalicos. Em elevada concentracdo na agua, o sulfato pode causar gosto amargo e provocar
diarréia e desidratacdo tanto ao homem quanto a animais. Problemas de corrosdo em
encanamentos também estdo relacionados aos altos niveis de sulfatos na agua (SILVA e
RUBIO, 2011).

Varios processos podem ser utilizados para o tratamento de efluentes contendo
sulfatos dissolvidos. Precipitacdo quimica, reducdo bioldgica (GHIGLIAZZA et al., 2000;
TYRRELL et al.,, 1997; HEAL e SALT, 1999), processos de troca ibnica, adsorcao
(BORGES, 2002; KAMEDA et al., 2003), osmose reversa e outros processos com

membranas sdo algumas alternativas estudadas.

3.4 Biorremediacéo

E a técnica de remediacdo que utiliza organismos vivos, normalmente plantas ou
microrganismo, na degradacdo, reducdo, eliminacdo e/ou transformacdo de poluentes
presentes em solos, sedimentos e agua (GAYLARDE et al., 2005). O processo consiste na
utilizacdo de carbono organico como fonte de alimentacdo para 0S microrganismos,
convertendo os contaminantes em CO> e H2O, ou seja, por meio de um processo autotrofico.
Este tipo de tratamento é considerado econémico, ndo poluente e ndo é uma fonte de residuos
secundérios (BENAZIR et al, 2010).

Diversos sdo os fatores que podem influenciar na biorremediacdo, aumentando ou
diminuindo a taxa de degradacdo de um poluente. Dentre os fatores quimicos, temos a
composi¢do quimica da matriz ambiental, que determina a capacidade nutritiva, o pH, a
umidade, o teor de oxigénio dissolvido, o potencial redox do meio e a estrutura quimica do
poluente. Metais pesados, quando presentes, podem interagir com enzimas produzidas pelos
microrganismos, inibindo a sua atividade, e consequentemente, a sua capacidade degradativa.
Entre os pardmetros fisicos que influenciam na degradabilidade estdo: natureza fisica da
matriz onde o composto é encontrado (solo, agua, sedimento), temperatura e luz. Porém, a
biodegradacdo de um composto quimico no meio ambiente depende, sobretudo, da presenca
de uma populacdo de microrganismos capazes de metabolizar a molécula original e seus
produtos degradados (GAYLARDE et al., 2005).
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3.4.1 Conceitos envolvidos na biorremediagédo

3.4.1.1 Acéo dos microrganismos

A biorremediacdo é uma técnica baseada em processos, nos quais ocorrem reacoes
bioquimicas mediadas por microrganismos. Geralmente um composto organico quando é
oxidado perde elétrons para um aceptor final de elétrons, que é reduzido (ganha elétrons). O
oxigénio comumente atua como aceptor final de elétrons quando presente e a oxidacdo de
compostos organicos com a reducdo do oxigénio molecular sdo chamados de respiracdo
aerobia heterotréfica. H& casos em que 0 oxigénio ndo esta presente, assim 0s microrganismos
podem usar compostos organicos ou ions inorganicos como aceptores finais de elétrons
alternativos, condicBes estas chamadas de anaerdbias. A biodegradacdo anaerdbia pode
ocorrer pela desnitrificacdo, reducdo do ferro, reducdo do sulfato ou condi¢cdes metanogénicas
(MARIANO, 2006).

O metabolismo dos microrganismos é bastante influenciado pela estrutura quimica dos
poluentes organicos, especialmente com respeito as taxas e extensdo da biodegradacdo. Ha
compostos organicos que sao biodegradados rapidamente, como é o caso de hidrocarbonetos
com baixo a médio peso molecular e alcodis. Porém, outros compostos sdo recalcitrantes (nao
biodegradaveis), como por exemplo, compostos xenobioticos (compostos quimicos fabricados
pelo homem), especialmente hidrocarbonetos halogenados, tendem a ser resistentes a
biodegradacdo. Normalmente, compostos ramificados e polinucleados sdo mais dificeis para
degradar que moléculas monoaromaticas ou com cadeias simples, e aumentando o grau de
halogenacdo da molécula, diminui-se a biodegradabilidade (MARIANO, 2006).

O processo de biorremediacdo é um processo natural e, portanto, é vista como um
processo aceitavel de tratamento de residuos de material contaminado. Geralmente, 0s
residuos do tratamento por microrganismos sdo produtos inofensivos, como o diéxido de
carbono, 4gua e biomassa celular (VIDALI, 2001).

Teoricamente € util para a destruicdo completa de uma grande variedade de
contaminantes. Muitos dos compostos que sdo legalmente considerados perigosos podem ser
transformados em produtos nao tdxicos ou menos toxicos (VIDALI 2001).

Biorremediacdo, muitas vezes, podem ser realizadas no local, sem causar grandes
transtornos nas atividades normais. Isso elimina a necessidade de transportar quantidades de
residuos fora do local e as ameagas potenciais para a saude humana e 0 meio ambiente que

podem ocorrer durante o transporte. Ela também pode ser economicamente viavel
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comparando com outras tecnologias usadas no tratamento de residuos téxicos (VIDALLI,
2001).

Porém, a biorremediacdo estd limitada a compostos que sdo biodegradaveis. Nem
todos os compostos sdo susceptiveis de degradacdo rapida e completa. Os processos
bioldgicos sdo muitas vezes altamente especificos e, muitas vezes, leva mais tempo do que
outros tipos de tratamento (VIDALI, 2001).

3.4.1.2 Microrganismos

3.4.1.2.1 Micrococcus luteus

Bactérias em forma de cocos, geralmente organizadas em tétrades ndo apresentam
espontaneidade de locomocédo, mas possuem habilidade de direcionar-se para a obtencio de
substrato, sdo gram-positivas e aerobias. Produzem pigmento amarelo insolivel em agua.
Este microrganismo é encontrado na pele humana, na agua, no solo e na matéria organica. A
prolongada fase estacionaria deste organismo origina células em estado dormente (uma
espécie de hipobiose), permitindo que sobreviva por muito tempo em ambientes extremos
(ZERAIK, 2009).

O M. luteus possui habilidades incomuns para tolerar e usar moléculas organicas
toxicas como fonte de carbono. Este microrganismo é conhecido pelo seu potencial na
biorremediacdo e na sua importdncia para a biotecnologia. Possui duas propriedades
essenciais para o tratamento de residuos toxicos, a capacidade de degradar poluentes

organicos toxicos e sua tolerancia com metais (SANDRIN, et al., 2003).

3.4.1.2.2 Acetobacter aceti

Séo bactérias que possuem como meio ideal de crescimento o caldo manitol ou agar
manitol. S8o gram-negativas e aerdbias. Mobilizam-se através de flagelos do tipo peritriquios
(uniformemente distribuidos em volta de sua membrana celular) (EDBERG, 1992).

O A. aceti € um microrganismo benigno ubiquos no ambiente, existente em nichos
ecologicos alcodlicos, tais como flores, frutos, abelhas produtoras de mel, bem como na agua,
no solo e na matéria organica e ainda em consorcio simbidntico com micro-invertabrados.

Esta bactéria tem uma longa histdria de utilizacdo na industria fermenteira, para a producéo de
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acido acético a partir de &lcool. Nao existem relatos na literatura tratando do A. aceti como
um agente patogénico aos seres humanos ou animais. Também ndo é considerado um
patdgeno de plantas. Os riscos potenciais para a saude humana ou para os ambientes
associados a utilizacdo desta bactéria em instalagdes de fermentacdo sdo baixos. Acetato e
lactato s&o oxidados para CO2 e H>O como produto final pelo microrganismo (EDBERG,
1992).

3.4.1.3 Biossorcao

O significado do termo “biossor¢ao” ¢ definido como um processo onde se utilize
solidos de origem vegetal ou microrganismos na retencdo, remocao ou recuperacdo de metais
pesados de um ambiente liquido. A biossor¢do é caracterizada por ser um processo com duas
fases: a adsorcdo e a absorcdo. A primeira independente de energia e atividade metabolica e, a
segunda, dependente de energia e metabolismo (DEL RIO, 2004).

Os microrganismos removem metais em solugdes, o que segundo Silvas (2010), o
fazem por diferentes mecanismos, os quais sdo esbogados nas Figuras 5 e 6 e citados abaixo:

« Acumulacéo extracelular/ precipitacao;

« Sorcdo na superficie celular ou complexacéo;

« Acumulacéo intracelular.

Mecanismo de
Biossorcao
1 1

Acumulacado Adsor¢do na Acumulacgdo
. ) . Extracelular/

Intracelular Superficie o
Precipitacao

1 |

Transporte i ) e Adsorc3o s

Membrana Troca ionica Complexagdo Ficica Precipitacdo

Figura 5 - Classificacdo do mecanismo de biossorcao: sitio onde o metal é removido
Fonte: adaptado de SILVAS, 2010.

A biossorcdo de metais ndo é simplesmente baseada em um Unico mecanismo. Esta
consiste de varios parametros que quantitativa e qualitativamente diferem de acordo com as
especies usadas, a origem da biomassa e seu processamento. A biossor¢do de metais segue

mecanismos complexos, principalmente troca idnica, quelagdo, adsorcdo por forcas fisicas e o
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aprisionamento de ions em capilares inter e intrafibrilares e espacos de rede de polissacarideos

estruturais, como resultado do gradiente de concentracéo e difusdo através da parede celular e

membranas (DEL RIO, 2004).

Mecanismo de

Biossorcao
1
I 1
Dependente Independente
Metabolismo Metabolismo
1 | . |
| 1 | I 1 |
Transporte N Acumulacdo Adsorcdo Troca -
Precipitacao L .. P Complexacao
Membrana Superficie Fisica 16nica

Figura 6 - Classificacdo do mecanismo de biossorcéo: dependéncia do metabolismo celular
Fonte: adaptado de SILVAS, 2010.

A desvantagem do mecanismo de biossor¢do dependente do metabolismo celular é a

demora na resposta, pois é necessario um tempo para a rea¢do do metal com o microrganismo
(SILVAS, 2010).

Tanto células vivas ou mortas sdo capazes de acumular metais, podendo apresentar

diferencas nos mecanismos envolvidos em cada caso, dependendo da extensdo da

dependéncia metabdlica. A biossorcdo depende de pardmetros, como pH, tipo de metal,

concentracdo do ion, concentracdo de biomassa, volume e temperatura (DEL RIO, 2004)



4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados as etapas e 0s materiais empregados no

desenvolvimento da pesquisa e a respectiva metodologia aplicada.

4.1 Materiais

Para a elaboracéo deste trabalho foram empregados rejeitos, equipamentos e reagentes,
0s quais serdo listados na seguir:

4.1.1 Equipamentos:

Agitador magnético Fisaton, modelo 752;
Autoclave;

Balanga eletronica Shimadzu, modelo AX200;
Bécker de 50ml e 2L;

Bomba peristéltica;

Coluna de vidro;

Mangueira de silicone;

Espectrofotdmetro marca Gehaka, modelo Uv/Visivel — UV 380G;

© ©° N o g bk~ 0w DR

Incubadoras Climatizadas marca Quimis, modelo Q315M;

[EEN
©

Pipetas automaticas marca Labmatte;

[EEN
=

pH metro digital Digimed, modelo DM-22.

4.1.2 Rejeitos

1. Rejeitos da mineracdo de carvdo, rico em pirita, gentilmente cedidos pela

empresa de mineragio COPELMI Mineracéo Ltda®.

1 Mina do Recreio, BR 290, km 178, Butia — RS, CEP 96750-000/ http://www.copelmi.com.br
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4.1.3 Reagentes

Agar;

Agua deionizada/destilada;
D-Manitol; Extrato de carne;
Extrato de levedura;
Hidroxido de sodio;

Lactato de sodio;

N o a b~ wDd e

Peptona bacterioldgica.

4.2 Experimento

A parte experimental do trabalho foi dividida nas seguintes etapas: preparacdo da
drenagem acida de mina, montagem da coluna, estudos preliminares, preparacdo do meio de
crescimento e manutencdo para 0s microrganismos, suplementagdo do meio e ajuste do pH,

inoculacdo e incubacao, e realizacdo das analises.

4.2.1 Preparacdo da drenagem acida de mina

As amostras de drenagem acida foram produzidas em laboratorio, utilizando rejeitos
de carvdo, rico em pirita. A producdo de agua de drenagem foi realizada em uma coluna de
vidro (0,5m X 0,1m X 0,1m) com a percolacdo direta de agua.

Todo material utilizado no processo de geracdo desta drenagem acida de mina foi

esterilizado em autoclave por 121°C/10min.

4.2.2 Montagem da coluna

A coluna preenchida de pirita, conforme mostra a Figura 7, possui em sua base uma
bomba peristaltica, para recirculacdo da agua de lixiviagdo com o auxilio de uma mangueira
de silicone. A recirculacédo da lixivia ou DAM permitiu um fluxo continuo de 180 L/h durante
0 periodo aproximado de 2 dias.
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Tampa em PVC

[P

Coluna em PVC

Orificio para
Percolacao de Agua

N

NS

Y i ] Hastes de PVC

=

Suporteem PVC—f— "] Peristaltica

submersa

Figura 7- Producéo de DAM em laboratério. A- Producdo de DAM em coluna de vidro com

aeracdo forcada; B- Esboco do sistema utilizado.
Fonte: Autoria prépria, 2012.

4.2.3 Preparacdo do meio de crescimento e manutencdo para 0s microrganismos

Para este estudo foram utilizadas duas linhagens bacterianas, as quais estdo descritas

na Tabela 2.
Tabela 2 - Linhagens bacterianas utilizadas
Microrganismo Referéncia Lote
Micrococcus luteus ATCC 9341 07.10
Acetobacter aceti ATCC 15973 17.08

Fonte: Fundagdo André Tosello (2011)2.

2. Catalogo de linhagens, Colecéo de Cultura Tropical - CCT, Fundagdo André Tosello de Pesquisas e
Tecnologia, 1% Ed., 1996.
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4.2.3.1 Reativagéo das linhagens bacterianas liofilizadas

Todo material empregado foi estéril ou flambado. As ampolas eram limpas e
desinfetadas com uma gaze (algoddo) embebida em alcool 70%. Foi adicionado cerca de 0,2
mL de agua destilada com o auxilio de uma pipeta automatica estéril.

Para a suspensdo das culturas procedeu-se a reidratacdo do liofilizado por
aproximadamente, 10-15 minutos com 1,0 mL de solucdo fisiologica e em seguida seu
contetdo foi transferido para um tubo de ensaio contendo 5,0 mL de meio de cultura liquido
indicado para a espécie. Posteriormente as culturas foram incubadas conforme orientag&o para
cada linhagem.

A partir da cultura crescida no caldo, foram feitas estrias de esgotamento em placa
contendo o meio s6lido recomendado para cada espécie padrdo ATCC.

Para o crescimento das linhagens foram utilizados os meios especificos abaixo e

autoclavados a 121° C a 1,5 atm por 10 min., para garantir esterilidade e pureza das culturas:

Tabela 3 - Meio de crescimento do Micrococcus luteus

Ingredientes Quantidades
Extrato de carne 300
Peptona bacterioldgica 500
Agar 15,0 g
Agua destilada 1000 mL

Fonte: Fundacdo André Tosello (2011).

Tabela 4 - Meio de crescimento e manutencdo para o Acetobacter aceti

Ingredientes Quantidades
Extrato de levedura 5049
Peptona bacterioldgica 300
D-Manitol 25,09
Agar 15,0 g
Agua destilada 1000 mL

Fonte: Fundacdo André Tosello (2011).

4.2.4 Suplementacdo do meio e ajuste do pH
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O meio liquido contendo DAM e uma suplementacdo de 0,6% de lactato de sodio
(C3Hs0sNa), o qual funciona como solugéo starter do bioprocesso, foi ajustado a um valor de

pH em torno de 6,5.

4.2.5 Inoculacgéo e incubacao

Apb6s o crescimento das bactérias em meio solido, estas foram inoculadas, em
erlenmeyer de 125 ml, contendo seu respectivo meio liquido de crescimento. Em seguida
quando as colunas de vidro foram preenchidas com o meio liquido (DAM) suplementado,
foram entdo, adicionadas as cultura bacteriana em seu meio liquido de crescimento junto as

colunas e assim mantido sobre agitacéo e aeracao forcada em temperatura constante de 32°C.

Figura 8 A e B — Fotografia através do aparelho contador de col6nia da cultura de M. luteus

em agar nutriente (A) e cultura de A. aceti em Agar manitol (B), ap0s incubacdo a 32°C/24hs.
Fonte: Autoria propria, 2012.

Para a inoculagdo das linhagens de A. aceti e M. luteus foram cultivados
separadamente em placas de petri contendo meio BHI® (Figura 8). Destas placas foram
retiradas, separadamente, amostras de col6nias de ambas as linhagens bacterianas com auxilio
de uma alga de platina e diluidas em 250 mL de &gua peptonada (ajustando-se a concentragdo
bacteriana para aproximadamente 10° UFC mL*(unidades formadoras de coldnias), através da
determinacéo da absorbancia em espectrofotometro - Abssoonm). Desse caldo obtido, 125 mL

foram adicionadas as respectivas colunas do bioprocesso utilizados nos ensaios.

3 -Brain Heart Infusion Agar-Céd. M1406, 500 gr. HIMEDIA Laboratory - Manual of Medical Microbiology,
Atlanta, Ga.: US. DHEW, 2012.
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Figura 9 - Montagem do experimento antes do bioprocesso.
Fonte: Autoria propria, 2012.

Figura 10 - Experimento ap6s o bioprocesso em estufa com aeracao forcada,

agitacdo e temperatura constante de 32°C.
Fonte: Autoria prdpria, 2012.

4.2.6 Realizagdo das anélises

O acompanhado do bioprocesso foi feito diariamente pela retirada de uma aliquota em
torno de 1 mL por coluna, e analisadas em espectrofotdmetro (Asoonm) com a finalidade de
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determinar o comportamento biolégico das linhagens e estabelecer uma curva de
comportamento bacteriano.

As analises em solucdo da drenagem &cida de mina foram realizadas em duas
oportunidades:

Na etapa inicial do processo foram analisadas amostras para a determinagdo dos
parametros caracteristicos do meio ao qual foi submetido o bioprocesso. Na segunda etapa
foram realizadas analises dos liquidos ap0s o bioprocesso com a finalidade de investigar a
capacidade redutora das linhagens testadas.

As analises foram realizadas segundo as recomendagfes do Standard Methods for the

Examination of Water and Wastewater 212 Edi¢do/2005, conforme a Tabela 5.

Tabela 5 - SMEWW: Abreviatura de Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater 21?2 Edi¢&o/2005.

Método Laboratoério

Parametro

DBO SMEWW 5210 B: Alac
Incubacao/Titulometria

DQO SMEWW 5220 B: Refluxo aberto  Alac

Oxigénio dissolvido SMEWW 4500 C Alac

Sulfato SMEWW 4500-S042- E: Laborquimica
Turbidimetria

Metais SMEWW 3030 C,D,E,F: Laborquimica e
Tratamento da amostra e SMEWW Fundaci6 CTM Centre
3120 B: ICP. Tecnologic

pH e Potencial Redox Eletrométrico Laboratorio Unilasalle

Absorbancia Espectrofotométrico Laboratorio Unilasalle

Fonte: SMEWW, 2005.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos preliminares

Estudos preliminares foram realizados para verificar possiveis alteracdes entre as
caracteristicas da DAM gerada com suplementacdo de lactato de sédio e pH ajustado com
hidréxido de sddio, e a DAM normal (sem modificacBes). Sendo assim, a Tabela 6 mostra

uma comparacao dos valores dos principais metais entre elas.

Tabela 6 - Valores dos principais metais na DAM suplementada e com pH ajustado e DAM

sem suplementacao

Parametro Unidade DAM Suplementada, = DAM sem suplementacdo, o DAM
com ajuste de pH sem ajuste de pH suplementada com

ajuste de pH

pH - 6,5 1,6

Al total mg/L 3,09 2,7 0,036
Cédmio mg/L 0,004 0,0033 0,002
Chumbo mg/L 0,27 0,29 0,015
Fe total mg/L 182 166 5,508
Magnésio mg/L 7,4 54 0,132
Manganés mg/L 20,7 16,9 0,586
Niquel mg/L 2,59 2,8 0,044
Zinco mg/L 0,21 0,19 0,006

Fonte: Autoria propria, 2012,

Os resultados estdo representados pela média das analises em triplicata. Esta
comparacao se fez necessaria para verificar a interferéncia do ajuste de pH e a suplementacéao
com o lactato de sodio nos resultados finais. Porém, percebe-se que ndo houve grandes
diferencas entre os resultados das DAMs, nem qualquer tipo de precipitacdo de metais e/ou

outros componentes nas respectivas amostragens. A Figura 11 ilustra uma amostra da DAM
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suplementada e com pH ajustado em um becker de 2L, onde é possivel observar a

homogeneidade da amostra.

Figura 11 - Suplementacéo e ajuste de pH da DAM produzida em laboratdrio.
Fonte: Autoria propria, 2012.

Para se entender os efeitos que ocorreram, € preciso discutir algumas probabilidades
que viriam explicar as observacGes, embora hipotéticas, obtidas neste experimento.

Segundo Cesar (2010) uma solucdo tampdo ou solucdo tamponada é aquela que, ao
adicionarmos uma pequena quantidade de acido ou base, mesmo que fortes, mantém o seu pH
praticamente invariavel, cujo o qual é seu objetivo principal. Tal feito ocorre quando se tem
uma solugdo tampdo constituida por uma base fraca (BOH) e um sal (BA) derivado desta
base. Nesta solugéo, ocorrem os seguintes fenémenos:

-Dissociacédo da base: BOH = B* + OH"

(Na solucéo predominam formulas da base BOH)

-Dissociacéo total do sal: BA — B* + A

(Na solucdo predominam ions B e A)

Note que o ion B" é comum a base e ao sal. Ao juntarmos a esta solucdo uma base

forte, esta ira liberar ions OH", que serdo consumidos pelo equilibrio:
BOH = B" + OH"

Como consequéncia, este equilibrio desloca-se para a esquerda, e com isso a

basicidade da solucdo ndo aumenta e o pH ndo sofre variagéo. Percebe-se que n&o ira faltar o
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fon B* para que o equilibrio acima se desloque para a esquerda, uma vez que a dissociagdo do
sal BA — B*+ A" fornece uma boa reserva deste ion.

Se juntarmos a solucdo tampédo um acido qualquer, este ira se ionizar colocando ions
H* em solucdo. Estes ions H* serdo consumidos pelos ions OH" resultantes da dissociacdo da
base, e, desta forma, a acidez ndo aumenta e o pH ndo muda.

H*+ OH — H20
Nesta reacdo, também, pode-se perceber que nao irdo faltar ions OH" para reagir com o H* do
acido e o estoque de formulas BOH que continuara se dissociando e fornecendo OH™ é muito
grande.

Desta forma, a solucdo tampdo soé resistird as variacdes de pH até que toda base BOH
ou todo sal BA sejam consumidos. A resisténcia que uma solucao tampao oferece as variacdes
de pH recebe 0 nome de efeito tampéo (caso a solucao tampdo fosse constituida por um acido
fraco e um sal derivado deste acido, a explicacdo para o comportamento desta solugdo seria
semelhante a anterior).

Porém, segundo Possa e Santos, (2003) o pH requerido para precipitar a
maioria dos metais da &gua varia no intervalo de 6 a 9; sdo excecdes o hidréxido férrico que
precipita em pH &cido, em torno de 3,5, e o hidréxido de aluminio, proximo a 5,5. As reagdes
de precipitacdo em meio aquoso ocorrem segundo as equacdes genéricas (1) e (2); onde M

representa os ions metalicos em solucdo.

M?* + 2(OH)” — |M(OH) 1)

M3* + 3(OH) — |M(OH)3 2)

Quando os ions férricos se formam nas drenagens &cidas, imediatamente, sofrem
hidrolise e precipitam da solucdo caso o pH estiver acima de 3,5, nas formas de hidréxido
férrico Fe(OH)3 ou oxi-hidréxido de ferro FeOOH ou ainda sulfato basico de ferro FeOHSOa.
Entretanto, antes da formacdo dos precipitados insollveis, os jons Fe®*" sofrem hidrélise
parcial com formacao de espécies hidrolisadas soltveis (POSSA e SANTOS, 2003).

Geremias et al., (2010) estudaram a remocdo de ions metalicos presentes na DAM
através da precipitacdo com rejeito calcinado e constataram que em valores de pH proximos a
3,7 e 5,4, ocorreu a precipitacdo do ferro e aluminio na forma dos hidroxidos Fe(OH)sz e
Al(OH)a.
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Neste experimento, portanto, ndo houve precipitacdo imediata dos ions férricos, pois o
pH da DAM encontrava-se em valor inferior a 3,5. Sendo que apos a suplementacdo com o
lactato, o pH elevou-se imediatamente a faixa de pH 5,5, seguido pelo acréscimo de uma
solucdo de hidroxido de sddio para obter um pH proximo de 6,5.

Analisando este aumento de pH, os ions férricos e alguns ions de aluminio deveriam
sofrer precipitacdo (POSSA e SANTOS, 2003), porém tal fato ndo foi observado no presente
experimento. Entretanto a precipitacdo so foi verificada, durante teste experimental, pela
adicdo elevada de hidroxido de sddio até a solucdo atingir pH 9. A explicacdo para este fato
seria a geracao de uma solucdo tamponante entre o lactato de s6dio com o hidréxido de sodio,
em pH 5,5 a 6,5. Provavelmente, com a formacdo da solucdo tampdo, os ions metalicos
presentes em maiores quantidades na DAM (ions férricos e ions de aluminio) ligaram-se ao
lactato de sddio, e este consequentemente liberou ions de sodio, o qual ndo precipitou na faixa
de pH utilizada no estudo. Outro fato que permite essa interpretacdo é a coloracdo laranja-
amarelado, caracteristico da formacdo de compostos com ions férricos no meio (POSSA e
SANTOS, 2003).

5.2 Relacgéo entre pH e Potencial Redox (Eh)

A Tabela 7 descreve o tempo, pH e Eh de cada microrganismo utilizado no

bioprocesso.

Tabela 7- Valores de pH e potencial redox durante o bioprocesso

Tempo A. aceti M. luteus

Dias pH Eh (mV) pH Eh (mV)
0 6,03 0,51 6,07 0,5

2 6,35 24,5 6,4 33

4 51 105 5,52 81,6
5 52 99,6 5,64 73,2
6 5,35 90,6 5,85 63,5
8 5,6 77 5,82 64
14 6,1 27 6,7 20

Fonte: Autoria propria, 2012.
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Observando a Tabela 7, pode-se perceber que ha um aumento gradativo do pH a partir
do quarto dia (antes disso ha um fase de adaptacdo das bactérias), em contrapartida ha um
decréscimo nos valores do potencial redox. Isso € devido a equacdo de Nernst, que segundo
Machado (2007), esta explica que quanto maior for o pH, mais baixo serd o potencial redox, e
vice-versa.

Segundo Mariano (2006) um declinio do potencial redox de valores positivos para
negativos reflete a mudanca de condicdes oxidantes (favoraveis aos microrganismos aerébios)
para condicdes redutoras (melhores condigcdes aos processos anaerdbios, que sdao mais lentos
que os aerdbios). Porém, no periodo em estudo os resultados ndo apresentaram valores de
potencial redox negativo, ou seja, 0 processo pode ser identificado como de ocorréncia de um
metabolismo aerdbio.

O aumento dos valores de pH pode ser creditado ao consumo de ions H* durante a

reducdo de ions metélicos, como por exemplo, a reducado de ions férricos (MARIANO, 2006).

5.3 Curva do crescimento microbiano

O crescimento celular foi acompanhado por medidas de absorbancias em 600,m em

espectrofotbmetro de acordo com o tempo de crescimento do bioprocesso (Tabela 8).
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Tabela 8 - VValores de absorbancia de acordo com o tempo de cultivo das linhagens de A. aceti

e M. luteus em comprimento de onda de 600nm

Tempo (dias) A. aceti M. luteus
0 0,022 0,022
1 0,072 0,061
2 0,296 0,258
5 0,866 0,493
6 0,848 0,400
7 0,870 0,366
8 0,870 0,360
9 0,880 0,355

12 0,903 0,319
13 0,663 0,208
14 0, 604 0,200

Fonte: Autoria propria, 2012,

A fim de se obter uma curva de crescimento e acompanhar a sobrevivéncia de cada
microrganismo no bioprocesso, foram realizadas medigdes de absorbancia para cada
microrganismo. Verificou-se que a manutencdo do crescimento celular microbiano teve uma
durabilidade em torno de 8 e12 dias para o M. luteus e A. aceti, respectivamente, sendo que a
fase exponencial de crescimento se mostrou positiva aproximadamente até o quinto dias do
bioprocesso, para ambas as linhagens. Apos este periodo, verificou-se um decréscimo na
contagem de células microbianas, diferente para ambas as espécies, indicando que o
bioprocesso se encontrava na fase de declinio ou morte celular. Com isso o bioprocesso em

estudo teve durabilidade de 14 dias, conforme mostra a Figura 12.
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Figura 12 - Curva do crescimento microbiano das linhagens de A. aceti e M.

luteus a partir da densidade 6ptica amostrada durante o bioprocesso.
Fonte: Autoria propria, 2012.

5.4 Oxigénio Dissolvido, Demanda Bioquimica de Oxigénio e Demanda Quimica de
Oxigénio

Embora as andlises de OD, DBO e DQO ndo sejam a parte principal deste trabalho,
esses parametros foram acompanhados com o intuito de verificar uma possivel interferéncia

bioquimica da via bacteriana diretamente no bioprocesso.

5.4.1 Oxigénio Dissolvido

Obervando a Figura 13, que demonstra o metabolismo respiratério das duas linhagens
bacterianas utilizadas no bioprocesso, pode-se perceber diferencgas entre os valores de OD nos
dois casos, sendo que o resultado do A. aceti ficou praticamente estivel, enquanto que o M.
luteus apresentou uma diminuicdo em torno de 20% nas concentracdes de OD, porém ainda
permaneceu dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo nacional, que é no minimo de 6,0
mg/L de O, (CONAMA 357, 2005). Percebeu-se valores iniciais de OD elevados, isso
provavelmente aconteceu, pelo fato de manterem-se as amostras em temperaturas de
refrigeracgdo (4°C - 8°C).



44

0D (mg/L)

mA. aceti mM.luteus

Figura 13 - Valores de OD na fase inicial e final do bioprocesso utilizando
as linhagens bacterianas de A. aceti e M. luteus.

Fonte: Autoria propria, 2012.

Segundo Mariano (2006) a diminuicdo da concentragdo de OD na agua é um

indicativo de processo microbiano com atividade aerdbia. Tanto o M. luteus, quanto o A. aceti
sdo bactérias aerdbias estritas.

5.4.2DBO e DQO

Nas Figuras 14 e 15 estdo ilustrados os valores médios de DBO e DQO obtidos através
das analises do bioprocesso utilizando as duas linhagens bacterianas.

4000
Inicial

3000

2000

DBO (mg/L)

1000

MA.aceti mM.

Figura 14 - Valores de DBO na fase inicial e final do bioprocesso utilizando

as linhagens bacterianas de A. aceti e M. luteus.
Fonte: Autoria propria, 2012.
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DQO {mg/L)

Figura 15 - Valores de DQO na fase inicial e final do bioprocesso utilizando

as linhagens bacterianas de A. aceti e M. luteus.
Fonte: Autoria prépria, 2012.

Segundo Machado (2012), em seu estudo a reducdo de DQO e DBO mostrou-se
efetiva pelo fato das condi¢cBes experimentais do meio serem favordveis as atividades
bacterianas anaerobias presentes no efluente. Do contrario neste experimento, possivelmente

por serem utilizadas linhagens bacterianas aerdbias obrigatdrias, verificou-se uma inversao

dos processos, com aumento nos valores.
O aumento da DBO/DQO pode ser atribuido ao aumento da carga organica, biomassa

e ions metalicos (reduzidos) em solucao.

5.5 Metais dissolvidos e sulfato

Foram realizadas analises para caracterizacdo inicial da DAM com pH ajustado em

valores adequados ao crescimento das bactérias e suplementacédo de lactato de sodio.
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Tabela 9 - Valores das médias das anélises iniciais da DAM suplementada para pH, metais e

sulfato
Parametro Unidade Valores Desvio padréo - ¢

pH - 6,54 0,184
Al (mg/L) 77,3 0,566
Fe (mg/L) 377,2 0,707
Mn (mg/L) 31,1 0,212
Pb (mg/L) 0,29 0,042
Ni (mg/L) 33,2 4,95
Mg (mg/L) 5,4 1,414
Cu (mg/L) 0,050 0,003
K (mg/L) 1,0 0,007
Zn (mg/L) 0,190 0,004
Si (mg/L) 3,09 0,134
Cd (Mg/L) 33 1,273
P (mg/L) <0,08 -

Sulfato (mg/L) 1726,2 27,29

Fonte: Autoria propria, 2012.

Os resultados foram caracteristicos de uma drenagem &cida de mina, pois segundo
Lyew et al., (2001) a DAM ¢é um efluente caracterizado por elevada acidez e altas
concentracdes de sulfato e de metais, tais como Al, , Fe, Mn, Mg e Zn. Lembrando que a
acidez neste caso ndo foi elevada, pois o pH foi ajustado, sendo que o pH desta DAM era

inicialmente em torno de pH 2,0.
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Tabela 10 - Valores comparativos das médias das analises da DAM suplementada antes e

apos o bioprocesso para cada bactéria

CONAMA Maior %

Parametro Unidade Antes A. aceti M. luteus

430/2011 redutiva

pH mg/L 6,54 6,1 6,7 5a9
Al mg/L 77,3 30,1 31 NA 61,06 %
Fe mg/L 377,2 198 178 15 52,80 %
Mn mg/L 31,1 23,4 18 1,0 42,12 %
Pb mg/L 0,29 0,19 0,16 0,5 44,82 %
Ni mg/L 33,2 22,5 12 2,0 63,85 %
Mg mg/L 54 51 4,78 NA 11,48 %
Cu mg/L 0,05 0,039 0,028 NA 44,00 %
K mg/L 1,0 0,81 0,2 NA 80,00 %
Zn mg/L 0,19 0,19 0,177 5,0 6,84 %
Si mg/L 3,09 2,05 1,99 NA 35,90 %
Cd Hg/L 3,3 3,09 3,1 0,2 6,06 %

P mg/L <0,08 1,1 1,03 NA
Sulfato mg/L 1726,2 568 218 NA 87,37 %

Fonte: Autoria propria, 2012.

Analisando a Tabela 10, apds o bioprocesso pode-se observar uma reducdo parcial em
praticamente todos os metais em estudo, exceto na concentracdo de Fosforo (P) que houve um
incremento na sua concentracdo. A possivel explicacdo para tal fato é que para cada mol de
sulfato reduzido ha a formacao de uma molécula de ATP (MADIGAN et al., 2009).

Dentre os metais de maior relevancia presentes nesta DAM a reducdo de maior nivel
para 0 menor, sequiu: Fe > Al > Ni > Mn > Mg, ou seja, a elevacdo da captacdo ocorreu
conforme a maior concentracdo inicial do metal. Porém, proporcionalmente, dentre estes
metais de maior reducdo foi o niquel (63,85% para 0 M. luteus), seguido pelo aluminio
(61,06% para o A. aceti), ferro (52,8% para o M. luteus), chumbo (44,82% para o M. luteus),
Manganés (42,12% para o M. luteus) e magnésio (11,48% para o M. luteus). Silvas et al.,
(2011), estudaram a biossorcdo de metais presentes na DAM utilizando Rhodococcus opacus
e demonstraram que a captacdo dos metais, da maior para a menor, seguiu: Fe > Ca > Al >

Mg > Mn > Zn. Porém, proporcionalmente, o metal com maior remocdo foi 0 Mn, seguido
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pelo Fe, Ca, Al, Zn e Mg. Em um trabalho, realizado por Mattuschka e Straube (1993)
utilizando no residuo de biomassa da industria farmacéutica, o Streptomyces noursei, para a
biossorcdo de metais. Os resultados obtidos levaram a seguinte ordem de capacidade de
biossorcdo de metais: Ag > Cr>Pb > Cu > 2Zn > Cd > Co > Ni.

No mecanismo de biossorcdo independente do metabolismo celular, o processo ocorre
através da interacdo fisico-quimica entre o metal e os grupos funcionais da superficie celular
(Vésquez, 2005). Desta forma, a capacidade de adsorver metais, assim como o tempo de
biossor¢do dependem diretamente, das caracteristicas do revestimento celular de cada espécie
(White et al., 1995; Bueno, 2008).

Segundo Bueno et al., (2008) a biorremediacdo pode ser afetada por variaveis fisicas e
guimicas como pH, forca iénica, concentracdo de biomassa e da presenca de diferentes metais
pesados em solucdo. No estudo os mesmos autores concluiram que a capacidade de absorcéo
do chumbo por parte da biomassa foi reduzida pela presenca de outras espécies metélicas no
sistema, isso demonstra a interferéncia dos diferentes tipos de metais no processo. Mattuschka
e Straube (1993) observaram uma biossor¢édo seletiva, quando todos os ions metalicos foram
misturados numa unica solucdo. A sorcdo do cromo foi diminuida quando chumbo estava
presente na mistura. A remocgdo de cromo chegou a 72% (10,6 mg/g) quando a solucédo
continha apenas cromo. Quando os testes foram realizados com uma mistura de metais (com
excecdo do chumbo) 46% do cromo foi removido. A presenca do chumbo fez com que a
remocdo do cromo diminuisse para 7%, possivelmente por efeito competitivo.

Analisando as informacOes desses autores, pode-se ressaltar uma possivel reducéo
seletiva dos metais através dos microrganismos na DAM, pois mesmo reduzindo parcialmente
a grande maioria dos metais, ndo houve reducdes acima de 64% em nenhum caso.

Para melhor visualizar o comportamento de cada microrganismo em relacdo aos
metais. Seguem algumas ilustracGes dos metais com maior relevancia presentes na DAM em
estudo.

No presente experimento o aluminio teve uma reducdo de 61,06% quando utilizado o
A. aceti e 59,9% com o M. luteus. Possivelmente essa reducdo é devida a solubilidade do
aluminio, regida em grande parte pelo pH da agua, a qual é afetada pelos processos de
oxidacéo e de reducdo que ocorrem com outros metais. O aluminio que ndo é removido por
precipitacdo € captado por biossorcédo, seja atraves de acumulo de ions na célula bacteriana,
ou por adsor¢do na superficie das células (SHEORAN et al., 2010).
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Figura 16 (A, B, C, D, E e F) - llustra respectivamente a reducdo das concentragdes de

aluminio, ferro, manganés, chumbo, niquel e cobre.
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Fonte: Autoria prépria, 2012,

Razmovski e Sciban (2008) testaram Polyporus squamosus, quanto & sua capacidade
de absorver ions de Fe** a partir de solucdes. O aumento na concentragéo inicial do metal e no
pH das solucBes resultou em uma maior absorcdo de ferro. As capacidades maximas de
absorcdo do metal por P.squamosus, foram de 31,2, 18,1 e 12,2 mgre/Qbiomassa €M
concentracdes de 1,5, 3,3 e 6,6 gramas de biomassa/litro, respectivamente. No entanto no
presente trabalho verificou-se uma reducéo de ferro de 47,5% para o A. aceti e de 52,8% para
0 M. luteus, ou seja, 475mg/g e 528mg/g de ferro, respectivamente.

A diminuicdo da concentracdo de chumbo foi de 44,82% para o M. luteus e de 34,48%
para o A. aceti, ja a reducdo de niquel foi de 63,85% para 0 M. luteus e de 32,22%. Leung et
al., (2001) apud Bueno et al. (2008), estudaram a biossorcéo de cobre, chumbo e niquel entre
12 bactérias isoladas de lodo ativado. A ordem crescente de afinidade dos trés metais para
Pseudomonas pseudoalcaligenes foi Ni, Cu e Pb. Abu Al-Rub et al., (2006) apud Bueno et
al., (2008) estudaram a biossor¢do de ions cobre usando Chlorella vulgaris células de algas,
eles relataram que a biossorcdo de cobre foi eficaz e dependente do pH de equilibrio e
concentracdo de biossorvente. Kapoor et al., 1999 mostrou que o fungo Aspergillus niger foi
capaz de remover significativamente metais pesados como chumbo, cddmio e cobre a partir
de solugdes aquosas.

Bueno et al., (2008) estudaram a remoc¢do de Pb, Cr e Cu através de Rhodococcus
opacus e observaram que os melhores resultados ocorreram em pH 5,0 para o chumbo e pH
6,0 para o cobre, respectivamente, onde cerca de 95% e 52% de espécies metalicas foram
captadas pela biomassa.

O resultado para a reducdo de niquel neste trabalho foi de 63,85% para 0 M. luteus e
32,22% para o0 A. aceti. Congeevaram et al., (2007) estudaram a biossor¢do de niquel por
fungos e bactérias. Relataram que a maxima remoc¢do de niquel foi em pH 7,0 utilizando
Micrococcus sp. Em pH baixo a remoc¢éo pode ser insignificante devido a competi¢do entre
hidrogénio e ions metalicos.

Neste experimento o manganés foi reduzido em 42,12% com a utilizacdo do M. luteus
e 24,75% com o A. aceti. Segundo Sheoran, et al., (2010) o0 manganés ¢ um metal mais dificil
de ser biocaptado. A sua remogdo como sulfuretos € menos eficaz em biorreatores. Esses
autores relatam que a remocdo do manganés estd relacionada com a solubilidade
relativamente elevada de MnS, o qual estaria presente quando as concentragcdes de Mn séo

elevadas em comparagdo com outros metais.



51

A quantidade removida de cobre neste estudo foi de 22% para o A. aceti e 44% para o
M. luteus. Pakshirajan et al., (2006) estudaram a remocdo de cobre, chumbo e cadmio por
Phanerochaete chrysosporium. As méximas capacidades de remoc¢éo para cobre, chumbo e
cadmio foram de 39,2%, 40,6% e 41%, respectivamente.

H4 ainda outros estudos utilizando biossorventes na remogao de metais pesados, como

pode ser verificado na Tabela 11.

Tabela 11- Biossorventes empregados na remogédo de metais pesados reportados pela
literatura em funcdo de alguns pardmetros de operacéo

Metal Biossorvente Qmax (mg/g) pH  Referéncia

Cd Fontinalis antipyretica 28 50  Martins et al.(2004b)

Cd B. licheniformis 142,73 7,0  Zoubouilis et al. (2004)

Cd Myriophyllum spicatum 0,0082 5-8  Wang et al.(1996)

Cré* S. cerevisiae 3,0 1-2  Nourbakhsh et al. (1994)

Ni Rhizopus arrhizus 18,7 6-7  Nourbakhsh et al. (1994)

Pb Myriophyllum spicatum 0,056 5-8  Wang et al. (1996)

Zn Fontinalis antipyretica 12 50  Martins et al. (2004b)

Zn Streptomyces noursei 1,6 58  Veglioetal. (1997)

Cu, Mn, Cd Saprolegnia subterranea e Souza et al. (2007)
Pythium torulosum

Cr, Ni Micrococcus sp e Aspergillus sp. 3-11 Congeevaram et al. (2007)

Pb, Ni Cladonia furcata 2-8  Sarietal. (2007)

Pb,Cr,Cu R. opacus 2-7  Bueno et al. (2008)

Cu Chorella vulgaris Abu Al-Rub et al. (2006)

Pb, Cd, Cu  Aspergillus Niger Kapoor et al. (1999)

Cd M. luteus Mesquita et al. (2001)

Cr Bacillus subtilis, Pseudomonas Benazir, et al. (2010)

aeruginosa e S. cerevisiae

Outro resultado importante neste trabalho foi & reducdo de sulfato, através da
utilizacdo das linhagens bacterianas de A. aceti e M. luteus. Embora esses microrganismos
utilizados ndo sejam considerados bactérias redutoras de sulfato (BRS), tiveram participacao

fundamental no mecanismo redutor do sulfato presente na DAM. As BRS, que vém sendo
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estudadas exaustivamente ao longo deste século, sdo microrganismos anaerdbios que realizam
a reducdo desassimilativa do ion sulfato. Esse processo difere da reducdo assimilativa que é
realizada por todas as plantas, fungos e a maioria das bactérias, onde os ions sulfato séo
reduzidos a sulfeto e este € incorporado as varias moléculas organicas como aminoacidos e
coenzimas (R1ZZO e LEITE, 2004). Na reducdo desassimilativa o ion sulfato atua como
agente oxidante para a metabolizacdo da matéria organica, da mesma forma como atua o
oxigénio na respiracdo convencional (aerébia). Uma pequena parcela do enxofre reduzido é
assimilada pelos microrganismos, porém, a maior parte é excretada na forma de ion sulfeto
normalmente hidrolisado a H»S livre (POSTGATE, 1984).

A Figura 17 ilustra a quantidade de reducdo de sulfato para as diferentes linhagens

testadas no biprocesso.

87,37%

100,00% A
67,09%
80,00% -

60,00% -

40,00% -

% reducao de Sulfato

20,00% -

0,00% T 1
A. aceti M. luteus

Figura 17 — Quantidade de reducdo de ion sulfato para as duas linhagens

bacterianas.
Fonte: Autoria prdpria, 2012.

Neste experimento a reducdo de sulfato foi de 67,09% para o A. aceti e de 87,37%
para o M. luteus. A reducdo de sulfato é um importante mecanismo para a remocao de metais
toxicos da DAM, entre eles, como: cobre, zinco e cadmio, formam sulfetos altamente
insoltveis, por exemplo: Zn?* + HzS — ZnS + 2H* (JOHNSON e HALLBERG, 2005).

Martins, et al. (2009) mostraram a reducdo de sulfato em experimentos realizados na
presenca de trés fontes de carbono diferentes (lactato, lactose e etanol). A reducdo de sulfato
mais eficiente foi observada com lactato para todos os inoculos. O suplemento lactato foi
totalmente consumido nos primeiros dias de experiéncia. A quantidade de lactato utilizada na
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experimentacdo foi de 6g/L. Sheoran et al. (2010) relatam que o lactato é um doador de
elétrons superior em comparacdo aos outros, tais como etanol, acido acético, propionato e de

acetato.
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Figura 18 - Redugé&o assimilativa e desassimilativa do sulfato.
AFS: Adenosina Fosfosulfato.

FAFS: Fosfoadenosina fosfosulfato.

Fonte: Adaptado de Madigan et al., 2009.

Segundo Patricio (2009), entende-se por reducdo desassimilativa de sulfato a
utilizacdo conjunta da oxi-reducdo de compostos organicos ou hidrogénio molecular com a
reducdo de sulfato como um aceptor externo de elétrons em anaerobiose. Diferentemente da
reducéo assimilativa de sulfato, onde o mesmo é convertido a enxofre molecular na forma de

aminoéacidos e segue por diferentes vias bioquimicas (MADIGAN et al., 2009).
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Além disso, diferente de algumas espécies de bactérias redutoras de nitrato, as BRS
usualmente nao excretam intermediarios de seu metabolismo respiratorio, liberando assim
apenas o produto final do mesmo, o 4cido sulfidrico (RABUS et al., 2006 apud PATRICIO,
2009).



6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que:

A DAM gerada em laboratdrio sob efeito da lixiviacdo da pirita possui caracteristicas
semelhantes da DAM naturalmente formada em &reas de mineragdo de carvéo.

A suplementacdo com lactato de sodio ndo provocou alteracbes relevantes nas
caracteristicas fisico-quimicas da DAM, permitindo a realizacdo do bioprocesso em pH
variando de 5,10 a 6,70, permanecendo estavel em pH 6,5.

A relacéo entre pH e potencial redox seguiu a equacéo de Nerst, ou seja, quanto maior
o pH, menor foi o potencial redox e vice-versa.

Ambas as linhagens bacterianas apresentaram um crescimento exponencial até o
quinto dia do bioprocesso, posteriormente apresentaram um comportamento individual até seu
declinio final.

Com esta pesquisa, pode-se concluir que dentre as linhagens bacterianas testadas,
ambas mostraram-se capazes de reduzir as concentrac@es iniciais dos diferentes ions
metalicos presentes na DAM utilizado no bioprocesso. E a partir das analises comparativas
entre as linhagens bacterianas, o0 M. luteus apresentou um melhor desempenho na remocao de
metais, exceto o aluminio, onde o A. aceti se mostrou ser discretamente superior.

O M. luteus apresentou um desempenho destacavel na remocao de sulfato, alcangando
uma remocao de 87,37%, contra 67,09% do A. aceti.

Assim sendo, o desenvolvimento de tecnologias que empregam microrganismos, além
de apresentar como uma técnica eficiente, ainda apresenta a vantagem, de possibilitar a
reutilizacdo de novas etapas de remogdo como, por exemplo, a recuperacdo do metal na
biomassa. No entanto, ainda se faz necessario um entendimento maior dos mecanismos
biossortivos, principalmente no seu desenvolvimento em escala industrial.

O emprego adequado de microrganismos na remocdo de metais pesados torna-se um
desafio na area de biotecnologia ambiental. Assim, a procura por novas tecnologias viaveis e
de baixo impacto para 0 meio ambiente vdo ao encontro do desenvolvimento sustentavel,

podendo conduzir & mitigacdo do problema ambiental sem gerar efeitos nocivos.



PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Comprovar a via bacteriana pela qual ocorre a reducdo de determinados metais no
estudo do bioprocesso;

Utilizar consorcios de microrganismos e testar os microrganismos com alguns metais
especificos;

Testar o bioprocesso com outras fontes de suplementacdo economicamente viaveis;
Otimizacao do bioprocesso para utilizagdo em escala amplificada;

Explorar o processo cinético da redugdo de sulfato.
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