ISOLAMENTO DE BACTERIAS OXIDANTES DE ENXOFRE PARA
POSTERIOR UTILIZACAO EM ESTUDOS DE LIXIVIACAO DE MINERIO
AURIFERO.

ISOLATION OF SULPHUR OXIDIZING BACTERIA FOR FURTHER USING
TO STUDY THE LEACHING OF GOLD ORE

Andriela Dutra Norberto de Oliveira
Aluna de Graduacgédo Ciéncias Bioldgicas 3° periodo,
Universidade Castelo Branco
Periodo PIBIC ou PIBITI/CETEM: fevereiro de 2017 a julho de 2017
adoliveira@cetem.gov.br

Luis Gonzaga Santos Sobral
Orientador, Engenheiro Quimico, Ph.D.
Isobral@cetem.gov.br

Débora Monteiro de Olvieira
Orientadora, Bi6loga, MSc.
dmonteiro@cetem.gov.br

RESUMO

Diversos processos podem ser utilizados na extragdo de ouro a partir de minérios. Na rota mais
utilizada industrialmente, é realizado o beneficiamento do minério de ouro visando elevar o teor
do metal, para, em uma etapa posterior o concentrado gerado ser submetido ao processo
extrativo que consiste em uma lixiviacdo utilizando cianeto de sddio (cianetagdo). Considerando
os efeitos danosos ao meio ambiente e os riscos inerentes ao transporte e manuseio de cianeto,
diversos estudos vém sendo realizados visando o desenvolvimento de rotas tecnoldgicas
alternativas a cianetacdo como, por exemplo, a lixiviagdo com tiossulfato. Alguns estudos
cientificos tém descrito o acumulo transitério de ions tiossulfato durante bio-oxidacdo do
enxofre elementar por bactérias do género Thiobacillus em pH proximo a neutralidade.
No intuito de realizar um estudo de lixiviacao de ouro utilizando tiossulfato produzido por rota
biotecnoldgica, duas cepas desses micro-organismos foram isoladas, inoculando os sedimentos
dos lagos do CETEM em caldo de tiossulfato seguido por dois sucessivos isolamentos de
col6nias simples em meio solidificado.
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ABSTRACT

Several processes can be used for extracting gold from ores. In the most industrially used route,
the gold ore beneficiation is carried out so as to increase the gold content, so that at a later stage
the concentrate is submitted to the extraction process, which consists of a sodium cyanide
leaching. Considering the harmful effects on the environment and the risks inherent to the
transport and handling of cyanide, several studies have been carried out aiming at developing a
technological alternative route to cyanide, such as leaching with thiosulphate. Some scientific
studies have described the transient accumulation of thiosulfate ions during bio-oxidation of
elemental sulphur by bacteria of the genus Thiobacillus at pH close to neutrality. In order to
perform a gold leaching study using thiosulphate produced by biotechnological route, two
strains of these microorganisms were isolated, inoculating the sediments of the CETEM lakes in
thiosulphate broth followed by two successive isolations of single colonies in solidified
medium.

Keywords: Isolation, bacteria, sulphur, thiosulphate.

XXV Jornada de Iniciagdo Cientifica e I Jornada de Iniciagdo em Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovagido 1



1. INTRODUCAO

Durante anos, o homem vem aplicando 0s minerais nas mais variadas atividades praticadas no
mundo. Nas Gltimas décadas, a demanda por melhorias na qualidade de vida tem disputado para
0 gradativo desenvolvimento tecnoldgico dos setores industriais associados a mineracdo e
metalurgia para a producdo de artefatos metélicos, fixando um avanco na demanda pelos
diferentes tipos de metais (OLIVEIRA, 2009). Se por um lado a demanda por metais é
crescente, por outro, a indUstria de mineracéo esta diante do esgotamento das reservas contendo
teores elevados de determinados metais. Isso impde a necessidade de extrair metal a partir de
minérios de baixos teores e de rejeitos.

Um dos primeiros minerais descobertos, o ouro, foi explorado pelas primeiras civilizagGes.
Estudos arqueoldgicos que revelam que no ano de 4000 a.C., o ouro ja era manipulado pelos
povos da Mesopotamia. Apds esse periodo, o mineral foi utilizado na manufatura dos objetos
sendo espalhados por todas as civilizagdes do Mediterraneo Oriental, realgando, principalmente,
a arte egipcia. As civilizagbes como Astecas e Maias, também j& trabalhavam com o ouro,
aonde ja se acreditava que era um metal precioso (SKODA, 2012). No Brasil, é crescente a
demanda por ouro e seus derivados, possuindo um destaque em sua producdo mundial, na era do
ouro entre 1700 e 1850, quando o Brasil foi o0 maior produtor mundial chegando a produzir 16
toneladas anuais (PORTO et al., 2002).

Segundo SILVA et al., 2001, o processo de descoberta de novos depo6sitos de ouro nem sempre
obedeceu a critérios técnicos rigidos de prospecgdo, sendo muito dos depdsitos descobertos
apenas pela perseveranca dos mineradores; apesar disso, a pesquisa de depdsitos de ouro
engloba diversas etapas, em gue se busca levantar todos os dados possiveis sobre a area em foco
e sobre a sua geologia, buscando-se estabelecer um plano de atividades. A extracdo pode ocorrer
a partir do tipo do deposito, da sua geologia, da sua forma e do comportamento espacial, sendo
ela em lavra rudimentar (garimpo), lavra a céu aberto, lavra subterranea e lavra de placeres
(sub-aquatica). Quanto ao tipo de minério, a maioria dos depésitos de ouro é de origem
primaria, embora existam depositos de origem sedimentar. Seu tratamento tem por finalidade a
recuperacao desse metal, pois este, normalmente, ocorre em baixos teores.

O processamento de minério de ouro pode se restringir a uma mera adequagdo granulométrica
do minério com etapas hidrometalurgicas subsequentes, ou envolver, além da preparacéo,
estagios de concentracdo. As propriedades de exploracdo gera a diferenca de densidade e de
hidrofobicidade (natural ou induzida) entre o0 ouro e os minerais a ele associados. As operagdes
de preparo tém que preservar as particulas de ouro livre e o beneficiamento como um todo deve
priorizar a recuperacdo do ouro contido, ficando o teor de ouro no concentrado e a rejeigdo de
impurezas como objetivo secundario (CHAVES et al., 1999).

Apbs o processamento mineral, o minério é submetido a processos hidrometalirgicos de
lixiviacdo seguida pela recuperacéo de ouro de soluc@es cianidricas. Para tanto, 0 ouro precisara
ser refinado por distintas formas de refino, tais como o refino pirometallrgico, eletrolitico ou
quimico (CHAVES et al., 1999).

Dentre os processos hidrometallrgicos, que podem ser utilizados na extragdo de ouro, estd a
lixiviagdo com tiossulfato. Em 1857 foi relatada, pela primeira vez, a utilizacdo do tiossulfato na
extracdo de ouro (LIDDEL, 1945), em 1905 White utilizou o tiossulfato e varios agentes
oxidantes para dissolver pedacos de folha de ouro e, devido ao processo de cianetacdo, essa
técnica foi esquecida. Mais tarde, em 1912, Leher citava a formagdo de um complexo soltvel de
tiossulfato com ouro.

Um dos principais problemas da lixiviagdo com tiossulfato é o elevado consumo desse reagente
durante a extragdo; além disso, o processo € geralmente lento (HILSON e MONHEMIUS,
2005). Ainda assim, sua utilizacdo tem sido considerada como uma rota alternativa a cianetacao
considerando a toxicidade do cianeto e o fato do uso ou transporte de cianeto ser proibido em
alguns paises.
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Numa escala industrial, o tiossulfato de sddio é produzido, principalmente, a partir de efluentes
liquidos da fabricacdo do sulfeto de sddio ou corantes de enxofre.

Nos processos bioldgicos de oxidacdo de compostos reduzidos de enxofre, o tiossulfato é
produzido, como um intermediario de reacdo, ou seja, 0 enxofre é oxidado a sulfato perdendo
oito elétrons e no meio dessa reacao ele passa por tiossulfato e sulfito como intermediarios.

De acordo com Madigan et. al., (2004) ocorre a geracao de tiossulfato durante a bio-oxidacao
do enxofre elementar por bactérias dos géneros Thiobacillus e Acidithiobacillus conforme a
Equacdo 1, a seguir.

25° + 3H,0 — S,05” + 4e + 6H* [1]

Em pH baixo (inferior a 4) o tiossulfato ¢ instavel. A taxa de decomposicdo quimica depende da
concentracdo de tiossulfato. Nas culturas em ambiente limitado em tiossulfato, a taxa de
decomposic¢do quimica é insignificante em comparacdo a taxa de bio-oxidagdo do tiossulfato
devido as baixas concentracdes de substrato residual. Da mesma forma, se o ouro estiver
presente no sistema, para formar um complexo estavel com o tiossulfato, o tiossulfato complexa
0 ouro, recém-oxidado pelo oxigénio, antes de ser oxidado fazendo, dessa forma, com que o
ouro em seu estado elementar (Au®) seja solubilizado.

4AU° + 85,02 + 0, + 2H,0 & 4Au(S,05)% + 40H"™ [2]

Para que a reacao de solubilizacdo do ouro aconteca é necessario, ainda, a presenca de oxigénio
que é o agente oxidante. O tiossulfato atua como agente complexante da rea¢éo para formar um
complexo aniénico com ions Au(l), como pode ser observado na Equagdo 2.

Formas reduzidas de enxofre podem ser oxidadas no solo por micro-organismos
quimiolitotréficos (podem utilizar energia disponivel na oxidacdo de compostos inorganicos e
CO, como fonte de carbono), fotoautotroficos (capazes de fazer a fotossintese anoxigénica na
presenca de luz e CO, como fonte de carbono) e heterotréficos (utilizam substancias inorganicas
como fonte de carbono) sendo os quimiotréficos e heterotréficos predominantes em condigdes
de solo bem drenados. Segundo Ghosh e Roy (2006), diversas espécies aerobias,
guimiolitotréficas, e bactérias oxidantes de enxofre anaerdbias, fotolitotréficas, trabalham em
sequencia na natureza a fim de conduzir a porcdo oxidativa do ciclo do enxofre e disponibilizar
sulfato assimilavel para as plantas. No dominio Bacteria, os géneros quimiolitotréficos
obrigatérios mais comuns encontrados no solo pertencem, predominantemente, a
Betaproteobacteria (Thiobacillus) e Gammaproteobacteria (Acidithiobacillus) (GOSH, 2009;
DAM, 2009).

Bactérias do género Thiobacillus sdo encontradas em varios tipos de solos podendo oxidar,
aerobiamente, o tiossulfato, enxofre elementar, tetrationato e tionato. Trata-se de uma espécie
Gram-negativa, com flagelos polares, autotrofica, incapaz de formar esporos, que cresce
rapidamente em meio mineral contendo tiossulfato como fonte de energia e, geralmente,
promove a formacdo de depdsito de enxofre elementar. Esses depositos de enxofre elementar
(S°) séo especialmente comuns sobre placas de agar e ddo as coldnias um aspecto que varia de
branco leitoso a amarelo. O pH apropriado para 0 meio de cultivo deve se encontrar préximo a
neutralidade ou levemente alcalino para se propiciar o crescimento desses micro-organismaos; no
entanto, ha atividade na faixa de 4,5 a 7,2 (WHITE et al., 1965). Na pratica, a utilizacdo de
Thiobacillus sp. na solubilizacdo de ouro segue 0s mesmos principios, em termos de
implementacdo e de controle de processo, da biolixiviacdo de sulfetos minerais. Ressalta-se,
ainda, que na biolixiviacdo de sulfetos séo utilizadas bactérias capazes de oxidar ferro e enxofre,
sendo as oxidantes de enxofre, igualmente produtoras de tiossulfato como intermediario de
reagao.

2. OBJETIVO

Realizar o isolamento de bactérias oxidantes de enxofre visando sua posterior utilizacdo em
estudos de producdo bioldgica de tiossulfato.
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3. METODOLOGIA

Seis amostras de solo, coletadas nos arredores do lago do CETEM, foram inoculadas em frascos
Erlenmeyers contendo meio de cultura S6 [Na,HPO,: 1,2 g.L™ MgSO,7H,0:0,205 g.L™:
(NH,),SO,. 0,1 g.L™"; CaCl, 2H,0: 0,04 g.L ™" e FeCl;.6H,0: 0,02 g.L™*] (HUTCHINSON, 1965)
com pH ajustado para 6,6 e autoclavado a 120 °C durante 20 minutos. Os frascos foram
incubados sob temperatura de 30°C e agitac&o orbital de 150 rpm e, para evitar a decomposic&o
do tiossulfato, os cultivos foram mantido ao abrigo da luz (envolvidos por folha de aluminio).
A cada trés dias, uma propagacdo 2% v/v era feita em meio de cultivo S6 recém-preparado.
Apdbs quatro propagacdes, os melhores cultivos foram isolados fazendo-se diluicdo seriada de
uma aliquota do cultivo em solugdo salina (NaCl 0,85 %). As dilui¢des foram plaqueadas em
meio S6 solidificado com 12 g.L™ de agarose.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Duas cepas, designadas AGA-A e AGA-D, foram consideradas os melhores cultivos por
apresentarem maior turvacao do meio e maior nimero de células, sendo alcancada, em ambos 0s
cultivos, da ordem de 10° células/mL de caldo de tiossulfato.

A partir do isolamento de col6nias simples em meio solidificado agarose, obteve-se col6nias de
aspecto esbranquicado que promoviam depésito de enxofre (Figura X).

Na continuidade do estudo, esses isolados serdo submetidos ao procedimento de identificagdo
metabolica de acordo com métodos descritos na literatura por Hutchinson et al., a partir do qual
sera possivel identificar quais espécies bacterianas oxidantes de enxofre foram isoladas.

5. CONCLUSOES

A partir da inoculagdo de amostras de lama em meio de cultivo contendo sais inorganicos como
fonte de nutrientes e tiossulfato como Unica fonte de energia, foi possivel isolar bactérias
oxidantes de enxofre. Tais micro-organismos serdo, na continuidade do estudo, utilizados em
experimentos de lixiviagdo de minério de ouro com producao biolégica (in situ) de tiossulfato.
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