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OXIDATION STUDY OF THE SYNTHETIC SULFIDES MOLYBDENITE (MoS,) AND COVELLITE (CuS) BY Acidithiobacillus
ferrooxidans USING RESPIROMETRIC EXPERIMENTS. This paper analyses the oxidation of covellite and molybdenite by
Acidithiobacillus ferrooxidans strain LR using respirometric experiments. The results showed that both sulfides were oxidized by

A. ferrooxidans, however, the covellite oxidation was much higher than molybdenite. Regarding the kinetic oxidation, the findings
revealed that just molybdenite oxidation followed the classical Michaelis-Menten kinetic. It is probably associated with the pathway
which these sulfides react to chemistry-bacterial attack, what is influenced by its electronic structures. Besides, experiments conducted
in the presence of Fe** did not indicate alterations in molybdenite oxidation. Thus, ferric ions seem not to be essential to the sulfide

oxidations.
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INTRODUCAO

A lixiviagdo bacteriana, ou biolixivia¢do, é um processo bio-
tecnoldgico que se fundamenta na utilizacdo de micro-organismos
capazes de solubilizar metais pela oxidacdo de sulfetos minerais. Uma
das principais espécies utilizada neste processo € o Acidithiobacillus
Jerrooxidans, uma bactéria quimiolitotréfica que obtém sua energia,
basicamente, pela oxidac@o do fon ferroso e de compostos reduzidos de
enxofre, incluindo os sulfetos minerais. A energia obtida pela oxidagao
dos substratos inorganicos € utilizada pela espécie para a fixagdo do CO,
atmosférico, sua fonte de carbono.! Além disso, 0 A. ferrooxidans é uma
espécie mesofilica e acidofilica, sendo 30 °C a temperatura 6tima de
crescimento e o pH 6timo de crescimento situa-se em torno de 2,0.2

Sua capacidade em acelerar a dissolugdo oxidativa de sulfetos ja
foi demonstrada para diferentes amostras minerais como calcopirita®
(CuFeS,), covelita® (CuS), pirrotita® (Fe, S), pirita®® (FeS,), galena’
(PbS), esfalerita® (ZnS), dentre outros. Entretanto, a a¢do bacteriana
sobre os sulfetos minerais ainda é um assunto controverso.’ Inicial-
mente, duas rotas para a oxidacdo dos sulfetos foram propostas: o
mecanismo direto e 0 mecanismo indireto.'°

O mecanismo direto caracteriza-se pela adesdo obrigatéria da
bactéria a superficie do sulfeto durante a dissolucio oxidativa do
mineral. Segundo essa proposicio, a solubiliza¢do do metal € pro-
movida pelo ataque de um sistema enzimadtico presente na bactéria,
diretamente sobre a superficie do mineral, ocasionando a oxidacao
do S* e a consequente solubilizagdo do metal de interesse. Por outro
lado, no mecanismo indireto, ndo ha a adesdo da bactéria sobre a
superficie do mineral. Neste caso a bactéria produz agentes lixiviantes
(fons Fe** e H*) pela oxidag@o de substratos soliiveis, os quais oxidam
quimicamente o sulfeto mineral. De tal modo, no mecanismo indireto,
abactéria participa somente com uma fun¢ao catalitica. Contudo, esta
categorizagio foi redefinida com a inclusdo de um terceiro modelo:
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0 mecanismo indireto de contato.!' A principal caracteristica deste
modelo € a hipétese de que fons férricos ou prétons sdo os tinicos
agentes lixiviantes dos sulfetos.

A partir de meados dos anos 90, no entanto, alguns trabalhos
passaram a questionar a existéncia do mecanismo direto.'>!3 Mais
recentemente, vem sendo proposto que apenas duas rotas principais
controlam a dissolu¢@o dos sulfetos minerais, 0 mecanismo dos polis-
sulfetos e 0 mecanismo do tiossulfato, sendo a configuragio eletronica
dos sulfetos aspecto determinante no caminho a ser seguido.'*!”

De acordo com a Teoria do Orbital Molecular (TOM) e a Teoria
da Ligagdo de Valéncia (TLV), os orbitais dos dtomos ou molécu-
las constituem bandas com diferentes niveis energéticos, sendo a
banda de mais alto nivel de energia ainda preenchida com elétrons,
designada banda de valéncia. No caso dos sulfetos minerais, quando
esta banda de valéncia ¢ derivada tanto do dtomo metdlico quanto
do atomo de enxofre, a ligacdo metal-enxofre tem seu rompimento
facilitado pelo ataque de prétons H*. Assim, sulfetos como covelita
(CuS), calcocita (CuS2) e esfalerita (ZnS), os quais possuem a
banda de valéncia preenchida com elétrons do dtomo metdlico e do
enxofre, sdo denominados soldveis em dcido. Como consequéncia,
a solubilizacdo destes sulfetos pode ocorrer tanto pela acdo oxidante
dos fons férricos quanto pelo ataque de prétons.

Em contrapartida, este mecanismo de reag@o via ataque de prétons
ndo € vdlido quando a banda de valéncia do sulfeto ndo € derivada
dos orbitais 3p do dtomo de enxofre, mas sim dos orbitais ‘d’ do
atomo metalico, fato que dificulta a quebra da ligagdo metal-enxofre.
Importantes exemplos sdo 0 MoS,, WS, e FeS,, os quais sdo classifi-
cados como sulfetos insoliveis em dcido. Logo, estes sulfetos, cujos
valores de Kps sdo mais elevados, apresentam maior resisténcia ao
ataque bacteriano e a oxidagdo quimica.'

Neste contexto, os fundamentos bioquimicos da lixiviacdo bac-
teriana assim como a func@o do fon férrico durante o processo sdo
objetos de intensas investigagdes. Estudos sobre a cinética de biolixi-
viagdo de sulfetos minerais podem fornecer importantes informacdes
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a respeito da agdo bacteriana, além de alguns parimetros, tais como
a velocidade médxima de oxidag@o, a concentragdo 6tima de sulfeto
e a concentracdo de saturacdo, os quais podem ser extrapolados para
ensaios em escalas maiores.

Baseado nisso, o presente estudo teve como objetivo avaliar, via
respirometria celular, a atividade de oxidag@o do A. ferrooxidans frente
aos sulfetos sintéticos de molibdenita e covelita, bem como estudar o
efeito da concentracgio e a cinética de oxidacdo de ambos os sulfetos
durante a atividade bacteriana. O intuito de se empregar sulfetos sintéti-
cos calca-se no elevado grau de pureza destes, o que possibilita analisar
mais detalhadamente as interagdes entre a bactéria e os sulfetos minerais
sem que haja interferéncia de outros minerais, bem como de eventuais
fons férricos em solugdo, na oxidacio das amostras em estudo.

PARTE EXPERIMENTAL
Linhagem bacteriana e amostras minerais

Nos estudos de oxidag@o dos sulfetos minerais foi utilizada a
linhagem bacteriana Acidithiobacillus ferrooxidans LR, isolada de
licor de lixiviac¢@o dcida de minério de uranio proveniente da mina
de Lagoa Real, Bahia.'"® Na manutengdo periddica da linhagem
bacteriana, assim como na obteng¢ao de células para a realizag@o dos
estudos de oxidacio do sulfeto utilizou-se o meio de cultura T&K,
o qual contém ferro IT como fonte energética.'” Como substratos
para a bactéria foram utilizados dois sulfetos sintéticos, covelita
(CuS) e molibenita (MoS,), fornecidos pela Aldrich Chemical
Company Incorporation (Milwaukee, EUA). A granulometria das
amostras foi 100% < 0,2 mm e a pureza > 99,0%. As amostras dos
sulfetos minerais também foram caracterizadas por difratometria
de Raios-X em equipamento X D5000 — Siemens. A andlise dos
difratogramas (dados ndo mostrados) revelou, como esperado,
apenas a presenga destes sulfetos, uma vez que ambos possuem
elevado grau de pureza.

Estudos de respirometria celular

Para a investigagdo da oxidacdo da covelita e da molibdenita pelo
A. ferrooxidans foram conduzidos ensaios de respirometria celular.”’
A técnica de respirometria celular indica rapidamente a capacidade,
ou nio, da bactéria em oxidar sulfetos minerais ou outros substratos.
Nessa técnica, o sistema reacional € mantido fechado a temperatura
controlada e, a medida que a bactéria utiliza substratos oxiddveis, o
consumo de oxigénio € acusado pela mudanga da pressdo no frasco
de reagdo. Os ensaios respirométricos foram conduzidos na presenca
de suspensdo celular de A. ferrooxidans LR desacoplada de cresci-
mento, ou seja, por limitagdo de CO, ndo se encontra em processo de
divisdo celular. Para a obten¢@o da suspensao celular, a cultura do A.
ferrooxidans LR foi crescida em meio T&K e, em seguida, filtrada em
membrana (0,45 mm de poro) para a retirada de precipitados do meio.
A seguir centrifugou-se a solucéo (rotor JA-10, centrifuga Beckman
Avanti J-25) a temperatura de 4 °C e 10.000 g durante 30 min.

O precipitado contendo a suspensio celular foi entdo lavado por
trés vezes em dgua acidificada (pH 1,8) com H,SO, e ressuspendido
novamente em dgua de pH 1,8. Previamente a utilizacdo das células
no experimento, quantificou-se a proteina total como indicativo da
biomassa celular.?! Os frascos de reagio continham, além de 0,5 mL
da suspensdo celular do A. ferrooxidans LR, uma massa de sulfeto
que variou de 10 a 300 mg (10, 20, 50, 100, 200 e 300 mg) ¢ 2,0 mL
de dgua 4cida (pH 1,8). Frascos sem a presenga de células foram
utilizados como controles quimicos. Os ensaios foram conduzidos a
30 + 2 °C, sendo todos realizados em triplicatas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaios respirométricos com A. ferrooxidans LR

A Figura 1 mostra o consumo de oxigénio de covelita na presenca
e auséncia do A. ferrooxidans LR. Para todas as massas utilizadas pode
ser observado um maior consumo de oxigénio nos ensaios realizados na
presenca de bactéria, quando comparados aos respectivos ensaios rea-
lizados como controles quimicos. Este fato evidencia a capacidade do
A. ferrooxidans LR em aumentar a velocidade de oxidacdo da covelita
(CuS), como ja demonstrado por outros trabalhos.*?>* Qutro aspecto
que merece ser ressaltado ¢ o aumento do consumo de oxigénio pela
bactéria na medida em que se aumenta a massa de sulfeto utilizada no
ensaio, o que sugere uma cinética de saturacdo pelo substrato.
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Figura 1. Atividade de respiragdo do A. ferrooxidans LR (500 ug de proteina
total) na presenga de massas de 100 mg (A), 150 mg (B), 200 mg (C) e 300 mg
(D) de covelita como substrato oxiddvel. (O) inoculado, (C) controle quimico

J4 em relacgdo aos ensaios realizados com o sulfeto de molibdénio,
ndo se observou atividade de oxida¢do no mesmo, caracterizado pelo nao
consumo de oxigénio durante os experimentos (dados ndo mostrados).
Tal fato deve estar associado a elevada hidrofobicidade apresentada pela
molibdenita,* ndo permitindo, portanto, o ataque da bactéria ao sulfeto.
Para contornar tal problema testou-se a utilizagiio do agente surfactante
Tween 80 nos ensaios respirométricos. Foram testadas as concentragdes
de 0.1; 0,25 e 0,5%. Concentragdes deste surfactante superiores a 1%
provocam a inibi¢do da atividade bacteriana.** O melhor comportamento
se deu para a concentrago de 0,5% de Tween 80 (dados ndo mostrados).
Similarmente, Pistaccio et al.** reportaram que esta concentragdo de
surfactante foi a que apresentou os melhores resultados, tanto na solu-
bilizacdo de molibdénio quanto na adesdo bacteriana.

Como mostra a Figura 2, na presenga do surfactante, a atividade
de respiracdo do A. ferrooxidans LR em molibdenita foi observada
devido a diminuic@o da hidrofobicidade do sulfeto. Entretanto, em
nenhum dos experimentos o O, consumido atinge valores elevados,
permanecendo sempre abaixo dos 100 uL. Alguns estudos jd haviam
revelado a natureza refratdria da molibdenita em ensaios de lixivia-
¢do bacteriana, nos quais a solubiliza¢do de molibdénio foi menor
do que 1%.%?¢ Em relac@o a concentra¢do do substrato, embora o
aumento da massa de sulfeto ndo tenha afetado significativamente
o consumo de oxigénio, a velocidade inicial de oxidacdo ¢ aumen-
tada até atingir a saturagdo, como apontam os dados de cinética de
oxidacdo (Figura 4B).

Outro aspecto importante foi o consumo bem superior de oxigénio
nos ensaios realizados na presenca de covelita em relacdo aos ensaios
com molibdenita (em torno de 10 vezes). A maior susceptibilidade da
covelita em relacdo a molibdenita frente ao ataque quimico-bacteriano é
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Figura 2. Atividade de respiragdo do A. ferrooxidans LR (420 ug de proteina
total) na presenga de massas de 20 mg (A), 50 mg (B), 100 mg (C) e 200 mg
(D) de molibdenita como substrato oxiddvel em solugdo dcida (pH 1,8) de
Tween 80 (0,5%). (O) inoculado, () controle quimico

apontada também por Tributsch e Bennet.”” Possivelmente, tal compor-
tamento estd associado as estruturas eletronicas destes sulfetos, como
assinalado por Sand et al.,'* o que influencia também a energia de rede
desses minerais. Como consequéncia, a covelita, cujo valor de Kps € da
ordem 10, possui maior solubilidade em dcido quando comparada a
molibdenita, cujo valor de Kps € mais baixo, da ordem de 10.

Por tais motivos, a covelita € classificada como um sulfeto solivel
em 4cido.'*! Para este tipo de sulfeto, o ataque de prétons gera grupos
SH- em sua superficie, devido a protona¢ao de dtomos de enxofre. Tais
grupos SHsdo caracterizados por estados eletronicamente diferentes
dos dtomos de enxofre ndo protonados, enfraquecendo a ligagdo com
aestrutura cristalina. A formacao desta ligacéo enfraquecida permite
que um posterior ataque de prétons remova uma molécula de H,S,”
como representado pela Equacao 1.

MeS + 2H* — M> + H,S (1)

Na presenca de bactérias como o A. ferrooxidans, este H,S ge-
rado pode ser oxidado tanto quimica quanto microbiologicamente a
enxofre, o qual € posteriormente oxidado a sulfato.

H,S +H,SO, - H,SO, + S + H,0 )
HS +%0, - H,0 +S° 3)

No caso do ataque pelos fons férricos, o rompimento das ligagdes
quimicas entre o metal e o enxofre pode ser provocado pela remocao
de um elétron do 4tomo de enxofre. Este passo, segundo alguns auto-
res,'*!" acontece concomitantemente ao ataque de prétons, pelo qual
¢ formado o radical H,S™, como representado pela Equacio 4:

MS + Fe** + 2H* — Me** + H,S™ + Fe** 4)

Posteriormente, como apontam Sand et al.'* e Steudel,?® ocorre
uma série de rea¢des envolvendo a formagdo de polissulfetos radicais
até a formac@o de enxofre elementar. Por isso este mecanismo foi
denominado de “polissulfetos”.

Em contrapartida, a molibdenita pertence a classe dos sulfetos
insoldveis em &cido, ndo podendo ser atacada por prétons.'*!7 Este
fator parece ser preponderante na eficiéncia da oxidagdo de um e outro
sulfeto, e mostra ser a principal razio para as diferentes suscetibili-
dades dos sulfetos ao ataque quimico-bacteriano. Romano et al.>%
assinalam que o potencial redox necessdrio para a decomposic¢ao da
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molibdenita € virtualmente impossivel de ser alcangado. Em estudo
recente, Olson e Clark® apontam que a solubilizacdo do molibdénio
ocorre apenas em potenciais de 750 a 800 mV. Os mesmos autores
argumentam que o ataque microbioldgico sobre a molibdenita requer
organismos capazes de gerar um alto potencial. Todavia, o potencial
redox € altamente dependente do teor de fons férricos no meio, atin-
gindo valores elevados apenas em solucdes cuja concentragdo desses
fons € alta. Em casos nos quais a concentracdo de Fe** € baixa, como
no presente estudo, o potencial também serd baixo e, consequente-
mente, a solubilizacdo de molibdénio também.

Devido a isso, uma série de trabalhos'*!” argumenta que na ausén-
cia de fons férricos o A. ferrooxidans ndo € capaz de oxidar a molib-
denita. Segundo esses trabalhos, para a molibdenita, o rompimento da
ligagdo quimica metal-enxofre ocorre apds seis passos sucessivos de
extracdo de elétrons por fons férricos, com a consequente formagao de
tiossulfato. As Equacdes 5 e 6 sumarizam essa proposta, denominada
de mecanismo do tiosulfato.

MosS, + 6Fe’* + 3H,0 — S,0.> + 6Fe** + Mo* + 6H* (5)
S,0,* + 8Fe* + 5H,0 — 2S0,” + 8Fe** + 10H* (6)

Nesse sentido, ensaios de respirometria celular da molibdenita
também foram conduzidos com suplementacao de fons férricos (120
mMol L), uma vez que a adi¢cdo dos mesmos pode aumentar a ve-
locidade de oxidacdo do referido sulfeto.”*° Teoricamente, os fons
férricos, como agentes oxidantes, sdo capazes de iniciar a oxidacdo
do sulfeto mineral, e os fons ferrosos e/ou compostos reduzidos de
enxofre resultantes sdo posteriormente oxidados pela bactéria num
processo ciclico, o que resulta em uma rapida elevagao do consumo
de oxigénio e da velocidade de oxidagdo. Lizama e Suzuki* obtiveram
um considerdvel aumento no consumo de O, durante a oxidagdo da
pirita apds a adicdo de fons férricos. Entretanto, os resultados aqui
obtidos (Figura 3) ndo apresentaram nenhum acréscimo, seja no
consumo de oxigénio seja na velocidade de oxidagdo. Ainda que
o potencial possa ter atingido os valores necessarios a oxidagao do
MoS,, provavelmente devido a rapidez do ensaio (cerca de 300 min),
o tempo foi insuficiente para a oxidagdo do MoS, pelos fons férricos.
Isto sugere a ndo oxidac@o do sulfeto por fons Fe** devido a um
processo de cinética lenta e, como consequéncia, a nao regeneragao
dos fons férricos pela bactéria.
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Figura 3. Atividade de respiragdo do A. ferrooxidans LR (300 ug de proteina
total) na presenga de molibdenita (100 mg) como substrato oxiddvel em so-
lugdo dcida (pH 1,8) de Tween 80 (0,5%) com suplementagdo de 120 mMol
L' de Fe**. (O) inoculado, (Q) controle quimico
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Dessa forma, os resultados obtidos contrariam a teoria na qual os
fons férricos complexados aos EPS desempenham papel fundamental
na dissolu¢a@o dos sulfetos denominados insoltiveis em 4dcido. Estes
sdo indicios de que o metabolismo do A. ferrooxidans & responsédvel
pela oxidacdo, ainda que baixa, da molibdenita, visto que os resultados
ndo se alteraram independente da presenca ou nao de fons férricos.
Este é um passo importante na elucidacio do papel do A. ferrooxidans
durante a oxidagao dos sulfetos, haja vista a quantidade de trabalhos
que defendem piamente a necessidade de fons Fe3*.

Trabalhos recentes vém apontando resultados similes, defen-
dendo, portanto, a existéncia do mecanismo direto.*!2 Todavia, tais
estudos utilizaram covelita’! e pentlandita,® sulfetos classificados
como soldveis em acido, o que, no minimo, deixa divida se a oxidacao
verificada pelos autores se deu realmente pela a¢do bacteriana ou foi
ocasionada pelo ataque dcido. Daf a necessidade de se empregar, em
estudos dessa natureza, sulfetos classificados como insoldveis em
acido, como € o caso da molibdenita.

Estudos da cinética de oxidacfo da covelita e da molibdenita

Para o estudo da cinética de oxidacd@o dos sulfetos minerais foram
calculadas as velocidades iniciais de oxidacdo em cada massa de sulfe-
to utilizada e, a partir destas, construida uma curva das velocidades de
oxidacdo em relagdo a massa de substrato. As velocidades iniciais de
oxidacao foram obtidas a partir do coeficiente angular da parte linear
(30 primeiros min) das curvas de consumo de oxigénio de ambos os
sulfetos, conforme também apresentam outros estudos.>>3

Como observado pela Figura 4A, a covelita apresenta um
tipico comportamento de saturacdo pelo substrato, uma vez que
acima de 300 mg sua velocidade de oxidagdo ndo se altera sig-
nificativamente. A biolixivia¢do de CuS tem densidade de polpa
6tima em torno de 12%.
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Figura 4. Curva da velocidade inicial de oxidagdo em fun¢do da massa de
covelita (A) e curva de Michaelis-Menten para a molibdenita (B)
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Os dados também revelaram que a oxidagao da covelita ndo segue
a cldssica cinética de Michaelis-Menten. Isso indica que o inicio da
oxidagdo facilita a continuagdo do processo. A relagdo sigmoidal
entre a velocidade de oxidagdo e a concentrag¢@o do substrato pode
ser avaliada pela Equac@o de Hill.** Esta equagéo foi derivada da
interacdo entre a hemoglobina e o oxigénio, que mostra um classico
comportamento sigmoidal.

Vinax[SI"

Vo
Kv2+ [S]"

onde V € a velocidade inicial de oxidagdo, n € a constante de Hill
cujo valor € igual ao nimero de sitios ativos de uma enzima e K'2
representa a concentracdo de substrato na qual a velocidade € a
metade da velocidade mdxima da reacdo. Esta equagdo pode ser
rearranjada para:

Vo
log — = nlog[S]-log k ¥4
Vmax_VO

a qual apresentard uma relac@o linear com os dados experimentais
caso exista um grau de cooperatividade envolvido. No caso da cove-
lita, a curva da Equacdo logaritmica de Hill € linear (coeficiente de
correlacdo igual a 0,98) sugerindo, portanto, que existe alguma forma
de cooperatividade para a oxidagdo deste sulfeto.

Esta cooperatividade pode ser medida pela razdo entre a
concentracdo de substrato necessdria para alcangar 90% da velo-
cidade mdxima de reac@o (0,9V ) e a concentragio de substrato
necessdria para atingir 10% da velocidade mdxima (0,1V_ ).** Esta
razdo € denominada Rs. Para cinéticas de reacdo com comporta-
mentos sigmoidais, o valor de Rs pode distinguir cooperatividades
positivas e negativas. Valores de Rs menores do que 81 indicam
que o sistema se comporta com uma cooperatividade positiva, ou
seja, apOs o inicio da reag@o a velocidade tende a aumentar. Em
contraste, quando o valor de Rs for maior do que 81, a coope-
ratividade serd negativa e, ap6s o inicio da reacio, a velocidade
desta tende a diminuir.

O valor de Rs obtido para a rea¢do de oxidacdo da covelita foi
de aproximadamente 5, o que sugere uma cooperatividade positiva.
A partir da Equacdo de Hill foram obtidos os valores da constante de
Hill e do k¥2. Os resultados mostraram um valor de 2,55 para a cons-
tante de Hill, sugerindo que pode haver dois tipos de agdo oxidante
no sistema. O valor de kY2 foi igual a 104 mg de CuS, o que indica
a massa de covelita na qual a velocidade de oxidacdo tem metade
de seu valor maximo. Por sua vez, o V__ para a covelita foi de 0,37
pmol O, min"' mg’! —

Provavelmente, a dissolugdo da covelita é governada tanto pelo
ataque das células bacterianas aderidas a supertficie do mineral, quanto
pelas células bacterianas em suspensdo (que regeneram os agentes
oxidantes), fato condizente com o valor obtido para a constante de
Hill (n=2,55) e com resultados experimentais de outros autores.*?>23
Assim, quando as bactérias aderidas ao sulfeto mineral iniciam a
oxidagdo do mesmo, sdo liberados substratos intermedidrios para a
solucdo (H,S, HS" etc),'* os quais sdo oxidados pelas células livres
originando o aumento do consumo de oxigénio e, por conseguinte, 0
comportamento sigmoidal verificado. Neste caso se estabelece uma
cooperagdo entre as células bacterianas aderidas no sulfeto e as células
em suspensdo. Novamente se t€ém evidéncias de que o papel do A.
ferrooxidans ndo é somente regenerar fons Fe** e H*, caso contrério
a cooperatividade verificada ndo ocorreria.

Em relag@o a molibdenita, como mostra a Figura 4B, a mesma
também apresentou um comportamento de saturagao pelo substrato.
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Contudo, diferentemente da covelita, o MoS, segue a cldssica ciné-
tica de Michaelis-Menten na faixa de concentracio testada. Como a
molibdenita € classificada como sulfeto insolivel em acido, nenhum
intermedidrio oxiddvel pela bactéria seria liberado em solu¢do. Por
conseguinte, a oxidagdo do MoS, s6 pode acontecer com a aderéncia
das células bacterianas sobre a superficie do mineral. Uma vez que
ndo hd outro oxidante no meio capaz de oxidar o sulfeto, dado que
ndo existem fons férricos e 0 MoS, € insolivel em 4cido, somente a
adesdo governa a velocidade de oxidacdo.

Por sua vez, a velocidade de oxida¢@o aumenta quase proporcio-
nalmente com o aumento da concentrag@o de substrato até a saturacao
em cerca de 200 mg de sulfeto (8% de densidade de polpa). Com
base nisto, foi construido o gréfico de duplo-reciproco de Lineweaver-
Burk, o que permitiu a obtenc@o de importantes parametros cinéticos,
como a velocidade méaxima de oxidagdo (V) e a constante de
Michaelis-Menten (K ), respectivamente 5,7x10~ umol O, min™' mg!
proteina © 28,0 mg de MosS,,.

Estudos cinéticos da oxidagdo da molibdenita e da covelita ndo
foram encontrados, o que impossibilita uma comparacio entre os re-
sultados aqui obtidos com dados da literatura. Por outro lado, estudos
cinéticos similares foram obtidos para a pirita®* e revelaram que a
mesma também segue uma cinética de Michaelis-Menten. O valor de
K, obtido para a pirita foi de 2,5% de densidade de polpa,* o que cor-
responderia a 62,5 mg de MoS, no presente estudo. O valor inferior de
K paraamolibdenita sugere que a mesma alcanga a oxidagdo maxima
em um menor intervalo de tempo se comparada a pirita. Nao obstante,
hd de se considerar também que o oxigénio consumido € bem inferior
no caso do MoS, e, portanto, enquanto a oxidagdo da molibdenita ji
cessou a pirita ainda continua sob a¢do oxidante. Em escalas industriais,
portanto, a oxidagdo da molibdenita apenas pela acdo bacteriana seria
invidvel devido a baixa eficiéncia do processo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos evidenciam uma clara diferenca no com-
portamento do A. ferrooxidans LR em relacdo a cada um dos sulfetos
minerais estudados, sendo a oxidagdo do MoS, possivel apenas com
adicdo de um agente surfactante, devido a sua alta hidrofobicidade.
Apesar dos resultados indicarem que ambos os sulfetos sdo utilizados
como substrato oxiddvel pela bactéria, o consumo de oxigénio na
presenca de covelita € bastante superior quando comparado ao con-
sumo de O, na presenga de molibdenita. Isto decorre das diferentes
estruturas eletronicas de ambos os sulfetos, o que facilita a solubili-
zacdo do CuS em dcido e a consequente liberacio de intermedidrios
(H,S, HS, entre outros) passiveis de oxidagdo pelo A. ferrooxidans
LR, fato que ndo ocorre com a molibdenita.

Em relacao aos estudos da cinética de oxidagdo, estes revelaram
que ambos os sulfetos seguem uma cinética de saturagio de substrato.
Contudo, apenas a molibdenita segue uma cinética de Michaelis-
Menten, possivelmente por este processo ser governado apenas pela
aderéncia das células bacterianas a superficie do sulfeto. Por sua vez,
aoxidagdo da covelita pode se dar tanto pelas células imobilizadas ao
mineral, quanto pelas células em suspensdo de forma indireta.

Entretanto, o aspecto mais marcante parece ser a oxida¢do da mo-
libdenita pelo A. ferrooxidans como fruto do metabolismo bacteriano e
ndo da agdo oxidante de fons férricos, uma vez que ensaios utilizando
fons férricos ndo mostraram alteragdes nos resultados. Ao contrario do
que argumentam alguns trabalhos citados anteriormente, o papel do fon
férrico ndo parece ser tao preponderante na oxidacdo dos sulfetos clas-
sificados como insoltveis em 4dcido. Todavia, estudos complementares
necessitam ser conduzidos para melhor esclarecer tais aspectos.
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