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Resumo

As bactérias nativas oxidantes de ferro desempenham papel importante nos
processos de biolixiviagao de sulfetos de cobre. A utilizacdo dessas bactérias
viabiliza o processo de biolixiviagdo dos metais contidos devido a estarem
adaptadas as condicdes ambientais e aos teores de metais presentes no
minério. A proposta do presente trabalho foi isolar e identificar bactérias nativas
heterétrofas oxidantes de ferro, a partir da drenagem acida de mina (DAM)
proveniente de mina abandonada de cobre localizada em Palca no Peru. As
amostras de DAM foram enriquecidas em meio de cultivo FeTo e os indculos
foram plaqueados para a obtencdo de linhagens puras. No total foram isoladas
sete linhagens bacterianas oxidantes de Fe* e sua morfologia celular foi
observada por microscopio eletrébnico de varredura (MEV). A avaliagdo da
oxidacao de Fe? pelas linhagens puras foi feito qualitativamente e detectada
pela mudanca de coloracdo do meio de cultivo. O método MALDI-TOF foi
utilizado na identificagcdo e permitiu a separagdo das linhagens isoladas
segundo o perfil proteico.

Palavras-Chaves: Isolamento bacteriano; Biolixiviacdo; Palca; Identificacdo por
MALDI-TOF

Isolation of iron-oxidizing heterotrophic bacteria indigenous from
abandoned copper mine in Palca (Peru) and identification by MALDI-TOF

Abstract

Iron oxidizing bacteria indigenous play a major role in the bioleaching processes
of copper sulfides ores. The use do these bacteria could improve bioleaching
process due to be adapted to the environmental conditions and the levels of
metals present in the ore. The aim of this study was to isolate and identify iron-
oxidizing heterotrophic bacteria indigenous of acid mine drainage (AMD) from
an abandoned copper mine located in Palca, Peru. Samples of AMD were
enriched in FeTo cultivation medium and an inoculum was plated to obtain pure
lines. In this study, seven bacterial strain iron-oxidizing were isolated and your
cell morphology was observed by scanning electron microscope (SEM).
Oxidation of ferrous iron by bacteria strain was studied qualitatively and
detected by change in medium color. MALDI-TOF was used for the bacterial
identification and allowed separating the bacterial strains according to their
protein profile.
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1. INTRODUGAO

As bactérias oxidantes de ion ferroso desenvolvem papel importante no ciclo
geoquimico do ferro [1] e seu uso no aproveitamento e recuperagao de metais
como solutos em drenagens acidas de mina, tem sido bem sucedida [2]. A
importancia desses microorganismos ¢€ refletida devido a seu uso em dois dos
processos mais importantes da industria de mineracdo. Na solubilizacdo de
metais presentes em minérios sulfetados (biolixiviagdo) e na abertura do
minério (bio-oxidagdo) e posterior recuperacdo do metal de interesse por
processos quimicos [3]. Entre as bactérias mais amplamente estudadas e
usadas nesses processos temos as bactérias acidéfilas quimiolitotrofas
Acidithiobacillus ferrooxidans e Leptospirillum ferrooxidans [4]. O termo
quimioautotrofas refere-se a um grupo de microrganismos que obtém sua
energia a partir de compostos inorganicos. De outra parte, as bactérias
heter6trofas acidofilas s&o microrganismos que obtém sua energia,
principalmente, da oxidacdo de compostos organicos. Recentes estudos tém
demonstrado a importancia desse grupo de microrganismos nos processos de
lixiviacdo devido a sua capacidade de oxidar ion ferroso, compostos de enxofre
inorganico [5] e compostos orgénicos inibidores do crescimento de bactérias
quimioautotrofas [4,5].

No processo de exploracdo mineral, a composic¢ao e teor de metais dissolvidos
durante a etapa de lixiviagdo podem mudar ao longo do procedimento industrial
dessa atividade. As bactérias nativas oxidantes de ion ferroso que participam
na biolixiviagdo de minérios sulfatados sao microrganismos que estéo
constantemente expostos a essas mudangas e podem apresentar vantagens
sobre as bactérias comumente utilizadas na biolixiviagdo devido a que estao
adaptadas a composigdo mineraldégica e quimica dos minérios a serem
tratados. Essas vantagens poderiam levar a um aumento nos valores de
extracdo do metal durante o processo de biolixiviagao [6].

Neste trabalho foram coletas amostras liquidas de drenagem acida de Mina
(DAM) no distrito de Palca (Peru) e as mesmas utilizadas para isolar
microrganismos com potencial para a oxidagédo de ion ferroso. Bactérias foram
isoladas em meio FeTo solido e avaliada a oxidagdo de ferro qualitativamente.
Foi possivel obter a morfologia celular bacteriana pela fixagado e metalizagao de
uma amostra bacteriana e observagao no microscopio eletrénico de varredura
(MEV). A identificagao, pelo método de MALDI-TOF, dos isolados bacterianos
nao foi bem-sucedida, no entanto foi possivel agrupa-los em relagao aos perfis
proteicos gerados.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local de amostragem

As amostras da DAM foram coletadas de uma mina abandona na cidade de
Palca no sul do Peru, provincia de Tacna, a 17°79'12” de latitude S e 69°87°50”
de longitude O. Os parametros como temperatura e pH foram medidos no local
da coleta. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo a 4 °%C para o
isolamento das bactérias nativas heterotrofas oxidantes de ferro.
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2.2. Isolamento e conservagao das bactérias acidéfilas isoladas

O isolamento das bactérias acidéfilas do local da coleta de amostra foi seguido
da inoculagdo de uma aliquota (10% v/v) em frascos de 125 ml contendo 25 ml
de meio de cultivo FeTo [7,8]. Os cultivos inoculados foram incubados a 30 °C
sob agitacédo constante de 150 rpm por 15 dias. Apos a incubagao, foi retirada
aliquota para o estriamento em placas de Petri. As colbnias isoladas foram
obtidas apds a incubagado das placas a 30 °C por um periodo de até 30 dias. As
colénias foram selecionadas e retiradas das placas de Petri e inoculadas em
meio de cultivo FeTo por até cinco dias. Uma aliquota (10 % v/v) foi retirada e
inoculada em meio de cultivo de sais para conservacao a 4 °c [9]. Um estoque
de cada linhagem foi preservada a -80 °C [10].

2.3. Avaliagdo da oxidacgio de Fe?* pelas bactérias acidéfilas isoladas

Para avaliar a oxidagdo de Fe?* pelas bactérias aciddfilas isoladas, os cultivos
foram inoculados em meio FeTo e incubados a 30 °C ate 7 dias. A oxidagao de
Fe?* foi avaliada qualitativamente e determinada pela alteracdo da coloragao
inicial do meio de cultivo.

2.4. Identificagcao das bactérias isoladas por espectrometria de massa
(MALDI-TOF Biotyper)

As linhagens selecionadas foram analisadas para identificagdo através do
equipamento de espectrometria de massa (MALDI-TOF Biotyper). Uma colonia
de cada linhagem, cultivada em placa, foi retirada e misturada com 1 pl de
solugado matriz (acido alfa-ciano-4-hidroxinaminico em solug¢ao saturada com 50
% de acetonitrila e 2,5 % de acidotrifluoracético) em placa de espectrometria de
massa. Apds a secagem da amostra, foi realizada a analise para a geragéo dos
espectros de massa de proteinas especificas para cada espécie [11].

2.5. Morfologia celular

A morfologia celular bacteriana foi obtida em microscopio eletrénico de
varredura (MEV) seguindo a metodologia proposta por Watanabe [12] e
modificada pelo autor. Uma aliquota de 2 ml do meio de cultivo com as
bactérias inoculadas foram concentradas por centrifugagéo por um periodo de
5 minutos a 10000g. As bactérias inoculadas e concentradas foram
resuspendidas em 1 ml de meio de cultivo. Uma aliquota de 20 a 30 pl das
bactérias resuspendidas foi colocado no porta amostra (stub) do microscopio
eletrdbnico. O porta amostra com a bactéria resuspendida foi secado a
temperatura ambiente. ApOs a secagem, a amostra foi coberta com
glutaraldeido (2,5 %) por duas horas e com tetraoxido de ésmio (1 %) por mais
duas horas. A amostra foi lavada com uma solugcdo de alcool etilico em
diferentes concentragdes (70, 90, 95 e 100 %) por 15 minutos e levada a estufa
a 40 °C por um periodo maximo de 24 horas. O porta amostra com a bactéria
foi metalizada com ouro por 10 segundos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Local de amostragem
A Figura 1 do lado superior esquerdo exibe a localizagado do Peru e a Figura 1

ao lado superior direito mostra a provincia de Tacna. Na parte inferior da Figura
1 a localizacdo em detalhe da provincia de Tacna, e o distrito de Palca.

Figura 1. Localizacdo da é&rea de coleta das amostras. No requadro vermelho o setor
especifico da area de coleta. Fonte: Google Earth™ Mapping Service.

As condigbes de coleta das amostras foram de temperatura aproximada de 10
°C e pH em torno de 5 a 6.

3.2. Isolamento de bactérias heterétrofas nativas oxidantes de Fe?*

Para o isolamento das bactérias aciddfilas das amostras de DAM foi utilizado o

meio de cultivo FeTo. A escolha desse meio de cultivo deve-se ao nutriente
Triptona de soja (TSB) para o desenvolvimento de bactérias heterétrofas
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oxidantes de ion ferroso e do tiossulfato de sodio (Na;SO3;.5H,0) para
sustentar o crescimento de bactérias oxidantes de enxofre reduzido. De acordo
com Johnson [13], foi demonstrado que bactérias acidofilas heterotrofas
moderadas podem ser isoladas pelo meio FeTo. O pH do meio de cultivo FeTo
se diferencia dos demais meios de cultura como o 9K [14] e T&K [15], que
apresentam um pH baixo (pH<2). O meio de cultivo FeTo apresenta um pH>4
0 que favorece o crescimento dos microrganismos presentes nas amostras
coletadas com pH 5 a 6 [8]. A Figura 2 exibe as col6nias desenvolvidas de
bactérias oxidantes de Fe?* da amostra de DAM em placas de Petri.

Figura 2. Colbnias crescidas de bactérias oxidantes de Fe”" sobre placas Petri contendo meio
soélido FeTo. Fonte: Acervo pessoal.

As colbnias bacterianas foram selecionadas em 7 linhagens para os testes de
oxidacdo de Fe®", para as analises no MEV e para a sua identificagcdo pelo
método de MALDI-TOF" A selegao das linhagens foi determinada em fungao da
relacdo morfoldgica da colbénia (formato, coloragédo e tamanho) e da bactéria
através de microscopia 6ptica.

3.3. Avaliacdo da oxidacio de Fe?* pelas bactérias acidofilas isoladas

As bactérias selecionadas na etapa de isolamento demonstraram capacidade
de oxidar Fe* presente no meio de cultivo. A oxidagdo do ion ferroso foi
avaliada pela mudanga de coloragdo do meio de cultivo de incolor para
marrom-avermelhada [16]. A Figura 3 exibe de forma distinta a oxidagao
biolégica e quimica de ion ferroso. No lado esquerdo da Figura 3 é
apresentado um frasco com meio de cultivo FeTo inoculado com uma das
bactérias isoladas. A coloracdo marrom-avermelhada do meio de cultivo deve-
se a oxidagao do ion ferroso [16]. No lado direito da Figura 3 é apresentado um
frasco com meio de cultivo FeTo nado inoculado com bactéria. A coloragao
alaranjada do meio de cultivo deve-se a oxidagao parcial de ion ferroso por
condigdes quimicas [17] e a hidrdlise do tiossulfato [7]. De acordo com
Meruane [17], a oxidag&o de ion ferroso pode ocorrer em condigdes bioldgicas
e quimicas. Meruane [17] demonstrou que em pH<5, como o pH do meio de
cultivo FeTo (pH = 4 ), a oxidagao de ion ferroso € maior em condigbes
biolégicas que em condi¢des abidticas.
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Figura 3. Meio de cultivo FeTo
inoculado com bactérias oxidantes
de Fe*. No lado esquerdo da
Figura o cultivo inoculado com a
bactéria heterétrofa oxidante de
ion ferroso. No lado direito da
Figura o meio de cultivo sem
inoculagédo de bactéria (controle).

3.4. Identificacao das bactérias isoladas por espectrometria de massa
(MALDI-TOF Biotyper)

A Figura 4 exibe os sete espectros proteicos das colbnias escolhidas no
isolamento e analisadas pelo método de MALDI-TOF.
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Figura 4. Espectro de proteinas fornecido por MALDI-TOF para a identificacdo das bactérias
isoladas. Podem-se observar, no espectrograma, dois perfis proteicos bem diferenciados.

Os quatro espectros superiores tem semelhanga com relagao ao perfil proteico
0 que poderia evidenciar que essas quatro colbonias escolhidas pertencem a
mesma espécie microbiana. De acordo com Singhal [18], uma espécie
bacteriana pode ter diferentes linhagens. Os trés espectros inferiores mostram
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também um unico perfil proteico para as outras trés colbnias escolhidas no
isolamento.

A Figura 4 exibe dois perfis proteicos diferentes, o que evidenciaria a existéncia
de duas espécies microbianas diferentes. De acordo com Singhal [18] os perfis
proteicos s&o semelhantes para as linhagens diferentes de uma unica espécie
microbiana.

Apos a analise dos perfis proteicos das amostras no banco de dados do
programa MALDI-TOF, foi constatado um valor inferior a dois. Com esse valor
informado pelo MALDI-TOF n&o é possivel identificar os microrganismos ao
nivel de género ou espécie [19].

3.5. Morfologia celular

A Figura 5 mostra a morfologia analisada no MEV de um dos microrganismos
isolados e cultivado no meio FeTo.

Ry et

N Mg M
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Figura 5. Micrografia eletrénica obtida por MEV de um microrganismo isolado e cultivado em
meio de cultivo FeTo. (a, b, c e d).

Na Figura 5 (a, b, ¢, d) esta sendo apresentado o microrganismo (no formato
bacilar) aderido sobre a superficie do ferro precipitado presente no meio de
cultivo. O ferro precipitado foi adicionado na forma reduzida (Fe?*) e usado
como fonte de energia para o microrganismo.
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4. CONCLUSAO

As amostras coletadas de uma mina abandonada de cobre no Distrito de Palca
no sul do Peru permitiu o isolamento de microrganismos oxidantes de Fe?*. No
ensaio de isolamento dos microrganismos foi possivel selecionar sete
linhagens oxidantes de Fe2+. Na analise do método MALDI-TOF foram
gerados os perfis proteicos dos microrganismos isolados, 0 que permitiu
agrupar as linhagens selecionadas em duas possiveis espécies diferentes. A
capacidade bacteriana para oxidar Fe?* foi avaliada qualitativamente e a
morfologia das células microbianas foi obtida por MEV.
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