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RESUMO

O consumo de equipamentos eletroeletrénicos tem aumentado nos ultimos
anos e a vida util desses aparelhos tem ficado cada vez mais reduzida. Os produtos
eletroeletrbnicos ainda sao descartados com o lixo doméstico e a reciclagem dos
residuos de equipamentos eletroeletrénicos (REEE) torna-se importante tanto no
aspecto ambiental quanto no econémico. Presentes na maioria dos equipamentos
eletroeletrénicos, as placas de circuito impresso (PCl) sdo compostas por materiais
ceramicos, poliméricos e metalicos. A recuperacao dos metais contidos nas PCI dos
REEE tem incentivado pesquisas inovadoras no seu processo de recuperag¢ao. Dentre
as alternativas de recuperacao dos metais das PCI de forma sustentavel optou-se pelo
processo de lixiviagdo bacteriana envolvendo a fase de extragdo dos metais. Dentre
os metais presentes nas PCI, o mais representativo € o cobre, que pode chegar em
torno de 32,5 % em massa nas PCI de impressoras descartadas e em média de 24 %
em massa nas PCIl de computadores obsoletos. Dessa forma, o presente estudo
avaliou a recuperagao de cobre das PCIl de computadores e impressoras obsoletas
na presenca de bacterias, como a Acidithiobacillus ferrooxidans e a Leptospirillum
ferrooxidans e de uma amostra de uma drenagem acida de uma mina de carvao
(DAM) localizada no Estado de Santa Catarina. A identificacdo da espécie presente
na amostra da DAM foi confirmada pelo sequenciamento 16s rDNA e os metais que
compdem as PCI estudadas, foram caracterizados mediante a técnica espectrometria.
O processamento biohidrometalurgico aplicado para a recuperagao de cobre nas PCI
de computadores e impressoras obsoletas envolvem etapas de controle de pH, Eh e
adaptagao bacteriana. Os resultados da biolixiviagdo nas PCl de computadores
descartados, mostraram que as bactérias da DAM promoveram a maior extragao, de
96 % de cobre, e com as PCI de impressoras obsoletas, os melhores resultados de
recuperacao foram obtidos com a Leptospirillum ferrooxidans, com 95 % de

recuperagao e com as bactérias da DAM, com 93 % de extragéo de cobre.

Palavras-Chaves: Biolixiviacdo, Placa de Circuito Impresso, Residuos [Reciclagem],

Materiais [Recuperacéo].



ABSTRACT

The consumption of electronic equipment has increased in recent years and the
useful life of these devices has been reduced. Electrical and electronic products are
disposed in landfills and recycling of waste electrical and electronic equipment (WEEE)
becomes important in both environmental and economic aspects. Present in most
electronic equipment such as printed circuit boards (PCB), are composed of ceramic,
polymeric and metallic materials. The recovery of metals in WEEE has encouraged
innovative process. Other alternatives for recovering metals from PCB metals in a
sustainable way, opt for the bioleaching process, involving a phase of metal extraction.
Among the metals present in PCB, the most representative is copper, which can reach
32.5 % by mass in PCB of discarded printers and an average of 24 % by mass in PCB
of obsolete computers. Thus, the present study evaluated the recovery of copper in
PCB of discarded computers and printers in the presence of bacteria, such as
Acidithiobacillus ferrooxidans and Leptospirillum ferrooxidans and a sample of an acid
drainage from a coal mine (DAM) located in the State of Santa Catarina. The
identification of the species present in the DAM sample was confirmed by the
sequencing of 16s rDNA and the metals in PCB were characterized by a spectroscopy
analytical technique. Biohydrometallurgical processes applied to the copper recovery
in PCB of obsolete computers and printers, involves steps of controlling pH, Eh and
bacterial adaptation. The results of bioleaching in PCB of discarded computers showed
that the bacteria in the DAM promote a greater copper extraction of 96 %. The best
results of bioleaching in PCB of obsolete printers were obtained with Leptospirillum
ferrooxidans strain, with 95 % copper recovery and with bacteria in the DAM, with

93 % copper extraction.

Keywords: Bioleaching, Printed Circuit Board, Waste [Recycling], Materials

[Recovery].
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1. Introdugao

Os residuos de equipamentos eletroeletrénicos (REEE) podem ser constituidos
por equipamentos eletroeletrénicos quebrados, defeituosos ou que se tornaram
obsoletos (Schluep et al., 2015; Bertuol et al., 2005). O consumo acelerado dos
equipamentos eletroeletronicos devido as inovagdes tecnoldgicas contribui com o
crescimento dos residuos eletroeletronicos (Li et al., 2004). De acordo com o relatorio
da Universidade das Nacdes Unidas (UNU), a geracdo mundial de residuos de
equipamentos eletroeletrénicos (REEE) em 2016 foi de 44,7 milhdes de toneladas
(Baldé et al., 2017).

Desta maneira, a reciclagem dos REEE se torna importante no aspecto da
sustentabilidade com a diminui¢gdo da disposi¢cao de residuos em aterros e com isso
minimizando a contaminacao do lencol freatico e do solo pela percolacdo da lixivia
(Flandinet et al., 2012). Com o intuito de diminuir os impactos ambientais, faz-se a
proposta de beneficiar o material metalico dos REEE de maneira a se obter
concentrados e dessa forma recuperar esses metais presentes.

O residuo eletroeletronico é formado por diversos equipamentos como
computadores e impressoras e estes sdo compostos por varios componentes como a
placa de circuito impresso que por sua vez sao compostos por varios elementos e
materiais metalicos, ceramicos e poliméricos (Shinkuma et al., 2009). Um fator que
dificulta o gerenciamento deste tipo de residuo € a diversidade de materiais na sua
composigao (Hoffmann et al., 1992). Uma forma de se reduzir a variacdo da
composicao do residuo eletroeletronico € a separacido dos componentes de acordo
com as suas caracteristicas contribuindo dessa maneira na redugao dos custos (Hall
et al., 2007).

Um outro fator importante na reciclagem de REEE para a imobilizagédo de
metais € que a composicdo da fase e as propriedades das particulas metalicas séo
diferentes quando comparado com os minerais. Dessa maneira, 0 comportamento do
residuo no processamento é diferente quando comparado com o mineral. Esta
diversidade mostra uma necessidade na selegao dos parametros de processo para o
sistema de lixiviagdo quimica/biologica (Silvas et al., 2014).

O processamento bioldgico surge como uma alternativa em comparagao aos
processamentos hidrometalurgicos e pirometalurgicos, que, em geral, demandam de
elevado consumo de energia e operagao, além da geragao de residuos secundarios

produzidos durante o processamento dos REEE. Ja os processos



biohidrometalurgicos apresentam baixo custo operacional e sdo adequados tanto para
aplicagdes em pequena quanto em grande escala (Giese et al., 2018)

O processo de lixiviagdo bacteriana baseia-se na utilizagdo de microrganismos,
com o intuito de solubilizar os metais e como uma alternativa na recuperagéo de
metais de interesse econémico (Sobral et al., 2010). A utilizagdo da biolixiviagdo como
rota alternativa na recuperagdo de metais de REEE, possui vantagens como a
economia de insumos com o uso de acidos diluidos, em comparagao com o uso de
acidos concentrados e agentes oxidantes dos processamentos hidrometalurgicos
convencionais (Garcia, 1989; Yamane, 2012).

Este trabalho propde o estudo da biolixiviagdo no processo de reciclagem de

cobre presente nas placas de circuito impresso dos residuos eletroeletrénicos.



Objetivos

Caracterizar as placas de circuito impresso de computadores e impressoras

obsoletas para identificar e quantificar os metais presentes nas amostras.

Realizar a identificacdo das espécies de microrganismos presentes na amostra
da DAM.

Avaliar e desenvolver metodologias de contagem de células viaveis presentes

nas culturas, visando a concentragao celular.

Desenvolver metodologia de processamento biohidrometalurgico, visando a

recuperacao de cobre nas placas de computadores e impressoras descartadas.

Avaliar a dissolucdo do cobre nas solugcbes de lixiviagdo bacteriana,
controlando as variaveis: pH, Eh, densidade de polpa e tempo, comprovando o
processo de biolixiviagdo com anadlise dos licores pela técnica de

espectrometria.



3. Revisao bibliografica

3.1. Residuos de equipamentos eletroeletréonico (REEE)

O estudo organizado pela Universidade das Nagdes Unidas (UNU) apresentou
a geracao mundial de REEE em 2016 de 6,1 kg por habitante e a previsao € de que
este numero crescera para 52,2 milhdes de toneladas em 2020 (Baldé et al., 2017). A
Figura 1 mostra estimativa da geracdo mundial dos residuos eletroeletronicos até
2021, com uma previs&o de crescimento de 3 a 4 % ao ano (Baldé et al., 2017).

O valor estimado do setor global de coleta e reciclagem de REEE esta em
410 bilhdes de doélares ao ano, excluido o setor informal de comercializagao de
residuos conforme a INTERPOL - Organizagdo Internacional de Policia Criminal
(Unep, 2009 e 2011; Interpol, 2009). De acordo ainda com a INTERPOL, o preco
cotado pelos REEE comercializados ilegalmente, esta em torno de 500 ddlares por

tonelada (Interpol, 2013).
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Figura 1 — Estimativa da geragdo mundial de residuos de equipamentos eletroeletrénicos (REEE) em
toneladas por ano (Baldé et al., 2017).

Em 2016, os maiores produtores de residuo eletroeletrénico foram a China, a
Europa e os EUA (Baldé et al., 2017). O montante de residuo eletroeletrénico gerado
na Asia, incluindo a China, em 2016, foi de 18,2 milhdes de toneladas. Nos paises que
compdem as Américas, a quantidade total de residuo eletroeletrénico gerada foi de
11,3 milhdes de toneladas. Ja na Europa, foram geradas 12,3 milhdes de toneladas
de REEE. A Africa e a Oceania geraram 2,2 milhdes e 0,7 milhdo de toneladas
respectivamente (Baldé et al., 2017; Forti et al., 2018).



A Figura 2 mostra a geracao do residuo eletroeletrénico em 2016, por regido

em toneladas por ano. (Baldé et al., 2017).
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Figura 2 — Estimativa da geracdo de REEE em toneladas por ano e por regiao.
(Baldé et al., 2017).

A sucata eletrénica € formada por diversos equipamentos ou partes deles e por
diferentes componentes que por sua vez sao compostos por varios elementos e
substancias quimicas (Espinosa, 2002; Menetti et al., 1996). As placas de circuito
impresso (PCIl) sdo componentes dos equipamentos eletroeletronicos (EEE) e sao
compostas por metais que podem ser reciclados (Moraes, 2011). A tecnologia para a
solubilizacdo dos metais € a biolixiviagdo que faz o uso de microrganismos para a
producdo de um licor de lixiviagdo com os metais solubilizados podendo ser

recuperados do processo de eletrodeposi¢ao (Gupta, 2003; Habashi, 1969).

3.1.1. Composic¢ao dos REEE

Os REEE sao componentes constituidos de materiais complexos e
heterogéneos (Cui et al., 2003; Robinson, 2009). A composi¢ao varia com o fabricante
e com a origem e estima-se que os REEE apresentam, em média, 40 % de metais,
30 % de plasticos e 30 % de ceramicas, em massa (Canal et al., 2013; He et al., 2006).
Os principais componentes ceramicos presentes nos REEE, destacam-se a silica, a

alumina, os oxidos alcalinos e alcalinos terrosos, tianato de bario e mica (Sum, 1991).



Considerando os plasticos nos REEE, sdo mais de 15 diferentes tipos de
plasticos de engenharia, como poliamida (PA), poliuretano (PU), poliéster,
polipropileno (PP), poliestireno (PS) e acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) (Vilaplana
et al., 2008). Além dessa variedade de plasticos presentes, aditivos sdo adicionados
nos polimeros para mudar as propriedades e caracteristicas como densidade,
flamabilidade, cor e ponto de fusao.

Os aditivos que alteram esses parametros nos plasticos podem ser os
estabilizantes ou plastificantes (elaborados de zinco, estrdncio, bario, chumbo e
cadmio), pigmentos (6xido de ferro (Fe203), 6xido de cromo (I11) (Cr203), 6xido de zinco
(Zn0), didxido de titanio (TiO2), cadmio (Cd)) e retardantes de chama (PCBs: bifenilas
policloradas ou compostos organicos halogenados) (Martinho et al., 2012).

Os principais metais da sucata eletrbnica sao os alvos no processo de
recuperagao e incluem cobre, niquel, ferro, zinco, aluminio e estanho (Cui et al., 2008;
Goosey et al., 2002). A Tabela 1 mostra a composicdo em massa dos metais de
diferentes tipos de REEE (Utimura et al., 2017; Silvas et al., 2015; Yamane, 2012;
Moraes, 2011 e Veit, 2001).

Tabela 1 — Composi¢ao dos principais metais em diversos tipos de sucata eletrénica: Fragcao

Cominuida (M), Fragdo Magnética (MA) e Fracdo Nao Magnética (MNMA) (% massa).

Concentracdo (massa %)

Ag | Al | Au| Cu Fe Ni [ Pb | Sn | Zn Outros

PCI -

Computadores NMA |0,11(2,22]0,00(24,92( 1,70 {0,66| 3,71(0,00| 2,35 Mn (0,06)
(Utimura et al.,

2017)

PCI - Ba (0,27), Ca (1,13), K (0,03), Na
Impressoras M 0,31]3,73]0,00132,50| 1,42 |0,34|0,00(0,96| 0,64 (0,05), Sb (0,11)
(Silvas et al.,

2015) NMA 10,31]3,65/0,00(32,00f 0,00 [0,00]0,00]0,64]| 0,44

MA [0,00{0,08|0,00| 0,50 | 1,42 |0,34]|0,00{0,32( 0,20

PCI -

Computadores M 0,13(4,26/0,15|23,79| 5,28 {0,37(4,19|6,23| 4,22
(Yamane, 2012) | NMA ]0,11]3,40{0,12|22,47| 0,25 |0,13] 3,74|5,52] 3,83
MA 10,02]0,86{0,03| 1,32 | 5,03 |0,24]0,45[0,71| 0,39

PCI - Celulares M 0,21]0,26(0,00|35,50|12,493,41]1,87| 3,39 5,92 Ba (0,16), Ca (0,09)
(Moraes, 2011) [ NMA ]0,19/0,23]|0,00(30,91( 0,06 [1,40]| 1,50(2,87]|5,78 Ba (0,08), Ca (0,08)
MA ]0,02]|0,03|0,00| 3,58 |10,51(1,23|0,37|2,87| 0,14 Ba (0,08), Ca (0,01)
Sb (0,13), Ba (0,35), Br (4,6), Ca

PCI - (5,94), Cl (0,17), P (2,4), Mg

Computadores M 0,25]2,26|0,05| 4,49 | 1,06 |0,25( 4,54 (6,35| 0,04 (1,4), K(0,15)
(Veit, 2001)

Sucata

Eletrénica tipica M 0,20|2,00(0,10|20,00| 8,00 |[2,00|2,00|0,00| 0,00 Pd (0,05)

(Sum, 1991)




O principal motivo para a reciclagem dos REEE € a recuperagcéo dos metais,
como mostrado na tabela 2 que representa o valor associado a cada tipo de metal (Vi),
calculado pela Equacéo 1.
%m;P;

V; =100 S %emiP; Equacéio 1

Na qual %m; € a porcentagem em massa do metal(i) contido no REEE (de
acordo com a tabela 1 de composicao dos metais presentes nos REEE) e Pié o preco
do metal com base na bolsa de metais de Londres (LME — London Metal Exchange),
com referéncia a 26 de abril de 2019 (Metalprices, 2019). A Tabela 2 mostra o preco

dos metais relacionados ao REEE.

Tabela 2 — Prego dos metais associado ao REEE (Metalprices, 2019).

Fe Cu Al Pb Ni Zn Ag Au Pd
Prego (US$/tonelada) | 303,50 6393 1832 1924 12270 2917 3148 1286,70 | 1270
REEE Valor (%)
Fe Cu Al Pb Ni Zn Ag Au Pd

Sucata EletronicaTipica 1,43 75,22 2,16 2,26 14,44 0,00 0,37 0,08 0,04
Computador PCI 0,28 85,50 2,18 3,83 4,35 3,68 0,19 0,00 0,00
Impressora PCI 0,00 4,55 3,13 0,00 0,00 0,60 0,46 0,00 0,00
Celulares PCI 0,01 83,89 0,18 1,23 7,29 7,16 0,25 0,00 0,00

De acordo com a Tabela 2, o REEE nado deve ser denominado como um rejeito
e sim como potenciais materiais que podem ser utilizados como matéria-prima na
producao de outros produtos. Com o avango da tecnologia, os teores dos metais
preciosos (prata, ouro, paladio entre outros) e outros metais na sucata eletroeletrénica
tem reduzido (Sum, 1991). Mesmo com a redugéo dos teores dos metais, a reciclagem
dos REEE ainda se mostra economicamente favoravel, pelo menos em termos da
concentragdo do cobre (prego do metal que estd em cerca de US$ 6400/tonelada) e
se mostra nos residuos em elevados teores como nas PCIl de computadores, que esta
presente nos REEE com mais de 30 % em massa da PCI (Utimura et al., 2017; Zhang
et al., 1997). A Tabela 3 mostra um comparativo dos teores dos metais presentes nos
REEE com os seus respectivos minérios e destaca que a reciclagem dos REEE se
classifica como um potencial econémico em termos dos teores desses metais (Havlik
et al., 2014).



Tabela 3 — Concentracdo média dos metais nos minérios e em teores elevados e reduzidos dos
REEE (Havlik et al., 2014).

Minério REEE de reduzido teor REEE de elevado teor
Composicéo em massa (%)
Fe 30-50 23-62 4,5-20
Al 25-30 1-10 1-4
Cu 0,5-1,0 3,4-21 7-20
Pb 0,5-15 0,2-1 0,3-6
Sn <1 0,72-1,4 2,9-4,9

Composicdo em massa (ppm)

Au 5-7 16-566 10-20
Ag 5-7 189-1380 115-280
Pd 3-5 3-210 4-10

A forma como os metais sdo encontrados nos minérios se difere em como eles
sdo encontrados na sucata eletroeletronica. Nos REEE, os metais preciosos sao
utilizados como materiais de contato nos conectores, nos capacitores e terminais em
funcao da estabilidade quimica e das suas propriedades condutoras (Cui et al., 2008).
Os metais encontrados nos minérios, com excec¢ao dos metais preciosos, estdo na
forma de um composto quimico como os o6xidos ou sulfetos e na sucata
eletroeletrbnica eles estdo na forma metalica ou em ligas metalicas (Havlik et al.,
2014). A seguir, sdo apresentadas informacgdes a respeito do cobre, um dos principais
metais do processo de reciclagem do REEE. Apds essa sec¢do, apresentamos
detalhes acerca dos componentes ndo metalicos presentes nos REEE que podem

afetar o meio ambiente.

3.1.1.1. Metal: cobre

O cobre metdlico € um dos metais mais utilizados no mundo ficando atras
apenas do ferro (agco) e do aluminio. Devido as suas propriedades quimicas,
mecanicas e fisicas, o cobre pode ser utilizado em produtos eletroeletronicos e de
comunicagao, assim como na construgdo civil e na produgcdo de equipamentos
(U.S. Congress, 1988). O cobre é encontrado em mais de 160 minerais, sendo que a
calcopirita (CuFeS2), a bornita (CusFeSs) e a calcocita (Cu2S) sdo os que se destacam
como 0s mais abundantes (Cox et al., 1973). O cobre nesses minérios esta em média,

em teores inferiores a 1 % (Goonan, 2004). Em 2015, a produgdo mundial de cobre



refinado foi de 22,5 milhdes de toneladas e a producido brasileira foi de
240 mil toneladas, o que equivale a 1 % do total da produ¢do mundial.

De acordo com a Associagéo Brasileira do Cobre (ABCOBRE), a capacidade
instalada da industria brasileira de cobre refinado em 2015, foi de 280 mil toneladas e
para o cobre semi manufaturado a capacidade instalada foi de 324,6 mil toneladas. A
dependéncia brasileira de cobre € expressiva, sendo que em 2015, o saldo do setor
do cobre (cobre refinado, sucata, semiacabados, condutores elétricos e outros) foi
deficitario, da ordem de US$ 989 milhdes e registrando importagbes de
US$ 2,2 bilhdes (320 mil toneladas). Dessas importagdes, cerca de 67,3 % sdo de
cobre refinado e cujo maior fornecedor ao Brasil tem sido o Chile. Em 2015, a
ABCOBRE informou que o consumo aparente de cobre refinado e sucata, no Brasil,
foi de 419,3 mil toneladas e o consumo per capita ficou em torno de 2,0 kg/hab
(Anuario Estatistico do Setor Metalurgico, 2016).

As fontes dos minérios de cobre estdo majoritariamente distribuidas em cinco
paises: Chile, Australia, Peru, Estados Unidos e México. Esses paises detém mais de
60 % das reservas mundiais sendo o Chile o principal produtor com cerca de
5,7 milhdes de toneladas e possui cerca de 28 % das reservas mundiais de cobre
(USGS, 2014). O cobre metalico pode ser obtido a partir dos processos de reciclagem
dos residuos, uma vez que as PCIl sdo constituidas de cerca de 30 % em massa de
metal e pode variar conforme o tipo do equipamento, dos componentes agregados e
da tecnologia empregada na producgao (Jawitz, 1997; Streicher-Porte et al., 2005;
Yokoyama et al., 1997).

Os metais contidos nas PCIl podem ser divididos em preciosos, metais toxicos
e metais base. Os metais base das PCI sdo cobre, ferro, aluminio, estanho e chumbo.
Os metais preciosos contidos nas PCIl sao ouro, prata, platina e paladio. Os metais
nocivos sdo chumbo, cadmio e cromo (Meccuci et al., 2002). O valor econdmico dos
metais preciosos foi o principal motivo na reciclagem das PCl. Com o avango da
tecnologia, as placas podem conter quantidades despreziveis de metais preciosos e
com tendéncia em diminuir o uso desses materiais na fabricagdo das PCI (Streicher-
Porte et al., 2005).

O principal impulsionador do mercado de reciclagem de eletroeletrénicos esta
na fragdo metalica de cerca de 30 % em massa com o cobre como sendo o principal
metal presente na composigao das PCI (Veit, 2005). O cobre pode ser substituido por

outros materiais como o aluminio, o titanio, o plastico, o aco, o quartzo em fibras déticas
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e a ceramica avangada (Khetriwal et al., 2009). Apesar da possibilidade de
substituicdo do cobre por outros materiais, esse metal ainda mantem o seu campo de
utilizagdo em fungdo das propriedades metalicas como em supercondutores (Veit,
2001; Takanori et al., 2009). Uma alternativa na recuperacdo de cobre pode ser
alcancada através da solubilizacdo do metal contido nas placas de circuito impresso
proveniente da reciclagem dos residuos de equipamentos eletroeletronicos,
contribuindo com a sustentabilidade do setor minero metalurgico (Veit, 2001; Menetti,
1996).

3.1.1.2. Componentes nao metalicos

Em diversos paises do mundo, o descarte de sucata eletrénica € um assunto
muito discutido devido aos materiais que os compdem, sendo parte deles perigosos
quando descartados em locais ou extraidos inadequadamente. Os equipamentos
eletroeletrbnicos sao compostos por materiais que apresentam metais téxicos como o
mercurio, cadmio, berilio, cromo e chumbo utilizados em protecédo de cabos de cobre,
invélucro de computadores e PCI (Wong et al., 2007). Ha a presenca de poluentes
organicos como dioxinas, retardantes de chama halogenados e bifenilos policlorados
(PCB) em transformadores e capacitores. A Tabela 4 mostra os principais

componentes perigosos presentes no REEE (Cui et al., 2003).

Tabela 4 — Materiais e componentes perigosos presentes nos REEE (Adaptado Cui et al., 2003).

Materiais e Componentes Descricéo
Baterias chumbo, mercurio e cadmio
Termostatos, sensores e
interruptores mercurio
PCI cadmio, cromo, cobato, berilio
Protetores de fios e cabos plasticos contendo retardantes de chama halogenados
Plasticos e involucro REEE plasticos com retardante de chama

Outros componentes perigosos contidos nos REEE estao os éteres de difenila
polibromados (PBDE) e difenzodioxinas policloradas e difenzofurano (PCDD/Fs) em
protecdo de cabos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) da queima de
invélucros de computados e PCI entre outros (Kiddee et al., 2013; Cui et al., 2003). A

Figura 3 mostra os materiais tipicos contido nos REEE (Widmer et al., 2005).
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Figura 3 - Materiais contidos nos REEE: metais, plasticos, vidro e outros (Widmer et al., 2005).

O segmento de mercado para a fragcdo ndo metalica dos REEE aumenta a
rentabilidade do processamento dos REEE (Zhang et al., 2012). A separagédo das
fragdes metalica e ndo metalica sédo realizadas por técnicas fisicas e mecanicas de
britagem, moagem, separacdo granulométrica, magnética, eletrostatica e
gravimétrica. (Ackil et al., 2015; Habib et al., 2013; Zhou et al., 2010; Kasper et al.,
2011; Zeng et al., 2012, Yamane et al., 2011; Zhu et al., 2012; Tuncuk et al., 2012,
Rath et al., 2012). Os aspectos envolvidos sdo o enriquecimento de componentes
metalicos e ndo metalicos em fragdes distintas e recuperacdo de metais ou outros
componentes especificos. (Rocchetti et al., 2018; Kumar et al., 2017). A Figura 4
mostra o percentual de plasticos em diferentes tipos de equipamentos (Wang et al.,
2014). A moagem em tamanhos de particulas menores de 1 mm facilita a liberagcéo
dos metais dos polimeros e materiais ceramicos. O sistema de moagem deve resultar
em particulas homogéneas para que a recuperacao das fragdes metalicas seja igual
(Menad et al., 2013, Joda et al., 2012).



12

TVS

MONITORES
COMPUTADORES
COPIADORAS
IMPRESSORAS

REEE DE PEQUENO PORTE

EQUIPAMENTOS DE REFRIGERAGAO

0 20 40 60 80 100
%

Figura 4 - O percentual de plasticos em diferentes tipos de equipamentos (Wang et al., 2014).

No processamento da fragdo ndo metalica (MNMA), os retardantes de chama
devem ser retirados pois, além de atrapalhar a recuperacao dos metais presentes nos
REEE, sado produtos recalcitrantes e bioacumuladores, da mesma forma que os
metais toxicos, causando efeitos genotdxicos (danos ao DNA) (Song et al., 2012). A
combustao dos materiais contendo retardantes de chama organobromados exige altas
temperaturas na queima de cerca de 800 a 1400 °C. Como a queima das PCI pode
formar dioxinas e furanos bromados toxicos (Zhong et al., 2012). Um dos métodos
para tratamento da fracdo ndo metalica contendo retardantes de chama, envolve o
uso de fluidos supercriticos como o CO2 e solventes organicos de baixo ponto de
ebulicdo como acetona, metanol, tolueno, cloroférmio e n-hexano na proporgao de
1:1 em volume (Zhong et al., 2012; Chen et al., 2012). As Figuras 5 e 6 mostram a

composigao dos polimeros nos REEE (Martinho et al., 2012).
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Figura 5 - Composi¢cao dos plasticos na sucata eletrénica de impressoras
obsoletas (Martinho et al., 2012)
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Figura 6 - Composicéo dos polimeros nos REEE de pequeno porte (Martinho et al., 2012).

Polimeros contendo retardantes de chama bromados podem ser degradados com
fluidos supercriticos como isopropanol, agua, metanol, acetona em temperaturas
acima de 300 e 400 °C. O isopropanol promove a despolimerizagédo, formando um

6leo que contém bromo. O bromo pode ser removido por lavagem com uma solugao
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de KOH (Wang et al., 2012). O solvente indicado para o tratamento de polimeros
contendo o retardante de chama como o tetrabromobisfenol A é o metanol, com pouco
efeito sobre a fragdo ndo metalica dos REEE (Zhang et al., 2012). A Tabela 5 mostra
alguns exemplos de patentes para a recuperagdo de materiais ndo metalicos
(Rocchetti et al., 2018).

Tabela 5 — Exemplos de patentes para a recuperagédo de materiais ndo metalicos provenientes de PCI
(Rocchetti et al., 2018).

Titulo da Patente Numero Ano

Método para preparar adsorvente utilizando material de isolamento ndo metalico de PCI de residuos CN106166473 2016
Método e preparagdo de compositos de residuos organicos de PCI com pd ndo-metalico e PET CN105524434 2016
Método de preparacao de plastico de polipropileno e pd metalico de residuos de PCI CN104387660 2015

Método de tratamento da fumaga com retardante de chamas de PVC de residuos de PCl CN104710708 2015

Assim, para diminuir os problemas associados aos REEE como o aumento da
quantidade de residuos e a sua rapida obsolescéncia, algumas ferramentas sao
utilizadas para o gerenciamento deste tipo de residuos como a analise do ciclo de vida
(LCA), a avaliacado do fluxo de material (MFA), a tomada de decisdo com base em
alguns critérios (MCA) e os programas de responsabilidade do produtor (EPR) (Kiddee
et al., 2013). Esses assuntos serdo abordados a seguir na legislagdo associada aos
REEE.

3.1.2. Legislagao dos REEE

As iniciativas para mitigar os problemas causados pelos REEE visam a
reciclagem dos materiais, assim como diminuir a sua geragéo. A avaliagéo do ciclo de
vida do produto (LCA) é uma maneira de delinear os equipamentos eletroeletrénicos
(EEE) mais sustentaveis e tentar reduzir os obstaculos relacionados a sucata
eletronica. Algumas aplicagdes utilizando a ferramenta LCA mostraram que a
reciclagem € a técnica ideal para o gerenciamento de rejeitos quando comparada a
outros métodos como a incineragdo e a disposicdo em aterros controlados
(Apisitpuvakul et al., 2008; Choi et al., 2006; Scharnhorst et al., 2005). A analise do

fluxo de material (MFA) é uma tatica utilizada para monitorar a rota do residuo
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eletrénico por meio dos locais para reciclagem, estocagem e deposigao (Kiddee et al.,
2013). A ferramenta MFA avalia o volume de REEE gerado e indica os paises que
recebem (importagcéo) e os que exportam REEE no mundo (Liu et al., 2006; Puckett
et al., 2005). A exportacdo ilegal da sucata eletrbnica constitui um problema
socioambiental e dentre os destinos encontram-se paises da Africa como Nigéria,
Quénia, Gana entre outros, da Asia como China, Vietna, Paquistao, india entre outros.
O impacto da reciclagem e processamento informal mostra as consequéncias
imprevisiveis de um procedimento incorreto dos REEE na saude da populagao e os

riscos de contaminagado ambiental (Sthiannopkao et al., 2013; Schmidt, 2006).

A ferramenta de tomada de decisdo com multiplos critérios (MCA) juntamente
com outras metodologias, contribuem no gerenciamento do REEE (Kiddee et al.,
2013). Com a necessidade de uma legislacdo no controle da geragdo dos REEE,
foram adotadas medidas como o programa de responsabilidade estendida do produtor
(EPR) que confere aos produtores a responsabilidade de recolher e tratar os produtos
no final dos ciclos de vida (Kiddee et al., 2013). O programa tem como base o controle
da poluicdo com uma politica direcionada aos produtos, e ndo aos residuos, diminuir
o impacto ambiental nos locais de produgao e a prevengao de problemas ambientais

com mudancgas nos projetos dos produtos.

A logistica reversa dos EEE visa o envio desses equipamentos a industria de
reciclagem, evitando o descarte e a mistura desses produtos com os residuos sélidos
urbanos (Lu et al., 2012; Hua et al., 2009). Como incentivadores dessa politica estao
a legislacdo do pais e as vantagens aos consumidores na aquisicdo de novos
produtos. Além disso, outros fatores devem ser considerados como o custo-beneficio
dos produtos, a escala de producdo/qualidade e integragdo-coordenagdo dos
envolvidos. Nos problemas identificados para as politicas de logistica reversa estao
as leis ndo aplicadas com firmeza, pouco incentivo a reciclagem e a falta de
esclarecimentos sobre os problemas causados no descarte indevido dos EEE. A
maneira adequada para estabelecer uma logistica reversa é estruturar grupos e
empresas de reciclagem acompanhadas de politicas governamentais. A Tabela 6
mostra exemplos das empresas que recuperam os materiais a partir dos REEE
(UNEP, 2011).
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Tabela 6 — Informacdes das instalagdes industriais das empresas que recuperam os metais a partir do

REEE.
Empresa Localizagao Capacidade Residuos Material Reciclado Montante Recuperado
Hamburg 700.000
Aurubis (a) | (Alemanha) ton/ano Cobre de REEE Cu (99,99 %), Ag (99,99 %), Au (99,99 %), |Cu: 1140 kt/ano
Se (99,99 %), Pb (99,98 %), &cido sulfurico
Liinen (Alemanha) (94-98 %),
Olen (Bélgica) ferro e silicatos
Pirdop (Bulgaria)
Skelleftehamn 200.000 Metais e outras Cu catodo: 207 kt/ano; PB: 28
Boliden (b) | (Suécia) ton/ano Matérias- Cu (99,99 %), Ag (99,99 %), Au (99,99 %), |kt/ano;
Se (99,99 %), Pb (99,97 %), platina,
primas de REEE paladio, zinco, Zn clinker: 32 kt/ano; Au: 14 ton/ano;
Ag: 508 ton/ano; acido sulfurico: 533
oxido de aluminio, ferro, acido sulfdrico kt/ano
Au, Ag, Cu, Pb, Zn, In, Pt, Pd, latdo, Rh,
Dowa (c) | Kosaka (Japao) PCl e residuos do Sb, Bi, Te,
processo de fundicao do
Zn sulfato de Ni, acido sulfdrico
Rouyn-Noranda: 840.000
Glencore (d) | Fundi¢ao ton/ano REEE Apos a fundigdo: Cu anodo (99,1 %)
e Montreal: Refinaria Apbs o refino: Cu catodo (99,99 %)
de Cobre (Quebec) Au, Ag, concentrado de Pt
500.000 Subprodutos de nao
Umicore (e) | Hoboken (Bélgica) |ton/ano ferrosos, Cu (99,99 %), Ag (99,99 %), Au (99,99 %), |Ag: 2400 ton/ano; Au: 100 ton/ano;
sucata eletronica, Pt: 25 ton/ano; Pd: 25 ton/ano; Rh: 5
catalisadores, Pd (99,95 %), Pb (99,97 %), Pt (99,95 %), |ton/ano;
In: 50 ton/ano; Se: 600 ton/ano; Te:
lingotes etc. In (99,99 %), Pb (99,97 %), Latao, Bi, 150 ton/ano;
Se (99,99 %), Te (99,99 %), Ru, Rh (99,95 |Pb: 125 Kt/ano; Cu catodo: 36
%), Kt/ano;
Ni, Ir, Ar, Sb, acido sulfarico Ni intermediario: 2 Kt/ano;
acido sulfdrico: 100 Kt/ ano

(a) Aurubis, 2017

(b) Boliden, 2017; Mark et al., 2000
(c) Dowa Eco System, 2017

(d) Glencorerecycling, 2017

(e) Stamp et al., 2013; Hageliiken, 2006

A pureza dos elementos recuperados estd expressa em porcentagem entre parénteses.

Os residuos sélidos no Brasil, iniciaram com a promulgacéo da Lei n° 11.445

de 2007 da Politica Nacional de Saneamento Basico (PNSB) que estabelece diretrizes

para o saneamento basico, no qual a referida regulamentagao incluiu nos planos de

saneamento, os residuos solidos pelos municipios (Brasil, 2007). Em 2 de agosto de

2010 foi aprovada no Congresso Nacional a Politica Nacional de Residuos Sdlidos

(PNRS) através da Lei n® 12.305. A lei dispde que os residuos devem ser reutilizados

ou reciclados, ou ocorrer a recuperagao e o aproveitamento energético, ou ainda ser

feita a compostagem antes da disposicao final dos rejeitos em aterros de forma a

minimizar os impactos ambientais (Brasil, 2010).
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Um dos pontos importantes da Politica Nacional de Residuos Sélidos (PNRS)
exige dos governos estaduais a criagdo e estruturacdo de planos de gestdo de
residuos solidos seguindo as normas vigentes. A PNRS estabelece ainda que os
fabricantes, importadores, distribuidores e comerciantes de produtos eletroeletronicos
e componentes instituam programas de logistica reversa (Brasil, 2010; Espinosa et al.,
2014).

A Politica Nacional de Residuos Sdlidos, regulamentada pelo Decreto n° 7.404
de 23 de dezembro de 2010 e outros diplomas legais, ndo define o destino da sucata
eletroeletrbnica em ambito nacional com excegao das pilhas e baterias através da
Resolugdo CONAMA n° 401 de 4 de novembro de 2008 e a Instrucdo normativa do
IBAMA n° 3 de 3 de margo de 2010 (Brasil, 2010; Brasil, 2010). Em func¢ao da falta de
uma legislagéo federal especifica, cada estado passou a editar normas diferentes para
os REEE. No entanto, uma maneira de diminuir o processo burocratico na gestdo dos
residuos sélidos foi proposta pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA) que criou um conjunto alternativo e simplificado de regulamentacdes. A EPA
tem como objetivo incentivar a reciclagem e a sustentabilidade, preocupados com o
meio ambiente, seguranga e saude (EUA, 2005; EUA, 1999; EUA, 1995; EUA, 2005).

Em 1989, alguns paises discutiram o controle de residuos perigosos e seus
depdsitos. A partir deste encontro, surgiu a Convencao de Basiléia, a qual o Brasil
aderiu através do Decreto n° 875 de 19 de julho de 1993 (Basel, 2011; Brasil, 1993).
As normas estabelecidas pela Convencgao da Basiléia para classificar residuos foram
promulgadas pelo Brasil através da Resolugdo CONAMA n° 23 de 12 de dezembro de
1996. Essa resolugao utiliza ainda os anexos A, B e H da NBR 10.004 (Brasil, 1996;
ABNT, 2004). Por intermédio do Decreto n° 4.581 de 27 de janeiro de 2003, o Brasil
promulgou a Emenda ao Anexo | e Adogéo dos Anexos VIII e IX da Convengao de
Basiléia, que dependendo da composi¢ao do residuo eletroeletronico, este pode ser

classificada como Residuo Perigoso ou Nao Perigoso (Brasil, 2003).

A dificuldade em se classificar o residuo eletroeletrdnico em uma unica classe
se deve a variedade dos equipamentos eletroeletrbnicos, a diversidade dos seus
componentes e a composi¢cao dos varios elementos das referidas pegas (European,
2003). As politicas mundiais sobre a sucata eletroeletronica estdo mais restritivas com
o intuito de banir o uso de componentes perigosos e a substituicido de alguns

elementos por elementos menos toxicos na producdo dos equipamentos e
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componentes eletroeletrénicos. A Diretriz Européia dos WEEE e a RoHS (Restricao
de Determinadas Substancias Perigosas) restringem a utilizacdo de certas
substancias toxicas em equipamentos e componentes eletroeletrénicos (Aizawa et al.,
2008).

Em Sao Paulo foram criadas a Lei n° 13.576, em 6 de julho de 2009 e a
Resolucdo SMA 024, de 30 de marco de 2010. Com isso, criou uma lei exclusiva para
os residuos eletroeletrénicos, sendo que os artigos 1°, 2°, 3° e 5° que definem o termo
“lixo eletronico” e a destinacdo. A lei transmite a responsabilidade da destinagao final
para as empresas que produzem, comercializam ou importam produtos e pegas
eletronicas. A definicao do “lixo tecnoldgico” foi considerada como os equipamentos e
pecas eletroeletronicas de uso industrial, comercial, doméstico e no setor de

prestacéo de servigos em desuso (Sao Paulo, 2009).

A Resolugdo SMA 024 disposta no artigo 19, do Decreto Estadual n° 54.645,
de 5 de agosto de 2009, regulamenta a Lei n° 12.300, de 16 de margo de 2006. Os
artigos de residuos eletroeletrdnicos desta Resolugdo foram substituidos pela
Resolucdo SMA n° 131, de 30 de dezembro de 2010, no qual a responsabilidade pos-
consumo passa a ser dos fabricantes, distribuidores ou importadores dos
equipamentos eletroeletronicos e suas pecas. A Resolucdo menciona os pontos
importantes como a reciclagen, a recuperacao e a reutilizagao (SP, 2013; SP, 2010).
A Resolugdo SMA n° 038 promulgada pela Secretaria do Meio Ambiente, em 02 de
agosto de 2011, estabelece prazo aos fabricantes, importadores, distribuidores e
comerciantes para a implantagdo do programa de responsabilidade pds-consumo

para os equipamentos eletroeletrénicos entre outros (Sao Paulo, 2011).

3.2. Placa de circuito impresso (PCI)

As placas de circuito impresso (PCIl) sao consideradas parte essencial dos
equipamentos eletroeletrénicos (EEE) e sdo encontradas na maioria dos produtos
eletroeletrbnicos como no setor de informatica, sistemas aeroespaciais,
telecomunicagdes e automagdo (ABRACI, 2006). As PCl sao componentes
constituidos por uma placa denominada de laminado, composta de polimeros e
resinas organicas com fibras e materiais ceramicos (silicatos, aluminossilicatos de
calcio, potassio, bario entre outros), na qual séo depositadas trilhas de cobre com a

funcao de conectar as partes elétricas como capacitores, processadores, entre outros.
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Devido a necessidade de reducdo do tamanho dos equipamentos e do aumento de
conexdes nos componentes, as PCI no inicio, possuiam impressdes de trilhas de
cobre em apenas um dos lados da placa (face simples). Em seguida, surgiram as PCI
de face dupla com a impressao das trilhas de cobre nos dois lados (face dupla) e
posteriormente, com o avango tecnoldgico, surgiram as PCl multicamadas
(multicamadas), que chegam a apresentar até 40 camadas com mais de 30 etapas
para producéo (Melo et al., 2001). No final, a PCI & coberta por uma camada de resina
com um corante verde contendo retardantes de chama para retardar a propagacéao de

chamas em principios de incéndio.

A composicdo dos componentes utilizados na producdo das PCI varia de
acordo com a utilizagdo da placa (Coombs, 2008). As resinas epoxi difuncionais sao
necessarias para placas dupla face, assim como as resinas epéxi multifuncionais ou
ésteres de cianeto sdo adequadas para placas multicamadas (Hall et al., 2007a). As
placas utilizadas em eletrodomésticos e televisores, sdo constituidas de um laminado,
cuja placa é um aglomerado de papel reforcado com resina fendlica que recebe a
denominacdo de FR-2. Os equipamentos de telecomunicagcbes e computadores,
utiizam placas fabricadas de fibra de vidro reforcada com resina epoxi, de
nomenclatura FR-4 (Kelley, 2008; Lassen, et al., 2009; Melo et al., 2001). A sigla FR
significa que substancias como os retardantes de chama estdo presentes na
fabricacdo das PCI. A Tabela 7 apresenta os laminados utilizados em PCI e a sua
composigao (Kelley, 2008).

Tabela 7 — Tipos de laminados utilizados nas PCI (Kelley, 2008).

Tipo Resina Retardante de Chama Reforco

FR-2 Fendlica Sim Papel

FR-4 Epoxi Sim Fibra de Vidro
CEM-1* Epdxi Sim Papel/Fibra de Vidro
CEM-2* Epoxi Nao Papel/Fibra de Vidro
CEM-3* Epodxi Sim Fibra de Vidro

Em geral, a fragdo em massa de metais é de cerca de 28 % (~20% Cu, ~5 %
Pb, ~3% Ni) a fragdo em massa de plasticos é em torno de 19 %, com o bromo na
forma de retardante de chama com cerca de 4 % e o restante das placas é composto

por material ceramico com cerca de 49 % (Veit et al., 2005). Em geral, ndo ha uma
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homogeneidade nos materiais utilizados na fabricagdo das PCIl e dependem do
processo produtivo, do tipo de quipamento e da disponibilidade dos componentes (Veit
et al., 2006; Melo et al., 2001; Cui et al., 2003).

O cobre é o metal presente em maior quantidade nas PCI, sendo utilizado na
confeccao das trilhas elétricas, na producao de circuitos elétricos, na constituicdo de
componentes eletronicos, como as resisténcias metalicas, nas quais sao depositadas
peliculas metalicas constituidas de niquel-cromo, cobre-niquel e cobre-niquel-
manganés, sobre uma superficie de ceramica ou de Oxido metalico constituido de
oxido de zinco (Hall et al., 2007a; Koyama et al., 2006; Lee, 2002; Park et al., 2009;
Veit et al., 2006; Zhou et al., 2010). Outros metais como o ferro, niquel e paladio estao
presentes nos componentes elétricos e na solda utilizada nas placas (Goosey et al.,
2002; Xavier et al., 2014; Ernst et al., 2003).

A evolucdo dos dispositivos eletroeletronicos requer uma maior capacidade de
processamento, que gera consideraveis quantidades de calor que precisam ser
retiradas. Em fungao disso, sdo usados componentes ndo organicos como ago e
aluminio (Nakahara, 2008). O aluminio também é utilizado na composicéo de
capacitores e o estanho esta presente em soldas e em revestimentos anticorrosivos
(Oliveira, 2012).

3.3. Tratamento das PCI

O tratamento das PCI € um processo complexo em fun¢éo da heterogeneidade
da sua composicao e as etapas para a reciclagem das PCI sao (Li et al., 2004):
- Pré-tratamento: processo de desmontagem dos equipamentos eletroeletronicos
obsoletos por meio do desmantelamento manual para a separacdo dos componentes,
pecas em geral e metais toxicos (Silvas, 2014).
- Beneficiamento: utilizam-se os processos mecanicos/fisicos e ou processos
metalurgicos e as operagdes unitarias de Tratamento de Minérios como a cominui¢éo
em moinhos de facas, martelos e rolos (fragmentacéo para a redu¢ao do tamanho e
a liberagao do material); classificagdo granulométrica (por intermédio de peneiras com
aberturas diferentes para separacao de fragdes em granulometrias especificas);
separagao magnética (separagao dos materiais magnéticos e possivel classificacdo
em ferromagnéticos, paramagnéticos e diamagnéticos); separagao eletrostatica

(separacao conforme as propriedades elétricas e classificados em condutores, mistos
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e nao condutores); separacdo em meio denso; operagao de flotagao entre outros, no
intuito de concentrar o teor de materiais para a etapa de refino (Luz et al., 2004;
Chaves et al., 1999).

- Refino: recuperagao dos materiais. No processamento mecanico, na etapa de refino,
0os metais sao dissolvidos por meio de técnicas metalurgicas, como 0s processos
pirometalurgicos, hidrometalurgicos e biotecnoldgicos (Silva et al., 2018; He et al.,
2017), ou ainda a combinagado de tecnologia metalurgicas e quimicas (Zhang et al.,
2016). No refino, os materiais podem ser recuperados através da técnica de
precipitacdo e ou de cementagao (reagdes quimicas de dupla troca entre o metal de
interesse e uma substancia). Em determinadas situagdes em que ocorrem reagdes
eletroquimicas ou reacdes de oxirreducéo, o processo € denominado de cementacao
e processo de eletro obtencao ou eletrorecuperacgao (utilizada na purificagdo do metal
com um sal metalico que em solugao de sais fundidos ou eletrdlitos aquosos, sofre
uma reacao de reducdo através de uma corrente continua em um catodo (densidade
de corrente por area) (Treybal, 1996; Jackson, 1996). A Figura 7 apresenta um

fluxograma das etapas de processamento das PCI (Cui et al., 2008; Oliveira, 2012).
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Figura 7 - Fluxograma dos processos de tratamento das PCI (Oliveira, 2012).

Os processos eletroquimicos com relacdo aos REEE tém como base as etapas
de refino no final do processo, ou seja, os metais concentrados por processos
hidrometalurgicos / biohidrometalurgicos podem ser eletrodepositados sobre um
eletrodo inerte (Sum, 1991). Este processo de eletrodeposi¢cdo é utilizado para a
recuperacao do cobre do lixiviado (Maguyon et al., 2012; Kasper et al., 2011; Oishi et
al., 2007; Veit et al., 2006)
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3.3.1. Processamento mecéanico

As PCIl sdo consideradas uma fonte secundaria de metais e polimeros. O
processamento mecanico das PCI inicia com a etapa de desmontagem, como um
meétodo para separar os componentes (Gungor et al., 1999; Li et al., 2004). Em
seguida, realiza-se a etapa de cominuigdo para a liberagdo dos metais de outros
constituintes das PCI (Rao et al., 2006; Guo et al., 2011; Tan et al., 2011). A separagao
granulométrica aumenta a concentragdo dos metais nas fragdes grosseiras (particulas
> 5 mm) devido a diferenga de resisténcia mecénica entre os metais e os materiais
nao metalicos como os plasticos e ceramicas que se fragmentam com mais facilidade
(Yoo et al., 2009). Veit e colaboradores (2002) verificaram uma concentragdo de
24,34 % em massa de cobre na fragdo com tamanho de particula de 0,50 <d < 1,0
mm contra apenas 6,28 % na fracdo com particulas de tamanho de d < 0,25 mm.

A técnica de separacdo magnética € utilizada na concentracdo de materiais
com base na aplicagdo de um campo magnético que podem ser classificados em os
materiais que sao atraidos e os que sao repelidos pelo campo magnético. Os materiais
que s&o atraidos pelo campo magnético, estdo os ferromagnéticos (niquel, cobalto,
ferro) e os que sao repelidos incluem-se os diamagnéticos como cobre, prata, zinco,
cadmio, estanho. Os materiais que sao atraidos fracamente pelo campo sdo os
paramagnéticos como titanio, platina, aluminio, calcio. (CETEM, 2010).

A separagdo magnética pode ser executada em artefato de alta e baixa
intensidade e em aparelhagem de correia cruzada com as duas faixas de intensidade
(Moraes, 2011). Os equipamentos de separacdo magnética de baixa intensidade sao
utilizados para os metais ferromagnéticos de nao ferrosos e residuos ndo condutores
(Cui et al., 2003). Para a separagao dos metais n&do ferrosos dos residuos nao
magneéticos sao utilizados separadores eletrostaticos que tem como base a separagao
na diferenca de propriedades dos materiais como densidade, formato, possibilidade
de captar cargas elétricas superficiais e condutibilidade elétrica (CETEM, 2010).

Para a separacdo do material em condutor, ndo condutor e fragcdo mista, sdo
necessarios a presenga de carga elétrica superficial nas particulas e um campo
elétrico de intensidade o bastante para movimentar uma particula carregada
eletricamente na regido do campo magnético (CETEM, 2010). Veit et al., 2006
mostraram o funcionamento do separador eletrostatico no qual os materiais n&o

condutores como os polimeros carregaram-se de carga no campo elétrico e foram
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atraidos pelo tambor do separador. Os materiais condutores que nao adquiriram
carga, ficaram livres e os materiais de fragdo mista foram reprocessados. Apos as
separagdes eletrostatica e magnética para as PCI, os produtos finais apds os
processos apresentam uma concentracdo dos metais nas fragbes magnéticas e
condutoras. Veit et al., 2006 observaram nas fragdes resultantes no processamento
mecanico de PCIl de REEE, que o cobre foi o metal em maior quantidade e que ficou
concentrado na fragdo condutora com 53,04 % em massa, assim como o estanho que
foi de 20,22 % em massa. O ferro foi um dos metais retido, pelo separador magnético
com 43,81 % em massa e o niquel com o teor de 14,96 % em massa. Contudo, mesmo
com o0 aumento da concentragdo dos metais, os mesmos podem ser ainda mais
enriquecidos e separados pelos processos metalurgicos de pirometalurgia,

hidrometalurgia, biohidrometalurgia e eletrometalurgia (Veit et al., 2006).

3.3.2. Processamento pirometalurgico
O processamento pirometalurgico tem, como principio, a separagao térmica dos
materiais e inclui alguns processos como pirdélise, incineragao, fundi¢cao, formacgéao de
escoria, sinterizagdo e reagdes em elevadas temperaturas (Hoffmann, 1992). Na
recuperacao de metais de PCI (metais ferrosos e preciosos), o processamento térmico
utiliza temperaturas entre 350 °C e 950 °C para a degradacao do material polimérico,
com consequente concentracdo dos materiais ceramicos e alguns 6xidos metalicos
na escéria (Cui et al., 2008; Sum, 1991). A Tabela 8 mostra alguns exemplos de

patentes com processos pirometalurgicos aplicados a PCI (Rocchetti et al., 2018)

Tabela 8 — Exemplos de patentes de processos metalurgicos aplicados a PCI (Rocchetti et al., 2018).

Titulo da Patente NUmero Ano
Meétodo de tratamento combinado de metalurgia para residuos de PCI multi-metal em po CN106381391 2017

Método de reciclagem de metal em pd de residuos de PCI CN104694759 2015
Método para eliminar o retardante de chamas de plastico PVC a partir do concentrado de residuos de PCI CN104710708 2015

As PCI sao constituidas de plasticos, metais e fibra de vidro (Hall et al., 2007b).
A fibra de vidro é considerada um compdsito termofixo ou material plastico nao
reciclavel pois ndo pode ser fundida nem moldada (Jie et al., 2008). Os aditivos
encontrados nos polimeros dos REEE como os retardantes de chama (hidréxido de

aluminio, boratos, fosfatos, trioxido de antiménio, hidroxido de magnésio e
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halogenados) que contém bromados, reduzem o ponto de fusdo dos polimeros e por
isso impossibilitam o seu processamento mecanico; dificultam o seu coprocessamento
(queima) em cimenteiras e o0 seu reprocessamento na produgdo de novos
componentes plasticos. Os polimeros que contém os compostos organicos bromados
sdo conhecidos como os polibromados (PBDE), hexabromociclododecano (HBCD),
tetrabromobisfenol A (TBBPA) e polibromofenilo (PBB) (De Wit, 2002).

A queima dos retardantes de chama pode produzir dibenzo-p-dioxinas e
dibenzofuranos que se destacam pela toxicidade (Menad et al., 1998; Schwetz et al.,
1973). O processo de pirdlise a seco (sem oxigénio) pode ser um método para a
reciclagem de PCI, na presenca de 6xidos de metais como ZnO, Fe>O3, CuO, Lax0s3,
CaCO3 e CaO. O propésito da utilizagdo desses oxidos € de fixar o bromo como
oxibrometo inorganico, evitando a liberagdo de compostos organobromados, HBr e
Bro.

Na pirdlise (na auséncia de oxigénio) das PCIl ocorre a decomposi¢cao dos
compostos orgénicos com a formagdo de gases e um Oleo da pirdlise que sdo
utilizados como combustiveis (Jie et al., 2008). Os gases da pirdlise sdo constituidos
de gases combustiveis (alcanos, alcenos, formaldeido e CO); gases nao combustiveis
(vapor dagua e CO>); gases corrosivos (HCI e HBr). Os produtos liquidos da pirdlise
sdo compostos por fragmentos das cadeias dos polimeros como fenol,
4-(1-metiletilfenol), p-hidroxifenol, tetrabromobisfenol A (TBBPA) e produtos gerados
da decomposicao da resina epoxi. Os residuos ou particulas solidas da pirdlise sao
formados por fuligem, fibra de vidro, metais e cargas minerais. As cinzas contém
cobre, ferro, zinco, aluminio, niquel, calcio e prata (Hall et al., 2007a; 2007b).

A presenga de elementos como estanho, chumbo, mercurio e cromo
hexavalente na concentragdo acima de 1000 ppm e para o cadmio no teor acima de
100 ppm, impedem a reciclagem dos polimeros devido que esses metais catalisam a
degradacédo dos polimeros nos processos de reciclagem (Martinho et al., 2012;
Fujimori et al., 2012). Os problemas no processamento dos polimeros causados pelos
teores dos metais, explica porque a separacao das fracbes metalica e ndo metalica
deve ser realizada com critério.

A pirdlise dos polimeros de PCI ocorre por um mecanismo de radicais livres
com oxigénio. O processo forma grupamentos hidroperoxidos (ROOH) e a sua
decomposicao produz as espécies reativas H° e HO°. Um possivel mecanismo de

pirélise com as poliolefinas € ilustrado:
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(poliolefina) RH Re+H?®° Equacéo 2
R°+ 0O ROO ° Equacéo 3
ROO ° + RH ROOH +R° Equacao 4
ROOH RO°+HO?° Equacéo 5

Na presenca de oxigénio, as reagdes 2 e 3 aceleram o processo € o resultado
final € a formagédo de hidrocarbonetos de baixo peso molecular e radicais livres
reativos como H° e HO®°.

Os aditivos retardantes de chama halogenados sao compostos
carbohalogenados RX, onde R é um radical organico e X € um halogénio. Os radicais
reativos H° e HO® formados na combustao sao neutralizados pelo carbohalogenado,

dissociando o agente halogenado:

RX R ° + X ° (reagdo com aquecimento) Equag&o 6
O radical halogenado reage com C-H para formar o acido halogenidrico:
X°+ RH R°+ HX Equacéo 7

O &acido halonidrico reage com os radicais reativos H° e HO® estabilizando e

interrompendo 0 mecanismo do processo de combustao:

HX + H °
HX + HO °

Hy + X° Equacéo 8

HO + X° Equacéo 9
Os radicais reativos H° e HO® sdo substituidos pelos radicais halogenidricos
que atuam como retardante de chama e o acido € regenerado pelo radical

halogenidrico com C-H:

X °+ RH

R°+ HX Equagéo 10

O acido halogenidrico atua como um catalisador, ndo sendo consumido no
decorrer do processo. A efetividade dos retardantes de chama halogenados segue a

sequéncia:
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F<Cl<Br<lI

Os retardantes de chama halogenados formam dois compostos pelos
mecanismos de atuagdo: os organohalogenados e os acidos halonidricos. Os
compostos organohalogenados como os organobromados e os organoclorados sao
substancias tdxicas e os acidos halogenidricos possuem poder de corroséo.

Os compostos organo-halogenados podem aparecer nos 6leos de pirdlise e
nos gases e a desalogenagao deve ocorrer nos processos no tratamento de polimeros
contendo retardantes de chama halogenados. Na pirdlise libera HX (X = CI, Br) no
qual o cloro e o bromo sao fixados como haletos inorganicos.

No processamento pirometalurgico de REEE estdo associadas as vantagens
de processar qualquer tipo de residuo eletroeletrbnico; de ndo necessitar de pré-
tratamento e de ter poucas etapas no tratamento (Lewis, 2015). O processamento
térmico de sucata eletrénica pode causar problemas como a formagao de dioxinas e
furanos através da queima de polimeros e outros materiais isolantes; a perda de
metais através da evaporagdo de seus cloretos; cargas minerais e fibra de vidro

aumentam a quantidade de escéria no forno, elevando as perdas de metais nobres.

3.3.3. Processamento hidrometalurgico

O tratamento de REEE pode ocorrer pela rota hidrometalurgica com a lixiviagao
do residuo através de uma solugao lixiviante que pode ter caracteristicas acidas ou
basicas ou ainda uma combinagdo das solugdes lixiviantes para a dissolugdo dos
materiais de interesse (Rosenqvist, 1974; Oliveira, 2012).

Na lixiviagado o residuo entra em contato com o agente oxidante em fungéo dos
metais que estdo na forma reduzida ou em ligas (Dodson et al., 2012; Tuncuk et al.,
2012). A lixiviagao acida (HCI, H2SO4, HNO3) com um oxidante (Cl2, H2O2, O2, NaCIO
e Fes*) é utilizada para solubilizar metais como o cobre, na forma de cations simples
ou de anions de acidos complexos (Ackil et al., 2015; Yazici et al., 2013; Sun et al.,
2015).

A lixiviacdo do residuo com a producao de insoluveis e o liquor do processo de
lixiviagao, depende da afinidade com o lixiviante acido (Buzatu et al., 2013). A solugao
lixiviada contém os materiais dissolvidos e segue para as etapas de separagao e
recuperacao de metais de refino da prata e de metais preciosos (Jackson, 1986), com
o emprego de solugdes alcalinas (NaOH, KOH), de cianetos alcalinos (NaCN e KCN),

utilizadas na extracdo de ouro de minérios de baixo teores (Ghosh et al., 2015). A
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Figura 8 mostra de uma maneira geral, o fluxograma do processamento

hidrometalurgico para os residuos de PCI (Jackson, 1986).

REEE

l

Acidos/Agente Oxidante —> Lixiviagio —>

Insollveis

v
Solugao Lixiviada

\ 4

Recuperacgéao de
Metais

Figura 8 - Fluxograma de processamento hidrometalurgico de REEE (Jackson, 1986).

Para o tratamento da sucata eletroeletrnica podem ser aplicadas diversas
técnicas hidrometalurgicas para a dissolucdo dos materiais. As técnicas
hidrometalurgicas podem envolver, na lixiviagado quimica, o uso de reagentes quimicos
(cianeto, haleto, tiuréia, tiossulfato), os ligantes (EDTA, DTPA, NTA, oxalato), a
decapagem hidrometalurgica (FeClz, CuClz, acido cloridrico e solventes organicos) e
o tratamento envolvendo acidos (H2SO4, HCI, agua régia, hipoclorito de sédio e
mistura de acidos como o H.SO4 com o HNO3) (Pant et al., 2012). A Tabela 9 mostra
alguns exemplos de patentes de processo hidrometalurgicos para tratamento das PCI
(Rocchetti et al., 2018).

Tabela 9 — Exemplos de patentes de processos hidrometalirgicos — Extragdo e solubilizagdo de
elementos das PCI (Rocchetti et al., 2018).

Titulo da Patente Numero Ano
Método para reciclar PCI obsoleta JP2017041655 2017

Método para a remogao de Sn de residuos de PCI multi-metal em pd e preparagéo com estanato de potassio ~ CN106381393 2017
Método de tratamento combinado de metalurgia para residuos de PCI multi-metal em p6 CN106381391 2017

Meétodo de pré-tratamento quimico de mineragao para residuos de PCI multi-metal em p6 CN106381392 2017
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O 4&cido sulfurico (H2SO4) € um agente lixiviante utilizado em processos
industriais, com as vantagens de que € mais barato que os demais acidos, apresenta
poucos problemas de corrosao durante o uso no processo e € indicado para a
lixiviagdo de minérios (Habashi, 1970; CNI, 2012). Pode ser utilizado concentrado,
diluido ou algumas vezes misturado com outros acidos (Ferreira et al., 2011).

Na lixiviagdo estdo envolvidos alguns principios que podem afetar o processo
como contaminagdo ambiental através do H*, CO2, O, ClI, SO4%, que podem causar
fissuras ou tensdes externas, assim como a erosao do material ou a degradacéo fisica
da matriz sélida (Gupta, 2003; Volsky et al., 1978; Leaf, 2014). Outros fendbmenos
podem influenciar a lixiviagdo como os parametros fisicos de tamanho de particula,
permeabilidade, porosidade e geometria.

Os parametros quimicos como a composi¢ao do sélido, pH da solugéo, relagao
solido/liquido, potencial de oxirreducdo, complexacdo, dessorcdo e atividade
bioldgicas. Os fendbmenos de transporte de massa como a difusdo, equilibrio, area
superficial e a temperatura. Outros fatores como as concentracdes das espécies, 0s
sais insoluveis, OH e a composicdo do agente lixiviante como agua, acidos e
quelantes também podem influenciar no processo da lixiviagdo (Rosenqvist, 1974;
Jackson, 1986).

A dissolugéo da parte metalica esta ligada a relagdo pH/Eh e pode ser estudada
por meio dos diagramas de Pourbaix através dos sistemas metais/lixiviante de acordo
com as temperaturas (Jackson, 1986; Habashi, 1970). A Figura 9 mostra o Diagrama
de Pourbaix do sistema cobre-agua a 25 °C e apresenta as espécies do cobre (HSC

Chemistry).

Eh (Volts) Cu - H20 - System at 25.00 C
2.0 T T T T T T

Cu(+2a) CuO

-2.0
0 2 4 6 8 10 12 14
File: C:\HSC3\CU25.1EP pH

Figura 9 - Diagrama de Pourbaix: sistema Cu-H20, 25 °C, Software HSC Chemistry 3.02 (HSC).
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O diagrama de Pourbaix do cobre-agua a 25 °C mostra as regides nas quais o
cobre se apresenta na forma sollvel ou ibnica e o campo de estabilidade de Cu?*
localiza-se na faixa de pH de 0 a 4 no potencial de oxirredugdo entre 0,4 Ve 2V
(Moraes, 2011).

Na reciclagem de PCI, os agentes de lixiviagao utilizados sdo os acidos e a
concentragdo depende do metal que se deseja solubilizar (Jackson, 1986; Deveci et
al., 2010). Os metais basicos como cobre, aluminio, ferro, zinco, estanho, prata,
chumbo entre outros, sdo solubilizados em meio acido ndo muito concentrado e no
qual ndo ocorre a solubilizagdo dos metais nobres (Jackson, 1986; Kinoshita et al.,
2003).

Kasper et al., 2011 recuperaram cobre de PCI de celulares e utilizaram agua
régia na razao solido:liquido de 1:20 por duas horas a 60 °C e sem agitagao. O cobre
foi separado pelo processo de eletrodeposicdo com uma recuperacao de 92,8 %. A
agua régia € utilizada na caracterizagdo de REEE em fungdo da capacidade de
dissolucédo dos metais (Moraes, 2011; Yamane, 2012; Yamane et al., 2011).

O HNO3 pode ser utilizado para a dissolugéo de forma seletiva metais em PCI
como Cu, Ni, Pb e Ag em relagdo ao Au e Sn (Bas et al., 2014; Kinoshita et al., 2003).
Meccuci et al., 2002 realizaram experimentos com HNO3 em temperaturas de 80 °C
para a dissolugdo de Cu e Pb e obtiveram dissolugdes de 83 % e 90 %
respectivamente. Bas et al., 2014 extrairam 99,7 % de Cu utilizando HNO3z 5 mol / L
apos duas horas de dissolugdo. As equagdes a seguir, ilustram as reagdes com 0s
metais Cu, Pb e Sn com NHOs3:

3 Cu(s) + 8 HNOs3(aq) 3 Cu(NOs)2(aq) + 2 NO(g) + 4 H20(l) Equag&o 11
Pb (s) + 2 HNO3(aq) Pb(NO3)2(aq) + Ha(g) Equagéo 12
Sn(s) + 4 HNO3(aq) H2SnOs(s) + 4 NO2(g) + H20(1) Equag&o 13

Fogarasi et al., 2014 utilizaram H2SO4 na presenca de um agente oxidante
auxiliar como Fes* para promover a dissolugdo e recuperar o Cu. ions de Fes*
catalisam o processo de dissolugdo de metais (Gurung et al, 2013). Apds a
eletrodeposigdo com densidade de corrente de 4 mA/cm? e concentragdo inicial de
Fes™ de 0,37 mol/L, obtiveram 99,04 % de Cu. Segue a equagao que mostra a reagao

pela dissolugao do Cu em meio acido com o oxidante Fes™:
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Cu(s) + 2 Fes*(aq) < Cux*(aq) + 2 Fex*(aq) Equagao 14

Havlik et al., 2014 mostraram extragées de Cu com HCI < 1,0 % e concluiram
que a pequena quantidade de Cu lixiviado foi devida a formagao de 6xido que recobriu
as particulas de Cu. O HCI dissolve o estanho e pode manter o metal em solugao de

acordo com as reacdes envolvidas no processo de lixiviagao:

Sn(s) + 2 HCl(aq) < SnClx(aq) + Hz(aq) Equag&o 15
Sn(s) + 4 HCl(aq) < SnCls(aq) + 2 Hz(aq) Equagéo 16

Oishi et al., 2007 lixiviaram PCI para recuperar Cu°® e utilizaram sulfato de
amonio e cloreto de aménio com cations de Cuz* como agente oxidante. Yang et al.,
2012 utilizaram esse mesmo meio contendo aménia em concentragdes iguais de
2 mol / L, em contato com cations de Cux* como agente oxidante, na temperatura de
35 °C por 2 horas de lixiviagado. Apds o processo de lixiviagao dissolveram 96,7 % de
Cu e 99,7 % de Zn. Yazici et al.,, 2013 utilizaram ar/oxigénio em solugbes de
sulfato/cloreto (cloreto na concentracao de 46,6 g/L) com Cux* como agente oxidante
e dissolveram 92 % de Cu apds 30 minutos.

Os metais em solucdo podem ser separados através de uma combinacgao de
tecnologias como precipitagdo, extragdo por solventes, redugdo quimica, adsorgéo,
troca idbnica, cementacao, eletrodeposicédo entre outras. A escolha dos processos de
recuperagcao dos metais depende de parametros como o sistema de lixiviagao, a
concentracédo dos metais e os interferentes (Tuncuk et al., 2012; Yang et al., 2017).

As técnicas de separacédo dos metais possuem pontos positivos e negativos
com relagdo ao consumo de insumos, geragao de residuos, seletividade e rendimento.
Um ponto importante para a escolha da técnica de separagédo dos metais € a
concentragdo dos mesmos presentes na solugao.

A técnica de separacido simples e de baixo custo é a precipitacdo quimica
(Buzatu et al., 2013; Ferella et al., 2008; Ma et al., 2013) e a extragao por solventes
tem as vantagens de seletividade e de capacidade de ampliagdo da operagdo em
escala comercial (Kasper et al., 2011; Lacerda et al., 2009; Sayar et al., 2009). A
caracteristica multicomponente da fracdo metalica, mesmo com as separagdes

fisicas, ndo escapa das etapas quimicas de separagcado dos metais. A composicao de
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metais com propriedades quimicas e fisicas distintas, faz necessario a dissolugao
parcial ou total como meio para a separagéo e extragdo dos metais (Gotfryd et al.,
2013; Willner et al., 2015).

A recuperagao de metais das PCI pode seguir uma ordem geral como Cu, Ag,
Pd, Al, Sn, Pb, Pt, Ni e Zn, mas a variacdo de composicao pode mudar essa prioridade.
Como desafio e incentivo aos estudos nesta area, muitos dos processos ainda nao se
viabilizaram em operagado comercial devido ao consumo de energia, a quantidade de
residuos produzidos e a baixa seletividade de acidos inorganicos como agentes de
lixiviagao (Zhou et al., 2010; Ghosh et al., 2015; Zhu et al., 2012; Silvas et al., 2015).

3.3.3.1. Processamento biohidrometalurgico

A biohidrometalurgia foi desenvolvida a partir da bioquimica dos
microrganismos nos processos de solubilizagdo dos metais (Yamane, 2012; Gupta,
2003). A base desses processos esta nas interagdes fisicas e ou quimicas entre os
microrganismos com o substrato e os seus subprodutos (Garcia, 1989; Morin, 2006).

Nos ultimos anos, a recuperacgao e reciclagem de materiais a partir de REEE
através da biotecnologia tem se mostrado uma técnica relevante como nas areas da
biometalurgia com o bioprocessamento de minérios de baixo teor da mineragao
(Garcia, 1989; Urenha, 1991). A Tabela 10 mostra alguns exemplos de patentes apods

0 processo biometalurgico (Rocchetti et al., 2018).

Tabela 10 — Exemplos de patentes com técnicas de precipitacdo e purificacdo, antes e apos os
processos metalurgicos (Rocchetti et al., 2018).

Titulo da Patente NUumero Ano

Apds processos Processo para melhorar a eficiéncia bioldgica da lixiviagéo de cobre em residuos dePCl

hidro/biometallrgicos, usando nanotubos de
incluindo eletrometallrgicos carbono dopados com nitrogénio CN104630488 2015
Processo para reciclagem de cobre em residuos de PCI CN105039704 2015
Depois de Processos Método de enriquecimento e separagdo de antimdnio em multi-metal de PCl descartado ~ CN105039705 2015
Pirometaldrgicos Método de enriquecimento e separagdo de niquel em multi-metal de PCI descartado CN105039706 2015
Método de enriquecimento e separagdo de cromo em PCl descartada CN105039707 2015
Método de enriquecimento e separagdo de cobalto em residuos de PCI multi-metal de recursos

hibridos CN105039709 2015

Método de enriquecimento e separagéo de cadmio em residuos placa hibrida de metal hibrido CN105039710 2015
Enriquecimento e separagéo de estanho em multi-metal de PCI de residuos CN105039741 2015
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Rosario (2017) investigou a capacidade de degradagao bacteriana de cianeto
com cepas nativas isoladas de rejeitos de mineragdo de ouro, e foram encontradas
cepas como Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis. A cepa B.
licheniformis apresentou uma taxa de degradagdo de cianeto de 99,5 % em
temperatura de 32 °C e 190 rpm, comprovando o potencial de degradagéo das
bactérias e o potencial na utilizagdo como alternativa de tratamento em efluentes
contaminados com cianeto.

Na recuperacéo de metais, as duas principais areas da biohidrometalurgia sdo
a biolixiviagao e a biossorcao. A biossorgao se aplica nas propriedades como tamanho
e estruturas da superficie, que determinados microrganismos vivos ou mortos, tém de
interagir e concentrar ions de solugdes metalicas (Dobson et al., 2007). A biomassa
microbiana apresenta areas superficiais especificas fornecendo sitios ativos com
seletividade para sorcédo de ions metalicos. A aplicacdo da biosorcédo se apresenta na
tecnologia de biorremediacao e pode ser utilizada para a recuperagéo de metais.

Baltazar (2017) estudou o potencial de biossorcdo de cobre por dois
microrganismos isolados de uma area de mineragao: Rhodococcus erythropolis e
Enterobacter cloacae, as quais apresentaram capacidades maximas de biossorcao de
Cu?* de cerca de 122 mg/g e 370 mg/g, respectivamente. As condigdes de biossorgéo
encontradas para as linhagens de bactérias foram de 28 °C, 180 rpom e 0,1 g/L de
biomassa para pH de 5 e 6.

A biolixiviagao encontra-se nos processos de solubilizagdo dos metais por meio
da acdo de microorganimos (Brandl, 2008). O processo de lixiviagdo de metais a partir
de fontes secundarias como matéria-prima com a agdo de microrganismos tem
apresentado resultados na recuperagcao dos metais de interesse, como no caso do
lodo do processo de galvanizagao, do rejeito da fundi¢do de cobre, da lama vermelha,
dos solos contaminados entre outros (Bayat et al., 2010; Kaksonen et al., 2011; Qu et
al., 2013; Ren et al., 2009).

A biolixiviagdo pode ser aplicada também em tratamento de REEE para a
recuperacao de metais pois € considerada uma tecnologia de baixo custo de
instalagdo e operagao, além de baixo consumo energético (Tuncuk et al., 2012).
Alguns fatores devem ser considerados para determinar as condicbes adequadas
para o processamento dos REEE como as propriedades e caracteristicas do residuo,
tamanho da particula e area superficial do substrato, adaptagdo dos microrganismos,

pH, temperatura, potencial de oxirredugéo entre outros (Dodson et al., 2012).



34

A combinacgao das técnicas de biossorcio e biolixiviagcdo € uma inovagao que
podera auxiliar na interagdo dos microrganismos, recuperando e concentrando de
forma seletiva os elementos, sem a necessidade do uso de reagentes toxicos ou

processos que produzem residuos (Giese et al., 2018).

3.4. Biotecnologia no tratamento de residuos

O uso da tecnologia microbiana tem se mostrado como um processo alternativo
na recuperagao de metais dos REEE. A combinagdo de processos como o de
biolixiviagado e biossor¢ao, tém se mostrado como tecnologias promissoras que podem
ajudar na concentragdo de elementos contidos nos residuos tecnologicos ou
dispersos no meio ambiente, sem a necessidade do uso de produtos toxicos ou

processamentos com geracao de residuos (Gorak & Stankiewicz, 2017).

3.4.1. Parametros da agao bacteriana

Um dos aspectos fisicos-quimicos importantes da agdo dos microrganimos que
afeta a capacidade de oxidagao inclui o pH. Os microrganismos acidofilos sao capazes
de crescer em ambiente acido com uma variacdo do pH entre 1,5 e 4,5 como a
bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans que utiliza o ferro ferroso como fonte de energia
(Tuovinen et al., 1990).

Para essa bactéria, valores na faixa de pH de 1,5 a 4,5 favorecem o
crescimento, mas valores de pH menores que 1,5 e maiores que 4,5 resultam na
inibicdo do crescimento bacteriano. Existem pesquisas que investigaram a resisténcia
ao pH por parte dessa bactéria e sugeriram que a adaptacéo ao pH se deve ao contato
do ambiente acido a estrutura da membrana citoplasmatica, assim como a
composig¢ao da parede celular dos microrganismos (Smith et al., 1988; Pesic, 1996).

O pH de crescimento da A. ferrooxidans esta em torno de 2,0 e o pH dentro da
estrutura celular € de cerca de 6,5. Essa diferengca de pH confere um gradiente na
membrana celular e a quantidade necessaria de prétons (H*) para a redugao do Oo.
(Cobley et al., 1983) As bactérias acidofilas necessitam de H* que associados com
uma fonte energética (Fe?*) e com a redugéo do O, estabelecem um gradiente elétrico
através da membrana para a formacgéo da ATP (adenosina trifosfato). A ATP € uma
molécula que tem a fungao de armazenar energia para as atividades vitais das células
(Nelson et al., 2008).
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A ATP pode ser produzida através de um processo de fosforilagdo oxidativa.
Para a producédo de ATP, um radical fosfato inorganico (Pi) € acrescentado a uma
molécula de ADP (adenosina difosfato), que utiliza a energia da decomposicéo de
carboidratos como a glicose (fosforilagao oxidativa) (Nelson et al., 2008). As equacgdes
17, 18 e 19 mostram os elétrons na reagéo de oxidagédo do Fe?* que liberam energia

para a fosforilagdo oxidativa do ADP, com o O aceitando os elétrons da reacao.

2Fe?* — 2Fe3* + 2e~ Equagdo 17
ADP + Pi —» ATP Equacéo 18
0, + 2H* + 2e¢~ - H,0 Equacédo 19

O sistema ferro-oxidase, trata-se de um complexo enzimatico que fica situado
na membrana das células, que em conjunto com a cadeia respiratéria, sao
responsaveis pela transferéncia dos elétrons de substratos oxidados. O sistema de
transferéncia dos elétrons é composto por proteinas como o citocromo do tipo a1, dois
citocromos do tipo ¢ e a rusticianina (Ingledew et al., 1980). A Figura 10 mostra o

sistema de captacao e transferéncia de elétrons na oxidacao do ion Fe?*.

Parede Periplasm Membrana Citoplasma
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Figura 10 - Conjunto de captacédo e transferéncia de elétrons durante a oxidagdo de ions ferrosos
(Ingledew et al., 1980).

A proteina rusticianina, situa-se no periplasma, que de acordo com a Figura 10,
esta entre a parede celular e a membrana, sendo o aceptor inicial dos elétrons de
substratos oxidaveis com os ions ferrosos. A sucessao de acontecimentos no sistema
das células, durante a oxidagdo de ions Fe?*, pode ser resumido de acordo com

Ingledew et al., 1980:
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Fe2*
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Fe®

A oxidacgdo bacteriana do ion ferroso (Fe®*) necessario para o crescimento
celular, tem como produto o ion férrico (Fe®*). A transferéncia de elétrons do sistema,
sdo captados de inicio pela rusticianina e tem o O2 como o aceptor final dos elétrons.

Um outro parametro fisico-quimico interessante € o potencial de oxirredugao
que esta relacionado a acgao bacteriana durante o processo de biolixiviagcdo, quando
ha a oxidacado dos ions ferrosos a ions férricos (Sobral et al., 2010). O aumento no
valor do potencial de oxirredugao esta diretamente relacionado a concentragao de
ions férricos e indiretamente relacionado a oxidacao pela agcao das bactérias dos ions
ferrosos (Garcia, 1989).

No processo de oxidacdo quimica pelo ion férrico o potencial de oxirreducao
pode ficar em valores proximos de 450 mV. Em processos microbiol6gicos os valores
do potencial de oxirredugao podem ultrapassar 700 mV (Silvas, 2014). A razao entre
os ions de ferro esta relacionada com o potencial de oxirredug¢ao através da equacao

de Nernst (Equagao 20):

Equacgéao 20

2,303. R. T) 1 Fe3t
F Fe2+

En=E°—(

Onde En = Potencial de oxirredugéo em V;
E° = Potencial Padrao: +0,75 V;

R = Constante dos gases (J/mol. K);

T = Temperatura em K;

F = Constante de Faraday (J/mol. V);

Um outro parametro fisico e bioquimico que afeta a capacidade da bactéria no
processo de oxidagao € a adaptacao bacteriana. A adaptacédo é uma parte importante
na condugao metabdlica da bactéria na qual adquire a capacidade de reconhecer um
novo substrato e responder as varias condicbes como as alteracdes da concentracao
do substrato no meio, resistir as substancias toxicas e resistir a escassez de nutrientes
essenciais (Padan, 1984; Guiliani et al., 2000).
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O processo de adaptagcdo de microrganismos aos substratos aumenta a
velocidade da atividade microbiana. O cultivo sucessivo com acréscimos crescentes
de substrato pode elevar a velocidade de oxidagao. A adaptagdo dos microrganismos
a doses progressivas de substrato aumenta a tolerancia as concentragbes maiores
dos metais dissolvidos durante o processo da biolixiviagao (Attia et al., 1985; Modak
et al., 1995).

O mecanismo da tolerancia de metais na bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans
pode ser atribuido as bactérias ndo adaptadas que contenham uma quantidade de
células tolerantes a substancias toxicas. As células tolerantes na presenca de
substancias toxicas e através do cultivo repetitivo, poderiam ser selecionadas. A
maioria da populagéo torna-se tolerante e se seleciona acima das outras (Modak et
al., 1995).

3.4.2. Contagem das células bacterianas

O crescimento de uma populagao celular pode ser medido pelas alteracdes
celulares ou na concentragdo de algum componente celular como uma proteina,
acidos nucleicos ou ao peso seco das células (Madigan et al., 2010). O
desenvolvimento celular pode ser medido pelo método de contagem total de células
com o uso de um microscopio em uma cultura microbiana e como um segundo método
em amostras liquidas, pode ser utilizado o citdbmetro de fluxo.

A contagem microscopica € um método simples e rapido para estimar o numero
microbiano e a citometria de fluxo utiliza um equipamento complexo com raio laser
para a contagem e diferenciagéo celular. A contagem dos numeros microbianos com
0 uso de microscopio apresenta desvantagens como sendo uma técnica que nao é
possivel separar as células vivas de células mortas, sem o uso de coloracdes
especificas; além de dificil visualizagdo para células pequenas ou suspensdes
celulares de densidade menor do que 10° células/ mL e ainda se a amostra apresentar
precipitados podem ser confundidos com as células microbianas (Madigan et al.,
2010).

Para se obter o numero apropriado de células na amostra a ser contada, deve-
se fazer diluicdes. Como nao pode ser possivel prever um numero aproximado de
células viaveis na amostra, realiza-se diluicbes seriadas da amostra. Para uma
diluicado decimal, pode-se misturar 1 mL da amostra a 9 mL de meio de cultura. Para

uma diluigdo centesimal, deve-se misturar 0,1 mL da amostra a 9,9 mL de meio de
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cultura ou de diluente. Uma diluigdo de 102 pode ser preparada com duas diluicdes
decimais seriadas. Para uma diluicdo de 10° pode ser realizada com trés diluicdes
seriadas de 10 ou seis diluigdes sucessivas de 10" (Madigan et al., 2010).

A contagem de células viaveis pode ser realizada através do método de
contagem em placas, uma vez que uma célula é capaz de crescer e dividir-se,
formando uma colénia. Deste modo, o numero de colbénias e o numero de células
microbianas sao proporcionais. A contagem em placas pode ser realizada pelo
método de semeadura por espalhamento. No método de semeadura por
espalhamento, um volume de 0,1 mL da cultura diluida é espalhado sobre a superficie
de um meio sdlido que pode ser agar, com a ajuda de uma alga de vidro estéril. A
placa fica incubada em uma estufa até que se desenvolva as col6nias microbianas
(Madigan et al., 2010).

A andlise por citometria de fluxo é realizada com a metodologia de seleg¢ao das
células ativas e exclusdao das células mortas através da marcacdo com corante
fluorescente. Esse equipamento diminui o tempo de analise e em comparagdo com a
contagem visual. A contagem por citometria de fluxo permite a distingdo das células
de acordo com a dispersdo ou absorcao de luz e intensidade de fluorescéncia
(Nebe-von-Caron et al., 2000; Givan, 2001).

Os parémetros no citbmetro de fluxo s&o realizados pela passagem da amostra
por um feixe de laser com um determinado comprimento de onda e pela absorgéo da
luz dispersa por cada célula ao passar pelo feixe de luz. Em cada analise podem ser
passadas milhares de células por segundo. Os dados sdo analisados estatisticamente
pelo software fornecendo as caracteristicas celulares como tamanho, granulosidade
e fendtipos das células de interesse (Invitrogen, 2011; Bacal et al., 2003; Shapiro,
2003). As células passam uma a uma pelo feixe do laser e sdo aspiradas e injetadas
no meio de um fluxo continuo. Conforme as células passam pelo laser, espalham a

luz em todos os angulos, como mostrado na Figura 11.
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Figura 11 — Componentes do Citdmetro de Fluxo (Invitrogen, 2011).

A disperséo frontal (forward scatter — FSC) é proporcional ao tamanho da célula
e pode ser utilizada para analisar esse parametro. A luz espalhada é medida por um
detector que transforma a intensidade em voltagem. As células de pequeno tamanho
fornecem pequeno espalhamento de luz e células grandes espalham maior
quantidade de luz, desta maneira, o pulso para cada célula é proporcional ao seu
tamanho. A luz espalhada lateralmente (side scatter — SSC) é o resultado da sua
granulosidade e da caracteristica estrutural da célula. A luz dispersa é focalizada por
um sistema de lentes e coletada por um detector localizado a 90 graus do laser (Bacal
et al., 2003; Ligler et al., 2010; Invitrogen, 2011).

As informacgdes de fluorescéncia sao coletadas da mesma forma que os dados
de dispersao lateral e frontal. Na populagao de células marcadas com fluoréfonos,
algumas células emitirdo mais fluorescéncia que as outras células. Cada célula que

passa pelo laser, emite um sinal de fluorescéncia, conforme mostrado na Figura 12.
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Figura 12 — Dispersdes Frontal e Lateral e a Fluorescéncia (Invitrogen, 2011).

A luz fluorescente é direcionada ao detector, no qual é transformada em um
pulso de voltagem. Este pulso de voltagem é equivalente a quantidade de
fluorescéncia enviada ao detector. Os pulsos gerados sao representados por graficos
ou por um histograma de intensidade de fluorescéncia em fungdo do numero de
células. O grafico de dispersao frontal (tamanho) e lateral (granulosidade) podem ser
representados por um dot plot. Os Beads ou bilhas fluorescentes sdo usadas na
calibragdo do equipamento e checagem da eficiéncia dos detectores, ou seja, verificar

todas as condigdes do citbmetro (Bacal et al., 2003; Invitrogen, 2011; Bushnell, 2015).

3.4.3. Mecanismos do processo de biolixiviagao

Os mecanismos do processo de biolixiviagcdo foram estudados a partir da
reagcdo de oxidagdo catalisada pela agdo dos microrganismos que oxidam ions
ferrosos e ou compostos sulfurados em minérios sulfetados (Holmes, 1989; Sand et
al., 2001). A reagao geral do processo de biolixiviagdo esta representada pela

Equacgao 21.

MS(s) + 20, — MSO,(aq) Equagao 21
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A oxidag&o dos minérios sulfetados pela agado dos microrganismos pode ocorrer
através dos mecanismos direto e indireto (Crundwell, 2003). No mecanismo direto
ocorre uma interagao entre o microrganismo e a superficie do minério sulfetado sem
a formacéao de sulfato (Ghauri et al., 2007). As reagdes do mecanismo direto estao

representadas na Equacgdes 22 e 23.

MOOS
M, S(s) + 10,(g) + 2H*(aq) — M?*(aq) + S°(s) + H,0 Equagéo 22
MOOS
S9(s) + 30, (g) + 2H*(aq) — H, SO4(aq) Equacdo 23

No mecanismo indireto a oxidagao dos minérios sulfetados ocorre pela acéo do
Fe3* como agente oxidante (Watling, 2006). A Equagdo 24 representa a oxidagao do
ion Fe?* formando o ion Fe3* e a Equacgéo 25 representa a oxidagéo do sulfeto mineral
pela acdo do Fe3* formando o ion Fe?* que é reoxidado a Fe®* pela acdo dos
microrganismos formando um ciclo de regeneracéo (Giaveno et al., 2011; Schippers
et al., 1999).

Mo0s

2Fe?*(aq) + 10, (g) + 2H'(aq) — 2Fe3*(aq) + H,0 Equacso 24
MOOS

MS(s) + 2Fe3*(aq) — M?*(aq) + S°(s) + 2Fe?*(aq) Equacso 25

Os mecanismos direto e indireto que podem ocorrer simultaneamente, sao
representados na Equacao 26 com o acido formado na oxidagcédo do enxofre elementar
pelo mecanismo direto da Equagao 23 que auxilia na solubilizagdo do minério

sulfetado pelo mecanismo indireto (Crundwell, 2003).

MS(s) + 2H*(aq) —» M?*(aq) + H,S(g) Equag&o 26

No processo de biolixiviagdo, considera-se o Fe3* e os protons como os
principais agentes pela solubilizagdo do minério sulfetado (Sand et al., 2001;
Crundwell, 2003; Valdivia, 2003; Lee et al., 2012). A fungdo dos microrganismos foi
considerada apenas como agente de regeneracgao do ion férrico e ou proétons.

A reacao de oxidacdo do minério sulfetado dependera das caracteristicas da

estrutura eletrénica. No caso de sulfetos metalicos com capacidade de transferéncia
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de elétrons de maneira direta do metal para o ion férrico, podem ocorrer reagdes de
oxidagao e perda de elétrons. A partir dessas reagdes, ha a quebra da ligagdo quimica
entre o metal e o enxofre e com isso a formagao de tiossulfato (Crundwell, 2003;
Wathing, 2006; Schippers et al., 1999).

Nos minerais sulfetados que sao parcialmente soluveis em acidos pode ocorrer
o extravio dos elétrons da camada de valéncia pelo ion férrico e por protons,
quebrando assim a ligagao entre o metal e o enxofre. Neste caso, o metal pode ser
solubilizado em parte ou totalmente em acido e a oxidagao ocorre pela agéo do ion
férrico. Nessas reacdes ha a formacao de polissulfeto que por sua vez é solubilizado
pelos microrganismos que oxidam ferro ou enxofre (Crundwell, 2003; Watling, 2006).

O processo de biolixiviagdo de REEE ocorre com a oxidagao do ion ferroso pela
acao de microrganismos para a formagao do ion férrico que, por se tratar de um
agente oxidante forte, pode oxidar e solubilizar os metais contidos nos REEE (Tuncuk

et al., 2012). Esta reagéo esta representada pela Equacéo 27.

M° + 2Fe3* » M2t + 2Fe?* (M = metal bivalente) Equacao 27

A solubilizacdo do metal presente no substrato inorganico pela oxidacao faz
com que o ion férrico se reduza a ion ferroso que passa ser utilizado como fonte de
energia para 0s microrganismos que por sua vez regenera o ion férrico, contribuindo
para o ciclo entre o ion ferroso, os microrganismos e o ion férrico (Ehrlich, 2001; 2004).

O REEE pode apresentar carater alcalino e com isso elevar o pH, causando a
precipitacdo do ferro na forma de hidréxido férrico. O hidroxido de ferro pode reagir
com ions soluveis dos sais e nutrientes do meio de cultura como o NH4* e com isso
formar um precipitado denominado de aménio-jarosita. A formagéo da jarosita pode
acontecer na presencga de outros sais do meio de cultura como Na* e K*. Com isso a
disponibilidade de ferro como agente oxidante diminui no sistema impactando
negativamente a lixiviagdo das PCI (Tuncuk et al., 2012; Daoud et al., 2005).

Yamane et al., 2011 estudaram a biolixiviagdo de Cu de PCl de REEE utilizando
a A. ferrooxidans - LR que resultou em uma dissolugéo de 56 % de Cu ap6s 30 dias
em um meio contendo ions férrico. llyas et al., 2007 extrairam cerca de 85 % Cu,
75 % Al, 80 % Ni e 80 % Zn de sucata eletrénica com as bactérias Sulfobacillus
thermosulfidooxidans e Thermoplasma acidophilum. Bas et al., 2013 investigaram a

recuperacao de Cu de PCl de TVs com o auxilio das bactérias A. ferrooxidans,
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L. ferrooxidans e A. thiooxidans. Os investigadores conseguiram uma recuperagao de
85 % do Cu com o auxilio de uma adi¢do de 8 g/L de Fex*. Com esse procedimento,
o mecanismo de dissolugéo é indireto com as bactérias gerando Fe®* a partir do Fe?*.

Silvas (2014) estudou uma cepa mista formada por A. ferrooxidans,
A. thiooxidans e L. ferrooxidans para a lixiviagcdo de Cu em PCIl de REEE com adicao
de Fe®*. Os resultados mostraram uma extragdo de 100 % Cu apds quatro dias de
ensaios com uma densidade de polpa de 2 %.

O processo de lixiviagdo bacteriana apresenta vantagens com relagdo ao
tratamento pirometalurgico (queima em altas temperaturas) que requer alto gasto
energético e sendo viavel apenas em minérios com alto teor do metal de interesse.
Outro ponto negativo € com relagdo a queima de sulfetos minerais que provoca a
liberagcao de SO2, um dos gases responsaveis pela chuva acida (Garcia et al., 2001).

O processo hidrometalurgico utiliza solugbes basicas ou &acidas para o
tratamento e recuperacédo de metal de interesse. Este tratamento também é aplicado
aos minérios com elevado teor de metais em escala industrial uma vez que o valor
agregado ao metal obtido no final do processo viabiliza os custos e a sua obtengao
(Garcia et al., 2001).

Garcia et al., 2001 mencionaram as vantagens que a biohidrometalurgia
apresenta em relagcédo aos processos tradicionais de beneficiamento dos metais que
seriam: o baixo custo dos acidos e oxidantes uma vez que estes insumos sao
produzidos pelo préprio microrganismo; os reduzidos gastos de energia e operagao,
agregando valor aos rejeitos de minérios e residuos de baixo teor de metais, sendo

uma alternativa para jazidas de pequeno porte e com pequena infraestrutura.

3.4.4. Caracteristicas gerais dos microrganismos

Os microrganismos que possuem a capacidade de agao como ferro ou sulfuro
oxidantes podem ser destacados como sendo a Acidithiobacillus ferrooxidans, a
Acidithiobacillus thiooxidans, a Leptospirillum ferrooxidans e as culturas mistas
(Schippers, 2007; Rohwerder et al., 2003; Akcil et al., 2007; Plumb et al., 2008).

Acidithiobacillus ferrooxidans

O género Acidithiobacillus tem a forma de bastonetes com as extremidades
arredondadas, com diametro de 0,4 a 0,8 um e comprimento de 0,9 a 2 um (Ehrlich et

al., 2008). As bactérias deste género s&o Gram-negativas. As bactérias sdo



44

classificadas como Gram negativas ou Gram positivas conforme as caracteristicas
fisicas da parede celular. O tipo de estrutura da parede celular € comumente utilizado
para distinguir grupos de bactérias através de um método denominado de coloragao
de Gram (Urenha, 1991). Nos processos biohidrometalurgicos séo utilizadas essas
bactérias devido a sua resisténcia as elevadas concentragdes de metais nas solucdes
lixiviadas. Esta resisténcia pode ser atribuida a capacidade das células em excluirem
os cations metalicos da sua estrutura interna celular (Schippers, 2007; Ehrlich et al.,
2008).

As bactérias Acidithiobacillus ferrooxidans sao também conhecidas como
Thiobacillus ferrooxidans e a caracteristica desse tipo de bactérias € que crescem em
temperatura ambiente entre 25 a 40 °C, sendo assim consideradas como mesdfilas
com pH de crescimento na faixa de 1,8 a 2,5 (Schippers, 2007; Donati et al., 2007).
As bactérias desse tipo sdo quimiolitotréficas, o que significa que possuem um
metabolismo em que a energia necessaria para a sobrevivéncia € obtida a partir da
oxidagdo de compostos inorganicos (Schippers, 2007). Essas bactérias podem usar
hidrogénio, compostos reduzidos de enxofre, éxidos de ferro entre outros como fontes
de agentes redutores, que por sua vez, ganham energia da oxidagdo desses
compostos inorganicos como receptores de elétrons como o oxigénio (Rossi, 1990;
Bas et al., 2013). A energia € obtida por meio de reagdes de Oxido-redugao (Oliveira
et al., 2010). Uma outra condigao interessante nesse tipo de bactérias é que sao
autotroficas, ou seja, tém a capacidade de usar o CO2 da atmosfera como a unica
fonte de carbono para o crescimento (Dunlap et al., 2010). Os microrganismos
autotroficos podem ser divididos nos grupos dos termofilicos moderados, que se
desenvolvem na faixa de temperatura de 40 a 55 °C e dos termofilicos extremos, que

florescem na temperatura acima de 55 °C (Schippers, 2007).

Acidithiobacillus thiooxidans

A bactéria Acidithiobacillus thiooxidans é semelhante a Acidithiobacillus
ferrooxidans, sendo a diferenga entre os microrganismos, a capacidade da A.
thiooxidans de obter energia a partir da oxidagdo de enxofre elementar (S°),
produzindo acido sulfurico (Sand et al.,, 2007). O pH para o desenvolvimento esta
compreendido na faixa de 0,5 a 3 e sdo consideradas mesofilas com a temperatura

para o crescimento em torno de 30 °C (Bas et al., 2013).
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Leptospirillum ferrooxidans

O género Leptospirillum pertence a familia Spirillaceae e apresenta dimensodes
com 0,9 a 1,1 ym de comprimento por 0,2 a 0,4 ym de largura com formagdes espirais
(Sand et al., 2007). Sao bactérias Gram-negativas e podem depositar os ions férricos
na superficie externa da célula (Schippers, 2007). A fonte de energia séo os ions
ferrosos e a fonte de carbono € o CO. atmosférico (Rawlings et al., 1999). As
caracteristicas ideais de crescimentos estdo na temperatura de 30 °C e pH 3,0
(Johnson, 2001).

Cultura mista de microrganismos

Culturas mistas de microrganismos podem ser mais ativas na oxidagdo de
sulfetos metalicos e ions ferrosos (Akcil et al., 2007; Donati et al., 2007)- Uma fonte de
obtengao de cultura mista de microrganismos pode ser a agua acida de drenagem de
uma mina (DAM) ou que apresente o desenvolvimento de microrganismos como em
lodo de esgoto e outros rejeitos (Villar, 2003). A DAM ocorre de maneira natural apds
o contato dos minérios sulfetados a agua e expostos ao oxigénio (Oliveira, 2014). Os
microrganismos contidos na DAM agem como catalisadores na oxidagcao de minerais
contendo enxofre elementar e sulfetos (Colmer et al., 1947; Hutchinson et al., 1992).
As técnicas moleculares como o sequenciamento de genes 16s rDNA, tém se
mostrado eficiente na identificagcdo desses microrganismos (Amann et al., 1995;
Auld et al., 2013). A comunidade microbiana encontrados em uma agua de DAM esta
representada na Tabela 11 e classificada quanto a temperatura de crescimento
(Johnson et al., 2003).



46

Tabela 11 — Classificagdo dos Microrganismos de ambientes acidos da DAM (Johnson et al., 2003).

Microrganismo Classificagao
Oxidantes de ferro -
i . Mesodfila
Leptospirillum ferrooxidans e
. S Mesofila
Leptospirillum ferriphilum e
i Mesodfila
Ferroplasma acidiphilum
Oxidantes de enxofre Mesdfila
Acidithiobacillus thiooxidan e
C.d. _oba Nus thiooxidans Moderado Termdfila
Acidithiobacillus caldus .
. . Mesofila
Thiomonas cuprina .
Termofila Extrema
Sulfolobus spp.

Oxidante de ferro e enxofre
Acidithiobacillus ferrooxidans
Acidianus spp.
Sulfolobus metallicus
Redutores de ferro
Acidiphillum spp.
Oxidante e redutores de ferro
Acidimicrobium ferrooxidans
Oxidantes e redutores de ferro e
oxidantes de enxofre

Mesofila
Termofila Extrema
Termofila Extrema

Mesodfila

Mesofila

Mesofila e moderado

Sulfobacillus spp. Termdfila
Acidéfilo heterotroéfico e

) Mesofila
Acidocella spp. e

, ; Mesodfila
Acidobacterium capsulatum e

Mesofila

Acidomonas methanolica
Picrophillus spp.
Anaerébica obrigatéria
Acidilobus aceticus

Moderado Termdfila

Termofila Extrema

3.5. Interagao microrganismo e substrato

A biolixiviagao é o processo em que metais contidos em minérios e em residuos
séo solubilizados pela agéo direta e indireta por microrganismos. As atividades de
acao dos microrganismos acontecem em conjunto através de reagdes quimicas. O
dominio por parte da atuagao bacteriana no processo de lixiviagcdo ocorre com a
interacao entre os processos, com evidéncias da adsorcao dos Acidithiobacillis na
superficie do minério (Rohwerder et al., 2003).

A distribuicdo de corrosao e lixiviagdo na superficie dos substratos pode ser
influenciada pelos microrganismos e esta operagao pode ser restrita para alguns sitios
de atracdo especificos. Esta diminuicdo na interagao define um fator importante no
ataque inicial e no desdobramento da corrosédo na superficie da estrutura, ou seja, o
controle do progresso da lixiviagao (Ndlovu et al., 2005).

O processo de biolixiviagdo pode ser influenciado e monitorado indiretamente
pelo pH, Eh, temperatura, tamanho de particula e concentragdo de metais dissolvidos.
A corrosao galvanica de um metal em preferéncia aos outros metais pode afetar e

diminuir a velocidade de oxidagao na superficie do material (Tuovinen et al., 1994).
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A area especifica € um fator importante que afeta a velocidade de oxidagao
bacteriana pois quanto maior a area superficial, maior a lixiviagcdo do material e menor
o tamanho de particula (Deveci, 2004). A densidade de polpa ou relagao solido/liquido
também influencia o sistema, ja que a elevada concentracdo de sélidos aumenta a
viscosidade e interfere no transporte de gases como o oxigénio (receptor dos elétrons
na respiracao celular das bactérias aerobicas) e gas carbdnico (biossintese celular de
espécies autotrdficas), e dos nutrientes do processo (Rossi, 2001).

A interacdo dos microrganismos com os sulfetos minerais e a sua degradagao
foi anunciada por Schippers et al., 1999 como sendo iniciada pelos ions Fe®* e/ou por
prétons com intermediarios como o polissulfito e resultando em enxofre elementar.

A adeséo de microrganismos a superficies € um efeito que acontece em meios
aquosos e depende das propriedades superficiais (tenséo superficial, composi¢ao da
superficie, interface de adesao entre outros), das propriedades microbianas e das
caracteristicas do meio de cultura (nutrientes, pH, temperatura, estrutura celular, entre
outros). Os mecanismos de ades&o bacteriana ao mineral foram explicados por
Devasia et al., 1993 como sendo identificados por forcas de interacdo hidrofdbica e
eletrostaticas.

Escobar et al., 1997 e Pogliani et al., 1999 manifestaram que os exopolimeros
ou os polissacarideos extracelulares (EPS) sdo os responsaveis da adesdo dos
microrganismos aos mineriais. Barreto et al., 2005 anunciaram cinco genes envolvidos
na formacédo de EPS. A bactéria A. ferroxidans teve o seu genoma sequenciado e
identificados genes associados a rotas metabdlicas (Jerez, 2008). Alguns destes
genes fazem parte do metabolismo de enxofre, de carbono e metabolismo energético
na presenca de ion ferroso ou enxofre (Valdés et al., 2008).

Sand et al., 2006 explicaram como os ions férricos reagem com o sulfeto
liberando enxofre que foram transportados para o periplasma (espaco entre a
membrana plasmatica e a membrana externa de bactérias Gram-negativas) e outros
compostos como o tiossulfato onde sao oxidados a sulfatos. A Figura 13 mostra o
mecanismo de lixiviagdo com a representagdo do processo de adesdo (Sand et al.,
2006).
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Figura 13 — Representacgao do processo de adesao com a bactéria A. ferrooxidans na superficie de um
minério (Sand et al., 2006).

Rojas-Chapana et al., 2001 identificaram que a cisteina (aminoacido) que
contém grupo tiol, € usada pela bactéria A. ferrooxidans para quebrar a interface do
sulfeto de ferro formando pontes de enxofre com o sulfeto de ferro. A cisteina e
fosfolipidios estdo presentes nos EPS secretados na superficie dos microrganismos.

Blake et al., 2001 estudaram a adesao da A. ferrooxidans e de uma proteina
encontrada na superficie da célula bacteriana (aporusticianina) que age como um
receptor para a adesao do microrganismo ao mineral. Os investigadores sugeriram
que a proteina se ligava aos ions ferro da superficie do mineral e os liberava no meio
aquoso como ferro solubilizado. Outra suposicao foi de que a proteina utilizava um
mecanismo intramolecular para transferir elétrons do mineral para os componentes da
cadeia respiratoria do microrganismo.

Jerez (2008) estudou a interagao bactéria-substrato (minério) e comentou que
compostos presentes no meio de cultura como ions ferrosos, enxofre, tiossulfato e
grupos funcionais do tipo acyl-homoserine lactone (AHL) sao secretadas pelas
células. As células aderidas no substrato iniciam a produgéo de biofilme e em seguida

a oxidacao do material.

3.6. Processo de adsorgao
A adsorcdo é uma operacgao de transferéncia de massa, em que se analisa a

capacidade de determinados sdélidos em concentrarem na sua superficie, substancias
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liguidas ou gasosas e como resultado a separagdao dos componentes dessas
substancias. Os componentes adsorvidos concentram-se sobre a superficie externa e
quanto maior for este substrato externo por unidade de massa sdlida, mais promissor
sera o processo de adsor¢do. O componente que se aglomera na interface do
substrato € denominado de adsorvato ou adsorbato e o material no qual o adsorbato
se amontoa é designado de adsorvente ou adsorbente. Com isso, 0s adsorventes sdo
substratos com particulas porosas (Ruthven, 2001).

As moléculas de adsorvato do liquido em contato com a superficie do
adsorvente, sofrem um desequilibrio de forcas de van der Waals, resultando em um
campo de forca residual que, na superficie do sdlido, atrai e aprisiona o ion. O tempo
de ligagdo do ion do adsorvato com a superficie do adsorvente depende da energia
ou das forgas geradas pela superficie sobre esses ions e as forgas de campo de outros
ions (Homem, 2001).

Em fungdo das forgas envolvidas no processo, pode-se distinguir adsorgao
quimica ou especifica (quimissor¢éo) e adsorcéo fisica ou n&o especifica (fisissorgéo).
Na adsorgao quimica ocorre a geracao de ligacdes quimicas entre o sélido e o soluto,
constituindo uma camada de moléculas adsorvidas ou ions adsorvidos. Na
quimissor¢gdo o processo € exotérmico e irreversivel, enquanto na fisissor¢do o
processo € mais lento (Hines et al., 1985; Sparks, 1995).

A adsorcao de ions metalicos em superficie, depende dos cations e das
propriedades da superficie do adsorvente. Entre os cations que podem ser adsorvidos
estdo alguns como o Cu, Zn, Co e Cs. A adsorg¢éao especifica de cations acontece em
ions metalicos dos grupos IB e |IB da Tabela Peridédica que apresentam elevada
polaridade e numero atbmico assim como pequeno tamanho i6nico quando
comparado aos metais alcalinos e alcalinos terrosos (Yu, 1997). A afinidade da
superficie em adsorver cations eleva-se com a sua valéncia e, para cations com
valéncias distintas, a afinidade segue a seguinte ordem: M* < M*2< M*3, No caso de
cations com a mesma valéncia, a afinidade na adsorgdao € determinada pelo raio
atomico (Ji et al., 1997).

A adsorgao molecular ou fisica acontece com as forgas intermoleculares de
atracao entre as moléculas de um liquido e da superficie solida que sdo maiores que
as forcas atrativas entre as moléculas do proprio liquido (Dabrowski, 2001). A carga

superficial do adsorvente, o pH e a concentracao de ions podem afetar a adsorcéo
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fisica e no caso de cations metélicos, a adsor¢do depende da densidade de cargas
negativas na superficie dos adsorventes (Ji et al., 1997).

O pH pode afetar a espécie quimica do metal em solucéo e alterar a quantidade
de cargas na superficie do adsorvente. O efeito do &nion em solugdo acontece em
substrato com cargas variaveis, no qual os anions alteram a forga ibnica e as
propriedades da superficie, formando pares-ibnicos com os metais (Barros, 2006).
Com a elevagdo do pH, aumentam as cargas negativas da superficie e com isto
aumenta a atragao eletrostatica entre o metal e o adsorvente (Sposito, 1982).

A espécie de interacdo na adsor¢cdo dos metais depende de fatores como a
quantidade e dos sitios ligados com a fase solida do adsorvente; da concentragao do
metal e de outros elementos com a capacidade de formar complexos organo-minerais;
do pH; da condutividade elétrica e do potencial redox do substrato (Kiekens, 1984;
Hughes et al., 1969).

O potencial redox do adsorvente influencia a solubilidade de metais e com as
reacdes de oxidagao no processo, a solubilidade dos metais eleva-se com a reducéo
do pH. Com isto, em baixos pH ocorre a solubilidade dos metais, em pH entre 4 a 6,
a solubilidade dos metais € menor em fungdo da geragcdo de complexos organo-
minerais insoluveis e em valores de pH elevados, ha a formacdo de complexos com

carbonatos e hidroxilas (Sposito, 1982; Kiekens, 1984).

3.6.1. Adesao microbiana

As superficies em geral, podem ser colonizadas por microrganismos e esse
agrupamento inicia-se pela ades&do de células que em condigbes ideais ao
crescimento, comega a desenvolver comunidades microbianas denominadas de
biofimes (Chen et al., 2007). Os biofiimes sdo definidos como comunidades
microbianas envolvidas por uma matriz celular formada de polissacarideos produzidos
pelos préprios microrganismos, 0os quais interagem com os componentes do meio de
cultura (Welch et al., 1999).

Em processos biotecnolégicos, a adesdo de microrganismos ou biofilme pode
ser desejavel como em biorreatores usados na produgéo de alimentos fermentados e
em outro exemplo, as células imdveis que séo utilizadas nos tratamentos aerébios e
anaerobios de aguas residuais para a remog¢ao de matéria organica e inorganica
(Andrade, 2007).
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Por outro lado, em alguns casos, as células agregadas que colonizam e formam
o biofilme, implicam em problemas como a redugao de vazao de tubulagbes de redes
de agua e esgoto; na disseminagdo de infec¢des em equipamentos médicos e
odontologicos com o desenvolvimento das patologias bucais (formagdao da placa
bacteriana acarretando carie dental e doengas periodontais); na contaminagao de
superficies de equipamentos e utensilios utilizados no processamento de alimentos,
tornando-se uma fonte de contaminacdo microbiana, resultando em problemas de
higiene e de saude publica (Azeredo et al., 2000; Donlan, 2001; Masaaki, 2006; Beech,
2004).

A adesdo microbiana é conduzida por interagdes fisicas ou quimicas entre as
células e a superficie do material. Os microrganismos aderidos a superficie, incubam
e provavelmente polimeros celulares sdo sintetizados no contato com o substrato
(Hermansson, 1999).

Os fatores quimicos, fisicos e biolégicos que determinam a adesdo dependem
do tipo de célula, da fase de crescimento, do meio de cultura, das interagbes
hidrofobicas e da carga superficial no processo de adesao microbiana. Esses fatores
estimulam as forgas de interacdo que determinam a adesdo das células a superficie
do substrato. As forcas de interagdo sao denominadas de eletrostaticas, de van der
Waals, hidrofébicas, hidratagdo entre outras (Busscher et al., 1987; Kuznar et al.,
2004).

A adesao com microrganismos pode ser medida como o numero de bactérias
aderidas depois de uma lavagem para remover 0s microrganismos que nao estao
aderidos a superficie do substrato. O processo de adesao pode ser medido em um
estado depois de um tempo definido ou uma fungao do tempo.

A teoria de estabilidade coloidal de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
(DVLO) tem sido estudada para argumentar o fendbmeno de adesdo microbiana.
Hermansson, 1999 utilizou essa teoria como um modelo qualitativo para calcular a
energia livre de adesao bacteriana de maneira quantitativa. A teoria DVLO tem sido
utilizada para descrever a interacdo total (Vita) entre a célula e a superficie do
substrato e a relagao de fatores como Va que representa o resultado das interacdes
atraentes de van der Waals (vdW) e as intera¢des repulsivas (VR) entre a dupla
camada elétrica da célula e a superficie, as quais sao repulsivas devido a carga

negativa das célula na superficie (Equacoes 28 e 29):
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Viotal = Va + VR Equagéo 28
Va = -Ar/6d. Equacéo 29

Onde, A é a constante de Hamaker, d é a distancia que separa a célula da
superficie, r é o raio da célula. A interagao da dupla camada (VR) resulta das interagbes
entre moléculas carregadas e a for¢ca sado afetadas pela presenga de ions (Jucker et
al., 1998).

Em geral, as superficies de substratos tém carga negativa, assim como a carga
das bactérias o que pode atrapalhar a adesdo. Hermansson (1999) argumentou que
quando na presenga de elevadas forgas idnicas (/) ocorre uma atragao entre as células
e o substrato devido as forgas atrativas de van der Waals. Quando na existéncia de
forcas ibnicas medianas, a atragao é fraca e a adesao pode ser reversivel. Quando a
forca ibnica é baixa ocorre uma repulsao.

Estruturas da superficie de microrganismos como pilus, fimbrias, flagelos,
lipopolissacarideos, material celular fazem parte do processo de adesédo. Flagelos e
fimbrias sao estruturas mais hidrofébicas que as demais partes da superficie celular,
podem aumentar a adesdo. Superficies com cargas negativas e hidrofilicas como o
vidro, podem ter sitios pequenos com carga positiva e assim, desenvolver pequenas
interacdes (Zita et al., 1999).

As superficies de substratos com defeitos como fraturas, falhas, porosidades,
clivagens, entre outros, podem tornar-se locais de maior oxidagao e corrosao. Essa
tendéncia de oxidacdo se deve em fungdo dos sitios de alta energia nos defeitos,
resultando em uma preferéncia de adeséo celular nestes locais (Edwards et al., 1998;
Marquez et al., 2006).

A adesado da bactéria A. ferrooxidans sobre os minérios pode ser por forgcas
eletrostaticas e o seu crescimento em meio de cultura com ferro facilita a geragao de
EPS que s&o constituidos em acidos glucordnico, polissacarideos e acidos graxos.
Estudos tem mostrado que a substituicdo do ion férrico pelo acido urénico tém
resultado em um EPS (exopolissacarideos) com carga positiva. Outros estudos
justificaram que minerais como a pirita podem estar carregados com carga negativa
na superficie em contato com os meios de cultura, ricos em nutrientes e sulfatos com
pH 2,0. Esses fatores favorecem a aderéncia da bactéria ao minério e podem

contribuir para a formacéao continua de EPS (Ghauri et al., 2007). A Figura 14 mostra
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as diferengas na composicao das estruturas das paredes celulares de bactérias

(Vijayaraghavan et al., 2008).
Gram - positiva Gram - negativa
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Figura 14 - Estrutura das paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

(Vijayaraghavan et al., 2008).

De acordo com a Figura 14, as bactérias s&o classificadas em Gram-positivas
ou Gram-negativas devido a diferenga na estrutura da parede celular. A parede celular
de uma bactéria Gram-positiva € formada de uma camada de cerca de 30 nm de
peptideoglicano, enquanto a parede celular de uma bactéria Gram-negativa é
constituida de uma camada de peptideoglicano ao redor de 10 nm e a superficie
externa da célula é formada por uma membrana que por sua vez é constituida de
fosfolipideos, proteinas e lipopolissacarideos (LPS). O espacgo entre o peptideoglicano
e a membrana externa é denominado de periplasmatico que por sua vez é cercado de
enzimas e proteinas e exerce fungdes fisioldgicas (Beveridge, 1999; Ubbink et al.,
2007).

A membrana externa de uma bactéria Gram-negativa € que possui uma
distribuicdo desordenada de lipideos sobre as superficies externas e internas das
membranas. A superficie externa da membrana possui todos os lipopolissacarideos
(LPS). A superficie interna da membrana contém a maioria dos fosfolipideos. Os LPS
tém mais carga por unidade de area que os fosfolipideos e grande parte desta carga
€ anidénica em pH neutro, em fungado de apresentar grupos carboxil e fosforil que por
sua vez podem ser ionizados. A superficie externa é carregada e tem afinidade com

cations (Camesano et al., 2003).
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As bactérias Gram-negativas com a presenca de LPS na face externa torna a
célula bacteriana hidrofilica e a perda de LPS na superficie celular torna a hidrofébica.
A reducao de oxigénio do meio de cultura sugeriu modificagées na estrutura do LPS,
resultando em uma superficie hidrofébica na célula bacteriana. Isto significa que a
bactéria tem a capacidade de se ajustar e mudar as caracteristicas da superficie
celular em fungéo das alteragdes que ocorrem no meio de cultura (Palmer et al., 2007).

A superficie celular que apresentam os grupos carboxil e fosforil atribui uma
densidade de carga negativa e uma vez que a superficie esta em contato com o meio
de crescimento, os grupos da superficie se relacionam com os ions ou moléculas
carregadas, resultando em uma ligacao eletrostatica entre a superficie celular e os
cations. Os metais sdo atraidos a superficie celular pelos grupos carboxil que se
encontram dentro do peptildeoglicano e dos grupos fosforil de acidos teicoicos e
teicurbnicos presentes nas superficies dos microrganismos (Langley et al., 1999;
Katsikogianni et al., 2004).

A dissociagdo dos grupos carboxil, amino e fosfato na parede celular sédo
determinados pelo pH e pela concentragdo da solugao eletrolitica. As interagdes
eletrostaticas diminuem com o aumento da forca idnica devido ao revestimento das
cargas da superficie e pela forte influéncia da forga ibnica (Hong et al., 2008). Outros
tipos de componentes podem estar presentes na superficie bacteriana como os EPS
que sao constituidos de polissacarideos secretados pelos microrganismos, proteinas,
acido nucleico e lipideos. Os EPS sao determinantes das propriedades fisico-quimicas
e oferecem estabilidade ao biofilme. As interacdes intermoleculares sao consideradas
em forga de dispersao de London, ligagdes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas
(Flemming et al., 2005).

3.6.2. Interagoes intermoleculares

As interagdes intermoleculares ocorrem devido as forgas intermoleculares, que
sao de natureza elétrica, e na aproximacgao entre duas moléculas, fazem com que uma
molécula influencie o comportamento de outra molécula. As forcas intermoleculares
que comecaram do contato ndo reativo entre as moléculas, podem variar com o
inverso da distancia de separagao entre as moléculas interagentes, ou seja, quanto
menor for a distdncia de separacao entre as moléculas, mais forte serao as interacdes.
Portanto, as interacdes intermoleculares podem ser divididas em interacdes de curto

e longo alcance, com atuagdo a pequenas e longas distancias de separagao
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intermolecular (Rocha, 2001; Rocha, 2000). A seguir, alguns tipos de interacdes

intermoleculares que serao descritas.

3.6.2.1. Interagao eletrostatica

A superficie dos microrganismos pode adquirir cargas por mecanismos como
ionizagdo de grupos presentes na superficie bacteriana, adsorgdo de ions e
solubilizacdo de moléculas na interface das bactérias. A interface de um
microrganismo carregado eletricamente em conjunto com os ions presentes no meio
de cultura e que estdao em contato com a interface, fica sob o dominio do campo de
forgca das moléculas da superficie bacteriana, formando uma camada difusa de ions
conhecida como dupla camada elétrica (Riley, 2005).

A dupla camada elétrica foi estudada por Helmholtz que propés um sistema
com cargas organizadas em planos paralelos. O tipo sugerido por Helmholtz &
improprio uma vez que o movimento com aquecimento dos ions em solugao produz
uma distribuicdo desordenada dos ions na superficie carregada e com a formagao da
dupla camada difusa (Ni et al, 2003).

Quando o equilibrio da distribuigdo dos ions na interface € adquirido, o potencial
eletroquimico das espécies iOnicas € mantido constante, assim ocorrem fatores que
estdo relacionados a configuragdo do ion na superficie como a energia de interagao
entre ions e moléculas presentes na interface; o trabalho quimico no posicionamento
dos ions na interface em fungdo do movimento térmico das espécies carregadas; a
energia proveniente de interagdes eletrostaticas formadas entre um ion carregado e a
camada idnica que distribui o potencial elétrico (Lavalle et al., 2004).

As interagdes intermolecular e eletrostatica determinam a distribuicdo de ions
em uma camada densa produzida por espécies quimicas ndo solvatadas. Esta
camada é denominada de camada Stern-Helmholtz e fica proxima da superficie. A
camada mais distante da interface é conhecida como camada Gouy-Chapman. Esta
camada é difusa e a distribuicdo do ion depende de interacdes eletrostatica e da
organizacao dos ions no sistema (Fradique, 2002).

A lei fundamental que conduz as interagdes entre espécies carregadas é a Lei
de Coulomb. Para a sua aplicagédo em solugdes de eletrolitos e colbides, € empregada
a Lei de Distribuicdo de Boltzmann. Esta lei mostra a possibilidade de uma unidade
de uma espécie estar a um determinado ponto com uma energia livre especifica

relativa a um estado de referéncia especifico (Ni et al., 2003).
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O potencial eletrocinético ou potencial zeta de particulas ou superficies é a
diferenca em um meio estavel entre um ponto a uma distancia da superficie e um
ponto no plano de cisalhamento, sendo medido por métodos eletrocinéticos como
eletroforese; diferenca de potencial de sedimentagdo e diferengca de potencial
osmotico (Lameiras et al., 2008).

O potencial eletrocinético € utilizado para medir e controlar a estabilidade de
sistemas coloidais, sendo usado nos estudos de quimica de superficie. O potencial
zeta de célula microbiana é negativo e regular na superficie celular, sendo que a carga
na interface bacteriana nao varia. O potencial zeta de bactérias varia de -10 a -90 mV
(Palmer et al., 2007).

3.6.2.2. Interagao Lifshitz-van der Waals (LW)

As forcas de van der Waals sao responsaveis pela interacdo de moléculas,
estabilidade e adsor¢cido de variados elementos na superficie. Na adesao bacteriana,
existe a interagao eletrostatica e as forgas de van der Waals que sdo denominadas de
dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido e interagdo de London (Liang et al., 2007; van
Oss, 1994).

Haibo et al., 2005 estudaram as forgcas indutoras que acontecem na interacao
de uma molécula com dipolo permanente com outra molécula nao polar. Com a
interacdo, o campo elétrico da molécula dipolar produz um momento de dipolo
induzido e essa energia é conhecida como de segunda ordem. A energia resultante
esta presente com a interagao eletrostatica de duas moléculas polares.

Lee et al., 2002 pesquisaram que as forgas dispersivas acontecem com duas
moléculas que n&do apresentam momentos de dipolos permanentes apesar de seus
elétrons e a sua densidade estarem em constante movimento no tempo e espaco.
Com isso qualquer molécula engloba um dipolo elétrico instantaneo que tem variagao
de acordo com a densidade eletrénica. O dipolo induzido interage com as demais
moléculas e produz uma energia atrativa denominada de energia de dispersao, sendo

este o resultado da variagcao da densidade de elétrons nas moléculas.

3.6.2.3. Interacao acido-base de Lewis (AB)
As forcas de interagao apresentam caracteristica polar e podem ser atrativas
ou repulsivas e as interacdes acido-base sido responsaveis pela tensao interfacial. As

interacdes interfaciais sao definicbes para hidrofobicidade e hidrofilicidade que
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constitui a diferenga entre a competigao da energia livre interfacial do sélido em meio
aquoso e a energia livre do liquido (van Oss, 1994; Jacobs et al., 2007; Meyer et al.,
2006)

A interface microrganismo / liquido e a interface superficie de adesao / liquido
terdo de ser trocadas pela interface microrganismo/superficie de adesao, com isto a
adesao acontece com uma reducdo da energia livre global (Blokzijl et al., 1993; van
Loosdrecht et al., 1990). A energia livre da interacdo interfacial entre as moléculas de
um substrato submerso em agua é a forma adequada de medir a sua hidrofobicidade,
sendo a tensao interfacial determinada pela soma entre a componente polar e apolar
da superficie.

As superficies bacterianas como de E. coli, P. fluorescens, B. subtillis e
P. aeruginosa tém carater doador de elétrons em fungao da presenca do oxigénio do
ar e da hidratagcdo da superficie da célula bacteriana (Strevett, 2003). A energia de
interacao entre um liquido e um sdlido a uma distancia de equiibrio minima pode ser
determinada através da medida do angulo de contato. A obtengao desta medida so6 &
possivel quando a energia de coesdo do liquido € maior que a energia de adesao
entre liquido e sélido (Scheneider, 1997; van Oss, 1994 e 2007).

Os modelos para a conversdo de angulo de contato em valores fisico-quimicos
da superficie sdo a equagéao de estado (ES), a média geométrica (GME) e Lifshitz van
der Waals acido-base (LWAB), sendo o método LWAB, o que fornece informagdes da
quimica de superficie como valores dos componentes acido-base e de dispersio da
energia livre da superficie (Long et al., 2001; Jurak et al., 2009). A conversdo dos
angulos de contato em valores fisico-quimicos da superficie € possivel com a medida
dos componentes da tensao interfacial de trés liquidos de polaridades distintas como
a agua, a formamida e o alfa-bromonaftaleno, no qual os componentes da tensao
interfacial sdo conhecidos (van Oss, 1994 e 2007).

A energia livre de interagao hidrofébica de um substrato entre as moléculas da
superficie submersa em agua é determinada pela soma das componentes apolar e
polar da energia livre de interacdo. A energia livre esta relacionada a tensao interfacial
da variagdo da energia de adesdo. Das medidas das componentes da tensdo
interfacial pode-se calcular a variagao da energia de adeséo entre as superficies como

a célula bacteriana e a superficie do substrato (van Oss, 1994 e 2007).
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4 Materiais e métodos

Para o estudo de recuperagao do cobre presente nos residuos eletroeletrénicos
através do processo biohidrometalurgico, foram realizados os ensaios de lixiviagdo
bacteriana em PCIl oriundas de computadores e impressoras obsoletas. Os
equipamentos foram doados pelo Centro de Descarte e Reuso de Residuos de
Informatica da Universidade de Sao Paulo (CEDIR).

O trabalho foi desenvolvido, sendo a primeira etapa o processamento e a
caracterizagao das PCI. A segunda etapa envolveu a recuperagao do cobre, e para
isso, foi utilizado o processamento biohidrometalurgico com o uso de cepas distintas
como a Acidithiobsacillus ferrooxidans e a Leptospirillum ferrooxidans, assim como
uma comunidade microbiana proveniente de uma drenagem acida de uma mina de
carvao.

Nos ensaios de lixiviagao bacteriana das PCI, foram avaliados os parametros
que influenciam a extracdo do metal, sendo eles: adaptagdo dos microrganismos nas
PCI, pH, potencial de oxirredugao (Eh) e o controle das condi¢gdes necessarias para

garantir o crescimento das espécies utilizadas nos ensaios de biolixiviagao.

4.1. Processamento mecanico

Os equipamentos eletronicos obsoletos como os computadores e impressoras,
foram desmantelados e as PCI foram separadas para o processamento fisico. Foram
utilizadas operagdes unitarias de Tratamento de Minérios para a liberagcdo e
separagao fisica como moagem, separagdo magnética, separacao eletrostatica e
classificacdo granulométrica. Foram também utilizadas placas de circuito impresso
virgens, ou seja, sem a presenga dos componentes. A Figura 15 mostra (a) uma PCI

proveniente de REEE (b) uma PCI virgem.

(b)

Figura 15 - (a) PCI proveniente de REEE (b) placa virgem para circuito impresso.
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4.1.1. Cominuigao

O processamento fisico comegou pela cominuicdo das PCI obsoleta em moinho
de facas para a liberagdo e moagem dos materiais (MM). As PCI obsoletas foram
cominuidas primeiramente em um moinho de facas (Rone FA 2305) com grelha de 9
mm e depois com grelha de 6 mm. Continuou-se a moagem das PCI em um outro
moinho de facas (Marconi, MA 340) com grelha de 1 mm. As placas de PCI virgem
foram cominuidas em um moinho de facas (Marconi MA340) usando somente a grelha

de 1 mm.

4.1.2. Separagao magnética

Foi realizada a separagdo magnética das PCl obsoletas apds a cominuigdo no
moinho de facas com grelha de 1 mm em um separador magnético de tambor via seca
(Inbras HFP-RE 15x12), de média intensidade de 6000 gauss. A regulagem do
separador magnético foi com velocidade de rotacédo do rolo magnético em 27,6 RPM
e a porcentagem de vibragdo na alimentacao foi de 25%. A fracdo magnética (MMA)
contendo principalmente Fe e Ni foi separada da fracdo ndo magnética (MNMA), a
qual contém o cobre, além de outros metais, polimeros e ceramicos.

As etapas do processamento mecanico e as fragdes da separagdo magnética

estdo destacadas na Figura 16.

(
PCI
Moagem MM
J
l I
( | |
Separagao Magnética [ MMA J [ MNMA ]
J

Figura 16 — Processamento mecanico com a moagem dos materiais (MM), fracdes de material

magnético (MMA) e material ndo magnético (MNMA).

4.1.3. Analise granulométrica
As amostras do material ndo magnético (MNMA) das placas obsoletas foram
separadas para os ensaios de analise granulométrica com peneiras de abertura de

2,000 mm; 1,000 mm; 0,500 mm; 0,250 mm e 0,106 mm, que permaneceram sob
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vibragcdo durante o periodo de 15 minutos. As fragées granulométricas foram
quarteadas em quantidades de 5 g.

A placa virgem foi peneirada em fragbes de tamanho: -2,83+2,00; -2,00+1,00;
-1,00+0,50; -0,50+0,30 e -0,30 mm.

4.1.4. Etapas de caracterizagao

A primeira etapa de caracterizagéo das PCI foi feita a partir de uma amostra de
5 g de fragao granulométrica na faixa de 0,50 mm a 1 mm que foi lixiviada em agua
régia (3:1, HCI:HNO3) na proporgéo de 1:10 (sélido: liquido) por 24 horas a 25 °C. Em
seguida, a mistura foi filtrada em papel de filtro quantitativo de filtragédo rapida e o liquor
foi diluido em 5 vezes com agua ultrapura. A solugdo diluida foi encaminhada para
analise quimica pela técnica de Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X por
Energia Dispersiva (FRX PANalytical Epsilon3 XL) para a identificagdo e quantificagao
do cobre presente na amostra de PCI.

A segunda etapa de caracterizagdo das PCI foi realizada com uma amostra de
0,5 g da fragao granulométrica na faixa de 0,5 mm a 1 mm que foi pesada em uma
balanga analitica com precisdo de 1 mg e preparada no sistema de digestdo por
microondas (CEM Mars 5) com poténcia maxima de 1000 W. O procedimento de
preparacdo da amostra para solubilizagdo acida assistida por microondas, foi
realizada com a amostra macerada e transferida para o vaso de digestédo de teflon.

Em seguida foi adicionado 10 mL de HNOs3 concentrado, p.a. O vaso de
digestao de teflon contendo a amostra e o acido nitrico ficaram em repouso por cerca
de 15 minutos. O vaso foi fechado e aquecido por 10 minutos em forno de microondas
(5,5 minutos para atingir a temperatura de 175 °C e permanecendo por mais 4,5
minutos a temperatura de 175 °C e 180 °C).

Apos a digestdo no microondas, o vaso foi resfriado para alcangar uma presséo
de cerca de 10 psi (69 KPa) e o conteudo foi filtrado e transferido quantitativamente
para um baldo volumétrico de 50 mL, aferindo-se o volume com agua ultrapura. O licor
foi enviado para a analise quimica por espectrometria de emissao éptica com plasma
(ICP-OES Agilent Technologies — 700 series) para a quantificagao e identificagdo dos
elementos presentes na amostra. A Tabela 12 mostra a programacao das etapas no

forno de microondas.
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Tabela 12 — Programagao de aquecimento do forno de microondas.

Programacao das etapas de aquecimento no fornode microondas

Poténcia 950 W
Pressao 70 psi
Temperatura 175 °Cem 5,5 minutos
Tempo para permanéncia na temperatura 175°Ce 180 °Cem 4,5 minutos

4.2. Processo de lixiviagao bacteriana

Os estudos de biolixiviagcao foram realizados a partir do pré-tratamento e da
caracterizacao das PCI provenientes de residuos de equipamentos eletroeletrénicos
(REEE) como mostra a Figura 17.

Placas de Circuito
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Fraiéo Mainética
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FEED

Figura 17 - Diagrama de blocos dos estudos de biolixiviagado das PCI proveniente de REEE.
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Os estudos de biolixiviagdo das PCI tiveram como objetivo a determinagao a
extragdo do cobre. Em seguida, foram analisados os fatores que influenciam o
processo de biolixiviagdo como a adaptagao das bactérias com as PCI, controle do
pH, monitoramento do potencial de oxirredugdo e o controle das condigdes

necessarias para a lixiviacao bacteriana.

4.2.1. Aquisicao das bactérias

Para o estudo, utilizaram-se cepas de Acidithiobacillus ferrooxidans e de
Leptospirillum ferrooxidans adquiridas do Banco de Microrganismos e Culturas
Celulares do Instituto Leibniz DSMZ da Alemanha. A amostra de drenagem acida
(DAM) foi adquirida de uma mina de carvao proveniente do Estado de Santa Catarina
(SC). A amostra de DAM, foi isolada e identificada as espécies de bactérias através
do sequenciamento especifico de fragmento de 16s rDNA. Os experimentos
envolvendo os microrganismos foram realizados no Laboratério de Reciclagem,
Tratamento de Residuos e Metalurgia Extrativa (LAREX), do Departamento de
Engenharia Quimica (PQI) da Escola Politécnica da Universidade de S&o Paulo
(POLI - USP).

4.2.1.1. Sequenciamento 16s rDNA da DAM

O sequenciamento do fragmento 16s rDNA foi realizado com o isolamento do
DNA gendmico das bactérias da amostra da DAM. Para isso foi retirada uma aliquota
de 2 mL da amostra da DAM e centrifugada por 2 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e o centrifugado foi lavado por duas vezes com 500 uL de uma solugéo
de HCI 10 mM e centrifugado a 5000 rpm durante 15 minutos. O centrifugado contendo
0s microorganismos, foram utilizados para isolar o DNA gendmico utilizando o kit de
purificacdo da DNA Genomic Wizard, seguindo as instrucbes do fabricante. A
presenca do DNA gendmico foi confirmada por eletroforese em agarose (Sambrook et
al., 2001; Miranda et al., 2010).

Para a determinacido da espécie bacteriana presente na amostra da DAM, foi
utilizado o DNA gendmico isolado como padrao para amplificar por PCR (Reagao em
Cadeia da Polimerase) uma regiao variavel do 16s rDNA usando o primer forward (5
'‘gcacaagcggtggagcatgtgg 3°) e o primer reverse (5 gcccgggaacgtattcaccg 37). Os
primers amplificam o fragmento que inclui as regides variaveis V6, V7 e V8 do 16s
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rDNA. A Tabela 13 mostra os reagentes utilizados para a reacdo de PCR que foi

realizada no volume total de 25 L.

Tabela 13 — Reagentes da analise de PCR para o volume final de 25 pL.

Reagente Volume Final
Buffer de amplificagdo 1 x 2,5uL
dNTPs 0,2 mM 0,5 uL (200-250 puM)
Primer forward 20 mM 1,25 uL (0,1-0,5 uM)
Primer reverse 20 mM 1,25 uL
DNA polimerase 1-5 U 0,5 uL (0,5-1U/25 L)
Agua 18 puL (Completar o volume)
DNA templado 10 ng/uL 1uL (1-100 ng/uL)
Total 25 uL

O programa de PCR empregado no termociclador foi ajustado aos amplicons e
aos primers. A desnaturagdo de DNA foi realizada a 94 °C por 5 minutos, seguido de
30 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 50 °C por 45 segundos e 72 °C por 1 minuto com
uma extensdo final de 72 °C por 10 minutos. O perfil no sequenciador foi

esquematizado e a Tabela 14 mostra as concentragdes utilizadas na reagao de PCR.

94 °C: 5 minutos

94 °C: 45 segundos

50 °C: 45 segundos. 30 ciclos
72 °C: 1 minutos

72 °C: 10 minutos

Tabela 14 — Concentragdes utilizadas na reagdo de PCR.
Mg2* KCI dNTPs Primers DNA polimerase DNA template
1,5 mM 50 mM 200 uM 1uM 1-5U 1pg-1png

Apods a reacao de PCR a amostra foi utilizada para a reacdo de sequenciamento
e para isso foi utilizado o kit de sequenciamento do ciclo Big Dye Terminator v3.1. A

Tabela 15 mostra os reagentes utilizados para a reagao de sequenciamento.
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Tabela 15 — Reagentes da reagado de sequenciamento para o volume de 20 pl.

Reagente Volume
Produto de PCR 5uL
Buffer de sequenciamento 1 x 2,5uL
Primer forward ou Primer reverse 1,25 uL
Big Dye 2uL
Agua Ultrapura 9,25 uL
Total 20 uL

Para esta amplificacao foi realizada a desnaturagao da amostra a 94 °C por 5
minutos, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 50 °C por 30 segundos e

60 °C por 4 minutos. Segue abaixo o perfil no sequenciador:

94 °C: 5 minutos

94 °C: 30 segundos

50 °C: 30 segundos 40 ciclos
60 °C: 4 minutos

O produto foi precipitado com 80 uL de isopropanol 70 % e centrifugado a
4000 rpm a 4 °C por 40 minutos. O sobrenadante foi descartado e a amostra foi
injetada no equipamento ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer. O resultado do
analisador genético foi utilizado para obter a sequéncia similar no banco de dados do
NCBI Genbank.

4.2.2 Manutenc¢ao das bactérias

A técnica de repique, também denominada de repique continuo ou subcultivo
ou ainda repicagem periodica, € um meétodo de manutengdo das culturas em
laboratério. O método consiste na conservagao do microorganismo em meio favoravel
a multiplicagédo e estocagem. Para o processo de repique das bactérias, foi preparado

0 meio de cultura cuja composi¢ao encontra-se na Tabela 16.
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Tabela 16 - Composigéo do meio de cultura (Yamane et al., 2012).

. Concentragao
Solugdes Reagentes (mmol/L)
(NH4)2S04 4,73
Solugao A K2HPO4 3,59
MgS04.7H20 2,54
Solucédo B Sulfato Ferroso 598,92

A solucdo com os nutrientes foi denominada de “solucdo A” na qual os sais
foram dissolvidos em 1 L de agua ultrapura com o pH ajustado a 1,8 com H2SO4 5M.
A solugéao A foi esterilizada em autoclave a 121 °C e 1 atm por 30 min.

A outra solucéo utilizada no meio de cultura foi denominada de “solugao B” e
corresponde a uma solugcdo de sulfato ferroso. O sulfato ferroso foi pesado na
quantidade de 166,5 g e dissolvido em 1 L de agua ultrapura e ajustado o pH em 1,8
com H2SO4 5M. A solugéo B foi esterilizada mediante um sistema de filtragdo com
membrana de 0,2 ym.

As solugbes A e B foram conservadas sob refrigeragéo a 4 °C, sendo que a
solugdo B deve ser armazenada em vidro ambar para evitar a oxidagao do sulfato
ferroso. O preparo do meio de cultura consistiu na mistura das solu¢des A e B na
proporcao de 4:1 (solugéo A:solugao B).

Existem trabalhos que mostraram dificuldades em determinar se as bactérias
agem de maneira direta ou indireta na solubilizacédo dos metais, no entanto, alguns
estudos mostraram que o mecanismo indireto predomina nos trabalhos de
biolixiviagdo e que o aparecimento de ions férricos seja por meio quimico ou pela agao
dos microrganismos, impactaram a solubilizagdo, acelerando a lixiviagdo do cobre
(Giaveno et al., 2011; Tuncuk et al., 2012; Saidan et al., 2012; Brandl et al., 2001;
Welch et al., 1999).

O processo de repique das bactérias foi realizado em erlenmeyer de 250 mL
contendo o meio de cultura nos volumes de 72 mL da solugédo A, 18 mL da solugao B
e 10 mL de inéculo. O crescimento foi realizado em um agitador orbital (Infors HT)
com as condi¢des controladas como a temperatura de 30 °C e a rotagédo em 170 rpm.

O procedimento de manutengao seguiu o método de repiques sequenciais, no
qual um novo repique foi realizado assim que o potencial de oxirredug¢ao da solucao
atingiu o valor igual ou superior a 600 mV. O processo de manutengédo por
microrganismo foi realizado com 3 repiques sequenciais monitorando o potencial de

oxirredugao para valores iguais ou superiores a 600 mV e com a mudanca de
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coloragdo da solugéo verde-claro (Fe?*) para a coloragdo laranja ou vermelho (Fe3*)
em um periodo de 3 a 5 dias. A mudanca na coloragcao da solugéo ocorreu devido a
oxidagao do ion ferroso proveniente da fonte de energia da solugéo B (sulfato ferroso)
e resulta na formagéao do ion férrico, que em pH na faixa de 2 a 3 precipita na forma

de hidroxido de ferro, e assim apresenta a coloragao avermelhada.

4.2.3 Crescimento bacteriano

O crescimento dos microrganismos foi acompanhado através do método de
plagueamento de unidade formadora de col6nias (UFC/mL) ou método de semeadura
por espalhamento. Para o plaqueamento foi utilizado como solugédo A, com a seguinte
composi¢cao de sais basais: 13,64 mmol/L (NH4)2SO4, 4,02 mmol/L KoHPO4, 0.11
mmol/L MgS04.7H20. A composi¢ao da solugdo B: 232,05 mmol/L FeS04.7H20. A
solugdo C: 111,11 mmol/L de agarose.

A solugdo A foi acidulada com H2SO4 5M ao pH 2,5 e a solug&o B foi ajustada
para o pH em 2. As solugdes A e C foram esterilizadas na autoclave, durante 15
minutos a 1 atm na temperatura de 121 °C. A solucao B foi esterilizada no sistema de
fitracdo com membrana de 0,2 um. A solugédo para o plaqueamento consistiu na
mistura de 70 % da solugao A, 5 % da solugao B e 25 % da solugdo C. Com a mistura
do agar sdlido, foram cultivadas as bactérias por 15 dias. Para a contagem de células
viaveis foi utilizada o método de diluigdes seriadas da amostra liquida com as
bactérias.

Um outro método de crescimento das bactérias utilizado foi a contagem
microscopica das células e foi realizada a partir de amostras liquidas aplicadas em
ldminas ou camara de contagem com uma laminula. A cdmara de contagem consta
de uma grade quadriculada onde os quadrados tém area conhecida, e marcada sobre
a superficie de uma laminula de vidro.

Cada quadrado tem um volume conhecido e o numero de células por unidade
de area do quadrado pode ser contado ao microscopio, resultando na determinacao
do numero de células no volume da camara. O numero de células por mililitro da
amostra pode ser calculado utilizando um fator de conversdao com base no volume da
amostra da camara.

Um outro método para a contagem celular em amostras liquidas que foi
utilizado foi a técnica de Citometria de Fluxo que tem como base a aplicagdo de

radiacao laser, fluxo hidrodinamico, ética e substancias fluorescentes (Fluoroforos).



67

A citometria de fluxo foi aplicada para quantificar a bactéria A. ferrooxidans por
meio de marcadores de membrana. Os fluor6foros usados nos estudos de viabilidade
das células foram o Calcein AM e o Ethidium homodimer III (EthD-Ill) da Biotium
(Biotium Brochure).

A preparacado das amostras foi realizada com a aliquota de 1 mL da amostra
com uma populagdo estimada de 1 x 107 bactérias/mL, que foi centrifugada (Minispin)
por 8 minutos na velocidade de 10000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
cetrifugado foi lavado trés vezes com uma solugédo diluida de H2SO4 em pH 2 e
centrifugado por 3 minutos em velocidade de 13800 rpm. Na ultima lavagem, foi
descartado o sobrenadante e adicionado no centrifugado 1 mL de uma solugdo de
NaCl (0,9 %).

Com o fluoréforo Calcein AM foi adicionado uma aliquota de 0,5 uL em 1 mL
de amostra e com o fluoréforo EthDIII foi adicionado uma aliquota de 2 uL em 1 mL
de amostra. A Figura 18 mostra o equipamento de citdmetria de fluxo (Cytoflex —
Beckman Coulter) e as amostras foram analisadas com os canais de fluorescéncia de
488 nm no azul e 638 nm no vermelho.

A amostra com a Calcein AM foi utilizada para marcar as células vivas e viaveis,
assim como a amostra marcada com o EthDIII foi utilizada para identificar as células

mortas e inviaveis (Biotium PI1-30002).

Figura 18 - Equipamento de Citometria de Fluxo — Cytoflex da Beckman Coulter.

4.2.4. Adaptacao bacteriana

A adaptagcdo dos microrganismos as diferentes concentragdes das PCI
obsoletas foi realizada através do cultivo sucessivo apds o crescimento. As condi¢coes
de crescimento foram realizadas no agitador orbital (Infors HT) com a velocidade de

170 rpm e temperatura de 30 °C.
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O processo de adaptagao foi realizado em etapas, em um erlenmeyer de 250
mL contendo meio de cultura na proporgdo de 4:1 (solugdo A:solugdo B) com os
volumes de 72 mL de solugao A, 18 mL de solugéo B, 10 mL do in6culo.

A primeira etapa do processo de adaptagcdo ocorreu apdés o processo de
crescimento, com a adigao a solugao de 0,5 g das PCIl ao meio de cultura com os
microrganismos. Assim que o potencial de oxirredugao (Eh) da solugao atingiu valor
igual ou superior a 500 mV, um novo repique foi realizado e a nova solugdo foi
preparada para o crescimento do microrganismo por um periodo de 3 a 5 dias até a
mudancga de coloragao da solugao de verde-claro para laranja ou vermelho.

Apos o periodo de crescimento, foi adicionada 1 g das PCI ao meio de cultura
com 0S microrganismos e assim seguiu 0 processo sucessivamente até a quantidade
de 3,5 g de PCI de computadores obsoletos e 3 g de PCI de impressoras descartadas
em 100 mL de meio de cultura.

A concentragdo minima inibitoria da placa de polimero virgem foi realizada com
o cultivo sucessivo da A. ferrooxidans no meio de cultura nas condigdes de
crescimento descritas para as PCl de computadores e impressoras obsoletas. A etapa
de adaptagao da bactéria iniciou com a adicdo de 0,05 g da placa de PCI virgem e o
crescimento das bactérias foi analisado em plagueamento com agar solido. A
concentragdo minima inibitéria da placa de polimero virgem com a bactéria foi de.

0,2 g em 100 mL de meio de cultura.

4.2.4.1 Processo de adaptacao bacteriana

Para as amostras das PCl de computadores obsoletos, a primeira etapa de
adaptacgao consiste da adicdo de 0,1 a 0,5 g das PCI no meio de cultura com a bactéria
ativada. Assim que o Eh da solugao atinge o valor acima de 500 mV e nesta primeira
etapa de adaptacgao, o potencial redox foi de 540 mV.

Com a estabilizagao do pH em 1,8 pela adicdo de H2SO4 5M, um novo repique
foi realizado para o crescimento. A segunda etapa da adaptagao iniciou-se quando o
potencial da solugdo do novo repique atingiu o valor acima de 600 mV e que neste
caso foi de Eh de 630 mV.

A segunda etapa do processo de adaptacéo iniciou-se com a adigdo de PCl na
faixa de 0,6 a 1,0 g no meio de cultura com a bactéria adaptada na faixa anterior que
foi de 0,1 a 0,5 g das PCIl. Do mesmo modo que o processo anterior, o Eh da solugéo

atingiu o valor acima de 500 mV e que no caso foi de 530 mV. Com o pH controlado
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e estavel em 1,8 com os ajustes realizados com a solugédo de H.SO4 5M, um novo
repique foi realizado para crescimento. A solugdo do novo repique foi inoculada até
atingir o valor acima de 600 mV que neste caso foi de Eh de 625 mV.

A terceira fase da adaptagao ocorreu com a adi¢ao na faixa de 1,1ga1,5¢g
das PCI na solugdo com a bactéria adaptada na faixa anterior de 0,6 g a 1,0 g das
PCIl. Assim como no processo anterior de adaptacdo, no momento que o Eh da
solugao atingiu o valor de 525 mV e o pH foi ajustado com H2SO4 5M e ficou estavel
em 1,8, foi realizado um novo repique para o crescimento € o novo repique foi
desenvolvido até que atingiu o Eh no valor de 620 mV.

O procedimento das etapas foi o mesmo variando apenas a quantidade de PCI.
Foram realizadas sete etapas de adaptacdo até que as bactérias estivessem
adaptadas para 3,5 g de PCI. A Tabela 17 mostra as etapas de adaptacao de acordo
com as quantidades adicionadas de PCI e os respectivos valores de potencial de

oxirredugao do processo de adaptacao e do novo repique.

Tabela 17 - Adaptacdo das PCl de computadores obsoletos com o monitoramento do Eh (mV) na

adaptacédo com o pH 1,8.

Etapas Quantidade de Potencial de oxirredugao durante a Potencial de oxirredugao do
PCI (g) adaptacao (mV) repique (mV)
1 0,1-0,5 540 630
2 0,6-1,0 530 625
3 1,1-1,5 525 620
4 1,6-2,0 520 620
5 2,1-2,5 520 615
6 2,6-3,0 515 610
7 3,1-3,5 510 610

A Figura 19 mostra o diagrama de blocos com as etapas do processo de
adaptacgao das bactérias utilizadas no presente estudo com até a quantidade de 3,5 g
de PCI. A partir da ultima fase de adaptacdo foram realizados os ensaios de
biolixiviagdo das amostras das PCl de computadores obsoletos para a extragao de

cobre.
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Figura 19 - Processo de Adaptagao Bacteriana das PCI.

Para as amostras das PCI das impressoras descartadas, o procedimento das
etapas foi o mesmo das PCl de computadores obsoletos. Foram realizadas seis
etapas de adaptagédo até que as bactérias ficaram adaptadas para 3,0 g de PCI. A
Tabela 18 mostra as etapas de adaptacao de acordo com as quantidades adicionadas
de PCIl de impressoras descartadas e os respectivos valores de potencial de

oxirreducao do processo de adaptacao e dos repiques.

Tabela 18 - Adaptagédo das PCI de impressoras descartadas com o monitoramento do Eh (mV) na

adaptagéo com o pH 1,8.

Etapas | Quantidade de Potencial de oxirredugéo durante a Potencial de oxirredugédo do
PCI (9) adaptacédo (mV) repique (mV)
1 0,1-0,5 530 620
2 0,6-1,0 520 615
3 1,1-1,5 515 610
4 1,6-2,0 510 610
5 2,1-2,5 510 605
6 2,6-3,0 505 605
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A ultima etapa de adaptagao ocorreu com a adigao de 3,0 g das PCIl no meio
de cultura com a bactéria adaptada em 2,5 g das PCI e a partir desta fase foram
realizados os ensaios de biolixiviagdo das amostras das PCIl de impressoras obsoletas

para a extracao de cobre.

4.3. Experimentos de biolixiviagao

Os ensaios de biolixiviagdo mostraram o envolvimento dos microrganismos na
solubilizacdo de metais em minérios de baixos teores e rejeitos, podendo ser aplicada
na recuperagao de metais dos residuos eletroeletronicos. As condicdes de operacao
da lixiviagdo bacteriana sdo de fundamental importancia tanto no planejamento das
operagdes, como nas variaveis envolvidas nos processos de lixiviagao com a agao de

microrganismos.

Os ensaios de biolixiviagdo foram realizados com as bactérias previamente
adaptadas e considerando os experimentos abidticos (sem a presenga de

microrganismos) e bidticos (com 0s microrganismos).

4.3.1. Ensaios bioticos

Os experimentos de lixiviagao bacteriana se iniciaram com os microrganismos
previamente adaptados em amostras de PCI provenientes dos REEEs. Os ensaios
biéticos foram realizados em erlenmeyer de 500 mL, com o meio de cultura no volume
de solugdo A de 216 mL, 54 mL de solu¢do B, 10 mL de in6culo adaptado previamente.

Os experimentos foram conduzidos em um agitador orbital (Infors HT) nas
condicdes de crescimento de 170 rpm de velocidade e temperatura de 30 °C. Apds o
periodo de cultivo de 3 a 5 dias foi medido o potencial de oxirredugdo que deveria
atingir o valor igual ou superior de 600 mV e ent&o nesta fase foi adicionada a amostra
de PCI proveniente dos REEEs.

De acordo com o diagrama de Pourbaix do sistema cobre-agua a 25 °C, para
desenvolver um sistema ideal de lixiviagao para o cobre, o pH deve ficar de 3,0 até
3,8 com potencial de oxirreducao superior a 0,4 V. A extracdo da parte metalica das
PCIl esta diretamente relacionada com a quantidade de ions férricos em solugéo,
conforme a equacao de Nernst (Equacao 20), de forma que a solubilizagdo dos metais

ocorre através da oxidagao pelo ion férrico. De acordo com a Equacdo 20, a
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concentracado de ions férricos esta relacionada com o potencial de oxirreducdo, ou
seja, quanto maior a quantidade de ion férrico em solugdo, maior o Eh.

Nos ensaios de biolixiviagdo das PCI tanto de computadores como de
impressoras obsoletas, foram monitorados o potencial de oxirredugcdo que deveria
atingir o valor igual ou acima de 500 mV e o pH foi ajustado a 1,8 com H2SO4 5M.

Uma aliquota de 2 mL foi retirada diariamente de cada ensaio durante 15 dias,
sendo que 1 mL foi para a analise do teor de cobre no FRX e o restante foi armazenado

sob refrigeragdo como contraprova.

4.3.2. Ensaios abioticos

Os ensaios abidticos foram realizados e os resultados dos testes serviram

como parametro de comparagéao entre a lixiviagao biologica e a lixiviagdo quimica.

Os experimentos abidticos foram realizados em erlenmeyer de 500 mL, com o
meio de cultura no volume da solugéo A de 216 mL, 54 mL de solugdo B e 30 mL de
uma solugédo aquosa de Tymol a 10 % como bactericida.

Os testes abidticos foram iniciados com a adicdo de 10 mL da solugao aquosa
de Tymol a 10 % para garantir a eliminagado de microrganismos presentes nos ensaios
com frascos agitados. A solugdo de Tymol foi utilizada, ndo mostrando
comprometimento dos resultados (Silvas, 2014).

Os ensaios foram conduzidos em um agitador orbital (Infors HT) nas condi¢bes
de velocidade de 170 rpm, temperatura de 30 °C e foi adicionada a amostra de PCI
proveniente dos REEEs. Foram monitorados o potencial de oxirredugéo e o pH.

As aliquotas de 2 mL foram retiradas diariamente durante 15 dias, sendo que
1 mL foi para a analise do teor de cobre no FRX das PCI e o restante da amostra foi

reservada sob refrigeragdo como contraprova.

4.3.3. Analises quimicas

Para a determinacao e ou identificacdo das caracteristicas estruturais das PCI
virgens, foi realizada a analise de espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR). Os espectros no infravermelho das PCI virgens foram analisados
antes da interagao com as bactérias. A amostra de 1 mg das PCI virgens, foi colocada

no cristal de ZnSe do equipamento FTIR Thermo Nicolet iS5.
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Para a anadlise da carga de superficie da bactéria em diferentes pH foram
realizadas as medidas do potencial zeta. A medida do potencial zeta determina o
carater da superficie em diferentes valores de pH.

O valor de pH em que se anulam as cargas e apresenta potencial zeta nulo é
denominado de ponto isoelétrico (PIE). O PIE indica as caracteristicas anidnicas e
catibnicas da superficie da bactéria.

Em funcdo da presenga de grupos funcionais que estdo presentes na
superficie, pode-se determinar o comportamento total da carga. A presenca de
polissacarideos estabelece um comportamento anidnico determinado pelos grupos
fosfatos. Outro fato interessante é a presenga de nitrogénio das proteinas e aminas
que caracteriza um comportamento catiénico na superficie (Mozes et al., 1989).

As medidas de potencial zeta das células de A. ferrooxidans antes e apds o
contato com os ions metalicos e com os polimeros de PCI, foram realizadas utilizando
0 equipamento Zeta Meter 4.0. A medicao foi realizada para estudar a influéncia do
metal e do polimero nas propriedades de superficie da bactéria. Os valores de
potencial zeta foram obtidos com a equacao 30 (Equagao de Smoluchowiski) e o valor
da atividade eletroforética foi obtido pelo programa integrado ao equipamento (Bueno,
2007).

7z, =2 x En Equagao 30

14 D¢

Onde:

Em: mobilidade eletroforética

Vt: viscosidade do liquido suspendido (Poises) em temperatura ambiente
Dt constante dielétrica

Zy: voltagem em unidades eletrostaticas

A preparacgao para o experimento foi realizada com o eletrélito de uma solugéo
de KCI 0,001M e da bactéria A. ferrooxidans com concentragdo celular de 1 X 107
células/mL. Os valores de pH foram ajustados utilizando solugdes de KNO3 e KOH

0,1 e 1 N respectivamente (Vilinska et al., 2011)
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5. Resultados e discussao

O pré-tratamento das PCI dos REEE envolvendo as técnicas de Tratamento de
Minérios foi realizada para liberar os metais e assim facilitar a sua recuperacéo (Silvas,
2014; Yamane, 2012). No presente estudo foi realizada a caracterizacao das amostras
das PCI com o uso das técnicas de espectrometria de emissao Optica com plasma
(ICP-OES) e espectroscopia de fluorescéncia de raios x por energia dispersiva (FRX).
Sendo assim, as etapas de extragdo com o uso de microrganismos para a

solubilizac&o e recuperagao do cobre seréo discutidas a partir deste ponto do trabalho.

5.1. Caracterizagao das PCI

As placas de circuito impresso de computadores e impressoras descartada
foram submetidas aos ensaios de pirdlise e lixiviacdo acida para a determinagcao da
composi¢ao dos materiais de acordo com os trabalhos de Silvas (2014) e Yamane
(2012). A Tabela 19 mostra a composi¢cao dos materiais das PCI de computadores e

impressoras obsoletas (% massa).

Tabela 19 - Composigéo das PCl de computadores e impressoras descartadas (% massa)

Materiais PCI Computadores PCI Impressoras
(Yamane, 2012) (Silvas, 2014)
Metalico 49,6 44,0
Polimérico 21,6 28,5
Ceramico 28,8 27,5

Os metais presentes nas PCl sdo classificados em metais ferrosos e nao
ferrosos. As PCl de computadores e impressoras descartadas cominuidas, foram
submetidas aos ensaios de separagdo magnética para quantificar as fragdes como
materiais magnéticos (MMA) e ndo magnéticos (MNMA). A Tabela 20 mostra o
resultado de balango de massa da separagdo magnética conforme os estudos de
Silvas (2014) e Yamane (2012).
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Tabela 20 - Comparacéo das fragcdes da separagdo magnética dos diferentes tipos de PCI (% massa)

Material PCI Computadores PCI Impressoras
(Yamane, 2012) (Silvas, 2014)
Material Magnético (MMA) 15 25,4
Material Nao-Magnético (MNMA) 85 74,6

As fragbes de materiais magnéticos (MMA) e ndo magnéticos (MNMA) foram
caracterizados para a determinagdo das quantidades de materiais metalicos,
ceramicos e poliméricos. A Tabela 21 mostra o percentual em massa dos materiais
presentes em cada tipo de PCI, conforme os resultados dos trabalhos de Silvas (2014)
e Yamane (2012).

Tabela 21 - Materiais presentes nas PCl de computadoras e impressoras obsoletas (% massa): Material
Cominuido (MM), Fragdo Magnética (MMA) e Material Nao-Magnético (MNMA).

Materiais Metalicos Poliméricos Ceramicos
PCI MM 49,6 21,6 28,8
Computadores
(Yamane, 2012)
MMA 8,0
MNMA 41,6
PCI Impressoras MM 44,0 28,5 27,5
(Silvas, 2014)
MMA 2,9 6,2 16,3
MNMA 41,2 22,2 11,2

Com a caracterizagdo dos materiais metalicos, ceramicos e poliméricos
associados com os resultados de ICP-OES foi possivel identificar os metais que se
apresentavam em maior concentragdo em cada fragao da separagao magnética e
assim seguir com o processo bioldgico de recuperagao do cobre. A Tabela 22 mostra
o0 percentual em massa dos metais das fragcdes dos diferentes tipos de PCI dos
estudos realizados por Silvas (2014) e Yamane (2012): material cominuido (MM),

material magnético (MMA) e fracdo nao-magnética (MNMA).
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Tabela 22 - Resultados da analise de metais no ICP-OES das fragbes de material moido (MM), dos
materiais magnéticos (MMA) e nao-magnéticos (MNMA) das PCI de computadores e impressoras

obsoletas (% massa).

Materiais Ag Cu Fe Ni Pb Zn Outros
PCI Computadores MM 0,13 23,79 528 0,37 4,19 4,22 11,62
(Yamane, 2012)

MMA 0,02 132 5,03 0,24 045 0,39 0,55
MNMA 0,11 22,47 0,25 0,13 3,74 3,83 11,07

PCl Impressoras MM 0,31 32,50 1,42 0,34 0,00 0,64 8,79
(Silvas, 2014)

MMA 0,00 0,550 1,42 0,34 0,00 0,20 0,44

MNMA 0,31 32,00 0,00 0,00 0,00 0,44 8,45

Os resultados da andlise de metais das PCI das fragdes cominuidas (MM),
magnéticas (MMA) e ndo-magnéticas (MNMA) mostraram que a fragdo ndo-magnética
era que apresentava maiores concentragcbes de cobre e que seria a fragao
interessante para ser submetida ao processamento bioldgico visando a recuperagao
do cobre.

Contudo, ainda na caracterizagao foi realizada a identificagdo dos metais nas
fragbes ndo-magnéticas (MNMA) das PCI de diferentes tipos com granulometria de
1 mm. De acordo com Tuncuk et al., (2012), as particulas de tamanho maior de 2 mm
podem haver a nao liberagdo do cobre nos componentes poliméricos.

Portanto, a liberacdo do cobre acontece a partir de particulas com
granulometria menor que 2 mm e por essa razao utilizou-se nos ensaios de
processamento biolégico, a granulometria de 1 mm das fragcbes de material nao-
magnético (MNMA). A Tabela 23 mostra o resultado da analise de metais do ICP-OES
nas PCIl de computadores e impressoras descartadas do material ndo-magnético
(MNMA).

Tabela 23 - Resultado dos principais metais na fracdo dos materiais ndo magnéticos (MNMA) nos

diferentes tipos de PCI (% massa)

Ag Al Cu Fe Ni Pb Zn
PCl Computadores 0,11 2,22 2492 1,70 0,66 3,71 2,35

PCI Impressoras 0,05 557 3464 096 0,33 0,02 0,63
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O cobre foi 0 metal de maior concentragao nas PCI devido a sua caracteristica
de condutividade nos componentes como os fios, bobinas, transformadores entre
outros (Ernst et al., 2003; Veit et al., 2006). A concentragdo dos metais pode depender
tanto do tipo da PCI, do método aplicado na liberagao e analise dos materiais, assim
como na tecnologia e nos materiais empregados na fabricagdo das PCI (Yamane et
al., 2011; Park et al., 2009).

Conforme Murugan et al., 2008 esclareceram, mesmo com o processo de
cominuigao, a liberagao do cobre da camada de resina das PCI pode nao ser eficiente
uma vez que as placas de computadores sao constituidas de uma camada de celulose
e resina fendlica ou de fibra de vidro, e o cobre esta inserido em uma camada na
superficie com o intuito de conectar os contatos elétricos.

Os teores de chumbo e de zinco nas PCI se justificam por estarem presentes
na solda dos componentes eletrdnicos (Zhang et al., 1999; Ogunniyi et al., 2009). O
teor de chumbo na PCI das impressoras descartadas foi de 0,02 % em massa,
indicando que se trata de uma placa lead free, fabricada por empresas que atendem
aos requisitos das normas europeias (Xavier et al., 2014).

Os teores de ferro e niquel podem ter sofrido arraste para o material ndo
magneético, ndo ficando concentrados no material magnético (Lewis et al., 2011).

O pré-tratamento e a caracterizacdo das PCI sdo operag¢des importante com a
finalidade de concentrar os materiais magnético e nao magnético para a sua

recuperacao de acordo com o interesse econdmico.

5.2. Processo de lixiviagao bacteriana

A partir das amostras das PCl de computadores e impressoras obsoletas, foram
realizados os processos de crescimento, de adaptagéo bacteriana e de biolixiviagao
para a extracdo de cobre. As bactérias utilizadas nos experimentos biolégicos foram
a Acidithiobacillus ferrooxidans e a Leptospirillum ferrooxidans. Os ensaios de
biolixiviagdo das PCI também foram feitos com a amostra de drenagem acida de uma

mina de carvao (DAM).

5.2.1.Sequenciamento 16s rDNA da DAM

A determinacdo das espécies bacterianas presentes na amostra da DAM foi

realizada utilizando o sequenciamento da regido V6, V7 e V8 do 16s rDNA que
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resultou os nucleotideos 986-1294 (Chakravorty et al., 2007) no 16s rDNA (numeragao
com base no sistema de nomenclatura de E. coli) (Brosius et al., 1978). A Figura 20

mostra o cromatograma do sequenciamento do 16s rDNA sem superposi¢ao de picos.
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Figura 20 — Cromatograma obtido pelo sequenciamento do 16s rDNA da DAM.

A Figura 20 mostra o cromatograma obtido a partir da reagcdo de
sequenciamento e ndo mostra picos de superporsicdo indicando que apenas uma
sequéncia foi obtida no 16s rDNA. Este resultado era esperado em fungdo da
sequéncia de repiques realizados na amostra da DAM e este processo funciona como
um seletor natural e mantém apenas as espécies que tém capacidade de
desenvolvimento e sobrevivéncia nas condi¢gdes de cultivo (Brandl et al., 2001; lllyas
et al., 2007; Yang et al., 2009; Utimura et al., 2019). A Tabela 24 mostra a consulta
realizada a colecao de nucleotideos do GenBank (NCBI) com a amostra sequenciada
da DAM.

Tabela 24 - Resultados da DAM na colegéo de nucleotideos do GenBank (NCBI)

Length Blast (Best Hits) Accesion Code | % identity
404 Acidithiobacillus ferrooxidans strain ¢ 16S DQ909079.2 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
404 Acidithiobacillus ferrooxidans strain BYQ-5 KT633237.1 99
16S ribosomal RNA gene, partial sequence
404 Acidithiobacillus ferrooxidans strain YQH-1 KT633236.1 99
16S ribosomal RNA gene, partial sequence

A Tabela 24 mostra que a consulta realizada a sequéncia na base de dados do
GenBank identificou o sequenciamento de 100 % para a espécie A. ferrooxidans. Em
comparagao com as outras espécies bacterianas, a regiao difere em elevado grau da

Salmonela, Bacillus, Acetobacter e Leptospirillum conforme € mostrado na Figura 21.
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Figura 21 - Dados da sequéncia obtida na amplificagdo do gene 16S.
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Em comparacao com a sequéncia da espécie A. thiooxidans mostra que esta

espécie bacteriana possui apenas 5 nucleotideos diferentes na regido analisada do

16s rDNA. A Figura 22 mostra que devido a conservagao desses nucleotideos na A.

thiooxidans, pode-se verificar que a sequéncia identificada por amplificacdo do gene

16S da amostra da DAM corresponde a espécie A. ferrooxidans quando comparada

com o banco de dados NCBI.
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. 1 : » . P . o . P . ® . P .
A._ferrooxidans/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATHICTGCAGAGATGCGGAGTGCCCTT GGAAT IGAACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_DX-m_KX694513.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIQCTGCAGAGATGCGGEAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_SOB2_KR856281.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIQCTGCAGAGATGCGGEAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_CL_KX100033.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIQCTGCAGAGATGCGGHAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_GB30c_KU249610.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIQCTGCAGAGATGCGGHAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_PC30c_KU249603.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIQCTGCAGAGATGCGGHAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_GS6a_KU249605.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIQCTGCAGAGATGCGGHAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_GB30b_KU249603.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIQCTGCAGAGATGCGGEAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_RS2a_KU249602.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIOCTGCAGAGATGCGGHAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_AS4c_KU249597.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIOCTGCAGAGATGCGGHAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_GS6e_KU249589.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIOCTGCAGAGATGCGGEAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_GS6c_KU249588.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIOCTGCAGAGATGCGGHAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_SO-1_KP455985.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIOCTGCAGAGATGCGGEAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_S0-5_KF588678.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIOCTGCAGAGATGCGGEAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_BED2_KC902828.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIOCTGCAGAGATGCGGEAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT
A._thiooxidans_S1p_KC902824.1/1-404 CTTACCTGGGCTTGACATGT GAATIOCTGCAGAGATGCGGEAGTGCCCTT GGAAT AACACAGGTGCTGCAT

Figura 22 — Alinhamento da sequéncia da A. ferrooxidans com a sequéncia da A. thiooxidans com o

grau de conservagao de cinco substituicdes em relagdo ao sequenciamento da A. ferrooxidans.

A técnica de sequenciamento do gene 16s rDNA identifica espécies e géneros
com uma similaridade dos resultados maior que 90 % e com uma faixa de

confiabilidade das informagdes a partir de 97 % (Janda et al., 2007).

5.2.2. Crescimento das bactérias

A contagem microscopica das células foi realizada através do microscopio de
marca Leica Microsystem DM750M com as amostras liquidas diluidas em série na
camara de Neubauer. As diluigdes progressivas ou seriadas foram feitas com 0,1 mL
do meio de cultura com as bactérias mais 0,9 mL do meio de cultura. As diluicbes
seriadas iniciaram com solugdes concentradas, chegando a solugdes menos
concentradas e assim amplificando o fator de diluicdo. A medida do numero de células
foi realizada com a transferéncia de 0,5 mL na cdmara de Neubauer com uma laminula
para a contagem no microscopio.

O crescimento dos microrganismos foi também acompanhado através do
método de plaqueamento de unidade formadora de colénias (UFC/mL) ou método de
semeadura por espalhamento. Com a mistura do agar sélido, foram cultivadas as
bactérias por 15 dias. A Figura 23 mostra o plaqueamento da A. ferrooxidans no meio

de agar sélido na parte superior e as placas inferiores estdo sem a bactéria.
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Figura 23 - As placas superiores mostram o crescimento da bactéria A. ferrooxidans na mistura de agar

sélido por 15 dias. As placas inferiores estdo sem a bactéria e ndo mostram o crescimento.

Com os resultados das técnicas de mensuragao do crescimento microbiano foi

possivel mostrar a curva de crescimento bacteriano, como mostrado na Figura 24.
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Figura 24 - Curva de crescimento da populagdo bacteriana.

A contagem microscépica trata-se de um método simples e rapido para estimar
o0 numero de células microbianas, mas sem o uso de técnicas de coloracéo para as
bactérias, ndo & possivel identificar células vivas das mortas. Para aumentar a

precisao da contagem microbiana, foi utilizada a técnica da citometria de fluxo.
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Os ensaios com o citbmetro de fluxo foram utilizados na aplicagdo com a
bactéria A. ferrooxidans, na quantificacdo das células viaveis e mortas. A contagem
das células ativas e mortas foi realizada com a aplicagdo de marcadores de
membranas e de DNA.

Os fluoréfonos utilizados para os experimentos com A. ferrooxidans foram a
Calceina AM e o EthDIIl (Biotium Brochure). A Calceina AM é um substrato de
esterase permeavel a membrana, nao fluorescente, que entra no citoplasma e é
clivado por esterases em células vivas para produzir a calceina corante verde
fluorescente. A calceina é carregada negativamente e impermeavel a membrana
celular e é retida no citoplasma de células viaveis com membranas plasmaticas
intactas. As células mortas ndo sdo marcadas com calceina devido a falta de atividade
da esterase ou elas ndo mantém a calceina no citoplasma em fungdo das membranas
plasmaticas comprometidas.

O EthDIIl € um marcador de DNA impermeavel a membrana plasmatica que é
excluido por células ativas. O EthDIIlI penetra nas células mortas com a integridade
comprometida das membranas plasmaticas e cora o nucleo com fluorescéncia
vermelha (Biotium PI-30002). A Figura 25 mostra o processo de marcagao da
Calceina AM quando entra em uma célula viva, com a clivagem das esterases
celulares na calceina e produz um corante verde fluorescente que é retido na célula.
As células mortas nao terdo esterases ativas e marcam o nucleo das células com

fluorescéncia vermelha (Biotium Brochure).

EthDIII

EthDIII

rases

Figura 25 — Viabilidade da Calceina AM ao entrar em uma célula ativa formando um corante verde e o

EthDIIl marcando o nucleo da célula com um corante vermelho (Biotium Brochure).
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As vantagens da contagem de células ativas de bactéria nos experimentos com
0 uso da citometria de fluxo s&o de resultados gerados com rapidez, confiabilidade e
reprodutibilidade, elevado numero de células contadas em poucos minutos (cerca de
10° células em poucos minutos).

Outro ponto importante no uso da citometria de fluxo em comparagao a
microscopia e outros métodos de contagem de células, estdo a identificagdo e
separagdo com a sensibilidade dos corantes, a tecnologia para identificar células
positivas (fluorescéncia) e o software preparado para operar com as populagdes de
células desejadas. Para isto, se faz necessario estabelecer parametros de referéncia
especificos para cada método de analise para o uso da citometria de fluxo (Bacal et
al., 2003; Invitrogen, 2011).

A analise por citometria de fluxo no citdmetro Cytoflex da Beckman Coulter,
com obtencéo de dados pelo programa da Beckman Coulter e analise pelo programa
FlowJo da BD (Empresa Becton Dickinson), gerou graficos de tamanho (FSC) x
granulosidade (SSC). A Figura 26 mostra os graficos FSC x SSC representativos de
uma amostra de agua e de uma solugao tampao de NaCl (0,9 %). O gate superior

representa as células presentes nas amostras.

3 bacterias E bacterias
] 0.023 ] 0.0458

S3C-A 85C-4
SSC-A: S8C-A

FSC-& :: FSC-A FSC-A 1 FSC-A

(a) (b)

Figura 26 - Analise de Citometria de Fluxo: (a) agua ultrapura (b) solugdo de NaCl 0,9 %.

A partir das células separadas pelo gate superior, foram geradas as
informacdes de fluorescéncia x numero de células, sendo possivel calcular a
porcentagem de células fluorescentes no total de células da amostra. As células

fluorescentes sao identificadas de acordo com os marcadores de células viaveis e
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ativas, assim como as células inviaveis e inativas. A Figura 27 mostra (c) a bactéria
A. ferrooxidans com 7 dias de crescimento e em solugcdo tampao de NaCl sem os

marcadores e (d) A. ferrooxidans vivas e ativas com a Calceina AM.

bacterias———_
591

SSC-A 1 S8C-4
SSC-A S8C-A

=]
Ll ool o

FSC-4: FSC-2&

FSC-A D FSC-A

(c) (d)

Figura 27 - Experimentos de Citometria de Fluxo: (c) A. Ferroxidans vivas e ativas sem marcadores (d)

A. Ferroxidans vivas e viaveis com a Calceina AM.

Da area delimitada de fluorescéncia x numero de células, tem-se as
informacdes das células coradas em relagao ao total de células da amostra. O gate
do grafico apresenta a porcentagem de células em relagdo ao total de células na
amostra. A Figura 27 (c) identifica que 10,8 % de elementos na amostra, poderiam ser
células, precipitagdo de ferro do meio de cultura, impurezas entre outros e (d) mostra
que 5,91 % das células vivas e ativas foram identificadas através da Caseina AM, uma
vez que a caseina é retida nas células viaveis e com as membranas intactas.

A partir das células separadas pelo gate, podem ser gerados histogramas de
fluorescéncia x numero de células que sdo comumente utilizadas em analises de
sangue. As amostras de sangue inoculadas com marcadores como a alfaepoetina
humana recombinante, fluoresce as células que contém acidos nucléicos ou os
reticulécitos, que por sua vez, identifica os reticulécitos em relagao ao total de células
(Andrade, 2011).

Para a inativacdo das bactérias foi usada uma solugdo aquosa de hipoclorito
de sbddio a 10 %. Para o volume de 1 mL de amostra foram utilizados 5 uL de

hipoclorito de sédio para inviabilizar as células. A Figura 28 mostra o ensaio de
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citometria de fluxo com (e) A. ferrooxidans mortas e inativas com o hipoclorito de sodio

e com o marcador EthDIII.

SSC-A 1 SSC-A

FSC-&: FSC-A

Figura 28 - Ensaio de Citometria de Fluxo: (e) A. Ferroxidans mortas e inativas com o EthDIII.

O resultado (e) mostra que 9,50 % das células estdo mortas e inativas no total
de elementos da amostra. Deve-se levar em consideracdo que a amostra pode conter
células inativas, com a integridade parcialmente comprometida das membranas,
assim como células vivas com uma parte da integridade das membranas
comprometida. A Figura 29 mostra os experimentos de citometria com as bactérias
mortas e inviaveis sem os marcadores (f) e as bactérias mortas e inviaveis com a

calceina AM (g).

bacterias__——_
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SSC-A 1 S8C-A

SSC-A 11 S5C-A

FSC-A :: FSC-A

FSC-A :  FSC-A
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Figura 29 - Analises de Citometria de Fluxo: (f) A. Ferroxidans mortas e inviaveis sem marcadores (g)

A. Ferroxidans mortas e inviaveis com a Calceina AM.
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O resultado (f) mostra que 7,90 % das células estdo mortas e inativas no total
de elementos da amostra. No resultado (g) mostra que 6,12 % das células foram
coradas com a calceina AM. Foi utilizado o hipoclorito para inativar e matar as células,
mas nao foi eficiente para inativar a populagdo da amostra, devido a concentragao
utilizada de 10 % em solugéo aquosa. A Figura 30 mostra a analise de citometria com

a bactéria com o marcador EthDIII.

SS5C-A 1 S8C-A

FSC-A  FSC-A

Figura 30 - Ensaio de Citometria de Fluxo: (h) A. Ferroxidans inviaveis com o EthDIII.

O resultado (h) mostra que 9,43 % das células estdo mortas e inativas no total
de elementos da amostra. Um ponto importante a ser mencionado nos ensaios de
citometria, € a necessidade da validagao estatistica e a repetitividade dos
experimentos com a concordancia dos resultados em um periodo de tempo,
considerando 0 mesmo processo € 0 mesmo equipamento. A precisao dos resultados
€ outro fator importante a ser considerado, com a concordancia dos ensaios com as
informagdes obtidas em dias diferentes.

Com isso, a contagem das amostras com a bactéria A. ferrooxidans que foi
realizada no citdmetro de fluxo mostrou como resultado da andlise de 1 X 10° células
/ mL. A diferenga do resultado obtido na analise de citometria, com os dados da curva
de crescimento através do método de contagens microscopicas, se deve a
sensibilidade da técnica de citometria de fluxo, com o uso de coloracbes especiais
celulares. Portanto, a contagem microscopica se mostrou pouco sensivel pelo fato de
nao identificar as células mortas das viaveis e assim revelar nimeros superiores

observados de células.
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5.2.3. Desenvolvimento bacteriano

As Figuras 31, 32 e 33 apresentam o desenvolvimento das bactérias
Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans e DAM, respectivamente.
As Figuras mostram os resultados de pH e do potencial de oxirredugao nos primeiros

trés dias do processo.
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Figura 31 - Processo de manutengao da bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans e as medidas de pH e

potencial de oxirredugao (mV).

A Figura 31 mostra o desenvolvimento da bactéria Acidithiobacillus
ferrooxidans (A. ferrooxidans) no meio de cultura com pH de 1,8. O pH aumentou de
1,8 para 2,1 no terceiro dia de crescimento e o potencial de oxirreducéo inicial que era
de 350 mV e no terceiro dia aumentou para 630 mV.

A Figura 32 mostra a bactéria Leptospirillum ferrooxidans (L. ferrooxidans) em
desenvolvimento e o pH aumentou de 1,8 para 2,0 no terceiro dia, e o potencial de
oxirredugao iniciou com o valor de 320 mV e aumentou para 620 mV no terceiro dia

de crescimento.
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Figura 32 - Crescimento da bactéria Leptospirillum ferrooxidans e as medidas de pH e potencial de

oxirredugao (mV).

O monitoramento do potencial de oxirreducao faz-se necessario uma vez que
a elevacdo no valor do Eh esta diretamente relacionada a concentragdo dos ions
férricos e indiretamente relacionada a oxidacao pela agéo das bactérias nos ions
ferrosos, conforme discutido anteriormente (Silvas, 2014).

A Figura 33 mostra o desenvolvimento da DAM com o valor de pH de 1,85 que

aumentou no terceiro dia de crescimento para 2,05.
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Figura 33 - Crescimento das bactérias da drenagem acida de minas (DAM) e as medidas de pH e

potencial de oxirredugao (mV).
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A partir da Figura 33, o potencial de oxirredugao do processo de crescimento
da DAM, iniciou-se com o valor de 360 e aumentou para 650 mV, indicando o
desenvolvimento das bactérias contidas na amostra da DAM.

As bactérias utilizadas no estudo, utilizam o Fe?* como fonte de energia e
oxidam o Fe?* a Fe3®'. A solucdo, no inicio do crescimento, mostrou uma cor
esverdeada clara, indicando a presenca de ions de Fe?* da solugao de sulfato ferroso.
Com o passar dos dias, a solugdo passa a ter a coloragédo laranja-avermelhada,
indicando a oxidag&o dos ions de Fe?* para Fe3*. O tempo de crescimento médio dos
microrganismos aciddfilos que oxidam ferro pode variar entre 3 a 5 dias e depende de
alguns fatores como o valor do potencial de oxirredugédo que deve estar acima de
600 mV, as condigdes de cultivo, a composigao dos nutrientes entre outros (Sobral et
al., 2010). A equacao 31 mostra a oxidagao dos ions ferrosos a ions férricos com a

agao dos microrganismos.
moos
2Fe?*+ 1/, 0,4 HY — 2Fe3*+ H,0+ e~ Equagio 31

Durante a oxidagdo dos ions Fe?* a Fe3 com a agdo bacteriana ocorre o
aumento no valor de Eh que esta diretamente relacionado a concentragéo de Fe3* e
indiretamente relacionado a oxidagéo bacteriana dos ions Fe?*, de acordo com a
equacéo de Nernst (Equacgao 20). As bactérias utilizam os ions Fe?* presentes no meio
de cultura como fonte de energia transformando-os em ions Fe3* durante o processo

de crescimento.

5.2.4 Adaptagao bacteriana em PCIl de computadores obsoletos

As Figuras 34, 35 e 36 mostram o tempo que foi necessario para completar o
processo de adaptacdo das bactérias Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum
ferrooxidans e da DAM, respectivamente, em presenga de 3,5 g das PCI de

computadores obsoletos em meio de cultura.
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Figura 34 - Tempo necessario para o processo de adaptagao da bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans

em contato com a fragdo MNMA das PCI proveniente de computadores obsoletos.

A Figura 34 mostra o tempo de adaptacdo da bactéria Acidithiobacillus
ferrooxidans que foi de 90 dias para a quantidade de 3,5 g de PCI de computadores
obsoletos. A comparacéo do periodo de adaptacao da Acidithiobacillus ferrooxidans
com as demais bactérias, mostrou menor tempo de adaptagdo. O motivo pelo qual
este tipo de bactéria consegue se adaptar em um menor tempo aos teores elevados
de substéancias toxicas, é que este tipo de bactéria vive no seu préprio ambiente
natural com a presenga de metais dissolvidos como no caso dos efluentes da
mineracao (Schrader et al., 1988; Hutchins et al., 1986; Yates et al., 1988).

llyas et al. (2007) e Yang et al. (2009) informaram que a adaptagao bacteriana
pode ser uma alternativa para aumentar a resisténcia dos microrganismos aos ions
metalicos e a outros tipos de substancias como a resina e a fenolite, durante o

processo de biolixiviagdo para o incremento da taxa de extracdo do metal de interesse.
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Figura 35 - Tempo requerido para a adaptagdo da bactéria Leptospirillum ferrooxidans com a fragao
MNMA das PCI de computadores descartados.

A Figura 35 mostra o periodo de adaptagdo da bactéria Leptospirillum
ferrooxidans, que foi de 95 dias para 3,5 g de PCI de computadores obsoletos. Esta
espécie de bactéria mostrou uma certa dificuldade no processo de adaptacao, pois €
menos resistente a um ambiente mineral com condigdes extremas de acidez e

substancias toxicas (Balashova et al., 1979; Yang et al., 2009).
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Figura 36 - Tempo de adaptacdo da DAM em contato com fragdo MNMA das PCI de computadores
obsoletos.



92

A Figura 36 mostra o tempo de adaptagdo da DAM que teve uma duragao de
105 dias em contato com as PCIl de computadores obsoletos. Os fatores como as
condicbes do ambiente de onde foi retirada a amostra e o tempo de crescimento
podem contribuir no desenvolvimento microbiano. Em consoércios com diversas
espécies, a concorréncia de diferentes espécies de microrganismos pela
sobrevivéncia, pode acarretar e dificultar o processo de adaptacédo na presencga dos
metais toxicos (Rossi, 1990; Brandl et al., 2001).

5.2.5. Adaptacao bacteriana em PCI de impressoras descartadas

O tempo necessario de adaptagdo dos microrganismos com as PCl de
impressoras descartadas foi maior quando comparado com o tempo de adaptagao dos
microrganismos com as PCl de computadores obsoletos. As Figuras 37, 38 e 39
mostram o tempo requerido para o processo de adaptacdo das bactérias,
Acidithiobacillus  ferrooxidans, Leptospirillum  ferrooxidans e da DAM,

respectivamente, na presenca de 3 g de PCI de impressoras descartadas.

-l | |
2,6-3,0 — | 15

21-25 e 15
16-2,0 | — 20
11-1.5 | | 1 5
06-10 | |15

Massa de PCI (g)

- I | 1
0,1-0,5 > 0

0 5 10 15 20
Dias

Figura 37 - Tempo necessario para a adaptagao da Acidithiobacillus ferrooxidans com a fragdo MNMA

das PCI proveniente de impressoras obsoletas.

A Figura 37 mostra o tempo de adaptacao da Acidithiobacillus ferrooxidans com
as PCI de impressoras descartadas, que demandou 105 dias para 3 g de amostra.
Comparando com as PCI de computadores obsoletos, foram necessarios 90 dias para

0 processo de adaptagdo dos microrganismos em 3,5 g de amostra ou 72 dias em 3
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g das PCI. Resultando na diferenca de 33 dias no processo de adaptacao das PCI de

impressoras em comparacao com as PCIl de computadores.
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Figura 38 - O tempo requerido para a adaptagao da bactéria Leptospirillum ferrooxidans com a fragao
MNMA das PCI de impressoras descartadas.

A Figura 38 mostra o tempo necessario de adaptacao da Leptospirillum
ferroooxidans com as PCI de impressoras obsoletas que foi de 115 dias para 3 g de
amostra desse tipo de PCl. Em comparacdo com as PCl de computadores
descartados, o tempo necessario de adaptagao foi de 95 dias para 3,5 g das PCI ou
76 dias para 3 g das PCI. A diferenga nos processos de adaptagdo das PCIl de
impressoras e computadores obsoletos foi de 39 dias.
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Figura 39 - O tempo de adaptacdo da DAM com a fragdo MNMA das PCI de impressoras obsoletas.
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A Figura 39 mostra o periodo de adaptagao da DAM nas PCI de impressoras
descartadas que foi de 130 dias para 3 g das PCIl. Comparando com o tempo
necessario do processo de adaptacao das PCl de computadores descartados que foi
de 105 dias para 3,5 g das PCl ou 85 dias para 3 g das PCI, a diferenca da adaptagao

entre as PCI de impressoras e computadores descartados foi de 45 dias.

A diferenca no processo de adaptacdo entre as PCl de computadores e
impressoras obsoletas pode estar associada a diferenca da concentracdo dos metais
(% em massa). Na caracterizagao das PCI, foi observado que além do teor de cobre
presente (teor de cobre nas PCl de computadores: 24,92 % em massa e teor de cobre
nas PCl de impressoras: 34,64 % em massa), o teor de aluminio nas PCIl de
impressoras foi mais do que o dobro do teor de aluminio das PCl de computadores
(teor de aluminio nas PCI de computadores: 2,22 % em massa e o teor de aluminio
nas PCIl de impressoras: 5,57 % em massa). O teor de aluminio nas PCI se justifica
nos componentes eletroeletrénicos, assim como na forma de alumina como carga na

produgao das placas (Basso et al., 1989; Basso et al., 2007).

Os efeitos causados pela toxicidade do aluminio podem ser justificados
na dificuldade do processo de adaptacédo das PCIl de impressoras obsoletas, tanto na
estabilidade do pH no valor de 1,8 quanto em atingir o potencial de oxirredugdo em
valores acima de 500 mV. Foram necessarias varias repeticoes de cada fase do
processo de adaptacdo, demandando um tempo maior na adaptacdo dos
microrganismos com esse tipo de PCl. A acdo téxica do aluminio sobre os
microrganismos pode causar a inibigdo no crescimento devido ao bloqueio de
aquisicao e transporte de nutrientes, deixando de realizar as reagdes bioquimicas
necessarias para a manutencao da viabilidade celular (Basso et al., 1989; Basso et
al., 2007; Hamilton et al., 2001; Yoshino et al., 1992).

5.3.Experimentos de Biolixiviagao nas PCI

Os ensaios de biolixiviagdo foram realizados com as bactérias previamente
adaptados em agitadores orbitais para a recuperagado do cobre proveniente das PCI

de computadores e impressoras obsoletas.
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5.3.1.Biolixiviagao das PCl de computadores obsoletos

Os ensaios de biolixiviacdo das PCl de computadores descartados foram
realizados com a adi¢céo de 3,5 g das PCl no meio de cultura com a bactéria adaptada.
O volume total da solugdo contendo o meio de cultura e a bactéria foi de 300 mL. A
composicao do meio de cultura foi de 216 mL da solugcédo A, 54 mL da solugdo B e
30 mL de indculo.

Nos ensaios realizados durante 15 dias, foram retirados diariamente, 2 mL de
amostra sendo que 1 mL foi mantido como contraprova em refrigeracao e 1 mL foi
feita uma diluicdo de 5x para a analise de cobre pela técnica de Espectroscopia de
Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva (FRX). A Figura 40 mostra o controle
do pH durante o ensaio de biolixiviagdo das PCl de computadores descartados com
as bactérias e o controle abidético. O pH foi ajustado com &acido sulfurico 5M durante

todo o ensaio e mantido constante no valor de 1,8.
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Figura 40 - Variagao do pH no ensaio de biolixiviagdo das PCI proveniente de computadores obsoletos

com as bactérias em estudo.

De acordo com a Figura 40, comparando o pH com os ensaios de biolixiviagao
da Figura 46, observou-se que com a bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans o pH ficou
estabilizado no décimo dia do processo. Com a bactéria Leptospirillum ferrooxidans o
pH foi estabilizado no oitavo dia conforme a Figura 40. Com a DAM, o pH foi
estabilizado no décimo dia no processo de biolixiviagdo das PCl de computadores

obsoletos.
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A necessidade da correcdo do pH com a adigao de acido sulfurico 5M foi em
funcado do carater alcalino das PCI contribuindo para a elevacao dos valores do pH
(Kaksonen et al., 2011; Lee et al., 2012). A Figura 41 mostra o consumo de acido
sulfurico 5M no ajuste do pH no processo de biolixiviagdo das PCl de computadores

descartados com a bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans.
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Figura 41 - Consumo de H2S04 5M para o ajuste  Figura 42 - Ajuste do pH e o consumo de H2SO4
do pH na biolixiviagao das PCIl de computadores 5M na biolixiviagdo das PCI de computadores

obsoletos com a Acidithiobacillus ferrooxidans.  descartados com a DAM.

A Figura 41 mostra que o acido sulfurico 5M foi consumido até o quarto dia. O
consumo total de acido foi de 2,99 g em 100 mL de meio de cultura com 3,5 g PCI
para o acerto do pH em 1,8. Considerando a densidade do acido sulfurico concentrado
de 1,841 g/ mL e sendo que a preparagdo de uma solugdo de acido sulfurico 5M
consome o volume de 266,15 mL de acido sulfurico concentrado, o volume necessario
de acido sulfurico concentrado para o ajuste de pH em uma operagao de biolixiviagdo
das PCI de computadores descartados foi de 1,2 mL em 1 L de meio de cultura por
grama das PCI.

A Figura 42 mostra o consumo de H2SO4 5M para o ajuste do pH na
biolixiviagdo das PCI de computadores obsoletos com a DAM. O &cido sulfurico 5M
foi consumido até o terceiro dia. O consumo total de H.SO4 5M na biolixiviacao foi de
2,71 g em 100 mL de meio de cultura com 3,5 g das PCI para o ajuste do pH para o

valor de 1,8. Com isso, no processo de biolixiviacdo, foram consumidos 1 mL de
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H2SO4 concentrado em 1 L do meio de cultura por grama de PCIl de computadores

obsoletos.
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Figura 43 - Acerto do pH e o consumo de H2SO4 Figura 44 - Consumo de H2SOs4 5M para o
5M na biolixiviagdo das PCl de computadores acerto do pH na biolixiviagdo das PCIl de
obsoletos com a Leptospirillum ferrooxidans. computadores descartados no ensaio abidtico

(controle).

A Figura 43 mostra a quantidade necessaria de solugdo de H2SO4 5M para o
ajuste do pH na operagao de biolixiviagao de PCI de computadores descartados com
a bactéria Leptospirillum ferrooxidans. O acido sulfurico 5M foi consumido até o quinto
dia. Foram necessarios, para o ajuste do pH em 1,8, na biolixiviagdo de 3 g em
100 mL do meio de cultura por grama das PCI. Com isso, no processo de biolixiviagdo
foram necessarios 1,2 mL em 1 L do meio de cultura por grama das PCI de
computadores descartados.

A Figura 44 mostra a quantidade necessaria de Ho.SO4 5M para o ajuste do pH
na lixiviagao das PCI de computadores obsoletos no controle abiético. O consumo de
acido sulfurico 5M cresceu até o terceiro dia. Foi consumida a quantidade de 5,5 g de
H2S0O4 5M em 100 mL do meio de cultura com 3,5 g das PCI para o ajuste do pH em
1,8. Sendo assim, na lixiviagcao foram consumidos 2,5 mL de H2SO4 concentrado em
1 L do meio de cultura por grama das PCI de computadores obsoletos.

O ensaio abidtico consumiu mais acido sulfurico do que o ensaio bidtico e essa
diferenga foi ocasionada pela agao bacteriana uma vez que no ensaio abiético ndo ha

a agao das bactérias catalisando a reagao de oxidacao dos ions ferrosos e ocorrendo
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apenas a agao do oxigénio na produgao de acido sulfurico e ions férricos. A produgao
de acido sulfurico sem a interacdo das bactérias nao foi suficiente para o controle do
pH e por isto ocorreu a necessidade de maior quantidade de acido no ajuste do pH no
processo de lixiviagao.

A Figura 45 mostra as medidas do potencial de oxirredug&o na biolixiviagao de
placas de circuito impresso dos computadores obsoletos com o uso das bactérias em
estudo. O potencial de oxirredugdo no processo de biolixiviagdo iniciou em 400 mV
com todos os microrganismos. Com relagdo a solugdo abidtica o potencial de

oxirreducgao foi constante no valor de 300 mV ao longo de todo processo.
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Figura 45 - Monitoramento do Eh (mV) na biolixiviagdo das PCI de computadores descartados com as

bactérias em estudo.

A bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans, até o quarto dia, manteve o potencial
de oxirreducao estavel em cerca de 450 mV e apds o quarto dia, o valor do potencial
de oxirredugdo aumentou para 530 mV e manteve-se constante durante todo o
processo de biolixiviagao.

Com a bactéria Leptospirillum ferrooxidans, o potencial de oxirredugdo manteve
o valor constante de 400 mV até o quarto dia do processo de biolixiviagdo. A partir do
quarto dia, ocorreu aumento no potencial de oxirredugdo para 533 mV, que

permaneceu constante durante o resto do ensaio.
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Para a DAM, o potencial de oxirreducao inicial foi de 400 mV e a partir do quarto
dia foi para 548 mV permanecendo constante durante toda a biolixiviacdo das PCI de
computadores obsoletos.

De acordo com a Figura 45, os ensaios com a Acidithiobacillus ferroooxidans e
a Leptospirillum ferrooxidans mostraram que o potencial de oxirredugao foi estavel em
cerca de 450 mV e 400 mV até o quarto dia, quando ocorreu a oxidagao dos ions
ferrosos proveniente da fonte de energia do sulfato ferroso, formando os ions férricos
e com isto a elevacado do potencial de oxirredugao a partir do quarto dia aumentou
para 530 mV e 533 mV, respectivamente.

Sand et al.,2001 sugerem que a comunidade microbiana tem maior capacidade
de oxidagao e com isto catalisa a reagao de oxidacéo dos ions ferrosos a ions férricos
mais rapido quando comparada a velocidade de oxidagao dos ions ferrosos a ion
férrico com as cepas distintas (Ghauri et al., 2007). Com isto, a DAM mostrou um
aumento no potencial de oxirredugcdo mais rapido do que as outras bactérias, como
mostra a Figura 45.

O processo de oxidagao com 0s microrganismos apresentou o valor médio de
540 mV. Com a elevagao do potencial de oxirredugdo, o processo mostra que os
microrganismos estdo oxidando o ion Fe?* do sulfato ferroso, produzindo o sulfato
férrico que tem agao oxidativa sobre o substrato inorgénico, solubilizando desta
maneira os metais presentes em estudo (Valdivia, 2003). Assim, a elevagao no valor
do Eh esta diretamente relacionada a concentracado dos ions férricos e indiretamente
relacionada a oxidagao pela agao das bactérias nos ions ferrosos (Silvas, 2014).

A Figura 46 mostra os resultados de extracdo de cobre nas PCl de
computadores obsoletos com os microrganismos em estudo e com o controle abidtico.
A extragdo de cobre com a bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans, atingiu cerca de
90 % no quarto dia do processo e, a partir desse dia, a extracao de cobre continua de

forma mais lenta no ensaio de biolixiviagao.
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Figura 46 - Extragdo de cobre na biolixiviagdo das PCl de computadores obsoletos com as bactérias

em estudo.

Com a bactéria Leptospirillum ferrooxidans, a Figura 46 mostra que no quarto
dia havia sido extraido cerca de 85 % de cobre no processo e a extragao de cobre
apresentou de forma mais lenta no ensaio de biolixiviagdo. Com a DAM, foi possivel
observar 96 % de extragao no quarto dia e a partir desse dia, permaneceu constante
no ensaio de biolixiviagao.

No controle abidtico foi utilizado 5 mL de uma solucdo aquosa de 5 % do
bactericida Tymol para garantir que ndo houvessem microrganismos no estudo de
biolixiviagdo. A Figura 34 mostra que a partir do quinto dia do processamento, a
extracdo de cobre comecgou a crescer até o final do ensaio de lixiviagao, atingindo o
valor de cerca de 70 % de extragdo de cobre no final do processo, ou seja, apés 15
dias.

Comparando os resultados encontrados do ensaio de lixiviagdo bacteriana nas
PClI de computadores obsoletos (Figura 46) com os resultados da curva de
crescimento bacteriano (Figura 24), que no quarto dia, as bactérias estavam na fase
estacionaria de crescimento, ou seja, ndo se observou aumento ou diminuicdo no
numero de células. Embora a populacao de células ndo aumente nesta fase, muitas
fungdes celulares podem continuar, como o metabolismo energético e os processos
biossintéticos. Na fase estacionaria, as células podem permanecer vivas e

metabolizando, porém, o crescimento exponencial pode cessar (Madigan et al., 2010).
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A partir do quarto dia, o processo de biolixiviacdo permaneceu continua e pode
estar associada ao ndo aumento no numero de células (fase estacionaria de

crescimento microbiano), com a manutencg&o das fungdes celulares.

5.3.2. Biolixiviagdao das PCI de impressoras descartadas

Os ensaios de biolixiviagdo das PCI foram realizados com a adicdo de 3 g das
PCI proveniente de impressoras descartadas moidas na solugéo do novo repique com
a bactéria adaptada em 2,5 g das PCI de impressoras obsoletas. Os testes de
biolixiviagdo foram realizados com 3 g desse tipo das PCI devido a dificuldade no
processo de adaptagcdo dos microrganismos com este tipo de substrato. O motivo da
dificuldade foi justificado no processo de adaptacdo dos microrganismos como a
presenca de aluminio contido na amostra das PCI de impressoras descartadas.

O volume total da solugdo contendo o meio de cultura e a bactéria foi de 300
mL. A composi¢cao da solugdo do meio de cultura foi de 216 mL da solucéo A, 54 mL
da solugéo B e 30 mL de inéculo.

Em todos os dias de ensaios durante 15 dias, foi retirada uma aliquota 2 mL de
amostra sendo que 1 mL foi mantido como contraprova em geladeira e 1 mL foi
realizada uma diluicido de 5x para a analise de cobre na técnica de Espectroscopia de
Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva (FRX-ED). A Figura 47 mostra o
monitoramento do pH no processo de biolixiviagao das PCI de impressoras obsoletas
com 0s microrganismos e o controle abiético. O pH foi ajustado com acido sulfurico

5M durante todo o ensaio e mantido constante no valor de 1,8.
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Figura 47 - Controle do pH na biolixiviagao das PCI proveniente da fragdo MNMA de impressoras

obsoletas com as bactérias estudadas.
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De acordo com a Figura 47 foi observado que com a bactéria Acidithiobacillus
ferrooxidans o pH ficou estabilizado a partir do oitavo dia do processo de biolixiviagéo.
Com a bactéria Leptospirillum ferrooxidans o pH ficou estabilizado no quinto dia e com
a DAM, o pH ficou estavel no oitavo dia durante o processo de biolixiviagdo das PCI
de impressoras obsoletas.

A Figura 48 mostra o consumo de acido sulfurico 5M durante o ajuste do pH
em 1,8 no ensaio de biolixiviacdo das PCI de impressoras obsoletas com a bactéria
Acidithiobacillus ferrooxidans. O acido sulfurico 5M foi consumido até o segundo dia,
num total de 3,85 g em 100 mL de meio de cultura com 3 g PCI.

Considerando a densidade do acido sulfurico concentrado de 1,841 g/mL e,
sendo que, para preparar uma solucédo de acido sulfurico 5M consome o volume de
266,15 mL de acido sulfurico concentrado, o volume necessario de acido sulfurico
concentrado para o ajuste de pH de 1,8 na operagao de biolixiviagado das PCIl de

impressoras descartadas foi de 2 mL em 1 L de meio de cultura por grama das PCI.
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Figura 48 - Consumo de H2SO4 5M para o ajuste
do pH na biolixiviagdo das PCIl de impressoras
obsoletas com a Acidithiobacillus ferrooxidans.
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Figura 49 - Ajuste do pH e o consumo de H2SO4
5M na biolixiviacdo das PCI de impressoras

descartadas com a DAM.

A Figura 49 mostra o consumo de H2SO4 5M para o ajuste do pH em 1,8 na

biolixiviagcdo das PCIl de impressoras obsoletas com a DAM. O consumo total de

H2SO4 5M na biolixiviagao foi de 3,74 g em 100 mL do meio de cultura com 3 g das
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PCIl. Com isso no processo de biolixiviagdo foram consumidos 2 mL de HzSOg4
concentrado em 1 L do meio de cultura por grama das PCI de impressoras obsoletas.

A Figura 50 mostra a quantidade necessaria de solugao de H2SO4 5M para o
ajuste do pH em 1,8 na operacéo de biolixiviagao das PCI de impressoras descartadas
com a bactéria Leptospirillum ferrooxidans. Para o ajuste do pH na biolixiviagdo foram
necessarias 3,04 g em 100 mL do meio de cultura com 3 g de PCI. Contudo, na
biolixiviagdo foram necessarios 1,5 mL em 1 L do meio de cutlura por grama das PCI
de impressoras descartadas.

A Figura 51 mostra a quantidade necessaria de H>.SO4 5M para o ajuste do pH
em 1,8 na biolixiviagdo das PCI de impressoras obsoletas no controle abi6tico. Foi
consumido a quantidade de 5,99 g de H2SO45M em 100 mL do meio de cultura com
3 g de PCI. Com isso, na biolixiviagdo foram consumidos 3 mL de H.SO4 concentrado

em 1 L de meio de cultura por grama das PCI de impressoras obsoletas.
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Figura 50 - Acerto do pH e o consumo de H2SO4 Figura 51 - Consumo de H2SO4 5M para o acerto
5M na biolixiviagdo das PCI de impressoras do pH na biolixiviagdo das PCl de impressoras
obsoletas com a Leptospirillum ferrooxidans. descartadas no ensaio abiotico (controle).

A Figura 52 mostra as medidas do potencial de oxirredugéo na biolixiviagao de
PCI de impressoras descartadas com o uso dos microrganismos em estudo. O
potencial de oxirredugcao no processo de biolixiviacdo iniciou em 640 mV com todos
os microrganismos. Com relagao a solugéo abidtica o potencial de oxirredugéo iniciou-
se e manteve-se constante no valor de 300 mV.



104

800
S 700
£ 600 N - S : - |
g | I I T | |
8500
(4] |
¥ 400
©
5 300 W A
8 200
& 100
O T T 1
0 5 10 15
Dias
== AF AMD e=¢=|F ==f==Controle

Figura 52 - Monitoramento do Eh (mV) na biolixiviagdo de PCI de impressoras descartadas com as

bactérias em estudo.

A bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans, no segundo dia, apresentou o
potencial de oxirredugdo de 474 mV. Apds o quarto dia, o valor do potencial de
oxirredugdo aumentou para 569 mV e manteve-se nesse patamar durante todo o
processo de biolixiviagao.

Com a bactéria Leptospirillum ferrooxidans, o potencial de oxirredugdo, no
segundo dia, apresentou o valor de 480 mV. No quarto dia do processo de biolixiviagao
ocorreu a elevagao no potencial de oxirredugéo para o valor de 560 mV e manteve-se
constante durante o ensaio de biolixiviagao.

Para a DAM, o potencial de oxirredugdo, no segundo dia, apresentou o valor
de 475 mV. No quarto dia, o valor do potencial de oxirreducdo foi de 565 mV e
manteve-se constante durante toda a biolixiviagao das PCI de impressoras obsoletas.

O potencial de oxirredugao elevado (640 mV), no inicio do processo de
biolixiviagdo, ocorreu devido ao processo de desenvolvimento (potencial de
oxirredugdo acima de 600 mV). De acordo com Brandl et al. (2001), o residuo
eletroeletrénico apresenta carater alcalino contribuindo para a elevagao do pH e, com
isso, facilita a precipitagdo de ferro na forma de hidroxido férrico (Kaksonen et al.,
2011). A Figura 53 mostra o diagrama de temperatura e pH de estabilidade dos

compostos com ions férricos.
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Figura 53 — Diagrama de temperatura e pH de compostos de ions férricos. Formacgao e estabilidade
das espécies como jarosita e hidroxidos de ferro (goetita e hematita). A area em destaque, mostra onde

€ possivel encontrar o ion férrico. Adaptado de van Weert e van Lier (1994).

A perda de ions férricos na forma de precipitados de hidroxido férrico, resultou
em queda na concentragdo do agente oxidante e por consequéncia, em menor
capacidade de oxidacao e solubilizacdo dos metais presentes na sucata eletronica.
Como o valor do Eh esta diretamente relacionado a concentragao dos ions férricos,
uma menor concentracao de ions férricos corresponde a uma queda nos valores do
potencial de oxirredugao.

A Figura 54 mostra os resultados de extragao de cobre nas PCI de impressoras
descartadas com os microrganismos em estudo e o controle abidtico. A extragao de
cobre com a bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans, mostra o valor de 90 % entre o
terceiro e o quarto dia do processo de biolixiviagcdo e que a partir do quarto dia, a

lixiviagado bacteriana permaneceu constante.
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Figura 54 - Extragédo de cobre na biolixiviagdo das PCI de impressoras obsoletas com as bactérias em
estudo.
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Com a bactéria Leptospirillum ferrooxidans, a Figura 54 mostra que entre o
terceiro e o quarto dia foi extraido 95 % de cobre e que no quinto dia, a biolixiviagao
aumentou e permaneceu constante. Com relacdo a DAM, a Figura 54 mostra que foi
possivel atingir 93 % de extracéo de cobre entre o terceiro e o quarto dia e que a partir
do quarto dia, o processo de biolixiviagcdo permaneceu estavel.

No controle abiético, no qual foi utilizado 5 mL de uma solugao aquosa de 5 %
do bactericida Tymol para que ndo houvesse microrganismos nos testes de
biolixiviagéo, a extracdo de cobre foi de 66 % n o final do ensaio de lixiviagdo. Os
resultados encontrados do ensaio de lixiviagao bacteriana nas PCIl de impressoras
descartadas (Figura 54) com os resultados da curva de crescimento bacteriano
(Figura 24), mostram que no terceiro e quarto dia, as bactérias estavam na fase
estacionaria de crescimento.

Nesta fase, ndo se observou aumento ou diminuicdo no numero de células e
apesar da populacdo de células ndo aumentar, muitas funcdes celulares podem
continuar, como o metabolismo energético e os processos biossintéticos. A fase
estacionaria pode proporcionar que as células continuem vivas e metabolizando, mas
o crescimento exponencial pode parar (Madigan et al., 2010).

A partir do quarto dia, o processo de biolixiviagdo permaneceu estavel e
constante para as bactérias da DAM e a Acidithiobacillus ferrooxidans e podem estar
associadas ao nao aumento na populagdo de células (fase estacionaria) com a
constancia das fungdes celulares. A bactéria Leptospirillum ferrooxidans mostrou um
aumento na extracao de cobre a partir do quinto dia e pode estar associada a uma
maior toleréncia em solug¢des acidas e com crescimento em pH 1,2 (Rawlings, 1999).
Outro fator interessante € o menor tempo (5 dias) para a estabilidade do pH no
processo de biolixiviagdo em comparagao com as outras bactérias (8 dias).

O processo de biolixiviagdo do cobre nas PCI de impressoras descartadas foi
um dia mais rapido quando comparada com as PCIl de computadores obsoletos. O
processo de adaptacdo dos microrganimos aos substratos pode ser o motivo que
incrementou a velocidade da atividade bacteriana e com isto aumentou a velocidade
de oxidagao (Ehrlich et al., 2004). O cultivo sucessivo com doses crescentes do
substrato com concentragdes maiores de metais que no caso foram as PCI de
impressoras descartadas contribuiu com um aumento da toleréncia as concentragdes

maiores de metais, resultando em aumento na velocidade de oxidagao.
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O processo de adaptagao dos microrganismos com as PCIl de impressoras
descartadas levou um tempo maior de adaptacao e foi mais lento quando comparado
com as PCIl de computadores obsoletos. Apesar da lentiddo e do maior tempo para
adaptagdo, as PCIl de impressoras descartadas, aumentaram a tolerancia as
concentragdes crescentes dos metais e com isto contribuiram para o processo de
biolixiviagdo com um tempo um pouco menor na extracao do cobre.

Os resultados do processo de biolixiviagdo das PCl de computadores
obsoletos, mostraram que em quatro dias, o melhor resultado de extragao foi da DAM
com 96 % e que na lixiviagao bacteriana das PCIl de impressoras descartadas,
mostraram que os resultados eficientes, em 4 dias de extragédo, foram da bactéria
Leptospirillum ferrooxidans com 95 % de extracao e da DAM com 93 % de extracao.
A Tabela 25 mostra os resultados da extracdo de cobre em 4 dias das PCIl de

computadores obsoletos e das PCI de impressoras descartadas (% massa).

Tabela 25 — Resultados da extracdo do cobre na lixiviagdo bacteriana das PCl de computadores e

impressoras obsoletas (% massa).

) PCI de Computadores PCI de Impressoras
Bactérias
Obsoletos (% massa) Descartadas (% massa)
Acidithiobacillus ferrooxidans 90 90
Leptospirillum ferrooxidans 85 95
DAM 96 93

A lixiviacdo bacteriana das PCl de computadores obsoletos com a DAM,
mostrou o melhor resultado de extracdo de cobre e pode estar associada ao seu
tempo de adaptagdo que foi maior (105 dias) em comparacdo com as demais
bactérias. O maior tempo de adaptacdo pode contribuir com a tolerancia da DAM nas
concentragdes crescentes dos metais.

Os resultados da biolixiviagcao das PCl de impressoras descartadas com as
bactérias Leptospirillum ferrooxidans e da DAM, podem estar relacionadas com o
tempo de adaptacao que foi de 115 dias para a Leptospirillum ferrooxidans e 130 dias
para a DAM. Os periodos de adaptacdo podem ter contribuido com a tolerancia
dessas bactérias com o aumento nos teores dos metais.

Os resultados do tempo de adaptagdo e a densidade de polpa das PCI de

computadores obsoletos que em média foi de 97 dias para 35 g/L de PCI foi melhor
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se comparado com os resultados das PCIl de impressoras descartadas que foi de
117 dias para 30 g/L de PCI. As concentragdes crescentes dos metais dissolvidos
podem interferir nos resultados de adaptacdo e na capacidade de tolerancia das
bactérias.

A caracteristica fisiolégica das espécies de bactérias aciddfilas como a
Acidithiobacillus ferrooxidans, apresenta resisténcia a alguns metais com
concentragdes de até 0,37 M para o Al, de até 0,15 M para o Zn, de até 0,17 M para
o Co, e até 0,18 M para o Mn, de até 0,16 M para o Cu e de até 0,1 M para o Cr.
Outros metais sao toxicos mesmo em baixas concentragdes como a Ag com a
concentragdo de 10° M, o Hg com 104, o Mo com 103 e &nions de Se, Te e As com
concentragbes de até 10 M (Hutchins et al., 1986). O composto inorgénico de
crescimento da bactéria como o ion ferroso (Fe?*) e o produto da oxidag&o bacteriana
como o ion férrico (Fe?*), dependendo da concentragdo, podem ser inibidores da
Acidithiobacillus ferrooxidans (Jones et al., 1983).

Os metais como o aluminio, o ferro, o niquel, e o zinco sao considerados metais
contaminantes com relagao a recuperagao de cobre. Os metais contaminantes podem
se dissolver com maior facilidade em solugdes acidas do que o cobre. No processo
de biolixiviacao, utiliza-se solugcdes acidas e a tendéncia em se dissolver estes metais
contaminantes € maior quando comparado com a dissolug&o do cobre (Moraes, 2012).

O processo de eletroobtengdao pode ser uma alternativa na recuperagao do
cobre dissolvido contido no licor da biolixiviagdo, porém, metais como o ferro, o niquel
e 0 zinco podem atrapalhar na eletrodeposicdo com a contaminacao dos eletrodos

recuperados de cobre (Moraes, 2012).

5.3.3. Analises quimicas

As placas virgens de circuito impresso do estudo, s&o utilizadas em aplicagdes
elétricas e eletrbnicas em funcdo da sua resisténcia quimica, compatibilidade com
varios materiais e ser isolante térmico. A dissipacao do calor em componentes
eletrénicos pode ser alcangada com a adigao de retardantes de chama e a adi¢ao de
cargas para mudangas na condutividade térmica e elétrica dos materiais. A integragao
de grupo carboxila nos compdésitos de epdxi pode reagir com moléculas de silano para
elevar propriedades como a condutividade elétrica no polimero (Eitan et al., 2003;
Prashantha et al., 2010; Andrada et al., 2011).
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As PCI virgens foram cominuidas e para os ensaios foram utilizadas amostras
com o tamanho de particula de 1,00 mm. Silva et al., 2015 mostraram que as
particulas de PCl em tamanho de 500-1000 pym foram ideais nos experimentos de
contato e adesao da bactéria na superficie do substrato.

A Figura 55 mostra os picos de FTIR identificados na PCI virgem e os espectros
de infravermelho foram registrados usando o método de Reflexdo Total Atenuada —
Infravermelho com Transformada de Fourier (ATR-FTIR). A amostra foi colocada
diretamente no cristal de ZnSe (seleneto de zinco) do equipamento FTIR Thermo
Nicolet iS5 na gama de espectros de 400-4000 cm™' a 16 digitalizagbes e resolugées

de 2 cm™.
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Figure 55 — Espectro da andlise de FTIR da amostra estudada.

A Figura 55 e a Tabela 26 mostram a identificacdo das bandas através dos

espectros do FTIR das PCI virgens, utilizado na fabricagao de placas para os EEE.

Tabela 26 — Indentificagdo das bandas na analise de FTIR das PCI virgens.

Comprimento (cm™) Grupos

780 C-H

1035 C-O Aromatico
1400, 1500, 1620 C=C Aromatico
2840-2980 C-H metil
1190-1130 2 Amina

Os grupos da banda de cerca de 780 cm™ podem representar o grupo C-H e

sugerem que 0 composito seja de epdxi e pode ser representado pelos picos de
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1250 cm™ e entre 890-800 cm™'. A regido de 1035 cm™' corresponde aos grupos
aromaticos formados por C-O. Os picos na regido ao redor de 1400, 1500, 1620 cm""’
podem ser identificados pelo grupo C=C. O espectro sugere ainda a presenca do
grupo metil C-H com as bandas entre 2840-2980 cm-'. A amina secundaria aparece
préximo da banda entre 1190-1130 cm™' (Borges, 2004; Tjong et al., 2010).

As PCI virgens foram submetidas aos ensaios de potencial zeta. Na analise de
potencial zeta, o ponto isoelétrico (PIE) para a bactéria A. ferrooxidans foi encontrado
em pH de cerca de 2. A Figura 56 mostra os resultados do potencial zeta com a

bactéria A. ferrooxidans.
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Figura 56 — Comparagao dos resultados de estudos com a A. ferrooxidans nos ensaios com o potencial

zeta.

A Figura 56 mostra o resultado obtido do PIE e consolida com outros trabalhos
como os de Vilinska et al., 2011; West et al., 1998 e Devasia et al., 1993. Van der Wal
et al., 1997 mostraram que a parede celular dos microrganismos possui cargas
elétricas determinadas pela protonagéo ou dissociagdo de grupos acidos ou basicos

presentes em grupos amina, fosfatos e polissacarideos.
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Botero et al., 2008 concluiram que os valores de PIE entre pH 2 e 2,8 mostraram
a presencga de polissacarideos ligados a grupos carboxilicos e acidos glicurénicos.
Shaw (1975) investigou o surgimento da carga superficial e isto pode acontecer em
funcao da adsorc¢éao desigual de ions com carga de sinal contrario. A adsorgao desses

ions com carga de sinal oposto na superficie pode inverter a carga elétrica da mesma.
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Conclusoes

A partir dos resultados alcangados permite-se as seguintes conclusées:

1. As placas de circuito impresso de computadores obsoletos estudadas, s&o
compostas pelos principais metais sendo 24,92 % Cu; 3,71 % Pb; 2,35 % Zn;
2,22 % Al; 1,70 % Fe; 0,66 % Ni e 0,11 % Ag.

2. As placas de circuito impresso de impressoras descartadas, sdo compostas
pelos principais metais sendo 34,64 % Cu; 5,57 % Al; 0,96 % Fe; 0,63 % Zn;
0,33 % Ni; 0,05 % Ag e 0,02 % Pb;

3. A identificacdo da espécie presente na amostra da DAM foi confirmada pelo
sequenciamento 16s rDNA, que mostrou a Acidithiobacillus ferrooxidans;

4. A curva de crescimento das populagdes bacterianas estudadas, mostrou que a
fase estacionaria iniciou no quarto dia e que a incubacédo permaneceu até o
final do quinto para a concentracao celular;

5. O processamento biohidrometalurgico visando a recuperagao de cobre deve
seguir as etapas de controle de pH, Eh e adaptacéo bacteriana, que conferiu
uma densidade de polpa de 35 g/L com as placas de computadores obsoletos
e de 30 g/L com as placas de impressoras descartadas;

6. A lixiviagdo bacteriana das placas de computadores obsoletos, foi conduzida
em pH 2 a 30 °C durante 4 dias, na qual as bactérias da DAM promoveram a
maior extracdo de cobre que foi de 96 % em comparagdo com as outras
bactérias;

7. A biolixiviagdo das placas de impressoras descartadas, foi realizada nas
mesmas condi¢des das placas de computadores obsoletos e os melhores
resultados de recuperagao, foram obtidos com a Leptospirillum ferrooxidans,
com uma extracao de 95 % e com as bactérias da DAM, com uma recuperagao
de 93 % de cobre.
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