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ALTERACOES MICROBIANAS EM ROCHAS: SOLUBILIZACAO
DO FERRO POR ACAO DE FUNGOS EM DIABASIOS®

REGINA MARITA RIBEIRO** ADELAIDE MUSSI SANTQS
e HEBE LABARTHE MARTELLI*#**

ABSTRACT  Experimental attack on a mafic rock by a liquid culture of an Aspergilius niger strain
isolated from soil, which exhibited a striking solubilizing action upon its iron-containing minerals,
was investigated. After 25 days, the iron content of the fingal solutions was 26 times higher than in
the sterile control flasks. The microbiological activity was followed by the dry weight of the mycelium,
the glucose consumption, the evolution of the total acidity, and the pH value of the cultures. The
kinetics of the iron solubilization of the mycelial growth and the metabolic activity showed signi-
ficant relationships. The mycelial growth was improved by the presence of the cations extracted
from the rock samples. The solubility of iron in these minerals depended on their nature, the surface
of attack, and the concentration of the metabolic products; probably all three. Formation of complex
could be the mechanism involved, considering that a strong cation exchange-resin was not able to
extract iron from the culture solutions.

INTRODUGAO A idéia de que os microrganismos sio importantes nos ciclos de varios
elementos na natureza foi expressa por Vinogradskiy, em 1897, (in Waksman, 1952), na sua
descoberta dos processos de quimiossinteses. Mais tarde, Vernadskiy (1927; i Waksman,
1952) desenvolveu o estudo da participagfio dos microrganismos nos processos geol6gicos,
afirmando que esses fendmenos ndo poderiam realizar-se na auséncia de organismos vivos.
Porém foi Waksman (1952) que deu énfase a esses estudos em sua obra classica Principles of Soul
Microbiology. Muitos estudos do papel desempenhado pelos microrganismos em deposito
de 6leo e minérios sulfetados vém sendo feitos por cientistas da Unifio Soviética onde se
desenvolveu com maior intensidade o estudo do mais novo ramo da Microbiologia, a Geo-
microbiologia. O desenvolvimento da Geomicrobiologia como ciéncia tem sido estreita-
mente associado com a descoberta do papel desempenhado pelos microrganismos na gé-
nese de vérios tipos de depGsitos minerais. Apesar disso, relativamente pouco se tem inves-
tigado sobre o papel dos seres vivos e seus metabolismos como agentes geoquimicos. Dentre
os seres vivos, especial referéncia deve ser feita aos microrganismos como agentes geoqui-
micos. S%o encontrados em praticamente todos os sistemas geoquimicos conhecidos, su-
portam pressio de 25 000 psi (1 800 kg/cm?), variagio de pH entre 1,0 e 10,0, e temperatura
de 0 a 75°C. Alguns crescem em auséncia de oxigénio, outros em meio exclusivamente
mineral, fixando GO, em auséncia de luz e retirando energia da oxidac¢Zo de elemento e
compostos minerais (Kuznetzov ef al., 1963). ' :

A utilizagfio da atividade dos microrganismos pelo homem ¢ antiga em certas 4reas
porém, em Geoquimica, tem sido pouco usado. Dentre as possiveis utilizagdes que carecem
ser desenvolvidas estd a aplicagiio de métodos microbiolégicos em prospecgio geoquimica,

método reconhecido por sua sensibilidade e especificidade.
Outras possiveis aplicagdes cientificas e tecnolégicas da participagio de agBes micro-
bianas sdo; o estudo de alteragiio das rochas e depésitos minerais; o controle de poluigio

*Os resuitados que constituem o presente trabalho fazem parte da tese para obtengio do grau
de mestre em Geociéncias, opgiio Geoguimica, de um dos autores (R.M.R.} ¢ foram apresentados
ao V Congresso de Microbiologia, de 21 a 25 de julho de 1974, Rio de Janeiro, RJ
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resultante do actmulo de residuos mirerais, seja -industriais, seja de mineragio, seja de

metalurgia; o tratamento microbiolégico Je minério e a corrosdo.

As pesquisas sobre alteragdes abordam o estudo das agdes mecinicas e quimicas,
Com freqiiéncia, atengiio maior se d4 i parte inorgénica das reages quimicas, Qs micror-
ganismos, porém, desempenham um papel muito importante nos processos de alteragiio,
o que estimula a idéia de estudar a parte orglnica das reagbes de alteragio e tentar extrapolar
seus resultados para o campo da lixiviagio de minérios. Assim, estar-se-ia aproveitando a
energia solar captada, convertida e transportada pelos microrganismos em processos que
poderfio vir a ser comerciais no futuro.

Este trabalho tem por objetivo apresentar os resultados do estudo da alteragio de
rochas, feito em laboratério, pela agfio de fungos sobre diabasios coletados na regido de
Salvador. Os fungos desempenham uma fungfo muito importante na alteragiio das rochas
e na dispersiio secundaria dos elementos: induzem um ambiente 4cido resultante de seu
metabolismo € agem sobre a matéria orginica dos solos, transformando-a; elaboram um
grande nGmero de enzimas que lhes permitem sobreviver em presenga de matéria orghnica
dificilmente assimilavel por outros microrganismos. Nesse processo, solubilizam varios
elementos que liberam das rochas e facilitam sua dispersao.

Em trabalhos anteriores (Ribeiro et al., 1972; Ribeiro, 1974), foi verificado que as
espécies do género Aspergillus (Aspergillus niger) determinam as transformagdes mais acen-
tuadas no meio externo. ‘

Descricdo do material Como em muitas partes do Estado da Bahia siio conhecidas
importantes mineralizages associadas a rochas maficas (minérios de cobre, niquel, cromo
etc., nas maficas e ultramaficas do embasamento cristalino), selecionou-se para material
de estudo uma amostra de um dique de diabasio que corta os granulitos da regido de Sal-
vador. A amostra de diabasio, procedente da pedreira Valéria, tem coloragio cinzenta-
-escura-esverdeada, textura faneritica fina com cristais milimétricos, bem dispersos, de
plagioclasio, ‘

As duas primeiras crostas de alteragio possuem espessura da ordem de 2 ¢ 4 cm, res-
pectivamente, ¢ uma coloragio castanho-amarclada, mais intensa no primeiro estadio
que no segundo, e conservam parcialmente a textura original da rocha.

Ao microscopio, o diabasio,examinado por P. V. V. 54, revelou tratar-se de uma rocha
mesacratica de textura subofitica, hipidiomérfica, com a seguinte composigiio mineralégica,
em porcentagerm:

Plagioclasio 41,8
Augita 25,7
Quartzo 9,2
Biotita 4,1
Hornblenda 0,9
" Clorita 8,5
Magnetita 9,7
Apatita 0,1

O plagioclasio, principal constituinte ¢ determinado pelo 4ngulo maximo de ex-
ting#io, mostrou composigdo Any, . Os cristais s3o subeuédricos ¢ exibem geminagdo albita
e albita-Carlsbad, Por vezes, apresentam-se deutericamente alterados em sericita, epi-
doto e quartzo.

A amostra de diabésio, com densidade 2,99, apresentou a seguinte composigio quimica:
8i0, = 51,10%; Al,O, = 13,00 %; Fe,O4(+FeQ) = 13,427%,; CaO = 8,36%; MgO =
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= 4,67%; MnO =0,20%; TiO, = 2,36%; Na,O = 2,74; K,0 = 1,15%; H,0" =
= 3,00%; H,0" tr.

METODOS MICROBIOLOGICOS Foi usada uma cepa de Aspergillus niger isolada
do solo de Maragogipe, Bahia, referida em trabalho anterior (Ribeiro ef al., 1972).

Os cultivos foram em duplicata, em 150 ml de meio Sabouraud liquido, distribuidos
em frascos conicos de 300 ml, mais 10,0 g da rocha triturada em fragBes de 1,0 2 2,0 mm.,
Foi usada como inéculo (0,5 ml) uma suspenséio de esporos obtidos por cultivo em tubo de
gelose Sabouraud inclinada, a 30 °C por 7 dias, culibrada para absorbancia de 0,8 em 570 mm
em fotocolorimetro Linson 3. Os frascos foram incubados em estufa bacteriolégica, em
repouso a 30 °C, interrompendo-se o cultivo nos intervalos de tempo referidos. O conteado
dos frascos era filtrado em cadinho de Gooch previamente tratado através de papel Whatman
n.° 41 e lavado numerosas vezes com agua deionizada. O volume do filtrado, ajustado ao
valor inicial por evaporaciio a 100 °C, foi nsado para as dosagens quimicas.

O micélio retido no papel de filtro de Gooch tarado {que inclui também todo o micélio
liberado mecanicamente dos fragmentos de rocha que haviam permanecido dentro dos
frascos) foi seco a 105 °C até peso constante.

Descrigio mais detalhada das experiéncias pode ser encontrada em Ribeiro (1974).

Medida do crescimento do fungo 1) Peso seco do micélio; 2) consumo de glicose
pela dosagem da glicose residual no meio; 3) variagiio da acidez e do pH do meio.

Medida do ataque & rocha Dosagem do ferro solubilizado no meio liquido.

METODOS QUIMICOS E FISICOS 1) Dosagem de glicose por método colorimétrico
(Nelson, 1944), medida em fotocolorimetro Linson 3; 2) dosagem do fon-ferro por espec~
trofotometria de absor¢io atémica, em espectrofotdmetro Perkin Elmer modelo 303,
equipado com registrador Perkin Elmer modelo 56; 3) dosagem de acidez total por alca-~
iimetria, usando uma solugdo de hidréxido de sodio 0,025 N até pH 7, determinado pelo
potencidmetro Meter.

RESULTADOS RELAGCAO ENTRE A CINETICA DA SOLUBILIZACAO DO
FERRO E DO CRESCIMENTO DA CULTURA Os dados analticos representados
na Fig. 1 mostram que a solubilizagiio do ferro atinge o maximo aocs 25 dias de. cultivo.
Neste prazo, o teor de ferro no meio liquido, em presenga do fungo, & 26 vezes maior que
no controle estéril (Tab. I).

Quanto & cinética de solubilizagfio, verifica-se pela curva 2 da Fig. 1 que, no controle
estéril, a fase de solubilizagBo do ferro se inicia imediatamente atingindo o méximo em

- 24 horas. A curva | mostra que a fase exponencial da solubilizagdo microbiana s6 ¢ ini-

ciada no terceiro dia, atingindo o maximo no quinto dia. Isto é explicado observando-se
a curva 3 que representa a velocidade de multiplicagiio do micélio, a qual atinge o maximo
no terceiro dia. Durante este prazo, o ferro extraido é consumido pelo fungo. Cessada a
multiplicagio do micélio, o teor de ferro em solugio aumenta exponencialmente até o
15.° dia e apresenta tendéncia A estabilizagio at¢ o 25.° dia. Entre o 25.° € 0 30.° dia, o
teor de ferro em solugdio decresce. Experiéncias posteriormente descritas permitiram atribuir
o decréscimo a agBes complexantes pelos produtos do metabolismo do fungo. A curva 4
representa a velocidade de consumo da glicose, cuja transformagio por Aspergillus niger
¢ um processo acidificante (Prescott ¢ Dunm, 1959) que se prolonga além da fase de mul-
tiplicagio das células, pois estas continuam vivas e consomem energia. Isso sugere que
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Tabela T — Incremento no teor de ferro solubilizado ¢ no peso do micélio

_ milligramas
dias dp * dp]** dX k¥ Xm****
1 0,15 0.37_ 20, 40 10, 30
2 0,17 0,38 [ 157,90 38,10
3 0, 36 0,39 | 292, 90 60, 70
4 0,56 0,39 | 218, 60 7286,60
5 1,46 0, 46 77.90 2,5
'EO. 7,32 0,51
15 9,72 0,568
20 13,17 0,64
25 18,45 0,68
30 16,32 0,57

*d P, variaglio do teor de ferro no meic em presenga do fungo
*#d I, | variacfo do teor de ferro no controle estéril
#4%q X | variagiio do peso do micélio em presenca da rocha/24 h
#kk X variagio do peso do micélio no controle/24 h

os produtos do metabolismo do fungo tém influéncia na solubilizagdo do ferro e sugere
que este processo continua mesmo quando ndo mais ocorre multiplicagiio do agente. A
Fig. 2 mostra que nos controles estéreis o pH e a acidez total variam numa faixa muito
estreita. No cultivo controle, em que o fungo cresce em auséncia da rocha, o pH decresce
continuamente, havendo a formagéo de acidos do 2.° ao 15.° dia.

Notamos que, na presenga do diabésio, houve variagio do pH e da acidez total; 2
velocidade maxima de produgio de 4cidos ¢ atingida no quarto dia € reduz-se a seguir.
A solubilizagiio do ferro prossegue mostrando que n3o s6 os 4cidos formados mas também
outros produtos metabélicos participam do processo. A Fig. 3 mostra que a presenga da
rocha também influencia o crescimento da cultura, pois o peso de micélio no quinto dia
torna-se duas vezes maior no cultivo em que a rocha estd presente do que no controle.
O mesmo efeito estimulante é observado na velocidade de consumo da glicose, a qual no
quinto dia ¢ 50 % maior que no.cultivo de controle. Isso pode ser atribuido tanto ao maior
teor do cation ferro no meio quanto 2 solubilizagio de outro elemento ativante, presente
na amostra, pois ¢ conhecido que cobre, zinco e manganés estimulam o Aspergillus niger
(Nicholas, 1957), tendo sido por nés verificada a ago estimulante do niquel {Ribeiro et al.,
1969). Também a produgio de acidos e a variagiio do pH sfio modificadas pela presenga
da rocha, como pode ser visto na Fig. 2, respectivamente, nas curvas 6 ¢ 7 (acidez) ¢ 3

e 4 (pH).

INFLUENCIA DA SUPERFICIE DE ATAQUE DA ROCHA  Amostras com dife-
rentes fragdes granulométricas (10,0 g) foram adicionadas a 150 ml de meio Sabouraud
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Figura I — Cinética da solubilizaggo do ferro. Curva 1: solubilizag3o microbiana do ferro; curva 2:

controle estéril; curva 3: peso seco do micélio; curva 4: consumo de glicose

liquido semeado, cultivado a 30 °C por 25 dias, e tratadas como foi acima descrito, Os
resultados estdo mostrades na Tab. II. Como pode ser visto, o teor de ferro inicial nas
amostras varia conforme a fragio granulométrica, o que pode ser atribuido a distribuicfio
irregular dos minerais na rocha e 4s pequenas dimensdes da amostra. Conforme costuma
ocorrer, a porcentagem de solubilizagiio ¢ maior nas fragBes de menores dimensdes, ou
seja, a solubilizagiio aumenta com a superficie de ataque. Uma anomalia ocorre na fracdo
estudada de menor granulometria (< 0,053 mm) apesar de ter o mais alto teor inicial
de ferro. O fato de a porcentagem da solubilizagiio do ferro na fraclo de granulometria
< 0,053 mm ter sido menor que na fraglio de granulometria 0,053-0,250 mm ¢ atribuido
4 irregularidade da distribuigio dos minerais de ferro atacaveis que acreditamos presentes

em maior proporgdo na fragio mais grossa (0,053 a 0,250 mm).
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Figura 2 — Cinética da solubilizaggio do ferro ¢ da variaglo da acidez total e do pH. Curva I: solu-
bilizagio microbiana do ferro; curva 2: controle estéril; curva 3: pH, cultura com rocha; curva 4:
pH, controle sem rocha; curva 5: controle estéril; curva 6: acidez total, cultura com rocha; curva 7:

acidez total, controle sem rocha; curva B: acidez total, controle estéril

PODER COMPLEXANTE DOS PRODUTOS DC METABOLISMO DO FUNGO
A capacidade de complexante dos produtos metabélicos de Aspergillus niger relativamente
ao fon ferro foi estudada em cultura ansloga s anteriores, incubadas a 30 °C por 25 dias;
o sobrenadante foi entdo filtrado, conforme foi descrito. Para as determinagdes, foi adaptada
a marcha descrita por Arrieta e Grez (1971): 10, 20 e 30 ml do filtrado foram colocados
em frascos conicos de 125 mi e adicionados de 5,0 ml de uma solugiio-padrio de nitrato
ferrico, contendo 5 pg/ml de cation férrico, € de mais 5 ml de uma solugiio 2N de KNO,

O volume final da amostra foi completado para 50 ml com 4gua deionizada.
As solucbes foram deixadas em repouso por 16 horas e o ferro total em cada frasco
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Figura 3 — Influéncia da rocha na cultura. Curva 1: consumo de glicose, cultura com rocha; curva 2
consumo de glicose, controle; curva 3: peso seco de micélio, cultura com rocha; curva 4: controle
foi determinado por absorgio atémica, Em seguida, adicionaram-se a cada frasco 200 mg

de resina catiénica (Dowex 50 x 820/50 mesh) e os frascos foram agitados por 4 horas
A resina foi separada por filtragio, determinando-se no filtrado a quantidade de ferro
residual e o valor do pH, Um controle foi feito com 5 ml da solugfo-padréio e mais 5 ml
da solugio KNO; e outro com so]uqﬁo-padrﬁo contendo 50,0 ug de fon ferro/ml, teor que
corresponde ao da amostra contendo a mais elevada concentragio de fon ferro.

- Os resultados estio apresentados na Tab. IIL. Come pode ser visto pelos dados apre-
sentados, na auséncia dos produtos metabélicos resultantes da atividade microbiana, a
resina absorveu 100 % do ferro das amostras. Em presenca desses, porém, a porcentagem
de absorgio desceu para 179, Pode-se dizer que o jon ferro na cultura de fungo esta com-

plexado na propor¢io média de 83%.
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DISCUSSAO A cinética da solubiliza¢iio microbiana do ferro (Fig. 1) obedece ao mo-
delo caracteristico dos processos bioquimicos (cinética tipo Michaelis). O fato de o teor
de ferro no meio continuar aumentando (Tab. I) depois de cessada a multiplicago do
micélio caracteriza a solubilizagiio microbiana como um processo nilo-associade ao crescimento
da rultura (Aiba etal., 1973),

Por outro lado, a fase exponencial do consumo de glicose se inicia depois que 2 raulti-
plicagio do micélio atinge a fase estacionaria, 0 que sugere ser a solubilizagéio do ferro,
nesta fase, mais estreitamente relacionada ao metabolismo da glicose pelo micélio. E riesta
fase também que a velocidade de extragiio é maior (Tab. I), mostrando que os produtos
do metabolismo secundério do fungo sio efetivamente os fatores mais importantes do
ataque 2 rocha. No caso da variagio do pH e da acidez total do meio, as curvas da Fig. 2
sugerem que a agio do fungo, embora evidente, n#io € direta. Esta observagio aumenta a
importancia do processo da agfio complexante dos produtos metabélicos do fungo (Tab. II),
efeito tdo forte que sobreleva a aglo da resina cation permutante ensaiada. E possivel
que a variago do pH e da acidez total altere a solubilizagdo do ferro por favorecer a referida
agio coimplexante. E interessante notar que os componentes extraidos da rocha, por sua
vez, estimulam o crescimento da cultura ¢ o metabolismo da glicese (Fig. 3), logo a for-
magio dos produtos metabélicos que os complexam. As anomalias relativas 4 influéncia
de distribuicio dos componentes mineralégicos da rocha em sua alteraciio superficial

Tabela 11 — Fragdes granulométricas e solubilizagio microbiana do ferro

Fragdo , o .
Gronulo - ~mg ion ferro solubilizado /o
métrice 4 Solubiti-
mm | inicial a* ¥t a zagdo
{ 0,083 1,00 17,90 | 1,42 18,48 1,65
o,053-o,osé 0,93 | 24,90 3,aoA 21,10 2,11
0,063-0, 125 0,9] 21,20 | 2,80/ 18,60 1,96
0,125-0, 250 0,95 20,80 | 2,50 18,30 1,83
0,250-0,500 | 0,99 | 17,80 | 1,80 | 16.00 1,61 .
0,500-1,00 0,91 16,80 | 0,62 | 16,17 1,61
1,00-2,00 0,90 | 15.60 [ 0,37 | 15,23 1,52
2,00-2,50 0,89 | 13,30 | 0,3 12,98 1,30
3,50-4,00 . 0,92 11,20 | 0,26 | 10,94 1,09
4, 00-5, 00 0,93 { 10,70 | 0,24 | 10,46 1,05

*A — meio de cultura -+ rocha + A — niger; *C - meio de cultura + rocha; A -« solubili-
zagio microbiana. Meio Sabouraua ligumdo, cultivo ao ar, em repouso, 30 °C, 25 diay.

163
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Tabela HI — Adsorg#o do ferro por resina trocadora*
Selugao Hg de ferro/ mi da solugdo %y Ferro absor ~
Antes da Depois da vido peta re-
Ensdio mi | adigdo do | pH |adigdo da | pH sina
resino resing
. KX -
Padrao 50 0,55 4,2 0,00 2,5 100, 0
Gontrole 1 {50 55,00 141 0,00
Meio de Tt |10 0,03 5,0 0, 00 3,0 100,0
culturo 20 0,13 50| 0,00 3,2 100, 0
30 0,16 5,0 0,00 3,3 100,0
Meic mois 10 0,54 4,0 0,00 2,0 100,0
padrdo 20 1,10 4,5 0,00’ 2, 100,0
30 1,65 4,0 0,00 2,3 100,0
Filtrado 10 0,90 3,5 0,00 1,9 100,0
mais pedrio |20 1,90 3,5 0,00 2,0 100,0
30 2, 8O 3,5 0,00 2,0 100,0
Meic mais |10 0,60 4,5 | o,00 2,7 100,0
rocha 20 1,25 4,3 | 0,00 2,6 100,0
|30 1,90 4,2 0,00 2,5 100,0
Meio 10 1,03 4,0 0,00 2,0 100,0
mais rocha |20 2,08 3,8 0,00 2,0 1000
mais padrdo |30 3,10 3,8 0,00 2,1 100,0
Fittrado 10 15,25 4,5 | 13,00 s 14,7
sem padrdo |20 30, 60 4,6 { 26,00 . 18,0
30 46, 00 4,6 [ 40,00 2,6 13,0
Fittrado 10 15, 70 4,0 | 13,00 2,0 17,2 .
mais padedo |20 31,50 4,2 26, 50 22 19,0
30 | 47,20 4,2 | 40,00 2,2 15,2

*Resina Dowex 30 W — X 8 20/50 mesh

xx 25 pg de ferro como nitrato férrico, 5 ml de KNO 32 N, 4gua deionizada para volume

de 50 ml.

150 pg/ml de ferro idnico, em solugio padriio de nitrato férrico.

ttmeio Sabouraud liqude, cultura ao ar 50 °C/25 dias.

final
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(Tab. IT) sugeriram que a pesquisa se desdobrasse no estudo da agio microbiana sobre
os proprios minerais isolados, o que estd sendo feito. '

CONCLUSOES 1. Os resultados encontrados mostram uma nitida e significativa agdo
do Aspergillus niger sobre o diabésio, com solubilizagdo crescente do ferro, que atingiu um
maximo entre 25 e 30 dias. Admitindo-se que em ambiente fechado o teor maximo de
ferro que o fungo tolera foi alcangado, a liberagio de maior proporgio do elemento 30
seria possivel com a remogéo do soluto, ou precipitagio do ferro, ¢ substituigio por sol-
vente novo.

2. A agio do fungo sobre a rocha ndo & direta, mas resulta dos produtos do meta-
bolismo, como se deduz dos resultados relacionados na Tab. IIL _

3. A cinética da extragiio microbiana do ferro seguiu o modelo classico tipo Michaelis

(Fig. 1). )

4. A cinética do consumo de glicose confirma que o produto de seu metabolismo pode
influir na solubilizagio do ferro. Porém, nota-se que a solubilizagio do ferro prossegue
até mais rapidamente quando a concentragio de glicose torna-se muito diminuta, quase
ausente do meio (Fig. 1). _

5 O ferro jdnico liberado dos minerais forma com os produtos metabolicos do fungo um
complexo organometalico. Na auséncia dos produtos metabélicos resultantes da ativi-
dade microbiana, a resina absorveu 100% do ferro das amostras. Pode-se dizer que o fon

ferro na cultura contendo a rocha estd complexado na proporgio de 83 % (Tab. III).
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