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As bactérias Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans e Leptospirillum ferrooxidans
foram testadas quanto a capacidade de promover a biolixiviagdo dos sulfetos minerais presentes em uma
amostra de minério primario de cobre em sistemas contendo tensoativo biolodgico. Foram realizados
experimentos de biolixiviagédo em frascos agitados, baseados num planejamento fatorial completo 22 com ponto
central. Nesses experimentos verificou-se que a concentragéo de tensoativo e a densidade celular influenciam
na extracdo de cobre pelos micro-organismos estudados. A fim de definir a concentragdo adequada de
tensoativo, foram realizados novos experimentos, em funcdo da tendéncia definida no planejamento
experimental. Nesta etapa, os parametros que influenciam no processo de biolixiviagdo foram monitorados, tais
como pH, potencial de oxi-redugdo e concentracdo das espécies ibnicas de ferro. O maior percentual de
extracdo de cobre, determinado pela quantificagdo desse metal na fase liquida do sistema reacional, foi de

64,6%, alcancado apds 28 dias de processo em meio suplementado com 5 mg/l de tensoativo.

Sessao: Metalurgia Extrativa e Bioprocessos

1. Introducao

A biolixiviagdo pode ser definida como um processo de dissolugdo de sulfetos minerais que resulta da
acdo de um grupo de micro-organismos (PRADHAN et al., 2008). De um modo geral, os micro-organismos
capazes de promover a lixiviagdo de sulfetos minerais séo aciddfilos, quimiotréficos (obtém energia a partir da
oxidacdo de compostos inorganicos), autotréficos (executam a biossintese de todos os constituintes celulares
utilizando o diéxido de carbono (CO2) como Unica fonte de carbono) e sé&o classificados de acordo com a
temperatura em que se desenvolvem, distinguindo-se em: mesoéfilos (até ~40°C), terméfilos moderados (~40 &
~55° C) e termdfilos extremos (~55 a ~80°C) (SHIPPERS, 2007). As bactérias mesofilas mais frequentemente
isoladas em ambientes de lixiviagdo sdo linhagens das espécies Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus
thiooxidans e Leptospirillum ferrooxidans (ROHWERDER et al., 2003; LAVALLE et al., 2005). Em geral, devido
as similaridades fisiolégicas e ambientais, essas bactérias coexistem no mesmo sistema reacional, intensificando

a solubilizagdo dos metais constituintes dos sulfetos minerais.

A dissolugdo de sulfetos minerais ocorre, naturalmente, nas areas de mineragao €, durante muito tempo,
foi considerada como um fendmeno puramente quimico, decorrente de reagdes quimicas oxidantes mediadas
por agua e oxigénio atmosférico (PRADHAN et al., 2008). As Equagdes 1, 2, 3 e 4 mostram, através da

estequiometria das reagdes de oxidagdo, como ocorre a dissolugédo da calcopirita (CuFeS,). Nesse processo, 0s
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micro-organismos sdo capazes de extrair os elétrons necessarios para atender sua demanda energética

diretamente da superficie do mineral.

2CuFeS, +850, + H,50, — 2CuSO, + Fe, (SO, ), + H,0 (1)

O sulfato férrico, produzido na Equagao 1, também atua na oxidagdo da calcopirita, como mostra a

Equagéo 2.

CuFeS, + 2Fe, (SO, ), — CuSO, +5FeSO, + 2S° 2)

Além do cobre, nota-se a formagdo de sulfato ferroso (FeSQOs) e enxofre elementar (S°), os quais séo

oxidados & sulfato férrico e &cido sulfurico, respectivamente (Equagdes 3 e 4).

2FeSO, +0,50, + H,S0O, — Fe,(SO,), +H,0 (3)
S°+30, +2H,0—Ahxdes 51 SO, (4)

Diversos fatores influenciam, diretamente, a biolixiviagdo de sulfetos minerais, tais como: caracteristica
da amostra mineral, disponibilidade de dioxido de carbono (CO,) e de (O,), temperatura, nutrientes,
concentragao celular, tamanho de particula, pH, potencial de oxi-redugéo e concentragdo de elementos quimicos
soluveis no sistema reacional. Independentemente do tipo de processo e da escala de trabalho (bancada, semi-
piloto, piloto ou industrial), esses fatores devem ser cuidadosamente administrados para assegurar a atuagéo

maxima dos micro-organismos empregados no processo.

2. Objetivo

Avaliar a influéncia de um tensoativo biolégico (ramnolipidio) comercial na biolixiviagdo de minério

priméario de cobre.

3. Materiais e Métodos
3.1. Amostra Mineral

Neste estudo foi utilizado um minério primario de cobre, procedente da Mina Boa Esperanca, localizada
no Estado do Para. Utilizou-se, nos experimentos, a fracdo compreendendo tamanhos de particulas entre 100 e
150 mesh. A amostra possui um teor de 3% em cobre, proveniente, majoritariamente, da calcopirita. Além da
calcopirita 0 minério possui outras espécies minerais, a saber: pirita, chamosita, biotita, quartzo, microclineo,

magnetita, labradorita e ortoferrosilita.
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3.2. Tensoativo

Foi utilizado o tensoativo comercial JBR210 que possui 10% de ramnolipidio produzido por linhagens de

Pseudomonas aeruginosa.

3.3. Micro-organismos e meio de cultura

Foram utilizadas trés linhagens bacterianas: Acidithiobacillus ferrooxidans-LR, Acidithiobacillus
thiooxidans-FGO1 e Leptospirilum ferrooxidans-ATCC 53992. Para manutengao periédica das linhagens e para o
preparo do inoculo empregado nos experimentos de biolixiviagao, foi utilizado o meio de cultura 9K modificado, o
qual apresenta a seguinte composi¢ao: (NH4)2SO4 1,0 g/l; MgS04.7H20 0,5 g/l; K:HPO4 0,5 g/l ((MALIK, 2001)).
O meio foi acrescido de diferentes fontes energéticas: 166,5 g/l de FeSO4.7H,O (para A. ferrooxidans e L.
ferrooxidans); e 10 g/l de enxofre elementar (S°) (para A. thiooxidans). O pH do meio de cultura foi ajustado, com
solugdo 5 M de H.SO4, em 2,8 para o cultivo de A. thiooxidans e em 1,8 para o cultivo de A. ferrooxidans e L.
ferrooxidans. Nos experimentos de biolixiviagdo foi utilizada uma solugdo de sais basicos com a seguinte
composicao: (NH4)2SO4 80,0 mg/l; MgS04.7H.0 80,0 mg/l; KoHPO4 8,0 mg/l (OLSON, 2003). O pH desse meio

foi ajustado para 1,8 com solugéo 5 M de HySO..

3.4. Toxicidade do tensoativo

Os micro-organismos foram crescidos no meio de cultura 9K contendo diferentes concentragdes do
tensoativo, a saber: 0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg/l. Os cultivos foram incubados em temperatura de 30 £ 1°C,
sob agitacdo de 150 rpm. A escolha para tal faixa de concentragéo foi baseada em estudos prévios, realizados

por Deng et al., (2000) e por Lan, Hu & Qin (2009) para diferentes tensoativos sintéticos.

3.5. Experimentos de Biolixiviagao

Os ensaios foram conduzidos em escala de bancada, em frascos Erlenmeyers de 500 mL de capacidade,
contendo 100 mL do meio de cultura MKM. Apéds a adigdo do minério primario, o pH da suspenséo foi ajustado
para 1,8 e, em seguida, foi feita a adi¢do do tensoativo e do indculo (c onsorcio constituido pelas bactérias A.
ferrooxidans, A. thiooxidans e L. ferrooxidans). Os recipientes dos ensaios foram incubados em temperatura de
30 + 1°C, sob agitagdo de 150 rpm. Apds inoculagdo, os frascos Erlenmeyers foram incubados numa
temperatura de 30+1°C, sob agitagdo de 150 rpm, por um periodo de tempo de, no méximo, 28 dias. Durante
todo o periodo de duragdo dos ensaios, foram realizadas medigbes de potencial de oxi-reducao e de pH, que era

ajustado para 1,8, com solu¢do de acido sulfrico 5M, sempre que necessario. Os experimentos foram
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realizados usando frascos de sacrificio e, a cada dois dias, foi realizado o monitoramento da perda de agua por

evaporacado, sendo estimada pela perda de massa e compensada pela adi¢do de agua destilada.

Primeiramente foi realizado um experimento cujo objetivo foi estudar o efeito da concentracdo de células e
concentragdo de tensoativo na biolixiviagdo do minério primario de cobre no qual se utilizou um Planejamento
Experimental Fatorial Completo do tipo 22, com trés réplicas nos Pontos Centrais. Foram estabelecidos para o
nivel superior, os valores de 108 células/ml e 100 mg/l, para concentragéo celular e concentragdo de tensoativo,

respectivamente; para o nivel inferior os valores respectivos foram de 102 células/ml e 0 mg/l de tensoativo.

Numa segunda etapa, e considerando que na etapa anterior os resultados obtidos ndo foram conclusivos
e demonstraram uma tendéncia positiva para a aplicagao do tensoativo, uma nova série de ensaios foi realizada,
também utilizando frascos de sacrificio e triplicatas dos ensaios com adi¢cdes de tensoativo nas concentragdes
de 0, 5, 10 e 20 mg/l. Nesses ensaios foi utilizada a concentragdo celular de 108 céls/ml. Simultaneamente, foi
feito o controle abibtico, sendo a descontaminacdo do minério realizada pela adicdo de formaldeido na

concentracéo de 4% vlv, conforme Sérvulo (1991).

3.6. Avaliagdo do comportamento eletroquimico da calcopirita na presenga do agente tensoativo.

Foi feita a medigdo do potencial de uma amostra de calcopirita, que se caracteriza como um eletrodo
semicondutor, quando imersa na lixivia supracitada, e ligada a um fio de cobre que foi conectado ao pélo positivo
de um multimetro digital. Em seguida, um eletrodo de referéncia de Calomelano (Hg’/Hg.Cl,) foi inserido na
lixivia, através de um capilar de Luggin, e conectado ao mesmo multimetro, no pélo negativo. Em primeiro lugar
foi aferido o potencial dessa amostra mineral na lixivia sem a adigdo do tensoativo e, em seguida, foram
adicionadas, sequencialmente, aliquotas para obtengao de concentragbes crescentes desse composto, a saber:
5,10, 20, 50 e 100 mg/!.

4. Resultados e Discussao
4 .1. Toxicidade do tensoativo

N&o houve alteragéo no crescimento das espécies oxidantes de ferro (A. ferrooxidans e L. ferrooxidans)
até 40 mg/l de tensoativo. Entretanto, valores superiores a essa concentragdo provocaram um ligeiro aumento
no tempo de geragdo dessas linhagens. A espécie oxidante de enxofre (A. thiooxidans) apresentou
comportamento distinto quando cultivada na presenca do tensoativo. A adigdo da menor concentragdo do
tensoativo (10 mg/l) ja interferiu na sua atividade metabdlica, ocasionando o aumento do tempo de geracéo. No
entanto, ndo ocorreu a inibicdo do seu crescimento. O crescimento dos micro-organismos foi definido por
observagdo visual. Para tanto, nos cultivos das espécies oxidantes de ferro foi observada a mudanga da
coloragao do meio de cultivo de branco leitoso para vermelho-tijolo (MASCARIN, 1999). Nos cultivos da espécie
oxidante de enxofre foi evidenciada a turvagao do meio de cultivo e diminuigdo de pH para valores inferiores a 1

(GARCIA, 1991), em consequéncia do consumo do enxofre elementar com geragéo de &cido sulfurico. O estudo
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da toxicidade do tensoativo sobre o crescimento das espécies bacterianas foi fundamental para nortear a

escolha da concentragao a ser aplicada nos experimentos de biolixiviago.

4.2. Experimentos de Biolixiviagdo

Analisando a Tabela 1, pode-se inferir que a biolixiviagdo foi estimulada na auséncia ou na menor
concentracao de tensoativo adicionado, independentemente da concentragéo celular. Na auséncia de tensoativo,
o tempo de extragdo foi dependente do nimero de células, embora o maior percentual de extracdo tenha sido

alcangado quando a lixiviagdo foi conduzida com a maior concentragdo celular.

Tabela 1. Combinagdes dos fatores considerados e porcentagens de extragdo de cobre nos

experimentos de biolixiviagdo do minério primario de cobre.

_ Conc. Extracéo de cobre (%)
. Tensoativo
Ensaio celular
(mg/l) 7° Dia 14° Dia 21°Dia 28° Dia
(cels/ml)
1 0 102 28,0 39,7 42,0 42,3
2 100 102 17,6 20,9 30,0 26,9
3 0 106 37,7 41,7 50,7 57,3
4 100 106 29,9 30,2 32,0 26,3
5(PC) 50 104 26,3 33,3 38,7 39,2
6 (PC) 50 104 28,7 32,1 36,7 40,0
7 (PC) 50 104 27,5 32,5 37,3 40,0

Embora tenham sido realizadas amostragens nos tempos 7, 14, 21 e 28 dias, apenas o percentual final
de extragdo de cobre ( no 28° dia) foi utilizado como resposta na analise dos dados. Através do grafico de

Pareto (Figura 1) é possivel comparar a relevancia dos fatores e interagao existente entre eles.

Ambas as variaveis foram relevantes para o processo de biolixiviagao, de forma isolada ou na interagao
entre elas. E interessante notar que o efeito positivo na extragdo de cobre é dado pelo aumento na concentragdo
de células, enquanto a concentragdo de tensoativo sendo relevante de modo inverso, isto é, 0 seu aumento
resulta em menores percentuais de extragdo. A curvatura se mostrou marginalmente significativa, indicando a

necessidade de se estudar pontos axiais para elucidar o modelo.

A anélise dos dados mostrou que, em detrimento da menor concentragao celular, a inoculagio de 108
células/ml de solucédo se mostrou mais favoravel a dissolucdo da calcopirita e, consequentemente, a extracdo de

cobre. Certamente, uma maior superficie de contato no meio reacional foi alcangada pelos micro-organismos.
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Figura 1. Gréfico de Pareto para o Planejamento 22 com ponto central

Considerando os dados obtidos no planejamento fatorial, foi dado prosseguimento ao estudo, dessa vez

buscando avaliar a influéncia do tensoativo em experimentos, 0s quais, a exce¢édo do controle abiético, foram

inoculados com a mesma concentragdo de micro-organismos (108 células/ml). Nessa etapa, foram estabelecidas

as concentragdes 5, 10 e 20 mg/l de tensoativo. A razdo para a escolha do valor maximo de 20 mg/l foi o fato de

o tensoativo influenciar, diretamente, no potencial de oxidacdo da calcopirita. Essa informagdo, que sera

explicada de forma detalhada no item 4.3 desta publicagao, indica que embora o tensoativo possa ser favoravel

ao processo de oxidagdo da calcopirita, sua presenga, em concentragdes elevadas, pode reduzir as taxas de

oxidag&o.

A Figura 2a apresenta a variagdo de pH durante o periodo de duragdo do experimento. A excegéo do

controle abiotico, os valores de pH apresentam perfis semelhantes nos ensaios. No inicio do experimento, o pH

foi ajustado para 1,8 e, durante o processo, 0s ajustes foram feitos com solu¢do de H,SOs 5M.
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Figura 2. Variagao de pH (a) e Eh (b) nos experimentos de biolixiviagao.
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Nota-se que até o 19° dia de processo ocorreram flutuages no pH que sdo indesejadas para a
adequada atividade dos micro-organismos inoculados. Essas flutuagdes se devem, por um lado, a composigao
do minério, pois ele possui grande quantidade de espécies minerais que compdem sua ganga, que S&o
consumidoras de &cido (OLUBAMBI et al., 2008; LEAHY e SCHARZ, 2009) e, por outro lado, pelo consumo de
prétons (H*) no processo de lixiviagdo dos sulfetos minerais, ja que as reagdes de oxidacdo da calcopirita
envolvem o consumo de cido (RODRIGUEZ et al., 2003; VILCAEZ, SUTO e INOUE, 2008).

A Figura 2b mostra os valores do potencial de oxi-redugdo (Eh) observados durante o ensaio de
biolixiviacao. A presenga de micro-organismos determinou uma elevagdo do Eh nos ensaios, os quais atingiram,
nos primeiros cinco dias de experimento, valores superiores a 760 mV vs. EPH e se mantiveram elevados, no
mesmo patamar até o final do experimento, isto &, até o 28° dia. O potencial de oxi-reducdo é uma referéncia
para as taxas de oxidacdo das espécies ibnicas de ferro, visto que ele representa a tendéncia da solugéo de ser
oxidada ou reduzida, ou seja, a sua capacidade de remover ou liberar elétrons. Simultaneamente, ocorre a
solubilizagdo do ferro, bem como do metal de interesse, conforme mostra a Figura 3 que apresenta as

concentragdes de cobre extraido nos ensaios.
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Figura 3. Extragéo de cobre nos experimentos de biolixiviagédo em frascos agitados. Anélise feita pelo Método da

Diferenca Minima Significativa de Fisher (LSD).

O percentual maximo de cobre extraido de 64,6% foi determinado no ensaio conduzido com 5 mg/L do

ramnolipidio, ap6s 28 dias de processo.

Além de atuar na reducdo da tenséo superficial da fase liquida, promovendo uma melhoria nas taxas de
lixiviagdo, devido ao maior contato entre a solugéo lixiviante e a superficie do mineral, a agdo do tensoativo se
estende ao incremento na biodisponibilidade do enxofre elementar (S°), resultado da oxidagao parcial dos ions

sulfetos (S%) (SEIDEL et al., 2000). O tensoativo utilizado apresenta uma porgéo polar (hidrofilica) e outra apolar
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(hidrofébica), por esta razdo, ele é capaz de promover a dispersdo de substancias apolares (NITSCHKE &

PASTORE, 2002), como S° no meio liquido através da formagao de micelas.

Adicionalmente, ao comparar o consumo de acido nos ensaios, calculado a partir do volume de acido
sulfarico reposto quando das corre¢des acidas, observa-se mais um beneficio da adi¢do de 5 mg/l de tensoativo.
As médias obtidas foram 39,53; 26,56; 30,0 e 28,91 kg de &cido sulfirico por tonelada de minério primario de

cobre para 0; 5; 10 e 20 mg/l de tensoativo, respectivamente.

4.3. Avaliagdo do comportamento eletroquimico da calcopirita na presenca do agente tensoativo

Face aos distintos percentuais de extragéo de cobre obtidos nos experimentos de biolixiviagdo, procurou-
se um esclarecimento adicional por meio do estudo do comportamento da calcopirita na presenga de uma lixivia
real, proveniente da biolixiviagéo in vitro de minério primario de cobre, na presenca das mesmas concentragdes
de tensoativo utilizadas nos experimentos de biolixiviagdo (0 a 100 mg/l). O valor de Eh da lixivia utilizada na
medicdo do potencial do eletrodo de calcopirita foi de 0,625 V vs. EPH, valor relativamente elevado,
corroborando a caracteristica oxidante desse meio aquoso. A pilha que representa a medida do potencial do

eletrodo de calcopirita € mostrada na Equacao 5, a seguir:

Hg
0

3+ . +
HgZCIZ(s) (aq,me)Fe(aq,ymM)’ H(aq,lSmM) CUFeSZ(s) (5)

B 2+ . 2+
Cl(aq)HCu(anZYZSmM), Fe

A Figura 4 mostra o resultado das medi¢bes do potencial do eletrodo de calcopirita, em contato com os

ions presentes na solugéo lixiviante e tensoativo, sobrepostos aos percentuais de extracdo de cobre.
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|— Extracéo de Cobre (%) —— Eh vs Hg*/Hg,Cl,

Figura 4. Extracdo de cobre e medidas do potencial do eletrodo de calcopirita nos experimentos de biolixiviagao

vs. concentragéo do tensoativo.

O que pode ser depreendido dessas medidas é que, ao comparar o potencial do eletrodo de calcopirita

na lixivia isenta de tensoativo com as demais medidas, ocorre um aumento desse potencial quando da adi¢do de
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5 mg/l do tensoativo. Essa concentragdo torna a superficie da calcopirita mais hidrofilica e, consequentemente,
mais susceptivel ao ataque microbiano e a agéo dos ions férricos e ions hidrogénio na sua dissolugdo. Esse
efeito ¢, ainda, observado quando da adicdo de 10 mg/l do tensoativo, embora em menor escala. Entretanto,
com 0 aumento gradativo dessa concentragdo o potencial do eletrodo decresce, proporcionalmente, & adigao
crescente desse tensoativo indicando, claramente, um mascaramento de sitios ativos da calcopirita pelo
acumulo de camadas sucessivas do tensoativo. O efeito da diminui¢io da atividade superficial da calcopirita pela
adigao crescente do tensoativo pode ser corroborado pelos respectivos valores decrescentes de extracao de
cobre.

5. Conclusoes

v" As linhagens de A. ferrooxidans, de A. thiooxidans e de L. ferrooxidans se mostraram capazes de
promover a dissolugao da calcopirita presente no minério primario de cobre em estudo, na presenga do
tensoativo bioldgico;

v A concentragédo de tensoativo que promoveu o melhor resultado foi 5 mg/l, com a qual foi obtida uma
extracdo de 64,6% ao final de 28 dias de experimento conduzido na presenca de um consércio

microbiano constituido de concentragdes de 106 células/ml de cada uma das trés linhagens bacterianas;
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