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Resumo

Sulfetos secundério de cobre, tais como calcocita, digenita, bornita e covelita, geralmente séo lixiviados muito
mais facilmente que a calcopirita. No entanto, mesmo com estes sulfetos cobre, muitas vezes é necessario maior
tempo de lixiviagdo para que sejam alcangados niveis elevados de extracBes de cobre, utilizando bactérias

mesofilas Thiobacillus-Leptospirillum que operam em temperaturas na faixa 35-45°C.

A partir de uma amostra de um concentrado de flotagdo de sulfetos de cobre e de sua respectiva dgua &cida de
mina, foram realizados diversos ensaios para o isolamento de microorganismos acidofilicos mesdfilos, oxidantes

de ferro e enxofre, visando uma posterior utilizagdo da cepa isolada em processos de biolixiviago.

1. Introducéo

A presenca de metais pesados no ambiente representa uma séria ameaca ao préprio ambiente e a vida humana.
Os metais pesados sdo geralmente liberados em conseqiéncia das atividades humanas, como a fundicao,
eliminacdo de metal em solo contaminado, industrias de residuos solidos e aguas residuais, e da utilizacdo de

pesticidas que contenham metais e Metal6ides (Azabou et al, 2007).

Muitas bactérias acidofilicas oxidantes de ferros tém sido isoladas de ambientes acidos tais como a drenagem
acida de minas (DAM), minas de carvéo e a lixiviagdo de sulfetos minerais em pilha e em tanque. As bactérias
mais estudadas sdo Acidithiobacillus ferrooxidans e Leptospirillum ferrooxidans, ambas em temperatura
ambiente, que sdo quimioautotréficas e tém sido amplamente utilizadas no tratamento da DAM (Yabuuchi, &
Imanaga, 1976), Biolixiviagdo (Schnell, 1997), remocdo de ferro em efluentes de plantas hidrometaldrgicas e

tratamento de &guas residuais (Shiratori & Sonta, 1993).

2. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo isolar microorganismos acidofilicos, mesotfilos, a partir de um
concentrado de flotagdo de sulfetos de cobre, visando posterior utilizagdo dos mesmos em um processo de

biolixiviacao de sulfetos minerais para a recuperagdo de metal de interesse.
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3. Revisdo Bibliogréafica

Em seu nicho ecoldgico natural, as bactérias acidofilicas estdo constantemente expostas a diferentes
concentragfes de solutos e mudancas sazonais de temperatura. Assim, as bactérias nativas apresentam
vantagem sobre uma cole¢do de cepas, pois ja estdo adaptadas as condicdes climaticas, a mineralogia e a
composicdo quimica de minérios a serem tratados. Esta vantagem especial poderia levar a um aumento nos

percentuais de extracdo de metais durante o processo de biolixiviacao (Lavalle et al 2005)

3.1. Drenagem Acida de Mina — DAM

Em todas as areas do planeta, tanto de mineracdo profunda, quanto de superficie, na extracdo de minérios

metélicos e carvao, resultam na contaminag&o do solo e / ou em &guas superficiais (Johnson & Hallberg, 2003).

O mais bem documentado tipo de poluicdo da agua associada a exploracdo mineira é a que resulta na
aceleragdo da dissolucao oxidativa de minerais expostos, principalmente sulfetos, dando origem ao &cido, aguas
enriquecidas com metal geralmente referido como "drenagem acida de mina" (DAM) ou "drenagem 4cida de
rocha" (DAR). Resumidamente, os minerais, tais como pirita (FeS;; 0 mais abundante de todos os sulfeto
minerais) sdo quimicamente (e biologicamente) estaveis em situacfes onde tanto 0 oxigénio quanto a agua sao
excluidos. No entanto, apds a exposicdo a ambos e a umidade do ar (por exemplo, na seqiiéncia da fratura e de
fissuras dos sulfetos minerais e carvdes), sulfetos minerais irdo se oxidar espontaneamente, quer com o oxigénio

molecular ou com o ion férrico agindo como o oxidante (por exemplo, reagdo 1):

FeS, + 6Fe® +3H,0 — 7Fe® + 5,02 +6H" 1)

3.1.1. Fatores que Influenciam a Formac&o de Agua Acida de Mina

Uma gama de processos fisicos, quimicos e biologicos podem influenciar na geracdo de agua acida de mina.
Esses fatores variam com a localidade e podem ser agrupados em controles primério, secundario e terciario
(Ferguson & Erickson, 1988).

Os fatores primarios estdo diretamente envolvidos na geragdo dos produtos da oxidacdo de sulfetos
(disponibilidade de agua para o processo de oxidacdo e transporte; disponibilidade de oxigénio; caracteristicas
fisicas do material; e, em menor escala, temperatura, pH, equilibrio Fe3*/Fe?* e atividade microbioldgica). Os
fatores secundarios consomem ou alteram esses produtos (presenca de outros minerais capazes de neutralizar
a acidez) e os fatores terciarios sdo as condicdes fisicas (materiais, topografia da area minerada, clima etc.) que
influenciam a oxidacdo de qualquer sulfeto, o potencial de migracdo para 0 meio ambiente mais amplo, e

consumo dos produtos de oxidagéo (Ferguson & Erickson, 1988).

3.2. Possiveis Microorganismos presentes em minérios e seus produtos

Em geral, 0s processos industriais de lixiviagdo operam naturalmente com microrganismos oriundos da agua

acida de mina ou de qualquer outra fonte microbiana disponivel. Isto significa que a populagdo microbiana que
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opera em um processo de lixiviagdo natural ndo tem caracteristicas de cultura pura, embora as condi¢des
ambientais favore¢cam o desenvolvimento, principalmente, de acidofilos como Acidithiobacillus e Leptospirilum
(Norris, 1990).

Foi demonstrado que populacdes mistas de bactérias que oxidam ferro e enxofre (A. ferrooxidans, L.
ferrooxidans e A. thiooxidans) estdo presentes em sistemas de lixiviagao natural, a temperatura ambiente, e sdo

as principais responsaveis pela solubiliza¢do de minerais sulfurados (Norris, 1990).

Microorganismos procariontes que sdo metabolicamente ativos em ambientes extremamente &cidos (muitas
vezes descrita como tendo um pH < 3) sdo amplamente distribuidos nos dominios Bacteria e Archaea. A
diversidade fisiologica e filogenética dos microorganismos procariontes acidofilicos foram estudados em alguns
artigos (Hallberg & Johnson, 2001).

As bactérias quimioautotrdficas, gram-negativas e acidofilicas, do tipo Acidithiobacillus ferrooxidans (A.
ferrooxidans, anteriormente denominada Thiobacillus ferrooxidans) tem despertado grande interesse devido a
sua utilizagéo na industria de processamento mineral e sua fisiologia incomum. A. ferrooxidans pode oxidar ion

ferroso, enxofre elementar, seus compostos reduzidos e sulfetos minerais.

3.3. Atuacdo dos Microorganismos em processos de biolixiviagdo de sulfetos minerais

O papel das bactérias e arqueas oxidantes de ferro e enxofre na dissolu¢do de sulfetos minerais € bem
documentado, e é utilizado em "biolixiviagdo" (Rawlings, 2002), onde suas atividades facilitam a extracdo de
ouro (o que ocorre com a oclusdo de gréos finos em minérios refratarios) ou na solubilizagdo de metais comuns
(tais como o cobre e o cobalto). Sulfetos minerais diferem na sua susceptibilidade & oxidag&o. Alguns (tais como
a pirita) sdo oxidados por fon férrico e microorganismos procariontes acidofilicos oxidantes (por exemplo,
Leptospirillum ferrooxidans, Acidithiobacillus ("At."). ferrooxidans, Acidimicrobium (“Am.") ferrooxidans,

Sulfolobus metallicus) tém um papel central na sua dissolugdo, em contextos ambientais e comerciais.

As caracteristicas que fazem com que um organismo seja atuante na lixiviagao/oxidagéo de um mineral s&o: a
possibilidade de atuacdo numa faixa expandida de temperatura (de 30 a 70°C), faixa de pH &cido (1,8 a 2,2) e
alta relacdo dos ions Fe3*/Fe?* (Suzuki, 2001).Assim, as bactérias nativas apresentam vantagem sobre uma
colecdo de cepas, pois ja estdo adaptadas as condi¢des climaticas, a mineralogia e a composi¢do quimica de

minérios a serem tratados. Metodologia

4. Metodologia

4.1. Concentrado de Flotagdo

O concentrado de sulfetos utilizado nos experimentos é resultado do processo de flotagdo de sulfetos de cobre a
partir de um minério bruto da mineracdo subterranea (minério primario). O concentrado de flotacdo de sulfetos
de cobre, foco do estudo, contém cerca de 30% de bornita (CusFeS4) e 70% de calcopirita (CuFeS,), resultado

das operagdes de classificacdo granulométrica e separacdo em meio denso.
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4.2. Agua Acida de Mina

A &gua &cida de mina, utilizada nos ensaios, foi coletada diretamente da mina de cobre da Mineragéo Caraiba,
onde foi extraido o concentrado de flotacdo a ser biolixiviado. Esta &gua apresentou um pH = 2,0 e foi

preservada, por refrigeragéo, por no maximo 2 meses ou até o inicio de cada batelada de testes.

4.2.1. Quantificagio Microbiana na Agua Acida de Mina.

Com o objetivo de quantificar as células de microorganismos oxidantes de ferro, supostamente existentes na
agua de mina, utilizada nos ensaios de biolixivia¢do, foram feitos ensaios utilizando a Norma CETESB / L5.217
Thiobacillus — Determinacdo do ndmero mais provavel (NMP) pela técnica de tubos multiplos. O meio de cultura
empregado neste ensaio foi 0 9K ((NH4).SO. — 3,0 g; MgSO, . 7H,0 - 0,5 g; Kz:HPO4 - 0,5 g; KCl - 0,1 g;
Ca(NO3)2 - 0,01 g; H2SO4 IN — 1 mL; H20 700 mL e FeSO, . 7 H,0 44,22 g; H,0 - 300 mL) (Garcia Jr., 1991) e

0 cultivo permaneceu por 21 dias em estufa com temperatura de 30°C.

4.3. Preparo do Meio de Cultura:

O isolamento foi realizado utilizando o meio de cultura MKM 2x, como fonte de nutriente, cuja composicao se faz
em (NH4)2SO4: 0,8 g/L, MgSOs4 : 0,8 g/L e K:HPO4 : 0,08 g/L; e TWEEN 80: 0,45 %(v/v) e, como fonte de energia,
foram utilizados 33,3 g/L de FeSO4. 7 H,O e 1 g/L de S°.

4.4. Procedimento do Isolamento:

Para o primeiro ensaio do processo de isolamento de microrganismos foram utilizados oito testes contendo 250
mL de volume. Destes, quatro empregaram 0 meio MKM 2x e quatro empregaram TWEEN 80 (surfactante

quimico), ambos divididos em 2,5 g e 5 g de concentrado de flotagao.

As condicBes de ensaio foram mantidas em 150 rpm e temperatura ambiente (aproximadamente 30°C), onde o

ajuste do pH, seja este inicial ou ao longo do processo, nao foi realizado.

O pH inicial dos testes foi em torno de 4,0 e a expectativa para replicagdo do processo € que este se reduza a
2,0 (Kumar et al, 2007). Ao alcangar tal resultado, cada um desses sera duplicado nas mesmas proporcoes e 0s

novos, utilizardo 5% (v/v) do ensaio anterior.

4.5. Propagacao do Isolamento:

Para proceder ao isolamento, avaliou-se parametros como valores de pH e Eh, em relagdo ao tempo de reacao.
Esse procedimento teve por objetivo a verificagdo do crescimento dos microrganismos e posterior constatacéo

da presenca dos mesmos pela Camara de Thoma.

Para a propagagéo utilizou-se 50% (v/v) de relagdo entre o meio de cultivo e o teste escolhido avaliando os

parametros supracitados, sem o ajuste de pH, porém fazendo monitoramento dirio do mesmo.
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4.6. Quantificacdo de microrganismos

Esta camara de quantificacdo microbiana é um compartimento de dimensdes definidas: area de 0,0025 mm?2 e
profundidade de 0,100 mm, dotado de divisBes quadrangulares. Escolhe-se aleatoriamente um quadrante e

conta-se o nimero de células.

4.7. Plaqueamento “Spread Plate” em Meio Sélido

Com o objetivo de determinar a presenca de bactérias acidofilicas que oxidam ferro, supostamente existentes no
concentrado de flotagdo utilizado no processo de isolamento de microrganismos, foi realizado um plagueamento
em meio de cultura sélido, utilizando agarose (0,9%). Essa técnica feita nos ensaios 2, 4, 6 e 9 do isolamento e
teve como finalidade a detecgdo de microrganismos. Por sd terem sido detectados microrganismos nos ensaios

6 e9, os procedimentos detalhados a seguir serdo referentes a eles.

Em ambiente asséptico, foram preparados dois meios de cultura para proceder ao plagueamento, com a
finalidade de isolamento de coldnias contendo microorganismos oxidantes de ferro e enxofre. Portanto, FeSO4
(33,3 g/L) e Na,S;0s (1 g/L de S), foram adicionados a solu¢do de nutrientes em separados, mantendo o pH
dessa igual a 1,8. Aliquotas de 0,1 mL de cada solugdo dos testes foram inoculadas em placas de Petri contendo
0 meio de cultura MKM solidificado, onde com auxilio de uma alca de Drigalsky cada aliquota foi
espalhada/rasqueada.Todo o procedimento do plagueamento foi feito em duplicata e os cultivos permaneceram

por cerca de 7 dias em estufa com temperatura de 30°C.

5. Discusséao de Resultados

5.1. Quantificacéo Microbiana na Agua Acida de Mina.

Este ensaio foi realizado por trés vezes consecutivas, porém os resultados ndo foram coerentes com o exposto
na Norma CETESB / L5.217, ja que apds 21 dias as solugbes deveriam apresentar coloragdo “vermelha
acastanhada”. Nos ensaios realizados encontramos uma coloracéo alaranjada, como pode ser visto na Figura 1,

em todas as diluigbes, invalidando, assim, 0s ensaios.

Figura 2. Teste realizado seguindo a Norma CETESB / L5.217 Thiobacillus — Determinagdo do nimero mais

provavel pela técnica de tubos mdiltiplos.
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5.2. Detecgdo de microorganismos nos isolamentos

Para 0 processo de propagacdo do Isolamento, foi escolhida a rota que apresentasse os maiores valores de
potencial redox (Eh). Tendo por base pardmetros, como os valores de pH e Eh, foi selecionado o teste onde o
meio de cultura MKM foi utilizado, com a relacdo sélido/liquido de 5g/L. Na Tabela 1, abaixo, podem ser

observadas as médias dos valores dos parametros mencionados e o tempo de dura¢éo de cada ensaio.

Tabela 1. Acompanhamento dos pardmetros envolvidos nos ensaios de isolamento de microorganismos.

MKM Tween MKM | Tween | MKM | Tween | Temno

Ensaios .
259/l 50g/L|25g/L 50g/L|pHi pHlpHi pH( Ehi Eh¢|ER; Eny (dias)

1 X X X X 127 22 23 2 600 660 600 660 43
2 X X X x 127 2127 2 590 720590 680 70
3 X X X X 2 2122 22 720 820 670 720 32
4 X X X x 119 19722 21770 840|610 640 21
5 X X 18 850 11
6 X 2 16 800 850 6
7 X 18 860 4
8 X 18 640 3
9 X 2 18 850 870 8
10 X 15 880 3

A partir do ensaio 6, foi observado, o tempo de oxidagdo dos ions ferrosos, presentes no meio de cultura,
detectado pela mudanca de coloracéo (de amarelo ao castanho avermelhado). Onde, por meio de plagueamento
“Spread Plate” , foi possivel observar a presenca de coldnias caracteristicas de microorganismos acidofilicos

mesofilos oxidantes de ferro, como por exemplo, A. ferrooxidans ou L. ferrooxidans, apenas nos ensaios 6 € 9.
5.2.1. Quantificacdo Microbiana Utilizando Camara de Thoma

A Tabela 2 mostra a evolug&o e a confirmacéo da presenca de microorganismos nos ensaios mencionados.

Tabela 2. Quantificagdo, em numero de célula por mL (cel/mL), utilizando cdmara de Thoma
Ensaios 4 5 6 7 8 9 10

MKM (5,0¢g/L) 1,55x107 1,88x107 358x107 7,25x 107 3,78x107 7,65x10" 3,85x 107

6. Conclusoes

A partir dos ensaios realizados, concluiu-se que devido a localidade da mineracdo, onde foi coletada a agua
acida de mina (norte da Bahia), pela auséncia de chuva e o valor de pH (pH=4,0), néo foi detectada a presenca
de microorganismos na mesma. Entretanto, o concentrado de flotacdo mostrou-se uma boa fonte microbiana,
como pode ser observado na Tabela 2, onde dos 10 ensaios realizados, 7 detectaram a presenca de

microorganismos com caracteristicas daqueles que oxidam ferro.
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