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Resumo

A evolugdo da atividade mincira tende a esgotar os minerais ricos ¢ faceis de
processar. Como consegiiéneia tém se observado teores cada vez mais baixos nos minérios e
aumento na complexidade das composigdes minérios. A preocupagdo com a protegdo
ambiental esta crescendo. Tudo isto faz com que os custos da mineragdo e de processamento
de minérios esteja aumentando. Grande namero de depdsitos de ouro estio associados a
minérios sulfetados, principalmente & arsenopirita. Em muitos casos, 0 ouro (e outros metais
preciosos) esta encapsulado dentro dos grios de sulfeto, ou faz parte do proprio reticulo
cristalino. Em tal situagdo ele nio & acessivel aos agentes lixiviantes — eles sdo chamados
“minerals refratarios”. A moagem fina dos mesmos nio ¢ suficiente para fornecer

recuperacdes satisfatérias de ouro.

As técnmicas disponiveis para processar estes depdsitos sdo onerosas dada a
complexidade do processamento. Como resultado, jazidas de baixos teores e/on depositos
pequenos ndo sdo economicamente viaveis, na maioria das vezes. Assim. aumentar a
eficiéncia de recuperagio de ouro de minérios cada vez mais refratarios, ¢ ao mesmo tempo

reduzir os custos de produg&o, tornou-se um problema critico.

Por outro lado, os processos convencionais de oxidago, principalmente a ustulacéo,
muitas vezes podem ter um resultado pobre na recuperagio do metal precioso devido
formagdo de escéria (cinzas do carvdo) ou compostos cianicidas. A oxidagdo sob pressio é
um processo sofisticado, que requer temperaturas ¢ pressdes elevadas, materiais resistentes a
corrosio, além de fabrica de oxigénio.

A biotecnologia ¢ uma proposta alternativa ¢ inovadora. Usa bactérias para quebrar a
matriz mineral através da oxidago e libertar os metais - para serem recuperados através de
Processos convencionais.

Os processos de oxidagdo bioldgica sdo usados para extrair metais de concentrados
suifetados. Quiros contaminanies, como arsénio, antimdnio, cadmio ¢ outros também sdo
solubilizados seletivamente. Metais basicos como o cobre sdo solubilizados e podem ser

recuperados usando extragfo por solventes e eletrodeposigio.

Um das chaves para o desenvolvimento desta tecnologia serd entender o papel exato
das bactérias que oxidam ferro ¢ enxofre. Os mecanismos de bio-oxidacdo (direto ¢ indireto)
sio importantes para descrever a solubilizagfio do sulfeto mineral. Pelo mecanismo direto, a
bactéria Acidithiobacillus  ferrooxidans adere-se tenazmente a superficiec mineral,

promovendo a bio-oxidagdo. Pelo mecanismo indireto, a lixiviagdo quimica do sulfeto



acontece pela redugdo do fon férrico em solugdio, o qual ¢ re-oxidado pelo Acidithiobacillus.
A contribui¢io de cada um desses mecanismos de lixiviagdo, depende das caracteristicas do

minério e das condigbes de operagio.

A interacfo entre a célula e a superficie mineral mostrou-se dependente de varios
parémetros fisicos e bioquimicos. A ligagdo bacteriana para cada mineral depende do tipo
do substrato de crescimento, concentragio do substrato e caracteristicas do mineral. Também
depende das propriedades bioquimicas dos microorganismos e das condicbes de crescimento.
Por outro lado, a composigdo da superficic bacteriana muda de acordo com o substrato de
cultura. Alguns componentes da membrana externa, como as proteinas, poderiam ter um

papel importante na adesdo e na oxidagio.

Neste trabatho foram estudadas as varidveis que influenciam a velocidade de
oxidagdo de um concentrado refratirio de pirita aurifera. Inicialmente foi analisada a
influéncia das caracteristicas do minério sobre o processo de biolixiviagio. Principalmente
como a concentragdo do substrato mineral interfere com a atividade metabolica de
Acidithiobacillus  ferrooxidans. Também foram caracterizados os efeitos de alguns
parimetros: pH. presenca inicial de ions férricos, e de reagentes de flotagio no curso da
biolixiviagdo. A caracterizagio metabélica dos microrganismos utilizados na oxidagdo

bacteriana facilita a avaliagdo dos mecanismos envolvidos.

As varidvels mais importantes estudadas num bio-reator Airlift de 12 L foram
tamanho de indculo, vazio de ar, porcentagem de sélidos e tempo de residéncia. As varigveis
de resposta foram tempo de lixiviagio, concentragio da massa celular, pH e extragio de

Oouro.

Os estudos detalhados contribuiram para a melhor compreensio de cinética da
oxidacdo. A técnica de plancjamento estatistico experimental foi utilizada para avaliar os

cfeitos das varidveis importantes ¢ as relagSes existentes entre elas.



SUMMARY

The increase in mining activity is leading to the exhaustion of the rich and casy-to-
process mineral deposits. As a result, ores have now decreased in grades and increased in
mineralogical complexity. Also, conscience of environment care is growing. All of this
results in that mining and mineral processing costs are increasing. A great number of ore
deposits is associated to sulphide minerals, especially arsenopyrite. In many cases, gold (and
other precious metals) is inclosed inside the sulphide grains or as part of the crystal lattice.
In such a situation they are not accessible to leaching agents - they are called "refractory

ores". Fine grinding is not enough to provide sactisfactory recoveries of gold.

The techniques available to process ores of this kind are expensive, given the
processing complexity. As a result, most of the times, low grade ores and/or small deposits
are not economically feasible. So, increasing the recovery of ores more and more refractory

and at the same time reducing production costs becomes a critical job.

On the other hand, conventional oxidation processes, specially roasting, may lead to
poor results in precious metal recovery, due to the formation of slags (from coal ashes) or of
cianicyde compounds. Pressure leaching is a sophisticated process, demanding high

pressures, corrosion-resistant materials and an oxygen factory.

Biotechnology is an alternative and innovative proposal. It uses bacteria to break
down the mineral structure through oxidation and to free the metals — which will be

recovered by conventional techniques.

Biological oxidation processes are used to extract metals from sulphide concentrates.
Other contaminants, like As, Sb, Cd and others, are also selectively solubilized. So are basic

metals like Cu and they must be recovered through solvent extraction and electrowinning,

Key to this technology is understanding the exact role of the bacteria which oxidizes
Fe and S. Bio-oxidation mechanisms (direct and indirect) are important to describe the
sulphide mineral solubilization. By the direct mechanism, the bacterium Acidithiobacillus
Jerrooxidans strongly adheres to the surface of the mineral, promoting bioleaching. By the
indirect mechanism, the leaching of the sulphide occurs via reduction of the ferric ion in
solution, which is reoxidized by the Acidithiobacillus. The contribution of each of these

mechanisms depends on the mineral's characteristics and on operational conditions.

Cell and mineral surface interaction depends on many physical and biochemical
parameters. Bacterial adhesion to each mineral depends on the kind of growing substratum,

substratum concentration and mineral's characteristics. It also depends on MICTOOIganisim



biochemical properties and growing conditions. On the other hand, the bacterium surface
composition changes according to culture substratum. Some of the external membrane

components, like proteins, may have an important role in adhesion and oxidation,

In this thesis, the variables affecting the oxidation rate of a refractory gold pyrite
concentrate have been studied. To begin with mineral the characteristics’ influence have
been analyzed, especially, how mineral substratum concentration interferes on the metabolic
activity of Acidithiobacillus ferrooxidans. Selected parameters effect have also been
studied: pH, presence of ferric ions and flotation chemicals on bioleaching course. The
metabolical characterization of the microorganism used makes easier the evaluation of the

mechanisms.

The most important variables found in a 12 L Airlift reactor are size of the
inocullum, air flow, percent solids and residence time. Leaching time, cellular mass

concentration, pH and gold extraction were the answer variables.

Their detailled study contribute to a better comprehension of the oxidation kinetics.
Stathistical planning has been used to evaluate the effect of these variables and existing

relations among then.



1. Introducio

1.1. Consideracdes iniciais

Um dos principais desafios da inddstria mineral é extrair e processar minerais
metalicos com minimo dano para o ecossistema. O aumento desta preocupagiio nos
paises mineradores sugere que os custos das operagBes convencionais de fundigdo e

refino aumentarfio com o fempo.

Os problemas ambientais gerados pela industria mineral sio tecnicamente
complexos € afetam o equilibrio do meio. Entre os principais assuntos ambientais
que a comunidade mineraria esta tentando resolver, estéio os riscos da degradagéo de
zonas arborizadas, emissdo de gases poluentes e contaminagio, particularmente, das

aguas subterraneas.

A busca de solugles alternativas aos processos convencionais estara
focalizando esfor¢os no desenvolvimento e adogio de tecnologias novas para abaixar
as emissOes de gases das usinas de ustulagio e redu¢iio, que continuario formando

uma parte significativa na estrutura dos custos produtivos da industria.

Por outro lado, a emissdo de rejeitos potencialmente perigosos, geradores de
drenagem acida pode desequilibrar ecossistemas. A drenagem éacida gerada por
minas abandonadas é um dos maiores impactos ambientais causados pela industria da

minera¢io.

Toma-se evidente que somente uma mudanga radical nos métodos do
processamento mineral permitira resolver muitos destes problemas ambientais. A
mineragio fez ¢ faz progressos consideraveis focalizando o aspecto ambiental e este
enfoque pode ajudar a indlstria a promover o gerenciamento ambientalmente

responsavel de rejeitos solidos e liquidos para mitigar os impactos ambientais.

Os jazimentos minerais de superficie (6xidos) estdo exauridos ha tempo e as
minas trabatham os corpos minerais mais profundos (sulfetos), muitos dos quais sdo
de natureza complexa (refratarios) e de dificil processamento. Os minérios sio
definidos como refratarios quando uma por¢do significante do metal contido nfo

pode ser recuperada por moagem ¢ extra¢io simples: o metal esta contido dentro de



minerais sulfetados, ou entfo, carbono elementar esta presente e pode interferir com

0 processo de extragio.

A indistria mineira de ouro sofreu sérias mudangas na produtividade. Ela esta
encarando o declinio dos teores minerais e 0 aumento dos corpos refratarios de ouro.
A diminuig3o do prego de ouro tem obrigado o desenvolvimento e a implementagao
de novas tecnologias para incrementar a eficiéncia na recuperagio de minerais
altamente refratarios € ao mesmo tempo abaixar o custo de produgdo, que ficou
critico para a sobrevivéncia desta industria. Adicionalmente, na proxima década
cerca de 50% da nova mineragio mundial de ouro poderd ser produzida de mineral

refratario de sulfeto (Newmont Gold, 1994).

Atualmente as tecnologias para processar estes depositos sdo onerosas, dada a
complexidade do processamento. Como resultado, jazidas de baixos teores e
depdsitos pequenos nfo sdo economicamente viaveis, na maioria das vezes. Por outro
lado, a maioria dos metais existe como sulfeto em seu estado natural e deve ser
oxidada (convertidos a forma metalica). Comumente os metais incluem cobre, ferro,
niquel e zinco. Esses metais, na sua forma sulfetada, contém pequenas quantidades
de metais preciosos, que estdo encapsuladas dentro da estrutura do minério e nio

podem ser recuperadas por métodos convencionais.

A oxidagdo de minérios sulfetados por métodos convencionais encarece os
custos de produgdo (significa que somente minerais refratarios com alto grau de
concentragdo poderiam ser economicamente processados). Adicionalmente soma-se

a dificuldade de controlar a emissdo de gases.

O crescimento da demanda de metais for¢a a utilizacio de minérios com
baixo teor, depositos mais profundos ou depositos de rejeitos. Depositos estes que
tém metalurgia altamente complexa e podem incluir uma gama de metais basicos e
metais preciosos. S3o necessarias rotas de processamento complexas para remover 0s
metais valiosos. Por outro lado, a rota normal de processo para depésitos que nio
produzem concentrados limpos requer melhor moagem € um aumento do ndimero de
etapas na flotacdo para limpar os diferentes concentrados. Estes passos extras, tém

efeitos econdmicos em custos e recuperagio.



A biotecnologia parece ser uma alternativa vidvel para muitos destes projetos.
Menor capital inicial € baixo custo operacional, junto com uma tecnologia amigavel
¢ melhoria na qualidade ambiental colocam a biolixiviagio numa posigio
privilegiada para a participagio em projetos com tecnologia limpa. Em lugar de uma
moagem complexa e varias opera¢des de flotagdo para produzir concentrados
separados, uma rota de flotagio simples produziria concentrado para lixiviagio

biolédgica.

Estes processos sdo usados para extrair metais de concentrados sulfetados,
processos nos quais 0s contaminantes, tais como arsénio, antiménio, cadmio e outros

sio solubilizados seletivamente através da oxidacdo bioldgica.

A bio-oxidaglo ou lixiviagio bacteriana, envolve a extracio de metais de
minérios e concentrados suifetados, usando-se componentes que ocorrem
naturalmente como ar, dgua e microorganismos. Estas bactérias podem solubilizar os
sulfetos através da oxidagdo na faixa de temperaturas de 30 a 70 °C. O sulfeto ¢ a

fonte de energia para estas bactérias e 0 CO; do ar ¢ a fonte de carbono.

O processo de biolixiviagdo € levado a cabo a temperaturas proximas da
ambiente e a pressdo atmosférica. Por isto consome menor energia, tem baixo capital
¢ menores custos operacionais, se comparade com a ustulagio e redugdo, que sdo
processos de temperaturas elevadas. Em geral, o capital e os custos sio
significativamente mais baixos (até 50%) que os processos tradicionais de ustulacio

e refino.

A biolixiviagdo ¢ um processo ndo agressor ao meio ambiente: degrada os
efluentes tdxicos geradores de acido (a bactéria oxida o sulfeto a sulfato solivel em
meio 4cido), geralmente produz residucs ambientalmente estdveis e ndo emite gases
poluentes. Adicionalmente, acelera o processo mnatural de oxidagdo, em

aproximadamente 500.000 vezes.

A bio-oxida¢iio consiste na solubilizagio de minerais sulfetados através da
acdo bacteriana por meio de reacdes oxidantes da Dbactéria acidofilica
Acidithiobacillus ferrooxidans. O microorganismo envolve a matriz sulfetada
degradando-a e permitindo a liberagio dos metais preciosos. Ele, basicamente,

catalisa a oxidagio das formas reduzidas de ferro e enxofre presentes no minério,



utilizando a energia liberada para o seu metabolismo. Além de tornar soluvel o metal,

a atividade destes microrganismos gera um licor 4cido que ¢ um potente agente

lixiviante adicional.

A agio das bactérias se da através de dois mecanismos. Na primeira etapa
ocorre um ataque direto a superficie do muneral e as bactérias oxidam a parte
sulfetada do minério. A segunda etapa inclui a oxidagdo de sulfetos na solugda pela

acfo do ion férrico bacteriano produzido.

Existe a necessidade urgente de entender melhor os fendmenos biolagicos,
quimicos, de transporte de massa e de calor, envolvidos nos processos da lixiviagio
bacteriana, € como estes fatores interagem entre si. Uma das chaves para o
desenvolvimento desta tecnologia sera entender o papel exato das bactérnas que

oxidam ferro e enxofre no processo de lixiviagio.

A lixiviagdo bacteriana de metais ¢ influenciada por uma série de fatores
fisico-quimicos e biologicos. Ela é primariamente determinada pela condi¢fio
mineraldgica do concentrado (Taxiarchou, 1994) e pela influéncia das condigdes de
operagdo: granulometria do minério, conceniragio de sdlidos, temperatura, pH,
disponibilidade de oxigénio, agitagfio, tempo de residéncia. As atividades da bactéria,

podem ser estritamente controladas pelo meio de crescimento (Modak, 1995).

A bio-oxidagdo industrial ndo ¢ feita em condicOes estéreis. Esta bactéria
geralmente ocorre junto com uma populagio mista de outras bactérias, com as quais
coexiste como uma cultura mista. As propor¢des relativas das diferentes bactérias
dependem do ambiente em que se opera, principalmente da temperatura, pH e
natureza do suprimento do sulfeto. Geralmente o Acidithiobacillus ferrooxidans
opera em ambiente hostil em termos de calor e acidez, de modo que a contaminag&o

por outro microrganismo ndo acontece.

A dissolugdo biologica dos minerais que contém arsenopirita permite a
produgdo de ouro em reservas que ndo sdo vidveis do ponto de vista econdmico. Por
exemplo, uma melhoria em recuperagio de ouro de 30% a 90% pode ser alcangada

com 3 e 5 dias de oxidag8o bacteriana antes da cianetacio (Deng, 2000).

Por razdes econdmicas, a biolixiviagdo tem potencial para gradualmente

substituir os processos convencionais, dados sua alta eficiéncia, baixo custo e pouco



investimento industrial. As usinas de processamento mineral de bio-oxidagio sdo
simples de construir e operar ¢ sdo ideais para regiGes remotas. As recuperacdes de
ouro podem ser superiores ao 90 %, quando sdo processados concentrados de

minérios refratarios.

O uso de Acidithiobacillus ferrooxidans num processo de biolixiviago para
extrair metais de minérios de baixo teor, provou recentemente ser economicamente
produtivo. Foi calculado um ganho comercial em 1998 de USS$ 2 a US$ 3 bilhdes
para a biolixiviagdo de ouro (200 a 300 toneladas). J4 a biolixiviagio de cobre foi
calculado para produzir $8 bithdes em 1998 (9.000.000 toneladas) (Newmont Gold,
1994).

Os processos de bio-oxidagdo tiveram éxito em varios paises, especialmente
Chile, Australia e Africa do Sul. Por exemplo, o processo de BIOX estd sendo usado
para o pré-tratamento de concentrados de ouro em cinco instalacdes e o processo de
BacTech em trés instalagbes. Estdo sendo planejadas usinas de demonstragdo para
processos de BioCop (Chile), BioNic (Africa do sul), BioZinc (China).

Na maioria dos paises, pesquisa consideravel estd sendo levada a cabo com
biolixiviagio de minerais refratarios de sulfeto, de dificil processamento para a
extragdo de metais preciosos e metais basicos (cobre, niquel, zinco, cobalto e
molibdénio). Citamos o Centro de Investigacion Minera y Metalurgica (CIMM) no
Chile, a Mintek, organizagdo nacional de pesquisa de minerais, da Africa do Sul, o
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Cape Town, a Escola de
Engenharia Nacional de Idaho e o Laboratorio Ambiental de Estados Unidos de
Ameérica (INEEL). Também foram desenvolvidas pesquisas nesta 4rea, em

companhias tais como Billiton (Londres) e BacTech (Belmont, Australia Ocidental).

A Billiton, que tem operagdes em varios paises, inclusive no Canadé, em
colaboragdo com Gencor, fixada na Africa do Sul (BIOX) est4 direcionando seus
esfor¢os para demonstrar o processo BioNic para o tratamento de minérios de baixo-
teor ¢ de minérios de niquel quimicamente dificeis, assim como também, o processo

BioCop para a extragio de cobre.

Do mesmo modo, a BacTech, validou, em 1994, uma tecnologia comercial

para o pré-tratamento de concentrados de ouro com bactérias termofilicas. Em abril



de 1999, entrou em um empreendimento conjunto com Mintek e a Industria Pefioles
S.A. (Mexico) para o desenvolvimento de tecnologia de biolixiviagio especialmente
para concentrados de cobre ¢ foi montada uma usina para extragio de cobre por
biolixiviagdo em escala industrial no México. A usina usa um circuito integrado de
biolixivia¢io, extragdo por solvente e eletrodeposigio (SX/EW), tem uma capacidade

operativa de 500 kg/dia de cobre.

As caracteristicas principais da tecnologia de oxidagdo bacteriana inclyem:

.
Lo

melhor extracéo,

&
0.0

alta recuperacio,
% recuperagdo econdmica de concentrados e rejeitos minerais,
% producfo de rejeitos ambientalmente estaveis,

% eliminag3o de rejeitos geradores de acidos.

1.2, Justificativa

O presente projeto ¢ a continuagio das atividades desenvolvidas no
Laboratério de Tratamento de Minérios ¢ Residuos Industriais, Departamento de
Engenharia de Minas e de Petrdleo da Escola Politécnica da USP, onde foram
desenvolvidos trabalhos relacionados a lixiviagiio bacteriana de cobre e varios
trabathos para extragdo de ouro (Chaves, 1973, 1985; Urenha, 1992; Horta, 1996;
Torres, 1996; Gomes, 1997, Gomes, 1999; Torres, 1999, Evelin,2000; Nardi, 2000).

A recuperagdo de metais preciosos a particr de minérios e concentrados
refratarios, € um desafio técnico na Hidrometalurgia, fato este evidenciado pelo
ndmero importante de pesquisas e desenvolvimentos no processamento industrial do

ouro, na procura de alternativas mais baratas e de mais facil aplicagio.

As técnicas de tratamento prévio & cianetago incluem tratamentos caros e
complexos de oxidagfio, como a ustulagdo, a oxidaciio sobre pressio e a oxidagfio
quimica. Isto resulta em tratamentos muito complexos que produzem poluigio
ambiental, pela geragdo de compostos toxicos como o didxido de enxofre e arsénico

volatil.



Tratamento alternativo, menos prejudicial ao meio e de menor custo,
recentemente utilizado para esta finalidade, ¢ a oxidagio por lixiviagdo bacteriana.
Esta técnica tem se tornado uma alternativa atraente, principalmente em mineragses
pequenas e de médio porte. Apods este processo, torna-se possivel a extragdo de ouro
do rejeito biolixiviado mediante a utilizagdo de reagentes lixiviantes como cianeto ou

tioureia.

1.3. Objetivo

O proposito deste estudo foi examinar a possibilidade de viabilizar a extraggio
de ouro refratario de minérios e concentrados sulfetados complexos pela tecnologia

da bio-oxidagéo.

Foram estudadas as varidveis que influenciam a velocidade de bio-oxidacdo
de um concentrado sulfetado de pirita aurifera refrataria. Foram determinadas quais
varidveis tém maior influéncia no processo de biolixiviagio com a finalidade de

caracterizar os parametros criticos do processo.



2. Revisio Bibliografica

2.1. Processos de pré-tratamento de minérios refratirios

Aproximadamente um ter¢o da produgdo de ouro do mundo vem de minérios
descritos como refratarios, e esta proporgio estd crescendo (Fleming, 1998). O
tratamento econdmico e ambiental responsavel de minérios refratarios complexos do
ouro esta tornando-se assim cada vez mais importante, A causa a mais comum da
refratariedade € a associagdo do ouro com minerais sulfetados como a arsenopirita, a

pirita, e a pirrotita (Attia, 1989; Taxiarchou, 1994).

Tecnicamente, o fendmeno de refratariedade pode ser compreendido como
uma limita¢do estrutural de alguns minérios em permitir o acesso livre da solucdo
lixiviante a interface de reacdo dos metais preciosos, contidos no interior dessa
matriz, evitando deste maneira, o contato adequado entre o solido e a solugdo
lixiviante (Dutrizac and Donald, 1974). Para lograr uma recuperacio satisfatoria dos
minérios refratirios, os cristais de enxofre da pirita e arsenopirita deveriam
primeiramente romper-se (pela oxidacio) para eliminar o encapsulamento dos metais

preciosos antes da aplicacio dos processos convencionais de extragdo, assim

permitindo o contato com o agente lixiviante.

As trés rotas de processo principais disponiveis para romper a estrutura
cristalina dos minerais sulfetados e expor 0 ouro para a lixiviagdo subseqiiente sio a

ustulagdo, a oxidacdo sob pressdo e a oxidagio bacteriana (Fleming, 1998).

Até dez anos atras, a pratica mais comum no tratamento de minérios
refratarios era a ustulagiio, a qual consiste na oxidagio de sulfetos a didxido de
enxofre. Mais recentemente foi desenvolvida, como processo industrial, a oxidag#o
sob pressdo, entre 180 e 220 °C. Ela vem sendo preferida a ustulagdo por nfio ter a
emissao de gases poluentes e o sulfeto ser completamente oxidado a sulfato. Do
mesmo modo foi desenvolvida a lixiviagio bacteriana como processo industrial, que

envolve a oxidagdo de sulfeto a acido sulfurico.



2.1.1. Ustulacio

A uétulag:ﬁo ¢ uma técnica convencional usada para decompor os minérios
sulfetados, liberar o ouro ocluso e torna-lo acessivel a cianetacfo. Entretanto, a
ustulagio é uma operagio complexa que requer controles cuidadosos das operagdes e
da alimentagdo, além de produzir gases toxicos (SO2, As;03) que requerem processos

custosos de abatimento (Ubaldini, 2000).

A ustulacio de minérios e concentrados de flotagio foi convencionalmente
usada para quebrar a matriz do mineral sulfetado. Esta tecnologia foi amplamente
praticada no passado na recuperagdo de ouro de minérios refratirios antes da
cianetagdo (Fleming, 1998). Na presenca de arsenopirita aplica-se um processo de
dois estagios. O primeiro estdgio, nfo oxidativo, de ustulagio a 400 a 450 °C,
remove 0 arsénio como trioxido de arsénio volatil, seguido da ustulagio oxidativa a
650 e 750 °C, para produzir hematita e didxido de enxofre. O produto da calcinagio
deve ser suficientemente poroso para que as particulas de ouro sejam acessivels a

solugdo de cianeto.

Trata-se de um processo caro, devido aos dispositivos de controle de emissdo
de gases. Estes aumentam grandemente os investimentos ¢ os custos operacionais. Os
depuradores de gas sdo essenciais para conter o didxido de enxofre e as emisstes de

trioxido de arsénio, que sdo poluentes.

2.1.2. Oxidaciio sob pressio

Recentemente vem ocorrendo uma mudanca na dire¢io do tratamento de
minérios e concentrados de ouro refratario, do método tradicional de ustulagio para a
lixiviagdo sob pressdo (Fleming, 1998). Esta foi o resultado de dois fatores.
Primeiramente a mncapacidade das primeiras usinas ustuladoras em satisfazerem os
novos limites ambientais de descarga de didxido de enxofre e tridxido de arsémio na
atmosfera. Segundo, o fato de que a recuperacfio de ouro dos produtos ustulados é
geralmente inferior & atingida depois da oxidagio sob pressfio. Este ultimo fator é

especialmente importante no tratamento de minerais com arsenopirita onde o ouro
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freqiientemente esta finamente disseminado e ndo acessivel ao cianeto, nem ¢

tornado acessivel ao cianeto mesma que um calcinado poroso seja produzido.

A oxidagdo sob pressdo envolve a quebra de minerais sulfetados (pirita e
arsenopirita) usando vapor e injegio de oxigénio sob pressdo. Assim, qualquer ouro

incluso nas fases minerais fica completamente exposto durante a oxidacdo.

De forma semelhante, este processo de oxidagiio ¢ muito mais caro que a
ustulagdo e requer grandes investimentos. As autoclaves da pressdo sdo caras por
causa de seus materiais de constru¢io avangados, a fabricagio e instalacio de
autoclaves requerem tempos longos. Adicionalmente é necessario alto nivel de
treinamento e habilidade do operador por causa da complexidade de operagdo,
manuten¢do e das exigéncias de seguranca para controlar as pressdes e temperaturas

altas, o que também aumenta os custos operacionais deste processo.

2.1.3. Biolixiviacio

A biolixiviagho de minérios sulfetados refratarios é um conceito
relativamente novo em comparagio aos processos de ustulagdo, oxidagdio sob pressio
¢ oxidagdo quimica. E, rapidamente foi estabelecido como um pré-tratamento
alternativo viavel de oxidagfio. As perspectivas da aplicagio industrial da lixiviagdo
bacteriana para minérios auriferos refratarios no munde tém crescido muito
(Aswegen, 1998).

A oxidagio de minérios sulfetados por métodos biolégicos, particularmente o
de Acidithiobacillus ferrooxidans, ¢ bem conhecida e é o centro de um grande
nimero artigos publicados. Os processos de oxidagia biologica sio agora
intensamente avaliados para a extragdo de metais de concentrados sulfetados,
processos nos quais os contaminantes de metais, tais como arsénio, antimdnio,
cadmio e outros, sdo solubilizados seletivamente através da agio bioldgica antes dos

procedimentos convencionais de extragio.

Os beneficios da lixiviagdo bacteriana sobre a ustulagio sio semelhantes aos
obtidos pela oxidagdo sob pressdo. Os minerais de sulfeto geralmente dissolvem-se

completamente, expondo completamente as particulas de ouro encapsuladas
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(Attia,1989). O arsénio também ¢ liberado do mineral em forma de acido arsénico,
que ¢ mais facilmente manipulado, do ponto de vista ambiental, que o vapor de
trioxido de arsénio.

Na realidade, o ouro ndo é solivel nas solugdes acidas geradas pela bactéria
lixiviante, o ferro ¢ solubilizado e oxidado de ferro ferroso a ferro férrico, o arsénio é

solubilizado e oxidado a arsenato e o sulfeto a sulfato.

A biolixiviagdo de sulfetos é conduzida a baixa porcentagem de solidos,
usuaimente em torno de 10 a 30 %. O pH ¢é controlado na faixa de 1,5 a 2,0, o
excesso de acido sulfirico gerado pela oxidagdo de sulfetos, deve ser continuamente
neutralizado pela adigdo de cal ¢ a temperatura deve estar entre 30 e 40 °C para a

reproducdo 6tima da cepa bacteriana (Aswegen, 1998).

As quantidades de ferro dependem da pirrotita, pirita e arsenopirita, mas
deveria haver um excesso de ferro a arsénio para garantir a precipitagio de arseniato
férrico em vez de arseniato de calcio durante a neutralizacio depois da biolixiviagdo.
A estabilidade dos precipitados aumenta com a razdo molar ferro/arsénio de 4:1, o

que € necessario para produzir residuos que sdo estaveis nos testes de lixiviagio.

Uma mmportante caracteristica das reagdes da lixiviagdo bacteriana é que elas
30 autocataliticas. As bactérias usam a energia da oxidacio para desenvolver suas
atividades metabolicas (Guiliani, 2000). Muito do progresso que tem sido feito nos
ultimos anos para o tratamento de concentrados, da-se no desenvolvimento de cepas
bacterianas que se multiplicam rapidamente nas condigdes agressivas que
prevalecem nas reagdes exotérmicas de oxidagio de suffeto. Este foi um
desenvolvimento essencial antes da biolixiviacio de concentrados em reatores
agitados de aplicagdo industrial. Por exemplo, no comego deo trabalho em usina pilato
nos laboratorios da GENCOR , verificou-se que o tempo de residéncia de 10 dias era
necessario para alcancar 97 % de recuperagio de ouro. Depois de dois anos de
operagdo, a bactéria tinha-se adaptado e mudado, e o tempo de residéncia decresceu
para 4 dias. Atualmente este tempo de residéncia é tipico para todas as usinas de

biolixiviagio (Aswegen, 1998).
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2.2. Lixiviacio bacteriana

A lixiviagdo bacteriana de minérios, apesar de ser usada como processo
industrial desde 1950, é bem antiga como fendmeno natural conhecido da formagio
de drenagem 4cida de mina (Chaves, 1973; Ribet, 1994). A oxidagdo bacteriana foi
usada por milhares de anos como um dos meios para a recuperacio de metais de
depdsitos de minerais sulfetados. O método foi empregade pelos ramanos, embora
eles ndo percebessem o que estavam fazendo (Susuki, 2001). Em 1947, foi
reconhecido que as bactérias estavam presentes dentro da drenagem acida e que

desempenham um papel fundamental dentro dos processos da oxidagdo mineral.

Estudos feitos no sentido de utilizar a atividade bacteriana na recuperagio de
metais tornaram a lixiviagio bacteriana uma alternativa para o aproveitamento ndo so
de rejeitos e minérios de baixo teor, mas também para o tratamento de concentrados
{Chaves, 1973, Haisch, 1985; Taxiarchou, 1994). O processo vem sendo utilizado
industrialmente em véarios paises: Canadd, USA, Austrilia, Brasil, Afiica do Sul,

Suécia, Russia, Bulgaria, México, China e Chile.

A lixiviagdo bacteriana tem sido mais estudada e empregada para minérios de
cobre e uridnio de baixo teor e/ou rejeitos, como alternativa ecolégica e econdmica
para aproveitamento desses materiais (De Filippo, 1988; Garcia,1989). Estes estudos

abriram caminho na minera¢do do cobre e foram adaptadas para o ouro.

Nos ultimos anos, o maior numero de desenvolvimentos na area
bichidrometalirgica estd ligado 3 extra¢dio de ouro de minérios e concentrados
refratarios. O crescente reconhecimento da oxidagfo bacteriana como um processo
economicamente vidvel é atribuido principalmente, ao esgotamento de minérios de
ouro ¢ prata de alto grau. Além disto, o controle do aumento da poluigdo no meio
ambiente, de acordo com o regulamento proposto para a indastria de mineragfo, com
respeito a qualidade de efluentes gasosos e liquidos produzidos por processos
metalirgicos convencionais, significa contribuir em direcio a pesquisar novas

tecnologias (Attia, 1985).

Na esséncia, certas bactérias catalisam a oxidagfo de elementos tais como ion
ferroso ef/ou enxofre reduzido e geram a energia usada para manuten¢do da suas

fungdes celulares e de crescimento. O efeito sobre o mineral (exemplo: pirita,
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arsenopirita) ¢ causar a sua quebra, produzindo, através de uma série complexa de
fases quimicas intermedidrias, compostos soliveis de ion férrico e/ou acido sulfilrico.
Estes, por sua vez, entrando na solugdo, podem reagir com outros minerais presentes
que ndo contém ferro ferroso ou enxofre. Desta forma, o nimero e variedade de

minérios que podem ser tratados pela oxida¢@o bacteriana pode ser ampliado.

Os principais organismos da hidrometalurgia (Rawlings, 2001) estio divididos

em dois grupos:
- Microrganismos autotroficos:
o Mesofilicos, 30 a 40 °C, do génera Acidithiobacillus e Leptospirillum.

o Termofilicos moderados, 40 a 55 °C, do género Sulfolobus,

Acidianus, Metallosphaera e Sulforococcus.

o Termofilicos extremos, acima de 55 °C, do género Sulfolobus,

Acidiarus, Metallosphaera e Sulforococcus

- Microrganismos heterotrdficos (usam compostos orginicos como fonte de

carbono).

Os microrganismos responsaveis pela lixiviagio bacteriana de minerais
refratarios de ouro pertencem ao género Acidithiobacillus, espécies ferrooxidans e
thiooxidans. A sua presenga estd relacionada & presenga de compostos de ferro e

enxofre.

A atividade ¢ estimulada dentro dos tanques de processo conhecidos como
bio-reatores, nos quais temperatura, oxigénio e nutrientes criam as condi¢des certas
para os micro-organismos florescerem. Somente cepas naturais das bactérias sdo
usadas atualmente, mas no futuro bactérias geneticamente modificadas poderdo ser

desenvolvidas (Haish, 1985).

As reagGes de oxidagdo catalisadas pela bactéria sdo de natureza exotérmica,
ndo necessitando de aquecimento. Ao contrario, os recipientes de reagio precisam
freqlientemente ser esfriados, especialmente em climas tropicais. Tem se reportado
que o tanque de reacdio BIOX da Sio Bento, de 580 m’ tem instalado um tubo de

resfriamento mterno, de aproximadamente 1,7 Km (Aswegen, 1998).
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Os processos da lixiviagio bacteriana, muitas vezes, sdo limitados pela
concentragdo de oxigénio e dioxido de carbono (Haish, 1985). Qs microorganismos
empregados neste processo, dependem da transferéncia de oxigénio dentro da fase
liquida. Por outro lado, deve haver um volume suficiente de dgua na suspensdo ativa,
para garantir as bactérias, o oxigénio e gas carbdmico necessarios. Por isto a
concentraglo de solidos ndo deve ser muito alta. Na operagdo do processo BIOX,

usa-se uma concentracdo de 20 % de sélidos em suspensdo (Aswegen, 1998).

A maior usina de biolixiviagdo do mundo para ouro estd na mina de Obuasi,
em Ghana, desde 1994. A mineragdo de Newmont tem uma pilha de operagio de
lixiviagio bacteriana em sua operagio de Carlin, Nevada. Esta mina produziu 43,5
toneladas de ouro no ano que terminou em junho de 1997, com custo operacional
médio de US$ 274/0z. A Beatrix foi o produtor de mais baixo custo na Affica do Sul,
com USS$ 207/0z (Aswegen, 1998).

Por outro lado, o desenvolvimento do processo de biolixiviagio para
recuperar metais basicos dos concentrados de sulfetos que contém arsénio pode
mudar a viabilidade econdmica destes depdsitos. A biolixiviagio de concentrados de
sulfetos complexos de minérios tem obtido resultados muito encorajadores (Brierley,

2001).

As seguintes recuperagdes de metais foram atingidas :
e 91 % de cobalto recuperado de cobaltita (escala usina piloto),
e 90 % de niquel recuperado de pentlandita (escala usina piloto),
e 95 9% de cobre recuperado de calcocita e bornita,
e 92 % de cobre recuperado de calcocita, enargita e tennantita,

e 85 % de ouro, 90 % de prata e 75 % de cobre recuperados de concentrados
complexos de sulfetos que consistern em tetrahedrita, pirita, calcopirita, estibnita

e sinabrio.
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Métodos de operaciio

Hj cinco métodos gerais para realizar a oxidagdo bacteriana em escala comercial
(Brierley, 2001). Estes sfo:

e tanque agitado de lixiviagdo,
o pilhas de lixiviagdo,

e colunas de lixiviagdo,

o “dump leaching”,

¢ lixiviagdo in situ.

No primeiro caso, uma suspensio contendo o mineral ¢é agitada dentro de um
tanque de material resistente ao 4cido. Esta é a rota mais cara, de modo que, na
pratica, este método serd usado provavelmente para tratar minério rico moido para

extragdo de ouro.

As pithas de lixiviagio, sdo pilhas projetadas especialmente. Usualmente sdo
tratados minerais de baixo teor ou rejeitos de flotagdo. O método pode ser aplicado
para a extracdo de cobre. Aproximadamente 30 % da produgio de cobre em Chile é

por biolixiviagdo (Velasco, 2000; Brierley and Briggs, 1997; Brierley, 2001).

Na lixiviagdo em colunas, a solugdo lixiviante é deixada percolar através dos
solidos colocados na coluna. A lixiviagiio em coluna é realizada em menor escala gue
a lixiviacdo por pilhas. Na realidade, s6 € levada a cabo para extragio de cobre, este

método estd sendo usado em Chuquimata (Chile) desde 1993.

A dump leaching ¢ semethante 2 lixiviagio por pilhas. Tipicamente pilhas de
minerais de baixo teor ou estéril de mina poderiam ser tratadas por este método. A
reacdio bacteriana pode ocarrer naturalimente, resultando na corrente de drenagem
acida.

A lixiviagdo in situ aproveita trincas naturais e fissuras do terreno ou
induzidas pelo desmonte por explosivos sem que se proceda a remogio do minério

(marginal). E principalmente utilizada para a extragio de urfinio em escala comercial,
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2.2.1. Processo BIOX

O processo bacteriano comercializado pela Gencor (BIOX), comparado com
a ustulagdo e a lixiviagio sob pressdo é relativamente simples e requer um nivel

muito mais baixo de habilidade aperacional.

O processo compreende uma série de etapas. O mineral é britado e moido
para liberar os minérios sulfetados da ganga. Estes sdo posteriormente flotados,
produzindo um concentrado que coniém acima de 90 % do ouro contido em
aproximadamente 5 2 10 % da massa original. Este concentrado geralmente &
remoido, alimentado a uma série de tanques agitados contendo a bactéria,
configurados para prover Otimas taxas de biolixiviagio. As varidveis principais
controladas sdo: temperatura, oxigénio dissolvido, pH e vazio de alimentacdo. O

tempo médio de residéncia para a suspensdo € de 4 dias (Aswegen, 1998).

A suspensio oxidada € lavada numa série de espessadores em contracorrente,
a suspensdo lavada ¢ tratada numa usina convencional de cianetagio na qual o ouro é
finalmente recuperado. A solugdo dos espessadores é neutralizada e o arsénio
dissolvido durante a oxidagdo € precipitado como arsenato férrico basico o qual é
inerte ¢ ambientalmente estdvel . O processo ¢ continuo (Ashanti Golfields 720

toneladas de concentrado por dia)

2.2.2. Processo Bactech

Outro processo para a liberagdo de ouro encapsulado dentro dos minérios
refratarios foi desenvolvido pela BacTech (Budden, 1993), usada comerciaimente na

Youanmi Mines (125 toneladas de concentrado por dia).

O método usa uma mistura de cepas bacterianas termofilicas (conhecidas
como M4) primeiro encontrada na Australia Ocidental, uma cultura diferente daquela
usada no processo BIOX. A cultura Bactech é capaz de operar nas temperaturas
ambientais do deserto australiano, a terperatura Gtima ¢ de 46 °C e também pode
sobreviver a 55 °C por trés dias. Ela tem a grande vantagem econbmica de néo
precisar ser resfriada. Adicionalmente, outra vantagem da cultura usada pela Ractech

sobre Acidithiobacillus ferrooxidans ¢ que pode tolerar a agua altamente salina.
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O processo opera em condigdes acidas, entre pH de 1,0 a2 1.4, em reatores
agitados. A suspensdo tem aproximadamente 15 a 20% de sélidos. O sistema opera
somente a temperaturas acima do ambiente, a 45 °C. A recuperagdo no reator esta

entre 93 ¢ 95 %, com um tempo de residéncia de 3,5 dias.

2.2.3. Lixiviacio em pilhas (Biolixiviacio de Newmont)

Processo para recuperar ouro de material de sulfeto de baixo teor que nfio
poderia ser considerado econdmico. O mineral foi primeiramente inoculado com
bactéria usando uma mistura de Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus
thiooxidans e Leptospirillum ferrooxidans e colocado no bloco de biolixiviagio. O
processo de inoculaglo empregado adiciona a bactéria ao mineral por pulverizagio.
A intengdio ¢ assegurar que uma populagio ativa de bactérias seja distribuida ao
longo da massa inteira da pitha para a répida iniciagio do processo de bio-oxidagio €

assegurar a bio-oxidagdo homogénea dos sulfetos.

2.3. Bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidans ¢ uma bactéria quimioautotrofica, que obtém
sua energia da oxidagio de ions ferrosos e compostos reduzidos de enxofre e pode
usar o CO,, para formar suas moléculas biologicas (Suzuki, 2001). Oxida

principalmente todos os minerais sulfetados.

Ele ¢ um microrganismo acidofilico (capaz de desenvolver-se em condigdes
de elevada acidez). Desenvolve se numa faixa de pH de 1,5 até 4,5. O pH 6timo de
crescimento esta entre 1,6 e 2,0. Surpreendentemente, enquanto cresce num ambiente
acido, seu pH citoplasmatico estd perto da neutralidade e o gradiente de pH através
da membrana citoplasmatica ¢ um dos maiores de todos os organismos vivos
(Amaro, 1991). Similarmente ele sobrevive numa faixa de temperaturas de 2 a 40 °C,

mas a melhor faixa de crescimento esta entre 30 e 40 °C.

Acidithiobacillus € uma bactéria autotrdfica estrita, seu crescimento é inibido
por muitas substincias organicas e provavelmente pelos seus produtos de

decomposi¢io no meio. A presen¢a de matéria orginica influencia a atividade
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metabolica ¢ o crescimento do Acidithiobacillus ferrooxidans, principalmente a
adi¢do de acidos orgdnicos como o formiato e o acetato, que inibem a oxidagdo do

ferro (Frattini, 2000).

O Acidithiobacillus ferrooxidans é uma das principais bactérias acidofilicas
usadas na lixiviagdo de sulfetos. Alguns outros microorganismos como as termoéfilas
(sulfolobus), podem oxidar minérios sulfetados a altas temperaturas, como 70°C
(Cassa, 1985). Geralmente, estas bactérias operam em ambientes hostis de calor e

acidez, de modo que a contaminagdo por outros microrganismos nfo acontece.

A natureza proveu a estas bactérias uma parede citoplasmica celular, que

permite que sobrevivam no ambiente toxico que elas criam.

2.3.1. Caracteristica morfologicas

O Acidithiobacitlus ferrooxidans apresenta as seguintes caracteristicas: € um
organismo microscopico movel com flagelo polar; de forma cilindrica, apresenta-se
sob a forma de pequenos bastonetes de 1,0 a 2,0 um, e espessura na faixa de 0,3 a 0,5

um. Gram-negativo; apresenta seu ponto isoelétrico com pH em torno de 4,0 a 5,0.

A tabela 1 esquematiza suas caracteristicas principais.
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Tabela 1. Caracteristicas do Acidithiobacillus ferrooxidans.

Condigao Caracteristicas
pH de crescimento 1,5-4,5

Faixa de temperatura 2-40°C
Temperatura otima 30-40°C
Mobilidade - flagelada

Mol % G+C 56-59

Coloracio Gram

gram-negativa

Formag#o de esporo

neshuma

Forma

cilindrica 0,5-1,0 um

Classificagio

quimioautotrofico™®

Fonte de energia

oxidaggo de Fe*™ e enxofre reduzido**

Aceptaor de elétron

oxigénio*

Fonte de nitrogénio

Sais de amdnio, nitrato, fixa dinitrogénio

Requertmentos de oxigénio

aerdbio*

*4cidithiobacillus  ferrooxidans geralmente é aerdbio obrigatorio, mas debaixo de

condigdes anaercbias, pode crescer sobre o enxofre elementar usando ferro férrica como

receplor de elétron. Estes resultados indicam que o T ferrooxidans pode ser considerado um

anaerébio facultativo que tem um papel importante nos ciclos de ferro e emxofre em

condigdes acidas. A capacidade do T. ferrooxidans para crescer em ambientes deficientes de

oxigénio pode ter implicagdes importantes em processos de biolixiviagdo onde condiges

anaerobias podem ser freqiientes.

** Acidithiobacillus ferrooxidans também pode obter energia da oxidagiio do Cu e Se* e da

oxidacdo de tetrationato, hidrogénio molecular, acido formico, compostos de antimonio,
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urdnio e molibdénio. O Acidithiobacillus ferrooxidans é um organismo autotréfico, cresce
em ambientes dcidos wtilizando & energia necessdria da oxidagdo do ion ferrose, dos
sulfetos soluveis e insoliveis dos compostos de enxofre tais como tiosulfatos e tetrationatos,
produzindo solugdes de H:SO; e sulfato férrico. Tais reagbes produzem uma importante

Jonte de energia e nutrientes para seu crescimento.

A composi¢io quimica do Acidithiobacillus ferrooxidans é: 44% de proteina,

26% de lipidios, 15 % de carbohidratos, 10 % de sais minerais.

2.3.2, Caracteristicas gerais

Normalmente o Acidithiobacillus ferrooxidans encontra-se isolado ou em
pares, raramente em cadeias curtas. O crescimento em meio liquido com fon ferroso
manifesta-se por uma mudanga de cor verde claro ao pardo vermelho, devido a
produgio de ion férrico. O pH inicial 6timo para a oxidagdo bacteriana do sulfato
ferroso encontra-se no intervalo 1,6 a 2,0 ¢ de forma geral foi estabelecido que a
bactéria inibe sua atividade em pH inferior 1,5 ou precisa de periodos de adaptacio
muito longos. Em pH acima de 2,0 forma-se um filme composto de hidréxido férrico

e bactérias (Lundgren, 1980).

Acidithiobacillus ferrooxidans propaga-se em poucas horas, por divisio em
duas partes idénticas. Estas crescerfio em tamanho e novamente dividir-se-30 e assim
por diante, a uma taxa exponencial. Tipicamente, num sistema de trabalho a
populagdio bacteriana alcanca valores de 10° a 10'° por ml de suspensdo. Entretanto,

mesmo a esta densidade elevada ndio ha evidencia vistvel a olho nu de sua presenca.

A populagdo bacteriana, ao crescer, atravessa uma fase de laténcia, uma fase
de crescimento logaritmica, uma fase estacionaria e uma fase de morte ou
decréscimo das células. Quando a célula reproduz-se atinge quase o dobro do
tamanho de uma célula simples ¢ divide-se por diviséio binaria. O tempo de geragdo
do Acidithiobacillus ferrooxidans ¢ de 10 a 25 h, quando esta bactéria cresce sobre
enxofre elementar e de 5 a 7 horas sobre meio ferroso (Oliver, 1988). Na morte, a

célula € hidrolizada e quebrada devido a influéncia do meio ambiente.
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Os Acidithiobacillus ferrooxidans crescem em condigdes autotroficas,
obtendo todo o carbono necesséario para o processo de biossintese a partir de CQ,,
fixando a energia obtida nos processos de oxidagdo acima citados na forma de ATP,
0 qual € universalmente reconhecido como a forma de energia metabdlica empregada
pela bactéria, para fazer o trabalho de transporte de matéria (substrato e nutrientes
sdo introduzidos no interior da célula e os produtos finais sio eliminades), o trabalho
mecanico de vibragdo, locomogdo e o trabalho de biossintese do material celular.
Nestes processos, o ATP hidroliza-se para formar ADP, energia ¢ fosfato inorgénico,
que volta a se formar no ATP através da fosforilizagio oxidativa com a energia
liberada nos processos de oxidagio de Fe II e das formas reduzidas de enxofre

(Nemati, 1998).

Durante a oxidagio aerdbica de compostos reduzidos de enxofre, virios
metal-proteinas estio implicados nesta cadeia respiratéria e siio proteinas 4cido-
estiveis que exibem altos potenciais redox. Um caminho da transferéncia dos
elétrons entre a oxidagio do ferro e o citocromo oxidase foi proposto baseado nos
estudos da interagdo entre estas proteinas periplasmaticas da transferéncia dos

elétrons.

Durante a lixiviagdo bacteriana se produz a ligagio de Acidithiobacillus
Jerrooxidans com a pirita ou enxofre por meio das substincias poliméricas
extracelulares (EPS) (lipopolissacarideos). A ligacdo priméaria da pirita em pH 2 é
intermediada pelo exopolimero-complexado de Fe Il numa interacdo eletroquimica
com a carga negativa da superficie da pirita. EPS de células crescidas em enxofre
possuem propriedades hidrofobicas acentuadas e nfio se ligam & pirita, indicando

aumento da especificidade (adaptabilidade) ao substrato (Gehrke, 1998).

Parece haver evidéncia de que o Acidithiobacillus forma uma capsula quando
se liga a superficie de pirita por meio do filme secretado (Rojas Chapana, 1996),
particulas coloidais de sulfeto sfo formadas e armazenadas durante a corrosio da
pirita. Recentes estudos tém mostrado que se pode aumentar a dissolugdo de ians
metalicos pela modificagdo da superficie mineral por meio de agentes ativos de
superficie ou pela adigdo de aminoécides, principalmente aqueles que tém grupos
sulfidricos (Rojas Chapana, 2000).
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Varias observacBes experimentais associadas com o metabolismo do
Acidithiobacillus ferrooxidans, como a formacgio de mtermediarios coloidais de
enxofre e a evidéncia de que os sulfetos metalicos coloidais sdo soluveis em solugdes
de aminoacidos e que estes polipeptidios contém residuos SH, que reagem
espontaneamente com a pirita, sugerem que os grupos bioquimicos de tiol estdo
envolvidos na lixiviacdo de sulfetos pelo Acidithiobacillus ferrooxidans. Isto parece
ser confirmado pelas observagbes experimentais, onde a presenga de pequenas
quantidades do aminoacido cisteina no meio de lixiviagio para pirita aumenta a
atividade de Acidithiobacillus ferrooxidans e a velocidade de lixiviagio (Rojas

Chapana, 2000).

Na auséncia de bactéria, a cisteina pode oxidar a pirita em niveis semelhantes
aos processos normais de lixiviagio. Por outro lado parece ser que os grupos
sulfidricos de cisteina participam no processo ativo de ligagdo da pirita, com a
formagdo de enlaces dissulfetos. Esta reagfio tiol-dissulfeto significa que a cisteina €
consumida pela superficie da pirita com a subseqiiente liberagio de espécies de ferro
e enxofre. Provavelmente a bactéria poderia levar vantagem deste fendmeno para

absorver e oxidar as espécies liberadas.

Acidithiobacillus ferrooxidans encontra-se comumente nas aguas acidas de
minas e nos rejeitos minerais numa variedade de condi¢Ges ambientais. Estes micro-

organismos sao facilmente isolados nas 4guas de minas.

Os meios de cultura empregados para o Acidithiobacillus ferrooxidans sio
compostos, principalmenie, por sais inorginicos que fornecem o N, P, K, como
nutrientes, além de Mg, Ca, e outros elementos de trago (Spencer, 2000). A fonte de
energia pode ser o Fe II ou uma das formas reduzidas do enxofre, desde sulfetos até

tiosulfatos.

O nitrogénio amoniacal é a fonte mais adequada de nitrogénio para o
Acidithiobacillus ferrooxidans. Em auséncia de qualquer adigio de compostos
nitrogenados, o desenvolvimento do Acidithiobacillus ferrooxidans diminui, mas ndo

CCSs4.

O nutriente fosforo é essencial como constituinte dos nucleotidios e seus

derivados: fosfolipidios, de algumas enzimas no metabolismo energético. A fixagio
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de CO,, o crescimento a assimilagio e a oxidagdo de diversas fontes de energia
ocorrem em extensdo muito limitada se o fornecimento de fosfato for deficiente. Por
outro lado, os fosfatos podem ser inibidores na oxidagdo de alguns substratos,
especialmente sulfetos metalicos. Este efeito, supde-se, que € devido &s reagdes de
precipitagio entre os dnions fosfato e o substrato. Esta influéncia do fosfato ¢
limitada pela acidez do meio, pois em pH 1,8 a precipitagdo ndo ocorrera (Karavaiko,
1977).

O 4nion sulfato, além de constituir a \nica fonte de enxofre para a biossintase
do Acidithiobacillus ferrooxidans, participa de maneira importante em varias fungdes
enzimaticas, e foi demonstrada a necessidade de sulfato na biossintese de

aminoacidos. Também foi sugerido que o ion sulfato atuasse na oxidacéo do Fe 1L

O magnésio é um elemento de trago necessario para a atividade de algumas
enzimas no Acidithiobacillus ferrooxidans, em quantidade 1000 vezes menor que na

do sulfato.

Frenay (1985), na sua revisdo bibliografica encontrou os seguintes valores
méximos de tolerincia pelo Acidithiobacillus ferrooxidans para diferentes cations
metalicas: Fe (160g/L), Zn {119 gr/L), Ni (72 g/L) Cu (55 g/L), Mn (33 g/L), Co (30
g/L), As (17 g/L), U205 (12 g/L), Al (10 g/L), Mo (2,9 g/L), Cr (0,8 g/L), Hg (0,1
g/L), Ag (0,05 g/L).

Os anions de arsenieto, seleneto e telureto sdo toxicos em concentragles de
50 a 100 mg/L e o molibdénio como molibdato é toxico na concentragio de 5 mg/L.
Os #nions cloreto e nitrato inibem o Acidihiobacillus em concentragdes de 6 e 2 g/,
respectivamente, Os fluoretos e cianetos, na concentragdo de 25 x 10° M, inibem

totalmente oxidacdo do Fe II.

2.3.3. Importincia

O Acidithiobacillus ferrooxidans é uma bactéria importante nas opera¢des
industriais da biohidrometalurgia. E usualmente dominante na populagdo bacteriana
mista que é usada nos processos de lixiviagdo para a extragdo de metais como cobre e

urdnio de seus minérios. Recentemente, estes consdrcios bacterianos passaram a ser
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usados para a bio-oxidagio de minerais arsenopiriticos de ouro refratario, antes da
recuperagio de ouro por cianetagio. Durante o processo de bio-oxidagdo de
concentrado de minerais sulfetados que contém ouro, ocorre a solubilizacdo do ferro,

arsénico e enxofre.

O uso comercial de Acidithiobacillus ferrooxidans tem aumentada o interesse
pela genética e biologia molecular da bactéria. Os estudos mais recentes tém
focalizado a genética molecular das vias associadas com o metabolismo do
nitrogénio, carbono, fixagdo de didxido e componentes dos mecanismos produtores

de energia (Rawlings,1994).

A oxidagio Dbiologica de espécies inorglnicas sulfetadas pelo
Acidithiobacillus  ferrooxidans tem mostrado ser uma etapa significativa na
biolixiviagio de sulfetos minerais e no controle (ou tratamento) da drenagem acida.
As mesmas bioreagSes também tém aplicagdes benéficas na dessulfuragio de carvies

e na remocio de sulfeto de hidrogénio dos efluentes gasosas.

O sulfeto de hidrogénio é um componente indesejavel no gés natural, biogas €
nas correntes de gas. Sua remogio é requerida por razdes de satide, seguranga e risco
de corrosio dos metais durante o transporte e distribuigdo. Os tratamentos
convencionais sdo de alto custo comparados com os tratamentos microbiologicos.
Estes operam & temperatura ambiente e ndo tém necessidade de calor, eliminando 0s

custos com energia e de reagdes cataliticas que incrementam o custo de operagdo.

A contaminagio da agua por atividades relacionadas 2 mineragio origina-se
principalmente da oxidagdo de sulfetos em solos minerais, rejeitos minerais,
minerais, e reservas do carbono, etc. Os sulfetos sfo oxidados por Acidithiobacillus
ferrooxidans a 4cido sulfirico que lixivia as toxinas dissolviveis incluindo os metais
pesados dos solos. Este efluente acido carregado de metais, chama-se drenagem
4cida, destroi a vida vegetal e a vida aquatica nas aguas superficiais e contamina

agiiiferos subterraneos. E um problema ambientat mundial importante da mineragéo.

De forma semelhante, os tratamentos para controlar a drenagem acida de
minas e¢ depdsitos de rejeitos de minérios sulfetados nfia tém tide muito &xito. Os
esforcos estio encaminhados para a remoggo de poluentes. O processo de tratamento

para ferro ferroso contido na drenagem 4acida requer a oxidagiio € a subsegiiente
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precipitagio. Entre os diferentes processos empregados para o tratamento da
oxidagdo de drenagem 4acida, a utilizacio de Acidithiobacillus ferrooxidans tem
mostrado ser o mais eficiente. Ele trabalha em consorcio de outros micro-
organismos, algas, fungos e plantas nos péntanos construidos para purificar a

drenagem 4cida antes de ser liberada ao meio ambiente (Wildeman e Laudon, 1989).

2.4, Mecanismo de lixiviacio

A lixiviagdo microbiana de minerais sulfetados implica na oxidacio do ferro e
enxofre. Acidithiobacillus ferrooxidans pode usar fon ferroso (2 Fe ** + 14 O, + 2H'
— 2Fe*" + Hy0) ou enxofre (S° + 1 % Oy + H;0 — H,S04) como fonte de energia
(Espejo et al., 1987, Susuki, 2001). Por outro lado, os microorganismos tiram
vantagem de qualquer principio fisico-quimico que favoreca o seu crescimento
(Susuki, 2001). Assim, na lixiviagdo bacteriana, desempenham um papel importante
a lixiviagdo direta e a indireta, como as reagdes fisico-quimicas que fortalecem a

agio dos microorganismos (Susuki, 2001).

Os mecanismos de bio-oxidagdo (direto e indireto) sdo importantes para
descrever a solubilizagdo do sulfeto mineral (Harvey et al., 1997), sendo que ambos
podem operar simultaneamente, de forma complementar. Pelo mecanismo direto, a
bacténa Acidithiobacillus ferrooxidans adere-se tenazmente A superficie mineral,
promovendo a bio-oxidagdo. As bactérias aderidas a superficie do minério tendem a
mudar o potencial de oxidagfio da superficie, e despolarizam-na pela oxidagdo de S e

de Fe (Taxiarchou et al., 1994, Devasia et al., 1993):

bactéria

MS+% 0, +2H > M?Z + § + H0.

Na segunda, o ferro desempenha um papel importante nas reacdes de
lixiviaggo, pois a solugdo acida de ion férrico é um agente eficiente de lixiviagio de
metais. Esta etapa poderia ser representada pela lixiviagio quimica de minérios por

fons férricos seguida da oxidacio bacteriana dos ions ferrosos formados:
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MS + 2Fe*

bactéria

2F* +% 0, +2H' > 2Fe”  + H,0

De forma semelhante, a oxidagiio bacteriana da pirita, pirrotita e arsenopirita
pode proceder diretamente ou indiretamente (Taxiarchou, 1994, Ubaldini, 1997 e
2000). Os mecanismos diretos incluem catélises das reagSes da oxidagfio pela agéo
bacteriana direta e por conseguinte exigem o contato fisico entre as bactérias e a
superficie de particula de sulfeto em condigGes aerdbicas; os mecanismos indiretos
incluem a oxidag@io dos sulfetos, principalmente pela acdo do ion férrico bacteriano

produzidas na solugéo.

O mecanismo de biolixiviagio de pirita, pirrotita e arsenopirita pode ser
resumido como segue:

Mecanismo direto:

bactéria
2FeS; + 70, +2H, 0 —— 5 2Fe ¥ + 480, +4H' (1)
bactéria
2FeS+4,50,+3H ——— 5 2Fe* + S0 +HSO4 + H,0 )
bactéria

2FeAsS + 70, +3H +2H, 0 —— 2Fe™ + SO, + HSO, + 2H3As0,  (3)

bacténa

AFe* + Oy +4H — 5 4Fe +2H; O (4)
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Mecanismo indireto:

FeS, +2Fe" > 3Fe" +28° (5)
FeS + 2Fe™ —> 3Fe” +8° (6)
2FeAsS + 60, + 4H;0 + 2Fe’” ——  4Fe*” +480,% +2H:AsO4+2H" (7)

O sulfeto ferroso é re-oxidado pelo Acidithiobacillus ferrooxidans (Eq. 4) e
regenera mais sulfato férrico para lixiviaggo quimica adicional de sulfeto, enquanto o

enxofre metéalico € oxidado adicionalmente por Acidithiobacillus:

bactéria

28°4+30,+2H,0 ———— 280,>+4H" (8)

Simultaneamente, reagdes secundarias de precipitagio podem ocorrer (dependendo
do pH e composicdo da solugio), levando 4 formagio de arsenieto férrico, hidroxido

férrico, sulfeto férrico basico e jarositas:

2H;AsO4+H2Fe” -—-—— 2FeAsQO, + 6H" 9)
2Fe’" + 6H,0 ----— 2Fe (OH); +6H" (10)
Fe (OH); + SO4* +2H" -——-— Fe(OH)(S04) + 2H,0 (11)
6Fe’ +4 S04 + 12H;0 --—-— 2H[Fe(SO4); - 2Fe(OH);] +10H" (12)

A contribuigio de cada mecanismo de lixiviagdo depende das caracteristicas

do minério e das condi¢Ges de operagio (Konishi et al., 1991). A interagiio entre a
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célula e a superficie mineral mostra-se dependente de véarios pardmetros fisicos e

biequimicos.

A ligagdo de bactérias para cada mineral de sulfeto depende do tipo de
substrato de crescimento, concentragio de substrato e caracteristicas do mineral
(Claassen, 1993). Este processo de adesio também depende das propriedades
bioquimicas do microrganismo e das condigdes de crescimento. Assim o0s
microorganismos podem aumentar a velacidade de lixiviagio de metais devido a

processos fisico-quimicos, principalmente 4s interagdes galvénicas entre mineras.

A regulacdo dos sistemas de oxidagic de ferro e enxofre poderia ser
importante para entender quando os mecanismos de lixiviagdo poderiam ter natureza
indutivel ou constitutiva. O crescimento sobre ion ferroso induz a sintese de
rusticiania (Cox and Boxer, 1986), enquanto, o crescimento sobre enxofre induz a
sintese da proteina ligante de enxofre sobre a flagella (Ohmura et al., 1996). Por
outro lado a composigio da proteina da superficie bacteriana muda de acordo com o
substrato de cultura (Ohmura et al., 1996). Alguns componentes da membrana
externa, como as proteinas, poderiam ter um papel importante na adesdo e na

oxidagio do suifeto mineral.

Por outro lado, a adaptagiio € uma parte crucial da conduta metabdlica , na
qual a bactéria ndo somente é capaz de reconhecer uma nova fonte de substrato, mas
também responde as mudangas da concentragio do meio. A adaptagdo desempenha
papel importante durante a resposta a varias condigbes estressantes (elevada

concentragio de substratos, substincias téxicas e caréncia de nutrientes essenciais).

2.4.1, Aspectos fisico-quimices da aciio bacteriana

Um nimero de pardmetros fisicos e bioquimicos afeta a capacidade da
bactéria para oxidar substrato ferroso ou algum outro substrato e incluem pH, Eh,
temperatura, adaptagfo, toxicidade dos metais, concentragdo de substrato, interagdes

galvanicas e estrutura quimica dos minerais.
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24.1.1. pH

O Acidithiobacillus ferrooxidans é capaz de crescer em ambiente acido, onde
o pH varia entre 1,5 e 4,5, tendo como fonte de energia o ferro ferroso. Entretanto
Tuovinen (1986) encontrou fases lag de varios meses antes que atividade fosse

expressada a um pH tio baixo como 1,3.

Recentemente foram estudados os efeitos do pH no crescimento do
Acidithiobacillus ferrooxidans. Valores na faixa de pH de 1,5 a 4,5 ndo influenciam
o crescimento bacteriano, mas valores de pH menores que 1,5 ou maiores que 4,5,
afetam negativamente o crescimento. Resultados semethantes foram encontrados por
Smith (1988) e Pesic (1996), onde a atividade do Acidithiobacillus foi independente
do pH no intervalo de 1,9 a 2,4, Valores de pH proximos a 1,0 e 4,5 inibem

fortemente o crescimento.

Como acidofilo, a resisténcia ao pH tem sido buscada nas peculiaridades
estruturais e composicionais da parede celular ou da membrana citoplasmatica. O
Acidithiobacillus contém grandes quantidades de acidos graxos de ciclepropano.
Tem sido sugerido que estes constituintes estdo dentro das fungdes da
permeabilidade da membrana celular (Padan, 1984; Cox, 1979).

Acidithiobacillus ferrooxidans tem marcada capacidade para adaptar-se as
diferentes condicdes ambientais ¢ produzir espontaneamente variantes fendtipicas.
Estudos recentes de genética sugerem que isto € devido a transposicdo de seqiiéncias
méveis de DNA (Shafia, 1988). Alguns dos componentes da superficie deste
microrganismo estdo provavelmente envolvidos na adaptagio a seu ambiente acido e

as intera¢des de bactéria -mineral (Guiliani, 2000).

2.4.1.2. Adaptagiio bacteriana

A adaptagio de microrganismos aos substratos minerais incrementa
significativamente a velocidade da atividade bacteriana. O cultivo sucessivo com
doses crescentes de minério pode aumentar a velocidade de oxidagdo de sulfeto
(Attia, 1989, Modak, 1995). A adaptacdo da bactéria a doses crescentes de minério

auymenta a tolerdncia as concentragbes maiores dos metais sulfetados solaveis
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formados durante a biolixiviagéo.

O mecanismo responsavel pelo desenvolvimento da tolerincia de metais no
Acidithiobacillus ferrooxidans ainda nio é bem conhecido. B possivel que a bactéria
ndo adaptada contenha uma pequena fracio de células tolerantes aos metais toxicos.
Estas c€lulas tolerantes, pelo cultivo repetitivo na presenga de substincias metalicas
poderiam ser selecionadas sobre as outras células. Eventualmente, a populacio
inteira torna-se tolerante e se seleciona acima das outras células. Mas, apos as células
terem desenvolvido sua tolerdncia ao metal, deveriam reter sua capacidade na
auséncia do concentrado durante a sua preservacio. Contrariamente a esta hipotese, a
literatura menciona que as celulas adaptadas, em auséncia do meio toxico, perdem
sua capacidade para tolerar as substdncias (Modak, 1995). Outra possibilidade ¢ que
todas as células de uma populacdo poderiam tolerar elevadas concentragBes de
sulfeto mineral e oxidar compostos sulfetados, somente depois de um arranjo

estrutural do material celular associado com a membrana citoplasmatica.

Tem sido reportado que, durante o estudo de usinas pilotos de bialixiviagdo
de ouro tem-se uma consideravel diminuigio no tempo de residéncia e um aumento
da densidade de polpa, que poderia ser atingido em um periodo de trés a quatro anos.
Um dos fatores que poderia contribuir a tal melhoramento € a continua adaptagio de
bactéria. E essencial que as bactérias adaptadas, durante seu armazenamento, sejam
mantidas sob condi¢Bes estressantes na presenga de sulfetos minerais para assim reter

a tolerancia adquirida (Modak, 1995).

Os padrdes de oxidagio do ferro variam com cada espécie isolada, quando
sio preservadas sobre substratos especificos. O rapido crescimento das culturas
crescidas sobre substrato de ferro, mostra periodos curtos de oxidagio ferrosa quando
comparado com células preservadas sobre concentrados polimetalicos (Menon,

1996).

Usualmente os experimentos de lixiviagdo com bactéria sdo executados em
meio com excesso de substrato, que nfo permite uma estimativa da resposta
metabolica pelas células. Adaptagfio € uma parte crucial da resposta metabdlica, em

que a bactéria nio somente ¢ capacitada para reconhecer um novo substrato de
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energia, mas também responde as mudangas na concentragio. Tsto prova o papel

crucial da adaptagio na resposta aos sinais quimicos (Rojas-Chapana, 1998).

2.4.1.3. Inducdo repressio de Acithiobacillus ferrooxidans

A oxidagdo de enxofre pelo Acidithiobacillus ferrooxidans resulta na
expressdo de algumas proteinas da membrana externa (OMPs), a niveis mais
elevados que os observados durante a oxidagio do ferro. Sua alta expressio em
substratos de enxofre sugere um papel importante na oxidagio de mineral sulfeto
(Buonfiglio,1999). Foi demonstrado recentemente que a proteina localizada no
flagelo de Acidithiobacillus ferrooxidans estd envolvida na ligagio do

microrganismo ao enxofre elementar (Ohmura et al., 1996).

A adigio de enxofre ao Acidithiobacillus ferrooxidans crescido em ferro
resultou numa répida inibigdo da velocidade de sintese de proteina e de sintese de
RNA. A sintese de DNA, fixagdo do dioxido de carbono e taxa de oxidacgiio ferrosa a
curto prazo das bactérias crescidas sobre fons ferroso ndo foram afetadas pela adigio
de enxofre, indicando que a adigdo de enxofre nio perturba a energia celular do

metabolismo geral (Oliver, 1988).

Por outro lado, a composigiic da proteina da superficie bacteriana muda de
acordo com o substrato de cultura. Células crescidas em enxofre mostram maior
adesio ao enxofre do que as células crescidas em ferro, devido a sintetizagio de uma
proteina de superficie de 40-kDa que ndo foi sintetizada pelas células crescidas em
ferro. A proteina 40-kDa tem grupos tiol que formam um enlace dissulfeto com o
enxofre elementar mediante forte adesdo entre células de T ferrooxidans e o enxofre
elementar. A 40-kDa proteina foi localizada sobre o flagelo. A localizagio da
proteina deveria tornar possivel as células estarem em contato mais intimo com a

superficie do enxofre elementar (Ohmura, 1996).

Acidithiobacillus ferrooxidans crescido em enxofre ou em mineral sulfeto
mostra elevadas atividades oxidativas de enxofre (Suzuki et al., 1990),
provavelmente semelhantes ao sistema oxidante do enxofre do Acidithiobacillus
thicoxidans que usa o O para a oxidacio de enxofre  (Suzuki, 1999).

Contrariamente, as atividades oxidativas do ferro sio minimizadas.
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A exposigio de Acidithiobacillus ferrooxidans a presenca de altas
concentragbes de cobre resulta em modificagdes da superficie quimica do
microorganismo (Das,1997). O ponto isoelétrico da cepa adaptada foi mais alto que
o da cepa nativa nfo adaptada e mostrou-se mais hidrofobica. A capacidade de

adsor¢dio de cobre mostra ser mais elevada.

Estas observagBes sugerem a presen¢a de um novo componente de superficie
celular, que ¢é sintetizado pela cepa adaptada pelas modifica¢Ses da superficie celular

de Acidithiobacillus ferrooxidans, dando células tolerantes ao cobre.

De forma semelhante, os experimentos de respiragio demonstraram que a
absorcdo de oxigénio pela cepa Acidithiobacillus ferrooxidans LR nio foi inibida na
presenca de 200 mM cobre. Células de Acidithiobacillus ferrooxidans tratadas e ndo
tratadas com cobre na presenga de cadmio, cobre, niquel e zinco mostram mudancas
nos padroes da sintese total de proteinas. Também foram detectadas
indugdo/repressdo de proteinas no citosélico e nas fragdes da membrana celular de
Acidithiobacillus ferrooxidans LR (Novo, 2000).

2.4.1.4. Interacgdes galvinicas e estrutura quimica dos minerais

Quando ocorrer a presenga de mais de um sulfeto, com potenciais de
eletrodos diferentes, o contato entre eles pode gerar pares galvénicos, provocando a

dissolugdo acelerada do que apresentar menor potencial

Na interagdo, o mineral com elevado potencial elétrico se converte em catodo
e corroi (oxida) o mineral com baixo potencial que se converte em anodo (Ahonen et
al., 1986; Berry e Murr, 1978; Fossi, 1990; Karavaika, 1985).

Um exemplo do par galvénico € a lixiviag8o acelerada de cobre da calcopirita
em contato com a pirita. A pirita com um potencial mais elevado, atua como catodo e
a calcopirita com um potencial mais baixo se converte num anodo que se dissolve. A
pirita também pode corroer a esfalerita (ZnS), que tem um potencial mais baixo. O
efeito estimulante da pirita na lixiviagdo de cobre da calcopirita ou na lixiviagdo de

zinco da esfalerita pode-se demostrar em experimentos de misturas minerais
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pulverizadas com ou sem Acidithiobacillus ferrooxidans ou Acidithiobacillus

thiooxidans (Ahonen et el al., 1986; Lizama e Suzuki, 1991).

O mineral com potencial inferior sempre tem o grau mais elevado de
colonizagfio microbiana e de desgaste. Assim, o efeito fisico-quimico (neste caso,

efeito galvinico) ¢ utilizado ao maximo pelas bactérias.

A oxidago dos sulfetos ¢ catalisada por um nimero de enzimas, as quais
incluem: rusticianina, Fe II citocromo ¢ 552 oxiredutase, citocromo ¢ 552 e

citocromo a.

Rusticianina (Rus), proteina periplasmica de cobre azul, geralmente &
considerada ser um componente importante na oxidagdo do ferro desde que ele esteja
presente em concentracGes altas (acima de 5% do total de proteinas soliveis) quando
T ferrooxidams ¢ crescido sobre ferro enquanto que apenas é detectavel em células
crescidas em enxofre (Cox, 1986; Espejo, 1988). Cré-se que desempenha um papel
importante na oxidagio de ferro por Acidithiobacillus ferrooxidans. Ela é sintetizada
nas condi¢Bes do crescimento do fon ferroso mas também no enxofte, sugerindo que
pode desempenhar um papel importante em ambos metabolismos energéticos (Blake,
2001).

Geralmente € aceito que as bactérias Acidithiobacillus ferroaxidans oxidam
ferro e aumentam a lixiviagdo de calcopirita. Entretanto, as bactérias suprimem a
lixiviagdo da calcopirita quando sulfato ferroso € adicionado (Hireyoshi, 1999). Isto
€ devido ao consumo de ions ferrosos pela bactéria os quais atuam como promotores
para a oxidagdo de calcopirita com oxigénio dissolvido. Co-precipitagio de ions
cuprico com jarosita formada por oxidagdo bacteriana do ion ferroso também causa

a supressédo bacteriana da extracio do cobre.

2.4.1.5. Toxicidade de metais e dos reagentes de flotaciio

Outro aspecto importante da biolixiviagdo podetia ser a presenca ou a
dissolugio do acimulo de elementos toxicos que poderiam influenciar a atividade do
Acidithiobacillus  ferrooxidans. Estes metais pesados poderiam atingir niveis

elevados que poderiain desativar ou matar a célula e parar a biolixiviaggo.
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No processo de biolixiviagdo de minerais refratarios de ouro, tem-se a
presenga de arsénio, que se apresenta em duas formas diferentes AslH e As V dentro
do licor de biolixiviagdo (Spencer, 2000). De forma semelhante, 0 crescimento

inicial pode ser inibido pela presenca de ions metaticos pesados de Cd .

O efeito téxico do arsénio sobre os seres vivos & bem conhecido. Acredita-se
que o As III inativa as enzimas que representam um papel chave no metabolismo
microbiano. O As V ¢ menos toxico que o As III mas sua agdo interfere com a
fosforilizag#o oxidativa, o que conduz a uma perda de energia na bactéria . Por isto &
necessario o desenvolvimento de uma cepa tolerante 4 presen¢a dos metais toxicos

contidos no minério.

A oxidagdo de ferro ferroso ou enxofte por Acidithiobacillus ferrooxidans foi
seletivamente inibida ou controlada por varios anions inibidores. A oxidagiio do ferro
foi mais sensivel do que a oxidagio do enxofre a inibi¢io por cloreto, fostato, e
nitrato em baixas concentragdes (abaixo de 0,1 M) e também ha inibigfio por azida e
cianeto. A oxidagfio do enxoffe foi mais sensivel que a do ferro ao efeito inibitorio
da alta pressio osmotica. Estas diferencas foram evidentes ndo somente entre a
oxidagio do ferro pelas células crescidas em ferro e oxidagéio de enxofte por células
crescidas em enxofre, mas também entre a atividade oxidativa para ferro e enxofre
das mesmas células crescidas em ferro. Os experimentos de crescimento com ferro
ferroso ou enxofre assim como o substrato oxidavel confirmam a alta sensibilidade
da oxidagdo do ferro para a inibigdo por fosfato, cloreto, azida, cianeto e oxidagdo do
enxofre (Harahuc, 2000).

Os xantatos sdo compostos organicos que produzem efeitos inibitérios sobre
o Acidithiobacillus ferrooxidans. Estes reagentes sdo usados no processo de flotagio
para a recuperagdo dos minerais suifetados que se encontram escassamente
disseminados no minério. Neste processo os sulfetos adsorvem os xantatos tornando-
se hidrofobicos. As particutas hidrofobizadas aderem as bolhas de ar e sdo
concentradas na interface ar-dgua. Estes minerais concentrados por flotacio, se
usados para a lixiviagio bacteriana, devem ser lavados por solventes para evitar a

toxicidade dos xantatos residuais sobre os microrganismos.
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Os concentrados de flotagfio precisam ser lavados com 4lcool fervente ou
agua quente (temperatura > 80 °C). Moagem adicional ¢ também efetiva expondo
superficies frescas de sulfeto. Loon e Madgwick (1995) reportam que a
decomposi¢do dos xantatos pelos acidos poderia ser usada para methorar a lixiviagao
bacteriana de minerais de arsenopirita concentrados com isopropil xantato de sodio.
Observagdes posteriores mostraram que a remogio destrutiva de xantato permite
aumentar a carga mineral (densidade de polpa ) nos processos e também melhora a
absor¢do de oxigénio ¢ o crescimento celular de Acidithiobacillus ferrooxidans nos

bioreatores.

A inibicdo da velocidade de oxidagdio ferro ferroso por Acidithiobacillus
ferrooxidans com ions férricos mostra-se dependente da concentragio, da

temperatura do meio € do meio de crescimento (Kovalenko et al. 1982).

A oxidagdo do ferro ferroso foi inibida na presencia de ions férricos em
concentragdes baixas (1,0 g/l) e altas (10 g/l). A bactéria foi menos sensivel as
concentrages destavordveis de Fe3+ entre 8-26 °C durante a fase lag; a oxidagdo de
Fe2+ foi inibida durante a fase exponencial de crescimento somente a 26 °C. Por
isso, a afinidade da enzima para o inibidor Fe3+ decresce com a queda da

temperatura.

2.5. Planejamento experimental

O Plancjamento experimental ¢ o processo de planejar um experimento ou
uma série de experimentos, nos quais se introduzem mudangas deliberadas nas
varidveis de entrada do processo ou sistema, para identificar as varidveis que tém
maior influéncia na resposta de saida (Montgomery, 1996). Estes dados devem ser
analisados mediante métodos estatisticos, com o objeto de produzir conclusdes

vélidas e objetivas.

A metodologia estatistica d4 um enfoque objetiva para a anslise do problema,
que inclui a coleta de dados sujeitos a erros experimentais. Usando o controle
estatistico, 0s pesquisadores desenvolvem modelos mateméticos que predizem os

resultados a partir das variaveis de entrada.
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2.5.1. Principios basicos

Um experimento é um sistema composto de varidveis independentes (fatores
de entrada) e variaveis dependentes (respostas de saida). Quando projetamos um
experimento, controlamos e mudamos sistematicamente os valores ou as fixacdes de

varios fatores, e medimos e analisamos os efeitos destas mudancas nas respostas.

O objetivo do experimento ¢é entender e prognosticar como mudangas
controladas nas varidveis da entrada afetam a resposta obtida ou respostas numa certa

faixa experimental.

Os trés principios basicos no projeto de experimentos sdo: replicagio,

aleatorizagio e analise por blocos.

A replicaciio se refere a repeti¢io dos experimentos basicos. Este conceito
tem duas propriedades importantes. A primeira, permite ao experimentador estimar o
erro experimental. Tal estimagdo se converte na unidade bésica para determinar se as
diferengas observadas nas respostas sdo estatisticamente significativas. A segunda,
permite ao experimentador calcular uma estimagio mais precisa do efeito de um

fator no experimento, usando a média amostral.

A aleatorizagio € o fato de que tanto a codificagio do material experimental
como a ordem em que se realizam as provas individuais ou testes sfio aleatoriamente
definidas, ajudando a "cancelar" os efeitos de fatores estranhos que possam estar

presentes.

A analise por blocos ¢ uma técnica que se usa para incrementar a precisio do
experimento. Um bloco ¢ uma porgdo do material experimental, mais homogénea
que o total do material. Ao realizar a analise por blocos, fazem-se comparagdes entre

as condi¢des de interesse do experimentos dentro de cada bloco.

Estes principios basicos de planejamento experimental sdo uma parte decisiva

de todo o experimento.

2.5.2. Classes de projetos:

Dependendo dos objetivos particulares, se tém trés tipos.
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a. Projeto de selecio

Usam-se para defimir quais variaveis de um sistema sdo significativas. O
projeto proporciona s6 uma quantidade limitada de informacdo sobre as variaveis
individuais num dado sistema. Mas, ao mesmo tempo, requer um numero minimo de

testes para um numero dado de variaveis.

Os experimentadores usam um projeto de selecdo para identificar as variaveis
que poderiam afetar a sensibilidade e a seletividade; este tipo de projeto possibilita

eliminar variaveis que nfo tém efeitos significativos.

b. Projeto fatoriais

Estes projetos sdo usados para poucas variaveis (normalmente de trés a seis),
ajudam a entender como as varidveis interagem reciprocamente para influenciar as

respostas e ajudam na quantificagSes de tais relagdes.

Os projetos fatoriais incluem ensaios para todas as combinagdes possiveis,

para niveis alto e baixo das variaveis a serem estudadas.

c. Projeto de superficie de respostas

Estes s@o similares aos projetos fatoriais e possibilitam determinar os efeitos
dos fatores e a interacio dos mesmos para um nimero pequeno de variaveis.
Entretanto, o projeto fatorial assume que o aumento ou decréscimo dos valores das
variaveis de entrada, afeta hinearmente as respostas. Em contraste a superficie de
resposta mede os efeitos da curvatura das variaveis de entrada. Este projeto deve ter
pelo menos trés niveis para cada variavel independente. Assim, a superficie de

resposta necessita mais ensaios que os projetos fatortais.

Na pratica, uma pesquisa pode usar um enfoque seqiiencial. Primeiramente,
pode-se executar um projeto fatorial, com estimagBes baixas e altas para cada

variavel de entrada, com a medida da resposta num ponto central. Em seqiiéncia, se a
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curvatura parece estar presente os experimentadores poderdo adicionar testes para a

parte do ponto central para medir sua curvatura.

A superficie de resposta permite definir os modelos empiricos (polinémios
normalmente quadréticos) e descrever como as respostas se comportam em todos os
valores ou o ajuste das variaveis numa faixa experimental. A informacio da resposta

gerada por estes modelos ajuda a visualizar o comportamento das variaveis.

2.5.3. Esquema do planejamento experimental

Reunir informacio

v

Definir objetivos
v
Planejar o experimento -
v
Realizar o experimento
v

Analisar os dados
\ 4

Interpretar os resultados

. 4

Continuar com o estagio seguinte? Nio |
Sim

v

Confirmar testes

v

Aplicar resultados
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2.6. Bioreatores

Os bioreatores sio sistemas em que sdo efetuadas conversdes bioldgicas
enzimaticas ou microbianas. Os bioreatores incluem recipientes mecinicos em que
(a) os organismos sfo cultivados de maneira controlada e/ou (b) os materiais sdo
convertidos ou transformados através das reagBes especificas catalisadas pelos

microorganismos.

Os bioreatores sdo semefhantes aos reatores quimicos convencionais (Chusti,
1989), diferem na sua configuragio porque estdio projetados com uma série de
caracteristicas particulares para influenciar as rotas metab6licas mediante o controle

de alguns pardmetros criticos (temperatura, pH, alimentacfo, oxigenagio, etc) .

2.6.1. Tipos de bioreatores

Existe uma grande variedade de configuragdes possiveis na construcio de
reatores para uso em laboratério e industrial, que depende das aplicagGes
biotecnologicas (Facciotti, 1997). O projeto envolve virias consideragtes
particulares, como a cinética da reagfio, os fendmenos de transporte (transferéncia de

massa e de calor), algumas considerag3es estruturais e operacionais (Chisti, 1989).

Os modelos dos reatores quimicos tradicionais projetados que podem ser

usados para o bioreagdes sdo:
- Reatores agitados mecanicamente
- Bioreator de tanque agitado (STR: stirred tank reactor)
- Reatores agitados pneumaticamente
- Reatores airlift

- Coluna de bolhas (bubble column)
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2.6.2. Bioreator de tanque agitado (figura 1)

O tipo mais comum de bioreator aerdbico usado é o reator de tanque agitado,
o qual pode ter configuragio interna especifica, projetada para fornecer um padrfio

especifico de circulagio (Asenjo, 1995).

A capacidade destes reatores é bastante varidvel. Para experiéncias de
laboratorio com volumes menores o recipiente de mistura é feito tipicamente de
vidro. Para aplicagdes industriais que envolvem volumes maiores, o padrio da
construgdo do tanque € de ago inoxidavel. A relagfo altura-didmetro do recipiente

pode variar, dependendo das exigéncias da remocéio do calor.

Os principios de operagio do bioreator tanque agitado sfo relativamente
simples. Como mostra a figura 1, 0 meio estéril e o indculo sdo introduzidos num
tanque esterilizado e o suprimento de ar entra tipicamente pelo fundo. Para mistura
dtima, as caracteristicas do tanque ndo somente contém um sistema de agitagdo mas
também de defletores, que ajudam impedir um efeito de vértice, que poderia impedir
a mistura apropriada. O nimero dos defletores varia tipicamente de quatro a oito.
Enquanto o bioreagdo progride, as bolhas produzidas pelo suprimento de ar sio
quebradas pelo agitador enquanto viajam para cima. Em um reator de fluxo continuo
de tanque agitado, o substrato ¢ alimentado continuamente no sistema e o produto é
continuamente retirado e separado, do organismo produzido, que é reciclado. Da
mesma forma que nos reatores quimicos convencionais, os bioreatores podem ser

colocados em série ou em paralelo.
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Figure 1. O bioreator de tanque agitado usa defletores ¢ uma agitadora para obter
mistura otima.
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2.6.3. Bioreator Airlifi

Muitos tipos de bioreatores airlift sdo atualmente usados (Chist, 1989). O ar
¢ tipicamente alimentado através de um anel de dispersio no fundo de um tubo-
central que controle a circulagio do ar e do meio. O fluxo de ar dentro do tubo, forma
bolhas ascendentes, e o gas de exaustio se desprende no alto da coluna. O liquido
desgasificado flui entfio para baixo e o produto é drenado do tanque. O tubo pode ser
projetado para servir como trocador de calor interno, ou pode ser adicionado um

trocador de calor no meio da circulagdo.

A eficiéncia de circulagdo do bioreator depende muito da configuracio
principalmente da relagio das areas do riser e do downcomer (didmetro do tubo

interno com respeito ao didmetro do tubo externo).
Apresenta varias vantagens em relagio aos outros bioreatores convencionais:

* Sdo equipamentos simples de facil construgio e operaglo, além de nio terem

partes moveis e s8o recipientes simples dentro dos quais o ar é injetado.

* As tensSes de cisalhamento sfo menores, o que di grande flexibilidade. O

sistema pode ser usado para crescimento de células animais ou vegetais,
e Eficiente descarga das bolhas.
* Grande area especifica de contato interfacial, com baixa entrada de energia.
* Fluxo bem controlado e mistura eficiente.
e Tempo de residéncia definido para todas as fases.

* O aumento da solubilidade oxigénio aumenta a transferéncia de massa nos

grandes tanques sob pressdes elevadas.

 Grande remogdo de calor comparado aos tanques agitados convencionais,
As principais desvantagens sdo:

* Investimentos iniciais mais elevados devido aos processos de grande escala.

* Grande necessidade de saida de ar e de pressdes mais elevadas,

particularmente para a operagio de grandes escala.
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e Friccio baixa para os didmetros hidraulicos Otimos dos tubos vertical de

ascensdo e de descida.
o Eficiéncia baixa da compressdo do gas.

e Impossibilidade de manter niveis constantes de substrato, dos nutrientes e do
oxigénio para os organismos que circulam através do bioreactor ¢ para as

mudangas das circunstancias.
* Separagdo ineficiente de gas/liquido quando se forma espuma.
e Elevado consumo de energia.

Entretanto, estas desvantagens podem ser minimizadas por um bom projeto.
Por exemplo, se somente um Unico ponto servisse como fonte de alimentagio, o
organismo experimentaria os ciclos continuos do crescimento elevado, seguidos pela
morte, tendo por resultado a produgio de subprodutos indesejaveis, baixos
rendimentos e taxas elevadas de mortalidade. Um projeto com pontos multiplos de
alimentagdo elimina este risco, especialmente em operagdes de grande escala. Os
mesmos riscos s30 inerentes a um Unico ponto de entrada para o oxigénio, o qual
deve ser adicionado em varos lugares dentro do recipiente, com a maioria do ar

entrando pelo fundo, para circular o liquido através do reator.



3. Materiais ¢ Métodos

3.1. Materiais

Reagentes:

Sulfato ferroso heptahidratado (SO4Fe. 7H;0)
Sulfato férrico pentahidratado ((S04)s3Fe;. 5H20)
Sulfato de aménio ((INH4)2SO4)

Fosfato acido de potassio (K2HPO4.3H,0)
Sulfato de magnésio hepthidratado (MgSO4.7H,0)
Hidréxido de sodio (NaOH)

Acido sulfirico (H2S04)

Reagente de Bradford

Albumina de soro bovino da Sigma

Fenantrohina

Hidroxitanina (HONH3CI)

Sulfato de amdnic ferroso

Todos os reagentes sio de grau p.a.

A maioria de reagentes foram fornecidas por Casas Americanas.

Equipamentos:
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- As determinacGes espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotémetro

Perkin Elmer Lambda 11.

- Para as centrifugagdes semi-preparativas foi empregada centrifuga Fanem Excelsa
modelo 206 MP.
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- Os cultivos dos microrganismos foram realizados em agitador orbital Tecnal, TE-

420 com regulador de temperatura.
- As medidas de pH foram executadas em pHmetro Hanna HI 9321.
- As medidas de Eh foram executadas em pHmetro Micronal 730.

- Bioreator Airlift.

3.1.1. Microorganismo e Meio de cultura

A bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans (linhagem LR, isolade de um
lixiviado de urénio, Garcia 1992) usada neste estudo, foi isolada e gentilmente doada

pelo Prof. Dr. Oswaldo Garcia Jimior do Instituto de Quimica, Unesp.

QO Acidithiobacillus ferrooxidans foi crescido num meio basal de sais de T&K
(Tuovinen & Kelly, 1973). A composigio do meio foi : (NHy), SO, 04 g I';
K,HPO4, 0,4 g e MgSO4 7Hzo0, 0,4 g I contendo sulfato ferroso como fonte de
energia (FeSO47H;0, 33,3 g I, o pH é ajustado através da adicio de acido

sulfiirico.

3.1.2. Caracterizacio do minério

Neste trabalho foi utilizada uma amostra de um concentrado de flotacio
obtido da Cia. Mineira de S&0 Bento, Sta. Barbara, MG. O concentrado é constituido
principalmente de pirrotita e arsenopirita como minérios principais de sulfeto com
aproximadamente 27 % e pirita como minério secundario. Os principais minerais de
ganga sdo quartzo, siderita com tragos minerais de ankerita, dolomita, e mica. Todos
os sulfetos se apresentam como fragmentos irregulares liberados. As inclusdes nos
diferentes sulfetos sZo escassas e consistem de inclusdes de arsenopirita em pirrotita,

pirrotita inclusa em pirita e pentantiita disseminada em pirrotita.

A cianetagdo direta do concentrado de S3o Bento d4 uma recuperagio de ouro
de 49,9%.

A tabela 2 informa suas caracteristicas mais importantes.



Tabela 2 - Analise mineralogica e quimica do concentrado (Sdo Bento)

Item Unidades Teor
pirita % 10,1
arsenopirita % 26,9
pirrotita % 26,7
ganga % 36,3
ouro g/t 21,53
sulfeto % 24,1
enxofre Total % 24,9
ferro % 36,1
arsénio Yo 8,7
carbonato % 5,1
silica % 5,7
chumbo ppm 165
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O concentrado apresenta granulometria de 85 % - 325 malhas (45um), como mostra

a tabela 3.

Tabela 3.- Analise granulométrica do minério

Peneira retido retido assante
Malhas Tyler pum acumulado
% % %
200 75 1,4 1,4 98.6
270 53 9,3 10,7 89,3
325 45 6,9 17,6 82,4
- 325 - 82,4 100,0 -0
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3.2. Métodos

3.2.1. Cultivo do Acidithiobacillus ferrooxidans (Tf-LR)

A mesma cepa (Tf-LR) foi usada em todos os experimentos. A cultura
bacteriana foi mantida sobre meio T&K (Tuovinen & Kelly, 1973), usando ion
ferroso como fonte de energia, a pH 1,7. O crescimento maximo das células foi
obtido em 72 horas sobre agitador orbital a 150 rpm e 32,5 °C (foi monitorado pela

determinacdo do ferro 11).

Em todos os experimentos onde o indculo foi requerido, foi usado um indculo

de 5 % ou 10 % (v/v) de uma cultura ativa.

3.2.2. Obten¢iio da suspensiio concentrada de Acidithiobacillus ferrooxidans

A bactéria mesofilica Acidithiobacillus ferrooxidans (Tf-LR) foi crescida sob
meio T&K com sulfato ferroso como fonte de energia. A suspensdo celular foi
primeiro passada através de papel filtro Whatman 1 ou centrifugada a 1.500 rpm para
remover os precipitados. O filtrado ou sobrenadante foi outra vez centrifugada a
4.200 rpm por 30 minutos. O “pellet” foi re-suspendido numa solugio de 4cido
sulfirico a pH 2,0 e mantido num refrigerador para permitir assentar qualquer
precipitado. O sobrepadante foi outra vez centrifigado. A lavagem com acido
sulfirico foi repetida até que as célutas ficassem livres de ferro (confirmado pelo
teste de cor). As células finalmente foram suspendidas em 10 mL de solugdo acida a
pH 2,0 e armazenadas a 4 °C (Devasia, 1993). Elas mantém atividade pelo menos

durante um més.

3.2.3. Procedimento de bio-oxidacio

Os ensaios de biolixiviagio foram conduzidos em erlemmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de meio, agitados em agitador orbital a 150 rpm e 32,5 °C. Os
ensaios de biolixiviagdo foram iniciados a pH 1,7. © pH foi corrigido durante o

processo. O progresso da biolixiviagdo fol monitorado pela medigio regular de ferro
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(ferro 11 e total) e pH. O ferro presente no meio liquido foi determinado usando o

método da fenantrofina.

O minério requer contato prévio com solugio acida 0,IM de H,SO, por
aproximadamente 24 horas. A solugdo foi decantada ¢ os solidos re-suspendidos em
agua nova para remover algum residuo solivel de arsénio. Apds a decantagip da

agua de lavagem, os solidos foram transferidos ao meio na concentragio desejada.

Em alguns casos, o crescimento bacterianc foi monitorado pela dosagem da

proteina celular.

3.3. Ensaios preliminares de bio-oxidagiio em frascos agitados

3.3.1. Adaptacio bacteriana

A bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans (FILR) fot adaptada ac minério por
cultivo sucessivo em meio T&K (Tuovinen & Kelly, 1973) na presenca de

concentragdes decrescentes de sulfato ferroso.

As bactérias ativadas foram adaptadas a diferentes concentracdes de minério.
Durante este periodo, a bactéria foi separada do meio e re-cultivada em
concentragSes crescentes de minério. Ao final de cada adaptagido, a bactéria foi
submetida a testes de atividade oxidativa. Os sélidos minerais (concentrado de

arsenopirita) foram inoculados com 5 % (v/v) de solugfo bacteriana adaptada.
O seguinte esquema de trabalho foi adotado:

» A bactéria fol sucessivamente adaptada ao minério por cultivo sucessivo em
meio T&K na presenca de concemtragdes crescentes de minério e

decrescentes de ferro (9 g/L) .
» A adaptacfo foi feita em erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mbL do meio
a) Meio T&K + % (Fe*") + 1%v/v concentrado + indculo linhagem (5%)
b) N + 1/4(Fe*") + 2,0%v/v + indoulo anterior ( 5 %) (a)

¢y < +18(F)+4,0% + . (b)
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d = +sem (Fe*') + 8,0 % + “ (c)
e) f +sem (Fe?") + 12,0 % + « (d)
f) ... ST + sem (Fe”*) + 15,0 % + indculo anterior (10 %) (e)

» Durante os ensaios foram acompanhados os valores de pH, Fe*', Fe.

Primeiramente a adaptagio foi levada em erlemmeyer de 250ml até atingir 12
% de sélidos. Em seqiiéncia foi feito um cultivo repetitivo em erlenmeyer sobre 15 %
de solidos. Os solidos minerais foram previamente lavados com 4cido e inoculados

com 10 % (v/v) de solugdo bacteriana adaptada.

3.3.1a.Testes de atividade oxidativa do Acidithiobacillus ferrooxidans.

A influéncia mineral no processo de bio-oxidagio é um dos parimetros
criticos da biolixiviagdo, principalmente 0 modo como a concentracio do substrato
mineral interfere no processo. Por esta raziio, ¢ importante entender o efeito da
exposicdo continua do Acidithiobacillus ferrooxidans ao mineral sulfetado, em

retagfio & influéncia de sua atividade oxidativa.

O efeito da presenca de solidos sobre a capacidade oxidativa do
Acidithiobacillus ferrooxidans sobre o ion ferroso foi testado usando uma suspensio
de células adaptadas crescidas no meio mineral. Frascos contendo meio fresco de
cuttura (T&K) e sulfato ferroso, em auséncia de substratos sélidos, foram inoculadas
com 3 % da solugdo das células adaptadas e incubadas num agitador orbital a 150
tpm e 32,5 °C. Durante a incubagéio foram monitoradas a oxidagio do ion ferroso e
pH.

3.3.2. Mecanismos de biolixiviacio

A biolixiviagio de sulfetos explica-se por dois mecanismos diferentes: direto
e indireto, que se desenvolvem simultaneamente. Para um processo de biolixiviagio
eficaz, tanto a atividade bacteriana das células na fase solida quanto das células na

fase liquida s@o significativas.

As medidas indiretas de atividade microbiana sdo mutto Gteis para estudar a



50

interagdo do Acidithiobacillus com a superficie mineral (Yeh et al., 1986). Alguns
deles envolvem o monitoramento dos fons ferroso e férrico ou da proteina total. Estes
métodos sdo particularmente apropriados e convenientes para estabelecer a

contribui¢do do ataque direto na dissolugdo de minérios (Devasia et al., 1993).

A medida da proteina total pelé método de Folin-Lowry tem sido usada para
medir a adesdo de Acidithiobacillus ferrooxidans (Karan et al., 1996). Um métado
alternativo extensamente usado, de facil aplicagdo, é o método de Bradford, que
mostra grandes vantagens: ¢ 4 vezes mais sensivel que o método Lowry e mais
rapido (Bradford, 1976).

A dosagem da proteina celular pode ser uma ferramenta til para a avaliagio
de Acidithiobacillus ferrooxidans ¢ de outros microrganismos acidofilicos
relacionados com a lixiviagdo. Além disso, os resultados experimentais indicam que
pode ser uma fonte de informagdo fisiolégica apropriada para o estudo da interacdo

superficie-célula e para a avaliagfo da atividade metabélica da célula.

Estudou-se a contribuigdo da % de solidos , pH, e da presenca de jons férricos
e reagentes de flotacdo na interagdo célula—superficie mineral em relagio 4 atividade
metabdlica, considerando que o Acidithiobacillus ferrooxidans utiliza ion ferroso,
enxofre elementar e minerais sulfetados como fontes de energia para a sua atividade
metabolica. Alguns componentes da membrana celular (como as proteinas da
membrana externa) poderiam ter um papel importante na adesdo e oxidagda do

sulfeto mineral,

Para estudar a interagio do Acidithiobacillus ferrooxidans com a superficie
solida foram determinadas as densidades das células aderidas e das células livres em
solugio durante o processo de biolixiviagdo, considerando-se que as mudangas na
proteina celular podem estar associadas com as mudangas metabdlicas ocorridas

durante o processo de biolixiviaggo.

3.3.2.1 Ensaios da interaciio bacteriana sobre a superficie mineral

Para a analise cinética da biolixiviagdo ¢ importante conhecer a conduta da

adesdo da bactéria a superficie mineral e as cinéticas da lixiviagio do ion férrico. Por
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esta raz8o, foram feitos experimentos para estudar a contribuigio da porcentagem de
solidos, do pH e da presenca de ions férricos na interagdo célula-solido com relagiio a

atividade metabolica.

Prepararam-se duas séries de 7 frascos Erlenmeyer de 250 mL. , contendo 80
mL de meio basico T&K (Tuovinen & Kelly, 1973), sem sulfato ferroso, 20 mL de
agua destilada. Posteriormente adicionaram-se 1 ou 5 g de concentrade mineral.
Foram incubados a 32,5 °C num agitador rotativo, a 150 tpm. O pH de cada frasco

foi ajustado todos os dias com acido sulfarico concentrado.

Os experimentos foram iniciados com a adigdo da mesma quantidade de
indculo, concentrado por centrifugagdo. A quantidade da proteina inicial no indculo
foi de aproximadamente 7,0 mg/L.. Cada dia, um frasco de cada série foi analisado. O
mineral fol separado do sobrenadante, 10 mL do sobrenadante foram centrifugados a
4.200 rpm para a remocio das células bacterianas. Estas foram suspensas em uma

soluco acida proxima de pH 2,0.

As amostras minerais foram vigorosamente agitadas, para remover as
bactérias ndo aderidas. O procedimento usado para determinar a proteina em fases
liquidas e solidas proposto por Karan (1996) foi adotado. A proteina celular
bacteriana de Acidithiobacillus ferrooxidans foi determinada pelo método de
Bradford depois de hidrolises em solugdo de NaOH 0,5 M por 100 °C e 10 min.

Usou-se soro de albumina bovino como padrio de referéncia.

Fe II e Fe total na solugdo foram determinados pelo método colorimétrico da

orto-fenantrolina num espectrofotémetro Perkins Elmer Lambda 11 em luz visivel.

3.3.2.2 Influéncia dos reagentes de flotacio sobre o Acidithiobacillus

Sferrooxidans.

O efeito da presenga de compostos argénicos sobre a atividade oxidativa do
Acidithiobacillus ferrooxidans foi estudado usando uma suspensdo de células ndo
adaptadas. Frascos contendo 100 mi de meio fresco de cultura (T&K) com sulfato
ferroso, em auséncia de substrato sélido foram imoculadas com 0,460 mi de

suspensdo celular com densidade optica de 2,198 a 600 nm e incubados num agitador
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orbital a 150 rpm e 32,5 °C.

Foram adicionadas concentragdes crescentes dos agentes de flotagdo

amilxantato, etilxantato e isopropilxantato (0; 0,5; 0,10; 1,0; 2,0 g/L).

Durante o periodo de cultivo, a oxidagdo do ion ferraso, pH e Eh foram
monitorados. A densidade optica foi medida em 0, 38 ¢ 60 horas para avaliar o

crescimento bacteriano das células livres.

3.3.2.3 Influéncia dos reagentes de flotacio sobre a capacidade de aderéncia do

Acidithiobacillus ferrooxidans

Para avaliar os efeitos dos reagentes de flotagdo sobre a capacidade de
aderéncia do Acidithiobacillus ferrooxidans a superficie mineral, foram feitos

ensaios na presenca de concentragies crescentes de xantato.

A amostra mineral foi lavada com solugio acida, pH 1,3, lavada duas vezes
com acetona e secada a 65 °C. Neste experimento, o Acidithiobacillus ferrooxidans
foi adicionado ao erlenmeyer apos uma hora de contato entre o concentrado mineral

(1 g) e os reagentes de flotagdo (0; 0.1; 1,0; 2,0 g/ de amil, etil e isopropil xantatos).

Apbs 2 horas, aliquotas de 10 mL foram filtradas para separar os solidos
minerais. As células de Acidithiobacillus ferrooxidans foram hidrolizadas numa
solucdo alcalina de 0,1 M NaOH apos filtraglo e lavagem acida (pH 1,3) numa
membrana filtrante Durapore 0,45 ym. A proteina foi avaliada pelo reagente de
Bradford.

O grau de aderéncia é:

.. Proteina inicial - "
%Aderen01a= ( roteina jpicial - Profeina fmal)x 100

Profeina inicial
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3.4. Ensaios preliminares em bioreator airlift

A bio-oxidagdo de ouro € primariamente determinada pela condigiio
mineralogica do concentrado (Mehta, 1982; Claassen, 1993; Torma, 1988; Lizama,
1988, 1989, Taxiarchou, 1994) e pela influéncia das condigdes de operagdo:
conteldo maximo de solidos, atividade da bactéria, oxigena¢io, pH, tempo de

residéncia (Tremolada, 1990; Urenha, 1992; Modak, 1995).

Estudou-se o efeito das principais variaveis de operagiio no crescimento do
Acidithiobacillus ferrooxidans e na velocidade de biolixiviagio num ensaio por lotes
consecutivos com um sistema de tubos de airlift. Foram analizados a influéncia da
porcentagem de sdlidos, tamanho do indculo, tempo de residéncia e vazia de ar no

bio-reator Airlift.

Os experimentos foram executados com o objetivo de determinar as
condigbes Otimas para a biolixiviagio num processo descontinuo. Também foi
estudada a influéncia das vérias espécies quimicas produzidas na selu¢io durante o

processo de biolixiviagio.

3.4.1. Efeito da presenca de reagentes de flotaciio na biolixiviagio

A influéncia dos reagentes de flotagiio sobre a bio-oxidacio de minerais
flotados (com ou sem pré-tratamento) foi estudada para determinar sua influéneia no

processo de biolixiviagdo.

O pré-tratamento do mineral com solugdo 4cida de biolixiviagdo remove os
agentes de flotagiio e as espécies oxidadas. Apds o pré-tratamento do mineral o
biolixiviado foi decantado e os sdlidos foram re-suspendidos em 4gua fresca uma e

outra vez para remover os residuos solGveis de arsénio.

Os ensaios foram executados a vazio de ar de 8 I/min e 18 % de concentragéo
de sélidos. O indculo, usado numa propor¢io de 20 a 40% (V/V), foi obtido de uma

cultura adaptada a 15 % de solidos minerais.

A temperatura foi mantida a 33 °C, o pH inicial (1,7) foi monitorado para

manté-lo préximo do valor inicial, pela adi¢io diaria de H,SO4.
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Amostras de 50 mL de suspenso foram tomadas e centrifugadas a 1.500 rpm
por 10 minutos, os sedimentos solidos ressuspendidos em HCl 5 M e agitados para
dissolver os sais precipitados de arsénio. O sobrenadante foi filtrado em membranas

Millipore e seco a 75 °C para determinar a massa celular.

3.4.2. Ensaios iniciais em bioreator airlift

Para definir os parmetros de biolixiviagio foram realizados ensaios
exploratérios sob diferentes condigbes experimentais com monitoramento do tempo
de lixiviagio, da massa celular, do pH, do Fe e do As. A informacio obtida deste
experimento foi utilizada entdo para identificar os pontos criticos do processo, as
relagBes existentes entre eles ¢ permitird determinar a diregdo dos ajustes destes

fatores durante o processo de biolixiviagdo.

A vaz8o de ar foi de 8 a 12 L/min (vazdes menores permitem a sedimentagiio
dos solidos). A concentrag@o de solidos foi variada de 15 a 18 %. O indculo foi de 10
a 30 % (v/v) abtido de um cultivo adaptado sobre 15 % de suspensdo mineral. A
temperatura da cultura foi mantida a 33 °C. O pH inicial (1,7) foi monitorado para

manté-lo préximo de seu valor inicial pela adi¢do diaria de H,SO..

O pre-tratamento do mineral requer o acondicionamento com solugiio bio-
lixiviante cida para remover os agentes de flotagdio e as espécies oxidadas. O
biolixiviado foi decantado e os solidos re-suspendidos em 4gua fresca para remover
algum residuo solivel de arsénio, seguido de decantagio e lavagem (Chapman,1993).
Antes de levar ao processo de oxidagdo bacteriana, os concentrados da flotagdo
necessitam ser lavados com 4cido sulfirico pH 1,87 e com 4gua destilada (Sampson,
1999).

3.5. Caracterizagiio das varidveis de biolixiviaciio

A avaliagio dos parmetros criticos e suas possiveis interagdes que
influenciam a velocidade de oxidagdo de um concentrado sulfetade de pirita aurifera

refrataria foi feita pela metodologia do planejamento experimental
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Os experimentos foram conduzidos segundo um planejamento estatistico
fatorial de dois niveis, com trés pontos centrais A partir disto foram planejados um
numero minimo de ensaios para determinar os efeitos principais e a interagdo entre as
variaveis influentes do processo. A informacdo gerada pelo estudo preliminar
permitiu determinar as variaveis criticas, identificar os niveis apropriados e assim

descobrir as interagdes entre as variaveis que influenciam o processo.

Para preparar o inoculo bacteriano, a bactéria foi sucessivamente adaptada ao
minério por cultivos sucessivos em meio T&K livre de ferro, na presenga de

concentragdes crescentes de minério.

3.5.1. Preparo das amostras minerais

O pré-tratamento do mineral requer o condicionamento com a soluciio bio-
lixiviante 4cida para remover os agentes de flotagdo e as espécies oxidadas. O
biolixiviado foi decantado e os sélidos ressuspensos em agua fresca para remover
algum residuo soluvel de arsénio, seguido de decantagio e lavagem (Chapman,1993).
Antes de serem levados ao processo de oxidagio bacteriana, os concentrados da
flotagdo necessitam ser lavados com acido sulfirico pH 1,87 e com agua destilada
{Sampson, 1999).

3.5.2. Bioreator Airlift

O reator airlift foi especialmente projetado para processos bioldgicos e esta
caracterizado pela sua elevada transferéncia de massa e uma eficiente mistura. A

mistura e a suspensdo de solidos s3o induzidas pela aeragfio constante.

Essencialmente o reator é compostos de duas sec¢des verticais: canalizagdo

vertical de ascensdo (riser) e tubo de descida (downcomer).

O ar ¢ pulverizado no fundo da canalizagdo vertical ¢ as bolhas de ar
ascendem ao topo do reator, onde elas podem escapar, o fluxo da 4gua desgasificada
continuarda no tubo de descida. Como conseqiéncia da diferenga induzida na
densidade o fluxo circulatério ocorrera. A representacdo esquematica do reator é

mostrada na figura 2.
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O bioreator utilizado neste trabalho foi emprestado peto TPT. Ele consta de

dois tubos concéntricos fettos de acrilico.

Este bioreator foi escolhido por apresentar varias vantagens em relagio a
outros bioreatores convencionais. Eles sdo equipamentos simples, de facil construgio
e operagdo, além do mais ndo tém partes moéveis e sdo recipientes dentro dos quais o
ar ¢ injetado, promovendo agitacio intensa evitando-se pontos de forte cisathamento
{Asenjo, 1994). O tempo de fase lag para o crescimento de bactérias € muito mais
curto que em recipientes shaker. A mistura intensa e o ar sob pressdo originam uma
agitagio forte, o que melhora o processo de oxigenagdo, porque o pardmetro
limitante da cinética de bio-oxidagdo é a concentragdo de oxigénio. A abrasio

melhora as superficies ativas a bio-oxidagio das particulas finas do concentrado.

Caracteristicas do bioreator
Volume maxima: 12 L
Altura / Diametro; 1035: 115=9,0
AreaysenAre8sowncomer = 0,35
Tubo exterior
Altura : 690
diametro : 115
Tubo interior {riser)
Altura : 690
digmetro interno : 57
diametro externc: 62

Separador de gases
Altura : digdmetro = 295 ; 220
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Figura 2. O desenho simples de um bioreator concéntrico com tubo de corrente

ascendente com fluxo anular de corrente descendente produzida pela agitagdo com ar

sob pressdo.
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3.5.3. Planejamento estatistico de experimentos

Para obter um entendimento geral de como as variaveis afetam o processo de

bio-oxidagdo, utilizou-se o planejamento experimental estatistico.

Os experimentos inictais foram conduzidos seguindo um planejamento
estatistico de dois niveis. A partir disto foram planejados um nimero minimo de
ensaios para determinar os efeitos principais e a interagdo entre as varidveis que
influenciam o processo. A informagiio gerada pelo estudo de caracterizacfio,
permitira determinar as varidveis criticas, identificar os niveis apropriados e

descobrir as interagdes entre as variaveis que influenciam o processo.

Os ensaios de bio-oxidagdo foram conduzidos em escala de laboratério num
reator Airlift de 12 L. A oxidagiio da arsenopirita e pirita e a recuperagdo de ouro

foram avaliadas pela variagdo combinada das varidveis propostas.

3.5.4. Definiciio dos parimetros a serem analisados

Sobre a base do estudo dos ensaios preliminares foram consideradas as
seguintes varidveis independentes controlaveis: porcentagem de solidos; vazio de ar
e tempo de residéncia. Estes fatores foram considerados importantes para o processo

de bio-oxidagdo tomando-se em consideragdo os resultados reportados na literatura.

3.5.5. Definicio das faixas de trabalho dos parimetros escolhidos

% de solidos: A % de solidos afeta significativamente a velocidade de

oxidagéo; por outro lado a adaptagio celular pode aumentar a velocidade de
oxidagdo. A bactéria foi adaptada a 15 % de sélidos minerais. Para evitar a
dependéncia de adaptaglo nos testes de biolixiviagio, foram escolhidos 16 e
18 % de solidos como niveis de trabalho explorados nos ensaios preliminares

de bio-oxidagdo

vazdo de ar: A vazdo de ar foi um fator imitante na bio-oxidacio. Vazdes
menores que 6 L/min produziam a sedimentacdo de sélidos no bioreator

airlift. Por outro lado, o equipamento disponivel no laboratério (compressor)
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ndo tinha a capacidade necessaria para testar vazdes maiores que 12 L/min.

Para garantir uma mistura otima escotheu-se 8 L/min e 12 L/min.

Tempo de residéncia: Geralmente o tempo de biolixiviagio de minérios

refratarios de ouro é de 3 a 5 dias (Deng, 2000), por outro lado o ouro
encontra-se associado 4 pirrotita e arsenopirita ¢ em menor grau a pirita. Com
os testes preliminares de oxidagiio observaram-se niveis baixos de arsénio e
ndo se notaram diferencas significativas acima de 7 dias, escolheram-se

tempos de biolixiviagio entre 5 e 7 dias.

Projeto experimental selecienado

Para caracterizar o sistema usou-se o plancjamento fatorial a dois niveis (2°),

Isto permitiu avaliar os efeitos das varidveis controlaveis sobre a oxidagfio de pirita,

pirrotita e arsenopirita ¢ a extragio de ouro. Foram estudadas oito combinaces

possiveis das varidveis coniroldveis. Os niveis utilizados foram encontrados em

testes prévios. Os niveis de cada variavel sdo mostrado na tabela 4.

Tabela 4. Cedificagdo de varidveis

Fatores Nivel inferior Nivel superior
Porcentagem de solidos 16 % 18 %
Vazdo de ar 8 I/min 12 /min
Tempo de residéncia 5 dias 7 dias

3.5.7.

Temperatura constante 32,5 °C, pH constante 1,70 e volume 10L.

Anilise de resultados do processo

Os resultados do monitoramento foram avaliados através das varidveis

dependentes de resposta que vém a ser a solubilizagio de ferro e arsénio e a

recuperacdo de ouro.
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A analise estatistica destes dados experimentais foi executada fazendo uso de
programas estatisticos principalmente os programas STATGRAPHICS e MINITAB
(Box, 1978; Montgomery, 1996).

3.5.8. Descricio de um ensaio tipico de biolixiviaciio

Para o estudo das variaveis os testes foram iniciados no bioreator Airfift de 12
L. por bateladas. Em geral foram colocados 1,6 - 1,8 kg de mineral dentro do meio de
cultura. A temperatura de operagio de 32,5 °C; pH de 1,70. O ar injetado na base do
bioreator Airlift foi de 8-12 /min.

A cultura ativa de T ferrooxidans utilizada provém de um bio-reator Airfift
contendo os nutrientes basicos livres de Fe com 15 % de mineral (adaptado ~ 6

meses) .

Amostras foram tomadas regularmente do bio-reator com monitoramento do
ferro, do arsénio, da concentragiio da massa celular e do pH, o qual foi ajustado com

solugio de acido sulfiirico.

Ne fim do ensaio, o ferro e o arsénio foram avaliados para determinar o grau
de oxidagio da pirita e da arsenopirita. As suspensdes minerais foram dissolvidas

em HCl 5 M, em seguida foi analisado o conteudo de Fe e As.

O grau de extragio de ouro apos tratamento foi determinado por ensaio de

cianeta¢do dos residuos oxidados.

A massa celular fot determinada pela filtragdo de 40 mi de solugdo lixiviante
em membranas Millipore de 0,22 pm, as quais foram lavadas e secadas a 60 °C por 2
horas (Chen, 2001).

3.5.9. Ensaioe de cianetaciio direta

Finalizados os ensaios de bio-lixiviagio, todos os residuos e mais um lote de
concentrado sem nenhum tratamento prévio foram lavados abundantemente com
agua destilada. Realizou-se entdo a estabilizagdo do pH entre 11-12. Apds a
estabilizagfio adiciona-se KCN na conceniragio final de 2g/1 (0,1 M). O processo de
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cianeta¢ao foi feito a temperatura ambiente por 24 horas, utilizando-se um mesa

orbital a 250 rpm.
Os ensaios foram realizados da seguinte forma:

e Num erlemmeyer adicionam-se 210 ml de dgua destilada e em seguida 70
g de concentrado de ouro a fim de obter 25 % de sélidos (peso/volume),

numa diluigdo liquido- solido de 3/1.
e Adiciona-se hidroxido de sodio 2 M até atingir pH 11,0,

o Finalmente adiciona-se o cianeto de potidssio numa concentragio de

0,2 %.
A anélise de cianeto livre e o controle do pH foram feitas a cada 6 horas.

Ao final de cianetagfio analisou-se o rejeito pelo método de copelagdo a fim

de determinar os teores de ouro remanescentes neles.

3.6. Anilise de Ferro

Nas analises de ferro em solucio, foram determinados Fe II e Fe total pelo
método colonmétrico da ortofenantrolina num espectrofotdmetro de faixa wvisivel
Perkins Elmer Lambda 11.

A determinacio de Fe IT foi feita pelo método colorimétrico da
ortofenantrolina, que forma um complexo de cor laranja vermelho e que, em excesso,

elimina a interferéncia do Cu II e Ni I, no caso de estarem presentes (Tremolada,

1990),

Na determinagio de Fe total adiciona-se prumeiro a hidroxilamina a fim de
reduzir todo o Fe III, o qual compde o ferro total da solugdo. Apos ¢ adicionada a
fenantrolina e se determina o Fe total, lendo-se as absorvincias numa faixa de 510

nm,

Antes de comegar as determinagdes o espectrofotdometro € zerado contra um
branco que contém o meio de trabalho sem a presenga de Fe , os valores lidos sdo

avaliados com a curva de calibragio (Tremolada, 1990).



L.

62

Preparagéio da solugdo de fenantrolina

125 gramas de acetato de amdnio (CH3COONH,) sio colocados num becker
com 40 mL de dgua destilada, agita-se a solugio e adiciona-se em pequenas
quantidades acido acético glacial até atingir 390 mL de solugdo. Uma vez
dissolvido totalmente o acetato de amdnio, a mistura é levada a um baldo
volumétrico de 500 mL, completando-se com 4gua destilada. Colocam-se, 10 g
de fenantrolina num becker contendo dgua destilada acidificada (1 a 2 mL de
HCl1 35 %) e se agita. Uma vez dissolvida, a fenantrolina é levada a um baldio

volumétrico de 500 mL, e completado com agua destilada.

Ambas solugdes sio misturadas e sdo guardadas numa garrafa de cor 4mbar.

2. Preparagdo da solugdo de hidroxilamina

~
J.

10 g de clorchidrato de hidroxilamina (HONH;CI) sdo dissolvidas em 100 mL

de agua destilada. A seguir, a solugfio é guardada numa garrafa de cor dmbar.

Preparac@o da solugfio padrido de Sulfato de Amdnio ferroso (0,1N)

Emprega-se esta solugdo ao se fazer a curva de calibragio, absorvincia contra

concentragdo de Fe I1.

9,8035 g de sulfato de amdnio ferroso sdo levados a um balfio volumétrico de 250
mL. Adiciona-se 200mL de agua destilada e 5 mL de acido sulfarico concentrado
(H2SO4). Agita-se tudo até que os componentes se dissolvam, completando-se

com agua destilada.

Curva de calibragéo

Prepara-se uma serie de padrdes a partir de sulfato de amdnic ferroso com
intervalo de 0,2 a 4,0 pug/mL. Elabora-se a curva de absorvancia a 510 nm contra

concentragio de fon ferroso. A solugio padrio diluida a 1/10 num baldo



63

volumétrico com agua destilada forma os volumes de solug¢do apresentados na
tabela sempre adicionando-se com 4gua até um volume total de 2,5 mL. A curva é

elaborada em duplicata. A curva de calibragdo é mostrada na tabela 5.

Tabela 5 - Curva de calibragdo

Volume sol de Ferro IT | Agua Fenantrolina
(mL) (mlL) (mL)

0,00 2,10 0,4

0,01 2,09 0,4

0,02 2,08 0.4

0,04 2,06 0,4

0,08 J 2,02 0.4

0,16 1,84 0,4

0,24 1,76 0,4

0,32 1,68 0,4

5. Analise de Ferro
Procedimento:

Num tubo de ensaio colocar 0,1 mL de amostra a determinar, diluida até uma

concentracdo de Fe II ou Fe total de 100 ppm (100mg/1);

- Para dosar Fe II, adicionar 0,4 mL de solugio de fenantrolina (observar

preparacio). Fazer agitagio do tubo e adicionar 2,0 mL de 4gua destilada

- Para dosar Fe total, adicionar primeiramente 0,1 mL de solucio de
hidroxilamina. Fazer agitacdo do tubo e adicionar 0,4 ml. de solucdo de

fenantrolina, agitar, completar com 4gua destilada até volume de 2,5 mL.

Ler a absorvancia a 510 nm no espectrofotémetro de faixa visivel Perkins Elmer

Lambda 11 contra um branco.
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3.7. Dosagem de proteina total

A dosagem de proteinas foi feita pelo método de Bradford, M. M., 1978. Esse
método tem como base a reacdo do corante Comassie Brillant Blue G-250, com as

ligagBes peptidicas de proteinas, utiliza-se albumina sérica bovina como padrio.

3.8. Medida de Proteina celular

Para determinar a proteina da fase liquida, células de Acidithiobacillus
Jerrooxidans foram coletadas, apés filtragdo da cultura bacteriana. O meio filtrado foi
centrifugado a 4200 rpm por 30 minutos. Seguido de uma lavagem solucio de acido
sulfirico de pH 2 para ter células livres de ferro, as quais logo foram hidrolizadas em

solugio de 0,5 M de NaOH num banho de agua fervente.

Para estimar a proteina da fase solida, a amostra mineral contendo os micro-
organismos aderidos foi lavada 3 ou 4 vezes com solugdo de acide sulfitrico pH 2,0,
As amostras minerais foram hidrolizadas em 0,5 M de NaOH num banho fervente
por 10 minutos. O meio hidrolizado foi filtrado. As solugdes de extrato de proteina

foram dosadas com reagente Bradford.

Apo6s 2 minutos a absorvincia foi medida a 595 nm num espectrofotémetro
Perkins Elmer Lamba 11.

Para estabelecer a interferéncia das espécies minerais sobre a estimacio da
proteina, diferentes procedimentos forma adaptados (Karan, 1996). 1 g de amostra
mineral foi inicialmente sujeita a hidrolise alcalina em hidréxido de sddio 0,5 M por
20 minutos. A solugfio hidrolizada do minério foi filtrada e quantidades conhecidas

de albumina bovina foram adicionadas e dosadas com reagente de Bradford.

Para minimizar a interferéncia dos constituintes minerais, foram usadas a

dilui¢io assim como a adi¢do de H;0,.
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3.9. Determinacfio do arsénio

O arsénio diluido (Asq) foi determinado no sobrenadante das amostras
centrifugadas. Aliquotas (0,2 ml) de sobrenadantes foram misturadas com 1,8 ml de

HCI 5 M e entdo diluidas a HCI 0,3 M para espectrometria de absorgdo atdmica.

O arsénio total (Aspc)) nas suspensdes liguidas foi medido através de
espectrometria de absorgio atémica apos digestdo acida da suspensdo higiviante (HCI

5 M, 30 min a temperatura ambiente) e diluigio a HC1 0,3 M.

As metodologias descritas foram usadas por Tuovinen, 1994 e
Taxiarchou, 1994,
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4, Resultados e discussio

4.1. Adaptac¢io bacteriana

A adaptacio de micro-organismos aos substratos minerais aumenta
significativamente a velocidade da atividade bacteriana. O cultivo sucessivo a doses
crescentes de minério pode aumentar a velocidade de oxidacio do sulfeto
(Attia, 1989, Modak,1995). A adaptacio da bactéria a doses crescentes de minério
aumenta a tolerincia da bactéria a concentracbes maiores dos metais sulfetados

solaveis formados durante a biolixiviaggo.

O efeito do aumento progressivo da concentragdio de minério sobre a
oxidagdo do ion ferroso pela céluia Tf-LR ndo adaptada é mostrado nas figuras 3 a 6,

que apresentam de forma grafica os resultados exibidos nas tabelas 6 a 9

4.1.1. Adaptacio bacteriana ( ¥4 Fe I + 2 g de minério)

Na figura 3 mostra-se a concentragio do ferro, como fun¢fio do tempo, na
presenca de 2 g de minério, inoculado com 10 % (V/V) de bactéria adaptada durante
duas semanas, a presenca de 1 g de minério. O tempo requerido para completar a
oxida¢Zo do ferro no meio basico T&K foi de 74 horas a 32,5 °C. A quantidade do
ion ferroso presente no meio diminui lentamente nas primeiras 30 horas,
apresentando uma fase lag prolongada na fase inicial. Apds este periodo ele diminui
rapidamente. Contrariamente, a concentragdo de ferro Il aumenta inversamente 3

concentragio de ferro II.

A geragdo do ion ferro I foi inibida nos estagios iniciais (30 horas). Em
estégios posteriores esta inibigio ndo fol muito evidente. Entretanto foi evidente que
nos estagios iniciais de adaptacdo teve-se uma fase lag maior para o aumento e

diminuic&o dos ions férrico ¢ ferroso.

Isto parece poder completar-se com o comportamento das bactérias adaptadas
que mostram perda da sua atividade oxidativa na medida que as bactérias ficam

aderidas ao minério ao apresentar pouco poder oxidativo, podendo indicar uma
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Tabela 6 - Efeito da concentragfio inicial de 2 % minério sobre a bio-oxidagio

bacteriana de Acidithiobacillus ferrooxidans

Tempe Fell Fe 1l Fe total
(h) (/L) (/L) (/L)
0,0 1,68 0,11 1,78
20,2 1,58 0,52 2,08
25,5 1,53 0,64 2,16
42,5 1,18 1,56 2,74
50,2 0,59 243 3,02
66,0 0,43 3,44 3,86
78,5 0,30 3,21 3,59

Desvio Padréo: 0,015; R: 0,99994

Tabela 7 - Efeito da concentragdo inicial de 4 % minério sobre a bio-oxidagio

bacteriana de Acidithiobacillus ferrooxidans

Tempo Fell Fe lll Fe total
(h) (g/t) (o/L) (@)
0 0,85 0,05 0,91
2,75 1.42 0,11 1,52
17,75 2,33 0,08 2,41
24 00 3,07 0,37 3,44
46,75 3,76 0,76 4,52
69,25 433 0,66 4,99

Desvio Padrio: 0,015; R: 0,99994
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Figura 3. Efeito da concentragdo inicial de 2 % minério sobre a bio-oxidagdo
bacteriana do ferro pelo Acidithiobacillus ferrooxidans previamente adaptado a 1 %

de minério { ¥ de Ferro I1 (2,25 g/L), pH 1,7 temperatura 32,5 °C e 150 rpm).
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Figura 4. Efeito da concenira¢do inicial de 4 % minério sobre a bio-oxidagio
bacteriana do ferro pelo Acidithiobacillus ferrooxidans previamente adaptado a 2 %

de minério (1/8 de Fe 11 (1,125 g/L), pH 1,7, temperatura 32,5 °C e 150 rpm)
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atividade bacteriana maior na superficie mineral. Como mostram as figuras 4, 5 ¢ 6,

onde os niveis de Fe Il permanecem muito baixos ou constantes.

4.1.2. Adaptacio bacteriana (1/8 Fe II + 4 g de minério)

Observa-se que, na presenga de 4 g de minério, a cepa fica mais tolerante e
foi capaz de crescer eficientemente (figura 4), como mostra a curva de biolixiviagdo

(rapida solubilizacfo de ferro).

E interessante observar que os niveis de Fe III permanecem baixos, atingindo
nivels iguais ou inferiores a 0,5 g/l durante o dltimo estagio da biolixiviacio.
Contrariamente, a concentragio do Fe II mantém-se em niveis elevados. Entretanto a

formag&o de Fe III permanece inibida apés 72 horas de biolixiviagdo.

Em concentragdes maiores de minérios pode-se observar a acumulagio do Fe
I como mostram as figuras 5 e 6, onde a perda da atividade oxidativa se faz mais
evidente. Interessantemente, a caréncia da formac¢io de Fe III torna-se mais evidente
na medida em que aumenta a concentragfio do minério e o tempo de residéncia, o que

pode indicar a falta de atividade oxidativa por parte das células bacterianas.

4.1.3. Adaptacio bacteriana (8 % e 12 % de minério)

Na figura 5 (tabela 8), o bacilo adaptado a 4 % de minéric foi submetido &
presenga de 8 % de concentragfio de minério, a biolixiviagdo da bactéria adaptada foi
completada em 120 horas e a curva de bio-oxidagdo apresenta um perfil quase linear
que pode ser um indicio de inibigdo, provavelmente pela presenca de metais toxicos
(As T e As V). Tais observagdes sdo significativas para as condigdes de
biolixiviagio, desde que as concentragdes dos metais dissolvidos sdo continuamente
aumentadas. Entretanto, pode-se observar recuperagio do crescimento no ciclo

posterior de adaptacio.

A figura 6 (tabela 9) mostra a biolixiviagio a 12 % de minério de uma cepa
previamente adaptada a presenga de 8 % de minério. Nesta figura mostram-se os
perfis da dissolugdio do Fe dos concentrados sulfetados. A cepa adaptada mostra

melhor desempenho na presenca de 12 % de minério. Foi observada completa
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Tabela 8 - Efeito da concentragdo inicial de 8 % minério sobre a bio-oxidagio

bacteriana de Acidithiobacillus ferrooxidans

Tempo  Fell Fe lll Fe totai
i) (o'l (a/L) {o/L)
0 0,49 0,17 0,66
18 4,78 0,13 1,80

R o4 254 036 290
28 2,95 0,20 3,15
42 3,05 0,38 3,43
50 4.34 0,39 4,74
65,75 5,22 1,38 6,60
93 7.83 0,567 8,40

Desvio Padrdo: 0,015; R: 0,99994

Tabela 9 - Efeito da concentragiio inicial de 12 % minério sobre a bio-oxidagdo

bacteriana de Acidithiobacillus ferrooxidans

Tempe Fell Fe I Fe total
(h) {g/t) {o/t) g
0 0,67 0,28 0,94
25 3,71 0,33 4,85
41,5 5,39 0,37 5,75
49,5 5,92 0,27 8,19
N 59,5 7.53 0,37 7,89
89,25 8,19 0,48 8,67
95,75 8,74 0,36 9,10
100,75 8,83 0,48 9,31
11525 9,80 1,61 11,41

Desvio Padrdo: 0,015; R: 0,99994



71

10 A
= Fell
A
8- s Feli =
) 4 Fe, .
A
6_
= »
D A
|
P 4
A
b A‘ a
| | [}
2 a
®
&l 3 e "o * & b
T i T ! T 4 T | B T
] D L. 9] 3 1] ® 4]
Tempo (h)

Figura 5. Efeito da concentra¢do inicial de 8 % minério sobre a bio-oxidagdo
bacteriana do ferro pelo Acidithiobacillus ferrooxidans previamente adaptado a 4 %
de minério (pH 1,7; temperatura 32,5 °C e 150 rpm)

12+
Fell A
© = Feli
3 | |
& Fe, a A
A » "
8- A L
u
E'] G- A ‘
vl [
i
e B
24 .
t [ ] s g - * o @
O_
I T T I T I I
0 .y 40 &0 ® 0o 7
Tempo (h)

Figura 6. Efeito da concentra¢do inicial de 12 % minério sobre a bio-oxidagio
bacteriana do ferro pelo Acidithiobacillus ferrooxidans previamente adaptado a 8 %
de minério (pH 1,7; temperatura 32,5 °C e 150 rpm).
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inibigdo da oxidagdo do Fe III. Somente uma pequena porcentagem de ferro foi
oxidada ap6s todo o periodo de incuba¢do. O aumento a tolerdncia dos metais
toxicos da cepa TFLR € mostrado nesta figura, a cepa adaptada € incapaz de oxidar
ferro, na presenca de 12 % de minério. A diferencga entre o Fe 11 e Fe III foi muito
significativa indicando que a ligagdo da bactéria com a superficie mineral parece ser
o requisito indispensavel para a solubilizagdo de ferro. Assume-se que o crescimento
ndo esta limitado por outros componentes do sistema. Entretanto dever-se-ia ressaltar
que a adaptagio bacteriana a concentragGes menores de minéric mantém ainda a
capacidade oxidativa comparada com a adaptagdo em concentragSes maiores, onde

apresenta pouco ou nada de seu poder oxidativo.

Os resultados mostrados nos graficos de adaptagio apresentam perda
progressiva da atividade oxidativa, que se faz mais evidente nos estagios de

adaptacio posteriores.

Na biolixiviagdo de sulfetos multiplos, mais de um tipo de ion metalico
acumula-se na soluciio. As cepas pré-adaptadas ao minério parecem apresentar
melhor desempenho durante os ciclos de adaptagdo, como se mostra nos grificos

anteriores.

O cultivo repetido da célula em concentragSes maiores de minério parece
aumentar a sua toleréncia, como pode ser evidenciado pelas curvas de bio-oxidagdo

do minério, figuras 4, 5 e 6.

4.1.4. Adaptacio do Acidithiobacillus ferrooxidans a concentraces crescentes de
mineral

O cultivo repetitivo de Acidithiobacillus ferrooxidans conduz ao aumento da
sua tolerdncia as condigdes adversas. A figura 7 (tabela 10) mostra que, depois de
varios periodos sucessivos de cultivo, a célula adaptada melhora a eficiéncia de
lixiviagho, atingindo valores méximos de oxidagio mineral. Inicialmente os

processos de lixiviagio apreseatam so solubilizagfio e auséncia de oxidagfio.

O método adotado para o desenvolvimento de células tolerantes ao minério

foi baseado no cultivo repetitivo na presenga de elevadas concentragdes de minério e
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Tabela 10 — Efeito do cultivo repetitivo de Acidithiobacillus ferrooxidans sobre 15

% de substrato mineral

1er ciclo 2da ciclo 3er ciclo
Tempe Fell Fe (to) Fell Fe (to) Fe ll Fe {to)
gLy - @@L (g/L) @/L) @/ @/L)
0 D 0 0 ¥] 0 0
7.01 7,14 8,58 8,74 961 10,08
B8 10,40 11,28 11,17 11,56 12,88 13,11
10 13,40 13,78 13,78 14,98 12,71 15,93
2 20,88 20,98 20,61 23,25 18,17 23,66
4to ciclo 5to ciclo
Tempo Fell Fe {to) Fel Fe (to)
@/lL) QL) (1M @)
0 0 0 0
10,03 10,36 12,26 12,52
13,11 12,88 15,56 2247
10 17,34 21,92 19,69 26,33
21 2317 26,77 17,82 27,41
Ferro (g/L)
Tempo 1ciclo 2 cicio 3 eielo 4 ciclo 5 eiclo
(dias)
0 0 0 D 0 0
3 7.14 8,74 10,08 10,36 12,582
6 11,28 11,56 13,11 12,88 22,47
10 13,78 14,98 15,93 21,92 26,33
21 20,98 23,25 23,66 26,77 27 41

Desvio Padrdo: 1,00826; R: 0,99836
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Figura 7. Efeito do cultivo repetitivo de Acidithiobacillus ferrooxidans sobre 15 % de
substrato mineral sobre a bicoxida¢fio bacteriana utilizando um indculo previamente

adaptado a 12 % de substrato mineral. In6culo 10 %(v/v), temperatura 32,5 °C, pH
1,7 e 160 rpm {simbolo fechado Fey,).
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ndo envolve manipulagio genética. O periodo de adaptagio bacteriang de

Acidithiobacillus ferrooxidans levou aproximadamente 6 meses.

O resultado com Acidithiobacillus ferrooxidans mostra queda da atividade
oxidativa para a oxidagfio do ion férrico, com o aumento da concentragio do minério,
o qual sugere que o mecamsmo celular, quando exposto a cations metalicos, €
especificamente afetado pelos diferentes niveis de cations. Adicionalmente, a cepa de
Acidithiobacillus apresenta diferentes niveis de tolerdncia com relagdo aos diferentes

metais a que € exposta (Mehta, 1982).

As observagdes anteriormente mencionadas tém aplicagdes praticas
importantes no uso de cepas tolerantes nos processos de biolixiviagdo. Num processo
tipico de biolixiviag8o, iniciado com uma célula nio adaptada, a célula poderia ser
exposta a concentragdes crescentes de metais dissolvidos durante o progresso da bio-
oxidag@o. Ao final do processo de biolixiviagio, a tolerdncia aos metais sulfetados do
minério ¢ desenvolvida, dependendo da duragdo da operagdo. Os niveis dos metais
lixiviados na solugdo em contato com a cepa utilizada atingiriam valores mais

elevados, o que poderia facilitar a biolixiviagdo nestas mudangas ambientais.

A completa adaptagdo poderia ser atingida apoOs varios ciclos de operagéo.
Por exemplo no caso do Tf-LR o tempo requerido para adaptagio foi de 5 ciclos em
concentragdes progressivas de minério. Tem sido reportado que, durante o estudo de
usinas piloto de ouro, tem-se considerivel diminui¢io no tempo de residéncia e
aumento da densidade de polpa, num periodo de 3 a 4 anos (Chapman et al, 1993).
Um dos fatores que poderia contribuir para tal melhoramento é a continua adaptag¢io
da bactéria. Tais bactérias sfo coletadas ao final da operagio de lixiviagdo ou
recicladas em operagdes continuas para uso adicional em operagbes subsegilentes. E
essencial que as células, durante seu armazenamento, sejam mantidas sob condigdes
estressantes, na presenca dos sulfetos minerais, para assim reterem a tolerincia
adquirida (Shrihari,1993).

As células pré-adaptadas ao concentrado anterior solubilizam mais ferro que
as células ndo adaptadas. Parece que as células presentes no meic de adaptacio
aderem-se 4 superficie mineral e sdo relativamente mais eficientes na solubilizagdo

destes. A adesdo do Acidithiobacillus ferrooxidans ao enxofre e a superficie mineral
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tem sido reportada em vérios trabalhos (DiSpirito et al, 1983; Espejo & Romero,
1987; Yeh et al, 1987).

4.2. Mecanismos

4.2.1. Atividade oxidativa

A biolixiviagdo de sulfetos minerais ¢ conduzida por dois mecanismos
diferentes: direto e indireto, que se desenvolvem simultaneamente. No mecanismo
direto, a biolixiviagdo ocorre come resultado da ligagio das células ao minério,
liberando ion ferroso para a solugio. Na solugfo, o ion ferroso é oxidado a ion férrico
pelas células presentes no liquido. O fon férmrico lixivia o minério (mecanismo
indireto) através da reagio quimica. Assim, para uma biolixiviagio eficiente, tanto a
atividade bacteriana das células da fase sdlida, como as células da fase liquida sdo
importantes. Por isto € importante entender o efeito da continua exposicio do
Acidithiobacillus ferrooxidons ao minério sulfetado com relagio a influéneia da

atividade oxidativa do ion ferroso.

Este aspecto foi estudado usando uma cepa de Acidithiobacillus ferrooxidans
(Tf-LR) adaptada a concentragdes crescentes de minério. As figuras 8 e 9 mostram
de forma grafica a oxidagio do fon ferroso pelas células crescidas na fase liquida e
pelas células ligadas ao concentrado mineral, valores apresentados nas tabelas 11 e
12. Pode-se observar que, com a continua exposi¢io das bactérias ao concentrado de
sulfeto, as células perdem progressivamente sua capacidade de oxidar ferro no meio
ferroso. A célula nfio adaptada oxida o ion ferroso em aproximadamente 48 horas
enquanto que as células expostas a maiores concentragdes de minério apresentam
uma fase lag maior antes de oxidar o ferro. E interessante observar que as células
ligadas ao mineral concentrado requerem um periodo de tempo muito maior para
desenvolver-se (figura 9) que as células da fase liquida para o mesmo tempo de

exposi¢io.

As células t8m duas fontes de energia, a oxidagiio do ion ferroso na fase

liguida e o enxofe (sulfeto) nos substratos minerais. Na auséncia do ion ferroso no



Tabela 11 — Efeito da capacidade oxidativa do Acidithiobacillus ferrooxidans
adaptado a | %, 2 % e 4 % de minério.

Controle Células adaptadas
Tempo Fe Il Tempo Fe Hi
(h) olL) ) (g/L)
1% 2% 4%

0,35 ¢] 0,39 0,23 0,35
o] 0,47 18 - 0.26 0,61
18 0,76 20,75 0,52 - -
24 1,62 24 0,78 0.42 0,30
28,5 2.30 28 - 0,65 0,44
32,5 3,30 42 2,77 1,57 1,39
41,5 4,98 48,5 4,42 - -
47,5 5,93 50 -- 3,32 2,04
54 6,50 65,75 -- 5,9635 5,33

Desvio Padrio: 0,015; R: 0,99994

Tabela 12 - Efeito da capacidade oxidativa do Acidithiobacillus ferrooxidans
adaptado a 8 % e 12 % de minério

Células adaptadas

Tempo Fe lll Fe i
h) /L) (giL)

Controle 8% 12 % 12%*
0 0,33 0,36 0,09 0,55
5 0,53 0,62 0,24 0,58
15 0,98 - -- -
P27 2,51 1,11 0,43 0,56
35 3,34 1,70 0,36 0,69
41 4,58 - - --
47 .5 5,90 3,27 0,50 0,87
53 6,49 4 21 -- 0,87
57.5 6,62 4,78 - --
o7 - 5,76 - --
71,5 -- - 1.55 1,45
76,5 -- - 1,75 1,48
32 - -- 2,68 1,86
95,5 . - 5,71 2,64
97,5 -- - 8,31 3,39
121,5 -- - 5,96

Desvio Padrio: 0,01586; R: (,99994
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Figura 8. Efeito da capacidade oxidativa do Acidithiobacillus ferrooxidans
previamente adaptado 4 presenca de 1 %, 2 % e 4 % de minério (pH 1,7; temperatura
32,5 °C e 150 rpm)
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Figura 9. Efeito da capacidade oxidativa do Acidithiobacillus ferrooxidans
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meio, durante os estagios iniciais da lixiviagio, a bactéria é forcada a aderir-se &
superficie mineral para utilizar a oxidagdo do enxofre. Comparando as velocidades
de oxidagdo do ion ferroso pelos Acidithiobacillus ferrooxidans crescidos sobre ferro
e enxofre, verifica-se que o crescimento sobre enxofre inibe o sistema de oxidaco

do ion ferroso (Espejo, 1987, Murthy et. al, 1992).

Alternativamente, o sistema de oxida¢dio do ferro poderia ser inibido pelo
excesso de suifato, enxofre ou sulfetos. Ha a possibilidade de que os sistemas de
oxidagdc do ferro ou de alguns destes componentes nfio sdo expressados durante o
crescimento sobre sulfetos minerais durante a biolixiviagio. Ao mudar as células
crescidas no meio mineral, h4 um periodo lag indicativo da indugdo de alguns
componentes do mecanismo de oxidagio do ferro. Viarias diferengas na composigio
das proteinas entre células preparadas nos meios do ion ferroso e o meio do enxofre

(sulfeto) sugerem mudancas na membrana do organismo (Kingma & Silver, 1980,
Devasia et. al , 1993).

4.2.2 Interacio de Acidithiobacillus ferrooxidans com a superficie mineral.

O mecanismo direto requer contato entre a bactéria ¢ a superficie sulfetada
mineral. No mecanismo indireto, a bactéria gera Fe II1, que atua como lixiviante para
a solubilizagio dos metais do minério. Entretanto ambos os mecanismos podem
operar simultaneamente. Outro importante efeito da biolixiviagio poderia ser a
dissolugio de fons dos metais toxicos (se sua acumulacio atinge um nivel
determinado poderia influenciar a atividade do Acidithiobacillus ferrooxidans). Os
metais pesados poderiam atingir niveis elevados, que poderiam desativar ou matar a

célula e parar a biolixiviagdo.

Neste experimento foi avaliada, a conduta de bio-oxidagdo do ferro durante a
biolixiviagio de Acidithiobacillus ferrooxidans na presenca de diferentes
concentragdes de minério. Os resultados revelam que h& uma diferenca significativa

entre a bio-oxidacdo para os diferentes concentrados

Os resultados da bio-oxidag3o de 1 % e 5 % de concentrado de minério sdo
mostrados nas figuras 10, 11, 12 ¢ 13 e tabelas 13, 14, 15 ¢ 16. Uma porcio

consideravel da bactéria foi verificada estar associada com o minério de arsenopirita.
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Tabela 13 - Crescimento do Acidithiobacillus ferrooxidans (Tf-LR) niio adaptado na
presenga de T % de minério (pH 1,9; temperatura 32,5 °C e 150 rpm)

Bactéria

Tempo livre aderida
() (mgf)  (mgig)
0 8,96 0,00

4 - 0,17
25 16,49 1,17
44 1847 2,11
72 16,00 2,66
92 14,73 3,17
119 23,72 1,98
144 4285 1,35
168 42 M 1,40

Desvio Padrio: 0,37565; R: 0,99877

Tabela 14 — Biolixiviagdo de Acidithiobacillus ferrooxidans (Tf-LR) n3o adaptado na
presenga de 1 % de minério (pH 1,9; temperatura 32,5 °C e 150 rpm)

empo Fell Fell Feto

(h) @/l o/l) g/h

0 0,01 0,05 0,05
4 0,01 0,06 0,07
25 0,09 0,25 0,35
14 0,34 0,50 0,84
72 0,77 0,19 0,95
92 1,08 0,49 1,57
119 0,76 0,87 1,63
144 0,03 2,99 3,03
168 0,01 2,94 2,95

Desvio Padrao: 0,01586; R: 0,99994
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Tabela 15 — Crescimento do Acidithiobacillus ferrooxidans (Tf-LR) nfo adaptado na

presenga de 5 % de minério (pH 1,9; temperatura 32,5 °C ¢ 150 rpm)

Bactéria

Tempo tivre- aderida
{u (mg/y  {(mg/g)
0 8,96 0

i 8,20 -

25 8,52 0,11
44 13,77 1,30
72 9,96 1,13
92 11,15 040
119 31,43 047
144 53,15 0,80
168 6540 3,45

Desvio Padrao: 0,37565; R: 0,99877

Tabela 16 — Biolixiviagiio de Acidithiobacillus ferrooxidans (Tf-LR) nio adaptado na
presenca de 5 % de minério (pH 1,9; temperatura 32,5 °C e 150 rpm)

Tempo Fell Fe Il Fe to
(h) @ g/ a/h)
0 6,01 0,14 0,15
4 0,07 0,22 0,29
25 0,48 0,01 0,49
44 1,27 0,16 1,43
72 2,13 0,15 2,28
92 2,48 0,07 2,55
119 3,72 0,13 3,85
144 2,64 0,04 2,68
168 0,49 4 31 4,80

Desvio Padrio: 0,01586; R: 0,99994
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Figura 10. Crescimento do Acidithiobacillus ferrooxidans (Tf-LR) ndo adaptado na
presenca de 1 % de minério (pH 1,9; temperatura 32,5 °C e 150 rpm)
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Figura 11. Crescimento do Acidithiobacillus ferrooxidans (Tf-LR) ndo adaptado na
presenca de 5 % de minério (pH 1,9; temperatura 32,5 °C e 150 rpm)
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Figura 12. Biolixiviagdo de Acidithiobacillus ferrooxidans (Tf-LR) ndo adaptado na
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A analise protéica revela a presenca de um grande nimero de células aderidas ao
substrato mineral depois da hidrolise alcalina da amostra mineral. A bactéria que néo
esta ligada a superficie mineral ndo tem acesso ao substrato mineral e participa

apenas do mecanismo indireto de oxidacio.

Na figura 10, as células aderidas ao minério mostram um crescimento
MAaximo no estigio inicial. O mesmo ocorre com o ferro solubilizado, que também
atinge seu nivel maximo (figura 13 e tabela 14), enquanto que as células livres
apresentam pouco crescimento, atingindo crescimento méximo no estagio final da
biolixiviacdo. Interessantemente, estes mesmos perfis observam-se nas curvas de
solubilizagdo e oxidagdo do ferro. Adicionalmente, a velocidade de dissolucgio

decresce quando aumenta o tempo de biolixiviacio.

Durante a biolixiviagdo, observou-se um progressivo decrescimento do jpn
ferroso, que corresponde a oxidagfio bacteriana. Observa-se o aumento de ferro total,
mostrando que a concentragio de ferro serve como um indicador do grau de
lixiviagHo.

A maior quantidade de células aderidas a matriz sulfetada nos estagios
iniciais, pode dever-se a que a bactéria prefere utilizar primeiro o sulfeto presente no
minério porque o sulfeto poderia ser mais energético que o ferro. Adicionalmente, o
sistema de oxidagdio de ferro poderia ficar inibido pela presenga dos elementos
sulfetados no estagio inicial da biolixiviagdo, o que poderia resultar num processo de
desativagdo inicial, que poderia envolver o bloqueio de algum sitios ativos ligados a
oxidagio férrica. Isto parece ser confirmado pelos niveis baixos de Fe Il no estagio
inicial da bio-oxidaglio, apresentando uma fase lag prolongada (figura 12 e tabela
14).

Por outro lado o minério utilizado é composto principalmente por pirrotita e
arsenopirita e, em menor proporgio, por pirita. Esta mistura poderia mostrar
interagBes galvanicas na solugdo e poderia converter-se numa fonte geradora de
energia que seria utilizada pelas bactérias: O mineral com elevado potencial elétrico
se converte em catodo e corrél o mineral com baixo potencial, que se converte em
anodo. A pirita com potencial mais alto poderia atuar como catodo e os outros

minerais como anodos (Ahonen, 1986; Fossi, 1990).
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Na curva de bio-oxidagdo, figura 11, o crescimento do microorganismo foi
inibido nos estagios iniciais (100 horas). Em estagios posteriores (150 horas) esta
inibigdo ndo foi muito evidente. As células livres inicialmente mostram um
crescimento imibido e apresentam uma fase lag prolongada, enquanto que as células
aderidas mostram velocidade de crescimento lento até 50 horas, seguida de queda,
provavelmente pela presenga de metais téxicos. O tempo requerido para completar a
oxidagio do ferro foi de aproximadamente 170 horas. Interessantemente, a

concentrac¢do de ion férrico permanece constante no meio até 140 horas.

O balango entre os ions ferroso e férrico na solugio foi o resultado de duas
reagGes, a oxidacdo do ion ferroso pela bactéria e a redugdio do ion fémice pelo
mineral. Depois de poucos dias de lixiviagio, a capacidade oxidativa das bactérias
foi muito mais alta que a capacidade redutora do concentrado devido & caréncia de
substrato sélido, como se mostra na figura 13 (tabela 16), o que indicaria um alto

nimero de bactérias na fase liquida no estgio final da biolixiviagdo, figura 11.

Os resultados apresentados sugerem que a velocidade de lixiviagio e a
atividade oxidativa da bactéria sdo influenciadas significativamente pelo crescimento

bacterianp na fase solida e na fase liquida.

Os resultados também revelam que a velocidade de oxidagdo do ferro varia,

dependendo da quantidade de substrato solido presente no meio lixiviante,

4.2.3. Efeito da concentracio inicial do ion férrico

Estudou-se a influéncia do ion férrico na interagdo da célula-superficie solida,
durante a lixiviagio bacteriana, na presencga de diferentes quantidades de ion férrico
(0, 25 € 250 ppm). As figuras 14A, 15A e 16A (tabelas 17A, 18A e 19A) mostram a

conduta das células aderidas e livres em relago aos contetrdos de ions férricos.

As bactérias que nfo se ligam a superficie mineral apresentam baixo
crescimento na presenga de niveis altos de ion férrico durante a fase inicial de
biolixiviagdo. Na fase final apresentam maior crescimento. Interessantemente isto

parece refletir-se na proporgio de oxidagdo do ferro.

A adig8io de ion férrico ao sistema lixiviante reforga a proporcgéio de extracio

durante a biolixiviagio, enquanto inibe o crescimento inicial das células livres. Por



87

Tabela 17A - Efcito de concentragio férrica inicial 0 ppm neo crescimento de

Acidithiobacillus ferrooxidans

Bactéria
Tempo livre. aderida.
(h) (mofh) (mg/g)
10 7,50 0,00
19 16,29 0,72
43 26,55 1,49
68 25,66 0,91
91 36,80 0,84
114 42,99 0,41
137 47,58 0,20

Desvio Padrao: 0,37565; R: 0,99877

Tabela 17B - Efeito de concentragdo férrica inicial 0 ppm na velocidade de

biolixiviaco de Acidithiobacillus ferrooxidans

sim bactéria bactéria

rempo Feli Fe lii Feto Tempo Fe il e i Fe to
() @b a/h a/ly (k) oh g/h a/h
0 0,06 0,01 0,06 0 0,02 0,01 0,63
PS‘S 0,13 0,01 0,14 19 0,02 0,14 0,17
50 0,34 0,06 0,40 43 0,71 0,06 0,77
69 0,68 0,10 0,78 68 0,64 0,32 0,96
97 0,78 0,20 0,98 91 0,62 0,72 1,33
120 0,86 0,05 0,91 114 0,07 1,62 1,69
144 0,87 0,31 1,18 137 0,04 1,81 1,85

Desvio Padrio: 0,01586; R: 0,99994
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Tabela 18A - Efeito de concentragio férrica inicial 25 ppm no crescimento celular de

Acidithiobacillus ferrooxidans

Bactéria
Tempo  livie aderida
(h) (mg/)  (mgig)
0 7,82 0
3 3,10 -
24 11,38 0,76
65 9,56 0,95
JSQ 20,34 0,20
104 54,84 0,77
134 62,43 0,31
149 60,31 0,38

Desvio Padrdo: 0,37565; R: 0,99877

Tabela 18B - Efeito de concentragio férrica inicial 25 ppm na velocidade de

biolixiviagdo de Acidithiobacillus ferrooxidans

sim bactéria bactéria
Tempo Fe il Fe it Feto Tempo Fell Fell Feto
() (o) g/ a/l) (m @n o g/l}
0 0,09 0,27 0,36 3 0,01 0,14 0,15
25.5 0,30 0,05 0.35 24 005 033 0,38
50 0,49 0,04 0,54 42 055 0,57 1,12
69 0,70 0,12 0,81 65 068 0,77 1,45
97 0,88 0,13 1,02 89 0,74 110 1,84
120 1,09 0.06 1,14 104 0,18 2,10 2,28
144 1,08 0,03 t,12 134 0,08 229 2,37
149 0,04 2,58 2,60

Desvio Padrdo: 0,01586; R: 0,99994
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Tabela 19A - Efeito de concentragdio férrica inicial 250 ppm no crescimento celular
de Acidithiobacillus ferrooxidans

Bactéria
Tempe tivre aderida.
(h (mg/l) (mg/g}
0 7,82 0
24 12,85 0,75
42 - 1,74
65 11,42 1,60
89 16,55 1,95
104 45,82 1,55
134 49,71 1,41
149 58,37 0,17

Desvio Padréo: 0,37565; R: 0,99877

Tabela 19B - Efeito de concentragdo férrica inicial 250 ppm na velocidade de

biolixiviagfio de Acidithiobacillus ferrooxidans

sim bactéria bactéria
Tempo Fell Fe It Feto Tempo Felt Felit Fete
(h @/ g a/l) (h) on an o/l)
0 0,09 0;28 0,36 0 - - 0,25
25,5 0.30 0,05 0,35 3 0,04 049 0,52
50 0,49 0,04 0,54 24 0,21 0,48 0,67
69 0.70 0,12 0.81 42 0,86 0,58 1,44
o7 0,88 0,13 1,02 85 0,98 0,55 1.53
120 1,09 0,06 1,14 89 1,12 1,17 2,30
144 1,09 0,03 1,12 104 1,11 1,53 2,64
134 0,18 2,81 2,99
149 0,05 2,16 221

Desvio Padrdo: 0,01586; R: 0,99994
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Figura 14. Efeito de concentragio férrica inicial 0 ppm na velocidade de
biolixiviagdo e no crescimento de Acidithiobacillus ferrooxidans, a uma proporgdo
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Figura 15. Efeito de concentragio férrica imicial 25 ppm na velocidade de
biolixiviacdo e no crescimento celular de Acidithiobaciilus ferrooxidans, a uma
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temperatura 32,5 °C, pH 1,8 e 150 rpm.
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outro lado, o nimero de bactérias ligadas a superficie mineral foi maior na presenca
de concentragSes elevadas de ion férrico. Contrariamente, a propor¢do da oxidagdo

foi menor.

A figura 15A e tabela 18A mostra que, na presenca de 25 ppm de ion férrico,
as células aderidas apresentam crescimento maximo depois de 60 horas. No mesmo
periodo, as células livres apresentam pouco crescimento, o que indica um periodo
micial de inibi¢do e crescimento baixo. Isto é provavelmente devido & presenga do
ion férrico. Depois de 60 horas, as bactérias livres apresentam um crescimento mais
rapido, alcangando a fase estacionaria em 138 horas. Esta conduta parece ser
refletida nos niveis do ion férrico, que mostram aumento rapido no Gltimo periodo de
lixiviaggo. A dissolugdo do ferro na solugdio é atingida no tempo méximo de 90

horas.

Da mesma maneira, na figura 16A (tabela 19A), as células aderidas, na
presenga de 250 ppm de ion férrico, apresentam um crescimento maximo apds 80
horas. Entretanto, as bactérias livres permanecem em niveis minimos. Esta conduta
parece ser refletida na solubiliza¢do e oxidagéo de ferro IL. O crescimento das células
livres ndo foi tdo evidente na fase inicial. Depois de 60 horas, mostra um crescimento
lento, alcancando a concentragdo maxima em 150 horas. Da mesma maneira o
conteido de ferro Il mostra um perfil similar, com um valor maximo de lixiviago

em 130 horas, como se mostra na figura 16B.

A grande quantidade de células ligadas i matriz sulfetada na fase inicial da
desativaglo da atividade oxidativa levando ao blogueio de alguns pontos ativos. Isto
parece ser confirmado pelos baixos niveis de Fe III na fase inicial da bio-oxidago,

apresentando uma fase lag (figuras 14B, 15B e 16B).

O balango entre os fons ferroso e férricos na solugiio foi resultado de duas
reagdes, a oxidagdio do ion ferroso pelas bactérias e a reduciio do ion férrico pelo
mineral. Depois de alguns dias de lixiviagdo, a capacidade oxidativa das bactérias era
mais elevada do que a capacidade redutora devido 4 falta de substrato sélido. Isto
deve indicar um numero elevado de bactérias na fase liguida na fase final de

biolixiviaggo, figura 14A, 15A ¢ 16A.
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Estes resultados sugerem que a velocidade de lixiviagdo e a atividade
oxidativa das bactérias sfo principalmente influenciadas pelo crescimento bacteriano

nas fases liquida e solida.

Os resultados indicam um efeito inibidor no crescimento das células livre.
Esta imbig¢do indica baixa oxidagfio. Isto sugere que, para o Acidithiobacillus
Jferrooxidans, o crescimento celular depende do contetido do fon férrico. Também se
observa que esta conduta pode estar relacionada ao estado fisiolégico, como
evidencia o tempo de retardo maior da bactéria livre. Por conseguinte, ha relagio
entre a concentragdo do ion férrico e a velocidade de biolixiviagio (Susuki et al,
1989). A presenca de ion férrico também influi na concentragio das bactérias
aderidas. A proporcio de biolixiviagdo parece ser aumentada quando o meio contém

ions férrico em niveis baixos.

4.2.4. Influéncia do pH

O Acidithiobacillus cresce normalmente em uma gama de pH de 1,5 a 4,5
(Amaro et al., 1991). Os pHs menores apresentariam um problema para a bactéria
manter seu pH citosolico perto de 7 (Cox et al., 1979). Para isto, a bactéria gera um
gradiente de pH que € quase completamente dependente da bomba de préoton por uma

membrana préton-impermeavel (Amaro, 1991).

A oxidacdo biologica de ferro e de ion ferroso envolve o movimento de ions
de hidrogénio ¢ elétrons. Entdo, o pH mostra um efeito importante sobre o
metabolismo (Oliver et al., 1988). Varios autores concordam que os niveis otimos

para evitar inibi¢8o e precipitacdo sdo 1,7 e 2,0 (Lundgren e Silverman, 1980).

Por outro lado, a bactéria produz acido durante seu crescimento. Portanto, é
indispensavel que o pH do meio seja mantido, para assegurar que o pH ndo alcance

valores inibitorios (valores inferiores a 1,5 inibem a atividade bacteriana).

As figuras 17A e 17B (tabelas 20A e 20B) mostram os resultados da
biolixiviagdo em condi¢Ses extremas de pH 1,4. Mostram que ambas células, livres e
aderidas, apresentam pouco desenvolvimento durante o perfodo de lixiviagio. O
crescimento das células provavelmente parou depois de 50 h devido a pequenas

quantidades de material toxico na amostra mineral. De forma interessante, as células
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Tabela 20 - Efeito do pH inicial 1,4 no crescimerito de Acidithiobacillus ferrooxidans

Bactéria
empo hvre aderida

() (mg/)  (mglg)
0 75 0

19 14,88 0.61
43 20,54 0,32
68 19,12 0,43
91 20,36 0,41
114 17.00 0,28
L137 20018 038
162 34,15 0,90

Desvio Padrdo: 0,37565; R: 0,99877

Tabela 20B - Efeito do pH inicial 1,4 na velocidade da biolixiviagiq de

Acidithiobacillus ferrooxidans

sim bactéria bactéria

[Tempo Fe tt Fe iil Feto Tempo Fe l Fe IlI Feto
(h) (off) g/ly g/ () @/ o/l g/l)
D 0,07 0,04 0,10 0 0,02 0,01 0,03
25,5 0,48 0,02 0,50 19 0,39 0,12 0,51
L":{} 0,79 6,06 .85 43 0,57 0,14- 0,71
59 8,52 0,13 0,65 68 0,66 0,23 0,89
97 1,08 0,09 1,18 ™ 1,03 0,19 1,22
120 1,25 0,15 1,40 114 1.03 0,35 1,37
144 1,03 0,44 1,47 137 1,09 0,30 1,38
168 145 0,11 1,56 162 0,87 0,80 1,68

Desvio Padréo: 0,01586; R: 0,99994
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livres mostram um crescimento rapido no periodo final de lixiviagdo, que parece ser
evidenciado pelo aumento rapide de ion férrico, podendo indicar um aumento da

tolerancia as condigGes acidas.

A contribuigio das bactérias a lixiviagdo foi relativamente baixa, mestrando
pouca oxidagdo. O alto conteddo de ferro soluvel ndo depende do crescimento inicial
das bactérias porque apresentou alia solubilidade de ferro em meio acido e uma
quantia minima de ferro oxidado. Isto é comprovado durante a lixiviagio em
auséncia de bactérias, onde a solubilizagio de ferro é alta em pH baixo e nfo

apresenta oxidagdo (figura 17B).

Contrariamente aos resultados mostrados na figuras 14A e 14B, onde a
operagio ¢€ feita em pH 1,8, o contetido celular é duas vezes superior aos valores
achados no pH 1,4. Além disso, mostra desempenho melhor ¢ maior quantidade de
crescimento celular. Da mesma forma foi observado, que a fase lag do ion férrico

toma um tempo mais curto, proximo a 40 horas.

As experiéncias t€ém mostrado que o Acidithiobacillus ferrooxidans, em
condigdes criticas de pH, mostra baixo crescimento. Isto pode ser devido & pravavel

variagdo na membrana celular dependente da condig3o estressante.

Estes resultados confirmam que o crescimento de Acidithiobacillus
ferrooxidans ¢ mmbido em pH inferior a 1,5, como foi mostrado em trabalhos
anteriores (Lundgren et al., 1980). Eles também confirmam que isto pode acontecer
em correlagdo com o estado fisiologico, comprovado pelo retardo no crescimento das
células. Além, disto pode ser refletido nos niveis celulares das bactérias aderidas e

livres.

Eles também sugerem que o pH afeta o crescimento da célula e pode estar
relacionado com as mudangas na superficie bacteriana, que poderiam ser refletidas
na atividade celular de Acidithiobacillus ferrooxidans. Esta relagio poderia estar
relacionada ao pH intracelular, especialmente quando o pH externo varia (Cox et al.,
1979).

Por outro lado, nas condi¢des de alta acidez extracelular, o Acidithiobacillus
Jerrooxidans cresce mais lentamente e mantém seu pH intracelular perto de 7. Além

disso, quando o Acidithiobacillus sofre alteragdes de pH durante o seu crescimenta,
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varias mudangas acontecem nos padrdes da sintese de suas proteinas (Amaro et al.,
1991). Algumas proteinas associadas a8 membrana celular mostram uma diminuigio

em sua sintese depois de uma mudanga do pH extracelular.

Deveria ser mencionado que trabalhos prévios mostraram variagdes
fisioldgicas na membrana celular associada com a atividade celular (Yeh et al., 1987,
Ohmura et al., 1996).

4.2.5. Influéncia dos reagentes de flotacdo no crescimento de Acidithiobacillus

ferrooxidans.

Para os microrganismos autétrofos, a matéria orginica ¢ potencialmente
inibitéria ao crescimento, levando a baixas taxas de dissolugio e lixiviagdo. Diminui
a atividade bacteriana afetando a eficiéncia de lixiviagio. O processo de
biolixiviagfo decresce, portanto, na presenca de pequenas quantidades de agentes de
flotagdo. Os compostos orginicos tém um efeito inibitério sobre o crescimento e a
oxidagdo do ferro ferroso pela bactéria Acidithiobacillus ferrooxidans (Frattini,
2000).

A influéncia dos composios orginicos sobre a oxidaciio de ion ferroso foi
estudada para determinar sua influéncia no processo global de biolixiviacdo. Para
isto, realizou-se uma série de ensaios para determinar os niveis inibitorios dos

xantatos, em meio basal (T&K), usando sulfato ferroso como fonte de energia.

Os compostos de flotagio foram considerados dentro dos estudos de

biolixiviagio pois o processo de biolixiviagio freqiientemente segue a flotacio.

Para cada uma das concentragbes estudadas de xantato (potassio), o
crescimento de Acidithiobacillus ferrooxidans foi diminuido, principalmente na

presenca do etil xantato (Figuras 18A e 18B e tabelas 21A e 21B).

Em auséncia de coletor, a bactéria atinge crescimento maximo num periodo
de 23 horas, enquanto que em baixas concentragdes de xantato, principalmente, na
presenga de amil e iso-propil (concentragbes de 50 e 100 mg/l) atinge o maximo

crescimento num tempo maior, 38 horas depois de periodo inicial de inibigio, 20 e



Tabela 21A - Efeito dos reagentes de flotacio sobre

Acidithiobacillus ferrooxidans

0 crescimento

99

de

Absorbéncia @ 600 nm
Tempo controte amil xantato isopropil xantato etil xantato
(h) @/l o/} (o) @/
0,00 0,05 0,10 0,05 0,10 0,05
0 0,03 - - -- - -
32 0,41 0,50 0,28 0,22 8,13 0,04
60 - - -- - -- 0,02

Tabela 21B - Efeito dos reagentes de flotagio sobre o processo de biolixiviagio de

Acidithiobacillus ferrooxidans

Tempo controle  amil xantato
() (o) (g}
0,00 0,05 0,10 0,05 0,10
0,01 - - - -
1,26 0,82 0,52 - -
16 3,06 2,70 - = .
23 6,36 418 0,43 - -
38 5,47 5,83 2,62 - -
46 - - 3,51 0,09 0,09
62 - - 5,98 0,25 0,06
86 - - -- - --
110 — - & Ls -
118 - - - - -
L152 - - -- - 0,28
176 - - - 0,86 -
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Tempo isopropil xantaio etil xantato -
() (o ' (arh
0,05 0,10 0,05 0,10 0,05 0,10 0,05 0,10
- - - - 0,73 0,45 o -
16 -- -- - -- 1,35 - - -
23 -- -- - - 1.27 1,29 - -
38 0,02 0,26 - 0,44 3,42 1,37 0,18 0,28
A6 - 0,79 - - 5,04 2,33 -— 0,28
62 0,23 0,81 0,09 - 6,30 4.42 0,34 -
86 1,38 0,72 0.23 0,57 - e 1,51 -
110 4 45 0,92 - - - -- 5,38 -
118 6,37 0,96 0,23 - - - 6,18 -
152 - 1,56 - 0,81 = = o e
176 - 3,63 0,57 - - - - 0,50
182 - 5,85

Desvio Padrdo: 0,01586; R: 0,99994
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Figura 18A. Efeito dos reagentes de flotacio sobre o crescimento de
Acidithiobacillus ferrooxidans. Indculo 0.46 ml de DO 2,2 a 600 nm, temperatura
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Figura 18B. Efeito dos reagentes de flotagdo sobre o processo de biolixiviagio de
Acidithiobacillus ferrooxidans. Na seqiiéncia amil, isso-propil e etil xantato. Indculo
0,46 mi de DO 2,2 a 600 nm, temperatura 32,5 °C, pH 1,70 a 150 rpm.
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40 horas mais que o meio sem coletor. Durante o periodo final, as bactérias mostram

crescimento rapido indicando tolerincia a presencga de xantato.

Em baixas concentragdes, o amil e o isopropil xantato apresentam menor
toxicidade com relagio ao etilxantato que, na mesma concentragio, mostra elevada
toxidade e apresentam um periodo inicial de inibigio maior (60 horas para 50 mg/l e

o dobro do periodo para 100 mg/1).

Na presenca de doses maiores que 1 g/l os reagentes de flotagdo produzem
inibicdo do crescimento bacteriano. Conseqgiientemente, nota-se a auséncia de

oxidagdo férrica com excegdo do isopropil, que mostra ter menor efeito tdxico.

O Acidithiobacillus ferrooxidans mostra capacidade de adaptagdo alta, como
mostram 0s resultados. Dependendo da toxidade dos compostos ele pode usar sua
capacidade metabolica de adaptacio que lhe permite sobreviver e adaptar-se as

condicOes variaveis.

Os reagentes de flotagio produzem inibigdo do crescimento bacteriano,
principalmente em concentragdes maiores que um 1 g/L. Em baixas concentragtes
produzem uma fase inicial de inibic8o do crescimento e na fase final, crescimento
rapido. Nestas condi¢des, as bactérias parecem desenvolver elevada tolerdncia aos

COMPpOStos Organicos.

4.2.6. Influéncia dos reagentes de flotaciio sobre a aderéncia de Acidithiobacillus

ferrooxidans

A aderéncia bacteriana a superficie mineral desempenha um papel importante
na dissolugio mineral. Para observar a influéncia dos reagentes de flotagiio sobre a
capacidade de aderéncia de Acidithiobacillus ferrooxidans foram realizados
experimentos com o substrato mineral em presen¢a de quantidades crescentes de

COMmMpostos Organcos.

A presenga de xantatos pode bloquear a aderéncia da bactéria (figura 19 ¢
tabela 22). Este fato foi corroborado em baixas e altas concentragSes dos reagentes
de flotagio. Foi observado que depois de duas horas de contato celular a

porcentagem de aderéncia bacteriana diminui.
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Tabela 22 - Efeito dos reagentes de flotagdo sobre a capacidade de aderéncia de

Acidithiobacillus ferrooxidans

amil xantato
00g/l 01glL 10gL 209t
Proteina inicial 0,29 0,29 0,29 0,29
Proteina final 0,22 0,27 0,23 0,24
% aderido 26,37 8§35 20,21 19,18
etil xantato
0,0 g/L. 0,1 g/ 109/l 20g/L
Proteina inicial 0,29 0,29 0,29 0,29
Proteina final 0,22 0,25 0,25 0,23
% aderido 26,37 14,38 14,38 19,86
isopropil xantato
00g/. 01glL 1,09/l 20g/L
Proteina inicial 0,29 0,29 - 0,29
Proteina final 0,22 0,28 - 0,25
% aderido 26,37 5,82 - 13,01
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A aderéncia de Acidithiobacillus foi diminuida pela presenca dos compostos
orginicos, resultando na diminui¢io da oxidagio mineral, como serd visto mais

adiante.

4.2.7. Influéncia dos reagentes de flotacio no processo de biolixiviacio em
bioreator Airlift

Na presenca de xantato, a superficie de mineral é coberta por uma camada
orginica que pode bloquear a aderéncia de Acidithiobacillus ferrooxidans. Para
evitar a toxicidade dos xantatos residuais nos microorganismos, os minérios
concentrados por flotagdo devem ser primeiramente lavados com solventes ou

tratados com solugfo acida de biolixiviagio.

Para avaliar a influéncia dos xantatos na biolixiviaggo usou-se a amostra

mineral de flotag8o com e sem tratamento prévio com a solucdo biolixiviante.

Na presenga de compostos de flotagio {200 mg/kg de mineral), a velocidade
de biolixiviacdo diminui. Contrariamente, na auséncia deles aumenta a velocidade de

lixiviagio bacteriana.

Para 2 dias de pré-tratamento (com solucio biolixiviante) para 18 % de
solidos para uma vazéo de ar menor (8 L/min), melhora o desempenho, diminuindo o
periodo de lixiviagdo até 4 dias, com elevada solubilizaglio e oxidacfo, atingindo 30
g/l de ferro soliivel em solugdo, como mostra a curva de crescimento bacteriano
(figura 20B e tabela 23). De forma semelhante, a massa celular atinge niveis maiores
até 120 mg/L (figura 20A e tabela 23).

Curiosamente, na presenca de mineral flotado (18 %), sem tratamento prévio
de solugdio biolixiviante, verifica-se baixa solubilizacdo e lixiviagio de ferro num
periodo de 7 dias. Adicionalmente, uma fase lag acentuada é observada, devido a

limita¢do da aderéncia bacteriana inicial.

Em condig¢bes semelhantes, para uma massa celular inicial duas vezes maior
que a utilizada na etapa inicial, observa-se a diminuigio da massa celular
progressiva. Isto pode explicar-se pela dificuldade da aderéncia das células no

mineral, provavelmente devido ao efeito toxico do reagente de flotagdo, que poderia
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Tabela 23A - Influéncia da presencia de reagentes de flotagio na superficie mineral

sobre o processo de biolixiviagio de Acidithiobacillus ferrooxidans

Pre-tratado Néo tratado Néo tratado
Tempo Fe ll Feto Fell Feto Fell Fe to
(dias) (g/1) g/l) o/ g/l @ g/l

7,82 9,24 6,41 8,06 8,33 10,51

11,78 13,97 10,53 10,62 - --
16,04 16,04 13,23 13,90 11,58 12,46
13,40 20,51 16,18 16,43 - -~
12,42 30,92 18,43 19,57 17,59 17,18
18,60 21,63 -- -
18,81 22,60 19,40 23,09
-- - 18,19 2485

Desvio Padrio do ferro: 1,000826; R: 0,99836

-~ T AR WR 2O

Tabela 23B - Influéncia da presencia de reagentes de flotagio na superficie mineral

sobre o crescimento de Acidithiobacillus ferrooxidans

Massa celular (mg/L)
Tempo  Pre- Nao Nio
(dias) tratado tratado tratado

0 20 12 34
1 12 28
2 57 16 16
3 ™7

4 114 12

5 24
6 52 58
7 “108
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- Acidithiobacillus ferrooxidans. Inbculo 30 (simbolo fechado), 45 % (v/v), vazdo de

ar 8 /min, temperatura 32,5 °C, pH 1,7; Simbolo: maior, mineral pre-tratado; menor
mineral nfo tratado.

0] ® Naowatade i
3 =
O Niotratade H g 3
—=— Pre-tratado  / !
100 4 ; i
‘1’
) / F
) £ 80 / |
e /
@ /
- 3 g0 /
: g
© y
@ 404 / |
— 1] v /
= o !
20 ‘ i 3 3
N ’ (s
~_il . %
0 T v T ] T T T L] T 1‘
i} 1 2 3 4 5 5 7
Tempo {dias)

Figura 20B. Influéncia dos compostos de flotagio sobre o crescimento de
Acidithiobacillus ferrooxidans . Inbculo 30, 45 % (v/V), pH 1,7, % de solidos 18,
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induzir mudancas na superficie celular (figura 20A ¢ tabela 23B), impedindo a

aderéncia na superficie mineral.

A reducdo na aderéncia entre a bactéria e a superficie mineral parece ter um
efeito adverso sobre a velocidade da dissolugio mineral durante o processo de
biolixiviagdo (figura 20B). Isto poderia sugerir que a oxidacfio direta é o principal

mecanismo para a dissolug@o mineral.

Por outro lado, na etapa final, observam-se quantidades minimas de oxidagéo
e rapido crescimento bacteriano, indicando tolerincia do Acidithiobacillus

ferrooxidans & presenga de compostos organicos de flotacio.

O Acidithiobacillus  ferrooxidans pode experimentar modificagdes
metabolicas dependendo do meio de  crescimento (Rojas Chapana, 1998).
Modificagdes na membrana celular ajudam na adaptagio as diferentes condig¢Ges

ambientais.

Os resultados mostram que, na presenca de reagentes de flotagdo, o
crescimento celular do Acidithiobacillus ferrooxidans foi inibido, a solubilizagio foi
limitada e a atividade oxidativa foi diminuida conduzindo a uma diminuigio da

lixiviagdo bacteriana.

4.3. Ensaios preliminares em bioreator Airlift

Foram feitos ensaios exploratorios em reator Airlift em diferentes condigdes
de operagio com o objetivo de determinar as melhores condigdes de trabalho durante
a lixiviagdo bacteriana do concentrado refratario de ouro. Estes ensaios foram
planejados sobre a base dos principais fatores que influenciam os processos da
biolixiviagio conforme reportados na literatura. As variaveis consideradas foram

volume de inéculo, concentragdo de solidos, vazio de ar e tempo de residéncia.

Os perfis de lixiviagio foram comparados para estabelecer as condi¢Bes
favoraveis de lixiviagio. A selegdo dos faixas de trabalho foi avaliada pela

capacidade de solubiliza¢do da cultura bacteriana em fungio do tempo.

A figura 21 e tabela 24 mostram a curva de biolixiviagio em reator Airlift &

vazdo de ar de 12 L/min, da célula adaptada de Acidithiobacillus ferrooxidans a
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presenga de 15 % de solidos minerais. A solubilizagéo de ferro na etapa inicial é alta,
contrariamente, a solubiliza¢io de arsénio € minima, atingindo no final da lixiviagdo
niveis menores que 5 g/l. No periodo final observa-se uma elevada atividade
oxidativa. O periodo de lixiviagio foi de 14 dias. A adigio de amostra mineral no
periodo exponencial final produz um aumento de liberagdo de ferro, mantendo-se os

nivelis de oxidagio.

De forma semelhante, na presenga de 17 % de sélidos, vazio de 10 L/min e
com 15 % (V/V) de indculo (figura 22A e tabela 24A), observa-se que os perfis de
solubilizagdo sfo bastante parecidos. Adicionalmente o periodo de biolixiviagdo €
muito menor (7 dias), apresentando maior atividade oxidativa na etapa final. O
arsénio solivel mantém-se em niveis minimos menores a 5 g/L. Pode observar-se

que parte do arsénio solubilizado ¢ precipitado.

Por outro lado, o crescimento bacteriano das células livres mantém-se inibido
na fase inicial de lixiviagio (figura 22B e tabela 25B); apds este periodo, a célula
passa por um crescimento rapido que parece ser refletido na atividade oxidativa. A

massa celular atinge um valor de quase 70 mg/L.

Da mesma forma, para 17 % de sblidos & vazio de ar de 12 L/min e com 30
% (V/V) de inbéculo, observa-se eficiéncia maior na solubilizagio e atividade
oxidativa durante o tempo de lixiviagdo (figura 23A e tabela 26A), comparada com
vazio de 10 L/min da figura 22A. Interessantemente, a fase inicial de inibigdo é
muito menor, indicando aumento da adaptagio da bactéria ao substrato solido. Por
outro lado, apresenta maior crescimento bacteriano. Parece que os niveis de arsénio
aumentam rapidamente na etapa final de lixiviagio atingindo valores maximos. Neste
caso, alcangou-se um valor de 8 g/L. (na figura 23A fora obtido um valor préximo de
6 g/h).

A figura 24A e tabela 27A (18 % de substrato mineral, vazdo de 12 L/min e
15 % (V/V) indculo), mostra o mesmo perfil de solubilizag@o dos testes anteriores,
por outro lado, apresenta maior solubilizagio de ferro na fase inicial, ja na fase final
apresenta maior atividade oxidativa.

Aumentando o fluxo de ar, somado a adaptagio bacteriana, obtém-se maior

eficiéncia da lixiviagdo com alta porcentagem de solubiliza¢io e oxidagfo mineral.
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Tabela 24 - Perfil de bio-oxidagio de Acidithiobacillus ferrooxidans em bioreator
Airlift

Tempo Fell Feto  As
(dias)  (gf}) (a/h) (ot
0 1,03 1,39 -
0.6 2,65 2,77 -
26 4,42 5,05 0,34
3,6 6,26 8,56 -
4,6 8,05 8,15 -
5,6 9,83 10,83 0,59
7.6 14,58 18,00 1,22
10 1408 1661 1,55
12 13,48 24,50 246
13 11,03 2814 2,29

Desvio Padrio do ferro: 0,01586; R: 0,99994



D
] [ 3
= Fell
B e F »
i
A A
2 |
B
— &
§ 15 =
w a2
8 .
2 1 H
] e
F
57 "
H A a
F 3
of * = . B
T T T d T d T T T Y T T T T
0 2 4 6 8 10 12 “
Tempo (dias)

Figura 21. Perfil de bio-oxidagio de Acidithiobacillus ferrooxidans em 15 % de
substrato mineral em biorreator Airlifi, com a adigdo de 150 g de minério (seta).
Indculo 10 % (v/v), pH 1,7, vazdo de ar 12 I/min, temperatura 32 °C.
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Tabela 25A - Perfil de bio-oxidagiio de Acidithiobacillus ferrooxidans em 17 % de

substrato mineral em bioreator Airfift

Tempo Fell Fer ASect ASio
(dias) (o) 9/ ot (o)
0 3,54 4.46 0,44 -
0,5 5,88 6,38 - -
1,5 6,97 7.00 0,60 -
2,5 8,07 952 - -
3,5 9.47 14,27 - 3,88
4.5 15,36 22,09 - -~
5,5 17,30 24 52 2,71 4,62
5.5 14,72 21,04 344 . 588

Desvio Padriio do ferro: 0,01586; R: 0,99994

Tabela 25B - Perfil de crescimento de Acidithiobacillus ferrooxidans em 17 % de

substrato mineral em bioreator Airlift

Tempo  Células
(dias) {mgf)

0 14,50
3,5 30,90
5.5 70,90

8.5 68,20
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Figura 22A. Perfil de bio-oxidagio de Acidithiobacillus ferrooxidans em 17 % de
substrato mineral em biorreator Airfift. Indculo 15 % (V/V), vazdo de ar 10 IV/min, %
de solidos 17, temperatura 32.5°C e pH 1,7.
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Figura 22B. Perfil de crescimento de Acidithiobacillus ferrooxidans em 17 % de
substrato mineral em biorreator Aérlift. Indculo 15 %, vazio de ar 10 Vmin,
temperatura 32,5 °C, ph 1,7.
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Tabela 26A - Perfil de bio-oxidacio de Acidithiobacillus ferrooxidans em 17 % de

substrato mineral em bioreator Airlift

Fe ll Fei, ASeql Asy,
Tempo  (9/) o1} (o) (o)
0 6,61 9,91 0,55 -
0,5 7,89 9,13 - -
1,5 10,21 10,56 0,58 -
2,5 - - - -
4 1661 1754 0,83 1,79
4.7 - -- = -
5.7 13,41 2766 1,54 5,43
7 12,02 3448 - -
7.8 7,24 326t 2,10 8,20

Desvio Padrio do ferre: 0,01586; R: 0,99994

Tabela 26B - Perfil de crescimento de Acidithiobacillus ferrooxidans em 17 % de

substrato mineral em bioreator Airlift

Tempo Células
(dias)  (ma/h
0 18,60
1,5 22,00
4 43,60
5.7 75,00
7.8 70,50
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Figura 23A. Perfil de bio-oxidagio de Acidithiobacillus ferrooxidans em 17 % de
substrato mineral em biorreator Airlift. Indculo 30 % (v/v), vazdo de ar 12 [/min,
temperatura 32,5 °C, pH 1,7.
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Figura 23B. Perfil de crescimento de Acidithiobacillus ferrooxidans em 17 % de
substrato mineral em biorreator Airfift. Indculo 30 % (v/v), vazio de ar 12 Vmin,
temperatura 32,5 °C, pH 1,7.
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Tabela 27A - Perfil de bio-oxidacdo de Acidithiobacillus ferrooxidans em 18 % de

substrato mineral em bioreator Air/ift

Tempo Fell Feie As
(dias)  (a/h g Ch)
0 3,68 4,01 1,01
1 = = =

12 8,18 8,34 --

3 14,8 15,44 -

4 18,5 19,51 2,64
5 19,3 21,57 -

f - - .

7 18,76 26,82 4,42

Desvio Padriio do ferro: 0,01586; R: 0,99994

Tabela 27B - Perfil de crescimento de Acidithiobacillus ferrooxidans em 18 % de

substrato mineral em bioreator Airfift

Tempo  Células
(dias) (Mg}
10 15

2 15,5

5 55

o 67

7 70
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Figura 24A. Perfil de bio-oxidagdo de Acidithiobacillus ferrooxidans em 18 % de
substrato mineral em biorreator Airlift. Indculo 15 % (v/v), vazdo de ar 12 Vmin,

temperatura 32,5 °C, pH 1,7.

g 8 d
P W |

Massa celular (mg/l)
s b

o~

4

Tempo (dias)

Figura 24B. Perfil de crescimento de Acidithiobacillus ferrooxidans em 18 % de
substrato mineral em biorreator Airfifi. Indculo 15 % (v/v), vazio de ar 12 /min,

temperatura 32,5 °C, pH 1,7.
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A porcentagem de soOlidos poderia ser levemente aumentada sempre que a
célula bacteriana esteja adaptada para essas condigdes. O aumento da porcentagem
de solidos 17 para 18 produz uma diminuig8o nos niveis de solubiliza¢do e oxidagdo

do ferro (figuras 23 e 24).

Pelos resultados obtidos observa-se que o perfil de crescimento méiximo, esta
entre 5 e 8 dias, da mesma forma observa-se que o perfil 6timo de bio-oxidagdo para
o ferro estd entre 5 e 8 dias, por outro lado os niveis de arsénio niio mosiram

mudanca significativa entre 5 e 14 dias (figuras 21, 22, 23 e 24).

Como mostram os resultados, ¢ dificil avaliar isotadamente a influéncia da
vazio de ar e da porcentagem de solidos porque estio ligadas diretamente as
adaptagdes da bactéria. Para quebrar esta dependéncia serd necessario fazer uso do
planejamento experimental, teste fatorial aleatério, que vai permitir determinar quais

as varaveis que influenciam o processo e quantificar a sua influéncia.

O tamanho de inoculo nfio parece influenciar o processo dentro da faixa
utilizada (figuras 21B, 22B, 23B e 24B), mas a adaptagio parece ter um papel

importante no processo de biolixiviagio, como mostram os resultados.

4.4. Planejamento experimental

Usando o planejamento fatorial de experimentos, foram avaliados os fatores
que influenciam o processo de biolixiviagéio sobre a quebra da matriz sulfetada para

aumentar a extra¢do de ouro no processo convencional de cianetagio.

Foram estudadas oito combinacGes possiveis das variaveis controlaveis, em
forma aleat6éria. Os niveis utilizados, encontrados em testes prévios, sdo mostradps

na tabela 4.
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Tabela 28. Plangjamento fatorial

Testes Séhdos Vazdo Tempo
aleatdrios (Yoy* (L/min) (dias) |
5 18 12 7
3 16 12 7
6 16 g 7
8 18 8 7
7 18 12 5
4 16 12 5
1 16 3 5
2 18 3 5
5 17 10 6
10 17 10 6
11 17 10 6

* peso/volume

Crescimento bacteriano

Nas figuras 26, 31 e 32, o crescimento bacteriano geralmente mostra maior
periodo lag na presenca de maiores conteidos de sélidos, apresentando diminuigdo
do crescimento bacteriano durante o periodo inicial da biolixiviagio, quando

aumenta a porcentagem de solidos.

Por outro lado observa-se que o aumento da vazdo de ar melhora o

crescimento bacteriano figuras 27, 29 e 31.
Solubilizacia do ferro e arsénio.

Em baixas concentragdes de sélidos, a solubilizagdo do ferro atinge niveis
mais elevados (figuras 25, 27). Contrariamente, em concentragdes de solidos mais
elevadas observa-se pouca solubilizag3o (figuras 31 e 32). Por outro lado, o aumento

na vazio de ar melhora a solubilizagio (figuras 25 e 27),

Contrariamente, os niveis de solubilizagdo de arsénio sdo baixos.

Interessantemente, estes niveis sO aumentam na etapa final da lixiviagdo. Por outro
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lado, tempo de residéncia maior influencia favoravelmente a solubilizacdo do

arsénio, principalmente em baixas quantidades de sélidos.

Por outro lado, elevada porcentagem de solidos diminui o crescimento

bacteriano e a oxidagdo de ferro e arsénio.

As tabelas 29 a 39 mostram os dados que serviram de base para a construcio

das figuras apresentadas.

Tabela 29
Controle de parimetros de bio-oxidacdo (figura 25)
Dia pH H,80, Massa Fe, * As g Au
{5 M) minerat
ml (Kg) (mg/ (mg/l) %
0 1,87 1,600 187847 23520 43,04
1 1,60 70
2 1,84 65 251086 22320
3 1,98 200
4 1,88 130 331853 41520
5 1,92 130 1,057 452757 5904.0 61,84

* Desvio Padrio: (0,593 R: 099873

Tabela 30 -
Controle de parimetros de bio-oxidagio (figura 26)
Dia pH H,80, Massa Ferp * As An
{5 M) niinerat
md (Ke) (mg/l) (mgi) %
0 1.84 1,800 17716,5 2760 43,04
i 1,86 90
2 1,47 130 18991.4 2172
3 1,64
4 1,64 70
5 1,79 60 1,294 27231,8 3120 60,26

* Desvio Padriio: 0,612 R: 0,99873



121

A
= ar1
- a | 3
‘\\_.
S 0
£
“ /
g o
3 /
[4]
2 21
g .
10 2
-
0 [ L] i I T T
0 1 2 3 4 5
Tempo (dias)
B
2 ar1
= Fell
of | * M ¢
A Assol
v Asto
57 ’
Py
8 .
z)-.
- . .
L |
10 B
1 b4
X
e B
0 1 2 3 4 5
Tempo (dias)

Figura 25. Crescimento e biolixiviacio de Acidithiobacillus Jerrooxidans em reator
Airlift. Indeulo bacteriano 25 % (V/V), temperatura 32,5 °C, pH 1.7.

Porcentagem de solidos: 16 % (M/V).

Vazio de ar; 8 I/min.

Tempo de residéncia: 5 dias.
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Figura 26. Crescimento e biolixiviagdo de Acidithiobacillus ferrooxidans em reator
Airlifi. Indeulo bacteriano 25 % (V/V), temperatura 32,5 °C, pH 1,7,

Porcentagem de solidos: 18 % (M/V).

Vazdo de ar: 8 /min.

Tempo de residéncia: 5 dias.
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Tabela 31
Controle de pardmetros de bio-oxidagio (figura 27)
Dia pH HgSO4 Massa Fe, * AS 1, Au
(3M) Mineral
ml (Xg) (mg/t) (mg/l) %
0 1,75 1,660 218029 18000 43,04
1 1,68 90 1680
2
3 1,63 160 46197,1 39600
4 1,82 130
5 1,75 50
6 1,62 60 6240
7 1.88 70 1,253 51902,9 7440,0 63,31
* Desvio Padrde: 0,69 R: (0,9976
Tabeia 32
Controle de pardmetros de bio-oxidagdo (figura 28)
Dia pH Hy;S0, Massa Feq, * As 1, An
(5MD ntinerat
ml (Kg) (mg/h) (mg/l) %
0 1,76 1,600 11135,5 1296 43,04
1 1,74 90 1644
2 1,89 110 279221 2148
3 1,84 85
4 1,91 20 298240 3756
5 1,80 70 1,232 320567 3816 57,45
* Desvio Padrdo: 0,539 R:0,99877
Tabela 33
Controle de pardimetros de bic-oxidaclio (figura 29)
Dia pH H,50, Massa Fey * As Au
{5 M) mineral
ml (Ke) (mg/1) {mg/1) %
0 1,60 1,800 145259 1572 43,04 |
1 1.60 80
2 1,74 85 20066,3 2004
3 1,90 90
4 1,60 150 343721 3744
5 1,78 70
6 1,95 80 30899,0 4920
7 1.77 1,253 31312,3 4776 63,31

* Desvio Padrio: 0,664 R:0,9978
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Figura 27. Crescimento e biolixiviagio de Acidithiobacillus ferrooxidans em reator
Airlift. Indeulo bacteriano 25 % (V/V), temperatura 32,5 °C, pH 1,7.

Porcentagem de sélidos: 16 % (M/V).

Vazdo de ar: 12 Vmin.

Tempo de residéncia: 7 dias.
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Figura 28. Crescimento e biolixiviacio de Acidithiobacillus ferrooxidans em reator
Airlift. In6culo bacteriano 25 % (V/V), temperatura 32,5 °C, pH 1,7.

Porcentagem de solidos: 16 % (M/V).

Vazio de ar: 12 V/min.

Tempo de residéncia: 5 dias.
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Figura 29. Crescimento ¢ biolixiviagdo de Acidithiobacillus ferrooxidans em reator

Airlift. Inéculo bactenano 25 % (V/V), temperatura 32,5 °C, pH 1,7.
Porcentagem de solidos: 18 % (M/V).

Vazdo de ar: 12 /min.

Tempo de residéncia: 7 dias.
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Tabela 34
Controle de parametros de bio-oxidagéo (figura 30)
Dia H,80, Massa Fe . * As 1o Au
{5 M) mineral
ml (Kg) (mg/l) (mg/l) %
0 1,60 1,600 153254 1680 4304
1 1,74 50
2 1,60 80 17254.8 1920
3 1,86 80
4 1.83 T g5 3063509 2940
5 1,66 1235
6 1,57 70
7 1,55 70 1,024 327183 4956 61,62
* Desvie Padrdo: 0,55 R: 0,9985
Tabela 35
Controle de pariimetros de bio-oxidacfio (figura 31)
Dia H,80, Massa Fe o * As g Au
(>™H mineral
ml (Xg) (mg/t) (mg/t) %
0 1,60 1,800 22547,1 1716 43,04
1 1,75 69
2 1.72 90 235394 1848
3 1,78 150
4 1,85 80 342067 2880
5 1,76 120 1,343 422279 4620 56,48
* Desvio Padriio: 0,596 R: 0,99816
Tabela 36
Controle de pardmetros de bio-oxidagio (figura 32)
Dia H,80, Massa Feq, * AS 1o Au
(5 My minerat
m! (Kg) (mg/l) (mg/M) %
0 1,72 1,800 23787.3 1788 43,04
1 1,75 80
2 1,72 85 279221 2292
3 1,65 185
4 182 140 411529 4080
5 1,82 140
6 1,85 60
7 1.58 T0 1,362 41979.8 7260 60,97

* Desvio Padrdo: 0,805 R: 0,9965
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Figura 30. Crescimento e biolixiviagio de Acidithiobacillus ferrooxidans em reator
Airlift, Tnbeulo bacteriano 25 % {V/V), temperatura 32,5 °C, pH 1,7

Porcentagem de solidos: 16 % (M/V).

Vazio de ar: 8 I/min.

Tempo de residéncia: 7 dias.
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Figura 31. Crescimento e biolixiviagio de Acidithiobacillus ferrooxidans em reator
Airlift. Inéculo bacteriano 25 % (V/V), temperatura 32,5 °C, pH 1,7.

Porcentagem de solidos: 18 % (M/V).
Vazdo de ar: 12 [/min.
Tempo de residéncia: 5 dias.
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Figura 32. Crescimento e biolixiviacdo de Acidithiobacillus ferrooxidans em reator
Airlift. Indculo bacteriano 25 % (V/V), temperatura 32,5 °C, pH 1,7.

Porcentagem de solidos: 18 % (M/V).
Vazdo de ar: 8 /min.
Tempo de residéncia: 7 dias.



Tabela 37

Controle de pardmetros de bio-oxidagio (figura 33A)
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Dia pH H,S0, Massa Fer, * AS 14 Au
5 M) mineral
ml Ke) (mg/l) {mg/l) %
0 1,70 1,700 143975 1764 43,04
1 1.82 150
2 1,94 100 229221 2292
3 1,58 105
4 1,69 94 287119 4080
3 1,74 85
6 1,83 50 344150 3314 61,57
* Desvio Padriio: 0,568 R: 0,99857
Tabela 38
Controle de parimetros de bio-oxidagio (figura 33B)
Dia pH H>S80, Massa Fer, * As g, Au
£5 M) mineral
m] Ke) (mg/l) (mg/l) %
0 1,85 1,700 14904,5 1620 43,04
1 1,90 150
2 1,72 150 183747 2292
3 1.52 100
4 1,58 50 26064.0 4080
5 1,71 50
6 1,71 60 32965,0 4570 59,00
* Desvio Padréio: 0,533 R: 0,99875
Tabela 39
Controle de pardmetros de bic-oxidagiio (Lgura 34)
Dia pH H,80, Massa Fep, * AS 1o Au
5 M) mineral
ml Ke) (mg/l) (mg/h) %o
0 1.89 1,700 165145 1715 43,04
1 1.81 140
2 1,74 130 229221 2292
3 1,54 150
4 1.85 130 288769 4080
5 1,75 90
6 1,70 70 358623 5342 60,35

* Desvio Padrio: 0,540 R: 0.9987



A
St}
n Fell
40 e Feb
A Asb
— 37
=
0
® ™
L 2 -
10+ ¢
i o &
‘ .‘
0 T 1 T T T ' T T T
o 1 2 3 4 5 4]
Tempo (dias)
B
>e)
D n Fell
Fe,,
= I PB,D
B
0
8
0 L ]
2 . .
F
10 §
: A A
N A
0 1 T — T ° T T T
0 1 2 3 4 S 8
Ternpo (dias)

132

Figura 33. Biolixiviagio de Acidithiobacillus ferrooxidans em reator Airlif (ponto

central). Indculo bacteriano 25 % (V/V), temperatura 32,5 °C, pH 1,7.

Porcentagem de solidos: 17 % (M/V).

Vazio de ar: 10 /min.
Tempo de residéncia: 6 dias.



133

D
= Fell
Q- o Fe,
A ﬁsto
. D
5 .
8
-E O~ L J n
2 =
10+ "
ot A
| A
A F 3
o i T T T T ) T T T Y T T
1] 1 2 3 4 5 6

Tempo (dias)

Figura 34. Biolixiviagio de Acidithiobacillus ferrooxidans em reator Airlift (ponto
central). Inéculo bacteriano 25 % (V/V), temperatura 32,5 °C, pH 1,7.

Porcentagem de solidos: 17 % (M/V).

Vazdo de ar: 10 I/min.

Tempo de residéncia: 6 dias.



4.5. Analise do prejeto fatorial e caracteriza¢io das varidveis
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A tabela 40 mostra as oito combinagSes estudadas e seus resultados (resumo

das tabelas 29 a 39). A faixa de extragio de ouro varia de 56,48 a 63,31 %, a

oxidagdo de ferro foi bastante elevada (9,7 a 33,4 g/l), a oxidagio de arsénio (1,4 a

5,6 g/l} foi muito pouca e a extragio de ouro de concentrado nio tratado foi 43,04 %.

A melhora na extragio do ouro com o pré-tratamento da biolixiviagio mostra-se

bastante significativa.

Os resultados deste experimento estio expressos pela solubilizacio e

oxidagdo total de ferro e arsénio (g/L) e incluem as quantidades solGveis e

precipitadas.

Tabela 40 Resumo dos ensaios de biolixiviagio

Testes Séhdos Vazéo Tempo Fe total As total Au*
aleatorios | % W/V L/min dias (g/L) (g/L) %

5 18 12 7 16,80 3,20 63,31

3 16 12 7 30,10 5,64 63,31

6 16 8 7 17,40 328 61,62

3 18 8 7 18,19 SA7 60,97

7 18 12 5 19,68 2,90 56,48

4 16 12 5 20,92 2,56 57,45

1 16 8 5 26,49 3,55 61,84

2 18 3 5 9,52 1,36 60.26

9 17 10 6 20,02 3,55 61,57

10 17 10 6 18,06 2,95 59,00

11 17 10 6 19,35 3,63 60,35

*Desvio padrio: 0,38 ppm

Na tabela 40 observam-se elevados niveis de solubilizacio e oxidacio de

ferro em todos os ensaios, contrariamente, baixos niveis de oxidagdo de arsenopirita.

Entretanto um elevado grau de oxidagio de ferro nio é garantia para se abter elevada
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extragdo de ouro como mostram os resultados, 1sto porque o ouro estd incluso tanto

na pirita e pirrotita como na arsenapirita.

A tabela 41 mostra os niveis maximos e minimos das variaveis e as resposta

obtidas.

Tabela 41 Codificacdo de variaveis para analise estatistica

Sélidos | Vazdo Tempo Fe As A Au
- -1 -1 26,49 | 355 | 1844
1 -1 -1 9,52 1,36 | 16,86
-1 1 -1 20,92 | 2,56 | 14,05
1 1 -1 19,68 | 290 | 13,08
-1 -1 1 1740 | 328 | 1822
1 -1 1 18,19 | 547 | 1757
-1 1 1 30,10 | 564 | 1991
1 1 1 16,80 | 320 | 19,91
0 0 0 20,02 { 3,55 | 1817
0 0 0 18,06 | 295 | 1560
0 0 0 1935 | 3,63 | 16,95

Os resultados obtidos nos testes de biolixiviagdo foram analisados
estatisticamente, usando programas estatisticos (Minitab, Statigraph). Estudou-se a
influéncia dos fatores experimentais sobre a oxidagio do sulfeto e a extragio de ouro.

Principalmente % de sélidos, vazio de ar e tempo de residéncia.

Os dados da tabela 41 foram usados para a analise estatistica dos efeitos. A
ultima coluna da tabela mostra como a resposta de saida (oxidag@io de sulfeio e

extracio de ouro) esta relacionada com a mudanca dos fatores experimentais.

4.5.1. Calculo dos efeitos
O efeito das variaveis sobre a oxidagcio de sulfeto e extracio de ouro foi
estimado estatisticamente. Para avaliar o efeito dos fatores experimentais € de suas

interagGes sobre os resultados obtidos do processo de lixiviagdo nos remetemos a
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tabela 42, elaborada a partir da matriz de planejamento. Estes dados s@io resumidos

na tabela 43.

4.5.1.1 Célcule dos efeitos para o ferro

A tabela 42 contém todos os sinais necessarios para o calculo dos efeitos do ferro

Tabela 42 Coeficientes de contraste para o Fe

M S v T 3% ST VT  SVT |Fe(g/L)
1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 26,49
1 1 -1 | -1 -1 1 1 9,52
] -1 ] -1 -1 1 -1 | 20,92
1 1 1 -1 1 -1 5] -1 19,68
1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 17,40
1 1 -1 1 3] 1 -1 -1 18,19
1 -1 1 1 -1 -1 1 =] 30,10
i 1 1 1 1 1 1 1 16,30
19,74 7,68 398 147 041 1,43 1,68  -7.46

Tabela 43. Efeitos calculados para o ferro e seus erros padrio (g/L)

M (Média) 19,74 + 0,273
Efeitos principais:
S (% solidos) -7.68 £0,64
V (Vazio) 3,98 £ 0,64
T (Tempo) 1,47 + 0,64
Interagio de dois fatores:
SV 0,41 £0,64
ST 1,43 £ 0,64
VT 1,68 + 0,64
Interacio de trés fatores:
SVT 7,46 + 0,64

Os dados da tabela 43 indicam que vazio de ar e o tempo de residéncia t&m

efeitos positivos sobre a oxidagdo do ferro. A oxidagdo do ferro aumenta com o
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aumento de cada fator de um nivel inferior a um superior, principalmente ha um
incremento de 3,98 g/L. em média para o aumento da vazio. De forma semelhante se

tem um ganho de 1,47 g/L em média para o aumento do tempo de residéncia.

Contrariamente, a oxidagdo diminut significativamente, quando a
porcentagem de solidos vai de um nivel minimo (16 %) a um nivel maximo (18%),

ela desce 7,68 g/L. em média.

Por outra lado, as intera¢tes de dois fatores parecem ser pouco significativas,
enquanto que a interagdo de trés fatores mostra ser bastante significativa, esta produz
um efeito negativo na oxidagio de ferro, cai 7,46 g/l. em média. Curiosamente, o
efeito solido-vazdo é o menor de todos os valores calculados, isto parece nfo ter
sentido, considerando que os efeitos dos sélidos e da vazdo té€m forte influencia sobre

o processo de oxidagdo do ferro.

Analisando o efeito da interagdo solido-vazio nos dois niveis do tempe de
residéncia, observa-se que a interagdo mostra um forte efeito positivo sobre a
oxidagdo de ferro quando o tempo esta no nivel inferior (sobe 7,87 g/l em média).
Contrariamente, quando o tempo de residéncia estd no nivel superior, o efeito da
intera¢do termina praticamente se anulando, ndo porque nfo exista de fato, mas por
ser a média desses dois pares de efeitos contrarios. A forte interagio ¢ indicada pela

mudanga da dire¢do dos efeitos nos dois niveis estudados.

O calculo do efeito de interagdo solido-vazio (SV) a partir dos valores da
tabela 42, nos dois niveis do fator tempo de residéncia maostra o seguinte

comportamento:
Nivel (-) do tempo de residéncia:
Efeito SV, =1 (26,49 - 9,52 - 20,92 + 19,68) = 7,865
Nivel (+) do tempo de residéncia:
Efeito SV =% (17,40 - 18,19 - 30,10 + 16,80) = -7,045

Interagio do tempo com a interagio SV: ¥ [SV(y — SVl = ¥ (-7,045 -
7,865) = -7,46
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A tabela 44, resumida na tabela 45, contém todos os sinais necessarios para o

calewlo dos efeitos do arsénio.

Tabela 44 Coeficientes de contraste para o As

M S \' T SV ST vT SVT |As (g/L)
1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 3,55

1 1 -1 i -1 -1 1 1 1,36

1 < 1 5| -1 1 3 1 2,56
1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 2,90

1 -1 -1 1 1 -1 -1 i 3,28

1 1 -1 1 -1 1 = -1 5,47

1 -1 1 1 -1 L 1 ] 5,64

1 1 1 1 ] 1 1 1 3,20

346 0,53 0,16 1,81 053 040 012 -1,79

Tabela 45 Efeitos calculados para o arsénio e seus erros padréo {g/L)

M (Média) 3.46 + 0,10

Efeitos principais:
S (% solidos) -0,53 £ 0,23
V (Vazio) 0,16 £0,23
T (Tempo) 1,81 £0,23

Interagdo de dois

fatores; -0,53 +0,23
SV 0,40 +0,23
ST 0,12 +0.23
VT

Interacdo de trés

fatores: -1,79 £0,23
SVT
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Na tabela 45, os valores dos efeitos principais indicam que vazio e ¢ tempo
de residéncia tém efeitos positivos sobre a oxidagio do arsénmio. A oxidacdo do
arsénio aumenta com o aumento de nivel, principalmente com o aumento do tempo
de residéncia, que apresenta uma mudanga bastante significativa, sobe 1,81 em
média. Por outro lado, a solubilizacio de arsénio permanece virtualmente a mesma

quando a vazao de ar vat de um nivel baixo a um nivel alto.

Contrariamente, a oxidagio diminui quando a porcentagem de s6lidos vai de

um nivel minimo a um nivel maximo, desce 0,53 g/L. em média.

As interagBes entre dois fatores ndo parecem ser significativas para os efeitos
solidos-vaziio e vazfo-tempo de residéncia, a solubilizagdo de arsénio desce em
média 0,53 g/L. e 0,12 g/L respectivamente. Contrariamente o efeito vazdo-tempo de
residéncia sobe em média 0,40 g/L.. Por outro, a tabela indica que a intera¢io s6lidos-
vazdo-tempo de residéncia tem um efeito negativo sobre a solubiliza¢io do arsénio,

desce 1,79 em média.

Entretanto, no calculo do efeito de interagio sblido-vazio nos dois niveis do
fator tempo de residéncia observa-se que o efeito muda de diregdo, mostra um efeito
positivo quando o tempo de residéncia esta no nivel inferior, mas quando esta no
nivel superior ele mostra um efeito negativo, conseqiientemente o efeito da interacio
SV termina praticamente minimizado. Por outro lado, este efeito é potencializado

quando interage com o tempo de residéncia.

 célculo do efeito de interagio sdlido-vazdo a partir dos valores da tabela

44, nos dois niveis do fator tempo de residéncia mostra:
Nivel (-} do tempo de residéncia:
Efeito SV, =1%(3,55 - 1,36 - 2,56 +2,90) = 1,265
Nivel (+) do tempo de residéncia:
Efeito SV, = (3,28 — 5,47 — 5,64 + 3,20) = 2,315

Interagio do tempo com a interagfio SV: V2 [SV(y — SV] = ¥ (-2,315 -
1,265) =-1,79
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A tabela 46, resumida na tabela 47, contém todos 0s sinais necessarios para o

calculo dos efeitos do ouro.

Tabela 46 Coeficientes de contraste para o Au

M S V T SV ST VT SVT {Au (%)
1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 | 18,44
1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 16,86
1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 14,05
1 1 1 -1 1 5| & -1 13,08
1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 18,22
1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 17,57
1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 19,91
1 1 1 1 1 1 1 I 19,91

1726  -0,80  -1,04 330 032 048 3,05 0,01

Tabela 47. Efeitos calculados para o ouro ¢ seus erros padrio (%o)

M (Média) 17,26 +0,27*
Efeitos principais:
S (% solidos) -0,80 1 0,63
V (Vazio) -1,04 £ 0,63
T (Tempo) 3,30 £ 0,63
Interaciio de dois fatores:
SV 0,32 £0,63
ST 0,48 + 0,63
VT 3,05+ 0,63
Interacio de trés fatores:
SVT 0,01

erro calculado com 4 graus de liberdade
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A tabela 47, dos efeitos principais, indica gue a porcentagem de sélidos e
vazdo tém efeito semelhante sobre a extragfio do ouro. Contrariamente, o tempo de
residéncia tem efeito positivo sobre a recuperagio de ouro. A recuperagio de ouro
aumenta com o aumento do tempo de residéncia, que apresentza uma mudanca

bastante significativa, sobe 3,30 % em média.

Por outro lado a interagdo vazio-tempo parece ser significativa com respeito
as outras interagdes de dois e de trés fatores. A extra¢do de ouro aumenta,
principalmente quando a vazdo vai de um nivel minimo a um nivel maximo, sobe

3,05 % em média, o célculo do efeito permite visualizar a interagio.

O calculo do efeito do tempo de residéncia a partir dos valores da tabela 23,

nos dois niveis do fator vazio mostra:
Nivetl (-) da vazfo:
Efeito Vi, = % (-18,44 — 16,86 + 18,22 + 17,57) = 0,245
Nivel (+) da vazio:
Efeito V., = % (-14,05 — 13,08 + 19,91 + 19,91) = 6,345

Interagdo da vaziio com o tempo: ¥z [V~ V] =2 (6,345 — 0,245) = 3,05

Para analisar a significincia estatistica dos efeitos encontrados observaram-se
as figuras do grafico normal e de Pareto junto com a tabela de analises de variancia.
Os graficos normal e de Pareto dos efeitos permitem visualizar e identificar os

principais efeitos.

4.5.2. Analise estatistica da varidncia (ANOVA)

O objetivo da andlise estatistica da varidncia é selecionar os fatores que tém

grande influéncia no processo da oxidago bacteriana.

Os dados das tabelas 43, 45 e 47 mostram os principais efeitos e suas
interagSes do processo de biolixiviagdo. Para identificar quais efeitos sdo importantes
no processo de biolixiviacdio sobre a oxidagdio de sulfeto e a extracdo de ouro nos

remetem as tabelas 48 a 50 e figuras 35 a 40.
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A andlise de varidncia mostra o nivel de significdncia para as varidveis
correspondentes. Othando os valores de probabilidade (P) determina-se se existe a

presenga de algum efeito significativo (valofes inferiores Q,05).

A tabela 48 mostra que a solubilizagio e oxidacfio de ferro € principalmente
dependente da concentragio de sOlidos e da interagdo das trés varidveis solidos-
vazdo-tempo. Da mesma forma, é dependente em menor proporgdo da vazdo de ar.
Os resultados dos graficos normais e de Pareto ressaltam a influéncia dos mesmos
(figuras 35 € 36).

A andlise estatistica indica que a solubilizacio e a oxidagfo de ferro tém
efeito subtrativo no aumento da porcentagem de solidos e tém um efeito aditivo com
o aumento da vazio de ar. Por outro lado, a interagio solido-vazio-tempo de

residéncia ressalta o efeito negativo dos solidos.

O efeito subtrativo indicaria uma ligagdo 4 caracteristica metabdlica do
Acidithiobacillus ferrooxidans. Qs solidos afetam o crescimento bacteriano,
diminuindo a oxidagdo do ferro. A alta concentracdio de solidos pode também
aumentar a viscosidade de polpa, o que dificultaria a dispersdo do ar necessario para

o Acidithiobacillus ferrooxidans.

Tabela 48. Anilise de Varifincia para Fe,, (unidades codificadas)

Fonte Soma N gl Media F P
quadratica Quadritica

Solidos 117,9650 1 117,9650 143,75 0,0012
Vazio 31,6013 1 31,6013 38,51  0,0084
Tempo 4,3218 1 43218 5,27 0,1055
Solidos* Vazio 0,3362 1 0,3362 0,41  0,5677
Sélidos*Tempo 4,0613 1 40613 495 0,1126
Vazio*Tempo 5,6648 1 5,6648 6,88  0,0788
Solidos*Vazdo*Tempo 111,1540 1 111,1540 135,45 0,0014
Erro total 2,4619 3 0,820641

Total 277,5460 10




1,5
«B
1.0
_ "
£ 05
'6 [ 3
| ol
o 00— .
On
= |
fe) -
£ -0,5—
] s ABC
1.0~
1 " A
S VOSSR PSS
-10 -5 0 5

(resposta é Fe, Alfa = 05)

Efeitos

143

A Sdlides
B: Vazdo
G: Tempo

Figura 35. Grafico da probabilidade normal para os efettos do ferro

Figura 36.

(resposta é Fe, Alfa = 05)

¥

o |

AC— l !

Grafico de Pareto para os efeitos do ferro

A Sdldos
B: Vazic
C: Tempo




144

Na tabela 49, observa-se que a solubilizagio e oxidagio de arsénio sido
unicamente dependentes do tempo de residéncia e independentes da porcentagem de

solidos e da vazdo de ar (figuras 37, 38).

Por outro lado, as interagdes das trés variaveis estudadas mostraram ser
bastantes significativas para a solubilizagio e oxidagéio de arsénio (figuras 37, 38). A
oxida¢io da arsenopirita é totalmente dependente da interacio de séhdos-vazdo-
tempo na mesma ordem de grandeza que o efeito do tempo de retengfo. Isto significa

que os sélidos e a vazdo indiretamente influenciam a oxidagio de arsenopirita.

O tempo de retengdo mostra ser um efeito adifivo significativo na
solubilizacdio e oxidagio do arsénio, enquanto a interagio das trés variaveis mostra

ter um efeito subtrativo.

Tabela 49. Analise de Varidncia para Asq, (unidades codificadas)

Fente Soma N gl Media F P
quadritica Quadritica
Solidos 0,5513 1 0,5513 539 0,1029
Vazio 0,0512 1 0,0512 0,50  0,5302
Tempo 6,5161 1 6,5161 63,71  0,0041
Sélidos*Vazio 0,5513 i 0,5513 539 0,1029
Soélidos*Tempo 0,3200 1 0,3200 3,13 0,1751
Vazdo*Tempo 0,0264 1 0,0264 0,26  0,6461
Sélidos*Vazido*Tempo 6,4082 1 6,4082 62,66  0,0042
Erro total 0,3068 3 0,102273
Total 14,7312 10

A tabela 50 mostra que a extragdo do ouro é principalmente dependente do
tempo de retengio e do efeito vazio-tempo de residéncia. Ela tem um efeito aditivo

quando aumenta o tempo de residéncia e quando aumenta a vazéo.
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(resposta € As, Alfa = ,05)
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(resposta & Au, Alfa = 05}
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Tabela S0. Andlise de Variincia para ouro (unidades codificadas)

Fonte Soma N gl. Media F P
quadratica ~ Quadritica s

Solidos 1,28 1 1,28 1,66  0,2747

Vazdo 2,14245 1 2,14245 2,68 0,1772

Tempo 21,7141 1 21,7141 27,12 0,0065

Solidos*Vazio 0,19845 1 0,19845 0,25 0,6447

Solidos*Tempo 0,45125 1 0,45125 0,56 0,4946

Vazio*Tempo 18,6050 1 18,6050 23,24  0,0085

Erro total 3,20256 4 0,800641

Total 47,5938 10

A andlise de varidncia indica que a oxidacdio do ferro é dependente da
porcentagem de sélidos, o aumento de solidos diminui a oxidacdo de ferro, enquanto
que o aumento da vazdo incrementa a oxidagdo de ferro. Uma elevada concentragdo

de solidos pode causar elevada viscosidade de polpa e dificultar a dispersdo de ar.

Por outro lado, a interagdo sélido-vazéo-tempo de residémcia mostra efeito
negativo sobre a liberagdo de ferro, que € muito menor. Este efeito € potencializado

quando a interagio solido-vazio interage com o tempo de residéncia.

Do mesmo modo, o tempo de residéncia mostra um efeito significativo sobre
a oxidagdo de arsenopirita, 0 aumento do tempo incrementa a liberagio de arsénio.
Contrariamente, a interagdo solido-vazdo—tempo de residéncia tem efeito negativo

sobre a oxidagdo de arsenopirita.

Por outro lado, o tempo de residéncia mostra um efeito significativo sobre a
extragio de ouro. Adicionalmente o efeito do tempo de residéncia depende do nivel

da vazdo: maior vazdo favorece a extragio de ouro.

Em conclusdo, todas as variaveis estudadas tém efeito significativo
principalmente na oxidagfio do ferro e da arsenopirita. O tempo de residéncia tem
influéncia significativa sobre a oxidagdo da arsenopirita. A porcentagem de solidos

tem um efeito significativo sobre a oxidagdo do ferro. Entretanto, a oxidacio de
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arsenopirita ndo atinge valores satisfatorios como a oxidagdo de ferro, que atinge

valores elevados.

Elevado tempo de retengio dia elevada decomposicio da matriz de
arsenopirita ¢ elevada liberagio de ouro. Como a liberagdo de ouro depende da

oxidagio do ferro e da arsenopirita, a porcentagem de sélidos e a vazio influenciam a

recuperacio.
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5. Conclusbes

O aumento da tolerdncia das células aos metais toxicos deveria ser
desenvolvido em laboratério através do cultivo sucessivo em concentragdes
crescentes do minério. Tais cepas verificou-se serem mais eficientes na biolixiviagio
de sulfetos que as bactérias ndo adaptadas. Similarmente, a velocidade de oxidagio
poderia ser melhorada pelo use de células pré-adaptadas ao concentrado do minério

sulfetado.

O cultivo repetitivo da célula ndo adaptada 4 presenca de doses crescentes de
minério aumenta a tolerdncia das células aos sulfetos minerais. O Acidithiobacillus
Jerrooxidans, na presenga de substratos minerais, perde a sua capacidade oxidativa
no meio liquido, porém o ataque direto através da ligacdo tenaz das bactérias ao

minério pode ser obtido.

Na presenga de maiores concentracBes de minérios, 0 microorganismo
apresenta perda maior da sua atividade oxidativa apés incubagdo prolongada.
Adicionalmente, a célula bacteriana, em concentra¢des menores de minério, mostra
ainda capacidade oxidativa, enquanto que em concentra¢Bes maiores de minério nio

apresenta poder oxidativo.

Os resultados apresentados mostram que a velocidade de lixiviagdo e a
atividade oxidativa das bactérias sdo influenciadas significativamente pelo

crescimento bacteriano na fase solida e na fase liquida.

A velocidade de oxida¢dio do ferro apresenta diferenca dependendo da

quantidade de substrato solido presente no meio lixiviante.

As diferentes variagBes da célula e dos ions férricos estio associadas ao
crescimento bacteriano e a sua atividade metabdlica. Isto pode ser observado na
relagiio entre o crescimento e a atividade metabolica. De outra forma é necessario
indicar uma relagdio entre a célula livite e a atividade oxidativa, indicando

modificagido na membrana celular nos diferentes estados metabolicos.

Os contendos de proteina da célula durante os experimentos mostram
variagdes de acordo com o estado metabdlico da célula. Na auséncia de ion ferroso, a

célula adere ao mineral e apresenta densidade maior. Contrariamente, as céhulas
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livres sdo dependentes do ferro formado pelas células aderidas, como evidenciam as
mudancas nas concentracdes celulares. Para as células livres e aderidas, na fase final
de biolixiviag#o, pode-se relacionar, a diminuicdo de células aderidas a reducdo de
ferro no meio e a2 formagio de ion férrico, que poderia interferir com o mecanismo

metaboélico destas.

A quantidade de Fe (III) mostra diferengas que dependem da quantidade do
substrato solidoc no meio lixiviante: na presenca de grandes quantidades, a
porcentagem total de extracio de ferro aumenta. A adigio de ion férrico pode
interferir minimizando a atividade oxidativa e pode contribuir para o aumento da
concentragio celular na superficie mineral. Adicienalmente, apresenta niveis maiores

de solubiliza¢do de suifetos.

As mudangas nos niveis de pH afetam a atividade  celular do
Acidithiobacillus ferrooxidans. Valores de pH inferiores a 1,5 levam & inibigdo de

crescimento e da atividade oxidativa.

Os resultados também mostram que a lixiviagio de sulfetos refratarios é

devida & combinagio da acio bacteriana direta e lixiviagio do ion férrico.

A presenga de xantato produz inibicio do crescimento de Acidithiobacilfus
ferrooxidans e menor solubilizagiio de metais. Também produz um decrescimento na

adesiio de Acidithiobacillus ferrooxidans.

Na presenga de baixas quantidades, 50 e 100 mg de xantato produzem uma
fase inicial de inibigdo que depende da toxicidade do reagente de flotagfio. O amil ¢
iso-propil xantato apresentam pouca toxicidade enquanto o etil apresenta elevada

toxicidade.

Da mesma forma, durante a biolixiviagio de mineral flotado, a presenca de
xantato (200 mg/kg) na superficie mineral produz inibigdio tanto do crescimento

como da bio-oxidagéo.

A presenca de maiores quantidades de xantato (1,0 e 2,0 g/l) produzem
inibigio total do Acidithiobacillus ferrooxidans. Enquanto que em baixas

concentragdes, a bactéria torna-se tolerante indicando adaptabilidade.
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O analise estatistica dos resultados experimentais mostra que a solubilizacio
e oxidacdio do ferro foram dependentes principalmente da porcentagem de solidos e
das interagBes das trés varidveis (porcentagem de solidos, vazio de ar e tempo de
residéncia), em menor proporgdo da vazdo de ar. A aita concentragio de sélidos

diminui a solubiliza¢io e a oxidagio de ferro.

O tempo de retengdo e as interacbes das trés varidveis (porcentagem de

solidos, vazdo de ar e tempo de residéncia), influenciam a tiberagfio de arsénio.

As interacdes das trés variaveis estudadas mostraram ser bastantes
significativas para a solubilizagio e oxidagio de ferro e arsénio. A oxidagiio de
sulfeto ¢ totalmente dependente da interagio de % solidos-vazdo-tempo na mesma
ordem de grandeza que o efeito da porcentagem de solidos para a oxidagio de ferro e

o efeito do tempo de retengdo para a oxidagio do arsénio.

A dissolucio e oxidagio do ferro atingem niveis elevados (9,7 a 33,4 g/l)
enquanto o arsénio atinge niveis baixos (1,4 a 5,6 g/l). Interessante o fato de que a

dissoluggio de arsénio se d4 em maior proporgdo na fase final de bio-oxidacéo.

O faixa de extraciio de ouro varia de 56,5 a 63,31 %, a extragdo de ouro de
concentrado nfo tratado foi de 43,04 %. A melhora na extra¢do do ouro com o pré-

tratamento da biolixiviagio mostra ser bastante significativa.
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Figura Al — Curva Padrio da proteina utilizando albumina bovina como padrio
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