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RESUMO

A biolixiviagdo (lixiviagdo bacteriana) € uma alternativa para a extragdo de
metais presentes em sulfetos minerais empregando microorganismos. Dentre as
principais vantagens da biohidrometalurgia em relagdo aos métodos convencionais
podem ser destacadas a ndo-emisséo de SO, para a atmosfera, pequeno gasto com
insumos, pois sao produzidos pelos préprios microorganismos, baixa demanda
energética e o tratamento de minérios contendo metais em baixo teor. Uma das
espécies envolvidas na biolixiviagdo de sulfetos minerais mais estudadas é
Acidithiobacillus ferrooxidans. Essa bactéria é gram negativa, aerdbia, acidofila,
mesdfila e obtém energia através da oxidacéo de fons Fe?" e compostos reduzidos
de enxofre. A calcopirita € a principal fonte de cobre presente na crosta terrestre.
Uma das principais propriedades desse sulfeto € a sua alta refratariedade ao ataque
guimico e bacteriano, consequiéncia da sua elevada energia de rede cristalina. Além
disso, a formacdo de uma camada protetora, constituida basicamente por
polissulfetos, sobre a sua superficie diminui a dissolucdo desse minério. Por isso,
diversos grupos de pesquisa buscam alternativas para a resolucdo desses
problemas visando elevar as extracfes de cobre a partir desse sulfeto. Com esse
objetivo, o presente trabalho estudou o efeito da adi¢cdo de nanoparticulas, polares e
apolares, na biolixiviacdo da calcopirita por A. ferrooxidans LR. O Unico estudo
relacionado a lixiviagdo envolvendo nanoparticulas demonstrou que a adicdo de
nanosilica elevou as taxas de dissolucdo da calcopirita mediante utilizacdo de
agentes oxidantes, meio reacional acido e temperatura moderada. Para avaliar o
efeito da adicdo de nanoparticulas no crescimento bacteriano, foi monitorada a
concentracdo de fons Fe?" presentes em sistemas contendo A. ferrooxidans LR e
diferentes concentracdes de particulas nanométricas. Assim, foi verificado que altas
guantidades de nanoparticulas (> 2,5%, m/v) afetam o crescimento da bactéria.
Ensaios em frascos agitados foram realizados para determinar o efeito da adicdo de
nanoparticulas em diferentes concentracdes na biolixiviacdo da calcopirita. A partir
de amostras semanais foram determinados parametros como pH, potencial de
oxido-reducdo (Eh) e dissolucdo de cobre para todas as condi¢cdes testadas.
Residuos obtidos ao final dos ensaios de biolixiviagdo foram analisados por

difratometria de raios-X e microscopia eletrénica de varredura. Foi observado que a



adicdo de nanoparticulas apolares nao provocou grandes alteracbes no
comportamento bacteriano frente ao sulfeto mineral estudado. Quando foram
empregadas nanoparticulas polares, a dissolugdo da calcopirita foi acelerada em
baixas concentragdes alcancando valores finais de extracao de cobre superiores. A
formacao de uma dupla camada elétrica ao redor de cada uma das nanoparticulas
polares, além de erosdo causada pelo choque de cada uma delas com a calcopirita
devido a agitacdo do sistema e acdo bacteriana, pode ser uma explicacdo para
esses resultados. Para altas concentracdes de material nanoparticulado, o efeito na
extracdo de cobre foi negativo. Isso pode estar associado a adesao das particulas
nanomeétricas a superficie do sulfeto estudado e, conseqientemente, provocando
um bloqueio fisico do sulfeto com o meio reacional e com as bactérias presentes em
solucéo. Outro fator agravante € o aumento das forcas de repulsdo provocado pelo

maior numero de nanoparticulas polares dispersas em solucao.

Palavras-chave: Calcopirita. Acidithiobacillus ferrooxidans. Nanoparticulas.



ABSTRACT

Bioleaching is an alternative for metal extraction from mineral sulfides using
microorganisms. The main advantages of the biotechnological processes in
comparison with usual methods of metal extraction are the non-emission of SO, to
atmosphere, lower inputs cost, as they are produced by the microorganisms
themselves, lesser energy requirements and treatment of low-grade ores. One of the
most studied microbes involved in the bioleaching of mineral sulfides is
Acidithiobacillus ferrooxidans. This bacterium is Gram-negative, aerobic, acidophilic,
mesophilic and oxidizes Fe®" ions and reduced forms of sulfur to obtain energy.
Chalcopyrite is the main copper source present in the world. One of its main
properties is the high resistance to the chemical and bacterial attacks, result of its
great crystal lattice energy. Also, the formation of a protective layer, mainly
constituted by polysulfides, over its surface reduces the dissolution of that ore. For
those reasons, several research groups throughout the world are investigating
alternatives to solve these problems and promote the higher copper extraction from
this sulfide. This work studied the effect of adding nanopatrticles, polar and non-polar,
in the bioleaching of chalcopyrite by A. ferrooxidans LR. The only study related to
leaching involving nanoparticles, published in 2005, demonstrated that the addition of
nano-sized silica raised the dissolution rates of chalcopyrite when using oxidizing
agents, acidic medium and moderate temperature. To evaluate the effect of adding
nanoparticles in bacteria growth, it was monitorated the Fe®" ions concentration
present in flasks that contained A. ferrooxidans LR and different concentrations of
nanoparticles. Thus, it was observed that high amounts of nanopatrticles (> 2.5% m/v)
affected the bacteria growth. Shake flasks experiments were conducted to determine
the effect of adding nanoparticles in different concentrations in the bioleaching of
chalcopyrite. From weekly samples, parameters like pH, redox potential (Eh) and
copper extraction were measured for each condition. In the end of the bioleaching
experiments, residues were obtained and analyzed by X-ray diffractometry and
scanning electron microscopy. It was observed that the addition of non-polar
nanoparticles to the system did not affect the bacterial behavior concerning the
studied mineral sulfide. When small amounts of polar nanoparticles were added, the
dissolution of chalcopyrite was accelerated and reached higher copper extraction



values. The probable generation of an electric double layer around every polar
nanoparticle, in addition to erosion caused by collisions with chalcopyrite grains due
to system agitation, and bacterial attack, can be responsible for those results. For
high amounts of nanopatrticles, it was observed a negative effect for the extraction of
copper, probably due to adhesion of these particles on the chalcopyrite surface. As a
consequence it was formed a barrier blocking the contact of the sulfide and the
leaching medium. The increase of repulsion forces generated by the greater number
of polar nanoparticles dispersed in solution helped to prevent higher values of copper

extraction.

Keywords: Chalcopyrite. Acidithiobacillus ferrooxidans. Nanoparticles
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1 INTRODUCAO

O cobre & um dos metais de maior interesse econdmico devido as suas mais
variadas aplicacdbes que abrangem diversas areas como, por exemplo, as
telecomunicacdes, transmissdo de energia elétrica e a fabricacdo de ligas. A
calcopirita (CuFeS;) é a principal fonte de cobre presente na crosta terrestre, sendo
responsavel por aproximadamente 70% das reservas minerais desse metal
(CORDOBA et al., 2008).

O método convencional pirometallrgico para o tratamento desse sulfeto
mineral apresenta diversas desvantagens como alta demanda energética e,
consequentemente, alto custo operacional, além de um grande impacto ambiental
devido as emissdes de diéxido de enxofre (SO,, um dos principais constituintes da
chuva acida) para a atmosfera. Por esses problemas, alternativas vém sendo
estudadas com o objetivo de desenvolver um processo que seja viavel do ponto de
vista econdmico e que diminua a emissao de gases e outros residuos nocivos para o
planeta.

Um desses métodos alternativos é a hidrometalurgia. Ela consiste em lixiviar
esse minério estaticamente em pilhas para posterior extracdo por solventes e
eletrdlise do cobre. Esse método possui varias vantagens em relacdo ao processo
pirometallrgico pois, apresenta baixos custos de operacao, ndo é necessaria mao-
de-obra especializada para sua operacao e seus residuos sdo mais faceis de serem
controlados, nédo prejudicando o meio ambiente.

Quando sdo empregados microorganismos oxidantes de sulfetos minerais,
esse método é conhecido como biohidrometalirgico, ou lixiviagdo bacteriana
(biolixiviacdo). Essa alternativa possui algumas vantagens sobre a hidrometalurgia,
pois ndo ha grande consumo de acido, uma vez que ele é produzido pelo proprio
microorganismo, e pode ser utilizada para o tratamento de minérios e rejeitos com
baixo teor do metal de interesse.

Um dos microorganismos mais conhecidos que atuam nesse processo é
Acidithiobacillus ferrooxidans, um bacilo gram-negativo que utiliza ions ferrosos
(Fe?*) e formas reduzidas de enxofre para obtencdo de energia. Essa espécie néo-
patogénica € mesofilica, apresentando 30°C como temperatura ideal para seu
crescimento, e acidofilica (pH 6timo = 1,8).
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A calcopirita é altamente refrataria frente ao ataque bacteriano devido as
transformacdes na sua superficie que geram uma camada passivadora de
polissulfetos de cobre, reduzindo sua velocidade de dissolucéo e a extracdo de
cobre. Por essa razao, qualquer proposta para um processo (bio)hidrometallrgico
economicamente viavel deve levar em consideracdo 0s aspectos quimicos e
eletroquimicos que sdo responsaveis pela sua lixiviagao.

Diversos grupos de pesquisa em todo o mundo vém buscando maneiras para
otimizar esse processo. Um estudo publicado em 2005 revelou que a adicdo de
nanoparticulas de silica promoveu a dissolucdo da calcopirita em meio acido e
temperatura moderada utilizando agentes oxidantes como FeCls, Fe,SO,4 e H,0,. Os
valores de cobre extraido alcancaram até 80% apds 70 horas de experimento
(MISRA; FUERSTENAU, 2005).

Porém, a relacdo entre a adicdo de nanoparticulas e as taxas superiores de

dissolucéo da calcopirita ndo foram justificadas até o presente momento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nessa revisao bibliografica foram abrangidos diversos assuntos relativos a
biolixiviacdo da calcopirita e a utilizacdo de nanoparticulas em diversas aplicacdes

na biotecnologia.

2.1 Biohidrometalurgia

Os metais sdo matérias-primas de grande interesse econdémico e industrial
devido ao seu grande numero de aplicacbes em indmeros materiais.
Tradicionalmente, a extracdo de metais €é realizada através do processo
pirometaldrgico que é baseado na oxidagdo do minério mediante utilizagdo de altas
temperaturas para sua oxidacdo. Esse processo € denominado ustulacdo quando
sdo empregados sulfetos metalicos. A reacdo 1 a seguir exemplifica esse processo

para a calcopirita:

2 CuFeS; +5 O, & CuSO, + FeS04 [1]

O alto custo do processo pirometallrgico o torna economicamente viavel
somente em jazidas com alto teor do metal de interesse. Outra desvantagem na
oxidagdo de sulfetos minerais € a liberacdo de dioxido de enxofre (SO,) para a
atmosfera, um dos gases responsaveis pela formac¢éo da chuva acida.

Enquanto a demanda mundial por cobre cresce, ha a necessidade de se
processar minérios de baixo teor e residuos gerados pelos tratamentos atuais
(WATLING, 2006). Portanto, & extremamente importante o desenvolvimento de
meétodos alternativos para o tratamento de minérios contendo baixos teores desses
metais.

Entre esses métodos alternativos estd a Hidrometalurgia, caracterizada por
utilizar solugbes acidas ou basicas para o tratamento mineral e recuperagdo do
metal de interesse. Os processos hidrometalUrgicos apresentam 0s seus custos
energéticos como principal vantagem em relacéo ao processo convencional.

A extracéo (lixiviagdo) hidrometallrgica de cobre a partir de minérios, além da
posterior precipitacdo do mesmo na solucdo resultante por tratamento com ferro

metalico (cementacdo), € uma técnica muito antiga. Os chineses praticavam uma
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variacdo desse processo em 100-200 a.C. e, provavelmente, até antes dessa data
(ROSSI, 1990). Porém, a percepcdo de que cobre poderia ser derivado de uma
solucéo de sulfato de cobre penta-hidratado obtida quando um minério de cobre era
lixiviado, surgiu possivelmente com a descoberta de que ferro metalico em contato
com tal solucao resultava na precipitacdo de cobre (EHRLICH, 2001).

Registros historicos indicam que a lixiviagdo de minérios de cobre e sua
cementacdo eram também conhecidas na Europa e na Asia Menor por volta do
século Il d.C.. A técnica era provavelmente conhecida por essas civilizacbes muito
antes desta data. Se esse conhecimento foi trazido da China, levado aos chineses
ou descoberto independentemente, esse fato é desconhecido. A lixiviacdo era a
Unica forma que os povos antigos conheciam para extrair cobre de sulfetos minerais,
uma vez que, antigamente, o processo de fundicdo era conduzido em lareiras e, por
isso, eficaz somente para 6xidos e carbonatos de cobre (EHRLICH, 2001).

A prética da lixiviacdo e da cementacdo de cobre foi refinada com o passar
dos séculos. Os mouros durante a conquista da Espanha parecem ter instituido a
lixiviagdo em pilhas nas minas do Rio Tinto. Em 1752, os espanhdis desenvolveram
um processo de lixiviagao de cobre a partir de minérios parcialmente torrados nesse
mesmo local (ROSSI, 1990). Outros registros relatam que mais de dois milhdes de
toneladas de cobre foram lixiviadas na mina Falen, Suécia, desde 1687
(HALLBERG,1973 apud EHRLICH, 2001, p.128). A cementacdo de cobre foi
utilizada durante varios séculos mas, atualmente, sua pratica foi abolida.

Apesar do longo periodo em que a pratica de lixiviar sulfetos minerais de
cobre foi utilizada, o envolvimento de certos tipos de bactéria nesse processo nao foi
descoberto até meados do século XX, uma vez que a existéncia de bactérias era
desconhecida até a metade do século XVII (EHRLICH, 2001).

A biohidrometalurgia comecou a ser aplicada comercialmente somente na
década de 50 quando foi implementado um processo para biolixiviar cobre presente
em minérios de baixo teor em uma mina da Kennecott Copper em Utah (EUA).
Desde entdo, outras operagbes semelhantes vém sendo realizadas por todo o
mundo (BRIERLEY, J.; BRIERLEY, C., 2001).

A biolixiviacdo em pilhas sofreu diversas modificacbes com o passar dos
anos. Alteracdes no modelo das pilhas para evitar sua queda e otimizacdo da
aeracao foram os principais fatores para a melhoria do processo. A recuperagéo do

metal presente na lixivia por cementacao foi substituida por etapas de extracédo por
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solventes e eletrodeposi¢cao (EHRLICH, 2001). Entretanto, pouco esforco foi feito
para melhorar o componente microbiolégico envolvido nesse processo (BRIERLEY,
J.; BRIERLEY, C., 2001).

A biohidrometalurgia expandiu sua atuagdo para recuperar outros metais
somente na década de 80, quando a primeira planta comercial para pré-tratamento
de um concentrado refratario contendo ouro foi posta em operacdo na Africa do Sul.
Atualmente, a biolixiviagdo em pilhas persiste como um processo de baixo custo
para extrair cobre de minérios que ndo podem ser tratados por outro método do
ponto de vista econémico. Todas as operacdes que lancam méo dessa técnica estao
situadas em paises no hemisfério sul. Deve ser destacado que o trabalho pioneiro
realizado na América do Norte ndo sofreu avancos para ser implementado
comercialmente. Onze plantas de biolixiviagdo de cobre em pilhas e uma “in-situ”
sdo operadas desde 1980, como demonstra a Tabela 1 (BRIERLEY, C., 1997 apud
BRIERLEY, J.; BRIERLEY, C., 2001, p. 234):

Tabela 1 — Plantas comerciais de biolixiviagdo de cobre em pilhas.

Planta Capacidade (ton/d) Anos em operacao
Lo Aguirre, Chile 16000 1980 — 1996
Mina Gunpowder’'s Mammoth, Australia in situ® 1991 - Atualmente
Mt. Leyshon, Australia 1370 1992 — 1998
Cerro Colorado, Chile 16000 1993 — Atualmente
Girilambone, Australia 2000 1993 — Atualmente
Ivan-Zar, Chile 1500 1993 — Atualmente
Quebrada Blanca, Chile 17300 1994 — Atualmente
Andacollo, Chile 10000 1996 — Atualmente
Dos Amigos, Chile 3000 1996 — Atualmente
Cerro Verde, Peru 15000 1996 — Atualmente
Zaldivar, Chile =~ 20000 1998 — Atualmente
S&K Copper Project, Myanmar 15000 1998 — Atualmente

! reserva aproximada de 1,2 milhdes de toneladas.
Fonte: BRIERLEY, J. A.; BRIERLEY, C. L., 2001, p. 234.

A planta de Quebrada Blanca é um dos melhores exemplos para ilustrar a
evolucdo da biohidrometalurgia na area de mineracao. Ela esta localizada no norte
do Chile em uma altitude de 4400 metros e contraria as criticas que recebeu antes
de sua implantacéo de que as bactérias envolvidas no processo de biolixiviagdo nao
agiriam eficazmente sob as baixas temperaturas e a baixa pressdo parcial de
oxigénio encontrada na regido (BRIERLEY, J.; BRIERLEY, C., 2001). Nessa planta,
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17.300 toneladas por dia de sulfeto mineral sdo moidas de forma que sua
granulometria seja 100% inferior a 9 mm e posteriormente sdo aglomeradas com
acido sulfurico e agua quente e amontoadas para formar pilhas de 6 m a 6,5 m de
altura. A atividade bacteriana é facilitada gracas a aeracao utilizando um conjunto de
linhas de ar instaladas sob a pilha e ventiladores de baixa pressédo. A monitoragao
do processo bacteriano inclui medidas de respiragdao no local (BRIERLEY, J.;
BRIERLEY, C., 2001).

Outro exemplo de sucesso da biolixiviagcdo em pilhas é a mina de Talvivaara
na Finlandia. Ela compreende uma das maiores reservas conhecida de niquel em
toda a Europa, com um bilhdo de toneladas de minério, o suficiente para uma
producédo desse metal por um periodo minimo de 45 anos (RIEKOLLA-VANHANEN,
2010).

Para avaliar a viabilidade desse método de extracdo frente as baixas
temperaturas da regido, foi posta em operacdo uma planta-piloto em maio de 2005.
O tamanho da pilha foi grande o suficiente para gerar uma elevada quantidade de
calor no seu interior. A oxidacéo de pirrotita (Fe; xS, onde x = 0 a x = 0,2) e pirita
(FeS,) foi responsavel por esse fato. No interior da pilha, houve um gradiente de
temperaturas, variando de 30°C a 90°C, aproximadamente (RIEKOLLA-VANHANEN,
2010).

Apds 400 dias de operacdo, a extracdo de niquel obtida foi de 80%. Os
valores de extracdo de zinco alcangaram esse mesmo patamar apos 480 dias. Além
de zinco, cobre e cobalto foram subprodutos desse processo. Contudo, para a
extracdo desses dois ultimos, a pilha foi transportada para outro local proximo e
revolvida para que areas que ndo entraram em contato anteriormente com a solu¢ao
lixiviante pudessem ser lixiviadas. Assim, as extragdes de cobre e cobalto foram de,
aproximadamente, 22% e 35%, respectivamente, apdés trés anos de operacéo
(RIEKOLLA-VANHANEN, 2010).

E estimado que essa mina produza anualmente por volta de 50 mil toneladas
de niquel quando estiver totalmente operacional. Além disso, ela deve produzir por
ano 90 mil toneladas de zinco, 15 mil toneladas de cobre e 1.800 toneladas de
cobalto (RIEKOLLA-VANHANEN, 2010).

A biolixiviagdo em pilhas vem obtendo resultados satisfatorios na extragédo de

cobre de sulfetos metélicos secundarios, como a calcocita (Cu,S), em diversos
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paises. Entretanto, a lixiviacdo em pilhas da calcopirita, um refratario sulfeto de
cobre primério, ainda nao foi implementada em escala comercial (WATLING, 2006).

Os processos biohidrometallirgicos para a extracdo de metais e 0s que
contribuem para extrai-los estao principalmente associados a mineragao de ouro e
de cobre. Contudo, eles também vém sendo utilizados para a recuperagéo de zinco,
niquel e cobalto (POULIN; LAWRENCE, 1996).

Essa técnica requer pequeno gasto com insumos (&cidos e agentes
oxidantes) por serem produzidos pelo préprio microorganismo, baixos custos de
energia, de investimento de capital, de operacédo, além de reduzida mao-de-obra
especializada na operacdo em relacdo aos demais processos de beneficiamento de
metais e de aproveitamento de rejeitos de minérios contendo metais em baixo teor.

A acao natural de bactérias presentes no minério promove a oxidacdo do
sulfeto insoltvel ligado ao metal de interesse (MS, onde M é o metal-alvo) ao sulfato
soluvel correspondente (MSO,4). Em alguns casos, como no caso da lixiviacdo
bacteriana de urénio, o metal de interesse ndo esta sob a forma de sulfeto. Neste
caso, a oxidacdo é realizada mediante atuacdo bacteriana em algum sulfeto
presente no minério para que haja formacdo de agentes lixiviantes como o ion
férrico (Fe®"), solubilizando o metal nado-sulfetado. A biolixiviagdo em tanques
agitados € utilizada para concentrados de ouro refratarios, nos quais o ouro esta
presente na matriz pirita/arsenopirita. Esse € um processo que consiste na utilizacdo
de tanques arranjados em série ou paralelo. Os tanques sao alimentados com o
concentrado, microorganismos, nutrientes e ar, fornecendo o oxigénio necessario
para as reacoes de lixiviagdo (MORIN, 2006). Devido ao seu custo operacional mais
elevado quando comparado a lixiviagdo em pilhas, essa técnica € empregada
principalmente no pré-tratamento de concentrados contendo ouro na sua
composicao.

A complexidade do minério do qual se deseja extrair um metal de interesse
também é um fator relevante para a escolha do método mais adequado para o seu
processamento. A presenca de impurezas e outros minérios associados faz com que
a (bio)hidrometalurgia seja a Unica opcao viavel economicamente para dissolver tais
minérios (NORGATE; JAHANSHAHI, 2010).

Como exemplo, 70% do niquel disponivel na crosta terrestre esta na forma
de lateritas e os 30% restantes na forma de sulfetos. Contudo, as lateritas sao

responsaveis por apenas 40% da producdo desse metal. A complexidade
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mineraldgica e quimica dos minérios lateriticos faz com que o seu processamento
seja mais complicado, uma vez que esses compostos apresentam dificuldades para
serem concentrados. Os sulfetos e, aproximadamente, 35% das lateritas sé&o
processados pela pirometalurgia enquanto que o restante desses complexos
minérios sao tratados por métodos hidrometallrgicos (NORGATE; JAHANSHAHI,
2010).

Atualmente, a biohidrometalurgia ndo €é mais vista como uma técnica
promissora e sim € reconhecida como uma alternativa ou processo complementar
para a recuperacao e obtencdo de metais de minérios de teores reduzidos ou de alta

complexidade mineral6gica e quimica.

2.2 Acidithiobacillus ferrooxidans

Entre 1950 e 1951, Temple e Hinkle relataram que a drenagem acida de
minas de carvao era resultado da oxidacdo bacteriana de inclusbes de pirita em
veios de carvdo betuminoso expostas ao ar e a umidade (COLMER; TEMPLE;
HINKLE, 1950; TEMPLE; COLMER, 1951). Durante a mesma época, surgiram 0S
primeiros relatérios de bactérias envolvidas na lixiviacdo de cobre (BRYNER et al.,
1954; BRYNER; ANDERSON, 1957; BRYNER; JAMESON, 1958 apud EHRLICH,
2001, p. 128). Além disso, L.C. Bryner, J.V. Beck e seus alunos na universidade
Brigham Young em Provo, Utah (EUA) encontraram as mesmas bactérias,
Thiobacillus ferrooxidans e Thiobacillus thiooxidans, em drenagem de uma mina de
cobre em Bingham Canyon, Utah.

Estes mesmos autores demonstraram em experimentos de laboratério que T.
ferrooxidans era capaz de lixiviar varios sulfetos minerais de cobre assim como a
molibdenita (MoS;). Contudo, ela somente era lixiviada na presenca de pirita. 1Sso
decorria da oxidacao da pirita que gerava ion férrico, o qual precipitava molibdato,
toxico para a bactéria. Pouco tempo depois, a biolixiviagdo de outros sulfetos
minerais como esfalerita (ZnS), pentlandita (NiS) e galena (PbS) foi relatada.

Ela foi reclassificada por Kelly e Wood (2000) como Acidithiobacillus
ferrooxidans e, das espécies envolvidas na biolixiviacdo de sulfetos minerais, é a
mais estudada e, consequentemente, a mais utillizada nos processos

biohidrometallrgicos. Ela é quimiolitotréfica autotrofa e obtém energia através da
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oxidacdo de fons Fe*" e diversos compostos de enxofre como enxofre elementar,
tiossulfato, tritionato, tetrationato e sulfato (SCHIPPERS, 2006).
A estequiometria da reacéo de oxidacao do ion Fe?* pelo A. ferrooxidans pode

ser vista na equagéo 2:

4FeS0, + 0 + 2H,S0, — 2Fey(S04)s + 2H,0 )

Além do Fe?', a espécie oxida ainda formas reduzidas de enxofre para a

producao de energia:

25°% + 30, + 2H,0 — 2H,S0, (3)

Na,S,03 + 20, + H,O — Na,SO4 + H,SO, (4)

Em 1964, foi relatado que A. ferrooxidans detinha a capacidade de oxidar a
arsenopirita (FeAsS). Durante esse processo, 0 arsenato, As>", formado é resultado
da oxidacdo quimica do arsenito, As®", pelo ion férrico gerado pela bactéria de
acordo com a equacao 5 (HOQUE; PHILIP, 2011):

2H3AsO5 + 2Fe® + 2H,0 > 2H3As0, + 2Fe®” + 4H* (5)

Décadas depois, Eric Livsey-Goldblatt propds que esse microorganismo
poderia ser utilizado para biobeneficiar minérios de ouro piritico em um processo de
biooxidacdo que seria significativamente mais econémico do que o tratamento
pirometallrgico, baseado em testes realizados em laboratério (EHRLICH, 2001).

Esse processo se provou viavel economicamente e € utilizado até hoje para
pré-tratamento de minérios de ouro piritico. Nesse tipo de minério, a pirita e a
arsenopirita recobrem o ouro, tornando-o inacessivel a agentes lixiviantes como
cianeto ou tiouréia. A oxidacdo parcial da pirita e da arsenopirita torna o ouro
disponivel para a extracdo e, a0 mesmo tempo, diminui 0 consumo de cianeto
durante o processo (EHRLICH, 2001).

Ha varios relatos na literatura de que essa bactéria pode oxidar outros
sulfetos minerais como calcocita (Cu,S), bornita (CusFeS,), calcopirita, covelita

(CuS), enargita (3Cu;S.As;,Ss), pirita, marcasita (FeS,), stibnita (Sb,Ss), pirrotita,
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tetraedrita (CugSb,S7) e sulfeto de galio (GaS). A. ferrooxidans também apresenta
atividade oxidante sobre diversos sulfetos sintéticos como CdS, CoS, CuS, CusS,
FeS, MnS, MoS;, NiS, PbS, SnS e ZnS (SCHIPPERS, 2006).

A capacidade de oxidar ions ferrosos (e pirita) € a principal caracteristica
dessa espécie do género Acidithiobacillus. Durante seu crescimento em compostos
sulfurosos, foi observado que essa bactéria acumula depdsitos estreitos de enxofre
gue estdo predominantemente associados a sua parede celular. Esse
microorganismo também cresce anaerobicamente tendo compostos de enxofre
como doador de elétrons e fons Fe** como aceptores eletrénicos (SCHIPPERS,
2006). Esta energia é utilizada para a fixacdo de CO, atmosférico, sua fonte de
carbono.

O A. ferrooxidans € um microorganismo ndo patogénico e se apresenta como
bastonetes Gram-negativos com dimensdes médias de 0,5 a 0,6 pm de diametro por
1,0 a 2,0 um de comprimento. Apresentam flagelo polar e se reproduzem através de
divisdo binéaria simples (HOLT, 1994). A espécie é considerada um microorganismo
mesofilico sendo 30°C a temperatura ideal de crescimento. Porém, essa espécie
ainda apresenta atividade metabdlica entre 10°C e 37°C. Essa bactéria € acidofilica,
pois seu pH ideal para crescimento € ao redor de 1,8. Acima de pH 4,5 ou abaixo de
pH 1,3, a bactéria ndo apresenta crescimento (SCHIPPERS, 2006).

Como A. ferrooxidans sobrevive em um habitat com altas concentracdes de
ions metalicos, essa espécie € resistente a muitos metais catidnicos, embora metais
sob a forma de oxianions tendam a ser altamente toxicos. Por exemplo, foi
observada atividade metabdlica dessa bactéria em altas concentracdes de metais
como: 800 mM de Cu®, 1071 mM de Zn**, 500 mM de Cd** e 1000 mM de Ni**. Este
microorganismo também tolera uma quantidade alta de arsénio (84 mM de As®)
(SCHIPPERS, 2006).

Essas caracteristicas tém atraido uma consideravel atencéo nos ultimos anos,
nao somente pelo desafio que essas descobertas tém causado nos conhecimentos
dos limites da vida microbiana, mas principalmente pelo seu potencial

biotecnoldgico.
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2.3 Mecanismos de Interacdo Bactéria/Substrato

A primeira hipotese criada para explicar a interagcdo entre microorganismos e
sulfetos metélicos durante sua oxidacao foi feita por Silverman e Ehrlich (1964 apud
WATLING, 2006, p. 88). Sua hipétese evoluiu para uma complexa descricdo
quimica/eletroquimica/bioquimica das interacfes bacterianas com o0s sulfetos
metalicos (WATLING, 2006).

Existem trés mecanismos pelos quais microorganismos (especificamente A.

ferrooxidans) podem interagir com um sulfeto metalico:

2.3.1 Mecanismo Indireto

A principal fungédo de A. ferrooxidans nesse mecanismo é regenerar 0 ion

férrico (Fe*) a partir do fon ferroso (Fe?*) na solucao:
2Fe’”" +% 0,+2H" > 2Fe* + H,0 (6)
O fon Fe?" provém da oxidac&o quimica do sulfeto metalico pelo fon Fe**:
2 Fe* + MS > 2 Fe®" + M** + S° (7)
Na equacdo 7, MS representa o sulfeto metalico e M** é o fon metélico
bivalente formado.
Além de oxidar Fe?*, a bactéria oxida o S°, formado na oxidacdo quimica do
sulfeto metélico, a acido sulftrico (H,SO,4) (EHRLICH, 2001):

S%+ 1 0, + H,0 > H,S0, (8)

Segundo Garcia Junior e Urenha (2001), para a calcopirita o mecanismo

indireto pode ocorrer pela equacao a seguir:

CuFeS, + 2 Fez(SO4)3 - CuSO,4 +5FeSO, + 2 SO (9)
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Tanto o Fe®* quanto H,SO, sdo agentes lixiviantes que promovem a
dissolugcéo dos metais presentes no sulfeto. Sendo assim, pode-se afirmar que esse

microorganismo possui uma fungao catalitica nesse mecanismo.

2.3.2 Mecanismo Indireto de Contato

Os microorganismos se aderem & superficie do sulfeto metéalico e oxidam Fe?*
a Fe*" no interior de um biofilme compreendido entre a bactéria e seu material exo-

polimérico. Esses ions férricos gerados oxidam o sulfeto (CRUNDWELL, 2003).

2.3.3 Mecanismo Direto de Contato

pY

As bactérias aderidas a superficie do sulfeto metalico oxidam esse ultimo
biologicamente e diretamente. Ndo sdo necessarios ions férricos ou ferrosos nesse
processo (WATLING, 2006). Ocorre uma oxidagao enzimatica com elétrons sendo
transportados para uma molécula de O,. Esses elétrons s@o provenientes da fragédo

reduzida do mineral, geralmente o sulfeto (EHRLICH, 2001):

MS + 1% 0, + 2 H > M* + H,0 (10)

2.4. Calcopirita

A calcopirita € a mais abundante e importante fonte de cobre disponivel na
crosta terrestre, porém € a mais dificil de ser lixiviada quimicamente ou por bactérias
(JOHNSON et al., 2008). Ela é constituida de partes aproximadamente iguais de
cobre, ferro e enxofre. A formula quimica € geralmente descrita como CuFeS,, uma
vez que o cobre esta principalmente no estado cuproso e o ferro no estado férrico.
Ela é encontrada associada a muitos sulfetos minerais de origem magmatica em
rochas igneas e em sedimentos. Também pode ocorrer em zonas secundarias de
enriquecimento de muitos depositos minerais (THE BOARD OF REGENTS OF THE
UNIVERSITY AND COMMUNITY COLLEGE SYSTEM OF NEVADA, 2004).

Um dnico cristal de calcopirita se comporta como um tipico semicondutor com
uma condutividade elétrica entre 8 e 20 ohm™ cm™. E antiferromagnética com uma

dureza entre 3,5 e 4,0 na escala Mohr. Esta intimamente relacionada a bornita
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(CusFeS,), a idaita (CusFeSg) e a cubanita (CuFe,S3) (THE BOARD OF REGENTS
OF THE UNIVERSITY AND COMMUNITY COLLEGE SYSTEM OF NEVADA, 2004).

A estrutura cristalina da calcopirita é tetragonal, proxima a cubica, e €
aproximadamente o dobro da correspondente a esfalerita. Cada atomo metélico (Cu
e Fe) esta coordenado por um tetraedro de atomos de enxofre e o atomo de S por
um tetraedro de dois atomos de cobre e dois atomos de ferro. Entretanto, o &tomo
de enxofre estda levemente deslocado para o centro do tetraedro metdlico, em
direcdo a aresta Fe-Fe (THE BOARD OF REGENTS OF THE UNIVERSITY AND
COMMUNITY COLLEGE SYSTEM OF NEVADA, 2004).

A Figura 1 ilustra a estrutura cristalina da calcopirita. No primeiro e no quinto
planos, correspondentes as faces inferior e superior do prisma tetragonal, os &tomos
de ferro estéo localizados nos angulos retos enquanto que os atomos de cobre estdo
situados no centro das faces. No terceiro plano, centro do prisma, a ordem é
invertida. No segundo e no quarto planos, dois atomos de cobre estéo ligados a dois
atomos de enxofre. Porém, ha dtomos de ferro sob os 4&tomos de cobre no segundo
plano e vice versa no quarto plano (CORDOBA et al., 2008).

Figura 1 - Estrutura cristalina da calcopirita.
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Fonte: CORDOBA, 2008, p. 81.

A distancia interatdmica de Cu-S é de 230,2 pm enquanto que para Fe-S, ela
€ igual a 225,7 pm. Uma das principais propriedades desse sulfeto é a sua alta
refratariedade, consequéncia da sua energia de formacgéao de rede cristalina que é de

aproximadamente 17000 kJ.mol™. A ligacdo é essencialmente covalente com os
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atomos se alternando entre dois estados idnicos, Cu‘Fe®'S,” e Cu*Fe®*S,*. E
sugerido que a resisténcia da calcopirita ao ataque bacteriano se deva
principalmente a esses dois estados i0nicos. A primeira espécie € mais resistente do
gue a segunda a acédo de microorganismos (THE BOARD OF REGENTS OF THE
UNIVERSITY AND COMMUNITY COLLEGE SYSTEM OF NEVADA, 2004).

A camada de enxofre que se forma na superficie da calcopirita € passivadora
e altamente protetora, diminuindo a velocidade das reagdes de lixiviacdo e,
consequentemente, a sua dissolucdo. Segundo a literatura esta camada pode ser
constituida de polissulfetos de cobre (CuS,) (HACKL et al., 1995).

Andlises de XPS revelaram a existéncia de enxofre em trés estados diferentes
(S%, S° e S quando os experimentos foram realizados sob uma combinacéo de
lixiviagdes quimica e bacteriana (BALAZ et al., 1996). Outros pesquisadores afirmam
gue o enxofre é elementar (ANTONIJEVIC et al., 1994). Também é afirmado que as
propriedades do enxofre variam com as condicdes experimentais. Quando foi
monitorado por alguns dias, o enxofre alterou sua coloracéo, tornando-se mais claro,
devido a sua transformacdo para a fase rombica (BIEGLER; SWIFT, 1979).
Entretanto, ndo h& consenso quanto a natureza do enxofre associado a camada
passivadora formada durante a lixiviagdo da calcopirita.

A extracdo de metais de sulfetos metélicos pode ser realizada por processos
oxidativos, em geral, a lixiviacdo da calcopirita em solugdo &acida contendo ions
férricos procede de acordo com a equacdo 9. Com o ion férrico como agente
oxidante, nesta reacéo, o sulfeto metélico € oxidado a enxofre elementar (GARCIA
JUNIOR; URENHA, 2001).

A solucao acida, na presenca de oxigénio e bactéria, também pode promover
a oxidac&o da calcopirita de acordo com a reacao 11 (GARCIA JUNIOR; URENHA,
2001).

2CuFeS, + 80, + H, SO, » 2CuS0O, + Fez(SO4)3 + H,O (11)

A biohidrometalurgia é aplicada em diversos paises em desenvolvimento,
como o Brasil. Levando em consideracéao todas as desvantagens apresentadas pelo
método pirometallrgico convencional de dissolu¢do da calcopirita, tanto ambientais

guanto econémicas, e as dificuldades em lixivia-la, € de extrema importancia que os
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paises em desenvolvimento que langcam méao dessa técnica invistam em pesquisa e

otimizacdo dos processos ja existentes (ACEVEDO, 2002).

2.5 Nanoparticulas

Estudos nas areas de nanotecnologia e nanociéncia receberam uma grande
atencado na Ultima década. Esses estudos envolvem diversas areas de pesquisa e de
atividades industriais, desde ciéncias fundamentais (fisica, quimica e biologia) a
ciéncias aplicadas, como eletrbnica e de materiais, em escala hanométrica (1Inm =
10°m). Um dos maiores avancos nos estudos em nanotecnologia e nanociéncia é a
producéo e aplicacdo de nanoparticulas em ciéncias biologicas (LIU, 2006).

Em geral, nanoparticulas apresentam dimenso@es inferiores a 100 nm, contém
de 20 a 15.000 atomos e existem em um ambiente governado pelas escalas
guanticas e Newtonianas (LIU, 2006). As nanoparticulas de determinados materiais
apresentam propriedades Unicas que diferenciam dos materiais de origem. Essas
propriedades podem ser eletrdnicas, Opticas, magnéticas, mecanicas, reatividade
quimica etc.

Nanoestruturas possuem tamanho intermediario entre as estruturas
moleculares e microscopicas. Vistas como moléculas, sédo tdo grandes que permitem
observar o comportamento quantico. Quando sdo analisadas como materiais, séo
tdo pequenas que possuem aspectos ndo vistos em estruturas maiores (mesmo a
0,1 um) (TARTAJ, 2004).

Elas podem ser produzidas a partir de diferentes materiais em formas
diversas como esferas, hastes, fios e tubos. As nanoparticulas podem ser
classificadas com base no tipo de material em metédlicas, semicondutoras e
poliméricas.

Suas aplicacbes séo relatadas em diversas areas incluindo materiais
avancados, eletrdnicos, magnéticos e optoeletronicos, biomedicina, farmacos,
cosmeéticos, energia e catalise, além de monitoracdo e deteccdo ambiental (LIU,
2006).

Do ponto de vista tecnoldgico, as nanoparticulas podem ser trabalhadas
guimicamente, através da modificacdo de suas superficies com moléculas
especificas ou polimeros, ampliando enormemente suas aplica¢cdes. Nanoparticulas

de materiais semicondutores, por exemplo, seleneto de cadmio (CdSe) e sulfeto de
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zinco (ZnS), ja estao sendo utilizadas como marcadores biolégicos fluorescentes em
funcdo de sua maior estabilidade em relacdo aos corantes orgéanicos tradicionais,
possibilitando o rastreamento das moléculas receptoras por tempos mais longos
(TOMA, 2005).

Na area da biotecnologia, particulas nanomagnéticas sao utilizadas
principalmente para auxiliar na separacgéao, purificacdo e concentracéo de diferentes
biomoléculas. Para separar magneticamente um material bioldgico de interesse
como, por exemplo, uma célula especifica, uma proteina ou fragmentos de DNA, de
uma matriz mais complexa. Geralmente sdo empregadas esferas de 6xido de ferro
(Fe,O3 ou Fe304) com diametros que variam de poucos nanbémetros a alguns
micrdmetros. Essas particulas sdo denominadas superparamagnéticas porque Sao
atraidas por um campo magnético, mas nao retém magnetismo residual apos a
remocao desse campo (TARTAJ, 2004).

Uma aplicacdo comum de nanoparticulas superparamagnéticas € a
separacdo de células imunoespecificas. Um anticorpo especifico e particulas
nanomagnéticas sdo misturados para imobilizacdo do material biolégico na
superficie das nanoparticulas. Em seguida, as particulas sdo imersas em uma
solucéo contendo células, proteinas e/ou antigenos de interesse. As nanoparticulas
se ligam as superficies das células desejadas e essas biomoléculas podem ser
coletadas através de um ima que atrai as nanoparticulas. Métodos similares sao
empregados no isolamento ou remocao de varios tipos de células incluindo
linfécitos, células tumorais ou antigenos especificos (TARTAJ, 2004).

Outra aplicacao de particulas nanomagnéticas na biotecnologia € o transporte
de medicamentos ministrados, no tratamento do cancer, para tumores. Essas drogas
apresentam radioatividade e séo retidas nas particulas magnéticas, as quais sao
injetadas no paciente. Entdo, com o posicionamento de um campo magnético sobre
o tumor, as nanoparticulas contendo o medicamento sédo atraidas para uma area
especifica do paciente onde as células tumorais sédo atacadas seletivamente
(TARTAJ, 2004).

As nanoparticulas também s&o aplicadas em estudos ambientais. Varias
pesquisas utilizaram nanoparticulas bimetalicas como um oxidante efetivo, ao invés
de metal granular de valéncia zero, na remocéo de contaminantes ambientais. Esses
experimentos séo justificados pelo fato de que particulas nanométricas podem se

difundir e penetrar em uma zona de contaminacao onde microparticulas nédo podem
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alcancar. Além disso, elas apresentam uma reatividade superior com contaminantes
suscetiveis a reacdes de 6xido-reducédo em relagédo a particulas micrométricas (LIU,
2006).

Como exemplo de tal aplicacdo, pode ser citado que Oxidos recobertos com
ferro metalico podem formar complexos fracos com contaminantes como tetracloreto
de carbono (CCl,). Através de transferéncia de elétrons, CCl, pode ser reduzido a
metano (CH4), monéxido de carbono (CO) ou formiato (CHO?). Além disso,
nanotubos de TiO, podem ser utilizados para degradar pentaclorofenol (C¢HClsO)
através de uma reacéao fotoeletrocatalitica (QUAN et al., 2005).

Nanoparticulas poderdo ser utilizadas em um futuro proximo para imobilizar
células microbianas que degradam ou recuperam compostos especificos.
Diferentemente do método convencional para imobilizacdo de células em um meio
de dimensbes micrométricas ou sobre uma superficie fixa, nanoparticulas
magnéticas de Fe30, foram funcionalizadas com oleato de amoénio e utilizadas no
recobrimento da superficie de Pseudomonas delafieldii (SHAN et al., 2005).

Embora as nanoparticulas sejam alvo de grande interesse gragcas as suas
mais diversas aplicacdes, varios estudos demonstraram os seus efeitos potenciais
adversos na saude humana e no meio ambiente (AITKEN; CREELY; TRAN, 2004).
E provavel que residuos gerados durante a producéo e utilizacio desses materiais
estejam presentes em diversos ambientes em um futuro préximo. H& uma grande
possibilidade de que seres humanos estejam expostos a essas nanoparticulas
atraves de inalacdo, adsorcéo pela derme e digestéo (LIU, 2006).

Os efeitos potenciais das nanoparticulas na saude ainda nédo estao claros.
Entretanto, estudos revelaram que esses materiais podem ser absorvidos pela
superficie de membranas celulares e possivelmente digeridas e degradadas nas
células, provocando efeitos citotoxicos. Nanofios e nanotubos podem se comportar
de maneira semelhante a microagulhas, danificando paredes celulares e
prejudicando o crescimento de células (LIU, 2006).

O efeito téxico potencial das nanoparticulas nos organismos presentes na
natureza ainda é desconhecido. Porém, com a atual pratica de descarte de residuos
nanoparticulados, esses materiais fatalmente encontrardo rotas que levam as redes
de esgoto e, consequentemente, a estacdes de tratamento de efluentes, atingindo
eventualmente ambientes aquaticos dos mais diversos. Portanto, € necessario

compreender 0s riscos potenciais das nanoparticulas na sautde humana e em outros
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organismos enquanto a utilizacdo desses materiais continuar sendo empregado na
medicina e em outros estudos cientificos (LIU, 2006).

Em relagdo a lixiviagdo, o Unico estudo envolvendo nanoparticulas foi
publicado por Misra e Fuerstenau (2005). Os autores demonstraram que a adi¢ao de
nanoparticulas de silica (SiO,) promoveu um aumento nos valores de dissolugédo da
calcopirita através de lixiviagdo quimica mediante a utilizacdo de agentes oxidantes
(FeCls, Fex(S04)3 € H202), meio reacional acido e temperatura moderada.

Como melhor resultado, a dissolucdo da calcopirita atingiu cerca de 85% apés
72h utilizando 40 g.L™ de FeCl; como agente oxidante e 17,5 g.L* de silica
nanoparticulada quando o experimento foi conduzido a 75 °C. Contudo, na auséncia
de nanoparticulas e sob as mesmas condicbes a dissolucdo do sulfeto foi de
aproximadamente 70%.

Este estudo, publicado em 2005, deu origem a uma patente (THE BOARD OF
REGENTS OF THE UNIVERSITY AND COMMUNITY COLLEGE SYSTEM OF
NEVADA, 2004) na qual os autores declaram que a adicdo de uma substancia
lixiviante e um composto contendo silica ou titAnio a um sulfeto mineral de cobre
resultam em extraces superiores desse metal.

O papel das nanoparticulas ainda é desconhecido embora os autores tenham
afirmado que pesquisa seria feita na tentativa de elucidar o mecanismo envolvido
nesse processo. O fato € que, até o presente momento, nada foi publicado sobre
esse assunto.

Com os resultados promissores observados para a lixiviacdo quimica da
calcopirita apdés a adicdo de nanoparticulas de silica, deve ser questionado se a
utilizacdo de microorganismos oxidantes de sulfetos minerais, aliada as particulas
nanomeétricas, promoveria a extracao de cobre a valores superiores aos ja relatados
na literatura. Além disso, as interacfes que ocorrem durante o processo de lixiviacao
entre as nanoparticulas e esse importante sulfeto mineral devem ser mais bem

compreendidas.
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3 OBJETIVOS

Avaliar o efeito da adicdo de nanoparticulas polares e apolares no
crescimento de A. ferrooxidans LR bem como determinar a influéncia do material
nanoparticulado estudado na biolixiviagcdo da calcopirita por esse mesmo

microorganismo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagem Bacteriana

Para a realizacdo dos ensaios foi utillizada a linhagem bacteriana
Acidithiobacillus ferrooxidans LR, isolada de licor de lixiviacdo estatica de minério de
uranio proveniente da mina de Lagoa Real-Bahia (GARCIA JUNIOR, 1991). Essa
linhagem foi a escolhida porque, dentre todas as linhagens conhecidas dessa

bactéria, é a mais estudada.

4.2 Amostra Mineral

Foi utilizada a calcopirita mineral fornecida pela Companhia Vale proveniente
da mina de Sossego/PA. O sulfeto de cobre e ferro foi processado em moinho de
bolas para uma granulometria 100% inferior a 200 mesh (75 pm). Uma analise do
sulfeto utilizado nesse trabalho realizada no CNEN-COLAB (Pocos de Caldas, MG)

e 0s resultados apresentaram como impurezas principais, calcio e silicio (Tabela 2).

Tabela 2 - Composi¢c&o quimica da calcopirita utilizada.

Elemento Massa (%) Desvio
Ferro 27,3 0,1
Cobre 23,0 0,2

Enxofre (piritico) 22,5 0,1
Enxofre (sulfatico) 0,390 0,03
Enxofre (total) 22,9 0,1
Silicio 3,20 0,2
Célcio 7,00 0,1

Fonte: HORTA, 2008, p. 46.

Pode ser visto pelo difratograma da Figura 2 que as impurezas mais
importantes encontradas na amostra de calcopirita utilizada foram quartzo (SiO,) e
compostos fosfatados de calcio como Cajp(PO4)eS, CagHPO4(PO4)sOH e
Cas(PO.,);0H.
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Figura 2 - Difratograma de raios-X obtido para a calcopirita utilizada. A barra lateral indica a

intensidade dos picos e os simbolos indicam: calcopirita (c), quartzo (q) e compostos
fosfatados de célcio (fc).

C
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!

Fonte: HORTA, 2008, p. 47

4.3 Meio de Cultivo e Obtencéo de Células

Para a manutencdo periddica da linhagem bacteriana A. ferrooxidans LR,

adaptacdo do microorganismo ao sulfeto mineral, avaliacdo do efeito das
nanoparticulas no crescimento microbiano e obtencdo de indéculo para os
experimentos de biolixiviacdo, foi utilizado o meio T&K com pequenas modificacbes
(TUOVINEN; KELLY, 1973). A composicdo e o modo de preparacdo do referido

meio estdo descritos a seguir: solugdo A, contendo os sais minerais, e solucdo B

contendo sulfato ferroso (FeSO,4-7H,0) como fonte energética com pH 1,8 corrigido

com H,SO, concentrado.

Solucéo A:

(NH4)2804 .................................................................................................... 0,5 g
KHP O 4 e 059
MOS0 TH20 et 0,59
PH(H2SO4 CONCENTIATO). ... .o it e e 1,8

AgUA deStilada ..........oovviiiiiiiiii e ————— 800 mL
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Solucéo B:

] @ YT o P J U USRI 33,39
(o] [ PIST@ F o] g Tol=T 1 =T o ) 1RSSR 1,8
o To [0 = W o (1S3 1] =T - 200 mL

A solucéo A foi esterilizada em autoclave (120°C, 20 min), e a solugao B por
filtracdo em membrana de acetato de celulose (0,45 pym de diametro de poro —
Millipore® — HAWP 04700). No momento do uso as solugbes A e B s&o misturadas
na proporcao de 4:1.

Antes dos experimentos foi realizada a adaptacdo de A. ferrooxidans LR ao
sulfeto mineral estudado. Essa climatizagcdo consiste em substituir a fonte energética
em etapas sucessivas. Partindo de uma aliquota retirada de um in6culo no final da
fase log de crescimento, FeSO4-7H,0 foi substituido pela calcopirita em pequenas
guantidades semanalmente. As células apresentaram 0 mesmo comportamento
quanto ao seu crescimento, mesmo apos a substituicdo total da fonte energética, e

foram, posteriormente, utilizadas nos ensaios.
4.4 Nanoparticulas
Foram utilizados compostos com granulometria inferior a 100 nm e que,

portanto, podem ser considerados como nanoparticulas. Todos estdo descritos a

seqguir:

Nanoparticulas Apolares

1.  Silica com superficie modificada com dimetildiclorosilano CAB-O-SIL®
TS-610, area superficial de 125 m?/g, fornecida pela Cabot Corporation®, Billerica,
Estados Unidos (AP).

Nanoparticulas Polares

2. Diodxido de silicio ou silica (SiO,) CAB-O-SIL® M5, area superficial de
200 m?/g, fornecida pela Cabot GmbH®, Werk Rheinfelden, Alemanha (P/M5).
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3. Silica CAB-O-SIL® H-5, area superficial de 300 m?g, fornecida pela
Cabot GmbH®, Werk Rheinfelden, Alemanha (P/H-5).
4.5 Ensaios de Oxidacao do jon Ferroso (Fe*")

Esses ensaios tiveram como finalidade avaliar o efeito da adicdo de
nanoparticulas no crescimento da linhagem bacteriana a ser utilizada acompanhado
pela oxidacdo de Fe?". Os ensaios foram realizados em meio T&K na auséncia e
presenca das nanoparticulas em estudo em diferentes concentracfes [0,5%; 1,0%;
2,5% e 5,0% (m/v)]. O volume total da solugado nos frascos foi igual a 50 mL com
in6culo de 5% (v/v) de células de A. ferrooxidans LR. Os frascos foram mantidos sob
agitacdo constante (150 rpm) a 30°C até oxidacéo total de Fe?*. Aliquotas de 1 mL
foram retiradas em diferentes intervalos de tempo para posterior titulagdo com
dicromato de potéassio (K,Cr,07) (VOGEL, 1981) com a finalidade de se determinar a
concentracdo de Fe** remanescente na solugao.

A determinacdo de ion ferroso foi realizada em duplicata segundo
procedimento descrito por Vogel (1981), pelo qual aliguotas de 1 mL do

sobrenadante foram retiradas para a andlise imediata de Fe®" nos intervalos de

tempo determinados ou até a oxidacdo completa de Fe*".

Reagentes

H3PO4:H,SO,4 (1:1) 2,0 mL
Difenilaminosulfonato de bario (Cz4H20BaN20sS>) 0,3% (m/v)
Agua Destilada 50 mL
K2Cr,07 Agente Titulante

Procedimento

Foram retiradas aliquotas de 1 mL de amostra de cada um dos frascos. As
mesmas foram acidificadas com 2 mL de solugéo H3PO4:H,SO,4 na proporcéo de 1:1.
Depois, o volume do frasco de titulacdo foi completado a 50 mL com agua destilada
e foram adicionadas cinco gotas do indicador difenilaminosulfonato de bario para
posterior titulacdo com K,Cr,O7. A titulacdo prosseguiu até mudanca de coloracao

da solucao (verde clara para lilas).
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4.6 Ensaios de Biolixiviagdo em Frascos Agitados

Foi realizado previamente o crescimento da linhagem bacteriana na presenca
da calcopirita, como unica fonte de energia.

Os ensaios foram efetuados em erlenmeyers de 250 mL contendo a solugao
“A” do meio T&K e calcopirita em densidade de polpa de 2,5% (m/v). Em cada um
dos frascos foi inoculado 5% (v/v) de um meio previamente crescido de A.
ferrooxidans LR. O volume final em cada um dos frascos foi 150 mL. Para cada uma
das condi¢cdes estudadas houve o respectivo controle abidtico. As condi¢des

analisadas estdo descritas abaixo:

a) 150 mL de solugdo A do meio de cultura T&K e calcopirita 2,5% (m/v)
(Condicao-controle);

b) 150 mL de solucdo A do meio de cultura T&K, calcopirita 2,5% (m/v) e
nanoparticulas 0,25% (m/v);

c) 150 mL de solugédo A do meio de cultura T&K, calcopirita 2,5% (m/v) e
nanoparticulas 0,5% (m/v);

d) 150 mL de solucdo A do meio de cultura T&K, calcopirita 2,5% (m/v) e
nanoparticulas 1,0% (m/v);

e) 150 mL de solugdo A do meio de cultura T&K, calcopirita 2,5% (m/v) e
nanoparticulas 2,5% (m/v);

f) 150 mL de solucdo A do meio de cultura T&K, calcopirita 2,5% (m/v) e

nanoparticulas 5,0% (m/v);
A condicdo “f” somente foi utilizada para o ensaio de biolixiviagdo empregando as

nanoparticulas polares do tipo M5.

A evaporacédo de cada frasco foi estimada pela perda de peso e compensada
pela adicdo de 4gua destilada previamente esterilizada. Este controle foi realizado
uma vez por semana.

Foram retiradas aliquotas de aproximadamente 5,0 mL das polpas dos
frascos semanalmente para separacdo das fases solida e liquida por centrifugagéo a
4000 rpm por 15 minutos (centrifuga Sorvall-RT7-DuPont, rotor RTH-750%) e
determinacdo em duplicata dos valores de pH, Eh, Fe?*, Fe*" e Cu?* na fase liquida.

As determinacfes de pH e Eh foram realizadas com um eletrodo combinado de Pt
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(contra Ag’/AgCl KCI 3mol.L™). Fe?*, Fe®*" foram determinados conforme descrito por
Vogel (1981) e Karamanev (2002) respectivamente. A determinacdo de Cu®* foi
realizada atraves de espectroscopia de absorcdo atdmica utilizando-se
espectrofotdmetro Varian Spectra AA 50 equipado com atomizador em chama de ar-

acetileno e lampada de catodo oco para analise de cobre.

4.7 Determinacao de ion Férrico (Fe*") e Ferro Total

Reagentes

Acido 5-Sulfosalicilico 10% (m/v) 3,0 mL
NH,OH (m/v) 25% 3,0 mL
Agua Destilada 100 mL

Procedimento

Foi realizado o método proposto por Karamanev (2002) que consiste em
adicionar 100 pyL da amostra e 3,0 mL de acido 5-sulfosalicilico a um balédo
volumétrico de 100 mL. Ocorre a formacao de um complexo vermelho-escuro com o
fon Fe** cuja concentracéo foi determinada através de espectrofotometria utilizando
comprimento de onda de 500 nm. Posteriormente, foram adicionados a cada balao
3,0 mL de NH4OH 25% (v/v) para a determinacdo de ferro total empregando-se
espectrofotometria em um A de 425 nm. O equipamento utilizado foi um
espectrofotdmetro FEMTO® 600S.

4.8 Difratometria de Raios-X (DRX)

O equipamento utilizado para a obtencdo dos difratogramas para a
determinacdo da composi¢do dos residuos obtidos ap0s os ensaios de biolixiviacao
em frascos agitados foi um difratdmetro de raios-X D5000 — Siemens® equipado com
monocromador no feixe difratado. Para melhor resolucdo, o angulo de variacao
empregado foi igual a 26, abertura das fendas e voltagem das linhas de base
(inferior e superior), estabelecendo uma corrente de 30 mA e tensdo elétrica de
40kV, linha de base inferior 0,520V, linha de base superior 1,620V, tempo de
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contagem de 2s, passo 0,05° (20), fendas 2/2/0,6 e angulo de varredura de 4° a 70°
(20).

O porta-amostra utilizado foi de teflon com diametro igual a 47 mm por 3 mm
de espessura, apresentando no centro uma cavidade de 15 mm a 20 mm de
diametro por 1 mm de profundidade, destinado a conter a amostra para a analise.

A presenca de compostos fosfatados de calcio foi verificada em todos os
residuos obtidos ap6s o final de todos os ensaios de biolixiviacdo. Esses compostos
sdo do tipo Ca;p(P04)sS, CagHPO4(PO4)sOH ou Cas(PO4)3s0OH como ja constatado
por Horta (2008). Sendo assim, esses picos de baixa intensidade nao foram
discutidos nas secdes 5.2.1.4, 5.2.2.1.4 e 5.2.2.2.4 que séao referentes as analises
dos residuos dos ensaios de biolixiviagdo com os trés tipos de nanoparticulas
estudadas. Além disso, também deve ser destacado que a calcopirita € o Unico
sulfeto presente na amostra.

Também foi observado para todos os residuos um pico de baixa intensidade
em 20 = 27 referente a presenca de SiO,. Como ja salientado na secéo 4.2, silicio é
uma das principais impurezas da amostra utilizada. Por dltimo, deve ser ressaltado
gue o aparecimento do pico altamente intenso em 206 = 18 para todos os

difratogramas obtidos foi referente ao porta-amostra utilizado para as analises.

4.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise dos residuos obtidos apds os ensaios de biolixiviagdo em frascos
agitados foi realizada através de microscopia eletrdnica de varredura. As amostras
foram aplicadas secas sobre um porta-amostras e, em seguida, recobertas com
ouro. O equipamento utilizado para a aquisicdo das imagens foi um JEOL® JSM-
T330A com aumento de 500x para os residuos dos ensaios de biolixiviacdo
empregando as nanoparticulas dos tipos M5 e TS-610. Para a analise dos residuos
dos ensaios que utilizaram as nanoparticulas polares tipo H-5, 0 equipamento
utilizado foi um TOPCON® SM-300 com aumentos de 500x e 5000x.



41

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Ensaios de Oxidacdo do ion Ferroso (Fe?")

Antes de cada ensaio de biolixiviagdo em frascos agitados, foi realizado um
estudo prévio para verificar o efeito de diferentes concentra¢cdes de nanoparticulas,
tanto polares como apolares, no crescimento bacteriano. Esse efeito foi monitorado
pela oxidacdo de ions Fe?* de acordo com o procedimento descrito previamente
(secao 4.5).

Deve ser ressaltado que todos os valores obtidos e ilustrados em cada um
dos gréficos seguintes sdo as médias das duplicatas de cada amostra. O erro
padrdo da média de cada um dos valores obtidos foi calculado, porém esses
céalculos ndo estdo demonstrados neste trabalho, pois foram muito pequenos e néo
podem ser vistos nas escalas utilizadas. Como exemplo, o maior valor calculado
para o erro padrdo da média (em todos os ensaios de oxidagdo realizados) obtido
nao ultrapassou 0,15.

5.1.1 Nanoparticulas Apolares (AP)

A Figura 3 mostra a oxidacdo completa de Fe?* ap6s 96h de ensaio para
todos os frascos inoculados. Nenhum dos frascos-controle apresentou valores de
oxidacdo superiores a 10%. Um aumento na concentracdo de nanoparticulas
resultou em uma reducado na velocidade de oxidacdo de Fe®" e, conseqiientemente,
inibicdo do crescimento bacteriano, como pode ser visto para a condicdo de 5%. Por
essa razao, essa concentragdo n&o foi utilizada no ensaio de biolixiviagdo em

frascos agitados.

5.1.2 Nanoparticulas Polares (P)

5.1.2.1 P/IM5

Como demonstrado pela Figura 4, nenhum dos frascos abioticos apresentou
valores de oxidacdo de Fe®" superiores a 5%, ap6s 54 horas de experimento.

Quanto aos frascos inoculados, para a concentracdo de 5,0%, foi observada uma
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inibicdo na atividade metabdlica de A. ferrooxidans LR, pois, mesmo apds 54 horas
de ensaio, a oxidacdo de ions ferrosos ndo ultrapassou 50% sendo que para todas
as outras condicdes testadas, a oxidacao foi completa apdés esse mesmo intervalo

de tempo.

Figura 3 - Porcentagem de Fe®* obtida no ensaio de oxidac&o do fon ferroso por A. ferrooxidans LR
na presenca de diferentes concentracdes de nanoparticulas apolares de dioxido de silicio
modificadas com dimetildiclorosilano (porcentagem em m/v): 0,0% (H); 0,25% (®); 0,5%
(A); 1,0% (V¥); 2,5% (®) e 5,0% (%). Os frascos-controle s&o representados por simbolos
sem preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.
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Figura 4 - Porcentagem de Fe®" obtida no ensaio de oxidac&o do ion ferroso por A. ferrooxidans LR
na presenca de diferentes concentragbes de nanoparticulas polares de silica M5
(porcentagem em m/v): 0,0% (M); 0,25% (®); 0,5% (A); 1,0% (V); 2,5% (®) e 5,0% (%).
Os frascos-controle séo representados por simbolos sem preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.
5.1.2.2 P/H-5

Os resultados obtidos para o ensaio de oxidacdo de Fe®" (Figura 5) foram
muito semelhantes aos observados na Figura 4. Também foi observada uma inibicéo
no crescimento da espécie bacteriana estudada na condicdo de 5,0% (m/v) de
material nanoparticulado, pois ndo ultrapassou 50% de oxidacdo mesmo apos 54 h
de experimento. ApoOs esse intervalo de tempo, todos os outros frascos inoculados
apresentaram oxidacéo de Fe?* muito préxima de 100%. Contudo, todos os frascos
abidticos ndo demonstraram porcentagens de oxidagdo de ions ferrosos superiores
a 5%.
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Figura 5 - Porcentagem de Fe®" obtida no ensaio de oxidac&o do ion ferroso por A. ferrooxidans LR
na presenca de diferentes concentracbes de nanoparticulas polares de silica H-5
(porcentagem em m/v): 0,0% (M); 0,25% (®); 0,5% (A); 1,0% (V¥); 2,5% (®) e 5,0% (*).
Os frascos-controle séo representados por simbolos sem preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.

5.2 Ensaios de Biolixiviagdo em Frascos Agitados

5.2.1 Nanoparticulas Apolares

5.2.1.1 pH

Uma vez que foram definidas as concentracfes inibitérias para a atividade
bacteriana, os ensaios de biolixiviagdo em frascos agitados foram realizados
considerando-se estes resultados. A elevacéo ou diminuicao dos valores de pH pode
indicar respectivamente o consumo de acido pela amostra mineral e pela bactéria ou
a geracao do mesmo através das reacdes bacterianas de oxidacao do sulfeto.

Foram necessarias correcdes semanais do pH para todas as condi¢cbes nas
primeiras semanas de ensaio (7, 14 e 21 dias de ensaio) devido ao consumo de
acido pelo sulfeto estudado (Figura 6). Apds 28 dias de ensaio, todos os frascos

inoculados apresentaram valores de pH abaixo de 1,80.
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Foi observado que a quantidade de material nanoparticulado nos frascos nao
possuiu grande influéncia na concentracdo de ions H* em nenhuma das condicGes
testadas.

Os valores ilustrados em todos os graficos referentes a analise da fase liquida
(pH, Eh e Cu?") séo as médias de cada uma das duplicatas. O erro padrdo da média
calculado para cada um dos pontos ndo esta demonstrado em nenhum dos gréficos,
pois foram muito pequenos e ndo podem ser vistos na escala utilizada. Como
exemplo, para os pontos da Figura 6, o erro padrdo da média calculado nao

ultrapassou 0,03 em nenhum dos pontos.

Figura 6 - Variacéo dos valores de pH no experimento de biolixiviagdo em frascos agitados utilizando
nanoparticulas apolares nas seguintes concentragdes (m/v): 0,0% (H); 0,25% (@); 0,5%
(A); 1,0% (V) e 2,5% (%). Os frascos-controle sdo representados por simbolos sem
preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.

5.2.1.2 Potencial de Oxido-Reducéo (Eh)

O potencial de 6xido-reducédo (Eh) de uma solucdo € a tendéncia da mesma
ser oxidada ou reduzida, isto é, sua capacidade de capturar ou liberar elétrons. Na
presenca desta bactéria, o potencial da solucdo € determinado em funcdo do par
ionico Fe®* / Fe?* (BEVILAQUA, 2003).
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Como esperado para todos os frascos-controle, os potenciais de Oxido-
reducdo se mantiveram baixos em relacdo aos frascos inoculados, nao
ultrapassando 360 mV.

Os valores de Eh se elevaram continuamente com o tempo nos frascos
inoculados em todas as condi¢Oes testadas, e cerca de 28 dias depois, praticamente
se estabilizaram até o final do experimento. Consequentemente, pode-se afirmar
gue houve oxidacao do ion ferroso em todas as condi¢cfes inoculadas testadas.

Apés 28 dias de ensaio, os frascos que continham nanoparticulas
apresentaram potenciais de oxido-reducdo maiores quando comparados ao frasco
inoculado na auséncia de material nanoparticulado (Figura 7). Esse fato foi
observado para o restante do ensaio sendo que, ao seu final (63 dias), os frascos
inoculados contendo 0,25%, 0,5% e 1% de nanoparticulas atingiram 550 mV, 540
mV e 541 mV respectivamente.

Porém, ndo pbéde ser estabelecida nenhuma relacdo entre a quantidade de
nanoparticulas e os potenciais de éxido-reducdo. Como ja destacado anteriormente,
todos os frascos que continham material nanoparticulado atingiram valores
semelhantes de Eh.

O erro padrao da média foi calculado e néo ultrapassou 3 mV em nenhum dos

pontos da Figura 7.
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Figura 7 - Variacdo do potencial de 6xido-reducdo (Eh) no experimento de biolixiviagdo em frascos
agitados utilizando nanoparticulas apolares nas seguintes concentracdes (m/v): 0,0%
(m); 0,25% (@); 0,5% (A); 1,0% (V) e 2,5% (%*). Os frascos-controle s&o representados
por simbolos sem preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.

No ensaio de biolixiviacdo foi utilizada a solucéo “A” do meio T&K (descrito na
secdo 4.3) e, portanto, ndo houve adicdo suplementar da fonte energética (Fe?").
Dessa maneira, as determinacdes de Fe?* e Fe®" nesse ensaio apresentaram
valores de concentracdes muito baixos (em geral, inferiores a 7 mmol L™), o que é
coerente com a baixa solubilizacdo da calcopirita. De qualquer forma, nos frascos
inoculados, a presenca de Fe** ndo foi detectada e a concentragéo do fon férrico
atingiu cerca de 8 mmol L™. Nos controles abiéticos, a presenca de Fe®" foi sempre
detectada, mesmo em baixas concentracdes como salientado, e a de Fe®*" nao foi

observada, confirmando os resultados dos valores de potencial de 6xido-redugéo.

5.2.1.3 Extracao de Cobre

Pode-se afirmar que ndo houve uma influéncia da adicdo de nanoparticulas
apolares na biolixiviacdo da calcopirita pela espécie estudada (Figura 8), apesar da
diferenca observada nos valores de Eh (Figura 7). Todos os frascos inoculados

apresentaram 0 mesmo comportamento quanto a extracdo de cobre,
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independentemente da quantidade de material nanoparticulado em cada um deles
(cerca de 35% de extracdo). Foi verificada uma estabilizacdo nos valores de cobre
extraido apos 42 dias de ensaio.

Em relagcdo aos frascos abioticos, todos os frascos que continham
nanoparticulas ndo ultrapassaram 30% de extracdo de cobre apds o término do
ensaio, apresentando valores de extracao inferiores aos obtidos pelo frasco abi6tico
ausente desse material.

A cinética de solubilizacdo desse metal foi mais lenta em relacdo aos frascos
inoculados, como pode ser visualizado pela inclinacdo das curvas da Figura 8. Esse
fato denota a importancia da bactéria estudada na biolixiviacdo da calcopirita.
Também foi verificado que a presenca de nanoparticulas ndo resultou em uma
extracdo de cobre superior quando comparada a condi¢do-controle, na auséncia
desse composto.

O erro padrao da média foi calculado e nédo ultrapassou 0,4% em nenhum dos

pontos da Figura 8.

Figura 8 - Extracdo de cobre (%) no experimento de biolixiviagdo em frascos agitados utilizando
nanoparticulas apolares nas seguintes concentracdes (m/v): 0,0% (H); 0,25% (®); 0,5%
(A); 1,0% (V) e 2,5% (%*). Os frascos-controle sdo representados por simbolos sem
preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.
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5.2.1.4 Andlise por DRX

Com a analise das Figuras 9 e 10, pode ser observado que nao houve
formacdo de novas fases cristalinas nos residuos obtidos ap0s o0 ensaio de
biolixivacdo em frascos agitados. A Unica excecado foi a deteccdo de magnetita no
tratamento abidtico contendo 2,5% de nanoparticulas. O pico referente a presenca
de magnetita no residuo pode ser visto na Figura 10B.

Na literatura, ndo foi descrito até o0 momento a formacéo deste 6xido a partir
de calcopirita. Também €& possivel que esse composto estivesse presente na
amostra original, antes dos ensaios. Esta amostra, em especial, foi submetida a uma
analise mais refinada com o software TOPAS-Academic 4.1 com o objetivo de nos
asseguramos da deteccdo desta nova fase cristalina. Esses resultados estdo
demonstrados no Anexo A.

Covelita pode ser formada durante a lixiviacdo da calcopirita (HOLLIDAY,
1990; BEVILAQUA, 2002), mas nao foi detectada em nenhuma das condi¢cbes
analisadas.
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Figura 9 -

10

Difratogramas de raios-X para os residuos obtidos apds o ensaio de biolixiviacdo em
frascos agitados: A) frasco abittico ausente de nanoparticulas; B) frasco inoculado
ausente de nanoparticulas; C) frasco abiético contendo 0,25% de nanoparticulas. A
barra lateral indica a intensidade dos picos. Os simbolos sobre os picos indicam
calcopirita (Cp).

20 30 40 50

Fonte: Produzido pelo autor.
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Figura 10 - Difratogramas de raios-X para os residuos obtidos ap6s o ensaio de biolixiviagdo em
frascos agitados: A) frasco inoculado contendo 0,25% de nanoparticulas; B) frasco
abiético contendo 2,5% de nanoparticulas; C) frasco inoculado contendo 2,5% de
nanoparticulas. A barra lateral indica a intensidade dos picos. Os simbolos sobre os
picos indicam: Cp — calcopirita, M — magnetita.

Fonte: Produzido pelo autor.

5.2.1.5 Anélise por MEV

As micrografias obtidas a partir dos residuos dos frascos, tanto inoculados
guanto abidticos, contendo 0,25% e 2,5% de nanoparticulas apolares demonstraram
uma possivel diminuicdo nas dimensdes dos graos de calcopirita apos a adicdo de
particulas nanométricas quando comparadas com as micrografias relativas aos
frascos ausentes de nanoparticulas (Figura 11).

Isso pode ser explicado por um possivel efeito de erosdo provocado pelo
choque entre as nanoparticulas em suspensdo e os graos do sulfeto mineral

hY

estudado devido a agitagcdo do sistema. Foi verificado que com o aumento da
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guantidade de nanoparticulas apolares dispersas em solugdo houve uma reducéo
dos graos de calcopirita.

Também foi observado que a presenca de bactéria resultou em uma possivel
diminuicdo do tamanho dos grédos. Esse fato favoreceu a dissolugcdo de cobre e

justifica os maiores valores de extragdo desse metal para os frascos inoculados.

Figura 11: Micrografias obtidas por MEV para os residuos do ensaio de biolixiviagdo em frascos
agitados para os seguintes condicdes: A) 0,0% abidtico; B) 0,0% inoculado; C) 0,25%
abiotico; D) 0,25% inoculado; E) 2,5% abidtico; F) 2,5% inoculado.

A B
C D
E F

Fonte: Produzido pelo autor.
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5.2.2 Nanoparticulas Polares

5.2.2.1 P/M5

5.2.2.1.1 pH

Foi observado na Figura 12 que na primeira semana de ensaio houve um
consumo de acido pelo sulfeto mineral, evidenciado pela elevacéo dos valores de pH
em todas as condi¢des. Esse consumo foi maior nos frascos inoculados. Apos esse
periodo, houve uma diminui¢cdo nos valores de pH devido a producao de &cido pela
bactéria. Apés 35 dias de ensaio, todas as condi¢cdes apresentaram pH inferior a
1,80, exceto o frasco ausente de nanoparticulas e de microorganismos.

Para os frascos inoculados deve-se salientar que as condicbes de 0,25%,
0,5% e 1,0% apresentaram valores de pH inferiores ao frasco ausente de SiO,
(frasco-controle), apos 56 dias de experimento. Todavia, os frascos que continham
2,5% e 5,0% de nanoparticulas demonstraram valores de pH superiores ao frasco-
controle apO6s 21 dias de ensaio, mantendo essa tendéncia até o final do
experimento.

Quanto aos frascos abioticos, foi observado que todas as condi¢cbes que
sofreram adicdo de SiO, apresentaram valores de pH inferiores ao frasco ausente de
particulas nanométricas apds 35 dias de ensaio. Essa tendéncia, ndo foi observada
guando foram empregadas nanoparticulas apolares, e pode ser justificada pela
desprotonacdo dos grupos silandis presentes na superficie das nanoparticulas de
silica, liberando fons H' na solugdo e, consequentemente, diminuindo o pH da
mesma. Essa desprotonacéo é provocada pela presenca de fons Fe?" que reagem
com os fons H* e com O, produzindo fons Fe** e H,O no processo (Equacéo 6,
secéo 2.3).

Assim como foi ressaltado anteriormente na Secéao 5.2.1.1, todos os valores
ilustrados nos graficos referentes & anélise da fase liquida (pH, Eh e Cu®*") s&o as
meédias obtidas para cada uma das duplicatas. O erro padrdo da média foi calculado
para todos os pontos porém os valores foram muito pequenos e ndo podem ser
vistos nas escalas utilizadas. Como exemplo, esses valores nao ultrapassaram 0,02

em nenhum dos pontos da Figura 12.
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Figura 12 - Variagdo dos valores de pH no experimento de biolixiviagdo em frascos agitados
utilizando nanoparticulas polares de silica M5 nas seguintes concentragfes (m/v):
0,0% (M); 0,25% (®); 0,5% (A); 1,0% (V¥); 2,5% (®) e 5,0% (*). Os frascos-controle
séo representados por simbolos sem preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.

5.2.2.1.2 Potencial de Oxido-Reduc&o (Eh)

Pode ser afirmado com a andlise da Figura 13 que todos os frascos, tanto
inoculados quanto abiéticos, apresentaram valores de Eh superiores a 480 mV apdés
49 dias de experimento, exceto o frasco ausente de nanoparticulas e
microorganismos.

As condic¢des de 0,25%, 0,5% e 1% demonstraram maiores valores de Eh em
relacdo ao frasco ausente de material nanoparticulado apds 49 dias. Para 0 mesmo
periodo, esse mesmo fato ndo foi observado quando foram utilizadas as
concentracbes de 2,5% e 5,0%. Os frascos abitticos contendo nanoparticulas
apresentaram uma constante elevagdo dos seus potenciais nas primeiras semanas
de experimento, alcancando ap0s 63 dias, valores de Eh superiores a 500 mV.

Isso pode estar associado a desprotonacao dos grupos silandis presentes na
superficie das nanoparticulas. Como ja mencionado anteriormente, ocorreu a

producéo de fons Fe®*" a partir da reacéo de fons Fe** com fons H* o que provocou a
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elevacdo dos valores de Eh em todos os frascos que continham esse material
nanoparticulado.

Além disso, uma outra hipétese seria o efeito de uma dupla camada elétrica
ao redor de cada uma das particulas nanométricas em suspensao. Com a elevada
area superficial caracteristica de particulas dessa dimensdo, surgem interacdes
eletrostaticas entre as mesmas e 0s diversos cations dissolvidos, provenientes tanto
da dissolucdo do sulfeto mineral quanto dos sais constituintes do meio de cultura.
Desta forma o potencial de éxido-reducdo de tais solucbes se elevou. Esse mesmo
fato nao foi observado no frasco ausente de nanoparticulas, cujo Eh ndo ultrapassou
360 mV em nenhum instante do experimento.

Contudo, um aumento na concentracdo de material nanoparticulado néao
resultou em maiores valores de Eh como pode ser visto na Figura 13. A alta
guantidade de particulas de mesma carga em solucdo promoveu uma maior
repulsédo entre as mesmas, dificultando a adeséo de ions as suas superficies.

O erro padrao da média foi calculado para todos os pontos da Figura 13 e ndo
foi maior do que 4 mV.
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Figura 13 - Variacdo do potencial de 6xido-reducdo (Eh) no experimento de biolixiviacdo em frascos
agitados utilizando nanoparticulas de silica M5 nas seguintes concentracdes (m/v): 0,0%
(M); 0,25% (®); 0,5% (A); 1,0% (V); 2,5% (®) e 5,0% (%). Os frascos-controle s&o
representados por simbolos sem preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.

Assim como foi relatado anteriormente para o ensaio de biolixiviacdo com as
nanoparticulas apolares, também né&o foi possivel detectar grandes quantidades de
Fe?* e Fe*" no experimento envolvendo as nanoparticulas polares de silica devido &
baixa dissolucéo da calcopirita. As concentracdes para ambos 0s ions em nenhum

momento do experimento ultrapassaram 8 mmol L™.
5.2.2.1.3 Extracao de Cobre

Todos os frascos apresentaram valores finais de extracdo de cobre superiores
a 15%, excecdo feita ao frasco ausente de nanoparticulas e microorganismos
(Figura 14). Também pode ser observado o efeito inibitério de altas concentragfes

de material nanoparticulado na bactéria estudada. As condi¢cdes de 2,5% e 5,0%
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obtiveram as menores extracbes dentre todos os frascos inoculados
(aproximadamente 23% e 18%, respectivamente).

Ja os frascos contendo 0,25%, 0,5% e 1,0% apresentaram extracOes
superiores ao frasco-controle e obtiveram valores entre 30% e 35% apoés o final do
experimento. E importante ser destacada a cinética mais rapida de dissolucdo da
calcopirita demonstrada pela condicdo de 0,25%. Desde o inicio do ensaio, esse
frasco obteve extracdes superiores ao frasco-controle. Como ja salientado
anteriormente, o possivel efeito de uma dupla camada elétrica ao redor de cada uma
das nanoparticulas polares dispersas em solu¢do acaba aderindo ions as suas
superficies e arrastando outros ions ao seu redor, compreendidos na sua camada
difusa. Esse efeito, aliado a alta area superficial destas particulas nanométricas,
possivelmente resultou no aumento dos valores de extragao de cobre.

Quanto aos frascos abioéticos, todos que sofreram a adicdo de nanoparticulas
resultaram em extracfes superiores ao frasco ausente de silica e de
microorganismos. Um aumento da concentragcdo de material nanoparticulado
resultou em um efeito positivo nos valores de extracao finais até 1,0% de silica. Com
a adicdo de quantidades superiores de nanoparticulas, foi observado que houve
uma diminuicdo da dissolucdo de cobre, resultando em valores abaixo de 20%
guando foram utilizados 5,0% de particulas nanométricas.

Esse fato é justificado pelas mesmas razfes anteriormente mencionadas
quando foram discutidos os resultados de Eh: o possivel efeito de uma dupla
camada elétrica em conjunto com a elevada area de superficie das nanoparticulas
promoveu a adesdo de ions, porém altas concentracdes dessas particulas
provocaram uma maior repulsdo entre as mesmas e, conseqientemente,
dificultaram a adsorcéo de tais ions.

O erro padrédo da média foi calculado para todas os valores ilustrados na

Figura 14 e nao ultrapassou 0,45%.
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Figura 14 - Extracéo de cobre (em porcentagem) no experimento de biolixiviacdo em frascos agitados
utilizando nanoparticulas de silica M5 nas seguintes concentragfes (m/v): 0,0% (H);
0,25% (@); 0,5% (A); 1,0% (V¥); 2,5% (®) e 50% (*). Os frascos-controle s&o
representados por simbolos sem preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.

Assim como foi observado nos resultados de difratometria de raios-X para o

experimento envolvendo as nanoparticulas apolares (Figuras 9 e 10), foi verificado

gue ndo houve formagédo de novas fases cristalinas e nem de precipitados nos

residuos obtidos apos o ensaio de biolixiviagdo em frascos agitados utilizando as

nanoparticulas polares do tipo M5 (Figuras 15 e 16).
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Figura 15 - Difratogramas de raios-X para os residuos obtidos ap6s o ensaio de biolixiviagdo em
frascos agitados: A) frasco abiotico ausente de nanoparticulas; B) frasco inoculado
ausente de nanoparticulas; C) frasco abiotico contendo 0,25% de nanoparticulas. A
barra lateral indica a intensidade dos picos. Os simbolos sobre os picos indicam a
presenca de calcopirita (Cp).

Fonte: Produzido pelo autor.
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Figura 16 - Difratogramas de raios-X para os residuos obtidos ap6s o ensaio de biolixiviagdo em
frascos agitados: A) frasco inoculado contendo 0,25% de nanoparticulas; B) frasco
abidtico contendo 5,0% de nanoparticulas; C) frasco inoculado contendo 5,0% de
nanoparticulas. A barra lateral indica a intensidade dos picos. Os simbolos sobre os
picos indicam a presenca de calcopirita (Cp).

Fonte: Produzido pelo autor.

5.2.2.1.5 Anédlise por MEV

Com a analise das micrografias obtidas, foi verificada uma possivel
diminuicdo do tamanho dos grdos de calcopirita quando foram adicionadas
nanoparticulas de silica. Isso reafirma a hipotese de que a agitacdo do sistema
provocou o choque entre as nanoparticulas e os graos do sulfeto mineral estudado,
provocando a erosdo dos mesmos, o que facilitou a dissolucdo de cobre. Além
disso, a presenca de bactérias também contribuiu para a reducdo das dimensdes
dos gréos do sulfeto, como pode ser observado pelas Figuras 17B, 17D e 17F.

Porém o aumento da quantidade de nanoparticulas dispersas em solu¢ao néao

teve um efeito positivo na diminuigdo dos graos. Provavelmente, como um pequeno
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aumento na concentragdo resulta em um numero muito maior de particulas
nanométricas polares em solucdo, as forcas de repulsdo entre elas acabaram
reduzindo o niumero de choques entre as particulas de silica e o sulfeto mineral.
Também foi observada a adesao das particulas nanométricas de silica ao
sulfeto mineral estudado provocada pela interacdo eletrostatica entre ambos. Ela
causou, em altas concentracdes, um bloqueio fisico impossibilitando a difusédo de
ions presentes nos graos de calcopirita e a adesdo de microorganismos a superficie

do sulfeto o que, consequentemente, teve um efeito negativo na extracéo de cobre.

Figura 17 - Micrografias obtidas por MEV para os residuos do ensaio de biolixiviagdo em frascos
agitados para os seguintes frascos: a) 0,0% abidtico; b) 0,0% inoculado; c¢) 0,25%
abidtico; d) 0,25% inoculado; e) 5,0% abiético; f) 5,0% inoculado.
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Fonte: Produzido pelo autor.
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5.2.2.2 P/H-5

5.2.2.2.1 pH

Houve um consumo de &cido em todas as condi¢Bes testadas nas primeiras
semanas de experimento resultando no aumento dos valores de pH (Figura 18).
Apés esse periodo, pdde ser observada uma diminuicao nesses valores para todos
os frascos, sendo que essa tendéncia foi mais acentuada nas condi¢des inoculadas.

Altas concentracfes de nanoparticulas (> 0,5% (m/v)) resultaram em uma
maior reducdo nos valores de pH, como pbde ser observado, tanto para os frascos
inoculados quanto abidéticos. Para os frascos inoculados, esses valores foram de
aproximadamente 1,60 apds 35 dias de ensaio.

A adicdo de nanoparticulas em concentracdes inferiores ndo apresentou
grandes variacdes em relacdo as condicbes ausentes de silica, resultando em
valores muito proximos ao final do experimento.

Como ja ressaltado anteriormente, todos os valores ilustrados nos graficos
referentes & andlise da fase liquida (pH, Eh e Cu®*) sdo as médias obtidas para cada
uma das duplicatas. O erro padrdo da média foi calculado para todos os pontos,
porém os valores foram muito pequenos e ndo podem ser vistos nas escalas
utilizadas. Como exemplo, esses valores nédo ultrapassaram 0,03 em nenhum dos

pontos da Figura 18.
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Figura 18 - Variacdo dos valores de pH no experimento de biolixiviacdo em frascos agitados
utilizando nanoparticulas polares de silica H-5 nas seguintes concentracdes (m/v):
0,0% (H); 0,25% (@); 0,5% (A); 1,0% (V) e 2,5% (%). Os frascos-controle s&o
representados por simbolos sem preenchimento.

Tempo (d)

Fonte: Produzido pelo autor.

5.2.2.2.2 Potencial de Oxido-Reducéo (Eh)

A adicdo de nanoparticulas resultou em uma elevacédo nos valores de Eh,
como pode ser observado pela Figura 19. Assim como observado no ensaio de
biolixiviacdo empregando silica do tipo M5 (secdo 4.2.2.1.2), todos os controles
abidticos que sofreram a adicdo de altas concentragbes (> 1,0%) de material
nanoparticulado apresentaram uma elevacdo constante dos seus potenciais de
oxido-reducao até o final do experimento.

Como ja ressaltado anteriormente, essa elevacéo decorreu provavelmente da
formacdo de uma dupla camada elétrica ao redor de cada uma das nanoparticulas
em solucdo. A interacdo eletrostatica entre as mesmas e 0s diversos ions presentes
(provenientes do sulfeto mineral e do meio de cultura T&K) resultou em maiores

valores de Eh. Assim, tanto os frascos abidticos com altas quantidades de silica H-5
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guanto os frascos inoculados que continham nanoparticulas apresentaram
potenciais de 6xido-reducao superiores aos frascos ausentes de silica.
O erro padrdao da média foi calculado para todos os pontos ilustrados na

Figura 19 e nao foi superior a 3 mV.

Figura 19 - Variacdo do potencial de éxido-reducdo no experimento de biolixiviagdo em frascos
agitados utilizando nanoparticulas de silica H-5 nas seguintes concentragbes (m/v):
0,0% (M); 0,25% (@®); 0,5% (A); 1,0% (V) e 2,5% (*). Os frascos-controle s&o
representados por simbolos sem preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.
5.2.2.2.3 Extragao de Cobre

A analise da Figura 20 permitiu afirmar que a adicdo de nanoparticulas
polares promoveu a extracéo de cobre a partir da calcopirita. Esse fato foi observado
em todas as condi¢des testadas, pois, todos os frascos que continham silica,
apresentaram valores de dissolucdo de cobre superiores as condicdes ausentes de
material nanoparticulado.

Também deve ser destacado o0 aumento na cinética de dissolucdo da
calcopirita na presenca de 0,25%, 0,5% e 1,0% de nanoparticulas. Todas essas

concentracOes, aliadas a bactéria estudada, resultaram em valores superiores de



65

extracao de cobre em relacdo aos frascos sem adigcdo de silica. Esse fato havia sido
observado somente para a concentracdo de 0,25% no ensaio de biolixiviagdo com
as nanoparticulas do tipo M5.

Uma possivel explicacdo para essa observacdo € baseada nas menores
dimensdes das nanoparticulas do tipo H-5 em relagédo ao tipo M5. Como a silica H-5
possui uma relacao area superficial por grama de nanoparticulas superior a da silica
M5 (300 m?/g e 200 m?/g, respectivamente) um maior nimero de particulas esta
disperso.

Esse fato resultou em um maior nimero de choques com o0s grdos de
calcopirita, devido a agitacdo do sistema, e, conseguentemente, diminuiu as
dimensbGes dos mesmos, aumentou a area superficial disponivel para a adesdo
bacteriana ao minério e liberou uma maior quantidade de fons, incluindo fons Cu®,
para a solucdo. Além disso, houve um maior numero de ions atraidos
eletrostaticamente por nanoparticula devido a maior area superficial das
nanoparticulas H-5. Assim, uma maior quantidade de cobre pdde ser extraida,
provocando o aumento na cinética nas primeiras semanas de experimento.

Porém, como ja salientado para o ensaio de biolixiviagdo empregando silica
do tipo M5, concentracdes muito altas de nanoparticulas acabaram provocando um
aumento da repulsdo entre as particulas em solucdo. Assim, os valores de cobre
extraido quando houve a adicdo de 2,5% (m/v) de material nanoparticulado, tanto
para o frasco abiotico quanto para o inoculado, foram inferiores aos obtidos para as
condi¢cBes que continham 1,0% de silica.

O erro padrdo da média foi calculado para todos os valores ilustrados na

Figura 20 e nao foi maior do que 0,3%.
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Figura 20 - Extracéo de cobre (em porcentagem) no experimento de biolixiviacdo em frascos agitados
utilizando nanoparticulas polares de silica H-5 nas seguintes concentracdes (m/v): 0,0%
(m); 0,25% (@); 0,5% (A); 1,0% (V) e 2,5% (*). Os frascos-controle sdo representados
por simbolos sem preenchimento.
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Fonte: Produzido pelo autor.

5.2.2.2.4 Analise por DRX

Assim como ja observado para os residuos dos ensaios de biolixiviacdo
utilizando, tanto nanoparticulas apolares (Figuras 9 e 10) quanto a silica M5 (Figuras
15 e 16), nao houve formacdo de novas fases cristalinas nem de precipitados nos
residuos obtidos ap6s o ensaio de biolixiviacdo em frascos agitados empregando

nanoparticulas polares do tipo H-5 (Figuras 21 e 22).



67

Figura 21 - Difratogramas de raios-X para os residuos obtidos ap6s o ensaio de biolixiviagdo em
frascos agitados: A) frasco abiodtico ausente de nanoparticulas; B) frasco inoculado
ausente de nanoparticulas; C) frasco abidtico contendo 0,5% de nanoparticulas. A barra
lateral indica a intensidade dos picos. Os simbolos sobre os picos indicam a presenca de
calcopirita (Cp).

Fonte: Produzido pelo autor.
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Figura 22 - Difratogramas de raios-X para os residuos obtidos ap6s o ensaio de biolixiviagdo em
frascos agitados: A) frasco inoculado contendo 0,5% de nanoparticulas; B) frasco
abiético contendo 1,0% de nanoparticulas; C) frasco inoculado contendo 1,0% de
nanoparticulas. A barra lateral indica a intensidade dos picos. Os simbolos sobre os
picos indicam a presenca de calcopirita (Cp).

Fonte: Produzido pelo autor.

5.2.2.2.5 Anédlise por MEV

A Figura 23 demonstra a alteracdo nas dimensdes dos gréos de calcopirita
frente a baixas e altas concentracfes de nanoparticulas do tipo H-5. Como pode ser
observado pela Figura 23C, a adicdo de nanoparticulas promoveu uma possivel
diminuicdo dos grdos do sulfeto estudado. Aliada a presenca de bactéria, essa
reducdo foi ainda mais evidenciada (Figura 23D). Contudo, quando foram
adicionados 2,5% de silica (Figuras 23E e 23F), essa tendéncia nao foi observada.

Como ja ressaltado anteriormente, a presenca de altas quantidades de
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nanoparticulas em dispersdo aumentou as forgas de repulsdo entre as mesmas e,
portanto, diminuiu o0 nimero de choques contra os graos da calcopirita.

Pela Figura 24 pode ser observada a possivel adesdo das nanoparticulas
polares de silica a superficie do sulfeto. Além disso, foi verificado o possivel
aumento da camada de material nanoparticulado sobre os grdos do minério com o
aumento da concentracdo de silica. A formagédo dessa camada prejudicou a difusédo
de ions presentes na calcopirita para a solucdo e a adesédo bacteriana a superficie
do sulfeto justificando a interrupcdo na tendéncia de aumento nas extracdes de

cobre com o aumento da concentracdo de nanoparticulas (Figura 20).
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Figura 23 - Micrografias obtidas por MEV para os residuos do ensaio de biolixiviagdo em frascos
agitados para os seguintes frascos: A) 0,0% abidtico; B) 0,0% inoculado; C) 0,25%
abidtico; D) 0,25% inoculado; E) 2,5% abiético; F) 2,5% inoculado.
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Fonte: Produzido pelo autor.
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Figura 24 - Micrografias obtidas por MEV para os residuos do ensaio de biolixiviagdo em frascos
agitados para frascos inoculados contendo as seguintes concentracdes de silica H-5:
A) 0,0%; B) 0,25%; C) 0,5%; D) 1,0%; E) 2,5%.

5kx 2.8ym 0288 82-83-2811 5kx 2.0ym 0214 82-83-2011
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Fonte: Produzido pelo autor.
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6 CONCLUSOES

Os ensaios de oxidacdo de ions ferrosos e de biolixiviagcdo em frascos
agitados empregando nanoparticulas polares e apolares, mostraram que altas
concentracbes (> 2,5%) desses compostos provocaram inibicdo no crescimento de
A. ferrooxidans LR.

A adicdo de nanoparticulas apolares de silica com superficie modificada por
dimetildiclorosilano causaram pequena reducdo no pH reacional. Contudo, néao
houve efeito consideravel no potencial de 6xido-reducdo nem na extracdo de cobre
de tais solu¢des. Quando bactérias ndo estdo presentes, a dissolucdo desse metal
apresentou resultados inferiores.

Houve diminuicdo no pH do meio reacional quando foram empregadas
nanoparticulas polares de silica devido a desprotonacdo dos grupos silandis
presentes nas suas superficies. Além disso, houve elevacéo no potencial de 6xido-
reducdo devido ao possivel efeito de uma dupla camada elétrica ao redor de cada
uma das particulas nanométricas dispersas em solucao. Esse efeito, aliado a alta
area superficial de tais particulas e a presenca de bactérias, resultou em maiores
extracdes de cobre quando comparado as condi¢cdes ausentes de nanoparticulas.

Para ambos os tipos de nanoparticulas (polares e apolares) ocorreu um efeito
erosivo no sulfeto mineral devido a agitacdo do sistema e, nos frascos inoculados,
também devido a presenca de bactérias, causando a diminuicdo nas dimensfes dos
graos de calcopirita. Entretanto, altas concentracdes de nanoparticulas aumentaram
tanto as forcas de repulsdo entre as mesmas, quanto a camada de material
nanoparticulado aderido sobre a superficie dos gréos de sulfeto, resultando em um
efeito negativo na dissolugéo de cobre.

De um modo geral, ndo houve a formacédo de novas fases cristalinas nos
residuos obtidos ap6s os ensaios de biolixiviacdo em frascos agitados com os trés
tipos de nanoparticulas estudadas. A presenca de magnetita foi verificada em
apenas uma das condi¢Oes testadas. Esse composto n&o foi observado em nenhum
trabalho relacionado a biolixiviacdo da calcopirita até 0 momento. Porém, estudos
adicionais devem ser realizados para que se compreenda a natureza desse
fendbmeno.

Por ultimo, pode-se concluir que uma possivel diminuicdo no tamanho das

nanoparticulas resultou em um aumento da cinética de extracdo devido ao maior
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namero de particulas dispersas, provocando um aumento do namero de choques
com o0s graos de calcopirita. Isso aumentou a area de adesao disponivel para as
bactérias sobre a superficie do minério. Com o aumento da area superficial das
nanoparticulas, houve uma maior quantidade de ions atraidos eletrostaticamente, o0

gue levou a valores de extracéo de cobre superiores nas primeiras semanas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos neste trabalho permitem questionar o efeito de
diferentes nanoparticulas polares na biolixiviacdo da calcopirita. Compostos como
SnO, e TiO, podem ser facilmente sintetizados em laboratério e aplicados em
experimentos semelhantes aos descritos neste estudo.

Outra possibilidade é a alteracdo da velocidade de agitacédo do sistema. Uma
vez que foi verificado um efeito erosivo provocado pelo choque das nanoparticulas
dispersas em solugcdo com os graos do sulfeto mineral, uma velocidade maior de
agitacao desse sistema pode afetar os valores de extracao de cobre.

Além disso, a utilizagdo de nanoparticulas de dimensdes diferentes uma vez
que a formacao de uma dupla camada elétrica auxilia na difusdo de ions presentes
no sulfeto e no meio reacional. Compostos com tamanho inferior resultam em um
aumento exponencial da area superficial disponivel para a interacao eletrostatica
com ions dispersos em solucao.

Por dltimo, diversos compostos estudados pelo grupo de pesquisa podem
potencializar os efeitos observados para as nanoparticulas. Dentre eles, ions cloreto,
amplamente descritos na literatura como responsaveis por elevar as taxas de
dissolucéo da calcopirita, com o efeito observado pelas nanoparticulas polares e
acao bacteriana podem possivelmente resultar em valores superiores de extracao de

cobre.
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ANEXO A - Refinamento do difratograma de raios-X obtido para o residuo do
frasco abiotico contendo 2,5% de nanoparticulas apolares com o software
TOPAS-Academic 4.1.
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