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Resumo

Olivera, Carlos Alberto Castafieda; Torem, Mauricio Leonardo; Merma,
Antonio Gutiérrez. Flotacao do sistema hematita-quartzo utilizando o
biossurfactante solivel produzido por Rhodococcus erythropolis. Rio
de Janeiro, 2018. 148p. Tese de Doutorado - Departamento de Engenharia
Quimica e de Materiais, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

A busca por novos reagentes de baixa toxicidade e de alta
biodegradabilidade tem sido estimulada. Como resultado, diversas pesquisas
vém desenvolvendo biorreagentes, dentre eles os biossurfactantes. Os
biossurfactantes sdo moléculas de origem microbiana que possuem agao
superficial. Essas moléculas, com propriedades anfifilicas, sdao produzidas
biologicamente e tém aplicacdo em diversos setores industriais. Assim sendo,
esta pesquisa teve como objetivo estudar a flotagao do sistema hematita-quartzo
utilizando o biossurfactante solivel produzido por Rhodococcus erythropolis
como biorreagente coletor. O biossurfactante (BS) foi caracterizado por andlises
quimicas para determinar a percentagem de proteinas, carboidratos e lipideos e,
suas propriedades fisico-quimicas foram determinadas por tensdo superficial e
concentracdo micelar critica (CMC). Os minerais e sua interacdo com o BS
foram caracterizados por medicdes de potencial zeta, medidas de angulo de
contato e espectroscopia no infravermelho (FTIR) para determinar suas
propriedades  eletrocinéticas,  hidrofobicidade e  grupos funcionais,
respectivamente. Os resultados de adsor¢do revelaram maior adsor¢do do
biossurfactante na superficie de hematita do que na superficie de quartzo e, isto
foi confirmado por analises FTIR e testes de microflotagdo. Os resultados de
microflotacdo de hematita e de quartzo foram maiores em pH 3 e com
concentracdo de BS de 100 mg/L, com recuperagdes em torno de 99,88% e
31,05%, respectivamente e, os mesmos foram analisados estatisticamente para
obter uma fun¢do polinomial representativa da microflotagdo. Os testes de
microflotacdo do sistema hematita-quartzo mostraram que o biossurfactante é
mais seletivo com hematita do que quartzo. O estudo cinético mostrou que 0s
dados experimentais da microflotacdo de hematita foram ajustados quanto ao

modelo cinético de primeira ordem como ao modelo cinético de ordem
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fraciondria, enquanto os dados experimentais da microflotacdao de quartzo foram
ajustados ao modelo cinético de ordem fraciondria. Finalmente, os resultados
deste trabalho evidenciaram que a utilizacdo do biossurfactante soldvel
produzido por Rhodococcus erythropolis como reagente coletor no sistema
hematita-quartzo foi vidvel, demonstrando o seu grande potencial € mostrando-

se bastante promissor para uma futura aplica¢do na industria da flotagdo mineral.
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Biossurfactante; biorreagente; microflotacdo; hematita; quartzo.
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Abstract

Olivera, Carlos Alberto Castafieda; Torem, Mauricio Leonardo (Advisor);
Merma, Antonio Gutiérrez (Co-advisor). Flotation of the hematite-
quartz system using the soluble biosurfactant produced by
Rhodococcus erythropolis. Rio de Janeiro, 2018. 148p. Tese de Doutorado
- Departamento de Engenharia Quimica e de Materiais, Pontificia
Universidade Catoélica do Rio de Janeiro.

The search for new reagents of low toxicity and high biodegradability has
been stimulated. As a result, several researches have been developing
bioreagents, among them biosurfactants. Biosurfactants are molecules of
microbial origin that have surface action. These molecules, with amphiphilic
properties, are produced biologically and have application in various industrial
sectors. Therefore, this research aimed to study the flotation of the hematite-
quartz system using the soluble biosurfactant produced by Rhodococcus
erythropolis as a collector bioreagent. The biosurfactant (BS) was characterized
by chemical analysis to determine the percentage of proteins, carbohydrates and
lipids and its physicochemical properties were determined by surface tension
and critical micellar concentration (CMC). The minerals and their interaction
with BS were characterized by measurements of zeta potential, contact angle
measurements and infrared spectroscopy (FTIR) to determine their
electrokinetic properties, hydrophobicity and functional groups, respectively.
The adsorption results revealed higher adsorption of the biosurfactant onto the
hematite surface than onto quartz surface and this was confirmed by FTIR
analysis and microflotation tests. The results of hematite and quartz
microflotation were higher at pH 3 and at the concentration of 100 mg/L, with
recoveries around 99.88% and 31.05%, respectively, and they were analyzed
statistically to obtain a polynomial function representative of microflotation. The
microflotation tests of the hematite-quartz system showed that the biosurfactant
is more selective with hematite than quartz. The kinetic study showed that the
experimental data of hematite microflocation were adjusted to both the first
order kinetic model and the kinetic model of non-integral order, while the
experimental data of the quartz microflotation were adjusted to the kinetic model

of non-integral order. Finally, the results of this work showed that the use of the
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soluble biosurfactant produced by Rhodococcus erythropolis as a collector
reagent in the hematite-quartz system was feasible, demonstrating its great
potential and showing quite promising for a future application in the mineral

flotation industry.

Keywords

Biosurfactant; bioreagent; microflotation; hematite; quartz.
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“Nao confunda derrotas com fracasso nem vitorias com sucesso. Na vida de um
campedo sempre haverd algumas derrotas, assim como na vida de um perdedor
sempre haverd vitorias. A diferenca é que, enquanto os campedes crescem nas
derrotas, os perdedores se acomodam nas vitorias.”

Roberto Shinyashiki
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1
Introducao

A utilizagdo de microrganismos e/ou seus produtos metabdlicos como
reagentes, em particular, coletores, espumantes e modificadores (que podem ser
depressores, ativadores e reguladores de pH, etc) em operacdes de processamento
mineral, vem se tornando muito atraente, por apresentar um grande potencial
tecnologico, aceitabilidade ambiental, e flexibilidade de escolha para sua
seletividade mineral e também para o processamento de particulas minerais finas e
ultrafinas. Além disso, estes novos reagentes de flotagdo poderiam alcangar
menores custos operacionais no processamento de minérios de baixo grau (Abdel-
Khalek et al., 2015; Mesquita et al., 2003; Dwyer et al., 2012; Merma et al.,
2013).

Em bioflotacdo, os microrganismos e/ou seus produtos metabdlicos podem
modificar a superficie mineral, tanto direta como indiretamente. O mecanismo
direto envolve a adesdo direta das células microbianas as particulas minerais,
enquanto o mecanismo indireto refere-se aos produtos do metabolismo ou fracdes
soliuveis da célula que agem como reagentes ativos na superficie. Ambas as
interacdes levam a alteracdes na quimica da superficie, tornando-a hidrofilica ou
hidrofébica dependendo do carater da bactéria (Merma et al., 2013).

A revisdo da literatura mostrou que diversas bactérias t€ém sido utilizadas na
bioflotacdo de hematita e quartzo, ressaltam-se entre elas: Mycobacterium phlei
(Dubel et al., 1992; Yang et al., 2007), Bacillus polymyxa (Deo & Natarajan,
1997; Shashikala & Raichur, 2002), Paenibacillus polymyxa (Deo & Natarajan,
1998), Desulfovibrio desulfuricans (Sabari & Natarajan, 2010), Rhodococcus
opacus (Mesquita et al., 2003), Bacillus subtilis (Sarvamangala & Natarajan,
2011), Rhodococcus ruber (Lopez et al., 2015) e Rhodococcus erythropolis
(Olivera et al., 2017; Yang et al., 2013a).

Os produtos microbianos tais como biossurfactantes, sdo aplicados na
flotacio de minerais como biorreagentes, que vém sendo uma alternativa de

tecnologia ecologicamente aceitavel (Didyk & Sadowski, 2012). Esses
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biossurfactantes sa3o compostos bioquimicos que possuem uma estrutura comum:
uma porc¢ao lipofilica usualmente composta por cadeia hidrocarbdnica de um ou
mais Aacidos graxos, que podem ser saturados, insaturados, hidroxilados ou
ramificados, ligados a uma por¢ao hidrofilica, que pode ser um éster, um grupo
hidroxi, fosfato, carboxilato ou carboidrato (Nitschke & Pastore, 2002).

Desta forma, baseando-se na viabilidade do uso de Rhodococcus
erythropolis como biorreagente coletor de hematita, o presente trabalho busca
explorar sua capacidade metabdlica no que diz respeito a producdo de
biossurfactante, a fim de se obter melhoras na flotacio do sistema hematita-
quartzo.

Assim, esta tese estd organizada em sete capitulos. O capitulo 1 € a presente
introducdo. No Capitulo 2 sdo apresentados os objetivos e relevancia que
nortearam o desenvolvimento deste trabalho. No Capitulo 3 € apresentada a
revisdo bibliografica sobre os fundamentos do processo de flotacdo e bioflotacdo
mineral, principalmente, para minerais de hematita e de quartzo, assim como uma
revisdo de literatura sobre surfactantes e biossurfactantes. Posteriormente, no
Capitulo 4, descrevem-se as metodologias utilizadas para a produgdao do
biossurfactante por Rhodococcus erythropolis, caracterizagdo dos minerais e do
biorreagente, ensaios de microflotacio e cinética de microflotacao. No Capitulo 5,
os resultados sao exibidos e discutidos, com posterior conclusdao (Capitulo 6) e
recomendacdes (Capitulo 7) para continuidade dos estudos, visando avangos na

producdo do biossurfactante usando o Rhodococcus erythropolis.
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Objetivos e relevancia do trabalho

2.1.

Objetivo geral

2.2,

Estudar a flotacdo do sistema hematita-quartzo utilizando o
biossurfactante solivel produzido por Rhodococcus erythropolis

como reagente coletor.

Objetivos especificos

Extrair o biossurfactante solivel produzido por Rhodococcus
erythropolis.

Quantificar as proteinas, carboidratos e lipideos presentes no
biossurfactante soldvel.

Determinar a CMC (concentragdo micelar critica) do biossurfactante
por meio das medidas da tensao superficial.

Avaliar o comportamento eletroforético dos minerais, antes e apos
interagdo com o biossurfactante.

Avaliar a hidrofobicidade dos minerais, antes e apos da interagdao
com o biossurfactante.

Caracterizar por espectroscopia FTIR o biossurfactante e minerais,
antes e apés sua interagao.

Estudar a adsorcao do biossurfactante na superficie dos minerais.
Avaliar o efeito do pH, concentracdo do biossurfactante e tempo na
microflotacdo dos minerais.

Analisar estatisticamente os dados de flotabilidade para obter a
funcdo polinomial representativa da microflotacao.

Determinar o modelo cinético com melhor ajuste aos dados

experimentais de microflotacao.
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2.3.
Relevancia do trabalho

O sistema de flotagdo hematita-quartzo foi escolhido por ser pratica de
separacdo industrial bem estabelecida, como também pelo fato do Brasil ocupar
uma posi¢ao mundial de destaque na producdo e exportagao de minério de ferro, e
pela importancia do ferro no contexto econdmico nacional e internacional, devido
ao seu baixo preco e aplicabilidade.

Por outo lado, a crescente demanda mundial por matérias-primas minerais
vem incentivando a exploracdo de jazidas de baixo teor, além do tratamento e
recuperacao de residuos oriundos da atividade mineral. Assim, a pesquisa de
novos reagentes que apresentem maior seletividade e nao sejam agressivos ao
meio ambiente tem-se intensificado, dentro deles os biorreagentes. Esses
biorreagentes obtidos a partir de bactérias, leveduras e fungos filamentosos, t€ém a
capacidade de produzir biomoléculas com propriedades biossurfactantes,
semelhantes aos reagentes quimicos convencionais. Portanto, com o objetivo
fundamental de substituir total ou parcialmente os surfactantes sintéticos, o uso de
biossurfactantes como reagentes representa uma alternativa promissora aos
surfatantes sintéticos utilizados na industria mineral porque podem apresentar
baixa toxicidade e natureza biodegradavel.

Outra grande vantagem dos biossurfactantes, além de produzirem baixos
impactos ambientais, quando comparados com os reagentes convencionais, € a
possibilidade de producdo utilizando substratos renovaveis, o que pode ser
expresso, numa consequente redu¢do dos custos do processo. Por outra parte,
além de que podem apresentar baixa toxicidade e alta biodegradabilidade, estas
biomoléculas sdo responsaveis pela adesdo e flotabilidade seletiva dos minerais e
possuem diversas funcdes, tais como diferengas significativas quanto aos grupos
hidrofébicos e hidrofilicos, alta diversidade quimica, caracteristicas
multifuncionais, e grande estabilidade em condicdes extremas do pH, temperatura

e salinidade.
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Revisao bibliografica

3.1.
Minerais em estudo: Hematita e quartzo

A hematita € o mais abundante e importante mineral para as indudstrias de
ferro e aco (Sarvamangala et al., 2012). As impurezas (ganga) como o quartzo e
alumino-silicatos (argilas) presente em minérios de ferro portadores de hematita
sao removidos por meio da flotagdo, utilizando reagentes quimicos coletores
(Sabari & Natarajan, 2010).

Os tipos de minerais primarios industriais que contém ferro incluem 6xidos
e hidréxidos e, em menor grau, carbonatos (Filippov et al., 2014). No Brasil, a
grande maioria dos minérios de ferro é essencialmente hematita, geralmente
envolvendo outros minerais como magnetita, goethita e minerais de ganga,
principalmente quartzo (Iglesias, 2012).

Ja o quartzo € o segundo mineral mais abundante na crosta continental da
terra. Existem muitas variedades de quartzo, que ocorre em quase todos os tipos
de rochas igneas, metamorficas e sedimentares. Por isso, ele € encontrado como
uma impureza principal em todos os tipos de depositos de minério valiosos (Singh
et al., 2012) e é removido para se obter um concentrado adequado para a extracao
econdmica dos metais valiosos (Sahoo et al., 2016b).

No minério de ferro, onde o quartzo é a principal impureza, a flotacao
reversa € preferida para a concentragdo dos minerais de ferro. Nesse processo, o
coletor desempenha um papel importante no enriquecimento da qualidade das

espécies minerais desejadas (Sahoo et al., 2016b).
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3.2
Flotacao mineral

3.21.
Flotacao em espuma

A flotacdo em espuma, ou simplesmente flotacdo, ¢ um processo fisico-
quimico que permite a separagdo das particulas minerais de interesse da ganga
para obtencdo final de um concentrado com um teor elevado do mineral de
interesse. A separacdo das particulas minerais de interesse € realizada em
suspensoes aquosas de minerais moidos (polpa) e ocorre pelo borbulhamento de ar
forcado, baseando-se nas propriedades hidrofilicas e hidrofébicas dos minerais
(Aghazadeh et al., 2015; Ali et al., 2013; Jamett et al., 2015; Marabini et al.,
2007).

A Figura 1 ilustra o principio de flotagdo verdadeira em uma célula de
flotacdo mecanica. O agitador proporciona turbuléncia suficiente na fase da polpa
para promover a colisdo de particulas e bolhas, o que resulta na ligacdo de
particulas hidrofébicas as bolhas (formando agregados de particulas-bolhas) e o

seu transporte para a fase de espuma para recuperagdo (Wills & Finch, 2015).

Concentrado

=

i
Alimentegho o Mineris hidaficos
P L.

. L.
. "
Impulsor o

(rotor/estator)|_ = — Rejeito

Figura 1. Principio de flotacio em espuma (Adaptado de Wills & Finch,
2015).
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O processo de recuperacio de particulas por flotagio em espuma
compreende trés mecanismos (Wills & Finch, 2015):
1. Colisdo e adesdo seletiva (attachment) de particulas com as bolhas
de ar, conhecido por true flotation (flotagdo verdadeira);
2. Arraste hidrodindmico (entrainment) de particulas a zona de
espuma;
3. Aprisionamento fisico (entrapment) de particulas entre os
agregados bolha-particula.
Na Figura 2 € mostrada uma representacdo esquematica dos trés
mecanismos basicos que ocorre no processo de recuperacdo de particulas por

flotacao (Santos, 2014).

Camada de espuma
Adesao (Attachment)

Aprisionamento
(Entrapment)

( X J
L J
@ Minério
@ Mistos
® Ganga Arraste hidrodinamico
(Entrainment)

Figura 2. Mecanismos de recuperacao (Santos, 2014).

No processo de flotagdo, os reagentes de flotagdo sdo os agentes mais
importantes (Bulatovic, 2007) e sua classificacdo moderna é baseada em sua
funcdo especifica no processo de flotagdo, sendo divididos em grupos de:
coletores, espumantes e modificadores que podem ser depressores, ativadores,
reguladores de pH e agentes dispersantes (Nagaraj, 2005). A funcdo principal
destes grupos de reagentes de flotacdo € descrita a seguir (Bulatovic, 2007):

e Coletores, cuja fung¢do principal € proporcionar propriedades

hidrofdbicas as superficies dos minerais;
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* Espumantes, que permitem a formacdo de uma espuma estivel e o
tamanho das bolhas apropriado para levar os minerais ao
concentrado;

* Modificadores (que podem ser depressores, ativadores e reguladores
de pH, etc), que servem para adequar a acdo efetiva do coletor e

aumentar sua seletividade.

3.2.2.
Flotacao de minério de ferro

A intensa pesquisa sobre flotacdo de minério de ferro comecou nos Estados
Unidos da América no ano 1930, desenvolvendo-se uma variedade de rotas de
flotagdo para remover silica a partir de minerais de ferro. As rotas de flotacdo de
minério de ferro podem ser classificadas em cinco grupos principais: flotacao
cationica de 6xido de ferro, flotacdo catidnica de quartzo, flotagdo anidnica de
oxido de ferro, flotacdo anidnica de quartzo, e combinagdo entre os métodos (Ma,
2012).

Atualmente, a rota estabelecida industrialmente e mais utilizada no mundo €
a flotagdo catidnica reversa de minério de ferro. Neste processo, a silica sob a
forma de quartzo € flotado por coletores catidnicos tais como cloreto de
dodecilamina, brometo de cetil trimetil amoOnio, éter aminas, éter monoaminas, di-
aminas (Sahoo et al., 2016a) e o minério de ferro predominantemente sob a forma
de hematita, permanece na polpa auxiliado pelo depressor amido de milho (Ma,
2012). Este processo de flotacio também pode ser aplicado para reduzir o
conteddo de silica em concentrados de magnetita que sdo obtidos através da
separacdo magnética em meio umido (Filippov et al., 2014).

Ja a flotag@o anidnica direta, que utiliza reagentes coletores de acidos graxos
tais como o 4cido oleico ou seu sal de sodio (Sahoo et al., 2016a) €, geralmente,
utilizada para minérios de ferro que possuem baixo teor ou para rejeitos que foram

descartados em barragens (Araujo et al., 2005).
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3.3.
Bioflotacao mineral

3.3.1.
Aspectos gerais

A bioflotagao € a separacao seletiva de um constituinte mineral de interesse de
um minério mediante interagdo com microrganismos, que atuam como reagentes
coletores ou modificadores que viabilizam a separagdo do constituinte mineral
(Botero, 2007). Este processo de separagdo seletiva é baseado nos mesmos
principios e fundamentos da flotacdo convencional.

Entretanto, o processo de alteracdo das propriedades da superficie mineral
pela interacdo de microrganismos pode ocorrer por trés mecanismos diferentes
(Dwyer et al., 2012):

a) Por meio de adesdo da célula na superficie mineral.

b) Os microrganismos podem catalisar reacdes de oxidagdo ou de redugdao

que modificam a superficie mineral.

c) As proteinas extracelulares e polissacarideos produzidos pelo

microrganismo podem interagir com a superficie mineral.

Durante a bioflotacdo, os biorreagentes modificam a superficie hidrofilica
do mineral tornando-a hidrofébica e dessa forma, facilita a separagdo do mineral
de interesse (Botero et al., 2008; Farahat et al., 2008; Sharma, 2001; Sharma et al.,
2001), apresentando-se como um processo promissor € muito atraente por se tratar
de uma tecnologia ecologicamente aceitavel (Calfa & Torem, 2007; Farahat et al.,

2009; Merma et al., 2013).

3.3.2.
Caracteristicas das bactérias na bioflotagao mineral

As bactérias s@o organismos unicelulares, procariotos, que podem ser
encontrados na forma isolada ou em coldnias. Sdo microrganismos constituidos
por uma célula, sem nucleo celular e com tamanhos que variam de 1 a 10 um. A
maioria das bactérias podem ser descritas como Gram-negativas ou Gram-
positivas, dependendo da composi¢do da superficie celular e estrutura (Dwyer et
al.,, 2012). Na Figura 3 mostra-se a parede celular quanto das bactérias Gram-

negativas como das bactérias Gram-positivas.
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As bactérias Gram-negativas sdo células procaridticas que contém uma
membrana externa e peptideoglicano em suas paredes celulares e, coram-se em
rosa na coloracdo de Gram. Enquanto as bactérias Gram-positivas constituem um
grupo grande e diverso que sdo uma importante linhagem filogenética de células
procaridticas que contém principalmente peptideoglicano em suas paredes

celulares e, coram-se em roxo na coloracido de Gram (Madigan et al., 2010).

Gram positiva Gram negativa
Acido lipoteicoico

Fosfolipideos

Parede

celular
.Pepﬁdoogli XFoﬁolipideo D Porina
cano
%i\ciao teicoico J )h ;mm:::n:a )l-ipoprmina
*ﬁpopolisumrideo

Figura 3. Parede celular da bactéria Gram positiva e bactéria Gram negativa

(Adaptado de Talaro & Chess, 2017).

3.3.3.
Composicao superficial dos microrganismos

A parede celular é composta principalmente de polimeros como
peptidoglicano, além de substancias poliméricas extracelulares (EPS),
fosfoglicerideos, fosfolipidios, aminoacidos, proteinas, lipideos, polissacarideos e
acidos organicos, como o acido micélico (Botero et al., 2007).

Dentre os diversos compostos, destacam-se alguns grupos funcionais, tais
como carboxila (-COOH), amina (-NH2), hidroxila (-OH) e fosfato (-PO4") que
dao origem a carga na superficie bacteriana através da sua ionizacao (Botero et al.,

2007; Poortinga et al., 2002; Sharma & Hanumantha, 2003). Algumas das
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possiveis reacdes quimicas de carregamento da superficie bacteriana sdo dadas na

Tabela 1.

Tabela 1. Grupos ionizaveis encontrados na superficie bacteriana e suas

constantes de dissociacao (POORTINGA et al., 2002).

Reacao Origem pKa

COOH COO- + H* Polissacarideos 2.8
— > — +

Proteina, peptideoglicano Entre 4,0 e 5,0

-NH;" < -NH, + H' Proteina, peptideoglicano | Entre 9,0 e 9,8

-HPO, < PO4 + H' Acidos teicoicos 2.1
-H,PO, < -HPO,4- + H" Fosfolipideos 2.1

—-HPO, < PO,” + H" Fosfolipideos 7,2

Esses grupos funcionais conferem ao microrganismo caracteristicas
hidrofébicas ou hidrofilicas, dependendo do género e da espécie. Sendo assim,
diversos autores como: Deo & Natarajan (1997); Sharma et al. (2001); Padukone
& Natarajan (2011) afirmam que a presenca de polissacarideos na superficie
bacteriana oferece carater hidrofilico as bactérias e aos minerais com quem
interagem, enquanto que oOs compostos proteicos fornecem um caréter

hidrofébico.

3.3.4.
Biorreagentes na flotacao de minério de ferro

O desenvolvimento de biorreagentes para a separagao seletiva de minerais
tem sido objeto de muitas pesquisas, onde o interesse em trabalhar com
microrganismos que sejam seletivos na recuperacdo minerais € cada vez maior.
Um passo essencial é compreender os mecanismos € consequéncias resultantes
das interacoes micrébio-minerais antes de estabelecer sua utilidade no
processamento mineral (Sarvamangala & Natarajan, 2011).

A literatura recente demonstrou a possivel utilizacdo de espécies
microbianas como reagentes de flotacdo na separacdo seletiva de vérios sistemas
minerais. Algumas dessas espécies sdo apresentadas na Tabela 2, principalmente

as que foram utilizadas como biorreagentes na flotacdo de hematita e quartzo.
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Tabela 2. Bactérias usadas na flotacao de hematita e de quartzo

Biorreagente Sistema Funcio Autor/ Ano

Hematita Coletor (Dubel et al., 1992)
Mycobacterium
. Coletor e
phlei Finos de hematita (Yang et al., 2007)
Floculante
Bacillus polymyxa Hematita,
POy Ativador de
ou Paenibacillus | corundum, calcita, (Deo & Natarajan, 1997)
quartzo
polymyxa quartzo
Desulfovibrio ‘ Coletor de (Sabari &
Hematita-quartzo )
desulfuricans quartzo Natarajan, 2010)
Rhodococcus ) .
Hematita-quarzo Coletor (Mesquita et al., 2003)
opacus
Rhodococcus ruber Hematita Coletor (Lopez et al., 2015)
Hematita e gangas
Rhodococeus (quartzo, caulinita Coletor (Yang et al., 2013a)
erythropolis ¢ apatita)

Hematita Coletor (Olivera et al., 2017)

3.3.5.
Rhodococcus erythropolis

A Rhodococus erythropolis € uma bactéria que pertence ao género
Rhodococcus. As bactérias deste gé€nero s@o actinobactérias aerdbias, Gram-
positivas, com alto conteido de guanina e citosina, contido em seu DNA. Estes
microrganismos apresentam ciclo de vida alternante entre cocos e bastonetes,
algumas vezes mostrando projecdes filamentosas (Ciapina, 2008; Finnerty, 1992).
Sdo amplamente distribuidas no ambiente e habitam em uma grande variedade de
fontes, como ambientes marinhos, em solos Alpinos, no Artico, na Antértica, em
aguas subterraneas, excretas de animais, intestinos de insetos e em plantas doentes
(Bell et al., 1998; Carvalho & Fonseca, 2005; Martinkova et al., 2009; Whyte et
al., 2002).
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As células Rhodococcus erythropolis sao microrganismos nao patogénicos e

tem sido amplamente utilizado para a bioremediacdo de Aaguas e solos

contaminados por petroleo (Carvalho, 2012; Liu & Liu, 2011). Na Figura 4,

observam-se diversas células Rhodococcus erythropolis.

Figura 4. Células Rhodococcus erythropolis (Olivera, 2014).

Na flotacao mineral, foi utilizada como coletor de hematita com a finalidade

de determinar sua viabilidade na separacdo de minério composto por minerais de

hematita, quartzo, caulinita e apatita (Yang et al., 2013a). Na Figura 5, mostra-se a

eficiéncia da recuperacdo de hematita (89,67%) em comparacdo com outros

minerais puros.
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Recuperagéo de mineral puro (%)
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—=— Hematita
—e— Quartzo
—aA— Apatita
—w— Caulinita
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Concentragao de células R. erythropolis (mg/L)

Figura 5. Efeito de Rhodococcus erythropolis na recuperaciao de hematita,

quartzo, apatita e caulinita, pH 6 (Adaptado de Yang et al., 2013a).
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No trabalho de Olivera (2014) também foi utilizada como coletor de
hematita e demonstrou-se que o Rhodococcus erythropolis tem uma aplicagdo
vidvel como biorreagente. A maior flotabilidade (83,86%) foi alcancada no pH 6,
com uma concentracdo de biomassa de 200 mg/L, conforme € mostrado na Figura

6.

100 -

—— Hematita (-150+106 pm)
|| —— Hematita (-106+75 pm)
—@— Hematita (-53+38 pm)

80

60 - =

Flotabilidade (%)

20

0 T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (min)

Figura 6. Flotabilidade da hematita em funcao do tempo: pH 6 e
concentraciao de biomassa de 200 mg/L (Adaptado de Olivera, 2014).

3.3.6.
Propriedades eletrocinéticas dos biorreagentes

A adesdo ou adsorc¢do de microrganismos a superficie mineral depende das
condig¢des da solucdo como pH e forca idnica, e das propriedades superficiais do
mineral e do microrganismo, que incluem potencial zeta e hidrofobicidade
(Hirajima et al., 2012).

Portanto, os fendmenos que ocorrem na interface sélida-liquida podem ser
avaliados por meio dos efeitos eletrocinéticos das particulas em suspensdo e
interpretados pela teoria da dupla camada elétrica (Monte & Peres, 2010).

No inicio do século XX, Gouy e Chapman propuseram que a carga
superficial do mineral seria anulada por uma camada difusa de ions de carga
oposta, ao contrario do modelo de camada de cargas elétricas fixas, anteriormente
propostas por Helmholtz. No modelo da dupla camada difusa, os ions em solugdo

sdo atraidos eletrostaticamente para a superficie do sélido, onde essa atracdo serd
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contrabalanceada pelo movimento dos contra-ions, imprescindiveis a equalizacao
da concentracdo de cargas ao longo da interface. O ions em solu¢do com cargas
iguais as das particulas sdo denominados co-ions enquanto aqueles com carga
oposta a da particula sdo denominados contra-ions. Tanto os co-ions como o0s
contra-ions podem adsorver-se especificamente na superficie do sélido. O plano
interno de Helmholtz (PIH) é aquele que passa pelos centros desses ions,
especificamente adsorvidos por mecanismo quimico na superficie do so6lido. Ja o
plano externo de Helmholtz (PEH) passa pelo centro dos contra-ions, situados
proximos a superficie do s6lido adsorvidos pelo mecanismo fisico ou eletrostatico
(Santos, 2014).

Posteriormente aos estudos de Gouy e Chapman, Stern propds a
possibilidade da existéncia de cargas alinhadas além da camada difusa. Uma das
mais importantes contribui¢des da teoria de Stern foi considerar os efeitos de
adsor¢do especifica, isto é, os ions poderiam ser adsorvidos na superficie por
forcas de carater nao eletrostatico. Ainda sobre o modelo de Stern, nas
vizinhangas da superficie, uma primeira camada estacionaria seria formada por
ions adsorvidos a superficie por adsorcdo especifica ou forcas eletrostaticas,
enquanto o restante dos ions de carga oposta a da superficie e necessarios a
neutralizacdo, estariam espalhados por efeito da agitacdo térmica, decrescendo
exponencialmente sua concentracdo, conforme a teoria de Gouy-Chapman. Assim,
o modelo de Stern-Gouy-Chapman € o mais utilizado para descrever a estrutura da
dupla camada elétrica em sistemas coloidais considerando a influencia dos
eletrélitos na carga superficial da particula (Santos, 2014; Monte & Peres, 2010).

A Figura 7 ilustra o modelo de Stern da dupla camada elétrica e a distribuicao do

potencial eletrostatico.
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Superficie sélida (o, )

| r Plano de Stern
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X

Potendial Eletrostético

Figura 7. Estrutura da dupla camada elétrica (Santos, 2014)

O potencial eletrostatico da superficie (W), da camada de Stern (Ws) e da
camada difusa (Wy) sdo hipotéticos. Na dupla camada elétrica (DCE), o unico
potencial que pode ser medido experimentalmente € o potencial zeta (Wg), isto €, o
potencial medido no plano de cisalhamento entre a particula e a solugdo, quando
ambos estdo em movimento relativo, na presenca de um campo elétrico. Esse
deslocamento diferencial das partes da DCE leva ao aparecimento de um potencial
eletrocinético, podendo ser medido por meio dos quatros fendmenos ou efeitos
eletrocinéticos: eletroforese, eletroosmose, potencial de escoamento e potencial de
sedimentacdo (Monte & Peres, 2010).

O potencial zeta (W¢) € um importante parametro a ser medido com auxilio
da eletrocinética. As técnicas mais usadas para sua determinacdo sdo a
eletroforese e o potencial de escoamento. A técnica de eletroforese consiste em

medir a mobilidade eletroforética das particulas carregadas em uma suspensdo
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aquosa (as particulas eletricamente carregadas, suspensas em uma polpa,
movimentam-se sob a agdo de um campo elétrico aplicado), enquanto, o potencial
de escoamento € o campo elétrico gerado quando um liquido flui sobre uma
superficie estaciondria carregada eletricamente (Hunter, 1981; Monte & Peres,
2010).

Na pratica, efetuam-se varias medidas da mobilidade eletroforética das
particulas dispersas em solu¢@o aquosa. O calculo de W¢ com base nessas medidas

pode ser feito segundo a equacao de Smoluchowski (Hunter, 1981):
W, = 12.8y, (D

Onde o potencial zeta (W¢) é expresso em mV e a mobilidade (p.) em um s/
Vem™

Os ions determinantes do potencial sdo aqueles que exercem um controle
significativo sobre a carga da superficie e a carga da superficie da fase dispersa.
Sendo assim, o ponto isoelétrico (PIE) é definido como o logaritmo negativo da
atividade dos ions para o qual a carga liquida no plano de cisalhamento € nula, e é
obtido pela medida do potencial zeta na presenca de um eletrélito indiferente
(Monte & Peres, 2010).

Na revisdo da literatura, alguns dos valores do ponto isoelétrico encontrados
para o mineral hematita estao em: pH 5,8 (Deo et al., 2001); pH 5,1 (Mesquita et
al., 2003); pH 6 - 6,5 (Sarvamangala & Natarajan, 2011); pH 5,2 (Yang et al.,
2013a); pH 5,5 (Yang et al., 2013b, 2014a); pH 5,5 (Lopez et al., 2015) e pH 5,3
(Olivera et al., 2017). J4 para o bactéria Rhodococcus erythropolis, segundo o
trabalho de Yang et al. (2013b), sua superficie foi carregada negativamente na
faixa de pH 2 a pH 10, mas no trabalho de Olivera et al. (2017) foi encontrado o
valor do ponto isoelétrico ao redor do pH 2,2. Essa variacdo do PIE € atribuida a
diversos fatores, entre eles, os mais importantes sdo a sua composicao, origem € o
método usado para determinar o potencial zeta, além do tempo de
acondicionamento da amostra em solucao.

A Figura 8, mostra o perfil das curvas de potencial zeta encontradas por
(Olivera, 2014): hematita, Rhodococcus erythropolis e interacdo. O ponto
isoelétrico da hematita e Rhodococcus erythropolis foram encontrados em pH 5,3
e pH 2,2 respectivamente. Apds interagdo, o ponto isoelétrico da hematita

diminuiu de pH 5,3 para pH 2,1, adotando um comportamento muito préximo ao
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perfil da curva de potencial zeta da bactéria. Esta modifica¢do do perfil da curva
de potencial zeta pode ser relacionada com a aderéncia das células bacterianas

e/ou adsorcao de qualquer produto metabdlico sobre a superficie do mineral.

10 —m— Hematita + 4. erythropolis
g —&— A. erythropolis
5 —A— Hematita

S o
g . pH=5.3
@ 9
L
s ]
: -10 4
8 T b=
O -15-
c
o . =
S -20-
& N

-25

'30 T T T T T

2 4 6 8 10

Figura 8. Perfis de potencial zeta com eletrélito indiferente: NaCl 10~ mol/L

(Adaptado de Olivera, 2014).

O potencial do mineral quartzo também foi estudado por diversos
pesquisadores. No trabalho de Barros et al. (2008) foi observado que o mineral
quartzo ndo apresentou ponto isoelétrico e seu potencial eletrocinético foi
negativo em toda a faixa de pH estudada (pH 8,5 - pH 10,5). Enquanto, no
trabalho de Yang et al. (2013b), o ponto isoelétrico do quartzo foi em torno do pH
3,0 e para os outros minerais como apatita, caulinita e hematita foram em torno do
pH 3.0, 3,3 e 5,2, respectivamente, conforme € mostrado na Figura 9.

Na literatura recente, Zhou et al. (2015) mediram o potencial zeta de
quartzo, apatita e dolomita. O potencial dos minerais diminuiu conforme o pH da
solucdo aumentou, sendo o potencial zeta do quartzo mais negativo € ndo
apresentou ponto isoelétrico. Enquanto o PIE da apatita e dolomita foi encontrado

em torno do pH 4,2 e 6,2, respectivamente.
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Figura 9. Curvas de potencial zeta para o Rhodococcus erythropolis,

hematita, quartzo, apatita e caulinita (Adaptado de Yang et al., 2013a).

3.3.7.
Adsorcao dos biorreagentes

Adsorcao é um fendmeno fisico-quimico onde o componente em uma fase
gasosa ou liquida € transferido para a superficie de uma fase sélida. Os
componentes que se unem a superficie sdo chamados de adsorvatos, enquanto que
a fase solida que retém o adsorvato é chamada adsorvente (Oliveira, 2010). A
atracdo pode ser muitas vezes baseada em cargas eletrostaticas. A adsorcdo
negativa é a adsorcao de espécies positivas por locais de adsor¢ao negativa e vice-
versa para a adsor¢do positiva. Embora o termo adsor¢do implique um fendémeno
de superficie, o sequestro real pode ter lugar com base em fendmenos fisicos
(adsor¢ao fisica) ou através de uma variedade de meios de ligacdo quimica
(quimissor¢ao). A adsorcdo fisica é nao especifica, e as forcas que atraem as
moléculas para a superficie solida sdo relativamente fracas. Enquanto a
quimissorcdo € especifica e envolve for¢as muito mais fortes do que na adsor¢ao
fisica (Naja & Volesky, 2011). As diferencas entre a quimissorcdo e a adsor¢ao

fisica sdo resumidas na Tabela 3.
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Tabela 3. Fundamentos dos métodos de sor¢cao (Naja & Volesky, 2011)

Parametro Adsorcao Fisica Quimissorc¢ao
Faixa de Mais baixo Mais alto
temperatura Mais baixo Mais alto

Calor de adsor¢ao Condensacao Reacdo

Ordem de H Répida Nao ativada
Taxa Baixa Baixa

Energia de ativacdo | Possivel Monocamada
Cobertura multicamada Frequentemente
Reversibilidade Alta irreversivel
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Além de ser complexo, o processo de adsor¢cdo depende de vérias
caracteristicas da solugcdo aquosa tais como pH, salinidade, temperatura, forca
ibnica, ions bivalentes e adicionalmente o tipo, concentracdo e composi¢do dos
surfactantes envolvidos (Azam et al., 2013; Mende et al., 2016; Naja & Volesky,
2011).

3.3.8.
Molhabilidade e angulo de contato

A flotacdo de particulas minerais de interesse € vinculada a molhabilidade
com a dgua, de modo que se explora a termodinamica de molhabilidade entre uma
gota do liquido e a superficie no qual ela repousa. O parametro que define a
molhabilidade € o angulo de contato, que € o angulo entre um plano tangente a
uma gota do liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido se encontra
depositado, conforme esquematizado na Figura 10. Logo, a molhabilidade de uma
superficie depende do equilibrio termodindmico entre este sistema de trés
interfaces: sdlido, liquido e gis. Assim, o angulo de contato representa uma

medida quantitativa do processo de molhabilidade (Cunha, 2015).
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Figura 10. Representacio classica do angulo de contato e forcas de tensao

superficial (Adaptado de Wills & Finch, 2015).

A equacdo de Young estabelece a condi¢cdo termodinamica de equilibrio
entre as interfaces envolvidas, onde o angulo de contato 6 depende da tensdo

superficial ou energia livre superficial, y, das trés interfaces:

Vs ~Vsi = Vig-cosb )

Onde:
vsa: Tensdo superficial na interface sélido-gas
vsL: Tensdo superficial na interface sélido-liquido

vLc: Tensdo superficial na interface liquido-gas

A equagdo de Young € vélida para um sistema ideal, onde todos os efeitos
gravitacionais estdo ausentes e as trés fases em equilibrio.
A variacdo da energia livre de adesdo entre particulas hidrofébicas e bolhas

de ar € obtida pela equagdo de Dupré.
AG =ys¢ — (¥s. +Vi6) 3)

A equacdo de Dupré expressa o decréscimo maximo possivel da energia
livre do sistema, que resulta no contato particula-bolha, sem levar em
consideragdo, no entanto, o trabalho requerido para deformar a bolha antes da

ligac@o com o s6lido bem como a geometria do sistema.
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Combinando a equagdo de Young (2) com a forma apropriada da equagao de
Dupré (3), obtém-se a equacdo de Young-Dupré, a qual fornece o critério

termodindmico para a flotagdo:

AG =y, (cosf-1) 4)

Esta equacdo € usado com frequéncia para analisar o processo de flotagdo, o
que significa que a ligag¢do particula-bolha e a subsequente flotacao sdo possiveis
se a variacdo da energia livre da ligacdo é negativa, isto é, quanto mais negativo o
valor de AG maior € a probabilidade da flotagio da particula. Dessa forma AG é
negativo quando o angulo de contato estd entre 0° e 180°, isto €, quando a
superficie é hidrofébica.

Além da condicdo termodinimica, as equacdes de Young (2) e de Young-
Dupré (4) introduzem o conceito que a flotabilidade de um sélido é controlada
pela energia superficial. Dessa forma, o processo de flotacao pode ser visto como
a arte e a ciéncia de converter os sélidos de energia superficial alta em s6lidos de
energia superficial baixa (hidrofobicos). Assim, as moléculas do surfactante
interagem com o s6lido, além das interacOes com as outras interfaces disponiveis,

causando uma diminui¢do da energia superficial do sélido, y, sendo que esses

valores devem ser bem menores que os obtidos na interface liquido/gas, y,,

(Monte & Peres, 2010).

3.3.9.
Cinética de flotacao mineral

A abordagem de engenharia é considerar a flotacio como um processo de
taxa por analogia com a cinética da reagdo quimica. Os reagentes em flota¢do sdo
a bolha e a particula e, o produto € o agregado bolha-particula. Deste ponto de
vista, a taxa de flotacdo dependera de um nimero de fatores como: concentra¢ao
de particulas e bolhas, frequéncia de colisdo, eficiéncia da ligacdao da particula
apos colisdo e estabilidade da ligagdo (Wills & Finch, 2015).

Os modelos matematicos que descrevem a flotacdio em espuma como um
processo de taxa sdo classificados em seis categorias: modelos cinéticos baseados

em analogia quimica, modelos probabilisticos e estocasticos, modelos
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multifiasicos, modelos mecanicistas, modelos cinéticos e modelos de flotacdo
continua (Hernainz & Calero, 2001).

Os modelos cinéticos que consideram o processo de flotacio como uma
reacdo entre particulas e bolhas sdo os mais comuns, devido a sua simplicidade e
capacidade de simular razoavelmente bem a operagao de flotagao. Esses modelos
sdao formulados em termos da taxa de flotacdo e podem ser quantificados em
termos de parametros fisicos, quimicos e hidrodinamicos do sistema de flotacao
(Alvarez-Silva et al., 2016).

Segundo Herndinz et al. (2005), a avaliacdo das equagdes de taxa pode ser
baseada em suposicoes ou em fatos estabelecidos sobre o mecanismo dos
processos ou, mais comumente determinados empiricamente ou por analogia com
os processos de taxa semelhante. Por analogia com a cinética quimica, a equacao

que representa a cinética de flotacdo pode ser expressa, assim:

dc
dt

= —K.C" 5)

Onde, C: concentragdo de solidos, t: tempo de flotagao, n: ordem da reacao,
e k: constante de taxa de flotacdo, que pode ser definida como uma medida da
eficiéncia de flotaco.

Existem diferentes métodos para determinar a cinética da bioflotacao, sendo
os modelos mais comumente usados: modelo de primeira ordem, modelo de

segunda ordem e modelo de ordem fracionaria; conforme é mostrado na Tabela 4.

Tabela 4. Modelos cinéticos de flotacao mineral (Olivera et al., 2017).

Ordem Equacio
n=1 In (E) = K;.t In [m] = Kj.t
=2 t_ 2 + K.t = K,.t

R
Fracionaria In [m] = K.t
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Onde:

m,: Massa inicial, m: Massa final, k: Constante de taxa do modelo, t: tempo, R:
Percentagem de recuperagdo do mineral ¢ R : Percentagem de méxima

recuperagao do mineral no tempo infinito.

Do ponto de vista prético, a hidrofobicidade e a mineralizagdo da bolha de
ar sdo provavelmente os dois fatores mais importantes na flotacdo mineral e
ambos governam a seletividade e a cinética da flotagdo, respectivamente. Dessa
forma a hidrofobicidade da particula € o primeiro pré-requisito importante,
enquanto o mecanismo de mineralizagdo da bolha esta associado com um grande

nimero de fatores fisicos, quimicos e mecanicos (Bulatovic, 2007).

3.4.
Surfactantes e Biossurfactantes

3.4.1.
Surfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma por¢ao
hidrofobica e uma por¢do hidrofilica. A porcdo apolar é frequentemente uma
cadeia hidrocarbonada enquanto a por¢do polar pode ser idnica (anidnica ou
cationica), ndo-idnica ou anfotérica (Nitschke & Pastore, 2002).

O termo anfifilico € derivado do grego "amphi", que significa "ambos” ou
“nos dois lados", refere-se ao fato de que todas as moléculas surfactantes
consistem de pelo menos duas partes, uma das quais € solivel em um fluido
especifico, por exemplo, dgua (a parte hidrofilica) e a outra insolivel em agua (a
parte hidrofébica) (Tadros, 2014).

Do ponto de vista comercial, os surfactantes ou agentes tensoativos sao
frequentemente classificados de acordo com sua aplicacdo. No entanto, isso ndo €
muito util porque muitos surfactantes t€ém varios usos, o que provoca confusio. A
classificacdo mais aceitavel e cientificamente valida de surfactantes € baseada na
sua dissociacdo em d4gua. Dessa forma, trés classes principais podem ser
distinguidas: anidnicos, ndo idnicos e catidnicos (Salager, 2002). A Figura 11,

mostra alguns exemplos tipicos de cada classe.
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Os surfactantes anidnicos s@o dissociados em dgua em um anion anfifilico e
um céition, o qual é em geral um metal alcalino (Na’, K') ou uma amonia
quaternaria. Esses surfactantes sdao mais utilizados e entre eles incluem-se
sulfonatos de alquilbenzeno (detergentes), sais de 4dcidos graxos (sabdes), lauril
sulfato (agente espumante), dialquil-sulfossuccinato (agente molhante) e
lignossulfonatos (dispersantes) (Salager, 2002).

Os surfactantes ndo idnicos sdo aqueles que em solugdo aquosa ndo se
ionizam porque possuem grupos hidrofilicos como alcool, fenol, éter, éster, ou
amida. Uma grande parte destes agentes tensoativos pode tornar-se relativamente
hidrofilico devido a presenca de uma cadeia de poliéster (6xido de etileno). O
grupo hidrofébico é geralmente um radical alquilo ou alquilo benzeno e, por
vezes, uma estrutura de origem natural como um acido graxo, especialmente
quando € necessaria uma baixa toxicidade (Salager, 2002).

Os surfactantes cationicos sdo dissociados em solugdo aquosa num cation
anfifilico e um anion, na maioria das vezes do tipo halogénio. A grande maioria
destes agentes tensoativos corresponde os compostos de nitrogé€nio, tais como os
sais de aminas graxas ou de amonia quaternaria (Salager, 2002).

Quando uma unica molécula de surfactante exibe dissociacdes tanto
anidnico como catidnico € chamado anfétero ou zwitteridnico. Este é o caso de
produtos sintéticos, tais como betainas ou sulfobetainas e substancias naturais, tais

como aminoéacidos e fosfolipidios (Salager, 2002).
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Figura 11. Formulas desenvolvidas de alguns surfactantes comuns (

Adaptado de Salager, 2002).

Os surfactantes ou agentes tensoativos de superficie, em geral, podem ser
classificados em dois grupos principais: surfactantes sintéticos e biossurfactantes.
Os surfactantes sintéticos sao produzidos através de reacdes quimicas organicas e
os biossurfactantes sdo produzidos por processos biologicos, sendo excretados
extracelularmente por microrganismos tais como bactérias, fungos e leveduras

(Pornsunthorntawee et al., 2009).
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3.4.2.
Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo compostos produzidos por microrganismos
extracelularmente ou como parte das membranas celulares, sendo que a maior
parte deles usados comercialmente € produzida por bactérias (Decesaro et al.,
2015). Esses biossurfactantes apresentam as mesmas caracteristicas dos
surfactantes quimicos, reduzem a tensao superficial, a concentragdo micelar critica
e a tensdo interfacial. Possuem uma estrutura comum, onde a molécula €
constituida por duas por¢cdes, uma hidrofilica que pode ser composta de
aminoacidos ou peptideos, mono, di ou polissacarideos, e a outra hidrofobica
constituida de uma cadeia hidrocarbdnica de um ou mais 4cidos graxos, saturados
ou insaturados (Almeida, 2009).

Os biossurfactantes podem estar envolvidos na patogénese devido a sua
atividade superficial; no entanto, por razdes de seguranga e regulamentares, as
estirpes produtoras devem ser ndao patogé€nicas. Podemos mencionar como
exemplo o biossurfactante de tipo ramnolipideos, este ndo € o caso, mas a
Pseudomonas aeruginosa que € sua bactéria produtora mais comum, é um agente
patogénico (Walter et al., 2010).

Na maioria dos casos, os biossurfactantes sio compostos de baixo peso
molecular, tais como lipopeptideo, glicolipideo, e fosfolipideo ou de alto peso
molecular como lipoproteinas, lipopolissacarideos, proteinas, polissacaridos e
biopolimeros complexos (Liu et al., 2016).

Uma das estratégias mais importantes para aumentar a producdo de
biossurfactante por microrganismos € a modificagdo do meio de cultura, no qual a
mistura de compostos de hidrocarbonetos, fontes de carbono (agucares) e as fontes
de nitrogénio sdo otimizadas para aumentar a sintese do biossurfactante (Fooladi

et al., 2016).

3.4.3.
Classificacao dos biossurfactantes

Os biossurfactantes possuem propriedades fisico-quimicas similares a dos
surfactantes sintéticos e se classificam segundo sua composi¢do quimica, com

base no seu grupo funcional e quanto a origem microbiana, sendo que as
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principais classes de biossurfactantes incluem: glicolipideos, lipopeptideos e
lipoproteinas, fosfolipidios e 4acidos graxos, surfactantes poliméricos e

surfactantes particulados (Decesaro et al., 2015; Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

3.4.3.1.
Glicolipideos

Os glicolipideos sdao os biossurfactantes mais comumente descritos e sao
formados por carboidratos (parte hidrofilica) ligados com &cidos alifaticos de
cadeia longa ou acidos hidroxi-alifatico (porcao hidrofébica). A ligagdo é por
meio de éter ou de um grupo éster. Os glicolipideos mais bem estudados siao os
ramnolipideos, soforolipideos e trealolipideos (Dhanarajan & Sen, 2014).

Ramnolipideos  sdo  biossurfactantes  extracelulares  produzidos
principalmente pela bactéria Pseudomonas aeruginosa e sao compostos de uma
parte ramnose e uma parte lipidica. Esses biossurfactantes sido caracterizados por
terem propriedades fisico-quimicas unicas, como: atividade superficial,
capacidade de molhar, detergéncia e outras qualidades anfipaticas que os tornam
altamente importantes para aplicacdes na industria alimenticia, cosmética,
farmacéutica, quimica e agricola (Moussa et al., 2017).

Os Soforolipideos consistem de um carboidrato dimérico da soforose ligado
a um hidroxi-acido graxo de cadeia longa, e sdo produzidos principalmente por
leveduras tais como Torulopsis bombicola, T. apicola e Wickerhamiella
domericqiae. Esses biossurfactantes t€ém a capacidade de diminuir a tensdo
superficial da dgua de 72,8 mN/m para 40-30 mN/m, com uma concentragio
micelar critica de 40-100 mg/L (Mukherjee & Das, 2010).

Trealolipideos consistem de um dissacarideo trealose unido a grupos de
acidos graxos por ligagdo éster, e sd@o produzidos por varios microrganismos,
incluindo os géneros de Mycobacterium, Rhodococcus, Arthrobacter, Nocardia e
Gordonia. Esses biossurfactantes sdo mais amplamente utilizados em tecnologias
de biorremediacdo ja que seus compostos sdo conhecidos por aumentarem a

biodisponibilidade de hidrocarbonetos (Dhanarajan & Sen, 2014).
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3.4.3.2.
Lipopeptideos

Os lipopeptideos consistem em cadeias lineares curtas ou estruturas ciclicas
de aminodicidos, unidas a um acido graxo através de ligacdes éster ou de amida,
ou de ambas. Esses biossurfactantes contém os aminoacidos raros € modificados,
que ndo sao utilizados para a sintese proteica ribossdmica, e variam de acordo
com os tipos de aminodcidos presentes no anel peptidico, bem como no
comprimento da cadeia e na estrutura do componente acido graxo (Dhanarajan &
Sem, 2014).

Os compostos mais conhecidos desta classe sdo a surfactina e liquenisina. A
Surfactina € um dos biossurfactantes mais eficazes devido a sua atividade
surfactante excepcional, tornando-se mais estudado e melhor caracterizado
(Mukherjee & Das, 2010). Esses biossurfactantes apresentam estruturas anilogas
que possuem diferentes peptideos e cadeias de dcidos graxos (Jajor et al., 2016),
que podem diminuir a tensdo superficial da 4gua de 72 mN/m para 27,9 mN/m, e
tem uma concentragdo micelar critica de 0,017 g/L (Mukherjee & Das, 2010).

A liquenisina € um lipopeptideo ciclico produzido por Bacillus
licheniformis, com estrutura e propriedades fisico-quimicas semelhantes a da
surfactina. Esses biossurfactantes possuem elevada atividade surfactante,
alcancando uma tensdo superficial da 4gua de 29 mN/m com uma concentragdo

micelar critica de 15 mg/L (Coronel-Le6n et al., 2017).

3.4.3.3.
Acidos graxos e fosfolipideos

Virias bactérias e leveduras sdo capazes de excretar acidos graxos e
fosfolipideos quando crescem em n-alcanos (Dhanarajan & Sen, 2014; Hausmann
& Syldatk, 2015).

Os biossurfactantes de acidos graxos sdo acidos graxos saturados com
comprimentos de cadeia de C12 a C14 e acidos graxos complexos contendo
grupos hidroxilo e ramificacdes de alquilo. A maior reducdo das tensoes
superficiais e de interface foi alcangcada por 4cidos graxos com comprimentos de

cadeia longa (C12 - C14) (Hausmann & Syldatk, 2015).
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Os fosfolipideos sdo a principal parte das membranas microbianas e,
normalmente, ndo estdo presentes numa forma extracelular. No entanto, vesiculas
de membrana extracelular produzidas por Acinetobacter sp. HO1-N crescido com
hexadecano foram ricas em fosfolipideos, principalmente fosfatidiletanolamina e
fosfatidilglicerol, e também tinha tracos de lipideos neutros (Dhanarajan & Sen,
2014). Similarmente, o Rhodococcus erythropolis DSM 43215 também excretou
fosfatidiletanolaminas que diminuem a tensdo superficial e ocorrem no

crescimento em n-alcanos (Hausmann & Syldatk, 2015).

3.4.34.
Biossurfactantes poliméricos

Vérios géneros microbianos, incluindo Acinetobacter, Arthrobacter,
Pseudomonas, Halomonas, Bacillus e Candida, foram relatados para produzir
biossurfactantes poliméricos. Os biossurfactantes poliméricos ndo reduzem
necessariamente a tensdo superficial, mas reduzem eficazmente a tensdo
interfacial entre liquidos imisciveis e formam emulsdes estdveis. Os
biossurfactantes poliméricos mais estudados sdo o emulsan e o liposan
(Dhanarajan & Sen, 2014).

O biossurfactante emulsan da Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 é um
bioemulsificador polimérico extracelular potente caracterizado como um
heteropolissacarideo anfipatico polianiénico (Mukherjee & Das, 2010). E um
lipopolissacarideo composto de um heteropolissacarideo ligado a um 4cido graxo
através de ligagdes éster e amida (Dhanarajan & Sen, 2014).

O liposan é outro emulsionante eficaz produzido por Candida lipolytica
capaz de formar emulsdes estiveis Oleo-em-dgua. E composto por
aproximadamente 83% de carboidratos e 17% de proteinas (Dhanarajan & Sen,

2014).

3.4.3.5.
Biossurfactantes particulados

Alguns exemplos de biossurfactante particulados sdo as vesiculas
extracelulares de células microbianas, que ajudam na emulsificacdo de

hidrocarbonetos. A acumulacdo de vesiculas extracelulares com 20-50 mm de
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didmetro e uma densidade flutuante de 1,158 g/cm3 foi relatada em células de
Acinetobacter sp. HO1-N. As vesiculas purificadas sdo compostas por proteina,
fosfolipideo e lipopolissacarideo, exibindo uma boa atividade de emulsificacdo

(Dhanarajan & Sen, 2014; Mukherjee & Das, 2010).

3.44.
Microrganismos produtores de biossurfactantes

Existem vérios tipos de microrganismos conhecidos que sdo capazes de
produzir biossurfactantes. Dentre os mais importantes cita-se:

As Pseudomonas aeruginosa produzem raminolipidios, os quais sdo
biossurfactantes do tipo glicolipidio (Khoshdast et al., 2012). Enquanto os
trealolipideos e lipopeptideos sdo encontrados nas bactérias do género
Rhodococcus e Bacillus, respectivamente (Franzetti et al., 2010). Outros tipos de
microrganismos conhecidos que sao capazes de produzir biossurfactantes, sdo

mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Classificacio dos biossurfactantes produzidos por diferentes

microrganismos (Nitschke & Pastore, 2002).

Tipo de biossurfactante Microrganismo
Glicolipideos
Raminolipidios Pseudomonas aeruginosa
Soforolipidios Torulopsis bombicola, Torulopsis apicola
Trealolipidios Rhodococcus erythropolis,

Mycobacterium sp

Lipopeptidios e lipoproteinas

Peptidio-lipidio Bacillus licheniformis
Viscosina Pseudomonas fluorescens
Serrawetina Serratia marcescens
Surfactina Bacillus subtilis
Subtilisina Bacillus brevis
Polimixina Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipidios
neutros e fosfolipidios

Acidos graxos Corynebacterium lepus
Lipidios neutros Nocardia erythropolis
Fosfolipidios Thiobacillus thiooxidans
Surfatantes poliméricos
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica
Carboidrato-lipidio-proteina Pseudomonas fluorescens
Manana-lipidio-proteina Candida tropicalis
Surfatantes particulados
Vesiculas Acinetobacter calcoaceticus
Células Virias bactérias

3.4.5.
Propriedades e vantagens dos biossurfactantes

A eficacia dos surfatantes é determinada através da sua capacidade de
reduzir a tensdo superficial e interfacial dos sistemas. A tensdo superficial que € a
medida de energia livre da superficie por unidade de 4rea, necessaria para trazer
uma molécula do interior do liquido para a superficie (Mulligan, 2005). Enquanto
a tensdo interfacial € descrito como o trabalho necessario para criar uma nova
superficie entre dois fluidos imisciveis (Saien & Bahrami, 2016). Além disso, o

tipo de carga, comportamento fisico-quimico, solubilidade e comportamento de
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adsor¢do sdo alguns dos mais importantes critérios de sele¢do para surfactantes
(Mulligan, 2005).

As tensdes superficial e interfacial estdo correlacionadas com a
concentracdo de surfactante até o momento em que a concentracdo micelar critica
(CMC) ¢ alcangada (Figura 12). A CMC ¢ definida como a concentracdo minima
de surfactante necessaria para atingir valores mais baixos de tensao superficial e
interfacial. Com a adi¢do de surfactantes acima da CMC ocorre a associacdo das
moléculas, resultando na formagdo de micelas, sem afetar a tensdo superficial.
Desta maneira, mesmo adicionando surfactante acima da CMC, as tensdes

superficial e interfacial se mantem constantes (Pacheco, 2008).

CcMmC 2
9 £
Mondémeros :}E“‘Q Micelas
Solubilidade

S M
2 |\ “
- 7
§ s i — Tens#o superficial
z > —_—— P
@ Tensao interfacial

Concentracao de surfactante

Figura 12. Tensao superficial, tensiao interfacial e solubilidade em funcao da

concentracio de surfactante (Pacheco, 2008).

As propriedades dos biossurfactantes que os tornam tteis em varias

aplicacdes sao apresentadas na Figura 13.
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Aplicacao Caracteristicas

Detergéncia de concentragao de sal e pH

* Biodegradabilidade

*» Adequado HLB (balango
hidréfilo-lipofilo)
* Seguranga Ambiental

* Baixa CMC
* Estabilidade em condigdes extremas
Emulsificacdo }{

Remediagio
ambiental

* Estabilidade quimica
* Adsorg¢ao de superficie

* Baixa toxicidade
Lubrificagdo 1 . pjodegradabilidade
* Afinidade para a contengao

Flotag:ao
: * Adsor¢ao em minérios especificos
mineral L : 2
* Molhamento nas formagdes
contendo petroleo
Recuperagao * Formagdo e estabilizagao de
de petréleo microemulsdes

*Facilidade de quebra da
emulsao apos a recuperagao

At * Biocompatibilidade
Farmacéutica . L.
* Baixa toxicidade

Figura 13. Caracteristicas dos biossurfactantes tteis em varias aplicacoes

(Khan et al., 2015).

Apesar da diversidade de composicdo quimica e propriedades, algumas
caracteristicas s@o comuns a maioria dos biossurfactantes. Muitas dessas
caracteristicas representam vantagens sobre os surfactantes convencionais.
Algumas dessas vantagens s@o as seguintes (Mulligan et al., 2014):

Biodegradabilidade: Ao contrario dos surfactantes sintéticos, 0s
biossurfactantes sdo facilmente degradados e particularmente adequados para
aplicacdes ambientais tais como biorremediacdo e dispersdo de derrames de
petrdleo.

Baixa toxicidade: Os biossurfactantes sdo geralmente considerados como os
produtos de baixa toxicidade ou ndo téxicos e, portanto, sdo apropriados para
industrias farmacéuticas, cosméticas e alimentares.

Biocompatibilidade e digestibilidade: Permite sua aplicagdo em cosméticos

e produtos farmacéuticos e como aditivos alimentares.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421661/CA


PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1421661/CA

56

Disponibilidade de matérias-primas: Os biossurfactantes podem ser
produzidos a partir de matérias-primas baratas que estdo disponiveis em grandes
quantidades; a fonte de carbono pode provir de hidrocarbonetos, hidratos de
carbono e/ou lipidios, que podem ser utilizados separadamente ou em combinagao
uns com 0s outros.

Economia de producdo aceitivel: Dependendo da aplicacdo, os
biossurfactantes também podem ser produzidos a partir de residuos industriais e
subprodutos, o que € de particular interesse para a producdo em massa (por
exemplo, para utilizagdo em tecnologias relacionadas com o petréleo).

Especificidade: Os biossurfactantes, sendo moléculas organicas complexas
com grupos funcionais especificos, sdo frequentemente especificos na sua acao de
interesse.

Eficacia: A temperaturas extremas, pH e salinidade.

3.4.6.
Estudos de flotacao mineral usando biossurfactantes como
biorreagente

Durante alguns anos a producdo de biossurfactantes por varios
microrganismos tem sido estudada extensivamente, dando origem a uma série de
estudos relacionados a sua producio, tipos e propriedades. Como consequéncia,
muitas propriedades comercialmente atrativas e claras vantagens comparadas com
os surfactantes quimicos tém sido observadas. Dentro deste contexto, produtos
microbianos, tais como biossurfactantes, dcidos orginicos e solventes organicos
podem também ser aplicados a flotagao mineral (Pacheco, 2008).

Zouboulis et al. (2003) utilizaram os biossurfactantes surfactina e
liquenisina como coletores de flotacdo para remover goethita. Os resultados da
atividade coletora foram superiores em comparacdo com dodecilamina e dodecil
sulfato de sddio sob as condi¢des experimentais estudadas.

Fazaelipoor et al. (2010) investigaram a utilizacdo do biossurfactante
produzido por Pseudomonas aeruginosa como um espumante na flotagdo de
carvao. O estudo mostrou que o biossurfactante ¢ um bom redutor da tensdo
superficial da 4gua e apresentou boa estabilidade da espuma que poderia ser
aplicado com sucesso na flotacdo de carvdo. Similarmente, Khoshdast et al.

(2011) demonstraram que o ramnolipideo produzido por Pseudomonas
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aeruginosa pode ser utilizado como um espumante ou co-espumante promissor
nas préticas de processamento mineral.

No trabalho de Patra & Natarajan (2008) foi avaliado o uso de diferentes
fracdes proteicas extraidas da bactéria Paenibacillus polymyxa como reagente de
flotacio de quartzo, pirita, calcopirita, esfalerita e galena. Os resultados
mostraram que as fracdes proteicas exibiram uma afinidade de superficie variavel
para estes minerais que influenciam a sua flotagdo. Desse modo, a flotabilidade
foi favoravel para o mineral quartzo, esfalerita e galena.

Vecino et al. (2013) avaliaram o biossurfactante obtido de Lactobacillus
pentosus como agente espumante para flotacdo em espuma. As propriedades de
adsor¢do mostradas pelo biossurfactante de L. pentosus sobre os sedimentos de
matéria organica apresentaram bons resultados como potencial agente espumante
para flotacgdo.

Outros biossurfactantes produzidos por Bacillus mucilaginosus foram
utilizados no pré-tratamento da pirolusita para facilitar a remogdo de quartzo no
processo de flotagdo Yang et al. (2014b). Também os biossurfactantes de Bacillus
circulans e Streptomyces sp. foram utilizados na flotacdo de serpentinita e quartzo
(Didyk & Sadowski, 2012). No trabalho de (Menezes et al., 2011) os efluentes
aquosos da drenagem 4cida de mina foram tratados utilizando o sistema de
flotacdo por ar dissolvido com biossurfactantes produzidos por Candida lipolytica

e Candida sphaerica.
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Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados e descritos 0s materiais, reagentes,
equipamentos e procedimentos experimentais que foram empregados no estudo de
flotacdo do sistema hematita-quartzo usando o biossurfactante solivel produzido

por Rhodococcus erythropolis.

3.5.
Preparacao e caracterizacao das amostras minerais

No presente trabalho foram utilizadas amostras minerais puras de quartzo e
hematita. Tais amostras foram fornecidas pela empresa MINERACAO ZE DA
ESTRADA INDUSTRIA E COMERCIO LTDA de Aracuai em Minas Gerais -
Brasil.

A preparacdo e caracterizacdo das amostras minerais foram realizadas nas
instalacbes do CETEM, de acordo com o fluxograma da Figura 14. Na
preparacdo, as amostras minerais foram reduzidas até o seu tamanho adequado,
fazendo uso de operagdes de britagem, moagem, homogeneizacio e classificacao
por peneiramento a umido. Ja, a caracterizacdo e composi¢cdo mineralégica das
amostras minerais foram determinadas fazendo uso das analises em difracdo de
raios X (DRX) e fluorescéncia de raios X (FRX). A analise de difracdo de raios X
foi obtida pelo método do pé no equipamento Bruker-AXS D5005 equipado com
espelho de Goebel para feixe paralelo de raios X, nas seguintes condi¢Oes de
operagdo: radiacao Co Ka (35 kV/40 mA); velocidade do gonidometro de 0,02° 20
por passo com tempo de contagem de 1,0 segundos por passo e coletados de 5 a
80° 20. As interpretagdes qualitativas dos espectros foram efetuadas por
comparacdo com padrdes contidos no banco de dados (ICDD, 2006) em software
Bruker Diffrac™. A anélise quimica por fluorescéncia de raios X foi realizada
pelo método de fusdo com tetraborato de litio no espectrofotdmetro da marca

Philips, modelo PW 1480.
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Amostra
v
e \
Britagem
L (Britador de mandibulas) )
+ N\
Moagem
(Moinho de bolas)
v
Homogeneizacio e ) _: Armazenamento
quarteamento J L (Arquivo) "
\ / Classificacao (um) I
Anilise quimica e ) -106+75
mineralogica N -75+53
Difracao de raios X -53+38
Fluorescéncia de raios X ) -38+20
N\ 20 J

Figura 14. Fluxograma detalhado da preparacao das amostras minerais.

As fracdes granulométricas para cada experimento sdo distinguidas na

Tabela 6.

Tabela 6. Testes e fracdes granulométricas

Testes Tamanhos de Particula
Potencial Zeta <38 um
Adsorcao (-53 +38 um)
Microflotacao (-106 +75 pum)
Angulo de Contato I1x1x2 cm

A caracterizagdo e composi¢do mineraldgica das amostras minerais foram
determinadas fazendo uso das andlises em difracdo de raios X (DRX) e

fluorescéncia de raios X (FRX).

3.6.
Cultivo e crescimento do Rhodococcus erythropolis

O Rhodococcus erythropolis foi fornecida pela Colecdo Brasileira de

Microrganismos de Ambiente e Industria — CBMAI - UNICAMP.
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Fez-se a propagacao das bactérias em meio s6lido utilizando placas de Petri
(Figura 15) e manteve-se em refrigerador a 4°C (+2). Todo o material de vidro
utilizado e solugdes do meio de cultura foram esterilizados em autoclave a 1 atm
de pressao e 121 °C, durante 20 min.

Para a propagacdo (em meio s6lido) e crescimento (em meio liquido) das
células Rhodococcus erythropolis, o meio de cultura TSB foi empregado,
conforme é mostrado na Tabela 7.

O procedimento de inoculagdo do microrganismo foi realizado em capela de
fluxo laminar previamente esterilizada com lampada germicida de luz ultravioleta

para evitar que ocorra contamina¢do microbiana.

Tabela 7. Meio de cultura TSB

Componente Sélido | Liquido
(g/L) (g/L)
Extrato de caseina 17 17
Extrato de farinha de soja 3 3
Cloreto de sodio 5 5
Fosfato dipotassico 2.5 2.5
Glicose 25 25
Agar 20 -
pH - 7.2

Figura 15. Colonias de Rhodococcus erythropolis em placa de petri.
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A vpartir das placas de Petri fez-se um subcultivo em meio liquido,
utilizando-se frascos Erlenmeyer de 500 mL. Esses frascos foram levados a um
shaker rotatério (CIENTEC CT-712) durante 144 horas, a uma temperatura de
28°C e 150 rpm, para atingir o crescimento maximo do microrganismo e
realizarem seus processos metabodlicos. Na Figura 16, ¢ mostrado o crescimento

das células Rhodococcus erythropolis.

Figura 16. Crescimento bacteriano

3.7.
Caracterizacao do biossurfactante produzido por Rhodococcus
erythropolis

3.71.
Processo de extracao do biossurfactante

Ap6s as células atingirem o crescimento maximo e realizarem seus
processos metabodlicos, o caldo de fermentacdo foi centrifugada em tubos Falcon
de 50 mL a 5000 rpm durante 8 minutos em centrifuga digital CIENTEC CT-
5000. O precipitado da centrifugacio constituido pelas células bacterianas foi por
duas vezes ressuspenso em agua deionizada e centrifugado para descartar o meio
de cultura remanescente.

A biomassa obtida foi ressuspensa em dlcool etilico a 95% e segue a
metodologia realizada no trabalho de Moreau et al. (2003). O fluxograma da
extragdo do biossurfactante solivel € mostrado na Figura 17 e a metodologia

experimental da extracdo do biossurfactante é detalhada no Apéndice 1.
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Figura 17. Fluxograma do protocolo de extracio do biossurfactante com

etanol.

A solugdo de biossurfactante soldvel pronta para os testes experimentais foi
armazenado em baldo de vidro de 250 mL e logo guardado na geladeira a uma

temperatura de 4 °C durante um maximo de 15 dias.
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3.7.2.
Determinacao de proteinas, carboidratos e lipideos presentes no
biossurfactante soluvel

A determinacdo da composicdo dos microrganismos e/ou produtos
metabodlicos permite estabelecer suas relacdes e comportamentos com a superficie
dos minerais (Olivera, 2014). Assim sendo, a quantificacdo de proteinas,
carboidratos e lipideos presentes no biossurfactante solivel permitiria predizer e
analisar seu comportamento como biorreagente na flotacdo mineral.

Dentre os varios métodos de andlise bioquimica, a determinacdo de
proteinas foi realizada pelo método de biureto (Stickland, 1951), usando
albumina do soro bovino (BSA) para a constru¢do da curva padrdao de proteinas
(Apéndice 2.1 ). Enquanto, a determinacdo de carboidratos foi realizada pelo
método de antrona (Yemm & Willis, 1954), usando glicose para a constru¢ao da
curva padrao de carboidratos (Apéndice 2.2). Ja a determinagdo de lipideos foi
realizada pelo método de Bligh e Dyer (1959) que utiliza uma mistura de trés

solventes: cloroféormio, metanol e dgua.

3.7.3.
Determinacao da tensao superficial do biossurfactante soluvel

As medidas da tensdo superficial foram realizadas no biossurfactante
solivel em funcdo da sua concentracdo e do pH da solucdo, utilizando-se o
tensidmetro LAUDA V02001 equipado com um anel de platina. As solucdes
foram preparadas com &4gua deionizada e as condi¢des de andlise foram
padronizadas para todos os ensaios, como volume de solu¢do de 50 mL e
temperatura de 23 °C.

As medidas da tensdo superficial em fun¢do da concentracdo do
biossurfactante (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 mg/L) foram realizadas
em pH 3. Ja para avaliar a tensao superficial em func¢do do pH da solugado (3, 5, 7,
9 e 11) foram preparadas solugdes com concentracdes do biossurfactante de 100
mg/L (valor estimado da concentracdo micelar critica do biossurfactante).

O valor da concentragao micelar critica (CMC) foi dada pelo ponto central

da inflexao da curva tensao superficial versus concentracao do biossurfactante.
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3.8.
Ensaios de adsorcao

As provas de adsor¢ao foram realizadas em fun¢ao do pH para determinar a
quantidade de biossurfactante absorvido sobre as superficies minerais de hematita
e quartzo.

Para as experiéncias de adsorc¢do, foi utilizado 0,25 g de amostra mineral de
(-53 +38 um) e agua deionizada, em solucdes de 35 mL, com diferentes
concentracdes de biossurfactante (50, 100, 150 e 200 mg/L) e diferentes valores
dopH (3,5,7,9¢e 11) a 23 ° C. Apbs o condicionamento durante 5 minutos, as
solucdes foram centrifugadas a 3500 rpm por 8 minutos para separar as fases
(mineral e sobrenadante) e logo foram feitas as medi¢des de absorbancia de UV
do sobrenadante, utilizando o espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800.

A determinagdo da quantidade de biossurfactante adsorvido na superficie
mineral foi calculada por diferenca entre as medicdoes de absorbancia da
concentracio de biossurfactante e o sobrenadante da solugdo mineral-
biossurfactante. A curva de calibracio das absorbancias (215 nm) para as

diferentes concentragdes de biossurfactante € mostrada no Apéndice 2.3.

3.9.
Comportamento dos minerais antes e apos interacao

3.9.1.
Medidas de potencial zeta

A fim de identificar as cargas superficiais das amostras em estudo (hematita
e quartzo) e avaliar uma possivel atracdo ou repulsio eletrostatica entre particulas
de natureza diferentes, foram realizados ensaios de mobilidade eletroforética.
Essas medidas de potencial zeta para os minerais hematita e quartzo, bem como
apés sua interacdo com o biossurfactante foram determinados num equipamento
de microeletroforese do tipo Zeta Meter System +4.0.

As suspensodes foram preparadas com 100 mg/L de hematita e de quartzo,
separadamente e empregando NaCl como eletrdlito indiferente de 10™" mol/L, 10
mol/L e 107 mol/L. As amostras de interacio mineral-biossurfactante foram
obtidas a partir do mineral flotado ap6s uma secagem na estufa a 60 °C por duas

horas. Todas as medi¢des de potencial Zeta foram realizadas em uma faixa de pH
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de 2 até 11 e o valor de pH desejado para a medicdo foi ajustado com solugdes

diluidas de HC1 e NaOH.

3.9.2.
Medidas de angulo de contato

As medidas de angulo de contato foram realizadas utilizando-se um
Gonidometro modelo Ramé-Hart da COPPE/UFRJ. O objetivo foi avaliar a
possivel alteracdo na hidrofobicidade da superficie dos minerais antes e apOs
intera¢do com o biossurfactante.

As secdes cortadas dos minerais, medindo 1 X 1 X 2 cm foram moldadas
com resina epOxi, conforme € mostrado na Figura 18. Apds o embutimento, as
amostras foram cuidadosamente lixadas e polidas até chegar ao polimento final de
1 u. As superficies das se¢des de cada mineral foram levadas a banho ultrassom
durante 2 minutos e logo lavadas com jatos de dgua deionizada para remover
pequenas particulas aderidas.

As medidas de angulo de contato das superficies minerais foram realizadas
com biossurfactante a uma concentracdo conhecida (100 mg/L) e com diferentes
valores de pH, ajustados com aliquotas de HCl e NaOH. Essas medidas foram
feitas utilizando o método da gota séssil. Esse estudo experimental consistiu das
medidas de angulo de contato envolvendo gotas de 2 pl de liquido na interface

mineral/ar.

Figura 18- Secoes polidas das amostras quartzo e hematita.
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3.9.3.
Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram realizados no espectrofotdmetro FTIR
Scientific Nicolet 6700. Estes espectros permitem comparar os grupos funcionais
presentes na superficie dos minerais, antes € ap0s interacdo com o biossurfactante.

Para a obtenc¢do das pastilhas, primeiramente, o pd resultante da secagem de
cada amostra foi apropriadamente misturado com uma matriz de brometo de
potassio (KBr), numa relacdo de 1% (m/m). Seguidamente foi obtida a pastilha da
mistura homogénea mediante a compressao em um molde. Finalmente, a pastilha
obtida foi levada para a realizacdo do espectro no aparelho. Os espectros obtidos

em uma resolucdo de 4 cm™ usando 120 varreduras.

3.10.
Ensaios de microflotacao.

Os ensaios de microflotacdo foram conduzidos em tubo de Hallimond
modificado, conforme € mostrado na Figura 19. Todos os testes de microflotacao
foram realizados em duplicata, empregando NaCl 10° mol/L como eletrélito
indiferente € 1 g de amostra mineral. A vazdo de ar foi controlada por um
rotametro previamente calibrado por bolhometro, garantindo uma vazdo de
23mL/min. Os tempos de condicionamento e de flotacdo sdo de 3 min e 1 min,
respectivamente.

Primeiramente, foram realizados estudos preliminares de arraste mecanico
dos minerais. Posteriormente, foram realizados os testes de flotabilidade em
funcdo do pH na concentragao do biossurfactante de 10 mg/L. No pH que resultou
o melhor valor de flotagdo foram realizados testes em funcido da concentracdo do
biossurfactante. Apos determinar os valores 6timos de pH e concentracdo do
biossurfactante, também foram realizados ensaios de flotacdio em funcdo do
tempo. O pH da solucao (160 mL) foi ajustado com aliquotas de solu¢des diluidas
de NaOH e HCI, e a porcentagem de flotabilidade foi calculada como a relagao de

massa entre o material flotado e a massa inicial do material.
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Figura 19. Sistema de microflotacao: a) pH-metro, b) Bomba de vacuo e
compressor, ¢) Agitador magnético, d) Tubo de Hallimond modificado, e)

Rotametro e f) Bolhometro.

Numa outra etapa, foram realizados ensaios de microflotacio usando uma
matriz de experimentos, mediante o uso do software Matlab R2012b. O efeito da
concentracdo do biossurfactante (0, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 mg/L) e do pH (3,
5,7,9 e 11) sobre a flotabilidade dos minerais (hematita e quartzo) no processo
de microflotacdo foi avaliado mediante regressao polinomial (onde a aproximacao
¢ feita por um polindmio de qualquer ordem usando a fungdo polyfit) e como
resultado foram obtidos diagramas de superficies de resposta e de contornos,

assim como também uma fun¢do polinomial representativa da microflotacdo dos
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minerais. A funcdo foi obtida através da aplicacao dos critérios de regressao por
minimos quadrados e o efeito dos coeficientes foi analisado mediante o critério do
valor-p (probabilidade), usando 0,05 como o limite para a significincia estatistica.
(Devore, 2015). A Tabela 8 mostra a matriz de experimentos utilizada neste

estudo, que consta de um total de 35 ensaios.

Tabela 8. Condicoes experimentais empregadas nos testes de microflotacao

Niumero do | Concentracao

experimento | do BS (mg/L) pH
1 0 3
2 25 3
3 50 3
4 75 3
5 100 3
6 125 3
7 150 3
8 0 5
9 25 5
10 50 5
11 75 5
12 100 5
13 125 5
14 150 5
15 0 7
16 25 7
17 50 7
18 75 7
19 100 7
20 125 7
21 150 7
22 0 9
23 25 9
24 50 9
25 75 9
26 100 9
27 125 9
28 150 9
29 0 11
30 25 11
31 50 11
32 75 11
33 100 11
34 125 11
35 150 11
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Posteriormente, foi avaliada a recuperacdo de hematita e de quartzo a partir
do sistema mineral hematita-quartzo. Para isso, primeiro foram realizados ensaios
de flotacdo do sistema mineral com relacdes de mistura de 1:3; 1:1 e 3:1, usando
concentracdes de 50 e 100 mg/L do biossurfactante e mantendo o pH da solucdo
em 3. Depois disso, foi avaliado o efeito da concentracdo de metassilicato de
sddio na depressdo de quartzo, usando-se concentragdes do biossurfactante de 100
mg/L. Finalmente, foi montado um sistema mineral 1:1 de hematita e quartzo,
avaliando-se a recuperacdo de hematita e de quartzo, em fung¢do do pH e da
concentracdo do metassilicato de sodio. Nesses ensaios foi empregada uma
mistura de 0,5 g de cada amostra mineral e concentragdes do biossurfactante de
100 mg/L. A massa flotada, assim como a deprimida, foi recolhida, filtrada, seca e
pesada. Sendo assim, para a determinacdo da quantidade flotada e concentrada do
quartzo e da hematita foram realizadas andlise quimica do ferro total por
volumetria de oxirreduc¢do, utilizando o método de dicromatometria (Jeffery et al.,
1989), tal como apresentado no Apéndice 3. O método se baseia na redugdo do
Fe* para Fe** e consequente titulacdo do ferro (IT) com uma solugdo de dicromato

de potassio (Equagao 6):

Cr,0,> + 6Fe*" + 14H" - 2Cr’" + 6Fe* + TH,0O (6)

3.11.
Cinética de microflotacao

A cinética de microflotacdo dos minerais foi avaliada usando o modelo de
primeira ordem, modelo de segunda ordem e modelo de ordem fracionaria. Os
parametros e varidveis utilizadas nos ensaios de microflota¢do tanto do mineral

hematita como do quartzo podem ser vistos na Tabela 9.
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na determinacdo da cinética de

Parametros e variaveis Hematita Quartzo
Volume de solucdo (mL) 160 160
Massa mineral (g) 1 1
Concentragdo do 10 10
biossurfactante (mg/L)
Vazao de ar (mL/min) 23 23
Temperatura (°C) 23+2 23+2
pH 3 4
30, 60, 90, 120, 150, 30, 60, 90, 120, 150,
Tempo (s)

180

180
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Resultados e discussao

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos ao longo da pesquisa,
referentes a caracterizacdo dos minerais utilizados, os estudos eletrocinéticos e
adesdo, assim como as analises de infravermelho, além dos resultados obtidos do
processo de microflotacio dos minerais hematita e quartzo usando o
biossurfactante ~ solivel  produzido  por  Rhodococcus  erythropolis.
Concomitantemente, foi realizada a discussdo dos resultados obtidos com

trabalhos encontrados na literatura.

4.1.
Preparacao e caracterizacao das amostras minerais

Os minerais hematita e quartzo utilizados nesta pesquisa foram preparados a
partir de operagcdes de britagem, moagem, homogeneizagdo e classificacdo por
peneiramento a imido, das quais se obteve as fracdes granulométricas que foram
utilizadas para o desenvolvimento da pesquisa.

Os resultados da andlise quimica por fluorescéncia de raios X é mostrado na
Tabela 10. Observa-se que na amostra de hematita encontrou-se um teor de Fe,O3
em torno de 95,63% e na amostra de quartzo encontrou-se um teor de SiO, em

torno de 99,05%.
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das amostras de hematita e quartzo por

Minerais
Componentes
Hematita Quartzo

MgO <0,10 <0,10
AlO3 0,38 <0,10

Si0, 0,88 99,05

CaO <0,10 0,10
Fe O3 95,63 0,19

P,0s 0,14 0,11
MnO 0,11 0,19
Outros 2,66 -

PPC - 0,16

PPC: Perda por calcinaciao a 1000 °C por 24 horas

A analise por difracdo de raios X dos minerais hematita e quartzo traz os

resultados de mineralogia. Esses resultados mostraram que o Fe,Os; apresenta-se

como a fase mineraldgica hematita, enquanto o SiO, apresenta-se como a fase

mineraldgica quartzo. Os difratogramas das amostras minerais, tanto hematita

como quartzo sdo apresentados na Figura 20 e Figura 21, respectivamente.
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Figura 20. Difratograma da amostra de hematita.
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Figura 21. Difratograma da amostra de quartzo.

4.2.
Caracterizacao do biossurfactante produzido pela bactéria
Rhodococcus erythropolis

4.2.1.
Processo de extracao do biossurfactante

Os membros do género Rhodococcus produzem biossurfactantes em
resposta a presenca de hidrocarbonetos liquidos no meio de crescimento. Estes
biossurfactantes sdo predominantemente glicolipideos ligados a células contendo
trealose. Em termos de caracteristicas surfactantes, os biossurfactantes de
Rhodococcus competem favoravelmente com outros surfactantes microbianos e
sintéticos, tendo aplicacdes potenciais em biotecnologias ambientais e industriais
(Kuyukina et al., 2001).

A recuperagdo e concentracdo de biossurfactantes a partir do caldo de
fermentacdo determinam largamente o seu custo de producdo. Muitas vezes, a
baixa concentracdo e a natureza anfifilica dos surfactantes microbianos limitam
sua recuperacdo (Desai & Banat, 1997). Varias técnicas utilizadas para a extra¢ao
de biossurfactante incluem centrifugacdo a alta velocidade e ultrafiltracdo,
precipitacdo com 4cido e sal, extracdo com solvente e cromatografia de adsor¢ao
(Bryant, 1990; Desai & Banat, 1997). No entanto, os surfactantes como

trealolipideos associados a células Rhodococcus podem ser eficazmente isolados
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apenas pela extracdo com solvente organico (Lang & Philp, 1998). Dentre a
grande variedade de solventes organicos que tém sido utilizados, isoladamente ou
em combinacdo temos o metanol, etanol, éter dietilico, pentano, acetona,
cloroférmio e diclorometano (Desai & Banat, 1997), assim como também o
éter metil-butil terciario (MTBE) por ser um solvente menos téxico e barato
(Kuyukina et al., 2001).

Portanto, conhecendo a grande variedade de métodos de extracdo de
biossurfactante, nesta pesquisa foi usado o alcool etilico a 95% por ser barato e
mais popular, e por apresentar baixa toxicidade. Sendo assim, os resultados finais,
obtidos apds 6 dias de crescimento bacteriano em meio de cultura TSB mostraram
que o Rhodococcus erythropolis produz em torno de 165 mg biossurfactante
solivel por litro de caldo de fermentacdo. Na Figura 22-a € mostrado o
biossurfactante bruto, enquanto na Figura 22-b € mostrado o biossurfactante

solivel que foi separado utilizando o processo de centrifuga¢do e filtracao.

Figura 22. Biossurfactante extraido do Rhodococcus erythropolis: a)

Biossurfactante bruto e b) Biossurfactante solavel.

4.2.2.
Determinacao de proteinas, carboidratos e lipideos presentes no
biossurfactante soluvel.

A parede celular das bactérias Gram positivas estd composta por altas
concentragdes de peptideoglicano e muitas outras macromoléculas, incluindo o

acido teicuronico, 4cido lipoteicoico, lipopolissacarideos, lipoproteinas, enzimas e
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acidos micolicos (Van Der Wal et al., 1997). Existem diversos métodos para
estabelecer a composi¢do da parede celular, alguns deles utilizam metodologias
tais como raios X, infravermelho e analise bioquimica (Olivera et al., 2017).

A quantidade de proteinas, carboidratos e lipideos presentes no
biossurfactante solivel foi determinada por andlise bioquimica por meio do
método de biureto, método de antrona e método de Bligh & Dyer,

respectivamente. Os resultados dessas anélises sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11. Composicao do biossurfactante solivel.

Composicao
Compostos
(mg/mg de BS) %
Proteinas 0,6679 = 0,0240 66,79

Carboidratos 0,1073 £ 0,0177 10,73

Lipideos 0,0357 £ 0,0043 3,57

Da Tabela 11, conclui-se que a composi¢do do biossurfactante solivel é
maior em quantidade de proteinas. Esse fato foi levado em consideragcdo para o
processo de flotacdo devido que as proteinas podem contribuir um caricter
hidrofébico sobre a superficie mineral, enquanto que os polissacaridos
proporcionam um caricter hidrofilico (Olivera et al., 2017; Padukone &
Natarajan, 2011; Sharma et al., 2001).

Outros autores como Van Der Wal et al. (1997) determinaram a relagdo de
proteinas e peptideoglicanos com diferentes estirpes bacterianas usando a
caracterizacdo de raios X. Os resultados mostraram que o conteido de proteinas
foi maior na estirpe Bacillus brevis, enquanto que a estirpe Rhodococcus opacus
mostrou maior conteddo de peptideoglicano, com valores de 56% e 31%,
respectivamente.

Botero (2007) determinou a composi¢ao da parede celular da bactéria R.
opacus mediante analise bioquimica, cujos resultados foram de 2,85% de proteina,
10,54% de carboidratos e 33,33% de lipidios.

Olivera et al. (2017) analisaram a composi¢do da biomassa da bactéria R.

erythropolis obtida tanto do meio de cultura TSB como do meio de cultura YMG.
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A andlise bioquimica mostrou que o conteido de proteinas e carboidratos foi
maior na biomassa obtida do cultivo em TSB, com valores de 55,12% e 23,55%,

respectivamente.

4.2.3.
Determinacao da tensao superficial do biossurfactante soluvel

As medidas de tensdo superficial do biorreagente em funcdo da
concentracdo do biossurfactante foram realizadas no pH 6timo (pH = 3) de
flotacdo dos minerais estudados, conforme mostrada na Figura 23. Observou-se
que a tensdo superficial do biorreagente diminui a medida que a concentracao do
biossurfactante aumentou de 0 a 200 mg/L, apresentando valores de 73,72 e
62,89mN/m, respectivamente. Essa reducao foi devido a presenga de substancias
surfactantes trealolipideos no biorreagente e, foi proporcional a concentracdo do
biossurfactante, até chegarem a CMC (Olivera et al., 2017; Xia et al., 2011). O
valor da CMC estimada foi ao redor de 100 mg/L.

A maioria dos biossurfactantes trealolipideos do género Rhodococcus sao
considerados como biossurfactantes potentes por reduzir a tensdo superficial da
agua de 72 mN/m a valores entre 19 e 43 mN/m no valor de CMC entre 0,7 e 37
mg/L ap6s processos de purificacdo (Christova & Stoineva, 2014). Merma et al.
(2013) estudaram a tensdo superficial de uma suspensdo de Rhodococcus opacus
variando a concentracdo e o pH. Foi relatado que com uma concentracdo de
biomassa de 300 mg/L e pH 5,5, a tensao superficial da dgua pura foi reduzida de
70 para 53 mN/m. Ja no trabalho de Olivera et al. (2017) foi estudado a tensdo
superficial de uma suspensdo de Rhodococcus erythropolis. Os resultados
mostraram que a tensdo superficial da dgua deionizada foi reduzida de 71,1 para

51,5 mN/m, usando uma concentragao de biomassa de 900 mg/L em pH 6.
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Figura 23. Tensao superficial do biorreagente em funcao da concentracao do

biossurfactante: pH 3.

A Figura 24 mostra o efeito do pH sobre a tensdo superficial da interface ar-
biorreagente. Como pode ser observado, o valor do pH ndo afeta
significativamente a tensdo superficial e permanece quase constante na faixa de
pH entre 5 e 9, com um valor ao redor de 67 £ 3 mN/m. Essa pequena diferenca
pode ser explicada porque, no meio acido, predominam grupos hidr6fobos que
tém afinidade para as fases nao polares, como o ar. Por outro lado, a medida que o
pH aumenta, comeca a aparecer espécies anidnicas, diminuindo
conseqiientemente sua afinidade pelo ar (Olivera et al., 2017).

Outros autores como Merma et al. (2013) estudaram o efeito do pH na
tensdo superficial das suspensdes de biomassa do Rhodococcus opacus.
Observou-se que a tensdo superficial diminuiu significativamente abaixo do pH 7,
atingindo o seu menor valor de 54,5 mN/m em torno do pH 3. Similarmente,
Olivera et al. (2017) estudaram o efeito do pH na tensdo superficial das
suspensdes de biomassa do Rhodococcus erythropolis. Os resultados mostraram
que o valor do pH ndo afeta significativamente a tensdo superficial e permanece

quase constante, com um valor de 55 + 3 mN/m.
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Figura 24. Tensao superficial do biorreagente em funcao do pH

(concentracao do biossurfactante: 100 mg/L).

4.2.4.
Espectroscopia no infravermelho do biossurfactante soluvel

A Figura 25 apresenta o espectrograma de infravermelho do biossurfactante,
mostrando as principais bandas. Essas bandas foram interpretadas a partir dos
resultados encontrados na literatura (Garip et al., 2009; Olivera et al., 2017,
Pavlovic & Brandao, 2003; Yang et al., 2013a, 2014a). Sendo assim, a banda
3417,64 cm’! ¢ atribuida as vibragdes de estiramento de grupos OH e NH; as
bandas em regides entre 3000-2800 sdo caracteristicas do estiramento C-H dos
grupos CH, e CHs. a banda 1634,34 cm™ ¢ caracteristica do estiramento C=0 da
amida I na proteina; as bandas entre 1500-1300 cm™ correspondem as vibragdes
de flexao dos grupos CH, e CHj; a banda 1080,28 cm’' é caracteristica do
estiramento assimétrico de grupos fosfato em &cidos teicoicos e aos modos
complexos de vibragdo dos polissacarideos; a banda 1048,68 cm’! € atribuida ao
estiramento do grupo alcodlico primério (CH,OH) e a banda 543,04 cm™ pode ser

atribuida as vibra¢des de balango do grupo CH,.
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Figura 25. Espectro de FTIR de transmitancia do biossurfactante.

4.3.
Comportamento dos minerais antes e apos interacao com o
biossurfactante

4.3.1.
Estudos de potencial zeta

Com o objetivo de avaliar uma possivel variacdo nas propriedades
eletrocinéticas dos minerais, foram realizadas medidas de potencial zeta tanto para

a hematita quanto para o quartzo.

4.3.1.1.
Potencial zeta da hematita

A Figura 26 apresenta os resultados obtidos nas medicdes de potencial zeta
da hematita, na presenca de cloreto de s6dio como eletrdlito indiferente, nas
concentracoes de 107! mol/L, 102 mol/L e 10 mol/L, em diferentes valores de
pH. As particulas de hematita apresentaram um ponto isoelétrico (PIE) em torno
do pH 5,2; observando-se também que para valores de pH inferiores ao do PIE o
potencial zeta € unicamente positivo, enquanto que para valores superiores a este

os potenciais medidos sdo negativos. O valor do PIE (pH = 5,2) obtido é similar
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com os valores encontrados por Deo & Natarajan (1997), Yang et al. (2013b) e
Olivera et al. (2017), onde seus valores de PIE foram na faixa de pH 5,0 — 6,0.
Nas trés concentracdes investigadas, 10! mol/L, 102 mol/L e 107 mol/L,
identificou-se o0 mesmo PIE, indicando que o aumento da concentragao de NaCl
provocou diminui¢do da magnitude do potencial da hematita, sem alterar o ponto
isoelétrico (pH = 5,2). Segundo Hunter (1981) esta diminuicdo esta associada ao
efeito de compressdo da dupla camada elétrica e ao acimulo de contra-ions,

causados pelo aumento da forga idnica do sistema.

100
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Figura 26. Perfis de potencial zeta da hematita em diferentes concentracoes

de eletrolito indiferente.

A Figura 27 apresenta os perfis de potencial zeta da hematita, antes e apds
interacdo com o biossurfactante. Antes da interacdo, os valores de potencial zeta
demonstraram relativa estabilidade das particulas de hematita em valores
proximos de 65 mV na faixa 4cida e valores em torno de -35 mV na faixa alcalina.
Esses valores mostram a flexibilidade da hematita para interagir com um
surfactante anidnico em meio 4cido e surfactante catidnico em meio basico.

Apoés a interagdo da hematita com o biossurfactante se observou uma
mudanca nas propriedades de superficie do mineral principalmente, na faixa de

pH 3 até 7. A hematita apresenta diminui¢do no valor do seu potencial, assim
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como o deslocamento no valor de pH correspondente ao PIE, mudando de pH 5,2
para pH 4.,4. Esse resultado pode ser devido as interacdes surfactantes ocorrido na
superficie de hematita (Olivera et al., 2017; Raichur et al., 1996; Subramanian et

al., 2003; Vilinska & Rao, 2008).
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Figura 27. Perfis de potencial zeta da hematita antes e ap6s a interacdo com o

biossurfactante. Concentracao de eletrdlito indiferente: NaCl 10”2 mol/L.

4.3.1.2.
Potencial zeta do quartzo

O potencial zeta do quartzo foi realizado nas mesmas condicdes que foram
estabelecidas para o potencial zeta do mineral hematita. A Figura 28 apresenta os
resultados das medigdes de potencial zeta realizadas na faixa de pH 1,5 até 11. As
particulas de quartzo sdo carregadas negativamente para a faixa de pH acima do
PIE (pH = 1,9), com uma diminuicdo da magnitude potencial quando a
concentracio de eletrélito indiferente foi elevado de 10~ M para 10™ M. O valor
do PIE do quartzo € relativamente proximo com os valores encontrados em outros
trabalhos, onde seus valores estd na faixa de pH 2 até 3 (Mesquita et al., 2003;

Yang et al., 2013a).
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Figura 28. Perfil de potencial zeta do quartzo em diferentes concentracoes de

eletrolito indiferente.

A Figura 29 apresenta os perfis de potencial zeta do quartzo, antes e apos
interacdo com o biossurfactante. Antes da interacdo, os valores de potencial zeta
demonstraram relativa estabilidade das particulas de quartzo em valores em torno
de -30 mV na faixa alcalina.

Ap6s a interacdo do quartzo com o biossurfactante, os estudos de potencial
zeta mostram claramente que existe uma mudanga nos valores de potencial zeta,
obtendo-se um valor do PIE em torno de pH 4,4. Essa mudanca nas propriedades
da superficie mineral pode ser causada pela adsor¢do do surfactante na superficie
do quartzo e pelas possiveis interagcdes surfactantes (Olivera et al., 2017; Raichur

et al., 1996; Subramanian et al., 2003; Vilinska & Rao, 2008).
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Figura 29. Perfis de potencial zeta do quartzo antes e apds a interacio com o

biossurfactante. Concentracao de eletrdlito indiferente: NaCl 10 mol/L.

4.3.2.
Medidas de angulo de contato

As medidas de angulo de contato foram realizadas para comprovar a
hidrofobicidade dos minerais, antes e apds da interagdo com o biossurfactante. Os
resultados das medidas de angulo de contato das superficies minerais antes da
interacdo com o biossurfactante foram realizadas em pH 7 e sdao mostrados na

Tabela 12.

Tabela 12. Angulo de contato de hematita e quartzo sem interacio com o

biossurfactante.
Mineral Angulo de contato (°)
Hematita 31,5 £8,65
Quartzo 10,2 £5,15

Antes da interacio com o biossurfactante, as superficies de hematita e
quartzo apresentaram um baixo carater hidréfobo, cujos valores de angulo de

contato sdo de 31,5° e 10,2° respectivamente. Porem apds interacdo, as
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superficies de hematita e quartzo tiveram um aumento do carater hidr6fobo,
constatado pelo aumento do angulo de contato.

A Figura 30 mostra as medidas de angulo de contato da hematita, realizadas
em funcdo do pH. Observa-se que as medidas dos angulos de contato indicam que
ha uma forte interagdo entre o biossurfactante e a superficie de hematita. A maior
medida de angulo de contato foi alcancada na faixa de pH acida, principalmente
no pH 3 e 4, com valores ao redor de 56°. Esses valores foram diminuindo
conforme o pH da solucdo foi aumentando até 11.

No trabalho de Mesquita et al. (2003) verificaram o carater hidrofébico da
hematita pelo aumento dos valores do angulo de contato, antes e apds interacdo
com as células Rhodococcus opacus. Antes da interacdo a superficie da hematita
apresentou valores de angulo de contato nulos (carater hidrofilico), enquanto apds
interagdo foi verificado um leve carater hidrofébico, com valores de 31 — 36° na
faixa de pH 3 até 5.

Pecanha (2014) observou que a superficie da hematita apresentou mudanca
em suas propriedades fisico-quimicas apds interacdo com as células de B. subtilis.
O valor do angulo de contato do mineral passou de 27,40° para 46,04°, indicando

que o biorreagente teria atribuido um carater hidrofébico a hematita.

H\Jr\%\}

40 - \I
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Angulo de contato (°)

20
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pH
Figura 30. Medidas de angulo de contato da hematita apds interacao com o

biossurfactante. Concentracao do biossurfactante: 100 mg/L.
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Para o quartzo, os resultados das medidas de angulo de contato também
mostraram modificacdo da superficie do mineral apds interacio com o
biossurfactante, conforme ¢ mostrado na Figura 31. Observa-se que a maior
medida de angulo de contato foi alcancada no pH 3, com um valor em torno de
39°. Ja para valores do pH acima de 3, essas medidas foram diminuindo conforme
o pH da solug¢do foi mais alcalino.

Outros autores também observaram mudangas nos valores de angulos de
contato da superficie do quartzo apés a interagdo celular. Os resultados de
Mesquita et al. (2003) apresentaram uma variacdo dos valores do angulo de
contato entre 13° e 20° na faixa de pH acido. J4 Merma et al. (2013) observaram

uma variacdo do angulo de contato ao redor de 20° no pH 5.
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Figura 31. Medidas de angulo de contato do quartzo apé6s interacao com o

biossurfactante. Concentraciao do biossurfactante: 100 mg/L.

Os resultados obtidos indicam claramente uma forte interagdo entre o
biossurfactante e as amostras de quartzo e hematita, com uma forte influéncia do
pH da solucdo. Esses mesmos resultados reforcam os resultados encontrados nas

medidas de potencial zeta e experimentos de adsorc¢ao.
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4.3.3.
Espectroscopia no infravermelho

Os diferentes espectros no infravermelho foram realizados com o intuito de
avaliar a interagdo da superficie da hematita e de quartzo com os grupos

funcionais do biossurfactante.

4.3.3.1.
Espectroscopia no infravermelho do mineral hematita

Os espectrogramas de infravermelho do mineral hematita, antes e apds
interacdo com o biossurfactante, sdo mostrados na Figura 32 e Figura 33,
respectivamente. Antes da interacdo, a superficie de hematita mostrou grupos
hidroxila (OH) e vibracdes de estiramento (Fe-O). A banda 3432,41 cm’! indica o
grupo hidroxila, enquanto as bandas 545,99 cm™ e 466.94 cm™ indicam que a

hematita tem absor¢do intensa pelas vibragdes de estiramento.
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Figura 32. Espectro de FTIR de transmitancia do mineral hematita.

Apoés interacdo, observou-se que a superficie de hematita contem seis
grupos caracteristicos do biossurfactante que foram deslocados em diferentes

direcOes, entre eles: as vibragdes de estiramento de grupos OH e NH mudaram de
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3417,64 cm’! para 3426,48 cm'l; o estiramento C-H dos grupos CH, e CHj3
mudaram de 2962,02 cm’! para 2925,98 cm'l; o estiramento C=0 da amida I na
proteina mudou de 1634,34 cm’! para 1630,63 cm'l; as vibracdes de flexdo dos
grupos CH, e CH3; mudaram de 1402,4 e 1307,86 cm! para 1403,76 e 1316,52
cm’, respectivamente e, o estiramento assimétrico de grupos fosfato mudou de

1080,28 cm™* para 1080,98 cm''.
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Figura 33. Espectro de FTIR de transmitincia do mineral hematita (antes e

apés interacio com o biossurfactante).

Portanto, baseando-se nas bandas e suas deslocacdes mostradas nos
espectros FTIR, acontecem vérios mecanismos de absor¢ao do biossurfactante
sobre a superficie mineral, assim como interagdes quimicas entre 0S grupos
funcionas e a superficie mineral.

Segundo Deo & Natarajan (1997), as interagdes microbio-minerais alteram a
quimica de superficie quanto das células bacterianas como dos minerais. Assim
sendo, eles observaram que a superficie de hematita apresentou os seguintes
grupos: a banda 3400 cm™ foi caracteristica do estiramento OH e, grupos C-OH e
CH,OH devido a polissacarideos; a banda 900 cm! para grupos CH,OH; a banda
700 cm™ devido a flexdo do grupo carboxilico COO™ e a banda entre 600-300 cm™
foi atribuida as vibracdes de balanco CH,.

Ja no trabalho de Yang et al. (2013b) estudaram o espectro de FTIR do

mineral hematita ap6és interacdo com Rhodococcus erythropolis e, demonstraram
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que a adsorcao das células bacterianas ocorreu, principalmente, através de
adsor¢do quimica, incluindo interagdes quimicas do grupo carboxilico e grupo
fosfato com a superficie mineral. Além disso, foi observada uma associacio

hidrofébica entre particulas hidrofobizadas.

4.3.3.2.
Espectroscopia no infravermelho do mineral quartzo

A Figura 34 e Figura 35, apresentam os espectrogramas de infravermelho
para do mineral quartzo, antes e apds interagdo com o biossurfactante,
respectivamente. Antes da interacdo, a superficie de quartzo mostrou a banda de
3468,87 cm’ corresponde a vibracdo de estiramento de OH, que geralmente é
atribuida a ligagdes de hidrogénio produzidas por OH ou &4gua residual na
superficie da amostra (Huang et al., 2014; Jiang et al., 2012; Liu et al., 2017;
Mohammadnejad et al., 2013). A banda 1615,59 cm™! é devido a vibracdo de
flexdo de OH (Liu et al., 2017). As bandas caracteristicas variando de 1200 cm!a
400 cm™ sdo devido as ligacdes mais fortes de Si-O. Assim, a banda de 1083,71
cm’' é atribuida a vibracdo de estiramento assimétrico de Si-O; a banda de 777,83
cm'1 corresponde a vibracdo de estiramento simétrico de Si-O; a banda 689,33
cm’! e 459,80 cm’ sdo atribuidas a vibracdo de flexdo simétrica de Si-O e

vibragdo de flexao assimétrica de Si-O, respectivamente (Liu et al., 2015, 2017).
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Figura 34. Espectro de FTIR de transmitancia do mineral quartzo.
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Ap6s interagdo se observaram duas principais bandas que indicariam que
houve alguma absorcao dos grupos funcionais do biossurfactante. Sendo assim, as
vibragdes de estiramento de grupos OH e NH mudaram de 3417,64 cm’ para
3466,65 cm’! e o estiramento C=0 da amida I na proteina mudou de 1634,34 cm™!

para 1621,00 cm.
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Figura 35. Espectro de FTIR de transmitancia do mineral quartzo (antes e

apos interacio com o biossurfactante).

Os resultados acima mostraram uma baixa adsorcdao do biossurfactante na
superficie do quartzo em comparacdo da superficie de hematita. Esse efeito
também foi observado no trabalho de Deo et al. (2001). As andlises de FTIR apds
interacdo com a bactéria Paenibacillus polymyxa indicaram claramente a presenga
de anion carboxilato e grupo C-OH de polissacarideos na superificie de hematita,
enquanto na superficie de quartzo foram encontrados grupos amino de compostos
proteinaceos.

Outros autores como Liu et al. (2015) e Li et al. (2017) avaliaram a
interacdo de quartzo com N-dodecil-etilenodiamina (ND) e coletor AY,
respectivamente. No primeiro, os resultados de FTIR mostraram que as bandas de
vibracdo de estiramento assimétrico Si-O e vibracdo de estiramento simétrico de
Si-O ndo foram alterados claramente apds a adsorcdo com ND, o qual revelou

uma baixa adsorc¢do fisica . J& com o coletor AY, os resultados de FTIR
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mostraram uma banda intensa de vibragdo de flexao de N-H, indicando que o

colector foi adsorvido na superficie de quartzo.

4.4.
Estudos de adsorcao

Os experimentos de adsorcao estabelecem a afinidade que o biossurfactante
tem pelas superficies dos minerais. A afinidade pode-se apresentar pela interagao
entre os grupos funcionais presentes no biossurfactante e a superficie mineral
(Sharma & Hanumantha, 2002).

O tempo de contato, pH da solucdo e concentracdo do biossurfactante sdo
fatores importantes para determinar a capacidade de adsor¢do. Dessa forma, a
adsor¢do do biossurfactante as superficies da hematita e do quartzo foi estudada

em funcdo do pH e da concentragdo.

4.4.1.
Adsorcao do biossurfactante na superficie da hematita

Na Figura 36, pode-se observar os resultados da adsor¢ao do biossurfactante
sobre a superficie da hematita, avaliando-se o efeito do pH da solucdo e da
concentracdo do biossurfactante. Esses resultados mostram que em todas as
concentracOes utilizadas, a maior adsor¢do foi alcancada na faixa 4cida,
principalmente no pH 3. Observou-se também que quanto maior a concentracao
do biossurfactante, maior a capacidade de adsorcdo. Sendo assim, para
concentracdes do biossurfactante de 50 e 200 mg/L, a quantidade maxima
adsorvida foi de 4,15 e 11,62 mg de biossurfactante por grama de mineral,

respectivamente.
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Figura 36. Influéncia do pH na adsorcio do biossurfactante sobre a

superficie da hematita.

Deo et al. (2001) descobriram uma alta adsorcdo celular de P. polymyxa
sobre a superficie da hematita em pH baixo e uma acentuada diminui¢do da
adsor¢do acima do pH 9. De acordo com os autores, esta alta adsor¢ido esti
relacionada a forgas eletrostaticas atrativas entre a superficie negativa das células
e a superficie positiva da hematita, enquanto a diminui¢ao da adsor¢cao em valores
de pH alto esta relacionada com a repulsao eletrostatica entre ambas as superficies
carregadas negativamente.

Lopez et al. (2015) utilizaram a biomassa de células de Rhodococcus ruber
na flotacdo de hematita e estudaram sua capacidade de adesdo na superficie do
mineral. Os autores encontraram que a adesao de biomassa foi maior em torno do
pH 3, usando uma concentragdo de 0,6 g/L (ou 10° células/mL).

Olivera et al. (2017) estudaram a adesdo da biomassa de Rhodococcus
erythropolis na superficie de hematita Os ensaios de adesdo mostraram que a
quantidade méaxima de bactéria aderida na superficie mineral foi ao redor de 8,7
miligramas por grama de mineral, com uma concentragdo de solu¢do de 200

mg/L.
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4.4.2.
Adsorcao do biossurfactante na superficie do quartzo

A adsor¢do do biossurfactante sobre a superficie do quartzo foi também
avaliada em funcdo do pH da solucdo e da concentracdo do biossurfactante,
conforme € mostrado na Figura 37. Os resultados mostram que em todas as
concentracdes utilizadas, a maior adsor¢do foi alcancada na faixa 4cida,
principalmente no pH 3. Observou-se também que quanto maior a concentracao
do biossurfactante, maior a capacidade de adsorcdo. Sendo assim, para
concentracdes do biossurfactante de 50 e 200 mg/L, a quantidade maxima

adsorvida foi de 2,99 e 6,28 mg de biossurfactante por grama de mineral,

respectivamente.

~
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Figura 37. Influéncia do pH na adsorcio do biossurfactante sobre a

superficie do quartzo.

Mesquita et al. (2003) estudaram a adesao das células Rhodococcus opacus
na superficie de quartzo, em funcdo dos valores de pH. A maior adesdo (18 mg
células por grama de quartzo) foi alcangada no pH 3, com uma concentracdo de
600 mg/L.

Farahat et al. (2008) avaliram o efeito do tempo de condicionamento, pH e
concentracdo celular na adsor¢do de SIP E. coli em quartzo. Os ensaios mostrarm

maior adsorcao de células na faixa acida (pH < 4,5), onde o quartzo e a SIP E. coli
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tém cargas de superficie diferentes e, consequentemente, estdo altamente sujeitos
a interacdo eletrostatica. A valores de pH superiores ao PIE (pH = 4,5) de E. coli,
o ndmero de células adsorvidas diminuiu ao fato de que as particulas de quartzo e
as bactérias t€m a mesma carga superficial, levando a for¢as de repulsdo entre
elas, o que provavelmente dificulta o processo de adsor¢ao.

Sabari & Natarajan (2010) estudaram a cinética de adsor¢@o das proteinas e
polissacarideos extracelulares extraidos da bactéria Desulfovibrio desulfuricans.
Esses estudos indicaram que as superficies de quartzo exibiram a maior adsor¢do
de proteinas extracelulares, enquanto as superficies de hematita exibiram a maior

adsorc¢do de polissacarideos extracelulares.

4.5.
Ensaios de microflotacao

Foram realizados diferentes ensaios de microflotacio de hematita e de
quartzo com biossurfactante. Neste estudo avaliou-se o efeito do pH, a
concentracdo do biossurfactante e o tempo para determinar a cinética de flotacao.
Além disso, foram realizados ensaios de flotabilidade do sistema hematita-quartzo

para avaliar o efeito da concentracao de silicato de sddio.

4.5.1.
Arraste mecanico

No processo de flotacio em espuma, a ligacdo de particulas minerais de
interesse as bolhas de ar é o mecanismo mais importante e representa a maioria
das particulas que sdo recuperadas para o concentrado. Embora a flotacdo
verdadeira seja o mecanismo dominante para a recuperacdo de minerais de
interesse, a eficiéncia de separacdo entre o mineral de interesse e a ganga também
dependem do grau de arrastamento e do aprisionamento fisico (Wills & Finch,
2015). Sendo assim, o fendmeno de arraste (entrainment e entrapment) pode
transportar particulas independentemente do seu caréter hidrofébico ou hidrofilico
prejudicando a seletividade do processo (Hacha, 2016).

A Figura 38 apresenta os valores de arraste mecanico da hematita e quartzo,
em funcdo do pH. Os resultados mostram que o pH da solucdo tem pouca

influéncia no arraste das particulas minerais, cujos valores de arraste maximo para
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a hematita e o quartzo foram de 3% e 1%, respectivamente. Esse arraste
encontrado pode ser atribuido a diferentes fatores, tais como: distribuicao
granulométrica, densidade mineral, propriedades reoldgicas da solugdo, estrutura

da espuma, vazao de ar e condi¢des hidrodindmicas da célula (Hacha, 2016).

—a&— Hematita
—o— Quartzo

Arraste (%)

2 4 6

10 12
pH

Figura 38. Arraste mecanico da hematita e quartzo, em funciao do pH.

4.5.2.
Microflotacao de hematita

4.5.2.1.
Efeito do pH na microflotacao de hematita

Sabe-se que a varidvel mais importante no processo de flotacdo ¢ o pH da
solugdo. Esta variavel influencia nas propriedades de superficie do mineral, por
exemplo, a carga superficial é determinada pelo pH do meio de acordo com a
concentracio relativa de H' e OH em solucdo (Hacha, 2016; Quast, 2015). Além
disso, as propriedades superficiais dos microrganismos sao afetadas também pelo
pH do sistema, grupos funcionais presentes na sua parede celular e/ou metabolitos
podem ser ativadas ou inibidas influenciando na interacdo mineral-biorreagente
(Kim et al., 2015; Hacha, 2016; Sanwani et al., 2016).

A Figura 39 apresenta a flotabilidade da hematita em func¢do do pH com
uma concentracdo do biossurfactante de 10 mg/L. Nessas condi¢cdes, a maior

flotabilidade (88,16%) foi alcancada na faixa de pH 4cido, principalmente no pH
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3. Ja para valores de pH acima de 3, a flotabilidade de hematita foi diminuindo
conforme o meio fica mais alcalino. Segundo os resultados obtidos, o pH 6timo
para a flotabilidade de hematita se encontra no pH 3. Esse efeito foi confirmado
pelos resultados de medicdes de angulo de contato e experimentos de adsorcdo
onde os melhores valores de hidrofobicidade e adsorcao, respectivamente, foram
alcancados principalmente no valor de pH 3. Nesse pH, a interagdo hematita-
biossurfactante se mostrou forte. Tal comportamento foi confirmado pelos estudos
de potencial zeta, mostrando que houve grande mudanca no perfil de potencial
zeta da hematita apds interacio com o biossurfactante, provocando o
deslocamento do PIE do mineral de um pH 5,2 até aproximadamente 4,4. Além
disso, a alta flotabilidade no valor de pH 3, pode ser atribuido aos diferentes
grupos funcionais com carater hidrofébico presentes no biossurfactante que se
mostram muito ativos e favorecem a adsorcdo do biossurfactante nas particulas

minerais de hematita e, consequentemente aumentam a flotabilidade da hematita.

100
'
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Figura 39. Efeito do pH na microflotacdo de hematita. Concentracao do

biossurfactante: 10 mg/L.

Yang et al. (2013b) estudaram a flotabilidade de hematita usando o
Rhodococcus erythropolis. Os autores observaram que a maior recuperagdo foi

alcancada em meio acido, sendo 6tima ao redor do pH 6. Similarmente, aconteceu
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no trabalho de Olivera et al. (2017). A maior flotabilidade de hematita foi
encontrado no valor de pH 6 e sua recuperacio méixima foi de 84%, com

concentracgdo de R. erythropolis de 200 mg/L.

4.5.2.2.
Efeito da concentracao do biossurfactante na microflotacao de
hematita

O efeito da concentracdo do biossurfactante na flotabilidade de hematita é
apresentado na Figura 40. O estudo foi realizado em pH 3, com concentra¢do do
biossurfactante de 10 até 150 mg/L. Segundo os resultados obtidos observa-se
valores de flotabilidade maxima de 99,88 % para uma concentragdo de 100 mg/L.
Ja para concentragdes maiores que 100 mg/L, a flotabilidade de hematita tem uma
pequena diminui¢do que pode ser atribuida ao valor da concentragdo micelar
critica (CMC) do biossurfactante (~100 mg/L), onde tem-se a saturacao do meio e
as moléculas residuais do biossurfactante passam a formar micelas.

Segundo Yang et al. (2007), a diminui¢do da flotabilidade pode estar ligada
a formacdo de flocos. Flocos muito grandes excedem a capacidade de
carregamento da bolha, resultando na diminuicio da recuperagdo. Para
Ekmekyapar et al. (2006), a formacdo de agregados durante a adsor¢do do
biorreagente na superficie do mineral causa diminuicdo da area efetiva de

adsorc¢do e, consequentemente, perjudica a flotabilidade do mineral.
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Figura 40. Efeito da concentracao do biossurfactante na microflotacio de

hematita. pH: 3.

Yang et al. (2013b) alcancaram a flotabilidade méxima de hematita com
concentracdo de R. erythropolis de 100 mg/L. Ja no trabalho de Olivera et al.
(2017), o valor foi ao redor de 200 mg/L, usando a bactéria R. erythropolis como

biorreagente.

4.5.2.3.
Modelo de regressao polinomial da microflotacao de hematita

Na Tabela 13 se indicam os valores de flotabilidade da hematita (%) obtidos
nos diferentes ensaios de microflotagdo realizados. Esses dados experimentais
foram utilizados para o ajuste do modelo de regressdo polinomial que incorpora os

efeitos individuais das varidveis, assim como a intera¢ao entre as mesmas.
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Tabela 13. Flotabilidade (%) da hematita nos ensaios de microflotacao

utilizando o biossurfactante solivel produzido por Rhodococcus erythropolis

Nuamero do | Concentracao Flotabilidade
experimento | do BS (mg/L) pH (%)
1 0 3 2,90
25 3 87,09
3 50 3 94,87
4 75 3 98,56
5 100 3 99,87
6 125 3 97,47
7 150 3 98,97
8 0 5 2,80
9 25 5 26,89
10 50 5 69,67
11 75 5 75,13
12 100 5 85,15
13 125 5 84,78
14 150 5 84,11
15 0 7 2,50
16 25 7 17,80
17 50 7 20,56
18 75 7 25,65
19 100 7 28,79
20 125 7 23,94
21 150 7 24,65
22 0 9 2,60
23 25 9 12,35
24 50 9 14,56
25 75 9 15,87
26 100 9 14,27
27 125 9 16,58
28 150 9 12,21
29 0 11 2,40
30 25 11 7,89
31 50 11 9,67
32 75 11 12,51
33 100 11 11,78
34 125 11 10,24
35 150 11 9,87

A analise de regressdo foi estudada em relacdo de uma variavel dependente

(flotabilidade) com outras duas varidveis independentes (concentragdo do
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biossurfactante e pH), visando determinar uma fung¢do matematica que busca
descrever o comportamento da flotabilidade.

O efeito da concentragdo do biossurfactante e do pH da solucdo foi
analisado com base nos critérios de valor-p, considerando-se satisfatorio o limite
de 5% de probabilidade de erro, ndo sendo significativas as diferengas que tiverem
uma probabilidade acima desse limite. A Tabela 14 mostra os coeficientes
estimados do modelo de regressao polinomial, onde x; € o pH da solugdo e x; € a

concentracao do biossurfactante, com seu respectivo valor-p.

Tabela 14. Coeficientes do modelo de regressao polinomial da microflotacao

de hematita.

Coeficientes Estimacao valor-p
Intercepto -254.13 0.032331
X 203.75 0.013709

X2 3.603 0.00096172

X/ -53.959 0.0069367
X1.X2 0.057187 0.86541

o -0.047844 9.2693E-05

X’ 5.7515 0.0043005
X2 -0.10018 0.029721

X717 0.0062133 0.0019778

Xy 0.00013689 0.0027323

x;’? -0.21243 0.0032146

X7.x 0.0058929 0.0060738
xx -0.00014082 0.13459
x5 -1.4222E-05 0.014562

O modelo de regressdo polinomial ajustado é uma fungio de 4* ordem para
o pH da solugdo e de 3" ordem para a concentragdo do biossurfactante, com um
coeficiente de correlacio (R?) igual a 95,46%. A Equacdo 7 mostra a fungao
polinomial da microflotacdo de hematita, considerando o limite de probabilidade

estabelecido:
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_ 2 2 3 2 2
R =poo+ prox; + porx2 + p2oxi” + po2X2" + p3oxr + p2rxi X2 + proxix2” + pos

3 4 3 3
X" *paX; + p3Xr.Xet+ pizxpx (7)

A superficie de resposta do processo de microflotacio de hematita é
apresentada na Figura 41-a e as diferentes zonas do processo de microflotacdo sao
apresentadas no grafico de contornos (Figura 41-b). A partir do mesmo, pode-se
apreciar que a melhor zona de microflotacdo de hematita é na faixa 4cida de pH
usando entre 50 a 150 mg/L. do biossurfactante. Esses resultados evidenciam os
mesmos efeitos tanto do pH da solucdo como da concentracdo do biossurfactante

que ja foram estudados nas secodes 4.5.2.1 e 4.5.2.2, respectivamente.
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Figura 41. a) Superficie de resposta 3D da microflotacio de hematita em
funcao da concentracio do biossurfactante e do pH da solucao; b) Grafico de
contorno 3D da microflotacio de hematita em funcio da concentracio do

biossurfactante e do pH da solucao.
4.5.3.
Microflotacao de quartzo

4.5.3.1.
Efeito do pH na microflotacao de quartzo

A Figura 42 apresenta a flotabilidade de quartzo em fun¢do do pH com uma

concentracdo do biossurfactante de 10 mg/L. Nessas condi¢des, a maior
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flotabilidade de 10,28% foi alcancada no pH 3. Ja para valores de pH acima de 3,
a flotabilidade de quartzo foi diminuindo conforme o meio fica mais alcalino.
Segundo os resultados obtidos, o pH 6timo para a flotabilidade de quartzo se
encontra no pH 3. Esse efeito foi confirmado tanto pelos resultados de medigoes
de angulo de contato como os experimentos de adsor¢do, onde os melhores
valores de hidrofobicidade e adsor¢do, respectivamente, foram alcangados ao
redor do pH 3. Nesse pH, existiu maior interacdo entre as particulas de quartzo e
o biossurfactante. Tal comportamento foi confirmado pelos estudos de potencial
zeta, mostrando que houve mudanca no perfil de potencial zeta do quartzo apds
interacdo com o biossurfactante, provocando o deslocamento do PIE do mineral
de um pH 1,9 para 4,4. Além disso, a alta flotabilidade no valor de pH 3, pode ser
atribuido aos diferentes grupos funcionais com carater hidrofébico presentes no
biossurfactante que se mostram muito ativos e favorecem a adsorcdo do
biossurfactante nas particulas minerais de quartzo e, consequentemente aumentam

a flotabilidade do quartzo.
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Figura 42. Efeito do pH na microflotacao de quartzo. Concentraciao do

biossurfactante: 10 mg/L.
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Diferente autores estudaram a flotabilidade de quartzo usando
microrganismos como biorreagentes, por exemplo, Merma et al. (2013) realizaram
estudos de flotabilidade de quartzo usando o Rhodococcus opacus. Os autores
observaram que a melhor flotabilidade de quartzo foi alcancada ao redor do pH 5.
Ja no trabalho de (Yang et al.,, 2013a), a maior flotabilidade de quartzo foi

encontrado no valor de pH 6.

4.5.3.2.
Efeito da concentracao do biossurfactante na microflotacao de
quartzo

A Figura 43 apresenta o efeito da concentracdo do biossurfactante na
flotabilidade de quartzo. O estudo foi realizado em pH 3, com concentracdo do
biossurfactante de 10 até 150 mg/L. Segundo os resultados obtidos, observa-se
que os maiores valores de flotabilidade foram alcangados em concentra¢des de 75
e 100 mg/LL. com recuperagdes de 25,75% e 31,05%, respectivamente. J4 para
concentracdes maiores que 100 mg/L, a flotabilidade de quartzo comeca a

diminuir.
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Figura 43. Efeito da concentracao do biossurfactante na microflotacio de

quartzo. pH: 3.
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Em outros trabalhos foram encontrados diferentes valores de concentracao
maxima de biorreagente na flotagdo de quartzo. Mesquita et al. (2003) alcancaram
a flotabilidade méaxima de quartzo com concentracdo de R. erythropolis de
600mg/L. Para Merma et al. (2013), o valor foi ao redor de 150mg/L, usando a
bactéria R. opacus como biorreagente. JA no trabalho de Yang et al. (2013b)
alcancaram a flotabilidade maxima de quartzo com concentracdo de R.

erythropolis de 60 mg/L.

4.5.3.3.
Modelo de regressao polinomial da microflotacao de quartzo

O modelo de regressao polinomial da microflotagao de quartzo foi obtido a
partir dos valores de flotabilidade (%) em fun¢do da concentracio do

biossurfactante e do pH da solucdo, tal como indicados na Tabela 15.
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Tabela 15. Flotabilidade (%) do quartzo nos ensaios de microflotacdo

utilizando o biossurfactante solivel produzido por Rhodococcus erythropolis

Numero do | Concentracao Flotabilidade
experimento | do BS (mg/L) pH (%)
1 0 3 0,70
2 25 3 11,89
3 50 3 16,89
4 75 3 25,75
5 100 3 31,05
6 125 3 30,56
7 150 3 28,79
8 0 5 0,60
9 25 5 6,01
10 50 5 10,20
11 75 5 11,13
12 100 5 12,01
13 125 5 10,97
14 150 5 10,86
15 0 7 0,30
16 25 7 2,21
17 50 7 3,21
18 75 7 3,15
19 100 7 4,24
20 125 7 4,17
21 150 7 3,98
22 0 9 0,20
23 25 9 2,12
24 50 9 2,89
25 75 9 2,97
26 100 9 3,89
27 125 9 3,79
28 150 9 3,28
29 0 11 0,20
30 25 11 2,12
31 50 11 2,45
32 75 11 2,78
33 100 11 3,21
34 125 11 2,89
35 150 11 2,99
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O efeito da concentragdo do biossurfactante e do pH da solucdo foi

analisado com base nos mesmos critérios de valor-p, considerando-se satisfatorio

o limite de 5% de probabilidade de erro. A Tabela 16 mostra os coeficientes

estimados da regressdao polinomial, onde x; € o pH da solu¢do e x, é a

concentracao do biossurfactante, com seu respectivo valor-p.

Tabela 16. Coeficientes do modelo de regressao polinomial da microflotacao

de quartzo.

Coeficientes Estimacao valor-p
Intercepto -23.065 0.11975
X1 15.189 0.13286
X2 1.2443 4.7182E-09
x/’ -3.3921 0.15716
X1.X2 -0.35068 7.6449E-08
x5’ -0.0036559 0.076064
X9 0.31473 0.18642
X1 0.034758 3.596E-06
X152 0.00058762 0.016773
x5 5.9556E-06 0.72731
x/ -0.010417 0.21729
XX -0.0011012 0.00024357
xAxs’ -4.2177E-05 0.001623
X1 9.7778E-07 0.16809
X -4.2667E-08 0.43397

O modelo de regressdo polinomial ajustado é uma fungio de 4* ordem para

o pH da solu¢do e de 4" ordem para a concentracdo do biossurfactante, com um

coeficiente de correlacdo (R?) igual a 98,73%. A Equacdo 7 mostra a fungao

polinomial da microflota¢do de quartzo:

_ 2 2 3 2.2
R =porxz + prixpxz + parx;".x2 + prax;.x2” + p31x;.x2 + paxi .x; (8)
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A superficie de resposta do processo de microflotacdo de quartzo é
apresentada na Figura 44-a e as diferentes zonas do processo de microflotagdo sdo
apresentadas no grafico de contornos (Figura 44-b). A partir do mesmo, pode-se
observar que a melhor zona de microflotacdo de quartzo é em torno do pH 3,
usando entre 100 a 150 mg/L do biossurfactante. Portanto, esses resultados estdo
de acordo com os encontrados na flotabilidade em func¢do da concentragdo do
biossurfactante e do pH da solucdo que ja foram estudados nas secdes 4.5.3.1 e

4.5.3.2, respectivamente.
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Figura 44. a) Superficie de resposta 3D da microflotacio de quartzo em
funcao da concentracio do biossurfactante e do pH da solucao; b) Grafico de
contorno 3D da microflotacio de quartzo em funciao da concentracio do

biossurfactante e do pH da solucao.

4.54.
Microflotacao do sistema hematita-quartzo

Os ensaios de microflotacdo do sistema hematita-quartzo foram conduzidos
objetivando-se estudar a seletividade do biossurfactante na flotagdo de hematita.
Para isso, utilizou-se concentragdes do biossurfactante de 50 e 100 mg/L e,

metassilicato de sodio como reagente depressor de quartzo.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421661/CA


PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1421661/CA

107

4.54.1.
Microflotacao do sistema hematita-quartzo com diferentes relacoes
de mistura

Os ensaios de microflotacdo quanto da hematita como de quartzo (item 4.5.2
e 4.5.3) mostraram que a flotabilidade dos minerais foi maior no pH 3. Sendo
assim, todos os ensaios de microflotacdo do sistema hematita-quartzo com
diferentes relacOes de mistura foram realizados no pH 6timo de flotagdo (pH = 3),
conforme € mostrado na Tabela 17. Os resultados mostram que os teores de ferro
total na massa flotada com concentracdes de 50 mg/L e 100 mg/L do
biossurfactante para cada relacdo de mistura foram muito proximos. Tal efeito é
atribuido a boa eficiéncia do biorreagente em ambas as concentracdes e,

consequentemente boa flotabilidade.

Tabela 17. Microflotacao do sistema hematita-quartzo em diferentes relacoes

de mistura.

Teores dos minerais _
BS H-Q | Flotado | FeT o Recuperacio (%)
pH (%)
(mg/L) | (%) (%) (%)

Hematita | Quartzo | Hematita | Quartzo
3 50 25-75 32,40 38,85 57,97 42,03 18,78 13,62
3 100 25-75 37,58 39,55 59,01 40,99 22,18 15,40
3 50 50-50 52,61 58,53 87,33 12,67 45,95 6,66
3 100 50-50 56,62 59,86 89,32 10,68 50,57 6,05
3 50 75-25 69,87 62,77 93,66 6,34 65,44 4,43
3 100 75-25 71,82 63,88 95,31 4,69 68,46 3,36

Onde:

H-Q: mistura hematita-quartzo e FeT: teor de ferro total no flotado.

A Tabela 17 mostrou também que a recuperagdo de hematita foi favoravel
em todas as relagdes de mistura, sendo maior quando sua propor¢do aumenta e

quando a concentracdo do biossurfactante atinge a 100 mg/L.
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4.5.4.2.
Efeito da concentracao de metassilicato de sédio na depressao do
quartzo

Para avaliar o efeito da concentracdo de metassilicato de s6dio na depressao
de quartzo, os ensaios de microflotacao foram realizados em pH 3 e concentracdo
do biossurfactante de 100 mg/L. A Figura 45 apresenta os resultados de
microflotagdo, mostrando que a depressio de quartzo € favordvel com
concentracdo de metassilicato de s6dio de 100 mg/L. Ja para concentracdes de
metassilicato de sdédio maiores ou iguais de 200 mg/L, a depressdo de quartzo
diminui e por conseguinte a flotabilidade do mineral aumentou.

Silva (2011) realizou estudos de flotacdo de calcita e quartzo em tubo de
Hallimond, usando silicato de s6dio como depressor. Os resultados obtidos
mostraram que em todos os sistemas testados, a eficiéncia do silicato de sddio
aumentou com a concentragdo. Em concentra¢des acima de 1500 g/t, obteve-se
quase a depressdo total, sendo 96% para a calcita e 97% para o quartzo. A
variacao do modulo (relagao entre o didxido de silicio e o oxido de s6dio) do
silicato de so6dio ndo alterou o seu desempenho na flotacdo do quartzo com amina
(150 g/t). A faixa de pH mais eficiente foi observada entre 5 e 8. A partir do pH
11 o silicato de s6dio nao funcionou como depressor.

Jin et al. (2016) estudaram o efeito da concentracdo de silicato de sédio na
flotacdo de kianita e quartzo. Os testes de flotagdo foram realizados em uma
célula de flotagdo mecanica de 35 mL e o pH da solu¢do contendo sulfonato de
sodio (5x10* mol/L) e Fe** (1,5x10™ mol/L) foi ajustado para 4. Os autores
observaram que o silicato de sédio tem uma maior deprresdao na flotacdo de

quartzo ativado pelo ferro do que a kianita.
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Figura 45. Efeito da concentracio de metassilicato de sé6dio na depressao de

quartzo. Concentracao do biossurfactante de 100 mg/L e pH da solucao = 3.

4.5.4.3.
Efeito do pH na microflotacao do sistema hematita-quartzo

O efeito do pH da solu¢do na microflotacdo do sistema hematita-quartzo foi
avaliado a partir do teor de ferro da mistura flotada. A mistura teve boa
recuperagdo no pH 3, com recuperagdo de 49,67% e teor de ferro de 60,09%, tal
como ¢ mostrado na Figura 46. Ja para o valor do pH 5, a recuperagao foi menor

e, para valores do pH acima de 5, a recuperacao foi nula.
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Figura 46. Microflotacio do sistema hematita-quartzo e teor de ferro em
funcao do pH da solucao. Concentracao do metassilicato de sédio de 100
mg/L. e concentracido do biossurfactante de 100 mg/L. Relaciao da mistura

hematita-quartzo (1:1).

A Figura 47 apresenta a recuperacdo da hematita e de quartzo em funcdo do
pH da solugd@o, usando concentracdo do metassilicato de s6dio de 100 mg/L e
concentracdo do biossurfactante de 100 mg/L. Os resultados mostram que a
recuperacdao maxima de hematita e de quartzo foi ao redor do pH 3, cujos valores
de recuperacdo estdo em torno de 44% e 27%, respectivamente. Observa-se
também que o valor 6timo para uma possivel flotagdo do sistema hematita-quartzo
€ no pH 3.

A separacdo seletiva entre hematita e quartzo foi também estudada por
Mesquita et al. (2003). Os testes de microflotagdo foram realizados com uma
concentracdo de R. opacus de 600 g/t. A partir dessas condi¢des, os resultados
demonstraram grande potencial da bactéria R. opacus como um coletor a pH
neutro em sistemas de microflotacdo direta de hematita onde o teor de ferro é
baixo ou em materiais onde a hematita ¢ um contaminante.

Wengang et al. (2011) usaram o coletor N-lauril-1,3-diaminopropano e o
depressor amido para separar quartzo de misturas hematita-quartzo. Os resultados

de flotacdo mostraram que as melhores recuperagdes podem ser alcancadas no pH
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7,27 usando concentragdes de 58.3 mg/L de coletor e 6.67 mg/L de depressor. Os
teores de ferro encontrados nos concentrados foram de 58,45%, 62,78% e 63,72%
quando a propor¢do em massa de hematita para quartzo foi de 2:3, 1:1 e 3:2,
respectivamente.

Sahoo et al. (2016a) estudaram a flotacdo de misturas sintéticas usando
acido oleico e dodecilamina como coletores. Os resultados de flotacdo com acido
oleico de 76 g/t mostraram uma recuperacdo de 43,2% de mistura hematita-
quartzo, com teor de 61,2% de Fe. Por outro lado, usando uma concentracdo de
dodecilamina de ~32 g/l obtém-se uma recuperacdo de ~86,5% de mistura

hematita-quartzo, com teor de ~38% de Fe.
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Figura 47. Recuperacao da hematita e do quartzo em funciao do pH da
solucao. Concentracao do metassilicato de sédio de 100 mg/L. e concentracao

do biossurfactante de 100 mg/L. Relacao da mistura hematita-quartzo (1:1).

4.5.4.4.
Efeito da concentracao do metassilicato de s6dio na microflotacao
do sistema hematita-quartzo

Conhecendo-se que a microflotagdo do sistema hematita-quartzo € favoravel
no pH 3, foram realizados ensaios de microflotacdo em func@o da concentragdo de

metassilicato de s6dio e consequentemente analises quimica de teor de ferro, tal
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como € mostrado na Figura 48. A partir da mesma é possivel observar que os
melhores valores de teor de ferro (em torno de 60%) foram alcancados com
concentracdes de metassilicato de sédio de 0, 100 e 200 mg/L, sendo favoravel na

auséncia do depressor por ter maior flotabilidade da mistura.
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Figura 48. Microflotacio do sistema hematita-quartzo e teor de ferro em

funcio da concentracdo do metassilicato de sédio. Concentracio do

biossurfactante de 100 mg/LL e pH da solucao = 3. Relacio da mistura

hematita-quartzo (1:1).

A recuperacdo da hematita e do quartzo é apresentada na Figura 49. Os
resultados mostraram que a recuperagdo maxima de hematita foi de 49,88%
(27,99% de quartzo) e foi na auséncia de metassilicato de sédio. Observa-se
também que para concentracdes de silicato de sodio de 100 — 200 mg/L a
recuperacdo da hematita foi em torno de 44%. Por outro lado, a recuperac¢do do
quartzo foi maxima na concentra¢do de metassilicato de s6dio de 300 mg/L, com
recuperagdo de 54,76% (22,65% de hematita). Considerando esses resultados, a
microflotagcdo direta de hematita a partir do sistema hematita-quartzo € favoravel

em pH 3 e em concentragdes minimas de depressor.
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Lopes & Lima (2009) realizaram ensaios de microflotacdo de hematita e
quartzo usando metassilicato de s6dio como depressor. Os resultados mostraram
que o metassilicato de sodio foi mais efetivo na depressdao da hematita: 0,7% de
recuperacao da hematita contra 16% de recuperacdo para o quartzo usando 20 g/L.
de metassilicato de s6dio em ambos os casos. Portanto concluiram que o
metassilicato de so6dio ndo € um depressor seletivo no sistema hematita/quartzo
quando o oleato de sodio € usado como coletor.

No trabalho de Jin et al. (2016) estudaram a separacao de kianita do quartzo
usando uma mistura de kianita-quartzo (1:1). Os resultados de recuperagao foram
de 78% para a kianita e 13% para o quartzo, o qual sugerem que uma separacao
eficaz de kianita do quartzo poderia ser alcangado no pH 4 para uma solugdo de
1,5x10™ mol/L de Fe3", 1x10” mol/L de silicato de sodio e 5x10™* mol/L de

sulfonato de sodio.
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Figura 49. Recuperacao da hematita e do quartzo em funcao da concentracao
do metassilicato de s6dio. Concentracao do biossurfactante de 100 mg/L e pH

da solucao = 3. Relacao da mistura hematita-quartzo (1:1).
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4.6.
Cinética de microflotacao

A cinética de flotacdo estuda a variacdo da massa mineral flotada de acordo
com o tempo de flotacdo, originando uma relacio do tipo cinético. Esse
relacionamento permite elucidar o efeito das varidveis e detectar aquelas que
constituem fatores determinantes no processo. Assim sendo, tanto do ponto de
vista pratico como tedrico, a flotabilidade das particulas minerais no sistema de

flotagdo pode ser compreendida melhor pela constante de velocidade.

4.6.1.
Cinética da flotabilidade da hematita

A Figura 50 apresenta a flotabilidade da hematita em fun¢do do tempo de
flotagdo. Os testes de flotacdo foram realizados com uma concentragdo do
biossurfactante de 10 mg/LL e o pH da solucdo foi ajustado para 3. Os resultados
obtidos mostraram que o biossurfactante conseguiu a recuperagdo total de

hematita (100%) a partir dos primeiros 120 segundos de flotacao.
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Figura 50. Flotabilidade de hematita em funcio do tempo. Concentracao do

biossurfactante: 10 mg/L e pH = 3.
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A cinética de microflotacdo de hematita foi representada pelos modelos
classicos de primeira ordem, segunda ordem e ordem fraciondria e, a
determinacido das suas constantes cinéticas foi realizada através da linearizacio de
seus modelos. As constantes cinéticas e coeficientes de correlacio (Rz) obtidas
ap6s andlise sao apresentadas na Tabela 18. A partir dos coeficientes de
correlagdo, foi possivel assumir que quanto o modelo de primeira ordem como o
modelo de ordem fraciondria foram os que melhor ajustaram os dados
experimentais, pois os seus valores de R? foram de 0,98. Observaram-se também
valores de constantes cinéticas iguais quanto no modelo de primeira ordem como
no modelo de ordem fraciondria devido que o valor de méaxima flotabilidade
(R,=1) considerado no modelo de ordem fracionaria foi de 100% e assim

resultando na mesma equacao cinética para ambos os modelos.

Tabela 18. Constantes cinéticas da microflotacao de hematita

n=1 n=2 Fracionaria
Ordem
K K K
Fracio ! R’ ’ R? R. ’ R’
(min™) (g".min™) (min™)

(-106 + 75 pm) | 0,0409 | 0,98 7,2541 0,53 1 0,0409 | 0,98

A partir da Tabela 18, foi observado que ambos os modelos primeira ordem
e ordem fracionaria alcancaram as mesmas constantes cinéticas e coeficientes de
correlagdo como causa do mesmo ajuste linear aos dados experimentais (Figura
51). Também foi observado que o modelo de segunda ordem alcangou o valor de
R? de 0,53 qual foi rejeitado por seu baixo ajuste aos dados experimentais

(Apéndice 4.1).
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Figura 51. Ajuste linear da cinética de microflotacdo de hematita usando

tanto o modelo de primeira ordem como o modelo de ordem fracionaria.

Outros autores como Herndinz & Calero (2001) e Hernainz et al. (2005) na
flotacdo de celestita e calcita e, minério de fosfato, respectivamente obtiveram
melhores resultados de cinética de flotacio seguindo o modelo de ordem
fracionaria. Ja Yalcin & Kelebek (2011) e Olivera et al. (2017) na flotagdo de
minério de ouro piritico e hematita, respectivamente obtiveram melhores ajustes

dos dados experimentais com o modelo cinético de segunda ordem.

4.6.2.
Cinética da flotabilidade do quartzo

Para o quartzo, os testes de microflotacio foram realizados com uma
concentracdo do biossurfactante de 10 mg/L. e o pH da solugdo foi ajustado para
3. A Figura 52 apresenta a flotabilidade do quartzo em funcdo do tempo de
flotacdo. Os resultados obtidos mostram que a recuperacdo de quartzo é
ascendente, e o biossurfactante conseguiu atingir uma recupera¢do maxima de

17,51% em 180 segundos de flotacdo.
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Figura 52. Flotabilidade de quartzo em funcio do tempo. Concentracio do

biossurfactante: 10 mg/L e pH = 3.

A cinética de microflotacio de quartzo foi representada pelos mesmos
modelos que foram aplicados na microflotacio de hematita. As constantes
.. .. - 2 . , P ~
cinéticas e coeficientes de correlagdo (R”) obtidas apos anélise sdo mostradas na

Tabela 19.

Tabela 19. Constantes cinéticas da microflotacio de quartzo

n=1 n=2 Fracionaria
Ordem
K K K
Fracio ! R’ ’ R’ R. ’ R’
(min™) (g".min™) (min™)

(-106 + 75 pm) | 0,0012 | 0,94 0,0013 0,95 | 0,21 | 0,0096 | 0,98

A partir da Tabela 19, foi observado que o modelo de ordem fracionaria foi
o que melhor ajustou os dados experimentais, com o valor de R? de 0,98 (Figura
53). Também foi observado que os modelos de primeira ordem e segunda ordem

obtiveram coeficientes de correlacdo de 0,94 e 0,95 respectivamente, mas foram
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rejeitados por seu baixo ajuste aos dados experimentais. O ajuste linear desses

modelos é mostrado no Apéndice 4.2 e Apéndice 4.3, respectivamente.

— Ajuste linear

Quartzo

Y =0,0096X
R2 =0,98552

T T T T T T T T T T T T 1
30 60 90 120 150 180 210
Tempo (s)

Figura 53. Ajuste linear da cinética de microflotacao de quartzo usando o

modelo de ordem fracionaria.

Merma & Torem (2015) estudaram a cinética de flotabilidade do quartzo

usando o Rhodococcus opacus como biorreagente. Os resultados mostraram que o

modelo cinético de primeira ordem ajustou melhor aos dados experimentais e

observou-se uma relacdo direta entre a taxa de flotabilidade e o tamanho de

particula mineral. Similarmente, foi observado no trabalho de Larsen & Kleiv

(2015) que encontraram bons ajustes com o modelo cinético de primeira ordem

aos dados de flotabilidade de quartzo usando Flotanol C0O7, Dowfroth 400 e Brij

58 como reagentes espumantes.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421661/CA


PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1421661/CA

5
Conclusoes

Diante os resultados obtidos nesta tese, pode-se concluir que:

A utilizagdo do biossurfactante solivel produzido por Rhodococcus
erythropolis como biorreagente coletor de hematita no sistema hematita-quartzo
foi vidvel, demonstrando o seu grande potencial e mostrando-se bastante

promissor para uma futura aplicacdo na industria da flotacdo mineral.

As andlises bioquimicas de proteinas, carboidratos e lipideos determinaram
que o biossurfactante solivel € composto principalmente por proteinas, com

valores de 66,79%, 10,73% e 3,57%, respectivamente.

Os ensaios de tensdo superficial mostraram que o biorreagente conseguiu
reduzir a tensdo superficial da 4gua deionizada de 73,72 mN/m para 62,89 mN/m,
com uma concentracdo de biossurfactante de 200 mg/L e em pH 3. Portanto, o
biossurfactante solivel tem uma capacidade moderada para reduzir a tensdo

superficial da d4gua, mas nio € tao eficiente como um biossurfactante refinado.

As medicdoes de potencial zeta indicaram que o ponto isoelétrico dos
minerais hematita e quartzo € em torno do pH 5,2 e 1,9, respectivamente, e apds
interacdo com o biossurfactante, ambos os pontos isoelétricos mudaram para o pH

4,4 devido a adsorc¢ao e interagdes do biossurfactante na superficie dos minerais.

As medidas de angulo de contato identificaram que a superficie de hematita
exibiu carater mais hidrofébico que a superficie de quartzo tanto antes da
interacdo como apds da interagdo com o biossurfactante. Antes da interagdo seus
valores foram de 31,5° e 10,5°, respectivamente. J4 apds interacdo, os maximos

valores foram encontrados em torno do pH 3, com 56° e 39°, respectivamente.
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Os experimentos de adsor¢do revelaram maior adsor¢ao do biossurfactante
na superficie de hematita do que a superficie de quartzo. Para ambos os minerais,
a maior adsor¢cdo foi alcancada no pH 3 e na concentracdo de 200 mg/L, com
valores de 11,68 e 6,28 mg de biossurfactante por grama de mineral,

respectivamente.

Os espectros FTIR da interacdo hematita-biossurfactante e quartzo-
biossurfactante confirmaram a presenca de grupos funcionais caracteristicos do
biossurfatante sobre as superficies minerais. Na superficie de hematita foram
encontrados grupos funcionais como NH, CH2, CH3 e C=0, enquanto na

superficie do quartzo grupos funcionais de NH e C=0.

A microflotacio de hematita e de quartzo utilizando o biossurfactante
solivel como biorreagente coletor depende da concentracdo do biossurfactante e
do valor de pH da solu¢do. O melhores resultados de flotabilidade de hematita e
de quartzo foram encontrados em pH 3 e na concentragao de 100 mg/L, com

percentagem em torno de 99,88% e 31,05%, respectivamente.

O modelo de regressdo polinomial determinou que a flotabilidade de
hematita segue uma fung¢io de 4" ordem para o pH da solucdo e de 3" ordem para a
concentracio do biossurfactante, com um coeficiente de correlacdo (R?) igual a
95,46%, enquanto a flotabilidade de quartzo segue uma fung¢io de 4" ordem para o
pH da solucdo e de 4" ordem para a concentracdo do biossurfactante, com um

coeficiente de correlagdo (RZ) igual a 98,73%.

Os testes de microflotagdo do sistema hematita-quartzo com diferentes
relacdes de mistura realizados em pH 3 e concentragdes do biossurfactante de 50 e
100 mg/L mostraram que o biossurfactante ¢ mais seletivo para hematita do que
quartzo. Também foi observado que na microflotacao do sistema hematita-quartzo
(1:1) realizada em pH 3 e concentracio do biossurfactante de 50 mg/L, a
recuperacdo maxima de hematita foi de 49,88% (27,99% de quartzo) e foi na
auséncia do metassilicato de sddio, enquanto a recupera¢do de quartzo foi maxima
na concentracdo de metassilicato de sédio de 300 mg/L, com recuperacdo de

54,76% (22,65% de hematita).
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O estudo cinético mostrou que os dados experimentais da flotabilidade de
hematita foram mais bem ajustados quanto ao modelo cinético de primeira ordem
como ao modelo cinético de ordem fracionaria, com o valor de R? de 0,98,
enquanto os dados experimentais da flotabilidade de quartzo foram mais bem

ajustados ao modelo cinético de ordem fracionaria, com o valor de R? de 0,98.
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Recomendacoes para futuros trabalhos

A fim de dar continuidade aos estudos de producdo de biossurfactante por
Rhodococcus erythropolis, sdo sugeridas algumas recomendagdes, com o intuito
de aumentar a eficiéncia do processo produtivo e projetando-se para uma futura

aplicacdo na inddstria mineral:

Estudar a influéncia de diferentes meios de cultura na producdo de

biossurfactante por Rhodococcus erythropolis.

Produzir biossurfactante em biorreator usando os melhores parametros

testados.
Otimizar o processo de extracao e de purificagao do biossurfactante.
Separar e caracterizar os bioprodutos presentes no biossurfactante extraido.
Devem ser feitos ensaios de flotagdo com minério de ferro real em célula

mecanica convencional ou em coluna de flotacdo para confirmar a efetividade do

biossurfactante como reagente.
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Apéndices

Apéndice 1. Metodologia experimental da extracio do biossurfactante

Metodologia experimental para a obtencao da biomassa e
a extracao do biossurfactante

I. Introducao:

Os biossurfactantes sdo compostos ativos em superficies produzidos por
microrganismos. Com o desenvolvimento da biotecnologia nos dltimos anos, tem-se
verificado que os microrganismos e seus produtos metabdlicos podem agir como
biorreagentes que poderiam cumprir as mesmas funcdes dos reagentes convencionais de
beneficiamento mineral. Dessa forma, o uso de biossurfactantes como reagentes
representa uma alternativa promissora aos surfatantes sintéticos utilizados na industria

mineral, devido a sua baixa toxicidade e natureza biodegradavel.

I1. Objetivo:

= O presente documento tem como principal objetivo apresentar de forma clara e
em detalhe o passo a passo para a producdo do biossurfactante extraido da
bactéria Rhodococcus Erythropolis e Rhodococcus opacus.

= Atender os regulamentos e requerimentos do grupo de pesquisa em tecnologia
mineral e ambiental (GPTMA) do Departamento de Engenharia Quimica e de

Materiais (DEQM) da PUC-Rio.
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III. Procedimento:

3.1 Apresentacao

A extracdo de biossurfactante € realizada com 4lcool etilico de 95 % a partir do
caldo de fermentacdo obtido do crescimento bacteriano em meio de cultura YMG e
meio de cultura TSB, para as bactérias Rhodococcus opacus Rhodococcus erythropolis,
respectivamente.

No entanto, é importante esclarecer que existem outras metodologias de extracao
e outros meios de cultura que poderiam melhorar o processo de extracdo e aumentar a

producdo de biossurfactante, respectivamente.

3.2 Preparacoes do meio de cultivo
O meio de cultura utilizado para o crescimento da bactéria Rhodococcus opacus é

0 YMG enquanto para a bactéria Rhodococcus erythropolis é o TSB.

YMG
Componente Solido (g/L.) | Liquido (g/L)
Glicose 10 10
Peptona 5 5
Extrato de malte 3 3
Extrato de levedura 3 3
CaCOs3 - -
Agar 20 -
TSB
Componente Solido (g/L.) | Liquido (g/L)
Tryptic Soy Broth 30 30
Agar 20 -

3.3 Propagacao e crescimento das células bacterianas
Para a propagacdo e crescimento das células bacterianas se utilizam placas de

Petri e baldes de Erlenmeyer, respectivamente.
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3.3.1 Em meio sé6lido

a. Utiliza-se baldo de Erlenmeyer de 250 ml, e a quantidade de solucdo a preparar
depende do numero de placas de Petri a usar, sabendo-se como referencia que
em cada placa de Petri € esvaziado 20 ml de solugao.

b. Os baldes de Erlenmeyer (com solu¢do) devidamente fechados com tampdes de
algoddo e bonés feitos de papel kraft, junto com as placas de Petri também
forradas com papel kraft, sdo colocados dentro do autoclave (ver procedimento
de manipulagdo da autoclave) para ser submetidos a um processo de
esterilizacdo mediante calor iumido (autoclavacdo), a 1,1 atm de pressdao durante
20 min.

c. Retirar o material da autoclave e esfriar por 5 minutos para depois ser levados
para a capela (ver procedimento de manipulagdo da capela) devidamente
esterilizada, onde a solugdo serd esvaziada dentro das placas de Petri antes que
ela comece a solidificar.

d. As placas de Petri com o meio de cultivo solidificado sdo levadas ao fogo lento
para consumir o vapor imido gerado durante a solidificacao.

e. Posteriormente é realizado o processo de inoculag¢do a partir dos slants (gelose
inclinada) ou outras placas, utilizando uma al¢a de platina esterilizada ao fogo
lento. Apos disso, as placas de Petri sdo fechadas com parafilme e deixadas em
um lugar isolado e seguro a temperatura ambiente para evidenciar seu
crescimento.

f. O crescimento das células bacterianas nas placas de Petri serd evidente a partir
das 24 horas e, ap6s de transcorrer dois dias, estas serdo guardadas na geladeira

a 4°C para inibir seu crescimento.

3.3.2 Em meio liquido
a. Utilizam-se baldes de Erlenmeyer de 500 ml, e a quantidade de solucdo a
preparar depende do numero de baldes a usar, sabendo-se como referencia que
em cada baldo serdo vertidos 125 ml de solucdo (ou seja, o 20% do volume
total). Para ter um crescimento bacteriano homogéneo para a extragdo de
biossurfactante, recomenda-se cultivar em dois Erlenmeyer e ap0s de transcorrer

48 horas sera propagado para o numero de Erlenmeyer que quiser cultivar.
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C.

Os dois baldes de Erlenmeyer (com solucdo) devidamente fechados com
tampdes de algoddao e bonés feitos de papel kraft sdo colocados dentro do
autoclave (ver procedimento de manipulacdo da autoclave) para ser submetidos
a um processo de esterilizacdo mediante calor imido (autoclavacdo), a 1,1 atm
de pressdo durante 20 min.

Retirar o material da autoclave e deixar esfriar para depois ser levados para a
capela (ver procedimento de manipulagdo da capela) devidamente esterilizada.
Posteriormente € realizado o processo de inoculacdo a partir de uma placa de
Petri, utilizando uma al¢a de platina esterilizada ao fogo lento. Apds disso, os
dois baldes de Erlenmeyer sdao deixados no shaker rotatorio durante 48 horas, a
uma temperatura de 28 °C e 150 rpm.

Transcorridas as 48 horas de crescimento bacteriano, os dois baldes de
Erlenmeyer sdo levados para a capela (ver procedimento de manipulagdo da
capela) devidamente esterilizada. Esse caldo de fermentagdo servird para
inocular o numero de Erlenmeyer preparados (seguirdo o item a, b e ¢ do cultivo
em meio liquido).

A inoculagdo € feita utilizando uma pipeta de Pasteur devidamente esterilizada e
a quantidade de solucdo a inocular € varidvel (1,5 ml para cada Erlenmeyer).
Depois de realizar a inoculagdo, os baldes de Erlenmeyer sdao deixados no shaker

rotatorio durante 6 dias, a uma temperatura de 28 °C e 150 rpm.

3.4 Obtencoes da biomassa

A biomassa é obtida a partir do quarto 4 dia do crescimento bacteriano (usado

para bioflotacdo, bioadesdao e biocaptacdo), mas para a extracdo do biossurfactante

7z

recomenda-se no sexto dia. Sua obtencdo é realizada por centrifugacdo (ver

procedimento de manipulacdo da centrifuga). Veja o procedimento a seguir:

a.

b.

Utilizam-se tubos Falcon de 50 ml, e o processo de separacdo ¢ realizada entre
4000 - 5000 rpm durante 8 minutos.

O precipitado da centrifugacdo constituido pelas células bacterianas ¢é
desprendido utilizando um agitador e € ressuspenso em agua deionizada para ser

centrifugado mais uma vez. Este processo € realizado dois ou trés vezes até

liberar o meio de cultura.
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C.

a.

A biomassa obtida € diluida em 4gua deionizada (ou em solugdo de eletrolito
indiferente 10 mol/L de NaCl para melhorar sua conservacio) e é vertida em
frasco de vidro para logo ser colocado dentro do autoclave (ver procedimento de
manipulacdo da autoclave) para ser submetido a um processo de esterilizacao
mediante calor imido (autoclavacdo), a 1,1 atm de pressdao durante 20 min.
Posteriormente, o frasco de vidro contendo a biomassa ¢é esfriado para
determinar sua concentracdo utilizando um filtro de membrana millipore ou
cadinhos de porcelana.

Depois de determinar a concentracdo, o frasco de vidro contendo a biomassa é

guardado na geladeira a 4°C para futuros ensaios experimentais.

3.5 Extracao do biossurfactante

Segue-se 0 mesmo procedimento experimental detalhado anteriormente até o

processo de centrifugacdo. Com diferencia do primeiro, o procedimento é como segue:

z

O processo de centrifugacdo é realizado a 5000 rpm durante 8 minutos,
utilizando-se tubos Falcon de 50 ml.

O precipitado da centrifugacdo constituido pelas células bacterianas ¢é
desprendido utilizando um agitador e € ressuspenso em agua deionizada para ser
centrifugado mais uma vez. Este processo € realizado até liberar o meio de
cultura.

A biomassa obtida € ressuspenso em alcool etilico de 95%. Esta ressuspensao é
referenciada na quantidade de meio de cultura que foi preparado, ou seja, para a
quantidade de biomassa obtida a partir de 1000 ml de caldo fermentagdo vamos
utilizar 100 ml de alcool (propor¢do 10:1).

O frasco com biomassa ressuspenso em alcool etilico de 95% é colocado dentro
do autoclave (ver procedimento de manipulacdo da autoclave) para ser
submetido a um processo de esterilizacdo mediante calor imido (autoclavacdo),
a 1,1 atm de pressdo durante 20 min.

Logo, a solucdo esfriada € centrifugada a 5000 rpm durante 10 minutos. O
precipitado € descartado e, a solugdo sobrenadante € vertida em copos de Becker

para ser submetida ao processo de evaporagdao numa estufa a 50 °C por 30 horas.
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€.

Posteriormente, o precipitado obtido €é o biossurfatante bruto. Esse
biossurfatante € pesado e diluido em agua deionizada (usam-se copos de Becker
para diluir o BS bruto) para separar a parte solivel pelo processo de
centrifugacdo a 5000 rpm durante 10 minutos. A parte insolivel (precipitado) é
descartada e a parte solivel (sobrenadante) € filtrada para assegurar a remog¢ao
dos compostos insoliveis e impurezas remanescentes na solucao.

Finalmente, a concentracio da solucdo obtida € calculada pela diferencia do peso
imerso em agua deionizada (usa-se baldo volumétrico para avolumar a solucao).
Logo ap6s os calculos, o biorreagente (solugdo de BS contida em um baldo

volumétrico) é guardado na geladeira a 4°C para futuros ensaios experimentais.
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Apéndice 2. Curvas padrao

Apéndice 2.1. Curva padrao de proteinas
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Figura 54. Curva padrao de proteinas
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Apéndice 2.2. Curva padrao de carboidratos
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Figura 55. Curva
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Apéndice 2.3. Curva padrao do biossurfactante
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Figura 56. Curva padrao do biossurfactante
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Apéndice 3. Metodologia experimental da analise quimica do ferro total

Metodologia experimental da analise quimica do ferro

total por volumetria de oxirreducao, utilizando o método

de dicromatometria

I. Reagentes Necessarios:

a)
b)

c)

d)

e)

Acido Cloridrico P.A. (HC)).

Cloreto estanhoso a 10% — pesar 2,5g e dissolver em 30 mL de &cido
cloridrico. Apés dissolugdo adicionar mais de 20 mL de dgua deionizada.
Cloreto de mercurio a 5% (HgCl,) — pesar 5g e dissolver em 100mL de
agua deionizada.

Solucio sulfo-fosférica — 300 mL de dgua deionizada, 300 mL de H,SO, e
300 mL de H3;PO,. Adicionar o H,SO, lentamente na 4gua, esperar a
esfriar e adicionar o H3POj,.

Solucdo indicadora — pesar 0,1g de difenilamino sulfonato de s6dio em
100 mL de agua.

Solugdo de K»,Cr,O7 0,1N — secar o dicromato de potéssio a 140-150C por
1 hora. Pesar exatamente 4,904g e dissolver com 4gua em baldo

volumétrico de 1 litro.

I1. Procedimentos de analise:

a)

b)
c)
d)

Pesar 0,25g de amostra e transferir para Erlenmeyer de 500 mL contendo
um pouco de dgua (5-10 mL).

Adicionar 20 mL de HCI e 3 gotas de solu¢do de cloreto estanhoso 10%.
Aquecer em chapa branda (80-90C) até a decomposi¢ado total da amostra.
Retirar da chapa e, adicionar em agitacdo constante, gota a gota de solucao
de cloreto estanhoso até o desaparecimento da coloracdo amarelada.
Adicionar uma gota em excesso.

Lavar as paredes do Erlenmeyer com agua fria até = 50 mL.
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f) Resfriar em agua corrente até temperatura ambiente e entdo adicionar
10mL de solugdo de cloreto mercurico 5%, agitar brandamente e deixar
em repouso por 5 minutos.

g) Diluir com agua fria até = 200 mL.

h) Adicionar 15 mL de solucdo sulfo-fosférica.

1) Adicionar 3 gotas de solucdo indicadora.

j) Titular com solucdo de K,Cr,O; 0,IN até viragem da cor verde para

violeta.

I11. Calculo do percentagem do ferro total:

Volume K,Cr,0, * 0.1 * 0.055845 * 100 )

%Fe = (
Total Peso da amostra
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Apéndice 4. Ajustes lineares da cinética de microflotacao

Apéndice 4.1. Ajuste linear da cinética de microflotacio de hematita usando

o modelo de segunda ordem
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Figura 57. Ajuste linear da cinética de microflotacio de hematita usando o

modelo de segunda ordem
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Apéndice 4.2. Ajuste linear da cinética de microflotacio de quartzo usando o

modelo de primeira ordem
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Figura 58. Ajuste linear da cinética de microflotacao de quartzo usando o

modelo de primeira ordem
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Apéndice 4.3. Ajuste linear da cinética de microflotacio de quartzo usando o

modelo de segunda ordem
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Figura 59. Ajuste linear da cinética de microflotacao de quartzo usando o

modelo de segunda ordem


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1421661/CA




