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Resumo

Rosario, Lisa Marinho do; Torem, Mauricio Leonardo. Bioflotacéo de
apatita: Analise comparativa entre o uso da estirpe microbiana
Rhodococcus erythropolis e do seu biossurfactante. Rio de Janeiro,
2017. 120 p. Dissertagéo de Mestrado — Departamento de Engenharia
Quimica e de Materiais, Pontificia Universidade Catolica do Rio de
Janeiro.

O principal método de beneficiamento da rocha fosfatica para concentragao
da apatita é a flotacdo. A flotacdo da apatita com baixo teor costuma utilizar
surfactantes sintéticos, que apesar de caros apresentam boa seletividade. A fim de
reduzir custo sem perder eficiéncia, surgiram pesquisas com o intuito de substituir
estes surfactantes convencionais por biossurfactantes. Esta rota de
bioprocessamento mineral revela-se atrativa sob o aspecto comercial, visto que
além de apresentar baixo custo é ambientalmente aceitadvel, pois ao utilizar
microrganismos nao patogénicos cria-se uma nova classe de reagentes
biodegradaveis, modificando o cenério da flotagdo convencional. Este trabalho tem
como objetivo avaliar o uso da estirpe bacteriana Rhodococcus erythropolis e do
biossurfactante extraido desta na bioflotacdo da apatita. Foram realizados ensaios
de bioflotacdo utilizando tubo de Hallimond, na faixa de pH entre 3 e 11, faixa
granulométrica da apatita entre 75 e 106um, com solucdo de 10°M de NaCl,
diferentes concentracdes dos biorreagentes e tempo de flotacdo igual a 2, 5 e 7
minutos. O biossurfactante apresentou melhor desempenho, quando comparado
com a biomassa. Em todos o0s casos, observou-se um incremento da flotabilidade
em valores de pH menor que 7, no entanto, a maior flotabilidade apresentou-se em

pH igual a 4 com a utilizag&o de 140 mg/L de biossurfactante.

Palavras-chave

Flotacdo; biossurfactantes; apatita.
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Abstract

Rosario, Lisa Marinho do; Torem, Mauricio Leonardo (Advisor).
Bioflotation of Apatite: Comparative analysis between Rhodococcus
erythropolis strain and its biosurfactant. Rio de Janeiro, 2017. 120 p.
Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Engenharia Quimica e de
Materiais, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

The main method of processing phosphate rock, for apatite concentration, is
flotation. The flotation of apatite with low content usually uses synthetic
surfactants, which are expensive, but present good selectivity. In order to reduce
costs without losing efficiency, research has emerged with the purpose of replacing
these conventional surfactants by biosurfactants. This mineral bioprocessing route
Is attractive in the commercial aspect, since low cost and environmentally friendly,
when using non-pathogenic microorganisms, creating a new class of biodegradable
reagents and modifying the conventional flotation scenario. This work aims to
evaluate the use of bacterial strain Rhodococcus erythropolis and the biosurfactant
extracted from in apatite bioflotation. Bioflotation tests were performed using a
Hallimond tube in the pH range of 3 to 11, apatite granulometric range between 75
and 106um in a solution of 10*M NaCl, different concentrations of the bioreagents
and flotation time equal to 2, 5 and 7 minutes. The biosurfactant presented better
performance, recovering more apatite than the biomass. In all cases an increase in
flotability was observed at pH bigger than 7, however, the highest flotability was at
pH to be 4 with 140 mg/L of biosurfactant.

Keywords

Flotation; biosurfactants; apatite.
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1
Introducao

Com a crescente demanda por minerais e 0 esgotamento de
depdsitos com altos teores, a pesquisa mineral esta cada vez mais focada
no beneficiamento de minérios de baixa qualidade e alta complexidade para
atender a um mercado global a custos competitivos. Dentre estes minérios
com mineralogia complexa encontram-se as rochas fosfaticas, comumente
ricas em apatita, que em quantidade e concentragédo suficientes, formam
depdsitos de valor econdmico e podem entdo ser utilizadas, apoés
beneficiamento, na manufatura de produtos comerciais, sendo sua principal

aplicacao na agricultura, como fertilizante.

O principal método de beneficiamento para concentragéo da apatita
é a flotacdo. A flotacdo da apatita com baixo teor costuma utilizar coletores
(surfactantes) sintéticos, que sao mais caros, porém apresentam melhor
seletividade. Objetivando conseguir reducdo de custo sem perder a
eficiéncia, surgiram pesquisas com o intuito de substituir estes surfactantes

convencionais por biorreagentes.

Além das consideracdes econbmicas e de recursos, o foco da
indUstria em cumprir a estrita legislacdo ambiental, reduzindo impactos
ambientais da lavra e do beneficiamento na mineracao, foi crucial para
incentivar a realizacdo de inUmeras pesquisas em tecnologias
ambientamente amigaveis. Emergindo assim, a biofllotagc&o, tecnologia na
gual os microrganismos, ou 0s subprodutos metabdlicos destes, podem ser
utilizados como reagentes de flotacdo, denominados biorreagentes, sendo
coletores, depressores, ativadores ou outros modificadores de superficie,
gue permitem a separacao seletiva de minerais, com, em alguns casos,

maior eficiéncia e menor toxicidade.

A rota biotecnoldgica de processamento mineral apresenta-se
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atrativa sob o aspecto comercial, visto que oferece baixo custo e
ambientalmente aceita, quando microrganismos nao patogénicos sao
utilizados. Os bioreagentes sao capazes de substituir, total ou
parcialmente, certos reagentes convencionais de flotacdo em operacdes de
processamento mineral, permitindo separacdes seletivas de minerais

através de altera¢des na quimica de suas superficies.

A presenca de grupos funcionais apolares (cadeias hidrocarbdnicas)
e grupos polares (carboxilas, fosfatos, hidroxilas) na superficie celular
microbiana (parede celular, capsulas, envoltorios), conferem a alguns
microrganismos caracteristicas similares as de moléculas de surfactantes.
Diversos microrganismos sao capazes de produzir biossurfactantes,
compostos anfifilicos que atuam na interface das emulsdes, contendo
partes hidrofébicas e hidrofilicas e que, em termos de tenséo superficial,
estabilidade a temperatura e pH, sdo comparaveis, ou superiores, aos
surfactantes sintéticos. Estes biossurfactantes s@o produzidos por
diferentes estipes de microrganismos vivos, como bactérias, leveduras e
fungos, como é o caso da bactéria Rhodococcus erythropolis, capaz de
sintetizar compostos com propriedades surfactantes como subprodutos
metabolicos.

E essencial compreender os mecanismos e as consequéncias
resultantes de interacdes entre microrganismos e minerais antes que seja
estabelecida a utilidade do microrganismo no processamento mineral.
Deve-se entender a relacdo hidrofobicidade / hidrofilicidade da superficie
de minerais e, a adsor¢cdo e adesdo das células bacterianas e produtos
metabdlicos sobre superficies minerais. Além disso, os problemas que
devem ser resolvidos antes que tais microrganismos ou produtos deles
sejam utilizados em operagcdes comerciais, incluem a cultura dos
organismos com baixo custo e reducdo de doses requeridas para

realizagdo das inUmeras etapas de flotagéo realizadas industrialmente.

Este trabalho tem como objetivo avaliar o uso de biorreagentes

produzidos a partir da estirpe bacteriana Rhodococcus erythropolis,
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analisando o seu desempenho, como agentes coletores e/ou espumantes,

na bioflotagédo da apatita.
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2
Revisao do estado da arte

2.1.
Fosforo

O fosforo (‘P’) é considerado um dos trés macronutrientes principais
para 0S seres Vvivos, pois, juntamente com o nitrogénio e o potassio, €
fundamental no processo de converséo da energia solar em alimento, fibra
e Oleo pelas plantas, desempenha funcdo chave na fotossintese, no
metabolismo de acUcares, no armazenamento e transferéncia de energia,
na divisdo celular, no alargamento das células e na transferéncia da
informacéo genética (POTAFOS, 2005). O ciclo de suprimento do fésforo é
indispensavel a vida porque entra na composi¢ao do nucleo das células de
todos os seres vivos, iniciando-se nos fosfatos naturais, passa para o solo
por solubilizacéo e apds ser absorvido pelas plantas, entra na vida animal
pela alimentacdo dos herbivoros e onivoros, havendo, porém, forte
decaimento no seu retorno normal ao solo. Se a vegetacao, natural ou de
cultura, for constantemente removida (plantio - colheitas), € necessario
compensar a perda de fésforo pelo emprego de fertilizantes (LUZ & LINS,

2008).

E predominantemente encontrado nas rochas fosfaticas, e se
dissolve com a agua da chuva, sendo levado até os rios e mares. A rocha
fosfatica € composta por minerais ricos em fosforo denominados fosfatos.
Séo rochas naturais que se formam em ambientes geoldgicos variados,
sendo de origem sedimentar ou ignea (ROSARIO, 2015; LUZ & LINS,
2008).

Existe mais de um tipo de fosfato, sendo os mais comuns os fosfatos
de célcio do grupo da apatita, que, quando em quantidade e concentracao
suficientes, formam depdsitos com valor econémico. Estes minérios podem

ser utilizados diretamente, ou apds beneficiamento, na
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manufatura de produtos comerciais. Da mina (rochas fosfatadas) até aos
produtos industriais (acido fosférico e seus derivados) e aos campos de
cultivo (fertilizantes), o fosforo segue varios caminhos em funcdo da
tipologia do minério, da distribuicdo geografica das jazidas e centros de
consumo, das substancias fabricadas, das caracteristicas do parque
industrial e da recuperacao de subprodutos com valor comercial a que se
associa e reducéo/eliminacdo de agentes causadores de impactos
ambientais, nomeadamente metais pesados e elementos radioativos (LUZ,
SAMPAIO, & FRANCA, 2010).

O ritmo de producdo necessario para suprir a alimentacao vital da
populacdo, que aumenta explosivamente, passou a exigir o crescente
emprego do fésforo na agricultura. A caréncia de fertilizantes fosfatados
nos terrenos de cultura traduz-se em atraso de crescimento e languido
desenvolvimento das plantas, resultando em baixos rendimentos (LAPIDO-
LOUREIRO & NASCIMENTO, 2003).

Porém, infelizmente, o fosforo, como muitos outros recursos
importantes — agua, petroleo e energia- € limitado. Nao ha substituto para
o fésforo e seus estoques estdo em declinio. A comunidade internacional,
enfrentando tantos problemas insidiosos, fez esse detalhe parecer trivial;
No entanto, a diminuicao de fésforo € de fato importante para a seguranca
nacional, pois sendo uma das substancias essenciais para a producao
global de alimentos, torna-se crucial para o crescimento populacional
sustentavel (SIM, 2016), forcando as mineradoras e diversas outras
industrias a pesquisarem, cada vez mais, hovas tecnologias para obtencao,

concentracao e reaproveitamento deste.

2.2.
Rocha fosfatica

O principal uso (68%) da rocha fosfatica no Brasil € na industria de
fertilizantes, mas apresenta também um conjunto grande de outras

aplicagcfes, como na alimentagcdo animal e nas industrias quimicas (MME,
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2009). O produto do beneficiamento da rocha que é comercializavel refere-
se a uma mistura de fosfato com contetddo de pentdxido de fésforo (P20s)
adequado para producdo de acido fosférico ou de fosforo elementar
(DNPM, 2015; USGS, 2017).

Trata-se de um recurso mineral bem distribuido no globo terrestre e
sem perspectivas de exaustdo das jazidas, porém é importante destacar
que, considerando as atuais tecnologias disponiveis, apesar de abundante
no globo terrestre, nem todo fosfato permite a extracdo, concentracdo e
posterior comercializacdo do fosforo, apenas os fosfatos priméarios de
apatita s&o fontes reais de fosforo (ROSARIO, 2015; LAPIDO-LOUREIRO
& NASCIMENTO, 2003).

Atualmente, o principal pais beneficiador de rocha fosfatica é os
Estados Unidos da América. Outros projetos importantes de lavra e
beneficiamento devem comecar até 2020 na Argélia, Brasil, Egito, Jordania,
Cazaquistdo, Peru, Russia e Senegal. O crescimento continuo da
populacdo exigira uma oferta crescente desta rocha para produzir
fertilizantes para culturas, suplementos alimentares para animais e
aplicagdes industriais. O consumo mundial de P20s contido em todos os
usos deve aumentar, gradualmente, para mais 48,9 milhdes de toneladas
até 2020. Em 2016 este consumo foi de 44,5 milhdes de toneladas (USGS,
2017).

Os ultimos dados disponibilizados pelo Departamento Nacional de
Producdo Mineral (DNPM) indicam que a producéo de rocha fosfatica em
2014 foi inferior & de 2013, devido, principalmente, a exaustao da mina do
Barreiro, em Araxa (MG) (DNPM, 2015), entrando em seu lugar a mina F4
constituida por minério de menor economicidade e maior complexidade. Os
dados atuais, dos anos de 2015 e de 2016, foram obtidos através do U.S.

Geological Survey (Tabela 2-1).
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Tabela 2-1 - Reservas e producao mundial de rocha fosfatica (USGS, 2017).

Discriminagéo ';gffp:gs Producéo (102 t)
Paises 20162 2015 2016
Brasil @ 320.000 6.100 6.500
China 3.100.000 120.000 138.000
Z:;ZCOOZJS% 50.000.000 29.000 30.000
EUA 1.100.000 27.400 27.800
Russia 1.300.000 11.600 11.600
Jordania 1.200.000 8.340 8.300
Egito 1.200.000 5.500 5.500
Tunisia 100.000 2.800 3.500
Israel 130.000 3.540 3.500
Arabia Saudita 680.000 4.000 4.000
Peru 820.000 3.880 4.000
Outros paises 8.050.000 18.840 18.300
TOTAL 68.000.000 241.000 261.000

@ Nutrientes em P20s,

As principais mineradoras de fosfato brasileiras estdo localizadas:
no Estado de Minas Gerais, nos municipios de Tapira (que abriga a maior
mina do pais) e Araxa (mina do Barreiro e mina F4), sendo essas trés minas
operadas pela Vale; no Estado de Goias, nos municipios de Cataldo e
Ouvidor, as empresas Vale e Anglo American operam duas minas.
Somadas, as cinco minas de MG e GO citadas, foram responsaveis, em
2014, por 82% da producao nacional (DNPM, 2015). Dessa forma, a Vale
foi responsavel por 71% da producéo nacional em 2014, a Anglo American
por 21%, sendo a producgéao restante completada por Galvani, Socal, Mbac
e Fosfatar. Todas essas opera¢cées movimentaram 40 Mt de minério ROM
com cerca de 10% de P20s, que, apos beneficiadas em usinas das proprias
empresas extratoras resultaram em 6,5 Mt com teor de 35% de P20s
(DNPM, 2015; USGS, 2017).

O Brasil € 0 4° maior consumidor mundial, sendo que, em termos
regionais, o leste da Asia consome cerca de 40% de toda rocha fosfatica

produzida, tendo este bloco apresentado uma taxa média de crescimento
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de 8% ao ano, nos ultimos cinco anos. O consumo de fertilizantes no Brasil
tem crescido mais do que a producdo agricola nas ultimas décadas como
resultado tanto da intensificacdo do processo produtivo no campo, quanto,
mais recentemente, do aumento da producao de biocombustiveis (USGS,
2017).

As rochas fosféticas podem ser de origem ignea ou sedimentar,
sendo que cerca de 85% da producdo mundial vem de rochas
sedimentares. Rochas de origem sedimentar apresentam maior facilidade
de lavra e beneficiamento que as rochas de origem ignea. Essas rochas
possuem, em geral, carbonatos na rede apatitica, reagindo rapidamente
com o acido mineral no processo de producédo de acido fosférico e o CO:2
liberado ajuda no rompimento da rede cristalina, formando grdos pequenos
mais reativos (a solubilizacdo é muito rapida). JA as rochas igneas,
praticamente, ndo tém carbonatos na rede, e com isso a dissolugéo é mais
lenta. As rochas fosféticas brasileiras séo, essencialmente, de origem ignea
e apresentam baixos teores de P20s e elevados teores de contaminantes
(SOUZA, 2012).

Devido a estas peculiaridades, o beneficiamento da rocha fosfatica
nacional exigiu a definicdo de esquemas de reagentes especificos, visto
gue os adotados inicialmente em todas as empresas considerava o uso de
tall oil como coletor de apatita e amido de milho convencional como
depressor de minerais de ganga. O amido é o principal reagente utilizado
na indastria mineral brasileira e € empregado na flotacao de fosfatos (LUZ,
SAMPAIO, & FRANCA, 2010).

Os minérios brasileiros de fosfato tém como mineral a apatita e como
minerais de ganga, calcita, magnetita, micas e argilas. O circuito de
beneficiamento deve, portanto prever a moagem até a malha de liberacao
(geralmente em torno de 65 malhas Tyler), a eliminacdo da magnetita por
separacdo magnética e a flotacdo da apatita. A presenca de lamas afeta
significativamente a recuperacdo do fosfato (expressa em termos de %

P20s); por isso o0s circuitos de usinas brasileiras tém operagbes de
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deslamagem mais ou menos complexas (LUZ & ALMEIDA, 1989;
SCHNELRATH et al., 2001).

A producdo brasileira de rocha fosfatica estd concentrada nas
regides Sudeste e Centro-Oeste, proxima aos principais mercados
consumidores. Novas minas e projetos estdo em estudo ou inicio de
producdo nas regides Nordeste e Sul, porém ndo se prevé a
descentralizagdo da oferta, pois estas jazidas ndo sao de grande
envergadura. O parque produtivo compde-se de onze minas e nove usinas,
com capacidades de producdo predominantemente de portes grande e
médio (BARROS, LEAL FILHO e PERES, 2001; DNPM, 2015; LAPIDO-
LOUREIRO & NASCIMENTO, 2003; USGS, 2017).

A Vale possui diversas areas nos municipios de Serra do Salitre e
Patrocinio (MG) ja aprovadas pelo conselho de administracdo para o inicio
da producdo. O Projeto Salitre, por exemplo, constitui uma das maiores
reservas do Brasil. A Galvani possui dois projetos em andamento. Em
Minas Gerais, nos municipios de Serra do Salitre e Patrocinio, foi concedida
pelo DNPM, no 2° semestre de 2014, a concessao de lavra, que autorizou
o inicio da extracdo. O outro projeto é no Estado do Ceara, municipio de
Santa Quitéria, cujo beneficiamento do minério é de maior complexidade,
pela presenca de uranio, exigindo um consorcio com a Industrias Nucleares
do Brasil (INB). O inicio da lavra esta previsto para o primeiro semestre de
2018. Em escala mundial, foram anunciados projetos que, se
implementados, acrescentardo, no médio prazo, 57,4 milhdes de toneladas
a capacidade mundial de rocha fosfatica, um aumento de 35% (SILVEIRA,
2014; DNPM, 2015; MME, 2009). A expectativa € que novos processos de
beneficiamento mostrem que a pilha de rejeitos de hoje é a reserva de
amanha, (MEW, 2015).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612845/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612845/CA

24

2.3.
Minerais de apatita

Dentre os mais de 370 minerais com teores de fésforo acima de
10%, apenas 96 apresentam valores superiores aos da apatita (em média,
18,43 % de P20s5) (LUZ, SAMPAIO, & FRANCA, 2010). Porém, deve ser
acentuado que a grande maioria tem apenas significado cientifico-
mineralégico e que sO os da série da apatita, com fosfatos primarios,
constituem minerais de minério. As variedades mais comuns existentes no

Brasil, logo de origem ignea, sao:

o Fluorapatita [Cas(PO4,CO3,0H)s .(F,OH)],

o Hidroxiapatita (Figura 1) [Cas(POa4)3.(OH,F)] e, mais raramente,
o Clorapatita [Cas(POa)s .(CI,OH)].

J& na maioria dos depdésitos sedimentares, localizados nos Estados
Unidos, sudeste do México, Marrocos, noroeste do Saara e Oriente Médio,
predominam as variedades de carbonatoapatita [Cas(PO4,CO3)3 .(OH,F)] e
carbonato-fluorapatita  [Cas(PO4,COs3)3.(F,OH)] (MC CLELLAN &
KAUWENBERG, 1990; ZAPATA & ROY, 2004)

A apatita, de férmula geral M1o(YOa)s(X2)s, coOmumente apresentada
como Cas(POa4)3(F,OH,CI), juntamente com as suas variedades, forma um
importante grupo de minerais. O Ca?* pode ser substituido, em parte, por
ions positivos tais como: ETR (elementos de terras-raras), principalmente
céricas nas apatitas igneas, e cérico-itricas nas de origem sedimentar
marinha e por uranio e chumbo. O radical PO4s* pode também ser
substituido, em parte, por pequenas quantidades de UO4?, AsO4?, ou SiO4
4 (LUZ & LINS, 2008).

A principal aplicacdo da apatita € na fabricacdo de &cido fosforico
para fertilizantes que, tanto em escala mundial quanto nacional, consome
cerca de 90% da sua producéo; portanto apenas 10% se destinam a outras

aplicacoes. Dos fertilizantes fosfatados, 90% sao obtidos por via quimica,
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2% por via térmica e 6% sao aplicados sob a forma natural (LUZ & LINS,
2008).

Figura 1 - Estrutura cristalina da hidroxiapatita (RIVERA-MUNOZ, 2011)

2.4.
Flotagcdo mineral com énfase na apatita

A flotacdo €, sem duvida, a técnica mais importante e versétil de
concentragdo mineral. Originalmente, permitiu a lavra de minérios
complexos e de baixa qualidade que, de outra forma, teriam sido
considerados ndo econémicos. Na pratica antiga, grande parte dos rejeitos
tinham teor superior aos minérios tratados em muitas plantas de flotacao
modernas. (FUERSTENAU & CHANDER, 1986; WILLS & NAPIER-MUNN,
2006).

A flotagdo € um processo de separacao fisico-quimico que utiliza a
diferenca nas propriedades superficiais dos minerais de minério e dos
minerais de ganga indesejados. A teoria € complexa, envolvendo trés fases
(solidos, agua e espuma) com muitos subprocessos e interacdes. Neste
processo ocorre a fixacdo da particula mineral as bolhas de ar dentro da
polpa em agitacdo. Para tanto, na maioria das vezes, necessario o uso de

varios reagentes (coletores, depressores, ativadores, modificadores de pH,
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etc.) dessa forma, € possivel tornar os minerais de interesse mais
hidrofébicos, aumentando a interacdo das particulas minerais com as
bolhas, e os minerais de ganga mais hidrofilicos. Isso resultard em
separacao por transferéncia dos minerais valiosos para as bolhas de ar
que, no caso da flotacdo direta, formam uma espuma mineralizada e é
coletada na superficie da polpa (KELLY & SPOTTISWOD, 1982; WILLS &
NAPIER-MUNN, 2006).

No caso das apatitas provenientes das rochas igneas, caso da
grande maioria dos minérios fosfaticos brasileiros, o desenvolvimento de
reagentes quimicos capazes de separar 0 mineral apatita, a partir de um
minério com diferentes minerais de ganga, principalmente de minerais
carbonaticos, foi o grande marco do desenvolvimento da tecnologia mineral
no Brasil na década de 60. Nesse periodo o processo de concentracao de
apatita a partir do uso de acido graxo como coletor de apatita e da utilizacéao
de amido de milho como depressor dos minerais de ganga (LEAL FILHO,
1995). Estava assim, iniciado, em caréater inédito, o desenvolvimento de
processo, para o aproveitamento dos minérios fosfaticos brasileiros de
baixo teor de fosforo (CHAVES, A.P., 2009).

Desde essa época, diversos pesquisadores tém-se dedicado a
pesquisa de desenvolvimento de reagentes, pois, 0s minérios fosfaticos
passaram a apresentar problemas bastante particulares, em face de sua
complexidade mineraldgica, sendo que alguns minerais de ganga mostram
propriedades superficiais bastante similares as da apatita. Esses minerais
possuem substituicdes e modificagbes quimicas e cristalograficas que
alteram suas caracteristicas fisicas e quimicas e, como consequéncia, suas
propriedades superficiais, respondendo diferentemente, as variaveis de
processo e as caracteristicas dos acidos carboxilicos utilizados (BARROS,
LEAL FILHO & PERES, 2001), tornando dificil atingir as especificagbes do
mercado de, aproximadamente, 30 a 34% de recuperacdo de apatita
(ROSARIO, 2015).
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2.5.
Bioflotacdo: uso de microrganismos e biossurfactantes no processo
de flotacdo mineral

Conseguir separar minerais de minério de minerais indesejados tem
sido uma das questdes fundamentais da engenharia. Para separar
minerais, varias técnicas foram desenvolvidas, destas técnicas a flotacéo
tem sido a mais utilizada porque ¢é barata e eficiente (AHMED, IBRAHIM, &
HASSAN, 2007; MATIS, 1994). No entanto, apesar das muitas vantagens
da flotacdo, como boa seletividade e baixo custo, alguns reagentes
quimicos utilizados convencionalmente na industria sdo considerados
danosos ao homem e/ou meio ambiente, por isso, tentativas estdo sendo
feitas visando a substituicdo destes reagentes por outros menos danosos
(GUO et al., 2010; DWYER et al., 2012; MERMA et al., 2013; KIM et al.,
2015).

Foi demonstrado que a o uso de biorreagentes pode ser uma
solugcéo alternativa para evitar problemas ambientais (BAPTISTA, 2007,
SILVA, 2011; RAO, VILINSKA, & CHERNYSHOVA, 2010). Os
microrganismos, como, por exemplo, bactérias, algas, fungos e leveduras,
estdo sendo estudados como possiveis biorreagentes no processo de
flotacdo, devido a sua abundéancia na natureza(VILINSKA & RAO, 2008;
RAO, VILINSKA, & CHERNYSHOVA, 2010; KIM et al.,, 2015; MERMA,
HACHA, & TOREM, 2017).

Essencialmente, o papel das bactérias € efetuar mudancas na
quimica superficial dos minerais para conseguir a separacéo eficiente. Isso
pode ser de particular importancia para as industrias de mineracdo e
siderurgia, onde a crescente demanda global por matérias primas e o
esgotamento de recursos de minérios de maior qualidade obrigam a lavra
de depositos com minerais de menor teor e maior complexibilidade para
atender a demanda do mercado (MERMA et al., 2013).

No processo de bioflotagdo o comportamento hidrofobico da estirpe
bacteriana é a forgca motriz do processo. A presenca de grupos apolares

(cadeias hidrocarbonicas) e grupos polares (carboxilas, fosfatos, hidroxilas)
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na parede celular microbiana possibilitam o uso de algumas espécies
bacterianas e dos seus produtos metabolicos (proteinas e polissacarideos)
como agentes coletores e modificadores na flotacao de sistemas minerais
(RAO, VILINSKA & CHERNYSHOVA, 2010; VILINSKA & RAO, 2008). Da
mesma forma, estes grupos funcionais presentes na parede celular,
quando ionizados, formam sitios ativos capazes de adsorver espécies
ibnicas presentes no sistema, mediante varios mecanismos de adsorcao
(especificos e ndo especificos), como: troca ibnica, ligacdes quimicas e
interacdes eletrostaticas (OLIVEIRA., 2015).

Microrganismos e/ou seus produtos metabdlicos podem modificar a
superficie mineral, tanto direta como indiretamente. O mecanismo direto
envolve a adesédo direta das células microbianas as particulas minerais,
enguanto o mecanismo indireto refere-se aos produtos do metabolismo ou
fracOes soluveis da célula que agem como reagentes ativos na superficie.
Ambas as interacfes levam a alteracBes na superficie mineral, tornando-a
hidrofilica ou hidrofébica devido a presenca de grupos apolares e polares
na parede celular ou nos produtos metabélicos (MERMA, 2012; MERMA et
al., 2013).

Um microrganismo que apresente um perfil hidrofobico e que seja
capaz de se aderir a superficie de um mineral tornando-a total ou
parcialmente hidrofébica podera promover a flotacdo do mineral, atuando
como um coletor convencional ou, caso o microrganismos tenha um carater
hidrofilico, pode atuar como um reagente modificador depressor da flotacao
do mineral. A depressdo pode resultar da oxidacdo da bactéria ou por
modificacdo complementar da superficie, ou seja: uma vez que o
biorreagente esteja aderido, 0 mesmo impede parcial ou totalmente uma

subsequente adeséo do coletor (ZHENG, ARPS & SMITH, 2001)

Em particular, as bactérias hidrofobicas, como € o caso da
Rhodococcus erythropolis, tém sido utilizadas como coletores porque
facilitam a adsor¢cado mineral a uma interface gas / liquido (DWYER et al.,
2012; RAO & SUBRAMANIAN, 2007). Além disso, algumas bactérias

podem melhorar a adesdo a minerais especificos, permitindo assim que a
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flotacdo seletiva seja realizada (BOTERO, TOREM & MESQUITA, 2008;
MESQUITA, LINS & TOREM, 2003; DIDYK-MUCHA et al., 2015; MERMA,
HACHA & TOREM, 2017) tornando possivel coletar o mineral de interesse

e deprimir os minerais de ganga.

Estudos anteriores sugerem que o0s varios tipos de quimica
superficial das bactérias podem ser usados para tornar a bioflotacéo efetiva
para uma variedade de minerais. A eficiéncia dos processos de tratamento
de minérios convencionais € altamente dependente da composicdo e
natureza do minério, o que significa que um processo particular pode nao
ser, necessariamente, universalmente aplicado a todos os demais
depdsitos minerais (PUELLES, 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

Embora, ao longo do tempo, algumas capacidades das bactérias
tenham sido descobertas e estudadas no processo de flotagdo, a adesao
bacteriana e os mecanismos de desprendimento dos minerais ainda néao
sao totalmente conhecidos. O fendmeno da “biomodificacdo” da superficie
sélida ainda é um problema que néo foi totalmente solucionado (RAO,
VILINSKA & CHERNYSHOVA, 2010). Os autores descrevem este
fendmeno como uma acdo complexa que pode acontecer de trés formas:
pela ligacdo de células microbianas ao substrato solido, em que os
microrganismos, ou seus produtos metabdlicos, aderem a superficie de um
minério e alteram suas caracteristicas superficiais; pelas reacdes de
oxidacdo e adsorcdo; e / ou por reacdes quimicas com os produtos de
metabolitos  produzidos pelos microrganismos (FAZAELIPOOR,
KHOSHDAST & RANJBAR, 2010; BUENO, 2008).

Na literatura pode ser encontrada uma grande quantidade de artigos
referentes a bioflotacdo de minerais, dentre deles a maior parte sao
relacionados com sulfetos. A adesao de células bacterianas a superficie
mineral altera o comportamento da flotacdo dos minerais, como foi 0 caso
da investigagdo do efeito da Bacillus subtilis e Mycobacterium phlei no
sistema apatita — dolomita (ZHENG, ARPS & SMITH, 2001); do sistema
apatita-quartzo utilizando a R. opacus (MERMA, 2012; MERMA et al., 2013;
MERMA, HACHA & TOREM, 2017) e da aplicacdo de bactérias
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quimiolitotréficas! como Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus
Thiooxidans e Leptospirillum ferrooxidans para bio-oxidacao de minerais de
sulfato (RODRIGUEZ et al., 2009).

Outros exemplos podem ser dados, como no caso da depressao da
pirita devido a modificacéo da energia livre de superficie atribuida a adesao
e a bio-oxidacéo das bactérias Leptospirillum ferrooxidans na superficie da
pirita, causando floculagdo em todos os valores de pH. (MEHRABANI et al.,
2010). Neste caso, os biopolimeros produzidos pelas bactérias foram
responsaveis pela ligacdo com as particulas minerais e, também, foram

responsaveis pela biofloculagéo.

Em outra pesquisa, as proteinas bacterianas extracelulares (em
inglés EBP - extracellular bacterial proteins) isoladas da Paenibacillus
polymyxa foram utilizadas no sistema contendo pirita, calcopirita, quartzo,
esferalerita e galena com o intuito de conseguir realizar uma separacao
seletiva no sistema para concentrar pirita e calcopirita (PATRA &
NATRAJAN, 2008). As experiéncias de floculacdo mostraram que, na
presenca de proteinas (EBP), a pirita e a calcopirita apresentaram maior
taxa de sedimentacdo (FORNASIERO & RALSTON, 2005), com isso foi

possivel realizar a flotag&o inversa.

A interacdo de células da bactéria hidrofébica Rhodococcus opacus
com a superficie mineral também foi investigada em um sistema de flotacéo
de quartzo-hematita (MESQUITA, LINS & TOREM, 2003) e em outro de
quartzo-apatita (MERMA, 2012). Nos dois casos, foi comprovado que as
células da Rhodococcus opacus contém alguns polissacarideos que
interagem com a superficie mineral (MERMA, 2012; DIDYK-MUCHA et al.,
2015)

1 A quimiolitotrofia € um tipo de metabolismo encontrado em procariontes, em que a energia é obtida
a partir da oxidagdo de compostos inorganicos. Estes organismos podem usar hidrogénio,
compostos reduzidos de enxofre (como sulfuretos, acido sulfidrico e tiossulfato), 6xidos de ferro (Il),
ou amoniaco como fontes de agentes redutores, ganhando energia a partir da oxidagcao destes
compostos ao aceitar elétrons como o oxigénio ou o nitrito (WEBER, ACHENBACH & COATES,
2006; FRIEDRICH & SCHWARTZ, 1993).
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O bom desempenho dessas cepas na bioflotacdo mineral levou os
pesquisadores a aprofundar mais na parte biolégica das bactérias, assim,
além de usar os Microrganismos no processo de bioflotacdo tornou-se
possivel utilizar os seus produtos metabdlicos extraidos. Dentre deles,
diferentes tipos de bioproteinas e polissacarideos. Os quais seriam 0sS
verdadeiros responséaveis por fornecer o carater hidrofébico ou hidrofilico
aos minerais (MERMA, 2012)

Os recentes desenvolvimentos em biotecnologia tém prometido nao
s6 contribuir com as operacdes quimicas, minerais e hidrometallrgicas,
mas também fornecer meios para a biorremediacdo de problemas
ambientais gerados pelas industrias minerais. Estes estudos mostram que
0 uso de microrganismos € potencialmente possivel nas areas de
floculacdo e flotacdo de minerais, onde a adesdo de bactérias e/ou
substancias poliméricas extracelulares (EPS) induz uma alteracdo nas
propriedades da superficie mineral (SILVA, 2011; DALTIN, 2011).

As pesquisas em biobeneficiamento vém apresentando resultados
promissores (MEHRABANI et al., 2010; BAPTISTA, 2007) onde véarias
cepas microbianas (Tabela 2-2) s&o utilizadas como biorreagentes
(coletores, depressores, floculantes e espumantes) no processamento de
minerais. Estes estudos sédo focados na viabilidade do uso destes
biorreagentes, ambientalmente amigaveis, no processamento mineral e
desta forma poder substituir total ou parcialmente o0s reagentes

convencionais.
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Biorreagente Sistema Funcao Autor
Hematita Coletor DUBEL et al., 1992
) . ZHENG et al.,
' Apatita - Dolomita Coletor 1997.1998, 2001
M. phlei
Finos de hematita Coletor YANG et al., 2007
Floculante
Finos de Carvéo Coletor e RAICHUR et al., 1996
Floculante
B. subtilis Finos de carvéao Floculante VIJAYALAKSHMI &

RAICHUR, 2003

A. ferroxidans

Carvéao

Depressor de Pirita

AMINI et al., 2009

B. lichenformis,

Apatita - Dolomita

Depressor de
Apatita

SMITH &
MIETTINEN, 2006

Apatita-calcita-

SMITH &

B. carnosus Quartzo Coletor de apatita MIETTINEN, 2006
. . . . SMITH &
B. firmus Apatita-calcita-Q Coletor de apatita MIETTINEN, 2006
T. ferrooxidans Pirita- Calcopirita Depressor de pirita HOSSZEOIglsl etal,
L. ferrooxidans Pirita-chalcopirita Depress.o_r de VILINSKA & RAQ,
calcopirita 2008
T. thiooxidans Galena-Esfalerita Coletor_de SANTHIVA etal.,
esfalerita 2001
. FAHARAT et al.,
E. coli Quartzo Coletor 2008
. . PADUKONE &
S.cerevisiae Quartzo-calcita Coletor de quartzo NATARAJAN, 2011
BOTERO, TOREM &
Calcita-Magnesita Coletor MESQUITA, 2007;
2008
R. opacus
MERMA, 2012;
Apatita-quartzo Coletor MERMA, HACHA &
TOREM, 2017
. MESQUITA, LINS &
. Hematita-Quartzo . TOREM, 2003
R. erythropolis hematita
Hematita OLIVERA, 2015
. . . NAMITA &
Hema_tlta, corindon, Ativador de NATARAJAN, 1997,
calcita, quartzo. quartzo
P. polymyxa 2001
- . L PATRA &
Pirita-esfarelita Depressor de pirita NATARAJAN, 2004
Proteinas e Quartzo, esfarelita, Depressor de pirita

Polisacarideos
da P. polymyxa

pirita, calcopirita,
galena.

e calcopirita./
Coletor de galena
e quartzo

PATRA &
NATARAJAN, 2008
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PATRA &
NATARAJAN, 2008

Depressor de SUMBRAMANIAN et
galena al., 2003

Calcopirita, galena | Ativador de galena

Galena-esfarelita

As bactérias mais citadas na literatura sdo a Mycobacterium phlei e
a Bacillus polymyxa. Dependendo do sistema em estudo e das condi¢des
de cultura, os microrganismos podem atuar como coletores ou depressores
de um determinado mineral. No entanto, o seu comportamento hidrofébico
pode ser alterado modificando as condi¢gdes de cultura produzindo, desta
forma, componentes hidrofébicos  (proteinas) ou hidrofilicos
(polissacarideos), os que inclusive podem ser extraidos para serem
avaliados no processamento mineral (YANG, ZHANG & JIANG, 2007,
NATARAJAN, 2006; MERMA, 2012).

Segundo Mesquita et al. (2003) a bactéria Mycobacterium phlei € um
exemplo de atuacdo depressora e coletora, dependendo do sistema
mineral em estudo. Esse microrganismo, além de negativamente
carregado, possui uma superficie altamente hidrofébica, com angulo de
contato préximo de 70°. Essas propriedades surgem, em grande parte,
devido a presenga de acidos graxos em sua superficie. Os principais
componentes da parede celular do microrganismo Mycobacterium phlei sao
glicolipideos, fosfolipidios e lipideos livres. Espectros de infravermelho
mostraram a presenca de grupos funcionais na superficie do tipo COOH,
NH2, OH, CH2, CHs, e (RO):HO-P=0, que séo, principalmente, grupos
polares e apolares. A presenca dos grupos polares ira atribuir um carater
negativo a superficie, enquanto os grupos apolares tornardo a superficie

hidrofébica (MERMA, 2012; MESQUITA, LINS & TOREM, 2003).

A estrutura celular de um microrganismo € complexa, sendo
constituida por diversos compostos quimicos e grupos funcionais; deste
modo, acredita-se que as bactérias apresentem problemas de seletividade
mineral, especialmente quando se trata de minerais muito similares. Assim,
com a intencdo de diminuir este problema de heterogeneidade, tém sido

desenvolvidos trabalhos que visam a extracdo e o uso de substancias
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produzidas pela bactéria: bioproteinas, biossurfactantes,
biopolissacarideos, etc. (NATARAJAN, 2006; PATRA & NATRAJAN, 2008;
SUBRAMANIAN, SANTHIYA & NATARAJAN, 2003).

A interacdo superficial de bactérias com minerais €
fundamentalmente diferente da dos surfactantes: a interacdo superficie-
superficie torna-se mais importante para bactérias de tamanho
micromeétrico, enquanto a interagdo do surfactante com minerais é
principalmente interacdo ponto-ponto. Em outras palavras, os coletores
tipicos de tamanho nanométrico sdo anexados a uma superficie mineral no
ponto por reagfes quimicas ou fisicas, enquanto os coletores compostos
por células bacterianas sdo unidos por interacdes superficie-superficie, na
qual a superficie da bactéria adere a superficie mineral. Esses tipos de
interacdo fundamentalmente diferentes de um processo tipico de flotacao
exigem um exame minucioso da interagao bactéria-mineral (DALTIN, 2011,
KOSARIC & VARDAR-SUKAN, 2015).

2.6.
Biossurfactantes

Os tensoativos ou surfactantes constituem uma classe importante de
compostos quimicos amplamente utilizados em varios setores de diferentes
tipos de industrias onde encontram aplicagcdo em uma larga variedade de
processos industriais. Estas moléculas possuem propriedades hidrofilicas
e hidrofébicas e séo produzidas quimica ou biologicamente. Por possuirem
uma parte polar e outra apolar, sdo também conhecidos como substancias
anfifilicas (DALTIN, 2011; KOSARIC & VARDAR-SUKAN, 2015;
MULLIGAN, SHARMA & MUDHOO, 2014).

A palavra anfifilica tem origem latina: amphi significa dualidade e
philos significa atragdo. As substancias tensoativas séo classificadas em
anibnicas, nao ibnicas ou anfoteras, e catidnicas, de acordo com a carga
exibida pela por¢cdo polar da molécula. A parte hidrofobica é composta
geralmente por um hidrocarboneto linear ou ramificado, apresentando ou
ndo duplas ligagbes e/ou grupos arométicos. Os ions tém uma forte
afinidade pela agua devido as atragfes eletrostaticas entre a carga do ion
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e os dipolos da agua. Além disso, sdo capazes de carregar longas cadeias
carblOnicas (parte apolar) para dentro da solugdo (BANAT, MAKKAR &
CAMEOTRA, 2000; CHRISTOFI & IVSHINA, 2002; MESQUITA, 2004,
BUENO, 2008).

As moléculas surfactantes possuem duas propriedades
fundamentais: sdo capazes de se deslocar na solugcéao e se posicionar nas
interfaces (ex: ar/Liquido, liquido/Liquido) com orientacdo especifica,
também conhecida como adsorcdo; e formam agregados orientados,
também conhecidos como micelas. A formacdo de micelas em solugéo
conferirhd as propriedades de detergéncia e solubilizacdo (SILVA, 2011;
DALTIN, 2011).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é
sintetizada a partir de derivados do petrdleo. Nos paises industrializados
70-75% dos surfactantes consumidos sdo de origem petroquimica. Porém,
0 aumento da preocupacado ambiental e as novas legislagbes de controle
do meio ambiente levaram a procura por biossurfactantes como alternativa
aos sintéticos existentes (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002; SILVA, 2011;
MULLIGAN, SHARMA & MUDHOO, 2014).

A tendéncia de substituicdo dos surfactantes sintéticos pelos
biossurfactantes € motivada pela necessidade da diminuicdo de produtos
nao biodegradaveis por substancias mais especificas e menos agressivas
ao ambiente. Os microrganismos sintetizam compostos com propriedades
surfactantes como subprodutos metabdlicos, sendo neste caso
denominados biossurfactantes. Estes sdo também moléculas anfifilicas
gue atuam na interface das emulstes e em termos de tensao superficial,
estabilidade a temperatura e pH, sdo comparaveis aos surfactantes
sintéticos (BAPTISTA, 2007; KOSARIC & VARDAR-SUKAN, 2015).

Os biossurfactantes exibem propriedades especificas, podendo
atuar como reagentes emulsificantes, espumantes, de dispersdo e de
ativacdo da superficie; tém ampla aplicacdo em diferentes ramos

industriais, incluindo produtos farmacéuticos, cosméticos, na industria
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mineral, na agricultura e MEOR (microbial enhanced oil recovery,
‘recuperacdo avangada de oleo utilizando microrganismos”) (MERMA,
2012; BAPTISTA, 2007).

Varios microrganismos sédo capazes de produzir biossurfactantes;
No entanto, o tipo de polimero produzido € influénciado pela origem do
micrébio. As cepas de Bacillus, por exemplo, produzem diferentes
surfactantes com diferentes propriedades de superficie ativa. B. pumilus é
relatado como produtor de familia de surfactina do tipo lipoproteina. Este
polimero é particularmente interessante porque possui uma alta atividade
superficial e pode ser usado em grandes setores industriais (OLIVEIRA &
GARCIA-CRUZ, 2013).

Os componentes microbianos que exibem alta atividade de
superficie e atividade emulsificante sao classificados como
biossurfactantes. Estes podem ser sintetizados como produtos metabdlicos
por diferentes microrganismos como bactérias, leveduras e fungos
filamentosos utilizando varios substratos de baixo custo incluindo acucares,
0leos, alcanos, residuos industriais e agricolas. Os biossurfactantes podem
ser obtidos por procedimentos relativamente simples como, por exemplo,
processos fermentativos e podem apresentar estruturas quimicas diversas
(BANAT, MAKKAR & CAMEOTRA, 2000; RUFINO, LUNA & SARUBBO,
2003; MESQUITA, 2004; HABA et al., 2000).

Em geral, a estrutura dos biossurfactantes inclui uma porgao
hidrofilica que consiste de aminoéacidos, peptideos, anions ou cations;
mono, di ou polissacarideos e uma por¢do hidrofébica consistindo de
acidos graxos saturados ou insaturados (SINGH & CAMEOTRA, 2004).

Biossurfactantes produzidos por microrganismos procariontes ou
eucariontes possuem diversas estruturas quimicas que podem ter baixo ou
alto peso molecular. Os de baixo peso molecular sdo geralmente
glicolipideos contendo os acucares ramnose, soforose e trealose e
lipopeptideos que consistem de polipeptidios curtos e os de alto peso

molecular como os biopolimeros que incluem lipoproteinas, complexos
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lipopolissacarideo-proteina e complexos polissacarideo-proteinas-acidos
graxos. Os biossurfactantes de alto peso molecular estdo associados a
producdo de emulsdo (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002; LANG & PHILP,
1998; LANG, 2002; BUENO, 2008).

A classificacdo dos surfactantes sintéticos tem como base o0s
grupamentos polares, ja os biossurfactantes sao classificados com base na
natureza bioguimica do composto e podem ser classificados em cinco
categorias segundo MESQUITA (2004) e BUENO(2008):

e Glicolipideos: sdo geralmente carboidratos combinados com &cidos
alifaticos de cadeia longa ou acidos alifaticos hidroxilados (ex:
trealolipideos, soforolipideos e ramnolipideo). Eles estdo envolvidos
na entrada de hidrocarbonetos de baixa polaridade em células
microbianas;

e Lipossacarideos: um exemplo desse tipo de bioemulsificante
extracelular € o emulsan com alto peso molecular e solivel em agua
produzido pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus;

e Lipopeptideos: sdo bastante eficazes na reducdo de tenséo
superficial e interfacial; a surfactina, produzida pela Bacillus subtilis,
€ o biossurfactante mais potente ja relatado;

e Fosfolipideos: embora estejam presentes em todos 0s
microrganismos, existem poucos exemplos de producéo
extracelular. Os mais conhecidos sdo produzidos por
Corynebacterium lepus;

e Acidos graxos e lipideos neutros: sdo proteinas hidrofébicas,

como o 4cido ustilagico e os acidos corinomicolicos.

Bactérias produtoras de surfactantes incluem: Pseudomonas
aeruginosa (mono- di-ramnolipideos), Corynebacterium, Nocardia e
Rhodococcus (fosfolipideos glicolipideos, etc.) Bacillus subtilis (surfactina),
Bacillus licheniformis (lipopeptideos) e Arthrobacter paraffineus (trealose e
lipideos sucrose). Fungos envolvidos na producéo de surfactantes incluem
as leveduras Torulopsis sp (soforolipideos) e Candida sp (liposan e
fofolipideos) (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002)
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Os microrganismos produtores de biossurfactantes mais conhecidos

estdo listados na Tabela 2-3, assim como alguns exemplos das estruturas

destes estao apresentados na Figura 2.

Tabela 2-3. Principais classes de biossurfactantes e microrganismos envolvidos.
Adaptado de NITSCHKE & PASTORE (2002) apud (BUENO, 2008)

Tipos de biossurfactantes

Microrganismos

Ramnolipideos

Pseudomonas, Lipobacillus sp

Soforolipideos

Torulopsis bombicola, T. apicola

Glicolipideos
Trehalolipideos Rhodococcus erythrggolis, Mycobacterium
Peptideo-lipideo Bacillus licheniformis
Viscosina Pseudomonas fluorescens
Ornitina Pseudomonas sp
Lipopeptideos Serrawetina Serratia marcescens

e lipoproteinas

Surfactina Bacillus subtilis

Subtilisina Bacillus subtilis
Gramicidina Bacillus brevis

Polimixina Bacillus polymyxa

Acidos
Graxos,lipideos
neutros,

e fosfolipideos

Acidos graxos

Corynebacterium lepus

Lipideos neutros

Nocardia erythropolis, Clostridium sp

Fosfolipideos

Thiobacillus thiooxidans

Emulsan

Acinetobacter calcoaceticus

Biodispersan

Acinetobacter calcoaceticus

- liposan Candida lipolytica
Surfactantes . _ _
poliméricos Alasan Acinetobacter radioresistens
carb0|dratq-llp|deo- Pseudomonas fluorescens
proteina
Manama-lipideo- Candida tropicalis
proteina

Acidos corinemicélicos

Corynebacterium sp

Surfactantes
particulados

Vesiculas

Acinetobacter calcoaceticus

Células

Varias bactérias
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Figura 2 - Estruturas quimicas de biossurfactantes produzidos por: (a)
Pseudomonas aeruginosa, (b) Rhodococcus erythropolis (c) Candida bombicola
(d) Acinetobacter calcoaceticus e (e) Bacillus subtilis. (BUENO, 2008)

Existem véarias técnicas usadas para a extracdo destes
biossurfactantes, dentre elas: ultracentrifugacédo, dialise e nanofiltracéo,
precipitacdo acida e extracdo por solventes (DESAI & BANAT, 1997;
FINNERTY, 1994; FAZAELIPOOR, KHOSHDAST & RANJBAR, 2010;
MULLIGAN, SHARMA & MUDHOO, 2014). Puelles (2016) utilizou a
extracdo por solvente obtendo bons resultados de recuperacdo mineral,

logo apoés testes laboratoriais, foi constatado que esta também seria a
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melhor técnica a ser aplicada neste trabalho, pois, além de ndo implicar em
altos custos, adequava-se aos equipamentos laboratoriais ja existentes e,
por fim, o biossurfactante resultante apresentava boa concentragédo e

funcao coletora e espumante satisfatorias.

Os biossurfactantes devido a sua diversidade, quando comparados
com o0s surfactantes sintéticos convencionais, apresentam algumas
vantagens: como maior biodegradabilidade, baixa concentragdo micelar
critica (CMC) (Tabela 2-4), menor toxicidade, em alguns casos, (Tabela
2-5), maior habilidade para complexar metais pesados, melhor capacidade
espumante, atividade antibiética, emulsificacdo e solubilizacdo de
hidrocarbonetos; caracteristicas estruturais e propriedades fisicas distintas,
0 que 0s tornam comparaveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em
termos de eficiéncia além de poderem ser sintetizados a partir de
substratos renovaveis, fator importante a medida que o preco do petrdleo
aumenta (KIM et al., 2015; BANAT, MAKKAR & CAMEOTRA, 2000;
OLIVEIRA & GARCIA-CRUZ, 2013; BUENO, 2008).

A tensao superficial esta correlacionada com a concentracdo micelar
critica (CMC). Surfactantes eficientes possuem uma baixa CMC, isto €,
menor quantidade de surfactante € necessaria para o decréscimo da
tensdo superficial (MULLIGAN, 2005; BUENO, 2008). A concentracdo
micelar critica varia na solucdo aquosa em funcdo da estrutura do
tensoativo, temperatura da solucdo, pH, presenca de eletrélitos e
compostos organicos. O tamanho da fracdo apolar da molécula de
tensoativo é um fator importante e, geralmente, a CMC decresce com o
aumento da hidrofobicidade da molécula isto €, quanto maior a cadeia
carbdnica da fracdo apolar do tensoativo, maior a tendéncia das moléculas
de se adsorverem entre a interfase ar-agua, diminuindo assim a tensao

superficial da solu¢cdo (MESQUITA, 2004; BUENO, 2008; SHAW, 1992).
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Tabela 2-4. Tensao superficial e concentracao micelar critica dos biossurfactantes
e dos surfactantes sintéticos (BUENO, 2008)

Natureza do Surfactante Tenséo superficial CMC
surfactante (mN/m) (mg/L)
Biolégico R. ruber AC 235 - glicolipideo 26,8 54

R. erythropolis — trealose

Biologi o . 4
1010g1co dicorinomicolato 36
Biologico R. erythropolis — trealose 26 15
tetraester
Biolégico Pseudomonas. a,eruglnosa - 29 50-200
ramnolioideo
Biolégico Torulopsis pqmblcola - 33 82
soforolipideos
Biolégico Bacillus subtilis - surfactina 27 23
L Dodecil Sulfonato de Sédio
n 7 212
Sintético (DSS) 3 0
Sintético Brometo de Cetiltrimetilamdnio 30 1300
Sintético Tween 20 30 600
Sintético n — Alquil Benzeno Sulfonato 47 590

Tabela 2-5. Toxicidade dos biossurfactantes comparada aos surfactantes
sintéticos (BUENO, 2008)

Natureza do Surfactante *CEso
surfactante (mg/L)
biol6gico R. ruber AC 235- glicolipideo 650
biol6gico R. erythropolis — trealose dicorinomicolato 49
bioldgico Pseudomonas aeruginosa - ramnolioideo 50
sintético Finasol OSR-5 7

sintético Inipol EAP 22 0,004

*CES50 — concentragéo efetiva onde 50% dos microrganismos morrem.

Por outro lado, uma das desvantagens na producdo de
biossurfactantes é a pouca quantidade de biomoléculas produzidas em

nivel industrial. A maioria dos biossurfactantes encontram-se ainda na
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escala laboratorial, logo € necessaria a viabilizacdo deste processo em um
ponto de vista industrial (BANAT, MAKKAR & CAMEOTRA, 2000;
BAPTISTA, 2007; BELL et al., 1998; BOTERO, TOREM & MESQUITA,
2007; DESAI & BANAT, 1997; RAO, VILINSKA & CHERNYSHOVA, 2010;
PUELLES, 2016).

2.7.
Rhodococcus erythropolis

A R. erythropolis € um microrganismo ndo patogénico encontrado
amplamente na natureza, tem sido utilizado para a biorremediacéo de agua
e solo contaminados por 6leo e para bioflotacdo mineral (YANG et al., 2013;
OLIVEIRA., 2015; BAPTISTA, 2007; CHRISTOFI & IVSHINA, 2002). Em
estudos de bioflotacdo a bactéria mostrou ter seletividade e ser um
potencial espumante e/ou coletor e em estudos de biorremediacdo 0s
poluentes do 6leo foram removidos e recuperados pela bactéria através da
formacdo de bioflocos de 6leo (YANG et al.,, 2013; OLIVEIRA, 2015;
OLIVEIRA et al., 2017).

As células desta bactéria contém um conjunto de enzimas que
permitem a realizacéo de bioconversdes e degradacfes; como oxidacdes,
desidrogenacdes,epoxidacdes,hidrélises, hidroxilacbes, deshalogenacdes
e dessulfurizacdoes. Esta variedade de enzimas justifica a aplicacéo

prospectiva desta bactéria na biotecnologia (CARVALHO, 2012).

As funcdes de floculagéo-flotacéo das células da R. erythropolis para
0 processamento de minérios de hematita refratarios, predominantes em
reservas de minério da China, foram investigadas por Yang et al. (2013).
Os quatro principais minerais que estao presentes em minérios de hematita
(hematita, quartzo, caulinita e apatita) foram testados para determinar a
viabilidade de usar Rhodococcus erythropolis como um coletor de hematita.
Neste estudo a superficie da bactéria Rhodococcus erythropolis foi
carregada negativamente entre os valores de pH 2 e 10. Os pontos
isoelétricos (Figura 3) corresponderam a valores de pH de,

aproximadamente, 5,2 para hematita, 3,0 para quartzo, 3,3 para caulim e
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3,0 para apatita.

As interacbes entre a bactéria e 0s minerais resultaram em
mudancas significativas na carga das superficies minerais (Figura 4).
Depois da interagéo, o ponto isoelétrico (PIE) da apatita, assim como o do
caulim e do quartzo, nao foram identificados para valores de pH entre 3 e
11, apenas o PIE da hematita foi verificado, aumentando de pH igual a 5,2
para pH igual a 5,6. Indicando que a adsorcéo das células de Rhodococcus
erythropolis sobre superficies minerais depende tanto das propriedades
bacterianas quanto das propriedades da superficie mineral. As mudancas
nas propriedades da superficie dos quatro minerais puros indicaram que a
bactéria interagiu como todos eles, existindo, assim, viabilidade de estudo
da bactéria como reagente de flotacdo para cada um deles (YANG et al.,
2013).

209 o —+— Hematita —— Apatita
4 —— Caulinita —c— Quartzo
104 o D —+— R. erythropolis

-10 1

=20 1

Potencial zeta (mV)

230 4

40 -

Figura 3 - Curvas de potencial zeta para Rhodococcus erythropolis, hematita,
quartzo, apatita e caulim (YANG et al., 2013).
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10 - —{— Hematita + R. erythropolis
'—'»\_\_\E —</— Apatita + R. erythropolis
O —— Caulinita + R. erythropolis

—o—Quartzo + R. erythropolis
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-10 H
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Figura 4 - Curvas de potencial zeta de hematita, quartzo, apatita, caulim apés da
interacdo com Rhodococcus erythropolis (YANG et al., 2013).

De maneira geral, as bactérias do género Rhodococcus sao
actinobactérias aerébias, apresentam uma Unica e espessa camada de
peptidoglicanos, sdo Gram-positivas, com alto conteddo de guanina e
citosina contido em seu DNA. Estes microrganismos apresentam ciclo de
vida alternante entre cocos e bastonetes, algumas vezes mostrando
projecbes filamentosas (CIAPINA, 2008; OLIVEIRA, 2015). Séao
amplamente distribuidas no ambiente e habitam em uma grande variedade
de fontes como os ambientes marinhos, solos Alpinos, Artico, Antartica,
aguas subterraneas, excretas de animais, intestinos de insetos e em
plantas (CARVALHO & FONSECA, 2005; WHYTE et al, 2002;
MARTINKOVA et al., 2009).

A caracteristica predominante do modelo esqueméatico da
organizacdo da parede celular da Rhodococcus é a complexidade da
estrutura na qual o peptidioglicano esta ligado por meio de unidades
ligantes as arabinogalactanas que estéo unidas ao acido micélico (Figura
5). Estes acidos micélicos formam a base da barreira lipidica externa (seta
A) que apresenta ainda dimicolatos de trealose e lipideos monomicolatos.
Esta barreira externa também contém lipideos anfifilicos (B). Outros

componentes sdo as porinas, lipoproteinas e lipoglicanas (OLIVEIRA,
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2015).

T 3 T T 'l'l!II/\l'l‘I' =S T T T T
ARSI LT Il[ N'- w11~1w il -1 11
ST = I TN AT T 11| i
Eudrdndadu s Tt hs et dedeudedadedndndedy
QUUUUU .LJ.J.LU..U..J. QOUUUULUUUU0L
ik e Anfifilico de
Membrana Unidade | superficie
lipidica 3 £ ligante
Arabinogalactana E
Acido U:| Q
micélico Lipideos Dimicolate @ |

ligado monomicolatos de trealose Peptideoglicano Lipoglicano Porina Lipoproteina

Figura 5 — Representacdo do modelo esquematico proposto da parede celular da
espécie Rhodococcus: (A) barreira lipidica externa formada por acidos micélicos
e (B) lipideos anfifilicos (OLIVEIRA, 2015).

O potencial comercial da espécie Rhodococcus é cada vez mais
reconhecido. A vasta gama de produtos quimicos transformados ou
degradados pelas Rhodococcus as torna Uteis na biotecnologia ambiental
e industrial, assim como sua capacidade de sintetizar varios produtos,
como surfactantes, floculantes, amidas e polimeros. Esse crescente
interesse se reflete, inclusive, em patentes (MARTINKOVA et al., 2009;
BANAT, MAKKAR & CAMEOTRA, 2000; KOSARIC & VARDAR-SUKAN,
2015; DESAI & BANAT, 1997).

Os tracos fenotipicos uteis das espécies Rhodococcus podem ser
transferidos para outros organismos por manipulacao genética. Nos ultimos
anos, o desenvolvimento de vetores de clonagem melhorados permitiram a
transferéncia de genes entre diferentes espécies de Rhodococus e entre
Rhodococcus e Escherichia coli (BACK et al., 2010).
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Os biossurfactantes produzidos pela Rhodococcus erythropolis tem
a capacidade de reduzir a tensdo superficial e interfacial em niveis
observados nos surfactantes sintéticos, além de possuir baixa CMC
(Tabela 2-4 na pagina 40). Esta capacidade pode ser comercial e
industrialmente importante. Além de também produzir glicolipideos com
propriedades antiviral e antifangica (LANG & PHILP, 1998; OLIVEIRA,
2015).

A acdo das moleculas biossurfactantes ocorre da seguinte forma:
primeiro as particulas surfactantes, como os acidos micolicos, causam a
aderéncia da Rhodococcus erythropolis as fases hidrofébicas em sistemas
de duas fases. Posteriormente, os surfactantes diminuem a tensdo
interfacial entre as fases, facilitando a entrada de células hidrofébicas nas
células microbianas e, finalmente, os surfactantes extracelulares dispersam
compostos hidrofobicos, aumentando assim a area de superficie para
ataque microbiano (FINNERTY, 1992; FINNERTY, 1994; BELL et al.,
1998).

2.8.
Dupla Camada elétrica no estudo da flotagdo mineral

A teoria da Dupla Camada Elétrica (DCE) trata da distribuicdo de
ions, e, portanto, da intensidade dos potenciais elétricos que ocorrem na
superficie carregada. Esta € uma primeira etapa necessaria para
compreender muitas observagdes experimentais referentes a propriedades
eletro-cinéticas e estabilidade de sistemas coloidais com particulas

carregadas (SHAW, 1992).

Para que ocorra a migracdo do surfactante e de outras espécies
presentes na solucdo para a superficie da particula é necessaria a
existéncia de algum tipo de atracdo pela superficie em questdo. Podem-se
ter acOes elétricas ou eletrostéticas e, ainda, de forcas moleculares de van
der Waals, de hidratagdo ou ligacdo. De maneira geral, os ions presentes
na solucdo podem ser atraidos para as vizinhancas das particulas apenas
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por forcas eletrostaticas. Quando o ion apresenta uma afinidade especial
pela superficie, com excec¢do da contribuicdo de natureza eletrostética,
considera-se que a adsor¢cdo é do tipo especifico. Os fendmenos que
ocorrem na interface sélido-liquido podem ser avaliados por meio dos
efeitos eletrocinéticos das particulas em suspensao (DIDYK-MUCHA et al.,
2015; PUELLES, 2016; SHAW, 1992; FARAHAT, HIRAJIMA & SASAKI,
2010).

Segundo Shaw (1992), a maioria das substancias adquire carga
elétrica superficial quando postas em contato com um meio polar (por
exemplo, aquoso); 0s possiveis mecanismos de criagdo destas cargas sdo
ionizacdo, adsor¢do de ions e dissolucdo de ions da superficie. Esta carga
superficial influéncia a distribuicdo de ions nas proximidades no meio polar.
Os ions de carga oposta (contra-ions) sédo atraidos para a superficie e 0s
ions de carga similar (co-ions) séo repelidos para longe da superficie. Isto,
juntamente com a tendéncia de mistura do movimento térmico, leva a
formacdo de uma dupla camada elétrica composta pela superficie
carregada e um excesso heutralizante de contra-ions sobre co-ions
distribuidos de forma difusa no meio polar (DIDYK-MUCHA et al., 2015;
VAN DER WAL et al., 1997; SHAW, 1992).

A ionizacao da superficie ocorre quando, por exemplo, as proteinas
adquirem suas cargas principalmente através da ionizacdo dos grupos
carboxila e amino, formando ions CO0~ e NH . A ionizacdo desses grupos,
e, portanto, a carga elétrica total, depende em grau acentuado do pH da
solucédo. Em valores baixos de pH uma proteina apresentara carga positiva,
e em valores elevados de pH apresentara carga negativa. O pH no qual a
carga total (e eletroforética) € nula é chamado ponto isoelétrico (PIE) (LUZ,
SAMPAIO & FRANCA, 2010).

Independente do mecanismo de formacao, a resultante desta carga
superficial ira influénciar a distribuicdo no meio polar dos ions proximos a
ela, de forma que ions de carga oposta (contra-ions) sdo atraidos pela
superficie e ions de carga de mesmo sinal (co-ions) sdo repelidos para mais

longe da superficie. Este fato, mais a tendéncia a mistura provocada pela
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agitacao térmica, leva a formacdo de uma dupla camada elétrica (DCE),
constituida por duas partes, uma superficie carregada e um meio polar em
que se distribuem, de maneira difusa, contra-ions (estes em excesso para

manter a neutralidade elétrica) e co-ions (SHAW, 1992).
A dupla camada difusa

A dupla camada elétrica pode ser encarada geralmente como
constituida por duas regides, isto €, uma regido interna, que pode incluir
ions adsorvidos e uma regido difusa, na qual os ions se encontram
distribuidos de acordo com a influéncia de forcas elétricas e do movimento
térmico. O tratamento quantitativo mais simples da parte difusa da dupla
camada é o tratamento desenvolvido por Gouy e Chapman (SHAW, 1992).

No comeco do século XX, Gouy e Chapman propuseram a ideia da
camada difusa para interpretar o comportamento da interface entre um
eletrodo (semelhante a um capacitor) e os ions de uma solucao de
eletrdlito, ao invés do modelo de camada de cargas elétricas fixas,
desenvolvido anteriormente por Helmholtz. No modelo da dupla camada
difusa, os ions na solucao sao atraidos eletrostaticamente para a superficie
do sélido, sendo essa atracao contrabalancada pelo movimento dos contra-
ions, necessarios a equalizacdo da concentracdo de cargas ao longo da
interface (LUZ, SAMPAIO & FRANCA, 2010).

A Dupla Camada de Stern-Gouy-Chapman (SGC)

Uma das mais importantes contribuicbes da teoria de Stern foi
considerar os efeitos da adsorcéo especifica, isto €, os ions poderiam ser
adsorvidos na superficie por forcas de carater ndo eletrostatico. Segundo o
modelo de Stern, nas vizinhancas da superficie uma primeira camada
estacionaria seria formada por ions adsorvidos a superficie por adsorcéo
especifica ou forcas eletrostaticas. O restante dos ions, de carga oposta
aquela da superficie e necessarios a neutralizacdo, estariam espalhados
por efeito da agitacdo térmica, decrescendo exponencialmente sua

concentracéo, de acordo com a teoria de Gouy-Chapman (LUZ, SAMPAIO
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& FRANCA, 2010). A Figura 6 apresenta uma representacao esquematica
da distribuicao do potencial eletrostatico de acordo com o modelo SGC.

O modelo SGC é sem duvida o mais utilizado para descrever a
estrutura da dupla camada elétrica em sistemas coloidais e considera a
influéncia dos eletrolitos na carga superficial da particula (LUZ, SAMPAIO,
& FRANCA, 2010).

Superficie da particula
—— Plano de Stern

Superficie de cisalhamento

® o

L | S Camada difusa

Camada de Stern

Potencial

5 1/x Distancia

Figura 6 - Estrutura da dupla camada elétrica: representacdo esquematica da de
acordo com a teoria de Stern (adaptado de SHAW, 1992).

Potencial Zeta () no estudo da flotagdo mineral

Na DCE, o unico potencial que pode ser medido experimentalmente
€ o potencial zeta ((), isto €, o potencial medido no plano de cisalhamento
entre a particula e a solucdo, quando os dois estdo em movimento relativo,

na presenca de um campo elétrico. Este deslocamento diferencial das
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partes da DCE leva ao aparecimento de um potencial eletrocinético,
podendo ser medido por meio dos quatros fendmenos ou efeitos
eletrocinéticos: eletroosmose, potencial de sedimentagdo, potencial de
escoamento e eletroforese. Sendo esta Ultima a mais usada na
determinacdo do potencial {, pois além de ser a mais extensamente
estudada, é a que apresenta maior aplicacdo pratica. O plano de Stern &
considerado por alguns autores como o plano de cisalhamento onde s&o
efetuadas as determinacbes eletrocinéticas do potencial zeta (LUZ,
SAMPAIO & FRANGCA, 2010).

A técnica de eletroforese consiste em medir a mobilidade
eletroforética das particulas carregadas em uma suspensdo aquosa (as
particulas eletricamente carregadas, suspensas em uma polpa,
movimentam-se sob a acdo de um campo elétrico aplicado). Na prética,
efetuam-se varias medidas da mobilidade eletroforética das particulas
dispersas em solucéo aquosa (SHAW, 1992).

Para uma maior seletividade na separacéo por flotacdo de minerais
valiosos, € importante identificar os mecanismos principais de geracao de
carga na interface mineral—solugédo aquosa. A determinacdo do potencial
zeta das particulas minerais leva a uma melhor compreensdo, em muitos
dos seus aspectos fundamentais, dos mecanismos de adsorcdo de
surfatantes na superficie dos minerais (DIDYK-MUCHA et al.,, 2015;
FARAHATA et al., 2009; FARAHAT, HIRAJIMA & SASAKI, 2010; LUZ,
SAMPAIO & FRANCA, 2010).

Inicialmente, €é necesséario identificar as espécies ibnicas
responsaveis pela geracdo de carga na superficie do mineral (ions
determinantes do potencial), por determinacdes do potencial eletrocinético
dessas particulas na presenca desses ions. Dessa forma, torna-se possivel
identificar as espécies ibnicas que afetam o potencial zeta e a extensédo da
dupla camada elétrica, sem as interacdes especificas dos compostos
ibnicos com a superficie. A identificagdo dos efeitos relacionados as
espécies de eletrélitos simples permite ainda examinar 0 comportamento

eletrocinético das particulas na presenca de solutos mais complexos, tais
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como, hidroxicomplexos de metais, surfatantes, polieletrélitos, polimeros
entre outros. Logo, o estudo detalhado das propriedades eletrocinéticas
facilita a compreensao dos mecanismos de flotagcdo para muitos minerais
(ZHENG, ARPS & SMITH, 2001; YANG et al., 2013; PUELLES, 2016;
SHAW, 1992).

O ponto correspondente a atividade dos ions determinantes do
potencial em que a carga superficial é zero é denominado ponto de carga
zero (p.c.z.), que é um dos parametros importantes no estudo da flotacdo
dos minerais, pois indica, entre outros, o tipo de surfactante que devera ser
usado no processo bem como as condi¢Bes quimicas de dispersdo da
polpa (LUZ, SAMPAIO, & FRANCA 2010; CHAVES, 2009; SHAW, 1992).

Em solucéo existem ions que interagem com a superficie mineral,
atribuindo carga. Estes ions sdo chamados ions determinantes de potencial
(i.d.p.). lons que n&o interagem com a superficie sdo chamados ions
indiferentes. Entre estes extremos, existem ions que interagem de alguma
maneira especial com a superficie, chamados ions de adsorcéo especifica.
Por exemplo, Ba?* e SO% sdo, comumente, ions determinantes de
potencial para a barita e H*, OH" para Oxidos. lons como K*, Na*, Cal~ e
NO; sé&o ions indiferentes para Fe20s.. Para a apatita, os ions
determinantes de potencial, comumente citados, sdo: H*, OH-, Ca?,
CaOH*, PO4*, HPOZ™, H2PO; e F (NGUYEN & SCHULZE, 2004; MONTE
& PERES, 2002; BORTOLOTTI et al., 2009).

Para sélidos ibnicos (CaF2, AgCl, BaSOa) , os ions dos atomos que
os compdem, em geral, sdo determinantes do potencial e, por conseguinte,
existirdA uma determinada concentracdo de i.d.p. na qual a carga da
superficie é zero. O ponto de carga zero € determinado experimentalmente
pela medida dos valores do potencial zeta em funcdo da concentracéo de
i.d.p. No caso de minerais de composicdo mais complexa, como a
fluorapatita, todos os cations e anions presentes no sistema
(H*,0H™,Ca*? CaOH*,P0O;3 F~,HPO;% H,P0O;, etc.) contribuem para a
determinacao do potencial, sem que se possa precisar um par definido de

i.d.p. Mesmo nessas condic¢des, a carga elétrica das particulas depende do
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valor de pH da solucéo, sendo possivel a determinacao do valor de pH que
anule o potencial zeta, sendo este denominado ponto isoelétrico (p.i.e.)
(CHAVES, 2009).

O p.i.e. constitui uma caracteristica especial de um sistema mineral-
solucéo, uma vez que a adsorc¢ao de surfactantes na DCE pode ocorrer no
plano de cisalhamento e, portanto, o sinal e o valor do potencial { exerce
influéncia significativa no processo de adsor¢cdao (CHAVES, 2009; LUZ,
SAMPAIO & FRANCA, 2010; SHAW, 1992; NGUYEN & SCHULZE, 2004).
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Objetivos e relevancias do trabalho

3.1.
Objetivo geral

Estudar a flotacdo do mineral apatita usando como biorreagentes a

bactéria Rhodococcus erythropolis e 0 seu biossurfactante.

3.2.
Objetivos especificos

. Caracterizar e avaliar as propriedades fisicas e quimicas da amostra
mineral, do concentrado bacteriano e do biossurfactante realizando ensaios
de difracdo de raios X, fluorescéncia de raios X e espectrofotometria de
infravermelho.

. Avaliar as propriedades superficiais do mineral antes e apoés
interacdo com a bactéria R. erythropolis e com o biossurfactante com
estudos de mobilidade eletroforética.

. Estudar o fenbmeno de adesédo da bactéria R. erythropolis sobre a
superficie do mineral apatita com ensaios de bioadesdo e imagens de
microscopia eletronica de varredura.

. Avaliar a formacédo de espuma para diferentes valores de pH.

. Comparar o efeito da variagdo do pH e da concentracdo na
flotabilidade da apatita usando a bactéria R. erythropolis e o
biossurfactante.

. Identificar qual o melhor tempo de incubacdo da bactéria para
producdo do biossurfactante, levando em consideracdo o desempenho,
volume e concentracdo do biossurfactante obtido.

. Identificar a funcdo coletora ou espumante que a bactéria e o

biossurfactante exercem como biorreagentes na flotacédo da apatita.
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3.3.
Relevancia do trabalho

Este estudo € um esforgo significativo no campo da bioflotacéo e do
bioprocessamento da apatita, considerando a alta demanda por alimentos
no mundo, a necessidade da concentracdo de apatita para fabricacao de
fertilizantes fosfatados, além da importante missdo de buscar novas fontes

de tecnologia renovaveis e ambientalmente amigaveis.

A introducédo da bioflotacdo com carater multidisciplinar nos campos
da bioquimica e da mineracgédo trard uma nova perspectiva dos mecanismos
de interacdo da bactéria Rhodococcus erythropolis com os minerais de
apatita, podendo estender estes conhecimentos para aplicacées em outros

minerais e bactérias.

A R. erythropolis € um microrganismo com ampla gama de
utilizacdo. Apenas no acesso remoto da biblioteca PUC-Rio (DIVISAO DE
BIBLIOTECAS E DOCUMENTACAO), que tem como banco de dados,
além do catalogo da PUC, nomes de referéncia na area académica, como
Science direct, Maxwell, Capes, Academic Search, etc., ao buscar
“Rhodococcus erythropolis” é possivel encontrar 6275 documentos, do ano
1990 a 2017, entre artigos, dissertacdes, teses, livros, revistas, relatorios e
patentes, sendo a grande maioria na area de biorremediacdo, medicina,
genética, microbiologia e aplicacdes na industria de petréleo. Apenas 130
destes documentos se referem ao estudo e aplicacdo de biossurfactantes.
Isto prova que, apesar do importante potencial do uso deste biossurfactante
no campo da bioflotagcdo mineral, ainda existem poucas pesquisas

desenvolvidas nesta area.

O uso de biossurfactantes mais eficientes do que os reagentes
sintéticos seré revolucionario aos conhecimentos na area do tratamento de
minérios, principalmente no campo da concentragdo de minérios de baixo

teor e maior complexidade.
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Materiais e métodos

4.1.
Amostras minerais

As amostras de apatita utilizadas nesta pesquisa foram obtidas junto
a Mineragdo “Zé da Estrada” (Minas Gerais). Estas ja haviam sido
cominuidas e caracterizadas no CETEM, como descrito no fluxograma da
Figura 7, para obtencéo das frac6es granulométricas utilizadas nos ensaios

experimentais.

Posteriormente, estas amostras foram caracterizadas quanti e
qualitativamente por: analise mineraldgica por difracdo de raios X para
determinacao das espécies e fases minerais e analise semiquantitativa por
Fluorescéncia de raios X para determinacéo da pureza da amostra mineral.
Por ultimo, foi feita uma analise superficial da amostra mineral por estudos
de mobilidade eletroforética realizado no Zetasizer Nano SZ da Malvern, a

gual tem como objetivo determinar o potencial zeta da espécie em estudo.

Britagem

F Homogeneizacgéo, quarteamento e classificagao

|
| | | | | | 1
20 +20um +38um +53um +75um
- 0Hm -38 um -53 um -75um -106um

MEV; FTIR; DRX; . - ]
FRX; estudos de Bioadesao Microflotag&o
Potencial Zeta

Figura 7 — Fluxograma do processo de cominuicdo, fracbes granulométricas e
caracterizacdo mineral.
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Para cada ensaio a faixa granulométrica foi selecionada de acordo
com as especificacdes do equipamento utilizado ou baseando-se em
pesquisas semelhantes realizadas anteriormente por outros autores
(OLIVEIRA, 2015; PUELLES, 2016; MERMA, 2012; BUENO, 2008)

4.2.
Preparag&o do concentrado bacteriano e condigdes de cultivo

Uma cepa de R. erythropolis obtida da Colecdo Brasileira de
Microrganismos Ambientais e Industriais (CBMAI-UNICAMP) foi utilizada
neste estudo. O meio solido de manutencéo foi feito utilizando 20,0 g/L de
agar e 30,0 g/L de Tryptic Soy Broth (TSB), em portugués caldo de soja
triplitico, composto por 17,0g/L de peptona de caseina-digestao
pancreatica, 3,0 g/L de peptona de farinha de soja, 2,5 g/L de glicose,
5,0 g/L de cloreto de sodio (NaCl), 2,5 g/L de fosfato dipotassico (K2HPO4)
e pH de 7,2. Além disso, a composi¢ao do meio liquido era a mesma que o
meio sélido com a auséncia de agar e pH de 7,2. O TSB é um produto
resultante da digestdo da caseina do feijado de soja que fornece as células
bacterianas compostos que funcionam como fontes de C (Carbono) e de N
(Nitrogénio) (OLIVEIRA., 2015).

ApGs preparo das solugdes do meio de cultivo utilizou-se dois tipos
de vidrarias: placas de Petri (meio solido) e Erlenmeyers (meio liquido) que
foram esterilizados em uma autoclave a 1,2 atm de presséo, durante 20
minutos. O procedimento de incubacdo da bactéria nas vidrarias foi
realizado em uma camara de fluxo laminar para evitar contaminagéo
durante a manipulacdo. Com as bactérias replicadas, as placas de Petri
foram estocadas sob temperatura de £ 7 °C na geladeira para conservacao
e os Erlenmeyers, usados para crescimento bacteriano, foram incubados
em agitadores rotativos a 150 rpm e temperatura de + 28 °C por 4 dias para
producdo de concentrado bacteriano e por 5 ou 6 dias para producéo de
biossurfactante (PUELLES, 2016; MERMA, 2012; OLIVEIRA, 2015).
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Ao atingirem o tempo necessario de maturacéo, o caldo fermentado
contido nos Erlenmeyers foi centrifugado durante 10 minutos a 4000 rpm,
separando-se as bactérias do caldo de cultivo que foi descartado em
seguida, obtendo-se o concentrado bacteriano. Este foi lavado duas vezes
com agua deionizada nas mesmas condi¢cdes de centrifugacdo. Este
concentrado foi levado a autoclave nas mesmas condi¢des de esterilizacao
das vidrarias (1,2 atm durante 20 minutos), com a finalidade de evitar a
contaminacéo e de inativar as bactérias. Depois de atingir a temperatura

ambiente o concentrado foi armazenado sob a temperatura de 7 °C..

Para determinag&o da concentracgédo celular foi utilizado o método do
peso seco, no qual o volume de 1 ml do concentrado bacteriano é colocado
em um recipiente de massa conhecida e posto para secar na estufa a 50 °C
por 24 horas. ApdOs seco, com a massa e o volume conhecido é possivel

calcular a concentragéo.

4.3.
Producéo do biossurfactante

O método para extracdo do biossurfactante € idéntico ao do
concentrado bacteriano até a etapa de lavagem. ApOs esta etapa €
adicionado etanol e o recipiente com este conteudo € inserido na autoclave
para esterilizacao (presséo de 1,2 atm por um tempo de 20 minutos). Apés
esterelizado aguarda-se que o conteldo esfrie até temperatura ambiente,
para entdo novamente centrifugar com o intuito de separar a parte insoltvel
(sdlida), que é descartada, da parte solavel (liquida) da qual sera entéo
obtido o biossurfactante. Os procedimentos para obtencdo deste
biossurfactante estdo descritos no fluxograma da Figura 8. Este metodo de
extracdo utilizando etanol foi baseado nos trabalhos de (MOREAU,
POWELL & SINGH, 2003; PUELLES, 2016).

O Dbiossurfactante produzido foi armazenado sob refrigeracao
(£ 7 °C) durante, no maximo, 7 dias. Este pressuposto baseou-se nos

testes de biodegradabilidade de biossurfactante conduzidos por Baptista
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(2007), que avaliou a biodegradabilidade de uma substancia organica
hidrossoluvel e ndo volatil, permitindo a determinacdo da biodegradacao
total (BAPTISTA, 2007; PEI, ZHAN & ZHOU, 2009).

Concentrado bacteriano + meio de cultura

}

Cenfrifugagio (400 rpm) — Meio de cultura

!

Ressuspengio com agua deionizada

(lavagem]
Centrifugagdc (400 rpm) — .igua deionizada + restante
l do meio de cultura

Ressuspencdo com etanol

!

Autoclavagem
(1,2 atm; 20 minutos)

!

Centr'rfugﬁngﬁo (400 rpm}) —#  Celulas bacterianas

a)

Secagem
(20 °C por 24 horas)

L

Ressuspengio com dgua deionizada

v
Centrifugagdo (400 rpm) —  Fragdo insolivel

| (B)

Solugéo de biossurfactante

Figura 8 - Fluxograma de extrac&o do biossurfactante

Apds a secagem da parte soltvel (A) pesa-se a massa obtida, para
gue, posteriormente, com a massa do restante insolavel (B), seja

encontrada, por diferenca de massa, a concentracdo do biossurfactante.

Os biorreagentes foram produzidos por lote, em quantidade
suficiente para realizagdo de todos os ensaios, incluindo duplicatas e

triplicatas, possibilitando analises comparativas entre os resultados


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612845/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612845/CA

60

obtidos. Quando havia necessidade de realizar novos ensaios era

preparado um novo lote do biorreagente desejado.

4.4,
Ensaios de espectrofotometria de infravermelho

Os espectros de infravermelho foram usados para identificar os
grupos funcionais presentes nos biorreagentes e na superficie do mineral
apatita, antes e apds a interacdo com as células bacterianas e com o
biossurfactante. Amostras do biossurfactante e do concentrado bacteriano
foram secas a 50°C por 24 horas e as perdas das amostras organicas nao
foram significativas. Para a amostra mineral foi utilizada a fragdo de
tamanho mais fina (<20um). Para obtencao dos espectros da apatita apds
a interacdo com os biorreagentes, a amostra mineral foi condicionada em
uma solucdo com concentracdo de 150 mg/L, para cada biorreagente,
durante 10 minutos, no valor de pH igual a 5, com agitacédo constante. Apds
o condicionamento, as amostras foram levadas a estufa, separadamente,
para secarem a 50 °C durante 24 horas. O p6 resultante da secagem de
cada amostra foi apropriadamente misturado com uma matriz de brometo

de potassio (KBr) numa relacdo de 1/100.

As anadlises foram realizadas no espectrofotometro Nicolet 6700
FTIR. A aquisicdo dos dados foi realizada no modo absorbancia. Os

espectros foram coletados numa resolucdo 4 cm* apés 120 varreduras.

4.5,
Estudo de Potencial Zeta

As medidas de potencial zeta para a bactéria R. erythropolis assim
como para o mineral apatita foram determinadas no equipamento de
eletroforese Zetasizer Nano da Malvern. O equipamento permite determinar
o valor de potencial zeta baseado da velocidade da particula submetida a

uma diferenca de voltagem entre dois eletrodos.

Para avaliar o Ponto Isoelétrico (PIE) de cada uma das amostras,
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foram preparadas em solugdes de eletrélito de suporte de 10° mol/L, 10
3 mol/L e 10 mol/L NaCl para a bactéria e de 10* mol/L de NaCl para a
apatita, separadamente (concentragcfes selecionadas levando em
consideracdo estudos anteriores de Puelles (2016), Merma (2012) e
Oliveira (2015)), suspensoes de R. erythropolis (levando em consideracao
a concentragao que apresentou inicialmente maior flotabilidade, 125 mg/L)
e de apatita com concentracdo de 70 mg/L estabelecida ap0s testes, de
modo que a concentracdo ndo fosse muito baixa para permitir que o
equipamento conseguisse identificar as particulas minerais e fizesse as
medi¢cbes e que ndo causasse entupimento nos tubos de andlise, o que
acontecia quando eram utilizadas concentracdes elevadas. As medicdes
do potencial foram feitas em funcdo do pH e estes valores foram ajustados
com solucdes de 0,05 mol/L de NaOH e HCI. Para garantir uma medicao

confiavel, tomou-se a media de 20 valores e o valor do desvio padréo.

Em um baldo volumétrico foram misturadas concentracbes
conhecidas de bactéria e mineral. Agitou-se a solucdo e se deixou em
repouso durante 10 minutos. ApOs 0 repouso o0 sobrenadante da solucao
foi introduzido na célula acrilica do Zeta Meter +4.0 para realizar as
medidas. Utilizou-se diferentes valores de pH e um eletrdlito de suporte de
10* mol/L NaCl.

4.6.
Ensaio de microscopia eletronica de varredura (MEV) da interacao
apatita-bactéria

Este ensaio foi realizado com a finalidade de obter uma imagem que
permitisse observar o fenbmeno de adesdo das células de bactéria
Rhodococcus erythropolis na superficie do mineral. Para tal, foi feito o
condicionamento da apatita com a bactéria por 10 minutos. Apos o
condicionamento as particulas de apatita que sedimentaram foram levadas
a estufa para secar por 24 horas a 50°C. O po6 resultante da amostra seca
foi armazenado em um recipiente bem vedado e levado ao laboratorio de

tecnologia mineral do CETEM, para la ser metalizada e levada para um
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microscopio eletrébnico de varredura FEI Quanta 400. A metalizacéo
consiste em recobrimento a amostra em um sistema a vacuo do tipo BAL-
TEC, com a finalidade de possibilitar a conducéo da corrente elétrica em
espécimes soélidos ndo condutivos e melhorar o contraste (OLIVEIRA,
2015).

4.7.
Ensaios de bioadesao bacteriana

Os ensaios de bioadesao foram realizados para determinar o efeito
da concentracdo bacteriana na adesdo da bactéria R. erythropolis a
superficie do mineral de apatita. Nestes ensaios foi utilizado 0,25 g de
amostra mineral, de faixa granulométrica entre 38 e 53 um, fracéo
intermediéaria resultante da analise granulométrica, e 4gua deionizada, em
solucbes de 3,5 mL, com diferentes concentracdes de concentrado
bacteriano (75, 100, 125 e 150 mg/L) e condicionadas durante 5 minutos
depois de se ajustar o pH (2, 3, 5, 7 e 9) com solucdes de 0,05 M de NaOH
e HCla25°C.

Apds o condicionamento, as solucdes preparadas foram deixadas
em repouso até que as particulas minerais fossem sedimentadas e logo
depois foram feitas as medi¢cdes de absorbancia de UV em cada amostra
no espectrofotbmetro Shimadatzu. Para determinar a quantidade de
concentrado bacteriano aderido na superficie da apatita, foi calculada a
diferenca entre as medidas de absorbancia do concentrado bacteriano e do
sobrenadante da solugcdo mineral-bactéria. A curva de calibracdo das
absorbancias para diferentes concentragfes de concentrado bacteriano é

mostrada no anexo B.

4.8.
Ensaios de Microflotagéo

Levando em consideracdo que este tépico do trabalho é o principal

a ser discutido, ja que dele seréo obtidos os resultados de flotabilidade da
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apatita com cada biorreagente, foi realizado um planejamento fatorial
completo, para que fosse possivel projetar o nimero minimo de ensaios a
serem realizados sem prejuizo da qualidade das informacgdes, ou seja,
obtendo resultados de boa confiabilidade. Cabe ressaltar que em um
planejamento fatorial, as réplicas ou repeticbes dos experimentos sédo de
fundamental importancia e servem para determinar o erro experimental na

resposta em estudo.

Dentre os métodos de planejamento experimentais disponiveis na
literatura, o planejamento fatorial € o mais indicado quando se deseja
estudar os efeitos de duas ou mais variaveis de influéncia, sendo que, em
cada tentativa ou réplica, todas as combina¢cdes possiveis dos niveis de
cada variavel sdo investigadas (CUNICO et al., 2008).

O planejamento fatorial foi feito com auxilio do software Minitab 18,
e foi considerada a realizac&o de duplicatas de para cada ensaio. Portanto
os dados obtidos através do software podem ser vistos na Tabela 2-1.

Tabela 4-1. Resumo do experimento fatorial

Experimento fatorial multinivel
(Resumo do experimento)

3
Fatores: (bio”pesgee”te? Réplicas 2
concentracao)
Ensalqs 20 Total_ dg 140
base: ensaios:

2 (BS e bactéria);
N° de niveis: 5 (pH =3,5,7,9,11});
7 (concentracdo (mg/L) = { 0,25,50,75,100,125,1

Dessa forma, deveriam ser realizados, no minimo, 140 ensaios de
microflotacdo, ao considerar a realizacdo de duplicatas. Estes ensaios
foram conduzidos em tubo de Hallimond modificado. Para tal foi necessario
montar uma linha experimental (Figura 9), composta por um rotametro para
medir a vazao de ar, um bolhémetro para calibrar o rotametro, um agitador

magneético para manter as particulas minerais em suspensao, uma bomba
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de vacuo-compressor para fornecer o ar necessério e o tubo de Hallimond

modificado.

Figura 9 - Sistema utilizado para realizagcdo da microflotacdo: 1.Agitador e
aquecedor; 2. Tubo de Hallimond; 3.Compressor; 4.Medidor de pH (pHmetro)

Antes de realizar os ensaios, o rotametro foi calibrado para garantir
uma vazao de ar de 15 mL.min. Foi utilizado 4gua deionizada e 1 g de
amostra mineral com granulometria entre (75 — 106) um. A apatita foi
condicionada por 2 minutos, tanto com o biorreagente como com o
concentrado bacteriano, a diferentes concentracdes (valores entre 25 e 150
mg/L) a um valor determinado de pH (valores entre 3 e 11). Os valores de
pH foram ajustados com aliquotas de solucdes diluidas de NaOH e HCl e,
apos o condicionamento, foi feita a flotacéo da apatita, com a bomba de ar
ligada, em um tubo de Hallimond com volume de 160 mL, durante 2

minutos. A flotabilidade corresponde a porcentagem de massa recuperada.

Foram analisadas as caracteristicas e propriedades, como
bioespumante e biocoletor, da bactéria e do biossurfactante e;

posteriormente, foi estudada a flotabilidade da apatita em funcdo do pH
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com diferentes concentracdes de bactéria e biossurfactante e em funcéo

da concentracdo destes em diferentes valores de pH.
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Resultados e discussoes

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos ao longo do
desenvolvimento deste trabalho, referentes a caracterizacdo dos
biorreagentes e do mineral, a producéo do biossurfactante, aos ensaios de
potencial zeta, de bioadesdo da bactéria, analises de infravermelho e,
finalmente, aos resultados do processo de microflotacdo, usando a cepa
Rhodococcus erythropolis e 0 seu biossurfactante. Concomitante, serao
realizadas as discussdes destes resultados baseando-se nhaqueles

reportados na literatura.

5.1.
Preparacéo e caracterizacdo da apatita

O mineral utilizado neste trabalho foi a apatita. Esta ja havia, sido
exposta a operacbes de britagem, moagem, homogeneizacéo,
guarteamento e classificacdo, separando a amostra em cinco fracdes
granulométricas, que foram usadas em diferentes tipos de ensaio neste
trabalho. Porém, foi percebido que a amostra possuia contaminantes
ferromagnéticos, provavelmente, provenientes do moinho de bolas em que

foi cominuida.

Foi entdo necessario retirar, com auxilio de um ima, estes
contaminantes da amostra, além de também ter sido necessario “des-
hidrofobizar” as fragbes granulométricas mais finas com varios banhos de
hidroxido de sédio em diferentes concentracdes por duas ou mais horas.
ApoOs cada banho realizado era feito um teste de microflotacéo para avaliar
a percentagem de apatita que continuava hidrofébica, até que, no minimo,
97% da apatita se tornassem hidrofilica. Estas fracbes de apatita se

encontravam hidrofébicas devido a adicdo de reagentes utilizados em


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612845/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612845/CA

67

experimentos anteriores realizados por outros pesquisadores.

Os componentes que constituiam a amostra mineral, assim como a
identificacéo do tipo de apatita utilizada nesta pesquisa foram determinados
por meio da fluorescéncia de raios X (FRX) e da difracédo de raios-X (DRX).

A Tabela 5-1 mostra os resultados obtidos na FRX.

Tabela 5-1. Analise quimica da amostra mineral (Fluorescéncia de raios-x)

Componentes (%)
P20s 28,34
CaO 64,02
SiO2 6,90

Cl 0,25
SOs 0,18
Fe20s3 0,11
ThO:2 0,07
SrO 0,05
MnO 0,05
Y203 0,02
Outros 0,01
Total 100%

A Figura 10 mostra o padrdo de DRX obtido com 0 nosso ajuste
(linha vermelha), confirmando que a fase analisada € a apatita pura. Da
mesma forma os valores de P20s e de CaO obtidos na FRX, além confirmar
tratar-se do mineral apatita, permitem afirmar, considerando a presenca de
cloro (Cl) e auséncia de fltor (F) e de hidréxido (OH), que, trata-se de uma
amostra de cloroapatita ou, também, ha possibilidade de que em alguma
fase da formacéo e cristalizacdo do mineral houve a substituigcdo do fluor
por cloro. Ao lado superior direito do DRX pode-se ver as informagdes sobre
a célula unitaria e o tamanho médio dos cristais da apatita. A relacao
CaO/P20s € de, aproximadamente, 2,26.
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Figura 10 - Analise qualitativa da amostra (DRX)
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5.2.
Producao de concentrado bacteriano e biossurfactante

No cultivo de microrganismos deve ser considerado o tempo de
adaptacdo das células assim como as diferentes etapas de crescimento
para obtencdo de uma maior producdo de biomassa (concentrado
bacteriano) e, consequentemente, de biossurfactante (BOTERO, TOREM
& MESQUITA, 2007). O estudo realizado por Oliveira (2015) demonstra que
a R. erythropolis, em meio de cultura de TSB, atinge a concentracao
méaxima em torno de 60 horas de crescimento, iniciando, em seguida, fase
estacionéaria. Este estudo também relata que no meio de cultura TSB, a
composicdo do concentrado bacteriano é maior em quantidade de
proteinas, o que foi essencial para a escolha deste meio de cultura, ja que
as bactérias que apresentam maior quantidade de proteinas na sua parede
celular contribuem com uma caracteristica mais hidrofébica, enquanto os
polissacarideos presentes na superficie da bactéria fornecem uma

caracteristica mais hidrofilica.

Apés a obtencdo da biomassa (Figura 11), esta foi centrifugada e
lavada duas vezes com agua deionizada para remover o caldo de cultivo e
seguir com as etapas posteriores para producao do biossurfactante (Figura
8 - Fluxograma de extracdo do biossurfactante, pag. 57). Um protocolo
semelhante foi usado por Mesquita et al. (2003); Puelles (2016) e Lang &
PHilp (1998) que relataram que os surfactantes produzidos por bactérias
do género Rhodococcus, em condi¢des de crescimento ilimitado, possuem,
predominantemente, trealolipidos associados as células, portanto supde-

se que biossurfante estava ligado a membrana celular da bactéria.
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N

Figura 11 — Amostras de biossurfactante (esquerda) e do concentrado bacteriano
(direita)

A bactéria foi incubada num agitador rotatério a 125 rpm por 4 dias
para producéo do concentrado bacteriano. Para determinacao do tempo de
incubacao da bactéria para producao do biossurfactante foram realizados
testes variando o tempo em 4, 5, 6 e 7 dias. O periodo de incubacédo de 4
dias, semelhante ao tempo de producéo da biomassa, foi o primeiro a ser
descartado, devido a obtencéo de biossurfactantes com baixo volume e
concentracdo, em média 570 ppm. Posteriormente, descartou-se a
possibilidade de incubacdo por 7 dias, tendo em vista que havia maior
guantidade de perdas, pois um numero consideravel de Erlenrmeyer,
contendo os cultivos, se encontravam na fase de lise celular em que ocorre
0 processo de destruicdo ou dissolucédo das células causada pela ruptura
da parede celular bacteriana (FOX, 2016). Dessa forma o cultivo ficava
aparentemente deteriorado, apresentando cor variando do marrom escuro

ao preto e odor bastante desagradavel, sendo necessario descarta-los.

Restando duas possibilidades, 5 e 6 dias, foi observado que para o
primeiro obtinha-se um biossurfactante com uma média de concentracao
menor, em torno de 1.540,56 mg/L, enquanto que, para um tempo de
incubacdo igual de 6 dias a concentracdo média do biossurfactante

produzido era em torno de 3.283,34 mg/L. Porém, com relacdo ao
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desempenho de flotabilidade foi observado que n&do houve grande
diferenca nos valores de recuperagdo mineral, a diferenca de flotabilidade
entre os dois nao ultrapassou 2%, dando margem a escolher entre ganho
de tempo e/ou de concentracdo, dependendo da demanda e

disponibilidade de tempo.

Apesar do biossurfactante, produzido apos seis dias de incubacéo
da bactéria, apresentar maior concentragdo, nem mesmo este superou 0s
altos valores de concentracdo dos concentrados bacterianos produzidos,
gue apresentaram concentracdo média em torno de 20.000 mg/L. Outro
detalhe importante € a grande quantidade de cultivo necesséria, entre 3 e
4,5 litros, para obtencdo de um pequeno volume de biossurfactante, entre
100 e 150 ml. Em média a cada litro de cultivo foram produzidos de 1500 a
3000 mg de biossurfactante, situacdo semelhante foi relatada por Puelles
(2016) e Fazaelipoor et al. (2010) que precisaram de grande quantidade de
cultivo para obtencdo de pouco biossurfactante. O produto final, o
biossurfactante, foi utilizado nos testes de flotagéo.

E vélido destacar que o biossurfactante pode ser composto de outras
substancias apolares, tais como fosfolipidos, acidos graxos, aminolipidos,
além dos trealolipidos, devido a baixa seletividade do etanol e a lise celular
como resultado da alta temperatura e pressdo que ocorrem na autoclave.
DESAI & BANAT (1997) também relataram baixas recuperacdes de
biossurfactantes extraidos de R. erythropolis usando solventes como

metanol, éter dietilico, pentano, acetona, cloroférmio e diclorometano.

5.3.
Andlises de espectrofotometria de infravermelho

5.3.1.
Andlises de espectrofotometria de infravermelho da bactéria
Rhodococcus erythropolis e do biossurfactante

Os compostos presentes na parede celular estdo associados com

0os grupos funcionais que interagem com as superficies minerais. A
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identificacdo das espécies que formam a parede celular bacteriana é
fundamental para entender o mecanismo de adesao a superficie mineral e
as propriedades anféteras inerentes as bactérias. De acordo com a
literatura (GARIP, GOZENB & SEVERCAN, 2009), o espectro de
infravermelho encontrado nos ensaios exibem o0s picos equivalentes a
nameros de onda caracteristicos dos compostos atribuidos aos grupos

funcionais encontrados na parede celular da bactéria.

A Figura 12 apresenta o espectrograma de infravermelho da parede
da bactéria R. erythropolis e os comprimentos de onda mais importantes.
Os resultados do espectrograma sdo comparados com as analises da
literatura. Assim segundo SCHMITT et al. (1998), SHARMA (2001), GARIP
et al. (2009) e YANG et al. (2013) verifica-se 0s seguintes nimeros de onda:
2924,59 cm™ e 2854,80 cm™ correspondentes a grupos de estiramento
assimétrico CHz; 1650,94 cm™ dos grupos de estiramento C=0 de aminas
primarias na proteina; 1542,61 cm™ atribuidos as vibragdes de dobramento
NH de amida Il na proteina; 1453,58 cm™ dos grupos de dobramento CH:
de lipideos; 1401,33 cm* correspondentes a grupos de vibragGes de
dobramento de CHs; 1235,74 cm™ dos grupos de estiramento assimétrico
POz, 1070,89,02 cm* atribuidos a grupos de estiramento simétrico PO? e
nimeros de onda de 696,73 cm™* que também podem ser atribuidos a
dobramentos C=0 e dobramentos COO- dos grupos carboxilicos.

Da mesma maneira, a Figura 13 apresenta o espectrograma de
infravermelho do biossurfactante com os comprimentos de onda mais
importantes. O comprimento de onda que apresentou maior intensidade,
entre 1620 cm™ e 1750 cm'?, é caracteristico de uma vibracdo de keynote
(C = 0O), que sao amidas, derivadas de acidos carboxilicos, também
denominadas carboxamidas, (IUPAC, 2017; SHARMA., 2001). A literatura
mostra que 0s comprimentos de onda de 1476,17 cm, 2927,62 cm™ e
2855,60 cm™ sdo correspondentes a grupos de estiramento assimétrico
CH2; os de 1311,37 cm™ e 1405,17 cm™ séo correspondentes a grupos de
vibracdes de dobramento de CHs; os de 1079,31 cm™ correspondem a
aminas alifaticas (C-N); 3092,07 e 3127,45 cm™ podem ser atribuidos as

vibracfes de dobramento NH de amida secundarias na proteina; e, por fim,


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612845/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612845/CA

73

os comprimentos de onda de 542,35 cm! sdo os mais dificeis de distinguir,
pois podem ocorrer em um grande ndmero de absor¢fes devido a uma
variedade de vibrac¢des do tipo C-X (X = CI, Br ou 1), podendo ser, por

exemplo, cloroalcanos, bromoalcanos ou iodoalcanos.

Figura 12 - Espectrograma de Infravermelho da bactéria Rhodococcus
erythropolis e principais bandas de absorbancia

Figura 13 - Espectrograma de Infravermelho do biossurfactante e principais
bandas de absorbancia

5.3.2.
Analises de espectrofotometria de infravermelho do mineral apatita
antes e depois da interagdo com os biorreagentes

A Figura 14 apresenta o espectrograma de infravermelho do mineral
apatita e os comprimentos de onda mais importantes. Os comprimentos de
onda de maior intensidade (1095,25cm; 1041,52 cm?, 602,68 cm;
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571,26 cmt) sdo os mais dificeis de distinguir, pois ocorrem em um grande
namero de absor¢des devido a uma variedade de vibragdes do tipo C-X (X
= CI, Br ou I), podendo ser, por exemplo, cloroalcanos, bromoalcanos ou
iodoalcanos, porém considerando a analise de fluorescéncia de raios-X da
apatita, pode-se deduzir que séo picos de vibracéo do tipo cloroalcano. Os
outros dois comprimentos de onda menores, 2921,91 cm™ e 1997,04 cm-,
sdo correspondentes a grupos de estiramento assimétrico CHz e C-C,

respectivamente.

De acordo com DEO & NATARAJAN (1997), devido as interacdes
micrébio-minerais, a quimica de superficie das células bacterianas e
também dos minerais que interagem podem ser significativamente
alteradas. Este fendbmeno ocorre na superficie da apatita que passa a exibir
modificacdes no espectro de absorbancia, apresentando, apds a interacéo,
picos caracteristicos da bactéria, dos grupos CHz, C-X e alcoois
secundarios aminas alifatico (Figura 15). O mesmo ocorre na interacdo da
apatita com o biossurfactante. A superficie da apatita passa apresentar
picos caracteristicos do biossurfactante, dos grupos CH2z, CHs e do grupo
de Keynote. Todos estes grupos estdo associados com 0S compostos
presentes na parede celular da bactéria Rhodococcus erythropolis e do
biossurfactante e estdo aderidos, interagindo com a superficie da apatita
(Figura 16), através da interacéo “ponto a ponto” no caso da bactéria ou da

interacdo entre as superficies como no caso do biossurfactante.
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Figura 14 - Espectrograma de Infravermelho do mineral apatita e principais

bandas de absorbancia

Ab

Figura 15 - Espectrograma de Infravermelho do mineral apatita antes (em
vermelho) e depois da interacdo com a bactéria (em azul) e principais bandas de

absorbancia. (em roxo: perfil da bactéria R. erythropolis).

A

Figura 16 - Espectrograma de Infravermelho do mineral apatita antes (em
vermelho) e depois da interagcdo com o biossurfactante (em roxo) e principais

bandas de absorbéancia. (em azul: perfil do biossurfactante).
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5.4.
Estudo de potencial Zeta das amostras

5.4.1.
Medidas de potencial zeta da bactéria Rhodococcus erythropolis

Com o intuito de avaliar possivel variacdo nas propriedades
eletrocinéticas da bactéria Rhodococcus erythropolis, foram realizadas
medidas de potencial ¢, feitas para suspenséo de bactérias inativas. O
cloreto de sédio (NaCl) foi escolhido como eletrdlito de suporte baseado em
estudo anterior (OLIVERA, 2015), em que foi demonstrado que o NaCl
apresenta maior estabilidade quando comparado com o KCI (cloreto de
potassio). Os valores do potencial zeta encontrados neste trabalho,
comprovam este fato, pois demonstraram relativa estabilidade das células
em suspensdo em um eletrélito de suporte NaCl, em concentracdes de 10
2M, 103 M e 104 M. Apos realizar as medidas de potencial zeta da bactéria
inativa (Figura 17) e notar que a concentracdo do eletrolito suporte ndo
interferia no comportamento das curvas, foi escolhida a menor
concentracdo de NaCl (10*M) para prosseguir com os ensaios de potencial

zeta.

A bactéria Rhodococcus erythropolis apresenta superficie celular
negativamente carregada, devido, principalmente, a sua composi¢ao, na
qual sdo encontrados diversos grupos funcionais negativos como
hidroxilas, carboxilas, fosfatos entre outros (MESQUITA, 2000) e esta carga
superficial pode ser observada através de medidas de potencial zeta.

A Figura 17, apresenta os resultados das curvas de potencial zeta
da bactéria Rhodococcus erythropolis inativa em fungéo do pH, como pode
ser observado, o PIE da bactéria fica em torno de pH igual 2,2. Valor
idéntico ao encontrado em trabalhos anteriores realizados com esta
bactéria (OLIVERA, 2015) e relativamente proximo dos valores
encontrados em outros trabalhos com bactérias do mesmo género, como
por exemplo, nos estudos de MERMA (2012) e PUELLES (2016) que
encontraram PIE em torno de 2,8 e 3,2 nos trabalhos de MESQUITA, LINS
& TOREM (2003), BOTERO, TOREM & MESQUITA (2008). A diferenca
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observada pode ser relacionada a varios fatores, entre eles sdo, as

condic¢des e tipo de cultivo.

Na faixa de pH acima do ponto isoelétrico as células sdo carregadas
negativamente. Tal carga superficial faz com que a superficie da bactéria
possa ter interacOes eletrostaticas com espécies catibnicas, dai a sua
iImportancia nos processos de flotagdo. Vale mencionar que essa faixa de
trabalho foi escolhida porque em valores extremos de pH o poder de
captacdo da bactéria é reduzido (PUELLES, 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

VAN DER WAL et al. (1997) demonstraram que para estes
microrganismos 0S grupos anidnicos dominam 0s grupos cationicos. Este
parece ser um fenbmeno geral e estd em concordancia com a observacao
de que a maioria das células bacterianas apresenta pontos isoelétricos em

valores de pH abaixo de 4,0; como observado neste trabalho.

Potencial zeta da bactéria inativa
15

10 L

»—

-10
-20 A

-25

Potencial zeta (mV)

-30
pH

== 104M Nacl == 103M NacCl 10-2M NaCl

Figura 17 - Potencial zeta da bactéria R. erythropolis em funcdo do pH em
diferentes concentrac6es do eletrélito suporte

De maneira geral, todas as células bacterianas sdo cercadas por

uma parede celular que podem ser compostas de peptidoglicano (lipo)
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polissacarideos, (lipo) proteinas, enzimas e acidos micélicos. A maioria
destas macromoléculas tem mostrado grupos funcionais como carboxila,
fosfato, sulfato ou grupos amino. Alguns destes grupos apresentaram
cargas anibnicas ou catidonicas, assim a parede bacteriana apresenta
propriedades anfotéricas (SILVA, 2011), ou seja, dependendo do pH a
densidade de cargas pode ser predominantemente positiva ou negativa.
Alguns estudos tém sido realizados com o propédsito de determinar a
concentracdo de grupos positivos e negativos na parede celular. Todos eles
apontam para uma predominancia de grupos aniénicos sobre os cationicos,
onde a afinidade quimica, tanto de prétons como de ions hidroxido, por
grupos bésicos e acidos fracos séo a forca motriz para formacao de carga
na parede celular bacteriana (MESQUITA, 2000; PUELLES, 2016;
OLIVEIRA et al., 2017; ZHENG, ARPS & SMITH, 2001; WILLS & NAPIER-
MUNN, 2006; VAN DER WAL et al., 1997; OLIVERA, 2015; FARAHAT,
HIRAJIMA & SASAKI, 2010; DIDYK-MUCHA et al., 2015).

5.4.2.
Medidas de potencial zeta da apatita antes e depois do contato com a
bactéria Rhodococcus erythropolis e com o biossurfactante

Com o motivo de avaliar a possivel variagdo nas propriedades
eletrocinéticas da apatita em presenca de células da bactéria Rhodococcus
erythropolis e do biossurfactante extraido desta, foram realizadas medidas

de potencial zeta do mineral apatita, antes e ap0s interacdo com estes.

Sabe-se que quando um mineral é submerso em agua este adquire
uma carga superficial negativa, devido aos fendmenos de hidratagédo e
dissolucéo que ocorrem na superficie mineral (MERMA, 2012). Esta carga
superficial negativa pode ser comprovada ao observar a Figura 18. Esta
figura apresenta os valores de potencial zeta da apatita, podendo ser
observado que, neste trabalho, ndo foi possivel encontrar o valor do PIE

das amostras de apatita.

Segundo a literatura (BARROS, FERREIRA & PERES, 2008; KOU,
TAO & XU, 2010; MERMA, 2012; MERMA, HACHA & TOREM, 2017) o PIE

da apatita pode variar dependendo de diversos fatores, entre eles, sua
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composicdo, origem do mineral e o método usado para determinar o
potencial zeta, além do tempo de acondicionamento da amostra em
solugéo. Por tal motivo existe uma ampla faixa de valores de pH (de 1,8 a
8) para o PIE deste mineral. Os ensaios foram realizados nessa pesquisa
em uma faixa de pH com valores de 2 a 11, assim pode-se dizer que o PIE
da apatita em questdo encontra-se abaixo de pH 2, estando entre
1,8<pH<2.

As figuras 18 e 19 apresentam os graficos com o perfil de potencial
zeta do mineral apatita antes e depois do contato com os biorreagentes,
em funcdo do pH. Como pode ser observado o PIE do mineral em contato
com biossurfactante fica em torno de pH 2,62 e o do mineral com a bactéria
fica em torno do pH 2,61, ou seja, pode-se afirmar que o valor de PIE foi
praticamente 0 mesmo quando o mineral esteve em contato com a bactéria

ou com o biossurfactante.

Na Figura 18 foi observada uma discreta mudanca no perfil do
potencial zeta da apatita préximo ao PIE da bactéria. No valor de pH
préximo ao PIE da bactéria (pH igual a 2,2) a curva da interacdo apatita-
bactéria apresenta valores semelhantes aos da curva da bactéria, o que
sugere que existe maior adesdo da bactéria nesta faixa de pH. Este
comportamento esta em concordancia com os resultados apresentados no

tépico 5.8.

Porém, com o incremento dos valores de pH observa-se que a curva
de interacdo da apatita com a bactéria tem comportamento mais proximo a
curva do potencial zeta do mineral. Este comportamento sugere que a
interacé&o da bactéria com a apatita ndo é eletrostatica, pois se assim fosse,
a bactéria com carater anidnico iria, por comportamento das cargas
opostas, se aderir a superficie mineral e tornaria a curva da interagdo mais
negativa. O que ocorreu foi exatamente contrario, a curva da interagéo ficou
mais positiva dando a entender que as particulas minerais e as células de

bactéria se repeliram.

Os valores de potencial zeta da amostra mineral depois da interacao

com a bactéria e da interacdo com o biossurfactante foram similares. Os
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valores de potencial zeta foram proximos em todos os valores de pH. Assim
CcoOmo ocorreu com a curva mineral-bactéria, a curva de interagdo com o
biossurfactante teve valores semelhantes a curva da bactéria no entorno

do ponto isoelétrico da bactéria.

Potencial Zeta das apatita amostras
(NaCl = [104])

20
10 nt

.
%iA%\\\;gg;ggl‘o
-10 \\\i\{/{}%
-20 \EJ

-30

Potencial Zeta (mV)

pH
—aA—apatita com bactéria  —s—bactéria  —=— apatita pura

Figura 18 - Potencial zeta do mineral apatita antes e depois da interacdo com a
bactéria R. erythropolis (eletrélito, NaCl :10* mol/L).
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Ensaios de potencial Zeta das amostras
(NaCl = [10-4])
20

-10

Potencial Zeta (mV)
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apatita com biossurfactante —a— apatita com bactéria —®— bactéria

Figura 19 - Potencial zeta do mineral apatita com as células da bactéria R.
erythropolis e com biossurfactante em comparagdo com o comportamento da
bactéria. (eletrélito, NaCl :10** mol/L)

5.5.
Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da interacéo apatita-
bactéria

A Figura 20 apresenta a micrografia obtida através de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) da apatita apés a interacdo com a R.
erythropolis. Segundo Bueno (2008), Merma (2012) e Mesquita et al.
(2003), a bactéria tem forma de bastdo na fase exponencial e esférica
(coco) na fase estacionaria. Sendo assim, pode-se afirmar que o resultado
de MEV esta em conformidade com a literatura, ja que a bactéria apresenta
formato de bastonetes e foi coletada apos 48 horas de incubacédo. Esta
mesma forma também pode ser observada em micrografias da mesma
bactéria ou de bactérias do mesmo género, apresentadas no trabalho de
outros autores (MERMA, 2012; MERMA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017;
YANG et al., 2013; YANG et al, 2013)

Pode-se observar a presenca de grande quantidade de células de
R. erythroplolis recobrindo a superficie mineral, reforcando o fendbmeno de

bioadesao, na qual o substrato biolégico adere na superficie da apatita,


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612845/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612845/CA

82

sendo capaz de se manter na superficie por um longo periodo de tempo
atraves de forcas interfaciais, em conformidade com os resultados obtidos
nos ensaios de bioadesao e flotacdo realizados neste trabalho, j& que o
condicionamento foi realizado em pH menor que 7, faixa de pH em que ha
maior formacdo de espuma e adesdo da bactéria a superficie mineral.
Merma et al, (2013) realizaram estudos com bactérias do mesmo género e
relataram maior adesdo bacteriana em pH menor que 7 na superficie da
apatita no sistema apatita-quartzo. Nota-se também a micropreciptacao
bacteriana formada ao lado direito no canto inferior da imagem,
provavelmente ocasionada devido a alta concentracdo de biomassa em
que foi condicionado o mineral. E importante destacar que o fenémeno de
bioadesao ira ocorrer entre as células bacterianas e as particulas minerais
engquanto que a micropreciptacdo ocorre devido a alta concentracao das
células bacterianas que se aglutinam, “pesando” e se depositando no fundo

da solugéo.

2017:07/25 H D47 x5.0k 20pm
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Figura 20- Imagem de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da interacéo
da apatita com células da bactéria R. erythropolis
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5.6.
Comportamento da bactéria R. erythropolis como bioespumante

O pH da suspensédo afeta o desempenho da flotacdo mineral, ele
pode afetar tanto as propriedades da superficie do mineral quanto da
superficie da parede celular da bactéria (MERMA, 2012), dessa forma,
foram realizados ensaios de microflotacdo em funcdo do pH, usando uma
concentracdo celular de 125 mg/L, para analisar o comportamento da

bactéria como espumante com a variagdo do pH do meio.

Os valores de pH foram ajustados adicionando aliquotas de HCl e
NaOH e o tempo de aeracéao foi de 30 segundos, mostrando a velocidade
com que a bactéria forma espuma. Este teste foi feito apenas com a
bactéria porque foi observado que esta tem poder espumante muito maior
do que o biossurfactante, que tem maior poder coletor, semelhante aos

resultados encontrados por Puelles (2016).

A Figura 21 mostra a formacéo da espuma em diferentes valores de
pH, evidenciando comportamento semelhante aos dos trabalhos
desenvolvidos por Merma (2012), Oliveira (2015) e Puelles (2016) com
bactérias do mesmo género. Ou seja, nota-se que em meio acido (valores
de pH iguais a 3 e 5) ha maior formacao de espuma, faixa de pH em que
também houve maior flotabilidade da apatita. Os ensaios de tensao
superficial realizados por Oliveira (2015) para o concentrado bacteriano da
R. erythropolis mostram que os menores valores de tenséo superficial
correspondem a faixa de pH com maior densidade de espuma formada,
apresentando valores de, aproximadamente, 66 mN/m para valores de
pH menor que 7. Enquanto que na faixa de pH maior que 7, foram
observados valores de, aproximadamente, 69 mN/m. Dessa forma, pode-
se dizer que em valores de pH menor que 7 had maior adsor¢cdo do
bioreagente na interface liquido/ar e portanto uma maior formacédo de

espuma.

E possivel observar que na Figura 21.a), em pH igual a 3, houve
maior formacdo de espuma composta por bolhas menores, apés os 30

segundos de aeracdo. Em pH igual a 5 (Figura 21.b) ainda ha uma
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consideravel quantidade de espuma, porém formada por bolhas maiores.
A medida que os valores de pH aumentam a quantidade de espuma diminui

e o tamanho das bolhas aumentam gradativamente.

Em valores de pH iguais a 9 e 11, meio alcalino, quase ndo ha
formacao de espuma, pois as bolhas crescem muito mais rapido do que em
pH &cido, a ponto de coalescerem e estourarem imediatamente ao
atingirem a superficie. Na Figura 21.d) € registrado o momento em que a
bolha se rompe, em pH 9, no instante em que chega a superficie. Aléem da
velocidade com que ela coalesce ser grande, o que a torna instavel e
diminui a quantidade de bolhas formadas, outro detalhe importante é a
espessura do filme formado na interface agua-ar; percebe-se que quanto
maior o pH, menor a espessura do filme liquido que forma a bolha e menor
é a durabilidade desta, pois a agua € drenada e o filme se rompe (DALTIN,
2011).

Considerando que um bom espumante, dentre diversas
caracteristicas, precisa, além de produzir uma espuma estavel, ser capaz
de reduzir a tensao superficial, proporcionando maior tempo de vida a bolha
(BUENO, 2008; BAPTISTA, 2007; DALTIN, 2011; DIDYK-MUCHA et al.,
2015; SHAW, 1992; FUERSTENAU & CHANDER, 1986) e que a bactéria
Rhodococcus erythropolis consegue reduzir a tensdo superficial na
interface 4gua-ar e produzir, rapidamente, espuma de boa espessura e
estabilidade (BUENO, 2008; KHOSHDAST & SAM, 2011; MERMA, 2012;
OLIVEIRA, 2015), pode-se afirmar que, em pH menor que 7, a bactéria
pode ser utilizada como um potencial bioespumante na flotagéo de apatita.
Porém em valores altos de pH (pH igual a 11) a bactéria praticamente néo
forma espuma (Figura 21.e).
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Figura 21 - Espuma gerada pela bactéria Rhodococcus erythropolis em
diferentes valores de pH. a) pH 3, b) pH 5, c) pH 7, d) pH 9, €) pH 11;
Concentracado bacteriana: 125 mg/L.

5.7.
Microflotacdo da apatita usando a bactéria e o biossurfactante como
biorreagente

Foram realizados ensaios de flotabilidade da apatita, utilizando tubo
de Hallimond, na faixa de pH entre 3 e 11, com tamanho de particulas
minerais entre 75 e 106 pum, tamanho comum no processo de flotacdo
mineral, numa solucdo de NaCl com concentragdo de 103 mol/L, usando
diferentes concentracdes de biomassa e de biossurfactante (0; 25; 50; 75;
100; 125 e 150 mg/L) e tempo de condicionamento e de flotacdo de 2

minutos.

Em todos os ensaios, 0 biossurfactante apresentou melhor
desempenho, alcancando melhores resultados de flotabilidade quando
comparado com o uso do concentrado bacteriano, o qual formou mais
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espuma, indicando possivel aplicacdo como bioespumante e, no caso do
biossurfactante como biocoletor de apatita. Em todos os casos, tanto para
a bactéria quanto para o biossurfactante, observou-se um incremento da
flotabilidade em valores de pH acido, na faixa entre 3 e 5, a mesma faixa
de pH na qual a bactéria consegue formar espuma, no entanto, a maior
flotabilidade (aproximadamente, 80 %) apresentou-se em pH igual a 5 com
a utilizacédo do biossurfactante numa concentracao de 125 mg/L. Percebe-
se gque quando ha formacdo de espuma ha também aumento na
capacidade coletora dos biorreagentes, ou seja, na faixa de pH em que ha
formacdo de espuma (pH menor do que 7) os biorregentes conseguem
capturar e transpostar particulas minerais com mais eficiéncia, devido,
provavelmente, a menor resisténcia oferecida pelo meio gracas a menor
tensdo superficial, como discutindo no tépico anterior, enquanto que em
faixas de pH alcalino a flotabilidade decresce e em pH neutro a flotabilidade
da apatita nao foi relevante.

Este mesmo decaimento na flotabilidade em valores de pH alcalino
foi observado por Yang et al. (2007) na flotagdo de hematita usando a
bactéria M. plhei, por Merma (2012) na flotacdo de apatita com a bactéria
Rhodococcus opacus, por Oliveira (2015; 2017), na flotacdo de hematita
também com a Rhodococcus erythropolis e por Merma et al. (2017), na
flotacdo de quartzo e de apatita com a Rhodococcus opacus. Os autores
afirmaram que, na faixa acida de pH, a bactéria tem uma carga superficial
nula e dessa forma incrementa a sua hidrofobicidade, o que favorece a
coagulacao entre o mineral e as células da bactéria, melhorando assim a
flotacdo. Entretanto, na faixa alcalina de pH as superficies do mineral e da
bactéria sdo negativas, causando assim uma repulséo eletrostatica entre

elas durante a flotagéo.

Os resultados da bioflotacdo de apatita em funcdo das
concentracfes da bactéria Rhodococcus erythropolis e do biossurfactante
em diferente valores de pH podem ser vistos na Figura 22 e na Figura 23.
Estes resultados de recuperacdo mineral com o biossurfactante foram,
relativamente, préximos aos valores de flotabilidade atingidos em outros
estudos de bioflotacdo (MESQUITA, 2000; MESQUITA, LINS & TOREM,
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2003; MERMA, 2012; OLIVERA, 2015; DIDYK-MUCHA et al., 2015;
PUELLES, 2016; MERMA, HACHA & TOREM, 2017; OLIVEIRA et al.,
2017). Estes resultados também se assemelham ou sdo, inclusive,
superiores aos valores de recuperacdo de apatita utilizando surfactantes
vegetais e/ou sintéticos na industria mineral, que tem como especificacao
a obtencdo de um concentrado apatitico com teor entre 30 e 40% (PAIVA,
MONTE & GASPAR, 2011; ROSARIO, 2015).

Flotabilidade da apatita em funcéo da
concentracdo da bactéria
40
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Flotabilidade (%)
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concentragdo da biomassa (mg/L)
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Figura 22. Flotabilidade da apatita em funcdo da concentracdo da biomassa

Flotabilidade da apatita em funcéo da
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Figura 23 - Flotabilidade da apatita em fungédo da concentragdo do
biossurfactante.
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Na Figura 23 € possivel observar que com o incremento da
concentracdo do biossurfactante ha também um incremento na
flotabilidade. A percentagem de recuperacdo mineral aumenta, em sua
maioria, até atingir flotabilidade maxima, aproximadamente 80%, em
concentracdo igual a 125 mg/L. A bactéria se comportou de maneira
semelhante, atingindo flotabilidade maxima, 26,5%, também em
concentragdo igual a 125 mg/L, porém nota-se que o perfil de flotabilidade
da bactéria tem maior destaque quando apresentado em funcao do pH (o
valor da recuperacdo mineral cresce em pH menor que 7, diminui em pH
igual a 7 e tem um incremento adicional em pH maior que 7) do que em
funcdo da concentracdo, em que se torna mais dificil identificar um
comportamento uniforme, pois, de maneira geral, a percentagem de
flotabilidade permanece, praticamente, constante, com excecdo do pH
igual a 5 e 7. Enquanto que para o perfil de flotabilidade do biossurfactante
0 comportamento € mais uniforme e facil de identificar, tanto em fungéo do
pH (cresce em pH menor que 7, diminui em pH igual a 7 e tem um
incremento adicional em pH maior que 7) quanto em funcdo da
concentragédo, em que, de maneira geral, o valor da flotabilidade aumenta

com o incremento da concentragéo.

Apés atingir a concentracdo em que ha maxima recuperacao da
apatita, os resultados de flotabilidade tendem a diminuir com o incremento
da concentracdo. Este comportamento esta de acordo com os estudos de
YANG, ZHANG & JIANG (2007), BOTERO, TOREM & MESQUITA (2007)
e BOTERO, TOREM & MESQUITA (2008) que afirmam que a flotabilidade
sofre uma queda acima do valor limite de concentragéo, devido ao tamanho
dos flocos formados entre o mineral e as células da bactéria, ja que com
maiores concentracdes de bactéria os flocos formados podem ficar muito

grandes, e dessa forma ndo conseguirem ser carregados até a superficie.

Com relacéo a Figura 24 e Figura 25, observa-se que para todos os
casos 0 maximo de flotabilidade é obtido em concentracdo igual a
125 mg/L. Na curva fica evidente a abrupta queda na percentagem de
recuperacéo mineral em pH igual 7, devido a baixa concentrag&o de contra-

ions na solucéo, dificultando as interacées quimicas entre 0s minerais e
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reagentes no meio. Posteriormente, em pH maior que 7, a percentagem de
recuperagdo mineral sofre um incremento que, porém, ndo supera 0S

resultados obtidos em pH menor que 7.

Flotabilidade da apatita com biossurfactante em

100 funcéo do pH
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Figura 24 - Flotabilidade da apatita com biossurfactante em funcéo do pH

Flotabilidade da apatita com bactéria em funcéo
do pH
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Figura 25 - Flotabilidade da apatita com bactéria em funcéo do pH

Sabe-se que a variavel mais importante no processo de flotacdo é o
pH da suspenséo, pois dependendo do pH a superficie do mineral e da
bactéria sdo ativadas, atraves de diversas reacdes de dissolucéo, hidrolise
entre outras (MERMA, 2012; OLIVEIRA, 2015).
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Na Figura 24 e Figura 25 € possivel observar os resultados da
flotabilidade da apatita em funcéo do pH, usando diferentes concentragbes
do biossurfactante e da bactéria, respectivamente. Primeiramente, nota-se
que a recuperacao da apatita usando o biossurfactante como coletor foi
muito maior do que com a bactéria, em todos os valores de pH, devido ao
tipo de contato do biossurfactante com o mineral em que este recobre toda
a superficie da apatita e ndo so faz contato “ponto a ponto” como a bactéria,
dessa forma os resultados de recuperacdo com o biossurfactante atinge
resultados até trés vezes superiores do que os da flotagcdo com a bactéria.
Resultado semelhante a pesquisa desenvolvida por Puelles (2016) que ao
estudar a bioflotacdo do mineral hematita com a bactéria R. opacus obteve

maior recuperacao mineral com o biossurfactante do que com a bactéria.

Outra observacdo importante é que os dois biorreagentes tém um
comportamento semelhante, em que, independente do valor da
concentragdo, ha um incremento na flotabilidade até pH igual a 5, ponto em
que atinge flotabilidade maxima, e com o aumento do pH a recuperacgéo de
apatita diminui consideravelmente até pH igual a 7, ponto de minima
flotabilidade, para depois tornar a aumentar em meio alcalino (pH igual a 9
e pH igual a 11), porém sem superar, em sua maioria, 0s resultados de

flotabilidade alcangados em pHigual a 5.

O valor de pH em que houve maxima flotabilidade, neste estudo, se
assemelha aos resultados obtidos por YANG et al. (2007), em que ha
flotacdo de hematita usando a bactéria Mycobacterium plhei, encontraram
como faixa ideal de pH para flotacdo do mineral valores de pH entre 5 e 7;
por MERMA (2012), MERMA et al. (2013) e MERMA, HACHA & TOREM
(2017), que estudaram o sistema apatita-quartzo utilizando a bactéria R.
opacus, e por LOPEZ et al. (2015), ao estudar o mineral apatita com a
bactéria Rhodococcus ruber, estes autores também encontraram valor

maximo de flotabilidade da apatita em pH igual a 5.

O fato de a bactéria ter carga superficial nula na faixa de pH menor
que 7, incrementando a sua hidrofobicidade, favorece a coagulacao entre

o mineral e as ceélulas da bactéria, melhorando assim a recuperacéo
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mineral na flotacdo. Entretanto, na faixa alcalina de pH as superficies do
mineral e da bactéria sdo negativas, causando assim uma repulsdo
eletrostatica entre elas durante a flotacdo (OLIVEIRA, 2015; OLIVEIRA et
al., 2017; YANG et al., 2013; YANG et al., 2013).

A superficie de resposta do processo de bioflotacdo de apatita com
a bactéria e o grafico de contornos do processo, com as diferentes zonas
da flotacdo séo apresentados na Figura 26. Estes graficos foram gerados
no MATLAB R2012b no programa criado por Puelles (2016) membro do

grupo de tecnologia mineral-PUC-Rio.

O efeito da concentracéo do biorreagente e do pH foram analisados
com base nos critérios de p-valor. O p-valor pode ser interpretado como a
probabilidade de que a variabilidade da resposta resulte da aleatoriedade
inerente ao processo (WALPOLE et al., 2012). Portanto, trabalhando com
uma confianca de 95%, se o p-valor for superior a 0,05, a variavel
independente ndo afetard significativamente a resposta. Seguindo este
critério, € possivel avaliar, ndo apenas qualitativamente, mas

guantitativamente o efeito das variaveis independentes sobre a resposta.

Superficie de resposta 3D da flotabilidade da

apatita com biomassa Gréfico de contorno 2D da flotabilidade da

apatita com biomassa
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Figura 26 - a) Superficie de resposta 3D da flotabilidade de apatita em fung¢éo do
pH e concentracdo da bactéria. b) Gréafico de contorno 3D da flotabilidade da
apatita

A Tabela 5-2 mostra os coeficientes estimados do modelo

estatistico, onde x1 € o pH e x2 é a concentragdo bacteriana, com seu

Flotabilidade (%)
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respectivo valor de p. A matriz com os dados experimentais necessarios
para gerar este modelo encontra-se no apéndice B — Dados experimentais
de flotagcdo. Apenas os coeficientes com valores de p menores do que 0,05
foram considerados para composicdo do modelo. Valores de p maiores do
gue 0,05 nado afetam significativamente a recuperacao de apatita e foram
descartados do modelo. O modelo ajustado foi uma fung&o polinomial de
43 e 32 ordem para o pH e concentragdo da biomassa, respectivamente;
com coeficiente de correlacdo (R?) de 86,74%. A Equacgdo 1 mostra o

modelo empirico:

R = p1uaX.X2 + p21Xa2.X2 + paixXs3 X2 + parxa®. Xz + P2sxi?.x23 (1)

Sendo:

~ -2
iYiz=Y
R? = 22, o)
2i(Yi=Y)

Tabela 5-2 - Coeficientes da regressao polinomial da flotacdo da apatita
com a bactéria

Coeficientes Estimacgéo valor-p
X1. X2 1.1582 0.046309
X12* X2 -0.31854 0.014565
X13* X2 0.032313 0.010012
X1%. X2 -0.0010793 0.01327

X12. X23. 1.4527e-06 0.049314

A superficie de resposta do processo de bioflotacdo de apatita com
o biossurfactante e o grafico de contornos do processo, com as diferentes

zonas da flotacdo sdo apresentados na Figura 27.

Superficie de resposta 3D da flotabilidade da
apatita com biossurfactante
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Superficie de resposta 3D da flotabilidade da apatita com biossurfactante

apatita com biossurfactante

Grafico de contorno 2D da flotabilidade da

100 I
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Concentragdo (mg/L)

pH 3 4

Figura 27 - a) Superficie de resposta 3D da flotabilidade de apatita em funcéo do
pH e concentracdo do biossurfactante. b) Grafico de contorno 3D da flotabilidade
da apatita

O modelo ajustado foi uma funcao polinomial de 42 ordem para o pH
e ordem O para a concentracdo do biossurfactante; ou seja apenas o valor
do pH afeta significamente este modelo. O coeficiente de correlacdo (R?) é

90,41% e a Equacédo 3 mostra o modelo empirico:

R = p1oX1 + P20X12 + P3oX13 + paox1? €))

Tabela 5-3 Coeficientes da regressao polinomial da flotacdo da apatita
com biossurfactante

Coeficientes Estimagéo valor-p
X1 523.02 1.9769e-07
X12 -127.85 1.2779e-07
X3 12.891 1.0556e-07
X1t -0.45801 1.0637e-07

Dos modelos estatisticos elaborados foi encontrado como ponto
otimo de flotacdo o valor de pH de, aproximadamente, 4 e concentracao
de, aproximadamente, 140 mg/L de biorreagente. Sendo assim, com o
novo lote de biorreagentes, foram realizados novos testes de flotacao para

validacdo do modelo, j& que experimentalmente foi encontrado como ponto

Elntahilidadea (04
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de maior recuperacao mineral o valor de pH igual a 5 e concentracédo de

125 mg/L de biorreagente, valores proximos aos encontrados no modelo.

A Figura 28 e Figura 29 permitem observar que, tanto para o
concentrado bacteriano quanto para o0 biossurfactante, a curva de
flotabilidade em pH igual a 4 apresenta valores superiores aos da curva de
pH igual a 5. O mesmo acontece ao comparar as concentracdes dos
biorreagentes, a concentragdo encontrada como valor 6timo pelo modelo,
140 mg/L apresentou resultados de flotabilidade superiores aos de
concentracdo de 125 mg/L. Estas analises serviram para validar o modelo
empirico criado, comprovando que os resultados de flotabilidade foram

superiores no ponto 6timo de pH e concentracdo encontrados.

Flotabilidade da apatita em funcao da
concentracdo da bactéria
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Figura 28 - Flotabilidade da apatita em fun¢é@o da concentracéo da bactéria
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Flotabilidade da apatita em funcao da
concentragdo do biossurfactante
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Figura 29 - Flotabilidade da apatita em fung¢éo da concentracéo do
biossurfactante

5.8.
Ensaios de bioadesédo da bactéria

Os experimentos de adesé&o bacteriana foram realizados com intuito
de observar a afinidade que o microrganismo estabelece com as
superficies minerais. De acordo com Sharma & Rao (2002), a afinidade
pode ser apresentada pela interacdo entre os grupos funcionais da parede
celular da bactéria e a superficie mineral. Para realizacdo destes ensaios
foram levadas em consideracao as condicdes Gtimas de concentracao da
bactéria em que foi possivel obter, neste estudo, a maior flotabilidade da
apatita. Portanto os valores de concentracdo analisados sédo valores

proximos a 125 mg/L.

Como ja afirmado anteriormente, sabe-se que na faixa acida de pH,
a bactéria tem uma carga superficial nula, o que incrementa a sua
hidrofobicidade, favorecendo a coagulagéo entre o mineral e as células da
bactéria, melhorando assim a flotacdo e que na faixa alcalina de pH as
superficies do mineral e da bactéria sdo negativas, causando assim uma

repulséo eletrostatica entre elas durante a flotacdo (YANG et al., 2007,
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MERMA, 2012; OLIVEIRA, 2015 e MERMA et al., 2017). Logo, espera-se

que havera maior adeséo da bactéria ao mineral em pH < 7.

A realizacdo deste ensaio teve como objetivo comprovar esta teoria.
Foi feita a investigacdo da capacidade de bioadesdo da Rhodococcus
erythropolis em funcdo do pH sobre a superficie do mineral apatita, além
de descobrir o comportamento da bactéria nas condi¢cdes oOtimas de
flotagdo encontradas neste estudo (meio acido e concentracdo de
biorreagente no entorno de 125 mg/L). As varidveis como o tempo de
condicionamento (t = 2 min), velocidade de agitacéo e temperatura (28 °C)
foram as mesmas utilizadas na flotagédo. Os testes foram expressos em mg

de bacteria.g™ de apatita, como no trabalho de Mesquita (2000).

Na Figura 30, podemos ver os resultados da adsorcdo da bactéria
sobre a superficie da apatita em funcdo do pH. Como ja mencionado, foi
utilizado o tempo de condicionamento de 2 min. Para todos os casos, a
maior adesao foi ao redor do pH igual a 2, muito proximo ao ponto
isoelétrico da bactéria (2,2). A quantidade maxima de bactéria aderida na
superficie da apatita foi de, aproximadamente, 8.1 mg.g* para uma solucéo
de 150 mg/L. Este valor é equivalente ao valor encontrado no trabalho feito
por Oliveira (2015) onde para o sistema hematita-R. erythropolis na
concentracdo de 200 mg/L, a quantidade maxima de biomassa aderida na
amostra mineral de hematita foi de 8.7 mg.g*. A curva de calibragcéo deste
ensaio encontra-se no apéndice A. Este resultado esta em concordancia
com as literaturas citadas (MESQUITA, 2000; SHARMA & RAO, 2002;
YANG, ZHANG & JIANG, 2007; OLIVEIRA, 2015; MERMA, 2012; MERMA,
HACHA & TOREM, 2017), ja que, de fato, houve maior bioadesao em valor
de pH menor que 7 e que com o aumento do valor do pH a quantidade de

bactéria aderida a superficie mineral decai.
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Figura 30 - Influéncia do pH na adsor¢éo da bactéria Rhodococcus erythropolis
sobre a superficie da apatita

No valor de pH 2, em que houve maior bioadesdo das células
bacterianas as particulas minerais, foram realizados novos testes de
flotacdo. Porém os resultados encontrados ndo foram superiores aos
resultados de flotabilidade em pH 4 e pH 5 (Figura 31), provavelmente,
devido a caracteristica semi-sollvel da apatita, ou seja, quanto menor o pH
mais sollvel se torna a apatita, a ponto de se dissolver em meio muito acido
(pH < 2) de modo que os ions PO3~ da apatita reagem com ions H*:da agua
acidificando ainda mais o meio, além do fato de que ao se dissolver a
apatita torna-se mais hidrofilica, tendo ainda mais preferéncia pelo meio
aguoso do que pelas bolhas de ar formadas. Dessa forma, apesar do
concentrado bacteriano apresentar maior bioadesédo em pH 2, para melhor
resultado de flotabilidade as caracteristicas minerais também devem ser
levadas em consideracdo (FERNANDES, LUZ & CASTILHOS, 2010;
WANG, SOTILLO & LILLEY, 2008; PAIVA et al., 2011) .
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Flotabilidade da apatita em funcao da
concentracdo da bactéria
40

20

Flotabilidade (%)

0 25 50 75 100 125 140 150
concentracdo da biomassa (mg/L)
=ape pH=2 pH=4 e—@=——pH=5

Figura 31 - Flotabilidade da apatita em fungc&o da concentragéo da

bactéria (teste de flotacdo em pH igual a 2)

5.9.
Influéncia do tempo na flotagéo

Estudos destacaram um incremento na flotabilidade ao aumentar o
tempo de flotagéo e/ou condicionamento (MERMA, 2012; OLIVERA, 2015;
YANG et al., 2013). Surgiram novas indagacfes quanto a possibilidade de
obter maiores valores de recuperacdo mineral ao aumentar o tempo de
condicionamento e de flotacdo. Sendo assim foram feitos novos ensaios de
microflotagdo nas mesmas condicbes dos ensaios anteriores variando
apenas o tempo de condicionamento e de flotacdo, sendo o tempo de
condicionamento igual a 5 minutos e o tempo de flotagdo “infinito” até a
recuperacgdo de apatita atingisse um valor maximo, se tornasse constante

ou comecasse a declinar.

Em todos os casos o biossurfactante apresentou, novamente,
desempenho melhor quando comparado a bactéria. Com relacdo as
condicbes Otimas para bioflotacdo da apatita, nestes novos testes 0s

valores de pH e concentracdo para obtencdo do maximo de flotacédo
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permaneceram os mesmo, pH 4 e concentracdo de 140 mg/L, porém tanto
0 biossurfactante quanto a bactéria apresentaram melhores resultados de
recuperacdo. A diferenca no tempo de flotagdo apresentou ganhos nos
resultados de flotabilidade. Ao aumentar o tempo para 5 minutos houve um
incremento na recuperacdo da apatita em todas os valores de pH e
concentracdo, chegando a atingir incrementos de mais de 140% na
flotabilidade. Nas condi¢fes 6timas de pH e concentracao o incremento foi
de 16% de recuperacdo da apatita, atingindo um valor de 97% de

concentracao.

A Figura 32 e a Figura 33 apresentam os resultados de flotabilidade,
em fungdo da concentracdo, obtidos nestes novos ensaios com 5 minutos
de flotacdo, para a bactéria e para o biossurfactante, respectivamente. O
maximo de recuperacdo mineral alcancado foi de 97,22% de apatita com o
tempo de 7 minutos de flotagdo, contra 97,10% de recuperagdo com 5
minutos de flotacdo, ambos em pH 4 e concentracéo de biossurfactante de
140 mg/L. Em tempos maiores de flotagcdo ndo houveram ganhos de
flotabilidade, de forma que a recuperacdo de apatita permaneceu
constante, ndo ultrapassando os 97,22% atingidos. Para a biomassa o
mesmo comportamento se repetiu, o valor maximo de recuperacéo foi de
70% de apatita com 7 minutos de flotagdo contra 69% de flotabilidade com
5 minutos de flotacdo, sendo que ao aumentar o tempo de flotacdo nao foi

possivel atingir maiores resultados de recuperacdo mineral (Figura 34).
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Flotabilidade com bactéria em func¢éo do pH
TESTE (5 min)
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Figura 32 - Flotabilidade da apatita com bactéria em funcdo da concentragcédo
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Figura 33 - Flotabilidade da apatita com biossurfactante em funcao da

concentracao
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Figura 34 - Comparativo global de flotabilidade

De maneira geral, o comportamento da flotabilidade em funcéo do

pH permaneceu semelhante aos ensaios com menor tempo de flotagéo, ou
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seja, em pH menor que 7 h& maior recuperacdo da apatita. Porém, com
maior tempo de flotagdo, em pH menor que 7 os resultados de flotabilidade
foram superiores e, de forma semelhante, com o incremento dos valores

de pH a recuperacao mineral diminuiu (Figura 34).

Ao comparar os testes em fungdo da concentragdo, torna-se mais
evidente o comportamento do perfil de flotabilidade, em que, de maneira
geral, a recuperacdo da apatita aumenta com o0 incremento da
concentragdo até atingir um valor maximo de recuperagéo, em 140 mg/L,
para depois sofrer uma pequena queda em concentracao maior, 150 mg/L,
pois, como ja discutido, apos atingir a concentracdo em que ha maxima
recuperacao da apatita, a flotabilidade sofre uma queda acima do valor limite
de concentracao, devido ao tamanho dos flocos formados entre o mineral e as
células da bactéria, ja que com maiores concentracdes de bactéria os flocos
formados podem ficar muito grandes, e dessa forma ndo conseguirem ser

carregados até a superficie.

Para ambos biorreagentes, nota-se mais facilmente que em valores
de pH menor que 7 os resultados de recuperacdo mineral sdo muito
maiores do que nas outras faixas de pH (0 mesmo ocorreu com outros
autores: YANG et al. (2013), MERMA et al. (2013), BOTERO, TOREM &
MESQUITA (2007), FARAHAT, HIRAJIMA & SASAKI (2010), OLIVEIRA et
al. (2017) e em pH 7 os resultados de recuperacdo com tempo maior de
flotacdo se destacam devido a discrepancia entre os resultados dos testes
com tempos diferentes, em que nos testes de flotagdo com maior tempo a
recuperacdo chega a ser quase duas vezes maior do que os resultados
obtidos com menor tempo de flotacdo para o biossurfactante e até sete

vezes maior para a bactéria.

Para o biossurfactante, ndo houveram ganhos significativos com os
ensaios com tempo maior do que 5 minutos, pois percebe-se, através do
grafico de barras, que os valores foram muito semelhantes. No entanto,
para a bactéria os ganhos na recuperacdo da apatita foram maiores nos
testes com tempos maiores. E importante reforcar que, para a bactéria, em

todos os casos de concentracdo e pH, os resultados de flotabilidade obtidos
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nestes ultimos testes tiveram mais destaque, principalmente, devido ao fato
da recuperacdo mineral ter sido, praticamente, insignificante nos testes
com menor tempo de duracdo. O que chama atencdo para o tempo de
adesao bacteriana a superficie da apatita, ou seja, a bactéria precisa de
mais tempo de interacdo para conseguir recobrir a sua superficie mineral,
como € demonstrado por outros autores KUMAR, RAMARAO & SHARMA,
(2013), FARAHATA et al. (2009), FARAHAT, HIRAJIMA & SASAKI (2010),
e BOTERO, TOREM & MESQUITA (2007), enquanto que o biossurfactante,

por ser soluvel, entra mais facilmente em contato com a superficie mineral.

O fato de ter alcancado maiores resultados de recuperacdo com
maior tempo de flotacdo estd em conformidade com estudos realizados por
outros autores SZYMANSKA & SADOWSKI (2010), FAZAELIPOOR,
KHOSHDAST & RANJBAR (2010), KUYUMCU et al. (2009), MERMA et al.
(2013), FARAHATA et al. (2009) e ABDEL-KHALEK et al. (2017) que
demonstraram que quanto maior o tempo de flotacdo maior serd a
percentagem de recuperacdo obtida, até que seja atingido um maximo de
flotabilidade, a partir do qual, mesmo aumentando o tempo, a recuperacao

se mantém constante ou reduz.

Neste trabalho, o valor de méxima flotabilidade com a bactéria R.
erythropolis foi alcancado com sete minutos de flotacdo, sendo de,
aproximadamente, 70% (contra 28,7% e 69% de flotabilidade com tempo
de dois e cinco minutos, respectivamente) em pH 4 e concentracdo de
140 mg/L. Merma (2012), em condicbes semelhantes de concentracdo
(150 mg/L) e valor de pH 5, obteve, aproximadamente, 65% de
recuperacédo de apatita com dois minutos de flotacdo e, aproximadamente,
90% de recuperacao de apatita com sete minutos de flotacdo, utilizando
uma bactéria do mesmo género, a R. opacus. Oliveira (2015) obteve 56%
de flotabilidade de hematita utilizando uma concentragdo de 200mg/L da
mesma bactéria deste estudo, R. erythropolis. Abdel-Khalek et al. (2017)
obteve, aproximadamente, 72,5% de flotabilidade da hematita com 10

minutos de flotacdo com a bactéria PaeniBacillus polymyxa.
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Os resultados obtidos corroboram a eficiéncia do biossurfactante
como possivel biocoletor de apatita e superam a especificidade minima
exigida industrialmente, em torno de 30-40% de recuperagdo de apatita
(BARROS, LEAL FILHO & PERES, 2001; ZAPATA & ROY, 2004;
ROSARIO, 2015). O resultado maximo de flotabilidade com o uso do
biossurfactante foi aproximadamente, 97% de recuperagéo de apatita tanto
com cinco minutos quanto com sete minutos de flotagdo (contra,
aproximadamente, 84% com dois minutos de flotacdo), também em pH 4 e
concentracdo de 140 mg/L. Em outros estudos de bioflotacdo com
biossurfactante foram observados resultados semelhantes. Fazaelipoor et
al. (2010) em estudos de bioflotacdo de carvao utilizando o biossurfactante
produzido pela bactéria Pseudomonas aeruginosa obteve 80% de
flotabilidade com dois minutos de flotacdo e, aproximadamente, 100% de
flotabilidade com trés minutos de flotacdo. Puelles (2016) em pH menor
que 7 obteve 43,5% de flotabilidade de hematita com a bactéria R. opacus
e, aproximadamente, 96% com o biossurfactante com concentracdes de
125mg/L e 100mg/L, respectivamente. Szymanska & Sadowski (2010) com
cinco minutos de flotacdo conseguiram atingir, aproximadamente, 100% de
recuperacdo da hematita utilizando como coletor um biossurfactante do tipo

rhamnolipids produzido pela bactéria Pseudomonas aerugiosa.

Este estudo demonstrou o potencial de novos biorreagente para a
flotacdo de apatita, sendo um biocoletor (biossurfactante extraido da
Rhodococcus erythropolis) e o outro bioespumante (a prépria bactéria),
assim projetando-se para uma futura aplicacdo na industria da flotacéo
mineral, talvez até, utilizando os dois biorreagentes juntos, cada um

exercendo uma funcgao diferente, no processo de flotacao.
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Conclusoes

Os testes para producdo de biossurfactante indicaram
um tempo de incubacdo da bactéria entre cinco e seis
dias, sendo que com seis dias houve um incremento de
113% na concentracdo do biossurfactante. Em ambos
0s casos o desempenho na flotabilidade néo foi alterado.

E necessario entre 3000 a 4500 ml de cultivo bacteriano
para obtencdo de 100 a 150 ml, em média, de

biossurfactante.

As analises de fluorescéncia e difracdo de raios-x
comprovaram que a amostra se tratava de apatita pura,
provavelmente do tipo cloroapatita, ou, em outra
hipétese, houve substituicéo do fltor (F) por cloro (Cl) no

processo de formacgao deste mineral.

As medicbes de potencial zeta indicaram que, para uma

forca ibnica de 10™*M NaCl, o ponto isoelétrico da
bactéria Rhodococcus erythropolis (inativa) ocorre em
pH 2,2; para o sistema apatita — bactéria Rhodococcus
erythropolis em pH 2.61 e para o sistema apatita —

biossurfactante em pH 2,62.

Nas analises de espectrofotometria de infravermelho do
biossurfactante identificaram-se picos caracteristicos de
uma vibracdo de Keynote, que sao amidas derivadas de
acidos carboxilicos. Para a bactéria 0 maior destaque

foram os picos caracteristicos das vibracdes
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do tipo para grupos de estiramento de aminas primarias
e, para a apatita, os picos de maior intensidade foram os

identificados como cloroalcanos.

Nas faixas de pH entre 2 e 11 néo foi possivel encontrar
0 ponto isoelétrico da apatita. Supde-se que este esteja
entre 1,8 e 2,0.

A andlise das curvas de potencial zeta da bactéria
indicou a predominancia de grupos anionicos, sendo
obtidos valores negativos com o incremento do pH da

solucéo.

A maior taxa de bioadesdo da bactéria foi de 8,1 mg de
R. erythropolis/g de apatita, para uma solugdo de
150 mg /L em pH menor que 7, proximo ao valor do PIE
(pH igual a 2,2). Nesta mesma faixa de pH (pH menor

que 7) a bactéria forma mais espuma.

Em todos os casos o biossurfactante apresentou valores
de flotabilidade maiores do que a bactéria, indicando seu

potencial uso como biocoletor de apatita.

O tempo de flotacéo teve influéncia na recuperacéo da
apatita. O aumento do tempo resultou num incremento
de 13% na maxima flotabilidade, atingindo valores

proximos a 100% de recuperacao mineral.

Em concentragcbes menores do que 100 mg/L de
bactéria ou biossurfactante, a percentagem de
recuperacdo de apatita alcangada € menor. Em termos
gerais quanto maior a concentracdo do biorreagente
maior a recuperacdo da apatita; até atingir o ponto de
concentragdo maxima, a partir do qual a flotabilidade

comeca a diminuir.

106


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612845/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612845/CA

Com relacdo aos valores de pH ocorre o contrario. Os
melhores resultados de flotabilidade foram apresentados
em pH menor que 7, com incremento do pH os

resultados de flotabilidade decrescem.

As condi¢cBes otimas encontradas para bioflotacdo de
apatita neste estudo foi em pH igual a 4, concentracao
igual a 140 mg/L e tempo de flotagdo de 7 minutos.
Nestas condi¢des foi encontrado o valor méximo de
recuperacao de apatita de, aproximadamente, 97% com
0 uso do biossurfactante e de 70% com o0 uso da

bactéria.

Este estudo demonstrou que a bactéria R. erythropolis
pode ser utilizada como bioespumante, em meio acido,

na flotag&o de apatita.

Os resultados de flotabilidade obtidos com os
biorreagente sdo semelhantes e até superiores aos
valores de recuperagcdo alcancados com surfactantes
sintéticos e/ou vegetais utilizados na industria de

beneficiamento de fosfato.
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Recomendacgoes para futuros trabalhos

Testar a seletividade do biossurfactante em um sistema misto de

dois ou mais minerais.

Sendo o biossurfactante um potencial biocoletor, novas pesquisas
devem ser realizadas, com o intuito de obter maior conhecimento a
respeito deste. Como, por exemplo, para quais tipos de minérios ele

pode ser usado como biorreagente, valores de mercado, etc.

Estudar a influéncia de diferentes meios de cultivo na capacidade de

adesdo da bactéria R. erythropolis sobre o mineral de apatita.
Realizar ensaios de bioadesao para o biossurfactante.

Estudar formas de reutilizar o etanol usado na extracdo do
biossurfactante.

Investir na caracterizacdo da bactéria, pesquisando mais a respeito

dos elementos e compostos quimicos que formam a parede celular.

Investir na caracterizacdo do biossurfactante com intuito de
conhecer 0s componentes presentes nele para, posteriormente,

tentar reproduzi-lo.

Entender melhor, através de pesquisas, de que forma a bactéria

retém o biossurfactante em seu interior.

Identificar de forma precisa os compostos extracelulares gerados

pelo microrganismo.
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Continuar estudando a adeséo da bactéria R. erythropolis adaptada

ao mineral de apatita e a sua influéncia na captacao.

A partir dos resultados deste trabalho, mais pesquisas sé&o
necessarias para complementar o entendimento da bioflotacdo da
apatita, por exemplo, fazer medicbes do angulo de contato de
mineral, antes e apos da interacdo com a bactéria, ja que esse valor

vai afirmar se a bactéria é um reagente altamente hidrofébico.

Avaliar a tensédo superficial da bactéria e do biossurfactante, extraido

da Rhodococcus erythropolis, em fungcédo da sua concentracao;

Estudar a captacdo (mg de bactéria/g mineral) em diferentes

temperaturas, inclusive em condicfes extremas de temperatura.

Devem ser feitos ensaios de flotacéo para diferentes granulometrias

de apatita pura.

Testes industriais da bioflotacdo de apatita com bactéria e

biossurfactante.

Testar outros microrganismos, como certas leveduras, para

selecionar espécies que produzam mais biossurfactante.
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Apéndices

Apéndice A — Curva de calibragéo do ensaio de bioadeséo

Standard Curve

0.908 ,

0.800

0.600

Abs.

0.400

0.200

0.010 L
25000 100.000
Conc. (mg/l)
v = 0.00269 x + 0.01761
Correlation Coefficient r2 = 0.99890

200.000

300.000
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Apéndice B — Dados experimentais de flotacao

H conc Flotabilidade (%)
P (mg/L) BS Bactéria
3 0 1,00 1,00
3 25 27,50 11,00
3 50 43,67 10,00
3 75 52,00 13,00
3 100 68,00 13,50
3 125 72,00 18,00
3 150 72,51 14,50
5 0 2,17 1,50
5 25 31,00 7,00
5 50 53,50 9,00
5 75 69,41 18,50
5 100 77,25 20,00
5 125 79,60 26,50
5 150 79,00 22,00
7 0 2,00 1,00
7 25 21,00 1,99
7 50 25,76 2,98
7 75 34,15 3,00
7 100 30,67 3,97
7 125 30,90 9,00
7 150 33,32 7,50
9 0 1,00 1,00
9 25 29,86 6,00
9 50 47,97 7,50
9 75 57,42 6,50
9 100 61,89 14,50
9 125 66,80 9,00
9 150 63,38 9,00
11 0 3,88 1,00
11 25 29,00 9,81
11 50 38,50 14,26
11 75 40,00 10,33
11 100 41,85 11,32
11 125 49,60 12,50
11 150 43,50 13,13
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