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Resumo

Este trabalho tem como objetivo de estudo o uso da bactéria Rhodococcus opacus,
adaptada a presenca de substrato mineral, na bioflotacdo de quartzo e apatita.
Sendo usados estudos de potencial zeta, tens&o superficial e microflotagdo. Os
estudos eletroforéticos mostraram uma pequena mudanc¢a no ponto isoelétrico (PIE)
da bactéria apoés a adaptacdo. A apatita mostrou uma flotabilidade em torno de 45%
num pH 5, usando 0,15 g L™ de bactéria ap6s 2 min. de flotacdo. Enquanto que o
quartzo alcancou 14%. O uso da bactéria adaptada mostrou um incremento na
flotabilidade de ambos minerais. Sendo que a flotabilidade da apatita incrementou
quando foi usada a bactéria adaptada a apatita, 0 mesmo aconteceu com o quartzo,
a sua flotabilidade foi incrementada quando foi usada a bactéria adaptada a quartzo.
Palavras-chave: Bioflotagdo; Apatita; Quartzo; Adaptagcao bacteriana.

MINERAL BIOFLOTATION USING R. OPACUS BACTERIA ADAPTED TO
MINERAL SUBSTRATE

Abstract

The goal of this work was to study the effect of bacteria adaptation — to the presence
of a mineral substrate — in apatite and quartz bioflotation. The zeta potential studies,
surface tension measurements and microflotation were used to evaluate the
performance of the microorganism. The electrophoretic studies showed a little
change in the isoelectric point (IEP) value of the bacteria after the adaptation. At the
beginning, the greatest flotability of the apatite achieved 45% at pH around 5, with
0.15 g/L of bacteria after 2 min. of flotation. On contrast, quartz achieved only 14%.
Moreover, when the adapted bacteria was use, an improvement in mineral flotability
values was observed. The apatite flotability increased when apatite-adapted R.
opacus was used, furthermore the same behavior was observed in the case of quartz
flotability. This effect was more pronounced in acidic pH range.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda mundial por fosfatos, devido principalmente a producéo de
fertilizantes, forca as industrias de fosfatos explorarem depdsitos minerais de baixo
teor. Esse fato associado com as rigorosas especificacbes dos concentrados, as
regulagbes ambientais e a necessidade de reduzir custos de operacdo, promovem:
A pesquisa de novas técnicas capazes de processar esse tipo de matéria prima e o
uso de reagentes quimicos menos agressivos ao meio ambiente.*? Neste contexto,
a biotecnologia se apresenta como um processo atrativo devido a que podem ser
utilizados no processamento de diversos minerais®*® e por apresentar baixos
custos de operacdo.) A bactéria Rhodococcus opacus € um microrganismo
unicelular, do tipo gram positiva. Apresenta na sua parede celular, diferentes
compostos, principalmente, polissacarideos, acidos carboxilicos, grupos lipideos e
acido micolico, os que fornecem uma comportamento anfotérico a bactéria, 1"
devido aos grupos funcionais presentes nela. Segundo Natarajan,"® a presenca
desses grupos torna seletiva a bactéria. Mais do que isso, a taxa de produtos
metabolicos, produzidos pelos microrganismos, pode ser modificada, tornando o
microrganismo mais seletivo e inclusive mais hidrofébico. Tal modificacdo pode ser
realizada através de uma adaptacdo bacteriana a substrato mineral ou por
modificacdes genéticas. Portanto, este trabalho objetiva estudar a adaptacdo da
bactéria Rhodococcus opacus a presenca de apatita e quartzo e o seu emprego
como biorreagente na flotacdo desses minerais.

2 MATERIAL AND METHODS
2.1 Amostras Minerais

Neste estudo foram usadas amostras puras de apatita e quartzo. Ambas as
amostras foram fornecidas por fornecedores de Minas Gerais. As amostras foram
reduzidas de tamanho até uma tamanho menor a 3 mm. Posteriormente, foi usado
um morteiro de porcelana para obter menores tamanhos de particulas. O quartzo foi
lavado varias vezes com (0,1 M) até que um sobrenadante foi visto. Depois, esse
material foi lavado varias vezes com agua destilada até que o pH da suspenséo
mineral foi 0 mesmo que no inicio do procedimento. Finalmente, o quartzo obtido foi
seco a temperatura ambiente. Todas as amostras, apos reducdo de tamanho foram
guardadas num dissecador.

Tabela 1. Tamanho de Particula (dgo) para procedimento experimental

Ensaio Tamanho de particula (um)
Potencial Zeta <20 um
Microflotacéo (105 —75) um

2.2 Microrganismo: Cultura e Adaptacao

A espécie microbiana empregada neste trabalho foi a bactéria Rhodococcus
Opacus. O uso da Bactéria R. Opacus no processo de bioflotacdo deve-se as
caracteristicas hidrofébicas que apresenta a sua superficie, além da sua facilidade
em produzir espuma quando em suspensdo aquosa, fatos comprovados em
trabalhos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa. A cepa bacteriana foi
cultivada num meio de cultura liquido (glucosa, 10.0 g L™, Peptona, 5.0 g L™, Extrato
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de malta, 3.0 g L™ e extrato de levedura 3.0 g L) em baldes de Erlenmeyer num
shaker rotatério a 28°C e durante 72 horas. Apds o crescimento, a suspensao celular
foi centrifugada com 3300x g durante 8 minutos, o concentrado da centrifugacéo
constituido pelas células da bactéria, foi lavado trés vezes com agua deionizada, e
re-suspenso numa solucéo de 1mM de NaCl. Finalmente a suspensdo concentrada
obtida foi esterilizada na autoclave para inativar as bactérias presentes. A
concentracdo celular foi determinada por meio da densidade Otica num
espectrofotometro  UV/Vis  (UV-Spectrophotometer, UV-1800, Shimadzu) a
comprimentos de onda especifica para a bactéria (A=620nm).

A adaptacao da cepa R. opacus a presenca de amostras minerais (quartzo e apatita)
foi realizado através da cultura da bactéria sob as mesmas condi¢cdes da cultura
inicial, em presenca do mineral com uma concentracao de 5% (p/v) em 3 subculturas
consecutivas.

2.3 Estudos de Potencial Zeta

As medidas de potencial zeta das células bacterianas foram determinadas num
equipamento de micro eletroforese do tipo Zeta sizer nano da Malvern. As medidas
foram realizadas empregando-se como eletrélito indiferente NaCl (1 mM). Preparou-
se suspensdes com concentracdo de 0,1 g L™ e o valor de pH foi ajustado com
aliquotas de HCl e NaOH. A avaliacdo do potencial zeta foi realizada antes e apos
adaptacdo da bactéria a substrato mineral, com o intuito de identificar alguma
mudanca na parede celular da bactéria.

2.4 Medidas de Tenséao Superficial

As medidas de tensao superficial foram realizadas usando o método de anel hum
tensiémetro digital Kruss K10, com precisdo de + 0.1 mN m™. As medidas foram
realizadas antes e apés adaptacao da bactéria ao substrato mineral.

2.5 Ensaios de Microflotacao

Os ensaios de microflotacdo foram realizados num Tubo de Hallimond modificado.
Foram usados 1.0 g de mineral (+75-105 pm) em 0.16 L de suspensao bacteriana
(concentracdo conhecida). O mineral foi pré-condicionado com a suspensao
bacteriana dentro do tubo sob agitacdo constante durante 5 min. e depois o pH
desejado foi ajustado com aliquotas de NaOH e HCI. Finalmente, os ensaios foram
realizados usando um fluxo de ar de 15 ml/min durante 2 min. As fracdes flotadas e
nao flotadas foram cuidadosamente separadas, lavadas e pesadas. Para assim
determinar o grau de flotabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSAO
3.1 Estudos de Potencial Zeta
Esta parte do trabalho, objetiva mostrar qualquer mudanca superficial
(comportamento eletroforetico) da bactéria R. opacus apos adaptacdo ao substrato

mineral. As mudancas nas cargas superficiais podem ser relacionadas com
modificacdes nos grupos funcionais presentes na parede celular da bactéria.
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A Figura 1 apresenta os resultados das medidas de potencial zeta da bactéria antes
e apoOs adaptacdo em funcdo do pH. A bactéria tem uma superficie carregada
negativamente em quase toda a faixa de pH. Apresentando um ponto isoelétrico
(PIE) em torno do pH 2.8. em conforme com outros estudos.*® O valor acido do PIE
pode ser associado a presenca de grupos aniénicos na parede celular da bactéria os
gue dominam sobre 0s grupos catibnicos. A presenca desses grupos anionicos e
catidnicos fornecem um comportamento anfotérico a bactéria além de propriedades
hidrofobicas, o que implica que a carga superficial seja dependente do pH da
suspensdo.®’1%® Apds a adaptacdo bacteriana, foi observada uma pequena
mudanca nos valores de potencial zeta da bactéria, mostrando valores mais
positivos. O que poderia ser devido a um incremento dos grupos catibnicos
presentes na superficie celular ou nos produtos metabdlicos. Segundo Natarajan,®®
uma maior de bioproteinas sdo produzidas durante o processo de adaptacdo da
bactéria Paenibacillus polymyxa a quartzo. O autor também que essa modificacdo
afeta a hidrofobicidade da bactéria.

Bactéria Rhodococcus opacus
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Figura 1. Potencial zeta da bactéria Rhodoccocus opacus, antes e apds adaptacao.
3.2 Medidas de Tenséo Superficial

Na Figura 2 pode ser observado que a tensao interfacial da bactéria ndo adaptada
decresce rapidamente com valores inferiores a pH 7, alcangando seu minimo valor
num pH 3, valor préximo do PIE. Segundo Lambert et al.*® uma das melhores
condicdes para formar espuma é apresentada no valor do PIE da cellulosa e
celobiase. Assim, considerando que o menor valor de tensédo superficial foi
encontrado préximo do PIE da bactéria, pode ser esperado uma formacdo de
espuma nesse valor de pH. Assim € evidenciado que os baixos valores de tensdo
superficial sdo relacionados com a formagéo de espuma. Desta forma, € observada
uma formacéo de espuma estavel na faixa de pH entre 3 e 7, enquanto que acima
de pH 7, a espuma formada foi menos estavel, colapsando facilmente. Apos a
adaptacdo bacteriana, foi observada uma modificacdo nas medidas de tensdo
superficial da suspenséo. Apresentando um incremento na faixa acida e neutra, o
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gue foi confirmado com uma queda substancial da formacgéo de espuma. No entanto,
na regido basica, foi observada uma diminuicdo da tensao superficial, favorecendo a
formacao de espuma. Esse efeito pode ser relacionado com uma maior producao de
componentes, capazes de reduzir a tensao superficial da suspensao, formados
durantes o processo de adaptacao.
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---#--- Bactéria adaptada a quartzo
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Figura 2. Tensao superficial da suspensao bacteriana. Bactéria: 0,15 g/L.

3.3 Ensaios de Microflotacao

Os estudos de flotabilidade foram desenvolvidos para avaliar o potencial uso da
bactéria R. opacus (adaptada e sem adaptacdo) como biocoletor de apatita e
guartzo. Na auséncia de qualquer reagente, foram observadas insignificantes
valores de flotabilidade para apatita (6.1%) e quartzo (3.3%). O que era esperado
desde que sdo minerais naturalmente hidrofilicos na auséncia de um coletor
hidrofébico. Antes da adaptacao, foi observado que ambos minerais apresentam sua
maior flotabilidade num pH 5 e usando 0,15 g L™, alcancando valores em torno de
45% e 15% para apatita e quartzo respectivamente, ap6s 2 min. de flotacdo. A
Figura 12 mostra a comparacdo dos resultados da flotacdo do mineral apatita,
usando como coletores a bactéria R. opacus sem adaptacdo e adaptada a quartzo e
apatita. Da figura, pode ser apreciado um incremento no valor de flotabilidade da
apatita num pH igual a 3, e uma variagdo minima nos outros valores de pH, quando
foi usada a bactéria adaptada a presenca de quartzo. J& quando a bactéria adaptada
a apatita foi usada, foi observado um incremento do valor de flotabilidade da apatita
em quase toda a faixa de pH excetuando o pH 11.

Da mesma forma a Figura 12 apresenta os resultados de microflotacdo do quartzo,
guando a bactéria adaptada a apatita foi usada, ndo foi observada nenhuma
mudan¢ca nos valores de flotabilidade do quartzo. No entanto, um pequeno
incremento foi observado em todos os valores de pH, quando foi usada a bactéria
adaptada a quartzo.
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Figura 3. Flotabilidade de apatita usando a bacteria R. opacus, antes e apds da adaptacdo, em
funcao do pH.

407 R.opacus
1 -—-O-— SIA
36 ] ---#--- Adaptada a Apatita
32- ---v--- Adaptada a Quartzo
= .
S\/ 287
(D) 24_- T
@ 201 A
= 16 Sk pa
O 1 S A
© 12 s -
o ] e T
o 8] v ii:% Y
4 ¥ P ::g B
0 T T T T T 1
2 4 6 8 10 12

pH
Figura 4. Flotabilidade de quartzo usando a bacteria R. opacus, antes e apds da adaptacdo, em
funcéo do pH.

Portanto, os resultados mostraram um maior comportamento hidrofobico da apatita,
devido principalmente, a adeséo/adsorcdo da bactéria e/ou produtos metabdlicos na
superficie mineral. O que mostra também uma preferencia das células pela
superficie da apatita. No entanto, essa preferencia foi incrementada através da
adaptacdo bacteriana a presenca de substrato mineral. Assim a flotacdo mineral
pode ser promovida devido a particular caracteristica da bactéria R. opacus, agindo
como coletor e como espumante, efeitos observados neste trabalho e em
outros. 929
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4 CONCLUSOES

Os estudos de potencial zeta da bactéria Rhodococcus opacus, antes e apés
adaptacdo ao substrato mineral, mostraram uma modificacdo no seu perfil
eletroforetico. Mostrando valores de carga superficial, mais positivos num meio
neutro e basico. Também foi encontrado que a tensao superficial e flotabilidade da
bactéria sdo dependentes do valor de pH. A adaptacdo bacteriana conseguiu obter
menores valores de tensao superficial num pH basico. O uso da bactéria adaptada a
presenca de mineral, conseguiu incrementar os valores de flotabilidade dos
minerais, alcancando 55% e 50% para apatita num valor de pH de 3 e 5
respectivamente, enquanto o quartzo alcancou uma flotabilidade de 25% num pH 5.
Assim, foi possivel evidenciar que a flotabilidade de um especifico mineral pode ser
incrementado se a bactéria ou microrganismo for adaptado a presenca do proprio
mineral, durante o desenvolvimento da bactéria.
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