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Materiais e Métodos

Neste capitulo sédo apresentados e descritos osriaigtereagentes,
equipamentos e procedimentos empregados no estupimdesso de bioflotacdo
de minerais utilizando a ceg@hodococcus opacuPem como a metodologia
experimental desenvolvida para o estudo em quebté@ialmente é descrito o
procedimento da preparacdo das amostras minedaiobtencdo do concentrado
de células da bactéria. Em seguida sdo descritaetaslologias experimentais e
condicbes empregadas nos estudos eletrocinétiogglodde contato e finalmente

microflotacdo em tubo de Hallimond.

4.1.
Amostras Minerais

Neste trabalho usaram-se amostras puras de doeraisinde apatita e
quartzo. O quartzo e uma amostra de apatita fotatirdos da Mineracadtzé da
Estrada” (Minas Gerais). A outra amostra de apatita foiidzbtho centro de
tecnologia mineral - CETEM. A maior diferenca entenbas as amostras
minerais de apatita foi a sua coloracédo, send@aqmostra de Minas Gerais tinha
uma corazul enquanto a amostra cedida pelo CETEM tinha umaveae
Assim, neste estudo a amostrail foi denominada dpatita A e a amostraerde
“apatita B

O grau de pureza dos minerais utilizados no trabdth determinado

fazendo analises por difracdo de Raios-X e flu@msa de raios X.

Apés etapas de selecdo manual, cominuicdo e peraita, diferentes
fracbes granulométricas (Tabela 19) foram seledasgpara a realizacdo das

diferentes etapas experimentais, medidas elettafase angulo de contato e
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flotacdo. O procedimento completo da obtencado desaas minerais pode ser

observado na Figura 27.

Minério
Britagem

Homogeneizagéo

i

Caracterizagéo
Cabeca - quimica

Britagem e Moagem

I |
# C|assiﬁca¢;éo ﬁ
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(5x5x10) mm

Mineral Mineral
<152 ym, <104 um,

> 104 ym >75um

Mineral Mineral
<75pum, <37 um,

>37 ym

>20 um

1 1 3

Fluorescencia Difragéo de
de raios X raios X

["7
Caracterizagéo quimica e
mineralégica

Figura 27- Esquema grafico da preparacéo das aasaosinerais.

Tabela 19- fragGes granulométricas dos minerais para cada um dos ensaios realizados

) Tamanho de
Experimento
Particula
Testes de potencial Zeta <38 um
(150 — 105) um
Experimentos de microflotacdo (105 - 75) um
(75 —-38) um

Medidas de angulo de contato

(0,5 x 0,5 x 1,0) cm

As amostras de apatita foram submetidas a lavagems HCI 0,01 M,

posteriormente lavadas rapidamente com agua Mijllisias vezes até que o

valor de pH do efluente alcance o valor do inidelpH da agua, para logo serem
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secadas e guardadas em dissecador até 0 momes¢oete usados nos ensaios
experimentais.
J& as amostras de quartzo foram lavadas com KOHVO0,Dogo apds, foi

realizado o mesmo procedimento feito com as anwdeapatita.

4.2.
Preparacéao do concentrado bacteriano e condi¢des de cultivo

As espécies microbianas empregadas neste estwo fitntidas da Colecéo
Brasileira de Microrganismos de Ambiente e IndastriCBMAI - UNICAMP.
Trata-se da espécie bacteriana denomindbadococcus OpacusD uso da
Bactéria R. Opacusno processo de bioflotacdo deve-se as caraatessti
hidrofébicas que apresenta a sua superficie, akésud facilidade em produzir
espuma quando em suspensao aquosa, fatos commpamadtrabalhos prévios
realizados pelo nosso grupo de pesquisa. Primemaniedo material de vidro
utilizado, assim como os diferentes meios de aulfioram esterilizados em
autoclave a 1 atm. de presséo e 121°C duranterdftoni A cepa bacteriana foi
cultivada nomeio solido — composicao vista na Tal28él — em placas de Petri e

levada a incubacéo até as colbnias da bactérimfiokentificadas.

Tabela 20- Meio de cultivo utilizado na cultura bacteriana.

Componente Sélido Liquido
(g/L) (g/L)
Glicose 4 10
Peptona 5 5
Extrato de malte 10 3
Extrato de levedura 4 3
CaCO3 2 -
Agar 12 -
pH 7,2 7,2

Posteriormente, a bactéria foi sub-cultivada noontk cultura liquido —

composicao vista na Tabela 20 — em baldes de Eelgemde 250 mL e levado a
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incubacdo num shaker rotatério (CIENTEC CT-712nmuemperatura de 28°C
durante 24 horas.

Figura 28- Colbdnias da bactéria R. Opacus em placa petri.

Ap6s o tempo de crescimento foram tomadas aliqudeas20 ml da
suspensao bacteriana para fazer mais um sub-cutivomeio liquido com
concentracgéo inicial de 10% (v/v), incubado no shalurante 48 horas, o ultimo
foi feito para garantir um crescimento bacterianostante em cada Erlenmeyer

utilizado.

Figura 29- Crescimento bacteriano em incubadora Shaker (Cientec-CT712T)
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Apos o ultimo crescimento, a suspensao celulacdotrifugada com 3300x
g durante 8 minutos, o concentrado da centrifugag@istituido pelas células da
bactéria, foi lavado trés vezes com 4gua deionjzada-suspenso numa solugéo
de 1mM de NaCl, finalmente a suspensdo concentbtida foi esterilizada na
autoclave para inativar as bactérias presentes. d@ssentrado final € a biomassa

utilizada como biorreagente no desenvolvimentaaloatiho.

™, : \\_
o = A

Figura 30- Espectrofotdmetro UV/Vis-1800 e Centrifuga digital.
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Figura 31- Curva de calibragdo da bactéria R. opacus, relagéo entre concentracao celular

e absorbancia de uma suspenséao celular.
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A concentracao celular da suspenséo bacteriamkeferminada por meio da
densidade oGtica num espectrofotdmetro UV/Vis (U\e@mphotometer, UV-
1800, Shimadsu) (Figura 30) a comprimentos de @sgecifica para a bactéria
(A=620nm). Para tal, foi necessaria a construcadonde curva de calibracdo
concentracdo celular-absorbéancia (Figura 31). Qo mexo da biomassa foi
determinado ap0ds filtragdo em sistema Milliporéaaw utilizando-se membrana

de celulosa de 0,45 um (Millipore, EUA) e finalmeseco na estufa a 160°C.

4.2.1.
Adaptacéo da bactéria a substrato mineral

Com o intuito de confirmar o comportamento seleipoesentado por uma
cepa bacteriana apds adaptacdo a um substratoaimineepaR. opacussofreu
adaptacdo a presenca de amostras minerais comtzajuarapatita‘A” . A
adaptacdo da bactéria foi realizada durante o debémento das células
bacterianas sob as mesmas condi¢fes de cultivareaso meio de cultura
liquido padrdo em presenca do mineral com uma ctrasggio de 5% (p/v) em 3

sub-culturas consecutivas.

4.3.
Medidas de Potencial Zeta

As medidas de potencial zeta para as bactérias @assno para 0os amostras
minerais foram determinadas num equipamento deoreietroforese do tipo Zeta
meter system +4.0 (Figura 32). O equipamento permhterminar o valor de
potencial zeta baseado na velocidade da partianlas@gspensdo (aquosa ou
organica) submetida a uma diferenca de voltagens dois eletrodos.

As medidas de potencial zeta da suspensdo minebacieriana foram
realizadas empregando-se como eletrélito indiferé&dCl (1 mM). Preparou-se
suspensdes com concentracdo de 0,1'.gd valor de pH foi ajustado com
aliquotas de HCI e NaOH.
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Figura 32- Zeta-Meter +4.0.

A seguir, € apresentado o procedimento que foiidequara a realizacéao

dos testes de determinagao de potencial zeta dars#o celular e/ou mineral:

1) Preparar suspensao com a concentracao desejada;
2) Ajustar pH da suspensao;

3) Repouso de 5 minutos;

4) Preencher a célula do zeta meter com a suspensao;
5) Conectar os terminais da célula a fonte de tensao;

6) Realizar a medida de 20 particulas.

Assim, foram realizados ensaios de potencial zesando avaliar a
influéncia da interacao das células bacterianasiparficie das espécies minerais.
Nesse caso, foi efetuado um pré-condicionamentsaagdes minerais com uma
suspensao celular de concentracdo conhecida, duf@ntminutos. Apds este
periodo, o sobrenadante foi utilizado nas mediffasam avaliados diferentes
valores de pH no pré-condicionamento, sendo em@oegamo eletrélito uma
solucéo de NaCl 1mM. Para garantir a exatidao ddighe, tomaram-se a média

de 20 valores e o valor de desvio padrao.
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Figura 33- Célula de acrilico do zeta-meter +4.0.

4.4,
Ensaios de medida de angulo de contato

Com o objetivo de avaliar a possivel alteracdo mhofobicidade da
superficie dos minerais apos da adeséao do biomemagerdo medidos os valores
de angulo de contato das amostras minerais antg®® da interagdo com a
bactéria. Serd empregado um gonidmetro Ramé Hartriadelo 100-00-115
(Figura 34). Para medir os valores de angulo déatmrdas amostras minerais,
secdes polidas dos minerais, medindo 0,5 x 0,50xcfy (Figura 35) foram
moldadas com resina epoxica. A superficie de cadasta foi, entéo,
cuidadosamente polida até chegar a suspensaordardea(1pum). As superficies
das secdes de cada mineral foram levadas a bamnassoim durante 2 minutos e
logo lavadas com jatos de agua deionizada paravesnmmequenas particulas
aderidas. Para ter certeza que todas as imperdestferficiais foram atenuadas

no polimento foi empregada uma lupa com um aumgattO vezes.

O acondicionamento da superficie mineral foi real@ com suspensao
celular da bactéria a uma concentracédo conhecjiiay(0*), NaCl 0,001M e com
diferentes valores de pH, valores ajustados coguaias de HCl e NaOH. Gotas
da suspensao celular foram depositadas sobre Hisigpdos minerais e deixadas
em repouso por 10minutos. Posteriormente as armso$tram lavadas com
solucéo NaCl 0,001 M para remover as células néodas. Depois submersas na
mesma solu¢cdo com o mesmo valor de pH do conditient. Finalmente foram

liberadas bolhas de ar com tamanho de 5um de dids@tre a superficie, sendo
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realizadas as medidas de angulo de contato nomgetnid, utilizando o método de

bolha cativa. As medidas foram realizadas em ¢apdi.

Figura 34- Goniébmetro Ramé Hart-inc.

Antes de cada medida de angulo de contato nassspofidas, realizou-se
um polimento com suspenséo de diamante e banlassoim. Apds isso as se¢des
foram lavadas repetidas vezes, e mantidas merqghach 4gua Milli-Q, por
curtos periodos de tempo, antes de se procederrumensaio. A limpeza das
superficies foi verificada medindo-se previament&gngulo de contato em agua
Milli-Q, apresentando valor igual ou proximo de @epara as superficies dos

minerais.

Figura 35- Secdes polidas de amostras minerais, Quartzo e apatita.
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4.5.
Ensaios de Microflotacéao

Os ensaios de microflotacdo foram conduzidos eno tié Hallimond
modificado. Para tal precisou-se de um rotametra pzedir a vazdo de ar, um
bolhometro para calibrar o rotdmetro, um agitad@agmético para manter as
particulas minerais em suspensao, uma bomba de-cacopressor para fornecer
0 ar necessario e o tubo de Hallimond. A Figuran®8tra o sistema usado neste

processo.

Figura 36- Sistema de microflotacdo em tubo de Hallimond, (1) Agitador magnético, (2)

Bolhometro, (3) Rotdmetro, (4) Bomba de vacuo-compressora, (5) Tubo de Hallimond.

Antes de realizar os ensaios o rotametro foi cadibrpara garantir uma
vazdo de ar de 15 mL.min Todos os experimentos de microflotacdo foram
realizados em duplicata.
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Inicialmente foi estudada a faculdade espumantesaptada pela bactéria
Rhodococcus opacuposteriormente, foi estudada a flotabilidade duserais
puros em funcao do pH, usando um tubo de Hallimmoadificado com diferentes
alturas a fim de minimizar o arraste de particutas. seguida, foram realizados
ensaios para determinar o comportamento da bactéritiotabilidade de cada
mineral, primeiro foi determinado o efeito do pH,lego a influéncia da

concentracdo da suspenséo celular.

O procedimento utilizado neste trabalho foi o sefguiuma quantidade
conhecida de mineral foi condicionada por 5 minwgos suspensao celular de
concentracdo também conhecida a um valor determidegH, valores ajustados
com aliquotas de solucdes diluidas de NaOH e HGLgpensdo mineral-bactéria
foi transferida ao tubo de Hallimond com um volude 160mL. Finalmente,
ligou-se a bomba de ar e a flotagdo foi conduzigardte 2 minutos. Apds este
tempo a massa flotada foi recolhida, seca e pegaflatabilidade corresponde a
porcentagem de massa flotada. Na Tabela 21 sacempadas as condi¢cdes

experimentais dos ensaios realizados.

Tabela 21- Condi¢c6es empregadas na microflotacdo mineral

PARAMETRO Apatita “A” Apatita “B” Quartzo

Vol. Solugdo (mL) 160 160 160
Massa Mineral (g) 1 1 1

Conc. Biomassa (g} 0,1;0,15;0,2 0,1;0,15; 0,2 0,1; 0,15; 0,2
Vaz&o (mL.mif) 15 15 15
Temperatura (°C) 23 23 23

pH 3;5;7;9; 11 3;5;7;9;11 3;5;7;,9;11
Tempo (min) 2 2 2

Nesta etapa também foram coletadas amostras deiahdtetado dos
minerais para analise em microscopio eletrbnico Mé&\poder visualizar as

bactérias aderidas no processo.
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A recuperacao do mineral em determinado tempoadacfio foi calculado

baseando-se na concentracao inicial do mineralgist

R(%) = Mo =My %x100
(27)
Ou:
R6)=| 1~ |x100
T (28)

Onde:
mye: Massa nao flotada do mineral;
M. Massa inicial do mineral;

R(%): Recuperacdo do mineral.

Para determinar a cinética da flotacdo das amostiasrais usando a
bactériaR. opacuscomo biorreagente, foram realizados ensaios ematumo

tempo. Os parametros utilizados nestes ensaiosmpseevistos na Tabela 22

Tabela 22- Parametros utilizados na determinagéo da cinética de microflotacdo mineral

usando a bactéria R.opacus como biorreagente.

PARAMETRO Apatita“A” Apatita“B” Quartzo
Vol. Solugéo (mL) 160 160 160
Massa Mineral (g) 1 1 1
Conc. Biomassa (g:1) 0,2 0,15 0,15
Vaz&o (mL.mif) 15 15 15
Temperatura (°C) 23 23 23
Tempo (min) 0,5;1;2;3;5; T 0,5;1;2;3;517.,5Q; 2;3;5;7
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4.6.
Microscopia eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura foi usadaaracterizacéo, validacao
da interacdo e/ou adesdo dos microrganismos efodufms metabdlicos na
superficie mineral durante o processo de bioflata@ara tal usou-se um MEV
modelo FEI Quanta 400.

A preparacdo de amostras biologicas a serem atadiseo MEV segue um
procedimento detalhado, o qual garante a conseyvdgéestrutura da amostra.
Neste trabalho foram utilizados dois tipos de amasstsendo a primeira uma
amostra da célula bacteriana, e a segunda, amdstnasneral coletado na etapa
de flotacdo. A amostra mineral deve ter na suarfuope células da bactéria
aderidas, motivo pelo qual essas amostras forapa@édas como amostras do
tipo bioldgicas.

Procedimento de preparacao de amostras biologirasapalise em MEV:

a. Fixacdo quimica da estrutura da bactéria por urfogerde 3 horas em
glutaraldeido a 5% (v/v), preparando em solucdg&mde cacodilato de
sodio 0,1M.

b. Desidratacdo da amostra mergulhando a amostra keigbee crescentes
de acetona ou etanol entre 30% e 100% em aguéadasti

c. Secagem da amostra, realizada no equipamento t¢ie grdico de CQ.

d. Metalizacdo da superficie com ouro.

e. Analise MEV.
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