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Resumen

Este articulo presenta una revision sobre los estudios de la bacteria Rhodococcus opacus como bioreactivo en
la flotacion de minerales. La microflotaciéon de apatita, calcita, hematita, magnetita y cuarzo mostré que la
bacteria Rhodococcus opacus tiene potencial como un bioreactivo en la flotacion mineral. Ademas, las
mediciones electrocinéticas indicaron que la interaccion electrostatica juega un papel determinante en la
adhesion bacteria-mineral. Por otro lado, la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
detectd una cantidad significativa de grupos carboxilicos y amino en la pared celular bacteriana; la disociacion
de estos grupos puede ser responsable de la carga superficial negativa de las bacterias en un amplio intervalo
de pH, asi como su punto isoeléctrico (PIE) acido, alrededor de 2,5. Otros estudios como la teoria XDLVO y el
enfoque termodinamico, informaron que las interacciones hidrofébicas/hidrofilicas, asi como las fuerzas de van
der Waals también estan implicados en los fendmenos de adhesion. Finalmente, las imagenes microscopia
electrénica de barrido (MEB) confirmaron la afinidad y selectividad de la bacteria Rhodococcus opacus sobre
las superficies minerales.

Descriptores: Flotacion, Rhodococcus opacus, bioreactivo, mineral.
Abstract

This article presents a review on the studies of the Rhodococcus opacus bacteria as bioreagent in mineral
flotation. The microflotation of apatite, calcite, hematite, magnesite and quartz showed that the Rhodococcus
opacus bacteria has potential as a bioreagent. In addition, electrokinetic measurements indicated that
electrostatic interaction plays a decisive role in bacterial-mineral adhesion. On the other hand, On the other
hand, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) detected a significant amount of carboxylic and amino
groups in the bacterial cell wall; the dissociation of these groups can be responsible for the negative surface
charge of the bacteria over a wide pH range, as well as their isoelectric point (IEP) acid, around 2.5. Other
studies, such as the XDLVO theory and the thermodynamic approach, reported that hydrophobic/hydrophilic
interactions as well as van der Waals forces are also involved in adhesion phenomena. Finally, scanning electron
microscopy (SEM) images confirmed the affinity and selectivity of the Rhodococcus opacus bacteria on the
mineral surfaces.
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1. Introduccién

La bioflotacion es el proceso de flotacion selectiva
de particulas minerales utilizando material biolégico
como reactivos. Reducen considerablemente el
impacto ambiental, en comparacién con los
reactivos sintéticos, debido a su baja toxicidad y
rapida biodegradabilidad. Ademas, debido a sus
diversos grupos funcionales, tienen una notable
selectividad, convirtiéndose en una posible solucion
para el tratamiento de depdsitos minerales de baja

ley.

Existen varios estudios que tratan la interaccion
entre diferentes tipos de bacterias y superficies
minerales [1]. Se informdé que puede existir una
fase de adhesion primaria, gobernada por
interacciones fisicas y/o quimicas entre las células
plancténicas y la superficie mineral (sustrato),
mientras que los procesos biolégicos como el
crecimiento y la adaptacion del fenotipo a las
condiciones en el sustrato pueden involucrar
escalas de tiempo mas grandes [2]. Los
biopolimeros presentados en la pared celular del
microorganismo pueden ser responsables del
enlace entre las particulas minerales y la
biomasa [3-5].

2. Estudios de bioflotacion
2.1 Estudios electrocinéticos

[6], estudiaron la bioflotacion de hematita y cuarzo
utilizando Rhodococcus opacus como reactivo
colector. ElI PIE para las muestras minerales
correspondi6 a valores de pH de aproximadamente
2,0 para cuarzoy 5,1 para hematita. De acuerdo con
estos resultados, fue posible prever una region
potencial para la interaccion electrostatica entre las
muestras minerales y las células de R. opacus. Para
el cuarzo, se inform6 que esta regidon existe a
valores de pH por debajo de 3,5, y para la hematita
en el rango de pH de 3,2 a 5,5. En estas regiones,
la carga superficial de la bacteria y particulas
minerales es opuesta; entonces existe una fuerza
atractiva debido a las interacciones electrostaticas.
Después de la interaccion con la bacteria, las
propiedades de la superficie de ambos minerales
cambiaron tal como lo demuestra su perfil de
potencial zeta. Ademas, hubo un desplazamiento en
el PIE, que paso de 5,1 a 2,6 en el caso de la
hematita, y de aproximadamente 2,0 a 3,7 en el
caso del cuarzo [6]. Cabe sefialar que las
superficies minerales se vuelven hidréfobas a
medida que se acercan a sus PIEs. En el caso del
cuarzo, antes de la interaccion bacteriana, no fue
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posible determinar su PIE en el rango de pH
estudiado; sin embargo, después de la interaccion
bacteriana, la superficie de cuarzo fue modificada y
alcanzo6 un PIE de 3,7. [7] propuso que los cambios
en los valores de PIE se debieron a la adsorcion
especifica de los grupos funcionales de R. opacus
sobre las superficies minerales. [8,9] también
observo alteraciones similares en el peffil
electrocinético para muestras de calcita, cuarzo,
dolomita, corindon y hematita, después de la
interaccion con células de Bacillus polymyxa. La
Figura 1 muestra el potencial zeta de las células de
R. opacus, el cuarzo y la hematita en funcion del pH.
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Figura 1: Potencial Zeta de las células R. opacus,
cuarzo y hematita en funcion del pH, utilizando un
tamafio medio de particula de 37 um, NaCl 0,1 mM
como electrolito indiferente y concentracion celular
de 600 mg.dm3 a) Para la hematita antes y
después de la interaccion con la suspension celular
de R. opacus. b) Para el cuarzo antes y después de
la interaccibn con la suspension celular de R.
opacus [6].

[10] estudid la flotacion de calcita y magnesita con
R. opacus. La Figura 2 muestra las curvas de
potencial zeta de R. opacus, calcita y magnesita en
funcion del pH, antes y después de la interaccion.
La presencia de polisacaridos, fosfatos y grupos
amino en la pared celular confirié una carga neta en
la superficie que depende en gran medida del
pH [11]. Los resultados estuvieron de acuerdo
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con [12] y [13], donde los valores de PIE estaban
alrededor de 8,2 y 10 para magnesita y calcita,
respectivamente. Los cambios en los valores de PIE
de la calcita y magnesita después de la interaccion
con R. opacus pueden atribuirse a la secrecion de
compuestos bacterianos proteicos que interactlan
con las superficies minerales [14].

[15], estudiaron la flotacion de cuarzo y apatita con
R. opacus. El cambio en los perfiles de potencial
zeta de ambos minerales, después de la interaccion
con las células de R. opacus, puede ser evidencia
de la adsorcion de las células y/o productos
metabolicos sobre las superficies
minerales [5,6,14,16-21]. La Figura 3 muestra los
resultados de potencial zeta.
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Figura 2: Curvas de potencial de Zeta de R. opacus,
calcita y magnesita en funcion del pH, antes y
después de la interaccion, utilizando un tamafo
medio de particula de 37 ym, 0,01 M de NaCl como
electrolito  indiferente 'y 100 mg.dm?® de
concentracion celular [10].

2.2 Estudios de adhesién

Con respecto a los estudios de adhesion de
hematita y cuarzo, [6] mostraron que la cantidad
adherida de microorganismos es significativamente
a pH acido. La mayor adhesion de las bacterias
sobre la superficie de hematita en comparacion con
el cuarzo puede deberse a que la ultima tiene una
carga superficial negativa, por lo que repele las
células; estos resultados estuvieron de acuerdo con
los estudios de potencial zeta que indican que la
interaccion  electrostatica  jugd un  papel
determinante en los fendmenos. La Figura 4
muestra los resultados.
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Figura 3: Potencial Zeta de las muestras de cuarzo
y apatita, antes y después de la interaccién con R.
opacus, utilizando un tamafio de particula <20 pm,
NaCl 10° M como electrolito indiferente vy
concentracion bacteriana, 0,10 g.dm-1 [15].
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Figura 4: Adhesion de las células R. opacus sobre
la superficie de hematita y cuarzo en funcion del pH,
utilizando 1,5 g de muestra mineral (<37 pum), 80 ml
de concentracion celular, 0,1 mM de NaCl como
electrolitico indiferente y concentracion celular de
600 mg.dm™,

En el caso de los estudios de adhesion de la calcita
y magnesita. Los resultados indicaron una mayor
afinidad de las bacterias por la magnesita que la
calcita [10], Fig. 5. La calcita se estudi6 a valores
de pH superiores a 5, debido a su solubilidad a
valores menores. Los estudios electrocinéticos de
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magnesita predijeron un aumento de la adhesion
bacteriana hasta un pH de 8.5, disminuyendo a
valores de pH mayores, lo que podria explicarse por
la repulsion electrostética entre las células y el
mineral. Los estudios de potencial Zeta de calcita no
fueron de acuerdo con los resultados de adhesion,
indicando la presencia de otro tipo de interacciones
que se superan aparte de la atraccion/repulsion
electrostatica.
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Figura 5: Experimentos de adhesion de R. opacus
en calcita y magnesita en funcién del pH, utilizando
un tamafio medio de particula de 74 um, 0,01 M de
NaCl como electrolito indiferente y 0.5 g.dm™ de
concentracion celular [10].

2.3 Test de microflotacion

[6] informaron que la flotacion de hematita con R.
opacus tuvo una recuperacion significativa,
alrededor del 90 %, a pH 4. Por otro lado, la
flotabilidad del cuarzo fue considerablemente menor
en comparacién con la recuperacion de hematita,
Fig. 6. Estos resultados fueron de acuerdo con los
estudios de potencial zeta y estudios de adhesion.
Para la hematita, ademas de las interacciones
electrostaticas, puede haber adsorcién quimica que
explicaria la mayor afinidad y selectividad de la
biomasa [22].

Ademads, [10] estudid la flotacibn de magnesita y
calcita. La magnesita alcanzé una flotacion optima
del 92 %, utilizando 100 ppm de R. opacusapH 5y
los mejores resultados de flotabilidad para la calcita
fueron de alrededor del 55 % para una
concentracion de R. opacus de 220 ppm a pH de
alrededor de 7 (Fig. 7). La recuperacién de
magnesita disminuyd cuando la suspension celular
se incrementd hasta 200 ppm; esto podria
explicarse por la formacion de hemimicelas que
conducen a una inversibn de carga y, en
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consecuencia, disminuyen la cantidad de mineral
flotado.
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Figura 6: Test de flotabilidad para 1 g de mineral
(+74 -100 um) y 135 ml de concentracion celular. a)
Flotabilidad de la hematita. b) Flotabilidad del
cuarzo [6].
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Figura 7: Flotabilidad de magnesita (a) y calcita (b)
en funciéon de la concentracion de R. opacus a
diferentes valores de pH, utilizando un tamafo
medio de particula de 106 pm, 0,8 g de mineral y
0,17 dm™ de suspension celular [10].
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[15] estudio6 la flotabilidad de apatita y cuarzo. La
Fig. 8 muestra la flotabilidad de apatita y cuarzo en
funcién de la concentracién celular y el pH; en estas
condiciones, la flotabilidad méxima de apatita y
cuarzo fue de 60% y 14%, respectivamente,
después de 2 minutos de flotacion. La flotabilidad
Optima para apatita y cuarzo se alcanzé a pH 5, sin
embargo, segun las mediciones de potencial zeta
(Fig. 3), las bacterias y la superficie mineral pueden
tener una carga eléctrica similar; por lo tanto,
pueden existir otros mecanismos que podrian
superar la interaccién electrostatica. [23], sugirié un
mecanismo indirecto en el que los metabolitos de la
bacteria funcionaban como reactivos activos.
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Figura 8: Microflotation de apatita (a) y cuarzo (b) en
funcion de la concentracion celular y el pH,
utilizando un tamafio de particula de +75-106 pm,
un tiempo de flotacion de 2 min, 1 g de mineral y
0,16 dm™ de suspension celular [15].

[26] estudié el proceso de electroflotacion de
particulas finas de hematita. La mejor flotabilidad de
hematita con R. opacus fue alcanzada en las
condiciones de pH 6, densidad de corriente de
22,18 mA/cm?, un tamafio de particula de =20 pmy
una concentracion de bioreactivo de 300 mg/L. La
recuperacion de hematita fue alrededor del 80% con
burbujas de hidrogeno y alrededor del 70% con
burbujas de oxigeno.

2.4 Enfoque DLVO y X-DLVO

Basado en la teoria clasica de DLVO, [6] evalué la
interaccion entre las particulas de hematita, cuarzo
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y las células de R. opacus. Para ambos sistemas,
cuarzo-células y hematita-células, no hubo
presencia de un minimo de interaccidn secundaria,
lo que sugiere wuna adhesién facilmente
revertida [24]. En el caso del sistema hematita-
células (Fig. 9), la teoria DLVO mostré atraccion
entre las células de R. opacus y las particulas
minerales en el rango de pH de 3,5 a 5,5. Esto
estaba de acuerdo con las mediciones de potencial
zeta, que indicaban que la hematita y las células de
R. opacus tenian cargas superficiales opuestas. Sin
embargo, los experimentos de adhesion de
hematita a diferentes valores de pH (Fig. 4), también
demostraron que existe afinidad con otros valores
de pH. Aunque esta afinidad es menor en
comparacion con el rango de pH de la interaccion
electrostatica, sigue siendo significativa; asi, las
células de R. opacus superaron la barrera
energética que impide la adhesion a la superficie de
hematita por otro mecanismo diferente de la
interaccion electrostatica y las fuerzas de van der
Waals. Los resultados indicaron un mecanismo
indirecto, debido a reactivos biolégicos como los
metabolitos secretados y EPS (sustancias
poliméricas extracelulares) que actlan como
reactivos tensioactivos [23] o a fracciones solubles
de los microorganismos derivados de su ruptura
celular [18,25].

Para las células de R. opacus y las particulas de
cuarzo, los resultados obtenidos con los
experimentos de adhesion, angulo de contacto y
microflotacion fueron de acuerdo con la teoria
DLVO, donde habia afinidad en el rango de pH 2,2
y 3,5 (Fig.10).
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Figura 9: Energia de

pH [6].
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particulas de cuarzo y células de R. opacus en
funciébn de la distancia a diferentes valores de
pH [6].

[14] estimaron las componentes interfacial para R.
opacus, calcita y magnesita, asi como la energia de
interaccion, AG2", para los sistemas de bacteria-
mineral. La Tabla 5 muestra los resultados, donde
Yy vy son parametros de aceptor de electrones y
donador de electrones, respectivamente, y-W
representa el componente de tension superficial
Lifshitz-van der Waals, AG"V es la energia de
interaccién debida a las fuerzas de Lifshitz-van der
Waals y AG*® es la energia de interaccion &cido-
base, que explica las interacciones hidréfilas-
hidréfobas. AG?®" para la calcita fue mayor que para
la magnesita, por lo que la adhesién de R. opacus
sobre la superficie de magnesita fue mas
energéticamente favorable; que estaba de acuerdo
con las pruebas de adhesién (Fig. 5). Por lo tanto,
el enfoque termodinamico mostré como el valor total
de energia libre de la adhesion de R. opacus sobre
la superficie de magnesita fue mas negativo que el
sistema de calcita [14].

Tabla 5. Componentes interfacial para R. opacus,
calcita y magnesita y el AG™" para los sistemas
bacteria-mineral [14].

Componente o . Yy AGHY | AGps | AG™™
mam?) | mIm2) | mam? | may | m3) | my
R. opacus 0,64 8,12 28,51
Agua 21,8 25,5 25,5
Calcita 0,59 5,69 57,02 6,26 -0,77 -7,03
Magnesita 3,78 51,14 9,45 13,24 | -18,26 | -32,20

La Figura 11 muestra la energia de interaccion en
funcién de la distancia para magnesita y calcita con
células de R. opacus aplicando las teorias de DLVO
y XDLVO a pH 7, donde se inform6 la méaxima
adhesion. A partir de la misma, se not6 que el
minimo secundario para la magnesita fue mas
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profundo que la calcita, sugiriendo una interaccion
mas fuerte entre R. opacus y magnesita, tal como
fue mostrado en el enfoque termodinamico (Tabla
5) [14].

2.5 Andlisis FTIR

El analisis FTIR para magnesita y calcita confirmo
gue el caracter de las superficies minerales cambi6
después de la interaccién con la biomasa (ver Fig.
12).

Los espectros FTIR para magnesita y calcita,
obtenidos antes de la interaccion con R. opacus,
mostraron las bandas caracteristicas para los
carbonatos. Las bandas de absorbancia de 1798—
1812, 1425-1435, 876-874 y 712 cm™ se asignan
al grupo carbonato de estiramiento asimétrico. Las
bandas entre 2545 y 2514 cm™ representan la
variacion de Mg?* o Ca?* [14].
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Figura 11: Teorias DLVO y X-DLVO aplicadas a la
magnesita (a) y a la calcita (b) con células de R.
opacus a pH 7 [14].

En el caso de la magnesita, después de la
interaccion con R. opacus, los espectros exhibieron
algunas modificaciones en comparacion con los
resultados iniciales. Las bandas de absorbancia
fueron de 3400 cm™ asignadas a grupos hidroxilo
(OH y NH), 2916 cm™ asignadas a CH3, 1632 cm
asignadas a grupos amida y 1094 cm asignadas a
grupos aminas. Esas modificaciones fueron
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asociadas a los grupos funcionales de la pared
celular que podrian haber interactuado con la
superficie de magnesita [14]. En cuanto a la calcita,
sufri6 modificaciones menores en comparacion con
los espectros de magnesita. Los resultados fueron
de acuerdo con las mediciones de potencial zeta,
gue mostraron que el cambio del punto isoeléctrico
para la magnesita fue més significativo que la
calcita.
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Figura 12: Espectros FTIR de magnesita (a) y
calcita (b), antes y después de la interaccién con R.
opacus [10].

2.6 Andlisis MEB

La Figura 13 muestra micrografias electronicas de
barrido de particulas de hematita y de cuarzo
recogidas en la espuma después de la
microflotacion. Estas micrografias  fueron
representativas de los mejores resultados de la
prueba de microflotation, a pH 4,5 para hematita y
pH 3,5 para cuarzo. Aunque las células bacterianas
tendieron a adherirse a ambas superficies
minerales, para las particulas de hematita (Fig. 13-
A), la adhesion fue significativa.

La Figura 14 muestra las imagenes MEB de
magnesita y calcita después de la adsorcion de las
células R. opacus. La cantidad de células de R.
opacus adsorbidas en la superficie de magnesita es
mayor que en la calcita [10]. Esto estuvo de
acuerdo con los resultados de adhesion, donde se
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destaca la afinidad de R. opacus por la magnesita
en comparacion con la calcita.

lumatita D

Figura 13: Fotomicrografia electronica de barrido de
particulas de hematita (A) y de cuarzo (B) flotado
con células de R. opacus, en test de
microflotation [6].

3. Conclusiones

Los resultados de la flotacion de hematita
evidenciaron el potencial uso de las células de R.
opacus como colector a pH 4. La teoria DLVO
mostré6 que ademas de las interacciones
electrostaticas, hay otros mecanismos que
contribuyen en los fenémenos de adhesion
hematita-R opacus. Sugiere un mecanismo
indirecto debido a las sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) que forman fuertes enlaces
guimicos entre las superficies minerales vy
bacterianas [23].

La superficie de la magnesita sufri6 mayor
alteracion que la calcita debido a la interaccion
celular, siendo el cambio de su PIE mas
significativo.
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Figura 14: Fotomicrografia electrdnica de barrido de
particulas de magnesita (a) y de calcita (b) con
células de R. opacus adsorbidas sobre sus
superficies a pH 7 [10].

Estos estudios sugieren la formacién compleja entre
metabolitos y especies de superficie como
mecanismo de adsorcion, indicando que las
interacciones con la superficie mineral dependen en
gran medida de los valores de pH. El enfoque
termodinamico predijo la mayor afinidad de R.
opacus con magnesita que con calcita porque el
primero es mas energéticamente favorable. El
minimo secundario, en el andlisis DLVO para la
magnesita es mas profundo que la calcita, lo que
sugiere una interaccion mas fuerte entre R. opacus
y magnesita, concordando con el enfoque
termodinamico. Las pruebas de flotabilidad
respaldaron estos resultados.

La evaluacién del potencial zeta de la apatita y el
cuarzo antes y después de la interaccion con R.
opacus mostré una alteracion significativa en la
superficie de la apatita. La selectividad de R. opacus
se evidencia por las pruebas de flotacion en las que
la biomasa tiene més afinidad por la apatita que el
cuarzo. Las imagenes electronicas de barrido
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confirmaron esta afinidad al mostrar una cantidad
significativa de células bacterianas sobre la
superficie de apatita.

La bacteria R. opacus tiene potencial como
bioreactivo, que podria disminuir el impacto
ambiental y ofrecer alternativas mas adecuadas
para el tratamiento de depdsitos minerales no
economicos de baja ley. Ademas, se requiere mas
investigacion para saltar a la aplicabilidad industrial.
Como visién de futuro, la produccion a bajo costo de
un bioreactivo no toxico, biodegradable, estable y
altamente selectivo va a liderar una revolucion en la
industria de la flotacion mineral, haciendo posible el
desarrollo de un proceso sostenible con un dafio
minimo al medio ambiente, caracteristico de una
gquimica verde.
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