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Artigo Técnico

Identificacao de micro-organismos presentes
em sistemas de biolixiviacao de cobre a 35 e 50°C

Identifying microorganisms related to copper bioleaching at 35 and 50°C

Isabel Braga Rodrigues'™ ©, Larissa Azevedo Melgaco Silva'®,
Roberta D’Angelo Azevedo'®, Renata Guerra-Sa Cota'©, Versiane Albis Leao’

RESUMO

A biolixiviagdo de minérios de baixo teor e com elevado contetido de
impurezas tem se mostrado alternativa importante para o aproveitamento
destes, uma vez que a recuperacao do metal por métodos pirometallirgicos
convencionais mostra-se economicamente invidvel. A identificacdo e
quantificagao dos micro-organismos capazes de promover a biolixiviagao
mostram-se estratégicas para alcancar bons rendimentos no controle do
processo e Na recuperacao de metais. Nesse sentido, as técnicas de biologia
molecular sao as ferramentas mais utilizadas para tal propdsito. Este trabalho,
utilizando técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), polimorfismos
de comprimento dos fragmentos de restricao (RFLP) e reagdo em cadeia
da polimerase seguida de eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(PCR-DGGE), mostrou que a diversidade nas colunas de biolixiviacdo de
cobre estudadas é baixa e que a temperatura € importante na manutencao
de determinadas espécies, havendo predominancia de Acidithiobacillus
ferroxidans a 35°C e de Sulfobacillus thermosulfidooxidans a 50°C.

Palavras-chave: micro-organismos mesofilos; micro-organismos termofilos

moderados; RNA ribossomal 16S.
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ABSTRACT

Bioleaching is an alternative to pyrometallurgy for the production of metals
from low-grade ores containing high level of impurities, once that live
pyrometallurgical methods are economically unfeasible. The quantification
and identification of those microorganisms related to bioleaching is an
important strategy for process control and thus metal recovery. In this
regard, molecular biology is one of the main techniques utilized for such
objective. This study applied PCR, RFLP and PCR-DGGE techniques to
show that the microbial diversity in copper bioleaching columns under
investigation is low and the temperature is important to define the species
found, with predominance of Acidithiobacillus ferroxidans, at 35°C and
Sulfobacillus thermosulfidooxidans at 50°C.

Keywords: mesophilic  microorganisms;  moderate  thermophilic

microorganisms; 16S ribosomal RNA.

INTRODUCAO

Na biolixivia¢do induz-se intencionalmente, e de maneira contro-
lada, a bio-oxidagéo de sulfetos metélicos de forma que se recupere
seu conteudo metalico. Atualmente, é uma técnica biotecnoldgica
estabelecida (BOSECKER, 1997; OLSON; BRIERLEY; BRIERLEY,
2003), aplicada a sulfetos de cobre, zinco e cobalto (VIERA;
POGLIANI; DONATI, 2007). Essa tecnologia é considerada uma
op¢ao de médio a baixo custo, ideal para o processamento de resi-
duos gerados pela atividade de mineragéo, cujo teor seja muito baixo
para entrar no ciclo produtivo tradicional. Vantagens adicionais ao
processo de biolixiviagdo sdo a nido producio de didxido de enxo-
fre nem nenhum outro gés poluente e a baixa demanda energética
(RAWLINGS, 2002).

m)

A biolixiviagao pode ser aplicada em tanques agitados ou em pilhas
de minério e de rejeito (DOPSON et al., 2008). Na biolixiviagao em
pilhas, o ar é soprado por debaixo delas, para garantir suprimento de
oxigéncio e CO, e, em alguns casos, nutrientes também podem ser
adicionados a solu¢do 4cida que irriga a pilha, com o intuito de favo-
recer o crescimento microbiano (RAWLINGS, 2002). Em laboratério,
as pilhas de biolixiviagdo sdo simuladas em colunas com leito formado
pelo minério em estudo.

Os micro-organismos ja caracterizados e que participam dos pro-
cessos de biolixiviagdo sao acidéfilos e pertencem ao Dominio Bacteria.
Os principais géneros conhecidos sdo: Acidithiobacillus, Leptospirillum
e Sulfobacillus. No entanto, micro-organismos do Dominio Archaea

também sdo aplicados em ensaios de biolixiviagdo. Esses tltimos sdo
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capazes de viver em condi¢des de temperatura e pH extremos (BATISTA,
2009) e sao aerdbios ou anaerdbios facultativos. Os principais géneros
conhecidos sdo: Acidianus, Metallosphaera, Sulfolobus e Ferroplasma.

O conhecimento da estrutura e da funcionalidade das comunidades
de micro-organismos presentes em sistemas de biolixiviagdo é importante
para o controle do processo, permitindo melhorar a extracdo do metal de
interesse (NORRIS, 2007). Nesse sentido, Demergasso et al. (2005) estu-
daram a comunidade microbiana de pilhas de biolixiviacdo de minério
de baixo teor de cobre. Foram obtidos fragmentos génicos 16S do RNA
ribossomal (rRNA) para os dominios Bacteria e Archae. A anilise pela
técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (denaturing
gradient gel electrophoresis — DGGE) mostrou o aparecimento de poucas
bandas, sugerindo baixa riqueza de espécies. Os resultados moleculares
puderam definir trés estagios de funcionamento das pilhas de acordo
com o0s micro-organismos encontrados. No primeiro estégio, houve pre-
dominéncia de Acidithiobacillus ferroxidans, o que era condizente com
as altas concentragoes de ferro no inicio de operagao das pilhas. Com a
diminuigao da disponibilidade de ferro e 0 aumento da concentragéo de
sulfato e ions metalicos, ou seja, condigdes mais extremas, ocorreu predo-
minio de Leptospirillum ferroxidans. Por fim, mudangas na temperatura
da solugéo levaram ao predominio de Sulfobacillus sp. e Ferroplasma sp.

Halinen et al. (2009a, 2009b) avaliaram o efeito do pH e da tem-
peratura em colunas de biolixiviagdo para um minério complexo
de niquel. A identificagdo da populagdo microbiana por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e DGGE mostrou predominancia de
Acidithiobacillus ferrooxidans e Lepstopirillum ferrooxidans em todas
as condigoes de pH, indicando que esse pardmetro ndo interferiu no
perfil de microrganismos da operagdo. No entanto, foi clara a alteragdo
da diversidade populacional quando diferentes temperaturas foram ava-
liadas. Houve predominancia de Acidithiobacillus ferrooxidans a 7°C,
de Acidithiobacillus ferrooxidans e Lepstopirillum ferrooxidans a 21°C,

de Lepstopirillum ferrooxidans a 35°C e de Sulfobacillus thermotolerans

a 50°C. Os autores atribuiram a relevancia de seus resultados ao fato
de ser possivel executar operagdes de biolixiviagdio em ampla faixa
de temperatura, além da provavel ocorréncia de diferentes atividades
microbianas nas diversas partes da pilha de biolixiviagdo, na qual a
temperatura do interior ¢ maior do que nas extremidades e no topo.
Nesse intuito, o presente trabalho caracterizou a diversidade de

micro-organismos em colunas de biolixiviagdo de minerais de cobre.

MATERIAIS E METODOS

Amostragem

As amostras analisadas no presente trabalho foram coletadas em colunas
de biolixiviagdo (10 cm didmetro x 1 m comprimento) de duas amos-
tras de minério sulfetado de cobre (denominados de minério rico —
0,9-1,43% de Cu — e minério pobre — 0,66-1,06% de Cu), nas quais
estavam sendo avaliadas as variaveis temperatura (35 e 50°C), recircu-
lagdo ou ndo de licor e adi¢do de Al ao sistema (Tabela 1) — todas as
colunas foram mantidas em pH 1,7£0,1. Detalhes sobre a construgio
das colunas e os meios de cultura utilizados podem ser encontrados
em Rodrigues (2012). Inicialmente, as colunas a 35°C foram inoculadas
com culturas de Acidithibacillus ferrooxidans e as a 50°C, com cultu-
ras provenientes de cepas puras de Sulfobacillus thermosulfidooxidans
(DSMZ 9293). Foram recolhidas amostras do licor de lixiviagdo na base
das colunas e suas caracteristicas estdo relacionadas na Tabela 1. A coleta
foi feita no momento em que as colunas entraram em steady state, ou
seja, estabiliza¢do do pH de saida do licor e observagao de crescimento

microbiano pela determinacédo do potencial de oxidagdo do meio (Eh).

Extracao de DNA gendémico
As células microbianas foram recuperadas através de filtragao, utili-

zando um conjunto de filtros com porosidades decrescentes, iniciando

Tabela 1 - Descricdo das colunas de biolixiviacdo (temperatura e pH de operacao, material lixiviado e varidvel estudada) e das amostras coletadas

para analise molecular (populagao e potencial eletroquimico).

o Populagao Eh
Cédlgo Temperatura ( C) Meteralibvade (1OGCEIUIaS mL1)

Coluna 2 Minério pobre Sem recirculacao 650-6 90
Coluna 4 c4 Minério rico Sem recirculacdo 18 550-690
Colunab C5 » Minério rico Sem adicdo de Al 30 650-715

Coluna 6 €] Minério rico Referéncia® 32 650-715

Coluna 8 c8 Minério pobre Sem recirculacdo 2 640-720
Coluna 10 Cl0 Minério rico Sem recirculacdo 8 550-690
Coluna cn >0 Minério rico Sem adicdo de Al 5 650-720
Coluna 12 C12 Minério rico Referéncia* 1 650-720

*Coluna referéncia: contém minério sulfetado de cobre, ha recirculacdo da solugdo lixiviada e adicao de Al, na forma de AL(SO,), O meio de cultura Norris foi utilizado em todas

as colunas (RODRIGUES, 2012).
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com 28 um e finalizando o processo com membrana de celulose
0,22 um (Millex, Millipore). As amostras foram exaustivamente lava-
das com dgua destilada e solugdo de 4cido sulftrico 1,0 mol.L"! para
remogdo dos metais aderidos as células. As membranas contendo
0s micro-organismos foram cortadas em pequenos pedagos e trans-
feridas para um tubo tipo falcon com 2 mL de tampao de lise (Tris
0,05 mM, pH 7,5, 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM,
1% de N-Laurilsarcosina) e o DNA gendémico extraido pelo método
brometo de cetiltrimetilamo6nio (CTAB) (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989). Para a avaliagdo da qualidade da extragdo, cerca
de 5 uL do DNA gendmico extraido foram analisados em gel de aga-
rose a 0,6%, utilizando tris-base, dcido bérico e 4cido etilenodiamino
tetra-acético (TBE) 0,5x como tampao de corrida. Os géis foram cora-
dos com brometo de etideo (1 pg/mL) e visualizados com auxilio de
um transiluminador (Vilber Lourmat), sob luz ultravioleta (UV).
O grau de pureza e a quantificagdo do DNA foram determinados em

equipamento NanoDrop (Thermo Scientific).

Reacdo em cadeia da polimerase

(polymerase chain reaction)

Os primers utilizados neste estudo foram P2F: 5 GCAACCCTGACG
AAGCAATG 3’ e P2R: 5> GGGAATCGGAACA CAGGTGC 3
(AZEVEDO, 2008), referentes a espécie Acidithiobacillus ferrooxidans,
e SULFO170F — 5 CAATCCCGCATACGTTCC 3’ e SULFO1137R —
5 GAACCGCTGGCAACACAC 3’ (DE WULF-DURAND; BRYANT;
SLY, 1997), referentes a espécie Sulfobacillus thermossulfidoxidans.
Foram utilizados 100 ng de DNA gendmico para cada 50 pL de reagio,
utilizando kit Taqg DNA Polimerase (Fermentas). Detalhes das reagdes
de PCR estdo descritos em Rodrigues (2012).

Polimorfismos de comprimento dos

fragmentos de restricao (restriction

fragment length polymorphism)

A técnica de RFLP foi utilizada na andlise da populagdo microbiana,
por meio da comparagdo do tamanho dos fragmentos obtidos por PCR,
digeridos com enzimas de restrigdo. Para determinagédo dos padrdes de
restrigao para as espécies Acidithiobacillus ferrooxidans e Sulfobacillus
thermosulfidooxidans, foi realizado um mapa de restrigdo virtual uti-
lizando o programa Restriction Mapper Versao 3.0 (www.restriction-
mapper.org). Esse padrdo de restrigio foi utilizado para confirmar a
presenca dessas bactérias sem a necessidade de sequenciamento.

As enzimas selecionadas foram Sacll, BamHI, Smal e EcoRI
(Fermentas). As reagdes foram conduzidas conforme orientagdes do
fabricante para cada enzima utilizada, com os produtos de PCR puri-
ficados. Em seguida, 5 pL do produto obtido foram analisados em
gel de agarose 1,2%, utilizando TBE 0,5x como tampao de corrida.

Os géis foram corados com brometo de etideo (1 ug.mL™*). O padrao
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dos fragmentos foi analisado por comparagao com um padrao de peso

molecular de 1 kb (Fermentas).

Reacdo em cadeia da polimerase-eletroforese

em gel com gradiente desnaturante

Foram utilizados os primers 968F — 5-AACGCAAGAACCTTAC-3’
com cauda CG na regido 5’ (5-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGG
GCGGGGGCACGGGGGG-3) e1392R — 5-ACGGGCGGTGTGTAC-3
(NIELSEN et al., 1999), especificos para os genes que codificam a regido
16S rRNA do Dominio Bacteria. Apos as reagdes de PCR, descritas
por Rodrigues (2012), cerca de 5 uL dos produtos foram analisados
em gel de agarose 1,2%, para verificagio do tamanho dos amplicons,
utilizando padrdo de peso molecular 1 kb (Fermentas). Os géis foram
corados com brometo de etideo (1 ug.mL") e visualizados com auxi-
lio de um transiluminador (Vilber Lourmat), sob luz UV. O restante
da reagdo foi estocado a -20°C para analise por DGGE. Confirmada a
presenga de produtos de PCR pela eletroforese em gel de agarose, estes
foram submetidos a técnica de DGGE, conforme descrito por Muyzer,
De Waal e Uitterlinden (1993) e de acordo com as recomendagdes do
sistema CBS Scientific EPS-30 II, modelo DGGE-2401. Os géis foram
corados com nitrato de prata (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS,
1989) ou com brometo de etideo (1 ug.mL") e visualizados com auxi-
lio de um transiluminador (Vilber Lourmat), sob luz branca ou UV,

respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos preliminares em erlenmeyers mostraram que os minerais sul-
fetados avaliados neste estudo possuem potencial para biolixiviagéo,
alcangando 100% de extragio de cobre utilizando as cepas estudadas.
As analises de biologia molecular vém, portanto, avaliar a manutengao
dos micro-organismos inoculados nas colunas, uma vez que nao houve
esterilizacdo das amostras e pode ter havido interagdo das bactérias
inoculadas com a microbiologia original dos minérios.

O crescimento microbiano foi monitorado através da determinagéo
do potencial eletroquimico (Eh). Os organismos meséfilos e termofilos
moderados (35 e 50°C, respectivamente) sao capazes de oxidar ions
Fe(II) a Fe(III), utilizando a transferéncia de elétrons dessa reagdo para
obtengdo de energia (MADIGAN & MARTINKO, 2004). Dessa forma, as
medidas do Eh da solugdo podem ser utilizadas para acompanhamento
do crescimento bacteriano (Equagdo 1). Quanto maior a concentra¢io
de fon férrico em relagdo a concentragdo de ion ferroso, maior o Eh do
sistema, ou seja, maior o potencial de oxidacio e, consequentemente,
maior a atividade bacteriana. As colunas foram consideradas inocu-
ladas quando o Eh atingiu valores acima de 500 mV, o que foi confir-
mado pelos valores da populagdo microbiana (Tabela 1), os quais sdao
consistentes com a literatura (BOSECKER, 1997).
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[Fe(IID)]

1
(Fe(ID)] W

E,=E,’+2,3RTlog
Em que:

E, = potencial de oxidagdo da lixivia em relagdo ao eletrodo padrio
de hidrogénio;

E,° = potencial padrao em relagio ao eletrodo padrao de hidrogénio;
R = constante universal dos gases ideais (1,987 cal/mol.K');

T = temperatura (Kelvin);

{Fe(III)} = atividade do ion férrico em mol.L'};

{Fe(II)} = atividade do ion ferroso em mol.L'.

Por meio da técnica de PCR, foi possivel amplificar os fragmentos
do 16S rRNA das espécies de interesse neste estudo, Acidithiobacillus
ferrooxidans e Sulfobacillus thermosulfidooxidans. A Figura 1 mos-
tra os produtos obtidos nas reagdes de amplificagio. O fragmento
16S rRNA de Acidithiobacillus ferroxidans foi amplificado em alta tem-
peratura de estringéncia (63°C) e o produto obtido se aproximou do
esperado (674 pb); 0 mesmo aconteceu para o fragmento amplificado
para Sulfobacillus thermosulfidooxidans: a 60°C, o produto obtido foi
de aproximadamente 954 pb, como esperado (RODRIGUES, 2012).

Para confirmagao das espécies encontradas por meio da técnica de
PCR, foi utilizada a técnica de RFLP, os padrdes de restri¢ao para as espé-
cies Acidithiobacillus ferrooxidans e Sulfobacillus thermosulfidooxidans
sdo mostrados na Figura 2. A confirmagio das espécies por essa meto-
dologia foi possivel, pois o indculo de Acidithiobacillus ja havia sido
sequenciado anteriormente (AZEVEDO, 2008) e o de Sulfobacillus foi
gerado a partir do cultivo de cepa pura (Sulfobacillus thermosulfidooxidans
DSMZ 9293). Nao foram utilizados controles positivos, porém os frag-
mentos observados na Figura 3 sdo idénticos aos produtos esperados no

mapa de restri¢do virtual, comprovando a presenga de Acidithiobacillus

ferroxidans nas colunas a 35° e de Sulfobacillus thermosulfidooxidans
nas a 50°C, descritas na Tabela 1.

O uso da técnica de RFLP para amostras oriundas de processos
de biolixiviacdo é descrito na literatura e os resultados mostram boa
correlagdo entre si e com os obtidos neste trabalho (CHENG et al.,
2009; QIU et al., 2011). Qiu et al. (2011) demonstraram, por analise
de RFLP, que, em colunas de biolixiviagao, tratando minério de uranio
de baixo teor, houve predominancia de Acidithiobacillus ferrooxidans
na solugéo rica. Por outro lado, Cheng et al. (2009), estudando a bio-
lixiviagdo de escéria metaltrgicas, contendo Pb e Zn, analisaram as

caracteristicas de bactérias termofilas moderadas utilizando a técnica

Acidithiobacillus ferroxidans

Primer: P2 — 674 pb
Sacll 150

BamH|

200 400 600 674

r

P2-R
5 GGGAATCGGAACACAGGTGC 3

P2
5 GCAACCCTGACGAAGCAATG 3

Sulfobacillus thermosulfidooxidans

Primer: SULFOT70F/SULFOTI37R - 974 pb
Smal 295

EcoRl

493

6] 100 200 300 400 500 600 700 800 900 974
m—)
SULFO170-F SULFON37-R

5 CAATCCCGCATACGTTCC 3 5 GAACCGCTGGCAACACAC 3

Figura 2 - Mapa de restricdo virtual construido a partir do programa
Restriction Mapper. As setas indicam os sitios de clivagem das enzimas
Sacll,Smal e EcoRlInas sequéncias correspondentes ao gene 16SrRNA de
Acidithiobacillus ferroxidans e de Sulfobacillus thermosulfidooxidans.
Nao ha sitios para a enzima BamHI, utilizada como controle.

A MM C2 C4 C5 C6 B MM C8 CO Cn CR

1000 pb

1000 pb 750 pb

750 pb
500 pb

500 pb
250 pb

250 pb

c2 2 @ c4 C4 C4 G C C5 €8 (€8 cC8
Cont. BamHI Sacll

A Cont. BamHI Sacll Cont. BamHI Sacll Cont. BamHI Sacll

674 pb
524 pb

150 pb

cg €8 €8 ClO ClO ClO cn cn cn Cz2 C2 cCi2
B EcoRI Cont. Smal EcoRI Cont. Smal EcoRI Cont. Smal EcoRI Cont. Smal

950 pb
650 pb
500 pb
300 pb

MM: padrao de massa molecular de 1kb (Fermentas). Cont.: Controle (sem digestao).

Figura 1 - Produtos de PCR obtidos para os primers correspondentes
aos geéneros Acidithiobacillus ferrooxidans (A) e Sulfobacillus
thermosulfidooxidans (B). Os cédigos das amostras se encontram
na Tabela 1.
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Figura 3 - Analise do perfil de restricao obtido para os fragmentos
16S rRNA amplificados de Acidithibacillus ferrooxidans (A) e de
Sulfobacillus thermosulfidooxidans (B). Os cédigos das amostras se
encontram na Tabela 1.
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de RFLP, encontrando basicamente bactérias do filo Firmicutes, suge-
rindo a presenca de Sulfobacillus.

A analise de PCR, utilizando primers especificos e dos fragmen-
tos de restri¢do, confirma a presenga das espécies inicialmente ino-
culadas nas colunas de biolixiviagdo, Acidithiobacillus ferrooxidans
e Sulfobacillus thermosulfidooxidans. No entanto, como dito ante-
riormente, as amostras minerais nao foram esterilizadas e a possi-
bilidade de outros organismos terem sido selecionados nao poderia
ser descartada. Dessa forma, optou-se pela analise de PCR-DGGE
utilizando primers universais para Bacteria (968F-CG/1342R) capa-
zes de detectar todas as bactérias que representam mais de 1% do
total presente nas colunas (MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN,
1993). Como esperado, as amostras correspondentes as colunas man-
tidas a 30 e 50°C mostraram boa amplificagdao com o primer do grupo
Bacteria, obtendo-se produto tipico de 400 pb (RODRIGUES, 2012).
Esses produtos amplificados foram submetidos 8 DGGE, a fim de
separar os diferentes fragmentos de DNA presentes nas amostras, e 0

resultado é mostrado na Figura 4. Como destacado nela, o resultado

Cc2 C4 (6] Co c8 C10 cn c12

50°C

Figura 4 - Padrbes de bandas representantes das comunidades dos
consorcios de bactérias obtidos a partir de eletroforese em gel com
gradiente desnaturante com gradiente de desnaturacdo de 40 e 60%
para as amostras provenientes das colunas de biolixiviagdo. 12 uL da
reacao em cadeia da polimerase com o primer universal 968F-CG/1392R
foram aplicados no gel e, apés corrida a 100 V por 16 horas, este foi
corado com nitrato de prata. Os cédigos das amostras se encontram
na Tabela 1.
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da PCR-DGGE mostrou pequeno nimero de bandas, o que sugere
baixa diversidade entre as amostras e que o perfil de bandas é prati-
camente idéntico para as colunas que operam na mesma temperatura,
indicando que as diferentes condi¢des operacionais nio afetaram as
populagdes presentes nas colunas.

Os resultados obtidos neste trabalho sio coerentes com a litera-
tura. Batista (2009) estudou a diversidade de micro-organismos em
colunas de biolixivia¢do operando a temperatura ambiente e com
leito formado por minerais de niquel. A amplificagdo do 16S rRNA
com primer universal para o Dominio Bacteria foi bem-sucedida e
resultou em fingerprints de DGGE reprodutiveis, mas também com
pequeno numero de bandas, e o sequenciamento delas mostrou
predominancia de Acidithiobacillus ferroxidans e Acidithiobacillus
thiooxidans. De forma similar, Demergasso et al. (2005) estudaram
a comunidade microbiana de pilhas de biolixiviacdo de minério de
baixo teor de cobre e os perfis de DGGE também mostraram o apa-
recimento de poucas bandas, sugerindo baixa riqueza de espécies.
Dependendo da composi¢do quimica da solugao rica e da tempera-
tura, foram identificados Acidithiobacillus ferroxidans e Leptospirillum
ferroxidans, e o aumento da temperatura da solu¢do levou ao predo-
minio de Sulfobacillus sp. e Ferroplasma sp. Por ultimo, Halinen et al.
(2009b) estudaram sistemas de biolixiviagdo em pilhas de minérios
de niquel também encontrando baixa riqueza de bandas. Em baixa
temperatura (7°C), houve predominio apenas de Acidithiobacillus
ferrooxidans, enquanto a 21 e 35°C essa espécie juntamente com
Leptospirillum ferrooxidans foram as mais abundantes. A 50°C houve

predominio de Sulfobacillus.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados deste trabalho, é possivel concluir que,
para as colunas de biolixiviagao de minérios sulfetados de cobre ana-
lisadas, independentemente do tipo de minério utilizado e das con-
di¢des operacionais, a diversidade populacional é pequena e modu-
lada pela temperatura. Na faixa de 35 a 40°C, ha predominio de
Acidithiobacillus ferrooxidans. Quando a temperatura aumenta para
valores em torno de 50°C, organismos do género Sulfobacillus pas-

sam a ser mais abundantes.
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