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1.Wstep

w procesach technologicznych mikrobiologicznego tugowania metali z mi-
neratéw siarczkowych wykorzystuje sie gtownie bakterie Thiobacillusferrooxi-
dans, wykazujgce zdolnosc utlenianiajonow zelazawych oraz siarki i jej zwigz-
kow nieorganicznych (1 - 3). Dzialanie tych mikroorganizméw moze by¢ wspo-
magane przez obecno$¢ innych bakterii — ze szczegélnym uwzglednieniem
gatunku Thiobacillus thiooxidans, czerpigcego energie z proceséw utleniania
siarki elementarnej oraz jej zwigzkdw mineralnych (4,5). Prowadzone sg liczne
badania nad mozliwoscig zastosowania w procesach tugowania takze innych
mikroorganizméw, na przykiad termofitnych szczepow bakterii z rodzaju Sul-
folobus, zdolnych do utleniania jonéw zelazawych, siarki oraz mineratow siar-
czkowych przy temperaturach w zakresie 30 - 85°C (2,3,5).

Trudnosci w izotowaniu czystych kultur wielu gatunkéw bakterii zdolnych
do utleniania siarki i jej zwigzkéw nieorganicznych sprawity, ze wyjasnienie
ich metabolicznej aktywnosci znacznie sie op6znia, a Kierunki przemian me-
tabolicznych pozostajg dyskusyjne (6-9).

Podobne problemy wystepujg przy probach oceny zdolnosci utleniania jo-
now zelazawych przez poszczeg6lne gatunki bakterii — zaréwno autotroficz-
nych, jak i miksotroficznych oraz heterotroficznych. Jony zelazawe moga by¢
substratem energetycznym dla T. ferrooxidans oraz dla tzw. bakterii zelazo-
wych. Te ostatnie stanowig duza grupe, nie dos¢ dokladnie poznang i opra-
cowang pod wzgtedem ich klasyfikacji oraz wiasciwosci fizjologicznych (10-
12), Klasyfikacja tych drobnoustrojow opiera sie¢ gtownie na cechach morfoto-
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gicznych i rozmieszczeniu ekologiczndrm (12). Duza réznorodno$é form bakterii
zelazowych oraz czeste podobienstwo do innych grup mikroorganizméw stwa-
rzaja najpowazniejsze problemy w ich zaklasyfikowaniu (11).

W Katedrze Biochemii i Biofizyki Slaskiej Akademii Medycznej wyizolowano
gramdodatnie, miksotroficzne bakterie, ktore wykazywaty zdolno$¢ utleniania
zaréwno jonow zelazawych jak i siarki oraz jej zwiazkéw nieorganicznych.
Podobienstwo wielu cech fizjologicznych tych drobnoustrojow do gatunku
T. ferrooxidans bylo inspiracja do podjecia badarn nad mozliwoscig ich wyko-
rzystania w procesach tugowania metati z mineratéw siarczkowych oraz utle-
niania siarki i jej zwigzkdw nieorganicznych. Przedmiotem pracy jest analiza
wynikow przeprowadzonych w tym kierunku doswiadczen.

2.Materiaty i metody

Procesy biologicznego utleniania nieorganicznych zwigzkéw siarki prowa-
dzono w obecnosci autotroficznych bakterii siarkowych rodzaju Thiobacillus
oraz miksotroficznych bakterii utleniajacych siarke i jony zelazawe, zakwa-
lifikowanych do rodzajow Sulfobacillus i Siderocapsa. W oparciu o wyniki
wczeshiejszych doswiadczen, w badaniach wykorzystano nastepujace szczepy:
T. ferrooxidans F26 - 77, T. thiooxidans T29 - 77, Siderocapsa sp. 26 - 1(1)
i Sulfobacillus sp. 26-9(1). Wszystkie szczepy wyizolowano z wéd dotowych
kopalin wegla kamiennego. Bakterie T. ferrooxidans namnazano w pozywce
ptynnej 9K Silvermana i Lundgrena (13), T. thiooxidans — w pozywce Wa-
ksmana i Joffe (14), natomiast bakterie miksotroficzne hodowano w pozywce
Winogradzkiego (15,16).

Badania efektywnosci utleniania jonéw zelazawych w obecnosci bakterii
i bez ich udziatu prowadzono w standardowym roztworze 9K, czyli poz3rwce
Silvermana i Lundgrena (13), natomiast badania efektywnosci utleniania siar-
ki elementarnej S°, jondw tiosiarczanowych S208~ oraz naturalnych minera-
tow siarczkowych: pirytu FeS2 i sfaleiytu ZnS, prowadzono w pozywce Wa-
ksmana i Joffe (14) oraz w roztworach stanowigcych jej modyfikacje, do kt6-
rych wprowadzano wymienione substraty siarkowe zamiast siarki elementar-
nej. Skkad roztw”ordéw zastosowanych w przeprowadzonych badaniach podano
w tab. 1. Ich odczyn doprowadzano do pH 2,8 przy uzyciu IN roztworu kwasu
siarkowego (w ukiadach zawierajgcych pozywki standardowe) lub kwasu sol-
nego (w uktadach zawierajacych modyfikacje pozywki Waksmana i Joffe). Roz-
twory sterylizowano w autoklawie przy cisnieniu 150 kPa, w temperaturze
121°C, przez 30 min. Wyjatkiem byty nietrwale roztwory tiosiarczanu sodo-
wego oraz siarczanu zelazawego, ktOre przygotowywano przez rozpuszczenie
odpowiedniej soli w 200 cm” wody destylowanej. Ich sterylizacje prowadzono
przy uzyciu filtrow bakteriologicznych Seitza. Roztwor tiosiarczanu poddawa-
no dodatkowo stabilizacji w czasie 14 dni. Uzyskane roztwory tgczono z od-
powiednig iloscig (800 cm”) roztwordw zawierajacych pozostate sktadniki pod-
tozy. Siarke sterytizowano w alkoholu jako kwiat siarkowy, natomiast stery-
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lizacje mineratéw siarczkowych prowadzono w suszarce w temperaturze 100°C
przez 1 godzine. Procedure te powtarzano trzykrotnie w odstepach 24-godzin-
nych. Doswiadczenia prowadzono w uktadach statycznych, w kotbach Erlen-
meyera 0 pojemnosci 300 cm”, do ktérych wlewano 200 cm” odpowiedniego
roztworu wraz z substratem energetycznym. Uklady szczepiono aktywnymi
kulturami badanych bakterii dla uzyskania ich poczatkowej koncentracji rze-
du 10® komorek w 1 cm® ptynu. Czas trwania doSwiadczen wynosit 96 godzin.
Wyjatek stanowity uktady z jonami tiosiarczanowymi, badane przez 24 godzi-
ny. Po okreSlonym czasie roztwory odwirowano i wykonywano analizy che-
miczne. Stezenie jondw zelazawych oznaczano metodg manganometryczng
(17), stezenie jonow siarczanowych oznaczano metoda wagowa, natomiast jo-
now tiosiarczanowych — metodg miareczkowania jodometrycznego (18). Cat-
kowite stezenia cynku oraz zelaza, uwolnionych do pfynéw tugujacych z mi-
neratéw siarczkowych, oznaczano metodg absorpcyjnej spektrometrii atomo-
wej przy zastosowaniu spektrofotometru absorpcji atomowej (model 400) firmy
Perkin-Elmer. Pomiary pH wykonywano przy uzyciu pH-metru typ N-512 fir-
my Mera-Elwro oraz elektrody kombinowanej. Réwnolegle do kazdego uktadu
zawierajgcego bakterie prowadzono do$wiadczenia w ukiadach kontrolnych,
do ktérych dodawano tymol jako substancje bakteriostatyczng. Kazdy ukiad
doswiadczalny byt realizowany réwnoczesnie w trzech kolbach, z ktérych po-
bierano po dwie prébki do analiz chemicznych. Przedstawione wyniki sg war-
toSciami Srednimi z szeSciu oznaczen.

Tabela 1
Sk#ad podtozy phynnych stosowanych w badaniach

Stezenie skiadnika w roztworze (g/dm~)

Skiadnik

9K WJ WJi WJ2 WJ3 WJ4
(NH4)2S04 3,0 0,2 a1 - - -
NHaCI - - 0,1 0,1 0,1 0,1
KCI 0,1 - 0,1 0,1 0,1 0,1
K2HPO4 0,5 - - - - _
KH2PO4 - 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
MgSo4 7H20 0,5 0,5 - - - _
MgCb 6H20 - - 0,4 0,4 0,4 0,4
Ca(N03)2 0,01 _ - - - _
CaCb 6H20 - 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
FeSoa 7H20 44,2 Slady - - - -
FeCb - - Slady Slady Slady -
Na2S203 2H20 - - - 6,1 - -
S° (kryst.) - 10,0 2,0 - -1 -
zZnS - - - - 6,1 -
FeSo - - - - - 3,8
pH roztworéw 2,8

gdzie: 9K — podtoze Silvermana i Lundgrena (13), WJ — podtoze Waksmana i Joffe (14),
WJj, WJ2, WJ3, WJ4 — modyfikacje podtoza WJ.
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3. Wyniki

Ocene przydatnosci badanych szczepéw miksotroficznych bakterii utlenia-
jacych siarke i jony zelazawe w procesach biotransformacji nieorganicznych
zwigzkow siarki oraz bioekstrakcji metali z mineratéw siarczkowych przepro-
wadzono w oparciu o badania efektywnosci utleniania jondw zelazawych Fe2+,
siarki elementarnej S° i jonéw tiosiarczanowych 8203 a takze szybkosci
uwalniania metali (zelaza i cynku) z mineratow siarczkowych. Uzyskane wy-
niki przedstawiono w tab. 2. Wyniki badania efektywnosci utleniania jonéw
Fer+ wykazaty, ze w obecnosci bakterii T. ferrooxidans F26 - 77 po 96 godzi-
nach nastgpito prawie zupetne utlenienie tych jondéw. Wydajnos¢ procesu wy-
nosita 98%. W obecnosci testowanych szczepdéw bakterii miksotroficznych by-
ta ona 3-krotnie nizsza. W uktadzie kontrolnym, bez bakterii, utlenieniu ulegto
jedynie 3% jonow FeM*' zawartych w roztworze. Mozna wiec stwierdzi¢, ze
badane bakterie miksotroficzne umozliwiaty 10-krotny wzrost szybkosci utle-
niania jonow Fe™+, natomiast szczep T. ferrooxidans intensyfikowat ten proces
30-krotnie.

Tabela 2
Efektywnosé utleniania substratéw energetycznych po 96 godz (w przypadku S203
— PO 24 GODZ) PRZEZ WYBRANE SZCZEPY BAKTERII SIARKOWYCH | ZELAZOWYCH

(%) utlenienia substratu

Bakterie

Fe2+ g S201™ zZns EeS?
T. thiooxidans T29 - 77 13,7 49,7 62,8 54,8
T. ferrooxidans F26 - 77 97,9 17,7 64,9 87,0 67,4
Siderocapsa sp. 26 - 1(1) 30,7 10,5 48,1 59,2 40,0
Sidjobacillus sp. 26-9(1) 29,8 8,7 37,6 59,7 36,6
T29- 77 + F26 - 77 ™ 65,1
T29-77 + 26- 1(1) 39,4
T29- 77 + 26-9(1) R 36,0
kontrola (bez bakterii) 3,1 1,2 1,6 12,7 4,6

gdzie; nie badano

Takze utlenianie siarki elementarnej S° przebiegato z najwiekszg wydaj-
noscig w obecnosci bakterii rodzaju Thiobacillus, szczeg6lnie szczepu T. fer-
rooxidans. Szczepy bakterii miksotroficznych powodowaly wprawdzie 8-krotny
wzrost wydajnosci procesu (W poréwnaniu z procesem przebiegajacym w ste-
rylnym ukladzie kontrolnym), jednak efekt ten byt dwukrotnie stabszy od
uzyskanego w uktadzie z T, ferrooxidans F26 - 77. Wyniki badania wydajnosci
utleniania jonéw tiosiarczanowych 8203" oraz bioekstrakcji metali (cynku
i zelaza) z mineratéw siarczkowych (sfalerytu ZnS i pirytu FeS2) wykazaty
duzg aktywnos¢ testowanych szczepow bakterii miksotroficznych w odniesie-
niu do mineralnych substratéw siarkowych, jednak i w tych przypadkach
bakterie rodzaju Thiobactilus okazaty sie bardziej aktywne, chociaz réznice
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nie byly juz tak znaczne. Wydajnosci analizowanych proceséw, uzyskiwane
przy udziale aktywnego szczepu T. ferrooxidans F26 - 77, byly jedynie 1,3-1,5
razy wieksze od stwierdzanych w obecnosci bakterii Siderocapsa sp. 26 - 1(1)
i Sulfobacillus sp. 26-9(1). Zastosowanie mieszanin szczepdéw zdolnych do
utleniania jonéw Fe*-*- (T. ferrooxidans tub testowanych bakterii miksotroflcz-
nych) ze szczepem T, thiooxidans (utleniajagcym siarke i jej zwigzki nieorga-
niczne) w procesie tugowania piiytu FeS2 nie przyczynito sie do zwiekszenia
wydajnosci bioekstrakcji zelaza z tego mineratu (tab. 2).

Tabela 3
Steienia cynku i zelaza w roztworach po fugowaniu mineratéw siarczkowych: pirytu FeS2
| SFALERYTU ZnS PRZEZ WYBRANE SZCZEPY BAKTERII SIARKOWYCH | ZELAZOWYCH

Bakterie
Fe
T. thiooxidans T29 - 77 0,96
T. ferrooxidans F26 - 77 1,18
Siderocapsa sp. 26-1(1) 0,70
SulfobacUlus sp. 26-9(1) 0,64
kontrola (bez bakterii) 0,08

Stezenie metalu (g/dm”)

zZn
2,57
3,56
2,42
2,44
0,52

W tab. 3 zamieszczono stezenia zelaza i cynku w roztworach po tugowaniu
naturalnych mineratéw siarczkowych: pirytu FeS2 i sfalerytu ZnS. W ukta-
dach zawierajgcych bakterie stezenie zelaza wahato sie w granicach 0,6 -

A.

B.

F~s. 1. Dynamika utleniania siarki przez wybrane szczepy bakterii utleniajacych siarke i ze-
lazo: A — w nieobecnosci jonéw Fe2+; B — w obecnosci jonow Fe2+ (2 g/dm?).
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A. B.

Rys. 2. Dynamika utleniania tiosiarczanu przez wybrane szczepy bakterii utleniajacych siarke
i zelazo: A — w nieobecnosci jonéw Fe2+; B — w obecnosci jonéw Fe2+ (2 g/dm”).

- 1,2 g/dm”, a stezenie cynku w granicach 2,4 - 3,6 g/dm” i byto na pozio-
mie stezeh tolerowanych przez badane szczepy (19). W sterylnych ukiadach
kontrolnych stezenia obu metali wynosity odpowiednio 0,08 g/dm” Zelaza
oraz 0,52 g/dm” cynku. Mozna zatem stwierdzi¢, ze w warunkach przepro-
wadzonych do$wiadczehn obecnos$¢ bakterii powodowata 7 - 15-krotny wzrost
wydajnosci ekstrakcji zelaza z pirytu oraz 5 - 7-krotny wzrost wydajnosci
ekstrakcji cynku ze sfalerytu.

W3miki badania dynamiki utleniania siarki elementarnej S° (rys, 1) oraz
jonow tiosiarczanowych 8203“ (rys. 2) z udziatlem i bez udziatu wybranych
szczepow wykazaty, ze szybkosci utleniania obu substratéw w obecnosci te-
stowanych bakterii miksotroficznych byty bardzo zblizone, lecz mniejsze od
obserwowanych w obecnos$ci bakterii rodzaju Thiobacillus. Obecno$¢ jonoéw
zelazawych w uktadzie istotnie stymulowata procesy utleniania (zaréwno che-
micznego jak i biologicznego) jonéw 8203” (rys. 2), natomiast miata znacznie
mniejszy wptyw na intensyfikacje procesdw utleniania siarki elementarnej 8°
(rys. 1). W tym przypadku jony zelazawe powodowaty wzrost szybkosci utle-
niania siarki gldwnie przy udziale bakterii Siderocapsa sp. 26- 1(1).

4. Dyskusja
Wszystkie przemystowe technologie bakteryjnego tugowania metali z ma-

teriatdw siarczkonosnych, jak dotad, wykorzystujg aktywne szczepy gatunku
T. ferrooxidans. Czynione sg jednak proby praktycznego wykorzystania takze
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innych mikroorganizmow, na przyktad termofilnych bakterii siarkowych z ro-
dzajéw SulfolobiLS, Sulfobacillus oraz Thermothrbc, dziatajacych w zakresie
temperatur 45 - 90°C (2,3,5,15,20) i posiadajgcych wiasciwosci fizjologiczne
podobne do bakterii rodzaju Thiobacillus. Prowadzone sa réwniez badania
nad mozliwoscig biologicznego tugowania niektérych materiatéw przy udziale
bakterii heterotroficznych z rodzajéw Arthrobacter, Pseudomonas i in. (2,3),
a takze przy udziale grzybow, np. z rodzajéw Aspergillus i Penicillum (3,15,21).
Badania te nie wyszly jednak na og6t poza skale laboratoryjna.

Poszukiwanie nowych gatunkéw mikroorganizméw przydatnych w proce-
sach biohydrometalurgicznych jest jednym z gtéwnych kiemnkéw badan pro-
wadzonych w tej dziedzinie (3,15). Wynika z tego zainteresowamie badaczy
praktycznie kazdym szczepem posiadajacym wiasciwosci sugerujgce mozli-
wos$¢ ich wykorzystania w biotechnice. Analizowane w pracy tej szczepy
miksotroficznych bakterii, zdolnych do utleniania siarki, jej zwiazkéw nie-
organicznych oraz jonéw zelazawych, zostaty wyizolowane jako szczepy towa-
rzyszace bakteriom T. Jerrooxidans. Okreslono je jako Siderocapsa sp, 26 -
1(1) oraz Sulfobacillus sp. 26 - 9(1), gdyz nie odpowiadajg one $cisle zadnemu
z gatunkéw tych rodzajéw, opisanych w literaturze. Wzrost badanych bakterii
w mineralnej pozywce 9K Silvermana i Lundgrena (13) oraz w pozywce Wa-
ksmana i Joffe (14) sugerowat mozliwo$¢ ich wykorzystania w procesach tu-
gowania metali. Inng korzystng cechg tych bakterii byta ich szybkos¢ na-
mnazania sie — wieksza w poréwnaniu ze stwierdzang dla szczepéw T. fer-
rooxidans. Stwarzato to szanse uzyskania wiekszej ilosci biomasy w krétszym
czasie.

Whyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze testowane bakterie posia-
daty zdolnos¢ wykorzystywania jonow zelazawych oraz siarki i jej zwigzkow
mineralnych jako substratow energetycznych, ale szybkosci katalizowanych
przez nie proceséw byty mniejsze od stwierdzanych w obecnosci bakterii ro-
dzaju Thiobacillus (tab. 2, rys. 1 i 2). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wybrane
szczepy T, ferrooxidans F26 - 77 oraz T, thiooxidans T29 - 77 byty najaktyw-
niejszymi sposréd szczepdéw wyizolowanych w Katedrze Biochemii i Biofizyki
Slaskiej AM (22,23). Ponadto szczep T.ferrooxidans F26 - 77 charakteryzowat
sie wyjatkowo duzg zdolnoscig adaptacyjng (23). Zréznicowanie aktywnosci
metabolicznej bakterii T. ferrooxidans $wiadczy o istotnym wptywie czynnikow
ekologicznych na zdolno$¢ tugujaca tej grupy mikroorganizmoéw. Sugeruje to,
ze istnieje takze mozliwos¢ wyosobnienia innych szczepdw bakterii podobnych
do testowanych drobnoustrojow, lecz o znacznie wigkszej aktywnosci meta-
bolicznej w stosunku do mineralnych zwigzkéw siarki oraz jonéw Fe**" jako
substratdw energetycznych. Osiggniecia biologii molekularuej i inzynierii ge-
netycznej moga ponadto doprowadzi¢ do uzyskania szczepéw taczacych w so-
bie duze zdolnosci adaptacyjne oraz szybkos$ci przeksztatcania substratéw
energetycznych, wiasciwe dla autotroficznych bakterii T. ferrooxidans, z mo-
zliwoscig szybkiego namnazania sie, ewentualng termofrlnoscia oraz innymi
cennymi cechami wykazywanymi przez niektére gatunki bakterii miksotrofi-
cznych.

biotechnologia 2 (25) '94
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The ability of biotransformation of inorganic sulphur compounds

by selected strains of autotrophic and mixotrophic sulphur and iron bacteria

Summary
The possibilities of oxidation of ferrous ions, sulphur, thiosulpate and sulphide minerals by

autotrophic bacteria Thiobacillus ferrooxidans F26 - 77 and Thiobacillus thiooxidans T29 - 77 as
well as mixotrophic bacteria Svderocapsa sp. 26- 1(1) and SulfobaciUus sp. 26-9(1) were de-
monstrated. The mixtures of each ferrous ion oxidizing strain and Thiobacillus thiooxidans were
not more effective than the simple strains. The presence of ferrous ions stimulated the sulphur
oxidizing activity of mixotrophic bacteria strains, especially of Svderocapsa sp. 26- 1(1).
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