
Zdolność biotransformocji 
nieorganicznych związków siarki 

przez wybrane szczepy 
autotroficznych i miksołroficznych 
bakterii siarkowych i żeiazowych

Beata Cwalina^ 
Zofia Dzierżewicz^ 

Teresa Farbiszewska^ 
Katarzyna Mikluszka^

1. Wstęp

w procesach technologicznych mikrobiologicznego ługowania metali z mi­
nerałów siarczkowych wykorzystuje się głównie bakterie Thiobacillus ferrooxi- 
dans, wykazujące zdolność utleniania jonów żelazawych oraz siarki i jej związ­
ków nieorganicznych (1 - 3). Działanie tych mikroorganizmów może być wspo­
magane przez obecność innych bakterii — ze szczególnym uwzględnieniem 
gatunku Thiobacillus thiooxidans, czerpiącego energię z procesów utleniania 
siarki elementarnej oraz jej związków mineralnych (4,5). Prowadzone są liczne 
badania nad możliwością zastosowania w procesach ługowania także innych 
mikroorganizmów, na przykład termofiłnych szczepów bakterii z rodzaju Sul- 
folobus, zdolnych do utleniania jonów żelazawych, siarki oraz minerałów siar­
czkowych przy temperaturach w zakresie 30 - 85°C (2,3,5).

Trudności w izołowaniu czystych kultur wielu gatunków bakterii zdolnych 
do utleniania siarki i jej związków nieorganicznych sprawiły, że wyjaśnienie 
ich metabolicznej aktywności znacznie się opóźnia, a kierunki przemian me­
tabolicznych pozostają dyskusyjne (6-9).

Podobne problemy występują przy próbach oceny zdolności utleniania jo­
nów żelazawych przez poszczególne gatunki bakterii — zarówno autotroficz­
nych, jak i miksotroficznych oraz heterotroficznych. Jony żelazawe mogą być 
substratem energetycznym dla T. ferrooxidans oraz dla tzw. bakterii żelazo­
wych. Te ostatnie stanowią dużą grupę, nie dość dokładnie poznaną i opra­
cowaną pod wzgłędem ich klasyfikacji oraz właściwości fizjologicznych (10- 
12), Klasyfikacja tych drobnoustrojów opiera się głównie na cechach morfoło-

Katedra Biochemii i Biofizyki, Śląska AM, Katowice. 
Instytut Chemii, WSP, Opole.

biotechnologia 2 (25) ’94



68 B. Cwalina, Z. Dzierżewicz, T. Farbiszewska, K. Mikluszka

gicznych i rozmieszczeniu ekologiczn3rm (12). Duża różnorodność form bakterii 
żelazowych oraz częste podobieństwo do innych grup mikroorganizmów stwa­
rzają najpoważniejsze problemy w ich zaklasyfikowaniu (11).

W Katedrze Biochemii i Biofizyki Śląskiej Akademii Medycznej wyizolowano 
gramdodatnie, miksotroficzne bakterie, które wykazywały zdolność utleniania 
zarówno jonów żelazawych jak i siarki oraz jej związków nieorganicznych. 
Podobieństwo wielu cech fizjologicznych tych drobnoustrojów do gatunku 
T. ferrooxidans było inspiracją do podjęcia badań nad możliwością ich wyko­
rzystania w procesach ługowania metałi z minerałów siarczkowych oraz utle­
niania siarki i jej związków nieorganicznych. Przedmiotem pracy jest analiza 
wyników przeprowadzonych w tym kierunku doświadczeń.

2. Materiały i metody

Procesy biologicznego utleniania nieorganicznych związków siarki prowa­
dzono w obecności autotroficznych bakterii siarkowych rodzaju Thiobacillus 
oraz miksotroficznych bakterii utleniających siarkę i jony żelazawe, zakwa­
lifikowanych do rodzajów Sulfobacillus i Siderocapsa. W oparciu o wyniki 
wcześniejszych doświadczeń, w badaniach wykorzystano następujące szczepy: 
T. ferrooxidans F26 - 77, T. thiooxidans T29 - 77, Siderocapsa sp. 26 - 1(1) 
i Sulfobacillus sp. 26-9(1). Wszystkie szczepy wyizolowano z wód dołowych 
kopalń węgla kamiennego. Bakterie T. ferrooxidans namnażano w pożywce 
płynnej 9K Silvermana i Lundgrena (13), T. thiooxidans — w pożywce Wa- 
ksmana i Joffe (14), natomiast bakterie miksotroficzne hodowano w pożywce 
Winogradzkiego (15,16).

Badania efektywności utleniania jonów żelazawych w obecności bakterii 
i bez ich udziału prowadzono w standardowym roztworze 9K, czyli poż3rwce 
Silvermana i Lundgrena (13), natomiast badania efektywności utleniania siar­
ki elementarnej S°, jonów tiosiarczanowych S20§~ oraz naturalnych minera­
łów siarczkowych: pirytu FeS2 i sfaleiytu ZnS, prowadzono w pożywce Wa- 
ksmana i Joffe (14) oraz w roztworach stanowiących jej modyfikacje, do któ­
rych wprowadzano wymienione substraty siarkowe zamiast siarki elementar­
nej. Skład roztw^orów zastosowanych w przeprowadzonych badaniach podano 
w tab. 1. Ich odczyn doprowadzano do pH 2,8 przy użyciu IN roztworu kwasu 
siarkowego (w układach zawierających pożywki standardowe) lub kwasu sol­
nego (w układach zawierających modyfikacje pożywki Waksmana i Joffe). Roz­
twory sterylizowano w autoklawie przy ciśnieniu 150 kPa, w temperaturze 
121°C, przez 30 min. Wyjątkiem były nietrwałe roztwory tiosiarczanu sodo­
wego oraz siarczanu żelazawego, które przygotowywano przez rozpuszczenie 
odpowiedniej soli w 200 cm^ wody destylowanej. Ich sterylizację prowadzono 
przy użyciu filtrów bakteriologicznych Seitza. Roztwór tiosiarczanu poddawa­
no dodatkowo stabilizacji w czasie 14 dni. Uzyskane roztwory łączono z od­
powiednią ilością (800 cm^) roztworów zawierających pozostałe składniki pod­
łoży. Siarkę steryłizowano w alkoholu jako kwiat siarkowy, natomiast stery­
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lizację minerałów siarczkowych prowadzono w suszarce w temperaturze 100°C 
przez 1 godzinę. Procedurę tę powtarzano trzykrotnie w odstępach 24-godzin- 
nych. Doświadczenia prowadzono w układach statycznych, w kołbach Erlen- 
meyera o pojemności 300 cm^, do których wlewano 200 cm^ odpowiedniego 
roztworu wraz z substratem energetycznym. Układy szczepiono aktywnymi 
kulturami badanych bakterii dla uzyskania ich początkowej koncentracji rzę­
du 10® komórek w 1 cm® płynu. Czas trwania doświadczeń wynosił 96 godzin. 
Wyjątek stanowiły układy z jonami tiosiarczanowymi, badane przez 24 godzi­
ny. Po określonym czasie roztwory odwirowano i wykonywano analizy che­
miczne. Stężenie jonów żelazawych oznaczano metodą manganometryczną 
(17), stężenie jonów siarczanowych oznaczano metodą wagową, natomiast jo­
nów tiosiarczanowych — metodą miareczkowania jodometrycznego (18). Cał­
kowite stężenia cynku oraz żelaza, uwolnionych do pfynów ługujących z mi­
nerałów siarczkowych, oznaczano metodą absorpcyjnej spektrometrii atomo­
wej przy zastosowaniu spektrofotometru absorpcji atomowej (model 400) firmy 
Perkln-Elmer. Pomiary pH wykonywano przy użyciu pH-metru typ N-512 fir­
my Mera-Elwro oraz elektrody kombinowanej. Równolegle do każdego układu 
zawierającego bąkterie prowadzono doświadczenia w układach kontrolnych, 
do których dodawano tymol jako substancję bakteriostatyczną. Każdy układ 
doświadczalny był realizowany równocześnie w trzech kolbach, z których po­
bierano po dwie próbki do analiz chemicznych. Przedstawione wyniki są war­
tościami średnimi z sześciu oznaczeń.

Tabela 1
Skład podłoży płynnych stosowanych w badaniach

Składnik
Stężenie składnika w roztworze (g/dm^)

9K WJ WJi WJ2 WJ3 WJ4

(NH4)2S04 3,0 0,2 -■ - - -
NH4CI - - 0,1 0,1 0,1 0,1

KCl 0,1 - 0,1 0,1 0,1 0,1

K2HPO4 0,5 - - - - -

KH2PO4 - 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
MgS04 7H2O 0,5 0,5 - - - -

MgCb 6H2O - - 0,4 0,4 0,4 0,4
Ca(N03)2 0,01 - - - - -

CaCb 6H2O - 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
FeS04 7H2O 44,2 ślady - - - -
FeCb - - ślady ślady ślady -
Na2S203 2H2O - - - 6,1 - -
S° (kryst.) - 10,0 2,0 - - ■ -
ZnS - - - - 6,1 -
FeSo - - - - - 3,8
pH roztworów 2,8

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

Ocenę przydatności badanych szczepów miksotroficznych bakterii utlenia­
jących siarkę i jony żelazawe w procesach biotransformacji nieorganicznych 
związków siarki oraz bioekstrakcji metali z minerałów siarczkowych przepro­
wadzono w oparciu o badania efektywności utleniania jonów żelazawych Fe2+, 
siarki elementarnej S° i jonów tiosiarczanowych 8203“, a także szybkości 
uwalniania metali (żelaza i cynku) z minerałów siarczkowych. Uzyskane wy­
niki przedstawiono w tab. 2. Wyniki badania efektywności utleniania jonów 
Fe^+ wykazały, że w obecności bakterii T. ferrooxidans F26 - 77 po 96 godzi­
nach nastąpiło prawie zupełne utlenienie tych jonów. Wydajność procesu wy­
nosiła 98%. W obecności testowanych szczepów bakterii miksotroficznych by­
ła ona 3-krotnie niższa. W układzie kontrolnym, bez bakterii, utlenieniu uległo 
jedynie 3% jonów Fe^'*' zawartych w roztworze. Można więc stwierdzić, że 
badane bakterie miksotroficzne umożliwiały 10-krotny wzrost szybkości utle­
niania jonów Fe^+, natomiast szczep T. ferrooxidans intensyfikował ten proces 
30-krotnie.

Tabela 2
Efektywność utleniania substratów energetycznych po 96 godz (w przypadku S2O3

— PO 24 GODZ) PRZEZ WYBRANE SZCZEPY BAKTERII SIARKOWYCH I ŻELAZOWYCH

Bakterie (%) utlenienia substratu
Fe2+ S° S2OI" ZnS FeS2

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) ”♦ 36,0
kontrola (bez bakterii) 3,1 1,2 1,6 12,7 4,6

gdzie; nie badano

Także utlenianie siarki elementarnej S° przebiegało z największą wydaj­
nością w obecności bakterii rodzaju Thiobacillus, szczególnie szczepu T. fer­
rooxidans. Szczepy bakterii miksotroficznych powodowały wprawdzie 8-krotny 
wzrost wydajności procesu (w porównaniu z procesem przebiegającym w ste­
rylnym układzie kontrolnym), jednak efekt ten był dwukrotnie słabszy od 
uzyskanego w układzie z T, ferrooxidans F26 - 77. Wyniki badania wydajności 
utleniania jonów tiosiarczanowych 8203^ oraz bioekstrakcji metali (cynku 
i żelaza) z minerałów siarczkowych (sfalerytu ZnS i pirytu FeS2) wykazały 
dużą aktywność testowanych szczepów bakterii miksotroficznych w odniesie­
niu do mineralnych substratów siarkowych, jednak i w tych przypadkach 
bakterie rodzaju Thiobactilus okazały się bardziej aktywne, chociaż różnice
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nie były już tak znaczne. Wydajności analizowanych procesów, uzyskiwane 
przy udziale aktywnego szczepu T. ferrooxidans F26 - 77, były jedynie 1,3-1,5 
razy większe od stwierdzanych w obecności bakterii Siderocapsa sp. 26 - 1(1) 
i Sulfobacillus sp. 26-9(1). Zastosowanie mieszanin szczepów zdolnych do 
utleniania jonów Fe^-*- (T. ferrooxidans łub testowanych bakterii miksotroflcz- 
nych) ze szczepem T, thiooxidans (utleniającym siarkę i jej związki nieorga­
niczne) w procesie ługowania piiytu FeS2 nie przyczyniło się do zwiększenia 
wydajności bioekstrakcji żelaza z tego minerału (tab. 2).

Tabela 3
Stężenia cynku i żelaza w roztworach po ługowaniu minerałów siarczkowych: pirytu FeS2

I SFALERYTU ZnS PRZEZ WYBRANE SZCZEPY BAKTERII SIARKOWYCH I ŻELAZOWYCH

Bakterie
Stężenie metalu (g/dm^)

Fe Zn

T. thiooxidans T29 - 77 0,96 2,57
T. ferrooxidans F26 - 77 1,18 3,56
Siderocapsa sp. 26-1(1) 0,70 2,42
SulfobacUlus sp. 26-9(1) 0,64 2,44
kontrola (bez bakterii) 0,08 0,52

W tab. 3 zamieszczono stężenia żelaza i cynku w roztworach po ługowaniu 
naturalnych minerałów siarczkowych: pirytu FeS2 i sfalerytu ZnS. W ukła­
dach zawierających bakterie stężenie żelaza wahało się w granicach 0,6 -

A. B.

F^s. 1. Dynamika utleniania siarki przez wybrane szczepy bakterii utleniających siarkę i że­
lazo: A — w nieobecności jonów Fe2+; B — w obecności jonów Fe2+ (2 g/dm^).
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A. B.

Rys. 2. Dynamika utleniania tiosiarczanu przez wybrane szczepy bakterii utleniających siarkę 
i żelazo: A — w nieobecności jonów Fe2+; B — w obecności jonów Fe2+ (2 g/dm^).

- 1,2 g/dm^, a stężenie cynku w granicach 2,4 - 3,6 g/dm^ i było na pozio­
mie stężeń tolerowanych przez badane szczepy (19). W sterylnych układach 
kontrolnych stężenia obu metali wynosiły odpowiednio 0,08 g/dm^ żelaza 
oraz 0,52 g/dm^ cynku. Można zatem stwierdzić, że w warunkach przepro­
wadzonych doświadczeń obecność bakterii powodowała 7 - 15-krotny wzrost 
wydajności ekstrakcji żelaza z pirytu oraz 5 - 7-krotny wzrost wydajności 
ekstrakcji cynku ze sfalerytu.

W3miki badania dynamiki utleniania siarki elementarnej S° (rys, 1) oraz 
jonów tiosiarczanowych 8203“ (rys. 2) z udziałem i bez udziału wybranych 
szczepów wykazały, że szybkości utleniania obu substratów w obecności te­
stowanych bakterii miksotroficznych były bardzo zbliżone, lecz mniejsze od 
obserwowanych w obecności bakterii rodzaju Thiobacillus. Obecność jonów 
żelazawych w układzie istotnie stymulowała procesy utleniania (zarówno che­
micznego jak i biologicznego) jonów 8203” (rys. 2), natomiast miała znacznie 
mniejszy wpływ na intensyfikację procesów utleniania siarki elementarnej 8° 
(rys. 1). W tym przypadku jony żelazawe powodowały wzrost szybkości utle­
niania siarki głównie przy udziale bakterii Siderocapsa sp. 26- 1(1).

4. Dyskusja

Wszystkie przemysłowe technologie bakteryjnego ługowania metali z ma­
teriałów siarczkonośnych, jak dotąd, wykorzystują aktywne szczepy gatunku 
T. ferrooxidans. Czynione są jednak próby praktycznego wykorzystania także



Zdolność biotransformacji nieorganicznych związków siarki 73

innych mikroorganizmów, na przykład termofilnych bakterii siarkowych z ro­
dzajów SulfolobiLS, Sulfobacillus oraz Thermothrbc, działających w zakresie 
temperatur 45 - 90°C (2,3,5,15,20) i posiadających właściwości fizjologiczne 
podobne do bakterii rodzaju Thiobacillus. Prowadzone są również badania 
nad możliwością biologicznego ługowania niektórych materiałów przy udziale 
bakterii heterotroficznych z rodzajów Arthrobacter, Pseudomonas i in. (2,3), 
a także przy udziale grzybów, np. z rodzajów Aspergillus i Penicillum (3,15,21). 
Badania te nie wyszły jednak na ogół poza skalę laboratoryjną.

Poszukiwanie nowych gatunków mikroorganizmów przydatnych w proce­
sach biohydrometalurgicznych jest jednym z głównych kiemnków badań pro­
wadzonych w tej dziedzinie (3,15). Wynika z tego zainteresowamie badaczy 
praktycznie każdym szczepem posiadającym właściwości sugerujące możli­
wość ich wykorzystania w biotechnice. Analizowane w pracy tej szczepy 
miksotroficznych bakterii, zdolnych do utleniania siarki, jej związków nie­
organicznych oraz jonów żelazawych, zostały wyizolowane jako szczepy towa­
rzyszące bakteriom T. Jerrooxidans. Określono je jako Siderocapsa sp, 26 - 
1(1) oraz Sulfobacillus sp. 26 - 9(1), gdyż nie odpowiadają one ściśle żadnemu 
z gatunków tych rodzajów, opisanych w literaturze. Wzrost badanych bakterii 
w mineralnej pożywce 9K Silvermana i Lundgrena (13) oraz w pożywce Wa- 
ksmana i Joffe (14) sugerował możliwość ich wykorzystania w procesach łu­
gowania metali. Inną korzystną cechą tych bakterii była ich szybkość na- 
mnażania się — większa w porównaniu ze stwierdzaną dla szczepów T. fer- 
rooxidans. Stwarzało to szansę uzyskania większej ilości biomasy w krótszym 
czasie.

Wyniki przeprowadzonych badań wykazały, że testowane bakterie posia­
dały zdolność wykorzystywania jonów żelazawych oraz siarki i jej związków 
mineralnych jako substratów energetycznych, ale szybkości katalizowanych 
przez nie procesów były mniejsze od stwierdzanych w obecności bakterii ro­
dzaju Thiobacillus (tab. 2, rys. 1 i 2). Należy jednak zaznaczyć, że wybrane 
szczepy T, ferrooxidans F26 - 77 oraz T, thiooxidans T29 - 77 były najaktyw­
niejszymi spośród szczepów wyizolowanych w Katedrze Biochemii i Biofizyki 
Śląskiej AM (22,23). Ponadto szczep T. ferrooxidans F26 - 77 charakteryzował 
się wyjątkowo dużą zdolnością adaptacyjną (23). Zróżnicowanie aktywności 
metabolicznej bakterii T. ferrooxidans świadczy o istotnym wpływie czynników 
ekologicznych na zdolność ługującą tej grupy mikroorganizmów. Sugeruje to, 
że istnieje także możliwość wyosobnienia innych szczepów bakterii podobnych 
do testowanych drobnoustrojów, lecz o znacznie większej aktywności meta­
bolicznej w stosunku do mineralnych związków siarki oraz jonów Fe^"*^ jako 
substratów energetycznych. Osiągnięcia biologii molekularuej i inżynierii ge­
netycznej mogą ponadto doprowadzić do uzyskania szczepów łączących w so­
bie duże zdolności adaptacyjne oraz szybkości przekształcania substratów 
energetycznych, właściwe dla autotroficznych bakterii T. ferrooxidans, z mo­
żliwością szybkiego namnażania się, ewentualną termofrlnością oraz innymi 
cennymi cechami wykazywanymi przez niektóre gatunki bakterii miksotrofi­
cznych.
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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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