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¥step

Efektywnos$é procesu rikrobiologicznego Tugowanie zwigzana Jest z
aktywnodcig biologiczng stosowanych bakterii. Najwigkazy udziaX w tym
pProcesie wykazujg bakterie rodzaju Thiobacillus, giéwnie gatunki T.fer-
rooxidans 1 T.thiooxidans. .

Aktywnosé tych bakterii mozne byé odniesiona do utleniania wiagci-
wych dla daenego gatunku substratdw i monitorowana réing licsbg paramet-
réw takich jek; wytwarzenie kwasu siarkowego, zmiana wartosci PH podio-
2a, wartosci potencjau red-oks, pobieranie tlenu, podieranie w proce-
sach oddechowych dwutlenlku wegla, przyrost biomasy, utlenianie F02+
do Pe’* [1,2], a takze 1lodcig wylugowanego produktu w procesie ugowa-
nia rud siarczkowych [3,4]. Utlenianie odpowiednich substratdw zachodzi
w okreslonych warunkach fizyko-chemicznych [5]1 geochemicznych &rodo-
wiska [6,7]. FPizyko-chemiczne warunki wzrostu bakterti T.fefrooxidghs i
T.thiooxidans byly przedmiotem szeregu badaz [8,9,10]. Te same gatunki
bakterii mogg posiadad Jednak rézng stabilnogé cech fizjclogicznych co
utrudnia ich taksonomiczng ocen;. Wg Huthinsona i wsp. [11] pozostaje
to w zwigzlu z réinym pochodzeniem szczepbw bakterii.

Nadrzednym celem Pracy byio ustalenie kryter;éw warunkujgcych efek-
tywnosé procesu bakteryjnego tugowania slarczkéw. Dla zrealizowania te-
g0 celu postanowiono; ’

- pordwnaé aktywnosé 8zczepéw T.ferrooxidans i T.thiooxidang pocho-
dzaeych z réznych naturalnych frodowisk i wyselekc jonowad Ezczepy
najaktywniejsze,

- ustelié wpiyw okres$lonych parametrdéw na rozwdj wyselekcjonowanych
szczepébw,

- okreslié efektywnosé procesu tugowania pirytu z udzislem wyselekcjo-
nowanvch szczepéw. "
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Materiax i metody

1. Pordéwnanie aktywnosci seczepéw T.ferrooxidans i T.thiocoxidans.

Do baderi wybrano nastepujjce szczepy bakterii:
‘T.ferrooxidans: F1-74, F4-74, F6-75, F14-76, F16-76, F23-77, F22-77,
' P26-77, F27-77,
T.thiooxidans: T73-74, T8-75, T15-76, T29-77, T30-77. .
Wazystkie szczepy wyizolowano z wéd kopalr wegla kamiennego z wy-
jatkiem P1-74 1 T3-74, ktdre pochodzily z kolekcji Inst. Przer. Surowc.
¥ineralnych AGH w Krakowie.
Hodowle T.ferrooxidans prowadzomo na podloizu piynnym wg Silvermana
i Lundgrena 9K , 2a$ hodowle T.thiooxidans na podioiu piynnym wg Waks-
mena, zgodnie ze skiadem podenym przez Karawajke i wsp. [7]. Pod2oza o
objetoseci 100 cm’ zaszczepiano éwiezg zawiesing bakterii w liczbie 107
kom/cm3 w kolbach Erlenmayera i inkuboweno w 30° C bez aerowsnie. Aktyw-
noéé szczepéw oceniano pizez pomiar ich dynemiki wzrostu metodg licze-
nias bakterii w komorze Thoms [12] oraz ilodcig ul pobranego tlenu w sta-
Ze] objetosci prébki'poprzez oznaczenia manometryczne w aparacie Warbur-
ga E13]. Badania przeprowadzano rdéwnolegle, pobierajgc prébki w odste-
pach 2-3 dni.

2. Wpiyw wybranych parametréw na sktywnosdé wyaelekcjonowénych szczepiw

Badenia dotyczyiy:
- wplywu rdéznej zawartosci zelaza Fe2+ # podiozu,
~ wpiywu rdinych temperatur inkubacji,
- wpiywu pH )
- wplywu napowietrzania hodowli
- wpiyw wytrzgsania hodowli.
W wigkszodei doswiadczer stosoweno podoze piynne 9K orsz bakterie
T.ferrooxidans F26-77 o znenej liczbie wyjsciowej. Miarg ektywnofci bak-
teris byte iloéé zuiytego tlenu przez stalg objgtosé zawiesiny baskteryj-
nej. Prébki do badari pobierano w odstgpach 1-3 dniowych. Pomiary prze-
prowadzone w czystych kulturach & warunkach laboratoryjnvch byitvy podsta-
wg ustalenia warunkéw procesu bekteryjnego tugowania.
- Bedanis &plywu zawartodci jondw Fe?+ prowadzonp na podiozach 1K, 9K,
9K i 15K, zawierajgcych odpowiednio 1, 5, 9 1 15 g Fe<t/dm .
Oznaczenie koricowe]l zawartofci jondw Fe3+ wykonano pofrednig metody
mangenometrycznego miareczkowania jondw Fe2+ [14].
- Badejqc wplyw temperstury ne aktywnoédé bskterii hodowlé inkubowano w
6%, 22°, 30° 1 37° c.
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- W bedaniach wpiywu pH poczgtkowe wartodci ph podZozy wynosily; 2,0,
3,0 1 4,0.

- Badania wpiywu napowietrzania i wytrzgsania hodowli Prowadzono 2z zg-
stosoweniem podioza 9K, temp. 30° C, PH 2,4 oraz wyjdciowe] liczby
bakterii 5-107/cm3. Hodowle prowadzonoc w nastgpujgcych wariantach;

I hodowla napowietrzona, II hodowle mieszena megnetycznie, III hodow-
la stacjonarna.

?rzed pomiarem prdébki homogenizowano szidanym homogenizatorem recznyn
przez 1,5 minuty w celu uzyskania homogennej zawiesiny bakterii.

3. Efektywnoéé Tugowanie pirytu z udziazem wyselekcjonowanych bekterij.

% procesie mikrobiologicznego tugowania pirytu zastosowano optymal-
ne perametry wzrostu bakterii w hodowlach stenderdowych; temp. 22 i 30°
C, PR = 2-4, podloze 5K, liczba bakterii > 106/cm3, bakterie T.ferro-
oxidans F26-77 i T.thiooxidans T29-77.
iugowanie prowadzono w skali laboratoryjnej w uktadzie:

50 g w¢gla (z ¥op. Siersza, orozdrobnieniu 0,1-0,2 m™m, o zawartodci
2,8 % pirytu) + 100 em® r-ru 5% + bekterie.
£fektywmodé odsisrczenisa vegla okreslano przez oznaczenie zawartoscl
siarki pirytowej przed i Po procesie 2ugowanim przy uzyciu metody wg
PN-72/G-04516 str. G11.

Wvniki

1. Poréwnanie aktywnodei szczepbw T.ferrooxidans i T.thiooxidans po-
chodzgeyeh z réznych naturalnych frodowisk.

2 pomiaréw manometrycznych Jak réwniei ze zliczenia bakterii meto-
dg komorowg uzyskano bardzo 2biezne wyniki dla dziesigeiu przebadanych
szczepéw T.ferrooxidans i oddzielnie dils Pigciu szczepdw T.thiooxidans.
Graficznie przedstawiono dane dla wybranych szczepow (rys. 1 1 2) -
T.ferrooxidans F26-77 i T.thiocoxidans T29~77. Anelize krzywych wzroatu
szczepbw T.ferrooxidans wykazata dwie fazy - w poczgtkowych dniach ho-
dowli feza intensywnego namnasenia, trwajqce do 8 lub 10 dnia hodowli,
przechodzgca v fazy réwnowagi trwajycei do koricowego dnia dodwisdczenis.

Dla szczepdw T.thiooxidans faze intensywnego namnazania trwaza do
5~go dnia hodowli po czym migdzy 5 1 8 nestgpowalo obnizanie si¢ liczby
komérek i Ponowny wzrost, nawet do wertoécl maksymalnej osiggane w 5
dniu doéwiadczenia. Przyrost bakterii byt o r23d wielkoSci wyiszy od po-
czgtkowej liczby bekterii, natomiast 8zczepy T.ferrooxidens wykezywely
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Rys. 1. Krzywe wzrosti
szczepbébw P26-T7 1

"‘g 1 3 3 ry x IIS I T?9-77
alod \\
L { +rN.7y
AT28e77

N

s B B & B8 8 4 8

=~ Rys. 2. Liczba

pobierana przez F26 7;
" X . L i T29-77 w poszczegdl-
1 3 4 [ T ® tldn] Bych dniach hodowli

przyrost o dwa rzedy wielkodci.
"  Wyniki pomiaréw manometrycznych wyrazajace 1lodé ul 0, W odniesie-
niu od statej objetodei prébki (2,5 cm”) 1 zawartych v niej} bakterii
(rys. 2) wykazuja stale zwigkszanie iloéci pobleranego tlenu w kolejnych
_dniach dogéwisdczeniam, co byto zgodne z przebiegiem krzywych wzrostu bak-
terii. Ra te] podstawie wykazand, 2e najaktywniejszymi byly nastgpujgce
"@zczepy; F26-77, F16-76, P6-75, F23-77, T3-74 1 T29-77.

w przypadku kiedy za kryterium aktywnodel przyjeto iloéci,pl 02 w
przeliczeniu na staig liczbg bakterii (106/cm ), najwyﬁsze pobieranie
tlenu w pierwszym dniu hodowli obserwowano dla nastepujgcych szczepéw;
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PF26-77, F20-77, F22-77, T3-74 1 T29-77 (rys. 7).

- W kolejnych dniach zuiycie tlenu zmniejszalo sig co'moglo byé apé
wodowane zmiang wartodcl odiywczej podioza, & co za tym idzie zmniejsz;L
niem esktywnosci bakterii i pojewieniem si¢ bakterii martwyoh. ‘

2. Wpiyw wybranych parsmetréw na aktywnosé bakterii.

Wyniki pomiaréw wyrazajgce 1loéé ul O, pobieransgo preez bakterie
F26-77 wzrastajgce w podZozach o réinej zawartoici ielaza przedstawiono
na rys. 3, a wyniki koricowych pomiaréw pH i Eh oresz stgzenie jonéw Pe3+
w podiozu zamjieszczono w tubeii 1.

Tabela 1.
Wartosci pH i Eh oraz steienie jondw Pe3 gdowlach
o réznej poczgtkowej zawartodei Jonéw Fe
p j+
Bakterie Pe Fe
H Bh mV .
symbol PodXoze P wyjéciqwe | koricoye
szczepu kodcowe | kohcowe g/dmg' &/ az
P23-77 1K 1,95 519 1,00 0,956
P26-77 1K 2,10 520 1,00 0,926
P23-77 SK 1,92 518 ‘5,00 4,78
P26-77 SK 1,72 540 5,00 7 4,84
P23-77 - 9K 1,78 525 9,00 8,56
P26-77 9K 1,80 541 9,00 8,74
F23-77 15K 1,86 532 15,00 14,45
F26-77 15K 1,85 537 15,00 | 14,45

Uzyskane wyniki wskazujy, ze wartosci pH i Eh zmierzone w 25=-tym
tj. kodcowym dniu doswiadczenia oraz stopierl utlenienia zelaze dla
wezystkich wyjfciowych stezeh Pe2' dla szczepéw P23-77 i P26-77 83 po-
dobne. Zmiana wartoféci pH érodowiska (z 2,4 do 1,8) i wzrost wartoéci
Eh (z 220 do 520-560 mV) wskazuje na peine utlenienis jonéw Pelt do
Fedt o czym éwiadczy réwniez steienie jonéw Feot w koricowym dniu  do-
‘éwiadczenia. ’

Bakterie wzrastajgce na podtozu o zawartosci Zelaza 5g 1 9g
w 1 dm’ nie réznig sig znacznie w 1ilosci pobieranego tlemu (rys. 3),
Jakkolwiek zauwaza 8l¢, 2e wraz ze wzrostem zawartofci zelaza, 1loéé
pobieranego tlgpu réwniez wzrasta. '

- Wyniki wpiywu temperatury na aktywnoséé szczepu F26-77 przedstawiono
na rys. 4. Maksymalne wartosci zuzycia tlenu wykazuje szczep inkubo-

wany w temp. 30° i 37 C (ok. 70 ml), mniejgze ilodci w temp. .22° c
(54 m1) 1 najnizsze w temp. 6° ¢ (30.m1). \

- Wyniki badari wptywu pH podZoza na aktywnosé szczepu P26-77 ilustruje
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rys. 5. Zauwaze sig, ze pH w przedziatach od 2,0-4,0 nie wpiyws zna- ’
czgco ra aktywnodé badanego szczepu.

- Wynikil badan wpZywu nepowietrzenia * mieszenia hodowli w pordéwnaniu z
hodowlg stacjonarng na aktywnoddé gzczepu F26-77 ilustruje rys. 6. Wy-
kreélone krzywe dotycza prébek zhomogenizowanych 1 wyrazajg iloéé Al
O2 w przebiegu trwania hodowli.

Rajwyzsze wartosSci pomiaréw uzyskiwano dla hodowli napowietrzanych
(90 ul 02) i kolejro dla mieszanych magnetycznie (65 pl) oraz stacjo-
nernej (50 ul).

3. Mikrobiologiczne ugowanie pirytu. ’ ‘

¥ celu potwierdzenia akﬁywnoééi biologicznej wybranych szczepiw
bekteryjnych T.ferrooxidens i T.thiocoxidans przeprowadzono badania za-
stosowania tych bakterii # proceiie mikrobioldgicznego tugowania pirytu
z viggla.

Badania wpiywu parametréw fizykochemicznych na aktywnoéé procesu
bakteryjnego odsiarczania wegla w skali laboratoryjnej wykazaly, sze
proces ten zachodzi z najwyzszg wydajnosdcig w roztworze tugujgeym SK o
wydéciow) wartodci pH od 2-4 oraz w temperaturze 30° C. Uzyskane war-
tosci sg analogiczne do optymalnych warunkdw wzrostu bakterii Thioba-
cillus.

Dodatkowo przeprowadzono badania wpiywu wyjéciow] liczby baktqrii
ne procentowe obnizenie zawartosci siarki pirytowej w weglu po Zugowa-
niu. Vyniki uzyskane po 28 dniach fugowania przedstawiono w tabell 2.

Uzyskane wyniki wskazujg na w?raény wzrogt wyiugowania siarki. pi+
rytowej z wegla w miare zwigkszania liczby bakterii wprowadzonyech . do
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roztworu tugujacego.

Tabela 2.

Bakteryjné Zugowanie pirytu ‘'z wggla w obecnosdeli
roinej liczby bakterii

. | By, TR T
od do érednio
1 103 3,2 - 4,5 3,9
2 104 7,2 = 9,3 8,3
3 10° 9,7 - 14,3 | 12,0
4 10° 15,4 - 15,5 | 15,5
5 107 12,2 - 22,6 |° 17,4
6 108 18,5 - 37,9 | 28,2

L 4

Oméwienie wynikéw - dyskusja

Celem przeprowadzonych badaid byia oce;za wzrostu wybdbranych szczepéw
T.ferrooxidans 1 T.thiocoxldene oras ocene rugujgcej aktywnosci bakterii
w danych warunkach hodowli, .

Otrzymane wyniki bada’d byly podstawg do poréwnania efektéw zlicza-
nia komérek bakteryjnych w komorze Thoma z efektami pomiaréw akivwnoscl
bakterii w odniesieniu do iloéci pobieranego tlenu.

Wykreélone krzywe przeblegu wzrostu bakterii na podstawle danych z
obliczed metodg komorowg (rys. 1) charakteryzujg sie prawidlowym prze-
blegiem, swiaszcza w fazie intensywnego namnazenia sig bakterii. Fazas
ta trwa do 5 lub 10-go dnia hodowli. Czas trwenia kolejnej fazy réwno-
wagi jest rézny w zsleinos$ci od badanego szczepu. Obserwowany przyrost
bakterii byl o jeden lub dwa rzedy wyzszy od poczgtkowej liczby wprowa-
dzonych bakterii. Jako miarg aktywnosci biologicznej szczepéw przyjeto
1loé¢ pl pobieranego przez baskterie tlemu w 2,5 cm3 podoza. Aktywnosé
ta Jest iloczynem ektywnodci komérek zywych i ich ilofci w badene] ob-
Jetodei podioza. Jest ona zatem wypadkowg aktywnosci komérek zywych'i
ich udziaiu w calej populacji liczonych bakterii. W takim rozumieniu
110é¢ pobieranego tlenu w pierwszych dniach hodowli wzrastata (rys. 2)
i krzywa przebiegaie analogicznie do krzywej wzrostu bakterii.

Bardziej wiasciwe wydawaé by sie mogio ocenianie-sktywnosci bakte-
ril poprzez obliczenie zuiytego tlenu na staig liczbg bakterii.

Przy zaloieniu statej aktywnodci pojedyncze] zyweJ. komérki akiyw-
no$é uzyskana w tekim przeliczeniu powinna maleé co zgodne jest z doko-
nenymi obserwacjami (rys. 7). Obnizenie aktywnosci 'w pobieraniu tlenu
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w przeliczeniu na statg liczbe komérek moze byé z jednej strony spowo-
dowale zmniejszeniem sig ilodci Zywych komdrek w catej hodowli, a =z
dfugiej zmniejszaniem sig aktywnodei komérek zywych w miarg wzrostu ste-
zed produktdéw katabolizmu oraz wyczerpywania sig substratéw odiywezych.

s &
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#
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: . . . Rys. 7. Zuzycie tlenu przez‘bakteri :
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Prowadzone badania [15] nad zaleinoscig zuzycie tlenu od liczby
bekterii wykazaly, ie przy odpowiedniej liczbie bakterii (104-109) za-
leznoéé migdzy zuzyciem tlenu, a iloédcig bakterii jest logarytmiczna.
Przeliczanie zatem zuzycia tlenu na‘etaiq liczbe bakterii moze prowa-
dzié do niewtasciwych wnioskdéw przy pordwnaniu dwéch ukradéw réinigcych

"sle znacznie 1lodcis komérek bakterii w 1 cm3. W przypadku " stosowania
bakterii w procesie technologicznym jako aktywnoséé bakterii nelezaXoby
raczej uznaé aktywnosc okreslonej objgtodci hodowli bedgcej iloczynem:
aktywnodcl komérek zywych i ich ilodci.

Przy braku odpowiedniej metody liczenis wyigoznie iywych komérek
w odniesieniu do niektdérych gatunkéw bakterii, metoda manometrycznego
pomlaru pobierania tlenu jest wasdciwym kryterium oceny zywotnodci
szczepbw bak@prii. Ze wzglgdu na specyficzny charakter wzrostu bakterii
tionowych nie moZne wykluczyé pewnych bXeddéw w dokonywanych pomiarach

[15,16].

Procesy fizjologiczne bekterii, rdéwniez tionowych sg -bardzo z2o-
tone 1 przebiegajg odmiennie lub z réinym nesileniem w zaleznodci od
wielu wzasjemnié ' na siebie oddzialywujgcych parametréw fizyko-chemi-
cznych (7,17]. -
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¥ niniejszej pracy zbadano parametry podstawowe dla prawidzowego
przebiegu proceséw zyciowych bakterii takie jak; rdime wyjfciowe ilodci
energetycznego substratu - utlenianego przez bakterie, rdézne temperstu-
ry inkubacji, rézne wyjsciowe wartosci pH podloza oraz napowietrzanie 1
mieszanie hodowli. Zauwazono, se ze wzrostem ilosci jondw Fe2+ w podio-
%u wzrasta rdwniez 11046 pobieranego tlenu do 8-go dnia hodowli, 2z wy-
Jatkiem roztworu 15K (15 dzied) - co moglo éwiadczyé o zwolnionym meta-
bolifmie bakterii rosmgcych na tym podiozu.

Poczgwszy od 8-go i 15-drnia ilosé pobieranego przez bakterie tlenu
malaza. ObniZenie aktywnosdci bekterii moglo wynikaé ze wzrostu gtezenia
jondéw P83+ oraz z autozakwaszenia S$rodowisks w nastepstwie hydrolizowa-
nia jonéw [57]. Kowrow i inni [jB] uzyskiweli duzy przyroet bicmesy bak-
terii T.ferrooxidans przy zastosowaniu elektrochemicznej redukcii zele-
za Peo* do Pez*, dzigki czerm f$rodowisko byio bogate w substrat energe-
tyczny. Zapewnienie takich warunkéw wzrostu, w ktérych uzyskiwenoby wy-
soks koncentracjg komdrek wigze si¢ z intensywnoscia utlenienie substra-
tu, co w warunkach bakteryjnego ugowania rud slarc¢zkowych jest istotne
ze w2gledu na wydajnoéé procesu.

Wynika stad, ze intensywnosé utleniania jondw Fe zalezy tekze od
liczby komérek bakterii w sSrodowisku. Zostalo to réwniez potwierdzore
kinetykg utlenienia jondw Zelazawych przez bakterie T.ferrocoxidans [2].
2dolnoéé utleniajgcg $rodowiska zelezy przede wszystkim od potercjaiu
red-oke Eh i1 pH. Obnizenie pH z wertosei poczgtkowej 2,3 do 1,8 orez
wzrost potencjalu Eh we wazystkich badanych prébach swiadeczylo o utle-
nianiu sig jonéw zelazawych do zelazowych w trakcie procesu.

Analiza aktywnosci bakterii w oparciu o pomiary manometryczne z
wokazaniem 1lodci pobieranego tlenu w warunkach hodowli o zmiennych tem-
peraturach inkubacji i réinych wyjéciowych wartosciach pH (rys. 4 i 5)
potwierdziza, ze optymalng temperaturq"wzroatu dla T.ferrooxidans jest
temp. 30° C oraz pH od 2,0-4,0. Utleniania jondw Fet zalezy zaréwno
od wtadciwej temp. inkubacjii jek i pH Srodowiska. ,

Moszniakova i Karavajko [17 ] wykazali, ze ciagla regulacje pH
utrzymywanego w przedziale 2,3-2,4 dla szczepdéw T.ferrooxidens pozwala
na uzyskanie nawet w temp. 12% znacznego wzrostu bakteryjnego utlenia-
nia Fe2+, zad bez regulacji pH wydajnosé jest 4-5 krotnie mniejsza. Po-
twierdza to koniecznoéé utrzymywanis pH $rodowiska brzy ocenie kinetyki
bakteryjnego utleniania.

Wzrost i aktywnos$é bakterii tionowych zalezy réwniez od obecnosci
tlenu w $rodowisku, ze wzgledu na aserobowy charskter wiekszodci getun-
kéw rodzaju Thiobacillus [19]. Potwierdzeniem byty wyniki pomiaréw ma-
nometrycznych hodowli napowietrzanej i mieszanej magnetycznie w pordw-
neniu z wynikeml hodowli stacjorarnej (rys. €).

2+
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1

#¥yselekcjonowene szczepy bakterii T.ferrooxidans 1 T.thicoxidans

zestosowano w procesach bakteryjnego Zugowsnia.

W przeprowadzonych badaniach wykazano przydatncdé tych bakteri’ do

proceséw mikrobiologicznego fugowania pirytu wystepujycego w weglu. Pro-
ces ten w optymalnych werunkach wzrostu bakterii oraz w obecnofci naj-
wytsze] liczby bakterii mozliwej do nammozenie w hodowli pXynnej prowa-
dzi do wyIugovienia ok. 40 % pirytu W %gglu po 20~30 dniach ugowania.
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CRITERIA OF THE BACTERIAL LZACHING PROCESS

The effectivenesa of bacterial leaching etrongly depends on
biological activity of used bacteria. Thiobacillus ferrooxidans and
Thiobacillus thiocoxidans bacteria were isolated from coal mine waters
and their activity was determined by the use of micromanometric
tachniques and by direct counting in Thom”s chamber. The most active
strains were chosen for all kinetic experiments.

The effect of culture conditions on Thiobacillus bacteria growth
wag examined. The bacteria reached the highest bilological activity at
BOOC, in sersted 5K or 9X medium end at pH 2 to 4.

It was proved thet the selected strains of bacteria were also
effective in bacterial leaching processes.
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