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LUGOWANIE METALI Z MINERALOW SIARCZKOWYCH
PRZEZ MIKSOTROFICZNE BAKTERIE
UTLENIAJACE SIARKE 1 ZELAZO

Badano proces tugowania metali z naturalnych mineralow siarczkowych oraz odpadow siarczkonos-
nych przy udziale miksotroficanych bakterii Siderocapsa sp. 26-1(1) i Sulfobacillus sp. 26-9(1),
utleniajacych jony zelazawe oraz siarke i jej zwiazki nieorganiczne. Bioekstrakcja metali
przebiegala z jednakowa szybkoscia w obecnosci obu szczepéw. Podczas ugowania mineratow
siarczkowych badare bakterie wykazywaly duza aktywnos¢ wlasciwg enzyméw: oksydazy siarczy-
nowej, oksydazy tiosiarczanowe;j i rodanazy. Enzymy te ulegaly inaktywacji podczas wzrostu mikro-
organizméw w uktadach zawierajacych piryty weglowe.

1. WPROWADZENIE

Znaczna cze$¢ zredukowanych zwigzkéw siarki nieorganicznej ulega w Srodowisku
naturalnym procesom utleniania zachodzacym z udzialem bakterii. Niektore gatunki, na
przyktad Thiobacillus ferrooxidans, moga czerpal energi¢ potrzebna komérkom do
spetienia réznorodnych funkcji zyciowych z utleniania zaréwno jondw zelazawych, jak
i siarki oraz jej zwiagzkow mineralnych (Cobley i Cox 1983, Cwalina i Dzierzewicz
1991, Ingledew 1982, Silver 1978). Ta cecha T. ferrooxidans, a takze ich acidofilnosé
oraz wyjatkowa zdolno$é adaptacji do wysokich stezen jonéw metali w roztworze,
zdecydowala o powszechnym wykorzystaniu tych mikroorganizméw w procesach bio-
ekstrakcji metali z roznorodnych materiatéw (Brierley 1978, Karawajko i in. 1989,
Lundgren i Malouf 1983, Lundgren i Silver 1980).

Zdolnoéé wykorzystywania jonéw Zelazawych oraz siarki i jej zwiazkéw nieorga-
nicznych jako Zrédia elektronéw dla przeprowadzanych reakcji biochemicznych stwier-
dzono takze u miksotroficznych bakterii, wyizolowanych w Katedrze Biochemii i Biofi-
zyki Slaskiej A.M. z dotowych wod kopalnianych (Cwalina i in. 1987, 1993). Wyosob-
nione szczepy okreslono jako Siderocapsa sp. 26-1(1) oraz Sulfobacillus sp. 26-9(11).
Bakterie te nie wykazywaly zdolnosci adaptacji do wazrastajacych stgzefi jonéw metali
zawartych w pozywkach ptynnych (ptynach ,syntetycznych™), ale tolerowaly znaczne
koncentracje metali uwalnianych do roztworu podczas tugowania mineraléw
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siarczkowych (Cwalina i in. 1993). Uzyskane dane sugerowaly mozliwos¢ zastosowania
omawianych bakterii w procesach bioekstrakcji metali z surowcow siarczkonosnych.

Celem niniejszej pracy byla analiza przebiegu lugowania miedzi i cynku z
mineralow siarczkowych (kowelinu CuS, chalkopirytu CuFeS, i sfalerytu ZnS) oraz
ekstrakcji wybranych metali z pirytéw weglowych (odpadéw siarczkonoénych) przy u-
dziale testowanych szczepéw bakterii miksotroficznych, a takze ocena ich aktywnosci
metabolicznej (na podstawie badania aktywnosci wlasciwej enzymoéw szlaku siarkowe-
go) podczas tych procesow.

2. MATERIALY I METODYKA BADAN

W badaniach stosowano miksotroficzne, Gram-dodatnie bakterie utleniajace jony
zelazawe oraz siark¢ i jej zwiazki nieorganiczne, okreslono jako Siderocapsa sp.
26-9(1) 1 Sulfobacillus sp. 26-9(1)(Cwalina i in. 1987, 1993). Hodowle bakterii prowa-
dzono w kolbach Erlenmeyera o poj. 250 cm’, zawierajacych 100 cm® pozywki ptynnej
Winogradzkiego (wg Standard Methods... 1955; pH 6,0). Kultury inkubowano w ciep-
larkach w temperaturze 30 °C dla Siderocapsa sp. oraz 50 °C dla Sulfobacillus sp.
Wazrost bakterii oceniano przez bezposrednie liczenie w komorze Biirkera (Petrycka i
Mrozowska 1974).

Przebieg bioekstrakcji miedzi oraz cynku z naturalnych mineralow siarczkowych:
kowelinu CuS (62,5% Cu, 33,1% S, 2,1% Fe), chalkopirytu CuFeS, (25,6% Cu,
27,4% Fe, 33,5% S, 10,3% Si0,) i sfalerytu ZnS (60,7% Zn, 34,4% S, 3,8% Fe),
a takze bioekstrakcji wybranych metali z pirytéw weglowych (zawierajacych m.in.
13,7% Fe, 0,2% Zn, 5,5% Al, 0,03% Ni, 0,006% Co, 27,1% S) badano w warunkach
procesu stacjonarnego, w temperaturze 20 +2 °C (piryty weglowe tugowano takze przy
30 °C). Materialy o rozdrobnieniu < 0,3 mm wprowadzano do ukladéw tugujacych
w ilosci 500 g na 10 dm® roztworu (ggsto$¢ pulpy: 5% wag./obj.). Jako plyn tugujacy
stosowano zmodyfikowang pozywke 9K wg Silvermana i Lundgrena (1959) bez jonow
Fe** (substratu energetycznego dla bakterii), ktore zastgpowano tugowanymi siarczka-
mi. Odczyn ukladoéw tugujacych doprowadzano do pH 2,8 przy uzyciu 0,5 M roztworu
kwasu siarkowego. Uklady szczepiono aktywnymi kulturami badanych bakterii dla
uzyskania ich poczatkowej koncentracji rzedu 10° komérek w 1 cm® ptynu. Czas trwa-
nia doswiadczen wynosit 5, 10, 15, 20, 25 oraz 30 dni. Réwnoczesnie prowadzono ba-
dania w uktadach kontrolnych, z tymolem jako substancja bakteriostatyczna.

Podloza hodowlane oraz roztwory lugujace sterylizowano w autoklawie przy tem-
peraturze 121°C i ciénieniu 150 kPa, w czasie 20 min. Materialy lugowane sterylizowa-
no w suszarce (100 °C) w czasie 1 h. Procedure tg powtarzano trzykrotnie w odstgpach
24-godzinnych.

Calkowite stezenia metali uwolnionych do ptynow lugujacych podczas analizowa-
nych proceséw oznaczano metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej z zastosowa-
niem spektrofotometru absorpcji atomowej typ AAS-3 firmy Carl Zeiss-Jena.

Aktywnosci enzyméw metabolizujacych nieorganiczne zwigzki siarki (oksydazy
siarczynowej, oksydazy tiosiarczanowej i rodanazy) u bakterii uczestniczacych w
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lugowaniu metali z wybranych materialéw oznaczano zgodnie z metodyka opisana
wezesniej (Cwalina i in. 1988).

3. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W przeciwienstwie do szczepéw bakterii z gatunku T’ ferrooxidans wykazujacych
zdolno$¢ adaptacji do wzrastajacych stezen jonéw metali wprowadzanych do pozywki,
u testowanych bakterii Siderocapsa sp. 26-1(1) oraz Sulfobacillus sp. 26-9(1) nie
stwierdzono takich mozliwosci.Obecno$¢ jonéw metali w $rodowisku prowadzifa do
supresji wzrostu bakterii (Cwalina i in. 1993). Wykazano, ze jony metali nie
powodowaly jednak inaktywacji enzyméw szlaku siarkowego (oksydazy siarczynowej,
oksydazy tiosiarczanowej i rodanazy), a jedynie stanowily blokadg uniemozliwiajaca
wniknigcie substratow siarkowych do wnetrza komérek obu testowanych szczepow.
Préba pobudzenia opornosci na jony miedz (II) i cynku (II) u wymienionych bakterii
miksotroficznych wykazala, ze procesy adaptacji umozliwialy uzyskanie tej cechy tylko
wowczas, gdy mikroorganizmy wzrastalty w podlozu zawierajacym siarczki metali
(CuS, CuFeS,, ZnS), z ktérych jony metali byly sukcesywnie uwalniane do roztworu
tugujacego w wyniku ich bioekstrakcji. W tych warunkach bakterie tolerowaly stgzenia
jonoéw miedzi oraz cynku dochodzace do 13 g/dm® oraz 19 g/dm® (Cwalina i in. 1993).
Stezenia te byly 6-9-krotnie wyzsze od tolerowanych przez badane drobnoustroje, gdy
do pozywki wprowadzalo si¢ metale od razu w formie jonowej. Postanowiono wiec
sprawdzi¢, w jakim tempie przebiega bioekstrakcja metali z mineraléw siarczkowych
oraz wybranych odpadéw siarczkonosnych (pirytow weglowych) oraz jak zmienia si¢
aktywno$¢ metaboliczna bakterii podczas tych procesow.

Na rysunkach 1-4 przedstawiono wyniki badania dynamiki lugowania miedzi z ko-
welinu CuS (rys. 1.) i chalkopirytu CuFeS, (rys. 2.), cynku ze sfalerytu ZnS (rys. 3.)
oraz zelaza z pirytow weglowych (rys. 4.).

Uzyskane dane wykazaty, ze najwigkszy wzrost stgzenia metali uwalnianych do roz-
tworu podczas analizowanych procesow tugowania nastgpowal w czasie pierwszych
pigciu dni trwania tych proceséw, co obserwowano zaréwno w ukladach zawierajacych
testowane bakterie, jak i w sterylnych ukladach kontrolnych. W kolejnych dniach szyb-
kosci bioekstrakcji metali malaly, przy czym w ukltadach z kowelinem (rys. 1.) oraz sfa-
lerytem (rys. 3.) nie stwierdzono zupelnego zahamowania przebiegu procesu az do 30.
dnia jego trwania. W $érodowisku chalkopirytu efekt ten obserwowano od 20. dnia
lugowania (rys. 2.), w Srodowisku pirytow weglowych natomiast juz od 15. dnia
(rys. 4.). Dynamika zmian stezenia metali wylugowanych z wybranych materialow w
obecnosci testowanych bakterii miksotroficznych wykazala, ze procesy prowadzone
z udzialem szczepéw Siderocapsa sp. 26-1(1) oraz Sulfobacillus sp. 26-9(1)
przebiegaly z identycznymi szybkodciami, a ich efektywnos¢ byla okoto 1,5-5 razy wig-
ksza w poréwnaniu z procesami prowadzonymi w sterylnych ukladach kontrolnych
(rys. 1-4). Koncentracja miedzi w roztworach uzyskanych po 30 dniach bakteryjnego
hugowania kowelinu (rys. 1.) i chalkopirytu (rys. 2.) osiagnela poziom odpowiednio
okolo 13 g/dm® oraz 8,5 g/dm’. Stezenie cynku wylugowanego ze sfalerytu w takich
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Rys. 2. Dynamika tugowania miedz z chalkopirytu CuFeS,
Fig. 2. Dynamics of copper leaching from chalcopyrite CuFeS,

samych warunkach dochodzito do 18,5 g/dm® (rys. 3.). Stezenie zelaza w plynach po
bakteryjnym fugowaniu pirytéw weglowych miescilo si¢ w zakresie 3,1-3,4 g/dm? (rys.
4.). Wydajnodci bioekstrakcji metali z naturalnych mineraléw siarczkowych wahaty
si¢ w granicach od okolo 40% dla kowelinu, przez 60% dla sfalerytu do 70% dla chal-
kopirytu (tab. 1.). Stwierdzono takze znaczne zrézmicowanie efektywnosci lugowania
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Rys. 4. Dynamika lugowania zelaza z pirytéw weglowych
Fig. 4. Dynamics of iron leaching from coal pyrites

wybranych metali (Fe, Zn, Al, Ni, Co) z pirytow weglowych: w zakresie od 7,5% dla
kobaltu do 56% dla zelaza (tab. 2.). Wyniki badan, w ktorych uzyto tych odpadéw jako
materiatu fugowanego, sugeruja mozliwosé intensyfikacji uwalniania z nich metali dzig-
ki podwyzszeniu temperatury. W przyjetych warunkach tugowania wzrost temperatury
0 10 °C (do 30 °C) powodowat 6-20-krotne zwigkszenie wydajnosci procesu (tab. 2.).
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Tabela 1. Efektywno$¢ tugowania metali z mineraléw siarczkowych
w obecnosei badanych szczepow bakterii miksotroficznych
Effectivity of metals leaching from sulphide minerals
in the presence of tested mixotrophic bacterial strains

Bakterie Wylugowanie metalu, %
Cu/CuS Cu/CuFeS, Zn/ZnS
Siderocapsa sp. 26-1(1) 43,2 66,4 61,0
Sulfobacillus sp. 26-9(1) 422 67,9 61,6
Uklad kontrolny, bez bakterii 27.6 23,4 18,1

CuS — kowelin; CuFeS, ~ chalkopiryt; ZnS - sfaleryt

Tabela 2. Bioekstrakcja metali z pirytow weglowych
w obecno$ci wybranych szczepow bakterii miksotroficznych
Bioextraction of metals from coal pyrites in the presence
of selected mixotrophic bacterial strains

Szczep Temperatura Wylugowanie metalu, %

bakterii °C Fe Zn Al Ni Co
Siderocapsa 20 50,1 8,7 15,1 25,1 8.4
sp. 26-1(1) 30 56,1 9,5 16,4 26,6 95
Sulfobacillus 20 48,0 9,1 12,5 10,6 75
sp. 26-9(1) 30 55,8 10,2 14,1 11,8 9.1
Uklad kontrolny 20 8,7 3,1 5.3 13 0
bez bakterii 30 8,9 33 57 1,8 0

Tabela 3. Aktywnos¢ enzyméw siarkowych u miksotroficznych bakterii Siderocapsa sp. 26-1(1)
1 Sulfobacillus sp. 26-9(1) podczas tugowania siarczkowych mineralow miedzi i cynku
Sulphur enzymes activity in mixotrophic bacteria Siderocapsa sp. 26-1(1) and Sulfobacillus sp. 26-9(1)
during leaching of copper and zinc sulphide minerals

Szczep Aktywnos¢ wlasciwa, nMol/min/mg biatka
Minerat siarczkowy bakterii oksydaza oksydaza rodanaza
siarczynowa tiosiarczynowa

Kowelin 26-1(1) 377 £30 4,020,3 143 +14
CuS 26-9(1) 313 £30 3,540,3 130 £12
Chalkopiryt 26-1(1) 384 £33 4204 142 £13
CuFe8, 26-9(1) 320 £25 3,504 135 +14
Sfaleryt 26-1(1) 380 £32 4,004 140 +14
ZnS 26-9(1) 310 424 3,5403 128 £12
Piryty 26-1(1) 345 £30 1,6 £0,2 126 12
weglowe 26-9(1) 282 423 1,2 40,1 114 £10

W tabeli 3. przedstawiono wyniki badan aktywno$ci wlasciwej enzymow: oksy-
dazy siarczynowej, oksydazy tiosiarczanowej i rodanazy, uczestniczacych w metaboliz-
mie nieorganicznych substratéw siarkowych u testowanych bakterii podczas procesow
tugowania wybranych materiatow siarczkonosnych. Stwierdzono, ze badane szczepy nie
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wykazywaty spadku aktywnosci wiasciwej enzymoéw siarkowych pomimo obecnosci
wysokich stezen jonéw miedzi lub cynku w roztworach po tugowaniu mineratow siarcz-
kowych. Inaktywacje tych enzyméw obserwowano natomiast u bakterii podczas
tugowania pirytow weglowych. Efekt ten potwierdza wyjatkowa toksyczno$c
sktadnikéw kumulujacych si¢ w plynie lugujacym w rezultacie roztwarzania badanych
odpad6éw (Cwalina i in. 1987, 1992).

4. WNIOSKI

1. Miksotroficzne szczepy bakterii Siderocapsa sp. 26-1(1) oraz Sulfobacillus sp.
26-9(1) powodowaty okoto 1,5-5-krotne zwigkszenie efektywnosci tugowania metali z
wybranych materiatéw siarczkonosnych w poréwnaniu z procesami prowadzonymi w
sterylnych uktadach kontrolnych.

2. Szybkosci procesow bioekstrakcji metali w obecnosci testowanych szczepow
byly takie same.

3. Szczepy Siderocapsa sp. 26-1(1) i Sulfobacillus sp. 29-9(1) wykazywaly duza
aktywno$¢ wilasciwg enzymow: oksydazy siarczynowej, oksydazy tiosiarczanowej 1 ro-
danazy, uczestniczacych w metabolizmie nieorganicznych substratéw siarkowych u tes-
towanych bakterii.

4. Badane szczepy nie wykazywaly zmniejszenia aktywnosci wladciwej enzymow
szlaku siarkowego pomimo obecno$ci wysokich stezen jonéw miedzi lub cynku w roz-
tworach po tugowaniu mineraléw siarczkowych.

5. U bakterii uczestniczacych w procesie lugowania pirytow weglowych stwierdzo-
no inaktywacj¢ enzyméw szlaku siarkowego.

Praca finansowana przez Slgskq Akademie Medyczng

LITERATURA

BRIERLEY C.L. (1978), Bacterial leaching, CRC Crit. Rev. Microbiol. 6, s. 207-262.

COBLEY J.C., COX J.C. (1983), Energy conservation in acidophilic bacteria, Microbiol. Rev. 47,
s. 579-595.

CWALINA B., DZIERZEWICZ Z. (1991), Adaptation dependent metabolic activity of bacteria Thioba-
cillus ferrooxidans, Acta Biologica Cracoviensia 33, s. 1-11.

CWALINA B., DZIERZEWICZ Z., FARBISZEWSKA T., BULAS L. (1993), Strategie przezycia niek-
t6rych bakterii i ich przydamosé w biohydrometalurgii, Fizykochemiczne Problemy Mineralurgii
27, s.205-218.

CWALINA B., FARBISZEWSKA T., DZIERZEWICZ Z. (1992), The influence of bacteria and particle
size of coal pyrites on the yield of metals bioextraction, Fizykochemiczne Problemy Mineralurgii
25, s. 83-90.

CWALINA B., WEGLARZ L., DZIERZEWICZ Z., WILCZOK T. (1988), Dependence of effectiveness
of leaching of metallic sulphides on enzymes involved in inorganic sulphur metabolism in Thioba-
cillus ferrooxidans, Appl. Microbiol. Biotechnol. 28, s. 100-102.



152 B. CwaLma, L. Buras, Z. Dzierzewicz, T. FARBISZEWsSKA

CWALINA B., WILCZOK T.,, DZIERZEWICZ Z., ZAWADA Z, POREBSKA M.
(1987),Wykorzystanie miksotroficznych bakterii zelazowych oraz ich populacji mieszanych z bakte-
riami rodzaju Thiobacillus w procesach biologicznego utleniania nieorganicznych zwiqzkéw siar-
ki, Il etap CPBP 04.02., temat 2.7. (Sprawozdanie), Sosnowiec.

INGLEDEW W.J. (1982), Thiobacillus ferrooxidans. The bioenergetics of an acidophilic chemolithot-
roph, Biochim. Biophys. Acta 683, s. 89-117.

KARAWAIKO G.1, AGATE A., GRUDEW S., AWAKJAN Z.A. (1989), (eds), Biogeotechnologia me-
tali, Praktyczny podrecznik (10s.), Moskwa, UNEP.

LUNDGREN D.G., MALOUF EE. (1983), Microbial extraction and concentration of metals,
Advances in Biotechnological Processes 1, s. 223-249.

LUNDGREN D.G., SILVER M. (1980), Ore leaching by bacteria, Ann. Rev. Microbiol. 34,
s. 263-283.

PETRYCKA M., MROZOWSKA J. (1974), Cwiczenia z mikrobiologii sanitarnej, Gliwice, Politechni-
ka Slaska.

SILVER M. (1978), Metabolic mechanisms of iron-oxidizing Thiobacilli, w: Murr L., Torma A., Brier-
ley J. (eds), Metallurgical Applications of Bacterial Leaching and Related Microbiological Pheno-
mena, Acad. Press., New York. :

SILVERMAN M.P., LUNDGREN D.G. (1959), Studies on the chemoautotrophic iron bacterium Ferro-
bacillus ferrooxidans. 1. An improved medium and a harvesting procedure for securing high cell
yields, ] Bacteriol. 77, s. 642-647.

Standard Methods for the Examination of Water, Sewage and Industrial Wastes. Nuisance Bacteria.
Iron Bacteria. Sulfur Bacteria, (1955), New York, American Public Health Association, Inc.

Cwalina B., Bulas L., Dzierzewicz Z., Farbiszewska T., (1994), Leaching of metals from
sulphide minerals by mixotrophic sulphur- and iron-oxidizing bacteria, Physicochemical Pro-
blems of Mineral Processing, 28, 145-152 (Polish text)

The leaching of metals from natural sulphide minerals as well as from pyriteferous wastes by
mixotrophic bacteria Siderocapsa sp. 26-1(1) and Sulfobacillus sp. 26-9(1), was investigated. These
bacteria can oxidize ferrous ion, sulphur and inorganic sulphur compounds. The rates of metals
bioextraction were identical in the presence of both examined strains. The high specific activities of
enzymes. sulphite oxidase, thiosulphate oxidase and rhodanese, were demonstrated in bacteria during
the leaching of sulphide minerals. Inactivation of these enzymes was observed during the growth of
microorganisms in systems containing coal pyrites.



	143.jpg
	144.jpg
	145.jpg
	146.jpg
	147.jpg
	148.jpg
	149.jpg
	150.jpg

