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STRATEGIE PRZEZYCIA NIEKTORYCH BAKTERII I ICH PRZYDATNOSC
W BIOHYDROMETALURGI

W artykule oméwiono strategie przezycia w niekorzystnych warunkach
srodowiska niektorych bakterii przydatnych w biohydrometalurgii w
kontekscie mozliwosci praktycznego wykorzystania réznych zdolnosci
‘mikroorganizmow. Analizie poddano grownie zdolnosci adaptacji
bakterii do roéznych substratéw energetycznych, do kwasnego
&rodowiska oraz do zawartosci w nim wysokich stezen jonéw metali.

1. WPROWADZENIE

W przemyslowych procesach bakteryjnego rugowania metali z mineralow
siarczkowych stosowane sa gitdéwnie aktywne szczepy gatunku Thiobacillus
ferrooxidans. Szczegdlne znaczenie ma przy tym ich.zdolnos¢ utleniania
jonow zelazawych oraz siarki i jej zwiazkéw nieorganicznych, a takze wy-
jatkowa kwasolubnof¢ oraz zdolnosc adaptacji do wysokich stezen metali.
Poszukiwanie nowych drobnoustrojow przydatnych w procesach biometalur-
gicznych jest jednym z glownych kierunkow badann rozwijanych w zakresie
biogeotechnologii metali (Huber et al. 1986, Karawajko et al. 1989,
Lundgren i Malouf 1983, Pivovarova i Golovacheva 1985), z czego wynika
zainteresowanie badaczy praktycznie kazdym gatunkiem mikroorganizméw
posiadajacym wlasciwosci fizjologiczne wskazujace na mozliwos$¢ ich wyko-
rzystania w biotechnice. Coraz wiecej uwagi poswieca sie termofilnym
bakteriom z rodzajow Sulfobacillus, Sulfolobus, Acidianus i Leptospi-
rillum, ktére sa zdolne do utleniania gléwnie siarki i mineralow siarcz-
kowych przy temperaturach w zakresie 30-90 ©¢c. wiele gatunkow nalezacych
do tych rodzajow moze utlenia¢ takze jony 2elazawe dla uzyskania energii
w warunkach wzrostu chemoautotroficznego (Karawajko et al. 1989, Pivova-
rova i Golovacheva 1985). Podobne cechy stwierdzono u miksotroficznych
bakterii wyizolowanych w Katedrze Biochemii i Biofizyki 2z dolowych woéd
kopalnianych (Cwalina et al. 1987). Mikroorganizmy te wzrastaly w podio-
zach mineralnych zawierajacych jony zelazawe i/lub siarke oraz jej zwia-
zki nieorganiczne, a takze w podlozach zawierajacych niektére zwiazki
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organiczne i jony zelazawe przy duzej rozpietosci pH (od 2,3 do 7,0).
Sugerowalo to mozliwos<¢ prowadzenia proceséw tugowania wtasnie w takich
warunkach,a nie tylko w srodowisku kwasnym, preferowanym przez wiekszosc¢
gatunkow bakterii stosowanych w biohydrometalurgii. Omawiane szczepy
okreslono jako Siderocapsa sp. 26-1(1) i Sulfobacillus sp. 26-3%(1). Ich
przynaleznos¢ taksonomiczna nie jest jednak pewna, gdyz nie odpowiadaja
one scisle zadnemu z opisanych gatunkéw bakterii siarkowych czy tez ze-
lazowych (Buchanan i Gibbons 1974; Standard Methods, 1955; Svorcova
1975) .Rezultaty badania tych szczepéw, jak roéwniez wyniki prac prowadzo-
nych z wykorzystaniem bakterii rodzaju Thiobacillus, gtéwnie gatunkéw
T.ferrooxidans i T.thiooxidans oraz dostepne dane literaturowe staly sie
bodfcem do podjecia tematu prezentowanego w niniejszym opracowaniu.

Glownym celem artykulu bylo zwrdcenie uwagi Czytelnika na réznorod-
nos¢ strategii przezycia bakterii w niekorzystnych warunkach srodowiska
w kontekscie mozliwosci wykorzystania niektérych zdolnosci mikrooxganiz-
mow w biohydrometalurgii.

2. MATERIALY I METODYKA BADAN

W badaniach stosowano autotroficzne, Gram-ujemne bakterie siarkowe
T. ferrooxidans (szczepy: F26-77, F20-77, F23~77, F22-77 i F16-76) oraz
miksotroficzne, Gram-dodatnie bakterie (utleniajace siarke i jony zela-
2awe) okreslone jako Siderocapsa sp. 26-1(1) i Sulfobacillus sp. 26-9(1)
(Cwalina et al. 1987, Cwalina i Farbiszewska 1989, cCwalina i 2Zawada
1988). Hodowle bakterii prowadzono w podlozach ptynnych: 9 K Silvermana
i Lundgrena (1959; pH 2,5) dla T.ferrooxidans; Waksmana i Joffe (1922;
PH 4,0) lub Winogradzkiego (wg Standard Methods...,1355; pH 6,0) dla
szczepdw miksotroficznych. Bakterie inkubowano w cieplarkach w odpo-
wiednich temperaturach: 30 %c dla T.ferrooxidans i Siderocapsa sp. oraz
50 °c dla Sulfobacillus sp.,w kolbach Erlenmeyera poj. 250 cm3, Zawiera-
jacych 100 cm3 odpowiedniej pozywki. Wzrost bakterii oceniano przez bez-~
posrednie llczenle w komorze Burkera (Petrycxa 1 Mrozowska 1974). Wplyw

jonéw metali (Zn Co 2+ Cu 2+, Cd B Pb2+,

) na zdolnos$¢ namnazania
sie bakterii mlksotroflcznych badano w mediach hodowlanych zawierajacych
wybrany jon w stezeniach: 2, 5, 16, 15, 20, 25, 30, 35, 40 lub 45 mM.
Stezenie jondéw metali ciezkich (Cd2+, 2+) podczas badania ich wplywu
na aktywnos¢ enzyméw szlaku siarkowego (oksydazy siarczynowej, oksydazy
tiosiarczanowej i rodanazy) wynosilo odpowiednio 20 lub 5 mM. W bada-
niach aktywnosci szczepdw podczas Iugowania mineratow siarczkowych
stosowano zmodyfikowany roztwdr 9K bez jenow Fe2+ {substratu energetycz-
nego dla bakterii). Zastapiono je naturalnym1 siarczkami: pirytem Fes
(41,7% Fe, 49,2% s, 1,8% Ni), kowelinenm CuS (62,5% Cu, 33,1% s, 2,1%
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Fe), chalkopirytem CuFeS2 (25,6% Cu, 27,4% Fe, 33,5% S, 10,3% sioz) 1lub
sfalerytem 2nS (60,7% Zn, 34,4% S, 3,8% Fe) © rozdrobnieniu <0,3 mm,
wprowadzonymi do ukladu lugujacego W ilosci: 5g mineralu na 100 cm
roztworu (gestosé¢ pulpy wynosila 5% wag./obj.).

Podloza hodowlane oraz reztwory tugujace sterylizowano w autoklawie
w temperaturze 121 © i cisnieniu 150 kPa w czasie 20 min. Mineraly
siarczkowe sterylizowano w suszarce w temperaturze 100 C, w czasie 1 h.
Procedure te powtarzano trzykrotnie w odstepach 24-godzinnych. Roztwory
nietrwale (np. zawierajace jony Fe2+ lub 52032 ) sterylizowano przy
uzyciu filtréw bakteriologicznych G5 lub Seitza.

Badania enzymatyczne prowadzono zgodnie 2 wczesniej opisana meto-
dyka (Cwalina et al.1988, Ccwalina et al.1990b). Uzyskane wyniki przed-
stawiono jako wartosci sradnie 2z 6 (dla T. ferrooxidans) 1lub 14
(siderocapsa sp. i Sulfobacillus sp.) oznaczen rownolegtych z zaznaczo-
nym przedziatem ufnosci, obliczonym na podstawie rozpietosci
(Eckschlager 1974).

Stezenia jondéw tiosiarczanowych oznaczano metoda miareczkowania
jodometrycznego (Williams 1985), stezenie jonéw 2elazawych Fe2 metoda
manganometryczna (Minczewski i Marczenko, 1976), natomiast stezenie
jonéw metali w roztworach - metoda spektrofotometrii absorpcji atomcwe],
spekrtofotometrem typ AAS-3 firmy Carl Zeiss - Jena.

3. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Dobér bakterii odpowiednich do rugowania poszczegélnych surowcow
jest uzalezniony gldéwnie od charakteru materialu ZIugowanego. Istotna
jest przy tym zdolnosc adaptacji aikroorganizméw do ekstremalnych czyn-
nikéw otoczenia, a szczegdlnie do jego znacznego zakwaszenia oraz zawar-
tosci w nim wysokich stezen jonéw metali, takze ciezkich. Bakterie Thio-
bacillus ferrooxidans sa w tych procesach szczegélnie przydatne. Trzeba
jednak pamieta¢, ze zdolnosci adaptacyjne i aktywnosc¢ metaboliczna
(wyrazona miedzy innymi czasem generacji i szybkoscia utleniania jonow
z2elazawych) dzikich szczepow tego gatunku roznia sie istotnie. Wyizolo-
wane przez nas szczepy (tab. 1. wg cwaliny i Dzierzewicz, 1991) réznity
sie istotnie szybkoscia utleniania jonéw re?t v pozywce, natomiast ich
czasy generacji (18,6-19,6 h) i wtasciwe szybkosci wzrostu (0,035-0, 037)
byty zblizone. Po adaptacji do podtoza 9K, zawierajacego 929 Fe2 w1l
dm } stwierdzono znacznie wieksze zréznicowanie czasu generacji badanych
szczepdw: od 8,3 h dla F26-77, przez 9,1 h dla Fz20-77 i F23-77, az do
15,1 h dla F22-77 oraz 16,4 h dla F16-76.Ré2nice W szybkosci utleniania
jonoéw zelazawych ulegty takze zwiekszeniu, cho¢ w mniejszym stopniu.
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Tabela 1. Kinetyczne parametry aktywnosci koméskowej dzikich
szczepdw bakterii T. ferrooxidans (30 ~C, pH 2,5)
Kinetic parameters of cell actixity of wild strains
of T.ferrooxidans bacteria (30 “C, pH 2.5)
Szczep Czas generacji Wtasciwa Maks. szybko$§+
T. ferro- (t), h szybkos¢ wzrostu utleniania Fe
s s -
oxidans 9 (), nt (V) , (mg/dm’eh)
Adaptacja przed po przed po przed po
r26-77 19,0 8,3 0,036 0,084 112,5 37,5
F20-77 18,6 9,1 0,037 0,076 112,5 133,3
F23-77 19,6 9,1 0,035 0,076 65,6 70,8
Fl16-76 19,0 16,4 0,036 0,042 48,8 62,5A
F22-77 19,6 15,1 0.035 0,046 41,3 58,3
"przed" i "po" - przed i po adaptacji
Tabela 2. Wplyw dlugotrwalej hodowli w pozywce z jonami re3*
oraz adaptacji do pirytu FeS, na aktywnos¢ enzymoéw
szlaku siarkowego u bakterii” T. ferrooxidans F26-77
Effect 3{ prolonged culture in the nutrient medium
with Fe ions and effect of adaptation to pyrite
FeS, on the activity of enzymes of the sulphur path-
way® in T.ferrooxidans F26-77 bacteria
Hodowla Aktywnos$¢ wrasciwa
T. ferrooxidans F26-77 Enzym {nmol/min -mg bialka)
p— " 3+ SO 133,22 *= 11,5
obecnosci jonéw Fe
przez 5 lat (30°C; pH 2,5) £a A8 &, Gl
R 208,6 + 5,1
S0 142,6 + 17,3
Jak wyzej, przez 10 lat j TO 1,68 + 0,19
R 209,8 + 7,1
Jak wyzej plus adaptacja =g 2835 & 1348
i wzrost w obecnosci FeS2 TO 7,35 % 0,82
R 333,8 + 9,8

SO -~ oksvdaza siarczynowa
TO - oksydaza tiosiarczanowa
R ~ rodanaza
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W prowadzonych przez nas badaniach nad przebiegiem procesdw
Iugowania metali z réznorodnych materialow najczesciej stosowano naj-
aktywniejezy szczep F26-77. Jegc aktywno$¢ metaboliczna, a przez to
przydatnos¢ do Iugowania mineralow siarczkowych, oceniano miedzy innymi
na podstawie badan aktywnosci  wiasciwej podstawowych  enzymow
uczestniczacych w metabolizmie nieorganicznych zwiazkow siarki (oksydazy
siarczynowej, oksydazy tiosiarczanowej i rodanazy) (Cwalina et al. 1988,
Cwalina et al. 1990a; Cwalina et al. 1990b; Cwalina i Dzierzewicz 1991).
Dane przedstawione w tabeli 2 (wg cwaliny i Dzierzewicz,1991) wykazujq,
2ze aktywnosci badanych enzymow nie ulegaly istotnym zmianom nawet pod-
czas kilkuletniej inkubacji w podiozu 9K, wyrafnie natomiast rosty u
bakterii adaptowanych do pirytu i namnazanych w bezzelazowym podtozu 9K
zawierajacym FesS, jako substrat energetyczny. Aktywnosc oksydazy'siar—
czynowej wzrosita o okoko 30%, rodanazy o 60%, a oksydazy tiosiarczanowej
o 300%. Wyniki te oraz dane zawarte w innych pracach (Cwalina et
al. 1988; Cwalina et al. 1990aj Cwalina et -al. 1990b; Ccwalina i
Dzierzewicz 1991; Groudev 1985; Silver 1978; Suzuki et al. 1990) wskazu-
ja na indukcje aktywnosci enzymow szlaku siarkowego W przypadku
obecnosci w sSrodowisku substratow siarkowych. Utlenianie siarki elemen-
tarnej i jej zwiazkow nieorganicznych jest korzystniejsze z energetycz-
nego punktu widzenia od utleniania jonéw 2elazawych, gdy2 znaczna czese
energii wyzwalanej podczas utleniania Fe2+ jest wydatkowana na
wewnatrzkomérkowa regulacje pH (Ingledew 1982; Lundgren et al. 1972) .
Wyniki naszych badan oraz dane literaturowe (Cwalina i Dzierzewicz 1991;
Groudev 1985; Silver 1978; Suzuki et al. 1990) sugeruja wystep°wéhie v
przyrodzie wielu naturalnych mutantow T. ferrooxidans. Niektbre'sposréd
nich, bytujac w niekorzystnych warunkach, wytworzyly systemy obronne
umozliwiajace im przetrwanie. Kultury te nie zachowaty jednak zdolnosci
szybkiej reakcji na pozytywne (w naszym rozumieniu) zmiany w otoczeniu,
pozostajac mikroorganizmami o mniejsze]j aktywnosci metabolicznej. Mani-
festuje sie to szczegdlnie wyrainie ich "niechecia" do intensywnego
namnazania sie. Takie zmniejszenie og6lnej aktywnosci biologicznej .mo2e
wynika¢ ze spowolnienia wszystkich procesow metabolicznych w komorce na
skutek permanentnego niedostatku substratow energetycznych i
odzywczych. Mato aktywne bakterie zyja jednak i powoli sie rozmnazaja,
zachowujac zaséb energii umozliwiajacy im przeprowadzanie tych procesow.
Moze wiec w przypadku hipotetycznej sytuacji katastrofalnego zmniejsze-
nia sie ilosci odpowiednich substratéw w srodowisku naturalnym wkasnie
te bakterie mialyby szanse przezycia, a obserwowany efekt zachowania
zmniejszonej aktywnosci biologicznej jest rezultatem postulowanego przez
Kotataja (1988) "magazynowania adaptacji na ciezsze czasy"?
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Jak juz wczesniej wspomniano, szczepy gatunku T.ferrooxidans maja
nie tylko zdolno$¢ utleniania jonow Fe2+, siarki i jej zwiazkoéw nieorga-
nicznych, ale takze zdolnos¢ tolerancji niskiego pH (ok. 1,0 i ponizej)
oraz wysokicﬁ stezent jondéw metali. Wykazano, 2e dzikie szczepy toleruja
stezenia 0,1-0,2 M jonow cu?’, zn?*, Ni?*, co?', Mn?' (Brierley 197s;
Lundgren i Silver 1980; Tuovinen et al. 1971), podczas gdy dla
wiekszosci innych organizméw granica opornosci na jony metali wynosi
10'4 M (Ortowska i Goladb 1990). 2astosowanie odpowiednich procedur
adaptacyjnych pozwala na zachowanie duzej aktywnosci bakterii podczas
proceséw lugowania nawet wtedy, gdy stezenia jonéw metali sa znacznie
wyzsze, np. cynku do 1,8 M (120 g/dm>), niklu 1,2 M (72 g/dm°), miedzi
0,9 M (55 g/dm>), kobaltu 0,5 M (30 g/dm>), z2elaza 2,8 M (160 g/dm’)
(Cwalina i Farbiszewska 1989; Cwalina et al. 1990; Cwalina et al. 1990a;
Cwalina et al. 1990b; Cwalina et al. 1992; Karawajko et al. 1989; Torma
1980) .

Mechanizmy wyjatkowej opornosci T.ferrooxidans na jony metali nie sa
w pelni poznane. Wiadomo, 2e zdolnosci adaptacyjne okreslonego szczepu
sa znacznie zréznicowane w zaleznosci od rodzaju podloza hodowlanego, a
scislej mowiac - od substratu energetycznego wprowadzonego do pozywki.
Tuovinen et al. (1971) wykazali, 2e tolerancja na jony metali u omawia-
nych bakterii jest znacznie wieksza w roztworach zawierajacych jony re*
niz w drodowisku jonow Szog-. Sugeruje to, 2e obecnos¢ jonow Fe2* moze
by¢ konieczna do tworzenia systemu opornosci na metale. Przypuszcza sie
te2z, 2e tolerancje T.ferrooxidans na wysokie stezenia jondw metali mozna
wiaza¢ 2z préferowaniem przez te mikroorganizmy srodowiska silnie kwasne-
go, w ktérym znaczna koncentracja jonéw H' utrudnia jonom metali dostep
do powierzchni komorek bakterii. Koncepcja ta nie wydaje sie jednak w
petni uzasadniona, gdyz wiele innych rodzajéw i gatunkéw kwasolubnych
bakterii nie wykazuje opornosci na jony metali. Wyjatkowe mozliwosci
adaptacyjne T. ferrooxidans sa najprawdopodobniej wynikiem spontanicznych
mutacji, jakim bakterie te podlegaly, przystosowujac sie do réznych
czynnikéw sSrodowiska. Spowodowato to, ze poszczegdlne szczepy synte-
tyzuja szereg jedynych w swoim rodzaju enzyméw uczestniczacych w utle-
nianiu lub redukcji jonéw metali (DiSpirito i Tuovinen 1982; Lewis i
Miller 1977; Sugio et al. 1990; Sugio et al. 1992). Na rysunku 1 przed-
stawiono schematycznie prawdopodobny przebieg regqulacji pH w komérkach
T.ferrooxidans w powiazaniu 2z utlenianiem jonow metali (Cobley i Cox
1983; Ingledew 1982). Schemat uwzglednia utlenianie jondéw 2elazawych
przy udziale dwoch mechanizméw: opartego na wytwarzaniu gradientu proto-
nowego w zespole $cianowo-blonowym bakterii zgodnie z chemiosmotyczna
hipoteza Mitchella (Cobley i Cox 1983; Ingledew 1982; Stryer 1986; linia

ciagla) oraz na pompowaniu protonow at ﬁrzez oksydaze cytochromowa
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(Ingledew 1982; linia przerywana). O ile umiejscowienie procesu utlenia-
nia jonoéw Fe?t na zewnetrznej powierzchni biony cytoplazmatycznej jest
najbardziej prawdopodobne, to lokalizacja reakcji redukcji tlenu jest
problematyczna. Skojarzenie tej reakcji z wytworzenien gradientu proto-
nowego sugeruje, 2e powinna ona zachodzi¢ na wewnetrznej stronie blony
cytoplazmatyczne} (linia ciagta). Enzym ATP-aza umozliwia wejscie
protondw wodorowych I-I+ do wnetrza komérki z rownoczesnym wytworzeniem
wysokoenergetycznego ATF (adenozynotréjfosforanu) z ADP (adenozynodwu-
fosforanu) i fosforanu'nieorganicznego P;. Wytworzona sita napedowa jest
utrzymywana dzieki wiazaniu jonow B w cytoplazmie podczas redukcji
tlenu sprzgzonej z transportem elektronu od utlenianego jonu Fe2+.
Przyjecie mechanizmu uwzgledniajacego pompowanie protonow wodorowych
(podczas transportu elektronow przez bione cytoplazmatyczna) przez
kompleks oksydazy cytochromowej sugeruje, 2e reakcja redukcji tlenu
powinna zachodzi¢ na zewnetrznej stronie blony cytoplazmatycznej (linia
przerywana) . Jednoznaczne rozwiazanie problemu lokalizacji rancucha
transportu elektronéw u T. ferrooxidans wymaga jednak dalszych badadn.
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Tabela 3. Wplyw jonéw cynku Zn

na zdolnos¢ namnazania sie bakterii
Siderocapsa sp. 26-1(1) i Sulfobacillus sSp. 26-9(1)

Effect of zn®" ions on multiplication ability of Sidero-
capsa sp. 26-1(1) and Sulfobacillus sp. 26-9(1) bacteria

Stezenie Siderocapsa sp. Sulfobacillus sp.
Zn2+ 26-1(1) 26-9(1)
[mM] tg lag tg lag
2 14,4 1,0 14,6 0,0
14,4 1,0 14,5 0,0
10 14,6 1,0 14,8 0,0
15 15,8 1,5 17,2 0,5
20 28,3 2,5 25,1 1.5
25 38,1 3,5 3145 2,5
30 41,2 4,0 36,7 3,0
35 brak wzrostu 41,6 4,0
40 brak wzrcstu 44,3 4,5
45 brak wzrostu brak wzrostu
Temperatura 30% 50°¢
pH 6,0 6,0
gdzie: tg - czas generacji [h}
lag - drugos¢ lag-fazy [dni)

Tabela 4. Maksymalne stezenia metali tolerowane przez szczepy bakterii
Siderocapsa sp. 26-1(1) i Sulfobacillus sp. 26-9(1)

Maximum metal concentrations

tolerated by bacterial strains

of siderocapsa sp. 26-1(1) and Sulfobacillus sp. 26-9(1)

Stezenie Jony metali
Bakterie rozt:orze Zn2+ Co2+ Cu2+ cd2+ Pb2+ N12+
26-3(1) g/dm’ 2,0 1,2 1,9 2,2 1,0 1,8
pH 6,0 nM 30 20 30 20 5 30
26-3(1) g/am® 2,6 18 | 75 3,4 2,0 2,3
PH 6,0 mM 40 30 40 30 10 40
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Przedstawione rozwazania nie dotycza innych rodzajéw i gatunkow
bakterii ocenianych jako potencjalnie . przydatne w procesach biometa-
lurgicznych. Zwtaszcza odniesienie ich do bakterii Gram-dodatnich byloby
btedne, gdyz mikroorganizmy te roéznia sie istotnie od Gram-ujemnych
bakterii T.ferrooxidans, gléwnie budowa $ciany komérkowej. Moze to byc
zasadnicza przyczyna znacznie mniejszych zdolnosci adaptacyjnych bak-
terii, a niejednokrotnie nawet ich braku, co obserwowano podczas badan
prowadzonych z wykorzystaniem miksotroficznych szczepéw Siderocapsa sp.
26-1(1) oraz Sulfobacillus sp. 26-9(1). W tab. 3 przedstawiono
przyktadowe zmiany czasu generacji i drugosci fazy przygotowawczej
(lag-fazy) badanych bakterii pod wplywem jonéw cynku. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, 2e w warunkach optymalnych czas
generacji obu szczepéw byt taki sam i wynosit 14,5 h. Bakterie
Siderocapsa sp. wykazywaly Jjednak diuzszy okres lag-fazy (1 dzien) w_
poréwnaniu do Sulfobacillus sp., ktére namnazaly sie intensywnie od
poczatku inkubacji w swiezym podiozu hodowlanym.

Poniewaz ijony innych metali (kobaltu, miedzi, kadmu, niklu i
otowiu) powodowaty podobne zmiany aktywnosci metabolicznej badanych
bakterii (Cwalina et al. 1987), ograniczono sie do przedstawienia pelnych
danych w odniesieniu do jednego metalu, to jest cynku. W tab. 4
zamieszczono maksymalne stezenia metali w roztworze (wyrazone w g/dm3
oraz W mM) tolerowane przez testowane mikroorgznizmy. W dalszych
badaniach (tab.5 wg Cwaliny et al. "1987) wykazano, 2ze oba szczepy
tolerowaly wy2zsze stezenia jonow metali (cho¢ nie tak wysokie jak
T.ferrookidansh jezeli metale byly uwalniane do $rodowiska z mineraloéw
siarczkowych podczas ich rugowania. Stwierdzono, 2e badane jony metali

Tabela 5. Stezenia metali w roztgorach po 30 dniach rugowania mineraldw
siarczkowych (temp. 30°C) w obecnosci bakterii T.ferrooxidans
F26-77 (przy pH 2,5) oraz Siderocapsa sp. 26-1(1) i sSulfoba~
cillus sp. 26-9(1) (przy pH 4,0); uklad kontrolny: pH 2,5
Concentrations of metals in golutions after 30 day leaching of
sulphide minerals (temp. 30 C) with bacteria T.ferrooxidans
F26-77 (pH 2,5), and Siderocapsa sp. 26-1(1) and Sulfobacillus
sp. 26-9(1) (pH 4.0); control system: pH 2.5

Stezenie metalu [g/dma]

Wylugowany metal -
Cu Cu Fe Zn
Mineral siarczkowy cus CuFes, FeS, Zns
T.ferrooxidans F26~77 22,6 11,0 9,3 25,0
siderocapsa sp. 26-1(1) 13,5 8,5 8,3 18,5
Sulfobacillus sp. 26-9(1) 13,2 8,7 7,6 18,7
Uktad kontrolny, bez bakterii 12,5 - 3,0 1,0 5,5
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nie wplywaly na kinetyke wzrostu bakterii w zakresie stezen nie
przekraczajacych i0 mM. Wyjatek stanowily jony olowiu, hamujace wzrost
testowanych ’drobnoustrojOW juz przy stezeniu 2 mM. W obecnosci
pozostalych analizowanych jonéw metali zahamowanie wzrostu szczepdw
odpowiednio Siderocapsa sp. 1 Sulfobacillus sp. hastepowalo przy
stezeniach: 35 mM i1 45 mM jondéw cynku, miedzi i niklu oraz 25 mM i 35 mM
jonéw kobaltu i kadmu. Przy stezeniach zbliZonych do stezen letalnych
Sredni czas generacji wydiuzal sie do okolo 41 h dla szczepu Siderocapsa
sp. oraz 45 h dla szczepu Sulfobacillus sp. Znacznemu wydluzeniu ulegata
réwniez 1lag-faza (do 4,5 dnia). Przyhamowanie wzrostu bakterii
nastepowalo przy okreslonych stezeniach jonéw metali niezaleznie od
tego, czy bakterie byly pasazowane do $rodowiska tych jondw bezposrednio
z po2ywki, czy tez byly przeszczepiane kolejno do podlozy zawierajacych
sukcesywnie rosnace stezenia metali. Tak wiec badane szczepy nie byly
zdolne do adaptacji do wyzszych stezen jonow metali w roztworze, jesli
te metale wystepowaly w nim od poczatku w formie jonowej. Stwierdzono
takze inhibujacy wplyw jonow metali cie2kich (Cd2+ i Pb2+) na szybkos¢
procesu utleniania jonow Szbg- (rys. 2). Efektowi temu nie towarzyszyilo

Rys. 2. Dynamika gtleniania jonow tio-
siarczanowych (30 C;pH 4,0): kontrola
- uklad kontrolny, Bgz baktggii i2+
jonéw metali; (Szo3 ),(3203 + Pb
2= 2%y _ uklady odpowiednio
w nieobecnosci oraz w obecnosci
jonéw olowiu lub kadmu; ( ) 30 * o ® kontrola
- Siderocapsa sp. 26-1(1); =
(- - =) - Sulfobacillus sp. 26-9(1) E z5]\" - — * 5,00 +PbT

).

Fig. 2. Dynamjcs of thiosulphate 4, b\
oxidation (30°C; pH 4,0): kontrola G201\ Wit - * 5,0 +Cd?
- control systen, wiggout bacEgria o ,
and metal ions; (S,07 ), (8,0, + €151 N

2+ oy o B g 8
+ Pb™ ), (Szc3 + Cd° ') - systems 2 104 -
respectively in the absence and in Tt nzzme g0
the presence of lead or cadmium; 5 T P
(——) - Siderocapsa sp. 26-1(1);
g;_;(;; - Sulfobacillus sp. 0o T - = = e

czas, h

jednak zmniejszenie aktywnos$ci enzyméw siarkowych u testowanych szczepow
(tab.6). Sugeruje to, 2e jony kadmu i olowiu nie powodowaly =zatrucia
enzyméw, lecz stanowily blokade uniemozliwiajaca wnikniecie substratow
siarkowych do wnetrza komérek. Mozna przypuszczaé, 2e procesy utleniania
nieorganicznych zwiazkéw siarki sa 2%rodrem energii dla tych szczepédw,
podobnie jak u autotroficznych bakterii siarkowych rodzaju Thiobacillus,
W szczegoélnosci u T.ferrooxidans. Uzyskane dane (Cwalina et al.1987)
wskzzuia jednak na odmienny typ _metabolizmu siarki u badanych
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Tabela 6. Aktywnos¢ enzymow szlaku siarkowego u bakterii Siderocapsa sp.
26-1(1) i Sulfobacillus sp. 26-9(1) podczas utleniania jonow
tiosiarczanowych w obecncsci jonéw kadmu i olowiu

Activity of enzymes of the sulphur pathway in Siderocapsa sp.

26-1(1) and Sulfobacillus sp. 26-9(1) bacteria during thio-
sulphate oxidation in the presence of cadmium and lead ions

Srodowisko Aktywnos$é¢ [nmol/min-mg bialka]
o Szczep
(30°C; pH 4,0) oksydaza oksydaza
siarczynowa|tiosiarczanowa rodamaza
2- 26-1(1) 382 + 32 4,2 + 0,3 145 + 14
s,0
oL 26-9(1) | 325 + 30 3,5 + 0,3 | 129 + 11
2- 2+ 26=-1(1) 372 + 30 4,0 + 0,4 140 * 14
5203 + cd (20 mM)
26-9(1) 310 + 23 3,5+0,3 132 + 12
S 24 26-1(1) 380 + 35 4,0 £ 0,4 148 + 15
5,037 + Pb°" (5 mM)
26-9(1) 318 + 31 3,5+0,3 122 + 12

bakterii. Wyjasnienia wymaga tak2e znacznie wieksza opornos¢ na jony
metali bakterii uczestniczacych w Iugowaniu mineraléw siarczkowych w
poréwnaniu do bakterii wprowadzonych do roztworow ngyntetycznych®, czyli
pozywek ptynnych zawierajacych te jony.

Mimo znacznego podobienstwa wlasciwosci fizjologicznych ré2nych
bakterii utleniajacych jony zelazawe oraz siarke i je] zwiazki nieor-

ganiczne do gatunku T.ferrooxidans, trudno przesadza¢ o ich prazy-
datnosci w procesach biometalurgicznych.
WNIOSKI

Na podstwaie przedstawionych wynikéw badan mozna sformutowac
nastepujace wnioski:

1. Ustalono, 2e zrdznicowanie aktywnosci komorkowej dzikich

szczepow bakterii T.ferrooxidans dotyczy Ww wiekszym stopniu szybkosci
utleniania przez nie jonéw zelazawych Fe?? niz wtasciwej szybkosci
wzrostu.

2. Procesy adaptacyjne moga prowadzi¢ do wzrostu aktywnosci meta-
bolicznej dzikich szczepdw bakterii T. ferrooxidans, co wyraza sie miedzy
innymi skréceniem czasu generacji i wzrostem maksymalnej szybkosci
utleniania jonoéw Fe?? oraz aktywnosci wtasciwej enzymow siarkowych:

oksydazy siarczynowej, oksydazy tiosiarczanowej i rodanazy.
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3. Aktywacje metabolizmu siarki u bakterii T.ferrooxidans mozna
osiagna¢ przez ich hodowlé w obecnosci siarki i jej zwiazkéw nieorga-
nicznych (zwlasecza mineraléw siarczkowych) Jjako substratov energe-
tycznych. '

4. Stwierdzono, ze enzymy szlaku siarkowego u T.ferrooxidans F26-77
sa enzymami konstytucyjnymi. Nie ulegaly one inaktywacji nawet podczas
kilkuletniej hodowli bakterii w podlozu z jonami Fe2t
energetycznym.

5. W przeciwienstwie do gatunku T, ferrooxidans, szczepy miksotrofi-

jako substratem

cznych bakterii (wykazujacych zdolnos¢ utleniania nieorganicznych
zwiazkoéw siarki i jonow Fe2+), ktére opisano jako Siderocapsa sp. 26-
1(1) oraz Sulfobacillus sp. 26-9(1), nie maja zdolnosci adaptacji do
wzrastajacych stezen jondéw metali w roztworze.

6. Podczas proces6w rugowania naturalnych mineraléw siarczkowych
(pirytu, kowelinu, chalkopirytu i sfalerytu) badane szczepy bakterii
miksotroficznych tolerowaly znaczne wyzsze stezenia wyltugowanych metali
(Fe, Cu oraz 2Zn) niz te, ktore okreslono jako letalne na podstawie badan
w ptynach "syntetycznych" - pozywkach zawierajdcych jony tych metali.

2% oraz siarki i jej zwiazkdéw nie-

7. Procesy utleniania jonéw Fe
organicznych moga by¢ 2rddiem energii dla badanych bakterii miksotro-
ficznych.

8. Jony metali ciezkich (cd
substratéw siarkowych do wnetrza komérek badanych bakterii miksotro-

ficznych.

i i Pb2+) moga blokowa¢ wnikanie
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