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Untersuchungen iiber das Verhalten von Thiobakterien
gegeniiber Schwermetallen

BRUNHILDE MARCHLEWITZ, DORIS HAscHE und W. SCHWARTZ
{ Eingegangen am 1. 12. 60}

1. Einlettung

In einer fritheren Arbeit (MARCHLEWITZ u. SCHWARTZ, 1960/61) haben wir iiber die
Biocoenose der sauren Grubenwisser berichtet, deren Aciditit zu einem erheblichen
Teil auf die Lebenstitigkeit von T'hiobacillus thioozidans und Th. ferrooxidans zuriick-
geht. Das Biotop ist durch das Vorkommen sulfidischer Erze gekennzeichnet, die bei
der Oxydation Schwermetallsuifate und, je nach der Gangart der Lagerstitte, freie
Schwefelsdure oder sonstige Sulfate, z. B. Gips, liefern.

Da durch saure Grubenwisser erhebliche Korrosionsschiden verursacht werden,
besteht ein groBes wirtschaftliches Interesse daran, die Tétigkeit der Thiobakterien,
von denen die Sdurebildung im Vergleich zur nicht-biologischen Oxydation der Sul-
fide erheblich beschleunigt wird (LEATHEN u. BRALEY, 1953), auszuschalten. Auf die
Schwierigkeiten eines solchen Vorgehens haben TEMPLE u. KoEHLER (1954) ausfiihr-
lich hingewiesen. Auch von den begleitenden Pilzen ist in Bezug auf antagonistische
Wirkung kaum etwas zu erwarten. AbschluB der Luft aus abgebauten, verlassenen
Strecken, Kontrolle der Wasserbewegung und getrennte Ableitung der infizierten
stark sauren Wisser scheinen zur Zeit die einzigen Hilfsmittel zu sein.

Abgesehen von der Sduretoleranz, zeichnen sich die hier vorkommenden Thio-
bakterien durch ein mehr oder weniger ausgeprigtes Adaptationsvermogen an Schwer-
metalle aus. Da die Schwermetalle im Laufe der Oxydationsprozesse mobilisiert
werden und in Losung gehen, ist an verschiedenen Stellen, z. B. in Cananea (Mexiko),
in Bisbee (Arizona), im Ural und im Bingham Canyon (Utah) versucht worden, die
sauren Thiobakterien-fiihrenden Grubenwiésser fiir das Leaching-Verfahren nutzbar
zu machen (WILSoN 1952, Davis 1953, BRYNER u. a. 1954, 1957, 1958, WEED 1956,
ZrMMERLY u. a. 1958). Kupfererz-filhrende Schichten und Abraum, deren Kupfer-
gehalt so gering ist, daB eine Verhiittung nicht lohnt, werden in Halden oder in be-
sonderen Aufbereitungsanlagen mit Grubenwissern behandelt; dabei werden Eisen-
und Kupfersulfide oxydiert; die Oxydation des Kupfers wird durch dreiwertiges Eisen
beschleunigt. Aus den abflieflenden Sulfat-haltigen Wissern kann Kupfer als ,,Ze-
mentkupfer”” abgeschieden werden. Bei diesen Vorgéngen spielt das Adaptations-
vermégen der Thiobaktieren an die in Losung vorliegenden Schwermetallsulfate eine
Rolle. AufBler Eisen und Kupfer sind Zink, Nickel, Blei und andere Metalle in den
Lagerstitten in wechselnden Mengen vertreten.

Wir haben bis jetzt das Verhalten von Thiobacillus thiooxidans und Th. ferrooxi-
dans gegeniiber Eisen- und Kupfersulfiden und Eisen-, Kupfer- und Zinksuifat ge-
priift.
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I1I. Methode

Was die Kultur der Thiobakterien, die Herkunft der einzelnen Stimme und die
Kontrolle der Sdurebildung betrifft, so kann auf unsere frithere Mitteilung in dieser
Zeitschrift (MARCHLEWITZ u. SCHWARTZ, 1960/61) verwiesen werden.

Zur Priifung auf Schwermetalltoleranz wurde der LE bzw. STA/S Nahrlosung
Eisen-, Kupfer- oder Zinksulfat in der gewiinschten Menge zugesetzt. Wir impften
zunichst jeden Stamm in drei Parallelen auf eine Reihe von fiinf bis zehn Kélbchen
mit zunehmender Schwermetallkonzentration. In wochentlichen Absténden wurden
Wagchstum und Sdureproduktion kontrolliert. Nach etwa sechs Wochen wurden von
jedem Stamm die beiden Kulturen stirkster Toleranz ausgelesen und Subkulturen
auf Ndhrlésungen mit der gleichen und der ndchsthéheren Schwermetallkonzentration
angelegt. Trat auch beiletzterer Wachstum ein, wurde in der nichsten Subkultur die
Kupfer- bzw. Zinksulfatgabe weiterhin erh6ht. Durch sténdige Erh6hung der Schwer-
metallkonzentration in den Subkulturen gelang eine allmihliche Adaptation der
Thiobakterien.

Die Kupferbestimmungen haben wir mit Natriumdidthyldithiocarbamat in ammo-
niakalischer Losung vorgenommen (CALLAN u. HENDERsON 1929, McFaRLANE 1932,
THUN u. a. 1955). Die Absorptionsintensitidt des braunen Farbkomplexes wurde im
Pulfrich-Photometer unter Verwendung des Filters S8 66 gemessen. Hoéhere Kupfer-
konzentrationen wiesen wir iiber den Kupfertetramin-Komplex (JANDER u. WENDT
1954) nach.

II1. Verhallen der Thiobakterien gegenmiiber einigen Schwermetallsulfaten

Eisen wurde als Ferrosulfatlosung den Stammlésungen STA/S bzw. LE nach der
Sterilisation zugesetzt. Die Eisentoleranz von Th. thiooxidans und Th. ferrooxidans
ist erheblich (Tab. 1 und 2}, deshalb waren Adaptationsversuche nicht erforderlich.

Tabelle 1
Eisentoleranz der Th. thiooxidans-Stamme
Versuchsdauer 40 Tage
Es bedeuten: +++ sehr gutes Wachstum mit pg-Werten unter 1
++ gutes Wachstum mit pg-Werten von 1 bis 1,5
+ maBiges Wachstum mit pg-Werten von 1,5 bis 3
— kein Wachstum

Eisengehalt pro Liter der Nahrlosung
Stamm
160 mg 400 mg 800 mg 4g 8g 12g
Bol 1 + +++ ++ + + +
Bol 4 +++ ++ + — — —
Bol 5 +++ +ek ot +-+ - - —
K, +++ +++ +++ ++ ++ +
Scot o+ +++ +++ +4+ ++ +
Starkey 1 + -+ +4++ +++ ++ + +
Starkey 2 +4++ +++ ++ + + —
Starkey 3 +4++ +++ +++ ++ + -

Wessentlich ausgeprigter als bei Eisensulfat sind die Unterschiede zwischen den
beiden Arten und desgleichen zwischen verschiedenen Stdmmen derselben Art im
Verhalten gegeniiber Kupfersulfat (Tab. 3 und 4). Wie gegeniiber Eisen, erwies sich
auch hier T'h. ferrooxidans als widerstandsfahiger. Es zeigte sich im allgemeinen eine
Beziehung der Kupfervertriaglichkeit zum urspriinglichen Standort des Bakterien-
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stammes. Bei Isolierung von einem Schwermetall-armen Habitat, war die Kupfer-
toleranz gering ; Stimme aus Kupfergruben (z. B. Bi 6 und Bol 3) erwiesen sich dage-

Versuchsdauer 40 Tage

Tabelle 2

Eisentoleranz der T'h. ferrooxidans-Stimme
Versuchsdauer 40 Tage
Es bedeuten:
+++ sehr gutes Wachstum, py 2,6 nach 10 Tagen erreicht
++ gutes Wachstum, py 2,6 nach 20 Tagen erreicht
4+ miBiges Wachstum, py 2,6 nach 40 Tagen erreicht

Stamm Eisengehalt pro Liter der Nihrlosung
800mg 4¢g 8g 12¢g
Beck +4+ ++ ++ +-+
Bi6 +++ ++ ++ ++
Bol 3 +++ +++ +4++ ++
Fab +4++ +4++ +++ e
K2 4+ ++4+ +++ +-
Meg 5 +4+ +++ ++ ++
Ram 2¢ ++ ++ ++ +
Scot okt ++ ++ +
Tabelle 3

Kupfertoleranz der Th. thiooxidans-Stimme

Zeichenerklarung wie Tab. 1

Kupfergehalt pro Liter der Nahrlosung

Stamm

250 y 500 y ! 2,5 mg 5 mg 25 mg l 50 mg { 250 mg‘ 500 mg
Boll +4+ R +4++ +++ +++ +++ | + 1 —
Bol 4 +++ 4+ + +4++ +++ +4++ +4++ | + | =
Fa s ot ++4 +4++ +++ +4++ +++ | A+ ++
K, +++ +++ +++ +++ ++ — — —
K5 4 ++ +++ 4+ ++ + — —
Meg 5 +++ +++ +4+ +++ ++ +++ |+t +
Scot +++ +++ +++ +++ ++ + — —
Starkey 1 ERATS 4+ — — — — — _
Starkey 2 RN ++ ++ — — — — —
Starkey 3 +++ NEENEN ++ + — — - -

Tabelle 4
Kupfertoleranz der T'h. ferrooxidans-Staimme

Versuchsdauer 40 Tage

Zeichenerklarung wie Tab. 2

Kupfergehalt pro Liter der Nahrlésung

Stamm

2,5 mg} 5 mg ‘ 25 mg t 50 mg {250 mg | 500 mgl 2,5¢ l 5¢g [ 10g
Beck 4+ |+ |+ + + — - - —
Bi 6 R B el e o T e o o S I — —
Bol 3 B B e B A T e s f SR = S (RS S B2 + —
Fa s +++ | 4+ | |+ + + — — -
K2 b | FA+ L+ | — — - - —
Meg 5 e et B + + - —
Ram 2¢ ++ 4+ + — — — — _— _
Scot +4++ | 4+ + — - — — — —

13°*
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gen als sehr kupfertolerant. Diese Beziehung blieb in den meisten Fillen auch wih-
rend der Adaptationsversuche erhalten (Tab.35).

Es gelang im Laufe von zwdlf Subkulturen einige Stimme an das Mehrfache der
anfangs tolerierten Kupferkonzentration zu adaptieren (Tab.5).

Tabelle 5

Adaptation von Th. thicoxidans und 7. ferrooxidans
an hohere Kupferkonzentrationen

Th. thiooxidans Th. ferrooxidans

Stamm vertrigt g Cu/l Stamm r vertragt g Cu/l

Bol 1 10,0 ‘ Beck 5,0
Bol 4 5.0 | Bi6 5.0
Fa b 5,0 Bol 3 5,0
K, 5,0 Scot 5,0
Scot ! 5,0 Fas 2,5
Starkey 3 ‘ 5,0 ‘ Meg 5 2,5
Meg 5 2.5 K2 0.5
K5 0,05 Ram 2¢ 0,5
Starkey 2 # 0,025

Starkey 1 ' 0,005

Bei Kupferkonzer trationen iiber 250 mg/l war in den gut entwickelten Th. thio-
ozidans-Kulturen nach etwa 24 Tagen ein schwarzer Belag auf der Schwefelbliite
zu beobachten. Es handelte sich weder um eine Mischkultur mit Desulfurizierern
(wiederholte Abimpfungen auf Desulfurizierer-Néhrlosung nach STARKEY (1945)
blieben negativ) noch mit Pullularia aus dem Biotop. Die mikroskopische Kontrolle
ergab mineralische Bestandteile (Kupfersulfid). Wie auch Starkry (1937) beob-
achtete, kann T'A. thicoxidans geringe Mengen H,S (mit Bleiacetat-Papier nachge-
wiesen) abgeben, die im sauren Milieu Cu™* als Kupfersulfid ausfillen.

Fiir das Verhalten gegeniiber Zinksulfat ergaben sich die gleichen Beziehungen wie
bei Eisen- und Kupfersulfat. Die ferrooxidans-Stimme vertragen im allgemeinen
héhere Zinkkonzentrationen als die thiooridans-Stimme (Tab. 6 und 7). Letztere
lagsen sich aber leichter an héhere Zinksulfatgaben gewohnen. Nach zehn Passagen
(Tab. 8) werden z. T. 229%ige Zinksulfatlésungen vertragen').

Tabelle 6
Zinktoleranz der Th. thiooxidans-Stamme
Versuchsdauer/40 Tage
Zeichenerklarung wie Tab. 1
Stamm Zinkgehalt pro Liter der Nahrlosung

5mg | 2mg | 50mg | 250mg | 500mg | 25¢g ‘ 5g
Bol 1 + 4+ 44 | ++4 : b+ " +4+ T+ ‘ +
Bol 4 o+ + 4 T+ P+ l — — —
Bol 5 +++ | 4+ + —— — — —
Elb 10 +++ ++ +++ ] ++ ++ ++ +
K, +++ ’ +++ S e G o e | +
Scot T+t | et +4++ ] 4t ++ + [
Starkey 1 +++ + +++ +4+ + — —
Starkey 2 +++ ‘ +++ +++ + — — ‘ —
Starkey 3 +++ | Attt +++ ++ + — | —

Y) Eine 22%ige Losung von ZnSO, - 7TH,0 enthilt 50 g Zn/lL
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Tabelle 7
Zinktoleranz der Th. ferrooxidans-Stimme
Versuchsdauer 40 Tage
Zeichenerklarung wie Tab. 2
Stamm Zinkgehalt pro Liter der Nahrlosung
5mg 25 mg 50 mg 250 mg 500 mg 2,5¢g 5g
. f ! |
Bi6 +++ o+ 4+ +++ +++ ++ +
Beck + o+t +++ et 4+ ++ —
Bol 3 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +
Elb 4 ++-+ +4t ok ++ ++ ++ +
Fa 5 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +
K2 e+ +++ +++ ++ + — —
Meg 5 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +
Ram 2¢ ++ ++ + -+ — — —
Scot +++ +++ e+ ++ + — —
Tabelle 8
Adaptation von Th. thicozidans und Th. ferrooxidans
an hohere Zinkkonzentrationen
Th. thicoxidans Th. ferrooxidans
Stamm vertrigt g Zn/l Stamm } vertragt g Zn/l
Bol 1 50,0 | Beck 25,0
Elb 10 50,0 - Bi6 25,0
K, 50,0 Bol 3 25,0
Starkey 3 50,0 Elb 4 25,0
Bol 4 25,0 Fa b 25,0
Starkey 1 25,0 K2 25,0
Bol 5 12,56 Meg 5 25,0
Scot 12,5 Scot 25,0
Starkey 2 12,5 Ram 2¢ 0,25
Tabelle 9
Oxydation von Kupfersulfid zu Kupfersulfat durch Thiobacillus thiooxidanst)
Zei Stamm ‘
eit . . .
in Tg. Bi6 Bing Bol Sterilkontrolle
pr |7 Cu/ml l pz | ¥ Cu/ml ] P ' y Cu/ml Pu [ v Cu/ml
14 1,89 230 2,12 220 1,98 190 4,50 135
50 1,26 1400 1,71 1100 1,60 1150 4,32 240
100 0,91 1730 0,78 1550 0,63 2100 4,01 570
Tabelle 10
Oxydation von Kupfersulfid zu Kupfersulfat durch Thiobacillus ferrooxidanst)
. Stamm
. f‘?l‘f; Bi 6 Bing Bol 3 Sterilkonttrolle
P | Cu/ml Pr | Cu/ml pe | Cu/ml Pr I Cu/ml
14 2,92 240 3,02 245 2,97 230 3,90 » 180
50 2,62 1730 2,59 1600 2,76 1700 3,65 450
100 2,52 3260 2,47 2400 2,58 2320 3,52 600

1) Die Kupferwerte sind Mittelwerte aus 5 Bestimmungen.
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IV. Versuche 2ur Frage der wmikrobiologischen Aufarbeitung wvon frisch gefilltem
Kupfersulfid und von Kupfererzen

Wir haben zunichst bei je drei der Th. thicoxidans- und ferreoxidans-Stimme ge-
priift, ob Kupfer aus frisch gefilltem Kupfersulfid!) in Losung gebracht werden kann.

@
i
A
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P [—
40 ‘ F
cm
—4 —
cm
C

Abb. 1. Langsschnitt durch einen Per-
kolator (Zeichenerklirung im Text)

Auf 100 ml STA/S bzw. LE-Losung haben
wir 500 mg Kupfersulfid (in Reagenzglisern
3 X 30 min. sterilisiert und der Nahrlosung
aseptisch zugesetzt) gegeben, mit thiooxidans
bzw. ferrooxidans beimpft und durch wieder-
holte py-Messungen die Sduerung des Medi-
ums verfolgt. Nach 14, 50 und 100 Tagen
wurden die Proben zur Kupferbestimmung
entnommen. Die Oxydation des Kupfersulfids
zu Kupfersulfat verlduft innerhalb von'hun-
dert Tagen in einigen Fallen nahezu quanti-
tativ®) (Tab.9 und 10). Sieist bei ferroozidans
intensiver als bei thiooxridans. Th. ferrooxi-
dans arbeitet beim Ldsungsvorgang des Kup-
fers aus Sulfid wie ein Katalysator, indem er
das bei der Oxydation des Kupfers reduzierte

_ Eisen wieder oxydiert. Das gleiche gilt fiir

Kupferglanz, aber auch fiir Molybdin im
Molybdénit und fiir einige andere Fille (Z1m-
MERLY u. a. 1958).

BRYNER, BECK und Mitarbeiter haben sich
besonders eingehend mit Fragen der mikro-
biologischen Aufarbeitung sulfidischer Erze
beschiftigt. Wir haben fiir unsere Modell-
versuche in Anlehnung an BRYNER u. JAME-
son (1957) einfache Perkolatoren konstruiert
(Abb. 1).

Als Behilter fiir das zu untersuchende kup-
ferhaltige Material (400 g) diente ein 40 em
langes, 4 cm weites Glasrohr (P) mit einem
perforierten Zwischenboden (C). Die bakte-
rienhaltige Suspension wurde durch das Glas-
rohr (4) zugefiihrt. Luftzufuhr und Fliissig-
keitsbewegung erfolgten iiber das Steigrohr
(#). Die bei E eintretende Luft reilit in einer
Luft/Flissigkeitskette Tropfen der im unte-
ren Teil von E und F stehenden Losung mit
in die Hohe. Zum Antrieb diente ein Druck-
luftgeblise, das tédglich 3 bis 4 Stunden in
Betrieb war. Bei G ist ein Verteilerrohr B
angeschlossen, aus dem die Fliissigkeit auf
das Untersuchungsmaterial tropft und lang-

1) Kupfersulfid wurde durch Einleiten von H,S in salzsaure Kupfersulfatlosung gefillt,

abfiltriert, wiederholt mit Auga dest. gewaschen und bei 90 °C getrocknet (JANDER u. WENDT,

1954).

2) 500 mg CuS enthalten 334 mg Cu, das entspricht 3340 yCu/ml.
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sam nach unten sickert. Uber den Hahn D kénnen Fliissigkeitsproben zur Unter-
suchung entnommen werden. 4, F und P sind durch Wattefilter verschlossen.

Zur Fullung der Perkolatoren diente Kupferglanz (Chalkosin)') im Gemisch mit
Sand. Die gefiillten Perkolatoren wurden im Autoklaven 30 min. bei 1 atii. sterili-
siert und anschlieBend mit je 50 m! einer zehn bis vierzehn Tage alten T'h. thiooxidans-
und Th. ferrooxidans-Kultur beschickt; sie waren in Gruppen von drei bis vier Stiick
an ein Gebldse angeschlossen (Abb. 2). ’

Wir haben wéchentlich je Gerit eine Probe von 20 ml fiir py-Messungen und Kup-
feranalysen entnommen und durch frische Kulturfliissigkeit ersetzt.

Die Ergebnisse der Perkolator-Versuche mit Kupferglanz und karbonatfreiem
Sand (Tab. 11) deckten sich im wesentlichen mit den Ergebnissen von BRYNER u. a.
(1954). BRYNER ver- )
wendete als Steril-
kontrolle LE-Lésung
(px etwa 3,8). Wir
benutzten hitzesteri-
lisierte filtrierte Bak-
terienkulturen, die
also schon betricht-
liche Fel'l.undSgure-
mengen  enthielten
{(pr-Wert im Durch-
schnitt bei 2,0). Die

Unterschiede im

Kupfergehalt zwi-
schen Sterilkontrolle
und bakterienfiihren-
denPerkolatoren sind Abb. 2. Vier Perkolatoren-Batterien vor Inbetriebnahme
daher bei uns geringer
als bei BRY~NER. Die Wirkung des Sterilfiltrates ist eine reine Saurewirkung. Es
konnte jedoch gezeigt werden, daB der Auslaugungsvorgang nicht allein durch die
Aciditit der Flussigkeit bedingt ist, sondern durch die Bakterientétigkeit beschleu-
nigt wird, wie auch Davis (1953) angibt.

In weiteren Versuchen (Tab. 13) bei denen die Liiftung intensiver war, ergaben sich
entsprechend hohere Kupferwerte. Im Prinzip waren die Ergebnisse die gleichen.

Tabelle 11
Verhalten von T'h. thiooxidans und Th. ferrooxidans in Perkolatoren mit
Kupferglanz (Beschickung je Gerit: 400 g karbonatfreier Sand 4 20 g
Kupferglanz, KorngréBe 0,25 bis 0,6 mm)

Laufzeit Bi6 Bi6 Sterilfiltrat Bi6
in Tg. Pr $ p Cufml Pr | p Cu/ml Pr | y Cu/ml

7 2,01 27 2,02 25 1,98 20

14 — 37 — 37 — 25

21 1,92 77 1,98 78 1,97 62

28 — 96 — 93 — 78

35 1,96 220 1,97 230 1,98 150

42 — 450 — 475 — 270

49 1,92 930 1,95 1100 1,95 370
56 1,94 1070 1,92 1400 2,01 450

1) Fundort: Meggen/Westialen
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V. Beteiligung der beiden Thiobacillus-Arten om der Mobilisierung des Kupfers

Am natiirlichen Standort, im sauren Grubenwasser, sind, wie frither gezeigt wurde
(MARCHLEWITZ und ScEWARTZ, 1960/61), beide T'hiobacillus-Arten im Gemisch ver-
treten. Da nach SILVERMAN und LUNDGREN (1959) Th. ferrooxidans auch Schwefel
oxydiert, wire denkbar, dal} ferrooxidans allein den Oxydationsproze8 in gleicher
Intensitdt durchfithren kann, wie es bei einem Gemisch beider Arten der Fall ist. Zur
Kldrung dieser Frage haben wir das Verhalten von Th. thiooxidans (Stamm Bi 6) und
ferrooxidans (Stamm Bi 6) einzeln und im Gemisch gegeniiber Kupferglanz untersucht.

Als Kulturgefifie dienten 750 ml-Erlenmeyer-Kolben mit 350 ml Néhrlosung (LE
bzw. STA/S). Je Kolben wogen wir 100 mg Kuapferglanz!) (Korngrée 0,09 bis 0,1 mm)
ein, der vorher feucht sterilisiert und riickgetrocknet worden war. Geimpft wurde je
Kolben mit 3,5 ml Bakteriensuspension aus jungen Kulturen. Wihrend einer Ver-
suchsdauer von zwei Monaten wurde alle acht Tage die Menge des in Losung gegan-
genen Kupfers bestimmt.

In einem Gemisch der Kulturen beider Arten zeigte sich, daB ferrooxidans bei
einem Mischungsverhéltnis 1:1 der beiden Néhrlgsungen durch das rasche Absinken
der py-Werte auf 1,7 bis 1,9 innerhalb von zehn Tagen unterdriickt wurde. Dies ist
auf die Lebenstitigkeit von thiooxidans zuriickzufithren. Im Gemisch von 250 m1 LE
und 100 ml STA/S oder 300 ml LE und 50 ml STA/S kamen beide Arten zur Ent-
wicklung.

Aus den Versuchen geht hervor, daB in Reinkulturen von T'h. thicoxidans nur etwa
die Hilfte der Kupfermenge oder wenig mehr gelost wird, die in ferroozidans-Rein-
kulturen und in Mischkulturen auftritt (Tab. 12). (Vgl. dazu auch Abschnitt IV
Tab. 9 und 10).

Tabelle 12

Verhalten von Reinkulturen und Gemischen gegeniiber Kupferglanz
(Mittelwerte aus je 5 Versuchskolben)

.pH-Wertez) »Cu/ml
Angatz bei nach
Versuchs- nach 8 Wochen
beginn 8 Wochen
Th. thiooxidans in STA/S V3 2 1,2 55
4 1,4 78
Th. ferrooxidans in LE vV 2-3 2,6 113
3—4 2,7 122
Gemisch von Th. thio. und vV 23 1,8 122
Th. ferro. in 300 ml LE + 50 ml
STA/S 3—4 1,9 113
Gemisch von Th. thio. und vV 2--3 1,4 120
Th. ferro. in 250 ml LE +
100 ml STA/S 3—4 1,6 126

Zwischen ferrooxidans-Reinkulturen und Gemischen beider Arten waren die Unter-
schiede in Bezug auf den zeitlichen Verlauf und die Kupfer-Endwerte gering (Abb. 3).
Th. ferrooxidans war also in der Lage, unter den gegebenen Bedingungen allein den
LosungsprozeB im gleichen Umfang wie im Gemisch durchzufithren. Aus den Ver-

1) Fundort: Tsumeb/SW-Afrika

?) Bei Versuchsbeginn wurden die py-Werte nur angenéhert mit Indikator-Papier bestimmt;
bei AbschluB3 der Versuche erfolgte die Bestimmung elektrometrisch.

%) V bedeutet Vorkultur: Die Kolben wurden in den thiooxidans-Versuchen 10, in den
ferrooxidans-Versuchen 6 Tage vor Zugabe des Kupferglanzes geimpft. Die pg-Werte wurden
bei Zugabe des Kupferglanzes abgelesen.
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suchen (Tab. 12) ging
hervor, dal3 Th. ferrooxi-
dans beim Loésungsvor-
gang des Kupfers wie ein
Katalysator wirkt und
daB man nicht allein die
Saure fiir die Mobilisie-
rung desKupfers verant-
wortlich machen kann.
Dies wird besonders
deutlich, wenn man die
Mengen des geldsten
Kupfers in den Th. thio-
oxidans- und Th. ferro-
oxidans-Reinkulturen
vergleicht.

VI. Einfluf3 der Durch-
liiftung auf die Mobili-
sterung des Kupfers

Beide Thiobacillus-
Arten entwickeln sich
im sauren Grubenwasser
aerob und C-autotroph.
Wir haben mit Hilfe
von Perkolatoren unter-
sucht, ob durch einfache
Liftung und durch er-
hohte O,- und CO,-Ver-
sorgungdie Entwicklung
der Thiobakterien und
indirekt der Losungsvor-
gang des Kupfers ver-
bessert wird.

Zur Fillung der Per-
kolatoren diente ein
Gemisch von grobem
Sand') (Korngrofle 1,0
bis 2,5 mm) und Kupfer-
glanz?) (KorngréBe 0,25
bis 0,6 mm) im Verhélt-
nis 20:1. Vor seiner Ver-
wendungwurde derSand
durch eine HCl-Behand-
lung von Kalkanteilen
befreit. Die Liiftung er-

1y Gewdhnlicher Diinen-
sand von der Ostseekiiste
bei Lubmin

2) Fundart: Tsumeb/SW-
Afrika

130

o——o Th. thivaxidans
o——e Th.Terrooxidons
o—a Mischkultur von Th. thio

r v.Th.ferr. in 100 ml. STA/S+250mi LE.
o——ae Mischhultur von Th. thio u.Threrr
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o——-o Sterilkontrolle in L.E,
| o-——cJteritkantrolle in STALS,
L
-
I i
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Abb. 3. Geloste Kupfermengen in Reinkulturen und Mischkulturen

A

c

Abb. 4. Schema der Versuchsanordnung bei Zufiihrung eines
Luftgemisches am unteren oder oberen Ende der Perkolatoren
A Vorratsgefall mit geimpfter Niahrlosung B Uberlaufgefal
zum Konstanthalten des Flissigkeitsdruckes € Auffanggefa
fir die abtropfende Flussigkeit D Gasometer ¥ undE’ Luft-

zufithrung unten bzw. oben am Perkolator
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folgte teils mit Druckluft, teils mit Luftgemischen (209, O,, 4%, CO, u. 76%, Luft)
aus Gasometern. Als Zirkulationsfliissigkeit diente in Anpassung an die Verhilt-
nisse am natiirlichen Standort ein Gemisch von T'h. thicoxidans- (Stamm Bi 6) und
Th. ferrooxidans- (Stamm Bi 6) Kulturen im Verhéltnis 1:1.

Die Liiftung wurde in verschiedener Weise variiert. Bei den Versuchen mit Luft-
gemischen trat die Luft entweder unten iiber ein seitlich eingeschmolzenes Rohr in die
Perkolatoren ein, wihrend die keimhaltige Flussigkeit von oben auf die Fiillung auf-
tropfte, oder beides, die keimhaltige Fliissigkeit und das Luftgemisch, wurden von
oben zugeleitet (Abb. 4). Das tégliche Fliissigkeitsangebot in GefsB8 A betrug 10 1.
In GefiB C wurde die abtropfende Losung gesammelt und wieder zur Fiillung des
Gefifles A benutzt. Bei Versuchen mit Druckluftgeblise wurde das Prinzip der
Mammutpumpe verwendet (vgl. Abb. 1).

Vergleicht man das Ergebnis der bei ruhender Luft (vgl. Abschnitt IV) und mit
Litftung durchgefiihrten Versuche, so ist trotz der im einzelnen vorhandenen Unter-
schiede in der Versuchsanordnung?®) der EinfluB der verbesserten O,- und CO,-Versor-
gung (zwischen beiden wurde nicht differenziert) deutlich zu erkennen. (Tab. 13).

) Tabelle 13
Vergleichende Versuche iiber den EinfluB der Liiftung auf die Mobilisierung des Kupfer

1 nach 2 Monaten

Flissigkeits- angendherte | Kupferglanz- | gelostet Kupfer
Versuchsgruppe menge Luftmenge menge durchschnittlich
I v/ml

ruhende Luft 350 ml " 400 ml 100 mg 120
(Kolben Abs. V)
Luftgemisch von unten 201 50 1/Tag er- 60 g 170
zugefihrt (Perkolatoren hohte O,- u.
Abb. 4) CO,-Gaben
Luftgemisch von oben 201 50 1/Tag er- 60 g 1000
zugefiihrt (Perkolatoren héhte O,- u.
Abb. 4) : CO,-Gaben
Luft tiglich 8—10 Std. 21 standig zirku- 20 g 2600
zirkulierend (Perkolatoren lierend
Abb. 1) |

VIiI. Verhalten von Mansfelder Kupferschiefer im Leaching- Prozef3

Der Mansfelder Kupferschiefer, eine Ablagerung des Zechsteinmeeres, besteht in
seiner chemisch-mineralogischen Zusammensetzung nach PETRASCHECK (1960) im
Durchschnitt aus:

50 bis 559, Quarz und Serizit
25 bis 309%, Kalk und Dolomit
109, Bitumen
109, Sulfiden

Der Kupfergehalt schwankt erheblich; in kupferreichen Partien des Flozes erreicht
er 3,6%, in kupferarmen sinkt er betrdchtlich. In der Hauptsache handelt es sich um
Buntkupfererz (Bornit, CusFeS;), Kupferglanz (Cu,S) und Kupferkies (Chalkopyrit,
CuFeS,). Daneben treten z. B. Pyrit, Zinkblende, Bleiglanz und gediegenes Silber auf
(PETRASCHECK, 1950 ; SCHNEIDERHOHN 1955).

1y Die Durchfiihrung der Kontrollversuche in stagnierender Luft erschien uns in Kolben
zweckmiBiger als in Perkolatoren.
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Zur Fiillung der Perkolatoren (vgl. Abb. 1 und 2) dienten je 400 g Kupferschiefer?).
Die Korngrole betrug 1 bis 5 mm, um einer Verschlammung der Perkolatoren vor-
zubeugen. Der hohe Kalkgehalt stérte, wie zu erwarten war, die Entwicklung der
Kulturen. Die im OxydationsprozeB entstehende Sdure wurde als Calciumsulfat
gebunden. Die Menge des in Losung gehenden Kupfers blieb daher gering. Nach
einer Versuchsdauer von 126 Tagen enthielt die im Perkolator zirkulierende Fliissig-
keit nur 2y Cu/ml. Wihrend dieser Zeit schwankten im Gegensatz zu den sonstigen
Versuchsablidufen die py-Werte zwischen 4,5 und 7. Mit steigenden py-Werten mull
daran gedacht werden, daB in Losung gegangenes Kupfer bereits als Kupferhydroxyd
ausfillt und adsorptiv an das Gestein gebunden werden kann.

Da auch der Kalkgehalt des Kupferschiefers schwankt, finden sich kalkarme Par-
tien im Fl6z. Wir haben fiir die folgenden Versuche kalkarmen Kupferschiefer be-
nutzt, dessen Verhiittung nicht lohnt.?)

Aus Versuchen von BRYNER und ANDERSON (1957) geht hervor, daB als FeI.Sulfat
in Losung gehendes Eisen giinstig auf die Oxydation des Kupfers wirkt:

2Fet**  CuS + Hy0 + 1%40, > 2Fe * + Cu™* + H,S0,

Um auch in dieser Beziehung die Bedingungen giinstig zu gestalten, haben wir dem
Kupferschiefer Pyrit im folgenden Verhéltnis zugesetzt:

je Perkolator Gruppe A 1 Gruppe B

Kupferschiefer 180 g 140 g
Pyrit 20 g 60 g
Sand 100 g 100 g

Tiglich wurde in der frither beschriebenen Versuchsanordnung (vgl. 8.184) wihrend
7 bis 9 Stunden Druckluft im langsamen Strom eingeleitet. Als Zirkulationsfliis-
sigkeit diente wieder ein Gemisch von Th. thioowidans- (Stamm Bi 6) und T'h. ferro-
oxidans- (Stamm Bi 6) Kulturen im Verhéltnis 1:1.

Bei einer Versuchsdauer von 80 Tagen gingen etwa 1700 y Cu/ml in Lésung (Abb. 5).
Die Endwerte waren in beiden Versuchsgruppen anndhernd gleich. Der Losungsvor-

2000 —

o—o Versuchsgruppe A
o——e Versuchsgruppe 8

1500

1000

u/m{

a4

500

0
a 70 20 30 40 50 60 70 80
Zeit in Tagen

Abb. 5. Kupferausbeute in Gemischen von Kupferschiefer und Pyrit

1) Kupferschiefer aus dem Thomas-Miintzer-Schacht in Sangerhausen
2) Aus dem Kupferschieferberbgau Niederroblingen/Helme
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gang wurde durch die hoheren Pyrit-Zusétze in den Geriten der Gruppe B anfangs be-
schleunigt. Es ist zu erwarten, dall bei lingerer Versuchsdauer auch die in Losung
gehende Kupfermenge héher sein wird als in Versuchsgruppe A.

VIII. Diskussion

Schwermetalltoleranz und Séuretoleranz sind die standortbestimmenden Merk-
male der Mikroben saurer Grubenwisser. Die Leitorganismen, Thiobacillus thio-
oxidans und Th. ferrooxidans tragen durch die Art ihres Stoffwechsels aktiv zur
Ausbildung der Standortsbedingungen bei, indem sie die Oxydation der Sulfidionen
katalysieren und gleichzeitig die Schwermetallionen, in erster Linie Fe und Cu, in die
l6sliche Form iiberfiihren. Die in wechselnder Menge vorhandenen Artengemische
von, Ascomyceten und Fungi imperfecti, darunter auch asporogene Hefen (Crypto-
coceaceae), besitzen lediglich hohe Toleranzen, ohne aktiv in den Prozefl einzugreifen
(MARCHLEWITZ u. SCHWARTZ, 1960/61).

Auf den von den Thiobakterien bewirkten Umsetzungen beruht das ,,Leaching-
Verfahren* zur Gewinnung von Kupfer aus minderwertigen sulfidischen Erzen und
Abraum, wie es bereits an verschiedenen Stellen (Bisbee, Cananea usw.) durchgefiihrt
wird. Da es sich um aerobe Prozesse bei C-autotrophen Bakterien handelt, ist es ver-
standlich, daB im Modellversuch der Ablauf der biochemischen und chemischen Vor-
ginge durch Liiftung des zu oxydierenden Materials wesentlich beschleunigt werden
kann. Bei der Durchfiihrung in groBem MafBistab mul diesem Umstand Rechnung
getragen werden. Auch eine Verbesserung der Stickstoff-Versorgung durch Zugabe
kleinerer Mengen einer anorganischen N-Verbindung (z. B. (NH,),80,) zum Leaching-
Wasser wird empfehlenswert sein.

Am natiirlichen Standort treten beide Thiobacillus-Arten meist gemeinsam auf, im
Modellversuch liefert jedoch Th. ferrooxidans dieselben Kupferausbeuten wie das
Gemisch beider Arten, so daB fiir praktische Zwecke wahrscheinlich eine Impfung mit
ausgesuchten Stémmen von ferrooridans ausreichen wird.

Ein Faktor von entscheidender Bedeutung ist der Gehalt an Kalkspat in der Gang-
art bzw. im erzfiithrenden Gestein. Kalkarmes Material bereitet kaum Schwierig-
keiten. Andersartig verhilt sich dagegen der im mitteldeutschen Raum vorkommende
Mansfelder Kupferschiefer. Er enthilt groflere Mengen von Kalkspat zusammen mit
Dolomit bis etwa 309, (vgl. S.188), durch den im Leaching-Prozefl die entstehende
H,S0, stindig als CaSO, gefillt wird. Da das Wachstumsoptimum der beiden Thio-
bacillus-Arten unter py 4 liegt, werden Entwicklung und Schwermetalloxydation
erheblich verzdgert, unter Umsténden sogar blockiert. Es kommt hinzu, da8 bereits
in Losung gegangenes Kupfer oberhalb py 5,3 als Cu(OH), gefillt und adsorbiert
werden kann. Im Modellversuch verstopft der CaSO,-Schlamm allméhlich die Poren
und verhindert die Zirkulation von Luft und Fliissigkeit. Kalkarme Partien des
Kupferschiefers lassen sich dagegen aufarbeiten, wenn man Pyrit zur Verbesserung
der Sédurebildung zusetzt.

Der Kalkgehalt des Kupferschiefers diirfte mit der Geschichte seiner Entstehung
aus einem Sapropel zusammenhéngen, dessen H,S-Gehalt zur Hauptsache aus der
Desulfurikation von Gips (oder Anhydrit) stammt. Hierbei entsteht CaCO,, das wie
in Erdoellagerstétten und rezenten Sapropelen, in kristalliner Form auftritt.

Zusammenfassung

1. Stimme von Thiobacillus thiooxidans und Th. ferrooxzidans sind meist durch hohe Toleranz
gegeniiber Schwermetallen (Fe, Cu, Zn) ausgezeichnet, die sich durch Adaptation steigern laGt.

2. Zwischen der Hohe der maximal tolerierten Schwermetallmengen und der Herkunft der
Stimme lassen sich Beziehungen nachweisen.
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3. In Modellversuchen mit Xupferglanz gehen in Bestitigung der Versuche von BRYNER
u. a. bei Gegenwart der beiden Thiobacillus-Arten erheblich hohere Kupfermengen in Losung
als in sterilen Kontrollversuchen.

4. Tst nur Th. thicoxidans vorhanden, so sind die in Losung gehenden Kupfermengen wesent-
lich geringer. Reinkulturen von Th. ferrooxidans haben annihernd die gleiche Wirksamkeit
wie ein Gemisch beider Arten. Den Hauptanteil an der Oxydation sulfidischer Erze hat dem-
nach T'h. ferrooxidans.

5. Liiftung und zusétzliche O,- und CO,-Versorgung erhdhen wesentlich die Ausbeute an
gelostem Kupfer.

6. Da Th. ferrooxidans seinen Energiebedarf aus der Oxydation von Fell zu Fe™ deckt,
ist die Oxydation sulfidischer Kupfererze an die Anwesenheit von Eisensulfiden (Pyrit, Marka-
sit) oder anderen Ferroverbindungen gebunden.

7. Aus kalkarmen Partien des Mansfelder Kupferschiefers kann durch den Leaching-Prozefl
Kupfer in Lésung gebracht werden, wenn Pyrit in ausreichender Menge vorhanden ist oder
zugesetzt wird.
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