HH”%RSULﬁﬁ’Q ‘N UB'R DIE MIKQU%EQASSQEIA’I‘J

M R B WEB N DERBVT LSRR RN SWRST rEe - B e oo g < el

SAURER GRUBE !‘vf@“s‘u?si He

e 4 N O 2 0 g N e R S e

Inauvgural-Dissertation
wmar
Erlangung der Doktorwlrde
e¢iner
Hohen Mathematisch ~ Naturwissenschaftlichen Falkultiit
der

Ernst-lioritz-Arndt Universitit zu Creifswald

vorgelegt
von |
Brunhilde larchlewlts
gebs Bachmann
llanslau

- 1959 =



s

Dekant Professor Ir. ¥, Schallreuter
Referents Professor Dr. W. Schwarts
Korreferent:  Professor Dr. 0. Zedliits

Tag der miindlichen Priifung: 12. 12« 1959




Inhaltsverze%ghnis

Seite
Ie 7Anleiltung esveeessessvervsessscnsonsnas 1
Il, Haterial und Methoden sesvevecnccassaces 4
I71s Gewinnung von ReInkultuPen ceceeesssnves 9

IV. Vergleichende Untersuchungen an Thio-
baciliue thiocoxidans und Th. ferrooxidans
1 Thiobaclllug thiooxldans ssseesesosece 12
2« Thiobaolllus Lerrooxldans seeecsscnes 17
3, DBemerkungen zur Taxonoaies der ftattung
Thiobaclllius secsscescnssscscrssssnes 28

Ve le Plizsflora d'r sauren Grudbonwiscer « 295

Vi "influfl der Pilze auf die Entwiocklung der
Thiobakterien und die SHureblldung eeess 27

¥il. Verhalten der Thiobakterien gegeniiber
Fisen=-, Mupfere und Zinksulfat sesevsves 34

VIii. Versuche zur Frage der mikrobloliogisch'n
Aufarbeltung von Kupfererzen cssesvessss &40
I¥e TABRUSSLON sensssnssnsesssssnsssssncnens 68

e Eﬂm?ﬂeafaﬂsuﬂg BB 6 A 2B RO A NP RSB 54

Idteraturverzelchnls socvesvsesnosssscnas 53



I. "Inleitung.

In der Oxydationszone suifidischer Erzlagecrstitten
erfolgt ein stindiger Zerfall der Sultide in ssuerstoff-
reiche Verbindungen. So beobachtet man in feuchten Pyrit-
lagerstédtten auf Grund rein atmosphirischer Oxydation die
Bildung von Eisensulfat und Schwefelsiure (SMIRNOW,1954)

2 FeS, + 7 0y + 2 Hy0 ——> 2 FeS0, + 2 H,50,
ihnliche Irscheinungen komnten auch in Kohlengruben feste
gestellt werden. Die Abwisser der betreffenden Gruben
weisen meistens eine recht beachtliche AZiditHt aufy
pH-Werte von 1,5 bis 3 sind keine Seltenheit. Infolzge
dieses hohen SHuregrades treten Korrosionserscheinungen an

Gleisanlagen, Rohren und Pumpen auf (TIMPLE u. KO"HLER, 1954).

An verschiedenen Stellen, in Cananea/Mexiko und in
Bisbee/Arizona, benutzt man dle stark sauren Grubonwisser
fir den sogenannten "leaching process"™ (Wi¥D, 1356). Bei
diesem Vorgmi. g werden Kupferersze, deren Schwermetallgehalt
s0 gering ist, dafl eine Veihﬁttung nicht lohnt, mit Gruben=
wasser behandelt; dab®: geht Kupfer in Anwesenheit wvon
dreiwertigem Elsen in eine h8here Oxydationsstufe ilber
und wird schllefilich auf elektrolischem Wege gewonnen.

Bis vor wenigen Jahren glaubte man, daf die Bildung
saurer Grubenwisser rein chemlsch bedingt s=i, Es konnte
jedoch restgestelllt werden, dafl zwel Mikroben aus der Grupne
der Thiobakterien den Prozefl wesentlich beschleunigzen
(COLMFR, TEMPLT uwe. HINKLEY, 1950; LEATHEN u.MADISON, 1949).
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Es handelti sich um Thiebacillus thio zyduns, WAKSHAL u.
JOPFE, 4922 uud un Thiobaoclllus ferrooxydans, T MPLY us

logischen Hntersuéhuagen der sauren Grubenwisser anzutreffen
(ASHMEAD, 1955; FIERDINGSTAD, 1956; LEATHPN ue MADISON,1949;
TOMP © we COLMER, 1951). Andere ﬂaktsrieﬁ waren in dem
stark sauren ﬁilieunaiaht.naahweisbar. Unklar ist jedoch die
Bedeutung der Filze, die regelmifiz am Aufbau der Biocoenose
beteiligt sind (ASIMUAD, 1956; COLMER und HINKLE, 4947)
Mese Piigwattén_weréen in der angelsiichsischen Literatur
als "strcamers® bezeichmnet (TEHPLY Us KOTHLER, 1954),

De uns einme grole anmhhi von Proben sur Verfigung
stand, hatten wir die MUglichkelit, die Ari~ und Gattungse
diagnosen der Thiobakterien su Uberprifen und die Fwagé
éez Schwermetelltolerans auf breiterer Basis zu unterw
suchen, als es bisher gescheben ist. Man darf erwarten,
daf di: Fryebnlsce auch pur Elidrung von Fragen der Genesc
und Topographlie scdimentiirer lagerstitten beitragen.



ie Arbeit wurde im September 1956 auf Anregun; von
Herrn Professor Dr. Schwartsz begonnen und unter seiner
ILeitung im Institut fir Mikrobiologle der FErnst-lioritge
Arndt-Universitit in Grelfswald durchgefiihrt. Meinem vere
chrten Lehrer bin ich sehr dankbar filr das rege Interesse,
das er meiner Arbeit entgegenmbrachte, flir wertvolle Hine
weise und die stete Firderung, die ieh durch ihn erfubr,
AuBerdem cdanke ich Herrn Professor Ire Schwart- und Freau
Ir. Sehwartz filr alle Mihen bei der Deschaffung des ume
fangrelchen Untersuchungsma teriale.
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II. Material und Metholen

Me Proben der oxydierten sulfidischen Erpe, Draune
kohlen und Grubenwisser (Tab. 1) wurden in den Gruben 8§o=
wait als mBglioh unter aseptischen Bodingungen entnomnens
Es exfolgte bei der Pmtnchme dor Grubenwisser suniichst
mittels UniversalwIndical-Papier J 100 (Berlin-Chemie,
Berlin-Adlershe?) eine Priifunz des Sturegradess Nur Wissery
deren piwdert unter 3,5 bis &4 lag, wurden gcémmlta

Es war bemerikenswerty, 4dafl gelegentlich bei einigen
nicht writ voneinander entferntem Wasserlachen baw, Iropfe
stellen recht unterschiedliche pli-Werte gefunden wurden.
Prots gleicher geologliacher Bedingungen fanden wir . B,
in der Grube Finheit/Flvingerode auf der 170 meSohle/S80d-
strecke eino Tropfatelie mit esinem pieiert vam 2 und in
etwa 10 2 Entferpung cine aweite Tropfstelle mit einem
pl=ert von Upb4. e erstgenamnte Probe enthielt nabesu
2= w“ Thiobakterien pro ml, wihrend in sweiten Fall
diese Mikroben fehltom. |
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Tabs 11 Art und Herkunft der untersuchten Proben.

Herkunit Standort Prabeﬁﬁe;eichnung*)

RAR

Bingham Canyon/Utah sulfid. Frzlagerst. Bing f \

Bisbee/Arizona " " BL1,B42, 514,516,517
Bolliden/Schweden " 0 Bolf,fﬁalz,ﬁelaggalﬁ
Flbingerode /Harz . " Eld 12513 1%
Fmmerstedt Braunkohlentagebau Fm t 3
Falun/Schweden sulfid. Erzlagerst. Fas, ﬁgﬁ |
Freiberg/Sachsen * " Freib é,Freib 3,Freid &
Grinewalde/Lavuchhe  Braunkohlentagebau & 1 biév& 4
Felmstedt n " By BE T
Kristineberg/Schweds sulfid. Erzlagerst. K,,K1,K2,K4,K5
Meggen/Westfalen " g Meg &, Meg 5
Mexiko " " M
Rammelsberg/Goslar " " Ram 2b, Ram 2¢
Rybinsk b.Borck/S.U. Wassergraben am Ryb 3 bis 6

Stausce
Schottland Kehlengrube Secot

Schwandort/Oberpfalz Humbeldtin (Eisen~  Schwa
Oxalat)

Herr Prot. Btarkey/New Brunswick war co freundlich, uns
drel Kulturen von The. thiovoxidans zu Uberlascen; auBlerdem
stellte Herr Dr. Beck/Provo, Utah eine Th, ferrooxidans-ieine

kultur und ®ine Wasserprobe aus Bingham zur Ver:izung.

+) Dle arabischen Zahlen und kleinen Buchstaben hinter dem
AbklUrzungen dienen der genaueren Standortbeseichnung.
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Filr die Hultur der Thiobakterien sind etwa dreifig
verschiedene Nihrbbden bekannt geworden., Davon haben wir
zehn auf ihre Verwendungsmglichkeit gepriifts Wir benutzten
die NahrlBsung nach STAVKEY (492%5), die im folgenden ale

STASS demeiehnet wirds, Die Zusammensetzung lautets

(1K, ) 550, 02 = 0pls g

KHy PO, 3,0 = 4,0 g
G&ﬂle*zﬁzﬁ 0429 & |
S0, - TH,0 05 g \
Fes0, - 7TH,0 Gy g

Aqua deste 1000 md
Schwetelbliite 10 &

pli=iert by

e Kihrldsung ohne Schwefel wurde im Autoklaven
30 min bei ¢ Atils sterilisiert. Wir haben Schwefel in
entspreghenden lengen in Reagenzglisern 3 mal 30 min i
Dampftopf sterilisiert und nach Rilcktrooknung (bei 60
bis 20°C) der NuhrlSsung aseptisoh in mBglichst teiner
Vertelilung zugesetat.

Thiovacilius ferrooxidans wurde stets in dem von
LEATHEN ue ae (1951) angegebenen Medium 17 kultivierts

KC1 0,05 g
%gﬂ@&-7ﬁaﬁ 050 g
Kﬁﬁ?ﬁk 0,05 g
Ca(§a3)2 001 g
Aqua deat. 1000 =l

Sterilisation erfolste 3C min beil 1 Atll, im Autoe
klaven., Je 1 ml keimfrei filtrierte 1071ge FeS0y - 7Hy0m



L¥sung wurde nach dem Erkalten auf 100 ml L¥-Lisung asep=
tisch sugefligt. Jdeses Medlum seigle eln welles Praezliple
tat, das aber bLei der Kultur nicht stlrtes Der pH-iiert

dieser L¥sumg liegl bwischin 3,45 und 4,

Gur Kultur der Pilge heber wir in den meisten Fillem
Mal- -Agar baw, Crapek-Agar verwendete

Soweit nicht anders engegcben, wurden alle Orgarismen
vei 25° ¢ ultdviert, |

Als Kulturgefifle fir Thiobakterien dlenten in der
Regel 100 ml~Frlemmeyer~Kolben mansg Jenser fGeriteglas, die
jewedls 50 ml Nihrl8sung enthieltens Sollten tHzliche
pE-lMessungen Uber lingere Zeit durchgefithrt werden (siehe
%s Be KEp.VIe), verwendeten wir 750 mleErlenmeyer-7olben

mit je 350 ml Kihilisunge

Alle Messungen Ger pH-lerte wurden mit eilner mitiele
ohmigen Mikro-Glasclektrode Typ GA 60 des Forschungse
institutes Meinsberg/Sachsen in Verbdbindung mit dem
pli=kiefverstirker WV 1i der Firme Kistner/Dresden ause
gefithrt,

liephelometrische Mes:ungen erfolgien mit dem
Pulfrich~Photometer unter Verwendung des Spezialaui-

satzes flir Tribungs-~ und Fluoreszensmnessungens

Me Kupferbestimnungen haben wir mit Natriumdilithyle
dithiocarbemat in ammonialkelischer Li¥sung vorgenommen
(CALLAN,Ts us HFNDERSONgRey1929; ¥C FARLANY yWeDey1932;
THUN Uefiay 1959)e Dde Absorptionsintensitit des bramnen
Farbkompliexes wurde im Pulfrich-Fhotomcter unter Verwenw

dung des Filtcrs 8 66 gemessens
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Einige Kupferbestimmungen (vergl. Kap. VIII) keonnten
parallel zu unseren Untersuchungen im Institut filr Anorga-
nische Chemie der Universitit Greifswald nach folgenden
Methoden ausgefiihrt werden: Kupfermengen bis zu 0,5 wurden
mit Dituizon (Diphenylthiocarbazon) nach der Mischfarben-
methode bzw. im Pulfrich-Photometer unter Verwendung des
Filters 8 61 bestimmt (SCHARRER u. KUEN, 1940). LSsungen
mit htherem Kupfergehalt wurden mit Neocuproin (2,9«~Dimethyl-
1,10-phenanthrolin), nach vorheriger Reduktion mit Hydroxyl-
aminsulfat, versetzt, mit Isoamylalkehol ausgeschiittelt und
unter Verwendung des Filters S 47 im Pulfrich-Photometer
bestimmt (SMITH u. MC CURDY, 1952).
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IIXI. Gewinnung von Reinkulturen.

Als Ausgangsmaterial dienten meist die in Jen Gruben
aseptisech cninommenen Wasserprobens Etwa 0yZ2 ml wurden in
die Niahrlosungen STA/S baw. L7 geimpfte Nach sehn bis
vi:rsebn Tagen war in den meisten Fiillen eine Fntwioklung
der Thiobakterien nachweisbar. Sis dulerte pich folgendere
ma’ens The thiooxidans trilbt die NihrlUsung stark uad
bildet Sohwefelsidure, dehe der pH-Wert fHllt auf etwa 1
bis 2+ The ferrooxidans oxydiert Feso“ zun rostbraunen
Fe(eﬁ)s. das besonders um die als Aufwuchs am 3las gebile
deten Kolonlen abgesetst wird (Abbs 1)s Die SHuerung
erfolgt hier nur bis mu einem pHwiWert von etwa 2,5,

Abb. 1% Kolonien von The ferrooxidans, Stamm Neg 5
als aufwuche an der Wand eines Erlenmeyere
Kolbens, v
In einigen Fillen erhilt man auf diese Weise Thio-
bakterien~fleinkulturen, Als stindiger Beglelter troten
in den meilsten Kulturem Pllze aufy, diec auch bei einer

raschen Folge von Subkulturen, wiec ¢8 LIPVAN u.as. (1921)



empfehlen, nur schwer zu entferncn sind, Tine Verunveinigung
der Multuren mit Leterotrophen Bakterien ist cagegen bei
einem pE unter 5 nicht smu beflrchten, Zur Kontrolle haben
wir Fleischboulllon mit EQSG# auf pH 2; 33 43 55 € umd 7
eingestellt, mit Grubenwasser belmpft und nach vier bls
sechs VWogher mikroskopicsch untersucht, In den Eulturen
unter pE 5 entwickelten sich hiuflg Pilze,y wihrond bel

PE 5 bis 7 neben den Pilzen in vereingelten Fillen auch

Stibechen vwuchsen,

Zur lseolierung von Th., thiooxidans mittels <es Koch'schen
Plattengufiverfanrens elgnete sich die oben zitleriec Nihre
ldsung nach HTARIIY mit cinem Zusatz von 3% Agar und
0,5% Ratriumthioaulfat anstelle von Schwefel.

Schwieriger war die CGewinnung von The f@trooxidanaé
Reinkulturen, da dZeser Organismus auf Agarsubstréfan
nicht wﬁchst?) s mufite auf dem Wege der FlUssigkeltse
kultur die Isoli=rung versucht werﬁén. In einigen Fillen
haben wir unter Anwendung d:s Titerverfahrens Reinkulturen
gewonnen. Glinstig erwies sich eine zehntiglge Yorknltnr
auf der Sehlittelmasohine, da durch die stindige Flhssig-
keltsbewegung dic Konldienbildung der Pilze unterdrﬁckt

wird, In der Blocoenose vorhandene Hefegpilue liefen sioh

+) Die Herstellung des Silicagels mittels icuenaustauscher
(LUATHEN, 1955 ue1956) war micht mBglich, da Amberlit
IR=120 nicht in ausrcichender Henge zur Verflgung stand
und ein geeignetes Metasilikat fehlte, Vir haben mit dem
Ionenaustausoher P8 200 peae der Faxbenfabrik Volfem

e i i . : 5 -
b Bhrteetead, i Siem, letriumetagt st 0oy, Chma,
ﬁgﬁl hii@fe fe cie gowlinschte Risspelsiure (pHoWert ctwa 2)
aber diesc srgab kurz naoch der Herstellung ein Gel, ohne
dafl einec Sterilisation und Mischung mit den gewlinmchten
Salzen nbzlich wary wie es nach der Vorschrift von ILTATHEN
erforderlich ist.
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auf diese Weise nioht abtrennen. In der Annahme, daB ferro-
oxidans und die betreffenden Hefen eine wverschiedene Anfillig-
keit gegenilber Sohwefelsiiure aufweisen, haben wir EKoleonien

der Mischkulturen mit Sohwefelsiure verschiedener Kongene
tration behandelt. Jedoch lieclen sich die Hef'n durch Schwow
felsiureldsungen bis zu 5% nicht abtten und bei 63 8 und

10% H,50, waren die ferrooxidans-Zellen auch nicht mehr
entwicklungsfihigs So konnten wvon den Proben Freidb 1, ¢ 1

bis G &4, M und Kyb 3 bis 6 bisher keine rerregxiaanamksiaw

kulturen gewonnes werdcne

Von der Finsellkultur-iethods wurde abges:heny da
schon von anderer Seilte festgestellt worden war, dal sun
Anwaohnen'van Thiobakterienkulturen stete griflere Zellene
sahlen notwendig sind. Aus diescm Grunde impften wir auch
nicht mit Usen, sondern stets mit Pipetten Oy4 bis 0,5 ml
auf je 50 ml Nihrlisung. Beim Ubertragenm einer Use der
alten EKultur dauverte die latenzphase su lange.

Dle Reinkultur der Pilze Uber das Kooh'sche Plattene
guBverfahren bercitete keine Schwierligkeliten, Hefen bew
stimmten wir nach LODDFR ue KREGER=VANe21J (1952), Fungl
imperfecti nach GILMAN (1957) und BARNTTT (4954), Peni-
cillien nach RAPFR ue THOM (14549) und Aspergilli nach
THOM ue RAPER (1945),



IV, Verglelchende Untersuchungen an Th. thiooxidans
und Th, ferrooxidans.

Es standen 12 Stimme versobledencyr Herkunft sur Vere
figungs Jleser Organismus ist in der lage, Sohwefel und
Thiosulfat su Sohwefelsiure =mu oxydisrem (STARKEY, 1925)3

28430, + 2 HyQ ——> 2 Hy80,

lia,8y04 + 2 0y + fipQ > Kags0, + 1,80,
gleiohseitig sinkt dor pieWert in den Eulturen z.T. bis
auf Werte unter 1 (Abbs 2) und die Kulturlisung triibt sichs

Trilbungsgrad und Abfall der pi&-um verhalten sich annihernd
umgekehrt proportional (Abb. 3)s Dic Intomsitit der SHuerung

ist bei den einzelnen Stimmen verschieden stark (Abbe 4).

50 -

bS5 0—0—0—0—(f0—0—90—0—0—p ©0—0=—0—0—0=0—0u——C~—0—0—°—0

o—eo—eo

40| \
35| \
30|

2,0 \

€<——pH Wert

o—eo
o—e
\.\'_.\
o—o_,
~e.
1,01 ~e—¢

A S, N AL AU R SN [ [N [N RN SN N SN S S SRS [N N S

(o] 2 4 6 8 40 20 40 60 80 4100 120 440

—n- ~— Sterilkontrolle Zeit in Tagen
—e—e— Th thiooxidans Scot

Abbe2} SHuerung des Mediums durch Th. thicoxidans,Stamm Soot.



40"[ - o
| \
A K 35
3 @ \ STTTTTTTT o
E N\ S
g | \ /’ 25 l
Q o ' -
e 1 o
& 19 r 20 é’
g ! AN T
% o '\.\ 15 .
L / e l
10 f 10
| Ve
u .
|
P L 1 ! § | | |
o 2 4 6 8 M0 12 14 %

=o—o0= Triibung Zeit in Tagen
—0—e0— pH

t Vergleichende Darstellung der Siureproduktion und des
" A Trﬂgtngagr&dea bei Th, thicoxidans, Stamm Starkey 2.

o\o/—o\o/o\v/',

-o—o-~ Sterilkontrolle
--0---0-- Th thioox. Starkey 4
--@---o-- Ththioox. Starkey 2

w -e—eo- Ththioox Starkey 3
—-—e—- K O

32| ot

3,0}

¢——pH Wert—
~
>
e 2

4
51
a6l
1,2
4,0 b T
op b sk A L " A i
2 2 4 6 L] 10 12 Al 46 18 20 22 24 26

Zeit In Tagen

rate ey Biure ulkttion bei
b 41 Verglelohonds, Paratedliong, fo5 FRAESIROSSE:




u‘?[,m

QUISPEL ueds (19%3) nehmen an, daf dle Oxydatiom ven
Sohwefel und Schweifelverbindungen an die Zelle gebunden 1at.
¥ir haben gellfreie Mlltrate gut entwickelter thioozidans-
Xulturen hengestellt, den M™ltraten erncut Schwefelbliite
sugesetst und durch anschliefends tigliche pl-lessungen
verfolgt, ob dle SHuerung des Medlums fortschroltate Mo
konnte gemelgt werden, dafl durgh dans Abtremnen der Zellen
die SHureprodultion unterbrochen wird (Adb. 5).

O g— 0 — — O —O—O0—O— ¢ —O—— O— O —¢—¢
401}
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Abbe 52 Vergleiohende Darstellung der SHureproduktion
- einer Th. thiooxidans Eultur und einer durgh
gellireie Filtration unterbrochenen Kulturs
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Nachdem ilber die Stickstoff-irnihrung von The thio-
oxlidans recht verschiedene und einand-r widersprechende
Versuchsergebnisse bekannt geworden waren (MC LEAN, 1918;
LIPMAN, WAKSMAN u. JOFFE, 1921; WAKSMAN u. JOFFE, 1922 und
ALLISON, 1923) hat STARKEY (1925) die Stickstoff-Ernihrung
von The thiooxidans eingchend untersucht und festgestellt,
daB 0,04% (ﬁH&)zsﬁg fiir Wachstum und Schwefeloxydation am
glinstigsten sind, daf dagegen 0,05% KNGB die S#urebildung
negativ beeinflussen und 1,25% KNO3 toxisch wirken, Wir
s8ind bei der gleichen Fragestellung zu abweichenden Resule

taten gekommen.

Wir haben acht verschiedene thiooxidans-Stimme auf
ihre Stickstoffausnutzung gepriift; darunter auch die drel
Starkey-Stimme (Starkey 3 ist der Th. concretivorus ven
PARKFR)e Als Basalmedium diente STA/S ohne Stickstoffver-
bindung (Tab. 2).

Die hier verwendeten Gefife wurden nach folgender

Methode gereinigt:

3 Tage in gesdttigter Kalilauge -

2Tage in konzentrierter Salzsiure -

2 Tage in 60%igem Athanol -

1 Tag in verdinnter Salzsidure =

mit Aqua dest. gespiilt und mindestens 3 Tage in

Aqua dest. gewissert. Das Wasgser wurde tiglich er-

neuert und sochlieflich auf Cl -Frelheit geprift.

Alle von uns untersuchten thiooxidans-Stimme kbnnen
NH,y NO4 und auch etwas Alanin verwerten, jedoch wirken
hfhere Gaben anorganischer Stickstoff-Verbindungen un-
ginstig. Dabei ist dem N03 in den meidsten Fdllen die
stirkere Hemmung zuzuschreiben; Jjedoch ist noch bei

1,25% KNO3 Entwicklung mglich.
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Aus Pisensulfat wird unter Oxydation des iisens
Sehwefelsiiure gebildet (SILVIRMAN we LURDGREE, 1959)1
& FeS0, + 2 Hy80, + 0y w——> 2 raz(s%)_., + 2 Hy0

2 xag_,(sa&); + 12 Hy,0 e ?c(ei{)’ + 6 1,50,

4 FeS0, + 0, + 10 Hy0 e L m(an), + 4 HyB0,
Der plsWert in ILi-LUsung sinkt selbst bei langer Eulture
dauer nur auf etwa 2,4 bis 2,6 (Abbs 6).
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Abb, 6: SHuerung des Mediums durch The ferrooxidans,
Stamm Meg 5.

Die Fisentoleranz ist srhebliochj auch die doppelte
und zehnfache, Jjasogar sechzigfache Menge der fir LU
ver;e:ahriabenm Tisensulfatkonsentration (64 FaﬁO,; 7 Kzﬁ)
werden vertragen (Kape VII)s Selbst bed diesen Bedimgungen
sinkt der pH-Wert nlcht unter 2924
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Auch bed ferrooxidams sind Siur-blldung und %elle

vernehrung miteinander verbunden (Nab, 3). "rat in alten
Eulturen, die nicht mehr siuern, geht die Keimeahl surficks

Tabelle 2t §§§§3§§i§u§§3:3§m§g1§§@halt in ferrooxidanse
ph=iert

Versuchsbeginn 3,85

nach 10 Tagen 2465

nach 5C Tagen ' 2,58

naoh41&9 Tagen 2,60

Der Keimgehal. wurds nach d&mzmiterterrahran crmittelt,
BRYNER ueae (1953) geben 7ir die statienire Phase ihrer
Eulturen, bei “rmittlung der Keimzahlen lber Silicagel~
platten, 3 x 107 Zellen/ml anj; das entspricht etwa dem
hundertiachen Wert unserer Untersuchungen., 7J RDINGESTAD
(1956) kam mit dem Titerverfahwen su Yrgebnissen, die

unseren Werten entsprechen.

Haoh mehntiglger Knltur ist die Stuerung in wesente
lichen abgeschlossen. Das gilt allerdings nur fir Stimme,
dle besonders aktiv sind, Andere Stimme errelchten stets
erst nach swansiy bawe vierszly Tagen den Endepii-Vert von
296 (Abb. 7). \

In vier Fillen geiang eny ferrooxilans-Silinme aus
Braunkohle zu isolieren, die am natirlichen Standort
Teaperaturen von -0 aia_&&oc entwickelt hatte. "inc Prifung
der Thermotoleransz ergab, dall dlese Stimme bel 459 put
wechsen, wihrend die aus Grubenwasser icolierten Stimme
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Abbe 7: SHureproduktion bei finf versoiicdenen
The ferroovidans-Stimmens

gum gréftem Tell schon bei 37°C das Wachstum einstellen
(Tabs 4)y dbei 45°C aver abstlerbeny wie auch durch die
Untersuchungen von SILVIRMAN us LUNDGR'N (4959) bokamut
geworden 1st, Helner der gepriften Stimme wuchs bei 50°¢,

Es melygte sich, dafl Stamm Ram 2¢ relativ hohe Teuperae
turanspricte stellt (30 bvis 35°c) und deshald bei der
gewhnlichen kaltur;emperatur vou 25°C etwas langsaemer
wichst (vergledhb. 7).

Wir haben vergleichewelse auch einige unserer thiow
oxidans-Stiimme geprift. Sie meigten dn&ehwsg mesophiles
Verhaltem., Dureh "#0T0 (1926 uwe 1929) und BAUDISCE (193%)
ist bekennt geword-n, da® Thiobacillus thiooxidans auch
in Schwefelthermen vorkommt, deshald mufl man beil dieser Art

ebenfalls nit dem Vorkommen thermophiler Rassen rechnens
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Eahﬁﬁ der Thermotolerans intercasie-te das Verhalten
von Th. ferrooxidans unter anaeroben Bedinsnngen. Es wurden
Kulturen in Li-iedium in 50 mlusaureflaaohen angelegt, die
vollstindig gefiilit und mit Wachs abgedichtet waran.*)
Erstaunlicherweise wuchs Th. ferrcoxidans unter diesen
Bedingungen und bildete SHure, wenn auch in etwas gréferen
Zeitriumen (durchschnittliech 20 bis 30 Tage) als bei acro-
ben Verhiiltnissen. lehrere Folgen von Subkulturen verhielten
eich entsprechend., Thiobacillus ferrooxidans verhiilt sich
nach den bis jetzt vorliegenden Trfahrungen wic ein micro-
aerophiler Organismus, gleicht aleoc in dieser Pezmiehung
Leptothrix ochracea (CHAILET us SCHVARTZ, 1954).

Vergleichsweise angelegte Kulturen von The thiocoxidans
auf 874/8 unter anaeroben Bedingungen flUhrien zu dem oine
deutigen "rgebnis, dafl die hier gepriiften Stimme nicht su
anserober oder mioroaerophiler lLebensweise befdhigt sinde

Zur Denitrifikation sind beide Arten nicht fihig;
denn bei anaerober Kultur in 17 baw. STA/Se-iledium nit
0,1% Kﬁﬂs wurde kein Gas geblldet und die Nitrit-Reaktion
mit ol -faphthylamin und Sulfanilsiure bliedb nagativ,

+) Die Reinlgung der Gefife erfolgte nach der auf S. 195
gitierten Hethodes
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3e Bemerkupgen sur Taxonomie (-» Gattung Thiobacillus.
Zuniichst ist su beachten, dad der Cattungsname T h 1 0 =
bacillas irrvefiihren kamn, denn cg handelt siol kelnese

falls um Sporcnbildner, wie noch eimmal bei allen uns zur
Verfiigung stehenden Stimmen geprift wurdes 10 min. Erhitsen
auf ©0%C werden nicht vertragen., Gleiches gilt flr das Aus-
trocknen iber lingere Zeit. Mittels Sporenfirbetechnik nach
MULLER lassen slch Sporen nicht nachweisen. Im Sinne einer
exakteren Yomenklatur wire der Gattungename Th i 0 b ao e
t e » 1 umzu bevorzugen, Die von JANKE (192%) auf=
gestellte Gattung Thiobacterium ist nicht geniigend defimiert
und anscheinend nicht wieder gefunder worden.

In unseren Zusammenheng interessierten nur drei Vertrew
ter der Gattung Thiobacillus: ferrooxidans, thiooxidans und
concretivorus,

Thiobaeillus ferrooxidans, COLMER uw, TVMPLE, 1951 ist
sicher identisch mlt Ferrobacillus ferrooxidans, L ATH'E
ue BRALFY, 1954, Obwohl dieser Organismus seine Energle vore
viegend aus der Oxydation des zwelwertigen Eilsenz gowinnt,
kann man ihn in die Gattung Thiobaoillus einordnen, demn er
ist mafigeblich an dor Oxydation sulfidischer "rze beteiligt
(LEATHEN, BRALFY u. MC INTYRE, 1953) und muB in diesem Zuw=
sammenhang den freiwerdenden Sehwefel zu Sulfat oxydieren
(BRYNER u. JAMESON, 1958),

2 PeS, + 7 0, + 2 Hy0 i FeS0, + 2 H,80,
Wir halten die Aufstellung einer eigenen Gattung Ferroe
bacilius nicht fir erforderlich.
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PARK?R u., TEMPLE haben in BTRG:Y's Manual of Deter=
minative Bacteriology (7. Auflage, 1957) neben Thiobacillus
thiooxidans eine von PARKER (1945) isolierte Art Th. con-
cretivorus beibehalten, die sich von thiocoxidans im wesente
lichen nur durch das Verhalten gegeniiber Stickstoffverbin-
dungen unterscheiden soll (Tab. 5). Danach wiren unsere
siimtlichen Stdmme, darunter such die Original-~Stimme veon
STARKEY zu conoretivorus zu stellen. Wir sind jedoch mit
VISHNIAC (1957) der Meinung, daB in diesem Fall die Trennung
in zwei Arten ungerechtfertigt ist,
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Ve Dle Pilzilora der sauren Grubenwisser.

Dex Pilzflora dieser Standorte wurde.bisher wehig
Deachtung geschenkt. Finige Autoren (ASEMEAD, 19553 COLMIR
us PINELE, 1947) erwihnten ledigiinh das Vorkommen von
Pilzen, ohlne die Bioocoenose su analysieren. ¥ir haben die
uns gur Verfigung stehenden Wasserproben auf ihren Pilzbee
stand untersucht und fanden c¢ine Mille verschiedener Pilgze,
besonders aus der Gruyppe der Fungl imperfecti. Elnige er-
wiesen sich allerdings als ephemere Luftkeime, die bel
stindiger Misohkultur mit Thiobakterien nicht mehr sur
Entwicklung kamen. 8ie vertragen also ein dem Grubenwasser
entsp:cohanaas Plotop nicht auf die Dauer. Ihre Sporen
gelangen vermutlioh durch dle Wetterfihrung der Gruben
oder durch dem Henschen an die betrefienden Standorte.

In diese Gruppe gehiren 2,08, Aspergllius awamori, Splecaria
simplioissima und einige Huocoraceen. Bel Keimgehaltsbee
stimoungen waren sie jewells nur in 2 bis 3 Proben in
geringey Zahl im Grubenwasser vorhanden. Die zur Bloooce
nose gebrenden Arten (Tab. 6) waren meist in griferen
lengen ﬁna oft auch an mehreren welt voneinander entfern-

tsn Stﬂhﬂoriﬁn im Grubonwasser vertreten. Auch bei stin-
diger Mischkultur mit Thiobakterien meigten sie gute Entwicklunge

Pullularia pullulans war in der HMebhrzahl der Proben
vorhanden; man kinnte sle als eine Leitform unter den
Pilzen ﬁesaiehnen.»sie trat stets auch mit grofer Hiufige
keit auf, Bei einer Feimgehaltsbestimmung der Probe Bi &
fanden wir etwa 400 Pullularia-ieime pro ml. Allerdings
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verursachte die Bestimmwung diesecs Pilzes einige Schwierig-
keiten, da es sich um einen recht pleomorphen Organismus
handelt. Je nach den Kulturbedingungen sind Sprofiiconidien,
Fadenmycel, Spro'mycel mit wechselnden Mongen von Dauer—
zellen und mit stiirksrer oder sohwicherer Schleimbildung
anzutreffen. Unsere Stimme bildeten auch in der Reinkultur
kaum die fir die Identifizierung wichtigen SprofSkonidiens
Nach BOAS ue BAUER (1937) wird dle Sprofkonidien-Bildung
durch hohe E*4Konzentrationen (pE 3,6 bis 3,9) unterdriickt.
Da es sich in unscrem Falle um Stimme handelt, die lange
Zeit einem iilieu mit hoher K -Konzentration (pH 1,5 bis
3,0) ausgesetzt waren, ist es denkbar, dal sle die Fihig-
kext/zur SproBkonidienentwicklung verloren haben.

Neben Pullularia sind auch Hefen aus der Gattung
Rhodotorula als hiufige Begleiter der Thiobakterien zu
beachten. Bei einer Keimgehaltsbestimmung des Wassers aus
Grube Finheit/rlbingerode wurden 500 bis 600 Rhodotorula
rubra-Zellen/ml gefanden. Fntsprechendes gilt auch filr die
Proben aus Falun.

Ping Bl Fol Elb Em Fa Freib © K Heg M Ram Soot

pullulans = ¢ - * + - e T R T I
» turbatum - + - - e e ES . .
swaksmani - . - - e . B - - e o -
«decumbens - $ - - - - L T -
me.frequentans - + - - e - - . T
cedivaricata -~ o e - - e e -
deglutinis - P - . - - - e e e e o=
derubra - + * = o~ - o e e e
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Vi. PinfluB der Pilze auf die Entwicklung der

Thiobakterien und die SHurebildunge.

TEMPLE u. KOTELER C 1954 ) vermuten, daB die in der
Biocoenose vorkommenden Hefen Wuchsstoffe abgeben und so-
mit Wachstum und S#ureproduktion der Thiobakterien positiv
beeinflussen. Aufgrund der Studlen von FRANTZ, FRIGELMAN,

PRNER ue SMITH (1952) ist bekannt, daB Th., thisoxidans
zur Synthese von 17 Aminosiuren befihigt /st. 0'ZANE (1942)
gibt an, daB das Kulturfiltrat von Th., thiooxidans folgende
Wuchsstoffe enthilt: Nikotinsdure, Pantothensfure, Biotin,
Riboflavin, Thiamin und Pyridoxin.

Wir haben Th. thiooxidans bzwe Th. ferrooxidans-Rein-
kulturen, Rhodetorula glutinis-Reinkulturen und Mischkule
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Abb. 83 Verlauf der SSurebildung in Reinkultur und Nische
kultur von Th, ferrooxidans und Rhodotorula glutinis.



turen bolder Organismen in STA/S bzw. L'-Lisung angelegt
und durch txgliché pHE=iicgsungon dle Siureproduktion ver-
rblgt. Is ergibt sich fiir ferrooxidans cine kaun NEHNENS-
werte Beschleunigung der Siureblldung in der MNischkultur

(Abb. £)s intsprechendes gilt fur thiooxidans.

4t Splearin divaricata bawe FPenleillium waksmani
blizb die SHurebildung bei elnigen Stiimmen von Th, ferroe
oxidans durchschnittlich um zeln Tage suriick; erreichte
aber dann doch den ‘ndwert der Relnkuliuren (Abbe 9 u. 10).

Me meisten Pllze verlhialten sich jedooh gegeniiber der

Balktsorienentwickluny, gemessen an der Siuredbildung, in-

different; 50 &.3. Peniolllium turbatum (Abb. 11).
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Abb. 93 Verlauf der SHurebildung in Reinkultur und Yische
kuitur von The ferrooxidans und Spilcaria divaricata.
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Wir haben eine grtflere Zahl von Stimmen der beiden
Thiobaoillus-Arten mit Pilzen 4n Mischkultur gehalten und
bed einer Versughsdauer von 30 bis 60 Tugen tiglioh die
pH-Werte bestimnt (Tab. 7 u. 8).

Tgbelle 7: Finflul versehledener Pilue auf die SHuerung
deg Mediums durgh The thiooxidans.

Pilz=-Stamn Bold ;15’ t. 1.8 2 8t

Pul,pullulans Bis + 0 0 ¥] -
Spilosdivaric. Ran 2b 0 0 0 - o
Peneturbatum H6 0 0 0 + 0 -
Pen,waksmani Ram 2b O 0 0 + 0 +
Rhod.glutinis 516 + 0 & 4+ 0 &
Fhode.rubra Bing 0 0 + - o kS
Rhoderubra Fal + Q + 0 O +
Rhodesrubra Scot + + 0 + o +

Tabelle 8: 'infliuld verschiedener Pilze auf die Siuerung

Pilz-gtamm Beck Bi6 Bol3 PFa5 K2 Meg5 Ram2c Scot
Pulspullulans Bi4 © 0 O 6 0 © 0 0
Splo.divariceRam2d ¢ = = — 0 = - 0
Pene turbatum H6 ©c © © e o 0 0 0
Pen.waksmani Ram2b = © = - 0 - 0 -0
Rhodsglutinis 816 © O O 0 + © 0 0
Rhoderubra Bilng + + ) 6. 9 0
Rhod.rubra Scot + 0 + 0 4 o 0 +

Zeichenerkltirungs + Firderung um 2 bis 5 Tage
- - Verggerung um 2 bis 5 Tage
- Verglgerung um mehr als 5 Tage
0 kein “influl,



yverschied nex I:

Pilze gmh.thiaexidans f Theferrooxidans
S B 0 L4 - 0
Pullularia pullulans B4 |36 ~ 3/6 g - - 2/8
Splearia divaricata Ram2b (1/6 1/6 4/6 . 5/8 3/8
Penicillium turbatum HE 2/6 =« 4/6 | - - 8/8
Peniciliium waksmani Ram2b 2/6 - 4/6 - 4f8 4/8

Rhodotorula glutinis Bi6 &4/6 - 2/6 1/8 -~ 17/8
Rhodetorula rubra Bing  3/6 - 3/6  4/3 = 4/8
Rhodotorula rubra Fal %b/ﬁ - 2/6 niocht geprift
thodotorula rubra Secot J)/ﬁ - 3/6 4/8 - 4/8

Betrachtet man das Verhiltnis der gefBirderten zu den
gehenmtern Thiobakterien-Stimmen (Tabe 9), 80 ist an hiufige
sten'eine ¥grderung durch Hefen zu beobachten. Innerhalbd
der thiooxidans-Otimme sind es besonders Starkey 1 und
Starkey 3, die in Hischkulturen etwas rascher Siure biiden
als in Reinkulturs Ddess beiden Stinme sind durch schwiichere
ntwicklung ausgeszeichnet als die restlichen thiooxidanse
Stinme (vergle Abbe 4)e Miglicherweise erhalten sic fehlene
de oder nicht in ausreichender Menge gebildete "uchostoffe
von den begleitenden Pilmen,

®ir haben nun alle acht in Tabs 7 genannten Pilze in
STA/S gebracht, 7 Tage bebriitet, sodaB sich die Pilze gut
entwiokeln konnten und anscihliefend keimfrei filtriert,
Mesges Filtrat wurde erneut mit Schwefelblite beschickt
und dann mit Starkey 1 bzws Starkey 3 beiwmpft. Ansohliefend
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haben wir durch tigliche pli-iessungen die Siurebildung vere
folgt, Der firdernde "influfl dieses komplexen Filzfiltrates
war jedoch kaum stirker als der eines einzelnen Pilzes, Die
Forderung erstreokte sich im Maximum auf finf Tage.

Mischkulturen der ferrooxidans-Stiame ?a'ﬁ baw. leg 5
mit den drei Rhodotorula-Stimmen ergaben eine Frderung von
maximal drei Tagenj was in diesen Fillen beachtlich ist, da
dle einzelnen Hefen in Mischkultur mit ferrcoxidans indife
ferent waren (Tab., 8).

Legt man Mischkulturen des ferrooxidans-Stammes Scot
mit Spilcaria divaricata und Fenioclllium waksmani an, ist
keine Hemmwirkung zu verzelchmen,,obwohl gerade diese beiden
Pilge die SHuerung in der Mehrzahl der anderen ferrooxidanse
5t4 me hemmend beeinflufiten, |



Yii, "v’erha;.rt-{m dexr 4
Kupfere- und Zinksulfate

Das hier untersuchte Biotop der Thiobakterien ist durch

das Vorkommen verschiedener Schwermetalle in sulfidischer
Form gekennzeicinets Abgesehen von KohlenflUzen ist lscen
meistens vom wechscluden Hengen Rupfer, -ilnk, Nickel, Blei,

Nolybdin und anderen Metallen begleitet.

Wir haben bis jetzt das Verhalten der Thiobakterien
gegenilber ' isen-, Kupfere und Zinksulfat geprift.

Die ¥isentoleranz der The thicoxidanse~ und ferrooxidanse
Stiume ist erheblich (Tabe 10 us 11). Das Eisen wurde als
Ferrosulfatldsung den Stammlisungen STA/S bsw. LI nach der
Sterilisation sugesetzt., Da die "isentoleransz der meisten
Stinme relativ hoch war, w.rde von Adaptationsversuchen
Abstand genommen.

Fisengehalt pro Liter

Stamn 160mg 400mg 800mg bg 8g 12g
Bol 1 At e -t e RS B
Bel & et et 22 - - -
Bel 5  a bt ot - - -
x‘ Ay b +e ++ ++ +
Secot et s e e L +
Stark:=y 1 bt e i e A+ +
Starkey 2 e ool i ES - -
Starkey 3 et P R FeS + -

Zelchenerklirung wie Tabs 2



Versuchsdauer 40 Tage

Eisengehalt pro Liter

Stawm 800mg hg 8g 12g
Beok g = - A+
BL 6 e ot e ++
Bol 3 e e it L
Fa 5 St b b
K 2 e +++ ++4+ ++
ileg 5 bt e E -+
Ram 2¢ -+ e ++ *
Seot At R > +

Zeichenerkidrung: +++ sehr gutes Wachstum,pH 2,6 ﬁ. 10d errelicht
++ gutes Wachstum,pH 2,6 nach 204 erreioht
+ wiliges Wachstum,pH 2,6 nach 404 erreicht

Wie bei Tisensulfat, so sind besonders gegeniiber RKupfer-

sulfat erhebliche Unterschiede swischen den belden Arten
und desgleichen szwischen verschiedenen Stimmen derselden
Art vorhanden (Tav. 12 u. 13).

Es seigte sich im allgemeinen eine deutliche Besziehung
der Kupfervertriglichkeit szu dem urspringlichen Standort
des jewelligen Bakterienstammes. Wurds er von einem Schwers
metall-armen Habltat 1aoliert,‘war seine Kupfertoleranz
gering; Stimme aus Kupfergruben (s.Bs Bi 6 u. Bol 3) erwie-
sen sich dagegen als sehr kupfertolerant.lie gleichen Be-
ziehungen blieben in den meisten Fillen auch nach wiedere
holten Adaptationsversuchen erhalten (Tabs 14).
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Tabelle 12: Kupfertoleranz dexr Th, thiooxidans-Stimme.

Versuchsdauer 40 Tagse

Kupfergehalt pro Liter

Stamm 250 500 245mg Smg 25mg S50mg 2°0mg EOOmg
2ol 1 e I = o S I S 2 -
Bol 4 S o +++ B T s + -
Ta 5 o S i S e S S s A
Ko +++ P +++ - - -
K5 ++ e 4+ + - -
Mel 5 -+ e A e +
Scot L o R & S R S 4+ - - -
Starkey 1 +++ - - - - - -
Starkey 2 S o S et - - - - -
Starkey 3 e = o + - - - o

Zeichenerklirung wie Tabs 2

-

Tabelle 13: Kupfertoleranz der Th. ferrooxidans-Stimme,

Versuchsdauner 40 Tage

RKupfergehalt pro Liter
Stamm 2,5mg Smg 25mg 50mg 250mg 500mg 2,52 5g 10g

Beuk +pt e + + - - - -
Bi 6 e R == = o I S e - -
Bol 3  #+4+ 44+ 4+ bR e b e - -
Fa 5 e dEE = . - - - -
K 2 s T s T = S ++ - - - - e
Meg 5 44+  +++ 44+  +++  ++ + + - -
Ram 2¢ ++ o+ - - - - - -
Scot S I S S - - - - - -
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Um die Bakterien an hBhere RKupferkonzentrationen zu
adaptieren, wurden von Jjedem Stamm die beiden Kulturen
stirkster Toleranz ausgelesen und jeweils auf STA/S bzw. LE
mit der gleichen und der doppelten bzw, flinffachen Kupfer-
konzentration geimpft. So gelang es allmihlich einige Stimme
an eine hdhere Kupferkonzentration zu adaptieren. In Tab. 14
ist der maximale Kupfergehalt angegeben, der nach sieben
Passagen mit steigenden Kupfersulfat~Gaben noch normales

Wachstum und SHurebildung zulift.

Tabelle 14: AdaptationAton The thiocoxidans und Th, ferrooxidans

an hthere Xupferkonzentrationen.

Th, thiooxidans | Th, ferrooxidans

Stamm vertr. max. g Cu/1*> E Stamm vertr. max. g Cu/l

K, 5,0 | § Beok 5,0
Bol 1 2,5 BL 6 5,0
Bol 4 2,5 | Bol 3 5,0
Fa 5 0,5 % Fa 5 245
Meg 5 0,5 ; § Meg 5 2,5
Starkey 3 0,5 g Scot 245
Scot 0,25 § K2 045
K>S 0,05 . Ram 2¢ 0,05

Starkey 2 0,025
Starkey 1 0,005

¥) Bei FTupferkonzentrationen {lber 250mg/l wmr in den gut ent-
wickelten thiooxidans-Kulturen nach etwa 14 Tagen ein
schwarzer Belag auf der Schwefelbliite zu beobachten. Es
handelt sich weder um Desulfurizierer (wiederhoite Ab-
impfungen auf Desulfurigierer-Nihrldsung nach STARKEY,1945,
blieben negativ) noch um Pnllularia-?erunre1n15un§an, Die
mikroskpplische Xontrolle ergad kristalline %est%ﬁ gaﬁiﬁan

- se deér S

%ggggg?gg%g%ghgiﬁggnfig)nggéndgitfgig vetat-Papier nach-
gewiesen), das im“sauren Milieu Ca = als Kupfersulfid aus-
fdllt.
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Flir das Verhalten gegentider Zinksulfat ergaben sibh
die gleichen Beziehungen wie del Tisen- und Xupfersul®ats
M= ferrooxidans-Stimme vertragen im allgemeinen hihers
Zinkkonzentraticnen als die thicoxidans-Stirme (Tab, 15 us 16)s.
Letztere lassen sich aber leichter an hithere Zinksulfatgaben
gewthnen, Nach drei Passagen (Tab, 17) werden z,T, 11%ige
Zinksulfat-l8sungen vertragen (eins 1174ge T#sunz von
030, . 7F,0 entwilt 25g Zn/1).
Tabelle 15: Zinktoleranz der Th, thiooxidans-Stimme,
Versughed-uer 40 Tage

Zinkgehalt pro Liter

Stamm Swg 2%mg SOmg 250mg 500mg 2,5g Sg
Bol 1 e = R ad it At e +
Bol & L R 2 - + - - -
Bol 5 Lo T + - - - -
E1b 10 s SR S S aay e Lo + -

K° R e S L d Rans R pn +4 -
Soot S R R At -+ + -
Starkey 1 Gdede e L and o P - -
Starkey 2  +++ >4 At + - - -
SBtarkey 3 44+ b . =S + - -

Zeichenerklirung wie Tab, 2



Tabelle 163 Zinktoleranz der Th. ferrooxidans—Stimme.

Versuchsdauer 40 Tage

Zinkgehalt pro Liter

Stamm Smg 25mg S0mg 250mg 500mg 2,5g Sg
Bi 6 S L R o o +++ 4 i
Beck e A - =+ -
Bel 2 o S S S SR bt L
Elb 4 S S L S s 4+ +
Fa 5 i S SRR 5 A i 4+
K2 i = e S + - -
Meg 5 e R T +++ bt -
Ram 2¢ 4 ++ + + - - -
Scot s e S 4 - -

Zeichenerklirung wie Tab. 11

Tabelle 17: Adaptation wvon Th. thiooxidans und Th. ferrooxidans

an hohere Zinkkongentrationen,.

Th. thiooxidans Th. ferrooxidans
Stamm  vertrigt maximal gin/l . Stamm  vertrigt maximal gin/l
Bol 1 25,0 . Meg 5 25,0
E1b 10 25,0 | Beck 1245
X, 25,0 B 6 12,5
Scot 12,5 Bol 3 12,5
Starkey 3 5,0 Flb & 12,5
Starkey 1 0,5 | Fa 5 ; 12,5
Starkey 2 0,5 Seot 5,0
Bol &4 0,25 K 2 0,3
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ViIII. Versuche zur Frage dar mikroblologischen

Autarbeitung von Kupfererszen.

Da Thiobacillus thiocoxidans und The. ferrooxidans in der
Lage sind Xupfer aus sulfidischen Rupfererzen als Sulfat in
L¥sung zu bringen, ist wiederhoit versucht worden, mit Filfe
von Thiobakterien minderwertige Kupfererze und Haldenbestinde
aufzuarbeiten (BRYNER Ueds1954,1957,1958; DAVIS,1953; WIED,
1956 WILSON,1952; ZIMMERLY ue.8.,1958)s Das in LUsung gegan~
gene Kupfer 1:i8t sich von dem begleitenden Eisensulfat ab-

trennen.

Wir haben zuniichst beil je drel unserer Th., thiooxidans-
und Th. ferrooxidans-Stimme gepriift, ob Kupfer aus frisch
gefilltem Kupfersulfid*) in Lisung gebracht werden kann.

Auf 100 ml STA/S~- bzw. LI-ldsung haben wir 500 mg Kupfer-
sulfid (in Reagenzgliisern 3 x 30 min. sterilisiert und der
Nihrltsung aseptisch zugesetzt) gegeben, mit thiooxidans

bzwe. ferrooxidans beimpft und durch wiederholte pH-Messungen
dle SHuerung des Mediums verfolgt. Nach 14, 50 und 100 Tagen
wurden Froben zur EKupferbestimmung entnommen, Die Oxydation
des Kupfersulfids zu Kupfersulfat verliuft imnerhald wvon
hundert Tagen in einigen Fillen nahezu quantitattv*+) (Tabl.18
us 19). Sie ist bei ferrooxidans intensiver als bei thiooxi-
danse Th., ferrooxidans arbeitet beim wsungmrgé.ng des

+) Kupfersulfid wurde durch Einleiten von H,S in salzsaure
Kupfersulfatlisung gewonnen, fi%triert, 3ied?rhalt mit

Agua dest. gewaschen und bei 30°C getrocknet.
++) 500 mg CuS enthalten 334 mg Cu, das entspricht 3340, Cu/ml.
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Kupfers aus Sulfid wie ein FKatalysator, indem er das bei
der Oxydation des Xupfers reduzisrte Iisen wieder oxydiert
(ZIMMERLY us2s,1958),

2 FeTt 4 cus + 1,0 + 1,50,m——— 2 Fe’¥ 4 cu®™ 4+ m,80,
ErT00X,.

Ein Teil des Eupfersulfids wird auch durch spontane Oxydation
in L8sung gebracht (vergls, Sterilkontrolle Tabs 18 us 19)s

Stamm
BL 6 Bing Boel 3 Sterilkontr,.
Zeit in 4 pH ,Cu/ml pPE , Cu/ml pH '.;cu/ml pH ,Cu/ml

14 1,89 230 | 2,12 220 (4,98 190 | 4,50 135
50 1,26 1400 | 1,71 1100 |1,60 1190 | 4,32 240
100 0491 1730 | 0,78 4550 | 0,63 2100 | 4,01 570

Tabeile 133 Oxydation von Kupfersultid zu Kupfersulfat
durch oba 3 ; 4 oxid

Stann
BL 6 Bing Bol 3 Steriliontr,
Zeit in d pH sCu/wl PH ,Cu/ml pH .Cu/ml pB ,Cu/ml

1% | 2,92 240 3,02 245 [2,97 230 | 3,90 180
50 | 2,62 4730 | 2,59 1600 | 2,76 1700 | 3,65 450

|

100 | 2,52 3260 |2,47 2400 |2,58 2320 | 3,52 600

Die Kupferwsrte sind Mittslwerte aus 5 Bestimmungen,
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BRYNERy BiCK und Mitarbelier haven sion dbesonders mit
Fragen dsr mikroblologischen Aufarbeltung suliidischer
Erze beschiftigte Wir haben flir unsers ModellwVersuche
in Anlehnung an BRYNER ue JAMESON (1957) einfaghe Perko-
latoren benutzt (Abbe 14).

Als Behlilter flr das zu
untersuchende kupferhaltige
Material (etwa 400g) diente
ein 40cm langes, 4cm weites
flasrohr ( P ) mit einsm pere
forisrten Zwischenboden ( C )
nahe dem unteren Ends. Die

i i bakterienhaltiges Suspension
40 | F wurde durch das Glasrohr ( A )
T sugefihrts Iuftzufuhr und Flils—
o sigkeitsbewegung arfolgten liber

das Steigrohr ( P )¢ Die bei B
sintratends Tuft reifit in einer
Inft /Fligssigksitskette Tropfen
der 4im unteren Teil von E u. ¥
stehenden LUsung mit in die
HShes 7Zum Antried diente ein
Druckluftgeblise, das tiglich
Abbe 14: lingssohnitt eimes 3 bis 4 Standen in Betrled war.
Perkolators (Zei-

gﬁengrkl&rung in Bed G ist ein Verteilerrohr ( B )
Text)e

angeschiossen. Hier tropft die
Flissigkeit aur das Untersuchungsmaterial und sickert langsam
naoch unten, Uber den Hahn ( D ) kUnnen Flissigkeitsproben zur
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Untersuchung entnommen werden. Ay P und E sind durch VWattee
fiiter verschloszen (bei E nicht eingezeichnet),

Wir haben flir unsere Versuchs Kupferschiefer baw,
Kupferglanz (Chalkosin) verschiedsner Korngrifiz, rein oder
gemischt mit Sand, benutzt. Die gefilliten Perkolatoren
wurdsn im Avtoklaven 30 min. bei 1 Atl, sterilisiert und
anschliefend mit je 50ml einer gehn bis vierzehn Tage alten
The thiooxidans- und The ferrooxidans-Kultur beschickt (Abd.15).
Die Perkolatoren waren in Gruppen von drei bis vier Stick
an ein Gebliss angeschlossen (Abbs 16),

Abbe 151 Perkolator vor Inbetrisbnahme,

Wir haben wichentlich je Gerit eine Probe von 20 ml
flir pli-lessungen und Kupferanalysen entnommen. In den ersten
Versuchsreihen mit Kupferglanz nnd Sand (1320) stieg der
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Abbs 163 Perkolatoren-iatterie.

pli=Wert im Laufe der Zeit betrichtlich (nach 35 Tagen pil 6)
weil der Karbonatgehalt des Sandes neutralisierend wirkt,

e Untersuchungsergebnisse der Periolator-Versuche
mit Xupferglamz (Tabe 20) degken sich im wesentlichen mit
den Ergedbnissen von BRYNFR w.ae(1954), BRYNFR verwendete als
Sterilkontrolle LE-L8sung (pH etwa 3,8)s Wir benutzten jedooh
hitgesterilisierte, fliitrierte Bakterienkulturen, die also
schon betrichtliche Fe' ‘= und Siure-~lengen enthielten (im
Durchschnitt pH 2,0)« Deshald sind in unseresn 'ntersuchungen
die Unterschieds im Kupfergehalt zwischen Sterilkontrolle
und bakterienfiihrenden Geriten nicht so gro” wie beil BRYNFR.
Dle Wirkung des Sterilfiltrates 1st eine reine SHurewlirkung.
Es konnte jedooh geselgt werden, dal der Auslaungungsvorgang
nicht allein durch die Aciditét der FlUssigkeit bedingt ist,
sondern durch die Dakterdeatitigkeit beschleunigt wird, wie
auch DAVIS (1953) angivt.
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BRYNER hat im Untersehied zu unseren Untersuchungen die ge-
fillten Geridte vor Versuchsbdeginn vier Vochen lang mit stew
riler Nihrlisung stehen gelassen, um alles lUsliche Kupfer

zu entfernsne

n Ferkolatorens

(Beschiokung je Gerit: 400 g karbomatfreler Sand + 20 g Cu,8,
Korngr88e 0,25 bis 0yt mm)

Baktsrisnkulturs: Bi6 B16 i Sterilfiltr, B16
Laufgeit in d pH ,Cu/ml pPH ,Cu/ml  pH ,Cu/ml

7 2,00 27 (2,02 25 | 1,98 20
14 - 3 |- 3| - 25
24 1,92 7T 1,98 78 E 1,97 62
28 . 9| % B e 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 1594 1070 1,92 1400 2,01 450

Im Falle des Rupferschiefers wihlten wir eine andere
KorngrtBe (1 bis 5mm), da aus Vorversuchen bekannt war,
daf das Material bei Siursbehandlung leicht korrodiert
und unter Umstinden sur Verschlammung der Perikolatoren fihren
kann, Kupferschiefer enthilt nach PETRASCHECK (1950) im

Durchschnitts
50% Quarg und Serizit
107 Bitumen
10% Sulfide
20% Calociumecarbonat bzw, Dolomit



Tabelle 21: Verhalten von Kupferschicfer in Perkolatoren.

Pericolator Nr.§

1

|
-

2

3';V

A
Beschiclkung 400g Kuptersch.

400g Kupfersch.

100g Kupd3rson.

L 300g San¢’
Bakterienkult. BL 6 BL 6 BY 6 . i
Eéufzeit i; Tg{ pH kcﬁ/ml pH xCu/ﬁl | pH ’;ngffi

RS BT e | ERSUIN T

7 | 5,19 0,058+)/ 5450 0,46%) ? 5,00 0.5+)
14 5,21 o B30 ™ 5,00 -
21 | 5465 0,5 5945 . 0,45 ; 5,72 St
28 4,70 1,0 | 6,40 0,5 | 5,80 | 05098
42 | 5,80 0,5 - | 4,85 4,0. 7,02, | W2
56 543 1,2 | 7,08 2,0 5,93 kYR
70 e 5,10 2,0 | 6,80 2,5 6,53 0,5
98 5,47 1,5 | 6,20 2,0 | 5430 1p2
126 6,10 2,0 | 6,20 2,0 6,75 oy

|

+) Diese Ergebnisse wurden im Institut fUr Anorganische Chemie

ermittelt.
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Taﬁelle 21: VYerhalten wvon Knprerschiefer in Pérkolatoren.

Eiykolator Nr.% 1 2 4 i i ?‘;;F_< ol $ | 5 i .6
Beschickung *4GOg»Kupfersch. 400g Kupfersch. } 1°°5 3333§£a6h, &bog Kupfersch. |400g Kupfersch. | 1093 Kupte;SOh.
e i | | f 300g Séég". | B e _ | 300g Sand
Baxtertonkult. s ,ﬁ BL6 B4 6 ster11#i1tr.Bi6 _ Beg! & Beck
Egufzaitjzk"Tg{ pH kcﬁ/ﬁl E pH yeu/nml ; pH L ;:kF‘J51: f?H ACu/hl L e i PH  Kcu/?l
'1“ | \ f 5,00 - f 4470 - f 4;2@;"Eufﬁij 4,02 - | 3492 - .;) 3950 = ;)
7 : .: 5,19' 0 058+) 5,50 0 45*) E 5?05f'.%f\;%j o hy22 0’074+): 4,420 0,058 7,18 0,058~
14 - 5,21 - 5,30 - -5,;06‘.%” - B,6B - hybd e ;) 6,29 __ ;) |
21 5465. 0,5 5445 0,5 5,727 3. %0 6930 0,3 | 4,30 0,078"/| 5,10 10,0657
28 ' 5,70 1,0 6,10 0,5 5,80 10,098%) 5,80 1,2 4,80 < 6,05 -
42 | 5;80 o;s 4;85 1;0 iF, 7;°2¥ﬁf§_,gﬁg ._ By90 1,0 4,95 = 1,0 5,80 0,5
.56 543 1,2 7,05 - 3,0 | . 5,93 SRl |- 6410 2,0 | 3,20 20 4,90 1,5
70 ‘ | 5;10 | 2;0 6;80. 2;5 f 6;531 '.4.9;31 ‘;552‘ 1,2 &,90 a,q §,1o’ 2,5
98 . 5,47 1,5 6,26 2,8 | 5,50 - ¥ | 620 1,3 6,05 2,5 5,95 2,5
126 6,0 2,0 | 6,20 2,0 |. 6,75 ’{“gge 5,90 1,5 5,90 2,5 6,05 2,5
|

+) Diese Ergebnisse wurden im Institut fir Anorganische Chemief

ernittelt.

o - | 4

i



latoren.
Wors o ez e em oI o

I 3s . st A 6
' | 100g Kﬁyié¥séh;'}ﬁocg Kupfersch. 'AOOg Kupfersohf 100g Kupfersche
300g San’ ' 300g Sand
Bl 5? , teriltiltr.Bib Beck Beck
é_ pH ~12§, pH sCu/l ;_ pH ACu/nl pH. dpu/ml g
j,’ 4;2_2; S'-" o 4962 = 3592 -y 5450 - X
| 500 0,5*) | 4,22 o0,074%) 4,20 0,058 | 7,13 o0,058*
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{. 6,75 5,90 1,5 5,90 2,5 6,05 2,5
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Der hohe Karbonatgehalt des Kupferschilefers ist be-
merkenswert, In Versuchen mit Th. thiooxidans- und ferro-
oxidans-Stimmen wirkt er sich Hhnlich aus wie karbonat-
haltiger Sand im Gemisch mit Kupferglanz, Die zirkulieren-
de Losung gelangt nicht in den Bereich der fir dos Wachstum
optimalen pH-Werte, Die lienge des in LUsung gehenden Kupfers
bleibt daher gering(Tab, 21). Mit zunehmenden pH-Werten
kann sogar in L8sung gegangenes EKupfer als Kupferhydroxyd
ausfallen bzw. adsorptiv an das Gestein gebunden werden

(vergl. Tab. 21, Perkolator Nr. 3).

Es bleibt abzuwarten, wie sich kalkarme Partien des
Kupferschiefers verhalten., Ju erwigen wire ferner, den
optimalen H-Ionenbereich der Thiobakterienstﬁmme’duroh
Adaptationsversuche und Auslese von Mutanten zu verlagern,
wenn nicht grundsiitzlich mit dem Verlauf des Oxydations-
vorganges zusammenhingende Promesse diesen Versuchen ent-

gegenstehen.,



Ix. A skussions

Die Biocoenose der schwefelsauren Grubenwisser ist
gekennzeichnet durch das Vorkommen der beiden Thiobakterien-
Arvten Thlobacilius thiooxidans uni Th, ferrooxidans, die an
fast allen Standorten wvon siuretoleranten Pilzen begleitet
wvaren. Die Pilze selbst sind nicht an der fir die beiden
Thiobakterien charakteristischen Stiurebildung beteiligte
In der Mehrzahl der Fille soheinen keine engeren Beziehungen
zwischen Bakterien und Pllzen zu bestehen. In einzelnen
Fdllen werden Siurebildung und damit wohl auch die Verw-
mehrung der DBakterien durch Pilse beschleunipgt oder wvere
zlgerts Flrdernd wirken vor allem zwel Rhodotorula-Arten
bei beiden Thiobakterien-iArten und Pullularia pullulans
b24 The. thicoxidans, Anfilliger gegeniidber hemmenden ine
tlissen ist Th. ferrooxidans, bei dem vor allem durch Spi-
caria divaricata und Penicilliun waksmani die Siuredildung
in der zweigliedrigen Hdschkultur um zwei bdis zehn Tage
veratigert wird. |

In geomlikrobliologischer Bezishung verdient das Vore
kommen der beiden Thiobakterien Beachtung. ihnlich den
Desulfuriziersrn sind sie ofrsnsichtlich weit aut dasr Erde
verbreltet und wohl als Kosmopoliten ansusehen, Ihre 'nte
wicklung in Verbindung mit dem Vorkommen sulfidisoksr Trze,
besonders Pyrit und Markasit -ist an das Vorhandensein
von susreichend Feuchtigkeit und Iuft gebunden. Im trocknen
Mansfelder RKupferschiefsr haben wir keine Thiobakterien
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gefunden. In nassen Oxydationsstnen, 2.8, im Rammelsberg
bei Goslar und in der Grube Yinheit bel Elbingerode sind
sie in erheblichen Mengen vorhandsne. Ihre Trnihrungsane
spriche sind geringe. Sie sind in grolien gansen, sowelt s
bis Jetzt bakannt ist, auxoautotroph; sie verwearten in
einem vorwiegend aeroben EStoffweghsel 332 und decken ihren
Stickatoffbedarf aus kleinen llsngenm von anorganischen Sticke-
stofiverbindungen, bagonders von HH4~Salzan. In Besug auf
ibhr Verhalten zux Sauerstoff und auf ihre Stellung iam
Sehwefelkraislaul sind ele intagonisten zu den Desulfurie
zlerern. Die Aunnahme scheint gersochtfertigt, dafl sie an den
tellweise recht komplizisrten sekundiren Umsetzunzen in
sulfidischen lLagerstitten betelllgt sind, an der Moblli=
slerung und Yanderung der Schwermetalle, Prozegse dle im
einzelnen in Verbindung mit siner ernsuten Reduktion und
Fillung der Schwermetallsulfate durch Desulfurlikation noch

untersuchit werden mliscens

Ja durch saure Grubenwisser erhebliche Korrosiongw
schiden verursacht werden, besteht ein grofies wirtschaft-
liches Interesse daran, dle Titigkelt der Thiobakterien
von densn die Siureblldung gegeniiber dexr chemischen Oxy=
datlon der Sultide gum mindesten erheblich beschleunigt
wird (LIATHEN ue DRAL Yy 1551) auszuschalten. Auf dle
Schwierigkeiten eines solechen Vorgshens haben TTMPLE u,
KOiHLER (1954) ausflUbrlich hingewiesen, Auch von den beglele
tenden Pllzen ist in dieser Hinsiocht kaum =itwas zu srwartens

AbschluB der Luft aus abgebauten, verlassenen Strecken,
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Eontrolle der Wasserbewsgung und getrennte Ableitung der
infizierten stark sauren Wisser scheinen pur Zelt die ein-

zigen Hilfsaittel zu sein.

In Bezug auf dis Schwermetali!-Toleranz und das Adap~-
tationsvermiigen, die glich beide nicht nur auf Fisen und
Eupfer erstrecien, bestehen Unterschicde swischen The thiow
oxidans und Th. ferrooxidans und swischen Stiamen verschic-
dener Herkunfita.

DMe Versuche, Xupfer - sowelt ¢3 sich um Sulfide han-
delt = aus kupferhaltigen Haldenriockstinden und aus armen,
fir die Verhlittung ungeeigneoten Ersen, mit Eilfe von Thiow
bakterien zu mobilisieren, scheinen dagegen Erfolg zu ver-
sprechen, Aus dem abfliefenden Wasser,das je nach dem
Charakter der Lagerstitte ein Gemisch von Schwermatall-
sulfaten enthilt, 148t sich Kupfer abscheiden (ZIMVERLY u.le
1958). Voraussetzung ist allerdings, daf der normele Verlauf?
der Siureblilidung, die =it der Entwicklung der Thiobakterien
verbunden sit, nloht gestirt wird.
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Zusamsenfassunse.

1.

3a

ha

Se

in 50 Proben saurer Grubenwisser von 15 verschiedenen
Standorten (Braunkohlen-Tagebausn und lagerstitten
suliidischer Frze) kencnten Thiobakierien machgewliesen
werdcte,

Insgesaxt wurden 12 Stiume von Thlobaclillus thiooxidans
und 2 von The ferrvooxzidans in Reiznkuliur gesogen. Sie
unterscheiden sieh innerhald eimer Art besonders in
Bezug auf Intensitit der BSHurebildung, in den Teupera-
turansprilchen und in der Schwernetall-Toloranz.

Alle 12 Th. thiocoxidons-Stinme :¥nnen sowohl §$3 als
auch i, verwerten. Wir haiten deshald d1s Trennung in
die Arten Th. thiocoxidans mnd Th. eomoretivorus (nur dieser
soll, als wescntliches é&tﬁrscheiégnéﬁs Berknal, 5“3 Ve
werten kinnen) nicht fHr gerechtfertigt. Tesgisichen
schen wir in der Aufsteliungz der Gattung Ferroheoillus
durch LUATH'N ueBRALFY (19%4) eine su weitgehende Be-
wertung einss einsmelnam physiclogischen Herimals, bel
(bereinstinmung in den sonstigen wesentlichen Figen=-
sehaften.

In 48 Froben waren die Thiodakterien von Pilszen (in
%.7T. lippiger Entwioklung) begleitet. Am hiufrigsten
traten neben Pullularia pullulans swei Rhodotorula-
Arten auf.

Dle Pilze sind siuretolerant, jJedoch nicht an der Oxy-
dation der Sulfide beteiligt, Der "influl guf di- "at-
wicklung der BDakterien ist gering.
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The thiocoxidans und The ferrooxidans sind dureh hohe
Schwermetalltol-rans (“isen, Tupfer und Zink wurden
geprift) ausgeseicinet, dis sich bel den bisher unter-
suchten Stiamern durch Adaptation steigern 1ift. Hierbei
tretern swischen den eingelnen Stimsen Unterschiede auf,
die zu fem jJjewelligen Standert in Seszichung stehen.

In Sodellversuchen =it Xupferglanz 115t sich in Be-
stitigung der Versuche von BRYN'R und Hitarbeitern
nachwelsen, dal Schwermetalle aus den Sulfi’en m0dlie
1isiert und dureh die szirkulierende Flissigkeitl weggee
fihrt werden; ein Vorgang, dor dez "leaching process?
suyr Verwertung von sinderwertigen suifidischen Kupfere
erzen und kupferhaltigen Haldenbestinden sugrunde ltlegd
und wahrscheinlich bei sekundiren Umsetzungen in Lagerw
stitten sulfidischer Erse beteiligt ist.

Bel der Anwendung des ®lsaching process® auf lansfelder
Kupfergchiefer treten Stirungen guf, dic nit des Earbo-
natgehalt des Kupferschiefers susamsenhingen.
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