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Thiobacillen, insbesondere die Art Thlobaclllus ferrooxldans, sind 

als Metallmobilisierer allgemein bekannt, da sie sehr l e i c h t aus 

erz- und schwefelhaltigen Standorten angereichert und i s o l i e r t wer-

den können. Morphologisch handelt es sich bei den beiden Hauptver­

tretern der Gattung Thlobaclllus, Thlobaclllus ferrooxldans und Thlo­

ba c l l l u s thiooxidans um r e l a t i v plumpe Kurzstäbchen, etwa 0.5 p 

dick und 1 »im lang, die o f t floßartig mit ihrer Längsseite anein­

ander liegen (Abb. 1). Zur mlkroblellen Erzlaugung i n großtechni­

schen Maßstab, beispielsweise bei SuspensIonslaugung wurden bisher 

bei Verwendung de f i n i e r t e r Kulturen ausschließlich diese beiden Ar­

ten eingesetzt (1, 2). Kürzlich wurde Leptosplrillum ferrooxldans 

(3) sowie andere Leptospirillum-artlge Organismen aus Erzhalden i s o-

l l e r t ( 4 ) , die P y r i t laugen und Fe oxldieren. Außer den mesophllen 

Thiobacillen wurde in neuerer Zeit auch das coccolde thermoacido-

phlle Archaebakterlum Sulfolobus b r l e r l e y l (2, 5) a l s möglicher Me-

ta l l m o b l l l s i e r e r für höhertemperaturlge Lagerstätten diskutiert 

(2). 

Z i e l unseres Projektes i s t es, durch ein Intensives Screening-Pro-

gramm nach neuen und andersartigen metallmobilisierenden Bakterien 

zu suchen, wobei diese i s o l i e r t und sowohl in ihrem Laugungsverbal-



ten a l s auch i n taxonomisch-biochemischer S i c h t c h a r a k t e r i s i e r t 

werden s o l l e n . H i e r b e i s o l l e n im H i n b l i c k auf e i n e mögliche späte­

re Anwendung b e r e i t s t e c h n o l o g i s c h e Aspekte mit berücksichtigt wer­

den: a) d i e Ansätze e r f o l g e n auf Gemischen natürlicherweise i n 

Deutschland vorkommender E r z e , b e i s p i e l s w e i s e dem Erzgemenge G1 

( P y r i t aus der Grube Bayerland; C h a l k o p y r i t aus Bad Grund; Sphale-

r i t aus der Grube Lüderich; Pechblende aus Poppenreuth). Da i n den 

natürlichen Lagerstätten i n der Regel keine s i g n i f i k a n t e n Mengen 

an organischem M a t e r i a l vorhanden s i n d , wird auf dessen Zusatz i n 

den Anreicherungsmedien v e r z i c h t e t , b) Die Abbauleistung auf dem 

groben, natürlichen E r z s o l l t e n i c h t nur von der StoffWechselge­

s c h w i n d i g k e i t des Bakteriums, sondern auch von dessen " K o r r o s i v i -

tät" und "Invasivität" abhängen, d.h. der Fähigkeit, i n d i e E r z -

stücke e i n z u d r i n g e n und s i e zu z e r s e t z e n , üm d i e s e L e i s t u n g t e s t e n 

zu können, wird im Labor r e l a t i v grob gemahlenes Erz (entsprechend 

dem k l e i n e n Maßstab: 1 mm Korngröße) e i n g e s e t z t , c) Zur Prüfung 

e i n e r möglichen Spezifität der B a k t e r i e n für bestimmte M e t a l l e wer­

den d i e 18 i n s i g n i f i k a n t e r Menge im Erzgemenge vorkommenden M e t a l l e 

routinemäßig im Laugungsüberstand q u a n t i t a t i v mit H i l f e e i n e s ICP-

Gerätes a n a l y s i e r t . 

Die Anreicherung e r f o l g t i n 100 ml K u l t u r f l a s c h e n , d i e 30 ml minera­

l i s c h e Flüssigkeit (6) sowie 1 g Erzgemenge e n t h a l t e n . Diese K u l t u ­

ren werden mit e i n e r Frequenz von 150 Umdrehungen pro Minute geschüt­

t e l t . Die B a k t e r i e n werden anschließend durch Verdünnungsreihen und, 

soweit möglich, durch P l a t t i e r u n g auf verschiedenen f e s t e n , e r z h a l ­

t i g e n Trägermedien g e r e i n i g t . Zum f l u o r e s z e n z m i k r o s k o p i s c h e n Nach­

weis der auf dem Erz wachsenden B a k t e r i e n wurde e i n e geeignete Färbe­

methode e n t w i c k e l t (Abb. 2; Huber e t a l . , im Druck). Zur Z e i t betreuen 



Abb.2: Dem Erz a u f s i t z e n d e laugungsaktive B a k t e r i e n ( I s o l a t SP5/2). 
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme; Maßstab 10 um 



wir etwa 1500 verschiedene A n r e i c h e r u n g s k u l t u r e n . Die Versuche 

s i n d noch n i c h t abgeschlossen. 

Das Screening b e z i e h t s i c h auf zwei verschiedene Biotope: 

a) a l t e Erzlagerstätten, wie Bergwerke und Halden, b e i denen durch 

eingedrungene Nässe b e r e i t s eine mehr oder weniger s t a r k e na­

türliche m i k r o b i e l l e M e t a l l m o b i l i s i e r u n g s t a t t f i n d e t . H i e r b e i 

s o l l t e vor a l l e m auf heimische Lagerstätten zurückgegriffen 

werden, b e i s p i e l s w e i s e auch auf solche i n der nördlichen Ober­

p f a l z . 

b) In Entstehung b e g r i f f e n e E r z l a g e r i n v u l k a n i s c h e n Gebieten so­

wohl k o n t i n e n t a l e r ( I t a l i e n , I s l a n d , Japan, Azoren, USA) a l s 

auch submariner (Azoren, Vulcano, Neapel, A t l a n t i s I I T i e f , 

South P a c i f i c Rise) A r t . H i e r b e i war anzunehmen, daß wegen des 

verfügbaren Wassers i d e a l e Bedingungen für leistungsfähige E r z ­

abbauer he r r s c h e n s o l l t e n . Es s o l l t e n sowohl mesophile (Tem­

p e r a t u r b e r e i c h 10 - 40°C) a l s auch thermophile (Temperaturbe­

r e i c h 50 - 80°C) Organismen a n g e r e i c h e r t werden. 

B e i den therroophilen Organismen z e i g t e s i c h zunächst b e i S u l f o l o b u s 

b r i e r l e y i (2), daß d i e s e s Bakterium n i c h t i n der Lage war, unser 

Erzgeroenge a n z u g r e i f e n . Dies t r a f sowohl für d i e von der Deutschen 

Sammlung von Mikroorganismen (DSM 1651) a l s auch d i r e k t von 

Córale B r i e r l e y bezogenen K u l t u r e n zu, was auch von anderen F o r ­

schergruppen beobachtet wurde (A. Torma, p e r s . M i t t e i l u n g ; W. Sand, 

p e r s . M i t t e i l u n g ) . In den anderen Merkmalen, wie dem für S u l f o l o b u s 

r e l a t i v n i e d r i g e n Temperaturoptimum von 65°C sowie dem Wachstum auf 

FeSO^ oder S Q stimmt der Stamm grundsätzlich mit der Beschreibung 

(2) überein, obwohl H e f e e x t r a k t zusätzlich e r f o r d e r l i c h i s t . Die 



Fähigkeit d i e s e s Stammes, auf natürlichen Erzen zu wachsen, könnte 

möglicher Weise ursprünglich auf « inem verlorengegangenen Plasmid 

c o d i e r t gewesen s e i n . Ähnlich S u l f o l o b u s b r i e r l e y i z e i g t e n 40 ex­

trem thermophile S u l f o l o b u s - I s o l a t e , d i e von W. Z i l l i g (Max-Planck-

I n s t i t u t für Biochemie, M a r t i n s r i e d ) und uns ursprünglich auf S Q 

von S o l f a t a r e n g e b i e t e n I s l a n d s , Japans, I t a l i e n s , den Azoren so­

wie der USA a n g e r e i c h e r t worden waren, e b e n f a l l s k eine M e t a l l m o b i ­

l i s i e r u n g und k e i n Wachstum auf E r z . Auf S q , meist e r s t i n Gegen­

wart von H e f e e x t r a k t , säuerten d i e s e Stämme zwar das Medium s t a r k 

an, für d i e Erzlaugung kommen s i e jedoch n i c h t i n Frage. 

Kürzlich gelang es uns, aus den Vulkangebieten I t a l i e n s und I s l a n d s 

5 c o c c o i d e thermophile B a k t e r i e n stamme (Abb. 3) auf dem Erzgemenge 

G1 a n z u r e i c h e r n und s i e durch Reihenverdünnung zu i s o l i e r e n . D r e i 

der neuen I s o l a t e b e s i t z e n e i n Temperaturoptimum von 80°C und s i n d 

deshalb extrem the r m o p h i l . S i e zeigen eine b i s h e r unbekannte aus­

geprägte Kältesensitivität, sodaß s i e heiß überimpft werden müssen. 

Die beiden anderen I s o l a t e haben, wie S u l f o l o b u s b r i e r l e y i , e i n 

Temperaturoptimum von nur 65°C. Ob es s i c h b e i d i e s e n n e u a r t i g e n 

E r z l a u g e r n um A r c h a e b a k t e r i e n handelt, müssen e r s t p h y s i o l o g i s c h e 

und m o l e k u l a r b i o l o g i s c h e Untersuchungen an Z e l l m a t e r i a l nach An­

zucht i n größerem S t i l z e i g e n . E r s t e Untersuchungen zur Laugungs-

aktivität d i e s e r thermophilen Stämme haben g e z e i g t , daß es s i c h 

h i e r b e i im V e r g l e i c h mit anderen E r z l a u g e r n um d i e s c h n e l l s t e n 

K u p f e r m o b i l i s i e r e r h a n d e l t (Tab. 1). Darüber hinaus laugen s i e das 

Kupfer anscheinend bevorzugt gegenüber anderen M e t a l l e n . Diese I s o ­

l a t e benötigen k e i n e r l e i o rganisches M a t e r i a l im Kulturmedium. Wir 

wollen untersuchen, ob i h r e Fähigkeit zur Erzlaugung p l a s m i d c o d i e r t 



i s t und ob d i e s e E i g e n s c h a f t b e i K u l t i v i e r u n g auf anderen S u b s t r a ­

ten , b e i s p i e l s w e i s e Schwefel, v e r l o r e n g e h t . Die thermophilen Stämme 

könnten besonders zur i n situ-Laugung t i e f l i e g e n d e r Erzadern, d i e 

durch d i e Geothermalwärme a u f g e h e i z t wurden, geeignet s e i n . 

Auch von Standorten mit gemäßigten Temperaturen konnten wir e i n i g e 

n e u a r t i g e M e t a l l m o b i l i s i e r e r i s o l i e r e n : 

Aus dem Uranbergwerk "Schacht Höhenstein", Poppenreuth (Oberpfalz) 

e r h i e l t e n w i r 2 I s o l a t e (HÖ3 und H ö 5 ) , d i e im Gegensatz zu den 

bekannten M e t a l l m o b i l i s i e r e r n auf natürlichen Erzen, n i c h t aber 

auf Schwefel, T h i o s u l f a t oder E i s e n - I I - s u l f a t wachsen. Es ha n d e l t 

s i c h um kurze, dünne Stäbchen (0.3 um 0 ) , d i e s i c h somit b e r e i t s 

morphologisch von T h i o b a c i l l e n u n t e r s c h e i d e n (Abb. 4 ) . P r o t e i n v e r ­

g l e i c h e aus Z e l l e x t r a k t e n m i t t e l s SDS-Polyacrylamid-Gelelektropho-

resen haben g e z e i g t , daß d i e s e N e u i s o l a t e i n i h r e n Proteinmustern 

e b e n f a l l s sehr v e r s c h i e d e n von denen der m e t a l l m o b i l i s i e r e n d e n 

T h i o b a c i l l e n s i n d , während l e t z t e r e u n t e r einander e i n sehr ähnli­

ches Muster z e i g e n . Die neuen I s o l a t e wachsen zwischen 25 und 4 5°C 

mit einem Optimum b e i 41°C. Der günstigste pH-Bereich l i e g t zwi­

schen pH 4 und 5.5, sodaß d i e s e Organismen v i e l weniger a c i d o p h i l 

a l s T h i o b a c i l l e n s i n d . Im V e r g l e i c h mit anderen M e t a l l m o b i l i s i e r e r n 

laugen d i e s e B a k t e r i e n ganz bevorzugt Kupfer (Tab. 1), was auf e i n e 

b i s h e r unbekannte Metallspezifität d i e s e r laugungsaktiven B a k t e r i e n 

h i n d e u t e t . Die molekularen Ursachen hierfür sowie d i e p h y s i o l o g i s c h ­

biochemischen Parameter s o l l e n i n w e i t e r e n Untersuchungen geklärt 

werden. 

Aus einem e r z b i l d e n d e n submarinen Hydrothermalsystem b e i Vulcano (7) 

konnten w i r 2 I s o l a t e (LM3 und L7) von dünnen langen Stäbchen (Abb. 



Abb.4: Stamm Hö5, i s o l i e r t aus Schacht Höhenstein, O b e r p f a l z ; 
Maßstab 0.5 um 



Abb.6: Co c c o i d e s , mesophiles I s o l a t SP5/1; Maßstab 1 um 



e r h a l t e n , d i e auf Erzgemenge G1 b e i Temperaturen zwischen 25 und 

41°C wachsen. Die s c h n e l l s t e Verdopülungszeit beträgt etwa 8 S t d . 

(37°C). Auf anderen Substraten wie E i s e n - I I - s u l f a t , Schwefel oder 

T h i o s u l f a t wachsen d i e s e B a k t e r i e n n i c h t oder nur w e s e n t l i c h schwä­

cher a l s T h i o b a c i l l e n . Darüber hinaus un t e r s c h e i d e n s i e s i c h von 

l e t z t e r e n durch i h r s i g n i f i k a n t verschiedenes Proteinmuster sowie 

durch einen w e s e n t l i c h höheren G+C-Gehalt von 68% ( T h i o b a c i l l e n 

58 - 62% G+C) i n i h r e r DNA. 

E i n w e i t e r e s ungewöhnliches erzlaugendes I s o l a t (SP5/1) konnten wir 

aus e i n e r mäßig warmen s o l f a t a r i s c h e n Q u e l l e i n P i s c i a r e l l i S o l f a -

t a r a e r h a l t e n . Diese kugelförmigen, i n ihrem Durchmesser s t a r k v a ­

r i a b l e n Organismen (Abb. 6) wachsen i n einem Temperaturbereich zwi­

schen 25 und 37°C mit e i n e r optimalen Verdopplungszeit auf E r z g e ­

menge G1 von 5 Std. b e i 30°C. Neben v e r s c h i e d e n a r t i g s t e n Erzen 

wächst d i e s e s I s o l a t , ähnlich den T h i o b a c i l l e n , auch sehr gut auf 

N a t r i u m t h i o s u l f a t , Schwefel sowie E i s e n - I I - s u l f a t . Die taxonomische 

S t e l l u n g d i e s e s Bakteriums i s t noch o f f e n . Zellwandanalysen haben 

jedoch den p o s i t i v e n Nachweis für Murein e r b r a c h t , sodaß es s i c h 

mit sehr großer W a h r s c h e i n l i c h k e i t n i c h t um e i n Archaebakterium 

h a n d e l t . 

B e i unserem Screening i s o l i e r t e n wir b i s h e r auch mehrere L e p t o s p i -

r i l l u m - a r t i g e Organismen, b e i s p i e l s w e i s e Stamm SP4/1 (Abb. 7), aus 

den kühleren s o l f a t a r i s c h e n Q u e l len I t a l i e n s , I s l a n d s und den USA. 

Ähnlich den b e r e i t s bekannten Stämmen (4) wachsen d i e s e auf P y r i t 

oder durch O x i d a t i o n von F e 2 * . Auf C h a l c o p y r i t z e i g t s i c h nur e i n 

sehr s c h l e c h t e s Wachstum, was möglicher Weise auf der hohen S e n s i t i -

vität gegenüber Kupferionen (50 ppm C u 2 + ) beruht. Für ei n e n E i n s a t z 



b e i der roikrobiellen Wertmetallgewinnung scheinen d i e s e I s o l a t e 

deshalb weniger geeignet zu s e i n . Das von uns näher b e a r b e i t e t e 

I s o l a t SP4/1 u n t e r s c h e i d e t s i c h im G+C-Gehalt s e i n e r DNA (54% G+C) 

d e u t l i c h von L e p t o s p i r i l l u m f e r r o o x i d a n s DSM 2705 (49% G+C), sodaß 

es s i c h um e i n e neue A r t der Gattung L e p t o s p i r i l l u m handeln dürfte. 

Abb.7: Leptospirillum-ähnliches I s o l a t SP4/1; Maßstab 1 um 

Auch c a . 80 erzlaugende T h i o b a c i l l e n konnten von v e r s c h i e d e n s t e n 

Standorten i s o l i e r t werden, von denen d i e a k t i v s t e n a l s d e f i n i e r t e 

M i s c h k u l t u r e n mit unseren a n d e r s a r t i g e n I s o l a t e n geprüft werden 

s o l l e n . Es z e i g t e s i c h (Tab. 1), daß d i e Laugungsaktivität der v e r ­

schiedensten M e t a l l m o b i l i s i e r e r t r o t z i d e n t i s c h e r Bedingungen um 

mehr a l s e i n e Größenordnung v e r s c h i e d e n s e i n kann (z.B. b e i K u p f e r ) , 

sodaß der E i n s a t z leistungsfähiger ausgewählter K u l t u r e n i n Zukunft 



« 

Tab.1 V e r g l e i c h der Laugungswerte der N e u l s o l a t e mit bekannten 

T h i o b a c i l l u s f e r r o o x i d a n s Stämmen 

Wachstum auf Erzgemenge G1 (Korngrcße<1mm); Beimpfung 2 % i g ; Lau­

gungswerte i n mg/1 nach 28 Tagen Inkubation; Wert der S t e r i l k o n t r o l l e 

b e r e i t s abgezogen 

^ ^ ^ - ^ ^ Elemente 

Stämme 1 — 
Cu Zn U 

Maximalwert 2100 4 700 90 
(= lösl. i n kochen­
dem Königwasser) 

T h i o b a c i l l u s f e r r o o x . 
ATCC 23270 135 2250 50 
ATCC 19859 18 1600 10 
DSM 1927 128 5080 54 

T. f e r r o o x . I s o l a t e 
Ra 8 74 2340 45 
Ra11/2 109 5200 93 
Sch2 74 2330 29 
OP4/St.5 96 4000 96 
SP5/2 110 950 -
SP6 110 4 300 56 
Kr10 130 2400 36 
CH5 180 2450 59 

andersartige mesophile 
I s o l a t e 

SP5/1 130 2000 -
LM3 60 1610 82 
L7 125 2100 100 
HÖ5 270 300 25 

thermophile I s o l a t e 
TH4 566 2250 80 



e i n e große P r a x i s r e l e v a n z haben w i r d . Die beim I s o l a t HÖ5 aufge­

z e i g t e K u p f e r s p e z i . f i t a t (Tab. 1) deutet darauf h i n , daß M e t a l l s p e -

zifitäten b e i M e t a l l m o b i l i s i e r e r n vorhanden s e i n können und daß es 

s i c h auch vom Standpunkt e i n e r späteren e i n f a c h e r e n A u f a r b e i t u n g s ­

t e c h n o l o g i e her l o h n t , nach ähnlichen Organismen auch für andere 

M e t a l l e zu suchen. 
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