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Thiobacillen, insbesondere die Art Thiobacillus ferrooxidans, sind

als Metallmobilisierer allgemein bekannt, da sie sehr leicht aus
erz- und schwefelhaltigen Standorten angereichert und isoliert wer-
”

den kUnnén. Morphologisch handelt es sich bei den beiden Hauptver-

tretern der Gattung Thiobacillus, Thiobacillus ferrooxidans und Thio-

bacillus thiocoxidans um relativ plumpe Kurzst#bchen, etwa 0.5 um

dick und 1 pm lang, die oft floBartig mit ihrer L¥ngsseite anein-
ander liegen (Abb. 1). Zur mikrobiellen Erzlaugung im groBtechni-
schen MaBSstab, beispielsweise bei Suspensionslaugung wurden bisher
bei Verqudung definierter Kulturen ausschlieBlich diese beiden Ar-

ten einqésetzt (1, 2). KiUrzlich wurde Leptospirillum ferrooxidans

(3) sowie andere Leptospirillum-artige Organismen aus Erzhalden iso-
liert (4), die Pyrit laugen und Pez* oxidieren. AuBer den mesophilen
Thiobacillen wurde in neuerer Zeit auch das coccoide thermoacido-

phile Archaebakterium Sulfolobus brierleyi (2, 5) als mdglicher Me-

tallmobilisierer filr hhertemperaturige Lagerstltten diskutiert
(2).

Ziel unaéro- Projektes ist es, durch ein intensives Screening-Pro-
gramm nacb neuen und andersartigen metallmobilisierenden Bakterien

zu suchen, wobei diese isoliert und sowohl in ihrem Laugungsverhal-
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ten als auch in taxonomisch-biochemischer Sicht charakterisiert
werden sollen. Hierbei sollen im Hinblick auf eine mdgliche spidte-
re Anwendung bereits technologische Aspekte mit beriicksichtigt wer-
den: a) die Ansdtze erfolgen auf Gemischen natilirlicherweise in
Deutschland vorkommender Erze, beispielsweise dem Erzgemenge G1
(Pyrit aus der Grube Bayerland; Chalkopyrit aus Bad Grund; Sphale-
rit aus der Grube Liiderich; Pechblende aus Poppenreuth). Da in den
natilirlichen Lagerstdtten in der Regel keine signifikanten Mengen

an organischem Material vorhanden sind, wird auf dessen Zusatz in
den Anreicherungsmedien verzichtet. b) Die Abbauleistung auf dem
groben, natiirlichen Erz sollte nicht nur von der Stoffwechselge-
schwindigkeit des Bakteriums, sondern auch von dessen "Korrosivi-
tdt" und "Invasivitdt" abhdngen, d.h. der F&higkeit, in die Erz-
stiicke einzudringen und sie zu zersetzen. Um diese Leistung testen
zu kénnen, wird im Labor relativ grob gemahlenes Erz (entsprechend
dem kleinen MaBstab: 1 mm KorngrbBe) eingesetzt. c) Zur Priifung
einer mbglichen Spezifitédt der Bakterien fir bestimmte Metalle wer-
den die 18 in signifikanter Menge im Erzgemenge vorkommenden Metalle
routinemdBig im Laugungsiiberstand quantitativ mit Hilfe eines ICP-
Gerdtes analysiert.

Die Anreicherung erfolgt in 100 ml Kulturflaschen, die 30 ml minera-
lische Fliissigkeit (6) sowie 1 g Erzgemenge enthalten. Diese Kultu-
ren werden mit einer Frequenz von 150 Umdrehungen éro Minute geschiit-
telt. Die Bakterien werden anschlieBend durch Verdiinnungsreihen und,
soweit méglich, durch.Plagtierung auf verschiedenen festen, erzhal-
tigen Trédgermedien gereinigt. Zum fluoreszenzmikroskopischen Nach-
weis der auf dem Erz wachsenden Bakterien wurde eine geeignete Fdrbe-

methode entwickelt (Abb. 2; Huber et al., im Druck). Zur Zeit betreuen
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Abb.1: Thiobacillus ferrooxidans ATCC 23270; MaBstab 1 um

Abb.2: Dem Erz aufsitzende laugungsaktive Bakterien (Isolat SP5/2).
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme; MaBstab 10 pm
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wir etwa 1500 verschiedene Anreicherungskulturen. Die Versuche

sind noch nicht abgeschlossen.

Das Screening bezieht sich auf zwei verschiedene Biotope:

a) alte Erzlagerstdtten, wie Bergwerke und Halden, bei denen durch
eingedrungene Ndsse bereits eine mehr oder weniger starke na-
tlirliche mikrobielle Metallmobilisierung stattfindet. Hierbei
sollte vor allem auf heimische Lagerstdtten zuriickgegriffen
werden, beispielsweise auch auf solche in der nérdlichen Ober-
pfalz.

b) In Entstehung begriffene Erzlager in vulkanischen Gebieten so-
wohl kontinentaler (Italien, Island, Japan, Azoren, USA) als
auch submariner (Azoren, Vulcano, Neapel, Atlantis II Tief,
South Pacific Rise) Art. Hierbei war anzunehmen, daB wegen des
verfiigbaren Wassers ideale Bedingungen fiir leistungsf&hige Erz-
abbauer herrschen sollten. Es sollten sowohl mesophile (Tem-
peraturbereich 10 - 40°C) als auch thermophile (Temperaturbe-
reich 50 - 80°C) Organismen angereichert werden.

Bei den thermophilen Organismen zeigte sich zundchst bei Sulfolobus

brierleyi (2), daB8 dieses Bakterium nicht in der Lage war, unser

Erzgemenge anzugreifen. Dies traf sowohl fiir die von der Deutschen

Sammlung von Mikroorganismen (DSM 1651) als auch direkt von

Corale Brierley bezogenen Kulturen zu, was auch von anderen For-

schergruppen beobachtet wurde (A. Torma, pers. Mitteilung; W. Sand,

pers. Mitteilung). In den anderen Merkmalen, wie dem fiir Sulfolobus
relativ niedrigen Temperaturoptimum von 65°C sowie dem Wachstum auf

FeSO, oder S° stimmt der Stamm grundsdtzlich mit der Beschreibung

4
(2) iberein, obwohl Hefeextrakt zusdtzlich erforderlich ist. Die
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Fdhigkeit dieses Stammes, auf natiirlichen Erzen zu wachsen, kdénnte
m8glicher Weise ursprtinglich auf « inem verlorengegangenen Plasmid

codiert gewesen sein. Ahnlich Sulfolobus brierleyi zeigten 40 ex-

trem thermophile Sulfolobus~-Isolate, die von W. 2illig (Max-Planck-
Institut fiir Biochemie, Martinsried) und uns urspriinglich auf So
von Solfatarengebieten Islands, Japans, Italiens, den Azoren so-
wie der USA angereichert worden waren, ebenfalls keine Metallmobi-
lisierung und kein Wachstum auf Erz. Auf So’ meist erst in Gegen-
wart von Hefeextrakt, sduerten diese Stdmme zwar das Medium stark
an, fiir die Erzlaugung kommen sie jedoch nicht in Frage.

Kirzlich gelang es uns, aus den Vulkangebieten Italiens und Islandg
S coccoide thermophile Bakterienstdmme (Abb. 3) auf dem Erzgemenge
G1 anzureichern und sie durch Reihenverdiinnung zu isolieren. Drei
der neuen Isolate besitzen ein Temperaturoptimum von 80°C und sind
deshalb extrem thermophil. Sie zeigen eine bisher unbekannte aus-
gepridgte Kidltesensitivitédt, sodaB sie heiB iliberimpft werden miissen.

Die beiden anderen Isolate haben, wie Sulfolobus brierleyi, ein

Temperaturoptimum von nur 65°C. Ob es sich bei diesen neuartigen
Erzlaugern um Archaebakterien handelt, missen erst physiologische
und molekularbiologische Untersuchungen an Zellmaterial nach An-
zucht in gr&B8erem Stil zeigen. Erste Untersuchungen zur Laugungs-
aktivitdt dieser thermophilen Stdmme haben gezeigt, daB es sich
hierbei im Vergleich mit anderen Erzlaugern um die schnellsten
Kupfermobilisierer handelt (Tab. 1). Dariilber hinaus laugen sie das
Kupfer anscheinend bevorzugt gegeniiber anderen Metallen. Diese Iso-
late bendtigen keinerlei organisches Material im Kulturmedium. Wir

wollen untersuchen, ob ihre F@higkeit zur Erzlaugung plasmidcodiert
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ist und ob diese Eigenschaft bei Kultivierung auf anderen Substra-
ten, beispielsweise Schwefel, verlorengeht. Die thermophilen St&mme
kdnnten besonders zur in situ-Laugung tiefliegender Erzadern, die
durch die Geothermalwdrme aufgeheizt wurden, geeignet sein.

Auch von Standorten mit gem&@Bigten Temperaturen konnten wir einige
neuartige Metallmobilisierer isolieren:

Aus dem Uranbergwerk "Schacht Hohenstein", Poppenreuth (Oberpfalz)
erhielten wir 2 Isolate (H63 und H65), die im Gegensatz zu den
bekannten Metallmobilisierern- auf natiirlichen Erzen, nicht aber

auf Schwefel, Thiosulfat oder Eisen-II-sulfat wachsen. Es handelt
sich um kurze, diinne Stdbchen (0.3 um @), die sich somit bereits
morphologisch von Thiobacillen unterscheiden (Abb. 4). Proteinver-
gleiche aus Zellextrakten mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektropho-
resen haben gezeigt, daB diese Neuisolate in ihren Proteinmustern
ebenfalls sehr verschieden von denen der metallmobilisierenden
Thiobacillen sind, wdhrend letztere untereinander ein sehr &hnli-
ches Muster zeigen. Die neuen Isolate wachsen zwischen 25 und 45°C
mit einem Optimum bei 41°C. Der glinstigste pH-Bereich liegt zwi-
schen pH 4 und 5.5, sodaB diese Organismen viel weniger acidophil
als Thiobacillen sind. Im Vergleich mit anderen Metallmobilisierern
laugen diese Bakterien ganz bevorzugt Kupfer (Tab. 1), was auf eine
bisher unbekannte Metallspezifit&dt dieser laugungsaktiven Bakterien
hindeutet. Die molekularen Ursachen hierfiir sowie die physiologisch-
biochemischen Parameter sollen in weiteren Untersuchungen geklirt
werden.

Aus einem erzbildenden submarinen Hydrothermalsystem bei Vulcano (7)

konnten wir 2 Isolate (LM3 und L7) von dilnnen langen Stdbchen (Abb. 5)
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Thermophiles, metallmobilisierendes Isolat TH4; MaBstab 0.5 pm

Abb.3

’

Stamm H85, isoliert aus Schacht Hohenstein, Oberpfalz

MaBstab 0.5 um

Abb.4:
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Abb.5: Marines Isolat LM3; MaB8stab 1 um

Abb.6: Coccoides, mesophiles Isolat SP5/1; MaBstab 1 um
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erhalten, die auf Erzgemenge G1 bei Temperaturen zwischen 25 und
41°C wachsen. Die schnellste Verdoprlungszeit betrdgt etwa 8 std.
(37°C) . Auf anderen Substraten wie Eisen-II-sulfat, Schwefel oder
Thiosulfat wachsen diese Bakterien nicht oder nur wesentlich schwid-
cher als Thiobacillen. Dariiber hinaus unterscheiden sie sich von
letzteren durch ihr signifikant verschiedenes Proteinmuster sowie
durch einen wesentlich hdheren G+C-Gehalt von 68% (Thiobacillen

58 - 62%.G+C) in ihrer DNA.

Ein weiteres ungewdhnliches erzlaugendes Isolat (SP5/1) konnten wir
aus einer md&Big warmen solfatarischen Quelle in Pisciarelli Solfa-
tara erhalten. Diese kugelfdrmigen, in ihrem Durchmesser stark va-
riablen Organismen (Abb. 6) wachsen in einem Temperaturbereich zwi-
schen 25 und 37°C mit einer optimalen Verdopplungszeit auf Erzge-
menge G1 von 5 Std. bei 30°C. Neben verschiedenartigsten Erzen
widchst dieses Isolat, dhnlich den Thiobacillen, auch sehr gut auf
Natriumthiosulfat, Schwefel sowie Eisen-II-sulfat. Die taxonomische
Stellung dieses Bakteriums ist noch offen. Zellwandanalysen haben
jedoch den positiven Nachweis fiir Murein erbracht, sodaB es sich
mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit nicht um ein Archaebakterium
handelt.

Beli unserem Screening isolierten wir bisher auch mehrere Leptospi-
rillum-artige Organismen, beispielsweise Stamm SP4/1 (Abb. 7), aus
den kilhleren solfatarischen Quellen Italiens, Islands und den USA.
Ehnlich den bereits bekannten Stdmmen (4) wachsen diese auf Pyrit
oder durch Oxidation von Fez’. Auf Chalcopyrit zeigt sich nur ein
sehr schlechtes Wachstum, was m&glicher Weise auf der hohen Sensiti-

vitdt gegenilber Kupferionen (50 ppm Cu2+) beruht. Fiir einen Einsatz
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bei der mikrobiellen Wertmetallgewinnung scheinen diese Isolate
deshalb weniger geeignet zu sein. Das von uns ndher bearbeitete
Isolat SP4/1 unterscheidet sich im G+C-Gehalt seiner DNA (54% G+C)

deutlich von Leptospirillum ferrooxidans DSM 2705 (49% G+C), sodaB

es sich um eine neue Art der Gattung Leptospirillum handeln diirfte.

Abb.7: Leptospirillum-&hnliches Isolat SP4/1; MaBstab 1 um

Auch ca. 80 erzlaugende Thiobacillen konnten von verschiedensten
Standorten isoliert werden, von denen die aktivsten als definierte
Mischkulturen mit unseren anders&rtigen Isolaten gepriift werden
sollen. Es zeigte sich (Tab. 1), daB die Laugungsaktivitédt der ver-
schiedensten Metallmobilisierer trotz identischer Bedingungen um
mehr als eine Gr&Benordnung verschieden sein kann (z.B. bei Kupfer),

sodaB der Einsatz leistungsfdhiger ausgewdhlter Kulturen in Zukunft
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Tab.1 Vergleich der Laugungswerte der Neuisolate mit bekannten

Thiobacillus ferrooxidans Stdmmen

Wachstum auf Erzgemenge G1 (KorngriBe<imm); Beimpfung 2%ig; Lau-

gungswerte in mg/l nach 28 Tagen Inkubation; Wert der Sterilkontrolle
bereits abgezogen

Elemente
Cu Zn U
Stédmme
Maximalwert 2100 4700 90
(= 16sl. in kochen-
dem Kdnigwasser)
Thiobacillus ferroox.
ATCC 23270 135 2250 50
ATCC 19859 18 1600 10 -
DSM 1927 128 5080 : 54
T. ferroox. Isolate
Ra8 74 2340 45
Ra11/2 109 5200 93
Sch2 74 2330 29
OP4/sSt.5 96 4000 96
SP5/2 110 950 -
SP6 110 4300 56
Kr10 130 2400 36
CH5 180 2450 59
andersartige mesophile
Isolate
SP5/1 130 2000 -
LM3 60 1610 82
L7 125 2100 100
H65 270 300 25
thermophile Isolate
TH4 566 2250 80
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eine groBe Praxisrelevanz haben wird. Die beim Isolat H85 aufge-
zeigte Kupferspezifitdt (Tab. 1) deutet darauf hin, daB Metallspe-
zifitéiten bei Metallmobilisierern vorhanden sein k&nnen und da8 es
sich auch vom Standpunkt einer spdteren einfacheren Aufarbeitungs-
technologie her lohnt, nach dhnlichen Organismen auch fiir andere

Metalle zu suchen.

Unser Dank gilt FPrau Hannelore Nowarra fir die exzellente techni-

sche Assistenz sowie dem BMFT fiir die Fbrderung dieser Forschung.
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