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Die bakterielle Oxydation yon Pyrit 
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Bacter ia l  Mediat ion in  the Oxidat ion of Pyr i te  

Summary. I. The oxidation of pyrite (the pyrite being in aqueous suspension 
or in water saturated atmosphere) is mediated by Ferrobacillus ]errooxidans and by 
Fe(II) oxidizing bacteria isolated from acid mine drainage water. 

2. The rate of oxidation appears to be proportional to the quantity of bacteria 
present, e.g., ca. 0.1 Eq/h/g bacteria (dry weight) or 1 Eq/h/g bacterial nitrogen. 
If bacterial densities become too large, other factors become rate determining. 
The autotrophie nature of the pyrite oxidation mediating bacteria was ascertained 
by measuring the assimilation of 14C02. 

3. The pyrite oxidation rate is within wide limits independent of the pyrite 
surface area concentration. Hence neither surfaee area dependent reaction steps nor 
diffusion processes are rate-limiting. These results are compatible with the cycle 
proposed in reaetion (3). 

4. The metabolie capacity of the Fe(II) oxidizing organisms does not seem to 
be fully realized in the oxidation of pyrite. As possible cause of this it may be 
assumed that a large part of the oxidized iron is transformed into Fe(III) oxide, 
which is non reactive with respect to pyrite. 

Zusammen/assung. 1.2'errobacillus ]errooxidans und Fe(II)-oxydierende Isolate 
ans Kohlenbergwerkssiekerwasser katalysieren die Oxydation yon Pyrit durch 
Sauerstoff. Dabei k6nnen Pyrit oder pyrithaltige Agglomerate sowohl in w~Briger 
Suspension als auch in feuchter Atmosphere als Substrat f'dr bakterielles Wachs- 
tuna dienen. 

2. Die beobachtete Assimilation yon 14C0~ weist auf die autotrophe Natur 
dieser Bakterien bin. 

3. Die Gesehwindigkeit der Pyritoxydation ist weitgehend der Anzahl der vor- 
haudenen Bakterien proportional; ca. 0,i Aq/Std/g Bakterien (Troekengewicht) 
oder 1 .~q/Std/g Bakterienstiekstoff. 

4. Die Geschwindigkeit der Pyritoxydation ist innerhalb welter Grenzen un- 
abh~ngig yon der Oberiti~chenkonzentration des Pyrites. Somit sind oberfl~chen- 
abh~ngige Reaktionsschritte sowie auch DiffusionsvorgEnge nicht geschwindigkeits- 
bestimmend. 

5. Die metabolische Leistungsf~higkeit der Fe(II)-oxydierenden Bakterien wird 
bei der Oxydation yon Pyrit nicht roll ausgeniitzt. Es mag angenommen werden, 
dab ein grol]er Tell des oxydierten Eisens in -- bezfiglich Pyrit -- nieht-reaktives 
Eisen(III)-oxyd umgewandelt wird. 
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Es ist bekannt,  dM] Pyri t  (FeS2) unter aeroben Bedingungen oxydiert 
wird : 

FeS2(s) + 3,5 02 + I~20 = Fe(II) + 2S0~ ~- + 2H + (1) 

Fe(II) + 0,25 02 + 2,5 tI20 = Fe(OH)3(s) + 2H+. (2) 

Wo Pyri t  in der Natur  vorkommt,  z.B. bei Ablagerungen von Kohle, 
Sehiefer und Kupfererzen, macht  sich bei Kon tak t  mit  Luft  diese Oxyda- 
tion vor allem durch die dabei frei werdende S/~ure bemerkbar.  

Das folgende vereinfaehte Reaktionsschema 

(+o,) - Fe(II) + S-Verbindungen (a) FeS2(s) s. langsam 

Fe(II) + o~ ~ ~ 1%(111) (b) 

Fe(III) + FeS2(s) schnell ~ F~(II) + SO, -2 (e) .(3) 

Fe(III) + tI20 schnell . F%0 a " H20(s ) (d) 

wurde verwendet (Singer u. Stumm, 1970), um die Gesehwindigkeits- 
abhgngigkeit der Oxydationsreaktion zu erkl/~ren. Danaeh wird zwei- 
wertiges Eisen in der Initialreaktion (3a) entweder dureh Dissoziation 
oder Oxydation des Pyrites freigesetzt. Dadureh wird ein Reaktions- 
kreislauf ermSglieht, bei dem in Reaktion (3 b) Fe(II)  zu Fe(I I I )  oxydiert 
wird, das dann nach (3e) mit  dem Pyri t  (Garrels and Thompson, 1960) 
reagiert und dabei zus~zliehe Fe(II) ,  S04 ~- und Protonen naeh der 
st6ehiometrisehen Gleiehung 

FeS~(s) + 14Fe(III) + 8H20 : 15Fe(II) + 2S0~ ~- + 16I-I+ (4) 

liefert. Dieses Reaktionsmodell ist ghnlich demjenigen yon Temple u. 
Delehamps (1953). 

Die relativen Gesehwindigkeiten der Reaktionen (3) wurdenin unserem 
Laboratorium unter sterilen Bedingnngen untersueht, und es wurde 
festgestellt, dab Pyr i t  vor ahem dutch Fe(I I I )  (I~eaktion 3e) und nut  
auBerst ]angsam dutch 02 (Reaktion 3a) oxydiert wird. 

Dementspreehend ist die Oxydation yon Fe(II)  dureh 03 die gesehwin- 
digkeitsbestimmende Teilreaktion. Die geaktionsgesehwindigkeit unter 
sterilen Bedingungen, in AbMngigkeit  des p I I  (Abb. 1), ist bekannt  
(Stumm u. Lee, 1961 ; Singer u. Stumm, 1970). Danaeh ist bei dem dureh 
die oxydative Aufl6sung Yon Pyri t  sich einstellenden tiefen p H  mit 
Reaktionsgesehwindigkeiten zu reehnen, die um mehrere Gr6Benord- 
nungen kleiner sind [fiir die Oxydation yon Fe(II)  bei p i t  3, p Q  = 

0,2 arm, 25 ~ C, ergibt sieh eine tIalbwerLszeit yon ca. 10 Jahren] als die 
in der Natur  beobachteten Gesehwindigkeiten. 
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Abb. t. Gesehwindigkeifi der Oxydation yon Fe(II) als Funkflion des pH in abio 
tischen Systemen (Singer u. Stumm, 1970) 

Wohl kSnnen versehiedene homogene nnd heterogene Katalysatoren 
den gesehwindigkeitsbestimmenden Schritt und damit aueh die Gesamt~ 
oxydationsreaktion etwas beschleunigen (Singer u. Stumm, 1970), doeh 
lassen sich die natiirlicherweise auftretenden Geschwindigkeiten am 
besten durch eine bakteriellc Katalyse erkl/~ren. DaB autotrophe 
Eisenbakterien, wie z.B. Ferrobacillus [errooxidans oder Thiobacillus 
[errooxidans, die Energie der Reaktion 3 b [AG = -- 6,5 kcal per Mol 
Fe(I[) bei pH 3] ffir ihr Wachstum ausntitzen kSnnen, ist allgemein 
bekannt (Dugan n. Lundgren, 1965; Silver]nan u. Ehrlich, 1964; Si]verman 
u. Lnndgren, 1959; Turtle et al., 1969). Solehe Bakterien sind aus 
Drainagewasser von Kohlenbergwerken in USA (West Virginia, Pennsyl- 
vania, Ohio) isoliert worden. Trotzdem besteht eine Kontroverse (Pro- 
ceedings of Symposium on Coal Mine Drainage Research, 1968), ob solche 
Bakterien lediglich im Abflug aus Kohlenminen in den eisenhaltigen 
Abw~ssern auftreten, oder ob sic mal3geblich kausal an der Oxydation des 
Pyrites beteiligt sind. 

Es war Aufgabe dieser Arbeit, abzukl~ren, wie autotrophe Bakterien 
die Oxydation yon Pyri t  beeinflussen. Entspreehend den in der Natur  
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vorkommenden Verh/~ltnissen wurde der bakterielle Einflufi auf die 
Oxydation sowohl an in w/~l~riger L6sung suspendiertem Pyrit als auch an 
festem Pyrit in wasserdampfges~ttigter Atmosphs untersucht. 

Material und Methoden 

Py~it. Die Untersuchungen wurden an 2 Typen yon Pyrit durchgefiihrt: 
1. Reiner, kristalliner Pyrit, welcher mehr als 99o/o FeS2 enthi~It, und 2. pyritische 
Kohlenabgange mit einem Pyritgehalt yon ca. 5~ der Barnes und Tucker, West 
Virginia, Kohlenmine. Beide Pyritsorten wurde~ mit Wasser gewaschen und ver- 
m6rsert. Partikel mit einem Durchmesser yon weniger als 1 mm ~urden experi- 
mentell verwendet. Sie wurden vor Gebrauch autoklaviert. 

LSsungen. Anorganische L6sungen wurden zubereitet mit Reagentien yon 
analytischem Reinheitsgrad und mit doppelt destilliertem Wasser. Wenn n6tig, 
wurden die L6sungen autoklaviert. Fe(II)-L6sungen wurden mit FeSO 4 hergestellt. 
Medium 9K ist von Silverman u. Lnndgren (1959) beschrieben worden. Die ge- 
brauchsbereite LSsung hat einen pi t  yon 2,6. 

Bakterien. Als Eisenoxydation katalysierende Bakterien dienten: 1. Ferro- 
bacillus/errooxidans (American Type Culture Collection ~r.  13661) and 2. ein 
Isolat aus einem KohlenbergwerksabfluB in Elkins, West Virginia. Der Stamm 
wurde auf Medium 9K Ion-Agar isoliert. 

Inkubation des Pyrites, Pyritprobenwurden entweder in Fe(II)-freiem Medium 9K 
suspendiert oder aber damit angefenchtet und einer wasserdampfges~ttigten Atmo- 
sphare ausgesetzt (Abb.2). 

Messung yon Oxydationsgeschwindigkeiten. Die Oxydationsgesehwindigkeiten 
wurden mikromanometrisch bei 25~ in einem Warburgapparat gemessen. Die 
Sauerstoffverbrauchswerte der Proben wurden korrigiert urn die Blindwerte, die an 
sterilem, im iibrigen aber gleich wie die experimentellen Proben behandeltem Pyrit 
bestimmt worden waren. Gelegentlich wurde der Oxydationsvorgang auch verfolgt 
dutch Messung der Fe(II)-Konzentration. 

Bestimmung der Pyritmengen. Zar Bestimmung der in den Proben vorhandenen 
Pyritmengen wurde das Pyrit-Bakterien-Kohle-Salzgemenge in siedendem KSnigs- 
wasser in LSsung gebraeht. Die EiseDkonzentration wurde dann in 0,1 M HC1 
atom-absorptionsspektrophotometrisch gemessen (Perkin-Elmer 303). 

Assimilation yon Kohlensto]]-14. Um die autotrophe Natur der bakteriellen 
Aktivitgt auf Pyrit zu demons~rieren, wurde die Assimilation yon Kohlenstoff-14 
bestimmt. In einem groBen Warburggefi~l] (100 ml) yon ~hnlicher Konstruktion 
wie der Apparat in Abb. 2 wurde kristalliner Pyrit auf ein Millipore Membranfilter- 
papier gelegt. Das Filterpapier war in Kontakt mit Fe-freiem 9K Medium. W~hrend 
der Inkubation mit eisenoxydierenden Bakterien wurde der Pyrit einer 14C02-Gas- 
phase ausgesetzt. Letztere wurde hergestellt, indem man festes BalaC03 mit 
Schwefels~ure behandelte, nachdem alles 1~C0~ mit COe-freier Luft aus dem GefiiB 
ausgeblasen worden war. Zur Bestimmung des assimilierten 1Kohlenstoff-14 wurden 
Pyrit und Filterpapier in einem geschlossenen Apparat (Methode der nassen 
Oxydation; Jeffay u. Alvarez, 1961) oxydiert. Das dabei freigesetzte CO s wurde 
absorbiert in einer LSsung yon Athylenglykolmonoathyl~ither in J~thanolamin. 
Der Kohlenstoff-14 wurde gemessen in einem Beckman Beta-MatelI-Liquid- 
Szintillations-Z~thler mit Hilfe von nichtpolarem Szintillationsmedium. Standardi- 
siertes 14C-Toluol diente als interner Standard zur Messung der Z~hlungsausbeute. 

8* 



114 E. Stumm-Zollinger: 

abschliessbor 
durch sterile Wafle 

Pyrit auf 
~ Filterpopier 

anorganische 
N6hrstoffe 
(Fe (11) frei) 

Filterpopierstreifen 

Abb. 2. Apparat fiir die Oxyd~tion yon Pyrig in wasserdampfges~tgig~er Atmosphgre 

Resultate 

Die mikrobielle Oxydation yon sauren (pit  2--3) Fe(II)-LSsungen 
und yon Pyrit ,  sowohl in wggriger Suspension als aueh in wasserdampf- 
ges/~ttigter Luft, 1/~gt sieh mit Ferrobacillus ]errooxidans wie auch mit  
Isolaten aus Kohlenbergwerksabw/~ssern nachweisen. In Fe(II)-L6sungen 
ist das Wachstum der Bakterien dureh Doppelungszeiten von 8--20 Std 
charakterisiert. Dabei hs die Geschwindigkeit der Sauerstoffoxyda- 
tion yon Fe(II) yon der Konzentration der Zellen ab, wie das bereits von 
Lundgren u. Mitarb. besehrieben wurde. Auch die Oxydation yon Pyri t  
ist weitgehend yon der Anzahl der aktiven Zellen abhangig (Abb. 3--5). 
Erstaunlieh ist, dab die bakteriell kata]ysierte Oxydation yon Pyri t  
in wasserdampfges/~ttigter Atmosphgre ebenfalls mit bemerkenswerter 
Geschwindigkeit (Abb. 3) stattfindet. DaB es sieh beim Kata]ysator um 
autotrophe Bakterien handelt, wurde dutch die Messung der 14CO~- 
Aufnahme bewiesen. Vergleichende Untersuehungen fiber die Aufnahme 
yon 14C0~ in sterilen und mit eisenoxydierenden Bakterien inoculierten 
Pyritproben zeigten signifikante Assimilation yon 14C02 in den letzteren. 

Kinetik 

Abb. 3 zeigt, dab die Gesehwindigkeit der mikrobiell katalysierten 
Oxydation yon Pyri t  in einer feuehten Atmosphere etwas abh~ngig ist 
yon der Menge (Oberfl/~ehe) des Pyrites. Bei dieser Versuehsauordnung 
[versehiedene Mengen yon Pyrit ,  we]eher mit Fe(II)-freiem 9 K Medium 
leicht angefeuehtet und mit aus Kohlenbergwerksdrainagewasser iso- 
lierten Bakterien 2--3 Monate in einer wasserdampfgesgttigten Atmo- 
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Abb. 3. Bakteriell katalysierte Oxydation yon kristallinem Pyrit in wasserdampf- 
gesgttigter Atmosphere. Temperatur 25 ~ C. Organismen: Kohlenminendrainage- 

Isolat 

sphere inkub~ert worden war, wurden in Warburgflasehen fibertragen] 
n immt  die Anzahl der Zellen mi t  der Menge (Oberttgehe) des zur Anwen- 
dung gelangenden P3n-ites zu. 

Abb. 4 und 5 vergleiehen die Abh~ngigkeit der Oxydationsgesehwin- 
digkeit von Pyri t  in w~Briger Suspension 1. yon der Konzentrat ion der 
Bakterien und 2. yon der Oberfls des zur Anwendung 
gelangenden Pyrites. Die l~esultate yon Abb. 4 wurden erhalten in Pro- 
ben, die gleiehe Mengen Pyri t  (650 --4- 50 rag) in 25 ml Fe(II)-freiem K 9 
Medium enthielten, aber mit  versehiedenen Mengen Bakterien [2,5 bis 
2.SFg Bakterien-Trockengewieht (ca. 2 , 5 - - 2 5 . 1 0  s Zellen)] inoeuliert 
worden waren. Diese Bakterien waren Reinkulturen (Isolat aus Kohlen- 
bergwerksdrainagewasser), die fiber Zeitrgume yon 2--3  Monaten in 
Suspensionen yon Pyri t  in Fe(II)-freiem K 9 Medium inkubiert worden 
waren. In  diesen kurzfristigen Experimenten wurde der Pyr i t  vorgs 
der Inoculation dureh 20minfitige Immersion in koehendem Wasser 
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Abb.4. Effek~ der Bakterienkonzentration auf die Gesehwindigkeit der Oxydation 
yon in wgl3riger LSsung suspendiertem, kristallinem Pyrit. Temperatur 25~ 

Organismen: Kohlenminendrainage-Isolat 

,,sterilisiert". Kontrollen zeigten, dab die Aktivits der sehon vor der 
,,Sterilisation" auf dem Pyri t  vorhanden gewesenen Organismen ftir die 
Dauer der experimentellen Messungen vernachl~ssigbar gering war. 

Die Resultate der Abb. 5 warden erhalten, indem versehiedene lV[en- 
gen yon Pyri t  (verschiedene Oberfl/~ehenkonzentrationen), suspendiert 
in w/~griger LSsung, mit gleieh groBen Inoeula [Reinkulturen yon Fe(II) 
oxydierenden Bakterien, aus Koh]enbergwerksdrainagewasser iso]iert] 
geimpft wurden. 

Die in Abb. 4 und 5 wiedergegebenen Resultate zeigen, dab die Oxy- 
dationsgesehwindigkeit yon suspendiertem Pyri t  unabh/~ngig ist yon der 
Oberfi/tehenkonzentration des Pyrites, dab sie aber abhgngt yon der 
Menge der vorhandenen Bakterien. In jeder Probe wurden weitgehend 
zeitunabh/~ngige Oxydationsgesehwindigkeiten beobaehtet, da die Zahl 
der Organismen in den Inoeu]a grog genug war, dab die Dauer der experi- 
mentel]en Beobaehtung kurz gehalten werden konnte; somit blieb die 
relative Konzentrat ion der Bakterien pro Probe ann~hernd konstant. 
Diese Unabh~ngigkeit der Pyri toxydat ion v o n d e r  Pyritoberfl/~chen- 
konzentration zeigt, dab die geschwindigkeitsbestimmende Teilreaktion 
in der Pyri toxydation [Oxydation yon Fe(II) zu Fe(III)] in LSsung start- 
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Abb. 5. Die Gesehwindigkeit der bakteriel] ka~alysierten Oxydation yon in w~griger 
LSsung suspendiertem Pyrit ist unabh~ngig yon der Pyritoberflaehenkonzentration. 
Organismen: Kohlenbergwerksdrainage-Isolat. Organismenkonzentration in allen 

Proben dieselbe 

findet. Zur Synthese von 106 Zellen (ca. 1 ~g Trockengewicht)mu6 
ungef/~hr 1 [zAq Fe(II) oxydiert werden (Stumm u. Morgan, 1970, 
S. 557). Die Gesehwindigkei~ der 0xydat ion ist in der Gr6genordnung 
yon 0,1 )[q (h -1) pro Gramm Bakterien (Troekengewieht) oder 1 Aq (h -1) 
pro Gramm Bakterienstickstoff. ~renn die Diehte der Bakterien zu grog 
wird, k6nnen andere Faktoren gesehwindigkeitsbestimmend werden. 
Abb. 5 zeigt ebenfalls, da6 die Gesehwindigkeit der bakteriell 
ka~alysierten Oxydation unabh/tngig davon ist, ob reiner Kristallpyrit 
oder loyrithaltige Kohlenabg/tnge vorliegen. 

Abb. 6 vergleieht die Oxydationsgeschwindigkeiten yon Fe(II)- 
LSsungen (9 K ~edium) in Gegenwart und Abwesenheit yon suspendier- 
tem Pyri~. Anf/tnglieh sind die beiden Gesehwindigkeiten /~hnlieh 
(30--40 ~10~ per Stunde). In der Probe, die keinen Pyrit  enth'~lt, 
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Abb. 6. Vergleich der Oxydationsgeschwindigkeiten yon kristallinem Pyri~, Kohlen- 
bergwerkspyrit und gelSstem Eisen(II). Temperatur 25~ 0rganismen: Kohlen- 

minenabfluB-Isolat 

kommt die Oxydation zum Stfllstand, wenn die Konzentration des in der 
LSsung vorhandenen Fe(II) Null erreieht hat (naeh ca. 50 Std). In der 
Pyri t  enthaltenden Probe ist die Oxydationsgesehwindigkeit etwas 
sehneller als in der Vergleiehsprobe, wird dann aber, naehdem das meiste 
in LSsung vorhandene Fe(II) oxydiert ist, 3--4real  kleiner und erreieht 
schlieBlieh Werte, die den typisehen heterogenen Oxydationsgesehwin- 
digkeiten des Pyrites entspreehen. 

Diskussion und SehluBfolgerungen 

Die Resultate zeigen, dab Ferrobacillus [errooxidans und Fe(II)- 
oxydierende Isolate aus Kohlenbergwerkssickerwasser die Oxydation yon 
Pyri t  dureh Sauerstoff katalysieren, und dag Pyri t  oder pyrithaltige 
Agglomerate sowohl in w/~13riger Suspension als aueh in feuehter Atmo- 
sphere als Substrat fiir bakterielles Waehstum dienen kSnnen, wobei die 
im letzteren Fall beobachtete Assimilation yon 14CO~ auf die autotrophe 
Natur dieser Bakterien hinweist. 

DaB die Oxydationsgesehwindigkeit weitgehend der Anzahl der 
vorhandenen Bakterien proportional ist, deutet darauf bin, dab der 
geschwindigkeitsbestimmende Sehritt durch die bakterielle Aktivit~tt 
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kontrolliert  wird. Dami t  sgeht in ~bere ins t immung,  dab die Oxy- 
dationsgesehwindigkeig innerhalb welter Grenzen unabhgngig yon  der 
Oberflgehenkonzentrat ion und  der Na tu r  des Pyri tes  ist. Unte r  diesen 
Umsggnden sind also oberflgehenabhgngige Reaktionssohri t te  sowie aueh  
Diffusionsvorggnge nieht  gesehwindigkeitsbes~immend. I)iese Gesetz- 
mggigkeiten sttitzen den in Reakt ion  (3) vorgesehlagenen geakgionseyelus.  

Die metabolisohe Leis~ungsfghigkeit der Fe(I I )  oxydierenden Bakte-  
rien wird allerdings bei der Oxydat ion  yon  Pyr i t  nieh~ voll ausgen/itzt.  
Wie Abb. 6 zeigt, ist unter  sonst vergleiehbaren Bedingungen die Ge- 
sehwindigkeit der Oxydat ion  yon  Pyr i t  wesentlieh kleiner als diejenige 
yon  15sliehem Fe(II) .  Als m6gliehe Ursaehe dieses Tatbes~andes mag an- 
genommen werden, dab der gr6Bte Teil des zu Fe( I I I )  oxydiertenEisens 
in - -  beziiglieh der Oxydat ion  yon Pyr i t  - -  niehg-reaktives F e ( I I I ) o x y d  
umgewandelg wird, so dab in Gegenwart  yon  Pyr i t  lecliglieh eine sehr 
kleine Sta t iongrkonzentra t ion  yon 16sliehem Fe(I I )  aufrechterhal ten 
wird. Ohne zuss Untersuehungen kann  abet  diese Erniedrigung der 
metabolisehen Aktivit/~t nieht  befriedigend erkl/irt werden. Seheinbar 
n immt  die Gesehwindigkeit der bakteriellen Oxyda~ion yon  Pyr i t  nur  bis 
zu einer bes t immten kritisehen bakteriellen Konzent ra t ion  zu;  danaeh  
wird ein anderer  Fak to r  gesehwindigkeitsbestimmend. 
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