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I. E i n l e i t u n g  
Unter der Einwirkung von Sickerwassern aus den1 Hangenden spielen sich besonders 

in der Oxydationszone, dem ,,Eisernen Hut", der sulfidischen Erzlagerstatten Verwitterungs- 
vorgaiige ab, die z. B. zur Entstehung von Eisensulfat-Mincralien und von Schwefelsaurcl 
aus Pyrit fiihren (SMIRNOW 1954): 

2 FeS, + 7 0, + 2 H,O + 2 FeSO, + 2 H,SO, 
h l i c h e  Vorgange sind in Markasit-haltigen Kohlengruben und an anderen Stellen 

beobachtet worden. Die Grubenwasser weisen in derartigen Fallen meist eine erhebliche 
Aziditat mit pa-Werten von 1 bis 3 auf und wirken zerstorend auf Gleisanlagen der Gruben- 
bahn, auf Rohrleitungen und Pumpen (TEMPLE und KOHLER 1954). 

Es handelt sich entgegen friiheren Ansichten nieist nicht um Prozesse, die unter der Ein- 
wirkung des Luftsauerstoffes abiologisch-chemisch verlanfen. Die Oxydation wird durch 
die Mitwirkung von zwei Mikroben aus der Gattung Thiobacillus wesentlich beschleu- 
nigt (COLMER, TEMPLE und HINKLE 1950; LEATHEN und MADISON 1949). 

Beteiligt sind Thiobncillus thiooxidans, WAKSMAN und JOFFE 1922, und Thiobacillus 
ferrooxidans, TEMPLE und COLMER 1951. Beide Organismen waren stets bei bakteriologi- 
schen Untersuchungen der sauren Grubenwasser anzutreff en (LEATHEN und MADISON 1949; 
TEMPLE und COLMER 1951; ASHMEAD 1955; FJERDINGSTAD 1956). Andere Bakterien sind 
in den1 stark sauren Milieu nicht nachgewiesen worden. Unklar ist die Bedeutung der Pilze, 
die regelmaSig in der Biocoenose vertreten sind (COLMER und HINKLE 1947; ASHMEAD 
1956). Die charakteristischen, im Grubenwasser mit der Stromung flottierenden Pilzwatten 
werden in der angelsachsischen Literatur als ,,streamer" bezeichnet (TEMPLE und KOEHLER 
1954). 

Da uns eine Anzahl von Proben verschiedener Herkunft zur Verfiigung stand, hatten wir 
die Moglichkeit, die Artzugehorigkeit der beiden Thiobakterien zu iiberpriifen, das Vor- 
kommen und die Bedeutung der Pilze und die Frage der Sehwermetalltoleranz auf breiterer 
Basis zu untersuchen, als es bisher geschehen ist. 

11. M a t e r i a l  uiid M e t h o d e n  
Proben von oxydierten sulfidischen Erzen, von Braunkohlen und Grubenwassern 

(Tabelle 1) wurden in  den Gruben soweit wie moglich unter aseptischen Bedingungen ent- 
nommen. Bei der Entnahme der Grubenwasser haben wir zunachst mit Universal-Indieal- 
Papier J 100 (Berlin-Chemie, Berlin-Adlershof) den Sauregrad festgestellt. Nur Wasser, 
deren pH-Wert unter 3,5 bis 4 lag, wurden gesammelt. 

Es  war bemerkenswert, da13 gelegentlich bei einigen nicht weit voneinander entfernten 
Wasserlachen oder Tropfstellen recht verschiedene pa-Werte gefnnden wurden. Trotz 
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gleicher geologischer Bedingungen fanden wir z. B. in  der Grube EinheitlElbingerode auf 
der 170-rn-Sohle/Siidstrecke eine Tropfstelle mit einem pH-Wert von 2 und in  etwa 10 ni 
Entfernung eine zweite Tropfstelle mit einem pH-Wert von 8,4. Die erstgenannte Probe ent- 
hielt nahezu 2 x lo4 Thiobakterien pro ml, wahrend im zweiten Fall diese Mikroben fehlten. 

Tabelle 1 
Art und Herkunft der untersuchten Proben 

H erkunf t Standort Probenbezeichnungl) I I 
Binghani Canyon/Utah 
Bisbee/Arizona 
Bolliden/Schweden 
Elbingerodel Harz 
Emmerstedt 
Falun/ Schweden 
Freiberg/Sachsen 
Grunewalde, Lauchh. 
Helmstedt 
KristineberglSchweden 
Meeeenl Westfalen 
Meiyko ' 
Rammelsberel Goslar 
Borok, BeziFk Jarovslav, 
UdSSR2) 

Schottland 
Schwandorf/Oberpfalz 

sulfid. Erzlagerst. 
sulfid. Erzlagerst. 
sulfid. Erzlagerst. 
sulfid. Erzlagerst. 
Braunkohlentagebau 
sulfid. Erzlagerst. 
sulfid. Erzlagerst. 
Braunkohlentagebau 
Braunkohlentagebau 
sulfid. Erzlagerst. 
sulfid. Erzlagerst. 
sulfid. Erzlagerst. 
sulfid. Erzlagerst. 
Wassergraben mit reichlich 
Fe(OH), bei einem Wald- 
teich 
Kohlengrube 
Humboldtit (Eisen-Oxalat) 
aus dem Braunkohlentage- 
bau 

Bing 
Bi 1, Bi 2, Bi 6, Bi 7 
Bol 1, Bol3, Bol 4. Bol 5 
Elb 1 bis 14 
Em 
Fa 4, Fa 5 
Freib. 1, Freib. 3, Freib. 4 
G 1 bis G 4 
H 4 ,  H 6  
KO, K 1, K 2, K 4, K 5 
Meg 4, Meg 5 
M 
Ram2b. Ram2c 
Ryb 3 bis 6 

scot 
Schwa 

Prof. Dr. STARKEY/NeW Brunswick hat uns freundlicherweise drei Kulturen von Th. thioozi- 
duns iiberlassen. Dr. BECK/PrOVO, Utah, verdanken wir eine Th. ferrooziduns-Reinkultur und 
eine Wasserprobe aus dem Bingham Canyon. 

Zahlreichen Kollegen, die uns bei der Beschaffung von Untersuchungsmaterial unterstiitzt 
haben, sprechen wir auch an dieser Stelle unseren Dank aus, insbesondere den Grubenverwaltun- 
gen in Bisbee (Arizona), in Boliden, Falun, Kristineberg (Schweden), in Goslar (Rammelsberg), 
Freiberg, Helmstedt und Elbingerode (Grube Einheit). 

Fur die Kultur von Thiobakterien sind etwa 30 verschiedene Medien bekannt geworden. Da- 
von haben wir 10 auf ihre Verwendbarkeit gepruft. Wir benutzten eine Nahrlosung nach STARKEY 
(1925), die im folgenden als STA/S bezeichnet wird: 

0,2-0,4 g 
3,0-4,0 g 

(NH,)dO* 
KH,PO, 
CaCl, . 2 H,O 0 2 5  g 
MgSO,. 7 H,O 0,5 g 
FeSO,. 7 H,O 0901 g 

Schwefelbliite 10 g 
pa-Wert 4,5 

Aqua dest. 1000 ml 

Die Nahrlosung ohne Schwefel wurde im Autoklaven 30 min bei 1 atii sterilisiert. Wir haben 
Schwefel in entsprechenden Mengen in Reagenzglasern 3mal 30 min feucht im Dampftopf 
sterilisiert nnd nach Riicktrocknung bei 60 bis 80° C der Nahrlosung aseptisch in moglichst 
f einer Verteilung zugese t zt. 

I) Die arabischen Ziffern und kleinen Buchstaben hinter den Abkurzungen dienen der Be- 

z, Einzige Probe von einem Standort auOerhalb einer Erz- oder Kohlenlagerstatte. Einen 
zeichnung der Standorte und der betreffenden Stamme. 

Hinweis auf dieses Vorkommen verdanken wir Prof. Dr. KUSNEZOV. 
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Thiobacillus ferrooxidans wurde in dem von LEATHEN 11. a. (1951) angegebenen Medium LE 
kultiviert : 

p$4)ZS04 03 g 

K,HP04 0,05 g 

0,05 g 

Ca(NOJ2 0,01 g 

MgSO,. 7 H,O 0,50 g 

Auqa dest. 1000 nil 
Sterilisation erfolgte 30 inin bei 1 atii im Autoklaven. J e  1 ml keimfrei filtrierte 10%ige 

FeSO, . 7 H,O-Losung wurde nach dem Erkalten auf 100 ml LE-Losung aseptisch zugefiigtl). 
Der pH-Wert liegt zwischen 3,5 und 4. Zur Kultur der Pilze haben wir meist Malz-Agar oder 
CZAPEK-AgaI verwendet. Soweit nicht anders angegeben, standen die Kulturen bei 2 5 O  C im 
Brotraum. 

Als KulturgefaBe fur Thiobakterien dienten in der Regel 100-ml-Erlenmeyer-Kolben aus 
Jonaor GerLteglas mit jeweils 50 ml Nahrlosung. Sollten tagliche pH-Messungen iiber langere 
Zeit ausgefiihrt werden, so benutzten wir 750 ml-Erlenmeyer-Kolbrn mit je  350 ml Nahrlosung. 

Messungen der pa-Worte wurden mit einer mittelohmigen Mikro-Glaselektrode Typ GA 60 
des Forschungsinstitutes Meinsberg/Sachsen in Verbindung mit dem p-Meherstarker  MV 11 
dcr Firma Kiistner/Dresden (CLAMANN u. GRAHNEKT) ausgefuhrt. 

Ncphelometrisehe Messungen erfolgten mit den1 Pulfrich-Photometer unter Verwendung 
des Spezialaufsatzes fur Triibungs- nnd Fluoreszenzmessungen. 

111. G e w i n i i u n g  von  R e i n k u l t u r e n  

:\Is husgangsmaterial dienten ineist die in den Gruben aseptisch entnoniinenen Wasser- 
proben. Etwa 0,2 1111 wurden in die Nahrlosung STA/S bzw. LE geimpft. Nac,h 10 bis 14 
Tagen war in den meisten Pallcn cine Entwicklung der Thiobakterien an folgenden Merk- 
malen nachweisbar : Th. lhioozidans triibt die Nahrlosung stark und bildet Schwefelsaure, 
der pH-Wert fallt infolgedessen auf etwa 1 bis 2. Tli. ferrooxidans oxydiert FeSO, zu rost- 
braonem Fe(OH), und zu Perrisulfat, das besonders um die als Aufwuchs am Glas gebil- 
deten Kolonien abgesetzt wird (Abb. 1). Die Sausmng erreicht hicr nurpa-Werte von etwa 2,5. 

In einigen Fillen erhalt man anf diese Weise sofort Reinkulturen. Als standige Begleiter 
treten jedoch in den meisten Kulturen Pilze auf, die aueh bei einer raschen Folge von Sub- 
kulturen, wie es LIPMAN 11. a. (1921) empfehlen, nur schwer zu entfernen sind. Eine Ver- 
nnreinigung der Kulturen iiiit heterotrophen Fhkterien ist dagegen bei pa-Wcrten unter 5 

n k h t  zu befurchten. Zur Kontrolle 
haben wir Fleisrhbouillon mit 
H,SO, auf PH 2, 3, 5, 6 und 7 ein- 
gestellt, niit Grubcnwasser beimpft 
und nach 4 bis G Wochen mikrosko- 
pisch untersucht. In den Kulturen 
untcr PH 5 entwicke,lten sich haufig 
Pilze, wahrend b e i p ~  5 bis 7 neben 
den Pilzen in vereinzelten Fallen 
auc~h nicht zu den Tliiobaktericn 
gehorende Stabchen wuchsen. 

Zur Isolierung von Th. thioozidans 
mittels des KocHschen PlattenguB- 
verfahrens eignete sich die oben 
zitierte Nahrlosung nach STARKEY 
mit einem Zusatz von 3 94 Agar und 

Abb. 1. Kolonien von TIC. ferroozidons, Stamm Meg 5 
als Aufwuchs an der Wand eines Erlenmeyer-Kolbens 

075% Natriumthiosulfat an 
von Schwefel. 

I) Ein weiBer Niederschlag stort nicht die Entwicklnng der Kultur. 
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Schwieriger war die Gewinnung von Th. ferroosidans-Reinkulturcn, da  d i e m  Organisnius 
auf Agarsubstraten nicht wachstl). Es muBte auf dem Wege der Fliissigkeitskultur die 
Isolierung versucht werden. In einigen Fallen haben wir mit flussigen Medien bei Anwendung 
des Titerverfahrens Reinkulturen gewonnen. Giinstig erwies sich eine zehntagige Vorkultur 
auf der Schiittelmasc,hine, da durch die standige Fliissigkeitsbewegung die Konidienbildung 
der begleitenden Pilze unterdriickt wird. In  der Riocoenose vorhandene Hefepilze lieBen 
sich auf diese Weise nicht abtrennen. In der Annahme, daB Th. ferrooxidans und Hefen 
gegeniiber Schwefelsaure verschieden anfallig sind, haben wir Kolonien der Mischkulturen 
mit Schwefelsaure verschiedener Konzentration behandelt. Jedoch lieBen sich die Hefen 
durch Schwefelsanrelosungen bis zu 5% nicht abtoten und bei 6, 8 und 10% H,SO, waren 
auch die ferroozidans-Zellen nicht mehr entwicklungsfahig. So konnten von den Proben 
Frcib 1, G 1 bis G 4, M und Ryb 3 bis 6 bisher keine ferrooxidans-Reinkulturen erzielt werden. 

Von der Einzellkultur haben wir abgesehen, da  schon von anderer Seite festgestellt wor- 
den ist, da13 zum Anwachsen von Thiobakterien stets griiBcrc Zellenzahlen notwendig sind. 
Aus diesem Grunde impften wir auch nicht mit der Ose, sondern stets rnit Pipetten, 0,4 bis 
0,5 ml auf je 50 ml Nahrlosung. Beim Ubertragen einer b e  der alten Kultur ist die Latenz- 
phase erheblich langer. 

Die Reinkultur der Pilze iiber das KocHsche PlattenguBverfahren bereitete keine Schwie- 
rigkeiten. Hefen bestimmten wir nach LODDER und KREGER-VAN-RIJ (1952), Fungi imper- 
fccti nach GILMAN (1957) und BARNETT (1964), Penicillien nach RAPER und THOM (1949) 
und Aspergilli nach THOM und RAPER (1945). 

IV. V e r g l e i c h e n d e  U n t e r s u c h u n g e n  a n  Th.  t h i o o x i d a n s  u n d  Th.  f e r r o o x i d a n s  

1. Thiobacillus thiooxidans 
Es standen 12 Stamme verschiedener Herkunft zur Verfiigung. Xh. thiooxidnns 

2 S f 3 0 ,  +2H2O+2H,SO, 
Na,S,O, + 2 0, + H,O -+ Na,SO, + H,SO, 

Gleichzeitig sinkt der pH-Wert in den Kulturen zum Teil bis auf Werte unter 1 und die 
Kulturlosung triibt sich. Triibungsgrad und Abfall der pa-Werte verhalten sich annahernd 
umgekehrt proportiopal. Die Intensitat der Sauerung ist bei den einzelnen Stammen ver- 
schieden stark (Abb. 2). 

QUISPEL u. a. (1953) nehmen an, daB die Oxydation von Schwefel und Schwefelverbin- 
dungen an die Zelle gebunden ist. Wir haben zellfreie Filtrate von gut entwickelten thio- 
oxidam-Kulturen hergestellt, den Filtraten erneut Schwefelbliite zugesetzt und ebenfalls 
festgeptdlt, da13 die Saureproduktion im Filtrat nicht fortschreitet (Abb. 3). 

Da die Ansichten iiber die Stickstoff-Ernahrung von Th. thiooxidans auseinandergehcn 
(MCLEAN 1918; LIPMAN, WAKSMAN und JOFFE 1921; WAKSMAN und JOFFE 1922 und 
ALLISON 1923), ha t  STARKEY (1925) eingehendere Untersuchungen ausgefiihrt und fest- 
gestellt, daB 0,04% (NH,), fur Wachstum und Schwefeloxydation am giinstigsten sind, daB 
dagegen0,05% KNO, die Saurebildung negativ beeinflussen und 1,25% KN0,toxisch wirken. 

oxydiert Schwefel und Thiosulfat zu Schwefelsaure (STARKEY 1925): 

l) Die Herstellung eines Silicagels mittels Ionenaustauscher (LEATHEN 1955 und 1956) war 
nicht moglich, da Amberlit IR-120 nicht in ausreichender Menge zur Verfiigung stand und ein 
geeignetes Metasilikat fehlte. Wir haben rnit dem Ionenaustauscher KPS 200 p. a. der Farben- 
fabrik Wolfen (Bitterfeld) und einem Natriummetasilikat der Firma Dr. Th. Schuchardt/Munchen 
gearbeitet. Die Austauschersaule lieferte die gewiinschte Kieselsaure (pH-Wert etwa 2), aber 
diese ergab kurz nach der Herstellung ein Gel, ohne dab eine Sterilisation und Mischung rnit den 
gewiinschten Salzen moglich war, wie es nach der Vorschrift von LEATHEN erforderlich ist. Auch 
SILVERMAN und LUNDGREN (1959) hatten mit der vonLEhTHm angegebenenMethode keinen Erfolg. 
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4.2- 
, - ~ - ~ - ~ - ~ ~ ~ ~ ~ - . ~ ~ ~ ~ ~ - *  sinkt selbst bei langer Kultur- 

dauer nur auf etwa 2,4-2,6. 

I) TEMPLE und KOEHLER (1964) haben versncht, den gesamten Verlauf der Umsetzungen 
unter Mitwirkung von Thiobakterien z u  formulieren. 

Wir sind bei Versuchen mit 8 tkioozidans-Stammen zu abweichendcn Resultaten ge- 
kommen. Als Basalmedium diente STA/S ohne Stiekstoffverbindung (Tabelle 2). 

Die GefSiBe fur diese Versuche wurden nach folgender Methode gereinigt,: 
3 Tage in geslttigter Kalilauge - 
2 Tage in konzentrierter Salzsiiure - 
2 Tage in 6070igem Athanol - 
1 Ta.g in verdiinnter Salzslure - 
niit Aqua dest. gcspiilt und mindestens 3 Tage i n  Aqua dest. gewlssert. Das 
Wasser wnrde tlglich erncuert und schlielllich auf C1-Freiheit gepruft. 

Alle von uns untersuditen thioozidans-Stamme konnen NH,, NO, und auch etwas Alanin 
verwerten, jedoch wirken hohere Gaben anorganischer Stickstoffverbindungen ungiinstig. 
Dabei hemmt NOa in den meisten Fallen starker, jedoc,h war noch bei 1:25% KNO, Ent-  
wicklung moglich. 

2.  Thiobaeillus ferrooxidans 
Rus Eisensulfat wird unter Oxydation dcs Eisens SahwefelsBnre gebildet (SILVERMAN 

und LUNDGREN 1959)'): 
4 FeSO, + 2 H,SO, + 0, 2 Fe,(SO,), + 2 H,O 
2 Fe(SO,), + 12 H,O -+ 4 Fe(OH), + 6 H,SO, 

4 FeSO, + 0, + 10 HzO -+ 4 Fe(OH), f 4 H,SO, 
Drrpw-Wcrtin LE-Losung 

sinkt selbst bei langer Kultur- 
dauer nur auf etwa 2,4-2,6. 

Die Eisentoleranz ist er- 
heblich; auch die doppelte 
und zehnfache, ja  sogar sech- 
zigfacheMenge derfiir Medium 
LE vorgeschriebenen Eisen- 
sulfatkonzentration (6 % Pe- 
S0,.7 H,O) werden vertragen. 
Selbst beidiesen Bedingungen 
sinkt der pH-Wert nicht unter 
2,2. 

Auch bei ferrooxidans sind 
Saurebildung und Zellver- 
mehrung niiteinander ver- 
bunden (Tabelle 3). Erst in 
alten Kulturen, die nicht 
inehr sauern, geht die Keim- 
zahl zuriick. 

BRYNER u. a. (1958) geben 
fur die stationare Phase ihrer 
Kulturen, bei Ermittlung der 
Keimzahlen iiber Silicagel- 
platten, 3 x 10' Zellenlml an ;  

Abb. 2. Saureprodnktion bei 
fiinf verschiedenen Th. thioosi- 

dans- Stam men 

I) TEMPLE und KOEHLER (1964) haben versncht, den gesamten Verlauf der Umsetzungen 
unter Mitwirkung von Thiobakterien z u  formulieren. 
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pa-Wert 
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Keiinzahl/ml 

Abb. 3. Sanreprodnktion einer Th. thioozidans-Kultur und eines zellfreien Filtrates 

Vcrsuchsbeginn . . . . . . . . . . . . . . . .  
nach 10 Tagen. . . . . . . . . . . . . . . .  
nach 140 Tagen . . . . . . . . . . . . . . .  
nach 50 Tagen. . . . . . . . . . . . . . . .  

das entsprieht ctwa dem lmndcrtfac,hcn Wert unserer Untersuchungen. FJERDINGSTAD 
(1956) kani rnit dom Titerverfahren zu Ergebnissen, die unseren Werten entspreehen. 

NachlOtagiger Kultur ist dip Sluerung im wesentlichen abgesehlossen. Das gilt allerdings 
nur fur Stamme, die besonders aktiv sind. Andere Stamme erreichten stets erst nach 20 bzw. 
40 Ta5en den End-pH-Wert von 2,G (Abb. 4). 

In vier Fallen gzlang es, ferroozidans-Stamme aus Braunkohle zu isolieren, die am natiir- 
lichen Standort Temperaturcn von 50 bis 60° C entwickelt liatte. Eine Priifung der Thermo- 

335 22 x 102 
2,G5 22 x 104 

2,GO 11x103 
2,5S 3 x 104 
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toleranz ergab, daB diese Stamme bei 45" C gut wachsen, wahrend die aus Grubenwissern 
isolierten Stamme zum grobten Teil schon bei 37" C das Wachstum einstellen (Tabelle 4), 
bei 4 5 O  C aber absterbcn, wie es auch durch die Untersuchungen von SILVERMAN und LUND- 
GREN (1959) bekannt geworden ist. Keiner der von uns gepriiften Stamme wuchs bei 50" C. 
Es zeigte sich, daB Stamm Ram 2 c  relativ hohe Tempcraturanspruche strllt (30-35" C) 
urid deshalb bei der gewohnlichen Kulturtemperatur von 25" C langsamer wachst (vgl. 
Abb. 4). 

4Rt 

Abb. 4. Saureproduktion bei fiinf verschiedenen Th. ferroosidans-Starnrnen 

Wir haben das Temperaturverhalten einiger unserer thiooxidans-Stamme gepriift. Sie 
verhielten sich durchweg mesophil. Durch EMOTO (1928 und 1929) und BAUDISCH (1935) 
ist bekannt geworden, daB Thiobacillus thiooxidans in Schwefelthermen vorkommt. Auch 
bei dieser Art gibt es offenbar thermophile Rassen; an den von uns untersuchten Standorten 
fehlt,en sie. 

Zur anaeroben Lebensweise, verbunden mit Denitrifikation, scheinen beide Thiobacillus- 
Arten nicht befahigt zu sein. Th. ferrooxidans entwickelte sich verzogert in  20-30 Tagen 
bei herabgesetzter Sauerstoffversorgung in vollstandig gefiillten, mit Wachs abgedichteten 
Glasstopfen-Flaschen in LE-Medium. Nach der 5.-6. Subkultur unter diesen Bedingungen 
hatten samtliche Stamme das Wachstum eingestelltl). 

3. Bemerkungen zur Taxonomie der Gattung Thiobacillm BEIJ. 
Auf das Irrefuhrende von Gattungsbezhhnungen wie Thio bacillus, Ferro bacillus 

usw. f iir nicht sporcnbildende Gattungen ist mehrfach hingewiesen worden. Wir behalten 
trotzdem die in BERGEY'S Manual benutzten Bezeichnungen der besseren Verstandigung 
wegen hier bei. 

KRASSILNIKOV (1959) unterschcidet eine Gattung Thiobaeteriunz LEHM. und NEuY. - 
(nicht identisch mit Thiobacterium JANICE, das in BERCEY'S Manual anerkannt ist) - und 
eine Gattnng Sulfomonas BEIJ. ORLA- JENSEN nov. comp. (Syn. Thiobacillus BEIJ.),. von 
denen die erste peritrich, die zwoite polar begeil3elt ist. Bcide Gattungen sind im Manual 
unter ~~iobaciZZus BEIJ. zusammengefaflt. 

1) Beobachtungsdauer 70 Tage 
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Tabelle 4 
Thermotoleranz von Th. ferrooxidans und thiooxidans 

Versuchsdauer 30 Tage 
Zeichenerklarung: + + + sehr gutes Wachstum ++  gutes Wachstum + maBiges Wachstum 

- kein Wachstum 

Stamm 

ferrooxidaias Beck 
Bi 6 
Bol3 
Elb 4 
Fa 5 
G l  
G 2  
G 3  
G 4  
K 2  
Meg 5 
Ram 2c 
scot 

thiooxidans Bol 5 
KO 
Starkey 1 
Starkey 2 

25O C 

+++ +++ +++ +++ +++ +++  +++ +++ 
+ti- 
i- -i t +++ + +  +++ 
+++ +++ +,+ + +++ 

31' C 

+++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
-t- + + +++ +++ +- + + 
+++ +++ +++ +++ 

35O c 

++ 
i- + + + + +++ +++ 
$4 i- +++ + + 
-1 -1- +- 

-t- + 
i- + + + 

-- 

370 c 

- 

+ 
+ 

+++ +++ + i- -1- +++ 

- 

-. 

- 
- 

+ + +  + 
-. 

_- 
- 
- 

450 c 50" C 

LEATHEN und BRALEY (1954) sind der Ansicht, daB der von ihnen als einzigcr Vertreter 
der neuen Gattung Ferrobacillus L. u. BR. beschriebene Ferrobac. ferrooxidans nicht mit 
Thiobac. ferrooxidans COLMER u. TEMPLE identisch ist. Beide sollen sich vor allem dadurch 
unterscheiden, daB Ferrobae. ferroox. Thiosulfat nic,ht oxydiert. Unsere ferrooxidans- 
Stamme vermogen sanitlich neben FeI1 auch Schwefel zu oxydieren. Selbst wenn Stamme 
vorkommen, denen Thiosulfat und Schwefel nicht zuganglkli sind, aiirden wir bei der 
sonstigen weitgehenden Ubereinstimmung die Aufstellung einer besonderen Gattung Ferro- 
bacillus nicht fur notwendig halten. 

PARKER und TEMPLE haben in BERGEY'S Manual (BREED usw. 1957) neben Thiobaeillus 
thiooxidans eine von PARKER (1945) beschriebene Art Th. coneretivorus beibehalten, die sich 
von thioozidans ini wesentlichen nur durch das Verhalten gegeniiber Stickstoffverbindungen 
unterscheidet. Danach waren unsere samtlichen Stamme, darunter auch dic Original- 
stamme von STARKEY, zu concretivorus zu stellen. Wir sind jedoch mit VISHNIAC (1957) der 
Meinung, daB die unterseheidenden Merkmale nieht ausreichen und daB eonere1iz.oru.s ent- 
behrlich ist. 

V. D i e  P i l z f l o r a  d e r  s au ren  G r u b e i i w a s s e r  
Der Pilzflora dieser Standorte wurde bisher wenjg Beachtung geschenkt, Einige Autoren 

(COLMER und HINKLE 1947; ASHMEAD 19.55) erwahnten lediglich das Vorkommen von 
Pilzen, ohne die Bioc,oenose zu analysieren. Wir haben die uns zur Verfiigung stehenden 
Wasserproben auf ihren Pilzbestand untersucht und  fanden cine Fiille verschiedener Pilze, 
besonders aus der Gruppe der Fung i  imperfecti. Einige erwiesen sich allerdings als ephemere 
Luftkeime, die bei standiger Mischkultur mit Thiobakterien nicht mehr zur Entwicklung 
kamen. Sie vertragen also ein dem Grubenwasser entspreahendes Biotop nieht auf die 
Dauer. Ihrc Sporen gelangen verniutlich durc h die Wetterfuhrnng dcr Gruben oder durch 
den Mensc,lien an die betreffenden Standortc. In diese Gruppe gehoren z. B. Aspergillus 
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+ 

+ 

- 

uwccmori, Spicuriu s i ~ ~ Z i c i ~ s i ~ u  und einige Mucoraeeen. Bei Keimgehaltsbestimmungen 
waren sie jeweils nur in 2-3 Proben in geringer Zahl in1 Grubenwasser vorhanden. Die zur 
Biocoenose gehorenden Arten (Tabelle 5) waren meist in groDeren Mengen und oft auch an 
mehreren weit voneinander entfernten Standorten im Grubenwasser vertreten. Auch bei 
standiger Mischkultur mit Thiobakterien zeigten sie gute Entwicklung. 

Pullularia pullulans war in der Mehrzahl der Proben enthalten: man konnte sie als eine 
Leitform unter den Pilzen bezeichnen. Sie trat stets auch mit groDer Haufigkeit auf. Bci 
einer Keimgehaltsbestimmung der Probe Bi 4 fanden wir etwa 400 Puliulariu-Keime je ml. 
Allerdings verursachte die Bestimmung einige Schwierigkeiten, da es sich um einen recht 
pleomorphen Organismus handelt. Je  nach den Kulturbedingungen sind SproDkonidien, 
Fadenmycel, SproBmycel mit wechselnden Mengen von Dauerzellen und mit starkerer oder 
schwacherer Schleimbildung anzutreffen. Unsere Stamme bildeten auch in der Reinkultur 
kaum die fur die Identifizierung wichtigen SproBkonidien. Nach BOAS und BAUER (1937) 
wird die SproBkonidien-Bildung durch hohe Hf-Konzentrationen (PH 3,6 bis 3,9) unter- 
driickt. Da es sich in unserem Falle um Stamme handelt, die offenbar lange Zeit hindurch 
einem Milieu mit hoher H+-Konzentration (PH 1,5 bis 3,O) ausgesetzt waren, ist es denkbar, 
daD sie die Fahigkeit zur SproBkonidienentwicklung verloren haben. 

Neben Pullularia sind auch Hefen aus der Gattung Rhodotoruaa als haufige Begleiter der 
Thiobakterien beachtenswert. Bei einer Keimgehaltsbestimmung des Wassers aus Grube 
EinheitlElbingerode wurden 500 bis 600 Rhodotorula rubra-Zellenlml gefunden. Entsprerhen- 
des gilt auch fur die Proben aus Falun. 

Tabelle 5 
Berbreitunn der Pilze in verschiedenen Gruben- Wasserproben 

-- 

+ -  
+ -  
+ -  + -  + 

_ _  

hn 

Id 
. . . . . .  
. . . . . .  
. . . . . .  
. . . . . .  
. . . . . .  
. . . . . .  
. . . . . .  
. . . . . .  

Pul. pullulans . 
Pen. turbatuin . 
Pen. w u ~ ~ m ~ , n ~  . 
Pen. decumbens . 
Pen. frequentans 
Spie. divarieata 
Rhod. glulinis . 
Rhod. rubra . , 

- 
+ 
- 
__ 
- 
- 
- 
+ 

VI. EinfluGl de r  P i l ze  auf d ie  En twick lung  de r  Th iobak te r i en  
uiid die Saureb i ldung  

Wir haben eine groBere Zahl von Stammen der beiden Thiobacillus-Arten mit Pilzen 
in Mischkultur gehalten und bei einer Versuchsdauer von 30 bis 60 Tagen taglich die PH- 
Werte bestimmt und mit dem Verlauf der Sauerung in der Reinkultur der Thiobakterien 
verglichen (Tabelle 6, 7). 

Vergleicht man das Verhalten der beiden Thiobacillus-Arten, so zeigt sich, da13 die 
thioozizdans-Stamme auf die Begleitpilze mit cincr Forderung der Saurebildung bei fast der 
Hilfte der untersuchten Kulturen reagieren (Tabelle 6), wahrend sich bei ferrooxidans 
Forderung und Hemmung die Waage halten und in der Mehrzahl der Falle ein EinfluB der 
Begleitpilze nicht festzustellen war (Tabelle 7). Von den thiooxidans-Stammen sprerhen 
besonders die in Reinkultur schwacher wachsenden Stanime Stark. 1 und Stark. 3 (vgl. 
Abb. 2) an. Am haufigsten wirkten Hefestanime foraernd auf die Saurebildung (Tabelle 8). 

TEMPLE und KOEHLER (1954) vermuten, dai3 die in der Biocoenosc vorkommenden 
Hefen Wuchsstoffe abgeben und somit Wachstum und Saureproduktion der Thiobakterien 
2 Zeitsehr. f .  A:lg Mikrohiologie 
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Pilzstamm 

. . . . .  Pu!. pulZulans/Bi 4 
Spzc. divarie./Ram 2 b  
Pen. turbatum/H 6 
Pen. waksmani/Ram 2 b  . . 
Rhod. glutinis/Bi 6 
Rhod. rubra/Bing 
Rhod. mbrajFa 3 
RBod. rubra/Scot 

. . .  
. . . . .  

. . . . .  
. . . . . .  
. . . . . .  
. . . . . .  

thioozidans- Stamm 
B o l l  I KO I Scot 1 Stark. 1 I Stark. 2 1 Stark. 3 

+ 0 0 + 0 + 
0 0 0 0 + 

0 0 0 + 0 + 
0 0 0 + 0 + + 0 + + 0 + 
0 0 + + 0 + +- 0 i- 0 0 + + + 0 + 0 + 

- 

Pilzstamm 

- 

__ 

Pul. pullulanslBi 4 . . . . . . . .  
Pen. turbatum/H 6 . . . . . . . .  
Rhod. glutinis/Bi 6 . . . . . . . .  
Rhod. rubra/Scot . . . . . . . . .  

Spic. divaric./Ram 2 b . . . . . .  
Pen. waksmani/Ram 2 b  . . . . .  
Rhod. rubral Bing . . . . . . . . .  

0 0 0  
0 

0 0 0  
- 0 0  
0 0 0  
0 0 0  
o o +  

- 

Beck 

Pzdlulnria pulluZans/Bi 4. . . . . . . . . . . .  
Spieuriu divarieata/Ram 2 b  . . . . . . . . . .  
i ’ e ~ ~ ~ e i l l ~ u v n  t~ rba tum/H 6 
Penieii l iu?~ waksmnlzi/ Kam 2 b . . . . . . . . .  
iihodotorula rubTu/Bing . . . . . . . . . . . .  
Rhodotorula rubra/Fa 3 . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . .  Khodolorztln glutinis/Bi 6 

Khodoloruln rubra/Scot . . . . . . . . . . . .  

1 Bi 6 

3/6 - 316 - - s/s  
1/6 1/6 4/6 - 518 3/8 
216 - 4/6 - - 8/8 
2/6 - 4/6 - 4/8 4/8 
4/6 -- 2/6 l/S - 718 
3/6 - 3/6 4/8. - 4/8 
4/6 ~ 2/6 nicht. gepriift 
3/6 - 3/6 4/8 I - I 4/8 

0 
0 
0 

0 + + 

- 

0 

0 
0 
0 + 
0 

- 

ferrooxidans-Stamm 
Bo13 

0 

0 

0 
i- 

- 

- 

+ 

F a  5 

Tabelle 8 
Forderung iind Vcrzngerung der Siiurebildung bei 6 thiooxidans- und 8 ferroozidans-Stammen 

durch die begleitenden Pilze 
Es bedeuten: + Forderung, - Hemmung, 0 keine Wirkung 

Pilze 
Anteil der beeinflufiten Stamme 

Th. thiooxidans I Th. ferrooxidans 
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In unseren Versuchen hatten dic Mischkulturen mit positivem Resultat in der Periode dcr 
starksten Saurebildung und des starksten Wachstums einen Vorsprung von 1 bis 5 Tagen. 
Bei AbschluD der Versuche waren die pH-Werte in den geforderten Mischkulturen nicht 
niedriger als in  den Reinkulturen der Thiobakterienstamme. In Reinkulturen der Pilze wird 
der pH-Wert des Mediums nicht oder nur unwesentlich verandert; in der Biococnose trageii 
die Pilze zur Sauerung nicht bei. 

Mischkulturen der ferroozidans-Stlmme F a  5 bzw. Meg 5 mit den drei Rhodotorula- 
Stammen ergaben eine Forderung der Saurebildung bis zu 3 Tagen; was in diesen Fallen 
beachtlich ist, da die einzelnen Hefen in Mischkultur mit ferroozidans indifferent waren 
(vgl. Tabelle 8). 

Mit Spicaria divaricata und Penicillium waksmani in der Mischkultur war die Saure- 
bildung bei einigen Stammen von Th. ferroozidans durch Verlangernng der Lateuzperiode 
bis zu 10 Tagen verzogert, erreichte jedoch schliel3lich den Endwert der Reinkulturen 
(Abb. 5). Mischkulturen der Stamme thioosidans Starkey 1 bzw. Starkey 3 mit 6 Pilzcn 
(Pull pullulans Bi4, Pen turbatum H6, Pen. waksmzni Ram 2b, Rhodot. glutinis Bi6, Rhc- 
dot. rubra Bing und Scot), die 
in der zweiglicdrigen Mischkultur 
cine Forderung bis zu 5 Tagen 
crgeben hatten (vgl. Tabelle 6), 
zeigten cine etwas starkere Bor- 
derung der Saurebildung nm 
8-10 Tage im Maximum bei 
h e m  pH-Endwert von 1,26 
gegeniiber 1,40 nach 75 Tagen. 

Brmerkenswert ist die relativ 
iippige Entwicklung der Pilze 
in den aqorganischen Medien 
(Abb. G ) ,  die im Habitus den im 
Grubenwasser flottierenden sub- 
mcrsen Mycelien (,,streamer") 
entspricht. Geringe Mengen orga- 
nischer Verbindungen stehen aus 
zufalligen Verunreinigungen und 
aus absterbenden Rakterienzellen 
zur Verfiigung. 

Bei Pullularia haben wir 
nntersucht, wie sich Stamme 
anderer Herkunft im Biotop der 
sauren Grubenwasser verhalten. 
Wir benutzten hierzu die Stamme 
M 136, M163, p v 31, die von 
G. MULLER isoliert worden sind'). 
Es ergab sich, da8 in aufeinandcr 
folgender jeweils nach 1 4  Tagen 
iib erimpf ter  Mischkultur mit 
Thiobakterien die ersten drei 
Stamme spatestens in der 4. Kul- 
t u r  bci p ~ - W e r t e n  zwischen 2 
nnd 3 ausgestorben waren; sie 

\ 

\ .Yterilkvnfrol/e 
\ Penicillium waksmani 

\ -,-- , __o__(I__ 
\ 

-e-*- lh. ferrooxidans MegS ' ,.... _.__ lh. fert Meg 5 u Pen woks 

'\ 

\ 

2.41 
I . . , . . ' . , , . . . . .  
0 2 4 f i  8 10 72 14 16 18 20 ?2 ?4 ?6 

Abb. 5. Verlauf der Saurebildung in Reinkultur und Misch- 
kultur von Th. ferrooxidans Fa 5 und Spicaria divaricata 

h i t  in Iaqen 

Abb. 6. Th. thiooxidans (Stamm Scot) + Pen. ~ ~ r ~ a ~ u r n  in 
Mischkultur. Mycelbildung in STA/S-Medium 

l) Wir verdanken die Reinkulturen der Liebenswurdigkeit von Herrn Prof. Dr. KOCH, Isstitut 
fur Mikrobiologie, Berlin 0 17. 
2" 
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verhielten sich nicht mders  als andrrr  gelegentlich in] Biotop ephemer vorkonimendt. 
Pilze (Tabelle 9). 

Tabelle 9 
Verhalten von Pullularia-Stiimmen fremder Herkunft in Mischknltm mit Thiobakterien. Keini- 
zahlen je ml Medium, Mittelwerte aus gut iibereinstimmenden Parallel-Kulturen ; pH-Werte in 

Klamm ern7) 

Thio bacillus 

ferrooxidnnslhleg 5 
ferrooxidanslMeg 5 
ferrooxidanslMeg 5 
ferrooxidansiBeck 
ferrooxidans/Beck 
ferroosidanslBeck 
thiooxidaias/Ycot 
thiooxidansl Scot 
thiooxidans] Scot 
thioozidansl K, 
thiooridans/ KO 
thiooxidnnsi K, 

Pullularia 
Stamm 

M 136 
M 163 
p v 3 1  
hl 136 
M 163 
p v 3 1  
M 136 
11 163 
p v 3 1  
M 136 
M 163 
p v 3 1  

Einsaat bci 
Versuchs- 

beginn 
~ 

i,i x 107 
9,3 x 106 
1,2 x 103 
i,i x 107 
9,3 x 106 
1,2 x 103 
i , i  x 107 
9,3 x 106 
1 ,‘L x 103 
1,1~107 
9,3 x 106 
1.2 x 103 

Keimzahl/ml nach jeweils 14 Tagen 
in aufeinanderfolgenden Kulturen 

1. Kultur 

1,7 x lo5  (2,421 

0 (2,38) 
6 , l  x 10, (2,44) 

1,i x 105 (2,401 

7,7 x 104 (2,431 
0 (2,451 
0 (1,Ol) 
0 (1,031 

50 (1,40) 
0 (1,001 
0 (1,031 
0 (1,02) 

3. 
iultu 

7 
2 .  1c  

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

__ 
4. 

iultur 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

V I I .  D i s k u s s i o n  
Die Biocoenose der schwefelsauren Grubenwasser ist gekennzeichnet durch das Vorkom- 

men der beiden Thiobakterien-Arten Thiobacillus thiooxidans und Th. ferrooxidans, die an 
fast allen von uns untersuchten Standorten von sauretoleranten Pilzen begleitet waren. Die 
Pilze selbst sind nicht an der fur die beiden Thiobakterien charakteristischen Saurebildung 
beteiligt. Bei einem Teil der Mischkulturen werden Saurebildung und damit wohl auch die 
Verinehrung der Bakterien durch Pilze beschleunigt oder verzogert. Im allgeineinen sprachen 
die thiooxidans-Stamme in der Mischkultur haufiger an als die ferrooxidans-Stamme; bei 
thiooxidans iiberwogen bei weitem die fordernden Einfliisse, bei ferrooxidans waren fordernde 
oder hemmende Wirkungen seltener und traten etwa in gleicher Zahl auf. 

Fordernd wirkten vor allem zwei Rhodotorula-Arten bei beiden Thiobakterien-Arten und 
Pullularia pullulans bei Th. thiooxidans. Rnfalliger gegeniiber hemmenden Einfliissen war 
Th. ferrooxidans, bei dem besonders durch JSpicaria divaricata und Penicillium waksmani 
die Saurebildung in der zmeigliedrigen Mischkultur u m  2 bis 10 Tage verzogert wurde. 

Im groDen und ganzen scheinen also keine engeren Bindungen zwischen Thiobakterien 
und Pilzen zu bestehen. Besonders bei  schwaehwiiahsigen Stammen (in unseren Versuchen 
thiooxidanslstark. 1 und 3) konnte an einc von TEMPLE und KOEIILER (1954) vermntete 
Forderung durch Wuchsstoffe in  der Mischknltur mit auxoautotrophen Pilzen gedacht. 
werden. 

In  geomikrobiologischer Beziehung verdient das Vorkomnien der beiden Thiobakterien 
Beachtung. xhnlich den Desulfu-izierern sind sie off ensic,htlich weit auf der Erde verbreitet 
und wohl als Kosmopoliten anzuseheii. Ihre Entwicklung in Verbindung mit dem Vorkom- 
inen sulfidischer Erze, bcsondcrs von Pyrit und Markasit, ist an das Vorhandensein von ans- 
reichend h’euahtigkeit und Luft gebanden. LIALIKOVA (1960) vermntet Reziehnngen zwi- 

l) Versuclie iiber das Verhalten von Pztllularia-Stammen in Kahrlosungen, die mit H,SO, 
angesauert waren, laufen noch. 
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schen dem Vorkommen von Th. ferrooxidans und der Tektonik der Lagerstatte, ferner eine 
Beteiligung bei den ersten Stadien der Selbsterhitzung des Erzkorpers. I m  trockenen Mans- 
felder Kupferschiefer haben wir keine Thiobakteren gefunden. In  nassen Oxydationszonen, 
z. B. im Rammelsberg bei Goslar und in der Grube Einheit bei Elbingerode, sind sie in erheb- 
lichen Mengen vorhanden. Ihre Ernahrungsanspriiche sind gering. Sie sind im grol3en ganzen, 
soweit es bis jetzt bekannt ist, auxoautotroph; sie verwerten in eineni vorwiegend aeroben 
Stoffwechsel CO, und decken ihren Stickstoffbedarf aus kleinen Mengen von anorganischen 
Stickstoffverbindungen, besonders von NH,-Salzen. In bezug auf ihr Verhalten zum Sauer- 
stoff und auf ihre Stellung im Schwefelkreislauf sind sie Antagonisten zu den Desulfurizierern. 
Die Annahme scheint gerechtfertigt, daB sie an den teilweise recht komplizierten sekundaren 
Umsetzungen in  sulfidischenLagerstatten beteiligt sind, an der Mobilisierung und Wanderung 
der Schwermetalle; diese Prozesse mussen im einzelnen in Verbindung mit einer erneuten 
Reduktion und Fallung der Schwermetallsulfate durch Desulfurikation noch untersucht 
werden. 

V I I I. Zu s a m m e n f  a s  s u n g  
1. In 50 Proben saurer Grubenwasser von 15 verschiedenen Standorten (Braunkohlen- 

Tagebau und Lagerstatten sulfidischer Erze) konnten Thiobakterien nachgewiesen werden. 
2. Insgesamt wurden 12 Stamme von Thiobacillus thiooxidans und 9 von Th. farro- 

oxidans in  Reinkultur gezogen. Sie unterscheiden sich innerhalb einer Art besonders in 
bezug auf die Intensitat der Saurebildung und in den Temperaturanspruchen. 

3. Samtliche 12 als thiooxidans bestimmte Stamme konnten sowohl NO, wie auch NH, 
als N- Quelle verwerten. 

4. Wir halten die Trennung in die Arten Th. thiooxidans und Th. concretivorus nicht fiir 
gerechtfertigt. Desgleichen sehen wir in der Aufstellung der Gattung Ferrobacillus durch 
LEATHEN und BRALEY (1954) eine zu weitgehende Bewertuiig eines einzelnen physiologischen 
Merkmals, bei Ubereinstimm&g in den sonstigen wesentlichen Eigenschaften mit  der 
Gattung Thiobacillus. 

5. In 48 Proben waren die Thiobakterien von Pilzen in zum Teil iippiger Entwicklung 
begleitet. Am haufigsten traten neben Pullularia pullulans zwei Rhodotorula-Arten ikuf. 

6. Die Pilze sind sauretolerant, jedoch nicht an der Oxydation der Sulfide beteiligt. Der 
EinfluB auf die Entwicklung der Bakterien war im allgemeinen gering. 
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