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(Eingegangen am 11. August 1960)

I Einleitung

Unter der Einwirkung von Sickerwéssern aus dem Hangenden spielen sich besonders
in der Oxydationszone, dem ,,Eisernen Hut®, der sulfidischen Erzlagerstitten Verwitterungs-
vorgange ab, die z. B. zur Entstehung von Eisensulfat-Mineralien und von Schwefelsiure
aus Pyrit fithren (Smirnvow 1954):

2FeS, + 70, + 2H,0 - 2 FeSO, 4 2 H,80,

Ahnliche Vorginge sind in Markasit-haltigen Kohlengruben und an anderen Stellen
beobachtet worden. Die Grubenwisser weisen in derartigen Fillen meist eine erhebliche
Aziditit mit pu-Werten von 1 bis 3 auf und wirken zerstérend auf Gleisanlagen der Gruben-
bahn, auf Rohrleitungen und Pumpen (TEMPLE und KOHLER 1954).

Es handelt sich entgegen friitheren Ansichten meist nicht um Prozesse, die unter der Ein-
wirkung des Luftsauerstoffes abiologisch-chemisch verlaufen. Die Oxydation wird durch
die Mitwirkung von zwei Mikroben aus der Gattung Thiobacillus wesentlich beschleu-
nigt (Cormer, TemprE und Hinkie 1950; LEATHEN und Mapison 1949).

Beteiligt sind Thiobacillus thioozidans, WaksMaN und Jorre 1922, und Thiobacillus
ferrooxidans, TEMPLE und CoLMER 1951. Beide Organismen waren stets bei bakteriologi-
schen Untersuchungen der sauren Grubenwisser anzutreffen (LEATHEN und Mapison 1949;
TempLE und CoLMER 1951; AsaMEeAD 1955; FiErpINGsTAD 1956). Andere Bakterien sind
in dem stark sauren Milieu nicht nachgewiesen worden. Unklar ist die Bedeutung der Pilze,
die regelmifBig in der Biocoenose vertreten sind (Cormer und HinkLE 1947; ASHMEAD
1956). Die charakteristischen, im Grubenwasser mit der Stromung flottierenden Pilzwatten
werden in der angelsdchsischen 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 Schwermetalltoleranz anf breiterer
Basis zn untersuchen, als es bisher geschehen ist.

II. Material und Methoden

Proben von oxydierten sulfidischen Erzen, von Braunkohlen und Grubenwissern
(Tabelle 1) wurden in den Gruben soweit wie moglich unter aseptischen Bedingungen ent-
nommen. Bei der Entnahme der Grubenwisser haben wir zundchst mit Universal-Indical-
Papier J 100 (Berlin-Chemie, Berlin-Adlershof) den Siuregrad festgestellt. Nur Wiisser,
deren pH-Wert unter 3,5 bis 4 lag, wurden gesammelt.

Es war bemerkenswert, dal gelegentlich bei einigen nicht weit voneinander entfernten
Wasserlachen oder Tropfstellen recht verschiedene pu-Werte gefunden wurden. Trotz
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gleicher geologischer Bedingungen fanden wir z. B. in der Grube Einheit/Elbingerode auf
der 170-m-Sohle/Siidstrecke eine Tropfstelle mit einem pH-Wert von 2 und in etwa 10 m
Entfernung eine zweite Tropfstelle mit einem pa-Wert von 8,4. Die erstgenannte Probe ent-
hielt nahezu 2 x 104 Thiobakterien pro ml, wihrend im zweiten Fall diese Mikroben fehlten.

Tabelle 1
Art und Herkunft der untersuchten Proben
Herkunft Standort Probenbezeichnung?)

Bingham Canyon/Utah sulfid. Erzlagerst. Bing
Bisbee/Arizona sulfid. Erzlagerst. Bil, Bi2, Bi6, Bi7
Bolliden/Schweden sulfid. Erzlagerst. Bol 1, Bol 3, Bol 4, Bolb
Elbingerode/Harz sulfid. Erzlagerst. Elb 1 bis 14
Emmerstedt Braunkohlentagebau Em
Falun/Schweden sulfid. Erzlagerst. Fa 4, Fab
Freiberg/Sachsen sulfid. Erzlagerst. Treib. 1, Freib. 8, Freib. 4

Griinewalde, Lauchh.
Helmstedt
Kristineberg/Schweden
Meggen/Westfalen
Mexiko
Rammelsherg/Goslar
Borok, Bezirk Jarovslav,
UdSSR?2)

Schottland
Schwandorf/Oberpfalz

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

G1 bis G4

H4, H6

Ky, K1, K2, K4, Kb
Meg 4, Meg 5

M

Ram 2b, Ram 2¢
Ryb 3 bis 6

Scot
Schwa

Prof. Dr. STarkEY/New Brunswick hat uns freundlicherweise drei Kulturen von Th. thicoxi-
dans iiberlassen. Dr. Beck/Provo, Utah, verdanken wir eine Th. ferrooxidans-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).

Fiir die Kultur von Thiobakterien sind etwa 80 verschiedene Medien bekannt geworden. Da-
von haben wir 10 auf ihre Verwendbarkeit gepriift. Wir benutzten eine Néhrlosung nach STARKEY
(1925), die im folgenden als STA/S bezeichnet wird:

(NH,),50, 0,2—0,4 ¢
KH,PO, 3,0—40¢
CaCl, - 2 H,0 0,25 g
MgSO, - 7 H,0 0,6 g
FeSO,- 7 H,0 0,01 g
Aqua dest. 1000 ml
Schwefelbliite 10 g
pr-Wert ,

Die Nihrlosung ohne Schwefel wurde im Autoklaven 80 min bei 1 atii sterilisiert. Wir haben
Schwefel in entsprechenden Mengen in Reagenzglisern 3mal 30 min feucht im Dampftopf
sterilisiert und nach Riicktrocknung bei 60 bis 80° C der Nahrlosung aseptisch in moglichst
feiner Verteilung zugesetzt.

1) Die arabischen Ziffern und kleinen Buchstaben hinter den Abkiirzungen dienen der Be-
zeichnung der Standorte und der betreffenden Stimme.

2) Einzige Probe von einem Standort auflerhalb einer Erz- oder Kohlenlagerstatte. Einen
Hinweis auf dieses Vorkommen verdanken wir Prof. Dr. Kusnezov.
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Thiobacillus ferrooxidans wurde in dem von LEATHEN u. a. (1951) angegebenen Medium LE
kultiviert:
(NH,),80, 0,15
KCl

0
Mg80,-7H,0 0,
K,HPO, 0
Ca(NO,), 0,

Auqa dest. 1000 ml

Sterilisation erfolgte 30 min bei 1 atii im Autoklaven. Je 1 ml keimirei filtrierte 109,ige
Fe30, - 7 H,0-Losung wurde nach dem Erkalten auf 100 ml LE-Loésung aseptisch zugefiigth).
Der pu-Wert liegt zwischen 3,5 und 4. Zur Kultur der Pilze haben wir meist Malz-Agar oder
CzapeEx-Agar verwendet. Soweit nicht anders angegeben, standen die Kulturen bei 25° € im
Brutraum.

Als KulturgefaBe fiir Thiobakterien dienten in der Regel 100-ml-Erlenmeyer-Kolben aus
Jenaer Gerdteglas mit jeweils 50 ml Niahrlosung. Sollten tagliche pu-Messungen iiber lingere
Zeit ausgefiihrt werden, so benutzten wir 750 ml-Erlenmeyer-Kolben mit je 350 ml Niahrlosung.

Messungen der pu-Werte wurden mit einer mittelohmigen Mikro-Glaselektrode Typ GA 60
des Forschungsinstitutes Meinsberg/Sachsen in Verbindung mit dem pu-MefBverstirker MV 11
der Firma Kiistner/Dresden (CLaAMANN u. GRAHNERT) ausgefiihrt.

Nephelometrische Messungen erfolgten mit dem Pulfrich-Phofometer unter Verwendung
des Spezialaufsatzes fiir Tritbungs- und Fluoreszenzmessungen.

IIL. Gewinnung von Reinkulturen

Als Ausgangsmaterial dienten meist die in den Gruben aseptisch entnommenen Wasser-
proben. Etwa 0,2 ml wurden in die Naéhrlésung STA/S bzw. LE geimpft. Nach 10 bis 14
Tagen war in den meisten Fillen cine Entwicklung der Thiobakterien an folgenden Merk-
malen nachweisbar: Th. thioozidans triibt die Néhrlosung stark und bildet Schwefelsiure,
der pu-Wert fillt infolgedessen auf etwa 1 bis 2. Th. ferrooxidans oxydiert FeSO, zu rost-
braunem Fe(OH), und zu Ferrisulfat, das besonders um die als Aufwuchs am Glas gebil-
deten Kolonien abgesetzt wird (Abb. 1). Die Sduerung erreicht hier nur pu-Werte von etwa 2,5.

In cinigen Fillen erhilt man auf diese Weise sofort Reinkulturen. Als stdndige Begleiter
treten jedoch in den meisten Kulturen Pilze auf, die auch bei einer raschen Folge von Sub-
kulturen, wie es LIPMAN u. a. (1921) empfehlen, nur schwer zu entfernen sind. Eine Ver-
unreinigung der Kulturen mit heterotrophen Bakterien ist dagegen bei pu-Werten unter 5
nicht zu befiirchten. Zur Kontrolle
haben wir Fleischbouillon mit
H,S0, auf pr 2, 3, 5, 6 und 7 ein-
gestellt, mit Grubenwasser beimpft
- und nach 4 bis 6 Wochen mikrosko-
p— pisch untersucht. In den Kulturen

unter pH b entwickelten sich haufig
Pilze, wihrend beipn 5 bis 7 neben
4 den Pilzen in vereinzelten Fillen
auch nicht zu den Thiobakterien
gehorende Stibchen wuchsen.

Zur Isolierung von Th. thicoxidans
mittels des Kocuschen PlattenguB-
verfahrens eignete sich die oben
zitierte Néhrlosung nach STARKEY
mit einem Zusatz von 3% Agar und

Abb. t. Kolonien von Th. ferroozidans, Stamm Meg b 0,6% Natriumthiosulfat an Stelle
als Aufwuchs an der Wand eines Erlenmeyer-Kolbens — von Schwefel.

1) Ein weiler Niedersehlag stort nicht die Entwicklung der Kultur.
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Schwieriger war die Gewinnung von Th. ferrooxidans-Reinkulturen, da dieser Organismus
auf Agarsubstraten nicht wichstl). Es muBte auf dem Wege der Fliissigkeitskultur die
Isolierung versucht werden. In einigen Fillen haben wir mit flissigen Medien bei Anwendung
des Titerverfahrens Reinkulturen gewonnen. Giinstig erwies sich eine zehntigige Vorkultur
auf der Schiittelmaschine, da durch die stindige Fliissigkeitsbewegung die Konidienbildung
der begleitenden Pilze unterdriickt wird. In der Biocoenose vorhandene Hefepilze lieBen
sich auf diese Weise nicht abtrennen. In der Annahme, da Th. ferrcozidans und Hefen
gegeniiber Schwefelsiure verschieden anféllig sind, haben wir Kolonien der Mischkulturen
mit Schwefelsiure verschiedener Konzentration behandelt. Jedoch lieBen sich die Hefen
durch Schwefelsdurelosungen bis zu 59, nicht abtdten und bei 6, 8 und 109, H,50, waren
auch die ferrooxidans-Zellen nicht mehr entwicklungsfihig. So konnten von den Proben
Freib1, G1 bis G4, Mund Ryb 3 bis 6 bisher keine ferroozidans-Reinkulturen erzielt werden.

Von der Einzellkultur haben wir abgesehen, da schon von anderer Seite festgestellt wor-
den ist, da$l zum Anwachsen von Thiobakterien stets groBere Zellenzahlen notwendig sind.
Aus diesem Grunde impften wir aueh nicht mit der Ose, sondern stets mit Pipetten, 0,4 bis
0,5 ml auf je 50 ml Nihrlosung. Beim Ubertragen einer Ose der alten Kultur ist die Latenz-
phase erheblich linger.

Die Reinkultur der Pilze iiber das Kocrsche PlattenguBverfahren bereitete keine Schwie-
rigkeiten. Hefen bestimmten wir nach LoppEr und KREGER-VAN-R1y (1952), Fungt tmper-
fecti nach GiLMAN (1957) und BarneTT (1954), Penicillien nach Rarer und Trom (1949)
und Aspergilli nach Tuom und Rarer (194D).

IV. Vergleichende Untersuchungen an Th. thiooxzidans und Th. ferrooxzidans

1. Thiobactllus thiooxidans

Es standen 12 Stimme verschiedener Herkunft zur Verfiigung. Th. thicoxidans
oxydiert Schwefel und Thiosulfat zu Schwefelsiure (StarkEYy 1925):
28 +30,+2H,0—2H,80,
Na,S,05 + 2 0, + H,0 — Na,S0, + H,S0,

Gleichzeitig sinkt der pu-Wert in den Kulturen zum Teil bis auf Werte unter 1 und die
Kulturlgsung triibt sich. Tritbungsgrad und Abfall der pa-Werte verhalten sich annihernd
umgekehrt proportional. Die Intensitédt der Sauerung ist bei den einzelnen Stimmen 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-
ozidans-Kulturen hergestellt, den Filtraten erneut Schwefelbliite zugesetzt und ebenfalls
festgestellt, daB die Saureproduktion im Filtrat nicht fortschreitet (Abb. 3).

Da die Ansichten iiber die Stickstoff-Erndhrung von Th. thicoxidans auseinandergehen
(McLean 1918; LipmanN, WaksManN und Jorre 1921; WaksMaN und JorreE 1922 und
Aruisox 1923), hat STarkey (1925) eéingehendere Untersuchungen ausgefiihrt und fest-
gestellt, daB 0,049, (NH,), fiir Wachstum und Schwefeloxydation am giinstigsten sind, daB
dagegen 0,069, KNO, die Siurebildung negativ beeinflussen und 1,259, KNO, toxisch wirken.

1) Die Herstellung eines Silicagels mittels Jonenaustauscher (Learren 1955 und 1956) war
nicht moglich, da Amberlit TR-120 nicht in ausreichender Menge zur Verfiigung stand und ein
geeignetes Metasilikat fehlte. Wir haben mit dem Ionenaustanscher KPS 200 p. a. der Farben-
fabrik Wolfen (Bitterfeld) und einem Natriummetasilikat der Firma Dr. Th. Schuchardt/Miinchen
gearbeitet. Die Austauschersiule lieferte die gewiinschte Kieselsiure (pH-Wert etwa 2), aber
diese ergab kurz nach der Herstellung ein Gel, ohne daB eine Sterilisation und Mischung mit den
gewiinschten Salzen moglich war, wie es nach der Vorsehrift von LEaTHEN erforderlich ist. Auch
SILVERMAN und LunDeREN (1959) hatten mit der vonLEATHEN angegebenenMethode keinen Erfolg.
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Wir sind bei Versuchen mit 8 thivozidans-Staimmen zu abweichenden Resultaten ge-
kommen. Als Basalmedium diente STA/S ohne Stickstoffverbindung (Tabelle 2).

Die GefifBie fiir diese Versuche wurden nach folgender Methode gereinigt:

3 Tage in gesittigter Kalilange —

2 Tage in konzentrierter Salzsiure —

2 Tage in 609%igem Athanol —

1 Tag in verdiunnter Salzsiure —

mit Aqua dest. gespiilt und mindestens 3 Tage in Aqua dest. gewassert. Das
Wasser wurde taglich erncuert und schlieBlich auf Cl-Freiheit gepriift.

Alle von uns untersuchten thioozidans-Stimme kénnen NH,, NO, und anch etwas Alanin
verwerten, jedoch wirken hiohere Gaben anorganischer Stickstoffverbindungen ungiinstig.
Dabei hemmt NO, in den meisten Fillen stitker, jedoch war noch bei 1,25%, KNQ, Ent-
wicklung moglich.

2. Thiobacillus ferrooxidans

Aus Eisensulfat wird unter Oxydation des Eisens Schwefelsdure gebildet (SILVERMAN
und Lunperen 1959)1):

4 FeS0O, + 2H,80, + 0, — 2 Fey(50,); + 2 H,0
2 Fe(80,); + 12 H,0 — 4 Fe(OH); -+ 6 H,80,

4 FeS0, + 0, + 10 H,0 — 4 Fe(OH), + 4 H,80,

. Derpu-Wertin LE-Losung
et sinkt selbst beilanger Kultur-
dauer nur auf etwa 2,4—2,6.

Die Eisentoleranz ist er-
heblich; auch die doppelte
und zehnfache, ja sogar sech-
ceemeems Th thigox, Slarkey 2 zigfacheMenge derfiir Medium
———e— Th thioox Starkey 3 LE vorgeschriebenen Eigen-
——s— k[ sulfatkonzentration (69, Fe-

—

o~ Steritkontrolle
wrom—=o== Th. thipox. Starkey 1
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——
D
\\\ \\,\\

S T
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ot T
ag I T S SN S 1
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Zeit i Togen

== Scot 50,-7H,0) werden vertragen.

Selbst beidiesen Bedingungen

3¢ sinkt der pa-Wert nicht unter
=2 2,2.

< \\\\ Auch bei ferrooxidans sind

l : \ pN Saurebildung und Zellver-

mehrung miteinander ver-
bunden (Tabelle 3). Erst in
alten Kulturen, die nicht
mehr siuern, geht die Keim-
zahl zuriick.

Bry~ER u. a. (1958) geben
fiir die stationire Phase ihrer
Kulturen, bei Ermittlung der
Keimzahlen iiber Silicagel-
platten, 3 x107 Zellen/ml an;

Abb. 2. Sdureproduktion bei
fiinf verschiedenen Th. thiooxi-
dans-Stimmen

1) TemprLE und Koeurer (1954) haben versucht, den gesamten Verlauf der Umsetzungen

unter Mitwirkung von Thiobakterien zu formulieren.
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Abb. 3. Sdureproduktion einer Th.

das entspricht ctwa dem hundertfachen Wert unserer Untersuchungen. FIERDINGSTAD
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thiooxidans-Kultur und eines zellfreien Filtrates

(1956) kam mit dem Titerverfahren zu Ergebnissen, die unseren Werten entsprechen.

Nach10tagiger Kultur ist die Sauerung im wesentlichen abgeschlossen. Das gilt allerdings
nur tiir Stamme, die besonders aktiv sind. Andere Stimme erreichten stets erst nach 20 bzw.

40 Tagen den End-pr-Wert von 2,6 (Abb. 4).

In vier Fallen gelang es, ferroozidans-Stimme aus Braunkohle zu isolieren, die am natiir-
lichen Standort Temperaturen von 50 bis 60° C entwickelt hatte. Eine Priifung der Thermo-

Siurebildung und Keimgehalt in ferrooxzidans-Kulturen, Stamm Meg 5. (Der Keimgehalt

Tabelle 3

wurde nach dem Titerverfahren ermittelt)

pH-Wert Keimzahl/ml
Versuchsbeginn . . . . . . . . . . .. 3,85 22 x 102
nach 10 Tagen. . . . . . . . . . . . .. 2,65 22x104
nach 50 Tagen . . . . . . . . . . . . .. 2,58 3x 104
nach 140 Tagen . . . . . . . . . . . . . .. 2,60 11 x 108
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toleranz ergab, daf diese Stimme bei 45° C gut wachsen, wihrend die aus Grubenwissern
isolierten Stimme zum groBten Teil schon bei 37° C das Wachstum einstellen (Tabelle 4),
bei 45° C aber absterben, wie es auch durch die Untersuchungen von SILVERMAN und LUND-
GREN (1959) bekannt geworden ist. Keiner der von uns gepriiften Stimme wuchs bei 50° C.
Es zeigte sich, daB Stamm Ram 2¢ relativ hohe Temperaturanspriiche stellt (30--35° C)
und deshalb bei der gewdhnlichen Kulturtemperatur von 25° C langsamer wichst (vgl.
Abb. 4).

—o—e— JfEI'”kOﬂ//'I;I[G\ Sa

$ 34 \\ '\,\ \ e e Ram Ze S
"§ 3zt ) N . —s—e=JThferr Fa § ~ ~
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Abb. 4. Siureproduktion bei fiinf verschiedenen Th. ferrooxidans-Stimmen

Wir haben das Temperaturverhalten einiger unserer thioozidans-Staimme gepriift. Sie
verhielten sich durchweg mesophil. Durch Emoro (1928 und 1929) und Baupiscu (1935)
ist bekannt geworden, daB Thiobacillus thiooxidans in Schwefelthermen vorkommt. Auch
bei dieser Art gibt es offenbar thermopbile Rassen; an den von uns untersuchten Standorten
fehlten sie.

Zur anaeroben Lebensweise, verbunden mit Denitrifikation, scheinen beide Thiobacillus-
Arten nicht befhigt zu sein. Th. ferroozidans entwickelte sich verzégert in 20—30 Tagen
bei herabgesetzter Sauerstoffversorgung in vollstindig gefiillten, mit Wachs abgedichteten
Glasstopfen-Flaschen in LE-Medium. Nach der 5.—6. Subkultur unter diesen Bedingungen
hatten sémtliche Stimme das Wachstum eingestellt?).

3. Bemerkungen zur Tazonomie der Gattung Thiobacillus BEILJ.

Auf das Trrefiihrende von Gattungshez:ichnungen wie Thiobacillus, Ferrobacillus
usw. fiir nicht sporenbildende Gattungen ist mehrfach hingewiesen worden. Wir behalten
trotzdem die in BErRGEY’s Manual benutzten Bezeichnungen der besseren Verstindigung
wegen hier bei.

KrassiLNIKOV (1959) unterscheidet eine Gattung 7hiobacterium LEnM. und NEUM. —
(nicht identiseh mit Thiobacterium JANKE, das in BERGEY’s Mannal anerkannt ist) —und
eine Gattung Sulfomonas Bris. ORLA-JENSEN nov. comp. (Syn. Thiobacillus Bris.),- von
denen die erste peritrich, die zweite polar begeilelt ist. Beide Gattungen sind im Manual
unter Thiobacillus BEw. zusammengefaft.

1) Beobachtungsdauer 70 Tage
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Tabelle 4
Thermotoleranz von Th. ferrooxidans und thicoxidans
Versuchsdauer 30 Tage

Zeichenerklirung: + -+ sehr gutes Wachstum
+ 4+ gutes Wachstum
| mafiges Wachstum

+
—  kein Wachstum
Stamm 25° ¢ 31° ¢ 356° C 37° C 45° ¢ 50° ¢
ferrooxidans Beck + 4+ 4+ 444 + -+ — —
Bi6 +4+4 | A+t + -+ + — -
Bol 3 +4+4+ | +4++ + — - —_
Elb 4 +++ | F++ + + - —
Fab +4+ | At + — — —
G1 +++ f +++ | A+ | T+ 4 -
G2 e e S o e e e S + —
G3 e e S e I e B S +++ —
G4 e S B T e N I A S S B S -
K2 + 4+ + A+ - + — — —
Meg b A+ | A+ + — —
Ram 2¢ + 4 +44 | 44+ L+t — -
Scot ++4+ | 4+ ++ + - —
thiooxidans Bol b EERE 444 - — — —
K, ++4+ | +4++ + — — —
Starkey 1 +AA | + - — —
Starkey 2 +4+4 | +++ + — - -

LeaTHEN und BrALEY (1954) sind der Ansicht, daB der von ihnen als einziger Vertreter
der neuen Gattung Ferrobacillus L. u. Br. beschriebene Ferrobac. ferrooxzidans nicht mit
Thiobac. ferrooxidans COLMER u. TEMPLE identisch ist. Beide sollen sich vor allem dadurch
unterscheiden, dall Ferrobac. ferroox. Thiosulfat nicht oxydiert. Unsere jferrooxidans-
Stimme vermégen simtlich neben Fell auch Schwefel zu oxydieren. Selbst wenn Stimme
vorkommen, denen Thiosulfat und Schwefel nicht zuginglich sind, wiirden wir bei der
sonstigen weitgehenden Ubereinstimmung die Aufstellung einer besonderen Gattung Ferro-
bacillus nicht fiir notwendig halten.

Parker und TempLE haben in BERGEY’s Manual (BREED usw. 1957) neben Thiobacillus
thicozidans eine von PARKER (1945) beschriebene Art Th. concretivorus beibehalten, die sich
von thicozidans im wesentlichen nur durch das Verhalten gegeniiber Stickstoffverbindungen
unterscheidet. Danach wiren unsere simtlichen Stimme, darunter auch die Original-
stimme von STARKEY, zu concretivorus zu stellen. Wir sind jedoch mit Visuniac (1957) der
Meinung, daB die unterscheidenden Merkmale nicht ausreichen und da concretivorus ent-
behrlich ist.

V. Die Pilzflora der sauren Grubenwisser

Der Pilzflora dieser Standorte wurde bisher wenig Beachtung geschenkt, Einige Autoren
(Cormer und Hinkii 1947; AsemeEAD 1955) erwidhnten lediglich das Vorkommen von
Pilzen, ohne die Biocoenose zu analysieren. Wir haben die uns zur Verfiigung stehenden
Wasserproben auf ihren Pilzbestand untersucht und fanden eine Fiille verschiedener Pilze,
besonders aus der Gruppe der Fungi smperfecti. Einige erwiesen sich allerdings als ephemere
Luftkeime, die bei stindiger Mischkultur mit Thiobakterien nicht mehr zur Entwicklung
kamen. Sie vertragen also ein dem Grubenwasser entsprechendes Biotop nicht auf die
Dauer. Ihre Sporen gelangen vermutlich durch die Wetterfithrung der Gruben oder durch
den Menschen an die betreffenden Standorte. In diese Gruppe gehéren z. B. Aspergillus
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awamort, Spicaria simplicissima und einige Mucoraceen. Bei Keimgehaltsbestimmungen
waren sie jeweils nur in 2—3 Proben in geringer Zahl im Grubenwasser vorhanden. Die zur
Biocoenose gehdrenden Arten (Tabelle 5) waren meist in griBeren Mengen und oft auch an
mehreren weit voneinander entfernten Standorten im Grubenwasser vertreten. Auch bei
stindiger 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 gro8er Hiufigkeit auf. Bei
einer Keimgehaltsbestimmung der Probe Bi 4 fanden wir etwa 400 Pullularia-Keime je ml
Allerdings verursachte die Bestimmung einige Schwierigkeiten, da es sich um einen recht
pleomorphen Organismus handelt. Je nach den Kulturbedingungen sind SproSkonidien,
Fadenmycel, SproBmycel mit wechselnden Mengen von Dauerzellen und mit stiirkerer oder
schwicherer Schleimbildung anzutreffen. Unsere Stdmme bildeten auch in der Reinkultur
kaum die fiir die Identifizierung wichtigen SproBkonidien. Nach Boas und Bauver (1937)
wird die SproBkonidien-Bildung durch hohe H*-Konzentrationen (px 3,6 bis 3,9) unter-
driickt. Da es sich in unserem Falle um Stdmme handelt, die offenbar lange Zeit hindureh
einem Milien mit hoher H*-Konzentration (pu 1,5 bis 3,0) ausgesetzt waren, ist es denkbar,
daB} sie die Fahigkeit zur SproBkonidienentwicklung verloren haben.

Neben Pullularia sind auch Hefen aus der Gattung Rhodotorula als hiufige Begleiter der
Thiobakterien beachtenswert. Bei einer Keimgehaltsbestimmung des Wassers aus Grube
Einheit/Elbingerode wurden 500 bis 600 Rhodotorula rubra-Zellen/ml gefunden. Entsprechen-
des gilt auch fiir die Proben aus Falun.

Tabelle 5
Verbreitung der Pilze in verschiedenen Gruben-Wasserproben

an = 8o = 4

=] - = = [ & = >

alm |2 |B|E|8|E|z|ul2|=|8|3
Pul. pullulans . . . . . . . et I T T S T S S (R B IS [ B S Ry G
Pen. turbatum . . . . . . . S I T N (N e T (TN RN R e R
Pen., waksmant . . . . . . . 1 —{ =1 =1 == S N (U ST R RN R
Pen. decumbens. . . . . . . — |+l - =+ =1 =] ==+ —]—1-
Pen. frequentans . . . . . . S IO SN N S U SN (RS R [ (I
Spic. dwvaricata . . . . . . — ==+ =+ =] + | -
Rhod. glutinis . . . . . . . S T N, NS U I - —_— = = =
Rhod. rubra . . . . . . .. =i+l =+ = e = x

VI EinfluB der Pilze auf die Entwicklung der Thiobakterien
und die Sdurebildung

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

Vergleicht man das Verhalten der beiden Thiobacillus-Arten, so zeigt sich, daB die
thicowidans-Stdmme auf die Begleitpilze mit einer Férderung der Séurebildung bei fast der
Hilfte der untersuchten Kulturen reagieren (Tabelle 6), wihrend sich bei ferroozidans
Férderung und Hemmung die Waage halten und in der Mehrzahl der Falle ein Einflu} der
Begleitpilze nicht festzustellen war (Tabelle 7). Von den thiooxidans-Stimmen sprechen
besonders die in Reinkultur schwicher wachsenden Stimme Stark. 1 und Stark. 3 (vgl
Abb. 2) an. Am hiufigsten wirkten Hefestimme fordernd auf die Siurebildung (Tabelle 8).

TempLE und KorHLER (1954) vermuten, daB die in der Biocoenose vorkommenden
Hefen Wuchsstoffe abgeben und somit Wachstum und Saureproduktion der Thiobakterien

2 Zeitschr. 1. Allg. Mikrobiologie
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Tabelle 6

EinfluBl verschiedener Pilze auf die Siuerung des Mediums durch Th. thioozidans
Zeichenerklirung zu Tabelle 6 und 7:
+ Forderung um 2 bis 5 Tage
— Verzogerung um 2 bis 5 Tage
= Verzogerung um mehr als 5 Tage
0 kein EinfluB.

. thiooxidans-Stamm
Pilzstamm
Bol1 K, Scot Stark. 1 | Stark. 2 | Stark. 3
Pul. pullulans/Bi4 . . . . . + 0 0 -+ 0 +
Spic. divaric./Ram 2b - 0 0 0 + — 0
Pen. turbatum/H6 . . . . . 0 0 0 4 0 +
Pen. waksmant/Ram 2b 0 0 0 + 0 +
Rhod. glutinis/Bi 6 . . . . . =+ 0 + + 0 +
Rhod. rubra/Bing . . . . . . 0 0 + + 0 +
Rhod. rubra/Fa8 . . . . . . 4+ 0 +4- 0 4] +
Rhod. rubrafScot . . . . . . + + 0 4 0 +
Tabelle 7

EinfluB verschiedener Pilze auf die Sduerung des Mediums durch Th. ferrooxidans

ferrooxidans-Stamm

Pilzstamm .
Beck | Bi 6 | Bol3| Fab | K2 [Megb|Ram2¢| Scot

Pul. pullulans/Bid . . . . . . ..
Spic. divaric./[Ram 2b . . . . . .
Pen. turbatum/H6 . . . . . . . .
Pen. waksmani/Ram 2b . . . . .
Rhod. glutinis/Bi6 . . . . . . ..
Rhod. rubra/Bing . . . . . . . ..
Rhod. rubra/Seot . . . . . . . . .

+4+ ol coco
o+ooo\o
++o|l ol o
coo| ol o
+4++ o000
coocloc| o
coocco| o
+ocoooo

Tabelle 8

Forderung und Verzogerung der Saurebildung bei 6 thiooxidans- und 8 ferrooxtdans-Stimmen
durch die begleitenden Pilze

Es bedeuten: + Forderung, — Hemmung, O keine Wirkung

Anteil der beeinfluften Stimme
Pilze Th. thiooxidans Th. ferrooxidans
AR
Pullularia pullulans/Bid. . . . . . . . . . . . 3/6 — 3/6 — — B8/8
Spicaria divaricate/Ram2b . . . . . . . . ., 1/6 | 1/6 | 4/6 — 5/8 1 38
Penieillium lurbatum/H 6 . . . . . . . . . .. 2/6 — 476 — — 8/8
Pewicitlivm waksmeni/Ram 2b . . . . . . . . . 2/6 — 4/6 — 4/8 4/8
Rhodotorula glutinis/Bi6. . . . . . . . . . .. 4/6 — 2/6 1/8 — 7/8
Rhodotorula rubrafBing . . . . . . . . . . . 3/6 e 3/6 4/8 — 4/8
Rhodotorula rubra/Fa 3 . . . . . . . . . . .. 4/6 o= 2/6 nicht gepriift
Rhodolorula rubra/Scot . . . . . . . . . . .. 3/6 — 3/6 4/8 | — | 4/8

positiv beeinflussen. O'KanEe (1942) fand allerdings in Kulturfiltraten von Th. thioozidans
Nikotinsdure, Pantothenséure, Biotin, Riboflavin, Thiamin und Pyridoxin und aus Unter-
suchungen von Fran1z, FEIGELMAN, WERNER und SmitH (1952) geht hervor, daB Th. thio-
oxidans zur Synthese von 17 Aminosduren befdhigt ist.
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In unseren Versuchen hatten die Mischkulturen mit positivem Resultat in der Periode der
stirksten Saurebildung und des stirksten Wachstums einen Vorsprung von 1 bis 5 Tagen.
Bei AbschluBl der Versuche waren die pu-Werte in den geférderten Mischkulturen nicht
niedriger als in den Reinkulturen der Thiobakterienstimme. In Reinkulturen der Pilze wird
der pE-Wert des Mediums nicht oder nur unwesentlich verindert; in der Biocoenose tragen
die Pilze zur Sduerung nicht bei.

Mischkulturen der ferrooxidans-Stimme Fa b bzw. Meg 5 mit den drei Rhodolorula-
Stammen ergaben eine Forderung der Siurebildung bis zu 3 Tagen; was in diesen Féllen
beachtlich ist, da die einzelnen Hefen in Mischkultur mit ferrooxidans inditferent waren
(vgl. Tabelle 8).

Mit Spicaria divaricata und Penicillium waksmant in der Mischkultur war die Saure-
bildung bei einigen Stdimmen von Th. ferrooxidans durch Verlingerung der Latenzperiode
bis zu 10 Tagen verzogert, erreichte jedoch schlieflich den Endwert der Reinkulturen
(Abb. 5). Mischkulturen der Stimme thicoxidans Starkey 1 bzw. Starkey 3 mit 6 Pilzen
(Pull pullulans Bid, Pen. turbatum H6, Pen. waksmani Ram 2b, Rhodot. glutinis Bi6, Rho-
dot. rubra Bing und Scot), die
in der zweigliedrigen Misehkultur et oSt gt g e
cine Firderung bis zu 5 Tagen I e e r——n

36 \ \\\

4y

ergeben hatten (vgl. Tabelle 6), s

zeigten eine etwas stirkere For- —o—e— Sterikontrolle

\

derung der SHurebildung um 534 \ e Pomcilium waksman
8—10 Tage im Maximum bei 1 gt Y % == Th. feroondars Meg
einem pn-Endwert von 1,26 ’ \ S T ferr Meg S u FPon waks.
gegeniiber 1,40 nach 75 Tagen. l 30 X \

Bemerkenswert ist die relativ 28| \°\ S
iippige Entwicklung der Pilze 7% ~ . N
in den anorganischen Medien

24r

(Abb. 6), die im Habitus den im
Grubenwasser flottierenden sub-
mersen Myeelien (,,streamer®)
entspricht. Geringe Mengen orga-
nischer Verbindungen stehen aus
zufilligen Verunreinigungen und
aus absterbenden Bakterienzellen
zur Verfiigung.

Bei Pullularia haben wir
untersucht, wie sich Stidmme
anderer Herkunft im Biotop der
sauren Grubenwdsser verhalten.
Wirbenutzten hierzu die Stimme
M 136, M 163, § v 31, die von
(. MrLER isoliert worden sind?).
Es ergab sich, daB in aufeinander
folgender jeweils nach 14 Tagen
itberimpfter Mischkultur mit
Thiobakterien die ersten drei
Stamme spatestens in der 4. Kul-
tur bei pH-Werten zwischen 2
und 3 ausgestorben waren; sie

07 4 5 8 U0 17 h b B U A B

Zeit in Tagen

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

Abb. 6. Th. thivozidans (Stamm Scot) + Pen. turbatum in
Mischkultur. Mycelbildung in STA/S-Medium

1) Wir verdanken die Reinkulturen der Liebenswiirdigkeit von Herrn Prof. Dr. Kocn, Institat

fiar Mikrobiologie, Berlin 017,

2%
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verhielten sieh nicht anders als andere gelegentlich im Biotop ephemer vorkommende
Pilze (Tabelle 9).

Tabelle 9

Verhalten von Pullularia-Stimmen fremder Herkunft in Mischkultur mit Thiobakterien. Keim-
zahlen je ml Medium, Mittelwerte aus gut {ibereinstimmenden Parallel-Kulturen; pu-Werte in

Klammern?)
Pullulari Einsaat bei Keimzahl/ml nach jeweils 14 Tagen
Thiobaecillus g’c;uax’lrlw— Versuchs- in aufeinanderfolgenden Kultgren .
beginn 1. Kultur 2. Kultur Kultur{Kultur

ferrooxidans/Meg b M 136 1,1x107 |1,7x105 (2,42) | 3,0x103(2,43) 7 0
ferrooxidans/Meg b M 163 9,3x108 |1,1x10%(2,40) | 2,3x10%(2,38) |2-104 O
ferrooxidans/Meg b pv3l 1,2 %108 0 (‘) ,38) 0 (2,38) 0 0
ferrooxidans/Beck M 136 1,1x107 |6,1x10,(2,44) | 7,1x10% (2,42) 0 0
ferrooxidans|Beck M 163 9,3x 108 | 7,7x10% (2,43) |1,9x10%(2,44) 0 0
ferrooxidans|Beck pv3l 1,2 <103 | 0 (2,4DH) 0 (2,44 0 0
thioozidans|Scot M 136 1,1x107 0 (1,01) 0 (1,27) 0 0
thiooxidans/Scot M 163 9,3 %108 0 (1,08) 0 (1,03) 0 0
thioozidans/Scot pvi3l 1,2x 108 50  (1,40) 0 (1,07) 0 0
thiooaidans| K M 186 1,1 x107 0 (1,00) 0 (1,08) 0 0
thioomidans/K M 163 9,3 x 108 0 (1,08) 0 (1,11) 0 0
thiooxidans/ K, fv3al 1,2x 108 0 (1,02) 0 (1,58) 0 0

VII. Diskussion

Die Biocoenose der schwefelsauren Grubenwésser ist gekennzeichnet durch das Vorkom-
men der beiden Thiobakterien-Arten Thiobacillus thiooxtdans und Th. ferrooxidans, die an
fast allen von uns untersuchten Standorten von sduretoleranten Pilzen begleitet waren, Die
Pilze selbst sind nicht an der fiir die beiden Thiobakterien charakteristischen Séurebildung
beteiligt, Bei einem Teil der Mischkulturen werden Siurebildung und damit wohl auch die
Vermehrung der Bakterien durch Pilze beschleunigt oder verzogert. Im allgemeinen sprachen
die thicoxidans-Stdmme in der Mischkultur hiufiger an als die ferroozidans-Stimme; bei
thioozidans iiberwogen bei weitem die férdernden 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. thioozidans. Anfilliger gegeniiber hemmenden Einfliissen war
Th. ferroozidans, bei dem besonders durch Spicaria diwaricate und Penicillium waksmani
die Siurebildung in der zweigliedrigen Mischkultur um 2 bis 10 Tage verzogert wurde.

Im groBen und ganzen scheinen also keine engeren Bindungen zwischen Thiobakterien
und Pilzen zu bestehen. Besonders bei schwachwiichsigen Stdmmen (in unseren Versuchen
thiooxidans/Stark. 1 und 3) konnte an eine von TEMPLE und Koruier (1954) vermutete
Forderung durch Wuchsstoffe in der Mischkultur mit auxoautotrophen Pilzen gedacht
werden.

In geomikrobiologischer Beziehung verdient das Vorkommen der beiden Thiobakterien
Beachtung. Ahnlich den Desulfurizierern sind sie offensichtlich weit auf der Erde verbreitet
und wohl als Kosmopoliten anzusehen. Thre Entwicklung in Verbindung mit dem Vorkom-
men sulfidischer Erze, besonders von Pyrit und Markasit, ist an das Vorhandensein von aus-
reichend Keuchtigkeit und Luft gebunden. Liarikova (1960) vermutet Beziehungen zwi-

1) Versuche iiber das Verhalten von Pullularia-Stimmen in Nihrlssungen, die mit H,80,
angeséuert waren, laufen noech.
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schen dem Vorkommen von Th. ferroozidans und der Tektonik der Lagerstitte, ferner eine
Beteiligung bei den ersten Stadien der Selbsterhitzung des Erzkirpers. Im 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. Thre Ernahrungsanspriiche sind gering. Sie sind im groBen ganzen,
soweit es bis jetzt bekannt ist, auxoautotroph; sie verwerten in einem 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 sekundéren
Umsetzungen in sulfidischenLagerstatten beteiligt sind, an der Mobilisierung und Wanderung
der Schwermetalle; diese Prozesse miissen im einzelnen in Verbindung mit einer erneuten
Reduktion und Fallung der Schwermetallsulfate durch Desulfurikation noch untersucht
werden.

VIII. Zusammenfassung

1. In 50 Proben saurer Grubenwisser von 15 verschiedenen Standorten (Braunkohlen-
Tagebau und Lagerstitten sulfidischer Erze) konnten Thiobakterien nachgewiesen werden.

2. Insgesamt wurden 12 Stimme von Thiobacillus thioozidans und 9 von Th. ferro-
oxidans in Reinkultur gezogen. Sie unterscheiden sich innerhalb einer Art besonders in
bezug auf die Intensitit der Siurebildung und in den Temperaturanspriichen,

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

4. Wir halten die Trennung in die Arten Th. thioozidans und Th. concretivorus nicht fiir
gerechtfertigt. Desgleichen sehen wir in der Aufstellung der Gattung Ferrobacillus durch
LeaTHEN und BrALEY (1954) eine zu weitgehende Bewertung eines einzelnen physiologischen
Merkmals, bei Ubereinstimmung 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 héufigsten traten neben Pullularia pullulans zwei Rhodotorula-Arten auf,

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