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ROLA MIKROORGANIZMOW W PROCESIE POWSTAWANIA
ZEOZ SIARKI OKOLIC PODKARPACIA

Badajgc przyczyny wystepowania siarkowodoru
w powierzchniowych i gruntowych wodach okolic
Karpat stwierdziliSmy, ze zachodzi tam proces mi-
krobiologicznej redukcji wystepujgeego w tych oko-
licach gipsu. Zjawisko to zostalo udokumentowane
poprzez wyizolowanie z siarkowodorowych wéd oko-
lic Buska bakterii Desulfovibrio desulfuricans 1i
sztuczne odtworzenie w laboratorium biologicznego
Srodowiska powstawania siarkowodoru (2*—7). W ten
spos6b eksperymentalnie przestudiowano warunki
procesu, wyprowadzono odpowiednie réwnania kine-
tyczne i obliczono rzad i stale szybkoSci reakcji (3).
Proces ten realizowano poprzez wykorzystanie ener-
gii z rozkladu zwigzkéw organicznych, znajdujgcych
iie w stosowanej w dofwiadczeniach pozywee Star-

eya. : .

* Praca stanowi fragment rozmawj doktorskie] mgr Ja-
na. Gasiorka,

. sensie za

UKD 553.661.061.15:550,72:550.8.023 (438—12 okolice Podkarpacia}

Przeprowadzone badania przemawiajg w pewnym
pogladem o mikrobiologicznym powstawa-
niu z16z siarki, wystepujgcej w okolicach Karpat
(8—13). Pomijajgc bowiem specyficznie porowaty
wyglad wapieni pochodzgqcych ze zi6% siarkowych
i wskazujgcy na procesy odgazowania w toku two-
rzenia sie siarki (wydzielenie H,;S), argumentem
przemawiajacym za biologiczng teorig ich formowa-
nia sie jeést dokonujgca sie. nadal mikrobiologiczna
redukeja, zachodzgeca pod wplywem bakterii siarko-
wych. Jednym z etapéw tego procesu jest redukecja
gipséw do siarkowodoru (14) wywolana bakteriami
szczepu Desulfovibrio, ktérej mechanizm, w Swietle
literatury, jest najmniej wyjasniony (5). Ten pierw-

. szy etap, zwigqzany 2z powstawaniem siarkowodoru,

wynika najogélniej z reakeji:
3CaB80,+-CyoH,, = 8CaCO, -+3H,8 + CH,,-} H,0 +4-CO,
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W drugim etapie Zyjace na granicy zasiegu tlenu
aerobowe bakterie siarkowe utleniaja H,S do siarki
elementarnej. ’

Odtwarzajac w laboratorium przebieg mikrobio-
logicznej redukeji gipséw zamierzamy w tej pracy
skoncentrowaé sie nad wynikami badan aktywnosci
zaréwno wo6d naturalnych, jak i wyizolowanych
szezepéw Desulfovibrio, oraz nad wplywem na ten
proces niektérych woéd solankowych i zwigzkéw or-
ganicznych. c

METODYKA BADAN

Najbardziej aktywny szczep Desulfovibrio wyiz"-
lowano .ze #r6dia 8a, eksploatowanego przez Uzdro-
wisko ,Busko” i wykorzystano do badafi kinetycz-
nych nad mikrobiologiczng redukejg gipséw, pobra-
nych do tego celu w Skorocicach k. Buska. Oczysz-
czanie woéd oraz izolacje czystej kultury realizowano
droga kolejnych przeszezepbébw przy wspédludziale
pracownikéw Zakladu Mikrobiologii AR w Pozna-
niu (7), natomiast efekty koficowe kontrolowano me-
todg mikroskopows.

Gips stosowany w dofwiadezeniach, po rozdrob-
nieniu do rozmiaru czgstek od 0 do 3 mm, przed
wprowadzeniem do badafdi poddano analizie chemicz-
aej i granulometrycznej. Z analizy chemicznej wy-
nika, ze zawiera on 6,5% rozpuszczalnych w wodzie
siarczanéw w stosunku do 57,4% calkowitej ilo&ci
802-.. Wyniki anaslizy granulometrycznej zilustro-
wano na ryc. 1.

W dofwiadeczeniach proces redukcji gipséw reali-
zowano przy udziale zaréwno naturalnych zespoléw
bakterii, jak i hodowli czystych szczepbébw Desulfo-
vibrio. Zawsze korzystano z poizywek przygotowa-
nych w taki sposbb, aby w 1000 ml wody znaj-

dowalo sie: 5,0 g CH;CH(OH)COONa; 5,5 g NaySO,-.

-10 HO; 2 g MgSO,7 HgO; 0,15 g CaClg-6 H;O;
05 g K.HPO;; 1 g NHCL; 0,5 g soli Mohra. Tylko
w niektérych doéwiadczeniach (jak w tabeli) celowo
stosowano takie Zmiany w skladzie, aby méc ckres-
lié przyswajalng przez szczep substancje organiczna,
. stanowigca Zrédla wegla w warunkach naturalnych.

Sam proces redukcji w skali laboratoryjnej prze-
prowadzono w poigezonych szeregowo phluczkach Po-
lezajewa (ryc. 2) umleszczonych w termostacie.

Do pierwszej pluczki o poj. 50 ml, spelniajgcej
role fermentatora, wprowadzono 1 g gipsu i wile-
wano odpowiednia (Jak w tab.) ilo§¢ pozywki o okre=
§lonym skladzie. W nastepnych umieszczono po 5 ml
0,06 M roztworu octanu kadmowego shluzgcego do
iloSciowego oznaczania HyS powstajacego w fermen-
tatorze. ;

W doSwiadczeniach, w kitérych korzystano z na-
turalnych wéd Zrédlanych (naturalne zespoly bak-
terii siarkowych), w fermentatorzer umieszczono 10

"ml pozywki oraz 10 ml zaszczepu wody Zr6dlane].
W dosdwiadczeniach, w kiérych korzystano z czystych
kultur bakterii siarkowych, do reaktora wprowadzo-
no 20 ml pozywki i okreflona w tabeli ilo§é inocu-
lum, pobranego z czystej hodowli Desulfovibrio po
48 godz. hodowania. Ze wzgledu na anaerobowy cha-

" rakter przemiany zestaw do badan przed i po wpro-

wadzeniu zaszczepu przedmuchiwano przez 10 min
mieszaning gazows zawierajgca 70% N, i 30% COs,.

Pobierane z butli gazy, przed wprowadzeniem do

ukladu, oczyszczano od §ladéw tlenu w alkaliczhym
roztworze pirogallolu. Nastepnie przedmuchiwanie
reaktor6w prowadzono 3X na dobe przez 20 min,
przepuszezajge mieszanine gazowa (Np+COg) z szyb-
kodcig 10 1/h. Stopiefi redukcji siarczanéw kontro-
lowano jodometrycznie przez ustalenie ilofci wy-
dzielonego HS w okreflonych odstepach czasu (pod-
czas przedmuchiwania reaktoréw). Réwnolegle kon-
trolowano pH roztworu reakcyjnego. Wszystkie do-

§wiadczenia prowadzono w 3 analogicznych zesta-

“wach i w ten spos6b kontirolowano stopied powta-

rzalnofci wynikéw.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Wspominalifmy, Ze wigkszofé badaczy przychyla
sie do tezy o udziale bakterii w genezie polskich
z16z - siarki, wystepujacych w zapadlisku przedkar-
packim (9—18). Uwaza sig, %e przejfcie gipsu w
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Rye. 1, Sklad granulometryczny badanebo gipsu.

Fig. 1. Granulometric composition of the gypsum
studied. o
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siarkonofny wapiefi nastepowalo pod wplywem mi-
kroorganizméw, czerpigcych wegiel ze zwigzkéw or-
ganicznych, np. bituminéw (5). Nie brak roéwniez
pogladéw wskazujgcych na drugorzedng role bakterii
w procesie powstawania siarki (18).

Za wspbluczestniczeniem bakterii w powstawaniu
polskich z6%z siarki przemawia réwniez fakt znale-
zienia w okolicach Karpat szczepu Desulfovibrio
desulfuricans, kidéry pozwala na sztuczne odiwarza-
nie w laboratorium $rodowiska biologicznego pow-
stawania siarkowodoru. Bakterie te przeksztateaja
siarczan wapnia w siarczek kosztem utleniania ma-
terialu organicznego, dostarczajgcego energii i. sta-
nowigcego ich pozywienie.

Aktywnoéé zespolu bakterii siarkowych, pobra-
‘nych z woéd . naturalnych oraz wyizolowanych kultur
czystych, zilustrowano na ryc. 3. Przedstawia on
stopieft redukecji siarczanéw do ‘siarczkbw w zalez-
no§ci od czasu trwania procesu. Badania prowadzo-
no w ftrzech. réznych $rodowiskach reakecyjinych o
skladzie chemicznym pierwiastk6w - podanym w ta-
beli (do§wiadczenie 1, 2a i 2b).

Pierwsza krzywa kinetyczna (ryc. 3) ilustruje
proces wywolany przez naturalny zespél bakterii
siarkowych. Przebieg przemiany w obecno$ci czy-
stych kultur Desulfovibrio zilustrowano na krzywej
2a oraz 2b. Rdinig sie one tym, Ze w miejsce siar-
czanéw magnezu i sodu, znajdujgcych sie w stoso-
wanej pozywece, w do§wiadczeniu 2b wprowadzono
gips naturalny. Ratwo zauwazyé, zZe przy niezmie-

- nionym ksztalcie krzywych- kinetycznych obserwuje-

my tylko zréznicowany stopiefi redukeji. Znacznie
wydajniejszy jest bowiem proces mikrobiologicznej
redukcji realizowany w pozywce, zawierajacej gips
naturalny (krzywa 2b), w poréwmnaniu z analogicz-
nym przebiegiem procesu w poiywce zawierajgcej
siarczany rozpuszczalne. Uderzajacy jest r6wniez wy-~
raznie zréznicowany okres indukcyjny reakcji (3),
krétszy okolo 10-krotnie w przypadku do$wiadczef,
w ktorych wykorzystano czysta kulture bakterii.

Dzieki wprowadzeniu do $rodowiska reakcyjnego
gipsu naturalnego w miejsce rozpuszezalnych siar-
czan6w nastgpilo ‘réwniez niemal dwukrotne skro-
_cenie czasu powstania fazy logarytmicznego wzro-
stu procesu. Tlumaczymy to korzystniejsza adapta-
cjg do 6rodowiska zawierajgcego gips naturalry
szczepu wyizolowanego, ktéry rozwijal sie w nim
w sposéb ewolucyjny. Nie bez znaczenia jest fu
takze zawarto§é zanieczyszczen organicznych, stano- -
wigcych niejako site motoryczng tego procesu.

Rozwijajac fen problem stwierdziliSmy, Ze np.
CO, lub powstajgey w procesie redukeji CaCQO; a
takZe ropa z rurociggu ,PrzyjaZh” badZ gaz, zawie-
rajacy mieszanine butanu i propanu, nie jest przy-
swajalny przez bakterie Desulfovibrio. Podobnie
niepowiodly sie doSwiadczenia, w ktérych w miejsce
mleczanu sodowego wprowadzono wodér. Stosowa-



Rye. 2. Schemat aparatury laboratoryjnej do prowa-
dzenia mikrobiologicznej redukcji siarczgnéw.
1 — butla gazowa, 2 — pluczka z roziworem pirogallolu,
3 — mieszalnik, 4 — rotometr, 5 — zbiornlk wyréwnawczy,
§ - reaktor-fermentator, 7 — pluczki absorpcyjne z roz-
. tworem Cde+, Z — zawdr, T — termometr, T, -~ termo-
metr kontaktowy.

Fig. 2. Scheme of laboratory equipment for studies
of microbiological reduction of sulphates,

.1 — gas reservoir, 2 — washer with pyrogaliol solution,
3 — stirring apparatus,, 4 — revolution counter, 5 — com-
. pensating reservoir, 6§ — reactor — fermentation-chamber,

7 — absorption washers with Ca2+ solution, Z — wvalve,
. T — thermometer, Ty — contact thermometer.

ZESTAWIENIE SKLADU CHEMIOZNEGO SRODOWISKA MIKROBIOLOGICZNES BEDUKCJI OBAZ WARUNKGW
t PROWADZENIA PROCESU

© (Zawartosé skiadnikéw podano w mg pierwiastka w 20 ml roztworu)

Zaszozep Tempera-
) um tura prooce-
. .Symbol . . ' su °C
dEoéww.dx o, ] (¢ N P K Ca | Na Cl | Mg | Fe rodzaj ilogé [ml] Teinuggm-
p- type ‘volume (centigra-
des
1 14,29| 16,16/ 3,01 | 0,90 | 2,28 | 23,21| 10,44] 67,22 — | 0,70 | zespél natur. 10 - 35
: : . unpurified
2a 14,94 28,98 5,40 | 1,62 | 4,14 | 0,48] 32,40( 12,96| 3,42 | 1,26 | czysty szozep 2
. pure isol. str. ;
2b 14,10; 28,98{ 5,40 | 1,62 | 4,14 | 16,02| 18,64] 12,96] — | 1,26 | czysty szczep 2 35
. pure igol. str.
15,35{ 32,13} 5,95 | 1,82 | 4,40 | 18,21} 21,18} 12,81] — | 1,43 | ozysty szezep 0,2 30
' v pure isol. str.
15,35 32,13{ 5,95 | 1,82 | 4,40 | 18,21} 44,92 49,21] — .| 1,43 | czysty szezep 0,2 30
) pure isol str.
[} " | 15,36 32,13 5,05 | 1,82 | 4,40 | 18,21| 68,562} 85,61 — | 1,43 | ozysty szezep 0,2 30
. pure isol. str.
3 14,28( 28,98f 5,40 | 1,62 | 4,14 | 16,46 18,54 12,06( — | 1,26 | czysty szozep 2 30
- : pure isol. str.

ne w tym przypadku gazy wprowadzano do &rodo-
wiska reakcyjnego lgcznie z mieszaning azotu i dwu-
tlenku wegla z szybkofcig do 10 L/h.
Przeprowadzono réwniez dwa réwnolegle ekspery-
menty z zastosowaniem 1 g gipsu naturalnego w
20 ml Srodowiska reakcyjnego oraz 1 g gipsu na-
turalnego, z ktérego wyekstrahowano zwiazki orga-
niczne za pomocs etanolu i benzenu. Okazalo sie,
ze w plerwszym przypadku w procesie wydzielito
sie 0,120 mg siarki w formie H;S, gdy w reakforze
zawierajacym wyeksirahowany gips proces redukcji
nie zachodzil. W ten sposéb ustalono, ze 2Zrédlem
substancji organicznych w warunkach naturalnych
sg zwiazki wegla, obecne w gleboko usytuowanych
zlozach gipsu i wapieni pogipsowych, skad pobie-
rano prébki. Na temat ich skladu prowadzone sg
- badania szczegblowe (F. Domka, J. Gasiorek).
InteresowaliSmy sie réwniez wrazliwofcig bak-
terii Desulfovibrio na zawartofé NaCl w Srodowisku.
W tym celu przeprowadziliSmy badania nad mikro-

biologiczng redukcjg siarczanéw w $rodowisku za-
wierajacym trzy réine podane w tab. stezenia NaCl
(doSwiadczenie a, b, ¢). Ofrzymane odpowiednie
krzywe kinetyczne ilustruje ryc. 4. Obok préby od-
niesienia (a) obserwowalifmy przebieg redukcji wo-
bec dodatkowo wprowadzonego 8% roztworu NaCl
w iloSci 2 ml (b) i 4 ml (c). Wprowadzenie np. 6 ml
. tego roztworu do pr6éby odniesienia powodowalo
catkowite zahamowanie procesu. Najkorzystniej wy-
padly doSwiadezenia, w ktérych do badanego roz-
tworu wprowadzono 2 ml 3% NaCl. WydajnoSé pro-
. cesu w tym przypadku zwigkszyla sie¢ o 25% (krzy-
wa b) w poréwnaniu z prébg odniesienia. Dodanie

- wszakze 4 ml 3% NaCl do 20 ml roztworu reak-

cyjnego doprowadzilo az do 30% obnizenia wydaj-
nosci reakeji. W konsekwencji stwierdzili§my, Ze dla
brocesu mikrobiologicznej redukeji siarczan6w tok-
sycznym steieniem NaCl jest juz roztwér 1%,

W przeprowadzonych przez nas doS§wiadezeniach,
z zastosowaniem z géry okreSlonych warunkéw, ta-
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Ryc. 3. Zaleino$é stopnia redukcji gips od rodzaju

zaszczepu.
1 — zespbt naturalny, 2 — czysta hodowla Desulfovibrio,

a — pozywka Starkeya, b — poiywka zmodyfikowana.

Fig. 3. Dependence of the degree of gypsum reduc-
tion on the type of bacteria introduced.

1 — natural assemblage of bacteria, 2 — pure Desulfovibrio '

culture, a — Starkey’s medium, b — modified medium.
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Ryc. 4. Wplyw steZenia NaCl w hodowisku reakcyj-
nym na stopien redukcii gipsu.

a - préba odniesienia, b — 3% roztwbér NaCl-2 ml c —

3% roztwér NaCl-4 ml.

Fig. 4. Effect of NaCl concentration in the reaction
environment on the degree of gypsum reduction.
a — reference sample, b — 3% solution of NaCl — 2 ml,
¢ — 3% solution of NaCl — 4 ml,
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Ryc. 5. Przebieg mikrobiologicznej redukcji gipséw
w roztworze wzbogaconym o mleczan sodu, wprowa-

. dzony w ilociach réwnowaznych 32,0 mg - at C w

punktach A, B, C.
Fig. 5. The course of microbiological reduction of
gypsum in the solution enriched with natrium lac-
tate; the lactate was introduced in ammounts equal
32,0 mg+at C in points A, B, and C. .

kich jak: pH $rodowiska, temperatura i sklad che-
miceny, z reguly obserwowaliSmy, Ze proces mikro-
biologicznej redukeji siarczanéw do siarczkow nie
zachodzit w 100% (poréwnaj krzywe kinetyczne

. ryc. 3 i 4). Po okresie indukcyjnym ‘proces osiggal

faze logarytmicznego wzrostu, ktérej towarzyszylo
wzmozone wydzielanie sig- H,S, a nastepnie obser-
wowalismy jego gwaltowne zahamowanie. Stwier-
dziliSmy eksperymentalnie, %Ze przyczyng tego zja-
wiska jest wyczerpanie sie¢ mleczanu sodowego, kto- -
ry jest przyswajalnym #Zrédlem wegla. Przechodzi
on bowiem w nieprzyswajalny - przez szczep octan
sodowy wg reakceji:

CH,CH(OH)COONa - H,0 =CH,COONa 4 CO, + 4H"

Towarzyszy temu zrozumiala zmiana pH Srodo-

‘wiska, siegajgca niekiedy do wartoSci toksycznej

(pH=8). Tak wiec przyczyn zahamowania procesu
nalezalo dopatrywaé sie zar6wno w niedoborze przy-
swajalnej substancji organicznej, jak i zmianie pH
Srodowiska.

_Biorac pod uwage uzyskane rezultaty badan, w
dalszych dod8wiadczeniach prowadzonych w $rodowi-
sku o skladzie chemicznym podanym w tabeli (do-
Swiadczenie 3), w momencie zahamowania procesu
redukceji, cofano pH frodowiska do wartoSci 6,7 przez
dodanie 0,1% HCl. Pomimo tego nie stwierdzono
zmian w przebiegu krzywej. Nastepnie dodano 1 ml
roztworu mleczanu sodowego, zawierajgcego 32 mg
wegla, dopiero woéwcezas nastapil gwaltowny wazrost
procesu wydzielania sie H,S. Eksperyment ten pow-
tarzano 3-krotnie, a odpowledni przebieg krzywej
kinetycznej zilustrowano na ryc. 5. W pkt A, B, G,



ga7naczonych na tycinie, wprowadzano kazdorazowo
32 mg wegla w formie mleczanu. Ponadto w toku
doswiadczefi stwierdzono réwniez, Ze jednorazowe
na przyklid wprowadzenie 94 mg wegla w postaci
mleczanu sodowego na poczatku procesu (w pkt A)
powoduje calkowite zahamowanie redukcji. Sprawa
wigze sie prawdopodobnie z przedawkowaniem przy-
swajalnego #%r6dla wegla oraz naruszeniem okreslo-
nej réwnowagi w Srodowisku reakcyjnym. Taq droga
doszliSmy do przekonania, Ze mikrobiologiczny pro-
ces redukeji gipséw zachodzi przy ciaglym uzupet-
nianiu substancji organicznych i moze przebiegaé
rytmicznie do kofica lub zachodzié tylko czeSciowo.

W warunkach naturalnych, gdzie nie nalezy ocze-
kiwaé rytmicznego doplywu przyswajalnych zwigz-

kéw organicznych, moze przebiegaé on rytmicznie.

Przemawia za tym réwniez warstwowy uklad zl6z
siarki, ktéra w efekcie koficowym powstaje na
miejsce gipsu. :

W ten spos6b wydaje sie bezsporny udzial bak~
terii Desulfovibrio desulfuricans w pierwszym eta-
pie tworzenia siarczku z gipsu. Przyjecie tezy o
udziale bakterii réwniez w drugim etapie wyjas-
niajg liczne rozprawy dotyczace tego problemu (1, 6,
9—13). Poniewaz mikrobiologiczna redukcja gipsu
zachodzi nadal . w zapadlisku podkarpackim, zatem
przemawia ona za pogladem o wspé6tudziale mikro-
organizméw w procesie powstawania zl6z siarki.

Wnibski
1. Bakterie Desulfovibrio desulfuricans, reduku-
jgee siarczany do siarczkéw, sa rozpowszechnione

w powierzchniowych i gruntowych wodach zi6z gip-
sowych okolic Karpat.

2. Proces mikrobiologicznej redukcji zachodzi sto-
sunkowo intensywnie w wodach solankowych, za-
wierajgcych okolo 0,3% wagowych NaClL

3. Wyizolowane z wo6d okolic Buska bakterie re-
dukujace siarczany nie wykazujg zdolnofci do uty-
lizacji wegla pochodzgcego z propanu, butanu, ropy
naftowej oraz nie rozwigzujg sie w obecnofci wodoru
i w Srodowisku pozbawionym substancji organicz-
nych. Energia do realizowanego w warunkach labo-
ratoryjnych procesu mikrobiologicznej redukeji czer-
pana jest ze zwigzk6éw organicznych zawartych w
podlozu gipsowym. .

4, Proces mikrobiologicznej. redukeji gipsu, prowa-
"dzony w warunkach laboratoryjnych, przebiega ryt-
micznie i wymaga stalego uzupelniania przyswajal-
nego Zrédia wegla. :

5. Zebrany material dofwiadczalny przemawia za
mikrobiologiczng metamorfozg gipsbw do wapieni
pogipsowych oraz siarkowodoru, kt6éry =zostaje na-
stepnie utleniony do siarki elementarnej.
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PE3IOME

B na6opaTOpHLIX YCHOBMAX OGBIIM IIPOBEHEHBI OIbI-
ThI BOCCTAHOBJIEHMA T'MIICOB IIpegrapmarbsa ¢ yuacTueM
GaKTepwi, COTEPHALIMXCH B CEPHMUCTLIX BOAAX KypOp-
Ta Bycko. MccaezpoBallack aKTHBHUCTE BEIAEJIEHHBLIX
xomonrwii Gaxrepwi Desulfovibrio m ponr mHexoTOPBIX
OPTaHWMYECKMX COeAMHEHMI, KOHIERTPaLMM pacTBopa
U pAfa XMMMYECKMX SJIEMEHTOB B HpoOIlecce BOCCTa-
uopyenusa., Ha ocHoBauuM IPOBEREHUEIX: OILITOB NOX-~
AepxmuBaerTcs B3MNIAnN 00 yuacrmu GaxTepwit 8 obpaszo-
BaHMM 3ajieRelt cepsl Ha Teppuropuy IIoabiIu.
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