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Odstranovanie tazkych kovov a sulfatov z odpadovych vod
pomocou sulfat-redukujucich baktérii

, 1 ) v . s 1
Alena Luptakova' & Madaria KuSnierova

Removal heavy metals and sulphate from waste waters by sulphate-reducing bacteria

This article is devoted to the process of bacterial sulphate reduction, which is used to removal of heavy metals and sulphate ions from
waste waters.

The life of animals and plants depends on the existence of microscopic organisms — microorganisms (MO), which play an important
role in cycle changes of biogenic elements on the earth. The sulphur cycle in the nature is considered as one of the oldest and most
significant biological systems (Fig. 1). The sulphate-reducing bacteria (SRB) miss the assimilatory part of the cycle and produce sulphides.
The microbial population of this dissimilatory part is called “sulfuretum”. The SRB can be found in anaerobic mud and sediments of
freshwater, thermal or non-thermal sulphur springs, mining waters from sulphide deposits, oil deposits, sea and ocean beds, and in the
gastrointestinal tract of man and animals. The SRB represent a group of chemoorganotrophic, strictly anaerobic and gramnegative bacteria,
which exhibit a great morphological and physiological diversity. Despite of their considerable morphological variety, they have one property
in common, which is the ability to utilise preferentially sulphates (occasionally sulphites, thiosulphates, tetrathionates) as electron
acceptors, which are reduced to sulphides, during anaerobic respiration. The electron donors in these processes are simple organic
compounds as lactate, malate, etc.,(heterotrophically reduction) or gaseous hydrogen (autotrophically reduction). SRB can produce a
considerable amount of hydrogen sulphide, which reacts easily in aqueous solution with the cations of heavy metals, forming metal sulphides
that have low solubility. The bacterial sulphate reduction can be used for the treatment of acid mine drainage waters, which is considered to
be the major problem associated with mining activities.

In order to remove heavy metals from waste waters, e.g., from galvanizing plants, mine waters (Smolnik, Sobov locality) and
metallurgic plants (works Krompachy) by use of the activity of SRB, mixed strains were isolated, cultivated, and their production of
hydrogen sulphide was assessed. The cultures were then tested for the ability to precipitate copper and sulphates from a model solution.

The bacteria were isolated from water samples from two localities: Vychodoslovenské Zeleziarne (works) — VSZ and spring Gajdovka —
Gj. Isolation, cultivation and eliminating Cu’" and SO/ was carried out under following conditions: statically, temperature 30 °C, pH 7,5,
nutrient medium by J. Postgate (medium B, C and D) and anaerobic conditions. Residual copper in the solution was measured by atomic
absorption photometry. The concentracion of sulphates in the solution was measured by the nefelometric method.

Our findings from the isolation of SRB from two Slovak water samples and testing the cultures for their ability to remove copper permit
the following conclusions:

»  SRB occur in sufficient numbers in sulphur mineral water from natural sources and in industrial waste waters reservoirs,

»  the sulphate-reducing activity can be harnessed for the purification of some industrial waste waters.

The nature possesses a great biological potential that can be exploited under certain conditions in the cleanup of environmental
pollution resulting from the industrial activity in the past and present.
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Uvod

Spolocenstva roznych druhov mikroorganizmov (MO) su schopné na zaklade svojich zivotne dblezitych
metabolickych pochodov rozkladat’ organické latky na anorganické a opacne, ¢im napomahaju kolobehu prvkov
v prirode (Rosypal et al., 1981). To je ich dominantna uloha z hl'adiska zivota na Zemi. S uvedenou klicovou
funkciou MO v biosfére, suvisia aj dosledky ich existencie a metabolizmu, ktoré mézu byt na jednej strane
»pozitivne™ (napr. biotechnologické procesy ako s vyroba piva, enzymov, antibiotik; bakteridlne lthovanie
sulfidickych mineralov, tvorba bioplynu, ¢istenie odpadovych vod a podobne) a na druhej strane ,,negativne*
(napr. choroby, hniloba, kordzia a podobne). Specifické vlastnosti MO sa stile vo vi¢Sej miere vyuZivajl
v priemyselnych technologickych procesoch, ktoré si oznacované v§eobecnym nazvom ,,biotechnologie®.

Pod pojmom biotechnoldgia rozumieme riadené vyuzivanie vhodnych MO alebo ich metabolitov na tech-
nologické ucely (Vodrazka, 1991). V podstate ide o kontrolované usmernenie ¢innosti MO. Biotechnologie
nachadzaji uplatnenie v réznych odvetviach priemyslu. V niektorych krajinach je venovand pozornost’ tzv.
mineralnym biotechnoldgiam, tj. spracovaniu alebo uprave roznych mineralnych surovin a ich odpadov za ucasti
MO. Do kategoérie mineralnych biotechnolégii mozno zaradit’ aj biotechnologické rieSenie Cistenia a vyuzitia
odpadovych vdd z banskej, upravnickej a hutnickej vyroby s obsahom tazkych kovov (Kusnierova, 1993), ktoré
predstavuju rizikové polutanty zivotného prostredia. Jednym zo spdsobov, ako ich znich odstranit, je aj
aplikacia sulfat-redukujucich baktérii (SRB) (Groudeva et al., 1997).

'Ing. Alena Luptdkovd & Doc. Ing. Maria Kusnierovd, PhD., Ustav geotechniky SAV, 043 53 Kogice
(Recenzované v roku 2000)
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Vlastnosti a vyznam sulfat-redukujucich baktérii

SRB sa v prirode vyskytuji v anaerébnych zénach: pddy, termalnych a netermalnych sirnych pramenoch,
banskych vdd, lozisk ropy, stok a odpadovych vod, stojatych sladkych vod a tiez aj na dne mori a oceanov, ale aj
v ¢revach ¢loveka a zvierat. Pre ¢loveka nie st patogénne. Ich vyznam spociva v ich nenahraditel'nej funkcii
v kolobehu siry v prirode (obr.1) (Rehm et al., 1981):
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Obr.1. Biologicky kolobeh siry v prirode (Rehm et al., 1981). I-asimilacnd redukcia sulfatov rastlinami, hubami a baktériami, 2-uhyn
a rozklad hubami a baktériami, 3-asimildacia sulfidov baktériami a niektorymi rastlinam, 4-vylucovanie sulfatov zivocichmi, 5-disimilacné
sulfat-redukujiice baktérie, 6-disimilacné siru-redukujiice baktérie, fototrofne a chemotrdfne sulfid-oxidujiice baktérie, 8-fototrofne
a chemotrofne siru-oxidujuce baktérie.

Fig.1. The biological sulpur cycle (Rehm et al., 1981). I-assimilatory sulphate reduction by plants, fungi and bacteria, 2-death and
decomposition by fungi and bacteria, 3-sulphide assimilation by bacteria and some plants, 4-excretion of sulphate by animals, 5-
dissimilatory sulphate-reducing bacteria, 6-dissimilatory sulphur-reducing bacteria, 7-phototrophic and chemotrophic sulphide-oxdizing
bacteria, 8-phototrophic and chemotrophic sulphur-oxidizing bacteria.

SRB sa zucastiiuju disimilacnej Casti uvedeného cyklu, ktorej mikrobidlne spoloCenstvo sa nazyva
,sulfuretum® (Postgate, 1984a). SRB predstavuju skupinu chemoorganotrofnych, striktne anaerdbnych, gram-
negativnych a nesporotvornych (okrem rodu Desulfotomaculum ) baktérii, vyznacujicich sa velkou
fyziologickou a morfologickou rozmanitostou (Odom et al., 1993). Charakteristickd je pre ne schopnost
vyuzivat’ pri anaerébnych respiracnych pochodoch ako akceptory elektronov prednostne sulfaty a prilezitostne
sulfity, tiosulfaty a tetrationaty, ktoré¢ redukuju na sulfidy. Donorom elektronov je organicky substrat (laktat,
malat, nizsie alkoholy a pod.) alebo plynny vodik (Rehm et al., 1981).

Typovym druhom SRB je Desulfovibrio desulfuricans (D. desulfuricans), ktory je poévodcom ako
autotrofnej, tak aj heterotréfnej redukcie sulfatov, ¢o popisuju rovnice (1) a (2):

D. desulfuricans
4H,+S0,” —— > H,S+2H,0+2 OH (autotréfna sulfatredukceia), )]

D. desulfuricans
2 C3Hs0O3Na + MgSOy ——— > 2 CH3COONa + CO, + MgCO; + H,S + H,O 2)
(heterotrofna sulfatredukcia).

SRB tak produkujii zna¢né mnozstvo sulfanu, ktory vo vodnom prostredi 'ahko reaguje s kationmi t'azkych
kovov za vzniku malorozpustnych sulfidov, ¢o popisuje rovnica (3):

Me*" + H,S —————> MeS+2H' . 3)

Prirodzené biologické aktivity SRB popisané uvedenymi rovnicami (1), (2) a (3) je mozné pouzit’ nielen
pre odstranenie t'azkych kovov, ale aj sulfatov z odpadovych a tiez banskych drendznych vod (Groudeva et al.,
1997). Ide o riesenie zavazného environmentalneho problému tzv. kyslych alebo zasaditych banskych vod
z lozisk sulfidickych mineralov alebo uhol'nych bani, ktoré su vysledkom nekontrolovanej aerobnej mikrobialnej
oxidacie sulfidov (pyrit, arzenopyrit a pod.), za Gcasti najmi aerdbnych chemolithotrofnych baktérii rodov
Thiobacillus, Leptospirillum a Sulfolobus, ktorej dosledkom je vysoka koncentracia sulfatov. V anaerébnom
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prostredi dochddza aktivnou cinnostou SRB podla uz vyssie uvedenych rovnic (1), (2) a (3) kredukcii
vzniknutych sulfatov na sulfan, ktory potom reaguje s kationmi t'azkych kovov za vzniku sekundarnych sulfidov,
pricom je mozné nadbyto¢ny sulfan oxidovat na elementarnu siru, ktora je ziadanou surovinou napr. pre
celulozky a papierne. Uvedena oxidacia sulfanu moze prebiehat’:

» chemicky, ¢o popisuje rovnica (4):

2Fe" "+ HS————— > 2 Fe* +S°+2 H' )
a i6ny Fe’* mozu byt regenerované baktériami Thiobacillus ferrooxidans, podla rovnice (5):

T. ferrooxidans
4 FeSO4 + COz + HQSO4 2 Fez(SO4)3 +2 Hzo . (5)

»  pomocou mikrobialnej Cinnosti fotolithotrofnych baktérii rodov Chromatium alebo Chlorobium (Imai
et al.,1986), ¢o vyjadruje rovnica (6):

Chromatium vinosum
2 H,S + CO, 28°+C+2H,0. (6)
svetlo

Kvéli odstranovaniu tazkych kovov a sulfatov z odpadovych vod, napr. z galvanizovni, banskych vod
(napr. lokalita Smolnik, Sobov) a hutnickych prevadzok (napr. Krompachy, VSZ), s vyuzitim mikrobialnej
¢innosti SRB, bola realizovand ich izolacia, kultivacia a overenie ich schopnosti tvorby sulfanu, s cielom
eliminécie tazkych kovov a sulfatov, pouzitim modelovych roztokov.

Material a metédy

Material:
Baktérie boli izolované zo vzoriek vdd z dvoch lokalit:

> voda z Vychodoslovenskych Zeleziarni — (VSZ) — zbernd nadrz odpadovych vod po umyvani strojov
z Vychodoslovenskych zeleziarni, pH 7,5, ostry zapach po H,S, silne znecistend, Cierneho zafarbenia a
olejovitej konzistencie;

» voda z pramena Gajdovka — (Gj) — mineralna pitna voda, pH 7-8, pramenistd, hygienicky nezavadna,
znacne zapachajica po H,S.

Metody:

1. Izolacia SRB - baktérie boli izolované z uvedenych vzoriek vod, pouzitim kvapalného a aj pevného
selektivneho zivného média podla J. Postgate (médium B), metdodou podl'a J. Postgate ( Karavajko et al., 1988).
2. Kultivacia SRB - prebiehala za nasledovnych podmienok:

staticky,

pri teplote 30°C,

selektivne Zivné médium podla J. Postgate (médium B), pH 7,5,

anaerobne prostredie (ANAER-cult pre Petriho misky, rast v hibke agaru alebo rast v inertnom prostredi
(dusik)).

3. Eliminacia Cu*" z modelového roztoku - koncentracia Cu** v testovanom roztoku 20 mg.l”, bola zvolena
na zaklade priemernych koncentracii medi v banskych vodach alebo odpadovych vodach z hydrometalurgického
spracovania medenych koncentratov. Roztok bol pripraveny z CuSO, . 5H,0. Proces elimindcie prebiehal
v diskontinualnom reaktore (,,Batch* reaktor), umiestnenom v termostate pri 30 °C po dobu 8 dni v anaerébnych
podmienkach, t.j. reaktor bol pocas plnenia s roztokom CuSO, . 5H,0, pridavania Cerstvého zivného média
(podla J. Postgate (médium C), inokulacie so SRB (10% (v/v)) a tpravy pH na hodnotu 7,5 nepretrzite
prebublavany inertnym plynom — dusikom a potom hermeticky uzatvoreny. Zmeny koncentracie Cu®" v roztoku
boli sledované po odobrati a tprave vzorky atbmovou absorpcnou spektrofotometriou (VARIAN spectrometer).
4. Elimindacia sulfatov z modelového roztoku — proces prebiehal v diskontinualnom reaktore (,,Batch* reaktor),
umiestnenom v termostate pri 30 °C po dobu 8 dni v anaerdobnych podmienkach (inertny plyn — dusik). Ako
zdroj sulfatov bol pouzity Na,SO4.10H,O o koncentracii 4,5 g.l'l, ktora bola zvolena vzhl'adom na priemerné
koncentracie sulfatov v priemyselnych odpadovych vodach (Mikundova et al., 1997; Groudeva et al., 1997).
Reaktor bol pocas plnenia testovacim roztokom sulfatu sédneho, zivnym médiom podl'a J. Postgate (médium D,
tj. bez sulfatov), inokulacie SRB (15% (v/v)) a upravy pH na hodnotu 7,5 neustale prebublavany inertnym
plynom a potom hermeticky uzatvoreny. Zmeny koncentracie sulfatov v roztoku boli sledované po odobrati
a uprave vzorky nefelometricky.

VvV VYV
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5. Mikroskopické pozorovania — baktérie boli po fixacii teplom podrobené farbeniu podl'a Grama (Betina et al.,

1977) a potom pozorované svetelnym mikroskopom (NIKON ECLYPSE 400) olejovou imerziou pri
1000-nasobnom zvécSeni.

Vysledky a diskusia

Izolacia SRB s pouzitim kvapalného selektivneho zivného média bola pozitivna v oboch skimanych
vzorkach vod, ¢o sa prejavilo po uplynuti 7 — 9 dni intenzivnym s¢ernanim zivného média, v dosledku tvorby
sekundarnych sulfidov Zeleza a medi (reakcie (1), (2) a (3)) a charakteristickym zapachom po sulfane.

Z takto pripravenych tzv. obohatenych bakteridlnych kultir SRB sme d’alej postupnym preockovavanim
do pevnej selektivnej zivnej pddy a kultivaciou v anaerobnych podmienkach ziskali ¢ista bakteridlnu kultaru
SRB. Na zéklade mikroskopického pozorovania morfologie, charakteru bunkovej steny (farbenie podl'a Grama)
a zapachu po sulfane mozeme konstatovat, Ze bakterialne kultiry obsahovali nasledovné SRB:
>  VSZ —zmes rodov Desulfovibrio a Desulfotomaculum,

»  Gj— zmes rodov Desulfovibrio (obr. 2) a Desulfotomaculum (obr. 3).

Obr.2. Vzorka (Gj), (1000x), olejova imerzia, rod Desulfovibrio — Obr.3. Vzorka (Gj), (1000x), olejova imerzia, rod Desulfotomaculum

baktérie tvaru vibrii. — baktérie tvaru tyciniek.
Fig.2. Sample (Gj), (1000x) by oil immersion, genera Desulfovibrio Fig. 3. Sample (Gj), (1000x) by oil immersion, genera Desulfoto-
— vibrio shaped bacteria. maculum — rod shaped bacteria.

Ziskané SRB boli nasledne testované v orientaénych experimentoch cistenia modelovych roztokov
s obsahom mednatych kationov a sulfatovych anionov. Cielom testov bolo overenie aktivnej Cinnosti
vyizolovanych SRB, zistenie ich uéinnosti a kinetiky procesu eliminacie Cu®>" a SO,>. Ziskané vysledky, ktoré
su graficky prezentované na obr.4 a obr.5, potvrdili vysokt aktivitu nami vyizolovanych SRB, o com svedci aj
dosiahnuta u¢innost’ odstranenia Cu®* (98 —99 %). V pripade sulfitov bola G¢innost ich odstrinenia z roztoku
60%. Proces anaerdbnej sulfatredukcie sa pravdepodobne zastavil v dosledku nakoncentrovania sulfanu, ktory
nasledne inhiboval SRB.
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Obr.4.  Precipiticia Cu’* so sulfat-redukujiicimi baktériami K — Obr.5. Precipiticia SO/ so sulfit-redukujiicimi baktériami K —
abioticka kontrola; Gj - zmes rodov Desulfovibrio a Desulfotomaculum abioticka kontrola; Gj — zmes rodov Desulfovibrio a Desulfo-
z lokality Gajdovka; VSZ - zmes rodov Desulfovibrio a Desulfo- tomaculum z lokality Gajdovka.

tomaculum zo zavodu Vychodoslovenské zeleziarne. Fig.5. Precipitation SO/ with sulphate-reducing bacteria K —
Fig.4. Precipitation Cu’* with sulphate-reducing bacteria K — abiotic abiotic control, Gj - mixture of genera Desulfovibrio and
control; Gj - mixture of genera Desulfovibrio and Desulfotomaculum Desulfotomaculum locality Gajdovka.

locality Gajdovka; VSZ - mixture of genera Desulfovibrio and

Desulfotomaculum from Vychodoslovenské Zeleziarne.
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Zaver

Prezentované poznatky ako aj prvé vysledky izolacie SRB zo slovenskych zdrojov a orientaénych testov

¢istenia modelovych roztokov od katiénov Cu*" a aniénov SO4* umoznuju konstatovat’, Ze:

» SRB sa v dostato¢nom mnozstve vyskytuju v prirodnych zdrojoch sirnatych mineralnych vod, ale aj vo
vodojemoch odpadovych priemyselnych vod,

» prirodzend cinnost SRB moze byt v principe vyuzitda v environmentalnych technoldgidch CEistenia
priemyselnych odpadovych véd.

Uvedené poznatky potvrdzujii, Ze priroda disponuje nesmiernym biopotencidlom, ktory za urcitych
okolnosti mozno povazovat' za environmentidlne bohatstvo, ktoré perspektivne umozni postupne znizit
problémy, ktoré clovek svojou Cinnostou spdsobil zivotnému prostrediu v obdobi priemyselnej revolucie,
nevynimajuc sticasnost’.

Tato praca vznikla v ramci rieSenia grantovej ulohy ¢. 2-610 399 grantovej agentiry VEGA.
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