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Badania zrealizowano w ramach bada statutowych AGH
Streszczenie
Wykonano badania mineralogiczno- petrograécpraz mikrobiologiczne skat ze ziéniedzi
(Lubin), manganu (Tatry — Dolina Chochotowska) ©zztZn-Pb (Olkusz). Oznaczono skfad
mineralny skat. Nagpnie z wrtrza duych okazéw pobrano sterylnie probki, ktére rozkomsz
i zalano odpowiednimi pgywkami doprowadzar do namnzania s¢ bakteriizyjacych w skatach.
Otrzymane szczepy poddano badaniom mikrobiologiceny skaningowym paiczonym
z chemicznymi analizami EDS wyhodowanych bakterii.
Udokumentowano wygiowanie nasgpujacych typow fizjologicznych bakterii:
» Skaly miedzionéne: heterotroficzne bakterie tlenowe i beztlenobakterie uczestnigee
w przemianach zwekow siarki, w tym beztlenowe heterotroficzne bakteredukugce
siarczany oraz chemoautotroficzne tlenowe bakidniebacillus thiooxidans, Thiobacillus
thioparusa take chemoautotroficzne tlenowe bakterie utlejiajelazo F&.
» Skaly manganorime: heterotroficzne bakterie tlenowe i beztlenobakterie uczestnigee
w przemianach zwezkow siarki, w tym beztlenowe heterotroficzne bakteedukugce
siarczany oraz chemoautotroficzne tlenowe bakidniebacillus thiooxidans, Thiobacillus
thioparus

» Skaly otowiowo i cynkonéne: heterotroficzne bakterie tlenowe i beztlenowakterie



uczestniczce w przemianach zwakéw siarki, w tym beztlenowe heterotroficzne balkte
redukupce siarczany oraz chemoautotroficzne tlenowe biakféniobacillus thiooxidans,
Thiobacillus thioparus take chemoautotroficzne tlenowe bakterie utlemiagelazo F&

Stowa kluczowe:bakteriologia, mineralogia, mineraty kruszcowe

Abstract:

Mineralogical —petrographical as well as microbgtal investogation of rocks from Cu
deposit (Lubin), Mn deposit (Tatra Mts), and Zn-dposit (Olkusz) have been performed. Mineral
compostion of rocks devoted for microbiological exaation was determined. Material for
microbiological examination was taken from centérbeg samples to keeping sterility. Next
obtained material was mixed with nutrient mediwn rhultiplication of bacteria present in rocks.
Obtained strains were examined using microbioldgasawell as mineralogical methods (SEM,
EDS).

Following types of bacteria were determined:
* Cu bearing rocks:
* Mn bearing rocks:
* Zn-Pb bearing rocks:

Key words: bacteriology, mineralogy, ore minerals

I. Wprowadzenie
Cel i metody bada
Badania mikrobiologiczne skat Ziowych m. in. miocéskich gipsow prowadzone bytyzu
w latach 80. XX wieku (Pawlikowski, 1983Lelem prezentowanych baddyto rozpoznanie
szczepow bakterityjacych w skatach kruszcogmych takich jak:
* lupek i piaskowiec miedziosay (Lubin),
* wapienie manganoldpe (kopalnie manganowe w Tatrach)
* dolomity Zn-Pb (Olkusz)
Rozpoznanie mikrobiologiczne szczepow baktgracych w tych ztgach stanowi element
rozpoznania ich genezy. Me talkze w przysziéci stanowt podstaw do opracowania technologii

odzysku metali z ubogich z@ wykorzystaniem technologii mikrobiologicznych.

Wstep

Warstwy podpowierzchniowe Ziemi stanawiznacaca czéé biosfery. Zycie pod
powierzchna terenu rozejga sé znacznie gibiej niz przypuszczano jeszcze 30 lat temueh®ko

pod powierzchnj ziemi, czsto w ekstremalnych warunkach (wysokiéngnie, temperatura czy



zasolenie)zyja mikroorganizmy. Wedtug Whitman et al. (1998) okat6 — 94% organizmow
prokariotycznych zasiedlggych Zieme wystpuje gbtboko pod jej powierzchai Najnowsze
badania wskazgjtakze, ze biomasa organizmow wygujacych pod powierzchgiziemi znacznie
przekraczag znary z powierzchni (Adhikari, Kallmeyer, 2010). Mikra@anizmy wys¢pujace pod
powierzchny ziemi czsto g w pelni aktywne i wplywaj na kierunek oraz tempo przemian

geologicznych. Mikroorganizmy te zasied|spkze wody gébinowe.

Pomimo tegoze badania mikroorganizméw zasiedtajch wretrze Ziemi naleg do bardzo
trudnych i kosztownych, jedna& przy obecnym stanie wiedzy nie ima dalej ignorowa tej
czesci biosfery. Po raz pierwszy naviecie tego typu badania byly przeprowadzone nanier
Polski i dotyczyty mikroorganizmow wysgtujacych w solankach kopalni Wieliczka (Namystowski,
1913). W badaniach tych wykazan® w podziemnych solankach nmypgormalnie rozwija sic
bakterie. Kolejne i j# znacznie szersze badania przeprowadzono w oparcpproby soli
cechsztyiskich pobranych na terenie Niemiec (Dombrowski, 3,.96966). Wyniki tych prac
wskazywaly, ze w krysztatach soli gs uwiczione bakterie. Komorki te z powodu skrajnego
odwodnienia nie byly aktywne, ale po wprowadzemupddiary hodowlanych podjy czynngci
zyciowe. Dombrowski (1963) w oparciu 0 przeprowadz@malizy przedstawit hipotezwedtug
ktérej odwodnienie i rownoczesne wysolenie komérekze zachowa je przyzyciu nawet przez
miliony lat.

Obecnie naswiecie prowadzi si liczne prace zmierzgge od poznania i wyizolowania
mikroorganizmow zasiedlggych zaréwno wody gbinowe jak materiat skalny. Wyniki tych prac
maj nie tylko charakter poznawczy ale przede wszysthipfikacyjny. Z materiatéw skalnych
izoluje st szczepy bardzo aktywne w produkcji metanu czy wod®edersen, 1999; Krumholz,
2000) oraz takie ktoregzdolne do degradacji produktéw ropopochodnychg$&ypionka, 2004).
W Polsce niestety prac takich nie ma w ogéle allagancharakter szgikowy. Jedne z pierwszych
prac dotyczyty skat zimwych m.in. miocaskich gipséw i prowadzone byly w latach 80. XX
wieku (Pawlikowski, 1983).

Celem prezentowanych badéyto rozpoznanie czy w pobranym materiale skalnym
wystepuja zywe i zdolne do wzrostu komorki mikroorganizméw oewentualna préba olétenia
przemian materii mineralnej dokonywanych przezrganizmy.

Rozpoznanie mikrobiologiczne szczepow baktgrjacych w tych ztgach stanowi element
ustalenia ich genezy. Me take w przysztéci stanowé podstaw do opracowania technologii

odzysku metali z ubogich zt&@ wykorzystaniem technologii mikrobiologicznych

Materiaty i metody

Prowadzono badania skat pochgmyzh z nasfpujacych zt@:



* Miedzi -tupek miedzionmy (Lubin),
* Manganu - wapienie manganowe (kopalnie Mn w Tafrach

* Rud Zn-Pb - dolomity okruszcowane cynkiem i otowidf@lkusz).

Metody badan mineralogiczno- petrograficznych

Badania mikroskopowe w spolaryzowanywietle przechodgym wykonano dla skat
objetych p&niej badaniami mikrobiologicznymi. Prowadzono jewgkorzystaniem preparatow
mikroskopowych do spolaryzowanegwviatta przechodgego stosuc mikroskop Firmy CE
produkcji chhskiej. Badania prowadzono przy pekszeniach do 400 x. Wykonano
mikrofotografie analizowanych skat.

Badania skaningowe obejmowaly obserwacje i andlyowli bakteryjnych Pgtzono je
z analizami chemicznymi wykonanymi me#oHDS. Rozpoznanie prob wykonano przy pomocy
mikroskopu Geol 560 produkcji japskiej dokumentuc obserwowane zjawiska

mikrofotografiami i widmami energetycznymi EDS giktachemicznego badanych obiektow.

Metodyka badan mikrobiologicznych

Przed przyspieniem do analiz mikrobiologicznych zegtrzne powierzchnie pobranego
materialu skalnego poddano sterylizacji poprzezlespa w ptomieniu palnika gazowego.
Nastpnie zachowujc warunki jatowdci mechanicznie rozdrobniono badane skaty na fragyne
o srednicy nie wgkszej nz 1,5 mm. Z uzyskanego drobnoziarnistego materidivagano 6 porcji

po 10g, ktére przenoszono do 90 ml wiceej przygotowanych pgywek mikrobiologicznych.

Obecna¢ tlenowych (1) i beztlenowych (2) bakterii heterotoficznych w badanych
probkach skat oznaczono stagupazywke R2 o skiadzie [g/l]:
* pepton - 0,75; ekstrakt drdzowy - 0,5; trypton - 0,25; glukoza - 0,5; skrobiad/5;
pirogronian sodu - 0,3; PO, - 0,3; MgSQ - 0,024.
W hodowlach zmierzagych do wykrycia bakterii beztlenowych, po wprowedz materiatu
skalnego powierzchaipazywki zalewano sterylnym olejem parafinowym w ceticigcia doptywu
tlenu.
Wystepowanie bakterii redukujacych siarczany(3) badano stosag pazywke o sktadzie,
baza:
» Ky;HPO, — 0,5g; NHCI — 1,0g; NaSO, — 1,0g; CaGlx 2H,0 — 0,1g; MgSQ®@ x 7H,0O —



2,0g; Mleczan sodu (70%) — 3,5g; Pirogronian sofbg; Ekstrakt drizdzowy — 1,0g; H20
— 980 ml; pH — 7,4; roztwor 2 — 10 ml (sktad: FeSO7H,O — 0,59); roztwér 3 — 10ml
(sktad: kwas askorbinowy — 0,1g; thioglikolan sogow0,1g).
Roztwory 2 i 3 wyjatowiono metgdsaczenia przez filtr strzykawkowy i naginie dodawano do
bazy po jej sterylizacji w autoklawie. Po wprowacizemateriatu skalnego powierzchrpozywki
zalewano sterylnych olejem parafinowym w celu oda doptywu tlenu.
Za wynik dodatni badania przyjmowano wysenie czarnego zabarwieniazywki, co swiadczy o
zredukowaniu siarczanow i siarczynoéw do siarkowad&tory w posczeniu z jonamielaza daje
czarny siarczekelaza.
Wystepowanie bakterii utleniajacych siarke Thiobacillus thiooxidans (4) badano
stosujc pazywke o sktadzie:
* KyHPQO - 3,5; (NH)2SO, - 0,3; MgSQ x 7H0O - 0,5; FeS®x 7 H,0O - 0,018; CaCGl- 0,25;
Siarka elementarna - 5,0, pHzaywki 3,0.
Wystepowanie bakterii Thiobacillus thioparus (5) badano stoseg pazywke o sktadzie:
» Tiosarczan sodu - 5,0;,KPQO, - 4,0; (NH).SO, - 0,4; MgSQ x 7H0 - 0,5; FeS®x 7 H,O
- 0,5; CaC} x 6H,0 - 0,25, pH paywki 6,0.
Wystepowanie bakterii utleniajacych F&€* (6) oznaczano stosif pazywke o sktadzie:
*  (NHg)2SOs — 3,0g; CaGl- 0,1g; POy — 0,59; MgSQ@ x 7H,O — 0,5¢g; Ca(Ng), — 0,01g;
H.SO, (10M) — 1ml; FeS®- 45,0g; pH — 3,0-3,5.
Za wynik dodatni badania przyjmowano vgpstnie rdzawego zabarwieniazywki, co swiadczy
o utlenieniwzelaza F&' dozelaza F&",
Wszystkie hodowle inkubowano przez 14 dni w temjpeze 20 stopni C. Po tym czasie
Z poszczegolnych hodowli pobierano proby, z ktorystkonywano po 2 preparaty mikroskopowe.
Jeden barwiono safranin analizowano przy pomocy mikroskopgwietlnego i powgkszeniu
1000x, w celu wykrycia obecka komérek mikroorganizmow. Drugi poddawano analiprzy
zastosowaniu mikroskopii skaningowej w celu wykdaadmada mineralogicznych oraz wykrycia
ewentualnych zamosci pomidzy obecnymi bakteriami a przeksztatceniami gzkdw
mineralnych. Ponadto uzyskane hodowle przeszczepianswieze analogiczne jak wcgeiej
pozywki i prowadzono przez kolejne 14 dni. Po zaézeniu drugiego pasa ponownie wykonano

po dwa preparaty mikroskopowe, ktére poddano aiangj analizie jak wczmiej.



Il. Wyniki bada n

Krétka charakterystyka geologiczno- mineralogicznaztoz z ktorych pobrano materiat do
badan oraz préb analizowanych skat

Skaly z cechsztyskiego zaggbia Lubin- Glogéw

Geneza tych ztGzwigzana jest zardwno z pierwatrjak i wtérmg mineralizacy tupka
miedziondnego. Mineralizacja pierwotna jest efektem zjawkskicentracji metali zachogzych
w warunkach redukcyjnych na dnie zbiornika przedlysgentaci ewaporatow permskich.
Mineralizacja wtorna jest efektem migracji zmineralvanych metalami solanek. Te goe solanki
migrujac konwekcyjnie pod tupkiem z gokich partii obszaru centralnej Polski w plytsegny
schtadzaly si. Efektem tego zjawiska byto stanie s¢ kolejnych mineratéw, mineralizggych
lupek miedzionény. Na mineralizagjwtorrg i pierwotry nakitadaty sj inne liczne procesy (Kucha,
Pawlikowski, 1986 i 2011; Pieczonka, 2011). Mateda bada stanowit tupek miedziorsmy
i piaskowiec biatego gigowca zmineralizowany siarczkami, pobrane z kapalhubinie (Fot. A
1, 11).

Petrograficzna charakterystyka badanych skat

Ztaze miedzi w Lubinie obfituje w rhorodne skaly osadowe. Domiguju jednak rane
rodzaje tupka miedziosaego, piaskowca okruszcowanego i dolomitu. Do hadgypowano dwa
rodzaje skat piaskowiec (tzw. biatyggmwiec i tupek miedziorimy).

Nierudne mineraly tupka miedzigimego g§ praktycznie nierozpoznawalne mikroskopowo.
Natomiast piaskowiec wykazuje makroskopowo rodaajihacji kruszcamirdéd ktorych dominuje
chalkozyn (Fot. 1. I). W zak@osci od rejonu kopalni magw nim wystpowa takze inne mineraty
miedzi. Nada one piaskowcowi charakterystyezpseudolaminag¢j a wietrzejc uzyskuyp barwe
zielog w réznych odcieniach. Obserwacje mikroskopowe wykonane swlifach do
spolaryzowanegéwiatta przechodgrego wskazuj, ze kruszce lokuj sie gtdwnie w przestrzeniach
miedzy ziarnami kwarcu i innych detrytycznych skigabw takich jako okruchy skat, skalenie czy
sporadycznie tyszczyki i mineratyegkie (Fot. 1., 11).



Fot. 1. | - makroskopowy obraz bialegoagpwca okruszcowanego siarczkami miedzi (ciemne
kropki). Skala 1:1. ll- mikroskopowy obraz biategmgowca. Widoczne jasne ziarna kwarcu oraz
ciemne ziarna kruszcow tkyde w przestrzeniach guzyziarnowych kwarcu i innych mineratow

detrytycznych. Mikroskop polaryzacyjny, jeden poldrX, powkkszenie 240 X.

Skaty ze zt@ manganu w wapieniach jurajskich Tatr Zachodnich

Zgodnie z danymi literaturowymi (Krajsky, Myszka, 1958) pakiety wapieni
manganowych znajdajsic w goérnej partii liasowych wapieni krynoidowych seeglowej ostony
osadowej. Natomiast wygiowanie rudzelaza oraz miedzi i srebra stwierdzone zostatyvzanow
skatach trzonu krystalicznego jak i ostony osadovggpwnie w serii wierchowej (Jost, Paulo,
1985).Badania te dowoglzwystpowania gtownie wglanu manganu (rodochrozyt) i tlenkéw
manganu (manganit, piroluzyt) ktérym towarzydzematyt i getyt. Mineralizacja ma zar6wno
charakter pierwotny zwrany z sedymentagjlub wczesn diagenez jak i charakter wtorny.
Mineralizacja pierwotna obejmuje detrytus organjycamapieni organodetrytycznych (fragmenty
korali, muszli m¢czakéw i in.). Natomiast mineralizacja wtérna maaretkter zytkowy
(Pawlikowski i in. 2011)

Prébki do bada pobrano ze sztolni starej kopalni manganu epghcych w zboczu

wzgorza Kliny w Dolinie Chochotowskiej (Fot. 2 1).1

Petrograficzna charakterystyka badanych skat

Wapienie kruszcorime przeznaczone do badao wapienie okruszcowane manganem
i w zmiennym stopniu mineratamelaza, gtdwnie hematytem (Fot. 2, 1). Proporcjeemadw tych
dwéch metali zmieniagj sie w wapieniach w dosy szerokich granicach. W badanym materiale

giébwnie mineraly manganu to manganit i piroluzypoBadycznie towarzyszy im rodochrozyt.



Natomiast towarzysze mineratyzelaza to gtdwnie hematyt, getyt i syderyt.
Obserwacje mikroskopowe w przechmym swietle spolaryzowanym wskazupa to,ze
wapienie maj charakter organodetrytyczny. Budig fragmenty korali i skorupek guzakow (Fot.

2, II). Sama mineralizacja mineratami Mn-Fe ma »aro charakter pierwotny jak i wtorny.

Fot 2 |- makroskopowe zgljie koncentracji mineratbw manganu z hematytem.&5Ral. 11 —

mikroskopowy obraz wapienia organodetrytycznegodpianego z fragmentow korali i muszli
migczakOw objtego mineralizag) manganow (czarne skupienia). Mikroskop polaryzacyjny,

polaroidy X, powgkszenie 240 x.

Skaly ze ztga cynku i otowiu z triasu$lasko-krakowskiego

Wieloletnie badania (Sass- Gustkiewicz, 1999) wsjaze ziaza Zn-Pb wysipujace
w dolomitach triasowych majskomplikowag genez. Obok zjawisk zwjzanych z pierwotna
sedymentag] wystpuja tu zjawiska mineralizacji wtérnej, zydanej z migrag
zmineralizowanych solanek (Natkaniec- Nowak inQ20 Osobne zagadnienie stangwjawiska

zwigzane z krasem. Prébki skat do bag@bierane byty z kopalni Pomorzany koto Olkusza.
Petrograficzna charakterystyka badanych skat
Badaniami ohjto dolomity o r@nym sposobie wyspowania mineralizacji Zn-Pb w tym

dolomity o charakterze laminowanym — okruszcowaakerg i sfalerytem (Fot. 3. 1), w ktorych

dolomit jest holokrystaliczny i nierownokrysztalioz (Fot. 3. 11).



Fot. 3. | - laminowane koncentracje galeny i sfdlew dolomicie. Skala 1:1, Il — mikroskopowy
obraz kruszconimego dolomitu triasowego — widoczne jego krysztafgr&znicowanej wielkdci.

Mikroskop polaryzacyjny, polaroidy X, pogkszenie 240 x.

Il a. Wyniki badan mikrobiologicznych

Przeprowadzone badania wykazaly obé&énticznych bakterii zdolnych do wzrostu
w analizowanym materiale skalnym. Tlenowe i beziea bakterie heterotroficzne wyptijace
w poddanym badaniom materiale charakteryzowatgsaczna dynamikwzrostu. W w¢kszaci
przypadkow, ju po 14 dniach inkubacji skat w ppwce obserwowano liczne komérki w hodowli.

Po 14 dniach inkubacji w odpowiednichzgwkach tlenowe bakterie heterotroficzne (Fot.
4.) stwierdzono prawie we wszystkich skatach. sl stanowity préby o numerach 8 i 10 (Tab.
1). Wynik ten nie ulegt zmianie po kolejnych 14 ath hodowli (Tab. 2.).

Fot. 4. Fotografia mikroskopowa. Tlenowe bakteeeshotroficzne (préba 4)



Beztlenowe bakterie heterotroficzne (Fot. 5.) r@riiylty powszechne, ich obecitoodnotowano
we wszystkich badanych materiatach z atikiem proby o numerze 8 (Tab. 1.). Podobnie jak
w przypadku bakterii tlenowych tu rowaienvynik nie ulegt zmianie po kolejnych 14 dniach
hodowli.

Fot. 5. Fotografia mikroskopowa. Beztlenowe baktbeterotroficzne (proba 3).

Tabela 1. Wyniki badai obecndci poszczegoélnych typéw bakterii w badanym materia
w pierwszych hodowlach (pierwszy pasg.

Numer Obecna¢ badanych bakterii
gﬁz?g ej Tlenowe bakterie Beztlenowe baktenBeztlenowe Bakterie Bakterie Bakterie
Jheterotroficzne heterotroficzne bakterie Thiobacillus Thiobacillus utleniajce Fé*

redukupce thiooxidans thioparus
siarczany

1 + + + +

2 + + +

3 + + +

4 + + +

5 + + + +

6 + + + + +

7 + + + ?

8 bd ?

9 + (mato) + ? bd

10 + ?

Legenda:

* Dbakterie widoczne w preparacie, - brak bakterdl, — wynik niejednoznaczny, obec
struktury podobne do komadrek bakterii, bd — brakydé

Bardzo powszechne byly tak bakterie redukage siarczany (Fot. 6.). Ich obeét@o 14 dniach



hodowli stwierdzono w materiatach skalnych o symbblod 1 do 7 (Tab. 1.). W pozostatych
prébach (8-10) wynik byt wtpliwy, tzn. pod mikroskopem obserwowano struktuylizone
ksztaltem i wielkéciag do komorek bakteryjnych jednak ich analiza nievpalata na jednoznaczne
zakwalifikowanie ich do typowych bakterii. Po przesepieniu nawieza pazywke i kolejnych 14
dniach hodowli bakterie redukyge siarczany stwierdzono zuwe wszystkich analizowanych
skatach (Tab. 2.).

Fot. 6. Fotografia mikroskopowa. Beztlenowe bakteedukujce siarczany (proba 6) .

Znacznie mniejsg dynamilk wzrostu w analizowanych skatach stwierdzono naasini
w odniesieniu do tlenowych bakterii autotroficznyabzestnicagcych w przemianach zwakow
siarki. Po pierwszych 14 dniach inkubacji obegnbakterii Thiobacillus thiooxidangFot. 7.)
odnotowano tylko w hodowli zawiergiej] materiat skalny o symbolu 6. Podobnie w przyoad
bakterii Thiobacillus thioparusgdzie po 14 dniach hodowli ich obegéatwierdzono w probach o
symbolach 1, 5 i 6 (Tab. 1.). Jednak po przepasaniu hodowli i kolejnych 14 dniach jej
prowadzenia obec’6 bakterii T. thiooxidansstwierdzono ju w wigkszaci badanych prob (2 do 8
i 10). Podobnie bakteri€. thioparus ktére po kolejnych 14 dniach inkubacji stwierdagoz we
wszystkich prowadzonych hodowlach (Tab. 2.). Wsiato, ze w badanych materiatach skalnych
bakterie autotroficzne uczestmace w przemianach siarki wygiuja dos¢ powszechnie, natomiast

do ich wykrycia konieczny jest dodtugi czas hodowli.



Fot. 7. Fotografia mikroskopowa. Tlenowe baktenigo&roficzne uczestnigee w przemianach

zwigzkow siarki (préba 6T hiobacillus thiooxidans).

Zupetnie inne wyniki uzyskano w hodowlach bakteigzestniczcych w utlenianiwzelaza
Fe*. Po zakaéczeniu pierwszej hodowli (14 dni), pomimo tege plyn pohodowlany miat
charakterystyczny rdzawy kolor utlenionegglaza (Fot. 8.), to wadnej hodowli nie odnotowano

obecndci towarzysacych charakterystycznych bakterii.

Fot. 8. Charakterystyczny kolor utlenionegdaza w hodowlach od PR1 do PR7 oraz PR 9.



Tabela 2. Wyniki badaa obecndci poszzegodlnych typow bakterii w badanym materials

w drugiej hodowli (drugi pasaz).

Nt{mer Obecndéc¢ badanych bakterii
glg)r%/ej Tlenowe bakterie Beztlenowe Beztlenowe Bakterie Bakterie Bakterie
heterotroficzne bakterie bakterie Thiobacillus Thiobacillus utleniapce Fé*
heterotroficzne rgdukuhce thiooxidans thioparus
siarczany
1 + + + + -
2 + + + + + b. nieliczne -
3 + + + ré&ne + + -
4 + + + r&ne + pojedyncze + ziarniaki -
5 + + + r@&ne + + ré@ne -
6 + + + siarkowe + + he -
7 + + + siarkowe + rine + rG@ne -
8 - - +r&ne + siarkowe -+ b. nieliczne| -
9 + + + + +
10 - + + +? + -
Legenda:
» bakterie widoczne w preparacie, - brak bakterl, — wynik niejednoznaczny, obec

struktury podobne do komorek bakterii, bd — brakydf

Sugeruje toze proces utlenianiaelaza przebiegat nie na drodze mikrobiologiczrnegz|czysto
chemicznej. Po kolejnych 14 dniach hodowli (drugas@) obecné¢ bakterii Thiobacillus
feroxidans stwierdzono w jednym przypadku. Byta to hodowlavEmajgca materiat skalny

o] symbolu 9, czyli pochodey z kopalni cynku [ otowiu.



II' b. Wyniki bada n hodowli bakteryjnych wykonane metody SEM - EDS

W tej czsci opracowania zaprezentowano wo#nie wyniki bada hodowli w ktorych
rozpoznano bakterie lub zmineralizowane formy, &ténog by¢ komdrkami bakteryjnymi, na
ktérych z paywki wykrystalizowaty ré@noraki wtérne zwizki zacierajce pierwotny obraz
morfologii bakterii.

Skaly z cechsztiiskiego Zagebia Lubin-Gtogow
Wyniki badan mineralogicznych komorek namnaonych bakterii

Hodowle tlenowych bakterii heterotroficznych
Obserwacje prowadzone metoda SEM pozwolity stwiérdze bakterie te w hodowli statyesi
prawdopodobnie zatkami krystalizacji wtérnych siarczandéw igglanéw, kedacych pochodnymi
pozywki wykorzystanej do namuaania bakterii (Fot .9C, 9D, Fig. 1).

e

& G W Y R . ot - W /1

& HV WD mag | det |spot| HFW 20 ym & HV WD mag det [spot| HFW | — 1 |11\ R—

“"‘“”“1800 kv‘T.S mm |5000x|LVD| 4.0 |59.7 m}—‘—v"“"’“moo kv‘T.S mm | 20 000 x| LVD| 4.0 |14.9 ym

9C 9D

Fot. 9 C — krysztaty siarczanu wapnia i sodu polajgee komorki bakterii heterotroficznych. 1D —

powiekszony obraz bakterii pokrytych krystaligzpszczotly” siarczanowy. SEM, powgkszenie

wg. skali



chedax3iZigenesisigenspc.spc

Label A: TPR1 002p3

<O Ka

S Ka
C K

CakKa

K Ka
K Kb
CakKb
[T RS AT SO P RSN TUTR TR N (P WA B N [ ARG IO S (P RV PP RSP MR SR TR BT
3.00

400 5.00 6.00 7.00 8.00 9. 00 keV

1.00 2.00

Fig.1A Widmo energetyczne EDS krysztatkbw siarceeych pokrywagcych powierzchnie
bakterii pokazanych na Fot. 1C, 1D

Hodowle beztlenowych bakterii heterotroficznych
Réwnie w tej hodowli krystalizujce wtdrnie siarczany i gglany pokryty komorki
bakteryjne, ktore staty sicentrami wtornej krystalizacji (Fot. 10 E). Obeshatornych zwyzkow
potwierdzity analizy EDS wykonane na krysztatkacknywajcych bakterie (Fig. 1B, C)

HFW |
0 kV| 6.0 mm |5 000 4.0 |59.7 ym

Fot. 10. E Zmineralizowane siarczanami sodu i wapakterie heterotroficzne.

SEM, powekszenie wg. skali
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Fig.1B,1C — widma energetyczne EDS krysztatéw rajgg/ch na bakteriach
Hodowle beztlenowych bakterii redukugcych siarczany i wytwarzapcych siarkowodor

Mikroskopowe obserwacje SEM wskazup hodowlach namrigta sk znaczna ilé¢ bakterii
redukupcych siarczany wytwarzggych siarkowodor. Jednak komorki bakteryjne i w tym
przypadku pokryty wtornie krystalizage na nich krysztaty zwzkow wykrystalizowane z pywki
(Fot. 11F i 1G). Analizy EDS wykazaty, obok innypierwiastkéw take obecné& krzemionki,

ktorej czs$¢ pochodzi prawdopodobnie z skaty mineralizowanejeratami miedzi (Fig. 1D).

Bl St D o R > |
L R el Giga A N

- By

S

: 2 G B v = ] by ¥ ), b ¢
\ mag | det |spot| HFW — 100 pym ——— HV WD mag | det |spot| HFW
B.OOKV‘G.O mm |1 000x|LVD| 4.0 | 298 m}—l— .OOkV‘G.O mm |5 000 x|LVD| 4.0 |59.7 um
11F 11G
Fot. 11F i 11G Krysztaly siarczanow Ca i Na zawigrani slady miedzi, wtornie pokrywage

komorki bakterii redukujcych siarczany (patrz fig. 1D). SEM - pekszenie wg. skali.
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Fig. 1D Widmo energetyczne EDS krysztatkbw wykriistavanych na bakteriach redukaych
siarczany (Fot. 11F, 11G). Obok pierwiastkow gtgam (Ca, Na, S, Si, O widoczne domieszki K,
P, Mg, Al, orazlady Cu.

Hodowle tlenowych bakterii Thiobacillus thiooxidans (uczestnica w przemianach siarki, silnie

zakwaszajp srodowisko)

Obserwacje SEM nie wykazaty w tej hodowleobhaci komodrek bakterii. Wyniki tej hodowli
zostaly jednak zamieszczone poniewgej efektem kacowym okazaty si zarOwno pknie
wyksztatcone ch©drobne krysztaty siarczanow wapnia (gipsu) jaksiarczanéw i wglanéw sodu
I potasu (Fot. 12H, 12I). Obecitokuleczkowatych form (Fot. 121) nie sugerowawystpowanie
pojedynczych komorek bakteryjnych pokrytych wtérmyarysztatkami miedzy innymi fosforanow
(Fig. 1E i F).



4 ﬁ A ,;L i A 4 g Sy S n
&lg HV WD mag | det |spot| HFW — 100 ym ——— & ) WD mag | det |spot| HFW
£%118.00 kV| 5.3 mm |1 000 x|LVD| 4.0 | 298 um £ .00 kV[5.4mm [5000x|LVD| 4.0 |59.7

Fot. 12H Witoérne krysztalty gipsu i fosforanéw (patfig.1E). 121 krysztaly fosforanéw

wspoétwystpujace z gipsem towarzysee badanym bakteriom. SEM. Pekszenie wg. skali.
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Fig. 1E - widmo energetyczne EDS krysztatbw gipsspdhwystpujacych i pokrywagcych
niektére bakterie. 1F - widmo EDS agregatu kryémat fosforanow i siarczanow
wspoétwystpujacych z badanymi bakteriami

Skaly ze ztG@ manganu w wapieniach jurajskich Tatr Zachodnich

Hodowle beztlenowych bakterii heterotroficznych

Namnaanie tych bakterii doprowadzito do pojawieniag dhodowli  znacznych ikxi
wydtuzonych elipsoidalnych komorek bakteryjnych (Fot. 1.3C



WD mag | det |spot| HFW
OO kV|7.7mm |5000x|LVD| 4.0 |59.7 um

Fot. 13C- pojedyncze bakterie o cylindrycznynztékie otrzymane z hodowli. Punkty 1-3
wykonania analiz chemicznych metoDS. SEM- powekszenie wg. skali.

Energetyczne widma EDS z powierzchni komorektéryjnych ujawnity znacznilos¢ C, O,
Ca, Na, Mg, P orazlady Mn (Fig. 2b, C). Na tym etapie bad#&rudno jest ustalj ktére
z pierwiastkoOw zwgzane g bezpadrednio z bakteriami a ktorey pochodi pazywek. Wydaje sj,
ze obecn& manganu zvazana jest z tatragkim wapieniem manganowym.
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2B 2C

Fig. 2B —widmo EDS powierzchni jednej bakterii ppéiaej na Fot. 13 (punkt 1).. Widoczne piki
energetyczne C, O, Ca, Na, Mg, P ofmly Mn. 2C Widmo EDS substancji znajsicgj st w
poblizu bakterii. Na obu widmach pik Si pochodzi od szkaktorym znajduje siprobka.



Hodowle Thiobacillus ferroxidans, przeksztatcap zwiazki siarki i zelaza.

Hodowle tych bakterii daty efekty trudne do jednaemnej interpretacji. W agregatach
skrystalizowanej poywki mineralnej napotkano na kuleczkowate formyt(RAdl I, J), ktore jednak
okazaly s¢ trudne w obserwacjach i nie daly jednoznacznypbdstaw do ich precyzyjnej
I jednoznacznej identyfikaciji.

2 . £ ] = ’
& 3 4 3 & r
&fp| HV WD mag | det | spot| HFW —— 100 ym ——— &y WD mag | det |spot| HFW
5% 118.00 kV|6.0 mm [1 000 x|LVD| 4.0 | 298 ym 5% 118.00 kV| 6.0 mm [5 000 x|LVD| 4.0 |59.7 uym

Fot. 14. | - fragmenty hodowli widziane przy matymwickszeniu. 14J — kuleczkowate formy

tkwigce w wysuszonej pywce (bakterie?). SEM — pogkiszenie wg skali.

Analizy chemiczne obserwowanych obiektow wydkoe metog EDS wykazaly ich znacznie
zréznicowany skilad. Dotyczy to zwlaszcza zmiarsdiowych analizowanych pierwiastkéw. Inne
bowiem ich ilgci wystpuja miedzy kuleczkowatymi formami (bakteryjnymi?) anén na
ewentualnych bakteriach (Fig. 141, 14J). Ta selekity¢ rozmieszczenia pierwiastkow o by
zwigzana z ewentualnymi zaicami w podkiadzie na ktorym krystalizowaty badavaazki, a to
moze potwierdz4, ze wretrze kuleczkowatych form stanayibakterie. Zjawisko to zostanie
sprawdzone w toku dalszych bada
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Fig. 21 — widmo energetyczne EDS wysuszonejypki uzytej do hodowania bakterfihiobacillus
ferroxidans 2J — widmo energetyczne kuleczkowatej formy (bai®) pokazanej na Fot. 14J.

Widoczne mocne wzbogacenie w S az&aw Mn i Fe. SEM- powkszenie wg skali
Skaly ze zt@a cynku i otowiu z triasus$lasko-krakowskiego
Hodowle beztlenowych bakterii redukugcych siarczany i wytwarzapcych siarkowodor

Krystalizacja siarczanéw,eglanéw i fosforanéw jako substancji pochodnychpgmaywce

spowodowata catkowite zatarcie obrazu hodowli.

A
WD g | det |spot| HFW
8.0mm |5000x|LVD]| 4.0 [59.7 ym { 18.00 kV|8.0 mm |5 X 4.0 |59.7 ym

HV ‘ WD mag | det [spot / HV

% [18.00 kV

15E 15F

Fot. 15E - mikroskopowy obraz przekrystalizowaneyzypvki uzytej do hodowli bakterii
redukupcych siarczany | wytwarzgjych siarkowodor. Widoczne ghine mikrokrysztatki
siarczanu sodu. 15F — mikroskopowy obraz obszarsusaonej paywki wzbogaconego w

substancje organicanSEM — powgkszenie wg. skali.
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Fig. 2E — widmo energetyczne EDS krystalicznegoczanu sodu wykrystalizowanego zzgaki

(Fot. 15E). 2F — widmo energetyczne EDS partityweki wzbogaconej w substancje organigzn

(patrz Fot. 15F).

Stosowanie nawet dych powkekszer (Fot. 15E, 15F) w mikroskopie skaningowym nie polie
na obserwacje komorek bakteryjnych, ktore jak dayobadania mikrobiologiczne powinny
znajdowd si¢ w preparatach. Obserwowane na widmach EDS enemgetypiki poszczegolnych
pierwiastkow (Fig. 2E i 2F) dowodzhemicznego zimicowanie paywki w tym wystpowania
miejsc wzbogaconych w substancje organicz(Fig. 2F) co mge by zwigzane z obecrigia

mineralizowanych bakterii.

Hodowle Thiobacillu thioparus

(uczestnica w przemianach siarki wsrodowisku obojetnym)

Badania te] hodowli daty bardzo interegmg wyniki. Otrzymano bowiem liczne
koncentracje nieidentyfikowalnych form sferycznyktgrym towarzyszy niewielka ikg¢ substanciji
mineralnej wykrystalizowanej z ppwki (Fot. 161, 16J). Same bakterie pokrytg sienkim
Jilmem” zawieragcym P, K oraz Ca i Na. Krysztalki tej substarjpokroju igietkowym (Fot.

16J) reprezentajsiarczany potasu i sodu.



i = D 2 - R
WD mag / § W mag
00 kV| 6.3 mm | 1000 x| L\ 8 .00 kV[6.3mm [5000x|LVD| 4.0

161 16J
Fot. 161 — obraz biologicznych form obecnych w hwatio bakterii Thiobacillu thioparus 16J -

obraz tych samych form (bakterii?) widziany przyckgizym powgkszeniu. W tle widoczne

mikrokrysztatki, ktore wykrystalizowaty z pgwki. SEM — powtkszenie wg skali.
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Fig. 21 — widmo energetyczne EDS z powierzchnisktgtu pokazanego na fot. 161. 16J- widmo
energetyczne EDS w krystalicznego (gék energetyczny Si pochodzi -podobnie jak we wikigh
analizach EDS- od szkietka na ktorym znajdu¢epseparat)

Hodowle Thiobacillus ferroxidans, przeksztatcap zwiazki siarki i zelaza,

Identyfikacja tej grupy bakterii metp8EM - EDS okazata siw przygotowanych preparatach
niejednoznaczna. Obserwowane obrazy ujawnityypie w roznych stanach jej krystalizacji (Fot.
2K, 2L). Pomimo stwierdzenia metodami mikrobiologicznymystepowania w hodowlach bakterii
Thiobacillus ferroxidansiie udato si ich rozpozné w obserwacjach mikroskopowych SEM. Co

prawda obserwowano agregatowe, sferyczne skupiekiadrych wyst¢puje niewielka ilé¢ wegla,



(Fig. 2K, 2L) ale jego obecké jest raczej zwizana z poywka niz z fragmentami komorek

bakteryjnych

HV WD | mag | det [ HFV i — . HV | WD | mag | det|spot| HFW
.00 kV| 7.2 mm | 5 000 x| LVD 59.7 .00 kV| 7.2 mm |5 000 x|LVD | 4.0 |59.7 um

17K 17L

Fot 17K, 17L — mikroskopowy obraz wysuszonejzymki zawieragcej porowate agregaty

mineralno- organiczne o ksztalcie zbinym do kuleczek. SEM — pogkiszenie wg. skali
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Fig. 2K - widmo energetyczne EDS substancji pokaganpunkcie 2 (Fot. 17K).
2L - widmo energetyczne EDS substancji pokazangjimkcie 3 (Fot. 17K).



I1l. Podsumowanie i wnioski

Otrzymane wyniki nahy traktowa& jako wstpne i dyskusyjne. Zasadnicze uwagi dotycz
preparatyki materiatu hodowlanego przeznaczonegbatt@ mineralogicznych prowadzonych z
uzyciem mikroskopu skaningowego i analizatora ED&bRI do tych bada powinny by
pozbawione paywki. Jej obecn& w preparatach zaciera obraz hodowanych baktemdylze g
one identyfikowane w mikroskopie biologicznym veparatach mineralogicznych ich obraz ulega
zatarciu i nie jest jednoznaczny

Uzyskane dane pozwajajna sformutowanie wegbnych uwag. Z analiz mikrobiologicznych i

mineralogicznych wynikaze w badanych zimch Cu, Mn i Zn-PB wyspuja rozne bakterie.

W tupku miedziongnym i biatym spgowcu obserwowano szereg mikrokrystalicznych form
utworzonych z poywek najprawdopodobniej na bakteriach, ktére maogfignowt centra

krystalizacji dla tych substancji.

Zidentyfikowano bakterie:
A - heterotroficzne bakterie tlenowe
B - heterotroficzne bakterie beztlenowe
C - beztlenowe bakterie reduseg siarczany
D - bakterie tlenow&hiobacillus thiooxidans
E - bakteri@ hiobacillu thioparus- uczestnicg w przemianach siarki w
srodowisku obajtnym
F - bakterieThiobacillus ferroxidansprzeksztatcace zwazki siarki i
zelaza,
Szczegolnie obficie namagly sie bakterie z hodowli A, B, C i E — w mniejszym stapivakterie

hodowli D i F

W ztozu Mn z jurajskich wapieni organodetrytycznych Tasichodnich rozpoznano w hodowlach

bakterie :
B - heterotroficzne bakterie beztlenowe
C - beztlenowe bakterie redukeg siarczanyhiobacillus thiooxidans

Najliczniejsza populacje bakterii obserwowano addwli C.
W pozostatych hodowlach (D, E, F) nie potkano bakiub napotkano wytacznie ich pojedyncze

okazy (hodowla A).



W zta@u rud Zn-Pb z Olkusza rozpoznano w hodowlackmagice bakterie;
A - heterotroficzne bakterie tlenowe —
B - heterotroficzne bakterie beztlenowe
C - beztlenowe bakterie redukeg siarczany
E - bakterid hiobacillu thioparus- uczestnicz w przemianach siarki w

srodowisku obajtnym
Szczegolnie obfit kolonie bakteriiThiobacillu thioparusotrzymano w hodowli E.

Nie rozpoznano bakterii w hodowlach :
D - bakterie tlenow&hiobacillus thiooxidans
F - bakterielhiobacillus ferroxidansprzeksztatcajzwiazki siarki i
zelaza,
chocia rozpoznano w tych dwoéch pgwkach pojedyncze, trudne do identyfikacji formy

organiczne.

W zwigzku z pewna niejednoznacze® niektorych wynikdw koniecznym jest
kontynuowane. Istotnym jest tak prowadzenie tego typu badamikrobiologiczno-
mineralogicznych pod gtem rozpoznania nitiwosci poszczegoélnych szczepdéw bakterii do

kumulacji wybranych metali i ich wykorzystania wzpmyle wydobywczym i przerdbce.
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