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Terminom bakterijsko luzenje (bioluZzenje) oznaca-
va se ekstrakcija ili rastvaranje metala pomocéu mikroor-
ganizama iz minerala ili sporednih proizvoda dobijenih
konvencionalnom preradom ruda. U najvec¢em broju slu-
Cajeva, glavni izvori komercijalnih metala su rude u koji-
ma se metal pojavljuje u obliku sulfida. Luzenje metala iz
sulfidnih supstrata se sastoji u biooksidaciji sulfida meta-
la u odgovarajuce vodorastvorne sulfate iz kojih se, za-
tim, metal moZze jednostavnije izdvoijiti [1].

Metali iz nerastvornog minerala, odnosno rude,
mogu da se prevedu u rastvorni oblik direktno — ukljuce-
njem u metabolizam mikroorganizma ili indirektno — dej-
stvom proizvoda metabolizma. Medu mnogobrojnim
prokariotima s sposobnoséu oksidacije sulfida metala,
dominantnu ulogu imaju bakterije iz roda Acidithiobacil-
lus, a medu njima vrsta Acidithiobacillus ferrooxidans (ra-
nije zvana Thiobacillus ferrooxidans) [2]. Posledica
specificne hemijske i biohemijske aktivnosti tionskih
bakterija je bakterijsko luZzenje sulfidnih minerala.

Mehanizam bakterijske oksidacije je prvo proucen
u slucaju pirita, sto je razumljivo zbog njegove relativho
velike zastupljenosti u prirodi kao i zbog Einjenice da su
sulfidi gvozda (pirit, FeSs; markasit, FeSy; pirhotit, Feq_
xS i troilit, FeS) stalni pratioci sulfida drugih metala. Pri-
sustvo pirita u mineralima i njegova primarna oksidacija
tionskim bakterijama je preduslov za bioluzenje.

Proucavanija A. ferrooxidans pokazala su da u kon-
taktu sa povrsinom sulfidnih minerala, ova bakterija di-
rektno rastvara kristale sulfida po mehanizmu koji se
najjednostavije opisuje slede¢om jednacinom [3]:

2FeSs + 7,5 Oz + HO - 2Fex(SOy4)3 + HaSO4 (1)

Nastali gvozde(ll)-sulfat, kao jako oksidaciono
sredstvo, moze da rastvara razli¢ite metale oksidacijom
njihovih sulfida u odsustvu kiseonika i zivih ¢elija. Gvo-

Adresa autora: D. Savié, Tehnoloski fakultet, Bulevar oslobode-
nja 124, Leskovac, Srbija;

E-mail: savic@ni.ac.yu

Rad primljen: Septembar 16, 2004

Rad prihvaéen: Novembar 23, 2004

OKSIDACIJA PIRITA POMOCU BAKTERIJE
ACIDITHIOBACILLUS FERROOXIDANS

U radu je prikazan kinetiCki model oksidacije pirita (FeSz) u suspenziji pomoéu
bakterije Acidithiobacillus ferrooxidans u erlenmajerima uz muckanje. Koncen-
tracije ¢elija bakterija adsorbovanih na Cestice pirita i slobodno suspendovanih
Celija u luZznom rastvoru su u ravnoteZi saglasno Langmuirovoj adsorpcionoj
izotermi. Specificna brzina rasta adsorbovanih ¢éelija (ua = 1,6 d~ 1 ) je odrede-
na iz promene koncentracije gvoZda u luZznom rastvoru. Model pokazuje dobro
slaganje sa eksperimentalnim podacima promene koncentracije izluZenog
gvoZda i slobodne biomase u toku biooksidacije pirita u suspenziji.

zde(ll)—joni, posebno ili zajedno sa bakterijama, znacaj-
ni su za indirektnu oksidaciju sulfidnih minerala:

2FeS, + 2Fep(S04)s — 6FeSO, + 48° @

Elementarni sumpor koji nastaje oksidacijom pirita
gvozde(lll)-jonima, oksidiSe se do sumporne kiseline
dejstvom bakterijskinh éelija:

48° + 60, + HoO - 4 HpS04 (3)

Odnos uticaja direktnog i indirektnog mehanizma
na proces bioluZenja je predmet intezivnog proucavanja
[4-7]. Isto tako, predlozeno je nekoliko modela biooksi-
dacije sulfidnih minerala [8-13], koji uklju¢uju ponasanje
slobodno suspendovanih i adsorbovnih bakterija, kao i
njihov odnos prema rastvaranju mineralnin &estica, tj.
rast adsorbovanih i suspendovanih celija, oksidacija
gvozde(ll)—jona, interakcija izmedu gvozde(lll) jona i mi-
nerala i promene u veli¢ini Eestica minerala.

Matematicko opisivanje procesa bioluzenja metala
iz sulfidnih supstrata je otezano zbog fenomena prenosa
mase izmedu faza (vazduh, teéna faza i Cestice supstra-
tata). Koncentracija izluzenog metala pri bioluzenju u
suspenziji sa vremenom ima oblik sigmoidne krive [14].
Povrsina &estica supstrata je limitirajuéi faktor za bioluze-
nje metala jer je neophodan kontakt éelija bakterija A.
ferrooxidans i évrstog supstrata.

Pri bioluZzenju u suspenziji sulfidnih supstrata po-
modu bakterije A. ferrooxidans, koncentracije éelija ad-
sorbovanih na éestice pirita (Xa — mgs_b_/dms) i slobodno
suspendovanih éelija u luznom rastvoru (X, — mgs_b_/dms)
su u ravnotezi saglasno Langmuirovoj adsorpcionoj izo-
termi [12, 13]:

_ Ka Xam XL
Xa = 1+ Ka XL “)
gde je: Xam — maksimalni adsorpcioni kapacitet

(MJsb/dres2), Ka — konstanta adsorpcije (dm*/mgsp).
Adsorpcija ¢elija za povrsinu ¢vstog supstrata je relativ-
no brz proces u odnosu na trajanje bioluzenja [13].
Promene koncentracije ukupnog gvozda u luznom
rastvoru (Fer, g/dms) i ukupne biomase (XT, mgs_b_/dms)
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u toku biooksidacije pirita u suspenziji mogu se opisati
sledeéim diferencijalnim jedacinama [13]:

dFer f dXTt )
dt YR +fYgs

dX Yx

X (-aen+t2E ©)
dt YQ/s

gde je: f — maseni udeo gvozda u pititu (gre/Jres?), i YQ/S

i Y')‘(/s koeficijenti prinosa adsorbovane i slobodno sus-
pendovane biomase u odnosu na izluzeno gvozde
(Mgs.b/dFe), @ Pa — specifiéna brzina rasta adsorbovane
biomase (d_1). Smanjenje povrsine Eestica usled bakte-
rijskog dejstva koriguje se mnozenjem sa (1 — 0()2/3, pri
¢emu a predstavlja odnos ukupno izluzenog i pocetnog
sadrzaja gvozda u piritu (Fet/Feg). Rast biomase zavisi i
od pristupacne, slobodne povrsine c&estica pirita:
_ Xam — Xa . . ~
(C] —ﬁ. Promena koncentracije biomase u luznom
rastvoru saglasna je brzini luzenja gvozda [14],
odnosno:

_OURL _ 1 dFer

= o Yos —5 @)

X =
- do, do,

gde je: qo, — specifi¢na brzina potrosnje kiseonika bak-
terija (31,68 mgOs /mgsp./d [15] i Y(")/s — koeficijent po-
troSnje kiseonika u IluZznom rastvoru u odnosu ha
izluzeno gvozde.

Koeficijent prinosa adsorbovane biomase u odno-
su na izluzeno gvozde (YQ/S =1,85 mgs.p/gre) izrauna-
va se linearizacijom sledece jednacine [13]:

_ Xr=X1)V-aWg f¥xss

Vs = W ®)

gde je Wy — pocetna masa Cestica pirita (3 g) i V — zapre-
mina suspenzije (0,3 dm3). Aktuelna i poCetna koncen-
tracija ukupne biomase (X1, Xr) predstavija zbir
slobodno suspendovane (izracunate preko brzine potro-
Snje kiseonika) i adsorbovane biomase koja se izracuna-
va pomocdu sledeée jednacine:

_ Ka Xam XL Wo 2/3

XA— 1+KAX|_V (1_0) (9)

Cilj ovog rada je razvoj matematickog modela Kkoji
opisuje luzenje pirita pomodu bakterije Acidithiobacillus
ferrooxidans u erlenmajerima uz mucékanje, kao i proce-
na uticaja slobodno suspendovanih i adsorbovanih éeli-
ja na bioproces.

EKSPERIMENTALNI DEO

Mikroorganizam i uslovi kultivacije

Eksperimenti su izvedeni sa bakterijom B5 iz zbir-
ke mikroorganizama Centra za hemiju, IHTM, Beograd.
Bakterijska oksidacija pirita prou¢avana je u erlenmajeri-
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ma (odnos radne i zapremine erlenmajera 300/500 cm3)
uz muékanje (preénik rotacije 2 cm, brzina rotacije 3,33
5_1). U eksperimentu je korid¢en inokulum iz srednje ek-
sponencijalne faze (14 dana star) u koli¢ini od 10% (v/v)
od radne zapremine bioreaktora. Radna temperatura u
svim ispitivanjima je odrzavana na 28°C.

U radu je koriS¢en koncentrat pirita koji sadrzi
35,12 % gvozda (maseni udeo gvozda u piritu f = 0,35
OFe/dFes2), @ 99,20 % Cestica pirita je manje od 0,208
mm. Koncentrat pirita se sterili§e 24 &asa na 80°C. Za
proces bioluzenja gvozda, sterilni prah koncentrata pirita
se dodaje (10 g/dm3) u asepti¢nim uslovima u teCnu pod-
logu OK sledeéeg sastava (g/dm3): (NH4)2SO4 — 3; KoHPO4
-0,5; MgS0O4 7H,0 - 0,5; KCI - 0,1 i Ca(NO3) — 0,01.

Odredivanje koncentracije ukupnog gvozda

Ukupno rastvorno gvozde je odredivano plame-
nom atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom
(PYE UNICAM AAS — Phillips).

Odredivanje brzine potrosnje kiseonika

Brzina potrosnje kiseonika u luznom rastvoru odre-
divana je iz nagiba pravolinijskog dela zavisnosti norma-
lizovane koncentracije kiseonika od vremena. Relativha
koncentracija kiseonika u podlozi merena je kiseoni-
¢nom elektrodom (HANNA HI 8043).

Odredivanje odnosa adsorbovne i slobodno
suspendovane biomase

Za odredivanje odnosa adsorbovne i slobodno
suspendovane biomase éelija izdvojen je luzni rastvor iz
biooksidacije pirita u barbotaznoj koloni (posle 30 dana)
sa poznatom koncentracijom biomase (odredena meto-
dom susenja — [15]). Razli¢itim odnosima luznog rastvo-
ra i podloge OK dodavan je pirit (1 % w/v). Nakon
muckanija (3 h, precnik rotacije 2 cm, brzina rotacije 3,33
5_1), suspenzijama je odredivana brzina potrosnje kise-
onika u luznom rastvoru. Razlika koncentracija biomase
izraCunatih iz brzina potroSnje kiseonika (preko specifi-
¢ne brzine potrosnje kiseonika [16]) pre i posle mucka-
nja sa piritom, odgovara koncentraciji biomase koja je
adherovana na &estice pirita. Pretpostavljeno je da se
posle muckanja od 3 sata postize ravnoteza izmedu ad-
herovane i biomase u luznom rastvoru, kao i da je broj
éelija adherovanih na zid erlenmajera zanemarljiv [13].

REZULTATI | DISKUSIJA

Zavisnost adsorbovane i slobodno suspendovane
biomase u toku biooksidacije pirita u erlenmajerima uz
muckanje opisana je Langmuirovom adsorpcionom rav-
noteznom izotermom (slika 1). Vrednosti maksimalnog
adsorpcionog kapaciteta (Xam = 0,416 Mgsb/JFes?) |
konstante adsorpcije (Ka = 0,513 dm3/mgs_b_) izraCunate
su posle linearizacije jednacine 4.

Na osnovu jednadina 5 i 7, izracunate su vrednosti
koncentracije ukupno rastvorenog gvozda i koncentraci-
je biomase u luznom rastvoru, koje pokazuju dobro sla-
ganje sa eksperimentalnim vrednostima dobijenim u
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Slika 1. Langmuir-ova adsorpciona ravnotezna izoterma bakterije
A. ferrooxidans

Figure 1. Langmuir adsorption isotherm for the bacterium A. fe-
rooxidans

toku biooksidacije pirita u suspenziji u erlenmajeru uz

muckanje (slika 2). Konstante modela Y')‘qs i YQ/S izraCu-
nate su iz eksperimentalnih podataka. Pri izraCunavanju
koeficijenta prinosa slobodne biomase u odnosu na izlu-
zeno gvozde Y')‘(/s =0,46 Mysh/gre) Koriséena je vre-
dnost slobodno suspendovane biomase izraCunate na
oshovu brzine potrodnje kiseonika (jed. 7). Koeficijent
prinosa adsorbovane biomase u odnosu na izluzeno
gvozde izratunat je linearizacijom jednacine 8 i iznosi
YQ/S = 1,85 Mys.b./dre. Aktuelna i pocetna koncentracija
ukupne biomase (X7, X7o) izraCunata je pomodu jedna-
¢ina7i9.

Vreme, d

Slika 2. Model biooksidacije pirita u erlenmajeru (VU/VF =
300/500) uz muékenje (v=3,33 s, r=2 cm)

Eksperimentalne vrednosti: ukupno rastvoreno gvozde: O; kon-
centracija biomase u luznom rastvoru: o. Model — pune linije. Is-
prekidana linija — koncentracija ukupne biomase izraCunate
prema modelu

Figure 2. Model of pyrite biooxidation in Erlenmayer flasks
(VUVF=300/500) shaken on a rotational shaker (frequency: 3.33
s, and orbit diameter: 2cm) Experiment: total dissolved iron:
O, and biomass concentration in the culture medium: o. Model:
full lines; and total biomass concentration calculated using the
model equation: dotted line.

o

0 10 20 30
Vieme, d

Slika 3. Eksperimentalne (O0) i izracunate (linije) vrednosti kon-
centracije ukupnog gvoZzda prema modelu za razli¢ite vrednosti
specificne  brzine  mikrobnog rasta u  erlenmajeru
(VLIVF=300/500) uz muékanje (v=3,33 s ', r=2 cm).

Figure 3. Comparison of the experimental () and calculated (li-
nes) values of the total iron concentration for different specific
microbial growth rates for pyrite biooxidation in Erlenmayer flasks
(VUVF=300/500) shaken on a rotational shaker (frequency:3.33 s~
7, and orbit diameter: 2 cm).

Na osnovu jednacine 7, tj. sinhronizovanosti izme-
du promene koncentracije biomase i brzini luzenja gvo-
zda, specificna brzina rasta adsorbovanih éelija (ua =
1,6 d_1) odredena je "fitovanjem" modela sa eksperimen-
talnim podacima promene koncentracije gvozda u Iu-
znom rastvoru (slika 3). Koeficijent potroSnje kiseonika u

luZnom rastvoru U odnosu ha izluzeno gvozde (Y(L)/s) za
prikazan slucaj iznosi 507 mgOs /gre (izraCunato prema

[14]).

ZAKLJUCCI

Prema pretpostavljenom modelu, ukupna koncen-
tracija biomase u toku procesa (izraCunate pomodu jed.
6) iznosi 13,1 mgs_b_/dm3 (slika 2). To znadi da je broj ée-
lija vezanih za Cestice pirita u svakom trenutku bioproce-
sa nekoliko puta vesi u odnosu na broj ¢elija u luznom
rastvoru (slika 3). Ovakav rezultat je usaglasnosti sa lite-
raturnim podacima [3, 6, 7], prema kojim je neophodno
vezivanje ¢elija za povrsinu Cestice sulfida da bi doslo
do rastvaranja metala. Tada dolazi do generisanja gvo-
zde(ll)—jona, oksiduju sulfide po indirektnom mehani-
zmu (jed. 2). Gotovo celokupna koli¢ina gvozda u
luZnom rastvoru je u obliku gvozde(lll)-jona [14] je jer
slobodno suspendovane éelije bakterija brzo oksiduju
gvozde(ll)-sulfat nastao indirektnom okisdacijom sulfida,
omoguéujuéi tako indirektnu oksidaciju sulfida [3].

Koeficijent prinosa biomase po molu pirita (0,3
Js.b/MOlFes2) je oko dva puta vedi od koeficijenta prino-
sa biomase po molu gvozde(ll)-jona (0,16 gs.p./MOIFes2)
(izraCunati na osnovu ukupne biomase i izluzenog gvo-
zda) zbog ucedésa sulfidnog dela pirita u metabolizmu
bakterije. Na osnovu veéeg broja dostupnih elektrona
(15 e) u odnosu na gvozde(ll)-jone (1 ") realno je ole-
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kivati daleko vedi koeficijent prinosa biomase. Isto tako,
stepen iskori§éenja energije iz pirita (2%, izracunat iz
odnosa stvarnog i teorijskog koeficijenta prinosa bioma-
se) je nekoliko puta manji od stepena iskoriSéenja ener-
gije gvozde(ll)-jona (10-15% — izraCunato iz [16]). Takav
rezultat upuéuje na zakljuéak da je dominantan indirek-
tni mehanizam oksidacije pirita pomodéu gvozde(lll)—jo-
na, koje generiSu bakterije A. ferrooxodans. Identi¢an
zaklju¢ak su objavili Basaran i Touvinen [17] iako je, pre-
ma njihovim istrazivanjima, koeficijent biomase po molu
pirita (1,98 gs.p/MOlFes2) i stepen iskoriséenja supstrata
(10-12%) nekoliko puta veéi od rezultata ovog rada, a
Sto se mozZe objasniti geneti¢kim razlikama kori§éenih
sojeva bakterija A. ferrooxodans. Prema nekim istraziva-
njima [3, 7], pretpostavlja se da, nakon vezivanja bakte-
rija za povrSinu Cestica sulfida, mehanizam bioluzenja
sulfida se nastavlja samo po indirektnom mehanizmu.

SPISAK SIMBOLA

f (QFe/gFes?) —maseni udeo gvoZda u piritu

Feo(g/dm®) — koncentracija pocetnog sadrZaja gvozda u
piritu

Fer (g/dm® — koncentracija ukupnog gvoZzda u luZznom
rastvoru

Ka (dms/mgs,b,) — konstanta adsorpcije

do, (MmgO2 /mgs.b./d)— specificna brzina potrosnje kiseonika
bakterija

V (dmg) — zapremina suspenzije

Wo (g) — pocetna masa Cestica pirita

Xa mgs,b,/dm:3 — koncentracija ¢elija adsorbovanih na cestice
pirita

Xam Mgs.b./grese— maksimalni adsorpcioni kapacitet

XL (mgs,b,/dms) — koncentracija slobodno suspendovanih celija
u luznom rastvoru

X7 (mgs,b,/dms) — koncentracija ukupne biomase
XTo (mgs,b,/dms)— pocetna koncentracija ukupne biomase

YQ/S (mgs.b./gre)— koeficijent prinosa adsorbovane biomase u
odnosu na izluZzeno gvozZde

Y)qu (mgs.b./gre) — koeficijent prinosa slobodno suspendovane
biomase u odnosu na izluzeno gvozde

Y55 (Mgs.b./gre)— koeficijent potrognje kiseonika u lu¥nom
rastvoru u odnosu na izluZzeno gvozde

SUMMARY

o)

—odnos ukupno izluZenog i pocetnog sadrZaja
gvozda u piritu.

HA (d’1) - specifi¢na brzina rasta adsorbovane biomase
o) —slobodna povrsina cestica pirita
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PYRITE OXIDATION BY ACIDITHIOBACILLUS FERROOXIDANS BACTERIA

(Scientific paper)

Dragisa S. Savié1, Miodrag L. Lazié1, Vlada V. Veljkovié1, Miroslav M. Vrvié?
1Faculty of Technology, Bulevar oslobodjenja 124, Leskovac, Serbia

2Faculty of Chemistry, Akademski trg 16, Belgrade, Serbia

The kinetic model of pyrite particle dissolution by the action of bacteria Acidit-
hiobacillus ferrooxidans in a shaken Erlenmeyer flask was presented. The mo-
del agreed well with the experimental data for the extracted iron and the
number of cells in the liquid phase. The specific growth rate of the adsorbed
cells was evaluated (ua = 1, 6 d1) by fitting the experimental data to the mo-
del curve. Also, the relevance of the two proposed mechanisms for the bacte-
rial dissolution of sulphide (direct and indirect) was discussed, indicating that
the indirect one was dominant. The adsorption process of A. ferrooxidans to

the pyrite surface was well correlated by a Langmuir type isotherm.
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