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Аннотация: Во всем мире наблюдается истощение запасов богатой и легкообогатимой 
руды. По этой причине большое внимание начинает уделяется технологии бактериально-
химического выщелачивания (БХВ), которая применима для переработки низкосортного 
минерального сырья: отвальных «хвостов», упорных руд с низком содержанием ценных 
компонентов. Данная технология имеет существенный недостаток, заключающийся в 
неспособности микроорганизмов создавать агрессивные условия для эффективного раз-
ложения минеральных комплексов, что негативно сказывается на продолжительности 
процессов. В работе представлены результаты эксперимента, цель которого заключалась 
в исследовании влияния периодического ультразвукового облучения различной длитель-
ности на процесс окисления серы и изменение количества свободноплавающих ацидо-
фильных хемолитотрфоных микроорганизмов, которые используются в технологии БХВ. 
Ультразвуковое воздействие, в  зависимости от длительности облучения культуры ми-
кроорганизмов в среде, способствовало изменению таких параметров, как численность 
микроорганизмов и pH среды. В ходе эксперимента количество активных планктонных 
форм бактерий увеличивалось в различной степени по сравнению с контрольным, в за-
висимости от продолжительности и режима облучения. Влияние облучения на процесс 
окисления серы было отмечено во всех экспериментальных группах и достигало макси-
мального значения к концу эксперимента.
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Введение
Важным направлением научно-тех-

нического прогресса в области перера-
ботки минерального сырья является ис-
пользование процесса биовыщелачива-
ния для переработки шлаков и шламов, 
отвальных «хвостов» и руд с низким 
содержанием ценных компонентов. Тех- 
нология БХВ обеспечивает снижение 
стоимости конечного продукта благода-
ря низким капитальным затратам, а так-
же способствует снижению негативного 
воздействия на окружающую среду за 
счет высокой экологической безопасно- 
сти технологии. Низкая скорость и ин-
тенсивность протекающих процессов 
значительно ограничивают применение 
методов БХВ в промышленности. В свя- 
зи с этим изучение вопросов о меха-
низмах влияния внешних физических 
факторов на микроорганизмы, участву-
ющие в БХВ, является важным для ре-
шения прикладных задач биогеотехно-
логий [1].

В процессе БХВ сульфидных руд об-
разуется элементная сера (S0), которая 

способствует образованию пассивиру-
ющего слоя на поверхности минералов, 
при этом она инертна к абиотическому 
окислению и может удаляться в ходе 
биоокисления. Биоокисление серы и ее 
соединений — это необходимый компо- 
нент метаболизма многих ацидофиль-
ных хемолитотрофных микроорганиз-
мов [2, 3].

В процессах БХВ низкий уровень pH 
среды (2—2,5) обусловлен биоокисле-
нием восстановленных неорганических 
соединений серы до сульфат-иона и не-
обходим для нормальной жизнедеятель-
ности ацидофильных микроорганизмов. 
Этапы дискретного метаболизма серы  
у тионовых бактерий соответствуют ста-
бильным состояниям серы разного уров-
ня восстановленности. Промежуточные 
продукты реакции, взаимодействуя с 
субстратом и продуктами обмена, обра- 
зовывают множество различных соеди- 
нений серы. Среди этих соединений наи-
более значительны: сульфид, тиосуль- 
фат, сера, тетратионат, сульфат. Окис- 
ляясь, эти соединения опосредованно 
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через фермент цитохром-с-редуктазу, 
восстанавливают цитохром c, который 
окисляется кислородом. Эти реакции 
необходимы для протекания процессов 
окислительного фосфорилирования, при 
котором образуются молекулы АТФ — 
универсальный источник энергии для 
биохимических процессов [4–7]. 

Бактериальное окисление серы до 
сульфата энергетически более эффек-
тивно, чем окисление эквивалентного 
количества железа. Автотрофные бакте-
рии, использующие в качестве источни-
ка энергии железо и/или серу, содержат 
неодинаковое количество цитохромов. 
Бактерия At.  ferooxidans, окисляющая 
закисное железо, содержит значительно 
больше цитохромов, чем At. ferooxidans, 
окисляющая серу. Развиваясь на разных 
субстратах (Fe2+, S0 и др.) количество 
цитохромов в клетках At. ferooxidans из-
меняется, а именно: уменьшается на сере 
и увеличивается при развитии на желе-
зе [8]. 

В состав сульфидных минералов се- 
ра входит в виде S2–. В процессе бактери-
ального окисления таких минералов, под 
действием ферментов сульфидоксидазы 
и поли-сульфидоксидазы содержащаяся 
сера окисляется до элементной (1).
FeS2 + Fe2(SO4)3 → 3FeSO4 + 2S0.	(1)

Элементная сера, образующаяся при 
бактериальном окислении арсенопири-
та, имеет кристаллическую структуру, 
отличную от структуры орторомбиче- 
ской серы. Такая сера была названа 
β-серой. Элементная β-сера также была 
обнаружена в некоторых горячих серных 
источниках, в  которых присутствуют 
термофильные тионовые бактерии [9].

Сера откладывается на поверхности 
рудных частиц, где микроорганизмы 
окисляют ее до сульфат-иона. Упрощенно 
процесс бактериального окисления се- 
ры можно представить в виде последо-
вательности (2). 

S2– → S0β → SO3
2– → SO4

2–.	 (2)
Чтобы вступить в процессы фер-

ментного окисления, элементная сера 
должна быть растворимой для липидов 
и фосфолипидов мембраны клетки. По 
этой причине при бактериальном окис-
лении сульфидов образуется элемент-
ная сера β-модификации, обладающая 
высокой растворимостью в органиче-
ских растворителях. Такая сера легко 
транспортируется в периплазматическое 
пространство клетки, где при участии 
ферментов окисляется на инвагинациях 
наружной стороны цитоплазматической 
мембраны [10]. 

В среде без бактерий частицы S0 со-
храняются в свободно плавающем со-
стоянии до 3 месяцев, гидрофобные 
свойства поверхности частиц S0 предот-
вращают смачивание водой. В  среде, 
содержащей микроорганизмы A.  thio-
oxidans частицы серы смачиваются жид- 
костью и погружаются на дно сосуда в 
течение 2 недель. Вещество, помогающее 
бактериям вовлекать в метаболизм S0, 
имеет фосфолипидную природу [11, 12].

В основе технологий, использующих 
ультразвуковые волны, лежат эффекты 
взаимодействия ультразвука и среды. 
Ультразвуковые волны вызывают ряд спе- 
цифических эффектов в жидких средах: 
кавитацию (образование пузырьков), ин- 
тенсивные микро- и макропотоки, кото-
рые приводят к эффективному переме-
шиванию компонентов среды, образова-
нию свободных радикалов, инициации 
ультразвуковых химических реакций 
[13, 14].

Механизм воздействия ультразвуко-
вых волн на процессы БХВ в настоящее 
время малоизучен. Выражается совокуп- 
ностью реакций и эффектов взаимо-
действия ультразвукового излучения с 
живыми объектами и средой, в которой 
они находятся [15–17].

Применение ультразвука для интен-
сификации бактериально-химического 
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выщелачивания металлов из сульфид-
ных руд смешанной культурой хемоли-
тотрофных микроорганизмов является 
одним из важных аспектов в решении 
задачи повышения эффективности про-
цесса. 

Цель исследования — изучение пе-
риодического воздействия ультразвука 
разной длительности на скорость роста 
железо- и сероокисляющих микроорга-
низмов и скорость окисления серы.

Материалы и методы 
исследования
Бактериальная культура
Смешанная культура хемолитотроф-

ных микроорганизмов была выделена  
с образца сульфидной медно-никелевой 
руды месторождения Шануч (Камчатка). 
По данным ПЦР-диагностики, в  бакте-
риальное сообщество входили At.  ferro- 
oxidans, At. thiooxidans, Sulfobacillus spp. 
[18].

Накопление культуры микроорганиз-
мов проходило в биореакторе при тем-
пературе 30 °С. Колбы располагались на 
качалке, скорость которой была равна 
90  об/мин. Концентрация планктон-
ных форм клеток в растворе достигала 
107 кл/мл.

Перед началом процесса облучения 
1  мл раствора, содержащего смешан-
ную культуру хемолитотрофных мик- 
роорганизмов, был перенесен в колбы 
Эрленмейера (250 мл), которые содер-
жали 100 мл питательной среды 9К без 
содержания железа. В качестве источ-
ника энергии была добавлена элемент-
ная сера (S0) в количестве 10 г/л, размер 
частиц был меньше 100 мкм. Сера сте-
рилизовалась текучим паром в течение 
2 ч. 

Процесс облучения УЗ
После посева микробной ассоциации 

в среду 9К, экспериментальные образ- 
цы были облучены различными спосо-
бами: 

•	 контроль — без облучения; 
•	 20III — троекратное двадцатими-

нутное облучение раз в 48 ч;
•	 20V  — пятикратное двадцатими-

нутное облучение раз в 24 ч;
•	 40III — троекратное сорокаминут-

ное облучение раз в 48 ч;
•	 40V — пятикратное сорокаминут-

ное облучение раз в 24 ч. 
В качестве источника ультразвуко-

вого излучения использовалась ультра-
звуковая ванна Сапфир ТТЦ 28 (550 Вт, 
35 кГц). Ультразвуковая ванна оснаще-
на термостатом. На протяжении всего 
эксперимента отслеживалось показание 
температуры. Увеличение температуры 
среды не было зафиксировано. Размер 
внутренней камеры составлял 500×300× 
×200 мм. Колбы Эрленмейера (250 мл), 
содержащие минеральную среду 9К и 
культуру микроорганизмов, помещали 
в емкость ультразвуковой ванны, кото-
рая была заполнена водой (20 л), и на-
дежно фиксировали на все время облу-
чения.

На протяжении всего эксперимента 
производили определение общего коли-
чества свободноплавающих микроорга-
низмов методом прямого подсчета под 
микроскопом. Окислительная активность 
оценивалась по скорости изменения рН 
среды и скорости образования сульфат-
иона в растворе.

Результаты и их обсуждение
В ходе биоокисления S0, которое 

длилось 15 суток, уровень кислотности 
изменился на 0,88  ед. рН в контроль-
ной группе, на 1,27  ед. рН в 20III, на 
1,33 ед. рН в 20V, на 1,51 ед. рН в 40III, 
на 1,43 ед. рН в 40V. Влияние режима и 
продолжительности УЗ облучения иг- 
рает существенную роль в ускорении 
окислительного процесса. Образование 
сульфат-иона способствует снижению 
рН среды. Динамика процесса измене-
ния рН и концентрации активных планк- 
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тонных микроорганизмов в растворе 
представлена на рис. 1 и 2.

На рис. 2 представлен график изме-
нения количества свободноплавающих 
микроорганизмов в растворе. Видно, 
что самая высокая скорость накопления 
биомассы наблюдалась в эксперимен-
тальной группе 40III, где максимальное 
количество клеток в миллилитре раст- 
вора было равно 6,3 · 108 и превосходи-

ло значение контрольной группы (1,8 · 
· 108 кл/мл) более чем в 3 раза. В образ-
це 40V к концу эксперимента концент- 
рация микроорганизмов превосходила 
таковую в контроле на 96,7% и была 
равна 3,6 · 108 кл/мл.

Облучение микроорганизмов в груп-
пах 20III и 20V так же стимулирует 
процессы роста. В группе 20V конечная 
концентрация микроорганизмов соста-

Рис. 1. Изменение уровня кислотности раствора (рН) во времени в процессе бактериально-химическо-
го окисления элементной серы
Fig. 1. Time change in acid intensity of solution (pH) during biological-and-chemical oxidation of elemental 
sulfur

Рис. 2. Изменение концентрации свободноплавающих клеток в растворе в различных эксперимен-
тальных группах
Fig. 2. Change in concentration of free-floating cells in solution in different test groups
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вила 3,2 · 108, что превосходит значение 
контрольной группы на 76,1%, в группе 
20III наблюдалось менее выраженное 
увеличение на 37,5% (2,5  ·  107  кл/мл) 
относительно контроля. 

Полученные данные дают основание 
предполагать, что в процессах биоокис-
ления сульфидной руды в мезофильных 
условиях окисление S0 будет происхо-
дить весьма затруднительно. Действие 
УЗ на экспериментальные образцы при- 
водит к изменению значений измеряе-
мых параметров. В данном случае мож-
но говорить о влиянии ультразвукового 
излучения на эффективность окисли-
тельных процессов. 

Изменение скорости окисления серы 
и изменение концентрации планктонных 
клеток после воздействия излучения 
выражены не одинаково у различных 
экспериментальных групп и не являют-
ся дозозависимыми эффектами. Если в 

группах 20III и 20V более выраженные 
положительные эффекты соответствуют 
большей суммарной длительности об-
лучения, то в группах 40III и 40V ре-
гистрируется противоположная зависи-
мость. По причине отсутствия прямой 
корреляции между суммарной длитель-
ностью облучения можно заключить, что 
действие ультразвука в данных услови-
ях не сводится к физико-химическому 
взаимодействию со средой и опосредо-
вано через биологическое влияние. 

В заключение можно сказать, что 
ультразвуковые методы интенсификации 
являются перспективными для приме-
нения в биогеотехнологии. В зависимо-
сти от поставленной задачи ультразвуко-
вое излучение позволяет активировать 
или ингибировать физико-химические 
и биохимические процессы, увеличивая 
процент извлечения ценного материала 
и уменьшая расход сырья.
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