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Аннотация: Ацидофильные хемолитотрофные бактерии играют важную роль в бактериально-химических технологиях переработки 
сульфидных руд и концентратов медно-никелевых месторождений. Они окисляют сульфиды и способствуют выщелачиванию металлов 
из руд. В статье представлены данные о влиянии различных пропорций смешивания руды с инокулятом и бактериальной суспензией на 
рост численности автохтонной смешанной бактериальной культуры, выделенной из окисленной руды медно-никелевого месторождения 
Шануч. В результате ПЦР-диагностики было определено, что в пробе видами-доминантами являлись Acidithiobacillus thiooxidans, 
A. ferrooxidans и Sulfobacilus thermosulfidooxidans. Анализируется степень разбавления инокулята на рост численности автохтонной
смешанной бактериальной культуры, выделенной из окисленной руды месторождения Шануч. Эксперименты проводились в двух
вариантах загрузки: инокулят + руда и бактериальная суспензия + руда при разных соотношениях разведения твёрдого к жидкому: 1:5 и
1:8. Результаты показали, что увеличение степени разбавления (1:8) приводит к более значительному росту клеток на поздних стадиях
эксперимента. Например, при варианте бактериальная суспензия + руда (1:8) количество клеток резко возросло до 133,4 × 107 кл/мл. В
целом эксперименты подтверждают, что разбавление способствует росту численности бактерий на поздних этапах, что может иметь
значение для оптимизации бактериально-химических технологий переработки сульфидных руд.
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Abstract: The article presents the results of experiments investigating the proportions of mixing ore with bacterial solutions that can 
be useful in the extraction of metals in hydrometallurgy. The degree of inoculum dilution on the growth of the autochthonous mixed 
bacterial culture isolated from the oxidized ore of the Shanuch deposit is analyzed. The experiments were carried out in two loading 
options: inoculum + ore and bacterial suspension + ore and at different solid to liquid ratios of 1:5 and 1:8. The results showed that an 
increase in the dilution degree (1:8) leads to a more significant cell growth at the later stages of the experiment. For example, with the 
bacterial suspension + ore (1:8) option, the cell count increased sharply to 133.4 × 107 cells/ml. In general, the experiments confirm 
that dilution promotes the growth of bacteria at the later stages, which may be important for the optimization of bacterial-chemical 
technologies for processing sulfide ores.
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Введение

Ацидофильные хемолитотрофные бактерии играют важ-
нейшую роль в гидрометаллургии, особенно в процессах 
биовыщелачивания сульфидных руд [1–6]. Эти микроор-
ганизмы способны окислять сульфиды, такие как халько-
пирит и пирит, а также другие соединения серы, железа и 
металлов, создавая кислую среду, что способствует раство-
рению металлов [6–8]. Среди ацидофильных бактерий, ис-
пользуемых в биовыщелачивании, особенно важны такие 
виды, как Acidithiobacillus thiooxidans, A. ferrooxidans, A. caldus, 
Leptospirillum ferriphillum, Sulfobacillus thermosulfidooxidans и др.

Бактерии рода Acidithiobacillus особенно важны, так как 
они окисляют сульфидсодержащие руды и Fe²⁺, а также сое-
динения серы. Например, A. ferrooxidans и A. thiooxidans – это 
грамотрицательные бактерии, оптимальные условия роста 
которых достигаются при pH 2,0–2,5 и температуре 30–35 °C. 
A. thiooxidans наиболее активен в окислении элементарной
серы, в то время как A. ferrooxidans может расти на восста-
новленных неорганических соединениях серы, используя
трехвалентное железо как акцептор электронов. Sulfobacillus
thermosulfidooxidans является значимым микроорганизмом
для биовыщелачивания при высоких температурах [9–17].

Состав питательной среды оказывает значительное влия-
ние на активность и эффективность бактерий. Оптимальная 
питательная среда для каждого вида бактерий обеспечивает 
условия, необходимые для их роста и активности, что важно 
для успешного бактериально-химического выщелачивания 
сульфидных руд. Исследования, направленные на оптими-
зацию питательных сред для культивирования автохтонных 
микроорганизмов, играют ключевую роль в повышении эф-
фективности этих процессов [18, 19].

В монографии Г. И. Каравайко и др. [20] подробно опи-
саны методы выделения и культивирования железо-, серо- и 
сульфидокисляющих бактерий, а также питательные сре-
ды, обеспечивающие необходимые биогенные элементы и 
источники энергии. Tan и Chen [21] изучали процессы адсо-
рбции Acidithiobacillus ferrooxidans на поверхности различных 
минералов, используя раствор K

2
SO

4
 и среду Сильвермана и 

Люндгрена 9К.
Другие ученые, такие как Yaghobi Moghaddam [22] и Yang 

[23], сосредоточили исследования на моделировании и опти-
мизации параметров биовыщелачивания для увеличения из-
влечения меди из бедных руд, используя стандартную среду 
9К с добавлением железа и серной пудры в качестве источ-
ника энергии.

Цель эксперимента: оптимизация питательной среды для 
культивирования в шейкер-инкубаторе автохтонных ацидо-
фильных хемолитотрофных бактерий, выделенных с окис-
ленной руды месторождения Шануч.

Материал и методы исследования

Бактериальная культура. Для исследования выбрана ав-
тохтонная смешанная культура ацидофильных хемолитотро-
фных бактерий из коллекции Научно-исследовательского 
геотехнологического центра ДВО РАН (НИГТЦ ДВО РАН), 
выделенная научными сотрудниками из окисленной руды 
штольни кобальт-медно-никелевого месторождения Шануч 
(Камчатский край, Россия). В результате ПЦР-диагностики 
было определено, что в пробе видами-доминантами явля-
лись Acidithiobacillus thiooxidans, A. ferrooxidans и Sulfobacilus 
thermosulfidooxidans, согласно паспорту культуры микроорга-
низмов НИГТЦ ДВО РАН. 

Руда. Минеральным субстратом для эксперимента 
была руда, отобранная из отвалов месторождения Шануч. 
В ранее проведенных экспериментах научно-исследова-
тельской лаборатории НИГТЦ ДВО РАН использовалась 
руда с этого месторождения. Известно, что для руды с 
месторождения Шануч характерны следующие домини-
рующие минералы: пирротин, пентландит, халькоперит и 
виоларит [24, 25].

Химические анализы, проведенные в химико-аналитиче-
ской лаборатории НИГТЦ ДВО РАН, показали, что в руде 
содержались Ni – 3,83 г/кг, Cu – 0,55 г/кг и Co – 0,089 г/кг. 

Перед началом эксперимента руду измельчили, размер 
мелкодисперсных частиц не превышал 100 мкм. После из-
мельчения руда прошла термообработку в сухожаровом шка-
фу 1 час при 120 °C.

Условия эксперимента. Эксперименты по активации роста 
численности бактериальных клеток в автохтонной смешан-
ной культуре проводили в шейкер-инкубаторе фирмы Biosan 
(модель ES-20/80), колбах Эрленмейера объемом 250 мл. 

Параметры культивирования: перемешивание – 150 об/
мин, Т = 30 °C.

Во время экспериментов использовались два варианта 
загрузки:

1) инокулят (ин.) + руда в соотношениях 1:5 и 1:8,
2) бактериальная суспензия (баксуспензия) + руда в соот-

ношениях 1:5 и 1:8. В состав бактериальной суспензии вхо-
дили питательная среда и инокулят в соотношении 1:4. 

Состав питательной среды 9К без железа, г/л: 
((NH

4
)

2
SO

4
 – 3 г, KCl – 0,1 г, K

2
HPO

4
 × 3H

2
O – 0,65 г, MgSO

4
 ×

7H
2
O – 0,5 г, Са (NO

3
)

2
 × 4H

2
O – 0,0144).

Растворы фильтровали шприцевыми фильтрами 0,45 мкм 
(фирма Gelman Sciences), а затем автоклавировали при 1 атм. 
в течение 1 часа. Значение pH среды для культивирования 
бактерий составляло 2,02. Поддержание pH осуществляли 
подкислением H

2
SO

4
.

Численность клеток в инокуляте – 4,6 × 107 кл/мл. Чис-
ленность клеток при загрузке инокулят + руда: 1:5 – 2,1 × 107 

кл/мл, 1:8 – 0,67 × 107 кл/мл; баксуспензия + руда в соот-
ношении 1:5 – 0,6 × 107 кл/мл, 1:8 – 0,1 × 107 кл/мл. Учиты-
вали только планктонные формы бактерий размером 0,6–5 
мкм. Прямой счет клеток проводили с использованием ка-
меры Горяева. При определении pH, Eh осуществлялось на 
pH-метре/иономере Mettler-Tolado Seven Compact S 220 (по-
грешность pH ±0,002, Eh ±0,2).

Пробы отбирали один раз в сутки на протяжении 15 су-
ток. Эксперименты выполнены в трех повторениях, в резуль-
таты записано среднее значение. 

Результаты и обсуждения

На рисунке представлены данные о количестве клеток 
(N

кл
 × 107) в четырех различных экспериментальных услови-

ях, где руда смешивалась с различными растворами в разных 
пропорциях. Эти данные позволяют провести сравнитель-
ный анализ роста клеток в зависимости от условий и пропор-
ций смешивания.

При условии эксперимента ин. + руда и пропорции сме-
шивания 1:5 при загрузке численность клеток составляет 
2,1 × 107 кл/мл, что является высоким показателем по срав-
нению с другими вариантами. В течение первых нескольких 
суток эксперимента численность клеток снижается до 0,03 × 
107 кл/мл и повышаться начинает с пятых суток, демонстри-
руя незначительное увеличение. Однако начиная с девятых 
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суток наблюдается резкое увеличение численности клеток, 
достигая 18 × 107 к концу эксперимента.

Рис. Динамика роста численности автохтонной смешанной культуры 
при разных вариантах загрузки

Fig. The growth dynamics comes from the autochthonous mixed culture 
under different loading options

При условиях эксперимента ин. + руда и пропорциях 
смешивания 1:8 при загрузке численность клеток составля-
ет 0,67 × 107 кл/мл, что заметно ниже, чем в первой сме-
си (1:5). В первые сутки эксперимента также наблюдается 
снижение численности клеток, но начиная с восьми суток 
рост клеток становится более интенсивный. Особенно при-
мечателен скачок с 34,9 × 107 до 67,3 × 107 кл/мл, а затем 
до 70,5 × 107 кл/мл на последних этапах эксперимента. Это 
указывает на то, что, несмотря на низкое начальное коли-
чество клеток, в условиях с более высокой степенью разбав-
ления происходит значительный рост на поздних стадиях 
эксперимента.

При условиях эксперимента баксуспензия + руда и 
пропорциях смешивания (1:5) при загрузке численность 
клеток низкая и составляет 0,67 × 107 кл/мл. Тем не ме-
нее уже к десятым суткам наблюдается стабильный рост, 
достигая 2,5 × 107 кл/мл, и далее резко увеличивается до 
16,1 × 107 кл/мл, а затем до 84,7 × 107 кл/мл. 

При условиях эксперимента баксуспензия + руда и про-
порциях смешивания (1:8) при загрузке численность клеток 

также низкая и составляет 0,1 × 107 кл/мл. Однако начиная 
с десятых суток клеточный рост набирает темп, показывая 
резкие увеличения: с 17 × 107 до 34,5 × 107 кл/мл и затем до 
133,4 × 107 кл/мл в конце эксперимента. Данный вариант де-
монстрирует, что даже при минимальном исходном количе-
стве клеток увеличение степени разбавления приводит к зна-
чительному увеличению клеточной массы на более поздних 
этапах.

Выводы

1. В статье приведены результаты исследований оптими-
зации питательной среды для культивирования автохтонной 
смешанной культуры ацидофильных хемолитотрофных бак-
терий, выделенных из окисленной руды месторождения Ша-
нуч. В ней рассматривается влияние различных пропорций 
смешивания руды с инокулятом и бактериальной суспензией 
на рост численности этих микроорганизмов.

2. Анализ данных показывает, что степень разбавления
оказывает значительное влияние на рост численности кле-
ток. Варианты с большей степенью разбавления, такие как 
ин. + руда (1:8) и баксуспензия + руда (1:8), демонстрируют 
более значительный рост клеток на поздних стадиях экспе-
римента. Это указывает на то, что в условиях низкой числен-
ности клетки получают возможность активнее размножаться 
на поздних стадиях. 

3. Для достижения максимального роста клеточной мас-
сы целесообразно использовать более разбавленные раство-
ры, которые хотя и приводят к медленному старту, но обе-
спечивают более существенный прирост клеток на поздних 
этапах эксперимента.

4. Исследование пропорций смешивания руды с бак-
териальными растворами в гидрометаллургии полезно для 
оптимизации процессов извлечения металлов. Правильный 
подбор условий способствует максимальной эффективности 
биовыщелачивания, что повышает выход ценных металлов, 
таких как медь и золото. Использование оптимальных кон-
центраций позволяет снизить затраты на реагенты и воду, а 
также минимизировать время выщелачивания. 
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