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Bakterialna redukcia Zeleza a korespiracia O, a Fe*'pri roznych
koncentraciach kyslika v prostredi.

Daniel Kupka'

Bacterial reduction of ferric iron and co-respiration of O, and Fe®* at various oxygen concentrations

Acidiphilium SJH, was cultivated in laboratory bioreactor under aerobic, micro-aerobic and anaerobic conditions. The bacterium
oxidized organic substratum D-galactose to carbon dioxide using oxygen and ferric iron as terminal electron acceptor. The reduction
of ferric iron to ferrous iron was observed in either fully aerobic or anoxic conditions. Bacterial growth measured as turbidity
and the substrate oxidation measured as CO, production showed an exponential pattern. The maximum specific growth rate y1= 0,12 ™
(generation time of 5.8 h) was observed under aerobic conditions. The molar ratio of CO, produced to O, consumed CO,/O; of approx.
1.16 in fully aerobic conditions indicate bacterial preference of oxygen as electron acceptor though weak reduction of ferric iron
by the bacterial culture was apparent. Under conditions with the oxygen limitation, the molar CO»/O, ratio increased to above 4 with
a marked prevalence of Fe** as the electron acceptor. The co-respiration of both oxygen and ferric iron regardless of the concentration
of soluble oxygen suggests a constitutive synthesis of the “iron-reductase” enzyme system in this bacterium. On the other hand,
the bacterial growth was inhibited in cultures sparged with a pure nitrogen gas. The organic substrate oxidation and ferric iron
reduction by apparently non-growing bacteria was linear and extremely slow for a few days. The recovery and acceleration of bacterial
growth and ferric iron reduction was observed after changing the inconvenient incubation in pure N> atmosphere into incubation
allowing the CO, accumulation within the medium in a closed reactor. Reduction of ferric iron to ferrous iron in micro-aerobic
conditions proceeded most rapidly and completely. The change in the Fe''/Fe’* ratio caused decrease of the oxidation-reduction
potential of the medium (Eh) from approx. 800 mV to approx.350 mV with respect to the Nernst’s equation.
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Teoreticka Cast’

Disimilacna redukcia trojmocného zeleza je alternativny spdsob respiracie mikroorganizmov pri
absencii kyslika v prostredi. Konecnym akceptorom elektronov z oxidacie organickych latok (heterotrofné
organizmy) alebo anorganického substratu (v pripade autotrofov) je Fe®', ktoré méze byt vo forme
rozpustnych alebo nerozpustnych zlucenin.

Respiracia Fe'" méa velky vyznam pri rozklade a kolobehu organickej hmoty v prirode, pretoze pri
absencii kyslika umoznuje udrzat’ kontinuitu oxidacnych pochodov a naslednej degradacie organickych latok
az na CO, avodu. Bakteridlna redukcia Zeleza zohrava déleziti ulohu v geochemickych procesoch pri
transformacii mineralov s obsahom Zeleza (Lowley, 1987; Lowley, 1997).

Redukciou sa Fe** meni na rozpustné Fe*" , o ma za nasledok disoluciu Fe - mineralov, vratane
asociovanych prvkov. Bakteridlnu redukciu zeleza je mozné aplikovat' napr. pri eliminacii neziaducich
zelezitych minerélov z nerudnych surovin (Hintz et al., 1977; Styriakova et al., 2003) alebo pri bioremedicii
banskych lokalit s tvorbou kyslych vod (Johnson, 1995; Bilgin et al., 2004).

V tejto praci je prezentovany priebeh redukcie trojmocného Zeleza baktériami Acidiphilium SJH, ktoré
boli povodne izolované z kyslych banskych vod. Baktérie z rodu Acidiphilium s heterotrofné, aerébne
a fakultativne anaerobné organizmy, rastice v kyslej az neutralnej oblasti pH, s optimom pri pH 3. Oxiduju
organicky substrdt na CO, a ako oxidant vyuzivaju kyslik alebo trojmocné Zelezo (Johnson, 1998;
Kusel et al.,, 1999). Acidofilné heterotrofné baktérie sa vzhl'adom na svoje jedinecné vlastnosti javia
perspektivne s moznostou vyuzitia pri redukénom lthovani zlic¢enin trojmocného zeleza.

Baktérie Acidiphilium SJH redukuju Fe’* na Fe*" aj v pritomnosti kyslika. Striktne anoxické prostredie
nie je nevyhnutnou podmienkou redukcie Zeleza. Navyse, niektoré druhy rodu Acidiphilium dokazu pri
oxidacii organickych latok stcasne vyuzivat’ (redukovat’) kyslik aj trojmocné zelezo. Moznost’ korespiracie
0, aFe’" predstavuje vyznamny fenomén, pretoze umnohych inych skupin fakultativne anaerobnych
mikroorganizmov je absencia kyslika obligitnou podmienkou respiracie Fe’* a redukcia Zeleza je inhibovana
uz pri nizkych koncentraciach kyslika v prostredi (Arnold, 1990).

Predmetom §tidia v tejto praci bolo:

e sledovanie rastu bakteridlneho druhu Acidiphilium SJH vo vsadzkovej kultivacii v aerébnych

a anaerobnych podmienkach,

e §tidium redukcie Fe** pri roznych koncentraciach rozpusteného kyslika v Zivnom médiu,
e  dokaz korespiracie O, a Fe'" pri oxidacii organického substratu.

! MVDr. Daniel Kupka, PhD., Ustav geotechniky Slovenskej akadémie vied, Watsonova 45, 043 53 Kogice, dankup@saske.sk
(Recenzovana a revidovana verzia dodana 8. 9. 2005)
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Praca je sucastou rieSenia Ciastkovych tloh projektov APVT 51-006304 a VEGA ¢&. 2/5033/5
so zameranim na upravu nerudnych surovin, s moznostou vyuZzitia mikroorganizmov pri eliminacii
zelezitych mineralov ako neziaducej primesi.

Material a metody

Bakterialny kmen Acidiphilium SJH bol ziskany darom od Dr. Barrie Johnsona (University of Wales,
Bangor, School of Biol. Sci.) a udrziavany pravidelnym preo¢kovavanim v tekutom zivnhom médiu
s nasledovnym zlozenim: 6,25 g.I"' (NH,),SO,, 2,5 g.I' MgS0,.7 H,0, 0,13 g.I" trypton séjovy bujon,
0,9 g.I'" D-galaktéza, 10 mL1" roztok mikroelementov. Na tpravu pH na kone&nii hodnotu 2,5 bola pouZita
5 M H,SO,. Baktérie boli kultivované v termostate pri 30 °C za aerébnych podmienok. Rast baktérii bol
hodnoteny meranim absorbancie roztoku. Vyrastené kultiry boli preo¢kované v mnozstve 10 % do Cerstvého
média. Na §tadium bakterialnej redukcie bolo do média pridanych 35 mM (cca 2 g.I'') Fe** vo forme siranu
zelezitého.

Kinetické merania prebiehali v laboratérnom bioreaktore s pracovnym objemom 1 liter pri teplote 30 °C.
Hodnoty pH boli merané pomocou kombinovanej pH elektrody red-rod typu (Radiometer analytical).
Oxidagno-redukény potencial v priebehu bakterialnej redukcie Fe'" na Fe®* bol merany kombinovanou
platinovou elektrodou s Ag/AgCl referenénou elektrédou (Chemoprojekt). Koncentracia Fe** v roztoku bola
stanovend spektrofotometricky metédou s o-phenantrolinom (Herera et al., 1988). Koncentracia Fe’" bola
merana v UV oblasti pri vinovej dizke 300 nm (Basaran and Tuovinen, 1986) na UV-VIS spektrofotometri
(Thermo-Electron-Corporation). Koncentracia rozpusteného kyslika bola merana kyslikovym senzorom
polarografického typu (Cole-Parmer). Oxid uhli¢ity produkovany v priebehu kultivacie bol monitorovany
pomocou IC-CO, analyzatora (Edinburgh Instruments). Koncentricia baktérii bola hodnotena
turbidimetricky pri 450 nm po odfarbeni Zivného roztoku vyviazanim Fe’" do bezfarebného komplexu
s H;PO,. Jednotlivé metodické postupy st podrobne dokumentované v dizertacnej praci (Kupka, 2001).

Vysledky a diskusia

Metabolizmus mikroorganizmov je ovplyvneny pritomnostou, alebo absenciou kyslika v ich zivotnom
prostredi. Aktudlna koncentracia kyslika v prostredi je vysledkom rychlosti spotreby kyslika
(bio)chemickymi oxida¢nymi reakciami a rychlosti prisunu kyslika priamou difiziou z atmosféry, alebo
sprostredkovane z okolia. Koncentra¢né zmeny rozpusteného kyslika v roztoku mozno vyjadrit’ nasledujicim
vztahom:

—kpalch, ~Co, )-ro, Q)

Zmenu koncentrécie kyslika v roztoku dCo,/dt [mM h™'] uréuji dva parametre rovnice, a to:

kia objemovy koeficient prestupu kyslika [h'] a

7oz rychlost spotreby kyslika v roztoku [mM h™'], pri¢om

Cor* je nasytena koncentracia kyslika v roztoku [mM], ktora je dana rozpustnostou plynu
v kvapaline pri danej teplote a tlaku,

Coa je aktualna koncentracia kyslika v roztoku [mM] merana kyslikovou elektrodou.

Pomocou rovnice (1) je mozné urcit rychlost’ spotreby kyslika reakciou vroztoku na zaklade
koncentracie rozpusteného kyslika za predpokladu, ze je znama hodnota konstanty & a. Objemovy koeficient
prestupu kyslika (& a) bol vypocitany z priebehu sytenia roztoku kyslikom zo vzduchu, po predchadzajiicom
vytesneni O, inertnym plynom (Obr. 1-A). V sulade s rovnicou (1) je rychlost’ sytenia dCp,/d¢ najvyssia
v pociatocnej faze, pri vysokej diferencii CEZ—C02 a postupne klesa na nulovi hodnotu pri dosiahnuti
nasytenej koncentracie roztoku. Upravou rovnice (1) je mozné vypoéitat kia zo smernice priamky
(Obr. 1-B).

S e— Lo, 2
= Oz_kL_a }"OZ + dt ( )

Hodnota ki a, ktora je kvantitativnou mierou intenzity aeracie reaktora zavisi od viacerych parametrov.
Z nich najdolezitejSie st: rychlost’ mieSania, rychlost’ prietoku, kvalita vstupného plynu a kvalita difuzéra
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(velkost' celkovej sty¢nej plochy- povrchu bublin). Hodnotu ki a vyznamne ovplyviluje teplota a chemické
zlozenie roztoku. Rychlost’ mieSania a prietok vzduchu, resp. inertu boli v jednotlivych pokusoch nastavené
individualne podl'a poziadavky na intenzitu aerdcie a potom udrziavané konstantné pocas trvania
experimentu.

250 P 250 B Obr. 1. Casovy zdznam koncentrdcie
kyslika v roztoku (1-A) a vypocet
objemového  koeficientu  prestupu
kyslika zo smernice priamky zavislosti
rychlosti  sytenia na koncentrdcii
rozpusteného kyslika (1-B).
Podmienky  experimentu:  sterilné
zivné médium, teplota: 30°C, rychlost’
miesania: 300 ot min”’, vzduch
dispergovany sklenou fritou, rychlost
prietoku vzduchu: 200 ml min™.
Fig. 1. Change of the oxygen
concentration in the solution (1-A)
and calculation of the volumetric
mass transfer coefficient of the
oxygen according to eq. 2. (I-B).
Experimental  conditions:  sterile
growth medium, temperature: 30 °C,
stirrer speed: 300 rpm, air sparged
through a glass frit at the airflow rate
0 — TR R — o b v . of 200 ml min’".
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Pociatocny pokles koncentracie kyslika (Obr. 1-A) zodpoveda jeho vytesneniu zroztoku pomocou
inertného plynu. Nasledny narast koncentracie zodpovedd priebehu sytenia roztoku kyslikom
z atmosférického vzduchu.

Aerébne podmienky
V priebehu aerdbneho rastu baktérie v pritomnosti kyslika oxidovali cukor hexézu na oxid uhlicity
a vodu v sulade s rovnicou (3).

C6H1206+602—>6C02+6H20 (3)

Aerdbna kultivacia bola $tudovana pri dvoch vsadzkach, s réznou intenzitou aeracie. Prva vsadzka bola
intenzivne prevzdusiiovand, s hodnotou objemového koeficienta prestupu kyslika ke = 42,9 h', druha
s hodnotou & a = 21,8 h™'. Na obr. 2. je zaznamenany cely priebeh aerébnej kultivacie. Zaznam koncentracie
kyslika v zivnom médiu (Obr. 2-A.) monitoruje rovnovahu medzi rychlostou spotreby kyslika bakterialnou
kultirou a rychlostou prisunu do roztoku v stilade s rovnicou (1). Vo faze kulminacie rastovej rychlosti
koncentracia kyslika v prvej kultivacii poklesla na hodnotu 205 uM (Obr. 2-A.), ¢o predstavuje 86 %

0a saturacie. Napriek intenzivnej aeracii
A dochadza k &iastoénej redukcii Fe’" na
M; Fe*" (Obr. 2-C.).

og

Obr. 2. Aerébna kultivacia baktérii Acidiphilium
SJH v médiu s 35 mM Fe** vo forme Fey(SO,);.
Hodnota kia = 42,9 h'. 2-A. Koncentrdcia
rozpusteného  kyslika (M. 2-B. Rychlost
produkcie CO, (O) akumulativne mnoZstvo
produkovaného CO (@). 2-C. Pokles oxidacno-
redukcného  potencidlu  roztoku Eh ()

v désledku redukcie Fe’* na Fe** (A).

Fig. 2. Aerobic cultivation of Acidiphilium SJH
in the medium containing 35 mM of Fe3+
aerated at kLa = 42.9 h-1. 2-A. Concentration of

Log 7,5 absorbancie ..o 0 17, absorbancia
-5

ool
soluble oxygen in the medium (). 2-B. Carbon
+| | | . | dioxide production rate rCO2 (O) and the
o s 0 15 - - cumulative amount of produced CO2 (@). 2-C.
Cas (k)
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Decrease of redox potential of the solution Eh (+) due to the reduction of Fe3+ to Fe2+ (A).

V druhej vsadzke s polovicnou intenzitou aeracie (idaje nie su prezentované) klesla hladina kyslika
az na cca. 44 % nasytenej koncentracie. Napriek tymto rozdielom bol priebeh bakterialneho rastu a redukcie
zeleza v obidvoch experimentoch podobny (Obr. 2. a3.). Bakteridlny rast merany turbidimetricky mal
exponencidlny priebeh so $pecifickou rychlostou p = 0,12 h', o zodpoveda generacnej dobe 5,8 h. Taktiez
oxidacia organického substratu bola exponencialna, o Com sved¢i exponencidlny narast rychlosti produkcie
CO; a rychlosti spotreby kyslika (Obr. 3 a 4). Molarny pomer produkovaného CO, k spotrebovanému kysliku
mal vo faze exponencidlneho rastu hodnotu cca 1,16 (Obr. 4). Len zlomok produkcie CO, pochadzal
z oxidacie cukru Fe'' i6nom
v stlade s rovnicou 4.

Obr. 3.  Aerébna kultivacia, druha
vsddzka (kja = 21,8 h™). Exponencidlna
faza rastu bakteridlnej kultury. 3-A.
Rychlost  produkcie CO, (O).
a exponencidlny ndrast poctu buniek

merany absorbanciou roztoku (). 3-B.
Tie isté hodnoty vynesené
v semilogaritmickom  meritku.  (Pozn.
pociatoény  pik  produkcie CO,
je zapri¢ineny vyronom CO; z inokula).
Fig. 3. Aerobic  cultivation
of Acidiphilium SJH in the batch
atkia = 21.8 h”'. The exponential growth
phase of the bacterial culture. 3-A.
Carbon dioxide production rate tcp; (O)
and the exponential increase of the cell
concentration measured
as the absorbance (). 3-B. the same
information in the semi log scale. (Note:
the initial peak of the CO, production
is caused by the eruption of CO, from
the inoculum introduced to fresh
medium).
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B rastovej faze. 4-A. Rychlosti produkcie CO,

151 . . b (®) aspotreby kyslika (). 4-B. Pomer
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o &L S I ot R e R agmad  fysiika ().

. 10 7 Fig. 4. Aerobic growth of Acidiphilium SJH

8 in the batch at kja = 42.9 h™. Time course of

0s L the respiration of bacterial culture in the

exponential ~ growth phase. 4-A. CO;
production rate (@) and oxygen consumption
08— : ' : ! rate (). 4-B. Molar CO»/O; ratio () in the
course of exponential growth phase.

Cas (h)

Oxidécia organického substratu prebichala za sucasnej redukcie O, aj zeleza. So zvySovanim
koncentracie bakterialnych buniek stipa aj rychlost’ redukcie Fe' na Fe’" s maximom cca 0,4 mM Fe.h™.
V sulade s Nernstovou rovnicou dochadza pri zmene Fe®'/Fe*" k poklesu oxidagno-redukéného potencialu
(Obr. 2-C.) a zaroven k poklesu pH roztoku v dosledku produkcie H' proténov (4).

CsH ;05 + 24 Fe’ " + 6 H,O — 6 CO, + 24 F&" + 24 H' 7))
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Redukcia Zeleza poukazuje na fakt, Ze syntéza enzymov bakteridlneho Fe’*-reduktizového systému
nie je inhibovand ani pri vysokej koncentracii kyslika, pricom ich aktivita ostdva zachovana aj v plne
aerobnych podmienkach. U bakteridlneho druhu Acidiphilium SJH bol dokazany konstitutivny typ enzymov
zelezo-reduktazového systému aich syntéza prebicha bez ohladu na podmienky aeracie (Johnson
and Bridge, 2002).

V Case t = 34 h doslo k prudkému poklesu rychlosti produkcie CO,, aj rychlosti spotreby kyslika,
pravdepodobne v dosledku vycerpania organického substratu. Taktiez rychlost’ redukcie zeleza sa spomal’uje.
V obidvoch experimentoch aerobnej kultivacie bolo redukovanych priblizne 10 mM Fe®’, teda necela tretina
pociatocnej koncentracie zeleza.

Produkcia CO2 cca 30 mM (Obr. 2-B.) zodpovedala oxidacii 5 mM cukru hexo6zy. Je to priblizne jedna
polovica pociatocnej koncentracie (10 mM) D-galaktézy pritomnej v zivnom médiu. Ak nedochadzalo
k tvorbe medziproduktov, zvy$na Cast’ galaktdzy bola inkorporovana do bakteridlnej biomasy.

Mikroaerébna kultivacia

Pre vytvorenie podmienok s limitaciou kyslikom bol prestup kyslika do média obmedzeny len
na vymenu z hladiny. Priestor reaktora nad roztokom (head space) bol odvetravany atmosférickym vzduchom
s rychlostou prietoku 100 ml.min"'. Rychlost mieSania vsadzky bola znizena na 75 ot. min™. Pri takto
zniZenej intenzite aeracie reaktora (kia = 0,5 h™') doflo po urditom &ase k vy&erpaniu kyslika rasticou
kultirou. Obr. 5. ukazuje priebeh rastu bakterialnej kultiry v mikroaerobnych podmienkach. Aerdbna faza
s postupnym poklesom koncentracie kyslika, trvajuca cca. 8 h, dospela do Stadia s limitaciou kyslikom.
Rychlost’ spotreby kyslika bakterialnou kultirou bola limitovana rychlostou transportu O, do média, t.].

stcinom ng -k a =118 uM h™'. Pokial' by bol kyslik jedinym oxidantom pritomnym v médiu, d’al3i rast

bakteridlnej kultary by bol linedrny, limitovany transportom kyslika. Oxidacia organického substratu
pokracdovala nad’alej arychlost produkcie CO, sa postupne zvySovala a v case ¢ = 42 h dosiahla
hodnotu > 500 pM h™', ¢o je viac ako 3tvornasobok rychlosti transportu kyslika. Tento narast bol mozny
vdaka pritomnosti Fe’" ako alternativneho oxidanta. Redukcia Fe*" na Fe®" zapriginila pokles oxida¢no-
redukéného potencidlu roztoku z 800 mV na 380 mV (obr. 5-A). Zaznam redox elektrody bol pouzity
na vypocet koncentracie Fe’* a Fe*" pomocou Nernstovej rovnice. Vypocitané udaje s v dobrej korelacii
s experimentalne nameranymi hodnotami koncentracie Fe*" (obr. 5-B).
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Obr. 5. Mikroaerébna kultivacia baktérii Acidiphilium SJH. 5-A. Koncentracia kyslika (), rychlost produkcie CO; (O) a oxidacno-

redukcny potencidl roztoku Eh (+) 5-B. Redukcia Fe'* (V) bakteridlnou kultirou oxidujicou cukor v silade s rovnicou (4).
Koncentrdacia Fe** merand pomocou redox elektrédy,. kumulativne mnozstvo produkovaného CO; a spotrebovaného kyslika. Podmienky
experimentu: rychlost miesania 75 ot. min™, difiizia vzduchu vymenou cez hladinu, kja = 0,5 h™.

Fig. 5. Micro-aerobic cultivation of Acidiphilium SJH. 5-A. Oxygen concentration in the solution (M), CO2 production rate (O) redox
potential Eh (+). 5-B. Fe3+ (V) reduction by the bacterial culture oxidizing sugar in accordance with eq. 4.
The concentration of Fe2+ determined from the redox-measurements using the Nernst’s equation and the cumulative amounts of both
CO?2 produced and O2 consumed. Experimental conditions: stirring speed 75 rpm, diffusion of the oxygen was limited by the top
surface, kLa = 0,5 h-1.

Pomer rychlosti produkcie CO, a spotreby O, bol viac ako Stvornasobny. Zna¢na Cast’ CO, pochadzala
z respiracie Fe''. Cista (netto) produkcia CO, a spotreba Fe’" a O, v &ase ¢ = 42 h priblizne zodpovedala
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stechiometrii rovnic (3) a (4). Celkovo 62 % elektronov z oxidacie organického substratu bolo prenesenych
na Fe’" a 38 % redukovalo kyslik (pri¢om na redukciu O, st potrebné 4 elektrony).

Anaerébna kultivacia

Oxidaéno-redukény potencial sterilného Zivného roztoku s 35 mM Fe*" mé4 hodnotu priblizne 800 mV.
Pritomnost’, ¢i absencia O, neovplyviuje redox potencial. Redox elektroda dévala konstantny signal pri
striedavom syteni roztoku vzduchom a dusikom.

Na obr. 6. je priebeh anaerdbnej kultivacie. Abiotick4 redukcia Fe’" ani produkcia CO, v sterilnom
zivnom roztoku nebola pozorovana pocas viac ako 14 hodinovej doby. Pri kazdej inokulacii je zaznamenany
pociatocny vyron CO, , ktory bol naakumulovany v pdvodnej kultire. Podobne je zaznamenany skok redox
potencialu vnesenim Fe** spolu s inokulom do erstvého Zivného roztoku.

[ 2.0 Obr. 6. Anaerébna  kultivacia  baktérii

o] Acidiphilium SJH. 6-A. Redukcia Fe'* (M)

[ A Ll a produkcia CO, (@) je v pomere 4:1 v silade
s rovnicou 4. 6-B. Sterilny zivny roztok s 35 mM

03 - el ““9‘"" Fe**  vatmosfére N, nevykazoval —abiotickii

4 o . 3% . . s
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po dobu > 14 hodin. Pociatocny vyron CO,
a posun redox potencialu v case inokulacie
(t = 14 h) je pozorovany pri kazdej inokulacii a je
dosledkom vnesenia produktov spolu s vyrastenou
kulturou do cerstvého zivného roztoku.

Fig. 6. Anaerobic cultivation of Acidiphilium SJH.
6-A. Reduction of Fe'* (M) and CO, production
(@) was in the ratio of 4:1 with respect to eq. 4.
6-B. Sterile culture medium containing 35 mM
of Fe’* in N, atmosphere showed neither
the abiotic Fe** reduction nor the measurable CO;
production. Initial discharge of CO; and the shift
of the redox potential was observed every time
o , A , , , a in the moment of inoculation.
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Spravanie sa anerébnej kultary v atmosfére dusika (N;) je podstatne odlisné v porovnani
s predchadzajucimi pokusmi. Zjavne stagnujuca bakteridlna kultira vykazovala kontantnti (~10 pM C h™),
ale radovo nizZs$iu rychlost’ oxidacie substratu v porovnani s rychlostou pri aerébnej kultivacii. Oxidécia
galaktozy a produkcia CO, v spojeni s anaerobnou respiraciou Fe’* prebiehala v silade s rovnicou (4).
Doékazom toho je rovnobeznost zdznamov produkovaného CO, a redukovaného Zeleza na grafe s mierkami
lavej a pravej osi v pomere 1:4 (obr. 6A). ZvySenad produkcia CO,, ktord sa prejavila pomerne Sirokym
pikom v ¢ase od r= 18 h az ¢ = 32 h (obr. 6-B) nebola spojena s redukciou Fe**. Jej pri¢inou mohli byt
vedl'ajsie katabolické pochody v mikroorganizmoch spojené s uvoliiovanim CO,. Po viac ako 60 hodinove;j
stagnacii rastu kultury bol prietok N, preruseny a kultivacia pokracovala v uzavretom reaktore len
s monitorovanim oxida¢no-reduk¢éného potencialu (obr. 7.).
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Obr. 7. Anaerdbna kultivacia Acidiphilium
an0 SJH.  Akceleracia  bakterialneho  rastu
a respiracie Fe** bola pozorovand pri zmene
nevyhovujicich podmienok inkubdcie v pride
N> na inkubdaciu v uzavretom reaktore v case
- 700 t = 72 h. Ziznam oxidacno-redukéného
potencidalu (+) bol pouzity na vypocet
koncentrdacie Fe* (V) a Fe** (A) pomocov
Nernstovej rovnice.
Fig. 7. Anaerobic cultivation
of Acidiphilium SJH. The acceleration of
bacterial growth and of the Fe’* respiration
was observed after changing the inconvenient
incubation in pure N, atmosphere into
incubation allowing the CO, accumulation
- 400 within the medium in a closed reactor. This
change was done at the time t = 72 hours.
The concentration of Fe’* (V) and of Fe**
(4) in the solution was calculated from
3on . . X
a 50 100 150 200 250 the record of redox potential (+) according
- to the Nernst’s equation.

Fe konc. (mhd)
Eh {mY)
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Daniel Kupka: Bakteridlna redukcia Zeleza a korespiracia O, a Fe**pri roznych koncentraciach kyslika v prostredi

PreruSenie odvetravania kultury dusikom umoznilo akumulaciu produkovaného CO, v Zivnom médiu,
¢im sa vytvorila priaznivejsia atmosféra pre bakterialny rast. Redukcia Zeleza prebehla kompletne. Finalna
hodnota Eh roztoku bola podobna ako v pripade mikroaerdbnej kultivacie (obr. 4-A..).

Zaver

Na zéklade prezentovanych vysledkov mozno konstatovat, ze baktérie Acidiphilium SJH rastd
v aerébnom i anoxickom prostredi. Najvyssia $pecificka rastova rychlost u = 0,12 h', aj rychlost’ oxidacie
organickej hmoty, bola pozorovana pri aerébnych podmienkach. Redukcia Fe’" v aerobnych podmienkach
bola evidentnd, avSak baktérie uprednostnili kyslik ako terminalny akceptor elektronov. V podmienkach
s limitaciou kyslikom bola redukcia Zeleza vyraznejSia s maximalnou nameranou rychlostou
~1,5 mM Fe'" h'. Abioticka redukcia Zeleza nebola detekovana v aerdbnych ani v anaerobnych
podmienkach.

Sucasna korespiracia O, a Fe’* bola pozorovana v celom intervale koncentracie rozpusteného kyslika,
tj. od stopovych koncentracii O, az po 100 % saturacie. Tento tidaj dokazuje, Ze syntéza enzymov Fe **-
reduktazového systému u baktérii Acidiphilium SJH je konstitutivna a nie indukovana ako v pripade baktérii
Acidiphilium acidopilum (Johnson, 2002). Odchylka respira¢ného kvocientu CO,/O, nad hodnotu 1 indikuje
a zaroven kvantifikuje vyuzivanie alternativneho akceptora elektrénov z oxidacie organického substratu. Pri
aerobnej kultivacii bol pomer CO,/O, ~1,16. V podmienkach s limitaciou kyslikom bol pomer CO,/O, > 4.

V anaerébnych podmienkach v atmosfére 100 % N, bol bakteridlny rast inhibovany. Respiracia Fe**
nerasticou kultirou bola extrémne pomald s rychlostou oxidacie organického uhlika ~10 puM h'.
Mikroorganizmy preferuji iné zloZenie anaerdbnej atmosféry a pravdepodobne vyzaduju pritomnost” oxidu
uhli¢itého. Akceleracia bakterialneho rastu a respiricie Fe’* bola pozorovana pri zmene nevyhovujicich
podmienok inkubacie vprade N, na inkubaciu vuzavretom reaktore s moznostou akumulécie
produkovaného CO, v zivnom médiu.

Biotechnoldgie s vyuzitim mikroorganizmov schopnych redukovat’ Fe " na Fe ** je mozné aplikovat
vo viacerych oblastiach spracovania nerastnych surovin a odpadov, pri sanécii pdd, odpadovych vod
a sedimentov s obsahom kovov, pri sanacii starych banskych zat'azi vratane kyslych banskych vod, ako aj pri
degradacii organickych latok v horninovom prostredi a podzemnych vodach.

Vyber vhodného biologického objektu (bakteridlneho druhu) bude zavisiet' od poziadaviek, ktoré musi
biologicky objekt akceptovat. Jedna sa predovsetkym o fyzikalno-chemické faktory prostredia, ako su
teplota, tlak, pH, chemicka povaha spracovaného substratu, chemické zloZzenie roztokov, odolnost’ voci
réznym inhibitorom a podobne. Zastupcovia rodu Acidiphilium redukuju v mierne az extrémne kyslom
prostredi tuhé (amorfné a krystalické) a rozpustné formy trojmocného Zeleza relativne rychlo a kompletne
Schopnost’ sucasne korespirovat’ kyslik a trojmocné Zelezo pri oxidacii organickej latky vylucuje poziadavku
striktnej anaerobidzy, ¢o ma velky vyznam z technologického hladiska. Acidofilné heterotrofné baktérie,
ktorych prirodzenym prostredim st kyslé banské vody s vysokou koncentraciou rozpustenych kovov sa
vzhl'adom na svoje jedine¢né vlastnosti zdaju byt perspektivne vyuzitelné v roznych biotechnologickych
procesoch.

Tato praca bola podporovand Agenturou na podporu
vedy a techniky na zaklade Zmluvy ¢. APVT-51-
006304 a Vedeckou grantovou agenturou z projektu
VEGA ¢. 2/5033/5.
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