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(64) Zpasob specifického stanoveni Zeleznatych nebo/a Zelezitych ionti

Je popsém zplsob specifického a citli-
vého stanoveni Zelezmatych mebo/= Zelezitych
iontd, vyuZfivejicl u Zelezitfch bakterif
Thiobacillus ferrooxidams, Ferrobacillus
ferrooxidems & Leptospirillum ferrooxidams
micheelisovské zdvislosti rychlosti spot¥e-
by kysliku na koncemtreci Zelezmatych iom-
td. PouZitim metody standardniho pridavku
Zeleznatych iontl ge stenoveni stdvé vysoce
specifickym o umoZauje stenovit ¥ddové

10%mo1 Fo2* v 1 1itru. Zelesité iomty se
stanovi smelogicky po jejich redukci ne
ionty Zeleznaté.
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Vyndlez se t¥kd zplsobu specifického stemoveni Zelezmat¥ch mebo/s Zalezitfch ionmtd,
umoZnujiciho stanovit Fédovs 10‘6 mold Zeleza v i litru roztoku ze zdvislosti rychlosti
biologické spot¥eby kysliku me koncentraci Zelezmatych iontd ze pouZitf %elezitych bak-
terif, jako bakterifi Thiobscillus ferrooxidams, Ferrobascilus ferrooxidems mebo Leptospi-
rillum ferrooxidems,

Ke stanoveni celkového mmoZstvi Zeleze bez rozliSenf jeho formy v roztoku, pop¥i{pad¥
feleznetfch a Zelezitych iomtd vedle sebe, Je z odborné literatury znémo o v prexi vyu-
Z{véno vice principieln¥ odli3nych postupd.

Odmérné nebo védikovd smalyze nemf p¥F{1i¥ citlivd & je zetf{Zena interferencemi. Velmi
citlivé jsou n¥kteréd imstrumentdlni metody, Jejich%Z specifiZmost vdask mi%e byt sniZena
interferujicimi p¥*imésmi ve vzorku. (esto je moiné tyto interferemce vyloudit vice ¥i mé-
n& sloZitymi postupy, neni-1li ale pFedem znémé kvelitetivn{ sloZenf{ p¥im¥&s{ ve vzorku,
miZe byt Uspd&3nost eliminace dosti sloZitd sZ nemoind.

Je zndmé velmi citlivé o specifické mikrobiologické stenoveni %elezn, které v3sk ne-
rozlisf jeho oxida&ni stupen, stenoveni trvéd n&kolik dnd 2 miZe byt znemonino nejrizndj~
8i{mi toxickymi ldtkemi (Koch, O. G. - Koch-Dedic, G. A.: Hendbuch der Spurensnolyse, Teil
2, Springer Verlag Berlin-Heidelberg-New York, 1974, s. 1501),

K odstrendn{ shore zmindnych medostetkl sm¥¥uje zplisob specifického stanoveni Zelez-
netych nebo/a Yelezitych iontd po jejich redukci ma ionty Zeleznaté ze zdvislosti rychlog-
ti biologicks :potfoby kyslfiku ne koncemtraci Zeleznetych iontd za pouZitf Zelezitych
bakterii, jeko bakterii Thiobacillus ferrooxidens, Ferrobacillus ferrooxidens nebo Lepto-~
spirillum ferrooxidars, podle vyndlezu, jeho podstata spolivd v tom, Ze se komcenmtrace
Zeleznatych iontd stenovi metodou standardniho: pfidavku %elezmestych iomtd do medis s ba-
kteriemi a analyzovanym vzorkem. Stanoven{ se provddf bez ochledu me p¥{tommost pFim¥sf
v hnalyzované- vzorku, stemnoven{ je rychlé e svou citlivost{ se vyrovné nékterym instru-
mentdlnim metoddm,

Vynélez je zoloZen ne zndmé akutelnosti, Ze Zelezité bekterie oxiduji dvojmocné
Zelezo podle reakce

+ H,80

4 FeSO4 + 02 S0,

=2 Fe2(804)3 + 2 HZO‘

V dal¥im textu popisovené stenovenf %elezmetfch iomtd plati tedy ve shora uvedeném
smyslu rovad% pro ionty Zelezité po Jejich redukci me ionty Zelesznaté.
Fea+ -~ getsbolismus Jje u vlech t#{ shora jmemovit¥ uvedenych ¥elezitjych bekterif
shodny, takie p¥{prave kultury i smelytické provedeni jsou stejmé.

Zdvislost rychlosti spot¥eby kysliku ma komcentraci Zelezmetych iomti se u Zelezi-
tfch bekterii #1df{ kimetikou Micheelise & Mentenové, Metods standardnihoc piidavku Zelez~
netych iontd se pouiije pro odstranémi rusivych vlivd sloZkemi anal}zovaného vzorku,

Pro medium obsshujfic{ bekterie a vzorek s nezmémou koncentraci feleznatych iontd &
?
,pro stejné medium se standardnim p¥idavkem Zelzmetych iomtd pleti rovmice:
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kde
ox = koncentrace Zelezmatych iontd v mediu, obsshujfcim bokterie e snelyzovany roztok,
cy = p¥idend zmdmd koncemirsce Zelezmetych iontd v mediu s bekteriemi o anelyzovenym rozto- -

kem; celkové koncentrace Zelezmatfch iontd v mediu je pek oy + ¢,
?
K_ = Micheelisove komstants pro %elezmaté ionty

V5 = rychlost spot¥eby kysliku v mediu s koncentraci Zeleznat¥ch iontd
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0
-

V, = rychlost spot¥eby kysliku v médiu s koncemtraci Zeleznetfch iontd
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+
(e]

V. = maeximdln{ rychlost spot¥eby kysliku v médiu s bektériemi s analyzovanym roztokem
(koncentrace Fe2+ > K-).

Meximéln{ rychlost spotreby kyslfku Vm se zjist{ experimentdln& jeko rychlost spo-
treby kysliku p¥i nesycenf bekterif Zeleznatymi ionty v médiu s baktériemi o snelyzovenym
roztokem. Pro dvé rovnice o dvou neznémych pak platf:

Cq « vy (V‘ -Vy)

vy (V, -V )

Inhibici rychlosti respirace zpisobujf n¥které ldtky, viz Torma, E. A. : The role of
Thiobacillus ferrooxidens in hydrometallurgicel processes, v : Advances in biochemical
engineering, 6, Springer Verlag Berlin-Heidelberg-New York, 1977, s. 2 - 37.

Tyto interference sterovéni Zeleznatych iontd se odstrenf{, jek jiZ bylo uvedeno,
metodou standardniho p¥fdavku Zelezmatych iontd. Pouze v p¥{tomnosti kyanidu nebo szidu
dojde k hlubsf inhibici respirace a stanovitelnost Zeleznatych iontd je pek z4visld ne '
pomd&ru koncentrac{ Zelezmatych, kysnidovych resp. szidovych iontd.

Podminkou q&anoveni Zeleznstych iontd je tedy mé&Fitelnd rychlost spot¥eby kysliku.
P¥i bakteridlnf oxidaci Zeleznatych iontd nevznikajf %4dné metabolity schopné konkuren¥ni
oxidece, Baktérie kultivovené ne Zeleznatych iontech nemohou bez predchozi adaptace oxi-
dovat jiné orgenické &i enorganické'iétky. Stenoveni Zeleznatych iontd je tak vysoce spe-
cifické, cof je vyznemnou pFednosti{ vyndlezu.

Krom#é vysoké specifi¥mosti umoZnuje zplsob stenoveni podle vyndlezu stenovit kon-
centrace Zeleznatych iontd ¥ddové 10'6nol/l, p¥ifemf citlivost metody se-miZe ménit hus-
totou bun&k pFi stenovent Fe2+; Rédové 1070 nol/1 Fezf‘lze stenovit za p¥edpokladu jedté&
dob¥e mE#itelné rychlosti spot¥eby kysliku 0,31 /umol.l'l. min", redlné Michaelisovy
konstant¥ pro Fed* 1’gmol/l a maximdlnf rychlosti spot¥eby kysliku 0,1 mmol.1"'. min™'

a vice. F

P¥{klead 1

Bakteridlni kulturs Thiobacillus ferrooxidens se pro pouziti ke stanoveni podle vy-
nélezu p¥ipravi znédmym zpisobem (Silvermen, M, P, - Lundgren, D. C., J. Bescteriol., 717,
1959, s. 642 - 647). Na membrénovém filtru o velikosti pérd 0,4 Am se bektérie promyjf
kyselinou sirovou o hodnot¥ pH 2, nekoncentruji e suspenduji v kyselin& s{rové o pH 2 na
hustotu baktérif 108/nl. Na hodnotu pH 2 se upravi kyselimou sirovou teké enalyzoveny
roztok a roztok standardniho p¥idavku Fe£+.

Vzorek ddlmi vody, pVefiltrovany p¥es membrdmovy filtr 0,4 ;un, se na¥ed{ kyselinou
sirovou o pH 2 a p¥idd se do média s bektériemi v takovém pomé&ru, aby rychlost spot¥eby
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kysl{ku zm&¥end kyslikovou slektrodou v tomto médiu byle mald v dobfe m¥¥itelmém rozmezi
0,31 8% 2 Jumol.1”'. min~' - nemateno 1,2,umol;1".'nin°1.

Do médis s bekteriemi a aneslysovanym rostokem se p¥idd definovené mnoZstvi Zelezna-
t¥ch iontd ve form& stendardizovaného roztoku sf{renu Zeleznetého, odpovidajfci pi¥idené
znémé komcentraci Zeleznetych iontd v médiu - cg = 0,8 mol/l - p¥idédno 0,1 ml 0,24
moldrniho sirenu Zeleznstého na 3P ml médis.

Opé&t se zm&F{ rychlost spot¥eby kysliku - nam¥¥eno 49,umol.1'1. min". Potom se
do médis s bekteriemi & snelyzovanym roztokem p¥idéd siren %elezenty o vysledné celkovsd
p¥idené koncentraci Zeleznatych iontd - v-deném p¥iped® 0,16 wol/l & zm¥¥{ se meximdlni
rychlost spot¥eby kysliku - nsméfeno 110,um01.1'1. min~',

Z vysledkl meFeni se vypolitd koncentrace ¥eleznat¥ch iontd ve z¥ed¥ném enalyzove-
ném roztoku - vypodteno 0,011 mmol/l., Po-pFepoltu ne ¥ed¥nf &in{-koncentrace Zelezna-
tych iontd 1,1 mmol/l. V prib¥hu vSech t¥#{ m¥¥enf rychlost{ spoi¥eby kysliku je v médiu
stejné mnoZstvi bakterif & enalyzovaného roztoku,

Pro stenoveni Zelezitych iontd se v okyseleném smelyzoveném vzorku redukuje troj-
mocné felezo na dvojmocné zndm¥m zplisobem v Jonesové reduktoru prichodem vzorku pies
sloupec granuloveného zimku (TomfZek, 0.: Kventitetivni enelyse, SZN Prehs, 1958). Po
redukci se stanovi koncentresce Zeleznatych iontd enalogicky - stanoveno 0,282 mol/l.
Koncentrace felezitych iontd ve vzorku se zjistf rozdfilem z vy¥sledku obou stanoven{ <
~ v dsném pFfipads 0,28 mol/l. -

Filtrace snalyzovaného vzorku neni nutnd, nevyskytuji-li se ve vzorku aktivni Ze-
lezité bekterie (pH v&t¥f nez 4). Médium s enslyzovenym roztokem » bakteriemi se upravi
#ed&nim tek, aby rychlost spot¥eby kysliku v médiu bez p¥itomnosti Zeleznatych iontd by-
lo mald, sle dob¥e mé¥itelnd (0,31 8% 2 umol.1”'., min™').

Mno¥stvi prvnfho standnrdniho pridavku Fe2+ se vol{ tak, aby-odpovidalo oblesti s
polovi¥ni meximélni rychlostf spot¥eby kysliku v médiu po tomto p¥idavku, V této oblesti
Je moZné p¥idet i vice standargnich piidavkd ].“ez-+ pro posouzeni p¥esnosti stenoveni., Pro
m&¥eni meximélni rychlosti spot¥eby kysliku se p¥idd Fer na vyslednou celkov& p¥idsnou
koncentreci Fe?* v rozmez{ 0,09 a% 0,16 mol/l, Je-11 zm¥¥end rychlost spot¥eby kyslfiku sku-
te&ns meximdlni, pak deldfi mely p¥fdevek Fe?* uz JedL hodnotu nezvys{,

P¥{kled 2

P¥ipreva kultury i vzorku je shodnéd s postupy v p¥ikladd 1, stenoveni{ je v8ak pro-
vedeno s dalsi Fe2+ oxidujfci{ bekterii Ferrobacillus ferrooxidens. Pro srovndnf v3ech
stenoven{ byl v p¥fklad¥ 2 poufit stejny eneslyzoveny vzorek jekc v p¥fkled¥ 1. Nem¥¥ené
hodnoty pro vypo¥et koncentrace Fe * podle vzorce jsou:

AT

- - - -1
v 1,5 amolel” o min 1,' vV, = ?2,umol.1 1. nin ;

1

v 0,8 mmol/1.

o l15,9mol.1". min~'; ¢

V m&¥eném roztoku byle koncentrece Fe2* 0,013 mmol/1l, po p¥epo¥tu na ¥ed¥nf 1,3 mmol/

Po redukci byle koncentrece Fe2+ 0,284 mol/l, koncentrace Fe3+ ve vzorku byla 0,283 mol/l.

LR
vy

P¥f{kled 3

P¥#{prave kultury i vzorku je shodnéd s postupy uvedenymi v p¥fkled& 1. Vzorek je
op&t tentyi, stenoveni je viek provedeno s kulturou Leptospirillum ferrooxidens. Nem&¥ené
2+
hodnoty pro vypodet koncentrece Fe™ :
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= 1,7/umol.1-]. miq"; vy -1

<
[

46/umol.l-] + nin

113/umol.1". min’1; c

<4
1

e = 0,8 mmol/1,.
Koncentrace Fe;a+ v m&feném roztoku byla 0,018 mmol/l, po p¥epo¥tu ne ¥ed¥nf 1,8 mmol/l.
Po redukci byle koncentrace Fe2+ 0,281 mol/1, koncentrace Fe3* ve vzorku byle 0,279 mol/l.

V8echny vzorky byly zpracovény v 3esti perelelnich stenovenich. Rozdily ve vy¥sled-
cich stenoveni Fe2+ a Fe3+ ve v8ech t¥ech p¥ikledech provedeni byly statisticky nevyznem-
né.{Yynélezu miZe byt vyuZito p¥i stenoveni nizkych koncentreci Zeleza v dvojmocné form¥
vedle sebe, p¥ifemZ stenoveni nerul{ mnoZstvi orgenickych a enorgsnickych p¥imdsi. Vidy,
kdy% se ziskd m&¥itelnd rychlost spot¥eby kysliku, znemend to vysokou specifidnost steno-
veni,

PREDMET VYNAKALEZU

Zpisob specifického stanovent Zeleznetych nebo/a Zelezitfch iontd po jejich redukci
ne ionty Zeleznaté ze zévislosti rychlosti biologické spot¥eby kyslfku ne koncentraci
Feleznatych iontd za pouZiti Zelezitych bekterii, jeko bekterif{ Thiobecillus ferrooxi=~
dans, Ferrobacillus ferrooxidens nebo Leptospirillum ferrooxidens, vyznedujic{ se tim,
Ze se koncentrece Zeleznatych iontd stenovi metodou stendsrdniho p¥idevku Zeleznatych
iontd do média s bakteriemi a snslyzovenym vzorkem. "
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