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AKUMULACJA TORU PRZEZ SZCZEP DROZDZY
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Wyniki badan nad akumulacja toru przez szczep drozdzy S. cerevisiae umozliwily oceng mechaniz-
méw tej akumulacji. Wykazano istotny udzial sorpcji powierzchniowej i okludacji w wiazaniu toru.
Sprzyjala temu latwosé hydrolizy zwigzkow toru oraz osadzanie si¢ osad6w na powierzchni komoé-
rek drozdzy wykazane w obserwacjach mikroskopowoelektronowych. Osady te oraz zwigzki toru
sorbowane na powierzehni komérek ulegaty odmyciu przez kwas solny lub cytrynian w prébach elu-
cyjnych. W obecnosci tatwo przyswajalnych substratéw cukrowych: glukozy lub fruktozy w zwigk-
szonej akumulacji ujawnilo si¢ réwniez wewngtrzkomérkowe nagromadzenie toru. Wykazaly to ba-
dania mikroskopowoelektronowe oraz dystrybucja toru w frakcjach komérkowych drozdzy. Mozma
spodziewaé sig, ze jeden z mechanizméw transportu i akurnulacji wewnatrzkomoérkowej w warun-
kach substratowych byt zwiazany z kompleksowaniem jonéw toru przez cukry i ich pobieraniem
w postaci chelatéw torowo-cukrowych.

1. WSTEP

Tor naturalny sklada si¢ glownie z jednego izotopu “*Th, kiory daje poczatek toro-
wemu szeregowi promieniotworczemu. Izotop ten ulega przemianie, a okres jego
polowicznego rozpadu wynosi 1,4 10" lat. Podobnie jak inne pierwiastki litofilne, jest
rozpowszechniony w przyrodzie. Wskutek duzego rozproszenia tylko jego czgs¢ wystg-
puje w rudach i mineratach (toryt i torianit). W ztozach naturalnych towarzyszy uranowi
i pierwiastkom ziem rzadkich. Otrzymuje si¢ go z piaskéw monacytowych.

Tor-232 stanowi wazny surowiec do otrzymywania materiatow rozszczepialnych
stosowanych w technice jadrowej. Pod dziataniem neutronéw ulega przemianie w *?U,
ktory lacznie z 2*U i *Pu stuzy jako paliwo jadrowe. Zainteresowanie torem wzrasta
wskutek mozliwosci zastosowania reaktoréw wyposazonych w akcelerator neutronow.
W zwiazkach chemicznych wyst¢puje gtéwnie na +4 stopniu utlenienia. W roztworach
wodnych o pH wyzszym od 3,5 ulega hydrolizie i tworzy sie koloidalny wodorotlenek to-
ru (Th(OH),), ktory wykazuje zdolnosc polimeryzacji.

Bioakumulacja radionuklidéw, w tym toru, przez drobnoustroje (Chmielowski i in.
1993) stwarza mozliwoéci koncentracji tych metali lub dekontaminacji $rodowisk
skazonych.
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Znaczacy wklad w wyjasnienie mechanizméw akumulacii toru przez drobnoustroje
wniesli Tsezos i Volesky (1981 i 1982). Prowadzili oni badania nad akumulacja tego
nuklidu z uzyciem grzybéw strzgpkowych Rhizophus arrhizus. Stwierdzli, ze w akumu-
lacji tej zaangazowane sa dwa procesy.

Pierwszy z nich — to tworzenie si¢ koordynacyjnego wiazania miedzy torem a
azotem acetylo-glukozaminy, ktéra jest monomerem chityny budujacej $ciang
komorkowg grzybow. W wiazaniu toru biora tez udziat grupy hydroksylowe polisacha-
rydow $ciany komorkowej, ktore jednak kompleksujg tor w mnigjszym stopniu niz azot
chityny. Na podstawie obserwacji wiazania toru przez czysty preparat chityny stwier-
dzono, ze zachodzi niestechiometryczne wiazanie tego nuklidu. Jest to spowodowane
konkurencyjnoscia jonéw H,0*, ktére wspolzawodnicza z jonami toru w tworzeniu
wiazan koordynacyjnych z azotem.

Proces drugi - to sorpcja toru w amorficznych strukturach chityny. Tor przy pH 4,
wskutek hydrolizy, wystepuje w postaci czasteczek Th(OH),, ktore fatwo ulegaja sorpcji
na powierzchni sciany komoérkowej. Sorpcja produktow tej hydrolizy zachodzi na zew-
ngtrznej czgsci $ciany komoérkowej i nie jest zwiazana z wlasciwym procesem wiazania
toru przez chityne.

Tor przy pH 2 wystegpuje w roztworze w postaci jonéow Th**. Obserwacje elektro-
nowomikroskopowe, prowadzone w czasie badania akumulacji toru przez drobnoustroje,
wykazaly, ze przy pH 2 zawarto$¢ tego metalu na zewngtrznej czgéci Sciany komoérkowej
byta nieznaczna. Pojawilta si¢ natomiast akumulacja wewnatrzkomoérkowa. Jony Th*
maja maly promieri jonowy i moga penetrowac przez ostong komérkowa.

Obserwacje, dotyczace wiazania toru przez chityng wystepujaca w $cianie komérko-
wej grzybow, nie odnosza si¢ jednak do drozdzy, ktérych $ciana komoérkowa jest zbudo-
wana giéwnie z polisacharydow: mannanu i glukanu.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie przebiegu akumulacji toru, dozowanego
w postaci azotanu, przez szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Interesujacy
problem stanowito okreslenie mechanizméw akumulacji oraz lokalizacji toru w struktu-
rach komérkowych tych drobnoustrojéw. Nalezalo zatem wykazaé udzat hydrolizy i
procesow sorpcyjnych w powierzchniowych, peryferyjnych, warstwach otoczkowych ko-
morek oraz mozliwosci wewnatrzkomoérkowej akumulacji toru. Wydawalo sie to mozli-
we w obecnosci cukréw: glukozy i fruktozy, ktore moga tworzy¢é zwiazki komplekso-
we z réznymi metalami i podlegaja degradacji przez drozdze. Pobor tych kompleksow
mog} utatwi¢ niespecyficzna, wewnatrzkomérkowa akumulacije toru.

2. MATERIALY I METODYKA

Badania prowadzono przy uzyciu szczepu Saccharomyces cerevisiae. Szczep ten
Jjest genetycznie zblizony do szczepu dzikiego. Posiada mutacj¢ auksotroficzng dotyczaca
treoniny (Putrament i Baranowska 1971). Drozdze hodowano w kolbach plaskodennych,
napowictrzanych przez wytrzasanie w temperaturze 30 °C. Skiad pozywek byl
nastgpujacy: 1 g cukru (glukozy lub fruktozy), 0,25 g peptonu, 0,25 g ekstraktu
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drozdzowego, 1000 ml wody destylowanej. Oznaczanie ilosciowe cukrow glukozy i fru-
ktozy prowadzono metoda antronowa.

Biomase drozdzy oznaczano metoda ultrafiltrow membranowych. Sucha masg¢ droz-
dzy podawano w gramach na litr. Nicwielka zawarto$¢ zwiazkow nieorganicznych
pozwalata na przyjecie wielkosci suchej masy (s.m.) za warto$¢ biomasy drozdzy.

Pomiary zmian zmgtnienia zawiesiny hodowlanej dostarczaly informacji o szybkosci
namnazania si¢ drozdzy. Hodowano je w kolbach Kletta, a m¢tos¢ oznaczano za
pomoca przystawki nefelometryczne; TR firmy Carl-Zeiss Jena przy diugosci fali
550 nm. Wartos¢ transmisji 7 odczytywano przy wzmocnieniu W. Warto$¢ zmetnienia
M byla ilorazem wartosci T/W.

W badaniach akumulacji toru pobierano zawiesing drozdzy z komory hodowlanej
i odwirowywano przy 4000 g. Osad biomasy zawieszano w wodzie redestylowanej
wilosci 0,5 g sm./l i dodawano azotan toru do stezenia 0,1 mM. W przypadku akumu-
lacji toru, w obecnosci substratu cukrowego, do komory inkubacyjnej wprowadzano glu-
kozg lub fruktozg w stezeniu 1 g/l (5,5 mM). Odczyn srodowiska hodowlanego korygo-
wano do pH 5 za pomoca 0,1 N roztworow NaOH lub HCl. Dynamikg akumulacji toru
przez biomasg drozdzy badano w cyklach dobowych w warunkach napowietrzania przez
wytrzasanie.

Do omaczania toru w biomasie drozdzy stosowano metodg radiometryczna. Byla to
modyfikacja metody oznaczania uranu opracowanej przez Chwistka i innych (1988)
polegajaca na pomiarze scyntylacji pochodzacych od czastek a emitowanych przez tor.
Stosowano scyntylator zelujacy o sktadzie: 667 ml toluenu, 333 ml tritonu, 5 g PPO,
0,1 g POPOP (Chandra i Appel 1978). Po okreslonym czasie inkubacji pobierano z ko-
mér doswiadczalnych proby 20 ml zawiesiny drozdzy i saczono na filtrach membra-
nowych, osad zmywano 4 ml wody destylowanej do naczyfka scyntylacyjnego
i uzupetiano do objgtosci 10 ml scyntylatorem zelujacym. Pomiary radiometryczne pro-
wadzono z uzyciem licznika scyntylacyjnego LKB 1219.

W celu zbadania rozmieszczenia toru akumulowanego w komorkach drozdzy izolo-
wano frakcje komorkowe zmodyfikowana metoda Howella (1973). Komérki drozdzy de-
zintegrowano homogenizatorem paluszkowym. Otrzymany homogenat poddawano serii
wirowah w obecnosci sacharozy i CaCl,, w wyniku ktérych dokonano rozdziatu na frak-
cje jadrowa i cytoplazmatyczna. W izolowanych frakcjach komérkowych drozdzy
oznaczano radiometrycznie zawartos¢ toru.

Tor akumulowany w strukturach komoérkowych drozdzy lokalizowano z uzyciem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Zastosowano metode histologiczna Glauerta
(1974) z modyfikacja dotyczaca utrwalania komorek drozdzy. Utrwalano je 2,5% alde-
hydem glutarowym w buforze kakodylowym przez 48 godzin w temperaturze pokojo-
wej. Aby zapobiec odmyciu toru akumulowanego na powierzchni komorek, stosowano
zatapianie w agarze. Preparaty odwadniano etanolem. Do utwardzania probek stosowa-
no mieszaning zywic eponowych. Preparaty cigto z uzyciem ultramikrotomu Reichart
OUM-3, a uzyskane ultracienkie skrawki obserwowano w mikroskopie elektronowym
JEOL-JEN 100S.
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3. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Do prawidlowej interpretacji przebiegu proceséw akumulacyjnych wazne bylo zba-
danie wiasciwosci hydrolitycznych azotanu toru. W roztworach wodnych powyzgj
pH 3,6 tor ulega powolnej hydrolizie i tworzy koloidalny wodorotlenck toru majacy
zdolnos¢ polimeryzacji. Zbadano zatem zaleznosé hydrolizy Th(NO,), od pH $rodowiska
w ukladach bez substratu organicznego, z glukoza lub fruktoza, w ktérych zamierzano
prowadzi¢ badania bioakumulacyjne. Stgzenie toru w komorach doswiadczalnych
wynosito 0,1 mM, natomiast stezenie substratéw organicznych (glukozy lub fruktozy),
w obecnosci ktorych przeprowadzano hydrolize, odpowiadato 1 g/ (5,5 mM). Ustalono
pH srodowiska w zakresie od 3 do 10 za pomoca 0,1 N roztworéw NaOH lub HCL
Stwierdzono, ze przy pH od 3 do 5 iloé¢ wytraconego wodorotlenku toru rosta
do okoto 93% (rys. 1.). Wartos¢ stalej tworzenia osadu Th(OH), jest wysoka i wynosi
log K, = 44,9 (Inczedy 1979). W obecnosci glukozy lub fruktozy wytraceniu ulegalo na-
tomiast odpowiednio 83 i 75% toru. Hamowanie hydrolizy toru w obecnosci cukrow
moglo wskazywaé, ze czgs¢ toru zostala zwiazana w rozpuszczalnych kompleksach

torowo-cukrowych.
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Rys. 1. Przebieg hydrolizy toru
w ukladzie bez substratu organicznego,
2 glukoza lub fruktoza w zaleznosci od
pH srodowiska. Stezenie toru 0,1 mM,
stezenie glukozy lub fruktozy 1 g/
(5,5 mM). Metoda wirowania
wytraconych osadéw
Fig. 1. Course of the thorium hydrolysis
in the system without organic substrate,
with glucose or fructose depending on
the pH of the medium. Concentration of
, g . , thorium 0.1 mM, concentration of gluco-
I T i i@ se or fructose 1 g/l (5.5 mM). Method of
P centrifugation of precipitated deposits

D
Q
T
e
Q

n
(=]
3
1
w
Q
% ANOOVMLAM ¥OL

»
Q
T
i
Y
Q

17
Q
T

TOR WYTRACONY, pmol Th(OH)4
"
[}
=]

N
Q
T
1
N
(=]

—
(=]
1

=3

.

P

Réwnoczesnie wykreslono krzywa wzrostu badanego szczepu drozdzy w zalezmosci
od pH srodowiska hodowlanego w obecnosci glukozy lub fruktozy. Komérki drozdzy
wykazywaly maksymalny wzrost przy pH 6. Obnizenie odczynu hodowli ponizej pH 5
powodowalo dos¢ znaczny spadek biomasy drozdzy. W badaniach akumulacyjnych sto-
sowano wigc pH 5 badanych uktadéw, gdyz ponizej tej wartosci rosta wprawdzie ilogé
wolnych jonéw torowych, ale pogarszaly si¢c warunki wzrostowe.

Tor, jako metal cigzki, mégt wptywa¢ toksycznie na komérki drozdzy, hamujac ich
aktywnos¢ metaboliczng. Celowe wydawalo si¢ zatem zbadanie wplywu obecnosci toru
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w $rodowisku hodowlanym na przebieg rozkladu glukozy i fruktozy. Badania te
wykazaly, Ze tor w stezeniu 0,1 mM powodowal poczatkowe op6znienie, a po uplywie
kilku godzin zahamowanie rozktadu cukréw na przyktad glukozy (rys. 2.). W dalszych
badaniach akumulacyjnych nalezato wigc stosowac¢ krotki czas kontaktu komoérek droz-
dzy z torem.
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Rys. 2. Wplyw toru na rozkiad glukozy przez
S.cerevisiae. Stezenie biomasy 0,5 g/, 565
poczatkowe stgzenie glukozy 1 g/l (5,5 mM),
odezyn $rodowiska pH § 200
Fig. 2. Influence of thorium on decomposi-
tion of glucose by S. cerevisiae. Concentra- 100
tion of biomass 0.5 g/l, initial concentration , . .
of glucose 1 g/l (5.5 mM), reaction of the % O N I - T R 7
medlum PH 5 CZAS, qodz.

Akumulacj¢ toru przez drozdze $ledzono w zakresie pH od 2 do 9 (rys. 3.). Okazato
sie, ze przy pH 2-3 nagromadzenie toru w biomasie bylo nieznaczne i wynosito od 10 do
20 umol/g s.m. Przy niskim pH $rodowiska inkubacyjnego tor wyst¢powal w postaci
wolnych jonéw, ktére prawdopodobnie wykazywaly niewielkie powinowactwo do ligan-
déw $ciany komorkowej drozdzy. Obserwacje te byly analogiczne do wynikéw badan
nad akumulacja uranu uzyskanych przez Nakajima i in. (1979). Dalszy przebieg poboru
toru réznil sic jednak w sposob zasadniczy od dynamiki akumulacji uranu. Wraz ze
wzrostem odczynu do pH 9 ilo§¢ toru w biomasie sukcesywnie rosta do wartosci 120,
135 i 140 pumol/g s.m. odpowiednio dla uktadu bezsubstratowego oraz w obecnosci glu-
kozy lub fruktozy. Trudno jednak stwierdzi¢, czy ta ilos¢ toru pochodzita od toru aku-
mulowanego przez komorki drozdzy, czy tez byla nastepstwem wytracania si¢ toru
w postaci wodorotlenku wskutek hydrolizy. Mozliwa byla okludacja wodorotlenku toru
na powierzchni komérek drozdzy. Moglo takze, niezalezne od biomasy, zachodzi¢
tworzenie si¢ aglomeratéw spolimeryzowanego wodorotlenku toru. Interesujace bylo,
ze zarébwno przy wysokim i niskim pH réznice migdzy iloscia toru akumulowanego
w warunkach substratowych (w obecnosci cukréw) i bezsubstratowych byly niewielkie.
W srodkowym natomiast zakresie badanego odczynu inkubagcji ilos¢ akumulowanego to-
ru w obecnosci cukrow byla znacznie wigksza niz w Srodowisku bezsubstratowym. Przy
pH 5 dla warunkéw bezsubstratowych, z glukoza i z fruktoza wynosita odpowiednio 57,
98, 107 umol/g s.m. (rys. 3.).
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Ze wzgledu na procesy zachodzace podczas akumulacji toru, do dalszych badan
wlasciwe wydawalo sie przyjecie pH 5 roztworéw inkubacyjnych. Tsezos i Volesky
(1982), prowadzac badania akumulacji toru przez Rhizopus arrhizus przy pH 2 i 5,
stwierdzili wigksza akumulacje toru przy wyzszym pH, przy pH 2 natomiast znaczna
ilos¢ toru pozostawata w roztworze.
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Rys. 3. Zaleznosé¢ akumulacji toru przez
szczep S.cerevisiae od pH w ukladzie bezsub-
stratowym, z glukoza lub fruktoza po trzech
godzinach inkubacji. Sucha masa drozdzy
0,5 g/l, stezenie poczatkowe toru 0,1 mM,
stezenie poczatkowe glukozy lub fruktozy
1g1 (5,5 mM)

Fig. 3. Dependence of thorium accumulation
by S. cerevisiae on pH in the non-substrate
system, with glucose or fructose after three
hours of incubation. Dry yeast mass 0.5 g/l,
initial concentration of thorium 0.1 mM,
initial concentration of glucose or fructose
1gll (5.5mM)
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Interesujace obserwacje poczynili Gadd i White (1989) Sledzac przebieg akumulacji
toru przez Saccharomyces cerevisiae, Penicillum italicum i Aspergillus niger w warun-
kach silnic kwasnego odczynu $rodowiska (pH < 1). Obecnos¢ jonéw AP* i Fe®*
w $rodowisku inkubacyjnym prowadzita do spadku akumulagji toru, jony Cu®* i Mg**
nie wplywaly natomiast na wielkos¢ poboru tego metalu przez badane drobnoustroje.
Dodanie detergentu powodowato zwickszenie akumulacji toru. Srodek wplywajacy na
zmiane napiecia powierzchniowego powodowat prawdopodobnie rozluznienie struktury
$ciany komorkowe;j i zwigkszal przepuszczalnoéé blony dla jonéw toru ulegajacych aku-
mulacji wewnatrzkomoérkowej.

Dynamike akumulacji toru badano w komérkach drozdzy w czasie inkubacji zawie-
siny 0,5 g/l biomasy w $rodowisku o pH 5 w warunkach napowietrzania przez
wytrzasanie w temperaturze 30 °C. Poczatkowe stgzenie azotanu toru wynosito 0,1 mM.
Badaniu poddano uktad bezsubstratowy oraz zawiesing drozdzy w obecnosci glukozy
lub fruktozy w stezeniu 1 g/l (5,5 mM) (rys. 4.). W poczatkowym okresie kontaktu jo-
néw toru z komoérkami drozdzy poziom akumulacji tego metalu byl do$¢ znaczny
i wynosit po 5 minutach okoto 30 umol/g s.m. Dalszy szybki wzrost akumulacji toru
w biomasie drozdzy zachodzit w czasie ok. 1-godzinnej inkubacji, po czym nastgpowata
powolna stabilizacja nagromadzania nuklidu. ‘

Proces szybkiego nagromadzania toru w komérkach drozdzy byt zwiazany z mecha-
nizmem powierzchniowego, sorpcyjnego wiazania toru przez biopolimery $ciany



Akumulacja toru przez szczep S. cerevisiae ... 131

komorkowej drozdzy. Na podobny mechanizm akumulacyjny wskazuje praca Tsezosa
i Voleskyego (1982) omawiajaca akumulacj¢ toru przez Rhizopus arrhizus, w ktorej
stwierdzono, ze calkowite nasycenie biomasy grzybni torem nastgpowalo w przeciagu
kilku minut. Réwniez prace Horikoshi i in. (1981) nad poborem uranu przez niektore
drobnoustroje wskazuja na glownie sorpcyjny charakter tego procesu.

140 1.4
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Rys. 4. Dynamika akumulacji toru przez 120}
S.cerevisiae przy pH 5, w ukladzie bez
substratu, z glukoz lub fruktoza. Sucha
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masa drozdzy 0,5 g/l, stezenie poczatkowe Sroopbesses ——————410
toru 0,1 mM, stezenie poczatkowe glukozy §
lub fruktozy 1 g/l (5,5 mM). Zmiany met- £ 80 {08 ¢
nosci hodowli wyznaczone w ukladzie w bez substrotu g
z glukoza lub fruktoza g = o 2
Fig. 4. Accumulation dynamics of thorium :
by S. cerevisiae at pH 5, in the system &
without substrate, with glucose or fructo- e 40 0%
se. Dry mass of yeast 0.5 g/l, initial con-
centration of thorium 0.1 mM, initial con- 20 0.2

centration of glucose or fructose 1 g/l
(5.5 mM). Changes in culture turbidity
determined in the system with glucose or
fructose

Poziom akumulacji toru przez drozdze, po trzech godzinach inkubacji w ukladzie
bezsubstratowym, z glukoza lub fruktoza, wynosit odpowiednio 67, 115 i 123 umol/g
s.m. co odpowiadalo poborowi 33,5, 57,5 i 61,0% toru zawartego w roztworze. W przy-
padku obecnosci glukozy lub fruktozy, w srodowisku inkubacyjnym obserwowano
znacznie wyzszy poziom nagromadzania toru w biomasie. Wydaje si¢, ze ten uklad
substratowy tworzyt warunki do wystapienia mechanizméw akumulacji niespecyficz-
nej, w ktorej czesé toru akumulowanego wewnatrzkomorkowo mogla by¢ wnoszona
w postaci kompleksu cukrowo-torowego. Na mozliwos¢ wystgpowania takiego po-
boru jonéw metalu wskazuja prace Chmielowskiego i Klapcinskiej (1986) oraz
Klapcinskiej i Chmielowskiego (1986). Umozliwity one opracowanie modelu niespecy-
ficznej akumulacji jonow metali skompleksowanych z substratem przyswajalnym
przez drobnoustroje z wykorzystaniem mechanizmu transportu tego substratu
(Chmielowski 1990 i 1991). Obserwacje wzrostu hodowli drozdzy w czasie badania dy-
namiki akumulacji toru wykazywaly stato§¢ wielkosci biomasy (rys. 4). Procesy akumu-
lacyjne omawiane w niniejszej pracy, rowniez w obecnosci cukréw, przebiegaty w wa-
runkach bezwzrostowych. Zwigkszona akumulacja toru w tych warunkach nie byla wigc
zwigzana z pobieraniem tego nuklidu przez nowe komorki.

Istotne z punktu widzenia poznawczego wydawalo si¢ stwierdzenie rozmieszczenia
toru w frakcjach komoérkowych drozdzy. W tym celu zastosowano metode Howella
(1973) polegajaca na izolacji frakcji jadrowej i cytoplazmatycznej (pozajadrowej) komo-
rek drozdzy. Stwierdzono, Ze dystrybucja toru w tych frakcjach zalezala od warunkow
akumulacji (rys. 5). W obecnosci glukozy lub fruktozy frakcja jadrowa wiazala tor

1. 1 L 1 1 1 ) X 1 [} 1 1 0.0
2 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22 24"
CZAS, godz.
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w ilosci odpowiednio 19,1 oraz 22,5 umol/g s.m. Stanowilo to 16,7 i 17,8% ogolnej za-
wartosci toru w biomasie drozdzy. Komorki inkubowane w warunkach bezsubstrato-
wych wykazywaly obecno$¢ toru w frakcji jadrowej w ilosci 7,7 umol/g s.m., co
odpowiadato 10,6% ogélnej akumulacji tego nuklidu. Otrzymane rezultaty pozwalaja
stwierdzi¢, ze tor w stosowanych warunkach 3-godzinnej inkubacji w pH 5 podlegal
réwniez poborowi wewnatrzkomorkowemu, a jego cze$¢ wiazala si¢ z chromatynga jadra
komérkowego. Ilosci te ulegaly zwigkszeniu w obecnosci glukozy lub fruktozy, co
moglo by¢ zwiazane z ulatwionym niespecyficznym transportem toru w postaci kom-
plekséw torowo-cukrowych do komérek drozdzy.

120

82,2%

100 r 833%

80 |

89,4%

16,7% 178%

TOR W BIOMASIE, pmol/g s.m.

ukhted bezsubstratowy glukozs fruktozs
Rys. 5. Dystrybucja toru w frakeji jadrowe;j (A) oraz w frakcji cytoplazmatycznej (B).
S. cerevisiae po akumulacji toru w ukladzie bezsubstratowym
oraz w obecnosci glukozy lub fruktozy
Fig. 5. Distribution of thorium in nuclear fraction (A) and in the cytoplasmatic fraction (B).

S. cerevisiae after accumulation of thorium in the non-substrate system
and in the presence of glucose or fructose

Badania lokalizacji toru w strukturach komdrkowych drozdzy prowadzono z zasto-
sowaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (rys. 6). Wykazano wiazanie si¢
toru gléwnie na powierzchni komérek oraz w ostonie komorkowej drozdzy. W obec-
nosci fruktozy Ilub glukozy obserwowano réwniez zwigkszong akumulacje
wewnatrzkomoérkowa tego nuklidu.

W celu wykazania ztozonego charakteru mechanizméw akumulacji toru przez ko-
morki drozdzy, w warunkach bezsubstratowych i w obecnosci cukréw, zastosowano wy-
mywanie nagromadzonego toru. Interesujace bylo réwniez stwierdzenie mozliwosci od-
zysku toru akumulowanego przez komoérki drozdzy. Wymywanie toru prowadzono
10 mM roztworami EDTA, kwasu solnego, weglanu i kwasnego weglanu amonu, wegla-
nu i kwasnego weglanu sodu oraz cytrynianu sodowego (rys. 7). Stosowano przy tym
5-krotne przemywanie biomasy odpowiednim roztworem wymywajacym.



.

Rys. 6. Mikroskopia elektronowa ultracienkich skrawkéw komérek S.cerevisiae. Komérki kontrolne (A), komérki po akumulacji toru w warunkach bezsubstratowych (B)
oraz w obecnosci glukozy (C) lub fruktozy (D). Powigkszenie 16 000 x
Fig. 6. Electron microscopy of ultrathin stips of S. cerevisiae cells. Control cells (A), cells after accumulation of thorium
in non substrate conditions (B) and in the presence of glucose (C) or tructosc (D). Magnification x16 000
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Rys. 7. Zdolnos¢ réznych roztworéw do wymywania toru akumulowanego przez S.cerevisiae
w ukladzie bezsubstratowym (A), z glukoza (B) lub fruktoza (C), wyrazona w procentach

wymywanego toru

Fig. 7. Ability of different solutions to wash out thorium accumulated by S. cerevisiae in the

non-substrate system (A), with glucose (B) or fructose (C), expressed in the per cent

of washed out thorium
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Stwierdzono, ze roztwory weglanow miaty stabe zdolnosci wymywania toru z bio-
masy drozdzy, przeciwnie niz w przypadku wymywania uranu tworzacego rozpuszczal-
ne kompleksy uranylu z weglanem (Horikoshi i in. 1979).

Calkowita wielko$¢ wymywania toru (po 5-krotnej elucji) przez weglany byla rzedu
kilku procent, z wyjatkiem weglanu sodu, ktéry uwalniat nieco wigcej akumulowa-
nego toru. Rowniez niewielki procent odzysku toru uzyskiwano w przypadku stosowa-
nia EDTA jako czynnika kompleksujacego. Nalezalo spodziewac sig, Ze jesli tor ulegat
w procesie inkubacji wytraceniu wskutek hydrolizy i okludacji na komérkach drozdzy,
utrudnione bylo jego wiazanie przez czynniki kompleksujace. Wodorotlenek toru
wytracony podczas hydrolizy mogt takze stanowi¢ barierg utrudniajaca penetracjg ligan-
dow kompleksujacych do wngtrza komorki.

Lepsze rezultaty wymywania toru z biomasy drozdzy udato si¢ uzyska¢ po zastoso-
waniu roztwordw wymywaczy zakwaszajacych. Catkowite wymycie toru roztworem
cytrynianu  sodu ksztaltowato si¢ w granicach 60%. Najlepszy jednak efekt wymycia
obserwowano po uzyciu roztworu HCI, ktéry uwalniat tor w ogolnej ilosci odpowiednio
83,5, 72,7 i 72,7% dla uktadu bezsubstratowego, z glukoza lub fruktoza.

W procesiec wymywania toru z biomasy drozdzy istotne znaczenie ma odczyn
roztworu wymywajacego. Niskie wartosci tego odczynu powodowaly, ze tor wytracony
w komoérkach drozdzy w postaci Th(OH), ulegal roztworzeniu i przechodzit w forme
jonowa, Na taka mozliwosé wskazuja state trwalosci tworzenia kompleksow toru (Sillen
iin. 1971) wynoszace dla cytrynianéw log K = 1,11; dla HCl log K =171 w po-
réwnaniu ze znacznie wieksza wartoscia dla EDTA log K = 30,2 (Inczedy 1979). Uzys-
kane wyniki pozwalaja tez stwierdzi¢, ze jedynie odzysk toru z biomasy drozdzy za
pomoca roztworu HCI mogtby wykazywac pewien aspekt praktyczny.

Szczep S. cerevisiae wykazal istotny udziat sorpcji powierzchniowej w wiazaniu to-
ru oraz osadzenie si¢ produktoéw hydrolizy na powierzchni komorek drozdzy. Obecnos¢
latwo przyswajalnych cukrow: glukozy i fruktozy sprzyjala  akumulacji
wewnatrzkomorkowej, w ktorej mogt bra¢ udzial niespecyficzny transport toru w posta-
ci kompleksow torowo-cukrowych.
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The research on the accumulation of thorium by yeast Saccharomyces cerevisiae enabled the
evaluation of mechanisms of this process. A significant contribution of surface sorption and occlusion
phenomena into thorium binding was evidenced. This was facilitated by an aptitude of thorium
compounds for hydrolysis and deposition of the precipitates at the surface of yeast cells, as it was
revealed in electrone-microscope observations. These precipitates as well as thorium compounds sorbed
at the cell surface could be washed out by hydrochloric acid or citrate. In the presence of readily
assimilated sugar substrates: glucose or fructose, an enhanced thorium uptake was observed mainly due
to its intraceliular accumulation. This was revealed by observations under electrone microscope and in
the study of thorium distribution among isolated cell fractions of yeast. It was presumed that one of the
mechanisms of thorium transport and intracellular accumulation in the presence of sugar substrates
consisted in chelation of thorium ions by sugars and uptake of thorium-sugar chelates by the cells.
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