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Badanie ne¢ mozliwcéciy zastopowania milroorgenizmés da usuwaria
uzytecznych i cenrych metali z roztwordw zyskujg coraz wi xsze znacze-
nie. Roénie bowier niedobdr niektérych rzadkich metall i potrzeba detolk-
syxacjil zerleczys:czerego Sciekemi frodowiske naturelnego. Konwencjcnal-
re retody chemiczne usuwenia metali z wéd 83 czesem nieefektywne 1lubd
serdzo drogie [ 9].

Istnieje szereg rmoiliwosci oddzialywenia nigdzy milroorgarizmami a
rozpuszczonymi metelami. Akiywnosé drobnoustro;dw moze prowedzié do pro-
dukcji nierozpuszczelnych zwigzkiw metali Jak np. siarczki (baxterie
redukujqce sierczeny) [15] i zwigzkl zelazowe wytwarzene przez Thioba-
cillus farrooxicans [7]. czy lotrnych zwigzkdw rtgcil, selenu i ersenu
[13]. Wiadore, Ze metele takie jek potas czy megnez 83 ekumulowane w
komcrkach organizmdw w wysokich koncentracjech jako podtrzymujgce ich
normalny metabolizm. Inne jak; zelazo, cynk mengen, miedZ, kcbalt, rni-
kiel, molitéen i wanad 23 wymagane przez réine drobnoustroje, ale zg-
potrzebowerie ra nie jest zwykle maXe, Sednekze te, jak i inne, zesadr
niczo toksyczne, nie pesiedajyce funkeji metabolicznych metale jak kadr,
erebro, rt¢ mogy byé akumulowene, w znecznych iloéciach, w masie komdr-
kowej rikroorganizméw znajdujgcych sig w Srodowisku zawierajgcym zwigk-
gzone stgzenls tych pierwisstkdw [3,5,14]. Zjawisko to zwigzzne jest
2arcwno z wewnqtrzkomérkowym pobieraniem [2] jak 1 wigzaniem metali na
powierzehni komdrek [3,5,9,14]. Zostazo ono stwierdzone u bakterii z ro-
dzegjéw Spneerotilus [3,5.9 , Nicrococcus [14] i Bacillus [1]. Te ostat-
nie nelei3 do najbardziej rozpowszechnionych w zanieczyszczonych wodach
takteril seprofitycznyca, gdzie uczestniczy w procesach biodegradacji.

Celem ninietszej pracy byto zbadanie skumulacji miedzi, cynku i o2o-
wiu w masie komérkowej Bacillus mycoides.

[
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MateriaX i metody

Szczep bakterii Bacillus mycoldes wyizolowano z rzeki Otawy w po-
blizu Wroclawia. Podstawowg pozywkg stosowana do jego hodowli byt w do-
Swiadczeniach bulion odzywezy, rozcienczony woda deatylowang w stosuniu
1:1 (pozywka I). Précz tego w badanisch nad wpiywem podioza na akumula-
¢Je¢ miedzi uzywano podstawowy poiywke mineralng wg Stckesa [11]2z réz-
nymi Zrédtami wegla i azotu; pozywka II zawierala pepton (1 g/dmj), Do-
2ywka III - pepton (1 g/émB) i glukoze (2 g/de), pozywke IV - hydroli-
zat kazeiny (0,5 g/dm’), posywka V - NE,C1 (1 g/dm’) i glukoze (2 g/dm)
Metale do poiywki wprowadzano w stegzeniach 10 i 50 mg/dm’, miedZ w for-
mie CuC12'2H20, cynk - ZnClz, otéw Pb(NOB)z. Wszystkie hodowle prowadzéu
no w kolbach okrggtych pZaskodennych zawlerajgcych 150 cm3 podiocza za-~
8zczepionego 1cm 24 godzinnej bulionowej hodowli B. mycoides. Prdéby
inkubowano w temperaturze 30° ¢ przez okres 12, 24, 72, 96 godzin na
wytrzgsarce o 160 obrotach ne minute. Kontrole przezywalnosci bakterii
wykonywano metodg piytkowg. Po zakofczeninu inkubacji mase bakterying
odwirowywano, przeptukiwano 2-krotnie roztworem fizjologicznym i1 1-krot-
nle wodg destylowang. Suchg mas¢ bakterii oznaczano wagowo. Po spopie-
leniu jej w plecu muflowym (przez 5 godz. w 500° C), materia? rozpusz-
czano w 20 % HCl. Otrzymany roztwdr sgczono i w przesgczu ozneczano me-
tal. Oznaczenia dokonywano metods absorpeji atomowej, stosujgc spektro-
fotometr Perkin-Elmer 403.

W oparciu o stwierdzony na drodze obserwacji w mikroskopie elektro-
newym wzrost ilodci sudanofilnych granul w komérkach bakterii hodowenych
# obecnosdci miedzi, przeprowadzono izolacje budujgcego te struktury kwe-
8u poli-f-hydroksymas2owego (pHB) wg metody Williamsona, Wilkinsona [1@.
Wizolowanej frakcji pHB komdrek hodowanych przez 96 godzin na pozywce z
50 mg/dm3 Cu, oznaczano metodg absorpcji atomowaj miedZ, zakXadajac moz-
liwo$é gromadzenia si¢ metalu w tym materiale zapasowym. W uzupeXnieniu
tych badar oznaczano intensywmo$é utleniania PHB w procesie oddychania
endogennego komdrek hodowanych w obecnosci miedzi oraz miedzi % wapnia
pPrzy uzyciu respirometru Warburga [16]. ‘

"Wyniki

Akumulacje miedzi, cynku i otowiu w masie bakteryjnej oraz wplyw
tych pierwiastkdéw ne wzrost Bacillus mycoldes w 72 godzinnych hodowlech
na bulionie rozclierfczonym z tymi metalami przedstawiono na rys. 1.

Jak wynika z diagraméw na rys. 1, bedane metele akumilowaly sie w
mesie bakteryjnej. Stopier nagromadzania miedzi, cynku i olowiu w bakte-
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iys. 1. Wplyw rdiznych stpien Cu(II), Zn(II), Pb(II) w pod-
Zozu hodowlanym na akumulacj¢ metalu w biomesie i wzrost
Bacillus mycoides

1 - kontrola, 2 - 10 mg/dm3 metalu, 3 - S50 mg/dm3 metalu

riach zalezal od stezenia tych pierwiastkéw w podiozu rys. 1A. Im wyZi—-
sza byXa koncentracje metali w poiywce tym wigksze jego nagromadzenie
stwierdzano w-biomesie. Badane metale wywieraly toksyczny wpiyw na ko-
mérki B. mycoides, co objawiaXo sl spadkienm przyrostu biomesy w poxdw-
naniu z kontrolg (rys. 1B). Efekt ten byx wprost proporcjonslny do ilo-
fcl zakumulowanego w rmasle bakteryjnej metalu i jego koncentracyi w pod-
Zozu,

Toksyczne oddziatywania miedzi na komérki niwelowane byty w zne-
cznym stopniu przez wprowadzenie do podtoza z tym metalem jonéw wepnia

kys. 2).
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Rys. 2. Wplyw obecnoéci jondw m}edzi ]

- 50 mg/dm’ i wapnia - 50 mg/dm° na

akumulacjs Cu w biomasie i wzrost Y 200,

Bacillus mycoides
1 - kontrola, 2 -. 50 mg/dm3 Cu(IIl)
3 - 50 mg/dm3 Ca(II), 4 -~ 50 me/dm} o |

Cu + 50 mg/dm3 Ca (II) : 1243
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Dodatek jonéw wapnia do préb z miedzig powodowal spadek iloscl aku-
mulowenej w masie bakteryjnej miedzi i rdwnoczesnie wigkszy przyrost
biomasy, prawie taki jak w kontroli bez Cu. Jony wapnia wplywaly réwniez
dodatnio na wzrost B. mycoides po wprowedzeniu ich do pozywek (bulion
rozciedczony) nie zawierajgcel miedzi.

2 1dm® kuttury

600 Rys. 3. wnXtyw skiadu podioza

hodowlenego na ekurnulacje

miedzi w biomesie 1 wzrost
Zacillus mycoides

A - kontrola, B - 50 :ng/dm3
Cu(II), I-v - poszczeg-.lne
pozywki .

‘Fa rysunku -3 zobrazowano zaleznos$é bicekumulacji miedzi od skisadu
podoze na jakim hcdowano bekterie. Przedstewione ne nim diagrarmy opra-
cowano na podstawie danych pochodzacych z 72 godzinnej hodowli nes pcd-
tozach, ktdérych skXad podano w metodacg. zavierajgeych 5C mg/dnB'Cu(II%
Pozwalajg one wniogkowaé, ze najwieksza ékumulacjg metelu w masie Dbak-~
teryinej uzyskuje sie na podiozach bogetycs w skiadniki organiczre, e
przyrost biomasy jest wtedy niewlelki (pozywk! TT 1 JII). Badery Tierv-
wiastek wprowadzony w tej samej ilofci do poiywek ubogich skuruluje si;
v magie bakteryjne] w niewielkim stopniu. Ki2 obserwuje si; wtedv 2ahe-
mowania wzrostu bakterii (w poréwnaniu z kontrolg ns tych pod2ozach), s
nawet jego atvmulacje (pozywki IV i V). '

Wyniki izolacji kwasu poli-B-—hydroksymeslowego z hodowli Bacillus
mycoides zamieszczono w tebeli 1. ¥skazujq one wyraZnie, Ze badane bak-
terie w czasie wzroatu na pozywce z miesdzig gromedzq znacznie wigksze
ilogci tego polimeru niz w réwnoleglych prébach bez metelu. FPo. 72 go-
dzinach inkubacji w suchej masie komdrek hodev.anych w obecnoscl Cu(II)
stwierdzono prawie 3-krctnie, a po 26 godzinasch nawet S5-kroiniez wijce]
PHB nlz w biomasie otroymanej 2z pribek kontrolmych. .

Oznaczenie @iedzi 2awarte] w piB izolovwanym 2z 96 godiinnej hodowli
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Tabela 1.

¥plyw obecnosdci metali w hodowli ns zawartosé kwasu poli-g
~hydroksymasiowego oraz alumulacje Cu(X¥I) w komérkach
Bacillus mycoides

Zawartodé
Czas Rodzaj préby Bloakumulacja
tniubacys | stgs. metgll Cu(II) el e
(godz. 50 rg/dm ng/z s. m. 7
Kontrola 0,037 0,52 !
12 Cu(II) 1,6 1,02 !
< Ca{II) 0,066 0,48 !
Cu(II) + calII) c,91 0,94 !
kontrola 0,023 6,2 !
18 Cu(II) 157 5,2 ]
Ce(II) 0,094 7,3 !
Cu(II) + Ca(lI) 1,08 5,1 ]
kontrole c,082 6,7
24 Cu{II) - 1,7 1g,8 |
Ca(II) 0,10 6,4 g
Cu(II) + Ca(II) 1,4 10,0 i
1
kontrola 0,023 7,0 !
18 Cu(II) 1,93 2950 !
Ca(II) 0,046 5,5 |
Cu(II) + Ca(II) 1,€38 : 11,9 '
kontrola 0,10 7,0 !
72 Cu(II) 2,25 27,2
Ca(II) 0,079 6,2
Cu(II) + Ca(II) 1,95 17,4
kontrola 0,11 7,2
Ca(Il) 0,068 4,9
Cu(Il) + Ce(II) 2,44 19,6
Tabele <.

Wptyw obecnoéci metali na proces akumulacji Cu(II)
w kwesie poli-g -hydroksymas2owyn

% Cu(Ix)
Rodzaj préby | Bioakumulacja Procentowa Akumulacia zakumulo-
stcz. metelu Cu(II) zawartos¢ pHB | Cu(II) w pHB wanej
50 mg/dm3 mg/g s8.m. w suchej masie | mg/g s. m. w pHB
Cu(II) 1,9 533 0,68 35,8
Cu(II) +
+ Ca(1I) 1,7 5,5 0,38 22,8

B. mycoides na posywce z Cu(II) oraz Cu(II) i Ca(II) wykazalo, ze odpo-
wiednio 35 % i 23 ¢ tego pierwiastka, akumulowanego przez komérki gro-
madzi si¢ w kwesile poli-g -hydroksymdsowym (tabela 2).
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Prcebieg oddychania erdogemnego odmytych komérek pochodzacych z 18
godzinnej hodowli B. mycoides w poZywce nie zawierajace) metali, 2z 50
mg/dn® Cu(II), 50 mg/dm’ Ca(II) 1 z 50 mg/dx® Cu(II) + 50 mg/dm’ Ca(II)
przedstawia rysunek 4.

$

3“4
& 400

) s

1

zys. i. Wpiyw obecrodci mie-

dzi w podXozu hodowlanym na

oddychanie endogenne Baci-
1lus mycoides

x - kontrole, a4 - Cu(II),
e - Cu(II) + Ca(II),
o - CallI).

Jak wideé jony wepria stymulujg utlenianie substratu energetyczne-
80 Jakim jest pHB. Komérki hodowsne w obecnosci miedzi oddychaja wol-
niej niz kontrolme, 2 u baxterii, ktdre byty kontaktowane z miedzig 1
wapniem proces ten jest bardzo zehamowany.

skusja

Badania wykazaly, ze miedZ, ecynk 1 otéw ekumulowane 85 w masie ko-
mérkowe) Bacillus mycoides. Ilosé nagromadzonych metali w biomasie byia
wprost proporcjonalna do ich stezenia w podtozu. Pierwlastki te wywiera-
ty toksyczny wpiyw na komérki, objawiajgcy sie¢ spadkiem przyrostu bio-
masy w poréwnaniu z kontrolsg. Efekt ten byt tym wyrainiejszy, im wiek-
sza byia koncentracja metald w podozu. Toksyczne oddzialywanie jondw
miedzi niwelowane byto w znacznym stopniu przez dodenie do pod¥oza od-
Zywezego jondéw wapnia. Wigzako 8i¢ to z mniejszg akumulacjg miedzi i
wickszym prazyrostem bidmasy niz w prébkach bez dodatku jondéw Ca. Mozli-.
wym jest jak sugeruje Dzidkowski 1 inni [37], ze ochronne dziaenie wap-
nia polega na efektywnej konkurencjii z innymi kationami ne II-gim siop-
niu utlenisnia w oddzialywaniu z komérek.
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Stopled nagromadzeniz miedzi w mas‘a bakteryjnej zelezaz od zasobe-
nosci podzoza odzywczego. la roiyakach bogatych bakteria elcemlowaky
najwigcej metalu, co wijzaic 8ig z najwiekszym harmowaniem ich wzrostu.
Podtoza ubogie sprzyjaly mmiejsze] akumulecji i wzrost na nich bakterii
by mniej ograniczony. Podobne zjawiska obserwowalli Sakherova i inni «
Bacillus megatherium {8 ]1 Zevenhuizen i inni u Klebsielia [19), z2aczae
Je ze stanem fizjologicznym komérek. Wigkszg ekumulacj: miedzi na pod-
tozach bogatrch w zwlgzkil organiczne mozza tiwrasuyé zdolnoscig twerze-
nia sig kompleksdw metalu z takiml zwiqzinri co moze utatwié jego tran-
sport do komdrki.

vak wykazeno w pracy wzrcetowi akurulacj!i niedzi w Yiomesie s.myco;
i towerzyezyt przyrcst zawertodcl kwasu poli-p ~hydroksymesicwego.,
Przyrost ten by znecznie vilekszy w komdérkech wystawicaych ne dziatarnie
miedzi niz w takteriech hodowanych % rieobecrodei tego plerwiastka,
Wzrcsti zewertosci substencji lipidowych # kxomdriach drozdiy w boecnosdel
miedzi obtserwowali Khovrytchev i inni [6].

Kwas poli-g -hydroksymaskowy Jest cateriatem Zapasowym gromadzacym
8lg w baxteriach takich rodzajéw jak Sphasrotilus, Bacillus, Azotobac<ter
1 Beijerinckia { stanowi g¥éwny skladnik granul lipidowych wystgpujg-
cych w ich kxomdérkach. Ovserwowany w naszych doswiadczeniach wzrost zg~
wertcéel pI3 w komdrkach Racilius mycoides hodowanych w kontakcie 2z
miedzig byr zapewne reakcjyq obronng orgenizru na toksyczny wpiyw metulun,
Jedrakze w omewianym polimerze wylzolowenym z komérek stwierdzopo 35 %
miedzi akumulowanej w biomasie.

Wyniki obserwacji oddychania endogernego mogg byé posdrednim dowo-
dex nz wigzanie znaczmej ilofeci miedzi w omawiarym polimerze. Wolniej-
sze niz w xontroli oddychanie komdrek hodowanych w obecnosci miedzi 4
prawie jego zupelne zashamowanie u bakterii rosngcych w podlozﬁ z miedzig
1 wepniem, moze wynikaé z uwalnianias zwigzanych 2z utlenianym substratem
‘erergetycznym jondéw Cu. Jony miedzi 2nane sg jako hamujgce oddychanie
poprzez ograniczenie ektywnoset cytochroméw u mikroorganizméw [6, 17 J,
zas jony wapnia st&mulujq rozkzad pHB, co wynika zaréwno z rysunku 4,
Jjek 1 wepomniane jeét w literaturze [10].
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BIOACCUNULATION COF HEAVY METALS BY BACILLUS KYCOIDES BACTZRIA

It was found, that B. mycoides lLacteris accumuleted copper, zinc
and leed in their cellular mass. The cuantities of meiels found in
biomass were directly proﬁortional to thzir concentretions in  the
nutrient medium. It was shown that on a2 rich medium. The eccumuletion
of copper was higher than on a poor one. Celcium ions in:lvenced on the
limitation of the toxic sctivity of copper and csused a smasller sccu- .
mulation of Cu in biomass. About 35 7 of copper eccumulated in Liomess
was found as bonded to the poly-B -hydroxybutyric acid (celluler reserve
material). ’
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