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BI0AKUMULACJA NIEDZIOWCOW PRZZZ CROZLOUSTROJE

Bedenie wczedniejsze [1, 2] wykazaty zdolnosé mieszanych popula-
cji drobroustrojéw orez czystego szczepu Pseudomonas putida do bioaku-
mulacji riektdérych metali { metelciddéw w biomesie komérkowej. Stwierdzq-
ro zsleznosié przebiegu oraz meksymalrego poziomu te] akummulacji od eub-
stratu organicznego hodowli drobnoustrojowej oraz od polozeniea cigz=-

gzych pilerwiastkéw w IV okresie ukiadu okresowego. Viykazano, ze sub-
strety organiczne posiadajgce 2dolnogé tworzenia komplekséw z metalami
(na orzyklad pirokatechina) vwpiywajg na zwiekszony poziom akumulacji
plerwiastke w biomasie. Mozna wicc espodziewad sie, ze tak zwigzane pme-
tale w postaci komplekséw metaloorgericznych przechodzg przez b2one
kormCrkows érobnoustrojéw droga niespecyficzreso transportu wrez z sub-
stratem [3]. )

Interesujgca byXa obserwscja zachowania si¢ miedziowcow w warun=-
kach umozliwiajgcych drobnoustrojowg akumulacje obecnoseci subastratdw
orge.icznych o réznych zdolnoSciach kompleksowania. Dotychczes byio
windomo, Ze miedZ tatwoe ulega “krmulacj!l w komérkach niektérych mikro-
srgarizméw wodnych [4]. Cbaerwoweno réwniez zdolnoZé drozdzy [5] i glo-
néw |6 | do bioskumulscji miedzi. CHARLEY i BULL [ 7] wykezall mozliwosé
bioakumulacjl srebra przez Pseudomonas moltophilia oraz kultury wielo-
tekteryjne. ,

Berdziej ogreaniczone sg informacje o bioakumulacii ztota przez
crobnoustroje. -

Celem niniejszej precy byio poznanle przebiegu biloakumulacji
miedzicwcdw v biomasie mieszanéj populacii drobnoustrojdéw w obecnosdei
réznych substratéw organlcznych; piroﬁatechiny, fenolu, sacherozy i
octanu. i
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Materialy i metody

‘Wieszana populacja drobnoustrojéw

Drobnoustroje populacji mieszanej uzyekiwano przez przetworzenie
oesadéw organicznych po fermentacji metanowel w aglomeraty osadu czynne- .
go. Drobnoustroje zasiedlajgce te aglomeraty poddawano indukcji enzyma-
tycznej w celu przystosowania do rozktadu wybranych zwigzkéw orgenicz-~
nych. Stosowano inteneywne napowiletrzanie zawlesiny drobnoustrojéw.
Aefacja zapewniala dopiyw tlenu oraz peine wymieszanie zawiesiny dro-
bnoustrojéw 1 cieczy w komorze hodowlanej. Irndukeje enzymatyczng  dro-
bonoustrojéw populacji mieszanej prowadzono w warurkach aseracji periody-
cznej w tempersturze okoxo 20° C.w odstgpach dobowych dodawano do komo-
ry hodowlanej progresywnie wzrastajgce dewki substratu organiczrego w
zakresie od 50 do 500 mg/l (0,45 do 4,8 mM). Deficyt pierwiastkéw bio-
gennych pokrywano przez codzlenne dawkowanie fosforanu i siarczen: amo-
nu. SteZenie substratu organicznego zwig¢kszano po stwierdzeniu catkowi-
tego rozkiadu poprzedniej dawki w ciggu 24 godzinne] aerscji. Srodowi-
sko odéwiezano przez codzienne dekantowanie masy drobnoustrojdw i za-
stgpowanla cleczy nadosadowej wodg wodoclggowq. Mieszang populacje drob-
noustrojéw przystosowywsno do rozkladu substratowej pirokatechiny. fe-
nolu 1 sacharozy.

Odczynniki

Do srorzqdzenila krzywych wzorcowych oznaczer enalltycznych crez w
badeniach bioakumulgcji stosowano CuSO4-SHZO, Agxo3 oraz HAuCl4.

Pozywka hodowlana stosowana w badaniach biloakumulacji zawierala_
Jeden z substratéw organicznych (pirokateching, fenol, secharoze) w ste-
zeniu okoto 3,6 mM lub octan (10 mM) oraz fosforen i siarczan amonu w
takiej 1loéci by zachowadé w podZozu hodowlanym stosunek C:N:P wynoszg~
cy okozo 100:;10:1. Woda wodocliggowe stosowana w hodowlach byza zZrdédiem
pPlerwiastkéw Aladowych.

Oznaczanle substratéw organicznych

Stelenie pirokateghiny w cleczy nadbsadowej oznaczano kolorymetry-
cznie metodq EVAKRSe [8]. Fenol oznaczsno réwnie’ metodg kolorymetryczng.
W metodzie tej wykorzystywano zdolnofé fenoli Jednowodorotlenowych do
‘tworzenia zwigzkéw barwnych w reakcji sprzegania ze zdwuazowang p-nitro-
aniling [9]. Oznaczenia te wykonywano posiugufgc sle spektrokolorymetrem
Specol firmy Carll-Zeiss, Jena.
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Oznaczanie suchej masy 1 biomasy
drobnoustrojéw populacji mieezanej

Oznaczarie suchej masy i blomasy drobnoustrejéw Przeprowadzano me-
todg ultrefiltrdéw membranowych. Badang prébke zawiesiny drobnoustrojéw
o objetodct 25 ml sgczono przes zwazony filtr membranowy Co-5, nastep-
nie filtr z masg drobnoustrojéw suszono w temperaturzs 105° ¢ do stazej
wagl. Z2rdznicy clezerdéw obliczano suchg masg drobnoustrojéw wyrazong w
mg/l cleczy w komorze hodowlanej. Piltr z suchg masg spalano nastepnie
w piecu muflowym w temperaturze 600° C. g réinicy cietardw suchej masy
ogadu i posostalosci po spaleniu Préby wyznaczano wartoddé po prazeniu.
Wartosé te utozsamienc z biomasg drobmoustrojéw populacii mieszane],
ktéra wyrazano w mg/1 cleczy w komorze hodowlanej.

Oznaczanie zawertof$ci metali metods spektrofotometrii
absorpcji atomowe}]

W celu oznaczenias miedzi, erebra { zzota w cleczy nadosadowej oraz
w biomasie drobnoustrojow populacji mieszanej posiugiwano sieg metodg
epektrofotometri£ absorpcji atomowej. Oznaczenia te prowadzono przy po-
mocy spektrofotometru absorpcji atomowej firmy Varian typ AA6.

Do oznaczania metali w cieczy nadosadowej pobierano 25 ml zawliesl=
ny bakteryjnej. Po odwirowaniu w wirdéwce typu K-70, przez 15 minut przy
50CC obr./min. stezenie metall oznadzano bezposrednio w supernatancie
pPrzy pomocy spekirofotometru absorpeji atomowej,

¥ celu oznaczenia metali w biomasie prowadzono mineralizacje masy
drobnoustrojowej na mokro. Osad po odwirowaniu przenoszono niewielky
ilodcig wody 10 m1 520 i10m HNO3 stes, do kolb Kjejdahla i minerali-
Zowano, po czym zawartoéé kolb przenoszono do prébdéwek i uzupeiniano wo-
dg do 10 ml. Zmineralizzwane priby zawierajgce zoto uzupeinieno do Um1
stezonym ACl w celu uzyrkanisa klarownego roztworu zawlerajgcego zloto »
postaci HAuC14. Wielkodé akumulacji metali wyrazano w MM na gram biomasy
(straty po prazeniu suchej mesy drobnoustrojdéw).

Wyniki

Badanis przebiegu bloakumulacii miedziowcdéw ¥ procesie biodegrada-
cJ1 substratéw organicznych prowadzono Postugujgc sig mieszang populacjg
drobnoustrojdw przystosowang do rozkadu tych substratéw. Obsrerwacje
pProwadzono w napowletrzanych komorach szklanych o pojemnocéei 11 w wa-
runkach hodowli statycznej w temperaturze okoio ZQ % w czﬁsie 24 godzin-
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nej aeracji. W pobieranych prébach oznaczano w cieczy nadosadowe} ste-~

zenie substratu organxcznego, w biomasie natomiast okrefleno zawartodé
akumul owanego metalu.
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Rys. 2. Dynamika bioakumulacji miedziowcéw z roztwordéw o stezeniu 0,1

m¥ w blomasie drobnoustrojc¢w populacji mieszanej w obecnosci nirokate-

chiny o wyjsciowym stgzeniu 3,6 mM lub octanu 10 mif. Bilomasa drobncust-
rojéw okoxo 2 g/l )

Stwierdzono zaleznoéé przebicgu biodegradacji substratiéw o struk-
turze aromatycznej (pirokatechiny i fenolu) od rodzaju miedziowca; jo-
néw miedzi, srebra i zlota w stegzeniu 0,1 mM (rye. 1). Ujawnil sig
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szczegdlnie wyraZny wpiyw inhibicyjny jonés miedzi na degradecje fenolu
przez 4drobnoustroje.
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Rys. 3. Dvynamike bloskumulecji miedziowecdw z roztwordw o gtzezeniu 0,1

mM w biomesie drobnoustroidw populacjl mieszanej w obecnodci fenolu
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* zaleznoéci wielkouci alurulacji miedzi, srebra i ziota w biomasie od
substratu organicznsgo hodowli drobnoustrojowej (rys. 4) oraz od poloze-
nia metalu w podgrupie miedziowcéw (rys. 5). Akumulacja miedzi 4 ziota
lepiej przebiegale w obzcnosdci pirokatechiny, srebro natomiast zdecydo~-

- wanie lepiej ulegelo ekumulacji
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skusija

W literaturze znajduje sig wiele przykteddéw akumulacjii miedziowcéw
przez drobnoustroje [4, 7). Wczeséniejsze badania [1, 2] wykazaly zdol-
nogé drobnoustrojéw do podwyzszonej bioekumulacj’ niektérych pierwiéet-
kéw (2a, Ga, Ge, As, Se, Sn, Pb) w obecnosci substratdw energetycznych,
ktére mogq w sposéb samorzutny tworzyé kompleksy z tymi metalami. Pobdr
tak skompleksowanych jondw metali moze nastepowaé wskutek niespecyficz-
nego transportu z wykorzystaniem mechanizméw przenoszenia substratdw
energetycznych do komérki drobmoustrojowej |3{.

Interesujgce bylo stwierdzenie mozliwosci zwigkszbnej eakumulacji
miedzi, srebra i1 zzota przez drobnoustroje w obecnosci substratéw orga-
nicznych o rdznej zdolnosci kompleksowania. Na uwege zasluglwala piro-
katechina, ktéra tatwo tworzy kompleksy z wieloma metalami oraz octan,
ktdry cechuje sig ograniczong zdolnoscig tworzenia kompleksdéw. Obserwe-
c¢je te uzupeinisly badanis bioakumulacji miedziowedw w obecnosdci degra-
dowanej sacharozy lub fenolu. .

Badenia bioskumulacji miedziowcé& nalezalo poprzedzié przez stwier-
dzenie wptywu jonéw miedzi, srebra i ziota w stezeniu 0,1 mil na prze-
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bieg biodegresdacji wybranych substratdéw energetycznych o stezeniu 500
mg/l /4,8 mi. Vykezano silniejszy wpiyw hemujgey jonéw srebrs na bio-
degradacje pirokatechiny zag miedzi na biochemiczny rozkfad fenolu (ry-
sunek 1).

Proces bioakumulecji jondw miedzi, srebra i ziota przez drobnoust-
roje populacji mieezanej obserwowano w czasle cobowe) aerecii w obec-
nofci meXych stezer tych metali wynoszgeyeh C.1 =il wyniki tak przepro-
wedzonych badar dawaly nizsze zawertosci metall w biomasie niz podane
w literaturze ne przykiac dla miedzi [ﬁ]. Stwisrdzono, ze z Ppodrid
miedziowecéw szczegdlnie 2atwo podlegaXo akumulecii srebro przez miesze-
ng porulacje drobnoustrojdi w ézasie rozkiadu octanu (4,4 mg Ag/g bio-
mesy) i sacharozy (4,1 og Ag/g biomasy). Ka mozliwosé ekumulacii srebra
przez bakterie rodzeju Pseudomones zwreca te: uwege praca Charley’a 1
Buli’e [7]. '

% nieco mniejszych 1lofciach w pordéwrnaniu ze srebrem oloekumulacyi
podlegea miedz. Pirokatechina i.octan, ktire mogg z jonem miedzi two-~
rzyé zwigzki konpleksowe, umozliwiely nieco wigkszg akumulacisp tege xe-
telu (okoo 1 nmg/g bicmes—) niz fenol 1 sachroza (oko%o 0,5 mg Cu/g bio-
mesy) (rys. 2-57. :

ZXoto wprowacdzene do hodowli w postaci anionu chlorocztotowsgec pod-
lege2o wldocznej bioakumulecji tylko w otecnosgci pirokatechiny (2 ng
Au/g biomasy) 1 octenu (0,8 s, Au/g biomesy) (rys. 2-5). Jednak zawar-
todé tego pierwisstka w biomacie drobnoustrojéw w hodowli z pirokate-
ching byts ponad dwukrotnie vwyzsza niz w hodowli z octanem. Pozwalalo
to vmicskowaé, ze rirokstechina Jest szczegélnie dogodnym subsiratem
umozliwiejgcym akunulacje zlote przez drobnoustroje populecii mieezane].

. ®ydrje sig wiegc prewdopodobne, ze ztoto i pozostaie metale grupy
riiedziowcdw podlegely akumulacji w poetaci kompleksdw metaloorganicznych
2 substratami energetycznymi, tworzgcymi ele samoistnie w <Srodowisiku
hodowlenym drobnoustrojcw. '
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BICACCUMULATIOR OF COPPFR GROUP LETALS BY MICROORGANISHS

The aim of this investigatlon was to study the biocaccumuletion of .
copper group metals by mixed population of microorganisms in the presence
of different organic substrates. A mixed population of microorganisms
induced to the biodegradation of the aromatic structure of catechol or
phencl was used. The medium contained four selected substrates;catechol
(3,6 mM), sucrose (3,6 mM), phenol (3,6 mX) or scetate (10 mX) =28 sole
carbon socurce. Catechol and sucrose hed a significant ability to form
the complex compounds with metals ugéer study. These mnetels were
introduced into the medium as free or complexed ion (Agf Cu+2, (AuCl4)-).
Marked inkibitory effect of the copper family retals on biodegradation
of the aromatc Bstructure of phenol erd ceteckol wes observed. This
phenomenon was especially visible during the degradation of phenol in
the presence of copper. It was elso found that covoper group meterls could
be accumulated in the biomass of the mixad population of microorganismg
end that this. process depended upon the orgenic substrete used. - The
substrates having several hydroxyl groups, like catechol eand sucrose and
exhlbiting an ability to form easily the complex compourds enabled the
intensive biocaccumulation of the copper family metels in the Yicnass.
Acetate which ‘gave no complex compourds with e mejority of elements
appeared to be & good 1ligand for copper and silver. Gold, forming e
spontaneous complex with catechol, was accumulated in the presence of
this substrate.
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