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TRANSPORT I LOKALIZACJA GERMARU W KOMORKACH
PSEUDCMONAS FUTIDA AKUMUIUJACYCH TEN PIERYIASTEK

¥ badeniach wczesniejszych [7,8,10,18] stwierdzono, 2e mieszan
populacje drobnoustrojdw i czyste kultury Pseudomonas 8p., przystoso-
wane drogg indukcji enzymatycznej do biodegradacii struktury aromaty-
cznej, posiadsly zdolnosd¢ akumulowania germanu w obecnodci substratdw
ortodwuhydrokayfenolowych,tworzacych polaczenie kompleksowe z germsmner.

Badenis niniejsze znilerzaty do wyjadnienia mechanizmu biocakumule.
¢ji 1 transportu germsnu do komdrek bakterii Pseudomonas putids w obec-
nosci pirokatechiny zatwo kompleksujgcej german [5 ]lub octanu sodu,
bedacego substratem nie tworzgcyr polgczen kozpleksowych z tym pler~
viastkiem. Interesujace tez byia obserwacja nagromadzenis germanu przez
te bakterie w warunkach bezsubstratowych. Podjeto réwnies prébe iden-
tyfikacji germanu we frakejach komdérkowych Pseudomonas putida akumulu-
Jacych ten pierwisstek,

Materiaty i metody

Szczepy bakteryjne i warunki prowadzenia Hodowli

3adania akumulacji gerranu prowadzono stosujac dziki szczep Pseu-
domonas putida ATCC 33015 otrzymany od WILLIAHS&[20]. By2z to, szczep
zawierajacy plazmid TOL. ¥ celu przystosowaria bakterii do rozkladu
substratu erozatycznego drogq indukeji enzymatycznej,prowadzono hodo-
vle clagta w chemostacie typu Biostal firmy Braun, Melsungen. Stoso-
wvano stary azyblodd przepiyvwu poiywki zavwierajgcej pirokatechine w
steieniu zmienianym progresyvnie od 0,45 do 3,6 mM(od 50 do 400 mg/1).
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. Fo adaptowaniu bakterii do biodegradacji pirokatechiny w stezeniu

3,6 mM stopniowo zmﬁiejszano czas retencji w reaktorze chemostatu 3z
10 do 7 godzin, Hodowle.iseudomonas putida i badania transportu ger-
manu prowadzono w temperaturze 30°c,

‘Czesé doswiadczen wykonano postugujac sie plazmidowym séczepem
Pseud omonas puiidg ATCC 33015 poddanym 21-dniowej represji ‘enzymaty-
cznej, W tym:belu hodowlg bakterii prowadzono w warunkach stacjonar-
nych z napowletrzaniem przez wytrzgsanie, stosujac octan sodu w ste~
t¢eniu 10 oM jako substrat wzrostowy. Gidwne badania bioakumulacji 1
transportu germanu do komérek Pseudomonas putida prowadzono w warun-
kach hodowli stacjonarnej z napowiletrzaniem przez wytrzgsanie w tem-
neraturze 30%%.

Bakterie do badan pobieranoc z odpkywu z chemostatu, odwirowywano
przez 15 minut przy 4500Cobrotéw na minute i przenoszono do kolby za-
wierajgcej réwng obietosé pozywki mineralne] oraz pirokateching w
- stezeniu 3,6"mM. Kolbg umieszczano w wytrzgsarce ‘i po 4 godzinnej in-
kubacji bakterle ponownie odwirowywano. Oddzielong biomase bakterii
zawieszano nastegpnie w réwnej obletosci pozywki mineralnej bez ekstra-
ktu droidzowego zawlerajgcej 3,6 mM pirokatechiny lub 10 mi! octanu
oraz german dodawany w postaci dwutlenku germanu w stezeniu 0,1 do 2
mM, W takich warunkach german w $rodowisku bezsubstratowym lub zawie-
rajgcym octan sodu, wystepowal w postaci anionu E,eo H]™ [i3]. 7 przy~

padku, gdy w Srodowisku hodowlanym znajdowala si g 2,iroxa'cec:.hina, gexr
man tworzyl spontanicznie zwigzek kompleksowy, w kidérym stosunek dwu-
tlenku germanu do ligania organicznego odpowiada 1:2[5]. Samorzutnie
tworzenle sig¢ kompleksu germanu z pirokateching w Srodowisku wodaym
wykazano spektrofotometrycznie, Zawartosé pirokatechiny w $rodowisimu
hodowlanym oznaczono kolometryczanie metodg EVANSa [12].

Pozywki

W hodowll clggtej bakterii Pseudomonas putida ATCC 33015 prova-
dzonej w.chemostacie. Stosowano poiy¥ke uzywang przez KoJTiA 1 in-

nych[15] w badaniach nad indukejq enzyméw bioracych udziat w biodegra-
dacji pirokatechiny., Pozywka ta zawieraa w 1 1litrze roztworu HaZHPO4
- 1,5 &3 KH2P04 - 0,5 g; MgSO4 7H20 - 0,2 g, ekstrakt drozdzowy-1,0 g
oraz pirckateching. Odeczyn posywki odpowiacaz pH 7,3.W badaniach bio-
akumulacji 4 transportu germanu stosowano %o pozywke mineralng bez
ekstraktu drozdzovego. . -

Hodowle periodyczng Pssudomonas putida z uzyciem octanu sodu




Transport i lokalizacja germanu... 255

Jeko jedynego Zrdédia wegla prowadzono. stosujgc posywke mineralng FPRA~
KASAL~DONDERO [19] o pH 7,3 zawierajqcq 'w 1 1 roztworu: KZHPO4-1,,P g3
(NH4)3P04'3H20 - 0,325 g; NaCl - 0,05 g; CaCl, - 0,098 g; 1gs0, « TH,0
- 0,05 g; FeC13 -0,01, T g

Réwnoczesnie z badaniami bioakumulacji germanu wyznaczono krzywe
wzrostu bakterii. Hgtn’os’é kultury oznaczano nefelometrycznie przy diu-
gosci fali 550 nm.

Oznaczanie zawartosci germanu w bilomasie
drobnoustrojowej i w supernatancie

German wprowadzono do $rodowiska hodowlanego w postaci dwutlenku
germanu. Wezystkie roztwory germamu uiywane w badaniach blcakumilacji
tego plerwisstka przez bakterie Pseudomonas putida byiy;;ml‘fw}é.ne
przy paomocy 71Ge. W tym celu dodawano do hodowli, zawierajaéej xiie-
znakowgmy german, roztwér 71Geo2 w 1losci uzaleznionej od aktympdci
preaparatu, Znakowany dwutlenek germanu ( 1(}002, péiokres rozpadn 11,4
dni, aktywnosé wyjsciows 3,7 MBq) byt wyprodukowany w OPIDT w Swierku
metodq napromieniowywania GeO, w strumieniu neutronéw,

Zawartosé germanu w biomasie bakteryjnej { supernatacle oznacza-
no metodg radiometryczng Opracowang przez CHWISTKA [9] wjkorzyatujqc
technike scyntylacjt cieczowej. Pobrang zawiesing bakteryjng przemy;
wano réwng objetoscia pozywki mineralnej KOJIMA bez. ekatraktu droz-
diowego, zawieszano w 4 ml wody destylowanej,- ganikowano 4 razy pae 15
sekund w dezyntegratorze ultradfwiekowym Labsonic 1510 ﬁ.my- Braun,
Melsungen stosujgc czestotliwosé ultradiwiekéw 20 kHz. Dodawano na-
stepnie 8 ml scyntylatora zelujgcego Insta-gel (Packard) i "poddgwano
zliczaniu w liczniku scyntylacyjnym.

W celu przeliczenia 1lodect impulséw (cpm) na 41o0s¢ germenu. prze-
prowa't;‘zgno kazdorazowvo nogstepcwanie kalibracyjne stosujqc met‘p-d_e.'po-
rémania z wzorcem opisana przez CHWISTKA 91 Kalibracja uwzglgdniaza
zjawisko gaszenia scyntylacji wywoiane przez zawlesing drobnoustrojo-
%8 1 'supernatant,

Viyniki zawartosci germanu w biompsie drobnouat;o;jowej wyrazano w
»H Ge ‘'na 1-g. suchej masy bakterii, ktérq oznaczano Wagowo_ za pomocy,
ultrafiltréw membranowych [11]. Postugujac sie metodg piomieniowe]
spektrofotometrii absorpeii atomowe] wykazano nieobecnodé germanu  w
przemytej *wyjs',ciowej biomagie bakteryjnej oraz stosowanych odczyn-
nikach,
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Izolacja frakejl komdérkowych P, putida 1 DNA baktefyjnego

Izolacjg ‘frakeji komdrkowych przeprowadzano opierajgc sie na me-
todyce opisanej przez HORITSU i 1.nnych[14] dla Pseudomonas olecgvorans
akumulujgcych rteé. Do izolacji pobieranc bdakterie P, putida poddane
wezesniejszej 24 godzinnej inkubacji w Srodowisku zawierajqcym 3,6 mM
pirokatechiny w posywce mineralnej KOJIMA o pE 7,3 oraz 0,5 m¥ germanu
zZnakowanego 7 Ge.2 izolowanych frakcji pobiersno po 1 ml lub 4 ml pré-
by do naczyniek scyntylacyjnych. Dodawano 8 ml scyntylatora Insta-gel
i poddawano zliczeniu w liczni'u scyntylacyjnym. Réwnoczesnie w celu
kalibracji prowadzono réwnolegle izolacje frakcji komérkowych bakterii
po 24 godzinach inkubacji z pirokateching (3,6)mi! i nieznakowanym
germanen (0,5 mi), |

Izolacje DNA ﬁfzeprowadzono postugnjgc sie metodq opisang przez
MARMURA [17]. Do izolacji usyto bakteril, kitére po 24 godzinnej prein-
kubacji z pirokateching (3,6 mM) i germanem (0,5 m) znakowanym ! Ge,
odwirowaniu i ponownej inkubacji w Swiezym $rodowisku hodowlanym 1
identycznym skiadsle, osiggnely eksponencjalng faze wzrostu.Z pOEZCZEw
gélnych frakeji uzyskanych w trakcie izolacji DNA pobierado 1 ml préby
do naczyniek scyntylacyinych, dodawano scyntylatora Insta-gel i podda-
wano gliczanin w néczyﬁku scyntylacyjnym. Réwnoczesnie w celu kalibra-
¢Ji prowadzono izolacje DNA z bakterii P.putidas poddanych analogicznej
preinkubacji z pirokateching i nieznakowanym germenem.

¥yniki i dyskusja

Bloakumulacja i transport germanu w obecnosci
substratu organicznego i w ukladzie bezsubstratowym

Badania bioakumulacji i transportu germanu do komérek Fseudomonas
putida prowadzono metodg obserwacji zmian zawertosei germanu w bioma-
sle bakterii. Roztrzygniecia wymagato stwierdzenie wplywu substratu
organicznego o réznej zdolnosci koﬁﬁlekaowania germanu na przebieg
proceséw transportowych i poziom biocakumulacji tego pierwiastka w ko=
mérkach bakteryjnych, Interesujace réwniez byio wykazanie przsbiegu
biloakumulacji gerﬁanu w drodowisku pozbawionym substratu energetyczne-
go W warunkach bezﬁzroatowych.

- Przeprowadzono wigc obserwacje bicakumulacji germanu w warunkach
aerobowych ze érodowiska zawierajgcego german w stezeniu 0,5 ml! oraz
pirokateching (3,6 mM) lub octen (10 mi) jako Bubstraty orgeniczne.
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Ponadto prowadzono obserwacje zmian poziomu bioakumulacji germanu w
trgkcie napowietrzania w Srodowisku zawierajscym german, lecz pozba-
wionym substratu organicznego. Obserwacje takie przeprowadzono stosu-
Jac blomase bakterii uzyskang z chemostatu w warunkach hodowli cig-
gej o 7 godz. czasie retencji, przysiosowanych do biodegradacji 3,6
mi pirokatechiny. Wyniki tych doswiadczen przedstawiono na rys. 1,
na ktérym podano réwniez krzywe wzrostu bakterii, wyznaczone réwno-
czesnie z prowadzonymi obserwacjami bioakumulacji germanu, We wszyst-
kich przypadkach poziom bloakumulacji osizgng® warto3é maksymalng w
W péinej eksponencjalnej fazie wzrostu.

Octan sodu jest zwiqzkiem tatwo przyswajalnym przez bakterie Pse-
udomonas sp., Nie tworzy on poXgczen kompleksowych 2z germanem. Wyjs=-
ciowe stezenie octanu sodu uzyte w tych deswiadczeniach(10 md) w przy-
blizeniu odpowladalo stezeniu pirokatechiny 3,6 mM w przeliczeniu na
1lo0séé substratowego wegla w srodowisku hodowlanym.Ponadto krzywe wzro-
stu szczepu P, putida w pozywce mineralnej KOJIMA 2z dodatkiem 3,6 mM
pirckatechiny lub 10 = octanu mialy przebieg zblizony (rys. 1 i 2).
Hdoglo to wskszywaé na dobranie w przyblizeniu poréwnywalnych warunkdéw
przeblegu wzrostu populacji bakterii w obecnosci kazdego z tych subgt-
ratéw. ¥ przeprowadzonych badaniach octan okazal 8ie substratem znacz-
nie mniej efekiywnym z punktu widzenia procesu biocakumulacji germanu.
Wyrainie niZszy poziom bioakumulacji tego pierwimstka po inkubacji ba~
kterii z germanem w Srodowisku zawlerajjcym octan sodu mdégt byé 2wig-
zany z wysigpowaniem réznych mechanizmdéw transportu germanu w obecno-
S$ci octanu i pirokatechiny.

Podobnie wyraine réznice poziomu bicakumukacji germanu sparawdzo-
no w doswiadczeniach, w ktérych éledzono nagromadzenie germanu w ko-
mérkach P, putida w Srodowisku o wyzszym, 2 mX steseniu tego plerwias-
tka w obecnosci pirokatechiny lub octanu oraz w nieobecnosci substratu -
organicznego. %yniki tych obserwacji przedstawiono na rys. 2. Stwier-
dzono, e najwyiszy poziom bicakumulacji wynoszqcy 29LdGé na g suchej
masy oei&sanO.gdy do Srodowiska hodowlanegona poczatku doswiadczenia
wprowadzono 3,6 mM pirokatechiny. W przypadku, gdy poczatkowo stezenie
pirokatechiny wynosiXo 1mM, maksymalny poziom biocakumulacji byk nizezy
i wynosiz okozo 101uu Ge na g\puchej masy. Przebieg krzywych nagroma-
dzania germanu wskazywal, %e w obu przypadkach osiggnieto poziom nagy-
cenia. Réwniez w tym doswiadtzeniu octan sodu okasaz sige subsiratem
mniej efektywnym, a osisgnigty poziom bioakumulacji wynosit tylko oko-
10 7 UM Ge na g suchej masy.

Poréwnujgc wyniki uzyskene w tych doswiadczeniach (rys.1,2) mozna
zauwazyé, e poziom biloakumulacjii germanu w przypadku uzycia octanu
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Rys. 2. Bioakumulacja germanu—
przez Faeudomonas putida w czasie
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terii, Poczatkowe stezenie ger-
nanu 2 mli, Bakterie indukowane
do biodegradacji 3,6 m! pircka-
techiny.




Transport i lokalizacja germanu... 259

Jako substratu energetycznego byt tylko nieznacznie wyzszy od pozicmu
osiggnigtego w warunkach bezwzrostowych,gdy Srodowisko hodowlane byko
pezbawione zZrddia wegla i energii.

Rénice poziomu bioakumulacji germanu obserwowane w przypadku
uzycia réinych wyjsciowych steien pirokatechiny mogg sugerowaé, %e
tranasport germanu zaleza od ilosci kompleksujgcego substratu dwuhy-
droksyfenolowego wprowadzanego do $rodowiska (rye.?).Biorqc pod uwa-
8¢, %e stezenie germanu w tym s$rodowisku wynosiio 2 mM, mozliwosé cal-
kowitego zwigzania przez pirockatechine w zwigzek kompleksowy zacho-
dzi?a tylko'w Srodowisku o wyzszym steieniu tego subsiratu aromaty-
cznego (3,6 m¥),

Analizujgc wyniki porzednich doswiadczen mozna byto przypuszczad,
2e poziom biocakumulacji germanu w komdrkach mozna zwiekszyé przez
przeniesienie bakterii wstepnie "naladowanych™ tym pierwiastkiem, do
Swiezego sSrodowiska hodowlanego z substratem organiczym i1  germanem.
% tym celu wykoneno nastepujgce doswiadczenie. Odwirowane  bakterie
wprcowacdzano do $rodowiska zawierajgcego 2 mi germenu znskowanego 71Gé
oraz 3,6 mX pirokatechiny lub 10 mX octanu sodu w pozywce mineralnej
KOJIXA o pH 7,3. Kolby zawierajgce 0,5 1 zawiesiny bakteryjnej napo-
wietrzano w wytrzasarce. Préby pobierano po 6, 12, 24 L 36 godzinach
inkubacji. Po 12 i 24 dodzinach od momentu startu doswindczenia, po-
zostala po pobraniu préb zawiesine bakteryjng w calosci odwirowywano
1 zawieszano w sSwieiym sSrodowisku hodowlanym o identycznym skladzie.
Réwnoczesnie, w celu umozliwienia postgpowania kalibracyjnego,prowa—
dzono doktadnie w ten sam sposdb dwie snalogiczne hodowle z pirokate-
ching lub octanem = charakterze substratéw orgenicznych, przy czym w
$rodowisku hodowlanym znajdowal sie wylgcznie german nieznakowany w
steieniu 2 ml. Wyniki przedstawiono na rys. 3.

Stwierdzono, ze poziom bioakumulacji germanu obserwowany W przy-
padku uzycia pirokatechiny jsko substratu wzrostowego by: wyraZnie
wyzezy od poziomu uzyskanego w obecnosci octanu. Nie obserwowano je-
dnak, aby poziom bioakumulacji tego plerwiastka znacznie wzrastaz w
wyniku powtarzanego wprowadzenia pakterii "natadowanych" germanem do
$wiezego Srodowigka inkubacyjnego z substratem organiczym i germanem.
Nie udawalo sie/wiec przez wprowadzenie do Srodowiska kolejnych por-
cji substratu organiczmego i dwutlenku germanu doprowadzié do znacz-
nego podwyiszenia akumulacji tego pilerwiastka w komdérkach bakteryj-
nych. logtoby to sugerowaé , 28 w komdrce bakteryjnej istnieje ogra-
niczona 1lo0s¢ miejsc, ktdére moga wigzaé german 4 nawet dostarczenie
organizmowi eﬁergil pochodzgcej z metabolizmu substratu nie mogio te]
1io§c} zwigkszyé, Wydaje gle¢ prawdopodobne, Ze german moze byé wigzany
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Rys. 3. Bioakumulacja germanu przez Pseucdononas nutida w czasie bilo-

degradacji 3,6 ml pirokatechiny lub 10 mid octanu w obecnosci 2 mM

gérmanu., Hoaowla periodyczna przenoszona do swiezego srodowiska hodo-
wlanego w odstepach 12 godzinnych.

w wiekszosci w obrebie sSciany komdrkowej tak jak to wykazano w przy-

padku Bacillus gubtilis [2, 3 4] lub Citrobacter en.1] akumulujgcych
rézne metale.

Mozna rowniez przypuszczad, ze mieisca wigzania i transportu ger-
manu mogty w jakis sposdb byé zwlzzane z metabolizmem pirokatechiny,
nydaje sie prawdopodobne, ze pewna czesé germeanu wchodzi do wnetrza
komorki bakterii,przy czym wchodzenie to ulatwione jest przez tworze-
nie pozgczenia kompleksowego z pirokateching. Trudno byZoby bowiem
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wytiumaczyé istnienie réznic poziomu bioakumulacji germanu w przypad-

ku uzycia pirokatechiny i octanu przez réinice wielkosci energii meta-
bolicznej uzyskanej w wyniku biodegeradacji substratu 1 wykorzystane}

w procesie transportu germanu. Wyzszy jednak poziocm bioakumulacji ob-

gserwowany w obecnosci subsiratu organicznego w.pordéwnaniu z poziomenm

stwierdzonym w warunkach substratowych mdgi wakazywaé na to, ze czesé

germanu wchodzita do komdrki bakteryjnej kosztem energii metaboli-

cznej mimo, 12z w nieobecnosci substratu nie mozna pominge roll metabo-
lizmu endogennego, Transport germanu w warunkach bezsubstratowych mégz
przeblegad przede wszystkim wskutek réznicy energii swobodnej zwig-

zanej z gradianem siegzen,

Wie mozna réwniez wykluczyé przypuszczenia, e miejsca wigzania
germanu w komérce bakterii moga byé indukowane pod wpiywem pirokate-
chiny. Problemu tego nie da sig w obecym etapie badan -‘rozstrzygngé
bez wykonania mikroanalizy rentgenowskiej lub badan z preparatami
izolowanych Scian komérkowych, tak jak to uczynili BEVERIDGE 1 MUR-
RAY [4 ] w badaniu akuoulacji réznych metali przez Bacillus subtilis.

Zbadania wymegalo stwierdzenie wigzania sie germanu z powierz-
chnig komdérki bakteryjmej. W tym celu szczep Pseudomonas putida in-
kubowano przez 6 godz. w pozywce mineralnej KOJIMA z dodatkiem germa-
nu znakowanego Mge (0,5 mM) 1 pirokatechiny (3,6 mM). Nastepnie ba-
kterie przemywano réwng objetoscia pozywki mineralnej (bez ekstraktu
drozdzowego) 1 oznaczono radicaktywnosé przemytej prdby tiomasy meto-
dg scyntylacyjng. Pomijano oznaczenla. radicaktywnosci odwirowanych
nieprzemytych bakterii ze wzgledu na mozliwosé znacznych bxedéw zwig-
zanych 2 okludowaniem supernatantu o wysokiej radiocaktywnosci pocho-
dzgcej od rozpuszczonego izotopu germenu.Bakterie poddawano nastgpnie
serii 3 kolejnych przemywan réwng objetoscia mineralnej poizywki KOJIMA
(bez ekstratku drozdzowego) lub réwng objetoscia pozywki KOJIMA za-
wierajgcej nieénakowany german w stezeniu 0,5 mM, Wyniki przedstawiono
na rysunku 4, “

Przemywanie roztworem pozywki mineralnej powodowalo wymywanie cze-
Scl germanu luzniej zwiazanego z komérks bakteryjng. Wielkosd ta wyno-
gira okozo 5 do 6 Qi germanu na g suchej masy. Byt to prawdopodobnie
german zwigzany z powlerzchnig komérki wskutek oddziaXywan fizykoche-~
micznych. Nieco wigce] germanu wyptukiwano, gdy w roztworze przemywa-
Jacym znajdowat sig germen nieznakowany, Wymywanie to zachodzito. praw-
dopodobnie wskutek dbdétkowego udzialiu wymlany wymiany izotopowe] ger-
manu znakowanego na nieznakowany. Dalsze kolejne przemywania nie powo-
dowaly juz istniejgcych zmian steZenia germanu. Nalezalo wiec uznad,ze
by on trwale zwiqzanx w komérce bakteryjnej. Podobne zachowanie ob-
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Interesujqcym problemem byto réwniez stwierdzrnie przebiegu bio-
akumulacji germanu przez bakterie nieindukowane do rozkiadu pirockate-
chiny, uprzednio poddane represji enzymatycznej przez 3 tygodniowg
hodowle w Srodowisku zawierajgcym octan sodu jako jedyne Zrddzo wegla.
¥ tym celu przeprowadzono obserwacje nagromadzania germanu w komdr-
kach bakteryjnych w przypadku, gdy w srodowisku hodowlanym wysigpowal
german w stgseniu 2 uwM oraz pirokatechina 1 1lub(3,6 mi) 1lub- octan
sodu (10 mM). Ponadto $ledzono zmisny .poziomu bioakumulacji germanu w
trakcle napowietrzania w $rodowisku zawierajgcym 2 mM germanu, lecz
pozbawlonym subsiratu organicznego. Wyniki tych obserwacjl przedsta-
wiono na rys. 5. :

~ W przypadku usycia piroketechiny Jako substratu energetycznego
bakterie wykazywaly dosé diugg, prewie 3 godz. faze zastoju (lag).
Substrat ten zostaX roztozony po 4 lub 7 godzinach inkubacji w zalez~-
noéci od uzytego stesenia pirokatechiny (1 lub 3,6 mi).
Poziom akumulacji germanu osiggniety w przypadku uzycia pircka-
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techiny i octanu oraz w warunkach bezsubstratowych w przypadia: uzycia
doktadnie pozicmowl stwierdzonemu poprzednic w przypadku uiycia bak-
terli wstegpnie indukcyjnie przystiosowanych do rozktadu pirokatechiny,
Bakterie P, putida w jednym cyklu wzrostowym indukowaly aparat enzy-
matyczny zaangaizowany w rozkiadzie substratu o strukturze aromatycz-
nejf’ﬂozna wigc by2o stwlerdzié bezposredni  zwigzek bioakumhlacji
gernanu z metabolizmem pirokatechiny. Potwierdzilo' to przypuszczenie,
ze iransport germanu byt uatiwiony przez tworzenie kompleksu z piro-
kateching jako substratem. Akumulacje germanu w fazie zastoju ' mozna
wigc byZo %3zezyé z przewagg wigzania tego plerwiastka w powleszchnio-
vej wmarstwie komérki oraz z nasilenienm wewngirzkomdérkowej biocakumulae
¢ji w logarytmicznej fazle wzrostu bakterii (rys. 5).

FpZyw stgienia germanu na poziom bioakumulacji
tego pierwiastka w komdrkach bakteryjnych

Interesujgce byzo %twierdzenie wpiywu stezenla germanu w $rodo-
wisku hodowlanym na poziom bioakumulacji tego plerwiastka w komérkach
bacanego szczepu P. putida. Przeprowadzono wigc obserwacje zmian po-
ziocxu bloaskurulacji germanu w kamdrkach tych bakterii w trakcie ich 8
godzinnej inkubacji w érodowisku, do ktérego wprowadzono german w
stezeniu 2, 1; 0,5 1 0,1 mX oraz 3,6 mM pirokatechiny lub 10mM octanu
sodu., Wyniki zebrano na rys. 6 i 7. .

Réwniez w tej serii badan stwierdzono, te w obecnosci pirokatew.
chiny 1los¢ germanu nagromadzonego w komdérkach bakterii byia okoto 2
do 3 krotnie wyzsza od 1lodci germanu akumulowanego w obdcnodci octa-
nu, Niezaleznie od rodzaju substratu organicznego przebieg biocakumu-
lacji germanu wykazywat charakter krzywej nacycenia., Poziom tej bio~
akumulacji osiggna? wart 0s¢ maksymalng w péinej eksponencjalnej fazie
wzrostu podobnie Jek w doswiadczeniach poprzednich. Okazazo sie po-
nadto, e poziom bioakumulacji germanu w komérkach P. putida zalesal
od stezenia tego plerwiastka w sSrodowisku hodowlanym i rési ze wzro-
stem tego steienia. Obnisenie steZenia germanu w tym Srodowisim po 8
godzinnej inkubacji z zawiesing bakterii w wyniku. zwigzania czedci
tego pierwiastka z biomasg bakteryjng byto jednek niewielkis, B

Ciekawych informacji dostarczyto badanie zaleznosci poczgtkowe]
szybkoscl wnoszenia germanu do komérek drobnoustrojowych od wyjsciowe-
go stgienia tego pierwiastka w srodowisku hodowlanym. Poczqtkowa 82yb-
kosé wnoszenia germanu obliczano dzielgc wielko$é bioakumulacji ger-
manu stwierdzong po 15 min. inkubacji przez czas (15 minut) i wyraza-
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Rys. 5. Biloakumulacja germamu Rys. 6. Wplyw wyjsciowego steze-
przez Pseudomonas putida w cza- nia germanu na przebieg bioaku-
sie biodegradacjI pirokatechiny,

mulacji tego pierwiastka przez

octenu lub w warunkach bezsub-
stratowych oraz krzywe wzrostu
bakterii. Poczgtkowe stesenie
gérmanu 2 mM, Bakterie . poddane
uprzedniej 21-dniowej represji
enzymatycznej przez hodowle w
obecnosci octanu jako jedynego
Zrédta wegla,

Pseudomonas putida w czasie bio-
degradacji J,6 m¥ pirokatechiny
oraz krzywe wzrostu bakterii,
Bakterie indukowane do bicdegra-
dacji 3,6 mM pirokatechiny oraz
krzywe wzrostu bakterii.Bakterie
ErBukowane do biodegradacii 3,6
ml! pirokatechiny,
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no w oM Ge na g suche] maey na godzing. Zaleinosé ta, przedstawlana

na rys. 8A wykazaza charakter liniowy w przypadku obu substratdw

organicznych: pirokatechiny i octanu. Szybkesé wnoszenia  germanu

przez octan byta jednak prawie trzykrotnie nizsza. Na podsiawie ta-

kiego przebiegu zaleinosci v od S moinmby wnioskowaé, %e transport

germanu w badanym zakresie stezen ograniczornym rozpuszczalnoscig dwu-
tlenku germanu, przeblegaz na drodze dyfuzyjmej.

Ciskawych informacji desterczyto badanie tej samej zaleiznosci
8zybkosci wnoszenia germanu od jego wyjsclowego stezenia w Srodowis-
ku w przypadku, gdy predkosé wnoszenia obliczamo dzielgc uzyskany
pozium nasycenia (po 8 godz, inkubacji) przez czas (8 godz.). Zale-
tnogé t¢ przedstawiono na rys, 8B. Okezaio sie,3e w przypadku uzycia
octanu jako eubstretu wzrostowego zaleznosé ta nie ulega zmianie 1
w dalszym cilggu niaXa przebieg liniowy. W przypadku zas,gdy substra-
tem wzrostowym byta pirokatechine zalezndsé v od 3 wykazywaia charsk-
ter nasycenia. Zdajac soble sprawg z cgraniczed zwigzanych z przy-
jeciem za podstawg obliczerd tak ditugiego czasu Iinkubacjli siwlerdza
sie jednak wyraing réinice w przebiegu tych krzywych w zaleznoscl od .
uzytego substratu. Wydaje sie, 2e réznice te mozna tlumaczyé przyj-
mujqe, 2e transport miek charakter =olony. By to tranaport gidwnie
dyfuzyjny oraz w mniejszym stopniu substratowo specyficzny zwigzany
z wnoszeniem germenu w postaci kompleksu germanopirokatechinowego.
Charakter dyfuzyjny ujawnia} sie szczegélnie w pierwszej fazie tran-
sportu w krétkim czasie inkubacji orsz w przypadku uzycia octanu ja-
ko substratu wzrostowego. ¥ obecnoscl pirokatechiny transport germa-
nu mial charakter zXozony.

German w izolowanych frakcjach komérkowych
1 DNA szczepu Pseudomonas putida

W celu wyjesnienia lokalizacji germanu w strukturach komérkowych
szczepu: Pseudamonas putida ATCC 33015 akumulujacych ten plerwiastek
przeprowadzono izolacje poszczegélnych frakcji komérkowych posiugujac
slg metodykg oplsang przez HORITSU i innych [14]. Uzyskaﬁo dwie pod=~
gtawowe frakcje,Prakcja rozpuszczalna zawierala elementy mikrosomale-
ne, biatka i kwasy nukleinowe, Frakcja nierozpuszczalna skiada sig z
lipidéw 1 polisacharydéw.*ﬁawartoéé germanu w poszczegdlnych izolowa-
nych frakcjach komérkochh przedstawiono na rys.9. Germhn wystgpowal
w tych frakcjach w résnej ilosci. Znaczne ilosci, wynoszgce okoio 22
QM Ge na g suchej masy bakterii wzietych do izolacji znaleziono we
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Rys. 9. Zawartosé germamu we frakciach komérkowych Pseudomonass putida
izolomenych wedtug metody HORITSU [14]. Wartosci® obIIczone na T g Buc
chej masy bakterii.

frakcji polisacharyddw. Stanowilo to pomad 60% catej zawartosci ger-~
manu stwierdzonej w obu géwnych frakcjach: rozpuszczalnej 4 nieroz-
puszczalnej. Moglo by to wskazywaé na zwigzywanie wiekszofci germanu
w obreble Sclany komérkowej bogatej w polisacharydy. Mniéjsze ilodci
germanu wynoszgce okoto 12 LM Ge na g suchej masy bakterii zmalezieno
we frakcji zawierajgcej DNA.i biazka. Stanowilo to ponad 30 £ akumue
lowanego germanu, .

“Wyniki wczedniejszych badad MARCZYNSKIBGO-[16 ] udowodnizy mozli-
wosé tworzenia zwigzkéw kompleksowych germanu z kwasami nukleincwymi
w warunkach in vitro, Celem sprawezenia, czy w warunkach in vive ger-
men wigze si¢ z kwasami nukleinowymi bakterii P, putida akumulujacych
ten plerwiastek, przeprowadzono izolacje DNA bakteryjnego postugujgc
sie metodq izolacji opisang przer MARMURA [17]. Wyniki tej 4zolacji
przestawiono na rys. 10, Stwierdzono obecnosé germanu we wszystkich
frakcjach zawlerajgcych DNA, W trekcie jednak odbiaZczanie preparatu
1lodé ta zmixiejszyla sig, Zawarto$é germanu w nalezycie odbiiXczonym
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DNA wynosita okozo 1 M¥ Ge na g suchej masy bakterii uzytych do izo-
lacji. Uzyskane wyniki wekazujg, te pawna czgéé tego pierwiastka po
wejsciu do wnetrza kemérek bakteryjnych moze podlegaé wigzaniu przez -
kwasy nukleinowe i biaXka, ‘

Bia2ka

.000 "7 F “/.-

A, NEA
7,8 pi Ge/g

German v lisscie Bakteryjaym 44,9 a Go/(-
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Rys. 10. Zawarto$é germanu we frakcjach komérkowych Pseudomonas puti-
da izolowanych wedtug metody MARMIRA 17 . Biale pola oznaczajg straty
: ¢ preparatywne, :
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TRANSPORT AND DISTRIBUTION OF GERMANIUM IN
Pseudomonas putida CELIS ACCUMULATING THIS ELEMENT

The bloaccumulation was studied of germ;nium by a wild strain of

Pseudomonas putida ATCC 33015 growing in the presencs pf two selected

Bubstrates: catechol or sodium acetate. In aqueous solution catechol
formed spontaneocusly a complex compound with germanium. Agcumulation
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of germanium in the medium without growth substrate was investigated
for comparison. The study was performed by following the changes in
the bloaccumulation levelI of germanium labelled with 71Ge in bacter-
ial celis. -

The highest biocaccumulation sand rate of transport of.this element
was observed when catechol as sole carbon source wae present in the
medium.Cermanium cContent obtained in such conditions was about 3 ti-
mes higher than that observed in the cells growing in the presence of
acetate or in the absence of the growth substrate.The germanium upta-
ke reached its maximum value late in the logarithmic phase of growth
cycle. The uptake curve exhibited a saturation character irrespective
of whether catechol or acetate was used as growth substrate.

The rate of transport and bioaccumulation level of germanium in
Pseudomonas putida cells depended upon the initial concentration of
this element in the medium and grew proportiocnally to the comcentra-
tion. It seems that transport of germanium into Pseudomonas putida
cells was driven mainly by diffusion and it was, to a 1less extent,
subsirate-apecific and connected with the uptake of germanium in the
of germaenium-catechol complex.

The observations of the germanium distribution in the cells
showed that a majority of this element was bound within “the cell
wall, Germanium was also found in the nucleic acid~ and protein fra-
ction., It was evidenced that a part of germanium entering inside of
the cell was bound by nucleic acids,
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