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1. Wstep

ermin ,,metale ciezkie” kojarzy sie z toksycznoscig. Mimo ze jest on po-

wszechnie stosowany, dotgd nie zostat SeisSle zdefiniowany, np. wg We-

ntsela i in. [1], metale eiezkie to: Ag, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb, Sn, Ti
oraz V.

Wong i Li [2] uwazajg, ze nalezy jeszcze dodatkowo zaliczy¢ do wymie-
nionej grupy: Ca, Mg, Mn oraz Na.

Ze wzgledu na to, ze nie ma zadnego zwigzku pomiedzy masa wihasciwg
a masg atomowg metati termin ,,metale ciezkie” jest niejednoznaczny. Ponad-
to obejmuje on heterogenng grupe metali o réznorodnych wiasciwosciach
fizykochemicznych.

Bardziej zasadny jest podziat metali ze wzgledu na charakter ieh oddzia-
tywania biologicznego. Nieboer i Richardson [3] wskazali, ze metale mozna
klasyfikowa¢ odpowiednio do powinowatosci do tworzenia kompleksow (z jo-
nami i atomami) wedtug eiggu preferencyjnego:

F->Cl >Br>J->0>N>S

Metale klasy A tworzg kompleksy wedtug podanego ciggu, metate kiasy
B doktadnie odwrotnie, natomiast metale klasy C tworzg klase posrednia —
charakteryzujg sie toleranc}'jnoscia.

Wedtug podanego podziatu do poszczegélnyeh klas naleza:

Ai2+, Ba2+, Be2+, Ca2+, Cs+, K+, Mg2+, Nat;
Ag+, Au+, Bi3+, Cu+, Hg2+, Pb4+, Pt2+;
As"+, Cd2+, Co2+, Cr2+, Cu2+, Ph2+, Sn2+, Sn™+, Mn2+, Ni2+, Zn2+, y2+-
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26 J6zef Grabowski i inni

Na ogdt, jony metali z klasy B sg bardziej toksyezne od jonéw klasy C,
a C bardziej toksyczne od jondw klasy A.

Najczesciej, efekt metalu bada sie wprowadzajac go do naturalnego Sro-
dowiska okreslonej kultury mikroorganizméw. Uzyskane tg drogg wyniki trudno
uogolnia¢, przede wszystkim dlatego, ze w obecnosci licznych chemikalii,
metale tworzg réznorodne zwiazki, ktérych oddziatywanie na mikroorganizmy
moze by¢ krancowo rézne. Przyktadowo chrom, oprécz kationu metalu, moze
wystepowac jako: HCrO;, CrO"», Cr(OH);, CrlOHjg, CrlOH), CaCr°, CuCrO°,
itd. [3]. Na posta¢ chromu w roztworze znaczny wpfyw maja tez inne metale,
np. FeM” redukuje Cr(VI) do Cr(lll), natomiast Mn®+ utlenia Cr(lll) do Cr(VI).
Efekt obu wymienionych proceséw zalezy silnie od pH i innych parametréw
fizykochemicznych [4]. Stad, niezwykle wazne przy badaniu toksycznosci me-
tali dla mikroorganizmoéw jest analizowanie najpierw mozliwie najprostszych
przypadkéw. W pracy badano:

a) glony Chlorella pyrenoidosa w roztworze soli metalu,

b) biocenozy mikroorganizmow (glony, bakterie) w warunkach naturalnych
z roznymi dawkami metalu.

Toksycznos¢ metali dla mikroorganizméw badano metodg testu opartego
na fluorogennym substracie (w pracy wykorzystano dwuoctan fluoresceiny:
FDA).

2. Materialy i metody

Glony Chlorella pyrenoidosa hodowano w warunkach laboratoryjnych jako
kulture statyczna.

Osad czynny hodowano w warunkach laboratoryjnych na sztucznych $cie-
kach [5].

Glony oddzielono od pozywki: 2 razy odwirowanie + ,roztworzenie w wo-
dzie destylowanej”. Nastepnie, glony w wodzie destylowanej mieszano w od-
powiednich proporcjach z roztworem metalu w wodzie destylowanej i uzu-
petniano do wymaganej objetosci woda destylowang. Badano metale: Cd, Co,
Cr(lll), Cr(VI), Cu, Hg, Ni, Pb i Zn, ktdre rozpuszczano w wodzie destylowanej
w postaci chlorkow.

W przypadku osadu czynnego probki do badan przygotowSrwano poprzez
mieszanie zawiesiny osadu w roztworze $ciekdw z roztworem danego metalu
i rozcienczono buforem fosforanowym (pH 7,0; 0,2 M) w proporcji 1:1.

Szybkos$¢ narastania sygnatu fluoresceiny rejestrowano spektrofluorome-
trem PERKIN-ELMER. Badang prébke wzbudzano diugoscig fali 465 nm,
a sygnat natezenia rejestrowano dla dtugosci fali 512 nm.

3. Test toksycznosci

w badaniach toksycznosci metali dla mikroorganizmow stosowano metode
substratu fluorogennego. Jako substrat fluorogenny wykorzystano dwuoctan
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fluoresceiny (Fluorescein diacetate: 596-09-8, SIGMA). Do badanej proébki z
mikroorganizmami dodawano FDA w acetonie (2 mg/ml) w ilosci 50 gl na
5 ml [3,6].

Molekuty dwuoctanu fluoresceiny (FDA), jako niepolarne tatwo wnikajg
do wnetrza komérek mikroorganizmow, gdzie z udziatem wewnagtrzkomor-

kowego enzymu: esterazy, ulegaja przemianie w silnie fluoryzujgcy produkt:
fluoresceine — patrz ryc. 1

ESTERAZA

2H20 OH  >2CH}COOH

DWUOCTAN FLUORESCEINY FLUORESCEINA

Ryc. 1. Schemat wewnatrzkomérkowej hydrolizy dwuoctanu fluoresceiny.

Szybko$¢ wymienionej reakcji (mierzona szybkoscia narastania natezenia
fluorescencji fluoresceiny) zalezy od toksycznosci srodowiska komorek mi-
kroorganizmow. W obecnosci inhibitora reakcja enzirmatyczna moze przebie-
ga¢ wedtug schematu (przypadek inhibicji mieszanej):

£+ s ESNE+P

<

-h -f
Ryc. 2. Schemat reakcji enzymatycznej
_ w obecnosci inhibitora (E — enzym; S —
Mir substrat: ES — kompleks; enzym — sub-
strat, EI — kompleks: enzym — inhibitor,
E| + S ESI ESI — kompleks: enzym — substrat — in-

hibitor, P — produkt).

Dla tego schematu, szybko$¢ przemiany enzymatycznej jest okreslona za-
leznoscia [7,8]:

[S]
1+8SI2
1)
Ky ysi2® B
gdzie:
gm — maksymalnie mozliwa wzgledna szybkos$¢ reakcji.
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Ks — stata Michaelisa-Mentena,

[S] — koncentracja substratu,

511 — stala inhibicji zwigzana z powstawaniem kompleksu: enzym —
inhibitor (El); Sil = [I] k3/k_3,

512 stata inhibicji zwigzana z powstawaniem kompleksu: enzym —

substrat — inhibitor (ESI); SI2 =[] k4/k.4.

W zaleznosci od wartosci Sll oraz SI2 mozna wyrézni¢ nastepujace przy-
padki szczegblne:

1) inhibicja konkurencyjna: SIl ~0: SI2=0
2) inhibicja niekonkurencyjna: SIt=S8SI12~0
3) inhibicja akonkurencyjna: Sl =0; SI2~ 0
4) brak inhibicji: Sil =SI12=0
Podstawiajac: hr
1 +SI2
_ v, (L FSID
Kn=K3 % v si2

do wyrazenia (1) otrz3rmuje sie zwiazek majacy posta¢ zaleznosci Michaelisa-
Mentena:

hM
+ [3]

Test toksycznosci oparty na fluorogennym substracie wykorzystuje bez-
posredni zwigzek pomiedzy p/po (stosunek wzglednej szybkosci wewnatrz-
komorkowej reakcji enzymatycznej ,,z" i ,w" obecnosci inhibitora) i mierzong
szybkoscia narastania sygnatu fluorescencji fluoresceiny zgodnie z relacja:

)

AL
At Alf ]

o AN AL )
At

gdzie A Ifg/™ " oraz A Ip/At sa szybkosciami narastania sygnatu mierzonej
fluorescencji, odpowiednio: bez i w obecnosci, inhibitora. Badanie zaleznosci
h/ho (gdzie Po jest wzgledng szybkos$cig enzymatycznej reakcji przy braku
inhibicji) pozwala uzyska¢ dane o toksycznosci i mechanizmie inhibicji.

4. Wyniki i dyskusja

4.1. Wewnatrzkomérkowa hydroliza FDA

Celem sprawdzenia stusznosci wyrazenia (4) w przypadku FDA, analizo-
wano w pracy zaleznosci I/p od 1/[S], dla r6znych koncentracji substratu.
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Ryc. 3. Eksperymentalne potwierdzenie spetnienia zaleznosci (4).

Prostoliniowy charakter wymienionych zaleznosci — patrz ryc. 2B —
wskazuje, ze przyjety sehemat reakcji (patrz ryc. 1) opisuje satysfakejonujaco
wewnatrzkomoérkowa hydrolize FDA do fluoresceiny. W zwigzku z tym wy-
razenie (4) moze by¢ vyykorzystane do badania mechanizmoéw inhibicji (np.
poprzez analize wykresOw Lineweaver-Burka charakteryzujgcych metale).

4.2. Wptyw pH
Wilasciwosei fluorescencyjne fluoresceiny, wydajnos¢ fluoresceneji i ksztakt
widma wzbudzenia, silnie zalezg od pH — patrz lye. 4 i 5.

Jednoczesnie ksztatt widma iluoreseencji, dla koneentracji fluoresceiny
< 5,3 10 @ mola/l jest zachowany, tj. niezalezny od pH. W zakresie pH 7,0-
5,8 widmo wzbudzenia eharakteryzuje sie stosunkiem F*eg/F*go = Dla
zakresu pH 5,4-3,5 wydajnos$¢ fluoresceneji maleje, eho¢ duzo wolniej wraz
ze spadkiem pH. W tym zakresie obserwuje sief'edynie nieznaezng zmiane
ksztattu widma wzbudzenia pH 5,4: FAg|/F*gQ s 1,4; pH 3,5: F*gg/F*gJ s 2,0:
stosunek rézni sie od stosunku w zakresie pH 7,0-5,6 a wydajnos¢ fluore-
sceneji®™monotonieznie maleje (AF/ApH = 0,5) ze spadkiem pH. Ksztakt
F468/F490 = 1.4 widma wzbudzenia w tym zakresie nie ulega zmianie.

Przy pH s 5,5, nastepuje transformacja Igo/Qrzedniej fostaci fluoresceiny
w inng: FMg/Frgg = 1,05 (przy pH 5,6), do F"/F~gg = 1,4 (przy pH 5,4).
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Ryc. 5. Wplyw pH na ksztat widma wzbudze-
nia (jednostki wzgledne, jak na ryc. 3).

J6zef Grabowski i inni

Ryc. 4. Wplyw pH na
wydajnos¢  fluorescencji
(jednostki wzgledne: wy-
dajnos¢ dla pH = 7,0 przy-
jeto jako 1) fluoresceiny.
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4.3. Wptyw metali na obserwowang szybkos¢ narastania sygnatu
natezenia fluorescencji fluoresceiny (produktu wewngtrzkomérkowej
hydrolizy FDA)

Badane metale Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Pb i Zn, obnizajg szybko$¢ narastania
sygnatu produktu wewnatrzkomérkowej hydrolizy FDA: fluoresceiny — sku-
tecznos¢ tego obnizenia zalezy od rodzaju metalu i rosnie wraz z jego kon-
centracjg — patrz ryc. 6 i 7.

Ryc. 6. Wptyw koncentracji metalu (Cu oraz Zn) na szybkos$¢ narastania sygnatu fluoresceiny
(produktu wewnatrzkomérkowej hydrolizy FDA). Rdzne oznaczenia punktéw dla Cu (czes¢ A)
odpowiadajg réznym seriom pomiarowym.

Dla przypadkow, gdy s6l metalu stanowi jedyny zwigzek chemiczny w za-
wiesinie komérek glonéw, na efekt metalu moga skitadac sie dwie przyczyny:
(1) wywotane obecnoscig metalu obnizenie pH Srodowiska (i obnizenie wy-
dajnosci kwantowej obserwowanej fluorescencji fluoresceiny — patrz lyc.
4) oraz (2) stres komoérek glonéw (wywotany badZz obnizeniem sie zewnetrz-
nego pH badZ oddziatywaniem samego metalu na komérki — patrz ryc. 8)
objawiajacy sie inhibicja wewnatrzkomérkowej hydrolizy FDA do fluo-
resceiny.
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Ryc. 7. Wplyw koncentracji metalu (Co oraz Cd) na szybko$¢ narastania sygnatu fluoresceiny
(produkt wewngtrzkomoérkowej hydrolizy FDA).

I + FLUORHSCEINA + Cr (ID) 1 » FLUORESCEINA + Cr (V1)
21 GLONY + FDA + Cr (Ul) - 2-GLONY + FDA + Cr (VI)
0
10
o
o O
0.8 — A
A
A2
0.6
0 20 40 0 200 400
KONCENTRACIJA Cr (Ul) ppm KONCENTRACJA Cr (VI) ppm

Ryc. 8. Wptyw metalu [Cr(lll) oraz Cr(VI] na natezenie fluorescencji fluoresceiny w roztworze
buforu; krzywe 1 oraz szybko$¢ narastania sygnatu fluorescencji fluoresceiny — produkt we-
wnatrzkomdrkowej hydrolizy FDA: krzywe 2.
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Dla badanych dwoch przypadkéw mieszanin metali: Cr(VI)+Cu(ll) oraz
Cu(ID+Ca(ll) — patrz ryc. 9 — obserwuje sie wyrazne oddziatywanie anta-
gonistyczne (efekt inhibicji dla mieszaniny jest mniejszy niz wynikatoby to
ze zwyklej add3dywnosci efektow pojedynezych metati). Najprawdopodobniej
oznacza to, ze sumaryczna koncentracja dwoch metali obniza pH zawiesiny
mniej niz to wynikatoby ze zwyklej addytywnosci efektéw od pojedynczych
metati.

Ryc. 9. Wplyw mieszanin metali: Cu(ll) + Ca(ll) oraz Cr(VI) + Cu(ll), na szybko$¢ narastania
sygnatu fluorescencji fluoresceiny — produktu wewngtrzkomérkowej hydrolizy FDA.

4.4, Mechanizm inhibicji metali

Wykres Lineweaver-Burka [9] zaleznoSci (4), pozwala wnioskowaé¢ o me-
chanizmie inhibicji metalu. Przyktadowe wyniki uzyskiwane dla Hg, Pb i Cd
oraz biocenoly osadu czynnego przedstawiono na ryc. 10.

Posta¢ wymienionej zaleznosci wskazuje na to, ze w przypadku rteci, in-
hibicja ma charakter konkureneyjny (patrz ryc. 2A), dla otowiu niekonku-
rencyjny (patrz ryc. 2B), a dla kadmu akonkurencyjny (patrz ryc. 2C)

5. Podsumowanie i wnioski

Wpl}rw metali na mikroorganizmy, mimo licznych prac [10,11,12,13],
wcigz nie jest zrozumiaty. Metale, zwlaszcza metale ciezkie, obnizajg aktyw-
no$¢ metaboliczng mikroorganizmow (np. intensywnos¢é oddychania, wzgled-
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Ryc. 10. Wykres Lineweaver-Burk'a dla wewnatrzkomérkowej hydrolizy FDA osadu ezynnego
w obecnosci metali: Hg, Pb i Cd.

ng szybkos$¢ wzrostu, lub bioluminescencje — pomiar z uzyciem instrumen-
tu Microtox). Mozliwos$¢ wystepowania metalu — w obecnosci zwigzkéw che-
micznych — pod roznymi postaciami (r6zne tadunki i kompleksy) nie po-
zwala na jednoznaczng interpretacje uzyskiwanych wynikow.

W pracy — zgodnie ze wskazaniem Knighta i Mcgratha (15], ze przy ba-
daniu wptywu metali na mikroorganizmy nalezy wyeliminowac¢ z badanych
zawiesin skiladniki pozywki — badano wpfyw metalu wprowadzanego do za-
wiesiny komorek glonéw w wodzie destylowanej — efekt metalu badano po-
przez wptyw metalu na szybkos$¢ wewnatrzkomérkowej hydrolizy dwuoctanu
fluoresceiny do fluoresceiny. Uzyskane wyniki wskazujg, ze wszystkie badane
w pracy metale ciezkie inhibujg wymieniong reakcje przez interakcje z we-
wnatrzkomoérkowym enzymem: esteraza. Na podstawie, tzw. 50% efektu (ob-
nizania szybkosci wewnatrzkomorkowej hydrolizy FDA do 50%) badane me-
tale tworza nastepujgcy tancuch toksycznosci:

Cu > Pb > Zn > Cd > Hg > Ni > Co > Cr(VI)

W pracy pokazano, ze przy wykorzystaniu metody substratu fluorogen-
nego, mozna mierzy¢ toksyczno$¢ metali w stosunkowo prostych, tj. chemi-
cznie jednoznacznych, warunkach, np.

1 — mikroorganizmy + sél metalu w wodzie destylowanej,

2 — mikroorganizmy + s6l metalu w buforze fosforowym, pH 7,0 (0,05 M).

Z uzyskanych danych wynika, ze metal obniza pH roztworu i w zwigzku
z tym obserwowany efekt (oddziat*wanie z komérkami mikroorganizmu) jest.
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na ogot, suma efektow od zmiany pH i obecnosci samego metalu. Zastoso-
wana w pracy metoda badania toksycznosci pozwala oddzieli¢ oba efekty.

Dla badanych mieszanin metali:

1 — Cu(ll) + Ca(ll), oraz

2 — Cr(VI) + Cu(ll)
zaobserwowano oddziatywanie antagonistyczne: efekt inhibicji mieszaniny byt
minejszy niz wynikatoby to z addytywnego oddziatywania pojedynczych me-
tali. Efekt ten najprawdopodobniej jest spowodowany antagonistycznym efe-
ktem pH (mieszanina metali nie obniza pH roztworu tak bardzo jak W5mi-
katoby to z obnizen pH powodowanych przez pojedyncze metale).

Praca finansowana przez Instytut Fizyki Politechniki Poznanskiej (DS).
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Metals' toxicity for microorganisms — studies with the use of fluorogenic
substrate

Summary

In the work the effect of several metals: Cd., Co, Cr(lll), Cr(VI), Cu, Hg, Ni, Pb and Zn on
a metabolic activity of alga Chlorella pyrenoidosa and microorganisms of activated sludge was
studied. The toxicity (inhibition effect) of metals was studied with the use of a fluorogenic
substrate: diacetate of fluorescein.

The results indicate for two mechanisms of inhibition: (1) — lowering of pH induced by a
given metal and (2) — a pure metal effect.

The paper shows advantages of fluorogenic substrate in toxicity studies: (1) — the evaluation
of a pure metal effect; (2) — the determination of antagonistic effects (in these studies it has
been found in a case of: Cr(VI)+Cu(ll) and Cu(ll)--Ca); (3) — the mechanism of inhibition (Hg,
Pb and Cd were characterized by competitive, noncompetitive and ancompetitive, approprately).
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toxicity, metals, fluorescein. Chlorella pyrenoidosa
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