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Heavy metals uptake by microscopic fungi
Summary

This review article describes interactions between heavy metals and micro-
scopic fungi which immobilize those metals and can be used in practical appli-
cation for cleaning up of toxic metals that contaminate the environment. The
biosorption process and following factors: metal concentration, pH, amount of
biomass, medium, temperature and biomass modification, influencing biosor-
ption efficiency are described in more detail. The examples of highly-efificient
desorption of metals from mycelium are presented, too. The role of fungal cell
wall in heavy metal uptake is discussed.
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1. Wstep

Oddziatywania drobnoustrojow z metalami ciezkimi mogg
przyczynia¢ sie zarowno do zwiekszania puli metali krgzgcych
w Srodowisku naturalnym, charakteryzujgcych sie duzg toksycz-
noscig dla zywych organizmow, jak i do wylgczania tych metali
z obiegu w przyrodzie (immobilizacja metali) poprzez ich wigza-
nie w biomasie lub wytracanie w postaci trudno rozpuszczalnych
zwigzkow (1,2) (rys. 1). Biotlugowanie i metylacja metali pro-
wadzg do zwiekszenia rozpuszczalnosci/lotnosci metali. Wigza-
nie metali przez drobnoustroje polega na: biosorpcji w ostonach
zewnetrznych lub otoczkach, akumulacji we wnetrzu komoérek
lub mikroprecypitacji - zaréwno we wnetrzu jak i w zewnetrz-
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METALE CIEZKIE + DROBNOUSTROJE

IMMOBILIZACJA:

- biosorpcja
- akumulacja wewnatrzkomérkowa
- precipitacja/krystalizacja

- metylacja <- biotransformacja -> - redukcja

MOBILIZACJA METALL:
- biotlugowanie

Rys. 1. Schemat przedstawiajgcy oddzialywania drobnoustrojow z metalami ciezkimi.

nych ostonach. Precypitacja metali spowodowana aktywnoscig drobnoustrojow (pro-
dukcja metabolitéw, wytragcenie metali w postaci elementarnej na skutek ich reduk-

cji) moze zachodzi¢ réwniez poza komoérka (rys. 2).
Grzyby mikroskopowe sa grupa drobnoustrojéw szeroko rozpowszechniong
w Srodowisku naturalnym, a ich biomasa charakteryzuje sie dobrymi wiasciwoscia-

mi biosorpcyjnymi.

Sciana komérkowa
- adsorpcja
- wymiana jonéw
i wigzanie
Btona komorkowa/przestrzen peryplazmatyczna kowalencyjne
- adsorpcja/wymiana jonéw _ transformacja -

- reakcje redox/transformacje = reakcje redox
- precypitacja % _ precypitacja

Materiaty zwigzane z komorka
(polisacharydy, otoczki, $luz)
- wymiana jonéw

Reakcje zewnatrzkomoérkowe precypitacja

- precypitacja z wydzieleniem siarczkow,
szczawian6w metali

- kompleksowanie i chelatacja

- siderofory

Rys. 2. Procesy i reakcje odpowiedzialne za mikrobiologiczne wigzanie i detoksykacje metali ciez-
kich, z uwzglednieniem lokalizacji procesu |(1) zmienione].
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2. Biosorpcja i czynniki wptywajace na jej efektywnosé

Biosorpcja metali przez drobnoustroje to proces fizykochemiczny, polegajgcy na
wigzaniu metali (najczesciej kationéw) przez ostony zewnetrzne komorek (Sciana
komérkowa, otoczka, materiaty zewnatrzkomorkowe). Mechanizm biosorpcji jest
zr6znicowany. Moze by¢ spowodowana adsorpcjg, wymiang jonowa, kompleksowa-
niem metali, mikroprecypitacja/krystalizacjg. W proces ten sg zaangazowane wigza-
nia kowalencyjne, oddziatywania elektrostatyczne lub sity van der Waalsa. Komplek-
sowanie polega na interakcji kationu metalu z przynajmniej dwoma grupami hy-
droksylowymi liganda. Wapn, otéw, miedz, stront, kobalt i cynk tworzg potaczenia
kompleksowe z polisacharydami Sciany komdrkowej. Natomiast metale takie jak:
kadm, srebro i zelazo majg mniejsze zdolnosci to tworzenia komplekséw z grupami
hydroksylowymi (3). Biosorbentami mogg by¢ zaréwno aktywne metabolicznie ko-
morki, biomasy odpadowe, a takze komorki martwe. Czesto zdarza sie, ze wydaj-
no$¢ biosorpcji metali przez inaktywowang biomase sg lepsze niz dla drobnoustro-
jow zywych (3-5). Szczep grzyba strzepkowego Verticillium marquandii, wyizolowany
z odpadéw poflotacyjnych ze Slaska, bedacy obiektem naszych badan jest zdolny do
efektywnego wigzania cynku i otowiu (6,7). Najlepsze rezultaty uzyskano po 24 h in-
kubacji miodej, aktywnej metabolicznie grzybni z cynkiem i olowiem, w warunkach
gtodowych. Zdolno$¢ do wigzania cynku, spada drastycznie po 15 min termicznej
inaktywacji grzybni w temperaturze 100°C. Oléw jest rowniez najlepiej wigzany
przez grzybnie zywa, lecz w grzybni po 15 min gotowania wykrywa sie jeszcze
znaczace ilosci otowiu (80 mg/g suchej masy). Na podstawie uzyskanych wynikéw
przypuszcza sie, ze w proces wigzania cynku jest zaangazowany metabolizm komoér-

kowy grzyba (8).

2.1. Odczyn Srodowiska

Optymalne pH nalezy dobiera¢ eksperymentalnie dla badanego uktadu: drobno-
ustro] - metal. Najczesciej niskie pH obniza wydajnos$¢ wigzania metali przez bio-
mase drobnoustrojow, jest to spowodowane konkurencjg pomiedzy kationami me-
tali i protonami wodorowymi do grup anionowych w biomasie (9). Wraz ze wzros-
tem pH wiecej grup funkcyjnych, biorgcych udziat w wigzaniu jest zdysocjowanych.
Kiedy wszystkie grupy ulegnag dysocjacji, ustala sie stan réwnowagi, dalszy wzrost
pH nie powoduje zwiekszenia efektywnosci biosorpcji (10). Zalezno$¢ pomiedzy
wzrostem pH ( w zakresie 4,0-5,5) a nasileniem procesu wigzania cynku i miedzi za-
obserwowano dla szczepu grzyba Rhizopus arrhizus (9,11). Bredy i Dunkan (12) oraz
Zhou (9) ttumaczg wptyw pH na efektywno$¢ biosorpcji w ten sposob, ze w niskim
pH ligandy wystepujace w Scianie komorkowej sg zamaskowane jonami H30+, ktdre
ograniczajg dostep kationéw do ligandoéw na zasadzie sit odpychania (im nizsze pH
tym silniejsze odpychanie). Wraz ze wzrostem pH wiecej grup obdarzonych tadun-
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kiem ujemnym zostaje odstonietych, co sprzyja adsorpcji kationéw metali na po-
wierzchni komorek. Inaczej jest w przypadku chromu VI, ktéry moze wystepowaé
W postaci anionu chromianowego. W tej sytuacji bardzo niskie pH (pH = 2) sprzyja
elektrostatycznym oddziatywaniom pomiedzy grupami aminowymi, obdarzonymi
w tym Srodowisku silnym ftadunkiem dodatnim, a anionami chromianowymi (13).
Srodowisko neutralne lub zasadowe sprzyja immobilizacji metali poprzez ich wy-
tracenie w postaci trudno rozpuszczalnych soli metali, jesli precypitaty s zwigzane
z powierzchnig komoérki, wydajnos¢ biosorpcji zwieksza sie. Natomiast w przypad-
ku precypitacji poza komoérka, zmniejsza sie pula metali zaadsorbowanych na po-
wierzchni komoérek. Ponadto wzrost pH powyzej 7 moze powodowaé spadek efek-
tywnosci wigzania na skutek degeneracji grzybni w $rodowisku alkalicznym (14).

2.2. Stezenie metalu

Biosorpcja metalu zwieksza sie wraz ze wzrostem jego stezenia wyjsciowego,
po czym stabilizuje sie. Dalsze zwiekszanie stezenia metalu nie przynosi zwieksze-
nia efektywnosci biosorpcji (15,16). W zaleznosci od stezenia metalu moze zmie-
nia¢ sie rodzaj wigzan, dominujacy w procesie biosorpcji. Avery i Tobin (15) dowie-
dli, ze w procesie wigzania metali ciezkich przez drozdze S. cerevisiae, przy niskim
stezeniu metalu, dominuja wigzania kowalencyjne (zwiazane z wypieraniem H+),
natomiast wraz ze wzrostem stezenia metalu wazniejsze stajg sie oddziatywania
elektrostatyczne (wymiana z jonami Mg~"™, Ca").

Zaleznos¢é pomiedzy wigzaniem cynku i otowiu a ich stezeniem wyjsciowym wy-
kazano dla szczepu V. marquandii. Wzrost stezenia wyj$ciowego metalu z 5 do 10 mM
spowodowat najbardziej znaczace réznice w ilosci metalu zwigzanego przez grzyb-
nie (wzrost efektywnosci wigzania o 35% - Zn™+ i 0 250% - Pb*"). Dalsze zwiek-
szanie stezenia Pb"+ (10-30 mM) nie podnosito znaczaco ilosci zwigzanego metalu
(badania wtasne, nie opublikowane).

2.3. llos¢ czasteczek biomasy

Innym czynnikiem wptywajacym na efektywno$¢ biosorpcji jest ilos¢ czasteczek
biomasy. Biosorpcja obniza sie wraz ze wzrostem gestosci czgsteczek biosorbenta
(9,17). Gadd (2) sugeruje, ze stezenie biomasy wptywa na efektywnos¢ poprzez od-
dzialywania elektrostatyczne, niekorzystnie wplywajgce na miejsca wigzace, a po-
nadto przy wysokiej gestosci biomasy, ograniczone jest jej mieszanie i kontakt
z metalem. Spadek efektywnosci biosorpcji metali wraz ze wzrostem ilosci biomasy
sorbenta zaobserwowano u Rhizopus arrhizus (18) i Streptoverticilliuin cinnamoneum
(19).
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2.4. Temperatura

Uwaza sie, ze bierna biosorpcja nie zalezy od temperatury inkubacji (20,21). Na-
tomiast temperatura moze wpltywac¢ posrednio na wydajnos¢ wigzania metali po-
przez wplyw na aktywnos¢ metaboliczng grzybni. Wigzanie otowiu przez V. maragu-
andii w zakresie temperatur 15-37°C przebiega na zblizonym poziomie. Zaobserwo-
wano natomiast, ze wzrost temperatury inkubacji do 37°C powoduje obnizenie po-
boru cynku przez grzybnie o 30% w stosunku do uktadu kontrolnego (28°C) (badania
wiasne, nie opublikowane).

2.5. Skiad podtoza

Sktad poditoza moze wywiera¢ wplyw zaréwno na bierng sorpcje, jak i na aktyw-
ny pobdr metalu (22,23). Jones i Gadd (24), a takze Ross (25), zaobserwowali stymu-
lujgcy wptyw glukozy na wigzanie metali, jest to ttumaczone wzmozong syntezag
biatek, biorgcych udziat w transporcie metali poprzez btone komérkowa, a przez to
zwiekszeniem aktywnego poboru metali. Zbiezne wyniki otrzymali Avery i Tobin
(26), sSwiadczgce o korzystnym wptywie glukozy obecnej w pozywce na aktywna, za-
lezng od metabolizmu, akumulacje strontu. Z kolei Lopez Errasquin i Vazques (27),
uzyskali rezultaty przeciwne, $wiadczace o tym, ze brak cukrow w podtozu podnosi
efektywnos$c¢ wigzania metali przez Trichodermo artroviride. Autorzy ttumaczg to tym,
ze w obecnosci bogatego zrédta wegla moze istnie¢ aktywny mechanizm detoksy-
kacji, redukujacy ilos¢ pobieranego metalu lub zwiekszona biosorpcja metali jest
spowodowana czesciowg autolizg komoérek, zachodzacg po wyczerpaniu sie Zrodet
wegla. Lepsze wigzanie metali moze by¢ spowodowane zwiekszeniem sie powierz-
chni autolizowanej $ciany komérkowej, a takze odstonieciem miejsc wigzacych me-
tale, znajdujacych sie gtebiej we wnetrzu komoérki (26,27). Podobne wyniki uzyska-
no dla V. marquandii. Stwierdzono, ze cynk jest wigzany na niskim poziomie (ponizej
40 mg/g suchej masy) w czasie hodowli grzybni na bogatym podtozu (Sabouraud
z dodatkiem glukozy), natomiast na podtozu zawierajgcym wywar z siana z dodat-
kiem skrobi zaobserwowano wzrost wydajnosci wigzania metalu (do 84 mg/g suchej
masy) (28).

2.6. Modyfikacje biomasy

Efektywnos$¢ biosorpcji mozna zwiekszy¢ poprzez r6zne modyfikacje biomasy.
Omar i wsp. (23) donoszg, ze etanol zwieksza mozliwosci biosorpcyjne. Sugeruja, ze
biomasa odpadowa drozdzy po procesie fermentacji alkoholowej moze mie¢ dobre
wiasciwosci biosorpcyjne na skutek kontaktu komorek z wytwarzanym przez nie
etanolem. Na przebieg biosorpcji chromu przez Rhizopus nigricans korzystnie wplywata
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preinkubacja grzybni z 0,1 M roztworem kwasu (wzrost o 8-22% w porownaniu do
uktadu kontrolnego). Jest to ttumaczone tym, ze kwasna hydroliza prowadzi do ob-
darzenia tadunkiem dodatnim grup aminocukréw i D-glukozaminy, co sprzyja wigza-
niu anionu chromianowego (13,29). Z kolei modyfikacje biomasy tego szczepu roz-
tworami stabych zasad prowadzity do redukcji biosorpcji chromu. Obnizenie zdol-
nosci biosorpcyjnych grzybni po alkalizacji jest najprawdopodobniej spowodowane
hydrolizg biatek wchodzgcych w sktad Sciany oraz deacylacja chityny, a takze depoli-
meryzacjg tancucha glukanowego. Biosorpcja chromu (tadunek ujemny) przebiega
inaczej niz innych metati (kationéw). Dlatego w wielu przypadkach alkaliczna prein-
kubacja biomasy wzmaga biosorpcje wielu metali, np. Pb - przez Saccharomyces
uvarum (30), Cu - Ganoderma lucidum (31), Zn - Aspergillus niger (32) Pb, Cu i Cd -
A. niger (33). Wyniki te sg interpretowane w ten sposob, ze potraktowanie biomasy
lugiem uwalnia dodatkowe grupy chemiczne, biorace udziat w wigzaniu kationéw
metali. Podobny stymulujacy efekt uzyskano po wysuszeniu i sproszkowaniu grzyb-
ni (34).

2.7. Inne jony

Kationy i aniony, a takze zwigzki chelatujgce, wystepujace w srodowisku, moga
wptywac na przebieg wigzania metali zarbwno stymulujgco, jak i hamujgco. W od-
dziatywaniach tych wazna jest chemiczna natura sorbowanego metatu oraz dodawa-
nego jonu (promien jonowy, tadunek) oraz stezenie, jezeli mechanizm wigzania po-
lega gtéwnie na reakcji wymiany jonowej, dodatek innego kationu podnosi efektyw-
nos¢ wigzania badanego metalu, np. Mg2+ wplywa korzystnie na biosorpcje cynku
ze aniony (chlorki, siarczany) i zwigzki chelatujgce (EDTA) ograniczajg wigzanie me-
tali. Hamujacy wptyw jest tym wiekszy, im wiekszy jest promien jonowy liganda/me-
tatu. Efekt inhibicji ujawnia sie zwlaszcza przy niskim stezeniu metalu i wysokim
stezeniu aniondw. Wtedy wokét kationu metalu tworzy sie warstwa anionéw (kom-
pleksowanie), ktéra ogranicza adsorpcje kationu metalu do miejsc wigzacych w $cia-
nie komérkowej (9).

3. Desorpcja

Biosorpcja jest procesem odwracalnym. Metal zwigzany w biomasie moze by¢
z niej wyptukany i odzyskiwany (w przypadku cenniejszych metali; ztota, srebra,
miedzi) lub bezpiecznie usuniety (kadm, otéw, chrom), a biomasa ponownie uzyta
do wigzania metati. Pisano juz (rozdz. 2.1), ze odczyn srodowiska jest bardzo waz-
nym czynnikiem, wptywajacym na efektywno$é biosorpcji. Srodowisko kwasne (pH
okoto 2) nie tylko hamuje biosorpcje metali, ale takze prowadzi do uwalniania wiek-
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szO0sci metali z biomasy. Najczesciej uzywanymi desorbentami sg stabe roztwory
(0,1 M) kwasbéw nieorganicznych (HCI, H2S04, HNO3) (2,35). Oprécz kwaséw, do de-
sorpcji metali sa czesto uzywane organiczne zwigzki kompleksujace (np. EDTA). Ich
zaletg jest to, ze nie powodujg destrukcji grzybni (co moze sie zdarzy¢ przy zbyt
wysokim stezeniu desorbentéw kwasnych, a takze alkalicznych) (2). Metale takie jak
ztoto, srebro i rte¢ w pH = 2 s3 jednak silnie zwigzane z powierzchnig komoérek
drobnoustrojow (2). Do desorpcji tych metali sa potrzebne silne zwigzki chela-
tujace, np. merkaptoetanol (36). Trzecig grupa desorbentéw sg weglany. Powodujg
wymywanie metali z grzybni w pH alkalicznym. Weglany sg czesto uzywane do de-
sorpcji radionulidéw. Kwasny weglan sodu powodowat bardzo efektywne (do 100%)
wymywanie uranu z grzybni R. arrhizus (2,37).

4. Rola sciany komorkowej grzybow mikroskopowych w biosorpcji metali

Skladniki $ciany komérkowej grzybéw: chityna (polimer N-acetyloD-glukozaminy)
i chitozan (deacylowana pochodna chityny) sg bogate w grupy obdarzone tadunkiem
i to decyduje o ich dobrych wiasciwosciach biosorpcyjnych (2,38). Sarret i wsp. (39)
wykazali, ze wtasciwosci efektywnego wigzania cynku i otowiu przez Sciane komoér-
kowag Penicillium chrysogenum sg uwarunkowane obecnoscig grup fosforanowych.
W wigzaniu chromu VI przez Rhizopus nigricans biorg udziat przede wszystkim grupy
aminowe, wystepujagce w biatkach i chitynie Sciany (13). Skfad procentowy chityny
i chitozanu w Scianie komoérkowej grzybow jest uzalezniony nie tylko od przynalezno-
$ci gatunkowej, ale zmienia sie w zaleznosci od szczepu, wieku hodowli, sktadnikéw
podioza i innych czynnikéw (40) i moze podlega¢ indukcji pod wplywem metali. Hef-
nawy i Razak (41) wykazali, ze ilo$¢ protein, cukréw i chityny w Scianie Fusarium oxysporum
wzrastata w prébie z dodatkiem miedzi (w poréwnaniu z uktadem kontrolnym).

W ostonach komoérkowych grzybéw wystepuja czesto barwniki melaninowe, bo-
gate w zwigzki fenolowe, a takze peptydy, weglowodany, weglowodory alifatyczne
i kwasy tluszczowe, a w nich wiele grup aktywnych w wigzaniu metali ciezkich (42).

W wigzaniu metali ciezkich przez $ciane komdrkowg drozdzy S. cerevisiae udziat
biorg réwniez proteiny (z licznymi grupami karboksylowymi) (43,44). Udowodniono
to w ten sposéb, ze po usunieciu biatek Sciany komérkowej pronaza, wigzanie me-
tali spadto o 29,5% (43). Ponadto powierzchniowe biatka i cukry wystepujace u flo-
kulujgcych drozdzy stwarzaja dodatkowe miejsca do wigzania metali (23,45).

5. Podsumowanie
Stan Srodowiska naturalnego w Polsce, w ciggu ostatniego dziesieciolecia ulegt

znaczacej poprawie. Regulacje prawne wprowadzity bardziej restrykcyjne ograni-
czenia dotyczgce emisji zanieczyszczen i zawartosci toksycznych substancji w Scie-
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kach, wodach, glebie. Uwarunkowania ekonomiczne spowodowaty z kolei racjonal-
ne gospodarowanie zasobami naturalnymi, w tym ztozami metali oraz zamkniecie
wielu nierentownych zakladow przetworstwa metali. Niemniej jednak metale ciez-
kie, nagromadzone w Srodowisku w ciggu dziesiecioleci, wcigz sg niebezpieczne dla
organizmow zywych - ze wzgledu na to, ze krazg one w biocenozie i bardzo trud-
no jest je wyeliminowac z tancucha pokarmowego. Drobnoustroje izolowane z za-
nieczyszczonego otoczenia charakteryzujg sie czesto duzg tolerancjg na wysokie
stezenia toksycznych metali. Stwarza to mozliwos¢ praktycznego wykorzystania od-
dzialywan zachodzgcych w Srodowisku do jego oczyszczania z niebezpiecznych me-
tali. Potencjat biotechnologiczny drobnoustrojéw wcigz jeszcze nie w petni pozo-
staje wykorzystany. Obecnie prowadzone prace badawcze zmierzajg z jednej strony
do szczegbtowego poznania mechanizméw interakcji mikroorganizmoéw z metalami
ciezkimi (zaréwno proceséw fizykochemicznych, jak i aktywnego transportu, aku-
mulacji i detoksykacji metali w komdrkach), a z drugiej nastawione sg na uczynienie
proceséw zachodzacych z udzialem drobnoustrojow bardziej efektywnymi i optacal-
nymi, tak aby mogly by¢ konkurencyjne w poréwnaniu do tradycyjnych, fizykoche-
micznych metod oczyszczania Sciekéw, wody i gleby.
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