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Streszczenie

W doswiadczeniu eksperymentalnie zbadano tolerancje szczepu
bakterii Cupriavidus metallidurans CCM 7663 na wybrane
stezenie jonow metalu. Wyniki pokazujg bardzo dobrg tole-
rancje na jony Ni?*, Cd?*, Ag*, Pb*", Mg®*, Fe**, Cu?*. Ziden-
tyfikowane wartosci tolerancji uzupetniono przez wasciwosci
fizjologiczne szczepu oznaczajgc w ten sposob mozliwosé
zastosowania bakterii w procesach aktywnej biomineralizacji
i metodach biotechnologicznych przetwarzania rud i odzysku
trudno dostepnych metali.

Summary

The study experimentally examines the tolerance of the
bacterium Cupriavidus metallidurans strain CCM 7663 of the
selected ion metal concentration. The results show a very
good metallic tolerance of Ni®*, Cd**, Cr**, Ag*, Pb**, Mg*",
Fe?*, Cu?* ions. The identified tolerance values are comple-
mented by the physiological properties of the strain and thus
imply its possible application in the processes of active bio-
mineralization and biotechnological methods of ore process-
ing and retrieval of rare or less available metals.

Stowa kluczowe: biomineralizacja, opér metalu, tolerancja,
Cupriavidus metallidurans

Wprowadzenie

Nowe, zmodyfikowane, metody biotechnologii
mineralnych umozliwiaja zastosowanie odpowiednich
mikroorganizméw w metodach odzyskiwania uzy-
tecznych metali ze z6z, w specjalnych metodach
ekstrakcyjnych i odzyskiwaniu rzadkich metali z ni-
skogatunkowych rud, w wymywaniu rudy metodami
ekstrakcji biochemicznej lub w przypadku oczysz-
czania wody odptywowej pochodzacej z wzbogacania
rud i jej pdzniejszej przerébki przemystowej (Kus-
nierova i Fecko, 2001). Na przebieg zastosowanych
w praktyce bioprocesow znaczacy wptyw moze mieé
uzycie odpowiednio przystosowanych szczepéw mi-
kroorganizmOw. Znaczaca grupa bakterii zwiazana
z procesami sa metalofile, ktére moga by¢ wyizolo-
wane ze srodowiska zawierajacego duze stezenie
przenosnych jonéw metali.

Rodzaj Cupriavidus jest srodowiskowo wazna gru-
pa bakterii, ktérej dominujacy status zostat udowod-
niony wewnatrz naturalnej mikroflory w srodowiskach
zanieczyszczonych metalami ciezkimi (Goris i inni,
2001; Diels i inni, 1995). Pomigdzy opisanymi jako
pierwsze, gatunkami sklasyfikowanych wsrdd ,,nieobli-

Keywords: biomineralization, metal resistance, tolerance,
Cupriavidus metallidurans

Introduction

New modified procedures of mineral biotechno-
logies facilitate applications of suitable microorganisms
in the working methods of useful metals from mineral
deposits, in additional extraction methods and in retrieval
of residual metals from low-grade, non-balance ores, in
other extraction methods of biological-chemical leaching
of ore leaching, or in treating waste water arising from
mineral dressing and their further industrial processing
(Kusnierova and Fecko 2001). The course of the applied
bioprocesses in practice may be predominantly influ-
enced by an application of conveniently physiologically
adapted strains of microorganisms. A significant group
of bacteria involved in the processes are metallophillic
microorganisms which may be isolated from environ-
ments containing high concentrations of mobile metallic
ions.

Cupriavidus genus is an environmentally important
group of bacteria whose dominant status has been
proven within the natural microflora in environments
contaminated by heavy metals (Goris et al. 2001, Diels
et al. 1995). Despite the first described species being
classified among “non-obligate bacterial predators of
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gatoryjnych bakteryjnych drapieznikéw roznych gleb”
(Makkar i Casida, 1987; Vandamme i Coenye, 2004),
kilkadziesiat przedstawicieli rodzaju zostato zastosowa-
ne w wielu ciekawych procesach biotechnologicznych,
gtéwnie w obszarze biotechnologii mineralnej (Reith
i inni, 2006; Seo i inni, 2009).

Cupriavidus metallidurnas jest obecnie charak-
teryzowany jako wazny reprezentant rodzaju z gram-
ujemna komdrka w postaci precikdw wokotorzesych.
Metabolizm jest oksydacyjny z kilkoma aminokwa-
sami uzytymi jako zrédta wegla i azotu, katalaza
i oksydaza sa aktywne i opdr wobec réznych metale
mozna okresli¢. Taksonomia szczepu bakteryjnego
jest poddawana wielu przemianom — nazwe szczepu
zmieniono z Ralstonia metallidurans (Vandamme
i Coenye, 2004), poprzednio znany byt jako Ralsto-
niaeutropha i Alcaligeneseutrophus (Gori i inni,
2001; Vaneechoutte i inni, 2004).

Substancjei metody

Szczepy bakteryjne i kultywowanie

Szczepy bakteryjne Cupriavidus metallidurans CCM
7663" (DSM 2839 = LMG 1195 = NEU 2109 = szczep
CH34) otrzymano z Czeskiego Zbioru Mikroorganizmoéw
(CZM, ang. CCM). Szczep zostat wyodrebniony ze
zbiornika dekantacyjnego w fabryce cynku jako bakteria
odporna na jony Zn*" Prébki przygotowano na krazkach
zelatynowych i reaktywowano przy uzyciu standardowej
procedury zgodnej z metoda CCM (http:/Aww.sci.muni.
czlcem/downl/oziv_GD.pdf). Tryptonowa pozywka sojo-
wa itryptonowy agar sojowy (HiMedia Laboratories Ltd.,
Mumbai, India) zostaty uzyte w celu hodowli szczepu.

Przygotowanie roztworu jonéw metalu

Jony metaliczne zostaty dodane w formie NiSO,,
CdSO4, MgSO4, FESO4, CUSO4, Pb(NOg)z, AgNO3,
Cr(NOs); jako réwnowaznik proporcji wagowej do
ptynnego medium w celu otrzymania koncowego ste-
zenia wynoszacego 10mM/I; ta koncentracja zostata
wybrana na podstawie wczesniej opublikowanych ba-
dan aby zaobserwowac op6r szczepdw bakteryjnych na
dziatanie jonow metali ciezkich (Keramati i inni, 2011;
Fleck i inni 2000; Bruins i inni 2000) oraz zgodnie
zoczekiwana zawartoscia metali niebezpiecznych
w glebach i osadach w aglomeracji przemystowej. Roz-
twory zostaty wyjatowione przy uzyciu filtra mem-
branowego i mikrofiltrow Milipore o porach srednicy
0,22 um uzytych nastepnie w celu przygotowania
odczynnika finalnego do obserwacji wzrostu szczepu
bakterii.

| dentyfikacja maksymalng tolerancji na metal
Roztwor koncowy zostat rozcienczony dzieki ste-

various soil bacteria” (Makkar and Casida 1987, Van-
damme and Coenye 2004), to date several tens of re-
presentatives of the genus have been characterized with
a number of interesting biotechnological applications,
mainly in the field of mineral biotechnology (Reith et
al. 2006) and environmental biotechnology (Cuadrado
etal. 2010, Monchy et al. 2006, Seo et al. 2009).

Cupriavidus metallidurnas is nowadays character-
ized as an important representative of the genus with
a Gram-negative cell of peritrichously flagellated rods.
The metabolism is oxidative with several aminacids
used as sole carbon and nitrogen sources, catalase and
oxidase activity is produced and resistance to various
metals is described. The taxonomy of the bacterial
strain is undergoing a number of changes — the strain
has been renamed from Ralstonia metallidurans (Van-
damme and Coenye 2004), previously known as Ral-
stonia eutropha and Alcaligenes eutrophus (Gori et al.
2001, Vaneechoutte et al. 2004).

Materials and methods

Bacterial strain and cultivation

Bacterium Cupriavidus metallidurans strain CCM
7663" (DSM 2839 = LMG 1195 = NEU 2109 = strain
CH34) was obtained from the Czech Collection of
Microorganisms (CCM), which had been isolated as
aresistant bacterium to Zn* ions from a decantation
tank in a zinc factory. The samples were prepared on
gelatin discs and reactivated using the standard pro-
cedure according to CCM method (http://www.sci.
muni.cz/ccm/downl/oziv_GD.pdf). Trypton soya broth
and Trypton soya agar (HiMedia Laboratories Ltd.,
Mumbai, India) were used to culture the strain.

Preparation of metal solution

Metallic ions were added in the form of Ni SO,,
CdSO4, MgSO4, FESO4, CuSQ0,, Pb(NOg)z, AgN03,
Cr(NOs); as an equivalent weight proportion to the
liquid medium volume to obtain the final concentra-
tion of 10 mM/I; this concentration was selected on
the basis of previous published studies to observe
bacterial strain resistance to heavy metal ions (Ke-
ramati et al. 2011, Fleck et al. 2000, Bruins et al.
2000) and with regard to the expected content of
hazardous metals in the soils and sediments in the
industrial agglomeration. The solutions were sterili-
zed using a membrane filtration and Millipore micro-
filters of 0.22 um pore size, and further used for the
preparation of the final medium to observe the
bacterial strain growth.

| dentification of maximum metal tolerance
The final metal solution was diluted by a sterile
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rylnemu odczynnikowi o koncentracji 1 — 10 mMI/I.
Rurki zostaty zaszczepione bakteriami w fazie ekspo-
tencjalnego wzrostu, ktory odnosit sie do kultur 48-
godzinnych. Wzrost szczepu bakteryjnego byt obser-
wowany przez nastepne 48 godzin i jednoczesnie za-
szczepiano phytki Petriego zawierajace tryptonowy agar
sojowy.

Wyniki i dyskuga

Maksymalna tolerowalna koncentracja i adaptacja
szczepOw bakteryjnych

Wyniki maksymalnej tolerancji na wybrane stg-
zenia jonéw metali (MDS — maksymalne dopusz-
czalne stezenie, ang. MTC) w szczepach bakterii
Cupriavidus metallidurans CCM 7663 zestawiono
w Tabeli 1.

Bardzo wysoki opér w obrebie stezenia 1 — 10
mM/I zostat zaobserwowany w przypadku Ni, Mg,
Fe i Pb; interesujacy jest fakt, ze jony Ag dziataty
jak hamulec.

Poréwnujac otrzymane rezultaty z dostepnymi wy-
nikami badan (Malik i Aleem, 2011; Hussein i inni,
2004) dla 18 odizolowanych szczepdw bakterii Pseudo-
somonasgenus (reprezentowane gtdwnie przez gatunek
Pseudosomonasputida) z wody odpadowej zanieczysz-
czonej metalami ciezkimi, szczepy te odznaczaja sie
wysoka odpornoscia i akumulowaniem jonéw metali
ciezkich. Wszystko wskazuje na to, ze szczep bakterii
Cupriavidus metallidurans CCM 7663 jest szczegolny
ze wzgledu na jego wysoka tolerancje na badane jony
metali (patrz Rys. 1).

Rdznice w jakosci przyrostu bakteryjnego w za-
leznosci od powierzchni do adaptacji zostaty rowniez
opisane przez innych autorow (Bruins i inni, 2000;
Sengor i inni, 2009), a prace pokazuja wzrost tolerancji
na metale w zaleznosci od stezenia metali w $rodo-
wisku pochodzenia (Vojtkova i inni, 2012). Tolerancja
szczepu na wysokie stezenie metali, antybiotykéw
i calej innej gamy zanieczyszczen organicznych i nie-
organicznych w $srodowisku jest wspierana przez na-
turalne wspoGtistnienie mechanizméw adaptacyjnych.
Podczas badania podstaw genetycznych odpornosci
bakterii na jony metali dowiedziono, ze dysponuja one
szerokim spektrum kompatybilnych plazmidéw (Diels
i inni, 1995). W szczepie C. metallidurans zidentyfi-

Tabela 1
Wyniki MDS w szczepach bakterii
Cupriavidus metallidurans CCM 7663

medium in the concentration set 1 — 10 mM/I. Tubes
were inoculated with bacterial strains in the expo-
nential growth phase, which corresponds to 48-hour
cultures. The bacterial strain growth was observed
for the next 48 hours having been re-inoculated onto
Petri dishes containing Trypton soya agar medium.

Results and discussions

Maximum tolerable concentration and metal
adaptation of bacterial strain
The results of maximum tolerance to the selected
metallic ion concentration (MTC — maximum toler-
able concentration) in the bacterium Cupriavidus
metallidurans strain CCM 7663 are in Table 1.

A very high capacity of resistance within the
examined metal concentration 1-10 mM/l was ma-
nifested in Ni, Mg, Fe and Pb; an interesting finding
is a high capacity of inhibition by Ag ions.

Comparing the results with available study re-
sults (Malik and Aleem 2011, Hussein et al. 2004)
for 18 isolated strains of Pseudomonas genus (pre-
dominantly represented by Pseudomonas putida
species), from heavy metal contaminated wastewater
site, these isolates have a high ability to resist and
accumulate heavy metal ions, it is implied that the
bacterium Cupriavidus metallidurans strain CCM
7663 is remarkable for its very high tolerance of the
observed metallic ions (see Figure 1).

Differences in the quality of bacterial growth in
dependence on the capacity to adapt were also re-
ported by other authors (Bruins et al. 2000, Sengor et
al. 2009), and the works show a clear increase in the
ability of metal tolerance in dependence on the metal
concentration in the original environment (Vojtkova
et al. 2012). The strain’s tolerance of high concen-
trations of metals, antibiotics and a whole number of
organic as well as inorganic contaminants in the
environment is supported by the natural coexistence
of adaptation mechanisms. Examining the genetic
principle of bacterial resistance to metallic ions, it was
proved that they dispose of a wide spectrum of com-
patible plasmids (Diels et al. 1995). In C. metallidu-

Table 1
The results of MTC in Cupriavidus metallidurans
strain CCM 7663

Srednie MDS )
Mean MTC Ni (I1) cdan | crqiy | Ag() Pb(I) | Mg(l) | Fe(ll) Cu (Il
C. metallidurans >10 7 8 2 9 >10 >10 8
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Rys. 1
Poréwnanie sredniej MDS w szczepie Pseudomonas
putida i szczepie Cupriavidus metallidurans

kowano wiele plazmidéw i megaplazmiddéw, ktérych
analiza transkryptomiczna pozwolita odkry¢ geny ko-
dujace znane juz biatka odporne na metale cigzkie,
kilka nowych biatek odpornych na metale cigzkie,
biatka membranowe, obciete traspozazy i sprzezony
transfer wielu nieznanych biatek (Monchy i inni, 2007;
Hantke, 2001). Podczas analizy catej sekwencji geno-
mu szczepu Cupriavidusmetallidurans (Janssen i inni,
2010) udowodniono nature genetyczna odpornosci
szczepOw na jony metaliczne, ktora zalezy od stru-
mienia jondw, lecz réwniez kompleksacji metali
i redukcji na poziomie komoérkowym. Genom zostat
scharakteryzowany w swojej ztozonosci jako zdolny do
przyjmowania i wydobywania cudzych genoéw, obec-
nosci plazmidéw i transpozondw, ktore zapewniaja
doskonata adaptacje szczepéw bakteryjnych. General-
nie mozna stwierdzi¢, ze ochrona komérkowa bakterii
Cupriavidus metallidurans przeciwko metalom ciez-
kim taczy, poza genomem dynamicznym, roznego
rodzaju mechanizmy regulacyjne na réznych pozio-
mach wiaczajac w to specyficzne reakcje metali (Von
Rozycky i Nies, 2009; Crichton, 2008).

Podsumowanie

Przedstawiciele Cupriavidus metallidurans stano-
wig interesujaca grupe mikroorganizméw obecnych
gtéwnie w zanieczyszczonych glebach i osadach
w okolicach dotknietych dziataniem gornictwa, prze-
mystu metalurgicznego i chemicznego; ich kosmopo-
lityczne wystepowanie odbija sie na zmianie wa-
runkéw srodowiska wiaczajac w to odpowiedzialnosé
za obfite zanieczyszczenia (Langevin i inni, 2011;
Sato i inni, 2006; Goris i inni, 2001). W licznych
szczepach bakterii Cupriavidus wykazano wysoka

Ag (1) Pb (1) cu (IN)

W Cupriavidus metallidurans

Fig. 1
Comparison of mean MTC in Pseudomonas putida strain
and Cupriavidus metallidurans strain

rans strain a number of plasmids and megaplasmids
have already been identified, whose transcriptomic
analysis revealed regulation of genes that coded for all
known heavy metal resistance proteins, some new
heavy metal resistance proteins, membrane proteins,
truncated transposases, and a conjugative transfer of
many unknown proteins (Monchy et al. 2007, Hantke
2001). Analysing the complete genome sequence of
Cupriavidus metallidurans strains (Janssen et al. 2010)
the genetic nature of bacterial resistance to metallic
ions was proved, which lies in an ion efflux but also
by metal-complexation and metal-reduction at the
cellular level. Genome was characterized in its com-
plexity and a high ability to take in and express
foreign genes, presence of plasmids and transposons
which ensure excellent adaptation capacities of the
bacterial strain. In general, it may be stated that the
cell protection of Cupriavidus metallidurans against
heavy metal stress includes, apart from a dynamic
genome, various regulation mechanisms on diverse
levels, including metal-specific reactions (Von Ro-
zycky and Nies 2009, Crichton 2008).

Conclusions

The representatives of Cupriavidus metallidurans
form an interesting group of microorganisms predo-
minantly abundant in contaminated soils and sediments
in the localities affected by mining, metallurgical and
chemical industries; their cosmopolitan occurrence
reflects their high capacity of adaptation to constantly
changing physical-chemical conditions of the environ-
ment, including the ability to respond to the abundance
of various pollutants (Langevin et al. 2011, Sato et al.
2006, Goris et al 2001). In numerous bacterial strains
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tolerancje na wiele zanieczyszczen pochodzenia orga-
nicznego i nieorganicznego.

W tym eksperymencie zbadano maksymalna to-
lerancje szczepu bakterii Cupriavidus metallidurans
CCM 7663 na wybrane jony metali, a jego wyniki
pokazuja, ze szczep, gtdwnie Pseudosomonas, jest
bardzo odporny w przeciwienstwie do wynikow
innych publikacji ukazujacych si¢ do tej pory. To
odkrycie uzupetlnia podstawowa charakterystyke
fizjologiczna szczepu bakterii Cupriavidus metalli-
durans CCM 7663. Szczep ten moze byé¢ uzyty
w rozwoju przysztych proceséw biotechnologicz-
nych w biotechnologii mineralnej w odzyskiwaniu
metali lub oczyszczania miejscowosci przemysto-
wych zanieczyszczonych metalami toksycznymi.

Przypisy

Referat ten powstat w ramach Project of Specific
University Research (SGS) SP 2012/93. Autorzy
skladaja wyrazy podziekowania dla Wydziatu Gor-
nictwa i Geologii VSB — Uniwersytetu Technicznego
w Ostrawie za wsparcie i pomoc w powstaniu tego
projektu.

Cupriavidus a high ability of tolerance of a great
number of organic and inorganic pollutants has been
experimentally confirmed.

In this study, maximum metal tolerance of Cu-
priavidus metallidurans strain CCM 7663 of selected
metallic ions was examined and the experiment results
manifest an excellent capacity of the strain’s resistance
in contrast to the other published studies so far, pre-
dominantly including Pseudomonas strains. Those fin-
dings complement the basic physiological characteris-
tics of the bacterium Cupriavidus metallidurans strain
CCM 7663. They may be used in the development of
new prospective biotechnological processes in mineral
biotechnology in the retrieval of prospective metals or
decontamination of industrial localities polluted by
toxic metals.
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