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1. Wstep

Zwiazki fenolowe i cyjanki naleza do jednych z najbardziej ucigzliwych sktadnikéw waod
Sciekowych, odpadowych wdd technologicznych. Czesto wystepujg obok siebie, jak np. w wo-
dach przemystu hutniczego czy koksowniczego. Istniataby zatem mozliwos¢ ich wspolnego
rozktadu na drodze kometabolizmu przez niektére drobnoustroje osadu czynnego w instala-
cjach biotechnologicznych.

Proces réwnoczesnego rozkltadu zwigzkdw przez drobnoustroje dos¢ powszechnie
wystepuje w srodowisku wodnym i glebowym (1,2,3). NajczesSciej zwigzane to jest z detoksy-
kacjg ksenobiotykéw syntetycznych, trudno rozpuszczalnych zwigzkéw organicznych, réwniez
z degradacjg zwigzkéw zawierajgcych grupy CN“ Dla zjawiska tego przyjeto termin kometabo-
lizm, gdy rozktadowi towarzyszy przeksztalcenie substancji nie podtrzymujgcej wzrostu (4). Za-
sadniczym kryterium kometabolizmu jest metaboliczna i energetyczna bezuzyteczno$¢ proce-
sow, ktorym podlegaja te zwiazki. Tg droga udato sie zdegradowac wiele zwigzkow ucigzliwych
dla srodowiska jak chlorowcopochodne benzenu, fenantren (1,5,19).

Wsrod bakterii rodzaju Pseudomonas znajdujg sie szczepy rozkltadajace zwigzki fenolowe
(6,10,16) oraz gatunki degradujace cyjanek (9,18). Nie ma doniesien o réwnoczesnym rozkla-
dzie zwigzkéw aromatycznych i cyjankéw na drodze kometabolizmu przez te bakterie.

Rozklad zwigzkow fenolowych wynika z mozliwosci indukcyjnej syntezy enzymow, ktére ka-
talizujg przemiany tych zwigzkéw. W warunkach tlenowych zwigzki fenolowe moga stanowic je-
dyne zrodio wegla i energii dla niektérych drobnoustrojéw, np. bakterii Pseudomonas sp. Roz-
ktad tych zwigzkéw powoduje wzrost bakterii.

Rozklad cyjanku przez drobnoustroje uwazany jest za proces detoksykacji (7,2). Proces
rozktadu tego zwigzku badano w ostatnich latach z uzyciem réznych szczepéw Pseudomonas
sp. (7,8,9). Cyjanek nie byt jednak wystarczajacym zrédtem wegla dla wzrostu badanych bakterii
(9), i do wzrostu hodowli wymagat dodatkowego substratu.

Zwigzki fenolowe i cyjanki wystepujgce wspolnie jako zanieczyszczenia wod powierzchnio-
wych moga by¢ rozkladane przez mieszane populacje drobnoustrojow (10). Interesujgce
wydawato sie stwierdzenie, ze proces ten moze powodowac jeden szczep bakterii.

Celem pracy bylo wykazanie mozliwosci rozktadu fenolu i cyjanku przez niektére szczepy
Pseudomonas sp. w ukfadzie dwusktadnikowym. Uktad taki zawierat zwigzek fenolowy, ktory
stanowit zrodto wegla i energii oraz cyjanek bedacy potencjalnym kometabolitem.

2. Metodyka badan

w badaniach stosowano trzy szczepy rodzaju Pseudomonas. Szczep Pseudomonas putida
izolowany przez Mrozowska (11) z mieszanej populacji drobnoustrojow osadu czynnego degra-
dujacej zwigzki fenolowe, szczep Pseudomonas sp. Cl izolowany przez Pawlikowska (9) z osa-
du czynnego adaptowanego do rozktadu cyjankéw oraz szczep Pseudomonas sp. FC5 izolowa-
ny z mieszanej populacji drobnoustrojéw osadu czynnego adaptowanej do degradacji fenolu
i cyjanku. Uzyto réwniez osadu czynnego, ktéry adaptowano do degradacji cyjanku i fenolu
w uktadzie dwusktadnikowym.
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W badaniach degradacyjnych stosowano zmodyfikowang pozywke Kojima i in. (12), w ktorej
w miejsce chlorku amonu wprowadzano chiorek sodu. Pozywke wzbogacano fenolem, stano-
wigcym zrédto wegla i energii lub cyjankiem, ktory byt jedynym zrodiem azotu.

Przebieg degradacji fenolu prowadzono metodami anaiitycznymi (13). Metode koloryme-
tryczng stosowano do obserwacji rozktadu cyjanku (14). Biomase drobnoustrojéw oznaczano
metoda filtrow membranowych (15), za$ wzrost hodowli przez pomiar zmetnienia hodowli (16).

Indukcje enzymatyczng badanych drobnoustrojow do degradacji fenoiu, cyjanku lub mie-
szaniny obu zwigzkéw prowadzono w warunkach periodycznych hodowli napowietrzanych z co-
dziennym zasilaniem substratéw (16).

Badania dynamiki biodegradacji fenolu, cyjanku lub mieszaniny obu tych zwigzkéw prowa-
dzono metodg opisang przez Labuzek (16).

Do obserwaciji krzywych wzrostu uzywano kolbek Vincenta o objetosci 100 ml stuzacych do
bezposredniego pomiaru metnosci hodowli. Do kolbek wprowadzano podtoze, w ktérym miat
wzrasta¢ szczep, w zaleznosci od metnosci wyjsciowej od 8 do 15 ml. Koibki zaszczepiano za-
wiesing bakterii do koricowej objetnosci 20 ml. Metno$¢ mierzono spektrofotometrycznie na
specolu z przystawka zmetnieniowg TR. Do kolbek zawierajgcych podioze i zawiesine bakterii
wprowadzano badany zwigzek o odpowiednim stezeniu. Hodowle inkubowano z wytrzgsaniem
w 30° C. Pomiaru zmetnienia hodowli dokonywano w odstepach ! lub 2-godzinnych przez 12
godzin, a nastepnie w odstepach dobowych.

2.1. Rozktad fenolu i cyjanku w uktadach dwusktadnikowych
przez szczep P. putida

Adaptacje badanego szczepu P. putida do wzrastajgcych stezen cyjanku przeprowadzono
w warunkach periodycznych z napowietrzaniem przez wytrzasanie (16). Do adaptacji uzyto
szczepu, ktory degradowat 4 mM fenolu jako jedyne zrodto wegla i energii. Adaptacje do degra-
dacji cyjanku rozpoczeto od dawki 0,05 mM. Jezeli po dobowej inkubacji stwierdzano catkowity
rozkiad fenolu i cyjanku, pasazowano szczep do $wiezej pozywki ze zwiekszong porcja cyjanku.
Jezeli po dobowej inkubacji stwierdzano catkowity rozktad jedynie substratu wzrostowego, kto-
rym byt fenol, a cyjanek nadal znajdowat sie w podtozu, nie pasazowano hodowli, a dodawano
jedynie fenol w stezeniu 4 mM. Szczep P. putida udato sie adaptowac do degradacji | mM cy-
janku przy réwnoczesnym wykorzystaniu 4 mM fenolu jako zrodta wegla i energii.

Aby wykaza¢ wplyw adaptacji do rozkladu cyjanku na wzrost hodowli bakterii oraz
degeradacije fenolu i cyjanku przez badany szczep P. putida obserwowano dynamike rozktadu
tych zwigzkéw w uktadach dwusktadnikowych przez szczep adaptowany i nie przystosowany
do degradacji cyjanku. Pierwszg serie badan wykonano z uzyciem szczepu P. putida, ktéry nie
byt przystosowany do degradacji cyjanku. Pomiary zmian metnosci hodowli, stopnia rozktadu
fenolu i cyjanku wykonywano co 2 godziny przez 12 godzin inkubacji oraz w 24, 48 i 72 godzinie
tej hodowli. Wyniki badan degradcyjnych przedstawiono na rys. 1. Drugg serie badan wykonano
przy uzyciu szczepu P. putida wstepnie przystosowanego do rozktadu 4 mM fenolu i degradaciji
0,5 mM cyjanku oraz przez ten sam szczep adaptowany do réwnoczesnego rozktadu 4 mM fe-
nolu i 1 mM cyjanku. Wyniki tej serii badan pokazano na rys. 2.

2.2. Wiasciwosci degradacyjne szczepu Pseudomonas sp.
w uktadzie dwusktadnikowym cyjanek - fenol

W tej serii badan uzyto szczepu Pseudomonas sp. Cl izolowanego z populacji mieszanej
drobnoustrojow osadu czynnego adaptowanego do rozkladu cyjanku (8). Szczep ten wstepnie
indukowano do rozktadu 4 mM cyjanku w cyklu dobowym w obecnosci ekstraktu drozdzowego
jako dodatkowego Zrodta wegla (9). W celu stwierdzenia, czy badany szczep Pseudomonas sp.
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Rys.1. Krzywe wzrostu i dynamiki degradacji 4 mM fenolu i zmiennych stezen cyjanku od 0,05 do 4 mM przez
szczep P. putida, wstepnie adaptowany do degradaciji fenolu.
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Rys. 2. Krzywe wzrostu i dynamiki degradacji 4 mM fenolu i zmiennych stezen cyjanku od 0,5 do 4 mM
przez szczep P. putida, wstepnie adaptowany do degradaciji: A - 4 mM fenolu i 0,5 mM cyjanku; B - 4 mM
fenolu i 1 mM cyjanku.
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Rys. 3. Dynamika rozkiadu
4 mM cyjanku w obecnosci 1,
2 lub 4mM fenolu przez
szczep Pseudomonas sp. C1
A - w mineralnej czesci pozy-
wki Kojima i in.; B - w petnej
pozywce Kojima i in. (12)
(lg/dcm® ekstraktu drozdzo-
wego).
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mogtby wykorzystywac fenol jako zrodto wegla, prowadzono hodowle tego szczepu w uktadach
dwusktadnikowych zawierajgcych fenol obok cyjanku. Do mineralnej czesci pozywki Kojima (12)
dodawano 4 mM cyjanku oraz 0,2; 1; 2 lub 4 mM fenolu. Do takiego medium hodowlanego
wprowadzano zawiesine bakterii szczepu Pseudomonas sp., w takim stezeniu, by metnos¢
wyjsciowa utrzymywata sie w granicach 0,9-1, co odpowiadatlo biomasie okoto 300-
350mg/dcm”. Hodowle prowadzono w 30°C z napowietrzaniem przez wytrzasanie. Codziennie
oznaczano stezenie fenolu, metno$¢ hodowli oraz stezenie cyjanku. Hodowle prowadzono do
momentu, gdy metnos¢ jej spadata do 0,4. Metoda tg nie udato sie adaptowac¢ szczepu Pseudo-
monas sp. Cl do wykorzystania fenolu jako substratu wzrostowego.

Wstepng adaptacje szczepu Pseudomonas sp. Cl do rozkiadu cyjanku prowadzono
w obecnosci ekstraktu drozdzowego jako dodatkowego zrodia wegla. Powtdrzono zatem
doswiadczenie, ktérego celem byta adaptacja badanego szczepu bakterii do wykorzystania fe-
nolu, wprowadzajgc do hodowli oprécz cyjanku i fenolu réwniez ekstrakt drozdzowy. Uktad ho-
dowlany zawierat mineralng cze$¢ pozywki Kojima (12), 4 mM cyjanku, 1g/dcm” ekstraktu droz-
dzowego oraz fenol w stezeniach 0,2; 1; 2 lub 4 mM. Réwniez w takich warunkach obserwacji
nie udato sie adaptowac uzytego szczepu do wykorzystania fenolu jako zrédta wegla.

W trakcie dalszych badan postanowiono sprawdzi¢, czy w wyniku zabiegdéw adaptacyjnych
do rozktadu fenolu nie zmienity sie zdolnosci badanego szczepu do rozktadu cyjanku. Przepro-
wadzono wiec obsenwacje dynamiki rozkladu 4 mM cyjanku w obecnosci 1; 2 lub 4 mM fenolu
przez szczep Pseudomonas sp. Cl. Zastosowano dwa podioza hodowlane. W jednej serii uzyto
mineralnej czesci zmodyfikowanej pozywki Kojima z dodatkiem 4 mM cyjanku i 1; 2 lub 4 mM fe-
nolu. W drugiej serii dodatkowo do podtoza hodowlanego wprowadzono 1g/dcm” ekstraktu
drozdzowego. Wyniki tych obserwaciji ilustruje rys. 3.

2.3. Rébwnoczesny rozkitad fenolu i cyjanku
przez mieszang populacje drobnoustrojéw i szczep Pseudomonas sp.
izolowany z tej populacji

Drobnoustroje populacji mieszanej zdolne do réwnoczesnego rozktadu fenolu i cyjanku uzy-
skiwano przez aklimatyzacje mikroorganizméw osadéw organicznych poddanych fermentaciji
metanowej. Osady te transformowano w osad czynny przez kilkudniowa aeracje.

Hodowle i Indukcje do rozktadu fenolu i cyjanku tak utworzonego osadu czynnego prowa-
dzono w warunkach periodycznych w komorach o objetosci 4 | z porcjg 1,5 | osadu przefer-
mentowanego. Aeracja przebiegata w warunkach nie kontrolowanego nadmiaru doprowadza-
nego powietrza co zapewniato petne zmieszanie osadu i cieczy w komorze. Komore zasilano
w odstepach 24-godzinnych progresywnie wzrastajgcymi dawkami fenolu i cyjanku potasu.
Hodowle prowadzono bez dodatkowego Zrodta azotu w Srodowisku inkubacyjnym. Azot zawar-
ty w cyjanku stanowit jedyne Zrodio tego pierwiastka. Odczyn Srodowiska hodowlanego utrzy-
mywano w granicach pH 8,0 do 9,0. W wyniku zabiegéw adaptacyjnych przystosowano zespoét
drobnoustrojow do biodegradacji cyjanku w stezeniu 16 mM oraz do rozktadu fenolu w stezeniu
2mM.

Obserwacje dynamiki rozktadu cyjanku i fenolu przez mieszang populacje drobnoustrojow
prowadzono w 24-godzinnej aeracji w ukladzie z cyjankiem potasu w stezeniu 16 mM jako poje-
dynczym substratem, z fenolem w stezeniu 2 mM jako jedynym substratem oraz z mieszaning
tych samych stezen obu zwigzkéw. Wyniki tych obserwacji ilustruje rys. 4.

Z mieszanej populacji drobnoustrojéw o wysokiej aktywnosci degradacyjnej izolowano
szczepy bakterii zdolne do degradacji fenolu | cyjanku metoda opisang przez Pawlikowska (8).
Tylko jedna z wyodrebnionych kultur bakterii, oznaczona jako szczep Pseudomonas sp. FC5,
powodowata rownoczesny rozktad cyjanku i fenolu.
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Rys. 4. Dynamika rozktadu cyjanku w stezeniu 16 mM (1040 mg/dcm” KCN) i fenolu w stezeniu 2 mM (188
mg/dcm”) przez drobnoustroje osadu czynnego w ukladach: A-z cyjankiem; B - z fenolem; C - z cyjan-
kiem i fenolem.

CZAS , dobij

Rys.5. Rozktad cyjanku i fenolu przez szczep Pseudomonas sp. FC5 w mineralnej czesci pozywki Kojima
iin. (12) w uktadach: A-z cyjankiem w stezeniu 4 mM; B - z fenolem w stezeniu 1| mM; C - z cyjankiem
w stezeniu 4 mM i fenolem w stezeniu | mM.
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Szczep ten uzyto do dalszych badan biodegradacyjnych. Przeprowadzono obserwacje de-
gradacji przez ten szczep, cyjanku potasu i fenolu w uktadach jedno- i dwusktadnikowych, z cy-
jankiem w stezeniu 4 mM, fenolem w stezeniu I mM oraz mieszaning obu tych zwigzkdw. Obser-
wacje prowadzono w sposéb analogiczny jak w poprzednich seriach badan. Wyniki tych
obserwacji pokazano na rys. 5.

3. Wyniki i ich dyskusja

Przeprowadzone badania mialy na celu stwierdzenie mozliwosci rownoczesnego wykorzy-
stania fenolu i cyjanku jako substratow wzrostowych oraz wykazanie wzajemnego wptywu tych
zwigzkéw na zdolnosci biodegradacyjne trzech wybranych szczepdw bakterii rodzaju Pseudo-
monas.

Jednym z uzytych w badaniach byt szczep P. putida, izolowany przez Mrozowska (1976)
z mieszanej populacji drobnoustrojéw degradujgcych fenole wéd koksowniczych. W wodach
tych obok fenoli wystepowaly cyjanki (10). Szczep ten udato sie przystosowac¢ do wzrostu i wy-
korzystania fenolu w obecnosci cyjanku przez réwnoczesng aklimatyzacje do 4 mM fenolu i 0,5
mM lub 1,0 mM cyjanku. Dalsze zwigekszanie stezenia cyjanku w hodowli powodowato znaczne
wydluzanie czasu degradacji fenolu. Ograniczono sie zatem w badaniach degradacyjnych do
uzycia szczepu P. putida, gdy byt przystosowany do réwnoczesnego rozktadu 4 mM fenolu i 0,5
lub 1,0 mM cyjanku (rys. 2) lub tylko do rozktadu 4 mM fenolu (rys. 1). Obserwowano krzywe
wzrostu oraz dynamike réwnoczesnego rozkltadu fenolu i cyjanku przez badany szczep w
dwuskfadnikowym ukfadzie hodowlanym zawierajgcym mieszanine 4 mM fenolu i zmienne
stezenia cyjanku.

Dynamika rozktadu 4 mM fenolu w obecnosci 0,5 mM cyjanku przez szczep P. putida adap-
towany do 0,5 lub I mM cyjanku przebiegat podobnie. Fenol ulegat roztozeniu w ciggu 24 go-
dzin w obu hodowlach (rys. 2A i 2B). Obserwowano dwukrotne wydtuzenie czasu degradacji fe-
nolu w poréwnaniu z kontrolg, ktérg stanowita hodowla badanego szczepu zasilanego tylko
4 mM fenolu. Cyjanek w tych mieszaninach ulegat bardzo powolnemu usunieciu, ktore
nalezatloby wigza¢ z procesami fizyko-chemicznymi. Jezeli do hodowli szczepéw adaptowa-
nych do 4 mM fenolu i 0,5 mM cyjanku wprowadzano wyzsze stezenia cyjanku, obserwowano
silne zahamowanie szybkosci rozktadu fenolu. Réwniez cyjanek nie ulegat wyraznemu usunieciu
przez ten szczep (rys. 2A).

Podobnie zachowywat sie szczep adaptowany wstepnie do 4 mM fenolu i I mM cyjanku.
W obecnosci takich stezen obu zwiazkéw wydtuzata sie degradacja fenolu w stosunku do kon-
troli (rys. 2B). Wyzsze stezenia cyjanku niz 1 mM powodowaty hamowanie degradacji fenolu.
Hamowanie byto wieksze przy wyzszych stezeniach cyjanku. Dla kultur wstepnie adaptowanych
do 4 mM fenolu i 0,5 mM cyjanku, stezenie 2 mM cyjanku w hodowlach powodowato catkowite
zahamowanie wzrostu bakterii, rozkiadu fenolu oraz usuniecia cyjanku (rys. 2A). Kultury
wstepnie adaptowane do 4 mM fenolu i I mM cyjanku wykazywaty catkowite hamowanie wzro-
stu, degradacji fenolu i cyjanku przy stezeniu 4 mM cyjanku w hodowli (rys. 2B). Nizsze stezenia
cyjanku powodowaty wydtuzanie czasu degradacji fenolu, ale nie hamowaly w petni procesow
wzrostowych bakterii.

Szczep P. putida wstepnie adaptowany wytacznie do rozktadu 4 mM fenolu tolerowat znacz-
nie nizsze stezenia cyjanku w uktadach hodowlanych (rys. 1). Juz stezenie 0,05 i 0,1 mM cyjan-
ku powodowato wydtuzenie degradacji fenolu odpowiednio o 12 lub 24 godziny w poréwnaniu
z hodowla kontrolng. Wyzsze stezenia cyjanku od 0,5 mM byly toksyczne dla tych kultur bada-
nego szczepu. Obserwowano bowiem zahamowanie wzrostu i brak rozktadu fenolu (rys. 1).

Wykazano, ze zdolnos¢ rozktadu fenolu jako jedynego zrddta wegla i energii obok cyjanku -
sktadnika nie podtrzymujgcego wzrostu, uzalezniona byta od stopnia adaptacji do cyjanku.
Wprowadzenie cyjanku do hodowli w stezeniach nizszych lub réwnych stezeniu, do ktérego
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szczep byt wezesniej adaptowany, powodowaty przediuzenie czasu rozktadu zwigzku fenoiowe-
go w poréwnaniu z kontrolng hodowla. Zwiekszenie stezenia cyjanku powyzej wartosci, do kto-
rej szczep byt wstepnie przystosowany, powodowato gwaltowne zmniejszanie szybkosci
rozkltadu substratu wzrostowego az do petnego zahamowania. Cyjanek, ktéry byt czesciowo
usuwany po diugotnvatej adaptacji, nie podtrzymywat wzrostu bakterii (rys.1 i 2). W wyniku prze-
prowadzonych badan z uzyciem szczepu P. putida nie udato sie znalez¢ warunkéw indukciji
umozliwiajacych réwnoczesny, aktywny rozktad fenolu i cyjanku. Szczep ten w wyniku adaptaciji
tolerowat niskie stezenia cyjanku, zachowujgc zdolnos¢ degradaciji fenolu.

W kolejnej serii obsenvacji uzyto szczepu Pseudomonas sp. Cl izolowanego z mieszanej
populacji drobnoustrojow aktywnie rozktadajacych cyjanek. Szczep ten byt indukcyjnie przysto-
sowany do degradacji cyjanku w obecnosci dodatkowego Zrédia wegla, na przyktad ekstraktu
drozdzowego. Wczesniejsze informacje dotyczace mieszanej populacji drobnoustrojow (10)
oraz izolowanego szczepu (9) wykazaly, ze cyjanek jest niewystarczajagcym zrodiem wegla
w procesach wzrostowych. Z powodow wynikajacych ze wspdlnego wystepowania fenolu obok
cyjanku w koksowniczych wodach fenolowych, interesujacy byt fenol jako ewentualne Zrédio
wegla w procesach mikrobiologicznej degradacji cyjanku.

Podjeto prébe wtdérnej adaptaciji szczepu Pseudomonas sp. Cl, wstepnie adaptowanego do
cyjanku, do rozktadu fenolu w uktadzie nie zawierajacym cyjanku. Fenol wprowadzany w
stezeniach 1, 2 lub 4 mM w obecnosci lub bez dodatku 1 g/decm” ekstraktu drozdzowego w me-
dium hodowlanym, nie podlegat degradacji przez badany szczep. Wielodobowe obserwacje
wykazaly, ze szczep Pseudomonas sp. nie uzyskiwat zdolnosci do rozktadu fenolu. Obserwacje
wptywu obecnosci réznych stezenh fenolu na degradacje cyjanku przez ten szczep, wykazaty
niewielkie réznice przebiegu rozktadu cyjanku pod wptywem zmiennych stezen fenolu
w ukladzie hodowlanym bez dodatkowego zrédta wegla (rys. 3A). We wszystkich trzech hodow-
lach obserwowano znaczne zahamowanie wiasciwosci biodegradacyjnych szczepu Pseudomo-
nas sp. Porcja 4 mM cyjanku nie ulegata rozktadowi petnemu nawet w ciggu 96 godzin, nieza-
leznie od tego, czy fenolu bylo w podiozu hodowlanym 1, 2 czy 4 mM (rys. 3A). Ta sama ilos¢
cyjanku byta rozktadana w hodowli kontrolnej bez dodatku fenolu. Obecnos$¢ ekstraktru droz-
dzowego w podiozu hodowlanym, ujawniata hamujgcy wptyw fenolu na degradacje cyjanku
(rys. 3B). Ze wzrostem stezenia fenolu w medium hodowlanym, wydtuzat sie czas degradacji cy-
janku, ale degradacja przebiegata. Obecnos¢ | i 2 mM fenolu powodowata wydtuzenie czasu
rozktadu porcji 4 mM cyjanku do 72 godzin. Stezenie 4 mM fenolu w hodowli powodowato, ze
w ciggu 96 godzin od momentu dodania, cyjanek nie ulegat pelnej degradacji (rys. 3B). Jednak-
ze, nawet tak duze stezenie fenolu (4mM), nie hamowato w pei zdolnosci degradacyjnych ba-
danego szczepu w obecnosci innego, tatwo przyswajalnego Zrédta wegla w procesie degradacji
cyjanku.

Podjeto poszukiwanie innego szczepu bakterii zdolnego do réwnoczesnej degradacji cyjan-
ku i fenolu. W tym celu adaptowano mieszang populacje drobnoustrojéw osadu czynnego do
degradacji fenolu i cyjanku potasu w uktadzie dwusktadnikowym. Spodziewano sig, ze droga
selekcji mozliwe bedzie uzyskanie szczepu wykazujacego zdolnos$¢ rozktadu obu tych zwigz-
kéw rownoczesnie. Drogg adaptacji uzyskano mieszang populacje osadu czynnego, ktéra w cy-
klu 24-godzinnym degradowata 16 mM cyjanku (1040 mg/dcm”) oraz 2 mM fenolu
(188 mg/dcm™). Badania rozktadu obu tych substratéw zaréwno w uktadach, w ktérych fenol lub
cyjanek byly jedynym substratem w pozywce mineralnej, jak i w ukladach dwusubstratowych.
Obydwa te zwigzki byly rozktadane w czasie 6 do 12 godzin (rys. 4).

Przeprowadzona izolacja, dominujgcych w tej populacji szczepow bakterii, pozwolita uzyskac
6 szczepdbw rdznigcych sie morfologicznie. Uzyskane szczepy poddano prébie, ktdéra miata
wykaza¢ mozliwo$¢ rownoczesnego rozktadu fenolu i cyjanku. Tylko jeden ze szczepéw, ozna-
czony roboczo FC5 i wstepnie zidentyfikowany jako nalezacy do rodzaju Pseudomonas, byt
zdolny do réwnoczesnego rozktadu 4 mM cyjanku i 1 mM fenolu. Stwierdzono, ze rozktad cyjan-
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ku przez ten szczep charakteryzowat sie zwiekszong intensywnoscig w poréwnaniu z rozktadem
fenotu. Badania degradacyjne z uzyciem szczepu FC5 wykazaly, ze szczep, ktoéry w poczatko-
wym okresie po izolacji wykazywat wysokg zdolnos¢ rozktadu obu zwigzkéw, po okresie okoto
3 tygodni hodowli nadat utrzymywat wysoka zdolnos¢ rozktadu cyjanku potasu, mniejszg nato-
miast zdolnos¢ rozktadu fenolu (rys. 5). Cyjanek (4 mM) tub fenol (1 mM) w ukfadzie jednosub-
stratowym ulegaty rozktadowi w ciggu 4 doéb, przy czym degradacja fenotu byta poprzedzona
2-dniowa faza lag (rys. 5 B). W ukfadzie dwusktadnikowym, fenot-cyjanek, cyjanek byt degrado-
wany, natomiast fenol nie (rys. 5 C).

Obserwacje zdolnosci biodegradacyjnych izolowanego szczepu Pseudomonas sp. FC5
wykazaly, ze szczep ten rozkitadat fenol i cyjanek w uktadzie dwusktadnikowym, bezposrednio
po izolacji. W pozniejszym okresie hodowli wykazywat zdolnos$¢ rozktadu fenolu i cyjanku
w uktadzie jednosubstratowym, przy czym rozktadowi fenotu towarzyszyt wzrost bakterii.
W uktadzie dwusubstratowym rozktadany byt tylko cyjanek w warunkach bezwzrostowych.

3.1. Ocena réwnoczesnego rozktadu cyjanku i fenolu przez badane szczepy
Pseudomonas sp. jako proces kometabolizmu tych zwigzkéw

Mikroorganizmy wystepujace powszechnie w ekosystemach naturalnych stykajg sie z wielo-
ma substancjami o dziataniu toksycznym, np. z cyjankiem lub fenolem, wobec ktérych wyksztal-
caja mechanizmy obronne, polegajace na rozkladzie tub detoksykacji tych zwigzkéw. Jednym
z mechanizmow wigzacych sie z detoksykacja jest zjawisko kometabolizmu (1,3). Uwaza sie, ze
kometabolizm jest to przeksztalcenie zwigzkéw toksycznych nie podtrzymujgcych wzrostu
w obecnosci substratu wzrostowego, ulegajacego metabolicznemu przeksztatceniu (4,17).

W pierwszej czesci przeprowadzonych badan uzyto szczepu P. putida, ktéry wykorzystywat
fenol jako substrat wzrostowy. Byt on zdolny, droga indukcji wtérnej, tolerowac cyjanek w ste-
zeniach nie przekraczajgcych 1 mM z rownoczesnym rozktadem fenolu. Mogtoby to wskazywac
na kometaboliczny proces usuwania cyjanku przez ten szczep, chociaz rozkiad tego zwigzku
byt stabo widoczny (rys. 2). Informacje zawarte w pracy Knowlesa i Buncha (18) sugerowaty
rozktad cyjanku przy udziale wielosktadnikowej dioksygenazy, ktéra mogta by¢ podobna do nie-
ktérych dioksygenaz atakujgcych struktury aromatyczne (19). Badania przeprowadzone z uzy-
ciem szczepu P. putida (11) nie daly podstaw do przypuszczen o wystepowaniu wielofunkcyjnej
dioksygenazy biorgcej udziat w rozktadzie fenotu i cyjanku.

W badaniach z uzyciem szczepu Pseudomonas sp. ClI, ktory byt wstepnie indukowany do
rozktadu cyjanku, nie uzyskano rozktadu fenolu przez ten szczep (rys. 3A i 3B). Fenol nie sta-
nowit dla tego szczepu zrodia wegla i nie mogtby by¢ wykorzystany w procesach wzrostowych.

W kolejnej serii badan podjeto probe otrzymania mieszanej populacji drobnoustrojow osadu
czynnego degradujacych cyjanek i fenol w warunkach kometabolizmu. Mieszana populacja wy-
kazywata zdolno$¢ réwnoczesnego rozktadu cyjanku potasu w stezeniu 16 mM i fenolu w ste-
zeniach 1 lub 2 mM (rys. 4). Z populacji tej jeden z wyizolowanych szczep6w, oznaczony sym-
bolem FC5, podlegat indukcji do réwnoczenego rozktadu cyjanku potasu i fenoiu w uktadzie
dwusktadnikowym. Bezposrednio po izolacji szczep ten wykazywat zdolno$¢ do wzrostu i roz-
ktadu fenolu w uktadzie jednosktadnikowym (rys. 5). Rozktadat réwniez cyjanek bezwzrostowo.
Posiadat takze krotkotrwata zdolno$¢ rozktadu cyjanku i fenolu w uktadzie dwusktadnikowym.
Mogtoby sie zatem wydawac, ze degradacja obu tych zwigzkéw odbywa sie w procesie kometa-
bolizmu. Jednak utrata zdolnosci degradacji fenolu przez ten szczep, po dtuzszym kontakcie
z cyjankiem, nakazuje zachowanie duzej ostroznosci w interpretowaniu tego zjawiska. Obec-
nos¢ cyjanku moze powodowaé kompleksowanie zelaza i obnizanie dostepnosci tych jonow
w procesach biosyntezy, np. dioksygenaz katecholowych, ktére zawierajg zelazo w swojej stru-
kturze.

BIOTECHNOLOGIA 1 (16) '92



38 S. LABUZEK, J. PAJAK, |. PAJAK

4. Wnioski

z przeprowadzonych badan wynika, ze pojedynczy szczep bakterii rodzaju Pseudomonas
nie moze trwale przystosowaé sie do réwnoczesnej degradacji fenolu i cyjanku. U réznych
szczepow tego rodzaju proces ten moze przebiega¢ poprzez odmienne mechanizmy biodegra-
dacyjne.

Uzyskane obserwacje nie potwierdzajg sugestii teoretycznych, ze wystepuje pewna analogia
w uktadach enzymatycznych atakujgcych cyjanek i rozrywajacych struktury aromatyczne (18),
W obecnosci cyjanku kompleksujacego jony zelaza, moga ulega¢ zahamowaniu aktywnosci
dioksygenaz katecholowych rozktadajacych struktury aromatyczne. Z tego punktu widzenia inte-
resujgce jest, ze rownoczesny proces degradacji cyjanku i fenolu mozna trwale osiggng¢ w wa-
runkach mieszanej populacji drobnoustrojow, a takze wtasciwie prowadzonego procesu adapta-
cyjnego. Sugeruje to, ze kazdy z tych zwigzkéw ulega degradacji z udzialem innych drobno-
ustrojow. Niektdére z nich posiadajg zdolno$¢ pobierania jonéw zelaza potrzebnego do syntezy
dioksygenaz nawet w warunkach deficytu zelaza spowodowanego przez kompleksowanie tego
jonu przez cyjanek.
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Degradation of phenol and potassium cyanide by Pseudomonas sp. strains

Summary

The biodegradation of phenol in the presence of potassium cyanide by some Pseudomonas bacteria
was investigated. Phenol was used as a source of carbon and energy and cyanide as a cometabolite.

It was proved that different strains of Pseudominas were able to simultaneous degradation of phenol
and cyanide in a confined degree, depending on the way of adaptation to these substrates.
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