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1. Wstep

Niniejsze badania sg kolejnym etapem obserwacji nad mozliwoscig rozktadu fenolu i cy-
janku przez wybrane szczepy rodzaju Pseudomonas. W poprzednich badaniach wykazano (1)
zréznicowane oddziatywanie ukladu dwusktadnikowego fenol-cyjanek na szczepy bakterii ro-
dzaju Pseudomonas. Szczepy te izolowano z mieszanych populacji drobnoustrojéw o odmien-
nych wiasciwosciach biodegradacyjnych. Badania ujawnily, ze r6zne szczepy nalezace do ro-
dzaju Pseudomonas moga wykazywac¢ ograniczong zdolnos¢ réwnoczesnego rozkladu fenolu
i cyjanku, przy czym w duzym stopniu zalezy to od wiasciwosci szczepu i sposobu jego ada-
ptacji (1).

Celem tej czesci badan bylo poszukiwanie szczepéw bakteryjnych zdolnych do réwnoczes-
nego wykorzystania fenolu i cyjanku jako zwigzkéw biogennych. Podjeto prébe wykazania, ze
ubytek fenolu i cyjanku z medium hodowlanego moze odbywac¢ sie w wyniku procesu biode-
gradacyjnego. Fenol bytby zrédtem wegla i energii, cyjanek zas zrédtem azotu. Rozdziat biatek
enzymatycznych izolowanych z wybranego szczepu potwierdzit obecnos¢ enzyméw bioracych
udziat w przemianach metabolicznych fenolu i cyjanku.

2. Metodyka

W badaniach zastosowano szczep Pseudomonas sp. FCR izolowany z mieszanej populacji
drobnoustrojéw przystosowanej do réwnoczesnej degradacji 6 mM (564 mg/l) fenolu i 6 mM
(390 mgl/l) cyjanku.

W badaniach degradacyjnych stosowano zmodyfikowang pozywke Kojima i in. (2). Mody-
fikacja polegata na zmniejszeniu ilosci ekstraktu drozdzowego do 0,1 g/l. W niektérych bada-
niach dodatkowo w miejsce chlorku amonu wprowadzano chlorek sodu. Pozywke wzbogacano
wybranymi zwigzkami, stanowigcymi zrédio wegla i energii lub azotu (fenol, cyjanek potasu).
Bakterie przechowywano na skosach agarowych lub w bulionie odzywczym zgodnie z recep-
turg DIFCO Laboratories.

Przebieg degradacji fenolu i cyjanku prowadzono metodami analitycznymi (3,4). Biomase
drobnoustrojéw oznaczano metodg filtrow membranowych (5), za$ wzrost hodowli przez pomiar
jej zmetnienia (6).

Indukcje szczepu Pseudomonas sp. FCR do degradacji fenolu i cyjanku prowadzono w wa-
runkach napowietrzania hodowli periodycznych z codziennym zasilaniem substratami (6). Ba-
dania dynamiki rozktadu fenolu, cyjanku lub mieszaniny obu substratéw oraz obserwacje wzro-
stu hodowli prowadzono metodami opisanymi przez Labuzek (6).

Izolacje biatek enzymatycznych prowadzono metoda Hegemana (7). Biatka enzymatyczne
frakcji 100 000 g z ultrawirowania rozdzielono metoda chromatografii zelowej z uzyciem Sepha-
dexu G-150 w kolumnach o dtugosci 30 cm i $rednicy | cm. Kolumny upakowywano zgodnie
z przepisem Pharmacia LKB Fine Chemicals. Na zel nanoszono 2,5 ml surowej frakcji enzy-
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matycznej zageszczonej przez 24-godzinng dialize w 40% roztworze sacharozy. Po wejsciu
proby w zel przemywano kolumne 0,05 M buforem fosforanowym o pH 7,5. Zbierano 1 ml
frakcje, w ktérych oznaczano stezenie biatka metoda Bradforda (8).

3. Wyniki

3.1. Badanie zdoinosci izolowanych szczepéw bakteryjnych
do rozktadu fenolu i cyjanku

W celu znalezienia szczepéw zdolnych do réwnoczesnego rozkiadu fenolu i cyjanku izo-
lowano je z mieszanej populacji drobnoustrojéw osadu czynnego zaadaptowanego do rozkiadu
6 mM fenolu i 6 mM cyjanku metoda opisang przez Pawlikowska (16). W wyniku izoiacji wy-
brano kilka czystych kultur bakterii, ktére namnazano na skosach z agarem odzywczym,
a nastepnie sptukiwano do ptynnej zmodyfikowanej pozywki Kojima i in. (2) z ekstraktem droz-
dzowym w stezeniu 0,1 g/l. Do hodowli dodawano sterylnie fenol, zwiekszajac progresywnie
jego dawki w odstepach 24-godzinnych. Pierwsza dawka fenolu wynosita 0,5 mM. Po zaada-
ptowaniu szczepéw do 4 mM fenolu w cyklu dobowym, rozpoczeto adaptacje badanych szcze-
péw do réwnoczesnej biodegradaciji fenolu i cyjanku.

W tym celu przesiewano hodowle szczepdw bakteryjnych do zmodyfikowanej pozywki Ko-
jimaiin. (2) z 0,1 g/l ekstraktu drozdzowego, w ktorej chlorek amonu zastgpiono chlorkiem
sodu, aby cyjanek stanowit jedyne Zrédto azotu. Do hodowli dodawano 4 mM fenolu oraz
progresywnie wzrastajgce dawki cyjanku potasu. Pierwsza dawka cyjanku wynosita 0,25 mM.
Tylko jeden szczep, oznaczony symbolem FCR, wykazywat zdolnos¢ rownoczesnego rozkitadu
fenolu i cyjanku. Szczep ten zaadaptowano do degradacji 4 mM fenolu i 1 mM cyjanku w cyklu
dobowym. Wyzsze stezenia wprowadzanego cyjanku niz 1 mM powodowaty hamowanie de-
gradacji fenolu w cyklu hodowlanym.

Szczep FCR poddano identyfikacji. Jego charakterystyke przeprowadzono w oparciu o test
API 20 NE oraz obsen/vacje morfologiczng, biochemiczng i fizjologicznag (9,10,11). Poréwnano
wilasciwosci identyfikowanego szczepu FCR z wilasciwosciami bakterii rodzaju Pseudomonas
opisanymi w kluczu Bergeya (10). Na podstawie uzyskanych wynikdw poddany identyfikacji
szczep FCR, rozkiadajacy réwnoczesnie fenol i cyjanek, oznaczono jako nalezacy do rodzaju
Pseudomonas.

Badano dynamike rozktadu fenolu i cyjanku przez szczep Pseudomonas sp. FCR w celu
stwierdzenia przebiegu rozkfadu obu zwiazkéw w cyklu dobowym. Pomiary zmian metnosci
hodowli, stopnia rozkiadu fenolu i cyjanku wykonywano co 2 godziny przez 24 godziny. Wyniki
badan degradacyjnych przedstawiono na rys. 1.

Cyjanek wskutek hydrolizy w roztworach wodnych jest zwigzkiem lotnym. W warunkach
napowietrzania moze ulega¢ desorpcji (wydmuchowi) z tych roztworéw. Wraz ze wzrostem pH
Srodowiska zmniejsza sie ilos¢ wydmuchiwanego cyjanku. Jednak nawet przy podwyzszonym
pH dtugotn”ratle napowietrzanie moze spowodowac czesciowe usunigcie cyjanku na drodze
fizykochemicznej. W procesach oczyszczania wdd odpadowych nalezatoby tak prowadzi¢ pro-
cesy biotechnologiczne, by powodowac¢ detoksykacje lotnych substancji toksycznych (w na-
szym wypadku cyjanku), a nie ich przejscie ze Srodowiska wodnego do atmosfery. Istotne
wydawato sie zatem okreslenie, w jakiej czesci ubywanie cyjanku z hodowli odbywato sie w wy-
niku jego biologicznej detoksykaciji, a w jakiej - na drodze eliminacji fizykochemicznej.

W tym celu prowadzono kontrolny pomiar fizycznej desorpcji (wydmuchu) tego zwigzku po
24 godzinach, cieczy zawierajacej 1 mM cyjanku potasu w zmodyfikowanej pozywce Kojima
o pH 8,1. Obsenrtrowano tez sorpcje cyjanku na powierzchni komoérek bakteryjnych hodowli
Pseudomonas sp. FCR zabitych termicznie przez zagotowanie. Stwierdzono, ze w tych warun-
kach wydmuch byt nieznaczny i wynosit okoto 0,1 mM. Zabite komérki sorbowaty okoto 0,25
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Rys. 1. Dynamika réwnoczesnego rozktadu fenolu i cyjanku przez szczep Pseudomonas sp. FCR,
pH pozywki 8,1.

mM cyjanku. Wprowadzony cyjanek ulegat wiec gtéwnie biodegradacji. Wyniki tych obserwacji
ilustruje rys. 2.

Z przeprowadzonych obserwacji wynikato, ze fenol byt wykorzystywany jako zrédto wegla
i energii, bowiem dopiero jego rozkiad powodowat wzrost szczepu Pseudomonas sp. FCR po
wyraznej lag-fazie. Mozna wiec sadzi¢, ze cyjanek wykorzystywany byt przez badany szczep
jako zrédto azotu. Dla potwierdzenia tego przypuszczenia przeprowadzono nastepujaca obser-

Rys. 2. Poréwnanie dynamiki ubytku cyjanku potasu z hodowli szczepu Pseudomonas sp . FCR
przebiegajacego na drodze biodegradaciji, sorpcji powierzchniowej i desorpcji fizycznej (wydmuchu).
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wacje. Hodowano szczep FCR w zmodyfikowanej pozywce Kojima i in. (2) z chlorkiem sodu
zamiast chlorku amonu, do ktérej w odstepach dobowych dodawano 4 mM fenolu i 1 mM
cyjanku. Po 24 godzinach inkubacji oznaczano stezenie fenolu i cyjanku. Po stwierdzeniu
catkowitej degradacji obu zwigzkéw ponownie dodawano 4 mM fenolu i 1 mM cyjanku. Czwar-
tego dnia tych obserwacji do hodowli dodawano jedynie 4 mM fenolu. Stwierdzono, ze po 24
godzinach napowietrzania przez wytrzasanie fenol nie zostat roziozony, a jego stezenie w po-
zywce wynosito 4 mM (dzien piaty). Tego dnia dodano do hodowlt 1 mM cyjanku. Po 24
godzinach (dzien szosty) stezenie fenolu i cyjanku w hodowli bylo réwne zeru. Ponownie do
hodowli dodano wytgcznie fenol i stwierdzono, ze po 24 godzinach nie ulegt degradacji. Po
dodaniu do hodowli cyjanku nastepowata degradacja obu zwigzkéw w cyklu dobowego wy-
trzasania. Takie postepowanie powtarzano kilkakrotnie. Stwierdzono, ze w warunkach braku
zrédta azotu (cyjanku lub chlorku amonu) hamowaniu ulegata réwniez degradacja fenolu.
Wptyw azotu cyjankowego na degradacje 4 mM fenolu przez szczep FCR w hodowli periody-
cznej, w ktérej jedynym zrédiem azotu byt cyjanek potasu pokazano na rys. 3.

Rys. 3. Wptyw jonu cyjankowego na degradacje fenolu w hodowli periodycznej szczepu Pseudomonas sp.
FCR . Jedynym Zrédiem azotu bytjon cyjankowy, pH pozywki 8.1. Fenol A ; cyjanek = .

3.2. Rozdziat biatek enzymatycznych izolowanych z komoérek
szczepu Pseudomonas sp. FCR

Badania dynamiki rozktadu fenolu i cyjanku przez szczep Pseudomonas sp. FCR wykazaty,
ze szczep ten miat zdolno$¢ réwnoczesnego rozkladu obu tych zwigzkéw (w stosunku
stezeniowym 4:1) po przeprowadzeniu indukcji enzymatycznej. Dla potwierdzenia tych obser-
wacji przeprowadzono rozdziat biatek enzymatycznych izolowanych z badanego szczepu ho-
dowanego w zmodyfikowanej pozywce Kojima zawierajacej fenol i cyjanek lub tylko fenol.
Biatka enzymatyczne izolowano metoda Hegemana (7). Na kolumny nanoszono 2,5 ml surowej
zdializowanej frakcji ultrawirowania 100 000 g. Zbierano 1 ml frakcje eluatu z kolumny zelowej,
az do catkowitego wymycia biatka z kolumny (okoto 50 frakcji). Stezenie biatka w poszczegol-
nych frakcjach oznaczano metoda Bradforda (8).

W pierwszej serii badan rozdziatowi poddano biatka enzymatyczne surowej frakcji 100 000 g izo-
lowanej z komoérek szczepu Pseudomonas sp. FCR hodowanego w obecnosci 4 mM fenolu
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i 1 mM cyjanku. W wyniku rozdzialu w kolumnie Sephadex G-150 surowej frakcji enzymatycz-

nej uzyskano 7 pikow (frakcje 7,11,16,18,22,24 i 29). Wyniki tego rozdzialu pokazano
przyktadowo na rys. 4.

Rys. 4. Biatka surowej frakcji enzymatycznej 100 000 g izolowane z komoérek szczepu Pseudomonas sp.
FCR hodowanego w obecnosci 4 mM fenolu i 1 mM cyjanku, rozdzielane w ztozu Sephadex G-150.

Rys. 5. Biatka surowej frakcji enzymatycznej 100 000 g izolowane ze szczepu Pseudomonas sp. FCR
hodowanego w obecnosci 4 mM fenolu rozdzielane w ztozu Sephadex G-150.
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W drugiej serii badan rozdzielano biatka surowej frakcji enzymatycznej 100 000 g izolowanej
z komoérek szczepu Pseudomonas sp. FCR hodowanego jedynie w obecnosci 4 mM fenolu
w pozywce Kojima i in. (2) z chlorkiem amonu jako Zrédtem azotu. W wyniku rozdziatu otrzy-
mywano 2 piki (frakcja 7 i 11) na krzywej wymywania jak to przyktadowo ilustruje rys. 5.

4. Dyskusja

Fenole i cyjanki wystepujace w przemystowych wodach odpadowych sg zwigzkami ucigz-
liwymi dla $srodowiska. W celu ich usuniecia z wéd czesto stosuje sie metody biotechnologi-
czne, najczesciej metode osadu czynnego (6,12).

Bakterie rodzaju Pseudomonas wykazuja zdolnos¢ wykorzystania fenoli jako zrédta wegla
i energii (13,14). Réwniez cyjanek moze by¢ degradowany przez bakterie tego rodzaju ('15,16).
Cyjanek jest jednak niewystarczajgcym zrodiem wegla dla wzrostu drobnoustrojow {"6). Jego
rozklad powinien by¢ zatem prowadzony w obecnosci dodatkowego zrédita wegla. Obserwo-
wany rozktad fenolu i cyjanku potasu przez mieszane populacje (1,17) wskazywat na mozliwos¢
rozktadu fenolu i cyjanku. Wczesniejsze badania z wybranymi szczepami bakteryjnymi (1)
wykazatly ograniczong zdolnos$¢ réwnoczesnego rozktadu fenolu i cyjanku (1). Wraz z wydtu-
zaniem sie czasu hodowli wybranych szczepdéw rodzaju Pseudomonas w obecnosci mieszaniny
fenol-cyjanek obserwowano zanikanie zdolnosci wykorzystania obu tych zwigzkéw (1). Nasu-
wato sie przypuszczenie, ze mogto to by¢ spowodowane dezaktywacja przez cyjanek dioksy-
genaz katecholowych, enzyméw, zawierajacych zelazo w centrum akt™~“nym, biorgcych udziat
w degradacji fenolu (13,14).

Przeprowadzone obserwacje miaty na celu wydzielenie z populacji mieszanej takiego szcze-
pu bakterii, ktéry wzrastatby z wykorzystaniem obu tych zwigzkéw; fenolu jako zrédia wegla i
energii, cyjanku jako zrédta azotu.

Szczepy bakterii uzyskiwano izolujac je z mieszanych populacji drobnoustrojéw adaptowa-
nych w rézny sposéb do biodegradacji fenolu i cyjanku. Degradacja tych zwigzkéw przebiega
z udziatem enzymoéw indukowanych (6,14,16). W toku izolacji szczepy traca nabytg zdolnosé
degradowania fenolu i cyjanku w wyniku represji enzymatycznej. Postanowiono wiec poddac
uzyskiwane szczepy ponownej adaptacji do stopniowo wzrastajagcych stezen fenolu do 4 mM
fenolu, a nastepnie cyjanku. Tylko jeden z izolowanych szczepéw byt zdolny do degradowania
w sposob trwaty 4 mM fenolu i 1| mM cyjanku w cyklu dobowym. Wprowadzanie wyzszych
stezen cyjanku do hodowli powodowato hamowanie degradacji fenolu. Mieszana populacja, z
ktorej szczep ten izolowano degradowata 6 mM fenolu i 6 mM cyjanku w cyklu dobowym.
Moze to wskazywacé, ze nie jest to prosta indukcja syntezy enzyméw dwoéch réznych szlakow
metabolicznych. Prawdopodobnie cyjanek w jakis sposdéb blokuje aktywno$¢ enzymow biora-
cych udziat w degradacji fenolu, skoro diugotnvala adaptacja powoduje jedynie zwigekszanie
tolerancji na cyjanek. Szczep nieadaptowany do cyjanku juz w stezeniu 0,1 mM CN~ powodowat
hamowanie degradacji fenolu (1).

Obserwacje dynamiki rozktadu fenolu i cyjanku wykazaty, ze w uktadzie dwusktadnikowym,
zaréwno fenol jak i cyjanek ulegaty degradaciji. Badany szczep Pseudomonas sp. FCR rozkiadat
najpierw cyjanek. W ciggu pierwszych 10 godzin hodowli napowietrzanej degradacji ulegato
okoto 90% wprowadzonego cyjanku. Fenol w tym czasie nie byt degradowany. Dopiero w 12
godzinie inkubacji rozpoczeta sie degradacja fenolu. Jego rozkladowi towarzyszyt wzrost ba-
kterii (rys. 1), czego nie obserwowano w fazie rozkladu cyjanku. Przypuszczalnie cyjanek w
stezeniu I mM hamowat indukcje dioksygenaz katecholowych lub nietrwale wiazat sie z enzy-
mami odpowiedzialnymi za rozszczepienie struktury aromatycznej unieczynniajac je. Dopiero,
gdy cyjanek ulegat prawie catkowicie usunieciu ze srodowiska hodowlanego, obserwowano
uaktywnienie enzymow degradujacych fenol. Biodegradacja fenolu i cyjanku przez szczep
Pseudomonas sp. FCR przebiegata zatem w dwoéch nastepujagcych po sobie fazach procesu,
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Szczep Pseudomonas FCR zachowywalt sie odmiennie niz szczepy badane poprzednio (1).
Szczep Ps. putida na przykiad, tolerowat znacznie nizsze stezenia cyjanku, w obecnosci kto-
rych fenol byt degradowany. Proces réwnoczesnego rozkltadu fenolu i cyjanku przebiegat od
pierwszej godziny po wprowadzeniu obu zwigzkéw do medium hodowlanego, ale czas rozkiadu
byt dtuzszy niz w hodowli kontrolnej z samym fenolem (1).

W celu potwierdzenia biodegradacyjnego charakteru rozktadu cyjanku, ktérego ubywanie
stwierdzano w pienvszych 10 godzinach obserwacji, przeprowadzono kontrolny pomiar uby-
wania cyjanku w wyniku fizycznej desorpcji w roztworze o pH 8,1 (wydmuch) i sorpcji na po-
wierzchni komorek bakterii. Stwierdzono, ze z wprowadzonej porcji | mM cyjanku jedynie okoto
10% ulegato desorpcji fizycznej z roztworu. Sorpcji na powierzchni komaérek zabitych w od-
dzielnych prébach modelowych ulegato okoto 25% (rys. 2).

Przeprowadzone obserwacje dynamiki rozkladu fenolu i cyjanku przez szczep Pseudomo-
nas sp. FCR sugerowaly, ze przewazajaca czes¢ cyjanku z porcji | mM dodawanej do hodowli
ulegata degradacji. Poniewaz degradacja cyjanku odbywata sie poza fazg wzrostu bakterii
(rys. 1) sugerowato to, ze cyjanek nie byt wykorzystywany jako zrédio wegla i energii. Byt on
zrédiem azotu dla badanego szczepu, gdyz do hodowli nie wprowadzano innych zwigzkéw
azotowych. Dla potwierdzenia tego przypuszczenia prowadzono hodowle badanego szczepu
w obecnosci 4 mM fenolu z przemiennym dozowaniem I mM cyjanku i bez cyjanku. Wykaza-
no, ze jezeli w hodowli znajdowat sie zaréwno cyjanek jak i fenol, to oba zwigzki byty degra-
dowane w cyklu dobowym. Niedodanie do hodowli cyjanku powodowato zaktdcenie degradacji
fenolu (rys. 3). Ponowne uzupeinienie medium hodowlanego porcja cyjanku powodowato
rozkiad fenolu i cyjanku. Mogtoby to potwierdza¢ przypuszczenie, ze cyjanek jest zrodiem azotu
dla badanego szczepu. W celu ostatecznego udowodnienia tych sugestii nalezatoby
przeprowadzi¢ badania ze znakowanym cyjankiem potasu.

Dla uwidocznienia, jak cyjanek wptywatl na enzymy degradacyjne fenolu izolowano biatka
enzymatyczne szczepu Pseudomonas sp. FCR z hodowli, ktére w medium miaty 4 mM fenolu
lub mieszanine: 4 mM fenolu i 1 mM cyjanku. Wyizolowane biatka poddano rozdziatowi na
Sephadexie G-150 . W wyniku przeprowadzonego rozdziatu biatlek surowej frakcji enzymaty-
cznej izolowanej ze szczepu rosnacego z wykorzystaniem fenolu uzyskano 2 piki biatkowe (rys.
5). Z danych literaturowych wiadomo, ze degradacja fenolu przebiega z udziatem kilku enzy-
moéw (13,14). Prawdopodobnie enzymy szlaku metabolicznego degradacji fenolu maja zblizone
masy czasteczkowe, stad uzyskiwano dwa piki na krzywej wymywania. Rozdziat ten nalezy
zatem traktowac jako wstepny.

Filtracja zelowa frakcji enzymatycznej izolowanej z hodowli prowadzonej w mieszaninie
dwusktadnikowej fenol-cyjanek, ujawnita pojawienie sie nowych pikéw na krzywej wymywania
(rys. 5). Poréwnanie tej krzywej wymywania z uzyskang dla szczepu hodowanego jedynie
w obecnosci fenolu (rys.4,5) przypuszczalnie wskazuje, ze pierwsze dwa piki odpowiadajg en-
zymom biorgcym udzial w degradacji fenolu, a pozostate 5 frakcji - jak sie wydaje - wigzg sie
z rozkladem cyjanku.

Rozdziat biatek enzymatycznych z hodowli dwusktadnikowych fenol - cyjanek potwierdzit
biodegradacyjny charakter ubywania cyjanku. Niewiele natomiast mozna jeszcze wnioskowac
o0 enzymach bioracych udziat w tym procesie. Biatka zwigzane z detoksykacjg cyjanku maja
prawdopodobnie mniejsza mase czasteczkowa od biatek zwigzanych z degradacjg struktury
aromatycznej, o czym sSwiadczy pozniejszy wyptyw z kolumny zelowej. Dla doktadniejszego
okreslenia wiasciwosci uzyskanych frakcji biatkowych nalezatoby przeprowadzi¢ dalszy ich
rozdziat z zastosowaniem innych technik lub zeli filtracyjnych.
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Degradation of phenol and cyanide by Pseudomonas sp. strain - Part 2

Summary

The strain of Pseudomonas sp. FCR was isolated from the mixed population of the activated sludge

microorganisms. This strain after adaptation degraded 4 mM of phenol and 1 mM of cyanide in 24 hour
cycles. The degradation of phenol and cyanide ran in two consecutive phases: first cyanide and then
phenol were degraded. Isolation and fractionation of the crude fraction of enzymatic proteins proved the
microbiological nature of cyanide and phenol degradation.
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