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The investigations included assays of phenol biodegradation possibilities
of some strains of Mucoraccae, The phenol concentrations in media were
0.01, 0.001, 0.0001%. In this way we selected Circinella muscae and Mortie-
rella isabelling strains which decomposed  phenol  with yield  from 147
to 29,69,

WSTEP

Problem przeksztalcen przez drobnoustroje fenoli znajdujgeych sie
w glebie i wodach $ciekowych jest od lat przedmiotem wielu prac ba-
dawczych., Posiada on przede wszystkim aspekt praktyczny — ocay-
szezanie zbiornikow wodnych, jak tez teoretyczny, gdyz rozkiad fenoli
taczy si¢ z wytwarzaniem produkiow mogacych mieé znaczenie gospo-
darcze (Zdybniewska 1968). Intensywnosé tego procesu zalezy od
stezenia fenoli w wodzie. Stwierdzono w licznych do$wiadezeniach,
w ktérych fenol by! jedynym zrédlem wegla, ze bakterie rozkladaja go
najintensywniej w srodowisku, w ktorym stezenie jego wahalo sie
W granicach 200-500 mg/l. Stezenie mniejsze stwarzalo pozywke zbyt
uboga, w wyzszym za$ ujawnialy sie toksyczne wilaseiwosei fenolu, (K a-
tabina, Rogowska wg Zdybniewskiej | c) zwraca uwage
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na kombinuwany efekt metabolizmu  wielu gatunkow drobnoustrojow
powodujacych rozklad fenolu w wodzie.

Bakterie decydujace o biodegradacji fenolu w wodzie sa bardzo sze-
roko rozpowszechnione (Pawlaczy k-Szpilowa 1965; Lato-
szek 1060 1 inni). Wynika to z charakteru utleniania fenolu zacho-
dzgcego najefcktywniej przy pH wyzszym pd 7.0, Putilina (1959)
okreslila zespol ,szezepow skladajacy sig z 10 gatunkow bakterii”, pro-
mienioweow i grzybow jako najbardziej przydatny do rozkladu fenoclu
w wodach scickowych., Zauwazyla przy tym, Ze niektore sposrod szoze-
pow bakterii zmienily w ciagu 10-letniego pasazowania na podlozach
z fenolem swoje wiasciwosei biodegradacyjne.

Ze scickow [enolowych przemystu naftowego dokonano m.in. izolacji
790 kultur drobnoustrojow, z ktérych az 303 wykazalo bujny wzrost na
pozywee z weglowodanami i fenolem, Wsrod nich 26% stanowily kultu-
ry drozdzy. Jesli chodzi o udzial innych grzybow w procesic rozkladu
fenoli literatura jest wyrazniej uboZsza, Szezegolne w tym wzgledzie
usiggniecia maja badacze czescy, ktorzy przy biologicznym oczyszezaniu
sciekow gazogeneratorowych stwierdzili, ze grzyby = rodzaju Oospore
zdolne byly do rozkladania lotnych fenoli (Kustka 1861)

W ostatnim dwudziestoleciu wzrasta ilosé prac traktujacych o grzy-
bach bioracych udzial w biodegradacji fenolu w wadach Sciekowych.
Kluczycki i Kubaczka (1966) okreslili aktywnosé drozdzakow
2z rodzaju Candida i Torulopsis. Grzyby te po wstepnej adaptacji rosty
w irodowisku, w ktorym stezenie fenolu byto ok. 50 mg/l. Stwierdzono,
ze wykorzystywaly one jako zrodlo pokarmu glownie kwasy tluszczowe
; odfenolowanych sciekow kombinatu koksochemicznego, sam fenol byt
raczej przez nie tolerowany.

W wyniku hodowli cigglych Torulopsis utilis przy probach oczyszeza-
nia nieodfenolowanych sciekow z procesow koksowania wegla brunatne-
go stwierdzono wzrost i rozmnazanie sie komérek grzyba w stezeniach
fenolu dochodzaeych do 5000 mg/ml. Stwierdzono réwniez w podobnych
wypadkach, ze zawsze lepszy rozktad fenclu wykorzystuja grzyby droz-
dzoidalne wyizolowane z tych sciekdw, a nie szezepy adaptowane pochodzace
z innych siedlisk. Najezynniejsze okazaly sig gatunki: Candide pulcherrina,
C. brumphi, Torulopsis utilis i T. inconspicua. Sposrod nich jednak tylko
Cendida pulcherrine wykazala bezposrednia zdolnosé zuzywania fenolu
jako Zrodla wegla, pozostale potrzebowaly do wzrostu dodatku glukozy
do padioza.

Doniesienia badaczy szwedzkich (Neujahr, Varga 1970) in-
formujy o wykorzystaniu fenolu i jego pochodnych jako Zrodel wegla
przez Tichosporum cutaneum. Grupa grzybow drozdzoidalnych, do kté-
rych nalezy ten gatunek, znana jest jako organizmy infekujace skorg
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oraz. blony Sluzowe jamy ustnej, drog oddechowych lub przewodu po-
karmowego u ludzi. Istnicja ponadio proby wykorzystania niektorych
grzybdw do biotransformacji pochodnych fenolowych w celach otrzy-
mywania okreslonych zwigzkow o znaczeniu prakiycznym. Ruban
i Karasewa (1969) stwierdzili, iz mete-paraaminofenole za pomocy
Candida wtilis transformewane byly do L-tryptofanu, Herber (1972)
za pomocg szezepu Mucor hiemalis uzyskali rozklad tymolu do hydro-
chinonu i monoglikozydu. Wnioskujg oni na tej podstawie o istnieniu
u tego gatunku grzyba mezliwodel prz-onoszenia rodnika F-fruktofura-
nozowsgo na hydrochinon = powstanicm parahydroksyfenylo g-D-frukto-
furanozydu. Ta cstatnia wrmianka zwrocila nasza uwage na grzyby
z rodziny Mucoraceae, ktore — jako gatunki szeroko rozpowszechnione
w przyrodzie — mogiyby spelnia¢c do$¢ istotng funkcje, jesli chodzi
o mozliwosei biodegradacyjne fenolu. Wigksza statosé cech morfolo-
gicznych gatunkéw Mucoraceae sugeruje, iz ewentualne ich mozliwoécei
wykorzystywania fenolu jako zrodla wegla moga sta¢ sie ich dodatkows
cechy diagnostyczng. Z drugiej strony powszechnos¢ wystepowania tych
grzybiw w glebie i wielu substratach skale waznosci tego problemu sta-
wia na plaszezyznie jednego z elementow ochrony srodowiska (Skir-
gielto, Zadara 1979).

METODY

Badania nasze ograniczylismy do przedstawicieli rodzajow: Absidia,
Zygorynchus, Syncephalastrum, Mucor, Rhizopus, Circinelle i Mortie-
rella (Nespiak i in. 1978). Grzyby te izolowano z réznych siedlisk
— gliwnie z gleby, substratow organicznych, wody lub powietrza. Prze-
badano lgcznie 34 szezepy nalezace do 21 gatunkow.

Szezepy pochodzace z kolekeji Zakladu Biologii i Botaniki Farma-
ceutycznej Akademii Medyeznej we Wroclawiu hodowano na pozyw-
kach mineralnych, w ktérych zradlem wegla byla glukoza, glukoza -+
+ fenol lub sam [:no! w ilosciach 0,0001; 0,001: 0,01%. Zrodlem azotu
byt NaNO; albo NHCL Inokulum grzyba wprowadzono do probéwek
z 10 ml pozywki, hodowlg przeprowadzono w temperaturze 25°C. Z trzy-
dziestu czterech szczepdw az dziewieé roslo na podiozu z fenolem jako
jedynym Zrodlem wegla. Byly to: Circinelle angarensis (Schost) Zycha
164, Absidia gleuce Hagem 254, Muecor hiemalis Wehmer 123, Absidia
cylindrospora Hagem 336, Mortierella isabelline Oud. 212, Circinella
muscae (Sorokine) Berl. et de Toni 302, Mortierella mutabilis Linn. 404,
Mucor hiemalis 162 i 193. Szczepy te hodowano na poiywce syntetycz-
nej z amonowym zrédlem azotu i glukozy jako zrodlem wegla. Inoculum
grzybdw (po 0,1 em®) wprowadzono do kolb ze 100 ml pozywki, a hodo-
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wle prowadzono w temperaturze 25°C. Po siedmiu dniach inkubacji do
poszezegolnych prob dodano fenolu w takiej ilosci, aby uzyskac stezenia
0,01, 0,001 i 0,0001%. Czesé prob pozoestawiono jako kentrole bez fenolu.
Po dalszych siedmiu dniach inkubacji, wszystkie proby przesaezono przez
saczki bibutowe i oznaczono sucha mase grzybnl, w przesjezach zas
okreslono pozostalosci pohodowlane fenolu. Oznaczenie zwigzkéow fenolu
przeprowadzono zgodnie z Polska Normg oznaczania fenoli lotnych
w wodzie lub Sciekach: metoda kolorymetryezna z 4-aminoantypiryna.
Obliczenia suchej masy grzybni i zawartosei fenolu w przesaczach podho-
dowlanyeh wykonano w pieciu powtorzeniach {tab. 1)

Riownolegle do hodowli na podlozu syntetycznym piynnym przeba-
dano dla kazdego ze szezepow waerost na pozywee maltozowo-agarowel,
do ktore] doedano fenclu w stezeniach: 0,01, 0,001, 0,0001%. Inokulacji
podioza dokonano metodg punktowy. Srednice rosngcych kolonii grzybni
mierzono po trzech i szesciu dniach. Notowano ponadto dzien pojawu
sporangioforow i tworzenia w nich zarodnikow dla kazdego z badanych
gatunkow (tab. 2).

WYNIKI OBSERWACJI

Wiasciwosei biodegradacji fenolu przez rozne grzyby byly rozmaite.
W przesgczach pohodowlanych stwierdzono duzg rozbieznos¢ w ubyikach
fenolu (tab. 1). Swiadezy to, iz mozliwosei wykorzystania tego zwigzku
jako zrodla wegla s cechy indywidualng gatunku (wzglednie nawet
szezepu, jak wykazaly wyniki badan trzech réinych szczepow Mucor
hiemaliz).

Najwieksze ubytki fenolu w przesgezu pohodowlanym stwierdzono
u Circinelle muscae 302, szczepu wyizolowanego z wody wodociggowe],
a nieco mniejsze u szczepu Absidia cylindrospora 336 wyizolowanego
z kompostu. Przezywalnos¢ az dziewigciu szezepow w srodowisku o ste-
zeniu fenolu rzedu 100 mg/l, z wyraznymi mozliwosciami jego rozkladu,
$wiadezy o aktywnoscei tych grzybow w stosunku do fenolu, przypomi-
najacej aktywnod$é¢ niektorych droidzakow (Kluczycki, Kuba-
czka 1966; i in.). Interesujucy zc wzgledow praktycznych wydaje sig
byé aktywnosé szczepu Cireinella muscae pochodzacego z wody wodo-
cigeowej. Prawie 30-procentowy ubytek fenolu w przesgezu pohodowla-
nym s$wiadezy o jego mozliwosci biodegradacyjnej podobnej do stosowa-
nia w biologicznym oczyszczaniu sciekow szezepow z rodzaju Oospora
(Kustka 1961). Mucor hiemalis, gatunek najpospolitszy sposrod ples-
ni, wykazal duzo slabsze zdolnosci biodegradacyjne, jednak czesty
pojaw tego grzyba w naturalnych, jak rowniez zmienionych gospodarkg
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cztowieka ekosystemach, jest zjawiskiem korzystnym w procesach na-
turaln=go rozkiadu zwiszkow fenolowych w przyrodzie.

Wyniki doswiadczenn nad wzrostem 1 tworzeniem zarodni u dziewie-
ciu  wylypowanych szezepéw na podlozu agarowym wykazujg, ze
1 wigkszodel z nich najmnicjsza nawet dawka fenolu opoinia znacznie
zarodnikowanie, przy jednoczesnym braku zahamowania wzrostu grzyb-
ni. Srednica kolonii tych szezepow, niezaleznie od ilosci fenolu w po-
zywee, byla niemal identyczna ze srednicy kolonii z podloza bez fenolu,
natomiast pojaw sporangioforow, niezaleznie od mozliwoscei degradacyj-
nych szezepu, z reguly byl opdZniony o cztery do pieciu dni (tab. 2).

WNIOSKI

1. Stwierdzono, ze grzyby z rodziny Mucoraceae wykazujg znaczny
tolerancje na stezenie fenolu w podlozu.

2. Siedem szezepow wykazalo mozliwosei biodegradacji fenolu w sto-
pniu stabszym niz stosowane dolychezas do tych celow bakterie lub
grzyby drozdzopodobne.

3. Aktywnosé szezepow Circinella muscae oraz Mortierella isabellina
w stosunku do [enolu w podiozu okazala sic najwyzsza. Stwarza to mo-
7liwast wykorzystania tych graybéw w praktyce.

LITERATURA

Herber R, Lepage M, Pierfitte M, Villoutreux J., 1972, Meta-
bolisme de quelques derivés phenoliques chez Mucor hiemalis, Soc. Biol, 8-9:
1087-1090.

Kluczycki K, Kubaczka E, 1966, Zagadnienie zdroidiowania Sciekow fe-
nolowych., Zesz. nauk. Polit. Slaskiej. 1 (9) 65-88.

Kustka M., 1961, Biologicke oxydace fenolu. Vys. Sk. Chem. Techn. Praha.

Latoszek A, 1960, Rozklad fenclu przez czyste kultury. Pr. Inst, Gosp. Koemun.
14, 26-35. )

Nespiak A, Dmochowska J, Mackiewicz H, Noculak A, Sie-
winski A, 1978, Raport Nr 3 Programu Badawczego — Ochrona Srodowiska
Polit. Wroclaw.

Neujahr H. Y., Varga J. M, 1870, Degradation of phenols by intact cell
and cell free preparation of Trichosporon cutaneum. FEur, J. Biochem. 13:
37-44,

Pawlaczyk-Szpilowa M., 1965 Effect of Glucose and Urea on the Rate
of Phenol Degradation by Pseudomonas fluorescens. Acta Mikrobiol. Pol, 14:
207-213,

Pawlaceyk-Szpilowa M., 1865 Drobnoustroje rozkladajace fenol i ich nie-
ktore cechy ekologiczne, Zesz. nauk. Polit. Wrocl. 1 (7) 3-45.

Polska Norma PN-72, C-04602 — Ark. 02. Woda i $cieki. Badania zawartosci fenolu.



230 A. Nespiak, J. Krzyzanowska, M. Siennicka

Putilina N, 1859, Mikroby primenamyje na promyglennych otistnych sooruZe-
nijach dla obzefienolivanija stofnych vod. Mikrobiologia 1:28, 757-T62.

Ruban E L, Karaseva G, N. 1960, Ispolzovanie fenola i jego proizvodnych

*" pri sinteze L-tryptofana drofiami Candida utilis 295 I, Prikl. bioch. mikrobiol,
5-(1): 107-108.

Skirgietlo A, Zadara M. 1979, Grzyby — Glonowce, Plesniakowate (In)
Flora Polska 10, Warszawa.

Zdybniewska M. 1968, Mikrobiologicany rozklad zwigzkow fenolowych, Pod-
stawy Mikrobiol. 7 (1): 161-179.



		2014-09-06T20:23:13+0200
	Polish Botanical Society




