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STRESZCZENIE

Fenole to grupa toksycznych weglowodorow aromatycznych, a do gléwnych zrédet ich
emisji do srodowiska mozna zaliczy¢ przemyst chemiczny, procesy przerobki wegla kamiennego
i przemyst tekstylny. Posrod nich, fenol stanowi gtéwne zanieczyszczenie gleb i wod spowodowane
zwigzkami fenolowymi.

W wyniku realizacji badan prowadzonych w ramach mojej rozprawy doktorskiej
wykazatam, ze torfowiska moga stanowi¢ miejsce izolacji mikroorganizméw zdolnych do wydajnej
biodegradacji fenolu. Stad istotnym osiggnieciem byto opublikowanie pierwszej pracy wykazujacej
zdolno$¢ do biodegradacji fenolu przez psychrotolerancyjne drozdze torfowiskowe z gatunkow
Candida subhashii, Candida oregonensis oraz Schizoblastosporion starkeyi-henricii. Kontynuacja
badan pozwolita okresli¢ szlak biodegradacji fenolu wykorzystywany przez te szczepy drozdzy
oraz wykaza¢ zdolno$¢ badanych drozdzy do produkcji kwasu cis,cis-mukonowego. Po raz pierwszy
wykazatam istotny wptyw dwoch alternatywnych sposoboéw prowadzenia hodowli na proces
biodegradacji fenolu, prowadzonej przez badane drozdze.

Powyzsze osiagnigcia, wraz z opracowanag nowg metoda szybkiej identyfikacji
mikroorganizmow o potencjale biodegradacyjnym wzgledem katecholu oraz potencjalnie innych
zwigzkow aromatycznych, m.in fenolu, powinny przyczyni¢ si¢ do rozwoju dyscypliny oraz badan
nad zastosowaniem drozdzy psychrotolerancyjnych w bioremediacji $rodowiska.
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ABSTRACT

Phenols are toxic aromatic compounds and the main sources of them are chemical industry,
coal conversion processes and textile industry. Among them, phenol is responsible for the major
pollution of water and ground.

Summarizing the results I’ve obtained during my studies, I’ve pointed out that the peatlands
are regions from which the microorganisms with the potential for effective phenol biodegradation
may be isolated. I’ve selected three psychrotolerant yeast strains, characterized as Candida
subhashii, Candida oregonensis and Schizoblastosporion starkeyi-henricii and for the first time, I’ve
confirmed that they were able to perform the biodegradation of phenol. After conducting my studies,
I was able to characterize the pathway of phenol biodegradation among these yeast strains and
confirm their ability to produce cis,cis-muconic acid, including the influence of the differences in the
culture conditions on this process. Moreover, I’ve proposed the new, rapid and simple method for
screening microorganisms with a potential for biodegradation of catechol and other aromatic
compounds (including phenol).

All of the results obtained during my studies may be used as a starting point for the further
development of this scientific discipline and the further experiments on the use of the
psychrotolerant yeasts in the bioremediation of the environment.
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WYKAZ SKROTOW I AKRONIMOW

AOPs
DNA

EC

EPA USA

GC
GC-FID

GC-MS

IRAC

ITS
m/v %

NADH,
oD
ODGOO
PCR
PET
rDNA

uv
YNB w/a

Technologie Zaawansowanego Utleniania (ang. Advanced Oxidation
Processes)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. Deoxyribonucleic acid)

Komisja Enzymatyczna (ang. Enzyme Commission)

Agencja Ochrony Srodowiska (ang. U.S. Environmental Protection
Agency)

chromatografia gazowa (ang. Gas Chromatography)

chromatografia gazowa z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (ang. Gas
Chromatography with Flame-lonization Detector)

chromatografia gazowa sprzgzona ze spektrometria mas (ang. Gas
Chromatography-Mass Spectrometry)

Komitet ds. Odpornosci na Srodki Owadobojcze (ang. Insecticide
Resistance Action Committee)

wewnetrzna sekwencja nickodujaca (ang. Internal Transcribed Spacer)
stezenie procentowe masowo-objetosciowe (ang. mass/volume percent of
solution)

zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. Nicotinamide
Adenine Dinucleotide reduced)

gesto$¢  optyczna hodowli plynnej mikroorganizmow (ang. Optical
Density)

gestos¢ optyczna hodowli ptynnej mikroorganizméw mierzona przy
dhugosci fali 600 nm (ang. Optical Density measured at wavelength of 600
nm)

reakcja tancuchowa polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)
poli(tereftalan etylenu) (ang. Polyethylene terephthalate)

rybosomalne DNA (ang. ribosomal DNA)

promieniowanie ultrafioletowe (ang. Ultraviolet radiation)

podloze mikrobiologiczne, nazwa wlasna (ang. Yeast Nitrogen base
without amino acids)
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1. WPROWADZENIE

Fenole nalezg do zwigzkow szeroko stosowanych w wielu galeziach przemyshu. Stanowig
zarowno substraty, jak 1 produkty reakcji chemicznych zachodzacych w trakcie proceséw
technologicznych prowadzonych na skale przemystowa. Cechuja si¢ podobng budowa chemiczng
i zblizonymi wlasciwosciami fizykochemicznymi.

Problem zwigzany z uzyciem fenoli na skale przemystowa oraz z ich pdzniejszg obecno$cia
w $ciekach i odpadach przemystowych wynika z faktu, iz charakteryzuja si¢ toksycznoscia, stad
stanowig zagrozenie dla zdrowia ludzi oraz dla $rodowiska naturalnego. Do usuwania zwigzkoéw
fenolowych w $ciekach oraz skazonych glebach i wodach stosuje si¢ rozne podejscia,
tj. wykorzystuje sie¢ w tym celu rozne metody fizykochemiczne, jak réwniez metody biologiczne,
ktore bazujg na zdolno$ci wybranych gatunkdéw mikroorganizmow do wydajnej biodegradacji tej
grupy zwiazkow. W zwiazku z tym, oprocz istniejacych rozwiazan stosowanych do obnizenia stgzen
zwigzkow fenolowych obecnych w $ciekach przemystowych, wcigz poszukuje sie nowych
rozwigzan, a racjonalna i bezpieczna gospodarka tymi odpadami jest tematyka wielu badan
naukowych.

Ponadto wykorzystanie mikroorganizméw do rozwiazywania problemow wynikajgcych
z obecno$ci w $ciekach fenoli nie musi ogranicza¢ si¢ tylko do opracowywania nowych metod
biodegradacji tych zwigzkow. Interesujgca alternatywa jest wykorzystanie mikroorganizmow
metabolizujgcych zwigzki fenolowe takze do biotechnologicznej produkcji zwigzkéw majacych
zastosowanie przemystowe, takich jak np. kwas cis,cis-mukonowy.

W zwigzku z powyzszym W Kolejnym rozdziale przedstawitam przede wszystkim
informacje dotyczace obecnego stanu wiedzy w zakresie poruszonych tematow.

11
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2. PRZEGLAD LITERATURY

Fenole to grupa zwigzkow organicznych, charakteryzujacych sie toksycznoscig i zdolnoscia
do akumulacji w glebie i wodach gruntowych. Obecno$¢ tych zwiazkéw potwierdzana jest takze
w wodzie pitnej oraz w wodach opadowych (ATSDR, 2015).

Poza naturalnymi zrodtami fenoli, do gléwnych antropogenicznych Zrédet ich emisji mozna
zaliczy¢ przemyst chemiczny, procesy przerdbki wegla i przemyst tekstylny (Aleksieva i in., 2002).
Moga mie¢ one toksyczny wpltyw na organizm czlowieka, wywotywany poprzez kontakt z tymi
zwigzkami na drodze oddechowej, pokarmowej oraz przez skorg. Ponadto niektore z nich,
np. katechol, juz nawet w niskich stgzeniach wptywaja negatywnie na $rodowisko naturalne
oraz na organizmy ludzi i zwierzat (ATSDR, 2015).

W zwiazku z tym wcigz poszukuje si¢ efektywnych, a zarazem tanich metod, ktore
umozliwia kontrolowana redukcje¢ ich stezen w Sciekach i odpadach przemystowych.

2.1 Fenol

Fenol to organiczny zwigzek chemiczny i zarazem najprostszy pod wzgledem budowy
przedstawiciel grupy fenoli. Wspolng cecha strukturalng wszystkich zwiazkow z tej grupy jest
obecno$¢ przynajmniej jednej grupy hydroksylowej zwigzanej bezposrednio z jednym z szesciu
atoméw wegla o hybrydyzacji sp®, ktore tworza piericient aromatyczny. Ponadto dzieki obecnosci
wigzan podwdjnych (tzw. wigzan nienasyconych) czgsteczka przyjmuje strukture ptaska. W zwigzku
z tym, iz warto$¢ kata miedzy wigzaniami C-C wynosi 120°, pierscien aromatyczny, pod wzgledem
geometrycznym, ma ksztal sze$ciokata foremnego (Morrison i Boyd, 1985).

Dzigki bezposredniemu potaczeniu pierscienia aromatycznego i grupy hydroksylowe;j
(Rys. 1), zwigzek cechuje si¢ takimi wlasciwosciami, jak: staby charakter kwasowy oraz zdolnosé
do tworzenia (z silnymi zasadami) zwigzkow fenolanowych.

OH

Rys. 1 Struktura czasteczki fenolu (opracowanie wlasne w programie 1SIS Draw)

W temperaturze pokojowej fenol jest bezbarwnym lub biatym, krystalicznym ciatem stalym.
Pod wpltywem $wiatta oraz powietrza ulega czg¢$ciowemu utlenieniu i zmienia swoja barwe
na rézowsg, brunatng lub czarng. Charakteryzuje si¢ specyficznym zapachem. Najwazniejsze
wiasciwosci fizykochemiczne fenolu zostaty podane w tabeli (Tab. 1) (POCH, 2014).

Przemystowo fenol otrzymuje si¢: a) ze smoty weglowej w wyniku ekstrakcji, b) poprzez
utlenianie kumenu lub toluenu oraz c) w wyniku hydrolizy chlorobenzenu w fazie gazowe;j.
Najpopularniejsza metodg jest utlenianie kumenu (ok. 95% produkcji w USA). Metoda majaca
jedynie znaczenie historyczne jest ,stapianie” kwasu benzenosulfonowego Ilub jego soli
z wodorotlenkiem sodu lub potasu i zakwaszanie pozostatych fenolanéw (CIOP, 2017).

12
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Tab. 1 Wtasciwosci fizykochemiczne fenolu (POCH, 2014)

Wiasciwosci fizykochemiczne

Forma

Krystaliczne ciato state

Kolor Bezbarwna
Zapach Ostry, stodkawy
pH Ok.5
Temp. topnienia [°C] 40,9
Temp. wrzenia [°C] 181,75
Temp. samozaplonu [°C] 605
Temp. zaplonu [°C] 75
Granice wybuchowosci dolna: 0,3% obj., gérna: 2,4% ob;.
Lepko$¢ dynamiczna (45°C) [mPa-s] 4,036
Lepko$¢ kinematyczna [mm?/s] Brak danych
Cisnienie par (20°C) [mbar] 0,2
Gesto$é (20°C) [g/cm’] 1,07

w wodzie: 7,6% wag.

w rozpuszczalnikach organicznych: rozpuszczany

Rozpuszczalno$é . ;
w eterze etylowym, alkoholu etylowym, glicerynie,
chloroformie i benzynie
Stopien podzialu woda/oktanol 1,46
Faktor biokoncentracji 7,6

2.1.1 Toksycznosé fenolu

Fenol moze ulec wchionigciu do organizmu cztowieka trzema drogami: droga pokarmowa,
oddechowg oraz przez skore. Zwiazek ten w stgzeniu 1 gram na 1 kg masy ciata ma wihasciwosci
letalne dla ludzi oraz zwierzat, chociaz indywidualna tolerancja moze by¢ wyzsza (ATSDR, 2015).

Potknigcie fenolu prowadzi do wymiotéw, nudnosci oraz boléw brzucha. Potknigcie
wigkszych dawek prowadzi do obrzeku moézgu i phuc, a takze uszkodzenia nerek i watroby.
Wdychanie oparow fenolu powoduje bole gltowy, pieczenie ust i gardta, pocenie si¢ i nudnosci.
Narazeni na takg form¢ ekspozycji odczuwaja przyspieszenie oddechu i tetna, co w konsekwencji
prowadzi do zaburzen psychicznych, dezorientacji i drgawek. W przypadku kontaktu ze skorg fenol
powoduje bezbolesne, ale grozne oparzenia. Moga réwniez powsta¢ glebokie uszkodzenia skory,
czyli tzw. zgorzel fenolowa (EKOS, 2006).

Podsumowujac, krotkotrwata ekspozycja na fenol moze powodowal przede wszystkim
ostabienie mieg$ni, zaburzenia oddychania i koordynacji, podczas gdy dlugotrwata ekspozycja
skutkuje powaznym uszkodzeniem organéw: nerek, mozgu, watroby, ptuc i serca (ATSDR, 2015).
Te patologiczne zmiany w organach powstaja w wyniku utleniania lipidow, co przyczynia si¢
do degradacji bton komoérkowych. Ponadto zwigzek dziata draznigco na skorg, powodujac jej
nekroze. Uszkodzenia skory wynikaja z jej koagulacji, bedacej efektem reakcji miedzy fenolem
a aminokwasami zawartymi w keratynie naskorka oraz fenolem i kolagenem obecnym w skorze
wlasciwej (Clayton i Clayton, 1994).

W przeciwienstwie do powszechnie uznanej i doktadnie scharakteryzowanej toksycznosci

fenolu, ocena jego kancerogenno$ci nie jest jednoznaczna. Miedzynarodowa Agencja Badan
nad Rakiem (IARC) stwierdzita w 1999 r., ze dowody na dziatanie rakotworcze fenolu u ludzi
1 zwierzat sa niewystarczajace i zaliczyla zwiazek do grupy 3. (czynnik niemozliwy do klasyfikacji
z punktu widzenia dziatania rakotworczego u ludzi) (IARC, 1999).
Pomimo tego nalezy mie¢ na uwadze, iz badania przeprowadzone na chomiczych fibroblastach
wskazaly jego wlasciwosci mutagenne. Ponadto zwigzek ten dziata jako inhibitor w procesach
syntezy 1 replikacji DNA w liniach komoérkowych HeLa oraz blokuje dziatanie systemow
naprawczych DNA w diploidalnych ludzkich fibroblastach (Painter i Howard, 1982).
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Takze inne fenole, nawet w niskich stezeniach (np. katechol), charakteryzuja si¢ wysoka
toksycznoscig zaréwno dla organizmu cziowieka, jak i zwierzat. Odznaczaja si¢ wysokg
aktywnoscig chemiczng, tatwym utlenianiem i stanowig powazne zagrozenie dla srodowiska
wodnego, m.in. wykazujac szkodliwe dziatanie wzgledem ryb, poprzez zdolno$¢ do akumulacji
w ich migsie, a takie migso charakteryzuje si¢ bardzo nieprzyjemnym smakiem i zapachem. Ponadto
fenole wptywaja na tzw. biologiczne procesy samooczyszczenia wod, powodujac zaktocenia ich
przebiegu (Puszkarewicz i in., 2015).

Podsumowujac, uwaza sie, iz toksyczno$¢ zwigzkéw fenolowych zwigzana jest z dwoma
procesami: niespecyficzng toksycznoscia wynikajaca z hydrofobowosci tych zwigzkow
oraz ze zdolno$cig do formowania przez nie rodnikéw fenoksylowych (Hansch i in., 2000).

2.1.2 Zrédta fenolu w srodowisku naturalnym

Sposrod weglowodorow aromatycznych obecnych w odpadach przemystowych, fenol
nalezy do najczgéciej wystepujacych zanieczyszczen $rodowiska spowodowanych ich emisja.
Gltoéwng przyczyng detekcji fenolu w glebie czy wodzie sg procesy technologiczne prowadzone
w przemysle chemicznym (np. produkcja pestycydow, farb i barwnikéw), rafineriach i przemysle
tekstylnym (Aleksieva i in., 2002; Boczkaj i in., 2014, 2016). Ponadto fenol wykorzystywany jest
jako surowiec podczas produkcji innych zwigzkow fenolowych, bisfenolu A, kwasu adypinowego
i salicylowego, stosowanych w réznych gateziach przemystu (IARC, 1999).

Swiatowa produkcja fenolu to ok. 10 mln ton, gdzie ok. 3,3 min ton zwigzku produkuje si¢
w Europie, 2,4 min w Stanach Zjednoczonych i 0,2 min w Rosji (Federal State Statistics, 2011).
Do skazenia fenolem wod, gleb oraz powietrza dochodzi gléwnie w wyniku wyciekow z instalacji
przemystowych badz w wyniku niewlasciwej gospodarki odpadami zawierajagcymi zwiazki fenolu.
Ekspozycja ludzi na fenol zawarty w powietrzu wynika takze z jego obecnosci w spalinach
samochodowych oraz z wysokiego stgzenia zwigzkow fenolowych w dymie papierosowym
(ATSDR, 2015).

Fenol jest takze produkowany podczas licznych proceséw zachodzacych w naturze. Jednym
z nich jest kondensacja par wodnych, w wyniku ktérej dochodzi do formowania si¢ chmur. Powstaje
takze podczas biosyntezy przeprowadzanej przez rosliny oraz podczas rozktadu materii organicznej
(ATSDR, 2015). Zwiazek produkowany jest réwniez z modyfikowanych aminokwasow,
wchodzacych w sktad hemicelulozy roélin i jest uwalniany w wyniki reakcji miedzy aminokwasami,
a promieniowaniem UV (Davidson, 1996) oraz podczas trawienia tyrozyny w przewodzie
pokarmowym ssakow (Tsuruta i in., 2000).

Fenol wykrywany jest takze w wielu produktach zywnosciowych. W stezeniu ok. 5 pg/kg
wystepuje w miodzie. Jego obecnos¢ potwierdzana jest takze w kawie (fenol powstaje w procesie jej
palenia, w wyniku transformacji kwasu ferulowego) (Gyorik i in., 2003; Farah i Donangelo, 2006).
W stosunkowo wysokim stezeniu, bo az ok. 29 ng/kg zwigzek wykryto w wieprzowym grillowanym
migsie. Alarmujace, ze wzglgdu na zdrowie czlowieka, jest oznaczenie fenolu w stgzeniu nawet
70 mg/kg w migsach wedzonych. Ponadto zwigzek wystepuje takze w wielu produktach leczniczych,
kosmetycznych i medycznych, takich jak ptyny do plukania jamy ustnej, tabletki do ssania, ptyny
antyseptyczne i srodki do dezynfekcji (Darisimall, 2006).

2.2 Metody usuwania fenolu ze $ciekow

Jak juz wspomniatam wczes$niej, fenol i jego pochodne obecne sa w Sciekach pochodzacych
z roéznych galezi przemystu, przede wszystkim z przemyshi petrochemicznego i chemicznego.
Ze wzgledu na fakt, iz gléwnym sposobem transmisji fenolu do srodowiska sg $cieki,
w konsekwencji najwicksze zagrozenie dla organizmow zwierzat i ludzi stanowia wody skazone tym
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zwiazkiem. Ponadto negatywny wplyw fenolu i jego pochodnych na ekosystem wodny prowadzi
do poszukiwania rozwigzan, ktore pozwolg na ich efektywne eliminowanie ze $ciekéw. Istnieje
szereg metod pozwalajgcych na ich usuwanie, a metody te podzieli¢ mozna na dwie glowne grupy:
fizykochemiczne oraz biologiczne.

2.2.1 Fizykochemiczne metody usuwania zwigzkow fenolowych

Metody fizykochemiczne mozna podzieli¢ na dwie podgrupy. Pierwsza z nich stanowig
metody konwencjonalne, takie jak destylacja z parg wodna, ekstrakcja ciecz-ciecz, adsorpcja,
ekstrakcja do fazy stalej i mokre utlenianie. Drugg grupe stanowig technologie zaawansowanego
utleniania (ang. Advanced Oxidation Processes, AOPs), takie jak utlenianie elektrochemiczne,
ozonowanie, fotoutlenianie, reakcja UV/H,0,, reakcja Fentona. Osobnag grupe metod stanowig
techniki izolacji za pomocg procesdéw membranowych (Villegas i in., 2016). Ponizej przedstawitam
wigcej informacji o wybranych metodach.

Adsorpcja i1 ekstrakcja sg technikami umozliwiajagcymi redukcje Stezenia fenolu nawet
w ilosciach sladowych. Adsorpcja charakteryzuje si¢ zarowno wysokimi kosztami prowadzonych
procesow, jak i materialow niezbednych do ich przeprowadzania. Wcigz poszukuje si¢ tanszych
adsorbentéw badz mozliwosci modyfikacji tych juz dostgpnych, w celu zwickszenia wydajnosci
procesu. Analiza dostepnej literatury 1 wynikdéw przeprowadzonych badan prowadzi do wnioskow,
iz najbardziej skuteczng metodg fizykochemiczng usuwania fenolu ze $ciekow jest adsorpcja
na weglach aktywnych (aktywowanych) i wielu innych adsorbentach w formie granulowanej,
wioknistej lub pylistej (Dabrowski i in., 2005; Zhang i in., 2014).

W przypadku ekstrakcji ciecz-ciecz, zwanej takze ekstrakcja konwencjonalng, dochodzi
do ekstrakcji zwigzku (bez jego przeksztalcenia) w szerokim zakresie stezen. Uwaza si¢, ze metoda
jest stosunkowo tania w poréwnaniu do innych metod fizykochemicznych (Mukherjee i De, 2014).

Procesy membranowe zaliczane sa do metod wysoce niezawodnych oraz korzystnych

pod wzgledem ekonomicznym. Ich przeprowadzenie nie wymaga duzych naktadow energetycznych,
a oczyszczanie ze zwigzkow fenolu jest niemal catkowite. Wadg proceséw jest to, iz z czasem
dochodzi do zanieczyszczenia membrany, a racjonalna gospodarka takim odpadem jest
problematyczna.
Do procesow membranowych zalicza si¢ procesy wykorzystujace reaktory, takie jak
m.in. fotokatalityczne reaktory membranowe (ang. Photocatalytic Membrane Reactors) czy
ekstrakcyjne reaktory membranowe (ang. Extractive Membrane Reactors) (Khazaali i in., 2014;
Mohammadi i in., 2015).

Utlenianie  chemiczne  polega na  przeksztalceniu  zwigzkéw  fenolowych
do innych zwigzkow chemicznych. Koszty energii oraz reagentéw niezbednych do przeprowadzenia
procesOéw sg niskie. Najczesciej wykorzystywanymi reagentami sg ozon, chlor i nadtlenek wodoru
(Villegas i in., 2016).

Utlenianie elektrochemiczne jest alternatywnym sposobem usuwania fenoli poprzez
przeksztatcenie ich do innych zwigzkéw chemicznych. Metoda nie wymaga naktadow finansowych
na odczynniki, ale jest procesem wysoce kosztownym pod wzgledem stosowanych w nim urzadzen
oraz zuzycia energii podczas jego przeprowadzania. Proces polega na adsorpcji utlenianych
zwiazkdéw fenolowych na powierzchni anody, a najczgsciej stosowanymi materiatami do tworzenia
anody sa Pt, PbO,, SN0, oraz IrO; (Villegas i in., 2016).

Podsumowujagc, glowng powtarzajaca sie wada wielu metod fizykochemicznych jest
produkcja wysokotoksycznych produktoéw ubocznych, czesto charakteryzujacych sie toksycznoscia
zblizong lub wyzsza niz pierwotnie usuwany zwigzek fenolowy (Wang i in., 2000). Ponadto metody
te czgsto nie skutkuja calkowitym usunigciem zwigzku, a jedynie ograniczeniem jego st¢zenia
w $ciekach. Korzystanie z tych metod czgsto wiaze si¢ rOwniez z wysokim zuzyciem energii (CO
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w konsekwencji zwigksza emisje gazow cieplarnianych), przez co metody te moga by¢ uwazane
za nieekonomiczne i nieekologiczne (Villegas i in., 2016).

Dodatkowo kazda z metod charakteryzuje si¢ indywidualnymi ograniczeniami, takimi jak
np. mozliwoscia usuwania tylko jednego typu zanieczyszczen, wysokimi kosztami zt6z
i odczynnikow, mozliwoscig produkcji toksycznych gazdéw, ograniczong wytrzymatoScig
mechaniczng aktywowanego wegla oraz wysokimi kosztami regeneracji sorbentu (Banat i in., 2000;
Aravindhan i in., 2009; Siva Kumar i in., 2009).

2.2.2 Biologiczne metody usuwania zwigzkow fenolowych

Alternatywa dla powszechnie stosowanych fizykochemicznych metod usuwania fenolu
lub innych zwigzkéw fenolowych ze $ciekdéw, sag metody biologiczne. Metody biologiczne to przede
wszystkim procesy usuwania fenolu (lub zwigzkow fenolowych), wykorzystujace mikroorganizmy
zdolne do jego biodegradacji lub procesy wykorzystujace do tego celu enzymy zdolne
do biotransformacji fenolu i innych zwigzkéw fenolowych.

2.2.2.1 Metody enzymatyczne

Metody enzymatyczne wykorzystuja enzymy jako biokatalizatory reakcji, w wyniku ktérych
dochodzi do biotransformacji fenolu i zwigzkéw fenolowych. Enzymami najczesciej stosowanymi
w technikach usuwania fenolu na drodze biotransformacji sg oksydoreduktazy, a w szczegodlno$ci
lakazy, tyrozynazy i peroksydazy. W wyniku dziatania tych enzyméw fenol ulega polimeryzacji, co
w konsekwencji prowadzi do powstania duzych czasteczek, ktore taczg sie¢ w aglomeraty. Powstanie
aglomeratéw prowadzi do ich precypitacji, a w konsekwencji do usuniecia fenolu z roztworow
zawierajgcych ten zwiazek (Villegas i in., 2016).

Techniki enzymatyczne stosowane sg zazwyczaj jako metody wstepnie oczyszczajgce
ze zwigzkdéw toksycznych badz stosowane sg w kombinacji z innymi metodami biologicznymi, co
pozwala na wiekszg wydajnos¢ procesu oczyszczania (Villegas i in., 2016).

Glownymi zaletami metod enzymatycznych sg tatwos$¢ kontroli procesu, mozliwosé
prowadzenia procesu w szerokim spektrum stezen redukowanych zwigzkoéw oraz w szerokim
zakresie pH. Wada tych metod jest przede wszystkim mozliwos¢ zbyt szybkiej inaktywacji
enzymow, co ogranicza wydajnos¢ procesu usuwania wybranych zwigzkow, np. fenolu. Jednakze,
w celu ograniczenia tego problemu stosuje si¢ ochronne substancje dodawane wraz z enzymami
do mieszaniny reakcyjnej, takie jak np. Triton X-100 (Villegas i in., 2016). Ponadto optacalnosé¢
prowadzenia procesOw enzymatycznych uzalezniona jest od kosztéw produkcji enzymow,
a w przypadku duzej skali procesu, takze od dostgpnosci w odpowiedniej ilosci enzymow
niezbednych do prowadzenia procesu.

2.2.2.2 Metody wykorzystujgce mikroorganizmy — biodegradacja fenolu i zwigzkéw
fenolowych

Oczyszczanie biologiczne (biodegradacja) jest jedng z powszechnie stosowanych metod
oczyszczania $ciekoOw z obecnych w nich zwiazkow toksycznych. Metoda ta jest stosunkowo tania,
a przede wszystkim prosta do zaprojektowania i przeprowadzenia. W wyniku oczyszczania
biologicznego toksyczne zwiazki, np. weglowodory aromatyczne (w tym tez fenole), przeksztatcane
sa w proste produkty koncowe. Ogodlny proces biodegradacji zwigzkow aromatycznych
przedstawitam na Rys. 2.
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» Wchtonigcie czasteczki weglowodoru aromatycznego do komorki (dzigki dyfuzji
il prostej lub specyficznemu mechanizmowi transportu);

* Przygotowanie czasteczki zwigzku aromatycznego do rozerwania pierscienia, np.
2. przez dioksygenazy;

* Rozerwanie pierscienia weglowodoru aromatycznego;

* Przeksztalcenie powstatych zwigzkow do amfibolicznych produktéw posrednich;

» Wiaczenie zwigzkéw amfibolicznych do przemian centralnych.

Rys. 2 Etapy biodegradacji zwiazkéw aromatycznych (na podstawie (Kwapisz, 2006))

Biodegradacja jest coraz czeSciej nie tylko rozwazana, ale takze badana jako metoda
usuwania zwigzkow toksycznych, takich jak fenol i inne zwiazki fenolowe. W praktyce proces
biodegradacji moze by¢ realizowany z uzyciem réznych rozwigzan technologicznych. Przyktadowo
proces ten moze by¢ przeprowadzany z uzyciem biofiltrow (dla usuwania toksycznych
zanieczyszczen powietrza zwigzkami aromatycznymi) (Woertz i in., 2001; Qi i in., 2002; Garcia-
Pefia i in., 2008), bioreaktorow dla oczyszczania $ciekow 1 wod (Jarvinen i in., 1994; Puhakka i in.,
1995; Juarez-Ramirez i in., 2001), bioremediacji dla zanieczyszczonych wod oraz gleby (Puhakka i
in.,, 1995; Cordova-Rosa i in.,, 2009), a takze atenuacji dla zanieczyszczonych wod
i gleb (Holder i in., 1999; Broholm i Arvin, 2000).

Usuwanie fenolu z zanieczyszczonych gleb i woéd moze zostaé przeprowadzone przede
wszystkim w warunkach tlenowych, gdzie w procesie biodegradacji dany weglowodor, np. fenol,
stanowi zrodto wegla niezbedne do wzrostu mikroorganizmow. Gtownymi zaletami procesu
biodegradacji fenolu, w poréwnaniu do wczes$niej wspomnianych metod fizykochemicznych
uzywanych do tego celu, jest brak ryzyka powstawania szkodliwych produktéw koncowych
oraz mozliwo$¢ biodegradacji fenolu w pozostatych $ciekach ponizej jego poziomu toksyczno$ci
(Wang i in., 2000).

2.2.2.3 Opornos¢ na zwiqgzki toksyczne z grupy weglowodorow aromatycznych

Mikroorganizmy wyksztalcity szereg mechanizméw adaptacyjnych umozliwiajacych im
przezwycigzenie toksycznego wplywu weglowodoréw aromatycznych na ich komorki, co
w konsekwencji pozwala na przeprowadzenie procesu ich biodegradacji i wykorzystanie przez
mikroorganizmy tych zwigzkdw jako zrodto wegla i energii.

Gléwnym mechanizmem adaptacyjnym jest zmiana w skladzie kwaséw thuszczowych
obecnych w fosfolipidach btony komérkowej, wynikajaca z izomeryzacji nienasyconych kwaséw
tluszczowych do kwasow trans- (Neumann i in., 2004). Ponadto potwierdzono zwigzek miedzy
obecnoscig weglowodorow aromatycznych w $rodowisku zycia mikroorganizméw a aktywacjg
w ich komorkach systemow zwigzanych ze stresem komorkowym (Le i in., 2006).

Kolejnym sposobem, wykorzystywanym przez mikroorganizmy w celu minimalizacji
toksycznego wplywu zwigzkoéw aromatycznych, sg energozalezne pompy, ktore odpowiadaja
za utrzymanie niskiego stezenia substancji toksycznych we wnetrzu komorek (Guzik i in., 2008).

Nastepny mechanizm wykorzystuje zmienno$¢ ptynnosci warstwy fosfolipidowej w btonie
komorkowej. Prawdopodobnie dzigki hydrofobowemu regionowi, dioksygenazy intradiolowe
(dioksygenazy 1,2-katecholowe) maja zdolnos¢ do wigzania fosfolipidow btony komoérkowej
lub fosfolipidow nowo zsyntetyzowanych w komorkach. Dzigki temu dochodzi do uwalniania
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z blony hydrofobowych weglowodorow aromatycznych i ich wigzania w centrum aktywnym
enzymu. W wyniku tego procesu wzrasta sztywno$¢ btony komorkowej, co zmniejsza jej

przepuszczalno$§¢ w stosunku do toksycznych zwigzkéw z grupy weglowodoréw aromatycznych
(Guzik i in., 2008).

2.3 Mikroorganizmy zdolne do biodegradacji fenolu

Fenol jest zwiazkiem wykazujacym dziatanie toksyczne w stosunku do wielu
mikroorganizméw. Jednakze dostgpne wyniki badan wskazuja na coraz wigksza liczbe izolatow
mikroorganizméw nie tylko opornych na jego dziatanie, a nawet zdolnych do jego efektywnej
biodegradacji. Dzigki temu w ostatnich latach prowadzonych jest wiele badan nad poszukiwaniem,
identyfikacjg oraz oceng potencjatu aplikacyjnego mikroorganizmow zdolnych do biodegradacji
fenolu, jak rowniez innych zwiazkow z grupy fenoli (Juarez-Ramirez i in., 2001; Margesin i in.,
2005; Yan i in., 2005; Jiang i in., 2008; You i in., 2013).

Usuwanie fenolu z gleb oraz odpadow ptynnych mozliwe jest dzieki tlenowej biodegradacii,
podczas ktorej mikroorganizmy wykorzystuja fenol jako jedyne zrédto wegla i energii. W momencie
przystgpowania do badan analiza dostepnej literatury wskazywata na czeste poszukiwanie do tego
procesu mikroorganizmow pochodzacych z probek pobranych z terendow potencjalnie
zanieczyszczonych fenolem. Przyktadem moga by¢ badania, w ktorych poszukiwano
mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji fenolu w probkach gleb alpejskich, zanieczyszczonych
weglowodorami ropopochodnymi (Margesin i in., 2005), sciekéw obecnych w linii brzegowej
Oceanu Indyjskiego (Sivasubramanian i Namasivayam, 2015), $ciekow z rafinerii (Rocha i in.,
2007) i sciekow z koksowni (Karimi i in., 2016).

2.3.1 Bakterie zdolne do biodegradacji fenolu

Wigkszo§¢ badan dotyczacych biodegradacji fenolu skupia si¢ na wykorzystaniu
w tym procesie bakterii. NajczesSciej badanymi bakteriami sa bakterie nalezace
do rodzaju Pseudomonas, zwlaszcza czesto badany gatunek Pseudomonas putida (Bettmann i Rehm,
1984; Hinteregger i in., 1992; Hill i in., 1996; Go6tz i Reuss, 1997; Morasch i in., 2002; Reardon i in.,
2002; Wang i in., 2008; You i in., 2013) oraz inne nalezace do tego samego rodzaju, tj.
Pseudomonas aeruginosa (Oboirien i in., 2005; Ojumu i in., 2005), Pseudomonas fluorescens
(Oboirien i in., 2005), Pseudomonas pictorum (Annadurai i in., 2002) oraz Pseudomonas
resinovorans (Yang i Lee, 2007). Ponadto enzymy bakterii z rodzaju Pseudomonas uczestniczace
w biodegradacji fenolu uwazane sg za niespecyficzne, co pozwala na rownoczesng biodegradacje
kilku strukturalnie podobnych zwigzkow (Hannaford i Kuek, 1999; Monteiro i in., 2000; Banerjee i
in., 2001; Abuhamed i in., 2004). Pomimo wspomnianej niespecyficznosci substratowej enzymow
uczestniczacych w biodegradacji fenolu w bakteriach z rodzaju Pseudomonas uwaza sig, ze
zapewniajg one bardzo wydajny przebieg procesu biodegradacji fenolu (Morasch i in., 2002;
Reardon i in., 2002).

Poza bakteriami z rodzaju Pseudomonas, posrod mikroorganizméw bakteryjnych zdolno$¢
do biodegradacji fenolu wykazano w przypadku m.in. Acinetobacter spp. (Paller i in., 1995; Abd-EI-
Haleem i in.,, 2003), Alcaligenes eutrophus (Léonard i Lindley, 1998), Arthrobacter spp.
(Vijayaraghavan i in., 1995), Bacillus stearothermophilus (Buswell, 1975), Nocardioides sp. NSP41
(Choi in., 2000) i Ralstonia eutropha (Léonard i in., 2000).

2.3.2 Drozidze zdolne do biodegradacji fenolu

Wsrod  drozdzy  gatunkiem  wykazujacym  zdolno$¢ do  biodegradacji  fenolu
w szerokim zakresie stgzen jest Candida tropicalis (Yan i in., 2005; Rocha i in., 2007). Ponadto
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badania dotyczace biodegradacji fenolu wskazaty na mozliwo$¢ wykorzystania w tym celu takze
szczepow drozdzy nalezacych do m.in. Fusarium flocciferum (Anselmo i in., 1985; Mendonga i in.,
2004), Trichosporon cutaneum (Gaal i Neujahr, 1981), Rhodotorula spp. i Trichosporon spp. (Kurtz
i Crow, 1997; Sampaio, 1999).

2.3.3 Mikroorganizmy zimnolubne w procesie biodegradacji fenolu

Wickszos¢ badan dotyczacych biodegradacji fenolu skupia si¢ na mikroorganizmach
mezofilnych (Chakraborty i in., 2010; Boroujeni i in., 2014). Jednakze ze wzgledu na fakt,
iz temperatura wod 1 gleb wigkszo$ci rejonéw S$wiata jest nizsza niz temperatura niezbe¢dna
do efektywnego wzrostu organizméw mezofilnych (Bergauer i in., 2005), w ostatnich latach rosnie
liczba badan, w ktorych poszukuje si¢ mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji fenolu posrod
mikroorganizméw zimnolubnych, dla ktérych zakres temperatur wzrostu wynosi 0—35°C
(Keenleyside, 2019).

Zespot pod kierownictwem Kotturi (1991) wykazat zdolno$¢ do biodegradacji fenolu
przez psychrofilny szczep bakterii Pseudomonas putida Q5, wyizolowany z Jeziora Ontario.
Margesin i wspotpracownicy (2004) opisali zimnolubny szczep bakterii Arthrobacter sp. AGG31
wyizolowany z jaskini lodowej z Salzburga (Austria) zdolny do biodegradacji fenolu, a takze innych
zwigzkow z grupy fenoli, jak o- i m-krezolu, katecholu i hydrochinonu. Sepehr i wspétpracownicy
(2019) wykazali zdolno$¢ do biodegradacji fenolu przeprowadzanej przez psychrotolerancyjne
szczepy Dbakterii nalezace do rodzajow Pseudomonas, Stenotrophomonas oraz Shinella,
wyizolowanych z prébek pobranych z terenow alpejskich w Iranie. Tengku-Mazuki
i wspotpracownicy (2020) zbadali proces biodegradacji fenolu dla szczepu bakterii nalezacego
do rodzaju Rhodococcus, wyizolowanego z probki pobranej z terenéw Antarktycznych (Wyspa
Kroéla Jerzego).

W przypadku badania potencjatu drozdzy psychrotolerancyjnych do biodegradacji fenolu,
analiza dostepnej literatury dostarcza mniej danych niz w przypadku bakterii. W badaniach Bergauer
(2005) opisano zdolno$¢ do biodegradacji 18 monoaromatycznych weglowodorow bedacych
pochodnymi fenolu przez zimnolubne i psychrotolerancyjne szczepy drozdzy nalezace
do gatunkéw Cryptocccus terricola, Rhodotorula lusitaniae, Rhodotorula creatinivora, Rhodotorula
ingeniosa, Mastigobasidium intermedium i  Sporobolomyces roseus oraz podklasy
Microbotryomycetidae, ktore wyizolowane zostaly z probek pobranych z terendéw alpejskich,
tj. kopalni tupkéw naftowych oraz torowiska linii kolejowej w Brenner (Austria). 100% badanych
szczepdw wykazywato zdolno$¢ do biodegradacji fenolu, 91% do biodegradacji hydrochinonu,
a 75% do biodegradacji katecholu.

Margesin (2007) zidentyfikowata trzy nowe gatunki drozdzy psychrotoleranycjnych:
Rhodotorula psychrophila, Rhodotorula psychrophenolica oraz Rhodotorula glacialis, wyizolowane
kolejno z toréw jednej z alpejskich linii kolejowych, z rejonu rozmrazania lodowca
oraz z lodowcowych kriokonitow, ktore wykazywaty zdolno$¢ do biodegradacji fenolu w szerokim
spektrum stezen.

Fernandez  (2017) dokonal izolacji drozdzy psychrotolerancyjnych  zdolnych
do biodegradacji fenolu, a szczepy te pochodzily zar6wno z terendéw naturalnych, nieskazonych
dziatalnoscia cztowieka, jak i z terenéw potencjalnie skazonych dziatalno$cig cztowieka. Probki
pobierane byly z okolic Argentynskiej Stacji Badawczej na Wyspie Krola Jerzego (Antarktyka),
a miejscami ich poboru byly m.in. tereny jadalni stacji badawczej, miejsca tankowania paliwa
oraz tereny plaz, ktore nie byly poddawane stalej dziatalnosci cztowieka.

Ponadto jednym z czynnikow wplywajacych na ukierunkowanie badan realizowanych
podczas pracy doktorskiej, dotyczacych badan potencjatu psychrotolerancyjnych drozdzy
do biodegradacji fenolu, byta konkluzja zawarta w jednej z prac Margesin i wspolpracownikow
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(2003). W cytowanej pracy zwrocono uwage na drozdze wyizolowane z terendow zimnych jako
na organizmy charakteryzujace sic wicksza wszechstronno$cia w  biodegradacji  tzw.
ropopochodnych weglowodoréw aromatycznych w poréwnaniu z organizmami mezofilnymi.

2.4 Torfowiska

Kluczowym aspektem planowania badan dotyczacych opracowania biologicznej metody
biodegradacji fenolu jest wybdr miejsca izolacji mikroorganizméw, ktore docelowo majg znalezé
zastosowanie w takim procesie. Podstawowe kryteria, ktorymi kierowatam si¢ przy wyborze
drozdzy psychrotolerancyjnych jako interesujacych mikroorganizméw do prowadzenia procesu
biodegradacji fenolu (oraz, jak =zostanie pozniej zaznaczone, mozliwego procesu jego
biotransformacji do kwasu cis,cis-mukonowego) oméwitam we wczesniejszych rozdziatach mojej
rozprawy doktorskiej.

Po wybraniu drozdzy psychrotolerancyjnych, kolejnym kryterium poszukiwania
mikroorganizmow o potencjale biodegradacyjnym wzgledem fenolu byto wybranie nowego miejsca
ich izolacji, ktore nie byto dotad badane pod tym katem lub badane byto w bardzo ograniczonym
stopniu.

Po analizie dostgpnej literatury wybralam torfowiska, w ktorych stwierdzono obecno$é
fenolu i jego pochodnych jako produktéw powstalych na skutek rozktadu biomasy zachodzgcego
w tym $rodowisku (Pind i in., 1994; Freeman i in., 2004). Co wazne, jak zostanie to przedstawione
szerzej w dalszej czgéci tego rozdziatu, bioréznorodno$¢ oraz potencjat biotechnologiczny
mikroorganizmow torfowiskowych sg, w mojej ocenie, wcigz bardzo stabo poznane. W zwigzku
z tym, w wyborze torfowiska jako Zrédta drozdzy psychrotolerancyjnych do przeprowadzenia badan
w ramach pracy doktorskiej, dostrzegtam duza mozliwo$¢ wniesienia nowo$ci naukowej w zakresie
badan nad  biologicznymi  metodami  usuwania  fenolu  zawartego w  $ciekach
oraz zanieczyszczajacego gleby i srodowisko wodne. Ponizej przedstawitam, w moim przekonaniu,
swoiste ,,kompendium wiedzy” dotyczace torfowisk, ich tworzenia i mikroorganizméw izolowanych
dotad z tego zrodia.

2.4.1 Torf

Torf tworzy si¢ poprzez gromadzenie szczatkow ro§lin i zwierzat w warunkach
o duzym stopniu wilgotnosci. Rozktad nastepuje w warunkach ograniczonego dostgpu tlenu i nie jest
catkowity. Rozne elementy roslin biorg udziat w tworzeniu si¢ torfu, a najczesciej w procesie tym
biorg udziat liscie, elementy zdrewniate i korzenie (Rydin i Jeglum, 2015). Do akumulacji torfu
dochodzi, gdy na danym obszarze rozklad szczatkoéw organicznych nastepuje wolniej niz ich
powstawanie. Spowolnienie tempa rozkladu wynika z dwoch gtownych czynnikow, ktdrymi sa niska
temperatura 1 mate napowietrzenie podloza. Warto zauwazyé, ze wzgledu na charakter
prowadzonych przeze mnie badan, ze niska temperatura podczas rozktadu materii organicznej
wskazuje na mozliwo$¢ zaangazowania mikroorganizméw zimnolubnych w proces powstawania
torfu (Rydin i Jeglum, 2015).

Gromadzenie si¢ martwej materii organicznej w procesie powstawania torfu powoduje, ze
torfowiska nazywane sg czasami ,magazynami’ wegla. Ilos¢ wegla zmagazynowanego
w torfowiskach jest dwukrotnie wigksza niz w biomasie wszystkich lasow $wiata, mimo ze
torfowiska zajmuja jedynie 3% powierzchni ladéw (Parish i in,. 2008). Ponadto torf magazynuje
takze dwa inne kluczowe pierwiastki biogenne, tj. azot i fosfor.

Termin torfowisko odnosi si¢ do terenu pokrytego torfem, a minimalna glgboko$¢ warstwy
torfowej to 40 cm (wymagania dla Kanady) badZz 30 cm (wymagania dla wigkszo$ci rejonow
$wiata). W Polsce wystepuje ok. 50 tysigcy torfowisk, zajmujacych acznie okoto 12 500 km?, co
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stanowi 4% calej powierzchni kraju (Okruszko, 1996). Wérdd torfowisk wyraznie dominuja
torfowiska niskie (95% calkowitej powierzchni wszystkich torfowisk), co wynika z uwarunkowan
klimatycznych Polski.

2.4.2 Typy torfowisk

Istnieje wiele roznych systemow klasyfikacji typow torfowisk, natomiast najcze$ciej
stosowanym jest podziat torfowisk ze wzgledu na sposob zasilania przez wodg i sktadniki odzywcze.
Wyrédznia sig:

e Torfowiska niskie
znajduja si¢ przede wszystkim w dolinach rzecznych, zasilane sg przez wody gruntowe i ptynace
o ruchu poziomym. Bogate s3 w weglan wapnia i uznawane za eutroficzne. Ich odczyn jest stabo
kwasny do lekko zasadowego. Na ich terenach powstajg szuwary, zbiorowiska mszysto-turzycowe,
1aki, zbiorowiska lesne i krzewiaste (Ilnicki i Zurek, 1996).

e Torfowiska wysokie
znajduja si¢ na terenach nieprzepuszczalnych dla wody, zasilane sa jedynie wodami opadowymi.
Powstaja zazwyczaj na wododziatach i wzniesieniach terenu. Ubogie s3 w weglan wapnia
i uznawane za oligotroficzne. Ich odczyn jest kwasny. Na ich terenach rozwijaja si¢ przede
wszystkim mchy, ze znaczaca dominacja mchow torfowcow, co w konsekwencji prowadzi
do powstania mszar. Torfowiska wysokie powstajace w klimacie wilgotnym przybieraja ksztatt
wypukty. Nazywane sg torfowiskami koputowymi lub battyckimi (Herbichowa i in., 2007).

e Torfowiska przejsciowe
znajduja si¢ na terenach, gdzie proporcja pomigdzy wodami opadowymi a wodami
powierzchniowymi (lub podziemnymi) jest wyréwnana. To najrzadziej spotykany typ torfowisk,
posiadajacy cechy zarowno torfowiska niskiego, jak i wysokiego. Na ich terenach wystepuja przede
wszystkim mchy torfowce, ktoére majg tendencje do tworzenia struktur ptywajacych kozuchéw (tzw.
pto), co stanowi podtoze do rozwoju innych mchow i roslin. Powierzchnia torfowisk przejsciowych
moze by¢ ptaska, a nawet wklesta (Mréz, 2012).

2.4.3 Struktura torfowisk

Ze wzgledu na fakt, iz torfowiska zawieraja torf, heterologiczny produkt czesciowego
rozktadu biomasy ro$linnej, pelnig istotng funkcje w obiegu wegla w przyrodzie. Wstepny rozktad
obumarlej masy roslinnej 1 réwnoczesne tworzenie torfu zachodzi glownie z udzialem grzybow
w warstwie akrotelmowej oraz bakterii w warstwie katotelmowej. Sktad chemiczny i wiasciwosci
torfu r6znig si¢ w zaleznos$ci od glebokosci, z ktdrej pobiera sie jego probki oraz od samego miejsca
poboru, gdyz specyfika torfowiska zalezy zarowno od roslin tworzgcych obumarla biomase,
jak i od stopnia jej rozktadu (Rydin i Jeglum, 2015).

2.4.3.1 Akrotelm

Akrotelm jest gorng (powierzchniowa) zywa i aktywna czeScia torfu o glebokosci okoto
0,5—0,7 m. Charakteryzuje si¢ zmienng zawarto$ciag wody i dostepnoscig tlenu. Warstwa ta jest
bardzo zréznicowana pod wzgledem budowy. Jej gorng czgs¢ tworzg przede wszystkim darnie
utworzone z przylegajacych do siebie todyzek torfowcow, a jej struktura jest luzna, z wieloma
przerwami, ktore nie sa wypetione woda. Ponizej tej warstwy znajduje si¢ czeSciowo obumarty
material roslinny, a pod nim coraz bardziej zwarta masa szczatkow roslinnych i humusu
(Herbichowa i in., 2007).
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Ze wzgledu na dostgpnos¢ tlenu w tej warstwie, akrotelm charakteryzuje sie duza
aktywnoscig mikrobiologiczna, co w konsekwencji prowadzi do rozktadu i mineralizacji materii
organicznej. Ponadto stopien rozktadu materii zwigksza si¢ w najnizszych partiach akrotelmu i to
wladnie tam ostatecznie formuje si¢ torf. W wyniku zwigkszajacego sie nacisku biomasy torf
stopniowo przechodzi do coraz glgbszych warstw, az ostatecznie przechodzi do warstwy
katotelmowej (Herbichowa i in., 2007).

Podsumowujac, bazujac na informacjach dotyczacych struktury torfowisk, a takze
w zwiazku z duzg aktywno$cig mikrobiologiczng oraz z dostgpnoscig tlenu w warstwie
akrotelmowej, waznego dla wydajnego przebiegu procesu biodegradacji fenolu, probki torfu
i wody uzyte do izolacji drozdzy psychrotolerancyjnych zdolnych do utylizacji fenolu zostaty
pobrane z akrotelmu torfowiska Rucianka.

2.4.3.2 Katotelm

Katotelm jest dolng czes$cig w dwuwarstwowym modelu torfowiska. Jest pozbawiony tlenu
i stale nasycony wodg, moze zawiera¢ metan i siarkowodor oraz stanowi wiekszo$¢ koputly
torfowiska. Katotelm nazywany jest martwg czgsécig torfowiska (uwzgledniajgc stopien aktywnosci
mikrobiologicznej miedzy tg warstwa, a warstwg akrotelmu), a rozktad biomasy zachodzi jedynie
z udziatem nielicznych mikroorganizméw beztlenowych (Herbichowa i in., 2007).

2.4.3.3 Zarys procesow biologicznych odpowiedzialnych za formowanie torfowisk

Sam proces rozkltadu biomasy ro$linnej w warstwie akrotelmowej przeprowadzany jest
glownie przez rézne grupy grzybow, miedzy ktéorymi dochodzi do wielu wzajemnych oddziatywan.
Zazwyczaj jedna grupa wykorzystuje jako sktadniki odzywcze jedynie pewng grupe zwigzkow,
przeksztatcajac je w takie, ktore moga sta¢ si¢ substratem przydatnym do wzrostu dla komoérek
kolejnej grupy mikroorganizméw. Miedzy mikroorganizmami wystepujg takze dziatania
antagonistyczne oraz konkurencyjne, ktore rowniez majg wplyw na sktad torfu (Tokumasu, 1994;
Lumley i in., 2001; Thormann i in., 2003, 2004). Rozklad biomasy ro$linnej i tworzenie torfowisk
jest procesem trzyetapowym. Rozpoczyna si¢ wyptukaniem rozpuszczalnej frakcji organicznej,
po ktorej nastgpuje utrata masy roslinnej, nastgpujgca w wyniku asymilacji materii organicznej
przez mikroorganizmy lub zwierzeta. Ostatni etap polega na zmianie struktury biomasy
wraz z jednoczesng zmiang sktadu chemicznego pozostatej frakcji organicznej (Clymo, 1983).

2.4.4 Mikroorganizmy izolowane z terenow torfowisk

2.4.4.1 Bakterie

Réznorodnos$¢ gatunkoéw bakterii izolowanych z terenéw torfowisk jest bardzo duza.
W zaleznosci od typu torfowiska czy tez potozenia geograficznego, a nawet glebokosci, z ktérych
pobierano probki torfu, bior6znorodno$¢ wyizolowanych gatunkéw jest znaczaca. Rodzajami
bakterii dominujacych wsrdd izolatow uzyskanych z probek pobranych z torfowisk sa: Bacillus,
Pseudomonas, Achromobacter, Cytophaga, Micrococcus, Chromobacterium, Clostridium,
Streptomyces, Actinomyces, Mycobacterium, Micromonospora oraz Nocardia (Williams i Crawford,
1983).
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2.4.4.2 Grzyby strzepkowe

Wsrod grzybow strzepkowych wyizolowanych z terenéw torfowisk dominujg takie rodzaje
jak: Penicillium, Acremonium, Mortierella, Mucor, Verticillium, Aspergillus, Trichoderma,
Fusarium (Thormann, 2006).

2.4.4.3 Drozdze

Pomimo izolacji i identyfikacji wielu gatunkow grzybow z terendéw torfowisk, bardzo mato
badan poswigcono izolacji, identyfikacji i charakterystyce drozdzy i grzyboéw drozdzopodobnych.
W dostepnych bazach literatury naukowej, zgodnie z moja wiedza, W momencie rozpoczynania
badan znajdowalo si¢ jedynie kilkanascie publikacji dotyczacych drozdzy torfowiskowych
i zaledwie kilka, w ktéorych dokonano chociazby ich wstepnej identyfikacji taksonomicznej.
Do gatunkéw drozdzy wyizolowanych z probek pobranych z terenéw torfowisk, zalicza sie:
Cryptococcus, Candida, Pichia i Rhodotorula (Thormann i in., 2007).

Ponadto przeprowadzona analiza literatury wskazata, iz drozdze wyizolowane z torfowisk
sg zdolne do biodegradacji prostych i ztozonych cukréw (np. maltozy, maltotriozy, trehalozy
i galaktozy), kwaséw organicznych (np. kwasu glukonowego, kwasu maleinowego), alkoholi
cukrowych (np. mannitolu, arabitolu, glicerolu, sorbitolu), aminokwaséw i glikozydéw (Thormann
i in., 2007). Jednakze, w przypadku ztozonych polimerow, takich jak celuloza, pektyna czy lignina
nie potwierdzono zaangazowania drozdzy w procesy ich biodegradacji (Barnett i in., 1983; Chernov
1985). Nie odnotowano takze publikacji badajacych zdolnos¢ drozdzy torfowiskowych
do biodegradacji fenolu czy innych weglowodoréw monoaromatycznych, pomimo ze ten
weglowodor aromatyczny i jego pochodne wystepujg W torfowiskach jako produkt rozktadu
biomasy lignocelulozowej (Pind i in., 1994; Freeman i in., 2004).

2.5 Metody hodowli mikoorganizméw utylizujacych fenol — wplyw represji
katabolicznej na asymilacje fenolu (jako Zrodla wegla) przez mikroorganizmy

Jak zostato to przedstawione rozdziale 3, jednym z celow pracy doktorskiej byta wstepna
ocena wptywu warunkéw prowadzenia hodowli badanych psychrotolerancyjnych torfowiskowych
drozdzy na biodegradacj¢ fenolu oraz, w przypadku detekcji szlaku orto-, na produkcje kwasu
cis,cis-mukonowego. Dziatanie to bylo podyktowane wynikiem analizy literatury dotyczacej
sposobu prowadzenia hodowli w badaniach nad biodegradacja weglowodorow aromatycznych
przez mikroorganizmy, ktora dostarczyta informacji o dwdch gtéwnych metodach przygotowywania
inokulum. Zasadnicza rdéznica pomiedzy obiema metodami przygotowywania inokulum wynika
z uwzgledniania lub pomijania mozliwego wplywu represji katabolicznej na asymilacje¢ zrodet wegla
obecnych w pozywce (badanych weglowodorow aromatycznych, np. fenolu) w obecnosci tatwiej
przyswajalnego zrodta wegla, ktorym najczesciej jest glukoza. Ponizej przedstawitam bardzo krotka
charakterystyke obu wspomnianych metod oraz krdtki przeglad opublikowanych wynikéw
dotyczacych badania zdolno$ci wybranych mikroorganizméw do przyswajania fenolu jako jedynego
zrodta wegla.

Pierwsza z metod uwzglednia tzw. etap glodzenia komorek. W metodzie tej komorki
badanego mikroorganizmu, przed wprowadzeniem ich jako inokulum do podloza zawierajacego
badany weglowodor jako jedyne zrodto wegla, poddawane sa procesowi glodzenia, a wiec
inkubowane w podtozu minimalnym, ktére nie zawiera zadnego zrédla wegla. W badaniach
prowadzonych przez Fialova i wspotpracownikow (2004) mikroorganizmy hodowane byly
w podlozu minimalnym do wuzyskania fazy ekspotencjalnej, co powinno umozliwi¢ im
wykorzystanie do wzrostu dostepnych materiatdw zapasowych zgromadzonych w ich komorkach.
Dopiero tak przygotowane inokulum stuzylo jako materiat do Kkolejnej hodowli, gdzie badane
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zwiazki aromatyczne stanowity jedyne zroédto wegla. W badaniach prowadzonych przez Margesin
(2004) mikroorganizmy rowniez preinkubowano w podiozu minimalnym (bez dodatku glukozy)
i tak przygotowane inokulum wykorzystywano w dalszych badaniach.

Drugim czgsto stosowanym sposobem przygotowywania inokulum jest hodowla
mikroorganizméw w podlozu zawierajgcym glukoze. Tak wstepnie przygotowane inokulum
przenoszone jest do podtoza minimalnego, zawierajacego badany zwiazek jako jedyne zrodto wegla
(Yan i in., 2005; Jiang i in., 2008). W przeciwienstwie do pierwszej metody, zastosowanie pozywki
zawierajacej glukoze zazwyczaj zapewnia uzyskanie wickszej biomasy badanych mikroorganizmow,
ktore zostaja wprowadzone w postaci inokulum do pozywki, zawierajacej badany zwiazek jako
jedyne zrodio wegla.

Analiza literatury wykazata, iz w przypadku wigkszoSci zwigzkow aromatycznych,
w tym fenolu, ekspresja genow, ktorych produkty uczestniczag w ich metabolizmie ulega inhibicji
w obecnosci niektorych alternatywnych zrédet wegla w podlozu hodowlanym. Ten negatywny
wplyw na metabolizm zwigzkéw aromatycznych wywiera przede wszystkim obecnos¢ glukozy,
octanu oraz intermediatow szlakow kwasu trikarboksylowego (Sz6kol i in., 2014).

W przypadku szczepéw Dbakterii nalezgcych do Pseudomonas putida potwierdzono
negatywny wplyw glukozy, pirogronianu, cytrynianu i bursztynianu na biodegradacj¢ fenolu,
spowodowany inhibicja ekspresji gendw kodujacych enzymy zaangazowane w biodegradacje fenolu,
co w konsekwencji wplywa limitujgco na jej postep. Jednakze mechanizm ustalania hierarchii
wykorzystywania dostgpnych w podlozu zwiazkéw jako Zrodet wegla i energii przez badany
mikroorganizm nie jest do konca poznany (Miiller i in., 1996).

Dla szczepu bakterii Rhodococcus erythropolis CCM2595 wykazano, iz réwnoczesna
obecno$¢ fenolu 1 glukozy w podlozu powoduje zmniejszenie aktywnosci enzymow
odpowiedzialnych za biodegradacje fenolu do ok. 64%, a dodatek bursztynianu do medium
zwierajgcego fenol powoduje spadek aktywnosci tych enzyméw do 18% (Sz6kol i in., 2014).

Santos i wspotpracownicy (2001) wykazali, iz dodatek glukozy do podioza zawierajacego
fenol powoduje zahamowanie jego biodegradacji przez Trichosporon sp. LE3, natomiast dodatek
benzoesanu wplywa ograniczajaco na stopien jego biodegradacji, jednak oba zwiazki
biodegradowane byty jednoczesnie. Ponadto glukoza nie zawsze catkowicie hamuje biodegradacje
innych zwigzkéw stanowigcych alternatywne Zrodlo energii i wegla, natomiast moze powodowaé
ograniczenie stopnia ich biodegradacji. Jednakze warto zauwazy¢, ze osiggane wartosci gestosci
optycznej 1 biomasy sg znaczgco wyzsze w przypadku hodowli z obecnoscig glukozy w pozywce niz
w przypadku hodowli, gdzie pojedynczy zwigzek aromatyczny stanowi jedyne dostepne zrodio
wegla.

Gaal i Neujahr (1981) wykazali, iz glukoza hamuje biodegradacj¢ fenolu dla szczepu
nalezacego do drozdzy Trichosporon cutaneum. Ponadto w przypadku Candida maltosa L4
(Hofmann i Vogt, 1987) wykazano, iz biodegradacja fenolu i glukozy odbywa si¢ w sposob
jednoczesny. Jednakze Rozich i Colvin (1998) udowodnili preferencj¢ do biodegradacji glukozy
nad fenolem i szybkie przestawienie metabolizmu mieszanych populacji mikroorganizméw
na wykorzystywanie zwigzku latwiej przyswajalnego W obecnosci obu zwigzkow w pozywce.

Podsumowujac, literatura poswigcona badaniom wptywu warunkéw hodowli bakterii
i drozdzy potwierdza wystepowanie zjawiska represji katabolicznej fenolu jako zrédita wegla
w obecnosci lepiej przyswajalnej glukozy. Nie dotyczy to jednak wszystkich mikroorganizméw,
a dla szczepu Candida maltosa L4 Hofmann i Vogt (1987) potwierdzili jednoczesng biodegradacje
glukozy oraz fenolu znajdujacych sie¢ w podtozu hodowlanym.

Faworyzowanie biodegradacji zwigzku innego niz zwigzek arOomatyczny moze wynikaé
ze specyficznych wilasciwosci tej grupy zwiazkow, a przede wszystkim z trudnosci rozszezepienia
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stabilnego pierscienia weglowodoru aromatycznego. Utrudnienia te powoduja, ze zwiazki
aromatyczne uznawane sg za trudno biodegradowalne (Kwapisz, 2006).

Réwniez  roznice w  budowie  zwigzkdw  aromatycznych  maja  wplyw
na prawdopodobienistwo potencjalnej biodegradacji. Pierwszy etap biodegradacji polega
na przytaczeniu grupy hydroksylowej do pier§cienia. Etap ten jest tatwiejszy do przeprowadzenia
w przypadku zwiagzkoéw aromatycznych z podstawnikami, jednakze duza liczba podstawnikéw moze
utrudnia¢ ten proces. Mimo to biodegradacja zwigzkéw z podstawnikami polega glownie
na utlenieniu  tancucha bocznego, a nastgpnic na  rozszczepieniu  pierscienia.
W przypadku zwigzkow aromatycznych bez podstawnikow pierwszy etap biodegradacji wymaga
udziatu dioksygenaz hydroksylujacych. W zwiazku z tym, zwiazki aromatyczne bez podstawnikow
trudniej ulegajg biodegradacji niz zwiazki z podstawnikami (Kwapisz, 2006).

2.6 Szlaki biodegradacji fenolu

Mikroorganizmy zdolne sg do biodegradacji fenolu do zwigzkéw nietoksycznych
w warunkach anaerobowych (przy braku dostepu tlenu) oraz w warunkach aerobowych (przy
dostepie tlenu). Proces beztlenowy zachodzi z udziatem jednej znanej Sciezki asymiliacji fenolu,
natomiast w warunkach tlenowych biodegradacja zachodzi z udziatem enzymoéw z jednej z dwoch
znanych $ciezek jego asymilacji: §ciezki orto- lub $ciezki meta-.

Jak wskazuje literatura, wigkszo$¢ poznanych mikroorganizméw przeprowadza
biodegradacje fenolu w warunkach tlenowych. Z praktycznego punktu widzenia biodegradacja
fenolu w warunkach tlenowych jest procesem pozwalajgcym na redukcje stezen fenolu ponizej
stezenia, w ktorym fenol jest uznawany za zwigzek toksyczny. W zwigzku z powyzszym,
postanowitam zastosowa¢ warunki tlenowe prowadzenia hodowli na etapie poszukiwania i oceny
potencjatu biodegradacji fenolu przez czyste izolaty kultur drozdzy, wyizolowane z probek wody
i torfu z terenu torfowiska Rucianka. Stad w pracy doktorskiej postanowitam szerzej opisa¢ znane
szlaki  metaboliczne  zaangazowane w  proces  biodegradacji  fenolu  prowadzonej
przez mikroorganizmy w warunkach tlenowych oraz bardzo krotko omoéwié znany szlak
metaboliczny zaangazowany w proces biodegradacji fenolu w mikroorganizmach efektywnie
rozwijajacych sie¢ w warunkach beztlenowych.

2.6.1 Biodegradacja fenolu w warunkach beztlenowych

Biodegradacja fenolu w warunkach beztlenowych opisana zostala przede wszystkim
dla denitryfikujgcego szczepu bakterii Thauera aromatica (Lack i Fuchs, 1992; Lack i Fuchs, 1994;
Aresta i in., 2010).

Proces biodegradacji rozpoczyna si¢ poprzez karboksylacje fenolu, na ktorg sktadaja si¢
dwa etapy, SciSle od siebie zalezne. Pierwszy z nich polega na fosforylacji fenolu, co prowadzi
do powstania fosforanu fenylu — pierwszego produktu posredniego beztlenowej biodegradacji (Lack
i Fuchs, 1992; Lack i Fuchs, 1994). W drugim etapie dochodzi do karboksylacji fosforanu fenylu
przez karboksylaze (wymagajaca do swojego dzialania kationow Mn?") w celu utworzenia
4-hydroksybenzoesanu, ktéry ulega przeksztatceniu do kwasu protokatechowego, a w konsekwencji
do acetylokoenzymu A oraz bursztynylokoenzymu A.

W przypadku drozdzy zdolno$¢ do beztlenowej biodegradacji fenolu zbadano dla szczepu
Candida albicans PDY-07 (Wang i in., 2009) i drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Najafpoor i in.,
2015).
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2.6.2 Biodegradacja fenolu w warunkach tlenowych

Pierwszy etap biodegradacji fenolu polega na przytaczeniu drugiej grupy hydroksylowe;j
W pozycji orto- (w stosunku do juz obecnej grupy) do pier§cienia aromatycznego i utworzenia
katecholu, glownego produktu posredniego obu szlakow biodegradacji fenolu przebiegajacej
w warunkach aerobowych. Hydroksylacja ta zachodzi w obecno$ci tlenu, a enzymem
odpowiedzialnym za jej przebieg jest hydroksylaza fenolowa. Reakcja wymaga réwniez
zredukowanej formy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH,) (Basha i in., 2010).
Utworzenie glownego produktu posredniego jest etapem kluczowym procesu biodegradacii,
a szybkos¢ biodegradacji fenolu jest $cisle zalezna od szybkosci utworzenia katecholu (Shingler,
2003).

Hydroksylazy fenolowe, enzymy odpowiedzialne za pierwszy etap biodegradacji, zostaly
wyizolowane ze szczepow wielu gatunkéw mikroorganizméw, miedzy innymi Diaphorobacter sp.
J5-51, Acinetobacter sp. SJ-15, Acinetobacter sp. SJ-16, Acidovorax sp. J5-66, Corynebacterium sp.
JOR-20 (Sun i in., 2014) i Acinetobacter sp. AQ5NOL 1 (Ahmad i in., 2012).

Kolejnym etapem biodegradacji jest rozszczepienie pierscienia katecholu, ktore moze zaj$é¢
na jednej z dwoch drég. Pierscien katecholu ulega rozszczepieniu miedzy dwiema grupami
hydroksylowymi (rozszczepienie orto-, tzw. droga p-ketoadypinowa), ktére przeprowadzane jest
z udziatem 1,2-dioksygenaz katecholowych, badz w pozycji meta- w stosunku do pierwszej grupy
hydroksylowej (rozszczepienie meta-), zachodzgce z udziatem 2,3-dioksygenaz katecholowych.
W efekcie tego rozszczepienia powstaja specyficzne produkty rozszczepienia: kwas
cis,cissmukonowy (w przypadku rozszczepienia na drodze orto-) oraz semialdehyd
2-hydroksymukonowy (powstaly w przypadku rozszczepienia na drodze meta-) (Rys. 3).

W szlaku orto-, kwas cis,cis-mukonowy ulega nastepnie laktonizacji, w wyniku czego
produkowany jest mukonolakton. Zwigzek ten ulega pdzniejszej rearanzacji z udzialem izomerazy,
co prowadzi do powstania 3-oksoadypinoenololaktonu, ktéry ulega degradacji, w wyniku ktorej
powstaje 3-oksoadypinylokoenzym A. Zwiazek ten ulega przeksztatceniu do kwasu bursztynowego
i acetylokoenzymu A, ktére zostaja wiaczone do cyklu Krebsa (Basha i in., 2010) (Rys. 3).

W  przypadku alternatywnego szlaku biodegradacji (szlaku meta-) semialdehyd
2-hydroksymukonowy zostaje przeksztalcony do kwasu 2-hydroksymukonowego. Zwigzek ten ulega
transformacji do kwasu 2-keto-4-heksenodiowego, ktory ulega nastepnie przeksztatceniu
do kwasu 2-ketopent-4-enowego, a ten do kwasu 4-hydroksy-2-keto-walerianowego. Ostatecznie
powstaja aldehyd octowy i kwas pirogronowy, ktére rowniez wiaczane sa do cyklu Krebsa (Basha
iin., 2010) (Rys. 3).

Ze wzgledu na kluczowg role 1,2- i  2,3-dioksygenaz  katecholowych
W zapoczatkowaniu dwoch alternatywnych szlakoéw biodegradacji fenolu przebiegajacych poprzez
ich wspdlny substrat - katechol, oznaczanie aktywnos$ci tych enzyméw (testy enzymatyczne)
w ekstraktach komorkowych (ewentualnie tez w plynach pohodowlanych) badanych
mikroorganizmdw oraz oznaczanie obecno$ci w ptynach pohodowlanych produktéw katalizowanych
przez nie reakcji, tj. odpowiednio kwasu cis,cis-mukonowego badz semilaldehydu
2-hydroksymukonowego, stanowi podstawe metody stosowanej do identyfikacji, ktory ze szlakow
biodegradacji fenolu jest wykorzystywany przez badany mikroorganizm. W zwigzku z tym,
w prowadzonych badaniach (Publikacja nr 3) zastosowatam obie strategie badawcze do ustalenia,
ktory z dwodch szlakow metabolizmu  fenolu  wystepuje w  badanych drozdzach
psychrotolerancyjnych.

W zwiazku z tak kluczowa rola w szlakach metabolizmu fenolu obu typéw dioksygenaz
katecholowych, postanowitam opisaé je szerzej, niz zostalo zrobione to w Publikacji nr 3,
poswieconej identyfikacji szlakéw metabolicznych zaangazowanych w biodegradacje fenolu
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przez drozdze Candida subhashii A01;, Candida oregonensis B02; oraz Schizoblastosporion
starkeyi-henricii LO1,.

OH

OH

Katechol

Rozszcznpionioono Rozszczopioniemem

COOH COOH
COOH

Kwas cis,cls mukonowv Sennaldehyd 2-hydroksymukonowy

l l

Kwas bursztynowy + Acetylokoenzym A Aldehyd octowy + Kwas pirogronowy

Rys. 3 Produkty rozszczepienia orto- i meta- katecholu oraz koncowe produkty szlakéw metabolicznych orto- i meta-
wykorzystywanych przez mikroorganizmy podczas biodegradacji fenolu w obecnosci tlenu (na podstawie (Basha i
in., 2010)) (opracowanie wlasne w programie 1SIS Draw)

2.6.3 Charakterystyka dioksygenaz katecholowych

1,2-dioksygenazy katecholowe to tzw. dioksygenazy intradiolowe (katalizujace
rozszczepienie orto- w czasteczce katecholu), natomiast 2,3-dioksygenazy katecholowe to
tzw. dioksygenazy ekstradiolowe (katalizujace rozszczepienie meta- w czgsteczce katecholu). Mimo
poczatkowego przekonania naukowcoéw o podobienstwie ich wiasciwosci, enzymy te okazaly sie
charakteryzowa¢ odmienna struktura budowy ich czasteczek, jak i mechanizmem dziatania.

2.6.3.1 Dioksygenazy intradiolowe

Analizujac struktury oraz sekwencje poznanych dioksygenaz intradiolowych ustalono, iz
wszystkie opisane enzymy naleza do jednej linii ewolucyjnej. Uwzgledniajac ich specyfike
substratowg podzielono je na trzy klasy: 1,2-dioksygenazy katecholowe [EC 1.13.11.1], 3,4-
dioksygenazy kwasu protokatechowego [EC 1.13.11.3] i 1,2-dioksygenazy
hydroksyhydrochinonowe [EC 1.13.11.37]. Ze wzgledu na prowadzone przeze mnie badania,
ponizej opisatam jedynie dioksygenazy katecholowe, wérdd ktorych wyroznia si¢ dwie podklasy.
Pierwsza podklasa skupia enzymy o stosunkowo restrykcyjnych wymaganiach substratowych.
Enzymy tej klasy transformuja katechol i tylko jedna jego chlorowcopochodng, jakag jest
4-chlorokatechol (Van der Meer i in., 1991). Druga podklasa gromadzi enzymy o szerszym
powinowactwie substratowym, zdolne do transformacji poza katecholem, takze jego podstawionych
pochodnych (Vetting i Ohlendorf, 2000).

Enzymy nalezace do dioksygenaz intradiolowych sa gtéwnie homodimerami (Potrawfke
i in., 2001) zbudowanymi z podjednostek, gdzie kazda ma mas¢ ok. 30—40 kDa. Podjednostki
1,2-dioksygenaz katecholowych zawierajg okoto 300 reszt aminokwasowych, tworzacych dwie
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domeny, domeng katalityczng oraz domene N-terminalng. Domena N-terminalna zbudowana jest
z ok. 100 reszt aminokwasowych, ktére tworza do pigciu helis. Helisy dwdch podjednostek
przenikajg si¢ wzajemnie, tworzac struktur¢ dimeru i1 jednoczes$nie hydrofobowy tunel,
z dotaczonymi czasteczkami fosfolipidow. Domena posiada charakterystyczny motyw helikalnego
zamka btyskawicznego (ang. helical-zipper), ktéry pojawia si¢ we wszystkich enzymach z rodziny
1,2-dioksygenaz katecholowych (Rys. 4) (Vetting i Ohlendorf, 2000; Bugg i Lin, 2001; Bugg, 2003;
Vaillancourt i in., 2006).

Linker domain

Active site
entrance

Phospholipid

-
36

Rys. 4 Struktura 1,2-dioksygenazy katecholowej pochodzacej ze szczepu Acinetobacter sp. ADP1 wraz z
zaznaczeniem kolorystycznym poszczegdlnych domen (Vetting i Ohlendorf, 2000)

Mechanizm rozszczepienia pierScienia aromatycznego =z udzialem dioksygenaz
intradiolowych jest procesem wieloetapowym, ktérego ostatecznym etapem jest zastapienie aksjalnej
reszty tyrozyny i ekwatorialnego jonu hydroksylowego 1,2-dioksygenazy przez jon katecholanowy,
efektem czego jest jego aktywacja. W wyniku ataku zelaza na tlen dochodzi do redukcji zelaza z +3
na +2 stopien utlenienia i powstania Fe?*’semichinonu, ktory reaguje bezposrednio z dwoma
atomami tlenu, dzieki czemu wytwarza sie struktura nadtlenku C-O-O-Fe. Nastepnie,
w zwigzku hydronadtlenkowym dochodzi do przegrupowania Criegee’a wzgledem wigzania
wegiel-wegiel poprzez migracje grupy acylowej, w ktérego konsekwencji powstaje nietrwala
struktura laktonowa. Efektem hydrolizy bezwodnika laktonowego jest uwolnienie produktu reakcji
rozszczepienia pier§cienia aromatycznego, czyli kwasu cis,cis-mukonowego (Orville i in., 1997;
Bugg i Lin, 2001; Vaillancourt i in., 2006).

Aktywno$¢ dioksygenaz intradiolowych potwierdzono dla wybranych szczepow bakterii
nalezagcych do rodzajow Acinetobacter, Arthrobacter, Pseudomonas, Sphingomonas, Geobacillus
i Rhodococcus (Strachan i in., 1998; Barbe i in., 2004; Saxena i Thakur, 2005; Giedraityte i
Kalédieng, 2009). W odniesieniu do drozdzy, aktywnos$¢ tych enzyméw zbadano dla wybranych
szczepow drozdzy nalezacych do Candida tropicalis (Vilimkova i in., 2008; Long i in., 2016),
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Candida albicans (Tsai i in., 2005) i Trichosporon cutaneum (Aleksieva i in., 2002). Aktywno$¢
potwierdzono takze dla drozdzy psychrotolerancyjnych, wyizolowanych z lodowcowego kriokonitu
oraz z Austrii (z terenow torowiska kolejowego) zanieczyszczonych produktami ropopochodnymi
(Margesin i in., 2003, 2005).

2.6.3.2 Dioksygenazy ekstradiolowe

Enzymy nalezagce do dioksygenaz ekstradiolowych, ze wzgledu na powinowactwo
do szerszej grupy substratow, uwazane sa za bardziej uniwersalne niz dioksygenazy intradiolowe.
Do tej pory dokonano kilku podziatéow enzymow, ktdre przeprowadzaja rozszczepienie pierscienia
katecholu na drodze meta-. Najnowszy przeprowadzony zostal na podstawie analizy sekwencji
aminokwasowych oraz struktury przestrzennej enzymoéw. W podziale tym wyrdzniono trzy typy:
pierwszy obejmuje dioksygenazy jedno- i dwudomenowe, a do tego typu nalezy 2,3-dioksygenaza
katecholowa wyizolowana z Pseudomonas putida mt-2 (Rys. 5), drugi obejmuje enzymy
multimeryczne, zbudowane z jednego lub dwoch rodzajow podjednostek, a trzeci typ dioksygenaz
ekstradiolowych nalezy do nadrodziny biatek cupin (Vaillancourt i in., 2006).

Dioksygenazy ekstradiolowe s3 zazwyczaj multimerami, gdzie kazda Kkatalityczna
podjednostka zawiera jon dwuwarto$ciowego metalu. Ligandami jonu metalu sg dwie reszty
histydyny oraz reszta glutaminianu, tworzace motyw 2-His-1-karboksylowy. Motyw ten,
wraz z dwoma czgsteczkami wody, jest koordynacyjnie potaczony z zZelazem na +2 stopniu
utlenienia (Bugg, 2001; Vaillancourt i in., 2006).

Rys. 5 Struktura 2,3-dioksygenazy katecholowej pochodzacej ze szczepu Pseudomonas putida mt-2 (Kita i
in., 1999)

Aby mozliwe bylo rozszczepienie pierScienia aromatycznego przez 2,3-dioksygenazy
katecholowe, konieczne jest utworzenie kompleksu Fe®*-substrat. Dzigki jego utworzeniu dochodzi
do zmian w centrum aktywnym enzymu — usunig¢cia dwoch czasteczek wody oraz do zwigzania,
poprzez dwie grupy hydroksylowe, substratu i jonu Fe?*. Aksjalne ligandy miejsca wiazania
stanowig reszta histydyny i grupa hydroksylowa, natomiast ekwatorialne ligandy stanowiag druga
grupa hydroksylowa substratu, reszty histydyny i glutaminianu. Dwa atomy tlenu wigzg sie
w pustym miejscu w polozeniu ekwatorialnym. Podczas wiazania substratu z jonami Fe®*, jedna
z grup hydroksylowych substratu jest deprotonowana i oddziatuje z resztg tyrozyny miejsca
aktywnego, natomiast druga grupa hydroksylowa tworzy wigzanie wodorowe z reszta histydyny
miejsca aktywnego. Nastepnie, w wyniku ataku na wegiel C2 potaczonej czasteczki tlenu z jonem
Fe”, dochodzi do powstania semichinonowego produktu posredniego nadtlenku zelaza. W kolejnym
etapie, w wyniku przegrupowania Criegee’a powstaje nienasycony lakton, ktory ulega hydrolizie, co
prowadzi do powstania produktu koncowego reakcji enzymatycznej prowadzonej przez
2,3-dioksygenazy katecholowe (Bugg i Lin, 2001; Sato i in., 2002; Vaillancourt i in., 2006).
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Aktywno$¢ 2,3-dioksygenaz katecholowych potwierdzono dla bakterii nalezacych
do rodzaju Pseudomonas, Sphingomonas, Acinetobacter, Ralstonia, Burkholderia, Rhodococcus
i Bacillus (Miiller i in., 1996; Sei i in., 1999; Fialova i in., 2004; Jiang i in., 2004; Li i in., 2004;
Viggiani i in., 2004; Kasuga i in., 2007; Wei i in., 2010). Wsrdod drozdzy aktywnos¢ ta jest bardzo
rzadko odnotowywana, a przyktadem szczepu posiadajacym ten enzym jest szczep A43, nalezacy
do rodzaju Rhodotorula (Margesin i in., 2003), ktoéry wyizolowany zostat z austriackiego kriokonitu
i nalezy do drozdzy zimnolubnych.

2.6.3.2 Szlaki biodegradacji innych weglowodorow aromatycznych oraz mozliwos¢
wykorzystania mikroorganizméw utylizujgcych fenol do produkcji kwasu Cis,Cis-
mukonowego

Jak wspominatam powyzej, identyfikacja szlaku metabolicznego zaangazowanego w proces
biodegradacji fenolu w warunkach tlenowych przez badane mikroorganizmy posiada zarowno aspekt
poznawczy, jak i aspekt praktyczny (Publikacja nr 3). Analizujac literature w kierunku innej
mozliwosci wykorzystania szczepéw psychrotolerancyjnych drozdzy, pochodzacych z terenow
torfowiska Rucianka i biodegradujacych fenol, niz tylko redukcja jego stezenia
w S$ciekach badz w skazonym s$rodowisku, zwrécitam uwage na mozliwos¢ ich praktycznego
wykorzystania do rozwoju badan nad ich zastosowaniem do biotechnologicznej produkcji kwasu
cis,cis-mukonowego. Jak zostalo pokazane na rysunku (Rys. 3), mikroorganizmy zdolne
do biodegradacji fenolu jako Zrodta wegla na drodze szlaku orto-, zdolne sg takze do produkcji tego
kwasu w reakcjach katalizowanych przez 1,2-dioksygenazy katecholowe.

Dostepna literatura jednoznacznie wskazuje na duze prawdopodobienstwo izolacji
ze $srodowiska drozdzy psychrotolerancyjnych utylizujacych fenol na drodze szlaku orto- ze wzgledu
na fakt, iz jest to szlak dominujacy wsrod dotad przebadanych gatunkach drozdzy (Broderick i
O’Halloran, 1991; Latus i in., 1995).

Jednakze, w publikacji Margesin (2003), doniesiono o istnieniu psychrotolerancyjnych
drozdzy z gatunku Rhodotorula metabolizujacych fenol na drodze szlaku meta-. Stad, dla wstepnej
oceny pelnego potencjatu biotechnologicznego psychrotolerancyjnych drozdzy z torfowiska
Rucianka, wykonalam mozliwie najbardziej wiarygodna, potwierdzong kilkoma metodami
badawczymi, identyfikacje wykorzystywanych przez nie szlakéw metabolizmu fenolu (Publikacja nr
3).

2.7 Kwas cis,cis-mukonowy — charakterystyka zwiazku i zastosowanie
przemystowe

Kwas cis,cis-mukonowy jest szeScioweglowym zwiazkiem zawierajacym wigzanie
podwdjne wewnatrz swojej struktury oraz dwie grupy karboksylowe, po jednej na kazdym z jego
koncow (Rys. 6). Wartos¢ obrotu handlowego tym zwigzkiem wynosita okoto 80 milionéw dolaréw
w roku 2019, a w roku 2024, wedtug dostepnych prognoz, b¢dzie wynosi¢ okoto 120 milionow
dolarow (Muconic Acid Market).
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Rys. 6 Struktura czasteczki kwasu cis,cis-mukonowego (opracowanie wiasne w programie ISIS Draw)

Tak duze znaczenie ekonomiczne kwasu Cis,cis-mukonowego wynika z faktu jego
zastosowania w produkcji przemystowej kwasu adypinowego oraz kwasu tereftalowego. Kwas
adypinowy wykorzystywany jest w produkcji nylonu i farb (Draths i Frost, 1994). Kwas tereftalowy
stuzy natomiast jako substrat do produkcji poli(tereftalanu etylenu) (PET), syntetycznego polimeru
0 bardzo szerokim wykorzystaniu w wielu gateziach przemystu (Draths i Frost, 1994).

Obecnie podstawowym zrodlem tego kwasu jest dwustopniowa synteza chemiczna.
Niestety, proces ten wymaga duzych naktadéw energetycznych oraz skutkuje wysoka emisjg gazow
cieplarnianych. W zwigzku z tym poszukuje si¢ nowych alternatywnych metod produkcji tego
kwasu, a doskonalg alternatywa wzgledem metody chemicznej wydaje si¢ jego produkcja
z wykorzystaniem mikroorganizméw (Draths i Frost, 1994).

Pierwsze doniesienia dotyczace zdolnosci mikroorganizmoéow do produkcji kwasu
cis,cis-mukonowego dotyczyly badan przeprowadzonych przez badaczy Draths i Frost (1994).
Ponadto przeprowadzono wiele badan, w ktorych wykazano zdolnos$¢ gatunku Escherichia coli
do produkcji tego kwasu przy wykorzystaniu dostepnej w podtozu  glukozy,
a przeksztalcenie to zachodzi z udziatem szlaku szikimowego (Parke, 1993; Draths i Frost, 1994;
Niu i in., 2002). Produkcja kwasu z wykorzystaniem glukozy jako zrddta wegla potwierdzona
zostata rowniez dla drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Wang i in., 2020) i bakterii Pseudomonas
putida (Jung i in., 2015) oraz Klebsiella pneumonia (Johnson i in., 2017). Zdolnos¢ do produkc;ji
kwasu wykazano takze dla wielu szczepéw nalezacych do Corynebacterium glutamicum,
m.in. szczepéw MA-2 i STR001-011 (Becker i in., 2018). Wykazano, ze szczepy te sg zdolne
do produkcji wspomnianego kwasu z glukozy, ale co ciekawe, roéwniez w konteks$cie moich badan,
z produktéw pochodzacych z hydrotermalnego przetwarzania lignin, bogatych w zwigzki z grupy
fenoli.

Stad, ze wzgledu na prowadzone przeze mnie badania, szczegdlnie interesujacym
kierunkiem badan nad opracowaniem biotechnologicznej produkcji wspomnianego kwasu jest
wykorzystanie mikroorganizméw zdolnych do jego produkcji z weglowodoréw aromatycznych.
W pordéwnaniu do alternatywnych metod biotechnologicznych bazujacych na substracie, takim jak
glukoza lub inne cukry, to rozwigzanie podnosi atrakcyjno$¢ opracowanej technologii, poniewaz
potencjalnie pozwala na zagospodarowanie odpadéw przemystowych zawierajacych te zwiazki.
Dotychczasowe badania prowadzone w tym Kierunku potwierdzity zdolno$¢ bakterii (wybranych
szczepow) nalezgcych do rodzaju Pseudomonas, Arthrobacter, Corynebacterium, Brevibacterium,
Microbacterium, i Sphingobacterium do produkcji kwasu cis,cis-mukonowego, poprzez tworzenie
katecholu z benzoesanu i nastepnie jego rozszczepienie na drodze orto- (Choi i in., 2020). Ponadto
wykazano mozliwo$¢ uzycia bakterii Pseudomonas putida i Corynebacterium glutamicum
do produkcji tego kwasu w oparciu 0 metabolizm takich Zrodet wegla, jak katechol (Becker i in.,
2018; Kohlstedt i in., 2018) i toluen (Chua i Hsieh, 1990).

W zwiazku z zaprezentowanymi informacjami, podczas realizacji badan nad identyfikacja
szlakow utylizacji fenolu zbadatam rowniez potencjalng przydatnos¢ wytypowanych szczepow
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drozdzy psychrotolerancyjnych do wytwarzania kwasu cis,cis-mukonowego z wykorzystaniem
fenolu jako substratu oraz réznych warunkoéw prowadzenia hodowli (Publikacja nr 3).

W przysziosci dla wybranego szczepu badanych drozdzy zdolnego do potencjalnej
produkcji kwasu cis,cis-mukonowego w najwyzszym stezeniu (porownujac do pozostatych dwoch
szczepow, a takze z uwzglednieniem réznych warunkéw prowadzenia hodowli (z etapem glodzenia
komoérek badz bez tego etapu)), warto byloby przeprowadzi¢ zaawansowane badania genomowe
i metaboliczne w celu wybrania strategii modyfikacji genomu badanych drozdzy pod katem
zwiekszenia wydajnosci biotechnologicznej produkcji kwasu cis,cis-mukonowego. Jak dotad,
wykorzystanie inzynierii genetycznej przyniosto zwigkszenie zdolnosci produkcji tego kwasu
i opornosci na rdzne warunki prowadzenia procesu biotechnologicznego w modyfikowanych
genetycznie szczepach drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz bakterii Escherichia coli (Wang i in.,
2020; Choi i in., 2020).

2.8 Przyczyny opracowania testu preselekcyjnego do wykrywania
mikroorganizmow zdolnych do utylizacji katecholu jako jedynego Zrodia wegla

Przeprowadzenie badan poswigconych identyfikacji i izolacji psychrotolerancyjnych
drozdzy z torfowiska Rucianka zdolnych do wzrostu w wysokich stezeniach fenolu i jego utylizacji
do poziomu ponizej stezenia wykrywalnosci (Publikacja nr 1) uwidocznilo, iz etapem
czasochtonnym i obarczonym duzym ryzykiem bledu byt etap selekcji izolatow. W tym celu,
wykorzystujac metode Middelhovena (1991), sprawdzitam zdolno$¢ izolatow do wykorzystywania
fenolu jako jedynego zrodla wegla. Metoda ta pozwala, przy stosunkowo niskich kosztach,
przebadac duzg ilos¢ izolatow. Dokonuje si¢ W niej posiewu mikroorganizmow na podtozu wylanym
w probowkach w formie skosu, a roztwor badanego zwiazku, stanowigcy jedyne zrodio wegla
dla testowanych mikroorganizméw, umieszcza si¢ na dnie probowki. Zwigzek dostarczany jest
do mikroorganizméw na drodze dyfuzji w podlozu badz przez faze gazowa. Jednakze wada
wspomnianej metody jest mozliwo$¢ zaobserwowania wzrostu Mmikroorganizméw, ktory nie jest
spowodowany rownoczesng biodegradacja badanego zwigzku. W przeprowadzonych przeze mnie
badaniach (Publikacja nr 1) odsetek falszywie pozytywnych wynikow izolacji drozdzy potencjalnie
zdolnych do biodegradacji fenolu stanowit az 50%. Stad postanowitam przeanalizowaé dostepna
literatur¢ pod wzgledem alternatywnych rozwigzan stosowanych do selekcji mikroorganizméw
zdolnych do biodegradacji weglowodorow aromatycznych.

Kolejng metodg jest technika polegajaca na bezposredniej izolacji mikroorganizméw
z probek wody badz gleby na podtozu statym, suplementowanym badanym zwigzkiem jako jedynym
zrodtem wegla (Wang i in., 2012). Jednakze réwniez w przypadku tej metody istnieje mozliwo$¢
uzyskania falszywie pozytywnych wynikow.

Inna metoda polega na wymieszaniu pobranej probki, np. gleby z podlozem ptynnym
suplementowanym danym zwigzkiem i obserwowaniu wzrostu mikroorganizmow w hodowli
ptynnej (Kafilzadeh i in., 2010). Niestety, metoda ta nie pozwala na jednoznaczng identyfikacje,
ktore szczepy wykazuja potencjat biodegradacyjny, poniewaz nie dokonuje si¢ w niej izolacji
czystych kultur izolatéw, a bada si¢ potencjat biodegradacyjny calej probki. W zwiazku z tym,
metoda ta nie byta przydatna do moich celéw.

Podsumowujac, po przeprowadzeniu badan przesiewowych (Publikacja nr 1)
oraz po analizie metod mozliwych do uzycia na tym etapie badan zauwazytam, ze ich glowna wada
wynika z faktu, iz czynnikiem selekcyjnym jest jedynie brak lub wzrost testowanych izolatow
na podtozach mikrobiologicznych, zawierajacych badany zwigzek jako jedyne zrodto wegla.
Czynnik ten jest niewystarczajacy, poniewaz nie wskazuje jednoznacznie na wykorzystanie
badanego zwigzku do wzrostu mikroorganizméw. W zwigzku z tym postanowitam wprowadzi¢
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dodatkowy element selekcyjny, ktory pozwoli w prosty i szybki sposob potwierdzié, iz wzrost
mikroorganizmow jest rownoznaczny z biodegradacja badanego zwigzku. W tym celu opracowatam
metode hodowli ptytkowej, polaczonej z zalewaniem ptytek roztworem czynnika selekcyjnego,
co w konsekwencji prowadzi do powstania barwnych kompleksow zwiazku badanego z dodanym
czynnikiem tworzacym z nim kompleks w catej objetosci podioza, za wyjatkiem otoczenia kolonii
izolatow nie tylko zdolnych do wzrostu w obecnosci testowanego toksycznego zwiazku, ale przede
wszystkim zdolnych do pobierania go z otoczenia i wykorzystania go jako jedynego dostepnego
dla nich zrédta wegla do wzrostu. W przypadku spelnienia obu wymienionych kryteriow, ze
wzgledu na biodegradacje badanego zwigzku wokoét kolonii mikroorganizméw wykorzystujacych go
jako zrodlo wegla, powstaje wyraznie odcinajace si¢ halo (brak powstanie komplekséw pomigdzy
badanym zwigzkiem a roztworem czynnika selekcyjnego).

Ponadto analizujac dane zaczerpnigte z literatury zauwazytam, ze fenol jest jednym z wielu
zwigzkoéw aromatycznych, ktore ulegaja biodegradacji z wykorzystaniem katecholu jako glownego
produktu posredniego tego procesu (Rys. 7). Biodegradacja wielu zwigzkéw aromatycznych
zachodzi poprzez wytworzenie tego zwigzku, ktory ulega nastepnie rozszczepieniu na drodze orto-
lub meta-. Zwigzki aromatyczne podstawione pojedynczo badz podwoédjnie w pierscieniu (glownie
w pozycji 1,2-) ulegaja przeksztatceniu do katecholu, zanim ulegng dalszemu metabolizmowi (Rys.
7). Przyktadami takich zwigzkow, poza fenolem, sg toluen (Duetz i in., 1994; Yeomt i Yoo, 2002;
Surendra i in., 2017), benzen (Duetz i in., 1994; Yeomt i Yoo, 2002; Surendra i in., 2017),
etylobenzen (Surendra i in., 2017), benzoesan (Loh i Chua, 2002) i nitrobenzen (Arora i Sharma,
2015). Dowiedziono réwniez, iz dalsze rozszczepienie katecholu zachodzi z udzialem glownie
dioksygenaz 1,2-katecholowych, co potwierdzono dla m.in. benzenu, toluenu i eylobenzenu (Duetz i
in.,, 1994; Yeomt i Yoo, 2002; Surendra i in., 2017). Rozszczepienie na drodze meta- zostato
potwierdzone dla nitrobenzenu (Arora i Sharma, 2015).

Fenol \ Kwas benzoesowy
OH
Kwas salicylowy

Toluen

@ / Katechol OH\

Benzen Rozszczepienie orto- ROZSZCZE ienie meta- Naftalen
/ OH
=" ™cooH = “~COOH
Xy~ COOH . - COH

Kwas cis, cis-mukonowy Semialdehyd 2-hydroksymukonowy

l l
l l

Kwas bursztynowy + Acetylokoenzym A Aldehyd octowy + Kwas pirogronowy

Rys. 7 Przyktady weglowodorow aromatycznych, dla ktorych katechol jest wspolnym produktem
posrednim szlakéw biodegradacji (rysunek powstal w programie ISIS Draw)
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Stad uznatam, ze z punktu widzenia rozwoju nowych biotechnologicznych metod produkc;ji
kwasu cis,cis-mukonowego, bardziej wskazane jest opracowanie testu preselekcyjnego opartego
na zdolno$ci do wzrostu na podtozu z katecholem jako jedynym zrodtem wegla przy jednoczesnej
mozliwosci wizualnego potwierdzeniu tego faktu, niz wytaczne skupienie si¢ na tworzeniu testu
do identyfikacji mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji fenolu. Dzigki temu mikroorganizmy
wykazujace zdolno$¢ do biodegradacji katecholu mogltyby potencjalnie zosta¢ wykorzystane
do badan dotyczacych degradacji fenolu oraz innych zwigzkéw, np. toluenu, etylobenzenu, gdyz ich
metabolizm uwzglednia przeksztalcenie do katecholu, a nastgpnie jego rozszczepienie
przez 1,2-dioksygenazy katecholowe do kwasu cis,cis-mukonowego. W efekcie mozna bedzie
zbada¢ wybrane probki srodowiskowe pod katem wigkszej gamy interesujacych biotechnologicznie
izolatow, a szczegdlnie pod katem poszukiwania mikroorganizmu zdolnego do przeksztatcania jak
najszerszej gamy zwigzkow monoaromatycznych do kwasu cis,cis-mukonowego.

Ze wzgledu na role katecholu w biodegradacji weglowodorow aromatycznych,
a w szczegdlnosci w szlakach biodegradacji fenolu (Publikacja nr 3) oraz z uwagi na oparcie
o ten zwigzek testu opracowanego i opisanego w Publikacji nr 2, wchodzacej w skitad pracy
doktorskiej, postanowitam przedstawi¢ wigcej informacji o tym zwigzku aromatycznym.

2.9 Katechol

Katechol to organiczny zwigzek chemiczny nalezacy do grupy polifenoli. Nazywany jest
rowniez pirokateching badz o-dihydroksybenzenem (Rys. 8). Zwiazek zbudowany jest
z pier§cienia benzenowego z dwoma grupami hydroksylowymi, przylaczonymi w pozycji orto-
wzgledem siebie. Katechol jest dobrze rozpuszczalny w wodzie, a uzyskany roztwor ma kwasny
odczyn oraz wlasciwosci redukujgce. W temperaturze pokojowej jest ciatem statym o biatym, badz
delikatnie bezowym zabarwieniu i charakterystycznym zapachu (MSDS for Pyrocatechol, 2017).
Stosowany jest przede wszystkim jako wywotywacz w fotografii, srodek dezynfekujacy, §rodek
rozjasniajacy w produktach do farbowania wtoséw oraz przy produkcji gum, plastikow oraz lekow.

Katechol, tak jak wcze$niej opisany fenol, ulega wchionieciu do organizmu czlowieka
trzema drogami: oddechowsa, pokarmowg oraz przez skérg. W przypadku tego zwigzku wazna jest
takze szczegdlna ochrona oczu. Ekspozycja na katechol moze powodowa¢ uszkodzenie ptuc, uktadu
pokarmowego, utratg¢ przytomnosci czy $mier¢ (MSDS for Pyrocatechol, 2017). Zwigzek zostat
takze zaklasyfikowany przez agencje IRAC jako kancerogenny i zaliczony do grupy 2B. Ponadto ze
wzgledu na jego wysoka toksyczno$¢ 1 kancerogenno$¢, =zostal uznany za jedno
z najwazniejszych zanieczyszczen srodowiska wedtug EPA USA (Bramhachari i in., 2016).

Katechol uwazany jest za zwigzek bardziej toksyczny niz fenol (Kumar i in., 2005), co
moze mie¢ wplyw na ilos§¢ badan dotyczacych biodegradacji katecholu. Dostgpna literatura
skupiasi¢ na badaniu biodegradacji tego zwigzku glownie przez bakterie nalezace
do rodzaju Pseudomonas (Kumar i in., 2005; Zeyaullah i in., 2009; Aresta i in., 2010).
Do mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji katecholu nalezg takze niektore szczepy bakterii
nalezace do Sphingomonas subarctica, Ralstonia pickettii oraz Comamonas testosteroni (Di Gioia i
in., 2002) oraz szczep nalezacy do Achromobacter xylosoxidans (Bramhachari i in., 2016).

Wisrod grzybow zdolnos¢ do biodegradacji pirokatechiny wykazuje Aspergillus awamori
(Stanchev i in., 2008) oraz Candida parapsilosis (Rigo i in., 2010).
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Rys. 8 Struktura czasteczki katecholu (opracowanie wlasne w programie 1SIS Draw)

Podsumowujgc, dzigki danym zaczerpnietym z literatury, dotyczacym znaczacej
toksycznosci katecholu, jego obecnosci w odpadach przemystowych i prowadzonych badaniach
nad poszukiwaniem mikroorganizméw zdolnych do jego efektywnej biodegradacji oraz dzigki jego
wlasciwosciom opisanym W punkcie 2.9 rozprawy doktorskiej postanowitam skupi¢ sie
na opracowaniu prostego testu przesiewowego stuzacemu izolacji mikroorganizméw zdolnych
do utylizacji katecholu jako jedynego zrodta wegla.

W zwigzku z tym przeanalizowalam informacje o wilasciwosciach fizykochemicznych
katecholu w celu stworzenia szybkiego przesiewowego testu selekcyjnego. Po analizie dostepnych
informacji na temat wiasciwosci fizykochemicznych tego zwigzku zatozytam, iz mozna w tym celu
wykorzystaé fakt, ze katechol tworzy stabilne barwne kompleksy z takimi jonami, jak Fe**, Cu®,
Ca®*, Mn*, Mn*, zZn®, Ti* oraz Ti**. W przypadku interakcji katecholu z jonami zelaza Fe**
powstaja sole zabarwione na zielono (Tewari i Malviya, 2002; Al-Abadleh, 2015). Wiasciwos¢ ta
zostata wykorzystana podczas projektowania testu, ktory shuzy szybkiej identyfikacji
mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji katecholu (Publikacja nr 2) oraz potencjalnie innych
weglowodoréw aromatycznych (Rys. 7). Istota dziatania testu oraz warunki jego przeprowadzenia
zostaly szerzej omowione we wspomnianej publikacji.
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3. CEL I ZAKRES BADAN

Gtownym celem pracy badawczej realizowanej w ramach pracy doktorskiej byta izolacja
czystych kultur drozdzy psychrotolerancyjnych z terenu torfowiska Rucianka, ich identyfikacja
oraz ocena potencjatu biodegradacyjnego i biotransformacyjnego w stosunku do fenolu, zwigzku

o0 istotnym znaczeniu przemystowym (obecnym w odpadach przemystowych).
Zakres prac badawczych wykonanych na potrzeby realizacji gtownego celu badawczego
przedstawitam szerzej w ponizszych punktach:

izolacja z torfowiska Rucianka drozdzy psychrotolerancyjnych zdolnych
do biodegradacji fenolu — cel czastkowy obejmowat izolacje, z probek wody
i gleby pochodzacych z terenéw torfowiska Rucianka, drozdzy
psychrotolerancyjnych, ich identyfikacj¢ oraz badanie zdolno$¢ do biodegradacji
fenolu obecnego w pozywce hodowlanej w stezeniach z zakresu 500—2000 mg I™;
okreslenie szlaku biodegradacji fenolu w gatunkach drozdzy wyizolowanych
z torfowiska Rucianka — cel zrealizowalam poprzez przeprowadzenie trzech
rodzajow testow shuzacych identyfikacji szlakow biodegradacji fenolu, tj. szlaku
orto- i meta- w warunkach aerobowego wzrostu mikroorganizméw: wstepnego
testu identyfikujacego aktywno$¢ enzymatyczng, wlasciwego testu badajacego
aktywno$¢ 1,2- oraz 2,3-dioksygenaz katecholowych poprzez analize
spektrofotometryczng wskazujgca na obecnos¢ poszezegolnych produktow reakcji
enzymatycznych prowadzonych przez te enzymy wobec substratu, jakim byt
katechol oraz analize wybranych produktéw szlakéw biodegradacji fenolu
z wykorzystaniem chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrem mas (GC-
MS). W badaniach uwzglednitam wptyw dwoch sposobéw prowadzenia hodowli
(z etapem glodzenia badz bez tego etapu) na przebieg biodegradacji fenolu
oraz powstawanie wybranych produktow posrednich szlakéw orto- i meta-;
wstepna ocena potencjalu wyizolowanych drozdzy psychrotolerancyjnych
z torfowiska Rucianka jako producentow kwasu cis,cis-mukonowego,
na drodze biotransformacji fenolu z wykorzystaniem szlaku orto- asymilacji
weglowodoréw aromatycznych — cel czastkowy zrealizowatam poprzez oceng
zdolno$ci badanych szczepow drozdzy do produkcji kwasu cis,cis-mukonowego
podczas biodegradacji fenolu w hodowlach, do ktorych uzyto inokulum drozdzy
przygotowywanych z etapem glodzeniem komorek lub bez tego etapu. Analize
przeprowadzitam z wykorzystaniem techniki GC-MS;

opracowanie testu przesiewowego badajacego potencjal biodegradacji
weglowodorow aromatycznych wsréd mikroorganizméw, wykorzystujacego
wlasciwosci  katecholu — glownego produktu posredniego szlakow
biodegradacji orto- i meta- — cel czastkowy obejmowal zaproponowanie nowe;j
metody, bazujacej na zdolnosci katecholu do tworzenia barwnych kompleksow
z jonami zelaza Fe**. Katechol wybrany zostal ze wzgledu na jego kluczowa role
w szlakach biodegradacji wielu weglowodoréw aromatycznych w warunkach
aerobowych, wynikajaca z faktu, iz zwigzek ten jest wspolnym produktem
posrednim tych szlakoéw. Zaproponowana metoda w sposdb szybki i jednoznaczny
wskazuje mikroorganizmy o potencjale biodegradacyjnym w  stosunku
do katecholu oraz wskazuje na mozliwos¢ biodegradacji innych zwigzkow
aromatycznych, w tym fenolu.
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4.1 ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PHENOL-DEGRADING
PSYCHROTOLERANT YEASTS (ZALACZNIK NR 1)

Pierwszym etapem prowadzonych badan byto poszukiwanie mikroorganizméw potencjalnie
zdolnych do przeprowadzania biodegradacji fenolu. Jak wskazuje literatura, miejsce izolacji
mikroorganizméw nie moze by¢ przypadkowe, a wybor miejsca jest kluczowy w konteksScie
kolejnych etapow badan. Zdolnosci do biodegradacji zwigzkéw aromatycznych poszukuje si¢ przede
wszystkim wséréd mikroorganizméw zdolnych do bytowania w ich obecnosci w $rodowisku
naturalnym. Testy przesiewowe pozwalaja wytypowa¢ mikroorganizmy charakteryzujace sie¢
potencjalem biodegradacyjnym, ktére nastepnie poddaje si¢ bardziej szczegétowym badaniom,
w celu potwierdzenia ich zdolnosci do biodegradacji danego zwigzku, np. w hodowlach ptynnych
mikroorganizmow, gdzie badany zwigzek stanowi jedyne zrodlo wegla i energii.

W pierwszej publikacji opublikowanej w Water, Air, and Soil Pollution poruszytam
tematyke izolacji i charakterystyki psychrotolerancyjnych drozdzy oraz potwierdzitam zdolno$é
czystych kultur wytypowanych izolatow do efektywnej biodegradacji fenolu.

Badania rozpoczgtam poprzez izolacje mikroorganizméw z probek wody 1 gleby,
pochodzacych z torfowiska Rucianka. Torfowisko Rucianka zaliczane jest do torfowisk wysokich,
wystepujacych rzadko na terytorium Polski. Zlokalizowane jest w okolicy wsi o tej samej nazwie,
w gminie Mtynary, powiecie elblgskim, wojewodztwie warminsko-mazurskim.

Przystepujac do analizy literatury dotyczacej izolacji i identyfikacji mikroorganizméw
zdolnych do biodegradacji fenolu i innych zwigzkéw fenolowych, dokonatam kilku zalozen
majacych na celu wprowadzenie w tym zakresie badan waznych elementow nowosci naukowe;.
Po pierwsze przeanalizowatam, z jakich Zrédet naturalnych oraz tych poddanych dziatalnos$ci
cztowieka (np. gleby skazone produktami ropopochodnymi zawierajacymi fenole) izolowano
mikroorganizmy zdolne do biodegradacji fenolu. Pozwolilo to na wybranie naturalnego $srodowiska
charakteryzujacego si¢ potwierdzong obecnoscig zwiazkow fenolowych, ktore dotad nie byto badane
(lub badane byto w niewielkim stopniu) jako zrédto mikroorganizmow biodegradujacych fenol.

Wybdr torfowiska jako miejsca poboru préb byt oparty o potwierdzony badaniami fakt, iz
torfowiska naturalnie bogate sa w zwiazki aromatyczne, z grup fenoli i polifenoli, powstate
w wyniku rozkladu biomasy lignocelulozowej. W zwigzku z tym przyjetam zalozenie, iz
mikroorganizmy naturalnie bytujace w takim $rodowisku powinny by¢ zdolne do wykorzystania
podobnych zrodet wegla w warunkach laboratoryjnych.

Prébki torfu oraz wody z torfowiska Rucianka pobierane byty zimag, tzn. 5 stycznia 2015
roku oraz wiosna, tzn. 4 kwietnia 2015 roku, w celu izolacji mikroorganizméw zdolnych
do efektywnego wzrostu w niskich temperaturach. Preferencje temperaturowe wyizolowanych
szczepow zbadatam poprzez hodowle prowadzong w plytkach Petriego W temperaturze: 4, 18, 30 i
37°C. Testy pozwolily na izolacj¢ 39 szczepdéw drozdzy psychrotolerancyjnych (z optymalng
temperaturg wzrostu rowng 18°C, rozumiang jako temperatura charakteryzujgca sie najbardziej
efektywnym wzrostem mikroorganizméw sposrod czterech badanych temperatur). 21 izolatow
pochodzito z probek wody z torfowiska, natomiast 18 z probek torfu pobranych z warstwy
akrotelmu.

Izolaty (po uzyskaniu czystych kultur) poddatam nastepnie zmodyfikowanemu badaniu
przesiewowemu (Middelhoven i in., 1991), ktorego gldwnym celem bylo wytypowanie drozdzy
potencjalnie zdolnych do biodegradacji fenolu. W tym celu wykorzystatam hodowle
na skosach podloza minimalnego, gdzie jedyne dostgpne zrédlo wegla stanowit roztwér fenolu
umieszczony na dnie skosu. Zwigzek docieral do mikroorganizméw na zasadzie dyfuzji w podtozu
badz za posrednictwem fazy gazowej. Dla 6 z badanych 39 szczepow zaobserwowatam intensywny
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wzrost na calej powierzchni skosu, co w stosowanej metodzie oznaczato zdolno$¢ do asymilacji
zwigzku jako jedynego zrodia wegla. Szczepy te poddatam kolejnym badaniom.

Kolejny etap badan uwzglednial hodowle mikroorganizméw w minimalnym podiozu
ptynnym, zawierajacym fenol jako zrodlo wegla w stezeniu 500, 750, 1000, 1500
i 2000 mg I, Podczas hodowli prowadzonej w temperaturze 18°C dokonywatam pomiaréw gestosci
optycznej hodowli przy dlugosci fali 600 nm wraz z jednoczesnym pomiarem stezenia pozostatego
w hodowlach fenolu, z wykorzystaniem chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-
jonizacyjnym (GC-FID).

Z szeéciu przebadanych izolatow, trzy wykazywaty korelacje miedzy zwiekszajacymi sig
warto$ciami gestosci optycznej a spadajacym stgzeniem pozostatego w hodowli ptynnej fenolu.
Szczepy A01,, B02; oraz L01, wykazywaly zdolnosé¢ do biodegradacji fenolu ponizej poziomu
oznaczalnosci dla poczatkowego stezenia w podtozu hodowlanym: 500 mg I'* w czasie krétszym
niz 30 godzin, 750 mg I po uplywie 24 godzin inkubacji (dla szczepu A01,) oraz 48 godzin (dla
szczepow B02; oraz LO1,). W przypadku stezenia 1000 mg 1" tylko dwa szczepy wykazaly
zdolno$é do jego biodegradacji (szczep A01; oraz L01,) w czasie 48 godzin. Zaden z badanych
szczepow nie wykazal zdolnosci do biodegradacji fenolu w stezeniach wyiszych niz 1000 mg I

Dla wytypowanych trzech izolatéw drozdzy dokonatam identyfikacji taksonomicznej
opartej o badania wykonane na bazie analiz wybranych sekwencji DNA genomowego badanych
izolatow. Pierwszy krok polegat na amplifikacji z wykorzystaniem reakcji PCR (ang. Polymerase
Chain Reaction) regionow D1/D2 rDNA oraz 5.8S-1TS rDNA. Oczyszczone produkty amplifikacji
poddatam sekwencjonowaniu, a uzyskane sekwencje DNA porownatam z innymi sekwencjami
DNA, dostepnymi w bazie GenBank. Nastepnie skonstruowatam drzewa filogenetyczne dla obu
badanych fragmentow DNA. Dzigki tym dzialaniom udalo si¢ sklasyfikowa¢ izolat A01; jako
nalezacy do gatunku Candida subhashii, B02; do gatunku Candida oregonensis oraz LO01,
do gatunku Schizoblastosporion starkeyi-henricii.

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, uzyskane wyniki po raz pierwszy poruszaja
tematyke oceny zdolnosci psychrotolerancyjnych drozdzy torfowiskowych do biodegradacji
fenolu. Ze wzgledu na fakt, iz temperatura wigkszosci gleb i wod Polski jest nizsza (minimalna
temperatura gleb wynosi okoto -1°C, maksymalna 22°C, $rednia w okresie wegetacyjnym 15°C
(Rojek i Usowicz, 2018)) niz temperatura niezbedna do efektywnego wzrostu mikroorganizméw
mezofilnych (najczesciej badanych glownie pod wzgledem zdolnosci
do biodegradacji zwigzkéw z grupy fenoli 1 innych zwigzkéw monoaromatycznych), to wilasnie
mikroorganizmy zimnolubne moga potencjalnie znalezé szersze zastosowanie w procesach
biodegradacji takze innych zwigzkow toksycznych w §rodowisku.

W ramach badan prowadzonych podczas studiow doktoranckich, po raz pierwszy
podjelam ten temat, co wprowadza zaréwno element nowosci do aktualnego stanu wiedzy
dotyczacej mikroorganizméw torfowiskowych, jak i biodegradacji fenolu. Uzyskane wyniki
i ich analiza wzbogacaja wspélczesng wiedze dotyczaca  mikroorganizmow
psychrotolerancyjnych biodegradujacych fenol, jak rowniez dotyczaca mikroorganizméw
izolowanych z terenéw torfowisk. Jak dotad, w badaniach dotyczacych r6znorodnosci
mikroorganizméw torfowiskowych, badacze skupiali sie gtéwnie na izolacji i identyfikacji bakterii
i grzybow strzepkowych (Andersen i in., 2013; Elliott i in., 2015), a dostepna literatura naukowa nie
dostarcza wielu informacji dotyczacych drozdzy pochodzacych z torfowisk.

Przedstawione wyniki badan stanowig pierwsze doniesienie 0 zdolnosci szczepow
nalezacych do gatunku Candida subhashii, Candida oregonensis
oraz Schizoblastosporion starkeyi-henricii do biodegradacji fenolu, znajdujacego sie¢ w pozywce
hodowlanej. Stezenie fenolu biodegradowanego przez badane drozdze wynosilo nawet
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1000 mg I, a zwiazek ten stanowil jedyne dostepne dla wzrostu mikroorganizméw zrodlo
wegla w pozywce.

4.2 ARAPID AND SIMPLE METHOD FOR SCREENING
MICROORGANISMS WITH A POTENTIAL FOR CATECHOL
BIODEGRADATION (ZALACZNIK NR 2)

Kolejnym =z etapéw prowadzonych badan bylo opracowanie nowej, szybkiej
i prostej metody przesiewowej, ktoéra pozwoli w sposob bardziej precyzyjny, w stosunku
do aktualnie stosowanych metod, wskaza¢ mikroorganizmy 0 potencjale biodegradacyjnym
wzgledem katecholu, a takze potencjalnie innych zwigzkéw fenolowych.

Wspotczesnie najczesciej stosowana metoda przesiewows jest technika, ktora zaproponowat
Middelhoven wraz z zespotem (1991). Zostala ona wykorzystana takze jako test przesiewowy
w pierwszej publikacji bedacej elementem rozprawy doktorskiej, podczas izolacji mikroorganizmow
z terenu torfowiska Rucianka, a odsetek falszywie pozytywnych wynikow wynosit 50%.
W rezultacie, bledy testow przesiewowych powodujg straty czasu (poswieconego m.in. na hodowle
mikroorganizméw) 1 §rodkéw finansowych (np. koszty pozywek), a takze narazenie si¢ podczas
pracy badawczej na niepotrzebnie wydtuzong w czasie ekspozycje na toksyczne wiasciwosci fenolu.

W zwigzku z tym postanowitam opracowa¢ nowg metode badan przesiewowych, generujaca
mniejszy procent falszywie pozytywnych wynikdw, ktora umozliwitaby w prosty sposob
wytypowanie mikroorganizméw biodegradujgcych fenol. W czasie prowadzenia pracy nad testem,
dzigki poglebieniu wiedzy na temat znanych szlakow metabolizmu fenolu w organizmach
aerobowych, dostrzegtam mozliwo$¢ stworzenia testu przesiewowego, nie tylko shuzacego
poszukiwaniu mikroorganizmow biodegradujgcych fenol, ale takze potencjalnie inne zwigzki
aromatyczne, metabolizowane poprzez wspolny produkt posredni, tj. katechol.

Nowa metoda zostata opracowana i opublikowana w czasopismie International Journal of
Environmental Research i stanowi drugg publikacje (w kolejnosci wynikajacej z daty przyjecia
i opublikowania pracy) dotyczaca badan prowadzonych w ramach mojej pracy doktorskiej.

W zaproponowanej metodzie wykorzystatam zdolno$¢ katecholu do formowania barwnych
kompleksoéw z solami zelaza, a jej istote opisatam we wstgpie.

W celu optymalizacji metody zastosowatam rozne stezenia katecholu w podiozu
hodowlanym: 500, 750, 1000, 1500 oraz 2000 mg I1. Zmienialam takze stezenie roztworu chlorku
zelaza (II), ktory w reakcji w katecholem powoduje zmiang¢ zabarwienia podtoza
z lekko zéttego do ciemnozielonego. W tym celu stosowatam stezenia 1%, 5% i 10% (m/v)
oraz roézne objetosci roztworu chlorku zelaza (II), ktorym zalewatam ptytki (2,5 ml, 5,0 ml
oraz 7,0 ml). Rézny byt takze czas inkubacji roztworu z podtozem (1, 2, 3 oraz 5 minut).

Przeprowadzone testy wskazaly, iz optymalne warunki prowadzenia testu
przesiewowego z zastosowaniem zaproponowanej metody to: stosowanie plytek
suplementowanych katecholem w stezeniu 500 mg I'', zalewanych 7,0 ml roztworu chlorku
zelaza (III) w stezeniu 5% oraz inkubacja z roztworem chlorku zelaza (IIT) trwajaca 5 minut.

W celu zbadania uzytecznos$ci metody dokonatam izolacji mikroorganizméw z probek gleby
pochodzacych z terenu gdanskiej Rafinerii Lotos oraz torfowiska niskiego zlokalizowanego
w rejonach Bydgoszczy. Po wysianiu mikroorganizméw na podloze suplementowane katecholem
i po inkubacji zalewatam hodowle ptytkowe roztworem chlorku zelaza (III). Pierwszym
wskaznikiem potencjalnej zdolnosci do biodegradacji byt wzrost kolonii na podtozu, natomiast
w wyniku zalania plytek roztworem soli, w bezposrednim otoczeniu niektorych z kolonii (obecnych
na powierzchni plytek Petriego po ich inkubacji) obserwowalam przejasnienia. Wystapienie
przejasnien wynika z biodegradacji katecholu w otoczeniu rosnacej kolonii izolatu srodowiskowego
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(spowodowane wykorzystaniem zwigzku do wzrostu przez mikroorganizmy), a wiec brakiem
mozliwoéci utworzenia kompleksu Kkatechol-jony Fe®'. Dwuetapowa weryfikacja (wzrost
mikroorganizmow oraz pojawienie si¢ przejasnien w otoczeniu Kkolonii) pozwala
na jednoznaczne wskazanie mikroorganizméw o potencjale biodegradacyjnym i zmniejsza
prawdopodobienstwo nieprawidlowego wytypowania takich szczepow, ktore moze wystgpié
w przypadku bazowania jedynie na obserwacji wzrostu mikroorganizméw na podiozu
suplementowanym katecholem.

Ponadto uzytecznos¢ metody sprawdzitam takze dla trzech szczepow drozdzy
pochodzacych z terenow torfowiska Rucianka, wytypowanych w ramach pierwszej publikacji jako
zdolnych do biodegradacji fenolu metoda Middelhovena (1991). Dla kazdego ze szczepow
obserwowano pojawienie si¢ przejasnien, charakterystyczne dla biodegradacji katecholu w poditozu
hodowlanym.

Co wigcej, w celu potwierdzenia zdolnosci wybranych szczepéw do biodegradacji tego
zwigzku, przeprowadzitam hodowle ptynne w podlozu suplementowanym katecholem. Uzyskane
wyniki nie zostaly opublikowane, natomiast dotaczytam je do rozprawy doktorskiej w postaci
suplementu (Rozdzial 5, Suplement) i krotko omowitam ze wzgledu na istotno$¢ uzyskanych
wynikow.

Zaproponowana metoda pozwala w sposob szybki i prosty wskaza¢ mikroorganizmy
zdolne do biodegradacji katecholu, ale takze potencjalnie innych zwiazkéw aromatycznych
(Rys. 7). W zwiazku z tym, iz katechol znajduje si¢ w szlakach biodegradacji wielu zwigzkow
aromatycznych, metoda moze znalezé zastosowanie w przypadku poszukiwania
mikroorganizmow, ktére warto zbadaé¢ w kierunku ich potencjalu biodegradacyjnego dla tych
weglowodorow, w ktorych szlakach katechol jest wspolnym produktem posrednim.
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4.3 DETERMINATION OF PHENOL BIODEGRADATION PATHWAYS IN
THREE PSYCHROTOLERANT YEASTS, Candida subhashii A01;, Candida

oregonensis B02; AND Schizoblastosporion starkeyi-henricii L01,, ISOLATED

FROM RUCIANKA PEATLAND (ZALACZNIK NR 3)

Kluczowym etapem prowadzonych badan byta identyfikacja szlakéw biodegradacji fenolu
dla trzech wytypowanych wczesniej szczepow drozdzy psychrotolerancyjnych, pochodzacych
z terenu torfowiska Rucianka.

Dostepne badania dotyczace identyfikacji szlakow biodegradacji fenolu skupiaja si¢ przede
wszystkim na bakteriach mezofilnych. Dla pordéwnania, literatura dotyczaca mikroorganizméw
psychrotolerancyjnych jest bardziej ograniczona, a tematyka psychrotolerancyjnych drozdzy
poruszana w bardzo niewielkim stopniu. Ponadto zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, wyniki
opublikowane w zalaczonej publikacji stanowig pierwsze doniesienia dotyczace identyfikacji
szlakow biodegradacji fenolu wsrod drozdzy pochodzacych z torfowiska, nalezacych do gatunkow
Candida subhashii, Candida oregonensis oraz Schizoblastosporion starkeyi-henricii.

Praca dotyczaca identyfikacji szlakéw biodegradacji fenolu wsroéd szczepoéw drozdzy
Candida subhashii A01;, Candida oregonensis B02; oraz Schizoblastosporion starkeyi-henricii
L01,, wyizolowanych z terenow torfowiska Rucianka zostata opublikowana w czasopi$mie Enzyme
and Microbial Technology.

W pracy wykorzystatam dwa sposoby przygotowywania inokulum drozdzowego.
W pierwszym z nich pomijatam etap glodzenia komorek, a hodowle przygotowywaltam
w podlozu z dodatkiem glukozy. W drugim ze sposobdéw inokulum przygotowywatam poprzez
hodowle drozdzy w podlozu minimalnym, bez zadnego zrodta wegla. Wiasciwe hodowle
prowadzitam w podtozu minimalnym suplementowanym fenolem w stezeniu 500, 750
oraz 1000 mg I™. Inokulum stanowilo 5% objetosci prowadzonych hodowli. W przypadku innych
opublikowanych prac dotyczacych biodegradacji fenolu nie porownywano wpltywu obu wariantow
przygotowania hodowli na wydajno$¢ biodegradacji fenolu oraz na zdolno$¢ do przeksztatcania
fenolu do katecholu i specyficznych produktéw drogi orto- oraz meta- przez badane
mikroorganizmy.

W celu zbadania aktywnoS$ci enzymatycznej oraz identyfikacji szlakow biodegradacji fenolu
przeprowadzitam trzy rodzaje testow: wstepny test identyfikujacy aktywno$¢ enzymatyczng
dioksygenaz katecholowych, wiasciwy test badajacy aktywno$¢ enzymatyczng 1,2- oraz 2,3-
dioksygenaz katecholowych oraz analiz¢ obecno$ci wybranych produktow posrednich szlakow
biodegradacji fenolu w ptynach pohodowlanych oraz ekstraktach komérkowych z wykorzystaniem
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-MS).

Wstepny test selekcyjny pozwalal na wizualng oceng zmiany zabarwienia mieszaniny
reakcyjnej, a tym samym na okreSlenie mozliwej obecnosci odpowiednio enzymow
1,2-dioksygenaz katecholowych badz 2,3-dioksygenaz katecholowych w hodowlach badanych
drozdzy. Test ten zastosowatam jedynie jako etap przesiewowy. Na tym etapie dla wszystkich
badanych SZCZEPOW, niezaleznie od sposobu prowadzenia hodowli
oraz st¢zenia katecholu w hodowli, obserwowatam zmiang¢ zabarwienia mieszaniny reakcyjnej
na kolor charakterystyczny dla obecnosci 1,2-dioksygenaz katecholowych.

Wiasciwy test enzymatyczny polegat na badaniu obecnosci charakterystycznych produktow
rozktadu Kkatecholu na drodze orto-, a wiec kwasu cis,cis-mukonowego badZz na drodze meta-,
tj. semialdehydu 2-hydroksymukonowego. W tescie wykorzystatam hodowle drozdzowe badz
surowe frakcje enzymatyczne, otrzymane z hodowli prowadzonych z etapem glodzenia lub bez tego
etapu i badatam ich zdolno§¢ do rozszczepienia pierScienia katecholu, bedacego gtéwnym
substratem reakcji enzymatycznej. Obecno$¢ charakterystycznych produktow monitorowatam
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poprzez badania spektrofotometryczne i zwigkszajace si¢ wartosci absorbancji dla fali dhugosci
260 nm (dla kwasu cis,cis-mukonowego) badz 375 nm (dla semialdehydu 2-hydroksymukonowego).
Uzyskane wyniki potwierdzily te, ktore otrzymatam podczas testow wstepnych. Wszystkie badane
szczepy drozdzy, niezaleznie od sposobu prowadzenia reakcji, zarowno dla surowych frakcji
enzymatycznych, jak i dla hodowli wykazaly zdolno$é¢ do biodegradacji fenolu na drodze orto-,
a tym samym zdolno$¢ do produkcji kwasu cis,cis-mukonowego. Najwyzsza aktywno$é¢
specyficzng uzyskatam dla surowej frakcji enzymatycznej szczepu B02; uzyskanej podczas hodowli
prowadzonej bez etapu glodzenia, gdzie podloze suplementowane bylo fenolem w stezeniu
750 mg I"". Ponadto w publikacji opisalam znaczace réznice miedzy aktywnoscia enzymatyczna
1,2-diokysgenaz katecholowych dla poszczegolnych badanych szczepow drozdzy oraz wplyw
sposobu przygotowywania inokulum i stezenia femolu w hodowli na otrzymane wyniki
aktywnoSci.

Kolejnym etapem badan byla identyfikacja wybranych produktow biodegradacji fenolu
na drodze orto- i meta- z wykorzystaniem techniki GC-MS. Badania przeprowadzitam zar6wno
dla ptynéw pohodowlanych poddanych derywatyzacji, jak i dla deratyzowanych ekstraktow
komorkowych, natomiast w przypadku tych drugich nie zaobserwowalam charakterystycznych
produktow biodegradacji.

Analiza produktéw biodegradacji w przypadku plynéw pohodowlanych wskazala, iz kazdy
z badanych szczepow zdolny byl do biodegradacji fenolu jedynie na drodze orto-.
Obserwowatam powstawanie katecholu — gtéwnego produktu posredniego szlakow biodegradacji
fenolu, a nastepnie kwasu cis,cis-mukonowego, produktu charakterystycznego dla biodegradacji
na drodze orto-. Nie zaobserwowalam powstania produktu charakterystycznego dla biodegradacji
fenolu na drodze meta- , tj. semialdehydu 2-hydroksymukonowego.

Najwyzsze stezenie kwasu cis,cis-mukonowego uzyskalam dla szczepu B02;, podczas hodowli
prowadzonej w warunkach bez etapu glodzenia, gdzie ste¢zenie suplementowanego fenolu
wynosilo 750 mg . W publikacji opisalam takze znaczace réznice miedzy stezeniami
powstalych produktéow biodegradacji dla badanych szczepéw, z uwzglednieniem wplywu
stezenia fenolu oraz sposobu przygotowywania inokulum.

Uzyskane wyniki pozwalajg wstepnie wytypowac¢ szczep Candida oregonensis B02;,
jako szczep, ktory moglby znalezé zastosowanie w badaniach nad uzyskaniem
mikroorganizmu modyfikowanego genetycznie, dedykowanego produkcji biotechnologicznej
kwasu cis,cis-mukonowego z substratu, takiego jak fenol. Kwas ten wykorzystywany jest w m.in.
do produkcji tworzyw sztucznych, tj. nylonu i PET, a konwencjonalne metody jego
wykorzystywania sg kosztowne i maja negatywny wplyw na srodowisko naturalne.
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5. SUPLEMENT - BIODEGRADACJA KATECHOLU W PODLOZU
PLYNNYM PRZEZ DROZDZE Candida subhashii A01;, Candida
oregonensis B02; ORAZ Schizoblastosporion starkeyi-henricii L01,

W Publikacji nr 2, bedacej elementem rozprawy doktorskiej, opisatam i zoptymalizowatam
nowg metode selekcji mikroorganizmow zdolnych do biodegradacji katecholu oraz potencjalnie
innych weglowodorow aromatycznych, oparta o badanie ich zdolnosci do biodegradacji katecholu.
Publikacja ta przedstawia rowniez rezultaty testu uzyskane dla trzech szczepow drozdzy
torfowiskowych, Candida subhashii A01;, Candida oregonensis B02; oraz Schizoblastosporion
starkeyi-henricii L01,, ktérych identyfikacja i zdolno$§¢ do biodegradacji fenolu zostata
przedstawiona w Publikacji nr 1. W Publikacji nr 2 zamieszczono zdjecia przedstawiajgce w sposob
wizualny degradacje katecholu poprzez badane szczepy drozdzy i pojawienie si¢ stref przejasnien
w okolicach posiewu i wzrostu wspomnianych mikroorganizmow. W publikacji wspominatam takze
0 tym, iz zdolno$¢ wytypowanych szczepow drozdzy do biodegradacji katecholu zostata
potwierdzona takze dla hodowli ptynnych, suplementowanych katecholem jako jedynym Zrédlem
wegla. Dane te nie zostaly przedstawione w zadnej z publikacji, dlatego ponizej postanowitam
przedstawi¢ najwazniejsze wnioski wynikajace z tych badan. Uwazam, ze stanowig one wazne
uzupehienie dla przedstawienia catkowitego obrazu moich badan zaprezentowanych w publikacjach
1-3, bedacych elementem rozprawy doktorskiej.

Analize zdolnosci wytypowanych szczepow do biodegradacji katecholu przeprowadzitam
poprzez ich hodowl¢ w podtozu ptynnym YNB w/a (ang. Yeast Nitrogen base without amino acids)
suplementowanym katecholem w stezeniu 500—2000 mg I™". Hodowle prowadzone byly przez okres
9 dni w temperaturze 18°C, a w trakcie ich prowadzenia dokonywatam jednoczesnych pomiarow
spektrofotometrycznych warto$ci gestosci optycznej hodowli przy dlugosei fali 600 nm (ODgqp),
w celu oceny przyrostu biomasy badanych szczepéw drozdzy w czasie trwania prowadzonej hodowli
oraz pomiaru stgzenia pozostatego w podiozu katecholu z wykorzystaniem chromatografii gazowej
(GC-FID).

Uzyskane wyniki potwierdzity zdolno§¢ trzech szczepow drozdzy pochodzacych
z torfowiska Rucianka do wzrostu w podtozu plynnym suplementowanym katecholem, ktory
stanowit jedyne zrodto wegla w podtozu (Rys. 9), co potwierdzito wyniki uzyskane w opracowanym
przeze mnie tescie przesiewowym bazujacym na katecholu (Publikacja nr 2).

Zgodnie z uzyskanymi parametrami gestosci optycznej hodowli wskazatam, iz szczep
Candida subhashii A0l; wykazywal zdolno$¢ do wzrostu, wykorzystujgc katechol w stezeniu
500 mg I™* oraz 750 mg 1™ Osiggane warto$ci parametru ODgo byty jednak niskie, a czas adaptacji
do warunkéw prowadzenia hodowli bardzo dhugi. Pierwsze istotne zmiany warto$ci parametru ODggq
mozna bylo zaobserwowaé dopiero po uptywie ok. 120 godzin hodowli. Wyraznie wskazuje to
na trudno$¢ w przyswajaniu katecholu przez ten szczep drozdzy psychrotolerancyjnych.

W przypadku szczepu Candida oregonensis B02; wzrastajace wartosci parametru ODggo
zaobserwowatam dla trzech badanych stezen katecholu w podlozu hodowlanym: 500 mg 1™
750 mg 1™ oraz 1000 mg I'". Warto$ci parametru ODjggo réwniez nie byly wysokie, ale czas adaptacji
do warunkow hodowli byt zdecydowanie krotszy niz dla szczepu A01;. W przypadku szczepu B02,
pierwsze zmiany wartosci ODggo obserwowatam odpowiednio dla stgzenia katecholu 500 mg 1™
750 mg I"* oraz 1000 mg I™* po 24, 48 i 68 godzinach hodowli.

Szczepem drozdzy psychrotolerancyjnych, ktory wykazywal najwyzsze wartosci parametru
ODgpo dla szerokiego spektrum stezen katecholu w podtozu hodowlanym byt szczep
Schizoblastosporion starkeyi-henricii LO1,. Wykazywal on zdolnosci do wzrostu w podtozu
suplementowanym katecholem w stezeniu 500 mg 17, 750 mg I*, 1000 mg I, 1500 mg I"*
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oraz 2000 mg I, Osiagal znacznie wyzsze warto$ci parametru ODggo niz wezesniej opisane szczepy

drozdzy wyizolowane z

terenu torfowiska Rucianka. Ponadto czas adaptacji

potrzebny

do przystosowania mikroorganizmu do biodegradacji katecholu, wynosit odpowiednio 24 godziny
dla stezen 750, 1000 oraz 1500 mg 1™, a dla stezen 500 mg 1™ oraz 2000 mg I™ 48 godzin.
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Rys. 9 Zaleznos$¢ zmiany wartosci gestosci optycznej hodowli badanych szczepdw drozdzy od godziny prowadzenia
hodowli, w ktorej dokonano pomiaru tej warto$ci, dla szczepéw Candida subhashii A01,, Candida oregonensis B02;

i Schizoblastosporion starkeyi-henricii LO1,
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Wyniki uzyskane dla analizy stg¢zenia katecholu pozostatego w ptynie pohodowlanym (Tab.
2) zgodne byty z wynikami uzyskanymi dla badania gestosci optycznej hodowli (Rys. 9).

Analiza chromatograficzna potwierdzila, iz szczep Candida subhashii A01; zdolny byt
do przeprowadzenia biodegradacji katecholu w stezeniach 500 mg I oraz 750 mg I"". Biodegradacja
byta procesem bardzo powolnym, a spadek katecholu ponizej granicy detekcji obserwowaltam
w probkach pobranych po 216 godzinach hodowli. Potwierdzito to hipoteze, iz
dla tego szczepu katechol nie byt preferowanym zréodlem wegla, a czas potrzebny do adaptacji
do takich warunkow prowadzenia reakcji byt dlugi, a wydajno$¢ przyrostu biomasy nizsza niz
dla pozostatych badanych szczepow.

W przypadku szczepu Candida oregonensis BO02;, dla stezen katecholu 500, 750
i 1000 mg I biodegradacje obserwowatam odpowiednio dla wzrastajacego stezenia zwiazku, po 48,
72 i 216 godzinach. Tabela zamieszczona ponizej wyraznie wskazuje, iz szczep ten preferowat
nizsze stgzenia katecholu w pozywce, w przypadku ktorych biodegradacja byla procesem
stosunkowo szybkim, co znajdowalo potwierdzenie w wynikach uzyskanych dla wartosci ODggp.

Na szczegdlng uwage zastuguje szczep Schizoblastosporion starkeyi-henricii L01,, zdolny
do biodegradacji katecholu w bardzo szerokim spektrum stezen w podtozu hodowlanym. Co istotne,
biodegradacja tego zwiazku jest procesem szybkim w poréwnaniu do dwoch pozostatych szczepow
drozdzy. Stezenia graniczne, tj. 500 mg 1™ oraz 2000 mg I biodegradowane byly po ok. 72
godzinach hodowli, a pozostate po 48 godzinach.

Tab. 2 Czas potrzebny do przeprowadzenia biodegradacji katecholu, do stezenia ponizej granicy detekcji metody GC-
FID, przez szczepy drozdzy torfowiskowych Candida subhashii A01,, Candida oregonensis B02; i
Schizoblastosporion starkeyi-henricii LO1,

Szczep: Candida subhashii Candida oregonensis Schizoblastosporion starkeyi-henricii
A0l B02; LO01,

Stezenie 500 750 1000 | 500 750 1000 | 500 750 1000 | 1500 | 2000

katecholu

[mg I"]

Czas potrzebny 216 216 - 48 72 216 72 48 48 48 72

do

przeprowadzenia

biodegradacji [h]

Wyniki pomiarow gestoSci  optycznej SciSle koreluja z wynikami uzyskanymi
dla badania stgzenia katecholu pozostalego w medium hodowlanym. Dla wszystkich trzech
szczepow drozdzy wzrost w podtozu réwnoznaczny byt z wykorzystaniem katecholu jako jedynego
zrodta wegla. Ponadto badania w hodowlach ptynnych potwierdzajg wyniki uzyskiwane w ramach
testu selekcyjnego (Publikacja nr 2). Mikroorganizmy zdolne do wzrostu na podiozu stalym
suplementowanym katecholem (test selekcyjny) zdolne sg do jego biodegradacji w hodowlach
ptynnych, jednakze wykazuja si¢ znaczacymi réznicami w tempie adaptacji do warunkéw hodowli,
opornos$cig na toksycznos$¢ katecholu, tempem wzrostu i wydajnos$ci wzrostu biomasy oraz czasem,
po ktérym stezenie katecholu w hodowli spada ponizej poziomu oznaczalnoSci.

Poréwnujac wyniki uzyskane dla biodegradacji fenolu oraz katecholu mozna zauwazy¢, iz
kazdy ze szczepow drozdzy torfowiskowych wykazuje rézne preferencje do biodegradacji obu
badanych zwiazkow, jak rowniez r6zng oporno$é na toksyczne dziatanie obu badanych zwigzkow
w odniesieniu do wzrastajacego ich st¢zenia w hodowli, gdzie stanowily jedyne dost¢pne zrodia
wegla dla hodowanych drozdzy.

Szczep Candida subhashii AO1; zdolny byt do biodegradacji fenolu w stezeniach 500, 750
oraz 1000 mg I*. W przypadku katecholu, biodegradacja zwiazku obserwowana byla jedynie
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dla dwoch stezen zwiazku, 500 i 750 mg 1. Wyzsze stezenie katecholu nie ulegalo biodegradacii,
W zwigzku z tym mozna uznaé, iz zwigzkiem tatwiej biodegradowalnym dla tego szczepu jest fenol.

W przypadku szczepu Candida oregonensis B02; biodegradacja fenolu nastgpowata jedynie
dla stezen 500 i 750 mg I'', natomiast w przypadku katecholu szczep ten wykazywal réwniez
zdolno$¢ do biodegradaciji stezenia 1000 mg I'*. Mimo faktu, iz katechol uznawany jest za zwiazek
o wyzszej toksycznosci niz fenol, w przypadku tego szczepu zaobserwowatam zdolno$¢
do biodegradacji wyzszych stezen katecholu niz fenolu.

Dla szczepu Schizoblastosporion starkeyi-henricii LO1, biodegradacja fenolu mozliwa byta
dla stezeh 500, 750 i 1000 mg 1. Co ciekawe, w przypadku katecholu obserwowalam zdolnosé
do biodegradacji zwiazku nawet w stezeniu 2000 mg 1.

Podsumowujgc, szczepem charakteryzujacym si¢ zdolnoscig do biodegradacji obu
zwiazkow w bardzo szerokim spektrum stezen byl szczep Schizoblastosporion starkeyi-henricii
LO1,. W przypadku szczepu AO1,, biodegradacja stgzenia 1000 mg 1* nastepowala jedynie
w przypadku fenolu, co moze wynika¢ z wysokiej toksycznosci katecholu. W przypadku szczepu
B02;, obserwowatam zdolno$¢ do biodegradacji katecholu w pozywce w wyzszych stezeniach niz
fenol.

W zwigzku z tym uwazam, iz w przypadku badan dotyczacych mozliwos$ci produkceji kwasu
cis,cis-mukonowego z wykorzystaniem toksycznych weglowodorow aromatycznych nalezatoby
zatozy¢, iz potencjalnie oba zwigzki moglyby znalezé zastosowanie w tym procesie, jednak
mozliwe, ze jego wydajnos¢ zalezalaby od specyficznych preferencji (w tym zdolno$ci
do biodegradacji roznych stezen tych zwiazkow) wykazywanych przez poszczegoélne szczepy
torfowiskowych drozdzy psychrotolerancyjnych.
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6. PODSUMOWANIE

Weglowodory aromatyczne to grupa zwigzkow organicznych obecnych w odpadach
pochodzacych z licznych proceséw przemystowych i zdolnych do akumulacji w glebie i wodach
gruntowych. Wsrod tych weglowodorow istotng grupe, pod wzgledem mozliwosci skazenia
srodowiska naturalnego, stanowig fenole i ich pochodne. W badaniach prowadzonych w ramach
pracy doktorskiej skupitam si¢ gtéwnie na fenolu, najbardziej powszechnym i szeroko badanym
przedstawicielu zwigzkéw fenolowych. Ponadto ze wzgledu na kluczowa rolg katecholu (gtowny
produkt posredni szlakow biodegradacji wielu weglowodorow aromatycznych, obecno$¢ w Sciekach
przemystowych, wysoka toksycznos$¢), czes¢ uwagi poswigcitam takze badaniom dotyczacym
biodegradacji katecholu.

W swoich badaniach prowadzonych w ramach pracy doktorskiej skupitam sie
na poszukiwaniu psychrotolerancyjnych drozdzy torfowiskowych zdolnych do biodegradacji fenolu
oraz katecholu, obecnych w prowadzonych hodowlach w szerokim zakresie stezen. Najwazniejsze
wyniki moich badan zostaty opublikowane w ramach trzech publikacji, $cisle ze sobg powigzanych
oraz zostaty uzupelione danymi z dotaczonego suplementu.

W pierwszej z nich (Zalacznik nr 1) dokonatam izolacji i identyfikacji trzech szczepoéw
drozdzy pochodzacych z terenu torfowiska Rucianka, zdolnych do biodegradacji fenolu. Szczepy te
oznaczone zostaly jako AO01;, B02; i LO1, oraz sklasyfikowane odpowiednio jako nalezace
do gatunkéw: Candida subhashii, Candida oregonensis oraz Schizoblastosporion starkeyi-henricii.
Zgodnie z moja wiedza, wyniki po raz pierwszy wskazuja na obecno$¢ gatunkow Candida subhashii
oraz Candida oregonensis w probkach pobranych z terenéw torfowiska. Dla gatunku
Schizoblastosporion starkeyi-henricii jest to rowniez jedno z pierwszych doniesien dotyczacych
izolacji tego gatunku z torfowiska (Thormann i Rice, 2007). Ponadto praca po raz pierwszy opisuje
potencjat tych mikroorganizméw do przeprowadzania biodegradacji fenolu. Co wiecej, w swoich
badaniach hodowle prowadzitam w temperaturze 18°C (wybranej dla zapewnienia efektywnego
wzrostu mikroorganizméw psychrotolerancyjnych), a uzyskane wyniki poszerzajg wspodtczesng
wiedzg dotyczgcg biodegradacji fenolu przez mikroorganizmy zimnolubne.

Kolejnym waznym aspektem opublikowanych badan jest fakt, iz mikroorganizmy
wykazywaly zdolno$¢ do biodegradacji fenolu, ktory obecny byt w hodowlach w wysokich
stezeniach. Wszystkie szczepy zdolne byty do biodegradacji fenolu w stezeniach: 500 i 750 mg 1™,
a dwa (A01; i LO1,) w stezeniu 1000 mg I™*. Biodegradacja fenolu ponizej poziomu oznaczalno$ci
nastgpowata w czasie krotszym niz 48 godzin.

Druga publikacja (Zalacznik nr 2) zawiera opis nowej metody stuzacej jako test selekcyjny
w Kkierunku badania mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji katecholu oraz potencjalnie
innych weglowodorow aromatycznych. Do opracowania tej metody wykorzystatam fakt, iz katechol
jest wspolnym produktem posrednim szlakoéw biodegradacji wielu weglowodoréw aromatycznych,
w tym fenolu. Ponadto ze wzgledu na jego wiasciwosci i zdolno$¢ do tworzenia barwnych
komplekséw z solami zelaza (III), wykorzystanie tego zwigzku pozwala na jednoznaczng
interpretacje wynikow. W poréownaniu do innych metod selekcyjnych, co zostato opisane w sekcji
2.8, zaproponowana metoda cechuje si¢ dwoma czynnikami pozwalajagcymi na wytypowanie
mikroorganizméw o potencjale biodegradacyjnym. To wzrost na ptytkach suplementowanych
katecholem, ale rowniez obserwacja stref przejasnien wokoét kolonii, ktore wykorzystuja katechol
jako zrodto wegla (strefy przejasnien powstaja w wyniku braku mozliwosci tworzenia kompleksow
katechol-Fe**). Wykorzystanie dwoch czynnikow  selekcyjnych pozwala na ograniczenie
potencjalnie falszywie pozytywnych wynikow i1 pozwala na selekcje tych mikroorganizméw,
ktorych kolonie bezposrednio wskazuja na zdolnos$¢ do biodegradacji katecholu.
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Opracowana metoda jest stosunkowo tania, szybka, prosta w ujgciu wykonania badania i nie
wymaga specjalistycznej aparatury. Ponadto pozwala na bezposrednia izolacj¢ mikroorganizmow
z probek wody czy gleby, bez koniecznosci wykorzystywania czystych kultur izolatéw. Moze
rowniez stuzy¢ nie tylko jako test selekcyjny do poszukiwania mikroorganizmow zdolnych
do biodegradacji katecholu, ale potencjalnie réwniez wielu innych zwigzkoéw, ktore w warunkach
tlenowych biodegradowane sa poprzez wytworzenie katecholu, jako gtéwnego produktu posredniego
omawianych w pracy szlakéw orto- i meta-. W konsekwencji, probki srodowiskowe mozna badaé
pod katem wickszej gamy interesujgcych biotechnologicznie izolatow, a szczeg6lnie pod katem
poszukiwania mikroorganizmu zdolnego do przeksztatcania jak najszerszej gamy zwigzkow
monoaromatycznych do kwasu cis,cis-mukonowego lub wybranie mikroorganizméw szczegolnie
predysponowanych do przetwarzania konkretnego weglowodoru aromatycznego do tego kwasu.

W pracy doktorskiej zawartam réwniez wyniki dotyczace badania zdolnosci trzech
wytypowanych szczepéw drozdzy torfowiskowych do biodegradacji katecholu w hodowlach
ptynnych (Suplement). Przedstawione wyniki sg potwierdzeniem, iz mikroorganizmy zdolne
do biodegradacji katecholu podczas testu selekcyjnego, wykazuja takze zdolno$¢ do jego
biodegradacji w hodowlach plynnych, co moze zosta¢ wykorzystane w dalszych badaniach
nad potencjatem biotechnologicznym wybranego szczepu drozdzy psychrotolerancyjnych
np. do usuwania katecholu z wybranego typu $ciekdéw przemystowych.

W trzeciej publikacji (Zalacznik nr 3) bedacej elementem rozprawy doktorskiej dokonatam
identyfikacji szlakow biodegradacji fenolu przeprowadzanej przez trzy wytypowane szczepy
drozdzy: Candida subhashii A01;, Candida oregonensis B02; oraz Schizoblastosporion starkeyi-
henricii L01,. Najwazniejszym elementem nowosci tej publikacji jest fakt, iz jest to pierwsze
doniesienie dotyczace identyfikacji szlakow biodegradacji fenolu przeprowadzanej przez te gatunki
drozdzy. Ponadto praca wzbogaca wspolczesng wiedze dotyczacg szlakéw metabolicznych
uczestniczacych w procesie biodegradacji fenolu wsérod drozdzy psychrotolerancyjnych i jest
pierwszym  doniesieniem uwzgledniajacym  drozdze  torfowiskowe, ktorych — potencjat
biodegradacyjny i biotransformacyjny w odniesieniu do weglowodorow aromatycznych jest wcigz
zbadany w bardzo matym stopniu. Praca potwierdza réwniez wyniki innych badan naukowych,
wskazujgcych na szlak orto- jako dominujgcy, wérod dotad przebadanych, gatunkow drozdzy.

W pracy zawartam porownanie dwoch réznych metod przygotowywania inokulum
drozdzowego (z etapem gtodzenia komorek badz bez tego etapu), co zgodnie z moja wiedzg nie bylo
poruszane w przypadku innych publikacji dotyczacych tej tematyki i stanowi kolejny element
nowosci naukowej. Praca ukazuje, jak duzy wplyw na proces biodegradacji i produkcji pozniejszych
jej metabolitow (katecholu oraz kwasu cis,cis-mukonowego) ma pierwszy etap hodowli
mikroorganizméw, a wiec przygotowanie inokulum.

Ponadto praca wskazuje kolejny kierunek mozliwych badan, ktéorym jest wykorzystanie
szczepu Candida oregonensis B02; do produkcji kwasu cis,cis-mukonowego, gtéwnego produktu
biodegradacji fenolu (i wielu innych weglowodoréw aromatycznych) poprzez szlak orto-, bedgcego
substratem wykorzystywanym do produkcji farb, nylonu i tworzywa sztucznego PET.

Podsumowujac, najwazniejsze elementy nowosci naukowej mojej rozprawy doktorskiej to:

e wykazanie przydatnosci torfowiska Rucianka jako miejsca izolacji
mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji fenolu oraz katecholu, ze wzgledu
na obecno$¢ w tym $rodowisku zwiazkow fenolowych i polifenolowych
powstatych w wyniku rozktadu biomasy lignocelulozoweyj;

e izolacja dwoch szczepéw drozdzy nalezacych do gatunkow, ktore wcezesniej nie
byty izolowane z terendw  torfowisk, tj. Candida subhashii
oraz Candida oregonensis;
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pierwsze badania dotyczace zdolnosci szczepdéw drozdzy nalezacych do gatunkow
Candida subhashii, Candida oregonensis oraz  Schizoblastosporion starkeyi-
henricii do biodegradacji fenolu;

opracowanie nowej metody selekcyjnej, pozwalajacej na  izolacje
mikroorganizméw zdolnych do biodegradacji katecholu, ale takze potencjalnie
innych zwiagzkow aromatycznych, w ktorych szlakach biodegradacji w warunkach
tlenowych katechol stanowi gtéwny produkt posredni;

pierwsze doniesienie dotyczgce identyfikacji szlaku biodegradacji fenolu (szlaku
orto-) przez wytypowane szczepy psychrotolerancyjnych drozdzy torfowiskowych;
pierwsze badania porownujace wplyw przygotowywania inokulum drozdzowego
na proces biodegradacji fenolu, adaptacje do warunkoéw hodowli, tempo przyrostu
biomasy oraz spadek st¢zenia fenolu w ptynie hodowlanym wykonane
dla psychrotolerancyjnych drozdzy;

wykazanie, rowniez po raz pierwszy, mozliwoéci wykorzystania szczepow drozdzy
torfowiskowych (szczegolnie szczepu Candida oregonensis B02;) do produkcji
kwasu cis,cis-mukonowego z fenolu;

wskazanie szczepu Candida oregonensis B02; jako szczepu wytypowanego
do dalszych badan, ktérych celem bedzie, dzigki zastosowaniu inzynierii
genetycznej, uzyskanie rekombinantowego szczepu 0 zdolno$ci
do wysokowydajnej produkcji kwasu cis,cis-mukonowego w procesie
biotechnologicznym z wykorzystaniem substratow, takich jak np. fenol lub
w dalszej perspektywie, z wybranych $ciekéw przemystowych zawierajacych ten
zwigzek.
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Nowa, zintegrowana platforma produkcji ioczyszczania bialek rekombinantowych w oparciu
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Abstract In this study, the potential of selected
psychrotolerant yeast strains for phenol biodegradation
was studied. From 39 strains isolated from soil and water
samples from Rucianka peat bog, three psychrotolerant
yeast strains, AO1;, B02;, and LO1,, showed the ability to
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degrade phenol. The result shows that all three yeast
strains could degrade phenol at 500 and 750 mg I™! con-
centration, whereas strains AO1; and LO1, could degrade
phenol at 1000 mg 1! concentration. The time needed for
degradation of each phenol concentration was no longer
than 2 days. Strains A01,, B02,, and LO1, were identified
based on 26S rDNA and ITS sequence analysis as be-
longing to species Candida subhashii, Candida
oregonensis, and Schizoblastosporion starkeyi-henricii,
respectively.

Keywords Biodegradation - Phenol - Psychrotolerant -
Yeast - Peatland

1 Introduction

Phenol is one of the most widely distributed environ-
mental pollutants which can be found mostly in waste-
waters and industrial effluents. World annual production
of this chemical compound is around 10 million tons,
while 3.3 million tons are produced in European coun-
tries, 2.4 million tons in the USA, and 0.2 million tons in
Russia (Federal State Statistics 2011). By the end of
2016, global phenol production is expected to increase
by 2.1 million tons (ICIS 2016). Main sources of this
hazardous compound are chemical industry, coal con-
version processes, crude oil refineries, textile industry,
and production of pesticides (Aleksieva et al. 2002;
Boczkaj et al. 2016a, b, 2014). Also, it is an ingredient
in many customer products like mouthwashes or anti-
septic lotions. Phenol is present in food, especially in

@ Springer
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smoked, grilled, and fried meat, and is also detected in
honey and coffee. Moreover, phenol is also formed
during the decomposition of biomass and is released
into the atmosphere during volcanic eruptions
(ATSDR 2015). It is also formed during chemical reac-
tions which lead to cloud formation. Some levels of
phenols are also produced during UV irradiation
(sunlight) from amino acids in plant’s hemicellulose
and tyrosine transformation in digestive track
(Davidson 1996; Tsuruta et al. 2000).

The important fact, in respect of environmental as-
pects, is that phenol is stable and resistant to self-
degradation in water solutions. Moreover, it tends to
accumulate in soil and groundwater and is able to move
from soil to water. Phenol can be also detected in rain-
water, surface water, and drinking water.

Due to its toxicity, phenol could become life-
threatening to living organisms if proper precautions
are not taken. When discharged into water, it can be-
come a danger for fish life at low concentration 5—
25 mg "' (Chung et al. 2003; Kibret et al. 2000;
Kumar et al. 2005). Phenol at the concentration level
of 1 g/l kg of body weight is lethal to humans and
animals but individual tolerance for this chemical com-
pound can be higher (ATSDR 2015). Exposure to phe-
nol occurs through breathing, skin contact, or ingestion.

The water or soil treatment of this toxic compound is
focused on physical and chemical methods such as
solvent extraction, adsorption, ion exchange, and ad-
vanced oxidation processes (AOPs) (preferably by
ozonation) (Aksu 2001; Aksu et al. 1999; Banat et al.
2000; Gimeno et al. 2005; Hameed and Rahman 2008;
Lin and Juang 2009; Rengaraj et al. 2002; Roostaei and
Tezel 2004). For this purpose, adsorption of phenol on
activated carbon is one of the most common methods.
However, the major problems associated with this meth-
od are: (i) limited mechanical strength of activated car-
bon, (i7) high regeneration cost of this sorbent, and (ii7)
intraparticle resistance (Aravindhan et al. 2009; Siva
Kumar et al. 2009). Besides, in all mentioned above
methods, there is a risk of formation of hazardous by-
products (Wang et al. 2000). In comparison with these
methods, biological treatment of phenol has two major
advantages: (i) low cost of mineralization process
(Ztmriye et al. 1999; Bux et al. 1999) and (i) rare
possibility of toxic secondary metabolite production
(Wang et al. 2000). Hence, biodegradation of phenol is
an attractive alternative for recently used physical and
chemical methods of phenol removing. It could be

@ Springer

carried out using biofilters for gaseous pollutions
(Garcia-Pena et al. 2008; Qi et al. 2002; Woertz et al.
2001), bioreactors for industrial effluents treatment
(Jarvinen et al. 1994; Juarez-Ramirez et al. 2001), bio-
remediation techniques for contaminated waters
(Puhakka et al. 1995) and soil (Cordova-Rosa et al.
2009), and natural attenuation for both water and soil
samples (Broholm and Arvin 2000; Holder et al. 1999).
Removal of phenol from contaminated soil and indus-
trial effluents by bioremediation techniques can be
achieved through aerobic biodegradation, by microor-
ganisms utilizing this toxic aromatic compound as a sole
source of carbon and energy. Pseudomonas putida has
been the most extensively studied bacterium for aromat-
ic compound biodegradation (Morasch et al. 2002;
Reardon et al. 2002; Wang et al. 2008; You et al.
2013). Alcaligenes eutrophus (NRRL B 75940) (Hill
et al. 1996), Bacillus stearothermophilus BR219
(Gurujeyalakshmi and Oriel 1989), and some bacterial
strains belonging to Acinetobacter spp., Citrobacter
spp., and Shigella spp. (Kafilzadeh et al. 2010) are also
capable of degrading phenol at low concentration.
Among yeast, Candida tropicalis is known to degrade
high initial phenol concentration (beyond 1700 and
2000 mg 17", respectively) in a relatively short period
of time (Jiang et al. 2008; Yan et al. 2005). Moreover,
C. tropicalis strains, for, e.g., strain CC1 (Galindez-
Mayer et al. 2008) and strain LB-L20 (Judrez-Ramirez
etal. 2001), were successfully used in bioreactors for the
removal of phenol. Yeast strains belonging to
Rhodotorula spp. and Trichosporon spp. are also capa-
ble of phenol degradation (Kurtz and Crow 1997,
Sampaio 1999). Advantages of using yeasts in bioreme-
diation include rapid growth and ability to resist unfa-
vorable environmental conditions (Yu and Wen 2005).
Cold-adapted yeasts, with higher metabolic versatility
than bacteria to biodegradation of petroleum hydrocar-
bon fractions (Margesin et al. 2003), are excellent can-
didates in studies on phenol bioremediation for contam-
inated soil and water in cold climatic regions.

On the other hand, most of the studied hydrocarbon-
degrading microorganisms are mesophiles (Boroujeni
et al. 2014; Chakraborty et al. 2010). However, the
temperature of groundwater and soils in most regions
of the world is lower than optimum of the growth
temperature for mesophilic microorganisms (Bergauer
et al. 2005). Therefore, in recent years, the interest in
research on the use of psychrotolerant microorganisms
to biodegradation of monoaromatic compounds has
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increased. Kotturi et al. (1991) showed the ability to
degrade phenol by psychrophilic P. putida strain Q5.
Margesin et al. (2004) described cold-tolerant
Arthrobacter sp. strain AGG31 with the ability to use
as sole source of carbon: phenol, o-cresol, m-cresol,
catechol, hydroquinone, and salicylate. But there is still
little known about psychrotolerant yeasts and their po-
tential in aromatic compound biodegradation (Bergauer
et al. 2005). Bergauer et al. (2005) described the ability
to degrade monoaromatic compounds by cold-tolerant
and psychrophilic yeast strains. Phenol and 18-phenol-
related compounds were tested. None of 32 isolated
strains were able to utilize any of the highly volatile
monoaromatic compounds. Compounds which were
easily utilized were phenol (100% of strains), hydroqui-
none (91% of strains), resorcinol (88% of strains), and
catechol (75% of strains). However, in comparison to
analogous research on bacteria, all compounds were
utilized for yeast strains by growth at low concentration
(50-200 mg I, depending on the compound).
Another significant factor, which should be consid-
ered, is the origin of yeast strain isolation. Microorgan-
isms with the ability to degradation of phenol and other
monoaromatic compounds are usually isolated from
hydrocarbon contaminated sites caused by human activ-
ity, such as petroleum hydrocarbon-contaminated alpine
soils (Margesin et al. 2005), sewage (Sivasubramanian
and Namasivayam 2015; Wang et al. 2012), activated
sludge (Jiang et al. 2008; Yan et al. 2005), oil-shale mine
and railway area (Bergauer et al. 2005), oil refinery
wastewaters (Rocha et al. 2007), or wastewater from
coking plants (Karimi et al. 2016). Some investigations
about ability of microorganisms from natural sources to
aromatic compounds degradation were made (Kotturi
et al. 1991; Margesin et al. 2004; Wang et al. 2008).
Presumably, screening of microorganisms with potential
for phenol and its derivatives biodegradation from other
natural sources can be an alternative solution. In this
study, yeast strains were isolated from peatland.
Peatlands are rich in polyphenols and phenol derivatives
which are products of lignocellulosic biomass decom-
position (Thormann et al. 2007). Furthermore, it has
been shown that yeast species which are involved in
the process of biomass decomposition are also able to
degrade simple and complex sugars, selected sugar al-
cohols, organic acids, and glycosides (Thormann and
Rice 2007). Hence, we assumed that the soil and water
samples from peat bogs could be an attractive source of
microorganisms, especially psychrotolerant yeast

species which are capable of biodegrading this class of
monoaromatic compounds. However, there is still a lack
of information about studies on yeasts isolated from
peatlands with the ability to degrade phenol and its
derivatives (Thormann et al. 2007).

Therefore, the purpose of this study was to isolate
and identify psychrotolerant yeast strains from water
and soil samples derived from Rucianka peatland, which
are capable of utilizing phenol (at a wide range of
concentration 500-2000 mg 1™') as the sole source of
carbon.

2 Materials and Methods
2.1 Sample Collection

Soil and water samples were collected from Rucianka
raised bog, located in northern-east Poland (54° 15’ 22"
N, 19° 44’ 14") on January 5 and on April 7, 2015.
Rucianka bog covers an area of 240 ha. It was formed
during Vistulian glaciation and was filled by a lake. The
bog was formed on sandy deposition and consists of two
materials: fen and sphagnum peat. The exploration of
peat started before Second World War, and by now, 60%
of bog area consists of peat mine (Pawlat 1996).

Sterile 50-ml conical centrifuge tubes (Sarstedt, AG
& Co., Germany) were used to collect samples. Soil
samples were collected from 30 locations and each
sample was collected only once from each place from
depth about 5 cm. Water samples were collected from 19
locations such as drainage ditches, pipelines, and pud-
dles, and each sample was collected only once from
each place from depth about 2 cm. All samples were
transported straight after a collection to the laboratory in
the ice box to maintain the temperature around 4-8 °C.

2.2 Isolation of Yeast Strains

One gram of each soil sample was transferred to sterile
50-ml conical centrifuge tube and mix vigorously with
9-ml sterile 0.9% saline solution for 10 s. After soil
sedimentation, 100 pul of each sample was collected
from 2 to 3 cm under water meniscus and spread with
a sterile glass rod on YPD plates supplemented with
chloramphenicol (stock solution = 34 mg ml™') and
ampicillin (stock solution = 100 mg ml™"). For water
samples, 100 ul of each sample was transferred directly
on YPD plate and spread with sterile glass rod. All
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plates were incubated at 18 °C for 6 days. After this
period, colonies which differed from the other by mor-
phological appearance (color, size, and shape of the
colony) and microscopic examination were three times
streak plating on YPD plates and incubated at 18 °C for
6 days to obtain a pure colony. Strain’s ability to grow
on different temperature (4, 18, 30, and 37 °C) was
tested.

Yeast extract peptone dextrose (YPD) contained
(per liter) glucose 20 g, yeast extract 10 g, casein
peptone 20 g, and bacteriological agar 20 g supple-
mented with 1 ml of each antibiotic: chloramphen-
icol (stock solution = 34 mg ml™") and ampicillin
(stock solution = 100 mg ml™).

2.3 Assimilation Tests—Screening for Yeast Strain
Capable of Utilizing Phenol

Screening for yeast strains capable of utilizing phenol
was done using a slant culture method (Middelhoven
et al. 1991) with some modifications. Phenol was a sole
source of carbon for yeast growth and the agar slants
inoculated with tested yeast strains were incubated at
18 °C. If tested yeast strain was capable of utilizing
phenol, a growth of yeast appeared on a slant surface.
The growth intensity of tested strain on a slant surface
depended on the toxicity of phenol towards this strain
and the efficiency of utilization of phenol by this strain.
Criteria used for evaluation the slant culture method
were (++) for an intensive growth of yeast strain without
inhibition zone, (+) for a weak growth of yeast strain
with small inhibition zone (5-7 mm), and (-) for no
growth or weak growth of yeast strain with inhibition
zone >10 mm.

2.4 Phenol Biodegradation

The first step of an experiment was a preparation of
inoculation for each yeast isolate selected from assimila-
tion test. This was achieved by inoculating 3-ml YPD
medium with the single colony of examined yeast strain
from actively growing YPD plate. For all yeast isolates,
test tubes were incubated at 18 °C on the rotary shaker at
the speed 170 rpm for 1 day. After this period, 80 pl of
each yeast culture was transferred to 20 ml of fresh YPD
medium in 200-ml Erlenmeyer flasks. Flasks were incu-
bated at 18 °C on the rotary shaker at the speed 170 rpm
for 3 days. Next, yeast cells were harvested and used as
an inoculum. In all the experiments, 5% of subculture

@ Springer

(1 ml) was inoculated into 20 ml of mineral salt medium
(MSM) (Yan et al. 2005) in 200-ml Erlenmeyer flasks,
supplemented with phenol at concentration 500, 750,
1000, 1500, and 2000 mg 1", respectively. Mineral salt
medium contained (per liter) (NH,4),SO,4 0.4 g, K;HPO,
0.4 g, KH,PO, 0.2 g, NaCl 0.1 g, MgSO,4 0.1 g,
MnSO4-H,0 0.01 g, Fe,(SO4);-nH,O 0.01 g,
Na,Mo00,42H,0 0.01 g, and casein peptone 0.25 g, sup-
plemented with 1 ml of each antibiotics: chloramphenicol
(stock solution = 34 mg ml") and ampicillin (stock
solution = 100 mg ml™"). The pH of the medium was
adjusted to 6.0. At the start of incubation, OD of cultures
were 0.2-0.3. All flasks were incubated at 18 °C on a
rotary shaker at the speed 170 rpm for 5 days.

2.5 Analytical Methods

The optical density of growing yeast cultures was mea-
sured spectrophotometrically by measuring the absor-
bance at wavelength 600 nm (Feng et al. 2002) using
96-well plate VIS 96/F-PS (Eppendorf) and Eppendorf
PlateReader AF2200. One hundred microliters of each
yeast culture was placed on a well plate. For every well,
five measurements were done according to parameters:
type, xy; size, 3 x 3; and border, 1350 pm.

2.6 Process Control of Phenol Concentration
During Biodegradation

To measure the concentration of phenol during biodeg-
radation, simultaneously during optical density mea-
surements, samples of suspended cultures were collect-
ed and centrifuged at 10,000 rpm for 10 min. One
milliliter of each sample supernatant was placed in a 2-
ml glass vial and 25 pl of 4-chlorophenol internal stan-
dard (IS) solution was added. The concentration of
phenol in cell-free supernatant samples was determined
by gas chromatography with a flame ionization detector
(Clarus 580 GC, PerkinElmer, USA). An internal stan-
dard method was used. Detailed conditions of analysis
are listed below.

Column: 60.0 m x 0.32 mm (ID) x 1.8 um (DB-
624) (Agilent, USA)
Carrier gas: nitrogen
Flow rate (a constant flow mode): 2.0 ml min .
The temperature program: initial temperature
60 °C, then a constant rate of 10 °C min " to final
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temperature 250 °C and then isothermally for
10 min

Temperature of injector and detector (FID): 275 °C
Sample injection: by autosampler, injection volume
2.0 ml, in splitless mode (for 1 min and after split
mode 25:1)

2.7 Identification of Yeast Strains by Sequencing
of the D1/D2 Region and ITS Region

For genomic DNA isolation from selected yeast strains,
one colony of each strain was used to inoculate 4-ml
sterile YPD medium. All yeast cultures were grown at
18 °C on a rotary shaker at the speed 170 rpm for 4 days.
Afterward, each yeast culture was harvested, and the cell
pellets were used for genomic DNA isolation with
ExtractMe DNA yeast kit according to manufacturer’s
instructions (Blirt S.A., Poland).

For yeast identification, two different genomic DNA
regions were amplified by PCR, using DNA polymerase
Pwo HyperNova (Blirt S.A., Poland). First was D1/D2
rDNA region which was amplified using the following
primer pair: forward NL-1 (5'-GCATATCAATAAGC
GGAGGAAAAG-3") and reverse NL-4 (5'-GGTC
CGTGTTTCAAGACGG-3') (Hesham et al. 2000).

PCR was performed for 30 cycles including an initial
denaturation at 95 °C for 60 s, subsequent denaturation at
95 °C for 30 s, annealing at 59 °C for 30 s, and extension at
72 °C for 45 s followed by final extension at 72 °C for
5 min and holding at 4 °C.

The second region was 5.8S-ITS rDNA region which
was amplified using the following primer pair: forward
ITS-1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') and re-
verse ITS-4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
(Kurtzman and Robnett 1998).

PCR was performed for 30 cycles including an initial
denaturation at 95 °C for 60 s, subsequent denaturation
at 95 °C for 30 s, annealing at 52 °C for 60 s, and
extension at 72 °C for 45 s followed by final extension
at 72 °C for 5 min and holding at 4 °C.

Next, PCR amplification products were purified using
ExtractMe DNA Clean-up Kit (Blirt S.A., Poland) accord-
ing to manufacturer’s instructions. PCR products were sent
to Genomed S.A., Poland and directly sequenced using
3730x] DNA Analyzer (Applied Biosystems, Life Tech-
nologies). PCR primers NL-1 and NL-4 of the D1/D2 26S
rRNA gene and ITS1 and ITS4 of 5.8S-ITS region were
used in the sequencing reactions to reading both DNA

strands. The resulting DNA sequences were compared to
the appropriate DNA sequences of the GenBank database
using the basic local alignment search tool (BLAST) at the
National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Phylogenetic
trees for studied yeast strains were constructed with
MEGA version 6.0 using a neighbor-joining algorithm
and bootstrap analysis (1000) (Tamura et al. 2013).

3 Results and Discussion
3.1 Isolation of Yeast Strains

A total of 39 psychrotolerant yeasts were isolated from
water and soil samples of Rucianka raised bog. Twenty-
one isolates were obtained from water samples and 18
isolates were isolated from soil samples. For each iso-
late, a morphology of colony and cell morphology were
studied. The pure cultures of all isolates were deposited
in yeast strain collection of the Department of Molecular
Biotechnology and Microbiology, Gdansk University of
Technology. All of the isolates were cryoconserved and
kept under —80 °C.

3.2 Isolation of Phenol Utilizing Yeasts

After 1 week of slant incubation, growth density was
estimated. For 6 from 39 examined yeast strains, inten-
sive growth on the whole surface of slant was observed.
Moreover, for these strains, there was no zone of growth
inhibition on slants and turbidity of water-phenol solu-
tion present above slant surface was observed. For 23
yeast strains, growth on slants was classified as weak.
Intensity was low and zone of growth inhibition was 5—
7 mm. For 10 yeast strains, no growth or growth of few
single yeast colonies was observed. For those strains,
the zone of inhibition was greater than 10 mm (Table 1).

Based on this method, six strains were selected for
further studies. These strains were resistant to toxic
properties of phenol, and presumably, these strains were
able to use phenol as a sole carbon source.

4 Phenol Biodegradation—Results and Discussion
As mentioned above, most investigations are focused on

phenol degradation by mesophilic microorganisms.
Among them, bacteria are the most extensively
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Table 1 Growth intensity on slants

Growth
intensity

Strain number Collection number

373,374, 375,353,376, —
358, 366, 367, 377, 378

A023, A02s, BO1,, FO3,,
G02,, J02,, M03;,
P02,, SO1,, SO1,

A03,, C02,, C02,, C03,,
DO1,, D01, DOLs,
D02,, F03,, F03,, 102,,
J02,, KO1,, KO1,, LO1,,
MO03;, M03,, N02;,
P03,, RO, RO1,,

326,328, 329, 379,380, +
381,351,350, 352,382,
385, 359,360,361, 362,
364, 365,383,368, 369,
370,371, 384

RO13, SO1,
AO1,, B02,,102,, LO1,,  323,324,357,363,372, ++
SO01,, A02, 325

Strain number: number assigned to pure culture after isolation
from water or soil sample. Collection number: number assigned
to strain (pure culture) deposited in the collection of Department of
Molecular Biotechnology and Microbiology, Gdansk University
of Technology. Growth intensity: according to 1.2.3 in “Materials
and Methods”

examined. Bacteria are able to mineralize phenol at
1001200 mg 1" concentration (Polymenakou and
Stephanou 2005) but the greater part of publications is
focused on study of ability to use of phenol at 200 mg 1™
concentration. Also, several yeast strains were reported
as capable of phenol biodegradation. The highest phenol
concentration was degraded by Candida maltosa
(1700 mg ! concentration) (Fialové et al. 2004) and
C. tropicalis (up to 2000 mg 1) (Yan et al. 2005).
Therefore, for our selected psychrotolerant yeast strains,
we decided to test their ability to degrade phenol at 500,
750, 1000, 1500, and 2000 mg 1! concentration,
respectively.

Figure 1a shows growth of selected six yeast strains
during incubation time (76 h). For three of six examined
strains, a significant increase of ODgg values and a
decrease of residual phenol concentrations were ob-
served. Strains A01,, B02,, and LO1, showed an in-
crease in the values of ODggy between 10 and 48 h of
culture incubation (logarithmic phase of growth). After
this period, ODgqg values remained stable on the same
level or decreased slightly with time. Strains B02; and
LO1, exhibited an adaptation phase which lasted for
around 10 h when for strain A01; ODg, values started
to increasing since of the beginning of its culture incu-
bation. For strains A02; and 102, slightly increasing
ODg( values were observed but it was not associated
with decreasing of residual phenol concentration. For
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Fig. 1 Growth curves for yeast strains in MSM medium supple-
mented with phenol at 500 mg I”' concentration (a) and residual
phenol concentration curves (b). Each strain has defined marker
pointed out on figure

strain SO14, no connection between ODgqo values and
residual phenol concentration was observed and it is
likely that phenol is toxic for this microorganism.
Strains A02,, 102, and S01,4 were excluded from further
studies.

Analysis of residual phenol concentration chart
(Fig. 1b) leads to conclusions that strains A01;, B02,,
and LO1, were able to reduce phenol from 500 mg 1!
concentration to below the detection limits in less than
30 h of the culture incubation. Reduction of phenol
corresponded with increasing ODggo values. After
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utilization of phenol as a sole source of carbon, no
significant changes of ODgq values were observed.
The next examined phenol concentration was
750 mg 1", Only three strains, selected on 500 mg 1"
phenol concentration, were tested. Isolate A01; exhibit-
ed an adaptation phase which lasted around 24 h, where-
as, for strains B02; and L01,, ODggq values started to
increase directly after starting of the culture incubation
(Fig. 2a). Moreover, during the culture incubation time,
the largest increase of ODg(o values was observed for
strain AO1, (logarithmic growth phase between 24 and
48 h), whereas for strains B02; and L015,, the increase of
ODgg values was less significant and lower yeast
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Fig. 2 Growth curves for yeast strains in MSM medium supple-

mented with phenol at 750 mg ! concentration (a) and residual

phenol concentration curves (b). Each strain has defined marker

pointed out on figure

biomasses were yielded. Highest ODgqo values were
reached around 48 h of culture cultivation for strains
AO01; and LO1, and around 70 h for strain B02,. After
this period, ODgqq values remained stable on the same
level or decreased slightly.

Chart of residual phenol concentration (Fig. 2b) re-
veals that all three strains were able to reduce phenol
below detectable concentration. For isolate A01,, reduc-
tion of phenol followed after 24 h of incubation and for
strains B02, and LO1, after around 48 h, respectively.
Isolates B02, and LO1, used phenol from the beginning
of incubation, what corresponded with changes of
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Fig. 3 Growth curve for yeast strains in MSM medium supple-
mented with phenol at 1000 mg I”' concentration (a) and residual
phenol concentration curves (b). Each strain has defined marker
pointed out on figure
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ODgqp values. For strain AO1;, the ODgq values in-
creased faster and reached much higher levels, and
along with these changes, phenol degradation was faster
than for the other strains. In comparison to results ob-
tained from previous chart of residual phenol concen-
tration, for strain AQ1,, incubation time needed for
degradation of phenol at 500 and 750 mg I"! was sim-
ilar, whereas for strains B02; and LO1,, reduction of
phenol at 750 mg 1" concentration below detectable
level took twice as much time as for 500 mg 1!
concentration.

The next tested phenol concentration was 1000 mg 1.
Only two strains, AO1; and LO1, (Fig. 3a), were able to
grow in the presence of high concentration of phenol.
For both strains, A01; and L01,, ODg values at the
beginning and the end of the incubation, were compa-
rable. For isolate AO1;, similarly to 750 mg I"' concen-
tration, adaptation phase lasted for 24 h whereas for
isolate LO1, ODg values started to increase immedi-
ately after starting of incubation. Chart of residual phe-
nol concentration (Fig. 3b) revealed that curves for each
strain were similar. Both strains were able to reduce
phenol concentration below the detectable level in
around 48 h.

To sum up, the analysis of Figs. 1 and 2 leads to main
conclusions. Three psychrotolerant yeast strains AO1,
B02,, and LO1, exhibited an effective degradation of
phenol at 500 and 750 mg 1! concentration. Two strains
(Fig. 3), A01; and LOI1,, were able to grow in the
presence of phenol at 1000 mg ™' concentration. In all
experiments, complete degradation of phenol was pos-
sible in around 2 days. For all analyzed yeast strains,
higher initial phenol concentration required longer in-
cubation time what could be associated with potential
toxic phenol influence on this yeast metabolism. None
of the selected strain was able to grow in the presence of
phenol concentration (at 1500 or 2000 mg 1!, respec-
tively). Presumably, phenol at these concentrations had
a toxic influence on a growth rate of all examined
strains. Besides, the production and accumulation of
other intermediates of phenol degradation pathways
may be responsible for decreasing cell mass yield and
toxicity of phenol (Allsop et al. 1993).

Among psychrotolerant microorganism, some strains
of Rhodococcus spp. were able to mineralize phenol in a
concentration ranging from 1 to 12.5 mM (around 94—
1176 mg 1" (Margesin et al. 2005). Degradation was
done within 5 days while higher concentration was done

77| 011 (323)

30

63
£2

——
02

Candida subhashii strain JCM 30101 (AB985632.1)
Candida subhashii strain UAMH 10744 285 (EU836708.1 )

Spathaspora passalidarum strain ATCC MYA-4345 (F1614681.1)
Spathaspora arborarige culture-collection CBS:11463 (KY109689.1)
Spathaspora arborarige ATCC MYA-4684 (HQ876048.1)

Candida broadrunensis culture-collection CBS:11838 (KY106372.1)

Scheffersomyces stipitis culture-collection CBS:7126 (KY109584.1)
Scheffersomyces parashehatae culture-collection CBS:12535 (KY109569.1)

Scheffersomyces xylosifermentans culture-collection CBS:12540 (KY109586.1)

Scheffersomyces insectosa culture-collection CBS:10110 (KY109564.1)

ﬂ{ Debaryomyces vindobonensis culture-collection CBS:11666 (KY107591.1)
100 b5 | Debaryomyces hansenii culture-collection CBS:116 (KY107547.1)
Debaryomyces robertsige culture-collection CBS:2934 (KY107584.1)

Candida lyxosophila culture-collection CBS:2780 (KY106550.1)

Scheffersomyces quercinus culture-collection CBS:12625 (KY109571.1)

Scheffersomyces shehatae culture-collection CBS:7261 (KY109574.1)

Fig. 4 Phylogenetic tree based on the D1/D2 region of rDNA for strain A0l
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in 14 days. Considering yeast strains, 400 mg I"' con-
centration was investigated (Bergauer et al. 2005).
Moreover, Margesin et al. (2005) pointed out yeast
isolates able to degrade phenol concentration as high
as 15 mM (around 1412 mg 1""). Phenol up to 5 mM
(around 470 mg 17") was degraded within 3 days and
7.5 mM (around 705 mg 1) within 7 days. The time
which was needed to effectively degrade was longer
than the results obtained for yeast strains presented in
this study. Strains isolated from peat bog exhibited
effective phenol degradation in less than 2 days. These
comparisons should be considered only as an overview,
because specific methodology of each investigation ef-
fect on the time and specific rate of phenol degradation.

4.1 Identification of Yeast Strains

Appropriate PCR products (for ITS region or D1/D2
region) were purified, sequenced, and analyzed for nu-
cleotide matching by BLAST (Nucleotide BLAST, high
similar sequences—megablast).

For D1/D2 rDNA region of strain A01; (613 bp frag-
ment), the highest DNA sequence identity (99%) and
cover (100%) was found with Candida subhashii strain
UAMH 10744 (GenBank accession number
EUS836708.1). Strain UAMH 10744 is a type strain,
which was deposited in the University of Alberta Micro-
fungus Collection and Herbarium, Edmonton, Canada. It
was also deposited in CBS-KNAW (Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Utrecht, the Netherland) as CBS
10753 and in Mycobank as MB 512099. For this
C. subhashii strain, both conventional fermentation and
assimilation tests in liquid were performed (Adam et al.
2009). Analysis of D1/D2 rDNA-based phylogenetic tree
(Fig. 4) revealed that strain A01, clustered not only with
C. subhashii strain UAMH 10744 but also with
C. subhashii strain ATY945 (AB985632.1). However,
the characterization of strain ATY945 with biochemical
tests was not done (Tanimura et al. 2015).

For analyzed ITS sequence (565 bp fragment), this
strain showed highest DNA sequence identity (96%)
and cover (100%) with C. subhashii type strain UAMH
10744 (NR_073356.2). Also a phylogenetic tree based

70 | Scheffersomyces shehatae strain ATCC 66604 (HQB652071.1)

£l ‘I Scheffersomyces lignosus strain ATCC 58779 (HQ652063.1)

5 Scheffersomyces insectosa ATCC 66611 (NR_111587.1)
3 L Scheffersomyces xylosifermentans culture-collection CBS:12540 (KY105362.1)
. ,: Candida germanica (fBS 4105 (HQ283366.1)
38 Debaryomyces udenii JCM 7855 (IN942656.1)
Candida shehatae var. shehatoe strain CBS 5813 (AJ606464.1)
22 a5 Scheffersomyces shehatae culture-collection CBS:7263 (KY105351.1)
—97‘ Scheffersomyces parashehatoe ATCC MYA-4653 (NR 138230.1)
— Ambrosiozyma kashinagacola culture-collection CBS:10903 (KY101639.1)
7] E— Candida palmioleophila CBS 7418 (EUS68917.1)
— A011 (323)
97 L Candida subhashii UAMH 10744 (NR_073356.2)
| Scheffersomyces segobiensis NRRLY-11571 (DQ409166.1)
I Yomadazyma nokozawae var. nakozawae CBS 6700 (FM178319.1)
1 Candida pseudoaaseri CBS 11170 (JN241686.1)
45 | Scheffersomyces shehatoe CBS 5813 (NR_120021.2)
98| Candida shehatae strain NRRL Y-12858 {IN943264.1)
—
0.2

Fig. 5 Phylogenetic tree based on the ITS region of rDNA for strain A01,
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100 Candida fructus culture-collection CBS:6381 (KY106589.1)

) | Candida fructus culture-collection CBS:6380 (KY106454.1)

2 L (ondidaasparagi culture-collection CBS:3770 (KY106306.1)

Candida intermedia culture-collection CBS:5460 (KY106522.1)

75 a4 Candida rhizophoriensis culture-collection CBS:11402 (KY106725.1)

CE Condida melibiosica culture-collection CBS:6211 [KY106567.1)

Clavispora lusitaniae culture-collection CBS:5030 (KY106931.1)
| o Clavispora lusitaniae strain ABM5147 (HG532115.1)
100 { Clavispora lusitaniae culture-collection CBS:5299 (KY106932.1)

Candida thailandica culture-collection CBS:10610 (KY106804.1)

Clavispora reshetovae culture-collection CBS:11556 (KY106938.1)

Candida oregonensis (U44815.1)

8
Candida sp. Ht-gute-8-01 (AY242332.1)
3 Bo21(32)
Candida oregonensis culture-collection CBS:5036 (KY106624.1)
P
05

Fig. 6 Phylogenetic tree based on the D1/D2 region of rDNA for strain B02,

on ITS sequences analysis shows that analyzed strain C. subhashii. Although the distance and composition
clustered with strain UAMH 10744 (Fig. 5). of trees branches and clusters led to the hypothesis
To sum up, results obtained after above-mentioned that clustered might be connected with different yeast

analysis show that the strain AO1; might belong to species than Candida spp. (Fig. 4 and Fig. 5). Cluster

Fig. 7 Phylogenetic tree based 100 Clavispora lusitaniae culture-collection C85:5299 (KY102564.1)

on t,h e ITS region of tDNA for 1 I Clavispora lusitaniae culture-collection CBS:5094 (KY102567.1)
strain B02,

i Condida asparagi culture-collection CBS:9770 (KY101945.1)

r Clavispora lusitaniae culture-collection UOA/HCPFGRC:13468 (KC254018.1)

100! Clavispora lusitanige culture-collection CBS:1944 (KY102563.1)

Clavispora lusitaniae culture-collection CBS:6936 (KY102562.1)

f — Condida flosculorum NRRL Y-48258 (NR_137682.1)
ml—— condido pseudoflosculorum culture-collection CBS:8584 (KY102341.1)

100 8021 (324
| Candida oregonensis culture-collection CBS:5036 (KY106624.1)

ki Clavispora lusitaniae culture-collection CBS:5901 (KY102566.1)

n | Clavispora reshetovae CBS 11556 (FN433523.1)

10! Clavispora reshetovae culture-collection CBS:11556 (KY102569.1)
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Fig. 8 Phylogenetic tree based
on the D1/D2 region of rDNA for
strain LO1,

1012(363)

Nadsonia starkeyi-henrici culture-collection CBS:5288 (KY109593.1)
Schizoblostosporion starkeyihenrici strain NRRL YB-3963 (KC254859.1)
Nadsonia commutata culture-collection CBS:6640 (KY108595.1)
Nadsonia commutata strain NRRL ¥-7950 (KC254858.1)

Condida zeylonoides culture-collection CBS:947 (KY106318.1)

91L Schwanniomyces vanrija var. vanrjiae culture-collection CB5:3024 (KY109643.1 )

80 Wickerhamomyces patagonicus culture-collection CBS:11398 (KY110126.1)
Wickerhamomyces subpelliculosus culture-collection CBS:1996 (KY110141.1)
0 Wickerhamomyees anomalus culture-collection CBS:2870 (KY110104.1)
381 pichi myanmarensis culture-collection CBS:9786 (KY108896.1)
| Sugivamaella chiloensis culture-collection CBS:8169 (KY109800.1)

contained strain A0l adjoined with major clusters
gathered strains of different species. It was also sug-
gested by Adam et al. (2009) where C. subhashii
strain UAMH 10744 belonged to a different branch
than other Candida sp. strains.

For D1/D2 rDNA region of strain B02; (558 bp
fragment), the highest DNA sequence identity
(100%) and cover (96%) was found with Candida
oregonensis strain (KY106624.1). This strain was
deposited in CBS-KNAW culture collection as CBS
5036. Phylogenetic tree based on D1/D2 region

Fig. 9 Phylogenetic tree based
on the ITS region of rDNA for
strain LO1,

100 | Sugiyamaello chiloensis culture-collection C8S:10112 (KY109799.1)

(Fig. 6) shows that selected strain clustered with
strain Candida sp. Ht-gut 6-8-01 (AY242332.1) and
C. oregonensis (U44815.1), where both sequences
show 100% identity between each other. Identifica-
tion of strain Ht-gut 6-8-01 based on D1/D2 loop
sequence of the LSU rRNA gene. Only some of
isolates from each LSU genotype were deposited in
collections and morphological observations and met-
abolic tests were performed (Suh et al. 2004). In case
of type strain deposited in GenBank as U44815.1, it
was maintained in the Agricultural Research Service

L012 (363)
I

Nadsonia starkeyi-henricii culture-collection CBS:5288 (KY105369.1)
79 | Nadsonia starkeyi-henrici culture-collection (85:2159 (KY105364.1)

Nadsonia fulvescens var. fulvescens culture-collection CBS:2596 (KY104312.1)
Nadsonia fulvescens var. elongata culture-collection CBS:2593 (KY104308.1)

q Nadsonia commutata culture-collection CBS:6640 (KY104307.1)

]

Candida santjacobensis culture-collection CBS:8183 (KY102389.1)

Blastobotrys adeninivorans culture-collection CBS:8244 (KY101746.1)

Middelhor g5 petrohuensis culture-collection CBS:8173 (KY104263.1)

Condida lignohabitans strain ATCC MYA-4663 (HM208608 1)

| Sugiyomaella smithiae strain ATCC MYA-4665 (HM208613.1)

10 | Sugiyamaella smithiae culture-collection CBS:7522 (KY105568.1)
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Culture Collection, National Center for Agricultural
Utilization Research, Peionia, III (NRRL Y-5850)
and was also deposited in CBS-KNAW as CBS
5036 (Kurtzman and Robnett 1997).

For ITS region (381 bp fragment), analyzed DNA
sequence of strain showed 99% identity and 100% cover
also with C. oregonensis strain CBS 5036. ITS region-
based phylogenetic tree shows that selected strain clustered
also with C. oregonensis strain CBS 5036 (Fig. 7).

According to these results, strain B02; may be classi-
fied as C. oregonensis.

For the D1/D2 rDNA region of strain LOI,
(613 bp fragment), the highest DNA sequence iden-
tity (99%) and cover (100%) were found with
Nadsonia starkeyi-henricii culture collection strain
CBS 5288 (KY109593.1). For this yeast species,
authority name is N. starkeyi-henricii and
synonymic names are Schizoblastosporion starkeyi-
henricii and Schizoblastosporion starkeyihenricii
(Kurtzman and Robnett 2013). Phylogenetic tree
generated from the analysis of other closely related
D1/D2 rDNA nucleotide sequence revealed that this
strain clustered with S. starkeyi-henricii strain NRRL
YB-3963 (KC254859.1) and also above-mentioned
N. starkeyi-henricii strain CBS 5288 (K'Y 109593.1)
(Fig. 8).

For ITS region BLAST analysis, the LO1, strain
(571 bp fragment) shows 99% identity of DNA sequence
with 99% of cover with analogous DNA sequence
N. starkeyi-henricii culture collection strain CBS 5288
(KY109593.1), the same strain which revealed the
highest DNA sequence identity for D1/D2 region DNA
sequence analysis. ITS region-based phylogenetic tree
shows that strain LO1, clustered with two N. starkeyi-
henricii strains—strain CBS 5288 (KY109593.1) and
CBS 2159 (KY105364.1) (Fig. 9).

To sum up, analysis of D1/D2 rDNA and ITS region
led to the hypothesis that strain LO1, may be a member of
species S. starkeyi-henricii (N. starkeyi-henricii). More-
over, reference strain of S. starkeyi-henricii (ATCC
24615) was also isolated from soil collected from a peat
bog. Furthermore, this yeast genus appeared in multiple
studies on peats and fens in Europe, Canada, Asia, and
New Zealand and in most reports about peat bog microor-
ganisms (Babjeva and Blagodatskaia 1971; Hong et al.
2006; Polyakova et al. 2001). It is considered as a rare
genus with not fully classified taxonomy and isolated

@ Springer

mainly on peatlands (Golubev and Pfeiffer 2014;
Polyakova et al. 2001).

To date, there is no information about studies focused
on the evaluation of the usefulness of strains belonging to
C. subhashii (Adam et al. 2009; Fricova et al. 2010;
Tanimura et al. 2015; Valach et al. 2011; Watanabe et al.
1998) and C. oregonensis (Dohet et al. 2016; Lou et al.
2014; Phaff and do Carmo-Sousa 1962, Rivera et al. 2007)
to biodegradation of aromatic hydrocarbons. In this con-
nection, some yeast strains (G28 and G38) belong-
ing to species S. starkeyi-henricii exhibited a po-
tential of assimilation of benzene derivative com-
pounds. According to culture slant method, strain
G28 assimilated phenol, catechol, resorcinol, hydro-
quinone, gentisic acid, and 3-hydroxybenzoic acid
at 25 °C. Yeast strain G38 was able to degrade
phenol at 10 °C based on yeast enrichment cultures
on solid media (Middelhoven et al. 1992).

5 Conclusions

In this study, the potential of psychrotolerant yeasts
isolated from peatland to biodegrade phenol was studied
for the first time. Phenol as the only carbon source was
degraded by three yeast strains isolated from soil and
water samples collected from Rucianka peat bog. Each
strain was able to degrade phenol at 500 and 750 mg 1!
concentration and two strains at 1000 mg ™' concentra-
tion in the mineral salt medium during incubation at
18 °C. All phenol concentrations were degraded below
detectable levels in less than 48 h. None of the strains
were able to degrade higher phenol concentration (1500
or 2000 mg I'").

The data obtained in this study shows that the contri-
bution of cold-adapted yeasts to biodegradation of phenol
is underestimated. Most investigations on low tempera-
tures are focused on bacteria, whereas knowledge about
yeasts is limited. Moreover, according to literature, biodi-
versity of yeast isolated from peatlands has received little
attention. This study pointed out a new direction to search
of psychrotolerant yeasts with biodegradation of organic
compound potential. Selected strains, especially strain
LO01, and strain AO1;, may be useful for examination of
degradation for other monoaromatic toxic compounds, like
BTEX group.
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Abstract

Catechol is a highly toxic compound that is also a key intermediate in biodegradation
pathways of various aromatic compounds. In this paper, a new screening method for isolation
of microorganisms with the potential for catechol biodegradation is reported. The method
described is based on the ability of catechol to form a color complex with Fe** ions. For this
purpose, basal medium that is widely used for classification of microorganisms by carbon
requirements was used. Specifically, minimal Bushnell Haas medium plates supplemented
with catechol at 500 mg I concentration were used for both yeast and bacteria cultivation.
After appearance of microorganism colonies on the growth medium, each plate was flooded
with 7.0 ml of 5% (w/v) of FeClz and incubated for a period of 5 min at room temperature.
Flooding with this solution led to the formation of a green color from Fe®*-catechol
complexes in the growth medium and an appearance of clear zones around colonies of
microorganisms that utilize catechol as a sole source of carbon. Based on this, the presented
method could be useful as a screening step for microorganisms with a potential for catechol
biodegradation.

Article highlights

* A new screening method for isolation of microorganisms with the potential for catechol
biodegradation has been proposed.

* The presented method is based on the ability of catechol to form a color complex of catechol
and Fe®* ions and appearance of clear zone around colonies of microorganisms which utilize
catechol.

* Described method is simple, not labor-intensive, does not require a long period of time to
achieve unmistakable results.

* This method may be also used as a starting point for screening microorganisms with the
potential for other aromatic hydrocarbons degradation, in cases when catechol acts like a key
intermediate in their biodegradation pathway.

Keywords

Catechol utilizing microorganisms, screening method, catechol-Fe** complex, clear-zone,

Petri-dish assay
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Introduction

Aromatic compounds are widely distributed in the environment and are the main cause of
water and soil pollution. High concentrations of these compounds are found mostly in
industrial effluents, such as from oil refineries and coal conversion plants (Aleksieva et al.
2002).

One of the most important hazardous aromatic compounds, based on its toxicity, is catechol.
Catechol is an aromatic hydrocarbon with two hydroxyl residues at the first and second
carbon positions, known also as pyrocatechol or 1,2-dihydroxybenzene. Because of the fact
that it is widely used (IARC 1999; Schweigert et al. 2001), catechol contaminated
wastewaters are generated by chemical, dye, photographic and cosmetic industries. Besides
industry, catechol can be used to detect and determine concentration of many metal ions in
analytical laboratories (Lee 2016). In comparison with other aromatic hydrocarbons,
especially phenol, catechol biodegradation has not been well investigated. This is likely due to
the fact that catechol is considered more toxic than phenol (Kumar et al. 2005). Only a few
studies have focused on the catechol biodegradation process by various microbes including
Pseudomonas spp. (Kumar et al. 2005; Mrozik et al. 2007; Tewari and Malviya 2002;
Zeyaullah et al. 2009), Achromobacter xylosoxidans (Bramhachari et al. 2016), Aspergillus
awamorii (Stanchev et al. 2008), Candida parapsilosis (Rigo et al. 2010), Sphingomonas

subarctica, Ralstonia pickettii and Comamonas testosteroni (Di Gioia et al. 2002).

Regarding the biodegradation process, it is crucial to search for microorganisms with high
potential to utilize toxic aromatic compounds, both monocyclic, e.g. catechol, and polycyclic
aromatic hydrocarbons. These microorganisms may be isolated from areas that are potentially
contaminated with these compounds. Microorganism that are able to growth in such harsh
conditions may also be able to degrade these toxic compounds in laboratory studies and may
further be used to reduce level of toxic compound in soil or groundwater of other polluted
sites (Shishir et al. 2019, Farahani et al. 2010).

To the best of our knowledge, a rapid and simple method that could identify microorganisms
with the potential of catechol biodegradation is lacking. To date, the isolation of catechol
degrading microorganisms is performed using the method dedicated for screening of
microorganisms for the ability of aromatic hydrocarbon biodegradation. For this purpose, one
of the most commonly used methods is the slant culture method (Middelhoven et al. 1991).

Briefly, in this method, microorganisms are inoculated on the slant surface and compounds


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

being tested reach strains through diffusion or gas phase. Another widely applied method
involves isolation of microorganisms directly from soil or water samples with a use of
solidified growth medium supplemented with selected aromatic compounds that are the sole
carbon source for microorganisms in growth medium (Wang et al. 2012). In another common
method, the environmental sample is mixed with liquid medium supplemented with a selected
aromatic compound (enrichment step), and then, isolation of microorganisms degrading this

compound is conducted using the procedure described above (Kafilzadeh et al. 2010).

Catechol is able to form stable, strong and reversible complexes with metal ions, like Fe3*,
Cu?*, Ca?*, Mn?*, Mn®', Zn?*, Ti®* and Ti?*. Moreover, catechol is not only able to form these
complexes with soluble metal ions but also with metal oxide surfaces (Meng et al. 2015). In
case of interactions with Fe®*, catechol gives green color with ferric salts, for example, FeCls.
In the pH range 24, mixing Fe*" and catechol results in a formation of an intense green color
(Al-Abadleh 2015; Tewari and Malviya 2002).

The ability of catechol to form complexes with Fe®* is also observed in nature. Catechol-Fe®*
complexes were detected in the pigment of mushroom, Cortinarius violaceus. Interestingly,
the color of the pigment changes in a pH-dependent fashion. This occurs due to the change of
a cation:ligand ratio. An increase in the pH leads to the typical pigment color changes from
green (pH 3, 1:1) to blue—violet (pH 6, 1:2) and finally bordeaux (pH 9, 1:3) (von Nussbaum
et al. 1998).

Based on these properties of catechol, the purpose of this study was to develop and test the
suitability of a simple method to detect catechol biodegradation by microorganisms, based on
formation of a colored complex between catechol and Fe®* in solid growth medium, and an
appearance of a clear halo around colonies of microorganisms which utilize catechol as a sole

source of carbon.
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Materials and Methods

All experiments were carried on Bushnell Haas (BH) plates. It is a minimal medium
recommended for microbial examination of fuels and microbial biodegradation of
hydrocarbons that are added to this medium as a sole source of carbon (Hemalatha and
Veeramanikandan 2011; Jayanthi and Hemashenpagam 2015).

Bushnell Haas plates contained 0.2 g of magnesium sulfate, 0.02 g of calcium chloride, 1.0 g
of monopotassium phosphate, 1.0 g of dipotassium phosphate, 1.0 g of ammonium nitrate,

0.05 g of ferric chloride, and 20 g of bacteriological agar per liter.

Method Development

To determine the optimal conditions for the test, the following experiments were performed.
Each BH plate was supplemented with catechol at final concentrations of 500 mg I,
750 mg I"%, 1000 mg |1, 1500 mg I"%, or 2000 mg I"%. A stock solution of catechol (10 g I™%)
was sterilized by filtration. Each plate, containing a different catechol concentration, was
flooded with a FeCls solution. Three FeCls solutions of 1%, 5% and 10% were applied. Each
solution was used in a volume of 2.5 ml, 5.0 ml, or 7.0 ml. Plates were incubated with the
FeCls solutions for 1, 2, 3, or 5 min. After the specified period of incubation, the FeCls

solutions were decanted from plates.

Method Optimization

The results indicated that the optimal conditions for the test were BH plates supplemented
with catechol at 500 mg It concentration, plates flooding with 7.0 ml of the 5% FeCls
solution and incubation for 5 min. These parameters were selected due to the intensity of the
resulting green complex of catechol-Fe3* ions and the fact that catechol is highly toxic, even
more than phenol or resorcinol. Moreover, the green color tends to darken during the
incubation time to dark green or even a black color. Hence, after 5 min, FeClz solution was

removed from plates.

Because of that, for further experiments, a concentration of catechol equal to 500 mg It was
selected as a concentration which should not be lethal for microorganisms with an effective

biodegradation potential (Kumar et al. 2005).


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Method Usability Determination

To determine the usability of the test, microorganisms from soil samples from two locations
were isolated. One of them was an area of oil refinery Lotos Gdansk (Pomeranian
Voivodeship, Poland, 54° 20" 43" N 18° 43" 43" E) that may be contaminated with petroleum-
derived waste. The second location was peat land located near Bydgoszcz (Kuyavian
Pomeranian Voivodeship, Poland, 53° 03’ 32" N 17° 54’ 17" E). Peat lands are naturally rich
in polyphenols and phenol derivatives which are products of lignocellulosic biomass

decomposition (Thormann et al. 2007).

Sterile 50 ml conical centrifuge tubes (Sarstedt, AG & Co., Germany) were used to collect
samples from depth about 5 cm. All samples were transported immediately after collection to
the laboratory, and kept on ice to maintain the temperature around 4-8°C.

For microorganism isolation, 1 g of each soil sample was transferred to a sterile 50 ml conical
centrifuge tube and mix vigorously with 9 ml sterile 0.9% saline solution for 10 s (Kim et al.
2008; Soudi and Kolahchi 2011; Wang et al. 2012). After soil sedimentation, 100 pl of each
sample was spread with a sterile rod on BH plates supplemented with catechol at 500 mg I~
For quality assurance, each sample was tested three times. All plates were incubated at 18°C
for 2-3 days. After this period, the growth of microorganisms could be seen as colonies on the
surface of the plates. Next, plates were flooded with 7.0 ml of 5% FeClz and incubated for
5 min. During this period of time, the growth medium changed from light amber to dark
green. After that, the FeCls solution was decanted and plates were analyzed for the presence
of microorganism colonies with the ability to degrade catechol, characterized by the presence

of a clear halo around each of them.

To ensure quality of the detection process, in cases where colonies grew close to each other
with no possibility of precisely determining which colony caused the halo appearance, the
presented procedure was modified. After soil sedimentation, 100 ul of each sample was used
for preparation of serial dilutions in sterile 0.9% saline solution. Then, 100 pl of 1072-107°
dilutions were spread with a sterile rod on BH plates supplemented catechol at 500 mg I™2.

The remaining steps of the assay were the same as presented above.

Moreover, to obtain reproducible test results, it is important to use freshly poured Petri dishes
with BH medium supplemented with catechol. For this purpose, the catechol solution should
be prepared and added to BH medium immediately before pouring Petri plates. The FeCls can
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be prepared occasionally, then stored at room temperature in glass bottles, and used as
needed. Both catechol and FeCls solutions need to be prepared with freshly sterile deionized
water and then sterilized using filter sterilization (0.2 um diameter, VWR International Sp. z

0.0., Poland).

Results and Discussion

The first indicator demonstrating that isolates from both locations should be able to utilize
catechol as the sole source of carbon was their growth on minimal medium BH plates
supplemented only with catechol. More importantly, when isolates had an ability to degrade
catechol, clear zones appeared around their colonies as a consequence of both catechol
consumption and a lack of the possibility of catechol-Fe** complex formation (Fig. 1). Some
colonies of microorganisms isolated from both locations were able to grow on plates
supplemented with catechol, but no clear zones around them were observed. In these cases,
after the second or third streaking on the test medium, no growth was observed, which
resulted from the inability of these isolates to utilize catechol for growth. To confirm the
microorganisms’ ability of biodegradation of catechol, colonies were streaked once a week

(three times), the FeCls test was repeated and the clear zones around colonies were examined.

In summary, the proposed method allows for the rapid and simple identification of
microorganisms with the potential for catechol degradation. The appearance of the clear zone
around a growing colony, due to a lack of catechol in sites where microorganism utilized that
compound as a carbon source, gives an unambiguous visual effect. In comparison to
previously described, widely used screening methods aimed at detection of microorganisms
with the potential for aromatic hydrocarbons biodegradation, the procedure here stands out as
having several advantages. First, the possibility of observing both microorganism colony
appearance and reduction of catechol from solid media by this colony (clear halo around a
colony), allows the unmistakable selection of microorganism that have the ability to degrade
catechol. In the cases of the slant culture method or of plates supplemented with appropriate
aromatic hydrocarbons, the appearance of colony growth is not necessarily equivalent to
compound biodegradation. In both plate and slant methods, colony growth is detected, while a
visible effect of biodegradation of certain aromatic compounds is not observed. Moreover,
tests based on the growth, or absence of growth, of colonies do not always allow selection of
microorganisms exhibiting biodegradation potential. For example, during our previous study,

we found that some microorganisms can grow on minimal medium supplemented with the
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aromatic compound phenol (Filipowicz et al. 2017). Six yeast strains were identified based on
their intensive growth on slants supplemented with phenol, but only three of them exhibited
intense growth in liquid medium with simultaneous reduction of phenol concentration, which
was confirmed by gas chromatography. This leads to the conclusion that growth of isolates on
slants or plates supplemented with the analyzed compound is not sufficient for determining
that certain microorganisms performed biodegradation, because some isolates may grow using
their storage material. Therefore, the slant method needs the next passage of the isolates on
the selective medium to reduce false-positive results. Furthermore, the use of the other
method based on the mixing of the environmental sample and broth medium supplemented
with a selected aromatic hydrocarbon, the sole source of carbon for microorganisms growth
(Kafilzadeh et al. 2010; Wang et al. 2012), there is no possibility of direct selection of specific
isolates that are able to biodegrade the selected aromatic compound. These methods are useful
mainly to indicate the biodegradation potential of the whole analyzed sample, which contains
a mixture of microorganisms. In comparison to those methods, the method proposed here uses
chemical properties of catechol to identify microorganisms that are able to use this highly
toxic monocyclic aromatic compound as a sole source of carbon. In our opinion, the growth of
a microorganism colony on the selective medium using catechol as a sole carbon source, and
the visual effect of catechol biodegradation in growth medium, which can be visualized by
lack of the presence of dark green color of Fe3*-catechol complex, may minimize the
possibility of selecting microorganisms that gave the false-positive results during the
screening step. Moreover, after the screening for potential catechol degradation by
microorganism, all of the selected strains were cultivated in a liquid medium and their ability
to degrade catechol was confirmed by gas chromatography (data not shown).

Additionally, compared with methods based on the use of liquid culture supplemented with
catechol, the method presented here allows for direct isolation of microorganisms with
biodegradation ability from the analyzed environmental sample. In the case of catechol
supplemented liquid culture, there is no possibility of direct selection of specific isolates with
the ability to biodegrade catechol, and this method is useful only to indicate the potential of
the whole sample to carry out this process (Kafilzadeh et al. 2010; Middelhoven et al. 1991;
Wang et al. 2012).

From a technical perspective, the proposed method is not labor-intensive and does not require
a long period of time to achieve unmistakable results, whereas these issues are associated with

the methods already established.
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Moreover, this method could also be valuable for detection of microorganisms with potential
for degrading other aromatic hydrocarbons, in cases when catechol acts as a key intermediate
in their biodegradation pathway, for example phenol. Catechol plays an important role in the
biodegradation pathways of various aromatic hydrocarbons. It is a crucial intermediate in the
biodegradation pathways of both substituted (mono or in 1,2-orientation) and non-substituted
mono and polyaromatic hydrocarbons (Fig. 2) (Bull and Ballou 1981; Nair etal. 2002).
Aerobic biodegradation of aromatic compounds involves their conversion into dihydroxylated
intermediates (catechol or its substituted derivatives). For example, in the case of phenol, this
step involves phenol hydroxylase (monooxygenase), which initiates the oxygenation whereby
the aromatic ring is monohydroxylated by a phenol hydroxylase at a position ortho to the
phenol hydroxyl group to form catechol. In the next step, catechol as a major ring cleavage
intermediate is degraded by catechol-1,2-dioxygenase or catechol-2,3-dioxygenase via the
ortho- or meta-pathways, respectively (Fig.2). The final products of both pathways are
molecules that can enter the tricarboxylic acid cycle (Tsai et al. 2005; Zeyaullah et al. 2009).
For this purpose, three psychrotolerant yeast strains, Candida subhashii AOQ1;, Candida
oregonensis B021, and Schizoblastosporion starkeyi-henricii L012, which are able to degrade
phenol in liquid cultures at a wide spectrum of concentration (500 mg I"1-1000 mg I™?)
(Filipowicz etal. 2017), were tested using the procedure described above. In previous
experiments, these three strains were selected according to Middelhoven method (1991). For
all three psychrotolerant yeast strains with the confirmed ability to utilize of phenol, the
proposed method demonstrated their potential for catechol degradation. Each strain was able
to grow on BH plates supplemented with catechol at 500 mg I concentration, and after plates
were flooded and incubated with a FeCls solution, the clear zones appeared (Fig. 3). On the
other hand, due to the fact that catechol is a common intermediate in biodegradation pathways
of many environmental pollutants such as phenol, toluene and benzene (Fig. 2), this method
may be also used as a starting point in screening for microorganisms with the biodegradation
potential for the above-mentioned and other aromatic compounds.
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Figures

Fig. 1 Growth of isolates from a sample of soil from peat land located near Bydgoszcz,
Poland (53°03'32"N 17°54'17"E) on BH plate supplemented with catechol at 500 mg I, after
plate was flooded with a 5% FeCls solution. Clear halos indicate the growth of isolates with

the ability to utilize catechol as a sole source of carbon


http://mostwiedzy.pl

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

e

OH O

OH
O
CH3
Phenol Benzoale
el | J S
AN / Salicylate OH
Toluene
@ — : :OH T O
Calechol
Benzene Ortho-ﬁssnon Meta-ﬁsswn Naphtalene
COOH COOH
COOH
cis,cis-muconic acid 2. hydroxymucomc acid
Succinate + AcetylCoA Acetaldehyde + Pyruvate

Fig. 2 Examples of aromatic compounds, e.g. benzene, toluene, naphthalene, benzoate,
salicylate and phenol, biodegraded by microorganisms with catechol as the main intermediate

of ortho- and meta- biodegradation pathways
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Fig. 3 Growth of phenol degrading yeast strains (single colony and line streak) isolated from
Rucianka peatland a Candida oregonensis B021, b Schizoblastosporion starkeyi-henricii LO1>
and ¢ Candida subhashii A011 on BH plates supplemented with catechol at 500 mg I, after
plate was flooded with 5% FeCls solution. The appearance of clear halos around growing
yeast strains indicates that they also utilize catechol (intermediate of phenol biodegradation)

as a sole source carbon
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ABSTRACT

In this study, three psychrotolerant phenol-degrading yeast strains Candida subhashii (strain
A01;), Candida oregonenis (strain B02:) and Schizoblastosporion starkeyi-henricii (strain
LO1,) isolated from Rucianka peatland were examined to determine which alternative
metabolic pathway for phenol biodegradation is used by these microorganisms. All yeast
strains were cultivated in minimal salt medium supplemented with phenol at 500, 750 and
1000 mg I concentration with two ways of conducting phenol biodegradation experiments:
with and without the starving step of yeast cells. For studied yeast strains, no catechol
2,3-dioxygenase activities were detected by enzymatic assay and no products of catechol
meta-cleavage in yeast cultures supernatants (GC-MS analysis), were detected. The detection
of catechol 1,2-dioxygenase activity and the presence of cis,cis-muconic acid in the analyzed
samples revealed that all studied psychrotolerant yeast strains were able to metabolize phenol
via the ortho-cleavage pathway. Therefore, they may be tested in terms of their use to develop
biotechnology for the production of cis,cis-muconic acid, a substrate used in the production of

plastics (PET) and other valuable goods
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1. Introduction

Phenol and phenolic compounds are widely used in industry for production of e.g. polymeric
resin, oil refining and various cosmetic and medical products [1]. Moreover, these compounds
are the main by-products formed during certain industrial processes [2,3], and are detected
mostly in plants and industrial effluents, for example from coal conversion — as well as
refinery and pharmaceutical industries [4]. Other than many known physical and chemical
methods for phenols removal, biological methods play an important role in wastewater and
soil treatment. In respect to chemical methods, Advanced Oxidation Processes (AOPs) are
widely used for degradation of phenol and its derivatives [5-7]. In comparison with physical
and chemical methods, biological methods possess advantageous attributes due to their
relatively low processing costs and minimization of secondary pollutant formation [8-10].
Therefore, aerobic biodegradation of phenol has been the subject of numerous investigations

[11].

Aerobic biodegradation of phenolic compounds is accomplished via pathways, where catechol
or its derivatives play a key role. These intermediates are then further metabolized by intradiol

or extradiol dioxygenases [12].

In the case of phenol, the first step of biodegradation involves the transformation of phenol
into catechol via phenol hydroxylases, which involves the attachment of a hydroxyl group at
the ortho-position of an aromatic ring [13]. Catechol is further degraded via ortho- or meta-
cleavage by 1,2-catechol dioxygenases or 2,3-catechol dioxygenases, respectively (Fig. 1).
These enzymes add two oxygen atoms to the aromatic ring of catechol, followed by a

cleavage of chemical bonds and an opening of the aromatic ring [14].

Catechol 1,2-dioxygenase (C120) (EC 1.13.11.1) contains Fe3" as a prosthetic group and

belongs to the enzymes that enable cleavage of catechol as intradiol (ortho-cleavage),
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producing cis,cis-muconic acid [15]. In the case of catechol 2,3-dioxygenase (C230) (EC
1.13.11.2), it contains Fe?" as a prosthetic group or the use of other two-valent metal ions to
cleave the aromatic ring of catechol as extradiol (meta-cleavage). This leads to the production
of 2-hydroxymuconic semialdehyde. During the next steps of the degradation process, these
products of ring cleavage are converted to aliphatic compounds which can enter the

tricarboxylic acid cycle [15,16].

Over the last decades, catechol 1,2-dioxygenases and catechol 2,3-dioxygenases have been
extensively studied due to their key role in the cleavage of catechol’s aromatic ring. Catechol
1,2-dioxygenases play an important role in the degradation pathways of various aromatic
compounds and are ubiquitous in microorganisms [17,18]. Furthermore, they are active in
some bacterial strains belonging to genus Acinetobacter, Arthrobacter, Pseudomonas,
Sphingomonas, Geobacillus and Rhodococcus [19-22]. In the case of yeasts, the activity of
these dioxygenases was found, among others, in Candida tropicalis [23,24], Candida
albicans [15] and Trichosporon cutaneum [25]. In the light of current research, it is worth
noting that Margesin et al. [26,27] isolated and characterized cold-adapted phenol degrading
yeasts with C120 enzymatic activity from Alpine glacier cryoconite and petroleum

hydrocarbon contained alpine soils in Austria, respectively.

For comparison, catechol 2,3-dioxygenases activity was detected in bacteria from genus
Pseudomonas, Sphingomonas, Acinetobacter, Ralstonia, Burkholderia, Rhodococcus and
Bacillus [28-35]. However, so far, among yeasts, the activity of catechol 2,3-dioxygenase is
very rarely detected. Interestingly, C230Os activity was confirmed in cold-adapted yeast strain

belonging to Rhodotorula sp. [26] isolated from Alpine glacier cryoconite.

Summarizing, the literature study indicates that studies on phenol metabolism have been

mainly conducted for bacteria. Hence, the information regarding studying enzymatic activities
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of catechol 1,2- and 2,3-dioxygenases enzymes involved in phenol metabolism and the
investigation of their products among yeast strains is rather limited. On the other hand, despite
the limited number of studies, we found two different approaches to investigate the activity of
these enzymes among yeast strains. The first approach is focused on the examination of
enzymatic activities of pure native or recombinant yeast catechol dioxygenases [23,24].
Second approach is focused on determining which of possible catechol dioxygenases
activities is present in examined yeast strains. However, in the second approach, the
enzymatic activity of specific enzymes or the concentration of the biodegradation products of

were not examined [26,27].

In this research, we decided to combine these two approaches. Firstly, we determined which
of the above mentioned enzymatic activities is present in the tested yeast strains, which
allowed us to point out which of the phenol metabolism pathways is used by them. We also
decided to determine the presence of products of catechol 1,2- and 2,3-dioxygenases
enzymatic activity in yeast cultures, i.e. cis,cis-muconic acid and 2-hydroxymuconic

semialdehyde, respectively.

Currently, cis,cis-muconic acid is one of the possible industrial substrates for the production
of terephthalic acid - monomer of the high-demand plastic polymer polyethylene terephthalate
(PET). Moreover, this compound may be also used for the production of adipic acid, which is
a well-known precursor for the production of nylon, lubricants, coatings, plastics, and
plasticizers. Nowadays, cis,cis-muconic acid production is based on the two-stage chemical
synthesis process which requires a high input of energy and leads to the production of large
amounts of greenhouse gas N.O. Compared with the chemical production of cis,cis-muconic
acid form catechol, biotechnological processes show the advantages of high productivity and
selectivity, with a final yield of 100% in comparison to less than 35% and low purity obtained

with the chemical cleavage of catechol [40].
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Therefore, recently there is a growing interest in developing microbial technology to
synthesize cis,cis-muconic acid as an alternative for currently used technology for its
synthesis. For this purpose, the possibility of using genetically modified microorganisms e.g.
Pseudomonas putida and Corynebacterium glutamicum utilizing such carbon sources as
catechol [41,55] and toluene [42] and Escherichia coli [43] and Saccharomyces cerevisiae
utilizing glucose as a carbon source [44,45] has been investigated. More importantly,
genetically modified Pseudomonas putida or Corynebacterium glutamicum strains which
produce cis,cis-muconic acid from aromatics compounds offer the use of lignin hydrolysates
as starting material [41,55]. Lignin (the second most abundant polymer in nature) can be
processed into the mixtures of small aromatics compounds, such as e.g. phenol and catechol,

through biological and thermochemical depolymerization, respectively [41,55].

In summary, the presence of C120s and C230s activities in cold-adapted yeast strains [26,27]
and the biotechnological potential of microorganisms metabolizing catechol via ortho-
cleavage pathway for their future developing in the plastic industry, encouraged us to conduct
the presented study on cold-adapted yeasts strains isolated from Rucianka peatland. These
yeast strains were characterized as microorganisms which enable the effective utilization of
phenol [36] and catechol [46] as a sole source of carbon. Therefore, the main purpose of this
study was the identification of catechol dioxygenases activities (C120s or C230s activity)
and the products of the enzymatic reaction of catechol ring cleavage (Fig. 1) catalyzed by
them (cis,cis-muconic acid and 2-hydroxymuconic semialdehyde, respectively) and hence,
which metabolic pathway (ortho-cleavage or meta-cleavage pathway) is involved in phenol
biodegradation by Candida subhashii strain A01:;, Candida oregonensis strain B02; and

Schizoblastosporion starkeyi-henricii strain L01>.

Moreover, according to the literature, during the biodegradation experiments examined

microorganisms are preincubated in basal medium without any carbon source (starving step)
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and then used as an inoculum of a culture medium with phenol as the sole source of carbon
[28,37]. However, in analogous studies, the starving step is not involved as a part of phenol
biodegradation experiments [38,39]. Therefore, this study also includes a comparison of the
different preparation types of yeast cells inoculum and evaluation of their possible impact on

catechol dioxygenases activities in the examined yeast strains.

2. Materials and methods

2.1. Microorganisms

The phenol degrading psychrotolerant yeast strains, including Candida subhashii (strain
A01;), Candida oregonenis (strain B02:) and Schizoblastosporion starkeyi-henricii (strain
L01,), were examined during this study and isolated from water and soil samples collected
from Rucianka peatland. All strains were characterized in our previous publication, see ref.
[36]. A01: and LO1, strains were able to degrade phenol as a sole source of carbon at 500, 750
and 1000 mg I in culture medium. B02; strain was able to degrade phenol also at 500 and

750 mg It but not at 1000 mg I,

2.2. Culture growth conditions

2.2.1. Culture growth of yeast strains without the starving step

In this type of cultivation, the first step of an experiment involved the preparation of inoculum
for each analyzed yeast strains. This was achieved by the inoculation of 3 ml of YPD (Yeast
extract Peptone Dextrose) medium with the single colony of the examined yeast strain. In this
study, YPD contained (per liter): glucose 20 g, yeast extract 10 g and casein peptone 20 g, and
was also supplemented with 1 mL (per liter) of each antibiotic: chloramphenicol (stock

solution: 34 mg ml™?) and ampicillin (stock solution: 100 mg mlt). The addition of antibiotics
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was aimed at inhibiting bacterial growth caused by an accidental contamination of YPD

medium.

Then, test tubes were incubated at 18 °C on the rotary shaker at 170 rpm for 1 day. After this
period, 80 ul of each yeast culture was transferred to 20 mL of sterile YPD medium in
200 mL Erlenmeyer flasks. The flasks were incubated at 18 °C on the rotary shaker at
170 rpm for 3 days. Next, these cultivated yeast cells were used as an inoculum. In all
experiments 5% of subculture was inoculated into sterile 80 mL of mineral salt medium
(MSM) in 500 mL Erlenmeyer flasks, supplemented with phenol (Sigma Aldrich, USA) at a
concentration of 500 mg I, 750 mg I}, and 1000 mg I, respectively. Mineral salt medium
contained (per liter); 0.4 g of (NH4)2SOs4, 0.4 g of KoHPO4, 0.2 g of KH2PO4, 0.1 g of NaCl,
0.1 g of MgSOs4, 0.01 g of MnSO4-H20, 0.01 g of Fex(SO4)3-nH20, (all purchased from
POCH S.A., Poland) 0.01 g of Na2MoO4-2H-0 (Todini Europe Sp. z 0.0., Krakdw, Poland),
and 0.25 g of casein peptone (BTL Sp. z 0.0., £6dz, Poland), supplemented with 1 mL (per
liter) of each antibiotics: chloramphenicol (stock solution: 34 mg ml™?) and ampicillin (stock

solution: 100 mg mI2). The pH of the medium was adjusted to 6.0.
All yeast strains were cultivated until yeast cultures obtained the stationary phase of growth.
2.2.2. Culture growth of yeast strains with starving step

In this type of cultivation, an inoculum of each yeast strain was prepared by cultivation of
microorganisms in Yeast Nitrogen base without an amino acid medium (Sigma Aldrich, USA)
which was not supplemented with any source of carbon. YNB w/a contained (per liter): 6.7 g
of YNB wi/a base, supplemented with 1 mL (per liter) of each antibiotic: chloramphenicol

(stock solution: 34 mg mlt) and ampicillin (stock solution: 200 mg miI™).

For the inoculum preparation, 4 mL of YNB w/a medium was inoculated with a single colony

of each analyzed yeast strain. Then, test tubes with all examined yeast strains were incubated
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at 18 °C on a rotary shaker at 170 rpm for 4 days. Next, the cultivated yeast cells were used as
an inoculum. In all the experiments 5% of subculture was inoculated into sterile 80 mL of
mineral salt medium in 500 mL Erlenmeyer flasks, supplemented with phenol at a

concentration of 500, 750, and 1000 mg I, respectively.
All yeast strains were cultivated until yeast cultures obtained the stationary phase of growth.

To avoid repeating the “initial phenol concentration in culture medium” term, abbreviations
ipc 500, ipc 750 and ipc 1000 (for 500, 750 and 1000 mg I initial phenol concentration,

respectively) were employed throughout the manuscript.

2.3. Preliminary screening of catechol dioxygenases activities in phenol degrading yeast

cultures

To determine the presence of catechol 1,2- or 2,3-dioxygenases activities, respectively, the
analyzed yeast cultures were tested using 96-well plates (qualitative assay). Catechol
1,2-dioxygenase activity was tested according to Neidle and Ornston [48] and Birger et al.
[49]. The first step of examination involved the preparation of a solution containing 0.004%
phenol red (Sigma Aldrich, USA), 1 mM EDTA (POCH S.A., Poland) and 10 mM catechol
(Sigma Aldrich, USA) (pH = 7.5, adjusted with ammonium hydroxide). To 150 ul of this
solution, 50 ul of the liquid yeast culture of each phenol-degrading yeasts (ODsoo Was
adjusted to 1) was added. The color of the analyzed samples changed from red to
yellow/orange occurred within 10 min when placed in the dark at room temperature, which

was due to the presence of catechol 1,2-dioxygenase.

Catechol 2,3-dioxygenase activity was determined as described by Morgan et al. [50] and
Birger et al. [49]. 150 pL of solution containing 90 mM catechol in 50 mM tris-acetate buffer
(pH 7.5) was added to 50 ul of the liquid culture of each yeast strains (ODsgoo Was adjusted to

1). The formation of a green-brownish color occurred within 2 h in the analyzed samples
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when placed in the dark at room temperature, which was associated with catechol
2,3-dioxygenase activity. Reagents for tris-acetate preparation were purchased from POCH

S.A., Poland.

2.4. Preparation of crude enzyme extracts

Crude enzyme extracts were obtained by yeast cells disruption with glass beads and then
removal of cell debris. Cells of each yeast strain were cultivated in the conditions presented
above, respectively, until the yeast strains obtained the stationary phase of cultures growth.
Then, the yeast cultures were harvested and centrifuged at 10,000 rpm for 10 min.
Subsequently, the cell pellets were suspended in sterile deionized water and centrifuged at
conditions presented above. The “cells washing” step was repeated twice. Then, the cell
pellets were suspended in 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) buffer and disrupted with glass beads
with 425-600 um diameter (Sigma Aldrich, USA). Disruption was performed ten times: 30 s
incubation on ice and 30 s of vortexing of each analyzed sample. Next, the cell debris was
removed by centrifugation at 10,000 rpm for 10 min at 4 °C. The cleared crude enzyme
extracts were used for the enzymatic assays, total protein concentration assay and GC-MS

analysis. Reagents for Tris-HCI preparation were purchased from POCH S.A., Poland.

2.5. Enzymatic assays

Enzyme activities for catechol 1,2-dioxygenases (C120s) and catechol 2,3-dioxygenases

(C230s) were determined for both, yeast cultures and crude enzyme extracts, respectively.

C120s and C230s activities were determined according to the methods described in ref.
[27,51,52] with some modifications. 100 pL of crude enzyme extracts or yeast cultures were
mixed with 750 puL of 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) and 50 pL of 4 mM catechol. The activity of

C120s was determined by increasing the absorbance values at 260 nm using a
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spectrophotometer due to the cleavage of catechol into cis,cis-muconic acid. In the case of
C230s, the activity was determined by increasing the absorbance values at 375 nm due to the
conversion of catechol into 2-hydroxymuconic semialdehyde (2-HMS). The formation of
cis,cis-muconic acid or 2-HMS was monitored for 5 min. Control reactions without yeast

cultures or crude enzyme extracts, respectively, were performed for each assay.

For crude enzyme extracts, total protein concentration was determined using the Bradford

assay [53].

One unit (U) of C120s or C230s activity was defined as the amount of enzyme that generates
1 umol of specific product, respectively, per min under the assay conditions. Specific

activities were expressed as units each enzymatic activity (U) per mg of total cell proteins.

2.6. Detection of phenol degradation intermediates by GC-MS technique

2.6.1. Extraction and derivatization of phenol biodegradation intermediates

Derivatization and detection of phenol degradation intermediates were performed for crude
cell extracts and supernatants of yeast cultures. Crude cell extracts after derivatization were

labeled as “derivatized cell extracts”.

After 24, 48 and 96 h of yeast cultures growth without the starving step and after 24, 48, 96
and 168 h of cultures growth with this step, all yeast cultures were centrifuged at 12,000 rpm
for 10 min, and supernatants collected. In the case of using crude cell extracts, after the
cultures were centrifuged, cell pellets were suspended in 10 mL of MSM medium and
disrupted with glass beads. The same procedure as described in section 2.4. was used for this

purpose.

Next, 10 mL of each supernatant or crude cell extract was acidified to pH 2—-3 with 6 M HCI

and extracted with 10 mL ethyl acetate (POCH S.A., Poland). Next, each of the collected
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ethyl acetate phases were dried over anhydrous Na>SOs and concentrated using a rotary
evaporator to a volume of 1 mL. Derivatization was performed at 60 °C for 30 min using
0.1 mL N,O-bis(trimethylsilyl) acetamide [54]. 25 pL of 4-chlorophenol (Sigma Aldrich,
Poland) internal standard solution was added to each sample before derivatization (1S, final

concentration: 0.006 mg/mg H20).

2.6.2. Detection of phenol degradation intermediates by gas chromatography - GC-MS

analysis

To confirm the presence of phenol biodegradation intermediates and measure their
concentration, derivatized cell extracts or derivatized supernatants of each yeast culture were
analyzed by GC-MS technique. 1 mL of each sample after derivatization was placed in a
2 mL glass vial (SHIM-POL A. M. Borzymowski, Poland). Samples were analyzed using a
QP2010 GC-MS SE gas chromatograph-mass spectrometer (Shimadzu, Japan) equipped with
a combi-PAL AOC 5000 autosampler (Shimadzu, Japan) and DB-624ms capillary column

(60 m x 0.25 mm x 1.40 pm) (Restek, USA).

Chromatographic conditions:

Temperature program: 50 °C (5 min) — ramped at 5 °C/min to 250 °C (5 min); injection port
temperature 300 °C; purge off time 2 min (split-less mode); 1 pL of the extract was injected
into the GC system; detector temperature 280 °C; ion source temperature (El, 70 eV) 220 °C;
GC-MS transfer line temperature 280 °C; the carrier gas was hydrogen (1 mL/min). The mass
spectrometer was operated in single ion monitoring mode (SIM). Quantitative analysis:

internal standard method.

Phenol, catechol and cis,cis-muconic acid in the derivatized samples obtained from yeast

culture supernatants and cell extracts were identified by GC-MS technique on the basis of
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retention time values and characteristic ratio of fragmentation ions (mass to charge ratio
values, m/z) determined for each compound during the method development stage using
analytical standards. The concept of additional identification in SIM mode based on
calculated ratio of multiple m/z value specific to each analyte was described in our previous
paper [3]. The GC-MS spectrum of main derivatized products of phenol degradation has been

presented on Fig. 2.

3. Result and discussion

3.1. Preliminary screening of catechol dioxygenases activities in cultures of phenol degrading

yeast strains

C120s activity was detected in cultures of all analyzed yeast strains, independently of the
initial phenol concentration in the culture medium and the presence or absence of starving
step during phenol biodegradation experiments. A yellow or orange color appeared in all
wells (96-well plates), which contained the samples of phenol-degrading yeast cultures mixed
with the reaction solution. Hence, all analyzed yeast strains were probably able to utilize

phenol via ortho-cleavage pathway.

However, C230s activity was not detected in the cultures of any examined yeast strains,
under the same experimental conditions as C120s, as shown above. The examined yeast
strains displayed no change in the reaction mixtures color in the wells of 96-well plates during
the preliminary screening. Furthermore, these yeast strains were probably not capable of

utilizing phenol via meta-cleavage pathway.

3.2. Enzymatic assays

In general, for yeast cultures, independently of initial phenol concentration in medium or the

presence or absence of starving step during phenol biodegradation experiments, no activity of
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catechol 2,3-dioxygenases was detected (data not shown). In the case of the second examined
enzyme, all analyzed yeast cultures exhibited low catechol 1,2-dioxygenase activities (Table 1
and Table 3). However, according to Tsai et al. [15], enzymes involved in phenol degradation
should be not secret to the culture medium but remain inside of the yeast cells. Hence, the
same assays for both enzymes were conducted for crude enzyme extracts of analyzed yeast
strains (Table 2 and Table 4). The comparison of the total 1,2-dioxygenase activity value for
each strain of yeast (Table 1 with Table 2 and Table 3 with Table 4, respectively) confirmed

the conclusions presented by Tsai et al. [15].

In the case of crude enzyme extracts obtained after experiments without the starving step,
higher specific activities of catechol 1,2-dioxygenases were observed for two yeast strains as
well as increased phenol concentration (Table 2). This was observed for strain Candida
subhashii AO01; and Candida oregonensis B02: in which the highest activities were for
1000 mg It and 750 mg I initial phenol concentration and reached almost 0.25 U mg™ and
2.17 U mg, respectively. In the case of strain Schizoblastosporion starkeyi-henricii L012, the
highest specific enzyme activity (0.16 U mg™) was observed for ipc 750, however, the abject
ipc 500 and ipc 1000 obtained enzymatic activities were comparable but much lower than for
ipc 750 (Table 2). Among all examined yeast strains and different initial phenol concentration
in the culture medium, the highest C120 enzyme activity was detected for strain B02; and

phenol at 750 mg I concentration —2.17 U mg™.

For experiments including the starving step, no clear correlation between increasing initial
phenol concentrations in the culture medium and higher specific enzymatic activities of
C120s was determined (Table 4). All yeast strains performed at the highest enzymatic

activity for specific concentration — A01; for ipc 1000, both B02: and LO1, for ipc 750.
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Unfortunately, at this point it was impossible to unambiguous determine the exact way that
yeast cultures cultivation promoted higher enzymatic activity or to point out the one common
pattern according which yeasts’ enzymatic activity changed during the cultivation with
different conditions and initial phenol concentration. Other conclusions determined for the
analysis were: i) in the case of inoculums prepared without the starving step, almost always,
other than one yeast strains — L01,, increasing initial phenol concentration was associated
with increasing specific activity values of C120s; ii) for strain A01; in the case of ipc 500 and
1000, specific C120 activities of crude enzyme extracts obtained for this strain cultivated with
the starving step were at least twice as high than those cultivated without this step; iii) the
highest activity among all variants of yeast cultivation were observed for strain B02;
cultivated without the starving step and ipc 750; iv) for strain B02;, catechol 1,2-dioxygenese

activity was almost 100 times higher for its cultivation without the starving step.

As it was mentioned in the Introduction section, because of the limited number of studies
dedicated for characterization of yeast catechol dioxygenases [15,23-27] the comparison of
our results with previously published research results offers a limited possibility for a
discussion. Nevertheless, we decided to show the similarity between results for specific
enzymatic activities of yeast catechol 1,2-dioxygeneses obtained during our study and with
analogous results obtained by Tsai et al. [15] for yeast Candida albicans strain TL3. The
compared values of specific C120 enzymatic activities, for example for strains A01: (ipc
750), B02; (ipc 500) presented in Table 2 and for A01; (ipc 500) and LO1, (ipc 500) in Table
4, had the same order of magnitude (107) as the analogous values of yeast specific C120
enzymatic activities from C. albicans strain TL3 revealed by Tsai for initial phenol
concentration range from 5 mM to 22 mM. Moreover, we may conclude that the order of
magnitude 102 was observed for enzymatic activity of catechol 1,2-dioxygenase for

C. albicans TL3 for initial phenol concentration 24 mM and e.g. strain A01; (ipc 500) and
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LO1, (ipc 1000), presented in Table 2. One fact which is worthy of consideration is that in
case of experiments conducted by Tsai et al., the highest enzymatic activity was equal to
0.734 U mg* (ipc 10 mM), whereas in our study the highest enzymatic activities obtained for
the cultures conducted without the starving step were: 2.17 U mg™ (ipc 750) for strain B02;,
0.25 U mg* (ipc 1000) for strain A01; and 0.16 U mg* (ipc 750) for strain L01, (Table 2). In
case of the cultures conducted with the starving step, the highest obtained enzymatic activities
were: 0.57 U mg? (ipc ,000) for strain A011, 0.023 U mg ! (ipc 750) for strain B02; and

0.47 U mg * (ipc 750) for strain L0O1, (Table 4).

3.3. Detection of phenol degradation intermediates by GC-MS

The presence of selected possible intermediates, which may be produced during the
catabolism of phenol in yeast cells was analyzed by GC-MS [54]. For this purpose, the
presence of catechol, cis,cis-muconic acid and 2-hydroxymouconic semialdehyde was
examined in samples taken from yeast cultures without the starving step after 24, 48 and 96 h
of cultures growth, as well as those taken from yeast cultures with the starving step after 24,
48, 96 and 168 h of cultures growth, respectively. These times of sampling correspond to the
growth rate of yeast strains in the experiments without the starving step (Fig. 3a, 3b and 3c)
and in the experiments which included the starving step (Fig. 4a, 4b and 4c), respectively. The
detection of phenol degradation intermediates was performed for both derivatized yeast
cultures supernatants and cell extracts. For derivatized cell extracts, no characteristic products

for ortho- or meta-cleavage were observed (data not shown).

However, for samples of derivatized yeast cultures supernatants, independently of presence or
absence of the starving step during the growth of yeast cultures, GC-MS analysis revealed the
presence of cis,cis-muconic acid (Fig. 5b and 6b). Cis,cis-muconic acid is an intermediate

characteristic of phenol catabolism via ortho-cleavage pathway [14] (Fig. 1). In contrast, the
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examined samples did not show the presence of 2-hydroxymuconic semialdehyde, the product
of meta-cleavage pathway (data not show). Therefore, this may support the enzymatic assay

results, which displayed the lack of catechol 2,3-dioxygenase activity in all analyzed samples.

Moreover, for all studied yeast strains, independently of initial phenol concentration in the
culture medium and the presence or absence of the starving step during the growth of yeast
cultures, production of catechol was observed (Fig. 5a and 6a). These results were consistent
with published reports [13-16], which indicated that under aerobic conditions, phenol
degradation was initiated by hydroxylation of the aromatic ring and catechol formation. The
formation of catechol is tantamount with the presence of phenol hydroxylase during phenol
degradation in cells of the studied yeast strains belonging to Candida spp.

and Trichosporum spp. [13].

According to our previous report [36], all examined yeast strains in which inoculums were
prepared without the starving step, were able to degrade phenol at 500 mg I below detectable
level after 24 h of cultivation. For all yeast strains, the highest concentrations of produced
catechol were detected after 24 h of cultivation and were 0.369 mg I, 0.553 mg I?
and 0.007 mg I for strains A011, B02; and LO12, respectively (Fig. 5a). Furthermore, the
highest cis,cis-muconic acid concentrations were detected after the first day of cultivation for
strains A01; and LO1,. Hence, at initial phenol concentration equal to 500 mg I, these yeast
strains, were able to simultaneously produce both compounds. In comparison, strain B02;
produced cis,cis-muconic acid only after 96 h of cultivation. This suggests that catechol was
formed at earlier stages of phenol biodegradation (Fig. 5b). The result is consistent with those
under aerobic conditions, in which the first step in the metabolic pathway of phenol is its

conversion to catechol [13,16].
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In the case of phenol at 750 mg I initial concentration in culture medium, selected yeast
strains were able to utilize phenol after 24 h of cultivation for A01; and 48 h for B02; and
LO1> [36]. In terms of catechol production, A01: produced very low concentrations
(0.002 mg I'Y) after the first day of cultivation, whereas B02; and L01, generated 0.441 mg I
and 0.519 mg It catechol concentrations, respectively. After 48 h, besides strain LO1»,

catechol was detected at low levels (Fig. 5a).

In the case of cis,cis-muconic acid, it was detected for yeast strains A01; and LO1, after the
first and second day of cultivation, but decreased and increased after prolonged cultivation
time, respectively. For yeast strain B02i, cis,cis-muconic acid was detected after 48 h

and 96 h of cultivation and its concentration was almost the same, respectively.

For 1000 mg It phenol initial concentration in culture medium, phenol degradation was
observed after 48 h for AO1: and LO1,, however, strain B02: did not exhibit any phenol
degradation at such high concentrations [36]. Production of catechol was detected after 24 and
48 h, for strain AO1; and after 48 and 96 h of cultivation for strain LO1,. However, catechol
concentration values in culture of strain LOl> were at low levels. Production of
cis,cis-muconic acid was detected only for strain A01; after 48 h and 96 h of cultivation and

increased over prolonged cultivation time (Fig. 5a and 5b).

As was mentioned above, in the case of experiments that included yeast cultures with the
starving step, independently from the initial phenol concentration, production of catechol and
cis,cis-muconic acid were also detected for all analyzed yeast strains (Fig. 6a and 6b).
However, when we compared, the data presented on Fig. 5a and Fig. 6a, and also Fig. 5b and
Fig. 6b, respectively, it seems that the change in inoculum preparation method had noticeable

impact on the both compounds production by examined yeast strains.
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All studied yeast strains were able to utilize phenol at 500 mg It concentration after 48 h of
cultivation. Catechol was detected after 24 h of cultivation for strains A01; and LO1. and after
48 h for strain B02;. Cis,cis-muconic acid was detected after 168 h of cultivation for strain
A01; and B02; and after 48 and 168 h for LO1. (Fig. 6a and 6b). Hence, catechol was
produced at the earlier stages of phenol biodegradation and there was no simultaneous

production of catechol and cis,cis-muconic acid.

In the case of phenol at 750 mg I initial concentration of growth medium, total phenol
degradation was observed after 48 h of cultivation for strain LO1, and after 72 h for A01; and
B02:. The highest catechol values were detected after 48 h for A01; and B02;, whereas for

LO1, was after 24 h of cultivation (Fig. 6a).

Moreover, cis,cis-muconic acid was detected after 168, 48 h and 168 h of cultivation for
strains A011 and LO1,, respectively. However, cis,cis-muconic acid formation was not
detected for B02; even after 168 h of cultivation (Fig. 6b), which may indicate that rapid

transformation of phenol occurs.

In the case of phenol at 1000 mg I initial concentration in culture medium, degradation was
only observed for strains A01l:; and LO1, after 168 h of cultivation. For both strains,
production of cis,cis-muconic acid was observed after 48 h of cultivation, whereas catechol
was detected after 24 and 48 h of cultivation, for A01: and after 24, 48 and 96 h for LO1. (Fig.

6a and 6b).

To sum up, the production of catechol was observed for all tested yeast strains when their
inoculums were prepared with or without starving step, independently of initial phenol
concentration and changed during the their cultures incubation time. In the most of examined
strains and different initial phenol concentrations, catechol was produced at the earlier stages

of degradation and its production was no simultaneous with the production of cis,cis-muconic
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acid. However, during the culture of the studied yeast strains with the starving step, measured
catechol concentrations after 24 h of cultivation for A01:; and B0O2; were lower than those
without the starving step, but it was not observed for strain LO1>. In this case, the starving step
seemed to induce the production of a remarkable higher level of catechol after 24 h of this
yeast strain cultivation. Moreover, in the case of the experiments included the starving step,
for all yeast strains, no production of catechol after the first and fourth day of cultivation was

observed.

In general, the comparison of the concentration of cis,cis-muconic acid in all analyzed
samples revealed that the tested strains may be able to more efficient production this
compound (at higher concentrations) where they are cultivated with the use of inoculums
prepared without the starving step (Fig. 5b). For experiments without the starving step, among
tested yeast strains, the highest value of produced cis,cis-muconic acid level was observed for
strain B02; (ipc 750) and was almost 10 mg I (Fig. 5b). Also, for this culture condition and
for this yeast strain and the initial phenol concentration, we measured the highest specific
activity of catechol 1,2-dioxygenase (Table 2, 2.17 U mg?), enzyme responsible for
production of cis,cis-muconic acid via mechanism of ortho-cleavage ring of catechol.
However, for experiments with the starving step, among tested yeast strains, the highest level
of produced cis,cis-muconic acid were detected for strain L01> (ipc 500) and was almost

1.7mg I,

From the biotechnological point of view, the presence of catechol 1,2-dioxygenase activity
and the presence of cis,cis-muconic acid in cultures of examined yeast strains provide a
starting point for research focused on obtaining a new cis,cis-muconic acid producer through
metabolic engineering of yeast. To date, to the best of our knowledge, the studies regarding
microbial production of cis,cis-muconic acid employ two main strategies of the

“construction” of cis,cis-muconic acid producers: i) genetic modification of microorganisms
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which do not possess the natural ability to the production of cis,cis-muconic acid e.g. yeast
Saccharomyces cerevisiae [44,45] and E. coli [43], ii) metabolic engineering bacterial strains
naturally capable of utilizing phenol, catechol and other small aromatic compounds [41,42].
The second of the presented strategies led to obtaining recombinant strains of microorganisms
capable of very efficient production of cis,cis-muconic acid. Becker et al. [41] reported that
the metabolically engineered strain Corynebacterium glutamicum MA-2 was able to produce
from catechol around 85 g I of cis,cis-muconic acid after the 60 hours of fed-batch
cultivation and from small aromatics obtained after softwood lignin hydrolysis around
1.8 g It of this acid. Kohlstedt et al. [55] also reported the biotechnological production of
cis,cis-muconic acid from catechol using a genetically engineered Pseudomonas putida strain
MA-6 which was able to produce from catechol around 64 g I of cis,cis-muconic acid within
55 hours of cultivation. In the presented studies, the high rate of the production of cis,cis-
muconic acid seemed to be connected with: i) deletion/inactivation of genes encoding an
enzyme of muconate cycloisomerase enables the production of MA via the catechol branch of
the B-ketoadipate pathway from small aromatics and ii) overexpression of gene encoding
catechol 1,2-dioxygenase in bacterial cells. Hence, the presented metabolic engineering
strategies of bacterial strains naturally utilizing phenol, catechol or other small aromatics
compounds seem to be also an attractive starting point for the developing of analogous
strategies of metabolic engineering for one of our psychrotolerant peatland yeast strains

utilizing phenol and catechol, selected for further study.
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4. Conclusions

Although Margesin et al. [26] has identified the cold-adapted yeast strain belonging to
Rhodotorula sp. isolated from Alpine glacier cryoconite which utilizes phenol via the meta-
cleavage pathway, in this study, all tested cold-adapted yeast strains promoted phenol
degradation via the ortho-cleavage pathway. This conclusion is based both on the results of
the relevant enzyme tests for detection of C120 or C230 enzymatic activities (also
preliminary tests), as well as on the results of the GC-MS tests. In this study, GC-MS analysis
was performed to examine possible products of phenol metabolism obtained during yeast
cultivations under different conditions. This approach was applied to the detection of products
produced by ortho-cleavage or meta-cleavage, which led to the formation and detection of
cis,cis-muconic acid or 2-hydroxymuconic semialdehyde, respectively. To the best of our
knowledge, this is the first report of identification of ortho-cleavage pathway in cold-adapted
yeast strains isolated from peatland. Previously, the identification of ortho-cleavage pathway
was reported as the metabolic pathway of phenol utilization among alpine cold-adapted
phenol-degrading yeasts isolated from Alpine glacier cryoconite and petroleum hydrocarbon
contained alpine soils in Austria, respectively [26,37]. On the other hand, by analogy, this is
the first report of the identification of phenol utilizing yeasts via the ortho-cleavage pathway
belonging to the species: Candida subhashii (strain A01:), Candida oregonenis (strain B02;)
and Schizoblastosporion starkeyi-henricii (strain L01»). Interestingly, on the base of the
results of our study and the literature study, it appears that, so far, the ortho-cleavage pathway

seems to be the predominant metabolic pathway of phenol-degrading yeast [15,23-26,37].

It is worth noting that in all analyzed samples, regardless of whether yeast cultures were
prepared with or without the starving step, only 1,2-dioxygenase enzyme activity was

observed. On the other hand, all analyzed yeast strains reach higher OD values in a shorter
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time of cultivation (biomass growth is more effective) in cultures prepared without starving

step (Fig. 3-Fig. 4).

However, summing up the discussion of results presented in Section 3.2, we may also
conclude that the individual character of examined yeast strain and also the conditions of
conducting experiments (e.g. experiment conducted with or without the starving step), may
have a noticeable impact on the results of C120 enzymatic activity assay. The inoculum
preparation method, in the cases of two out of three tested yeast strains, seemed to influence
on the obtained results of measuring the specific enzymatic activity of their C120 enzymes.
For inoculum preparation method without starving step, the measured specific enzymatic
C120 activity values for strain B02; are noticeable higher, and for strain LO1> (ipc 500 and
ipc 750) are lower than those measured for both yeast strains when their inoculums were

prepared with the starving step.

Summarizing the results of the GC-MS analyzes, catechol and cis,cis-muconic acid
production were observed for all studied yeast strains, independently of initial phenol
concentration in culture medium and changed during the cultivation time. The majority of
examined yeast strains and different initial concentration of phenol in the culture medium,
catechol was detected at the earlier stages of degradation, whereas cis,cis-muconic acid was
produced at later stages. For analyzed yeast strains and different initial phenol concentration
in culture medium (Fig. 5a and 6a), during the cultivation time, catechol concentration levels
decreased, with exception A01; (ipc 1000) (inoculum prepared without the starving step, Fig.
5a) and B02; (ipc 500 and ipc 750) (inoculum prepared with the starving step, Fig. 6a),
respectively. Previously publicized reports have shown that ortho-cleavage is induced by
cis,cis-muconate acid, the product of the catechol ring fission [56,57]. In case of cultivations
where inoculum was prepared without the starving step, increasing the initial phenol

concentration caused an increase in cis,cis-muconic acid concentrations (except strain LO1, at
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ipc 1000). Additionally, increasing cis,cis-muconic acid concentration was correlated with
increasing specific activity of the obtained crude enzyme extracts (Table 2) within each
specific strain. However, this correlation is not highly observed in the case of the experiments
which included the starving step. It may be caused by the fact that during culture growth of
analyzed yeast strains cis,cis-muconic acid was transformed to muconolactone, which was the
next metabolite of the ortho-cleavage pathway and was not assayed during our study.
Considering all factors, this suggests that the study of biodegradation pathways of phenol
should focus not only on enzymatic assays or chromatographic techniques but combine both
techniques. This point of view may be useful for a better understanding of the mechanism of
biodegradation and for an unequivocal identification of biodegradation phenol pathways by

microorganisms.

Because cis,cis-muconic acid is produced by microorganisms in only one of the known main
metabolic pathways which they use to utilize such environmental aromatic pollutants like e.g.
catechol, phenol, toluene and benzene as carbon sources [46] the research carried out in this
work allowed us to answer an important question: “If the psychrotolerant phenol-degrading
yeast strains isolated by us from the peatland may be interesting in terms of their further
research on the development of a biotechnological method of obtaining cis,cis-muconic
acid?” In this research, we found that all examined yeast strains utilize phenol via the ortho-
cleavage pathway, where cis,cis-muconic acid is one of the intermediates. The highest value
of cis,cis-muconic acid concentration in all analyzed yeast cultures was detected for Candida
oregonensis strain B02; (initial phenol concentration 750 mg I, inoculum preparation
without the starving step) and was almost 10 mg I"X. Hence, in our opinion, this yeast strain
seems to be the most promising for achieving a metabolically engineered Candida

oregonensis strain capable of efficient production of cis,cis-muconic acid by biotechnological
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biotransformation of phenol, catechol and other small aromatic compounds resulting from

lignin hydrolysis.
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Tables

Table 1 Total enzymatic C120 activity [U] of yeast strain cultures where inoculum was

prepared without the starving step.

Yeast strain Total enzymatic C120 activity
(initial phenol concentration [mg I1]) [U]

A01; (500) 0.007 + 0.0003

A01; (750) 0.014 + 0.0007

A01; (1000) 0.007 + 0.0004

B02; (500) 0.005 + 0.0003

B02; (750) 0.001 £+ 0.0001

L01, (500) 0.006 + 0.0003

L012 (750) 0.001 + 0.0001

L01> (1000) 0.0001 + 0.000

Table 2 Total [U] and specific C120 activity [U mg "] of crude enzymatic extracts obtained

from yeast cultures where inoculum was prepared without the starving step.

Yeast strain

Total enzymatic

Specific enzymatic

(initial phenol concentration [mg I'1]) | C120 activity C120 activity
[U] [U mg]
A01; (500) 0.071 £ 0.0036 0.084 + 0.0042
A01; (750) 0.16 £ 0.0081 0.14 £ 0.0070
A01; (1000) 0.19 + 0.0092 0.25£0.012
B02: (500) 0.16 £ 0.0081 0.41 +0.021
B02; (750) 0.13 +0.0067 2.17+£0.11
L012 (500) 0.023 £ 0.0011 0.044 £ 0.0022
LO12 (750) 0.13 £ 0.0067 0.16+ 0.0082
L0121 (1000) 0.0051 + 0.00062 0.058 £ 0.0029

Table 3 Total enzymatic C120 activity [U] of yeast strains cultures where inoculum was

prepared with the starving step.

Yeast strain Total enzymatic C120 activity
(initial phenol concentration [mg I1]) [U]

A01; (500) 0.001 + 0.0001

A01; (750) 0.010 + 0.0005

A01; (1000) 0.008 + 0.0004

B02; (500) 0.002 £ 0.0001

B02; (750) 0.003 + 0.0002

L012 (500) 0.002 + 0.0001

LO1, (750) 0.004 + 0.0002

L0O1, (1000) 0.051 + 0.0025
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Table 4 Total [U] and specific C120 activity [U mg ] of crude enzymatic extracts obtained

from yeast cultures where inoculum was prepared with the starving step.

Yeast strain

Total enzymatic

Specific enzymatic

(initial phenol concentration [mg I]) | C120 activity C120 activity
[U] [Umg]
A01; (500) 0.071 £ 0.0035 0.17 £ 0.0086
A01; (750) 0.0041 + 0.00022 0.0064 + 0.00032
A01; (1000) 0.27 £ 0.00092 0.57 £ 0.029
B02; (500) 0.0034 + 0.00014 0.0047 + 0.00023
B02; (750) 0.016 + 0.00083 0.023 £ 0.0012
LO1, (500) 0.0093 + 0.00052 0.36 £ 0.018
L012 (750) 0.35 + 0.0052 0.47 £0.023
LO1, (1000) 0.0032 + 0.00014 0.012 + 0.00060
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Fig. 1. Schemes of the ortho- and meta-pathways present in phenol and its derivates-

degrading microorganisms; based on Paisio et al. [47].
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Fig. 2. GC-MS spectra (Electron impact ionization) of derivatized analytes — a) phenol TMS

derivative; b) catechol TMS derivative; c¢) cis,cis-muconic acid TMS derivative.
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Fig. 3. a Growth curves for examined yeast strains in MSM medium without the starving step,
supplemented with phenol at 500 mg I"%. b Growth curves for examined yeast strains in MSM
medium without the starving step, supplemented with phenol at 750 mg I".c Growth curves
for examined yeast strains in MSM medium without the starving step, supplemented with
phenol at 1000 mg 1%
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Fig. 4. a Growth curves for examined yeast strains in MSM medium with the starving step,
supplemented with phenol at 500 mg I"X. b Growth curves for examined yeast strains in MSM
medium with the starving step, supplemented with phenol at 750 mg I"%. ¢ Growth curves for
examined yeast strains in MSM medium with the starving step, supplemented with phenol at
1000 mg I,
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Fig. 5. a Catechol detected in examined yeast strains cultures - experiments conducted
without the starving step (initial phenol concentration [mg I?]). b Cis,cis-muconic acid
detected in examined yeast strains cultures - experiments conducted without the starving step

(initial phenol concentration [mg 171]).
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