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ZAGADNIENIE ZDROZDZOWANIA SCIEKOW FENOLOWYCH
Il. WPLYW NIEKTORYCH STYMULATOROW WZROSTU NA ROZWOJ
WYDZIELONYCH SWOISTYCH SZCZEPOW DROZDZY | ROZKLAD FENOLU

Zagadnienie biologicznego rozktadu zwigzkdéw fenolowych w

S§ciekach przemystowych byto od dawna tematem prac wielu
autorow. Wystarczy wymieni¢ takich, jak MEISSNER W PU-
TILINA [2] y BRINGMANN [X! i inni, ktérzy prébowali stosowad
do tego procesu czyste kultury réznych drobnoustrojow, u-

zyskujac ich przystosowanie, a nawet peitny rozktad fenoli
do stezenia 1600 mg/l, wyjatkowo do 3000 mg/1I.

W ostatnich latach przewaza jednak coraz bardziej w
technologii $ciekéw, zwtaszcza przemystowych, zasada ich
rbwnoczesnego z oczyszczaniem wykorzystania. Prébuje sie
wykorzystywac¢ warto$Sciowe sktadniki Sciekdéw droga biosyn-
tezy biatka, ttuszczu oraz innych sktadnikow odzywczych,
jak witaminy. Tag drogg mozna by tez choc¢by czesSciowo za-

spokoi¢ powazny deficyt petnowartosSciowej paszy dla bydta.

Najsilniej rozwinety sie te badania w Niemieckiej Repu-
blice Dmokratycznej, przy czym wybitne zastugi w tej dzie-
dzinie potozyty dwa os$Srodki: .jeden w Lipsku pod kierownic-
twem prof. E. Leibnitza oraz drugi w Berlinie pod kiero-
wnictwem prof. A. Riechego.

Poza mozliwos$ciag bezposSredniego wykorzystania,ewentual-
nie wzbogaconego w witaminy osadu czynnego ze S$ciekow fe-

nolowych z wytlewni (LEIBNITZ i inni M ), starano sie wy-
korzystywaé¢ r6zne $cieki przemystowe bogate w kwasy ttusz-
czowe itp. zwigzki weglopochodne, przewaznie zawierajace
tez fenole - droga ich zdrozdzowania, czyli biosyntezy ma-
sy mkomoérkowej drozdzy z tych substratéw. Powstat wiec no-
wy problem - oznaczenie zdolnos$ci przystosowania drozdzy
do wysokich stezen fenoli oraz do rozktadu i wykorzystania
tych fenoli. Jednym z pierwszych, ktéry badat te sprawe
byt ZIMMERMAN [5. sStwierdzit on, ze fenol moze ulegaé

przemianie w biomase komoérek drozdzowych w przeciwienstwie
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do innych toksycznych zwigzkéw organicznych, jak na przy-
ktad kwas mrowkowy, ktéry podlega giéwnie utlenianiu w
procesach energetycznycho

Szczeg6towo badali rozktad fenoli przez drozdze LEIB-
NITZ, BEHRENS i SEIFERT [6]« Zbadali oni zdolno$é przyswa-
jania fenoli jako Zrédta wegla przez szereg szczepobw droz-
dzy, zaréwno szlachetnych jak Saccharomyees cerevisiae,
drozdze winiarskie RK, jak tez drozdze nie fermentujace
Torulopsis utilis, Rhodotorula glutinis, Torulopsis datti-
la i drozdze L* Badania-swoje przeprowadzili na pozywce
syntetycznej Raedera z dodatkiem fenoli jako zZr6dta wegla..
Oznaczono optymalne warunki pH i temperatury hodowli,,
Stwierdzono zdolno$§¢ zuzywania fenoli na pozywce mineral-

nej przez wszystkie drozdze nie fermentujace do okoto 500
mg/l, a u drozdzy L nawet do 1500 mg/10 Wspoétczynnik e-
konomiczny wykorzystania substratu dochodzit do 60%e

Autorzy stwierdzili nieprzydatno$¢ do biosyntezy pocho-
dnych alkilowanych fenoli (krezoli), rézng przyswajalnos¢
polifenoli przez drozdze oraz brak dodatniego wptywu sub -
stancji wzrostowych na adaptacje uzytych szczep6w drozdzy.
Stwierdzono, podobnie jak w naszych wczesd$niejszych bada-
niach KLUCzYCKI i wspétpracownicy [7] o wiele lepsza zdol-
noé$¢ adaptacyjng do wysokich stezen fenoli szczepow droz-
dzy swoistych, wyosobnionych ze $ciekéw fenolowych. R6zne
szczepy drozdzy rozktadaty fenol z réznag szybkos$cia, naj-

szybciej drozdze L* _
LEIBNITZ, BEHRENS i ZDARSA [8)] oraz LEIBNITZ, BEHRENS i
SIKORA [9] przebadali tez w miedzyczasie zdolno$é adapta-

cyjna szeregu wyosobnionych ze $rodowisk gtédwnie §cieko-
wych szczepéw drozdzy i pleéni do wysokich stezeh kwasow
ttuszczowych, jak tez mozliwos$ci ich zdrozdzowania« Stwier-
dzili oni dobrg przyswajalno$é¢ kwasow ttuszczowych ze Scie-
kow r6znego pochodzenia przez badane drozdze. Poéiciggte
badania laboratoryjne wykazaty dos$é¢ dobry wspoétczynnik e-
konomiczny tego zdrozdzowania, jednak okres hodowli byt

bardzo dtugiO Stopien oczyszczenia $ciekéw przekraczat 90%

mimo zawartos$ci substratu do 20 g/1I.
Réwnoczes$nie badania nad mozliwos$cig zdrozdzowania ré6z-

nych substratow odpadowych prowadzit RIECHE i wspoitpraco-
wnicy 00] o Przeprowadzali oni zdrozdzowanie kwasow titusz-
czowych oraz fenoli z réwnoczesnym wykorzystaniem tych 0-

statnich (RIECHE, HILGETAG, MARTINI, LORENZ [Ili])» Badania
te dotyczyty gtéwnie zdolnos$ci wykorzystania fenoli przez
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produkcyjny szczep forulopsis utllisa Stwierdzono pozy-
tywnie te mozliwoéé. Z kolei przeprowadzono préby zdroz-
dzowania metodg ciggtg mieszaniny kwaséw octowego i pro-
pionowego (w stosunku 1:1) z rosngcymi dawkami mieszaniny
fenoli, gtéwnie polifenoli. Stwierdzono dobre wykorzysta-
nie obu substratéw, przy czym przy wspélnym wykorzystywa-
niu ich wzrést wyraznie wspoétczynnik ekonomiczny zdrozdzo-
wania.

Szczegb6towo zagadnienie wykorzystanie S$ciekow przemy-
stowych drogag zdrozdzowania przedstawili RIECHE i inni (i
Opisali oni wstepne dosSwiadczenia péttechniczne, charakte-
ryzujagc stosowane tam kultury drozdzy Torulopsis utilis o-

raz wyosobniony z tych $ciekdw szczep Oospora lactis, bar-
dziej zywotny od Torulopsis. Gtébwnag zaleta tej metody jest
oprécz wykorzystania warto$sciowych sktadnikdéw Sciekow,
rowniez mozno$¢ ich oczyszczania w formie skoncentrowanej,
bez potrzeby rozciehnczania. DosSwiadczenia nad zdrozdzowa-

niem wéd po fenosolwanie, zawierajacych do 1000 mgsl fe-
noli gtownie polifenoli z przerébki wegla brunatnego, wy-
kazaty 100% zuzycie kwasow ttuszczowych i okoto 80w zuzy-
cie fenoli, przy ogélnym spadku BZT5 o okoto 80%.

Nowsze badania nad wykorzystaniem $ciek6w zawierajgcych
kwasy tituszczowe wyzej opisanag metoda, lecz przy uzyciu
ownie szczepu Oospora lactis podajag THONKE i LORENZ
?3]- Badania te w skali po6ttechnicznej wykazujg petng re-

alnos$¢é praktyczng metody zdrozdzowania $ciekow przemysito-
wych, dajac okoto 3 kg biomasy z 1 mb 1w sciekéow z kwasami
ttuszczowymi oraz okoto 70% spadek BZTA.

Sam problem metabolizmu fenoli przez komorki drozdzowe
podjeli HARRIS i RICKEITS 04*3 . Zbadali oni metabolizm po-
chodnych fenolowych z rozktadu ligniny na kilku szczepach

drozdzy z rodzaju Debariomyces, stwierdzajgc gérng granice
stezenia fenoli okoto 1000 mg/1.

Jak wida¢ z powyzszego, nie badano dotad asymilacji fe-
noli znajdujacych sie na przyktad w $Sciekach koksochemicz-
nych i' tym podobnych, ktére wystepuja gtéownie w Polsce.
Jako istotng potrzebe dla rozwigzania sprawy wykorzystania
r6znych typéw S$cieké6w fenolowych droga zdrozdzowania uzna-
no dwa zagadnienia: adaptacje kultur produkcyjnych do moz-
liwie wysokich stezen fenoli i zdolno$é wysokiej asymila-
cji fenoli jako jedynego zZr6dta wegla.

Mozliwoéé przystosowania drozdzy do réznych substratéw
badano juz od roku 194-2 *0O53 na przyktad droga pasazowa-
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nia, przedtuzania czasu hodowli i tym podobnie* Stwierdzo-
no wiec, ze istnieja w komorce drozdzowej potencjalne moz-
liwosci wytwarzania enzyméw adaptacyjnych. Z drugiej stro-
ny wiadomo, ze najodpowiedniejsze do" tego celu sa szczepy
swoiste, wyosobnione z opracowywanych $rodowisk [73e

Jako dalszg droge do tego celu uznano dziatanie czynni-
kow stymulujgcych jak substancje wzrostowe. Jak podaja
zrodta ogdlne [16] regulujg one nie pojedyncze reakcje che-
miczne, lecz kompleksowe procesy fizjologiczne zwigzane z
danym S$Srodowiskiem. Nalezg tu substancje typu auksyn i he-
teroauksyn, ktoérych pozytywne dziatanie na rézne procesy
enzymatyczne podaje wielu autoréw [16, 1?, 18], Rozne for-
my czynnikow wzrostowych potrzebne sg czesto dla normalne-
go przebiegu adaptacji, co potwierdza wielu =z cytowanych
tu autorow. Przypuszczalnie substancje te wywieraja wplyw
na jakie$ kluczowe ogniwo w przemianie materii protoplaz-
my, wskutek tego efekty, ktore wywotujg sg roéznorodne. Nie-
ktérzy badacze uwazaja, ze na przyktad heteroauksyny dzia-
taja jako aktywatory wtasciwych katalizatoréow wzrostu plaz-
my to jest auksyn.

Celem niniejszej pracy byto poza adaptacja wydzielonych
ze $ciek6w koksochemicznych kilku szczepéw drozdzy do moz-

liwie wysokich stezehn fenolu - przebadanie wpiywu niekté-
rych substancji wzrostowych na proces dalszej adaptacji o-
raz przyswajanie fenoli jako jedynego zZré6dta wegla.
Czes$é¢ doswiadczalna

Do badan uzyto szczepy drozdzy, wyizolowane z btony biolo-
gicznej laboratoryjnego ztoza zraszanego fenolowymi $cie-
kami koksochemicznymi, o stezeniu 400 do 600 mg/Il fenoli
lotnych [7]. Drozdze te rozsiewano na brzeczce agarowej o
poczatkowym dodatku 100 mg/l fenolu. Przeszczepiano je ko-
lejno na brzeczke ciektg z dodatkiem fenolu, celem elimi-
nacji drozdzy kozuchowych.

Sposrod wyosobnionych wielu szczepow uzyto do pracy
zrazu pie¢ szczepow znaczonych symbolami Al, BO, B1l, C2, C3
oraz czystag kulture drozdzy pastewnych Torulopsis utilis

(krajowg).
W pierwszym etapie starano sie te szczepy zaadaptowad
stopniowo do coraz to wyzszego stezenia fenolu, z réwno-

czesnym przejSciem na mineralng pozywke Raedera z fenolem
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jako jedynym zZréditem wegla. Robiono to przez podnoszenie
stezenia fenolu w pozywce brzeczkowej o 100 mg/l oraz cze-
S§ciowe zastepowanie pozywki naturalnej pozywka mineralna,
az do zupeitnego zastgpienia nia pozywki brzeczkowej.

Sktad pozywki Raedera byt nastepujacy [6, 8]j:
(NH4)2. so4 - 3,00 g, KH2POg - 1,00 g, K2HPOa - 0,16 g,
MgSO~H~ - 0,7 g, NaCl - 0,5 g, zmienna ilo$§é¢ zrédta we-
gla, woda destylowana do 1 1.

Do pozywki tej dla badan adaptacyjnych dodawano jako
zr6dto wegla chemicznie czysty fenol w ilo$ci od 100 mg/lI
do 1800 mg/lI.

Badania prowadzono w kolbach Erlenmayera 0 pojemnosci
300 ml, ktére zawieraty po 100 ml pozywki. Pozywke stery -
lizowano w autoklawie pod ci$nieniem 1,0 atn przez 20 mi-
nut, po czym przed uzyciem kontrolowano w niektdédrych kol-
bach stezenie fenolu metodag p-nitroanilinowag [19]. Pozywka
posiadata odczyn pH okoto 4,5. Korygowano go niekiedy do
tej wielkos$ci kwasem siarkowym..

Adaptacje drozdzy rozpoczeto od stezenia 100 mg/l feno-
lu, zaszczepiajgc pozywke zawiesing drozdzy, uzyskang z
wymycia czystych kultur na skosach brzeczkowych. Hodowle
prowadzono w termostacie w temperaturze 25 do 2? C przez
okres od 3 do 15 dni. Adaptacja drozdzy przebiegata na o-
g6t wolno, lecz nie prowadzono badan poza okres 15-dniowy.
Przeszczepianie drozdzy do wyzszego stezenia fenolu mozna
byto przeprowadzi¢ dopiero z chwilg uzyskania mozliwie du-
zego zmetnienia pozywki, $wiadczgcego o0 wyraznym rozwoju
drozdzy w danym stezeniu fenolu. Towarzyszyt temu zwyczaj-
nie okoto 50% spadek stezenia fenolu w prébie. Tak zaadap-
towane drozdze przeszczepiano do wyzszego stezenia w ilo-
§ci 10 ml zawiesiny na 100 ml Swiezej pozywkiO

W czasie adaptacji kultur prowadzono makroskopowe ob-
serwacje wygladu préb, oznaczano przyrost ilosci komoérek w
1 ml cieczy za pomocag komory Thoma oraz oznaczano anali-
tycznie spadek fenolu metodg paranitroanilinowgag. Kontrolo-
wano réwniez zywotnos$¢ kultury drozdzy przez barwienie roz-
cienczonym roztworem btekitu metylowego. Obserwowany spa-
dek stezenia fenolu korygowano w stosunku do prowadzonych
rownolegle préb kontrolnych bez drozdzy. Adaptacja bada-
nych szczepéw drozdzy do rozktadu wzrastajgcych stezen fe-
nolu prowadzona w tych warunkach przebiegata bardzo powo-
li. Na przejscie pierwszego jej stopnia 100 mg/l fenolu
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drozdze wymagaty 3 do 1Q dni, za$ okoto 15 dni na nastepny
stopien 200 mg/l fenolu* Jedynie szczep C2 odznaczat sie
szybkag adaptacjag (tablica 1),

Drozdze Torulopsls utilis oraz szczep BO dawaty wzrost
biomasy tylko wtedy, gdy w pozywce obok fenolu znajdowata
sie na przyktad sacharoza jako Z2r6dto wegla. W tych warun-
kach rozktadaty one maksymalng dawke fenolu u drozdzy BO -
500 mg/l, za$ u Torulopsis utilis dochodzacg do 1000 mg/l,

Tylko drozdze wyosobnionego szczepu C2 dawaty jednakowo
dobre wyniki wzrostu na pozywce fenolowej z sacharozag i bez
dodatku cukru, jako tez wymagaty okoto 2 do 10 dni na a-
daptacje do kolejnych, rosnagcych stezen fenolu*

Poniewaz powyzsze wyniki adaptacji uznad nalezato za

niewystarczajgce, przeto opierajagc sie na przestankach 1i-
teraturowych, przystgpiono do drugiego etapu badan z za-
stosowaniem niektérych substancji wzrostowych. Opierajac
sie na pracy PALUCHA [18] uzyto 8 r6znych substancji wzro-
stowych uzyskanych z Katedry Techniki Sanitarnej Politech-

niki Slagskiej i opisanych w powyzszej pracy. Bytly to:
1) - kwas 1-naftylooctowy,
2) - sé6l sodowa kwasu l-naftylooctowego,
3) - kwas 2,4—dwuchlorofenoksyoctowy,
4-) - s61 sodowa kwasu 2,4—dwuchlorofenoksyoctowego,
5) - kwas p-nitrofenoksyoctowy,
6) - s6l1 sodowa kwasu p-nitrofenoksyoctowego,
7) - kwas (5-indolooctowy,
8) - kwas OC-naftoksyoctowy.

Nomenklature oraz charakterystyke fizykochemiczng przy-
jeto wedtug BERa 07]. Przytoczona wyzej kolejno$é numera-
cji stosowana jest dalej w tablicach i tekécie zamiast od-
powiednich nazw.

Préby nad zastosowaniem omoéwionych substancji wzrosto-

wych rozpoczeto dla wszystkich szes$ciu badanych szczepbw
drozdzy. Dla kazdego szczepu przeprowadzono rownolegle o-
siem prob, z ktéorych kazda otrzymata dodatek innej sub -
stancji wzrostowej* Stezenie fenolu ustalono o] 100 mg/l

v/yzsze od ostatniego stezenia, do jakiego drozdze zdotaty
sie przystosowaé¢ W probach hodowanych bez stymulatoréw.Ste-
zenie dosSwiadczalne stymulatoréw ustalono zrazu na 1£mg/lI.



Tablica |
Adaptacja ré6znych szczepow drozdzy do wyzszych stezenhn fenolu
bez stymulatoréw, w warunkach statycznych
Symbol szczepéw droZdZy
Stezenie | . U .
wagi
fenolu Al B1 c2 c3 Torulopsis g
utilis
mg/l
Ilo§¢ dni potrzebnych do adaptacji
100 5 5 3 10 5
200. 15 15 5 brak 15
wzrostu
300 brak brak 15
wzrostu wzrostu

alualupebeyz
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Stezenie
fenolu
mg/l
300
400
500
600
700

800

950

Adaptacija

w obec

Al
12 (2)
14 (2)

ré6znych

nos$c.i

1o $§¢

12

12

17

20

2,0 mg /1

szczepouwu

drozdzy

substanciji

wyzszyech

stymulujacych

statycznych

w warunkach
Symbol szczepéw drozdzy
B1 c2
dni

(1)(4)
(1)
CD (2)

(1) (4)

mm

mm

21

nb

nb
(2)(1)
(2)

(2)
(2)(1)

(2)(1)

potrzebnych do adaptacji

12 (2)(4)

14 (2)

stezen

Tablica 11

fenolu

wzrost,

Uw ag.

Liczby w nawiasach

okres$laja symbol
liczbowy stymulato-
ra, z ktérym naj-
wczeséniej uzyskano

okoto 508% rozk#ao-

du fenolu
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Wstepne préoby wykazaty, ze tylko drozdze szczepu C2 rosty
dobrze w obecnos$ci prawie wszystkich stymulatoréw wzrostu;
pozostate szczepy rosty wyraznie stabiej. Stwierdzono, ze
na szczepy te tylko kwas 1-naftylooctowy dziatat dodatnio
przez przyspieszenie wzrostu drozdzy w pozywce fenolowej.

Przy podwyzszonym stezeniu stymulatora do 2 mg/l, naj-
silniej stymulujgco na r6zne szczepy dziatat kwas l-nafty-
looctowy oraz jego s6l sodowa, a takze s6l sodowa kwasu
2,4-dwuchlorofenoksyoctowego. Niektdére wyniki orientacyjne
podaje tablica II.

Przy dawce stymulatora 2 mg/l drozdze szczepu Al wyka-
zywaty rowniez lepszy wzrost z solg sodowag kwasu4-naftylo-

octowego, za$ drozdze Bl byty stymulowane przez wszystkie
zastosowane preparaty. Jednakze wzrost tego szczepu byt
znacznie stabszy od wzrostu szczepu C2, stymulowanego tez
rbwnomiernie. Szczep C3 stymulowaty w tym stezeniu tylko
kwas l-naftylooctowy oraz jego so6l, sé6l sodowa kwasu 2,4 -
dwuchlorofenoksyoctowego i kwas indolooctowy.

Zwiekszenie dawki substancji stymulujagcych do 5 mg/1

nie wptywato jednoznacznie na przyspieszenie wzrostu komo-
rek drozdzowych, a dalsze zwiekszanie dawek wywotltywato cze-

§ciowg autolize komoérek drozdzy. Ustalono zatem, jako op-
tymalng dawke, 2 mg/l dla dalszych badan nad stymulacja
przyswajania fenolu. W tyn etapie pracy nie prowadzono
préob kontrolnych hodowli drozdzy w pozywce bez stymulato-
ra. Proby takie nie stwarzaty mozliwosci poréwnawczych z
prébami stymulowanymi, poniewaz ich czas adaptacji siegat
kilku tygodni.

Najlepszy efekt adaptacji oraz rozktad fenolu w sto-
sunkowo krétkim czasie hodowli wykazaty drozdze szczepu G2.
Juz po okoto 24 godzinach od chwili przeszczepienia tych

drozdzy do pozywki o wyzszym stezeniu fenolu pojawiato sie
charakterystyczne zmetnienie Srodowiska, $wiadczagce o0 roz-
mnazaniu sie drozdzy. W omawianych warunkach udawato sie
przystosowac¢ drozdze szczepu Cc2 do wysokiego stezenia
fenolu 950 mg/l fenolu oraz do znacznego rozktadu fenolu,
dochodzgcego czesto do 100% dla kilku preparatéow (tablica

I11). Komérki drozdzy szczepu C2 bez wzgledu na wzrastajg-
ce stezenia fenolu byty duze, zywotne i prawie wszystkie
paczkowaty. Przebieg adaptacji tego szczepu W omawianych
warunkach obrazujg tablica |1l oraz wykresy na rysunkach

1, 2, 3 i 4 na przyktadzie czterech réznych stymulatoréow.



wyjscio-
wa feao-
lu w po-
zywce
Kg/1

500

50C

600

600

Czas
roz-
k#adu
fenolu
w do-
bach

12

12

18

18

12

18

1

Steze-
nie

ng/1

250

150

%

roz-

fenolu kiadu k#adu

feno- fenolu
1

Czas
roz-

u w do-
bach
50,0 6
96.0 12
33,0 6
37,0 12
58,5 18
24,0 6
60,0 18
20,0 12
kontr.
50,0 18

Rozk#ad fenolu przez szczap drozdzy C2 w pozywce syntetycznej w «tezeniu fenolu od 900 do 800 MG

2

Steze- %

nie roz-
fenolu k#adu
ug/1 fenolt
238 52,5
Sk, 100
348 42,0
267 55,5
Sk, ok.100
465 41,7
320 60,0
240 20,0
150 50,0

w obecno$ci 0,02 ng/1 substancji wzrostowych w warunkach statyozfiech
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roz-
kkadu
feno-
u w
dobach

12

18

18

12

contr.

18

333

500

480

150

roz-

k¥adu

fano-
lu

33,5

nolu w
dobach

12

12

16

18

12

contr.

18

Substancja wzji?o«t<*e nr V

.

500

500

770

736

240

150

% Czas

roz-  roz-

ktadu ktadu

fenolu fenolu
w do-
ba«h
38,5 6
0k.100 12
16,5 6
16,5 12
39,5 18
4,0 6
8,0 18
20,0 12
kontr.
50,0 18

5

Steze-

nia

fenolu
ag/1

150

*

roz-

lu

50,0

"Czas
ros-
k#adu ktadu
feno- feno-

uw

dobach

12

18

18

12

kontr.

18

378

200

%
rsz-
k¥adu

Czas
roz-
ktadu

fonolu =feno-

32,5

37,5

u w
dobach

12

nb

12

contr,

7

Steze-
nia

fenolu
ug/1

377

nb

700

150

% Czae
roz- rot-
ktadu kdadn
feno- feno-

lu luw

dobach

24.5 6
64,5 12
12,0 6
16,5 12
55,5 18
nb 6
13,0 18
20,0 12

lontr.
50,0 18

8

Steza-
nia

fenol«
ug/1

570

240

150

%
roz-
k#adu
fenol*

‘1940Azonp M
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Drozdze szczepu B1 udato sie przystosowac¢ do rozktadu
fenolu tylko do stezenia 600 mg/l w obecnos$ci 2 mg/l kwasu
naitylooctowego, jego soli sodowej oraz soli sodowej kwasu
2,4—dwuchlorofenoksyoctowego. Inne substancje stymulujace
dziataty stabo na rozwdéj komoérek tego szczepu. W badanym
okresie hodowlanym nie udato sie uzyskac¢ rozktadu fenolu
wyzszego od 60%,

Rys. 1. Wptyw 2,0 mg/l kwasu OC-naftylooctowego (preparat
1) na adaptacje drozdzy szczepu C2 do rozktadu fenolu w
stezeniu od 500-800 mg/lI
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Drozdze szczepu Al i C3 mozna byto zaadaptowaé¢ tyl-
ko do rozktadu fenolu w stezeniu 400 mg/l w obecnoséci soli
sodowej kwasu naftytopotowego. Pozostate stymulatory dzia-
taty znacznie stabiej. Tak samo w tych warunkach drozdze
szczepbéw Al i C3 powodowaty najwyzej 60$% spadek steze-
nia fenolu.

CZAS, dni

Rys. 2. Wpd4yw 2,0 mg/l soli sodowej kwasu naftylooctowego
(preparat 2) na adaptacje szczepu C2 do rozkt#adu fenolu
w stezeniu od 500-800 mg/l
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Uwzgledniajgc obserwacje mikroskopowe oraz pomiary 1i-
czebnos$ci komoérek wprzeprowadzonych prébach stwierdzono,

ze najsilniejszy wplyw stymulujgcy na wzrost iloséci komo-
rek uzytych szczep6w drozdzy ma kwas {6-indolooctowy. Ko-
morki w tych probach byty jednak znacznie mniejsze, zas$
rozktad fenolu w obecnos$ci tej substancji wzrostowej, wpo-
rbwnaniu z innymi stymulatorami, byt stabszy. Stwierdzono,
ze wzrost drozdzy intensyfikowata podobnie tez sol sodowa
kwasu naftylooctowego z réwnoczesnym jednak wptywem na roz-
ktad fenolu. Komérki drozdzy w obecnos$ci tej substancji

stymulujgcej byty duze, za$ zespoty komorek przestrzennie
rozgatezione.

Rys. 3. Wptyw 2,0 mg/l soli sodowej kwasu 2,4-dwuchloro-
fenoksyoctowego (preparat 4) na adaptacje szczepu Cc2 do
rozktadu fenolu w stezeniu od 500-800 mg/lI



78 K. Kluczycki, E, Kubaczka

Poréwnujgc ze sobag wtasnos$ci badanych szczepow stwier-
dzono, ze tylko drozdze szczepu Cc2 miaty duze rozmiary
komérek i w zwigzku z tym, tez dobrze sedymentowaty, u-
wzgledniajge duzg zdolnos$¢ rozktadu fenolu przez drozdze
szczepu C2, wytypowano je do dalszych badan.

Rys. 4-, Wpityw 2,0 mg/l kwasu (5-indolooctowego (preparat
7) na adaptacje drozdzy szczepu Cc2 do rozktadu fenolu w
stezeniu od 500-800 mg/lI

W trzeciej czes$ci badan, po przystosowaniu drozdzy szcze-
pu Cc2 do stezenia 1000 mg/l fenolu w pozywce, rozpoczeto
préby ze statym przewietrzaniem pozywki stabo sprezonym
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poTiietrzem. Celowo$¢ przewietrzania hodowli drozdzy jest
ogbélnie znana i oczywista, a jak wynika z tablicy (Y

przekonywajaca. Zmieniono réwniez w tych badaniach sposéb
zaszczepiania pozywki. Odwirowano potowe objetosci proby
zaadaptowanej w poprzednim stezeniu. Préby wirowano przez
okres 10 minut, stosujac 3000 obrotéw na minute. Po prze-
myciu odwirowanej masy drozdzowej jatowym roztworem soli
fizjologicznej, przenoszono cato$é¢ do Swiezej pozywki z

wyzszym stezeniem fenolu, W ten sposéb czas zuzywany przez
drozdze na roztozenie danej dawki fenolu skrécono o okres
namnazania sie hodowli,

W tej czes$ci badan adaptowano drozdze szczepu Cc2 do
rozktadu fenolu wstezeniach od 1000 do 1800 mg/l oraz u-
zyto dawke'stymulatoréw w ilosci 2 mg/l, Przystosowanie to
przebiegato sprawnie i bez wiekszych trudnosci. Poszcze-

g6lne stopnie, zwigzane ze zwiekszeniem stezenia fenolu o
200 mg/l wymagaty okresu 3 do 4 dni. Przebieg tego etapu
obrazuje tablica V, Réwnolegle przeprowadzono prébe kon-

trolng hodowli drozdzy szczepu C2 bez stymulatoréw. Prébe
te zaszczepiano drozdzami przystosowanymi do wysokich ste-
zen fenolu w obecnos$ci czynnych substancji wzrostowych,

poniewaz tylko w tym wypadku hodowla jej przebiegata pra-
widtowo,

Pomiary przyrostu biomasy drozdzy szczepu C2 uzyskanej
z rozktadu fenolu przeprowadzono przy wyjsciowym stezeniu

1000 mg/l fenolu wpozywce Raedera, Hodowle drozdzy dla
tych pomiaréw rozvajano od matego inoculum, podobnie jak
na poczatku badan. Po 4- dniach hodowli- drozdze po odwiro-
waniu i przemyciu przenoszono na odwazone sgczki iloSciowe
i po wysuszeniu do statej wagi w 105 C, wazono 09]. Wyni-
ki doswiadczen zestawiono w tablicy VI, Wspobéitczynnik eko-
nomiczny wykorzystania substratu obliczono wedtug LEIB -
NIT Za [8],

W dalszym ciggu przeprowadzono réwniez orientacyjne ba-
danie przyswajalnos$ci innych pochodnych fenolu jako jedy-
nego zrédta wegla przez szczep drozdzy C2. Do badan uzyto
chemicznie czyste preparaty: para i ortokrezol, hydrochi-
non, rezorcyna, pirokatechina i floroglucyna. Wyniki tych
doswiadczen w przedziale stezen od 200 mg/l do 1800 mg/l
obrazuje tablica VII, W tej czeé$ci badan nie sprawdzano
analitycznie stopnia rozktadu fenoli i kierowano sie wy-
tgcznie obserwacjami makro- i mikroskopowymi rozwoju popu-

lacji drozdzowej. Jako zaszczepienie stosowano jak na po-
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Tablica IV

Hozktad fenolu przez drozdze szczep C2 i Bl
w obecnosci 2,0 mg/l réznych stymulatoréw, w hodowlach nieprzewietrzanych

i przewietrzanych

- - Przewie-
Syr CE;E— byT_ Nieprzewi etrzane trzane
ez kowe 29 6 ini 14 dni 21 dni 6 dni
ste- - . : . .
pu senie Mula steze- . steze- * steze- steze-
droz- tora nie nie nie nie *
dzy f?ﬂo' fenolu ;gﬁg{h fenolu ;gﬁgtb fenolu Egﬁﬁth fenolu ;gﬁgih
mg/1 mg/1 mg/1 mg/1
950 1 760 20 600 37 500 48 190 80
950 2 760 20 655 31 600 37 Sl. 100
950 3 770 18 650 32 500 48 380 60
950 4 770 18 635 33 615 35 0 100
c2 950 5 930 3 715 25 570 40 427 55
950 6 735 23 665 30 600 37 190 80
950 8 770 18 570 40 500 48 380 60
950 X nb nb nb nb nb nbx> 513 46
950 XX 950 - 950 - 950 - 930 2
700 2 700 0 br k rozwo juy 690 1
Bl 700 4 700 0 500 29 - - 660 6
700 XX 700 0 - - - - 685 1

X - Préby kontrolne bez stymulatora zaszczepione drozdzami.
XX - Préby kontrolne bez stymulatoréw i bez dodatku drozdzy,

z) — Proéby nieprzewietrzane i bez stymulatora nie rozwijaty sie.



w stezeniu

Sym-
bol

st ymu-
latoréw

Tablica VI
Wydajnos$¢ biomasy drozdzy szczepu Cc2
w czasie hodowli na pozywce Raedera zawierajgcej fenol
1000 mg/l z dodatkiem réznych stymulatoréw w ilos$ci 2,0 mg/l
Ilo$¢ roztozonego fenolu Wytwo- Wspot-
w hodowli po: rzona czynnik
Nazwa - .
stymulat oréw 72 ROdz. 96 godz* bio ekonomicz-
masa ny wykorzy-
tng/1 % mg/l % mg/l stania
fenolu
Kwas naftylooctowy 800 80 1000 100 385 38
S61 sodowa kwasu
naftylooct owego 600 60 1000 100 44-7 45
Kwas 2,4-dwuchloro-
fenoksyoctowy 330 33 1000 100 150 15
S61 sodowa kwasu
2,4—dwuchlorofeno-
ksyoctowego 1000 100 650 65
Kwas p-nitrofeno-
ksyoctowy 500 50 1000 100 236 24
S61 sodowa kwasu
p-nitrofenoksyocto-
wego 600 60 1000 100 368 37

alualupebeyz
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Tablica VII

Przystosowanie drozdzy szczepu 02 do wyzszych stezen
kilku pochodnych fenolowych w hodowlach napowietrzanych,
czesciowo z dodatkiem 0,02 irg/l substancji wzrostowych

Ste-

zenie

fenoli
mg/1

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

o-kre-
zol

11o0s¢

brak
wzrostu

6(1,2,4)

brak
rozrostu
ze sty-
mulato-
rem

p-kre- Hydro- Piro- Rezor- Flo-
chinon kate-

zol

ohina

cyna

ro—
glu-

cyna Uwagi

dni potrzebnych do wyraznego
rozwoju kultury

4(1.,2,4)

brak
ewzrostu
ze sty-
mulato-
rem

2(2}

2(2)

4
brak
WZro-
stu
ze
stymu-
lato-
rem

brak
wzro-
stu

ze
stymu-
lato-
rem

2 liczby w

nawiasach
oznaczaja
symbol
2 stymula-
tora
o
2(4)
3%
brak
wZro-
stu
ze
stymu-
lato-
rem



Stezanie
wyjséciowe
fenolu
w pozywce
mg/1

1000
1200
1400
1600

1800

X~Proby ta kazdorazowo zaszczepiano drozdzami

Stftenie
wyjéciowe
fenolu

w poiywce

Vi1

1050
1050
1050
1050
1050

1050

Czas
roz-
ktadu
fenolu
w do-

bach

Czas
roz-
ktadu
fenolu
w do-
bach

Steze-

fenolu
mg/1

Steze-
nie

fenolu
ug/1

420
344

211

roz-
ktadu
fenolu

*
roz-
ktadu
fenolu

Rozdziat fenolu przez szczep drozdzy C2 w pozywce syntetycznej Raedera w stezenia od 1000 do 1800 mg/Il

w obecnosci 2,0 mg/l

2
Czas Steze- % Czas
roz- nie roz- roz-
ktadu fenolu k.adu ktadu
fenolu  ag/I fenolu fenolu
w do- w do-
bach bach
3 550 45,0 5
4 600 50,0 4
3 667 52,5 11
9 650 60,0 nb
13 1050 41,0 13

uprzednio stymulowanymi

Substancje wzrostowe nr nr

3 4
Steze- % Czas Steze- 2
nie roz- roz- nie  roz-
fen ktadu  ktadu  fenolu kkadu
mg/1 fenolu fenolu ag/l fenolu
w do-
bach
545 46,0 3 " 350 65,0
685 43,0 4 715 60,0
500 64,4 3 715 49,0
nb nb 9 715 55,0
1180 34 13 1200 33,0

za pomoca substancji nr 2.

Czas
roz-
ktadu

fenolu

w do-
bach

13

substancji wzrostowych w warunkach aerucji

5
Steze- *
nie roz-
fenolu k#adu
mg/1 fenolu
555 45,0
665 44,5
565 60,0
835 48,0
1200 33,0

Proby rozktadu fenolu przez szczep drozdzy C2 w rozcienczonych $ciekach koksowniczych
w 6becnosci 2,0 mg/l substancji wzrostowych w warunkach aeracji

2
Czas Steze- * Czas
roz- nie roz- roz-
k#adu fenolu ktadu ktadu
fenolu mg/1 fenolu fenolu
w do- w do-
bach bach
1 770 26,5 1
2 750 28,5 2
3 570 46,0 3
4 533 49,0 4
5 400 62,0 5
6 186 82,5 6

Substancje wzr astowe nr nr

3 4
Steze- Czas Steze-
nie roz- roz- nie
fenolu ktadu k¥adu fenolu
ug/1 fenolu fenolu mg/1

w do-

bach
666 36,5 1 727
645 38,5 2 727
520 50,5 3 570
400 62,0 4 470
180 83,0 5 244
180 83,0 6 186

%
roz-
ktadu
fenolu

5

Czas Steze-
roz- nie
ktadu fenolu
fenolu mg/I
w do-
bach

1 950

2 800

3 666

4 570

5 400

6 200

6 bez stymulacji *
Czas Steze- * Czas Steze- <
roz- nie roz- napowie- nie rozkta-
k¥adu fenolu k#adu trzania fenolu du fe-
fenolu mg/1 fenolu w dobach ug/1 nolu
_w do-
bach
5 250 75,0 5 700 30,0
3 577 53,5 4 577 52,0
2, 745 48,0 3 545 61,0
9 835 48,0 5 945 41,0
13 1370 24,0 13 1560 13,5
Tablica VIl
6 bez drozdzy
* Czas Steze- * Czas Stfze-~ %
roz- roz- nie roz- napo- nie roz-
ktadu  ktadu fenolu k#adu wie- fenolu ktadu
fenolu fenolu mg/1 fenolu trza- wmg/1 fenolu
w do- nia w
bach dobach
9,5 1 666 36,5 1 1000 5,0
24,0 2 615 41,5 2 950 9,5
36.5 3 550 47,5 3 900 14,0
46,0 4 4?20 55,0 4 880 16,0
62,0 5 400 62,0 5 850 19,0
81,0 6 180 83,0 6 785 25,0
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czatku 1/10 cze$SC zawiesiny poprzedniej hodowli drozdzy»
Proby napowietrzano od poczagtku adaptacji do wyzszych ste-
zen fenolio Substancje stymulujace wprowadzono dopiero w
wypadku wyraznego spadku aktywnos$ci wzrostowej drozdzy w
danym $rodowisku., Jako substancje wzrostowe uzyto tutaj
dawki 2 mg/l kwasu l-naftylooctowego oraz jego soli sodo-
wej, jako tez soli sodowej kwasu 2,4-dwuchlorofenoksyocto-
wegoo

W celu sprawdzenia praktycznej przydatnosci szczepu C2
do przyswajania fenoli ze $cieké6w fenolowych zbadano takze
zachowanie sie tych drozdzy w Srodowisku fenolowych Scie -
kow koksochemicznych» Hodowle prowadzono w warunkach aera-
cjiQz dodatkiem. 2,0 nig/l1 stymulatoréw, w temperaturze 25¢°-

-2?2 C i przy pH = 4,5 na pozywce Raedera, w ktoérej Zro6dto
wegla zastgpiono odpowiednig dawkag badanych $ciekow az do
stezenia 1050 mg/l fenoli0 Pozgdane pH nastawiono przy

uzyciu kwasu siarkowego» Swiezg pozywke w iloéci 100ml za-
szczepiano 10 ml zawiesiny drozdzy z nizszego stopnia ste-
zenia fenoli« Juz po okoto 24 godzinach obserwowano wyraz-
ne zmetnienie pozywki, $wiadczgce o rozwoju drozdzy« Po 5
do 6 dniach hodowli, zaleznie'od uzytego stymulatora,stwier-
dzono rozktad fenoli dochodzgagcy od 80,0 do 83,07 (tablica
VIll)o Zawiesina drozdzy po przerwaniu napowietrzania do-
brze osiadata, ptyn byt klarowny, a charakterystyczne z06t4-
tobrunatne zabarwienie $cieké6w koksowniczych wyraznie zma-
lato«

W dalszych badaniach stwierdzono tez wybitny wpiyw tem-
peratury na proces zdrozdzowaniaj spadek temperatury nawet

do 20°C hamowat wyraznie rozwdéj drozdzy i rozktad fenoli.
Dobre dziatanie stymulujgce wykazaty preparaty? kwas
l-naftylooctowy, kwas 2,4-dwuchlorofenoksyoctowy, sol SO -

dowa tego kwasu oraz sél sodowa kwasu p-nitrofenoksyoctowe-

go.

Omoéwienie wynik ©ow

Wyosobnione ze $rodowiska naturalnego swoiste szczepy droz-
dzy fenolowych zostaty zaadaptowane do mozliwie najwyz-
szych stezen fenolu na pozywce mineralnej Raedera.
Pierwszy etap badahn obejmowat sprawdzenie mozliwos$ci i
warunkéw adaptacji wyselekcjonowanych szczepodow drozdzy do
wysokich stezen fenoli oraz jego rozktadu w warunkach scta-
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tycznych, bez przewietrzania i mieszania. Stwierdzono, ze
adaptacja ta przebiegata bardzo wolno, dla wyzszych stezen
fenoli ponad 15 do 20 dni. Jedynie szczep Cc2 wykazywat
lepsze zdolnos$ci adaptacyjne oraz zdolny byt do przyswaja-
nia fenoli, jako jedynego zZrédta wegla, \7 stabszym stopniu
te ceche wykazywaty tez niektdre inne szczepy swoiste droz-
dzy fenolowych, natomiast uzyty do badan produkcyjny
szczep Torulopsis utilis wymagat obecnoédci dodatkowego
zro6dta wegla, na przyktad w postaci sacharozy.

Uzyte do dalszych badan stymulujgcych preparaty sub -

stancji wzrostowych badano w stezeniu optymalnym 2,0 mg/l.
oraz w tych samych warunkach statycznych jak poprzednio.
Chodzito o wyeliminowanie mozliwie wszystkich parametrow
ubocznych. W badaniach wstepnych stwierdzono staby wptyw
stymulujacy na drozdze szczepu Al i C3 soli sodowej
kwasu 1-naftylooctowego i czeé$ciowo soli sodowej kwasu 2,4-
dwuchlorofenoksyoctowego - do 400 mg/l fenolu. Nieco sil-
niejsze byto dziatanie kwasu 1-naftylooctowego i jego so-
li sodowej oraz soli sodowej 2,4-dwuchlorofenoksyoctowego na
szczep Bl - do 600 mg/l fenolu. Najsilniej dziataty kwas
l-naftylooctowy i jego sél sodowa na szczep C2 - do 950
mg/l fenolu (tablica I1l1), Z tego tez wzgledu do préb szcze-
goétowych z wszystkimi stymulatorami uzyto szczepu drozdzy
C2, stosujagc te same warunki co poprzednio (tablica I11).
W badaniach tych uzyto stezen fenolu do 800 mg/t oraz 0-
znaczano procent rozktadu fenolu dla poszczegélnych stymu-
latoréw (tablica IIl, rysunki 1, 2, 5» 4). Stwierdzono wy-
razny wptyw wszystkich stymulatoréw w stosunku do préby
kontrolnej, ktéora dawata tylko 50% spadek stezenia do 300
mg/l fenolu. Najlepsze dziatanie wykazywaty sél sodowa kwa-
su l-naftylooctowego, kwas l-naftylooctowy i s6l sodowa
kwasu 2,4-dwuchlorofenoksyoctowegOo Inne stymulatory dzia-
taty rozmaicie w ré6znych stezeniach fenolu. Ogétem stwier-
dzono silniejsze dziatanie stymulujace dla nizszych stezen
fenolu, na przyktad dla soli sodowej kwasu 2,4-dwuchloro-
fenoksyoctowego. Kwas 1-naftylooctowy i jego sol sodowa
dziataty jednak'siymulujaco do$¢ réwnomiernie przy wszyst-
kich stezeniach.

Po stwierdzeniu wyraznego wptywu stymulatoréw bez prze-
wietrzania, rozpoczeto proéby nad dziataniem stymulatoréow z
rbwnoczesnym przewietrzaniem prob. Jak wykazuje tabela 1V
wpityw przewietrzania byt bardzo wyrazny i skracat kilka-
krotnie czas adaptacji. Juz przy dos$¢ stabym przewietrza-
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niu uzyskano po okoto 6 dniach badan 100% rozktad fenolu w

obecnos$ci soli sodowej kwasu l-naftylooctowego i soli so-
dowej kwasu 2,4-dwuchlorofenoksyoctowego, a 80% dla kwasu
l-naftylooctowego i soli sodowej kwasu p-nitrofenoksyocto-
wego. Natomiast bez przewietrzania jeszcze po 21 dniach

rozktad fenolu nie przekraczat 35 do 48%. Odnosito sie to
wyraznie do szczepu C2. Szczep B1 w tych samych warun-
kach nie wykazywat widocznych tendencji adaptacyjnycho

Systematyczne badania z wiekszos$cig stymulatoréw w wa-
runkach aeracji i przy uzyciu wiekszych stezen fenolu prze-
prowadzono wiec tylko na szczepie C20 Dziatanie stymula-
toré6w, cho¢ wyraznie widoczne, byto bardzo nieréwnomierne,
a takze nieproporcjonalne do nizszych stezen fenolu0O Jedy-
nie kwas 1-naftylooctowy dawat okoto 100% rozktad przy ste-
zeniu 1600 mg/l fenolu po okoto 9 dniacho Inne natomiast
nieznacznie przewyzszaty rozktad fenolu uzyskany przez
drozdze bez dodatku stymulatoras

Powyzsze wyniki $§wiadczg o tym, ze reakcja drozdzy na
dziatanie stymulatoréw jest w duzym stopniu uzalezniona od
mato uchwytnych zmian czynnikéw zewnetrznych,, Niejedno-
znacznoé$¢ dziatania stymulatoréw zaznaczata sie i w innych
wypadkach. Typowym przyktadem byta hodowla szczepu Bl gdzie
w kazdym kolejnym stezeniu inny 2z dziatajgcych stymulato-
row osiggat maksymalng wydajnos¢.

Stwierdzono, ze kazdorazowo dodatek substancji wzrosto-
wej do pozywki nie jest koniecznyO Badane drozdze zaadap-
towane do danych warunkéw mogty rozwija¢ sie nadal, wyko-
rzystujgc fenol w wysokich stezeniach,, W omawianych warun-
kach zaobserwowano, ze nie stymulowana hodowla nastepujagca
po stymulowanej, moze da¢ szybszy rozktad fenolu od hodo-

wli bez przerwy stymulowanej. Wielokrotne przeszczepianie
nie stymulowanej Kkultury doprowadzato jednakze do wstrzy-
mania rozwoju hodowli. Prawdopodobnie tiumaczy sie to wy-

czerpywaniem sie zdolno$ci adaptacyjnych przez ciggle roz-
mnazajgcg sie populacje. Rozwdj drozdzy przeszczepionych po
raz trzeci bez stymulatora w stezeniu 1000 mg/l fenolu byt
hamowany. Stezenie 1800 mg/l fenolu byto granicznym steze-
niem osigganym w omawianych warunkach pracy przez szczep
c20

Sprawdzajgc wpityw stymulatoréw na adaptacje drozdzy
szczepu C2 do wyzszych stezen innych fenoli stwierdzono
tylko w wypadku hydrochinonu i floroglucyny dodatni wpltyw
stymulatoréw na rozwdéj populacji drozdzy. Graniczne steze-
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nia orto- i parakrezolu oraz pirokatechiny bez stymulacji,
a takze przy uzyciu substancji wzrostowych nie przekroczy-
to 600 d® 800.mg/l. Przy zastosowaniu natomiast rezorcyny
jako jedynego z7zr6dta wegla w pozywce, drozdze szczepu Cc2
rozwijaty sie dobrze do stezenia 1800 mg/l substratu i nie
wymagaty uzycia stymulatoréw wzrostu (tablica VII).

Wptyw stymulatoréw na proces syntezy masy drozdzowej
(biomasy) tylko cze$ciowo pokrywat sie z ich wptywem na
rozktad fenolu. S61 sodowa kwasu 2,4-dwuchlorofenoksyocto-
wego dawata zaréwno wysoki rozktad fenolu, jak tez i wyso-
ki przyrost masy komoérkowej - wspoitczynnik ekonomiczny 65%*
Gorszy nieco rezultat dawata sél sodowa kwasu naftyloocto-
wego i sam kwas, za$ inne stymulatory powodowaty catkowity
rozktad fenolu po 96 godzinach, lecz przyrost masy komoér-
kowej byt nizszy - wspétczynnik ekonomiczny od 15 do 37%
(tablica VI). Wyniki te wskazujg na dobre prognozy prak-
tycznego rozwigzania problemu.

Réwniez dalsze badania nad wptywem wiekszoséci badanych
stymulatoréw na rozktad fenoli zawartych w $ciekach kokso-
chemicznych wykazaty dobre wyniki. Przy stezeniu fenoli
lotnych do 1050 mg/l w pozywce uzyskano po 5 do 6 dniach
hodowli ponad 80% ich rozktad przy dobrych warunkach tech-
nicznych produktu (tablica VIIIl).

Jes$li wzig¢ pod uwage konieczno$¢ zastosowania prak-
tyce metody ciggtej, udoskonalonej na przyktad przez Rie-
chego 02] a ktéra zamierzamy jeszcze przepracowac¢,to spo-
dziewane wyniki praktyczne mogag by¢ o wiele lepsze, w szcze-
gélnosci krétszy czas hodowli.

S TRESZCZENIE

Wyosobniono szereg szczep6w tak zwanych drozdzy fenolowych
ze Sciekdéw koksochemicznych oraz zaadaptowano je do roz-
ktadu rosngcych stezen fenolu na pozywce Raedera.
Wyosobniony szczep C2 odznaczat sie tatwosciag adapta-
cji oraz rozwojem na pozywce fenolowej jako wytgcznym 2r6-
dle wegla. Badany szczep produkcyjny Torulopsis utilis zu-
zywat wieksze stezenia fenolu tylko w obecnos$ci sacharozy.
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o dalszej adaptacii Uzyto 8 substancji wzrostowych ty-
pu auksyn, stosowanych w optymalnej dawce 2,0 mg/l. Op-
tymalne P H wynosito okoto 4,5, temperatura hodowli 25 do
27 C. ooswiadczenia adaptacyjne prowadzono zrazu statycz-

nie bez mieszania i napowietrzania, a nastepnie z napowie-
trzaniem S$rodowiska.

\7 badaniach bez przewietrzania stwierdzono optymalne
dziatanie stymulujgce soli sodowej kwasu naftylooctowego i
samego kwasu l-naftylooctowego. Najlepsze wtasnoséci rozwo-
jowe i asymilacyjne wykazywat nadal szczep c2, na ktory
stymulujgco dziatata wiekszo$¢é uzytych substancji wzrosto-
wych.

Napowietrzanie prob bardzo wyraZznie przyspieszato sty -
mulacje rozktadu fenolu, przy czym najsilnie]j stymulowata
s6l sodowa kwasu naftylooctowego i s6l sodowa kwasu 2,4 -
dwuchlorofenoksyoctowego oraz kwas 1-naftylooctowy i sO |

sodowa kwasu p-nitrofenoksyoctowego. Wzrastajace stezenia
fenolu do 1800 mg/l powodowaty juz nieréwnomierno$é stymu-
lacji poszczegb6lnych preparatow.

Tworzenie biomasy u szczepu drozdzy C2 nie byto wspot-

mierne z procentowym rozktadem fenolu i najlepsze wyniki w
tym kierunku wuzyskano przy zastosowaniu soli sodowej kwasu
2,4-dwuchlorofenoksyoctowego oraz nieco gorsze z sola SO -
dowag kwasu naftylooctowego i kwasem l-naftylooctowym.
Wspotczynnik ekonomiczny dochodzit do 65%.

Orientacyjne badania stymulujgcego dziatania badanych
preparatéw na rozktad pochodnych fenolu wykazaty bardzo
stabe ich dziatanie na orto- i para-krezol oraz na piroka-
techine, lepsze nieco na floroglucyne i hydrochinon, zas$

rezorcyna rozktadana byta przez szczep Cc2 bez stymulacji
do stezenia 1800 mg/l.
Badania poréwnawcze dziatania stymulatoréw na rozktad

koksochemicznych écieké6w fenolowych jako jedynego Zrédta
wegla w pozywce Raedera przy stezeniu fenoli lotnych . 1050
mg/l przez drozdze szczepu C2, wykazaty 80 do 83% rozktad
fenoli juz po 5 do 6 dniach.

Przewiduje sie dalsze badania nad skréceniem <czasu ho-
dowli drozdzy fenolowych przy uzyciu metod ciggtych.

Politechnika Slaska
Katedra sio1o0gii Sanitarnej
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APOHSEOEPA30BAHME M3 $EHOJLHHX CTOHHHX BOQJI

1'1. BJMSBHME HEKOTOFHX CTMMyjRTOPOB POCTA
HA PA3BHTME fIPOMEfl, nOAYHEHITIX M3 OEHOJEffIX CTOHHHX BOJI
M MX METAEyJM3M SBHOJIA

Pe 3i0oMe

BunelieHO pro nraMMOB TaK Ha3HBaeMHX  $eHOjn>HHX HporaeE H3 ctohhkx- boh' kokc-
XHMHaecKoro npoH3BoncTBa, a TaKxe asanTtipoBano hx k nerpanaiiHH pacTyntHXx koh-
ueHTpami&d $eHOJia Ha mrraTejibHoa cpene Penepa.

noliyaeHHHE mraMM C2 oTMenajica chodohhoé ananTaimeH h pa3BHTHeM Ha $eHOJH>-
hoé HHTaTeliBHoa cpene, Kan enHHHM hctohhhkom yrjiepona. MccjresyeMHU npoH3Bon-
CTBeHHHA mraMM  Torulopsis utilis ynoTpeOlJigli coJMiyB KOHneHipanHB (Jenojia tcjib-
ko B npHcyrcTBHH caxapo3a<>

Jjih naJEbHeftmea ananTaujiH ynoTpeélJieHo 8 cyscTaHUHH pocTa THna ayKCHH, npH-
MeHHeMHX B onTHMajiBHoii sose 2,0 mt/ji. OnTHMajitHoe pff o6hjio pasa 4,5, TeMne-
paTjpa BHpanotsaHHH 25 ao 27°C. AaairrauHOHHHe ohhth npoH3BOHHJIHCi> CHanajia cTa-
THaecKH Oe3 nepeMeniHBaHHH ii aapaura, 3aTeM c aapapneHo

B HCClieaoBaHHHx Oe3 aapauHH odHapyxeHo onTroEAbuoe CTHMyjmpyMmee HedcTBHe
HaTpneBod cojbi HaaiTHJiyKcycHofi khcjioth h ¢aMOE 1-HagTHJiyKcycHOH khcjioth. Oiith—
MajlBHHe CBOHCTBa pa3BHTHH H aCCHMHJIHUHH 1lipOHBJEM H B BaluHeHllieM IlITaMM G2, Ha

AspauHH 06pa3UOB o0aeHB apKO ycKopaeT cTHMyjwmm flerpanamm feHOJia, npnaeM,
Hand6oliee chjibho CTHMyliHpHBT HaTpneBaH coje. Ha$THJVKcycHod khcjioth h HaTpneBaH
coJEb 2,4 AHXJiopoeHOKCHyKcyciioH khcjioth, a TaK»e I-HaarrHJiyKcycHaa: KHCJlioTa h
HaTpneBaH cojh> p-HHTpocheHOKCHyKcycHoE khcjioth, rioBHinaiomaHCH KOHpeHTpauHH $e~
HOJia ho 1800 mt/ji BK3KBajia yxe HepaBHOMepHocTB CTHMylJiHmni OTuejrbHHx npenapa-
TOB.

00pa30BaHHe 6noMaccH h nrraMMa C2 He Onjio copasMepno ¢ npoueHTHOE nerpana-
unea c¢peHOJia h onTHMajitHbie pesyjiBTaTH b 3Tom iianpaBJieHHH noliygajiHCB npn  npimie-
HeHHH HaTpneBod cojih 2,4-nnxjiopdieHOKCHyKcycHoa khcjioth, a TaKsce Koe hto xyace
C H4TpHeBOH COQJIBB HarflTHJiyKCyCHOH KHCJIOTH H 1-Har6THJiyKCyCHOE KHCJIOTQE.

OKOHQMHHeCKHa KO03CpCpHIHeHT OHJI OJIH30K 65%.

OpneHTHpoBOHHHe HcclienoBaHHH cTHMyjMpyBinero HeZzcTBHH HccliesyeMHX ngenapa-
TOB Ha nerpasaiiHK) npoH3BOHHHX AeHOJH bhhbhjinh oaeub cjiadue hx neEGTBHH Ha
opTO- nh napa-Kpe3on, a Taicxe na nnpoKaTexHH. Koe-aTO Jiyaime pe3yjn>TaTH noliy-
aajiHCB min ¢pjiopoTJDoiiHHa h nupoxHHOHa, a pe3opiéiH nosBeprajiCH nerpanaiiHH no_
cpencTBOM nrraMMa C2 Oe3 CTHMyjiHUHH k koimeH TpaifliH 1800 m t/ji.

CpaBHHTeJIBHHe HCClieHOBaHHH HeECTBEH CTHMyjlHTopOB Ha SerpaBaUHB $eHOJH>HHX
CTOHHHX BOB KOKCOXKMHHeCKOTO npOH3BOHCTBa, KaK ¢IHHOTO HCTOHHHKa yTJISpOBa B
nHTaTeJEbHOE cpe”e Pejiepa, npn KomieHTpauHH jreTyanx fteHOJioB 1050 mt/ji nocpen-
CTBOM BpoHxea ETaMMa C2 sajin 80 ao 83% BerpaaaiiHH (SeHOJioB yxe noclie hcteaeHHH
5 ho 6 HHea.

HaMeaaioTCH nalJiHeamHe HCCJienoBaHHH no ccKpemeHHB BpeMeHH BHpaupiBaHHH npH
npHMeHeHHH HenpepHBHoro MeTOHa KyjiBTHBanHH npoiocea.

GHJie3CKHH nOJMTeXHHaeCKHE HHCTHTyr
Ka$e.npa caHHTapHoa 6hojiothh
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PRODUCTION OF THE YEASTS FROM PHENOLIC WASTE WATERS
Il. THE INFLUENCE OF SOME STIMULATORS OF THE GROWTH
SPECIFIC YEAST STRAINS AND THEIR METABOLISM OF PHENOL

Summary

A serie of the strains of so-called phenolic yeasts has
been isolated from cokery waste waters and adapted to the
degradation of increasing phenol concentration on the Rea-
der’s culture medium.

The isolated strain Cc2 had a facility of the adapta-
tion and growth on the phenolic culture media as the only
source of carbon. The investigated strain of Torulopsis u-
tilis was able to utilise a higher concentrations of phe-
nol only in. the presence of sucrose.

For farther acclimation of yeasts 8 growth stimulators
of auxine type were used. These subtances were applied in
optimal concentration of 2,0 p.p.m. Optimum pH was about
4,5 and the temperature of culture ranged of 25 to 27°c «
These adaptation experiments were carried out primarily wi-
thout mixing and aerating and then with aeration.

The investigations performed with no aeration showed the
optimal stimulating effect of natrium salt of naphthyla-
cetic ~acid and l-naphthylacetic acid. The best growing and
assimilating properties showed the yeast strain C2 which
was stimulated by the majority of the applied preparations.

It was observed that the aeration of culture medium ac-
celerated the stimulation of phenol degradation. Strong
stimulating effect showed sodium salt of naphthylacetic a-
cid, sodium 2,4-dichlorophenoxyacetate, l-naphthylacetic
acid and sodium salt of p-nitrophenoxyacetic acid. The in-
creasing concentration of substrate phenol up to 1800 p.pm.

have paused not equal stimulation of individual prepara-
tions.

The cell mass production of the strain Cc2 was not pro-
portional to the percentage of the decomposition of phe-
nol. The best results of growth were obtained by using of
sodium salt of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, slightly

lower with sodium naphthylacetate and with l-naphthylace-
tic acid. The economical coefficient reached 65 per cent.
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Preliminary trials on the stimulating action of prepa-
ration under investigation showed that their action dif-
fered accordingly to the individual phenols. It was weak
on o- and p-cresol and on catechol, a little better on
phloroglucinol and hydroquinone. Resorcinol was decomposed
by the yeast strain Cc2 in the concentration of 1800 p.
p.m. without stimulation.

Comparatory studies of the stimulating action of few
preparation were carried out with phenolic waste waters in
Reader’s medium as the only source of carbon.. The concen-
tration of volatile phenols was about 1050 p.p.m. The yeast
of the strain C2 decomposed those phenols in 80 to 83 per
cent during 5 to 6 days.

Further investigations on the shortening of culture ti-
me in continuous method of cultivation of phenolic yeasts

will be done.

Silesian Technical University
Laboratory of Sanitary Biology



