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W pracy przeprowadzono analiz¢ danych literaturowych dotyczacych biodegradacji 1,4-dioksanu.
Wykonane zostaly testy wzrostu mikroorganizmoéw, dla ktérych 1,4-dioksan byl jedynym zrodtem wegla
1 energii, oraz w ukladzie kometabolicznym z fenolem jako substratem wzrostowym. Przeprowadzono
rowniez eksperymenty majace na celu wyindukowanie gtéwnego enzymu szlaku rozktadu 1,4-dioksanu.
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Major methods of 1,4-dioxane degradation were described and different bacterial strains using that
xenobiotic as a source of carbon and energy were presented. Microbial growth tests during 1,4-dioxane
degradation in metabolic and cometabolic processes were conducted. The tests of the inducibility of
monooxygenase, the main enzyme of 1,4-dioxane biodegradation pathway, were also provided.
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1. WPROWADZENIE

Rozw0j przemystu doprowadzit do poprawy warunkéw zycia ludzi, jednoczesnie
powodujac powstanie nowych zagrozen dla srodowiska naturalnego. W wyniku dzia-
talno$ci cztowieka powstato wiele nowych zwiazkdw chemicznych, ktore wczesniej
nie byly spotykane w naturze 1 ich usunigcie z wody, powietrza i gleby stato si¢ waz-
nym zagadnieniem wielu prac naukowych.

Jednym ze zwiazkow, ktory budzi szczegdlne zainteresowanie, jest 1,4-dioksan.
Wystepuje on w postaci bezbarwnej cieczy o charakterystycznym zapachu. Jego cha-
rakterystyczna cecha jest duza rozpuszczalno$¢ w wodzie 1 niski wspdtczynnik po-
dziatu oktanol/woda, a takze niska stata Henry’ego. Wszystkie te wlasciwosci 1,4-
dioksanu powoduja, ze jest bardzo mobilny w wodzie, dlatego tez jest on wykrywany
na catym $wiecie w wodach powierzchniowych i podziemnych. Obecno$¢ tego zwiaz-
ku zostata potwierdzona rowniez w zrodtach wody pitnej, a nawet w arktycznych wo-
dach podziemnych [14, 38]. Zwiazek ten zostal sklasyfikowany przez US EPA jako
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zwiazek potencjalnie kancerogenny i na tej podstawie niektére stany USA wprowadzi-
ty ograniczenie st¢zenia dioksanu w wodzie pitnej < 0,35 pg/l [12].

W przesztosci (do roku 1996) 1,4-dioksan byt powszechnie stosowany jako stabili-
zator kwasu trichlorooctowego (TCA) 1 do $rodowiska zostal uwolniony w czasie
produkcji, sktadowania i usuwania TCA. Obecnie produkcja trichlorooctanu jest zaka-
zana, pomimo to wskazuje si¢ jako jedna z przyczyn skazenia srodowiska naturalnego
przez 1,4-dioksan. Ten cykliczny eter ma szerokie zastosowanie w procesie produkeji
farb, smarow, lakieréw, detergentow i1 produktow farmaceutycznych. Wykorzystuje
si¢ go jako stabilizator dla chlorowanych rozpuszczalnikéw 1 jest produktem posred-
nim w procesie wytwarzania plastiku z tereftalanu polietylenu (PET) [1, 12, 19, 24,
34, 37].

Obecnos¢ 1,4-dioksanu stwierdzono rowniez w kosmetykach takich jak szampony,
pasty do zgbow czy ptyny do plukania ust. Zwigzek ten tagodzi dziatanie drazniacych
sktadnikéw szamponow np. siarczanu sodowo-laurylowego i wzmacnia wlasciwosci
spieniajace produktu. Jednoczes$nie nalezy podkresli¢, ze 1,4-dioksan nie jest sktadni-
kiem dodawanym do kosmetykow celowo, lecz powstaje jako produkt uboczny pod-
czas syntezy surfaktantow, takich jak tlenek polietylenu, polietylen czy glikol
polietylenowy 1 jako taki dostaje si¢ do produktow koncowych. Do tej pory nie wpro-
wadzono norm, ktére okreslatyby dozwolong ilo$¢ 1,4-dioksanu w produktach kosme-
tycznych, lecz jest to na tyle wazne zagadnienie, ze wzbudzito zainteresowanie ICCR
(International Cooperation on Cosmetics Regulation) [3, 7, 18, 32].

Problem ze skazeniem $rodowiska 1,4-dioksanem dostrzezono na catym $wiecie,
a szczegblng uwage zwrdcilt w Unii Europejskiej, Stanach Zjednoczonych, Kanadzie,
Japonii 1 Korei Potudniowej, gdzie powstaje wiele raportéw, opracowan i prac na-
ukowych obejmujacych zaréwno zanieczyszczenie $srodowiska 1,4-dioksanem, jak
1 r6zne metody utylizacji tego zwiazku.

Do usuwania 1,4-dioksanu z zanieczyszczonego srodowiska stosuje si¢ rozne me-
tody: zaawansowane procesy utleniania, degradacj¢ fotokatalityczna, fitoremediacje,
bioaugmentacje, 1 biostymulacj¢. Zaawansowane procesy oksydacyjne (ozonowanie,
swiatto ultrafioletowe, nadtlenek wodoru) sa bardzo skuteczna technika usuwania 1,4-
dioksanu, niemniej technologie te wymagaja duzej ilo$ci zwiazkéw chemicznych
1 naktadow energii, co skutkuje wysokimi kosztami operacyjnymi. Dlatego tez ko-
nieczne jest znalezienie metod mniej kosztownych i wymagajacych mniejszej ilosci
energii. Biodegradacja wyr6znia si¢ pod tym wzgledem, poniewaz wydaje si¢ by¢
najbardziej ekonomiczna i przyjazna dla srodowiska. Metoda ta prowadzi do skutecz-
nego rozkladu zwiazku, jednoczes$nie zapobiegajac akumulacji toksycznych produk-
tow posrednich [12, 14,17]. Poczatkowo 1,4-dioksan byt uwazany za nie-
biodegradowalne syntetyczne zanieczyszczenie przemystowe, jednak w ostatnich de-
kadach ukazaty si¢ prace wskazujace na mozliwos¢ usuwania 1,4-dioksanu z wyko-
rzystaniem metod biologicznych (tab. 1).



Projektowanie uktadu kometabolicznego.... 71
Tabela 1. Porownanie sposobow degradacji 1,4-dioksanu
Table 1. Comparisons of metabolic i cometabolic degradation of 1,4-dioxane
Szczep Metabolizm | Kometabolizm Indukcja Lit.
Konsorcjum tak THF [2]
Azoarcus sp. DD4 nie Tak z 1,1-DCE | propan [6]
Mycobacterium vaccae JOBS5 tak TCE propan [10]
Rhodococcus jostii RHA1
Mycobacterium aphagni ENV482 etan [11]
Acinetobacter baumannii DD1 Tak nie [14]
Pseudonocaria acaciae JCM 16707 THF [15]
Pseudonocaria asaccharolytica JCM
10410 THF
Pseudonocaria dioxanivorans JCM
13855 Tak THF
Pseudonocaria aetherivorans JICM
14343 THF
Rhodococcus  aetherivorans  JCM | Tak 1,4-dioksan, THF, | [16]
14343 1,4-budanediool
Pseudonocardia sp. D17 tak [17]
Mycobacterium sp. PH-06 Tak [20]
Pseudonocardia sp. K1 THF [21]
Konsorcjum Tak [22]
Pseudonocardia dioxanivorans Tak [23]
CB1190
Pseudonocardia benzenivorans B5 Tak
Bulkholderia ce pacia G4 Nie Toluen
Ralstonia pockettii PKO1 Nie toluen
Pseudomonas mendocina KR1 Nie toluen
Methylosinus thtichosporium OB3b Nie metan rozpuszczony
metan
Mycobacterium vaccae JOB5 Nie propan propan
Rhodococcus RR1 Nie toulen
Escherichia coli TG1 LB toluen
Pseudonocardia dioxanivirans CB1190 | tak [24]
Pseudomonas mendocina KR1 Tak
Pseudionocardia carboxydivorans Tak [26]
RM-31
Pseudonocardia CB1190 Tak [27]
Afipia sp D1 Tak D1iD2 [28]
Mycobacterium sp. D6 Tak
Mycobacterium sp. D11 Tak
Pseudonokardia sp. D17 Tak
Rodococcus ruber T1 THF [29]
Rodococcus ruber T5 THF
Flavobacterium Nie THF [30]
Pseudonocaria sp. ENV478 Tak THF [33]
Pseudonocardia sp. N23 Tak [35]
Konsorcjum Nie Tak [36]
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Niestety, pomimo tego, ze 1,4-dioksan wystepuje w srodowisku do$¢ powszechnie,
znalezienie szczepu bakterii, ktory usuwalby ten zwiazek szybko i wydajnie jest bar-
dzo trudne. W zaleznosci od roli, jaka petni 1,4-dioksan we wzroscie komorek, orga-
nizmy zostaly podzielone na metabolizujace lub kometabolizujace ten zwiazek.

Metabolizm to proces w ktorym mikroorganizmy wykorzystuja zanieczyszczenie
organiczne jako zroédto wegla 1 energii, co umozliwia wzrost biomasy. Parales
1 wspolpracownicy [27] izolowali ze Sciekow przemystowych komoérki szczepu Acti-
nomycete CB1190, ktore byly zdolne do wzrostu z wykorzystaniem 1,4-dioksanu jako
zrodta wegla 1 energii. Szczep CB1190 degradowat 1,4-dioksan z szybkos$cia 0,33 mg
dioksanu'mg biatka™, a 59,5% zwiazku ulegato mineralizacji do CO,. Szczep ten w
pozniejszych pracach zostat zaklasyfikowany jako Pseudonocardia dioxanivorans
CB1190. Szczegdtowe badania pozwolity na wyznaczenie nast¢pujacych parametrow
kinetycznych: k,,.,=1,1 mg dioksanu'mg biatka™, Ks=160 mg:1"', wspotczynnik wydaj-
nosci Y=0,9 mg biatka'mg dioksanu™. W tej samej pracy opisano drugi szczep — Pseu-
donocardia benzenivorans, dla ktoérego wyznaczono parametry: k,,=0,1 mg
dioksanu'mg biatka™, K,=330 mg1"' oraz wspétczynnik wydajnosci ¥=0,03 mg biat-
ka'mg dioksanu™. Krotka ekspozycja tych szczepow na gaz acetylenowy, powodowata
zanik zdolnosci do degradacji 1,4-dioksanu przez testowane komoérki. Wskazuje to na
udzial enzymoéw z grupy monooksygenaz w szlaku rozktadu 1,4-dioksanu, poniewaz
acetylen jest znanym inhibitorem tej grupy enzymow.

Innym szczepem wykorzystujacym 1,4-dioksan jako Zrédto wegla i energii byl
Mycobacterium sp. PH-06 [20], ktory w ciagu 15 dni zmniejszyt stezenie 1,4-dioksanu
z poczatkowego 1 g-1" do 0,1 g-1"'. Obserwowano réwniez zaleznoé¢ pomiedzy degra-
dacja zwiazku w hodowli a przyrostem biomasy, poniewaz wraz ze spadkiem stezenia
zwiazku nastgpowal przyrost komorek. Huang i wspolpracownicy [14] wyizolowali
Acinetobacter baumannii DD1, ktéry degradowat 100 mg:1" 1,4-dioksanu w 42 h, a
wspotczynnik wydajnosci wynosit 0,144 mg biatka-mg dioksanu™. W czasie badan
stwierdzono obecno$¢ monooksygenazy w komorkach szczepu, wskazujac jednocze-
$nie, ze enzym ten wymaga indukcji poprzez wczesniejsza inkubacj¢ hodowli w obec-
nosci 1,4-dioksanu. Parametry kinetyczne, ktore sa najczesciej uzywane do oceny
degradacji 1,4-dioksanu zostaty okreslone dla czterech szczepdéw: D1, D6, D111 D17
przez Sei 1 wspotpracownikéw [28]. Wspotczynnik wydajnosci miescit si¢ w zakresie
0,179 - 0,223 mg biatka-mg dioksanu™', wtasciwa szybko$é degradacji 0,052-0,263 mg
1,4-dioksanu-mg biatka'-h™", a K — 20,6-69,8 mg-I". O ile w dotychczas opisywanych
pracach model kinetyczny Monoda najlepiej opisywat proces degradacji 1,4 dioksanu,
tak Chen 1 wspoOlpracownicy [4] zastosowali model Haldane’a dla szczepu Xanthobac-
ter flavus DT8. Zwiazane jest to wystgpowaniem zjawiska inhibicji substratowej u
testowanego szczepu, ktorego rownanie kinetyczne Monoda nie uwzglednia. Stwier-
dzono wzrost wtasciwej szybko$ci wzrostu wraz ze wzrostem st¢zenia poczatkowego
substratu od 10 do 150 mg'1”, a przyczyne tego zjawiska upatrywano w zwiekszonej
dostepnosci substratu. Dalszy wzrost st¢zenia 1,4-dioksanu skutkowat obnizeniem
wlasciwej szybkosci reakcji, co z kolei dowodzito istnienia zjawiska inhibicji substra-



Projektowanie uktadu kometabolicznego.... 73

towej. Okreslono nastepujace parametry: .. = 0,15 h', K=17.5 mg1"' i K=166,7
mg1". Maksymalna wlasciwa szybkos¢ wzrostu X. flavus DTS byla jedna z najwyz-
szych opisanych do tej pory.

Kometabolizm opisywany jest jako proces przemian substratu niewzrostowego,
zachodzacych w obecnos$ci substratu wzrostowego. Substrat wzrostowy jest donorem
elektronow 1 dzigki temu zapewnia zdolnos¢ redukcyjna 1 energie umozliwiajaca pod-
trzymanie funkcji zyciowych mikroorganizméw 1 ich wzrost [5, 13]. W tym ukladzie
substrat niewzrostowy (kometabolit) nie dostarcza wegla i energii do wzrostu komo-
rek, a jego transformacja jest mozliwa dzigki szerokiej specyficzno$ci substratowe;j
enzymoOw bioracych udzial w przemianach substratow wzrostowych oraz wystgpowa-
niu kofaktoréw takich jak NAD(P)H i FADH,, ktore sa donorami elektronow. Podo-
bienstwo strukturalne substratow wzrostowych 1 kometabolitow oraz niespecyficzna
aktywno$¢ enzymatyczna umozliwiaja transformacje substratow niezwzrostowych
przy udziale enzymo6w bioracych udzial w szlaku rozkladu substratow wzrostowych.
Enzymy katalizujace reakcje moga ulegac inhibicji kompetycyjnej, co jest spowodo-
wane rywalizacja substratow wzrostowych 1 nie wzrostowych o miejsce aktywne en-
zymu, w wyniku czego obnizeniu ulega szybko$¢ transformacji kazdego z nich.
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Rys. 1. Szlak rozktadu 1,4-dioksanu przez szczep ENV478
Fig. 1. 1,4-dioxane biodegradation pathway by strain ENV478

Vainberg 1 wspolpracownicy [33] przedstawili w swojej pracy szczep Pseudono-
cardia sp. ENV478 zdolny do degradacji 1,4-dioksanu w uktadzie kometabolicznym
z tetrahydrofuranem z szybko$cia poczatkowa szacowana na 21 mg dioksanuh™-g
TSS™. Na podstawie zidentyfikowanych w czasie badan produktéw posrednich zapro-
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ponowali szlak rozkladu 1,4-dioksanu przez komorki ENV478. Podobnie jak we
wczesniejszych pracach kluczowa rolg¢ w tym procesie odgrywala monooksygenaza,
ktora umozliwiata wprowadzenie grupy hydroksylowej do pierscienia weglowego,
w wyniku czego powstawat 1,4-dioksan-2-ol (rys.1).

W celu degradacji 1,4-dioksanu stosowano nie tylko pojedyncze szczepy, lecz tak-
ze konsorcja wyizolowane z rejondw zanieczyszczonych tym zwiazkiem. Zenker
1 wspotpracownicy [36] opisali konsorcjum ztozone z kilku szczepow, ktore degrado-
waly 1,4-dioksan w uktadzie kometabolicznym z tetrahydrofuranem (THF). W czasie
prob selekceji pojedynczych szczepow, stwierdzono utratg zdolnosci wzrostu z THF
jako zrodtem wegla. Autorzy nie obserwowali wzrostu komorek, gdy jedynym do-
stepnym substratem w ukladzie byl 1,4-dioksan, natomiast wzrost mikroorganizmow
pojawit si¢ w obecnosci THF 1 1,4-dioksanu. W momencie, gdy ilo$¢ substratu wzro-
stowego w hodowli obnizala si¢ znaczaco, nastgpowata degradacja 1,4-dioksanu.
W przeprowadzonych testach probowano okresli¢ wplyw obecnosci 1,4-dioksanu na
wzrost komorek. Dla stezenia poczatkowego 200 mg-1" dla obu zwiazkéw obliczono
wspotezynnik wydajnosci wynoszacy 0,750 mg TSS'mgC™' podczas gdy dla THF je-
dynego zrodta wegla wspotczynnik wydajnosci wyniost 0,668 mg TSS'mgC™”, czyli
jedynie o 12% mniej, niz gdy oba zwiazki byly w uktadzie, a wynik ten nie ma zna-
czenia statystycznego. Na tej podstawie zasugerowano, iz zgodnie z definicja kometa-
bolizmu, transformacja substratu niewzrostowego nie przynosi korzysci odzywczych
dla mikroorganizmoéw. Nie stwierdzono toksycznosci produktow powstajacych w wy-
niku przemian kometabolicznych w przypadku testowanego konsorcjum, co jest po-
waznym problemem pojawiajacym si¢ w  uktadach  kometabolicznych.
Zaobserwowano natomiast pojawienie si¢ zjawiska inhibicji kompetycyjnej, co jest
charakterystyczne dla uktadéw kometabolicznych. Opisane powyzej zjawisko jest
efektem wspolzawodnictwa pomigedzy substratem wzrostowym i niewzrostowym o
miejsce w centrum aktywnym tego samego enzymu. W efekcie degradacja 1,4-
dioksanu nastgpowata dopiero, gdy stezenie THF bylo relatywnie niskie. Zjawisko
inhibicji kompetycyjnej zaobserwowano rowniez u szczepow badanych przez Sei
1 wspotpracownikow [29]. Przetestowano pie¢ szczepdw, z ktorych dwa (T1 1 TS5)
wykazywaty zdolno$¢ degradacji 1,4-dioksanu w obecnosci THF. W dalszych testach
szczepy te zidentyfikowano jako Rhodococcus ruber DSM43338T 1 Rhodococcus
ruber M2. Kiedy do kultury bakterii dodawano 1,4-dioksan nie obserwowano wzrostu
komorek oraz degradacji substratu, natomiast w obecno$ci THF, 1,4-dioksan byt de-
gradowany po wyczerpaniu si¢ THF w hodowli, co dowodzi istnienia inhibicji kompe-
tycyjnej pomigdzy tymi substratami. W celu zmaksymalizowania kometabolicznej
degradacji 1,4-dioksanu przy minimalnej inhibicji kompetycyjnej zastosowano odpo-
wiednie dawki substratow: dla szczepu T1: 200 mg:1" THF i 100 mg-1" 1,4-dioksanu,
a dla szczepu T5: 100 mg-1" THF i 50 mg-1" 1,4-dioksanu, z czego wywnioskowano,
ze dla obu szczepow optymalnym stosunkiem THF/1,4-dioksan jest 2 do 4. Stwier-
dzono rowniez, ze limitujaco na proces degradacji 1,4 dioksanu w uktadzie kometabo-
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licznym wptywata akumulacja produktéw posrednich w tym toksycznego 2-HEAA
(kwas 2-hydroksyetoksyoctowy).

Wykorzystywanie mikroorganizmow umozliwia wyeliminowanie szkodliwych
substancji ze srodowiska. Aby zoptymalizowa¢ proces biologicznego usuwania zanie-
czyszczen chemicznych z wykorzystaniem mikroorganizmoéw, konieczne jest jak naj-
lepsze poznanie procesOw biochemicznych zachodzacych w komorkach. Prace
naukowe dotyczace biodegradacji 1,4-dioksanu opisuja dwa podstawowe szlaki roz-
ktadu 1,4-dioksanu przez mikroorganizmy, w ktérych kluczowa role odgrywa mono-
oksygenaza. Enzym ten moze wystgpowa¢ w komorkach konstytutywnie lub
wymaga¢ indukcji samym 1,4-dioksanem lub innym zwiazkiem (tab.1). Najczgsciej
wymienianymi zwigzkami, majacymi zdolnos¢ pobudzenia komoérek do wytworzenia
monoksygenazy bioracej udziat w degradacji 1,4-dioksanu, poza samym dioksanem sa
tetrahydrofuran, toluen, metan, propan i 1-butanol. Sei 1 wspotpracownicy [28] prze-
badali na obecno$¢ monooksygenazy lub mozliwos¢ jej wyindukowania 4 szczepy
wyizolowane z obszaru, na ktorym znajdowaly si¢ zaklady chemiczne. Zawiesing
bakterii kazdego szczepu pre-inkubowano w plynnej pozywce CGY (w skfad ktorej
wchodzily: hydrolizat kazeiny, gliceryna, ekstrakt drozdzowy) lub w pozywce BMM
(podstawowa pozywka minimalna) z 1,4-dioksanem. Na podstawie tych badan stwier-
dzono, ze szczepy D1 1 D6 wytwarzaja monooksygenazg po pre-inkubacji 1,4-
dioksanem, natomiast enzym ten jest obecny konstytutywnie w komoérkach szczepdw
DI111DI17.

Badacze najczesciej proponuja jedna z dwoéch $ciezek rozktadu 1,4 dioksanu dla
roznych szczepoéw. Glownym produktem pierwszej z nich jest kwas 2-
hydroksyetoksyoctowy (rys. 1), a przyktadowymi mikroorganizmami sa w tym przy-
padku: Pseudonocardia dioxanivorans CB1190, Pseudonocardia benzenivorans BS,
Rodococcus ruber T1, Rodococcus ruber T5 1 Pseudonocaria sp. ENV478 [23, 29,
33]. Natomiast produktami alternatywnego szlaku sa 1,4-dioksan-2-ol i glikol etyle-
nowy. Do grupy szczepow degradujacych 1,4-dioksan ta Sciezka naleza miedzy inny-
mi: Mycobacterium sp. PH-06, Acinetobacter baumannii DD1, Xanthobacter flavus
DTS [4, 14, 20].

W niniejszym opracowaniu uwagg skupiono na analizie danych literaturowych do-
tyczacych biodegradacji 1,4-dioksanu jako zrodta wegla 1 energii oraz doborze szcze-
pu, zdolnego do rozktadu 1,4-dioksanu.

2. MATERIALY I METODY

W badaniach wykorzystano szczepy, u ktorych we wczesniejszych testach stwier-
dzono obecno$¢ gtownego enzymu szklaku rozktadu 1,4-dioksanu — monooksygenazy.
Do testow wybrano nastepujace szczepy Pseudomonas sp. E-93486, Pseudomonas
putida mt-2, Stenotrophomonas maltophilia KB2 oraz Rhodococcus erythropolis KB4.
Szczep Pseudomonas sp. E-93486, posiadajacy zdolno$¢ degradacji styrenu oraz
szczep Pseudomonas putida mt-2, degradujacy p-ksylen zakupiono w kolekcji VTT
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Culture Collection, Technical Reserach Centre of Finland. Obydwa szczepy hodowano
na ptynnej pozywce mineralnej o sktadzie opisanym przez Gren i wspotpracownikow
[8].

Szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2 oraz Rhodococcus erythropolis KB4
pozyskano z kolekcji Katedry Biochemii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Szczep KB2 jest przechowywany pod nume-
rem E-113197 w kolekcji VTIT w Finlandii. Sktad pozywki hodowlanej przedstawiono
we wczesniejszych pracach [9].

Literatura podaje, ze na zdolnos$¢ szczepdéw do degradacji zwiazkow organicznych
wplywa substrat, z ktérym byly pre-inkubowane. W zwiazku z powyzszym zastoso-
wano rézne substraty na poczatkowym etapie hodowli komoérek. W celu przygotowa-
nia mikroorganizméw do badan komoérki bakteryjne przenoszono ze skosow
agarowych do probdéwek zawierajacych bulion lub pozywke z glukoza lub pozywke
z 1,4-dioksanem. Po 24 godzinach od zaszczepienia hodowle przelewano do probo-
wek z odpowiednia pozywka mineralng 1 dodawano 1,4-dioksan, fenol lub toluen. Jak
podaje literatura, niektore szczepy degradujace toluen maja enzymy umozliwiajace
rozktad 1,4-dioksanu jako jedynego zrodta wegla lub jako kosubstratu z toluenem [12,
23]. Z tej przyczyny podjeto probe sprawdzenia, czy testowane szczepy mozna przy-
stosowa¢ do wzrostu z toluenem jako zrodlem wegla. Nastepnie szczep KB2 przeno-
szono do kolb, a pozostale szczepy do butelek i uzupeliano odpowiednia pozywka
mineralng aby uzyska¢ hodowlg o objgtosci 100 ml. Do hodowli dodawano odpo-
wiedni zwiazek jako zrodto wegla, regulujac dawke w zaleznosci od zapotrzebowania.
Co 24h wykonywano pomiary absorbancji przy uzyciu spektrofotometru HACH 2900
(dhugos¢ fali A=550) pozwalajacej stwierdzi¢ wzrost komoérek. Hodowle prowadzono
w wytrzasarkach inkubacyjnych w temperaturze 30°C.

Pomiar stgzenia 1,4-dioksanu mierzono metoda chromatografii gazowej przy uzy-
ciu chromatografu Varian 3800 wyposazonego w detektor FID i kolumng kapilarna.
Zastosowano metodg temperaturowa: temperaturag wyjsciowa bylo 70°C utrzymane
przez 3 minuty, potem nastgpowatl wzrost temperatury o 30°C/min do temperatury
210°C. Temperatura injectora i detektora wynosita 250°C. Gazem no$nym byt hel.

Nastgpnym etapem badan miato by¢ sprawdzenie czy bakterie hodowane
w obecnosci toluenu beda w stanie degradowac 1,4-dioksan jako jedyne zrodlo wegla
lub w uktadzie kometabolicznym z toluenem.

3. WYNIKI I DYSKUSJA

W pracy testowano szczepy do wzrostu w obecnosci 1,4-dioksanu jako jedynego
zrodia, oraz w obecnosci innego zwiazku jako substratu wzrostowego. W celu doboru
szczepu zdolnego do degradacji 1,4-dioksanu przeprowadzono testy z wykorzystaniem
Stenotrophomonas maltophilia KB2, Rhodococcus erythropolis KB4, Pseudomonas
sp. E-93486 oraz Pseudomonas putida mt-2. Szczepy te wybrano na podstawie wcze-
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Sniejszych badan, ktore dowiodly obecnosci monooksygenazy w ich komorkach.
Sprawdzono, czy szczepy maja zdolno$¢ do biodegradacji 1,4-dioksanu jako jedynego
zrodta wegla 1 energii lub jako substratu niewzrostowego w uktadzie kometabolicz-
nym z innym zwiazkiem jako substratem wzrostowym. Przeprowadzono rowniez eks-
perymenty majace wykazaé, czy mozliwe jest wyindukowanie w komorkach
bakteryjnych ukladu enzymatycznego niezbgdnego do degradacji 1,4-dioksanu po-
przez dodanie toluenu, jednego z najcze$ciej wymienianych w literaturze zwiazku
pobudzajacego produkcj¢ monooksygenazy u bakterii.
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Rys. 2. Wzrost komoérek szczepu mt-2 w kolbach w obecnosci 1,4-dioksanu jako zrédta wegla
Fig.2. The growth of mt-2 cells with 1,4-dioxane as the only carbon source

Hodowle szczepu Pseudomonas putida mt-2 z probéwek z bulionem przeniesiono
do butelek hodowlanych o objetosci 500 ml 1 po uzupetnieniu pozywka do 100 ml
dodawano 1,4-dioksan. Hodowle prowadzono 17 dni 1 nie stwierdzono przyrostu bio-
masy (rys. 2), co jest dowodem na brak w komorkach tego szczepu enzymow umozli-
wiajacych degradacje 1,4-dioksanu jako jedynego zrodta wegla, oraz brak mozliwosci
wyindukowania tego enzymu przez toluen u badanych komorek, dlatego zaprzestano
dalszej hodowli.

W przypadku szczepu Pseudomonas sp. E-93486, po przeniesieniu hodowli z pro-
bowek do butelek, poczatkowo stwierdzono wzrost absorbancji. Po pierwszym pasazu
(przeniesieniu hodowli do nowych, sterylnych butelek o objetosci 500 ml 1 uzupetnie-
niu pozywka mineralng do 100 ml) ggstos¢ optyczna zawiesiny komoérek w butelce
zaczeta spada¢ (rys. 3). Przyczyna poczatkowego wzrostu mogly by¢ pozostatosci
substratow odzywczych z bulionu, ktére w kolejnym pasazu ulegly wyczerpaniu, a ich
brak spowodowal zatrzymanie dalszego wzrostu. Na tej podstawie mozna wywnio-
skowa¢, ze w komorkach E-93486 prawdopodobnie brakowato enzymow niezbgdnych
do degradacji 1,4-dioksanu 1 nie mozna byto tez pobudzi¢ ich produkc;ji.
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Rys. 3. Wzrost komoérek szczepu E-93486 w kolbach w obecnosci 1,4-dioksanu jako zrodta wegla (A) i
po pierwszym pasazu (B)
Fig. 3. The growth of E-93486 cells with 1,4-dioxane as the only carbon source (A) and after the first
passage (B)

Rhodococcus erythropolis KB4, podobnie jak szczep E-93486, bezposrednio po
przeniesieniu z probowek do butelek obserwowano wzrost komorek, natomiast po

pasazu nastapito zahamowanie wzrostu, co pozwolito wyciagna¢ podobne wnioski jak
w przypadku szczepu E-93486 (rys. 4).
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Rys. 4 Wzrost komorek szczepu KB4 w obecnosci 1,4-dioksanu jako zrodta wegla(A) i po pierwszym
pasazu (B)
Fig.4. The growth of KB4 cells with 1,4-dioxane as the only carbon source (A) and after the first passage
(B)

Wykresy opisujace wzrost komorek szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2
w obecnosci 1,4-dioksanu jako zrodia wegla przedstawiaja rysunki 5 A 1 5 B. Nie
stwierdzono wzrostu badanego szczepu w obecnosci 1,4-dioksanu. Wykonanie pasazu
bylo mozliwe dzigki do$¢ wysokiej liczbie komoérek uzyskanej po etapie hodowli
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w probowkach. Otrzymane wyniki sugeruja, ze szczep KB2 nie posiada uktadu enzy-
matycznego, ktéry umozliwiatby mu wykorzystanie 1,4-dioksanu jako zrodlta wegla
1 energii.
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Rys. 5. Wzrost komorek szczepu KB2 w obecnosci 1,4-dioksanu jako zrédta wegla (A) i po pierwszym
pasazu (B)
Fig.5. The growth of KB2 cells with 1,4-dioxane as the only carbon source (A) and after the first passage
(B)

Zgodnie z literatura zdolno$¢ rozktadu 1,4-dioksanu mozna wyindukowaé przy
pomocy toluenu (Mahendra 1 Alvarez-Cohen, 2006) [23]. Poniewaz we wczes$niej-
szych badaniach stwierdzono, ze Pseudomonas sp. E-93486 oraz Pseudomonas putida
mt-2 nie potrafia wykorzystywac toluenu jako zrédta wegla, dodano toluen tylko do
hodowli szczepu KB2.

Posiew szczepu KB2 ze skosu wykonano w probowkach zawierajacych bulion od-
zywcezy, pozywke mineralng z glukoza lub pozywke mineralng z toluenem. Hodowle
na bulionie odzywczym po 24 h przeniesiono do proboéwki z pozywka mineralna
1 dodano toluen. Podobne postgpowanie zastosowano w przypadku komorek hodowa-
nych z glukoza jako substratem odzywczym. Dodanie bulionu i1 glukozy miato umoz-
liwi¢ namnozenie komoérek szczepu KB2, a dodatkowo wykaza¢ czy rodzaj substratu
odzywczego moze wplynaé na potencjalng degradacje toluenu. Na podstawie prze-
prowadzonych pomiardéw stwierdzono, ze toluen nie moze by¢ substratem odzywczym
dla komorek KB2, poniewaz szczep ten nie wykazuje wzrostu, jesli toluen zostanie
dodany jako jedyne zrodio wegla (rys. 6 1 7). Najstabszy wzrost uzyskano dla zawiesi-
ny bakterii pierwotnie hodowanej w probowkach z bulionem. Po przelaniu kultury do
probowek z pozywka mineralna i dodaniu toluenu poczatkowo obserwowano wzrost
biomasy. Natomiast trzeciej dawki toluenu komoérki KB2 nie potrafity zdeminerali-
zowaé przez 11 dni. Szczep KB2 przeniesiony ze skosu do pozywki mineralnej, do
ktérej dodano toluen wykazaty pewien wzrost, niestety byl on staby i bardzo wolny
(rys.7A). Na podstawie uzyskanych wynikoéw, mozna stwierdzi¢, ze komoérki szczepu
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KB2 nie rosna w obecnosci toluenu na tyle efektywnie, aby mozliwe bylo ich wyko-
rzystanie w dalszych badaniach.
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Rys. 6. Wzrost komorek szczepu KB2 w obecnosci toluenu jako zrodla wegla. Bakterie ze skosu zostaty
przeniesione do probowki z pozywka mineralna i dodano toluen

Fig. 6. The growth of KB2 cells with toluene as the only carbon source. The cells from agar plates were
moved to the mineral medium and toluene was added
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Rys. 7. Wzrost komoérek szczepu KB2 w obecnosci toluenu jako zrodla wegla. Bakterie ze skosu zostaty
przeniesione do probowki z bulionem odzywczym (A) lub do probowki z pozywka mineralng z glukoza
(B). Po 24 h hodowle przeniesiono do nowej probéwki z pozywka mineralna i dodano toluen
Fig. 7. The growth of KB2 cells with toluene as the only carbon source. The cells from agar plates were
transferred to the nutritional broth (A) or to the mineral medium with glucose (B). After 24 h the culture
was transferred to the mineral medium and 1,4-dioksan was added every 24 h

Kolejnym etapem prac byto sprawdzenie, czy szczep Stenotrophomonas maltophi-
lia KB2 przystosowany wczesniej do degradacji fenolu, posiada zdolno$¢ rozktadu
1,4-dioksanu. Kluczowym enzymem szlaku rozktadu fenolu, podobnie jak w przypad-
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ku 1,4-dioksanu jest monooksygenza, dlatego podjeto prace pozwalajace stwierdzic,
czy mozliwe jest wykorzystanie komoérek degradujacych fenol do rozktadu 1,4-
dioksanu. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze wczes$niejsze przysto-
sowanie komorek szczepu Stenotrophomonas maltophilia KB2 do degradacji fenolu,
nie umozliwia tym komdrkom wzrostu z wykorzystaniem 1,4-dioksanu jako jedynego
zrodia wegla (rys. 8).
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Rys. 8. Wzrost komorek szczepu KB2 pre-inkubowanego z fenolem. W obecnosci 1,4-dioksanu jako
jedynego zrédta wegla
Fig. 8. The growth of KB2 cells pre-incubated with phenol. 1,4-dioxane was a the only carbon source

Powstato wiele prac dotyczacych rozktadu 1,4-dioksanu (tab. 1), ktére dowodza,
ze zwiazek ten moze by¢ rozktadany przez bakterie albo jako samodzielny substrat,
albo w uktadzie kometabolicznym z innymi zwiazkami, dlatego tez gdy wczesniejsze
badania wykazaty, ze Stenotrophomonas maltophilia KB2, nie ma zdolno$ci do wyko-
rzystania 1,4-dioksanu jako zrdédla wegla, przeprowadzono proby kometabolicznego
rozktadu testowanego zwiazku w obecnosci fenolu.

Testy przeprowadzone w kolbach wykazaty wzrost absorbancji, a co za tym idzie
liczby komorek KB2, gdy do hodowli dodawany byt zaréwno fenol jak i 1,4-dioksan.
Po pierwszym tygodniu hodowli (rys. 9A) znaczaco zwigkszono dawke fenolu (rys.
9B) do ilosci dodawanej standartowo w czasie hodowli badanego szczepu z fenolem
jako jedynym zrodiem wegla (z 500 pl do 2500 pl fenolu). Jednoczes$nie analizy
chromatograficzne pozwolily stwierdzi¢, ze o ile fenol byt degradowany zupeinie po
kazdej kolejnej dawce, o tyle 1,4-dioksan pozostawal w hodowli, a jego stezenie wzra-
stato wraz z kolejno wprowadzanymi dawkami.
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Rys. 9. Wzrost komoérek szczepu KB2 pre-inkubowanego z fenolem. Fenol i1 1,4-dioksan stanowity zrddto
wegla (A) i po pierwszym pasazu (B).
Fig. 9. The growth of KB2 cells pre-incubated with phenol. 1,4-dioxane and phenol was added every 24 h
to the culture (A) and after first passage (B).

Przeprowadzono wstgpne badania wpltywu 1,4-dioksanu na rozktad fenolu w reak-
torze okresowym przez roézne szczepy bakterii. Badania przeprowadzono dla r6znych
stezen poczatkowych fenolu 1 1,4-dioksanu. Dla kazdego eksperymentu, na podstawie
krzywej wzrostu biomasy, wyznaczono wilasciwa szybkos¢ wzrostu z nachylenia pro-
stej na potlogarytmicznym wykresie zalezno$ci stezenia biomasy od czasu hodowli.
Analizowana byta faza wzrostu wyktadniczego, podczas ktorej wiasciwa szybkos¢
wzrostu mikroorganizméw jest stata (rys. 10, 12, 14, 16).

Stwierdzono, ze w momencie catkowitego wyczerpania fenolu w reaktorze kon-
czyta si¢ rowniez faza wzrostu. Podobne zjawisko mozna byto zaobserwowac w przy-
padku, gdy fenol byt jedynym zZrodlem wegla w hodowli. Po wyczerpaniu si¢ fenolu
obserwowano pojawienie si¢ fazy zamierania, czyli takiego okresu w hodowli, kiedy
czg$¢ populacji staje si¢ pokarmem dla innych komorek. Dla przeprowadzanych po-
miaré6w wyznaczono wspotczynnik zamierania komorek (k,) (rys. 10, 12, 14, 16) opi-
sanego zalezno$cia:

&y
dt

Na rysunkach 11, 13, 15 1 17 przedstawiono zamiany stezen substratow oraz bio-
masy w czasie trwania eksperymentéw. We wszystkich przeprowadzanych ekspery-
mentach fenol ulegat calkowitej degradacji, podczas gdy 1,4-dioksan pozostawat
W mieszaninie reakcyjnej.
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Rys. 10. Wyznaczenie wlasciwej szybkosci wzrostu z potlogarytmicznego wykresu zaleznos$ci st¢zenia
biomasy od czasu (stezenia poczatkowe: fenol - S, = 100 grm™, 1,4-dioksan - S, = 100 g'-m™) oraz

wspotczynnika zamierania

Fig. 10. Estimation of specific growth rate from the semi-logarithmic plot of biomass concentration
versus time (for phenol S, = 100 g'm™, 1,4-dioxane S, = 100 g'm™). Evaluation of decay coefficient
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Rys. 11. Zmiany stezen fenolu i 1,4-dioksanu. Stezenia poczatkowe: fenol- S, =100 g-m'3 i 1,4-dioksan -

Sp=100 gm™
Fig. 11. The variation of biomass, phenol and 1,4-dioxane concentration versus time
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Rys. 12. Wyznaczenie wlasciwej szybko$ci wzrostu z potlogarytmicznego wykresu zaleznosci stgzenia
biomasy od czasu (stezenia poczatkowe: fenol - S, = 100 g:m™, 1,4-dioksan - S, = 20 g'm™) oraz wspét-
czynnika zamierania
Fig. 12. Estimation of specific growth rate from the semi-logarithmic plot of biomass concentration
versus time (for phenol S, = 100 g'm™, 1,4-dioxane S, =20 g'm™). Evaluation of decay coefficient
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Rys. 13. Zmiany st¢zen fenolu i 1,4-dioksanu. St¢zenia poczatkowe: fenol - S, =100 g~1rn'3 i 1,4-dioksan

-8p=20 g'm™
Fig. 13. The variation of biomass, phenol and 1,4-dioxane concentration versus time
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Rys. 14. Wyznaczenie wlasciwe] szybkosci wzrostu z potlogarytmicznego wykresu zaleznosci stezenia
biomasy od czasu (stezenia poczatkowe: fenol - S, = 100 grm™, 1,4-dioksan - S, = 10 g'm™) oraz wspot-
czynnika zamierania
Fig. 14. Estimation of specific growth rate from the semi-logarithmic plot of biomass concentration
versus time (for phenol S, =100 grm™, 1,4-dioxane S, = 10 g'm™). Evaluation of decay coefficient
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Rys. 15. Zmiany st¢zen fenolu i 1,4-dioksanu. St¢zenia poczatkowe: fenol - S, =100 g~m'3 i 1,4-dioksan
-Sy=10 gm>
Fig. 15. The variation of biomass, phenol and 1,4-dioxane concentration versus time
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Rys. 16. Wyznaczenie wlasciwej szybkosci wzrostu z potlogarytmicznego wykresu zaleznosci stezenia
biomasy od czasu (stezenia poczatkowe: fenol - S, =200 g:m™, 1,4-dioksan - S, = 10 g'm™) oraz wspot-

czynnika zamierania

Fig. 16. Estimation of specific growth rate from the semi-logarithmic plot of biomass concentration
versus time (for phenol S, =200 g:m™, 1,4-dioxane S, = 10g'-m™). Evaluation of decay coefficient
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Rys. 17. Zmiany stezen fenolu i 1,4-dioksanu. Stezenia poczatkowe: fenol - §) =200 g-m’3 1 1,4-dioksan

-Sy=10 gm>
Fig. 17. The variation of biomass, phenol and 1,4-dioxane concentration versus time



Projektowanie uktadu kometabolicznego.... 87

Jak mozna zaobserwowal na podstawie wstgpnych badan, wilasciwa szybkos¢
wzrostu 1 wspdtczynnik zamierania nie sa zalezne ani od poczatkowego st¢zenia feno-
lu ani 1,4-dioksanu (tab. 2). Wyniki te wymagaja dalszej weryfikacji.

Tabela 2. Wtasciwa szybko$¢ reakcji dla réznych poczatkowych stezen substratow.
Table 2. Specific growth rates for different initial concentrations of substrates.

Fenol S, g'm'3 1,4-dioksan S, g‘m'3 Ums h! kg bt
100 100 0,39 -0,0574
100 20 0,41 -0,0589
100 10 0,35 -0,084
200 10 0,358 -0,0703

Wiasciwa szybkos$¢ wzrostu mikroorganizméw w obecnosci fenolu i 1,4-dioksanu
byla nizsza, niz gdy w hodowli bakteryjne; wystepowat tylko fenol, dla ktorego u,,
wynosito 0,5177 h'! (Sofenon=100 g-m'3 ). Natomiast wspotczynnik zamierania byt nie-
znacznie wigkszy dla komorek hodowanych w obecnosci fenolu jako jedynego zrodta
wegla i wynosit -0,514 h' [31].

Przyczyn braku wzrostu bakterii w obecnos$ci 1,4-dioksanu moze by¢ wiele. Naj-
czgsciej wymienianymi w literaturze byly brak odpowiednich enzymow szlaku roz-
ktadu 1,4-dioksanu lub brak zdolnosci efektywnego przetwarzania metabolitow
powstajacych w wyniku degradacji 1,4-dioksanu. Jako najbardziej toksyczny produkt
posredni wymieniany byt kwas 2-hydrosyetoksyoctowy (2-HEAA), ktéry akumulowat
si¢ w komorkach uniemozliwiajac ich wzrost [25, 33]. Vainberg i wspdipracownicy
[33] opisali szczep Pseudonocardia sp. ENV478 zdolny do degradacji 1,4-dioksanu
z szybkoscig poczatkowa szacowana na 21 mg dioksanuh™-g TSS™. Okazato sig jed-
nak, ze szczep ten nie mial zdolnosci wzrostu w obecnosci 1,4-dioksaniu, co spowo-
dowane bylo najprawdopodobniej pojawieniem si¢ w komorkach toksycznego 2-
HEAA, ktory nie byt transformowany w kolejne produkty posrednie.

Jednym z opisywanych w literaturze szczepow degradujacych 1,4-dioksan byt
Pseudonocardia dioxanovirans CB1190, u ktérego potwierdzono obecnos¢ monook-
sygenazy. Maksymalna wiasciwa szybko§¢ wzrostu, w zalezno$ci od autora pracy,
wynosila 2.4 (dzien) lub 0,8 (dzien™). Wsréd produktow rozktadu 1,4-dioksanu po-
twierdzono obecnos¢ 2-HEAA, jednak byl on przeksztalcany w nastgpne produkty
posrednie 1 nie akumulowat si¢ w komorkach [23, 25, 27].

Przeprowadzone testy, majace na celu dobranie mikroorganizméw efektywnie de-
gradujacych 1,4-dioksan, pozwolity stwierdzi¢, ze badane do tej pory szczepy nie
maja zdolnosci wzrostu z 1,4-dioksanem jako zrodtem wegla, co jest warunkiem nie-
zbednym do stworzenia modelu kinetycznego reakcji. Obecnie prowadzone sa ekspe-
rymenty, ktore pozwola okresli¢, czy szczepy Stenotrophomonas maltophilia KB2
1 Pseudomonas sp. E-93486 sa zdolne do wykorzystania tetrahydrofuranu (THF) jako
zrodta wegla 1 czy mozliwy bedzie rozktad 1,4-dioksanu w uktadzie kometabolicznym
z tetrahydrofuranem jako substratem wzrostowym.
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WNIOSKI

¢ Analiza danych literaturowych wykazala wystepowanie szczepoéw zdolnych do
transformacji 1,4-dioksanu jako jedynego zrodla wegla lub w ukladzie kometa-
bolicznym.

e Istnieja dwa podstawowe szlaki rozktadu 1,4-dioksanu — w jednym glownym
produktem jest kwas 2-hydroksyetoksyoctowy, w drugim 1,4-dioksan-2-ol 1 gli-
kol etylenowy.

e Obecno$¢ gtownego enzymu szlaku przemian 1,4-dioksanu w komorkach bakte-
ryjnych — monooksygenazy — moze by¢ konstytutywna lub wymaga¢ indukcji.

e Przebadane w niniejszym opracowaniu szczepy: Stenotrophomonas maltophilia
KB2, Rhodococcus erythropolis KB4, Pseudomonas sp. E-93486 oraz Pseudo-
monas putida mt-2 nie maja zdolnosci wykorzystania 1,4-dioksanu jako zrodta
wegla 1 energii.

e Zaden z badanych substratow (1,4-dioksan, toluen, fenol) nie jest induktorem
monoksygenazy, ktora umozliwitaby transformacj¢ 1,4-dioksanu.

e Szczep Stenotrophomonas maltophilia KB2 nie degraduje 1,4-dioksanu w ukta-
dzie kometabolicznym z fenolem jako substratem wzrostowym.

e Obecnos¢ 1,4-dioksanu w hodowli bakteryjnej powoduje obnizenie witasciwej
szybkosci wzrostu dla stezenia poczatkowego fenolu wynoszacego 100 g'm™.

OZNACZENIA - SYMBOLS

Sy — stezenie poczatkowe substratu, g'm'3
growth substrate concentration
ky — wspotczynnik zamierania, h't
decay coefficient
K; — stata inhibicji, gm™
inhibition constant
K, — stata potnasycenia, g'm™
half saturation constant
R’ — wspotczynnik korelacji
correlation rate
S — stezenie substratu, grm™
substrate concentration
Sy — stezenie poczatkowe substratu, g-m’3
initial substrate concentration
t —czas, h
time
TSS — calkowita masa czasteczek zawieszonych
total suspended solids
X — stezenie biomasy, grm™
biomas concentration
Xy — poczatkowe stezenie biomasy, g'm™

initial biomas concentration
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ELZBIETA SzCZYRBA, HANNA KOLARCZYK, AGNIESZKA GASZCZAK, GRAZYNA BARTELMUS

DESIGNING OF COMETABOLIC MICROBIAL DEGRADATION OF 1,4-DIOXANE

1,4-dioxane is an organic compound widely used in various industrial processes. It is a known sol-
vent stabilizer especially for chlorinated solvents. This compound is also an undesired by-product of
many industrial processes, like manufacturing of polyester for example. 1,4-dioxane is a colorless, cyclic
ether which was classified by the US Environmental Protection Agency and International Agency for
Research on Cancer as a probable human carcinogen. Because of its chemical properties, 1,4-dioxane is
highly water miscible and low volatile xenobiotic, that’s why ones released to the environment remain
there for a long time. Different remediation strategies were used to remediate 1,4-dioxane contamination,
but the biological methods seem to be most appropriate because of their economic and environmental
advantages. 1,4-dioxane seems to be a very interesting subject for researchers. Different bacterial strains
were tested to check their ability of this compound degradation. Major strategies of 1,4-dioxane’s degra-
dation by microorganisms could be divided into two main groups: metabolism and cometabolism. Metab-
olism is connected with using carbon from degraded contaminant as a carbon and energy source. To this
group of microorganisms belong: Pseudonocardia dioxanivorans CB1190, Mycobacterium sp. PH-06
Acinetobacter baumannii DD1 and Xanthobacter flavus DTS. Cometabolism is a transformation process
of a non-growth substrate in the presence of another source of carbon and energy (growth substrate). The
carbon from co-substrate transformation cannot be incorporated into cells structures and also energy from
this process is not used for growth or cells maintain. The cometabolism is possible thanks to non-
specificity of enzymes of growth substrates, which can transform a wide range of compounds not only
this one, for which it was synthesized. Therefore, competitive inhibition could be observed between
growth and non growth substrates. The bacterial strains described previously which can degraded 1,4-
dioxane by cometabolism were: Pseudonocardia sp. ENV478, Rhodococcus ruber T1, Rhodococcus
ruber TS5 and mixed cultures.

The most important enzyme taking part in 1,4-dioxane degradation was monooxygenase. This en-
zyme could exist in cells constitutively or require induction by chemical compounds. Common inducers
of 1,4-dioxane monooxygenase except 1,4-dioxane itself were: THF, toluene, methane and propane.

The authors of previous works suggest that there were two main degradation pathway of 1,4-dioxane.
The major product of this compound decomposition were identified in the first degradation pathway as 2-
hydroxyethoxyacetic acid and in the second one: 1,4-dioxane-2-ol and ethylene glycol.

The subject of the analysis presented in this study was to test different bacterial strains if they have
the ability of 1,4-dioxane degradation. Stenotrophomonas maltophilia KB2, Rhodococcus erythropolis



92 E. SzczyRrBA 1 inni

KB4, Pseudomonas sp. E-93486 and Pseudomonas putida mt-2 were the examined for their 1,4-dioxane
degradation ability. That strains were proven in previous works, that they use monooxygenase to degrade
some organic compounds. Because none of examined strains show 1,4-dioxane degradation ability, the
inducibility of monooxygenase by toluene was tested but experiments reveal that 1,4-dioxane monooxy-
genase cannot be induced by toluene in that microorganisms. Also, cometabolic degradation of 1,4-
dioxane by Stenotrophomonas maltophilia KB2 was tested with the phenol as the growth substrate. Un-
fortunately, the results show that strain KB2 did not transform 1,4-dioxane in cometabolic process with
phenol as the source of carbon and energy. The effect of 1,4-dioxane on phenol degradation was ob-
served. The presence of 1,4-dioxane in the reaction mixture causes a slight decrease of the specific
growth rate of bacteria compared to the obtained results when phenol was added alone. The biodegrada-
tion tests of 1,4-dioxane require continuation with other bacterial strains.
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