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Prilog poznavanju biorazgradnje fenola
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Uvod

U nafoj literaturi ima malo podataka o bioloko] aktivnosti
liajeva, Pokorny (1970) ispituje metaboli¢ki put d-metionina u
liSajevima i nalazi da je metaboli¢ki put d-izomera aminokiselina
strogo odreden evolucionim stupnmjem biljne kategorije. LiSajevi
zbog specifiénog nadina zivota zauzimaju posebno mjesto medu bilj-
kama. Rezultati ukazuju da oni metaboliziraju d-aminokiseline na
jedan drugi nagin nego ostale kategorije bilja. O kemijskom sastavu
lifajeva postoji dosta radova, koji su vazni zbog njegove taksonomije
(Santesson, 1969, a, b, Culberson, 1970, Petro-Parvis
et al, 1970). Nifontova (1967) ispituje mogucnost fiksacije 1CO:
(sa 20 C); pri povifenoj temperatuni (50°"C—25,6%, 100°C—1,6%0).
Richarson i Smith (1968) pomoéu "C iz NaHCOs dokazuju da
lisajevi uzimaju ugljikovodike za vrijeme fotosinteze. U studijama
o prelazenju ugljika iz alga u gljive sluZe se markiranim "“CO:
Mosbach (1967) 1 Barashkova (1968).

Mnogo se radi na izolaciji liSajskih kiselina, jer neke od njih
imaju antibiotsko djelovanje (usninska). Dosada su izolirane pa-
rietinska, laktonska, izousninska, fenolna, giroforna i druge (Shi-
bata i Taguchi, 1967 Fox i| Mosbach, 1967, Heneck 1
Follmann, 1967, Bloomer et al, 1968, Piatelli i Giu-
dici, 1968, Mitchell i Shibata, 1969, Taguchi et al,
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1969). Mosbach (1967) je izolirao vulpinsku kiselinu (CiwHuaOs)
iz gljive liSaja Candeliariella vitelling (uzgojenog na ekstraktu sla-
da), koju nije nasao u samom lifaju. Goas i Bernard (1967)
ispitivali su moguénost koristenja dusika iz amina i amida.

Aktivne invertaze, amilaze, betaglukozidaze, cireaze, katalaze
i fenoloksidaze kod liSajeva dokazuju Galstryan i Avundz-
hyan (1967) § Seibert (1970).

Poznato je da je nestanak flore liajeva indikator industrij-
skog zagadenja zraka od plinova kao 5to su SOz, SOs, H2S, HF 1 dr.
(Munjko, 1970). Medutim Py att (1968) ispituje inhibitorske dje-
lovanje S0O= u koli¢ini od 2 ppm na lisajeve, a Schoenbeck
(1968) odrediije najnizu kencentraciju SOz u koli¢ini od 0,08 mg/m”,
od koje ostaje na zivotu 40% liSajeva nakon 68 dana. Koncentracija
od 0,04 mg/m?* SO2 ne djeluje otrovno na floru lidajeva. Paribok
(1970) dekazuje da lifajevi akumuliraju 10—100 puta veée koliéine
Fe, Ti, Ph, Sn i dr. ed drugih biljaka, a Gilbert (1971} ispituje
akumuliranje sumpora na liSajevima. Santesson (1969 1 1970)
ispituje 230 vrsta roda Cualoplaca, te spektrofotometrijski i kromu-
tografski odreduje ksantorin, fragilin, emodin i dr.

Triterpene iz lifaja Stica mangeoting izolirali su Corbett 1
Cumming (1971), Shibata et al, (1971) izolirali su iz Centra-
rig islandice kruti polisaharid koji dobro djeluje na sarkom-180,
kod miseva. De Silva i Jansen (1971) dzolirali su iz 21 vrste
lisajeva vitamine E i D. Kod nas prve pokuse biorazgradnje fenola
pomoéu mikroflore lifaja radi Munjko (1971), ZapaZeno je da
postoji vrlo bogata flora lifajeva na otoku Olibu u blizinu zald, koja
su jako zagadena tedkim alkilatima (katran, mazut), ¢iji se miris §iri
u unutrasnjost otoka. U Gorskom kotaru je takoder primjeteno da
lifajevi ne ugibaju u neposrednoj blizini mazuta, koji je proliven iz
autocisterne. Prilikom nasih ispitivanja zanimalo nas je kako se po-
nadaju liSajevi u vodenom mediju koji sadrii visoke koncentracije
fenola (do 500 ppm) i da li su sposobni svojim fenoloksidazama raz-
graditi fenol i do kojeg stupnja.

Materijal i metodika rada
Ispitivanja su zapoéela 21. srpnja 1969, i trajala su do 28, rujna
1971, godine, Dala su niz zanimljivih podataka kao prilog poznava-

nju biokemijske aktivnosti l8ajeva i njihove mikroflore,

96



o7




 SINANGD

venLy

98



Pokusnl sojevi lajeva

Uzorci Xanthoria parieting ubrani su sa Tilove peéine na otoku
Visu (21. VIT 1969}, gdje je imn u ve.kim kolidinama. Ista vrsta
ubrana je 24. VII 1971 na Bisevu, na vrhu peéine (iznad uvale Ba-
lun), u kojoj se nalazi Modra spilja. Ovdje je nalazimo dosta rijetko,
u neznatnim koli¢inama.

Vrste Rhizocarpon geogrephicuwry. Cludonia foliacea var. con-
wulate, te Cladonia rangifere sakuplene su na otoku Olibu uz kamenu
ogradu na putu prema uvali, gdje je uzemljen elektriéni dalekovod.
Zelimo navesti da se na puteljcima prema juznoj uvali (bivie pri-
stani3te), nailazi na mno$tvo malih buseni¢a pomenutih vrsta lida-
jeva, kao i na lifajeve imperfekte. Lisajevi imperfekti ubrani su
sa kore drveta u Savskom Marofu, (23. VIII 1971) 1 u Postojni (22.
IX 1971).

Pokuse biorazgradnje fenola radili smo i sa neodredenim vr-
stama (Usnea sp., Parmelia sp., Cetraria sp., te Petrusarie communia)
koje su ubrane na otocima Visu i Svecu i na planini Zlataru,
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Metodika rada

Uzorel lidajeva sakupljeni su u sterilne polietilenske wvreéice,
Koli¢ini od 1 g uzorka odredene vrste lisaja u Winklerovoj boéici
od 300 m! dodalo se 100 ml sterilne otopine fenola (100 ili 500 ppm)
sa 0,6%0 (NHa) :HPO4, Tako pripremljeni uzorak dobro se promuckao,
odredio se pH i kolitina fenola, a zatim je uzorak stavljen u inku-
bator na 20°C, termostat na 30°C ili je ostavljen na sobnoj tempe-
raturi koja se za vrijeme pokusa kretala izmedu 23—27°C. Nakon
odredenog vremena opet bi se ustanovio pH i preostali fenol prema
Schmauh-Grubbovoj metodi pri 289 nm (vidi JUS.H.Z1. 147).

Rezultati ispitivanja

Tabela 1. Komparativna ispitivanja biorazgradnje fenola (100 ppm)
pomocu lidajeva nakon 4 dana uz 0,6% (NHs) :HPOs pri 20°C i 25°C

% biolofke raz-

pH kod 200C pH kod 25°C gradnje fenola

Vrsta lidaja

prije nakon prije nakon A0 .
pokusa | pokusa | pokusa | pokusa 200C 250C
Rhizocarpon
geographicum 8,0 6,7 8,0 6,6 93,0 98,0
Cladonia foliacea
var. convulata 8,0 6,7 8,0 6,7 96,0 99 (v
Cladonia
rangifera 8,0 7.0 8.0 7,1 99,0 99,9

Xanthoria
parietina 8,0 6,7 8,0 7.2 99,0 99,9

Takoder su se vréila ispitivanja sa Xanthoria p. koja je drZzana
godinu dana u polietilenskoj wreéici na suhom i1 tamnom mjestu. Od
300 ppm fenola razgradilo se 34%0 nakon 7 dana na 37°C a pH se
smanjio sa 7,4 na 7,1.

Nasadivanjem kulture liSaja, koja je drzana 14 dana u otopini
fenola, ma simoncitratnu podlogu promijenila se kroz 24 sata boja
podloge od zelene u plavu.

Nasadivanjem kulture liSaja na hranljivi agar, koji sadri
2,3,5-tri-feniltetrazolijev klorid (TTC), mjesta oko samog lidaja
sva su pocervenjela,

100



Tabela 2. Komparativna ispitivanja biorazgradnje fenola (500 ppm)
nakon 7 i 14 dana pomocu lifajeva uz 0,6% (NH4) 2:HPOs pri 37°C

% biorazgradnje

pH nakon dana fenola nakon

Vrsta liSajeva dana
¢ 7 14 7 14
Rhizocarpon
geographicum 15 6,1 7,9 45,0 920
Cladonia foliacea
var, convulata 15 6,3 7.1 96,0 99,6
Cladonia rangifera 7.5 6,8 73 94,0 99.6
Xanthoria parietina 7,5 5,9 6,2 87,0 99,2
Lichenes imperfetti 7.5 6,9 6,1 10,0 99,0
Usnea sp. 7.5 6.7 73 63,0 90,8
Petrusaria
communis 7,5 6,3 69 50,0 74,0
Cetlraria sp. 7.5 7,1 7.6 10,0 370
Parmelia sp. 7.5 7,0 7.3 40,0 86,0
ppm = dijelova na milion

Tokom pokusa biorazgradnje fenola pomoéu lifajeva primje-
¢eno je da se u uzorcima sa Xanthoria parietina i Lichenes imper-
fekti veé nakon tri dana stvorila velika koli¢ina pjene, a miris fenola
bio je zamijenjen jednim wvrlo neugodnim mirisom, Medutim u osta-
1th vrsta takoder dolazi do stvaranja pjene i ugodnog mirisa na koru
drveta. Takojer je primjeteno da lidajevi ne gube svoja morfologka
svojstva, kao Sto su &vrstota i boja talusa (osim Cetraria sp., ¢iji je
talus postao mekan i lako se lomio pri dodiru).

Diskusija o rezultatima

Rezultati iz tabela 1 1 2 jasno nam pokazuju da liSajevi i nji-
hova mikroflora posjeduju mehanizme- fenoloksidaze, pomoéu kojih
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razgraduju fenol sve do CO: i kariste se njime kao jedinim izvorom
ugljika u podlozi.

- 0Od ekoloskih faktora vazni su temperatura i koncentracija fe-
nola, kao i vrijeme trajanja pokusa. Po mjerenjima pH vrijednosti
prije i nakon pokusa vidi se da se biorazgradnjom fenola stvaraju
neke lifajske kiseline, koje se kasnije i same potpuno ili djelomiéno
razgraduju.

Ovi pokusi (Tabele 1 i 2) dokazuju da lisajevi nisu osjetljivi
na koli¢ine fenola od 100 i 500 ppm, kao §to su osjetljivi na SO:.

Zakljuéak

Lisajevi i njihova mikroflora sposobni su da se koriste fenolom
kao jedinim izvorom ugljika, a istovremeno dobro reduciraju TTC
i koriste se limunskom kiselinom iz podloge simoncitrata.

Stupanj njihove biorazgradnje fenola ovisi o vrsti lisajeva, a
ne o geografskom smjestaju nadene vrste, jer fenol podjednako raz-
graduju liSajevi koji Zive kao endoliti i kao epifiti.

Mr. prof. Ignac Munjko
Dipl. ing. RuZica Mikli¢an
Water Control Service
OKI — Zagreb

CONTRIBUTION TO THE KNOWLEDGE OF THE BIODEGRADATION
OF PHENOLS BY LICHENES

In the first part of the study comparative tests of biodegrada-
tion of 100 ppm of phenol were performed in fluid medium with
0,6% (NHi) :HPO4 at 20°C and 25°C over 4 days.

In the second part o the study comparative tests of biodegra-
dation of 500 ppm of phenol werw performed in fluid medium with
0,6%0 (NH4) :HPOs at 37°C over 7 and 14 days.

The residual phenol was measured by extincion differeces in
alkaline and acid solutions at the maximum absortion of 289 nm
(Schmauh and Grubb, 1954),

Te basic problem of the study was the biodegradation of phenol
by lichenes (100 and 500 ppm) as the only source of carbon.
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