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Summary

Bioremediation is a process by which microoorganisms degrade or trans-
form the environmental contaminants into less toxic forms. A wide variety of
bacterial and fungal genera are known to be capable of degrading, and in many
cases, completely mineralizing chemical substances present in petroleum prod-
ucts at present. Three types of bioremediation are predominant in the industry:
natural attenuation, biostimulation and bioaugmentation. Selecting the most
appropriate strategy to treat a specific site can be quided by considering three
basic principles: the amenability of the pollutant to biological transformation to
less toxic products, the accessibility of contaminant to microorganisms
(bioavailabilty) and the opportunity for optimization of biological activity. Mi-
crobial activity is affected by a range of environmental factors, including nutri-
ents, moisture content, pH, temperature, and oxygen concentration. Different
aspects of bacterial degradation of petroleum contaminants in soil and how to
improve the efficiency and reproducibility are discussed in this review.
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1. Wprowadzenie

Od kilkunastu lat praktycznie we wszystkich uprzemystowio-
nych krajach $wiata istnieje problem skazenia gruntéw ropa naf-
towa i jej produktami. Zanieczyszczenia te dostajg sie do gleb
glownie w wyniku procesow wydobywczych ropy i jej przerobu
w rafineriach oraz awarii podczas magazynowania paliw. W Polsce
silnie skazone sg tereny bylych baz i poligonéw poradzieckich,
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gdzie wylewano niegdys$ zuzyte oleje i smary oraz grunty w poblizu rafinerii, stacji
benzynowych, warsztatéw naprawczych taboru samochodowo-kolejowego, lotnisk
(1,2).

Niektére weglowodory aromatyczne wystepujace w ropie (benzen, toluen, ksy-
len, fenol) sa bardzo szkodliwe dla cztowieka, ze wzgledu na toksyczne i kancero-
genne dzialanie (3,4). Zwiazki te charakteryzujg sie bardzo duzg rozpuszczalnoscia
w wodzie, w zwigzku z czym tatwo przedostajg sie do wéd podziemnych, a nastep-
nie do uje¢ wodnych. Zanieczyszczenie gleb produktami ropopochodnymi wptywa
niekorzystnie na produkcje roslinng oraz na jakos¢ woéd powierzchniowych i pod-
ziemnych (5).

W artykule przedstawiony zostanie aktualny stan wiedzy na temat zastosowania
bioremediacji do oczyszczania gruntéw z produktéw ropopochodnych. W tej sto-
sunkowo nowej technologii wykorzystuje sie szlaki i cykle metaboliczne mikroorga-
nizméw do redukgji zanieczyszczen lub ich transformacji w formy mniej szkodliwe
(6-8).

2. Czynniki warunkujgce efektywnos$¢ proceséw bioremediacyjnych

Efektywnos$¢ bioremediacji gruntéw z ropy i jej pochodnych zalezy od tempa
rozktadu tych zanieczyszczen przez mikroorganizmy glebowe, na ktére maja wptyw
takie czynniki jak: budowa chemiczna, stezenie weglowodorow i ich toksycznos¢
w stosunku do mikroflory, mikrobiologiczny potencjat gleby (stezenie biomasy, réz-
norodno$¢ populagji, aktywnos¢ enzymoéw), fizykochemiczne parametry Srodowiska
(m.in. odczyn, temperatura, zawarto$S¢ materii organicznej, wilgotnos¢) oraz do-
stepnos$¢ weglowodorow dla komoérek mikroorganizméw (1,6,9).

Minimalna liczebno$§¢ mikroorganizméw w glebie skazonej produktami ropopo-
chodnymi konieczna dla efektywnej biorekultywacji wynosi ponad 10°> komoérek/g
s.m. gruntu (1). W powierzchniowych warstwach gleby, zawierajacych odpowiedni
stosunek C:N:P wystepuje od 107 do 102 komorek/g gruntu, z tego od 0,1 do 1,0%
stanowig organizmy zdolne do rozktadu substancji ropopochodnych. W glebach
skazonych produktami ropopochodnymi liczba bakterii moze zwiekszy¢ sie od 100
do 1000 razy (5).

Wiekszo$¢ metod biologicznego oczyszczania zaolejonych gruntéw oparta jest
na intensyfikacji procesu poprzez zastosowanie odpowiednio dobranych i przygoto-
wanych zespotéw wspoltdziatajacych ze sobg mikroorganizméw — biocenoz lub kon-
sorcjow mikroorganizmoéw, wyspecjalizowanych w rozkitadzie weglowodoréw naf-
towych. Biocenozy te, zwane biopreparatami, zawierajg specjalnie wyselekcjonowa-
ne ze srodowiska naturalnego okreslone gatunki drobnoustrojow. Wprowadzane sg
do gleb jako zaszczepy biologiczne (inokulum) zawierajgce ok. 10° komérek/cm3.
Takie biopreparaty znacznie wspomagaja, a niekiedy warunkujg, biodegradacje za-
nieczyszczen (10).
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Wtasciwosci i cechy srodowiska w przewazajgcym stopniu decydujg o mozliwos-
ci przeprowadzenia bioremediacji in situ na danym terenie, bowiem wplywaja na mi-
krobiologiczna aktywnos$¢ (np. temperatura, wilgotno$¢) oraz transport (glownie
przez dyfuzje) zanieczyszczen do wnetrza komoérek drobnoustrojéw (np. zawartos$¢
i jako$¢ materii organicznej). W tabeli 1 przedstawiono gtéwne czynniki srodowiska

wplywajace na bioremediacje gleb z produktéw ropopochodnych.

Tabela 1

Gléwne czynniki $rodowiska wplywajace na bioremediacje gleb z produktéw ropopochodnych

’Czynn.l ki Znaczenie w bioremediacji Zabiegi z§v1<;.k sza]qcel effk- Literatura
srodowiska tywnos¢ bioremediacji
pierwiastki | azot i fosfor wystepuja w glebie czesto w ilosciach limitujacych| wzbogacanie gleby pozywka-| (1,25)
biogenne wzrost mikroorganizméw; substancje ropopochodne powoduja| mi zawierajacymi azot i fos-
niekorzystny dla metabolizmu bakterii wzrost stosunku wegla do | for
azotu
wilgotnos¢ | woda umozliwia rozpuszczenie weglowodoréw (w takiej formie| zraszanie gleby wodg lub wpro-|  (1,50)
sa fatwiej pobierane przez mikroorganizmy) oraz zmniejsza ad-| wadzanie wody do gruntu
sorpcje stabo rozpuszczalnych WWA do powierzchni czastek mi-
neralnych gleby
temperatura | wplywa na intensywnos¢ biodegradacji oraz rozpuszczalnos¢ ali-| regulacja temperatury w bio-| (51,52)
fatycznych i wielopierscieniowych aromatycznych weglowodoréw,| reaktorze; kompostowanie
a tym samym ich biodost¢pnos¢
pH produkty ropopochodne moga powodowaé obnizenie odczynu| wapnowanie gleby w celu| (1)
gleby (podczas degradacji weglowodoréw powstaja kwasy) zwigkszenia pH
tlen dostepnosc tlenu w glebie moze by¢ ograniczona w wyniku stabej| wprowadzanie tlenu w glab| (25,28)
przepuszczalnosci gruntu lub obecnosci fatwo rozktadalnych| gruntu lub oranie gleby
zwigzkéw pokarmowych; produkty ropopochodne czgsto powo-
duja powstanie w glebie rozlegtych stref beztlenowych
dostepnos¢ | obecnos¢ akceptora elektronow jest niezbedna w procesie roz-| wprowadzanie do gleby akeep-|  (49)
akceptora kadu weglowodoréw ropopochodnych w warunkach beztleno-| toréw elektronéw, np. azota-
elektronéw | wych now, siarczanow

Dostepnos¢ weglowodorow naftowych dla komérek mikroorganizméw (biodo-

stepnosc) zalezy od réznych czynnikéw fizycznych, chemicznych i mikrobiologicz-
nych, ktére wplywaja zaréwno na transport tych zwigzkéw, jak i migracje mikroor-
ganizmoéw w glebie. Stabo rozpuszczalne weglowodory alifatyczne i aromatyczne
z czterema i wieksza liczba pierscieni tatwo ulegaja adsorpcji na ziarnach gruntu
(11). Istotng role w kierowaniu bakterii w strone weglowodoréw naftowych (i in-
nych zanieczyszczen), ktére ulegly sorpcji na czastkach gleby odgrywa chemotaksja
(12-14). Do czastek gleby, gtéwnie materii organicznej i frakcji gliny (posiadajg do-
brze rozwinietg i ujemnie natadowang powierzchnie), mogg réwniez zosta¢ zwig-
zane mikroorganizmy o hydrofobowych ostonach komérkowych (15,16).
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Najlepsza metodg poprawienia transportu weglowodoréw naftowych do komo-
rek mikroorganizméw i ich biodostepnosci jest uzycie $rodkéow powierzchniowo
czynnych (SPC), ktére obnizajg napiecie powierzchniowe i interfazowe cieczy oraz
emulguja substancje lipofilowe powodujac zwiekszenie powierzchni wymiany i roz-
puszczalnosci (17-19).

Liczne mikroorganizmy degradujace weglowodory naftowe produkuja srodki po-
wierzchniowo czynne, za$ w literaturze przedmiotu mozna znalez¢ wiele prac do-
tyczacych efektywnosci biologicznych SPC w remediacji gleb zanieczyszczonych ro-
pa naftowa (17,20). W sprzedazy dostepne sg rowniez réznego rodzaju syntetyczne
srodki powierzchniowo czynne, jednak wiele z nich ma ograniczone zastosowanie
w bioremediacji, poniewaz sa zbyt fatwo degradowane przez mikroorganizmy lub
dziataja toksycznie na ich komérki. Korzystniejsze jest wprowadzanie do zanie-
czyszczonych gruntéow biologicznych SPC ze wzgledu na ich biodegradowalnos¢
w $rodowisku i niska toksycznos$¢. Jednak wysokie koszty ich produkgji sprawiaja,
ze powszechniej wykorzystuje sie syntetyczne SPC. Prowadzone sg badania majace
na celu skonstruowanie rekombinowanych mikroorganizméw zdolnych do rozktadu
weglowodorow naftowych i produkujacych $srodki powierzchniowo czynne (19,21).

Prawidiowy przebieg procesu biodegradacji moze prowadzi¢ do prawie 100% re-
dukcji zanieczyszczen w ciggu zaledwie kilku tygodni. Obecnie usuniecie z gruntéw
lekkich takich zanieczyszczen jak paliwo Diesla, benzyna, nafta lotnicza nie stanowi
zadnej kwestii. Problem pojawia sie w przypadku bioremediacji gleb (w szczeg6lno-
Sci ciezkich) z czystej ropy lub frakgji ciezkich (22).

Szybkos¢ rozktadu r6znorodnych produktéw ropopochodnych w powierzchnio-
wych warstwach gruntéw zachodzi z predkoscia od 0,02 do ponad 0,4 g/kg grun-
tu/dobe, srednio od 0,09 do 0,14 g/kg gruntu/dobe. W glebszych warstwach gruntu
szybkos$¢ degradacji maleje z powodu nizszego stezenia tlenu oraz mniejszej liczby
drobnoustrojow (5).

3. Planowanie i kontrola proceséw bioremediacji

Przed zastosowaniem technik bioremediacji na okreslonym stanowisku powinno
sie oceni¢ podatnos$¢ zanieczyszczen na degradacje (na podstawie analizy fizyko-
chemicznej), mozliwo$¢ osiagniecia catkowitej mineralizagji, liczebno$¢ mikroorga-
nizméw zdolnych do rozktadu zanieczyszczen oraz okresli¢ stezenie, rozpuszczal-
no$¢ w wodzie i reaktywno$¢ zwigzkéw wchodzacych w skiad skazenia z innymi
sktadnikami $rodowiska.

Kontrola przebiegu procesu bioremediacji gruntéw z produktéw ropopochod-
nych polega na przeprowadzaniu analiz fizyczno-chemicznych i mikrobiologicz-
nych. Okresla sie (metodami chromatografii gazowej i spektrofotometrii w podczer-
wieni) zmiany catkowitej ilosci weglowodoréw naftowych, a proces prowadzi sie do
uzyskania ich dopuszczalnego stezenia. Monitorowanie obejmuje réwniez pomiary
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zawarto$ci wilgoci i sktadnikow odzywczych, pH oraz oznaczanie ilosciowe i jako-
Sciowe mikroorganizmoéw (1).

Wiekszos$¢ (90-99%) gatunkoéw mikroorganizméw glebowych biorgcych udziat
w biodegradacji weglowodorow in situ nie tworzy koloni na podtozach hodowla-
nych. Stad tez poza standardowymi metodami oceny ilo$ciowej i jakoSciowe] stosu-
je sie pomiary biomarkeréw lipidowych, szczegolnie fosfolipidow (PLFA), ktore in-
formujg o zmianach w biomasie bakterii gramujemnych oraz techniki molekularne.
Za pomoca PCR przeprowadza sie amplifikacje genéw kodujacych enzymy katabo-
liczne lub 16S rDNA, ktoére po elektroforezie w gradiencie zelu denaturujgcego
(DGGE) analizuje sie (TRF) w celu identyfikacji gatunkéw bakterii (14,23).

Do monitorowania bioremediacji gleby zanieczyszczonej weglowodorami nafto-
wymi mozna wykorzysta¢ takie bioindykatory jak enzymy (lipazy i dehydrogenazy),
liczebnos$¢ lub bioluminescencje mikroorganizmoéw, kietkowanie nasion oraz prze-
zywalno$¢ dzdzownic. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze s3 to metody niebezposrednie,
stuzace raczej do oceny jakos$ciowej, a nie iloSciowej (24).

4. Strategie stosowane w procesach bioremediacji

Bioremediacje gruntéw mozna przeprowadza¢ sposobem in situ — w miejscu
wystepowania skazenia lub ex situ — po wybraniu zanieczyszczonej gleby z danego
terenu i umieszczeniu w specjalnie przygotowanym miejscu (25). Technologia in situ
stosowana jest w przypadku braku mozliwo$ci usuniecia skazonej ziemi, na przy-
ktad na obszarach przeznaczonych pod budownictwo, drég, awarii miejscowych
pod rurociggami i instalacjami, skazen duzych obszaréw. Gtéwnymi metodami bio-
remediacji gleb in situ sg: uprawa gleby, biowentylacja, bioekstrakcja. Technologia
ex situ umozliwia skuteczniejsze wykonanie procesowych zabiegéw intensyfikacyj-
nych bioremediacji skazen, co prowadzi do skrocenia catkowitego czasu rekultywa-
¢ji. Wsréd metod oczyszczania ex situ wymieni¢ nalezy: uprawe gleby, kompostowa-
nie, biostosy i bioreaktory (1,25-28).

Wyré6zni¢ mozna trzy typy bioremediacji gleb: bioremediacje naturalng (natu-
ralng attenuacje), biostymulacje i bioaugmentacje (29). W bioremediacji naturalnej
wykorzystuje sie proces naturalnej biodegradacji (okreslanej tez naturalng attenu-
acja) przeprowadzanej przez mikroorganizmy i wymaga jedynie prowadzenia regu-
larnego monitorowania stezenia zanieczyszczen. Najpowszechniej stosowang me-
toda bioremediacji gruntoéw jest biostymulacja polegajaca na stymulowaniu wzrostu
i aktywnos$ci rodzimych populacji drobnoustrojow (przyspieszaniu procesé6w biode-
gradacji zanieczyszczen) poprzez dostarczenie im odpowiednich substancji pokar-
mowych lub/i tlenu. Zdarza sie, ze rodzime populacje na danym terenie nie wyka-
zuja pozadanej aktywnos$ci w degradacji zanieczyszczen. Jest to spowodowane tok-
sycznym dziataniem zwigzkoéw wchodzacych w skiad skazenia lub brakiem odpo-
wiedniej ilosci i jakosci organizméw. W takiej sytuacji mozna zastosowac bioaug-
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mentacje (20,30). Metoda ta polega na wprowadzeniu do srodowiska odpowiednich
mikroorganizméw. Moga to by¢ wyizolowane ze skazonego gruntu i namnozone
szczepy, ktore wykazuja najwiekszg aktywnos¢ w rozkladzie zanieczyszczen (rein-
okulacja), rodzime drobnoustroje o selektywnie wzmocnionych w laboratorium zdol-
nosSciach funkcjonalnych lub mikroorganizmy modyfikowane genetycznie (GMM)
(6,20,25,29-31).

Genetycznie zmodyfikowane mikroorganizmy mozna wykorzystywac nie tylko
do przyspieszenia biodegradacji w skazonej glebie, ale rowniez do monitorowania
obecnosci wprowadzonych do gruntu bakterii oraz oceny biodostepnosci zanie-
czyszczen (biosensory) i mozliwosci ich eliminacji. W pierwszym przypadku bakte-
rie s3 wyposazone w odpowiedni konstrukt genowy, ktory jest fatwo wykrywany.
Wowczas gdy biodostepnos¢ zanieczyszczen jest warunkiem koniecznym do prze-
prowadzenia na danym terenie biologicznego oczyszczania mozna wykorzystaé
bakterie zawierajagce w swoim genomie promotor indukowany przez zwiazek, kto-
rego biodostepnos¢ jest badana. Promotor ten jest polgczony z genem, ktérego
produkt mozna tatwo obserwowac i zmierzy¢. Najpowszechniej uzywanymi genami
reporterowymi sg geny bioluminescencji (luc, lux) oraz gen gfp kodujacy zielone
biatko fluorescencyjne i jego pochodne (7,9,32).

Praktyczne zastosowanie w bioremediacji gruntéw z ropy i jej produktow moga
mie¢ bakterie ze wstawionymi do chromosomu genami enzyméw uczestniczacych
w rozktadzie weglowodorow naftowych (np. genem tod kodujacym dioksygenaze
toluenu) czy chemotaksji (np. NahY kodujgcym biatko uczestniczace w chemotaksji
do naftalenu i salicylanu) lub z wprowadzonymi plazmidami degradacji weglowodo-
row (np. plazmidem degradacji piranu z Mycobacterium sp.) (9,12,23,33,34).

5. Zastosowanie metod bioremediacji gleb zaolejonych w Polsce

Zastosowanie biologicznych metod oczyszczania gruntow skazonych produkta-
mi naftowymi praktykowane jest w Polsce z dobrym skutkiem od kilkunastu lat. Jed-
nym z pionieréw usuwania z gleb zanieczyszczen ropopochodnych jest prof. J. Siuta
z Instytutu Ochrony Srodowiska w Warszawie, ktérego grupa prowadzita bioreme-
diacje w latach 80. i 90. ubiegtego wieku. W pierwszej potowie lat 90. w wielu in-
nych osrodkach naukowych i we firmach komercyjnych rozwinefo stosowanie me-
tod biologicznych do likwidacji skazen produktami ropopochodnymi w glebie (35).

Najwieksze doswiadczenie na rynku w dziedzinie oczyszczania gleb z substancji
ropopochodnych maja pracownicy Zaktadu Biologii Srodowiska ISIS na Politechnice
Warszawskiej, ktérzy przy wspétpracy z firma Hydrogeotechnika Kielce przeprowa-
dzili do 2003 r. skuteczng bioremediacje ponad 30 tys. ton gruntu (22).

Problematyka biorekultywacji gleb zanieczyszczonych substancjami ropopo-
chodnymi zajmuja sie réwniez pracownicy Zaktadu Biochemii Akademii Rolniczej
w Krakowie. W swojej kolekcji drobnoustrojéw zgromadzono wiele szczepow bak-
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teryjnych i drozdzowych, ktore sa wykorzystywane do konstrukcji biopreparatow,
degradujacych trudno rozktadalne substancje ropopochodne w gruncie. Bank mi-
kroorganizméw w Zakladzie Biochemii zostal utworzony ze szczepoéw wyizolowa-
nych z wielu réznych Zrodet zanieczyszczonych wod i gleb, wystepujgcych na tere-
nie calej Polski. Bank ten jest wykorzystywany do badan majacych na celu opracowa-
nie sktadu biopreparatow rozktadajacych ucigzliwe zanieczyszczenia, gtownie WWA
i ich chlorowcopochodne. W Zaktadzie Biochemii AR w Krakowie przeprowadzono
we wspolpracy z polskimi podmiotami gospodarczymi wydajng bioremediacje gleb
silnie zanieczyszczonych weglowodorami naftowymi. W tabeli 2 przedstawiono wy-
niki wybranych projektéw rekultywacji, przeprowadzonych metodg ex i in situ
(10,35).

Tabela 2
Przyklady bioremediacji gruntéw
Poczatkowe Koricowe Czas
Pochodzenie Metoda stezenie stezenie  |Biodegradacja| trwania
i charakter skazenia oczyszezania | weglowodorow | weglowodor6w (%) procesu
(mg/kg s.m.) | (mg/kg s.m.) (miesiace)
Brzesko — teren bylej bazy CPN (stacja prze-| in situ 51 076 680 98,7 25
tadunku paliw)
ziemia zawierajaca osady i pozostalosci porafi-|  ex sifu 23 993 6652 72,3 6
neryjne
modernizacja stacji paliw w Zakopanem ex situ 9367 177 98,1 7
ziemia wybrana z terenu stacji paliw w Skawinie |  ex situ 8075 1211 85,0 0,8
wyciek spod rurociagu — baza paliwowa Olsza-|  in situ 2000 110 94,5 17
nica*
teren stacji transformatorowej w Brzesku (skaze-|  in situ 1382 677 51,0 10
nie gleby po wycieku oleju transformatorowego)

*podczas rekultywacji nastapit dwukrotny wylew

6. Mikroorganizmy rozktadajace weglowodory naftowe

Zdolnos¢ do degradacji i/lub wykorzystywania weglowodoréw naftowych wyka-
zuja liczne rodzaje bakterii i grzybow, a takze drozdze, niektore Cyanobacteria i zie-
lone glony (1,11). Jednak w bioremediacji gruntéw, z wielu wzgledéw, wykorzystuje
sie przede wszystkim bakterie. Charakteryzuja sie one wysoka liczebnoscig, szyb-
kim wzrostem i zdolnos$cig degradacji r6znorodnych zanieczyszczen. Mozna je tatwo
hodowac oraz poddawac¢ manipulacjom genetycznym (28). Biologiczne oczyszcza-
nie gleb z produktéw ropopochodnych zachodzi gtéwnie w wyniku dziatalnosci
bakterii tlenowych, ktére wykorzystujag weglowodory naftowe jako zrédio wegla
i energii potrzebne do ich wzrostu i rozmnazania. Grzyby maja ograniczone zasto-
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sowanie w bioremediacji, poniewaz transformuja weglowodory naftowe najczesciej
kometabolicznie, wymagajgc podstawowego substratu wzrostu (glukoza lub celulo-
za), a tempo przeprowadzanej przez nie degradacji jest niskie. Organizmy te nie po-
trafig dalej metabolizowac¢ produktow kooksydacji, dlatego tez catkowita minerali-
zacja zanieczyszczen ropopochodnych nastepuje w wyniku aktywno$ci bakterii (36).

Bieszkiewicz i wsp. (37) przeprowadzili identyfikacje bakterii pochodzacych
z zaolejonej gleby. Wéréd wyizolowanych szczepdw najliczniejsza grupe stanowity
bakterie nalezace do rodzaju Arthrobacter. Mniej licznie byly reprezentowane bakte-
rie z grupy Anitratum oraz Flavobacterium i Vibrio-Aeromonas. Najwiekszy i najszybszy
przyrost liczby komérek w hodowlach ptynnych na podiozu z olejami wykazywaty
gatunki nalezgce do rodzaju Arthrobacter i Flavobacterium.

Boossert i Bartha w 1984 r. zaprezentowali liste (w malejagcym porzadku) rodza-
jow bakterii najbardziej aktywnych w biodegradacji weglowodoréw naftowych:
Pseudomonas, Arthrobacter, Alcaligenes, Corynebacterium, Flavobacterium, Achromobacter,
Micrococcus, Nocardia i Mycobacterium. Natomiast w badaniach Sztompki najwyzsza
aktywnos¢ w rozkfadzie 1% oleju napedowego wykazaty: Micrococcus sp., Chryseomonas
luteola, Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes xylosooxidans spp. denitryficans,
Pseudomonas stutzeri, Acinetobacter Iwoffi (2).

Dtugotancuchowe weglowodory (alkany i alkeny) sg rozktadane przez wiele ga-
tunkow bakterii (z rodzaju Pseudomonas, Acinetobacter, Arthrobacter, Corynebacterium,
Nocardia, Mycobacterium, Geobacillus), a takze liczne drozdze (wiekszo$¢ gatunkow
Candida), przy czym ich liczba i intensywnos¢ degradacji wzrasta wraz z dlugoscia
tancucha (38,39). Mniej licznie wystepuja w glebach mikroorganizmy zdolne do bio-
degradagji cykloalkanow, przy czym zachodzi ona przede wszystkim przy udziale
konsorcjum mikroorganizméw w drodze kometabolizmu (1).

Niskoczasteczkowe (dwu- lub tréjpierscieniowe) weglowodory aromatyczne sg
degradowane przez wiele bakterii glebowych, a takze liczne rodzaje grzybow m.in.
Rhizopus, Aspergillus, Candida, Penicillium, Psilocybe, Smittum. Natomiast zdolnos¢ roz-
ktadu wysokoczasteczkowych (z 4 i wiekszg liczba pierScieni) weglowodoréw aro-
matycznych wystepuje stosunkowo rzadko u bakterii. Zwigzki te sg raczej rozktada-
ne przez grzyby ligninolityczne, takie jak: Phanaerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor, Bjerkandera sp., Pleurotus ostreatus oraz nieligninolityczne np. Cunninghanella
elegant, Penicillium janthinellum, Syncephalastrum sp. (11,40-42).

Zdolnos$¢ do wzrostu na wysokoczasteczkowych wielopierscieniowych weglowo-
dorach aromatycznych jest prawdopodobnie szeroko rozpowszechniona w obrebie
rodzaju Mycobacterium. Odnotowano ja dla kilku gatunkéw np. M. flavescens,
M. vanbaalenii sp. (26) i szczepow takich jak: AP-1, PYR-1, BB1, KR2, GTI-23,
RJGII-135, BG1, CH1 (3,40,42,43). Wiele bakterii degradujgcych wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne (WWA) z rodzaju Mycobacterium posiada réwniez zdol-
nos$¢ do rozktadu weglowodoréw alifatycznych (44,45).

Mikroorganizmy beztlenowe potrafig degradowac¢ weglowodory, takie jak ben-
zen, toluen, etylobenzen, ksylen (BTEX) oraz heksadekan i naftalen (26). Szczepy
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RCB i J] nalezace do rodzaju Dechloromonas (B-Proteobacteria) catkowicie utleniaja
benzen w warunkach beztlenowych, wykorzystujac azotan jako akceptor elektro-
noéw (46). Geobacter metallidurans i G. grbicium zdolne sg do beztlenowego utleniania
toluenu do CO; z redukcjg Fe(lll). Znanych jest kilka organizmoéw taczacych beztle-
nowa degradacje toluenu z oddychaniem azotanowym (Thauera aromatica szczepy
K172 i 11, Azoarcus sp. szczep T, A. tolulyticus szczepy To14 i Td15, Dechloromonas
szczepy RCB i ]]), nadchloranowym (Dechloromonas szczepy RCB i ]]) oraz siarczano-
wym (Desulfobacterium cetonicum, Desulfobacula toluolica) (47). Scharakteryzowano
rowniez metanogeniczne konsorcjum degradujace toluen skladajace sie z dwoéch
gatunkow archeonéw spokrewnionych z rodzajem Methanosaeta i Methanospirillum
oraz dwoch gatunkoéw bakterii, z ktérych jeden spokrewniony jest z Desulfotomaculum
(36). Na podstawie przeprowadzonej analizy za pomocg hybrydyzacji fluorescencyj-
nej in situ (FISH) denitryfikatorow degradujacych alkilobenzeny i n-alkany wykazano,
ze s3 to glownie bakterie z grupy Azoarcus/Thauera. Stosunkowo mato wiadomo
o beztlenowej biodegradacji etylobenzenu. Dotychczas opisano tylko trzy organi-
zmy (Thauera szczepy EbN1, PbN1, EB1) utleniajace ten zwigzek z jednoczesng re-
dukcja azotanéw (47).

7. Mechanizmy biodegradacji weglowodoréw ropopochodnych

Najpowszechniejsza droga tlenowej degradacji n-alkanéw jest utlenianie termi-
nalne z udzialem monooksygenazy. Hydroksylacja przy konhcowym weglu w fancu-
chu prowadzi do wytworzenia odpowiedniego alkoholu, ktéry jest nastepnie utle-
niany do aldehydéw i kwasow ttuszczowych. Kwasy ttuszczowe przechodza proces
B-oksydacji, a powstaty w nim acetylo-CoA zostaje wigczony w cykl Krebsa (23). Al-
keny ulegaja hydrolizie w miejscu podwdjnego wigzania, a nastepnie sg metabolizo-
wane jak alkany. Krotkotancuchowe weglowodory sa trudniej degradowane z wyjat-
kiem metanu, ktéry w warunkach tlenowych jest szybko wykorzystywany jako jedy-
ne zrédto wegla przez metanotroficzne bakterie (np. Methylomonas methanica) i droz-
dze (38).

Degradacje cykloheksanu zapoczatkowuje hydroksylacja prowadzaca do powsta-
nia cykloheksanolu, ktéry przeksztalcany jest w cykloheksanon i kaprolakton. Na-
stepnie hydrolaza laktozowa otwiera pierScien i powstaje odpowiedni kwas orga-
niczny — kwas adypinowy (1).

Bakterie i grzyby wykorzystuja odmienne drogi w tlenowej biodegradacji weglo-
wodoréw aromatycznych. U bakterii poczatkowe utlenienie pierscienia katalizowa-
ne jest przez wieloskfadnikowa dioksygenaze. Powstaly cis-dihydrodiol ulega rearo-
matyzacji (udzial dehydrogenazy cis-dihydrodiolu) do pochodnych dihydroksylo-
wych. Dalsze utlenianie prowadzi do utworzenia katecholu (1,2-dihydroksybenzen)
lub kwasu protokatechowego (3,4-dihydroksybenzoesan). Potem nastepuje oksyda-
cyjne otwarcie pierscienia aromatycznego (w pozycji orto lub meta) katecholu lub
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kwasu protokatecholowego z udzialem dioksygenaz. Dalszy rozkiad prowadzi do
powstania intermediatow centralnych szlakéw metabolicznych, takich jak burszty-
nian, acetylo-CoA, pirogronian (38).

Grzyby nieligninolityczne oraz ligninolityczne utleniajg pier§cien aromatyczny
do tlenkéw arenu za pomocg monooksygenazy cytochromu P-450. Tlenki mogg na-
stepnie izomeryzowac do fenoli lub ulec enzymatycznej hydroksylacji katalizowanej
przez hydrolaze epoksydowa z wytworzeniem trans-dihydrodioli. W przeciwien-
stwie do grzybow nieligninolitycznych, z ktérych stosunkowo niewiele ma zdolnos$¢
degradowania WWA do CO,, systemy enzymatyczne grzybow ligninolitycznych po-
trafig cia¢ i mineralizowac¢ pier$cien aromatyczny. Posiadajg one silne zewnatrzko-
mérkowe enzymy odpowiedzialne za degradacje ligniny, ktore dziataja na szeroka
game WWA (48).

Znane s3, jak dotad, dwie drogi beztlenowej degradacji alkanéw. Pierwsza z nich
polega na addycji fumaranu, druga zas obejmuje karboksylacje i usuniecie terminal-
nej dwuweglowej jednostki, co prowadzi do powstania odpowiedniego kwasu
ttuszczowego (49).

Na podstawie dotychczasowych badan wskazuje sie na trzy mozliwe mechani-
zmy poczatkowej aktywacji pier$cienia benzenu, takich jak: karboksylacja, hydrok-
sylacja i metylacja. Pierscien ulega przeksztatceniu do centralnego intermediatu —
benzylo-CoA, ktory jest redukowany do 1,5-dien-1-karboksylo-CoA przez gléwny en-
zym — reduktaze benzoilo-CoA (49).

8. Podsumowanie

Wiele mikroorganizméw glebowych (gléwnie bakterie i grzyby) jest zdolnych do
rozktadu weglowodorow wchodzacych w skiad ropy i jej produktéow w warunkach
zaréwno tlenowych, jak i beztlenowych. Wiekszo$¢ z nich zidentyfikowano dzieki
rozwojowi technik molekularnych. W ciggu ostatnich lat odkryto geny enzymow
szlakéw biodegradacji sktadnikéw produktéw ropopochodnych i chemoreceptoréw
uczestniczacych w kierowaniu mikroorganizméw w strone weglowodoréw nafto-
wych. Wprowadzenie tych genéw do bakterii moze mie¢ praktyczne zastosowanie
w bioremediacji. O efektywnosci bioremediacji in situ gleb skazonych produktami
ropopochodnymi w duzej mierze decyduja parametry fizykochemiczne Srodowiska.
Celowe jest, jak sie wydaje, prowadzenie dalszych badan nad ich wptywem na li-
czebnos$¢, réznorodnos¢ i aktywnos¢ drobnoustrojéw oraz biodostepnos¢ weglo-
wodoréw naftowych.
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