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Pathways of aerobic petroleum oil hydrocarbons biodegradation
Summary

The paper reviews the aspects of physiology and biochemistry of microbial
biodegradation of the main components of petroleum oil: alkanes (larger than
methane), alkenes, alkines, cyclic, polycyclic, aromatic and polyaromatic hydro-
carbons. It focuses on aerobic degradation pathways. The review provides key
information prepared on the basis of more than 30 years of research on micro-
bial degradation of hydrocarbons. The areas discussed include new pathways of
biodegradation of branched-chain alkanes, cyclic and polyaromatic hydrocar-
bons which have been discovered during the past few years. Special attention
was paid to oxygenases — enzymes initiating aerobic metabolism of hydrocar-
bons and phenomenon of co-oxidation which enables assimilation of most re-
calcitrant components of crude oil.

Key words:
hydrocarbons, petroleum oil, biodegradation pathways, metabolism,
co-oxidation.

1. Wstep

U podstaw rozwoju gospodarki cztowieka lezy wykorzysta-
nie zasobow naturalnych, wsréd ktorych najwazniejszymi sg ro-
pa naftowa i gaz ziemny. Nadmierna eksploatacja zl6z nafto-
wych, awarie podczas wydobycia, magazynowania, transportu
i przerobu surowcéw, to gtéwne przyczyny narastajacego skaze-
nia przyrody weglowodorami z ropy naftowej. Wiekszos¢ z jej
sktadnikéw to zwigzki mniej lub bardziej toksyczne dla orga-
nizmoéw zywych. Substancje te, kumulowane w roslinach moga
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przedostac sie do organizmow wszystkich ogniw tancucha pokarmowego. Szkodli-
we dzialanie zanieczyszczen ropa naftowa wynika rowniez z jej oleistej konsysten-
¢ji. Warstwa weglowodoréw na powierzchni gruntu lub wody utrudnia dostep tlenu
do warstw nizej potozonych. Jedng z gtéwnych strategii likwidacji skazen ropg naf-
towq i jej produktami jest bioremediacja, polegajgca na wykorzystaniu zdolno$ci
niektorych mikroorganizmoéw do rozktadu weglowodoréw i ich utlenieniu do dwu-
tlenku wegla i wody. Na uzytek technologii bioremediacji przygotowuje sie wyspe-
cjalizowane zestawy (konsorcja) drobnoustrojow, wykazujacych szczegdlne uzdol-
nienia do degradacji poszczegdélnych grup weglowodoréw. Konsorcja te powinny
szybko adaptowac sie w skazonym srodowisku, a rozktad zanieczyszczen powinien
prowadzi¢ do detoksykacji sSrodowiska, obrazowanej szybkim spadkiem stezen skfad-
nikéw ropopochodnych, bez gromadzenia szkodliwych metabolitow. Przygotowa-
nie tego typu biopreparatéw wymaga znajomosci fizjologii drobnoustrojow, szla-
kow biodegradacji, zasad funkcjonowania systemoéw enzymatycznych z pogranicza
metabolizmu peryferyjnego i centralnego, dzieki ktorym moze doj$¢ do utlenienia
ksenobiotykow.

Praca ta stanowi przeglad najwazniejszych drég metabolicznych funkcjonujacych
u bakterii i grzybéw, wedtug ktérych moga podlegac rozktadowi weglowodory ropy
naftowej. Ze wzgledu na obszerno$¢ zagadnienia, w opracowaniu tym oméwione
zostang tylko szlaki przemian zachodzacych w warunkach tlenowych.

2. Charakterystyka ropy naftowej

Ropa naftowa stanowi wysoce zlozong mieszanine wielu tysiecy weglowodorow,
ktore mozna sklasyfikowac w trzech grupach: weglowodory alifatyczne, aromatycz-
ne i zwiazki polarne. Wsréd weglowodoréw alifatycznych wyr6znia sie weglowodo-
ry prostofancuchowe, rozgatezione oraz zwiazki cykliczne. Weglowodory aroma-
tyczne wystepujg w formie zwigzkéw jednopierscieniowych (np. benzen, toluen)
oraz zwigzkow poliaromatycznych, np. naftalen, fenantren czy piren. Frakcja polar-
na, to zwiazki zawierajgce heteroatomy takie jak np. azot, siarka czy tlen. Podczas
biodegradacji weglowodoréw ropy naftowej, lub jej wybranych frakcji, metabolizo-
wanych jest tysigce réznorodnych zwigzkéw. Z chemicznego punktu widzenia reak-
cje zachodzace podczas ich asymilacji przez drobnoustroje to giéwnie: acylowanie,
alkilowanie, dealkilowanie, dehalogenacja, hydroliza estréw lub amidéw, utlenianie,
redukcja, hydroksylacja pierscienia aromatycznego, rozerwanie pierScienia, konden-
sacja i tworzenie koniugatéw. Dziatanie drobnoustrojéw ujawnia sie przede wszyst-
kim: utlenieniem czasteczki weglowodoru, rozerwaniem wigzan C-C, atakiem na
grupy funkcyjne zawierajace np. metal lub siarke oraz biokrakingiem weglowodo-
row ciezszych (1).
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3. Drobnoustroje degradujace weglowodory

Weglowodory ropy naftowej to substancje stabilne chemicznie, ktére moga jed-
nak podlegac rozktadowi z udziatem drobnoustrojow. Bakterie wykazujace zdolnos¢
do degradacji weglowodorow wystepuja licznie zarowno w wodach stodkich, mor-
skich jak i gruntach. Drozdze zasiedlajg chetniej ekosystemy wodne, grzyby stano-
wia grupe dominujacg w gruntach (2,3). Do grupy mikroorganizméw wykazujacych
zdolnos$¢ do degradagji sktadnikéw ropy naftowej lub wybranych jej frakcji naleza
m.in. BAKTERIE: Achromobacter, Acinetobacter, Actinomyces, Alcaligenes, Arthrobacter,
Aeromonas, Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus,
Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, DROZDZE: Candida, Debaromyces, Hansenula,
Pichia, Rhodosporidium, Rhodotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces, Torulopsis,
Trichosporon, GRZYBY: Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Fusarium, Mortierella,
Mucor, Penicillium, Sporotrichum, Varicospora. Zaden z drobnoustrojoéw nie jest zdolny
do biodegradacji weglowodoréw wszystkich grup, moga jedynie przyswaja¢ wybrane
rodzaje zwigzkow, o okreslonych strukturach chemicznych (4). Wsréd bakterii o sto-
sunkowo szerokim spektrum substratowym wymieni¢ nalezy szczepy Pseudomonas.
Wozrasta rowniez zainteresowanie szeroko rozpowszechnionymi w przyrodzie pro-
mieniowcami, tlenowymi bakteriami gramdodatnimi, reprezentowanymi m.in. przez
rodzaje Rhodococcus, Nocardia, Gordonia, Mycobacterium lub Dietzia. Mikroorganizmy
te posiadajg uzdolnienia enzymatyczne do transformacji i degradacji ro6znych grup
weglowodoréw, zaréwno alifatycznych jak i aromatycznych oraz trudno przyswajal-
nych zwigzkéw alicyklicznych (5-8). Bakterie te wykazujg zdolno$¢ do asymilacji do-
decylocykloheksanu (9), 2,6,10,14-tetrametylopentadekanu (8), fenylodekanu (10).
Szczegdblng grupe drobnoustrojow stanowia grzyby, np. Phanaerochaete chrysosporium
wytwarzajgce pozakomorkowe ligninolityczne peroksydazy atakujace pierscienie weglo-
wodorow zaréwno mono- (11) jak i poliaromatycznych (12). Przemianom prowadzo-
nym przez grzyby mikroskopowe moze towarzyszy¢ pojawianie sie produktéw po-
Srednich, niekiedy bardziej toksycznych od wyjSciowego substratu.

W proces biodegradacji weglowodoréw w srodowisku wodnym czy gruntowym
wlacza sie wiele grup mikroorganizméw, od wybitnie tlenowych do bezwzglednych
beztlenowcéw. Biodegradacja wiekszosci substancji ropopochodnych przebiega szyb-
ciej w warunkach tlenowych i jest bardziej kompletna. W warunkach beztlenowych
biodegradacji ulegaja alkany C;,-Cyq (13), weglowodory monoaromatyczne (14) i po-
liaromatyczne (15). W literaturze podkre$la sie fakt, ze badania metabolizmu drob-
noustrojow w podiozach zawierajacych pojedynczy weglowodor nie oddajg tego co
dzieje sie w obecnos$ci mieszanin tych zwiazkéw i podobnie, uzycie monokultur nie
ilustruje tego co dzieje sie w obecnosci populacji mieszanych, stanowigcych natu-
ralng mikroflore danego srodowiska, czesto degradujgcych mieszanine weglowodo-
row efektywniej niz pojedyncze kultury. Powszechnie uznaje sie, ze dla osiagniecia
catkowitej degradacji mieszaniny zwiazkéw ropopochodnych wymagany jest udziat
wielu wspoldziatajacych ze soba mikroorganizmoéw.
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Postep procesu biodegradacji weglowodoréw ropy naftowej prowadzonej w miej-
scu skazenia zalezy w duzym stopniu od specyfiki srodowiska i bytujgcej tam mikro-
flory. W pierwszej kolejnos$ci wykorzystywane sg n-alkany, powodujac obfity wzrost
drobnoustrojéw. Wowczas gdy w srodowisku pozostajg substancje bardziej oporne
na biodegradacje, organizmy te muszg ustgpi¢ drobnoustrojom, czesto o nizszej
szybkosci wzrostu, ale o wyjatkowych uzdolnieniach metabolicznych (16). Z badan
Cerniglia (17) wynika, ze weglowodory ropy naftowej pod wzgledem podatnosci na
biodegradacje mozna uszeregowac w nastepujgcym porzadku (od najtatwiej do naj-
trudniej degradowalnych): liniowe alkany C;y-C,5, weglowodory gazowe C;,-Cy, alka-
ny Cs-Cy, alkany rozgatezione do Cy;, alkeny C,-Cqq, rozgatezione alkeny, weglowo-
dory mono- i poliaromatyczne, cykloalkany. Ilo§¢ wyizolowanych drobnoustrojow,
wykazujacych zdolno$¢ do wzrostu w obecno$ci wymienionych grup substratow
maleje w tym samym porzadku. Szczeg6lng frakcje ropy naftowej stanowig asfalte-
ny. Asfalteny to nierozpuszczalne weglowodory zawierajace struktury aromatyczne
i alicykliczne z krotkimi, alkilowymi odgatezieniami. Zwiazki te sa oporne na biode-
gradacje, Degradacja asfaltenéw moze zachodzi¢ jedynie w mieszaninie z frakcja
olejowa. O pelnej degradacji substancji ropopochodnych decyduje m.in. zdolnos$¢
drobnoustrojéw do rozktadu zwiazkéw posrednich, takich jak kwasy karboksylowe
alifatyczne i kwasy tluszczowe (18). Kwasy tluszczowe z pojedynczym rozgalezie-
niem, zamiast ulega¢ dalszym przemianom w ramach p-oksydacji, moga by¢ wtacza-
ne do membran lipidow (19). Wolne kwasy ttuszczowe, wydzielane poza komorke
moga petni¢ role biosurfaktantow, co stwierdzono dla szczepu Acinetobacter hodo-
wanego w podtozu z n-heksadekanem (3). Drobnoustroje, poza biodegradacjg, mo-
g3 powodowac roéwniez zwiekszenie czgsteczki weglowodoru, np. syntetyzowac
woski czy materialy smotowe.

Réznorodnos¢ droég metabolicznych funkcjonujacych u réznego typu drobno-
ustrojow w odniesieniu do poszczegélnych grup weglowodoréow uniemozliwia su-
maryczne przedstawienie zagadnienia i wymaga oddzielnego oméwienia szlakow
biodegradacji dla alkanéw, izoalkanéw, alkenéw, zwigzkéw cyklicznych, mono-
i poliaromatycznych.

4. Degradacja alkanéw

n-Alkany, to grupa weglowodoréw degradowana stosunkowo tatwo przez wiele
rodzajéow mikroorganizmoéw: Pseudomonas, Rhodococcus, Mycobacterium, Acinetobacter,
Sphinghomonas, Xanthobacter. Szczegdlny przypadek stanowi pierwszy w szeregu
homologicznym weglowodoér — metan, ulegajacy utlenieniu do dwutlenku wegla
z udzialem bakterii metylotroficznych. Proces obejmuje kilka reakgji. Pierwsza z nich
prowadzona jest z udziatem monooksygenazy metanowej (EC 1.14.13.25). Powstaly
metanol jest nastepnie utleniany do formaldehydu, kwasu mrowkowego i dwu-
tlenku wegla. Etan, propan, butan mogg by¢ utleniane przez szczepy Pseudomonas
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methanica, kometabolicznie w obecnosci metanu. n-Alkany mogg by¢ degradowane
droga terminalng, diterminalng, subterminalng lub przez alkeny. Przemiany zacho-
dzace w ramach tych szlakéw przedstawiono na rysunku 1. Pierwszy etap asymilagji
n-alkanéw w warunkach tlenowych polega na wbudowaniu atomu tlenu przy udziale
monooksygenaz. W przypadku drogi terminalnej insercja aktywnego tlenu zachodzi
w wolnym koncu alkilowego tancucha weglowodoru z utworzeniem alkoholu, alde-
hydu i nastepnie — kwasu ttuszczowego (18). Kwasy ttuszczowe sa degradowane
na drodze B-oksydacji, ktorej produktami sg kwasy krotsze o dwa atomy wegla
i acetyloCoA (dla weglowodorow o parzystej liczbie atoméw wegla) lub propionylo-
CoA (dla weglowodorow o nieparzystej liczbie atoméw wegla). Te ostatnie, dzieki
wykorzystaniu energii ATP mogg wro6ci¢ w formie CoA do nastepnego obiegu cyklu.
W procesie diterminalnej oksydacji po przytaczeniu atomu tlenu do jednej z konco-
wych grup alkanu wigcza sie monooksygenaza kwaséw ttuszczowych (EC 1.14.14.1),
co prowadzi do powstania kwasu dikarboksylowego. W przypadku oksydacji subter-
minalnej utlenieniu ulega wewnetrzna grupa metylowa, w wyniku czego powstaje
alkohol drugorzedowy, a nastepnie keton. Baeyer-Villiger monooksygenaza (EC 1.14.13.-)
przeksztalca ketony do estrow, ktére ulegaja rozszczepieniu pod wplywem esteraz.
Oksydacji subterminalnej ulegajg gtéwnie alkany dtugotancuchowe (19). Proces roz-
ktadu n-alkanéw na drogach: mono-, di- i subterminalnej, dla weglowodoréw zawie-
rajgcych do o$miu atomoéw wegla, inicjowany jest czesto przez monooksygenaze
metanowg (EC 1.14.13.25), dla weglowodoréw zawierajacych wiecej niz osiem ato-
moéw wegla — przez 1-monooksygenaze alkanowa (EC 1.14.15.3). W przypadku drogi
degradacji przez alkeny reakcje rozktadu inicjuje reduktaza 2-heksadekanolowa
(EC 1.3.1.27), sprzezona z NAD, po czym, pod wplywem odpowiednich monooksy-
genaz tworzone sg epoksydy i diole. Powstate w kolejnych reakcjach kwasy ttusz-
czowe podlegaja a-oksydacji.

5. Biodegradacja alkanéw rozgalt¢zionych

Alkany rozgalezione (izoalkany) stanowig trudniejszy substrat dla drobnoustro-
jow od n-alkanéw. Niewielka liczba podstawnikéw metylowych lub etylowych nie ob-
niza w sposéb istotny degradowalnosci tych zwiazkoéw, chyba ze, poprzez swoje usy-
tuowanie, uniemozliwig wtgczenie powstatych kwaséw ttuszczowych w szlak pB-oksy-
dacji (lub a-oksydacji). Dtuzsze i bardziej liczne rozgatezienia zlokalizowane blisko
centrum podstawowego fancucha czynig izoalkany trudniej degradowalnymi (20).
Stosunkowo niewielka liczba drobnoustrojow wykazuje zdolno$¢ do degradacji tych
zwiazkow. Z badan prowadzonych przez Fall i wsp. (21) dla szczepu Pseudomonas
citronellolis wynika, ze rozgatezione weglowodory, np. 2,6-dimetylo-2-okten, moga
by¢ metabolizowane wg szlaku cytronelowego, w ktorym gtéwny metabolit — cytro-
nelol po przeksztatceniu do geranylo-CoA ulega B-oksydagji. Klasycznym przyktadem
rozgatezionego alkanu, odpornego na degradacje jest pristan (2,6,10,14-tetrametylo-
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Rys. 2. Drogi biodegradacji izoalkanéw na przykfadzie a) pristanu (22) i b) skwalanu (26).

pentadekan). Zwiazek ten uzywany jest jako marker w analizie skazen substancjami
ropopochodnymi. Nieliczne gatunki grzybow i bakterii (Corynebacterium, Brevibacterium,
Nocardia) wykazujg zdolnos$¢ do degradacji tego zwigzku (22). Z badan nad biodegra-
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dacja pristanu (23) i innych weglowodoréw rozgatezionych np. fytanu, norpristanu,
(24,25) wynika, ze najczesciej atakowane sg terminalne grupy izopropylowe i pro-
duktami wstepnego utlenienia sg terminalne alkohole (rys. 2a). Interesujace informa-
cje na temat biodegradacji skwalanu (2,6,10,15,19,23-heksametylotetrakozanu), za-
warte sg w pracy Berekaa i Steinbuchel (26). Jest to pierwsze doniesienie na temat
biodegradacji tego zwiazku. Wyizolowane przez nich szczepy Mycobacterium fortuitum
NF4 i Mycobacterium ratisbonence SD4 degradujg skwalan tworzac kwas dikarboksylo-
wy, z ktérego po oddzieleniu trzech czasteczek propionyloCoA i dwoch czgsteczek
acetyloCoA powstaje kwas 3,7,11-trimetylododekandiowy, posrednik typowy dla bio-
degradacji pristanu. Po czym, grupy B-metylowe tego intermediatu zostaja zastgpio-
ne grupami karbonylowymi, typowymi dla szlaku cytronelowego. Szlak biodegradacji
skwalanu przedstawiono na rysunku 2b.

6. Biodegradacja cykloalkanéw

Cykliczne alkany, to jedne z gltéwnych sktadnikow ropy naftowej, naleza do
zwigzkow wysoce odpornych na biodegradacje, niektore z nich sga rowniez bardzo
toksyczne (18). Niska podatnos¢ na degradacje jest prawdopodobnie spowodowana
brakiem terminalnych grup metylowych, sprzyjajacych zainicjowaniu utlenienia.
Kompleksowe zwiazki alicykliczne np. hopany nalezg do skazen najdiuzej zale-
gajacych w srodowisku. Uwaza sie, ze biodegradacji moga podlegac jedynie struktu-
ry zawierajgce do szeS$ciu alicyklicznych pier$cieni. Cykloalkany, (szczegélnie te za-
wierajace 4-6 pierScieni) przyswajane sg giéwnie dzieki zjawisku kometabolizmu
(w obecnosci kosubstratow) i (lub) komensalizmu czy mutualizmu (form wspo6tbyto-
wania drobnoustrojow). Zjawiska te sa, jak sie wydaje, bardzo istotne, bowiem jak
dotad, odkryto tylko nieliczne drobnoustroje zdolne do wykorzystywania tych zwiaz-
kéw jako jedynego zrédta wegla i energii (27-29). Z pracy Beam i Perry (9) wynika,
ze cykloalkany w wyniku koutlenienia mogg by¢ przeksztatcone przy udziale perok-
sydazy czy polifenolooksydazy do cykloalkanonéw. Powstate cykloalkanony moga
by¢ dalej metabolizowane na zasadach komensalizmu (30). Dwa wspoéipracujace ze
soba szczepy bakterii wykorzystujace cykloheksan jako jedyne Zrodto wegla zostaty
wyizolowane przez Hornick i wsp. (31). Degradacja przebiega w dwoéch etapach.
W pierwszym z nich, jeden ze szczepow utlenia substrat w obecnosci alkanow (ko-
metabolizm) do cykloheksanolu lub cykloheksanonu, nastepnie inicjatywe przejmu-
je drugi szczep, degradujgc powstale intermediaty. Zwiazki alicykliczne, zawiera-
jace podstawniki (np. metylocykloheksan i metylocyklopentan) fatwiej ulegaja de-
gradacji, jednakze podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za ich rozktad
pozostaje kometabolizm. NajczeS$ciej, jako pierwsze atakowane sa podstawniki alki-
lowe, po czym nastepuje rozszczepienie pierScienia. Teze te potwierdzajg badania
Beam i Perry (9) nad biodegradacja dodecylocykloheksanu przez szczepy Mycobacterium.
Identyfikacja takich zwigzkéw posrednich jak kwas cykloheksylododekanowy i cy-
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Utlenianie <:>7(CH2)”-CH3 Utlenianie tarcucha
pierscienia alkilowego
dodecylocykloheksar\
koutlenienie
Ho—<:>—(cH2)H-CH3 Q(CH2)11-CH20H

cykloheksylododekanol

4-dodecylocykloheksanol
(produkt 3)

(CH,),,-CHO

0=<:>*(CH2)11'CH3 cykloheksylododekanal

4-dodecylocykloheksanon

Q._

(produkt 4) J
lkoutlenianie z alkanami <:>*(CH2)11-COOH
dalsza degradacja kwas cykloheksylododekanowy
(produkt 5)
<:>—COOH <:>—CH2-COOH
kwas kwas
cykloheksanokarboksylowy cykloheksylooctowy
(produkt 1) (produkt 2)

Rys. 3. Biodegradacja dodecylocykloheksanu (28,29).

kloheksylooctowy wskazuje, ze jako pierwsze atakowane sg podstawniki. Z badan
Koma i wsp. (28) wynika, ze szczep Acinetobacter sp. ODDK71 degraduje dodecylocy-
kloheksan kometabolicznie, w obecnosci heksadekanu. Na podstawie identyfikagji
metabolitow posrednich ustalono, ze degradacja ta przebiega wedlug dwoch szla-
kéw. W pierwszym z nich, substrat zostaje utleniony kolejno do cykloheksylodode-
kanolu, cykloheksylododekanalu i kwasu cykloheksylododekanowego. Ten ostatni
zostaje przeksztalcony do kwasu cykloheksakarboksylowego wedtug nie znanego
dotad mechanizmu. Pojawianie sie tego intermediatu obserwowano wczesniej dla
szczepu Alcanivorax (32). Produkty tego szlaku, odkryte przez Koma i wsp. (28):
kwas cykloheksylooctowy i kwas cykloheksakarboksylowy nie podlegaja dalszej de-
gradacji. Drugi szlak degradacji dodecylocykloheksanu polega na utworzeniu 4-do-
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decylocykloheksanolu i utlenieniu go do 4-dodecylocykloheksanonu. Metabolit ten
moze podlega¢ dalszej degradacji tylko w obecnosci heksadekanu. Ci sami badacze
(29), opisuja degradacje dodecylocykloheksanu z udziatem szczepu Rhodococcus sp.
NDKK48, atakujgcego substrat zarowno od strony pierscienia jak i podstawnika alki-
lowego. Poznane dotychczas drogi biodegradacji dodecylocykloheksanu przedsta-
wiono na rysunku 3.

7. Degradacja alkenéw

Alkeny sa rzadko spotykanymi sktadnikami ropy naftowej. 1-Alkeny sg utleniane
gtownie od nasyconego konca tancucha zgodnie z mechanizmem degradacji alka-
néw (31). Metabolizm alken6w moze rozpocza¢ réwniez atak na podwojne wigzanie
z utworzeniem alkano-1,2-diolu lub epoksydéw (rys. 1), ktore nastepnie sg prze-
ksztatcane do kwaséw tluszczowych. Wiele drobnoustrojéw nie wykazuje zdolnosci
do wzrostu w obecnosci alkenéw o dlugosci tancucha mniejszej niz Cq,. Prawi-
dtowoscia jest rowniez, ze 2-alkeny podlegajg tatwiej degradacji niz 1-alkeny, bo-
wiem obecno$¢ terminalnych grup metylowych czyni je bardziej podatnymi na bio-
degradacje. Asymilacja diterminalnych alkenéw zachodzi niewiele trudniej od poje-
dynczo nienasyconych, produktami przejsciowymi sg epoksydy lub diole (33). Utyli-
zacja alkenéw zawierajacych podwdéjne wigzania w srodku fancucha prowadzi cze-
sto do utworzenia nienasyconych kwaséw ttuszczowych.

8. Degradacja weglowodoréw aromatycznych

Wiele drobnoustrojéw wyposazonych jest w systemy enzymatyczne odpowie-
dzialne za katabolizm naturalnie wystepujacych zwigzkéw aromatycznych. Proces
biodegradacji weglowodorow aromatycznych z udzialem bakterii obejmuje pie¢ faz:

1. Wchioniecie czasteczki weglowodoru do komoérki. Proces ten moze odbywacé
sie na zasadach prostej dyfuzji lub na bazie specyficznego mechanizmu transportu.

2. Przygotowanie substratu do rozerwania pierscienia.

3. Rozerwanie pierScienia.

4. Przeksztatcenie zwiazku powstatego po rozszczepieniu pier$cienia do inter-
mediatéw amfibolicznych.

5. Wlaczenie intermediatéw amfibolicznych do przemian centralnych.

Asymilacja zwigzkéw aromatycznych z udziatem drobnoustrojow moze przebie-
gac zarowno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Proces beztlenowy prze-
biega wolniej i drogi biodegradacji bez dostepu tlenu nie sg doktadnie poznane.
Szlaki tlenowej biodegradacji weglowodoréw jednopierscieniowych oraz naftalenu
i fenantrenu sg intensywnie badane od lat siedemdziesigtych (34-42). Z badan tych
wynika, ze gtéwna role w utlenianiu weglowodoréw aromatycznych odgrywaja
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oksygenazy (di- i monooksygenazy) uczestniczgce w reakcjach hydroksylacji i rozer-
wania pier$cienia. Podstawowymi produktami hydroksylacji pierscienia i dalszego
utlenienia z udziatem dehydrogenaz sg katechol i kwas protokatechowy (43). Wiek-
szo$¢ pojedynczo lub podwdjnie podstawionych pierécieni aromatycznych, jak np.
w kwasie migdatowym, fenyloalaninie, toluenie, benzoesanie, salicylanie i fenolu
przeksztatcanych jest do katecholu. Pier$cienie podstawione podwdjnie, w pozy-
cjach 1,31 1,4 oraz pierScienie wielokrotnie podstawione przeksztalcane sa czesciej
do kwasu prokatechowego. Powstaty katechol i (lub) kwas prokatechowy stanowia
punkt wyjscia dla enzymatycznego rozerwania pier$cienia. Reakcja rozszczepienia
pierscienia aromatycznego moze przebiega¢ w dwojaki sposéb. W przypadku ka-
techolu, jesli rozszczepienie ma miejsce miedzy dwoma sgsiadujgcymi grupami hy-
droksylowymi, to jest to rozszczepienie typu orto (intradiolowe), jezeli reakcja pole-
ga na rozbiciu wigzania miedzy hydroksylowanym i sgsiadujagcym — niehydroksylo-
wanym atomem wegla to jest to rozszczepienie typu meta (eksradiolowe). Pierwsze
z nich, odbywajace sie przy udziale 1,2-dioksygenazy katecholowej (EC1.13.11.1)
wiedzie do utworzenia kwasu cis,cis-mukonowego, drugie, prowadzone przez 2,3-dio-
ksygenaze katecholowa (EC1.13.11.2) powoduje powstanie semialdehydu 2-hydro-
ksymukonowego. Produktami dalszych przemian typu orto sg: kwas bursztynowy,
acetylo-CoA, typu meta-aldehyd octowy i pirogronian. Do biodegradacji weglowodo-
row aromatycznych szczegoélnie predystynowane sg szczepy Pseudomonas kodujace
chromosomalnie enzymy szlaku orto (44) i plazmidowo - szlak rozszczepienia typu
meta-, specyficzny dla takich zwiazkoéw jak fenol, krezol, toluen. Protokatechinian
moze by¢ réwniez rozszczepiany wedtug dwoch réznych drég: orto- i meta-. W szla-
ku orto-, za rozerwanie pierScienia odpowiedzialna jest 3,4-dioksygenaza prokate-
chinianowa (EC1.13.11.3), w szlaku meta- reakcja ta prowadzona jest przez 4,5-diok-
sygenaze protokatechinianowa (EC1.13.11.8). Reakcje rozszczepienia katecholu
i kwasu protokatechowego wedtug szlakow orto i meta przedstawiono na rysunku 4.

Podatnos¢ na biodegradacje poszczegdlnych weglowodoréow aromatycznych za-
lezy w duzym stopniu od obecnos$ci podstawnikéw. Degradacja zwigzkéw aroma-
tycznych z podstawnikami polega gtéwnie na utlenieniu bocznego tancucha, a na-
stepnie na rozszczepieniu pier$cienia (20). Prosty podstawnik alkilowy powoduje
zazwyczaj, ze zwigzek staje sie tatwiej degradowalny, duza liczba podstawnikow al-
kilowych moze jednak hamowa¢ biodegradacje. Generalnie, weglowodory aroma-
tyczne bez podstawnikéw podlegaja degradacji trudniej niz zwigzki z podstawnika-
mi. Stosunkowo niewielka liczba drobnoustrojéw wykazuje zdolno$¢ do degradagji
benzenu. Gtéwnym parametrem determinujagcym biodegradacje tego zwigzku jest
dostepnosc tlenu (45). Gtéwna droga biodegradacji benzenu, jak to m.in. stwierdzo-
no dla szczepoéw Pseudomonas rhodochrous i P. aeruginosa, prowadzi przez katechol
i kwas cis,cis-mukonowy (35). W proces biodegradacji tego zwiagzku mogg by¢ row-
niez wiaczone enzymy ligninolityczne produkowane przez grzyby Phanerochaete
chrysosporium (46). Kwas benzoesowy, jest metabolitem posrednim degradacji we-
glowodoréw aromatycznych, powstajagcym zaré6wno w warunkach tlenowych jak
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Rys. 4. Drogi biodegradacji weglowodoréw monoaromatycznych (43,44,49,50,54,58,59).

i beztlenowych (47). Z badan Feist i Hegeman (48), prowadzonych z udziatem szcze-
pow Pseudomonas putida wynika, ze zwiazek ten degradowany jest via katechol,
wedtug szlaku orto-, cho¢ w p6zniejszych publikacjach wskazuje sie, ze mozliwa jest
rowniez droga typu meta (49,50). Loh i Chua (50) wskazuja, ze wybor drogi orto lub
meta przez P. putida zalezy od stezenia benzoesanu. W stezeniach do 200 mg/l ben-
zoesan degradowany jest glownie wedtug szlaku orto. Przy stezeniach wyzszych od
300 mg/l funkcjonuje takze szlak meta.

Fenol, zwigzek wysoce toksyczny, jest podstawowym metabolitem powstajacym
podczas rozkladu substancji aromatycznych. Stosunkowo fatwo ulega degradacji
w dobrze natlenionym gruncie (51). Moze by¢ réwniez silnie adsorbowany do cza-
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stek gliny i transformowany do zwigzkéw spolimeryzowanych (52). Fenol moze by¢
degradowany przez wiele gatunkow drobnoustrojow, zwykle droga przez katechol.
Z badan Clauf$en i Smith (53) wynika, ze grzyb strzepkowy Scedosporium apiospermum
moze degradowac fenol zaréwno wedtug klasycznego szlaku przez katechol, jak
rowniez z wytworzeniem jako pierwszego metabolitu posredniego — hydrochi-
nonu.

p-Krezol, wg Bayly i wsp. (54) oraz Hopper i Taylor (55) moze ulegac¢ degradacji
wedlug szlaku prowadzacego przez 4-metylokatechol lub poprzez protokatechi-
nian. Clauf8en i Smith (53) stwierdzili, ze badany przez nich patogenny grzyb strzep-
kowy Scedosporium apiospermum przeksztatca p-krezol do 4-hydroksybenzyloalkoho-
lu, 4-hydroksybenzoaldehydu i 4-hydroksybenzoesanu. Po czym, pod wptywem 3-mo-
nooksygenazy 4-hydroksybenzoesanowej (EC 1.14.13.1) tworzony jest protokate-
chinian. Ten ostatni, z udziatem 3,4-dioksygenazy (EC 1.13.11.3) ulega rozszczepie-
niu typu orto do 3-oksoadypinianu. Zdolnos¢ do asymilacji toluenu nie jest u drob-
noustrojow zbyt powszechna. W warunkach tlenowych ulega on trudniej degradagji
niz benzen. Biodegradacja toluenu moze przebiega¢ wediug pieciu réznych szla-
kéw. Szczepy Burkholderia cepacia G4, Ralstonia pickettii PKO1 i Pseudomonas mendocina
KR1 utleniajg toluen z udzialem specyficznych monooksygenaz (EC 1.14.13.-)
tworzgc o-, m- lub p-krezol (56-58). Krezole utworzone przez szczep G4 i PKO1 pod-
legajg ponownej monooksygenacji, w wyniku ktorej, powstaje 3-metylokatechol.
Metabolit ten ulega rozszczepieniu typu meta (57). Szczep KR1 utlenia grupe mety-
lowa p-krezolu, tworzac 4-hydroksybenzoesan, ktéry jest nastepnie rozszczepiany
wedtug szlaku orto (58). Z badan prowadzonych przez Gibson i wsp. (59) wynika, ze
szczepy Pseudomonas putida mogg utleniac toluen z udzialem dioksygenaz (EC 1.14.12.11)
do cis-toluen dihydrodiolu, ktéry to zwigzek pod wplywem dehydrogenazy cis-tolu-
en dihydrodiolowej (EC 1.3.1.19) zostaje przeksztalcony do 3-metylokatecholu, ule-
gajacego rozszczepieniu typu meta z udziatem 2,3-dioksygenazy 3-metylokatecholo-
wej. Biodegradacja toluenu przez drobnoustroje psychrofilne opisana jest w pracy
Fewson (60). Wszystkie trzy izomery ksylenu mogg by¢ degradowane przez drobno-
ustroje zaréowno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych, przy czym p- i m-ksyleny
asymilowane sg znacznie tatwiej niz izomery orto. Niektore ze szczepow Pseudomonas
moga degradowac ten zwiazek na zasadach koutlenienia, w obecnos$ci toluenu (61)
lub heksanu (62). [los¢ drobnoustrojow bytujacych w przyrodzie, zdolnych do de-
gradacji izomerow ksylenu jest znacznie mniejsza od tych, degradujacych benzen
lub toluen. Mieszanina zwigzkoéw: benzen, toluen, ksyleny (BTX), moze ulegac sto-
sunkowo szybko degradacji w warunkach tlenowych i by¢ wysoce oporna na rozktad
w warunkach deficytu tlenu (45). Niekiedy, weglowodory te wystepujac tgcznie mo-
g3 powodowac kompetycyjna inhibicje kompleksow enzymatycznych odpowiedzial-
nych za ich przyswajanie (61).

Warto odnotowac fakt, ze w okreslonych warunkach hodowli, niektére mikroor-
ganizmy mogg produkowaé enzymy uczestniczgce nie tylko w degradacji obecnego
w podiozu zwigzku monoaromatycznego, ale i innych, pokrewnych weglowodorow.
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Tak zatem podczas hodowli szczepu P. gladioli BSU 45124, hodowanym w podtozu
z fenolem obserwowano indukcje enzymoéw biorgcych udziat w degradacji toluenu.

9. Biodegradacja policyklicznych weglowodoréw aromatycznych

Policykliczne weglowodory aromatyczne (PAHs, ang. poliaromatic hydrocarbons)
to substancje bardzo niebezpieczne, umieszczone na liscie U.S. Environmental Pro-
tection Agency w grupie zwigzkow silnie rakotworczych i mutagennych. PAHs to
zwiazki hydrofobowe, praktycznie nierozpuszczalna w wodzie. Ich lipofilno$¢, opor-
no$¢ na degradacje i genotoksyczno$¢ rosnie ze wzrostem liczby pierscieni (63,64).
Zwiazki te w srodowisku mogg podlega¢ wielu przemianom: chemicznemu utlenia-
niu, fotolizie, hydrolizie, ulatnianiu, bioakumulacji, adsorpcji do czastek gruntu
oraz biodegradacji. Ta ostatnia, przebiegajaca z udziatem drobnoustrojow stanowi
podstawowy mechanizm odpowiedzialny za likwidacje skazen PAHs, zaréwno
w $srodowiskach wodnych jak i glebowych. Wiele drobnoustrojow zdolnych jest do
atakowania policyklicznych weglowodoréw aromatycznych, jednakze tylko niewiel-
ka ich liczba potrafi doprowadzi¢ do petnej mineralizacji (64). Zdolnos¢ do biode-
gradagji tych zwigzkow wykazuja gfownie bakterie gramujemne, np. szczepy Pseudonionas
(36,65), Alcaligenes (37), Agrobacterium (66). Wsréd drobnoustrojow wykazujacych
zdolnos$¢ do biodegradacji PAHs w gruntach, na szczego6lng uwage zastuguja szcze-
py Rhodococcus, Nocardia, Mycobacterium, Gordonia (67,68) i Arthrobacter (38). Szczepy
Mycobacterium sg aktywne w stosunku do naftalenu, fenantrenu, antracenu, fluoro-
antenu, pirenu i benzo(o)pirenu (39). Biodegradacje pirenu prowadzi¢ moga szcze-
py Rhodococcus (68) oraz Bacillus subtilis (66). Weglowodory od naftalenu do ben-
zo(a)pirenu mogg by¢ réwniez degradowane z udziatem drozdzy, cyjanobakterii,
okrzemek i eukariotycznych glonéw (69). Zwiazkami posrednimi metabolizmu PAHs
z udziatem fotoautotrofow, cyjanobakterii i glonéw sg zaréwno cis- jak i trans-hydro-
diole (70). Wsréd grzybow wykazujacych zdolnos¢ do detoksykacji i asymilacji PAHs
wymienia sie ligninolityczne grzyby Cunninghamella elegans (64), Rhizoctonia solani,
Trametes versicolor, Chrysosporium lignorum, Aspergillus terreus, Aspergillus flavus,
Penicillium tordum, Sclerotium rolfsii i Trichoderma harzinum (66) oraz grzyby biatej
zgnilizny Phanerochaete chrysosporium (71) i Bjerkandera (72). Zwykle organizmy prio-
kariotyczne utleniajg PAHs z udziatem dioksygenaz, wigczajagc dwa atomy tlenu do
substratu, w wyniku czego powstajg cis-hydrodiole, przeksztatcone nastepnie do
odpowiednich zwigzkéw dihydroksylowych. Geny bakterii odpowiedzialne za po-
czatkowe utlenienie tancucha aromatycznego zlokalizowane sa w plazmidach (43).
U grzyboéw natomiast, utlenienie pierscienia aromatycznego zachodzi najczesciej
przy udziale monooksygenaz (zwiazanych z cytochromem P-450), ktore wigczaja je-
den atom tlenu do substratu, w wyniku czego powstaja tlenki arenéw. Reakcje ich
hydroksylacji prowadza do utworzenia trans-dihydrodioli i fenoli (43). Generalnie
uwaza sie, ze celem prowadzonej przez grzyby reakcji hydroksylacji pier$cienia aro-
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matycznego, jest detoksykacja PAH, podczas gdy przytaczenie dwoch atomoéow we-
gla, jakie ma miejsce w przypadku bakterii, ma na celu przygotowanie pierscienia
do rozerwania, a tym samym do dalszej degradacji. Po hydroksylacji jednego z pier-
Scieni nastepuje jego rozszczepienie.

W wiekszo$ci przypadkéw kolejne pierscienie ulegaja rozszczepieniu typu orto,
nieco rzadziej ma miejsce rozszczepienie typu meta. Po przeksztalceniu fragmen-
tow rozszczepionego pierscienia do kwasu pirogronowego i dwutlenku wegla, zo-
staje w podobny sposob zaatakowany kolejny pier$cien poliarenu (18,65). Czynnika-
mi determinujgcymi utlenienie PAHs w $rodowisku sg: poziom sorpcji weglowodo-
row w matrycy gleby, obecnos$¢ surfaktantéw, dostepnos¢ tlenu i wody. Szybkos¢
biodegradacji pozostaje rowniez funkcjg rozpuszczalnos$ci substratu. Wyzsza roz-
puszczalno$¢ czyni te zwigzki z jednej strony fatwiej degradowalnymi, a z drugiej
bardziej toksycznymi.

Weglowodory takie jak fenantren, fluoroanten, moga stanowi¢ jedyne zrédlo
wegla i energii tylko dla nielicznych szczepéw bakterii. Zaobserwowano natomiast,
ze mogg one by¢ degradowane kometabolicznie razem z PAHs o mniejszej liczbie
pierScieni, przy czym koutlenienie PAHs o nizszym ciezarze czasteczkowym, np. flu-
orenu i fenantrenu zachodzi fatwiej niz weglowodoréw ciezszych, np. benzo(a)an-
tracenu czy pirenu. Niewiele dotad wiadomo o mechanizmach biodegradacji mie-
szanin weglowodoréw poliaromatycznych. Niekiedy po dodaniu do mieszaniny PAHs
dodatkowego poliarenu obserwuje sie zjawisko zatrzymania degradacji wszystkich
sktadnikéw mieszaniny. Zjawisko to okreslane jest w literaturze terminem antagoni-
zmu substratowego (73). Ogromna role w biodegradacji mieszanin PAHs odgrywa
wspoétdziatanie drobnoustrojow o uzupetniajgcych sie uzdolnieniach metabolicz-
nych. Wprowadzenie do mieszaniny hodowlanej dodatkowego drobnoustroju moze
znies¢ efekt obserwowanej wczesniej inhibicji (73).

Wsréd PAHs najbardziej toksyczny jest naftalen i jego alkilowe pochodne co
moze wynika¢ miedzy innymi z duzej rozpuszczalno$ci tych zwigzkow w wodzie.
Obecno$¢ naftalenu moze powodowacé ograniczenie degradacji innych sktadnikéw
mieszaniny PAHs. Zdolno$¢ do degradacji naftalenu wykazuja bakterie, gléwnie
z rodzaju Pseudomonas oraz grzyby z rodzaju Candida, Debaryomyces (74,75). Grzyby
metabolizuja naftalen gtéwnie z udzialem w pierwszym stadium monooksygenazy
zwiazanej z cytochromem P-450 (76). Tak jak wykazano dla szczepu Burkholderia
cepacia F297 enzymy witaczone w proces biodegradacji naftalenu nie sg silnie specy-
ficzne i moga réwniez uczestniczy¢ w procesie degradacji fluorenu, metylonaftalenu,
fenantrenu, antracenu i dibenzotiofenu (42,77). Biodegradacje antracenu z udzia-
tem bakterii rozpoczyna reakcja hydroksylacji pier$cienia aromatycznego prowa-
dzaca do utworzenia 1,2-dihydroksyantracenu. Pierscien aromatyczny zostaje rozer-
wany w pozycji meta w wyniku czego powstaje kwas 4-(2-hydroksynafto-3-yl)2-oxo-
but-3-enowy (78). Zwiazek ten zostaje przeksztalcony kolejno do 6,7-benzokumary-
ny i kwasu 2-hydroksy-3-naftenowego. Nastepny etap biodegradacji przebiega po-
dobnie jak dla naftalenu, z utworzeniem salicylanu i katecholu. W badaniach prowa-
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Rys. 5. Drogi biodegradacji fenantrenu (86).

dzonych przez Dean-Ross i wsp. (79) wskazano, ze szczepy Rhodococcus moga roz-
szczepiac pierscien 1,2-dihydroksyantracenu nie tylko wedtug szlaku typowego dla
bakterii gramujemnych, czyli typu meta (z wytworzeniem 6,7-benzokumaryny, ale
i typu orto, charakterystycznego dla bakterii gramdodatnich, z wytworzeniem dikar-
boksylowego kwasu 3-(2-karboksywinyl) naftenowego.

Zwiazkami wysoce toksycznymi s3g benzo(a)piren i benzo(a)antracen. Ben-
zo(a)piren jest degradowany giéwnie przez drozdze Candida (75), grzyby strzepko-
we Cunninghamella i Aspergillus (80) oraz grzyby biatej zgnilizny Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor i Bjekandera adusta (81). Peroksydazy produkowane
przez szczepy P. chrysosporium moga atakowac pier$cienie nie tylko benzo(a)pirenu,
ale i antracenu, pirenu i fenantrenu (82). Zdolnos$¢ do degradacji benzo(a)pirenu wy-
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kazujg réwniez nieliczne szczepy bakterii, m.in. Mycobacterium, Pseudomonas
i Flavobacterium (83). Z badan prowadzonych przez Poglazova i wsp. (84) wynika, ze
szczepy Bacillus megaterium moga kumulowac¢ benzo(a)piren w cytoplazmie w formie
potaczen z lipidami. Podstawowym mechanizmem umozliwiajgcym degradacje tego
zwigzku jest kometabolizm. Zjawisko to obserwowano w podtozach zawierajacych
jako kosubstrat fenantren (85). Degradacji fenantrenu natomiast moze sprzyjac
obecnos¢ fluorenu (73). W 1994 r. Trenz i wsp. (41) odkryli nowy szlak biodegrada-
¢ji fenantrenu funkcjonujacy u szczepu Brevibacterium sp. DPO1361. W wyniku hy-
droksylacji w pozycji C-9 tworzy sie 9-fluorenol, z ktérego po dehydrogenacji po-
wstaje 9-fluorenon. W wyniku rozerwania pierscienia 9-fluorenonu z udziatem diok-
sygenazy powstaje 1,10-dihydroksyfluoren-on. W 2003 r. Herwijnen i WSP. (86) wy-
izolowali szczep Sphingomonas LB126 wykazujacy zdolno$¢ do kometabolicznej de-
gradacji fenantrenu, fluoroantenu, antracenu i dibenzotiofenu. Identyfikacja 9-flu-
orenolu i 9-fluorenonu podczas biodegradacji fluorenu wskazywata, ze szczep
LB126 rozkfada fenantren wg szlaku odkrytego wczes$niej przez Trenz i wsp. (41)
i Grifoll i wsp. (42). Szlak biodegradacji fluroenu przedstawiono na rysunku 5. Po-
datno$¢ na degradacje weglowodorow poliaromatycznych z podstawnikami zalezy
od ilosci i dtugosci podstawnikéw. Podstawniki diuzsze niz grupa etylenowa, sa
usuwane w drodze B-oksydacji (31). Rozerwanie pierscienia zachodzi fatwiej gdy do
pierscienia dofgczona jest jedna grupa metylowa, liczne podstawniki czynia zwigzek
bardziej opornym na biodegradacje (87).

10. Oksygenazy

Wiadomo, ze zapotrzebowanie na tlen drobnoustrojéw aerobowych zwigzane
jest gtownie z funkcjonowaniem fosforylacji oksydacyjnej, w ramach ktorej, genero-
wana jest energia dla procesow zyciowych komérki. Zaledwie od 5 do10% ogdlnej
puli tlenu wiazane jest w komorce poza tym mechanizmem, z udziatem wyspecjali-
zowanej grupy enzymoéw zwanych oksygenazami. W obecnosci weglowodorow,
zwigzkow silnie zredukowanych, gdzie reakcja inicjujgca ich asymilacje jest
przylaczenie molekularnego tlenu do czasteczki weglowodoru, ilos¢ tlenu wigzane-
go w komorce z udzialem oksygenaz moze dochodzi¢ do 30% (88). Oksygenazy s3
typowymi enzymami indukcyjnymi. Podstawowymi substratami dla tych enzymoéw
sg weglowodory i ligniny. W wyniku dziatania oksygenaz powstaja zwiazki hydrok-
sylowe lub karbonylowe, zwykle lepiej rozpuszczalne w wodzie i tym samym latwiej
degradowalne od zwigzkéw wyjsciowych. Wyré6znia sie dwie zasadnicze grupy oksy-
genaz: dioksygenazy i monooksygenazy. Dioksygenazy przytaczajag dwa atomy tlenu
do molekuty organicznego substratu, monooksygenazy — jeden atom tlenu, z dru-
giego tworzona jest czasteczka wody. Gtéwne rodzaje dioksygenaz to: 1) dioksyge-
nazy zwigzane z NADH lub NADPH, ktérych zadaniem jest hydroksylacja substratu
oraz 2) dioksygenazy rozszczepiajgce pierscien aromatyczny. Oksygenazy zwigzane
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z NAD(P)H (hydroksylujgce) to wieloskladnikowe systemy enzymatyczne, zawie-
rajgce dwie do czterech podjednostek. Reduktaza flawoproteinowa, biatko zelazo-
wo-siarkowe i ferredoksyna stanowig komponenty odpowiedzialne za transport
elektronow; reakcje hydroksylacji prowadzi terminalna oksygenaza zawierajgca biatko
Rieskie’go. Kazda z podjednostek zawiera w grupie prostetycznej zelazo (64). Spe-
cyficznos$¢ substratowa enzymu zalezy w duzej mierze od budowy biatka zelazo-
wo-siarkowego (89). Z badan sekwencji nukleotydéw odpowiedzialnych za synteze
tego wieloskladnikowego systemu enzymatycznego przez rézne szczepy bakterii
wynika, ze sekwencje te sa identyczne u 90% badanych pod tym katem szczepéw
bakterii. Mniejszg homologie w sekwencji genow stwierdzono jedynie w przypadku
szczepow Comamonas testosteroni (90) i Nocardioides sp. (91). Zbadane dotychczas
dioksygenazy hydroksylujace zwigzki aromatyczne sklasyfikowaé mozna w trzech
grupach:

1. Dioksygenazy zawierajgce 4 podjednostki, np. dioksygenaza benzenowa
(EC 1.14.12.3), toluenowa (EC 1.14.12.11), bifenylowa (EC 1.14.99.-) i naftalenowa
(EC 1.14.12.12). Komponentami enzymu s3: reduktaza zawierajaca flawoproteine
i biatko zelazowo-siarkowe oraz ferredoksyna i terminalna oksygenaza. Przypuszcza
sie, ze enzymy te mogg rowniez atakowac fenantren i antracen. W wyniku transfor-
macji tych substratow powstajg odpowiednie cis-dihydrodiole.

2. Dioksygenaza benzoesanowa (EC 1.14.12.10) i metylobenzoesanowa (EC 1.14.12.-)
zawierajaca trzy podjednostki (reduktaze flawoproteinowg, ferredoksyne oraz ter-
minalna oksygenaze). Przy jej udziale hydroksylacja kwasu benzoesowego zachodzi
w pozycji 11 2.

3. Dioksygenazy zawierajace dwie podjednostki, np. dioksygenaza ftalanowa
(EC 1.14.12.7), hydroksylujaca pierscien ftalanu w pozycji 4 i 5. Budowa tego enzy-
mu wyraznie sie r6zni od budowy komplekséw juz wymienionych.

Powstate w wyniku dziatania dioksygenaz hydroksylujacych cis-dihydrodiole ule-
gaja kolejnym reakcjom utlenienia z udzialem dehydrogenaz. Powstate pod ich
wplywem dihydroksy-pochodne (katechol, kwas protokatechowy) stanowig odpo-
wiednie struktury dla ataku dioksygenaz rozszczepiajacych pierscien aromatyczny.
Dioksygenazy te zawieraja w centrum aktywnym zelazo i nie wymagajg kofaktoréw.
Rozszczepienie orto zachodzi z udziatem 1,2-dioksygenazy katecholowej (EC 1.13.11.1)
lub 3,4-dioksygenazy protokatechinianowej (EC 1.13.11.3). Pierwsza z nich utlenia
katechol do kwasu cis,cis-mukonowego (59,92), druga przeksztatca protokatechi-
nian do kwasu beta-karboksy-cis,cis-mukonowego. Enzymy te kodowane sg chromo-
somalnie. Przykladem dioksygenaz rozszczepiajgcych typu meta moze by¢ 2,3-diok-
sygenaza katecholowa (EC 1.13.11.2), 2,3-dioksygenaza protokatechinianowa, i 4,5-dio-
ksygenaza protokatechinianowa (EC 1.13.11.8). Enzymy te kodowane sg w plazmi-
dach. W wyniku ich dziatania powstaja odpowiednio: semialdehyd 2-hydroksymuko-
nowy, semialdehyd 2-hydroksy-5-karboksymukonowy i semialdehyd 2-hydroksy-4-kar-
boksymukonowy. Rozszczepienie typu meta ma miejsce podczas biodegradacji tolu-
enu (93,94), 1,2-dihydroksynaftalenu i antracenu. Szczegélny przykiad moze stano-

BIOTECHNOLOGIA 2 (73) 166-188 2006 183



Ewa Kwapisz

wi¢ 1,2-dioksygenaza gentyzynianowa (EC 1.13.11.4), przy udziale ktérej dochodzi
do rozerwania pierscienia miedzy weglem z podstawiong grupa karboksylowa a we-
glem z grupa "OH. W wyniku rozszczepienia kwasu gentyzynowego powstaje kwas
malonylopirogronowy (94-96).

Monooksygenazy to liczna grupa enzymow wtaczajacych jeden atom tlenu do
molekuty zwigzku organicznego, przy jednoczesnym zwigzaniu drugiego atomu tle-
nu w czgsteczce wody. Poniewaz utlenieniu ulegajg jednocze$nie dwa substraty, en-
zZymy te nazywane sa rowniez oksygenazami mieszanymi. Do ich okreslenia uzywa
sie rowniez terminu — hydroksylazy. Gtébwna grupa monooksygenaz to monooksy-
genazy alkanéw, utleniajgce terminalne grupy metylowe alkanéw do alkoholi pierw-
szorzedowych. Monooksygenazy grzybéw, zwigzane z cytochromem P-450 prze-
ksztalcaja zwiazki aromatyczne do tlenkéw arenéw, ktére sa dalej metabolizowane
wediug dwoch alternatywnych szlakéw. W pierwszym, dzieki dzialaniu hydrolazy
epoksydowej, powstajg trans-dihydrodiole (59,64). W drugim szlaku nastepuje izo-
meryzacja tlenkéw arenéw do monohydroksylowanych pochodnych (fenoli). Fenole
sg nastepnie hydroksylowane w pozycji orto lub para tworzac katechole, te z kolei
sg rozszczepione z udzialem dioksygenaz. Mechanizm katalizy z udziatem mono-
oksygenaz bakteryjnych jest nieco inny niz monooksygenaz eukariontéw. Enzymy
te szczego6lnie chetnie atakujg zwigzki aromatyczne z podstawnikami. Przyktadowo,
monooksydaza fenolowa (EC 1.14.13.7) i 3-monooksygenaza 4-hydroksybenzoesa-
nowa (EC 1.14.13.2) po przylaczeniu nowych grup hydroksylowych w pozycji orto do
podstawnikéw juz istniejgcych prowadza do powstania w pierwszym przypadku —
katecholu, w drugim — protokatechinianu (96). Inne monooksygenazy moga przy-
tacza¢ grupe hydroksylowa w pozycji para.

11. Podsumowanie

Analizujac dane literaturowe na temat drog biodegradacji weglowodoréow ropy
naftowej w warunkach tlenowych, stwierdzi¢ mozna, ze gtéwna role w tych proce-
sach odgrywaja oksygenazy odpowiedzialne za wigczanie tlenu czasteczkowego do
molekuty weglowodoru i uczestniczgce w reakcjach zwigzanych z rozszczepieniem
pierscienia aromatycznego weglowodoru. Realizacja podstawowych funkgji zycio-
wych komérki zalezy w duzym stopniu od przemian odbywajacych sie w ramach
B-oksydacji. Gtownymi szlakami, wedtug ktérych moze zachodzi¢ mikrobiologiczna
degradacja weglowodoréw ropy naftowej w warunkach tlenowych sa:

1. Terminalna oksydacja — podczas ktorej, insercja aktywnego tlenu zachodzi
w wolnym koncu alkilowego tancucha weglowodoru z utworzeniem alkoholu, alde-
hydu i nastepnie do kwasu tltuszczowego. Kwasy ttuszczowe sa degradowane na
drodze B-oksydacji (rys.1).

2. Diterminalna oksydacja polegajgca na przylgczeniu tlenu na obu koncach alka-
nu (o i ), co prowadzi do otrzymania kwasu dikarboksylowego (rys. 1).
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3. B-oksydacja, podczas ktoérej, degradacji ulegaja kwasy tluszczowe. Po zwigza-
niu sie z koenzymem A, sg degradowane do kwaséw krotszych o dwa atomy wegla
i acetylo-CoA.

4. Subterminalna oksydacja, w ramach ktérej dochodzi do utlenienia wewnetrz-
nych atoméw wegla w tancuchu weglowodoroéw alifatycznych. Reakcje takie obser-
wowano zaréwno u bakterii jak i grzybow. Z drugorzedowych alkoholi tworzone sg
ketony i estry (rys. 1).

5. Utlenienie podwojnych wigzan. Szczegélnie chetnie tg drogg degradowane sg
terminalne alkeny. Posrednikami sg epoksydy i diole. Reakcje tego typu moga réw-
niez zachodzi¢ u alkenéw zawierajacych podwojne wiazania w Srodku tancucha
i prowadza one do powstania nienasyconych kwaséw ttuszczowych (rys. 1).

6. Oksydatywne rozszczepienie pier$cienia aromarycznego. Dioksygenazy wlgcza-
jac aktywny tlen tworza cis-diole lub trans-diole. Te drugie tworzone s3 czeSciej
przez organizmy eukariotyczne. Nastepny etap to utworzenie nienasyconego kwasu
lub kwasu dikarboksylowego. Struktury rozerwanego pierscienia sg nastepnie de-
gradowane w drodze B-oksydacji (rys. 4).

7. Cytronelowa droga. Szlak ten uaktywnia sie u pewnych szczepéw Pseudomonas
i Acinetobacter (21) podczas biodegradacji weglowodoréw rozgatezionych (88). Reak-
cje te prowadzi karboksylaza zwigzana z geranylo-koenzymemaA (rys. 3). Dalsze utle-
nienie posrednikéw zachodzi w ramach B-oksydagji.

8. w-oksydacja zachodzaca gtownie w przypadku alkanéw rozgatezionych. Pod-
czas w-oksydacyjnej degradacji takich zwigzkéw jak pristan lub fitan, tworzg sie
kwasy dikarboksylowe, zamiast jedynie monokarboksylowych, jak przy typowej
[-oksydacji (19).

9. Kometabolizm — mechanizm umozliwiajgcy utlenienie m.in. cykloalkanéw
i zwigzkéw poliaromatycznych (rys. 2 i 3).

Mimo intensywnych badan i niewatpliwie ogromnego postepu w dziedzinie od-
krywania nowych drég metabolicznych u r6znorodnych gatunkéw drobnoustrojow,
pozostaje Swiadomos¢, ze w procesach rozktadu mieszanin weglowodoréw ogromna
role odgrywajg mato poznane do dzis$ zjawiska komensalizmu i kometabolizmu. Zna-
jomos$¢ tych mechanizméw jest niezmiernie wazna dla opracowania efektywnych
technologii bioremediacji sSrodowisk skazonych substancjami ropopochodnymi.
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