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Biotechnology in remediation of organic contamination
Summary

Extensive industrial and agricultural development of the 20th century is one
of the causes of wide-spread contamination of the environment by organic pol-
lutants such as polyaromatic hydrocarbons, pesticides and explosive com-
pounds. Nowadays, apart from traditional remediation techniques involving me-
chanical treatment, we are facing new opportunities of utilizing microorgan-
isms (bioremediation) and plants (phytoremediation) to contain, transform or
remove toxic elements present in soils, water and, to some point, in atmo-
sphere. Great diversity of living organisms and application of genetic engineer-
ing make bio- and phytoremediation even more attractive.
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1. Wstep

Postep techniczny zwigzany z rozwojem przemystu i urbaniza-
Cjg jest nierozerwalnie zwigzany z wytwarzaniem wielu uzytecz-
nych chemikaliow, ktére po wykorzystaniu w postaci niezmienio-
nej lub po przeksztatceniu w inne zwiazki ulegajg akumulacji w gle-
bie, wodzie i powietrzu. Stopien akumulacji zwigzkéw toksycznych
jest szybszy niz dziatania cztowieka podjete by je zlikwidowac
i w zwigzku z tym coraz wiecej uwagi poswieca sie na efektywne
wykorzystanie zasobéw samej natury w celu zmniejszenia jej zanie-
czyszczenia. Dzieki odkryciom naukowym z dziedziny fizjologii
i biochemii doszto do opracowania podstaw biotechnologii Srodo-
wiskowej znanej powszechnie jako bioremadiacja i fitoremediacja.
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Bioremediacja to mozliwo$¢ wykorzystania w celu oczyszczania srodowiska mi-
kroorganizmoéw, ktére dzieki duzym zdolno$ciom degradacji zwigzkéw chemicz-
nych i mozliwo$ciami transformacji sa skutecznie wykorzystywane w oczyszczaniu
gleby, a takze wody (w oczyszczalniach Sciekéw).

Wykorzystanie roslinnych mechanizméw obronnych i zdolno$ci metabolizowa-
nia zwigzkéw toksycznych lezy u podioza fitoremediacji. W technologii tej rosliny
mozna potraktowac jako ztozony mechanizm napedzany energig stoneczng zdolny
do oczyszczania gleby, wody i powietrza z zanieczyszczen, ktérymi moga by¢ za-
rowno metale ciezkie, zwigzki organiczne jak i gazy (1).

Usuwanie zanieczyszczen organicznych opiera sie za$ gtownie na biodegradacji,
fitodegradagji i fitowolatyzacji, przy czym gtéwnym problemem jest pobranie cze-
sto lipofilnych i zwigzanych z komponetami gleby ksenobiotykow (2).

2. NajczeSciej spotykane zanieczyszczenia organiczne

Najczesciej wystepujagcymi w Srodowisku zanieczyszczeniami organicznymi sg
monoaromatyczne weglowodory (BTEX) oraz wielopier$cieniowe weglowodory aro-
matyczne (WWA) oraz ich pochodne.

2.1. Weglowodory aromatyczne

BTEX (benzen, toluen, etylobenzen i ksyleny) powszechnie wystepuja w ropie
naftowej i jej pochodnych. Sg one rowniez produkowane przez cztowieka na uzytek
przemystu jako rozpuszczalniki i substraty do produkcji pestycydow, tworzyw sztucz-
nych i wiékien syntetycznych. Zwigzki te uwazane sg za jedno z gléwnych zrédet za-
nieczyszczenia w zwigzku z czestymi wyciekami i nieszczelnoS$cia cystern, czy tez
urzadzen dystrybucyjnych i rafineryjnych (3). Zanieczyszczenia wod gruntowych zwiaz-
kami BTEX trudno ulegajg remediacji w zwiazku z relatywnie duzg ich rozpuszczal-
noscig i gwattownym rozprzestrzenieniem w srodowisku wodnym.

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) to jedne z najbardziej
toksycznych organicznych zanieczyszczen srodowiska. Przyczyng ich powstawania
sg zarowno procesy zachodzace w naturze, takie jak pozary laséw oraz wybuchy
wulkaniczne, jak i dziafalno$¢ cztowieka zwigzana z przemysitem, komunikacja, spa-
laniem odpadéw miejskich. WWA powstate na skutek spalenia nie pozostaja jednak
w atmosferze, lecz jako opady dostaja sie do gleby. Niektore z WWA sg celowo pro-
dukowane przez czfowieka, np. jako sktadniki preparatéw ochrony drewna (4). Za
WWA uwazane sg organiczne zwiazki chemiczne sktadajgce sie z dwoch lub wiecej
pierscieni benzenowych. Cechujg sie one duzymi masami czgsteczkowymi oraz mata
rozpuszczalnoscig w wodzie, co wynika z ich duzej lipofilnos$ci. Wartos$ci logarytmu
wspétczynnika podziatu oktanol-woda (logK,,) wahaja sie dla nich w zakresie od
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3 do 7 (5,6). WWA o wartosci logK,,, rownej 4 lub mniejszej (naftalen, fenantren) sa
zdolne do przejscia przez btony komoérkowe do lipofilnych kompartmentéow we-
wnatrz komoérek, co wptywa na ich dostepnos¢ do korzeni roslin. WWA o wiekszych
wartos$ciach logK,,, preferencyjnie przechodza do frakcji humusu w glebie lub sedy-
mentujg i ulegaja absorpcji przez osad denny w §rodowiskach wodnych (5). Cechy te
ograniczajg biodostepnos¢ WWA, a przez to i ich remediacje (5,6), ktéra zalezy od
wlasciwosci samego zwigzku jak i srodowiska, w ktorym sie on znajduje. Im wieksza
masa czgsteczkowa danego zwiagzku, a takze im wiecej pierscieni benzenu zawiera
tym wolniej zachodzi jego rozktad (4).

2.2. Pochodne weglowodoréw

Alkoholowe i aminowe pochodne benzenu to fenole i aniliny. Obie grupy zwigz-
kow sg rozpuszczalne zaré6wno w polarnych jak i niepolarnych rozpuszczalnikach.
Podobnie jak WWA réwniez fenole i aniliny moga by¢ wiazane przez humus, co ma
wplyw na ich biodostepno$¢. Dodatkowo zwigzki te w réznych wartosciach pH
moga tworzy¢ jony (aniliny w neutralnym pH uzyskujg tadunek dodatni, za$ fenole
w $rodowisku alkalicznym fadunek ujemny). Wtasciwo$¢ ta w znaczgcym stopniu
wplywa na ich potencjal pobrania przez ro$liny (5). Aniliny i ich azotowe pochodne
wykorzystywane sg w przemysle jako substraty do syntezy barwnikéw oraz jako
antyoksydanty w przemysle gumowym. W $§rodowisku czesto przechodzg w aminy
o wlasciwosciach karcenogennych (5).

Naturalne zwigzki nitroaromatyczne (chloramfenikol i inne) rzadko wystepuja
w naturze, co ttumaczy ich niezwykla odpornos¢ na biodegradacje. Do produkowa-
nych przez czlowieka na skale masowa zwigzkéw nitroaromatycznych zalicza sie
m.in. nitrobenzen, o- i p-nitrotoluen, 2,4-dinitrotoluen uzywane do produkcji pianek
poliuretanowych, herbicydéw, insektycydow, farmaceutykow, materiatéw wybucho-
wych. Do tych ostatnich nalezy najszerzej rozpowszechniony trinitrotoluen (TNT),
ktory w zwiazku z obecnos$cia symetrycznie roztozonych grup nitrowych jest nie-
zwykle odporny na dziatanie dioksygenaz, enzyméw uczestniczacych w degradacji
przez mikroorganizmy réwniez innych aromatycznych weglowodoréw (8).

Kolejna grupe pochodnych weglowodoréw stanowiag chlorowcopochodne stoso-
wane jako pestycydy. Stanowig one powazne zagrozenie dla Srodowiska, gdyz sa
w duzym stopniu odporne na degradacje, a takze znane sg z akumulacji w tkankach
zwierzat. Z tego powodu wiele z nich znalazio sie na liscie trwatych organicznych
zanieczyszczen i zakazano ich stosowania (m.in. p,p’-dichlorodifenylotrichloroetan
[DDT]). Inne chlorowcopochodne zwiazki znajdujgce zastosowanie jako herbicydy
i insektycydy, skiadniki farb, atramentéow, kosmetykow, srodkéw dezynfekujacych
i czyszczacych to m.in. trichloroetylen (TCE) oraz pentachlorofenol (PCP) (5,9).

Amerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (USEPA), Parlament i Rada Europy jak
i polskie instytucje (m.in. Ministerstwo Srodowiska, Ministerstwo Rolnictwa i Roz-
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woju Wsi) ustalajg standardy jakosci gleby i wod oraz wydajg odpowiednie dyrekty-
wy i rozporzadzenia regulujgce produkcje i stosowanie wielu wspomnianych zwigz-
kéw organicznych. Instytucje te do najbardziej toksycznych zanieczyszczen orga-
nicznych zaliczyly m.in naftalen, antracen, fenantren, fluoranten, piren, benzo|a/|pi-
ren, pentachlorobenzen, pentachlorofenol. Stosowanie tego ostatniego w $rodkach
ochrony roélin jest obecnie zabronione, zas§ w 2008 r. ma wej$¢ w zycie catkowity
zakaz stosowania PCP (10,11).

3. Remediacja

Whikniecie organicznych zanieczyszczen do komoérek wywotuje szereg zmian
w ich metabolizmie. Dzieje sie tak, gdyz detoksykacja wymaga mobilizacji komérki
i nastawienia catego jej potencjalu energetycznego oraz metabolitycznego na de-
gradacje ksenobiotyku. Pierwszym etapem degradagji jest indukcja syntezy i akty-
wowanie systemow enzymatycznych bezposrednio uczestniczacych w detoksykacji.
Enzymatyczne mechanizmy degradacji WWA sg przedmiotem badan naukowcow od
wielu lat. Juz w roku 1964 prowadzono badania nad szlakiem katabolizmu naftalenu
(12), zas obecne odkrycia znacznie poszerzyly te wiedze (13).

Do gtéwnych enzymoéw uczestniczacych w obrébce ksenobiotykéw nalezg m.in.
dioksygenazy, peroksydazy, monooksygenazy oraz oksydazy. Efektem ich dziafania
jest przeprowadzenie lipofilnego zwiazku toksycznego w forme bardziej dostepna
(czesto z otwartym pierScieniem aromatycznym) dla dalszych etapow remediacji. To
wtlasnie dzieki tym enzymom i przemianom przez nie katalizowanym mikroorgani-
zmy zdolne sg uzyskac energie oraz substraty do syntezy biatek komoérkowych z we-
glowodoréw aromatycznych, przeprowadzajac rownocze$nie mineralizacje zwigz-
kéw toksycznych do CO, poprzez szlak kwasow trikarboksylowych (TCA) (5).

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze cze$¢ enzymoéw uczestniczacych w remediacji moze
spetnia¢ swoja role po wydzieleniu do gleby i katalizowac reakcje zmieniajgce wtas-
ciwosci zwigzkéw organicznych nawet po $mierci mikroorganizmu lub ro$liny (14).

3.1. Mechanizmy zaangaiowane w utlenianie zanieczyszczefi organicznych

3.1.1. Dioksygenazy

W dos¢ dobrze poznanej degradacji naftalenu, ktéra inicjowana jest poprzez
wprowadzenie dwoch atomoéw tlenu w czgsteczke weglowodoru aromatycznego
uczestniczy multienzymatyczny kompleks dioksygenazy, na ktéry sktada sie reduk-
taza, ferredoksyna i proteiny siarkowo-zelazowe. Na tym etapie powstajg czasteczki
dihydrodioli, ktére pod wptywem dehydrogenaz ulegaja nastepnie przeksztatceniu
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w katechole. Dzieki rozszczepieniu katecholi mozliwe jest otwarcie pierscienia aro-
matycznego z wytworzeniem kwasu pirogronowego, bursztynowego, fumarowego
lub octowego, ktore moga zosta¢ wilaczone w cykl kwasow trikarboksylowych
(13,15).

Enzymy zaangazowane w degradacje naftalenu wykazujg rowniez zdolnos¢ de-
gradacji fenantrenu oraz antracenu. Ponadto dioksygenazy biorg udziat w degrada-
¢ji innych zwigzkéw aromatycznych (na r6znych etapach) w tym bifenyli, ksylenow,
chlorowcopochodnych, fenoli i anilin (4,16,17).

3.1.2. Peroksydazy

Izoenzymy peroksydaz wystepuja w Scianie komorkowej, plazmalemmie, cyto-
plazmie, a takze w powigzaniu z wewnetrznym systemem bfon. Ta hemoproteina
zawiera w swojej strukturze weglowodany (okoto 25% catkowitej masy), ktére chro-
niag enzym przed degradacja proteolityczng (18).

Enzym ten charakteryzuje sie niska specyficznos$cia oraz wysokim powinowac-
twem do ksenobiotykow réznego rodzaju, co wraz z szerokim rozpowszechnieniem
peroksydaz w komérce umozliwia tym enzymom utlenienie catego spektrum obcych
zwigzkow i udzial w szeregu procesach detoksykacji.

W warunkach stresowych nastepuje wzrost aktywnosci peroksydazy. Peroksyda-
za odgrywa duzg role w ochronie komorek roslinnych przed czasteczkami H,0, po-
wstajagcymi w reakcjach oksydacyjnych podczas fotosyntezy poprzez wykorzystanie
H,0, jako utleniacza. Grupa hemowa jest miejscem, w ktérym H,0, zostaje zredu-
kowane do H,0, dzieki przeniesieniu elektronéw z substratu na grupe hemowa. Po-
nadto peroksydazy przeprowadzaja oksydacje fenoli i anilin do nietoksycznych poli-
merycznych produktéw wiaczanych w strukture $cian komoérkowych, co wiaze sie
z syntezg lignin. Wiaczenie tych nietoksycznych form fenoli i anilin w sktad lignin
jest koncowym aktem fitostabilizacji tych zwigzkow.

Niektore rosliny sa w stanie wydziela¢ znaczne ilosci peroksydaz do ryzosfery,
gdzie mogg one uczestniczy¢ w oksydacyjnej degradacji zwigzkéw wystepujacych
w glebie, a takze w reakcjach polimeryzacji prowadzacych do immobilizacji zanie-
czyszczen w ryzosferze. Peroksydazy roslinne wykazujg uderzajgce podobienstwo
do peroksydaz izolowanych z grzybow. Grupa hemowa peroksydaz grzybow jest
jednak niedostepna, co powoduje, ze przeprowadzajg one reakcje rozktadu lignin
w odréznieniu od peroksydaz roslinnych, ktére posiadajac wyeksponowang grupe
hemowa przeprowadzajg proces tworzenia lignin (19).

Pochodzace z grzybow peroksydazy takie jak MnP (Mn-peroksydaza), LIP (perok-
sydaza ligninowa) uzywaja jonéw Mn2™ jako katalizatoréw w procesie degradagji li-
gnin, zwigzkéw humusowych jak i aromatycznych ksenobiotykéw takich jak fenan-
tren, piren, benzo[o|piren poprzez hydroksylacje, oksydacje i ciecie struktur piers-
cienia aromatycznego. Zapewnienie réznorodnosci degradowanych substratow wy-
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nika prawdopodobnie z istnienia r6znych izoform tych enzymoéw. Istnieje okoto
10 gendéw dla LIP (lipa-lip)) oraz kilka dla MnP (mnp-1,2,3) (20).

Peroksydazy grzybow, a przede wszystkim LIP, sg przedmiotem zainteresowania
pod wzgledem mozliwosci ich wykorzystania w strategiach bioremediacji, gdyz dzieki
zastosowaniu posrednikéw w reakcjach redoks katalityczne zdolnosci LIP moga zo-
sta¢ poszerzone, co umozliwitoby oksydacje nie tylko lignin, ale i duzych polimeréw
aromatycznych, takich jak WWA o duzych masach czasteczkowych. Ponadto LIP jest
zdolna katalizowa¢ dehalogenacje chlorowcopochodnych (19).

3.1.3. Cytochrom P450 i system monooksygenaz

Rosliny wyposazone sg w system cytochroméw P450 wystepujacych zaréwno
w postaci rozpuszczonej w cytoplazmie jak i w powigzaniu z bfonami komérkowy-
mi, co w znacznym stopniu zwieksza zdolnos¢ roslin do detoksykacji.

Cytochromy P450 to monooksygenazy zawierajgce hem jako grupe prostetycz-
na. Zaangazowane sg one w metabolizowanie wielu zwigzkéw zar6wno endogen-
nych jak i egzogennych. Katalizuja one ponad 20 reakgji biosyntezy (m.in. hormo-
now i lipidow) w komérkach roslinnych (18). Po wniknieciu ksenobiotykow do ko-
morki nastepuje spadek aktywnosci reakcji biosyntez prowadzonych przez
CYP450 na rzecz reakcji hydroksylacji ksenobiotykéw, w takim stopniu, ze okotlo
80% cytochromoéw P450 zaangazowanych jest w detoksykacje. Przej$cie miedzy
tymi dwoma aktywnos$ciami wywotane jest przez wyzsze powinowactwo kseno-
biotykéw niz naturalnych substratow do cytochromoéw. Zmianie aktywnos$ci cyto-
chromoéw towarzyszy rowniez indukcja monooksygenaz, peroksydaz i fenolooksy-
daz (19).

Cytochromy P450 zuzywajg w przeprowadzanych przez siebie reakcjach elektro-
ny pochodzgce z NADPH w celu aktywowania tlenu czgsteczkowego i wlaczenia po-
jedynczego atom tlenu w czasteczke substratu. Podczas detoksykacji katalizujg one
gtownie reakcje hydroksylacji i epoksydacji pierscieni fenolowych, a takze reduk-
tywng dehalogenacje. Nie wykazano, jak dotad by katalizowaty one otwarcie piers-
cienia aromatycznego (5).

Harvey (5) podaje, ze dla oczyszczonych frakcji CYP450 pierwszymi udokumen-
towanymi reakcjami metabolizowania ksenobiotykoéw byly reakcje dealkilacji mety-
loamin. Znane jest réwniez zaangazowanie CYP450 w metabolizm zanieczyszczen
poliaromatycznych i polichlorowcopochodnych w organizmach zwierzat (21,22).
W przypadku roslin dobrze udokumentowano zaangazowanie CYP450 w metabo-
lizm herbicydow. Dokumentacje na temat zaangazowania CYP450 w metabolizm in-
nych przemysiowych zanieczyszczen aromatycznych sa jednak nikte.

W ostatnich latach wyodrebniono, sklonowano i uzyskano po raz pierwszy nad-
ekspresje niektérych genéw CYP450 zaangazowanych w metabolizm naturalnych
pochodnych fenolu, takich jak np. kwas cynamonowy. Dostarczyto to narzedzi do
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badania zdolnosci roslinnych CYP450 do metabolizowania ksenobiotykoéw, jak i wa-
runkéw redoks niezbednych dla tych reakgji.

Dzieki badaniom réznorodnosci rodziny CYP450 wykazano m.in. istnienie 272
genow CYP450 u Arabidopsis thaliana, co czyni z tych enzymow najwieksza rodzine
biatek enzymatycznych u roslin wyzszych (23). Dzieki temu mozliwe jest obecnie
konstruowanie zrekombinowanych enzymow roslinnych w celu systematycznego
badania metabolizmu dowolnych zanieczyszczen organicznych.

3.1.4. Fenoloksydaza

Fenoloksydaza to proteina zlokalizowana w chloroplastach roslin wyzszych za-
wierajaca w swojej czasteczce atom miedzi. Enzym ten katalizuje reakcje monook-
sygenacji jak i oksygenacji. Fenoloksydaza uczestniczy w oksydacji ksenobiotykow
wykorzystujac obie swoje aktywnosci. Aromatyczne ksenobiotyki poddawane sg
dzieki temu enzymowi rekcjom oksydacji, hydroksylacji i dalszego utleniania az do
wytworzenia chinonéw (18).

3.2. Sprzeganie zanieczyszczefi z substratami endogennymi

U roslin wyzszych czesto spotykanym enzymatycznym procesem detoksykacji
jest sprzezenie ksenobiotykéw poprzez grupy hydroksylowe, karboksylowe i ami-
nowe z endogennymi zwigzkami takimi jak: weglowodany, aminokwasy i peptydy
zZ wytworzeniem wigzan estrowych, eterowych i peptydowych.

Dzieki takiej obrobce nastepuje zmniejszenie toksycznosci ksenobiotykéw dla
rosliny, a takze zwiekszenie ich hydrofilowosci, a to z kolei zwieksza ich mobilnos$¢
i utatwia deponowanie w wakuoli lub w innych przedziatach komérki.

Opisane mechanizmy uczestniczgce w oksydacji zwigzkéw organicznych czesto
moga stanowi¢ etap wstepny (enzymatyczna oksydacja, redukcja i hydroksylacja) dla
reakcji sprzegania poprzez wbudowywanie grup funkcyjnych niezbednych do zaj-
Scia tych procesow.

Sprzezenie z endogennymi substratami moze by¢ ostatnim etapem fitostabilizacji,
czego przyktadem jest deponowanie pochodnych fenoli i anilin w §cianie komdrkowej
jako sktadnikéw lignin. Czasem jednak po wejsciu do tancucha pokarmowego koniu-
gaty takie moga dysocjowac z uwolnieniem substancji toksycznych. W takich przypad-
kach sprzezenie nalezy uznac za przejsciowy etap transformacji ksenobiotyku (18).

Produkty sprzezenia moga ulega¢ dalszej oksydacji, ktérej ostatecznym efektem
jest catkowita mineralizacja do dwutlenku wegla dzieki rozerwaniu struktury pierscie-
nia aromatycznego i wlaczeniu prostszych weglowodorow w cykl kwaséw trikarboksy-
lowych. W rezultacie rozlegtej oksydacji wszystkie atomy wegla zawarte w zwigzku
toksycznym mogg zostac¢ wiaczone w szlaki obiegu wegla w komorce (18).
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3.2.1. Glikozylacja

Glikozylacja polega na przylgczeniu reszt cukrowych do czasteczki substratu,
dzieki obecno$ci w nim grup hydroksylowych i aminowych. Gléwnymi enzymami
przeprowadzajgcymi proces glikozylacji sa UDP-zalezne glukozylotransferazy. Wiek-
szo$¢ glukozylotransferaz rozpuszczalna jest w cytozolu, ale mozliwe jest ich po-
wigzanie z btonami komérkowymi.

W warunkach naturalnych glukozylotransferazy przeprowadzaja reakcje glikozy-
lacji czasteczek sygnalnych, prekursoréw biosyntez oraz czynnikow obronnych.
Zdolne sg one rowniez do przeprowadzania reakgcji glikozylacji fenoli, anilin jak
i chlorowcopochodnych weglowodoréw takich jak pestycydy. Do grup aminowych
i hydroksylowych tych zwigzkéw w komorce roslin moga zosta¢ przytaczone reszty
cukrowe. Dzieki takiemu zabiegowi powstata pochodna zwigzku toksycznego moze
stac sie mniej toksyczna, bardziej hydrofilowa, co wiaze sie z tatwiejszym transpor-
tem, a takze bardziej podatna na dalsze modyfikacje (5).

3.2.2. Glutation i S-transferaza glutationowa

Glutation jest trojpeptydem skiadajgcym sie z reszt kwasu glutaminowego, cyste-
iny i glicyny. Reszta cysteiny potaczona jest z resztg glutaminowa poprzez grupe y-kar-
boksylowa. Cysteina jest rowniez zrédtem waznej dla tego zwigzku grupy tiolowej.

Zredukowana forma glutationu (GSH) ulega w komérce wzajemnym przej$ciom
z forma utleniona zawierajaca wiazanie disiarczkowe (GSSG), petnigc role buforu hy-
drosulfidowego. Przy wspotudziale obecnych w komoérce enzymoéw glutation bierze
udzial w wielu reakcjach detoksyfikacji i obrony w komérkach roélin jak i zwierzat.
Wraz z peroksydazami zaangazowany jest w odtruwanie komorek z nadtlenkow or-
ganicznych jak i nadtlenku wodoru bedacych produktami metabolizmu tlenowego.
Glutation, jako prekursor fitochelatyn, zaangazowany jest w fitoremediacje metali
ciezkich (24-26).

S-transferaza glutationowa (GST) to enzym izolowany giéwnie w formie homodi-
meru. W genomie rosliny moze wystgpi¢ nawet ponad 20 genéw GST dlatego po-
znano i wyizolowano réwniez szereg form heterodimerycznych. To wiasnie te hete-
rodimeryczne formy budza najwieksze zainteresowanie naukowcow, gdyz ich obec-
nos¢, jak sie wydaje, jest indukowana poziomem fitohormonéw i warunkami streso-
wymi. Do czynnikoéw wptywajgcych na ekspresje genoéw GST zalicza sie m.in. auksy-
ny i ich analogi, cytokininy, stres tlenowy, H,0,, etanol i etylen. Ponadto na ekspre-
sje gendéw GST wplywa obecnos$¢ samego GSH i zanieczyszczen w postaci metali
ciezkich i herbicydow stanowigcych substraty dla tego enzymu. Indukcje aktywnosci
GST mozna zaobserwowac juz kilka godzin po kontakcie komérki z ksenobiotykami
i hormonami, co oznacza, ze mechanizm ekspresji i syntezy de novo podjednostek
GST jest wyjatkowo czuly i efektywny (27).
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Glutation i S-transferaza glutationowa wspotdzialajg ze sobg w procesie detok-
sykacji zanieczyszczen organicznych, ktéry polega w tym przypadku na utworzeniu
koniugatéw pomiedzy grupa sulfidowg glutationu a elektrofilnym (ubogim w elek-
trony) rejonem czasteczki stanowigcej zanieczyszczenie. Proces ten moze zaj$¢ spon-
tanicznie jednakze obecnos$¢ S-transferazy glutationowej przyspiesza przebieg reak-
¢ji, poniewaz enzym ten wplywa na osiggniecie przez substraty odpowiedniego
ulozenia przestrzennego.

Glutation w zwigzku ze swoim skladem aminokwasowym i dwom wigzaniom pep-
tydowym jest czasteczka silnie hydrofilowa. W wyniku utworzenia koniugatu z lipo-
filna czasteczka zanieczyszczenia powstaje zatem amfipatyczny (amfifilny) produkt
o wiekszej mobilnosci niz wyjsciowa czasteczka zanieczyszczenia. Roslina unika aku-
mulagji zanieczyszczenia w kompartmentach komoérki skracajgc czas ekspozycji na
zanieczyszczenie i okres pofrozpadu czasteczki bedgcej jego przyczyna. Stezenie ko-
niugatow w cytoplazmie utrzymywane jest w ro$linie na niskim poziomie, gdyz
moga one stanowi¢ inhibitory enzymoéw wystepujacych w cytoplazmie, a w szczegdl-
nosci S-transferazy glutationowej i reduktazy glutationowej. Komérka unika tego za-
grozenia dzieki dziatalnosci ATP-zaleznych pomp obecnych w tonoplascie, dzieki kt6-
rym koniugaty zostajg przeniesione do wakuoli. Uwaza sie, ze utworzenie koniugatu
z glutationem stanowi swoiste oznakowanie czgsteczki odbierane jako sygnal do
usuniecia jej z cytoplazmy i deponowanie w wakuoli. Wakuola petni tu funkcje osta-
tecznego magazynu czasteczek zbednych i niebezpiecznych dla komorki (27).

Koniugaty te mozna jednak potraktowac jedynie za przejSciowe produkty detok-
sykacji, gdyz dzieki aktywnosci specyficznych karboksypeptydaz wewnatrz wakuoli
nastepuje oddzielenie od koniugatu czasteczki glicyny, a nastepnie dzieki dipepty-
dazie czgsteczki kwasu glutaminowego. W wyniku tych reakcji z czasteczka zanie-
czyszczenia pozostaje potaczona jedynie cysteina. Koniugat ten moze opusci¢ wa-
kuole i w wyniku reakgji katalizowanych przez liaze cysteinowg i glukozylotransfe-
razy utworzy¢ koniugaty drugiego rzedu. Ich ostatecznym losem moze by¢ sekrecja
i przechowanie w $cianie komoérkowej, jak i catkowite wydzielenie do ryzosfery.

Z punktu widzenia fitoremediacji istotne jest nie tylko istnienie enzymoéw
wspotdziatajacych z glutationem (GST, karboksypeptydaz), ale i enzymoéw uczest-
niczacych w jego syntezie. Nadekspresja genéw syntetazy y-glutamylcysteinowej
oraz syntetazy glutationowej w istotny sposéb wplywa na zwiekszenie poziomu
glutationu w komorkach, a przez to zwieksza tolerancje catej rosliny na niektére or-
ganiczne ksenobiotyki (9).

4. Znaczenie mikroorganizméw w remediacji
Degradacja organicznych zanieczyszczen przez mikroorganizmy zachodzi w przy-

rodzie gtownie ze wzgledu na ich uzywanie przez bakterie i grzyby jako Zrédta nie
tylko wegla, ale i elektronéw uczestniczgcych w pozyskiwaniu energii w celu wzro-
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stu i reprodukgji. Ich degradacja odbywa sie na drodze oddychania beztlenowego,
fermentacji czy redukcyjnej dehalogenacji (14). Ponadto bakterie moga by¢ zmodyfi-
kowane tak by produkowa¢ konkretne enzymy metabolizujagce odpady przemysto-
we toksyczne dla innych organizmoéw zywych. Pomocne sa tu osiagniecia z dziedzi-
ny genetyki/inzynierii genetycznej i enzymologii.

W degradacje weglowodoréw zaangazowany jest szereg mikroorganizméw
w tym bakterie, takie jak: Pseudomonas, Arthrobacter, Alcaligenes, Corynebacterium,
Flavobacterium, Achromobacter, Micrococcus, Mycobacterium i Nocardia, a takze grzyby
Aspergillus ochraceus, Cunninghamella elegans, Phanerochaete chrysosporium, Saccharomyces
cerevisiae i Syncephalastrum racemosum (6,14).

Techniki wykorzystujgce bakterie w bioremediacji zostaly wprowadzone m.in.
przez firme Envirogen, ktora wprowadzita rekombinanty degradujace PCB (polichlo-
rowane bifenyle) o zwiekszonej stabilnosci i przezywalnosci, jak rowniez naturalnie
wystepujace bakterie degradujace trichloroetylen (TCE) w obecnosci toluenu stano-
wiagcego rozpuszczalnik organiczny $miertelny dla innych mikroorganizméw. Tech-
nologie tej firmy oparte na bioremediacji znajdujg ponadto zastosowanie w reme-
diacji MTBE (metylo- t-butylo eter) i TNT (28).

Oprocz bezposredniej obrébki zwigzkéw toksycznych mikroorganizmy sg w sta-
nie produkowac sktadniki powierzchniowo czynne zdolne emulgowac rozpuszczal-
niki organiczne i utatwiac ich usuniecie. Substancje takie — pochodzenia bakteryj-
nego — s3a mniej toksyczne i ulegaja biodegradacji w odréznieniu od surfaktantow
produkowanych przez cztowieka.

Mikroorganizmy zdolne metabolizowaé WWA wyizolowano m.in. z rejonéw bo-
gatych w ztoza ropy naftowej, gaz ziemny, a takze gleby oraz wody zanieczyszczo-
nej WWA. Wtasciwo$ci matabolizowania WWA wykazano w prébach laboratoryj-
nych, a takze w naturze. Niektore z tych mikroorganizmoéow wykorzystuja WWA jako
wylaczne zroédio wegla i energii, inne kometabolizujg je (13).

Szereg szczepow bakterii Pseudomonas sp. postuzyto w badaniach jako zrédlo ge-
now dla enzymow fazy inicjacji degradacjii. Geny te oznaczono m.in. jako nah, ndo,
pah idox, a ich sekwencje sa identyczne w ok. 90%. Geny typu-nah, jak sie wydaje, sa
szeroko rozpowszechnione i przez to stanowig potencjalne narzedzie w detekcji
i monitorowaniu wystepowania bakterii degradujgcych WWA w srodowisku, nie sg
to jednak jedyne geny pozwalajgce na katabiolizm zanieczyszczen organicznych
(13).

5. Wspotdzialanie mikroorganizméw i roslin wyiszych

Wspoldziatanie mikroorganizmoéw i roslin wyzszych mozliwe jest dzieki efekto-
wi ryzosfery, jaki rosliny wywieraja na srodowisko glebowe. Rosliny wydzielaja do
warstw gleby bedacych w bezposrednim kontakcie z korzeniami zwiazki takie jak
cukry, kwasy i alkohole stanowigce od 10 do 20% masy uzyskanej w rocznej fotosyn-
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tezie. Zapewniajg tym samym mikroorganizmom dodatkowe zZrodio wegla i energii
czesto stymulujac je do lepszego wzrostu. Uwaza sie, ze jest to gléwng przyczyna
zwiekszonej degradacji zanieczyszczen w ryzosferze, w zwiazku z czym moéwi sie
o ryzodegradacji, fitostymulacji lub tez bioremediacji wspomaganej przez rosliny
(14,29).

Mikroorganizmy wspomagaja fitoremediacje poprzez redukcje fitotoksycznosci
zanieczyszczen do poziomu pozwalajgcego na wzrost i rozwdj roslin o mniejszej to-
lerancji na zanieczyszczenia, przez co umozliwiaja remediacje zwigzkéw nie wyka-
zujacych fitotoksycznosci, ale im towarzyszacych. Podejrzewa sie nawet, ze rosliny
i mikroorganizmy koewoluowaly razem w spos6b zapewniajgcy obu partnerom ko-
rzy$ci odnoszone w wyniku istnienia efektu ryzosfery (13). Obecnie duze nadzieje
wiaze sie z endofitycznymi bakteriami wspomagajacymi degradacje zanieczyszczen
organicznych (jak np. toluenu w przypadku bakterii Burkholderia cepacia) i zmniej-
szajacymi ich emisje do atmosfery w procesie fitowolatylizacji (30).

6. Zastosowanie ro§lin w fitoremediacji

Ze wzgledu na stosunkowo tatwe przeprowadzanie badan laboratoryjnych na
mikroorganizmach (przede wszystkim krotki czas hodowli) dane na temat zdolnosci
bioremediacji zwiazkéw organicznych przez te organizmy sg dos$¢ obszerne.
W przypadku roslin wyzszych dane na temat mechanizméw fitoremediacji zanie-
czyszczen organicznych pochodza w duzej mierze z badan z wykorzystaniem kultur
komorkowych. Poniewaz jednak w $rodowisku naturalnym proces fitoremediacji
przeprowadzajg cate organizmy roslinne, to dopiero badania polowe sg w stanie do-
starczy¢ ostatecznych dowodéw na skuteczno$¢ danej rosliny w procesie fitoreme-
diacji. Najobszerniejsze dane dotycza gatunkéw roslin zaangazowanych w fitoreme-
diacje metali ciezkich. Wiedza na temat roslin zdolnych do fitoremediacji zanie-
czyszczen organicznych jest bardziej ograniczona, pozwala jednakze stwierdzi¢, ze
dobre efekty remediacji zanieczyszczen organicznych dajg gatunki zaliczane do ro-
dzin takich jak Salicaceae, Gramineae, Polygonaceae, Rosaceae, Betulaceae, Leguminosae
i Composite (31).

Jedne z najlepszych efektow w fitoremediacji zanieczyszczen organicznych
(a szczegolnie pestycydéw) dajag topole nalezgce do rodziny Salicaceae. Mozliwe jest
to dzieki rozwijaniu przez te drzewa systemu korzeniowego na gtebokos¢ kilku me-
trow w glab ziemi. Dzieki intensywnej transpiracji rosliny te pobieraja zanieczysz-
czenia dzialajac jak swoiste pompy napedzane energia stoneczng. Z tego wzgledu
topole zdolne sg na zasadzie fitoewaporacji usuwac z gleby zwigzki, takie jak: fenol,
benzen, toluen, m-ksylen, pentachlorofenol, za$ dzieki ryzodegradacji topole radza
sobie z zanieczyszczeniami w postaci benzenu, toluenu i o-ksylenu (31).

Dzieki wspétpracy z mikroorganizmami rowniez drzewa takie jak brzozy (Betula
sp.), robinie akacjowe (Robinia pseudacacia), dzikie jabtonie (Malus sp.) i morwy
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(Morus sp.) zdolne sg do przeprowadzenia procesu remediacji Srodowiska poprzez
stymulacje mikroorganizmoéw z wydzielanymi przez siebie zwigzkami fenolowymi.
Wsrod roslin zielnych na duzg uwage zastuguje lucerna (Medicago sativa) w przypad-
ku ktérej udokumentowano przeprowadzanie ryzodegradacji zwiazkow, takich jak:
antracen, fenol, piren, toluen, a takze fitostabilizacje naftalenu. Lucerna wykazuje
réwniez tolerancje na WWA, benzen i paliwo Diesla. Udokumentowane sg réwniez
zdolnos$ci popularnej w uprawie rolniczej soi (Glycine max) do fitoremediacji po-
przez stabilizacje i degradacje antracenu i fenantrenu. Potencjal fitoremediacyjny
wykazuja réwniez réznorodne gatunki koniczyny (Triforium sp.), pszenica (Triticum
aestivum), stonecznik (Helianthus annuus), kukurydza (Zea mays) (31-33).

Rosliny w odréznieniu od mikroorganizméw przeprowadzajg degradacje zanie-
czyszczen organicznych tylko w niewielkim stopniu i dlatego problemem pozostaje
usuniecie ze Srodowiska roslin skazonych pobranymi ksenobiotykami i ich metabo-
litami. O ile w przypadku fitoremediacji metali spalanie roslin pozwala na ich odzy-
skanie (phytomining) nawet w skali kilkuset kilograméw z hektara rocznie (34),
w przypadku zanieczyszczen organicznych podobny odzysk jest bezcelowy. Utyliza-
¢ja skazonych roslin (np. rowniez w postaci kontrolowanego spalania) moze by¢ tan-
sza niz tradycyjne metody remediacji i spopielanie samej ziemi (35).

fitowolatylizacja
(transpiracja do atmosfery)

fitoekstrakcja

(akumulacja zwigzkéw
toksycznych w tkankach)

fitodegradacja

P (rozktad zanieczyszczen
przez rosling)

ryzofiltracja (absorpcja i adsorbcja)

fitostabilizacja (ograniczenie
biodostepnosci w strefie korzeniowej)

biodegradacja (rozktad zanieczyszczen
przez mikroorganizmy w glebie)

Rys. Techniki remediacji z wykorzystaniem mikroorganizméw i ro$lin.
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6.1. Potencjalne zastosowanie ro$lin transgenicznych w fitoremediacji

Oprocz naturalnie wystepujacych gatunkéw roslin prowadzacych procesy fitore-
mediacji podjeto sie otrzymac rosliny o zwiekszonym potencjale fitoremediacji po-
przez tworzenie hybryd miedzygatunkowych i genetycznie zmodyfikowanych orga-
nizmoéw. Szczegdlnie korzystne, jak sie wydaje, jest ,ulepszanie” topoli charaktery-
zujacej sie szybkim wzrostem i duza transpiracja.

Krzyzoéwki topoli stosowano dla r6znych celéow juz od konca XIX w. Wiele spo-
srod ponad 25 gatunkéw topoli zdolnych jest do krzyzowania sie w naturze jak
i dzieki zabiegom cztowieka dzieki czemu znajdujg spore zastosowanie w fitoreme-
diacji pestycydow. Stosowane sa rowniez jako swoiste bufory chronigce zbiorniki
wodne przed nawozami. Obecnie trwajg badania nad ich zastosowaniem jako barier
hydraulicznych przed zanieczyszczeniami w postaci benzyny czy paliwa Diesla (9).

Popularnie w fitoremediacji stosowana jest m.in. krzyzéwka Populus trichocarpa
i Populus deltoides (Populus trichocarpa x deltoides) charakteryzujaca sie lis¢mi o czte-
rokrotnie wiekszej powierzchni niz gatunki rodzicielskie. W zwigzku ze wzrostem
powierzchni blaszki liSciowej wzrasta i tak duza transpiracja, co pozwala tym hy-
brydom na wydajniejsze pobieranie wody i zanieczyszczen w niej rozpuszczonych.
Inng popularnie stosowang krzyzowka topoli jest Populus euramericana, powstata
z gatunkow P. deltoides i P. nigra wystepujacych odpowiednio w Ameryce Péinoc-
nej i Europie ma szanse na znalezienie zastosowania w fitoremediacji m.in. TNT
(29).

Genetycznie zmodyfikowane topole wykazujgce nadekspresje syntetazy y-gluta-
mylcysteinowej (y-ECS) sg znacznie bardziej tolerancyjne na herbicydy w poréwna-
niu z nietransformowanymi dzikimi gatunkami. Wynika to z metabolizowania herbi-
cydow przez topole po uprzednim utworzeniu przejSciowych substratow w postaci
koniugatéow herbicydu glutationem. Zwiekszona ilo§¢ enzymu uczestniczacego
w syntezie glutationu uwazana jest za gtowng przyczyne takiego efektu. Dowodem
tego jest zwiekszona zawarto$¢ glutationu w tkankach topoli transgenicznej po po-
traktowaniu jej roztworami herbicydéw (36). Nadzieje na jeszcze lepsze efekty wig-
ze sie obecnie z wprowadzaniem do genomu topoli genéw kodujacych izoenzymy
GST specyficzne pod wzgledem herbicydéw jako substratow.

Inne modyfikacje spotykane w stosowanej fitoremediacji to wprowadzenie ze-
spofu bakteryjnych genéw cbnR-ABCD (gen cbnA koduje enzym 1,2-dioksygenaze ka-
techolowg) do genomu ryzu i rosliny zdolnej do redukcji zanieczyszczenia gleby
i wéd powierzchniowych (gtownie pestycydow) (17).

Ponadto naukowcom udato sie wzbogaci¢ roslinny system cytochroméw P450
o cytochrom P450 2E1 (CYP2E1) pochodzacy z organizméw ssakéw poprzez wpro-
wadzenie do genomu roslinnego jego sekwencji cDNA. Cytochrom ten umozliwia
oksydacje szerokiego zakresu zwiazkéw m.in. benzenu, TCE, chlorku winylu (37).
W transgenicznym ryzu uzyskano koekspresje ludzkich cytochroméw CYP1A1, CYP2B6
oraz CYP2C19 wplywajacg na znaczna tolerancje i degradacje herbicydéw (38). Ist-
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nienie licznych wariantéw cytochroméw P450 pozwala mie¢ nadzieje na fitoreme-
diacje szerokiego zakresu zwigzkéw organicznych.

Tabela
Wykonane dotad przykladowe modyfikacje roslin w celu ich uiycia do fitoremediacji zanieczyszczeni orga-
nicznych
Gen Zrédio genu Roslina docelowa Produkt genu Obserwowane efekty
nfsI Enterobacter cloacae | Nicotiana tabacum | nitroreduktaza aromatyczna | wzrost tolerancji i degrada-
cja TNT
chnA Ralstonia eutropha Oryza sativa dioksygenaza degradacja chlorokatecholi
chloro-katecholowa
onr Enterobacter cloacae | Nicotiana tabacum | reduktaza PETN degradacja nitrogliceryny,
wzrost tolerancji i degrada-
cja niskich stezen TNT
CYPIAI | Homo sapiens Oryza sativa CYPIAL wzrost tolerancji na herbi-
CYP2B6 Solanum tuberosum | CYP2B6 cydy, degradacja herbicydow
CYP2C19 CYP2C19
gshl Escherichia coli Populus tremula v-ECS wzrost tolerancji na herbi-
X P. alba cydy

7. Podsumowanie

W zwigzku z uzyciem w biotechnologii sSrodowiskowej bakterii, grzybow i roslin
jako obiektéw wykonujacych trudne zadanie oczyszczenia Srodowiska pojawiajg sie
na jej temat zaré6wno opinie pozytywne jak i nieszczedzace krytyki.

Techniki zaréwno bio- jak i fitoremediacji z powodzeniem stosowane sg do usu-
wania skazen zwigzkami ropopochodnymi w Stanach Zjednoczonych m.in. na tere-
nach poligonéw wojskowych. Polskie ziemie skazone weglowodorami ropopochod-
nymi coraz czesciej poddawane sg bioremediacji z zastosowaniem naturalnie wyste-
pujacych w skazonej glebie szczepow bakteryjnych czy tez hydrobiopreparatow in
situ lub w postaci specjalnie tworzonych pryzm — ex situ w wersji on site. Technolo-
gie te stosowane sg zaréwno przez instytucje panstwowe jak np. Instytut Ekologii
Terenow Uprzemystowionych (IETU) nadzorowany przez ministra srodowiska jak
i komercyjne firmy dzialajgce na terenie Polski (Prote) oraz Europy (Dekonta)
(39-41). Dzieki ich projektom i dziatalno$ci przeprowadzana jest m.in. bioremedia-
cja terenéw Rafinerii Czechowice-Dziedzice S.A. w Czechowicach-Dziedzicach oraz
prowadzone sg prace dla Polskiego Koncernu Naftowego ORLEN S.A. Przedsiebior-
stwa Eksploatacji Rurociagéw Naftowych ,Przyjazn”, Polskich Kolei Panstwowych
(na terenach stacji paliw, przejazdow kolejowych i miejsc katastrof kolejowych)
(39,41).
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7.1. Zalety

Technologia bio- i fitoremediacji jest stosunkowo mato inwazyjna dla srodowi-
ska, gdyz jako metoda in situ nie wymaga naruszania struktury gleby zwigzanego
z odkopywaniem, zdejmowaniem jej warstw czy tworzeniem instalacji mechanicz-
nych jak w przypadku metod konwencjonalnych. Ponadto po zakonczeniu procesu
gleba jest w stanie stuzy¢ jako uzytki rolne i gospodarcze.

Dzieki temu, ze zrédtem energii dla uczestniczacych w remediacji bakterii sg
same zanieczyszczenia, a dla rosliny energia stoneczna koszty zastosowania tej me-
tody ulegaja powaznemu obnizeniu.

Ponadto technologie te cieszg sie duza akceptacja spoteczenstwa, czego efek-
tem jest utworzenie grup badawczych zajmujacych sie remediacja zanieczyszczen
organicznych w ramach Europejskiego Programu Wspotpracy w Dziedzinie Badan
Naukowo-Technicznych znanego pod akronimem COST. Zaangazowanie tak powaz-
nej organizacji w badania nad zastosowaniem bioremediacji i fitoremediacji wska-
zuje, ze technologia ta posiada znaczacy potencjat by stuzy¢ cztowiekowi w celu
oczyszczenia Srodowiska z zanieczyszczen organicznych (9,14,17,29).

7.2. Ograniczenia

Stosowanie kultur mikroorganizméw, jak sie wydaje, nie ma powazniejszych
przeszkéd z wyjatkiem wprowadzania do Srodowiska organizméw zmodyfikowa-
nych genetycznie. Lek ten dotyczy rowniez stosowania genetycznie zmodyfikowa-
nych roslin wyzszych. Ponadto na niekorzys$c¢ roslin wyzszych przemawia ich ograni-
czone tempo wzrostu oraz diugo$¢ sezonu wegetacyjnego, ktore zaleza zaréwno
od gatunku rosliny jak i warunkéw atmosferycznych i geograficznych srodowiska.
Ponadto fitoremediacja ogranicza sie do oczyszczania wod gruntowych i przewaz-
nie ptytkich warstw gleby, co jest wynikiem budowy anatomicznej systemoéw korze-
niowych rosliny. Zastosowanie organizmoéw roslinnych stwarza réwniez mozliwos$¢
whikniecia zanieczyszczen lub produktéw ich degradacji do tancucha pokarmowego
(9,29).

Wszelkie ograniczenia mozna jednak czesciowo obej$¢ odpowiednio dobierajac
gatunek rosliny stanowiacej podstawe procesu. Cechy takie jak rozbudowany sys-
tem korzeniowy, wysoka tolerancja na zanieczyszczenia, szybki przyrost biomasy
czy niewchodzenie do fancucha pokarmowego ustalone jako swoiste kryteria po-
zwolg na zwiekszenie efektywnosci fitoremediagji.
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