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Enzymatyczna bioremediacja ksenobiotykéw

Weiaz wzrastajace zanieczyszczenie Srodowiska zwigzane z czestym przedostawaniem
si¢ do Srodowiska toksycznych substancji jest jednym z najwi¢kszych problemow ekologicz-
nych wspoélczesnego Swiata. Wzrasta wi¢ce zainteresowanie nowymi, ekologicznymi technolo-
giami remediacji, niewymagajacymi duzych nakladow finansowych, pozwalajacymi na cal-
kowite lub cz¢Sciowe oczyszczenie Srodowiska. Technologie bioremediacji, wykorzystujace
potencjal mikroorganizmow, moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane do usuwania ze Sro-
dowiska zanieczyszczen alifatycznymi badZ aromatycznymi zwigzkami pochodzenia nafto-
wego. Jednakze, w przypadku substancji o charakterze ksenobiotykow efektywno$é mikro-
biologicznego rozkladu moze ulec ograniczeniu. Wsrod czynnikéw biologicznych enzymy
posiadaja wysoki potencjal do efektywnego przeksztalcania i detoksykacji zanieczyszczen
i potencjalnie moga one zosta¢ wykorzystane do oczyszczania zanieczyszczonego Srodowiska.
Celem pracy bylo przedstawienie, na podstawie literatury, niektorych grup enzymow zdol-
nych do przeksztalcania ksenobiotykéw w nieszkodliwe zwiazki. Znaczna uwaga zostala po-
Swigcona enzymom pochodzacym z grzybéw bialej zgnilizny, charakteryzujacych si¢ wyso-
kim potencjalem do efektywnego rozkladu ksenobiotykéw. W artykule zestawiono zar6wno
zalety, jak i wady stosowania enzym6w w bioremediacji zanieczyszczonego Srodowiska,
a takze perspektywy aplikacji in situ bioremediacji z wykorzystaniem enzymow.
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Wprowadzenie

Zanieczyszczenie sSrodowiska niebezpiecznymi odpadami zawierajacymi oporne
na degradacje zwiazki stanowi jeden z najpowazniejszych probleméw ekologicz-
nych wspdlczesnego $wiata. Szybki rozwdj przemystu chemicznego spowodowat
produkcje réznorodnych zwigzkéw chemicznych mogacych stanowié zagrozenie
dla srodowiska, w tym pestycyddw, rozpuszczalnikdw, farb, tworzyw sztucznych
i paliw, bedacych mieszaning réznego typu weglowodoréow (alkanow, zwigzkow
cyklicznych i aromatycznych). Niektore z tych zwigzkow charakteryzuja sie wyso-
ka toksycznoscia, trwatoscia oraz zdolnoscia do akumulacji, a w konsekwencji
opornoscig na biodegradacje.

Stan zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego zwiazkami organicznymi sklania
do poszukiwania rozwigzan ograniczajgcych drastyczne i dlugotrwale zmiany za-
chodzace w ekosystemach, pozwalajacych jednoczesnie na ich skuteczng utyliza-
cje. Jednym z gtownych celéw biotechnologii srodowiska jest opracowanie wysoce
efektywnych proceséw biologicznych wykorzystujacych wystepujacy naturalnie
potencjat kataboliczny mikroorganizmow do eliminowania i detoksykacji polutan-
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tow [1]. Efektywna strategic oczyszczania Srodowiska stanowig technologie
bioremediacji.

Po raz pierwszy pojecie bioremediacji pojawito si¢ w literaturze naukowe;j
w 1987 roku. Oznacza ono metode biologicznego usuwania skazen réznego typu
substancjami chemicznymi ze srodowiska naturalnego, gtownie przy udziale drob-
noustrojow, do poziomu bezpiecznego dla zycia organizmow. Technologia ta pole-
ga na wykorzystaniu wystepujacych w zanieczyszczonym $rodowisku mikro-
organizmdéw autochtonicznych (bioremediacja naturalna, biostymulacja) oraz
wyselekcjonowanych pod katem danego skazenia drobnoustrojow (bioaugmenta-
cja), ktorych systemy enzymatyczne wykazujg wilasciwos$é przeksztalcania tok-
sycznych zwiazkow organicznych w substancje prostsze, nieszkodliwe dla srodo-
wiska. Techniki bioremediacji moga by¢é wykorzystywane zardwno do usuwania
zanieczyszczen substancjami naturalnymi, jak i tymi pochodzenia antropogenicz-
nego, w tym ksenobiotykami (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat wlaczenia bioremediacji w usuwanie zanieczyszczen z ekosystemu

Fig. 1. Bioremediation in removal of contaminants from ecosystem

Gléwnym problemem technologii bioremediacji jest usuwanie ze srodowiska
najtrudniej degradowanych komponentéw zanieczyszczen oraz sprawne przepro-
wadzenie ostatniego etapu procesu biodegradacji, czyli usuniecie tak zwanych za-
nieczyszczen resztkowych. Ciggla akumulacja w srodowisku silnie toksycznych
polutantéw wskazuje, iz mikroorganizmy same jako takie nie sg w petni skuteczne
w ochronie biosfery przed zanieczyszczeniami antropogenicznymi. Ponadto,
uwzgledniajac ztozonos¢ systemdw, jakimi sg zanieczyszczone grunty czy zasoby
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wodne, nalezy wzigé rowniez pod uwage to, ze mikroorganizmy nie sa jedynym
narzgdziem biologicznym bioragcym udzial w procesie oczyszczania. Wazna funk-
cje pomocniczg moga tu spetniaé enzymy, gtownie pozakomdrkowe, wydzielane
przez roznego typu drobnoustroje. Celem bioremediacji enzymatycznej jest wyko-
rzystanie potencjatu katalitycznego enzyméow do usuwania ze srodowiska toksycz-
nych, trudno degradowalnych zwigzkow. Poniewaz enzymy stanowig prostsze sys-
temy niz cate komodrki mikroorganizméw, bioremediacja enzymatyczna wydaje si¢
atrakcyjnym narzedziem wspierania obecnie stosowanych technologii, szczeg6lnie
do usuwania ze srodowiska opornych na degradacje polutantdw. Badania prowa-
dzone w ostatnich latach wskazuja na mozliwo$¢ modyfikowania technik bio-
oczyszczania poprzez wprowadzanie do skazonych miejsc wybranych preparatow
enzymatycznych wspomagajacych przeksztalcenie trudno degradowalnych zwigz-
kéw chemicznych w mniej toksyczne lub catkowicie nieszkodliwe [2-6].

1. Ksenobiotyki

Wsrod zanieczyszezen srodowiska duza grupe stanowig ksenobiotyki. Sa one
postrzegane jako zwiazki niewystepujace badz rzadko wystepujace w naturze lub
zawierajace w swej budowie elementy, ktdre nie moga by¢ syntetyzowane na dro-
dze biochemicznej [1]. W szerszym znaczeniu za ksenobiotyki uwazane sa rowniez
zwigzki syntetyczne, ktore poprzez liczbe i orientacje przestrzenng grup funkcyj-
nych roznig si¢ od zwigzkow naturalnie wystepujacych w srodowisku. Naleza do
nich niektore wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, chlorofenole, diok-
syny czy polichlorowane bifenyle, trichloroetylen, perchloroetylen, trinitrotoluen
itp. (rys. 2) [7]. W przeciwienstwie do naturalnie wystepujacych substancji orga-
nicznych, ktore stosunkowo tatwo podlegaja rozktadowi w srodowisku naturalnym,
niektore z syntetycznych zwiazkdéw organicznych sa oporne na biodegradacije

(8, 9].
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Rys. 2. Przyklady ulegajacych enzymatycznej biodegradacji ksenobiotykéw [6]

Fig. 2. Examples of xenobiotics amenable to enzymatic bioremediation [6]
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Podatnos¢ polutanta na rozktad mikrobiologiczny zalezy od budowy chemicz-
nej, wlasnosci zwiazku oraz jego stezenia, jak rowniez od warunkéw srodowisko-
wych. Suthersan [11] definiuje ksenobiotyk jako syntetyczny zwiazek chemiczny,
ktory nie jest produktem biosyntezy i ulegnie degradacji tylko wtedy, gdy enzym
lub system enzymatyczny jest zdolny do jego przeksztalcenia w substancje, ktdra
moze by¢ wlaczona do funkcjonujacego szlaku metabolicznego. Wedtug Gianfreda
i wspotpracownikow [10], im wigksza réznica w budowie ksenobiotyku i formie
tego zwiazku wystepujacego w naturze, tym mniejsze prawdopodobienstwo jego
biodegradacji. Zwiazek organiczny uznawany jest za oporny na degradacje, gdy
jego rozktad prowadzony przez mikroflorg obecna w miejscu skazenia trwa o wiele
dhuzej niz w przypadku wigkszosci naturalnych substratow. Zwiazki te nazwano
ksenobiotykami, gdyz sa one nowe badz nieznane dla mikroflory autochtoniczne;j.

2. Wykorzystanie preparatéw enzymatycznych
jako elementu technologii bioremediaciji

Weciaz wzrastajaca ilos¢ silnie toksycznych zwiazkow w srodowisku wskazuje,
iz mimo ewolucji drobnoustroje w obecnosci duzej ilosci réznych ksenobiotykow
nie maja mozliwosci wyksztalci¢ tak wielu szlakow metabolicznych umozliwiaja-
cych szerokie wykorzystywanie tych substancji jako zrodta wegla i energii. Ponad-
to, cho¢ mikroorganizmy moga wspomagaé transformacje polutantéw, prowadzac
do powstawania produktéw o mniejszej toksycznosci, bardziej podatnych na
biodegradacje, to w czasie tych proceséw nastepuje nagromadzenie znacznych
ilosci [10].

W zwigzku z potrzeba cigglego doskonalenia technik bioremediacji badania
prowadzone w ostatnich latach wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania w procesach
biodegradacji nie tylko potencjalu metabolicznego mikroorganizméw, ale i samych
enzymdw (w formie preparatow), zarowno tych wydzielanych poza komorke, jak
i enzymow wewnatrzkomorkowych. Preparaty te moga zawiera¢ kompleksy enzy-
matyczne badz pojedyncze biokatalizatory zdolne do modyfikacji struktury, znie-
sienia toksycznego charakteru zanieczyszczen lub, w szczegdlnych przypadkach,
do przeprowadzenia catkowitej mineralizacji molekul organicznych do nieszkodli-
wych, nieorganicznych produktow koncowych. Z uwagi na to, iz enzymy stanowia
prostsze systemy niz cale organizmy, bioremediacja enzymatyczna staje si¢ atrak-
cyjnym narzedziem w biotechnologii srodowiska.

Bioremediacja enzymatyczna (jako uzupehienie proceséw mikrobiologicznych)
daje najlepsze efekty, gdy warunki panujace w oczyszczanym srodowisku sa bli-
skie parametrom optymalnym dla zastosowanych enzymow [6, 12-14]. Zapewnie-
nie takich warunkow (pH, temperatura) jest stosunkowo tatwe w przypadku biore-
mediacji ex situ, ale moze nastrecza¢ wielu trudnosci w prowadzeniu procesu
w miejscu skazenia [15]. Ponadto, detoksykacja enzymatyczna wymaga Scistego
kontrolowania procesu biodegradacji odbywajacego si¢ z udziatem mikroorgani-
Zmow.
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Wdrozenie technologii enzymatycznej bioremediacji wymaga rozwoju metod
produkcji odpowiednich preparatow enzymatycznych przeznaczonych specjalnie
do tych celéw. Najwazniejszymi wymogami, ktorych spetnienie umozliwia zasto-
sowanie tej technologii oczyszczania, sg [16]:

1. Wybdr odpowiedniego enzymu (kompleksu enzymatycznego), doktadnie zba-
danego pod wzgledem zaréwno specyfikacji substratowej, jak i powstajacych
produktow. Selekcja enzymdéw pod wzgledem opornosci na dziatanie czynni-
kéw zewnetrznych i niskiej zaleznosci od kofaktorow, jak np. NAD(P)H
[6, 13].

2. Dysponowanie odpowiednig technologia produkcji preparatu enzymatycznego,
otrzymanego z wykorzystaniem szczepoéw latwych do namnazania, stabilnych
genetycznie i niepatogennych.

3. Dobdr optymalnych warunkéw hodowli mikroorganizméw produkujacych
enzym w celu zwigkszenia wydajnosci produkcji enzymu.

4. Opracowanie odpowiedniej formy preparatu enzymatycznego (w formie komo-
rek spoczynkowych lub oczyszczonego preparatu) utrzymujacego wysoka
aktywno$¢ i stabilnos¢ w zanieczyszczonym srodowisku, zachowujacego przy
tym odpowiednig selektywnos$¢ substratows i pozwalajacego uniknaé w mak-
symalnym stopniu reakcji ubocznych.

5. Optymalizacja technologii produkcji enzyméw pod katem nakladow finanso-
wych.

6. Ewentualna stabilizacja biokatalizatora (np. na drodze immobilizacji), pozwala-
jaca na zachowanie aktywnosci w trudnych warunkach panujacych w zanie-
czyszczonym miejscu.

Wicekszos¢ ksenobiotykdw, jak na przyklad policykliczne weglowodory aroma-
tyczne [6, 17], farby syntetyczne, konserwanty do drewna [6, 18], moze podlegac
enzymatycznej biotransformacji. Jednakze wymaga to uprzedniego wyselekcjono-
wania mikroorganizmu zdolnego do wzrostu w obecnosci konkretnego polutanta
i zidentyfikowania enzymdw odpowiedzialnych za jego degradacje.

Dotychczas najlepiej opisanymi enzymami biorgcymi udzial w procesach bio-
degradacji zanieczyszczen sa bakteryjne mono- i dioksygenazy, reduktazy, dehalo-
genazy czy monooksygenaza cytochromu P-450. Jednakze bakteryjne oksygenazy
nie mogg by¢ uzyte w procesach biodegradacji w formie wyizolowanej, gdyz sa
niestabilne, trudne do oczyszczenia, wymagaja obecnosci kosubstratéw, co w kon-
sekwencji powodowaloby znaczne zwigkszenie nakltadow finansowych na proces
bioremediacji prowadzony w duzej skali [19].

Z tych wzgledow w ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania
grzybowymi enzymami zwiazanymi z rozktadem lignin oraz enzymami grzybo-
wymi z klasy hydrolaz bioracymi udzial w degradacji zwiazkéw tluszczowych
[6, 14]. Szczegolnie przydatne do tych celow wydaja sie by¢ enzymy pozyskiwane
z grzybow Dbialej zgnilizny, ktére w naturze odpowiadaja za degradacje lignin
w martwej tkance roslinne;j.



44 O. Marchut-Mikolajczyk, E. Kwapisz, T. Antczak

2.1. Enzymy grzybowe

Wzrost popularnosci enzymdéw pozyskiwanych z grzybdw biatej zgnilizny (np.
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor) zwigzany jest z posiadanym
przez te organizmy kompleksem enzymatycznym zawierajacym enzymy ligninoli-
tyczne, umozliwiajacym wykorzystanie ich do utylizacji zwigzkéw trudno degra-
dowalnych. Enzymy te wykazuja niska specyficznos¢ substratowa i jednocze$nie
silne wlasnosci utleniajace, zwiazane z degradacja lignin [19, 20]. Moga one row-
niez oddziatywa¢ na szeroka grupe zwiazkow organicznych, zawierajacych tancu-
chy weglowe podobne do tych obecnych w polimerach lignin, a wige na przyktad
podstawionych fenolach [19, 21]. Posiadany przez grzyby biatej zgnilizny aparat
enzymatyczny sprawia, ze enzymy te sa roéwniez zdolne do rozkladu wigzan
weglowych w pierscieniach aromatycznych ksenobiotykéw [22], takich jak np.
policykliczne weglowodory aromatyczne, chlorowane fenole, polichlorowane bife-
nyle, dioksyny, zwiazki fosfoorganiczne, nitrotoluen, chloroaniliny, inne zanie-
czyszczenia obecne w $ciekach [23, 24]. Mozliwo$¢ ta zwigzana jest z produkcja
zewnatrzkomorkowych enzymdw, takich jak: peroksydaza ligninowa, Mn-peroksy-
daza i lakkaza.

2.1.1. Peroksydaza ligninowa (LiP, EC 1.11.1.14)

Peroksydaza ligninowa (LiP), szczegolnie pochodzaca z Phanerochaete chryso-
sporium, jest dos¢ dobrze poznanym enzymem [25]. Jest to zewnatrzkomorkowa
hemoproteina, zalezna od H,0O,, o bardzo wysokim potencjale redox i niskim op-
tymalnym pH [26-28]. Enzym ten wykazuje niska specyficznos¢ substratowa, rea-
gujac z duzg iloscig zwiazkow o strukturze zblizonej do lignin, jak réwniez w sto-
sunku do zwigzkéw o strukturze od nich odmiennej [29-31]. LiP wykazuje
zdolnos$¢ do utleniania metoksylowanych pierscieni aromatycznych, nieposiadaja-
cych wolnych grup fenolowych (rys. 3), generujac dodatnie rodniki, ktore nastep-
nie moga bra¢ udzial w wielu reakcjach, wlaczajac rozerwanie wigzafn C,-Cg,
otwarcie pierscienia, demetylacje i dimeryzacje fenoli.
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Rys. 3. Reakcja utleniania metoksylowanych pierscieni aromatycznych Kkatalizowana przez
peroksydaze ligninowa (LiP) [31]

Fig. 3. Methoxylated aromatic rings oxidation catalyzed by the lignin peroxidase (LIP) [31]

LiP pochodzace z réznych zrodet moga prowadzi¢ do mineralizowania wielu
roznych zwigzkdéw aromatycznych i utleniania znaczacej ilosci policyklicznych
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weglowodorow aromatycznych oraz pochodnych fenolu, np. chlorofenoli, nitrofe-
noli [10, 32-34].

2.1.2. Mn-zalezna peroksydaza (MnP, EC 1.11.1.13)

Mn-zalezna peroksydaza jest enzymem nieco mniej poznanym od LiP. Nalezy
do grupy glikoprotein wydzielanych poza komoérke. Enzym ten wykazuje preferen-
cje wzgledem jonow manganu Mn(Il) jako substratu do redukcji. Produkt reake;ji -
Mn(Ill) tworzy kompleks z kwasami organicznymi i dyfunduje od enzymu, by
utlenia¢ inne zwigzki, jak np. ligniny.

Sadzono, ze potencjat redox peroksydazy Mn-Mn jest nizszy niz w przypadku
peroksydazy ligninowej i wykazuje jedynie zdolno$¢ do utleniania substratow fe-
nolowych in vitro [35]. Substraty fenolowe sg utleniane przez fenoksy rodniki, kté-
re dalej mogg reagowa¢ w reakcjach demetylacji, utlenianiu C, czy rozerwania
wigzan C,-Cg [36]. Dane literaturowe wskazywaly, ze enzym ten katalizuje utle-
nianie kilku monoaromatycznych fenoli, jednakze jego dziatanie zalezy nie tylko
od obecnosci manganu, ale réwniez od odpowiedniego buforu [2, 27]. Badania
prowadzone przez Mestera i Tiena wykazaly jednak, ze MnP posiada szersze spek-
trum substratowe. Enzym ten katalizuje reakcje utleniania niefenolowych zwiaz-
kow ligninowych i WWA. Mn-peroksydaza z Nematoloma frowardii utlenia antra-
cen, piren, benzo(a)piren i fenantren w obecnosci glutationu [37, 38] oraz
w obecnosci nienasyconych kwaséw tluszczowych [37, 39]. Rola i mechanizm
dzialania tych substancji w reakcjach katalizowanych przez MnP nie zostaly jesz-
cze w pelni wyjasnione.

2.1.3. Lakkaza

Lakkazy (1.10.3.2) sa zewnatrzkomérkowymi glikoproteinami zawierajacymi
4 atomy miedzi. Enzymy te wykazuja szerokie spektrum substratowe, co czyni je
przydatnymi w procesach bioremediacji. W wielu pracach [2-5, 40-45] wykazano,
ze enzymy produkowane przez niektore grzyby biatej zgnilizny maja zdolnosé¢ do
efektywnego utleniania policyklicznych weglowodoréw aromatycznych. Badania
prowadzone przez Bollaga i innych (1988) oraz przez Gianfreda i innych [2, 10,
46] dowiodly, ze lakkazy pochodzace z r6znych grzybow wykazywaly zdolnosé do
usuwania wysokich stezen fenoli. Wyizolowane oksydazy grzybowe moga by¢
z powodzeniem wykorzystywane w procesach biokonwersji, gdyz sg stabilne
w réznych warunkach, i, w szczego6lnosci lakkazy, nie wymagaja obecnosci kosz-
townych kosubstratow, jedynie molekularnego tlenu [19, 48].

Lakkaza jest enzymem biorgcym udziat w utlenianiu wielu zwiazkéw aroma-
tycznych do produktéw mniej toksycznych dla srodowiska. Dlatego wydaje sie, ze
enzym ten powinien mie¢ szerokie zastosowanie w procesach oczyszczania srodo-
wiska. Lakkaza moze by¢ wykorzystywana w procesach detoksyfikacji sSrodowiska
zanieczyszczonego fenolem, trichlorofenolem, pestycydami oraz wielopierscie-
niowymi zwigzkami aromatycznymi, takimi jak benzo(a)piren, a wiec zwiazkami
majacymi wilasciwosci mutagenne i kancerogenne, szeroko rozpowszechnionymi
w srodowisku [6, 49, 50].
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Dzikie badz modyfikowane lakkazy moga by¢ wykorzystywane w celu uspraw-
nienia procesu bioremediacji miejsc zanieczyszczonych zwiazkami organicznymi.
W technologii tej moga by¢ wykorzystywane komoérki grzybow produkujacych
pozadane enzymy badz tez wyizolowane wolne lub immobilizowane na réznych
no$nikach enzymy.

Lakkazy moga katalizowaé bezposrednie utlenianie innych ksenobiotykdéw. Na
przyktad surfaktant - nonylfenol jest efektywnie przeksztalcany w srodowisku
wodnym do polimerycznych zwiazkéw [51]. Lakkazy moga tez katalizowad
posrednie utlenianie zwigzkdéw niebedacych fenolami czy aminami. W tych przy-
padkach wymagaja one obecnosci posrednikdéw redox, naturalnych badz syntetycz-
nych. Ten rodzaj reakcji jest obserwowany w przypadku WWA [44].

Usuwanie zwiazkéw fenolowych i innych ksenobiotykdéw z uzyciem lakkazy
moze zachodzi¢ z uzyciem wolnego, oczyszczonego enzymu; enzymu immobili-
zowanego badz przy wykorzystaniu enzymu otrzymanego bezposrednio z ptynu
hodowlanego [52].

Z uwagi na hydrofobowos¢ i niska rozpuszczalno$é¢ w wodzie ksenobiotykow,
takich jak wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, utlenianie enzymatycz-
ne, na przyklad przez lakkazg, moze zachodzi¢ w obecnosci organicznego rozpusz-
czalnika, gdyz zmniejsza to limitacje przeptywu masy. Jednak lakkaza w obecnosci
rozpuszczalnikow organicznych jest dos¢ niestabilna i czesto ulega denaturacji
lub/i inhibicji [6, 33]. W zwiazku z tym Alcade i inni [6, 53] zaprojektowali na
drodze ewolucji in vitro termofilng lakkaze, ktéra wykazuje wysokg aktywnosé
i stabilno$¢ w obecnosci duzych stezen acetonitrylu i etanolu. By jednak zwiekszy¢
dziatanie lakkazy wzgledem wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
oraz pochodnych lignin, w reakcji musza by¢ dostepne syntetyczne lub naturalne
posredniki redox [6, 54]. Dlatego dalsze badania powinny zmierza¢é w kierunku
otrzymania lakkazy, ktora bytaby mniej zalezna od obecnosci tego typu posredni-
kow, by mogta by¢ szeroko stosowana w bioremediacji.

2.1.4. Wykorzystanie lipaz w biodegradaciji

Enzymy lipolityczne znajdujg szerokie zastosowanie w ochronie Srodowiska,
cho¢ ich wykorzystanie jako czynnikow wspomagajacych proces biodegradacji
ksenobiotykow nie zostato dotychezas opisane w literaturze. Posrod enzymow lipo-
litycznych niezwykle wazng grupe stanowia lipazy. Cecha charakterystyczng tych
enzymow jest to, ze ich substratami sa zwigzki hydrofobowe, nierozpuszczalne
w wodzie, a one same wykazuja stosunkowo niska specyficznos$¢ substratowa.
Lipazy, gléwnie z uwagi na ogromna réznorodno$é zastosowan, stanowia niezwy-
kle wazna, z praktycznego punktu widzenia, grupe enzymoéw. Z powodzeniem
wykorzystywane sa w wielu galeziach przemystu, stuzac jako katalizatory do wy-
twarzania modyfikowanej zywnosci, farmaceutykow, kosmetykdéw, biodegrado-
walnych polimerow, srodkow pioracych, surfaktantow i innych. Enzymy te do tej
pory byly gldwnie wykorzystywane w procesach utylizacji odpadéw ttuszczo-
wych.
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Jednym z wariantéw wykorzystania mozliwosci aplikacyjnych lipaz jest ich za-
stosowanie do monitorowania procesow bioremediacji. Enzymy znajdujace si¢
w skazonej zwigzkami organicznymi glebie sg katalizatorami wielu waznych pro-
cesOw metabolicznych, w tym réwniez dekompozycji zwiazkow powodujacych
skazenie, a takze detoksykacji ksenobiotykow. Margesin i inni wykorzystali lipaze
obecng w skazonej glebie jako narzedzie monitoringu procesu biodegradacji oleju
w glebie. Wykazali oni, ze wraz ze spadkiem stezenia weglowodorow
w skazonej glebie wzrastata aktywnos¢ lipazy, co moze wskazywaé na to, iz sys-
temy enzymatyczne zwigzane z degradacja tluszczu mogg by¢ bardzo zblizone do
tych zwigzanych z biodegradacja oleju. Zatem aktywnos¢ lipazy w skazonej glebie
moze shuzy¢ jako wartosciowy indykator stopnia biodegradacji oleju [55-57]. Wy-
niki otrzymane w ostatnich latach, przez Mite i innych [58] wskazuja na mozliwos¢
wykorzystania lipazy w procesach biodegradacji ftalanow w celu podniesienia wy-
dajnosci procesu bioremediacji wod zanieczyszczonych tego typu zwigzkami. Po-
nadto immobilizowana lipaza z Candida rugosa zostala wykorzystana w procesie
bioremediacji wod zanieczyszczonych dimetyloftalanami.

Wydaje sie wiec, ze mozliwosci wykorzystania lipaz w procesach bioremediacji
sa znacznie wicksze i zagadnienie to wymaga dalszych badan.

3. Enzymy izolowane z komoérek - zastosowanie w bioremediaciji

Dotychczas istnieje stosunkowo niewiele doniesien literaturowych na temat
oczyszczania gruntoéw prowadzonych z wykorzystaniem enzymdw wyizolowanych
z komorek mikroorganizméw [4, 59].

Kilku autorow [59, 60] opisato pozytywne i negatywne aspekty zastosowania
wyizolowanych enzyméw w stosunku do bioremediacji prowadzonej z uzyciem
aktywnych komorek.

Jedna z najwazniejszych korzysci stosowania wolnych enzymow jest fakt, iz
posiadaja one unikalng specyficznos¢ substratowa i wysoka site katalityczng. Moga
one funkcjonowaé w obecnosci wielu toksycznych substancji oraz w szerszym za-
kresie zmian warunkow Srodowiska (temperatura, pH, wysokie badz niskie steze-
nie zwigzkdéw zanieczyszczajacych srodowisko), w przeciwienstwie do procesow,
w ktorych stosuje sie aktywne komorki drobnoustrojow. Enzymy te maja rowniez
niska wrazliwo$¢ na obecnos¢ inhibitoréw metabolizmu komoérkowego i drastycz-
ne zmiany stezen polutantéw [10].

Wiele zwiazkow o charakterze ksenobiotykéw, jak asfalteny, polichlorowane
bifenyle, polichlorofenole, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, ulega
przeksztalceniu przez enzymy z klasy oksydoreduktaz i hydrolaz wyizolowanych
z bakterii, grzybow czy roslin [10]. Trzy- lub czteropierscieniowe weglowodory,
jak antracen, fenantren, fluoranten, ulegaja utlenieniu przez peroksydaze
ligninowa, Mn-zalezna peroksydaze i lakkaze wyizolowane z Nematoloma frowar-
dii 10, 42].

Enzymy wyizolowane z komdrek moga rowniez znalez¢ zastosowanie w degra-
dacji zwigzkéw nitrylowych [10, 61]. Zwiazki te sa szeroko rozpowszechnione
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w przemysle chemicznym, gdzie wykorzystywane sa do produkcji wielu polime-
row, jak rowniez rozpuszczalnikdw, pestycydow lub jako zwiazki posrednie w syn-
tezach organicznych takich zwiazkéw, jak aminy, amidy, kwasy karboksylowe,
etery, aldehydy, ketony. Wigkszos¢ z nich ma silne wlasciwosci toksyczne: kance-
ro- i mutagenne [10, 62]. Banerjee i inni [10, 61] donosza, ze istnieje kilka gatun-
kow bakterii i grzybow, ktdore posiadaja enzymatyczng zdolnosé metabolizowania
naturalnych i syntetycznych nitryli. Sg to nitrylazy, hydrolazy nitrylowe i amidazy.

4. Zalety i wady enzymatycznej biodegradacii

Wykorzystanie enzyméw w procesach bioremediacji z punktu widzenia ochro-
ny srodowiska niesie wiele korzysci [6]:

— biotransformacja ta nie powoduje gromadzenia toksycznych produktow
ubocznych, co czesto ma miejsce w przypadku chemicznych i niektorych
mikrobiologicznych proceséw, a enzymy zostaja po zakonczeniu procesu
strawione in situ przez mikroorganizmy bytujgce w miejscu skazenia;

— zwicekszenie biodostepnosci poprzez wprowadzenie organicznych rozpuszczal-
nikow lub surfaktantow jest znacznie latwiej osiagalne w przypadku uzycia
enzymdw niz w przypadku uzycia catych komorek;

— do produkcji na duza skalg enzymdéw o zwickszonej stabilnosci i/ lub aktyw-
nosci przy niskich naktadach finansowych mozna wykorzysta¢é metody
rekombinacji genetycznej.

Ponadto enzymy wyizolowane z komérek drobnoustrojow moga charakteryzo-
wacé si¢ wyjatkowa, unikalng specyficznoscia substratowa i wysoka aktywnoscig
w obecnosci wielu toksycznych, nawet opornych na biodegradacj¢ substancji i/lub
w réznorodnych warunkach srodowiska, czesto nieprzyjaznych dla drobno-
ustrojow.

Glownymi zaletami enzymatycznej bioremediacji, w poréwnaniu z typowa
remediacja mikrobiologiczna, s3: wysoka aktywnos$¢ wzgledem opornych na de-
gradacje polutantéw, niska wrazliwo$¢ na zmiany ich stezen kontaminantéw oraz
fatwa kontrola miejsca aplikacji.

Jednakze w $rodowisku naturalnym istniejg pewne czynniki mogace zaklocié
lub zmniejszy¢ potencjat katalityczny enzymatycznych katalizatorow, a trudnosci
w zastosowaniu enzymoéw w biotransformacji ksenobiotykéw moga wynikaé
zaréwno z wlasnosci enzymu, jak i polutanta.

Gloéwne ograniczenia wykorzystania enzymow w procesie biodegradacji
dotycza:

— braku zdolnosci enzymdéw do samoreprodukowania sie, co oznacza, ze kazde
zwickszenie stezenia enzymu w Srodowisku musi pochodzi¢ z zewnatrz;

— mozliwosci utraty czesci aktywnosci przez enzym przy kontakcie z polutantem,
a w konsekwencji moga ja catkowicie utraci¢ [10];

— koniecznosci monitorowania stezenia enzymu przez caly okres trwania procesu
w celu optymalizacji kinetyki reakcji;
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— braku zdolnosci enzyméw do adaptowania sie (ktora z kolei wykazuja
drobnoustroje poprzez mutacje) z uwagi na brak zdolnosci do reprodukcji
[63-65].

Glowna wada wykorzystywania enzymdw w procesach bioremediacji sa wyso-
kie koszty enzymow samych w sobie. Jednakze szacuje sig, ze koszty te moga ulec
obnizeniu dzigki udoskonaleniu technologii i wykorzystywaniu tanszych substra-
tow do produkcji enzymow [10, 66, 67].

5. Perspektywy

Usuwanie szeroko rozpowszechnionych, organicznych zanieczyszczen pocho-
dzenia antropogenicznego uwazane jest za jeden z najpowazniejszych problemow
zrownowazonego i ciaglego rozwoju Ziemi w XXI wieku [6]. Problem dotyczy
zaréwno krajow stabo, jak i dobrze rozwinigtych i zwigzany jest z toksycznym
oddziatywaniem tych substancji na biocenoze i funkcjonowanie ekosystemow
[68, 69].

Do usuwania zanieczyszczen ze Srodowiska wykorzystuje sie rozne techniki
remediacji, ktore w réznym stopniu bazuja na procesach biodegradacji [69]. Celem
technologii bioremediacji jest racjonalne wykorzystanie potencjalu metabolicznego
mikroorganizméw do asymilacji i rozkladu zanieczyszczen. Technologie te,
w przeciwienstwie do metod konwencjonalnych, fizycznych lub/i chemicznych,
wykorzystuja naturalng zdolno$¢ srodowiska przyrodniczego do samooczyszczania
[70, 71], a bioremediacja stanowi najbezpieczniejsza, najmniej inwazyjng i najbar-
dziej ekonomiczna [6, 13, 72]. Metoda ta wykorzystuje naturalnie istniejacy poten-
cjal kataboliczny mikroorganizméw bytujacych w skazonym $rodowisku lub do
niego wprowadzonych, a takze wyizolowanych enzymoéw, do oczyszczania $rodo-
wiska z zaréwno prostych alifatycznych zwigzkdw, jak i zwigzkéw aromatycznych
czy ksenobiotykow, charakteryzujacych si¢ wysoka toksycznoscia i wlasno$ciami
kancerogennymi.

Gléwnym problemem technologii bioremediacji jest usuwanie najtrudniej de-
gradowalnych ksenobiotykow, czesto zalegajacych przez dlugi okres w srodowi-
sku, oraz przeprowadzenie ostatniego etapu procesu biodegradacji, czyli usunigcie
tzw. zanieczyszczen resztkowych. Ciggla akumulacja w srodowisku silnie toksycz-
nych polutantéw wskazuje, iz mikroorganizmy bytujace w $rodowisku nie sa
w stanie w petni skutecznie chroni¢ biosfere przed zanieczyszczeniami antropoge-
nicznymi. Dlatego w ostatnich latach zwrdcono uwage na mozliwosé zastosowania
enzymdéw w procesach biodegradacji. Celem bioremediacji enzymatycznej jest
wykorzystanie potencjalu katalitycznego enzymoéw do usuwania ze srodowiska
toksycznych, trudno degradowalnych zwiazkéw. Jako ze enzymy stanowig prostsze
systemy niz cale komoérki mikroorganizméw, bioremediacja enzymatyczna stata si¢
atrakcyjnym narzgdziem wspierania obecnie stosowanych biotechnologii, szcze-
goélnie do usuwania ze srodowiska konkretnych, opornych na degradacje¢ polutan-
tow [6, 13, 14]. Ponadto enzymy zostaja strawione in situ przez autochtoniczng
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mikroflore po zakonczeniu procesu oczyszczania, zastosowanie rozpuszczalnikow
lub surfaktantéw w celu zwickszenia biodostepnosci zanieczyszczenia jest znacz-
nie latwiejsze przy zastosowaniu enzymoéw niz w przypadku uzycia mikroorgani-
zmow [73]. Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan wskazuja, iz enzymy
zewnatrzkomorkowe okazuja sie by¢ efektywne w bioremediacji srodowiska za-
nieczyszczonego takimi zwiazkami, jak np. WWA, PCB i fenole. Szczegélnie
efektywne w ich degradacji sa MNP, LiP i lakkaza, wytwarzane przez wiele gatun-
kow grzybow bialej zgnilizny.

Jednak zastosowanie enzymatycznej biokatalizy stwarza wiele trudnosci.
Jednoczesna obecnos¢ kilku substancji toksycznych w srodowisku czgsto negatyw-
nie wptywa na efektywnos¢ procesu bioremediacji. Wyizolowanie i oczyszczenie
enzymu moze zwigkszy¢ jego specyficznos¢ substratowa i aktywnosé, ale jedno-
czesnie podnosi koszty procesu. Wszystkie te aspekty ograniczaja mozliwosé
zastosowania bioremediacji enzymatycznej. Dlatego tez wydaje si¢, ze najefektyw-
niejszym rozwigzaniem byloby zastosowanie technik bioremediacji wiazacych po-
tencjat mikroorganizméw z wykorzystaniem enzymow.

Ponadto potencjat wykorzystania enzymdw do celéw bioremediacji moze zostac
zwickszony poprzez zastosowanie enzymow uzyskanych z mikroorganizméw po-
chodzacych ze $rodowisk ekstremalnych. Enzymy zaréwno z termofilnych, jak
i psychrofilnych drobnoustrojéw czesto wykazujg unikalne wlasnosci, ktore moga
wskazywa¢ na mozliwos¢ wykorzystania ich w degradacji zwigzkoéw chemicznych.
Odkrycie nowych enzymdéw znajdujacych zastosowanie w biologicznej remediacji
stanowi jedno z kluczowych wyzwan biotechnologicznych.

Zanim jednak technologia enzymdw bedzie mogta by¢ wykorzystywana w pro-
cesach bioremediacji na szerokg skale, musza zosta¢ przeprowadzone dalsze bada-
nia. Wiekszo$¢ dotychczas przeprowadzonych doswiadczen dotyczyla wykorzy-
stania jednego konkretnego enzymu do utylizacji okreslonego zanieczyszczenia.
Nalezy przeprowadzi¢ badania dotyczace wykorzystania wielu enzyméw do kon-
kurencyjnego degradowania réznych zwiazkdéw. Autorzy publikacji dotyczacej
wykorzystania kompleksu zewnatrzkomérkowych enzyméw, otrzymanych w ho-
dowli mikroorganizméw degradujacych weglowodory, w procesie bioremediacji
gleby zanieczyszczonej olejem napedowym nie wskazuja na to, jakie enzymy zo-
staly zastosowane, a jedynie podkreslaja, ze wprowadzenie kompleksu enzyméw
zwicksza efektywnos¢ biodegradacji zanieczyszczenia [74].

Ponadto nalezy przeprowadzi¢ wigcej prob ,.polowych” w celu oszacowania
skali efektywnosci enzymow jako srodkow zwiekszajacych efektywnos¢ bioreme-
diacji. W ten sposob mozna sprawdzi¢, czy bioremediacja enzymatyczna jest efek-
tywna i pozadang alternatywa dla wspodtczesnej remediacji.

Bioremediacja enzymatyczna jest wcigz nowym obszarem nauki i opublikowa-
no niewiele prac na ten temat. Jej narzedzia znajduja juz zastosowanie w monito-
ringu procesow biodegradacji oraz identyfikacji zanieczyszczen obecnych w $ro-
dowisku. Wyzwanie stanowi natomiast dobor odpowiednich enzymoéw pod katem
degradacji konkretnego typu zanieczyszczen. W dobie ciaglego rozwoju przemystu
do srodowiska naturalnego coraz czesciej przedostaja si¢ ztozone, oporne na de-
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gradacje zanieczyszczenia. Ciekawym rozwigzaniem wydaje si¢ zastosowanie nie
tyle pojedynczych enzymow, ktorych otrzymanie jest trudne i kosztowne, ale kom-
plekséw enzymodw, ktore moga byé zastosowane do wspomagania bioremediacji
srodowiska zanieczyszczonego mieszaninami zwiazkow organicznych.

Mimo iz bioremediacja enzymatyczna jest nowym dziatem biotechnologii $ro-
dowiska, dotychczas opisane w literaturze wyniki sugeruja, ze moze ona by¢ nie-
zmiernie efektywnym $rodkiem udoskonalenia technologii bioremediacji.
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Enzymatic Bioremediation of Xenobiotics

Environmental pollution is growing more and more due to the frequently deliberate
release of hazardous, toxic substances into the environment and it has become one of the
biggest ecological problems of the world. Therefore, a growing interest is being devoted to
develop new, cost-effective and eco-friendly remediation technology capable of partial or
total recovery of polluted environment. Bioremediation that uses naturally existing catabolic
potential of microorganisms can be efficiently used to clean up certain pollutants such as
aliphatic or aromatic hydrocarbons. However, for chemicals exhibiting high xenobiotic
character, like polyaromatic hydrocarbons, chlorophenols, dioxines, PCBs, etc., micro-
organisms can turn out to be ineffective. Among biological agents, enzymes have a great po-
tential to effectively transform and detoxify pollutants and are potentially suitable to restore
polluted environments. Moreover, the use of enzymatic proteins may represent a good alter-
native for overcoming most disadvantages related to the use of microorganisms. They are
active in the presence of microbial predators and antagonists, can be used under extreme
conditions limiting microbial activity and are effective at low pollutant concentrations. This
work will examine the possibility of using enzyme preparations as an element of bioremedia-
tion technology. The main terms which must be fulfilled while using this type of technology



Enzymatyczna bioremediacja ksenobiotykow

55

will be presented. This review will also examine some class of enzymes, mainly oxidore-
ductases and hydrolases, that are capable of transforming xenobiotics effectively into
innocuous products. Particular attention will be devoted to enzymes from white-rot fungi,
such as Mn-peroxidase, lignin proxidase and laccase, which have a great potential towards
xenobiotic compounds transformation. Also the use of lipase in biodegradation of phtalanes
and as an agent for monitoring of bioremediation progress will be discussed. The main
advantages as well as disadvantages that are present in the application of enzymes in the
bioremediation of polluted environments will be examined in details. The future perspective
for the in situ application of enzymatic bioremediation of polluted with xenobiotics environ-
ments will be discussed.

Keywords: biodegradation, xenobiotics, enzyme, fungi



