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Techniki bioremediaciji substanciji ropopochodnych
i metody oceny ich efektywnosci

W ostatnich latach bardzo duze znaczenie w usuwaniu ksenobiotykéw maja metody bio-
logiczne. Wiele gatunkéw mikroorganizméw wystepujacych w Srodowisku glebowym ma
zdolno$¢ do biodegradacji zwiazkow ropopochodnych. Ich rozklad jednak zwykle trwa latami.
Intensyfikacje¢ tego procesu uzyskuje si¢ gléwnie poprzez biostymulacje¢ i/lub wykorzystanie
biopreparatéw w formie wolnej biomasy lub immobilizowanej na no$nikach, takich jak algi-
nian, akrylan czy karagen. Aktywno$¢ degradacyjna mikroorganizméw zalezy od biorézno-
rodnosci Srodowiska oraz parametrow fizykochemicznych, w tym dost¢pnosci zwiazkow od-
zywcezych, temperatury, pH czy st¢zenia tlenu. Z tego powodu podczas bioremediacji bardzo
waznym aspektem jest monitorowanie zmian w skladzie zwiazkéw chemicznych oraz bio-
réznorodnoS$ci zanieczyszczonego Srodowiska. W artykule przedstawione zostaly informacje
na temat typéw bioremediacji, wplywu czynnikéw fizykochemicznych na efektywno$¢ rozkla-
du ksenobiotykow oraz metody monitorowania przemian zwigzkéw chemicznych i dynamiki
populacji mikroorganizméw w glebie.

Stowa kluczowe: zwiazki ropopochodne, bioremediacja, biostymulacja, bioaugmentacja,
mikroorganizmy biodegradacyjne, metody identyfikacji mikroorganizméow

Wprowadzenie

Wysokie zapotrzebowanie na rope i produkty pochodzace z jej przetwarzania
(paliwa, oleje, smary, asfalty) przyczynia si¢ do postepujacego skazenia Srodowi-
ska przyrodniczego, np. w 2002 r. zuzyto w Polsce okoto 13 min ton produktow
naftowych, a juz w 2010 r. okolo 27 min ton. Powazne zagrozenie stanowia miedzy
innymi takie weglowodory, jak: alkany, cykloalkany, weglowodory aromatyczne,
bedace glownymi skladnikami paliw. Niektore weglowodory aromatyczne wyste-
pujace w ropie (benzen, toluen, ksylen, fenol) sa bardzo szkodliwe dla czlowieka,
gdyz wykazuja toksyczne, a takze kancerogenne wiasciwosci [1]. Najwyzsze
skazenie produktami ropopochodnymi obserwuje si¢ w otoczeniu rafinerii, stacji
paliw, rurociagéw, lotnisk, stacji naprawczych i linii kolejowych [2-5]. Ich rozklad
w Srodowisku naturalnym trwa lata. Intensyfikacj¢ rozktadu tych substancji
uzyskuje si¢ w procesach stymulacji czynnikami fizykochemicznymi i/lub
biologicznymi.

Bioremediacja substancji ropopochodnych to technika laczaca osiagnigcia
mikrobiologii wraz z ekologig mikroorganizméw, biochemia, genetyka i chemia
[6]. Zanieczyszczenia zwigzkami ropopochodnymi moga by¢ usuwane w miejscu
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skazenia (in situ) lub poprzedzone usuni¢ciem zanieczyszczonej ziemi z jej natu-
ralnego polozenia (ex situ). Technologia in situ stosowana jest przede wszystkim
przy braku mozliwosci usunigcia zanieczyszczonej gleby, przyktadowo na obszarach
awarii miejscowych pod rurociagami, na terenach przeznaczonych pod budownic-
two czy po skazeniu duzego obszaru. Jest to strategia efektywna, umozliwiajaca
peing likwidacje zanieczyszczen [4, 7]. Rekultywacja gruntu (przywracanie warto-
sci uzytkowych) metoda ex situ odbywa si¢ na specjalnie przygotowanym stanowi-
sku technologicznym. Technika ta przebiega w stosunkowo krdtkim czasie, a takze
umozliwia tatwos¢ kontroli procesu [7-9].

Najczesciej stosowanymi technikami w bioremediacji zanieczyszczen jest bio-
stymulacja oraz bioaugmentacja. Pierwsza polega na wzbogacaniu srodowiska na-
turalnego w zwiazki odzywcze i zapewnieniu optymalnych warunkow srodowisko-
wych (temperatura, pH, natlenienie). Bioaugmentacja polega na wprowadzaniu do
srodowiska wyselekcjonowanych szczepow mikroorganizméw zdolnych do roz-
ktadu ksenobiotykéw w formie pozwalajacej na uzyskanie wysokiej i dlugotrwalej
aktywnosci drobnoustrojow [10-12]. Jednak metody biologiczne czgsto moga mieé
nieznany, nieprzewidywalny czy tez niewymierzalny wpltyw na srodowisko, np.
dostepnosé czynnika zanieczyszczajacego dla populacji mikroorganizméw moze
by¢ zmniejszona w wyniku jego adsorpcji do skladnikdéw gleby, co moze ograniczy¢,
a nawet wykluczy¢ bioremediacje¢. Stezenie weglowodoréw zawartych w produk-
tach naftowych zasadniczo wplywa na efekt biodegradacji, a zwiazane jest to ze
stopniem toksycznosci weglowodordéw, np. warto§¢ LC50 benzenu dla bakterii
wynosi 100 mg/l, a chloroformu 670 mg/l. Zawartos¢ olejéw w glebie powyzej
10% oddziatuje szkodliwie na procesy rozkltadu weglowodoréw. Wiele weglowo-
doréw ulega biodegradacji po okresie adaptacji drobnoustrojéw, w ktorym wytwa-
rzaja one enzymy indukcyjne. Na proces ten ma wplyw stezenie weglowodorow
jako substancji pokarmowych - zbyt niskie stezenie ogranicza wytwarzanie enzy-
moéw indukeyjnych. Podatnosé ksenobiotykow na biodegradacje (rozklad) zalezy
od dostepnosci tych zwigzkow dla drobnoustrojéw oraz od liczebnosci i aktywno-
sci populacji mikroorganizmow.

Wydajnos¢ procesu bioremediacji zalezy od warunkéw srodowiskowych, takich
jak temperatura, natlenienie, pH, potencjat redoks, dostepnosé sktadnikéw pokar-
mowych i katalityczna sprawno$¢ enzymoéw obecnych w komodrkach mikroorgani-
zmdw, badz indukowanych, powstajacych wobec konkretnych substratow [13, 14].
Skutecznos¢ i niezawodno$é bioremediacji mozna oceni¢ przez:

e okreslenie stopnia podatnosci na degradacj¢ biologiczna wszystkich zanie-
czyszczen w okreslonym miejscu,
o okreslenie trwatosci produktéw degradacji zanieczyszczen,

chemiczne oznaczenie poziomu sktadnikéw srodowiska,

e poznanie specyficznych gendow drobnoustrojéw uczestniczacych w katabolizmie
zanieczyszczen.

Biordznorodnos¢ mikrobiologiczna moze by¢ zdefiniowana jako zespot réznych
gatunkow bakterii w ekosystemie oraz jako zmienno$¢ genetyczna poszczegoélnych
gatunkow. Przyjmuje sie, ze w 1 g gleby znajduje sie 10° mikroorganizméw [15].
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Z powodu ogromnej réznorodnosci fenotypowej i genomowej drobnoustroje gle-
bowe stanowia jedne z najtrudniejszych do opisania i scharakteryzowania. Jedno-
czesnie nalezy pamigta¢ o tym, ze pelnig one kluczowa rol¢ m.in. w obiegu pier-
wiastkow (N, P, S, O,, CO,) oraz rozkladzie materii organicznej i ksenobiotykdw.
Ropa naftowa i jej produkty wplywaja na niekorzystne zmiany w bioréznorodnosci
srodowiska glebowego, w tym zmieniaja populacje bakterii uczestniczacych w bio-
remediacji [16, 17]. Poniewaz aktywnos¢ biodegradacyjna jest cecha szczepowa,
niezbedna jest identyfikacja populacji drobnoustrojow w zanieczyszczonym
srodowisku [6].

1. Techniki stosowane w procesach bioremediaciji

W bioremediacji in situ stosowane sa trzy odmienne sposoby oczyszczania
gruntow: bioattenuacja (zwana takze bioremediacja naturalng), biostymulacja oraz
bioaugmentacja [6]. Bioattenuacja to wykorzystywanie naturalnej biodegradaciji,
potaczonej z monitorowaniem stezenia ksenobiotykdw. Metoda ta stosowana jest
powszechnie w Stanach Zjednoczonych do usuwania zanieczyszczen gleby i wod
podziemnych. W przypadku kiedy proces naturalnej biodegradacji zachodzi bardzo
wolno lub wcale, stosowana jest biostymulacja, polegajaca na stymulowaniu roz-
woju autochtonicznej mikroflory poprzez wprowadzenie do srodowiska zwigzkow
odzywczych oraz akceptorow elektrondw (tlenu), zapewniajac w ten sposob odpo-
wiedni stosunek C:N:P na poziomie 100:10:1. W warunkach naturalnych wynosi
on 30:5:1 [17]. W ostatnich latach obserwuje si¢ skupienie metod bioremediacji na
wykorzystywaniu konsorcjow specyficznych mikroorganizméw (bioaugmentacja),
efektywnych w oczyszczaniu gruntéw skazonych zwigzkami ropopochodnymi.
W przypadku bioaugmentacji proces biodegradacji zaczyna si¢ niezwlocznie po
inokulacji, w przeciwienstwie do biostymulacji, gdzie po wzbogaceniu gleby
zwigzkami odzywezymi wymagany jest dluzszy czas zwigzany z przystosowywa-
niem si¢ mikroorganizméw do nowych warunkéw srodowiskowych. Mikroorgani-
zmy wykorzystywane w bioaugmentacji powinny charakteryzowac si¢ duzym
potencjatem biodegradacyjnym, mobilnoscia (zdolnoscia penetracji), zdolnoscig do
adhezji, elastycznoscia (odpornoscia na zmiany pH, stezenia metali), krotka prze-
zywalnoscia w $rodowisku, gdzie brak ksenobiotykéw powoduje ich zamieranie,
a takze stanowi¢ silng konkurencje dla autochtonicznej mikroflory. Drobnoustroje
biodegradacyjne wykazuja takze odpornos¢ na dzialanie ksenobiotykow niszcza-
cych blony komérkowe poprzez:

e mechanizm regulacji ptynnosci blony: WWA powodujg zaburzenia struktury,
wzrost przepuszczalnosci i ptynnosci btony, a nawet liz¢ komorek, a zwiazki
hydrofilowe, np. bifenyle - pecznienie blony, heksadekan - zwigkszenie grubo-
$ci btony,

e mechanizm adaptacji bakterii do ksenobiotykow: zmiany sktadu fosfolipidowych
kwasow tluszczowych, np. u P. putida, istnieje korelacja pomigdzy wzrostem
nasycenia lipidéw blony a tolerancja na wysokie stezenia fenolu.
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Proces bioaugmentacji poprzedzony jest immobilizacja komorek na rdznego
rodzaju nosniki, takie jak alginian, akrylan, agaroza, karagen czy poliuretan [10].
Nosniki takie powinny by¢ nietoksyczne dla mikroorganizméw i srodowiska oraz
biodegradowalne. Najwyzsza przezywalno$¢ obserwowana jest po zwigzaniu
inokulanta w sieci alginianu sodu z dodatkiem $mietanki lub $mietanki i bentonitu.
Dzigki usieciowaniu w alginianie komorki sa chronione przed czynnikami fizyko-
chemicznymi gleby, a ponadto stopniowo uwalniane w miar¢ rozktadu alginianu.
Szacuje si¢, ze bioaugmentacja stanie si¢ w przysztosci standardem w oczyszcza-
niu terendw zanieczyszczonych zwigzkami ropopochodnymi [4, 6, 7, 10, 18].

Wsrdod metod usuwania zanieczyszczen ex situ stosowane sg takie metody, jak
uprawa gleby (landfarming), kompostowanie, biostosy i bioreaktory. Landfarming
to stosunkowo prosta technika polegajaca na wykopaniu skazonego gruntu i rozto-
Zeniu go na specjalnie przygotowanej powierzchni, po czym nastgpuje proces sty-
mulacji wzrostu rodzimych drobnoustrojéw i biodegradacji. W przypadku kompo-
stowania zanieczyszczong glebe wzbogaca si¢ np. w odpady rolnicze czy obornik,
co wplywa na rozwdj bogatej flory mikroorganizméw rozkladajacych toksyczne
zwigzki. Kolejna metoda, biostosy, stosowana jest w przypadku powierzchniowych
zanieczyszczen ropg naftowa i w zasadzie jest polaczeniem techniki uprawy gleby
i kompostowania. Czwarta technika bioremediacji ex situ, bioreaktory, to wykorzy-
stywanie duzych zbiornikow, w ktorych zachodzi kontrolowany proces stymulacji
rozwoju i aktywnosci mikroorganizméow odpowiedzialnych za biodegradacje
docelowych zwiazkow [5, 7].

Wspomniane strategie stosowane sg z powodzeniem na catlym $wiecie. Wybor
odpowiedniej technologii zalezy przede wszystkim od rodzaju skazonego terenu
(typu gleby), ksenobiotykéw (struktury chemicznej, podatnosci na biodegradacje)
oraz aktywnosci mikroorganizméw. Bardzo waznym kryterium jest rowniez kryte-
rium finansowe. Uprawa gleby czy kompostowanie to techniki stosunkowo tanie,
podczas gdy bioreaktory to metoda wymagajaca wiekszego nakladu finansowego.

2. Czynniki fizykochemiczne wplywajgce
na efektywnosé bioremediaciji

Sukces procesu bioremediacji zalezy od ustanowienia i utrzymania odpowied-
nich, sprzyjajacych czynnikow fizykochemicznych. W literaturze dostepnych jest
bardzo duzo prac dotyczacych tego zagadnienia [13, 14]. Oprocz parametréow sro-
dowiskowych, takich jak dostepno$¢ zwiazkéw odzywczych i tlenu, temperatura,
pH oraz wilgotnos¢, na efektywnos¢ degradacji ksenobiotykow ma rowniez wplyw
obecno$¢ odpowiednich mikroorganizméw oraz dostgpnos¢ weglowodorow dla
komoérek [19, 20].

Bardzo waznym czynnikiem wplywajacym na bioremediacje jest temperatura.
Zalezy od niej przede wszystkim szybkos¢ reakeji fizjologicznych komorek, ale
takze objetos¢ czy lepkosé gleby. Mikroorganizmy rdznig si¢ miedzy sobg termoto-
lerancja, przy czym optimum wzrostu mikroorganizmow glebowych wynosi okoto
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30°C [21]. Przyjmuje sie, ze najbardziej efektywna degradacja zwigzkéw ropopo-
chodnych w glebie zachodzi w temperaturze 30+40°C, gdyz wzrasta wtedy roz-
puszczalno$é weglowodordéw alifatycznych i aromatycznych i zwigksza si¢ tym
samym ich biodostepnos¢ [13]. W niskiej temperaturze (10°C) wzrasta lepkosé
oleju napedowego oraz zmniejsza si¢ szybkos¢ parowania weglowodordéw, opdznia-
jac w ten sposob biodegradacje [22].

Drugim bardzo waznym czynnikiem majacym wplyw na bioremediacje jest
dostepnos¢ zwiazkow odzywcezych. Szacuje si¢, ze minimalna liczba mikroorgani-
zméw niezbedna do efektywnej bioremediacji wynosi 10° komoérek/g suchej masy
gruntu [4]. Jej wzrost jest zalezny od obecnosci w glebie azotu, fosforu, czasem
réwniez zelaza, wystepujacych czesto w ilosciach limitujacych wzrost [24]. W takim
przypadku nalezy wzbogaci¢ glebe w brakujace pierwiastki, pamietajac jednak, ze
nadmierne stezenie zwigzkow odzywczych rowniez moze hamowaé wzrost drobno-
ustrojow. Najlepsze efekty biodegradacji uzyskano, stosujac Ca(NOs),. Zwigzek
ten jest wzglednie trudno rozpuszczalng sola, ktora, ulegajac powolnej hydrolizie,
stopniowo jest przyswajana przez mikroorganizmy. Slabsze efekty biodegradacji
zaobserwowano, stosujac mocznik - degradacji mocznika towarzysza niepozadane
efekty uboczne - uwolnienie jondw NH," pociaga za sobg wzrost pH $rodowiska.
Podczas skazenia weglowodorami proporcje podstawowych zwigzkow odzywcezych
ulegaja zachwianiu wskutek zwickszenia stezenia zrodla wegla. Mimo obfitosci
zrédla wegla drobnoustroje nie sa w stanie go wykorzystaé, poniewaz niedostatek
azotu i fosforu uniemozliwia ich prawidlowy rozwoj [13].

Kolejnymi czynnikami warunkujagcymi powodzenie w biorekultywacji sa wil-
gotnos¢, pH oraz dostepnosé tlenu. Zapewnienie odpowiedniej wilgotnosci wplywa
na rozpuszczalnos¢ weglowodordéw, a takze zmniejsza adsorpcj¢ do powierzchni
czastek mineralnych gleby. Optymalna wilgotnos¢ gruntu powinna wynosi¢ okoto
80% pojemnosci wodnej, a wilgotnos¢ wzgledna nie powinna by¢é mniejsza niz
15% [25]. Pomiary pH sg bardzo waznym kryterium w okreslaniu zdolnosci gleby
do wspomagania reakcji mikrobiologicznych. Wiele znanych gatunkéw bakterii
glebowych rozwija si¢ przy obojetnym odczynie. Niestety, bardzo czesto dochodzi
do nadmiernego zakwaszenia gleby np. poprzez nawozenie, kwasne opady i reak-
cje biochemiczne zwigzane z uzyskiwaniem energii z utleniania zredukowanych
zwigzkéw. pH gleby podczas rozktadu weglowodoréw ulega obnizeniu, co moze
by¢ wykorzystywane jako wskaznik rozkladu zanieczyszczen. W takim przypadku
podejmuje si¢ zabiegi majace na celu podniesienie pH i przyspieszenie biodegrada-
cji. Tlen peni role akceptora elektronéw w procesie oddychania i jest niezbedny
do efektywnego metabolizowania ksenobiotykdéw. Dostepnosé tlenu w glebie
moze by¢ ograniczona, szczegdlnie w glebszych jej warstwach, dlatego wazne jest
napowietrzanie gruntu [4, 7, 26].

Ograniczona dostepnos¢ weglowodoréw dla komoérek bardzo czgsto hamuje
przebieg bioremediacji, dlatego stosuje si¢ surfaktanty ($rodki powierzchniowo
czynne), a coraz czgsciej wykorzystuje sie mikroorganizmy produkujace biosurfak-
tanty (Bacillus, Candida), zwickszajace powierzchnie wymiany i zmniejszajace
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adsorpcje zwiazkow organicznych do powierzchni czastek mineralnych gleby
[13, 19,27, 28]. Syntetyczne surfaktanty sa dostgpne w sprzedazy, jednak wiele
z nich ma ograniczone zastosowanie gldwnie ze wzgledu na ich tatwa degradacje
przez bakterie i toksyczne dzialanie [6, 28].

3. Mikrobiologiczny rozktad zwigzkéw ropopochodnych

W usuwaniu substancji ropopochodnych ze srodowiska uczestniczy kompleks
mikroorganizméw autochtonicznych, ale stanowi on zaledwie 0,01+1% ogoélnej ich
liczby [29]. Mikroorganizmy autochtoniczne sa bardziej konkurencyjne, poniewaz
przeszty naturalng selekcje. Nabyly cech degradacyjnych w wyniku ewolucji
(mutacji i poziomego transferu gendw), ale zwykle ich liczebnos¢ lub aktywnosé
w Srodowisku jest niska. Mikroflore wykorzystywana w procesach biodegradacji
stanowig najczesciej kultury mieszane, charakteryzujace si¢ wyzsza aktywnoscig
biologiczng oraz nizszymi wymaganiami pokarmowymi w poréwnaniu z aktywno-
$cig mikroorganizmow wystepujacych pojedynczo. Jest to wynikiem synergistycz-
nych oddzialywan wystepujacych pomigdzy drobnoustrojami podczas wzrostu
w populacjach mieszanych. Ich brak w przypadku monokultur moze wptywaé na
obnizenie aktywnosci, a zarazem zdolno$ci biodegracyjnych. Z punktu widzenia bio-
chemicznego i genetyki molekularnej bardzo istotna jest sprawa szybkosci adaptacji
metabolizmu drobnoustrojow do wielu nowych substratow dostajacych si¢ do $ro-
dowiska. Stwarza to takze mozliwosci konstruowania nowych szczepdéw do celow
komercyjnych z wykorzystaniem mikroorganizméw wystepujacych w naturze.

Zdolno$¢ drobnoustrojow do biodegradacji zalezy od:
¢ funkcjonowania odpowiednich systemoéw ich transportu do komorki,

e potencjatu genetycznego umozliwiajacego wprowadzenie tlenu do czasteczki
weglowodoru,

e specyficznosci substratowej oksygenaz, monooksygenaz,

¢ funkcjonowania mechanizmu indukowania enzymodw, takich jak dehydrogena-
zy, hydrolazy czy dekarboksylazy [30].

Pewne grupy mikroorganizméw sg metabolicznie uniwersalne i sa zdolne do
degradacji szerokiego spektrum substratow. Katabolicznie uniwersalne sa bakterie
degradujace fenol, jak np. Pseudomonas (degraduje rézne zwiazki np. toluen,
fenol, naftalen, polichlorowane bifenyle, dioksyny), Sphingomonas, Xanthomonas,
Bacillus, Rhodococcus. Najwiecej uwagi poswiecono szlakowi degradacji zwiaz-
kéw aromatycznych. Stwierdzono, ze wickszos$¢ informacji genetycznej dotyczace;j
tego szlaku zawarta jest w plazmidach, niezaleznie replikujacych si¢ jednostkach
genetycznych. Ekspresja gendw plazmidowych pozwala gospodarzowi na detoksy-
kacje srodowiska. Geny te moga kodowac zdolnos¢ do kompletnej degradacji
takich zwiazkow, jak ksylen czy toluen lub tylko czgsciowej jak naftalen, ktory
transformowany jest do salicylatow.

Poczatkowo w biodegradacji uczestnicza w wigkszosci bakterie gramdodatnie,
a z czasem w zanieczyszczonym srodowisku zaczynaja dominowac bakterie gram-
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ujemne. Margesin i in. [29] podaja, ze nadmiar bakterii gramujemnych w stosunku
do gramdodatnich jest charakterystyczny dla mocno zanieczyszczonych probek
gleby. Podatnos¢ weglowodorow na rozktad przez drobnoustroje zalezy od masy
czasteczkowej i struktury zwigzku chemicznego, co mozna przedstawi¢ w nastepu-
jacym porzadku: n-alkany > rozgalezione alkany > niskoczgsteczkowe weglowodo-
ry aromatyczne > cykloalkany > wielkoczasteczkowe weglowodory aromatyczne.
Wraz ze wzrostem dlugosci tancucha weglowego zmniejsza si¢ podatno$é na
degradacje. Najlatwiej degradowane sa n-alkany C10-C24, natomiast alkany
o masie czasteczkowej powyzej 500 u nie moga by¢ zrodlem wegla i energii dla
mikroorganizméw [16].

Stopien rozktadu zalezy od katalitycznej sprawnosci enzymoéw obecnych w ko-
morkach lub indukowanych wobec konkretnych substratow. Aktywne w rozktadzie
ksenobiotykow mikroorganizmy cechuje obecnosé¢ takich gendw, jak: alkB, catA,
xylE, ndoB, todC, czy bphA (tab. 1), ktére zlokalizowane sg w wigkszoSci przypad-
kéw na plazmidach, dzigki czemu mogg podlega¢ horyzontalnemu transferowi
gendw, a takze by¢ wykorzystywane jako markery w identyfikacji drobnoustrojow
biodegradacyjnych.

Tabela 1. Podstawowe geny kodujace enzymy biorgce udzial w biodegradacji zwigzkow
ropopochodnych

Table 1. Key genes encoding enzymes involved in the biodegradation of petroleum compounds

Gen Enzym Przedstawiciele Literatura

Pseudomonas sp., Rhodococcus sp.,

alkB hydroksylaza alkanowa Acinetobacter sp. [31-34]
catd dioksygenaza 2,3-katecholowa | Pseudomonas sp. [35]
xylE dioksygenaza 2,3-katecholowa | Pseudomonas putida [4]

Pseudomonas sp., P. putida,
ndoB dioksygenaza naftalenowa P. fluorescens, Sphingomonas [31,36]
paucimobilis, Xanthomonas maltophila

todC dioksygenaza toluenowa Pseudomonas putida [37]

bphA dioksygenaza bifenylowa Pseudomonas pseudoalcaligenes [38]

Mikroorganizmy wykazujace zdolnos¢ do biodegradacji weglowodorow wykorzy-
stujg je jako zrodto wegla i energii. Warunkiem sprawnego przebiegu procesu jest
dostepnos$é wegla organicznego. Czynnikiem ograniczajacym biodostepnos¢ sub-
stancji ropopochodnych jest ich relatywnie niska rozpuszczalnos¢ w wodzie, obni-
zajaca si¢ wraz ze wzrostem dlugosci tancucha lub liczba pierscieni w czasteczcee.

Degradacja n-alkandw zwigzana jest z hydroksylacja przy koncowym weglu
w tancuchu, co prowadzi do wytworzenia odpowiedniego alkoholu, ktéry nastepnie
utleniany jest do aldehydow i kwasow tluszczowych. Te ostatnie podlegaja
B-oksydacji, a powstaly acetylo-CoA trafia do cyklu kwasow trikarboksylowych
(rys. 1) [5, 13, 16].
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CH;(CH,),CH.OH — CH;(CH,),CHO
alkohol aldehyd

monooksygenaza
CH;:(CH,).CH; CH;(CH»),COOH
n-alkan kwas tluszezowy

Rys. 1. Biodegradacja n-alkan6w

Fig. 1. Biodegradation of n-alcanes

Rozklad zwigzkow o strukturze aromatycznej zwigzany jest z aktywnoscia ge-
néw (np. catAd, ndoB, todC) kodujacych enzymy odpowiedzialne za hydroksylacje
pierscienia, jego rozszczepienie i utlenienie uktadu alifatycznego do intermediatow
centralnych szlakow metabolicznych, a takze CO, i HyO. Zwigzki aromatyczne
ulegaja biodegradacji do jednego z pieciu podstawowych produktow: katecholu,
kwasu protokatechowego, kwasu gentyzynowego, kwasu homokatechowego i kwasu
homogentyzynowego, jak rowniez do kilku niekonwencjonalnych zwigzkdw, takich
jak: kwas salicylowy, kwas antranilowy i ortoaminofenol [16, 39]. Zwigzki aroma-
tyczne posiadajace jedna grupe hydroksylowa ulegaja hydroksylacji z udzialem
enzymow zwanych monooksygenazami. W tym przypadku jeden atom tlenu wiacza-
ny jest do pierscienia aromatycznego, natomiast drugi ulega redukcji do czasteczki
wody. W przypadku zwiazkéw aromatycznych niezawierajacych grupy hydroksy-
lowej hydroksylacja przebiega z udzialem dioksygenaz z wtaczeniem dwoch grup
hydroksylowych do pierscienia (rys.2). Oba przypadki prowadza do powstania
katecholu, ktéry charakteryzuje sie zwiekszona rozpuszczalnoscia i dostgpnoscia
dla mikroorganizmoéw [16, 40].

monooksygenaza OH
0, +H,0
OH
NAD( )H+H NAD(P)'
fenol katechol
dioksygenaza - OH dehydrogenaza OH
OH / ; X OH
NAD(P H+H NAD(P) NAD(P)" NAD( P)H+H .
benzen katechol
cis-1,2-dihydro-

-1,2-dihydroksybenzen

Rys. 2. Reakcje hydroksylacji pierscienia aromatycznego do katecholu

Fig. 2. The reactions of the hydroxylation of the aromatic ring of catechol

Kolejnym etapem rozkladu omawianych ksenobiotykdw jest otwarcie pierscie-
nia aromatycznego, katalizowane przez dioksygenazy intradiolowe (szlak orto)
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oraz ekstradiolowe (szlak meta). W pierwszym przypadku rozszczepiane sa wigza-
nia C-C pomiedzy dwoma hydroksylowanymi atomami wegla, co prowadzi do
powstania kwasu cis,cis-mukonowego. W drugim przypadku dochodzi do rozszcze-
pienia wigzania migdzy hydroksylowanym a sgsiadujagcym, niehydroksylowanym
weglem, w wyniku czego powstaje semialdehyd kwasu 2-hydroksymukonowego.
Dalszy rozktad polega na utlenieniu powstatego tancucha alifatycznego do inter-
mediatow cyklu Krebsa, takich jak acetylo-CoA, pirogronian, bursztynian (rys. 3)
[5, 16, 39, 40].

szlak orto szlak meta
1,2-dioksygenaza 2,3-dioksygenaza CHO
"\ COOH katecholowa OH katecholowa COOH
- |
X\ _~COOH OH !
kwas cis,cis-mukonowy katechol semialdehyd kwasu

2-hydroksymukonowego

| l

acetylo-CoA lub acetylo-CoA

bursztynian \ /

TCA TCA

Rys. 3. Biodegradacja katecholu w szlaku orto i meta

Fig. 3. Biodegradation of catechol in the ortho and meta pathway

4. Monitorowanie przemian zwigzkéw chemicznych
i zmian populacji mikroorganizmoéw w glebie

Bardzo waznym aspektem okreslania zdolnosci bioremediacyjnych gleby jest
monitorowanie przemian zwiazkéw chemicznych oraz populacji mikroflory. Jedna
z najbardziej czutych technik stosowanych w identyfikacji zwiazkow chemicznych
obecnych w $rodowisku jest analiza GC-MS, stanowiaca polaczenie wysokiej
zdolnosci rozdzielczej chromatografii gazowej i wysokiej zdolnosci identyfikacyj-
nej spektrometrii mas [41, 42].

Wiedza dotyczaca biordznorodnosci drobnoustrojow w odniesieniu do §rodowi-
ska glebowego jest ograniczona. Metody identyfikacji mikroorganizméw glebowych
mozemy podzieli¢ na metody mikroskopowe, biochemiczne i molekularne (tab. 2).
Mikroskopia moze daé¢ podstawy tylko do wstepnej klasyfikacji, okreslenia ksztaltu
i rodzaju drobnoustrojéw. Metody biochemiczne pozwalaja na oznaczenie profilu
metabolicznego i skladu biochemicznego mikroorganizméw. Najczesciej stosowane
testy to hodowla na podlozach réznicujacych, metody CLPP, FAME i PLFA.
Bardzo duzy problem stanowia tzw. bakterie nichodowlane (‘unculturable’ bacteria).
W tym przypadku bardzo pomocnym narzedziem w identyfikacji sa metody mole-
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kularne, przede wszystkim techniki PCR, RFLP, hybrydyzacja DNA-DNA, FISH,
DGGE, TGGE, metagenomika oraz sekwencjonowanie [15].

Tabela 2. Powszechnie stosowane metody monitorowania przemian chemicznych i biologicznych
w Srodowisku

Table 2. Commonly used methods for monitoring of chemical and biological changes in the

environment
Metoda Literatura
Monitorowanie przemian | .
swiazkéw chemicznych ?(I}l(r:(zaast())graﬁa gazowa i spektrometr mas [43-46]
w glebie
Metody identyfikacji mikroorganizmow glebowych:

* mikroskop optyczny
mikroskopowe » mikroskop elektronowy transmisyjny

+ mikroskop elektronowy skaningowy

* metody hodowlane [47-51]
biochemiczne - CLPP [18. 24,50, 52]

+ FAME [43, 53, 54]

*« PLFA [55, 56]

« PCR [31,44,[57]

« RFLP [18, 58]

* hybrydyzacja DNA-DNA [57,59]
molekularne » FISH [60, 61]

* DGGE/TGGE [44, 46, 50, 54]

* metagenomika [62, 63]

+ sekwencjonowanie [18, 43, 46, 50, 59]

4.1. Metody biochemiczne

Metoda CLPP (Community Level Physiological Profiling) ocenia potencjalng
aktywno$¢ kataboliczng nie pojedynczych szczepow, ale catych zespotow zasiedla-
jacych dana nisze. Zasada oznaczenia polega na ocenie zdolnosci mikroorgani-
zmo6w do rozkladu okreslonych zwiazkow organicznych lub wykorzystywania rdz-
nych zrédet wegla. Metoda ta moze byé z powodzeniem stosowana w badaniu
roznorodno$ci metabolicznej populacji drobnoustrojéw zanieczyszczonych srodo-
wisk [16, 64, 65].

Do oceny zmian w strukturach zespotéw mikroorganizmow glebowych mozna
rowniez zastosowaé analize skladu bakteryjnych i grzybowych fosfolipidowych
kwasow tluszczowych (PLFA, Phospholipid Fatty Acid Analyses) oraz metylowa-
nych estréw kwasow thuszczowych (FAME, Fatty Acid Methyl Ester). Wykorzy-
stanie PLFA w mikrobiologii gleby opiera si¢ na zatozeniu, ze pewne kwasy
czy grupy kwasow thuszczowych sg charakterystyczne dla danego gatunku, rodzaju
lub grupy mikroorganizméw. Informacje uzyskane z analizy profilu PLFA, beda-
cego suma wszystkich wyizolowanych fosfolipidowych kwasow thuszezowych,
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pozwalaja na monitorowanie zmian zachodzacych w obrebie badanych zespolow
mikroorganizméw [16, 17, 64, 66].

4.2. Metody molekularne

Obecnie coraz czegsciej wykorzystuje si¢ metody molekularne w celu identyfi-
kacji i klasyfikacji mikroorganizméw. Najczgsciej stosowana jest fancuchowa
reakcja polimerazy (PCR) wraz z jej odmianami (nested PCR, RT-PCR, Real-Time
PCR, multiplex PCR). Sg to techniki stosunkowo tanie i szybkie, ktorych produkty
moga stuzy¢ w dalszych badaniach (sekwencjonowanie, RFLP, DGGE, TGGE)
[15, 64, 67].

Analizg polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP, Restriction
Length Fragment Polymorphism) mozna wykorzysta¢ do badania zr6znicowania
genomowego bakterii, poprzez poréwnanie wzorow DNA uzyskanych w wyniku
rozdziatu elektroforetycznego fragmentéw pochodzacych z trawienia DNA geno-
mowego jednym lub kilkoma endonukleazami restrykcyjnymi. Metode RFLP
mozna takze wykorzysta¢ w analizie wybranego fragmentu genomu, na przyktad
konkretnych gendw, laczac ja z reakcjag PCR. Najczesciej w tego typu badaniach
taksonomicznych wykorzystuje si¢ gen kodujacy 16S lub 23S rRNA [68-70].

W przypadku technik hybrydyzacyjnych DNA-DNA wykorzystywane sa wia-
sciwosci fizykochemiczne kwaséw nukleinowych. W okreslonej temperaturze wia-
zania wodorowe pomiedzy czasteczkami DNA pekaja i dochodzi do denaturacji
kwasu nukleinowego. Obnizenie temperatury z kolei powoduje odtworzenie dwu-
niciowej struktury. Im wyzsze podobienstwo genetyczne dwoch badanych organi-
zmow, tym wiecej majg one wspdlnych sekwencji nukleotydowych, a co za tym
idzie - powstaje wiecej struktur hybrydowych. Do oznaczania stopnia podobienstwa
DNA-DNA stosuje si¢ rdwniez stabilnos¢ termiczng (AT,,) tworzonych struktur
hybrydowych. Heterologiczne hybrydy, ze wzgledu na obecno$¢ niesparowanych
zasad sg mniej stabilne niz hybrydy homologiczne [70, 71]. Jedng z odmian metod
hybrydyzacyjnych stosowanych w identyfikacji mikroorganizméw glebowych jest
metoda FISH (Fluorescent in situ Hybridization). Stosowane sg sondy oligonukleoty-
dowe o znanej sekwencji, znakowane barwnikami fluorescencyjnymi (fluoresceina,
rodamina), a ich obecnos¢ wykrywana jest za pomoca mikroskopu fluorescencyj-
nego [67, 72].

Bardzo czesto w mikrobiologii $rodowiskowej stosuje si¢ metode DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) i TGGE (Temperature Gradient Gel
Electrophoresis). Produkty PCR rozdziela si¢ elektroforetycznie w zelu poliakryl-
amidowym w obecnosci czynnika denaturujacego. W pierwszym przypadku jest to
wzrastajace stezenie mocznika, w drugim - wzrastajacy gradient temperatury.
Czasteczki DNA, migrujac w zelu w réznym stezeniu lub gradiencie czynnika
denaturujacego, zatrzymuja si¢ na roznej wysokosci. W konsekwencji, ze wzgledu
na réznice w sekwencji otrzymujemy w zelu tzw. fingerprint. Zastosowanie odpo-
wiednio dobranych starterow uniwersalnych lub specyficznych dla pewnych grup
mikroorganizméw pozwala na ocen¢ bior6znorodnosci w obrebie catego zespotu
bakterii lub jego wybranych grup taksonomicznych [64, 73, 74].
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Kolejnym bardzo waznym narzedziem w badaniu bioréznorodnosci mikroflory
glebowe;j jest metagenomika. Takie badania polegaja na tworzeniu tzw. bibliotek
genomowych mikroorganizméw wyizolowanych bezposrednio z réznego rodzaju
srodowisk naturalnych. Technika ta ma szczegoélne zastosowanie w przypadku
bakterii nichodowlanych, ktdre, jak si¢ szacuje, stanowig ponad 99% wszystkich
bakterii w srodowisku glebowym [16, 17, 75].

Opracowanie techniki sekwencjonowania przez Fredericka Sangera w 1977 roku
z wykorzystaniem dideoksyrybonukleotydéw (ddNTP) zaowocowalo przetomem
w badaniach nad klasyfikacja i filogeneza bakterii. Pierwszym markerem wprowadzo-
nym do identyfikacji organizméw prokariotycznych zostala czasteczka 16S rRNA
[76]. Obecnie metoda Sangera zostata zmodyfikowana o wprowadzenie ddNTP
znakowanych fluorescencyjnie. Aby gen mogt by¢ wykorzystywany w taksonomii
drobnoustrojow, musi spetniaé¢ kilka podstawowych warunkéw. Przede wszystkim
musi wystepowac powszechnie wsrdd organizméw, podlega¢ tylko w niewielkim
stopniu transferowi horyzontalnemu, wystepowaé¢ w jednej kopii i posiada¢ odpo-
wiednia dtugos¢ dla zapewnienia wystarczajacej ilosci informacji. Dodatkowo takie
sekwencje powinny by¢ konserwatywne, a wigc nieulegajace znaczacym zmianom
w procesie ewolucji. Najwigksza na $wiecie baza danych zawierajacg sekwencje
wszystkich organizméw zywych jest GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
W wyszukiwaniu sekwencji homologicznych, czyli tych o wspdlnym pochodzeniu
najczesciej stosuje sie algorytm BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
ktéry znajduje w badanych sekwencjach fragmenty o najwigkszym podobienstwie
[17,67,77,78].

Podsumowanie

Mikroorganizmy majg bardzo duzy wplyw na funkcjonowanie ekosystemow,
w tym Srodowiska glebowego. Odpowiadaja migdzy innymi za ciagly obieg pier-
wiastkow odzywczych oraz rozklad ksenobiotykdéw réznego pochodzenia. W zalez-
nosci od rodzaju i wielko$ci zanieczyszczenia dostepnych jest kilka metod stoso-
wanych w celu efektywnej bioremediacji. Na przetomie ostatnich lat zwickszyto
si¢ takze nasze pojecie na temat rozkladu zwigzkéw ropopochodnych i ich moleku-
larnych podstaw.

W sktad ropy naftowej wchodza przede wszystkim weglowodory, takie jak alka-
ny, cykloalkany, weglowodory aromatyczne, czy wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne (WWA). Naturalna biodegradacja zwigzkow ropopochodnych w glebie
zwykle trwa bardzo dhugo. Intensyfikacje procesu biodegradacji ksenobiotykoéw
uzyskuje si¢ gldwnie na drodze biostymulacji i bioaugmentacji [17]. Bioaugmenta-
cja wykorzystywana jest, gdy mamy do czynienia z ograniczong liczbg i jakoscia
rodzimej populacji drobnoustrojow. Wprowadzenie do zanieczyszczonego Srodo-
wiska wyselekcjonowanych szczepdéw mikroorganizmow w formie biopreparatow
intensyfikuje i ukierunkowuje rozktad zanieczyszczen [5, 10, 79, 80]. W Polsce
prowadzone sa prace badawcze i wdrazane technologie bioremediacji zaolejonej
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gleby. Niestety dzialania te nie sa wystarczajaco dofinansowane, dlatego istnieje
pilna potrzeba wspdltpracy uczelni akademickich z podmiotami gospodarczymi
w celu zachowania rownowagi pomiedzy postepujacym rozwojem przemyshu
a nieskazong przyroda.

W obecnych czasach dysponujemy licznymi technikami laboratoryjnymi w celu
identyfikacji mikroorganizmdéw oraz okreslania ich cech fenotypowych i genomo-
wych. Metody fenotypowe to przede wszystkim badanie aktywnosci enzymow, wa-
runkéw wzrostu, profilu wykorzystania substratow, analiza struktury sciany komor-
kowej czy sktadu kwasow tluszczowych [70, 81]. Jedna z niedogodnosci przy ana-
lizie fenotypu jest to, ze pelna informacja zawarta w genomie badanego organizmu
nigdy nie ulega ekspresji, poniewaz jest ona zwigzana bezposrednio z warunkami
srodowiskowymi (np. warunkami wzrostu w laboratorium). Kwasy nukleinowe
stanowig doskonale narzgdzie do badan, poniewaz wystepuja u wszystkich organi-
zmow zywych. Z tego powodu w identyfikacji mikroorganizmoéw coraz czgsciej
wykorzystywane sa metody biologii molekularnej, takie jak tancuchowa reakcja
polimerazy (PCR), okreslanie zawartosci zasad G+C w DNA, hybrydyzacja czy
sekwencjonowanie [1, 71, 82].
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Techniques of Petroleum Compounds Bioremediation and Methods
of Assessment of their Effectiveness

In the recent years the demand for petroleum and products associated with its process-
ing, which contributes to the progressive contamination of the environment, has greatly
increased. Crude oil consists primarily of hydrocarbons, such as alkanes, cycloalkanes,
aromatic hydrocarbons, and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). Bioremediation is
a technique that combines achievements of microbiology and microbial ecology, biochemistry,
genetics and chemistry. Xenobiotics may be removed in the place of contamination (in situ)
or preceded by the transfer of contaminated soil from its natural area (ex sifu). Many species
of microorganisms found in the soil are capable of biodegradation of petroleum compounds.
However, the natural biodegradation of petroleum compounds in soil usually takes a long
time. The intensification of this process is achieved primarily by biostimulation and/or
bioaugmentation. The first method is based on environmental enrichment in nutrients and
ensuring optimal environmental conditions (temperature, pH, oxygen concentration). Bio-
augmentation relies on the introduction into the environment selected strains of microorgan-
isms capable of degrading xenobiotics in free cells form or immobilized biomass on carriers,
such as alginate, acrylate, or carrageenan. Microbial degradation activity depends on bio-
diversity and physicochemical parameters, including the availability of nutrients, tempera-
ture, pH, and oxygen concentration. For this reason, during the bioremediation, a very
important aspect is to monitor the changes in the chemical composition of the contaminated
environment and the soil biodiversity.

Nowadays, we have many laboratory techniques to identify microorganisms. Phenotypic
methods include e.g. fatty acid analysis, cell wall structure, the enzyme activity or substrate
utilization profile. One of the disadvantages in the analysis of the phenotype is that the full
information contained in the genome is never expressed, because it is directly related to the
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environmental conditions (e.g. growth conditions in the laboratory). Nucleic acid is an excel-
lent tool to study because it is characteristic of all living organisms. For this reason, the mo-
lecular biology methods are increasingly used for the identification of microorganisms (such
as PCR, hybridization, sequencing, metagenomics). The article presents information about
the types of bioremediation, the impact of physical and chemical factors on the efficiency of
the xenobiotics decay and methods of monitoring of chemical transformations and dynamics
of microorganisms populations in the soil.

Keywords: petroleum compounds, bioremediation, biostimulation, bioaugmentation, bio-
degradation, microbial biodegradation, microbial identification methods



