RODOW

Warunki biodegradacji WWA
w srodowisku wodnym

Wprowadzenie

Wielopierscieniowe weglo-
wodory aromatyczne (WWA)
nalezg do grupy toksycznych
zanieczyszczen organicznych.
tych  zwiazkéw
w wodach powierzchnio-

Obecnos¢

wych i podziemnych zostata
wielokrotnie potwierdzona
i znalazta odzwierciedlenie
w przepisach prawnych. W dy-
rektywie Parlamentu Europej-
skiego i Rady na liscie $rodo-
wiskowych norm jakosci wod
powierzchniowych, sposréd
WWA, wymienia sie osiem
weglowodordéw (antracen, flu-
oranten, naftalen, benzo(a)pi-
ren, benzo(b)fluoranten, ben-
zo(k)fluoranten,
perylen, indeno(123cd)piren).
Szes$¢ z nich (z pominieciem
naftalenu i fluorantenu) uzna-
no za najbardziej niebezpiecz-
ne [4, 5, 6]. Do oceny stanu
wod podziemnych wymienia
sie sume WWA (bez wyszcze-
golnienia jakie zwiazki nalezy

benzo(ghi)

analizowa¢). Dla tta hydro-
geochemicznego stezenia
WWA podaje sie zakresie od
1 do 100 ng/l. Dla poszcze-
golnych klas jakosci wéd pod-
kolejno od | do
IV, graniczne stezenia WWA
okreslono na poziomie 100,
200, 300, 500 ng/l. Oznacza
to, ze gdy stezenie przekracza
500ng/l wody zaliczane sa do
V klasy czystosci [7]. Gtéwnym
zrédtem skazen $rodowiska

ziemnych:
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wodnego mikrozanieczysz-
czeniami
i przemystowe, opady atmos-
feryczne zawierajace pytowe

sq scieki bytowe

zanieczyszczenia
sptywy powierzchniowe z te-
renow

powietrza,

zanieczyszczonych
produktami $cierania asfaltow
i opon pojazdéw mechanicz-
nych [10].

Badania toksykologiczne wy-
kazaty, ze cze$¢ zwiazkéw
z grupy WWA ma dziatanie
kancerogenne,
lub teratogenne, co sprawia,
ze problem obecnosci i trwa-
tosci tych zwiazkéw w $rodo-
wisku jest powazny. Ponadto
takie wiasciwosci posiadajg
nie tylko zwiazki podstawo-
we, lecz réwniez produkty
posrednie ich przemian, jakie
zachodza w zmieniajacych
sie warunkach srodowiska.
Pomimo tego, ze WWA nale-
z3 do grupy trwatych zanie-
czyszczen, to jednak ulegaja
ciagtym powolnym przemia-

mutagenne

nom fizyczno-chemicznym
i biologicznym. Sposréd tych
przemian gtéwne znaczenie
w usuwaniu ze $rodowiska
wodnego i glebowego od-
grywa biodegradacja. W arty-
kule przedstawiono literatu-
rowe rozpoznanie mozliwosci
biodegradacji WWA w $rodo-
wisku wodnym z uwzgled-
nieniem szlakéw przemian
metabolicznych  wybranych
zwiagzkow [12, 23].

Maria Wtodarczyk-Makuta, Monika Wierzbicka*

Biodegradacja zwigzkéw or-
ganicznych

Biologiczny rozktad zwiaz-
kow organicznych przebiega
z udziatem mikroorganizméw
w procesach metabolizmu,
ktory
w ktérych substraty stano-
wig zrédto wegla (katabo-
lizm) oraz stuzg do syntezy
komorek Pod
wplywem enzyméw wytwa-
rzanych przez komoérki za-

obejmuje  procesy,

(anabolizm).

chodza biotransformacje na
zewnatrz oraz wewnatrz ko-
morek. Wsréod enzymow na-
lezy wymieni¢ oksydoreduk-
tazy, transferazy, hydrolazy,
liazy, izomerazy i ligazy. Wiek-
szos¢ zwigzkéw organicznych
(cukry, ttuszcze, biatka) sto-
sunkowo tatwo ulegaja prze-
mianom
Inne natomiast, aby mogty
stanowic zrédto wegla i ener-

enzymatycznym.

gii, musza ulec hydrolizie i do-
piero produkty zhydrolizo-
wane moga by¢ przyswajane
przez mikroorganizmy i wy-
korzystywane w procesach
katabolicznych. W komérkach
proste zwiazki organiczne sa
wiaczane w szlaki metabolicz-
ne i zachodza wieloetapowe
przemiany prowadzace do
powstawania energii i nowych
komorek. Catkowita minerali-
zacja zwigzkéw organicznych
prowadzi do powstawania
ditlenku wegla i wody. Bio-

logiczny rozktad substancji

organicznych moze zacho-
dzi¢ zarbwno w warunkach
tlenowych i beztlenowych
z udziatem bezwzglednych
tlenowcéw, bezwzglednych
beztlenowcéw oraz bakterii
fakultatywnych i mikroaerofil-
nych [13, 14, 16, 22].

W literaturze jest wiele prac
opisujacych mozliwosci de-
gradacji zanieczyszczen orga-
nicznych z wykorzystaniem
drobnoustrojéw izolowanych
ze $rodowiska, przez czyste
kultury jak i mieszane po-
pulacje  mikroorganizmoéw.
Gtéwna role w mineralizacji
zwigzkéw organicznych w $ro-
dowisku odgrywaja organi-
zmy chemoorganotroficzne,
dla ktérych zZrédtem wegla
i energii sa wiasnie zwiazki
organiczne oraz fotoorgano-
troficzne, dla ktérych zwigzki
organiczne wykorzystywane
s jako materiat budulcowy.
W4réd tych organizméw wy-
sie: archeobakterie,
prokarioty (bakterie), euka-
rionty takie jak grzyby, glo-
ny, drozdze i pierwotniaki.
W niektorych przypadkach
konieczne jest wspotdziata-

mienia

nie wiekszej liczby szczepow
lub/i kultur mieszanych. Mi-
kroorganizmy autochtoniczne
zwykle nie wykazuja bezpo-
$rednio zdolnosci do rozktadu
zanieczyszczen organicznych
rozkfadalnych, dla-
tego czesto niezbedna jest

trudno



adaptacja
polegajaca na wyksztatceniu

drobnoustrojéw

zdolnosci do produkcji odpo-
wiednich enzyméw lub indu-
kowanie zmian genetycznych
prowadzacych do mozliwosci
wytwarzania takich enzyméw
(14,16, 22].

Biodegradacja WWA
Wielopierscieniowe

wodory aromatyczne wyka-
zujg duzg odpornos¢ na bio-
degradacje, co wynika z ich
wiasciwosci

weglo-

hydrofobowych
oraz zdolnosci do sorbowania
na czastkach statych. Odpor-
nos$¢ na biodegradacje rosnie
proporcjonalnie do warto-
$ci wspotczynnika  podziatu
oktanol/woda i wzrostu masy
molowej, a odwrotnie propor-
cjonalnie do rozpuszczalnosci
w wodzie. Lipofilnos¢ i opor-
nos$¢ na degradacje WWA ro-
$nie takze wraz ze wzrostem
liczby pierscieni aromatycz-
nych. Obecnos¢ zwiazkéw or-
ganicznych w $rodowisku, ta-
kich jak detergenty zwieksza
rozpuszczalnos¢ w wodzie,
co wptywa na zwiekszong
dostepnos¢ WWA dla mikro-
organizméw. Z drugiej strony
substancje te moga hamo-
wa¢ metabolizm bakteryjny
na skutek uszkadzania bton
komérkowych, jak
powodowa¢
bardziej toksycznych
mediatéw, co ma niekorzyst-
ny wplyw na rozktad WWA
[15,17].

W przypadku WWA proces
biodegradacji jest wieloeta-
powy i moze przebiega¢ na
drodze przemian metabolicz-
nych lub kometabolicznych.
Rozktad moga prowadzi¢
czyste szczepy jak i popula-

réwniez
powstawanie
inter-

cje mieszane, dla ktérych po-

$rednie produkty stanowia
substraty dla innych. Rozktad
weglowodoréw w obecno-
$ci tatwo rozktadalnego sub-
stratu jest mozliwy z uwagi
na stymulujacy wptyw tego
substratu na rozwdj drobno-
ustrojow majacych zdolnos¢
metabolizowania WWA [15].
Asymilacja WWA przez drob-
noustroje moze przebiegac
w warunkach tlenowych jak
i beztlenowych. Proces bez
dostepu tlenu przebiega
wolniej, a szybkos¢ rozkta-
du zanieczyszczen w tych
warunkach moze by¢ nawet
100-krotnie [17].
W warunkach anoksycznych
efektywnos$¢ procesu biode-
gradacji zalezy od mozliwo-
$ci wykorzystania innych ak-
ceptorow elektrondéw, jednak
najwiekszy zysk energetyczny
drobnoustroje uzyskuja, gdy
akceptorem jest tlen. Szla-
ki i strategia biochemicznej
transformacji WWA zalezg od
charakteru chemicznego da-
nego zwigzku, dostepnosci
akceptora elektronéw oraz od
rodzaju mikroflory i jej zdol-

mniejsza

nosci enzymatycznych do roz-
ktadu konkretnego substratu
a takze od warunkéw $rodo-
wiska (np. pH, temperatura,
obecnos$¢ innych zwiazkéw).
Dane literaturowe wskazu-
ja, ze mikroorganizmy moga
wykorzystywaé weglowodory
zdwoma do czterech pierscie-
ni aromatycznych jako gtow-
ne zrédto wegla. Natomiast te
weglowodory, ktére zbudo-
wane s3 z wiekszej liczby pier-
$cieni w czasteczce sg bardziej
odporne na rozktad biologicz-
ny. Warunki anoksyczne i silne
zakwaszenie podtoza znacz-
nie ograniczajg rozpad WWA,
natomiast w obecnosci tlenu

mozna uzyskac stopniowa de-
gradacje WWA zbudowanych
z wiekszej liczby pierscieni
[1,14].

WWA moga takze ulega¢ bio-
degradacji
mian kometabolicznych, kie-
dy weglowodory stanowia

na szlaku prze-

dodatkowe zrodto wegla dla
mikroorganizméw.  Przykta-
dem tego procesu jest biode-
gradacja benzo(a)pirenu prze-
prowadzana przez szczepy
Bacillus megaterium. Bakterie
te maja zdolnos¢ akumulagji
tego zwigzku w cytoplazmie
w formie pofaczen z lipidami.
Jednak aby degradacja ben-
zo(a)pirenu mogta zachodzi¢,
wymagana jest w podtozu
obecnos¢ kosubstratu, ktérym
moze byc¢ fenantren. Inne ba-
dania wskazujg ze fenantren
oraz takie weglowodory jak
fluoroanten, moga stanowi¢
jedyne zrédto wegla i energii
tylko dla wybranych szcze-
pow bakterii. Zwiagzki te moga
by¢ rozktadane kometabolicz-
nie razem z WWA o mniejszej
liczbie pierécieni, przy czym
koutlenienie WWA o mniej-
szej czasteczce, np. fluorenu
i fenantrenu zachodzi tatwiej
niz weglowodoroéw ciezszych,
np. benzo(a)antracenu czy pi-
renu. Oile w literaturze mozna
znalez¢ informacje dotyczace
po-
jedynczych  weglowodoréw
w roztworach modelowych,

szlakéw biodegradacji

to niewiele wiadomo o szla-
kach biodegradacji
nin

miesza-
weglowodoréw  polia-
romatycznych. Niekiedy po
dodaniu do mieszaniny WWA
dodatkowego zwiazku z tej
grupy obserwuje sie zahamo-
wanie biodegradacji. Zjawisko
to okreslane jest w literaturze
jako antagonizm substratowy.
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Ogromng role w degradacji
WWA z udziatem drobno-
ustrojow odgrywa wspotdzia-
tanie mikroorganizméw, ktére
uzupetniajg sie metabolicz-
nie. Wowczas wprowadzenie
do mieszaniny hodowlanej
dodatkowego szczepu moze
zminimalizowa¢ lub usuna¢
efekt obserwowanej
$niej inhibicji [15].

wcze-

Mikroorganizmy zdolne do
rozktadu WWA

Jak juz pisano, mikroorgani-
zmy zwykle nie sa zdolne do
bezposredniego rozktadu ta-
kich ksenobiotykéw jak WWA.
Dlatego zwykle konieczna jest
adaptacja mikroflory do biode-
gradacji weglowodoréw obec-
nych w danym $rodowisku.
Aby nastapito wyksztatcenie
zdolnosci do produkcji odpo-
wiednich enzymdéw mikroor-
ganizmy potrzebujg pewnego
czasu, ktéry zalezy od rodzaju
organizméw oraz od wiasci-
Wiele
bakterii oraz grzybéw posiada
zdolnos$¢ do rozktadu WWA,
jednak zaden pojedynczy ga-

wosci  weglowodoru.

tunek nie wykazuje zdolnosci
do wytwarzania takich enzy-
mow, z udziatem ktérych moz-
liwa bytaby degradacja wszyst-
kich zanieczyszczen z tej grupy.
Biodegradacja WWA jest wiec
procesem wieloetapowym,
zachodzacym z udziatem wie-
lu  mikroorganizmoéw, ktére
czesto wykazujg dziatanie sy-
nergistyczne wzgledem sie-
bie. Mineralizacja WWA moze
by¢ prowadzona przez czyste
szczepy bakterii,

populacje, grzyby,
niowce, cyjanobakterie i glony.
Najwiekszg zdolnoscig do bio-
transformacji WWA odznaczaja
sie bakterie. Sposréd bakterii

mieszane
promie-
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gtéwna role w utlenianiu we-
glowodoréw aromatycznych
wykazuja bakterie gramujem-
ne, np. szczepy Pseudomonas,
Alcaligenes, Agrobacterium
[14, 15, 21]. W tab.1 przedsta-
wiono szczepy bakterii zdolne
do rozktadu WWA w warun-
kach tlenowych [1].

Weglowodory od naftalenu do
benzo(a)pirenu (w kolejnosci
zgodnej z tabelg) moga by¢
réwniez degradowane z udzia-
tem drozdzy takich jak Candida
utilis, Saccharomyces cerevisiae
(antracen). Wsréd  grzybow
wykazujgcych zdolnos¢ do
przemian WWA wymienia sie
takie grzyby jak Cunningha-
mella elegant, Rhizoctonia sola-
ni, Trametes versicolor, Chryso-
sporium lignorum, Aspergillus
terreus, Aspergillus flavus, Peni-
cillium tordum, Sclerotium rol-
fsii [10, 16]. Mieszane kultury
grzybéw moga powodowac
degradacje takich weglowo-

Tabela 1. Bakterie zdolne do tlenowego rozktadu WWA [1]

doroéw jak benzo(b)fluoranten,
benzo(k)fluoranten, chryzen,
benzo(ghi)perylen, dibenzo-
(ghi)peryleni Indeno(123,c d)
piren [1]. W ostatnich latach
wzrasta zainteresowanie na-
ukowcédw enzymami pozyski-
wanymi z grzybdw biatej zgni-
lizny drewna (white-rot fungi)
do rozktadu WWA. Wykazano
bowiem, ze enzymy takie jak
peroksydaza ligninowa, Mn-
-zalezna peroksydaza i lakka-
za wytwarzane przez Nema-
toloma frowardii biora udziat
w utlenianiu zwigzkéw mono-
aromatycznych jak i poliaro-
matycznych takich jak antra-
cen, fenantren fluoranten [8].
Do glonéw posiadajacych
zdolnos¢
pojedynczych jak i mieszanin
WWA nalezg Selenastrum ca-
pricornutum, Chlorella vulga-
ris, Scenedesmus platydiscus,
Scenedesmus quadricauda [1].
Przyktadowo fenantren ulega

do metabolizmu

rozpadowi z udziatem ziele-
nic do czterech odmiennych
monohydroksyfenantrendéw
i dwodch dihydroksyfenantre-
néw, natomiast piren i fluoran-
ten do trzech réznych pochod-
nych hydroksylowych [1, 2,
11,23, 24].

Szlaki biodegradacji WWA

W ostatnich latach, dzieki za-
stosowaniu  nowoczesnych
metod genomiki i proteomiki,
nastapit dalszy postep w po-
Znawaniu
mikrobiologicznych, pro-
wadzacych do biodegrada-
cjii zanieczyszczen. Chociaz
proces mineralizacji
sie za zakonczony, gdy sub-

mechanizmow

uwaza

stancja organiczna ulegnie
biotransformacji do prostych
zwigzkdw takich jak CO,, H,0.
Dotyczy to jednak zwigzkéw
organicznych tatwo rozktadal-
nych. Natomiast w przypadku
zwigzkow ztozonych, trudno

rozkfadalnych w warunkach
naturalnych czesto powstaja
jednoczesnie rézne produkty
posrednie rozktadu. Mogg one
wykazywac silniejsze wtasci-
wosci toksyczne i by¢ trudniej
biodegradowalne niz substan-
cje wyjsciowe. Zwykle organi-
zmy priokariotyczne utleniaja
WWA z udziatem dioksygenaz,
wiaczajac dwa atomy tlenu do
substratu, co prowadzi do po-
wstania cis-hydrodioli, ktére
sg nastepnie przeksztatcone
do zwiazkéw dihydroksylo-
wych. Rozkfad WWA przez
grzyby z
monooksygenaz

wykorzystaniem
przebiega
w odmienny sposéb, a mia-
nowicie po wigczeniu do kse-
nobiotyku
tlenu tworzg sie tlenki are-
néw, ktore dalej sa hydroksy-
lowane do trans-dihydrodioli
Po hydroksylacji
pierwszego pierscienia ben-
zoesowego nastepuje jego

jednego atomu

i fenoli.

WWA Bakterie zdolne do biodegradacji WWA
Acinetobacter sp, Alcaligens denitryficans, Mycobacterium sp., Oscillatoria sp., Pseudomonas sp.,
Naftalen -
Rhodococcus sp., Staphylococcus utriculans
Acenaftylen Acinetobacter sp, Beijerinkia sp., Pseudomonas sp., Sphingomonas yanoikuyae
Acenaften Acinetobacter sp, Beijerinkia sp.
Fluoren Acinetobacter sp, Alcaligens denitryficans, Arthrobacter sp., Brevibacterium sp.,
Mycobacterium Pseudomonas sp., Staphylococcus auriculans, Rhodococcus sp.,
Acinetobacter sp, Alcaligens denitryficans, Bacillus sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas sp.,
Antracen
Rhodococcus sp.,
Acinetobacter sp, Aeromonas sp., Agmenellum quadruplicatum, Alcaligens sp.,
Fenantren Arthrobacter polychromogenes, Beijerinckia sp., Flavobacterium sp. Oscillatoria sp.,
Pseudomonas sp., Rhodococcus sp.,Streptomyces flavovirens,
Fluoranten Acinetobacter sp, Alcaligens denitryficans, Bacillus sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas sp.,

Rhodococcus sp., Sphingomonas paucimobilis

Benzo(a) antracen

Acinetobacter sp, Alcaligens denitryficans, Beijerinckia sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas sp.,
Rhodococcus sp., Sphingomonas yanoikuyae

Benzo(b)fluoranten .

benzo(k)fluoranten Acinetobacter sp, Pseudomonas sp.

piren Acinetobacter sp, Alcaligens denitryficans, Bacillus sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas sp.,
Rhodococcus sp

Chryzen Acinetobacter sp, Pseudomonas sp., Oscillatoria sp., Rhodococcus sp.

Benzo(a)piren

Acinetobacter sp, Alcaligens denitryficans, Beijerinckia sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas sp.,
Rhodococcus sp., Sphingomonas yanoikuyae

Benzo(ghi)perylen
Dibenzo(ghi)perylen
Indeno(123,c d)piren

Acinetobacter sp, Pseudomonas sp., Rhodococcus sp
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rozszczepienie i przeksztatce-
nie do kwasu pirogronowego

i dwutlenku wegla, po czym
w podobny sposéb rozpa-
da sie kolejny pierscien [24].
Przyktadowo produktami
biodegradacji naftalenu sg
1,2-dihydroksynaftalen, alde-
hyd salicylowy, salicylan i ka-
techol. W procesie degradacji
mikrobiologicznej fenantrenu
powstajg  2,4-hydrosyfenan-
tren, 1,2-dihydroksynaftalen
i ftalany, natomiast podczas
przemian fluorenu zidentyfi-
kowano 3,4-dihydroksyfluore-
n,3,4-dihydroksykumaryne,
1-indanon i salicylan [15, 20,
21, 24]. Na rys. 1-3 przedsta-
wiono schematycznie prze-
bieg biodegradacji WWA oraz
odpowiednio naftalenu oraz
pirenu [9].

W przypadku pochodnych
WWA w pierwszej kolejnosci
degradowany jest podstaw-
nik a dopiero potem zacho-
dzi rozszczepienie pierscie-
nia aromatycznego. Prosty
podstawnik alkilowy powo-
duje, ze zwigzek tatwiej ule-
ga rozktadowi. Pierwsza faza
przemian
pochodnych WWA prowadzi
do powstania pochodnych
chlorokatechiny,
dalej degradowane w dru-
giej fazie rozktadu. W fazie |
zwiazki  policykliczne  sa
aktywowane przez dioksy-
genazy w warunkach tleno-

enzymatycznych

ktore sa

wych. Powstate pochodne
cis-hydrodiolowe s3a prze-
ksztatcane z udziatem dehy-
drogenaz do pochodnych
1,2-difenolowych, ktére sa
substratem w kolejnej reak-
Cji enzymatycznego rozsz-
czepienia, prowadzacej do
rozerwania pierscienia ben-
zenowego. Rozktad pochod-

Tlenek arsenu

Monooksygenaza

A

Grzyby biatej zgnilizny

Przemiana
nieenzymatyczna

O >
H

Hydrolaza epoksydowa

fenol

ligninowa/Mn - » Trans- dihydrodiol
peroksydaza
- Rozerwanie
WWA > Chinony — pierscienia —> CO;
aromatycznego
dehydrogenaza
) Cis- dihydrodiol » Katechol
dioksygenaza

N

Kwas cis-cis- mukonowy |

Aldehyd 2-hydroksymukonowy

v

co,

v

Cco,

Rys. 1. Uproszczony szlak degradacji WWA w przemianach kometabolicznych [9]

Naftalen

!

1,2-dihydroksynaftalen

!

Aldehyd salicylowy

!

Salicylan

v

Katechol —

Aldehyd 2-hydroksymukonowy

—>

Pirogronian i acetaldehyd

—>

Mukonian

Acetyl CoA

Rys. 2. Przebieg procesu biodegradacji naftalenu w warunkach tlenowych z udziatem
bakterii z grupy Pseudomonas [9]

nych katechiny zachodzi pod
wptywem szeregu enzymow
w sekwencyjnych reakcjach
biochemicznych, prowadza-
cych do utworzenia interme-
diatéw wiaczanych do cyklu
Krebsa, glukoneogenezy czy
B-oksydacji [15, 21].

Whioski

Na podstawie przegladu lite-
ratury dotyczacej mozliwosci
i warunkoéw biodegradacji
WWA mozna sformutowac na-
stepujace wnioski:

1. Biodegradacja WWA jest
procesem kilkuetapowym

rok 18, nr 3 LA\

i moze przebiegac¢ z udziatem
réznorodnej populacji mikro-
organizméw: bakterii, grzy-
bow, drozdzy, glonéw.

2. Efektywnos¢ procesu bio-
degradacji zalezy od rodzaju
weglowodoru i jego wiasci-
wosci, warunkéw Srodowiska
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oraz obecnosci i zdolnosci mi-

kroorganizméw do wytwarza-
nia odpowiednich enzyméw.
3. Weglowodory o mniejszej
masie czasteczkowe] ulegaja
degradacji znacznie szybciej
niz zwiazki o duzej masie cza-
steczkowej.

4. Przemiany biologiczne WWA
odbywajg sie zarbwno w wa-
runkach tlenowych jak i bez-
tlenowych,
biodegradacji
anaerobowych jest mniejsza.

jednak szybkosc¢

w  warunkach
5. W procesach rozkfadu
WWA powstajace produkty
rozpadu moga by¢ znaczniej
bardziej toksyczne oraz trud-
niej biodegradowalne niz sub-
stancje wyjsciowe.

Prace wykonano w ramach
BS-MN-402-302/12
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