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Pathways of aerobic petroleum oil hydrocarbons biodegradation
Summary

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

U podstaw rozwoju gospodarki cziowieka lezy wykorzysta-
nie zasobéw naturalnych, wsréd ktérych najwazniejszymi sg ro-
pa naftowa i gaz ziemny. Nadmierna eksploatacja zt6z nafto-
wych, awarie podczas wydobycia, magazynowania, transportu
i przerobu surowcow, to gtébwne przyczyny narastajgcego skaze-
nia przyrody weglowodorami z ropy naftowej. Wiekszos¢ z jej
skladnikow to zwigzki mniej lub bardziej toksyczne dla orga-
nizméw zywych. Substancje te, kumulowane w roslinach moga
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przedostac sie do organizmoéw wszystkich ogniw tancucha pokarmowego. Szkodli-
we dzialanie zanieczyszczen ropg naftowa wynika réwniez z jej oleistej konsysten-
cji. Warstwa weglowodoréw na powierzchni gruntu lub wody utrudnia dostep tlenu
do warstw nizej potozonych. Jedng z gtéwnych strategii likwidacji skazeh ropa naf-
towa i jej produktami jest bioremediacja, polegajaca na wykorzystaniu zdolnosci
niektérych mikroorganizmoéw do rozktadu weglowodoréw i ich utlenieniu do dwu-
tlenku wegla i wody. Na uzytek technologii bioremediacji przygotowuje sie wyspe-
cjalizowane zestawy (konsorcja) drobnoustrojow, wykazujacych szczegélne uzdol-
nienia do degradacji poszczegoinych grup weglowodoréw. Konsorcja te powinny
szybko adaptowac sie w skazonym Srodowisku, a rozktad zanieczyszczen powinien
prowadzi¢ do detoksykacji sSrodowiska, obrazowanej szybkim spadkiem stezen sktad-
nikébw ropopochodnych, bez gromadzenia szkodliwych metabolitéw. Przygotowa-
nie tego typu biopreparatéw wymaga znajomosci fizjologii drobnoustrojow, szla-
kéw biodegradacji, zasad funkcjonowania systemow enzymatycznych z pogranicza
metabolizmu peryferyjnego i centralnego, dzieki ktérym moze dojs¢ do utlenienia
ksenobiotykdw.

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

2. Charakterystyka ropy naftowej

Ropa naftowa stanowi wysoce ztozong mieszanine wielu tysiecy weglowodoréw,
ktére mozna sklasyfikowa¢ w trzech grupach: weglowodory alifatyczne, aromatycz-
ne i zwigzki polarne. Wsréd weglowodoréw alifatycznych wyréznia sie weglowodo-
ry prostofancuchowe, rozgalezione oraz zwigzki cykliczne. Weglowodory aroma-
tyczne wystepuja w formie zwigzkéw jednopierscieniowych (np. benzen, toluen)
oraz zwiazkow poliaromatycznych, np. naftalen, fenantren czy piren. Frakcja polar-
na, to zwigzki zawierajgce heteroatomy takie jak np. azot, siarka czy tlen. Podczas
biodegradacji weglowodoroéw ropy naftowej, lub jej wybranych frakcji, metabolizo-
wanych jest tysigce ré6znorodnych zwigzkéw. Z chemicznego punktu widzenia reak-
cje zachodzace podczas ich asymilacji przez drobnoustroje to gtéwnie: acylowanie,
alkilowanie, dealkilowanie, dehalogenacja, hydroliza estréw lub amidéw, utlenianie,
redukcja, hydroksylacja pierscienia aromatycznego, rozerwanie pierscienia, konden-
sacja i tworzenie koniugatow. Dziatanie drobnoustrojéw ujawnia sie przede wszyst-
kim: utlenieniem czasteczki weglowodoru, rozerwaniem wigzan C-C, atakiem na
grupy funkcyjne zawierajgce np. metal lub siarke oraz biokrakingiem weglowodo-
réw ciezszych (1).
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3.Drobnoustroje degradujgce weglowodory

Weglowodory ropy naftowej to substancje stabilne chemicznie, ktére moga jed-
nak podlega¢ rozktadowi z udzialem drobnoustrojow. Bakterie wykazujgce zdolnosc
do degradacji weglowodoréw wystepuja licznie zaréwno w wodach stodkich, mor-
skich jak i gruntach. Drozdze zasiedtajg chetniej ekosystemy wodne, grzyby stano-
wig grupe dominujacg w gruntach (2,3). Do grupy mikroorganizmow wykazujgcych
zdolno$¢ do degradacji sktadnikéw ropy naftowej lub wybranych jej frakcji nalezg
m.in. BAKTERIE: Achromobacter, Acinetobacter, Actinomyces, Alcaligenes, Arthrobacter,
Aeroinonas, Bacillus, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus,
Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, DROZDZE: Candida, Debaromyces, Hansenula,
Pichia, Rhodosporidium, Rhodotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces, Torulopsis,
Trichosporon, GRZYBY: Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Fusarium, Mortierella,
Mucor, Penicillium, Sporotrichum, Varicospora. Zaden z drobnoustrojow nie jest zdolny
do biodegradacji weglowodoréw wszystkich grup, moga jedynie przyswaja¢ wybrane
rodzaje zwiazkéw, o okreslonych strukturach chemicznych (4). Wsrdd bakterii o sto-
sunkowo szerokim spektrum substratowym wymieni¢ nalezy szczepy Pseudomonas.
Wzrasta rOwniez zainteresowanie szeroko rozpowszechnionymi w przyrodzie pro-
mieniowcami, tlenowymi bakteriami gramdodatnimi, reprezentowanymi m.in. przez
rodzaje Rhodococcus, Nocardia, Gordonia, Mycobacterium lub Dietzia. Mikroorganizmy
te posiadajg uzdolnienia enzymatyczne do transformaciji i degradacji réznych grup
weglowodordéw, zaréwno alifatycznych jak i aromatycznych oraz trudno przyswajal-
nych zwigzkow alicyklicznych (5-8). Bakterie te wykazuja zdolnos¢ do asymilacji do-
decylocykloheksanu (9), 2,6,10,14-tetrametylopentadekanu (8), fenylodekanu (10).
Szczegoblng grupe drobnoustrojéw stanowig grzyby, np. Phanaerochaete chrysosporium
wytwarzajgce pozakomdrkowe ligninolityczne peroksydazy atakujace pierscienie weglo-
wodoréw zaréwno mono- (11) jak i poliaromatycznych (12). Przemianom prowadzo-
nym przez grzyby mikroskopowe moze towarzyszy¢ pojawianie sie produktow po-
Srednich, niekiedy bardziej toksycznych od wyjsciowego substratu.

W proces biodegradacji weglowodoréw w srodowisku wodnym czy gruntowym
wigcza sie wiele grup mikroorganizmoéw, od wybitnie tlenowych do bezwzglednych
beztlenowcéw. Biodegradacja wiekszosci substanciji ropopochodnych przebiega szyb-
ciej w warunkach tlenowych i jest bardziej kompletna. W warunkach beztlenowych
biodegradacji ulegajg alkany C]2-C20 (13), weglowodory monoaromatyczne (14) i po-
liaromatyczne (15). W literaturze podkresla sie fakt, ze badania metabolizmu drob-
noustrojow w podtozach zawierajgcych pojedynczy weglowodor nie oddaja tego co
dzieje sie w obecnosci mieszanin tych zwigzkéw i podobnie, uzycie monokultur nie
ilustruje tego co dzieje sie w obecnosci populacji mieszanych, stanowiacych natu-
ralng mikroflore danego srodowiska, czesto degradujgcych mieszanine weglowodo-
réw efektywniej niz pojedyncze kultury. Powszechnie uznaje sie, ze dla osiggniecia
catkowitej degradacji mieszaniny zwigzkéw ropopochodnych wymagany jest udziat
wielu wspoétdziatajacych ze sobg mikroorganizmoéw.
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Postep procesu biodegradacji weglowodoréw ropy naftowej prowadzonej w miej-
scu skazenia zalezy w duzym stopniu od specyfiki srodowiska i bytujgcej tam mikro-
flory. W pierwszej kolejnosci wykorzystywane sa n-alkany, powodujac obfity wzrost
drobnoustrojow. Woéwczas gdy w Srodowisku pozostajg substancje bardziej oporne
na biodegradacje, organizmy te muszg ustgpi¢ drobnoustrojom, czesto o nizszej
szybkos$ci wzrostu, ale o wyjgtkowych uzdolnieniach metabolicznych (16). Z badan
Cerniglia (17) wynika, ze weglowodory ropy naftowej pod wzgledem podatnosci na
biodegradacje mozna uszeregowa¢ w nastepujacym porzadku (od najtatwiej do naj-
trudniej degradowalnych): liniowe alkany C10-C25- weglowodory gazowe C2-C4, alka-
ny C5-C9, alkany rozgatezione do C12, alkeny C2-C11, rozgatezione alkeny, weglowo-
dory mono- i poliaromatyczne, cykloalkany. llo$¢ wyizolowanych drobnoustrojow,
wykazujacych zdolno$¢ do wzrostu w obecnosci wymienionych grup substratéw
maleje w tym samym porzadku. Szczegélng frakcje ropy naftowej stanowig asfalte-
ny. Asfalteny to nierozpuszczalne weglowodory zawierajgce struktury aromatyczne
i alicykliczne z krétkimi, alkilowymi odgatezieniami. Zwigzki te sa oporne na biode-
gradacje, Degradacja asfaltenéw moze zachodzi¢ jedynie w mieszaninie z frakcjg
olejowa. O peinej degradacji substancji ropopochodnych decyduje m.in. zdolnos¢
drobnoustrojow do rozktadu zwigzkéw posrednich, takich jak kwasy karboksylowe
alifatyczne i kwasy tluszczowe (18). Kwasy tluszczowe z pojedynczym rozgatezie-
niem, zamiast ulega¢ dalszym przemianom w ramach p-oksydacji, moga by¢ wigcza-
ne do membran lipidéw (19). Wolne kwasy tluszczowe, wydzielane poza komorke
moga petni¢ role biosurfaktantéw, co stwierdzono dla szczepu Acinetobacter hodo-
wanego w podiozu z n-heksadekanem (3). Drobnoustroje, poza biodegradacjg, mo-
ga powodowac rowniez zwiekszenie czasteczki weglowodoru, np. syntetyzowac
woski czy materialy smotowe.

Réznorodnos$¢ drég metabolicznych funkcjonujgcych u réznego typu drobno-
ustrojéw w odniesieniu do poszczeg6lnych grup weglowodoréw uniemozliwia su-
maryczne przedstawienie zagadnienia i wymaga oddzielnego omoéwienia szlakéw
biodegradacji dla alkandw, izoalkanéw, alkendw, zwigzkéw cyklicznych, mono-
i poliaromatycznych.

4. Degradacja alkanow

n-Alkany, to grupa weglowodorow degradowana stosunkowo fatwo przez wiele
rodzajéw mikroorganizméw: Pseudomonas, Rhodococcus, Mycobacterium, Acinetobacter,
Sphinghomonas, Xanthobacter. Szczegdlny przypadek stanowi pierwszy w szeregu
homologicznym weglowodér - metan, ulegajacy utlenieniu do dwutlenku wegla
z udziatem bakterii metylotroficznych. Proces obejmuje kilka reakcji. Pierwsza z nich
prowadzona jest z udzialem monooksygenazy metanowej (EC 1.14.13.25). Powstaly
metanol jest nastepnie utleniany do formaldehydu, kwasu mréwkowego i dwu-
tlenku wegla. Etan, propan, butan mogg by¢ utleniane przez szczepy Pseudomonas
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Rys. 1. Drogi biodegradacji alkanow.
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methanica, kometabolicznie w obecnosci metanu. n-Alkany moga by¢ degradowane
drogg terminalng, diterminalng, subterminalng lub przez alkeny. Przemiany zacho-
dzace w ramach tych szlakéw przedstawiono na rysunku 1. Pierwszy etap asymilacji
n-alkanéw w warunkach tlenowych polega na wbudowaniu atomu tlenu przy udziale
monooksygenaz. W przypadku drogi terminalnej insercja aktywnego tlenu zachodzi
w wolnym koncu alkilowego faricucha weglowodoru z utworzeniem alkoholu, alde-
hydu i nastepnie - kwasu tluszczowego (18). Kwasy tluszczowe sg degradowane
na drodze p-oksydacji, ktérej produktami sg kwasy krotsze o dwa atomy wegla
i acetyloCoA (dla weglowodoréw o parzystej liczbie atomoéw wegla) lub propionylo-
CoA (dla weglowodordéw o nieparzystej liczbie atomoéw wegla). Te ostatnie, dzieki
wykorzystaniu energii ATP moga wroci¢ w formie CoA do nastepnego obiegu cyklu.
W procesie diterminalnej oksydacji po przylaczeniu atomu tlenu do jednej z konco-
wych grup alkanu wiacza sie monooksygenaza kwaséw tluszczowych (EC 1.14.14.1),
co prowadzi do powstania kwasu dikarboksylowego. W przypadku oksydacji subter-
minalnej utlenieniu ulega wewnetrzna grupa metylowa, w wyniku czego powstaje
alkohol drugorzedowy, a nastepnie keton. Baeyer-Villiger monooksygenaza (EC 1.14.13.-)
przeksztatca ketony do estréw, ktére ulegajg rozszczepieniu pod wplywem esteraz.
Oksydacji subterminalnej ulegaja gtdwnie alkany diugotancuchowe (19). Proces roz-
ktadu n-alkanéw na drogach: mono-, di- i subterminalnej, dla weglowodorow zawie-
rajagcych do odSmiu atomow wegla, inicjowany jest czesto przez monooksygenaze
metanowa (EC 1.14.13.25), dla weglowodoréw zawierajacych wiecej niz osiem ato-
moéw wegla - przez 1-monooksygenaze alkanowa (EC 1.14.15.3). W przypadku drogi
degradacji przez alkeny reakcje rozktadu inicjuje reduktaza 2-heksadekanolowa
(EC 1.3.1.27), sprzezona z NAD, po czym, pod wplywem odpowiednich monooksy-
genaz tworzone sg epoksydy i diole. Powstate w kolejnych reakcjach kwasy tlusz-
czowe podlegajg a-oksydacji.

5. Biodegradacja alkanéw rozgatezionych

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

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

6. Biodegradacja cykloalkanéw

Cykliczne alkany, to jedne z gtéwnych sktadnikéw ropy naftowej, naleza do
zwigzkoéw wysoce odpornych na biodegradacje, niektére z nich sg réwniez bardzo
toksyczne (18). Niska podatnos¢ na degradacje jest prawdopodobnie spowodowana
brakiem terminalnych grup metylowych, sprzyjajacych zainicjowaniu utlenienia.
Kompleksowe zwigzki alicykliczne np. hopany naleza do skazen najdiuzej zale-
gajacych w srodowisku. Uwaza sie, ze biodegradacji mogg podlegac jedynie struktu-
ry zawierajgce do szesciu alicyklicznych pierscieni. Cykloalkany, (szczegdlnie te za-
wierajgce 4-6 pierscieni) przyswajane sa gtdbwnie dzieki zjawisku kometabolizmu
(w obecnoséci kosubstratéw) i (lub) komensalizmu czy mutualizmu (form wspétbyto-
wania drobnoustrojow). Zjawiska te sg, jak sie wydaje, bardzo istotne, bowiem jak
dotad, odkryto tylko nieliczne drobnoustroje zdolne do wykorzystywania tych zwigz-
kéw jako jedynego zrodila wegla i energii (27-29). Z pracy Beam i Perry (9) wynika,
ze cykloalkany w wyniku koutlenienia moga by¢ przeksztatcone przy udziale perok-
sydazy czy polifenolooksydazy do cykloalkanonéw. Powstate cykloalkanony moga
by¢ dalej metabolizowane na zasadach komensalizmu (30). Dwa wspOtpracujace ze
sobg szczepy bakterii wykorzystujace cykloheksan jako jedyne Zrodio wegla zostaly
wyizolowane przez Hornick i wsp. (31). Degradacja przebiega w dwoch etapach.
W pierwszym z nich, jeden ze szczepow utlenia substrat w obecnosci alkanow (ko-
metabolizm) do cykloheksanolu lub cykloheksanonu, nastepnie inicjatywe przejmu-
je drugi szczep, degradujac powstate intermediaty. Zwigzki alicykliczne, zawiera-
jace podstawniki (np. metylocykloheksan i metylocyklopentan) tatwiej ulegaja de-
gradacji, jednakze podstawowym mechanizmem odpowiedzialnym za ich rozkitad
pozostaje kometabolizm. Najczesciej, jako pierwsze atakowane sg podstawniki alki-
lowe, po czym nastepuje rozszczepienie pierscienia. Teze te potwierdzajg badania
Beam i Perry (9) nad biodegradacja dodecylocykloheksanu przez szczepy Mycobacterium.
Identyfikacja takich zwigzkoéw posrednich jak kwas cykloheksylododekanowy i cy-
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Utlenianie (CH2),-CH utlenianie tancucha

pierScienia alkilowego
dodecylocykloheksan

koutlenienie

(CH2),-CH3

4-dodecylocykloheksanol
(produkt 3)

o (CH2),-CH3
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(produkt 5)

COOH CH,-COOH
kwas kwas
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Rys. 3. Biodegradacja dodecylocykloheksanu (28,29).

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

7. Degradacja alkenéw

Alkeny sg rzadko spotykanymi sktadnikami ropy naftowej. 1-Alkeny sg utleniane
gtéwnie od nasyconego kornca tancucha zgodnie z mechanizmem degradacji alka-
now (31). Metabolizm alkenéw moze rozpoczac réwniez atak na podwdjne wigzanie
z utworzeniem alkano-1,2-diolu lub epoksydow (rys. 1), ktére nastepnie sg prze-
ksztatcane do kwasow ttuszczowych. Wiele drobnoustrojéw nie wykazuje zdolnosci
do wzrostu w obecnosci alkenéw o dtugosci tancucha mniejszej niz C12. Prawi-
dlowoscia jest rowniez, ze 2-alkeny podlegaja tatwiej degradacji niz 1l-alkeny, bo-
wiem obecnos¢ terminalnych grup metylowych czyni je bardziej podatnymi na bio-
degradacje. Asymilacja diterminalnych alkenéw zachodzi niewiele trudniej od poje-
dynczo nienasyconych, produktami przejsciowymi sg epoksydy lub diole (33). Utyli-
zacja alkenéw zawierajgcych podwdjne wigzania w srodku taincucha prowadzi cze-
sto do utworzenia nienasyconych kwaséw ttuszczowych.

8. Degradacja weglowodoréw aromatycznych

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

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

2. Przygotowanie substratu do rozerwania pierscienia.

3. Rozerwanie pierscienia.

4. Przeksztalcenie zwigzku powstatego po rozszczepieniu pierscienia do inter-
mediatéw amfibolicznych.

5. Wigaczenie intermediatéw amfibolicznych do przemian centralnych.

Asymilacja zwigzkéw aromatycznych z udzialem drobnoustrojow moze przebie-
ga¢ zaréwno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Proces beztlenowy prze-
biega wolniej i drogi biodegradacji bez dostepu tlenu nie sg doktadnie poznane.
Szlaki tlenowej biodegradacji weglowodorow jednopierscieniowych oraz naftalenu
i fenantrenu sg intensywnie badane od lat siedemdziesiatych (34-42). Z badan tych
wynika, ze gtéwng role w utlenianiu weglowodoréw aromatycznych odgrywaja
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oksygenazy (di- i monooksygenazy) uczestniczgce w reakcjach hydroksylacji i rozer-
wania pierscienia. Podstawowymi produktami hydroksylacji pierscienia i dalszego
utlenienia z udzialem dehydrogenaz sg katechol i kwas protokatechowy (43). Wiek-
sz0$¢ pojedynczo lub podwdjnie podstawionych pierscieni aromatycznych, jak np.
w kwasie migdatowym, fenyloalaninie, toluenie, benzoesanie, salicylanie i fenolu
przeksztatcanych jest do katecholu. Pierscienie podstawione podwdjnie, w pozy-
cjach 1,3 i 1,4 oraz pierscienie wielokrotnie podstawione przeksztatcane sg czesciej
do kwasu prokatechowego. Powstaly katechol i (lub) kwas prokatechowy stanowig
punkt wyjscia dla enzymatycznego rozerwania pierscienia. Reakcja rozszczepienia
pierscienia aromatycznego moze przebiega¢ w dwojaki sposéb. W przypadku ka-
techolu, jesli rozszczepienie ma miejsce miedzy dwoma sasiadujacymi grupami hy-
droksylowymi, to jest to rozszczepienie typu orto (intradiolowe), jezeli reakcja pole-
ga na rozbiciu wigzania miedzy hydroksylowanym i sasiadujacym - niehydroksylo-
wanym atomem wegla to jest to rozszczepienie typu meta (eksradiolowe). Pierwsze
z nich, odbywajgce sie przy udziale 1,2-dioksygenazy katecholowej (ECI.13.11.1)
wiedzie do utworzenia kwasu c/s,c/s-mukonowego, drugie, prowadzone przez 2,3-dio-
ksygenaze katecholowg (ECI.13.11.2) powoduje powstanie semialdehydu 2-hydro-
ksymukonowego. Produktami dalszych przemian typu orto sg: kwas bursztynowy,
acetylo-CoA, typu mefa-aldehyd octowy i pirogronian. Do biodegradacji weglowodo-
row aromatycznych szczegolnie predystynowane sg szczepy Pseudomonas kodujace
chromosomalnie enzymy szlaku orto (44) i plazmidowo - szlak rozszczepienia typu
meta-, specyficzny dla takich zwigzkéw jak fenol, krezol, toluen. Protokatechinian
moze by¢ réwniez rozszczepiany wedtug dwdéch réznych drég: orto- i meta-. W szla-
ku orto-, za rozerwanie pierscienia odpowiedzialna jest 3,4-dioksygenaza prokate-
chinianowa (ECI .13.11.3), w szlaku meta- reakcja ta prowadzona jest przez 4,5-diok-
sygenaze protokatechinianowg (ECI.13.11.8). Reakcje rozszczepienia katecholu
i kwasu protokatechowego wedtug szlakow orto i meta przedstawiono na rysunku 4.

Podatno$¢ na biodegradacje poszczegoélnych weglowodoréw aromatycznych za-
lezy w duzym stopniu od obecnosci podstawnikéw. Degradacja zwigzkéw aroma-
tycznych z podstawnikami polega gtéwnie na utlenieniu bocznego tancucha, a na-
stepnie na rozszczepieniu pierscienia (20). Prosty podstawnik alkilowy powoduje
zazwyczaj, ze zwigzek staje sie tatwiej degradowalny, duza liczba podstawnikow al-
kilowych moze jednak hamowac biodegradacje. Generalnie, weglowodory aroma-
tyczne bez podstawnikéw podlegaja degradacji trudniej niz zwigzki z podstawnika-
mi. Stosunkowo niewielka liczba drobnoustrojow wykazuje zdolnos¢ do degradacii
benzenu. Gléwnym parametrem determinujacym biodegradacje tego zwigzku jest
dostepnosc tlenu (45). Gtéwna droga biodegradacji benzenu, jak to m.in. stwierdzo-
no dla szczepéw Pseudomonas rhodochrous i P. aeruginosa, prowadzi przez katechol
i kwas c/s,c/s-mukonowy (35). W proces biodegradacji tego zwigzku moga by¢ row-
niez wigczone enzymy ligninolityczne produkowane przez grzyby Phanerochaete
chrysosporium (46). Kwas benzoesowy, jest metabolitem posrednim degradacji we-
glowodoréw aromatycznych, powstajacym zaréwno w warunkach tlenowych jak
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Rys. 4. Drogi biodegradacji weglowodorow monoaromatycznych (43,44,49,50,54,58,59).

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

Fenol, zwigzek wysoce toksyczny, jest podstawowym metabolitem powstajacym
podczas rozkiadu substancji aromatycznych. Stosunkowo tatwo ulega degradacji
w dobrze natlenionym gruncie (51). Moze by¢ rowniez silnie adsorbowany do cza-
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matycznego, jest detoksykacja PAH, podczas gdy przytaczenie dwéch atomoéw we-
gla, jakie ma miejsce w przypadku bakterii, ma na celu przygotowanie pierscienia
do rozerwania, a tym samym do dalszej degradacji. Po hydroksylacji jednego z pier-
Scieni nastepuje jego rozszczepienie.

W wiekszosci przypadkéw kolejne pierscienie ulegajg rozszczepieniu typu orto,
nieco rzadziej ma miejsce rozszczepienie typu meta. Po przeksztalceniu fragmen-
tow rozszczepionego pierscienia do kwasu pirogronowego i dwutlenku wegla, zo-
staje w podobny spos6b zaatakowany kolejny pierécieh poliarenu (18,65). Czynnika-
mi determinujgcymi utlenienie PAHs w Srodowisku sg: poziom sorpcji weglowodo-
row w matrycy gleby, obecnos$¢ surfaktantéw, dostepnos¢ tlenu i wody. Szybkos¢
biodegradacji pozostaje réwniez funkcjg rozpuszczalnosci substratu. Wyzsza roz-
puszczalnos¢ czyni te zwigzki z jednej strony fatwiej degradowalnymi, a z drugiej
bardziej toksycznymi.

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

Wsréd PAHs najbardziej toksyczny jest naftalen i jego alkilowe pochodne co
moze wynika¢ miedzy innymi z duzej rozpuszczalnosci tych zwigzkéw w wodzie.
Obecnos¢ naftalenu moze powodowac ograniczenie degradacji innych sktadnikéw
mieszaniny PAHs. Zdolnos¢ do degradacji naftalenu wykazujg bakterie, gtdwnie
z rodzaju Pseudomonas oraz grzyby z rodzaju Candida, Debaryomyces (74,75). Grzyby
metabolizuja naftalen gtéwnie z udzialem w pierwszym stadium monooksygenazy
zwiazanej z cytochromem P-450 (76). Tak jak wykazano dla szczepu Burkholderia
cepacia F297 enzymy wigczone w proces biodegradacji naftalenu nie sg silnie specy-
ficzne i moga réwniez uczestniczy¢ w procesie degradacji ftuorenu, metylonaftalenu,
fenantrenu, antracenu i dibenzotiofenu (42,77). Biodegradacje antracenu z udzia-
tem bakterii rozpoczyna reakcja hydroksylacji pierscienia aromatycznego prowa-
dzgca do utworzenia ! ,2-dihydroksyantracenu. Pierscienn aromatyczny zostaje rozer-
wany w pozycji meta w wyniku czego powstaje kwas 4-(2-hydroksynafto-3-yl)2-oxo-
but-3-enowy (78). Zwigzek ten zostaje przeksztatcony kolejno do 6,7-benzokumary-
ny i kwasu 2-hydroksy-3-naftenowego. Nastepny etap biodegradacji przebiega po-
dobnie jak dla naftalenu, z utworzeniem salicylanu i katecholu. W badaniach prowa-
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produkt rozszczepienia
typu meta- lub orto-

Rys. 5. Drogi biodegradacji fenantrenu (86).

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

Zwigzkami wysoce toksycznymi sg benzo(a)piren i benzo(a)antracen. Ben-
zo(a)piren jest degradowany gtdwnie przez drozdze Candida (75), grzyby strzepko-
we Cunninghamella i Aspergillus (80) oraz grzyby biatej zgnilizny Phanerochaete
chrysosporium, Trainetes versicolor i Bjekandera adusta (81). Peroksydazy produkowane
przez szczepy P. chrysosporium moga atakowac pierscienie nie tylko benzo(a)pirenu,
ale i antracenu, pirenu i fenantrenu (82). Zdolnos¢ do degradacji benzo(a)pirenu wy-
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kazujg réwniez nieliczne szczepy bakterii, m.in. Mycobacterium, Pseudomonas
i Flavobacterium (83). Z badan prowadzonych przez Poglazova i wsp. (84) wynika, ze
szczepy Bacillus megaterium moga kumulowaé benzo(a)piren w cytoplazmie w formie
potaczen z lipidami. Podstawowym mechanizmem umozliwiajgcym degradacje tego
zwigzku jest kometabolizm. Zjawisko to obserwowano w podtozach zawierajgcych
jako kosubstrat fenantren (85). Degradacji fenantrenu natomiast moze sprzyjac
obecnos¢ fluorenu (73). W 1994 r. Trenz i wsp. (41) odkryli nowy szlak biodegrada-
cji fenantrenu funkcjonujacy u szczepu Brevibacterium sp. DP01361. W wyniku hy-
droksylacji w pozycji C-9 tworzy sie 9-fluorenol, z ktérego po dehydrogenacji po-
wstaje 9-fluorenon. W wyniku rozerwania pierscienia 9-fluorenonu z udzialem diok-
sygenazy powstaje 1,10-dihydroksyfluoren-on. W 2003 r. Herwijnen i WSP. (86) wy-
izolowali szczep Sphingomonas LB126 wykazujacy zdolnos¢ do kometabolicznej de-
gradacji fenantrenu, fluoroantenu, antracenu i dibenzotiofenu. Identyfikacja 9-flu-
orenolu i 9-fluorenonu podczas biodegradacji fluorenu wskazywata, ze szczep
LB126 rozkiada fenantren wg szlaku odkrytego wczesniej przez Trenz i wsp. (41)
i Grifoll i wsp. (42). Szlak biodegradaciji fluroenu przedstawiono na rysunku 5. Po-
datnos¢ na degradacje weglowodoréw poliaromatycznych z podstawnikami zalezy
od ilosci i dlugosci podstawnikéw. Podstawniki diuzsze niz grupa etylenowa, sa
usuwane w drodze p-oksydacji (31). Rozerwanie pierscienia zachodzi tatwiej gdy do
pierscienia dotaczona jestjedna grupa metylowa, liczne podstawniki czynig zwigzek
bardziej opornym na biodegradacje (87).

10. Oksygenazy

Wiadomo, ze zapotrzebowanie na tlen drobnoustrojow aerobowych zwigzane
jest gtéwnie z funkcjonowaniem fosforylacji oksydacyjnej, w ramach ktérej, genero-
wana jest energia dla procesow zyciowych komorki. Zaledwie od 5 do 10% ogdlnej
puli tlenu wigzane jest w komérce poza tym mechanizmem, z udziatem wyspecjali-
zowanej grupy enzymoéw zwanych oksygenazami. W obecnos$ci weglowodordéw,
zwigzkow silnie zredukowanych, gdzie reakcja inicjujgca ich asymilacje jest
przylaczenie molekularnego tlenu do czasteczki weglowodoru, ilos¢ tlenu wigzane-
go w komoérce z udziatem oksygenaz moze dochodzi¢ do 30% (88). Oksygenazy sg
typowymi enzymami indukcyjnymi. Podstawowymi substratami dla tych enzyméw
sg weglowodory i ligniny. W wyniku dziatania oksygenaz powstajg zwigzki hydrok-
sylowe lub karbonylowe, zwykle lepiej rozpuszczalne w wodzie i tym samym fatwiej
degradowalne od zwigzkow wyjsciowych. Wyrdznia sie dwie zasadnicze grupy oksy-
genaz: dioksygenazy i monooksygenazy. Dioksygenazy przylgczajg dwa atomy tlenu
do molekuly organicznego substratu, monooksygenazy - jeden atom tlenu, z dru-
giego tworzona jest czasteczka wody. Gtdwne rodzaje dioksygenaz to: 1) dioksyge-
nazy zwigzane z NADH lub NADPH, ktérych zadaniem jest hydroksylacja substratu
oraz 2) dioksygenazy rozszczepiajgce pierscien aromatyczny. Oksygenazy zwigzane
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z NAD(P)H (hydroksylujace) to wielosktadnikowe systemy enzymatyczne, zawie-
rajgce dwie do czterech podjednostek. Reduktaza flawoproteinowa, biatko zelazo-
wo-siarkowe i ferredoksyna stanowig komponenty odpowiedzialne za transport
elektrondw; reakcje hydroksylacji prowadzi terminalna oksygenaza zawierajgca biatko
Rieskie'go. Kazda z podjednostek zawiera w grupie prostetycznej zelazo (64). Spe-
cyficznos¢ substratowa enzymu zalezy w duzej mierze od budowy biatka zelazo-
wo-siarkowego (89). Z badan sekwencji nukleotydoéw odpowiedzialnych za synteze
tego wielosktadnikowego systemu enzymatycznego przez r6zne szczepy bakterii
wynika, ze sekwencje te sg identyczne u 90" badanych pod tym katem szczepow
bakterii. Mniejszg homologie w sekwencji genéw stwierdzono jedynie w przypadku
szczepbw Comamonas testosteroni (90) i Nocordioides sp. (91). Zbadane dotychczas
dioksygenazy hydroksylujace zwigzki aromatyczne sklasyfikowa¢ mozna w trzech
grupach:

1. Dioksygenazy zawierajgce 4 podjednostki, np. dioksygenaza benzenowa
(EC 1.14.12.3), toluenowa (EC 1.14.12.11), bifenylowa (EC 1.14.99.-) i naftalenowa
(EC 1.14.12.12). Komponentami enzymu sg: reduktaza zawierajgca flawoproteine
i biatko zetazowo-siarkowe oraz ferredoksyna i terminalna oksygenaza. Przypuszcza
sie, ze enzymy te moga rowniez atakowac fenantren i antracen. W wyniku transfor-
macji tych substratow powstaja odpowiednie c/s-dihydrodiole.

2. Dioksygenaza benzoesanowa (EC 1.14.12.10) i metylobenzoesanowa (EC 1.14.12.-)
zawierajgca trzy podjednostki (reduktaze flawoproteinowa, ferredoksyne oraz ter-
minalng oksygenaze). Przy jej udziale hydroksylacja kwasu benzoesowego zachodzi
w pozycji 1 i 2.

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

Powstate w wyniku dziatania dioksygenaz hydroksylujacych c/s-dihydrodiole ule-
gaja kolejnym reakcjom utlenienia z udzialem dehydrogenaz. Powstate pod ich
wptywem dihydroksy-pochodne (katechol, kwas protokatechowy) stanowig odpo-
wiednie struktury dla ataku dioksygenaz rozszczepiajgcych piersciern aromatyczny.
Dioksygenazy te zawierajg w centrum aktywnym zelazo i nie wymagajg kofaktorow.
Rozszczepienie orto zachodzi z udziatem 1,2-dioksygenazy katecholowej (EC 1.13.11.1)
lub 3,4-dioksygenazy protokatechinianowej (EC 1.13.11.3). Pierwsza z nich utlenia
katechol do kwasu c/s,c/s-mukonowego (59,92), druga przeksztalca protokatechi-
nian do kwasu beta-karboksy-c/s,c/s-mukonowego. Enzymy te kodowane sg chromo-
somalnie. Przyktadem dioksygenaz rozszczepiajgcych typu meta moze by¢ 2,3-diok-
sygenaza katecholowa (EC 1.13.11.2), 2,3-dioksygenaza protokatechinianowa, i 4,5-dio-
ksygenaza protokatechinianowa (EC 1.13.11.8). Enzymy te kodowane sg w plazmi-
dach. W wyniku ich dziatania powstajg odpowiednio: semialdehyd 2-hydroksymuko-
nowy, semialdehyd 2-hydroksy-5-karboksymukonowy i semialdehyd 2-hydroksy-4-kar-
boksymukonowy. Rozszczepienie typu meta ma miejsce podczas biodegradacji tolu-
enu (93,94), 1,2-dihydroksynaftalenu i antracenu. Szczegoélny przyktad moze stano-
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wi¢ 1,2-dioksygenaza gentyzynianowa (EC 1.13.11.4), przy udziale ktérej dochodzi
do rozerwania pierscienia miedzy weglem z podstawiong grupa karboksylowa a we-
glem z grupa 'OH. W wyniku rozszczepienia kwasu gentyzynowego powstaje kwas
malonylopirogronowy (94-96).

Monooksygenazy to liczna grupa enzyméw wiaczajacych Jeden atom tlenu do
molekuty zwigzku organicznego, przy Jednoczesnym zwigzaniu drugiego atomu tle-
nu w czgsteczce wody. Poniewaz utlenieniu ulegajg Jednoczesnie dwa substraty, en-
zymy te nazywane sg rOwniez oksygenazami mieszanymi. Do ich okreslenia uzywa
sie réwniez terminu - hydroksylazy. Gtéwna grupa monooksygenaz to monooksy-
genazy alkandw, utleniajgce terminalne grupy metylowe alkanéw do alkoholi pierw-
szorzedowych. Monooksygenazy grzybow, zwigzane z cytochromem P-450 prze-
ksztatcajg zwiazki aromatyczne do tlenkéw arendw, ktére sa dalej metabolizowane
wedtug dwoch alternatywnych szlakéw. W pierwszym, dzieki dziataniu hydrolazy
epoksydowej, powstajg frans-dihydrodiole (59,64). W drugim szlaku nastepuje izo-
meryzacja tlenkéw arenéw do monohydroksylowanych pochodnych (fenoli). Fenole
sg nastepnie hydroksylowane w pozycji orto lub para tworzac katechole, te z kolei
sg rozszczepione z udziatem dioksygenaz. Mechanizm katalizy z udzialem mono-
oksygenaz bakteryjnych Jest nieco inny niz monooksygenaz eukariontéw. Enzymy
te szczegolnie chetnie atakujg zwigzki aromatyczne z podstawnikami. Przyktadowo,
monooksydaza fenolowa (EC 1.14.13.7) i 3-monooksygenaza 4-hydroksybenzoesa-
nowa (EC 1.14.13.2) po przylaczeniu nowych grup hydroksylowych w pozycji orto do
podstawnikéw Juz istniejgcych prowadzg do powstania w pierwszym przypadku -
katecholu, w drugim - protokatechinianu (96). Inne monooksygenazy moga przy-
tacza¢ grupe hydroksylowa w pozycji para.

11. Podsumowanie

Analizujgc dane literaturowe na temat drog biodegradacji weglowodoréw ropy
naftowej w warunkach tlenowych, stwierdzi¢ mozna, ze gtéwng role w tych proce-
sach odgrywajg oksygenazy odpowiedzialne za wigczanie tlenu czgsteczkowego do
molekuly weglowodoru i uczestniczace w reakcjach zwigzanych z rozszczepieniem
pierscienia aromatycznego weglowodoru. Realizacja podstawowych funkcji zycio-
wych komorki zalezy w duzym stopniu od przemian odbywajgcych sie w ramach
P-oksydacJi. Gtéwnymi szlakami, wedtug ktérych moze zachodzi¢ mikrobiologiczna
degradacja weglowodoréw ropy naftowej w warunkach tlenowych sg;

1. Terminalna oksydacja - podczas ktérej, insercja aktywnego tlenu zachodzi
w wolnym koricu alkilowego tafncucha weglowodoru z utworzeniem alkoholu, alde-
hydu i nastepnie do kwasu tluszczowego. Kwasy tluszczowe sg degradowane na
drodze p-oksydacdi (rys.l).

2. Diterminalna oksydacja polegajgca na przytaczeniu tlenu na obu koncach alka-
nu (a i co), co prowadzi do otrzymania kwasu dikarboksylowego (rys. 1).
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3. (3-oksydacja, podczas ktorej, degradacji ulegajg kwasy ttuszczowe. Po zwigza-
niu sie z koenzymem A, sg degradowane do kwasow krotszych o dwa atomy wegla
i acetylo-CoA.

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

5. Utlenienie podwéjnych wigzan. Szczegolnie chetnie ta droga degradowane sa
terminalne alkeny. Posrednikami sg epoksydy i diole. Reakcje tego typu mogg réw-
niez zachodzi¢ u alkenéw zawierajacych podwojne wigzania w $rodku tancucha
i prowadzg one do powstania nienasyconych kwasoéw tluszczowych (rys. 1).

6. Oksydatywne rozszczepienie pierscienia aromarycznego. Dioksygenazy wigcza-
jac aktywny tlen tworzg c/s-diole lub trans-diole. Te drugie tworzone sa czesciej
przez organizmy eukariotyczne. Nastepny etap to utworzenie nienasyconego kwasu
lub kwasu dikarboksylowego. Struktury rozerwanego pierscienia sa nastepnie de-
gradowane w drodze p-oksydacji (rys. 4).

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

8. (0-oksydacja zachodzaca gtéwnie w przypadku alkanéw rozgatezionych. Pod-
czas (o-oksydacyjnej degradacji takich zwigzkéw jak pristan lub fitan, tworzg sie
kwasy dikarboksylowe, zamiast jedynie monokarboksylowych, jak przy typowej
p-oksydaciji (19).

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

Mimo intensywnych badan i niewatpliwie ogromnego postepu w dziedzinie od-
krywania nowych drég metabolicznych u r6znorodnych gatunkéw drobnoustrojow,
pozostaje Swiadomos¢, ze w procesach rozktadu mieszanin weglowodoréw ogromnag
role odgrywajg mato poznane do dzi$ zjawiska komensalizmu i kometabolizmu. Zna-
jomosc¢ tych mechanizméw jest niezmiernie wazna dla opracowania efektywnych
technologii bioremediacji srodowisk skazonych substancjami ropopochodnymi.
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wych komorki zalezy w duzym stopniu od przemian odbywajgcych sie w ramach
P-oksydacji. Gtéwnymi szlakami, wedtug ktérych moze zachodzi¢ mikrobiologiczna
degradacja weglowodoréw ropy naftowej w warunkach tlenowych sa;

1. Terminalna oksydacja - podczas ktoérej, insercja aktywnego tlenu zachodzi
w wolnym koricu alkilowego tancucha weglowodoru z utworzeniem alkoholu, alde-
hydu i nastepnie do kwasu tluszczowego. Kwasy tluszczowe sg degradowane na
drodze p-oksydacji (rys.l).

2. Diterminalna oksydacja polegajaca na przytaczeniu tlenu na obu koncach alka-
nu (a i to), co prowadzi do otrzymania kwasu dikarboksylowego (rys. 1).

184 PRACE PRZEGLADOWE



Szlaki tlenowej biodegradacji weglowodoréw ropy naftowej

3. p-oksydacja, podczas ktérej, degradacji ulegajg kwasy ttuszczowe. Po zwigza-
niu sie z koenzymem A, sg degradowane do kwasoéw krétszych o dwa atomy wegla
i acetylo-CoA.

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

5. Utlenienie podwdjnych wigzan. Szczegolnie chetnie tg drogg degradowane sg
terminalne alkeny. Pos$rednikami sa epoksydy i diole. Reakcje tego typu moga réw-
niez zachodzi¢ u alkendéw zawierajgcych podwdjne wigzania w Srodku taricucha
i prowadzg one do powstania nienasyconych kwasow ttuszczowych (rys. 1).

6. Oksydatywne rozszczepienie pierscienia aromarycznego. Dioksygenazy wtgcza-
jac aktywny tlen tworza c/s-diole lub trans-diole. Te drugie tworzone sa czesciegj
przez organizmy eukariotyczne. Nastepny etap to utworzenie nienasyconego kwasu
lub kwasu dikarboksylowego. Struktury rozerwanego pierscienia sa nastepnie de-
gradowane w drodze P-oksydacji (rys. 4).

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

8. (0-oksydacja zachodzgca gtdéwnie w przypadku alkandéw rozgatezionych. Pod-
czas co-oksydacyjnej degradacji takich zwigzkoéw jak pristan lub fitan, tworzg sie
kwasy dikarboksylowe, zamiast jedynie monokarboksylowych, jak przy typowej
p-oksydaciji (19).

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

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

Literatura

1. Premuzic E. T., Lin M. S., Racaniello L. K., Manowitz B., (1993), Dev. Petrol. Sci. (Microbial Enhance-
ment of Oil Recovery: Recent Advances), 39, 37-54.

2. Baiba M. T., Al-Awadhi N., Al-Daher R., (1998), J. Microbiol. Methods, 32, 155-164.

3. Hanson K. G., Nigam A., Kapadia M., Desai A., (1997), Curr. Mictrobiol., 35, 191-193, Microbial Eco-
logy, vol 12.

4. Watkinson R. J., Morgan P., (1990), Biodegradation, 1, 79-92.

5.  Warhurst A. M., Eewson C. A.,, (1994), Grit. Rev. Biotechnol., 14, 29-73.

6. Chang J. H, Chang Y. K., Ryu H. W., Chang H. N., (2000), FEMS Microbiol. Lett.,, 182, 309-312.

BIOTECHNOLOGIA 2 (73) 166-188 2006 185



Ewa

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

30.

31.

32.
33.

34.
35.

36.

37.
38.
39.
40.

41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.

186

Kwapisz

Yumoto |., Nakamura A., lwata H., Kojima K., Kusumoto K., Nodasaka Y., Matsuyama H., (2002), In-
tern. J. System. Evolut. Microbiol., 52, 85-90.

Alvarez H. M., (2003), Int. Biodeter. Biodeg., 52, 35-42.

Beam H. W., Perry J.J., (1974), J. Bacteriol., 118, 394-399.

Alvarez H. M., Luftmann H., Silva R. A., Cesari A. C., Viale A., Waltermann M., Steinguchel A., (2002),
Microbiology, 148, 1407-1412.

Yadov J. S., Reddy A., (1993), Appl. Environ. Microbiol., 59, 756-762.

Liao W. L., Tseng D-H., Tsai Y-C., Chang S-C., (1997), Wat. Sci. Tech., 35, 8, 255-264.

Widdel F., Rabus R., (2001), Curr. Opin. Biotechnol., 12, 259-276.

Heider J., Spormann A. M., Beller H. R., Widdel F., (1999), FEMS Microbiol. Rev., 22, 459-473.
Rockne K. J., Strand S. E., (2001), Wat. Res., 35, 1, 291-299.

Fredericks K. M., (1966), Nature (London), 209, 1047-1048.

Cerniglia C. E., (1981), Rev. Biochem. Toxicol., 3, 321-361.

Atlas R. M., (1981), Microbiol. Rev., 45, 180-209.

Markovetz A. J., (1971), Crit. Rev. Microbiol., 1, 225-237.

Atlas R. M., (1978), BioScience, 28, 387-391.

Fall R. R., Brown J. L., Schaeffer T. L., (1979), Appl. Environ. Microbiol., 38,715-722.

Cooney J.J., Silver S. A,, Beck E. A., (1985), Microb. EcoL, 11, 127-137.

Pirnik M. P., (1977), Crit. Rev. Microbiol., 5, 413-422.

Nakajima D., Kojima E., lwaya S., Suzuki j., Suzuki S., (1996), Environ. Sci TechnoL, 30, 1675-1679.
Cox D. P., Williams A. L., (1980), Appl. Environ. Microbiol., 39, 320-326.

Berekaa M. M., Steinbuchel A., (2000), Appl. Environ. Microbiol., 66, 10, 4462-4467.

Koma D., Hasumi F., Yamamoto E., Ohta T., Chung S-Y., Kubo M., (2001), j. Biosci.Bioeng., 91,94-96.
Koma D., Hasumi F., Chung S-Y., Kubo M., (2003), j. Biosci.Bioeng., 95, 641-644.

Koma D., Sakashita Y., Kubota K., Fujii Y., Hasumi F., Chung S. Y., Kubo M., (2005), Appl. Microbiol,
and Cell Physiology, 66, 92-99.

Donoghue N. A., Griffin M., Norris D. B., Trudgill P. W., (1976), Proc. 3" Int. Biodegradation Symp.,
(Aug. 17-23, 1975), Eds. Kingston R. L, Sharplyj. M., Kaplan A. M., Applied Science Publishers, Lon-
don, 43-56.

Hornick S. B., Fisher R. H., Paolini P. A., (1983), Land Treatment of Hazardous Wastes, Eds. Parrj. F.,
Marsh P. B., Kla j. M., Noyes Data Corp., Park Ridge, Nj., 321-337.

Dutta T. K., Harayama S., (2001), Appl. Environ. Microbiol., 67, 1970-1974.

Ratledge C., (1978), Developments in Biodegradation of Hydrocarbons, Ed. Watkinson R.J., Applied
Science Publishers, London, 1-46.

Kiyohara H., Nagao K., (1978), j. Gen. Microbiol., 105, 69-75.

Hou C. T., (1982), CRC Microbial Transformations ofBioactive Compounds, vol. I, Ed. Rosazzaj. P., CRC
Press, Boca Raton, FL., 81-107.

Mueller j. G., Chapman P.j., Blattmann B. O., Pritchard P. H., (1990), Appl. Environ. Microbiol., 56,
1079-1086.

Weissenfels W. D., Beyer M., Klein j., (1990), Appl. Microbiol. Biotechnol., 32, 479-484.

Keuth S., Rehm H. j., (1991), Appl. Microbiol Biotechnol., 34, 804-808.

Guerin W. F., Jones G. E., (1988), Appl. Environ. Microbiol., 54, 937-944.

Sutherland j. B., Selby A. L., Freeman J. P, Evans F. E., Cerniglia C. E., (1991), Appl. Environ. Micro-
biol., 57, 3310-3316.

Trenz S. P., Engesser K-H., Fischer P., Knackmuss H. j., (1994), J. Bacteriol., 176, 789-795.
Grifoll M., Selifonov S. A., Chapman P. j., (1994), Appl. Environ. Microbiol., 60, 2438-2449.
Cerniglia C. E,, Yang S. K., (1984), Appl. Environ. Microbiol., 47, 119-124.

Harwood C. S., Parales R. E., (1996), Annu. Rev. Microbiol., 50, 553-590.

Barker j. F., Patrick G. C., Major D., (1987), Ground Water Monit. Rev. Winter, 64-71.
Paszczynski A., Crawford R. L., (1995), Biotechnol. Progr., 11, 368-379.

Caldwell M. E., Suflita j. M., (2000), Environ. Sci. TechnoL, 34, 1216-1220.

Feist C. F., Hageman G. D., (1973), j. Bacteriol., 100, 869-877.

PRACE PRZEGLADOWE



49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.

61.

62.

63.

64.
65.

66.

67.

68.

69.
70.
71.
72.

73.

74.
75.
76.
77.
78.
79.

80.
81.

82.
83.
84.

85.

86

87.
88.

Szlaki tlenowej biodegradacji weglowodoréw ropy naftowej

Nakazawa T., Yokota T., (1973), J. Bacteriol., 115, 262-267.

Loh K-C., Chua S-S., (2002), Enzyme and Microbial Technology, 30, 620-626.

Baker M. D., Mayfield C. 1, (1980), Water Air Soil Pollut., 13, 411-424.

Sawhney B. L., Kozloski R. P., (1984), J. Environ. Qual., 13, 349-352.

ClaulSen M., Smith S., (1998), Res. Microbiol., 149, 399-406.

Bayly R. B., Dagley S., Gibson D. T., (1966), Biochem J., 101, 293-301.

Hopper D. J., Taylor D. G., (1975), J. Bacteriol., 122, 1-6.

Newman L. M., Wackett N., (1995), Biochemistry, 34, 14066-14076.

Olsen G.J., Lane D.J., Giovannoni S.J., Pace N. R, Stahl D. A., (1986), Annu. Rev. Microbiol., 40, 337-365.
Whited G. M., Gibson D. T., (1991), J. Bacteriol.,, 173, 3010-3016.

Gibson D. T., (1993), J. Industrial Microbiology, 12, 1-12.

Fewson C. A., (1981), Biodegradation ofaromatics with industrial relevance, in: FEMS Symposium No.
12. Microbial Degradation of Xenobiotics and Recalcitrant Compounds, Eds. LeisingerT., Mutter R.,
Cook A., Nuesch J., Academic Press, New York, 12, 141-179.

Chang M.-K., Voice T. C., Griddle C. S., (1993), Biotechnol. Bioeng., 41, 1057-1065.

Jamison V. W., Raymond R. L., Hudson j. O., Jr., (1976), Biodegradation of high-octane gasoline, in:
Proc. 3** Int.Biodegradation Symp., Eds. Sharpleyj. M., Kaplan A. M., Elsevier, New York, 187-196.
Pollut. Control Fed Park K. S., Sims R. C., Doucette W. j., Matthews j. E., (1988), J. Water., 60,
1822-1825.

Cerniglia C. E., (1992), Biodegradation, 3, 351-368.

Williams P. A., Sayers j. R., (1994), Biodegradation, 5, 195-217.

Mahmood S. K., Rao P. R., (1993), Bull. Environ. Contam. Toxicol., 50, 486-491.

Cerniglia C. E., Gibson D. T., (1979), j. Biol. Chem., 254, 12174-12180.

Field j. A., Boelsma F., Baten H., Rulkens W. H., (1995), Appl. Microbiol. Biotechnol., 44(1-2),
234-240.

Fieldj. A., deJong E., Feijoo-Costa G. F., de Bontj. A. M., (1993), Trends Biotechnol., 11(2), 44-49.
Kaestner M., Breuer-Jammali M., Mahro B., (1994), Appl. Microbiol. Biotechnol., 41, 267-273.
Walter U., Beyer M., Klein j., Rehm H. j., (1991), Appl. Microbiol.Biotechnol., 34, 671-676.
Narro M. L., Cerniglia C. E.,, van Baalen C., Gibson D. T., (1992), Appl. Environ. Microbiol., 58,
1351-1359.

Bouchez M., Blanchet D., Vandecasteele V-P., (1995), Appl. Microbiol. Biotechnol., 43, 156-164.
Bumpus j. A., (1989), Appl. Environ. Microbiol., 55, 154-158.

Dhawale S. W., Dhawale S. S., Dean-Ross D., (1992), Appl. Environ. Microbiol., 58, 3000-3006.
Field j. A., Baten H., Boelsma F., Rulkens W. H., (1996), Environ. Technol., 17(3), 317-323.
Kelley 1, Freeman j. P., Cerniglia C. E., (1991), Biodegradation, 1, 283-290.

Cerniglia C. E,, Crow S. A, (1981), Arch. Microbiol., 129, 9-13.

Dean-Ross D., Moody j. D., Freeman j. P., Doerge D. R., Cerniglia C. E., (2001), FEMS Microbiol.
Lett., 204, 205-211.

Cerniglia C. E., Hebert R. L., Szaniszlo P.j., Gibson D. T., (1978), Arch. Microbiol., 117, 135-143.
Annweiler E., Richnow H. H., Antranikian G., Hebenbrock S., Garms C., Franke S., Francke W., Mi-
chaelis W., (2000), Appl. Environ. Microbiol., 43, 454-457.

Evans W. C., Fernley H. N., Griffiths E., (1965), Biochem. j., 95, 819-831.

Trzesicka-Mlynarz D., Ward O. P., (1995), Can. j. Microbiol., 41, 470-476.

Poglazova M. M., Fedoseeva G. E., Khesina A. j., Meissel M. N., Shabad L. M., (1967), Life Sci., 6,
1053-1062.

Sims R. C., Overcash M. R., (1983), Residue Reviews, 88, 1-68.

Herwijnen R., Wattiau P., Bastiaens L., Daal L, jonker L., Gael D., Covers H. A.j., Parsons j. R,
(2003), Res. Microbiol., 154, 199-206.

Gibson D. T., Parales R. E., (2000), Curr. Opinion in Biotechnol., 11, 236-243.

Bausum H. T., Taylor G. W., (1986), Literature Survey and Data Base Assessment: Microbial Fate of
Diesel Fuels and Fog Oils. U.S. Army Medical Bioengineering Research and Development Laboratory,
Fort Detrick, Frederick M. D., Technical Report 8408. ADAI67799.

BIOTECHNOLOGIA 2 (73) 166-188 2006 187



Ewa

89.
90.
91.
92.
93.
94

95.

96.

188

Kwapisz

Ensley B. D., (1994), Current Opinion in Biotechnology, 5, 249-252.

Goyal A. K., Zylstra G. J., (1996), Appl. Environ Microbiol., 62, 230-236.

lwabuchi T., Harayama S., (1997), J. Bacteriol., 176, 2439-2443.

Ellis B., Harold P., Kronberg H., (1991), Environ. Technol., 12, 447-459.

Zylstra G. J., Gibson D. T., (1991), Genetic Engineering, 13, 183-203; Ghisalba O., (1983), Experien-
tia, 39, 1247-1257.

Miyauchi K., Adacht Y., Nagata Y., Takagi M., (1999), J. Bacteriol., 181, 6712-6719; Fewson C.A.,
(1967), J. Gen. Microbiol., 46, 255-266.

Ohtsubo Y., Miyauchi K., Kanda K., Hatta T., Kiyohara H., Senda T., Nagata Y., Mitsui Y., Takagi M.,
(1999), FEBS Letters, 395-398.

Xu L., Resling K., Lawson S. L., Babbit P. C., Copley S. D., (1999), Biochemistry, 38, 7659-7669.

PRACE PRZEGLADOWE



