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Bioremediation of petroleum compounds and their biodegradation pathways

Abstract: In recent years, crude oil and its derivatives are one of the main sources of water pollution and land in Poland. Among the
chemical compounds the most toxic and carcinogenic effects on living organisms have polycyclic aromatic hydrocarbons and compounds
such as benzene, toluene, ethylbenzene, xylenes (BTEX). Biotechnological methods, using hydrocarbon-degrading bacteria seem to
be the most justified for environmental reasons and economic considerations. This technology is the introduction of suitable strains
of bacteria and providing mineral and organic substances necessary for life to microorganisms exist and then a rapid multiplication
of microorganisms in the soil. Great importance in removing xenobiotics from the environment gained in recent years by biological
and biochemical methods. Development of science and a deeper understanding of biochemical mechanisms related to the disposal of
organic waste by different microbes allows the use of specialized bacteria, fungi and plants to combat waste. Biodegradation pathways
are constantly known. Particular attention is given to mixtures of compounds of microbial degradation of artificially produced by man,
which naturally do not occur in nature. Progressive accumulation of toxic mixtures in the environment is harmful to biological systems.
Study of degradation pathways of these compounds often leads to recognition of new enzyme reactions. Due to the large variety of
degradative pathways, it seems an interesting presentation of known microbial degradation pathways of alkanes and the characteristics
of their key enzymes. Understanding the mechanisms of decomposition of these compounds will enable a better use of microorganisms
in the remediation of contaminated environments.

1. Introduction. 2. Sources and methods of the contaminants spread in soil. 3. Methods of petroleum compounds biodegradation.
4. Genetically modified micro-organisms involved in the degradation of petroleum compounds. 5. Mechanisms of biodegradation of
petroleum hydrocarbons. 5.1. Intradiolic cleavage of the aromatic ring (such as “ortho”). 5.2. Extradiolic cleavage of the aromatic ring
(such as “meta”)
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1. Wprowadzenie « weglowodory aromatyczne, areny - jednopierscie-
niowe (JWA) - reprezentowane gtéwnie przez grupe
zwigzkéw zwanych w skrécie BTEX: benzen, toluen,
etylobenzen, ksyleny oraz wielopierscieniowe weglo-
wodory aromatyczne (WWA).

Weglowodory aromatyczne, bedace skladnikami

Ropa naftowa jest mieszaning weglowodoréw o zréz-
nicowanych wlasciwosciach fizycznych, chemicznych
i biologicznych, zawierajacych niewielkie ilosci (do
3%) zwigzkéw organicznych tlenu (kwasy karboksy-

lowe, fenole), siarki, azotu oraz metali cigzkich (do 1%)
[26]. W skiad ropy naftowej wchodza nastepujace grupy
weglowodordw [46]:

« alkany, parafiny — weglowodory faficuchowe nasycone
o taiicuchu prostym (n-parafiny) lub rozgat¢zionym
(izoparafiny),

« alkeny, olefiny — weglowodory taricuchowe niena-
sycone,

« cykloalkany, cykloparafiny lub nafteny — weglowodory
o budowie pierscieniowej,

ropy naftowej oraz obecne w $rodowisku, wywieraja
teratogenne, cytotoksyczne, immunotoksyczne, muta-
genne i kancerogenne dzialanie na organizmy zywe,
z uwagi na mozliwo$¢ kumulowania si¢ tych zwiazkow
w roslinach i przedostawania si¢ do kolejnych ogniw
taricucha pokarmowego [4 -6, 14, 17-18, 62].

W ostatnich latach ropa naftowa i jej pochodne sa
jednym z gtéwnych zrédet zanieczyszczen wéd i grun-
tow w Polsce [25]. Ciagle postepujaca industrializacja,
jak i rozwoj motoryzacji przyczyniaja si¢ do wickszego
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zapotrzebowania na produkty naftowe. Ponadto wzrost
wydobycia, przetwodrstwa i zuzycia ropy naftowej nie-
uchronnie pociaga za sobg zwigkszenie przypadkow
zanieczyszczenia $rodowiska tymi zwigzkami [42].

Sktadniki ropy naftowej w srodowisku gruntowo-
-wodnym ulegaja mikrobiologicznym i chemicznym
przeksztatceniom a kierunki tych przemian uzalez-
nione s3 od przebiegu takich proceséw jak: utlenianie,
odparowanie, emulsyfilacja, sedymentacja, dyspersja,
adsorpcja oraz rozpuszczanie w wodach gruntowych
i powierzchniowych [21].

Szybkos¢ rozktadu ropopochodnych zanieczyszczen,
w istniejacych ukladach $rodowiskowych, zalezy nie
tylko od stezenia zwiazku, ale réwniez od jego struktury
chemicznej. Dane literaturowe dowodza, ze najlatwiej
biodegradacji ulegajg liniowe alkany C, -C , nast¢pnie
weglowodory gazowe C -C, alkany C,-C alkany rozgale-
zione do C , alkeny C,-C | rozgalezione alkeny, cykloal-
kany, weglowodory monoaromatyczne oraz poliaroma-
tyczne. W tej samej kolejnosci maleje réwniez ilos¢ izolo-
wanych drobnoustrojéw, ktére sa zdolne do namnazania,
w obecnosci wymienionych grup substratéw [1, 30, 43].

Poza wymienionymi czynnikami $rodowiskowymi,
ktore wplywaja na szybkos$¢ rozkladu weglowodordw,
bardzo wazny jest takze dobér odpowiednich parame-
trow fizykochemicznych, takich jak: zawartos¢ tlenu,
temperatura, odczyn oraz obecno$¢ substancji pokar-
mowych i ksenobiotykéw. Jednak za najwazniejszy
parametr w procesie biodegradacji uznaje si¢ wskaznik
pH, ktéry powinien miedci¢ si¢ w przedziale pomigdzy
6,5 a 8 [32, 45].Produkty ropopochodne obecne w glebie
mogg obnizac jej pH, gdyz podczas degradacji weglowo-
doréw powstaja kwasy. Dlatego w celu podwyzszenia jej
odczynu zaleca si¢ wapnowanie gleby [61]. Pierwiastki
biogenne, takie jak: azot i fosfor, maja efektywny wptyw
na proces bioremediacji, czgsto jednak wystepuja w gle-
bie w ilosciach ograniczajacych namnazanie si¢ drobno-
ustrojow, dlatego konieczne jest wzbogacanie gleby tymi
zwigzkami. Stosunek C:N:P powinien wynosi¢ 100:10:1.
Nalezy jednak pamigta¢, ze substancje ropopochodne
przyczyniaja si¢ do wzrostu stosunku wegla do azotu,
co z kolei wptywa niekorzystnie na metabolizm mikro-
organizmdw. Natomiast, gdy rozklad weglowodoréw
ropopochodnych nastepuje w warunkach beztlenowych
wazne jest wprowadzanie do gleby azotandw i siarcza-
néw jako akceptorow elektronéw [13, 58, 60, 66, 76, 83].
Kolejnym waznym czynnikiem jest woda, ktéra umoz-
liwia rozpuszczanie weglowodoréw i z tego wzgledu
zaleca si¢ zraszanie gleby woda lub wprowadzanie jej
do gruntu. Produkty ropopochodne czgsto powoduja
powstanie w glebie stref beztlenowych stad korzystnie
wplywa wprowadzanie w gtab gruntu tlenu badz stosuje
si¢ oranie gleby.

Wszystkie te zabiegi przyczyniaja si¢ do wzrostu
efektywnosci proceséw bioremediacji [61]. Mimo to
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ciggle poszukuje si¢ nowych technik oczyszczania $cie-
kéw i unieszkodliwiania odpadéw. W ciagu ostatnich
30 lat wzrosto zainteresowanie pracami badawczymi,
prowadzonymi nad wykorzystaniem metod biotechno-
logicznych w biodegradacji wielu niepozadanych sub-
stancji organicznych [27]. W celu zwigkszenia wydaj-
noéci biologicznej oczyszczania $ciekéw, jak i skazonej
gleby, podjeto proby wdrazania metod biooczyszczania
in situ, polaczonych ze sczerpywaniem paliwa [25].
Duza popularnoscia ciesza si¢ tez techniki oparte na
wprowadzaniu gotowych biopreparatéw, zawierajacych
wyizolowane odpowiednie szczepy bakteryjne [41, 56]
badz izolowaniu mikroflory autochtonicznej z oczysz-
czanego gruntu i zaadaptowywaniu ich do duzych ste-
zen substancji skazajacej [24]. Ponadto w procesach
bioremediacji stosowane s inne rozwiazania techno-
logiczne oparte na fitoremediacji, kompostowaniu,
uprawie gruntu (landfarming), remediacji w bioreak-
torach oraz ryzoremediacji. Gléwne strategie intensy-
fikujace procesy bioremediacji opieraja si¢ na takich
technikach jak: biostymulacja, wykorzystanie zjawisk
kometabolizmu bakteryjnej chemotaksji, wspomaganie
enzymami, wprowadzenie srodkéw powierzchniowo-
-czynnych [48]. Efektywnos$¢ usuwania szkodliwych
zanieczyszczen zwigksza si¢ takie poprzez zastoso-
wanie ozonowania. Silne zdolnosci utleniajace ozonu
powoduja catkowita lub cz¢sciowa eliminacje niebez-
piecznych i czgsto niepodatnych na rozktad biologiczny
substancji chemicznych. Czesto wstepne zabiegi pole-
gajace na utlenianiu zanieczyszczen sprawiaja, ze sa
one bardziej przyswajalne dla drobnoustrojow, co czyni
je bardziej podatnymi na dalszy mikrobiologiczny roz-
ktad [29, 31, 49, 78].

Lepsze poznanie mechanizmdw biodegradacji zwiaz-
kéw ropopochodnych w danych uktadach §rodowisko-
wych pozwoli na opracowanie bardziej skutecznych
i bezpiecznych metod eliminacji tych skazen.

2. Zr6dha i sposoby rozprzestrzeniania sig
zanieczyszczen w glebie

Na ziemi¢ opada wigkszo$¢ wyemitowanych do
powietrza WWA, stad w glebie znajduje sig¢ az 90% cat-
kowitej ilosci tych zwiazkéw, ktore wystepuja w Srodo-
wisku [12, 72, 82].

Wiekszos¢ produktéw ropy naftowej, ktére przedo-
staja si¢ do gruntu pochodzi z matych wyciekéw. Jed-
nak skazenia znajdujace si¢ w gruncie osiagaja bardzo
wysoki poziom, ktdry czesto przekracza dopuszczalne
normy. Ponadto zwiazki organiczne, zawarte w pali-
wach i olejach, w ktdérych rozpuszczone s3 toksyczne
dodatki uszlachetniajace, chlorowcopochodne i wie-
lopierscieniowe weglowodory, wykazuja tendencje do
migracji, zagrazajac w ten sposéb wodom gruntowym
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i powierzchniowym. Niebezpieczne s zanieczyszczenia
zbiornikéw wodnych substancjami ropopochodnymi
z uwagi na tworzenie si¢ blonki na powierzchni wody,
ktéra odcina dostep tlenu i spowalnia procesy samo-
oczyszczania. Zanieczyszczenie wody olejami jest fatwo
wykrywalne na powierzchni wod i gruntu, ze wzgledu
na ich bardzo mala rozpuszczalno$¢ w wodzie. Oleje
smarowe w kontakcie z woda tworza emulsje lub zawie-
siny. Oleje doprowadzone do ciekéw wodnych maja ten-
dencj¢ do oblepiania roslin i opadania na dno. Powoduje
to zwigkszenie ilosci osadéw dennych i spowolnienie
zycia biologicznego w Srodowisku wodnym [70-71].

Zrédta potencjalnych zanieczyszczen zwiazkami ropo-
pochodnymi koncentruja si¢ przede wszystkim wokot
takich obiektow jak [11, 54, 64, 73]:

« stacje paliw (ponad 6tys.), gdzie czesto dochodzi
do pekniecia zbiornikéw, nieszczelnosci rurociagéw
doprowadzajacych paliwo do dystrybutoréw i niewlas-
ciwa obstuga przy poborze paliwa

rafinerie, przede wszystkim zle oczyszczone $cieki rafi-
neryjno-paliwowe dostajac si¢ do wody moga spowo-
dowa¢ zanieczyszczenie zwigzkami toksycznymi na
wigksza skale

instalacje wydobywcze ropy naftowej;

urzadzenia poszukiwawcze (wiertnie ladowe, $rédla-
dowe, morskie);

bazy magazynowe, niesprawny system gromadzenia
i zagospodarowania zuzytych olejow i smardw, zaole-
jonych ziem, trocin itp.;

bazy przetadunkowe, nieszczelne rurociagi przesy-
towe, czasem celowo uszkadzane w wyniku dziatal-
nosci przestepczej;

tereny przemystowe i poprzemystowe, erozja zbior-
nikéw, rozszczelnienia ztacz, przypadkowe rozlania,
przenikanie WWA ze $ciekéw przemystowych, miejsc
skladowania odpadéw odlewniczych i materiatéw,
ktére sa stosowane w budownictwie;

lotniska, bazy wojskowe;

torowiska, bocznice kolejowe;

pojazdy samochodowe, mikrowycieki paliw wyste-
pujace podczas kolizji pojazdéw, wymywanie WWA
z powierzchni drég, gdzie obecne sg duze ilosci zwiaz-
kéw pochodzace ze spalin samochodowych, ze $cie-
rania opon gumowych przy hamowaniu oraz samego
asfaltu, ktéry bogaty jest w roznorakie weglowodory;
« urzadzenia indywidualnego uzytku domowego.

Wiréd innych Zrédet zanieczyszczen mozna wymie-
ni¢ rowniez $cieki bytowo-gospodarcze, gdzie w Polsce
okoto 20% $ciekéw wykorzystuje si¢ do nawozenia pol
uprawnych [47].

Biorac pod uwage sposoby, jakimi WWA przedostaje
si¢ do gleby, szacuje si¢, ze najwigksze ilodci tych zwigz-
kéw moga wystgpowa¢ w ziemi pochodzacej ze zrodet
bezposredniego skazenia [22]. Potwierdzeniem tych
przypuszczen s3 dane poréwnujace zawarto$¢ WWA
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w glebach pobranych z dala od potencjalnych zrédet
zanieczyszczen z gleba pochodzaca z duzych osrodkéw
przemystowych. W glebach, ktére oddalone s3 znacz-
nie od Zrdédel emisji, poziom najczgsciej wystepuja-
cych szesnastu WWA wynosi zwykle od 1,5 do 5 mg/kg
suchej masy, za$ stezenie benzo[a]pirenu od 0,001 do
0,01 mg/kg suchej masy [36, 64].

Skazenia w gruncie osiagaja niekiedy bardzo wysoki
poziom, przekraczajacy dopuszczalne normy. Czesto
moga one siegac az do 30 m glebokosci, co stwierdzono
na bytych terenach poradzieckich lotnisk wojskowych
[61, 64]. Istniejace tam zwiazki organiczne, takie jak
paliwa i oleje, a takze rozpuszczone w nich toksyczne
uszlachetniacze oraz chlorowcopochodne i wielopier-
scieniowe weglowodory wykazuja tendencje¢ do migra-
cji, przez co stwarzajg zagrozenie dla wod gruntowych
i powierzchniowych (rys. 1).
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Rys. 1. Rozprzestrzenianie si¢ zwigzkéw ropopochodnych

W zaleznosci od budowy geologicznej podloza grun-
towego oraz intensywnosci przestrzennego ruchu wéd
gruntowych, zanieczyszczenia te s3 rozprowadzane,
rozcienczane i przeksztalcane w wyniku proceséw che-
micznych i biologicznych [16].

Podczas rozlewu paliwo wnika w grunt i jest roz-
przestrzeniane w wyniku dzialania sit: cigzkosci, kapi-
larnych oraz adsorpcyjnych [64]. Penetracja benzyny
w gruncie jest znacznie szybsza niz wody, od 6 do
10 razy. Sposob przemieszczania si¢ wielopierscienio-
wych weglowodoréw aromatycznych w glebie zalezy od
jej rodzaju, przepuszczalnosci oraz czynnikéw klima-
tycznych, m.in. od: opadéw deszczu, nastonecznienia,
wiatru, temperatury [22].

Szybkie wsigkanie w glab profilu glebowego roz-
lanych na powierzchnie substancji naftopochodnych
zagraza zwlaszcza glebom piaszczystym (Tab.I) [50, 81].
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Tabela I
Predkos¢ rozchodzenia sie substancji ropopochodnych
w gruntach [m/dobe] [77-78]

Rodzaj gruntu Etylina Olej
Piasek gruby 164,16 220,96
Piasek gruby z domieszka drobnego 11,23 0,96
Piasek gruby zagliniony 0,82 0,60
Piasek éredni 2,80 0,004
Piasek pylasty 0,008 0,08
Glina 0,18

Migracja tych zanieczyszczen moze zachodzi¢ w pio-
nie i/lub w poziomie. W gruncie dobrze przepuszczal-
nym penetracja zachodzi w pionie, a nastgpnie, gdy
osiagnie juz poziom zwierciadla wéd podziemnych
dalej odbywa si¢ w kierunku poziomym. Jest to bardzo
niebezpieczne, gdyz zanieczyszczone wody sa niekiedy
rezerwuarem wody pitnej (rys. 2).

Miejsce skazenia

AN

\

Strefa nasycenia

Warstwa
wodonos$na

—F

Rys. 2. Migracja produktéw naftowych w §rodowisku
wodno-gruntowym [16]

W gruncie produkty naftowe moga wystepowac
w trzech fazach: gazowej (produkty lotne), cieklej
(produkty nie mieszajace si¢ z woda lub rozpuszczone
w wodzie) i ,,stalej” (produkty gazowe badz ciekle zaad-
sorbowane przez material skalny) [55].

Zanieczyszczenia naftowe moga mie¢ tez rézng
trwato$¢, ktoéra zalezy nie tylko od wlasciwosci gleby
i warunkéw klimatycznych, ale réwniez od steze-
nia zanieczyszczen i ich sktadu. Badania Glazowskiej
i Pikowskiego [28] wykazaty, Ze przywrd6cenie pierwot-
nej zyznosci gleb trwa niekiedy do$¢ dtugo, czasami od
1 roku a nawet do 12 lat. W zaleznosci od parametréw
gleby i substancji ropopochodnych mozna opracowac
odpowiedni model ulatwiajacy prace nad walka z sub-
stancjami ropopochodnymi wystepujacymi w gruncie.

Wojewodzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Bia-
tymstoku opracowal modele oceny zanieczyszczen sro-
dowiska substancjami ropopochodnymi [78]:
« modele przeptywu i transportu zanieczyszczen z gruntu

do wéd podziemnych,
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« modele emisji zanieczyszczen gazowych z gruntu do
powietrza,

« procedur analizy i oceny ryzyka zdrowotnego,

« modele rozprzestrzeniania si¢ zanieczyszczen, bilanso-
wania ilo$ci zanieczyszczen w gruntach wraz z analizg
niepewnosci i bledéw,

« analiz geostatystycznych dla potrzeb kartowania i mo-
delowania zanieczyszczen w $rodowisku,

« systemu identyfikacji i inwentaryzacji terenéw zdegra-
dowanych.

3. Metody biodegradacji zwiazkéw ropopochodnych

Bioremediacja to proces usuwania zanieczyszczen
(min. substancji ropopochodnych) z gleby i wod pod-
ziemnych za pomoca zywych prowadzace zazwyczaj do
transformacji réznego rodzaju zanieczyszczen w formy
mniej szkodliwe. W bioremediacji wykorzystywane sa
naturalne zdolnosci mikroorganizméw do rozkladu
weglowodoréw ropy naftowej. Proces ten moze by¢ pro-
wadzony z udzialem mikroorganizméw w warunkach
(23, 59, 75]:

« tlenowych - biodegradacja odbywa si¢ w obecnosci
tlenu z udzialem m. in.: Pseudomonas, Alcaligenes,
Rhodococcus i Mycobacterium;

« beztlenowych - biodegradacja bez dostepu tlenu,
obecnie istnieje duze zainteresowanie mikroorgani-
zmami beztlenowymi wykorzystywanymi w procesie
bioremediacji PCBs w osadach rzecznych, w dechlo-
ryzacji trichloroetylenu (TCE) czy chloroformu.

Ponadto, bioremediacja moze by¢ prowadzona

z udzialem:

« grzybow ligninolitycznych - Phanaerochaete chryso-
sporium, mikroorganizmy te sa zdolne do degradacji
bardzo trwatych zwigzkéw chemicznych;

« metylotroféw - tlenowych bakterii, degradujacych
metan, wykorzystujac zwiazek ten jako Zrédlo wegla
i energii. Enzymem inicjujacym proces degradacji
metanu jest monooksygenaza metanowa, ktéra row-
niez ma szerokie zastosowanie w degradacji wielu
zwigzkéw nieorganicznych.

W Tabeli IT i IIT zestawiono przyklady wykorzysta-
nych technologii bioremediacji w procesie degradacji
wielu substancji chemicznych, bedacych sktadnikami
m.in. zwiazkéw ropopochodnych.

Zdolnos¢ drobnoustrojéw do degradacji ksztattowata
si¢ na przestrzeni kilku lat, i jest wynikiem adaptacji
mikroorganizmdéw do warunkéw panujacych w zanie-
czyszczonym $rodowisku na skutek szerokiego wykorzy-
stania produktéw petrochemicznych w wielu gateziach
przemystu [7,34]. W rurociggach gromadza si¢ liczne
gatunki gléwnie bakterii, dla ktérych weglowodory sa
gléwnym zrédlem wegla. Mikroflora ta najczesciej roz-
wija si¢ na granicy faz: wodnej i olejowej. Rozwojowi
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Tabela II

Rodzaje biodegradacji wybranych zwiazkéw chemicznych [39]

Zwigzki chemiczne

Przyklady

Przyklady

Weglowodory aromatyczne benzen, toluen

tlenowa, beztlenowa

Ketony i estry aceton

tlenowa, beztlenowa

Weglowodory ropy naftowej paliwa kopalne

tlenowa

Rozpuszczalniki chloropochodne

trichloroetylen, chloroetylen

tlenowa, beztlenowa

Weglowodory poliaromatyczne

antracen, benzo(a) piren, krezol

tlenowa

PCBs

1,2,3-trichloro-4-(2,3,4-trichlorofenylo)benzen

tlenowa

Tabela III
Bioremediacja gleby zanieczyszczonej zwigzkami ropopochodnymi (23, 37, 75]
Piémien.
Frakeja olejowa Zastosowana technologia Wykonanie bioremediacji rllslrcrzjg
Surowa frakcja Bakteryjna degradacja w warunkach laboratoryjnych | Bioagumentacja weglowodoréw ropy naftowej [23
weglowodoréw - testy z udzialem szczepéw: Bacillus subtilis DM-04, |z udzialem szczepéw: Pseudomonas aeruginosa
ropy naftowej Pseudomonas aureginosa oraz szczep NM M iNM oraz B. subtilis. Widoczna znaczna
redukcja weglowodoréw

Gleba 3 etapy eliminacji zanieczyszczen: — wykorzystanie | Zastosowanie Simple Green™ (SG), utlenianie [75]
zanieczyszczona surfaktantow, — traktowanie odczynnikiem Fentona, | (6% H,0,) -15% chemiczna degradacja
paliwem - przeprowadzenie wlasciwej biodegradacj weglowodordw oraz 80% biodegradacja
Gleba Degradacja w warunkach laboratoryjnych Po 13 dniach kompostowania (prowadzonego [37]
zanieczyszczona z udzialem szczepu Candida catenulata CM1 w bioreaktorze) — 84% paliwa ulega degradacji
olejem napedowym

tych drobnoustrojéw towarzyszy réwniez dostep tlenu.
W $rodowisku glebowym natomiast mamy do czynienia
z mikroflora charakterystyczng dla gruntéw. Mikroorga-
nizmy wyksztalcily odpowiednie systemy enzymatyczne
by likwidowac¢ substancje toksyczne zagrazajace ekosys-
temowi glebowemu. W procesach bioremediacji tere-
néw zanieczyszczonych duze znaczenie majg enzymy
oraz nanotechnologie [39].

W technologiach bioremediacji gléwna rolg odgry-
waja peroksydazy, ktére moga transformowa¢ takie
zwigzki jak: policykliczne hydroweglowodory (PAH)
s, PCBs, zwiazki fenolowe, (2,4,6-trinitrotoluen) TNT,
barwniki, a takze wiele innych trwatych zwigzkéw aro-
matycznych [33].

Charakterystyczne jest to, ze z gleby mozna izolo-
wa¢ mikroorganizmy wyspecjalizowane w degradacji
okreslonych ksenobiotykéw. W procesach bioremedia-
cji wykorzystuje si¢ zaréwno bakterie, i grzyby [38, 51,
57]. Mikroorganizmy te wystepuja w wodach stodkich,
morskich, o réznych temperaturach i na réznej glebo-
kosci. Ekosystemy wodne obfite s3 w bakterie i drozdze,
natomiast w gruntach obserwuje si¢ zwigkszony udziat
grzybdw i promieniowcow [77]. Mikroorganizmy, ktore
wykorzystuja jako jedyne zrodlo wegla weglowodory
jest niewielki procent. Do grupy mikroorganizméw
wykazujacych zdolno$¢ do degradacji sktadnikéw ropy
naftowej lub wybranych jej frakeji naleza m.in. bakte-
rie: Achromobacter, Acinetobacter, Actinomyces, Alcalige-

nes, Arthrobacter, Aeromonas, Bacillus, Brevibacterium,
Corynebacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Myco-
bacterium, Nocardia, Pseudomonas, drozdze: Candida,
Debaromyces, Hansenula, Pichia, Rhodosporidium, Rho-
dotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces, Torulopsis,
Trichosporon, grzyby: Aspergillus, Aureobasidium, Cla-
dosporium, Fusarium, Mortierella, Mucor, Penicillium,
Sporotrichum, Varicospora. Z doniesien literaturowych
wynika, Ze Zaden z wymienionych drobnoustrojéw nie
jest zdolny do biodegradacji weglowodoréw wszystkich
grup, moga jedynie przyswaja¢ wybrane rodzaje zwiaz-
kéw, o okreslonych strukturach chemicznych [3, 52, 68].

Warunkiem skutecznej bioremediacji jest wybodr
odpowiednich mikroorganizméw. Wiedza na temat
aktywnosci degradacyjnej bakterii wplywajacych na
kontrole procesu jest istotna ze wzgledu na okreslenie
wlasciwej strategii remediacji oraz kontrole postepow
i skutecznosci bioremediacji (2, 10, 15, 20, 51, 52].

4. Mikroorganizmy genetycznie modyfikowane
biorace udzial w degradacji
zwigzkéw ropopochodnych

Drobnoustroje odgrywaja duza role w utylizacji
zwigzkéw ropopochodnych, jednakze szybko$¢ tych
procesow jest niewystarczajaca w stosunku do potrzeb.
W literaturze znajduje si¢ wiele informacji na temat
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Tabela IV
Degradacja zwiazkéw ropopochodnych przez mikroorganizmy genetycznie modyfikowane [3, 67, 69, 77, 84]

Zwiazki Enzymy Geny Szczep Pi$miennictwo
Toluen, TCE 4-monoksygenaza toluenowa | TomA Burkoholderia cepacia G4 [67]
Toluen, TCE dioksygenaza toluenowa TodC1C2BA | Pseudomonas putida F1 [84]
Toluen, TCE 2-monooksygenaza toluenowa | tmoABCDE | Pseudomonas mendocina KR1 [77]
BTEX (benzen, toluen, | 2,3-dioksygenaza katecholowa | xylE Pseudomonas putida mt-2 (3]
etylenobenzen, ksylen)

Naftalen dioksygenaza naftalenowa nahAcd Pseudomonas putida G7 (73]

degradacji toksycznych zwigzkéw, bardzo trudno i wolno
degradowanych, przez mikroorganizmy [1, 4, 14, 18,
30, 41, 45-46, 60-62, 76,]. Wyizolowane ze srodowisk
naturalnych lub pochodzace z kolekcji mikroorganizmy
charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscia metaboliczna
i innymi cechami technologicznymi czesto niewystar-
czajacymi do zastosowania w procesie produkcyjnym.
O efektywnosci procesu przemystowego w réwnej mie-
rze z technologia decyduje réwniez doskonalenie cech
drobnoustrojow przemystowych [9, 44]. Jednym ze
sposobow doskonalenia takich mikroorganizmow jest
mutageneza i selekcja mutantéw o cechach korzystnych
dla danego procesu biotechnologicznego [19].

Niezmiernie istotna w procesie bioremediacji jest
zdolnos$¢ szczepu do degradacji wielu trudno degra-
dowanych zwiazkéw, ale nie zawsze mikroorganizmy
wyizolowane ze §rodowisk naturalnych posiadaja wtas-
ciwy potencjal i wlasciwosci genetyczne umozliwia-
jace skuteczng biodegradacje trwatych zanieczyszczen.
Dlatego wiele badan laboratoryjnych prowadzonych
w wielu osrodkach naukowych na §wiecie skoncentro-
wanych jest na prowadzeniu modyfikacji genetycznej
tych szczepéw pod katem skutecznej biodegradacji kse-
nobiotykéw. Obecnie najwicksze znaczenie odgrywa
tzw.diagnostyka molekularna” [40, 64].

Diagnostyka molekularna szczepow wykorzystywa-
nych w procesie bioremediacji dotyczy analizy wyizo-
lowanego z komoérek mikroorganizméw DNA oraz
poznania aparatu genetycznego umozliwiajacego oceng
zdolnosci szczepow do degradacji ksenobiotykéw.

W literaturze na temat mechanizméw dotyczacych
degradacji zwiazkéw ropopochodnych wiadomo, ze
u bakterii: Burkoholderia cepacia G4, Pseudomonas
putida F1, Pseudomonas mendocina KR1 istnieja geny
xylE kodujace bialka odpowiedzialne za degradacje
grupy zwigzkéw naftalenu czy niektérych chloropo-
chodnych (TCE). Geny te zostaly sklonowane i zlo-
kalizowane w chromosomalnym DNA tych bakterii
i nazwane TomA dla Burkoholderia cepacia G4 [67]
TodC1C2BA dla Pseudomonas putida F1 [84] tmo-
ABCDE dla Pseudomonas mendocina KR1 [77]. Bakterie
Pseudomonas putida mt-2 posiadaja geny xylE kodujace
biatka odpowiedzialne za degradacj¢ grupy zwiazkow

BTEX [44]. Natomiast naftalen jest degradowany przez
dioksygenaze naftalenowa szczepu Pseudomonas putida
G7, gen kodujacy biatka odpowiedzialne za t¢ transfor-
macj¢ to nahAcd [57]. W tabeli 3 zestawiono zwigzki
wystepujace w ropie naftowej, ktore s3 degradowane
przez mikroorganizmy genetycznie modyfikowane.

5. Mechanizmy biodegradacji weglowodoréw
ropopochodnych

Ropa naftowa to wysoce zlozona mieszanina wielu
tysiccy weglowodoréw, ktére mozna sklasyfikowac
w trzech grupach: weglowodory alifatyczne, aroma-
tyczne i zwiazki polarne. Wiréd weglowodoréw alifa-
tycznych wyréznia si¢ weglowodory prostotancuchowe,
rozgalezione oraz zwiazki cykliczne. Weglowodory aro-
matyczne wystepuja w formie zwigzkéw jednopiericie-
niowych (np. benzen, toluen) oraz zwiagzkéw poliaroma-
tycznych, np. naftalen, fenantren czy piren [53].

Biodegradacja alkanéw prostotaiicuchowych moze
przebiega¢ w wyniku oksydacji:

« terminalnej,

« subterminalnej,

« diterminalne;j.

Podczas oksydacji terminalnej dochodzi do inser-
cji aktywnego tlenu do wolnego konca taricucha alki-
lowego z wytworzeniem alkoholu pierwszorzgdowego.
Natomiast podczas oksydacji subterminalnej utlenie-
niu ulega wewngtrzna grupa metylenowa, w wyniku,
czego powstaje alkohol drugorzedowy [53, 30, 62, 65].
W obu szlakach dziala dehydrogenaza alkoholowa, ktéra
utlenia alkohole pierwszorzedowe do aldehydéw, zas
zwigzki drugorzedowe transformowane s3 do ketonéw.
Kolejng reakcje, podczas oksydacji terminalnej, kata-
lizuje dehydrogenaza aldehydowa, ktéra utlenia grupe
aldehydowa do karboksylowej. W oksydacji subtermi-
nalnej dziala monooksygenaza Baeyer-Villiger, ktéra
przeksztatca ketony do estréw, wlaczajac atom tlenu do
taricucha weglowego. Estry ulegaja hydrolizie pod wply-
wem esteraz [8,35]. Produktami tego rozszczepienia sg
kwasy karboksylowe (wlaczane w centralny metabo-
lizm) oraz alkohol, ktéry na drodze oksydacji terminal-
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Rys. 3. Szlaki tlenowej biodegradacji alkanéw prostotancuchowych [30]

nej zostaje przeksztalcony do kwasu karboksylowego.
Trzecim szlakiem degradacji jest oksydacja ditermi-
nalna, inaczej p-oksydacja, czyli oksydacja obu koncow
taricucha weglowego. W procesie tym, po utlenieniu
jednej z koncowych grup alkanu wlacza si¢ mono-
oksygenaza kwasow tluszczowych, utleniajaca koncowy
wegiel po przeciwnej stronie. Nastgpnie, w wyniku dzia-
tania dehydrogenaz alkoholowej i aldehydowej, pow-
staje kwas dikarboksylowy. Kwasy tluszczowe powstate
w kazdym z opisanych szlakéw podlegaja aktywacji
z udzialem syntetazy acylo-CoA i w tej postaci wchodza
do szlaku B-oksydacji, ktéry generuje czasteczki acetylo-
-CoA (rys. 3) [54, 77].

Wigkszos$¢ wyizolowanych mikroorganizmoéw degra-
dujacych weglowodory cykliczne posiada enzymy utle-
niajace zwiazki zawierajace od 5 do 7 atoméw wegla
w pier$cieniu. Na rysunku 4 przedstawiono szlak biode-
gradacji cykloheksanu wystepujacy u Acinetobacter, Bre-

vibacterium i Arthrobacter [1,72]. Biodegradacja cyklo-

alkanéw u tych mikroorganizmoéw przebiega poprzez:

cykloheksanol, cykloheksanon, kaprolakton, kwas 6-hy-
droksyheksanowy, kwas 6-okso-heksanowy oraz kwasu

heksanodiowego [3].

Wigkszos$¢ weglowodoréw ropopochodnych nalezy
do zwiazkéw aromatycznych ulegajacych biodegradacji
do katecholu i kwasu protokatechowego. Oba te zwigzki
posiadaja dwa typy szlakéw biodegradacji:

1) szlak intradiolowy - rozszczepienie pierscienia mig-
dzy dwoma s3siadujacymi atomami wegla, co pro-
wadzi do powstania kwaséw dikarboksylowych;

2) szlak ekstradiolowy - rozszczepienie pierscienia mieg-
dzy hydroksylowym i niehydroksylowym atomem
wegla.

Zwigzki takie jak: benzen, toluen, fenantren i antra-
cen w pierwszej fazie procesu biodegradacji sa prze-
ksztalcane do katecholu (rys.5) [65].
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Rys. 5. Degradacja zwiazkéw aromatycznych do katecholu

Do kwasu protokatechowego sa przeksztalcane
pierscienie aromatyczne podwoéjnie podstawione w po-
zycjach 1,2-, 1,3- i 1,4- np.: w m-krezolu, p-krezolu,
jak réwniez pierscienie podstawione wielokrotnie. We
wszystkich przypadkach do pierscienia wlaczaja sig
grupy hydroksylowe (rys. 6) [69].

Podsumowanie

W procesie bioremediacji terenéw skazonych zwiaz-
kami ropopochodnymi duze znaczenie odgrywaja
mikroorganizmy jednak z naukowego punktu widze-
nia waznym jest poznanie szlakéw biodegradacji tych
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Rys. 6. Degradacja zwigzkéw aromatycznych do kwasu protokatechowego

zwigzkéw. Nie mniej istotna pozostaje réwniez ocena czy
powstate w wyniku rozkladu metabolity posrednie nie
stanowig wigkszego niz substancje wyjsciowe-zagrozenia
dla srodowiska przyrodniczego. Z prowadzonych bada-
niach dotyczacych biodegradacji zwiazkéw toksycznych,
wynika, ze zwiazki powstale w procesie degradacji sa
bardziej toksyczne niz substraty, z ktérych powstaty. Ze
wzgledéw bezpieczenstwa organizmdéw zywych, procesy
te powinny by¢ bardziej kontrolowane i badane. Poste-
pujacy stan zanieczyszczenia Srodowiska, spowodowany
niezwykle intensywnym rozwojem technologii, sprawia,
ze wigkszo$¢ prowadzonych obecnie prac badawczych
skupiona jest na znalezieniu skutecznych i bezpiecznych
metod eliminacji toksycznych dla srodowiska zwigzkow.
Jednym z gléwnych celéw badan wielu zespotéw nauko-
wych na §wiecie jest poznanie mechanizméw degradacji
zwigzkéw ropopochodnych. Zachorowalnos¢ na rézne
nowotwory ciagle rosnie, jedna z przyczyn takiego stanu
jest wciaz postepujace zanieczyszczenie Srodowiska. Dla-
tego w prezentowanej pracy przegladowej celowym stato

si¢ poswiecenie uwagi problemom rozprzestrzeniania
si¢ substancji ropopochodnych, oméwieniem mecha-
nizméw ich biodegradacji oraz charakterystyka mikro-
organizméw bioracych w nich udziat.

PiSmiennictwo

1. Abed RM.M,, Safi N.M.D., Koster J., de Beer D., EI-Nahhal Y.,
Rullkétter J., Garcia-Pichel F.: Microbial diversity of a heavily
polluted microbial mat and its community changes following
degradation of petroleum compounds. Appl. Environment.
Microbiology, 68, 1674-1683 (2002)

2. Aichberger H., Hasinger M., Braun R., Loibner A.P.: Potential
of preliminary test methods to predict biodegradation perfor-
mance of petroleum hydrocarbons in soil. Biodegradation, 16,
115-125 (2005)

3. Assinder S.J., Williams PA.: The TOL plasmids: determinants of
the catabolism’s of toluene and the xylenes. Adv. Microb. Physiol.
31, 1-69 (1990)

4. Back K.H., Yoon B.D., Oh H.M,, Kim H.S,, Lee I.S.: Biodegra-
dation of aliphatic and aromatic hydrocarbons by Nocardia sp.
H17-1, Geomicrobiology J. 23, 253-259 (2006)



406

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

. Bajaj M., Gallert C., Winter J.: Treatment of phenolic wastewa-

ter in an anaerobic fixed bed reactor (AFBR) - Recovery after
shock loading. J. Hazard. Mater. 162, 1330-1339 (2009)

. Baranski A., Gworek B.: Ocena ryzyka zdrowotnego i §rodo-

wiskowego pochodzgcego od gruntéw zanieczyszczonych pro-
duktami naftowymi. Monografia. Instytut Ochrony Srodowiska
w Warszawie, 2004

. Baxter J., Cummings S.P.: The current and future applications

of microorganism in the bioremediation of cyanide contami-
nation. Antonie van Leeuwenhoek, 90, 1-17 (2006)

. Beam M.P, Bosserman M.A., Noinaj N., Wehenkel M., Rohr J.:

Crystal structure of Baeyer-Villiger monooxygenase MtmOIYV,
the key enzyme of the mithramycin biosynthetic pathway. Bio-
chemistry, 48, 4476-4487 (2009)

. Bednarski W, Fiedurek J.: Podstawy biotechnologii przemysto-

wej, WN'T, Warszawa, 37-76, 2007

Bento EM., Camargo F.A.O., Okeke B.: Comparative bio-
remediation of soils contaminated with diesel oil by natural
attenuation, biostimulation and bioaugmentation. Bioresource
Technology, 96, 1049-1055 (2005)

Biedrowski Z., Tro¢ M.: Zanieczyszczenie gruntéw i wod grun-
towych substancjami ropopochodnymi na wybranych stacjach
paliw CPN w Wielkopolsce. W: Wspdlczesne Problemy Hydro-
geologii. Gorski J., Liszkowska E. [red.]. Tom VIII, 261-264,
Wroclaw 1997

Bilek M.: Zanieczyszczenie $rodowiska naturalnego przez
WWA. Biuletyn Wojewddzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiolo-
gicznej w Krakowie, 6 (2004).

Cardinali A., Otto S., Vischetti C., Brown C., Zanin G.: Effect of
pesticide inoculation, duration of composting, and degradation
time on the content of compost fatty acids, quantified using two
methods. Apel. Environ. Microbiol. 76 (19), 6600-6606 (2010)
Carmona M., Zamarro M.T,, Blazquea B., Durante-Rodri-
quez G., Juarez J.E, Valderrama J.A., Barragan M.J.L., Garcia J.L.,
Diaz E.: Anaerobic catabolism of aromatic compounds: a gene-
tic and genomic view. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 73, 71-133
(2009)

Cerniglia C.E.: Fungal metabolism of polycyclic aromatic
hydrocarbons: past, present and future applications in bio-
remediation. J. Ind. Microbiol. Biot. 19, 324-333 (1997)
Ceckiewicz S.: Zanieczyszczenie §rodowiska produktami i od-
padami naftowymi. Biuletyn ITN, 3/96, 27 (1996)

Chang B.V,, Lu Z.J., Yuan S.Y,: Anaerobic degradation of nonyl-
phenol in subtropical mangrove sediments. J. Hazard. Mater.
165, 162-167 (2009)

Chen K.F, Kao CH.M., Chen CH.W,, Surampalli R.Y., Lee M..S.:
Control of petroleum-hydrocarbon contaminated groundwater
by intrinsic and enhanced bioremediation. J. Environ. Sci. 22,
846-871 (2010)

Chmiel A. Biotechnologia, Wyd. Naukowe PWN, Warszawa,
231-259, 1998

Ginar O.: Biodegradation of central intermediate compounds
produced from biodegradation of aromatic compounds. Bio-
process Biosyst. Eng. 26, 341-345 (2004)

Czechowski E, Kolwzan B.: Biodegradacja ropy naftowej
z otworu Radoszyn - 1 przez mikroorganizmy glebowe. Eko-
toksykologia w Ochronie Srodowiska. 69-74 (2008)

Czop M., Wandrasz J.W.: Procesy ruchu wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych w glebach. Bioakumulacja.
Monografia: Ochrona Srodowiska i Zasobéw Naturalnych. Wyd.
10S, Warszawa, 31, 144-148 (2007)

Das K., Mukherjee A. K : Crude petroleum-oil biodegrada-
tionefficiency of Bacillus subtilis and Pseudomonas aeruginosa
strains isolated from petroleum-oil contaminated soil from
North-East India. Bioresour Technol. 98, 1339-1345 (2007)

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

MARIOLA MENDRYCKA, KATARZYNA MUCHA, SYLWESTER STAWARZ

Fabiszewska T., Fabiszewska-Bajer J.: Biodetoksykacja gruntow
skazonych substancjami ropopochodnymi. Fizykochemiczne
Problemy Mineralurgii, 27, 219 (1993)

Fabiszewska T., Fabiszewska-Bajer J.: Mikrobiologiczne oczysz-
czanie gruntu metodsg ,,in sitw”. Forum Chemiczne, 97,71 (1997)
Falatko D.M., Novak J.T.: Effects of biologically produced
surfactants on the mobility and biodegradation of petroleum
hydrocarbons. Water Environment Research. 64, 163-169 (1992)
Farbiszewska T., Sudot T., Fabiszewska-Bajer J., Sowa J.,
Marcjasz I.: Poréwnanie metody biosanacji gleby z oleju nape-
dowego z innymi metodami. Fizykochemiczne Problemy Mine-
ralurgii, 32, 157-163 (1998)

Glazowskaja M.A., Pikowskij J.I: Kompleksnyj eksperiment
po izuczeniju faktorow samooczyszczenija i rekultiwacii zagra-
znionnych nieftiju poczw w rozlicznych prirodnych zonach,
Trudy IIT Wsesojuznogo Sowiewieszczanija Migracija zagra-
zniajuszczich wieszczestw w poczwach i sopriedielnych srie-
dach, Leningrad, Gidrometeoizdat, 185-191 (1985)

Goi A., Trapido M., Kukik N., Palmroth M.R.T., Tuhkanen T.:
Ozonztion and Fenton treatment for remediation of diesel fuel
contaminated soil. Ozone - Sci. Eng. 28, 37-46 (2006)

Guzik U., Wojcieszyniska D., Krysiak M.: Mikrobiologiczny roz-
kiad alkanéw ropochodnych. Nafta-Gaz, 56, 1019-1027 (2010)
Haapea P, Tuhkanen T.: Integrated treatment of PAH contami-
nated soil by soil washing, ozonation and biological treatment.
J. Hazard. Mater. 136, 244-250 (2006)

Harrisom, Roy M. El Medio Ambiente: Introduccién a la
quimica medioambiental y a la contaminacién. Zaragoza,
Espana. Editorial ACRIBIA S.A. p.214 (2003)

Husain S., Siddique M., Sleem M.: Bioremediation and phyto-
remediation of pesticides: recent advances. Crit. Rev. Environ.
Sci. Technol. 39, 843-907 (2009)

Iranzo M., Sainz-Pardo ., Boluda R., Sa’'nchez J., Mormeneo S.:
The use of microorganisms in environmental remediation. Ann.
Microbiol. 51, 135-143 (2001)

Iwaki H., Wang S., Grosse S., Bergeron H., Nagahashi A,
Lertvorachon J., Yang J., Konishi Y., Hasegawa Y., Lau P.C.K.:
Pseudomonas cyclopentadecanone monooxygenase displaying
an uncommon spectrum of Baeyer-Villiger oxidations of cyclic
ketones. Appl. Environ. Microbiol. 72, 2707-2720 (2006)
Jacobs M.A. Waldron DE M.: Approaches to sheltered-water
oil spills. Sea Techn. 36 (10), 34-38 (1996)

Joo H.S., Ndegwa P.M., Shoda M., Phae C.G.: Bioremediation of
oil-contaminated soil using Candida catenulate and food waste.
Environ. Pollut. 156, 245-254 (2008)

Juhasz A.L., Naidu R.:” Bioremediation of high molecular
weight polycyclic aromatic hydrocarbons: a review of the
microbial degradatio of benzo[a]pyrene. Int. Biodeter. Bioder.
45, 57-88 (2000).

Juwarkar A., Singh S., Mudhoo A.: A comprehensive overview
of elements in bioremediation, Rev. Environ. Sci. Biotechnol. 9,
215-288 (2010)

Katsoyiannis A., Terzi E., Cai QY. On the use of PAH mole-
cular diagnostic ratios in sewage sludge for the understanding
of the PAH sources. Is this use appropriate? Chemosphere, 69,
1337-1339 (2007)

Kiepurski J.: Efekty zastosowania kultur bakteryjnych do
rozkladu ropopochodnych w istniejgcych uktadach $rodowi-
skowych. Inzynieria Ekologiczna Nr 2. Technologie odolejania
gruntéw, odpadéw, Sciekéw. Materialy konferencji naukowo-
-technicznej. Wysowa Zdréj 20-22 wrzesien 2000, 97-101
Klimiuk E., Lebkowska M.: Biotechnologia w ochronie $rodowi-
ska. Panstwowe Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003
Koma D., Hasumi E, Yamamoto E., Ohta T., Chung S.-Y,,
Kubo M.: Biodegradation of long-chain n-paraffins from waste



44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

BIOREMEDIACJA ZWIAZKOW ROPOPOCHODNYCH ORAZ SZLAKI ICH BIODEGRADAC]I

oil of car engine by Acinetobacter sp. Journal of Bioscience and
Bioengineering, 91, 94-96 (2001)

Kononowicz K.A., Bielecki S., Chmiel A., Podstawy biotechno-
logii. Wyd. Naukowe PWN SA, Warszawa, s. 197-209, 2011
Kopytko M., Ibarra Mojica D.M.: Mozliwo$¢ biodegradacji weglo-
wodoréw ropopochodnych w glebach zanieczyszczonych przez
przemysl naftowy. Inzynieria Mineralna, 7-12, 31-48 (2009)
Korzeniowska-Rejmer E.: Wplyw zanieczyszczen ropopochod-
nych na charakterystyke geotechniczng gruntéw stanowigcych
podloze budowlane. Inzynieria Morska i Geotechnika, 2, (2001)
Kowalik P.: “Ochrona $rodowiska glebowego”, PWN, W-wa,
2001

Krasowiak K., Smigielski K., Kwapisz E., Marchut O.: Remedia-
cja gleby zanieczyszczonej weglowodorami naftowymi. Scienti-
fic Bulletin of the Technical University of Lodz. Ford Chemistry
and Biotechnology, 72 (1029), 89-97 (2008)

Kulik N., Goi A., Trapido M., Tuhkanen T.: Degradation of
polycyclic aromatic hydrocarbons by combined chemical pre-
-oxidation and bioremediation in creosote contaminated soil.
J. Environ. Manage. 78, 382-391 (2006)

Kurek E., Krél M.]., Zielewicz-Dukowska J., Perzyniski A.: Roz-
ktad produktéw naftowych zanieczyszczajacych glebe przez
bakterie wykorzystujace azot atmosferyczny. Ekologia w prze-
mysle rafineryjnym 2001, Konferencja Naukowo-Techniczna
Kielce 10-12.10.2001

Kwapisz E., Patek M., Polak J., Piotrowicz-Wasiak M., Galas E.:
Zesz. Nauk. Politech. Slgsk, 45, 285-292 (2000)

Kwapisz E., Polak J., Wojdowska W., Wasiak M., Bielecki S.:
Charakterystyka szczepu Gordonia alkanivorans S7 degradu-
jacego weglowodory oleju napedowego w obecnosci azotandw.
Ochrona przed korozjg, 9S/A, 47-49 (2006)

Kwapisz E.: Szlaki tlenowej biodegradacji weglowodoréw ropy
naftowej, Biotechnologia, 73, 166-188 (2006)

Lattuati A., Metzger P., Acquaviva M., Bertrand J.C., Largeau C.:
n-Alkane degradation by Marinobacter hydrocarbonoclasticus
strain SP 17: long chain p-hydroxy acids as indicator of bacte-
rial activity. Organic Geochemistry, 33, 37-45 (2002)

Lyman W.J., Noonan D.C.: Cleanup of petroleum contaminated
soils at underground storage tanks, NDC, Park Ride, (NJ), 1990
Malicka M.: Biotechnologiczne metody oczyszczania gleb
skazonych zwigzkami ropopochodnymi i innymi toksycznymi
zwigzkami organicznymi. Gaz, Woda i Technika Sanitarna, 2,
4(1994)

Matachowska-Jutsz A., Mrozowska J., Kozielska M., Miksch K.:
Biotechnologia, 1(36), 79-91 (1997)

Manuel Carmona M., Zamarro M.T., Bldzquez B., Durante-
-Rodriguez G., Judrez J. F,, Valderrama J. A., Barragan M. J. L.,
Garcia J. L., Diaz E.: Anaerobic catabolism of aromatic com-
pounds: a genetic and genomic view. Microbiol Mol Biol Rev.
73(1), 71-133 (2009)

Margesin R., Hammerle M., Tschenrko D.: Microbial activity
and community composition during bioremediation of diesel-
-oil-contaminated soil: effects of hydrocarbon concentration,
fertilizers, and incubation time. Microb. Ecol. 53, 259-69 (2007)
Margesin R., Schinner E.: Bioremediation (natural attenuation
and biostimulation) of diesel-oil-contaminated soil in an Alpine
Glacier Skiing Area. Appl. Environ. Microbiol. 67, 3127-3133
(2001)

Nowak J.: Bioremediacja gleb z ropy i jej produktéw. Biotech-
nologia, 1 (80), 97-108 (2008)

Okoh A.I: Biodegradation alternative in the clean up of petro-
leum hydrocarbon pollutants. Biotechnology and Molecular Bio-
logy Review. 1, 38-50 (2006)

Pastewski S., Czachorowski P., Medrzycka K.: Usuwanie hydro-
fobowych zanieczyszczen ropopochodnych z gleby metoda

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

407

odmywania za pomocg roztwordw zwiazkéw powierzchniowo
czynnych. Polska Inzynieria Srodowiska piec lat po wstapieniu
do Unii Europejskiej, red. J. Ozonek, M. Pawtowska. Lublin,
Monografie Polskiej Akademii Nauk Komitet Inzynierii Sro-
dowiska. T. 1, 58, 183-189 (2009)

Ritalahti K.M., Loffler EE., Rasch E.E., Koenigsberg S.: Bio-
augmentation for chlorinated ethene detoxification: bioaug-
mentation and molecular diagnostics in the bioremediation
of chlorinated ethene-contaminated sites. Ind Biotechnol. 1,
114-118 (2005)

Rojo E: Degradation of alkanes by bacteria. Environ. Microbiol.
11, 2477-2490, (2009)

Semple K.T., Reid B.J., Fermor T.R.: Impact of composting
strategies on the treatment of soils contaminated with organic
pollutants. Environ. Poll. 112, 269-283 (2001)

Shield M.S., Montgomery S.O., Cuskey S.M., Chapman PJ,,
Pritchard P.H.: Novel pathway of toluene catabolism in the
trichloroethylene - degrading bacterium 04. Appl. Environ.
Microbiol. 55, 1624-1629 (1989)

Simon M.J., Osslund T.D., Saunders R., Esley B., Suggs S., Har-
court A., Suen W.C,, Cruden D.L., Gibson D.T., Zylstra G.J.:
Sequences of genes encoding naphthalene dioxygenase in Pseu-
domonasputida strains G7 and NCIB 9816-4. Gene, 127, 31-37
(1993)

Smits T.H.M., Balada S.B., Witholt B., van Beilen ].B. Functional
analysis of alkane hydroxylases from gram-negative and gram-
-positive bacteria. J. Bacteriol. 184, 1733-1742, 2002

Steliga T.: Gospodarka wodami i éciekami kopalnianymi pod-
czas eksploatacji ropy naftowej i gazu ziemnego. WUG ,,Bez-
pieczestwo pracy i ochrona Srodowiska w gérnictwie, 3, 29-31
(1997)

Steliga T.: Sposoby oczyszczania $ciekéw 1 wod zlozowych
w kopalniach ropy naftowej i gazu ziemnego. InZynieria Ekolo-
giczna Nr 2. Technologie odolejania gruntéw, odpadéw, Sciekéw.
Materialy konferencji naukowo-technicznej. Wysowa Zdrdj
20-22 wrzesieni 2000, 14-22

Szczepocka A., Predecka A., Pawlak A., Dmochowski D.:
Wplyw infrastruktury drogowej na zanieczyszczenie gleb WWA
i substancjami ropopochodnymi na przykltadzie gieldy samo-
chodowej w Stomczynie. Bioakumulacja. Monografia: Ochrona
Srodowiska i Zasobéw Naturalnych. Wyd. 108, Warszawa, 31,
149-153 (2007)

Sztompka E.: Biodegradation of engine oil in soil. Acta Micro-
biol. Pol. 48, 185-196 (1999)

Throne-Holst M., Wentzel A., Ellingsen T.E., Kotlar H.-K,,
Zotchev S.B.: Identification of novel genes involved in longchain
n-alkane degradation by Acinetobacter sp. Strain DSM 17874.
Appl. Environment. Microbiol. 73, 3327-3332 (2007)

Tsai T.T., Kao C. M., Yeh T.Y. Liang S.H., Chien H.Y.: Remedia-
tion of fuel oil-contaminated soils by a three-stage treatment
system. Environ. Eng. Sci. 26, 1779-1485 (2009)

Vidali M.: Bioremediation. An overview. Pure Appl. Chem. 73,
1163-1172 (2001)

Warhurst A. M., Fewson C. A.: Metabolism of styrene by Rho-
dococcus rhodochrous NCIMB 13259.Crit. Rev. Biotechnol. 14,
29-73 (1994)

Wojewddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Biatymstoku:
Wspolczesne metody lokalizacji i oceny zanieczyszczen $ro-
dowiska substancjami ropopochodnymi”, Seminarium Ratow-
nicze, Adamowo (2006)

Yen K.M., Karl M.R,, Blatt L.M., Simon M.]., Winter R.B.,
Fausset PR., Lu H.S., Harcourt A.A., Chen K.K.: Cloning
and characterization of Pseudomonas mendocina KRI gene
cluster encoding touene -4- monooxygenase. J. Bacteriol. 173,
5315-5327 (1991)



408

80.

81.

82.

Yu D.Y., Nangoo K., Wookeun B., Banks M.K.: Characteristics
in oxidative degradation by ozone for saturated hydrocarbons
in soil contaminated with diesel fuel. Chemosphere, 66, 799-807
(2007)

Zadroga B., Olenczuk-Neyman K.: Ochrona i rekultywacja pod-
foza gruntowego. Wyd. Politechniki Gdanskiej, Gdarisk (2001)
Zamorska J., Papciak D.: Usuwanie zwigzkdw ropopochodnych
z gruntu - mikroorganizmy i warunki prowadzenia procesu.

83.

84.

MARIOLA MENDRYCKA, KATARZYNA MUCHA, SYLWESTER STAWARZ

Zeszyty Naukowe Politechniki Rzeszowskiej. Budownictwo i Inzy-
nieria Srodowiska z. 38,218, 159-169 (2004)

Zhang C., Bennett G.N.: Biodegradation of xenobiotics by ana-
erobic bacteria. Appl. Microbiol. Biotechnol., 67,600-618 (2005)
Zylstra G.J., Gibson D.T.: Toluene degradation by Pseudomonas
putida FI, nucleotide sequence of the tod CICBADE genes and
their expression in E. coli. . Biol. Chem. 264, 149400-149446
(1989)



