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Nitroaromatic compounds - characteristics and methods of biodegradation

Abstract: Nitroaromatic compounds are present in the environment mainly as industry products. They pose a serious risk to our health
(often exhibiting strong mutagenic and carcinogenic effect) as well as to the environment. Most of the nitroaromatic compounds are
stable due to considerable resistance to degradation and they persist in the environment for a long time. In this review, we present the
current state of knowledge concerning biodegradation of nitroaromatic compounds. In the first part, general information regarding
their proprieties, synthesis and sources as well as pathways of microbial aerobic or anaerobic degradation are described. In some cases
microorganisms have evolved several pathways of degradation specific nitrocompound, for instance nitrobenzene, which we describe in
detail. The second part of the publication focuses on environmental bioremediation of nitrocompounds.
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1. Wprowadzenie

Wystepowanie zwigzkow nitroaromatycznych (nitro-
arenow) w $rodowisku jest w znacznej mierze konse-
kwencja dziatalnosci czlowieka. Powstajg one w wyniku
niepelnego spalania paliw kopalnych oraz reakcji nitro-
wania. Stanowig wazng klase¢ chemikaliow przemysto-
wych, sa powszechnie stosowane w produkcji m.in.
barwnikéw, polimeréw, srodkéw ochrony roslin, far-
maceutykow, materialéw wybuchowych i innych [18].
Zwigzkom tym nadano 3. stopien ryzyka, najwyzszy
stopien zagrozenia i toksycznosci [87]. Wykazano, ze
wigkszo$¢ z nich wykazuje wlasciwosci mutagenne
i kancerogenne dla czlowieka oraz stanowi powazne
zagrozenie dla srodowiska [97]. Niestety, szerokie spek-
trum zastosowan nitroarenéw w potaczeniu z odpor-
noscig na degradacj¢ doprowadzily do ich akumulacji
w $rodowisku naturalnym prowadzac do skazeniem
gleby, wod gruntowych oraz atmosfery [60].

Wykorzystanie zdolnoséci zywych organizméw do
asymilacji i rozkladu ksenobiotykéw, w tym nitroare-

now, jest obecnie najbardziej skuteczng i ekonomicz-
nie oplacalng metoda usuwania tych zanieczyszczen
ze $rodowiska. Mikroorganizmy (zwlaszcza bakterie)
odgrywaja w tym procesie decydujaca role [86]. Bak-
terie z zanieczyszczonych $rodowisk szybko adoptuja
sie do obecnosci chemikaliow poprzez modyfikacje
juz istniejacych badz wyksztalcenie nowych drég ich
metabolizmu.

W niniejszej pracy przedstawiono charakterys-
tyke zwigzkéw nitroaromatycznych, dokonano prze-
gladu technik bioremediacyjnych wykorzystywanych
do oczyszczenia wdd i gruntéw nimi skazonych oraz
przedstawiono przyklady ich wykorzystania.

2. Charakterystyka nitrozwiazkéw aromatycznych
2.1. Wlasciwosci chemiczne i synteza nitroarenow
Zwiazki nitroaromatyczne posiadaja co najmniej

jedng grupe nitrowg (-NO,) dotaczong do pierscie-
nia aromatycznego. W zdecydowanej wigkszosci sa to
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Rys. 1. Reakcja nitrowania benzenu z wykorzystaniem
mieszaniny nitrujacej

zwigzki otrzymywane syntetycznie, chociaz zidentyfi-
kowano kilka produktéw biologicznych, ktére mozna
zaliczy¢ do grupy nitroarenow [46].

Nitrowanie jest glownym typem reakcji wykorzysty-
wanym w przemyslowej syntezie tych zwiazkow. Polega
ono na wprowadzeniu grupy nitrowej do pierécienia aro-
matycznego. W tym celu uzywana jest mieszanina nitru-
jaca, w sklad ktérej wchodza dwa kwasy — azotowy oraz
siarkowy. W ich obecnosci dochodzi do wytworzenia
kationu nitroniowego (+NO,) o silnych wlasnosciach
elektrofilowych. Ulega on substytucji elektrofilowej do
pierscienia aromatycznego [59]. Przebieg reakcji przed-
stawiono na przykfadzie nitrowania benzenu (rys. 1).

Reakgeji nitrowania na skale przemystowa podda-
wane sg m.in. benzen, chlorobenzen, anilina, fenol,
toluen, naftalen. W zaleznosci od warunkéw prowa-
dzenia procesu mozna otrzyma¢ mono-, di- oraz poli-
nitropochodne arendéw, gdzie grupa nitrowa znajduje
sie w pozycji orto, meta lub para [42].

2.2. Syntetyczne nitrozwiazki aromatyczne

Wtasciwosci chemiczne grupy nitrowej sprawily, ze
zwigzki nitroaromatyczne wykorzystywano do produk-
¢ji wysokoenergetycznych materialow wybuchowych
(1,3,5-trinitrofenol, 2,4,6-trinitrotoluen). Wykorzysty-
wane s3 rowniez do produkeji szerokiej gamy pesty-
cydow (insektycydow, herbicydow, fungicydéw itp.).
Ponadto, wiele lekéw wywodzi si¢ od nitrozwigzkow
aromatycznych. Przyktadowo, paracetamol sprzedawany
bez recepty jako srodek przeciwbdlowy i przeciwgoracz-
kowy, produkowany jest na drodze jednostopniowej
redukcyjnej acetamidacji p-nitrofenolu [9]. Zwiazki
nitroaromatyczne (glownie aniliny) znalazly zastosowa-
nie w produkc;ji szerokiej gamy $rodkéw chemicznych
(pianki poliuretanowe, gumy, barwniki azowe, chemika-
liéw fotograficzne, lakiery) [101]. W Tabeli I przedsta-
wiono przemystowe zastosowanie gtéwnych klas nitro-
zwigzkéw aromatycznych z uwzglednieniem ich wplywu
na organizmy zywe oraz w Tabeli I wplyw nitroarendw
na wybrane organizmy na przykladzie nitrobenzenu.

3. Nitrozwiazki aromatyczne w srodowisku

Nitroareny moga powstawa¢ w wodach, powietrzu
atmosferycznym i glebach. W $rodowiskach wod-
nych, swiatto stoneczne katalizuje reakcje nitrowania
i halogenowania naturalnie wystepujacych zwigzkow.
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Naswietlanie wody morskiej zawierajacej fenol prowa-
dzi do produkgji nie tylko 2- i 4-nitrofenolu, ale réw-
niez chlorofenoli i bromofenoli [15]. W powietrzu,
weglowodory uwolnione na skutek proceséw spala-
nia i niepetnego spalania paliw kopalnych stuzg jako
substraty do nitrowania w reakcji z atmosferycznym
dwutlenkiem azotu [72].

Wigkszo$¢ ze znanych nitrozwigzkéw aromatycz-
nych stanowig syntetycznie otrzymane zwigzki che-
miczne. Zidentyfikowano réwniez nitroareny bedace
produktami aktywnos$ci metabolicznej réznych grup
bakterii, grzybéw i roslin. Podobnie jak w przemysle,
biosynteza nitroarenéw moze zachodzi¢ na drodze
substytucji elektrofilowej (rozdz. 2.1) badz przy udziale
wyspecjalizowanych enzymoéw N-oksygenaz na drodze
bezposredniego utlenienia [110].

Mikroorganizmy produkujg zwigzki z tej grupy na
drodze metabolizmu wtdérnego. Wiele bakterii z rodzaju
Streptomyces jest znanych z produkeji antybiotykdow.
Niektdre z nich zawierajg nitroaromatyczne kompo-
nenty (np. chloramfenikol produkowany przez Strep-
tomyces venezuelae). Wybrane bakterie Gram-ujemne
(m.in. szczepy Pseudomonas, Burkholderia, Corallo-
coccus exiguus, Cystobacter ferrugineus, Myxococcus
fulvus, Enterobacter agglomerans) produkuja pyrrolni-
trin, chloronitroaromatyczny metabolit o aktywnosci
przeciwgrzybicznej [46]. Badania trufli Stephanospora
caroticolor ujawnily, ze syntetyzujg one chloronitroaro-
matyczne zwigzki. Pelnig one funkcje repelentow, gdyz
warunkuja intensywna barwe grzyba [63]. Nitrowanie
aminokwasow aromatycznych jest tez mechanizmem
modyfikacji funkcjonalnej biatek u ssakow [82].

4. Zagrozenia zwigzane z nitrozwigzkami
aromatycznymi

Zwigzki nitroaromatyczne stanowig zagrozenie
dla ludzi i innych organizméw (patrz tabela I i II).
Na drodze metabolizmu nitroarenéw czesto docho-
dzi do powstawania bardziej toksycznych pochodnych
- hydroksyloamin. Wykazuja one wlasciwosci toksyczne
oraz mutagenne wobec DNA. Podczas gdy toksycznosé
jest konsekwencjg elekrofilowych wlasciwosci tych
zwigzkow, mutagenno$¢ to wynik reakcji z guaning
(mutacje punktowe) [19]. U ssakow, za transformacje
ksenobiotykdéw odpowiada flora bakteryjna przewodu
pokarmowego. W zaleznosci od enzymoéw uczestni-
czacych w modyfikacji tych zwigzkéw, pochodne maja
wlasciwosci bardziej toksyczne (rola bakteryjnych
nitroreduktaz) lub mutagenne (acetylotransferaz)
[1]. Ponadto, wlasciwosci toksyczne sg konsekwencja
oddzialywania z innymi czasteczkami np. arylamin
z oksyhemoglobing [67]. Zwiazki nitroaromatyczne
moga oddzialywac z grupami tiolowymi bialek, przez
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Tabela I
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Charakterystyka wybranych grup nitrozwigzkéw aromatycznych - zastosowanie przemystowe

oraz wplyw na organizmy zywe

Nazwa Struktura Zastosowanie przemyslowe Wplyw na organizmy zywe

zwigzku chemiczna P Y P & YW
Nitrobenzen NO, | e produkcja 1,3-dinitrobenzenu, synteza innych | « prowadzi do methemoglobinemii
[CH,NO,] ©/ zwigzkéw organicznych - uposledzenie przenoszenia tlenu [107]

« wyj$ciowy material do produkc;ji aniliny
(min. 95% produkcji) [11]

« rozpuszczalnik w rafinacji ropy naftowej oraz
produkcji eteréw celulozy, octanu celulozy
[108]

o gléwny polprodukt w syntezie: poliuretandw,
lakieréw, barwnikow, farb, kosmetykéw oraz
farmaceutykow

Dawne wykorzystanie:

o przemyst spozywczy - substytut esencji mig-
datowych

o rozpuszczalnik m.in. w: farbach drukarskich,
atramencie, przyborach pismienniczych

« dodatek do srodkéw dezynfekujacych, per-
fum, mydel, past do butow

« zamiennik ,,aromatu kwiatowego’, interme-
diat barwnikéw

« stosowany w rafinacji olejow smarowych itd.
[108]

« uszkodzenie organéw wewnetrznych
m.in. §ledziony i watroby przy bezpo-
$redniej ekspozycji

« silne dziatanie neurotoksyczne [53]

p-nitroanilina

o polprodukt w produkcji barwnikéw

» methemoglobinemia

[CHN,0,] NH, o zastosowanie w przemysle farmaceutycznym | o dzialanie rakotworcze - podwyzszone
- produkeja Nitroquanilu (lek antymala- ryzyko zapadalnosci na raka pecherza
ryczny) [11] moczowego, gruczotu krokowego oraz

o synteza azotowego barwnika Para Red [111] cewki moczowej [51]
NO o przemyst wtokienniczy — barwnik, trwale
2 wigzacy sie z wloknem [70]
2-nitrotoluen CH, o przemyst wtokienniczy — produkcja barwni- | ¢ 2-nitrotoluen - methemoglobinemia
NO, kow i wybielaczy o dzialanie mutagenne - indukcja dzie-
o 2-nitrotoluen: intermediat w przemysle dzicznych wad genetycznych
agrochemicznym [11] o dzialanie kancerogenne — podwyzszona
zachorowalno$¢ na raka ludzi narazo-
4-nitrotoluen CH, nych na dtugotrwatly kontakt [21]
[C,HNO,] ©
NO,
Dinitrotolueny CH, « produkgja elastycznych pianek poliuretano- « stwierdzono podwyzszony poziom
NO, wych wykorzystywanych w przemysle meblar- | $miertelnoséci na choroby serca i uktadu
2,4-dinitrotoluen skim i po$cielowym naczyniowego u pracownikéw naraza-
« produkcja amunicji, materialéw wybucho- nych na bezpoéredni kontakt
wych, barwnikéw, samochodowych poduszek | zDNT
NO, powietrznych [21, 52] « niekorzystny wplyw na uklad nerwowy
CH, przy bezpoéredniej ekspozycji orga-

2,6-dinitrotoluen ON f NO, nizmu [21, 52]

[C.H,(NO,),]

2,4,6-trinitrotoluen CH, « material wybuchowy stosowany w amuni- « uszkodzenie watroby oraz niedo-

(TNT) ON NO, | c¢ji wojskowej i cywilnej, gornictwie, krwisto§¢

[C,H,(NO,),] kopalnictwie o podraznienie blon §luzowych

o substrat wielosktadnikowych materiatow « leukocytoza lub leukopenia, béle
wybuchowych [34] miesni, nieprawidlowosci pracy serca
NO, i podraznienie nerek [23]
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Tabela I c.d.
Nazwa Struktura Zastosowanie przemyslowe Wplyw na organizmy zywe
zwigzku chemiczna p 4 Piyw & ¥z
Mononitrofenole « synteza barwnikéw « methemoglobinemia

2-nitrofenol

(o-nitrofenol) fotograficznego

4-nitrofenol
(p-nitrofenol)

« wykorzystanie w produkcji wywolywacza

« p-nitrofenol - produkcja $rodkéw owadobdj-
czych oraz herbicydéw (zwlaszcza
w uprawach ryzu) [11]

« synteza lekow (acetaminofenu — substytut

« podraznienie drég oddechowych (przy
wdychaniu)

« podraznienie blon §luzowych jamy
nosowej, gardta, przetyku, przewodu
pokarmowego itd.

« niebezpieczenstwo kumulacji w orga-

2,4-dinitrofenol
o pestycyd [11]

2,4,6-trinitrofenol
[CHN O]

674 275

OH
OH
e
OH
i NO,
NO,
OH
ON : NO,
NO,

[CH.NO,] aspiryny) (78] nizmie
« dziatanie szkodliwe na organizmy wod-
ne - dfugotrwale niekorzystne zmiany
w $rodowisku wodnym [54, 55]
Polinitrofenole « 2,4-dinitrofenol - substrat do produkcji

antyseptykow i barwnikow
« dodatek do materialéw wybuchowych

* 2,4,6-trinitrofenol (tzw. kwas pikrynowy)
- material wybuchowy stosowany w amunicji
wojskowej oraz jako zotty barwnik jedwabiu
(dawne zastosowanie)

« pikrynian amonu - stosowany do trawienia
szliféw na elementach stalowych [59]

Tabela II
Toksycznos¢ nitrobenzenu wobec organizméw
Organizm Badany efekt Czas[glgzp;jzycj i Sffjgﬁie Referencje
Selenastrum capricornutum (algi) | inhibicja wzrostu 96 43 [108]
Scenedesmus obliquus (sinice) inhibicja wzrostu 48 67,7 [28]
Ceriodaphnia dubia (wio$larki) $miertelno$¢ 24 54 [28]
Lymnaea stagnalis ($limak) $miertelnosé 24 116 (98-139) [108]
Brachydanio rerio (ryby) $miertelnos¢ 96 113 [108]
Culex pipiens (komar)* $miertelno$é 48 70 [108]

W badaniach postuzono si¢ testem EC,  ( half maximal effective concentration)
* w tym eksperymencie wykorzystano test LD, (ang. median lethal dose)

co doprowadzajg do ich inaktywacji [29]. Znane s3
przypadki bezposredniego zakldcania proceséw meta-
bolicznych. 2,4-dinitrofenol czy kwas pikrynowy roz-
przegaja szlak przekazu elektronow w trakcie fosfory-
lacji oksydacyjnej, czego konsekwencja jest inhibicja
wytwarzania sity protonomotorycznej, a co z tym zwia-
zane — produkcji ATP [40]. Ponadto, w trakcie ich roz-
ktadu emitowane sg toksyczne gazy m.in. tlenki azotu
(NO,) [60]. Niektore z nitrozwigzkéw aromatycznych
zostaly wymienione na li$cie zanieczyszczen prioryte-
towych Amerykaniskiej Agencji Ochrony Srodowiska
[24]. Sa to m.in. m-, p-, 0- nitroanilina, pochodne nitro-
benzenu (chlorek nitrobenzoylu, nitrobenzotriazol,
kwas siarkowy 3-nitrobenzenu, trifluorek 3-nitroben-
zenu), 2-nitrofluoren.

Skutkiem powszechnego stosowania nitroarenow jest
skazenie gleb i wod gruntowych. Rocznie do srodowiska
dostaje si¢ 10 tys. ton nitrobenzenu [89]. W 2009 roku na
terenie Stanéw Zjednoczonych odnotowano 70 sktado-
wisk odpadow zawierajacych nitroaromatyczne mate-
rialy wybuchowe lub ich chemiczne prekursory [23].
Wytwarzanie, magazynowanie i uzywanie amunicji ska-
zito $rodowisko nitro arenami. Do wykrywania mate-
riatéw zalegajacych w gruntach, majacych specyficzne
chemiczne wlasciwosci spektralne, mozna wykorzysta¢
urzadzenia teledetekcyjne tj. lidar. Nitroaromatyczne
materiaty wybuchowe absorbuja silnie promieniowa-
nie ultrafioletowe, ale wykazuja niska fluorescencje,
wiec bezposrednie ich wykrywanie nie jest mozliwe.
Zwiazki te mozna wykry¢ w glebie przy pomocy syn-
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tetycznych polimerow, ktore wykazuja zmiany fluores-
cencji w obecnosci materiatéw wybuchowych.

Potencjalne zagrozenie dla $rodowiska stanowig
réwniez awarie w zakladach produkcyjnych wytwa-
rzajacych lub/i wykorzystujacych zwigzki nitroaroma-
tyczne. Najbardziej znany przypadek skazenia $rodo-
wiska tymi chemikaliami, mial miejsce 13 listopada
2005 1., gdy eksplodowata jednostka nitrowania (stoso-
wana w pierwszym etapie produkcji aniliny) w fabryce
chemicznej w Chinach. Szacuje si¢, ze okoto 100 ton
benzenu i nitrobenzenu zostalo przy tej okazji uwol-
nione do rzeki Songhua [62].

5. Biodegradacja nitrozwiazkow aromatycznych

Zwigkszony poziom $wiadomosci organow zarzg-
dzajacych oraz spoteczenstwa na temat zagrozen zwia-
zanych z wytwarzaniem, przetwarzaniem i sktadowa-
niem nitrozwigzkéw aromatycznych doprowadzity
do wzrostu zainteresowania oraz rozwoju badan nad
opracowaniem bezpiecznych technologii ich unieszko-
dliwiania i usuwania ze srodowiska.

Znanych jest kilka konwencjonalnych metod neu-
tralizacji omawianej klasy substancji: (foto-) utle-
nianie, hydroliza, parowanie, spalanie, adsorpcja itd.
[48]. Metody fizykochemiczne posiadaja jednak liczne
wady i ograniczenia. Przykltadowo, spalanie i procesy
poglebionego utleniania (AOPs) nie s3 ekonomicznie
oplacalne ani bezpieczne ekologicznie [60]. Podczas
filtracji, ekstrakeji i adsorpcji na zywicy, niepozadane
zwigzki sg jedynie odseparowywane, jednak procesy te
nie prowadza to do ich degradacji.

Techniki biologiczne, takie jak bioremediacja i fito-
remediacja stanowia alternatywe dla tradycyjnych
metod usuwania ksenobiotykow ze srodowiska [113].
Poszukiwania skutecznej biotechnologii usuwania
nitrozwigzkéw (badania w szczegdlnosci skupialy sie
na TNT) zostaly rozpoczete juz w latach 70. XX wieku.

5.1. Mikrobiologiczna degradacja zwiazkow
aromatycznych

Zwigzki nitroaromatyczne wykazuja duza stabil-
no$¢ w srodowisku. Wynika to z faktu, ze w duzych
ilosciach pojawity sie w nim wraz z rozpoczgciem przez
czlowieka dzialalnosci przemystowej. Z ewolucyjnego
punktu widzenia jest to wydarzenie stosunkowo nie-
dawne. W konsekwencji, metaboliczne $ciezki ich
rozkladu nie sa bardzo powszechne w przyrodzie [79].
Opisano stosunkowo niewiele drobnoustrojow, ktore
posiadaja zdolno$¢ wykorzystywania nitroaromatycz-
nych zwiazkow jako zrédto azotu i/lub wegla i energii.
Ponadto, wykazujg one niskie tempo wzrostu, co jest
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prawdopodobnie konsekwencja wysokiej toksycznosci
i stabej rozpuszczalnosci tych zwigzkow [83].

Wykazano, ze opornos$¢ nitrozwigzkéw na biode-
gradacj¢ jest zwigzana z obecnosciag w ich strukturze
grup nitrowych. Utrudniajg one elektrofilowy, atak’
tlenu na pierscien aromatyczny. Dodatkowy wplyw na
stopien degradacji znitrowanych zwigzkéw aromatycz-
nych ma pozycja i rodzaj podstawnikéw (orto-, meta-,
para-) [60]. Jak w przypadku wszystkich arenéw, pro-
blem stanowi rowniez rozerwanie stabilnej struktury
aromatycznej. Im wiecej pierScieni, tym mniej podatny
na degradacje jest zwigzek.

Asymilacja zanieczyszczen organicznych obecnych
w $rodowisku bytowania mikroorganizmoéw wyptywa
w istotny sposéb na ich metabolizm. Pierwszy etap
degradacji mikrobiologicznej zwigzany jest indukcja
syntezy i aktywacja aparatu enzymatycznego bioracego
bezposredni udzial w procesie rozktadu lub modyfi-
kacji zanieczyszczenia. Kluczowymi enzymami zaan-
gazowanymi w degradacje i przemiany ksenobioty-
kéw aromatycznych sa mono- oraz dioksygenazy [95].
W konsekwencji aktywnosci tych enzymow moze dojs¢
do rozszczepienia pier§cienia aromatycznego, na skutek
czego zwigzki hydrofobowe przeksztalcane sa w formy
tatwiej przyswajalne przez mikroorganizmy [113]. Pier-
wotnie uwazano, ze katabolizm takich zwigzkdow jest
wylacznie procesem tlenowym, w ktérym tlen mole-
kularny jest substratem towarzyszacym, wykorzysty-
wanym do zainicjowania ataku i rozerwania cyklicznej
struktury. Wraz z rozwojem badan nad mechanizmami
mikrobiologicznego rozkladu arenéw, zaobserwowano
iz istnieja mikroorganizmy zdolne do przeprowadza-
nia tych proceséw w warunkach anaerobowych [36].
Na rysunku 2. przedstawiono rézne strategie rozkladu
zwigzkéw nitroaromatycznych.

W literaturze nadal opisywane s3 nowe $ciezki
degradacji zwigzkow nitroaromatycznych. Z reguly
roznig si¢ od znanych szlakow katabolicznych rodza-
jem produktéw posrednich powstajacych w trakcie pro-
cesu biodegradacji. Identyfikowane sg rowniez bakterie
zdolne do rozkladu zwigzkéw dotad uznawanych za
niedegradowane. Przyktadem moze by¢ szczep Pseudo-
monas sp. JHN wykazujacy zdolnos¢ do rozktadu fun-
gicydu 4-chloro-3-nitrofenolu (CNP) z wytworzeniem
intermediatu w postaci 4-chlororezorcyny. Jak donosza
autorzy pracy jest to pierwszy szczep bakteryjny wyka-
zujacy zdolno$¢ do mineralizacji CNP [5].

5.1.1. Degradacja tlenowa (aerobowa)

W warunkach aerobowych degradacji podlegaja
gltéwnie zwigzki mono- i dinitroaromatyczne. Ogdlna
strategia wykorzystywana przez drobnoustroje w celu
degradacji nitrozwigzkéw aromatycznych jest ana-
logiczna do tej stosowanej w oksydacyjnej $ciezce
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Rys. 2. Schematyczne przedstawienie przebiegu enzymatycznych reakeji rozkladu zwiagzkéw nitroaromatycznych
Na podstawie: [60, 86, 99, 106, 115].

rozktadu aminokwaséw i weglowodoréw aromatycz-
nych. Polega ona na konwersji substratu do fenoli, chi-
nonow i katecholi, ktore w dalszej kolejnosci rozkladane
s3 do intermediatow cyklu kwasow tréjkarboksylowych
(cykl Krebsa) [48].

Nitroareny z jednym podstawnikiem hydroksylo-
wym w pierscieniu, np. nitrofenole czy chlorofenole, sa
modyfikowane przez NAD(P)H-zalezne monooksyge-
nazy [38]. Sa to enzymy indukcyjne, pochodne cyto-
chromu P-450. Wykorzystuja NAD(P)H by rozbi¢ tlen
czasteczkowy, ktéry w kolejnym kroku wprowadzany
jest do pierscienia aromatycznego [75, 60]. Na skutek
ich aktywnosci grupa nitrowa odlacza si¢ od pierscienia.

W przypadku 4-nitofenolu (4-NP) poznano dwa
alternatywne szlaki rozkladu tego zwigzku réznigce
sie rodzajem produktu posredniego powstajacego po
hydroksylacji. Pierwsza $ciezka degradacji 4-NP, opi-
sana w 1991 roku przez Gibsona i Spaina dla szczepu
Moraxella sp., zaklada hydroksylacje 4-nitrofenolu
przez zalezng od NADPH monooksygenaze z jed-
noczesnym uwolnieniem azotynu i akumulacjg ben-
zochinonu, ktéry jest niestabilnym inetrmediatem

przeksztalcanym w dalszej kolejnosci w hydrochinon,
ulegajacy dalej rozkladowi do produktéw posrednich
cyklu kwaséw tréjkarboksylowych.

Alternatywny szlak degradacji 4-nitrofenolu charak-
teryzuje szczep Arthrobacter sp., w przypadku ktérego
produktem poczatkowego etapu degradacji z udzialem
monooksygenazy jest 4-nitrokatechol, podlegajacy
nastepnie hydroksylacji w pozycji 3 lub 4, co prowadzi
do powstania 1,2,4-benzenotriolu. W dalszej kolejnosci
dochodzi do rozszczepienia pierscienia aromatycznego
benzenotriolu w pozycji otro i kolejnych przeksztalcen
ktorych efektem jest wytworzenie intermediatéw cyklu
Krebsa [60]. Jest to jeden z przyktadéw obrazujacych
zlozonos¢ szlakow rozktadu nitroarendw (patrz. Roz-
dzial 5.1.3).

Zwiazki aromatyczne, ktore nie posiadaja w swej
strukturze grupy OH, ulegaja reakcji hydroksylacji,
ktora katalizowana jest przez enzymy z grupy dioksy-
genaz hydroksylujacych. Wprowadzaja one dwie grupy
hydroksylowe do struktury pier§cienia aromatycz-
nego z uwolnieniem jonu azotynowego. Produkt reak-
cji przeksztalcany jest do katecholu [105]. Przykladem
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Rys. 3. Reakcje rozszczepienia pierécienia aromatycznego weglowodoréw aromatycznych
Droga orto i meta, wg Vaillancourt i wsp. [105], zmodyfikowany.

jest rozklad nitrobenzenu przeprowadzany przez Coma-
momonas sp. [73].

Kolejnym istotnym etapem jest rozerwanie struk-
tury aromatycznej. Wyroéznia si¢ dwie gtéwne rodziny
dioksygenaz rozszczepiajacych zaangazowanych w de-
gradacje zwigzkéw aromatycznych. Sa to dioksygenazy
intradiolowe oraz ekstradiolowe [14]. W przypadku
pierwszej grupy, geny tych enzymow zlokalizowane sg
na chromosomie. Katalizujg one rozerwanie wigzania
miedzy dwoma hydroksylowanymi atomami wegla
lezacymi w pozycji orto w pier§cieniu aromatycznym
(rozszczepienie typu orto). Produktem tych prze-
mian jest kwas cis,cis-mukonowy badz jego pochodne
(Rys. 2). Dioksygenazy ekstradiolowe, ktdre katalizujg
otwarcie pierscienia typu meta, kodowane sg przez geny
zlokalizowane w wiekszos$ci przypadkéw na plazmi-
dzie. W tym przypadku peka wigzanie miedzy weglem
hydroksylowanym i sasiednim weglem bez grupy
hydroksylowej [38]. Produktem aktywnosci tych enzy-
mow jest semialdehyd kwasu 2-hydroksymukonowego
lub pochodne tego zwigzku (Rys. 3).

W ostatnim etapie mikrobiologicznej degradacji
arendw, alifatyczne lancuchy kwasowe sg utleniane
do zwigzkéw wchodzacych do centralnych szlakow
metabolicznych [6]. Kwas cis,cis-mukonowy, produkt
reakcji rozszczepienia typu orto, ulega przemianom do
substratow cyklu Krebsa m.in. bursztynylo-CoA oraz
acetylo-CoA. W szlaku ekstradiolowym (meta) produk-
tem otwarcia pier§cienia jest semialdehyd 2-hydroksy-
mukonowy lub jego pochodne. Zwigzki te przeksztal-
cane s3 do intermediatdw réznych szlakéw (np. aldehyd
octowy, pirogronian, szczawiooctan, fumaran) [38].

5.1.2. Redukcyjny rozklad nitroarenow

Tak jak opisano powyzej, zwiazki nitroaromatyczne
moge ulega¢ rozkladowi na skutek ataku tlenu na pier-
$cien aromatyczny i nastepujacych po nim reakcjach.
W przypadku zwiazkéw o wigkszej liczbie podstaw-
nikéw rozklad nastepuje droga redukcji, co moze
zachodzi¢ zaréwno w warunkach anaerobowych jak
i aerobowych. Wraz ze wzrostem liczby podstawnikow
nitrowych, elektrony z pierscienia silniej odciagane sa
na tlen grup nitrowych. Struktura cykliczna wykazuje

deficyt elektronéw, co uniemozliwia atak katalizowany
przez oksygenazy [86].

Sposéb rozktadu zalezy réwniez od rodzaju pod-
stawnikow, w szczegolnosci tych w pozycji para. Wzrost
potencjalu do redukcji grupy nitrowej jest uzalezniony
od grupy funkcyjnej wg nastepujacego porzadku:
NH,<OH<CH<H,COOH<NO, [69]. Oznacza to,
ze redukcja pierwszej grupy nitrowej do grupy ami-
nowej zachodzi tatwiej niz kolejnych podstawnikow.
Zredukowanie wszystkich trzech podstawnikow w tri-
nitrotoluenie mozliwe jest wylacznie w $cisle beztle-
nowych warunkach (warunki silnie redukcyjne). Pro-
ces przeprowadzajg Clostridium sp. i Desulfovibrio sp.
[97]. W wielu przypadkach do przeprowadzenia reakcji
wymagane jest egzogenne Zrodlo wegla, ktére pozwa-
lajg utrzyma¢ odpowiedni potencjat redoks [86].

Bardzo czgsto, produktem tej reakcji jest zwiazek
azotu wykorzystywany przez mikroorganizmy jako
zrodlo tego pierwiastka [86]. Zaobserwowano réwniez,
ze bakterie Pseudomonas putida szczepu JLR11 wyspe-
cjalizowaly sie w wykorzystywaniu trinitrotoluenu jako
ostatecznego akceptora elektronéw. Przeprowadzaja
redukcje TNT w celu wytwarzania sity protonomoto-
rycznej [26-27].

Redukeyjny rozklad nitroarenéw nastepuje w dwo-
jaki sposob: (1) poprzez rozerwanie pierscienia aro-
matycznego przy udziale transferaz, ktére dotaczajg do
niego dwa atomy wodorku (H"), (2) na skutek redukcji
grup azotowych przez nitroreduktazy do hydroksy-
loamin lub amin (typu I niewrazliwych na tlen oraz
typu II wrazliwych na tlen). W pierwszym przypadku
ze zwigzkow di- i trinitroaromatycznych (np. TNT czy
kwas pikrynowy) powstaje tzw. kompleks wodorkowy
Meisenheimera (Hydride-Meisenheimer Complex) [97].
Po odczepieniu grupy azotowej ulega on rearomatyzacji
[85]. Ta droge rozktadu zaobserwowano m.in. u droz-
dzy Geotrichum candidum AN_Z4. Kompleks ulga
konwersji do dinitroarenow, ktore sg tatwiej biodegra-
dowalne niz wyjsciowy zwiazek [73, 93].

Nitroreduktazy typu I katalizuja reakcje redukcji
na drodze stopniowego pobierania z NAD(P)H dwdch
elektrondw i przenoszenia ich na zwiazek, ktéry ulega
transformacji. Enzymy nalezace do II typu przeprowa-
dzaja redukcje, w ktorej pierwszym etapem jest addycja



296

jednego elektronu. Na skutek tego powstaje rodnik
anionu nitrowego. Zidentyfikowano je u szczepdw
Escherichia coli i Clostridium sp. [4, 68, 80]. Bakterie
moga posiada¢ oba typy nitroreduktaz. Przyktadowo,
z zasiedlajacych nasze jelita Bacteroides fragilis wyizolo-
wano az cztery nitroreduktazy [56].W przyrodzie cz¢s-
ciej identyfikowane sg enzymy nalezace do typu I [86].

Nitroreduktazy sg bardzo rozpowszechnione w $wie-
cie mikroorganizméw. Zostaly zidentyfikowano u bak-
terii Gram-ujemnych, Gram-dodatnich jak i u przedsta-
wicieli Archea. Jest to prawdopodobnie konsekwencjg
zdarzen horyzontalnego transferu ich genéw [45]
i $wiadczy o istotnej roli jaka te enzymy pelnig w adap-
tacji do $srodowiska. Enzymy te maja szeroki wachlarz
substratow — zwiazki aromatyczne, flawiny, chinony,
jony zelaza i anion chromianowy. Jest to prawdopodob-
nie konsekwencja duzej plastycznosci miejsca aktyw-
nego i duzej zmiennosci aminokwasowej uczestnicza-
cych w interakgji z substratem [86].

5.1.2.1. Rozklad beztlenowy (anaerobowy)

W warunkach beztlenowych nitrozwiazki aroma-
tyczne redukowane sg do nitrozo-pochodnych, hydro-
ksyloamin lub amin, ktére sg czesto bardziej toksyczne
niz zwigzek wyjsciowy. Redukcja grupy nitrowej prze-
biega na drodze stopniowej addycji par elektronowych
pobranych z ko-substratéw. Reakcje te katalizowane sg
enzymatycznie przez nitroreduktazy [7].

Bakterie beztlenowe rzadko przeprowadzajg pelng
konwersje zwigzkow nitroaromatycznych do dwutlenku
wegla czy metanu [84]. Zdolne sg do tego bakterie meta-
nogenne (degradacja nitrofenolu) jak Methanobacte-
rium formicium [35, 39]. Przeprowadzenie calkowitej
degradacji np.: dinitrotoluenéw, mononitrofenoli, trini-
trotoluenu mozliwe jest dzigki wspoétdziataniu z bakte-
riami tlenowymi w konsorcjach [2, 43]. Niektore grzyby
(np. Phanerochaete chrysosporium) s zdolne do minera-
lizacji TNT. Wykorzystuja zewnatrzkomdrkowe, niespe-
cyficzne peroksydazy, dzigki ktérym moga degradowac
szeroka game zwigzkow nitroaromatycznych [25, 96].

5.1.3. Degradacja nitrobeznezu
- przyklad alternatywnych $ciezek rozkladu

Tak jak wspominano wczesniej, rozklad zwiagzkow
aromatycznych moze zachodzi¢ wieloma drogami.
Nawet w przypadku jednej substancji mamy do czy-
nienia ze $ciezkami alternatywnymi przeprowadzanymi
przez rézne grupy mikroorganizméw. Dobrym przykia-
dem tego zjawiska jest degradacja nitrobenzenu. Jego
rozklad moze przebiega¢ wedlug dwdch alternatywnych
sciezek: czeSciowej redukeji badz oksydacji (Rys. 3).
Pierwszy szlak opisany zostal dla szczepu Pseudomo-
nas pseudoalcaligenes JS45 wyizolowanego z gleb i wod
gruntowych zanieczyszczonych nitrobenzenem. Poczat-
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kowym etapem degradacji nitrobenzenu jest cz¢sciowa
redukcja grupy nitrowej przy udziale nitroreduktazy
nitrobenzenu, w wyniku ktérej dochodzi do powsta-
nia hydroksyaminobenzenu. Ulega on transformacji
enzymatycznej do 2-aminofenolu, bedacego charak-
terystycznym intermediatem tej $ciezki katabolicz-
nej. W kolejnym etapie dochodzi do rozszczepienia
pierscienia aromatycznego 2-aminofenolu, co katali-
zowane jest przez dioksygenazy. Powstaly w wyniku
tej reakeji produkt — semialdehyd 2-aminomukonowy
ulega dalszym przeksztalceniom, az do wytworzenia
produktéow posrednich wchodzacych w cykl kwasow
trojkarboksylowych [94]. Kolejne badania potwierdzity
istnienie wielu szczepdw bakteryjnych degradujacych
nitrobenzen wedlug przedstawionej powyzej Sciezki.
Naleza do nich m.in. zidentyfikowane w ostatnich
latach mikroorganizmy takie jak: Rhodococcus sp. NB5,
zdolny do calkowitej degradacji 1000 mg nitrobenzenu
w ciagu 144 h [65] oraz Pseudomonas sp. a3, ktérego
immobilizowane komorki sg w stanie degradowaé
300 mg nitrobenzenu w czasie 10 godzin w obecnosci
dodatkowych zwigzkéw aromatycznych w postaci ani-
liny i fenolu [114].

Drugi szlak degradacji nitrobenzenu poznany zostat
w 1995 roku przez Nishino i Spain’a, ktérzy wyizolo-
wali bakterie z rodzaju Comamonas sp. szczepu JS765.
Bakterie wykorzystuja $ciezke oksydacyjna degradacji
nitrobenzenu. Reakcj¢ inicjuja dioksygenazy poprzez
wprowadzenie dwoch grup hydroksylowych do pier-
$cienia aromatycznego (patrz. Rys. 4). Skutkiem tego
jest uwolnienie azotynu oraz powstanie katecholu,
degradowanego w dalszej kolejnosci wedlug szlaku
meta z udzialem 2,3-dioksygenazy katecholowej.
Nishino i Spain zauwazyli, ze $ciezka czg¢$ciowej reduk-
cji jest czg$ciej spotykana wérdd mikroorganizmow, niz
$ciezka oksydacyjna. Tylko jeden sposrdd 155 przeba-
danych szczepdéw wytwarzal enzymy i intermediaty
specyficzne dla szlaku oksydacyjnego.

6. Bioremediacja

Metabolizm ksenobiotykéw przez mikroorganizmy
zalezy w znacznej mierze od rodzaju i wlasciwosci danej
substancji oraz dostepnego aparatu enzymatycznego.
Moga ulegaé calkowitej degradacji do wody i dwu-
tlenku wegla (mineralizacja), badz tez by¢ przeksztal-
cane w produkty o mniejszej lub wigkszej toksycznosci
niz zwiazek wyjsciowy, co okreslane jest mianem bio-
transformacji [41].

Bioremediacja jest definiowana jako proces,
w ktorym odpady ulegajg biologicznej degradacji lub
transformacji do nieszkodliwych pochodnych lub do
poziomu ponizej wartosci granicznych ustalonych
przez organy regulacyjne [60]. Wyrdznia sie dwie grupy
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zabiegéw. W procesie bioremediacji podstawowej bierze
udzial wylgcznie autochtoniczna mikrobiota skazonego
terenu. Wykorzystujac zanieczyszczenie jako zrédio
wegla i/lub energii, przyczynia sie do obnizenia steze-
nia toksycznych zwigzkow. Bioremediacja inzynieryjna
obejmuje technologie biostymulacji i bioaugmentacji.

Biostymulacja ma na celu pobudzenie autochto-
nicznej mikrobioty srodowiska do degradacji zanie-
czyszczen. Podejmowane dzialania ukierunkowane
sg na stworzenie optymalnych warunkéw do wzrostu
i aktywnosci mikroorganizméw. Przyktadowo, dostep-
nos¢ tlenu jest czestym czynnikiem limitujacym degra-
dacj¢ zanieczyszczen. Obecnie znanych jest wiele metod
umozliwiajacych napowietrzanie np. wentylacja z wyko-
rzystaniem ukfadu drenéw, mechaniczna uprawa gruntu
(spulchnianie) oraz wttaczanie rozcienczonych roztwo-
réw nadtlenku wodoru i innych $rodkéw utleniajacych
[10]. Proces rozkladu zanieczyszczen moze by¢ limito-
wany przez stezenie pierwiastkow biogennych tj. azotu
czy fosforu, ktérych niedobdr moze by¢ uzupelniony
poprzez zaaplikowanie odpowiednich pozywek [12].

Wprowadzenie do skazonego srodowiska bakterii
o wysokim potencjale do degradacji ksenobiotykdw
okreslane jest jako bioaugmentacja. Metoda bioaug-
mentacji wykorzystywana jest w przypadku gdy natu-
ralna mikrobiota nie wykazuje pozadanej aktywnosci
neutralizacyjnej wobec zanieczyszczen [10]. Mikroorga-
nizmy w postaci inokulum dostarczane s3 w miejsce
skazenia. Drobnoustroje izolowane sg z innych stano-
wisk badz pochodza z miejsca zanieczyszczonego i po
okresie adaptacji s3 ponownie do niego wprowadzone.

Czesto stosuje sie strategie lgczace biostymulacje
z bioaugmentacja. Przykladowo Kao i wsp. (2016)
testowali efektywnos¢ rozkladu TNT przez Achromo-
bacter sp. BC09 i Citrobacter sp. YC4 wyizolowane
z gleby zanieczyszczonej tym zwigzkiem. Wydajnos¢
nie byla zadowalajaca, dlatego dostarczono egzogen-
nego zrodla wegla w postaci sacharozy (0.25%) co
zoptymalizowalo proces. Analogiczny eksperyment
przeprowadzono dla Klebsiella sp. i Achromobacter sp.
(wyizolowanych z gleby i osadu $ciekowego). Mikro-
organizmy réwniez wykorzystywaly TNT jako zrédio
azotu i doprowadzily do jego calkowitej degradacji
w ciggu 10 dni. W tym przypadku jako Zrédlo wegla
wykorzystano melase (8 g/1) [90].

Nie wyklucza si¢ rowniez rozwigzan opartych na
genetycznie modyfikowanych mikroorganizmach
(GMM), co wciaz budzi jednak wiele obaw i kontro-
wersji. Wykorzystanie GMM w bioremediacji ma stuzy¢
zwiekszeniu efektywnosci rozkladu zwigzkéw trudno
degradowalnych [3]. Przykladowo, Cho i wsp. (2002)
otrzymali szczep E.coli 22A11 z fosforoorganiczng
hydrolaza (OPH) o aktywnosci hydrolazy parationu
metylowego, ktéra przeprowadza reakcje rozktadu
zwiazku nitroaromatycznego 25 razy szybciej niz enzym
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wyjsciowy. Kadiyala i wsp. (2003) uzyskali rekombi-
nowane wektory, w ktorych sklonowano geny nitrore-
duktazy (nfsl) z Enterobacter cloacae, nitroreduktazy
nitrobenzenu (nbzA) i mutazy hydroksylaminobenzenu
(habA) z P. pseudoalcaligenes ]S 45. Wydajnos¢ procesu
biokonwersji z wykorzystaniem transformowanych
komorek E. coli szczepow JS 995 i JS 996 byta wysoka,
areakcja zachodzila szybko (wydajnos¢ reakeji powyzej
64% w ok. 20 minut). Bakterie moga by¢ wykorzystane
do przeprowadzania reakcji przeksztalcenia nitro-
zwigzkéw aromatycznych do o-aminofenoli. Zwigzki
te znajduja zastosowanie w przemysle aeronautycznym
i farmaceutycznym. Ich synteza chemiczna jest skom-
plikowana dlatego poszukiwana jest inna, prostsza stra-
tegia ich wytwarzania. Ponadto, pochodne fenolowe
wykazujg wieksza podatno$¢ na biodegradacje, co jest
istotne z uwagi na aspekty oczyszczania $srodowiska.

6.1. Bioremediacja zwiazkow nitroaromatycznych
- przyklady realizacji

Wybor strategii bioremediacji uzalezniony jest od
rodzaju i poziomu zanieczyszczenia oraz od charak-
teru terenu poddawanego rekultywacji. Dekontami-
nacja zanieczyszczen metodg bioremediacji inzynie-
ryjnej moze by¢ prowadzona in situ badz ex situ [58].
Technologie in situ odnosza si¢ do usuwania zanie-
czyszczen w miejscu skazenia bez koniecznosci trans-
portu materialu. Wykorzystywana jest w przypadku
rozleglych skazen lub terendw, z ktérych niemozliwe
jest usuniecie zanieczyszczonego materialu. W dru-
gim przypadku zanieczyszczony material jest usuwany
z pierwotnej lokalizacji i przenoszony do specjalnie
przygotowanych instalacji, w ktérych poddawany jest
zabiegom oczyszczania [60].

6.1.1. Bioremediacja inzynieryjna in situ

Znane jest wiele metod mikrobiologicznego oczysz-
czaniu gruntow in situ. Jednak w przypadku zwigzkow
nitroaromatycznych niewiele z nich znalazto zasto-
sowanie w oczyszczaniu w duzej skali. Przykltadowo
kompostowanie, cho¢ w wiekszosci wypadkow stoso-
wane jest jako strategia ex situ, zostalo wykorzystane
w testach wielkoskalowych na miejscu skazenia. Jest
to proces, w ktérym dochodzi do mikrobiologicznej
degradacji zwigzkow organicznych w warunkach pod-
wyzszonej temperatury (40-50°C). Istotna jest rowniez
dostepnos¢ ko-metabolitow, czyli fatwo przyswajalnych
substratow wzrostowych. Metoda ta okazata sie by¢
skuteczna w przypadku gleby i osaddéw zanieczyszczo-
nych zwiazkami ropopochodnymi, chlorofenolami,
wielopier$cieniowymi weglowodorami aromatycznymi,
herbicydami, pestycydami oraz zwigzkami nitroaro-
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matycznymi. Przykladem wielkoskalowej realizacji
jest kompostowanie gleb zawierajacych zwigzki wybu-
chowe - TNT, RDX i HDX [116]. Autorzy podkreslaja,
ze w eksperymencie doszto do degradacji biotycznej
jak i abiotycznej.

Inna metoda to landfarming. Jest to metoda ex situ,
gdyz zanieczyszczona gleba jest oddzielona od gruntu
nieprzepuszczalng folig. Jej podobienstwo do metod
in situ wynika z mozliwo$¢ przeprowadzania procesu
w duzej skali oraz blisko terenu skazenia, co znacznie
obniza koszty przedsiewziecia. Przyspieszenie natural-
nego procesu oczyszczania jest mozliwe dzieki dodawa-
niu nawozdéw (stymulacja wzrostu mikroorganizmow)
oraz zaorywaniu gruntu (poprawa struktury i warun-
kéw powietrznych gleby). W pracy Widrig i wsp. (1997)
zastosowano omawiang strategie wobec terenu zanie-
czyszczonego TNT (badania pilotazowe). Glebe wzbo-
gacono w bogata w zwiazki odzywcze melasg. Auto-
rzy zaznaczaja, ze przeprowadzone przez testy moga
znalez¢ zastosowanie w wielkoskalowym oczyszczaniu
terendw zanieczyszczonych nitrozwiazkami.

Na uwage zastuguje rowniez ryzoremediacja.
W przypadku tej technologii efektywno$¢ degradacji
zalezy od wspolpracy roélin i bakterii, ktore zasiedlaja
wnetrze ich korzeni (mikroorganizmy z grupy endo-
fitow). Zauwazono, ze poszczegdlne gatunki roslin
moga promowac wystepowanie konkretnych genotypow
w zaleznosci od rodzaju zanieczyszczenia. Przyktadowo,
w glebach zanieczyszczonymi zwigzkami nitro- aroma-
tycznymi zaobserwowano wzrostu liczby kopii genu
reduktazy 2-nitrotoluenu ntdAa u bakterii zamieszku-
jacych korzenie trawy. Nie zauwazono tego w analogicz-
nym eksperymencie badajacym mikroorganizmy zasie-
dlajace kostrzewe trzcinowa (Festuca arundinacea) [91].

W przypadku oczyszczania wod na uwage zastuguje
echnologia przepuszczalnych barier reaktywnych (perme-
able reactive barriers — PRBs). Zanieczyszczenia przeply-
wajg przez filtr, na ktorym moga zosta¢ zimmobilizo-
wane mikroorganizmy. Jest to mozliwe dzieki porowatej
konstrukgji tej instalacji. Ulegaja one precypitacji badz
sorpcji, a nastepnie biodegradacji na filtrze. W pracy
przetestowano skuteczno$¢ rozktadu nitrobenzenu i ani-
liny przez konsorcjum zwigzane na nosniku przy po-
mocy perlitu i torfu. Substancje zostaly zmineralizowane
po mniej niz 3 dniach, podczas gdy wolnym komérkom
zajeto to od 3 do 5 dni. Kluczowe dla powodzenia pro-
cesu jest odpowiedni poziom natlenienia, co zostalo
uzyskane dzigki zastosowaniu technologii napowietrza-
nia. Bakterie zostalo wyizolowane z terenéw chtodnych
($rednia roczna temperatura wynosi 10°C), na ktérych
znajdowala sie fabryka aniliny i poligon. W jego sklad
wchodzilo 19 gatunkéw z rodzaju Pseudomonas, ktére
stanowity 98% populacji mikroorganizméw oraz przed-
stawiciele Achromobacter, Acidovorax, Afipia, Chryseo-
bacterium, Delftia i Stenotrophomonas [66)].
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6.1.2. Bioremediacja inzynieryjna ex situ

Technologie ex situ znajduja zastosowanie, gdy
w zanieczyszczonym Srodowisku istnieje zagrozenie
migracji zanieczyszczen do wod podziemnych. Ta stra-
tegia umozliwia lepsza kontrole procesu, a degradacja
nastepuje szybciej niz w strategiach in situ [58]. Jest ona
jednak bardziej kosztowna, gdyz wymagaja przetrans-
portowania zanieczyszczonego materialu oraz wytwo-
rzenia odpowiedniej infrastruktury laboratoryjnej,
w ktorej odbywac sie bedzie rozklad zanieczyszczen.

Technologie ex situ obejmuja wiele metod w zalez-
nosci od charakteru zanieczyszczen poddawanych neu-
tralizacji. Do najpopularniejszych z nich nalezg: metoda
bioreaktorowa, filtréw zraszanych (dotyczy oczyszcza-
nia z zanieczyszczen ciektych), pryzmowania, kompo-
stowania, przeorywania (stosowana wobec odpadéw
statych) oraz biopltuczki i biofiltry do oczyszczania
emisji gazowych [12].

Bioremediacjia ex situ z zastosowaniem bioreaktoréw
jest wykorzystywana przy oczyszczaniu gleby silnie ska-
zonej np. zanieczyszczonej TNT. Material przenoszony
jest ze zrddla do bioreaktoréw, gdzie w kontrolowanych
warunkach (temperatura, pH, napowietrzanie itd.)
nastepuje jego dekontaminacja. W procesie tym, gleba
mieszana jest z wodg w stosunku 1:1 (w/w) [26]. Do
homogennej zawiesiny dodawany jest ko-substrat, np.
skrobia, ktory jest wykorzystywany przez autochtoniczne
bakterie. Dochodzi tu do zjawiska ko-metabolizmu,
co w tym przypadku oznacza degradacje ksenobiotykow
przy rownoczesnym wykorzystywaniu zwigzkow stano-
wiacych fatwo przyswajalne zZrédlo wegla i energii [64].
Ko-substrat jest dawcg elektronéw wykorzystywanych
do redukgji grup nitrowych. Funk i wspoélpracownicy
(1993) opublikowali wyniki badan potwierdzajace
wysoka skutecznos¢ tej metody. Odnotowano redukcje
stezenia TNT z 3000 mg do 1 mg/kg gleby po 5 miesia-
cach. Rownie wydajne oczyszczanie gleby przeprowa-
dzono przy uzyciu R. pyridinivorans NT2 do degradacji
mieszaniny 4-nitrotoluenu (4-NT), 2,4-dinitrotoluenu
(2,4-DNT) i 2,6-dinitrotoluenu (2,6-DNT). Zawarto$é
zanieczyszczen spadla o 86-88% w ciggu 60 dni [61].

W przypadku TNT procesy mikrobiologicznej trans-
formacji najwydajniej przebiegaja, gdy zanieczyszczony
material poddawany jest warunkom tlenowym i bez-
tlenowym naprzemiennie. Na skutek dodania tatwo
przyswajalnego Zrédla wegla zuzywany jest tlen obecny
w bioreaktorze, a z czasem w reaktorze wytwarza si¢
srodowisko beztlenowe. Réwniez metoda komposto-
wania pryzmowego, w ktdrej naprzemiennie wyste-
puja warunki tlenowe i beztlenowe, okazala si¢ by¢
skuteczna w dekontaminacji gleb zanieczyszczonych
materialami wybuchowymi [13, 83].

Schrader i Hess [88] (2004) zaproponowali postepo-
wanie, ktdre zaklada polaczenie degradacji biotycznej
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z abiotyczng. Dzialania te obejmujg zmieszanie skazo-
nej gleby z wysoka koncentracjg nadtlenku wodoru.
W reakeji powstaja kwasy organiczne, ktére ulegaja
transformacji przez mikroorganizmy dodane do bio-
reaktora w postaci osadu czynnego. W poréwna-
niu z zastosowaniem wylacznie metody chemicznej,
metoda taczona jest bardziej wydajna — nastgpit wzrost
mineralizacji TNT z 41 i 34% do 73 i 64% (warianty
réznig sie ilosciag dodanej gnojowicy).

6.2. Ograniczenia procesu bioremediacji
i strategie ich przezwycie¢zania

Pomimo identyfikacji wielu taksonéw wykazuja-
cych zdolnos$¢ do degradacji nitroarenéw i poznania
warunkow optymalizujgcych ten proces, zakres rozkla-
danych substancji jest ograniczony. Bioremediacja tej
grupy zwigzkow napotyka kilka problemodw:

o zwigzki nitroaromatyczne sg toksyczne wzgledem
mikroorganizméw. Zaobserwowano zréznicowa-
nie wrazliwosci na TNT w zalezno$ci od budowy
$ciany komodrkowej bakterii — bakterie Gram-
-dodatnie sg bardziej wrazliwe niz Gram-ujemne
[30, 31, 57],
charakteryzuja si¢ niska biodostepnoscig - sa stabo
rozpuszczalne i fatwo ulegaja sorpcji na czastkach
gleby,
czesto w $rodowisku obecne sg mieszaniny wielu
zwigzkow, co spowalnia proces degradacji. W eks-
perymencie prowadzonym przez Karlova i wsp.
(2016) zaobserwowano dwukrotny spadek degra-
dacji 4-nitrotoluenu (4-NT) po dodaniu 4-nitro-
fosforanu (4-NP). Wydajno$¢ degradacji 4-NP nie
ulegla zmianie w stosunku do warunkéw kontrol-
nych (bez 4-NT). 4-NP wplywal bezposrednio na
spowolnienie degradacji 4-NT (inhibicja kompe-
tytywna) i posrednio, poprzez obnizanie zdolnosci
adaptacyjnych mikroorganizmow,
systemy enzymatyczne drobnoustrojow nie sg
przystosowane do przeprowadzenia pelnej mine-
ralizacji zanieczyszczen, gdyz szlaki rozkladu nie
sa wystarczajaco zlozone [60]. Dlatego bardziej
efektywnie proces ten przeprowadzajg konsorcja
bakteryjne niz pojedyncze szczepy [77].

o w srodowisku zanieczyszczonym nitroarenami
wystepujg réwniez inne zwigzki toksyczne w tym
inhibitory procesu bioremediacji jak np. metale
ciezkie czy farmaceutyki [22, 76].

W ponizszych akapitach rozwinieto niektore z wyzej

wymienionych probleméw.

Istotnym problemem w przypadku bioaugmentacji
jest spadek liczby mikroorganizméw wprowadzanych
do skazonego $rodowiska na co wptyw ma szereg czyn-
nikoéw biotycznych i abiotycznych m.in. wahania tem-
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peratury, zmiany poziomu wilgotnosci, niski poziom
pierwiastkow biogennych, niewystarczajaca zawartosé
tlenu, drapieznictwo (Protozoa) czy zbyt wysokie steze-
nie toksycznych zanieczyszczen. W celu zabezpieczenia
mikroorganizméw przed szkodliwym wplywem $ro-
dowiska, podejmowane s3 proby immobilizacji drob-
noustrojow na réznego typu nosnikach. Powszechnie
stosowanymi materialami s3: agar, agaroza, alginian,
poliuretan, zelatyna, guma gellan czy zele z dodatkiem
alkoholu poliwinylowego [103].

Wu i wspotpracownicy (2012) sprawdzili efek-
tywno$¢ rozkladu zanieczyszczen przez immobilizo-
wane bakterie. Wykorzystano szczep Pseudomonas sp.
a3 zdolny do degradacji nitrobenzenu. Jako no$nik
zastosowano alginian sodu w potaczeniu z alkoholem
poliwinylowym, ktérych stezenie wynosilo kolejno
3 i 9%. Wyniki przeprowadzonych badan dowiodty,
ze immobilizowane komorki Pseudomonas sp. a3 sa
zdolne do bardziej wydajnego rozktadu wielosktadni-
kowych mieszanin zanieczyszczen aromatycznych niz
komorki wolne. Bakterie zamkniete w noéniku catko-
wicie usuwajg z podloza nitrobenzen (steZenie poczat-
kowe wynosito 300 mg/1) oraz aniline i fenol (150 mg/1)
w czasie 10 godzin. Zaobserwowano réwniez ich pod-
wyzszona tolerancje na niesprzyjajace warunki srodo-
wiska takie jak wysokie zasolenie (10% NaCl) i kwaso-
wos¢ (pH 4-5) [114].

Zwigkszenie dostepnosci zwigzkéw mozliwe jest
dzigki wykorzystaniu metod fizykochemicznych.
Islam i wspoélpracownicy (2015) usuneli TNT i hek-
sogen (RDX) z gleb wykorzystujac metode ekstrakcji
przegrzang woda w temperaturze 175°C (subcriti-
cal water extraction). Wada takich metod jest jednak
zagrozenie degradacji gleby (utrata struktury gruzet-
kowatej, wyplukanie biogenéw i zabicie wigkszosci
mikroorganizméw). Metodg bardziej przyjazna srodo-
wisku jest stosowanie biosurfaktantéw. Sa to zwigzKki,
ktére zmniejszajg napiecie powierzchniowe, dzieki
czemu kontakt bakterii z hydrofobowym zanieczysz-
czeniem jest ulatwiony. Niektére bakterie s3 zdolne
do wytwarzania zwigzkéw o takich wlasciwosciach.
Szczep Rhodococcus pyridinivorans NT2 wyizolowany
z gleby zanieczyszczonej pestycydami, zaczyna produ-
kowa¢ biosurfaktanty (sg to pochodne trehalozy m.in.
glikolipidy) w trakcie metabolizmu 4-nitrotoluenu.
Sa to zwigzki zdolne do emulsyfikacji zanieczyszcze-
nia. Co ciekawe, takie emulsje s3 stabilne nawet przez
24 godziny, co pozwala bakteriom przeprowadza¢ ,,ufa-
twiong” degradacje zanieczyszczen dluzej. Wytwarza-
nie biosurfaktantow jest skorelowane z cyklem komor-
kowym bakterii - zaczynaja by¢ produkowane, gdy
komorki wkraczaja w stacjonarng faze wzrostu [61].

Otoczki wspomnianego szczepu majg charakter sil-
nie hydrofobowy. Zawieraja kwasy mykolowe, gliko-
lipidy, kwasy tluszczowe i wielocukry. To réwniez jest
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mechanizm adaptacji bakterii do obecnosci zwigzkow
aromatycznych w srodowisku. Dochodzi wowczas do
zmiany nasycenia i dlugosci kwaséw ttuszczowych
oraz mykolowych blony komorkowej, zawartosci
kwasoéw rozgalezionych i wzrostu lipofiliowosci [16].
Takie adaptacje sa powszechne wérdd bakterii zyjacych
w warunkach wysokiej hydrofobowosci $rodowiska.
Podobne zmiany zaobserwowano u Staphylococcus
haemolyticus po ekspozycji na toluen [71] czy Arthro-
bacter chlorophenolicus na m.in. 4-nitrofenol [104].

Jedna ze strategii zwickszajacych efektywnosé
oczyszczania jest stosowanie biopreparatéow. Sa to
konsorcja mikroorganizmoéw, ktore ,wspolpracujg”
przy rozkladzie zanieczyszczen. Bakterie umozliwiaja
rozklad zwigzkow poprzez przeprowadzanie poszcze-
golnych etapow szlaku. Wspotdziatanie moze by¢ row-
niez oparte na promocji rozwoju innych grup bakterii
w konsekwencji dostarczania im niezbednych do wzro-
stu substratow. Biopreparaty znajdujg zastosowanie
w warunkach oczyszczania in situ jak i ex situ.

Istnieje wiele mikroorganizméw wykorzystanych
jako komponenty biopreparatéw zwiekszajacych efek-
tywnos¢ degradacji nitrozwigzkéw aromatycznych.
Jako przyklad moga postuzy¢ dwa szczepy Pseudo-
monas oznaczone symbolami S1 i S2, ktére zmie-
szano w stosunku 5:1 tworzac konsorcjum. Preparat
zostal zastosowany do biodegradacji 4-nitrofenolu
(PNP) zawartego w glebie skazonej pestycydami fos-
foranowymi. Wyniki badan potwierdzily synergistyczne
dziatanie wyizolowanych szczepéw bakteryjnych,
ktére prowadzi do przeksztalcenia PNP w 4-nitroka-
techol. Caltkowitg degradacje zwigzku osiggnieto juz
po uptywie 120 godzin od inokulacji medium hodo-
wlanego [81].

Inny przyklad to konsorcjum zawierajace cztery
gatunki bakterii z rodzaju Bacillus (Bacillus subtilis
RSE165, Bacillus megaterium RSA32, Bacillus cereus
RSB80 i Bacillus lexus RSD127) zdolne do rozktadu 2,4-
DNT. Nie zidentyfikowano dotychczas szczepu bakterii
zdolnego do jego samodzielnej degradacji. Konsorcjum
wykazywalo lepszy wzrost na podlozu wzbogaconym
w ksenobiotyk, niz szczepy hodowane oddzielnie. Bak-
terie sg zdolne do jego degradacji przy najwyzszym
dotychczas odnotowanym w literaturze stezeniu tego
zwiazku (0,3 mg/ml) [92].

Wykorzystanie konsorcjum znalazto zastosowanie
przy oczyszczaniu wspomnianego wezesniej heksogenu
(RDX). Zaobserwowano, ze bakterie szczepu Gordonia
sp. KTR9 wykorzystuja ten zwiazek jako zrédio azotu.
Produktem konicowym ich metabolizmu jest 4-nitro-
-2,4-diazabutanal (NDAB). Aby si¢ go pozby¢, do
hodowli tych bakterii dodano Methylobacterium sp.
JS178. W efekcie doszto do mineralizacji zanieczyszcze-
nia, gdyz dwa szczepy rozlozyly zwiazek przeprowadza-
jac rozne etapy szlaku degradacji. Autorzy wnioskuja,
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ze dwusktadnikowe konsorcjum moze zosta¢ wykorzy-
stane do catkowitej degradacji heksogenu [20].

Innym przykladem konsorcjum bakteryjnego jest
bioprodukt BACTREM. W opisie patentowym PL
219151 Bl jest opisany jako szczepionka bioreme-
diacyjna zawierajaca kompozycje 11 szczepéw, wyse-
lekcjonowanych z terendéw zanieczyszczonych (gleby
i wody) jedno- i wielopier$cieniowymi weglowodorami
aromatycznymi, nitrozwigzkami, pestycydami, meta-
lami cigzkimi i farmaceutykami. BACTREM jest pro-
duktem organiczno-mineralnym zawierajacym kom-
pozycje szczepow tlenowych bakterii saprofitycznych,
pozywke oraz noénik sprzyjajace rozwojowi tych bak-
terii. Wedlug producenta tego preparatu, spotki BAC-
Trem typu spin-off Uniwersytetu Warszawskiego, prze-
znaczony jest do bioremediacja gleby, hald, wyciekow,
sktadowisk skazonych weglowodorami aromatycznymi,
zwigzkami nitrowymi, metalami ciezkimi w warunkach
tlenowych i wzglednie beztlenowych oraz wspomagania
procesow biodegradacji przy kompostowaniu, w przy-
domowych oczyszczalniach $ciekéw oraz w glebie pod
uprawy. Preparat osadzony na zlozu biologicznym
moze zosta¢ rdwniez wykorzystany do oczyszczania
wod odciekowych, przemystowych i innych [8]. Kom-
pozycja, zastosowanie szczepionki bioremediacyjnej
do usuwania zanieczyszczen i sposdb oczyszczania
zostaly opatentowane réwniez w USA, Rosji, Ukrainie,
Chinach i krajach Unii Europejskiej. Zespo6l badawczy
BACTrem Sp. 0.0. wykazal bardzo wysoka skuteczno$¢
biopreparatu na terenach bylej rafinerii w Gorlicach
co zostalo potwierdzone przez Regionalng Dyrekcje
Ochrony Srodowiska w Krakowie. Analiza skazenia
wykazala obecnos¢ w tej glebie WWA, BTX, olejow
mineralnych, nitrozwigzkéw jak réwniez wysokich
stezenn metali ciezkich: olowiu, miedzi, niklu, cynku
i chromu. W zanieczyszczonej glebie podanej dzialaniu
biopreparatu w okreslonym stosunku objetosciowym
juz po 7 dniach odnotowano redukcje zanieczyszczen
o ponad 80% w stosunku do stanu wyj$ciowego, ktora
utrzymywala si¢ takze po uplywie miesigca oraz kolej-
nych 6 miesiecy od dnia rozpoczecia bioremediacji
wyznaczonego terenu.

7. Podsumowanie

O konieczno$ci oczyszczania Srodowiska decyduja
nie tylko wzgledy zdrowotne ale réwniez gospodar-
cze i ekonomiczne. Sktadowiska odpadéw niebez-
piecznych badz tereny nimi zanieczyszczone generuja
ogromne koszty, stad zainteresowanie wielu podmio-
tow gospodarczych ich neutralizacja. Ponadto, z roku
na rok roénie spoteczna $wiadomos¢ dotyczaca ochrony
srodowiska. Obowiazek oczyszczania $rodowiska
z okre$lonych ksenobiotykow jest regulowany licznymi
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rozporzadzeniami Ministra Zdrowia i Ministra Srodo-
wiska, pozostajacymi w zgodzie z aktualnymi dyrek-
tywami Unii Europejskiej (UE). Obecnie obowiazuja
nastepujace Rozporzadzenia Ministra Srodowiska:
(i) z dnia 9 wrzeénia 2002 r. w sprawie standardow
jakosci gleby oraz standardéw jakosci ziemi (ii) z dnia
9 listopada 2011r. w sprawie sposobu kwalifikacji
stanu jednolitych cze$ci wod powierzchniowych oraz
srodowiskowych norm jakosci dla substancji priory-
tetowych (wdrozenie dyrektywy Parlamentu Euro-
pejskiego 2000/60/WE; 2008/105/WE; 2009/90/WE)
(iii) z dnia 18 listopada 2014 r. w sprawie warunkow,
jakie nalezy spelni¢ przy wprowadzaniu $ciekéw do
wdd lub do ziemi, oraz w sprawie substancji szcze-
golnie szkodliwych dla $rodowiska wodnego oraz
(iv) Ustawa z dnia 27 kwietnia 2001 r. Prawo ochrony
srodowiska po zmianach, po zmianach obowigzujaca
od 1 stycznia 2017. Niniejsza ustawa dokonuje w zakre-
sie swojej regulacji wdrozenia nastgpujacych dyrek-
tyw Unii Europejskiej: 87/217/EWG; 91/692/EWG;
92/43/EWG; 96/59/WE; 1999/94/WE; 2000/53/WE;
2002/49/WE; 2004/107/WE; 2008/50/WE; 2008/56/WE;
2008/98/WE; 2009/147/WE; 2010/75/UE; 2009/28/WE;
2012/18/UE; 166/2006/WE. Kazde z tych rozporza-
dzen czy ustaw podlega nowelizacji zgodnie ze zmie-
niajacymi si¢ dyrektywami UE. Wprowadzane zmiany
czynig przepisy coraz bardziej restrykcyjne w stosunku
do poprzednich. Przykladem moga by¢ zmiany, ktdre
weszly w zycie od 1 stycznia 2017 roku w procedurze
ocen oddzialywania na $rodowisko (OOS), m.in. s3
nowe wytyczne w zakresie karty informacyjnej przed-
siewziecia oraz raportéw OOS. Zgodnie z nowymi regu-
lacjami prawnymi na inwestora bedzie mogla zostac
natozona kara pieniezna w wysokoséci od 500zt do
1.000.000 zt. Kara bedzie grozi¢ inwestorowi zaréwno
w sytuacji, kiedy przedsiewzigcie bedzie w trakcie
realizacji, jaki i wtedy, kiedy bedzie juz zrealizowane.
Zmiany, wynikajace wprost z dyrektywy 2010/75/UE,
dotycza réwniez zmniejszania poziomu emisji zanie-
czyszczen z instalacji przemystowych. Dodatkowo upo-
rzagdkowano system prawny: dotyczacy ochrony i rekul-
tywacji powierzchni ziemi. Doprecyzowano przepisy
dotyczace dokonywania oceny wystapienia zanieczysz-
czenia powierzchni ziemi oraz okreslenia sposobow
prowadzenia rekultywacji terenéw zanieczyszczonych.
Wszystkie proponowane zmiany majg przyczyni¢ sie
do osiagniecia wysokiego poziomu ochrony zdrowia
ludzi i srodowiska.

W zwigzku z powyzszym, przywrocenie pierwot-
nego stanu wod, powietrza i gleby to problem priory-
tetowy. Sposrod metod stosowanych do neutralizacji
zanieczyszczen wystepujacych w glebie, hatdach czy
odpadach, techniki bioremediacji sg zazwyczaj bar-
dziej ekonomicznie oplacalne niz tradycyjne metody
dekontaminacji. Poza tym, wigkszo$¢ zanieczyszczen
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przedostajacych sie do srodowiska moze by¢ uniesz-
kodliwiane na miejscu skazenia (in situ) co czyni pro-
cedure oczyszczania prostsza i bezpieczniejsza. Warto
zauwazyc, ze bioremediacja oparta na naturalnej zdol-
no$ci mikroorganizméw do degradacji toksycznych
zanieczyszczen zyskala wieksza akceptacje ze strony
spoleczenstwa niz inne technologie umozliwiajace ich
usuwanie. Nalezy pamietaé, ze pelna mineralizacja
zanieczyszczen jest zjawiskiem rzadkim. Efektywno$¢
bioremediacji gruntéw zanieczyszczonych nitrozwiaz-
kami aromatycznymi moze by¢ wspomagana przez
wspoldziatanie konsorcjéow mikroorganizméw zdol-
nych do rozkladu réznych zwigzkéw lub przeprowa-
dzajacych poszczegolne etapy czesto bardzo ztozonych
szlakow rozkladu. Takie biopreparaty moga by¢ rowniez
wykorzystane do neutralizacji skutkéw awarii systemow
przesytowych ropy i jej pochodnych, a takze w przy-
padku katastrof ekologicznych.

W niniejszej pracy przedstawiono przeglad technik
stosowanych w bioremediacji zwigzkéw nitroaroma-
tycznych w wigkszosci reprezentujacych badania pilo-
tazowe. Pomimo wielu lat badan, w literaturze nadal
braknie doniesien o wielkoskalowych eksperymentach.
Z drugiej strony istnieje wiele doniesien o nowych sys-
temach usprawniajacych ten proces. Mozna si¢ zatem
spodziewad, ze eksperymenty w wigkszej skali nieba-
wem zostang przeprowadzone.
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