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Biodegradacja polichlorowanych bifenyli

Polichlorowane bifenyle (PCB) sa zwiazkami chemiczny-
mi, ktérych wytwarzanie na skalg przemystowa, w postaci
mieszanin technicznych, rozpoczeto w 1929 r., przy czym
znalazty one szerokie zastosowanie gléwnie jako ptyny hy-
drauliczne, ptyny chiodzaco-izolujace w transformatorach
i plastyfikatory w farbach. Czasteczka chlorobifenylu zbudo-
wana jest z dwdéch pierScieni fenylowych, w ktérych jeden lub
wszystkie dziesie¢ atoméw wodoru zostaty podstawione ato-
mami chloru (rys. 1) [1].
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Rys. 1. Wzér strukturalny polichlorowanych bifenyli

W latach 70. ubiegtego stulecia w wielu krajach rozpoczeto
wprowadzanie ograniczen w stosowaniu tych zwiazk6w. Skala
zagrozen wynikajaca z obecnosci tych zwiazkéw w srodowisku
naturalnym spowodowata powstanie narodowych i miedzynaro-
dowych programéw dotyczacych zakazu ich produkc;ji, odzyski-
wania oraz ich bezpiecznej utylizacji [2]. Odkryto niezwykla
trwalo$¢ polichlorowanych bifenyli oraz ich zdolno$¢ do roz-
przestrzeniania, w skali globalnej, w poszczeg6lnych elementach
Srodowiska naturalnego. Obecno$é PCB stwierdzono w zy wnosci
oraz w organizmach wielu gatunkéw zwierzat zajmujacych kon-
cowe ogniwa faricucha pokarmowego, z organizmem czlowieka
wlacznie [3]. PCB sa wchianiane z przewodu pokarmowego lub
przez skére i moga si¢ gromadzi¢ w tkance thuszczowej, watrobie
i tkance mig$niowej. Te silnie toksyczne zwiazki zakiGcaja prace
uktaduimmunologicznego, wewnatrzwydzielniczego i nerwowe-
go. Ponadto zostaly sklasyfikowane jako substancje rakotwércze
przez Agencje Ochrony Srodowiska Stanéw Zjednoczonych
(US EPA) i Miedzynarodowa Agencje Badar nad Rakiem (IARC).
Chlorobifenyle moga takze stymulowaé aktywno$¢ enzyméw,
gléwnie monooksygenaz, metabolizujacych ksenobiotyki, powo-
dujac tym samym zjawisko obnizania lub potegowania kancero-
genno$ci znanych kancerogenéw w momencie gdy oba te zwiazki
zostaty wprowadzone do organizmu w tym samym czasie [4].

Polichlorowane bifenyle sa zwiazkami bardzo opornymi na
rozklad zaréwno pod wptywem czynnikéw fizycznych, che-
micznych jak i biologicznych. Od pewnego czasu coraz wie-
cej uwagi poswigca si¢ degradacji tych zwiazkéw na drodze
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przez zespo6t mikroorganizmoéw
wyizolowanych z wody i gleby

mikrobiologicznej. Proces ich biodegradacji w srodowisku
naturalnym jest niezwykle ztozony, a o jego przebiegu decy-
duje wiele czynniké6w biotycznych i abiotycznych. Zalezny
jest w pierwszym rzedzie od dostepnosci chlorobifenyli dla
mikroorganizméw i ich metabolicznych mozliwosci [S].

Zdolno$¢ do rozktadu chlorowanych zwiazkéw organicz-
nych jest szeroko rozpowszechniona w$réd bakterii i niekt6-
rych grzybéw. Jednakze niewielka ilo§¢ mikroorganizméw
zdolna jest do catkowitej mineralizacji PCB. W§réd mikro-
organizméw, ktére wilaczaja w swoje szlaki metaboliczne
polichlorowane bifenyle znajduja si¢ migdzy innymi bakterie
z rodzaju Pseudomonas, Alcaligenes, Achromobacter, Acine-
tobacter, Arthrobacter, Corynebacterium, Rodococcus oraz
grzyby Phanerochaete chrysosporium [6]. Biodegradacja
chlorobifenyli moze zachodzi¢ zaréwno w warunkach tleno-
wych, jak i beztlenowych. Systemy enzymatyczne uczestni-
czace w rozktadzie chlorobifenyli kodowane sa w tych mikro-
organizmach na poziomie chromosomalnego i plazmidowego
DNA. Wydajno$¢ tego procesu zalezy od wysycenia czaste-
czek chlorem. Zwiazki silnie zchlorowane sa bardzo stabo
rozktadane na drodze mikrobiologicznej. Bardzo czesto
w warunkach beztlenowych, np. w osadach dennych, docho-
dzi do proceséw odchlorowania, a nast¢pnie juz w warunkach
tlenowych do biodegradacji zwiazk6w o mniejszej zawartosci
chloru w czasteczce [7]. W ten spos6b dzigki kolejno po sobie
nastgpujacym reakcjom, katalizowanym przez rézne grupy
drobnoustrojéw, moze nastapi¢ petny rozktad tych zwiazkow.
Ponadto zwiazki stabo rozpuszczalne w wodzie, do ktérych
naleza PCB, moga by¢ wykorzystywane przez mikroorganizmy
jedynie w stanie zdyspergowanym, gdyz proces biodegradacji
zachodzi na granicy fazy wodnej i chlorobifenylowej [8].

Biodegradacja chlorowanych zwiazkéw aromatycznych
polega na przetworzeniu szkieletu weglowego w metabolity
posrednie, z jednoczesnym przetworzeniem chlorowca orga-
nicznego w mineralny. Kluczowym momentem w degradacji
takiego zwiazku jest usunigcie podstawnika chlorowego. Mo-
Ze ono nastapi¢ we wczesnym stadium rozktadu, w warunkach
beztlenowych (zastapienie w pierscieniu aromatycznym chlo-
rowca przez woddr) lub p6Zniej — w warunkach tlenowych,
po rozerwaniu pier§cienia aromatycznego. Pierwszym etapem
aerobowej biodegradacji PCB jest wprowadzenie grup hydro-
ksylowych do pierScienia katalizowane przez dioksygenazy.
Pierwszy etap tego szlaku metabolicznego, w ktérym uczest-
nicza dioksygenazy, dehydrogenazy i hydrolazy, przeksztatca
chlorowane bifenyle, poprzez odpowiednie chlorowane
hydroksybifenyle, do kwasu chlorobenzoesowego. Pozostate
etapy rozkladu przypominaja biodegradacje aromatycznych
weglowodoréw [9-11].
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Badania wykazaly, ze szlaki kataboliczne zwiazkéw aro-
matycznych znacznie r6znia si¢ zaréwno sposobami rozszcze-
pienia pierscienia, jak i reakcjami wstgpnymi prowadzacymi
do rozszczepienia pierécienia aromatycznego. W wypadku
niektérych bakterii nawet faza wzrostu oraz warunki hodowli
moga decydowaé o tym, czy powstana enzymy katalizujace
rozszczepienie typu orto, czy typu meta. Dlatego bardzo waz-
na sprawa jest dob6r odpowiednich warunkéw (napowietrza-
nie, temperatura, pH, zasolenie, dostepnosé substratéw we-
glowych i PCB, wspéizawodnictwo z innymi mikroorgani-
zmami i obecno$¢ zanieczyszczeri toksycznych), w jakich
przeprowadza si¢ proces biodegradacji PCB [12]. Ponadto,
powstale metabolity procesu rozktadu moga stanowié zagro-
zenie, gdyz mozliwa jest zmiana ich wlagciwosci toksykody-
namicznych w stosunku do zwiazkéw wyjsciowych. Dlatego
wskazane jest §ledzenie obecnosci i aktywnosci biologicznej
powstajacych w srodowisku produktéw biodegradacji [13].

Cel i metodyka badan

Celem pracy byla izolacja aktywnych szczepéw drobnou-
strojow z zanieczyszczonych Srodowisk oraz badania nad
mozliwoscia tlenowej biodegradacji przez nie polichlorowa-
nych bifenyli zawartych w preparacie technicznym Aroc-
lor 1242. Wyniki badari postuzia w przysziosci do konstrukcji
szczepionek mikrobiologicznych, ztozonych z wysokoaktyw-
nych mikroorganizméw, majacych zastosowanie w biologicz-
nych procesach oczyszczania wéd i gruntéw z PCB.

Przedmiotem badari byt preparat Aroclor 1242, zawieraja-
cy w swoim sktadzie najwiecej, bo az 45% (wag.) trichlorobi-
fenyli, nastgpnie 31% tetrachlorobifenyli, 13% dichlorobi-
fenyli, 10% pentachlorobifenyli oraz 1% monochlorobifenyli.

Mikroorganizmy rozkladajace PCB wyizolowano z §1cby
i wody zanieczyszczonej tymi substancjami. Do 90 cm’ roz-
tworu fizjologicznego dodano 10 g gleby i wytrzasano przez
30 min. Nastepnie, po sedymentacji, dokonano posiewu cie-
czy nadosadowej na agar odzywczy i na zagaryzowane pod-
toze mineralne Si¥kiny-Trocenko pokryte cienkim filmem
preparatu Aroclor 1242. Prébki wody posiano bezposrednio
na te same podloza. Agar zastosowano w celu izolacji jak
najwiekszej ilosci drobnoustrojéw, a podtoze mineralne z do-
datkiem preparatu Aroclor 1242 do izolacji mikroorgani-
zm6w zdolnych do wykorzystywania chlorobifenyli jako je-
dynego Zrédta wegla i energii. Wyizolowane szczepy wielo-
krotnie pasazowano uzywajac na przemian wyzej
wymienionych podlozy. W ten spos6b uzyskano kultury ba-
kteryjne zaadaptowane do rozkitadu PCB. Wyizolowane
szczepy mikroorganizméw poddano dalszym badaniom mor-
fologicznym, fizjologicznym i biochemicznym w celu okre-
§lenia ich przynalezno$ci taksonomiczne;j [14].

Oceng zdolnosci drobnoustrojéw do rozkiadu PCB prze-
prowadzono na ptynnym podiozu mineralnym Siskiny-Tro-
cenko z dodatkiem preparatu Aroclor 1242, jako jedynego
Zrédla wegla i energii. Hodowle pneprowadzono w steryl-
nych kolbach o pojemnosci 500 cm®. Do kolb wprowadzono
200 cm® podioza mineralnego, 0,4 mg preparatu Aroc-
lor 1242 oraz 2 cm? zaszczepu bakteryjnego o absorbancji
réwnej 0,4, zmierzonej przy diugosci fali 460 nm. Kolby
umieszczono na wytrzasarce i prowadzono hodowle przez
47 d6b w temperaturze pokojowej. Kontrole przebiegu proce-
su chemooksydacji przeprowadzono w kolbach zawierajacych
te same sktadniki, lecz pozbawionych mikroorganizméw.

W toku badaii laboratoryjnych w hodowlach oznaczono
ogblng liczbe bakterii, gesto§¢ optyczna przy dtugosci fali
460 nm [15], aktywno$é¢ dehydrogenazowa biomasy [16], zu-
zycie tlenu przy pomocy bezrtgciowego systemu pomiaru
Oxi Top [17], stezenie jonéw chlorkowych (wobec podtoza
mineralnego stosowanego w badaniach) [18] i absorpcje¢ pro-
mieniowania UV przy dlugosci fali 254 nm.

Réwnolegle przeprowadzono takze eksperyment majacy na
celu okre§lenie stopnia ubytku PCB. Eksperyment ten przeprowa-
dzono w hodowlach zawierajacych takie samo stezenie PCB i taka
samg ilo$¢ zaszczepu, jak w prébkach opisanych powyzej. Kon-
trole stanowily pozywki zawierajace preparat Aroclor 1242 nie
zaszczepione bakteriami. Po zakonczemu do$wiadczenia wszys-
tkie hodowle ekstrahowano 2 cm® n-heksanu, ktéry zawierat wzo-
rzec wewnetrzny — kongener 209. Nastepnie zbierano frakcje
heksanowa i po jej odwodnieniu bezwodnym siarczanem sodu
podawano w ilosci 2 ul recznie mikrostrzykawka do dozownika
chromatografu gazowego 504 M firmy ELWRO z selektywnym
wzgledem zwiazkéw chloroorganicznych detektorem ECD.
W analizach postuzono si¢ zmodyfikowana metodyka analitycz-
na opisana w normie EPA 608, opierajaca si¢ na analizie podo-
bieristw sygnaléw analitycznych badanej prébki i prébek wzor-
cowego preparatu Aroclor 1242 o okre$lonym stezeniu. Oznacze-
nie ilo§ciowe PCB, wedlug tej metody, polega na odniesieniu
sumarycznego stgzenia sygnaléw w badanej prébie do sumy
sygnaléw wzorca o okre§lonym stezeniu. W oznaczeniachilocio-
wych wykorzystano tylko cze$¢ sygnaléw pochodzacych od tej
czesci kongeneréw (nr 28, 52, 101, 118, 153, 138 i 180), kt6rych
udziat procentowy w preparacie Aroclor 1242 byl najwigkszy.

Po 20147 dobach inkubacji mikroorganizméw z PCB zbadano
potencjalne wtasciwosci mutagenne produktéw pobiodegrada-
cyjnych metoda testu Amesa [19]. Metoda testu Amesa opiera sie
na sprawdzeniu, czy badany materiat powoduje mutacje powrotna
(rewersje) specjalnych, histydynozaleznych szczepéw testowych
bakterii Salmonella typhimurium. Za mutagenne uznaje si¢ prby,
ktére wywoluja rewersj¢ przynajmniej dwukrotnie wyzsza od
rewersji spontanicznej, czyli gdy wskaZnik mutagennosci - MR
(stosunek liczby rewertantéw indukowanych do liczby rewertan-
téw spontanicznych) jest wigkszy lub réwny 2. Do badari zasto-
sowano szczepy testowe Salmonella typhimurium TA98 i TA 100
(Ames Laboratory Department of Biochemistry of California).
Test wykonano z dodatkiem i bez dodatku aktywatora metabo-
licznego, czyli frakcji S-9 otrzymywanej z homogenatu watroby
szczura, stosowanej do przemiany promutagenéw w mutageny.
Na ptytke wprowadzono prébki pochodzace z hodowli uprzednio
ekstrahowane heksanem i po odparowamu rozpuszczalnika za-
wieszone w DMSO tak, ze 1 cm® DMSO zawierat produkty
pobiodegradacyjne z 0,3 mg PCB. Badaniom testem Amesa pod-
dano takze prébki pochodzace z kontroli przebiegu chemooksy-
dacji oraz wyjSciowy preparat Aroclor 1242.

Dyskusja wynikéw badan

Z zanieczyszczonej chlorobifenylami wody i gleby wyizo-
lowano 9 szczep6w drobnoustrojéw. Badania diagnostyczne
wykazaly przynalezno$¢ szczepéw do rodzajéw Micrococcus
(1 szczep), Alcaligenes (2 szczepy), Arthrobacter (2 szczepy),
Pseudomonas (2 szczepy), Rhodotorula (1 szczep) i Candida
(1 szczep). Wszystkie wyzej wymienione szczepy wykazywa-
1y zdolnos$¢ do wzrostu na podtozu statym mineralnym z do-
datkiem preparatu Aroclor 1242, jako jedynego Zr6dia wegla
i energii. Najlepszym wzrostem na tym podlozu odznaczaty
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si¢ cztery szczepy, tj. Micrococcus 1, Arthrobacter 21 5’ oraz
Pseudomonas 3. Z tego tez wzgledu one zostaly wybrane do
dalszych badar.

Nastepnym etapem byta ocena zdolnosci do rozmnazania,
w warunkach hodowli ptynnej stacjonarnej, mieszanej kultury
bakterii zlozonej z czterech szczepéw odznaczajacych sie
dobrym wzrostem na podlozu stalym mineralnym z dodat-
kiem chlorobifenyli, jako jedynego Zr6dta wegla i energii.
Pozostate hodowle zawieraly pojedyncze te same drobnoustroje.
I tak w hodowli drugiej znajdowat si¢ szczep Micrococcus 1,
w trzeciej Arthrobacter 2, w czwartej Pseudomonas 3, a w piatej
Arthrobacter 5.

Rysunki 2, 4, 6, 8 i 10 obrazuja przebieg krzywych doty-
czacych wzrostu wybranych szczepéw i ich mieszaniny w po-
staci pomlaru gestosci optycznej i logarytmu liczby bakterii
wlcem? hodowli, jak réwniez zmieniajaca sie w czasie absor-
pcje promieniowania UV (§wiadczaca o pojawianiu sie zwiaz-
kéw aromatycznych w ptynach hodowlanych), natomiast ry-
sunki 3, 5,7, 91 11 przedstawiaja aktywno$¢ dehydrogenazo-
wa biomasy, zuzycie przez nia tlenu oraz jej wlasciwosci
dehalogenujace wyrazone jako stezenie jonéw chlorkowych
w plynie hodowlanym.

Dla wigkszosci badanych kultur nie zaobserwowano nega-
tywnego wptywu preparatu Aroclor 1242 na ich liczebno$é
Jedynie w poczatkowe;j fazie badari obserwowano w hodowli
szczepu Micrococcus 1 znaczny spadek liczby drobnoustro-
JOw (rys. 4). Zmniejszenie liczby komérek drobnoustrojéw,
cho¢ juz nie tak duze, bylo widoczne takze w hodowli z Pseu-
domonas 3 (rys. 8), jak réwniez w hodowli z Arthrobacter 5’
(rys. 10), po poczatkowym rozmnozeniu sie szczepu. We
wszystkich hodowlach obserwowano przebieg rozwoju
drobnoustrojéw typowy dla hodowli statycznej. Z wykre-
séw wida¢, ze mikroorganizmy w wigkszosci przypadkéw
po pieciu dobach trwania doswiadczenia weszly w faze
logarytmicznego wzrostu, jedynie w hodowli z Arthrobac-
ter 5’ (rys. 10) zjawisko to miato miejsce po okolo 10 do-
bach. Faza wzglednej réwnowagi trwala od 10+15 doby do
30+35 doby. Najwigkszy spadek liczby komérek po tym
czasie byt widoczny w hodowli z Micrococcus 1 (rys. 4).
Najwigksza zdolno§é do rozmnazania sie w obecnosci ba-
danych zwiazkéw obserwowano w przypadku mieszaniny
szczep6w oraz w hodowlach z Arthrobacter 2 (rys. 6)
i Pseudomonas 3 (rys. 8), a najmniejsza w hodowli z Mic-
rococcus 1 (rys. 6).
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Przebiegi krzywych obrazujacych zmiang gestosci optycz-
nych ptynéw hodowlanych byty bardzo podobne w kazdym
przypadku i potwierdzaly powyzsze spostrzezenia. Po poczat-
kowym utrzymywaniu si¢ stalej wartosci ekstynkcji obserwo-
wano jej wzrost okoto 15+20 doby badan, a nastgpnie staly jej
poziom do korica trwania eksperymentu.
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W wypadku tych badari nie obserwowano znacznych wa-
hafi warto$ci, bowiem metoda ta mierzy si¢ zaréwno zawar-
to$¢ zywych jak i martwych komérek w hodowlach. Najwig-
ksze wartosci gestoéci optycznej zaobserwowano dla miesza-
nej kultury mikroorganizmdéw, a najmniejsze dla hodowli
z Micrococcus 1.
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Rys. 8. Wzrost szczepu Pseudomonas 3 w obecno$ci
preparatu Aroclor 1242

Bardzo podobnie ksztattowaly sie warto$ci absorpcji pro-
mieniowania UV. We wszystkich hodowlach widoczny byt
wzrost wartosci ekstynkcji, przy diugosci fali 254 nm, utrzy-
mujacych si¢ na mniej wigcej statym poziomie we wszystkich
hodowlach do korica badan. Taki przebieg krzywych moze
$wiadczy¢ o pojawieniu si¢ w hodowlach zwiazkéw aromaty-
cznych, ktére sa metabolitami poSrednimi w biodegradacji
polichlorowanych bifenyli.
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Rys. 11. Zmiany parametréw podczas wzrostu szczepu Arthrobacter 5'
w obecnosci preparatu Aroclor 1242
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Tabela 1. Ubytek PCB w hodowlach po 47 dobach (0znaczony metoda chromatografii gazowej)

Stezenie wzorcowych kongeneréw, ug/100 cm®
Rodzaj prébki
PCB 28 PCB 52 PCB 101 PCB 118 PCB 153 PCB 138 PCB 180 Ubytek, %

Kultura mieszana 8,855 2,393 1,943 0,583 0,621 0,086 0,033 72,0
Micrococcus 1 29,324 8,542 8,314 1,021 1,207 0,150 0,084 5,4
Arthrobacter 2 13,022 3,548 2,725 0,511 0,801 0,079 0,000 60,0
Pseudomonas 3 17,493 3,864 2,305 0,618 0,743 0,512 0,044 50,6
Arthrobacter 5 20,288 7,559 8,068 0,562 0,702 0,275 0,039 27,5
Aroclor 1242 31,516 8,976 8,463 1,117 1,411 0,158 0,096 0,0
(kontrola chemooksydacii)

Dynamika wzrostu mikroorganizméw w poszczegdélnych
hodowlach znalazta swoje odzwierciedlenie w ich wlasciwo-
$ciach dehalogenujacych, w zuzyciu tlenu oraz w poziomie
aktywnosci dehydrogenazowej (rys. 3, 5, 7,91 11).

Wszystkie badane szczepy wykazaly si¢ zdolnoscia do
odlaczania atoméw chloru od badanych substratéw. W wig-
kszosci hodowli po okresie niskiego stezenia jonéw chlorko-
wych w ptynach hodowlanych, okoto 15-20 doby badan, na-
stepowal intensywny wzrost stezenia tych jonéw, ktéry naste-
pnie utrzymywal si¢ na mniej wigcej tym samym, wysokim
poziomie do korica badan. Jedynie w przypadku hodowli
z Micrococcus 1 (rys. 5) zaobserwowano niskie warto$ci tego
parametru oraz jego znaczne wahania. Okoto piatej doby
zanotowano wzrost stezenia jondw chlorkowych, nastgpnie
spadek oraz ponowny duzy wzrost okoto 15 doby i ponowny
spadek okoto 18 doby trwania eksperymentu. Od 25 doby
stezenie jonéw chlorkowych w tej hodowli ustabilizowato si¢
na mniej wiecej jednakowym poziomie. Wyjasnienie zaobser-
wowanych znacznych wahar wartosci stezen jonéw chlorko-
wych wymaga dalszych badan. Najlepszymi wlasciwosciami
dehalogenujacymi wykazata si¢ mieszanina drobnoustrojéw
(rys. 3) oraz szczepy Arthrobacter 2 (rys. 7), Pseudomonas 3
(rys. 9), Arthrobacter 5’ (rys. 11).

Wyniki badaii respirometrycznych oraz enzymatycznych
przedstawialy si¢ podobnie. Takze w tych badaniach odnoto-
wano znaczacy wzrost warto$ci po 10+15 dobach. W wypad-
ku badan respirometrycznych zaobserwowano staty wzrost
zuzycia tlenu przez mikroorganizmy od poczatku trwania
eksperymentu. Inaczej sytuacja przedstawiata si¢ w badaniach
enzymatycznych. Wartodci aktywnosci dehydrogenazowe;j
kultury mieszanej ulegly wigkszym zmianom, a w wypadku
hodowli pojedynczych szczep6w odnotowano znaczny spa-
dek ich wartosci na poczatku badai. Po okoto 30 dobach
zuzycie tlenu i aktywno$¢ dehydrogenazowa spadala we
wszystkich hodowlach, jedynie w wypadku mieszanej kultury
poziom aktywno$ci badanego enzymu utrzymywal si¢ dalej
na wysokim poziomie. Najwigksze zuzycie tlenu oraz najwy-
zszy poziom aktywnoS$ci dehydrogenazowej obserwowano
dla mieszaniny bakterii (rys. 3) oraz dla hodowli z Arthrobac-
ter 2 (rys. 7) i Pseudomonas 3 (rys. 9). Najnizsze warto$ci
zanotowano dla hodowli z Arthrobacter 5’ (rys. 11) oraz
z Micrococcus 1 (rys. 5). Dla tej ostatniej obserwowano takze
znaczne fluktuacje omawianych warto$ci w ciagu calego cza-
su trwania badafi.

W tabeli 1 przedstawiono wyniki badain dotyczacych sku-
tecznos$ci rozktadu PCB przez mieszana kulturg bakterii oraz
przez pojedyncze wybrane szczepy, w odniesieniu do prébki
zawierajacej Aroclor 1242 nie zaszczepionej bakteriami (kon-
trola chemooksydacji). Badania wykonano przy pomocy

Tabela 2. Wyniki testu Amesa na szczepach TA 98 TA 100
dla preparatu Aroclor 1242

Masa probki Wspdtczynnik mutagennosci (MR)
na plytke
mg TA 98 TA 100
-S9 +S9 -S9 +S9
1 0,62 0,52 0,4 0,76
0,5 0,71 0,68 0,8 0,89
0,25 0,94 0,96 0,92 1,0
0,125 0,95 1,05 1,10 0,98

Tabela 3. Wyniki testu Amesa na szczepie TA 98
dla preparatu Aroclor 1242

Objetosé probki | Masa probki | Wspétczynnik mutagennosci (MR)
na ptytke na ptytke

cm?® mg -S9 +S9
0,1 0,6 0,67 0,79
0,01 0,06 0,52 0,9
0,001 0,006 3,45 1,31
0,0001 0,0006 0,64 0,96
0,00001 0,00006 0,85 1,44
0,000001 0,000006 0,64 1,2

chromatografu gazowego z selektywnym wzgledem zwigz-
kéw chloroorganicznych dedektorem ECD.

Najwiekszy ubytek PCB (ok. 72,0%) odnotowano dla mie-
szanej kultury drobnoustrojéw i 60,0% dla hodowli szczepu
Arthrobacter 2. Najnizsza aktywno$cia biodegradacyjna wy-
kazal sie szczep Micrococcus 1 — 5,4%. Pozostale szczepy
biodegradowaty polichlorowane bifenyle na poziomie 27,5%
(Arthrobacter 5°) i 50,6% (Pseudomonas 3).

W trakcie przemian metabolicznych tak wielu zwiazkéw
wchodzacych w sktad badanej serii preparatéw moga powstac
substancje o charakterze mutagennym i toksycznym. Dlatego
tez bardzo waznym zagadnieniem, ktére wigze si¢ z procesem
biodegradacji Arocloru, jest ocena genotoksycznosci i toksy-
cznosci jego sktadnikéw, oraz produktéw jego biologicznego
rozktadu. Powstanie zwiazkéw o takim charakterze uniemo-
zliwia bowiem zastosowanie badanego szczepu w praktyce.

Wriasciwosci genotoksyczne preparatu Aroclor 1242 oraz
metabolitéw powstajacych w procesie biodegradacji analizo-
wano testem Amesa. Wyniki tych badan przedstawiono w ta-
belach 2, 3 i 4 w postaci wspétczynnika mutagennoSci.
W przeprowadzonym te$cie nie wykazano obecnosci zwiaz-
kéw o charakterze mutagennym i rakotwérczym w preparacie
handlowym Aroclor 1242 (tab. 2 i 3). Jest to wynik zgodny
z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw. Do tej pory
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Tabela 4. Wyniki testu Amesa na szczepie TA 98 dla ekstrakiéw pobiodegradacyjnych preparatu Aroclor 1242

Objetosé probki Masa probki Wspétczynnik mutagennosci (MR)
Prébka na piytke na plytke po 20 dobach po 47 dobach
cm mg
-89 +S9 -S9 +89
0,1 0,03 0,07 1,62 1,68 1,54
Kultura 0,01 0,003 0,21 1,15 0,76 1,25
mieszana 0,001 0,0003 0,81 1,29 0,9 1,08
0,0001 0,00003 0,21 1,23 0,96 1,29
0,00001 0,000003 0,74 1,37 0,63 1,31
0,000001 0,0000003 0,64 - - -
0,1 0,03 0,33 1,21 1,06 1,21
0,01 0,003 0,27 1,25 1,07 1,58
Micrococcus 1 0,001 0,0003 0,73 1,1 0,4 1,77
0,0001 0,00003 0,99 1,37 1,07 1,25
0,00001 0,000003 0,76 1,13 0,63 1,56
0,000001 0,0000003 0,96 - - -
0,1 0,03 0,39 1,21 0,57 2,31
Arthrobacter2 0,01 0,003 1,15 1,67 0,69 1,4
0,001 0,0003 0,69 1,1 0,87 1,35
0,0001 0,00003 0,81 1,81 0,76 1,42
0,00001 0,000003 0,82 1,75 0,76 1,5
0,1 0,03 0,82 1,19 0,9 1,9
Pseudomonas 3 0,01 0,003 0,72 0,87 0,75 1,56
0,001 0,0003 0,91 0,83 0,64 1,65
0,0001 0,00003 0,82 1,46 0,9 1,58
0,00001 0,000003 0,88 1,27 0,82 2,02
0,1 0,03 1,19 1,02 2,7 1,69
Arthrobacter5’ 0,01 0,003 0,75 1,12 0,85 2,04
0,001 0,0003 0,58 0,88 0,94 1,23
0,0001 0,00003 0,7 1,15 0,66 1,38
0,00001 0,000003 1,06 0,88 0,79 1,31
0,1 0,03 - - 0,97 1,13
Aroclor 1242 0,01 0,003 - - 0,8 0,81
(kontrola chemooksydaciji)| 0,001 0,0003 - - 0,9 1,33
0,0001 0,00003 - - 1,13 1,33
0,00001 0,000003 - - 1,13 0,98

brak jest bowiem przekonywujacych dowodéw na indukcje
przez chlorobifenyle mutacji punktowych u Salmonella typ-
himurium [1]. Podobny efekt uzyskano w przypadku ekstra-
ktéw pobiodegradacyjnych (tab. 4). Testem Amesa przebada-
no produkty pobiodegradacyjne po 20 i 47 dobach prowadze-
nia eksperymentu. Jedynie w czterech wypadkach, po
47 dobach hodowli, wynik testu okazat si¢ pozytywny. Dla
ekstraktu pochodzacego z hodowli szczepu Arthrobacter 5’
uzyskano dwa wyniki dodatnie zaréwno dla testu prowadzo-
nego bez frakcji jak i z frakcja S9 (ilo$¢ prébki na ptytke
0,03 mg oraz 0,003 mg). Dwa nastepne wyniki pozytywne
odnotowano w testach przeprowadzonych z frakcja dla pro-
duktéw pobiodegradacyjnych szczepu Arthrobacter 2 (ilo$é
prébki na ptytke 0,03 mg) i szczepu Pseudomonas 3 (ilogé
prébki na ptytke 0,000003 mg). Warto$ci wspéiczynnika mu-
tagennosci uzyskane w tescie wykonywanym bez frakcji byly
zwykle nizsze lub duzo nizsze od wynikéw uzyskanych w te-
stach z frakcja, czesto ponizej wartosci 0,5 dla duzego

zatezenia préby wprowadzanej na ptytke. Wyniki takie suge-
ruja mozliwos¢ toksycznego dzialania substancji zawartych
w prébach na organizmy testowe.

Whioski

¢ Z wody i gleby zanieczyszczonej chlorobifenylami wy-
izolowano szczepy drobnoustrojéw zdolnych do rozktadu
sktadnikéw preparatu Aroclor 1242, zawierajacego polichlo-
rowane bifenyle. Szczepy te nalezaly do rodzajéw Alcalige-
nes, Arthrobacter, Pseudomonas, Micrococcus, Rhodotorula
i Candida. Najwigksza wydajno$é rozktadu PCB (72,0%)
uzyskano w wypadku zastosowania mieszanej kultury sktada-
jacej si¢ ze szczepOw Micrococcus 1, Arthrobacter 21 5’ oraz
Pseudomonas 3. Pojedyncze, wyizolowane szczepy mikro-
organizméw rozktadaly PCB z wydajnoscia od 5,4% do
60,0%.
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¢ Najwyzsza zdolnoscia biodegradacyjna odznaczaty si¢
szczepy Arthrobacter 2 (60,0% ubytku PCB z hodowli) oraz
Pseudomonas 3 (50,6% ubytku PCB z hodowli), natomiast
najnizsza zdolno§¢ biodegradacyjna zaobserwowano dla
szczepu Micrococcus 1 (5,4% ubytku PCB z hodowli).

¢ Badania mikrobiologiczne (ogélna liczba bakterii oraz
gestosé optyczna ptynéw hodowlanych), biochemiczne
(aktywno$¢ dehydrogenazowa biomasy oraz zuzycie tlenu)
i chemiczne (st¢zenie jonéw chlorkowych w ptynach hodow-
lanych i absorbancja UV ptynéw hodowlanych) potwierdzity
wysoka aktywno$¢ biodegradacyjna badanych szczep6w
w stosunku do polichlorowanych bifenyli. Najwyzsze warto-
Sci badanych parametréw uzyskano dla mieszanej kultury
mikroorganizméw oraz szczep6w Arthrobacter 2 i Pseudo-
monas 3, a najnizsze warto$ci odnotowano dla hodowli ze
szczepem Micrococcus 1.

+ Badania genotoksycznos$ci powstajacych metabolitéw
biodegradacji wykazaly w wigkszosci ekstraktow pobio-
degradacyjnych brak zwiazk6w o charakterze mutagennym
i rakotwérczym. Wyniki pozytywne uzyskano jedynie w czte-
rech wypadkach, co dowodzi konieczno$ci monitorowania
produktéw rozktadu PCB pod tym katem, gdyz powstawanie
w trakcie procesu biodegradacji zwiazkéw o dziataniu geno-
toksycznym uniemozliwia zastosowanie szczep6w w proce-
sach bioremediacji.

Praca zostata sfinansowana przez Centrum Biomonitorin-
gu, Biotechnologii i Ochrony Ekosysteméw Dolnego Slaska.
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Abstract: Owing to their high toxicity, strong bioaccumula-
tion and low degradability, chloroorganic compounds raise
serious ecological problems. The objective of the study reported
in this paper was to degrade polychlorinated biphenyls (PCBs),
the components of the commercial Aroclor 1242 mixture, with
microorganism cultures isolated from chlororganic-contamina-
ted water and soil. There were nine strains, the majority of which
belonged to the genera Micrococus, Alcaligenes, Arthrobacter,
Pseudomonas, Rhodotorula and Candida. The taxonomic status
of the isolated strains and their ability to degrade PCB congeners

were determined. The biodegradation of the Aroclor 1242 com-
ponents was monitored using microbiological, biochemical and
chemical methods. PCB concentrations were determined by gas
chromatography (GC-ECD). Potential mutagenic and carcino-
genic properties of the biodegradation products were examined
with the Ames test. The PCB congeners were degraded by
selected bacterial strains with an efficiency which ranged from
5% to 60%. The highest efficiency (72%) was achieved with a
mixed culture. Bioindication studies showed that, in the majority
of instances, no mutagenic metabolites were produced in the
course of the biodegradation process.

Keywords: Polychlorinated biphenyls, PCBs biodegrada-
tion, Ames test, mutagenic properties.
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