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Mikrobiologiczny rozktad alkanow ropopochodnych

Wprowadzenie

Ropa naftowa jest mieszaning weglowodorow, zwiaz-
kow heteroorganicznych oraz sktadnikoéw nieorganicznych.
Do weglowodoréw naleza alkany, zwiazki aromatyczne
oraz weglowodory nienasycone — alkeny i alkiny. Hete-
roorganiczne zwiazki zawieraja gldwnie atomy siarki,
azotu i tlenu [14].

Do $rodowiska naturalnego ropa naftowa oraz pro-
dukty jej przetworstwa moga dostawac si¢ w wyniku
réznych awarii 1 wyciekow, do ktérych dochodzi w czasie
jej wydobycia, podczas procesu przerobu w rafineriach
oraz transportu i magazynowania. W zwiazku z tym ob-
serwuje si¢ zanieczyszczenie gruntow i woéd w poblizu
rurociagow, rafinerii, stacji benzynowych, czy tez innych
miejsc, gdzie przechowywane sa produkty ropopochodne
[14, 18]. Wigkszos¢ sktadnikow ropy naftowej jest zwiaz-
kami toksycznymi dla organizmoéw zywych. Moga one
kumulowac si¢ w roslinach i przedostawa¢ do kolejnych
ogniw tancucha pokarmowego. Szkodliwe dziatanie ropy
naftowej w Srodowisku wynika tez z jej oleistej konsysten-
cji. Warstwa weglowodorow pokrywajaca powierzchnig
wody lub gruntu utrudnia dostgp tlenu do nizej potozo-

nych warstw [5, 23, 27]. Badania wykazaly, ze zdoIlno$¢
do wykorzystania wgglowodordw, jako jedynego zrodta
wegla i energii, jest bardzo powszechna i nie ogranicza si¢
do zadnej szczegblnej grupy mikroorganizmoéw. Przykta-
dami takich drobnoustrojow sa zarowno przedstawiciele
Prokariota, jak 1 Eukariota. Sa wérdd nich gram-ujemne
pateczki i ziarniaki, gram-dodatnie ziarniaki i przetrwal-
nikujace pateczki, maczugowce, promieniowce, drozdze,
grzyby, a nawet niektore algi [1, 15, 38], jednak zaden
z mikroorganizméw nie jest zdolny do przeprowadzania
biodegradacji wszystkich rodzajow weglowodorow; przy-
swajaja one tylko wybrane zwiazki o takich strukturach
chemicznych, z jakimi potrafig reagowac¢ ich enzymy
[1, 15, 17].

Ze wzgledu na duza réznorodnos$¢ szlakoéw degrada-
cyjnych, interesujacym wydaje si¢ przedstawienie po-
znanych szlakow mikrobiologicznej degradacji alkanow
oraz charakterystyka ich kluczowych enzyméw. Poznanie
mechanizméw rozktadu tych zwiazkéw umozliwi lepsze
wykorzystanie mikroorganizmow w remediacji srodowisk
skazonych.

Szlaki mikrobiologicznej degradacji alkanow

Alkany sa nasyconymi weglowodorami zbudowanymi
jedynie z atomow wegla i wodoru. Dzielg si¢ na zwiazki
prostotancuchowe, cykliczne (cykloalkany) i rozgatezione
(izoalkany). Stanowia one do 50% ropy naftowej, w za-
leznosci od jej zrodta [5, 23, 26].

Alkany sa najmniej reaktywna klasa wsrod zwiazkow
organicznych [41]. Wiazanie C-H w alkanach jest trudne
do aktywacji, ze wzgledu na mata réznicg elektroujemnosci

budujacych je atomow [4]. Aby przezwycigzy¢ barierg
energetyczna tego wigzania mikroorganizmy wyksztatcity
odpowiednie metaloenzymy [30, 36].

Najbardziej znaczaca wlasciwoscia fizyczng alkanow
jest bardzo niska rozpuszczalno$é¢ w wodzie, zdeter-
minowana przez niepolarny charakter wiagzan. Cecha
ta poglebia si¢ wraz ze wzrostem masy czasteczkowej
alkanu [26, 40].
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Istnieja trzy mozliwe drogi absorpcji alkanoéw przez
bakterie: w postaci zwiazkow rozpuszczalnych (alkany
o bardzo niskich masach czasteczkowych), poprzez ma-
krokrople i mikrokrople. Dokladnie nie poznano trans-
portu do komérki alkandow rozpuszczalnych w wodzie.
Prawdopodobnie mechanizmy te r6znia si¢ w zaleznosci
od gatunku bakterii, masy czasteczkowej konkretnego al-
kanu oraz od fizyko-chemicznych warunkéw $rodowiska
[6, 24, 41]. Niewiele organizméw ma zdolno$¢ do absorpcji
makrokropel — zdecydowana wigkszo$¢ mikroorganizmow
transportuje alkany poprzez mikrokrople. W celu dysper-
sji kropel bakterie wydzielaja roznorodne biosurfaktanty
[6, 24]. Powstale krople sa zamykane wewnatrz miceli
surfaktantu. Aby mogtly si¢ one przedosta¢ do komor-
ki bakterii, mikroorganizmy wyksztatcity mechanizmy
przystosowawcze. Wiele z nich charakteryzuje si¢ wyso-
ce hydrofobowa powierzchnia komorki, co pozwala im
na niej wiaza¢ weglowodorowe krople lub przechodzi¢
podczas wzrostu z fazy wodnej do organicznej fazy we-
glowodorowej. Transport przez btong jest najczesciej pro-
cesem biernym, chociaz istnieja wyjatki: np. Acinetobacter
HOI1-N, bakteria zdolna do wzrostu na n-heksanie, przyswaja
weglowodory poprzez zamykanie

w obecnosci wymienionych grup substratow. Czynnikami
srodowiskowymi, ktére wptywaja na szybko$¢ rozktadu
weglowodorow sa: zawarto$¢ tlenu, temperatura, odczyn
oraz obecnos$¢ substancji pokarmowych i1 ksenobiotykow
[1,5,15,17,23].

Tlenowa biodegradacja alkanow

Biodegradacja wigkszosci substancji ropopochodnych
przebiega szybciej w warunkach tlenowych. Tlenowe
bakterie degradujace alkany wykorzystuja O, jako substrat
do aktywacji czasteczki alkanu [5, 17, 36].

Istnieja trzy podstawowe szlaki biodegradacji alkanow
prostotancuchowych, ktore przedstawiono na rysunku 1; to
oksydacja: terminalna, subterminalna i diterminalna. Pod-
czas oksydacji terminalnej dochodzi do insercji aktywnego
tlenu do wolnego konca tancucha alkilowego — z wytwo-
rzeniem alkoholu pierwszorzgdowego — natomiast podczas
oksydacji subterminalnej utlenieniu ulega wewngtrzna
grupa metylenowa, w wyniku czego powstaje alkohol
drugorzedowy [17, 23, 26]. Nastepnie w obu szlakach
dziata dehydrogenaza alkoholowa, ktora utlenia alkohole

. . OKSYDACJA OKSYDACJA OKSYDACJA
ich w btonowych mikropgcherzy- DITERMINALNA TERMINALNA SUBTERMINALNA
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Rys. 1. Szlaki tlenowej biodegradacji alkanéw prostotancuchowych [19]



pierwszorzedowe do aldehyddw, natomiast drugorzedowe —
do ketonow. Kolejna reakcjg podczas oksydacji terminalnej
katalizuje dehydrogenaza aldehydowa, ktdra utlenia grupe
aldehydowa do karboksylowej, natomiast w oksydacji
subterminalnej dziata monooksygenaza Baeyer-Villiger,
ktora przeksztatca ketony do estrow, wiaczajac atom tle-
nu do tancucha weglowego. Estry ulegaja hydrolizie pod
wplywem esteraz [7, 13]. Produktami tego rozszczepienia
sa kwasy karboksylowe (wlaczane w centralny metabo-
lizm) oraz alkohol, ktory na drodze oksydacji terminalnej
zostaje przeksztatcony do kwasu karboksylowego. Trzecim
szlakiem degradacji jest oksydacja diterminalna, inaczej
w-oksydacja, czyli oksydacja obu koncoéw tancucha weglo-
wego. W procesie tym, po utlenieniu jednej z koncowych
grup alkanu wlacza si¢ monooksygenaza kwasow thuszczo-
wych, utleniajaca koncowy wegiel po przeciwne;j stronie.
Nastepnie, w wyniku dziatania dehydrogenaz alkoholowe;j
i aldehydowej, powstaje kwas dikarboksylowy. Kwasy
thuszczowe powstate w kazdym z opisanych szlakéw pod-
legaja aktywacji z udziatem syntetazy acylo-CoA i w tej
postaci wchodza do szlaku S-oksydacji, ktéry generuje
czasteczki acetylo-CoA [18, 31].

Szczegdlnym przypadkiem jest utlenianie metanu. Mo-
nooksygenaza metanowa katalizuje powstanie metanolu,
ktory jest utleniany do formaldehydu przez dehydrogenaze
metanolowa, a nastgpnie — przez dehydrogenaze formalde-
hydowa — do kwasu mrowkowego. Ten ostatni moze by¢
przeksztatcany do dwutlenku wegla przez dehydrogenaze
mrowczanowa. Poza tym formaldehyd moze by¢ tez wy-
korzystany przez komorke do biosyntezy wielowegglowych
zwiazkow w szlaku rybulozowym lub serynowym [26].

Rozpatrujac zalezno$¢ pomigdzy strukturg alkanow,
a zdolnoscia do ich degradacji, mozna stwierdzi¢ iz wy-
soko rozgalezione zwiazki sa bardziej oporne na biode-

gradacje, w poroOwnaniu oH

artykuty

kwasu 2,2-dimetyloheptanowego przez szczep Achromo-
bacter sp. Pristan (2,6,10,14-tetrametylopentadekan); alkan
izoprenoidowy jest na tyle trudnodegradowalnym sktadni-
kiem ropy naftowej, ze shuzy jako marker w $rodowisko-
wych analizach zawartosci weglowodorow — dlatego jego
degradacja zostata dobrze zbadana. Moze ona przebiegaé
na drodze /- lub w-oksydacji, w ktorych odtaczane sa na
przemian jednostki dwu- i tréjweglowe. Biodegradacje pri-
stanu przeprowadzaja bakterie z rodzaju Corynebacterium,
Brevibacterium, Alcanivorax, Rhodococcus 1 Nocardia
[17, 26, 40]. Nakajima i in. opisali szczep Rhodococcus
sp., ktory jest zdolny do degradacji innych izoalkanow:
fytanu (2,6,10,14-tetrametyloheksadekan), norpristanu
(2,6,10-trimetylopentadekan) i famesanu (2,6,10-trime-
tylododekan) — jako jedynych zrodet wegla 1 energii. We
wszystkich przypadkach jednostki izopropylowe sa utle-
niane do alkoholi pierwszorzedowych i ostatecznie do od-
powiednich kwaséw karboksylowych [18, 23, 31]. Z kolei
Cox 1 in. opisali Mycobacterium sp. — bakteri¢ zdolng do
degradacji fytanu, norpristanu, 2,6,10-trimetylotetradekanu
i 2,6,10,14-tetrametyloheptadekanu. Podczas degradacji
tych zwiazkow nie obserwowano utlenienia jedynie konca
izopropylowego, natomiast zawsze produktem poczatko-
wych etapow utlenienia byt alkohol pierwszorzgdowy [40].
Biologiczne utlenianie cyklicznych alkanéw zwykle
skutkuje wytworzeniem analogicznych kwaséw dikar-
boksylowych, ktore sa dalej metabolizowane w komorce.
Utlenianie zwiazkow cyklicznych przebiega podobnie
u filogenetycznie roznorodnych bakterii. Wigkszos¢ wyizo-
lowanych mikroorganizmow degradujacych weglowodory
cykliczne posiada enzymy utleniajace zwiazki zawierajace
od 5 do 7 atomow wegla w pierscieniu. Na rysunku 2 przed-
stawiono szlak biodegradacji cykloheksanu wystgpujacy
u Acinetobacter, Brevibacterium i Arthrobacter [1, 28].

ze zwiazkami prostotan- Q
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oporne sa izomery anteizo- >
(rozgalezione przy weglu
W pozycji ,6’) i Czqsteczki cykloheksan cykloheksanol cykloheksanon kaprolakton
z czwartorzgdowym ato- hydroksylaza
mem wegla, poniewaz kaprolaktonowa
moga stanowi¢ przeszkode dehydrogenaza dehydrogenaza

dl leni kwasu 6-okso- kwasu 6-hydroksy-

przestrzenng dla utlenia- heksanowego heksanowego

COOH
jacych je enzymow. Takie UOOH

kwas
heksanodiowy

uogdlnienie nie dotyczy
kazdego zwiazku —np. opi-
sano utlenienie czasteczki
2,2-dimetyloheptanu do

COOH
()CH ,OH

kwas 6-hydroksy-
heksanowy

CjH

kwas 6-okso-
heksanowy

Rys. 2. Szlak biodegradacji cykloheksanu [5]
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Pierwszym etapem jest utlenianie cykloheksanu do
cykloheksanolu, prowadzone przez odpowiednig hydroksy-
laze. Produkt ten ulega dehydrogenacji do cykloheksanonu.
Cykloheksanon jest utleniany przez monooksygenazg
Baeyer-Villiger, wprowadzajaca do pierscienia atom tlenu
— jest ona kluczowym enzymem tego szlaku. W miejscu
insercji tlenu, pierScien powstatego kaprolaktonu zosta-
je rozszczepiony przez hydroksylaze kaprolaktonowa
i powstaje kwas 6-hydroksyheksanowy. Kolejne reakcje
dehydrogenacji przeksztatcaja jego grupe hydroksylowa do
aldehydowej i ostatecznie do karboksylowej. Produktem
utlenienia cykloheksanu jest kwas heksanodiowy, dalej
rozktadany w szlaku S-oksydacji [7, 10, 13].

Niewiele bakterii jest zdolnych do degradacji cyklicz-
nych alkanow o duzych pierécieniach. Wyizolowany szczep
Rhodococcus ruber CD,-411, jako jeden z nielicznych jest
zdolny do wykorzystania cyklododekanu jako jedynego
zrodta wegla. Szlak degradacji tego zwiazku jest analo-
giczny do utleniania cykloheksanu [10, 16].

Biodegradacja alkanéw w warunkach anoksji

Metabolizm alkanéw w warunkach beztlenowych jest
stabiej poznany niz metabolizm tlenowy i znacznie si¢
od niego rozni. Przy utlenianiu alkanéw w warunkach
anoksji konieczne sa alternatywne akceptory elektronow
[2, 45]. Najlepiej zbadanymi akceptorami elektronow
zastgpujacymi tlen sa: dwutlenek wegla, sulfoniany,
azotany i jony zelaza. Jednak elektrony moze przyjmo-
wacé takze wiele innych metali, oksyanionow, a nawet
zwiazkow organicznych. Niektore mikroorganizmy sa
zdolne do prowadzenia roznorodnych form respiracji bez-
tlenowej, jednak dostgpnos¢ poszczegdlnych akceptorow
elektronoéw zalezy od typu fizjologicznego bakterii oraz
rozpowszechnienia tych zwiazkéw w danym $§rodowi-
sku [33, 44]. Wszystkie bakterie redukujace sulfoniany,
zdolne do degradacji alkanow, naleza do d-Proteobakterii,
natomiast szczepy denitryfikujace zaliczono do subklas
[ 1y Proteobakterii [29, 45].

Do tej pory nie udato si¢ wyizolowac czystych szcze-
pow, ktore przeprowadzaja beztlenowe utlenianie metanu,

jednak eksperymenty prowadzone na morskich osadach
dennych wykazaty, Ze w proces ten zaangazowane sg kon-
sorcja ztozone z archea i bakterii redukujacych sulfoniany,
blisko spokrewnione z Methanosarcinales i Desulfosarcina.
Mikroorganizmy te przeksztalcaja metan do CO, i H,, na-
stepnie wykorzystujac wodor do utlenienia sulfonianow.
W konsorcjach, dzigki asocjacji bakterii 1 archea, mozliwy
jest transport wodoru migdzy tymi mikroorganizmami przez
dyfuzj¢ czasteczkowa. Przypuszcza sig, ze § elektronow
powstalych z rozpadu czasteczki metanu jest transporto-
wanych pojedynczo badz parami. Taki stopniowy transport
pomigdzy partnerami wydaje si¢ by¢ najbardziej korzystny
termodynamicznie [29, 44].

Zaden z wyizolowanych mikroorganizméw, zdolnych
do degradacji alkanéw o wigkszych masach czasteczko-
wych, nie jest w stanie wykorzystywa¢ metanu jako sub-
stratu pokarmowego [29]. Analizowane szczepy zazwyczaj
wykazuja specyficznos¢ substratowa; np. szczep BuS5
— bakteria nalezaca do Desulfosarcina/Desulfococcus,
redukujaca sulfoniany — utlenia jedynie propan i butan.
Z kolei Azoarcus sp. HxXN1 — bakteria denitryfikacyjna
— utlenia alkany o dtugosci tancucha C—C,, podczas gdy
Desulfobacterium Hdx3 metabolizuje alkany C,,—C,,.
Mikroorganizmy wytworzylty dwa gtéwne szlaki bez-
tlenowego utleniania alkanow. Pierwszy jest zwiazany
z aktywacja alkanu w subterminalnej pozycji poprzez
dodanie czasteczki fumaranu, co prowadzi do powstania
alkilowej pochodnej bursztynianu. Reakcja ta zachodzi
dzieki tworzeniu organicznego intermediatu rodnikowego,
zwykle glicylowego. Produkt reakcji jest nastgpnie przy-
taczany do koenzymu A. Powstaly acylo-CoA wchodzi
w szlak S-oksydacji. Drugi szlak zostat opisany tylko dla
propanu; polega on na kondensacji czasteczki fumaranu
z kofnicowym atomem wegla tego alkanu [26, 44].

Biodegradacja alkanow cyklicznych w warunkach
anoksji nalezy do najmniej zbadanych proceséw. Town-
send i in. wykazali, ze proste, cykliczne zwiazki (takie jak
cyklopentan, cykloheksan i ich homologi) z podstawionymi
grupami metylowymi i etylowymi sg szybko utleniane
w obecnosci sulfonianéw. Zwiazki cykliczne o wigkszej
ilosci podstawnikow sa bardziej oporne na degradacje [33].

Kluczowe enzymy bakteryjne zaangazowane w rozktad alkanow

Monooksygenazy to enzymy, ktore katalizuja insercj¢
pojedynczego atomu tlenu, pochodzacego z tlenu czastecz-
kowego, do organicznych substratow. Aby przeprowadzié
ten typ reakcji monooksygenazy musza aktywowac tlen,
poniewaz jego bezposrednia reakcja z organicznym substra-
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tem nie jest mozliwa. Zwykle w tym celu wykorzystywane
sa kofaktory, przenoszace elektrony na molekularny tlen
w celu jego aktywacji [32, 36].

Bezposrednio zwiazane z biodegradacja alkanow sa
monooksygenazy alkanowe, inaczej nazywane hydroksy-



lazami alkanowymi, utleniajace atomy wegla w pozycji
a badz w alkanow niecyklicznych oraz monooksygenazy
Baeyer-Villiger, ktore w szlaku oksydacji subterminalnej
wprowadzaja pojedynczy atom tlenu do tancucha weglo-
wego, badz pierscienia ketonow [7, 13, 17].

Monooksygenazy alkanowe

W zaleznosci od dtugosci tancucha weglowego alkanu
wyrdznia si¢ trzy typy monooksygenaz. Do pierwszego
zalicza si¢ monooksygenaz¢ metanowa i enzymy do niej
podobne, utleniajace alkany C,—C,. Drugi typ stanowia
hydroksylazy zawierajace zelazo nichemowe oraz mono-
oksygenazy cytochromowe P450; utleniajace alkany od
pentanu do heksadekanu. Enzymy zaliczane do trzeciego
typu utleniaja alkany siedemnastoweglowe, badz dtuzsze
[3, 20, 34, 35].

Monooksygenazy metanowe odgrywaja kluczowa
rolg w obiegu wegla w biosferze. Enzymy te wystgpuja
w dwoch formach. Prawie wszystkie tlenowe organizmy
degradujace metan posiadaja — zwiazana z btong komor-
kowa — monooksygenaz¢ metanowa zawierajaca miedz
pPMMO (ang. particulate Methane Monooxygenase). Nie-
ktore z nich, np. Methylococcus capsulatus, w warunkach
ograniczonego dostepu do miedzi inicjuja ekspresje roz-
puszczalnej monooksygenazy metanowej SMMO (ang. so-
luble Methane Monooxygenase) [35].

Enzymy nalezace do rodziny sMMO to nichemowe
zelazo-zalezne monooksygenazy, ktore wykorzystuja dwa
atomy zelaza jako kofaktory [12, 28, 32, 42, 43]. Katalizuja
one hydroksylacje i epoksydacje matych hydrofobowych
czasteczek alkandw 1 alkenow (réwniez halogenowanych);
zwiazkow aromatycznych takich jak fenol i tetrahydrofu-
ran. Enzymy sMMO ztozone sg z trzech komponentow:
hydroksylazy (MMO-H), reduktazy (MMO-R) i biatka
regulatorowego (MMO-B). Najlepiej scharakteryzowanym
cztonkiem tej rodziny jest rozpuszczalna monooksygenaza
metanowa wyizolowana z M. capsulatus. W centrum ak-
tywnym hydroksylazy zachodzi reakcja migdzy metanem
i tlenem, prowadzaca do powstania metanolu. Reduktaza
zwiazana z FAD (dinukleotyd flawinoadeninowy) jest
akceptorem elektronow pochodzacych z NADH (zreduko-
wany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy). Elektrony sa
przekazywane ze zredukowanej flawiny do dwoch atomow
zelaza (IIT) w centrum aktywnym hydroksylazy [19, 32,
35]. Dzigki tej reakcji, enzym ze stanu spoczynkowego
formy utlenionej MMO-H,, przechodzi w aktywna formg
zredukowang MMO-H,,, gdzie atomy zelaza znajduja
si¢ na II stopniu utlenienia [9, 19]. Nastgpnie, kompleks

artykuty

(utworzony z centrum dizelazowego (II) MMO-H i kom-
ponentu MMO-B) reaguje z tlenem czasteczkowym. Tlen
jest aktywowany przez atomy zelaza centrum aktywnego,
w wyniku czego powstaje wysokospinowy intermediat Q;
zdolny do wiazania substratu i jego hydroksylacji [9, 32].
Reakcja pomigdzy intermediatem Q a alkanowym substra-
tem ma charakter rodnikowy. Atom wodoru jest odrywany
od substratu i przytaczany do intermediatu Q. Powstaje
hydroksylowany intermediat Q i wolny rodnik alkilowy,
ktory nastepnie reaguje z powstata w centrum aktywnym
grupa hydroksylowa. W wyniku tej reakcji tworzy si¢
hydroksylowany produkt [25]. Cykl katalityczny konczy
redukcja prowadzona przez komponent MMO-R, podczas
ktorej produkt opuszcza centrum aktywne [9].

Szczegodtowo opisana zostata monooksygenaza zawie-
rajaca miedz (pMMO) szczepu Methylococcus capsula-
tus. Sktada si¢ ona z hydroksylazy pMMO-H i reduktazy
pMMO-R. Mozliwe, ze zawiera rowniez biatkowy me-
diator, regulujacy jej aktywnos¢. Stworzono dwa modele
transportu elektrondow w pMMO. W pierwszym reduktaza
przyjmuje elektrony z NADH i przekazuje je bezposrednio
do hydroksylazy. Drugi model uwzglednia obecnos$¢ me-
diatora. Reduktaza jest akceptorem elektronéw z NADH
oraz przenosi je do mediatora, ktory nastegpnie przekazuje
elektrony hydroksylazie [22, 32].

Enzymy z grupy pMMO charakteryzuja si¢ wigksza
specyficznoscia substratowa niz enzymy sMMO, jednak
moga one dziata¢ na dtuzsze alkany i kilka innych rodzajow
czasteczek hydrofobowych [12, 28, 35, 42, 43].

Wydaje sig, ze enzymy zwiazane z degradacja etanu,
propanu i butanu naleza do kilku odrgbnych klas, jednak
wykazuja podobienstwo do sMMO i pMMO. Wyizolowana
z bakterii Pseudomonas butanovora tr6jkomponentowa
monooksygenaza butanowa, zawierajaca zelazo nichemowe
(BMO), okazata si¢ by¢ podobna do sMMO i hydroksy-
lowa¢ w pozycji terminalnej alkany o dlugosci tancucha
od C, do C,, ale jest ona prawie nieaktywna w stosunku
do metanu [35]. Z kolei monooksygenaza propanowa
wyizolowana z Gordonia sp. TY-5 jest rowniez podobna
do sMMO pod wzglgdem sekwencji aminokwasowej,
ale — w odrdznieniu od niej i BMO — charakteryzuje si¢
wysoka specyficzno$cia substratowa i utlenia jedynie
propan w pozycji S [35, 36].

W hydroksylacje¢ alkanéw C.—C,, zaangazowane sa
enzymy nalezace do dwdch klas. Pierwsza tworza enzymy
spokrewnione z cytochromem P450 (CYPs), natomiast
druga — hydroksylazy alkanowe (pAHs) [3, 20, 34].

Pierwsza szczegdtowo scharakteryzowana hydroksylaza
alkanowa AlkB zostata wyizolowana z Pseudomonas putida
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GPol. Przeprowadza ona poczatkowy etap asymilacji alka-
néw o dhugosci tancucha C—C,,, polegajacy na utlenieniu
wegla w pozycji a. Hydroksylaza alkanowa AlkB, podobnie
jak sMMO, nalezy do monooksygenaz zaleznych od Zelaza
niehemowego [35]. Jest ona zbudowana z trzech podjedno-
stek: hydroksylazy, rubredoksyny i reduktazy rubredoksy-
nowej. Podjednostka hydroksylujaca alkany odpowiada za
wprowadzenie atomu tlenu do tancucha alkanow; dodatkowo
moze tez katalizowac powstawanie kwasow thuszczowych
i epoksydow. Podjednostka ta jest zakotwiczona w we-
wnetrznej blonie komdrkowej. Jej 6 hydrofobowych a-helis
tworzy kanal, przez ktory czasteczka alkanu przechodzi na
cytoplazmatyczng strong blony i reaguje z dwuzelazowym
centrum aktywnym tej podjednostki [8, 38]. Rubredoksyna
to przeno$nik elektronowy, ktory zawiera przynajmniej jedno
centrum aktywne o strukturze tetrahedralnej [38]. Hydrok-
sylaza rubredoksynowa jest odpowiedzialna za redukcje
FAD, z ktorym jest zwiazana — kosztem NADH — i przenosi
elektrony na rubredoksyng. Transport elektronow zostat
przedstawiony na rysunku 3 [36, 38].

ﬁ
R-CH, + 0, + 2H*{ Fe R-CH,0H + H,0
Fe”
p°332‘i3v‘“‘“°°
" ubredoks\’"a
{
Fe” : Fez+>
2¢
taz?
FAD o
NADH » NAD" + H’

Rys. 3. Struktura hydroksylazy alkanowej AlkB
i kierunek transportu elektronéw [28]

Jedynie kilka spos$réd pAHs jest zdolnych do utlenienia
alkanow o dhugosciach tancucha C,—~C,,; nazwano je pAH1.
Zostaty one wyizolowane z P. putida GPol i innych bakterii
zrodzaju Pseudomonas oraz niektdorych y-Proteobakterii, np.
Alcanivorax borkumensis 1 Marinobacter aquaeolei [35].

Wigkszo$¢ hydroksylaz alkanow C.—C,¢ nalezy do
grupy pAH2. Nie sa one zbyt aktywne w stosunku do
alkanoéw krotszych niz C,, — preferuja czasteczki o dhuz-
szych tancuchach [35]. Do bakterii posiadajacych enzymy
pAH2 naleza m.in. Acinetobacter sp. ADP1 1 Pseudomonas
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fluorescens KOB2A1 — obie zdolne do utlenienia alkanow

dtuzszych niz C,, [37].

Druga grupa enzyméw degradujacych alkany o $red-
niej dtugosci tancucha sa hemozalezne monooksygenazy,
zwane réwniez monooksygenazami cytochromowymi
P450 (CYPs). Sa one najbardziej rozpowszechnione wsrod
organizmow eukariotycznych, jednak wystepuja réwniez
u bakterii; sa to monooksygenazy zalezne od hemu typu b
[3, 20, 32, 34].

W zaleznosci od budowy systemu transportu elektro-
néw, CYPs mozna podzieli¢ na cztery klasy:

* Monooksygenazy klasy I zbudowane sa z trzech
sktadnikow: domeny hemowej, ferredoksyny (Fd)
oraz NADH — zaleznej reduktazy ferredoksynowej
zawierajacej FAD (FdR). Do grupy tej nalezy wiele
bakteryjnych i mitochondrialnych enzymoéw. Bakte-
ryjne monooksygenazy cytochromowe P450 sa zwykle
biatkami rozpuszczalnymi.

» Klasa Il to dwusktadnikowe enzymy eukariotyczne. Za-
réwno ich domena hemowa, jak 1 reduktaza zawierajaca
FAD lub FMN (mononukleotyd flawinoadeninowy),
sa zwigzane z blona.

* Do klasy III zalicza si¢ enzymy zbudowane podobnie
jak enzymy klasy 11, jednak obie domeny sa utworzone
przez jeden polipeptyd. Utatwia to transport elektronow
1 wplywa na wzrost szybkosci reakcji, w poréwnaniu
do reakcji katalizowanej przez enzym dwupodjednost-
kowy. Enzymy tej klasy moga by¢ zaréwno zwiazane
z blona, jak i rozpuszczalne; sa obecne u przedstawicieli
Prokariota 1 Eukariota.

« Klasa IV to monooksygenazy zawierajace takie same
sktadniki jak enzymy klasy I, jednak ich domeny sa
potaczone w jeden polipeptyd [3, 20, 32, 34].

CYPs, do aktywacji O, przez grupg prostetyczna hemu,
wymagaja elektrondw. Pochodza one najcz¢sciej z NADH
lub NADPH (zredukowany fosforan dinukleotydu nikoty-
noamidoadeninowego), jednak mechanizm przenoszenia
elektronow na kofaktor hemowy moze by¢ réznorodny.
Reakcja hydroksylacji rozpoczyna si¢ od przylaczenia
organicznego substratu (XH) do enzymu i przeniesienia
jednego elektronu na zelazo hemowe, co powoduje jego
redukcje. Nastepnie, w wyniku przytaczenia czasteczki
tlenu powstaje intermediat nadtlenkowy, ktory jest reduko-
wany przez drugi elektron. Podwojna protonacja dystalnego
atomu tlenu prowadzi do rozszczepienia wigzania O-0O,
efektem czego jest powstanie reaktywnego intermediatu.
Jest on zdolny wprowadzi¢ atom tlenu do organicznego
substratu i utworzy¢ kompleks produkt-enzym. Po uwol-
nieniu produktu enzym wchodzi w stadium spoczynku ze



zwiazang czasteczka wody, jako szostym ligandem hemu
[3, 20, 34].

Szczepy bakterii posiadajace hydroksylazy nalezace
do rodziny monooksygenaz klasy I sa zdolne do degra-
dacji alkanoéw o dhugosci C—C,,. Pierwszym scharakte-
ryzowanym cztonkiem tej rodziny byta monooksygenaza
CYP153A1 wyizolowana z Acinetobacter sp. Podobne
enzymy zostaly znalezione w roznorodnych bakteriach
[3, 20, 28, 34, 36], takich jak Alcanivorax borkumensis,
Sphingomonas sp. HXN-200, czy Oleomonas sagaranensis
HXN-1400 i kilku szczepach Mycobacterium sp. Bakterie
te zawieraja jedna lub wigcej monooksygenaz nalezacych
do rodziny CYP153; jednak moga réwniez posiada¢ hy-
droksylazy alkanowe pAHs. Kolejnym przedstawicielem
rodziny CYP153 jest monooksygenaza CYP153A6 — wy-
izolowana z Mycobacterium sp. HXN-1500 — utleniaja-
ca alkany alifatyczne o dlugo$ciach tancucha C—C,, do
l1-alkanoli [3, 11, 20, 34].

Znane sa szczepy bakterii degradujace alkany dtuzsze
niz C,q; zwykle szczepy te zawieraja kilka hydroksylaz
alkanowych. Te, ktore wykazuja aktywno$¢ w stosunku do
alkanéw o dhugosciach C,,—C,, zwykle sa spokrewnione
z hydroksylaza alkanowa AlkB Pseudomonas putida GPol
lub monooksygenaza cytochromowa P450 Acinetobacter
sp. EB104. Jednak enzymy, ktére utleniajg alkany dtuzsze
niz C,, wydaja si¢ by¢ zupetnie inne; np. Acinetobacter
sp. M1, degradujacy alkany o dtugosci C,—C,,, posiada
rozpuszczalng hydroksylazg¢ alkanowa zalezna od jonow
miedzi (II). Z kolei szczep Acinetobacter DSM 17874
posiada monooksygenaze flawinowa AlmA, ktora utlenia
alkany C,—C;, [26].

Monooksygenazy Baeyer-Villiger (BVMOs) sa od-
powiedzialne za wprowadzenie atomu tlenu bezposred-
nio do tancucha weglowego aldehydow, badz ketonow
— produktéw posrednich biodegradacji alkanéw. BVMOs
licznie wystepuja u Prokariotow; spotyka si¢ je rowniez
u Eukariotow [7, 13]. Monooksygenazy tego typu zawie-
raja flawing, w postaci FMN lub FAD — §cisle zwiazana
z enzymem,; jako grupa prostetyczna, badz funkcjonujaca
jako kosubstrat, w formie koenzymu. W celu hydroksylacji
alkanu, flawinozalezna monooksygenaza tworzy reaktywny
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intermediat. W zaleznosci od stanu uprotonowania, inter-
mediat ten prowadzi nukleofilowy lub elektrofilowy atak
na substrat. W przypadku braku odpowiedniego substratu
w $rodowisku reakeji, intermediat peroksyflawinowy roz-
pada si¢ do utlenionej flawiny i tlenu, w postaci nadtlenku
wodoru. W obecnosci substratu i NAD(P)H intermediat
peroksyflawiny podlega redukcji do hydroperoksyflawiny,
ktora po wbudowaniu atomu tlenu do substratu przeksztatca
si¢ w hydroksyflawing, a ta rozpada si¢ do utlenionej fla-
winy i czasteczki wody. Cykl katalityczny zamyka reakcja
redukcji flawiny przez NAD(P)H [7, 13].

W zaleznos$ci od budowy i rodzaju wykorzystywane;j
flawiny, monooksygenazy Baeyer-Villiger podzielono
na dwa typy. BVMOs typu I sa jednokomponentowymi
biatkami utworzonymi przez dwie domeny — z kazda
z nich $cisle zwiazany jest FAD, w postaci grupy pro-
stetycznej. Enzymy te sa specyficzne wobec NADPH,
ktory jest zwiazany z monooksygenaza podczas calego
cyklu katalitycznego [39]. Pierwowzorem BVMOs typu |
jest monooksygenaza cykloheksanonowa, wyizolowana
z Acinetobacter sp. NCBI 9871, mogaca utlenia¢ bardzo
roznorodne cykliczne ketony i charakteryzujaca sig che-
mo-, regio- i enancjoselektywnoscia. Wsrod enzymow
tego typu znajduja si¢ rowniez monooksygenaza cy-
klododekanowa i monooksygenaza cyklopentanonowa
[7, 13, 36].

Monooksygenazy Baeyer-Villiger typu II od monook-
sygenaz typu | zasadniczo r6znia si¢ budowsq i rodzajem
kofaktora; sa to biatka zbudowane z dwoch podjednostek
oksygenazowych i jednej podjednostki reduktazowej. Za-
daniem podjednostek oksygenazowych jest wprowadzenie
do substratu atomu tlenu. Podjednostka reduktazowa jest
luzno zwigzana z FMN, ktory moze wykorzystywa¢ NADH
i/lub NADPH jako ekwiwalenty redukcyjne. Zredukowana
flawina jest przenoszona na podjednostke oksygenazowa
[39]. Przyktadem monooksygenazy Baeyer-Villiger typu
II jest hydroksylaza alkanowa LadA zidentyfikowana
u Geobacillus thermodenitrificans NG80-2, ktora katalizuje
utlenianie alkanéw o dhugosciach C,—C;4 do pierwszo-
rzedowych alkoholi. Nalezy ona do rodziny bakteryjnych
lucyferaz [26].

Podsumowanie

Wydobycie i przetwarzanie ropy naftowej przyczynia
si¢ do zanieczyszczenia zwiazkami weglowodorowymi
srodowiska naturalnego na duza skalg; stad niezwykle
istotne jest opracowanie wydajnych metod ich biolo-
gicznej degradacji. W tym celu niezbgdne jest jednak

poznanie szlakéw mikrobiologicznego rozktadu weglo-
wodoréw ropopochodnych, kluczowych enzymédw tych
szlakoéw oraz wptywu warunkéw §rodowiskowych na
efektywno$¢ proceséw bioremediacji. Obecnos$¢ w $ro-
dowisku naturalnym organizméw o zwigkszonych zdol-
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nosciach degradacyjnych rodzi nadzieje na powszechne
ich zastosowanie w procesach oczyszczania Srodowisk

zdegradowanych 1 miejsc niepozadanych wyciekow, np.

z platform wiertniczych.

Praca wykonana w ramach projektu nr N N304 163337, finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Artykul nadestano do Redakcji 25.08.2010 r. Przyjgto do druku 11.10.2010 1.

Literatura

(1]

(2]

(3]

[4]

[5]

[6]

(]

[10]

[11]

[12]

[13]

1026

Abed RM.M,, Safi N.M.D., Koster J., de Beer D., EI-Nah-
hal Y., Rullkétter J., Garcia-Pichel F.: Microbial diversity of
a heavily polluted microbial mat and its community changes
following degradation of petroleum compounds, Applied
and Environmental Microbiology, 68, 1674—1683, 2002.
Aitken C.M., Jones D.M., Larter S.R.: Anaerobic hydro-
carbon biodegradation in deep subsurface oil reservoirs,
Letters of Nature, 431, 291-294, 2004.

Amouric A., Quemeneur M., Grossi V., Liebgott P.P.,
Auria R., Casalot L.: Identification of different alkane
hydroxylase systems in Rhodococcus ruber strain SP2B,
an hexane-degrading actinomycete, Journal of Applied
Microbiology, 6, 1903—1916, 2010.

Ayala M., Torres E.: Enzymatic activation of alkanes:
constraints and prospective, Applied Catalysis A, 272,
1-13, 2004.

Baek K.H., Yoon B.D., Oh H.M., Kim H.S., Lee 1.S.:
Biodegradation of aliphatic and aromatic hydrocarbons
by Nocardia sp. H17-1, Geomicrobiology Journal, 23,
253-259, 2006.

Bardi L., Mattei A., Steffan S., Marzona M.: Hydrocar-
bon degradation by a soil microbial population with
[-cyclodextrin as surfactant to enhance bioavailability,
Enzyme and Microbial Technology, 27, 709-713, 2000.
Beam M.P.,, Bosserman M.A., Noinaj N., Wehenkel M.,
Rohr J.: Crystal structure of Baeyer-Villiger monooxygena-
se MtmOIV, the key enzyme of the mithramycin biosynthetic
pathway, Biochemistry, 48, 4476-4487, 2009.

Bertrand E., Sakai R., Rozhkova-Novosad E., Moe L., Fox
B.G.: Reaction mechanisms of non-heme diiron hydroxy-
lases characterized in whole cells, Journal of Inorganic
Biochemistry, 99, 1998-2006, 2005.

Blazyk J.L., Gassner G.T., Lippard S.J.: Intermolecular
electron-transfer reactions in soluble methane monooxy-
genase: a role for hysteresis in protein function. Journal of
the American Chemical Society, 127(49), 17364—17376,
2005.

Cheng Q., Thomas S.M., Rouviere P.: Biological conver-
sion of cyclic alkanes and cyclic alcohols into dicarboxylic
acids: biochemical and molecular basis. Applied Micro-
biology and Biotechnology, 58, 704711, 2002.
Funhoff E.G., Bauer U., Garcia-Rubio 1., Witholt B.,
van Beilen J.B.: CYP15346, a soluble P450 oxygenase
catalyzing terminal-alkane hydroxylation. Journal of Bac-
teriology, 188, 5220-5227, 2006.

Hamamura N., Yeager Ch.M., Arp D.J.: Two distinct mo-
nooxygenase for alkane oxidation in Nocardioides sp.
strain CF8. Applied and Environamental Microbiology,
67, 49924998, 2001.

Iwaki H., Wang S., Grosse S., Bergeron H., Nagahashi A.,

nr 11/2010

[17]

[18]

(23]

[24]

[25]

Recenzent: dr Anna Turkiewicz

Lertvorachon J., Yang J., Konishi Y., Hasegawa Y.,
Lau P.C.K.: Pseudomonad cyclopentadecanone mono-
oxygenase displaying an uncommon spectrum of Baeyer-
Villiger oxidations of cyclic ketones. Applied and Envi-
ronmental Microbiology, 72, 2707-2720, 2006.

Klimiuk E., Lebkowska M.: Biotechnologia w ochronie
srodowiska. Panstwowe Wydawnictwo Naukowe PWN,
Warszawa 2004.

Koma D., Hasumi F., Yamamoto E., Ohta T., Chung S.-Y.,
Kubo M.: Biodegradation of long-chain n-paraffins from
waste oil of car engine by Acinetobacter sp. Journal of
Bioscience and Bioengineering, 91, 94-96, 2001.
Kostichka K., Thomas S.M., Gibson K.J., Nagarajan V.,
Cheng Q.: Cloning and characterization of a gene cluster
for cyclododecanone oxidation in Rhodococcus ruber SCI.
Journal of Bacteriology, 183, 6478—6486, 2001.
Kwapisz E.: Szlaki tlenowej biodegradacji weglowodorow
ropy naftowej. Biotechnologia, 2(73), 166—188, 2006.
Lattuati A., Metzger P., Acquaviva M., Bertrand J.-C.,
Largeau C.: n-Alkane degradation by Marinobacter hydro-
carbonoclasticus strain SP 17: long chain f-hydroxy acids
as indicator of bacterial activity. Organic Geochemistry,
33, 37-45, 2002.

Lippard S.J.: Hydroxylation of C-H bonds at carboxylate-
bridged diiron centres. Philosophical Transactions of the
Royal Society A: Biological Sciences, 363, 861-877, 2005.
Liu L., Schmidt R.D., Urlacher V.B.: Engineering cyto-
chrome P450 monooxygenase CYP 116B3 for high dealky-
lation activity. Biotechnology Letters, 2010, DOI 10.1007/
$10529-010-0233-9.

Murrell J.C., Gilbert B., McDonald I.R.: Molecular biology
and regulation of methane monooxygenase. Archives of
Microbiology, 173, 325-332, 2000.

Nguyen H.T., Elliott S.J., Yip J.H., Chan S.1.: The particula-
te methane monooxygenase from Methylococcus capsulatus
(Bath) is a novel copper-cantaining three-subunit enzyme.
The Journal of Biological Chemistry, 273(14), 7957-7966,
1998.

Okoh A.1.: Biodegradation alternative in the cleanup of
petroleum hydrocarbon pollutants. Biotechnology and
Molecular Biology Review, 1, 3850, 2006.

Rahman K.S.M., Rahman T.J., Kourkoutas Y., Petsas I.,
Marchant R., Banat I.M.: Enhanced bioremediation of
n-alkane in petroleum sludge using bacterial consortium
amended with rhamnolipid and micronutrients. Bioresource
Technology, 90, 159-168, 2003.

Rinaldo D., Philipp D.M., Lippard S.J., Friesner R.A.:
Intermediates in dioxygen activationby methane mono-
oxygenase: a QM/MM study. Journal of the American
Chemical Society, 129(11), 3135-3147, 2007.



[32]

Rojo F.: Degradation of alkanes by bacteria. Environmental
Microbiology, 11(10), 2477-2490, 2009.

Silva R.M.P, Rodriguez A.A., de Oca G.M., Moreno D.C.:
Biodegradation of crude oil by Pseudomonas aeruginosa
AT18 stain. Tecnologia Quimica, 26, 7077, 2006.

Smits T.H.M., Balada S.B., Witholt B., van Beilen J.B.:
Functional analysis of alkane hydroxylases from gram-ne-
gative and gram-positive bacteria. Journal of Bacteriology,
184, 1733-1742, 2002.

Spormann A.M., Widdel F.: Metabolism of alkylbenzenes,
alkanes and other hydrocarbons in anaerobic bacteria.
Biodegradation, 11, 85-105, 2000.

Stone K.R., Borovik A.S.: Lessons from nature: unrave-
ling biological C-H bound activation. Current Opinion in
Chemical Biology, 13(1), 114—118, 2009.

Throne-Holst M., Wentzel A., Ellingsen T.E., Kotlar H.-K.,
Zotchev S.B.: Identification of novel genes involved in long-
chain n-alkane degradation by Acinetobacter sp. Strain
DSM 17874. Applied and Environmental Microbiology,
73,3327-3332,2007.

Torres Pazmino D.E., Winkler M., Glieder A., Fraaije
M.W.: Monooxygenases as biocatalysts: Classification,
mechanistic aspects and biotechnological applications.
Journal of Biotechnology, 146, 9-24, 2010.

Townsend G.T., Prince R.C., Suflita J.M.: Anaerobic biode-
gradation of alicyclic constituents of gasoline and natural
gas condensate by bacteria from an anoxic aquifer. FEMS
Microbiology Ecology, 49, 129-135, 2004.

Urlacher V.B., Eiben S.: Cytochrome P450 monooxyge-
nases: perspectives for synthetic application. Trends in
Biotechnology, 24, 324-330, 2006.

van Beilen J.B., Funhoff E.G.: Alkane hydroxylases involved
in microbial alkane degradation. Applied Microbiology
and Biotechnology, 74, 13-21, 2007.

van Beilen J.B., Funhoff E.G.: Expanding the alkane oxy-
genase toolbox: new enzymes and applications. Current
Opinion in Biotechnology, 16, 308-314, 2005.

[37]

[40]

[41]

[43]

[44]

[45]

artykuty

van Beilen J.B., Li Z., Duetz W.A., Smits T.H.M., Wil-
tholt B.: Diversity of alkane hydroxylase systems in the
environment. Oil & Gas Science and Technology, 58(4),
427440, 2003.

van Beilen J.B., Wubbolts M.G., Witholt B.: Genetics of
alkane oxidation by Pseudomonas oleovoran. Biodegra-
dation, 5, 161-174, 1994.

van Berkel W.J.H., Kamerbeek N.M., Fraaije M.W.: Fla-
voprotein monooxygenases, a diverse class of oxidative
biocatalysts. Journal of Biotechnology, 124, 670—689,
2006.

Watkinson R.J., Morgan P.: Physiology of aliphatic hy-
drocarbon-degrading microorganisms. Biodegradation,
1,79-92, 1990.

Wentzel A., Ellingsen T.E., Kotlar H.K., Zotchev S.B.,
Throne-Holst M.: Bacterial metabolism of long-chain
n-alkanes. Applied Microbiology and Biotechnology, 76,
1209-1221, 2007.

Whyte L.G., Schultz A., van Beilen J.B., Luz A.P., Pel-
lizari V., Labbe D., Greer C.W.: Prevalence of alkane
monooxyegnase genes in Arctic nad Antarctic hydrocar-
bon-contaminated and pristine soils. FEMS Microbiology
Ecology, 41, 141-150, 2002.

Whyte L.G., Smits T.H.M., Labbe D., Withoult B., Greer
C.W.,, van Beilen J.B.: Gene cloning and characterization
of multiple alkane hydroxylase systems in Rhodococcus
strains Q15 and NRRL B-16531. Applied and Environ-
mental Microbiology, 68, 5933—-5942, 2002.

Widdel F., Rabus R.: Anaerobic biodegradation of sa-
turated and aromatic hydrocarbons. Current Opinion in
Biotechnology, 12, 259-276, 2001.

Wilkes H., Kiihner S., Bolm C., Fischer T., Classen A.,
Widdel F., Rabus R.: Formation of n-alkane- and cyclo-
alkane-derived organic acids during anaerobic growth of
a denitrifying bacterium with crude oil. Organic Geoche-
mistry, 34, 1313-1323, 2003.

Dr Urszula GUZIK — adiunkt Katedry Biochemii
Uniwersytetu Slaskiego. Od wielu lat zajmuje sig
badaniami nad enzymatycznym i genetycznym
podtozem mikrobiologicznej degradacji weglo-
wodorow.

Dr Danuta WOJCIESZYNSKA — adiunkt Katedry
Biochemii Uniwersytetu Slaskiego. Od wielu lat
zajmuje si¢ problemami zwigzanymi z biodegra-
dacjg zwiazkow aromatycznych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem enzymow zaangazowanych w ich
rozktad.

Marta KRYSIAK — magistrantka Katedry Bio-
chemii; pod opieka dr Urszuli Guzik napisata
w 2010 roku Pracg Licencjacka pt.: ,,Molekular-
ne podstawy bakteryjnej degradacji alkanow
ropopochodnych”.

Dr inz. Ewa KACZOREK — adiunkt w Instytucie
Technologii i Inzynierii Chemicznej Politechniki
Poznanskiej. Od wielu lat zajmuje si¢ wykorzysta-
niem mikroorganizmow w biodegradacji substancji
ropopochodnych, jak rowniez charakterystyka wia-
sciwosci powierzchniowych bakterii.

nr 1172010 1027



