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1.Wprowadzenie

kazenie Srodowiska substancjami ropopochodnymi stato sie w ostatnich

latach jednym z najpowazniejszych probleméw ekologicznych. Przedosta-

wanie si¢ niedostatecznie oc”szczonych $ciekéw rafineryjno-petrochemicznych
do otwartych zbiornikéw wodnych, wdd gruntowych, czy tez ziemi uprawnej
moze spowodowac powazne nastepstwa, uynikajace z silnie toksycznego i kan-
cerogennego charakteru tych substancji.

Z dotychczasowych doswiadczen wynika, ze zastosowanie metod biotechno-
logicznych jako ostatniego etapu oczyszczania $ciekOw obcigzonych zwiaz-
kami ropopochodnymi stanowi najbardziej racjonalny sposéb ich uzdatniania
(1-4). Aby mozna byto takie metody wykorzysta¢, trzeba przede wszystkim
dysponowa¢ odpowiednimi biopreparatami (specjalnie do tego celu wysele-
kcjonowanymi zestawami drobnoustrojow) oraz ustali¢ czynniki determinu-
jace ich skuteczne i bezpieezne uzycie w warunkach naturalnych. Dla przy-
gotowania tego typu preparatéw niezbedne jest przeprowadzenie komplekso-
wych badan, obejmujacych miedzy innymi: dobdér warunkéw izolowania i se-
lekcji szczepdw oraz okreslenie ich whasciwosci fizjologiczno-biochemicznych,
zdolnosci tworzenia surfaktantow, aktywnosci wybranych ukladow enzyma-
tycznych, efektywnosci wykorzystania réznego typu weglowodoréw, produ-
ktow metabolizmu, analizy zjawisk kometabolizmu, itp.

Wiadomo, ze istnieje duza grupa drobnoustrojow, zaréwno bakterii, droz-
dzy, jak i grzybow strzepkowych, wykazujacych zdolno$¢ do rozktadu weglo-
wodoréw. Do najbardziej aktywnych w tym zakresie zaliczy¢ nalezy gatunki:
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Pseudomonas, Acetobacter, Conjnebacteium, Bacillus, Xantomonas, Candida,
Pichia, Tonilopsis, Aspergillus, Cladosporium i Penicillium (1-4).

W mieszaninie weglowodorow nie wszystkie zwigzki sg rownie tatwo roz-
ktadane. Alifatyczne weglowodory sg tatwiej degradowane niz aromatyczne,
dtugotancuchowe parafiny sa chetniej rozktadane niz krétkotancuchowe, na-
sycone zwigzki sa fatwiej utylizowane niz nienasycone, “igzki o rozgatezio-
nych tancuchach sa trudniej degradowane od nierozgatezionych (5-6). Do
trudno przyswajalnych nalezg wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne,
chloropochodne bifenyli i inne. Bardzo czesto o szybkosci przyswajania we-
glowodoréw decyduje zdolno$¢ szczepu do emulgowania substratu. Proces
asymilacji weglowodoréow moze by¢ zatem przyspieszony przez dodanie wy-
branych biosurfaktantéw (7).

W procesach biodegradacji weglowodoréw charakterystyczne jest zjawisko
stosunkowo sprawnego usuwania gtéwnej czesci skazen, w ilosci 90-95%
ich puli, natomiast likwidacja pozostatej czesci tych zanieczyszczen napotyka
na ogromne trudnosci.

W biodegradacje weglowodoréw wigczone sg enzymy nalezace do oksyge-
naz, dehydrogenaz i hydrolaz. Utlenienie alkanéw rozpoczyna zazwyczaj kom-
pleks monooksygenaz, prowadzac reakcje terminalnej lub subterminalnej
oksydacji. Oksygenazy wiasciwe — dioksygenazy — rozpoczynajg proces
degradacji benzenu. Intermediat przemian — katechol — moze by¢ utle-
niany przez dwa rodzaje oksygenaz, tj. przez 1,2- lub 2,3- dioksygenaze
katecholowa (5). Do rozkiadu alkenow jest wymagana obecno$¢ oksygenaz
mieszanych. Biorg one takze udziat w rozktadzie policyklicznych zwigzkéw
aromatycznych. W utlenianie alkoholi do aldehydéw i kwaséw wigczone sg
dehydrogencizy wspoétdziatajace z jednym z nukleotydéw nikotynamidoadeni-
nowych. W procesie rozkiadu weglowodoréw aromatycznych uczestniczg hy-
drolazy, powodujac ich rozpad do prostszych zwigzkéw, ktére moga by¢ dalej
degradowane w szlakach metabolizmu centralnego.

W Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki +6dzkiej prowadzi sie od
kilku lat intensywne badania nad skriningiem drobnoustrojéw degraduja-
cych rope oraz obserwacje zjawisk towarzyszacych asymilacji weglowodoréw
ze skazonych ropopochodnymi substancjami $srodowisk. Wyizolowano ponad
400 szczepow wykazujgcych mniejsza lub wieksza zdolno$¢ do degradacji
poszczegblnych grup weglowodoréw. Wyniki otrzymane dla czterech wybra-
nych sposréd nich kultur bakteryjnych sg tematem tego opracowania.

2. Materiaty | metody

2.1. Szczepy stosowane do badan

Materiat biologiczny do badan stanowity cztery szczepy nalezace do ro-
dzajow Bacillus sp. N2, Bacillus sp. BP, Pseudomonas 141, Micrococcus R5.4,
wyizolowane ze $ciekdéw petrochemicznych lub gruntu pochodzacego z miejsc
przetadunku patiw.
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2.2. Metody izolowania, przechowywania | hodowli badanych szczepéw

Izolowanie drobnoustrojow bytujagcych w wymienionych srodowiskach pro-
wadzono na podiozach agarowych, zauierajgcych zestaw podstawowych soli
mineralnych lub w podtozu A, zawierajgcym glukoze 0,5 g/l, ekstrakt drozdzowy
0,5 o/l, NH4CI 2 g/lI, Na2HP04 12 H20 6 g/l, KH2PO4 1,2 g/l, wode de-
stylowang. pH podiozy ustalano na 5,5-'6,5. Do podtozy dodawano olej na-
pedowy w ilosci 20 |il w formie zemulgowanej lub w postaci filmu rozpro-
wadzonego na powierzchni podtoza. Hodowle plynne prowadzono gtéwnie
w podtozu A, w 500 ml kolbach ptaskodiennych zawierajgcych po 50 ml po-
zywki, na wstrzgsarce mimosrodowej o szybkosci obrotow 210/min i ampli-
tudzie 4,5 cm. Temperatura hodowli v/ynosita 27°C, a jej czas 7-9 dni.

2.3. Stezenie biomasy

W poditozu hodowlanym oznaczano stezenie biomasy metoda posrednia,
dokonujac pomiaru zmetnienia ptynu hodowlanego. W tym celu zawiesine
rozcienczano 10-krotnie i mierzono absorbancje préb przy 720 nm wzgledem
wody destylowanej. Wyniki przeliczano na jednostki (g sm/lI) na podstawie
krzywych wyznaczonych po uprzednim wysuszeniu badanych prébek biomasy.

2.4. Okreslanie stopnia degradacji oleju napedowego w warunkach
hodowli ptynnej

Doswiadczenie obejmowato hodowle badanych szczepéw w 50 ml podtoza
A z dodatkiem 6% oleju napedowego i okreslenie jego ubytku po dziewieciu
dniach hodowli wstrzasanej. Prébe odniesienia stanowita analogiczna zawie-
sina, ktorej nie szczepiono. Po hodowli zawartos¢ kolb pozostawiano na noc
w temperaturze 4°C i nastepnego dnia catos¢ wirowano przy 15 000 rpm
w ciggu 20 min. llos¢ nie zuzytej podczas hodowli ropy oznaczano objeto-
sciowo. Przy obliczaniu ubytkéw oleju uwzgledniano odparowanie substratu,
oznaczone w prébie odniesienia.

2.5. Oznaczanie aktywnos$ci dehydrogenaz

Wstepne parametry oznaczenia ustalono na podstawie metodyki opraco-
wanej przez Bobkowg (8) i Szpilowg (9). Oznaczenie wykonano z uzyciem
biomasy z hodowli plynnej w podiozu A, po uprzednim jej odwirowaniu,
zwazeniu i rdGwnomiernym zawieszeniu w 1 ml sterylnej wody destylowanej.
Do préb dodawano 3 ml 0,2M buforu fosforanowego o pH 8 i 1 ml 0,1%
roztworu chlorku 2,3,5-trifenylotetrazoliowego. Proby inkubowano w tempe-
raturze 30"C w ciggu 2 godz. Reakcje przerywano dodajac 3 ml lodowatego
kwasu octowego. Préby wirowano, a barwnik zwigzany z biomasa ekstraho-
wano 10 ml kwasu octowego. Absorbancje zaréwno eluatu, jak i ptynu po
oddzieleniu komérek oznaczano przy 490 nm. Wartosci absorbancji sumo-
wano i odnoszono do krzywej wzorcowej. Aktywnos$¢é wyrazano w jednostkach
gestosci optycznej roztworu w przeliczeniu na I mg sm komorek.
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2.6. Analiza produktow biodegradacji

Produkty biodegradacji oleju napedowego przez badane szczepy analizo-
wano metodg chromatografii gazowej, wykorzystujgc aparat firmy Hewlett-
Packard model HP 5890 wyposazony w kolumne kapilarng Supelcowax 10,
0 rozmiarach 30 m 0,53 mm ID, film 1,0 pm oraz detektor ptomieniowo-
jonizacyjny (300°C). Temperatura poczatkowa pieca wynosita 50°C (5 min),
ogrzewanie do 280°C prowadzono w ciagu 35 min. Proby do oznaczeh skiadu
mieszanin weglowodoréw nie wykorzystanych podczas hodowli drobnoustro-
jow, przygotowywano metodg Solid Phase Extraction na podstawie na metody
firmy JT Baker USA. Polega ona na absorbcji weglowodoréw alifatycznych i
aromatycznych w kolumienkach wypeitnionych mikroporowatym szkiem
(wielkos¢ ziaren 40 nm, rozmiary por 6-27,5 nm) z podstawionymi grupami
oktadecylowymi, a nastepnie ekstrakcji weglowodorow dichlorometanem lub
n-heksanem. Uzyskane piki identyfikowano wedlug wewnetrznej biblioteki
spektrometru masowego pracujacego w systemie Scan (nr NBS75KL).

3. Wyniki badan

Badania mikroflory srodowisk skazonych pochodnymi ropy naftowej pro-
wadzone pod katem przygotowania biopreparatéw do bioremediacji konkret-
nych miejsc skazenia weglowodorami, to ztozone postepowanie skilningowe,
wymagajace wykonania szeregu zmudnych préb hodowlanych, wielu testéw
biochemicznych oraz prob technologicznych (4,5).

Zabiegi skriningowe, ktérym poddano wymienione w materiatach szczepy
obejmowaty:

a) zbadanie ich zdotnosci do wzrostu w obecnosci weglowodoréw ropy
naftowej,

b) okreslenie tolerancji na podwyzszone stezenia ropy naftowej,

€) oznaczenie stopnia zuzycia substratu,

d) zbadanie zdolnosci do emulgacji frakcji organicznej,

e) oznaczenie aktywnosci dehydrogenaz wraz ze wstepnym okresleniem
stopnia indukcyjnosci systemu,

f) analiza chromatograficzna produktéw biodegradaciji.

Rezultaty wstepnej oceny wzrostu szczepdw w obecnosci weglowodoréw
ropy naftowej dokonanej na podstawie wynikéw hodowli w podtozu A w for-
mie statej lub ptynnej przedstawiono w tabeli 1

Wszystkie z wymienionych szczepow wykazywaty szybki i obfity wzrost
w obecnosci oleju napedowego. Warstewka oleju, pokrywajaca powierzchnie
podioza statego znikata w ciagu 3-4 dni hodowli. Najwyzsza zdolno$¢ emul-
gowania frakcji organicznej w podtozu ptynnym wykazywaty szczepy Bacillus
sp. BP i N2.
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Tabela |
Obserwacje wzrostu badanych szcz'epéw bakterii w podtozu a

Oloserwac e wzrostu

Szczep ) .
podtoze state podtoze ptynne

Bacillus sp. BP kolonie jasnobezowe, krotkie obfity wzrost wokét kropelek
pateczki, wyrazne ,,Scigganiie” ropy, silne emulgowanie
filmu ropy w kierunku kollonii, substratu
zuzycie substratu po 4 dniiach
hodowli

Pseudomonas sp. 141 kolonie bezowoszare, ruch liwe wzrost dobiy, stabe
pateczki, zuzycie substratu po 3 emulgowanie substratu
dniach hodowli

Bacillus sp. N2 dlugie pateczki, $lady substratu  wzrost obfity, dobra emulgacja
po 3 dniach hodowli substartu

Micrococcus sp. R5.4  drobne kolonie, $lady sub.stratu  wzrost dobiy, stabe
po 4 dniach hodowli emulgowanie substratu

Zdolnos¢ namnazania sie szczepéw w podiozu ptynnym A, zawierajgcym
olej napedowy w réznyeh stezeniach (od 2, do 10%) przedstawiono na ryeinie
1. Obrazuje ona wzrost szezepdéw Bacillus sp. BP i N2, reprezentatywnyeh
dla wszystkich, stosowanych w pracy drobnoustrojéw. Dla zadnej z badanyeh
kultur nie obserwowano wyraznie negatywnego wpltywu zwiekszajaeych sie
stezenn wegtowodoréw na ich wzrost, natomiast w miare trwania hodowli uwi-
docznita sie zdolno$¢ adaptacji szczepéw do wzrastajgcyeh stezen substratu.
W ostatnieh dniaeh hodowli obserwowano wyraZznie najbardziej intens}wny
wzrost szczepow w obeenosci najwyzszych stezen weglowodoréw (10%). Plon
biomasy w sz6stym dniu hodowli, np. dla szezepu Bacillus sp. BP byt o0 60%
wyzszy w poréwnaniu z prébami, w ktorycti substrat ten uzyto w stezeniu 2%.

Oznaczone metoda objetoseiowa po dziewleeiu dniaeh hodowli w podtozu
A zawierajacym 6% oleju napedowego ubytki substratu dla poszczegd6lnych
szczepOw zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Zuzycie ole.iu napedowego
W ciagu 9 dni hodowli szczepdw bacillus sp. bp i N2. pseudomonas sp. 141, MICROCOCCUS SP. R5.4
w PODLOZU A. zawierajacym «% SUBSTRATU

Zuzycie oleju napedowego

Szczep )
Bacillus sp. BP 70
Pseudomonas sp. 141 64
Bacillus sp. N2 90
Micrococcus sp. R5.4 60

Najwyzsze zuzycie oleju napedowego w stosowanych warunkach hodowli
uzyskano dla szczepow Bacillus sp. BP i N2. Poréwnujae te wyniki z danymi
zawartymi w tabeli 1| mozna zauwazy¢, ze wymienione szezepy wykazujg
rowniez stosunkowo wysoka zdolno$¢ emulgowania substratu.
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Bacillus sp. N2

S i 2 doba
N 3 doba
® 5 doba

6 doba

/ 5 doba

3 doba
czas hodowli

~ 6 doba

stezenie ropy naftowej [%]

Bacillus sp. BP

2 doba
~ 3 doba

= 5 doba
J 6 doba

czas hodowli

stezenie ropy naftowej [%]

Ryc. 1. Wzrost szczepéw Bacillus sp. N2 i BP w podtozu A zawierajgcym olej napedowy
w stezeniach 2-10%.

Za wskaznik zdolnosci drobnoustrojow do szybkiej biodegradacji weglo-
wodoréw mozna w pewnym stopniu przyjaé aktywnos$¢ dehydrogenaz, pod-
stawowego systemu enzymatycznego, odpowiedzialnego za utlenienie sub-
stratu. Ogdlng aktywnos¢ dehydrogenaz badanych szczepdw, oznaczong w trze-
ciej dobie hodowli wstrzgsanej w podtozu A, zawierajgcym 6% oleju nape-
dowego przedstawiono w tabeli 3.
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Tabela 33
Aktywnosé OEnYDROCPINAZ szczepow
BACILLUS SP. N2 1 BP, PSEUDOMONAS SC. 141 | MICROCOCCUS SP. R5.4
w PODLOZU A ZAWIERAJACYM 69/0 OLEJU NAPEDOWEGO

Avkt}rwno00 dehydrogenaz

Szczep (i/mg sm)
Bacillus sp. BP 0,65
Psedomonas sp. 141 0,37
Bacillus sp. N2 0,88
Micrococcus sp. R5.4 1,15
1,2
0,8
i 141
@) 0,6 BP
(
5. R5.4
;())3
‘") 0,4
0
c
>,
0,2
2 3 4

dni hodowli

Ryc. 2. Zmiany aktywnosci dehydrogenaz szczepéw BP, 141 i R5.4 w czasie hodowli w podtozu
A, zawierajacym 6% oleju napedowego.
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Ryc. 3. Wptyw stezenia oleju napedowego w podtozu A na aktywnos$¢ dehydrogenaz szczepéw
141, BP, N2 i R5.4.

Zmiany aktywnosci dehydrogenaz w czasie 6-dniowej hodowli szezepéw
Bacillus sp. BP, Pseudomonas sp. 141 i Micrococcus sp. R5.4 przedstawiono
na rycinie 2. Aktywnos$¢ ta rosnie do piagtego dnia hodowli. W széstym dniu
inkubacji zachowanie szczepOw jest zréznicowane.

Niekorzystne jest wyrazne obnizenie aktywnosci dehydrogenaz obserwo-
wane w tym czasie dla szczepu Pseudomonas sp. 141.

Wplyw stezenia oleju napedowego (2-12%) na aktywno$¢ dehydrogenaz
przedstawiono na rycinie 3. Zamieszczono na niej dane z pigtego dnia hodowli.

Dla wszystkich badanych szczepow obserwowano wyrazng indukcje tej
aktywnosei przez zwiekszajgee sie stezenia substratu. Dla szezepow Bacillus
sp. BP. Micrococcus sp. R5.4 indukcyjno$¢ te mozna okresli¢ jako wprost
proporcjonalng do stezenia substratu. Dla pozostatych szczepow zwraca uwa-
ge fakt zréznicowanej indukcyjnosci systemu w réznych zakresach stezenh
oleju napedowego.

Whyniki analizy chromatograficznej pozostatosci oleju napedowego po dzie-
wieciu dniach hodowli w podtozu A, zawierajgcym substrat w stezeniu 6%
obrazujg chromatogramy (ryc. 4) orEiz tabeta 4. Wymienione w tabeli weglo-
wodory (od nonanu do dokozanu) to gtéwne skfadniki oleju napedowego ziden-
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tyfikowane przy uzyciu spektrometru masowego, sprzezonego z chromato-
grafem gazowym. WSszystkie badane w pracy szczepy: Bacillus sp. N2 i BP,
Pseudomonas sp. 141 i Micrococcus sp. R.5.4 degradowaty wymienione w ta-
beli 4 weglowodory z wydajnoscig przynajmniej 69%. Najwyzsze zuzycie we-
glowodoréw uzyskano dla szczepéw BacUllus sp. N2 i Micrococcus R5.4. Po
dziewieciu dniach hodowli tych szczep6w, liczba zarejestrowanych we wzorcu
pikdw zostata zredukowana z 81, odpowiiednio do 19 i 24. Z grupy osiem-
nastu wymienionych w tabeli 4 weglowodoréw, wszystkie wykorzystane zo-
staty przynajmniej w ilosci 87%. Wiekszym zréznicowaniem stopnia wyko-
rzystania poszczegolnych weglowodorow charakteryzowaty sie szczepy Pseudo-
monas sp. 141 i Bacillus sp. BP. Rozpietos¢ stopnia asymilacji poszczegol-
nych skiadnikéw oleju napedowego wynosita od 72 do 100%. Szczep Pseu-
domonas sp. 141 wyrdzniat sie wysokim stopniem wykorzystania weglowo-
doréw lzejszych (nonan-dodekan) oraz weglowodorow o diugosci tancucha
od C 20 do C 22. Szczep Bacillus sp. BP, t*vymienione w tabeli 4 weglowodory
(poza nonanem) wykorzystywat w ilosci od 69 do 91%. Liczba pikéw zareje-
strowanych w prébach z tymi szczepami wynosita odpowiednio 46 i 32.

Tabela 4
Stopien zuzycia wybranych weglowodoréw przez badane szczepy
w CZASIE 9-DNIOWEJ HODOWLI W PODLOZU A ZAWIERAJACYM 6% OLEJU NAPEDOWEGO

Ubytek weglowodoréw (%)

Weglowodor
szczep

nazwa wzor N2 141 BP R5.4 B
nonan C9H20 100 100 100 100 100
dekan C 10722 100 90 79 91 -11
undekan Cl1H24 94 100 72 90 -70
dodekan Ci2"26 94 100 69 87 =77
2-metylo-naftalen CiiHio 97 91 85 95 17
tridekan C13H28 95 83 75 89 -33
1 metylo-naftalen CiiHjo 100 77 76 100 -50
tetradekan Ci4ibo 94 94 73 89 -40
pentadekan A15A*3D 94 94 80 89 -9
heksadekan A167N34 96 96 78 94 7
heptadekan Ciyibe 96 91 79 93 -3
2,6,10,14-
tetrametylopentadekan C19H40 9 96 8 95 -1l
oktadekan ~18738 96 75 75 93 -18
2,6,10-trimetylodedekan C15H32 96 100 72 93 -35
nonadekan C19H40 97 84 74 94 -21
eikozan C20H42 97 100 7 95 3
heneikozan C21H44 100 100 75 95 21
dokozan C22H46 100 100 91 100 35
Liczba rejestrowanych pikéw, wzorzec:81 19 46 32 24 103
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Ryc. 4. Analiza chromatograficzna produktéw biodegradacji oleju napedowego, prowadzonych
przy uzyciu szczepow N2 i BP.
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Wsrod produktow rozkiadu oleju napedowego nie zidentyfikowano nowych
zwigzkéw, tj. takich, ktérych nie obserwowano wcze$niej w tym surowcu,
przed poddaniem go biodegradacji.

W tabeli 4 dla celow poréwnawczych zamieszczono réwniez wyniki analizy
chromatograficznej produktéw rozkitadu oleju napedowego, degradowanego
przy uzyciu tnnego szczepu bakterii, oznaczonego roboczo symbolem ,B”.
Whyniki tej analizy okazaty sie diametralnie rézne od rezultatéw uzyskanych
dla oméwionych szczepdw. Szczep ,B" wykazywat réwnie szybki i obfity
wzrost w obecnosci weglowodordw, jak pozostate szczepy. Jednakze podczas
jego 9-dniowej hodowli w obecnosci 6% oleju napedowego zaobserwowano
obnizenie stezenia jedynie, takich weglowodoréw jak: nonan, 2-metylo-na-
ftalen, heksadekan, eikozan, heneikozan i dokozan i jednoczesny wzrost li-
czby pozostatych z osiemnastu wymienionych w tabeli weglowodoréw. Liczba
pikéw zarejestrowanych w tej probie wynosita 103, tj. wzrosta o 22 w sto-
sunku do analizowanego wzorca. Odnotowane zjawiska sg niepokojace z dwodch
wzgledoéw; po pierwsze, gromadzenie intermediatow biodegradacji weglowodo-
réw, szczegolnie tych o nizszej masie czasteczkowej, ze wzgledu na ich wy-
sokag toksyczno$¢ moze doprowadzi¢ do zahamowania catego procesu, po
drugie, wsréd nowo powstatych intermediatéw metabolicznych znajdowac sie
mogga substancje bardziej toksyczne od pierwotnych i trudniej degradowalne.

Uzyskane wyniki wskazujg na koniecznos¢ prowadzenia wnikliwych ba-
dan fizjologii drbnoustrojow, selekcjonowanych pod katem wykorzystania
w procesach bioregeneracji skazonych weglowodorami $rodowisk. O ile bo-
wiem mozna przypuszczac, ze prezentowane w ramach pracy szczepy Bacillus
sp. N2 i BP, Pseudomonas sp. 141 i Micrococcus sp. R5.4, bedg w efektywny
i bezpieczny sposéb wspomagaé procesy oczyszczania, o tyle dominacja kul-
tur o whasciwosciach zblizonych do szczepu ,B”, spowodowaé¢ moze zdtawie-
nie procesu bioregeneracji.

4. Podsumowanie

Testy, ktorym poddano szczepy Bacillus sp. N2 i BP, Pseudomonas sp.
141 i Micrococcus sp. R5.4, pozwalajg zakwalifikowaé je jako potencjalnie
przydatne w procesach bioregeneracji srodowisk skazonych weglowodorami
ropy naftowej. Wymienione drobnoustroje wykazujg szybki i obfity wzrost
w obecnosci weglowodorow ropy naftowej oraz wysoka tolerancje na rosnace
stezenia substratu. Dziewieciodniowa hodowla w obecnosci 6% oleju nape-
dowego kohczy sie zuzyciem substratu w ilosci 60-90% (tab. 2). Poziom
aktywnosci systemu dehydrogenaz w duzym stopniu jest funkcjg stezenia
weglowodoréw w podtozu. Analiza chromatograficzna produktéw biodegrada-
cji pozwolita ustali¢, ze z grupy osiemnastu zidentyfikowanych weglowodo-
réw, wystepujacych w oleju napedowym w najwyzszych stezeniach, wszystkie
sg asymilowane, a stopien ich wykorzystania waha sie w granicach 69-100%.

W wyniku biodegradacji prowadzonych z udziatem szczepéw Bacillus sp.
BP i N2, Pseudomonas sp. 141, Micrococcus sp. R5.4, liczba pikéw zareje-
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strowanych we wzorcu zmniejszyta sie z 81, odpowiednio do 32, 19, 46, 24.
Wsrod produktow biodegradacji nie zidentyfikowano zwiazkOw nie obserwo-
wanych wczesniej we wzorcu.

Przedstawione w celach poréwnawczych wyniki analizy chromatograficznej
produktow biodegradacji z udziatem szczepu ,,B” (gromadzacego liczne produkty
posrednie i kumulujacego weglowodory 0 nizszym ciezarze czasteczkowym) wska-
zuja na bezwzgledng koniecznos¢ prowadzenia badan fizjologii drobnoustrojow,
selekcjonowanych pod katem uzycia ich w procesach bioremediaciji.
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Characterization of selected bacterial strains degrading hydrocarbons of
petroleum oil

Summary

The results of special tests which had been cajTied out with the following bacterial strains
Bacillus sp. S2, Bacillus sp. BP, Pseudomonas sp. 141 and Micrococcus sp. R5.4 show that these
strains are active degraders of petroleum oil hydrocarbons, tolerate high concentrations of the
substrate and have a high capability for degradation of hydrocarbons. Petroleum oil was degraded
in the range from 60 to 90% after the culture was carried out for 9 days. The activity of
dehydrogenases was related to the concentration of the substrate. The gas chromatography
analysis of residual hydrocarbons in the medium after 9 days of cultivation proved that the
main identified petroleum oil components had been metabolized with the yield from 69 to 100%.
Apart from the compounds originally present in crude oil no new by-products were detected in
the final medium. The accumulation of shorter chain length hydrocarbons and various new
by-products occurred in the case of another tested bacterial strain, designated “B".
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