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Ability for biodegradation and bioadsorption of the bacteria from 
Ochrobactrum genus important in bioremediation

Summary

Bacteria from Ochrobactrum genus are found in various environments. They 
were isolated from soil, sewage, plant tissue and human body, where they acted 
as a human opportunistic pathogens. Ochrobactrum are able to degrade a wide 
variety of chemical substances, such as atrazine, nicotine, phenol or polycyclic 
aromatic hydrocarbons (PAH) and accumulate heavy metals. Many of those sub­
stances pose a threat to the environment and to mankind. The representatives 
of this genus also play an important role in the nitrogen cycle as one of the sym­
biotic bacteria of legume plants that reduce nitrites to atmospheric nitrogen.

There is still little information about the genus Ochrobactrum and this is why 
it is necessary to focus more attention on it in terms of environmental protec­
tion.
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1. Wprowadzenie

Wraz ze zwiększającym się zagrożeniem dla środowiska i czło­
wieka, jakie stanowi liczba toksycznych odpadów przemysło­
wych i antropogenicznych rośnie potrzeba doskonalenia metod
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ich utylizacji i detoksykacji. Przestarzałe, zwykle mało efektywne techniki składowa­
nia i spalania są wypierane przez coraz nowsze metody utylizacji umożliwiające jed­
nocześnie pozyskiwanie energii z odpadów. Pozwalają one ograniczyć ilość zanie­
czyszczeń wprowadzanych do wód, gruntów i atmosfery oraz przywrócić pierwotny 
stan zdegradowanego środowiska. Jedną z takich metod jest bioremediacja, czyli 
wykorzystanie naturalnych, biologicznych procesów do usuwania zanieczyszczeń ze 
środowiska, jest ona zarówno ekonomicznie jak i ekologicznie korzystniejsza od 
konwencjonalnych technik remediacyjnych. Głównymi technikami bioremediacji są 
fltoremediacja oraz biodegradacja. Pierwsza koncentruje się na zastosowaniu roślin 
zdolnych do akumulacji lub neutralizacji substancji obcego pochodzenia (ksenobio- 
tyków), w drugiej wykorzystuje się naturalne zdolności bakterii i grzybów do pro­
dukcji enzymów rozkładających substancje toksyczne i zakłada wykorzystanie pro­
cesów metabolicznych zachodzących w komórkach drobnoustrojów w celu elimina­
cji zanieczyszczeń (1).

Zaplanowanie efektywnego procesu biodegradacji zanieczyszczeń na określo­
nym obszarze, wymaga analizy szeregu czynników. Dokładne poznanie cech pod­
łoża poddawanego remediacji oraz charakterystyka fizykochemiczna środowiska, 
może dostarczyć istotnych informacji na temat dostępności zanieczyszczeń dla 
wprowadzanych mikroorganizmów. Analiza warunków atmosferycznych umożliwia 
określenie optymalnych parametrów, w jakich zachodzić będą pożądane procesy. 
Najistotniejszym aspektem jest jednak, identyfikacja zanieczyszczenia oraz dobra­
nie takich zestawów drobnoustrojów, które będą je skutecznie neutralizować (aku- 
mulować lub rozkładać) i jednocześnie nie zakłócać wzajemnej produkcji enzymów 
służących do degradacji ksenobiotyków. W związku z tym, na całym świecie prowa­
dzone są badania, mające na celu pozyskanie mikroorganizmów zdolnych do roz­
kładu związków szkodliwych, ich identyfikację i klasyfikację.

Bakterie z rodzaju Ochrobactrum stosunkowo niedawno włączono do grupy organi­
zmów posiadających zdolność akumulacji i degradacji licznych ksenobiotyków. Rodzaj 
Ochrobactrum należy do rodziny Brucellaceae zaliczanej do a-proteobakterii (2). Po raz 
pierwszy został opisany przez Holmesa i in. (3). jest on najbliżej spokrewniony z ro­
dzajem Brucella, do którego należy wiele gatunków chorobotwórczych dla ludzi i zwie­
rząt (4). Dotychczas opisano trzynaście różnych gatunków Ochrobactrum: 0. anthropi 
(3), 0. intermedium (4), 0. tritici, 0. grignonense (5), 0. gallinifaecis (6), 0. lupini (7), 0. oryzae 
(8), 0. cytisi (9), 0. pseudogrignonense, 0. haematophilum (10), 0. pseudointermedium (11), 
0. rhizosphaerae i 0. thiophenivorans (12). W 2007 r. zsekwencjonowano genom szczepu 
0. anthropii ATCC 49188 (Project ID: 19485). Na genom szczepu 0. anthropi ATCC49188 
składają się dwa chromosomy (2,9 Mpz i 1,9 Mpz) oraz 4 megaplazmidy (pOANTOl, 
pOANT02, pOANT03, pOANT04). Bakterie z gatunku 0. anthropi zostały scharakteryzo­
wane jako ludzkie patogeny oportunistyczne, gdyż najczęściej izolowano je od pacjen­
tów z obniżoną odpornością z objawami bakteriemii (8). Podobne pochodzenie i właś­
ciwości posiadają opisane w latach 1998-2007 bakterie z gatunków 0. intermedium (4), 
0. pseudointermedium (11), 0. pseudogrignonense oraz 0. haematophilum (10). Również
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I

W ostatnich latach pojawiły się doniesienia o izolacji bakterii z rodzaju Ochrobactrum 
z brodawek roślin bobowatych (dawniej motylkowych) oraz ryżu, w których pełnią 
istotną rolę w wiązaniu azotu atmosferycznego (7-9). Ponadto, szereg izolatów na­
leżących do rodzaju Ochrobactrum pozyskano z różnorodnych środowisk (rzeki, kanały 
i ścieki, gleba uprawna, ryzosfera), często zanieczyszczonych produktami gospodarki 
ludzkiej (13). Zdolności tych bakterii do zasiedlania zróżnicowanych środowisk, 
a w szczególności tych o wysokim stopniu zanieczyszczenia ściekami przemysłowymi, 
pestycydami i herbicydami, wzbudziły zainteresowania badawcze. Podjęto prace nad 
reakcją tych bakterii na czynniki stresowe. Jakimi są zanieczyszczenia oraz nad możli­
wościami ich potencjalnego wykorzystania w biodegradacji i bioremediacji.

2. Biodegradacja zanieczyszczeń przez Ochrobactrum sp. i ich reakcja 
na związki toksyczne

w latach 1998-2008 opisano 13 gatunków bakterii z rodzaju Ochrobactrum, Jed­
nak większość badań nad zdolnością do biodegradacji ksenobiotyków z użyciem 
bakterii z rodzaju Ochrobactrum prowadzono z wykorzystaniem 3 najwcześniej opi­
sanych gatunków O. anthropi oraz O. intermedium i O. tritici. Przedstawiamy mecha­
nizmy odpowiedzialne za zdolność do bioremediacji zanieczyszczeń przedstawicieli 
tych bakterii.

2.1. Enzymy O. anthropi biorące udział w degradacji herbicydów i związków 
fenolowych

Pestycydy i herbicydy są szeroko stosowane Jako środki ochrony upraw. Jedno­
cześnie powodują skażenia wód gruntowych oraz gleby. 0. anthropi charakteryzuje 
się zdolnością do rozkładu wielu związków chemicznych m.in., atrazyny oraz pesty­
cydów fosforoorganicznych (paration, dichlorowos).

Atrazyna (2-chloro-4-etylamino-6-izopropylo-s-triazyna) (rys. l)Jest herbicydem 
najczęściej akumulowanym w glebie terenów uprawnych oraz w pobliżu gospo­
darstw rolnych. W obecności atrazyny fosfolipidowy skład błony komórkowej (sto­
sunek nasyconych do nienasyconych kwasów tłuszczowych) bakterii 0. anthropi ule­
ga zmianie (14). Zmiana składu kwasów tłuszczowych prowadząca do wzrostu stop-
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Rys. 1. Wzór strukturalny cząsteczki atrazyny.

r N Ns,^2*^5 H CH(CH3),
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nia nasycenia lipidów błony komórkowej jest jednym z mechanizmów obronnych 
komórki bakteryjnej przeciwko substancjom btonowo-czynnym, takim jak niektóre 
rozpuszczalniki organiczne i związki aromatyczne (15). Odpowiedź komórki 
0. anthropi na atrazynę jest reakcją unikatową, gdyż atrazyna, pod względem struk­
turalnym, nie jest zbliżona do poznanych substancji wpł}avających na kwasy 
tłuszczowe zawarte w błonie komórkowej. Dokładny mechanizm rozkładu atrazyny 
przez bakterie 0. anthropi nie został do tej pory opisany, jednak w dotychczasowych 
badaniach wskazuje się, że metabolizm tego herbicydu wiąże się z produkcją 
i działaniem enzymów: S-transferazy glutationowej (GST) oraz reduktazy sulfotlen- 
ku metioniny (MsrA) (16,17).

2.1.1. S-transferaza glutationowa (GST) [EC 2.5.1.18]

Komórki żywe, w odpowiedzi na wzrastające stężenie związków toksycznych, 
produkują enzymy katalizujące reakcję detoksyfikacji. Reakcja ta obejmuje dwa eta­
py: pierwszy prowadzony przez system cytochromu P-450; drugi, pośredniczony 
przez transferazy glutationu katalizujące wiązanie ksenobiotyku z wewnątrzkomór­
kowym substratem, którym jest glutation (GSH) (18,19). Transferazy glutationowe 
zaliczane są do rodziny wielofunkcyjnych, dimerycznych białek, które katalizują 
przyłączanie atomu siarki cząsteczki glutationu do różnych elektrofilowych związ­
ków pochodzenia zarówno wewnątrz- jak i zewnątrzkomórkowego. Dobrze pozna­
ne są cytoplazmatyczne transferazy glutationowe ssaków, które w wyniku analizy 
struktury pierwszorzędowej i właściwości immunologicznych zostały pogrupowane 
w klasy: alfa, mi, pi, teto, omega, zeta i kappa. Zdecydowanie słabiej poznane są trans­
ferazy glutationowe bakterii (20). Pierwotnie, bakteryjne GST klasyfikowano według 
podziału przyjętego dla ssaczych GST (20). Obecnie jednak wyróżnia się głównie 
jedną klasę bakteryjnych GST: klasę beta (19). Badacze wskazują także na możliwość 
istnienia innych bakteryjnych GST, których przykładem jest tefo-podobna GST wy­
stępująca w komórkach 0. anthropi (17).

S-transferaza glutationowa 0. anthropi (OaGST - GST 0. anthropi) wykazuje ak­
tywność transferazy wobec takich węglowodorów aromatycznych jak: 1-chlo- 
ro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), chlorek p-nitrobenzylu, tlenek 4-nitrochinoliny, a tak­
że aktywność glutationo-zależnej peroksydazy wobec wodoronadtlenku kumenu. 
W badaniach nad aktywnością OaGST wobec atrazyny wykazano, że enzym ten bie­
rze udział w degradacji tego herbicydu, i prawdopodobnie katalizuje rozkład pro­
duktów metabolizmu atrazyny w komórkach 0. anthropi (16). W dotychczasowych 
badaniach wykazano, że bakterie z rodzaju Ochrobactnim, rozkładają takie związki 
jak fenol, 4-chlorofenol (4-CP), 2,4-dichlrofenol (DCP) (21). Wymienione, błonowo- 
-czynne związki powodują, zależny od ich stężenia, wzrost ekspresji genu gst ko­
dującego S-transferazę glutationową, natomiast w przypadku atrazyny, wzrost eks­
presji genu gst następuje nawet, gdy występuje ona w niskich, nietoksycznych stę­
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żeniach (22). Wykazano, że wzrost ekspresji genu gst w komórkach 0. anthropi 
wiąże się bezpośrednio z zahamowaniem wzrostu komórek i uszkodzeniem błony 
komórkowej (wyciek jonów K+) wywoływanym przez związki błonowo-czynne. Po­
twierdza to hipotezę o zależności pomiędzy aktywnością OaGST a zmianami 
w stopniu nasycenia lipidów błony komórkowej 0. anthropi (17). Poziom OaGST 
w komórkach bakteryjnych nie ulega zmianie pod wpływem nagłych zmian pH, tem­
peratury, ciśnienia osmotycznego, dostępności składników pokarmowych oraz stę­
żenia metali ciężkich lub alkoholi alifatycznych (23). Na podstawie tych obserwacji 
wskazuje się, że w procesie regulacji odpowiedzi komórki na obecność substancji 
błonowo-czynnych nie bierze udziału czynnik sigma S (a^), globalny regulator odpo­
wiedzi komórki na czynniki stresowe.

2.1.2. Reduktaza sulfotlenku metioniny (MsrA) [EC 1.8.4.11]

Reduktaza sulfotlentku metioniny (MrsA) jest kolejnym, istotnym elementem 
mechanizmu obronnego komórki przed czynnikami stresowymi (24). W organiz­
mach oddychających tlenem, reaktywne formy tlenu (RFT) są generowane stale. Kse- 
nobiotyki, występujące w środowisku, wywołują stres oksydacyjny objawiający się 
nadprodukcją RFT, która może powodować bardzo szkodliwe dla komórki zmiany. 
Stres oksydacyjny powoduje m.in. utlenianie metioninowych reszt wewnątrzkomór­
kowych białek, co przeważnie prowadzi do utraty biologicznej aktywności tych 
białek. Reduktaza sulfotlenku metioniny katalizuje redukcję zarówno wolnych jak 
i związanych z białkami reszt sulfotlenku metioniny do metioniny, przywracając 
w ten sposób funkcje biologiczne białek (25).

Komórki 0. anthropi syntetyzują białko MsrA konstytutywnie, co wskazuje na 
istotną fizjologiczną rolę tego białka. Na podstawie wyników badań sugeruje się, że 
metionina zawarta w białkach wiąże reaktywne formy tlenu (RFT) ulegając utlenie­
niu. W kolejnych etapach następuje redukcja utlenionej metioniny przy udziale 
MsrA i przywrócenie biologicznej aktywności białka.

W komórkach bakterii 0. anthropi poddanych stresowi oksydacyjnemu za po­
mocą takich czynników, jak nadtlenek wodoru, nadtlenek wodoru z chlorkiem żela­
za czy herbicyd - parakwat, wewnątrzkomórkowy poziom MsrA nie ulega zmianie, 
co sugeruje, że konstytutywny poziom ekspresji genu kodującego ten enzym, jest 
wystarczający do obrony komórki przed stresem oksydacyjnym wywoływanym 
przez te związki (23). W odróżnieniu od wymienionych substancji, stres oksydacyj­
ny wywołany przez fenol lub chlorofenol indukuje ekspresję genu msrA. Zjawisko to 
może być związane z oksydacyjnym metabolizmem związków fenolowych, gdyż ko­
mórki 0. anthropi hodowane w pożywce zawierającej katechol (pochodne fenolu), 
również wykazują wzrost poziomu tego białka (24). Katechol wywołuje wzrost eks­
presji genu msrA i jednocześnie indukuje tworzenie wolnych rodników, co szkodli­
wie wpływa na komórkę bakteryjną (24,26-29). 0. anthropi jest pierwszym opisanym
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mikroorganizmem, u którego wewnątrzkomórkowy poziom enzymu MrsA regulo­
wany jest przez związki fenolowe obecne w środowisku, jednak dla wyjaśnienia 
tego zjawiska konieczne jest dokładne poznanie mechanizmu „obronnego” 
0. anthropi.

2.2. Udział reduktazy azotanowej wytwarzanej przez O. anthropi w degrada­
cji halogenków estrów benzoesowych

Halogenki aromatyczne są powszechnie wykorzystywane w produkcji środków 
ochrony roślin, rozpuszczalników, a także w przemyśle farmaceutycznym. Związki 
te działają toksycznie na organizmy żywe, stąd konieczność usuwania halogenków 
ze środowiska naturalnego. Wiele bakterii denitryfikacyjnych, należących głównie 
do a-, p- i y- Proteobacteria (30,31), jest zdolnych do degradacji halogenków estrów 
benzoesowych. Należą do nich m. in. bakterie 0. anthropi, które w warunkach bez­
tlenowych wykorzystują 2-fluorek estru benzoesowego, 4-fluorek estru benzoeso­
wego lub 3-chlorek estru benzoesowego.

Wiele mikroorganizmów pozyskuje energię w procesach oddychania beztleno­
wego. jedną z form takiego oddychania wykorzystywaną przez wiele bakterii jest 
denitryfikacja. Polega ona na dysymilacyjnej przemianie azotanów(V) lub azotanów(lll) 
do azotu atmosferycznego. W środowisku naturalnym przeprowadzana przez bak­
terie redukcja azotanów(lll) przyczynia się do usuwania toksycznych związków, co 
zapobiega powstawaniu karcynogenów generowanych przez azotan(lll) i aminy. 
Głównym etapem metabolizmu bakterii zdolnych do denitryfikacji, jest redukcja 
azotanów(lll) polegająca na ich przekształcaniu w gazowy tlenek azotu(ll). Reakcja 
ta pełni istotną funkcję w procesach pozyskiwania energii przez te bakterie, a po­
nadto jest efektywną metodą usuwania azotu z puli azotu związanego. Reduktaza 
azotanowa{Ill) [EC. 1.7.2.1.J, enzym katalizujący ten proces, umiejscowiona jest 
w przestrzeni periplazmatycznej (32) i występuje w dwóch głównych formach: re­
duktaza azotanowa(lll) typu cytochromu cd\ (NirS) kodowana przez gen nirS i re­
duktaza azotanowa(IIl) typu miedziowego (NirK) kodowana przez gen nirK. Oba 
enzymy spełniają identyczną funkcję fizjologiczną tzn. przekształcają NO2' w NO 
(33,34).

W genomie badanych szczepów 0. anthropi stwierdzono obecność genu nirK ko­
dującego reduktazę azotanową(lll) typu miedziowego (30). Obecność w komórkach 
0. anthropi jednego z najważniejszych enzymów uczestniczących w obiegu azotu 
w przyrodzie utwierdza pozycję tego mikroorganizmu jako istotnego elementu każ­
dego ekosystemu.
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2.3. Udziat amidaz i innych hydrolaz wytwarzanych przez 0. anthropi w de­
gradacji amidów, aminokwasów i antybiotyków

Amidazy [EC 3.5.1.4] należą do grupy hydrolaz i oddziałują na wiązania pomię­
dzy węglem i azotem występujące w liniowych amidach. Bakterie z gatunku 
0. anthropi są zdolne do syntezy amidaz. Asano i in. (35) opisali D-stereospecyficzną 
amidazę zdolną do hydrolizy D-izomerów amidów aminokwasów o niepodstawionej 
grupie a-aminowej. Amidaza ta, charakteryzuje się szerokim zakresem hydrolizowa- 
nych substratów (amidy-D-aminokwasów). Ponadto, stwierdzono obecność motywu 
typowego dla p-laktamaz oraz białek wiążących penicylinę w miejscu aktywnym 
tego enzymu (PBP, ang. Penicillin Binding Protein). Kolejnym enzymem, wykrytym 
w komórkach 0. anthropi, była L-stereospecyficzna amidaza, którą w 1993 r. scha­
rakteryzowali van den Tweel i in. (36). Enzym ten wykazuje aktywność względem 
bardzo szerokiego spektrum substratów, do których zaliczają się zarówno amidy 
a-H-a-alkylo- i N-hydroksy-a-aminokwasów, jak i amidy a-hydroksykwasów, czyli 
ok. 25 różnych rodzajów związków (37,38).

Produkty reakcji przeprowadzanej przez ten enzym znalazły zastosowanie jako 
składniki leków przeciwwirusowych, przeciwnowotworowych oraz przeciwartrety- 
cznych (37). W 2005 r. Patett i Fischer (38) opisali z kolei, amidazę pochodzącą z ko­
mórek 0. anthropi zdolną do odłączania łańcucha kwasu 5-(D-a-aminoadypinowego) 
od rdzenia cząsteczki cefalosporyny C. Izolacja tego enzymu pozwoliła na uprosz­
czenie i usprawnienie procesu produkcji półsyntetycznych pochodnych tego anty­
biotyku (38).

Bakterie z rodzaju Ochrobactrum wykazują zdolność do enzymatycznej degrada­
cji laktonów N-acylo homoseryny (AHL) (rys. 2) (39). AHL reprezentują grupę cząste­
czek sygnałowych powszechnie wytwarzanych przez bakterie gramujemne i odgry­
wających istotną rolę w procesie komunikacji między komórkami bakterii oraz śro­
dowiskiem naturalnym poprzez modulację ekspresji określonych genów (39,40). 
Wiele bakterii glebowych produkuje enzymy degradujące cząsteczki sygnałowe 
typu AHL (41,42). Opisano, jak dotąd, dwie główne klasy enzymów hydrolizujących 
AHL: laktonazy AHL - rozszczepiające pierścień laktonowy cząsteczki AHL oraz 
amidazy AHL odcinające grupę acylową uwalniając lakton homoseryny (41). W pro­
wadzonych do tej pory badaniach wykluczono obecność laktonazy AHL w komór­
kach Ochrobactrum sp. A44 wskazując na obecność amidazy AHL (39).

O—^ O

J L 1------
Rys. 2. Ogólny schemat laktonu acylo-homoseryny (AHL); R - podstawnik łańcucha bocznego.
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Poza amidazami znane są także inne hydrolazy wytwarzane w komórkach 
0. anthropi, takie jak aminopeptydazy (43,44), hydantoinazy (45) czy (3-laktamazy 
(46,47). Enzymy te mogą w przyszłości znaleźć zastosowanie w przemyśle lub biore- 
mediacji.

2.4. Bioemulsyfikatory wytwarzane przez bakterie 0. anthropi istotne w bio- 
remediacji substancji ropopochodnych

Przemysł olejowy i chemiczny przyczynia się do wzrostu zanieczyszczeń środo­
wiska substancjami ropopochodnymi. Wspominano już, że bioremediacja i biode­
gradacja stanowią efektywne i akceptowalne metody usuwania uciążliwych zanie­
czyszczeń z gleby i wody. Większość związków węglowodorowych znajdujących się 
w ropie naftowej oraz produktach jej rafinacji ulega biologicznej degradacji z udzia­
łem mikroorganizmów, stąd ich wykorzystanie, jak się wydaje, jest jak najbardziej 
pożądane. Dostępność substancji ropopochodnych dla mikroorganizmów je degra­
dujących jest jednak ograniczona przez łatwość wiązania się tych substancji ze 
składnikami gleby. Dopiero zastosowanie substancji powierzchniowo czynnych po­
zwala na oddzielenie się substancji olejowych od cząsteczek gleby i pełne wykorzy­
stanie potencjału mikroorganizmów.

W najnowszych badaniach prowadzonych przez Calvo i in. (48) wykazano, że 
szczep 0. anthropi AD2 wytwarza zewnątrzkomórkowy polisacharyd (EPS, Extracellu­
lar Polymeric Substances) o właściwościach powierzchniowo czynnych. W obecności 
węglowodorów: n-octanu oraz lekkiego, ciężkiego lub surowego oleju mineralnego 
w pożywce z glukozą, szczep AD2 wykazuje wzmożoną produkcje EPS. Obecność 
ksylenu i toluenu w pożywce hamuje natomiast wzrost szczepu AD2, wskazując na 
toksyczne działanie tych substancji względem badanego szczepu 0. anthropi. W pra­
cach Calvo i in. (48) wykazano, że w skład EPS wchodzą oprócz polisacharydów, tak­
że białka, a ich ilość determinowana jest rodzajem węglowodorów zawartych 
w podłożu. Przykładowo, w pożywce wzbogaconej w surowy olej mineralny udział 
białka w EPS wynosił 32,6%, natomiast w przypadku wzbogacenia pożywki o frakcję 
lekką oleju mineralnego, zawartość białka w EPS wynosiła 10,8%. Wprowadzenie 
EPS wytwarzanego przez szczep AD2, wraz z oleofilnym nawozem (nazwa komercyj­
na S200C), do gleby zanieczyszczonej substancjami ropopochodnymi prowadził do 
wzrostu liczebności populacji bakteryjnej, a także wpływał na obniżenie ilości wę­
glowodorów w testowanej próbie. Wyniki te wskazują, że obecność EPS pocho­
dzący ze szczepu AD2 w kombinacji z S200C wydajniej uwalniał substancje ropopo­
chodne z cząsteczek gleby. Węglowodory uwolnione z gleby były efektywnie roz­
kładane przez zasiedlające daną glebę bakterie, co powodowało ich szybki rozwój 
i zwiększało skuteczność oczyszczania gleby. Dlatego też, wykorzystanie bakterii 
zdolnych do syntezy bioemulsyfikatorów w bioremediacji środowisk zanieczyszczo­
nych substancjami olejowymi ma zasadnicze znaczenie.
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2.5. Zdolność O. anthropi do akumulacji metali ciężkich

Metale ciężkie są jednym z najpoważniejszych zanieczyszczeń powodujących 
skażenie wód odpadowych i ścieków. Wiele bakterii tworzy aglomeraty zdolne do 
zatrzymywania dużej ilości metali ciężkich w strukturach ściany komórkowej. Ten 
pasywny proces, zwany biosorpcją, oparty jest na powinowactwie form metalicz­
nych lub jonowych do miejsc wiązania w strukturze ściany komórkowej (49).

Zdolność akumulacji metali przez bakterie i inne mikroorganizmy została wyko­
rzystana w procesach oczyszczania skażonych metalami ciężkimi wód ściekowych, 
odpadów kopalnianych i metalurgicznych (50).

Bakterie 0. anthropi znalazły zastosowanie w procesie oczyszczania ścieków jako 
komponent osadów czynnych. Komórki 0. anthropi wytwarzają duże ilości zewnątrz- 
komórkowego polisacharydu EPS, tworzącego kłaczkowaty śluz, który jest odpo­
wiedzialny za wyłapywanie jonów metali i magazynowania ich w postaci powierzch­
niowej warstwy adhezyjnej (51). Bakterie 0. anthropi przeżywają nawet w środowi­
sku zawierającym 16 mg 1’ Cr(VI), 30 mg 1’ Cd(ll) i 125 mg h’ Cu(ll). Zaobserwowa­
no wpływ pH środowiska na zdolność bakterii 0. anthropi do wiązania jonów metali. 
Najwyższe wartości adsorpcji ustalono kolejno dla jonów Cr(Vl) przy pH 2,0, Cd(ll) 
przy pH 8,0, a Cu(Il) pH 3,0. Ustalono ponadto, że kwasowość pożj^ki wpływa na 
rozpuszczalność metali i jonizację grup karboksylowych, fosforanowych, czy amino­
wych związków wchodzących w skład ściany komórkowej O. anthropi i EPS. Grupy 
karboksylowe i fosforanowe ściany komórkowej i EPS posiadają ujemny ładunek, co 
nadaje im funkcję „zmiataczy” kationów. W literaturze wskazuje się, że EPS produ­
kowane przez 0. anthropi biorą udział w wiązaniu metali ze środowiska natural­
nego.

Zdolność akumulowania jonów metali ciężkich odgrywa zasadniczą rolę w oczysz­
czaniu skażonych wód ściekowych i odpadów, aczkolwiek bardziej efektywnym 
i mniej problematycznym procesem jest redukcja szkodliwych jonów. Bakterie z ga­
tunku 0. anthropi nie są zdolne do redukcji jonów metali ciężkich, jednakże taką 
właściwość posiadają inne bakterie z rodzaju Ochrohactrum.

2.6. Zdolność O. tritici do akumulacji i redukcji metali ciężkich

Branco i in. (52) przedstawili pracę, w której opisali szczep 0. tritic 5bvll odpor­
ny na Cr(Vl), redukujący jony Cr(VI) oraz tolerujący wysokie zasolenie i środowisko 
zasadowe. Szczep ten, w przeciwieństwie do opisanego przez Lebuhn i in. (5), inne­
go szczepu 0. tritici DSM13341, może degradować celobiozę i p-gentiobiozę oraz 
jest oporny na polimyksynę B i tetracyklinę. Z reguły mechanizm oporności na te an­
tybiotyki związany jest ze zmianami przepuszczalności błony komórkowej (53).

Badany szczep 0. tritici 5bvll przeżywał w środowisku zawierającym jony Cr(Vl) 
w stężeniach sięgających 10 mmol h’ (52 mg H). jest to jedyny, jak dotąd, opisany
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szczep bakteryjny tolerujący tak wysokie zasolenie, środowisko silnie zasadowe 
oraz wytrzymujący tak wysokie stężenie jonów Cr(VI) (54). Odporność na duże stę­
żenia NaCl umożliwia bakteriom życie w środowiskach, gdzie sól ta jest jednym 
z czynników indukujących stres. Takie warunki są np. typowe dla wód ściekowych 
przemysłu garbarskiego.

Omawiany szczep 0. tritici jest odporny na wysokie stężenia jonów Cr(Vl) oraz 
posiada zdolność do ich redukcji, jego zdolność do wzrostu w warunkach dużego 
zasolenia oraz w obecności innych szkodliwych jonów metali czyni go cennym na­
rzędziem do bioremediacji środowisk skażonych metalami ciężkimi (54).

2.7. Degradacja związków azowych (AZO) przez O. intermedium

Związki azowe to organiczne związki chemiczne posiadające w swojej struktu­
rze grupę azową ( -N = N-) (rys. 3). Związki te są częstą przyczyną zanieczyszczeń 
gleby i wód ściekowych. Związki azowe wykorzystywane są jako barwniki AZO 
w przemyśle tekstylnym, spożywczym, farmaceutycznym, kosmetycznym i farbiar- 
skim. Ponadto, wykorzystywane są w produkcji pestycydów. Do tej pory przeprowa­
dzono niewiele badań nad mikrobiologiczną transformacją azobenzenów. Więk­
szość z nich dotyczyła degradacji barwników AZO (56,57). Biologiczna transforma­
cja związków AZO jest obiecującą metodą remediacji gleby oraz usuwania tych sub­
stancji z wody czy ścieków produkcyjnych.

Wackerow-Kouzowa (58) izolowała bakterie ze skażonego frans-azobenzenem 
obszaru pod Sankt Petersburgiem (dawniej Leningradem) w celu znalezienia drob­
noustrojów najlepiej przystosowanych do życia w obecności tego ksenobiotyku. 
Wyizolowane szczepy zidentyfikowano, poprzez analizę genów kodujących 16S 
rRNA, jako 0. intermedium. Pierwotnie opisany przez Velasco i in. (4), gatunek bakte­
rii 0. intermedium swoją nazwę zawdzięcza pośredniej pozycji systematycznej po-

NH.

NH.
Azobenzen Chryzoidyna

Rys. 3. Wzory strukturalne najczęściej spotykanych związków AZO.
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między 0. anthropi i Brucella spp. 0. intermedium może być oportunistycznym patoge­
nem ludzkim wywołującym bakteremie szpitalne, ale przede wszystkim jest bakte­
rią glebową, często występującą na obszarach zanieczyszczonych.

O. intermedium hodowano w pożywce zawierającej azobenzen, chryzoidynę i o- 
ranż metylowy w obecności lub bez glukozy (58). Obserwacja transformacji tych 
związków była ułatwiona dzięki obecności grupy chromoforowej, która jest odpo­
wiedzialna za ich czerwonawą barwę. Degradacja cząsteczki azobenzenu powoduje 
rozpad grupy chromoforowej, a to z kolei powoduje utratę barwy. Stwierdzono, że 
bakterie 0. intermedium rosną intensywnie w obecności azobenzenu na obu rodza­
jach pożywki, jednak odbarwienie następuje tylko w pożywce z glukozą. Bakterie 
rosną również na pożywce pozbawionej jakiegokolwiek źródła węgla, włączając azo­
benzen. Sugeruje to, że 0. intermedium są zdolne do przestawienia swojego metabo­
lizmu z heterotrofii na chemoautotrofię. Obecność w pożywce glukozy powoduje 
powrót do heterotroficznego metabolizmu. Z obserwacji tych wynika, że azobenzen 
jest degradowany wyłącznie w warunkach metabolizmu heterotroficznego.

Odbarwienie chryzoidyny i oranżu metylowego zachodzi jedynie w obecności 
glukozy jako podstawowego źródła węgla, co wskazuje na jednoczesny metabolizm 
badanych substancji i glukozy w warunkach heterotroficznych. Bakterie odbarwiają 
pożywki z tymi barwnikami tylko częściowo, podczas gdy podłoże z azobenzenem 
ulega całkowitemu odbarwieniu. Można sądzić, że azobenzen ulega całkowitemu 
rozkładowi, gdyż jest związkiem o prostej budowie, natomiast związki o bardziej 
skomplikowanej budowie rozkładane są do produktów przejściowych, które są aku- 
mulowane w komórkach 0. intermedium.

2.8. Degradacja nikotyny przez O. intermedium

Nikotyna występująca w tytoniu jest jedną z najczęściej używanych substancji 
uzależniających na świecie, zażywaną przede wszystkim pod postacią dymu tytonio­
wego papierosów (59). Alkaloid, jakim jest nikotyna, przyciąga szczególną uwagę, 
gdyż jest jedną z głównych przyczyn chorób układu krążenia. Przemysł tytoniowy 
rocznie wytwarza ogromne ilości odpadów, zawierające wysokie stężenie nikotyny 
(60). Odpady te stanowią potencjalne zagrożenie dla zdrowia ludzi i zwierząt i są 
klasyfikowane przez Unię Europejską jako „toksyczne i niebezpieczne”, gdy zawar­
tość nikotyny przekroczy w nich 0,5 g • kg"' suchej masy (s.m.) (61).

Z uwagi na to, że nikotyna jest toksyczna, dokłada się wielu starań by zmniej­
szyć jej zawartość w odpadach tytoniowych, co umożliwiłoby ich składowanie jako 
zwykłe odpady miejskie. W porównaniu z fizycznymi i chemicznymi, biologiczne 
metody degradacji nikotyny są wydajniejsze i tańsze. Nikotyna jest bardzo słabo de- 
gradowalnym związkiem i jest toksyczna dla większości mikroorganizmów. Do bak­
terii posiadających zdolność rozkładania tego związku należą Pseudomonas putida 
i Cellulomonas sp. (62), Enterobocter cloacae (63) i Arthrobacter globiformis (64).
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W 2005 r., Yuan i in. (65) wyizolowali z gleby na plantacji tytoniu, bakterie 
0. intermedium zdolne do degradacji nikotyny. Zdolność rozkładu nikotyny przez wy­
izolowany szczep 0. intermedium DN2 prowadzono w zoptymalizowanej płynnej pożyw­
ce zawierającej różne stężenia nikotyny. Uzyskane wyniki pozwoliły ustalić odpo­
wiednie warunki hodowli oraz określić maksymalne stężenie nikotyny pozwalające 
na wzrost tych bakterii, a także uzyskać najbardziej optymalne warunki do rozkładu 
nikotyny. Stwierdzono, że stopień rozkładu nikotyny gwałtownie zwiększał się pod­
czas fazy wzrostu logarytmicznego bakterii i po 10 godzinach inkubacji osiągnął po­
ziom 95,55% (ok. 10, mM). Wydajność rozkładu nikotyny przez bakterie 0. intermedium 
jest podobna do efektywności działania bakterii Achromobacter nicotinophagum, ale 
szybkość tego procesu jest znacznie większa - taka sama ilość nikotyny (ok. 10 mM) 
w pożywce rozkładana jest w czasie ok. 96 godzin hodowli (66).

Na podstawie analiz spektrofotometrycznych widm mieszaniny zawierającej frak­
cje błonowe komórek 0. intermedium oraz nikotyny wykazuje się, że enzymy zaanga­
żowane w degradację nikotyny przez 0. intermedium zlokalizowane są w pobliżu 
błony komórkowej, podobnie jak w przypadku enzymów/4. nicotinovorans (66). Dzię­
ki lokalizacji w pobliżu błony, elektrony pozyskane z degradacji nikotyny mogą być 
bezpośrednio włączane do łańcucha oddechowego./l. nicotinovorans transformuje ni­
kotynę do 2,3,6-trihydroksypirydyny, która w obecności tlenu samoczynnie przecho­
dzi w diazodifenokwinon, związek o niebieskiej barwie. W przypadku 0. intermedium 
nie zauważono pojawienia się niebieskiego zabarwienia podczas hodowli bakterii. 
Z badań tych wynika zatem, że sposób metabolizowania nikotyny w komórkach 
0. intermedium różni się od tego stwierdzonego w komórkach A. nicotinovorans (67).

3. Bakterie i rodzaju Ochrobactrum jako potencjalne czynniki 
chorobotwórcze

Bakterie z rodzaju Ochrobactrum wyizolowano po raz pierwszy od pacjenta 
w 1980 r. (3) W literaturze większość przypadków bakteriemii opisano dla gatunku 
0. anthropi, a dopiero w latach 1998-2008 dla innych gatunków 0. intermedium (4), 
0. pseudointermedium (11), 0. pseudogrignonense oraz 0. haematophilum (10). Ponadto, 
w przeważającej większości infekcje wywoływane bakteriami należącymi do wymie­
nionych gatunków, były spowodowane zanieczyszczeniem sprzętu medycznego - 
zwłaszcza wenflonów, drenów i cewników, i dotyczyły pacjentów z obniżoną od­
pornością (z chorobami nowotworowymi, po przeszczepach oraz dializowanych), 
Do tej pory opisano niewielką liczbę (19) przypadków wystąpienia infekcji bakteria­
mi 0. anthropi u ludzi o prawidłowo funkcjonującym układzie odpornościowym (68). 
Wszystkie przypadki infekcji tymi bakteriami zostały skutecznie wyleczone. W przy­
padku pozostałych gatunków potencjalnie chorobotwórczych, liczba opisanych 
przypadków jest bardzo niewielka (68). Klasyfikacja bakterii z rodzaju Ochrobactrum 
nastręcza szereg trudności. Większość dostępnych komercyjnych testów identyfika­
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cyjnych (np. API) i baz danych kwalifikuje bakterie z tego rodzaju do gatunku 
0. anthropi. Dopiero bardzo szczegółowe analizy porównawcze obejmujące sekwen- 
cjonowanie długich fragmentów regionu kodującego 16S rRNA, badanie polimorfi­
zmu genu recA, profilu kwasów tłuszczowych oraz hybrydyzację DNA-DNA geno­
mów pozwalają na prawidłową klasyfikację gatunkową (68).

Wprawdzie, bakterie należące do wymienionych gatunków uznane zostały za 
oportunistyczne patogeny człowieka o wzrastającym znaczeniu, jednak ich zdol­
ność do wywoływania infekcji uważana jest za niewielką.

4. Podsumowanie

Wdrażanie nowoczesnych technik ochrony i regeneracji zanieczyszczonego śro­
dowiska to obecnie najlepsze rozwiązanie problemu narastającej jego dewastacji. 
Społeczeństwo stosunkowo niedawno zorientowało się, jak ogromnym problemem 
dla przyszłych pokoleń może stać się szybko postępujące zniszczenie środowiska 
naturalnego. Raporty Europejskiej Agencji ds. Środowiska (European Environment 
Agency) przedstawiają wciąż niepokojące dane o emisji szkodliwych substancji do 
wód, gruntów i powietrza. Stworzenie baz danych zawierających informacje o orga­
nizmach posiadających zdolność do degradacji związków szkodliwych oraz o wa­
runkach, w których najefektywniej zachodzą te procesy, jest kluczem do kontrolo­
wanej i wydajnej bioremediacji. Praca ta miała na celu przedstawienie aktualnych in­
formacji i dostępnych danych dotyczących zdolności bakterii z rodzaju Ochrobactrum 
do biodegradacji związków toksycznych oraz możliwości zastosowania tych bakte­
rii w bioremediacji środowiska naturalnego (tab.).

Tabela

Właściwości degradacyjne i akumulacyjne bakterii i rodzaju Ochrobactrum

Gatunek bakterii Utylizowany związek chemiczny Mechanizm utylizacji Literatura

1 2 i 4

atrazyna i inne herbicydy detoksyfikacja - udział transferazy glu- 
tationowej (GST) i reduktazy sulfotlenku 
metioniny (MrsA)

(16,17)

0. anthropi

halogenki estrów benzoesowych, azotyny redukcja azotynów - udział reduktaz 
azotynowych (NirK, NirS)

(30,31)

degradacja cząstek sygnałowych AHL degradacja enzymatyczna. Brak aktywno­
ści laktonazy AHL, prawdopocłobnie efekt 
działania amidazy AHL

(39)

aminokwasy, amidy, antybiotyki aktywność amidaz, hydatoinaz, p-laktatnaz (35-38)

jony metali ciężkich akumulacja - udział EPS (51)
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1 2 3 4

0. intemidium nikotyna metabolizm (66-68)
związki azowe metabolizm (58)

0. tritici jony metali ciężkich akumulacja i redukcja (54,55)
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