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WSTEPNE BADANIA USUWANIA WEGLOWODOROW ROPY
NAFTOWEJ PRZEZ GRZYBY KERATYNOLITYCZNE

Streszczenie. Powszechnos$¢ skazenia srodowiska glebowego ropa naftowag sktania do
poszukiwania nowych, bardziej efektywnych i tanszych metod jego remediacji Do nich
nalezg przede wszystkim metody biologiczne (bioremediacyjne) z wykorzystaniem naturalnej
mikroflory srodowiska. Wiekszos¢ dostepnych prac dotyczy udziatu bakterii w biodegradacii
weglowodoréw ropopochodnych w $rodowisku. W ostatnich latach coraz wiecej uwagi
poswieca sie jednak roli grzybow w powyzszym procesie. Celem niniejszych wstepnych
badan byto okreslenie zdolnos$ci wybranych grzybéw keratynolitycznych do usuwania

weglowodorow ropy naftowej, jako jedynego zrédta materii organicznej oraz podczas
biodegradacji wtosow.

A PRELIMINARY STUDY OF PETROLEUM HYDROCARBONS
REMOVAL BY KERATINOLYTIC FUNGI

Summary. The widespread problem of environmental contamination with petroleum
hydrocarbons implies the need to searching for new, more efficacious and inexpensive
environmental remediation methods. These methods chiefly include bioremediation
technologies employing natural microflora. The majority of available papers have concerned
the contribution of bacteria to the biodégradation of petroleum hydrocarbons in the
environment. In recent years, however, more attention has been paid for the role of fungi in
the above process. This preliminary study was to determine the ability of selected
keratinolytic fungi to remove petroleum hydrocarbons as a sole source of organic matter and
during hair biodégradation.

WSTEP

Powszechno$¢ wykorzystania ropy naftowej prowadzi do coraz wigkszego
zanieczyszczenia $rodowiska glebowego produktami ropopochodnymi. Dotyczy to gtéwnie
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okolic rafinerii, baz paliwowych i innych zaktadéw przemystowych, np. koksowni Produkty
pochodzenia petrochemicznego moga przedostawac sie do gleby wraz ze Sciekami, a takze
wraz z wodami burzowymi, sptukujgcymi powierzchnie drog i ulic [1], Poziom skazen tymi
substancjami terenéw zaktadéw rafineryjno-petrochemicznych, miejsc stacjonowania bytych
wojsk radzieckich, terendéw stacji przetadunku paliw, stacji benzynowych okresla sie jako
bardzo wysoki. Przedostawanie sie¢ weglowodoréw do otwartych zbiornikéw wodnych, wdd
gruntowych, ziemi uprawnej moze powodowac powazne nastepstwa ekologiczne i zdrowotne,
wynikajace m in. z toksycznego i kancerogennego dziatania tych substanciji.

Najbardziej ,ekologicznym” sposobem remediacji $rodowiska zanieczyszczonego
zwigzkami ropopochodnymi jest zastosowanie metod biotechnologicznych
(bioremediacyjnych) [2], Bardzo wiele mikroorganizméw ma zdolno$¢ do rozktadu
weglowodoréw. Zalicza sie do nich bakterie z rodzajéow Pseudomonas, Micrococcus,
Alcaligenes, Aeromonas, Bacillus, Flavobacterium, Vibrio, Acinelobacter i inne. Réwniez
wiele promieniowcOw bierze udzial w degradacji powyzszych zwigzkéw [3], Odkryto,
ze w procesie bioremediacji gleby zanieczyszczonej zwigzkami ropopochodnymi duze
znaczenie mogg mie¢ grzyby. Zdolno$¢ do biodegradacji weglowodoréw posiada wiele
grzybéw miin. z rodzajéw Mucor, Pénicillium, Graphium, Acremonium, Chaetomium,
Absidia, Fusarium, Paecilomyces, Scolecobasidum, Cunninghamella i Aspergillus [4, 5],
Wsrod tych grzybéw spotyka sie réwniez gatunki keratynolityczne, nalezace do rodzajow
Chrysosporium i Trichophyton [4],

Grzyby keratynolityczne to wasko wyspecjalizowana grupa drobnoustrojéw glebowych,
majacych zdolno$¢ do hydrolizy biatka keratyny. Nalezg tu m. in. dermatofity geofilne,
reprezentowane przez rodzaje: Microsporum i Trichophyton oraz spokrewnione
z dermatofitami grzyby z rodzaju Chrysosporium. Grzyby keratynolityczne wystepuja przede
wszystkim w glebach bogatych w materie organiczng i odpady keratynowe, czyli wiosy,
paznokcie, fragmenty naskérka itd. W szczegllnej obfitosci grzyby te spotyka sie
w ogrodach, przy drogach, na osiedlach mieszkaniowych, farmach, w poblizu nor zwierzat
dzikich i gospodarskich oraz w odpadach komunalnych, osadach S$ciekowych i osadach
dennych zanieczyszczonych $ciekami wod powierzchniowych [6],

Izolowanie grzybow keratynolitycznych z siedlisk zanieczyszczonych ropa naftowg [4]
oraz wyniki pracy Ulfiga i wsp. [7], dotyczgacej usuwania weglowodoréw przez szczep
Trichophyton ajelloi R66 podczas biodegradacji keratyny, skionity nas do podjecia
niniejszych badan. Ich celem bylo okreslenie zdolnosci innych gatunkéw i szczepéw
keratynolitycznych, wyizolowanych z siedlisk zanieczyszczonych, do usuwania
weglowodoréw ropy naftowej, jako jedynego zrédta materii organicznej oraz podczas
biodegradacji wtosoéw dzieciecych, jako zrodta keratyny.

MATERIALY | METODY

Badania prowadzono na 8 szczepach grzybéw keratynolitycznych nalezacych do 4
gatunkéw (badano po dwa szczepy z kazdego gatunku), wyizolowanych z gleb
zanieczyszczonych weglowodorami ropopochodnymi i z osadéw $ciekowych. Byty to: PS 15
Chrysosporium keratinophilum, PS 14 Chrysosporium keratinophilum, PS 25 Chrysosporium
anamorf Aphanoascus reticulisporus, PS 22 Trichophyton terrestre, PS 26 Chrysosporium
anamorf Aphanoascus reticulisporus, PS 27 Trichophyton terrestre, PS 10 Microsporum
gypseum i PS 4 Microsporum gypseum.
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W badaniach usuwania weglowodoréw ropy naftowej przez grzyby keratynolityczne
podczas biodegradacji keratyny wykorzystano pilynng pozywke mineralng o sktadzie:
NHANO3- Ig; MgSO, * 7H2 - 0,2 g; CaCI2 * 6H20 - 0,02 g; FeCI3 * 6H20 - 0,01 g;
KZHPO04- Ig; KH2P04- Igi wodaredestylowana- 1000 ml. Koricowe pH pozywki wynosito
6,8. Doswiadczenie przeprowadzono w kolbach Erlenmeyera o pojemnosci 300 ml. Do
wszystkich kolb wprowadzono po 50 ml pozywki mineralnej. Do czesci kolb dodano po 20 pil
(22,8 mg) wyjatowionej w autoklawie ropy naftowej, po 50 mg drobno pocietych (na
fragmenty o dlugosci 5 mm) i wyjatowionych wioséw dzieciecych i po 100 pil jednorodnej
zawiesiny zarodnikbw badanych szczepéw [7], W ten spos6b uzyskano nastepujace
kombinacje doswiadczenia: kolby z ropg naftowg (kontrola), kolby z wilosami (kontrola),
kolby z ropa naftowa i zarodnikami grzybéw oraz kolby z ropg naftowg, wlosami
i zarodnikami  grzybéw. Poszczegbélne kombinacje doswiadczenia wykonano w 2
powtérzeniach. Kolby umieszczono na wytrzgsarkach i prowadzono hodowle w ciemnosci
w temperaturze pokojowej przez 48 dni. Po tym czasie w kolbach wykonano oznaczenia
sumy niepolarnych weglowodoréw alifatycznych TPH (IR) oraz sumy niepolarnych
weglowodoréw alifatycznych i polarnych zwigzkéw organicznych TPOC (IR) - metoda
spektrometrii w podczerwieni IR, jak réwniez sumy wszystkich weglowodoréw i ich
pochodnych TPOC (GC/MS) - metoda chromatografii gazowej GC/MS. Oprdcz zawartosci
weglowodoréw oznaczono: zawarto$¢ suchej masy - metodg grawimetryczng, pH - metoda
potencjometryczng, zawartos¢ biatek - metoda Lowry'ego [8], zwigzkéw tiolowych - metodg
Saville'a [9], siarki siarczanowej - metoda chromatografii jonowej oraz azotu amonowego -
metodg Nesslera [8],

Analize statystyczna wynikéw wykonano przy uzyciu programu Statistica w $rodowisku
Windows.

WYNIKI

Wyniki odnoszace sie do ubytku masy weglowodoréw, oznaczanych metodami IR
i GC/MS, przedstawiono w tab. 1 Symbole R i W oznaczajg kombinacje dos$wiadczenia
odpowiednio z ropa naftowg i wtosami. W stosunku do kolb kontrolnych zawierajacych rope
naftowg - w kolbach z ropg naftowg i grzybami keratynolitycznymi oraz w kolbkach z ropg
naftowa, wiosami i grzybami ubytek sumy niepolarnych weglowodoréw alifatycznych TPH
(IR) wahat sie odpowiednio w granicach 11,4-255% oraz 4,3-45,4%, przy zblizonych
érednich 19,0 i 18,6%. Wartoéci minimalne i maksymalne oraz $rednie dla TPOC (IR)
wynosity odpowiednio 11,7-22,1%, 4,0-45,5%, 17,1 i 17,1%. Wartosci minimalne
i maksymalne oraz $rednie dla TPOC (GC/MS) wynosity odpowiednio -23,6-29,4%, -22,9-
38,9%, 83 i 13,6%. Wartosci ujemne TPOC (GC/MS) S$wiadczg o przyroscie masy
weglowodoréw w kolbach w toku hodowli. Jedynie w przypadku szczepu Trichophyton
terrestre PS22 odnotowano znacznie wyzsze wartosci ubytku masy weglowodorow
w kolbach z ropa naftowg, wtosami i grzybem niz w kolbach z ropg naftowg i grzybem. Dla
pozostatych szczepdw powyzsze roznice byly znacznie mniejsze.

Wyniki oznaczen pozostatych parametrow zestawiono w tab. 2. Duze znaczenie
w interpretacji wynikéw maja $rednie dla poszczegélnych kombinacji do$swiadczenia (tab. 3).
Pomiedzy kombinacjami z ropa naftowa (kontrola), wiosami (kontrola) i ropg naftowa
zgrzybem (G) nie stwierdzono istotnych réznic w $rednich dla odczynu (pH), zawarto$ci N-
NH4, biatek i S-S04. Srednia zawarto$é zwigzkéw tiolowych byta nadspodziewanie wysoka
w kolbach kontrolnych z wiosami. W omawianych kombinacjach doswiadczenia Srednia
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warto$¢ suchej masy byta najwyzsza w kontroli z wtosami, a najnizsza w kontroli z ropa
naftowa. Z wyjatkiem suchej masy zdecydowanie najwyzsze Srednie wartosSci oznaczanych
parametréw odnotowano dla kombinaciji z ropa naftowa wlosami i grzybem. Srednia warto$é
suchej masy dla tej kombinacji byla o 23,75 mg nizsza od sumy S$rednich dla kombinaciji
kontrolnych.

W badaniach nie stwierdzono korelacji pomiedzy parametrami z tab. 2 a wskaznikami
ubytku masy weglowodoréw ropy naftowej (tab. 1). Korelacje odnotowano jednak pomiedzy
parametrami z tab. 2. Odczyn (pH) byt skorelowany z zawartoscig N-NH4 (r=0,95), biatek
(0,91) i S-S04(0,80). Zawartos¢é N-NH4byta skorelowana z zawartoscig biatek (0,89) i S-S04
(0,68). Z kolei zawarto$é biatek byta skorelowana z zawartoscig S-SO4 (0,79), a zawartosé
zwigzkow tiolowych z suchg masag (0,72).

Tabela 1
Wyniki oznaczen ubytku masy weglowodoréw

Ubytek masy weglowodoréw (%)

Szczep Kombinacja
TPH (IR) TPOC (GC/MS) TPOC (IR)

PS15 R 22,1 20,4 24,0
PS15 R+W 24,5 37,5 28,0
PS14 R 191 29,4 21,2
PS14 R+W 18,0 114 194
PS25 R 16,3 51 22,1
PS25 R+W 4,0 -22,9 43
pPS22 R 135 11,9 141
pPS22 R+W 45,5 38,9 45,4
PS26 R 20,1 14,0 21,0
PS26 R+W 6,5 14,8 9,4
PS27 R 12,9 51 12,6
pSs27 R+W 9,9 18 121
PSIO R 21,0 39 25,5
PSIO R+W 9,8 5,0 11,0
PS4 R 11,7 -23,6 11,4

PS4 R+W 18,6 22,2 19,6
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Szczep

Kontrola

PS 15

PS14

PS25

PS26

pPS22

pPS27

PSIO

PS4

Kombinacja

Py

R+W

R+W

R+W

R+W

R+W

R+W

R+W

R+W

Wyniki oznaczen innych parametrow fizykochemicznych

pH

6,82
6,83
6,85
7,30
6,66
7,16
6,80
7,00
6,65
7,38
6,86
7,12
6,84
6,89
6,83
7,43
6,86

7,41

n-nh4

[mg/préba]
0,17
0,17
0,16
0,26
0,15
0,26
0,17
0,20
0,15
0,27
0,20
0,24
0,17
0,19
0,17
0,27
0,17

0,34

Wyniki oznaczen

Biatka

[mg/préba]
0,00
0,00
0,00
6,81
0,00
551
0,18
2,74
0,94
6,56
0,02
4,62
0,07
5,58
0,00
9,83
0,00

8,44

Zw. tiolowe

[pg/préba]
0,00
0,44
0,00
0,63
0,00
0,46
0,00
2,01
0,00
0,76
0,00
0,42
0,00
181
0,00
0,87
0,00

0,89

S-S04

[mg/préba]
4,22
4,27
3,92
5,97
4,14
571
4,35
3,94
4,02
7,69
3,71
5,16
3,86
4,53
3,29
7,15
4,04

4,61

Tabela 2

Sucha masa

[mg/préba]
8,0
50,0
14,0
39,0
9,0
34,0
20,0
45,0
10,0
28,0
13,0
39,0
14,0
40,0

4 90
22,0
15,0

27,0
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Tabela 3
Srednie wartosci dla innych oznaczen fizyczno-chemicznych
PH n-nh4 Biatka Zw. tiolowe S-S04 Sucha masa
Kombinacja
- [mg/préba] [mg/proba]l [Hg/proba] [mg/préba] [mg/prébal
R (K) 6,82 0,17 0,00 0,00 4,22 8,00
W (K) 6,83 0,17 0,00 0,44 4,27 50,00
R (G) 6,79 0,17 0,15 0,00 3,92 13,00
R+W (G) 7,21 0,25 6,26 0,98 5,60 34,25

R (K) - kontrola z ropg naftowa

W (K) - kontrola z wtosami

R (G) - kombinacja z ropa naftowa i grzybami

R+W (G) - kombinacja z ropag naftowa, wtosami i grzybami

DYSKUSJA

W badaniach Ulfiga i wsp. [7], odnoszacych sie do usuwania ropy naftowej przez szczep
Trichophyton ajelloi R66 podczas biodegradacji witoséw, $rednia warto$¢ ubytku
weglowodoréow TPH (IR) w kolbach z ropag naftowg i grzybem wynosita 33,4%. W kolbach
z ropa naftowa, wtosami i grzybem wartos¢ ubytku tych zwigzkéw byla znacznie wyzsza
i wynosita 94,5%. W naszym doswiadczeniu $redni ubytek TPH (IR) w kolbach z ropag
naftowa i grzybami byt wyraznie mniejszy i wynosit 19,0%. W kolbach z ropa naftowa,
witosami i grzybami $rednia wartos¢ ubytku byla zblizona i wynosita 18,6%. W obydwu
pracach stwierdzono jednak wyzszg zawarto$¢ bialek, siarki siarczanowej i wyzszy odczyn
(pH) w kolbkach z ropa naftowa, wtosami i grzybami.

Z jednej strony poréwnane wyniki potwierdzajg istnienie proceséw proteolizy,
sulfitolizy, amonifikacji i alkalizacji pozywki, zachodzgcych podczas biodegradaciji keratyny
wloséw dzieciecych przez grzyby keratynolityczne [10], Wskazujg réwniez na to,
ze obecno$¢ weglowodoréw czyni powyzsze procesy znacznie wydajniejszymi. W naszym
doswiadczeniu rozktad wtoséw, jako jedynego zZrodta materii organicznej, byt staby. Dopiero
dodatek ropy naftowej spowodowat znaczng intensyfikacje powyzszego procesu. Z drugiej
strony wyniki wskazujg na silnie zréznicowana zdolno$¢ poszczeg6inych gatunkéw
i szczepbw grzybow keratynolitycznych do usuwania weglowodoréw ropy naftowej, jako
jedynego substratu organicznego oraz podczas biodegradaciji wioséw. Szczep Trichophyton
ajelloi R66 wyizolowano z gleby na terenie rafinerii. W glebie tej zachodzity intensywne
i dlugotrwate procesy rozkiadu weglowodoréw ropopochodnych. Szczepy wykorzystane
w naszym dos$wiadczeniu wyizolowano natomiast z gleb i osadéw Sciekowych o mniejszym
stopniu  zanieczyszczenia weglowodorami. Wsréd tych szczepow tylko w przypadku
Trichophyton terrestre PS22 wykazano istotng réznice pomiedzy ubytkami weglowodoréw
w kolbach bez wloséw i z wiosami. Na podstawie poréwnywanych wynikéw mozna wiec
zaryzykowac hipoteze, ze zréznicowana zdolnos$¢ grzybdéw keratynolitycznych do usuwania
weglowodoréw wynika ze stopnia ich zaadaptowania do warunkéw $rodowiskowych,
w szczeg6lnosci do poziomu skazenia Srodowiska weglowodorami ropopochodnymi.
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Pewien wpltyw na wartos¢ ubytku weglowodoréw mogta mie¢ réwniez adsorpcja tych
zwigzkOéw na powierzchni witoséw. Wiadomo, ze w obecnosci mikroorganizméw pod
wplywem naturalnych zwigzk6éw powierzchniowo czynnych zachodzi mobilizacja
weglowodoréw zaadsorbowanych na molekutach organicznych i nieorganicznych, polegajaca
na desorpcji, emulsyfikacji i solubilizacji weglowodoréw. W ten spos6b substraty te staja sie
na powr6t dostepne dla enzyméw drobnoustrojéow [11], Mechanizmy powyzszego zjawiska
wymagajg jednak gruntownego przebadania

W  przeciwienstwie do mechanizméw biodegradacji keratyny przez grzyby
keratynolityczne [10], mechanizmy rozkiadu weglowodoréw przez powyzsze drobnoustroje
nie byty dotad dokladnie badane. Z ekologicznego, biochemicznego i biotechnologicznego
punktu widzenia szczegélne zainteresowanie budzi zjawisko utylizacji weglowodoréw przez
grzyby keratynolityczne podczas biodegradacji keratyny. McGugan i wsp. [4] wykazali na
przyktad, ze grzyby z rodzaju Trichophyton i Chrysosporium byly w stanie w ciagu 30 dni
usung¢ okoto 50% weglowodoréw. Wyniki wskazujg wigc na istotng role grzybéw
keratynolitycznych w procesie usuwania zanieczyszczen ropopochodnych z siedlisk bogatych
w odpady keratynowe oraz uzasadniajg potrzebe dalszych badan.
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Abstract

Keratinolytic fungi are a group of microorganisms specialized in biodégradation of
keratin remains in the environment. A preliminary experiment was conducted to determine
the abilities of selected keratinolytic fungal species (Chrysosporium keratinophilum,
Chrysosporium anamorph of Aphanoascus reticulisporus, Trichophyton terrestre,
Microsporum gypseum) to remove petroleum as a sole source of organic matter and during
hair biodégradation. The results confirmed the processes of proteolysis, sulfitolysis,
amonification and medium alkalization that take place during the hair biodégradation by
keratinolytic fungi. The results also indicated that the presence of hydrocarbons makes the
above processes much more efficacious. The mean mass losses of hydrocarbons without and
with hair biodégradation were similar (ca. 19%). In the case of the strain T. terrestre PS22
only, adistinct increase of the hydrocarbon mass loss up to 45% was observed during hair
biodégradation. It has been hypothesized that the differentiated capabilities of keratinolytic
fungi to remove petroleum can result from the degree of adaptation of these microorganisms
to environmental conditions and to the level of environmental contamination with
hydrocarbons in particular.
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