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GRZYBY ZIMNOLUBNE W BIODEGRADACJI KSENOBIOTYKOW

WSTEP

Ksenobiotyki naleza do trudnodegradowal-
nych, antropogennych substancji zanieczysz-
czajacych srodowisko. Istotng role w ich bio-
degradacji przypisuje sie mikroorganizmom
mezofilnym, a glownie bakteriom. Znaczna
czes¢ Srodowisk charakteryzuje temperatura
ponizej 5°C, a mimo to zimne ekosystemy sg
zasiedlane przez przystosowane do tych warun-
kow, psychrofilne i psychrotolerancyjne mikro-
organizmy (HAGGBLOM i MARGESIN 2005). Dla
psychrofili optymalna temperatura wzrostu
wynosi <15°C, a powyzej 20°C ich rozwdj jest
zahamowany. Natomiast optymalna i maksy-
malna temperatura wzrostu dla psychrotroféw
to odpowiednio 20°C i 25°C (Morita 1975). Te
grupy mikroorganizmow cechuje nie tylko duza
heterogenicznos¢, ale takze rézne Srodowiska
bytowania. Sa to zar6wno miejsca o ustalonym
zimnym klimacie, jak i takie, w ktoérych niskie
temperatury wystepuja okresowo (TURKIEWICZ
2006). Grzyby, oprocz tego, ze podlegaja ekstre-
malnie niskiej temperaturze, musza przetrwac
rozne warunki stresowe, w tym powtarzajace
sie cykle zamrazania i rozmrazania, narazanie
na promieniowanie UV (gléwnie UV-B), matlg
wilgotnosé, duze zasolenie, niska dostepnosc
sktadnikéw odzywczych i wysychanie (HassAN
i wspotaut. 2016). Grzyby zimnolubne, aby
przetrwac i ograniczyC negatywny wplyw nis-
kich temperatur na reakcje biochemiczne,
wyksztalcily wiele mechanizméw adaptacji na
réznych poziomach organizacji komorki (HAGG-
BLOM i MARGESIN 2005). Jednym z mechaniz-
mow przystosowawczych jest zwiekszony udziat
nienasyconych reszt kwasow tluszczowych
w lipidach btonowych, m.in. kwaséw arachido-

nowego i linolowego, ktére utatwiaja utrzyma-
nie plynnosci blony komoérkowej. Mikroorga-
nizmy te maja takze zdolnos§¢ wytwarzania
roznych substancji rozpuszczonych, gléwnie
alkoholi cukrowych (polioli), np. glicerolu lub
mannitolu, ktorych gléowna funkcja jest osmo-
regulacja, a takze ochrona przed uszkodzeniem
poprzez obnizenie temperatury zamarzania
plynu wewnatrzkomoérkowego. Podobne dziata-
nie przypisuje sie trehalozie. Dodatkowo
w grzybach izolowanych gléwnie z terenow
polarnych, stwierdzono obecnos¢ barwnika —
melaniny, ktéry chroni komérki przed stresem
Srodowiskowym, gtéwnie promieniowaniem UV
(Hassan i wspotaut. 2016). Istotnym elementem
jest takze przystosowanie biatkowych struktur
komorkowych do ekstremalnych warunkow,
m.in. enzymo6w. Budowa tych struktur wytwa-
rzanych przez psychrofile i mezofile jest
zblizona, ale wystepuja zmiany w strukturze
drugorzedowej i wicksza elastycznos¢ w przy-
padku psychrozymow. Grzyby w okreslonych
warunkach moga produkowac¢ charakterys-
tyczne biatka, m.in. zapobiegajace zamarzaniu
(ang. antifreeze protein, AFP), ktére adsorbuja
sie na zarodkach krysztalow lodu i nie pozwa-
laja na ich dalszy rozwdéj, a to zabezpiecza
komorki przed degradacja. Kolejne specyficzne
biatka to CSP (ang. cold shock proteins), kto-
rych zadaniem jest zapoczatkowanie, a nastep-
nie kontrola odpowiedniej sekwencji transkryp-
cji i translacji w niskich temperaturach (Tur-
KIEWICZ 2006).

Trudne warunki klimatyczne, niska wilgot-
nos§¢, niski stopien parowania i ograniczony
dostep do skladnikéow odzywczych powoduja,
ze skazenia utrzymuja sie w Srodowisku przez
wiele lat, a proces ich biodegradacji jest utrud-

Stowa kluczowe: biodegradacja, grzyby, ksenobiotyki, psychrofile, psychrotrofy



136

EMILIA MAEKUSZ, TERESA KRZYSKO-LUPICKA

niony (DeE JeSUS i wspoétaut. 2015). Biodegra-
dacja to metaboliczna zdolnos¢ mikroorganiz-
mow do przeksztalcania lub mineralizacji
skazen organicznych w mniej szkodliwe lub
nieszkodliwe substancje, ktoére sa nastepnie
wlaczane do naturalnych cykli biogeochemicz-
nych (MARGESIN i SCHINNER 2001).

Rdzenne mikroorganizmy przystosowane do
niskich temperatur odgrywaja istotna role
w biodegradacji ksenobiotykéw w zimnych Sro-
dowiskach, gdzie temperatury otoczenia czesto
pokrywajq sie z zakresem temperatur ich wzro-
stu (MARGESIN i SCHINNER 2001). Dostepne wyni-
ki dotychczasowych badan wskazujg na zdol-
nos¢ grzybéw psychrofilnych i psychrotroficz-
nych do biodegradacji roznych ksenobiotykéw,
m.in.: fenolu, monocyklicznych weglowodorow
aromatycznych, policyklicznych weglowodorow
aromatycznych, weglowodorow alifatycznych
i zwiazkow fosforoorganicznych (Tabela 1).

BIODEGRADACJA FENOLU
ORAZ MONOCYKLICZNYCH
WEGLOWODOROW AROMATYCZNYCH

Srodowiska charakteryzujace sie zimnym
klimatem lub tylko okresowym obnizeniem
temperatur czesto skazone sa fenolem i jego
pochodnymi, ale nawet w tych warunkach
grzyby sa w stanie wykorzystywac te kseno-
biotyki jako jedyne zrédlo wegla i energii
(MARGESIN i wspotaut. 2005). Podczas tlenowej
degradacji fenolu, dochodzi do jego orto-hydro-
ksylacji do katecholu, przy udziale hydroksy-
lazy fenolowej. Na ketachol kolejno oddziatuje
1,2-dioksygenaza katecholowa w szlaku orto
rozszczepienia lub 2,3-dioksygenaza ketacho-
lowa w szlaku meta rozszczepienia (GERGINOVA
i wspoélaut. 2013a, PateL i wspoétaut. 2017).
Zbadano takze inny sposob rozkladu fenolu;
w drugim szlaku fenol jest najpierw prze-
ksztalcany przez para-hydroksylacje do hydro-
chinonu z udzialem hydroksylazy fenolowej,
a kolejno hydroksylowany przez hydroksylaze
hydrochinonu do 1,2,4-trihydroksybenzenu.
Ostatnim etapem jest inicjacja rozpadu pier-
Scieni przez enzym 1,2,4-dioksygenaze tri-
hydroksybenzenowa (GERGINOVA i wspotaut.
2013a).

Zdolnos¢ do wykorzystania fenolu jako
jedynego zrodla wegla wykazaly grzyby wyizolo-
wane z gleby antarktycznej (GERGINOVA
i wspotaut. 2013a, Litova i wspoétaut. 2014),
a trzy z izolatéow byly zdolne do degradacji
fenolu w ilosci 0,5 g/dm?3, w czasie do dwéch
tygodni. Zidentyfikowano je jako Aspergillus
fumigatus AL8, Aspergillus fumigatus AMA1102
i Aspergillus fumigatus AL9. Szczepy AMA1102
i AL9 charakteryzowal podobny poziom zaréw-
no hydroksylazy fenolowej, jak i hydroksylazy
hydrochinonu, co moze swiadczy¢ o mozliwos¢

jednoczesnej degradacji fenolu dwoma szlaka-
mi. Natomiast szczep AL8 cechujacy sie najlep-
sza wydajnoscia utylizacji fenolu, wykazywat
jedynie aktywnos¢ hydroksylazy fenolowej.
U wszystkich trzech szczepéw szybkos¢ degra-
dacji fenolu korelowala z aktywnoscia 1,2-di-
oksygenazy katecholowej — im wyzsza aktyw-
nos¢ enzymu tym szybsze bylo rozszczepienie
pierscienia (GERGINOvVA i wspoétaut. 2013a).
Wyizolowano takze inny szczep nalezacy do
tego samego gatunku - Aspergillus fumigatus
AL3 i testowano go pod katem wzrostu na
podtozu z dodatkiem 0,3 g/dm? fenolu Iub jego
dwoéch pochodnych: o-krezolu i ketacholu.
Udowodniono, ze szczep AL3 byt zdolny do
degradacji katecholu i o-krezolu, ale wolniej niz
fenolu. Znaczace réznice w stezeniu hydroksy-
lazy fenolowej pomiedzy substratami, Swiadczg
o preferencji enzymu wobec fenolu w porowna-
niu z jego pochodnymi (GERGINOVA i wspotaut.
2013b). Wzrost tego szczepu oraz kilku innych
(Penicillium commune AL2, Penicillium coprobio-
um AL4, Penicillium commune ALS i Alternaria
maritima AL10), zostal takze oceniony przy tym
samym stezeniu ksenobiotyku, ale przy zmien-
nych temperaturach (10°C i 5°C). W wyzszej
temperaturze wszystkie testowane szczepy
wykazywaly zdolnos¢ do biodegradacji fenolu, a
w bardziej ekstremalnych warunkach (5°C)
tylko P. commune AL2 i A. fumigatus AL3 (Lirova
i wspoétaut. 2014).

Powaznym zanieczyszczeniem wod pitnych,
szczegOlnie w obszarze polarnym, sa potencjal-
nie kancerogenne alkilofenole, takie jak:
4-butylofenol (4-P), 4-sec-butylofenol (4-s-BP),
4-tertbutylofenol (4-t-BP), 4-nonylofenol (4-NP),
4-tert-oktylofenol (4-t-OP), 4-chlorofenol
(4-CP), fenol, bisfenol A (BPA), benzen, toluen,
ksylen, naftalen i fenantren. Ich zrédlem sa
detergenty (CHANG I wspotaut. 2016). Oceniono
zdolnos¢ szczepu Penicillium sp. CHY-2, wyizo-
lowanego z gleby antarktycznej do metabolizo-
wania toksycznych alkilofenoli, w temperatu-
rach 4°C i 15°C w plynnych podtozach mineral-
nych z ksenobiotykami. Zanotowano duzy
wplyw temperatury na biodegradacje; w cieplej-
szym Srodowisku wszystkie procesy rozkladu
zachodzily szybciej i z wieksza wydajnoscia.
W obu przypadkach Penicillium sp. CHY-2
metabolizowal z wydajnoscia powyzej 50%
takie zwigzki jak: 4-t-BP, 4-s-BP, 4-t-BP, 4-P,
4-NP, 4-CP i fenol. Z najwiekszg wydajnoscia
zostal rozlozony 4-t-BP, szeroko stosowany
w przemysle, m.in. do produkcji zywic fenolo-
wych, poliweglanowych i epoksydowych,
a Tween 80 dodatkowo wptynatl na przyspiesze-
nie tego procesu. Przeanalizowano takze mozli-
wosci tego grzyba do oczyszczania sztucznie
skazonej gleby 4-t-BP. Zwiazek ten o stezeniu
50 mg/kg gleby zostal caltkowicie zdegradowa-
ny w ciagu 21 dni, a w plynnym podlozu
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Tabela 1. Psychrofilne i psychrotroficzne grzyby zdolne do biodegradacji ksenobiotykéow.

GRZYB

BIODEGRADOWANY
KSENOBIOTYKU

LITERATURA

GRZYBY STRZEPKOWE

Alternaria maritima AL10

Fenol, naftalen, antracen, fenantren

Litova i wspétaut. 2014,
GERGINOVA 1 wspotaut. 2013c

Aspergillus fumigatus AL8
Aspergillus fumigatus AMA1102
Aspergillus fumigatus AL9

Fenol

GERGINOVA i wspotaut. 2013a

Aspergillus fumigatus AL3

Fenol, katechol, o-krezol

GERGINOVA 1 wspotaut. 2013b,
Litova i wspoétaut. 2014

Geomyces pannorum P15

Kwas fosfonooctowy (PA)

KLimMEK-OcHAB 2014

Lecanicillium AL12

Naftalen, antracen

GERGINOVA 1 wspotaut. 2013c

Mortierella sp.

Dodekan

HucHESs i wspétaut. 2007

Mucor sp. AL13

Naftalen, antracen

GERGINOVA i wspotaut. 2013c

Penicillium commune AL2
Penicillium commune AL5
Penicillium coprobioum AL4

Fenol

Litova i wspétaut. 2014

Penicillium sp. CHY-2

4-butylofenol, 4-sec-butylofenol,
4-tert-butylofenol, 4-nonylofenol,
4-chlorofenol, fenol, naftalen,
acenaften, dekan

CHANG 1 wspétaut. 2016,
CHanG i wspotaut. 2020,
GOVARTHANAN i wspotaut. 2017

Penicillium waksmanii AL14

Naftalen, antracen, fenantren

GERGINOVA i wspotaut. 2013c

Penicillium rugolosum AL7
Penicillium sp. AL11

Naftalen, antracen

DROZDZE
. Fenol, fenantren, antracen, . .
Candida sp. heksadekan MARGESIN i wspotaut. 2003
Candida subhashii FiLipowicz i wspotaut. 2017,
Fenol

Candida oregonensis

2020

Cryptococcus terreus

Fenol, ketachol, rezorycynol,
hydrochinon, benzoesan, salicylan

BERGAUER 1 wspotaut. 2005,
KRraLLIsH i wspotaut. 2006

Exophiala macquariensis sp. nov

Toluen

ZHANG 1 wspotaut. 2019

Pichia caribbica

Ropa naftowa, undekan, dodekan,
tridekan, tetradekan

MARTORELL i wspotaut. 2017

Rhodotorula creatinivora

Fenol, ketachol, rezorycynol,
hydrochinon, benzoesan, salicylan,
p-krezol

BERGAUER 1 wspotaut. 2005,
KRraLLISH i wspotaut. 2006

Rhodotorula spp.

Fenol, fenantren, antracen,
heksadekan

MARGESIN i wspotaut. 2003

Rhodotorula ingeniosa

Fenol, rezorycynol, hydrochinon,
benzoesan, salicylan, m-krezol

BERGAUER i wspotaut. 2005

Rhodotorula lusitaniae

Rhodotorula psychrophila sp. nov
Rhodotorula psychrophenolica sp. nov
Rhodotorula glacialis sp. nov

Fenol, ketachol, rezorycynol,
hydrochinon, benzoesan

BERGAUER i wspoétaut. 2005,
MARGESIN i wspotaut. 2007

FiLipowicz i wspoétaut. 2017,

Schizoblastosporion starkeyi-henricii Fenol 2020
Solicoccozyma terricola M 3.1.4 Glifosat Stosiek i wspotaut. 2019
Trichosporon dulcitum Fenol MARGESIN i wspotaut. 2005

Urediniomycetes

Yarrowia lipolytica RM7/11

Dodekan, heksadekan

MARGESIN i wspotaut. 2003

zawierajacym 50 mg/dm® w czasie 7 dni.
Mozna wiec przypuszczac, ze gleba nie zapew-
nia szczepowi CH-2 odpowiedniego kontaktu ze
sktadnikami odzywczymi, ksenobiotykiem i tle-
nem, przez co rozklad trwa dluzej. Przeprowa-
dzone analizy wskazuja, ze psychrofilny grzyb
Penicillium sp. CHY-2 moze by¢ wykorzystywa-

ny do bioremediacji in situ zaréwno wody, jak
i gleby zanieczyszczonej alkilofenolami (z wyjat-
kiem toluenu) w sSrodowiskach o obnizonej tem-
peraturze (CHANG i wspoélaut. 2016, 2020).
Wsrod gatunkow pschrofilnych i psychroto-
lerancyjnych zdolnych do biodegradacji fenolu
i jego pochodnych opréocz grzyboéw strzepko-
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wych, wyrézni¢ mozna takze szereg drozdzy
(Tabela 1).

ZHANG i wspotaut. (2019), wykorzystujac za-
sade, ze podczas oksydacji weglowodoréw aro-
matycznych przez mikroorganizmy bezbarwny
indol utlenia sie do czerwonego indoksylu wy-
kazali, ze Exophiala macquariensis sp. nov,
w temperaturze 10°C metabolizuje rézne weglo-
wodory, w tym takze toluenu. Stezenie toluenu
w probie inokulowanej tymi drozdzami w ciagu
14 dni, w poréwnaniu do kontroli, ulegato obni-
zeniu o potowe (z 0,8 mg/dm? do 0,4 mg/dmb?).

Z kolei MARGESIN i wspotaut. (2005) w po-
dlozach mineralnych z fenolem, olejem nape-
dowym i n-heksadekanem oceniali zdolnos¢ ich
biodegradacji przy udziale zimnolubnych droz-
dzy Trichosporon dulcitum i szczepu klasy
Urediniomycetes (prawdopodobnie reprezentu-
jacego nowy gatunek). Wykazali oni, ze T. dulci-
tum w niskiej temperaturze metabolizowatl jedy-
nie fenol, a poniewaz rozwijal sie takze w tem-
peraturze 25°C, uznano go za psychrotrofa.
Z kolei drugi z badanych przez nich mikro-
organizmow byt typowym psychrofilem i w tem-
peraturze 10°C wydajnie biodegradowal fenol,
a takze olej napedowy. Drozdze rozktadaly fenol
o stezeniu nawet do 15 mM, przy udziale
1,2-dioksygenazy katecholowej. Natomiast
zaden z testowanych szczepow nie biodegra-
dowal n-heksadekanu (MARGESIN i wspotaut.
2005).

W temperaturze 10°C zdolnosé¢ do degrada-
cji fenolu, etylobenzenu, hydrochinonu, rezor-
cynolu, benzoesanu, katecholu, salicylanu, izo-
mer6éw ksylenu i krezolu przez 32 zimnolubne
szczepy drozdzy, wyizolowane ze Srodowisk
alpejskich badali BERGAUER i wspétaut. (2005).
Wzrost wszystkich szczepow byl prawie catko-
wicie hamowany przez etylobenzen i trzy
izomery ksylenu. Badane drozdze nie tolero-
waly zadnych wysoce lotnych zwiazkéw mono-
aromatycznych jako jedynego zrodia wegla, zas
nielotne i niskolotne zwiazki aromatyczne byly
wykorzystywane przez wiele szczepow. Najlicz-
niejsza grupa testowanych drozdzy, bo 94%
z nich metabolizowato fenol. Kolejno najczesciej
wykorzystywanymi zwiazkami byly: hydrochi-
non, rezorcynol, benzoesan, katechol i salicy-
lan. Kilka szczepow rozkladalo p-krezol i m-kre-
zol, lecz z mala wydajnoscia. Duza wszech-
stronnos$cia metaboliczng w tych badania
wyroznialy sie drozdze rodzaju Rhodotorula
(R. creatinivora, R. ingeniosa, R. lusitaniae)
i gatunku Cryptococcus terreus, zdolne do
wykorzystywania jako jedynego zrédla wegla od
pieciu do siedmiu zwiazkéw chemicznych
(BERGAUER i wspétaut. 2005). Wychodzac z zato-
zenia, ze immobilizacja komoérek drozdzy
mogtaby je ochrania¢ i zapewniaé¢ staly wzrost
i rozwo6j, a tym samym ciagla biodegradacije
zwiazku w Srodowisku (KRALLISH i wspoélaut.

2006), trzy z testowanych szczepow (Crypto-
coccus terreus PB4, Rhodotorula creatinivora
PB7 i Rh. creatinivora PB12) unieruchamiano
na zeolicie i piasku filtracyjnym. Drozdze te
immobilizowane na zeolicie w temperaturze
10°C efektywniej rozktadatly fenolu (w pozywce
MSM z dodatkiem 200 mg/dm?® fenolu) niz
immobilizowane na piasku filtracyjnym.

Takze MARGESIN i wspélaut. (2007) donosza
o wyizolowaniu trzech nowych, psychrofilnych
gatunkéw drozdzy rodzaju Rhodotorula (R. psy-
chrophila sp. nov, R. psychrophenolica sp. nov
i R. glacialis sp. nov). Wszystkie szczepy posia-
daty zdolnosé¢ do wykorzystania fenolu, kate-
cholu, rezorcynolu, hydrochinonu lub benzo-
esanu (w ilosci 200 mg/dm3) jako jedynego
zrodla wegla. Roznily sie jednak efektywnosciag
metabolizowania fenolu w temperaturze 10°C.
Najwieksze stezenia fenolu, do 12,5 mM,
tolerowat tylko szczep Rhodotorula psychrophila
sp. nov (MARGESIN i wspotaut. 2007).

Opisane dotychczas grzyby pochodzily ze
Srodowisk skazonych przez dzialalnos¢ czto-
wieka, ktore znajdowaly sie na terenach polar-
nych lub o ustalonym zimnym klimacie, ale
psychrotrofy moga wystepowac takze na obsza-
rach o klimacie umiarkowanym. Przypuszcza
sie, ze zrodlo grzybéw biodegradujacych moga
stanowi¢ tez gleby i wody niezanieczyszczone,
a mikroorganizmy biodegradujace fenol pocho-
dzacy z natury beda rowniez zdolne do roz-
ktadu tego ksenobiotyku pochodzacego ze
zrodel antropogenicznych. Z probek srodowis-
kowych pochodzacych z torfowiska Rucianka
wyizolowano i zidentyfikowano trzy szczepy
drozdzy psychrotolerancyjnych: Candida sub-
hashii AO11, Candida oregonensis BO21 i Schi-
zoblastosporion starkeyi-henricii LO12, ktore
w hodowlach wstrzasanych prowadzonych
w temperaturze 18°C rozkladaly fenol o steze-
niach 500 i 750 mg/dm3, a szczepy AO011
i L012 dodatkowo o stezeniu 1000 mg/dmb?,
w czasie nieprzekraczajacym 2 dni (FiLipowicz
i wspoétaut. 2017). W tych drozdzach wykryto
aktywnos¢ 1,2-dioksygenazy katecholowej
i obecnos¢ kwasu cis,cis-mukonowego w anali-
zowanych probkach, z czego wynika, iz bio-
degradacja fenolu zachodzita na drodze orto-
-rozszczepiania. FiLipowicz i wspoélaut. (2020)
podaja, ze powstajacy podczas rozkladu pro-
dukt posredni (kwas cis,cis-mukonowy) mogtby
znalez¢ zastosowanie jako substrat do produk-
¢ji m.in. tworzyw sztucznych (PET). Najwyzsze
stezenie tego kwasu (do 10 mg/dm?3) wydziela
sie podczas biodegradacji prowadzonej przez
Candida oregonensis B021. Ten szczep mogitby
by¢ takze wykorzystany w procesach biotrans-
formacji fenolu i katecholu (FiLirpowicz
i wspoétaut. 2020).
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BIODEGRADACJA
WIELOPIERSCIENIOWYCH
WEGLOWODOROW
AROMATYCZNYCH (WWA)

Wielopierscieniowe weglowodory aroma-
tyczne (WWA) stanowia uciazliwe i czeste ska-
zenia gruntéw i wody. Amerykanska Agencja
Ochrony Srodowiska zakwalifikowala az 16
z nich do substancji mutagennych i kancero-
gennych, wyznaczono dla nich takze dopusz-
czalny zakres wspoélczynnikéw toksycznosci
(ang. toxicity equivalency factor, TEF). Kontrole
stezenia tych zwigzkéw w srodowisku uznano
za dzialania priorytetowe, m.in. ze wzgledu na
ich wlasciwosci mutagenne i rakotworcze, zdol-
nos¢ gromadzenia si¢ w Srodowisku i trwalos¢
(AceveDO i wspoétaut. 2011, HUSSAR 1 wspolaut.
2012). Rozktad weglowodoréw aromatycznych
przez grzyby moze odbywacé sie z udzialem roz-
nych enzymow i zalezy od konkretnego gatun-
ku oraz jego uwarunkowan metabolicznych.
Biodegradacje WWA prowadzono glownie przy
udziale mezofilnych grzybéw ligninolitycznych
i nieligninolitycznych, ktére metabolizuja WWA
(GHosAL i wspotaut. 2016). Grzyby ligninoli-
tyczne przy udziale enzymoéw (peroksydazy lig-
ninowej (LiP), peroksydazy manganowej (MnP)
i lakazy) przeksztalcaja WWA do pochodnych
chinonowych, a kolejno dochodzi do rozszcze-
pienia pierscienia aromatycznego i jego caltko-
witej biodegradacji (LiBuDzISz i wspélaut. 2013,
GHosAL i wspotaut. 2016). W przypadku grzy-
bow nieligninolitycznych katalizatorem bio-
degradacji WWA jest monooksygenaza zawie-
rajaca cytochrom P-450, wprowadzajaca do
pierscienia aromatycznego tylko jeden atom
tlenu, drugi zas jest redukowany do czasteczki
wody. W wyniku tej reakcji powstawal nie-
trwaly i silnie toksyczny organiczny zwiazek
chemiczny, ktory w procesie nieenzymatycz-
nym ulegal przeksztalceniu do fenoli, a przy
udziale hydroksylazy epoksydowej - do
trans-dihydrodiolu (GHOSAL i wspétaut. 2016).

GERGINOVA i wspoélaut. (2013c) z gleby An-
tarktyki wyizolowali grzyby psychrotroficzne,
gdyz w temperaturze 23°C ocenili ich zdolnos¢
do biodegradacji niskoczasteczkowych WWA:
antracenu, naftalenu i fenantrenu. Tolerancja
badanych szczepow na zastosowane WWA
znacznie sie roznita. Tylko Alternaria maritima
AL10 i Penicillium waksmanii AL14 wykorzysty-
waly kazdy z badanych zwiazkéw jako jedyne
zrédlo wegla i energii. Do szczepow biodegradu-
jacych zaréwno naftalen, jak i antracen nale-
zaly: Penicillium rugolosum AL7, Penicillium sp.
AL11, Lecanicillium AL12 i Mucor sp. AL13.
Natomiast wiele grzybow rozkladalo naftalen,
co moze wynika¢ z faktu, iz zwiazek ten jest
najprostszym i najlepiej rozpuszczalnym spo-
§rod WWA (GErGINOVA i wspétaut. 2013c).

Takze GOVARTHANAN i wspoélaut. (2017) z gle-
by antarktycznej wyizolowali szczep Penicillium
sp. CHY-2 i w temperaturze 20°C oznaczyli jego
uzdolnienia do degradacji naftalenu, acena-
ftenu i benzopirenu w pozywkach mineralnych.
Zwiazki te zastosowano w stezeniach 100
i 500 mg/dm3. W obecnos$ci nizszego stezenia
ksenobiotykow szczep ten wykazywat zdolnoscé
do biodegradacji naftalenu na poziomie 15,0%,
acenaftenu - 10,0% i benzopirenu - 2,0%,
a przy wyzszym ich stezeniu wykazywal jedynie
minimalna aktywnos§é wobec naftalenu i benzo-
pirenu (GOVARTHANAN i wspotaut. 2017).

Poréwnano takze potencjal bakterii i droz-
dzy zaadaptowanych do zimna, wyizolowanych
z nieskazonych siedlisk, do wykorzystania
weglowodorow ropopochodnych (w tym WWA)
do wzrostu w temperaturze 10°C. Zdolnos¢ do
wykorzystania WWA wykazato 13% z 61 szcze-
pow bakteryjnych i 21% (dla fenantrenu) lub
32% (dla antracenu) z 28 testowanych szcze-
pow drozdzy. Lepszy wzrost w obecnosci tych
ksenobiotykow wykazywaly bakterie, a jedynie
drozdze Rhodotorula spp. i Candida sp. mogly
rosna¢ w obecnosci wszystkich weglowodoréw
uzytych w eksperymencie, a wiec fenantrenu
i antracenu (z grupy WWA) oraz heksadekanu
i fenolu. Dodatkowo zaobserwowano u nich
brak czynnosci metabolicznych w temperatu-
rach powyzej 20°C, a wiec mozna je zaliczy¢ do
psychrofili (MARGESIN i wspotaut. 2003).

BIODEGRADACJA
WEGLOWODOROW ALIFATYCZNYCH

Rozklad weglowodoréw alifatycznych
w szczegOlnosci badany jest ze wzgledu na ich
obfito§¢ w mieszaninie ropy naftowej, ktora
sktada sie prawie wytacznie z alkanow i cyklo-
alkanow (tzw. nafteny). Wyciek ropy naftowej
jest jednym z najwiekszych potencjalnych
zagrozen Srodowiskowych réwniez na Antarkty-
dzie, poniewaz stala sie ona najczesciej wyko-
rzystywanym paliwem (STALLWOOD i wspotaut.
2005, DaccO i wspoétaut. 2020). Skazenia
weglowodorami sg bardziej trwale w niskiej
temperaturze, co wynika ze zmniejszonej ich
lotnosci i parowania oraz dostepnosci dla
mikroorganizméw, co znacznie hamuje ich
aktywnos¢ degradacyjna (WoNG i wspotaut.
2021). Rozklad alkan6éw odbywa sie poprzez
hydroksylacje, najczesciej jest to utlenianie ter-
minalne, a czasami subterminalne, ktére jest
katalizowane przez monooksygenazy. W kolej-
nym etapie aktywnos¢ dehydrogenazy alkoho-
lowej powoduje utlenienie alkoholi do aldehy-
dow, ktore pod wpltywem dehydrogenazy alko-
holowej ulegaja przeksztalceniu do kwasow
tluszczowych, a te sa rozkladane poprzez
B-oksydacje. Alkeny sa hydroksylowane zazwy-
czaj w miejscu podwojnego wigzania, po czym
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ich rozklad odbywa sie tak, jak metabolizm
alkanéw (LiBuDzisz i wspoélaut. 2013). Brak
dostatecznego rozeznania wplywu na srodowis-
ko antarktyczne weglowodorow i oleju opalo-
wego oraz roli grzybow strzepkowych w ich
biodegradacji stalo sie¢ przestanka do prowa-
dzenia licznych badan.

Na podstawie przyrostu biomasy grzyba
Mortierella sp. w podlozu z dodekanem jako
jedynym zrodiem wegla, w poréwnaniu do
kontroli (podtoze z glukoza), HUGHES i wspélaut.
(2007) stwierdzili, iz mikroorganizm wykazywat
zdolnos¢ do jego biodegradacii.

Kolejnym grzybem strzepkowym o szerokich
mozliwoSciach metabolicznych jest Penicillium
sp. CHY-2, ktory wykazywal zdolnosc¢ do
biodegradacji WWA, ale z wieksza wydajnoscia
rozkladat alkany, a szczegélnie dekan. Rozklad
dekanu o stezeniu 100 mg/ dm3 w mineralnej
pozywce przyspieszal dodatek glukozy
i Tween-80 w ilosci 5 g/dm3. Po 28 dobach
inkubacji w temperaturze 20°C wydajnos¢ bio-
degradacji wynosita 75%, a w temperaturze
10°C - 61%. Zanotowano takze aktywnosc¢
metaboliczna wobec dekanu nawet w 4°C, cho-
ciaz ubytek byl zdecydowanie nizszy. Dodat-
kowo dowiedziono, ze enzymem bioracym
udzial w biodegradacji przez Penicillium sp.
CHY-2 byla peroksydaza manganozalezna
(MnP) (GOVARTHANAN i wspotaut. 2017).

Zdolnos¢ do biodegradacji alkanow, takich
jak heksadekan i dodekan, wykazano takze dla
drozdzy i bakterii psychrofilnych. Doswiadcze-
nie przeprowadzono w 10 cm?® plynnego podto-
za mineralnego z dodatkiem 1 g/dm? heksade-
kanu lub dodekanu i 250 pl gestej zawiesiny
komoérek drobnoustrojéw. Po inkubacji w 10°C,
okreslono wzrost mikroorganizméw. Do bio-
degradacji heksadekanu zdolne byly 22 szcze-
py drozdzy, a w tych samych warunkach nie-
wiele mikroorganizmoéw metabolizowato dode-
kan. Najefektywniej dekompozycje przeprowa-
dzat szczep Yarrowia lipolytica RM7/11, ktéry
po 8 dniach roztozyt 39,9% dodekanu i 35,4%
heksadekanu. Szczep ten takze w niskich tem-
peraturach (od O do 20°C) skutecznie degrado-
wal olej napedowy (MARGESIN i wspotaut. 2003).
Komoérki drozdzy Pichia caribbica, wyizolowane
z Antarktydy, takze przyswajaly roéznego ro-
dzaju n-alkany. Badania przeprowadzono
w podiozu plynnym do ktérego dodano po 1%
ropy naftowej, undekanu, dodekanu, tridekanu
lub tetradekanu i inkubowano w temperaturze
15°C. Wspomniany szczep degradowal wszyst-
kie weglowodory, co korelowato z aktywnoscia
enzymow: amylaz, celulaz, lipaz, proteaz, pek-
tynaz, ksylanaz i esteraz (MARTORELL i wspétaut.
2017). Wzmozona produkcje lipaz i esteraz, juz
we wczesSniejszych badaniach, wiazano ze
zdolnoscia do biodegradacji weglowodoréw
(MARGESIN i FELLER 2010).

BIODEGRADACJA ZWIAZKOW
FOSFONOORGANICZNYCH

Zwiazki fosfonoorganiczne (fosfoniany), to
substancje organiczne, ktére sa pochodnymi
kwasu fosforowego (IlI). Charakteryzuja sie
obecnoscia kowalencyjnego wiazania C-P opor-
nego na degradacje chemiczng (hydrolityczna),
termiczna lub fotolityczna. Z tego wzgledu pre-
ferowang metoda ich utylizacji jest biodegra-
dacja. Ilos¢ ksenobiotykow fosfonoorganicz-
nych jest obecnie znacznie wieksza od liczby
znanych, naturalnych potaczen fosfonowych,
gdyz m.in. ze wzgledu na zdolnos¢ chelato-
wania jonéw metali maja szerokie zastosowanie
w przemysle jako srodki antykorozyjne,
substancje przeciwdzialajace tworzeniu sie
kamienia kotlowego w systemach chtodniczych
i grzewczych lub jako dodatki do kosmetykow,
Srodkéw pioracych i czyszczacych (Rorr
i wspotaut. 2018). Inna, cenna cecha pochod-
nych fosfonowych jest aktywnosc biologiczna;
sg inhibitorami enzymow nalezacych do roz-
nych klas i wykazuja dzialanie antymikrobio-
logiczne, dlatego stosowane sa jako pestycydy
i leki (OrsiNl i wspétaut. 2010, TuSek-Bozi¢
2013).

Biodegradacja zwiazkow fosfonowych za-
chodzi na drodze réznych przemian bioche-
micznych i zalezy od struktury substancji
fosfonowej i metabolizmu mikroorganizmow,
gtownie mezofilnych. W wiekszosci przypadkow
mechanizmy te zostaly opisane dla bakterii, a
w przypadku grzybow, chociaz wiadomo, ze
pewne przemiany zachodza analogicznie do
tych typowych dla bakterii, szlaki biodegradacji
fosfonian6w wymagaja wyjasnienia. Poczatko-
wo uwazano, ze mikrobiologiczna degradacja
fosfonianow zachodzi tylko w warunkach ogra-
niczenia fosforanow, za posrednictwem liazy
C-P, pod kontrolg regulonu Pho, ktérego eks-
presja nastepuje tylko podczas glodu fosfora-
nowego. Jednak nowsze badania wykazaly
niezalezny od regulonu Pho rozklad trzech bio-
gennych fosfonianéw: kwasu 2-aminoetylofos-
fonowego (cyliatyna), kwasu fosfonooctowego
(PA) i kwasu 2-amino-3-fosfonopropionowego
(fosfonoalanina) przez Srodowiskowe bakterie,
wytwarzajace fosfonohydrolazy. Rozklad przez
hydrolaze fosfonooctanowa jest wyjatkowy,
poniewaz jest indukowany przez substrat,
a jego ekspresja jest niezalezna od dostepnosci
fosforu. Enzymy te sa w stanie funkcjonowac
w warunkach, w ktorych liazy C-P sg nieaktyw-
ne i moga odgrywac¢ dotychczas nierozpoznana
role w rozkladzie fosfonianéw w Srodowisku
(QuUINN i wspoétaut. 2007). W badaniach mode-
lowych jako substrat wykorzystano kwas fos-
fonooctowy (PA) i bakterie Pseudomonas fluo-
rescens 23F i wykazano, ze hydroliza PA do
octanu i nieorganicznego fosforanu jest katali-
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zowana przez zalezng od cynku hydrolaze fos-
fonooctowa (MCMULLAN i QUINN 1994).

W przeciwienstwie do bakteryjnych hydro-
laz fosfonooctanowych, enzym wytwarzany
przez mezofilny grzyb Penicillium oxalicum nie
wymagal ani nie byl stymulowany przez dwu-
wartosciowe kationy (KLIMEK-OCHAB i wspoétaut.
2003). Wykazano takze, ze psychrofilny szczep
grzyba Geomyces pannorum P15 byl w stanie
wykorzystaé¢ PA jako zrédlo fosforu w sposéb
niezalezny od fosforanow, ale nie udato sie¢ zba-
da¢ enzymoéw zaangazowanych w ten szlak.
Brak wykrywalnej aktywnosci hydrolazy fos-
fonooctanowej moze sugerowac¢ obecnos¢ enzy-
mow podobnych, tolerujacych zimno lub dzia-
tanie calkowicie nowych enzyméw zaangazo-
wanych w rozklad PA przez psychrofile (KLIMEK-
-OcHAB 2014).

Do grupy fosfonianow zalicza sie m.in.
glifosat [N-(fosfonometylo)glicyna; FMG],
bedacy substancja czynnag herbicydu Round-
up™ o szerokim spektrum dziatania, ktory
w 1974 r. do obrotu wprowadzita firma Mon-
santo Chemical. Herbicyd byl pierwotnie
uzywany do zwalczania chwastow w uprawach
roslin oraz wokot linii energetycznych i torow
kolejowych, jednak po rozpowszechnieniu na-
sion Roundup Ready™, uzycie sSrodka znacznie
wzrosto (RicHMOND 2018). Uwazano, iz N-(fosfo-
nometylo)glicyna jest nieszkodliwa dla calej
biocenozy oraz nie gromadzi sie¢ w wodzie i gle-
bie, jednak w ostatnich latach substancja ta
zostala sklasyfikowana jako potencjalnie rako-
tworcza, a przeprowadzone badania udowad-
niaja, iz wraz z produktami rozkladu jest
niebezpieczna dla wszystkich istot zywych (Bar
i OGBOURNE 2016).

Rozklad mikrobiologiczny FMG jest najlep-
sza metoda usuwania herbicydu, jednak okres
poéttrwania tego zwiazku w glebie zalezy m.in.
od warunkéw klimatycznych, rodzaju gruntu
i aktywnosci biodegradacyjnej mikroorganiz-
mow (STOSIEK 1 wspéotaut. 2019). Mikroorganiz-
my mezofilne moga wykorzystywac glifosat jako
jedyne zrodlo fosforu, wegla i azotu. Obecny
stan wiedzy wskazuje, ze FMG moze ulegac
biotransformacji w wyniku réznych przemian
enzymatycznych. Intensywne wykorzystywanie
herbicydow na bazie FMG oraz liczne kontro-
wersje wywolane ich stosowaniem doprowa-
dzity do przeprowadzania wielu szczegotowych
badan nad biodegradacja FMG i opisem trzech
szlakoéw rozktadu (ZHaN i wspétaut. 2018, SINGH
i wspotaut. 2020).

Jednym ze szlakow jest konwersja glifosatu
do AMPA (kwasu aminometylofosfonowego)
i glioksylanu poprzez rozszczepienie wiazania
C-N przez oksydoreduktaze glifosatu (GOX).
Glioksylan zwykle wchodzi w cykl kwaséw tri-
karboksylowych jako substrat energetyczny dla
wiekszosci bakterii rozkladajacych FMG. Nato-

miast AMPA moze by¢: uwalniany do srodo-
wiska i wykazuje potencjalng toksycznosc;
dalej metabolizowany do metyloaminy i fosfo-
ranu przez C-P liaze lub najpierw metabolizo-
wany do fosfonoformaldehydu przez transami-
naze, a nastepnie przeksztalcany w fosforan
i formaldehyd w celu dalszego metabolizmu
przez fosfataze (szlak fosfatazy). Ten ostatni
szlak jest nadal hipoteza, poniewaz zaden z jego
enzymow nie zostal wyizolowany ani scharak-
teryzowany. Drugim szlakiem degradacji jest
metabolizm glifosatu do fosforanow i sarkozyny
poprzez bezposrednie rozszczepienie wigzania
C-P, katalizowane przez liaze C-P. Fosforan
moze by¢ wykorzystany przez inne drobno-
ustroje, a sarkozyna pod wplywem oksydazy
sarkozynowej, moze byc¢ dalej metabolizowana
do glicyny i formaldehydu. Glicyna jest nastep-
nie metabolizowana przez mikroorganizmy,
a formaldehyd rozkladany jest do COz i NH4*
(BORGGAARD i1 GIMSING 2008). W tym przypadku
produkty koncowe nie sa toksyczne dla srodo-
wiska. Trzeci szlak degradacji polega na
N-acetylowaniu glifosatu przy udziale acetylo-
transferazy glifosatu i powstaniu acetyloglifosa-
tu (SHUSHKOVA i wspotaut. 2016).

Wsrod mikroorganizméw mezofilnych zdol-
nych do degradacji tego herbicydu zdecydowa-
nie dominujg bakterie (ZHAN i wspolaut. 2018)
i nieliczne grzyby mezofilne, glownie z rodzajow
Penicillium, Aspergillus, Scopulariopsis, Tricho-
derma, Fusarium i Mucor (Bujacz 1 wspolaut.
1995, KRrzySKO-LUPICKA i ORLIK 1997, KRZYSKO-
-Lupicka i wspoéltaut. 1997, KLIMEK i wspoétaut.
2001, ApeLowo i wspétaut. 2014, CARRANZA
i wspotaut. 2017, Fu i wspétaut. 2017).

Nadal malo jest doniesien o grzybach psy-
chrofilnych czy psychrotolerancyjnych zdol-
nych do rozkladu FMG. STOSIEK i wspélaut.
(2019), z gleby z uprawy borowki amerykan-
skiej w wojewodztwie lubelskim, wyizolowali
szczepy zimnolubnych drozdzy. Poniewaz tem-
peratura gleb w Polsce w ciagu roku wynosi od
0,4 do 25,2°C na powierzchni oraz od 3,2 do
20,7°C w glebszych partiach zalozono, ze
mozna wyizolowa¢ drozdze, ktore sg w stanie
bytowac i metabolizowac¢ w temperaturze 10°C,
ale nie wyzszej niz 25°C. Hodowle badanych
szczepow drozdzy prowadzono w podlozu
z FMG jako jedynym zrédlem fosforu i/lub
azotu w temperaturzelO°C, a stopien degra-
dacji FMG oceniano metoda LC-MS (chromato-
grafia cieczowa w polaczeniu ze spektrometria
mas). Zdolnos¢ do biodegradacji glifosatu
wykazywal szczep sklasyfikowany jako Solicoc-
cozyma terricola M 3.1.4, ktory rozkladat FMG
w szlaku AMPA (przy udziale oksydoreduktazy
glifosatu (GOX)). Chociaz VILLAMAR-AYALA
i wspotaut (2019) podaja, ze w warunkach na-
turalnych gléwnym szlakiem biodegradacji jest
szlak AMPA, a w laboratoryjnych szlak sarko-
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zynowy. Grzyby moga przeprowadzi¢ degrada-
cje FMG zarowno z tworzeniem AMPA, jak
i sarkozyny (uznawanym za glowny szlak
degradacji), ale Nyoku i wspétaut (2020) takze
zidentyfikowali szczepy grzybow zdolne do
degradacji glifosatu poprzez szlak GOX ze
wzgledu na obecnos¢ metabolitu AMPA.

PODSUMOWANIE

Na tle powyzszych rozwazan zasadne wyda-
je sie stwierdzenie, iz grzyby nalezace do psy-
chrofili i psychrotrofow moga skutecznie prze-
prowadzaé¢ biodegradacje ksenobiotykow.
Rozwoj przemystu, w szczegolnosci sektora
chemicznego, prowadzi do pojawiania sie¢ na
rynku nowych substancji, ktére cechuja sie
trwatoscia, toksycznoscia, ale takze opornoscia
na biodegradacje. Ksenobiotyki przedostajac
sie do srodowiska moga sie w nim kumulowac
i stanowi¢ zagrozenie zaréowno dla roslin, jak
i dla zwierzat. Wsrod nich dominuja takie
substancje jak: pestycydy, rozpuszczalniki,
farby, tworzywa sztuczne czy réznego rodzaju
mieszaniny weglowodorow alifatycznych i aro-
matycznych. To wszystko sprawilo, iz poszuku-
je sie metod biologicznego usuwania tych
ksenobiotykow, ktore bedq jak najmniej ingero-
waly w ekosystemy, a jednoczes$nie okaza sie
skuteczne (MARCHUT-MIKOLAJCZYK 1 wspolaut.
2013, JaIN i wspétaut. 2005). Psychrofile i psy-
chrotrofy, a takze wytwarzane przez nie sub-
stancje znajduja szerokie zastosowanie m.in.
w przemysle spozywczym, kosmetykach, deter-
gentach, farmaceutykach, krioprotektantach
i biotransformacji, a co najwazniejsze, mozna je
stosowa¢ w bioremediacji (TurkiEwicz 2006,
RaFIQ i wspotaut. 2019). Pomimo tego, iz bio-
remediacja z wykorzystaniem bakterii zostala
duzo lepiej zbadana, to grzyby moga byc¢ lep-
szymi kandydatami do rozktadu np. weglowo-
dorow (MARGESIN i wspoétaut. 2005, WoNG
1wspotaut. 2021). Dzieki intensyfikacji w ostat-
nich latach badan naukowych nad gatunkami
zaadaptowanymi do zimna, wyizolowano juz
szereg grzybow, ktére sa potencjalnymi kandy-
datami do wykorzystania w bioremediacji
zarowno na terenach o klimacie okolobiegu-
nowym, jak i umiarkowanym.

Streszczenie

Tlos¢ szkodliwych ksenobiotykéw w ekosystemach nie-
ustannie sie zwiecksza ze wzgledu na duza dostepnosc
i wykorzystanie detergentow, pestycydow, farmaceutykow,
rozpuszczalnikow czy ropy naftowej. Takie substancje
chemiczne jak: fenol, monocykliczne weglowodory aroma-
tyczne, policykliczne weglowodory aromatyczne, weglowo-
dory alifatyczne i zwiazki fosfonoorganiczne sa wyjatkowo
trwate w niskich temperaturach ze wzgledu na zwigkszona
gestos¢ i mniejsza biodostepnosc. Jednym ze skutecznych
sposobow oczyszczania Srodowiska moze by¢ bioremedia-
cja opierajaca sie na biologicznym rozkladzie skazen, czyli

ich przeksztalcaniu przez mikroorganizmy w mniej szkod-
liwe lub nieszkodliwe formy. Dotychczas wykorzystywano
glownie bakterie mezofilne, jednak badania dowodza, ze
takze grzyby oraz drozdze psychrofilne i psychrotroficzne
moga skutecznie przeprowadzac¢ biodegradacje ksenobio-
tykow. Zdolnosc¢ ta przypisuje sie miedzy innymi gatunkom
z rodzajow: Alternaria, Aspergillus, Geomyces, Lecanicillium,
Mortierella, Mucor, Penicillium, Candida, Cryptococcus, Exo-
phiala, Pichia, Rhodotorula, Schizoblastosporion, Solicocco-
zyma, Trichosporon oraz Yarrowia. Wymienione mikroorga-
nimzy sa potencjalnymi kandydatami do bioremediacji
zanieczyszczen pomimo tego, iz dla niektorych gatunkow
nie zbadano kompleksu enzymatycznego zaangazowanego
w rozktad ksenobiotykow.
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PSYCHROPHILIC FUNGI IN XENOBIOTICS BIODEGRADATION

Summary

The amount of harmful xenobiotics in ecosystems is constantly increasing due to the high availability and use of
detergents, pesticides, pharmaceuticals, solvents, and crude oil. Chemicals such as phenol, monocyclic aromatic
hydrocarbons, polycyclic aromatic hydrocarbons, aliphatic hydrocarbons, and organophosphorus compounds are
extremely stable at low temperatures due to their increased density and lower bioavailability. One of the effective methods
of environmental cleaning may be bioremediation, based on the biological decomposition of contaminants, that is their
transformation by microorganisms into less harmful or harmless forms. Mainly mesophilic bacteria were used in this
direction, but research shows that also psychrophilic and psychrotrophic fungi and yeasts can efficiently biodegrade
xenobiotics. This ability is attributed, among others, to species of the genera: Alternaria, Aspergillus, Geomyces,
Lecanicillium, Mortierella, Mucor, Penicillium, Candida, Cryptococcus, Exophiala, Pichia, Rhodotorula, Schizoblastosporion,
Solicoccozyma, Trichosporon and Yarrowia. These microorganisms are potential candidates for bioremediation of
pollutants, despite the fact that for some species the enzyme complex involved in the degradation of xenobiotics has not
been investigated.
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