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BIODEGRADATION OF BENZENE, TOLUENE AND XYLENES (BTX)
IN ANOXIC CONDITIONS

Investigations showing the possibility of BTX biodegradation present in the water environ-
ment under anoxic conditions have been presented. The effects of transformation of benzene,
toluene, o-xylene and p-xylene by indigenous to sewage microorganisms as well as by isolated
species of bacteria like Aeromonas sobria, Enterobacter sakazaki, Pseudomonas aeruginosa, Sta-
phylococcus lentus and the mixture of these species varied distinctively. The results and calculated
degradation rates have been compared to some results given by other authors. In anoxic conditions
all investigated aromates have shown to be biodegradable. The highest rate of degradation was
found for isolated species of bacteria from municipal sewage.

Streszczenie

W pracy zaprezentowano wyniki badan dotyczace mozliwosci biodegradacji BTX-6w w §ro-
dowisku wodnym, w warunkach anoksycznych. Przedstawiono rezultaty przemian — benzenu,
toluenu, o-ksylenu i p-ksylenu — dokonywanych przez bakterie kultur niezdefiniowanych, gatunki
wyizolowane i populacj¢ sktadajaca si¢ z mieszaniny wyizolowanych gatunkéw (Aeromonas sobria,
Enterobacter sakazaki, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus lentus). Omowiono przedstawione
rezultaty i przedyskutowano wyliczone wartosci statych szybkosci reakcji rozkladu aromatow
z wynikami innych autoréow. Uzyskane wyniki wskazaly na mozliwosci biodegradacji BTX-ow
w warunkach anoksycznych przez badane populacje bakterii, ze szczegdlna intensywnos$cia prze-
mian dokonywang przez czyste kultury bakteryjne.

WPROWADZENIE

Zagadnieniem intensywnie badanym w ostatnim czasie jest biodegradacja
BTX-6w (BTX — Benzene, Toluene, Xylene) w warunkach anoksycznych i bez-
tlenowych.
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Warunkiem anoksycznej (beztlenowej) degradacji tych aromatow jest obec-
nos¢ takich akceptoréw wodoru i elektronéw, jak: azotany, siarczany, zwiazki
zelaza na plus trzecim stopniu utleniania, dwutlenek wegla, a takze proces
metanogenezy [1, 3, 5, 6, 8, 9, 14]. Stwierdzenie to wynika z badan z mieszany-
mi populacjami lub zdefiniowanymi kulturami mieszanymi, a takze z niektory-
mi wyizolowanymi gatunkami bakterii pochodzacymi z gleb, osaddw, sciekow
1 wod [4, 7, 8, 13]. Aromatyczne zwiazki organiczne typu BTX w warunkach
beztlenowych i anoksycznych ulegaja procesom utleniania, redukcji, hydro-
ksylacji, dealkilacji, odwodorowania i rozerwania pierscienia aromatycznego.
W wigkszosci przypadkéw produktami posrednimi sa: alkohol benzylowy, fe-
nole, kwas benzoesowy, cykloheksan [7, 15]. Produkty te wlaczane sa w szlaki
metaboliczne, stajac si¢ zrédtami wegla 1 energii dla rozwoju mikroorganiz-
mow. Obecnosé preferowanych donorow elektronow (glukoza, aminokwasy,
octan, kwasy tluszczowe itp.) moze powodowac opoznianie procesow beztleno-
wej degradacji BTX-6w w Srodowisku. Réwniez czynnikami hamujacymi prze-
miany sa: pH, niska poczatkowa gestos¢ aktywnych mikroorganizmow, powol-
na indukcja enzymow odpowiedzialnych za procesy rozkladu, obecnos¢ zwiaz-
kow toksycznych, zredukowanych koncowych produktow (np. siarczkow),
zajscie mutacji, a takze wystepowanie w Srodowisku metanogennym azotanow
czy siarczanow [4, 8].

Dotychczasowe badania [11, 12, 16, 17], zmierzajace do oceny kinetyki
uwalniania BTX-6w do atmosfery oraz przemian w procesach oczyszczania
sciekow 1 przerobki osaddéw, doprowadzily m.in. do stwierdzenia catkowicie
innych, od uprzednio podawanych, kierunkéw biodegradacji. Stwierdzono bo-
wiem zjawisko powstawania toluenu jako produktu przejSciowego na etapie
przechodzenia procesu z fazy fermentacji kwasnej do metanowej. Zmierzajac
do rozszerzenia wiedzy o kierunkach i kinetyce przemian BTX-6w w warun-
kach anoksycznych, przy bardzo zlozonej mieszanie réznych substratow typo-
wej dla sciekéw komunalnych, podjeto badania nad jakosciowym skiadem
mikroorganizmow w Sciekach, jak réwniez nad przemianami BTX-6w, doko-
nywanymi przez wlasciwe dla danych sciekow bakterie.

MATERIAL, I METODA BADAN

Trzy proby, o niezdefiniowanych kulturach bakteryjnych i o objetoéci 500 cm?
kazda, zawieraly jedna czes¢ osadu surowego i trzy czgsci Sciekdw po oczysz-
czaniu biologicznym. Kazda z trzech prob zaszczepiono benzenem w stezeniu
1000 pg/dm3 oraz toluenem w stezeniu 500 pg/dm?®, p-ksylenem w stezeniu
500 pg/dm3 i o-ksylenem w stezeniu 500 ug/dm?®. Jako rozpuszczalnik dla
aromatow zastosowano alkohol metylowy. Procesy przemian BTX-6w w warun-
kach anoksycznych prowadzono w erlenmajerkach, szczelnie zamknietych gumo-
wymi korkami zaopatrzonymi w cienka rurke, przez ktéra moglty wydostawaé
si¢ gazy. Inkubacja odbywata si¢ w temperaturze pokojowej, w ciemnosci. W ce-
lu sprawdzenia, czy zachodzi powstawanie (synteza) aromatow w probach, dla
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eksperymentu nastawiono probe kontrolna. Zawierata ona osad surowy i cie-
ki po oczyszczaniu osadem czynnym w stosunku 1:4, bez dodatku aromatéw.
Inkubacja przebiegala w warunkach uprzednio podanych.

Trzydziesci trzy proby, kazda o objetosci 500 cm?, skladajace sie z jednej
czgsci osadu surowego i z trzech czegéei SciekOw po oczyszezaniu biologicznym,
poddano sterylizacji w autoklawie, w temperaturze 112°C, przy ci$nieniu 150 kPa,
w czasie 30 min. Po przeprowadzonym wyjatlawianiu kazda probe testowano na
skutecznos¢ procesu sterylizacji, wykorzystujac w tym celu agar wzbogacony.

Nastepnie proby szczepiono wyizolowanymi z badanych éciekow czystymi
kulturami bakteryjnymi: Aeromonas sobria, Enterobacter sakazaki, Pseudomo-
nas aeruginosa, Staphylococcus lentus oraz populacja bedaca mieszanina wy-
mienionych gatunkéw bakterii.

Hodowlg¢ drobnoustrojow prowadzono w termostacie w temperaturze
27°C, na podtozu krwawym. Po okresie hodowlanym kolonie zmywano z po-
zywki roztworem soli fizjologicznej w iloéci 1 ¢cm? i przenoszono do wysteryli-
zowanych prob. Zaszczepiony material pozostawiano na okres 9 dni w tem-
peraturze pokojowej, celem namnozenia si¢ drobnoustrojow i zuzycia przez
bakterie rozpuszczonego tlenu. Po okresie inkubacji okreslono liczbe bakterii
i wlasnosci fizykochemiczne mieszaniny.

Nastepnie kazda z préb zaszczepiono aromatami: benzen w stezeniu
1000 pg/dm?, toluen w stezeniu 500 ug/dm?, p-ksylen w stezeniu 500 pg/dm3
i o-ksylen w stezeniu 500 ug/dm?>. W celu sprawdzenia, czy dochodzi do zmian
stezenn aromatdéw w probach, dla eksperymentu nastawiono probe kontrolna:
I kontrola — zawierata $cieki zaszczepione czysta hodowla jednego gatunku
lub mieszanina gatunkow bakterii, II kontrola — zawierala wysterylizowane
scieki z dodanymi w wyzej wymienionych stezeniach lotnymi weglowodorami
aromatycznymi (benzen, toluen, p- i o-ksylen).

Wszystkie proby badane w eksperymencie (réwniez i te z kulturami nie-
zdefiniowanymi), bezposrednio po dodaniu aromatdw, analizowano za pomoca
chromatografii gazowej, celem stwierdzenia rzeczywistego stezenia BTX-Ow
w probie. Nastgpnie préby umieszczono w wytrzasarkach, w temperaturze
pokojowej, w ciemnosci.

Do analizy procesow transformacji aromatéw wykorzystano chromatograf
gazowy Hewlett Packard HP 6890 series GC system, wyposazony w kolumne
kapilarng HP5 — 5% Phenyl Methyl Siloxane o dtugoéci 30 m i FID (Flame
Ionization Detector). Gazem nosnym byt azot (2,4 cm®/min). Temperatura
poczatkowa w przebiegu analizy wynosita 35°C i wzrastata w tempie 30°C/min
do temperatury 200°C. Caltkowity czas oznaczenia wynosit 11,8 min.

WYNIKI

Badane populacje bakterii wykazywaly aktywno$¢ w przemianach BTX-6w
zachodzacych w warunkach anoksycznych. Szczegdlnie intensywna biode-
gradacj¢ aromatéw przeprowadzity wyizolowane gatunki bakterii (Rys. 1 —4).
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Rys. 1. Biodegradacja benzenu przez wyizolowane mikroorganizmy i ich mieszaning

Benzene biodegradation by selected microorganisms and their mixture
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Rys. 2. Biodegradacja toulenu przez wyizolowane mikroorganizmy i ich mieszanine

Toulene biodegradation by selected microorganisms and their mixture

Poszczegdlne populacje charakteryzowaly si¢ jednak roznicami w intensyw-
nosci degradacji aromatéw. Przykltadowo, najaktywniej w warunkach anoksycz-
nych proces przemian benzenu i toluenu prowadzily bakterie gatunku P. aerugi-
nosa. Juz w 10. dobie trwania eksperymentu skonstatowano catkowity rozktad
toluenu (Rys. 2). Benzen natomiast ulegt biodegradacji w 24. dobie (Rys. 1).
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Rys. 3. Biodegradacja p-ksylenu przez wyizolowane mikroorganizmy i ich mieszanine
p-Xylene biodegradation by selected microorganisms and their mixture
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Rys. 4. Biodegradacja o-ksylenu przez wyizolowane mikroorganizmy i ich mieszanine
o-Xylene biodegradation by selected microorganisms and their mixture

Z kolei populacja S. lentus najaktywniejsza byla w stosunku do p- i o-ksy-
lenu (Rys. 3 i 4). Bakterie S. lentus dokonaly catkowitej transformacji obydwu
ksylenow podczas 24 dob. Stosunkowo wolniej prowadzilty przemiany BTX-ow
bakterie E. sakazaki, A. sobria i populacje kultur mieszanych (A4. sobria, E.
sakazaki, P. aeruginosa, S. lentus) (Rys. 1—4).

Zdecydowanie wolniej procesy biodegradacji przeprowadzaly bakterie kul-
tur niezdefiniowanych (Rys. 1—4).
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W procesie transformacji toluenu w warunkach anoksycznych, zachodza-
cym przy udziale bakterii kultur niezdefiniowanych, stwierdzono zjawisko po-
wstawania toluenu jako produktu przejsciowego (Rys. 5). W pierwszej fazie
trwania eksperymentu odnotowano gwaltowny wzrost stezenia toluenu
z 397 pg/dm? (stezenie zadane w dniu zerowym) do 6735 pg/dm> w 28. dniu
inkubacji. W drugiej fazie natomiast stwierdzono jeszcze gwaltowniejszy roz-
ktad tego zwiazku, az do jego catkowitej biodegradacji w 42. dniu eksperymentu.
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0 2 5 T 14 21 28 ) 42

czas, time [d]
Rys. 5. Produkcja toluenu w warunkach beztlenowych przez populacje mikroorganizmow sciekow
komunalnych

Production of toluene under anaerobic condition by the population of indigenous to municipal
sewage microorganisms

Prowadzac badania dotyczace przemian BTX-0w, dokonywano takze
oznaczen stgzen aromatow w probach kontrolnych. Skonstatowano, ze w sro-
dowisku badanych populacji bakterii w warunkach anoksycznych nie powsta-
waly BTX-y, z wyjatkiem proby z bakteriami kultur niezdefiniowanych. W ba-
daniu kontrolnym zawierajacym bakterie niezdefiniowane — do ktérego row-
niez nie dodawano zadnego z badanych aromatéw — odnotowano poczat-
kowy wzrost stezenia toluenu, a nastgpnie calkowity jego rozklad (Rys. 6).

L

toluen, toluene [pg/dm?]

0 7 14 21 28 35 42

czas, time [d]

Rys. 6. Produkcja toluenu w probie kontrolnej

Production of toluene in the control
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DYSKUSJA

Wyizolowane populacje bakteryjne i ich mieszaniny oraz kultury niezdefi-
niowane byly aktywne w przemianach BTX-6w w warunkach anoksycznych.
Stwierdzono jednoczesnie ich rézna aktywnosc.

W warunkach anoksycznych stwierdzono wigksza specyfik¢ wyizolowanych
czystych kultur w stosunku do populacji niezdefiniowanej. Wyrdzniajaca ak-
tywnoscia cechowala si¢ populacja P. aeruginosa w odniesieniu do benzenu
i toluenu (Rys. 1 —2), natomiast w stosunku do o-ksylenu i p-ksylenu najaktyw-
niejszy byl S. lentus (Rys. 3—4).

Zgodnie z oczekiwaniami mniejsze sa predkosci rozktadu weglowodoréw
w warunkach anoksycznych w porownaniu do predkosci rozktadu weglowodo-
row w warunkach tlenowych.

Dla kultur niezdefiniowanych, prowadzacych — przykltadowo — biode-
gradacje benzenu w warunkach anoksycznych, obliczony wspolczynnik szyb-
kosci reakcji k wynosit 0,046 [d '] (Rys. 7), podczas gdy dla tej samej populacji
w warunkach tlenowych — k=25 [d™'].
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Rys. 7. Biodegradacja benzenu w warunkach anoksycznych w populacji mikroorganizmow Scie-
kow komunalnych (kultury niezdefiniowane)

Benzene biodegradation under anoxic condition by the population of indigenous to municipal
sewage microorganisms (non defined culture)

W uzyskanych wynikach badan dotyczacych warunkéw anoksycznych
stwierdzono wieksza szybkos¢ rozktadu benzenu i ksylenow przez wyizolowa-
ne kultury bakterii od szybkosci uzyskanej dla mieszaniny i zespolu kultur
niezdefiniowanych. Przyktadowo — wyliczona w sposob jak wyzej — dla
S. lentus warto$é k wynosi dla benzenu k = 0,050 [d™'].

Rowniez w przypadku o-ksylenu i p-ksylenu stwierdzono wigksza szybkosc
rozktadu wyizolowanych bakterii anizeli dla kultur niezdefiniowanych, a nawet
dla populacji mieszanej. Uzyskana dla kultur mieszanych szybkos¢ rozkiadu
p-ksylenu przedstawiona zostata na rysunku 8. Na rysunku tym, dla poréwna-
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nia, przedstawiono rowniez uzyskane przez Bellera i in. [2] wyniki rozkiadu
p-ksylenu w wodzie gruntowej w warunkach beztlenowych.
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Rys. 8. Biodegradacja p-ksylenu — badania Bellera i in. [2] i wiasne
p-Xylene biodegradation — results of own investigations and given by Beller et al. [2]

W badaniach wlasnych uzyskano w przyblizeniu szybko$¢ rozktadu
k=0,037 [d™1].

Badania Bellera i in. [2], realizowane dla innego srodowiska, pozwalaja na
okreslenie wartosci wspolczynnika k = 0,030 [d '], a wiec wartosci zblizone;j
do otrzymanej we wtasnych badaniach. Paraleli uzyskanych wartosci wspot-
czynnika k dokonano przede wszystkim dla podkreslenia poréwnywalnosci
wynikow badan wlasnych z wynikami w innych osrodkach naukowych.

W trakcie prowadzonych badan stwierdzono — wczesniej juz zauwa-
zone [11, 12, 15, 16] — zjawisko powstawania toluenu w srodowisku popu-
lacji niezdefiniowanych bakterii sciekowych (Rys. 5 i 6). Znamienne jest, ze
toluen jako produkt posredni powstawal na etapie przechodzenia procesu
transformacji z fazy fermentacji kwasnej do metanowej. Na mozliwosé
powstawania toluenu w wyniku procesow biologicznych wskazali jedynie
Juttner i Henatsch [10]. Stwierdzili oni powstawanie toluenu w wodach jezio-
ra w hypolimnionie w warunkach ,stagnacji” w okresie jesiennym. Toluen
wzrastal w poblizu dna jeziora. Juttner 1 Henatsch [10] przypuszczaja — po-
wolujac sie na prace Pona i in., ktorzy wykorzystujgc kultury Clostridium
aerofoetidum stwierdzili wytwarzanie toluenu z fenyloalaniny (kwas fe-
nylo-x-aminopropionowy) zawartej w biatkach — ze toluen moze powstawac
z tego wilasnie zwiazku.

Nie mozna wigc wykluczy¢ podobnego prekursora toluenu w osadach Scie-
kowych, stanowiacych substrat w naszych badaniach.
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WNIOSKI

1. W warunkach anoksycznych stwierdzono wigksza specyfike wyizolowa-
nych czystych kultur (gatunkow) w stosunku do populacji bakterii niezdefinio-
wanych.

2. Wyrodzniajaca aktywnoscia cechowala si¢ populacja P. aeruginosa w od-
niesieniu do benzenu i toluenu, natomiast w stosunku do p-ksylenu 1 o-ksylenu
najaktywniejszy byt S. lentus.

3. Bakterie charakteryzowaly si¢ r6zna aktywnos$cig enzymatyczng w prze-
mianach BTX-0w w warunkach tlenowych oraz anoksycznych. W warunkach
tlenowych zdecydowanie wigksza aktywnoscia cechowata si¢ populacja kultur
niezdefiniowanych w stosunku do gatunkow i populacji kultury mieszane;,
natomiast w warunkach anoksycznych intensywniej przemiany prowadzilty
czyste kultury (gatunki).

4. Powyzsze wnioski maja istotne znaczenie praktyczne — potrzeba po-
szukiwania i stosowania czystych kultur w warunkach anoksycznych (beztleno-
wych) ze wzgledu na niewielkie ilosci powstajacej biomasy, pominigcie uciaz-
liwosci zwiazanej z napowietrzaniem i mozliwos¢ wykorzystania w gospodarce
powstajacego metanu.
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