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EFFECT OF FERRIC IONS ON BIODEGRADATION OF PETROLEUM OIL
HYDROCARBONS

Heavy metal contamination often accompanies pollution with petroleum oil derivatives. Metal
ions may considerably affect the process of hydrocarbon biodegradation. The results obtained for bacterial
strains Gordonia alkanivorans ST and Pseudomonas fluorescens SL3 indicated the limitation of cell
growth and reduced ability of degradation of petroleum oil hydrocarbons in the presence ferric ions in the
range of 15-100 mg Fe/dm?®. However, the addition of these ions in the range of 1-7 mg Fe/dm® might
appear to be advantageous for biodegradation process. Supplementation with ferric ions in the range of
50-100 mg Fe/dm® decreases emulsifying activity of tested strains. The excess of these ions is accumulated

in the bacterial cells.
Streszczenie

Skazeniom substancjami ropopochodnymi czgsto towarzysza zanieczyszczenia metalami cigzkimi.
Ich obecnosé moze mie¢ znaczny wplyw na proces biodegradacji weglowodoréw. Wyniki uzyskane dla szczepow
Gordonia alkanivorans S7 i Pseudomonas fluorescens SL3 jednoznacznie wskazuja, ze obecnos¢ jonow
zelaza w stgzeniach 15-100 mgFe/dm? powoduje ograniczenie wzrostu i zdolnosci do degradacji weglowodorow
oleju napedowego. Jakkolwiek dodatek tych jonow w ilosci 1-7 mgFe/dm® moze okazaé si¢ korzystny dla
procesu biodegradacji. Dawki jonow zelaza w ilosci 50-100 mg Fe/dm® ograniczaja aktywnos¢ emulgacyjna
szczepow. Nadmiar tych jondéw kumulowany jest w komoérkach badanych szczepow.

WSTEP

Jony metali (w tym ciezkich) czgsto towarzysza zanieczyszczeniom substancjami
ropopochodnymi i ze wzgledu na ich toksyczno$é dla mikroorganizméw moga niekorzystnie
wplywacé na proces biodegradacji weglowodoréw. Obecnos¢ w srodowisku takich metali jak
Fe, Ca, Mg, Ni, Mn, Zn, Hg, Pb w pewnym zakresie stgzen moze okazac si¢ korzystna,
natomiast w nadmiarze jony te moga stanowié¢ zagrozenie dla ekosystemu. Szczegdlnie
toksyczne okazac si¢ moga otéw i rtgé [2, 3, 8,].
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Do najwazniejszych metali wystgpujacych zaro6wno w Srodowiskach
geochemicznych jak i przyrodniczych nalezy zelazo. Jest ono podstawowym sktadnikiem
decydujacym o funkcjonowaniu wielu biatek enzymatycznych i ich kofaktorow. Stanowi
gtéwny element strukturalny systemoéw przenoszenia tlenu, transportu elektronow i
syntezy DNA. Zelazo jest waznym ogniwem bioracym udzial w procesach odtwarzania
energii (ATP), w tanicuchu oddechowym i fosforylacji. Wchodzi w sktad biatek zelazo-
siarkowych i cytochromow.

Nadmiar zelaza w komoérce moze prowadzi¢ do zaburzen metabolizmu
polegajacych migdzy innymi na zmniejszeniu pobierania i ograniczeniu funkcji innych
metali. Zelazo moze by¢ kumulowane w komérkach. Jony zelaza tréjwartosciowego, w
duzych stezeniach powoduja denaturacje bialek. Zelazo ze wzgledu na swoje
wiaSciwo$ci moze pelni¢ rolg katalizatora w reakcjach prowadzacych do powstania
wolnych rodnikéw hydroksylujacych w obecnosci aktywnych form tlenu. Wolne
rodniki inicjujg reakcj¢ tancuchowa, prowadzaca do inaktywacji enzymoéw, ich
uszkodzenia, mutacji, a nawet $mierci komorek [4, 6-8].

W warunkach naturalnych zelazo moze wystgpowac na dwoch stopniach utlenienia:
Fe?* i Fe*, przy czym sole Fe?* sg mato stabilne. W kwasnych gruntach trwate sa zwiazki Fe**
w postaci tlenkoéw, wodorotlenkow i fosforandw. Najwyzsze stgzenia metali wystgpuja w
glebach kwasnych, poniewaz rozpuszczalno$¢ soli tych metali ro$nie wraz z obnizajacym sie
pH gleby. W Polsce jest przewaga gleb kwasnych.

Celem dos$wiadczen bylo zbadanie wplywu obecnosci jonéw zelaza na proces
biodegradacji wegglowodoréw oleju napgdowego przez dwa szczepy bakterii Gordonia
alkanivorans S7 i Pseudomonas fluorescens SL3. Badania obejmowaly okreslenie wptywu
dawki tych jonéw na wzrost drobnoustrojow, zuzycie weglowodorow, zdolno$é do tworzenia
emulsji. Podjeto rowniez probe okreslenia ilosci zelaza wiazanego w komoérkach badanych
drobnoustrojow.

MATERIAL l METODYKA BADAN

Materiatem biologicznym stosowanym w do$wiadczeniach byly szczepy nalezace do
Kolekeji Instytutu Biochemii Technicznej Politechniki Lodzkiej, wyizolowane z prob
'skazonych odpadami petrochemicznymi: G. alkanivorans S7 i P. fluorescens SL3.

Hodowle wstrzasane badanych szczepow prowadzono w podiozu plynnym,
zawierajacym jako zrodto wegla olej napedowy w stezeniu 6%. Zrodlem azotu byt chlorek
amonu. Proby prowadzono w kolbach ptaskodennych o pojemnosci 500 cm?, wypetionych
40 cm’ podtoza. Temperatura hodowli wynosita 30°C. Parametry wytrzasania: 200 obr/min,
amplituda 4,5 cm. Zelazo do podtoza dodawane byto w formie FeCl,.

Pomiar stgzenia biatka prowadzono metoda Bradforda [1]. Istota oznaczenia jest zmiana
barwy roztworu bigkitu brylantowego w zaleznos$ci od stezenia biatka w danej probie. Pomiar
ten traktowano jako wskaznik namnozenia biomasy drobnoustrojow.

Do okreslenia stopnia zuzycia wegglowodorow podczas hodowli postugiwano sie metoda
wagowa. Po poddaniu zawiesiny hodowlanej wirowaniu (40 000xg, temp. 4°C, czas 20 min.)
zbierano warstwe olejowa i wazono. W obliczeniach uwzgledniano czgéciowe odparowanie
substratu podczas hodowli.

Oznaczenie aktywnosci emulgacyjnej polegalo na okresleniu zmiany poziomu
absorbancji w mieszaninie reakcyjnej o sktadzie: 3 cm® ptynu pohodowlanego (po
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odwirowaniu biomasy), 0,5 cm? buforu Tris-HCL, pH 7,2, 0,25 cm* 2 MMgSO,, 0,1 cm’® oleju
napedowego, 0,3 cm?® wody destylowanej. Calo$¢ wytrzasano w ciagu 1 hw temp. 30°C na
wytrzasarce przy 200 obr/min. Uzyskany w tym czasie stopien emulgacji weglowodorow
oznaczano spektrofotometrycznie przy diugosci fali 540 nm.

Pomiar zawartos$ci zelaza w ptynie pohodowlanym prowadzono metoda
spektrofotometryczna z 1,10-fenantroling. Pomiaru dokonywano przy dhugosci fali 518 nm,
wobec wody destylowanej.

Rozdzial weglowodoréw prowadzono przy uzyciu chromatografu gazowego Hewlett-
Packard 5890, wyposazonego w kolumneg kapilarng HP-1 o dlugosci 10 mil.D. 0,53 mm oraz
detektor plomieniowo-jonizacyjny. Temperatura nastrzyku — 350°C, temp. detektora 300°C,
program temperaturowy: 40°C przez 2 min, 40°C—260°C z szybkos$cig 4°C/min, 260°C przez
10 min.

OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Z danych literaturowych wiadomo, ze nadmiar jonéw metali w §rodowisku bytowania
mikroorganizméw niekorzystnie wpltywa na ich rozwoj, a w przypadku drastycznego
przekroczenia dawek jonow metali cigzkich moze dojs¢ do wyginigcia populacji [2, 3, 8].
Zjawisko to nabiera szczegdlnego znaczenia w sytuacji obciazenia Srodowiska substancjami
ropopochodnymi. Obecno$¢ jondéw metali cigzkich moze w tych warunkach powaznie
ograniczy¢ biodegradacje weglowodorowego substratu. Szczegdlng rolg w skazonym
weglowodorami $rodowisku odgrywajg jony zelaza, ktére w niskich stgzeniach moga
wspomagac¢ wzrost drobnoustrojow, aktywowac uktad oddechowy, natomiast w wyzszych
ogranicza¢ aktywnos$¢ enzymow i wpltywac negatywnie na biodegradacjg. Badania
przeprowadzono z udziatem dwoch szczepow G. alkanivorans S71 P, fluorescens SL3. Szczep
G. alkanivorans ST wykazuje wysoka aktywnos$¢ degradacyjna w stosunku do szerokiej
gamy weglowodorow, natomiast szczep P, fluorescens SL3 preferuje weglowodory cigzsze [S].
Wyniki hodowli badanych szczepdow w podtozach zawierajacych jako zrodto wegla olej napgdowy
w stezeniu 6% 1 jony Zelaza tréjwarto$ciowego w stezeniach 1, 7, 15, 50 i 100 mg Fe/dm?
przedstawiono na rysunku 1.

si¢zenie bialka
protein concentration
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dawka zelaza. iron dose [me/dm’)

I B szczep, strain S7 - Oszczep, strain SL3 I

Rys. 1. Wplyw stgzenia zelaza w podiozu hodowlanym na wzrost mikroorganizmow
The effect of iron concentration in the culture medium on the growth of microorganisms
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Zaobserwowano wyrazny zwiazek miedzy zawarto$cia zelaza w pozywce, a wzrostem
mikroorganizmoéw. Przyrost biomasy w okreslonych warunkach jest cechg indywidualng
szczepu. W przypadku szczepu S7 dawki zelaza 1 1 7 mg Fe/dm?® korzystnie wptywaja na
wzrost bakterii, dla szczepu SL3 najkorzystniejsza okazala si¢ dawka zelaza wynoszaca
1 mg Fe/l. Dalsze zwigkszanie stezen zelaza do 501 100 mg Fe/dm® powoduje ograniczenie
wzrostu drobnoustrojéw o 50-60% w odniesieniu do prob kontrolnych.

ubytek weglowodorow.
hvdrocarbons uptake
[%]
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I B szczep, strain S7  Oszezep, strain SL3 l

Rys. 2. Ubytek weglowodorow ogdlem w zaleznosci od dawki zelaza
The effect of iron dose on total hydrocarbons uptake

Dane zawarte na rysunku 2 wskazuja, ze dawki jonéw zelaza rzedu 1-7 mg Fe/dm?
moga korzystnie wptywac na degradacje weglowodordw, dalszy wzrost stgzenia tych jonow
w zakresie od 15 do 100 mg Fe/dm?® powoduje jednak wyraZne obnizenie stopnia biodegradacji
zwiazkow ropopochodnych. Wobec dawki zelaza 100 mg Fe/dm?® spadki wykorzystania
weglowodorow dla szczepdw S7 1 SL3 wynosza odpowiednio 251 12 jednostek procentowych.

Poddawane badaniom szczepy G. alkanivorans S71P. fluorescens SL3 charakteryzuja
si¢ r6zng zdolnos$cig do syntezy emulgatoréw. Szczep S7 wykazuje w hodowlach z olejem
napgdowym nizsza aktywnos¢ emulgacyjng w poréwnaniu ze szczepem SL3. Uzyskane wyniki
wskazuja na znaczny wplyw obecnosci zelaza na aktywno$¢ emulgacyjng badanych
szczepdw. Mozna uznac, ze zelazo w zakresie stezen 1-100 mg Fe/dm® powoduje obnizenie
produkcji biosurfaktantow i zalezno$¢ t¢ obserwowano dla obu badanych szczepéw (Rys. 3).

0,51

absorbancja
absorbance

0 1 7 15 50 100
dawka zelaza, iron dose [mg/dm’]

[I szczep, strain S7  Oszczep, strain SL3 I

Rys. 3. Zmiana aktywnoéci emulgacyjnej w zaleznosci od dawki zelaza
The effect of iron dose on emulsifying activity
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Zelazo w stezeniu 50 i 100 mg Fe/dm® powoduje 6 i 8-krotne obnizenie aktywnosci
emulgacyjnej w stosunku do préby kontrolnej w przypadku szczepu S7, natomiast dla szczepu
SL3 obserwowano odpowiednio 3 i 5-krotny spadek warto$ci tego parametru.

Ciekawych obserwacji dostarczyly doswiadczenia polegajace na oznaczeniu st¢zenia
jonow zelaza w ptynach po hodowlach z zastosowaniem réznych dawek jonow zelaza. Jak
wiadomo, zelazo jest pierwiastkiem niezbgdnym do zycia, lecz po przekroczeniu dawek
dopuszczalnych staje sie czynnikiem dziatajacym niekorzystnie i mogacym prowadzi¢ do
$mierci komorek. Mikroorganizmy moga do pewnego stopnia broni€ si¢ przed nadmiarem
zelaza przez kumulowanie go w ferrytynie. Ubytek jonow zelaza w ptynie pohodowlanym
nie musi wiec oznacza¢ wykorzystania go w procesach zyciowych, lecz moze by¢ efektem
kumulowania go w ferrytynie [7]. Podczas badan stgzenia jondw zelaza w ptynach
pohodowlanych badanych szczepdéw (po odwirowaniu komoérek), zaobserwowano ciekawe
zjawisko redukcji zawarto$ci zelaza do pewnego poziomu wynoszacego okoto
2,8-3,3 mg Fe/dm®, mimo, ze dawki poczatkowe tych jonow byly znacznie wyzsze i wynosity
15,501 100 mg Fe/dm?®. Stezenia jonow zelaza w ptynach po 12 dniach hodowli badanych
szczepow w podiozach z wyzej wymienionymi dawkami jondéw tego metalu pokazane sg na
rysunku 4.

st¢zenic zelaza
iron concentration
[mg/dm”|

0 15 50 100
poczatkowa dawka Zelaza, initial iron dose lmg/dnﬂ

[ B szczep, strain S7  Oszezep, strain SL3 l

Rys. 4. Stezenia jonow zelaza w plynach pohodowlanych w zaleznosci od poczatkowej jego dawki
The effect of initial iron dose on its concentration in culture liquid

Przedstawione dane wskazuja, ze badane szczepy najprawdopodobniej posiadaja
zdolno$¢ do redukowania stezenia jonow zelaza w srodowisku, do poziomu zblizonego do
fizjologicznego kumulujac je w komodrkach. Dla sprawdzenia tej tezy konieczne byto
przeprowadzenie bilansu stezen jonow zelaza we wszystkich sktadowych zawiesiny
hodowlanej tj. fazie wodnej, fazie hydrofobowej, w warstwie emulsji i biomasie.

Rozdziat analizowanych frakcji uzyskano poddajac wirowaniu zawiesing komorek przy
40000xg, w temperaturze 4°C w czasie 20 minut. Wyniki bilansu stgzen jonéw zelaza
w poszczegdlnych frakcjach ptynu po hodowli G. alkanivorans ST w obecnosci
15 mg Fe/dm? przedstawione sa na rysunku 5.

Na wigzanie jonoéw zelaza w komorkach duzy wptyw ma pH $rodowiska, w zwiazku z
tym oznaczenia przeprowadzono w probach bez i z dodatkiem kwasu solnego, wigc pH prob
wynosito odpowiednio 6,2 i 2,2. Wyniki oznaczen wskazujg jednoznacznie na zdolno$¢
szczepu Gordonia alkanivorans do kumulacji jonow zelaza w komorkach. Niemal 80%
dawki poczatkowej jonow zelaza odnaleziono w biomasie, a jedynie 20% pozostawato w
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plynie pohodowlanym. Mimo ,,unieczynnienia” znacznej czgsci zelaza w biomasie, komorki
wyroste w tych warunkach wykazuja ograniczony wzrost i obnizong aktywnos¢
degradacyjna. Generalnie jednak zjawisko kumulacji jonow zelaza nalezy uznac¢ za korzystne,
bowiem usunigcie z podtoza nadmiaru jondéw zelaza pozwoli¢ moze na rozwoj w skazonym
srodowisku innych drobnoustrojéw lub nastgpnych generacji drobnoustrojéow bez
wykazywania przy tym ograniczonego wzrostu i aktywnosci degradacyjnej. Mimo tej
umiejetnosci komorki wyroste w tych warunkach wykazuja ograniczony wzrost i obnizong
aktywno$¢ degradacyjna.

Stezenie jonow zelaza
Ferric ions concentration
Faza [mg/dm?]
Phase bez i
Faza le—— HCl -
lydrofobowa Warstwa H with HCI
; emulsji no HCI
Hydrophobic )
phase Emulsion Faza hydrofobowa 0 0
layer Hydrophobic phase
Warstwa emulsji
N : : 0
Py (cawiera'biomase) | ) we | ot srmalegt)
pohodowlany Emulsion layer i (i eteuleton)
Culture (with biomass)
liquid " p
aza wodna
b Water phase e %498
—
Biomasa Biomasa (osad)
Biomass Biomass (sediment) 1L Lt
Zelazo qgolem 15,35 14,36
Total iron

Rys. 5. Bilans stezen jonéw zelaza w poszczegolnych frakcjach ptynu po hodowli G. alkanivorans ST w
obecnosci 15 mg Fe mg/dm?
The balance of ferric ions concentration in particular fractions of G. alkanivorans S7 culture liquid in
the presence of iron dose 15 mg/dm?

W celu doktadniejszego sprawdzenia wpltywu obecnosci jondéw zelaza w
podwyzszonych stezeniach na zdolnosci degradacyjne badanych szczepdéw wykonano analizg
chromatograficzna produktéw degradacji oleju napedowego, prowadzonej w obecnosci
tych jondéw. Analiza polegata na poréwnaniu powierzchni pikéw odpowiadajacych
wybranym weglowodorom, wystepujacym w oleju napedowym w najwiekszych stezeniach,
w probach po biodegradacji prowadzonej w obecnosci 100 mg Fe/dm?® i w probie kontrolnej.
Wyniki obliczen uzyskanych dla obu badanych szczepow przedstawiono w tabeli 1.

Analizujac wyniki uzyskane dla szczepu G. alkanivorans S7, mozna stwierdzié, ze
dodatek Zelaza w stezeniu 100 mg Fe/dm’ powoduje obnizenie zuzycia wszystkich z badanych
weglowodorow i $redni spadek ich wykorzystania wynosi 19%. Nieco inaczej zachowuje sig
w tych warunkach szczep P, fluorescens SL3. Zaobserwowa¢ tu mozna wzrost zuzycia
niektorych weglowodorow lzejszych i powazne ograniczenie wykorzystania weglowodorow
cigzszych, poczynajac od dokozanu.
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Tab. 1. Procent zuzycia weglowodorow oleju napgdowego przez szczepy S7 i SL3 w probie kontrolnej
i w probach z dodatkiem Zelaza
The uptake of petroleum oil hydrocarbons by strains S7 and SL3 in the control samples and samples
supplemented with iron

Proba kontrolna
Reference sample 100 mg Fe/ain’
Zuzycie Zuzycie
Weglowodor Czas” . A wqglo’wo- e _ . wqgl(fwo-

retencji | Powierzchnia doréw : Powierzchnia dorow

Hydrocarbon | Retention piku Hyliee | TOoOMD piku Hydro-

time Peak area carbon tlme Peak area carbon

[min] uptake ] uptake
(%] [%]

Gordonia alkanivorans S7
Undekan 15,1 956700 65 15,1 799534 46
Dodekan 18,6 766003 66 18,6 712886 43
Tridekan 21,9 1318140 63 21,9 1175579 40
Tetradekan 25,0 1490681 64 25,0 1317810 42
Pentadekan 28,0 1545087 68 28,0 1473249 44
Heksadekan 30,9 1777100 68 30,8 1726795 44
Heptadekan 33,6 1827328 57 33,5 1645283 29
Oktadekan 36,1 1886636 66 36,1 1650648 46
Nonadekan 38,6 1736969 66 38,6 1434101 48
Ejkozan 41,0 1640698 66 40,9 1260231 52
Henejkozan 43,2 1199608 66 43,1 852687 56
Dokozan 453 890409 66 45,3 571736 61
Trikozan 47,4 542950 68 47,3 444331 52
Tetrakozan 49,4 254336 68 49,3 213523 51
Pseudomonas fluorescens SL3
Undekan 15,1 1116909 29 15,0 889699 31
Dodekan 18,6 974544 26 18,5 964104 10
Tridekan 21,9 1530880 26 21,8 1179344 30
Tetradekan 25,0 1691264 29 25,0 1353343 30
Pentadekan 28,0 1801905 36 27,9 1461946 36
Heksadekan 30,9 2095943 35 30,8 1669764 37
Heptadekan 33,6 2145342 13 33,5 1727304 13
Oktadekan 26,1 2144893 33 36,1 1780979 32
Nonadekan 38,6 1810117 38 38,5 1614929 32
Ejkozan 40,9 1597956 42 41,0 1452917 35
Henejkozan 43,2 1200645 41 43,1 1104843 34
Dokozan 453 840166 45 45,2 819331 34
Trikozan 47,4 516746 47 47,3 509694 35
Tetrakozan 49,4 230846 50 49,3 241531 35
PODSUMOWANIE

Uzyskane wyniki wskazuja, jak wazna jest kontrola stgzenia jonow metali, w tym zelaza,
przed rozpoczeciem procesu remediacji zanieczyszczonego weglowodorami §rodowiska.
Stgzenie jondw zelaza moze mie¢ duzy wplyw na rozwoj drobnoustrojow, produkcje
biosurfaktantow i aktywno$¢ degradacyjng szczepow. Obecnos¢ jondéw zelaza w podtozu w
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stezeniach 1-7 mg Fe/dm® korzystnie wplywa na proces biodegradacji prowadzonej
zudzialem szczepow G. alkanivorans S71 P, fluorescens SL3. Dawki jondw zelaza powyzej
15 mg Fe/dm® wplywaja niekorzystnie na efektywnos¢ biodegradacji. Dalszy wzrost stezenia
jonoéw zelaza do 50 mg/dm® powoduje wyrazne obnizenie zuzycia weglowodordéw (o 14
jednostek procentowych); dla dawki jonéw zelaza 100 mg/dm?® spadek ten wynosi
25 jednostek procentowych. Badane szczepy bakterii posiadaja zdolno$¢ kumulowania jonow
zelaza wewnatrz komorki. W przypadku szczepu G. alkanivorans S7, hodowanego
w obecnosci 15 mg Fe/dm?® niemal 80% puli jondéw zelaza odnaleziono w biomasie, jedynie
okoto 20% pozostawalo w ptynie hodowlanym.
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