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

Investigations showing the possibility of BTX biodegradation present in the water environ-
ment under aerobic 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, Bacillus steareothermophilus, Enterobacter sakazaki, Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus 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 aerobic conditions all investigated aromates have shown to be biodegradable. The
highest rate of degradation was found for indigenous to municipal sewage microorganisms.

Stresgczenis

W pracy zaprezentowano wyniki badan dotyczace mozliwosci biodegradacji BTX-6w w §ro-
dowisku wodnym, w warunkach tlenowych. Przedstawiono rezultaty przemian — benzenu, tolue-
nu, o-ksylenu i p-ksylenu — dokonywanych przez bakterie kultur niezdefiniowanych, gatunki
wyizolowane i populacj¢ skladajaca si¢ z mieszaniny wyizolowanych gatunkow Aeromonas sobria,
Bacillus steareothermophilus, Enterobacter sakazaki, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus len-
tus. Przedyskutowano wyliczone wartosci statych szybkosci reakcji rozktadu aromatdéw i porow-
nano z wynikami innych autoréw. Wysokie tempo biodegradacji charakterystyczne byto dla mik-
roorganizmdéw wystepujacych w Sciekach komunalnych.

WPROWADZENIE

Rosngce zainteresowanie BTX-ami (BTX — Benzene, Toluene, Xylene) wy-
nika przede wszystkim z ich ujemnego oddzialywania na jako$¢ zasobow wod-
nych, szkodliwego wplywu na ekosystemy wodne oraz powodowanego tym
potencjalnego zagrozenia dla czlowieka, jako glownego uzytkownika wod.
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Srodowisko wodne czesto bowiem ulega zanieczyszczeniu lotnymi weglo-
wodorami aromatycznymi, pochodzacymi ze zrodet naturalnych i antropogeni-
cznych. Rowniez scieki komunalne i przemystowe sa zrodiem benzenu, tolue-
nu 1 ksylenéw, poniewaz w procesach oczyszczania $ciekdéw jedynie czesc
z BTX-6w uwolniona zostaje do atmosfery, czgs¢ z nich ulega biodegradaciji
(15—90%) lub adsorpcji. Czgs$¢ pozostala w Sciekach oczyszczanych moze
by¢ do$¢ znaczna, co w konsekwencji powoduje zanieczyszczenie odbiornika.
Sposrdd 129 substancii uznanych przez Amerykanska Agencje Ochrony Srodo-
wiska (US EPA) za podstawowe zanieczyszczenia wod, 31 to lotne zwiazki
organiczne, w tym weglowodory aromatyczne. Wigkszo$¢ z tych substancji
znajduje si¢ takze na liscie szczegdlnych zanieczyszczen, przedstawionej przez
Uni¢ Europejska. Doniesienia z ostatnich lat [12] wskazuja, ze BTX-y uwal-
niane sa do atmosfery takze w czasie transportu sciekow, co powoduje, ze
negatywnie wplywaja na jakos¢ skiadu chemicznego troposfery, a prawdopo-
dobnie takze stratosfery (biora udziatl w tworzeniu utleniaczy fotochemicznych)
[7]. Ze wzgledu na mozliwo$¢ przemieszczania si¢ na bardzo duze odlegtosci,
substancje te maja znaczenie zaréwno lokalne, jak i transgraniczne.

Oprocz ujemnego wplywu na atmosferg, w istotnym stopniu decyduja o to-
ksycznosci ekosystemoéw wodnych i glebowych, gdyz maja zdolno$¢ adsorpcii
na czastkach statych, przez co ich stgzenie w osadach i glebach moze by¢
wigksze niz w $rodowisku wodnym, z uwagi jednak na stosunkowo dobra
rozpuszczalno$¢ w wodzie niektorych z nich — w tym benzenu, toluenu i ksyle-
now — moga one migrowa¢ do wod podziemnych i przedostawac sie do ujec
wody pitne;.

Zwiazki typu BTX, oprocz silnych wlasnosci toksycznych, wykazuja takze
oddziatywanie kancerogenne i mutagenne, przez co staja si¢ istotnym zagroze-
niem dla ekosystemoéw i cziowieka [6, 9, 13].

Zagadnieniem o duzym znaczeniu praktycznym jest mozliwos¢ biologiczne]
degradacji BTX-6w, zarowno w warunkach tlenowych, jak i anoksycznych
(przemiany BTX-6w w warunkach anoksycznych przedstawiono w innej pu-
blikacji). Procesy degradacji weglowodorow aromatycznych zachodza przy
udziale wlasciwych gatunkow bakterii wystepujacych w srodowisku przyrod-
niczym. Warunki tlenowe pozwalaja na szybka — czesciowa lub catkowita —
mineralizacje¢ weglowodoréw. Szlaki kataboliczne weglowodoréow aromatycz-
nych typu BTX prowadzone przez aeroby znacznie roznia sie zachodzacymi
reakcjami chemicznymi i powstajacymi produktami [1, 2, 3, 8, 10, 117]. Zwiazki
te sa nastepnie wiaczane do szlakow metabolicznych, stajac si¢ zrodlem wegla
i energii.

MATERIAL I METODA BADAN
Trzy proby, o niezdefiniowanych kulturach bakteryjnych i o objetosci

500 cm® kazda, zawieraly jedna czes¢ osadu surowego i trzy czesci Sciekdw po
oczyszczaniu biologicznym. Kazda z trzech prob zaszczepiono: benzenem
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w stezeniu 1000 pg/dm?3, toluenem w stezeniu 500 ug/dm?, p-ksylenem w steze-
niu 500 pg/dm3 i o-ksylenem w stezeniu 500 ug/dm3. Ze wzgledu na to, ze
benzen wystepuje w Sciekach w najwigkszych stezeniach sposréd BTX-0w oraz
chcac mie¢ wyobrazenie o mozliwosci rozktadu uzytych substratow — ben-
zenu, toluenu, p- i o-ksylenu — zastosowano rdézne stezenia wybranych aro-
matow (odnosi si¢ to przede wszystkim do wplywu stezenia na ewentualna
szybkos¢ rozktadu). Jako rozpuszczalnik dla aromatéow zastosowano alkohol
metylowy.

Procesy przemian BTX-6w w warunkach tlenowych prowadzono w erlen-
majerkach w temperaturze pokojowej. W celu sprawdzenia, czy w probach
zachodzi powstawanie (synteza) aromatéw, dla eksperymentu nastawiono proé-
be kontrolna. Zawierata ona osad surowy i $cieki po oczyszczaniu osadem
czynnym w stosunku 1:4, bez dodatku aromatdéw. Inkubacja proby kontrolne;j
przebiegala w warunkach podanych powyzej.

Trzydziesci trzy proby, kazda o objetosci 500 cm?®, skladajace sie z jednej
czgsei osadu surowego i z trzech czgsécei sciekOw po oczyszczaniu biologicznym,
poddano sterylizacji w autoklawie, w temperaturze 112°C, przy ciSnieniu
150 kPa w czasic 30 min. Po przeprowadzonym wyjatawianiu, kazda probe
testowano na skuteczno$¢ procesu sterylizacji, wykorzystujac w tym celu agar
wzbogacony.

Nastepnie proby szczepiono wyizolowanymi z badanych $ciekdw czystymi
kulturami bakteryjnymi: Aeromonas sobria, Bacillus steareothermophilus, En-
terobacter sakazaki, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus lentus oraz popu-
lacja bedaca mieszanina wymienionych gatunkéw bakterii. Hodowle drobno-
ustrojow prowadzono w termostacie w temperaturze 27°C, na podtozu krwa-
wym. Po okresie hodowlanym kolonie zmywano z pozywki roztworem soli
fizjologicznej w ilosci 1 cm? i przenoszono do wysterylizowanych préb. Popu-
lacje bakteryjna, bedaca mieszanina czystych kultur, otrzymano przez zmycie
z podtoza kazdego wyhodowanego gatunku (A. sobria, B. steareothermophilus,
E. sakazaki, P. aeruginosa, S. lentus) 1 cm?® soli fizjologicznej i przeniesieniu
zawiesiny bakteryjnej do sterylnej proboéwki. Po zmieszaniu zawiesin poszcze-
golnych gatunkow pobrano 1 cm?® kultury mieszanej bakterii i zaszczepiono
nia proby. Przygotowany w ten sposob materiat pozostawiono na okres 9 dni
w temperaturze pokojowej, celem namnozenia si¢ drobnoustrojow. Po okresie
inkubacji okreslono liczbe bakterii i 0znaczono stgzenie rozpuszczonego tlenu.

Nastgpnie proby zaszczepiono aromatami: benzen w stezeniu 1000 ug/dm?,
toluen w stezeniu 500 ug/dm?, p-ksylen w stezeniu 500ug/dm? i o-ksylen w ste-
zeniu 500 pg/dm>. W celu sprawdzenia, czy zachodza zmiany stezen aromatow
w probach, dla eksperymentu wykonano préby kontrolne: I kontrola — zawie-
rala Scieki zaszczepione czysta hodowla jednego gatunku lub mieszanina ga-
tunkow bakterii, 11 kontrola — zawierala wysterylizowane $cieki z dodanymi
w wyzej wymienionych stezeniach BTX-ami (benzen, toluen, p- i o-ksylen).

Wszystkie proby badane w eksperymencie (rowniez i te z kulturami nie-
zdefiniowanymi), bezposrednio po dodaniu aromatow, analizowano za po-
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moca chromatografii gazowej, celem stwierdzenia rzeczywistego stezenia BTX-0w
w probie. Nastgpnie proby umieszczono w wytrzasarkach, w temperaturze
pokojowe;.

Do analizy zmian stezen aromatéw wykorzystano chromatograf gazowy
Hewlett Packard HP 6890 series GC system, wyposazony w kolumne¢ kapilar-
na HP5 — 5% Phenyl Methyl Siloxane o dtugosci 30 m i FID (Flame Ioniza-
tion Detector). Gazem nosnym byt azot (2,4 cm®/min). Temperatura poczat-
kowa w przebiegu analizy wynosita 35°C i wzrastala w tempie 30°C/min do
temperatury 200°C. Catkowity czas oznaczenia wynosit 11,8 min.

Podczas prowadzenia badan wykonano metoda posrednia hodowlana
oznaczenia zmiany liczby bakterii w 1 cm® proby przed i po procesie przemian
aromatow.

WYNIKI

Badane populacje bakterii wykazywaly aktywno$¢ w przemianach BTX-6w
zachodzacych w warunkach tlenowych. Szczegdlnie intensywna degradacje
aromatéw przeprowadzily bakterie kultur niezdefiniowanych. Catkowity rozktad
benzenu stwierdzono juz w drugiej dobie, toluenu w trzeciej, a p- i o-ksylenu
w czwarte] dobie prowadzenia eksperymentu (Rys. 1).
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Rys. 1. Biodegradacja BTX-0w przez mikroorganizmy niezdefiniowane
BTX biodegradation by non defined microorganisms

Wyizolowane gatunki A. sobria, B. steareothermophilus, E. sakazaki, P. ae-
ruginosa, S. lentus oraz mieszanina wymienionych gatunkéw bakterii, rOwniez
dokonywaly biodegradacji BTX-0w w warunkach tlenowych. Jednakze chara-
kteryzowaly si¢ réznicami w intensywnosci przemian w kolejnych dobach eks-
perymentu (Rys. 2—25).
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Rys. 2. Degradacja benzenu przez wyizolowane mikroorganizmy i ich mieszaning

Benzene biodegradation by selected microorganisms and their mixture
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Rys. 3. Degradacja toulenu przez wyizolowane mikroorganizmy i ich mieszanine

Toulene biodegradation by selected microorganisms and their mixture
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Rys. 4. Degradacja p-ksylenu przez wyizolowane mikroorganizmy i ich mieszaning
p-Xylene biodegradation by selected microorganisms and their mixture
800
700 —&— A. sobria
.g 600 —&— B. steareothermophilus
B \
2
:. —aA— E. sakazaki
c
o i
> —3¢— P. aeruginosa
)
'] —%¢— S lentus
%)
B
x4 —@— kultury mieszane, mixture
= of cultures
0 T T T T T T :
o] 7 14 21 28 35 42 49

czas, time [d]

Rys. 5. Degradacja o-ksylenu przez wyizolowane mikroorganizmy i ich mieszaning

o-Xylene biodegradation by selected microorganisms and their mixture

W przypadku benzenu i toluenu gwaltowny rozklad aromatéw w pierw-
szych 7 dniach badan prowadzily A. sobria, E. sakazaki, P. aeruginosa i S.
lentus. Natomiast B. steareothermophilus oraz populacja skiadajaca si¢ ze zmie-
szanych gatunkow cechowala sie w tym czasie tzw. lag faza (Rys. 21 3). W przy-
padku p- i o-ksylenu nie zaobserowano fazy adaptacji u badanych kultur
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(Rys. 4 i 5). W przedziale czasowym od 7. do 35. doby rozklad BTX-6w przez
badane kultury praktycznie byt liniowy i mato znaczacy (Rys. 2—5). Okres
pomiedzy 35. a 49. doba charakteryzowat si¢ intensyfikacja procesu biodeg-
radacji aromatow (Rys. 2—9).

Liczba bakterii w 1 cm® ulegla zmianie: dla kultur niezdefiniowanych
2 9-108 do 8:10*3, dla kultur mieszanych (A. sobria, B. steareothermophilus, E.
sakazaki, P. aeruginosa, S. lentus) z 1-10* do 4-107, dla populacji A. sobria
z 3-10* do 2-108, dla populacji B. steareothermophilus z 7-10° do 5-107, dla
populacji E. sakazaki z 8-10* do 7- 108, dla populacji P. aeruginosa z 8-10° do
3-107 i dla populacji S. lentus z 7-10° do 2-10".

DYSKUSJA WYNIKOW

Analizujac wyniki badan mozna stwierdzi¢, ze w warunkach tlenowych
populacje bakterii wykazywaly aktywnos$¢ w przemianach BTX-6w. Najinten-
sywniej przemiany te prowadzily bakterie kultur niezdefiniowanych. Stopien
rozkladu, a przede wszystkim wydajnosc uzyskana dla tej populacji bakterii,
byta praktycznie nieporownywalna do wydajnosci wyizolowanych gatunkéw
i ich mieszaniny. Zespol bakterii niezdefiniowanych spowodowal praktycznie
catkowita degradacje benzenu juz po 24 godzinach (Rys. 1). Natomiast wyizo-
lowane gatunki i kultury mieszane prowadzily transformacje tego aromatu
zdecydowanie wolniej. Rowniez w przypadku toluenu oraz p- i o-ksylenu prze-
miany przebiegaly najintensywnie] przy udziale bakterii kultur niezdefiniowa-
nych, w poréwnaniu z degradacja prowadzona przez wyizolowane gatunki
oraz ich mieszanine. Sposrdd badanych gatunkow najaktywniej procesy prze-
mian prowadzily: E. sakazaki i A. sobria. Pomimo to, ze biomasa kultur nie-
zdefiniowanych byta wieksza od biomasy pozostatych badanych populacji, to
jednak z przeprowadzonych obliczen wynika, ze gdyby skorygowano liczeb-
nosc¢ bakterii, to i tak szybkos$¢ rozkladu aromatéw przez kultury niezdefinio-
wane bylaby najwieksza. Mozna tu takze wskaza¢ na brak bezposredniego
zwiazku pomiedzy liczebnoscia populacji a efektami biodegradacji, wynikajacy
m.in. z badan wlasnych w warunkach anoksycznych [14]. W warunkach anok-
sycznych, pomimo wicksze] liczebnosci populacji kultur niezdefiniowanych
w stosunku do wyselekcjonowanych (czystych), stwierdzono ich mniejsza zdol-
nos$¢ (szybkos¢) biodegradacii.

Nalezy wigc domniemywaé, ze w populacji bakterii niezdefiniowanych wy-
stepowaly drobnoustroje cechujace si¢ znacznie wigksza specyficznoscia w sto-
sunku do BTX-Ow, anizeli czyste kultury, niemniej jednak prawdopodobne
rowniez jest to, ze procesy transformacji BTX-60w zachodzily na drodze adap-
tacji enzymatycznej i/lub kometabolizmu osobniczego i substratowego.

W kontekscie szybkosci biodegradacji poszczegdlnych badanych zwiazkow
(BTX-6w) nalezy przede wszystkim wyraznie rozgraniczy¢ kinetyke — dla wy-
izolowanych (badanych) bakterii, ich mieszaniny oraz kultur niezdefiniowanych.
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Uzyskane szybkosci rozkladu badanych aromatow przez kultury niezdefi-
niowane dla poszczegdlnych zwiazkdéw porownywalne sa z wartoSciami cyto-
wanymi w literaturze. Przykltadowo Corseuil i in. [5] przedstawiaja pokazany
ponizej wykres szybkosci rozkladu benzenu przez zesp6! mikroorganizmow
(bez fazy adaptacii).

T T T
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benzen, benzene [ug/dm?]

czas, time [d]

Rys. 6. Szybkos¢ rozktadu benzenu [5]
Benzene degradation rate [5]

Ze wzgledu na to, ze w przeprowadzonych badaniach stosowano zupetnie
inne stezenia benzenu (znacznie mniejsze), celem poréwnania wynikow konie-
czne jest wprowadzenie pojecia stezenia zastepczego: Co=C,=1.

Przedstawiajac w takiej konwencji tacznie wyniki Corseuila i in. [5] oraz
wlasne, mozna zauwazy¢ duza zbieznos¢ szybkosci rozkladu benzenu.

1.2
1‘ —&— Corseuil
—— wiasne, own

benzen, benzene [stezenie
wzgledne, relative concentration]

0 + . T
0 0,25 05 0,75 1 1,25 1.5

T T T 4

czas, time [d]
Rys. 7. Szybkos¢ rozktadu benzenu — wyniki Corseuila i in. [5] i wiasne
Benzene biodegradation rate — results given by Corseuil et al. [5] and own

Faktycznie, wyniki wlasne mozna jedynie przedstawic jako jeden punkt dla

1 doby (Rys. 1), poniewaz nie oznaczono st¢zen benzenu w krotszych prze-
dziatach czasowych.

Ujmujac wyniki jako Inng(t), obliczy¢ mozna wspdtczynnik szybkosci

reakcji k (z rbwnania pierwszego rzgdu). Wowczas k = 2,50 [d~1].
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Rys. 8. Biodegradacja benzenu przez populacje kultur niezdefiniowanych
Benzene biodegradation by the population of non defined cultures

Podczas prowadzenia badan otrzymywano bardzo duza réznorodno$¢ uzy-
skiwanych efektow i szybkosci rozktadu weglowodordéw aromatycznych w wa-
runkach aerobowych. Przytoczono tu jednak wyniki Corseuila i in. [5], aby
pokaza¢, ze bardzo szybki rozklad benzenu nie jest odosobniony. Istnieja bo-
wiem doniesienia mowiace o powolnym rozkladzie benzenu i wystgpowaniu
dtugiej lag fazy [1, 4].

Inaczej przedstawia si¢ efektywnos$¢ i szybkos¢ biodegradacji badanych
weglowodordéw aromatycznych przez wyizolowane bakterie i ich mieszanine.
Przebieg zmian stezen, przykiadowo omawianego tutaj benzenu, przez po-
szczegOlne wyizolowane kultury nie jest mozliwy do opisania rdwnaniem pier-
wszego rzedu (Rys. 2).

Wieksza szybkoscia rozkladu, a jednoczesnie przebiegajaca w sposob bar-
dziej zblizony do reakcji pierwszego rzedu, wykazywata si¢ mieszanina kultur,
w skiad ktorej wchodzily gatunki: A. sobria, B. steareothermophilus, E. sakazaki,

P. aeruginosa, S. lentus. Przedstawiajac wyniki jako In ol w funkcji czasu
0
rowniez okreslic mozna stalg (wspolczynnik) szybkosci reakcji k.

1 ﬁ T T T T i 1

] T 2U SU [:19) U 60
’\
v-\\.

In [C/C,]
4/

04 1~

czas, time [d]

Rys. 9. Biodegradacja benzenu przez populacje kultur mieszanych
Benzene biodegradation by a mixture of cultures
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Obliczona stala k wynosi 0,014 [d™1].
W przypadku kultur mieszanych tez mozna wyrozni¢ przynajmniej dwa
przedzialy (od 0. do 35. doby i od 35. do 49. doby).

0.1

czas, time [d]

Rys. 10. Sekwencyjna biodegradacja benzenu przez mieszaning wyizolowanych bakterii
Sequential biodegradation of benzene by mixture of isolated bacteria

Zagadnienie szybkosci rozktadu innych badanych aromatow w warunkach
tlenowych (toluenu, ksylendw) jest bardzo podobne do omawianego rozkladu
benzenu.

Przedstawione rozwazania wskazuja na ztozonos¢ problemu i potrzeby
wnikliwej interpretacji, z uwzglednieniem dotychczasowego stanu wiedzy.

PODSUMOWANIE

1. Poszczegdlne badane wyizolowane kultury zachowuja sie podobnie, tzn.
w przyblizeniu rozkladaja BTX-y z podobna predkoscia w calym badanym
przedziale czasowym 49 dob.

2. Wyrdzni¢ mozna dwie krzywe logarytmiczne — od 0. do 35. doby i od
35. do 49. doby, co wskazywac moze na sekwencyjny rozklad aromatu. W pra-
cy nie przedstawiono takiej analizy wynikéw m.in. z powodu nieoznaczania
produktow posrednich i interpretacja nie ma jednoznacznych podstaw.

3. Zdecydowanie z wigksza szybkoscia prowadzity rozktad BTX-6w mikro-
organizmy kultur niezdefiniowanych w stosunku do wyizolowanych gatunkow
1 ich mieszaniny.

OZNACZENIA
SYMBOLS

C, — stezenie poczatkowe substratu [ug/dm?]
initial substrate concentration [ug/dm?]
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(1]

(2]

(3]
(4]

(51

(6]
(7]
(8]

[97
[10]

[11]

[12]

[13]
[14]

— stezenie substratu [ug/dm?]
substrate concentration [ug/dm?]

. — stezenie zastepcze substratu

relative substrate concentration
— wspdtczynnik szybkosci reakcji [d 1]
biodegradation rate coefficient [d ']
— czas [d]
time [d]
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