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Microbial degradation of pentachlorophenol
Summary

Pentachlorophenol (PCP) is a toxic xenobiotic of great environmental con-
cern. It has been widely used for many years as a bactericide, fungicide, defoli-
ant. herbicide and wood preservative. In this article, PCP properties, microbial
biodegradation and other approaches of this xenobiotic elimination from con-
taminated areas are reviewed.
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1. Wprowadzenie

Pentachlorofenol (PCP) po raz pierwszy wprowadzono do
uzycia w 1936 r. i przez wiele lat stosowano jako $rodek ochro-
ny drewna, herbicyd, defoliant, srodek bakteriobdéjczy i grzybo-
bojczy, biocyd. PCP znalazt takze zastosowanie jako dodatek do
mydetl i detergentdéw wykorzystywanych w medycynie (1-5). Czy-
sty pentachlorofenol wystepuje w postaci stabo rozpuszczalnych
w wodzie i bardzo dobrze w rozpuszczalnikach organicznych,
bezbarwnych krysztatdw. Komercyjne preparaty zawierajg do
86" PCP - pozostate 14% stanowig zwigzki powstajace w proce-
sie produkcji PCP. Na te zanieczyszczenia skladajg sie m.in. chlo-
robenzen, dioksyny i furany (rys. 1), sposréd ktérych ostatnie sg
bardziej toksyczne od pentachlorofenolu (6-8).
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Rys. 1. Zwigzki poboczne powstajace w procesie przemystowej syntezy PCP.

Gtownymi zrédlami zanieczyszczeh wody i gleby byly antropogeniczne Zrdodta
m.in. bezposrednie uwolnienia roztworéw zawierajgcych PCP, sktadowanie i obrob-
ka drewna lub stosowanie PCP Jako skfadnika srodkéw ochrony roslin (9-11). Trwa-
tos¢ pentachlorofenoiu wynika z jego struktury, poniewaz pierscien aromatyczny
podstawiony atomami chloru staje sie wysoce stabilny i hydrofobowy. PCP jednak
rozpuszcza sie w wodzie w zakresie do 12-14 mg/l w temperaturze pokojowej
(6,12-13). Wiasciwosci te powoduja szerokie rozprzestrzenienie PCP w Srodowisku
wodnym i glebowym, co prowadzi do statego wzrostu jego stezenia w ekosystemie.

2. Toksycznos¢ PCP

EPA (ang. Environmental Protection Agency) sklasyfikowato PCP jako ksenobiotyk
umiarkowanie toksyczny. Normy EPA przewidujg wartos§¢ maksymalnego poziomu
zanieczyszczenia wody pentachlorofenolem do 1 pg/l i | mg/kg w przypadku zanie-
czyszczenia gleby (8,14-16). W tabeli | przedstawiono maksymalne dzienne steze-
nia PCP, ktére nie powodujg zwiekszonego ryzyka wystapienia niepozadanych efek-
tow toksycznego dziatania ksenobiotyku.

Tabela 1
Maksymalne dopuszczalne stezenia PCP (6)
Droga wnikania do organizmu
wziewna doustna przezskoérna
toksycznos¢ bd ostra podostra przewlekta bd

dawka (mg/kg/dzien) 0,005 0,001 0,001

bd - brak danych

Omawiany ksenobiotyk jest inhibitorem fosforylacji oksydacyjnej zachodzacej
w mitochondriach i w zwigzku z tym wptywa negatywnie na wszystkie zywe organi-
zmy. W jego obecnosci w komorkach dochodzi do zaburzenia gradientu chemio-
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osmotycznego tworzonego w wyniku transportu elektronéw, co z kolei jest nie-
zbedne do fosforylacji ADP. Prowadzi to do nasilenia przemian catkowitego metabo-
lizmu komorkowego, czego efektem jest podwyzszone wydzielanie ciepta przez ko-
morke (7,17). Fernandez i wsp. (17) wskazali takze na inny mechanizm toksycznosci
PCP poprzedzajgcy zmiany w mitochondriach. Proces ten polega na destabilizacji li-
zosomOw oraz inicjacji kaskady reakcji apoptozy. Yang i wsp. (18) wykazali takze,
ze cytotoksycznosc¢ PCP jest SciSle zwigzana z zastosowang dawkg i wzrasta wraz
z rosngcym stezeniem ksenobiotyku.

Pentachlorofenol jest wysoce toksyczny dla organizméw zasiedlajagcych srodowi-
sko wodne. Zha i wsp. (19) wykazali, ze u badanego gatunku ryb {Oryzias latipes) PCP
wplywal negatywnie na procesy reprodukcyjne oraz aktywowal receptory estroge-
nowe. Obecnos$¢ PCP w hodowlach Oryzias latipes prowadzita do znacznego obnize-
nia produkcji jaj, obnizenia ptodnosci i rozregulowania zachowan seksualnych.
U niektérych gatunkéw ryb, bezkregowcéw i glonéw zaobserwowano zdolnosé do
krotkotrwatej (do 10 godzin) akumulacji ksenobiotyku w organizmie. Jest to zwia-
zane ze zwiekszong zdolnoscig niektdérych organizméw do wytwarzania koniuga-
tow, ktére jako zwigzki bardzo dobrze rozpuszczalne w wodzie sg nastepnie wyda-
lane z organizmu. Zjawisko koniugacji zapobiega takze akumulacji PCP w taficuchu
pokarmowym w znaczacych ilosciach. Omawiany biocyd jest mato toksyczny dla
ptakéw oraz zwierzat hodowlanych. Skazenie pentachlorofenolem wody lub gleby
prowadzi do zahamowania wegetacji i obumierania roslin (10).

U ludzi PCP wywotuje wiele réznorodnych objawdéw w zaleznosci od sposobu
kontaktu i czasu ekspozycji na ksenobiotyk. Toksycznos$¢ ostra objawia sie m.in.
zwezeniem komér nosowych, chrypg, tzawieniem, zaczerwienieniem skéry lub wy-
sypka. Zatrucia droga pokarmowa moga prowadzi¢ do nadpotliwosci, zwiekszone-
go pragnienia, przyspieszonego oddychania i bicia serca, goraczki, boléw brzucha,
nudnosci, ostabienia, zawrotow gtowy, braku taknienia (6).

W przypadku zatru¢ podostrych i przewlektych (chronicznych) u ludzi, PCP wy-
wotluje ziozone zespoly chorobowe. Po wprowadzeniu do organizmu, zwigzek ten
jest rozprowadzany po catym ciele, a nastepnie akumuluje sie w watrobie, nerkach,
mozgu, Sledzionie i tkance ttuszczowej, co z kolei prowadzi do nadkwasowosci me-
tabolicznej, powiekszenia i dysfunkcji watroby, ostabienia ukladu immunologiczne-
go, zwiekszenia zawartosci porfiryny i kwasu delta-aminolewulinowego w moczu
oraz aminotransferazy alaniny i kwasu asparaginowego w surowicy krwi (6). U os6b
majacych ciagly kontakt z PCP stwierdzono jego obecno$¢ w nasieniu i znaczacy
wzrost przypadkéw aberracji chromosomalnych w obrebie limfocytéw obwodowych
(6-7). W badaniach na zwierzetach wskazuje sie na silny wptyw PCP na rozwdj osob-
nikbw poddanych jego doustnemu dziataniu, szczegdlnie w rozwoju ptodowym
i noworodkowym, objawiajgcy sie m.in. obnizong 0go6lng masg ptodu, Smiertelnos-
cig ptodow i noworodkoéw, znieksztatlceniami tkanek miekkich i szkieletowych (6,20).

Techniczne preparaty PCP zawierajg liczne zanieczyszczenia, z ktérych z punktu
widzenia efektéw toksykologicznych, najwieksze znaczenie majgpara-dioksyny i di-
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benzenofurany. Zwigzki te majg negatywny wplyw na proces rozwojowy ludzi oraz
funkcjonowanie ludzkiego i zwierzecego uktadu odpornosciowego, objawiajace sie
m.in. aktywacjg limfocytowi, autoimmunizacjg, immunosupresja, rozregulowaniem
dziatania limfocytéw B (6,21-22).

3. Rozkiad pentachlorofenolu

Ze wzgledu na zanieczyszczenie pentachlorofenolem Srodowiska ijego toksyczne
wlasciwosci, badania nad usuwaniem tego ksenobiotyku rozwinely sie na szerokag
skale. W srodowisku pentachlorofenol podlega r6znorodnym procesom biologicz-
nym i fizykochemicznym, do ktérych mozna zaliczy¢ biodegradacje, fotodegradacje
i dysocjacje (zachodzgce gtéwnie w zewnetrznych warstwach zbiornikbw wodnych),
parowanie, sorpcje i wymywanie (gtéwnie w glebach alkalicznych). Procesom tym
czesto towarzyszg utlenianie i hydroliza. Przemiany te zachodzg we wszystkich ty-
pach ekosysteméw naturalnych ze zréznicowang wydajnoscia i bezposrednio wpty-
wajg na koncowe stezenie ksenobiotyku w Srodowisku (23). Czas transformacii
waha sie od kilku dni do kilku miesiecy lub lat i zalezy od dostepnosci tlenu,
Swiatta, wilgotnosci, ilosci i odpornosci na toksyczne dziatanie PCP organizmow gle-
bowych lub wodnych, w tym gtdwnie drobnoustrojow. Przyjmuje sie, ze sredni czas
pottrwania PCP wynosi 45 dni (20), ale moze on ulec wydtuzeniu, w przypadku gdy
zawarto$¢ ksenobiotyku osiggnie stezenie boéjcze dla mikroorganizmoéw. W wodzie
pentachlorofenol ulega gtdwnie sedymentacji. Zawarto$¢ i rozprzestrzenianie sie
PCP w glebie i osadach dennych zalezy w duzej mierze od zawartosci zwigzkéw lipi-
dowych. Lipidy wykazujg zdolnos¢ do wigzania ksenobiotyku i znacznego spowol-
nienia proceséw jego sorpcji i desorpcji (24). Proces ten wptywa korzystnie na
rozkltad PCP przez mikroorganizmy, ktére nie sa narazone na bezposredni kontakt
z ksenobiotykiem. Istniejg jednak doniesienia wskazujace na diuzszy okres pottrwa-
nia badanego zwigzku w glebie i wodzie - odpowiednio 178 i 200 dni (15,25).
W niekorzystnym uktadzie, rozwazajgc wymienione czynniki srodowiskowe obec-
no$¢ PCP w wodzie lub glebie moze ulec wydtuzeniu do kilku lat.

3.1. Rozktad mikrobiologiczny

Gléwna droga usuwania PCP ze Srodowiska jest biodegradacja przeprowadzana
przez mikroorganizmy. Ze wzgledu na znaczenie tych proceséw w usuwaniu chloro-
fenoli szeroko badano mechanizmy i kinetyke biodegradacji tej grupy ksenobioty-
kéw w wodzie, osadach dennych i glebie. Wzrastajgca liczba obserwacji wskazuje
na szeroko rozpowszechniony potencjat biodegradacyjny drobnoustrojow skiero-
wany przeciwko réznym ksenobiotykom, w tym PCP, ktory manifestuje sie w okres-
lonych, sprzyjajacych biodegradacji warunkach (26). Waznymi czynnikami wptywa-
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jacymi na mikrobiologiczny rozktad PCP sg temperatura (27), dostepnos¢ akcepto-
réw elektronoéw (28), donoréw elektrondéw (29), czynnikéw wzrostowych (30) i tok-
sycznych metali (31). PCP ulega mikrobiologicznej degradacji na wiele réznych spo-
sobow, zarowno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Wyizolowano liczne
drobnoustroje, w tym bakterie, grzyby strzepkowe i glony, przeksztatcajgce PCP
i inne chlorofenole do odpowiednich zwigzkéw pochodnych, ale takze zdolne do
catkowitej mineralizacji ksenobiotyku. Rozktad beztlenowy, ze wzgledu na tenden-
cje do akumulacji pentachlorofenolu w osadach dennych i glebach, ma réwniez waz-
ne znaczenie w procesie usuwania tego ksenobiotyku ze Srodowiska. W tabeli 2
przedstawiono organizmy zdolne do metabolizowania PCP.

Tabela 2
Wybrane drobnoustroje degradujgce PCP
Drobnoustrdj Produkt/droga rozktadu Literatura
Bakterie
Bakterie metanogemie dechlorynacja, mineralizacja (42)
Pseudomonas gladioli M-2196 tetrachlorokatechol (82)
Pseudomonas mendocina mineralizacja (67)
Sphingobium chlorophenolicum ATCC 39723 mineralizacja (55)
Grzyby

Coriolus versicolor 0-metylacja, polimeryzacja 77)
Gleophyllum striatum mineralizacja (78)
Mucor ramosissimus IM 6203 TeCH, 2,3,5,6-TCP, 2,3,4,6-TCP (69,70)
Panus tigrinus dechlorynacja, 0-metylacja, polimeryzacja (59)
Penicillium camembherti mineralizacja (81)
Phanerochaete chrysosporium mineralizacja, dechlorynacja (57,71,79)
Pleurotus pulmonarius mineralizacja (16)
Rhizopus nigricans mineralizacja (80)
Saccharomonospora viridis TeCH, koniugacja (33)
Trametes versicolor mineralizacja (58)
Trichuderma longbrachiatum 0-metylacja pentachloroanizol (63)
Trichodemia viridae IM 6325 0-metylacja pentachloroanizol (70)

W warunkach tlenowych, chlorofenole sg degradowane zaréwno przez czyste

jak i mieszane kultury bakterii, grzybow i glonéw. Rozktad omawianego ksenobioty-
ku jest reakcja wieloetapowg. Zwigzek ten jest bardzo trudno degradowalny ponie-
waz reakcja inicjujgca biodegradacje przebiega na drodze wymiany atomu chloru na
grupe hydroksylowg (reakcja katalizowana przez monooksygenazy) lub na atom wo-
doru (reakcja katalizowana przez dehalogenazy redukujgce). Reakcje tego typy na-
leza do grupy nietypowych przemian o charakterze rodnikowym. Rozerwanie piers-
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Rys. 2. Szlaki rozktadu PCP przez Burkholderia cepach ACI 100 i Flavobacterium sp. ATCC 39723 (34).

cienia aromatycznego fenolu zachodzi poprzez wprowadzenie atoméw tlenu w po-
zycji 2 i 1| z jednoczesnym usunieciem jednego atomu chloru, co prowadzi do po-
wstania taricuchowych kwasow karboksylowych wigczanych do cyklu Krebsa (rys. 2)
(32-34). Rozerwanie pierscienia moze takze zachodzi¢ poprzez dioksygenacije piers-
cienia aromatycznego fenolu (2,35). Reakcje tego typu prowadzg do catkowitego
rozkladu substratu - mineralizacji, ktérej produktami sg niskoczasteczkowe zwigzki
nieorganiczne, dwutlenek wegla i woda (rys. 2).

Law i wsp. (16) zaproponowali odmienny szlak rozktadu PCP zachodzacy w wa-
runkach tlenowych, przeprowadzany przez zespoly mikroorganizmow zasiedlajace
zuzyty kompost stosowany w hodowli Pleurotus pulmonarius. Proces ten polega na
kolejnych dechlorynacjach z wydzieleniem gazowego chloru, prowadzacych w kon-
cowym etapie do powstania fenolu. Nastepnie czgsteczka fenolu podlega reakcjom
metylacji prowadzgcym do powstania pochodnych toluenowych lub karboksylacji
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chlorofenol chloroanizol

Rys. 3. Ogdlny schemat przeksztatcania chiorofenoli do chloroanizoli.

i estryfikacji, ktorej efektem jest powstanie ftalanéw. W przypadku obu typéw
potproduktéw reakcji dochodzi do rozerwania pierscienia benzenowego, a powsta-
te tancuchy weglowe polimeryzuja do kwasu oktadekanowewgo i heksadekanu.

Kolejnym sposobem przeksztatlcania polichlorofenoli w warunkach tlenowych
prowadzacym do obnizenia toksycznosci substratu, bez usuniecia atomow chloru
z czagsteczki, jest alkilacja grupy hydroksylowej chiorofenoli prowadzaca do powsta-
nia m.in. chloroanizoli (metoksypochodnych) (36-39). Chloroanizole sg znacznie
mniej reaktywne i toksyczne w stosunku do substratéw, z ktérych powstaly, ale jed-
noczesnie bardziej odporne na atak mikrobiologiczny. Zwieksza sie takze ich hydro-
fobowy charakter. Reakcje 0-metylacji traktuje sie raczej jako przyktady detoksyka-
cji zwiazkdéw (rys. 3). Grzyby biatej zgnilizny, szczegodlnie z rodzaju Phanerochaete
sp., sa w stanie w krétkim czasie usungé PCP ze skazonej gleby, przeprowadzajac
z jednej strony catkowitg mineralizacje substratu, z drugiej wytwarzajac duze ilosci
pentachloroanizolu (37-38). Proces O-metylacji zaobserwowano réwniez u wyzszych
organizmow (40).

Polichlorofenole podlegaja takze procesowi koniugacji. Proces ten polega na
utworzeniu koniugatu ze zwigzkami zawierajgcymi m.in. grupe tiolowa np. glutatio-
nem, cysteing, lub kwasem glukuronowym czy glukozg (41) po uprzednim wprowa-
dzeniu w pozycji paro-chlorofenolu grupy hydroksylowej. Tego typu przeksztatcenia
wystepuja gtéwnie u organizmow wyzszych. Powstajgce koniugaty sa zwigzkami po-
larnymi i jako zwigzki dobrze rozpuszczalne w wodzie ulegajg wydaleniu z organi-
zmu. Webb i wsp. (33) zasugerowali podobny - do opisanego u ssakéw - mecha-
nizm przeksztatcania PCP przez Saccharomonospora viridis i zaproponowali schemat
przeksztatcen, ktéry przedstawiono na rysunku 4. Zastosowana przez autoréw me-
todyka wskazuje na obecnos¢ koniugatéw o niezidentyfikowanej strukturze wydzie-
lanych do podioza hodowlanego i zawierajgcych grupe-SH (33).

W warunkach beztlenowych zaobserwowano dechlorynacje redukcyjng chiorofe-
noli. Biodegradacja beztlenowa przeprowadzana jest przez zespoly mikroorgani-
zmoéw zasiedlajagcych Scieki, osady denne, gleby podtopione lub zanieczyszczone
Sciekami (42-43). W niektorych przypadkach, dechlorynacja dichlorofenoli moze byé
potaczona z redukcjg siarczanu (28). Przyktadem moze by¢ Desulfomonile tiedjei -
bakteria redukujgca siarczany, ktéra przeprowadza dechlorynacje PCP do 2,4,6-TCP
(44). PCP moze podlegac procesowi dechlorynacji prowadzacemu do powstania mie-
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szanin chlorofenoli w uktadach wykorzystujgcych konsorcja bakterii metanogen-
nych (42-46). Juteau i wsp. (42) scharakteryzowali rozktad pentachlorofenolu przez
bakterie metanogenne. Gtéwny szlak rozktadu prowadzit poprzez para, orto, orto
i meta-dechlorynacje (rys. 5). Najwolniejszym etapem bylo przeksztalcenie 3-chloro-
fenolu (3-CP) do fenolu. W licznych zrédta wskazuje sie na fakt spowolniania proce-
su usuwania atomow chloru przez mikroorganizmy w warunkach beztlenowych
wraz z ich spadajacg liczbg w pierscieniu fenolowym (44,47). Kennes i wsp. (46) za-
proponowali z kolei szlak rozktadu PCP przeprowadzany przez samoagregujgce me-
tanogenne konsorcja bakteryjne poprzez meta,-orto, para/orto i meta/para dechlory-
nacje.

3.2. Kometabolizm

Biotransformacja lub mineralizacja u wiekszosci drobnoustrojéw zaangazowanych
w rozkltad PCP i chlorofenoli moze wymaga¢ dodatkowych Zrédet wegla i energii
w Srodowisku wzrostu. Stwierdzono, ze rozktad 4-CP przez Phanerochaete chrysosporium
zachodzi tylko w podiozu zawierajgcym glukoze lub glicerol (48). Transformacja
2,3,5-TCP przez Rodococcus opacus |G zachodzi na podtozu wzbogaconym ekstraktem
drozdzowym (49). Interesujacy przyktad kometabolizmu opisano u Acinetobacter sp.
(50-51). Badany przez autorow szczep wykorzystuje fenol jako Zrédta wegla. W ho-
dowlach z dodatkiem fenolu stwierdzili przyspieszenie rozktadu 3-CP i 4-CP. Jedno-
czesnie catkowite zuzycie fenolu przez drobnoustréj w trakcie wzrostu hodowli, spo-
walniato rozktad dodanych do hodowli chlorofenoli.

3.3. Podloze genetyczne biodegradacji PCP

Dotychczasowe badania genetyczne pozwolity na identyfikacje, wyizolowanie
i sklonowanie kilku genéw kodujacych enzymy zaangazowane w rozktad tego kse-
nobiotyku. Geny oznaczone jako pcpA, pcpB, pcpC, pcpD i pcpR wyizolowano
z Flavobacterium sp. ATCC 39723 (patent 5512478, USA). Moga one by¢ stosowane
m.in. w konstruowaniu zmodyfikowanych genetycznie bakterii. Ohtsubo i wsp. (52)
uzyskali rekombinanty zawierajgce sekwencje pcpA, co umozliwito okreslenie jej
roli w syntezie dioksygenazy 2,6-DCHQ odpowiedzialnej za rozbicie pierscienia aro-
matycznego tego zwigzku. Wang i wsp. (53) skonstruowali rekombinanty Escherichia
coli zawierajgce geny kodujace 4-monooksygenaze PCP (PCP4MO), pochodzace
z Sphingomonas chlorophenolica, transferaze glutationowg (GST) | proteaze
(EKLY-FQG). U szczepu Pseudomonas sp. zidentyfikowano i sklonowano u Escherichia
co//IM 109 plazmidy o masach 4 i 80 kb odpowiedzialne za catkowitg mineralizacje
PCP przez szczep wyjsciowy (54). Z kolei Dai i Copley (55) poprzez zastosowanie
techniki genome shujfling znacznie zwiekszyli odpornos¢ i zdolnosci biodegradacyj-
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ne u mutantéw Sphingobium chlorophenolicum posiadajacych geny pcpA, pcpB, pcpC,
pcpD i pcpR. Podtoze genetyczne przemian PCP u organizméw wyzszych nie zostato
jak dotad dostatecznie wyjasnione.

3.4. Enzymy zaangazowane w rozktad PCP i innych chlorofenoli

Do najwazniejszych enzyméw zaangazowanych w rozktad chlorofenoli naleza:
enzymy ligninolityczne (peroksydaza ligninowa, mangano-zalezna peroksydaza, fe-
nolooksydaza zawierajaca atomy miedzi, lakkaza), dioksygenazy, monooksygenazy,
metylotransferazy, dehalogenazy redukujace.

Enzymy ligninolityczne sg wytwarzane gtdéwnie przez grzyby tzw. ,biatej zgnili-
zny”. jest to ukfad niespecyficzny charakteryzujgcy sie wysokim potencjatem oksy-
doredukcyjnym dzieki czemu drobnoustroje te znalazty zastosowanie w rozktadzie
wielu ksenobiotykéw. Scharakteryzowano, jak dotad, kilka gatunkéw grzybéw biatej
zgnilizny zdolnych do catkowitej mineralizacji polichlorofenoli m.in. Phanerochaete
chrysosporium (56-57), Trametes versicolor (58), Panus tigrinus (59), Pleurotus pulmonarius
(16,60).

Dioksygenazy sg grupg enzymow, ktéra posiada w centrum aktywnym niehemo-
wy atom zelaza. Enzymy te wystepujg dos¢ powszechnie u wielu organizméw. Kata-
lizujg reakcje, ktérych efektem jest wprowadzenie dwoch atoméw tlenu do czas-
teczki substratu z wytworzeniem uktadéw katecholowych tub epoksydowych (61)
i czesto uczestniczg w kilku reakcjach w ramach danego szlaku metabolicznego.

Monooksygenazy - cytochrom P-450, stanowig klase podobnych strukturalnie
enzymow, ktore zawierajg uktad hemowy. Przyjmuje sie, ze cytochrom P-450 wyste-
puje u wszystkich zywych organizmdéw poniewaz znaleziono go u archebakterii,
bakterii, grzybéw, roslin i zwierzat (62). Cytochrom P-450 jest odpowiedzialny za
wiele réznorodnych reakcji biotransformacji m.in. steroidéw, alkanéw, WWA, pe-
stycydéw. Podstawowy mechanizm przemian przeprowadzanych przez monooksy-
genazy polega na wprowadzeniu atomu tlenu w postaci grupy hydroksylowej do
czasteczki zwigzku niepolarnego. W reakcjach z udzialem cytochromu P-450 moga
powstawa¢ zaréwno potprodukty o charakterze epoksydowym jak i chinonowym.
Zdecydowana wiekszos¢ enzyméw z tej grupy ma charakter indukcyjny.

Efektem dziatania O-metylotranferaz jest powstawanie m.in. chloroanizoli, ktére
powstaja w wyniku reakcji metylacji tiohalofenoli i halofenoli. Metylotransferazy sg
zr6znicowana grupg enzymow. W centrum aktywnym posiadaja grupe tiolowa. Uktady
enzymatyczne wystepujace u roslin i zwierzat wymagaja obecnosci jonéw dwuwarto-
Sciowych np. Mg~+. Konstytucyjna metylotransferaza wystepujaca u bakterii jest od-
powiedzialna za transformacje szerokiej gamy substratéw. Z kolei enzym scharaktery-
zowany przez Coque i wsp. (63) wystepujacy u Trichoderma longibrachiatum jest metylo-
transferaza indukcyjna, nie wymagajgca Zrédta jonébw Mg™+ i specyficzng - skiero-
wang tylko na chlorofenole.
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W warunkach beztlenowych, liczne organizmy wykorzystujg halogenowane sub-
straty jako koncowe akceptory elektronéw (halorespiracja) w procesach utleniania
wodoru lub substratow organicznych. Dehalogenazy redukujgce naleza do duzej
grupy enzymoéw odpowiedzialnych za rozerwanie wigzania wegiel-halogen i wpro-
wadzeniu w jego miejsce atomu wodoru. Enzymy z tej grupy to stereospecyficzne,
konstytucyjne lub indukcyjne peptydy posiadajgce w swoim centrum aktywnym ami-
nokwasy i wymagajgce do przeprowadzenia reakcji NADH, NADPH, GSH lub innych
kofaktorow. Zidentyfikowano i opisano trzy dehalogenazy redukujgce: dehalogena-
za redukujgca trichloroetenu u Dehalococcoides ethenogenes, dehalogenaza redu-
kujgca tetrachloroetenu u Dehalospirilum multivorans i dehalogenaza redukujgca
2-chlorofenolu u Desulfitobacterium dehalogenans (32). Stwierdzono takze, ze bakte-
rie rozktadajg PCP w beztlenowych warunkach hodowli wykorzystujac dehalogena-
ze redukujaca (28).

Wszystkie enzymy zaangazowane w rozktad chlorofenoli moga mie¢ charakter
konstytucyjny lub indukcyjny. Ekspresja hydroksylazy PCP i dioksygenazy 2,6-dichlo-
rohydrochinonu u Flavobacterium sp. i Sphingomonas chlorophenolica jest indukowana
w obecnoscig PCP w podtozu. Z kolei ekspresja dehalogenazy TeCH u Sphingomonas
chlorophenolica nie jest indukowana przez dodatek PCP czy innych chlorofenoli (64).
Uktady zwigzane z cytochromem P-450 sg w wiekszosci przypadkoéw indukcyjne
i stereospecyficzne (65). Zewnatrzkomaérkowe enzymy ligninolityczne wydzielane sg
przez organizmy grzybowe bez wzgledu na rodzaj dostepnych substratéw w Srodo-
wisku i jako ukfad niespecyficzny degraduja olbrzymig liczbe ksenobiotykow (66).

4. Zastosowanie drobnoustrojéw do usuwania PCP ze skazonych
Srodowisk

Oczyszczanie Srodowiska wymaga zaangazowania réznorodnych fizykochemicz-
nych jak i biologicznych metod i technologii. Techniki biologiczne w poréwnaniu
z innymi metodami charakteryzujg sie niewielkimi kosztami w stosunku do uzyski-
wanych efektéw. Podstawowe znaczenie w metodach biologicznych ma wzmacnia-
nie procesOw bioremediacji in situ i ex situ. Zastosowanie metod ex situ pozwala przy
zastosowaniu odpowiedniego oprzyrzadowania na dokladne kontrolowanie kazde-
go aspektu procesu biotechnologicznego. Do najwazniejszych parametréw naleza;
natlenienie, pH, temperatura, obecnos¢ i dostepnos¢ zrédet wegla i azotu, sktad mi-
neralny poditoza, rodzaj i ilos¢ drobnoustrojéw w hodowli. Kao i wsp. (67) okreSlili
warunki sprzyjajgce rozktadowi PCP in situ w glebie skazonej wyciekami z fabryki
pestycydow w potudniowym Tajwanie. Podstawowe znaczenie miato zintensyfiko-
wanie tlenowych i beztlenowych proceséw kometabolicznej biodegradacji PCP, prze-
prowadzanych przez autochtoniczne mikroorganizmy, w tym gtéwnie Pseudomonas
mendocina odpowiedzialnego za catkowita mineralizacje ksenobiotyku. W tym celu
opracowano i zastosowano ,glebowe biobariery” zawierajace melase trzcinowa
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i osady, ktére petnity role zrédet pierwotnych substratéw wzrostowych. Schmidt
i wsp. (30) przeprowadzili cykl doswiadczen z wykorzystaniem bioreaktoréw, gdzie
odtworzyli warunki srodowiskowe wody skazonej niskimi stezeniami PCP (wyste-
pujacymi gtéwnie w rejonach sagsiadujgcych z zaktadami impregnacji drewna). PCP
byt rozktadany w warunkach tlenowych jako jedyne zrodto wegla, przez zespoty mi-
kroorganizméw wodno-glebowych naturalnie wystepujacych w pobranych prébach,
do poziomu 0,001 mg/l co pozwala na zastosowanie opracowanej metody do
oczyszczania wod gruntowych. Szczep Mucor ramosissimus IM 6203 jest z kolei zdol-
ny do wydajnego rozktadu PCP na podtozu zawierajgcym jedynie zuzyty olej silniko-
wy, co pozwala na jego potencjalne zastosowanie w oczyszczaniu hydrofobowych
odpadow przemystowych i PCP (68-70). Shim i Kawamoto (71) opracowali system
produkciji peroksydazy ligninowej do biodegradacji PCP przez immobilizowane ko-
morki Phanerochaete chrysosporium w bioreaktorze. Mineralizacja PCP (roztwor 30
mg/l dodawany do bioreaktora z szybkoscig 21/24h) w ustabilizowanym uktadzie
cigglym, osiggneta 80”.

W bioremediacji wod i gleb stosuje sie takze metody ograniczajagce sie do usu-
wania chlorofenoli i ich metabolitéw ze Srodowiska (72). Opracowano metody usu-
wania chlorofenoli z wykorzystaniem granulatow inaktywowanej termicznie grzybni
Phanerochaete chrysosporium i Pleurotus sajor caju (73-75) oraz inaktywowanej ter-
micznie kory sosnowej, polegajace na adsorpcji PCP na powierzchni zastosowanych
nosnikéw (76).

5. Podsumowanie

Ponad 50 lat stosowania chlorofenoli, w tym PCP, przyczynito sie do ich szero-
kiego rozprzestrzenienia w Srodowisku naturalnym i organizmach je zasiedlajgcych.
Ludzie majgcy kontakt z produktami zawierajagcymi PCP sg szczeg6lnie narazeni na
jego toksyczne dziatanie niosgce ze sobg zwiekszone ryzyko wystgpienia howotwo-
réw, defektéw ptodu, mutacji, zaburzen sktadu krwi oraz zmian w uktadzie nerwo-
wym. Mimo restrykcyjnych przepisow dotyczacych uzycia chlorofenoli, ich ilosé
w $Srodowisku naturalnym nie ulega znaczgcemu obnizeniu.

Nie opracowano tanich i wydajnych metod usuwania tych zwigzkéw ze ska-
zonych Srodowisk. Proce™s rozktadu PCP jest wieloetapowy, co z kolei wymaga zaan-
gazowania réznorodnych metod fizykochemicznych i biologicznych, z ktérych te
ostatnie ze wzgledu na Swojg efektywnos¢ majg szczegélne znaczenie. Celowe jest
zatem zar6éwno poszukiwanie drobnoustrojéw zdolnych do rozktadu zwigzkéw
chloroorganicznych, jak i badanie mechanizmoéw warunkujgcych wydajny przebieg
biodegradacji przeprowadzanej przez mikroorganizmy.

Prace finansowano w ramach badan wlasnych Uniwersytetu to6dzkiego nr 505/387, 505/488
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