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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 
użycia w 1936 r. i przez wiele lat stosowano jako środek ochro
ny drewna, herbicyd, defoliant, środek bakteriobójczy i grzybo
bójczy, biocyd. PCP znalazł także zastosowanie jako dodatek do 
mydeł i detergentów wykorzystywanych w medycynie (1-5). Czy
sty pentachlorofenol występuje w postaci słabo rozpuszczalnych 
w wodzie i bardzo dobrze w rozpuszczalnikach organicznych, 
bezbarwnych kryształów. Komercyjne preparaty zawierają do 
86^ PCP - pozostałe 14% stanowią związki powstające w proce
sie produkcji PCP. Na te zanieczyszczenia składają się m.in. chlo- 
robenzen, dioksyny i furany (rys. 1), spośród których ostatnie są 
bardziej toksyczne od pentachlorofenolu (6-8).
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Rys. 1. Związki poboczne powstające w procesie przemysłowej syntezy PCP.
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Głównymi źródłami zanieczyszczeń wody i gleby były antropogeniczne źródła 
m.in. bezpośrednie uwolnienia roztworów zawierających PCP, składowanie i obrób
ka drewna lub stosowanie PCP Jako składnika środków ochrony roślin (9-11). Trwa
łość pentachlorofenoiu wynika z jego struktury, ponieważ pierścień aromatyczny 
podstawiony atomami chloru staje się wysoce stabilny i hydrofobowy. PCP jednak 
rozpuszcza się w wodzie w zakresie do 12-14 mg/l w temperaturze pokojowej 
(6,12-13). Właściwości te powodują szerokie rozprzestrzenienie PCP w środowisku 
wodnym i glebowym, co prowadzi do stałego wzrostu jego stężenia w ekosystemie.

2. Toksyczność PCP

EPA (ang. Environmental Protection Agency) sklasyfikowało PCP jako ksenobiotyk 
umiarkowanie toksyczny. Normy EPA przewidują wartość maksymalnego poziomu 
zanieczyszczenia wody pentachlorofenolem do 1 pg/1 i 1 mg/kg w przypadku zanie
czyszczenia gleby (8,14-16). W tabeli 1 przedstawiono maksymalne dzienne stęże
nia PCP, które nie powodują zwiększonego ryzyka wystąpienia niepożądanych efek
tów toksycznego działania ksenobiotyku.

Tabela 1

Maksymalne dopuszczalne stężenia PCP (6)

Droga wnikania do organizmu

wziewna doustna przezskórna

toksyczność bd ostra podostra przewlekła bd

dawka (mg/kg/dzień) 0,005 0,001 0,001

bd - brak danych

Omawiany ksenobiotyk jest inhibitorem fosforylacji oksydacyjnej zachodzącej 
w mitochondriach i w związku z tym wpływa negatywnie na wszystkie żywe organi
zmy. W jego obecności w komórkach dochodzi do zaburzenia gradientu chemio-
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osmotycznego tworzonego w wyniku transportu elektronów, co z kolei jest nie
zbędne do fosforylacji ADP. Prowadzi to do nasilenia przemian całkowitego metabo
lizmu komórkowego, czego efektem jest podwyższone wydzielanie ciepła przez ko
mórkę (7,17). Fernandez i wsp. (17) wskazali także na inny mechanizm toksyczności 
PCP poprzedzający zmiany w mitochondriach. Proces ten polega na destabilizacji li- 
zosomów oraz inicjacji kaskady reakcji apoptozy. Yang i wsp. (18) wykazali także, 
że cytotoksyczność PCP jest ściśle związana z zastosowaną dawką i wzrasta wraz 
z rosnącym stężeniem ksenobiotyku.

Pentachlorofenol jest wysoce toksyczny dla organizmów zasiedlających środowi
sko wodne. Zha i wsp. (19) wykazali, że u badanego gatunku ryb {Oryzias latipes) PCP 
wpływał negatywnie na procesy reprodukcyjne oraz aktywował receptory estroge
nowe. Obecność PCP w hodowlach Oryzias latipes prowadziła do znacznego obniże
nia produkcji jaj, obniżenia płodności i rozregulowania zachowań seksualnych. 
U niektórych gatunków ryb, bezkręgowców i glonów zaobserwowano zdolność do 
krótkotrwałej (do 10 godzin) akumulacji ksenobiotyku w organizmie. Jest to zwią
zane ze zwiększoną zdolnością niektórych organizmów do wytwarzania koniuga- 
tów, które jako związki bardzo dobrze rozpuszczalne w wodzie są następnie wyda
lane z organizmu. Zjawisko koniugacji zapobiega także akumulacji PCP w łańcuchu 
pokarmowym w znaczących ilościach. Omawiany biocyd jest mało toksyczny dla 
ptaków oraz zwierząt hodowlanych. Skażenie pentachlorofenolem wody lub gleby 
prowadzi do zahamowania wegetacji i obumierania roślin (10).

U ludzi PCP wywołuje wiele różnorodnych objawów w zależności od sposobu 
kontaktu i czasu ekspozycji na ksenobiotyk. Toksyczność ostra objawia się m.in. 
zwężeniem komór nosowych, chrypą, łzawieniem, zaczerwienieniem skóry lub wy
sypką. Zatrucia drogą pokarmową mogą prowadzić do nadpotliwości, zwiększone
go pragnienia, przyspieszonego oddychania i bicia serca, gorączki, bólów brzucha, 
nudności, osłabienia, zawrotów głowy, braku łaknienia (6).

W przypadku zatruć podostrych i przewlekłych (chronicznych) u ludzi, PCP wy
wołuje złożone zespoły chorobowe. Po wprowadzeniu do organizmu, związek ten 
jest rozprowadzany po całym ciele, a następnie akumuluje się w wątrobie, nerkach, 
mózgu, śledzionie i tkance tłuszczowej, co z kolei prowadzi do nadkwasowości me
tabolicznej, powiększenia i dysfunkcji wątroby, osłabienia układu immunologiczne
go, zwiększenia zawartości porfiryny i kwasu delta-aminolewulinowego w moczu 
oraz aminotransferazy alaniny i kwasu asparaginowego w surowicy krwi (6). U osób 
mających ciągły kontakt z PCP stwierdzono jego obecność w nasieniu i znaczący 
wzrost przypadków aberracji chromosomalnych w obrębie limfocytów obwodowych 
(6-7). W badaniach na zwierzętach wskazuje się na silny wpływ PCP na rozwój osob
ników poddanych jego doustnemu działaniu, szczególnie w rozwoju płodowym 
i noworodkowym, objawiający się m.in. obniżoną ogólną masą płodu, śmiertelnoś
cią płodów i noworodków, zniekształceniami tkanek miękkich i szkieletowych (6,20).

Techniczne preparaty PCP zawierają liczne zanieczyszczenia, z których z punktu 
widzenia efektów toksykologicznych, największe znaczenie mająpara-dioksyny i di-
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benzenofurany. Związki te mają negatywny wpływ na proces rozwojowy ludzi oraz 
funkcjonowanie ludzkiego i zwierzęcego układu odpornościowego, objawiające się 
m.in. aktywacją limfocytowi, autoimmunizacją, immunosupresją, rozregulowaniem 
działania limfocytów B (6,21-22).

3. Rozkład pentachlorofenolu

Ze względu na zanieczyszczenie pentachlorofenolem środowiska i jego toksyczne 
właściwości, badania nad usuwaniem tego ksenobiotyku rozwinęły się na szeroką 
skalę. W środowisku pentachlorofenol podlega różnorodnym procesom biologicz
nym i fizykochemicznym, do których można zaliczyć biodegradację, fotodegradację 
i dysocjację (zachodzące głównie w zewnętrznych warstwach zbiorników wodnych), 
parowanie, sorpcję i wymywanie (głównie w glebach alkalicznych). Procesom tym 
często towarzyszą utlenianie i hydroliza. Przemiany te zachodzą we wszystkich ty
pach ekosystemów naturalnych ze zróżnicowaną wydajnością i bezpośrednio wpły
wają na końcowe stężenie ksenobiotyku w środowisku (23). Czas transformacji 
waha się od kilku dni do kilku miesięcy lub lat i zależy od dostępności tlenu, 
światła, wilgotności, ilości i odporności na toksyczne działanie PCP organizmów gle
bowych lub wodnych, w tym głównie drobnoustrojów. Przyjmuje się, że średni czas 
półtrwania PCP wynosi 45 dni (20), ale może on ulec wydłużeniu, w przypadku gdy 
zawartość ksenobiotyku osiągnie stężenie bójcze dla mikroorganizmów. W wodzie 
pentachlorofenol ulega głównie sedymentacji. Zawartość i rozprzestrzenianie się 
PCP w glebie i osadach dennych zależy w dużej mierze od zawartości związków lipi
dowych. Lipidy wykazują zdolność do wiązania ksenobiotyku i znacznego spowol
nienia procesów jego sorpcji i desorpcji (24). Proces ten wpływa korzystnie na 
rozkład PCP przez mikroorganizmy, które nie są narażone na bezpośredni kontakt 
z ksenobiotykiem. Istnieją jednak doniesienia wskazujące na dłuższy okres półtrwa
nia badanego związku w glebie i wodzie - odpowiednio 178 i 200 dni (15,25). 
W niekorzystnym układzie, rozważając wymienione czynniki środowiskowe obec
ność PCP w wodzie lub glebie może ulec wydłużeniu do kilku lat.

3.1. Rozkład mikrobiologiczny

Główną drogą usuwania PCP ze środowiska jest biodegradacja przeprowadzana 
przez mikroorganizmy. Ze względu na znaczenie tych procesów w usuwaniu chloro- 
fenoli szeroko badano mechanizmy i kinetykę biodegradacji tej grupy ksenobioty- 
ków w wodzie, osadach dennych i glebie. Wzrastająca liczba obserwacji wskazuje 
na szeroko rozpowszechniony potencjał biodegradacyjny drobnoustrojów skiero
wany przeciwko różnym ksenobiotykom, w tym PCP, który manifestuje się w okreś
lonych, sprzyjających biodegradacji warunkach (26). Ważnymi czynnikami wpływa-
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jącymi na mikrobiologiczny rozkład PCP są temperatura (27), dostępność akcepto
rów elektronów (28), donorów elektronów (29), czynników wzrostowych (30) i tok
sycznych metali (31). PCP ulega mikrobiologicznej degradacji na wiele różnych spo
sobów, zarówno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Wyizolowano liczne 
drobnoustroje, w tym bakterie, grzyby strzępkowe i glony, przekształcające PCP 
i inne chlorofenole do odpowiednich związków pochodnych, ale także zdolne do 
całkowitej mineralizacji ksenobiotyku. Rozkład beztlenowy, ze względu na tenden
cję do akumulacji pentachlorofenolu w osadach dennych i glebach, ma również waż
ne znaczenie w procesie usuwania tego ksenobiotyku ze środowiska. W tabeli 2 
przedstawiono organizmy zdolne do metabolizowania PCP.

Wybrane drobnoustroje degradujące PCP

Tabela 2

Drobnoustrój Produkt/droga rozkładu 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 camemherti 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 są degradowane zarówno przez czyste 
jak i mieszane kultury bakterii, grzybów i glonów. Rozkład omawianego ksenobioty
ku jest reakcja wieloetapową. Związek ten jest bardzo trudno degradowalny ponie- 
waż reakcja inicjująca biodegradację przebiega na drodze wymiany atomu chloru na 
grupę hydroksylową (reakcja katalizowana przez monooksygenazy) lub na atom wo
doru (reakcja katalizowana przez dehalogenazy redukujące). Reakcje tego typy na
leżą do grupy nietypowych przemian o charakterze rodnikowym. Rozerwanie pierś-
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Rys. 2. Szlaki rozkładu PCP przez Burkholderia cepach ACl 100 i Flavobacterium sp. ATCC 39723 (34).

cienia aromatycznego fenolu zachodzi poprzez wprowadzenie atomów tlenu w po
zycji 2 i 1 z jednoczesnym usunięciem jednego atomu chloru, co prowadzi do po
wstania łańcuchowych kwasów karboksylowych włączanych do cyklu Krebsa (rys. 2) 
(32-34). Rozerwanie pierścienia może także zachodzić poprzez dioksygenację pierś
cienia aromatycznego fenolu (2,35). Reakcje tego typu prowadzą do całkowitego 
rozkładu substratu - mineralizacji, której produktami są niskocząsteczkowe związki 
nieorganiczne, dwutlenek węgla i woda (rys. 2).

Law i wsp. (16) zaproponowali odmienny szlak rozkładu PCP zachodzący w wa
runkach tlenowych, przeprowadzany przez zespoły mikroorganizmów zasiedlające 
zużyty kompost stosowany w hodowli Pleurotus pulmonarius. Proces ten polega na 
kolejnych dechlorynacjach z wydzieleniem gazowego chloru, prowadzących w koń
cowym etapie do powstania fenolu. Następnie cząsteczka fenolu podlega reakcjom 
metylacji prowadzącym do powstania pochodnych toluenowych lub karboksylacji
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chlorofenol chloroanizol

Rys. 3. Ogólny schemat przekształcania chiorofenoli do chloroanizoli.

i estryfikacji, której efektem jest powstanie ftalanów. W przypadku obu typów 
półproduktów reakcji dochodzi do rozerwania pierścienia benzenowego, a powsta
łe łańcuchy węglowe polimeryzują do kwasu oktadekanowewgo i heksadekanu.

Kolejnym sposobem przekształcania polichlorofenoli w warunkach tlenowych 
prowadzącym do obniżenia toksyczności substratu, bez usunięcia atomów chloru 
z cząsteczki, jest alkilacja grupy hydroksylowej chiorofenoli prowadząca do powsta
nia m.in. chloroanizoli (metoksypochodnych) (36-39). Chloroanizole są znacznie 
mniej reaktywne i toksyczne w stosunku do substratów, z których powstały, ale jed
nocześnie bardziej odporne na atak mikrobiologiczny. Zwiększa się także ich hydro
fobowy charakter. Reakcje 0-metylacji traktuje się raczej jako przykłady detoksyka
cji związków (rys. 3). Grzyby białej zgnilizny, szczególnie z rodzaju Phanerochaete 
sp., są w stanie w krótkim czasie usunąć PCP ze skażonej gleby, przeprowadzając 
z jednej strony całkowitą mineralizację substratu, z drugiej wytwarzając duże ilości 
pentachloroanizolu (37-38). Proces 0-metylacji zaobserwowano również u wyższych 
organizmów (40).

Polichlorofenole podlegają także procesowi koniugacji. Proces ten polega na 
utworzeniu koniugatu ze związkami zawierającymi m.in. grupę tiolową np. glutatio- 
nem, cysteiną, lub kwasem glukuronowym czy glukozą (41) po uprzednim wprowa
dzeniu w pozycji paro-chlorofenolu grupy hydroksylowej. Tego typu przekształcenia 
występują głównie u organizmów wyższych. Powstające koniugaty są związkami po
larnymi i jako związki dobrze rozpuszczalne w wodzie ulegają wydaleniu z organi
zmu. Webb i wsp. (33) zasugerowali podobny - do opisanego u ssaków - mecha
nizm przekształcania PCP przez Saccharomonospora viridis i zaproponowali schemat 
przekształceń, który przedstawiono na rysunku 4. Zastosowana przez autorów me
todyka wskazuje na obecność koniugatów o niezidentyfikowanej strukturze wydzie
lanych do podłoża hodowlanego i zawierających grupę-SH (33).

W warunkach beztlenowych zaobserwowano dechlorynację redukcyjną chiorofe
noli. Biodegradacja beztlenowa przeprowadzana jest przez zespoły mikroorgani
zmów zasiedlających ścieki, osady denne, gleby podtopione lub zanieczyszczone 
ściekami (42-43). W niektórych przypadkach, dechlorynacja dichlorofenoli może być 
połączona z redukcją siarczanu (28). Przykładem może być Desulfomonile tiedjei - 
bakteria redukująca siarczany, która przeprowadza dechlorynację PCP do 2,4,6-TCP 
(44). PCP może podlegać procesowi dechlorynacji prowadzącemu do powstania mie-
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szanin chlorofenoli w układach wykorzystujących konsorcja bakterii metanogen- 
nych (42-46). Juteau i wsp. (42) scharakteryzowali rozkład pentachlorofenolu przez 
bakterie metanogenne. Główny szlak rozkładu prowadził poprzez para, orto, orto 
i meta-dechlorynację (rys. 5). Najwolniejszym etapem było przekształcenie 3-chloro- 
fenolu (3-CP) do fenolu. W licznych źródła wskazuje się na fakt spowolniania proce
su usuwania atomów chloru przez mikroorganizmy w warunkach beztlenowych 
wraz z ich spadającą liczbą w pierścieniu fenolowym (44,47). Kennes i wsp. (46) za
proponowali z kolei szlak rozkładu PCP przeprowadzany przez samoagregujące me
tanogenne konsorcja bakteryjne poprzez meta,-orto, para/orto i meta/para dechlory- 
nacje.

3.2. Kometabolizm

Biotransformacja lub mineralizacja u większości drobnoustrojów zaangażowanych 
w rozkład PCP i chlorofenoli może wymagać dodatkowych źródeł węgla i energii 
w środowisku wzrostu. Stwierdzono, że rozkład 4-CP przez Phanerochaete chrysosporium 
zachodzi tylko w podłożu zawierającym glukozę lub glicerol (48). Transformacja 
2,3,5-TCP przez Rodococcus opacus IG zachodzi na podłożu wzbogaconym ekstraktem 
drożdżowym (49). Interesujący przykład kometabolizmu opisano u Acinetobacter sp. 
(50-51). Badany przez autorów szczep wykorzystuje fenol jako źródła węgla. W ho
dowlach z dodatkiem fenolu stwierdzili przyspieszenie rozkładu 3-CP i 4-CP. Jedno
cześnie całkowite zużycie fenolu przez drobnoustrój w trakcie wzrostu hodowli, spo
walniało rozkład dodanych do hodowli chlorofenoli.

3.3. Podłoże genetyczne biodegradacji PCP

Dotychczasowe badania genetyczne pozwoliły na identyfikację, wyizolowanie 
i sklonowanie kilku genów kodujących enzymy zaangażowane w rozkład tego kse- 
nobiotyku. Geny oznaczone jako pcpA, pcpB, pcpC, pcpD i pcpR wyizolowano 
z Flavobacterium sp. ATCC 39723 (patent 5512478, USA). Mogą one być stosowane 
m.in. w konstruowaniu zmodyfikowanych genetycznie bakterii. Ohtsubo i wsp. (52) 
uzyskali rekombinanty zawierające sekwencję pcpA, co umożliwiło określenie jej 
roli w syntezie dioksygenazy 2,6-DCHQ odpowiedzialnej za rozbicie pierścienia aro
matycznego tego związku. Wang i wsp. (53) skonstruowali rekombinanty Escherichia 
coli zawierające geny kodujące 4-monooksygenazę PCP (PCP4MO), pochodzące 
z Sphingomonas chlorophenolica, transferazę glutationową (GST) i proteazę 
(EKLY-FQG). U szczepu Pseudomonas sp. zidentyfikowano i sklonowano u Escherichia 
co//JM 109 plazmidy o masach 4 i 80 kb odpowiedzialne za całkowitą mineralizację 
PCP przez szczep wyjściowy (54). Z kolei Dai i Copley (55) poprzez zastosowanie 
techniki genome shujfling znacznie zwiększyli odporność i zdolności biodegradacyj-

BIOTECHNOLOGIA 1 (76) 121-134 2007 129



Rafat Szewczyk, Jerzy Długoński

ne u mutantów Sphingobium chlorophenolicum posiadających geny pcpA, pcpB, pcpC, 
pcpD i pcpR. Podłoże genetyczne przemian PCP u organizmów wyższych nie zostało 
jak dotąd dostatecznie wyjaśnione.

3.4. Enzymy zaangażowane w rozkład PCP i innych chlorofenoli

Do najważniejszych enzymów zaangażowanych w rozkład chlorofenoli należą: 
enzymy ligninolityczne (peroksydaza ligninowa, mangano-zależna peroksydaza, fe- 
nolooksydaza zawierająca atomy miedzi, lakkaza), dioksygenazy, monooksygenazy, 
metylotransferazy, dehalogenazy redukujące.

Enzymy ligninolityczne są wytwarzane głównie przez grzyby tzw. „białej zgnili
zny”. jest to układ niespecyficzny charakteryzujący się wysokim potencjałem oksy- 
doredukcyjnym dzięki czemu drobnoustroje te znalazły zastosowanie w rozkładzie 
wielu ksenobiotyków. Scharakteryzowano, jak dotąd, kilka gatunków grzybów białej 
zgnilizny zdolnych do całkowitej mineralizacji polichlorofenoli m.in. Phanerochaete 
chrysosporium (56-57), Trametes versicolor (58), Panus tigrinus (59), Pleurotus pulmonarius 
(16,60).

Dioksygenazy są grupą enzymów, która posiada w centrum aktywnym niehemo- 
wy atom żelaza. Enzymy te występują dość powszechnie u wielu organizmów. Kata
lizują reakcje, których efektem jest wprowadzenie dwóch atomów tlenu do cząs
teczki substratu z wytworzeniem układów katecholowych łub epoksydowych (61) 
i często uczestniczą w kilku reakcjach w ramach danego szlaku metabolicznego.

Monooksygenazy - cytochrom P-450, stanowią klasę podobnych strukturalnie 
enzymów, które zawierają układ hemowy. Przyjmuje się, że cytochrom P-450 wystę
puje u wszystkich żywych organizmów ponieważ znaleziono go u archebakterii, 
bakterii, grzybów, roślin i zwierząt (62). Cytochrom P-450 jest odpowiedzialny za 
wiele różnorodnych reakcji biotransformacji m.in. steroidów, alkanów, WWA, pe
stycydów. Podstawowy mechanizm przemian przeprowadzanych przez monooksy
genazy polega na wprowadzeniu atomu tlenu w postaci grupy hydroksylowej do 
cząsteczki związku niepolarnego. W reakcjach z udziałem cytochromu P-450 mogą 
powstawać zarówno półprodukty o charakterze epoksydowym jak i chinonowym. 
Zdecydowana większość enzymów z tej grupy ma charakter indukcyjny.

Efektem działania 0-metylotranferaz jest powstawanie m.in. chloroanizoli, które 
powstają w wyniku reakcji metylacji tiohalofenoli i halofenoli. Metylotransferazy są 
zróżnicowaną grupą enzymów. W centrum aktywnym posiadają grupę tiolową. Układy 
enzymatyczne występujące u roślin i zwierząt wymagają obecności jonów dwuwarto- 
ściowych np. Mg^+. Konstytucyjna metylotransferaza występująca u bakterii jest od
powiedzialna za transformacje szerokiej gamy substratów. Z kolei enzym scharaktery
zowany przez Coque i wsp. (63) występujący u Trichoderma longibrachiatum jest metylo- 
transferazą indukcyjną, nie wymagającą źródła jonów Mg^+ i specyficzną - skiero
waną tylko na chlorofenole.
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W warunkach beztlenowych, liczne organizmy wykorzystują halogenowane sub- 
straty jako końcowe akceptory elektronów (halorespiracja) w procesach utleniania 
wodoru lub substratów organicznych. Dehalogenazy redukujące należą do dużej 
grupy enzymów odpowiedzialnych za rozerwanie wiązania węgiel-halogen i wpro
wadzeniu w jego miejsce atomu wodoru. Enzymy z tej grupy to stereospecyficzne, 
konstytucyjne lub indukcyjne peptydy posiadające w swoim centrum aktywnym ami
nokwasy i wymagające do przeprowadzenia reakcji NADH, NADPH, GSH lub innych 
kofaktorów. Zidentyfikowano i opisano trzy dehalogenazy redukujące: dehalogena- 
za redukująca trichloroetenu u Dehalococcoides ethenogenes, dehalogenaza redu
kująca tetrachloroetenu u Dehalospirillum multivorans i dehalogenaza redukująca 
2-chlorofenolu u Desulfitobacterium dehalogenans (32). Stwierdzono także, że bakte
rie rozkładają PCP w beztlenowych warunkach hodowli wykorzystując dehalogena- 
zę redukującą (28).

Wszystkie enzymy zaangażowane w rozkład chlorofenoli mogą mieć charakter 
konstytucyjny lub indukcyjny. Ekspresja hydroksylazy PCP i dioksygenazy 2,6-dichlo- 
rohydrochinonu u Flavobacterium sp. i Sphingomonas chlorophenolica jest indukowana 
w obecnością PCP w podłożu. Z kolei ekspresja dehalogenazy TeCH u Sphingomonas 
chlorophenolica nie jest indukowana przez dodatek PCP czy innych chlorofenoli (64). 
Układy związane z cytochromem P-450 są w większości przypadków indukcyjne 
i stereospecyficzne (65). Zewnątrzkomórkowe enzymy ligninolityczne wydzielane są 
przez organizmy grzybowe bez względu na rodzaj dostępnych substratów w środo
wisku i jako układ niespecyficzny degradują olbrzymią liczbę ksenobiotyków (66).

4. Zastosowanie drobnoustrojów do usuwania PCP ze skażonych 
środowisk

Oczyszczanie środowiska wymaga zaangażowania różnorodnych fizykochemicz
nych jak i biologicznych metod i technologii. Techniki biologiczne w porównaniu 
z innymi metodami charakteryzują się niewielkimi kosztami w stosunku do uzyski
wanych efektów. Podstawowe znaczenie w metodach biologicznych ma wzmacnia
nie procesów bioremediacji in situ i ex situ. Zastosowanie metod ex situ pozwala przy 
zastosowaniu odpowiedniego oprzyrządowania na dokładne kontrolowanie każde
go aspektu procesu biotechnologicznego. Do najważniejszych parametrów należą: 
natlenienie, pH, temperatura, obecność i dostępność źródeł węgla i azotu, skład mi
neralny podłoża, rodzaj i ilość drobnoustrojów w hodowli. Kao i wsp. (67) określili 
warunki sprzyjające rozkładowi PCP in situ w glebie skażonej wyciekami z fabryki 
pestycydów w południowym Tajwanie. Podstawowe znaczenie miało zintensyfiko
wanie tlenowych i beztlenowych procesów kometabolicznej biodegradacji PCP, prze
prowadzanych przez autochtoniczne mikroorganizmy, w tym głównie Pseudomonas 
mendocina odpowiedzialnego za całkowitą mineralizację ksenobiotyku. W tym celu 
opracowano i zastosowano „glebowe biobariery” zawierające melasę trzcinową
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i osady, które pełniły rolę źródeł pierwotnych substratów wzrostowych. Schmidt 
i wsp. (30) przeprowadzili cykl doświadczeń z wykorzystaniem bioreaktorów, gdzie 
odtworzyli warunki środowiskowe wody skażonej niskimi stężeniami PCP (wystę
pującymi głównie w rejonach sąsiadujących z zakładami impregnacji drewna). PCP 
był rozkładany w warunkach tlenowych jako jedyne źródło węgla, przez zespoły mi
kroorganizmów wodno-glebowych naturalnie występujących w pobranych próbach, 
do poziomu 0,001 mg/l co pozwala na zastosowanie opracowanej metody do 
oczyszczania wód gruntowych. Szczep Mucor ramosissimus IM 6203 jest z kolei zdol
ny do wydajnego rozkładu PCP na podłożu zawierającym jedynie zużyty olej silniko
wy, co pozwala na jego potencjalne zastosowanie w oczyszczaniu hydrofobowych 
odpadów przemysłowych i PCP (68-70). Shim i Kawamoto (71) opracowali system 
produkcji peroksydazy ligninowej do biodegradacji PCP przez immobilizowane ko
mórki Phanerochaete chrysosporium w bioreaktorze. Mineralizacja PCP (roztwór 30 
mg/l dodawany do bioreaktora z szybkością 21/24h) w ustabilizowanym układzie 
ciągłym, osiągnęła 80^.

W bioremediacji wód i gleb stosuje się także metody ograniczające się do usu
wania chlorofenoli i ich metabolitów ze środowiska (72). Opracowano metody usu
wania chlorofenoli z wykorzystaniem granulatów inaktywowanej termicznie grzybni 
Phanerochaete chrysosporium i Pleurotus sajor caju (73-75) oraz inaktywowanej ter
micznie kory sosnowej, polegające na adsorpcji PCP na powierzchni zastosowanych 
nośników (76).

5. Podsumowanie

Ponad 50 lat stosowania chlorofenoli, w tym PCP, przyczyniło się do ich szero
kiego rozprzestrzenienia w środowisku naturalnym i organizmach je zasiedlających. 
Ludzie mający kontakt z produktami zawierającymi PCP są szczególnie narażeni na 
jego toksyczne działanie niosące ze sobą zwiększone ryzyko wystąpienia nowotwo
rów, defektów płodu, mutacji, zaburzeń składu krwi oraz zmian w układzie nerwo
wym. Mimo restrykcyjnych przepisów dotyczących użycia chlorofenoli, ich ilość 
w środowisku naturalnym nie ulega znaczącemu obniżeniu.

Nie opracowano tanich i wydajnych metod usuwania tych związków ze ska
żonych środowisk. Proce^^s rozkładu PCP jest wieloetapowy, co z kolei wymaga zaan
gażowania różnorodnych metod fizykochemicznych i biologicznych, z których te 
ostatnie ze względu na Swoją efektywność mają szczególne znaczenie. Celowe jest 
zatem zarówno poszukiwanie drobnoustrojów zdolnych do rozkładu związków 
chloroorganicznych, jak i badanie mechanizmów warunkujących wydajny przebieg 
biodegradacji przeprowadzanej przez mikroorganizmy.

Pracę finansowano w ramach badań własnych Uniwersytetu Łódzkiego nr 505/387, 505/488 
i 505/705 oraz z grantu międzynarodowego otrzymanego przez KMPiB UŁ z Unii Europejskiej, DG XII, 
INCO-COPERNICUS (Contract No. 15-CT 98-0114).
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