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Biodegradation of nonylphenols by some microorganisms

Abstract: In recent years much effort has been put into finding and studying microorganisms that have the ability to effectively reduce
highly bioactive and toxic xenobiotics. Among them are alkylphenols, especially nonylphenol, which is highly toxic and tends to
bio-accumulate. Nonylphenol mainly found as a technical nonylphenol (fNP) which is a mixture of different isomers (approximately 30
to 100) with variously branched side chain. This xenobiotic possess the ability to mimic endogenous hormones and can interact with
natural estrogen receptors therefore it may induce adverse effects in many organisms. Most of the nonylphenol present in the environment
results from biological and physicho-chemical degradation of nonylphenol polyethoxylates (NPEO) which are widely used for domestic
and industrial purposes. However, at present little is known about nonylphenol further degradation, especially about microbiological
degradation pathways and possible intermediates. Partial biodegradation of nonylphenol has been observed in both pure and mixed
cultures were it is cometabolically transformed mainly to hydroxylated metabolites. Few pure cultures of bacteria and filamentous fungi
are able to use nonylphenol as the sole source of carbon and energy. Degradability of nonylphenol isomers is strongly dependent on
the structure of the alkyl chain. There is a strong correlation between biotransformation of individual isomers and their a-substitution
pattern. Most studies suggest that biodegradation of nonylphenol may be initiated via oxidative breakdown of the alkyl chain or oxidative
attack on the aromatic ring. Among microbial enzymes potential candidates for catalysis of nonylphenol transformation are hydroxylases
of cytochrome P450 or lignin-degrading enzymes such as laccase, manganese peroxidases and lignin peroxidases.

1. Introduction. 2. Characterization of nonylphenols. 3. The ability of microorganisms to degrade of nonylphenols. 4. Intermediates

of nonylphenols degradation. 5. Summary remarks.
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1. Wprowadzenie

Dzialalno$¢ gospodarcza czlowieka oraz postepujaca
urbanizacja stwarzajg state zagrozenie skazenia naszego
otoczenia ksenobiotykami. Ich obecnos¢ w srodowisku
jest bezposrednio lub posrednio przyczyna wielu nie-
pozadanych procesow, przyczyniajac sie do zakldce-
nia réwnowagi biologicznej, jak réwniez powstawa-
nia niekorzystnych zmian na poziomie ekosystemow.
Toksyczne efekty oddzialywania polutantéw na ludzi
i zwierzeta, objawiajg si¢ miedzy innymi: alergiami,
zaburzeniami w funkcjonowaniu narzadéw, a takze pro-
cesami nowotworzenia [7]. Szczegdlnie niebezpieczng
grupe zanieczyszczen stanowia alkilofenole (AP) za-
kt6cajace prawidtowe funkcjonowanie ukltadu hormo-
nalnego u ludzi i zwierzat. Typowym przedstawicielem
tej grupy zwigzkow sa nonylofenole (NPs) — ksenoestro-
geny stosowane przy wytwarzaniu wielu produktéw
powszechnie uzywanych w gospodarstwach domowych.
Jednoczes$nie NPs zaliczane sg do substancji niebez-
piecznych, ktérych eliminacja powinna by¢ priorytetem

w ochronie srodowiska [48, 49]. Mimo wprowadzanych
zakazow i ograniczen ilo$¢ ich stale utrzymuje si¢ na
niedopuszczalnym poziomie w glebie, osadach dennych,
toni wodnej, a w konsekwencji w organizmach zwierzat
iludzi [13, 14, 27, 28, 35]. Stad tez staly wzrost zaintere-
sowania poszukiwaniem skutecznych metod degradacji
tych ksenobiotykéw z uzyciem drobnoustrojow.

2. Charakterystyka nonylofenoli

Nonylofenole sa zwigzkami pochodzenia antropo-
genicznego. Szczegdlnie cenng baze surowcowa w pro-
cesach produkcyjnych stanowig para-nonylofenole
(4-nonylofenole). Wystepuja one w postaci kilkudzie-
sieciu izomerdw roznigcych sie stopniem rozgatezienia
fragmentu alkilowego czasteczki (Rys. 1). W formie mie-
szaniny od 30 do nawet 80-100 izomeréw okreslanej
skrétem NP (techniczny nonylofenol), wykorzystywane
sg jako polprodukty do wytwarzania bardziej ztozonych
zwigzkow znajdujacych zastosowanie w réznorodnych
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Rys. 1. Chemiczna struktura wybranych izomeréw
para-nonylofenolu
(A) - 4-(1,2-dimetylo-heptylo) fenol; (B) - 4-(1-etylo-2,4-dimetylopentylo)
fenol; (C) - 4-n-nonylofenol (1 — non-brenched)

galeziach gospodarki [23, 25, 31, 35]. Techniczny
nonylofenol zawiera takze niewielkie ilo$ci 2-nonylo-
fenoli i 4-decylofenoli. Stosowane sg one najczesciej do
wytwarzania oksyetylenowanych nonylofenoli (NPEO),
ktore stanowig komponenty m.in. srodkéw pioracych
i czyszczacych, kosmetykow, wyrobdw plastikowych,
materialow kompozytowych, farb, lakieréw, smardw,
jak réwniez wykorzystywane sa przy produkeji teksty-
liéw i wyrobow papierniczych [17, 31, 42]. Rozktad tych
zwigzkéw z udzialem drobnoustrojow, a takze czynni-
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koéw fizykochemicznych prowadzi do wytworzenia form
mono- i di-etoksylowanych oraz samych 4-nonylofenoli
(Rys.2) [17, 35, 42]. Niewielka ilo$¢ tych ksenobiotykow
jest takze uwalniana do otoczenia w trakcie procesow
technologicznych, w ktorych zwigzki te znajduja bez-
posrednie zastosowanie [28].

NPs charakteryzuja sie stosunkowo wysoka opor-
noscig na procesy degradacyjne oraz tatwo ulegaja bio-
akumulacji [1, 11, 28]. Uwalniane do srodowiska stwa-
rzajg zagrozenie dla zdrowia i zycia wielu organizmow
przede wszystkim ze wzgledu na swoje endokrynne
wlasciwosci. Posiadaja zdolno$¢ do zaburzania funk-
cjonowania ukltadu hormonalnego wielu organizméw
poprzez nasladowanie endogennych hormondw i inter-
akcje z naturalnymi receptorami [5, 37, 42]. Udowod-
niono, iz obecno$¢ NPs w pozywieniu przyczynia si¢
do zmniejszeniem plodnosci, powstawania deformacji
ciala, a takze zwigkszenia $miertelnosci zwierzat [3,
6]. NPs, moga takze wywotywa¢ niekorzystne efekty
w organizmie ludzkim jak np.: zmniejszenie objetosci
ejakulatu, przedwczesne pokwitanie, czy dysfunkcje
tarczycy [2, 10, 35].

Obecnos¢ NPs wykazano w wielu elementach bio-
sfery m.in. glebie, wodach gruntowych, osadach den-
nych, rzekach, jeziorach, powietrzu czy opadach atmo-
sferycznych [10, 35]. Jako zwigzki dlugo utrzymujace sie
w §rodowisku naturalnym (okres potowicznego rozpadu
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Rys. 2. Drogi mikrobiologicznej degradacji polioksyetylenowanych nonylofenoli [17, 35, 42]

(A) - polioksyetylenowany nonylofenol; (B) - karboksylan polietoksylowanegononylofenolu; (C) - mono-etoksylowany nonylofenol;
(D) - kwas nonylofenylooctowy; (E) — nonylofenol
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w glebie i osadach dennych, wynosi od 28 do 104 dni),
stwarzaja realne zagrozenie dla funkcjonowania calych
ekosystemdw [13, 20, 42]. Ksenoestrogeny te wykazano
takze w probkach tkanek oraz ptynéw fizjologicznych
pobranych od ludzi. Wydaje si¢, iz gléwna przyczyna
obecnosci NPs w organizmie czlowieka jest skazona
zywnos¢ [30, 35].

3. Zdolnos¢ drobnoustrojow
do eliminacji nonylofenoli

Eliminacja ksenobiotykéw, w tym NPs, ze skazo-
nych $rodowisk jest procesem zlozonym obejmuja-
cym szereg przemian o charakterze fizykochemicznym
i biologicznym, czgsto nachodzacych na siebie. Nalezy
takze zaznaczy¢, iz eliminacja NPs ze Srodowiska przez
mikroorganizmy, w wielu przypadkach nie jest row-
noznaczna z ich degradacja oraz detoksykacja. Szereg
drobnoustrojow posiada jedynie zdolno$¢ do adsorpciji
NPs na powierzchni komorki i/lub gromadzenia ich
w wewnetrznych strukturach komoérkowych. Przy-
ktadem moga by¢ mikroalgi Isochrysis galbana hodo-
wane w obecnosci 4-nonylofenolu (100 pg/1), u ktérych
po jednej godzinie inkubacji, 5% wyjsciowej ilosci
ksenoestrogenu bylo zaadsorbowane na powierzchni
komorek, a az 77% uleglo akumulacji wewnatrzkomor-
kowej (przy braku rozkladu alkilofenolu) [14]. Stanowi
to powazne zagrozenie dla prawidlowego funkcjonowa-
nia fancuchoéw troficznych, w ktérych glony spetniajg
kluczowa role jako pokarm dla innych organizméw
[13, 14, 42]. Roéwniez u grzyba mikroskopowego Paeci-
lomyces lilacinus oraz szczepdw grzybow z rodzajow:
Cunninghamella, Mucor, Fusarium, Rhodotorula, mimo
wyraznego spadku zawartosci toksycznego substratu,
nie udato si¢ stwierdzi¢ obecnosci produktow degrada-
¢ji nonylofenolu (w zastosowanych uktadach doswiad-
czalnych), co sugeruje iz ulegal on jedynie zwigzaniu ze
strukturami komoérkowymi badanych drobnoustrojow
[19, 36, 37, 43, 44].

Jedna z najwazniejszych, ale jeszcze nie w pelni
poznanych drég eliminacji NPs jest rozklad z udzialem
drobnoustrojow. Biodegradacja omawianych zwigzkow
jest najczesciej procesem wieloetapowym i zachodzi
zazwyczaj przy udziale konsorcjow mikroorganizmoéw,
ktére niejednokrotnie wykazuja dzialanie synergiczne
[11, 17, 21]. Zakres i szybkos§¢ przemian biodegrada-
cyjnych uwarunkowane sg szeregiem czynnikéw, spo-
$réd ktorych za najwazniejsze sg uwazane: dostepnosé
ksenobiotyku, potencjal metaboliczny i degradacyjny
drobnoustroju, warunki natlenienia oraz obecnos¢
w $rodowisku fatwo przyswajalnych substratow ener-
getycznych i budulcowych [32, 39].

Wyizolowano i zidentyfikowano szereg drobno-
ustrojow zdolnych do degradacji, a takze catkowitej
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mineralizacji NPs, zarowno w warunkach tlenowych
jak i beztlenowych [17, 19, 39]. Szlaki mikrobiologicz-
nego rozkladu NPs zostaty dotychczas najlepiej pozna-
ne i scharakteryzowane u bakterii. Wigkszos¢ z nich
nalezy do rzedu Sphingomonadales np. Sphingomonas sp.
TTNP3 [17], Sphingomonas cloacae [22], Sphingomonas
xenophaga Bayram [24], czy Sphingobium amiense [40].
Szczepy te cechuje przede wszystkim wysoka wydajnos¢
w trakcie eliminacji ksenoestrogenu z podtoza hodow-
lanego. Wykazano, ze niektére szczepy Sphingomo-
nas sp. s zdolne do usuwania okoto 100 mg/l NPs
dziennie [17]. S. amiense [40], S. xenophaga Bayram [24]
i S. cloacae [22] wykazuja ponadto zdolno$¢ do meta-
bolizowania poszczegdlnych izomeréw w nieobecnosci
innych egzogennych zrddet wegla i energii. Wiekszos¢
mikroorganizméw rozktadajacych 4-nonylofenol, prze-
ksztalca go aktywnie tylko w obecnosci kosubstratow
takich jak: glukoza [33], ekstrakt maltozowy [9, 26], czy
ekstrakt drozdzowy [11, 12].

Wsréd drobnoustrojéw wykazujacych zdolnosé¢ do
biodegradacji NPs i mogacych wykorzystywac je jako
jedyne zrodlo wegla, wystepuja takze grzyby mikrosko-
powe: Candida aquaetextoris [41], Candida maltoza [15]
oraz Aspergillus versicolor IM 2161 [27]. Stanowia one
przyktady niewielu scharakteryzowanych dotychczas,
pod wzgledem zdolnosci do rozkladu, NPs, szczepow
grzybowych. Sposréd nich najwyzsza efektywnoscia
omawianego procesu cechuje sie A. versicolor IM 2161,
u ktdrego, po dwdch dniach inkubacji, wykazano ponad
98% ubytek 4-n-nonylofenolu (wyjsciowa zawartos¢
substratu - 100 mg/1) [27]. Poréwnywalny ubytek tego
izomeru wystepowal w hodowlach Bjerkandera sp.
BOL13 oraz Trametes versicolor, ale dopiero po piet-
nastu dniach hodowli [36]. Niemal calkowita eliminacje
4-n-nonylofenolu obserwowano u: Irpex lacteus 617/93
i Phanerochaete magnoliae CCBAS 134/1 (po 7 dobach
inkubacji), grzybow mikroskopowych UHH 1-6-18-4
oraz Clavariopsis aquatica (po 32 dniach hodowli),
a takze Gliocephalotrichum simplex (w 48 godzinie
hodowli). Wyjsciowa ilo$¢ toksycznego substratu w po-
dlozach hodowlanych wynosita odpowiednio: 2, 5, 22
oraz 50 mg/1 [9, 26, 33].

Badania z zastosowaniem 4-nonylofenolu, znako-
wanego izotopem wegla "C, strzepkowych posiadaja
zdolnos¢ do catkowitej utylizacji nonylofenoli, z wytwo-
rzeniem dwutlenku wegla i wody, jako konicowych pro-
duktéw rozktadu. Po trzech dniach hodowli grzybow
G. simplex IM 2358 i A. versicolor IM 2161 z 4-n-NP
[ring"*C(U)], odnotowano odpowiednio 29 i 20% wyj$-
ciowej ilosci wegla *C w postaci dwutlenku wegla [27,
33]. Mineralizacj¢ ksenoestrogenu wykazano takze
u bakterii Sphingomonas sp. TTNP3. Po 72 godzinach
inkubacji ze znakowanym substratem — p353NP [ring-
1C(U)], 28% wyjsciowej ilosci izotopu '*C zawarta byla
w formie dwutlenku wegla [18].
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Tabela I
Wybrane drobnoustroje rozkladajace nonylofenole
Drobnoustrdj Produkty rozkladu Pi$miennictwo
Sphingomonas sp. TTNP3 1,4-dihydroksybenzen [16]
Candida aquaetextoris 4-hydroksyacetofenon, kwas 4-hydroksycynamonowy [41]
. . . 15 metabolitéw, w tym: kwas 3-(4-hydroksyfenylo) propionowy;

] halotrich I 33
Gliocephalotrichum simplex kwas 4-hydroksybenzoesowy [33]
Pseudomonas sp. JC1 4-amino-acetofenon [46]

. . 8 metabolitow w tym: kwas 4-hydroksybenzoesowy;
A IM 2161 2

spergillus versicolor 6 kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy [27]
Szczep grzyba mikroskopowego UHH 1-6-18-4 | 13 metabolitéw w tym: kwas 4-hydroksybenzoesowy [26]

4. Produkty posrednie rozkladu nonylofenoli

Pomimo stosunkowo duzej liczby doniesien opisu-
jacych zdolno$¢ drobnoustrojow (o rdéznej pozycji
taksonomicznej) do eliminacji NPs, niewiele jest prac
poswieconych identyfikacji intermediatéw powstaja-
cych w trakcie biodegradacji poszczegdlnych nonylo-
fenoli oraz analizujacych mechanizmy odpowiedzialne
za przebieg tych procesdw.

W tabeliI przedstawiono mikroorganizmy rozklada-
jace NPs oraz produkty posrednie powstajace w trakcie
utylizacji substratu. W nielicznych publikacjach przed-
stawiajacych szlaki biodegradacji tych ksenobiotykow
sugeruje si¢, iZ omawiany proces jest najczesciej ini-
cjowany hydroksylacja pierScienia aromatycznego lub
przylaczaniem grupy wodorotlenowej do terminalnego
atomu wegla w alifatycznym fragmencie czasteczki. Kie-
runek biotransformacji ksenobiotyku zalezy od stopnia

OH

ipso-hydroksylacja
S —

C9H19

rozgalezienia przy weglu alfa (a-C) fancucha alkilowego
substratu [16, 26]. Izomery nonylofenolu posiadajace
grupe fenylowa przytaczong do czwartorzedowego lub
trzeciorzedowego a-C podlegaja zazwyczaj reakcjom
ipso-hydroksylacji z wytworzeniem hydrochinonéw,
ktorych dalsze przeksztalcenie odbywa si¢ na drodze
migracji fancucha alifatycznego do sgsiedniego atomu
wegla w pierscieniu badz jego odlaczenia i w konse-
kwencji uformowania dziewigcioweglowego alkoholu.
4-n-nonylofenol zawierajacy w strukturze czasteczki
liniowg forme taficucha alkilowego ulega przewaznie
biodegradacji poprzez kaskade nastepujacych po sobie
reakcji, na ktdre sktadaja sie: hydroksylacja terminal-
nego atomu wegla czesci alifatycznej, utlenienie do
hydroksykwasu i odlaczenie krancowych fragmentéw
weglowych w szlaku B-oksydacji [17, 23, 26, 41].

W pracach nad degradacja 4-nonylofenolu przez
S. xenophaga Bayram sugeruje sie, iz stopnien rozga-
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Rys. 3. Degradacja 4-nonylofenolu przez bakterie Sphingomonas xenophaga Bayram [23, 24]

(A) - 4-nonylofenol; (B) - 4-hydroksy-4-nonylo-cykloheksa-2,5-dienon; (C) - 2-nonylo-1,4-benzenodiol;
(D) - 4-hydroksy-4-nonylo-cykloheksa-2-enon; (E) - 1,4-dihydroksybenzen; (F) nonanol
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Rys. 4. Rozklad 4-n-nonylofenolu przez Gliocephalotrichum simplex IM 2358 (szlak metaboliczny uproszczony) [33]
(A) - 4-n-nonylofenol; (B) - kwas 9-hydroksy-9-(4-hydroksyfenylo) nonanowy; (C) - kwas 3-(4-hydroksyfenylo) propionowy;
(D) - kwas 2-(4-hydroksyfenylo) octowy; (E) — kwas 2-hydroksy-2-(4hydroksyfenylo) octowy; (F) - kwas 4-hydroksybenzoesowy;
(G) - kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy; (H) - 4-(1-hydroksywinylo) fenol; (I) - 1-(4-hydroksyfenylo) etanon; (J) - 3,4-dihydroksybenzaldehyd.

fezienia lancucha alifatycznego przy a-C nie zawsze
decyduje o kierunku biotransformacji zwigzku [23,
24]. Wykazano bowiem, Ze rozktad réznych izomeréw,
w tym takze 4-n-NP, inicjowany jest u tych bakterii przez
reakcje ipso-hydroksylacji (Rys. 3). Odmienny mecha-
nizm rozkladu ksenoestrogenu zostal wykazany w pro-
wadzonych przez nas badaniach z uzyciem nielignoli-
tycznego grzyba G. simplex IM 2358. Zidentyfikowanie
kilkunastu produktéow degradacji 4-n-nonylofenolu
zawierajagcego w strukturze czasteczki liniowa forme

tancucha alkilowego, pozwala wnosi¢, iz rozktad tego
ksenoestrogenu odbywa si¢ nie na drodze 3-oksydacji
lecz poprzez odlgczanie jednoweglowych cztonéw od
fragmentu alifatycznego (Rys.4) [33]. Zastosowanie
substratu znakowanego radioaktywnie weglem "“C
pozwolito takze wykaza¢ zdolnos¢ tego grzyba do roz-
szczepienia uktadu pierscieniowego i w konsekwencji
calkowitej mineralizacji ksenoestrogenu.

Badania nad charakterystyka komplekséw enzyma-
tycznych uczestniczacych w reakcjach mikrobiologicznej
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biotransformacji 4-nonylofenolu wskazuja, iz jednym
z kluczowych elementéw odgrywajacych role w meta-
bolizowaniu tego zwigzku przez bakterie i grzyby mikro-
skopowe moze by¢ cytochrom P450 [17, 45]. Pomimo
niewielu bezposrednich dowodéw potwierdzajacych
udzial tego kompleksu w rozkladzie alkilofenolu, liczne
analizy wykazujg aktywnos$¢ hemoproteidu w mikro-
biologicznej degradacji ksenobiotykéw o zblizonych
wlasciwoséciach do 4-nonylofenolu [4, 29, 34]. Wyka-
zano takze, iZ monooksygenazy cytochromu P450
katalizujg reakcje konwersji opisywanego ksenoestro-
genu m.in. u szczurdw i ryb [38, 47]. W prowadzonych
przez nas badaniach udowodniono, ze dodatek do
hodowli szczepu A. versicolor IM 2161 inhibitoréw
cytochromu P450 metyraponu i 1-aminobeznotriazolu,
znacznie ograniczal eliminacje 4-n-nonylofenolu przez
ten grzyb mikroskopowy odpowiednio o 2,3 i 1,7 raza
w stosunku do hodowli kontrolnych, nie zawierajacych
inhibitoréw [27].

Doniesienia literaturowe wskazujg ponadto, iz u nie-
ktérych grzybéw mikroskopowych, a zwlaszcza grzybow
»bialej zgnilizny”, istotng role w rozkladzie NPs moga
odgrywaé enzymy ligninolityczne. Dotyczy to przede
wszystkim: peroksydazy ligninowej, lakazy oraz pero-
ksydazy mangano-zaleznej [8, 26]. Obecnos¢ toksycz-
nego substratu indukuje synteze jednego lub kilku
wymienionych enzymoéw. Wprowadzenie do hodowli
tNP powoduje u T. versicolor, znaczacy wzrost aktyw-
nosci lakazy, a u Bjerkandera adusta zaréwno lakazy, jak
i peroksydazy mangano-zaleznej [9].

5. Uwagi konicowe

Przedstawione w tym przegladzie prace wskazuja
jednoznacznie na przydatno$¢ drobnoustrojow, o roz-
nej przynalezno$ci systematycznej, do eliminacji NPs ze
skazonych srodowisk. Wydaje sie to szczegdlnie wazne,
ze wzgledu na wlaczenie NPs (w krajach Unii Europej-
skiej) do listy niebezpiecznych substancji prioryteto-
wych, ktére powinny by¢ catkowicie wyeliminowane
ze $rodowiska [48, 49]. Bogatemu zestawowi danych
na temat zagrozen, stopnia skazenia srodowiska NPs
oraz ich bioakumulacji, nie towarzyszy niestety, réwnie
poglebiona wiedza na temat przebiegu i mechanizméw
rozkladu tych toksycznych zwigzkéw. Analiza opubli-
kowanych juz wynikéw, dotyczacych szlakow rozktadu
NPs, pozwala sadzi¢, iz sg one zrdznicowane. Moze to
w znacznej mierze wynikac z faktu, ze w skazonych $ro-
dowiskach drobnoustroje stykajg sie z NP, ktory jest
mieszaning kilkudziesieciu zwigzkow, réznigcych sig
stopniem rozgalezienia fancucha alifatycznego. Wska-
zuje to na koniecznos¢ rozszerzenia badan nad biode-
gradacja nonylofenoli oraz pelniejszego poznania tych
procesow, Uwidacznia to réwniez koniecznos¢ poszu-

MARIUSZ KRUPINSKI, JERZY DEUGONSKI

kiwania konsorcjow, skladajacych si¢ z drobnoustrojow
o roznej przynaleznosci systematycznej, zdolnych do
réwnoczesnego i wydajnego rozkladu izomeréw wcho-
dzacych w sktad fNP.
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