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1. Wprowadzenie 

Działalność gospodarcza człowieka oraz postępująca 
urbanizacja stwarzają stałe zagrożenie skażenia naszego 
otoczenia ksenobiotykami. Ich obecność w środowisku 
jest bezpośrednio lub pośrednio przyczyną wielu nie-
pożądanych procesów, przyczyniając się do zakłóce- 
nia równowagi biologicznej, jak również powstawa-
nia niekorzystnych zmian na poziomie ekosystemów. 
Toksyczne efekty oddziaływania polutantów na ludzi 
i  zwierzęta, objawiają się między innymi: alergiami, 
zaburzeniami w funkcjonowaniu narządów, a także pro-
cesami nowotworzenia [7]. Szczególnie niebezpieczną 
grupę zanieczyszczeń stanowią alkilofenole (AP) za - 
kłóca jące prawidłowe funkcjonowanie układu hormo-
nalnego u ludzi i zwierząt. Typowym przedstawicielem 
tej grupy związków są nonylofenole (NPs) – ksenoestro-
geny stosowane przy wytwarzaniu wielu produktów 
powszechnie używanych w gospodarstwach domowych. 
Jednocześnie NPs zaliczane są do substancji niebez-
piecznych, których eliminacja powinna być priorytetem 

w ochronie środowiska [48, 49]. Mimo wprowadzanych 
zakazów i  ograniczeń ilość ich stale utrzymuje się na 
niedopuszczalnym poziomie w glebie, osadach dennych, 
toni wodnej, a w konsekwencji w organizmach zwierząt 
i ludzi [13, 14, 27, 28, 35]. Stąd też stały wzrost zaintere-
sowania poszukiwaniem skutecznych metod degradacji 
tych ksenobiotyków z użyciem drobnoustrojów. 

2. Charakterystyka nonylofenoli

Nonylofenole są związkami pochodzenia antropo-
genicznego. Szczególnie cenną bazę surowcową w pro-
cesach produkcyjnych stanowią para-nonylofenole 
(4-nonylofenole). Występują one w postaci kilkudzie-
sięciu izomerów różniących się stopniem rozgałęzienia 
fragmentu alkilowego cząsteczki (Rys. 1). W formie mie-
szaniny od 30 do nawet 80–100 izomerów określanej 
skrótem tNP (techniczny nonylofenol), wykorzystywane 
są jako półprodukty do wytwarzania bardziej złożonych 
związków znajdujących zastosowanie w różnorodnych 
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gałęziach gospodarki [23, 25, 31, 35]. Techniczny 
nonylofenol zawiera także niewielkie ilości 2-nonylo-
fenoli i 4-decylofenoli. Stosowane są one najczęściej do 
wytwarzania oksyetylenowanych nonylofenoli (NPEO), 
które stanowią komponenty m.in. środków piorących 
i czyszczących, kosmetyków, wyrobów plastikowych, 
materiałów kompozytowych, farb, lakierów, smarów, 
jak również wykorzystywane są przy produkcji teksty-
liów i wyrobów papierniczych [17, 31, 42]. Rozkład tych 
związków z udziałem drobnoustrojów, a także czynni-

ków fizykochemicznych prowadzi do wytworzenia form 
mono- i di-etoksylowanych oraz samych 4-nonylofenoli 
(Rys. 2) [17, 35, 42]. Niewielka ilość tych ksenobiotyków 
jest także uwalniana do otoczenia w trakcie procesów 
technologicznych, w których związki te znajdują bez-
pośrednie zastosowanie [28].

NPs charakteryzują się stosunkowo wysoką opor-
nością na procesy degradacyjne oraz łatwo ulegają bio-
akumulacji [1, 11, 28]. Uwalniane do środowiska stwa-
rzają zagrożenie dla zdrowia i życia wielu organizmów 
przede wszystkim ze względu na swoje endokrynne 
właściwości. Posiadają zdolność do zaburzania funk-
cjonowania układu hormonalnego wielu organizmów 
poprzez naśladowanie endogennych hormonów i inter-
akcję z naturalnymi receptorami [5, 37, 42]. Udowod-
niono, iż obecność NPs w pożywieniu przyczynia się 
do zmniejszeniem płodności, powstawania deformacji 
ciała, a  także zwiększenia śmiertelności zwierząt [3, 
6]. NPs, mogą także wywoływać niekorzystne efekty 
w organizmie ludzkim jak np.: zmniejszenie objętości 
ejakulatu, przedwczesne pokwitanie, czy dysfunkcje 
tarczycy [2, 10, 35]. 

Obecność 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 związki długo utrzymujące się 
w środowisku naturalnym (okres połowicznego rozpadu 

Rys. 1. Chemiczna struktura wybranych izomerów
para-nonylofenolu

(A) – 4-(1,2-dimetylo-heptylo) fenol; (B) – 4-(1-etylo-2,4-dimetylopentylo) 
fenol; (C) – 4-n-nonylofenol (n – non-brenched)

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), 
stwarzają realne zagrożenie dla funkcjonowania całych 
ekosystemów [13, 20, 42]. Ksenoestrogeny te wykazano 
także w próbkach tkanek oraz płynów fizjologicznych 
pobranych od ludzi. Wydaje się, iż główną przyczyną 
obecności NPs w organizmie człowieka jest skażona 
żywność [30, 35].

3. Zdolność drobnoustrojów
 do eliminacji nonylofenoli

Eliminacja ksenobiotyków, w tym NPs, ze skażo-
nych środowisk jest procesem złożonym obejmują-
cym szereg przemian o charakterze fizykochemicznym 
i biologicznym, często nachodzących na siebie. Należy 
także zaznaczyć, iż eliminacja NPs ze środowiska przez 
mikroorganizmy, w wielu przypadkach nie jest rów-
noznaczna z ich degradacją oraz detoksykacją. Szereg 
drobnoustrojów posiada jedynie zdolność do adsorpcji 
NPs na powierzchni komórki i/lub gromadzenia ich 
w  wewnętrznych strukturach komórkowych. Przy-
kładem mogą być mikroalgi Isochrysis galbana hodo-
wane w obecności 4-nonylofenolu (100 µg/l), u których 
po jednej godzinie inkubacji, 5% wyjściowej ilości 
ksenoestrogenu było zaadsorbowane na powierzchni 
komórek, a aż 77% uległo akumulacji wewnątrzkomór-
kowej (przy braku rozkładu alkilofenolu) [14]. Stanowi 
to poważne zagrożenie dla prawidłowego funkcjonowa-
nia łańcuchów troficznych, w których glony spełniają 
kluczową rolę jako pokarm dla innych organizmów 
[13, 14, 42]. Również u grzyba mikroskopowego Paeci-
lomyces lilacinus oraz szczepów grzybów z rodzajów: 
Cunninghamella, Mucor, Fusarium, Rhodotorula, mimo 
wyraźnego spadku zawartości toksycznego substratu, 
nie udało się stwierdzić obecności produktów degrada-
cji nonylofenolu (w zastosowanych układach doświad-
czalnych), co sugeruje iż ulegał on jedynie związaniu ze 
strukturami komórkowymi badanych drobnoustrojów 
[19, 36, 37, 43, 44]. 

Jedną z najważniejszych, ale jeszcze nie w pełni 
poznanych dróg eliminacji NPs jest rozkład z udziałem 
drobnoustrojów. Biodegradacja omawianych związków 
jest najczęściej procesem wieloetapowym i zachodzi 
zazwyczaj przy udziale konsorcjów mikroorganizmów, 
które niejednokrotnie wykazują działanie synergiczne 
[11, 17, 21]. Zakres i szybkość przemian biodegrada- 
cyjnych uwarunkowane są szeregiem czynników, spo-
śród których za najważniejsze są uważane: dostępność 
ksenobiotyku, potencjał metaboliczny i degradacyjny 
drobnoustroju, warunki natlenienia oraz obecność 
w  środowisku łatwo przyswajalnych substratów ener-
getycznych i budulcowych [32, 39]. 

Wyizolowano i zidentyfikowano szereg drobno-
ustrojów zdolnych do degradacji, a  także całkowitej 

mineralizacji NPs, zarówno w warunkach tlenowych 
jak i beztlenowych [17, 19, 39]. Szlaki mikrobiologicz-
nego rozkładu NPs zostały dotychczas najlepiej pozna- 
ne i scharakteryzowane u bakterii. Większość z nich 
należy do rzędu Sphingomonadales np. Sphingomonas sp. 
TTNP3 [17], Sphingomonas cloacae [22], Sphingomonas 
xenophaga Bayram [24], czy Sphingobium amiense [40]. 
Szczepy te cechuje przede wszystkim wysoka wydajność 
w trakcie eliminacji ksenoestrogenu z podłoża hodow-
lanego. Wykazano, że niektóre szczepy Sphingomo- 
nas sp. są zdolne do usuwania około 100 mg/l NPs 
dziennie [17]. S. amiense [40], S. xenophaga Bayram [24] 
i S. cloacae [22] wykazują ponadto zdolność do meta-
bolizowania poszczególnych izomerów w nieobecności 
innych egzogennych źródeł węgla i energii. Większość 
mikroorganizmów rozkładających 4-nonylofenol, prze-
kształca go aktywnie tylko w obecności kosubstratów 
takich jak: glukoza [33], ekstrakt maltozowy [9, 26], czy 
ekstrakt drożdżowy [11, 12]. 

Wśród drobnoustrojów wykazujących zdolność do 
biodegradacji NPs i mogących wykorzystywać je jako 
jedyne źródło węgla, występują także grzyby mikrosko-
powe: Candida aquaetextoris [41], Candida maltoza [15] 
oraz Aspergillus versicolor IM 2161 [27]. Stanowią one 
przykłady niewielu scharakteryzowanych dotychczas, 
pod względem zdolności do rozkładu, NPs, szczepów 
grzybowych. Spośród nich najwyższą efektywnoś cią 
omawianego procesu cechuje się A. versicolor IM 2161, 
u którego, po dwóch dniach inkubacji, wykazano ponad 
98% ubytek 4-n-nonylofenolu (wyjściowa zawartość 
substratu – 100 mg/l) [27]. Porównywalny ubytek tego 
izomeru występował w hodowlach Bjerkandera sp. 
BOL13 oraz Trametes versicolor, ale dopiero po pięt-
nastu dniach hodowli [36]. Niemal całkowitą eliminację 
4-n-nonylofenolu obserwowano u: Irpex lacteus 617/93 
i Phanerochaete magnoliae CCBAS 134/1 (po 7 dobach 
inkubacji), grzybów mikroskopowych UHH 1-6-18-4 
oraz Clavariopsis aquatica (po 32 dniach hodowli), 
a  także Gliocephalotrichum simplex (w 48 godzinie 
hodowli). Wyjściowa ilość toksycznego substratu w po- 
dłożach hodowlanych wynosiła odpowiednio: 2, 5, 22 
oraz 50 mg/l [9, 26, 33]. 

Badania z zastosowaniem 4-nonylofenolu, znako-
wanego izotopem węgla 14C, strzępkowych posiadają 
zdolność do całkowitej utylizacji nonylofenoli, z wytwo-
rzeniem dwutlenku węgla i wody, jako końcowych pro-
duktów rozkładu. Po trzech dniach hodowli grzybów 
G. simplex IM 2358 i  A. versicolor IM 2161 z  4-n-NP 
[ring14C(U)], odnotowano odpowiednio 29 i 20% wyjś-
ciowej ilości węgla 14C w postaci dwutlenku węgla [27, 
33]. Mineralizację ksenoestrogenu wykazano także 
u bakterii Sphingomonas sp. TTNP3. Po 72 godzinach 
inkubacji ze znakowanym substratem – p353NP [ring-
14C(U)], 28% wyjściowej ilości izotopu 14C zawarta była 
w formie dwutlenku węgla [18].
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4. Produkty pośrednie rozkładu nonylofenoli

Pomimo stosunkowo dużej liczby doniesień opisu-
jących zdolność drobnoustrojów (o różnej pozycji 
takso nomicznej) do eliminacji NPs, niewiele jest prac 
poświęconych identyfikacji intermediatów powstają-
cych w  trakcie biodegradacji poszczególnych nonylo-
fenoli oraz analizujących mechanizmy odpowiedzialne 
za przebieg tych procesów. 

W tabeli I przedstawiono mikroorganizmy rozkłada-
jące NPs oraz produkty pośrednie powstające w trakcie 
utylizacji substratu. W nielicznych publikacjach przed-
stawiających szlaki biodegradacji tych ksenobiotyków 
sugeruje się, iż omawiany proces jest najczęściej ini-
cjowany hydroksylacją pierścienia aromatycznego lub 
przyłączaniem grupy wodorotlenowej do terminalnego 
atomu węgla w alifatycznym fragmencie cząsteczki. Kie-
runek biotransformacji ksenobiotyku zależy od stopnia 

rozgałęzienia przy węglu alfa (α-C) łańcucha alkilowego 
substratu [16, 26]. Izomery nonylofenolu posiadające 
grupę fenylową przyłączoną do czwartorzędowego lub 
trzeciorzędowego α-C podlegają zazwyczaj reakcjom 
ipso-hydroksylacji z wytworzeniem hydrochinonów, 
których dalsze przekształcenie odbywa się na drodze 
migracji łańcucha alifatycznego do sąsiedniego atomu 
węgla w  pierścieniu bądź jego odłączenia i  w  konse-
kwencji uformowania dziewięciowęglowego alkoholu. 
4-n-nonylofenol zawierający w strukturze cząsteczki 
liniową formę łańcucha alkilowego ulega przeważnie 
biodegradacji poprzez kaskadę następujących po sobie 
reakcji, na które składają się: hydroksylacja terminal-
nego atomu węgla części alifatycznej, utlenienie do 
hydroksykwasu i odłączenie krańcowych fragmentów 
węglowych w szlaku β-oksydacji [17, 23, 26, 41]. 

W pracach nad degradacją 4-nonylofenolu przez 
S. xenophaga Bayram sugeruje się, iż stopnień rozga-
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Tabela I

Wybrane drobnoustroje rozkładające nonylofenole

Drobnoustrój Produkty rozkładu Piśmiennictwo

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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łęzienia łańcucha alifatycznego przy α-C nie zawsze 
decyduje o kierunku biotransformacji związku [23, 
24]. Wykazano bowiem, że rozkład różnych izomerów, 
w tym także 4-n-NP, inicjowany jest u tych bakterii przez 
reakcje ipso-hydroksylacji (Rys. 3). Odmienny mecha-
nizm rozkładu ksenoestrogenu został wykazany w pro-
wadzonych przez nas badaniach z użyciem nielignoli-
tycznego grzyba G. simplex IM 2358. Zidentyfikowanie 
kilkunastu produktów degradacji 4-n-nonylofenolu 
zawierającego w strukturze cząsteczki liniową formę 

łańcucha alkilowego, pozwala wnosić, iż rozkład tego 
ksenoestrogenu odbywa się nie na drodze β-oksydacji 
lecz poprzez odłączanie jednowęglowych członów od 
fragmentu alifatycznego (Rys. 4) [33]. Zastosowanie 
substratu znakowanego radioaktywnie węglem 14C 
pozwoliło także wykazać zdolność tego grzyba do roz-
szczepienia układu pierścieniowego i w konsekwencji 
całkowitej mineralizacji ksenoestrogenu.

Badania nad charakterystyką kompleksów enzyma-
tycznych uczestniczących w reakcjach mikrobiologicznej 

Rys. 4. Rozkład 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.



318 MARIUSZ KRUPIŃSKI, JERZY DŁUGOŃSKI

biotransformacji 4-nonylofenolu wskazują, iż jednym 
z kluczowych elementów odgrywających rolę w meta-
bolizowaniu tego związku przez bakterie i grzyby mikro-
skopowe może być cytochrom P450 [17, 45]. Pomimo 
niewielu bezpośrednich dowodów potwierdzających 
udział tego kompleksu w rozkładzie alkilofenolu, liczne 
analizy wykazują aktywność hemoproteidu w  mikro-
biologicznej degradacji ksenobiotyków o  zbliżonych 
właś ciwościach do 4-nonylofenolu [4, 29, 34]. Wyka-
zano także, iż monooksygenazy cytochromu P450 
katalizują reakcje konwersji opisywanego ksenoestro-
genu m.in. u szczurów i ryb [38, 47]. W prowadzonych 
przez nas badaniach udowodniono, że dodatek do 
hodowli szczepu A. versicolor IM 2161 inhibitorów 
cytochromu P450 metyraponu i 1-aminobeznotriazolu, 
znacznie ograniczał eliminację 4-n-nonylofenolu przez 
ten grzyb mikroskopowy odpowiednio o 2,3 i 1,7 raza 
w stosunku do hodowli kontrolnych, nie zawierających 
inhibitorów [27]. 

Doniesienia literaturowe wskazują ponadto, iż u nie-
których grzybów mikroskopowych, a zwłaszcza grzybów 
„białej zgnilizny”, istotną rolę w rozkładzie NPs mogą 
odgrywać enzymy ligninolityczne. Dotyczy to przede 
wszystkim: peroksydazy ligninowej, lakazy oraz pero-
ksy dazy mangano-zależnej [8, 26]. Obecność toksycz-
nego substratu indukuje syntezę jednego lub kilku 
wymienionych enzymów. Wprowadzenie do hodowli 
tNP powoduje u T. versicolor, znaczący wzrost aktyw-
ności lakazy, a u Bjerkandera adusta zarówno lakazy, jak 
i peroksydazy mangano-zależnej [9].

5. Uwagi końcowe

Przedstawione w tym przeglądzie prace wskazują 
jednoznacznie na przydatność drobnoustrojów, o róż-
nej przynależności systematycznej, do eliminacji NPs ze 
skażonych środowisk. Wydaje się to szczególnie ważne, 
ze względu na włączenie NPs (w krajach Unii Europej-
skiej) do listy niebezpiecznych substancji prioryteto-
wych, które powinny być całkowicie wyeliminowane 
ze środowiska [48, 49]. Bogatemu zestawowi danych 
na temat zagrożeń, stopnia skażenia środowiska NPs 
oraz ich bioakumulacji, nie towarzyszy niestety, równie 
pogłębiona wiedza na temat przebiegu i mechanizmów 
rozkładu tych toksycznych związków. Analiza opubli-
kowanych już wyników, dotyczących szlaków rozkładu 
NPs, pozwala sądzić, iż są one zróżnicowane. Może to 
w znacznej mierze wynikać z faktu, że w skażonych śro-
dowiskach drobnoustroje stykają się z  tNP, który jest 
mieszaniną kilkudziesięciu związków, różniących się 
stopniem rozgałęzienia łańcucha alifatycznego. Wska-
zuje to na konieczność rozszerzenia badań nad biode-
gradacją nonylofenoli oraz pełniejszego poznania tych 
procesów, Uwidacznia to również konieczność poszu-

kiwania konsorcjów, składających się z drobnoustrojów 
o  różnej przynależności systematycznej, zdolnych do 
równoczesnego i wydajnego rozkładu izomerów wcho-
dzących w skład tNP.
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