POST. MIKROBIOL.,
2017, 56, 1, 7-17
http://www.pm.microbiology.pl

KREZOLE A DROBNOUSTROJE SRODOWISKA GLEBOWEGO

Magdalena Zaborowska'*

'Katedra Mikrobiologii, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Wplyneto w kwietniu 2016 1.
Zaakceptowano we wrzesniu 2016 .

1. Wstep. 2. Naturalne i antropogeniczne Zrédla krezoli w srodowisku. 3. Toksyczno$¢ krezoli. 4. Drobnoustroje uczestniczace w rozktadzie
krezoli. 5. Tlenowy katabolizm krezoli. 6. Beztlenowy katabolizm krezoli. 7. Mikrobiologiczna degradacja krezoli w srodowisku glebowym.
8. Podsumowanie

Cresols and the microorganisms of the soil environment

Abstract: Phenolic compounds, including cresols, in the soil environment are a result of natural processes such as: biodegradation of lignins
and tannins, and anthropogenic activity. Cresols are present in disinfectants as well as in the wastewater from chemical, petrochemical,
pharmaceutical, paper and textile industry. They are also used in the production of insecticides, herbicides, medicines and antioxidants
and have been classified as hazardous substances. Exposure of microorganisms to cresols can bring about changes in the structure of
their cell membranes, resulting in their growth inhibition and cell lysis. However, there is still an untapped bioremediation potential
in microorganisms, which are able to participate in the catabolism of cresols, both under aerobic and anaerobic conditions. The typical
strategies of the aerobic degradation of cresols include the use of monooxygenase and dioxygenase enzymes. Thanks to these enzymes, atoms
of molecular oxygen initiate fission of the aromatic ring structure. Under anaerobic conditions, the mechanisms of cresol decomposition
currently focus on the addition of fumarate, hydroxylation or carboxylation. The effectiveness of microorganisms in the degradation of
cresols is not only due to their occurrence in consortia. They are also effective as single strains. The only controversial aspect involves using
genetically modified organisms (GMOs) or their genes in the bioaugmentation process. This is because they are strictly selected and target
only specific substrates. Due to this, they do not compete with autochthonous microorganisms undergoing natural selection.

1. Introduction. 2. Natural and anthropogenic sources of cresols in the environment. 3. Toxicity of cresols. 4. The microorganisms
participating in the distribution of cresols. 5. Aerobic catabolism of cresols. 6. Anaerobic catabolism of cresols. 7. Microbial degradation

of cresols in the soil environment. 8. Summary
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1. Wstep

Krezol (C_H,O) jest to organiczny zwigzek chemiczny
z grupy fenoli o masie czasteczkowej 108,14 mg mol ™.
Jest hydroksylowa pochodng toluenu lub metylowa
pochodna fenolu. Wystepuje w postaci trzech izomeréw
strukturalnych réznigcych sie nieznacznie strukturg
chemiczng: 2-metylofenol (o-krezol), 3-metylofenol
(m-krezol) i 4-metylofenol (p-krezol) [68, 94, 95]. Ich
ogolng charakterystyke i wybrane wlasciwosci fizyko-
chemiczne podano w tabeli 1.

2. Antropogeniczne i naturalne zZrédla krezoli
w $rodowisku

W $rodowisku naturalnym krezole, podobnie jak
inne zwigzki fenolowe powstaja w procesie biodegra-
dacji polimeréw takich jak ligniny i taniny [45]. Sg
réwniez sktadnikiem barwnikéw kwiatéw i owocow.
Wchodza w sklad wydzielin korzeniowych roslin,
jako kwasy hydroksybenzoesowe (galusowy, proto-
katechowy, syrynginowy i wanilinowy) oraz kwasy
hydroksycynamonowe (p-kumarowy, ferulowy, kwas
kofeinowy) [15, 93]. Wsréd zwigzkéw fenolowych

ro$linnych wyrdznia sie réwniez alkohole cynamylowe
(gwajakol, syringol, alkohol koniferylowy) i flawono-
idy (katechiny i epikatechiny). Sg one odpowiedzialne
za pigmentacje, wzrost i rozmnazanie roslin, a takze
odporno$¢ na patogeny i drapiezniki. Naturalnym
zrodlem prostych zwigzkéw fenolowych, w tym kre-
zoli, sa warzywa, zboza, rosliny straczkowe, owoce,
orzechy oraz produkty roélinne takie jak: wino, cydr,
piwo, herbata i kakao [15]. Ich obecnos¢ w ekosyste-
mach zwigzana jest réwniez cisle z negatywnymi skut-
kami dzialalno$ci antropogenicznej. Do 2005 r. Europa
Zachodnia wiodla prym w wykorzystaniu o-krezolu.
Przypuszcza sie, ze w srodkach dezynfekujacych, czysz-
czacych i klejach wykorzystano rocznie 550 Mg tego
ksenobiotyku [69]. Swiatowa produkcja m-krezolu
wynosita okoto 28.500 Mg, p-krezolu - 59.500 Mg,
a mieszaniny tych dwdch izomeréw - 128.000 Mg.
Zdecydowana wigkszo$¢ krezoli wykorzystywana jest
w polproduktach, a bezposrednie ich zastosowanie
stanowi zaledwie okoto 1% produkcji $wiatowej [68].
Sposrdd najstarszych metod otrzymywania krezoli
na uwage zastuguje kraking benzyny ciezkiej oraz desty-
lacja frakcjonowana smoty weglowej bedacej produktem
suchej destylacji wegla kamiennego [60, 95]. o-krezol
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Tabela I

Ogolna charakterystyka i wybrane wlasciwosci fizykochemiczne krezolu

Analizowane dane

o-krezol

m-krezol

p-krezol

Mieszanina
0-, m-, p- krezolu

Wz6r strukturalny

OH
CH

Q.

3

Q/OH
H.C

3

bezbarwna ciecz

Nazwa CAS 2-methylphenol 3-methylphenol 4-methylphenol methylphenol
Numer CAS 95-48-7 108-39-4 106-44-5 1319-77-3
Synonimy 2-hydroksytoluen, 3-hydroksytoluen, 4-hydroksytoluen, hydroksytoluen,
kwas o-krezolowy | kwas m-krezolowy kwas p-krezolowy kwas krezolowy
Temp. topnienia (°C) 30,94 12,22 34,74 11+35
Temp. wrzenia (1013 hPa) (°C) 191 202,2 201,9 191+ 203
Ciezar wlasciwy (w temp. 20°C) 1,0273 g cm™ 1,0336 g cm™® 1,0336 g cm™ 1,0336 g cm™®
Rozpuszczalno$é w wodzie 25,95gdm™ 22,7gdm™ 21,52gdm™ brak danych
Posta¢ biate krysztaly z6lta lub cialo stale Bezbarwna, z6lta

lub rézowa ciecz

otrzymywany jest obecnie z 2,6-ksylenolu na drodze
alkilowania metanolem fenolu w fazie gazowej, w obec-
nosci MgO jako katalizatora. Temperatura tego procesu
waha sie pomiedzy 673 a 773K [29]. Alkaliczna hydro-
liza chlorotoluenu badz rozszczepienie wodoronad-
tlenku cymenu skutkuje uzyskaniem mieszaniny krezoli
o duzej zawartosci m-krezolu. Z kolei p-krezol powstaje
w procesie sulfonowania toluenu kwasem siarkowym,
zgodnie z mechanizmem substytucji elektrofilowej [82]
Krezole s3 uwalniane ze $ciekami z zakladow prze-
mystu chemicznego, petrochemicznego, farmaceutycz-
nego, papierniczego i tekstylnego [4, 60]. W $ciekach
z procesu konwersji wegla w piecach koksowniczych
60% zanieczyszczen stanowig fenole, a 30% krezole
[101]. Z plynnymi odpadami z pirolizy wegla w 1 dm®
wprowadzane jest do wod 10 g fenolu, katecholu, rezor-
cyny, ksylenu, pirogalolu oraz o-, m-, p-krezolu [27].
Metylofenole w pozycji orto-, para-, i meta- sg stoso-
wane powszechnie do syntezy lekéw, herbicydow, prze-
ciwutleniaczy i barwnikéw [82]. 4,6-dinitro-o-krezol
(DNOC) posiada dziatanie owadobdjcze, grzybobojcze
i chwastobdjcze. Do 2000 r. byt on wykorzystany jako
selektywny herbicyd w uprawie zbdz, chmielu, wino-
roéli i owocow [26]. 4-chloro-o-krezol (PCPOC) jest
materialem wyjsciowym dla waznych selektywnych
herbicydéw. p-krezol w postaci 2,6-di-tetra-butylo-
-p-krezolu, znany jest jako butylowany hydroksytoluen
(BHT) do wytwarzania zywic fenolowych, przeciwutle-
niaczy oraz inhibitoréw polimeryzacji. Jest réwniez sto-
sowany do produkeji p-hydroxybenzonitrylu (p-HBN),
waznego zwigzku stosowanego podczas zabiegow agro-
chemicznych [53], natomiast o-krezol do wytwarza-
nia zywic epoksydowych, stosowanych jako material
uszczelniajacy do uktadow scalonych (chipow) [21, 85].
Z m-krezolu jako surowca produkowane sg pyretroidy,

insektycydy trzeciej generacji [83]. Olej kreozotowy,
produkt uboczny destylacji smoly weglowej zawiera
45% fenoli, w tym fenoli i krezoli [76].

3. Toksycznos¢ krezoli

Ze wzgledu na ich potencjalne skutki toksyczne,
mutagenne, rakotworcze i teratogenne, krezole sklasy-
fikowano jako priorytetowe substancje niebezpieczne
[67]. Uwzgledniajac stopien szkodliwo$ci mozna usze-
regowac je nastepujaco: 4,6-dinitro-o-krezol > p-krezol
> o0-krezol > krezole [6]. Wedlug Starka [94] krezole sa
substancjami toksycznymi i Zracymi. Wywieraja nega-
tywny wplyw na os$rodkowy uktad nerwowy, uklad
oddechowry, skore watrobe oraz nerki. Co istotne, desta-
bilizuja rozrodczo$¢ w modelu wielopokoleniowym i sg
promotorami procesu nowotworowego. p-krezol zostat
przypisany przez US Environmental Protection Agency
(EPA) do zanieczyszczen z Grupy C, skupiajacej zwiazki
o mozliwym dziataniu rakotwérczym dla czlowieka [1].
Niemniej jednak Miedzynarodowa Agencja Badan nad
Rakiem (IARC) nie zakwalifikowata krezoli do puli
zwigzkow kancerogennych [6]. Obwarowane prawnie
s3 rowniez dopuszczalne stezenia krezoli (mgkg™ s.m.)
w glebie. W zaleznosci od glebokosci, wynosza one
odpowiednio: 0,1 mg (0-0,3 m), 0,5-20 mg (0,3-15 m),
3-40 mg (> 15 m). Dotyczy to gruntéw zaliczonych do
uzytkow rolnych, z wylaczeniem gruntéw pod stawami
i gruntow pod rowami, gruntéw lesnych oraz zadrze-
wionych i zakrzewionych, nieuzytkéw, a takze gruntow
zabudowanych i zurbanizowanych. W glebie z tere-
néw przemystowych, uzytkéw kopalnych oraz terenow
komunikacyjnych te wytyczne ksztaltujg sie nastepu-
jaco: 50 mg - (0-2m), 3-100 mg (2-15m) [24]. Z racji
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tego, ze glownym zrodlem krezoli sg Scieki z roznych
galezi przemystu réwniez w nich nalezy monitorowac
zawarto$¢ fenoli. Indeks fenolowy dotyczacy wszystkich
ich rodzajéw wprowadzanych do wod wynosi obecnie
0,1 mgdm™ [23]. Szczegdlnym zagrozeniem dla wdd s
chlorowane pochodne fenolu - chlorometylofenole, sto-
sowane szeroko w produkcji barwnikow, lekéw i §rod-
kéw ochrony roslin [3]. Z kolei warto$¢ najwyzszego
dopuszczalnego stezenia krezoli — mieszaniny izomeréw
W powietrzu, w miejscu pracy wynosi 22 mgm~ [22].
Toksycznos¢ tej grupy fenoli jest zwiazana z dwoma
procesami: toksycznoscia nieokreslong zwigzang z hy-
drofobowoscig pojedynczego zwiazku i tworzeniem si¢
wolnych rodnikéw [61]. Na skutek dziatania peroksy-
daz i prostaglandyn tworza si¢ m.in. rodniki fenok-
sylowe wchodzace w interakcje z bioczasteczkami
w komorce. Fenole wykorzystujace wigkszg reaktywnoséé
prowokuja peroksydacje lipidéw blony komoérkowej. Z
kolei te charakteryzujace si¢ nizsza reaktywnoscig sg
odpowiedzialne za uszkodzenia retikulum endopla-
zmatycznego, mitochondriéw oraz jadra, a w nim enzy-
mow i kwaséw nukleinowych [33]. Bardziej efektywna
penetracja blony komérkowej przez zwigzki fenolowe
jest réwniez wynikiem spadku wartosci pKa (gdzie Ka
jest stalg dysocjacji zwigzku) oraz wzrostu wartosci
logP (gdzie P jest wspdtczynnikiem podzialu danego
zwiazku w ukladzie oktanol - woda z kwaséw niezdyso-
cjowanych) i hydrofobowosci tych ksenobiotykow [62].
Wedtug Sikkema i wsp. [91] w przypadku drobnoustro-
jow istotne jest rowniez aktualne stezenie tych zwigzkow
w blonie cytoplazmatycznej i ich oddzialywanie z jej
skladnikami. Ekspozycja drobnoustrojéw na dzialanie
toksycznych zwigzkéw aromatycznych, w tym krezoli,
prowadzi do zmian wlasciwosci blony komdrkowej, jej
struktury, a przede wszystkim sktadu fosfolipidowych
kwaséw tluszczowych (PLFAs) [47], identyfikowanych
w blonie jako acylowe sktadniki fosfolipidow, glikoli-
pidéw i glikofosfolipidéow [40]. Dzieki duzemu powi-
nowactwu tych ksenobiotykéw do btony komdrkowej
nastepuje ograniczenie interakcji miedzy fancuchami
kwasow ttuszczowych, czego skutkiem jest zahamowa-
nie oddychania i wzrostu drobnoustrojéw. Najmniej
oczekiwanym nastepstwem moze by¢ takze liza komoérek
(20, 35]. Toksycznos¢ metylofenoli obrazuje warto$¢ EC,
dla Pseudomonas putida w odniesieniu do m-krezolu,
ktéra po 16 h ekspozycji wynosita 53 mgdm™[68].

4. Drobnoustroje uczestniczace w rozkladzie krezoli

Drobnoustroje indukujace rozklad krezoli sa sze-
roko rozpowszechnione w $rodowisku (Tab. IT, IIL, IV)
[52]. Wykorzystanie bogactwa potencjatu bioremedia-
cyjnego mikroorganizméw w integracji z podstawami
genetyki, uwzgledniajacymi wysoka przepustowos$¢ na
poziomie genomu, daje nadzieje na powstanie nowych

metod biotechnologicznych. Geny kodujace enzymy
odpowiedzialne za katabolizm krezoli ewaluowaly
wsrod wielu szczepow bakteryjnych w wyniku zanie-
czyszczenia srodowiska tymi ksenobiotykami. Informa-
cja genetyczna o syntezie enzymow zaangazowanych
w rozklad pier$cienia aromatycznego moze by¢ zloka-
lizowana w chromosomach bakteryjnych oraz w plaz-
midach degradacyjnych. Procedura sekwencjonowa-
nia genomow bakteryjnych dostarcza ogromniej ilosci
danych na temat dzialania genéw. Na szczegdlng uwage

Tabela II
Drobnoustroje tlenowe uczestniczace w rozkladzie krezoli
Drobnoustroje tlenowe Pié.mien—
nictwo

1. Comanonas testosteroni E23 [106]

2. Pseudomonas putida F1-Te [89]

3. Pseudomonas putida DOT-T1-Km [38,100]

4. Pseudomonas putida NCIMB9869 [49]

5. Pseudomonas sp. B13 [38,100]

6. Pseudomonas sp. CF600 [38,100]

7. Rhodococcus erythropolis UVP-1 [81]

8. Rhodococcus erythropolis M1 [28]

9. Acinetobacter calcoaceticus NCIMB 8250 [65,102]
10. Pseudomonas pseudoalcaligenes NCIMB 9867 [49, 102]
11. Cupriavidus necator ]JMP134 [71]
12. Citrobacter farmeri SCO1 [77]
13. Ewingella americana [48]
14. Serratia plymuthica GC [74]
15. Burkholderia sp. [65]
16. Ralstonia sp. [65]
17. Pseudomonas stutzeri 0X1 [16]
18. Pseudomonas sp. HH35 [87]
19. Sphingomonas xenophaga BN6 [78]
20. Pseudomonas mendocina PC1 [34]
21. Pseudomonas fluorescens P1, PC18, PC20 [34]
22. Pseudomonas mendocina KR1 [105]

Tabela I1I
Grzyby uczestniczace w rozkladzie krezoli
Grzyby Pismiennictwo

1. Candida tropicalis [43]

2. Trichosporon montevideense PHE1 [39]

3. Trichosporon cutaneum R57 [2]

4. Aspergillus sp. (5]

5. Cladosporium sp. [5]

6. Fusarium sp. [5]

7. Monicillium sp. [5]

8. Trichoderma sp. [5]

9. Penicillium sp. [5]

10. Pleurotus sp. [5]
11. Phanerochaete chrysosporium (5, 45, 94]
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Tabela IV
Drobnoustroje beztlenowe uczestniczace w rozkladzie krezoli
Drobnoustroje beztlenowe Pi$miennictwo
1. Desulfobacterium phenolicum [7]
2. Desulfobacterium cetonicum [64]
3. Magnetospirillum sp. [86, 90]
4. Thauera aromatica (86, 90]
5. Azoarcus buckelli (86, 90]
6. Desulfosarcina cetonica DSM 7267 [58]
7. Geobacter metallireducens [58]
8. Desulfobacula toluolica [75]
9. Paracoccus sp. [80]

Tabela V
Drobnoustroje uczestniczace w beztlenowym rozkltadzie
benzoilo-CoA z wykorzystaniem p-krezolu jako substratu

Mikroorganizm dekiinin | nictws.
1. Aromatoleum aromaticum NO, [104]
2. Desulfobacula toluolica Tol2 SO, [103]
3. Geobacter metallireducens Fe [108]
4. Magnetospirillum TS-6 NO, [90]

zastuguje grupa bakterii modyfikowanych genetycznie
(GMMs), wyizolowanych z wykorzystaniem metod
inzynierii genetycznej. Naleza do niej m.in.: Coma-
nonas testosteroni E23, Pseudomonas putida F1-Te,
Pseudomonas putida DOT-T1-Km, Pseudomonas sp.
B13, czy Pseudomonas sp. CF600 [38, 89, 100, 106].
W szczepie Rhodococcus erythropolis UVP-1 Saa
i wsp. [81] zidentyfikowali dwa biatka, kodowane przez
dwa geny pheAl (542 aminokwasy) i pheA2 (189 ami-
nokwaséw), o wysokiej homologii do dwusktadnikowej
hydroksylazy fenolowej inicjujacej m.in. biodegradacje
krezoli. Podobnie Acinetobacter calcoaceticus NCIMB
8250 oraz Pseudomonas pseudoalcaligenes NCIMB 9867
sg w stanie katalizowa¢ tlenowg hydroksylacje p-kre-
zolu, w ktoérym ostatecznym akceptorem elektronéw
jest tlen [102]. Niektore drobnoustroje posiadajg zestaw
genéw kodujacych enzymy uczestniczace w degradacji
réznych pochodnych fenolu w obrebie jednej komorki
[67]. 1 tu przykladem jest Cupriavidus necator ]IMP134
(byly Alcaligenes eutrophus). Jest to szczep wyrdzniajacy
sie wysoka liczbg gendw bioragcych udzial w rozkladzie
fenolu i jego pochodnych, w tym 2-, 3-, i 4-metylofe-
nolu. Geny kodujace enzymy oraz biatka regulacyjne
uczestniczgce w katabolizmie krezoli umieszczone sg
zaréwno w plazmidach jak i w chromosomach [71].
Do listy mikroorganizméw istotnych w biodegra-
dacji krezoli nalezy dopisa¢ takze drozdze Candida
tropicalis [43], Trichosporon montevideense PHE1 [39],
Trichosporon cutaneum R57 [2] oraz grzyby z rodzaju:
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Monicillium, Tri-

choderma, Penicillium, Pleurotus, Phanerochaete [5].
Za utlenianie rodlinnych zwigzkéw fenolowych przez
grzyby odpowiedzialne s oksydoreduktazy, do ktorych
naleza m.in. metaloenzymy - lakkazy (EC 1.10.32),
zewnatrzkomorkowe peroksydazy (VPS) zawierajace
hem (EC 1.11.1), LiP - ligninazy I (EC 1.11.1.14) oraz
tanazy produkowane przez Aspergillus i Penicillium
tolerujace nawet do 20% tanin [66, 59].

Przewazajacg wickszo$¢ wsrod izolatow pozyskanych
ze Srodowisk zanieczyszczonych krezolami stanowia jed-
nak gatunki z rodzaju Pseudomonas [80]. Potwierdzaja
to rowniez Jain i wsp. [42], ktorzy przeanalizowali rozne
szlaki metaboliczne m-krezolu z udzialem Pseudomo-
nas putida NCIMB9869 z 3,5-ksylenolem oraz m-kre-
zolem jako zrodlem energii. Tschech i Fuchs [96] takze
zidentyfikowali bakterie z rodzaju Pseudomonas wsréd
analizowanych izolatéw. Katabolizm krezolu przebie-
gal w obecnosci azotanu (V), jako koncowego akcep-
tora elektronow. Skuteczny w biodegradacji m-krezolu
okazal si¢ takze Citrobacter farmeri SC01 wyizolowany
w warunkach tlenowych w zlewni oczyszczalni $ciekdw
koksowniczych [77]. Dobrze poznanymi pod wzgledem
biochemicznym i genetycznym s3 rowniez szczepy
Ewingella americana i Serratia plymuthica GC [48, 74].

Drobnoustroje wykazujg takze potencjal degrada-
cyjny w srodowisku beztlenowym. Zdolnos¢ do roz-
ktadu fenoli i ich pochodnych w warunkach pozbawio-
nych tlenu wykazano u drobnoustroju redukujacego
siarczany — Desulfobacterium phenolicum [7] oraz Desul-
fobacterium cetonicum [64]. Wedlug badan Shinoda
i wsp. [90] i Schmelinga i wsp. [86] istotna role w tym
procesie odgrywaja bakterie denitryfikacyjne Magneto-
spirillum sp. oraz Thauera aromatica i Azoarcus buckelli,
dla ktérego ostatecznym akceptorem elektronéw sg azo-
tany (V). Beztlenowa karboksylacj¢ m- i p-krezolu jest
w stanie indukowaé réwniez Desulfosarcina cetonica
DSM 7267. Przyjmujacymi pare elektronéw stajg sie
woweczas siarczany. W pule drobnoustrojéw posiadaja-
cych zdolnosci biodegradacyjne metylofenoli wpisuje
sie takze Geobacter metallireducens przeprowadzajacy
proces utlenienia p-krezolu redukujac Fe** do Fe** [58].
Ponadto izomer ten jest wykorzystywany jako zrédio
energii przez Desulfobacula toluolica [75].

5. Tlenowy katabolizm krezoli

Zwigzki aromatyczne s wszechobecnym podiozem
wzrostowym dla mikroorganizméw, zrédlem wegla
i energii. Aby substraty te mogly by¢ wykorzystane,
kluczowym etapem jest pojawienie si¢ w srodowisku
grup hydroksylowych, réwnoznaczny z obecnoscia
tlenu czasteczkowego, jako ko-substratu [31].

Tlenowy katabolizm krezoli jest inicjowany przez
hydroksylaze fenolowa (MHS), enzym nalezacy do
monooksygenaz z grupy hydroksylaz, przeprowadzajacy
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CH hydroksylaza fenolowa

NAD(P)H, H+, O,
NAD(P

OH

metylooksydaza p-krezolu

CH,
OH

FAD, H,0

FADH,

Rys. 1. Schemat etapu inicjujacego mikrobiologiczny rozktad p-krezolu

hydroksylacje pierscienia aromatycznego (Rys. 1) [54].
Do grupy monooksygenaz fenolowych (EC 1.14.13.7)
naleza enzymy indukcyjne, pochodne cytochromu
P-450, zawierajace w swym centrum aktywnym jony
zelaza na réznych stopniach utlenienia [70]. Uwzgled-
niajac liczbe podjednostek biatkowych mozna wyrdz-
ni¢: wieloskladnikowe (mMHS), dwuskladnikowe
(MHS) oraz jednoskladnikowe (MHS) hydroksylazy.
Wieloskladnikowe (mMHS) wyizolowano ze szcze-
pow bakterii G-Proteobacteria. Hydroksylaze fenolowa
skladajaca sie z szesciu roznych podjednostek opisano
u nastepujacych rodzajow drobnoustrojéw: Pseudomo-
nas, Comanonas, Burkholderia, Acinetobacter, Ralstonia,
Cupriavidus [65]. Hydroksylaza fenolowa wbudowuje
jeden z atoméw tlenu czasteczkowego do pierscienia
aromatycznego lub, w przypadku krezoli, do grupy
metylowej. Na tym etapie elektrony z dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego (NADH) s3a przenoszone
przez biatka zelazowo-siarkowe, posrednio na flawine
reduktazy (NADPH) i ostatecznie na terminalng oksy-
genaze, za co odpowiada ferrodoksyna. Pierwszy elek-
tron pochodzi zatem od kofaktora NAD(P)H [73, 89,
97]. Po jego przyjeciu kation Fe** wiaze czasteczkowy
tlen. Kompleks zelazo-nadtlenkowy jest skutkiem przy-
taczenia drugiego elektronu. W wyniku rozszczepienia
tego kompleksu powstaje czasteczka wody. Usuniecie
z niej wodoru skutkuje powstaniem wolnego rodnika.
Po jego uwolnieniu zelazo powraca do stanu wyjscio-
wego [97]. Cafaro i wsp. [16] podkreslaja, iz w genomie
Pseudomonas stutzeri OX1 odkryto dwie r6zne mono-
oksygenazy, hydroksylaze fenolowa i monooksyge-
naze toluenu/o-xylenu (TOMO). Uwzgledniajac szeroki

OH OH OH OH
HO
— — 3 >
CH, CH,OH CHO COOH
COOH COOH — > Sukcynylo-CoA
— >0 . COOH
COOH—> Acetylo-CoA

COOH

COOH

kwas cis, cis-mukonowy  mukonolakton

zakres specyficznosci substratowej i zdolnosci hydro-
ksylowania wiecej niz jednej pozycji pierScienia aroma-
tycznego przez enzym TOMO, mozna przypuszczac,
ze jest on w gléwnej mierze odpowiedzialny za reakcje
monooksygenacji krezoli [8].

Kluczowymi zwigzkami posrednimi wytwarzanymi
na szlaku biodegradacji tlenowej krezoli, ktore zostaly
zidentyfikowane s3: katechol, kwas protokatechowy
i kwas gentyzynowy [17]. Z badan Hoppera i Taylora
[37] wynika, Ze najczestszymi $ciezkami biodegrada-
cji m-krezolu jest szlak gentyzynowy i katecholowy
(Rys. 2). Ren i wsp. [77] wskazujg réwniez na trzy naj-
wazniejsze zwigzki posrednie charakterystyczne dla
szlaku tlenowego orto m-krezolu. Sg to: kwas 3-hydro-
ksybenzosesowy, kwas cis, cis-mukonowy i mukonolak-
ton, powstajace dzieki indukeji przez drobnoustroje np.
Citrobacter farmeri SCO1 1,2-dioksygenazy, nalezacej
do grupy enzymoéw intradiolowych (EC 1.13.11.1). Dio-
ksygenaza terminalna (Rieskeego) o potencjale oksy-
doredukcyjnym - 150 mV posiada Fe wystepujace na
trzecim stopniu utlenienia i nie jest wrazliwa na zmiany
pH [19]. Kwas cis cis-mukonowy, po przeksztalceniu
do mukonolaktonu ulega kolejnym zmianom do kwasu
3-ketoadyinowego, a ostatecznie do kwasu bursztyno-
wego i acetylo-CoA wlaczonego do cyklu Krebsa [73,
89]. Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze metylowane
zwigzki aromatyczne rzadko ulegaja rozszczepieniu
intradiolowemu w procesie orto, poniewaz powstaje
wowczas intermediat o wysokiej toksycznosci — metylo-
lakton. Proces ten jest jednak mozliwy, gdy w ukladzie
obok mieszaniny metylowych pochodnych pojawig si¢
zwigzki chlorowane [36].

©i
COOH

Rys. 2. Sciezka biodegradacji m-krezolu na szlaku orto (katecholowym)
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Rys. 3. Szlak beztlenowej biodegradacji p-krezolu. CMHP — metylohydroksylaza - p-krezolu, ADH - dehydrogenaza aldehydu,
HBCL - 4-hydroksybenzoesan metylu-CoA; HBCR - reduktaza 4-hydroksybenzoilo-CoA

Wyniki badan Zaboriny i wsp. [107] wykazujg
hamujacy wplyw metylokatecholi na aktywno$¢ 1,2 dio-
ksygenazy hydroksychinonowej. Jest on, co prawda,
nieco stabszy od inhibicji zwigzkéw chlorowych co
powiazano z elektrodonorowym charakterem grupy
metylowej, jednak godny podkreslenia. Nie nalezy
réwniez bagatelizowac faktu, iz podczas rozszczepiania
niektérych metylowych pochodnych katecholu moga
powstac toksyczne metabolity takie jak acylohalogenki
[78, 87]. Niemniej jednak, pomimo toksycznego wplywu
intermediatow, szczep Pseudomonas sp. HH35 wykazuje
zdolnos¢ do rozktadu réznopodstawionych metylowych
pochodnych hydrochinonu [87]. Moze by¢ to zwigzane
z aktywnoscia fosfolipidow, ktdre jako czasteczki efek-
torowe, przylaczaja si¢ do hydrofobowego fragmentu
1,2 dioksygenaz, co umozliwia z kolei dotgczenie sie do
enzymu laktonizujgcego cis, cis-mukonianu. Wedlug
Guzik i wsp. [30] daje to szanse na zachowanie niskiego
stezenia zwiazkow potencjalnie toksycznych w komorce.

Riegert i wsp. 78] twierdza, ze pochodne weglowo-
doréw aromatycznych z grupg metylowa, w warunkach
tlenowych, moga ulega¢ réwniez rozszczepieniu typu
meta, zaréwno dystalnie jak i proksymalnie. Umiejet-
no$¢ proksymalnego rozszczepienia 3-metylokatecholu
posiada chociazby Sphingomonas xenophaga BN6. Pro-
ces rozszczepienia metylokatecholu przeprowadzaja
2,3 dioksygenazy (EC 1.13.11.2), enzymy ekstradiolowe.
W wyniku ich dzialania wytwarzany jest semialdehyd
2-hydroksymukonowy, ulegajacy ostatecznym prze-
ksztalceniom do aldehydu octowego i kwasu pirogro-
nowego wlaczanych do cyklu Krebsa [73, 89]. Analiza
skrystalizowanego enzymu 2,3 dioksygenazy wyizolo-
wanego z Pseudomonas putida, ujawnila, iz w kazdej
z czterech podjednostek tworzgcych ten enzym funk-
cjonalny znajduje si¢ niehemowe Fe (II) [51].

6. Beztlenowy katabolizm krezoli
Wszystkie trzy izomery krezolu ulegaja beztleno-

wemu rozktadowi przez drobnoustroje denitryfika-
cyjne, redukujace siarczany oraz konsorcja metano-

genne, aczkolwiek szlaki metaboliczne kazdego izomeru
moga roznic sie od siebie [33]. Aktualny stan wiedzy
odnosnie mechanizmoéw poczatkowych degradacji kre-
zoli obejmuje dodawanie fumaranu, hydroksylacje lub
karboksylacje [72]. W warunkach pozbawionych tlenu
proces biodegradacji krezoli zaczyna si¢ od utlenienia
grupy metylowej. Kolejny etap to karboksylowanie do
odpowiednich hydroksybenzoesandw, ktore nastepnie
sg przeksztalcane do beznoilo-CoA (Rys. 3) [31].

Johannes i wsp. [44] podkreslajg, iz pierwszym, ini-
cjujacym enzymem jest metylohydroksylaza p-krezolu
- PCMH (WE1.17.99.1) heterotetrameryczne bialko
sktadajace si¢ z dwoch podjednostek, wyizolowane
z bakterii bezwzglednie beztlenowej Geobacter metal-
lireducens. Szczegolowe badania genetyczne szlakow
metabolicznych wykazaly, ze sposrod wielu Pseudo-
monas sp. tylko trzy szczepy posiadaja ten enzym.
Sa to: Pseudomonas putida NCIMB 9866, Pseudo-
monas putida NCIMB 9869 [49] oraz Pseudomonas
mendocina KR1. Jest to cisle zwigzane z obecnoscia
genow kodujacych PCMH zorganizowanych jako ope-
rony: pchACXF (Pseudomonas putida NCMiB 9866),
pcuCAXB (Pseudomonas mendocina KR1) i pchCF/
pcuAB kodujace PCMH [105].

Drobnoustroje te katalizujg hydroksylacje p-krezolu
do alkoholu hydroksybenzylowego, po czym utleniaja go
do hydroksybenzaldehydu. W kolejnym etapie konwer-
sji krezolu bierze udzial 4-hydroksybenzoesan metylu-
-CoA (HBCL) jako aktywny monomer zaangazowany
w synteze tioestru 4-hydroksybenzoesan metylu-CoA
[9] oraz reduktaza 4-hydroksybenzoilo-CoA (HBCR)
odpowiedzialna za usuniecie grupy hydroksylowej
z powstalego kwasu przez redukcje dwdch elektronow,
ktérych donorem jest ferredoksyna [12].

Skutecznos$¢ fumaranu odnotowano w przypadku
Desulfobacula toluolica Tol2. Szczep ten przeprowadzal
degradacje p-krezolu w obecnosci zjonizowanej formy
kwasu fumarowego przez specyficzne enzymy HBsA
ujawniajace nowe filogenetyczne rozgalezienia, prowa-
dzac do powstania aryl-bursztynianu [104].

Zaobserwowano takze, ze o-krezol metabolizowany
przez Paracoccus sp. ulega karboksylacji do kwasu
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3-metylo-4-hydroksybenzoesowego, ktory jest aktywo-
wany do tioestru CoA i 3-metylo-4-hydroksybenzoilo-
-CoA przechodzacego do 3-metylobenzoilu CoA. Nie
jest jednak do konca wyjasnione, czy grupa metylowa
jest utleniana badz usuwana przed redukcja pierscie-
nia. Proces ten przeprowadzaja podobnie bakterie deni-
tryfikacyjne i metanogenne. Nie stwierdzono jednak
utlenienia grupy metylowej ani karboksylacji m-krezolu
przez szczepy Pseudomonas sp. [80]. Z kolei degrada-
cja m-krezolu przez bakterie metanogenne jest inicjo-
wana przez karboksylacje do kwasu 2-metylo-4-hydro-
ksybenzoesowego. Zaobserwowano réwniez, ze w ich
obecnosci nastgpuje demetylacja 2-metylo-4-hydrok-
sybenzoesanu metylu do 4-hydroksybenzoesanu [5].
W przypadku bakterii denitryfikacyjnych odkryto
utlenianie grupy metylowej do 3-hydroksybenzoesanu,
a ostatecznie na drodze dehydroksylacji do benzoilu
lub benzoesanu CoA [10].

Mimo ze istnieje duza réznorodnos$¢ aromatycz-
nych substratéw i mechanizméw inicjacji $ciezek
beztlenowej degradacji krezoli, wspdlnym zwigzkiem
posrednim na szlakach ich rozkladu jest benzoilo-
-CoA (Tab.V). Na jednym z nich Bossert i wsp. [13]
zaobserwowali zjawisko synergizmu pomigdzy dwoma
szczepami drobnoustrojow denitryfikacyjnych PC-07
i PB-04. Obydwa szczepy transformowaly p-krezol do
kwasu p-hydroksybenzoesowego. Zaobserwowano jed-
nak, ze szczep PB-04 posiadat t¢ zdolno$¢ tylko w obec-
nosci szczepu PC-07.

Najnowsze badania dowodza, ze zaréwno beznoilo-
-CoA jakigen GamA odgrywaja wazng role w global-
nym obiegu wegla. Gen GamA jest kodowany przez
hydrolazy rozszczepiajace pierscien beznoilo-CoA. Jego
szczegdlna rola wynika z faktu, Ze gen ten, w przeci-
wienstwie do reduktazy benzoilo-CoA jest aktywny
w procesie denitryfikacji, redukcji zelaza i siarczanow.
Dlatego tez gen GamA moze by¢ proponowany jako
biomarker w beztlenowym rozkladzie zwigzkéw aro-
matycznych, w tym krezoli [72].

7. Mikrobiologiczna degradacja krezoli
w $rodowisku glebowym

Wysoki koszt konwencjonalnych metod fizycznych
i chemicznych usuwania fenolu i jego pochodnych
naklania do uwzgledniania zdolnosci réznych mikro-
organizméw do metabolizowania zwigzkéw fenolo-
wych, jako alternatywy w skutecznej bioremediacji
srodowiska skazonego tymi substancjami toksycznymi
[3]. Wiedza na temat biodegradacji, biotransformacji
krezoli i uwarunkowan genetycznych tych proceséw
stanowi podstawe do skutecznego poszukiwania roz-
wigzan analizowanego problemu. W wielu badaniach
wykorzystuje sie genetycznie modyfikowane mikro-

organizmy (GMMs) i tworzone z nich konsorcja,
metody stymulacji oraz bioaugmentacji. Mikroorga-
nizmy moga by¢ wprowadzane do gleby réwniez jako
pojedyncze szczepy preadoptowane do rozkladu
konkretnych zwigzkow fenolowych. Stosuje si¢ takze
geny, ktore w procesie koniugacji przenoszone sg do
komorek drobnoustrojow autochtonicznych [25].

Szybszy przebieg procesu degradacji mozna uzyskac
jednak dzieki mieszanym kulturom, co zaobserwowano
w badaniach Goswami i wsp. [28]. Szczepy Rhodococcus
erythropolis M1 i Pseudomonas fluorescens P1 rozkla-
daly znacznie szybciej mieszanine fenolu i 4-krezolu
w konsorcjum anizeli w monokulturze. Niemniej
jednak wykazaly odwrotne, konkurencyjne oddziaty-
wanie w stosunku do mieszaniny fenolu i 2-chlorofe-
nolu. Pseudomonas fluorescens P1 byl drobnoustrojem
dominujgcym w stosunku do Rhodococcus erythropolis
M1. Spowodowalo to usuniecie fenolu i 2-chlorofenolu
w ciggu 48 h, podczas gdy w monokulturach biodegra-
dacja mieszaniny tych zwigzkow zajeta 18 h.

Silva i wsp. [92] zaobserwowali réwnie intrygujaca
zaleznos¢. Okazalo sig, Ze proces nitryfikacji przebiegal
znacznie szybciej w obecnosci mieszaniny zwigzkow
fenolowych, w tym: fenolu, 2-chlorofenolu, p-kre-
zolu i 4-hydroksybenzaldehydu, anizeli w obecnosci
pojedynczych zwigzkéow. Konsorcja bakterii nitryfi-
kacyjnych calkowicie usungly mieszanine zwigzkow
fenolowych, podczas gdy sam 2-chlorofenol okazat si¢
istotnym inhibitorem procesu nitryfikacji.

Wazna jest réwniez $swiadomo$¢ zréznicowanej
aktywnosci degradacyjnej ukierunkowanych na nia
szczepow bakterii, a w szczegdlnosci uruchamiania
réznych szlakéw metabolicznych. Heinaru i wsp. [34]
po wprowadzeniu do gleby zanieczyszczonej m.in. kre-
zolem szczepow Pseudomonas mendocina PC1, Pseu-
domonas fluorescens PC18, PC20 i C24 zaobserwowali,
iz mimo, ze wszystkie szczepy rozkladaly p-krezol, to
jednak szczepy PC1 i PC20 przeprowadzaly go droga
meta, a szczepy PC18 1 PC24 szlakiem orto.

Zainteresowaniem cieszy si¢ rowniez faczenie w ino-
kulacie szczepow bakterii i grzybéw mikroskopowych
[41]. Kirk [50] odkryt, ze podczas degradacji zwiaz-
kéw aromatycznych bakterie funkcjonujg na sluzo-
watych strzepkach grzyba Corollospora maritima, co
moze przyczynic si¢ do inicjacji sukcesji mikroorgani-
zmow. Potencjal degradacyjny grzybow w odniesieniu
do zwigzkéw fenolowych, obligujacy do prowadze-
nia badan w tym kierunku, odkryli Valli i Gold [98].
Wywnioskowali oni, ze grzyb Phanerochaete chrysospo-
rium stymulowal metabolizm 2,4-dichlorofenolu, bez
precedensu usuwajac atomy chloru przed rozszczepie-
niem pierscienia. Z kolei Kennes i Lema [46] dowiedli,
ze grzyb ten, w obecnodci glukozy, jest w stanie kata-
lizowa¢ rozklad p-krezolu (50 mgdm™) jak i fenolu
(50 mgdm™) na zblizonym poziomie. Wyniki analiz
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Alexievy i wsp. [2] wykazaly, ze Trichosporon cutaneum
R57 w obecnosci m-krezolu (0,2 g dm™), jako jedynego
zrodla wegla, katalizowal metabolizm tego zwigzku
duzo szybciej niz w kombinacji z fenolem. Co wiecej,
krezol w pozycji meta w czasie 27 h badan ulegl degra-
dacji w mniejszym stopniu niz 3-nitrofenol, 2,6-nitro-
fenol czy rezorcyna.

Prébe oceny wrazliwosci dziewieciu rodzajow grzy-
boéw na trzy izomery krezolu w glebie zanieczyszczonej
kreozotem podjat Atagana [5]. Juz po 14 dniach badan
stwierdzil, ze ze wszystkich rodzajow grzybow: Can-
dida, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Monicillium,
Trichoderma, Penicillium, Pleurotus, Phanerochaete,
czufe na obecnos¢ p-krezolu w glebie sg Candida sp.
i Pleurotus sp., a na o-krezol i m-krezol Trichoderma
sp. i Phanerochaete sp. Zastosowanie mieszaniny szes-
ciu izolatéw ujawnilo jednak, ze Phanerochaete sp. jako
jedyny jest w stanie funkcjonowac w glebie zanieczysz-
czonej kreozotem po uptywie 38 dni inkubacji. Znacz-
nie wolniej anizeli fenol i o-krezol degradowane byty
izomery krezolu w polozeniu meta i para, przy czym
p-krezol okazal si¢ bardziej oporny niz m-krezol. Nie-
mniej jednak po aplikacji mieszaniny szesciu izolatow
grzybow zostal rownie skutecznie zdegradowany.

Na uwage zastuguja takze konstatacje Chi i wsp.
[18]. Zaobserwowali oni korzystne zjawisko synergi-
zmu w $rodowisku glebowym. Pomimo wprowadzenia
do gleby okreslonych szczepéw drobnoustrojow degra-
dacja zwigzkow fenolowych byla szybsza w obecnosci
mikroorganizméw rodzimych niz w sterylnej glebie.
Nakfania to do wykonywania badan nad rozkladem
krezoli w naturalnych warunkach s$rodowiskowych
tym bardziej, ze ich przebieg determinuja w istotny
sposob wlasciwosci biologiczne, fizyczne i chemiczne
gleb [63]. Romantschuk i wsp. [79] podkreslajg znacze-
nie temperatury, dostepnosci tlenu atmosferycznego,
ilo$ci substancji odzywczych, pH oraz wilgotnosci.
Mrozik [63] sugeruje, ze fenole i ich pochodne, jako
gléwne sktadniki budulcowe jader substancji humuso-
wych, wykazuja najwigksze powinowactwo do frakcji
humin. W mniejszym stopniu wigzg si¢ z kwasami
huminowymi i fulwowymi. Wydajnej biodegradacji
zwigzkow aromatycznych w glebie mozemy oczekiwac
wowczas gdy stosunek wegla do azotu i fosforu wynosi
odpowiednio 100:10:1 [56], minimalna ilo$¢ powie-
trza wypelniajaca przestrzenie w glebie utrzymuje sie
na poziomie koto 10%, wartos¢ pH oscyluje pomie-
dzy 6-8, a temperatura $rodowiska glebowego wynosi
20-30°C [11, 55]. Nie bez znaczenia jest réwniez sto-
pien agregacji gleby, ktory determinuje zaréwno aktyw-
nos$¢ mikroorganizmow jak i biodostepnosé¢ zwiazkow
aromatycznych [15]. Wyniki badan Shibata i wsp. [88]
analizujacych biodegradacje p-krezolu w siedmiu
japonskich glebach ryzowych po czgsci koresponduja
z tg teza. Odnotowano bowiem, Ze w warunkach tle-

nowych, niezaleznie od zréznicowanych wlasciwosci
gleb ich czas rozkladu wynosit 19 dni. Wiecej zaleznosci
zaobserwowano w przebiegu beztlenowej biodegradacji
p-krezolu w trzech glebach wyrdzniajacych sie niska
zawartoscia zelaza i azotanow. Okres pottrwania tego
zwigzku wynosil w nich od 11 do 740 dni. Istotna role
odgrywata warto$¢ potencjalu oksydo-redukcyjnego
tych gleb. Zawarto$¢ wegla organicznego nie miala
w tym procesie znaczenia.

Drobnoustroje zmodyfikowane genetyczne stano-
wig do$¢ kontrowersyjng grupe mikroorganizméow
w odniesieniu do naturalnych warunkéw srodowisko-
wych. Wydawaloby sie, ze w zwigzku z tym, ze s3 one
zrodtem transpozonéw oraz plazmidow dla mikroflory
autochtonicznej gleb, tatwo przenoszonych na nig na
drodze horyzontalnego transferu gendw, istnieje szansa
na szybki wzrost zdolno$ci degradacyjnych mikroorga-
nizméw glebowych. Jednak Van der Meer i wsp. [99]
podkreslaja, ze GMMs jest to grupa skuteczna tylko
w odniesieniu do $ci$le wyselekcjonowanego specy-
ficznego substratu. Dlatego tez w ztozonych warunkach
naturalnych staje si¢ mniej przydatna, a mikroorga-
nizmy autochtoniczne s dla niej silng konkurencja,
chociazby z tego powodu, Ze przeszly naturalng selek-
cj¢ i posiadaja potencjal do tworzenia nowych szlakow
metabolicznych.

8. Podsumowanie

Jednym ze skutecznych sposobdéw eliminacji kre-
zoli ze S$rodowiska glebowego jest ich degradacja
mikrobiologiczna do CO, i H,O. Satysfakcjonujacy
jest rowniez rozklad tych ksenobiotykow do zwiazkow
catkowicie nietoksycznych badz do produktéw posred-
nich o mniejszej toksycznosci [63]. Mikroorganizmy
posiadaja wyjatkowa umiejetnos¢ adaptacji w nowych,
trudnych warunkach srodowiskowych, a co istotniejsze
sa w stanie wykorzysta¢, jako substraty energetyczne
i budulcowe zwigzki, ktore nie sg produktami ich meta-
bolizmu. Rozktad krezoli przez mikroorganizmy moze
zachodzi¢ zaréwno w tlenowych jak i beztlenowych
warunkach na réznych $ciezkach degradacji. Do tech-
nik, dzieki ktéorym mozna okresli¢ metabolity posred-
nie oraz mechanizmy zachodzacych reakcji naleza:
CSIA - analiza izotopowa [102], HPLC, LC-MS, widmo
FT-IR - potwierdzajaca powstawanie mukonolaktonu
podczas biodegradacji m-krezolu oraz GC-MS ujawnia-
jaca obecnos¢ kwasu 3-hydroksybenzoesowego i kwasu
3,4-dihydroksybenzoesowego [77].

Nalezy jednak pamieta¢, Ze pomimo podejmowa-
nych wielokrotnie prob wyjasnienia mechanizmoéw
i detalicznego poznania reakcji chemicznych zacho-
dzacych podczas biodegradacji krezoli oraz rozszyfro-
wania genetycznych uwarunkowan drobnoustrojow
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obligujacych je do rozkladu metylofenoli, toksycznos¢
tych zwigzkéw moze wywiera¢ na mikroorganizmy
silny negatywny wplyw. Zatem obszar badan ukierun-
kowanych na zdiagnozowanie toksycznosci krezoli na
drobnoustroje srodowiska glebowego i innych ekosys-
temdw powinien permanentnie poszerza¢ swoj zasieg.
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