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Microbial degradation of chlorophenols in soil

Abstract: Chlorophenols are widely used in different branches of industry and agriculture as components of pesticides, disinfectants and
wood treatment agents. They are hardly degradable and, therefore, can accumulate in the environment. One of the environment friendly
methods of their removal from contaminated soil is microbial degradation. The efficiency of this process is determined by many abiotic
and biotic factors. The first include the chemical structure of contaminants, their content and bioavailability as well as temperature, pH,
soil texture, water content and oxygen concentration. In turn, biotic factors include the structure of microbial communities, stability and
enzymatic activity of cells, their biomass, ability to chemotaxis and interactions between microorganisms. Several strategies have been
developed to enhance the removal of chlorophenols from contaminated soil. The most effective in detoxifying these compounds are
bioaugmentation, biostimulation and the use of “activated soil”. In this review, the influence of different factors on microbial degradation
of chlorophenols in soil are described and the applicability of selected methods in their removal are discussed.

1. Introduction. 2. General characteristics and toxicity of chlorophenols. 3. General mechanisms of microbial degradation of chlorophenols
in aerobic conditions. 4. Degradation of chlorophenols in soil. 5. Methods for enhancing the degradation of chlorophenols in soil.

5.1. Biostimulation. 5.2. Bioaugmentation. 5.3. “Activated soil”. 6. Summary
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1. Wprowadzenie

Rozwdj wielu galezi przemystu oraz rolnictwa nie
bytby mozliwy bez stosowania na szeroka skale zwigz-
kéw chemicznych, jak pestycydy, srodki ochrony
drewna, czy srodki dezynfekujace. Skladnikami tych
substancji s3 miedzy innymi chlorofenole, ktérych
powszechne stosowanie oraz diugi czas rozpadu prowa-
dzi do groznego zjawiska kumulowania si¢ ich w §rodo-
wisku. Ekosystemy glebowe s3 szczegolnie narazone na
toksyczny wplyw chlorofenoli, a rosngca antropopre-
sja zwieksza poziom degradacji gleby. Z tego wzgledu
niezwykle istotne stalo si¢ poszukiwanie skutecznych
metod usuwania tych zwigzkow ze srodowiska, majg-
cych jednoczesnie jak najmniejszy wplyw na funkejo-
nowanie ekosystemow [22].

Na skale przemystowa chlorofenole uzyskuje sie
poprzez chlorowanie hydroksybenzenu lub hydroksy-
lacje chlorobenzenu. Monochlorofenoli uzywa si¢ do
produkg;ji tetrachlorofenoli (TeCP) i pentachlorofenolu
(PCP) stosowanych do konserwacji drewna [51, 58].
W rolnictwie chlorofenole stosowane sg jako skladniki
bakteriocydow, fungicydow, insektycydow i herbicydow
[16]. Jako produkty uboczne powstaja miedzy innymi
w procesie dezynfekcji wody zwigzkami chloru oraz

w trakcie wybielania pulpy drzewnej [22, 33, 70, 80].
W glebie chlorofenole moga powstawaé¢ w wyniku
chlorowania grup aromatycznych kwaséw fulwowych
z udziatem chloroperoksydaz w obecnosci nadtlenku
wodoru oraz nieorganicznego chloru [2, 41, 69].
Szacuje sig, ze globalna produkcja chlorofenoli
wynosi okofo 100 000 ton rocznie, w tym nizej chloro-
wanych fenoli 60 000 ton [96]. Z uwagi na to, Ze zwigzki
te sg toksyczne dla organizméw zywych i kumulujg sie
w $rodowisku, niezwykle istotne jest nie tylko moni-
torowanie ich losow, ale réwniez podejmowanie dzia-
fan zmierzajacych do ich detoksykacji i/lub usuwania.
Dzialania takie podjeto migdzy innymi w Finlandii,
gdzie badano mozliwo$¢ oczyszczania terenéw ska-
zonych srodkami ochrony drewna, w tym szczegélnie
preparatem KY-5 zawierajacym w swoim skltadzie mie-
szanine réznych chlorofenoli [58, 59, 86]. W Wielkiej
Brytanii monitorowano sktad wody pitnej pod wzgle-
dem obecnosci chlorofenoli powstalych w procesie
dezynfekcji wody [68], a we Wloszech analizowano
obecno$¢ herbicydéw i produktéw ich transformacji
w wodzie pitnej i w wodzie pochodzacej z Tybru [53].
W Rosji z kolei sprawdzano sktad i toksyczno$¢ Sciekow
jednej z najwiekszych w kraju fabryk papieru, z ktorej
odpady odprowadzane sa systematycznie do Jeziora
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Bajkal [89]. W Stanach Zjednoczonych podjeto nato-
miast probe monitorowania loséw chlorofenoli w glebie
[44]. Niewiele wiadomo na temat skazenia chlorofe-
nolami gleb i wod w Polsce. Nieliczne badania wska-
zujg, ze zwigzki te moga wystepowaé w wodzie pitnej
oraz $ciekach surowych i oczyszczonych. Michatowicz
i wsp. [64] wykazali obecno$¢ fenolu, 4-chlorofenolu
(4-CP), trichlorofenoli (TCP) i TeCP w wodzie pitnej
w Lodzi i Warszawie, w stezeniach przekraczajacych
dopuszczalna zawartos¢ 0,1 pg 1. Sezonowa analiza
sktadu surowych i oczyszczonych $ciekéw pocho-
dzacych z Grupowej Oczyszczalni Sciekéw w Lodzi
w latach 1999-2000 wykazala, ze latem i jesienig ste-
zenia fenolu i 2,4,6-TCP byly w nich wysokie i zawie-
raly sie odpowiednio w zakresach 2,52-3,076 ugl™
i 1,1-1,2pgl". W $ciekach surowych oprécz tych
zwigzkéw wykryto 4-CP, 2,4-dichlorofenol (2,4-DCP),
2,4,5-TCP i TeCP w stezeniach przekraczajacych war-
tosci dopuszczalne [64]. Prezentowane wyniki badan
wskazuja, ze problem zanieczyszczenia $rodowiska
chlorofenolami w Polsce jest powazny i wymaga opra-
cowania skutecznych metod ich detoksykacji.

1. Ogolna charakterystyka i toksycznos¢ chlorofenoli
Chlorofenole tworza grupe 19 zwiazkow, z ktérych

kazdy sklada sie z pierscienia benzenu podstawionego
grupa hydroksylowa oraz podstawnikami chlorowymi

w liczbie od 1 do 5. Zwiazki te rdznig si¢ miedzy sobg
wlasciwosciami fizykochemicznymi oraz toksycznos-
cig wzgledem organizméw zywych. Posiadaja rézny
kolor, zapach, ich temperatura topnienia waha si¢ od
9,3°C dla 2-chlorofenolu (2-CP) do 190°C dla PCP,
natomiast temperatura wrzenia od 64°C dla 2,3,4,6-
TeCP do 310°C dla PCP. Chlorofenole s3 raczej stabo
rozpuszczalne w wodzie, a ich rozpuszczalno$¢ spada
wraz ze wzrostem liczby podstawnikéw chlorowych
w pier$cieniu aromatycznym. Wyznacznik kwasowosci
(pKa) tych zwigzkow miesci si¢ w zakresie od 4,74 dla
PCP do 8,85 dla 4-CP [22, 70] (Tab. 1).

O toksycznosci chlorofenoli decydujg trzy elementy
ich budowy: grupa hydroksylowa, podstawnik haloge-
nowy oraz hydrofobowy pierécien aromatyczny. Obec-
nos¢ grupy hydroksylowej zmniejsza hydrofobowos¢
zwigzku z jednoczesnym wzrostem jego reaktywnosci.
Silnie elektroujemny atom chloru przyciaga elektrony
typu 7 z pierscienia benzenu, stabilizujac jego struk-
ture. Powoduje to wzrost zaréwno hydrofobowosci,
jak i kwasowosci zwigzku. Liczba oraz pozycja pod-
stawnikow chlorowych wplywaja na wartosci pKa
i wspotczynnika podziatu danego zwigzku w uktadzie
oktanol-woda (logP). Wraz ze wzrostem stopnia chlo-
rowania fenolu maleje pKa, a logP - ro$nie. Za najbar-
dziej toksyczne uwaza si¢ zwigzki, ktérych wartos¢ logP
miesci sie w przedziale od 1 do 5 [37, 66, 77]. Wartosci
logP dla chlorofenoli rosng wraz ze wzrostem stopnia
uchlorowania fenolu i dla monochlorofenoli miesz-

Tabela I
Wrhasciwosci fizykochemiczne oraz toksyczno$¢ wybranych chlorofenoli

Wrhasciwosci zwigzku 2-CP 4-CP 2,4-DCP 2,4,5-TCP | 2,3,4,6-TeCP PCP Zrodlo
Masa molowa, g mol™ 128,55 128,55 163,00 197,45 231,89 266,34 [22]
Gesto$é (20°C), g ml™! 1,26 1,22 1,38 1,68 1,83 1,99 (70]
Rozp. wH,O (20°C), g1 28,5 27,0 4,5 0,95 0,183 0,014 [22,70]
Temp. topnienia, °C 7 41-44 45 67 70 190 [70]
Temp. wrzenia, °C 174 220 210 235 150 300 [22,70]
Kwasowos¢, pKa 8,49 8,85 7,68 7,43 5,38 4,74 [70]
logP 2,17 2,35 3,20 3,72 4,45 5,01 [70]
Badane mikroorganizmy Toksycznos¢, EC_ (mgl™)
Burkholderia sp. RASC 2 28,3 23,1 11,1 1,2 - - [13]
Pseudomonas fluorescens 122,1 12,2 14,7 11,3 - - [13]
P, putida DOT-T1E - 102,8 55,4 7,9 - - [20]
Vibrio harveyi 151,4 - - 1,9 - 32 [76]
V. fischeri 158,5 - - 45 - 1,2-3,9 [76]
Rhodoccocus erythropolis - - - - - 2,8-3,1 [95]
Aspergillus niger - - - - - 0,8-1,0 [95]
Selenastrum capricornutum - - - - 0,07 0,091 [85]
Scendesmus spinosus - - - - - 0,056 [85]
Chlamydomonas sp. - - - - - 4,35 [85]

- brak danych
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czg sie w zakresie 2,17-2,50, a dla PCP warto$¢ logP
wynosi 5,01 (Tab. I). Wskazuje to na wigkszg toksycz-
nos¢ zwigzkoéw wyzej chlorowanych w poréwnaniu do
monochlorofenoli i fenolu [63, 70]. Badania zaleznosci
pozycji podstawnikéw chlorowych w pierscieniu aro-
matycznym a stopniem toksycznosci chlorofenoli wska-
zuja, ze izomery chlorofenoli podstawione atomami
chloru w pozycjach 3 i 5 pier§cienia aromatycznego s
bardziej toksyczne niz izomery podstawione w pozy-
cjach 216 [22, 82]. Ze wzgledu na silne dziatanie tok-
syczne, niejednokrotnie kancerogenne i teratogenne,
chlorofenole w panstwach Unii Europejskiej oraz w Sta-
nach Zjednoczonych znalazly si¢ na listach substancji
niebezpiecznych i priorytetowych, ktorych stosowanie
powinno by¢ stopniowo ograniczane, a obecnos¢ w sro-
dowisku stale monitorowana [21, 22, 43].

2. Mikrobiologiczny rozklad chlorofenoli
w warunkach tlenowych

Toksyczno$¢ chlorofenoli oraz grozba skazenia nimi
srodowiska wymuszajg konieczno$¢ opracowania sku-
tecznych metod ich detoksykacji. Jednym ze sposo-
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béw eliminacji tych zwigzkow jest mikrobiologiczna
degradacja. Polega ona na mineralizacji chlorofenoli
z jednoczesnym wydzieleniem chloru nieorganicznego.
W zalezno$ci od stopnia uchlorowania chlorofenoli
wyrdznia si¢ dwie gtéwne drogi ich przemian. Mono-
i dichlorofenole w poczatkowym etapie degradacji utle-
niane sg przez monooksygenazy do chlorokatecholi,
ktérych pierscien aromatyczny ulega intradiolowemu
lub ekstradiolowemu rozszczepieniu. Rozszczepienie
intradiolowe (szlak orto) katalizuje 1,2-dioksygenaza
katecholowa, a rozszczepienie ekstradiolowe (szlak
meta) zachodzi z udziatem 2,3-dioksygenazy katecho-
lowej [2, 9, 38]. Powstaly w wyniku rozszczepienia pier-
$cienia tanicuch alifatyczny ulega dalszym przemianom
do intermediatéw szlakéw metabolizmu podstawowego
komorki (Rys.1A). Znanymi z literatury szczepami
bakterii zdolnymi do degradacji mono- lub/i dichloro-
fenoli sa na przyklad Alcaligenes sp. OS2 [28], Arthro-
bacter chlorophenolicus A6 [81], Bacillus subtilis OS1
[28], Comamonas testosteroni JH5 [42], Pseudomonas
putida NCIM sp. 2650 [11], Rhodococcus opacus 1CP
[48] i Sphingomonas sp. [35].

Polichlorofenole we wstepnym etapie rozkladu
hydroksylowane sa w pozycji para. W wyniku tej reakcji
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cl cl Cl Cl
Cl Cl
dechlorynacja
rozszczeplenle

COOH

}/// COOH
COOH
COOH

acetylo-CoA  bursztynylo-CoA

B

Rys. 1. Mikrobiologiczny rozktad monochlorofenoli (A) oraz polichlorofenoli (B) w warunkach tlenowych [17, 100]
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powstaje intermediat chinonowy, ulegajacy kolejnym
etapom dechlorynacji. W zalezno$ci od rodzaju aktyw-
nej 1,2-dioksygenazy w komorkach bakterii, rozszcze-
pieniu ulegaja pierscienie aromatyczne chlorotrihydro-
ksybenzendéw lub 2,6-dichloro-1,4-dihydroksybenzenu
z jednoczesnym usunieciem atomu chloru [7, 17, 23].
Produktami rozszczepienia sg maleilooctan lub chloro-
maleilooctan, metabolizowane nastepnie do 3-oksoady-
pinianu wlaczanego do cyklu Krebsa (Rys. 1B). Znanymi
szczepami bakterii rozkladajacymi polichlorofenole
sa: Sphingobium chlorophenolicurn ATCC 39723 [23],
Burkholderia cepacia AC1100 [93], Cupriavidus necator
JMP134 [83] i Saccharomonospora viridis [98].
Odrebng grupe drobnoustrojéw zdolnych do roz-
ktadu chlorofenoli stanowig grzyby bialej zgnilizny.
Wytwarzaja one zewnatrzkomoérkowe enzymy ligninoli-
tyczne, ktore dzieki niskiej specyficzno$ci substratowej
oraz silnym wlasciwosciom utleniajagcym umozliwiaja
degradacje wielu zwigzkow strukturalnie podobnych do
lignin, w tym chlorowanych fenoli. Enzymy te katalizujg
reakcje odszczepienia protonu od grupy hydroksylowej,
co prowadzi do powstania rodnikéw fenoksylowych,
bedacych substratami dla reakcji nieenzymatycznych.
Do najwazniejszych enzyméw ligninolitycznych naleza:
peroksydaza ligninowa, mangano-zalezna peroksydaza
i lakaza [61, 79] produkowane przez grzyby Phanero-
chaete chrysosporium [94], Trametes versicolor [25],
Penicillium camemberti [91], czy Cerrena unicolor [34].
Mechanizmy degradacji chlorofenoli przez mikro-
organizmy, enzymy uczestniczace w przemianach tych
zwigzkow oraz kontrola genetyczna tych proceséw sa
dobrze zbadane i opisane w literaturze [88, 90, 92, 100].

3. Rozklad chlorofenoli w glebie

Chlorofenole uwalniane do $rodowiska trudno
podlegaja biodegradacji i kumulujg si¢ w glebie. Do
skazenia tymi zwigzkami dochodzi najczgsciej na tere-
nach rolniczych, w okolicach zakladéw przetworstwa
drewna, chemicznych i farmaceutycznych [22, 53,
64, 80]. Obecnos¢ chlorofenoli wptywa niekorzystnie
na bioréznorodnos¢ srodowiska glebowego, dlatego
istotne jest opracowanie metod skutecznego usuwania
tych zanieczyszczen. Na zakres i intensywnos¢ biode-
gradacji chlorofenoli w glebie wplywa szereg czynnikow
abiotycznych i biotycznych. Do czynnikéw abiotycz-
nych naleza: wlasciwosci fizykochemiczne zanieczysz-
czen iich dostepnos¢ dla mikroorganizmdw, zawartosé
i skfad materii organicznej, odczyn pH, temperatura,
wilgotnos¢, tekstura gleby oraz dostepno$¢ tlenu. Do
czynnikow biotycznych zalicza si¢ natomiast sklad
i strukture mikroflory gleby oraz wzajemne interakcje
miedzy mikroorganizmami, jak na przyklad konkuren-
cje o zrodlo wegla, czy symbioze [4, 12, 14, 62].

Gléwnym czynnikiem abiotycznym decydujacym
o skutecznosci usuwania chlorofenoli z gleby jest ich
biodostepnos¢ dla zasiedlajacych glebe mikroorgani-
zmow. Biodostepnos¢ zwiazku definiowana jest jako
stezenie zanieczyszczenia znajdujacego sie w stanie
wolnym, ktére moze zosta¢ pobrane przez organizm
lub zaadsorbowane na jego powierzchni w jednostce
czasu. W $rodowisku glebowym o biodostepnosci
zanieczyszczen dla mikroorganizméw, w tym chloro-
fenoli, decyduja procesy fizykochemiczne, fizjologiczne
i toksykologiczne obserwowane jako interakcje zacho-
dzace pomiedzy gleba, zanieczyszczeniem i drobno-
ustrojami [8, 31, 55, 87]. Na podstawie badan tych
zalezno$ci wyrdzniono trzy rodzaje biodostepnosci:
chemiczng, biologiczna i toksykologiczna [57]. Bio-
dostepno$¢ chemiczna determinowana jest przez fizy-
kochemiczne wlasciwosci zanieczyszczenia, takie jak:
jego hydrofobowos$¢, stereochemia, rozpuszczalnosé
w wodzie, zdolnos¢ do adsorpcji/desorpcji na czastkach
stalych i kwasowos¢ zwigzku oraz wlasciwosci gleby,
jak: kationowa pojemnos¢ wymienna, pH, zawartos¢
materii organicznej oraz itéw. O biodostepnosci bio-
logicznej decyduja wlasciwosci mikroorganizmu, jak
jego morfologia, w tym stosunek powierzchni komoérki
do objetosci, struktura oston komérkowych oraz faza
rozwoju. Z kolei wewnatrzkomdrkowe procesy, jak
pobieranie i wydalanie, metabolizm, detoksykacja oraz
magazynowanie substancji wptywaja na biodostepnos¢
toksykologiczng. Dodatkowo na procesy te istotny
wplyw ma czas zalegania zanieczyszczen w glebie oraz
czas ekspozycji mikroorganizméw na dzialanie zanie-
czyszczenia. Czynniki wplywajace na biodostepnos¢
zanieczyszczen w glebie oraz ich wzajemne interakcje
przedstawia rys. 2. Losy chlorofenoli w glebie w zalez-
nosci od tych czynnikow s rézne. Mogg one ulega¢
degradacji, bioakumulacji, sekwestracji, flugowaniu lub
parowaniu z gleby [57, 84].

Innym czynnikiem abiotycznym wplywajacym na
procesy degradacji chlorofenoli przez mikroorganizmy
w glebie jest zawartos¢ w niej wody. W glebach suchych
sorpcja chlorofenoli do czastek gleby jest silniejsza
w poréwnaniu z glebami wilgotnymi, co ogranicza ich
biodostepnos¢ dla mikroorganizméw glebowych [50].
Zbadan Cho i wsp. [19] zaleznosci szybkosci degradacji
4-CP, 2,4,6-TCP oraz PCP przez rodzimg mikroflore
gleby wynika, ze degradacja chlorofenoli zachodzita
najszybciej (12 mg kg™ dzien™) w glebie o zawartosci
wody 10-15%, natomiast najwolniej w glebie o zawar-
tosci wody 25% (5mg kg dzien™). Nizszy poziom
wilgotnosci zapewnial swobodng dyfuzje tlenu atmos-
ferycznego do przestrzeni miedzy czastkami gleby. Przy
zawartosci wody 25% gleba tworzyta agregaty, do wne-
trza ktorych dostep tlenu byt ograniczony. Wzrost wil-
gotnosci gleby do 30-40% powodowat wzrost szybkosci
degradacji chlorofenoli do 8 mg kg™ dzien™, co mogto
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Rys. 2. Czynniki wplywajace na biodostepno$¢ zanieczyszczen w glebie [31, zmodyfikowany]

by¢ wynikiem wykorzystania przez mikroorganizmy
tlenu rozpuszczonego w roztworze glebowym.

Biodostepnos¢ chlorofenoli w glebie zalezy w duzej
mierze od ich rozpuszczalnosci w wodzie. Wigkszo$¢
drobnoustrojow pobiera zwigzki rozpuszczone w fazie
wodnej, a tylko nieliczne zdolne s3 do degradacji zanie-
czyszczen zaadsorbowanych na powierzchni czastek
glebowych [67, 74]. Polaryzacja czasteczek chlorofenoli,
dzieki obecnosci grupy hydroksylowej, umozliwia ich
rozdziat do fazy organicznej i wodnej gleby. Jednoczes-
nie rozdzial ten zmienia si¢ w zaleznosci od wartosci
logP dla danego zwigzku oraz zalezy od liczby pod-
stawnikéw chlorowych w pierécieniu aromatycznym.
Zwiazki o logP w zakresie 3-4, do ktdrych nalezg di-,
tri- i tetrachlorofenole, pobierane sa gtownie z fazy
wodnej gleby, natomiast PCP, dla ktérego wartos¢ logP
jest wyzsza (5,01) pobierany jest gtéwnie z powierzchni
czastek statych [22, 27, 39].

O biodostepnosci chlorofenoli w glebie decyduje
takze zawarto$¢ w niej materii organicznej. Zwigzki
o réznorodnych grupach funkcyjnych tworzace mate-
rie organiczng wigza zanieczyszczenia poprzez stabe
oddzialywania van der Waalsa, wigzania hydrofo-
bowe i wodorowe lub silne wigzania kowalencyjne.
Silne zwigzanie zanieczyszczen z materig organiczng
ogranicza ich biodostepnos$¢ [72, 75, 84]. Chlorofe-
nole w zaleznosci od liczby podstawnikéw chlorowych
wigza sie¢ z czastkami gleby na dwa sposoby. Monochlo-
rofenole, podobnie jak fenol, biorg udzial w reakcjach
sprzegania utleniajacego w obecnosci tlenkéw metali
obecnych na powierzchni czastek gleby, natomiast tri-,
tetrachlorofenole i PCP ze wzgledu na silnie hydrofo-
bowy charakter i niskg rozpuszczalnosé¢ w wodzie wigza

sie z fazg stala gleby oddziatywaniami hydrofobowymi
[10]. Bezpos$rednio z roztworu glebowego zwiazki te sg
fatwo sorbowane na powierzchni czastek gleby. Proces
ten zachodzi szybko i jest odwracalny w odréznieniu od
sekwestracji, czyli powolnej dyfuzji i sorpcji zanieczysz-
czen we wnetrzu porow lub czastek gleby. Zwigzane
w ten sposob substancje staja si¢ odporne na ekstrak-
cje i niedostepne dla mikroorganizméw. Sekwestracja
zwigzkow jest tym silniejsza im zanieczyszczenia maja
bardziej hydrofobowy charakter, dlatego procesowi
temu silniej ulegaja chlorofenole o wiekszej liczbie pod-
stawnikéw chlorowych [1, 30, 71]. W wyniku dyfuzji
zanieczyszczen do wnetrza czastek gleby dochodzi do
ich zwiazania gtéwnie z faza amorficzng materii orga-
nicznej [1, 67]. Rdzne sposoby wigzania zwigzkdéw orga-
nicznych z glebg ilustruje rys. 3.

Substancje zawarte w materii organicznej moga
stanowi¢ zrodto wegla i energii dla mikroorganizmoéw
i wspomagac procesy rozktadu zanieczyszczen [12, 65].
Pozytywna korelacj¢ pomiedzy zawarto$cia materii
organicznej a szybkoscig rozkladu PCP w glebie przez
jej rodzima mikroflore wykazali Kuwatsuka i Igarashi
[52]. Na podstawie badan degradacyjnych w 10 roz-
nych rodzajach gleb o zawartosci materii organicznej
w zakresie od 0,04% do 7,87% stwierdzili, ze PCP w ste-
zeniu 0,1 mg g™ wprowadzony do gleby o zawartosci
materii organicznej 7,87% zostal calkowicie rozlozony
po 50 dniach, podczas gdy w glebie o zawartosci materii
organicznej wynoszacej 0,04% w tym samym czasie nie
stwierdzono jego ubytku.

O skutecznosci biologicznego oczyszczania gleby
z chlorofenoli decyduje takze jej tekstura. Sktad granu-
lometryczny, czyli udzial piasku, gliny i iléw w glebie
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Rys. 3. Sposoby wigzania zwigzkow organicznych w glebie i jego biologiczne konsekwencje [67, zmodyfikowany]

determinuje wielko$¢ pordw, w ktérych mozliwe jest
wigzanie zanieczyszczen. Gleby piaszczyste charakte-
ryzuje niska pojemno$¢ wodna oraz niewielka poro-
watos$¢, dlatego zanieczyszczenia sg z nich szybko
wyplukiwane. Ograniczenie szybkosci degradacji zanie-
czyszczen w glebach piaszczystych na ogoél nie jest zwia-
zane z biodostepnoscig tych zwigzkow, ale z niewielka
zawarto$cia w nich materii organicznej i substancji
odzywczych, ktére moga stanowi¢ dla mikroorganiz-
moéw dodatkowe zrodta wegla i energii. Gleby gliniaste
o wysokiej pojemnosci wodnej wykazujg silne wlasci-
wosci sorpcyjne, co ogranicza biodostepnos¢ zanie-
czyszczen [56]. Z badan Cho i wsp. [19] wynika, ze bio-
degradacja chlorofenoli w glebie gliniastej zachodzita
wolniej niz w glebie piaszczystej z powodu silniejszej
sorpcji zanieczyszczen oraz ograniczonej dyfuzji tlenu
do wnetrza agregatow gleby. Wielko$¢ poréw wplywa
réwniez na sekwestracje zanieczyszczen. Przyjmuje sie,
ze przemieszczanie zwigzkow chemicznych do wne-
trza mikroporéw gleby o srednicy mniejszej niz 20 nm
powoduje zmniejszenie ich biodostepnosci, poniewaz
uniemozliwia penetracje bakterii, grzybow, zwierzat
oraz korzeni roélin do ich wnetrza [1].

Sorpcja zwigzkow organicznych do czastek gleby
jest uzalezniona od stopnia zdysocjowania grup funk-
cyjnych, czyli pH $rodowiska. Sorpcja TeCP i PCP jest
silniejsza od sily wiazania tri-, di- i monochlorofenoli,
co wynika z wiekszej hydrofobowosci zwigzkow wyzej
chlorowanych [78]. Odczyn $rodowiska ma réwniez
wplyw na aktywnos$¢ mikroorganizméw. Biodegra-
dacja chlorofenoli zachodzi najintensywniej w gle-
bie o pH od 5,6 do 8,0 [56]. Potwierdzaja to badania
Cho i wsp. [19], ktorzy wykazali wiekszy ubytek 4-CP,
2,4,6-TCP oraz PCP w glebie o pH 7,0 w poréwnaniu
z glebami o pH 5,01 9,0. Fulthrope i Schofield [32] réw-
niez stwierdzili wigkszy ubytek PCP w glebie o pH 7,9
w poréwnaniu z gleba o pH 5,9. W glebach kwasnych
PCP w stezeniu 50 ugg™ gleby w ciagu 60 dni ulegt

degradacji w 15%, a w glebie o odczynie stabo zasado-
wym — w 40%.

Waznym czynnikiem abiotycznym w rozkladzie
zanieczyszczen w glebie jest takze temperatura, ktora
wplywa na rozpuszczalno$¢, lepkosé, sorpcje i paro-
wanie zwigzkéw chemicznych oraz na aktywno$¢
mikroflory. Wigkszos¢ mikroorganizméw degraduje
chlorofenole w zakresie temperatur od 24 do 37°C [19,
56], cho¢ znane sa rowniez szczepy zdolne do rozktadu
chlorowych pochodnych fenolu w nizszych tempera-
turach. Przykladem jest Arthrobacter chlorophenolicus
A6, zdolny do degradacji 4-CP w stezeniu 180 ugg
gleby zaréwno w temperaturze 28°C, jak i w 5°C.
Szczepy zdolne do degradacji zanieczyszczen w sze-
rokim zakresie temperatur sg szczegélnie przydatne
w oczyszczaniu terendw znajdujacych si¢ w pasie kli-
matu umiarkowanego, gdzie temperatura zmienia si¢
w cyklu rocznym od temperatur ujemnych zima, do
ponad 30°C latem [3, 49].

Jednym z najistotniejszych czynnikéw biotycznych,
decydujacych o eliminacji zanieczyszczen z gleby jest
sklad i struktura zasiedlajacych ja zespoléw mikroor-
ganizmoéw. Poza bioréznorodnoscig mikroorganizmow
zaangazowanych w procesy degradacyjne, niezwykle
wazne s3 rowniez interakcje miedzy nimi, stabilnos¢
i aktywnos¢ enzymatyczna komorek, ich biomasa oraz
zdolnos¢ do chemotaksji. Niektore zwigzki aromatyczne,
w tym chlorofenole, sg szybciej rozkladane przez mikro-
organizmy glebowe w obecnosci innych zwigzkéw. Zja-
wisko to znane jest pod nazwa kometabolizmu [40].

Rozktad chlorofenoli w glebie zalezy takze od wczes-
niejszej ekspozycji mikroorganizméw na dziatanie tych
zwigzkow. Wynika to z adaptacji bakterii do obec-
nosci toksycznych zwiazkow i zwigkszenia ich udzialu
w zespolach mikroorganizméw zasiedlajacych skazone
srodowisko. Potwierdzaja to badania Ménnisto i wsp.
[60], ktorzy z gleby przez ponad 50 lat zanieczyszcza-
nej srodkami ochrony drewna wyizolowali 102 szczepy
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bakterii, zdolne do wzrostu w obecnosci 2,3,4,6-TeCP
i/lub PCP. Wséréd nich byly zaréwno bakterie Gram-
-ujemne, gléwnie z grupy Proteobacteria, oraz bakterie
Gram-dodatnie z grupy Actinobacteria. Dla poréwna-
nia Caliz i wsp. [15] z gleby poddanej krétkotrwalej
ekspozycji na dziatanie 2-CP, 2,4,6-TCP oraz PCP
w zakresie stezen od 0,1 mg do 5gkg™ gleby wyizo-
lowali 23 szczepy zdolne do rozktadu tych zwigzkow.
Sposrod nich najwiekszym potencjalem degradacyjnym
i najlepsza przezywalnoscig odznaczaly si¢ 4 szczepy,
oznaczone na podstawie analizy fragmentéw 16S rRNA
do 3 gatunkéw: Kocuria palustris, Lysobacter gummosus,
Pseudomonas putida i 1 rodzaju Bacillus.

O skuteczno$ci rozktadu chlorofenoli w glebie decy-
duje réwniez szereg interakcji pomiedzy mikroorganiz-
mami, jak réwniez mi¢gdzy mikroorganizmami a orga-
nizmami eukariotycznymi wystepujacymi w glebie, jak
pierwotniaki, pierécienice, czy nicienie. Oddziatywania
te moga mie¢ charakter konkurencji o zrodto wegla czy
przestrzen zyciowy, drapieznictwa, symbiozy, komen-
salizmu i protokooperacji [26, 97].

4. Metody wspomagania rozkladu chlorofenoli
w glebie

Jedna ze strategii umozliwiajacych likwidacje nie-
bezpiecznych zanieczyszczen w skazonej glebie jest
bioremediacja. Wykorzystuje ona naturalne zdolnosci
mikroorganizméw do catkowitej degradacji konkret-
nych zanieczyszczen lub ich transformacji w formy
mniej szkodliwe. Intensyfikacje rozktadu toksycznych
zwigzkow uzyskuje si¢ w procesach stymulacji czynni-
kami fizykochemicznymi lub biologicznymi. Z danych
literaturowych wynika, ze najczg$ciej stosowanymi
technikami do zwigkszania efektywno$ci usuwania
chlorofenoli z gleby sa: biostymulacja, bioaugmentacja
oraz uzycie tzw. ,,aktywnej gleby”

4.1. Biostymulacja

Wolne tempo proceséw oczyszczania gleby z tok-
sycznych zanieczyszczen moze by¢ zwigzane z pogor-
szeniem si¢ warunkéw wzrostu mikroorganizméw, na
przyklad deficytem tlenowym, czy zmiang stosunku
zawarto$ci wegla do azotu. Biostymulacja, polegajaca
na dodaniu do gleby zwigzkéw odzywczych w celu
optymalizacji stosunku C:N:P i zwigkszenia dostepnosci
donoréw/akceptoréw elektronéw, pozwala intensyfiko-
wac procesy degradacji zanieczyszczen. Jako dodatkowe
zrédla azotu stosowane sg mocznik, metylenomocznik
lub azotan (V) amonu, a jako dodatkowe zrddto fosforu
wprowadzana jest mieszanina soli kwasu ortofosforo-
wego (V). Zwiazki dodawane sg w takich stezeniach,

aby stosunek C:N:P wynosit 100:10:1 lub 100:5:1 [47,
62]. Zwigkszenie dostepnosci tlenu zapewnia z kolei
dodawanie do gleby na przyklad trocin w stosunku 1:1
[47]. Oprocz regulacji stosunku C:N:P w glebie, biosty-
mulacja moze by¢ réwniez przeprowadzana z uzyciem
zwigzkow stanowigcych donory lub akceptory elek-
trondéw. Stymulacje beztlenowej biotransformacji PCP
przez mikroflore autochtoniczng po wprowadzeniu
mleczanu i/lub antrachinono-2,6-disulfonianu do gleby
bogatej w zelazo stwierdzili Chen i wsp. [18]. Mleczan
stuzyt jako donor elektronéw, natomiast antrachinono-
-2,6-disulfonian stanowil ich przekaznik, ktéry umoz-
liwial sprzeganie redukgji tlenkdw zelaza z dechlory-
nacja PCP. Wykazano, ze jednoczesne wprowadzenie
do gleby tych zwigzkow zwigkszylo tempo biotransfor-
macji PCP. Dodatkowo na podstawie analizy polimor-
fizmu dlugosci terminalnych fragmentéw restrykceyj-
nych (T-RFLP) w zespotach mikroorganizméw badanej
gleby stwierdzono wzrost udzialu bakterii redukujacych
zelazo oraz przeprowadzajacych dechlorynacje zwigz-
kéw organicznych, gtéwnie z rodzaju Clostridium.

4.2. Bioaugmentacja

W miejscach skazonych zwigzkami o strukturze
aromatycznej, gdzie liczebnos¢ mikroorganizméw auto-
chtonicznych degradujacych okreslone zanieczyszczenia
jest zbyt mata stosuje si¢ bioaugmentacje. Polega ona na
wprowadzaniu do gleby wyselekcjonowanych szczepow
mikroorganizméw zdolnych do degradacji konkretnych
zanieczyszczen. Stosowane w tym celu szczepy powinny
charakteryzowa¢ si¢ zdolnoscig do degradacji zanie-
czyszczen w krotkim czasie, odpornoscig na zmiany $ro-
dowiska (pH, czy sily jonowej), krétkim czasem zycia,
zdolnoscig do chemotaksji i adhezji do czastek gleby
[97]. Mikroorganizmy mozna wprowadza¢ do gleby
w postaci pojedynczych, czystych szczepow lub konsor-
cjow zlozonych z wielu ich gatunkéw. Przyktady mikro-
organizmow uzytych w bioaugmentacji terenow skazo-
nych wybranymi chlorofenolami ilustruje Tabela II.

Pomyslnie zakonczong bioaugmentacje gleby skazo-
nej PCP w stezeniu 100 pug g gleby z uzyciem szczepu
Sphingobium chlorophenolicum przeprowadzili Dams
i wsp. [24]. Wykazali, ze w glebie bioaugmentowanej
tymi bakteriami w ciaggu 2 tygodni ubylo okoto 80%
wprowadzonej dawki PCP, podczas gdy w glebie nie-
bioaugmentowanej — okolo 40%. W innych bada-
niach Backman i Jansson [3] potwierdzili przydatnos¢
szczepu Arthrobacter chlorophenolicus A6 w oczyszcza-
niu gleby skazonej 4-CP, w temperaturach 28°C i 5°C.
Stwierdzili, Ze szczep ten rozktadal 4-CP w stezeniu
180 pg g w obu temperaturach w tym samym czasie,
natomiast liczebnos$¢ bakterii byta wieksza w nizszej
temperaturze. Podobnie Briglia i wsp. [14] wykazali,
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Tabela II
Mikroorganizmy uzyte w bioaugmentacji gleb skazonych chlorofenolami

Mikroorganizmy Chlorofenole Lokalizacja Zrédlo
Pseudomonas putida 2-CP Tonara, Wlochy [54]
Alcaligenes xylosooxidans 2-CP Tonara, Wlochy [54]
A. faecalis 2-CP Tonara, Wlochy [54]
Arthrobacter chlorophenolicus A6L 4-CP Uppsala, Szwecja [46]
A. chlorophenolicus sp. nov. 4-CP Ford Collins, USA [99]
Arthrobacter sp. 4-Cp Uppsala, Szwecja [45]
Ralstonia eutrophica TCP 2-CP, 3-CP, 4-CP | Cavenago, Wlochy (4]
Rhodococcus chlorophenolicus PCP-1 PCP Suomusjdrvi, Finlandia [14]
Flavobacterium sp. PCP Suomusjdrvi, Finlandia [14]
Sphingomonas chlorophenolica ATCC 53874 PCP Arecibo, Portoryko [62]
S. chlorophenolica ATCC 33790 PCP Arecibo, Portoryko [62]
Sphingobium chlorophenolicum PCP Boyndie, Wielka Brytania [24]

ze w glebie inokulowanej szczepem Rhodococcus chlo-
rophenolicus rozktad PCP przebiegal intensywniej niz
w glebie kontrolne;.

Poréwnanie skutecznosci oczyszczania gleby skazo-
nej PCP metodami bioaugmentacji z wykorzystaniem
konsorcjum bakterii Gram-ujemnych wyizolowanych
z gleby z okolic kompleksu petrochemicznego w Puerto
Rico, bioaugmentacji z uzyciem szczepow Sphingomo-
nas chlorophenolica ATCC 53874 i ATCC 33790 zna-
nych ze zdolnosci do rozktadu PCP oraz biostymulacji
przeprowadzili Massol-Deya i wsp. [62]. Spo$rdd tych
metod najbardziej efektywna w usuwaniu PCP z gleby
okazala si¢ bioaugmentacja z uzyciem obu szczepow
S. chlorophenolica. W glebie tej catkowity rozklad PCP
w stezeniu 250 mg kg™ gleby trwal 10 dni. Dla porow-
nania w glebie inokulowanej konsorcjum bakterii uby-
tek PCP w tym czasie wynosit 24% wyjsciowej dawki,
a w glebie poddanej biostymulacji - 40% (Rys. 4).
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Rys. 4. Poréwnanie efektywnosci usuwania PCP (250 mgkg™)
z gleby poddanej bioaugmentacji z uzyciem konsorcjum bakterii (A),
z uzyciem szczepdw Sphingomonas chlorophenolica ATCC 53874
i ATCC 33790 (B) oraz biostymulacji (C) [62] (Objasnienia w tekscie)

Z licznych prac wynika, ze wzrost przezywalnosci
bakterii po introdukcji do gleby mozna osiagna¢ poprzez
unieruchomienie komoérek na powierzchni lub we
wnetrzu odpowiedniego nosnika. Zabieg ten stosuje
sie, gdy liczebno$¢ inokulantéw po wprowadzeniu do
gleby drastycznie maleje i obniza si¢ ich aktywnos¢
enzymatyczna. Ochronny wplyw widkien polikapro-
amidu na wzrost i aktywno$¢ komorek Streptomyces
rochei 303 stwierdzili Golovleva i wsp. [36] w bada-
niach ich zdolno$ci do rozkladu 2,4,6-TCP. Bakterie
unieruchomione w tym no$niku rozkladaty 2,4,6-TCP
w stezeniu 1000 mg 1™, podczas gdy komorki wolne
rozkladaly 2,5-krotnie nizsze stezenie tego zwiazku.
W innych badaniach Balfanz i Rehm [5] wykazali, ze
immobilizowany szczep Alcaligenes sp. A 7-2 w gra-
nulacie z gliny i wprowadzony do przeptywowego bio-
reaktora wypelnionego piaszczysta gleba skazong 4-CP
w stezeniu 40 mg 1™ degradowal 6 dawek 4-CP w ciagu
36 godzin, podczas gdy komoérki wolne rozkladaty
w podobnym czasie 3 dawki tego zwiazku.

Do $ledzenia loséw bakterii introdukowanych do
skazonej gleby wykorzystuje sie czesto geny markerowe,
na przyklad geny bialka zielonej fluorescencji (gfp) czy
geny lucyferazy (luc). Elving i wsp. [29] monitorowali
w ten sposéb liczebnos¢ dwoch mutantow Arthrobacter
chlorophenolicus A6 z wprowadzonymi genami odpo-
wiednio gfp i luc w glebie skazonej 4-CP w stezeniu
175 pg g* gleby. Stwierdzili, Ze oba mutanty byty zdolne
do rozkladu tej dawki 4-CP w ciagu 8-10 dni oraz ze
liczba bakterii z genem gfp byta wigksza zaréwno od
liczby bakterii z genem [uc jak i od liczby komoérek
oznaczonych tradycyjna metoda ptytkowa. Na tej pod-
stawie stwierdzili, Ze spadek fluorescencji proby oraz
spadek liczby kolonii na plytkach z agarem odzywczym
byly wynikiem mniejszej aktywnosci metabolicznej
mikroorganizmoéw, a nie ich liczebnosci.
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4.3. ,,Aktywna gleba”

Inng skuteczng metoda zwigkszania efektywnosci
usuwania chlorofenoli z gleby jest mieszanie skazonej
gleby z tak zwang ,,aktywna gleba’, zawierajacg mikro-
organizmy eksponowane przez dlugi okres czasu na
dzialanie okreslonego typu zanieczyszczen. Potwier-
dzaja to wyniki Barbeau i wsp. [6], ktérzy w badaniach
wykorzystali dwie gleby, pochodzace ze skltadowiska
odpadow i z tartaku w Kanadzie. Mikroflora gleby
ze skladowiska odpaddéw byla zdolna do degradacji
PCP w zakresie stezent od 50 do 300 mg 1™, natomiast
mikroflora gleby z tartaku nie rozkladata tego zwigzku.
Po zmieszaniu obu gleb osiagnieto prawie 100% elimi-
nacje PCP o wyjsciowym stezeniu 400 mg kg™ w ciagu
130 dni. Podobnie Otte i wsp. [73] po zmieszaniu zawie-
siny glebowej zawierajacej mikroorganizmy zdolne do
rozkladu PCP w stezeniu 700 mg 1™ w ciagu doby z gleba
skazong PCP w stezeniu 50 mg kg™ gleby stwierdzili roz-
kfad tego zwiazku w 50% w ciagu 36 godzin, podczas
gdy w glebie kontrolnej rozktad PCP nie zachodzit.

5. Podsumowanie

Zanieczyszczenie gleby chlorofenolami stanowi
powazny problem ekologiczny, wymagajacy nie tylko
monitorowania ich loséw w srodowisku, ale réwniez
opracowania skutecznych metod ich detoksykacji.
Jednym z przyjaznych srodowisku rozwigzan jest ich
rozklad mikrobiologiczny, a dobrymi praktykami
w zwigkszaniu tempa ich degradacji czy biotransfor-
macji wydaja sie by¢ roézne techniki bioremediacji, jak
bioaugmentacja, biostymulacja i stosowanie ,,aktywnej
gleby. Kluczowe znaczenie w intensyfikacji proceséw
usuwania chlorofenoli z gleby ma dokfadne poznanie
mechanizméw regulujacych aktywnos¢ degradacyjna
mikroorganizmdéw poprzez ocene wplywu czynnikdw
srodowiskowych na te procesy i zbadanie wzajemnych
interakcji migdzy mikroorganizmami w zaleznosci od
rodzaju skazenia czy wprowadzonych inokulantéw.
Znajomo$¢ takich zagadnien jest niezbedna do opra-
cowania procedur oceny ryzyka ekologicznego, ktdre
powinny by¢ uwzglednione w przepisach prawnych
dotyczacych ochrony gleb, a ktérych nadal brak w regu-
lacjach Unii Europejskiej.
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