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Zastosowanie plesni z rodzaju Penicillium
do biodegradacji zwigzkéw chloroorganicznych

Organiczne polaczenia fluorowcéw (halogenopochodne,
chlorowcopochodne) stanowia grupe zwiazkéw szeroko roz-
powszechnionych w $§rodowisku naturalnym. Najczesciej
spotykane sa polaczenia chloru i bromu z weglowodorami,
alkoholami, fenolami i kwasami. Sa to substancje pochodze-
nia biogennego lub antropogenicznego.

Problemem wystgpowania halogenopochodnych w $rodo-
wisku naturalnym zainteresowano sie juz na poczatku XX
wieku [1], a pierwszym opisanym w 1904 r. naturalnym
zwiazkiem halogenoorganicznym byta diploicyna wytwarza-
na przez porosty [2]. Przez wiele lat sadzono, ze zdolno$é
organizmdw Zywych do syntezy tych substancji jest niezwy-
klerzadka. Obecnie wiadomo, ze zwiazki chlorowcoorganicz-
ne s3 wytwarzane przez morskie roliny i zwierzeta (korale,
gabki, §limaki), jak réwniez przez ro§liny ladowe [3]. Najbar-
dziej znanymi naturalnymi halogenopochodnymi sa chloro-
mycyna, kwas fluorooctowy, tyroksyna, purpura tyryjska
i wiele innych. Do roku 1994 opisano okoto 2400 biogennych
chlorowcopochodnych [2].

Naturalnym Zrédtem halogenowanych zwiazkéw organicz-
nych sa réwniez wybuchy wulkaniczne. W gazach i popiotach
wulkanicznych wykryto chlorowane pochodne etenu, bifeny-
lu oraz rézne freony. Pozary laséw i stepéw takze dostarczaja
substancji chlorowcopochodnych. Stwierdzono, Ze dym z pto-
nacego drewna zawiera ponad 200 organicznych zwiazkéw
chloru [3]. Ogromne ilosci organicznych halogenopochod-
nych znajdujg si¢ w torfie i tzw. substancjach huminowych
wystepujacych w glebach i wodach. Szacuje sie, ze wsréd
zwiazk6w chlorowcoorganicznych jedynie bioprodukcja
chlorometanu ma znaczacy udzial w sumarycznej emisji do
§rodowiska [2].

Gléwnym Zrédiem substancji chlorowcopochodnych jest
dzialalnos¢ czlowieka. Wspéblczesny przemyst wytwarza wie-
le produktéw zawierajacych organiczne polaczenia fluorow-
c6éw (giéwnie chloru), wsréd ktérych znajduja sie rozpusz-
czalniki organiczne (trichlorometan, trichloroetan, heksa-
chloroetan, trichloroetylen), pestycydy (Lindan, Aldrin,
Dieldrin, Heptachlor i do niedawna DDT), pétprodukty syntez
chemicznych (chloroetan, tetrachloroetylen, chloroform) itp.
Najwigksza iloSciowo grupe stanowia pochodne metanu i etanu,
ktérych wytwarza sig okoto 6 mln ton rocznie, przy czym liczba
ta nie obejmuje chlorku winylui 1,2-dichloroetanu, pétprodu-
ktéw do otrzymywania chlorku poliwinylu (PCW) [2].

Ponadto oczyszczanie wody, a wlagciwie jej chlorowanie,
stanowi Zrédio r6znych halogenopochodnych [4,5]. W tym
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procesie substancje humusowe, obecne w wodzie w sposéb
naturalny, ulegaja halogenowaniu i degradacji. Produktami
tych reakcji sa szkodliwe dla zdrowia cztowieka pochodne,
gléwnie metanu (THM), takie jak chloroform, chlorodi-
bromometan, bromodichlorometan, bromoform, tetrachloro-
metan itp. Wsréd wymienionych substancji najwigcej jest
chloroformu. Szacuje si¢, Ze globalna roczna produkcja tego
zwiazku w wodach wodociagowych wynosi kilkadziesiat ty-
sigcy ton [2].

W wodzie po chlorowaniu, oprécz podanych wyzej zwiaz-
kéw, stwierdzono obecno$¢ ponad 100 innych chlorowcopo-
chodnych, takich jak kwasy chlorooctowe, chloroacetony,
chloronitryle i polichlorowane fenole [6]. Duza grupe zna-
nych chloropochodnych stanowia tzw. chloroparafiny. Otrzy-
muje si¢ je w wyniku chlorowania alkanéw o réznej dlugosci
taficucha weglowego (powyzej Cio). Stosowane sg one
w przemySle metalowym i chemicznym, np. jako plastyfikatory
do produkcji PCW i dodatki do farb. Szacuje sie, Ze roczna
$wiatowa produkcja tych substancji wynosi 300 tys. ton [8].

W ostatnich latach dowiedziono, ze niektére chlorowcopo-
chodne wykazuja dzialanie genotoksyczne (réwniez kancero-
genne). Na liscie zwiazkéw rakotworczych znalazly si¢ m.in.
pochodne metanu, 1,2-dichloroetan, 1,2,3-trichloropropan,
tetrachloroetylen, chlorek winylu. Oddziatywanie niektérych
zwiazk6w chlorooorganicznych na organizmy zywe przedsta-
wiono w tabeli 1 [7].

Tabela 1. Wplyw niektérych zwigzkéw chloroorganicznych na organizmy zywe

Oddziatywanie
rakotwérczy; gromadzi sig w tkance
tluszczowej; moze uszkadzaé watrobe, system
nerwowy i nerki; rozkiada sig do tlenku wegla,
ktéry zmniejsza zdoinoé¢ przenoszenia tlenu
przez krew i moze uszkadza¢ mézg
rakotworczy; moze uszkadzaé watrobe, mézg
i pluca
rakotwérczy; mutagenny; moze uszkadzaé
walrobe
rakotwérczy; podejrzany o dziatanie teratogenne
podejrzany o dzialanie rakotwércze
podejrzany o dzlatanie rakotwdrcze

Zwiazek
Chloroform

Tetrachiorek wegla

1,2-Dichloroetan

Chlorek winylu
1,1,1-Trichloroetan
Chlorek metylenu

Trichloroetylen rakotwérczy; mutagenny

Tetrachloroetylen rakotwérezy; moze uszkadzaé watrobe, mézg
ipluca

Haloacetonitryle rakotwoércze dla zwierzat

Chlorobenzeny rakotwércze; kumuluja sie w ludzkiej tkance
tluszczowej

Chlorowane pestycydy | rakotwéreze; Lindan powoduje niedorozwoéj

plazmy i uszkodzenia szpiku kostnego;
DDT jest embriotoksyczny i teratogenny,
powoduje zmniejszenie gruboéci skorupek
ptasich jaj i spadek populaciji ptakéw

Polichlorowanebifenyle| odkladajg sie w tkankach roélin | zwierzat;

dia czlowieka sg rakotorcze i teratogenne
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Szkodliwo$§¢ omawianej grupy zwiazkéw jest na tyle duza,
Ze zaczeto zastanawiad signad sposobami ograniczenia emisji
tych substancji do §rodowiska oraz nad metodami eliminacji
istniejacych juz zanieczyszczen. Jednakze réznorodnosé or-
ganicznych polaczen, gléwnie chloru, sprawia, ze trudno jest
opracowac jedna skuteczna metodeich rozktadu, ktéra ponad-
to nie bylaby uciazliwa dla Srodowiska 1 nie naruszala i tak
rozchwianej juz réwnowagi. Dlatego w ostatnich latach zain-
teresowano si¢ mozliwoscia usuwania tych zanieczyszczeri
z wykorzystaniem metabolizmu mikroorganizméw (tzw. bio-
remediacja). Stwierdzono, ze bakterie nalezace m.in. do ro-
dzajéw Pseudomonas [9], Xantobacter [10], Arthrobacter
[11], Acinetobacter [12] i Corynebacterium [13] efektywnie
wykorzystuja niektore chloropochodne jako Zrédio wegla,
rozkladajac te substancje do dwutlenku wegla i wody. Ponadto
dowiedziono, Ze pierwszym etapem biodegradacji tych zwiaz-
kéw jest ich dehalogenacja, czyli zerwanie wiazania wegiel~
~halogen.

Cze$¢ substancji — szczegdblnie pochodzenia antropoge-
nicznego — jest stabo biodegradowalna przez mikroorgani-
zmy, co jest prawdopodobnie zwigzane z brakiem szlakow
metabolicznych lub tworzeniem sie produktéw, ktére nie mo-
ga by¢ wykorzystane w procesach biosyntezy. Ponadto nie-
ktdre z powstajacych produktéw biodegradacji sa toksyczne,
akumuluja si¢ w komérce i zaburzaja jej normalny metabo-
lizm. Prowadzi to jedynie do czeSciowego rozkladu zwiaz-
kéw, a nie do catkowitej ich mineralizacji. Dlatego obiecujace
wydaje si¢ zastosowanie tzw. kultur mieszanych do rozkladu
chlorowcopochodnych. Kultury mieszane, nazywane tez kon-
sorcjami drobnoustrojéw, to mieszaniny wyselekcjonowa-
nych, zywych mikroorganizméw, najczeéciej bakterii, o wy-
sokiej aktywnosci enzymatycznej, zdolnych do rozktadu r6z-
nych substancji organicznych. Utylizacja zanieczyszczeni
organicznych z zastosowaniem kultur mieszanych polega na
wprowadzeniu do §ciekéw tzw. zaszczepu (biopreparatu), za-
wierajacego specyficzna mikroflore przystosowana do pracy
w okres§lonych warunkach §rodowiska. Stanowi ona uzupet-
nienie dla naturalnej mikroflory oraz rozpoczyna biologiczny
rozklad zanieczyszczeil, przyspieszajac ich utylizacje.

Celem badan prowadzonych w tym kierunku jest taki dobér
mikroorganizméw i utworzenie konsorcjum bakteryjno-grzy-
bowego, ktére mogloby znaleZ¢ zastosowanie jako preparat
przyspieszajacy biodegradacje alifatycznych chloroorganicz-
nych zanieczyszczen $rodowiska. Przedstawione w niniej-
szym artykule wyniki badari laboratoryjnych dotycza okresle-
nia zdolnoéci wyselekcjonowanych grzybéw plesniowych
z rodzaju Penicillium do rozkladu prostych struktur chemicz-
nych mono- i dichloropochodnych alkanéw o réznej dtugosci
taricucha weglowego (od Cs do Cio) oraz chloropochodnych
niektérych kwaséw.

Materialy i metodyka

Badaniom poddano 1-chloropropan, 1,2-dichloropropan,
1,3-dichloropropan, 1-chlorobutan, 2-chlorobutan, 1-chloro-
pentan, 1,5-dichloropentan, 1-chlorodekan, 1,10-dichlorode-
kan, kwas 2-chloropropionowy, kwas 3-chloropropionowy,
kwas 4-chloromastowy i kwas 5-chlorowalerianowy.

Izolacje, selekcje i hodowle mikroorganizméw prowadzo-
no na podlozu mineralnym, uzyskanym przez rozpuszczenie
w 1dm’ wody destylowanej 7 g K;HPO4, 2 g KH2PO4, 0,5 g
Na;P0a, 0,1 g MgS04-12H201 1 g (NH4)2S04 (pH=7,0+7,2).

Do pozywki dodawano glukoze lub zwiazki chloroorgani-
czne jako Zrédto wegla. W celu izolacji drobnoustrojéw zdol-
nych do wzrostu na badanych chloropochodnych prébke gle-
by posiano na mineralne podloze ptynne, zawierajace miesza-
ning testowanych zwiazkéw jako Zrédlo wegla i energii. Po
siedmiu dobach inkubacji w temperaturze pokojowej z ho-
dowli pobrano 1 cm’ zawiesiny drobnoustrojéw i przeniesio-
no do §wiezego podtoza mineralnego z dodatkiem substancji
chloropochodnych. Po uptywie kolejnych siedmiu déb ho-
dowli zawiesine mikroorganizméw posiano na mineralne
podioze state. W ten sposéb, metoda tzw. hodowli wzbogaco-
nej, wyizolowano szczep plesni z rodzaju Penicillium, ozna-
czony symbolem G3, zdolny do wzrostu na mieszaninie chlo-
rowanych zwiazkéw organicznych. Nastgpnie wybrany mi-
kroorganizm namnozano na plynnym podiozu mineralnym
z dodatkiem 0,5% glukozy. Po 72 godzinach inkubacji ho-
dowle odsaczono i osady przemyto czystym podioZzem. W ce-
lu uzyskania jednorodnej zawiesiny mikroorganizméw osady
homogenizowano w homogenizatorze mechanicznym w tem-
peraturze 8 °C. Tak uzyskane zawiesiny ponownie przemyto
i odsaczono na saczkach typu Synpor. Przygotowana w ten
sposGb grzybnia mikroorganizmu stanowita material do dal-
szych badai.

Zdolno$é wyselekcjonowanego drobnoustroju do rozktadu
wybranych chloropochodnych badano na p ;'rmym podiozu
mmeralnym wkolbach o pOJ emnoéci 500 cm”, zawierajacych
150 cm® podtoza i 0,750 cm® badanego zwiazku. Kolby byly
zamkniete korkami ze szlifem. Kazda pozywke zaszczepiono
2 g mokrej masy grzyba. Mikroorganizm hodowano w tempe-
raturze 25 °C, ze wstrzasaniem. Wzrost mikroorganizmu na
testowanych chloropochodnych badano oznaczajac sucha ma-
se grzybni. W tym celu sterylnie pobrano po 20 cm® hodowli,
odsaczano ja, odmyto pozostalosci podloza i wysuszono
w temperaturze 105 °C do stalej masy. Sucha mas¢ grzybni
podano w przeliczeniu na 1 dm’ pozywki.

Stezenie jonéw chlorkowych w ptynie pohodowlanym oz-
naczono metoda kolorymetryczna [14]. Pozostale w plynie
pohodowlanym chloroalkany ekstrahowano eterem etylo-
wym, a ich steZenie oznaczono za pomoca chromatografii
gazowej przy uzyciu aparatu typu GCHF 18.3 z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym (FID). W wypadku oznaczania
zawartosci 1-chloropropanu (60 °C), 1,2-dichloropropanu
(90 °C), 1,3-dichloropropanu (120 °C), 1-chlorobutanu
i 2-chlorobutanu (70 °C), 1-chloropentanu (80 °C), 1,5-di-
chloropentanu (140 °C) i 1-chlorodekanu (150 °C) zastoso-
wano kolumne (3 m) z wypelnieniem, ktére stanowit 15%
glikol polietylenowy 1000 na Chromosorbie P (w nawia-
sach podano temperatury prowadzenia procesu). Chro-
matograficzne oznaczenie steZenia 1,10-dichlorodekanu
prowadzono na aparacie Hewlett Packard 5890 (seria 2)
z kolumng kapilarna HP1 o dlugosci 25 metréw w tempe-
raturze 165 °C. Obliczenia ilo$ciowe wykonano metoda
kalibracji powtarzajac kaidy pomiar (prébki i wzorca
o0 znanym steZeniu) 2+3-krotnie.

Dyskusja wynikow

W wyniku izolacji i selekcji mikroorganizméw wybrano
szczep Penicillium sp. G3, zdolny do wzrostu na mieszaninie
chlorowanych zwiazkéw organicznych. Z przeprowadzonych
doswiadczeri wynika, Ze szczep ten wykorzystywal wszystkie
testowane zwiazki jako Zrédta wegla i energii.
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W tabeli 2 przedstawiono wyniki przyrostu biomasy (wy-
dajno$¢ wzrostu) tego mikroorganizmu na réznych substan-
cjach chloropochodnych.

Tabela 2. Wzrost Penicillium sp. G3 na réznych Zrédtach wegla

5 Wydajnoé¢ wzrostu™,
Zrédio wegla ydaj g/dm®
1-Chloropropan 0,70
1,2-Dichloropropan 0,95
1,3-Dichloropropan 1,15
1-Chlorobutan 0,65
2-Chlorobutan 0,85
1-Chloropentan 1,10
1,5-Dichloropentan 040
1-Chlorodekan 0,69
1,10-Dichlorodekan 0,28
Kwas 2-chloropropionowy 0,35
Kwas 3-chloropropionowy 0,90
Kwas 4-chloromastowy 1,10
Kwas 5-chlorowalerianowy 1,15

*Wydajnos$é wzrostu jest réznica pomiedzy poczatkows i maksymalng masg grzybni;

warto$é ta jest wyrazona w gramach suchej masy w przeliczeniu na 1 dm® pozywki [1 5}

Wéréd badanych chloroalkanéw najlepszym Zrédtem we-
gla dla wzrostu szczepu byly mono- i dichloropochodne pro-
panu, natomiast najgorszy wzrost mikroorganizmu obserwo-
wano w wypadku 1,10-dichlorodekanu. Obserwacje te po-
twierdzaja doniesienia literaturowe podajace, iz podatno$é
chloroalkanéw na biologiczny rozklad zalezy od diugosci
laricucha weglowodorowego i liczby atoméw chloru w cza-
steczce.

Wéréd badanych kwaséw najlepszym Zrédlem wegla dla
wzrostu mikroorganizmu okazaly sigkwasy 4-chloromastowy
i 5-chlorowalerianowy. Wydaje sie, Ze badany szczep Penicil-
lium sp. G3 lepiej r6st na chloropochodnych kwaséw niz na
chloroalkanach.

Z doniesien literaturowych wiadomo, ze decydujacym kro-
kiem w procesie biodegradacji wiekszosci zwiazkéw chlo-
roorganicznych jest ich dehalogenacja. W tabeli 3 przedsta-
wiono wyniki oznaczeii stezenia jonéw chlorkowych w ptynie
pohodowlanym.

Tabela 3. Biodehalogenacja chloropochodnych
przez szczep Penicillium sp. G3

N Stezenie jonéw chlorkowych*,
Zwigzek I gCF/m" Wy

1-Chloropropan 18,5 24,7 15,3
1,2-Dichloropropan 18,5 27,8 15,3
1,3-Dichloropropan 28 9,1 6,0
1-Chlorobutan 31,0 40,3 352,8
2-Chlorobutan 18,5 21,6 212,2
1-Chloropentan 24,7 27,8 34,1
1,5-Dichloropentan b 28 -
1-Chlorodekan 21,6 21,6 21,6
1,10-Dichiorodekan 56,0 102,8 156,0
Kwas 2-chloropropionowy 18,5 24,7 *
Kwas 3-chloropropionowy 18,5 24,7 43,5
Kwas 4-chloromasiowy 74,7 71,6 140,3
Kwas 5-chlorowalerianowy 65,3 68,6 77.8

*Oznaczane w plynie pohodowlanym po 24, 96 i 168 godzinach hodowli

**Stezenie jon6w chiorkowych ponizej 2 gCl/m®

Rosnace stezenie tych jonéw s$wiadczy o postepujacym
procesie biodegradacji zwiazku. Jedynie w wypadku rozktadu
1,5-dichloropentanu nie zaobserwowano intensywnego pro-
cesu biodehalogenacji. Uzyskane wyniki wykazuja, ze chloro-
pochodne kwaséw byly szybciej dehalogenowane niz chloroalka-
ny. Najlepiej dehalogenowanym substratern byt kwas 4-chloro-
mastowy, natomiast najwolniejszy proces odlaczania atoméw

chloru obserwowano w wypadku kwasu 2-chloropropionowe-
go. Wydaje sie tez, ze chlor byl tatwiej usuwany z pozycji
3 kwasu 3-chloropropionowego. Prawdopodobnie dlatego kwas
3-chloropropionowy byt lepszym (niz kwas 2-chloropropiono-
wy) Zrédtem wegla i energii dla wzrostu badanego grzyba.

W nastepnym etapie badafi oznaczono metoda chromato-
grafii gazowej steZenia pozostalych w pozywce chloroalka-
néw, ktdre nie ulegty rozkladowi (tab.4).

Tabela 4. Biodegradacja chioroalkanéw przez szczep Penicillium sp. G3

Zwigzek Pozostafe chloroalkany™, %
1-Chloropropan 60
1,2-Dichloropropan 50
1,3-Dichloropropan 40
1-Chlorobutan 67
2-Chlorobutan 75
1-Chloropentan 60
1,5-Dichloropentan 12
1-Chlorodekan 97
1,10-Dichlorodekan 64

*Warto$ci oznaczone metoda chromatografii gazowej po 168 godzinach hodowli
(za 100% przyjgto poczatkows iloéé zwiazku dodanego do pozywki)

Z przeprowadzonych badani wynika, Ze najmniejsze steze-
nie pozostatego w poZywce zwiazku obserwowano w wypad-
ku 1,5-dichloropentanu. Po 168 godzinach hodowli w’'ptynie
pohodowlanym pozostalo jedynie 12% tego alkanu. Najwol-
niej metabolizowane byly chloropochodne dekanu (szczegdl-
nie 1-chlorodekan). Po 168 godzinach inkubacji jedynie 3%
zwiazku ulegato biodegradacji. W wypadku chloropochod-
nych propanu i butanu, w pozywce pozostawato odpowiednio
40+60% 1 67+75% zwiazkéw, ktére nie ulegly rozkiadowi.
Ponadto zauwazono, Ze ilo$¢ rozlozonych chloroalkanéw by-
fa wigksza niz wynikaloby to z iloSci uwolnionych jonéw
chlorkowych. Prawdopodobnie w trakcie procesu biodegra-
dacji nastgpowalo rozrywanie wiazan wegiel-wegiel i po-
wstawaly krétsze laficuchy weglowodorowe ze zwiazanymi
atomami chloru. MoZna wigc przypuszeczaé, Ze badany mikro-
organizm nie byl zdolny do pelnej mineralizacji zwiazkéw
w tak wysokich stezeniach (ok. 0,4%). Doktadne wyjasnienie
tych obserwacji wymaga jednak dodatkowych badan.

Badania nad szybkoscia rozkladu zwiazkéw chloroorgani-
cznych przez wyselekcjonowany szczep plesni Penicillium
sp. G3 w obecnosci dodatkowego Zrédla wegla (dane nie
publikowane) wykazaty, ze dodanie glukozy do pozywki kil-
kakrotnie przyspieszylo proces biodehalogenacji chloropo-
chodnych. Mozna wigc przypuszczad, ze w warunkach natu-
ralnych, a wiec w obecno§ci dodatkowych Zrédet wegla
1 energii, proces biodegradacji bedzie przebiegal jeszcze in-
tensywniej. Ponadto warto podkresli¢, ze wyizolowany mi-
kroorganizm wykazywat szerokie zdolno$ci dehalogenujace,
zaréwno w stosunku do chloroalkanéw o réznej diugosci
taricucha weglowego (Ca, Ca, Cs, C10), jak i w stosunku do
chloropochodnych kwaséw i alkoholi (dane nie publikowa-
ne). Tak szerokie zdolno$ci degradacyjne nie s3 spotykane
wsréd opisywanych w literaturze szczepéw bakterii. Mimo iz
wyselekcjonowany drobnoustréj nie byt zdolny do catkowitej
mineralizacji alifatycznych chloropochodnych, moze on byé
jednym ze sktadnikéw tworzonego konsorcjum bakteryjno-
grzybowego (biopreparatu) i ze wzgledu na szerokie zdolno-
§ci biodehalogenacyjne bedzie efektywnie zapoczatkowywat
proces bioremediacji.

Badania byly sfinansowane ze srodkéw KBN (projekt ba-
dawczy 3 TO9B 01910).
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Biodegradation of Chlororganic Compounds by Mildew of the Penicillium Genus

Halogenated compounds occurwidely in the biosphere either
as natural products or as xenobiotic compounds entering the
environment with the use of herbicides and pesticides. In recent
years some microorganisms have been reported capable of
degrading many of these substrates. Microbial growth on halo-
genated compounds requires production of catabolic enzymes
to cleave the carbon-halogen bonds. The objective of the present
study was to examine the ability of Penicillium sp. G3 (isolated
fromsoil) to degrade chlorinated substrates. Penicillium sp. G3
was able to grow on the investigated halogenated compounds
as sole carbon/energy source. Of these, mono- and dichloropro-
panes were found to be the best carbon/energy sources. Of the
chlorinated acids used for the purpose of the study, 4-chlorobu-

tyric and 5-chlorovaleric acids were the best substrates for the
growth of Penicillium sp. G3. All the investigated compounds
were degraded with the release of chloride ions to the growth
medium. The best substrate for dechlorination was 4-chlorobu-
tyric acid. The addition of glucose to the medium stimulated
dehalogenation. The results showed that Penicillium sp. G3 was
not able to mineralize the chemicals tested. Thus, to provide
complete mineralization itis necessary to use a mixed population
of fungi and bacteria. Having a remarkable ability to dehalo-
genate a variety of chlorinated compounds, Penicillium sp. G3
may become an effective component of a mixed culture, thus
initiating mineralization of the investigated chemicals.
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