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Microbiological degradation of organophosphorous compounds con-
taining C-P bond

Summary

Phosphonates constitute a class of biogenic and xenobiotic compounds
characterized by the presence of a direct carbon-to-phosphorus linkage. The
C-P bond is extremely stable and resistant to degradation. Phosphonates are of
widespread use these days and much interest has been paid over the past years
to their environmental fate and possible eco-toxicity. This review is devoted to
the processes of microbial degradation of phosphonates, covering various as-
pects of metabolic pathways and regulation.
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1. Wstep

Fosfor jest jednym z podstawowych pierwiastkéw biogen-
nych, ktéry wystepuje we wszystkich organizmach zywych i wa-
runkuje prawidtowe ich funkcjonowanie. Naturalne zwiazki fos-
foroorganiczne sg gtdwnie estrami kwasu fosforowego. Istnieje
réwniez wyjatkowa grupa zaréwno biogennych jak i syntetycz-
nych organicznych potaczen fosforu, ktérych cecha charaktery-
styczng jest obecno$¢ w czasteczce bezposredniego, kowalen-
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Rys. 1. Struktura czasteczki estru kwasu fosforowego (1), aminokwasu (2) oraz kwasu aminofosfono-
wego (3).

cyjnego wigzania pomiedzy atomami fosforu i wegla - sg to kwasy fosfonowe. Ener-
gia aktywacji wigzania miedzy atomem wegla i fosforu jest bardzo wysoka - wyzsza
niz wigzan typu 0-P, N-P, S-P, a co za tym idzie jest to potgczenie trudne do rozer-
wania i metody chemiczne, takie jak hydroliza kwasowa i zasadowa, fotoliza czy ter-
moliza sg nieskuteczne (1).

Pierwszym opisanym w literaturze, naturalnym zwigzkiem posiadajgcym w czas-
teczce wigzanie C-P, jest kwas 2-aminoetylofosfonowy (ciliatyna) - odkryty u wiek-
szosci organizmow zywych, gdzie moze wystepowacé w formie niezwigzanej, a takze
wchodzi¢ w skiad fosfolipidéw bton komdérkowych oraz biatek (2). Inne naturalne
fosfoniany to antybiotyki syntetyzowane przez bakterie z grupy Streptomyces, np.
fosfomycyna (kwas 1,2-c/s-epoksypropanofosfonowy), ktéra hamuje biosynteze pep-
tydoglikanu (3), oraz fosfmotricyna ((kwas L-2-amino-4-(metylofosfmylo)butanowy)),
ktéra dziata jako silny inhibitor syntetazy glutaminowej u bakterii i roslin (2,4).

Szczegoblng grupg fosfoniandw sg te, ktdére zawierajg w czgsteczce dodatkowo
grupe aminowg przy atomie wegla a. Sa one uwazane za strukturalne analogi ami-
nokwasow, w ktérych grupa karboksylowa zostata zastgpiona grupg fosfonowa lub
podobng (fosfinowa, fosfonawg itp.) (rys. 1).

Teoria analogii strukturalnej pozwala na ttumaczenie biologicznej aktywnosci
aminofosfonianéw podobienstwem do naturalnych substratow reakcji enzymatycz-
nych. W wiekszosci przypadkéw fosfoniany sg inhibitorami enzymoéw, a wyraza sie
to ich konkurencyjnoscig o centrum aktywne enzymu lub innego komdérkowego re-
ceptora w stosunku do strukturalnego karboksylowego odpowiednika. Udalo sie
znalez¢ fosfonowe inhibitory okoto szes¢dziesieciu enzymow nalezacych do kazdej
z szesciu klas. Wérdd nich znajduja sie inhibitory enzyméw proteolitycznych, takich
jak np. leucyloaminopeptydaza [EC 3.4.11.1] i aminopeptydaza A [EC 3.4.11.7].
Zmiana aktywnosci leucyloaminopeptydazy jest zwigzana z chorobami nowotworo-
wymi (4), kataraktg (5), a nawet zakazeniem wirusem H1V (6). Badajgc strukture
kompleksu tego enzymu z fosfonowym analogiem leucyny, udato sie poznaé nie tyl-
ko spos6b wigzania tego zwigzku, ale réwniez zaprojektowac inne fosfonowe inhi-
bitory o duzo wiekszej skutecznosci (7). Aminopeptydaza A bierze udziat w prze-
mianach angiotensyny Il i cholecystokininy w mézgu. Poznanie tego enzymu stato
sie mozliwe dzieki dostepnosci specyficznego inhibitora - fosfonowego analogu
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kwasu glutaminowego, ktory stuzyt jako sonda umozliwiajgca okreslenie roli po-
szczegoblnych aminokwaséw miejsca aktywnego aminopeptydazy A (8).

Zwiazki fosfonowe sg silnymi inhibitorami tych enzymow proteolitycznych, kté-
re katalizujg reakcje hydrolizy z bezposrednim atakiem wody na wigzanie peptydo-
we SLibstratu, natomiast aktywnos$¢ peptydaz, dla ktérych mechanizm katalizy wy-
maga utworzenia kowalencyjnego wigzania miedzy enzymem a substratem, jest
stabiej hamowana przez inhibitory tego typu (9).

Liczng grupa enzymoéw, dla ktérych opisano fosfonowe inhibitory sa syntetazy
(np. syntetaza glutaminy, asparaginy itp.), ktérych koenzymem jest ATP, a produk-
tem posrednim reakcji enzymatycznej jest fosforanowa pochodna substratu, ktorej
analogiem moga by¢ witasnie fosfoniany (10).

Kwasy fosfonowe moga by¢ analogami nie tylko aminokwaséw, ale takze innych
zwigzkoéw naturalnych i odgrywac znaczaca role w leczeniu wielu choréb. Przy-
ktadem moze by¢ fosfonowy analog fosfolipidow, ktéry jest inhibitorem fosfolipazy
A i B, enzymow, ktorych nadprodukcja powoduje defekty ptuc u nowo narodzonych
dzieci (11). Wiele uwagi poswiecono rowniez bisfosfonianom, ktore stosuje sie w le-
czeniu osteoporozy i innych choréb kosci (12), a takze kompleksom kwaséw fosfo-
nowych z metalami, ktére stosuje sie z powodzeniem jako leki antynowotworowe
(13).

Nie zawsze jednak fosfoniany majg tak ,subtelne” zastosowanie. Pierwsze synte-
tyczne zwigzki tego typu powstaty pod koniec XIX w., a ich przemystowa synteza
jest mozliwa od roku 1905. Obecnie stanowig one duzg grupe substancji ksenobio-
tycznych, ktére uwalniane sg do $rodowiska w ogromnych ilosciach. Ws$rdd nich
znajdujg sie pestycydy (14,15), srodki antykorozyjne (16), gazy bojowe (17), dodatki
do polimeréw, proszkéw do prania itp. (18).

W 1994 r. doszito do tragedii w tokijskim metrze - grupa terrorystéw zabita po-
nad 20 os6b i ranita okoto 500 innych, uzywajgc gazu bojowego Sarin (GB). Gaz ten
wprawdzie nie jest produkowany juz od 1968 r., ale sity zbrojne wielu krajéw posia-
daja zmagazynowane ogromne ilosci tego $rodka w réznej postaci. W 1993 r.
132 panstwa podpisaly umowe (Chemical Weapons Convention), w ktérej zobo-
wigzujg sie zniszczy€ tego typu zwigzki w sposOb nieodwracalny. Neutralizacja Sari-
nu moze by¢ prowadzona za pomoca NaOH, ale reakcja ta wymaga bardzo drastycz-
nych warunkéw termicznych i ci$nienia, a w jej wyniku powstaja zwiazki, ktére tak-
ze sg problemem dla Srodowiska. Analogiczna reakcje neutralizacji Sarinu mozna
przeprowadzi¢ w tagodnych warunkach temperatury i ciSnienia, uzywajac hydrolaz
fosfonianéw (enzymoéw OPH) - | mg takich enzyméw katalizuje catkowitg hydroli-
ze | g Sarinu w czasie krétszym niz Ih i w wyniku tej reakcji powstaja zwiazki, kto-
re rowniez moga by¢ catkowicie roztozone (19). Wyniki te sugeruja, ze warto bra¢
pod uwage metody biologiczne przy likwidacji Sarinu i jemu podobnych zwigzkéw
20).

Niewatpliwie najliczniejsza grupa ksenobiotykéw fosfonowych sg pestycydy. Po-
czawszy od lat pieédziesigtych XX w. zaczeto wprowadzanie tych srodkéw do rol-
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nictwa. Ich skuteczno$¢ powodowata, ze z roku na rok wzrastata produkcja tych
zwigzkéw, przynoszac ogromne korzysci finansowe wielkim koncernom chemicz-
nym. Najlepszym przyktadem Jest sukces komercyjny fosfonowej pochodnej N-mety-
loglicyny (glifozat), wprowadzonej na Swiatowy rynek przez koncern Monsanto pod
nazwg handlowg Roundup®. Jest to nieselektywny, powschodowy herbicyd o szero-
kim spektrum dziatania, stosowany na ogromng skale ze wzgledu na doskonate
wiasciwosci fitotoksyczne (14).

2. Biodegradacja kwasoéw fosfonowych

Skoro zwigzki fosfonowe, obok fosforanéw, diestréw, bezwodnikéw i tym po-
dobnych, wchodzg w sktad naturalnie wystepujgcych w organizmach zywych sub-
stancji zawierajgcych fosfor, a dodatkowo trafiajg do srodowiska na skutek dziatal-
noéci cztowieka, mozna zalozy¢ istnienie szlakdw biodegradacji tych zwigzkdw.
W ciggu ostatnich lat badania nad wiasciwosciami mikroorganizméw zdolnych do
degradacji fosfonianéw zostaly znacznie zintensyfikowane.

Gtéwne ich nurty to:

- badanie zdolnosci mikroorganizméw do wykorzystywania fosfoniandw Jako Je-
dynego zrodta fosforu dla wzrostu i okreslanie struktury powstatych produktéw
rozktadu,

- badanie mozliwosci wykorzystywania fosfonianéw Jako Jedynego zrodta wegla
i energii (oraz fosforu, badz fosforu i azotu w przypadku zwigzkéw aminofosfono-
wych) prowadzacego do catkowitej mineralizacji tych zwigzkow,

- poznanie enzymow szlakéw degradacji fosfonianéw i wykorzystanie tej wiedzy
w celu otrzymania, np. transgenicznych roslin odpornych na herbicydy fosfonowe.

2.1. Genetyczna kontrola biodegradacji kwasow fosfonowych - regulon pho

Dla wigkszosci badanych dotgd mikroorganizmoéw fosforan nieorganiczny stano-
wit preferowane zrédto fosforu i Jego obecno$¢ hamowata transkrypcje zespotu ge-
noéw regulatorowych odpowiedzialnych za transport i wykorzystanie alternatyw-
nych zwigzkéw fosforowych, takich Jak inne fosforany, fosforyny oraz fosfoniany
(21). Fosforan nieorganiczny Jest transportowny do komorki bakteryjnej przez tzw.
przenosnik niskiego powinowactwa Pit (phosphate inorganic transporter), wéwczas
gdy wystepuje w nadmiarze, czyli w stezeniu powyzej 4 pM. Dopiero w warunkach,
gdy stezenie zewnagtrzkomérkowego fosforanu spada ponizej tej wartosci (nazywa-
my to warunkami gtodu fosforanowego) indukowane sg geny kodujace fosforanowy
przenosnik wysokiego powinowactwa (Pst) oraz geny odpowiedzialne za funkcje
metaboliczne umozliwiajgce wykorzystanie innych form fosforu, miedzy innymi fos-
fonianéw. Zespodt tych genéw, nazywany regulonem pho, znajduje sie w catosci pod
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kontrolg tych samych warunkéw genetycznych i fizjologicznych i stanowi podstawo-
wy element warunkujacy wykorzystywanie kwasow fosfonowych i innych rodzajéw
zwigzkow fosforu w warunkach laboratoryjnych i najprawdopodobniej réwniez
w Srodowisku (22,23).

Strukture regulonu pho poznano u Escherichia coli. Zbudowany jest on z co naj-
mniej 31 genow skladajacych sie na osiem jednostek transkrypcyjnych, z ktérych
kazda poprzedzona jest genem promotorem zawierajgcym miejsce aktywacji z kon-
sensusowa sekwencja pho box aktywowana przez biatko PhoB (24).

Do inicjacji ekspresji gendw bedacych pod kontrolg regulonu pho konieczna jest
aktywacja genow phoR (gen sensorowy) i phoE (gen regulatorowy) przez biatka PhoB
i PhoR natezace do duzej rodziny dwusktadnikowych czynnikéw regulatorowych od-
powiedzialnych za reakcje na rdéznorodne bodzZzce Srodowiskowe u bakterii (23).
PhoR jest biatkiem transmembranowym, syntezowanym oraz ulegajacym autofosfo-
rylacji, gdy fosforan nieorganiczny staje sie czynnikiem limitujgcym wzrost. Pod
wplywem autofosforylacji biatko PhoR przeksztalcane jest z formy represora
(PhoR*") w aktywator (PhoR™), ktéry posiada wtasciwosci biatkowej kinazy histydyno-
wej i przeprowadza transfosforytacje biatka aktywujgcego transkrypcje, PhoB, ktére
rowniez indukowane jest w warunkach fizjologicznego gtodu fosforanowego (26).

Ufosforylowana forma aktywatora PhoB (fosfoPhoB) rozpoznaje osiemnastonu-
kleotydowa sekwencje konsensusowg pho box, stanowigca czes¢ promotora wielu
genow (24). W przekazywanie sygnatu zaangazowane sg biatka PstS, PstC, PstA, PstB
(biatko transportowe dla fosforanu), PhoU, PhoR (sensor), PhoB (aktywator) i polime-
raza RNA. W przypadku wystepowania nadmiaru zewnatrzkomorkowego fosforanu,
PhoR przeprowadza defosforylacje fosfoPhoB i transkrypcja jest zatrzymana. Mecha-
nizm i natura fizykochemiczna przekazywania sygnatow na biatko PhoR nie sg dotad
znane, wiadomo jedynie, ze stezenie zewnatrzkomoérkowego fosforanu odbierane
i przekazywane jako sygnat dla represji regulonu pho wynosi okoto 4 pM (24). Uwa-
za sie, ze zablokowana forma regulonu pho to kompleks sktadajacy sie z nieaktyw-
nego biatka PhoR*\, biatka PhoU i czterech biatek transportujgcych (PstS, C, A i B).
Warunkiem utworzenia tego kompleksu biatkowego jest wysycenie biatka PstS fos-
foranem nieorganicznym.

Odwrécenie represji regulonu pho jest najprawdopodobniej procesem trzyeta-
powym (rys. 2). Spadek stezenia fosforanu zewnatrzkomérkowego powoduje zmia-
ny konformacyjne w systemie biatek Pst, umozliwiajgc interakcje z domeng PhoR
w periplazmie, co powoduje oddysocjowanie PhoR od biatka PhoU w obrebie kom-
pleksu represora i utworzenie dimeru PhoR. Oznacza to przeksztatcenie tego biatka
z formy represora (PhoR*) w forme aktywatora (PhoR”). Biatko PhoR w formie dime-
ru nie oddziatuje z systemem biatek Pst i zachowuje sie jak autofosforylaza, mogaca
przeprowadzi¢ fosforylacje biatka PhoB, czyli jego przeksztalcenie z formy represo-
ra w aktywator transkrypcji genéw regulonu pho (27).

Pierwszorzedowa kontrola regulonu pho odbywa sie zatem poprzez rozpozna-
wanie poziomu zewnatrzkomorkowego fosforanu przez system biatek receptoro-
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Dimer PhoR"
PhoR

Periplazama

Nieaktywne PhoR, PhoB
Aktywne PhoR”, PhoB"

Aktywacja transkrypcji regulonu pho

Rys. 2. Uproszczony schemat aktywacji regulonu pho w komérce bakteryjnej w warunkach gtodu fos-
foranowego.

wych Pst zlokalizowanych na powierzchni komorki. System Pst razem z biatkiem
PhoU, w sposob dotad niecatkowicie jasny, reguluje aktywnos¢ biatka PhoR w pro-
cesie najprawdopodobniej polegajacym na asocjacji i dysocjacji biatkowych mono-
i dimeréw (26).

2.2. C-P liaza - rozkilad zwigzkéw alkilo- i fenylofosfonowych

Zdolnos$¢ mikroorganizméw do degradacji kwasow fosfonowych jest doskonale
udokumentowana (28-32). Wiekszos$¢ badanych mikroorganizmow izolowanych ze
Srodowiska w warunkach laboratoryjnych zdolna byta jedynie do wykorzystjrwania
fosfonianéw jako jedynego Zrédta fosforu dla wzrostu, pod warunkiem niewystepo-
wania fosforanu nieorganicznego w podtozu hodowlanym. Poznanie mechanizmu
dziatania regutonu pho oraz fakt, ze dla wystgpienia warunkoéw gtodu fosforowego
stosunek zawartosci wegla do fosforu w komérce musi wynosi¢ minimum 200:1,
stanowito przez dlugi czas podstawe zatozenia, ze ksenobiotyki fosfonowe wrecz
nie moga stanowi¢ zrodta wegta i energii dla wzrostu komérek mikroorganizmaéw.
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0
C-P liaza
P OH H.C----meem- R + Pi
OH
R = H, CH3-, etc.
<J * A

Rys. 3. Reakcja enzymatycznego rozszczepienia wigzania miedzy atomami wegla i fosforu w czas-
teczce kwasu fosfonowego przeprowadzana przez zespol enzymatyczny C-P liazy.

gdyz nadmiar fosforanu uwalniany z czgsteczek fosfonianéw, rozktadanych by za-
spokoi¢ gtéd weglowy, skutecznie hamuje transport oraz aktywnos¢ enzymow roz-
ktadajgcych wigzanie C-P.

Badania produktoéw rozkladu fosfonianéw alifatycznych i aromatycznych be-
dacych zrédtem fosforu dla mikroorganizméw wskazywaly na zdolno$¢ mikroorga-
nizméw do rozkladu stabilnego wigzania pomiedzy atomami wegla i fosforu
w czasteczce fosfonianu, czego konsekwencja byto uwalnianie odpowiedniego we-
glowodoru (33-35). Wraz z doniesieniami o istnieniu mikroorganizmow takich jak
Agrobacterium radiobacter, zdolnych do rozktadu wigzania C-P szeregu réznych struk-
turalnie fosfonianéw (alkilo-, winylo-, propylo-, propenylo-, chlorometylofosfonia-
néw) powstata hipoteza o istnieniu w komérkach mikroorganizmoéw enzymu, badz
raczej zespotu enzymoéw, zapewniajagcych zdolnos$¢ do wykorzystywania tak szero-
kiego spektrum strukturalnie réznych zwigzkéw fosfonowych. Enzymom tym nada-
no nazwe C-P liaza. Termin ten okre$la enzymy katalizujgce rozciecie wigzania C-P
w obrebie czgsteczki fosfonianu z uwolnieniem fosforanu nieorganicznego wyko-
rzystywanego przez komorke i stosownej reszty organicznej (rys. 3) (36).

Do dzis, mimo intensywnych staran wielu zespotéw badawczych, nie udato sie
uzyskac aktywnych preparatéw enzymatycznych C-P liazy (37,38). Zastosowanie me-
tod modelowania chemicznego pozwolito jednak zaproponowac trzy prawdopo-
dobne modele mechanizmu rozktadu wigzania C-P:

- mechanizm rodnikowej defosfonylacji, oparty na modelu reakcji alkilofosfonia-
néw z czterooctanem otowiu (33).

- przemiane kwasu fosfonowego w forme kationowg kolejno przeksztatcang
w rodnik fosforanylowy i ostatecznie rozciecie tego produktu posredniego z utwo-
rzeniem fosforynu i odpowiedniego weglowodoru (34).

- defosfonylacje nastepujgca jako reakcja na tahncuchu bocznym zwigzku po-
wstalego w wyniku kondensacji czgsteczki aminofosfonianu z czgsteczka pirydoksa-
lu lub fosforanu pirydoksalu (34).
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mOH + M % +H

0

Kwas alkanofosfonowy

OH

Rodnik fosfonylowy

R—CH2 +
P RCH3 HO OH

Rodnik alkilowy Ak
an
OH 0]

Ortofosforan
Kwas metafosforowy

Rys. 4. Proponowany mechanizm dziatania C-P liazy.

Proponowane mechanizmy sg oparte wytgcznie na modelowaniu i nie znalazty
dotad potwierdzenia w systemach biologicznych. W wyniku przeprowadzenia ba-
dan genetycznych dostarczono jednak pewnych informacji o funcjonowaniu enzy-
mow C-P liazy tn vivo. Wykazano, ze szczepy zmutowane tak, iz tracity zdolnos¢ wy-
korzystywania fosfonianéw jako Zrédta fosforu, rownoczesnie tracity zdolnosé przy-
swajania fosforynu (22). Na tej podstawie zaproponowano dwuetapowy przebieg re-
akcji katalizowanej przez C-P liaze. Pierwszy krok miatby polega¢ na redukcyjnym
rozcieciu wigzania C-P z utworzeniem fosforynu jako zwigzku przejsciowego. W na-
stepujacej kolejno reakcji kompleks enzymatyczny C-P liazy utleniatby fosforyn do
fosforanu, z uwodnieniem nastepujacym po rozszczepieniu wigzania (rys. 4).

Przy zatozeniu stusznosci tej koncepcji bytby to pierwszy przyktad cyklu oksyda-
cyjno-redukcyjnego w obiegu fosforu, jest to rowniez wyjasnienie przyczyn trudno-
&ci z uzyskaniem aktywnych preparatéw C-P liazy z ekstraktow komorkowych, bo-
wiem enzymy przeprowadzajgce reakcje redox sg najczesciej zlokalizowane w bto-
nie komorkowej i rozbicie komérki najczesciej niszczy ich aktywnosé (22).

Rozkiad alkilo- i fenylofosfonianéw prowadzg przede wszystkim bakterie gram-
ujemne (29). Sposrdd bakterii gramdodatnich zdolnosé te udokumentowano tylko
dla Arthrobacter sp. GLP-1 (37,38) i Bacillus megaterium 2BLW (39). Podjeto roéwniez
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préby badania rozktadu alkilo- i fenylofosfoniandéw przez grzyby i zdolnos¢ te, jak
sie wydaje, posiadajg Penicillium dtrinum (32), Penicillium notatum (30), Trichodermo
harzanium, Aspergillus niger, Scopularopsis sp. (31) i Cladosporium resinae (40). Takze w tym
przypadku nie udato sie uzyska¢ aktywnych preparatdw enzymatycznych C-P liazy.

2.3. Rozktad kwasu 2-aminoetylofosfonowego (ciliatyny)

Pierwszym zwigzkiem z grupy kwaséw aminofosfonowych, ktérego mikrobiolo-
giczng degradacje poznano dokladnie zaréwno na poziomie regulacji transportu
i rozktadu, jak i powstajacych metabolitéw posrednich, byt kwas 2-aminoetylofosfo-
nowy (2-AEP, naturalnie wystepujaca ciliatyna). Transport ciliatyny do komorki bak-
teryjnej zostat poznany i opisany u Bacillus cereus oraz Pseudomonas aeruginosa A237
jako specyficzny wobec fosfonowego substratu i indukowany jego obecnoscig (41).
Rozktad czgsteczki ciliatyny wewnatrz komorki bakteryjnej przebiega dwuetapowo
(rys. 5).

Pierwsza przemiang zachodzacg podczas enzymatycznej degradacji ciliatyny jest
reakcja transaminacji prowadzgca do powstania aldehydu fosfonooctowego, gdzie
akceptorem grupy aminowej jest kwas pirogronowy. Reakcja ta wymaga obecnosci
fosforanu pirydoksalu. Enzym katalizujacy te reakcje [EC 2.6.1.37] zostat wyizolowa-
ny z P. aeruginosa (42), a ostatnio takze z Salmonella typhimurium (43) i okazat sie wy-
soce specyficzny zaréwno wobec substratu, jak i kwasu pirogronowego . Kolejnym
etapem jest hydrolityczny rozktad wigzania C-P w czgsteczce aldehydu fosfonoocto-
wego z uwolnieniem fosforanu nieorganicznego i powstaniem aldehydu octowego.
Enzym - hydrolaza aldehydu fosfonooctowego [EC 3.11.1.1] - nazwany fosfona-
tazg, zostat oczyszczony z obu badanych szczepow, B. cereus i P. aeruginosa (44,45),
co pozwolito na okreslenie mechanizmu jego dziatania. Enzymatyczne rozciecie
wigzania C-P polega na oddziatywaniu pomiedzy lizyng centrum aktywnego fosfona-

PO3H2

ciliatyna

pirogronian
Transaminaza AEP
alanina
Fosfonataza HOOC - CHo
OHC PO3H2 kwas octowy
aldehyd fosfonooctowy Pi

Rys. 5. Szlak biodegradacji kwasu 2-aminoetyiofosfonowego.
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tazy a grupa karbonylowg w czgsteczce aldehydu fosfonooctowego prowadzacym
do procesu P - eliminacji (46).

Oba enzymy biorgce udziat w rozktadzie czagsteczki ciliatyny sg syntetyzowane
w komorce bakteryjnej jedynie w warunkach ograniczonego dostepu fosforanu nie-
organicznego i hamowane przez jego obecnos¢, a geny je kodujace znajdujg sie
w obrebie zespotu gendw wczesniej opisanego regulonu pho. Cechy te zawezaja ka-
tabolityczne mozliwosci mikroorganizméw do pobierania i rozktadu ciliatyny do sy-
tuacji, gdy ta stanowi jedyne zrodto fosforu dla wzrostu. Uniemozliwiajg one nato-
miast wykorzystywanie tego zwigzku jako zrédta wegta czy wegla i fosforu jedno-
czesdnie, gdyz nadmiar fosforanu uwalniany z czasteczki ciliatyny rozktadanej w stop-
niu zapewniajgcym odpowiednig ilos¢ wegla hamuje transport i reakcje degradaciji.

Opisano jednak réwniez wystepowanie enzyméw szlaku degradacji ciliatyny
w nowo wyizolowanym szczepie Pseudomonas putida NG2, charakteryzujgcym sie zdol-
noscig wykorzystywania tego aminofosfonianu jako zrédta wegla, azotu i fosforu
W sposOb niezalezny od obecnosci fosforanu nieorganicznego (47). Enzymy - amino-
transferaza 2-AEP; pirogronian oraz fosfonataza, ktérych obecnos¢ zostata potwier-
dzona badaniami aktywnosci ekstraktu komérkowego P. putida NG2, byly indukowane
obecnoscig kwasu 2-aminoetylofosfonowego niezaleznie od kontroli regulonu pho.

Szczep grzybowy Penicillium purpurogenum NI zdolny byt do wykorzystywania
tego naturalnego aminofosfonianu stosowanego jako zrédto azotu w podtozu réw-
niez na drodze niezaleznej od statusu fosforanowego komorki (48)

2.4. Mikrobiologiczny rozktad N-fosfonometyloglicyny (glifozat)

Biodegradacji tego zwigzku poswiecono najwiecej badan ze wzgledu na jego
masowe zastosowanie jako skladnika popularnego herbicydu Roundup®. Wykaza-
no, ze glifozat ulega szybkiej detoksyfikacji w Srodowisku, zaréwno dzieki wias-
ciwosci wigzania go przez glebe jak i w wyniku degradacji prowadzonej przez mi-
kroorganizmy glebowe. Do dzi$ poznano dwa szlaki mikrobiologicznego rozkiadu
tego zwigzku, oba angazujgce zespdt enzymatyczny C-P liazy i znajdujgce sie pod
kontrolg regulonu pho.

Czasteczka N-fosfonometyloglicyny jest pobierana przez komérke bakteryjng
w warunkach ograniczenia innych zrédet fosforu i poddana bezposrednio dziataniu
C-P liazy degradujgcej wigzanie C-P. Powstaty aminokwas - sarkozyna jest tatwo
wlgczana w ogoélny metabolizm komorki i czasteczka glifozatu jest catkowicie mine-
ralizowana (49). Alternatywnie, inny enzym, oksydoreduktaza glifozatu (COX), prze-
prowadza wstepne rozciecie wigzania pomiedzy atomami wegla i azotu, w wyniku
czedgo powstajg czgsteczki kwasu aminometylofosfonowego (AMPA) oraz glioksala-
nu (50). AMPA kolejno podlega dziataniu C-P liazy, reszta fosforanowa wykorzysty-
wana jest przez komorke jako zrédto fosforu, a glioksalan wiaczany jest w cykl kwa-
séw trikarboksylowych (rys. 6) (51).
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HOOC NH POgH,
glifozat
Oksydoreduktaza
glifozatu (GOX) C-P liaza
H2N PO3H2 HOOC ™ NH'
AMPA sarkozyna
C-P liaza o}
Oksydaza
H2N — CH3 sarkozynowa
metyloamina
HCHO- CO2 + H20
Gly
H2CO
formaldehyd

Rys. 6. Szlaki mikrobiologicznej degradacji N-fosfonometyloglicyny.

Rozprzestrzenienie enzyméw opisanych szlakéw biodegradacji glifozatu w po-
pulacjach mikroorganizmoéw zasiedlajgcych $rodowiska eksponowane na ten
zwigzek jest, jak dotad, kwestig kontrowersyjng. Badania sktadu chemicznego eks-
traktéw glebowych z terendw, na ktérych stosowano herbicyd Roundup® wykazy-
waty obecnos¢é metabolitu posredniego degradacji glifozatu czyli kwasu aminomety-
lofosfonowego (AMPA), co sugerowato obecnos¢ enzymu oksydoreduktazy glifozatu
(GOX) w mikroorganizmach glebowych. Wszystkie opisane, jak dotad, szczepy izo-
lowane z takiego materialu w warunkach laboratoryjnych zdolne byly do wykorzy-
stywania glifozatu jako Zrédta fosforu poprzez bezposrednie rozciecie wigzania C-P,
czyli wedlug szlaku sarkozynowego, nie produkowaly natomiast AMPA. Przypuszcza
sie, ze przebieg degradaciji glifozatu w glebie jest wynikiem wspétdziatania réznych
grup mikroorganizméw, stad wyniki otrzymane na podstawie badan czystych kultur
nie oddajag rzeczywistych proceséw zachodzacych w srodowisku naturalnym, jakkol-
wiek udato sie pozyskac nieliczne szczepy bakteryjne posiadajgce aktywnos$¢ oksy-
doreduktazy GOX, wiekszo$¢ pochodzita jednak z poprodukcyjnych Sciekdéw prze-
mystowych zanieczyszczonych glifozatem, a nie ze srodowiska glebowego (50). Do
tej skromnej grupy ostatnio dotgczono szczep Xantomonas maltophila zdolny do de-
gradacji kwasu N-fosfonometyloiminodioctowego (PIA), gtbwnego zwiazku posred-
niego przemystowej syntezy N-fosfonometyloglicyny. Szczep ten degradujgcy glifo-
zat w obecnosci PIA, posiadat zdolnos¢ wytwarzania AMPA w warunkach gtodu fos-
foranowego (52). Wyizolowano réwniez termofilny szczep Geobacillus caldoxylosilyticus
T20, w ktorym wykazano aktywnos$¢ GOX (53). Wspomnie¢ tu nalezy, ze mikroorga-
nizmy posiadajgce aktywnos¢ oksydoreduktazy glifozatu (GOX) znalazty ogromne
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zastosowanie praktyczne, gdyz ich geny wykorzystywane zostaly do uzyskiwania

roslin uprawnych odpornych na dziatanie herbicydu zawierajgcego glifozat (50).
Wyizolowano ponadto szczep Streptomyces lusitanus StC zdolny do degradowania

N-fosfonometyloglicyny w sposéb niehamowany przez fosforan nieorganiczny (54).

2.5. Biodegradacja kwasu fosfonooctowego

Mikrobiologiczng degradacje tego zwigzku opisano stosunkowo niedawno. Ba-
dania dotyczace scharakteryzowania enzymu odpowiedzialnego za rozktad kwasu
fosfonooctowego prowadzone byly na nietypowym szczepie Pseudomonasfluorescens
27F uzyskanym metoda kultury wzbogaconej. Wyizolowny szczep zdolny byt do wy-
korzystywania kwasu fosfonooctowego jako zZrodta wegla i fosforu, przeprowadza-
jac catkowitg mineralizacje kwasu fosfonowego w sposob niezalezny od obecnosci
fosforanu nieorganicznego (55,56). Badania te byly pierwszym doniesieniem o nie-
zaleznej od kontroli regulonu pho mikrobiologicznej degradacji syntetycznego fos-
fonianu. Kwas fosfonoctowy jest podobny strukturalnie do aldehydu fosfonoctowe-
go bedacego zwigzkiem posrednim w szlaku biodegradacji kwasu 2-aminoetylofos-
fonowego, jednak hydrolaza aldehydu fosfonoctowego jest w odréznieniu od hy-
drolazy fosfonoctanu enzymem zaleznym od statusu fosforanowego komoérki. Hy-
drolaza fosfonooctanu jest indukowana obecnoscig substratu, a jej aktywnos¢ pro-
wadzi do powstawania réwnomolowych ilosci kwasu octowego i fosforanu (rys. 7),
przy czym uwalnianie fosforanu nie hamuje transportu substratu ani ekspresji genu
kodujgcego enzym (55). Gen hydrolazy fosfonooctanu zostat sklonowany, zsekwen-
cjonowany i ekspresjonowany w Pseudomonas putida i Escherichia coli. Zaréwno jego
sekwencja, jak i przypuszczalna sekwencja aminokwasow budujacych enzym nie od-
powiadata zadnemu z poznanych dotychczas enzyméw rozcinajgcych wigzanie C-P
(57). Strukturalnie enzym ten zbudowany jest z dwéch identycznych podjednostek,
a jego aktywnos$¢ zalezna jest od obecnosci jondw cynku. Hydrolaza fosfonooctanu
jest enzymem bardzo ciekawym pod wzgledem sposobu regulacji - jest jedynym
znanym przyktadem enzymu degradujgcego fosfoniany indukowanym przez wiasny
substrat, w odrdznieniu od opisywanych w literaturze - bedacych pod kontrolg re-
gulonu indukowanego stanem gtodu fosforanowego - komorki. Dodatkowo, wy-
korzystywanie przez mikroorganizmy kwasu fosfonowego jako jednoczes$nie Zrodta

Hydrolaza fosfonooctanu
'PO3H2
HO CH,
HoO Pi

kwas fosfonooctowy kwas octowy

Rys. 7. Mikrobiologiczny rozktad kwasu fosfonooctowego.
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wegla i fosforu, gdzie pobieranie substratu przez komorke nie jest hamowane przez
uwalniany fosforan nieorganiczny odréznia ten szlak kataboliczny od systeméw en-
zymatycznych rozkladu zwiazkéw takich jak przyktadowo 3-fosfoglicerol u E. coli,
ktory nie moégt stuzy¢ jako zrédio wegla, gdyz fosforan bedacy produktem rozpadu
zwigzku hamowat jego transport do komorki (58).

Niedawno opisano rozktad I<wasu fosfonooctowego przez grzyba Penicillium oxalicum,
zdolnego do wykorzystywania tego fosfonianu jako jedynego zrédta fosforu dla wzrostu.
Czesciowo scharakteryzowany enzym odpowiedzialny za rozszczepienie wigzania C-P
w czgsteczce fosfonooctanu okazat sie odmienny od hydrotazy bakteryjnej, gdyz jego ak-
tywnos¢ nie zalezata od obecnos$ci jonéw metali dwuwarto$ciowych (59).

2.6. Rozkiad innych kwaséw fosfonowych

Ze wzgledu na duzg réznorodnos¢ zwiazkéw fosfonowych oraz ich wcigz wzra-
stajace zuzycie, badano réwniez drogi degradacji innych strukturalnie fosfonianéw.

Szczep Burkholderia cepacia rozktadat fosfonowy zwigzek naturalny - fosfonoala-
nine, wykorzystujgc go jako zrodto azotu, wegta i fosforu, a jednym z enzyméw tego
szlaku rozktadu byt enzym analogiczny do fosfomutazy PEP, ktéra bierze udziat w syn-
tezie wigzania P-C. W wyniku transaminacji fosfonoalaniny powstawat fosfonopirogro-
nian, ktory byt substratem reakcji katalizowanej przez hydrolaze fosfonopirogronianu
i ulegat przeksztatceniu do pirogronianu i fosforanu nieorganicznego (rys. 8) (60).

HOOC
PO3H2
NH2
fosfonoalanina
i
0
Hydrolaza
HOOC fosfonopirogronianu
PO3H2
H,0 Pi H.C COOH
0
fosfonopirogronian pirogronian

Rys. 8. Mikrobiologiczny rozkitad fosfonoalaniny.
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Enzym ten zostat czesciowo scharakteryzowany i okazat sie podobny do PEP fos-
fomutazy pochodzacej ze szczepu Pseudomonas gladioli (61).

Badano réwniez rozktad kwaséw fosfinowych, ktére byly wykorzystywane przez
mikroorganizmy Jako zrodto wegla i energii oraz fosforu, a takze azotu. W ten spo-
sOb degradujg te zwigzki Agrobacterium radiobacter (36), Pseudomonas sp. 4ASW (39)
i Pseudomonas sp. GS (62). Na przyktad enzymem odpowiedzialnym za degradacje
fosfinotricyny - byta transaminaza biorgca udziat w degradacji kwasu y-aminomas-
towego przez E. coli KI 2 (transaminaza GABA : kwas a-ketoglutarowy, [E.C. 2.6.1.19])
(63).

Warto zauwazy¢ rowniez, ze zdolnoscig do rozcinania wigzania P-G w antybioty-
kach, np. fosfomycynie mozna wyttumaczy¢ odpornosc¢ niektérych mikroorganiz-
mow na te zwiazki (64).

Opisano réwniez szczep drozdzy Kluyveromyces fragilis zdolny wykorzystywac
syntetyczny 4-aminobutylofosfonian jako zrédto azotu w sposéb niezalezny od sta-
tusu fosforanowego komorki. Doktadny szlak degradacii nie zostat jednak jeszcze
zbadany (65).

Ciekawa pod wzgledem potencjatu degradacyjnego wobec fosfonianéw grupa
mikroorganizméw sg bakterie z rodzaju Streptomyces. Ws$réd badanych szczepow
odnaleziono nie tylko zdolne do syntezy zwigzkéw zawierajgcych wigzanie C-P, ale
réwniez do wykorzystywania fosfoniandéw uwazanych za odporne na biodegradacje,
takich jak zwigzki 1-aminofosfonowe (66).

3. Podsumowanie

Mechanizm kontroli transportu i syntezy enzymoéw degradujacych kwasy fosfo-
nowe przez zespo6t genéw regulonu pho zostat dokladnie poznany i opisany. Znajo-
mos¢ tych proceséw pozwalata przypuszczaé, ze kwasy fosfonowe sg degradowane
w Srodowisku jedynie, gdy moga stuzy¢ jako zrodto fosforu w warunkach ograniczo-
nego dostepu fosforanu nieorganicznego.

Zatozono istnienie C-P liazy, enzymu bgdZz zespotu enzyméw o szerokim spek-
trum substratowym, indukowanego warunkami gtodu fosforanowego, katalizujgce-
go rozciecie wigzania pomiedzy atomami wegla i fosforu w czgsteczce fosfonianu
pozwalajgcego na wykorzystanie powstalej reszty fosforanowej przez komaérke. Wy-
kazano istnienie takiej aktywnosci enzymatycznej w szczepach izolowanych z gleby,
demonstrujgc powstawanie odpowiednich weglowodoréw z degradowanych kwa-
sow alkilofosfonowych. Wyniki tych badan stanowity duzg wartos¢ poznawczg, bu-
dzity jednak watpliwosci co do ewentualnego praktycznego zastosowania takich mi-
kroorganizméw w procesach usuwania zanieczyszczen powstajgcych przez ciggle
rosngce stosowanie kwasow fosfonowych. Pojawialy sie nawet komentarze, ze bio-
logiczne oczyszczanie odpadéw i zanieczyszczen fosfonowych mija sie z celem (67),
ze wzgledu na naturalng zawartoS¢ wysokich stezen fosforanu nieorganicznego
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w tego rodzaju Srodowiskach, ktére musialoby hamowac procesy degradacji kontro-
lowane przez regulon rzadzacy pulg fosforu komoérek mikroorganizmoéw. W ostat-
nich latach jednak pojawiaty sie doniesienia o izolowaniu szczepéw zdolnych do
wykorzystywania fosfonianéw jako zrédta wegla, azotu oraz fosforu poprzez roz-
ktad tych zwigzkéw z towarzyszgcym uwalnianiem poza komoérke fosforanu nie-
organicznego w stezeniach daleko przekraczajgcych prog hamujacy ekspresje ge-
néw bedacych pod kontrolg regulonu fosforanowego. Mikroorganizmy te albo po-
siadajg ,rozregulowany” system kontroli, albo mechanizm degradacji fosfonianéw
jest u nich catkowicie niezalezny od regulonu pho. Za ta druga mozliwoscig przema-
wia fakt, ze enzymy biorgce udziat w tym procesie indukowane sa obecnoscia sub-
stratu, a nie limitacjg dostepnego komadrkom fosforu, jak ma to miejsce w przypad-
ku enzymdw kontrolowanych przez regulon pho. Wszystkie dotad poznane enzymy
tego rodzaju sg specyficzne substratowo, co stanowi ograniczenie ich ewentualne-
go praktycznego stosowania, niemniej jednak stanowia dowdd istnienia ré6znorod-
nych systeméw degradacji kwaséw fosfonowych i zachete do poszukiwar badaw-
czych.
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