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ABSTRACT

The microorganisms are able to utilize natural and synthetic compounds of
broad structural diversity as a source of carbon and energy, converting these sub-
strates into low molecular weight products (mainly H,O, CO, and NH,). The main
role in this metabolism is played by the enzymes that catalyze reactions of the C-C
bond cleavage. Such reactions are the key step of the primary metabolism of fatty
acids in eukaryotic cells by the S-oxidation. The enzymatic systems associated with
the C-C bond cleavage have been applied in the synthesis of valuable natural pro-
ducts and in the bioremediation processes.

Microbial transformations of natural compounds, in which the reactions of
p-oxidation cycle are used, allow the formation of natural aromatic compounds
(used as food additives), pharmaceuticals and ingredients of cosmetic compositions.
Using this path one can obtain methyl ketones (e.g. responsible for the characteristic
smell of cheeses), y-lactones determining the scent of several popular fruits, and
vanillin.

A modification of the natural steroids: saponins, alkaloids, sterols, bile acids to
products useful in the synthesis of steroid drugs is the most important area of use of
the enzymatic C-C bond cleavage, due to the practical significance of the products.
Enzymes that catalyze the C-C bonds cleavage are important in the process of bio-
degradation of toxic aromatic hydrocarbons and their derivatives (bioremediation).

Keywords: -oxidation, vanillin, y-decalactone, methyl ketones, steroid drugs, bio-
remediation

Stowa Kluczowe: f3-oksydacja, wanilina, y-dekalakton, metyloketony, leki stero-
idowe, bioremediacja
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WPROWADZENIE

Zastosowanie biokatalizy w syntezie systematycznie wzrasta, gléwnie ze
wzgledu na wysoka aktywnos¢ katalityczng enzymow, selektywnos¢ ich dzialania,
w tym chemo-, regio- stereo- i enancjoselektywno$¢. Wyniki licznych doswiadczen
wykazaly, ze stereochemia czasteczki wplywa na aktywno$¢ biologiczng zwigzku,
m.in. wlasciwo$ci sensoryczne, aktywnos¢ hormonalng i dzialanie terapeutyczne
[1, 2]. Stanowi to uzasadnienie podjecia intensywnych badan, ktérych celem
jest opracowanie metod syntezy chiralnych, biologicznie aktywnych czasteczek
w postaci wybranego enancjomeru. Zastapienie niektorych tradycyjnych techno-
logii przemystowych procesami bazujacymi na biokatalizie pozwolito na efektyw-
niejszg i bardziej ekologiczng produkcje np. licznych $rodkéw spozywcezych, lekow
czy innych zwigzkéw chemicznych. Naturalne zdolnosci mikroorganizméw do
rozkladu zwigzkéw organicznych coraz wigkszego znaczenia nabieraja w redukcji
zanieczyszczen $rodowiskowych. W opisanych powyzej procesach wykorzystywane
s3 miedzy innymi enzymy uczestniczace w reakcjach rozszczepienia wigzania C-C,
np. monooksygenazy biorace udzial w reakeji utlenienia typu Baeyera-Villigera oraz
enzymy cyklu S-oksydacji

W niniejszym artykule dokonano krétkiej charakterystyki biotechnologicznych
metod syntezy wazniejszych naturalnych zwigzkéw zapachowych, w tym dodatkow
do zywnodci oraz lekéw steroidowych, w ktorych rozszczepienie wigzania C-C jest
jednym z istotnych etapow reakcji. Omoéwiono takze wybrane przyktady wykorzy-
stania mikroorganizméw w bioremediacji.

1. ENZYMATYCZNE REAKCJE ROZSZCZEPIENIA WIAZANIA C-C

Substraty wykorzystywane przez mikroorganizmy jako Zrédlo wegla i energii
sg zwigzkami o réznorodnym skladzie i strukturze. Mikroorganizmy syntetyzuja
enzymy, ktore w cyklu nastepujgcych kolejno po sobie reakeji katalizuja przeksztat-
cenie tych zwigzkéw do niskoczasteczkowych produktéw (gtéwnie H,O, CO,iNH,).

Dzikie szczepy, wystepujace w srodowisku zanieczyszczonym produktami
przemystu petrochemicznego produkuja m.in. monooksygenazy Baeyera-Villigera
(BVMO), ktére katalizujg pierwszy etap metabolizmu ketonéw - reakcje utlenienia
do laktonéw lub estréw (Schemat 1) [3]. Produktem nastepujgcej kolejno hydrolizy
jest hydroksykwas lub kwas, ktory degradowany jest ostatecznie do niskoczastecz-
kowych produktéw na drodze -oksydacji. Mechanizm enzymatycznego utlenienia
Baeyera-Villigera oraz wykorzystanie tego typu reakeji zostalo opisane w naszym
artykule opublikowanym uprzednio w tym czasopismie [4].
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Schemat 1. Utlenienie Baeyera-Villigera jako pierwszy etap mikrobiologicznej degradacji ketonow
Scheme 1. The Baeyer-Villiger oxidation as the first microbial step of ketones’ degradation

p-Oksydacja jest podstawowa $ciezka metabolizmu kwaséw tluszczowych
w komorkach eukariotycznych, w ktérej z kwasu ttuszczowego o nierozgalezionym
fancuchu powstaje acetylo-SCoA i ester kwasu (R-COSCoA) krétszego o dwa atomy
wegla (Schemat 2).
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Schemat 2. Enzymy katalizujace cykl 3-oksydacji i synteze metyloketonu
Scheme 2. Enzymes catalyzing the $-oxidation cycle and the methyl ketone synthesis

Pierwszym etapem cyklu przemian jest aktywacja grupy karboksylowej kwasu.
Kwas, z udzialem ATP, przeksztalcany jest w odpowiedni acyloadenylan a ten kolejno
w ester koenzymu A (Schemat 2, etapy 112) [5]. Nastepnie od tioestru odszczepiana
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jest czasteczka wodoru i powstaje enoilo-SCoA, z ktérego po hydratacji tworzy sie
3-hydroksy-acylo-SCoA. Etapy odszczepienia czasteczki wodoru (powstaje trans
enoilo-SCoA) oraz addycji wody charakteryzuja sie stereoselektywnos$cig (Sche-
mat 2, etapy 3 i4). Ta sama hydrataza katalizuje addycje czasteczki wody do trans1i cis
enoilo-SCoA, jednakze produktem hydratacji wigzania trans jest L-hydroksy-pro-
dukt, a w wyniku hydratacji cis substratu powstaje D-izomer. Nastepnie, w wyniku
utlenienia wprowadzonej grupy hydroksylowej powstaje f3-ketoacylo-SCoA (Sche-
mat 2, etap 5). Ostatnim etapem cyklu -oksydacji jest tiolityczne rozszczepienie
B-ketoacylo-SCoA, ktdre prowadzi do acetylo-SCoA i tioestru kwasu (R-COSCoA)
o krétszym tancuchu weglowym (Schemat 2, etap 6) [5].

W kulturach niektérych mikroorganizméw f-ketoacylo-SCoA moze by¢ prze-
ksztalcany réwniez do metyloketonu w reakcji dekarboksylacji -ketokwasu - pro-
duktu hydrolizy 3-ketoacylo-SCoA (Schemat 2, etapy 7 i 8).

Enzymatyczne rozszczepienie wigzania C-C jest rowniez waznym etapem
mikrobiologicznej degradacji weglowodoréw aromatycznych, ktéra moze prze-
biega¢ zaréwno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Metabolizm weglo-
wodoréw aromatycznych obejmuje trzy zasadnicze etapy: (I) aktywacje czgsteczki
substratu, (II) rozszczepienie wigzania C-C w pierécieniu aromatycznym, (III)
degradacje acyklicznego kwasu karboksylowego (Schematy 3 i4) [6].
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Schemat 3. Mikrobiologiczne utlenienie benzenu w warunkach tlenowych
Scheme 3. Microbial oxidation of benzene in aerobic conditions
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W warunkach tlenowych w reakcji katalizowanej przez monooksygenaze lub
diooksygenaze, weglowoddr aromatyczny np. benzen utleniany jest do tlenku lub
nadtlenku (Schemat 3, etapy la i 1b) [7, 8] przeksztalcanych w kolejnym etapie do
trans lub cis 3,5-dien-1,2-dioli (Schemat 3, etapy 2a i 2b). Oba izomeryczne diole
pod wplywem selektywnych dehydrogenaz ulegaja nast¢pnie rearomatyzacji do
katecholu (Schemat 3, etapy 3a i 3b) [9].

Dalszy mikrobiologiczny metabolizm katecholu zwigzany jest z rozczepieniem
wigzania C-C_, lub C-C_ (Schemat 3, etapy 4a lub 4b) [10]. Powstajace produkty
ulegaja dalszej degradacji na drodze 3-oksydacji do kwasu bursztynowego i octo-
wego (rozszczepienie C-C_, ) lub kwasu pirogronowego i acetaldehydu (rozszcze-
pienie C-C, ) (Schemat 3). Rozszczepienie wigzania orto katalizowane jest przez
dioksygenaze ,wewnatrzdiolowyq’, a oksygenaza ,,zewnatrzdiolowa” odpowiedzialna
jest za rozszczepienie wigzania meta [11].

W warunkach beztlenowych mikrobiologiczna degradacja weglowodorow
aromatycznych rozpoczyna sie reakcja, w ktdrej tworzy si¢ nowe wigzanie C-C. Na
przykiad z toluenu, w wyniku enzymatycznej addycji czasteczki kwasu fumarowego,
powstaje kwas benzylobursztynowy (etap aktywacji) (Schemat 4, etap 1) [12, 13].
Produkt addycji, w cyklu 3-oksydacji, przeksztalcany jest kolejno do benzylobursz-
tynylo-SCoA i benzoilo-SCoA (Schemat 4, etapy 2 i 3) [14]. Ten ostatni zwigzek
jest produktem posrednim wiekszoséci przemian substratéw aromatycznych. Z ben-
zoilo-SCoA, przy udziale reduktazy benzoilo-SCoA, powstaje cykloheksa-1,5-dien-
-1-karboksy-SCoA (Schemat 4, etap 4). Addycja czasteczki wody do ukladu skoniu-
gowanego dienu prowadzi do produktu z allilowg grupa hydroksylowa w pierscieniu
cykloheksanowym, ktéra w nastepnym etapie utleniana jest do ketonu. Po addy-
cji dwoch czasteczek wody, powstaje dalej acykliczny 3-hydroksypimeloilo-SCoA
(Schemat 4, etap 5). W cyklu f-oksydacji ester ten ulega przeksztalceniu do gluta-
rylo-SCoA, ktory po dehydrogenacji przez dehydrogenaze glutarylo-SCoA i kolejno
dekarboksylacji tworzy krotonylo-SCoA (Schemat 4, etap 6). Dalsze utlenienie kro-
tonylo-SCoA prowadzi do dwdch czasteczek acetylo-SCoA.
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Schemat 4.  Mikrobiologiczna degradacja toluenu w warunkach beztlenowych
Scheme 4.  Microbial degradation of toluene in anaerobic conditions

2. WYKORZYSTANIE ROZSZCZEPIENIA WIAZANIA C-C W SYNTEZIE

Enzymatyczne reakcje rozszczepienia wigzania C-C, ktore umozliwiaja drob-
noustrojom rozwoj w srodowisku, znalazly zastosowanie m.in. w syntezie zwigzkow
biologicznie czynnych, gtéwnie naturalnych aromatéw i lekéw steroidowych oraz
w procesach bioremediacji [15-24].

2.1. SYNTEZA ZWIAZKOW ZAPACHOWYCH

Konkurencyjnos$¢ przemystu spozywczego oraz wzrost $wiadomosci spole-
czenstwa podazajacego za zdrowym trybem zycia sprawiajg, ze konsumenci prefe-
ruja produkty okreslane jako ,naturalne” Zgodnie z przepisami Unii Europejskiej
(EU 88/388/EEC) zwigzek klasyfikowany jest jako naturalny, jesli otrzymywany jest
w procesie biotransformacji naturalnego substratu. Ten sam produkt uzyskany na
drodze chemicznej okreslany jest terminem ,,identyczny z naturalnym” [15]. Daze-
nie do zywnosci atrakcyjnej i spelniajacej oczekiwania konsumentéw powoduje
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staly wzrost zainteresowania naturalnymi dodatkami spozywczymi, ktérych pro-
dukcja opiera si¢ na zastosowaniu proceséw biotechnologicznych.

2.1.1. Otrzymywane y-laktonow

Cennym dodatkiem aromatycznym stosowanym w produkcji Zywnosci sa
y- 1 §-laktony. Laktony obecne w owocach i fermentowanych produktach decyduja
o ich charakterystycznej nucie zapachowej. y-Dekalakton o owocowo-oleistym
aromacie ma zasadniczy wplyw na zapach brzoskwin, moreli i truskawek. Cena
y-dekalaktonu, przed opracowaniem biotechnologicznych metod jego uzyskiwania,
wynosita 20 tys. $/kg.

Pierwszym etapem badan nad synteza y-dekalaktonu na drodze biokatalizy
byta selekcja szczepu, w kulturze ktorego nastepowalo utlenienie kwasu rycynolo-
wego do kwasu 4-hydroksydekanowego [25]. Kwas rycynolowy ((12R)-hydroksy-
-cis-9-oktadekenowy) to jeden z nielicznych naturalnych hydroksykwasow tlusz-
czowych dostepny w znacznych ilosciach; przykladowo produkt hydrolizy oleju
racznikowego zawiera 90% kwasu rycynolowego. Produkcja y-dekalaktonu z tego
kwasu obejmuje dwa gldwne etapy: enzymatyczne utlenienie hydroksykwasu do
kwasu 4-hydroksydekanowego a nastepnie jego cyklizacje w srodowisku kwasowym
i podwyzszonej temperaturze [16].

Pierwszy etap procesu katalizowany moze by¢ przez szereg szczepdw drozdzy,
m.in. Sacharomyces cerevisiae, Candida maltosa, C. tropicalis, Yarrowia lipolytica,
Rhodotorula aurantiaca, Sporidiobolus spp., S. salmonicolor, S. ruinenii, S. johnsonii,
S. pararoseus [16, 26-28].

Kwas 4-hydroksydekanowy powstaje z kwasu rycynolowego w wyniku czterech
cykli -oksydacji (produktami posrednimi sa: C16-, C14-, C12- i C10-SCoA) (Sche-
mat 5). Hydroliza 4-hydroksy-dekaoilo-SCoA prowadzi do kwasu 4-hydroksyde-
kanowego, ktory ulega wewnatrzczasteczkowej estryfikacji do y-dekalaktonu [16].
W procesie biotransformacji kwasu rycynolowego uzyskuje si¢ ten sam enancjomer
y-dekalaktonu, ktéry wystepuje w brzoskwiniach i innych owocach. Efektywnym
biokatalizatorem w tej syntezie jest szczep Y. lipolytica [17]. W kulturze Y. lipolytica,
obok y-dekalaktonu jako gtéwnego produktu, identyfikowano m.in. 3-hydroksy-y-
dekalakton i analogi y-dekalaktonu z wigzaniem podwoéjnym w pierscieniu laktono-
wym (Schemat 5) [25, 26, 29]. Mimo Ze, 3-en-y-dekalakton odznacza si¢ intensyw-
niejszg nuta owocowy niz y-dekalakton, z powodu braku prostej metody oddzielenia
go od 2-en izomeru (o zapachu grzybowym), nie jest stosowany w praktyce [27].
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Schemat 5. Przeksztalcenie kwasu rycynolowego do y-dekalaktonu z uzyciem szczepu Y. lipolytica
Scheme 5. Transformation of ricinoleic acid to y-decalactone using Y. lipolytica

Inny zapachowy lakton - y-dodekalakton, otrzymywany jest z kwasu oleino-
wego. W przeksztalceniu tym uczestnicza dwa biokatalizatory [30]. Gram-dodatni
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szczep bakterii katalizuje utlenienie kwasu oleinowego do kwasu (10R)-hydroksy-
stearynowego [16], ktory kolejno utleniany jest przez drozdze piekarskie do kwasu
(4R)-hydroksydodekanowego (Schemat 6). Cyklizacja powstatego produktu prowa-
dzi do y-dodekalaktonu. Wydajnos¢ calego procesu wynosi ponad 22%.

\AA/\/WOH

kwas oleinowy
| 0

O

\/\/\/\/\)J\OH + 3CH;COOH

kwas (4R)-hydroksydodekanowy (E)H
I

(R)-y-dodekalakton

H (E)H kwas (10R)-hydroksystearynowy
II

I - enancjoselektywne mikrobiologiczne utlenienie
II - trzy cykle B-oksydacji

11T - cyklizacja

— reakcja rozszczepienia wigzania C-C

Schemat 6.  Przeksztalcenie kwasu oleinowego do (R)-y-dodekalaktonu na drodze biokatalizy
Scheme 6.  Transformation of oleic acid to (R)-y-dodecalactone by biocatalysis

2.1.2. Otrzymywanie metyloketonéw

Metyloketony o nieparzystej liczbie atomow wegla (C7, C9, C11) odznaczajg si¢
aromatem o charakterystycznej orzechowej nucie. Sg one odpowiedzialne za specy-
ficzny zapach seréw plesniowych oraz odgrywaja istotng role w dostarczaniu aro-
matoéw kojarzonych z pieczonymi lub gotowanymi potrawami zawierajagcymi masto
(3-hydroksybutanon i butanodion). W produkowanym klasycznie niebieskim serze
plesniowym (szczep Penicillium roqueforti) obecne s3a: 2-heptanon, 2-nonanon,
2-pentanon i 2-undekanon [18]. Metyloketony powstaja w procesie dojrzewania
sera, podczas ktérego obecne w plesni enzymy katalizujg hydrolize tréjglicerydow
mleka w wolne kwasy tluszczowe, ktore nastepnie sg utleniane do metyloketonow
[30] (Schemat 7).
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Schemat 7. Enzymatyczne utlenienie kwasu karboksylowego do metyloketonu
Scheme 7. Enzymatic oxidation of a carboxylic acid to methyl ketone

Poczatkowe etapy transformacji kwasu tluszczowego katalizowane sg przez
enzymy cyklu B-oksydacji (Schemat 7, etapy 1-4). Tworzacy sie -keto-acyloSCoA
ulega kolejno hydrolizie pod wplywem tioesterazy do f-ketokwasu, z ktdérego
w wyniku dekarboksylacji powstaje metyloketon, zawierajacy o jeden atom wegla
mniej niz substrat [30, 31].

Metyloketony charakteryzuja sie nie tylko atrakcyjnymi wlasciwosciami
zapachowymi, ale takze wysoka liczba cetanowa (LN). Liczba cetanowa $wiadczy
o jakos$ci paliwa do silnikéw wysokopreznych. Warto$¢ LN dla 2-undekanonu
wynosi 56,6 a dla mieszaniny (50/50 v/v) 2-undekanonu i 2-tridekanonu - 58,4.
Oleje napedowe stosowane w USA majg LN nie nizsze niz 40 [32].

W ostatnich latach podjeto intensywne badania nad mikrobiologicznym utle-
nieniem kwasow karboksylowych do metyloketondw, gtéwnie w zakresie biochemii
i genetyki. Ich rezultatem jest identyfikacja u jednej z odmian pomidora (Solanum
habrochaites) metyloketonowej syntazy I (ShMKS1) i metyloketonowej syntazy II
(ShMKS2). Postuluje si¢, ze ShMKS1 wykazuje aktywnos¢ tioesterazy i dekarboksy-
lazy, a ShAMKS2 odpowiedzialny jest za hydroliz¢ wigzania estrowego -ketoacylo-
SCoA (Schemat 7, etapy 61 5) [33].

Innym genetycznie zmodyfikowanym mikroorganizmem zdolnym do efektyw-
nej syntezy metyloketonow jest szczep Escherichia coli, ktory produkuje 700-krotnie
wiecej nasyconych i jednonienasyconych metyloketonéw, w tym 2-undekanonu
i 2-tridekanonu, wzgledem szczepu z nadprodukcja kwasu tltuszczowego [32].
Modyfikacja genetyczna tego szczepu obejmowalta nadekspresje dehydrogenazy
acylo-SCoA z M. luteus, nadekspresje natywnej hydratazy enoilo-SCoA, delecje
genu f3-ketotiolazy i nadekspresje natywnej tioesterazy.

Rekombinant E. coli (EGS560) po nadekspresji tioesterazy do szczepu z nad-
produkcja -ketoacylo-SCoA syntezowal 9-krotnie wigcej 2-tridekanonu niz wyj-
$ciowy mikroorganizm [32]. Szczep ten, uznany za najlepszy do produkcji mety-
loketonéw, produkowal oprécz wymienionego skladnika réwniez 2-undekanon,
2-tridecenon, 2-tridekanon, 2-pentadecenon i 2-pentadekanon. Inny rekombinant
E. coli, oznaczony symbolem DHI1 (po nadekspresji natywnej hydratazy enoilo-
-SCoA i heterologicznej oksydazy acylo-SCoA- w miejsce dehydrogenazy acylo-



ENZYMATYCZNE REAKCJE ROZSZCZEPIENIA WIAZANIA C-C 349

-SCoA - przy réwnoczesnej delecji genu -ketotiolazy), odznaczal si¢ szczegdlnie
wysoka aktywnoscig katalityczng. Zastosowanie E. coli DH1 pozwolilo na uzyskanie
blisko 75-krotnie wiecej metyloketonow, gtéwnie 2-tridekanonu. Heterologiczna
oksydaza acylo-SCoA charakteryzowala sie dobrg rozpuszczalnoscig i wysoka spe-
cyficznoscia [32].

Przedstawione rezultaty wskazuja, ze wykorzystanie inzynierii genetycznej
pozwoli na opracowanie wydajnej metody syntezy metyloketonéw na drodze bio-
katalizy. Otrzymane na tej drodze metyloketony beda mogly by¢ zastosowane jako
komponenty biopaliw.

2.1.3. Otrzymywanie waniliny

Intensywne badania nad opracowaniem biokatalitycznych, efektywnych metod
uzyskiwania zwigzkéw zapachowych dotycza rowniez waniliny [34-40]. Wanilina
(4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd) wchodzi w sktad kompozycji zapachowych
zywnosci (gtéwnie wyrobéw cukierniczych i napojoéw), perfum, kosmetykéw oraz
farmaceutykow [15]. Roczne, globalne zapotrzebowanie na waniline siega ponad
10 000 ton, a aktualnie udzial naturalnej waniliny nie przekracza 0,5%. Syntetyczna
wanilina jest tania (12 $/kg), podczas gdy cena waniliny pozyskiwanej z Vanilla
planifolia, z racji niskiej jej zawarto$ci w strakach (nieprzekraczajacej 2%) to okoto
3 tys. $/kg. Badania nad opracowaniem efektywnych metod otrzymywania natural-
nej waniliny koncentrujg si¢ gtéwnie na poszukiwaniu odpowiedniego naturalnego
surowca oraz biokatalizatora zdolnego do jego przeksztalcenia. Niewielkie ilo$ci
waniliny i jej pochodnych (kwasu wanilinowego, dehydrodiwanilinowego) identyfi-
kowane byly m.in. w mieszaninie po degradacji ligniny przez grzyby bialej zgnilizny
drewna. Znacznie wyzsze wydajno$ci waniliny uzyskuje sie w mikrobiologicznych
transformacjach eugenolu lub kwasu ferulowego (Schemat 8). Kwas ferulowy prze-
ksztalcany jest przez szereg szczepdw bakterii, kultury tkankowe Capsicum frute-
scensi i linie komoérkowe Vanilla planifolia [15]. W kulturach mikroorganizmoéw
Bacillus subtilis, Polyporus versicolor, Pseudomonas acidovorans, Streptomyces setoni
i in. kwas ten utleniany jest do waniliny w reakcjach katalizowanych przez enzymy
cyklu B-oksydacji [15, 34, 40]. Aktywacje¢ kwasu ferulowego do tioestru katalizuje
syntetaza feruloilo-SCoA (Schemat 8, etap 4). Po hydratacji wigzania podwojnego
nastepuje rozszczepienie wigzania C-C, ktérego produktami sg wanilina i acetylo-
-SCoA (Schemat 8, etap 5). W kulturach wielu mikroorganizméw moze zachodzi¢
dalsze utlenienie produktu, co skutkuje obnizeniem zawarto$ci akumulowane;j
waniliny (Schemat 8, etap 6). Reakcja ta jest elementem mechanizmu obronnego
szczepu, poniewaz wanilina ma toksyczne dziatanie wobec wigkszoéci mikroorga-
nizmow [15].
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Schemat 8.  Enzymatyczne przeksztalcenie eugenolu do waniliny
Scheme 8. Enzymatic transformation of eugenol to vanillin

2.2. ENZYMATYCZNA MODYFIKACJA STEROLI DO PRODUKTOW UZYTECZNYCH
W SYNTEZIE LEKOW STEROIDOWYCH

Naturalne zwigzki steroidowe i ich syntetyczne analogi wykazuja réznorodne
dzialanie biologiczne m.in.: przeciwzapalne (hydrokortyzon, prednizolon), diure-
tyczne (spironolakton), anaboliczne (testosteron, metylotestosteron), neuroprotek-
torowe (7f3-hydroksyepiandrosteron), poprawiajace prace serca (estradiol). Leki ste-
roidowe stosowane sg w terapii osteoporozy, nowotwordw prostaty, w zaburzeniach
pracy nadnerczy oraz profilaktyce choréb wiencowych [19]. Struktury wybranych
zwigzkow steroidowych o aktywnosci biologicznej przedstawione sa na Schema-
cie 9.
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testosteron 7B-hydroksyepiandrosteron estradiol

Schemat 9.  Struktury zwigzkéw steroidowych wykazujacych rézng aktywno$¢ biologiczng
Scheme 9. Structures of steroid compounds exhibiting diverse biological activity

2.2.1. Surowce do produkgji lekow steroidowych

Roczna warto$¢ rynkowa produkowanych steroidéw szacowana jest na
4-8 miliardéw dolaréw USA, w tym miliard dolaréw przypada na androstendion
(AD) i androstadiendion (ADD), ktére sg substratami stosowanymi w syntezie sze-
regu lekow steroidowych.

: g HO g
diosgenina solasodyna stigmasterol
O l (e}
HO (0)
16-dehydropregnenolon progesteron

Schemat 10. Diosgenina, solasodyna i stigmasterol modyfikowane na drodze chemicznej do C21-steroidow
Scheme 10.  Chemical modification of diosgenine, solasodyne and stigmasterol to C21-steroids



352 A. PANEK, N. MILECKA-TRONINA, A. SWIZDOR

Do lat siedemdziesigtych ubieglego wieku podstawowym surowcem do ich
produkcji byla diosgenina, uzyskiwana z bulw meksykanskiej rodliny Dioscorea
composita. Nastepnie opracowano metode, w ktdrej wykorzystuje sie solasodyne
(Schemat 10) [19].

cholesterol

B-sitosterol kampesterol ergosterol

Schemat 11.  Struktury pospolitych steroli zwierzecych A) i rodlinnych B)
Scheme 11.  Structures of commonly occurring sterols derived from A) animals and B) plants

Ze wzgledu na rosnace zapotrzebowanie na leki steroidowe i ograniczong oraz
niestabilng (m.in. ze wzgledu na warunki pogodowe) podaz diosgeniny, podjeto
prace nad poszerzeniem bazy surowcowej o sterole, gtéwnie cholesterol, stigmaste-
rol i B-sitosterol (Schematy 101 11).

Znaczne ilosci steroli gltéwnie stigmasterolu, fS-sitosterolu i kampesterolu
zawieraja oleje sojowy i rzepakowy a takze miazga roslinna uzyskiwana np. z trzciny
cukrowej czy odpady przemystu papierniczego. Stigmasterol, sterol z wigzaniem
podwdjnym w tancuchu bocznym, moze by¢ przeksztalcany na drodze chemicznej
w reakcji utleniajacego rozszczepienia wigzania C-22-C-23 do progesteronu (Sche-
mat 10), podczas gdy uklady z nasyconym lancuchem weglowodorowym przez
szereg lat stanowily niepotrzebny balast [41]. Podj¢te proby opracowania metody
chemicznej modyfikacji tancucha bocznego tych steroli nie daly zadawalajacych
rezultatéw. Uzyskiwano mieszanine wielu produktéw przy jednoczes$nie niewyso-
kim stopniu konwersji substratow.

Zalozono, ze ze wzgledu na selektywnos¢ dziatania enzymoéw, mozliwe bedzie
opracowanie metody selektywnego odszczepienia fancucha bocznego steroli metoda
transformacji mikrobiologicznej. Podstawg tej hipotezy byla znana zdolno$¢ szcze-
pow bakterii gram-dodatnich (Brevibacterium, Mycobacterium, Rhodococcus, Strep-
tomyces) i gram-ujemnych (Burkholderia, Chromobacterium, Comamonas, Pseu-
domonas) do wykorzystywania steroli jako zrodla wegla [42]. Wiele grup badaczy
przeprowadzito prace, ktére mialy na celu wyselekcjonowanie ze srodowiska natu-
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ralnego szczepow zdolnych do selektywnej degradacji tancucha bocznego steroli.
Przetestowano setki mikroorganizmow, ale zaden z nich nie prowadzil pozadanego
przeksztalcenia: sterol > C19- (C21- lub C22-) steroid. Badania wykazaly, ze dzikie
szczepy katalizujg utleniajaca degradacje fancucha bocznego steroli, ale obok niej
nastepuje utlenienie szkieletu steroidowego; koncowymi produktami transformacji
byly dwutlenek wegla i woda (Schemat 12). Po biotransformacji 5-sitosterolu, kam-
pesterolu czy cholesterolu w mieszaninie metabolitéw identyfikowano niewielkie
ilosci uzytecznych syntetycznie C19-steroidéw: androsta-4-en-3,17-dionu (AD)
i androsta-1,4-dien-3,17-dionu (ADD) (Schemat 12).

R

__________________

HO
R= 0-CHj kampesterol

1
1
1
|
| q
R =B-CH,CH; B-sitosterol o ‘ @
1
1
1
. R
7, !

9a-hydroksy-AD

COy+ HyO =— =— Y
cholesterol HO

Schemat 12. Mikrobiologiczne przeksztalcenia kampesterolu, B-sitosterolu i cholesterolu do uzytecznych
C19-steroidow
Scheme 12.  Microbial transformations of campesterol, -sitosterol and cholesterol to useful C19-steroids

W przeprowadzonych do$wiadczeniach ustalono, ze kluczowa role w degra-
dacji szkieletu steroidowego odgrywaja utleniajace reakcje w pierscieniach A i B:
1,2-dehydrogenacja i 9a-hydroksylacja. Powstanie 9a-hydroksy-androsta-1,4-dien-
3,17-dionu (9a-hydroksy-ADD) oznacza rozpad charakterystycznej struktury
steroidowej [43], poniewaz zwigzek ten ulega samorzutnej izomeryzacji do B-seko
produktu z aromatycznym pierécieniem A (Schemat 12).

C19-Steroidy izolowano po transformacji przez dzikie szczepy pochodnych
cholesterolu ze zmodyfikowanym pierscieniem A (Schemat 13) [43, 44]. W wyniku
podstawienia atomu wodoru C-3-OH lub eliminacji wiazania podwdjnego przy
C-5, zablokowane bylo utlenienie grupy hydroksylowej przy C-3 lub powstawanie
produktu z ukladem sprzezonych wigzan w pierscieniu A i w konsekwencji nie
nastepowalo rozszczepienie wigzania C-9-C-10.
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Schemat 13.  Selektywna, mikrobiologiczna degradacja taricucha bocznego pochodnych cholesterolu
Scheme 13.  Selective microbial side-chain degradation of cholesterol derivatives

AD lub mieszaning AD i ADD uzyskiwano po transformacji steroli przez
dzikie szczepy, prowadzonych w obecnosci znanych inhibitoréw mikrobiologicz-
nych hydroksylaz (8-hydroksychinoliny, a,a-dipirydylu czy kationu Ni**, Schemat
14). Stanowilo to dodatkowe potwierdzenie kluczowej roli hydroksylacji w pozycji
9a- dla procesu degradacji szkieletu steroidowego [43].

Mycobacterium phlei

o,o-dipirydyl lub .

8-hydroksychinolina lub Ni?* ¢ o

HO
AD ADD

R=H cholesterol
R =a-CH; kampesterol
R =B-CH,CH; p-sitosterol

Schemat 14.  Selektywne, mikrobiologiczne utlenienie steroli w obecnosci inhibitora 9a-hydroksylazy
Scheme 14.  Selective microbial oxidation of sterols in the presence of 9a-hydroxylase inhibitor

Troska o ochrone $rodowiska i zwigzane z nig koszty decyduja o tym, ze
optymalng metoda selektywnego utleniania steroli jest uzycie jako biokatalizatora
mutanta dzikiego szczepu z deficytem 9a-hydroksylazy, 1,2-dehydrogenazy lub obu
wymienionych enzymoéw. Takie mutanty wyselekcjonowano po chemicznej lub fizy-
kochemicznej mutagenizacji (Schemat 15) [43, 45-48].
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1 - mutant Mycobacterium fortuitum z deficytem 9o-hydroksylazy
2 - mutant Mycobacterium f ortuitum z deficytem 1,2-dehydrogenazy
3 - mutant Mycobacterium f ortuitum z deficytem 9a-hydroksylazy i 1,2-dehydrogenazy

Schemat 15. Mutanty Mycobacterium  fortuitum katalizujace selektywne utlenienie f-sitosterolu do
C19-produktu
Scheme 15.  Mycobacterium fortuitum mutants catalyzing selective oxidation of -sitosterol to C19-product

Aktualnie mikrobiologiczne transformacje steroli przez zmutowane lub rekom-
binowane szczepy dostarczaja substratow do produkeji ponad 1000 ton steroidow
rocznie [49].

2.2.2. Przebieg enzymatycznej degradacji fanicucha bocznego steroli

Mimo, Ze znany jest przebieg degradacji fancucha bocznego zaréwno cho-
lesterolu jak i steroli zawierajacych podstawnik alkilowy przy C-24 (kampesterol,
B-sitosterol) [43, 50], a sekwencja reakcji w tym procesie zostata ustalona w 1968
roku [51], wcigz prowadzone s3 badania, ktorych celem jest identyfikacja niektorych
enzymow i znacznej czesci gendw kodujacych te enzymy. Na podstawie przeprowa-
dzonych badan ustalono, ze pierwszym etapem przemian jest hydroksylacja termi-
nalnej grupy metylowej (w-hydroksylacja). Powstaly hydroksy-produkt przeksztat-
cany jest do kwasu. W ostatnich latach zidentyfikowano enzym odpowiedzialny za
wprowadzenie grupy hydroksylowej przy C-26 w uklad steroidowy — C-26-hydro-
ksylaze (CYP125) [52]. Postuluje si¢, Ze enzym ten katalizuje rowniez utlenienie tej
grupy (Schemat 16, etapy A i B). Utworzony C26-karboksy-produkt, po odszcze-
pieniu kolejno: propionylo-SCoA, acetylo-SCoA i propionylo-SCoA, przeksztal-
cany jest do AD. Dwie pierwsze odszczepione czasteczki to produkty utlenienia
w cyklu -oksydacji (Schemat 16, etapy 1 i 2). Powstajacy rownoczesnie C22-tio-
ester w zachodzacych kolejno: C-17-C-20-dehydrogenacji, hydratacji (Schemat 16,
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etapy 3 14) i reakeji retro-aldolowej, przeksztalcany jest ostatecznie do C-17-ketonu
(AD) i propionylo-SCoA [43, 51, 52]. Nie ustalono dotychczas, czy przeksztalcenie
fragmentu 33-hydroksy-5-en sterolu do ukladu 4-en-3-okso (Schemat 16, etap D)
nastepuje przed degradacjg tanicucha bocznego; nie jest tez pewne, czy catkowita
degradacja tancucha jest niezbedna dla utleniajacych reakeji w pierscieniu A [52].

7A02¥r mo“ﬁ

.
NADH +H* NAD"+H,0 NAD™ NADH +H
HO CoA-SH
: SCoA CoA-SH SCoA COA SH ATP+PPi
! 2 .
; 0
'D O o)
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] SCoA
[6)
/ o 0
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O

A - o-oksygenaza - CYP125

B - dehydrogenaza alkoholowa lub CYP125

C - tioforaza acylo-SCoA

D - dehydrogenaza/ izomeraza 3B-hydroksysteroidowa
1, 2 - cykl B-oksydacji

3 - dehydrogenaza acylo-SCoA

4 - hydrataza enoilo-SCoA

Schemat 16. Mikrobiologiczne przeksztalcenie cholesterolu do AD
Scheme 16.  Microbial transformation of cholesterol to AD

Mikrobiologiczny metabolizm cholesterolu i steroli z podstawnikiem alkilo-
wym przy C-24 przebiega w znacznej czesci identycznie, z tym ze podczas degra-
dacji rozgalezionych steroli zachodzi dodatkowo reakcja karboksylacji i jeden cykl
p-oksydacji wiecej (Schemat 17, etap III). Produktem pierwszych czterech eta-
péw utlenienia f3-sitosterolu jest a,5-nienasycony ester-SCoA (Schemat 17, etapy:
A-C, 1). Ester ten ulega karboksylacji w pozycji allilowej (Schemat 17, etap I), po kto-
rej ma miejsce hydratacja wigzania podwdjnego C-24-C-25. Z produktu hydratacji,
w wyniku reakcji retro-aldolowej (Schemat 17, etap III) odszczepia si¢ propionylo-
-SCoA. Utworzony réwnoczesnie f3-ketokwas, po aktywacji do tioestru, utleniany
jest do AD w sekwencji reakeji analogicznych jak w degradacji cholesterolu.
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A; B; C; 1 - analogiczne jak oznaczone tymi

samymi symbolami etapy na Schemcie 16

I - karboksylaza metylokrotonylowa

II - hydrataza enoiloacylo-SCoA

IV - tioforaza acylo-SCoA 1.2.3.4
1,2, 3, 4 - analogiczne jak oznaczone tymi AD =—1"<—
samymi numerami etapy na Schemacie 16

Schemat 17. Degradacja fancucha bocznego S-sitosterolu
Scheme 17.  f3-Sitosterol side-chain degradation

Badania, ktérych celem bylo poznanie przebiegu metabolizmu steroli w kul-
turach mikroorganizméw, dostarczyly réwniez informacji o tym, jaki jest wpltyw
parametrow, takich jak sklad pozywki, pH, stezenie substratu, natlenienie, obec-
no$¢ induktoréw lub inhibitoréw na wydajno$¢ procesu. Ustalono, ze enzymy kata-
lizujace degradacje steroli naleza do indukowanych przez substraty. Aktywno$é
indukowanej w-hydroksylazy zalezy od iloéci rozpuszczonego w srodowisku tlenu
- wyzszg aktywnos$¢ enzymu obserwowano przy niskiej zawartosci tlenu [43]. Juz
w poczatkowym okresie badan nad degradacja -sitosterolu przez Mycobacterium
sp. NRRL B-3805 ustalono, ze wprowadzenie jonu HCO, wyraznie zwigksza stopien
przeksztalcenia substratu, co sugerowalo, ze etap karboksylacji ma istotne znacze-
nie dla szybkosci degradacji rozgatezionych steroli [43]. Wyniki badan wykazaly, ze
CO, jest lepszym odczynnikiem karboksylujacym niz jon HCO,, prawdopodobnie
ze wzgledu na latwiejszy transport obojetnej czasteczki przez blony komdrkowe
bakterii [43, 53]. B-Sitosterol jest induktorem C-28-karboksylazy, natomiast cho-
lesterol nie indukuje tego enzymu [43]. Poznanie enzymoéw katalizujacych niektdre
etapy degradacji fancucha bocznego steroli jest utrudnione gtéwnie z powodu braku
genetycznie stabilnych mutantow. Ostatnio zidentyfikowano gen SCoA-ligazy, ktora
jest odpowiedzialna za metabolizm steroli z rozgatezionym taricuchem [54]. Mutant
R. rhodochrous DSM43269 z deficytem genu fadD19 nie byl zdolny do utlenienia
tanicucha B-sitosterolu, natomiast metabolizowat cholesterol.

Obok mutantéw prowadzacych utlenienie steroli do C19-produktéw wyselek-
cjonowano réowniez takie, ktore katalizowaly przeksztalcenie sterol > C22-steroidy.
Po transformacji izolowano: 21-hydroksy-20-metylo-pregna-4-en-3-on, 20-kar-
boksypregna-4-en-3-on, 20-karboksypregna-1,4-dien-3-on, 20-karboksy-17(20)-
-dehydro-pregna-1,4-dien-3-on (Schemat 18) [43].
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1 - Corynobacterium sp. DSM 1439
2 - Corynobacterium sp.DSM 1442
3 - Mycobacterium sp. NRRL B-8054
4 - Corynobacterium sp. DSM 1435

Schemat 18. Mutanty Corynobacterium sp. i Mycobacterium sp. utleniajace sterole do C22- produktéw
Scheme 18.  Corynobacterium sp. and Mycobacterium sp. mutants oxidizing sterols to the C22-products

Przez wiele lat ergosterol (podstawowy sktadnik bton komdrkowych grzybow)
nie byl traktowany jako potencjalny surowiec do syntezy lekow steroidowych. Pierw-
sze doswiadczenia nad degradacja fancucha bocznego ergosterolu wykazywaly, ze
sterol z uktadem wigzan podwdjnych w pierécieniu B przeksztatcany jest znacznie
wolniej niz inne sterole [55, 56]. W 2010 roku opublikowano wyniki transformacji
ergosterolu przez szczep Mycobacterium sp. VKM Ac-1815D [57]. Szczep ten prze-
ksztalcal ergosterol i octan ergosterolu do AD, natomiast produktami O-metoksy-
metylo-ergosterolu byla mieszanina 3-metoksymetoksy-androsta-5,7-dien-17-onu
(gtéwny metabolit) i 3-metoksymetoksy-20-hydroksymetylo-pregna-5,7-dienu
(Schemat19).

O OH
Mpycobacterium sp.
VKM Ac-1815D .
e ———
/—O /—O /—O
(6} (0} O
\ \ \

Schemat 19. Mikrobiologiczne przeksztalcenie O-metoksymetylo-ergosterolu
Scheme 19.  Microbial transformation of O-methoxymethyl-ergosterol

Uzyskane produkty z ukltadem 5,7-dienu sg pozadanymi substratami syntez
pochodnych witaminy D [58]. Wystepujace w naturze formy witaminy D (np. 1«,25-
dihydroksy pochodne ergo- lub cholekalcyferolu) mogg, przy podaniu ich w daw-
kach farmakologicznych, wywota¢ hiperkalcemie lub hiperfosfatemie (stany pod-
wyzszonego stezenia jonow wapnia lub fosforandw nieorganicznych we krwi). Z tego
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powodu, szeroko badane sg naturalne i syntetyczne analogi witamin D, i D, zwane
deltanoidami [59, 60]. Synteza witaminy D lub jej pochodnych oparta o 3-metok-
symetoksy-androsta-5,7-dien-17-on jest korzystna, bowiem pozwala na pominiecie
etapu zabezpieczenia grupy hydroksylowej przy C-3. Dodatkowo 3-metoksyme-
toksy-androsta-5,7-dien-17-on jest prekursorem 3,17p-dihydroksy-androsta-5,7-
dienu i jego pochodnych o dzialaniu stymulujacym system immunologiczny [61].

2.2.3. Wykorzystanie produktow degradacji steroli w syntezie lekow

Przedstawione na Schemacie 9 wzory reprezentuja trzy podstawowe struktury
steroidéw: C21-steroidy (hydrokortyzon, prednizolon), C19-steroidy (testosteron,
7B-hydroksyepiandrosteron) i C18-steroidy (estradiol). W mikrobiologicznych
transformacjach otrzymuje si¢ substraty do syntez naturalnych C19- i C21- stero-
idow oraz ich analogéw (Schematy 20 i 21).

OH

testosteron

(diuretyk) (kortykosteroid)

TC

O,
(0} (0}
wOH
T — —
O O (0)

9a-hydroksy-AD

H,OH

Schemat 20. Synteza C19- i C21- steroidow z AD i 9a-hydroksy-AD
Scheme 20.  Synthesis of C19- and C21-steroids from AD and 9a-hydroxy-AD

Sterole bedace produktami reakeji enzymatycznych, podobnie jak inne natu-
ralne chiralne polaczenia, wystepuja w postaci jednego enancjomeru (efekt enan-
cjoselektywnosci enzymu). Dlatego w cyklu mikrobiologicznej degradacji fancucha
bocznego steroli otrzymuje si¢ optycznie czyste syntony naturalnych steroiddéw,
o zdefiniowanej konfiguracji podstawnikéw przy chiralnych atomach wegla.
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an 4CH l wCyH;
noretisteron noretandrolon
(progestagen) (anabolik)
ﬁé B Qéjﬁ

testolakton estradiol
(inhibitor aromatazy) (estrogen)

Schemat 21. ADD jako substrat w produkgcji lekéw o wiasciwosciach estrogennych, progestagennych
i anabolicznych

Scheme 21.  ADD as the substrate in production of drugs with oestrogenic, progestogenic and anabolic
properties

Aktualnie wiele firm farmaceutycznych (Henkel, Schering, Searle, Mitsubishi)
wykorzystuje C22-steroidy w syntezie hydrokortyzonu i jego analogdéw [43] (Sche-
mat 22).

“, R 0 Os_CH,OH
HO, ~OH
- =
(¢} 0o (¢}

hydrokortyzon
R=-CH,OH lub -COOH ydrokorty
Oy _CH,0H
HO A\\\OH
e —
© prednizolon

9a-fluorohydrokortyzon

Schemat 22.  Synteza hydrokortyzonu i jego analogéw z C22-steroidowych substratow
Scheme 22.  Synthesis of hydrocortisone and its analogues from C22-steroid substrates
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Pomimo tego, iz biologiczne i terapeutyczne dzialanie steroidéw jest znane
od ponad 60 lat, wcigz prowadzone sg badania nad opracowaniem nowych metod
syntezy lekéw steroidowych. Lista naturalnych steroidow wciaz sie wydtuza, co
jest zwiazane z postepem w zakresie izolowania zwigzkow, okreslaniem ich struk-
tury i wlasciwosci. Aktualnie w centrum zainteresowania s3, syntetyzowane m.in.
w mozgu ssakow, neurosteroidy: pregnenolon, dehydroepiandrosteron (DHEA),
epiandrosteron i ich pochodne. Wymienione zwigzki maja dziatanie neuroprotekto-
rowe, przeciwdrgawkowe, antydepresyjne i przeciwlekowe [62, 63].

3. BIODEGRADACJA ZWIAZKOW AROMATYCZNYCH

Zwigzki aromatyczne, ze wzgledu na ich toksyczne wlasciwosci, stanowia
zagrozenie dla srodowiska i zdrowia ludzi. Rosngca systematycznie zawarto$¢ w sro-
dowisku aromatycznych potaczen o réznorodnej budowie byta impulsem do podje-
cia badan nad opracowaniem skutecznych, ekologicznych metod eliminowania tych
toksycznych zwiazkéw. Obiecujacg metoda jest bioremediacja, w ktorej zanieczysz-
czenia sg degradowane przez autochtoniczne mikroorganizmy (bioremediacja natu-
ralna, biostymulacja) lub drobnoustroje wyselekcjonowane wzgledem okreslonego
skazenia czy ksenobiotyku (bioaugmentacja).

W $rodowiskach skazonych weglowodorami aromatycznymi zidentyfikowano
wiele szczepdw, gléwnie bakterii glebowych i grzybow, ktore sg zdolne do prze-
ksztalcen zanieczyszczen w nietoksyczne, niskoczasteczkowe produkty. Biodegra-
dacja weglowodoréw aromatycznych jest zazwyczaj wieloetapowym procesem,
przebiegajacych z udzialem kilku wspolpracujacych ze sobg mikroorganizmoéw
[64, 65]. Aktywno$¢ produkowanych enzymoéw (gléwnie monooksygenaz, dioksy-
genaz, dehydrogenaz, dehalogenaz i hydrolaz) jest zasadniczym kryterium przydat-
nos$ci drobnoustroju w biodegradacji. Produkty enzymatycznego rozerwania wig-
zania C-C w aromatycznym pierscieniu sg kolejno, gtéwnie w cyklach f-oksydaciji,
przeksztalcane w niskoczasteczkowe, neutralne dla srodowiska polgczenia (Sche-
maty 23-28).

Szczegdlnie wysoka aktywnoscig degradacji zwigzkéw aromatycznych cha-
rakteryzujg sie bakterie z rodzaju Pseudomonas (Tab. 1). Zalety szczepéw bakterii
tego rodzaju to: réznorodnos¢ szlakéw metabolicznych, adaptacja do warunkow
srodowiska oraz fakultatywne przelaczanie aparatu metabolicznego na warunki
beztlenowe. W genomie tych gram-ujemnych bakterii obecne sg plazmidy kodujace
enzymy odpowiedzialne za degradacje m.in. oktanu, naftalenu, ksylenu i toluenu
(64, 65].
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Tabela 1. Szczepy bakterii z rodzaju Pseudomonas uzyteczne w procesach bioremediacji
Table 1. Bacterial strains of Pseudomonas genus useful in bioremediation processes
Szczep Pochodzenie Degradowane skazenie(a) Literatura

P. aeruginosa obszar skazony $ciekami ropa naftowa (66]
rafineryjnymi

P. pseudoalcaligenes ]S45 gleba i wody gruntowe nitrobenzen
zanieczyszczone [67]
nitrobenzenem

P, putida gleba skazona 2- i 2- i 3-nitrofenole

. [68]

3-nitrofenolem

Pseudomonas sp. H12 $cieki benzen, toluen, ksylen, hek- (69]

sylobenzen, butylobenzen

Pseudomonas sp. ]S42 gleba zanieczyszczona 2-nitrotoluen (70]
nitrobenzenem

P, stutzeri gleba skazona ropg naftowa  alkilo-aromatyczne sktad- (71]

niki oleju napedowego

P, stutzeri ZWLR2-1 gleba skazona 2-chloronitrobenzen (72]
chloronitrobenzenem

P, pickettii PKO1 mutant toluen, benzen, fenol, (73]

m-krezol

Zbadano, ze szczep Pseudomonas sp. H12, wyizolowany ze $cieku w Egipcie,
w ciggu 24 godzin degradowal petrochemiczne zanieczyszczenia srodowiska z pra-
wie 90% wydajnoscig [69]. Ustalono, Ze mieszanina aromatycznych weglowodoréw
byta degradowana w wyzszym stopniu niz poszczegodlne jej sktadniki, poddane dzia-
taniu biokatalizatora w analogicznych warunkach.

Efektywng degradacje nitrobenzenu prowadzit Comamonas sp. JS765 [67].
Ustalono, ze w warunkach tlenowych, degradacja nitrobenzenu nastepuje w cyklu
reakcji podanych na Schemacie 23.

R=H (nitrobenzen)
R=CH3; (2-nitrotoluen)

= 2 N02

1 - 1,2-dioksygenaza nitrobenzenowa
2 - 2,3-dioksygenaza katecholowa

Oz

R
= ~COOH
CHO —” X\._COOH
COOH OH

dalsza degradacja

jak na Schemacie 3

Schemat 23. Bakteryjna degradacja nitrobenzenu i 2-nitrotoluenu

Scheme 23.

Bacterial degradation of nitrobenzene and 2-nitrotoluene
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Badania wykazaly, ze Corynebacterium glutamicum, stosowany w produkciji
aminokwaséw i witamin metoda fermentacji metabolizuje m.in. benzoesany, fenole,
protokatechol i p-krezol [74].

W bioremediacji wgglowodorow aromatycznych, w tym wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych (WWA), wazna role odgrywaja réwniez drozdze
i grzyby strzgpkowe m.in.: Arxula adeninivorans [75], Aspregillus ochraceus [76],
Candida tropicalis [77], Cunninghamella elegans [76], Saccharomyces cerevisiae [78]
czy Trichosporon cutaneum [79].

Szczep Aspergillus fumigatus ATCC 28282 wykorzystuje fenol, p-krezol i 4-ety-
lofenol jako jedyne zrédlo wegla [80, 81]. Na podstawie analizy wynikéw doswiad-
czen, ktérych celem bylo ustalenie drogi metabolizmu fenolu, postuluje sie, ze
utlenienie tego substratu zachodzi na dwdch drogach (Schemat 24) [82]: o-hydrok-
sylacji lub dihydroksylacji do 1,2,4-trihydroksybenzenu. Kolejno nastepuje orto roz-
szczepienie wigzania C-C ukfadu o-diolu. Produkty rozszczepienia ulegaja dalszej
degradacji na drodze 3-oksydacji.

A)
COOr

OH
35 OH i
| R COO o _, _, dalszadegradacja
OH > jak na Schemacie 3
O < ’
B)
OH

OH
COOr
s OH N .
| f{ : | CoOO _, o _ o .dalsza degrada.qa
_ jak na Schemacie 2
OH (¢}

OH

—) reakcja rozszczepienia wigzania C-C

Schemat 24. Metabolizm fenolu w kulturze A. fumigatus ATCC 28282
Scheme 24.  Phenol metabolism in A. fumigatus ATCC 28282 culture

Inny szczep rodzaju Aspergillus (A. nidulans) degradowal 3-chloro- i 4-chlo-
rofenol. Chlorofenole akumulujg si¢ w glebie i moga by¢ przeksztalcane do tok-
sycznych, trudno degradowanych metabolitow np. kwasu 2-chloromukonowego.
Izomeryczne chlorofenole metabolizowane sg przez A. nidulans w nieco odmienny
sposob: 3-chlorofenol po utlenieniu do diolu (3-chlorokatecholu) ulega dehaloge-
nacji do katecholu, z ktérego kolejno powstaje mukonolakton (Schemat 25 A), nato-
miast produktem utleniania 4-chlorokatecholu jest 3-chloro-1,3-dienlakton. Oba
y-laktony ulegaja rowniez dalszej degradacji na drodze 3-oksydacji (Schemat 25 B)
[83].
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Schemat 25. Schemat degradacji: A) 3-chlorofenolu, B) 4-chlorofenolu w kulturze A. nidulans
Scheme 25.  Degradation scheme of A) 3-chlorophenol, B) 4-chlorophenol in A. nidulans culture

W deszczowych lasach tropikalnych wystepuje szczep Pleurotus eryngii wyko-
rzystujacy naftalen jako zrédlo wegla [84]. Proces degradacji naftalenu przez ten
gatunek boczniaka, rozpoczyna utlenienie przy C-1 i C-4 (Schemat 26). Powstaly
1,4-naftochinon utleniany jest do kwasu benzoesowego, z ktdrego w reakc;ji katali-
zowanej przez dioksygenaze, powstaje katechol (Schemat 26).

OH

(0} [0}
OH dalsza degradacja
R —— — —> — — — N
oH jak na Schemacie 3
O

Schemat 26. Degradacja naftalenu przez P. eryngii
Scheme 26.  Degradation of naphthalene by P. eryngii

Szczep P. eryngii utylizuje roéwniez fluoren (Schemat 27) [85]. Taka aktywnosé¢
mikroorganizmu spowodowana jest zdolnoscig do produkeji m.in. lakkazy i perok-
sydazy ligninowe;j.

COOH COOH

COOH
CO~ (a0~ (™ 0 e o
fluoren o

Schemat 27. Degradacja fluorenu przez Pleurotus eryngii
Scheme 27.  Degradation of fluorene by Pleurotus eryngii

Fenantren jest utylizowany przez szczep Sphingomonas sp. GY2B. Zidentyfiko-
wano trzy kolejne produkty posrednie metabolizmu fenantrenu przez ten mikroor-
ganizm: 1-naftol, kwas salicylowy i katechol (Schemat 28) [86].
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Schemat 28. Degradacja fenantrenu przez Sphingomonas sp. GY2B
Scheme 28.  Degradation of phenanthrene by Sphingomonas sp. GY2B

Wyizolowano réwniez szczep Mycobacterium sp., ktéry utlenia piren. Po
72 godz. inkubacji w kulturze tego szczepu blisko 50% pirenu ulegato mineralizacji.
Dodatkowo ustalono, ze enzymy odpowiedzialne za rozklad pirenu sg indukowane
obecno$cig substratu [87].

Wisrdod drobnoustrojow metabolizujagcych WWA jest takze wiele szczepow
ekstremofilnych bakterii (odpornych na skrajne warunki srodowiska) metaboli-
zujacych WWA. Nalezg do nich m.in.: Bacillus thermooleovorans [88], Halomonas
aromativorans [89], Halomonas organivorans [90], Thermus brockii [91].

Czynnikiem znaczgco ograniczajacym proces biodegradacji WWA jest ich staba
rozpuszczalnosé w wodzie oraz adsorpcja w glebie [11, 71]. Dlatego tez poszukuje
sie sposobow na zwigkszenie solubilizacji tych zwigzkow. Szczegolnie uzyteczne dla
zwigkszenia rozpuszczalnosci WWA s3 wytwarzane przez mikroorganizmy biosur-
faktanty. W odréznieniu od syntetycznych odpowiednikéw biosurfaktanty odzna-
czajg si¢ nizsza toksycznoscig i czesto wyzsza stabilnoscia w ekstremalnych tempe-
raturach i pH. Chociaz z uwagi na niskie koszty produkcji powszechnie stosowane
sg syntetyczne surfaktanty, naturalne zwigzki powierzchniowo czynne preferowane
sg ze wzgledu na ich biodegradowalnos¢. Prowadzone sg prace nad uzyskaniem
rekombinowanych mikroorganizméw zdolnych do rozkladu weglowodoréw aro-
matycznych i produkeji zwigzkéw obnizajacych napiecie powierzchniowe [92, 93].

PODSUMOWANIE

Syntetyczne zastosowanie biokatalizy jest aktualnie przedmiotem intensyw-
nych badan. Otrzymywanie nowych pochodnych dla potrzeb przemystu farmaceu-
tycznego, chemicznego a takze spozywczego na drodze biotransformaciji, jest obec-
nie uwazane za dogodniejsza metode, niz opracowanie syntezy chemicznej zaréwno
z ekonomicznego, jak i ekologicznego punktu widzenia. Dodatkowym atutem bio-
katalizy, gtéwnie z uzyciem catych komorek, jest mozliwos¢ modyfikacji substratu
w wyniku szeregu nastepujacych kolejno po sobie reakcji.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze mikroorganizmy izolowane ze
skazonego srodowiska posiadajg duzy potencjat w zakresie rozkladu zwigzkéw aro-
matycznych, bedacych waznym elementem sktadowym zanieczyszczen. Niewielka
inwazyjnoé¢, stosunkowo niskie koszty procesu, w ktorym wykorzystywany jest
naturalnie istniejacy potencjal kataboliczny mikroorganizméw, stanowia istotne
zalety bioremediacji [21, 94-96].
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Prace, ktore maja na celu opracowanie efektywnych metod biokatalizy, stymu-
lujg réwnoczesnie rozwdj badan w zakresie fizjologii mikroorganizméw, biochemii
i genetyki. Przykladowo, w doswiadczeniach nad selektywna mikrobiologiczng
degradacjg taricucha bocznego steroli ustalono, ze patogenne szczepy Mycobacte-
rium (M. tuberculosis, M. bovis i M. avium) maja zdolnos¢ do transformacji cho-
lesterolu. Wykazano korelacje miedzy aktywnoscig szczepu wzgledem metaboli-
zowania cholesterolu a jego dzialaniem patogennym [97]. Wciaz izolowane s3 ze
srodowiska mikroorganizmy, ktérych wlasciwosci katalityczne roznig si¢ od wezes-
niej opisanych, a takze selekcjonowane sg mutanty i rekombinanty pozwalajace na
zwigkszenie wydajnosci syntezy pozadanych produktéw. Liczne prace badawcze
zmierzajg w kierunku obnizenia kosztéw produkgji tych zwigzkéw lub w kierunku
wykorzystania produktéw odpadowych do ich syntezy.
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