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ABSTRACT

Phosphonates are the group of organophosphorus compounds, which are
characterized by the presence of covalent bond(s) between carbon and phosphorus
atom in their structure. Both; the natural and synthetic phosphonic compounds, are
encountered in various ecosystems, however because of their wide range
of applications, the latter ones are considerably more frequently discussed.
Regarding the broad spectrum of biological activity, capability to chelate metal
cations and environmental stability of direct carbon to phosphorus bond under
physiological conditions, phosphonic compounds found a variety of applications
e.g. as pesticides, drugs, anticorrosive agents, additives to surfactants and flame
resistant (partially)polymers. Such massive use of phosphonates, together with
mentioned environmental stability of those compounds, results in their common
presence as xenobiotic environmental pollutants. Scientific efforts dedicated to
recognising the fate and biodegradation of phosphonic compounds in the
environment had begun in 80’s last century. Currently it is known that many
microorganisms, mainly bacteria, but also fungi, are able to decompose the C-P
bond. Interestingly however, the number of known species of fungi that are able to
biodegrade and/or to bio-transform the phosphonates, is relatively low. It seems to
be surprising, because especially the fungi are known from their impressive skills to
adaptation to various nutritional conditions. Such a thesis may be supported by the
fact that the process of biodegradation of phosphonates may occur via several
pathways. Enzymes which are known to catalyse this process are
phosphonoacetaldehyde hydrolase, phosphonoacetate hydrolase,
phosphonopyruvate hydrolase and C-P lyase complex. This article briefly presents
the issue of degradation pathways of phosphonates, and the role of phosphonate-
degrading fungi.

Keywords: phosphonates, biotransformation, biodegradation, fungi
Stowa kluczowe: zwigzki fosfonowe, biotransformacja, biodegradacja, grzyby
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

2-AEP —kwas aminetanofosfonowy, ciliatyna (ang. 2-amino-
ethylphosphonic acid

AMPA —kwas aminometylofosfonowy (ang. aminomethylphos-
phonic acid)

ATMP —kwas  aminotrimetylenofosfonowy  (ang. aminotris-
(methylphosphonic) acid)

ATP — adenozyno-5'-trifosforan

PRPP — S5-fosforybozylo-1-pirofosforan  (ang.  phosphoribosyl
pyrophosphate)

HDTMP — kwas heksametylenodiamino-N,N,N’ N’-tetrakis(metyleno-

fosfonowy) (ang. hexamethylenediamine-N,N,N’,N -tetrakis
(methylphosphonic)acid)

Pi — reszta fosforanowa

PA — kwas fosfonooctowy (ang. phosphonoacetic acid)
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WPROWADZENIE

Od niemal pieédziesigciu lat - od  wprowadzenia  herbicydu
N-fosfonometyloglicyny (glifozatu) do powszechnego stosowania w praktyce rolniczej,
wykorzystanie pochodnych fosfonowych i losy tych substancji w ekosystemach sg
powodem wielu dyskusji i1 kontrowers;ji. Poczatkowa euforia zwigzana
z wprowadzeniem, jak wtedy uwazano, w pehi biodegradowalnej substancji aktywnej
hamujacej rozwdj wylacznie roslin, w miar¢ uplywu czasu ustgpita miejsca refleksji
dotyczacej znacznie szerszego spektrum oddzialywania glifozatu, niz pierwotnie
zakladano [1]. Obecnie, kiedy substancja ta reprezentuje liczna grupe pochodnych
kwaséw fosfonowych wykorzystywanych powszechnie w réznych sferach ludzkiej
aktywnosci, poszukiwanie informacji przemawiajacych za zastosowaniem fosfonianow
stanowi interesujacy watek badan naukowych. Jednym z istotnych aspektow tych
dzialan jest ustalenie losu pochodnych fosfonowych w $rodowisku i wskazanie
mozliwosci  przeksztalcen tych substancji. Chociaz zdecydowana wiekszos¢
szczegotowych informacji zwiazanych z biokatalizowanymi przemianami fosfonianow
dotyczy aktywnos$ci bakterii [2], stopniowo rosnie liczba danych wskazujacych na
znaczacy udziat grzyboéw mikroskopowych w tych procesach [3, 4].

1. GRZYBY JAKO ORGANIZMY INICJUJACE PRZEMIANY
FOSFONIANOW

Grzyby to krolestwo szeroko rozpowszechnionych, nie fotosyntezujacych
eukariontéw, ktére jako reducenci odgrywaja istotng rol¢ w obiegu materii i energii
w s$rodowisku przyrodniczym [5]. Zgodnie z systematyka podawana przez
Swiatowa baz¢ danych gatunkéw ,,Catalouge of Life” w sklad tego krolestwa
wchodza organizmy reprezentujace pie¢ typow: Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota, Glomeromycota oraz Zygomycota [6]. Pomimo tego, ze
przedstawiciele poszczegdlnych jednostek taksonomicznych wykazuja duze
zrdznicowanie pod wzgledem budowy grzybni oraz organéw i sposobdw
rozmnazania, to w wiekszosci charakteryzuja si¢ wspdlng cechg — heterotroficznym
sposobem odzywiania, opartym na dzialaniu zewnatrzkomérkowych enzymow
(tzw. egzoenzyméw) [7]. Komérki grzybéw wydzielaja do peryplazmy, tj.
przestrzeni wystepujacej pomiedzy zewnetrzng blong cytoplazmatyczng a $ciang
komérkowa oraz bezposrednio do podloza enzymy, ktore sg zdolne do rozkladu
ztozonych substancji organicznych. Uzyskane w ten sposob prostsze formy
zwiazkdw chemicznych, moga by¢ z latwoscia transportowane przez S$ciang
komoérkowa, a nastgpnie przyswajane przez komorki grzybni [7, 8]. Wegiel
— podstawowy pierwiastek biogenny — jest najczesciej pobierany przez grzyby
W postaci cukrow prostych. Azot jest zazwyczaj transportowany do wngtrza
komorek w postaci jonéw azotanowych lub amonowych, za$ najlepiej przyswajalna



38 D. WIECZOREK, J. LIPOK

forma fosforu sa jony diwodorofosforanowe. Inne pierwiastki, takie jak potas,
siarka czy magnez, wnikaja do komoérek roéwniez w odpowiedniej formie jonowej

[].

2. ZWIAZKI FOSFONOORGANICZNE — MNIEJ ZNANE SKEADNIKI
ZYWYCH ORGANIZMOW ORAZ KSENOBIOTYKI

Mianem zwiazkéw fosfonowych (zwigzkami fosfonoorganicznymi) okresla sie
substancje organiczne bgdace pochodnymi kwasu fosforowego(Ill) - H;POs.
Kowalencyjne wigzanie wegiel-fosfor (C-P), ktére stanowi strukturalng ceche
charakterystyczna tych substancji, odznacza si¢ znaczng trwaloscig i odpornoscia
wobec dziatania wielu czynnikéw fizycznych oraz chemicznych. W konsekwencji
zwigzki fosfonowe zachowujg duzg stabilno$¢ w szerokim zakresie pH
i temperatury [10]. Nie do konca znane jest pochodzenie fosfonianow
wystepujacych w biosferze naszej planety. Przypuszczalnie, w pierwotnej
atmosferze Ziemi zawierajacej jedynie niewielkie stezenie tlenu, zwigzki
fosfonoorganiczne stanowily dominujacg forme fosforu, jednak wraz z uptywem
czasu i stopniowa dominacjg organizmoéw tlenowych, ktérej towarzyszyt wzrost
stezenia tlenu w atmosferze, ustapity one miejsce pochodnym organicznym kwasu
fosforowego(V) - H;PO, [10]. Hipotezg te potwierdza analiza sktadu chemicznego
meteorytu Murchison, odkrytego w 1969 roku w potudniowej Australii. Na
powierzchni tego chondrytu weglistego, liczacego sobie okoto 4 miliardy lat, wérdd
wielu zwigzkow organicznych zidentyfikowano réwniez pochodne fosfonowe
[11, 12]. Obecnie, w réznych ekosystemach ziemskiej biosfery mozemy wyr6znié
fosfoniany pochodzenia zaréwno naturalnego, jak i antropogenicznego [13, 14].
Naturalne zwigzki fosfonowe, zostaty zidentyfikowane w komorkach réznorodnych
taksonomicznie organizméw. Wystepuja dosy¢é powszechnie w ewolucyjnie
starszych formach zycia, takich jak bakterie lub grzyby, gdzie stanowia zwykle
element strukturalny egzopolisacharydéw, glikoprotein lub lipidow [15]. Substancje
te spotyka si¢ takze w komorkach organizmoéw bardziej ztozonych — mieczakdw,
owadéw, a nawet ssakow [15]. Obecnie znanych jest kilkadziesigt naturalnie
wystepujacych pochodnych fosfonowych [13], sposrdd ktorych warto wymienic
ciliatyne, fosfomycyne oraz bialafos (Rys. 1).
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Rysunek 1. Struktury przyktadowych naturalnych zwiazkow fosfonowych: ciliatyna (a), fosfomycyna (b),
bialafos (c)
Figure 1. The structures of some natural phosphonic compounds: ciliatine (a), fosfomycin (b), bialaphos
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Ciliatyna (kwas 2-aminoetanofosfonowy, 2-AEP) zapisata si¢ w historii
zwiazkéw  fosforoorganicznych jako pierwszy zidentyfikowany, biogenny
fosfonian. Substancja ta zostalta wyizolowana w 1959 roku z komérek
pierwotniakéw stanowigcych naturalng mikroflore zwacza owiec [16]. Obecnie
uwaza sie, ze 2-AEP jest najbardziej rozpowszechnionym w przyrodzie, naturalnym
zwiazkiem zawierajacy wigzanie C-P. Kolejna wspomniana substancja
— fosfomycyna (kwas cis-(1R,2S)-epoksypropanofosfonowy) — byta pierwszym
odkrytym naturalnym fosfonianem wykazujagcym aktywnos¢ antybiotyczna.
Metabolit ten jest wytwarzany przez niektore gatunki bakterii z rodzaju
Streptomyces oraz Pseudomonas [17, 18]. Jego dziatanie opiera si¢ na inhibicji
transferazy UDP-N-acetyloglukozamino-3-O-enolopirogronianu - pierwszego
enzymu bioracego udzial w $ciezce biosyntezy peptydoglikanu, ktory stanowi
istotny sktadnik $ciany komorkowej bakterii [19]. Fosfomycyna wykazuje szerokie
spektrum dziatania zaré6wno wobec bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych.
Ze wzgledu na swoje wlasciwosci antybiotyk ten znalazt zastosowanie w leczeniu
infekcji uktadu moczowego ssakow [20].

Z kolei bialafos jest tripeptydem wykazujacym dziatanie herbicydowe. Procz
dwoch czasteczek L-alaniny, w sklad tej substancji wchodzi takze kwas 2-amino-4-
(metylofosfinylo)-butanowy, bedacy fosfonowym analogiem kwasu glutaminowego
i zapewniajacy  czasteczce  aktywno$¢  biologiczng. Kwas  2-amino-4-
(metylofosfinylo)-butanowy, zwyczajowo nazywany fosfinotricyna, posiada silne
wlasciwosci hamujace dziatanie roslinnej oraz bakteryjnej syntetazy glutaminowej
[21].

Précz naturalnych zwiazkow fosfonowych, w wielu ekosystemach mozna
spotka¢  ksenobiotyki fosfonoorganiczne, ktoérych obecno$¢ zwigzana jest
z dziatalno$cia cztowieka. Obecnie liczba fosfonianéw stworzonych na drodze
syntezy chemicznej jest znacznie wigksza od liczby znanych, naturalnych polaczen
fosfonowych [14]. Fakt ten wynika z interesujacych wlasciwosci fizyko-
chemicznych, ktore predestynuja te substancje do zastosowania w réznych
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dziedzinach gospodarki [14]. Jedng z najbardziej uzytecznych cech pochodnych
fosfonowych, ktéra zadecydowata o ich szerokim zastosowaniu w przemysle, jest
zdolno$¢ chelatowania jonow metali [22]. Mozliwosci kompleksotworcze
fosfonianéw wzrastaja proporcjonalnie do liczby grup — POsH, w czasteczce,
a ponadto reszty fosfonowe sg znaczaco lepszymi ligandami w poréwnaniu do ich
karboksylowych odpowiednikéw. Dzieki temu zwiazki takie jak kwas
2-fosfonobutano-1,2-4-trikarboksylowy (PBTC), kwas aminotrimetylenofosfonowy
(ATMP), kwas etylenodiaminotetra(metylenofosfonowy) (EDTMP) oraz kwas
dietylenotriaminopenta(metylenofosfonowy) (DTPMP) sa z powodzeniem
stosowane jako s$rodki antykorozyjne w instalacjach wodnych, substancje
przeciwdziatajace tworzeniu si¢ kamienia kotlowego w systemach chtodniczych
i grzewczych, czy dodatki do kosmetykow, srodkéw pioracych oraz czyszczacych
[22, 14] (Rys. 2).
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Rysunek 2. Struktury fosfonowych kompleksondéw jonéw metali: kwas 2-fosfoobutano-1,2-4-trikarboksylo-
wy (a), kwas aminotrimetylenofosfonowy (b), kwas etylenodiamino tetra-(metylenofosfonowy)
(c), kwas dietylenotriaminopenta(metylenofosfonowy) (d)

Figure 2. The structures of phosphonic metal complexing agents: 2-phosphonobutane-1,2,4-tricarboxylic
acid (a), nitrilotris(methylene phosphonic acid) (b), ethylenediamine tetra(methylene
phosphonic acid) (c), diethylenetriamine penta(methylene phosphonic acid) (d)
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Inna, cenng cecha pochodnych fosfonowych jest aktywnos¢ biologiczna.
Wynika ona gléwnie z tetraedrycznej geometrii grupy fosfonowej, co odpowiada
geometrii grupy karboksylowej w stanach przejsciowych reakcji enzymatycznych
oraz mozliwosci wystepowania tego ugrupowania jako akceptora lub tez donora
protondéw, co istotne w fizjologicznym zakresie pH [23]. Przez wzglad na te
wlasciwosci, zwigzki fosfonoorganiczne stosunkowo czesto sa inhibitorami
enzymow nalezacych do réznych klas oraz wykazuja dziatanie antybakteryjne
i antywirusowe [13, 23]. Dzieki specyficznym aspektom wspomnianej aktywnosci,
fosfoniany sg z powodzeniem stosowane jako pestycydy oraz leki [23]. Szczegdlne
intrygujace zdolnosci do oddziatywania z uktadami biologicznymi posiadajg
aminofosfoniany, bg¢dace analogami aminokwasow, w ktérych grupa karboksylowa
jest zastgpiona przez grupe fosfonowa [23, 24]. Dynamiczny wzrost
zainteresowania aminofosfonianami rozpoczal si¢ w pierwszej polowie lat 70
ubieglego stulecia, po zsyntetyzowaniu i odkryciu wiasciwosci herbicydowych
N-fosfonometyloglicyny, znanej rowniez pod nazwg glifozat (Rys. 3). Glifozat po
dzi§ dzien stanowi najpopularniejszg na $wiecie, co oznacza najszerzej
i najpowszechniej stosowana, substancje aktywna srodkow chwastobdjczych [25].
Herbicydy zawierajace N-fosfonometyloglicyne klasyfikowane sa jako preparaty
powschodowe, nieselektywne, dziatajace systemicznie i stosowane sag w zwalczaniu
niepozadanych roslin jedno- i wieloletnich, zar6wno na uzytkach rolnych, jak
i w obszarach miejskich i przemystowych [25]. Sposrdd wielu formulacji
handlowych $rodkow ochrony roslin zawierajacych glifozat, najbardziej znanym
i najczesciej stosowanym jest Roundup”, bedacy wodnym roztworem soli
izopropyloaminowej glifozatu i $rodka powierzchniowo-czynnego z grupy
polietoksylowanych amin [26]. Sposob dziatania glifozatu opiera si¢ na
zahamowaniu aktywnosci syntazy S5-enolopirogronianoszikimowo-3-fosforanowe;j
(EPSPS; E.C. 2.5.1.19), jednego z enzymdéw katalizujacych przemiany zachodzace
w tzw. szlaku kwasu szikimowego [1]. Skutkiem inhibicji EPSPS jest zatrzymanie
biosyntezy aminokwasdéw aromatycznych, a w konsekwencji réwniez bialek oraz
metabolitdow wtornych, co stosunkowo szybko prowadzi do $mierci rosliny [1].

0 0
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Rysunek 3. Struktura N-fosfonometyloglicyny (glifozat)
Figure 3. Structure of N-(phosphonomethyl)glycine (glyphosate)
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3. BIODEGRADACJA ZWIAZKOW FOSFONOWYCH

Losy zwiazkéw chemicznych w $rodowisku, zaréwno tych wystepujacych
naturalnie jak i ksenobiotykow, zaleza od podatnosci ich molekutl na dziatanie
czynnikéw biotycznych oraz abiotycznych. Wsréd czynnikow abiotycznych
najwieksze znaczenie przypisuje si¢ odczynowi, temperaturze oraz obecnosci
i energii fal elektromagnetycznych, gldwnie $Swiatta. Z kolei w odniesieniu do
czynnikéw Dbiotycznych za najbardziej istotne uwaza si¢ rodzaj i liczebnos¢
mikroorganizméw bytujacych w $rodowisku, w ktérym obecna jest dana substancja
[27]. Aktywnos¢ metaboliczna, a czasem sama obecnos$¢ wybranych komponentéw
organizmdw, inicjuje procesy biotransformacji, w toku ktérych nastgpuje
przeksztatlcenie =~ wyjsciowej  struktury  zwiazku  organicznego.  Reakcje
biotransformacji moga wiec prowadzi¢ do zmian: rozpuszczalnosci, biodostepnosci,
a takze toksycznosci danej substancji [28]. Procesy biotransformacji substancji
chemicznych w srodowisku obejmujg réwniez procesy biodegradacji zachodzace
przy udziale zywych organizméw. W wyniku tych przemian nie zawsze dochodzi
do calkowitego rozktadu zwiazku organicznego i przeksztalcenia do prostych
substancji nieorganicznych. Znacznie czesciej rezultatem tych transformacji sa
mniej zlozone zawierajace mniejsza liczbe atoméw wzgledem substratu, czasteczki
[29].

W przeciwienistwie do naturalnie wystepujacych substancji organicznych, ktore
stosunkowo fatwo ulegaja przemianom w $rodowisku przyrodniczym, niektdre
z syntetycznych zwiazkéw organicznych z trudem poddaja sie procesom
biotransformacji. Zgodnie z wytycznymi Organizacji Wspolpracy Gospodarczej
i Rozwoju, ksenobiotyki fosfonowe wuznaje si¢ za substancje trudno
biodegradowalne  [30].  Niemniej  jednak,  wystepowanie  zwigzkéw
fosfonoorganicznych, jako naturalnych sktadnikéw zywych organizméw, dowodzi
istnienia mechanizméw biochemicznych, ktére umozliwiajg transformowanie tych
zwigzkow w procesach biokatalitycznych. Wyniki badan zapoczatkowanych
w latach 80-tych ubieglego stulecia potwierdzajg, ze wiele mikroorganizmow
posiada zdolno$¢ niemal catkowitej biodegradacji fosfonianéw, a tym samym
czerpania z tych substancji podstawowych skladnikéw pokarmowych — fosforu
i/lub azotu oraz zdecydowanie rzadziej wegla [31]. Mikroorganizmy wykazujace
taka umiejetnos¢ to przede wszystkim bakterie Gram dodatnie, np. Bacillus
megaterium, Gram ujemne, np. Escherichia coli [31]; cyjnobakterie np.: Anabaena
variabilis [32], ale takze grzyby mikroskopowe (grzyby strzepkowe, drozdze).

Liczba znanych gatunkow grzybéw degradujacych zwiazki fosfonowe (Tabela
1) jest wyraznie mniejsza niz liczba bakterii wykazujacych analogiczne zdolnosci.
Biorac pod uwage roznorodnos¢ gatunkowag 1 uznane mozliwosci
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przystosowywania si¢ grzybow do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiska, fakt
ten moze budzi¢ zadziwienie. Taki stan rzeczy moze by¢ spowodowany tym, ze
grzyby znacznie rzadziej, niz bakterie, bywaja przedmiotem badan zwigzanych
z biodegradacja zwiazkéw fosfonoorganicznych.

3.1. SCIEZKI BIODEGRADACJI ZWIAZKOW FOSFONOWYCH

Biodegradacja zwiazkéw fosfonowych zachodzi w toku réznych przemian
biochemicznych, z wykorzystaniem mechanizméw zaleznych gtownie od specyfiki
metabolizmu mikroorganizmu i od budowy molekut substancji fosfonowej [10].
Mechanizmy te zostaly w wigkszosci przypadkéw scharakteryzowane i opisane dla
bakterii [10]. W przypadku grzybéw, chociaz wiadomo, ze pewne przemiany
zachodza analogicznie do tych typowych dla bakterii [49], Sciezki biodegradacji
fosfonianéw w duzej mierze wcigz wymagajg wyjasnienia.

Biodegradacja kwasu fosfonooctowego

Biodegradacja kwasu fosfonooctowego (PA) po raz pierwszy zostata opisana
jako proces katalizowany przez wyizolowany z osadu czynnego szczep bakterii
- Pseudomonas fluorescens 23F [50]. Wykazano, ze bakterie te posiadajg zdolnos¢
enzymatycznej hydrolizy kwasu fosfonooctowego do kwasu octowego oraz
fosforanu, ktére z tatwoscia mogg by¢ wiaczane w kolejne procesy metaboliczne
(Rys. 4).

HO PO;H, J\CH + H,PO,

hydrolaza HO
fosfonooctanowa 3

kwas fosfonooctowy kwas octowy Pi

Rysunek 4. Biodegradacja kwasu fosfonooctowego
Figure 4. Biodegradation of phosphonoacetic acid

Indukcja aktywnosci enzymu odpowiedzialnego za ten proces - hydrolazy
fosfonooctanowej (PhnA, EC 3.11.1.2) - nie jest zalezna od statusu fosforowego
komérki, a jedynie od obecnosci kwasu fosfonooctowego [50]. Stwierdzono, ze
w przypadku P. fluorescens enzym ten wraz z powigzanym transporterem
fosfonianowym jest kodowany w operonie, ktérego ekspresja jest regulowana przez
uktad transkrypcyjny LTTR, wrazliwy na obecnos¢ jondw fosfonooctanu [51, 52].
Wykazano, ze réwniez 2-fosfonopropionian, pomimo ze nie jest dobrym
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Tabela 1. Grzyby degradujace/biotransformujace zwiazki fosfonowe
Table 1. Phosphonates-degrading fungi
Gatunek/Szczep Typ/ Gromada Zrédlo pochodzenia Transformowana Fizjologiczna .
. . . PN Lit.
grzybowy lub Klasa* Mikroorganizmu substancja rola nu
. . . Kwas amino(3- Zrbdto azotu,
. Ascomycota/ powierzchnia nasion
Alternaria alternata X . metoksfenylo)metylo- fosforu oraz [33]
Dothideomycetes marchwi
fosfonowy wegla
Kolekcja czystych
§ e Ascomycota/ kultur drobnoustrojow ATMP, AMPA, ;.
Aspergillus terreus Eurotiomycetes przemystowych LOCK HDTMP Zrédlo fosforu [34]
(Politechnika }.6dzka)
Ciliatyna
Ascomycota/ Glifozat .
Aspergillus niger Ty Grunty orne (Polska) Kwas amino(3- Zrodto fosforu [35]
Eurotiomycetes
metoksyfenylo)metylo-
fosfonowy
Aspergillus oryzae A- Ascomycota/ Zbiornik w fabryce o
Fo2 Eurotiomycetes pestycydow Glifozat B [36]
Aspergillus oryzae
AM1 Ascomycota/ o . Zrédlo azotu
Aspergillus oryzae Eurotiomycetes Uzytki rolne Glifozat i fosforu (371
AM2
Ascomycota/ Kolekcja Wydziatu )
Candida maltosa L4 Y Biologii (Uniwersytet Fosfonoalanina Zrodlo azotu [38]
Saccharomycetes . .
w Greifswaldzie)
Kluyveromyces fragilis Ascomycota/ B Kwas 4- . .
Uul Saccharomycetes aminobutylofosfonowy Zrédio azotu 391
Fusarium oxysporum
(91148 Ascomycota/ Cukier Glifozat Zrodio fosforu | [40]
Fusarium oxysporum Sordariomycetes
55.1
Kolekcja czystych )
Geomyces panno rum Ascomycota/ kultur drobnoustrojow Ciliatvna Zrodto fosforu [41]
P11 Leotiomycetes przemystowych LOCK y iazotu
(Politechnika }.6dzka)
pozywka CDM ]
Penicillium Ascomycota/ zawierajaca ciliatyne Ciliatyna Zrodto fosforu [42]
purpurogenum Stoll. Eurotiomycetes jako jedyne zrodlo i azotu
azotu i fosforu
Kwas 3-amino-3-
pozywka CDM fosfonopropanowy,
ST zawierajaca ciliatyne Kwas 1- )
Penicillium Ascqmycota/ jako jedyne zrodlo aminoetanofosfonowy, Zrodto fosforu [42]
purpurogenum Stoll. Eurotiomycetes ! .
azotu i fosforu Kwas 1-amino-1-
fenylometylofosfo-
nowy
Penicillium Ascomycota/ - Glifozat Zrodlo azotu [43]
chrysogenum Eurotiomycetes
Ciliatyna
. . . 2-0kso-3,3-
Penicillium citrinum Kolekeja POhte,C hmkl dimetylofosfonian sodu Zrodlo fosforu [44]
Wroclawskiej
2-okso-3-
metylofosfonian sodu
Ascomycota/ Kolekcja Instytutu )
Penicillium commune Ty Mykologii (Uniwersytet Ciliatyna Zrodto fosforu [3]
Eurotiomycetes .
w Padwie, Wlochy)
szczep wyizolowany Rozne strukturalnie
Penicillium nota tum ASC(?mycota/ z probki 9-di-n-butyl- zwiazki f Osfonowe, Zrddto fosforu [45]
Eurotiomycetes 9-hydroksyfluorenyl-9- gtownie
fosfonianu aminofosfoniany
szn_tczllmm Ascgmycota/ Kolekcja Uniwersytetu kwas fosfonooctowy Zrédto fosforu [46]
minioluteum Eurotiomycetes .
w Pawii
Penicillium oxalicum Ascgmycota/ Kolekeja UHWYF: rsytetu kwas fosfonooctowy Zrodto fosforu [46]
Eurotiomycetes w Pawii
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Ciliatyna
Ascomycota/ Glifozat .
Scopulariopsis sp. my Grunty orne (Polska) Kwas amino(3- Zrodto fosforu [35]
Sordariomycetes
metoksyfenylo)
Metylofosfonowy
Gleba pochodzaca
Solicoccozyma Basidiomycota/ zp la}l tacji jagéd oraz . Zrodto fosforu
. - sadow owocowych Glifozat . [4]
terricola M 3.1.4. Tremellomycetes iazotu
(Polska)
Ciliatyna
Trichoderma Ascomycota/ Glifozat )
harzianum my Grunty orne (Polska) Kwas amino(3- Zrodto fosforu [35]
Sordariomycetes
metoksyfenylo)metylof
osfonowy
Trichoderma Ascomycota/ Osad p ochodzqcy
. . z oczyszczalnia AMPA - [47]
harzianum Sordariomycetes o
$ciekow
Trichoderma viride Ascomycota/ o 5 ¢
FRP 3 Sordariomycetes Glifozat Zrodto fosforu [48]

*na podstawie Catalouge of Life [1]

substratem, moze inicjowa¢ aktywno$¢ omawianej hydrolazy [51]. Hydrolaza
fosfonooctanowa wyizolowana z komoérek bakterii P. fluorescens 23F sklada sie
z dwoch identycznych podjednostek o facznej masie 80 kD. Jest enzymem
metalozaleznym, a jego aktywno$¢ znaczaco wzrasta w obecnosci jonéw Zn*,
Co”", Mn”". Optymalnymi warunkami dzialania tego enzymu sa temperatura 37°C
oraz pH = 7,8 [53]. Aktywnos¢ typu hydrolazy fosfonooctanowej wykazano takze
w ekstraktach biatkowych uzyskanych ze szczepdéw bakterii Pseudomonas sp.,
Curtobacterium sp. 1 Agromyces fucosus Vs2 [54, 55].

Zdolnos¢ do biodegradacji kwasu fosfonooctowego wykazujg grzyby z rodzaju
Penicillium. Nastepujace szczepy z gatunku: P. oxalicum oraz P. minioluteum
bedace elementami kolekcji mikroorganizméw Uniwersytetu w Pawii, a takze
P. purpurogenum, P. crutosum oraz P. funiculosum (S1 oraz S2), pozyskane
z uzytkdw rolnych, na ktorych stosowano herbicyd Roundup®, byly zdolne do
wzrostu na pozywce zawierajacej ten fosfonian jako jedyne dostepne zrodto fosforu
[46]. Wyniki analiz ptynéw pohodowlanych zebranych po zakonczeniu hodowli
eksperymentalnych, w zaleznosci od zastosowanego szczepu oraz stgzenia PA,
wykazaly spadek zawarto$ci kwasu fosfonoocotwego (gdy stanowil on jedyne
zrédlo Pi) w granicach 20-50%. Jednoczesnie w podlozach nie wykryto reszt
fosforanowych, co oznacza, ze uwolnione z czasteczek degradowanego fosfonianu
ugrupowania Pi byly pobierane i wykorzystywane do prowadzenia proceséw
metabolicznych przez grzyby [46].

Podobnie jak w przypadku bakterii, za proces biodegradacji kwasu
fosfonooctowego przez grzyby odpowiada hydrolaza fosfonooctanowa. Aktywnosé
typowa dla tego enzymu stwierdzono w ekstraktach biatkowych ww. szczepow
Penicillium. Ponadto w przypadku P. oxalicum enzym ten zostal wyizolowany,
oczyszczony i scharakteryzowany [49]. W 20% okreslono takze jego
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pierwszorzedowa strukturg. Jak stwierdzono, grzybowa hydrolaza fosfonooctanowa
jest monomerycznym biatkiem o masie ok. 43 kDa, wykazujagcym maksymalng
zdolno$¢ katalityczng w $rodowisku o pH = 83 iw temperaturze 52°C.
Interesujgcym jest, ze w odroznieniu od analogicznego enzymu wyizolowanego
z szczepu bakterii P. fluorescens, aktywnos$¢ hydrolazy grzybowej nie zalezy od
obecnosci dwuwartosciowych kationow metali. Warto wspomnie¢, ze hydrolaza
fosfonooctanowa jest jedynym do tej pory opisanym enzymem grzybowym,
odpowiadajacym za degradacje pochodnych fosfonowych [49].

Rozkiad ciliatyny

Biodegradacja najbardziej rozpowszechnionego w $wiecie przyrody
naturalnego fosfonianu — ciliatyny, jest procesem dwuetapowym (Rys. 5).
W pierwszym kroku, nastepuje przeniesienie grupy aminowej z 2-AEP na
czasteczke pirogronianu, w wyniku czego utworzony zostaje aldehyd
fosfonooctowy i alanina. Enzymem katalizujacym ten proces jest aminotransferaza
kwasu 2-aminoetanofosfonowego (PhnW; EC 2.6.1.37). W kolejnym kroku, przy
udziale hydrolazy aldehydu fosfonooctowego, potocznie zwanego fosfonataza
(PhnX, EC 3.11.1.1) nastepuje hydrolityczny rozktad wigzania C-P, co prowadzi do
uwolnienia reszty fosforanowej oraz aldehydu octowego [56, 57]. W reakcji tej
etapem posrednim rozpadu wigzania C-P, jest utworzenie zasady Schiffa pomiedzy
aldehydem fosfonooctowym, a lizyna obecng w centrum aktywnym enzymu
[58, 59].

% o
aminotransferaza fosfonataza
HZN/\/PO3H2 H)AVPQ?H? - s )I\ + P
H CHs3
kwas 2- aminoetanofosfonowy aldehyd fosfonooctowy aldehyd octowy

Rysunek 5. Sciezka biodegradacii ciliatyny
Figure 5. Degradation pathway of ciliatine

Oba enzymy biorgce udzial w degradacji ciliatiny zostaly wyizolowane
z komodrek bakteryjnych. Aminotransferaza kwasu 2-aminoetanofosfonowego
zostata wyodrebniona z bakterii z gatunku Pseudomonas aeruginosa i Salmonella
typhimurium, za$ fosfonataza z komorek Bacillus cereus. Fosfonataza jest enzymem
nalezacym do grupy dehalogenaz halogenokwaséw. Wykazano, ze jest biatkiem
homodimerycznym o masie 30kDa, wykazujacym najwieksza aktywnos¢
w obecnosci kationow magnezu. Enzym ten wykazuje wysoka specyficznos¢



BIODEGRADACJA ZWIAZKOW FOSFONOWYCH PRZEZ GRZYBY 47

substratowa w stosunku do ciliatyny oraz kwasu aminometanofosfonowego,
ponadto udowodniono jego staba aktywnos$¢ w stosunku do tiofosfonoacetaldehydu
oraz oksopropylofosfonianu [58, 60] .

Mikroorganizmy degradujace kwas 2-aminoetanofosfonowy mozna podzieli¢
na dwie grupy. W przypadku mikroorganizméw nalezacych do pierwszej grupy (np.
Salmonella typhimurium) 2-AEP stuzy jako zrédto fosforu, a jego wykorzystanie
jest mozliwe jedynie w warunkach braku tego pierwiastka w podtozu, zatem proces
utylizacji jest inicjowany przez regulon Pho. Z kolei mikroorganizmy nalezgce do
drugiej grupy (np. Pseudomans putida) moga wykorzystywac¢ 2-AEP jako zrodto
azotu, wegla lub fosforu. W tym przypadku proces jest niezalezny od statusu
fosforowego komorki, a ekspresja gendéw odpowiedzialnych za synteze
wymaganych biatek, indukowana jest przez substrat i odbywa si¢ za posrednictwem
regulatora transkrypcyjnego podobnego do LysR (LTTR). Wcigz nie wiadomo co
jest przyczyng wspomnianych réznic w przebiegu procesu rozktadu ciliatyny [2].

Réwniez wsrod grzybow mozna znalezé¢ gatunki, posiadajace zdolnosé
biodegradacji 2-AEP (Tabela 1). Naleza do nich m.in. psychrofilny Geomyces
pannorum  [41], mezofilny Penicillium commune [3] oraz Penicillium
purpurogenum [42]. Zdolno$¢ metabolizowania ciliatyny przez Penicillium
purpurogenum odkryto przez przypadek, kiedy plesn ta rozwingta si¢ na zestalonej
agarem pozywce Czapka, w ktorej fosfonian w stezeniu 4mM zastepowat
nieorganiczne Zrédlo fosforu i azotu. Dalsze badania wykazaly, ze grzyb ten
rozktada 2-AEP nie tylko w warunkach glodu fosforowego, ale takze w warunkach
dostgpnosci tego skladnika w podlozu. Badany szczep Penicillium metabolizuje
ciliatyng¢ dodawana do pozywki w stezeniu 4mM w 70 %, gdy stanowi ona jedyne
zrédlo azotu i fosforu i az w 100%, gdy stanowi ona jedynie zrédto azotu (przy
dostgpnosci Pi) [42].

Pomimo tego, ze do tej pory nie wyodrebniono enzyméw grzybowych
odpowiedzialnych za degradacje ciliatyny, wydaje si¢, ze proces ten zachodzi
w sposob podobny (jednak nie identyczny) jak u bakterii. Ekstrakty biatkowe
pozyskane z grzybni P. purpurogenum oraz P. commune wykazywaly aktywnosc¢
typowa dla transaminazy oraz fosfonatazy [3, 42]. W odrdznieniu jednak od
aminotransferazy kwasu 2-aminoetanofosfonowego pochodzenia bakteryjnego
specyficznej wobec pirogronianu, transaminaza grzybowa obecna w pozyskanych
ekstraktach, wykazywala wieksza swoistos¢ w stosunku do kwasu
a-ketoglutarowego oraz szczawiooctowego [42].
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Biodegradacja fosfonoalaniny

L-Fosfonoalanina moze by¢ wykorzystywana przez mikroorganizmy jako
zrédlo fosforu, azotu oraz wegla. Zdolnos¢ do takiego wykorzystania tego zwiazku
posiadaja bakterie glebowe - Burkholderia cepacia Pal6 oraz Variovorax sp. Pal2
[61-63]. W ekstraktach komdrkowych uzyskanych ztych bakterii wykryto
obecno$¢ hydrolazy fosfonopirogronianowej [EC 3.11.1.3], enzymu specyficznego
w stosunku do 3-fosfonopirogroninu — zwigzku, ktdry jest produktem transaminacji
fosfonoalaniny. W wyniku hydrolizy wigzania wegiel-fosfor obecnego w czasteczce
fosfonopirogroninu powstajg tatwo przyswajalne: pirogronian oraz reszta
fosforanowa (Rys. 6). W przypadku obydwu szczepow bakteryjnych zostaty
okreslone masy enzymdéw oraz optymalne parametry reakcji enzymatycznej
z udziatem hydrolazy fosfonopirogranianowej. W przypadku bakterii z gatunku
Variovorax sp. opisano rowniez klaster gendw kodujacych ten enzym. Interesujacy
jest fakt, ze az 41% sekwencji na poziomie aminokwaséw pokrywa si¢ z sekwencja
fosfomutazy fosfoenolopirogronianowej z Tetrahymena pyriformis [EC 3.1.3.60]
- enzymu katalizujgcego formowanie si¢ wigzania C-P
w fosfonoenolopirogronianie [63, 64].

hydrolaza [e)
fosfonopirogronianowa

HOOC
\H/\PogHz S )J\ + Bi

3 H,C~ ~COOH

fosfonopirogronian kwas pirogronowy

Rysunek 6. Sciezka hydrolazy fosfonopirogronianowej
Figure 6. Phosphonopyruvate hydrolase pathway

Wsréd organizméw reprezentujacych krolestwo Grzyby, jedynie drozdze
Candida maltoza zostaly opisane jako zdolne do pozyskiwania azotu
z fosfonoalaniny [38].

Biodegradacja zwigzkow fosfonowych o zroznicowanych strukturach molekut

Dane literaturowe wskazuja, ze procz przemian katalizowanych przez kilka
specyficznych enzymow biorgcych udziat w biotransformacji fosfonianéw o $cisle
okreslonych strukturach, istnieje jeszcze inna S$ciezka przemian substancji
zawierajacych wiazane wegiel-fosfor - bezposrednie rozszczepienie wiazania C-P.
Konsekwencja tego procesu jest uwolnienie reszty fosforanowej oraz
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alifatycznej lub aromatycznej czesci wyjsciowej struktury zwiazku fosfonowego.
Szczegotowy przebieg tych przemian dlugo pozostawal tajemnica, chociaz od
poczatku przypuszczano, ze rozktad wigzania C-P musi zachodzi¢ w sposéb
homolityczny (rodnikowy), przy udziale odpowiedniej liazy, a sam proces
przebiega z utworzeniem pochodnych D-rybozolowych [65]. Ten sposéb degradacji
zwiazkow fosfonowych, obecnie zwany $ciezkg C-P liazy, nie jest procesem
jednoetapowym, a obejmuje kilka reakcji posrednich, katalizowanych przez rézne
enzymy.

Mechanizm rozktadu pochodnych fosfonowych na $ciezce C-P liazy zostat
szczegdtowo opisany dla bakterii Escherichia coli. W przypadku tych bakterii,
uczestniczace w tym szlaku enzymy kodowane sg przez 14-cistronowy operon phn,
okreslany jako ,,CDEFGHIJKLMNOP”. Operon phn jest czescig wigkszego
zestawu genow (tzw. regulonu Pho), odpowiedzialnych za transport oraz
metabolizowanie zwigzkéw fosforowych przez komorki bakteryjne. Jego
transkrypcja rozpoczyna si¢ w warunkach niedoboru przyswajalnych form fosforu,
takich jak: PO, HPO,> H,PO, ", w srodowisku zycia mikroorganizmu [2, 66, 67].

Kluczowy etap rozktadu zwiazku fosfonowego obejmuje nastepujace procesy
(Rys. 7) [25, 61, 67]:

1. aktywacje fosfonianu poprzez jego przylaczenie w miejsce reszty
adeninowej, bedacej strukturalng czescig ATP. Reakcja katalizowana jest
przez Phnl i wspomagana przez PhnG, PhnH i PhnL;

2. hydrolize bezwodnika a,B-fosforanu, w wyniku ktorej powstaje
5-fosforybozylo-1-fosfonian ~ oraz  reszta  difosforanowa. Reakcja
katalizowana przez difosfohydrolaze trifosforybozylo 1-fosfonianu
(PhnM);

3. rozcigcie wigzania wegiel - fosfor w czasteczce S-fosforybozylo-1-
fosfonianu, w nastgpstwie ktérego uwolniona zostaje alifatyczna lub
aromatyczna cze$¢ wyjsciowej struktury fosfonianu oraz powstaje
5-fosforybozylo-1,2-cyklofosforan. Reakcja katalizowana przez C-P liaze
(Phn)J);

4. utworzenie rybozylo-1,5-bisfosforanu poprzez hydrolize¢ 5-fosforybozylo-
1,2-cyklofosforanu.  Reakcja  katalizowana przez  fosforybozylo
cyklofosfodiesteraze (PhnP);

5. fosforylacje rybozylobisfosforanu i utworzenie 5-fosforybozylo-1-
pirofosforanu (PRPP), przy udziale fosfokinazy rybozylopirofosforanu
(PhnN).
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Rysunek 7. Biodegradacja zwiazkow fosfonowych na $ciezce C-P liazy [66]
Figure 7. Biodegradation of phosphonates in C-P lyase pathway [66]

Reakcja, w ktorej powstaje PRPP jest ostatnia, ktora zachodzi w tzw. $ciezce
C-P liazy. Wydzielenie reszty fosforanowej Pi z PRPP wymaga obecnosci dwoch
dodatkowych enzymow niekodowanych przez operon phn:
fosforybozylotransferazy, ktéra usuwa ugrupowanie difosforanowe
z rybozylopirofosforanu i difosfatazy, ktora hydrolizuje difosforan do Pi [2, 66, 67].

Oprocz enzymow bezposrednio zaangazowanych w konwersje fosfoniandw,
operon phn koduje réwniez zespdt bialek odpowiedzialnych za transport tych
pochodnych do wnetrza komoérek. Wérod tych biatek znajduja sig: transportery
ABC (PhnC), bialka transbtonowe (PhnE) oraz peryplazmatyczne biatka wigzace
fosfoniany (PhnD) [2, 66, 67].

Wydaje sie, ze z powodu bardzo malej specyficznosci substratowej, kompleks
enzymatyczny C-P liazy odgrywa najwigksza role w rozkladzie fosfonianow.
Zdolno$¢ do transformowania zwigzkéw fosfonoorganicznych w taki wlasnie
sposob przypisuje sie bakteriom [2, 31] oraz grzybom strzgpkowym. Przyktadem
tych ostatnich moze by¢ Penicillium notatum, ktéry wykazywal zdolnos¢ do
wzrostu w podlozu zawierajacym jako zrodlo fosforu m.in.: kwas 1-metylo-2-
oksopropylofosfonowy, L-fenyloalanylociliatyng, glicylociliatyne, kwas amino-(3-
metoksyfenylo)-metylofosfonowy [45].
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Biodegradacja glifozatu

Zdecydowana wigkszos¢ prac poswigconych biodegradacji fosfonianow odnosi
si¢ do glifozatu, ktéry traktuje si¢ jak zwigzek modelowy w badaniach
biotransformacji zwiazkow fosfonoorganicznych. Taki stan rzeczy spowodowany
jest skala komercyjnego zastosowania herbicydu oraz licznymi kontrowersjami
zwigzanymi z bezpieczenstwem tej substancji dla wielu elementéw biocenoz.
Aktualny stan wiedzy wskazuje, ze N-fosfonometyloglicyna moze by¢
biotransformowana w wyniku r6znych przemian enzymatycznych [25]. Podobnie
jak w przypadku wczesniej opisywanych zwigzkéw fosfonoorganicznych, procesy
te najdoktadniej zostaly scharakteryzowane dla bakterii (Rys. 8).

SO TN
HOOC™ “N™ “PO,H,
H
Hooc™ o glifozat
kwas glioksalowy
Oksydoreduktaza .
+ glifozatu C-P liaza
—/ \— HOOC/\N/ + P
HzN/\P03H2 sarkozyna
AMPA
0,
H.O Oksydaza
C-P liaza 2 aminotransferaza sarkozynowa co,
Pi HCHO — 4
acetylptransferaza HZO
HZN—PO3H2 OHC—P03H2 glifozatu
P
metyloamina fosfonoformaldehyd HOOC NH,
Hzo H2O glicyna
NH; Pi HOOC/\N/\POSHZ
HCHO o

formaldehyd

Rysunek 8.  Szlaki mikrobiologicznej degradacji N-fosfonometyloglicyny
Figure 8. Microbial degradation pathway of N-(phosphonomethyl)glycine

Jedna ze Sciezek mineralizacji glifozatu zaklada, ze w pierwszej kolejnosci
kompleks enzymatyczny C-P liazy rozcina wigzanie wegiel-fosfor. W wyniku tego
procesu powstaje grupa fosforanowa pobierana przez mikroorganizm oraz
sarkozyna, bedaca aminokwasem niebialkowym. W kolejnym kroku, sarkozyna
ulega dziataniu oksydazy sarkozynowej [EC 1.5.3.1], czego konsekwencja jest jej
demetylacja oraz utworzenie glicyny. Drugi sposob biodegradacji glifozatu
prowadzi najpierw przez enzymatyczny rozktad wigzania taczacego atomy wegla
i azotu, przy udziale oksydoreduktazy glifozatu [1.5.3.23]. W wyniku tej reakc;ji
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powstaje kwas glioksalowy oraz kwas aminometylofosfonowy (AMPA). Kwas
glioksalowy moze by¢ m.in. wlaczany w cykl Krebsa, zas§ AMPA poddawana jest
dziataniu C-P liazy, w wyniku czego do s$rodowiska uwalniana jest reszta
fosforanowa oraz metyloamina. Niektére doniesienia naukowe wskazuja rowniez
alternatywna droge degradacji AMPA przy udziale enzymu z grupy
aminotransferaz, prowadzaca do utworzenia fosfonoformaldehydu, rozkladanego
dalej do formaldehydu oraz fosforanu [25]. O wiele mniej znanym procesem,
w  ktorym N-fosfonometyloglicyna traci witasciwosci herbicydowe jest jej
N-acetylowanie. Zdolno$¢ do przeprowadzenia takiej reakcji zaobserwowano
w przypadku bakterii Bacillus licheniformis. Enzymem odpowiedzialnym za ten
proces jest acetylotransferaza glifozatu (GAT) [68].

Wséréd  grzybéw, dla  ktorych potwierdzono zdolno$¢ do rozktadu
N-fosfonometyloglicyny, znajduja si¢ zarowno grzyby strzepkowe: Aspergillus
oryzae [36, 37], Fusarium oxysporum [40], Penicillium chrysogenum [43],
Trichoderma viridae [48), Trichoderma harzianum [35], jak i drozdze
Solicoccozyma  terricola  [4]. Wymienione gatunki rozkladaja glifozat,
wykorzystujac t¢ pochodng jako Zrodto fosforu, a w niektorych przypadkach
réwniez jako zrédlo azotu [4, 37]. W przypadku grzybow, jako produkt posredni
degradacji glifozatu zwykle wymieniany jest AMPA, co sugeruje udzial w tym
procesie enzyméw o aktywnosci tozsamej lub podobnej do oksydoreduktazy
glifozatu. Co interesujace, powstawanie tego metabolitu zaobserwowano réwniez
podczas dziatania na glifozat peroksydazy manganowej oraz lakazy - enzyméw
ligninolitycznych produkowanych przez grzyby [69]. Taki rezultat przemian
sugeruje inny, niz w przypadku bakterii, sposdb biodegradacji tej substancji.

UWAGI KONCOWE

Widoczna dysproporcja w liczbie i szczegdétowosci informacji dotyczacych
przemian zwiazkow fosfonoorganicznych przez bakterie i przez grzyby, wyraznie
korzystna dla tych pierwszych wskazuje, ze analiza proceséow biodegradacji
prowadzonych przez organizmy eukariotyczne jest bardziej zlozonym zagadnieniem.
Jedna z istotnych przyczyn tego stanu rzeczy moze by¢ rdznica w mechanizmach
adaptacji i strategii przetrwania, charakteryzujacych te odmienne taksonomicznie grupy
organizmow. Odmienno$¢ wspomnianych mechanizméw sprawia, ze o ile ,,odpowiedz
katalityczna” bakterii na obecno$¢ fosfonianéw cechuje wicksza dynamika procesow
biotransformacji, to grzyby wydaja si¢ posiada¢ wigkszy potencjal do bardziej
zréznicowanych przemian tych substancji i bardziej wszechstronnego wykorzystania
produktow.
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