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Biodegradation of N-heterocyclic compound
Summary

N-heterocyclic aromatic compounds are common contaminants associated with
the use of hydrocarbons in both coal gasification and wood treatment processes. Tho-
se compounds have been found in groundwater, and many are known mutagens. It is
obvious that in many cases the removal of those toxic compounds from our environ-
ment is a very complicated and expensive process. A method looking very promising
is the one which employs the strains of chosen microorganisms and their biochemical
pathways for biodegradation of a number ofvery dangerous compounds like pyridine,
quinoline, carbazole and derivatives ofthese compounds. Pyridine could be degraded
through the same pathway under both aerobic and anaerobic conditions. The first
step in this process is hydration. The mechanism of pyridine degradation involves
N-C-2 (Nocardia ZI) or C-2-C-3 [Bacillus 4) ring cleavage. The metabolism of pyridine
derivatives and other N-heterocyclic compounds like quinoline, carbazole or indole
seems to be initiated by hydroxylation. The initial step in the transformation and
a ring cleavage of quinoline derivatives can occur on either the heterocyclic or the ho-
mocyclic ring.

In this article we reviewed the current status of this very difficult topic related to
microbial degradation of N-heterocyclic compound.
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1. Wstep

W dobie gwaltownego rozwoju przemystu, stale wzrasta liczba
substancji chemicznych trafiajacych do srodowiska. Nasz ekosystem
zasilajg ksenobiotyki (substancje egzogenne), zaréwno celowo wpro-
wadzane (pestycydy) jak i przypadkowo uwalniane odpady przemy-
stowe pochodzace z wielu gatezi przemystu (chemiczny, farmaceu-
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tyczny, tekstylny i wiele innych). Czesto zwigzki trafiajace do naszego otoczenia wyka-
zuja dziatanie szkodliwe, czy wrecz stanowig zagrozenie dla zycia (1). Na szczegdlng
uwage zastugujg zwigzki N-heterocykliczne. Zwigzki te ulegajac rozktadowi uwalniajg
pewng ilos¢ tlenkdw azotu, ktdre m.in. przyczyniajg sie do powstawania tzw. kwasnych
deszczy (2) niszczacych ekosystemy.

Z uwagi na wysoka toksycznosé zwiazkéw N-heterocyklicznych, nalezaloby ograni-
czy¢ ich zuzycie w réznych gateziach przemystu. Wiedzac jednak, ze nie zawsze jest to
mozliwe konieczne jest zwrOcenie szczegolnej uwagi na procesy usuwania tych
zwiazkéw ze srodowiska. Metody niszczenia zwigzkédw N-heterocyklicznych stosowane
dotychczas wymagaja wysokiego ci$nienia i temperatury, co znacznie podwyzsza koszty
tych operacji. Stad czesto zaniedbuje sie prawidlowego gospodarowania, wcigz nara-
stajgcymi w Srodowisku, odpadami chemicznymi. Dlatego tak wazne sg poszukiwania al-
ternatywnych sposob6w usuwania ich ze Srodowiska. Zastosowanie mikroorganizmow
w tych procesach, jak sie wydaje, przedstawia wiele korzy$ci. R6znorodnos¢ drobno-
ustrojow jest tak wielka, ze praktycznie dla kazdego typu zwigzkow jesteSmy w stanie
dobra¢ mikroorganizm zdolny przeksztatca¢ te substancje. Mozliwe jest tez, na drodze
inzynierii genetycznej, takie zmodyfikowanie danego szczepu aby przejawiat on intere-
sujgce nas cechy. Dodatkowag korzyscig sg niskie koszty utrzymania populacji drobno-
ustrojéw i stosunkowo proste, ewentualne, procesy technologiczne.

2. Biologiczne predyspozycje gleby do biodegradacji ksenobiotykéw

Wiekszos¢ przemian, jakim ulegajg ksenobiotyki to przemiany biotyczne (tzn. z u-
dziatem systeméw biologicznych). Wiele z tych substancji wykazuje podobienstwo do na-
turalnie wystepujacych zwigzkéw i ich degradacja zalezy od zdolnosci systemoéw enzyma-
tycznych drobnoustrojow do przeksztatcania tych zwigzkoéw oraz stopnia indukcji przez
ksenobiotyki syntezy enzymow potrzebnych do degradacji (1).

Podatno$¢ ksenobiotykéw na biodegradacije zalezy od dostepnosci tych zwigzkow dla
drobnoustrojéw oraz od liczebnosci i aktywnosci populacji mikroorganizmoéw. Dostep-
nos$¢ substancji egzogennych do systeméw biologicznych zalezy od struktury zwigzku,
jego rozpuszczalnosci w wodzie i od stopnia wigzania z glebg. Obecnos¢ grup reaktyw-
nych, np. -COOH, -OH czy -NH2 moze utatwia¢ atak drobnoustrojow, ale niektére ugrupo-
wania, takie jak halogenowe czy alkilowe czynig czasteczke bardziej odporng na degrada-
cie (3).

Biologiczne predyspozycje gleby do biodegradacji zalezg oczywiscie od zyjacych
w niej drobnoustrojow, ich rodzaju, licznosci populacji. Najliczniejsza grupe stanowig
bakterie. W glebie wystepuja m.in. bakterie z rodzajéw: Adnetobacter, Agrobacterium, Alca-
ligenes, Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Caulobacter, Cellulomonas, Clostridium, Coryne-
bacterium, Flavobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus i Xanthomonas (1,4).
Najliczniejsza grupe drobnoustrojow wyizolowanych z gleby, zanieczyszczonych wéd czy
osadow, stanowig nalezace do rodzaju Pseudomonas (4). W glebie wystepujg réwniez grzy-
by: najbardziej powszechne to: Aspergillus, Geotrichum, Penicillium i Trichoderma (1). Wresz-
cie, w glebie wystepuja enzymy w stanie wolnym. Sg to albo zewnatrzkomérkowe enzy-
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my W naturalny sposéb uwalniane przez drobnoustroje albo dostajgce sie tam po lizie ko-
morek (1).

W wyniku dziatalno$ci mikroorganizmow ksenobiotyki ulegaja reakcjom: dehalogena-
cji, deaminacji, dekarboksylacji, hydroksylacji, (3-oksydacji, redukcji wigzan podwdjnych
i potréjnych, utlenieniu grup zawierajacych siarke, hydratacji podwdéjnych wigzan, poli-
meryzacji (5).

Zanieczyszczenie srodowiska zwigzkami N-heterocyklicznymi stanowi powazny pro-
blem z uwagi na ich wiekszg rozpuszczalno$¢ w wodzie w odniesieniu do homocyklicz-
nych analogéw. Wystepuja w glebie, wodach gruntowych, osadach (rzecznych, Scieko-
wych). Mozna je znalez¢ takze w tkankach ryb zyjgcych w zanieczyszczonych wodach (6).

Praca ma na celu pokazanie przemian jakim ulegajg w $rodowisku, z udziatem drob-
noustrojow, zwigzki N-heterocykliczne takie jak: pirydyna, chinolina, akrydyna, indol,
karbazol oraz pochodne tych zwigzkow.

3. Degradacje odpadéw przemystowych przez drobnoustroje glebowe

3.1. Mikrobiologiczne przeksztatcenia pirydyny i pochodnych

Pochodne pirydyny znalazty zastosowanie w przemysle, rolnictwie i medycynie. Piry-
dyna uzywana jest jako rozpuszczalnik w niektérych reakcjach chemicznych oraz przy
ekstrakcji wegla kamiennego, jej pochodne odgrywajg wazng role biologiczng (NAD, wi-
tamina Bg). Pochodne pirydyny majg dziatanie bakteriobojcze i grzybobdjcze. Stosowane
sg jako leki rozkurczowe, przeciwgruzlicze, antydepresyjne (7).

Zanieczyszczenie Srodowiska pirydynag jest wynikiem przetwarzania oleju silnikowe-
go i uzywania pestycydéw. Dobra znajomos$¢ przemian, jakim ulega ten zwiazek, jest ko-
nieczna z uwagi na jej wysoka toksycznos€ i teratogennos¢ (8). Pirydyna jest rozpuszczal-
na w wodzie i stanowi gtéwnie zanieczyszczenie beztlenowych, podpowierzchniowych
osadéw. Mimo przeprowadzonych badan, mechanizm przemian nie jest do konca wyja-
Sniony (9). Okazuje sie, ze degradacja pirydyny przebiega tak samo w warunkach tleno-
wych jak i beztlenowych (8). Transformacje pirydyny przebiegaja wedtug alternatywnych,
redukcyjnych szlakéw, jeden z tych szlakdw przebiega z udzialem szczepu Bacillus 4
(9,10). Podobnie, pirydyna jest transformowana przez Corynebacterium i Brevibacterium.
Przeprowadzone badania (z oznakowang (2""A-C)pirydyng) dowodza, ze otwarcie pierscie-
nia pirydyny nastepuje miedzy drugim a trzecim atomem wegla, jednakze nie bardzo zna-
ne sa etapy posrednie w tej reakcji (schemat 1-Sciezka a) (11).

Nieco inng drogg przebiega transformacja pirydyny przy udziale szczepu Nocardia ZI.
Zidentyfikowano piecioweglowe produkty posrednie, co Swiadczy¢ moze o peknieciu
pierscienia pirydyny miedzy atomem azotu a weglem w pozycji 2. Rowniez w tym szlaku
pierwszym etapem jest uwodornienie. Dalsze reakcje przebiegajg jednak wedtug innego
mechanizmu otwarcia pierscienia pirydyny i do powstania innych produktow (zob. sche-
mat | - Sciezka b) (11). W obu szlakach degradacyjnych nastepuje deaminacja, po czym
powstajg produkty mogace wchodzi¢ w r6zne szlaki metaboliczne drobnoustrojow.
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Schemat 1 Transformacje pirydyny (11)
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N' N COOH
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|"NH2CHa] HCOOH + NH3
formamid
l
N “N*
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pirydyna 1,4-dihydro-
pirydyna
V CHO CHO CHO COOH
NH3 dialdehyd semialdehyd kwasu
glutarowy glutarowego
2 acetylo-CoA
/ HOOC c HOOC COOH
CoA
CO2 glutarylo-CoA kwas glutarowy

Wspomniano juz, ze pirydyna ulega degradacji takimi samymi drogami zaréwno
w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Potwierdzeniem tego sg ostatnio przeprowa-
dzone doswiadczenia z wyizolowanym szczepem, scharakteryzowanym jako nowa linia
Azoarcus evansi, ktéry ma zdolno$¢ degradowac pirydyne zaréwno w warunkach tleno-
wych jak i beztlenowych. Degradacja pirydyny z udzialem tego szczepu, w obu typach
przemian (tlenowe i beztlenowe), przebiega w podobny sposéb (schemat Ib dla Nocardia
ZI1). Zmianie ulega jedynie koricowy akceptor elektronéw. Z uwagi na szerokie spektrum
dziatania tego szczepu na rézne pochodne pirydyny moze by¢ on wykorzystany na sze-
rokg skale do usuwania zwigzkéw tych ze Srodowiska (8).
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Transformacje pochodnych pirydyny przebiegajg na innej drodze niz przeksztatcenia
samej pirydyny. Niektére drobnoustroje zdolne sg do przeksztalcenia zaréwno pirydyny
jak i jej pochodnych, ale zawsze przemiany prowadzone sg wedtug oddzielnych, niezale-
znych szlakéw (10). Mikroorganizmy z gatunku Nocardia sp. degradujg pirydyne wedtug
szlaku prowadzgcego do otwarcia pierscienia miedzy C-2 a C-3, nastepnie zachodzi de-
aminacja i powstaje kwas pirogronowy. jednakze te same drobnoustroje transformujg
N-tlenek pirydyny i 2-hydroksypirydyne w inny sposéb. Dowiedziono, ze transformacja
N-tlenku pirydyny przebiega poprzez stopniowa hydroksylacje az do tréjhydroksypo-
chodnej (0 czym Swiadczy powstawanie, w wyniku utlenienia, niebieskiego barwnika)
(10). Mimo réznic w poczatkowych przemianach, pochodne pirydyny ulegaja, tak jak i pi-
rydyna, przemianom w wyniku ktdrych nastepuje pekniecie pierscienia. Ma to miejsce
albo miedzy heteroatomem a weglem C-2, lub miedzy C-2 a C-3.

Wykazano, ze 2- i 3-hydroksypirydyna ulegajg przeksztalceniom na tej samej drodze
(transformacja przebiega poprzez formowanie 2,5-dihydroksypirydyny), ale 4-hydroksy-
pirydyna jest metabolizowana w odmienny sposéb. Swiadczy o tym fakt, ze drobnoustro-
je zdolne do degradacji 2-hydroksy lub 3-hydroksypirydyny nie sg w stanie przeksztatcac¢
4-hydroksypirydyny. Przemiany 4-hydroksypirydyny przebiegaja poprzez tworzenie
3,4-dihydroksypirydyny (9). Rozciecie pierscienia w tym przypadku nastepuje zatem mie-
dzy atomami C-2 i C-3.

Podczas degradacji hydroksylowych pochodnych pirydyny swoja dziatalno$¢ ujaw-
niajg zarowno dioksygenazy jak i monooksygenazy. Stechiometria reakcji miedzy 2,5-di-
hydroksypirydyna a tlenem dowodzi, ze w tym procesie degradacji uwalniane sa dioksy-
genazy {Achromobacter). Natomiast przy degradacji 2-hydroksypirydyny prowadzonej
z wykorzystaniem ekstraktu komdrkowego Arthrobacter spp. aktywnos¢ przejawiajg mo-
nooksygenazy. Na schemacie 2 przedstawiono przyktady transformacji hydroksylowych
pochodnych w warunkach tlenowych. W Srodowisku beztlenowym transformacji ulega
tylko 3-hydroksypirydyna. Oznacza to, ze w tych warunkach, przemiany tej pochodnej
i 2-,4-hydroksypirydyny przebiegaja Vv'ediug oddzielnych szlakow.

Przeksztalcenie kwasu 2-pikolinowego przebiega zgodnie ze $ciezkg metaboliczng
prowadzacag do formowania 2,5-dihydroksypirydyny i pekniecia pierscienia miedzy hete-
roatomem a weglem C-2. Przemiany te przedstawiono zbiorczo na schemacie 2.

Kwas nikotynowy (3-karboksypirydyna) jest degradowany poprzez rozerwanie pier-
Scienia miedzy atomami wegla 2 i 3. W zaleznosci od drobnoustroju, réznie przebiega
poczatek szlaku degradacyjnego. Biodegradacje 3-karboksypirydyny prowadzong przez
szczepy Bacillus sp. i Pseudomonasfluorescens rozpoczyna hydroksylacja (powstaje 6-hydro-
ksynikotynian). Dalej, w zaleznosci od mikroorganizmu, powstaje 2,5-dihydroksypiry-
dyna na drodze dekarboksylacji {P. fluorescens) bgdz przemiany przebiegajg poprzez for-
mowanie 2,6-dihydroksynikotynianu (Bacillus sp.), ktory dalej jest przeksztalcany do
2,5,6-trihnydroksypirydyny. Nastepnym etapem w obu typach degradacji, jest otwarcie
pierscienia miedzy atomami wegla C-2 i C-3 i powstaje N-formylomaleaminian. Pochodna
ta ulega dalszym przeksztalceniom (formowanie maleaminianu, kwasu maleinowego)
prowadzacym do tworzenia pirogronianu i COz (9).
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W warunkach beztlenowych kwas nikotynowy ulega innym przemianom. Mimo iden-
tycznego pierwszego etapu (powstaje 6-hydroksynikotynian), dalsze reakcje sg odmien-
ne. W warunkach beztlenowych, kwas nikotynowy przy udziale drobnoustrojéw Clostri-
dium sp. jest przeksztatcany do CO2, kwasu octowego, propionowego i amoniaku. Wyizo-
lowano tez z mutéw morskich szczep Desulfococcus niacini posiadajgcy zdolnos¢ wykorzy-
stywania nikotynianu jako zrédta wegla i akceptora elektronéw. Degraduje on ten
zwigzek do CO:z i amoniaku. W procesie nie powstaje propionian ani octan.

Nikotyna jest przeksztalcana na wiele sposobéw. Przemianom moze ulega¢ zarbwno
pierscien pirydynowy jak i pirrolidynowy. Wyizolowano z Arthrobacter oxydans oksydaze
nikotyny, ktéra wbudowuje atom tlenu pochodzacy z wody w strukture nikotyny dajac
6-hydroksynikotyne. Z 6-hydroksynikotyny powstaje 6-hydroksypseudonikotyna. Dalej
formuje sie 2,6-dihydroksypseudonikotyna. Monooksygenaza katalizuje transformacje
tego intermediatu do 2,3,6-trihydroksypirydyny. W warunkach tlenowych i przy braku en-
zymu, ta trihydroksypirydyna ulega spontanicznemu utlenieniu i formuje sie niebieski
pigment. Barwnik ten nie powstaje w obecnosci ekstraktu komoérkowego A. oxydans
i. tréjhydroksypochodna jest przeksztalcana enzymatycznie do kwasu maleaminowego
(schemat 3). Ta oksydaza jest enzymem indukcyjnym i wymaga obecnosci zredukowane-
go nukleotydu pirydynowego, co oznacza, ze jest monooksygenaza. Sugeruje sie, ze
przeksztalcenie 2,6-dihydroksypirydyny do kwasu maleaminowego wymaga obecnosci
dwoch enzymow - oksydazy i enzymu rozrywajgcego pierscienn aromatyczny (9,12). Pod-
czas degradacji rozpoczynajgcej sie od przemian w pierscieniu pirrolidynowym wstepnie
powstaje N-metylomyozmina, ktora jest przeksztatcana do pseudonikotyny. Dalej po-
wstaje 3-bursztynylopirydyna i taki uklad ulega dopiero hydroksylacji do 6-hydro-
ksy-3-bursztynylopirydyny. P6zZniejsze przemiany sg identyczne jak w przypadku omo-
wionego szlaku degradacyjnego (13,14) (schemat 3).

Podsumowujac, przytoczone przykiady swiadczg o tym, ze szybko$¢ degradacji po-
chodnych pirydyny zalezy od typu podstawnikéw. Najtatwiej ulegaja degradacji karboksy-
lowe pochodne, dalej w kolejnosci: monohydroksy-, metylo-, aminopiiydyny. Natomiast
najtrudniej degradowalne sg chloropirydyny.

3.2. Degradacje chinoliny i jej pochodnych przez drobnoustroje glebowe

Chinolina i jej pochodne sg gtdwnymi skladnikami wielu srodowisk wodnych zanie-
czyszczonych przez odpady pochodzace z konserwacji drewna (kreozot), kopalni i prze-
twoérni paliw kopalnych. Chinolina wchodzi tez w skiad oleju silnikowego. Sg to zwigzki
toksyczne i szkodliwe juz w bardzo matych stezeniach. Stwierdzono, ze sama chinotina
jest przyczyna powstawania raka watroby u myszy i szczuréw (15). Powoduje tez zmiany
w plucach u niektérych zwierzat doswiadczalnych i raka skéry u myszy (16). Przypuszcza
sie, ze powodem takiej toksycznosci jest formowanie N-tlenku chinoliny. Teorie te po-
piera sie tez doswiadczeniami nad toksycznos$cia 2-chlorochinoliny. Nie wykazuje ona
wprawdzie dziatania kancerogennego, ale powoduje marsko$¢ watroby u szczuréw. Brak
aktywnosci kancerogennej 2-chlorochinoliny ttumaczy sie przeszkodami przestrzennymi
w tworzeniu N-tlenku 2-chlorochinoliny (15).
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Z uwagi na wysoka toksycznos¢ przeprowadzono juz wiele badan dotyczacych degra-
dacji chinoliny ijej pochodnych i to zaréwno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych
(17-19). Tak kompleksowe badania sg konieczne poniewaz warunki degradacji bardzo
fatwo moga ulec zmianie z beztlenowych na tlenowe i wazna jest, z przyczyn oczywi-
stych, dobra znajomos¢ szlakéw metabolicznych tych zwigzkéw w kazdych warunkach.
Do takich sytuacji dochodzi, na przyktad, podczas zabiegéw hydrologicznych. Beztleno-
we osady w plytkich wodach stajg sie nagle tlenowymi jako wynik spadku poziomu wody
i aktywnos¢ zyskuja inne drobnoustroje niz w strefach beztlenowych (18).

Wiekszos$¢ z drobnoustrojow zdolnych do degradacji chinoliny to Pseudomonas sp.
(17,19,20), ale zdolnos¢ te posiadajg tez Rhodococcus (21), Nocardia (10), Moraxella (19)
i Desulfobacterium (22). Na podstawie przeprowadzonych badan (9,17-19) stwierdzono, ze
pierwszym etapem w degradacji chinoliny i to zarbwno w warunkach tlenowych jak i bez-
tlenowych, jest hydroksylacja, w wyniku ktérej powstaje 2-hydroksychinolina. Dowie-
dziono, ze atom tlenu potrzebny do tej reakcji pochodzi od czgsteczki wody (18). W wa-
runkach aerobowych, tlen jest potrzebny jako ostateczny akceptor elektronow w tancuchu
oddechowym, a takze do p6zniejszych hydroksylacji prowadzgcych do rozciecia pierscie-
nia. Reakcje te prowadzone sg przez oksygenazy. W warunkach anaerobowych, zwigzki
aromatyczne moga by¢ degradowane przez metanogenne kultury wykorzystujgce jako
ostateczny akceptor elektronéw, N lub S (18).

Badania nad pochodzeniem tlenu w reakcji hydroksylacji inicjujgacej proces degrada-
cji, byly prowadzone zaréwno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Aby utatwic
detekcje, w doswiadczeniu uzyto tzw. ciezkiej wody (H20™"). Wykorzystano tu metano-
genne kultury wyizolowane z mutéw sciekowych i hodowane w $cisle beztlenowych wa-
runkach. Kultury tlenowe wyizolowano z probek ziem zawierajacych resztki kreozotu. Po
wykonaniu analiz okazato sie, ze pochodne chinoliny (2-OH-chinolina i jej bardziej staty
tautomer 2(1 H)chinolonon) zawierajg w swej czasteczce ,ciezki” atom tlenu 0™ (18).

Dalsza degradacja moze przebiega¢ wedtug alternatywnych szlakéw metabolicznych
(23). Stwierdzono, ze bakterie wykorzystujgce chinoiine jako zrddto wegla i azotu, moga
po wstepnej hydroksylacji, dalej metabolizowa¢ ten zwigzek albo via 2,6-dihydroksychi-
noline i dalej przez 2,5,6-trihydroksychinoline, lub przez tworzenie 2,8-dihydroksychino-
liny i 8-hydroksykumaryny. Druga z tych Sciezek metabolicznych przebiega z udziatem
bakterii Pseudomonas sp. Produktem przejsciowym jest tu kwas 2,3-dihydroksyfenylo-
propionowy (9). Transformacje chinoliny prowadzone przez populacje Pseudomonas sp.
oraz szczep Rhodococcus Bl przedstawiono na schemacie 4 (9,20).

Z przedstawionych szlakéw metabolicznych wynika, ze otwarcie pierscienia moze
nastgpi¢ zaréwno w homocyklicznej jak i w heterocyklicznej czesci czasteczki. Szczep
Pseudomonas putida transformuje oba pierscienie: homocykliczny i heterocykliczny. Kiedy
atakowi ulega pierscien benzenowy powstaja cis-dihydrodiole. Sugeruje sie, ze za po-
wstawanie tych zwigzkow sg odpowiedzialne dioksygenazy, a wynikiem dziatania mono-
oksygenaz jest hydroksylowany pierscien pirydyny. Tworzenie hydroksylowych pochod-
nych pierscienia heterocyklicznego ttumaczy sie niestabilnos$cig cis-dihydrodioli tego pier-
Scienia i ich spontaniczng dehydratacja. Chinolina ulega degradacji takze w procesie me-
tanogenezy (24). Po okresie adaptacji (6 miesiecy), drobnoustroje sg w stanie catkowicie
degradowac chinoline do metanu, produkty posrednie, jak dotad, nie sg znane.
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Schemat 4 Degradacje chinoliny (9,20)

produkty alifatyczne

2,8-dihydroksy- 8-hydroksy- kwas 2,3-
pirydyna kumaryna dihydroksy-
fenylopropionowy

2-hydroksy-
pirydyna

'Pseudomonas sp. OH

- -
OaAaa— Fry¥a——""tto
Rhodococcus Bl
2-0x0-1,2-dihydro- 6-hydroksy-2-oxo- 5,6-dihydroksy-2-oxo-
chinolina 1,2-7ihydrochinolina 1,2-dihydrochinolina

(bhe—

2H-pirano-2-on-[3,2B]- 5-hydroksy-6-(3-karboksy-
5H-6-pirydon oxopropenyloj-1 H-2-pirydon

Z gteboko potozonych osadéw podpowierzchniowych wyizolowano dwa typy gram-
ujemnych bakterii, ktére sg w stanie mineralizowa¢ chinoline w warunkach tlenowych.
W warunkach beztlenowych, natomiast, tworzg sie rozpuszczalne produkty posrednie
(17). Roznice te mozna wyjasni¢ w nastepujacy sposéb. W obecnosci tlenu, potrzebnego
do hydroksylacji pierscienia benzenowego, zachodzi pekniecie tego pierscienia i zupetna
degradacja chinoliny. Wéwczas gdy brakuje tlenu nie dochodzi do rozciecia pierscienia
i nagromadzajg sie rozpuszczalne produkty posrednie (17).

Typ transformacji, jakim ulegajg pochodne chinoliny, w duzej mierze zalezy od usytu-
owania podstawnika w czgsteczce tego zwigzku. Degradacje 2-karboksy-4-hydroksy-
chinoliny badano wykorzystujac ekstrakt komorkowy bakterii Pseudomonas putida. Drob-
noustroje te degraduja tg pochodna chinoliny w obecnosci NAD. Jako produkty reakcji
powstaja: L-glutaminian, L-alanina, kwas octowy i dwutlenek wegla. Stwierdzono, ze pro-
duktami posrednimi sg: 7,8-dihydro-(2-karboksy-4-hydroksychinolina)-7,8-diol oraz 7,8-
-dihydroksy-(2-karboksy-4-hydroksychinolina). Swiadczy to o peknieciu pierscienia ben-
zenowego (25). Podobng transformacje 2-karboksy-4-hydroksychinoliny przeprowadzajg
bakterie Aerococcus sp. (9).

Wspomniano juz, ze stopien degradacji pochodnych chinoliny zalezy od potozenia
podstawnika w czgsteczce. Drobnoustroje wykazuja r6zng specyficzno$¢ substratowa.
Wiekszos¢ z populacji zdolnych degradowaé pochodne metylowe, nie jest w stanie prze-
ksztalca¢ 2-metylochinoliny. Wynika to zapewne z przeszkdd przestrzennych. Pozycja
C-2 zajeta juz przez podstawnik metylowy, nie moze by¢ poddana atakowi grupy hydro-
ksylowej. Okazuje sie jednak, ze istniejg drobnoustroje zdolne degradowac tg pochodng
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chinoliny. Opisano szlak metaboliczny 2-metylochinoliny u Arthrobacter sp. (9). Wyodreb-
niono nastepujace produkty posrednie: IH-4-oxochinoling, kwas N-acetyloizatowy, kwas
N-acetyloantranilowy, kwas antranilowy, kwas 3-hydroksy-N-acetyloantranilowy, katechol.

Z tekstu tego wynika, ze podczas degradacji pochodnych chinoliny (podstawniki
w pierscieniu pirydynowym) rozerwaniu ulega pierscienn benzenowy. Nie obserwuje sie
alternatywnej Sciezki, w ktorej w wyniku przemian peka pierécienn heterocykliczny. Za-
pewne jest to spowodowane trudnosciami przestrzennymi. Zasada ta stosuje sie rowniez
do transformacji 4-metylochinoliny. Wyizolowano mieszana populacje drobnoustrojow
zdolng degradowac ten zwigzek. Wiekszos¢ mikroorganizmoéw tworzacych te populacje
nie byta w stanie degradowac 4-metylochinoliny, gdy wystepowaty jako czyste, pojedyn-
cze szczepy. Jeden z nich, Lepi, okreslany pdzniej jako Pseudomonas lub Xantomonas, po-
siada zdolno$¢ degradaciji 4-metylochinoliny zaréwno jako czysta populacja jak i w mie-
szaninie z innymi drobnoustrojami. Inny szczep bakterii z tego konsorcjum scharaktery-
zowano jako Methylobacterium extorquenes (6). Ci sami autorzy zaproponowali nastepujacy
szlak metaboliczny dla 4-metylochinoliny (schemat 5- Sciezka 1). Na schemacie widac, ze
i w tym przypadku powtarza sie standardowa kolejno$¢ przemian. Pierwszym krokiem
jest hydroksylacja pozycji C-2 metylochinoliny. W wyniku dalszych przemian powstaje hy-
droksy-4-metylokumaryna. Inni autorzy podaja degradacje tej samej pochodnej przez
szczep Pseudomonas putida (9), z zajsciem pekniecia pierscienia miedzy C-7 a C-8 (schemat
5 Sciezka 2).

Akrydyna (rys. 1) wraz z 7,8-benzochinoling i karbazolem, wchodzi w skiad zanie-
czyszczen, pochodzacych z odpadéw chemicznych przemystu drzewnego (impregnacja
drewna) (26). Akrydyna swg budowa i wlasciwosciami przypomina zaréwno pirydyne jak
i chinoline. Zwiazek ten ulega degradacji w warunkach beztlenowych przez populacje me-
tanogenne, denitryfikacyjne i redukujace siarczany, jednym z produktéw posrednich jest
kwas benzoesowy. Wedlug zaproponowanego, teoretycznego szlaku w warunkach bez-
tlenowych utlenieniu ulega zaréwno benzenowa jak i pirydynowa czes$¢ czasteczki. Dalej
ulega przeksztatlceniom typowym dla utlenionych zwigzkéw aromatycznych: utlenieniu,
redukcji, dekarboksylacji, rozerwania pierscienia i rozpadu na produkty alifatyczne (27).

3.3. Transformacje innych zwigzkéw N-heterocyklicznych (indol, karbazol
i pochodne)

Karbazol jest uzywany w wielu dziedzinach przemystu (produkcja barwnikéw, insek-
tycydoéw, przemyst medyczny) stad jego rozpowszechnienie w srodowisku jest dosy¢ po-
wszechne. Niewiele natomiast wiadomo o jego losach w $rodowisku, jest to o tyle niepo-
kojace, ze zwigzek ten charakteryzuje sie wysoka toksycznoscia i przejawia aktywnosé
mutagenna. W gléwnej mierze za wysokg toksycznos¢ tego zwigzku odpowiadajg jego
hydroksynitropochodne (28), natomiast za aktywnos¢ mutagenna odpowiedzialne sg po-
chodne N-metylowe i N-hydroksymetylowe (29). Zanieczyszczenie surowej ropy naftowej
karbazolem, jego alkilopochodnymi oraz innymi zwigzkami N-heterocyklicznymi, jest po-
waznym problemem przemystowym. Obecnos¢ tych pochodnych moze prowadzi¢ do za-
trucia katalizatorow uzywanych w krakingu nafty do uzytku komercyjnego. Dlatego dazy
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sie do uzyskania nafty o malej zawartosci tych zwigzkéw (30). Z uwagi na niepozadane
efekty wywotywane przez pochodne karbazolu, konieczne jest wyizolowanie i wykorzy-
stanie mikroorganizmoéw zdolnych usuwac te zanieczyszczenia ze Srodowiska. General-
nie, karbazol dosy¢ trudno ulega degradacji, jednakze wyizolowano pewng ilo$¢ drobno-
ustrojéw posiadajgcych zdolnos¢ transformowania tego zwigzku (31,32). Przemiany kar-
bazolu rozpoczyna, podobnie jak i w innych przypadkach, hydroksylacja. Pochodna po-
wstala, w wyniku pekniecia pierscienia heterocyklicznego ulega przeksztatceniu do
2’-aminobifenylo-2,3-diotu. Zwigzek ten, w wyniku dalszych przemian (otwarcie pierscie-
nia), jest przeksztatlcany do kwasu antranilowego. Przemiany moga zosta¢ wstrzymane na
tym etapie, i powstata pochodna moze zosta¢ wykorzystana do produkcji tryptofanu (33)
lub, w wyniku dalszych przeksztatcenh, karbazol moze ulec catkowitemu rozktadowi do
CO:2 i wbudowaniu w biomase (2). Przemiany karbazolu zilustrowano na schemacie 6 (34).

Indol wraz z innymi zwigzkami N-heterocyklicznymi, stanowi odpady w dziedzinach
przemystu zwigzanych z obrdbka termiczng materialdw organicznych (rafinacja ropy,
produkcja koksu). Wiele alkaloidow zawiera w swej strukturze cze$¢ indolowa. W prze-
prowadzonych badaniach dowiedziono, ze indol i jego 3-metylowa pochodna ulegaja de-
gradacji w warunkach metenogennych do metanu i CO2 (35-38).

Transformacja w obu przypadkach zaczyna sie hydroksylacja (powstaje 2-hydroksy-
pochodna). Dowiedziono, ze degradacja indolu przebiega poprzez dwustopniowa hy-
droksylacje dajgca oksyindol, a nastepnie izatyne. Umozliwia to rozerwanie pierscienia
pirolowego miedzy drugim a trzecim atomem wegla (37) (schemat 7). Natomiast degrada-
cja 3-metyloindolu przebiega wedtug odmiennego szlaku (36). Z uwagi na zajeta przez
podstawnik metylowy pozycje C-3 niemozliwe jest formowanie izatyny. Degradacja tej
pochodnej wg oksyindoloizatynowego szlaku wymagataby wczesniejszej demetylacji. Ta-
kie przemiany, jak sie wydaje, nie majg jednak miejsca. Przemawia za tym fakt, ze drob-
noustroje degradujgce 3-metylowa pochodnag nie sa w stanie utylizowac indolu. Przy-
puszcza sie, ze moga istnie¢ dwa rézne szlaki degradacyjne indolu (36).

4. Podsumowanie

Mikroorganizmy zdolne do przeprowadzania reakcji degradacji zwigzkéw N-hetero-
cyklicznych sg szeroko rozpowszechnione w srodowisku. Dobdr odpowiedniego drobno-
ustroju zalezy od efektu jaki chcemy osiagna¢ (petna degradacja czy uzyskanie produk-
tow posrednich). Degradacje niektérych zwigzkéw, np. pirydyny, przebiegajg tak samo
zaréwno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Sposob degradacji wiekszosci
zwiazkoéw N-heterocyklicznych zalezy jednak od warunkéw reakcji. W wiekszosci przy-
padkéw pierwszym etapem w procesie degradacji jest hydroksylacja, ktéra w dalszych
etapach umozliwia otwarcie pierscienia heterocyklicznego badz homocyklicznego (w za-
leznosci od typu zwigzku). Nawet jesli, jak w przypadku pirydyny, degradacje za-
poczatkowuje reakcja uwodornienia, to juz degradacja pochodnych tego zwiazku zalezy
od reakcji hydroksylacji. Znajomos¢ poszczegolnych szlakéw degradacyjnych tych
zwiazkéw umozliwia opracowanie takich warunkéw reakcji aby wydajnos¢ procesu byta
zadowalajgca, a koszty stosunkowo niskie. Nalezaloby zwrdci¢ réwniez uwage na fakt, ze
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Schemat 6 Proponowany szlak degradacyjny karbazolu (34)

karbazol

li COOH

OH

kwas 2-hydroksy-
4-pentenowy

I h
~
H°"OH

OH OH

Biodegradacje zwigzkéw N-heterocyklicznych

2'-aminobifenylo-2,3-diol

NHz

COOH""OH

kwas 2-hydroksy-6-0xo0-6-
(2'-amino-fenylo)heksa-2,4-
dienowy

kwas 2,6-diokso-6-
(2'-aminofenylo)-
heksa-4-enowy

= """

COOH

kwas
antranilowy
\

OH
katechol

COOH

‘ COOH

kwas mukonowy

Schemat 7 Proponowany szlak metanogennej fermentacji indolu przez anaerobowe konsorcja
wyizolowane z przefermentowanych osadoéw (38)
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podczas degradacji z wykorzystaniem mikroorganizmoéw mozliwe jest wyeliminowanie
tworzenia sie pochodnych o podwyzszonej toksycznosci, co nie zawsze jest mozliwe
w tradycyjnych metodach utylizacji odpadéw przemystowych.
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