Streszczenie

Biomasa mikrobiologiczna w procesach modyfikacji 2-fenyloetanolu

i odzysku metali ziem rzadkich
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W rozprawie doktorskiej przedstawiono wyniki badan dotyczacych oceny potencjatu
biokatalitycznego wyselekcjonowanych szczepdw grzybow z rodzaju Beauveria (B. bassiana DSM
1344 i B. brongniartii DSM 6651) oraz Cunninghamella (C. echinulata DSM 1905, C. blakesleeana
DSM 1906 i C. elegans DSM 1908) stosowanych do biotransformacji tatwo dostgpnego 1 taniego
substratu — 2-fenyloetanolu. W pierwszej kolejnosci eksperymenty zostaly przeprowadzone w skali
laboratoryjnej. a nastepnie wyselekcjonowane procesy w skali p6t-preparatywnej. Zaobserwowano,
76w wigkszosci badanych procesow, 2-fenyloetanol  ulegal  procesowi degradaciji,
ale w zaleznosci od zastosowanego typu biokatalizatora proces ten przebiegal z rézna szybkoscia
i z wykorzystaniem innych sciezek biokatalitycznych. W przypadku szczepu C. elegans DSM 1908
jako jedyny produkt posredni reakcji otrzymano (S)-1-fenyloetano-1.2-diol. Optymalne stezenie
w mieszaninie reakcyjnej tej pochodnej w skali laboratoryjnej osiggnieto po 3 dniach procesu
biotransformacji uzyskujac produkt (18,91 ug mL!) o nadmiarze enancjomerycznym (ee) rownym
84.77%, rownoczesnie obserwujac stopief przereagowania substratu powyzej 99%. W skali
pdt-preparatywnej optymalna synteza (S)-1-fenyloetano-1.2-diol nastepowata po 4 dniach procesu
(4516 pg mL") jednak produkt ~ charakteryzowat sie nizsza czystoscig optyczng
(e 67.26%.). Zastosowanie kolejnego szczepu mikroorganizmu — B. bassiana DSM 1344 pozwolito
7 kolei na uzyskanie drugiego z enancjomerow wspomnianego zwiazku, ale tym razem w postaci
czystej optycznie. (R)-1-Fenyloetano-1.2-diol (7.51 pg mL-'. ee >99.9%) uzyskano po trwajacej
3 dni reakeji zarowno w skali laboratoryjnej — stopien przereagowania substratu rowny 99.91%,
jak i pot-preparatywnej (47.99 pg mL-!, ee >99,9%) przy stopniu przereagowania substratu
rownym 86,88%. Natomiast zmiana postaci biokatalizatora poprzez immobilizacje biomasy
B bassiana DSM 1344 w agar-agarze skutkowata otrzymaniem 1-fenyloetano-1,2-diolu w postaci
mieszaniny racemicznej. Kolejng Sciezka przemian zaobserwowang podczas procesow
biotransformacji 2-fenyloetanolu byla modyfikacja pierscienia aromatycznego substratu,

co prowadzilo w przypadku szczepu C. blakesleeana DSM 1906 do otrzymania juz po 1 dniu



biotransformacji tyrozolu — zwiazku o silnym dziataniu antyoksydacyjnym, zaréwno w skali
laboratoryjnej jak 1 pol-preparatywnej. Stwierdzono, ze wszystkie otrzymane produkty
biotransformacji byly wynikiem posrednim procesow degradacyjnych 2-fenyloetanolu
w komorkach zastosowanych biokatalizatorow. Niemniej jednak, przy odpowiedniej
optymalizacji czasu reakcji istnieje szansa na uzyskanie tych pochodnych w wigkszej ilosci.
Do tej pory nie opisano w literaturze zastosowania badanych szczepow do otrzymywania wyzej
wspomnianych zwiazkow. W przeciwienstwie do wezesniej opisanych szczepdw, zastosowanie
B. hrongniartii DSM 6651 i C. echinulata DSM 1905 skutkowalo szybko postepujaca biodegradacjg
2-fenyloetanolu, uniemozliwiajacg izolacjg 1 identyfikacje produktéw posrednich biotransformacii.
W przypadku szezepu C. echinulata DSM 1905 dochodzito do niemal calkowitej biodegradacji
substratu juz po 1 dniu trwania reakcji (stopiefi przereagowania substratu >99%), niezaleznie od skali
procesii. Podobnie przebiegajacy proces z udzialem szczepu B. brongniartii DSM 6651 postanowiono
dodatkowo zoptymalizowa¢ pod katem potencjalnych zastosowan w bioremediacji ekosystemow
wodnych. W tym celu biomase mikroorganizmu poddano procesowi immobilizacji w alginianie
wapnia i zastosowano w systemie okresowym oraz przeptywowym (skala pot-preparatywna),
gdzie w ciagu 2 dni dochodzito do niemal catkowitej biodegradacji 2-fenyloetanolu (stopien
przereagowania substratu >99%). Uzyskane wyniki daja mozliwosé, po dalszej optymalizacii,
na uzyskanie skutecznego i ekologicznego narzedzia do zastosowania w bioremediacji zaréwno

w warunkach wody stojacej jak i ptynace].

Kolejny etap badan obejmowat weryfikacje potencjalu enzymatycznego biokatalizatora odmiennego
pochodzenia. W miejsce grzybOw zastosowano biomase mikroalgi — G. sulphuraria ACUF 002
wezesnie] niewykorzystywang w procesach biotransformacji. Zaprojektowano dwuetapowy proces
kaskadowy polegajacy na biotransformacji 2-fenyloetanolu i nastgpujacym po niej odzysku
pierwiastkow ziem rzadkich (REE) z grupy lantanowcéw (lantanu, ceru, neodymu i gadolinu).
Tak zaprojektowany proces zjednej strony mial na celu okredlenie przydatnosci wybranego
fotobiokatalizatora do proceséw modyfikacji 2-fenyloetanolu, a z drugiej strony miat by¢ sposobem
na ograniczenie ilodci odpaddw poprocesowych, zgodnie z zasada gospodarki o obiegu zamknigtym.
Wprawdzie badana biomasa G. sulphuraria wykazala aktywnosc biokatalityczng wobec
zastosowanego substratu, ale vstalenie struktury chemicznej powstajacego produktu wymaga
dalszych badan. Zauwazono jednak, ze biomasa (po narazeniu na 2-fenyloetanol) zastosowana
do odzysku REE, wykazata sie lepsza efektywnoscig w odzysku REE w odniesieniu do biomasy
bez wczeéniejszego narazenia na kontakt z substratem (proba kontrolna — 2.5; 2.1 3.8;

g g’ DM odpowiednio dla La, Ce, Nd i Gd). Lepsze wyniki uzyskano zar6wno



w przypadku wezesniejszego stosowania nizszego stezeniu substratu (0,12 mg mly (Nd: 7,2
Gd: 18.4: La: 4,7 i Ce: 4,0 ug g* DM) oraz przy wyzszym stezeniu substratu (0,6 mg mL™)
(Nd: 7.9; Gd: 18,7;La: 4,51 Ce: 3,7 ug g DM) w procesie biotransformacji. Przeprowadzone
analizy wskazuja, Ze za wyzej wymienione procesy moze odpowiada¢ zaréwno biosorpcja
jak i bioakumulacja jonéw metali. W celu dokladniejszego poznania mechanizmu
ewentualnego transportu jonéw metali do wngtrza komoérek mikroorganizmu, zlecono badania
dotvezace okreslenia rodzaju genow kodujgcych transporter transblonowy odpowiedzialny

za wychwyt REE.



