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Zastosowanie biotransformacji do syntezy antyoksydantow

Streszczenie

Procesy biotransformacji, oparte 0 zastosowanie mikroorganizméw  jako
biokatalizatorow reakcji, stanowig alternatywe dla chemicznej syntezy uzytecznych
zwigzkow. Metody z zastosowaniem biokatalizatoréw cato-komoérkowych, ze wzglgdu na
niski koszt pozyskania 1 wigksza stabilno$¢ enzymatyczng, w przeciwienstwie do
izolowanych enzymow, sa powszechnie wykorzystywane zar6wno w procesach pozyskiwania
dobr droga fermentacji, jak i do biotransformacji. Potencjal katalityczny mikroorganizmow,
stosowanych
w biokonwersji ksenobiotykow, sprawia, ze biokataliza jest konkurencyjnym narzedziem
w syntezie zwigzkéw chemicznych o znaczeniu praktycznym.

Wiedza na temat niekorzystnego wptywu wolnych rodnikow na zywy organizm,
sktania do poszukiwania substancji, hamujacych ich szkodliwe dzialanie. Takimi zwigzkami
sg antyoksydanty, stosowane w profilaktyce i leczeniu wielu chorob. Sktania to do ciagtego
poszukiwania nowych zwigzkéw o tej aktywnosci oraz nowych metod ich otrzymywania -
alternatywnych do proceséw obcigzajacych $rodowisko. Celem prezentowanej pracy byto
wykorzystanie grzybow do syntezy zwigzkow polifenolowych o aktywnosci antyoksydacyjne;j
drogg hydroksylacji taniego substratu - fenyloetanolu.

W prezentowanej pracy zastosowano nastepujace grzyby strzepkowe: Aspergillus
niger, Rhizopus oryzae, Beauveria brongniartii i Beauveria bassiana. Biotransformacje
2-fenyloetanolu z udziatem Aspergillus niger KKP 2301, Rhizopus oryzae DSM 1185,
Beauveria bassiana DSM 875, prowadzily do syntezy antyoksydantéw: hydroksytyrozolu,

tyrozolu i kwasu 4-hydroksyfenylooctowego oraz wartoSciowego chiralnego produktu



0 znaczeniu farmaceutycznym: 1-fenyloetan-1,2-diolu (w przypadku A. niger w postaci
czystego izomeru (S)). Zastosowanie Beauveria brongniartii (DSM 6651) skutkowato
degradacja ksenobiotyku (2-fenyloetanolu), co wskazuje, ze mikroorganizm ten po dalszych
potwierdzajacych badaniach moéglby by¢ wykorzystany w procesach bioremediacji.
Eksperymenty roznity si¢ rodzajem i1 formg biokatalizatora (wolne i immobilizowane
mycelium, zawiesina zarodnikoéw), warunkami procesu oraz rodzajem reaktora (kolba 250
mL, modelowy bioreaktor przeptywowy, bioreaktor okresowy typu Batch- New Brunswick
Scientific BioFlo). W zaleznos$ci od podej$cia uzyskano rézng efektywnos$¢ procesu |
produkty (mieszanine lub pojedynczy produkt).

Badania z A. niger rozpoczgto od zastosowania jego formy spoczynkowej- zawiesiny
zarodnikow. Wyniki wskazaly na synteze¢ jednego z antyoksydantow- hydroksytyrozolu.
W celu dobrania warunkow dla efektywnej biokonwersji, manipulowano medium
biotransformacyjnym, st¢zeniem substratu, czasem procesu, a takze podjeto proby
modyfikacji aktywnos$ci zarodnikoéw (szok temperaturowy, preinkubacja bez substratu).
Procedura polegajgca na uzupelieniu medium reakcyjnego glukoza (13 mM) okazata si¢
najefektywniejsza w syntezie hydroksytyrozolu (1,4 mg/50 mL z 15 mg/50 mL substratu,
wydajno$¢ 7,4%), porownujac do biotransformacji prowadzonych jedynie w wodzie
(0,27 mg/50 mL z 30 mg/50 mL substratu, 0,7%) lub w medium o nizszym stgzeniu glukozy
(4 mM) (0,9 mg/50 mL z 15 mg/50 mL substratu, 4,7%) lub w podtozu mineralnym Czapek-
Dox (0,7 mg/50 mL z 30 mg/50 mL substratu, 1,8%). Z kolei przeprowadzone modyfikacje
zarodnikow, w celu zainicjowania procesu ich kietkowania i stymulacji aktywnoS$ci
enzymatycznej, polegajace m.in. na inkubacji zarodnikoéw w warunkach szoku termicznego
(0,5 mg/50 mL hydroksytyrozolu z 30 mg/50 mL substratu, wydajno$¢ 1,3%), czy tez
preinkubacji w medium pozbawionym substratu (1,2 mg/50 mL hydroksytyrozolu z 15 mg/50

mL substratu, 6,2%) nie polepszyty biokonwersji.



W kolejnych eksperymentach badano aktywnos$¢ katalityczng formy wegetatywnej
A. niger (mycelium). Eksperymenty z zastosowaniem grzybni A. niger pozwolily uzyskac
mieszaning dwoch przeciwutleniaczy: kwasu 4-hydroksyfenylooctowego i hydroksytyrozolu.
Poczatkowe badania z zastosowaniem wolnej grzybni A. niger pozwolity uzyskac¢ 0,7 mg/50
mL mieszaniny kwasu 4-hydroksyfenylooctowego i1 hydroksytyrozolu z 15 mg/50 mL
substratu (wydajnos¢ 3,7%). Badano wrazliwo$¢ komorek na dzialanie ksenobiotyku (2-
fenyloetanolu)
I dwukrotne zwigkszenie jego stezenia (30 mg/50 mL) spowodowato spadek ogolnej
wydajnosci syntezy produktow (0,35 mg/50 mL, wydajnos¢ 0,9%). Przeprowadzono
modyfikacj¢ polegajaca na hodowli mikroorganizmu z substratem (2-fenyloetanol), w celu
zwigkszenia syntezy/aktywno$ci enzyméw, zaangazowanych w procesy utlenienia
I to pozwolito uzyska¢ pojedynczy zwigzek: kwas 4-hydroksyfenylooctowy (7 mg/50 mL
z 30 mg/50 mL substratu, wydajnos¢ 18%). W celu zwickszenia stabilnosci biokatalizatora
i efektywnosci procesu biokonwersji, w dalszych badaniach zastosowano unieruchomiong
(pianki poliuretanowe) grzybni¢ A. niger. Takie podejscie zwigkszylo syntezg
antyoksydantow w poréwnaniu do komoérek wolnych (0,35 mg/50 mL, wydajnos¢ 0,9%) w
tych samych warunkach reakcji (30 mg/50 mL substratu): 1,3 mg/50 mL mieszaniny kwasu
4-hydroksyfenylooctowego 1 hydroksytyrozolu (wydajnos¢ 3,5%). Wyniki pokazaty,
ze biokatalizator immobilizowany jest stabilniejszy wobec czynnikéw zewngetrznych
tj. warunki procesu, ksenobiotyki, ktore mogg powodowa¢ utrate aktywnosci biokatalizatora,
i to stanowi warto$¢ tych eksperymentow. W celu powiekszenia skali procesu postanowiono
zastosowa¢ dwa reaktory: zaprojektowany bioreaktor przeptywowy oraz bioreaktor okresowy
(New Brunswick Scientific, BioFlo Model C32, 1,3 L). Badania prowadzone w bioreaktorze
przeptywowym, upakowanym unieruchomiong grzybnia A. niger (pianki poliuretanowe 1060-

1600 um), pozwolilty zwiekszy¢ synteze produktow i uzyskano 11,4 mg/150 mL mieszaniny



antyoksydantow (kwasu 4-hydroksyfenylooctowego i hydroksytyrozolu) z 90 mg/150 mL
substratu (wydajnos$¢ 10%). Z kolei proces biokonwersji 2-fenyloetanolu prowadzony przez
wolng grzybni¢ A. niger w napowietrzanym bioreaktorze okresowym (New Brunswick
Scientific, BioFlo Model C32) prowadzit do syntezy zupelie innego produktu niz
w pozostatych eksperymentach- (S)-1-fenyloetan-1,2-diolu (335 mg/750 mL z 458 mg/750
mL substratu, wydajnosé¢ 65%)- zwigzku stosowanego w syntezie lekow (fluoksetyny
i norfluoksetyny). Pot-preparatywna procedura otrzymywania tego zwigzku zostata objeta
zgloszeniem patentowym: ,,Sposob otrzymywania (S)-1-fenyloetan-1,2-diolu” nr P.429923
z dnia 15.05.2019r.

Kolejnym stosowanym biokatalizatorem do transformacji 2-fenyloetanolu byt
Rhizopus oryzae. Przeprowadzone procesy biotransformacji prowadzity do syntezy tyrozolu
oraz glownie chiralnego (nicokreslona konfiguracja) 1-fenyloetan-1,2-diolu. W zaleznoSci
od zastosowanych warunkdéw procesu, otrzymywano mieszaning produktéw o roéznym
stezeniu. Poczatkowo badano wplyw stezenia substratu na efektywnos$¢ procesu biokonwersji.
W przypadku zastosowania wolnego mycelium R. oryzae, po dwukrotnym zwigkszeniu ilosci
substratu do 30 mg/50 mL, uzyskano wigksza ilo§¢ mieszaniny produktéow (1,2 mg/50 mL
tyrozolu i 1-fenyloetan-1,2-diolu, wydajnos¢ 3,5%), utrzymujgc wydajnos$¢ procesu na nieco
nizszym poziomie, jak przy zastosowaniu mniejszej ilosci substratu (15 mg/50 mL) (0,7
mg/50 mL produktow, wydajnos¢ 4%). Dalsze zwigkszenie wyjsciowej ilosci substratu do 60
mg/50 mL skutkowalo otrzymaniem zdecydowanie wigkszej ilosci produktow, ale obnizyto
wydajnos¢ procesu (1,8 mg/50 mL produktow, wydajnos¢ 2,6%), co moglo byc
spowodowane hamowaniem aktywno$ci enzymatycznej przez zbyt wysokie stezenie
substratu. Wprowadzono rowniez modyfikacje, polegajaca na preinkubacji komorek R. oryzae
w warunkach deficytu sktadnikow pokarmowych przez 24 godziny, aby ukierunkowac

przemiany metaboliczne



na wykorzystanie substratu, gdy dostgpnosé¢ sktadnikow odzywczych jest ograniczona, jednak
w tej sytuacji zaobserwowano jedynie powstawanie $ladowych ilosci produktéw i duza ilos¢
nieprzereagowanego substratu. Takze w przypadku tego biokatalizatora, w celu zwigkszenia
jego stabilnosci i efektywnosci procesu biokonwersji, w dalszych badaniach zastosowano jego
unieruchomiong (pianki poliuretanowe) grzybni¢. Takie podejscie pozwolito na
efektywniejsza biokonwersje substratu do tyrozolu i 1-fenyloetan-1,2-diolu (1,9 mg/50 mL
mieszaniny produktéw z 30 mg/50 mL substratu, wydajnos¢ 5,5%), w poréwnaniu do wolnej
postaci tego mikroorganizmu. Rowniez w tych badaniach, w celu powigkszenia skali procesu
postanowiono zastosowaé bioreaktor z systemem przeptywowym, niestety proba ta
zakonczyla si¢ niepowodzeniem i dalszych badan z tym biokatalizatorem zaniechano.

Procesy biotransformacji 2-fenyloetanolu katalizowane przez kolejny biokatalizator-
Beauveria bassiana, prowadzity do syntezy jedynie §ladowych ilosci tyrozolu oraz
1-fenyloetan-1,2-diolu, z tego wzgledu po wstepnych badaniach zaniechano dalszych
eksperymentow.

Z kolei, zastosowanie Beauveria brongniartii jako biokatalizatora prowadzito
do degradacji substratu (2-fenyloetanolu). Substrat inkubowany z grzybem ulegat stopniowej
biodegradacji. Catkowita mineralizacj¢ zwigzku uzyskano juz po jednym dniu biokonwers;ji.
Jednak po godzinie utracono prawie potowe 2-fenyloetanolu, a po 5 godzinach pozostato

tylko 16,5% zwigzku.



