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Redukcja ketonow oparta na strategii z zastosowaniem metod biologicznych, skupia si¢
na wykorzystaniu niefotosyntetyzujacych 1 heterotroficznych mikroorganizméw lub
wyizolowanych i oczyszczonych z nich enzyméw. Mikroorganizmy fotoautotroficzne, w tym
cyjanobakterie, rowniez zostaly zidentyfikowane, jako zrodto aktywnosci oksydoreduktaz.
Jednak w poréwnaniu do najczgsdciej stosowanych biokatalizatoréw — bakterii oraz grzybow,
sinice stanowig stabo poznang grupe mikroorganizmow. Z tego powodu eksploatacja
potencjatu biokatalitycznego sinic stanowi powazne wyzwanie badawcze. Pomimo faktu, ze
zastosowanie catych komoérek mikroorganizmow jak i wyizolowanych z nich enzymow w
procesach przemystowych wzrasta, to praktyczne wykorzystanie biokatalizy jest czesto
ograniczone ze wzgledu na brak odpowiednich biokatalizatoréw przeznaczonych do
okreslonych przemian czy tez trudnosci z przelozeniem procesu ze skali laboratoryjnej na

przemystowa.

Cyjanobakterie (sinice, Cyanophyta, ang. blue-green algae) stanowig jedng z
najwigkszych 1 najwazniejszych grup bakterii na Ziemi. W toku ewolucji wyksztatcity
skuteczne mechanizmy ochronne i adaptacyjne do zmiennych warunkow srodowiska, wobec
roznych stresow abiotycznych, takich jak wysychanie, zasolenie, wysokie temperatury czy tez
obecnosci jonow metali cigzkich. Sinice przedstawiaja ogromng warto$¢ dla biotechnologii,
ze wzgledu na mozliwo$¢ ich réznorodnego wykorzystania, m.in. w branzy spozywczej,

kosmetycznej, farmaceutycznej, paliwowej oraz ochronie srodowiska.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki eksperymentow, ktorych gldéwnym celem byto
zbadanie mozliwo$ci zastosowania cyjanobakterii, jako biokatalizatora do otrzymywania
chiralnych zwigzkéow fosfonowych - p-hydroksyfosfonianow, droga enancjoselektywnej
redukcji strukturalnie roéznych substratow — p-ketofosfonianow =z alifatycznym (2-
oksopropanofosfonian dietylu, 2-oksobutanofosfonian dietylu) lub aromatycznym tancuchem
bocznym (2-okso-2-fenyloetanofosfonian dietylu). W badaniach zastosowano morfologicznie
rézne szczepy sinic: Arthrospira maxima, Leptolyngbya foveolarum, Geitlerinema sp., Nostoc

cf-muscorum, Synechococcus bigranulatus oraz Nodularia sphaerocarpa, sposrod ktorych,



jedynie komorki nitkowatych szczepéw Arthrospira maxima, Nodularia sphaerocarpa oraz
Nostoc cf-muscorum zdolne byly do efektywnej redukcji ketofosfonianow w ciggu 7-
dniowego procesu biotransformacji, prowadzonego w warunkach ciaglego naswietlania

zarowno niebiesko-biatym (Power Glo) jak i zottym, dziennym swiattem (Sun Glo).

Produkty proceséw biokonwersji analizowano za pomocg spektroskopii H i 3P NMR.
W celu okreslenia nadmiaru enancjomerycznego zastosowano dodatek chininy, jako
chiralnego czynnika solwatujacego, ktdry pozwala na zrdéznicowanie enancjomeréw p-
hydroksyfosfonianow na widmie P NMR. Konfiguracje absolutng na f atomie wegla,
otrzymanych fS-hydroksyfosfonianéw, okreslono za pomocg metod NMR, z zastosowaniem
chiralnego czynnika derywatyzujacego — kwasu a-metoksy-a-trifluorometylofenylooctowego
(MTPA).

Przeprowadzone procesy biotransformacji pozwolity wyznaczy¢ optymalne warunki dla
poszczegdlnych procesow bioredukcji z zastosowaniem komorek A. maxima, Nostoc cf-
muscorum oraz N. sphaerocarpa. W przypadku szczepow Arthrospira maxima oraz Nostoc
cf-muscorum otrzymane wyniki badan wskazuja na istotng korelacje pomiedzy sktadnikami
odzywczymi (podtoze hodowlane, obecno$¢ glukozy) i czynnikami fizycznymi (naswietlanie,

fotoperiod) w ich oddziatywaniu na aktywno$¢ katalityczng cyjanobakterii.

Natomiast, komoérki szczepu Nodularia sphaerocarpa byty najefektywniejszym zrodtem
aktywnos$ci katalitycznej, niezaleznie od zastosowanych warunkow procesu (zrodla
o$wietlenia, fotoperiodu, podioza hodowlanego, mieszania), zaréwno w stosunku do
aromatycznego, jak i alifatycznych substratow. Zastosowanie szczepu N. sphaerocarpa
pozwolito po raz pierwszy otrzymaé aromatyczny S-hydroksyfosfonian w biokatalityczny
sposob — w procesie redukcji 2-okso-2-fenyloetanofosfonianu dietylu otrzymano odpowiedni
(S)-2-hydroksy-2-fenyloetanofosfonian dietylu z 99% stopniem przereagowania substratu
oraz 93% czystosciag optyczng. Wynik ten jest szczegélnie interesujacy, ze wzgledu na
wczesniejsze badania z zastosowaniem komorek grzybow, w tym drozdzy piekarniczych,
ktore zakonczyty si¢ niepowodzeniem.

Istotnym czynnikiem wpltywajacym na efektywno$¢ procesu bioredukcji, nie tylko w
przypadku szczepu N. sphaerocarpa, ale réwniez komodrek Arthrospira maxima czy tez
Nostoc cf-muscorum jest struktura substratu. Komorki szczepu Nostoc cf-muscorum
wykazywaty aktywnos¢ katalityczng jedynie w kierunku redukcji aromatycznego substratu —
2-okso-2-fenyloetanofosfonianu dietylu, podczas gdy nitkowaty szczep Arthrospira maxima

wobec alifatycznego 2-oksopropanofosfonianu dietylu. W obu przypadkach, procesy



biokonwersji niezaleznie od zastosowanych warunkéw hodowli czy tez biotransformaciji,
prowadzity do otrzymania produktu (S)-hydroksyfosfonianu z ponad 99% czystoscia

optyczna, ale z umiarkowana, zalezng od warunkoéw wydajnoscia.

Okreslono wplyw stezenia substratu - 2-okso-2-fenyloetanofosfonianu dietylu, na
efektywno$¢ procesu bioredukcji oraz zywotno$¢ komorek cyjanobakterii  Nodularia
sphaerocarpa w warunkach procesu. Przeprowadzone eksperymenty pozwolily ocenié
wrazliwos¢ komorek N. sphaerocarpa na obecnos¢ ksenobiotyku w medium. W optymalizacji
procesu biotransformacji istotne jest uwzglednienie zjawiska inaktywacji biokatalizatora,
ktore jest procesem ztozonym, zaleznym nie tylko warunkow procesu, ale rowniez od
struktury i zastosowanego st¢zenia substratu.

Uzyskane wyniki potwierdzity niezwyktly potencjat hodowli N. sphaerocarpa w bioredukcji
2-0kso-2-fenyloetanofosfonianu dietylu. Istotng obserwacja jest fakt, ze dwukrotny wzrost
st¢zenia substratu (2 mM, 51 mg) nie wptywa znaczgco na efektywno$¢ procesu (94%, 91%
e.e.). Stopien przereagowania substratu nieznacznie maleje wraz ze wzrostem jego ste¢zenia,
jednak czysto$¢ optyczna produktu jak i réwniez przezywalno$¢ komoérek biokatalizatora
pozostajag prawie na tym samym poziomie, co potwierdzity badania z zastosowaniem
cytometrii przeptywowej. Fakt ten sugeruje zaangazowanie w przemian¢ ksenobiotykow

enzymow metabolizmu wtdrnego.

W celu okreslenia czy zmiana formy biokatalizatora wptynie na efektywnos$¢ procesu
biokonwersji ksenobiotykow oraz w celu ograniczenia negatywnego oddziatywania
substratow na aktywnos¢ biokatalizatora, komorki sinic poddano procesowi unieruchomienia
w matrycy polimeru — alginianie sodu (2% lub 4%, w/v). Immobilizowane komorki sinic
wykazywaly nizsza aktywno$¢ katalityczng, w porownaniu do wolnych komorek sinic
inkubowanych w warunkach wytrzasanych. W przypadku immobilizowanej biomasy szczepu
N. sphaerocarpa obserwowano niewielki spadek efektywnosci procesu bioredukcji -
ketofosfonianéw, jednak w przypadku szczepu A. maxima odnotowano znaczacg redukcje
aktywnosci katalitycznej (wydajnos$¢ ponizej 5%). Istotng zalezno$¢ zaobserwowano w
przypadku szczepu Nostoc cf-muscorum, ktoérego unieruchomione komorki zdolne byty do
efektywniejszej redukcji 2-okso-2-fenyloetanofosfonianu dietylu, w poréwnaniu do wolnych

komorek, hodowanych w warunkach stacjonarnych.

Szczep N. sphaerocarpa wydawat si¢ szczegolnie interesujacy, ze wzgledu na wysoka

efektywnos¢ procesu biokatalizy z jego udziatem, ale rowniez ze wzgledu na niewielki wplyw



czynnikow fizyko-chemicznych (o$wietlenie, fotoperiod, podtoze hodowlane, glukoza) na
jego aktywno$¢ katalityczna, w przypadku redukcji 2-0kso-2-fenyloetanofosfonianu dietylu.

Uzyskane wyniki stanowily podstawe¢ do kontynuacji badan i podjecia proby zwigkszenia
skali najefektywniejszego procesu bioredukcji - redukcji 2-okso-2-fenyloetanofosfonianu

dietylu z zastosowaniem komorek N. sphaerocarpa.

W  opracowaniu efektywnego procesu biotransformacji na skale preparatywna,
wykorzystano trzy réznigce si¢ forma biokatalizatora, aparaturag oraz warunkami procesu
podejécia. W procedurze zwigkszania skali procesu, stopniowo powigkszano objgtosée
bioreaktoréw oraz stezenie substratu. Badania rozpoczeto od wykorzystania 200 ml hodowli
N. sphaerocarpa prowadzonej w wentylowanych butelkach ptaskosciennych, w transformacji
1.3 mM substratu - 2-okso-2-fenyloetanofosfonianu dietylu. W kolejnym podejsciu, objetosé
hodowli N. sphaerocarpa zwigkszono do 500 ml (kolba Erlenmeyer’a), za$ stezenie badanego
substratu wynosito 1 oraz 5 mM. Ostatni model charakteryzowatl si¢ zastosowaniem
unieruchomionych w alginianie wapnia (1%, w/v) komoérek N. sphaerocarpa, ktore stanowity
wypelnienie szklanej lub plastikowej kolumny, przez ktéra w obiegu zamknigtym
przeptywato medium biotransformacji, zawierajace substrat (2-okso-2-fenyloetanofosfonian
dietylu, 10 mM, 384 mg).

Sposérod zastosowanych metod zwigkszenia skali procesu bioredukcji 2-0kso-2-
fenyloetanofosfonianu dietylu, najefektywniejszym rozwigzaniem bylo zastosowanie
bioreaktora okresowego w postaci kolby Erlenmeyer’a (2000 ml) w warunkach wytrzasanych,
gdyz tylko takie podej$cie gwarantowalo efektywng transformacje substratu 2-0kso-2-

fenyloetanofosfonianu dietylu oraz otrzymanie produktu z wysoka czystoscig optyczna.

Przeprowadzone eksperymenty potwierdzaja mozliwos¢ zastosowania
mikroorganizmow fotosyntetyzujacych — cyjanobakterii, jako biokatalizatorow do
otrzymywania chiralnych zwiazkéw fosfonowych - p-hydroksyfosfonianow, droga
enancjoselektywnej redukcji strukturalnie roéznych substratow — ketofosfonianow z
alifatycznym lub aromatycznym lancuchem bocznym. Wskazujg réwniez na mozliwo$¢
zwigkszenia skali procesu biotransformacji ksenobiotykéw z zastosowaniem zar6wno

wolnych jak i immobilizowanych komorek szczepu N. sphaerocarpa.



