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Cyjanobakterie jako niezwykle zréznicowana grupa mikroorganizmow stanowig
interesujacy obiekt badawczy. Mnogos¢ form morfologicznych, wystepowanie w niemalze
kazdych warunkach oraz na catym globie powoduje, ze ich potencjal nie jest w petni odkryty.
Holistyczne 1 kompleksowe badania aktywnos$ci wybranych fotobiokatalizatorow wobec
modelowych substratow pozwolity na uzyskanie przydatnej wiedzy do zastosowania tych
biokatalizatorow w obszarze zrownowazonej biotechnologii. Biotransformacje prowadzone
z wykorzystaniem cyjanobakterii stanowig alternatywe dla syntezy chemicznej, nie tylko
ze wzgledu na to, ze sa to procesy przyjazne dla Srodowiska, ale sa rdwniez oplacalne
ekonomicznie. W pracy skupiono si¢ na opracowaniu skutecznych metod pozwalajacych
na ocen¢ aktywnosci hydrolitycznej fotobiokatalizatoréw oraz podjeto proby sprawdzenia, czy
sa zdolne do prowadzenia reakcji typu redoks. Badania prowadzono na siedmiu szczepach
nalezacych do réznych grup taksonomicznych i roznigcych si¢ budowa morfologiczng.
Zastosowano trzy modelowe substraty, w tym mieszaniny racemiczne chiralnych:
octanu 1-fenyloetylu oraz epoksystyrenu w celu zbadania aktywnosci hydrolitycznej oraz
styren, aby sprawdzi¢ zdolno$¢ cyjanobakterii do prowadzenia reakcji redoks (uwodornienia,
hydroksylacji, czy epoksydacji). Udowodniono, ze aparat enzymatyczny sinic jest aktywny
wobec wigzania estrowego stosowanego ksenobiotyku, co moze wynika¢ z aktywnosci
hydrolaz estrow karboksylowych — (CEHs, EC 3.1.1). Zaproponowano nowy sposob
otrzymywania chiralnego alkoholu, acetofenonu i enancjomeru nieprzereagowanego substratu.
Wskazano szczepy ktore posiadaja najwigkszg aktywno$é biokatalityczng: Nostoc cf-muscorum
CCALA 129, Leptolyngbya foveolarum CCALA 76, Synechococcus bigranulatus CCALA 187
oraz Limnospira indica PCC8005. Badania zmienno$ci morfologii dostarczyly nieopisanej
dotad w literaturze (w przypadku szczepow innych niz z rodzaju Spirullina) informacji na temat
zmienno$ci morfologii — skrecalno$ci trychoméw w obrebie tego samego szczepu
na przestrzeni lat (dymorfizm), co zwiazane jest z hodowlg tych organizméw w warunkach
niefizjologicznych — laboratoryjnych. W przypadku szczepu Nostoc cf-muscorum CCALA 129
trychomy pochodzace z nowej hodowli sa zdecydowanie bardziej skrecone i krotsze. Mozna
zaobserwowa¢ z uplywem czasu rozprostowanie si¢ trychomow oraz ich wydtuzenie.
W przypadku dtuzej pasazowanego szczepu widoczne sg niezwigzane z filamentami
(trychomami) liczne heterocysty, ktore nie sg widoczne w takich duzych ilo$ciach w przypadku
tego samego szczepu pasazowanego krotszy czas. Roznice w morfologii rzutowaly na wyniki
procesow biotransformacji w réznorodny sposob w zaleznosci od szczepu — przyspieszaly badz
spowalnialy proces biotransformacji, co roéwniez miato odzwierciedlenie w wynikach
biotransformacji. W przypadku szczepu Kamptonema animale nowa wersja szczepu prowadzi
reakcje biotransformacji z wyzsza enancjoselektywnoscia (E = 5,2) niz szczep stary (E = 2,0)
dla stopnia przereagowania ok. 50%. Dla wszystkich prowadzonych proceséw obliczono



parametr E, ktory jest niezwykle istotny w przypadku rozdziatlu kinetycznego. Wykazano,
ze parametry takie jak: czas trwania biotransformacji, stezenie substratu, czy sposéb hodowli
majg znaczacy wptyw na jego warto$¢. W przypadku szczepu Nostoc cf-muscorum CCALA
129 uzyskano czysty alkohol: 1-(R)-fenyloetanol o doskonalym nadmiarze enancjomerycznym
do ee>99% dla nastgpujacych stgzen substratu: 2mM, 4mM do 6mM z wysoka
enancjoselektywnoscig, (E = 275). Wyniki te sg obiecujace pod wzgledem powigkszenia skali
procesu 1 zastosowania tego szczepu do produkcji chiralnych alkoholi. Dzieki zbadaniu
przebiegu reakcji rozdzialu kinetycznego ponizej 1 powyzej wartosci 50% stopnia
przereagowania, zaobserwowano, ze niektore szczepy rowniez utleniajg produkt hydrolizy
wigzania estrowego — fenyloetanol, do acetofenonu. Szczep Limnospira indica PCC8005
najefektywniej utleniat alkohol do acetofenonu — wspotczynnik konwersji po 72 godzinach
prowadzenia procesu wynosit 29%, natomiast w przypadku szczepu Nostoc cf-muscorum
CCALA 129 stopien konwersji po tym samym czasie trwania procesu wynosit 2%. Jest
to niezwykle wazna obserwacja i moze $wiadczy¢ o tym, ze W okreslonych warunkach reakcji
alkohol pojawiajacy si¢ w srodowisku hodowli wydaje si¢ by¢ zewnetrznym zrédtem protonow
i elektronow, co pozwalato na utrzymanie waznej dla fotobiokatalizatorow rownowagi redoks.
Szybko$¢ procesu utleniania byla rozna, co wskazuje, Ze dla kazdego szczepu trzeba prowadzié
oddzielne badania, by przesledzi¢ powstawanie produktow ubocznych biotransformacii.
Zbadano réwniez przezywalno$¢ biokatalizatora w warunkach biotransformacji w szerokim
zakresie stezen (1 mM — 50 mM). Badania z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;j
wykazaty bardzo wysoki zakres tolerancji badanego biokatalizatora wobec substratu, co jest
obiecujace nie tylko dla zwickszenia skali procesu, ale réwniez dla wykorzystania
cyjanobakterii w procesach ciaglych. Przeprowadzono badania sprawdzajace szybko$¢ procesu
biotransformacji w odniesieniu do powierzchni $wiatta padajacego na hodowlg — badania
te skorelowane byty rowniez z powigkszaniem skali procesu poprzez zwigkszanie stezenia
substratu do 50 mM maksymalnie. Jest to element krytyczny planowania procesu
biotransformacji ze wzgledu na to, ze efekt ten rozni si¢ dla poszczego6lnych biokatalizatorow
I powinien by¢ kazdorazowo sprawdzany dla kazdego szczepu. W przypadku zastosowanych
szczepOw rdznice te byly istotne dla szczepu Synechococcus bigranulatus CCALA 187
i zdecydowanie przyspieszaly proces — po 3 godzinach stopien konwersji procesu
prowadzonego w butelce hodowlanej byt o 19% wyzszy. Powyzej opisane podejscie badawcze
pozwolilo na zrealizowanie celu badan poprzez odpowiedni dobor warunkéw hodowli
i opracowanie protokotéw biotransformacji dla poszczegdlnych szczepow.



