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Biotransformacje zwigzkow fosforoorganicznych z zastosowaniem biokatalizatoréw

0 wlasciwosciach hydrolitycznych
Streszczenie

Obecna tendencja do udoskonalania proceséw przemystowych, redukcji kosztow, a takze
podnoszenie wymagan jakosciowych, srodowiskowych oraz bezpieczenstwa przemystowych
transformacji chemicznych, wzmocnita i zintensyfikowala prace nad transferem wynikow
badan biokatalitycznych do przemystu [1]. Procesy enzymatyczne zostaly w ostatnich
dekadach zaimplementowane w wielu galeziach przemystu chemicznego, spozywczego
i farmaceutycznego ze wzgledu na wysoka specyficznos¢, szybko$¢ dziatania enzymow,
atakze na oszczgdno$¢ surowcoOw, energii, odczynnikow i/lub wody w poréwnaniu do
konwencjonalnych procesow. [2] Biokataliza stata si¢ istotnym narzgdziem umozliwiajagcym
sprostanie rosngcym wymaganiom zielonej 1 zroéwnowazonej produkcji chemiczne;,
szczegblnie w przemysle farmaceutycznym, gdzie aktywno$¢ biologiczna zwigzkéw ma tak
duze znaczenie.

Jedng z istotnych, z uwagi na szerokie spektrum wiasciwosci biologicznych, grup
zwigzkow  wykorzystywanych w przemysle chemicznym s3 chiralne hydroksy-
i aminofosfoniany. Wykazuja one wlasciwosci antybakteryjne, antynowotworowe oraz
antywirusowe, a takze znalazly zastosowanie jako inhibitory enzymow oraz pestycydy [3-5].
Stanowig tez syntetyczng platform¢ do otrzymywania ro6znorodnych czynnikow
terapeutycznych. Chemiczna synteza ich optycznych izomerow jest kosztowna, pochtania
duzo czasu 1 nie jest przyjazna dla srodowiska, dlatego tez biotransformacje staja si¢ coraz
atrakcyjniejsza metoda otrzymywania tych zwigzkéw. Ze wzgledu na silng zaleznosé
aktywnosci zwigzkoéw fosfonowych od ich konfiguracji absolutnej, synteza optycznie
czystych enancjomerow tych zwigzkow jest wazna.

Substratami wykorzystywanymi w badaniach opisanych w niniejszej pracy byty pochodna
hydroksyfosfinianu — kwas 2-butyryloksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)octowy, oraz pochodne a-
aminofosfonianéw — kwas N-acetylo-1-aminoetanofosfonowy (Ala™Ac), kwas N-acetylo-1-
amino-2-metylopropanofosfonowy (Val™-Ac) i kwas N-acetylo-1-amino-1-
fenylometanofosfonowy (Phg’-Ac).



Kwas 2-butyryloksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)octowy jak i produkt jego hydrolizy
posiadaja w swojej budowie dwa centra stereogeniczne, co skutkuje wystepowaniem kazdego
z tych zwigzkow w postaci 4 izomerow. Dla uproszenia procesu biotransformacji na poczatku
prowadzonych badan podjeto proby chromatograficznego rozdzielenia diastereoizomerdow.
Mialo to na celu otrzymanie jednej pary enancjomerow kwasu 2-butyryloksy-2-
(etoksyfenylofosfinylo)octowego, ktora bylaby wykorzystana w reakcjach biotransformacji
prowadzacych do uzyskania enancjomerycznie czystych produktow. Przeprowadzone badania
nie pozwolity jednak na znalezienie wydajnej metody rozdziatu diastereoizomeréow kwasu 2-
butyryloksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)octowego. Uzyskano jedynie mieszaniny wzbogacone
0 jedng z par enancjomerow. Stosujac metode z wykorzystaniem jako eluentu mieszaniny:
octan etylu/n-heksan/2-propanol (5:4:1 v/v) otrzymano niewielkg ilo$¢ butyryloksypochodnej
z molowym stosunkiem diastereozimerow 1:0,042.

Kolejnym etapem prac byl skrining mikroorganizmow zdolnych do hydrolizy
testowanych zwiazkéw. Jako biokatalizatory zastosowano kilka szczepow grzybow
strzepkowych, drozdzy, bakterii wlasciwych oraz cyjanobakterii, a w przypadku a-
aminofosfoniandéw takze preparaty enzymatyczne.

Wsrod testowanych biokatalizatorow nie udalo si¢ znalez¢ takiego, ktory
hydrolizowalby wigzanie amidowe w badanych N-acylowych pochodnych kwaséw a-
aminofosfonowych. Mimo, ze lipazy nie sg powszechnie stosowane w hydrolizie wigzania
amidowego, posiadaja one w centrum aktywnym triade katalityczng zlozong z Ser-His-
Asp/Glu, podobng do triady proteaz serynowych, posiadajacych zdolno$¢ do hydrolizy
wigzania amidowego. Lipazy o aktywnosci amidazowej sg poszukiwane ze wzgledu na ich
wigksza, w porownaniu do proteaz, aktywnos$¢ oraz stabilnos¢ w trudnych warunkach
procesowych.

W badaniach przesiewowych dotyczacych hydrolizy kwasu 2-butyryloksy-2-
(etoksyfenylofosfinylo)octowego sposrdd testowanych biokatalizatorow aktywne okazaly sie
grzyby strzgpkowe oraz cyjanobakterie. Sinice jednak, nie hydrolizowaty testowanego
zwigzku enancjoselektywnie. Butyryloksyfosfinian okazat si¢ toksyczny wzgledem szczepow
Nostoc cf. muscorum oraz Nodularia sphaerocarpa juz w niskich stezeniach (3,2 mM)
substratu. Najlepsze wyniki, pod wzgledem zaré6wno stopnia przereagowania jak i nadmiarow
enancjomerycznych uzyskano dla calych komorek grzybow T. purpurogenus KKP 2512,
P.commune, F. oxysporum, A. fumigatus oraz T. purpurogenus KKP 2511. Grzyby

M. circinelloides, P. purpurogenum, P. crustosum, P. lipolityczne oraz P. funiculosum



rowniez wykazywaly zdolnos¢ do konwersji testowanego zwigzku, lecz z duzo nizszg
enancjoselektywnoscia.

Produkty biotransformacji badano z wykorzystaniem 'H oraz P NMR. W celu
rozdzialu sygnaléw pochodzacych od enancjomeréw zastosowano chiralne odczynniki
solwatujace — chining w przypadku hydroksyfosfinianéw oraz cyklodekstryne do oznaczania
nadmiaréw enancjomerycznych aminofosfonianow.

Dalsze badania dotyczace kwasu 2-butyryloksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)octowego
skupialy si¢ na optymalizacji warunkow procesowych reakcji biotransformacji oraz
powiekszaniu skali tego procesu. Produkcje lipaz mozna zwigkszy¢ na etapie fermentacji.
Sekrecja tych enzyméw uwarunkowana jest przez chemiczne warunki wzrostu takie jak sktad
medium hodowlanego, typ i1 stezenie zrodet wegla oraz azotu, a takze przez parametry
fizyczne takie jak pH, temperatura czy zawarto$¢ rozpuszczonego tlenu. Dodatkowo lipazy
mikrobiologiczne to w wiekszosci indukowane enzymy zewnatrzkomorkowe, ktérych
produkcja wzrasta w obecnosci lipidowego zrodla wegla. Dlatego tez zbadano wplyw
parametréw hodowli tj. zrédto wegla i azotu, dodatek induktorow syntezy lipaz oraz
suplementacja SDS, DMSO oraz Tween na aktywno$¢ wybranego biokatalizatora -
P. commune. Zastosowanie DMSO oraz olejow roslinnych pozwolito uzyskaé biokatalizatory
o najkorzystniejszych parametrach. Suplementacja (1 lub 2%) DMSO skutkowata wzrostem
zarowno wydajnosci jak 1 enancjoselektywnosci procesu — dla poditoza zawierajacego
1% DMSO stopien przereagowania wynosit 48%, a e.e. mieScilo si¢ w zakresie 43-75%.
Pozytywny wpltyw na czysto$¢ enancjomeryczng otrzymanych produktow mial réwniez
dodatek do medium hodowlanego niektorych olejow takich jak oliwa z oliwek, olej
stonecznikowy, Iniany oraz winogronowy.

Przeprowadzono réwniez badania majace na celu okreslenie wptywu roznych podioz
hodowlanych na aktywno$¢ grzyboéw P. commune w procesie biotransformacji kwasu 2-
butyryloksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)octowego. Sposrod badanych podtéz najbardzie;
efektywne okazaly si¢ media H1 oraz medium lipazowe (YEP) — stopien przereagowania
w reakcji hydrolizy z wykorzystaniem biomasy hodowanej na tych podlozach wynosit
odpowiednio 45% 1 54%. Biomasa hodowana na pozostatych podlozach wykazywata niska
aktywno§¢ — konwersja substratu nie przekraczata 21%. Biokatalizator hodowany na
wszystkich testowanych podlozach charakteryzowal sie niska enancjoselektywnoscig —
wartos$ci €.e. dla otrzymanych produktoéw nie przekraczaty 39%. Zaobserwowano réwniez, ze

aktywno$¢ lipolityczna badanych szczepow (pomiar szybkosci hydrolizy palmitynianu p-



nitrofenolu), ktéra byta uwarunkowana sktadem podtoza, nie wptywa na efektywnos$¢ procesu
biotransformacji kwasu 2-butyryloksy-2-(etoksyfenylofosfinylo)octowego.

Kolejnym badanym parametrem byta preinkubacja biokatalizatora, w warunkach
deficytu substancji odzywczych, przed etapem wlasciwej biotransformacji. W przypadku
P. commune zaobserwowano znaczacy wzrost enancjoselektywno$¢ reakcji (e.e. siegajace
90% oraz enancjoselektywnos¢ E 52,8) w poréwnaniu do reakcji z wykorzystaniem
biokatalizatora przygotowanego bez etapu glodzenia (e.e. oraz E siggajace odpowiednio 54%
oraz 3,5).

Przeprowadzone eksperymenty pozwolily na opracowanie procesu charakteryzujacego
si¢ wysoka wydajnos$cig i enanjoselektywnosciag. Wykorzystanie biomasy P. commune
hodowanej na podltozu H1 z dodatkiem oleju stonecznikowego i1 z zastosowaniem
preinkubacji biokatalizatora w warunkach deficytu substancji odzywczych przed etapem
biotransformacji skutkowalo 49% stopniem przereagowania substratu oraz nadmiarami
enancjomerycznymi w zakresie od 82-90%.

Do tej pory biokonwersj¢ fosfonianow prowadzono jedynie na skale laboratoryjna,
a powigkszanie skali eksperymentu bylo utrudnione, gltéwnie ze wzgledu na nature
stubstratow. Zwiazki te dzialaja jako inhibitory enzymow, co powoduje, ze biokonwersja
fosfonianow jest trudna do przeprowadzenia.

Na etapie powigkszania skali procesu zastosowano biokatalizatory w formie wolnych
oraz immobilizowanych komorek, a takze dwa okresowe systemy operacyjne — reaktor
Zciagglym  wytrzasaniem oraz  reaktor kolumnowy z  recyrkulacja medium
biotransformacyjnego. Dla szczepow T. purpurogenus KKP 2512, F. oxysporum, P. commune
opracowano protokoty efektywnej immobilizacji na piankach poliuretanowych. Natomiast
immobilizacja P. commune w alginianie wapnia okazata si¢ nieefektywna - zamkniecie
biokatalizatora w zelowej kapsulce utrudnitlo jego kontakt z substratem i skutkowato
obnizeniem wydajnosci procesu biotransformacji.

Eksperymenty prowadzone na skale laboratoryjng z zastosowaniem 3,2 mM (50 mg)
substratu, pozwolily na wyselekcjonowanie najbardziej aktywnych biokatalizatorow:
P.commune, T. purpurogenus KKP 2511, F. oxysporum oraz T. purpurogenus KKP 2512.
Nastepnie wykorzystano te szczepy w formie wolnych komorek w procesie z dwukrotnie
wyzszym stezeniem substratu (6,4 mM — 100 mg). W tych warunkach procesowych wszystkie
biokatalizatory wykazywaly wysokg aktywno$¢ i enancjoselektywnos¢, jednak dalsze

powiekszanie skali procesu do 32 mM stegzenia substratu (500 mg) okazato si¢ nieefektywne.



Spadek aktywnosci wolnych komoérek mogt by¢ spowodowany toksycznym dzialaniem
substratu.

W celu przezwyciezenia spadku aktywnosci biokatalizatora, cate komorki grzybow
zostaly zimmobilizowane na piankach poliuretanowych. Testowane szczepy F. oxysporum
i T. purpurogenus KKP 2511 wykazywaty nizsza aktywno$¢ niz wolne komorki. Natomiast
szczepy P.commune i T. purpurogenus KKP 2512 charakteryzowaly si¢ zadowalajaca
aktywnos$cig 1 stabilnoscig przy stgzeniu substratu 3,2 mM (stopien przereagowania oraz
nadmiary enancjomeryczny byty zblizone do proceséw z wolnymi komoérkami) jak i 6,4 mM.
Jednak dalsze powigkszanie skali procesu okazalo si¢ nieefektywne.

W celu zwigkszenia stopnia przereagowania dla proceséw z wysokimi stezeniami
substratu, zimmobilizowany biokatalizator (T. purpurogenus KKP 2512 oraz P. commune)
zastosowano jako wypehienie kolumny z ciagla recyrkulacja medium reakcyjnego. Taki
system wymuszal przeptyw medium przez pianki, co skutkowalo lepszym kontaktem
biokatalizatora z substratem. Proces w reaktorze ze zlozem upakowanym z recyrkulacja
medium reakcyjnego z zastosowaniem jako wypelnienia immobilizowanych komorek
P. commune, pozwolit na zhydrolizowanie testowanego zwiazku przy uzytym stezeniu 10,6
mM (500 mg) =ze stopniem przereagowania réwnym 56% oraz nadmiarami

enancjomerycznymi w przedziale 82-91%.
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