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Wykaz skrotow stosowanych w pracy

1-Phe — ang. 1-phenylalanine — 1-fenyloalanina;

2-0OG - ang. 2-oxoglutarate — 2-oksoglutaran;

2-PE — ang. 2-phenylethanol — 2-fenyloetanol;

5FU - ang. 5-fluorouracil — 5 fluorouracyl;

Ach — ang. Acetylcholine — Acetylocholina;

ADP — ang. Adenosine diphosphate — Adenozyno-5'-difosforan;

AIDS — ang. Acquired immunodeficiency syndrome — Zesp6t nabytego niedoboru odpornosci;

ATCC —ang. American Type Culture Collection — Amerykanska Kolekcja Kultur;

ATP — ang. Adenosine triphosphate — Adenozyno-5'-trifosforan;

APS — ang. Ammonium persulfate — Nadsiarczan amonu;

BCL - ang. Burkholderia cepacia lipase — lipaza z Burkholderia cepacia;

BHI — ang. Brain hearth infusion — Wyciag mézgowo-sercowy;

BHT — ang. 2,6-di-tert-butylphenol — 2,6-di-tert-butylofenol;

CAT - ang. Catalase — Katalaza;

CDK - ang. Cyclin-dependent kinases — Kinazy zalezne od cyklin;

CDP — ang. Chrysanthemyl diphosphate — Difosforan chryzantemylu;

CFU — ang. Colony-forming unit — Jednostka tworzgca kolonig;

CMK - ang. Cytidylate kinase — Kinaza cytydylanowa;

COX —ang. Cyclooxygenase — Cyklooksygenaza;

COX-2 ang. Cyclooxygenase-2 — Cyklooksygenaza-2;

CPL — ang. Carica papaya lipase — Lipaza z Melonowca wlasciwego;

CTP — ang. Cytidine triphosphate — Cytydyno-5'-trifosforan;

CYP450 — ang. Cytochrome P450 — Cytochrom P450;

DMAC — ang. Dimethylacetamide — Dimetyloacetamid;

DAPI — ang. 4’,6-diamidino-2-phenylindole — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol;

DMAPP — ang. Dimethylallyl diphosphate — Difosforan dimetyloallilu;

DMEM - ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Zmodyfikowane Podtoze Eagle Dulbecco;

DMF — ang. Dimethylformamide — Dimetyloformamid;

DMNT - ang. 4,8-dimethylnona-1,3,7-triene — 4,8-dimetylonona-1,3,7-trien;

DMSO - ang. Dimethylsulfoxide — Dimetylosulfotlenek;

DNA — ang. Deoxyribonucleic acid — Kwas deoksyrybonukleinowy;

DTT - ang. Dithiothreitol — Ditiotreitol;

DXR —ang. 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductase - Reduktaza 1-deoksy-D-ksylulozo-5-fosforanowa;
DXS - ang. 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase — Syntaza 1-deoksy-D-ksylulozo-5-fosforanowa;
ECACC —ang. European Collection of Authenticated Cell Cultures — Europejska Kolekcja Uwierzytelnionych
Kultur Komoérkowych;

EDS — ang. Energy Dispersive X-ray Spectroscopy — Spektroskopia rentgenowska z dyspersjg energii;

EFS — ang. Electrical field-stimulated — Stymulowane polem elektrycznym;

FDA — ang. Food and Drug Administration — Agencja Zywnosci i Lekow;

Fe'"(TFsPP)CI — ang. 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin iron (l11) chloride — 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorofenylo)porfiryna chlorku zelaza (III);

Fe'"'(TPP)CI — ang. Iron (II1) chloride 5,10,15,20-tetraphenylporphyrin — 5,10,15,20-tetrafenyloporfiryna
chlorku zelaza (111);

FGP — ang. Farnesylgeranyl phosphate — Farnezylogeranylo-fosforan;

FGPPS — ang. Farnesyl pyrophosphate synthase — Syntaza pirofosforanu farnezylu;

FPP — ang. Farnesyl pyrophosphate — Farnezylo-pirofosforan;

FPPS — ang. Farnesyl pyrophosphate synthase — Syntaza farnezylo-pirofosforanowa;

FTIR-ATR —ang. Fourier Transform Infrared - Attenuated Total Reflectance — Spektroskopia w podczerwieni
z transformacia Fouriera z ostabionym calkowitym odbiciem;

GABA-A — y-Aminobutyric acid type A — Kwas y-aminomastowy typu A;

GC-FID - ang. Gas chromatography — flame ionization detector — Chromatografia gazowa z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym;

GC-MS - ang. Gas chromatography — mass spectrometry — Chromatografia gazowa sprz¢zona ze
spektrometrig mas;

GcepE — ang. 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase gene — Gen kodujacy syntazg¢ Difosforan
4-hydroksy-3-metylobut-2-en-1-ylu;

GlcNAc — ang. N-acetylglucosamic acid — kwas N-acetyloglukozaminowy;

GGPPS - ang. Geranylgeranyl synthase — Syntaza geranylogeranylu;



GP - ang. Geranyl monophosphate — Monofosforan geranylu;

GPP — ang. Geranyl pyrophosphate — Geranylo-pirofosforan;

GPPS - ang. Geranyl pyrophosphate synthase — Syntaza geranylo-pirofosforanowa;

GR - ang. Glutathione reductase — Reduktaza glutationowa;

GSH - ang. Glutathione — Glutation;

GSHPx — ang. Glutathione peroxidase — Peroksydaza glutationowa;

H,OEP —ang. 2,3,7,8,12,13,17,18-octaethylporphyrin — 2,3,7,8,12,13,17,18-oktaetyloporfiryna;

H,TAIXPP - ang. 5,10,15,20-tetrakis[(4-allyloxy)phenyl]  porphyrin — 5,10,15,20-tetrakis[(4-
alliloksy)fenylo]porfiryna;

H,TFsPP-ang.5,10,15,20-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin-5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorofenylo)porfiryna;

H,TPP —ang. 5,10,15,20-tetraphenylporphyrin — 5,10,15,20-tetrafenyloporfiryna;
H,TPPOMe-ang.5,10,15,20-tetrakis(4-methoxyphenyl)porphyrin-5,10,15,20-tetrakis(4-
metoksyfenylo)porfiryna;

HDR - ang. 4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase — Reduktaza difosforanu 4-hydroksy-3-
metylobut-2-enylu;

HDS — ang. 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate synthase — Syntaza difosforanu 4-hydroksy-3-
metylobut-2-enylu;

HMG CoA - ang. S-Hydroxy p-methylglutaryl-CoA — 3-Hydroksy-3-metyloglutarylokoenzym A,

HS-CoA, CoA — ang. Coenzyme A — Koenzym A;

HSP90 — ang. 90 kDa Heat shock protein — Biatko szoku cieplnego o masie 90 kDa;

hTERT - ang. Catalytic subunit of telomerase — Katalityczna podjednostka telomerazy;

ICs0 — ang. Half maximal inhibitory concentration — Potowa maksymalnego stezenia hamujacego;

IDI — ang. Isopentenyl-diphosphate delta-isomerase — Delta-izomeraza izopentenylo-difosforanowa;

IgE — ang. Immunoglobulin E — Immunoglobulina E;

IL-1B — ang. Interleukin 1f — Interleukina 1f;

IL-6 — ang. Interleukin 6 — Interleukina-6;

iNOS — ang. Nitric oxide synthase — Syntaza tlenku azotu;

IPP — ang. Isopentenyl diphosphate — Difosforan izopentenylu;

IR —ang. Infrared — Swiatto podczerwone;

IspD — ang. 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase gene — Gen kodujacy 2-C-metylo-D-
erytrytol-4-fosforan cytydylotransferaze;

IspE — ang. 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol kinase gene — Gen kodujacy kinaze 4-
difosfocytydylo-2-C-metylo-D-erytrytolu;

IspF — ang. 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase gene — Gen kodujacy syntaze 2,4-
cyklodifosforan 2-C-metylo-D-erytrytolu;

IspG — ang. 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase gene — Gen kodujacy syntaze Difosforan
4-hydroksy-3-metylobut-2-en-1-ylu;

IUPAC — ang. International Union of Pure and Applied Chemistry — Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i
Stosowanej;

JNK — ang. c-Jun N-terminal kinases — Kinazy c-Jun N-koficowe;

LCST —ang. Lower critical solution temperature — Nizsza temperatura krytyczna roztworu,;

LDL — ang. Low-density lipoprotein — Lipoproteina o niskiej gestosci;

L-NAME - ang. NG-nitro-L-arginine methyl ester — Ester metylowy NG-nitro-L-argininy;

LPS — ang. Lipopolysaccharide — Lipopolisacharyd;

LPP — ang. Lavandulyl diphosphate — Difosforan lawandulilu;

LytB — ang. 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase gene — Gen kodujacy reduktaze Difosforan
4-hydroksy-3-metylobut-2-enylu;

LZO - Lotne zwiazki organiczne;

MAPK — ang. Mitogen-activated protein kinase — Kinazy biatkowe aktywowane mitogenami;

MBC — ang. Minimal bactericidal concentration - Minimalne st¢zenie bojcze bakterii;

MDA — ang. Malondialdehyde — Dialdehyd malonowy;

MEA — ang. Maltose agar — State podtoze maltozowe;

MEP — ang. 2-Methyl-D-erythritol 4-phosphate pathway — Szlak 4-fosforan 2-metylo-D-erytrytolu;

MIC — ang. Minimal inhibitory concentration — Minimalne st¢zenie hamujace;

MOGCCM - ang. Human anaplastic astrocytoma cell line MOGCCM - Linia ludzkich komoérek gwiazdziaka
anaplastycznego MOGCCM;

MPTP — ang. 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine — 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna;
MRNA — ang. Messenger Rybonukleic Acid — Matrycowy Kwas Rybonukleinowy;



MRSA - ang. Methicyllin-resistant Staphylococcus aureus — Metycylinooporne szczepy Staphylococcus
aureus;

MTBE - ang. Tert-methyl-butyl ether — Eter-tert-metylo-butylowy;

mTOR — ang. Mammalian target of rapamycin kinase — Ssaczy cel rapamycyny;

MTT — ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide — Bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-
ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy;

MVA — ang. Mevalonate pathway — Szlak mewalonowy;

NADP* -ang. Nicotinamide adenine dinucleotide  phosphate -  Fosforan  dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego;

NADPH - ang. Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate — Zredukowany fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego;

Nau5Ac — N-acetyl-D-neuraminic acid — Kwas N-acetylo-D-neuraminowy;

NCBI - ang. National Center for Biotechnology Information — Narodowe Centrum Informacji
Biotechnologicznej;

NF-kB — ang. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells — Czynnik jadrowy kB;

NMP — ang. N-methyl-2-pyrrolidone — N-metylo-2-pirolidon;

NMR — ang. Nuclear magnetic resonanse — Magnetyczny rezonans jadrowy;

NO — ang. Nitric oxide — Tlenek azotu;

NR —ang. Neutral Red — Czerwien obojetna;

NSCLC — ang. Non-small cell lung cancer — Niedrobnokomoérkowy rak phuc;

S6K — ang. Ribosomal kinase S6 — Rybosomalna kinaza S6;

SDS - ang. Sodium lauryl sulfate — Laurylosiarczan sodu;

SDS-PAGE - ang. Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis — Elektroforeza biatek
w warunkach denaturujacych;

SEM —ang. Scanning electron microscope — Skaningowy mikroskop elektronowy;

SOD - ang. SuperOxide Dismutase — Dysmutaza ponadtlenkowa;

STZ — ang. Streptozocin — Streptozocyna;

RNA —ang. Ribonucleic acid — Kwas rybonukleinowy;

ROS — ang. Reactive oxygen species — Reaktywne formy tlenu;

PAAS — ang. The phenylacetaldehyde synthesis pathway — Szlak syntezy fenyloacetalaldehydu;

PAC — ang. Paclitaxel — Paklitaksel;

PCMC — ang. Protein-coated microcrystals — Mikrokrysztaty powleczone biatkiem;

PCNA — ang. Proliferating cell nuclear antygen — Jadrowy antygen komorek proliferujacych;

PGE2 - ang. Prostaglandin E2 — Prostaglandyna-E2;

PI3K — ang. Phosphoinositide 3-kinase — Kinaza 3-fosfoinozytydu;

poliNIPAM — ang. Poly-N-isopropylacrylamide — Poli-N-izopropyloakrylamid;

PPL — ang. Lipase from porcine pancreas — Lipaza z trzustki §win;

PPIX(Me), — ang. Methyl ester derivative of protoporphyrin IX — Metyloestrowa pochodna protoporfiryny IX;
PPIX(OH), — ang. Hydroxyl derivative of protoporphyrin IX — Hydroksylowa pochodna protoporfiryny 1X;
PPIX[P(O)(OEt);]. — ang. Phosphonate derivative of protoporphyrin IX — Fosfonianowa pochodna
protoporfiryny IX;

PPi — ang. Pyrophosphate — Pirofosforan;

PTEN - ang. Phosphotensin homologue — Homolog fosfotensyny;

RPM — ang. Revolutions per minute — Obroty na minute;

T98G — ang. Human glioblastoma cell line T98G- Linia ludzkich komérek glejaka wielopostaciowego T98G;
TBARS —ang. Thiobarbituric acid — Kwas tioarbiturowy;

TEMED - ang. N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine — N,N,N’ N’-tetrametyloetylenodiamina;

TGF — ang. Transforming growth factor — Transformujacy czynnik wzrostu;

THF — ang. Tetrahydrofuran — Tetrahydrofuran;

TLC — ang. Thin-layer chromatography — Chromatografia cienkowarstwowa;

TMTT - ang. 4,8,12-trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraene — 4,8,12-trimetylotrideka-1,3,7,11-tetraen;

TNF-a — ang. Tumor necrosis factor a.— Czynnik martwicy nowotworu-a;

TPS — ang. Terpene synthases — Syntazy terpenowe;

Tris — ang. 2-amino-2- (hydroxymethyl) propan-1,3-diol — 2-amino-2-(hydroksymetyl)propan-1,3-diol;

TSB — ang. Tryptose-soy bullion — Bulion tryptozowo-sojowy;

TTC —ang. 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride — Chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy;

U — ang. Unit — Jednostka aktywnos$ci enzymu;

USD — ang. United States Dollar — Dolar amerykanski;

UV-VIS — ang. UV-Visible — Swiatlo UV i widzialne;

WHO — ang. World Health Organisation — Swiatowa Organizacja Zdrowia;



ychB — ang. 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol kinase gene — Gen kodujgcy kinaze
4-difosfocytydylo-2-C-metylo-D-erytrytolu;

ygbP — ang. 4-diphosphocytidyl-2-C- methylerythritol synthetase gene — Gen kodujacy syntetaze
4-difosfocytydylo-2-C-metyloerytrytolu;

ZnTPP — ang. Zinc (1) tetraphenylporphyrin — Tetrafenyloporfiryna cynku (11);

ZnTPyP —ang. 5,10,15,20-tetra (4-pyridyl) zinc porphyrin — 5,10,15,20-tetra(4-pirydylo)porfiryna cynku.



Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku polskim

Terpeny sa najliczniejsza klasg naturalnych zwigzkéw wystepujacych na Ziemi. Od
dawna sg chetnie wykorzystywane przez ludzi jako zwigzki smakowo-zapachowe
i lecznicze. Wérdd nich, alkohole terpenowe, wykazuja szeroki potencjat terapeutyczny
w leczeniu wielu choréb. Modyfikacja struktury alkoholi terpenowych z wykorzystaniem
bezpiecznych, selektywnych i zrownowazonych metod biokatalitycznych moze prowadzi¢
do otrzymania nowych produktow 0 potencjalnie zwickszonej aktywnosci terapeutyczne;.

W ramach niniejszej pracy przeprowadzono estryfikacj¢ alkoholi terpenowych
z uzyciem grzybni o aktywnos$ci lipolitycznej, a takze transformacje¢ fotokatalityczna
z wykorzystaniem porfiryn jako biomimetykéw enzyméw. W badaniach dowiedziono, ze
liofilizowana grzybnia psychrofilnego grzyba Chrysosporium pannorum A-1 jest wydajnym
katalizatorem estryfikacji pierwszorzedowych alkoholi terpenowych 1 kwasow
karboksylowych. Zoptymalizowano warunki otrzymywania biokatalizatora w wyniku czego
zwigkszono znaczaco aktywno$¢ biokatalityczng grzybni oraz wydajno$¢ uzyskiwanej
biomasy. Zoptymalizowano rowniez proces estryfikacji, ktory zachodzi z najwigksza
wydajnoscig w heksanie zawierajacym 3% w/v biokatalizatora, z dwukrotnym nadmiarem
alkoholu do kwasu w 30-40°C. Dowiedziono, ze liofilizowana grzybnia C. pannorum A-1
moze by¢ wykorzystana w minimum 7 cyklach katalitycznych i zachowuje ponad 80%
aktywnos$ci po rocznym przechowywaniu w -20°C. Z kolei, sposrod badanych alkoholi
terpenowych tylko myrtenol ulega biomimetycznej oksydacji przy uzyciu porfiryn
w uktadzie fotokatalitycznym. Transformacja myrtenolu do tlenku myrtenalu zachodzi
z najwigksza wydajnoscia w chloroformie przy 0,1 M stezeniu substratu, 0,1-0,2 mM
stezeniu tetrafenyloporfiryny (H2TPP) w 25°C. Zaproponowano takze, ze mechanizm
fotoutlenienia myrtenolu, jest $cisle powigzany z tworzeniem si¢ dikationu porfiryny i opiera
sie na konkurencyjnym udziale reaktywnych form tlenu: tlenu singletowego (*O2) oraz
rodnikéw tlenowych. Badania aktywnos$ci biologicznej produktéw biokatalizy alkoholi
terpenowych na ludzkich liniach komorek glejaka oraz w testach antymikrobiologicznych
wskazuja, ze niektore produkty biokatalizy wykazuja wyzsza aktywnos$¢ biologiczng niz ich

alkoholowe prekursory.

Stowa kluczowe: Biokataliza; terpeny; alkohole terpenowe; Chrysosporium pannorum;
optymalizacja; estryfikacja; porfiryny, 5,10,15,20-tetrafenyloporfiryna (H>TPP); kataliza

biomimetyczna; aktywnos$¢ biologiczna.
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Streszczenie i stowa kluczowe w jezyku angielskim

Terpenes are the most numerous class of natural compounds on Earth. They have long
been eagerly used by humans as flavour and medicinal compounds. Among them, terpene
alcohols show broad therapeutic potential for treating many diseases. Modification of the
structure of terpene alcohols using safe, selective and sustainable biocatalytic methods can
lead to development of new products with potentially enhanced therapeutic activity.

In the present study, terpene alcohols were esterified using mycelium with lipolytic
activity and photocatalytic transformation was carried out using porphyrins as enzyme
biomimetics. The study proved that the lyophilized mycelium of the psychrophilic fungus
Chrysosporium pannorum A-1 is an efficient catalyst for the esterification of primary
terpene alcohols and carboxylic acids. The conditions for obtaining the biocatalyst were
optimized, which significantly increased the biocatalytic activity of the fungus and the yield
of the obtained biomass. The esterification process was also optimized; it exhibited the
highest efficiency in hexane containing 3% wi/v of the biocatalyst with a twofold excess of
alcohol to acid at 30-40°C. It has been proved that freeze-dried mycelium of C. pannorum
A-1 can be used in a minimum of 7 catalytic cycles and retains more than 80% of activity
after one-year storage at -20°C. In contrast, among the terpene alcohols studied, only
myrtenol undergoes biomimetic oxidation using porphyrins in a photocatalytic system.
Transformation of myrtenol to myrtenal oxide occurs with the highest efficiency in
chloroform at the 0.1 M substrate concentration and the 0.1-0.2 mM tetraphenylporphyrin
(H2TPP) concentration at 25°C. It was also proposed that the mechanism of photooxidation
of myrtenol is closely related to the formation of porphyrin dication and is based on the
competitive participation of the reactive oxygen species: singlet oxygen (*O2) and oxygen
radicals. Studies of the biological activity of biocatalysis products of terpene alcohols on
human glioma cell lines and in antimicrobial assays indicate that some biocatalysis products

show higher biological activity than their alcoholic precursors.

Key words: Biocatalysis; terpenes; terpene alcohols; Chrysosporium pannorum;
optimization; esterification; porphyrins; 5,10,15,20-tetraphenylporphyrin  (H2TPP);
biomimetic catalysis; biological activity.
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1. Wstep

1.1. Charakterystyka terpenéw

Terpeny stanowig najwicksza klas¢ zwiazkéw chemicznych wystepujacych w naturze
(Zhou i Pichersky, 2020). Nazwa ,terpen” pochodzi od greckiej nazwy drzewa
terebintowego ,,seqébuimhoc”, Pistachia terebinthus, ktoérego bogata w terpeny zywica
stosowana byla przez ludzi na Bliskim Wschodzie w leczeniu wielu chorob (Pichersky
1 Raguso, 2018). Glownie syntetyzowane sa przez rosliny, ale w mniejszym stopniu takze
przez bakterie glebowe, grzyby czy owady (Gershenzon i Dudareva, 2007, Weng i in., 2012).
Zwiazki terpenowe s3 mocno zrdéznicowanymi 1 ztozonymi czasteczkami, z ktorych
najcze$ciej wystepuja monoterpeny (C10), seskwiterpeny (C15) i diterpeny (C20)
(Christianson, 2017). Lotne terpeny o masie czasteczkowej mniejszej niz 300 Da sg
zaangazowane w interakcje roslina-srodowisko oraz, do pewnego stopnia, w reakcj¢ na stres
abiotyczny (Boncan, 2020). Monoterpeny odgrywaja takze istotng role w biosyntezie
politerpendw, saponin, zywic, plastochinonéw, ubichinonéw, karotenoidow, steroli,
fitoaleksyn, regulatoréw i hormondéw wzrostu roslin (Pichersky i Raguso, 2018). Terpeny
i terpenoidy (utlenione analogi terpenéw) wykazuja szerokie spektrum aktywnos$ci
biologicznej, m.in.: majag dzialanie przeciwnowotworowe,  przeciwwirusowe,
przeciwbakteryjne czy przeciwzapalne (Pereira i in., 2019, Raz i in., 2020). Rocznie zuzywa
si¢ ok. 3 miliony ton terpenéw w roznych galeziach przemystu, gldwnie perfumeryjno-
kosmetycznym i spozywczym ze wzglgdu na unikatowe wlasciwosci smakowo-zapachowe.
(Singh i Sharma, 2015). Istotng cechg terpendéw jest ich potencjal w zastosowaniu jako
biopaliwo ze wzgledu na optymalng lepko$¢ 1 wysoka gesto$¢ energetyczng (Beller
i in., 2015, Mewalal i in., 2017, Peralta-Yahya i in., 2011), oraz jako biomaterialy, zywice
przemystowe 1 powtoki ochronne (Mosquera i in., 2021). Monoterpeny, w szczegolnosci
a-, B-pinen i R-(+)-limonen, sa cennymi prekursorami do syntezy wielu
wysokowartosciowych zwigzkow chemicznych ze wzgledu na podobny szkielet weglowy,
szerokg dostepno$¢ i niska cene (Bicas 1 in., 2009). Pomimo licznych badan nad tg grupa
zwigzkow nadal pozostaje ograniczona wiedza na temat charakterystyki biochemicznych
elementow odpowiedzialnych za produkcje terpenoidéow (np. cyklazy terpenowej
I cytochromu P450) oraz aktywnosci biologicznej konkretnych, pojedynczych zwigzkow,
szczegolnie tych wystepujacych w olejkach eterycznych w niskich stgzeniach (Bian i in.,

2017).
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1.1.1. Biosynteza

Wszystkie zwigzki terpenowe sg syntetyzowane z dwoch 5-weglowych prekursorow
difosforanu izopentenylu (IPP) i jego enzymatycznie przeksztatlconego izomeru difosforanu
dimetyloallilu (DMAPP). IPP i DMAPP sg produktami dwodch niezaleznych szlakow
metabolicznych — szlaku mewalonowego (MVA) i 4-fosforan 2-metylo-D-erytrytolu (MEP)
(okreslanego jako szlak Rohmera) (Vranovaiin., 2013). Szlak MV A zostal odkryty w latach
50. XX wieku przez Lynena, Blocha i Cornfortha i wystepuje w cytozolu ro$lin, u zwierzat,
grzybow, archeondéw oraz nielicznych bakterii. Szlak MEP zachodzi w plastydach ro$lin,
zielonych algach i1 wiekszosci bakterii. Odkryty zostat przez Lichtenthalera, Rohmera,
Argoni i Seto na przetomie XX i XXI wieku. Pomimo réznic w czasteczkach wyjsciowych
I samego przebiegu szlakow MV A i MEP, produktami sg te same czasteczki IPP i DMAPP
(Ryc. 1). W kolejnych etapach syntezy terpenow IPP i DMAPP ulegaja przegrupowaniu,
kondensacji 1 reakcjom cyklizacji, dajac rozne klasy terpenéw (Ninkuu i in., 2021, Block

iin., 2019, Zhao i in., 2013).
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Strukturalna réznorodnos$¢ zwiazkoéw terpenowych wynika z duzej liczby enzymow
nalezacych do rodziny syntaz terpenowych (TPS) katalizujacych syntezg terpenow.
Standardowo, IPP i DMAPP ulegaja kondensacji typu ,,glowa-ogon” przy udziale syntazy
geranylo-pirofosforanowej (GPPS) i syntazy farnezylo-pirofosforanowej (FPPS),
w wyniku czego powstaje geranylo-pirofosforan (GPP) (prekursor (C10) monoterpenow)
i farnezylo-pirofosforan  (FPP) (prekursor (C15) seskwiterpenow). Syntaza
geranylogeranylu (GGPPS) i syntaza pirofosforanu farnezylu (FGPPS) katalizuja reakcje
syntezy  geranylogeranylo-fosforanu  (GGPP)  (prekursora (C20) diterpenow)
I farnezylogeranylo-fosforanu (FGPP) (prekursora (C25) sesterpenéow) (Ryc. 2). Rodzina
syntaz terpenowych katalizuje takze cyklizacje prekursorow GPP, FPP, GGPP 1 FGPP oraz
reakcje przegrupowania karbokationu, czego efektem jest synteza roznych klas terpenoidow

(Chang, 2013, Voller, 2019, Wang i in., 2019).
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Rycina 2. Biosynteza r6znych klas terpenow z IPP i DMAPP (Ninkuu i in., 2021, zmodyf.)

Ze wzgledu na roznice strukturalne 1 chemiczny mechanizm poczatkowego tworzenia

karbokationu, kanoniczne roslinne syntazy terpenowe podzielono na dwie klasy, TPS typu
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I'i TPS typu Il (Christianson, 2017). Syntazy typu | wytwarzaja karbokation allilowy przez
uwalnianie difosforanu z odpowiedniego difosforanu izopentenylu. Zawieraja one
charakterystyczny, bogaty w asparaginian motyw DDxx(D,E) w C-koncowej domenie a,
ktory wigze poprzez mostki Mg?* czesé difosforanowa substratu, aktywuje wiazanie C—O
1 promuje powstawanie karbokationu. Syntazy typu II zawierajga motyw DxDD
w N-koncowej domenie B, ktory odgrywa kluczowa role we wnece katalitycznej
w protonowaniu tréjpodstawionej olefiny w celu wytworzenia karbokationu. Enzymy | typu
sg gldwnie odpowiedzialne za biosyntez¢ stosunkowo mniejszych zwigzkow terpenowych
ztozonych z 5 do 20 atoméw wegla, podczas gdy enzymy typu II syntetyzujg terpeny
sktadajace si¢ z 30 i 40 atomow wegla (Stepanova i in., 2020).

Roslinne TPS sktadaja si¢ z dwoch (a, B) lub trzech domen (a, B 1 y), ktére wystepuja
w kolejnosci y, B 1 a od N-konca do C-konca (w niektorych syntazach wystepuje delecja
jednej lub kilku domen). Bakteryjne i grzybowe syntazy terpenowe charakteryzuja sie z kolei
mniejszg wielkoscig i w wiekszosci sktadajg si¢ tylko z domeny o (Jia i in., 2018).

Ponadto w modyfikacje i synteze zwigzkow terpenowych sg zaangazowane takze inne
enzymy nienalezace do rodziny syntaz terpenowych, np. metylotransferazy, hydrolazy
Nudix, oksydoreduktazy cytochromu P450 czy dehydrogenazy zalezne od NAD+ (Rudolf
i Chang, 2020, Zhou i Pichersky, 2020, Oldfield i Lin, 2012). W lawendzie (Lavandula
X intermedia) syntaza difosforanu lawandulilu (LiLPPS) katalizuje kondensacj¢ typu
»Zlowa-srodek” dwoch jednostek DMAPP do difosforanu lawandulilu (LPP, C10), ktory jest
prekursorem lawandulolu (alkoholu terpenowego) (Demissie i in. 2013). Inna kondensacja
dwoch czasteczek DMAPP, katalizowana przez syntazg difosforanu chryzantemylu (CDS)
prowadzi do difosforanu chryzantemylu (CDP), zwiazku posredniego dalszych etapoéw
syntezy pyretryny, najpowszechniej stosowanego pestycydu pochodzenia roslinnego. CDS
pierwotnie wyizolowano i scharakteryzowano z wrotycza (Tanacetum cinerariaefolium)
I szatwii (Artemisia tridentate ssp. spiciformis) nalezacych do rodziny astrowatych. Enzym
plastydowy CDS nalezy do rodziny genow trans-prenylotransferazy i jest strukturalnie
oraz ewolucyjnie spokrewniony z FPPS (Xu i in., 2018, Hemmerlin i in., 2003, Lee i in.,
2017). W 2015 roku odkryto nowy niezalezny od TPS szlak syntezy monoterpenéw u rdzy
(Rosa x hybrida). Magnard i in. (2015) wykazali, ze r6zana hydrolaza Nudix RhNudx1
odszczepia grupe fosforanows 3 czasteczki GPP, w wyniku czego powstaje monofosforan
geranylu (GP), ktory nastepnie zostaje przeksztalcony w geraniol przez druga, dotychczas

nieznang fosfataze. Dowodem na udziat hydrolazy Nudix w syntezie geraniolu byt
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eksperyment na transgenicznych liniach r6zy RNAi-RhNudx1, ktory wykazat, ze obnizona
ekspresja hydrolazy skutkuje nizszym stezeniem geraniolu.

Oprocz terpenéw o regularnej wielkosci sktadajacych si¢ z wielokrotnej liczby
piecioweglowych jednostek izoprenowych, rosliny syntetyzujg rowniez homoterpeny (nor-
terpeny), na drodze degradacji zwyklych terpendéw. Przykltadem homoterpendow sa 4,8-
dimetylonona-1,3,7-trien (DMNT, C11) i 4,8,12-trimetylotrideka-1,3,7,11-tetraen (TMTT,
C16) emitowane przez wiele roslin w odpowiedzi na atak roslinozercow i patogendw.
DMNT i TMTT powstajg w wyniku oksydacyjnej degradacji (E)-nerolidolu (seskwiterpen)
I (E,E)-geranylolinalolu (diterpen) katalizowanej przez monooksygenazy cytochromu P450
(Sohrabi i in., 2015).

1.1.2. Rola biologiczna w naturze

Terpenoidy sa obecne we wszystkich organizmach zywych, jednak to w ro$linach
zielonych, a zwlaszcza kwitngcych, wystepuje ich najwigksza liczba. Zdecydowana
wiekszos$¢ zwigzkow terpenowych wystepuje tylko w konkretnych gatunkach ro$lin, dlatego
nazywane sg terpenoidami wyspecjalizowanymi lub wtoérnymi. Kilkaset terpenoidow,
uniwersalnych dla wszystkich lub zdecydowanej wigkszosci roslin, definiowane sg jako
terpenoidy pierwotne (Pichersky i Raguso, 2018).

Zwiazki terpenowe pierwotne odgrywaja rol¢ hormonoéw, sktadnikow kompleksow
przenoszenia elektronow, czynnikow modyfikujacych biatka i przeciwutleniaczy oraz
determinuja ptynnos$¢ bton. Uwaza sig, ze funkcje terpenoidow pierwotnych ewoluowaty na
poczatku genezy ros$lin zielonych (Heiling i in., 2010). Terpeny to zwiazki wysoce
hydrofobowe. Stanowiag gléwny sktadnik bton komoérkowych archeonéw niesyntetyzujacych
kwasow thuszczowych. Plynnos¢ bton komoérkowych zarowno u zwierzat, jak 1 roslin
powigzana jest ze specyficznym st¢zeniem steroli triterpenowych (Zhou i in., 2015).
Niezwykle istotne znaczenie ma grupa prenylowa, ktora odpowiada za kotwiczenie bialek
1 innych zwigzkoéw chemicznych do btony komorkowej. Poprzez grupe prenylowa
zakotwiczone sg ubichinon 1 plastochinon, elementy tancucha oddechowego. Funkcja
terpenéw pierwotnych jest takze absorpcja promieniowania wysokoenergetycznego
1 wolnych rodnikéw, ktéra jest mozliwa dzieki obecnos$ci wigzan podwojnych w czasteczce
terpenu. Taka funkcje ochronng wykazuja m.in. karotenoidy ulokowane w aparacie
fotosyntetycznym (Velikova 1 in., 2015). Duzy potencjat rdéznorodnych struktur
terpenoidowych spowodowal zaangazowanie tych zwigzkow do pelnienia roli hormonow

rozpoznawanych przez okre$lone receptory. Do terpenowych hormonéw roslin naleza
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gibereliny, cytokininy, auksyny i strigolaktony. Co istotne, w roslinie istnieje wiele form
kazdego rodzaju hormondéw powstatych w wyniku réznych reakcji modyfikacji, takich jak
utlenienie, redukcja, metylacja czy estryfikacja. Powoduje to modulacje sity sygnatu
1 precyzyjne dostrojenie odpowiedzi rosliny (Pichersky i Raguso, 2018).

Terpeny specyficzne dla konkretnych gatunkéw pojawity si¢ w trakcie ewolucji roslin
zielonych. Maja one istotne znaczenie w ekologicznych interakcjach ro$lin z biotycznymi
1 abiotycznymi elementami $rodowiska. Glownie pelnig funkcje obronng przed
roslinozercami i patogenami — czy to bezposrednio jako toksyny lub repelenty, czy tez
posrednio poprzez przyciaganie drapieznikéw lub pasozytéw roslinozercow (Kessler i Heil,
2011). Sg réwniez zwigzkami sygnatowymi w mikoryzie oraz migedzy ro$ling a zapylaczami
(Heiling i in., 2010). Jednoznaczne okreslenie roli, jaka spelnia konkretny zwigzek
terpenowy w roSlinie, jest niezwykle trudne ze wzgledu na ogromng réznorodno$¢ tych
zwigzkow w roslinie, a nawet w jednym organie. Dlatego wigkszo$¢ funkcji ekologicznych
terpendéw wtornych nie zostata jeszcze poznana (Pichersky i Raguso, 2018).

W interakcji miedzy ro$ling a roslinozerca posrednicza lotne zwigzki organiczne
(LZO), wsrod ktorych znaczna czg$¢ to terpenoidy. Emitowane LZO moga wykazywaé
jednoczes$nie wlasciwosci toksyczne, odstraszajace lub wabigce w zaleznosci od odbiorcy
sygnatu (Boncan i in., 2020). Olejki eteryczne cynamonu i1 gozdzikéw wykazuja dziatanie
toksyczne i odstraszajagce wobec wotka zbozowego (Sitophilus granarius), powaznego
szkodnika zbdz. Oprocz tych dwoch olejkéw eterycznych dziatanie toksyczne wykazuja
takze eugenol, tlenek kariofilenu, a-pinen, a-humulen i a-felandren (Plata-Rueda i in.,
2018). Wykazano, ze doroste osobniki Paropsisterna tigrina powoduja mniej uszkodzen
w drzewie herbacianym (Melaleuca alternifolia) w obecnosci wysokiego st¢zenia
terpinolenu (Bustos-Segura i in., 2015). LZO zawierajace te same terpenoidy dzialajg
przyciagajaco lub odpychajaco na muszke ryzowa (Orselia oryzivora) w zaleznos$ci od ich
stezenia (Ogah 1 in., 2016). Tabela 1 przedstawia aktywno$¢ ros§linnych terpenéw wobec

wybranych owadow.
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Tabela 1. Aktywno$¢ terpendw wobec wybranych owadow

Gatunek ro§liny Rodzaj terpenu Owad Dzialanie Zrédlo
Stor_czykl 1,8-cineol Pszczola Atraktant Dodson i in., 1969
tropikalne storczykowa

a-farnezen,
- germakren D, Pszczota Nieuwenhuizen i
Kiwi (E)-p-ocymen, miodna Atraktant in., 2009
(Z,E)-a-farnezen
Lepnica biala Lilial Motyl nocny Atraktant Détterl i in., 2006
. . . Sygnat dla zapylaczy
Figa Lmalg!, Ii:1r2r<1)nen ' Osa do identyfikacji etapu  Chen i Song, 2008
P kwitnienia
B-myrcen,
Mimulus lewisii D-limonen i Trzmiel Atrakt;gt kgr;l;retnych Byersiin., 2013
(E)-B-ocymen pylaczy
Przyciaga pasozyty
sktadajace jaja w
Kapustowate 1,8-cineol Barylkarz gasienicach Ahujaiin., 2010
bieliniak .
okreslonych
ro§linozercow
Pomidor i tyton B-ocymen . Ms_zyca Obronne prz_ed Cascone i in., 2015
ziemniaczana mszycami
[-trans-ocymen, Odstraszajace s
Lawenda R-(+)-limonen Mszyce szkodniki Liiin., 2019
D ziatanie Da Costa i in.,
antybiotyczne wobec 1971 Balkema-
Ogorek siewny Kukurbitacyna Przg¢dziorek przedziorka; atraktant B ' S
oomstra i in.,
wobec chrzaszczy
. 2003
ogorkowych
(E)-2,6-dimetylo-
6,8-nanadien-4-on,
(E)-2,6-dimetylo- Atraktant
. . 2,6,8-nonatrien-4- . parazytoidow do Wegener i in.,
Wiaz pospolity oni Bleskotki atakowania jaj 2001
(R,E)-2,3-epoksy- chrzaszczy
2,6-dimetylo-6,8-
nonadien

Oproécz bezposredniego dzialania na insekty, terpenoidy wykazuja takze aktywno$¢
stymulujaca naturalng odporno$¢ roslin, czyli dzialaja jako elicytory. Nadekspresja
B-ocymenu w pomidorze powodowata wysokie uwalnianie salicylanu metylu i cis-3-heksen-
1-olu, ktore z kolei uposledzaty rozwoj i reprodukcje mszyc (Cascone i in., 2015).

Terpeny roslinne odgrywaja rowniez wazng rol¢ w odporno$ci na choroby
wywotywane przez grzyby i bakterie. Saponiny triterpenoidowe to glikozydy terpenowe
o wlasciwos$ciach detergentow, ktore sg toksyczne dla grzybow ze wzgledu na zdolnos$¢ do
kompleksowania steroli w btonach grzybow, co prowadzi do utraty integralnosci blony
(Morrissey i Osbourn, 1999). Mutanty gatunku owsa (Avena strigosa), ktore nie wytwarzaja
saponin, maja znacznie obnizong odporno$¢ na patogeny grzybowe w porownaniu do linii

typu dzikiego (Papadopoulou i in., 1999).
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W krolestwie zwierzat, zwlaszcza u owadow, zwigzki terpenowe réwniez wykazuja
funkcje ochronne. Przypisanie takiej roli tym zwigzkom jest znacznie tatwiejsze niz
w przypadku roslin ze wzgledu na bezposrednie rozpylanie zwigzkéw lotnych na wrogow.
Terpenowe wydzieliny ochronne obejmuja monoterpeny irydoidowe chrzaszczy lisciastych
oraz lepka mieszaning ztozona z mono-, seskwi- i diterpendw wydzielang przez termity
(Gershenzon i Dudareva, 2007).

W $wiecie organizméw morskich, takich jak glony, gabki, koralowce, mi¢czaki czy
ryby, terpeny takze wykazuja dziatanie obronne. Kaulerpenyna, acetylowany
seskwiterpenowy sktadnik alg zielonych, chroni je przed jezowcem morskim. Zwigzek ten
oraz niektore diterpeny alg morskich sg przechowywane w postaci polioctandw i sg
przeksztalcane w reaktywne 1,4-dialdehydy przez esterazy w momencie zranienia tkanki
(Erickson i in., 2006, Paul i van Alstyne, 1992).

1.2. Biokataliza

1.2.1. Definicja biokatalizy i rodzaje stosowanych biokatalizatorow

Biokataliza odnosi si¢ do wykorzystania catych komoérek mikroorganizméw lub
izolowanych z nich konkretnych enzymdéw w reakcjach katalitycznych. Biokataliz¢ mozna
podzieli¢ na dwa rodzaje (Ryc. 3). Pierwszy obejmuje fermentacje, wsrod ktorych mozna
wydzieli¢ dwa podrodzaje — fermentacj¢ de novo i prekursorowa. Synteza de novo
charakteryzuje si¢ wykorzystywaniem prostych zwigzkow organicznych (np. glukozy) przez
mikroorganizmy, zar6wno do wzrostu komorek, jak 1 do reakcji biokatalitycznej
prowadzacej do otrzymania pozadanego metabolitu. Fermentacja prekursorowa obejmuje
otrzymywanie metabolitow na drodze konwersji substratéw o podobnym szkielecie
weglowym 1 zwykle w tym konteks$cie okresla si¢ jg terminem biotransformacja. Maszyneria
metaboliczna komorki wykorzystywana jest do regeneracji wymaganych kofaktorow. Do
fermentacji prekursorowych mozna zaliczy¢ reakcje utleniania i redukcji, np. hydroksylacje
steroidow czy redukcje ketonow. Drugi rodzaj biokatalizy obejmuje uzycie konkretnych,
wyizolowanych i oczyszczonych enzymoéw lub komoérek martwych czy tez w fazie
spoczynku, ktore zawieraja enzym. W przeciwienstwie do fermentacji, synteza enzymow
1 konwersja enzymatyczna sg niezalezne. Dezaktywowane enzymy muszg by¢ zastgpowane
nowymi, przez co konieczne jest zaprojektowanie systemu regeneracji kofaktoréw (Sheldon
i Brady, 2018).
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PN

Komorki rosngce Komorki martwe
(Fermentacja) 1 spoczynkowe
Fermentacja ~ Fermentacja Cgle komérki Wolne enzymy
de novo prekursorowa zawierajgce enzym

Regeneracja kofaktorow
1 enzymow in vivo

Rycina 3. Podziat biokatalizy (Sheldon i Brady 2018, zmodyf.)

W ciggu kilku ostatnich lat biokataliza stala si¢ integralng cze$cia procesow
technologicznych w wielu gateziach przemystu, szczegolnie farmaceutycznym. Pozwala ona
na bardziej ekologiczng, zrownowazong i tanszg produkcje w poroéwnaniu do syntezy
chemicznej (Sheldon i Woodley, 2018). Biokatalizatory, w poréwnaniu z innymi
technologiami chemicznymi, takimi jak chemokataliza, maja kilka zalet. Przede wszystkim
w naturze dostgpna jest szeroka pula réznorodnych biokatalizatoréw, przy czym metody
inzynierii genetycznej dodatkowo pozwalajg na modulacje ich aktywnosci katalityczne;.
Ponadto zwigkszenie skali produkcji biokatalizatora jest proste i przewidywalne dzigki
wykorzystaniu surowcéw odnawialnych, co pozwala na uniezaleznienie proceséw od
zawirowan geopolitycznych, jak ma to miejsce w procesach wykorzystujacych katalizatory
z metali szlachetnych. Gléwng zaletg biokatalizatorow jest ich chemo-, regio-, diastereo-
1 enancjoselektywnos¢, ktora czesto pozwala na skrocenie szlaku syntezy poprzez
niestosowanie grup ochronnych, unikanie tworzenia produktow ubocznych i1 rozdziatu
mieszanin racemicznych. Jednak z drugiej strony selektywno$¢ biokatalizatora bywa
ograniczeniem ze wzgledu na niewielki zakres substratow, przez co kazdy substrat wymaga
biokatalizatora o odpowiednich wlasciwosciach katalitycznych (aczkolwiek znane sa
enzymy o szerokiej specyficznosci substratowej). Ponadto wada biokatalizatorow jest ich
stosunkowo duza wrazliwo$¢ na warunki stosowane w procesach przemystowych, dlatego
konieczne jest zwickszenie ich stabilno$ci operacyjnej m.in. poprzez immobilizacje, co
wigze si¢ z dodatkowymi nakladami finansowymi (Adams 1 in., 2019). Istotne jest to, ze
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zgodnie z FDA (ang. Food and Drug Administration, Agencja Zywnosci i Lekow)
i legislacja Unii Europejskiej produkty otrzymane metodami biotechnologicznymi mozna
uzna¢ za naturalne i bezpieczne pod warunkiem, ze substrat do biokatalizy jest pochodzenia
naturalnego. Okreslenie, ze produkt jest ,naturalny” ma znaczenie dla ceny koncowej
produktu i optacalnosci procesu. Na przyktad cena 2-fenyloetanolu (2-PE) otrzymywanego
na drodze syntezy chemicznej z benzenu lub styrenu wynosi okoto 5 USD/kg, a naturalnego
2-PE juz okoto 1000 USD/kg (Hua i Xu, 2011).

Prowadzenie biokatalizy z wykorzystaniem calych komoérek w fazie wzrostu ma wiele
zalet. Oprocz szlakow jednoetapowych mozliwe jest *latwe wdrazanie kaskad
enzymatycznych, ktére obejmuja wiele reakcji, oraz zapewniona jest stala regeneracja
kofaktorow de novo niezbgdnych do przebiegu biotransformacji z wysoka wydajnoscia.
Oproécz tego, obecnos¢ btony komoérkowej oddziela enzymy od srodowiska biokatalizy przez
co zwigksza si¢ ich stabilno$¢ (Ladkau i in., 2014). Wykorzystywanie biokatalizatorow
w postaci catych komorek ma swoje uzasadnienie ekonomiczne ze wzgledu na pominigcie
kosztownych etapéw pozyskiwania czystego enzymu — wydzielania, zageszczania
1 oczyszczania. Dodatkowo, cale komorki moga by¢ czesto wykorzystywane wielokrotnie
(Lin i in., 2013). W przypadku biokatalizy z uzyciem catych komorek bardzo duzg uwage
zwraca si¢ na mozliwos¢ wydajnej ekspresji heterologicznej i aktywno$¢ specyficznego
enzymu w komorkach bakteryjnych i drozdzowych.

Przykladem jednoetapowej biokatalizy z wykorzystaniem calych komorek jest
biotransformacja I-proliny do trans-4-hydroksy-I-proliny katalizowana przez prolino-4-
hydroksylaze (oksydaze zalezng od 2-oksoglutaranu (2-OG)). Proces opieral si¢ na
skonstruowanym mutancie E. coli z wyciszonym genem putA, ktory nie moze degradowaé
proliny i zawierajagcym gen prolino-4-hydroksylazy z Dactylosporangium sp. RHL1.
Kosubstrat 2-OG, produkt posredni cyklu kwasu cytrynowego, byt dostarczany poprzez
centralny metabolizm glukozy w komorkach. Koncowe stezenie trans-4-hydroksy-1-proliny
wynosito 41 g/l z wydajnosciag syntezy na poziomie 0,41 g/l/godz. Zastosowanie
rekombinowanego szczepu jako biokatalizatora w formie catych komodrek umozliwito
zastgpienie kosztownego kosubstratu 2-OG glukoza (Shibasaki i in., 2000).

W przypadku ztozonych wieloetapowych biotransformacji cate szlaki metaboliczne
moga zosta¢ przeniesione do gospodarza z innych organizmow. Alkohol aromatyczny
2-fenyloetanol (2-PE) jest syntetyzowany z |-fenyloalaniny (I-Phe) w trzyetapowym szlaku
Ekrlicha w drozdzach i1 w szlaku syntezy fenyloacetaldehydu (PAAS) w roslinach.

Rekonstrukcja szlaku Ekrlicha w E. coli na drodze rekombinacji enzymoéw katalizujacych
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dekarboksylacje¢ i redukcje skutkowata 96% konwersja |-fenyloalaniny do 2-fenyloetanolu
(Hwang i in., 2009). W celu biosyntezy 2-PE do E. coli wprowadzono rowniez szlak PASS
z16zy wielokwiatowej, a konkretnie enzym zalezny od 5°-fosforanu pirydoksalu (PLP), oraz
endogenne dehydrogenazy alkoholowe. Przy uzyciu rekombinantéw E. coli ze szlakiem
PAAS wydajnos¢ syntezy 2-fenyloetnolu wynosi 0,34 g/l (Achmon i in., 2014).

Bardziej skomplikowane jest projektowanie szlakow biosyntetycznych de novo, ktore
polega na przeniesieniu genéw z rdéznych niespokrewnionych organizméw w celu
skonstruowania sztucznych szlakow metabolicznych w komorce gospodarza. Takie
podejécie zostalo wykorzystane w biosyntezie kwasu N-acetylo-D-neuraminowego
(Neu5SAc) z glukozy. W komorkach bakteryjnych szlak metaboliczny z glukozy do NeuSAc
jest siedmioetapowy, a nadekspresja w E. coli prowadzi do uzyskania tylko 1,5 g/l Neu5SAc.
Zaprojektowano de novo dwuetapowy szlak sktadajacy sie¢ z 2-epimerazy GIcNAc
pochodzacej z cyjanobakterii i aldolazy Neu5SAc lub syntazy NeuSAc bakteryjnej. Ekspresja
genéw dwuetapowego szlaku w E. coli doprowadzita do uzyskania wydajnosci NeuSAc na
poziomie 53 g/l. Co istotne, zaprojektowany szczep byt z powodzeniem wykorzystywany
w pieciu cyklach biokatalitycznych (Lin 1 in., 2013).

Stosowanie w biokatalizie wolnych enzyméw bardzo czgsto wymaga wcezesniejszej
immobilizacji biokatalizatora na nos$niku w celu zwigkszenia stabilno$ci operacyjnej
1 mozliwo$ci ponownego wykorzystania w nowym cyklu katalitycznym. Immobilizacje

enzymow mozna og6lnie podzieli¢ na metody fizyczne i chemiczne (Ryc. 4).

[ Metody immobilizacjienzymow ]

Adsorpcja Pulapkowanie Wiazanie kowalencyjne Usieciowanie

[ Fizyczne Chemiczne ]

Rycina 4. Metody immobilizacji enzyméw (Imam i in., 2021, zmodyf.)
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Metody fizyczne opieraja si¢ na tagodnych procesach, ktére polegaja na uwigzieniu
enzymu w polimerach oraz cze¢sciowym oddzieleniu od $rodowiska reakcji. Biokatalizator
moze by¢ zaadsorbowany na powierzchni nos$nika lub uwigziony w jego wnetrzu
(putapkowanie).

Fizyczne metody immobilizacji oparte na putapkowaniu enzymdéw polegaja na
umieszczeniu biomolekut w sieci polimerow organicznych (np. poliakrylamidzie) lub
w nieorganicznych matrycach polimerowych, takich jak krzemionkowy zol-zel.
Immobilizowane enzymy wykorzystuje si¢ w bioreaktorach membranowych, np. hollow-
fiber. Uwigzienie enzymow jest tagodnym procesem, a usieciowana porowata macierz
zapewnia optymalne $rodowisko katalizy i umozliwia zachowanie natywnej struktury
enzymu. Biokatalizator w porowatym no$niku nie jest bezposrednio narazony na warunki
reakcji, jednak pory umozliwiajg dyfuzje substratoéw i1 produktow. Przy unieruchomieniu
enzymu metodg putapkowania nalezy pami¢ta¢ o doborze nosnika o odpowiedniej wielkosci
porow. Zbyt duze pory skutkuja tatwym wyplukiwaniem si¢ enzymu w trakcie biokatalizy
(Romero-Fernandez i Paradisi, 2020).

Z kolei w metodach chemicznych biatko jest zwigzane kowalencyjnie z materiatem
nos$nika lub usieciowane (Imam i in., 2021). Wigzanie biatka enzymatycznego z no$nikiem
opiera si¢ na oddzialywaniach kowalencyjnych, hydrofobowych, jonowych i van der
Waalsa. Oddziatywania niekowalencyjne s zalezne od warunkoéw prowadzenia biokatalizy
jak pH czy sila jonowa ukladu. Zmiana warunkéw reakcji moze doprowadzi¢ do
wyptukiwania katalizatora z no$nika. Wigzanie kowalencyjne biatka z no$nikiem zapobiega
wyplukiwaniu enzymu z ukfadu, ale moze takze spowodowa¢ modyfikacje strukturalng
biatka, ktéra czgsto skutkuje zmiang aktywnosci, specyficznosci 1 wydajnosci katalitycznej
(Sheldon i van Pelt, 2013, Imam i in., 2021).

Sieciowanie agregatow enzymatycznych lub krysztalow stosowane jest do
otrzymywania makroczasteczek katalitycznych bez udzialu nosnika. Usieciowany enzym
powstaje w procesie dwuetapowym. W pierwszym etapie przeprowadza si¢ krystalizacje
enzymu z buforu wodnego o optymalnym pH przy uzyciu organicznych i nieorganicznych
srodkdw stracajacych, po czym dodaje si¢ najczg$ciej aldehyd glutarowy w celu
usieciowania krysztatow. W wyniku tego otrzymuje si¢ makroczasteczke enzymatyczng
o skoncentrowanej aktywnosci katalitycznej ze wzgledu na brak nosnika (Roy 1 Abraham,
2004).

Do kowalencyjnej immobilizacji bialek enzymatycznych jako no$niki wykorzystuje

si¢ syntetyczne polimery organiczne oraz biopolimery, w szczegdlnosci rozpuszczalne
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w wodzie polisacharydy, agaroze i chitozan. Z no$nikoéw nieorganicznych najcze¢sciej
stosuje si¢ krzemionkeg, zeolity i mezoporowate krzemionki, np. MCM-41. Bardziej
zaawansowane techniki immobilizacji enzymo6w na nos$nikach nieorganicznych opierajg si¢
na mikrokrysztatach powleczonych biatkiem (PCMC, ang. protein-coated microcrystals),
»inteligentnych” polimerach oraz hybrydowych nanoczasteczkach enzymo-magnetycznych.
Technika PCMC polega na stabilizacji enzyméw w warunkach wodnych weglowodanami
lub solami nieorganicznymi i przeniesieniu mieszaniny enzymu i stabilizatora do
rozpuszczalnika organicznego mieszajagcego si¢ z wodg, na skutek czego wytracaja si¢
krysztaty soli zawierajace na swojej powierzchni enzym. Zaleta tej techniki jest odwodnienie
i zachowanie biatka enzymatycznego w aktywnej konformacji z minimalng denaturacjg oraz
mozliwos$¢ wielokrotnego wykorzystania mikrokrysztatow (Kreiner i Parker, 2005). Z kolei
»inteligentne” polimery, czyli polimery reagujace na bodzce, ulegaja istotnym zmianom
konformacyjnym na skutek niewielkiej zmiany warunkéw biokatalizy, np. temperatury, pH
czy sily jonowej. Najbardziej znanym przyktadem ,inteligentnego” polimeru jest
termoczuty i biokompatybilny poli-N-izopropyloakrylamid (poliNIPAM). Wodne roztwory
poliNIPAM wykazuja temperature krytyczng roztworu (LCST) w okolicach 32°C. Ponizej
LCST polimer tatwo rozpuszcza si¢ w wodzie, natomiast powyzej staje si¢ nierozpuszczalny
z powodu wydalania czasteczek wody z sieci polimeru. Dzieki tej wlasciwosci proces
biokatalizy mozna przeprowadza¢ w warunkach najlepszej rozpuszczalno$ci enzymu
z no$nikiem, ograniczajagc w ten sposob bariery dyfuzyjne i utrat¢ aktywnosci katalizatora
spowodowang zmiang konformacyjng biatka. Podniesienie temperatury uktadu
w koncowym etapie biokatalizy umozliwia wytrgcenie polimeru z enzymem i wykorzystanie
go w kolejnym cyklu katalitycznym. Dodatkowa zaleta ,,inteligentnych” polimerow jest
uniemozliwienie zaj$cia biokatalizy w niekontrolowanych warunkach temperaturowych,
poniewaz gdy temperatura reakcji przekroczy LCST, katalizator wytraca si¢ i reakcja zostaje
zatrzymana (Galaev 1 Mattiasson, 2004). Z kolei zaleta unieruchomienia enzymow na
nanoczastkach magnetycznych jest tatwe odseparownie ich od mieszaniny poprzez
dekantacj¢ magnetyczng i ponowne wykorzystanie w procesie katalitycznym (Sheldon 1 van
Pelt, 2013).

Oprocz bezdyskusyjnych zalet immobilizacji warto zwroci¢ uwage na wady procesu
unieruchamiania biokatalizatoréw. Przede wszystkim immobilizacja wymaga dodatkowych
naktadéw finansowych zwigzanych z kosztem matrycy, utrzymaniem jej stabilnosci podczas
przechowywania i utylizacja po wyczerpaniu aktywnosci biokatalizatora. Ponadto dyfuzja

substratow migdzy Srodowiskiem reakcji a centrum katalitycznym enzymu moze by¢
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zaburzona przez no$nik, co wptywa na obnizenie kinetyki reakcji. Proces immobilizacji
moze doprowadzi¢ takze do czeSciowej dezaktywacji biokatalizatora (Zajkowska i in.,

2013).

1.2.2. Biokataliza alkoholi terpenowych

Biokataliza zwigzkéw terpenowych najczesciej opiera si¢ na biotransformacji tanich,
szeroko dostgpnych substratow jak limonen, a- czy B-pinen do utlenionych pochodnych
o unikalnych wlasciwosciach smakowo-zapachowych 1 duzej wartosci rynkowe;j
(Vespermann i in., 2017). Alkohole terpenowe najczesSciej wykorzystywane sg do
biokatalitycznego otrzymywania krétkotancuchowych estrow terpenowych przy udziale
lipaz. Oprocz tego moga one podlegaé strukturalnym modyfikacjom w obrgbie grupy
funkcyjnej oraz w innym rejonie czasteczki. Modyfikacje strukturalne zachodza w trakcie
reakcji utleniania i1 redukcji, ktore moga by¢ katalizowane przez oksydoreduktazy.
Przyktady mozliwych modyfikacji strukturalnych alkoholi terpenowych przedstawiono na

rycinie 5.
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Rycina 5. Mozliwe modyfikacje strukturalne alkoholi terpenowych
1.2.2.1. Estryfikacja przy uzyciu lipaz

Lipazy (EC 3.1.1.1) sa wazng klasa serynowych enzymow hydrolitycznych. Na
szeroka skale s3 wykorzystywane w przemysle spozywczym, detergentowym,
wlokienniczym, farmaceutycznym, skorzanym 1 kosmetycznym (Matsumoto 1 in., 2019).

Wszystkie organizmy zywe: ro§liny, zwierzeta i mikroorganizmy maja zdolno$¢ do
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syntetyzowania lipaz, jednak to drobnoustroje sg gtdéwnym Zrédlem enzymow stosowanych
w przemysle ze wzgledu na tatwos¢ produkcji. Masa czasteczkowa lipaz grzybowych waha
si¢ w przedziale od ok. 17 kDa do 60 kDa, z czego wigkszo$¢ z nich to biatka jednomerowe.
Jednak znane sg rowniez lipazy skladajace si¢ z kilku merow, ktorych masa czasteczkowa
wynosi od 120 do 160 kDa. Wszystkie lipazy posiadaja podobng konserwatywna strukture
przestrzenng zwang faldem o/f hydrolazy oraz triade katalityczng ztozong z seryny,
histydyny i kwasu asparaginowego lub glutaminowego (Schmid i Verger, 1998, Borelli
1 Trono, 2015). Ta klasa enzymo6w hydrolitycznych posiada wiele zalet, m. in. charakteryzuja
si¢ szeroka specyficzno$cia  substratowa przy zachowaniu regio-,  Stereo-
1 enancjoselektywno$ci, a takze niezaleznym od kofaktorow mechanizmem reakcji.
Zaprojektowanie procesu biokatalizy z wykorzystaniem lipaz jest stosunkowo proste,
poniewaz mozemy poming¢ system regeneracji kofaktoréw (Kumar i in., 2016). Lipazy
w naturalnym, wodnym S$rodowisku reakcji katalizuja hydroliz¢ wigzan estrowych,
a w $rodowisku rozpuszczalnikéw organicznych i warunkach niedoboru wody katalizuja
reakcj¢ odwrotng, czyli syntez¢ wigzania estrowego (Mehta i in., 2017). Ta wiasciwos¢
znalazta zastosowanie do biokatalitycznej produkcji m. in. estréw terpenowych,
glukozowych czy flawonoidowych (Converti i in., 2002, Arcens i in., 2020, Pedersen i in.,
2020). Estryfikacja jest reakcja rownowagowa, ktorej jednym z produktow jest woda. Jej
nadmierna ilo§¢ moze przesuwaé rownowage reakcji w kierunku hydrolizy estru. Z tego
wzgledu do utrzymania reakcji syntezy estru konieczne jest systematyczne odprowadzanie
wody z uktadu reakcyjnego, np. poprzez jej wigzanie przez Sita molekularne (Tamborini
i in., 2013).

Badania nad biokatalityczng synteza estrow terpenowych sg prowadzone juz od ponad
40 lat. W 1980 roku Iwai i in. wykorzystali lipaze z Aspergillus niger w celu syntezy estrow
octanowych, propionowych, mastowych i walerianowych takich alkoholi terpenowych jak
geraniol, cytronellol, mentol, linalol, a-terpineol, farnezol i fitol. Z badan wynika, Ze lipaza
z A. niger nie wykazuje zadnej aktywnos$ci w syntezie estrow, gdy substratem jest kwas
octowy oraz drugo- i trzeciorzedowe alkohole terpenowe (mentol, linalol i a-terpineol).
Claon 1 Akoh (1993, 1994) prowadzili badania nad biosynteza estréw geraniolu
I cytronellolu przy uzyciu komercyjnej immobilizowanej lipazy B z Candida antarctica
(handlowa nazwa preparatu: Novozym435). Novozym435 wydajnie katalizowal reakcje
estryfikacji w wielu rozpuszczalnikach organicznych. Do uzyskania wysokiej wydajno$ci
estryfikacji konieczne bylo uzycie sita molekularnego oraz niskich st¢zen kwasu octowego.

W 1995 roku ukazata si¢ pierwsza praca wloskiego zespotu badawczego dotyczaca syntezy
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octanu i maslanu geranylu w heptanie przy uzyciu catych liofilizowanych komorek Rhizopus
oryzae (Molinari i in., 1995). Po 24 godzinach estryfikacji w 55°C uzyskano 31% konwersj¢
substratow do octanu geranylu 1 91% konwersje do maslanu geranylu. Istotng zaleta
prowadzenia biokatalizy przy uzyciu catych liofilizowanych komoérek jest wigzanie
powstajacej wody przez grzybnie, przez co nie jest konieczne stosowanie czynnikow
wiazacych wode. Warto zwroci¢ uwage na stosunkowo niewielka ilo§¢ biokatalizatora
otrzymywang w jednym cyklu hodowlanym, ktora wynosita 2,9 g/l. W kolejnych badaniach
wykorzystano inne grzyby nitkowane jak Rhizopus delemar (Molinari i in., 1998)
I Aspergillus oryzae (Molinari i in., 2000) jako biokatalizatory estryfikacji alkoholi
terpenowych z kwasem octowym. W przypadku otrzymywania octanu geranylu przy uzyciu
grzybni A. oryzae uzyskano 84% konwersj¢ molowg substratow do produktu w 80°C w ciagu
24 godz. biokatalizy. Z kolei zastosowanie liofilizowanych komoérek R. delemar prowadzi
do 55% konwersji substratdow do octanu geranylu w 55°C w ciggu 24 godz. reakcji.
Wydajnos$¢ otrzymywania biomasy biokatalizatoréw w jednym cyklu hodowlanym miescita
si¢ w granicach 2,3 — 2,4 g/l (Molinari i in., 1998, 2000). Synteza estrow geraniolu
i cytronellolu o dhugosci tancucha od 6 do 12 atomow wegla zostata przeprowadzona
z uzyciem komercyjnej lipazy z Rhizomucor miehei immobilizowanej na makroporowatej
anionowej zywicy. Estryfikacje prowadzono w systemie bez rozpuszczalnika organicznego
w temperaturze od 55 do 60°C. Po 2 godz. reakcji przy obnizonym cis$nieniu (13,3 hPa)
W celu odparowania powstajacej wody uzyskano niemal 100% konwersj¢ molowa
substratow do produktu (Chatterjee 1 Bhattacharyya, 1998). Do syntezy estrow geraniolu
wykorzystana zostala rowniez lipaza pochodzenia roslinnego — lipaza z Melonowca
wlasciwego (CPL). Okreslono wptyw diugosci tancucha i rodzaju donora alkilowego na
reakcje estryfikacji 1 transestryfikacji katalizowanej przez CPL. Dowiedziono, ze lipaza
wykazuje najwyzsza wydajno$¢ syntezy estrow geraniolu w przypadku zastosowania innych
estrow jako donorow alkilowych. Zastosowanie kwasu octowego zamiast octanu etylu jako
donora skutkuje niemal 5-krotnym spadkiem wydajnosci reakcji. Swiadczy to
o negatywnym wplywie kwasu octowego na biokatalizator. Wraz ze wzrostem dlugos$ci
tancucha donora alkilowego wzrasta wydajnos$¢ biokatalitycznej syntezy estréw geraniolu

(Youiin., 2011).

1.2.2.2. Biokataliza w uktadzie biomimetycznym

Kataliza biomimetyczna odnosi si¢ do katalizy chemicznej, ktéra wykorzystuje

katalizatory nasladujace kluczowe cechy biatek enzymatycznych (Marchetti i Levine, 2011).
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Interesujaca klasg biomimetykoéw sa zwigzki nasladujace enzymy cytochromu P450. Cechg
wspolng enzyméw cytochromu P450 jest kofaktor hemowy w miejscu aktywnym, ktory
bierze udziat w ztozonym szlaku réznych reakcji utleniania. W wigkszosci biomimetykow
enzymow P450 atom zelaza zastgpiony jest bardziej stabilnymi jonami metali, takim jak
mangan, ruten i rod. W niektorych przypadkach biomimetyki nie zawieraja zadnego atomu
metalu (Cai i in., 2008, Schenning i in., 1998). Nazwa cytochromu P450 pochodzi od
dtugosci fali, przy ktorej biatkko w kompleksie z tlenkiem wegla wykazuje maksimum
absorbcji promieniowania widzialnego (450 nm). Enzymy cytochromu P450 katalizujace
réznorodne reakcje utleniania endo- i egzogennych zwigzkow (Ryc. 6) sa najbardziej
rozpowszechniong rodzing enzymow wsrod wszystkich organizméw zywych i biorg udziat
w okoto 75% wszystkich procesdw metabolicznych w organizmie (Danielson, 2002).
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Rycina 6. Gtéwne szlaki utleniania katalizowane przez enzymy cytochromu P450 (Zucca i in., 2016,
zmodyf.)

Bardzo duze podobienstwo strukturalne grupy prostetycznej enzymow cytochromu
P450 wykazuja zwiagzki porfirynowe, ktore z powodzeniem moga by¢ wykorzystane jako
katalizatory biomimetyczne. Porfiryny stanowig klase naturalnie wystepujacych zwigzkow
I odpowiadaja one za kluczowe zjawiska metaboliczne. Porfiryny zelaza wystepujace
w postaci hemu przenosza tlen w organizmie, a porfiryny magnezu zawarte w chlorofilu
umozliwiajg przeprowadzanie fotosyntezy. Nazwa ,,porfiryna” pochodzi od greckiego stowa

»porphyra”, co thumaczy si¢ jako fioletowy. Jest to zwigzane z charakterystyczng barwag tych
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zwigzkow (Feng i in., 2020). Porfiryny zbudowane sa z czterech pierScieni pirolowych
potaczonych mostkami metionowymi. Obecnie istniejag dwa systemy nazewnictwa atomow
w porfirynach: numeracja wedlug zatozen Fishera (Fisher i Orth, 1937) i zalecana przez
IUPAC (ang. International Union of Pure and Applied Chemistry) (Moss, 1987) (Ryc. 7).
Ten ostatni system nazewnictwa jest bardziej powszechny w najnowszej literaturze

przedmiotu.

Rycina 7. Nomenklatura porfiryn wedtug: (A) Fishera — A-D — pozycje pierscieni pirolu, 1-8
polozenie atoméw wegla (pozycje B), a, B, 6, Y — polozenie atomdéw wegla (pozycje meso);
(B) IUPAC — 1-20 potozenie atomow wegla (5, 10, 15, 20 — pozycje meso) (Marques i Brown, 2002,
zmodyf.)

Czasteczka porfiryny ma charakter aromatyczny ze wzgledu na obecno$¢
zdelokalizowanych elektronéw m. Tworza one uktad dziewigciu sprzezonych wigzan typu m.
Wystepowanie podwdjnych sprzgzonych wigzan w czasteczce porfiryny powoduje silne
oddziatywanie elektronowe, co warunkuje planarnos¢. Wprowadzenie do czasteczki
porfiryny podstawnikow powoduje odksztatcenia 1 zaburzenie planarnosci pier§cienia
tetrapirolowego, przez co zmieniaja si¢ wilasciwosci fizykochemiczne zwigzku.
Podstawienie przebiega w pozycjach B lub meso (Makarska i Radzki, 2004).

Wsrod wielu prac dotyczacych katalizy biomimetycznej zwigzkoéw terpenowych
stosunkowo rzadko wykorzystywane sg alkohole terpenowe w roli substratow. Wigkszo$¢
badan dotyczy katalizy limonenu i a-pinenu. Przyktadowo, Trytek i in. (2005) prowadzac
biotransformacj¢ D-limonenu przy uzyciu 5,10,15,20-tetrafenyloporfiryng (H2TPP)
w uktadzie fotokatalitycznym otrzymali karwon, wodoronadtlenki limonenu oraz nieznany
produkt o widmie masowym podobnym do werbenonu. Najwyzsza wydajnos¢ fotokonwersji
limonenu uzyskano przy stosunku molowym H>TPP do substratu wynoszacym 1:2.

Maksymalng wydajnos¢ karwonu uzyskano w mieszaninie reakcyjnej zlozonej z 90%
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limonenu w czasie od 18 do 36 godz. Kolejne badania wskazywaty, ze fotoutlenianie
limonenu nie bylo istotnie zalezne od dtugosci fali §wiatta widzialnego (Trytek i in., 2007).
Systemy fotokatalityczne zawierajgce porfiryny immobilizowane w sproszkowanym zelu
krzemionkowym byly wykorzystywane w utlenianiu a-pinenu do pinokarweolu,
pinokarwonu i myrtenolu. Sposréd badanych porfiryn najwyzsza wydajnoscig fotokatalizy
w chloroformie charakteryzowala si¢ tetrafenyloporfiryna (Trytek i in., 2009). Znane s3
takze badania nad biomimetycznym utlenianiem a-pinenu wykorzystujace naturalne
biokatalizatory w postaci ekstraktu zawierajacego chlorofile lub wyizolowane ze szpinaku
chlorofile i feofityny. Z badan wynika, ze feofityny sg stabilnymi i wydajnymi
biomimetycznymi katalizatorami oksydacji a-pinenu (Trytek i in., 2011, Lipke i in., 2013).

Do biomimetycznego utlenienia geraniolu i nerolu zastosowano jako katalizator
kompleks porfiryny manganu (III). Proces przebiegal w temperaturze pokojowej
w acetonitrylu z uzyciem octanu amonu jako kokatalizatora i wodnego roztworu H»O> jako
utleniacza. Po 2 godz. fotokatalizy uzyskano 100% konwersj¢ substratéw do mono-
1 diepoksydoéw. W przypadku katalizy biomimetycznej geraniolu jako jeden z produktéw
uzyskano rowniez epoksyaldehyd geraniolu (Martinas i in., 2001, Martinas i in., 1999).
W innym badaniu hybrydowy magnetyczny nanokompozyt porfiryny manganu (I11)
wykorzystano do epoksydacji pochodnej (-)-izopulegolu w celu uzyskania epoksydu eteru
benzylowego (-)-izopulegolu, ktory wykazuje aktywno$¢é przeciwnowotworowsg (Dias i in.,
2019). Kataliza biomimetyczna opierala si¢ na zastosowaniu tlenu czasteczkowego jako
»Zlelonego” utleniacza 1 izobutyraldehydu jako koreduktora. Reakcje prowadzono pod
cisnieniem 5 baréw w temperaturze pokojowej (25°C) przez 6 godz. Uzyskano 100%
konwersj¢ molowa substratu do produktéw w postaci dwoch stereoizomeréw epoksydu

(Ryc. 8).

Porfiryna
manganu (I11) +
—_—
<~ ~OBn <~ YOBn 7~ ~OBn
= =, =%
/\ H R W ‘ >
Eter benzylowy O O
(-)-izopulgeolu 51% 45%

Rycina 8. Biomimetyczna epoksydacja eteru benzylowego (-)-izopulegolu katalizowana przez
porfiryne manganu (I11) (Dias i in. 2019, zmodyf.)
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Procesy biomimetyczne z wykorzystaniem porfiryn umozliwiajg utlenianie substratow
w sposob ekologiczny 1 zrownowazony dzigki wykorzystaniu w tagodnych warunkach
takich utleniaczy jak Oz lub H202, ktérych jedynym produktem ubocznym jest woda (Santos
i in., 2018).

1.3. Aktywnos¢ terapeutyczna monoterpenow
1.3.1. a-pinen, S-pinen i limonen

Najbardziej znanymi przedstawicielami monoterpenéw sa a-, B-pinen i limonen.
Wystepujg one w ogromnych ilosciach w olejkach eterycznych drzew iglastych (pineny)
(Baueriin., 2001) i owocow cytrusowych (limonen) (Anandakumar i in., 2020). a- i B-pinen
to dwa izomery bicyklicznego weglowodoru terpenowego z wigzaniem podwojnym.
[zomery pinenu i limonen sg nietoksyczne i niemutagenne dla ludzi, dlatego sg zatwierdzone
jako bezpieczne do stosowania w przemysle spozywczym, kosmetycznym
I farmaceutycznym (Weston-Green i in., 2021, Singh i Sharma, 2015). Wzory strukturalne

pinendéw i limonenu przedstawiono na rycinie 9.

g-pinen B-pinen limonen

Rycina 9. Wzory strukturalne a-, 3-pinenu i limonenu

Coraz wigkszym problemem w medycynie XXI wieku jest nabywanie opornosci na
antybiotyki przez bakterie. Szacuje si¢, ze rocznie w Europie umiera okoto 25 000 pacjentow
z powodu infekcji spowodowanej bakteriami lekoopornymi (Salehi i in., 2019). a-Pinen byt
stosowany jako modulator oporno$ci na antybiotyki u Campylobacter jejuni, bakterii
wywotujacej niezyt zoladka 1 jelit. Badania Kovaca 1 in. (2015) wykorzystujace testy
ptytkowe wykazaty, ze a-pinen w stezeniu 125 mg/L obnizat warto§¢ minimalnego st¢zenia
hamujacego (MIC) cyprofloksacyny, erytromycyny i triklosanu wobec C. jejuni nawet 512
razy. Aktywnos¢ pinenu opierala si¢ na zapobieganiu wyptywowi antybiotykow z komorki

bakteryjnej.
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W 2006 roku van Zyl i in. okreslili aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa a- i 3-pinenu
wobec szczepoéw bakterii Escherichia coli, Staphylococcus aureus i Bacillus cereus oraz
drozdzy Candida albicans metoda dyfuzyjno-krazkows. Badania wykazaty, ze (+)-B-pinen
charakteryzuje sie¢ od 2 do 12 razy wyzszg aktywno$cig wobec bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych, a takze C. albicans w poréwnaniu do (+)-a-pinenu. W przypadku o- i -
pinenu, ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa jest silnie =zalezna od formy
enancjomerycznej. Enancjomery (+) a- i B-pinenu wykazujg minimalne stezenie hamujgce
(MIC) wobec C. albicans, Cryptococcus neoformans, Rhizopus oryzae i S. aureus
w granicach 0,12 — 6,25 mg/ml. Ujemne enancjomery pinenéw nie wykazywaly zadnej
antymikrobiologicznej aktywnosci do stezenia 20 mg/ml (da Silva i in., 2012). (+)-a-Pinen
wykazuje aktywno$¢ antymalaryczng w st¢zeniu 1,2 pM 1 jest ona ponad 250 razy wyzsza
niz aktywno$¢ (+)-p-pinenu (van Zyl i in., 2006).

Wykazano, ze a-pinen charakteryzuje si¢ dziataniem przeciwnowotworowym wobec
linii ludzkich komorek raka jajnika, raka watrobowokomoérkowego i nerwiaka niedojrzatego
N2a (Cock, 2013, Elanur i in., 2013). Dodatkowo, a- i B-pinen wzmacniaja dziatanie
paklitakselu (PAC), leku stosowanego w terapii niedrobnokomorkowego raka phuc
(NSCLC). Pineny zwickszaly poziom apoptozy oraz indukowaly zatrzymanie cyklu
komodrkowego komoérek nowotworowych. Co wazne, stosowanie a- i B-pinenu w potaczeniu
z paklitakselem wigze si¢ z obnizeniem niepozadanych skutkéw ubocznych wywolywanych
przez paklitaksel, np. leukopenii, zaburzenia czynno$ci watroby 1 nerek, nudno$ci
i wymiotow (Zhang i in., 2015). a-Pinen, wyizolowany z dojrzatych owocoéw pieprzu
brazylijskiego Schinus terebinthifolia Raddi, stymulowat apoptoz¢ komorek linii mysiego
czerniaka B16F10-NEX2 oraz wykazywal dziatanie ochronne przed przerzutami.
Molekularna aktywnos$¢ przeciwczerniakowa o-pinenu opierata si¢ na zaburzeniu funkcji
mitochondriow, tworzeniu reaktywnych form tlenu (ROS), indukcji kaspazy-3, agregacji
heterochromatyny, rozpadzie DNA 1 ekspozycji fosfatydyloseryny na powierzchni¢ komorki
(Matsuo i in., 2011). Kusuhara i in. (2012) wykazali, ze u szczur6w umieszczonych
w $rodowisku o wysokiej zawarto$ci a-pinenu nastgpowat wolniejszy wzrost czerniaka
w poréwnaniu do szczurow w Srodowisku bez terpenow.

W badaniach in vitro wykazano, ze a- i -pinen chronig przed stresem oksydacyjnym,
stanem zapalnym i uszkodzeniem neuronéw. W eksperymentach z uzyciem mysich
makrofagdw indukowanych lipopolisacharydem (LPS), a-pinen redukowal markery

prozapalne takie jak interleuking-6 (IL-6), czynnik martwicy nowotworu-a (TNF-a) i tlenek
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azotu (NO) na drodze hamowania kinaz bialkowych aktywowanych mitogenami (MAPK)
i szlaku czynnika jadrowego kB (NF-kB). Wskazuje to na zdolno$¢ a-pinenu do
bezposredniego hamowania szlakéw sygnalowych w komoérkach odpornosciowych (Kim
i in., 2015). a-Pinen wykazuje takze wlasciwosci neuroprotekcyjne, co zostato wykazane
w badaniach przedklinicznych in vivo. Natychmiastowe podanie myszom a-pinenu w dawce
50 1 100 mg/kg po wywolaniu niedokrwienia metoda okluzji tetnicy srodkowej mézgu
powoduje zmniejszenie rozmiaru zawalu 1 poprawienie behawioralnych wynikéw
neurologicznych, ktore przypisywano aktywno$ci antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej
terpenu w hipokampie, korze i prazkowiu (Khoshnazar i in., 2019).

Oprocz wyzej wymienionych aktywnos$ci terapeutycznych, a- i B-pinen wykazuja
takze aktywno$¢ przeciwzakrzepowa (Yang i in., 2011), gastroprotekcyjng (Pinheiro i in.,
2015), kardioprotekcyjna (Leite 1 in., 2007), przeciwdrgawkowa (Felipe 1 in., 2019),
owadobojczg czy larwobdjcza (Govindarajan i in., 2016).

Kolejnym monoterpenem posiadajacym liczne udowodnione  wlasciwosci
terapeutyczne jest limonen. Rocznie produkowane jest ponad 70 tys. ton tego zwigzku,
gtéwnie z surowcow odpadowych (skorki owocdw cytrusowych) (Thomsett i in., 2019).

Murali i in. (2013) zbadali wtasciwosci antyutleniajgce D-limonenu u samcow
szczurow Albino Wistar traktowanych streptozocotyna (STZ). Podawanie terpenu w dawce
100 mg/kg masy ciala przez 45 dni istotnie zmniejszyto ilo$¢ substancji reagujacych
z kwasem tioarbiturowym (TBARS), wodoronadtlenkow lipidow i sprzezonych dienow
W 0Soczu, watrobie 1 nerkach. Zaobserwowano takze zwigkszenie aktywno$ci enzymow
antyoksydacyjnych takich jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT),
peroksydaza glutationowa i transferaza S-glutationowa oraz zwigkszenie ilosci
zredukowanego glutationu i witaminy C w tkankach. Limonen wykazywal roéwniez
aktywno$¢ modulacyjng zwigzkow przeciwutleniajacych w modelu wrzodziejacego
zapalenia jelita grubego. Doustne podanie D-limonenu (50 mg/kg i 100 mg/kg) szczurom
Sprague-Dawley zwigkszyto aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej o 66% i zwigkszylo
poziom zredukowanego glutationu o 73% przy podaniu maksymalnej dawki leku (Yu i in.,
2017).

D-limonen charakteryzuje si¢ takze aktywno$cig przeciwzapalng, ktorg wykazano
w linii mysich makrofagdw RAW 264,7 indukowanych lipopolisacharydem. Monoterpen
w dawce 0,04% istotnie obnizyl poziom azotyndw i zmniejszyl synteze prostaglandyny E:
zaindukowang przez LPS. Limonen redukowat ekspresj¢ markerow prozapalnych TNF-a

0 60%, IL-1B 0 40% i IL-6 0 70% (Yoon i in., 2010).
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Wiasciwosci przeciwnowotworowe limonenu zostaly zbadane na réznych typach
komorek nowotworowych, m.in. raka ptuc (Yu i in., 2018), piersi (Crowell i in., 1996),
zotadka (Lu 1 in., 2004), prostaty (Rabi 1 Bishayee, 2009), pgcherza (Ye i in., 2020) czy
okreznicy (Jiaiin., 2013).

Ye i in. (2020) zbadali modulacj¢ apoptozy i zatrzymanie cyklu komoérkowego przez
limonen na ludzkiej linii komoérek raka pgcherza moczowego T24. Traktowanie komorek
limonenem we wszystkich dawkach (0,9, 18 i 36 uM) powodowato zwigkszenie liczby
komorek apoptotycznych. Stwierdzono, ze przy stezeniu 36 uM limonenu odsetek komorek
apoptotycznych wynosit 34,7%, ktéry byt spowodowany zwigkszong ekspresja biatek Bax,
kaspazy-3 oraz zmniejszong ekspresjg Bcl-2. Ponadto wyniki cytometrii przeptywowe;j
wykazaly, ze limonen powodowal zatrzymanie cyklu komorkowego fazy G2/M w sposéb
zalezny od stezenia. W stezeniu limonenu 36 pM w cyklu komérkowym fazy G2/M byto
obecnych 75% komorek.

Lu i in. (2004) wykazali potencjal limonenu w zapobieganiu rakowi zotadka
w modelowych myszach nagich z zaindukowanymi przerzutami. Monoterpen w dawce
15 ml/kg masy ciala podawano doustnie co drugi dzien przez 7 tygodni. Po 8 tygodniach
okazalo si¢, ze wskaznik zahamowania nowotworu byt zwigkszony o 47,6% u myszy
traktowanych limonenem w poréwnaniu z grupg leczong 5 fluorouracylem (5 FU) (lek
chemioterapeutyczny) oraz grupa leczong 5 FU i limonenem. Ponadto okreslono odsetek
przerzutéw raka zotadka do réznych tkanek. Grupa nieleczona wykazata 100% przerzutow
do otrzewnej, 87,5% do watroby i1 33,3% do innych narzadéw. Grupy leczone limonenem
wykazaty tylko 20% przerzutow do otrzewnej 1 20% do watroby. Badacze wskazali, ze
limonen brat glownie udzial w indukcji apoptozy 1 potencjalu antyangiogennego.

Oproécz dziatania proapoptycznego wykazano, Ze limonen indukuje autofagie
w liniach komorkowych raka ptuc A549 i H1299 (Yu i in., 2018). Komorki traktowane
limonenem wykazaty istotny wzrost ekspresji genow pokrewnych autofagii Ic3b, beclinl,
atg3, atgb, atg7, atgl2 i atgl4 ze zwigkszong ekspresja biatek zwigzanych z autofagig LC3-
I1i Atg5.

Bacanliiin. (2017) opisali przeciwcukrzycowe dziatanie limonenu u szczuréw Wistar
z cukrzycg indukowang streptozocyng (STZ). Terpen w dawce 50 mg/kg masy ciata
podawany przez 28 dni istotnie (p < 0,05) obnizyt poziom glukozy we krwi poprzez
podwyzszenie poziomu insuliny, obnizyl poziom dialdehydu malonowego (MDA) oraz
poprawit aktywno$¢ CAT, SOD, reduktazy glutationowej (GR) i peroksydazy glutationowe;j

(GSHPx). W innym modelu cukrzycy wywotanej STZ u szczurow Wistar limonen
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podawano w réznych dawkach (50, 100 i 200 mg/kg) przez 45 dni. W dawce 100 mg/kg
monoterpen wykazywat istotne (p < 0,05) dziatanie przeciwcukrzycowe w pordOwnaniu
z grupa traktowang lekiem przeciwcukrzycowym — glibenklamidem (600 ug/kg). Podawanie
wyzszych dawek D-limonenu modulowalo zmiany st¢zenia glukozy w osoczu, stezenia
glikozylowanej hemoglobiny oraz aktywno$¢ glukozo-6-fosfatazy, fruktozo-1,6-bifosfatazy
I glukokinazy (Murali i Saravanan, 2012).

Oprocz wyzej wymienionych wlasciwosci terapeutycznych limonen wykazuje
rowniez aktywno$¢ gastroprotekcyjng (Arroyo i in., 2013), przeciwwtoknieniowa (Ahmad
1 in., 2018), immunomodulacyjng (Del Torro-Arreola i in., 2005) czy hepatoprotekcyjng
(Amini i in., 2020).

1.3.2. Cytronellol

Cytronellol jest liniowym alkoholem monoterpenowym wystepujacym powszechnie
w olejkach eterycznych wielu roslin, np. melisy, trawy cytrynowej, niektérych gatunkow
rozy, liSciach cytryny, bodziszka 1 pomaranczy. Oprécz unikalnych wlasciwosci
zapachowych wykazuje on roéwniez udokumentowang aktywnos¢ terapeutyczng. Kotan i in.
(2007) zbadali aktywno$¢ antybakteryjng (-cytronellolu w stezeniu 30 mg/ml wobec
szczepOw patogennych, m.in. Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus pyogenes
ATCC 176, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium czy
Proteus vulgaris. Strefa zahamowania wzrostu bakterii na podtozu agarowym wahata sig
w granicach 7 — 10 mm. Z kolei Echeverrigarav i in. (2008) wykazali aktywno$¢ hamujaca
wzrost bakterii Proteus mirabilis w stezeniu 3 mg/ml. Z badan Ngan i in. (2012) wynika, ze
aktywno$¢ bakteriostatyczna cytronellolu jest zalezna od jego formy enancjomerycznej.
(-)-Cytronellol wykazuje aktywno$¢ antybakteryjna w nizszych stezeniach niz enancjomer
dodatni. Dodatkowo enancjomer ujemny ma szersze spektrum dziatania.

Cytronellol posiada takze aktywnos$¢ przeciwgrzybicza. Viollon i Chaumont (1994)
wykazali dzialanie alkoholu terpenowego wobec Cryptococcus neoformans, ktory jest
patogenem oportunistycznym u osob z uposledzonym uktadem immunologicznym.
Minimalne stgzenie hamujace (MIC) wzrost C. neoformans wynosito 100 ul/l, a minimalne
stezenie bojcze (MBC) 150 pl/l. Mahmoud (2004) zbadat aktywnos$¢ biologiczng
cytronellolu wobec Aspergillus flavus, ktory naturalnie wystgpuje w zanieczyszczonej
zywnosci. Stezenie 500 ppm cytronellolu powoduje zahamowanie wzrostu mikroorganizmu,
a co istotne st¢zenie 1000 ppm hamuje synteze aflatoksyn B1 i B2 przez A. flavus. Wykazano

rowniez aktywnos$¢ biologiczng cytronellolu wobec gatunkow z rodzaju Trichophyton
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I Candida albicans, ktore sa czynnikami etiologicznymi grzybicy u ludzi (Shin i Lim, 2004).
Badania Pereira i in. (2015) przeprowadzone na szczepie Trichophyton rubrum pobranym
z paznokci pacjentow z dermatofitozg wskazujg, ze cytronellol w st¢zeniu 128 pg/mi
zmniejszyt wzrost grzybni i liczbe kietkujgcych zarodnikow T. rubrum ATCC i LM 422 oraz
spowodowat redukcje konidiogenezy i nieprawidtowe tworzenie strzepek i1 konidiow.
Zaobserwowano takze zwigkszone uwalnianie materialu wewnatrzkomorkowego do
srodowiska zewnetrznego, ktore byto wynikiem hamowania przez cytronellol biosyntezy
ergosterolu.

Kobayashi 1 in. (2016) wykazali, ze cytronellol charakteryzuje si¢ dziataniem
antyalergicznym. W badaniach wykorzystano dwie formy enancjomeryczne (-) i (+)
alkoholu w zakresie stezen 0,5 — 1 mM. Okre$lono poziom degranulacji i wytwarzanie
cytokin przez mastocyty indukowane immunoglobuling E (IgE). W stezeniu 0,5 mM
(-)-cytronellol wykazywal wyzsza aktywno$¢ hamujac degranulacj¢ mastocytow o 69%,
podczas gdy (+)-cytronellol tylko o 21%. Mieszanina enancjomeryczna (+) inhibowata
rozpad mastocytow w 55%. Cytronellol istotnie zmniejszat takze poziom TNF-o w linii
mysich komoérek tucznych traktowanych IgE.

Aktywnos$¢ przeciwzapalna cytronellolu zostala zbadana przez Su i in. (2010).
Alkohol monoterpenowy we wszystkich badanych st¢zeniach (50 — 750 uM) hamowat
wytwarzanie tlenku azotu (NO), a w nizszych stezeniach (5-250 pM) hamowat takze
wytwarzanie prostaglandyny-E2 (PGE2) w makrofagach mysich traktowanych LPS-em.
Cytronellol nie hamowal ekspresji syntazy tlenku azotu (iNOS) ani mRNA, ale dziatat
poprzez zmniejszenie aktywnos$ci iNOS w etapie konwersji [3H]-argininy do [3H]-cytruliny.
Cytronellol hamowat rowniez ekspresje cyklooksygenazy-2 (COX-2), obnizal poziom
NF-kB oraz zwigkszal poziom inhibitora jadrowego czynnika IkBa w cytozolu komorek.

Dwie prace badawcze wskazuja, ze cytronellol moze by¢ wykorzystany jako lek
przeciwskurczowy (Sadraei iin., 2013, Vasconceols i in., 2016). Sandraei i in. (2013) opisali
przeciwskurczowa aktywno$¢ cytronellolu w modelu skurczu jelita kretego indukowanego
KCl, acetylocholing (ACh) 1 polem elektrycznym (EFS). Alkohol skutecznie; wygaszat
skurcze wywotane przez KCI (ICso = 2,9 pg/ml) niz skurcze wywotane EFS i ACh
(odpowiednio, I1Cso = 5,4 pg/ml i 7,5 pg/ml). Vasconcelos i in. (2016) wykazali dziatanie
przeciwskurczowe (£)-cytronellolu w modelu skurczu tchawicy szczurow wywolanym
przez KCI (1Cso =120,8 uM), ACh (ICso = 210,7 uM), EFS (ICso = 240,9 pM) i ortowanadan
sodu (ICso = 243,0 uM).
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Srinivasan i Murugunathan (2016) ocenili aktywno$¢ przeciwcukrzycowa cytronellolu
(w trzech dawkach: 25, 50 i 100 mg/kg masy ciata) u szczurdw traktowanych streptozocyna
toksyczng dla komorek [ trzustki wytwarzajacych insuling. Podawanie cytronellolu w dawce
50 mg/kg skutkowato mniejszym stezeniem glukozy w osoczu szczurow w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Dodatkowo wykazano modulacje enzyméw biorgcych udziat
w metabolizmie glukozy, poziomu hemoglobiny, hemoglobiny glikowanej, glikogenu oraz
biomarkeréw uszkodzenia watroby i nerek indukowanych przez cukrzyce. Wywotane przez
streptozocyne uszkodzenia watroby i wysepek Langerhansa w trzustce zostaty zmniejszone
przez leczenie cytronellolem.

Oprocz wyzej wymienionych aktywnos$ci terapeutycznych cytronellolu wykazano
rowniez jego dziatanie zmniejszajace stezenie cholesterolu o matej gestosci (LDL) we krwi,

przeciwbolowe, przeciwlgkowe i przeciwdrgawkowe (Santos 1 in., 2019).

1.3.3. Geraniol

Geraniol jest jednym =z najcze$ciej wystepujacych zwigzkéw zapachowych
w produktach spozywczych i kosmetycznych na rynku europejskim. Charakteryzuje si¢
stodkim, kwiatowym i r6zanym zapachem. Geraniol jest sktadnikiem ponad 250 olejkéw
eterycznych, a w najwiegkszej ilosci wystepuje w olejku z Monarda fistulosa (95% olejku
stanowi geraniol), Aeollanthus myrianthus (66%), rozanym (44%) i palczatki imbirowej
Cymbopogon martinii (53%). Geraniol posiada wiele aktywnosci terapeutycznych, m.in.
wykazuje  dziatanie  przeciwdrobnoustrojowe,  przeciwzapalne,  przeciwrobacze
1 odstraszajace owady. Co istotne, geraniol jest substratem w syntezie innych zwigzkoéw
0 dzialaniu prozdrowotnym, szczeg6lnie witaminy A 1 E (Maczka 1 in., 2020).

Przeciwdrobnoustrojowa aktywno$¢ geraniolu moze wynika¢ gléwnie z jego
niepolarnego charakteru, dzigki czemu moze zaburza¢ strukture lipidowa btony komoérkowe;j
mikroorganizmu oraz oddzialywa¢ z jego skladnikami czynigc blon¢ bardziej
przepuszczalng rowniez dla innych zwigzkoéw, np. antybiotykow. Dodatkowo, alkohol moze
wnika¢ do wnetrza komorki 1 hamowac¢ wzrost mikroorganizmu poprzez oddziatywanie na
kluczowe szlaki metaboliczne (Lira i in., 2020).

Bhattamisra i in. (2019) zbadali potencjal ochronny geraniolu na wrzody zotadka
u szczuré6w wywolane kwasem octowym i bakteriami Helicobacter pylori. W modelu
badawczym wrzody u szczuréw wywotywano przez wstrzykiwanie kwasu octowego do
warstwy podsluzowkowej zotadka lub inokulacje H. pylori w jamie ustnej przez 7 dni.

Geraniol podawano w dawce 15 i 30 mg/kg masy ciala oraz w potaczeniu z lekami
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standardowo  stosowanymi w leczeniu infekcji amoksycyling, klarytromycyna
i omeprazolem. Po 2 tygodniach stwierdzono, Ze w grupie traktowanej geraniolem wskaznik
owrzodzenia byl istotnie nizszy w poroOwnaniu z grupg kontrolng. Dodatkowo,
monoterpenoid w dawce 30 mg/kg powodowal zmniejszenie kwasowosci ogdlnej i objetosci
soku zotadkowego. Zmniejszyta si¢ takze aktywno$¢ mieloperoksydazy i zwigkszyt
catkowity poziom glutationu w btonie $luzowej zoladka.

Geraniol stosowany w formie aerozolu hamowal wzrost groznych patogenoéw
czlowieka, takich jak Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes
I Staphylococcus aureus oraz lekoopornego Cryptococcus aureus, ktory wywoluje grozne
infekcje u 0sob w ostatnim stadium AIDS. W stezeniu 64 pg/ml geraniol hamowatl wzrost
bakterii Mycobacterium tuberculosis bedacej czynnikiem etiologicznym gruzlicy (Chen
i Viljoen, 2010).

Singh 1 in. (2016) w swoich badaniach wykazali, Zze geraniol wykazuje wysoka
aktywno$¢ wobec szczepow grzybow z gatunku Candida. Alkohol monoterpenowy
w stezeniu 250 pg/ml hamowat tworzenie biofilmu i morfogeneze strzepek badanych
szczepow Candida. Dodatkowo, geraniol silnie oddzialywat z btong komorkowa poprzez
zmniejszenie aktywno$ci ATP-azy zakotwiczonej w btonie oraz powodowal zmniejszenie
poziomu ergosterolu, co skutkowalo wyciekiem zawarto$ci komoérki do Srodowiska.
Geraniol hamowatl réwniez funkcje mitochondriow i modulowal homeostaze zelaza we
wnetrzu komorki. Podobng aktywnos¢ przeciwgrzybicza geraniolu wykazano roéwniez
wobec T. rubrum (Silvai in., 2014).

Geraniol charakteryzuje si¢ aktywnoscig terapeutyczng wobec roznych komorek
nowotworowych. Ostatnie badania wykazaty, ze geraniol istotnie hamuje wzrost komorek
w linii komoérkowej raka okreznicy colo-205 z wartoscig ICso 20 uM. Barwienie komorek
z uzyciem DAPI wykazalo, ze alkohol indukuje apoptozg, a eksperyment Western Blot
potwierdzit zwiekszong ekspresj¢ biatka Bax i inhibicje¢ biatka Bcl-2. Dodatkowo
monoterpen indukuje uszkodzenie DNA 1 zatrzymanie cyklu komoérkowego w komoérkach
colo-205 (Qi i in., 2018). Leczenie geraniolem w dawce 150 mg/kg masy ciala moze
hamowa¢ raka endometrium poprzez hamowanie onkogenéw 1 aktywacje gendéw
supresorowych guza w modelu samicy szczura Wistar. Badania metodg Real-time PCR
wskazuja na supresj¢ transkrypcji gendéw biatka K-ras, MAPK, PI3K i [-kateniny,
a eksperyment Western Blot §wiadczy o pozytywnej roli geraniolu w ekspresji fosfataz,
homologu fosfotensyny (PTEN), receptorow progesteronéw i E-kadheryny (Shanmugapriya

1 in., 2017). Aktywnos$¢ antyangiogenna zostala udowodniona na linii komodrkowe;j
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srodbtonka eEND2. Geraniol hamuje migracj¢ komérek eEND2 wraz z hamowaniem
ekspresji jadrowego antygenu komorek proliferujacych (PCNA). Ponadto terpenoid blokuje
transdukcje sygnatu VEGF/VEGFR-2, ktory odpowiada za indukcje angiogenezy
w komorkach nowotworowych (Witting 1 in., 2015). Geraniol wykazuje takze aktywnos$¢
biologiczng wobec pierwotnego raka watroby i trzustki, raka pluc, prostaty, skory
1 nowotwordéw jamy ustnej (Lei i in., 2018).

Wykazano, ze geraniol charakteryzuje si¢ dzialaniem hepatoprotekcyjnym.
Monoterpenoid w dawce 200 mg/kg masy ciala szczurow tagodzi niealkoholowe,
sttuszczeniowe zapalenie watroby wywotane dieta z niedoborem metioniny i choliny. W tym
modelu geraniol wykazal hamujacy wplyw na zwldknienie i apoptoze¢ komorek watroby. Na
poziomie molekularnym terpen hamuje aktywno$¢ aminotransferazy alaninowe;j
1 aminotransferazy asparaginianowej w surowicy oraz chroni mitochondria watroby poprzez
supresj¢ mitochondrialnych reaktywnych form tlenu. Dodatkowo, geraniol wpltywa na
nizsze stezenie dialdehydu malonowego i 3-nitrotyrozyny oraz hamuje ekspresje iNOS
1 cytochromu P450 2E1 w watrobie. Wykazano takze inhibicj¢ stanu zapalnego
w watrobie na drodze hamowania ekspresji TNF-a i IL-6 oraz zmniejszenie aktywnos$ci
mieloperoksydazy (Chen 1 in., 2016). Badania wskazuja, ze geraniol moze stymulowac
regeneracj¢ tkanki watroby po cze¢sciowej hepatektomii (70%) 1 uszkodzeniu oksydacyjnym
wywotanym iniekcjg H202 (Canbek i in., 2017, Ozkaya i in., 2017).

W modelu uszkodzenia nerwu wywolanego przez akrylamid u Drosophila
melanogaster geraniol wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne. Podanie terpenu spowodowato
spadek $miertelnosci muszek poprzez tagodzenie stresu oksydacyjnego, dysfunkcji
mitochondriéw 1 neurotoksycznos$ci akrylamidu. Mechanizm dziatania geraniolu opierat si¢
na modulacji poziomu GSH 1 catkowitych tioli ze wzrostem aktywnosci enzyméw
detoksykacyjnych. Dodatkowo, jednoczesne podawanie geraniolu z kurkuming wykazywato
negatywny wplyw na funkcj¢ uktadu cholinergicznego ze spadkiem aktywnos$ci
acetylocholinesterazy (Prasad i Muralidhara, 2014). Alkohol terpenowy wykazywal rowniez
ochronny wplyw na uszkodzenia uktadu nerwowego w mysim modelu choroby Parkinsona
wywotanym przez 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyn¢ (MPTP). Doustne
podawanie geraniolu tagodzito zaburzenia nerwowo-mig$niowe poprzez zwigkszenie
immunoreaktywnej ekspresji  hydroksylazy tyrozynowej i zmniejszenie ekspresji
a-synukleiny (Rekha i in., 2013). Rok p6zniej, Rekha i Selvakumar (2014) w takim samym

modelu choroby Parkinsona wykazali, ze geraniol reguluje stosunek Bcl-2/Bax i hamuje
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ekspresje proapoptotycznego cytochromu c¢ i1 kaspazy-9, co skutkuje ztagodzeniem
neurodegeneracji i poprawe ruchowa mysz.

Ponadto wykazano, ze geraniol wykazuje szereg innych wiasciwosci terapeutycznych,
m.in.  przeciwzapalne, antyoksydacyjne, Kkardioprotekcyjne, przeciwcukrzycowe,

antydepresyjne czy antyalergiczne (Lei i in., 2018).

1.3.4. Alkohol perylowy

Alkohol perylowy nalezy do grupy terpenoidéw monocyklicznych wystepujacych
w olejkach eterycznych, m.in. cytrusOw, miety pieprzowej, miety zielonej, wisni, zurawiny,
szatwii, trawy cytrynowej i lawendy. Jest produktem metabolizmu limonenu. Najwigce]
uwagi w badaniach naukowych po$wigcono wlasciwosciom antynowotworowym alkoholu
perylowego wobec glejakom, szczegolnie podawanemu donosowo (Chen i in., 2018). Wsrod
innych udowodnionych aktywnosci tego monoterpenu mozna wyr6zni¢ dziatanie
przeciwbakteryjne (Figueiredo i in., 2020), przeciwgrzybicze (Ansari i in., 2016, 2018),
przeciwwirusowe (Mello i in., 2020) oraz neuroprotekcyjne (Anis i in., 2018, Zafeer i in.,
2018).

W 2006 roku opisano pierwszy przypadek donosowego podania alkoholu perylowego
62-letniej kobiecie ze skapodrzewiakiem anaplastycznym, u ktorej, pomimo leczenia
skojarzonego z chirurgig i radiochemioterapia, wystapit nawrét nowotworu. Po donosowym
podaniu terpenu w stezeniu 0,3% cztery razy dziennie przez kilka miesi¢cy, rezonans
magnetyczny wykazat skurczenie si¢ guza (de Fonseca i in., 2006). W kolejnym badaniu
podawano alkohol perylowy 4 razy dziennie w dawce 55 mg 37 pacjentom z nawrotowym
glejakiem zlosliwym. Okazato si¢, ze leczenie terpenem spowodowalo zmniejszenie
rozmiarow guza i1 wydtuzenie czasu zycia u kilku pacjentow. Co istotne, alkohol perylowy
byt bardzo dobrze tolerowany przez pacjentow i nie wykazywal efektow ubocznych nawet
u 0s0b leczonych przez ponad rok (de Fonseca i in., 2008).

Molekularny  mechanizm przeciwnowotworowy alkoholu perylowego jest
plejotropowy 1 wptywa na wiele szlakow komorkowych oraz procesow regulujacych wzrost.
Traktowanie alkoholem perylowym linii ludzkich komorek gruczolakoraka trzustki
1 ludzkich komorek raka piersi spowodowato wzrost ekspresji biatka p15, p21 i p27, ktore
nalezg do grupy inhibitoréw kinaz zaleznych od cyklin (CDK), stuzacych do zatrzymania
progresji cyklu komoérkowego. Z drugiej strony terpen obnizat ekspresje kilku biatek
cyklinowych, ktore sg podjednostkami regulatorowymi CDK i majg zasadnicze znaczenie

dla ich funkcji kinazowej. Stwierdzono rowniez obnizenie ekspresji biatka p34. W efekcie
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nastgpito silne zatrzymanie cyklu komoérkowego, po ktorym komorki przeszty w faze
apoptozy (Wieseman i in., 2007, Yuri i in., 2004). Alkohol perylowy moduluje réwniez
aktywnos$¢ telomerazy, ktérg wykazano w badaniach na linii ludzkich komoérek prostaty.
Terpen skutkowal hamowaniem odwrotnej transkryptazy, katalitycznej podjednostki
telomerazy (hTERT), co wigzato si¢ z rozerwaniem kompleksu biatkowego sktadajacego si¢
z hTERT, mTOR, Raptor, HSP90 (biatko szoku cieplnego o masie 90 kDa) i S6K
(rybosomalna kinaza S6). Ponadto alkohol perylowy powodowatl defosforylacje 4E-BP1
(biatko wiagzace elF4E) 1 zaktocal interakcje migdzy elF4E (eukariotyczny czynnik inicjacji
4E) a elF4G, ktoére sg kluczowymi skladnikami translacyjnego kompleksu wigzacego.
Swiadczy to o dziataniu alkoholu w szlakach translacyjnych i post-translacyjnych (Sundin
iin., 2013). Alkohol perylowy oddziatuje rowniez na pompe sodowo-potasowa, szlak Notch,
poziom NF-kB i TGF. W niektorych typach nowotworéw dochodzi do nadekspresji pompy
sodowo-potasowej. Badania wskazuja, ze hamowanie pompy przez terpen moze by¢
zwigzane z proapoptyczng funkcja szlaku stresu JNK. Z kolei hamowanie szlaku Notch
wplywa na inhibicj¢ migracji i przerzutowania komorek raka watroby. Alkohol perylowy
powoduje takze spadek poziomu wapnia, co przektada si¢ na zahamowanie
konstytutywnego zaleznego od wapnia szlaku NF-kB, w konsekwencji doprowadzajac do
apoptozy komorek nowotworowych. Terpen stymuluje szlak TGF, ktory koreluje dodatnio
z regresja nowotworu in vivo (Garcia i in., 2010, Ma i in., 2016, Berchtold i in., 2005).

W 2020 roku opisano przeciwbakteryjng aktywnos$¢ alkoholu perylowego wobec
Gram-ujemnych pasozytow przyzgbia Fusobacterium nucleatum ATCC 25586
i Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Minimalne st¢zenie hamujace wzrost bakterii
przez alkohol byto rowne minimalnemu bdjczemu i wynosito 1,6 mM (Figueiredo i in.,
2020).

Wykazano réwniez aktywno$¢ przeciwgrzybiczng alkoholu perylowego wobec
chorobotworczego C. albicans i czterech innych gatunkoéw Candida. Z badan wynika, ze
MIC wobec C. albicans wynosi 350 pg/ml. Traktowanie drozdzakéw terpenem skutkowato
zahamowaniem ekspresji genu CNB1 sygnalizacji kalcyneuryny, co zostato potwierdzone
w analizie catego transkryptomu. W skutek tego komorki byly mniej oporne na niekorzystne
warunki $§rodowiska, np. alkaliczne pH czy zasolenie. Alkohol perylowy powoduje
uszkodzenie btony i $ciany komoérkowej, na co wskazuje nizszy poziom ergosterolu,
zaktocona homeostaza pH i zwigkszone tempo sedymentacji komorek. Ponadto monoterpen
hamowat potencjalne cechy wirulencji, w tym przemiany morfologiczne, tworzenie biofilmu

i powodowal zmniejszong zdolno$¢ przylegania komorek zarowno do powierzchni
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polistyrenowej plytki wielodotkowej, jak 1 komorek nablonka policzka. Traktowanie
komorek C. albicans terpenem w stezeniu 175 pg/ml skutkowato zatrzymaniem cyklu

komorkowego i1 dysfunkcja mitochondriow (Ansari i in., 2016, 2018).

1.3.5. Myrtenol

Myrtenol  jest bicyklicznym  pierwszorzedowym  alkoholem terpenowym
wystepujacym w olejkach eterycznych, np. Agonis fragrans i Myrtus communis, jednak jego
stezenie w olejkach rzadko przekracza 10% (Lowe i in., 2007, Mimica-Duki¢ in., 2010).
W ciagu ostatnich kilku lat opublikowano wiele wynikéw badan $wiadczacych o wysokiej
aktywnosci terapeutycznej myrtenolu, m.in. antybakteryjnej (Cordeiro i in., 2020, Selvaraj
iin., 2019, 2020), przeciwgrzybiczej (Cavalcanti i in., 2021), przeciwzapalnej (Bejeshk i in.,
2018), antynowotworowej (Trytek i in., 2018), gastroprotekcyjnej (Viana i in., 2016),
kardioprotekcyjnej (de Brittoa i in., 2018) i antyoksydacyjnej (Rajizadeh i in., 2019).

Aktywnos¢  przeciwbakteryjna  myrtenolu  zostala ~ wykazana  wobec
metycylinoopornych szczepéw Staphylococcus aureus (MRSA). Wykazano, ze minimalne
stezenie bojcze wobec komorek jest tozsame z minimalnym stezeniem hamujacym wzrost
I wynosi 128 pg/ml (Cordeiro i in., 2020). Poza bezposrednim dziataniem bojczym wobec
bakterii, myrtenol hamuje wytwarzanie biofilmu i synteze gléwnych czynnikéw wirulencji
MRSA takich jak lipaza, hemolizyna i stafyloksantyna. Alkohol terpenowy w stezeniu 600
ug/ml powodowat rozerwanie w 40% dojrzatego biofilmu (Selvaraj i in., 2019). Selvaraj
i in. (2020) badali potencjat alkoholu rowniez wobec biofilmu Acinetobacter baumannii,
ktory jest oportunistycznym patogenem w zakazeniach szpitalnych. Terpen w st¢zeniu 200
ug/ml wykazywat silne dziatanie antybiofilmowe, nie wywierajac jednak zadnego wptywu
na wzrost i zywotno$¢ metaboliczng szczepow A. baumannii. Analizy mikroskopowe
potwierdzity zmniejszenie grubosci biofilmu, szczeg6lnie biofilmu dojrzatego. Oprocz tego
myrtenol hamowat zwigzane z biofilmem czynniki wirulencji takie jak synteza
egzopolisacharydu, hydrofobowa powierzchni¢ komorki i oporno$¢ na utlenianie. Analiza
transkryptomiczna ujawnita supresj¢ zwigzanych z biofilmem genéw, bfmR, csuA/B, bap,
ompA, pgaA, pgaC, katE. Myrtenol zwigkszat takze podatnosé¢ szczepow A. baumannii na
konwencjonalne antybiotyki takie jak amikacyna, gentamycyna i trimetoprim.

Przeciwgrzybiczy potencjat myrtenolu zostat wykazany wobec drozdzakow
C. albicans i C. parapsilosis. Minimalne st¢zenie hamujace wzrost komoérek wynosito od
256 do 512 ug/ml. Ponadto, stosowanie (-)-myrtenolu z amfoterycyng B i flukonazolem

wykazywato efekt synergistyczny (Cavalcanti i in., 2021).
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Rajizadeh i in. (2019) zbadali aktywno$¢ antyutleniajaca i przeciwzapalng myrtenolu
w modelu astmy alergicznej indukowanej u szczuréw inhalacja owalbuminy. Myrtenol
podawany przez 7 dni w dawce 50 mg/kg masy ciata szczurow istotnie redukowat zmiany
patologiczne w ptucach i srodbtonku drog oddechowych w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Dodatkowo, grupa leczona terpenem charakteryzowala si¢ obnizonym poziomem
interleukiny-18, dialdehydu malonowego i czynnika martwicy nowotworu a. Zwigkszeniu
ulegl natomiast poziom interleukiny-10. Odnotowano takze wyzszg aktywno$¢ peroksydazy
glutationowej. Wedtug autoréw tych badan, myrtenol wykazuje silny potencjat w leczeniu
astmy ze wzgledu na zwigkszenie udzialu zwigzkéw antyutleniajgcych do utleniajacych
1 zmniejszenie udziatlu interleukin prozapalnych do przeciwzapalnych w ptucach.

W 2018 roku po raz pierwszy wykazano aktywnos$¢ kardioprotekcyjng myrtenolu
w modelu niedokrwienia mig¢snia sercowego u szczuréw Wistar (de Brittoa i in., 2018).
Alkohol podawano szczurom doustnie przez tydzien w dawce 50 mg/kg, po czym
indukowano niedokrwienie serca. Myrtenol istotnie zapobiegl uposledzeniu zdolnosci
skurczowej serca, zlikwidowat anormalng fale elektrokardiograficzng, a takze zmniejszyt
zagrazajace zyciu arytmie i wielkos¢ zawalu wywotanego niedokrwieniem. Terpen
zapobiegt takze wzrostowi wytwarzania reaktywnych form tlenu w sercu i przywrocit
uposledzong aktywno$¢ endogennych enzymow antyoksydacyjnych, przez co zapobiegt
dalszym uszkodzeniom, ktore wynikaly ze stresu oksydacyjnego. Wykazano takze
modulujaca rolg myrtenolu wobec szlakéw pro- i antyapoptotycznych (Bax i Bcl-2),
objawiajaca si¢ zmniejszong liczbg komoérek apoptotycznych.

Viana i in. (2016) zapoczatkowali badania nad gastroprotekcyjng (przeciwwrzodowa)
aktywnos$cig myrtenolu. Alkohol w dawkach doustnych 25, 50 i 100 mg/kg masy ciata
myszy istotnie zmniejszal nasilenie uszkodzen zotadka wywotanych etanolem. Wykazano,
ze myrtenol powoduje spadek aktywnos$ci mieloperoksydazy i dialdehydu malonowego oraz
wzrost aktywno$ci peroksydazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy
w komorkach zotadka. Monoterpen utrzymywat prawidlowy stosunek azotynéw do
azotanow, niebiatkowych tioli 1 S§luzu zZotadkowego. Wstgpne traktowanie myszy
flumazenilem (antagonista receptora GABA-A), idometacyng (inhibitor COX) i L-NAME
(inhibitor syntezy NO) wptyneto negatywnie na potencjat gastroprotekcyjny (-)-myrtenolu.
Dzialanie gastroprotekcyjne alkoholu opiera si¢ na bezposredniej aktywacji receptora
GABA-A i aktywnosci przeciwutleniajace;.

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa myrtenolu zostala zbadana na linii ludzkich

komorek raka okreznicy (HT29) i linii prawidlowych ludzkich komoérek jelita (CCD 841
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CoTr) (Trytek 1 in., 2018). W przypadku linii komoérek nowotworowych po 24 godz.
inkubacji stgzenie (-)-myrtenolu hamujace proliferacje komorek w 50% (ICsp) wynosito
8,4 mM w metodzie MTT 1 33,5 mM w metodzie NR. Z kolei komorki prawidtowe
charakteryzowaly si¢ wyzszg wrazliwos$cig na traktowanie terpenem (ICsp= 1,7 mM w tescie
MTT; ICs0 = 0,86 mM w tescie NR). W stezeniu 0,1 mM myrtenol dwukrotnie obnizyt
stezenie tlenku azotu w poréwnaniu do préby kontrolnej. Wykazano rowniez wptyw terpenu

na aktywnos$¢ enzymow mitochondrialnych 1 stabilnos$¢ btony komorkowe;.

45



2. Cel pracy

Celem nadrzednym pracy bylo opracowanie biokatalitycznych metod transformacji
alkoholi terpenowych do nowych zwigzkéw o potencjalnie zwigkszonej aktywnos$ci

biologiczne;j.
W zwigzku z tym wyszczegolniono cele posrednie pracy:

¢ selekcja wydajnego biokatalizatora reakcji estryfikacji alkoholi terpenowych,

e optymalizacja warunkéw estryfikacji alkoholi terpenowych,

¢ modyfikacja wybranych alkoholi terpenowych w uktadzie biomimetycznym przy
uzyciu porfiryn,

e okre$lenie mechanizmu i optymalnych warunkéw fotoutleniania myrtenolu w
uktadzie biomimetycznym,

e okreslenie aktywnosci biologicznej wyizolowanych i oczyszczonych produktow
biokatalizy alkoholi terpenowych wobec komoérek nowotworowych (glejaka

ludzkiego) i mikroorganizmow patogennych.
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3. Materialy i metody

3.1. Odczynniki chemiczne

Sktadniki podt6z mikrobiologicznych: agar (Oxoid, France), ekstrakt stodowy (Bruntal,
Czechy), ekstrakt drozdzowy (Sigma-Aldrich, USA), (NH4)2SO04, K;HPO4, MgSO4 x 7
H.0, CaCl, x 6 H20, (NH4)2HPO4, NaCl, Tween 80, glukoza, KH2PO4, mocznik,
FeCls x 4 H20, D-biotyna, tiamina, CaCOs, bi¢kit bromotymolowy, FeCl2, MnCl,
ZnCly, CaCly, CuClz, MgCl, (POCH, Polska), oliwa z oliwek (Luglio, Wlochy);
Alkohole terpenowe: (S)-(-)-B-cytronellol (> 98%) (Merck, Niemcy), (1R)-(-)-myrtenol
(95%), (£)-linalol (97%), (-)-karweol (97%), geraniol (98%), nerol (97%), farnezol
(95%), (S)-(-)-alkohol perylowy (96%), (1R)-(-)-nopol (98%), (-)-trans-pinokarweol
(= 96%), (-)-terpinen-4-ol (= 95%), (Sigma-Aldrich, USA);

Kwasy karboksylowe: octowy (C2) (> 99,5%), cytrynowy (99%) (POCH, Polska),
propionowy (C3) (> 99,5%), mastowy (C4) (> 99%), walerianowy (C5) (> 99%),
kaprylowy (C8) (= 99%), pelargonowy (C9) (= 99%), laurynowy (C12) (= 99%)
(Sigma-Aldrich, USA);

Rozpuszczalniki  organiczne: n-heksan, cykloheksan, heksadekan, acetonitryl,
1,4-dioksan, chloroform, octan etylu, aceton, 1-propanol, 2-propanol, N-metylo-2-
pirolidon  (NMP), dimetyloacetamid (DMAC), dimetyloformamid (DMF),
tetrahydrofuran (THF), etanol, eter-tert-metylo-butylowy (MTBE), dimetylosulfotlenek
(DMSO) (= 99%) (POCH, Polska);

Porfiryny: 2,3,7,8,12,13,17,18-oktaetyloporfiryna (H.OEP) (Ryc. 101), 5,10,15,20-
tetrafenyloporfiryna (H2TPP) (Ryc. 101l), tetrafenyloporfiryna cynku (1) (ZnTPP)
(Ryc. 10I11), 5,10,15,20-tetra(4-pirydylo)porfiryna cynku (ZnTPyP) (Ryc. 101V),
5,10,15,20-tetrafenyloporfiryna chlorku zelaza (III) (Fe"(TPP)CI) (Ryc. 10V),
5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenylo)porfiryna (H>TFsPP) (Ryc. 10VI), 5,10,15,20-
tetrakis(4-metoksyfenylo)porfiryna  (H.TPPOMe) (Ryc. 10VII), 5,10,15,20-
tetrakis(pentafluorofenylo)porfiryna chlorku zelaza (III) (Fe'(TFsPP)CI) (Ryc.
10VIII), 5,10,15,20-tetrakis[(4-alliloksy)fenylo]porfiryna (H2TAIXPP) (Ryc. 101X)
(97%) (Sigma-Aldrich, USA), metyloestrowa pochodna protoporfiryny IX (PPIX(Me)2)
(Ryc. 10X), hydroksylowa pochodna protoporfiryny 1X (PPIX(OH)2) (Ryc. 10Xl),
fosfonianowa pochodna protoporfiryny 1X (PPIX[P(O)(OEt):]2) (Ryc. 10XII)
(zsyntetyzowane w Instytucie Chemii Organicznej PAN w Warszawie).
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Rycina 10. Struktury chemiczne porfiryn wykorzystanych w biomimetycznej katalizie alkoholi
terpenowych

e Inne odczynniki: Hoechst 33342, jodek propidyny, oranz akrydyny (> 94%), CDCls,
2,6-di-tert-butylofenol (BHT), a-tokoferol (Sigma-Aldrich, USA), NazHPO4, Na,COs,
NaHCO3, KOH, fenoloftaleina, TTC (chlorek 2,3,5-trifenylotetrazoliowy), resazuryna

(POCH, Polska), podtoze do hodowli komorkowych DMEM, wycigg moézgowo-
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sercowy (BHI) (Biomaxima, Polska) mieszanina sktadnikéw odzywczych Ham’s F-12
(ThermoFisher Scientific, USA), Coomassie Brilliant Blue R-250/G-250 (Bio-Rad,
USA).

3.2. Material biologiczny
3.2.1. Selekcja biokatalizatorow grzybowych do estryfikacji alkoholi terpenowych

W badaniach nad doborem biokatalizatora do estryfikacji alkoholi terpenowych uzyto
szczep psychrotroficznego grzyba nitkowatego Chrysosporium pannorum A-1, szczepy
o udokumentowanej aktywnosci lipolitycznej: mezofilne Penicillium roqueforti (Eitenmiller
I in.,, 1970) i Rhizomucor miehei (Rodrigues i Fernandez-Lafuente, 2010) oraz
psychrotroficzny Penicillium chrysogenum 9’ (Bancerz i in., 2005). Mikroorganizmy
pozyskano z kolekcji Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Srodowiskowej. Szczepy
psychrotroficzne pierwotnie wyizolowano z gleby zachodniego wybrzeza Spitzbergenu
w archipelagu Svalbard, poéinocna cz¢s¢ Bellsundu (Norwegia) (77°33°N, 14°31°E) (Kurek
i in., 2007; Bancerz i in., 2005). W tabeli 2 przedstawiono systematyke badanych szczepow
na podstawie danych z MycoBank (www.mycobank.org; dostep z dnia 22.08.2022 r.).

Tabela 2. Systematyka szczepow wykorzystanych w badaniach nad selekcja biokatalizatora do
estryfikacji alkoholi terpenowych

Kroélestwo Gromada Klasa Rzad Rodzina Gatunek
Onygenales  Onygenaceae Chrysosporium pannorum
Penicillium chrysogenum
Penicillium roqueforti
Mucoromycota Mucoromycetes Mucorales  Lichtheimiaceae Rhizomucor miehei

Ascomycota Eurotiomycetes

Fungi Eurotiales  Aspergillaceae

3.2.2. Mikroorganizmy uzyte do okreslenia aktywnosci biologicznej produktow biokatalizy

W badaniach nad aktywnoscig biologiczna produktow biokatalizy wykorzystano
nastgpujace gatunki grzybow: Candida albicans ZMP1, Penicillium chrysogenum 46,
Aspergillus niger AM-11 oraz bakterie Staphylococcus aureus ATTC 6538 i Pseudomonas
aeruginosa ATTC 15442. W tabeli 3 przedstawiono taksonomi¢ poszczegdlnych gatunkow
na podstawie danych z MycoBank i National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(www.ncbi.nlm.nih.gov i www.mycobank.org; dostep z dnia 22.08.2022 r.).
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Tabela 3. Systematyka gatunkow wykorzystanych w badaniach nad aktywnoscia biologiczna
produktow biokatalizy

Krélestwo Gromada Klasa Rzad Rodzina Gatunek
. Candida
Saccharomycetes Saccharomycetales Incertae sedis .
albicans
. Penicillium
Fungi Ascomycota
. . . chrysogenum
Eurotiomycetes Eurotiales Aspergillaccae @ —————F——
Aspergillus
niger
. . Pseudomonas
Proteobacteria Gammaproteobacteria  Pseudomonadales ~ Pseudomonadaceae A6TUAINGSa
Bacteria Staph ?ococcus
Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae pal)J/reus

Szczepy grzybowe przechowywano na ptytkach ze stalym podltozem maltozowym
(MEA) (Kutyta i in., 2020), natomiast szczepy bakteryjne na stalym bulionie tryptozowo-
sojowym (TSB, ang. tryptic soy broth) (Brozyna i in., 2020). Dla dalszego przygotowania
inokulum, hodowle bakterii i drozdzakoéw C. albicans prowadzono na podtozu statym od
2 do 4 dni w 37°C, grzybow psychrotroficznych przez 14 dni w 20°C, za§ grzyboéw
mezofilnych odpowiednio przez 7 dni w 30°C. Przerosnigte biomasa ptytki przechowywano
w lodowce (4°C). Sktad podlozy stosowanych do przechowywania mikroorganizmow

zamieszczono w tabeli 4.

Tabela 4. Sktad podtozy statych stosowanych do przechowywania mikroorganizméw

Nazwa podloza Makroelementy Stezenie (g/1)

Maltozowe (MEA) Ekstrakt stodowy 70

Agar 20

Trypton 17

Ekstrakt sojowy 3

i i NaCl 5
Bulion tryptozowo-sojowy (TSB) KoHPOL 25
Glukoza 25

Agar 20

Przed uzyciem, podtoza zostaty wyjatlowione w autoklawie przez 20 minut w temp. 121°C, przy nadci$nieniu
0,075 MPa.

3.2.3. Linie komorkowe

W  badaniach nad aktywnoscig przeciwnowotworowa produktow biokatalizy
wykorzystano linie ludzkich komoérek glejaka wielopostaciowego T98G (IV® ztosliwosci

nowotworu wg WHO) oraz ludzkich komorek gwiazdziaka anaplastycznego MOGCCM
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(II1° ztosliwosci nowotworu wg WHO). Obie linie pochodzily z Europejskiej Kolekeji Linii
Komoérkowych (ECACC, ang. European Collection of Cell Cultures).

Hodowle komdérkowe prowadzono w podtozu ptynnym, ztozonym z 3 czesci podtoza
DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium) oraz 1 czg¢$ci mieszaniny sktadnikow
odzywczych F-12, uzupelionym 10% ptodowa surowica bydleca, penicyling (100 U/ml)
i streptomycyng (100 pg/ml). Wzrost komoérek prowadzono w 37°C w wilgotnej atmosferze

95% powietrza i 5% COx.

3.3. Podloza i bufory

3.3.1. Podtoze state do wstepnej oceny aktywnosci lipolitycznej

Wstepna ocene aktywnosci lipolitycznej grzybow przeprowadzono na podtozu stalym

o sktadzie przedstawionym w tabeli 5.

Tabela 5. Sktad podtoza statego stosowanego do wstepnej oceny aktywnosci lipolitycznej grzybow

Nazwa podloza Makroelementy Stezenie (g/1)

KoHPO, 1

MgSO, x 7 H20 0.3

Podloze do wstepnej oceny CaCl, x 6 H,0 01
aktywnoéci lipolitycznej (P1) (NH4)2S04 2

NaCl 01

Agar 20

Masto 5

Przygotowane podtoze rozlano do probowek w objetosci po 20 ml, ktore jatowiono
w autoklawie przez 20 minut w temp. 121°C przy nadci$nieniu 0,075 MPa. Po wyjatowieniu
probéwki z podtozem ostudzono do okoto 60°C i dodano 150 pl alkoholowego roztworu
btekitu bromotymolowego (0,04%) w celu uzyskania zielonego zabarwienia podtoza.

Zawarto$¢ probowek wylano na ptytki Petriego.

3.3.2. Podtoza plynne stosowane do hodowli grzybow

W badaniach wykorzystano trzy bazowe rodzaje podtéz ptynnych stosowanych do

hodowli grzybow. Ich sktad przedstawiono w tabeli 6.
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Tabela 6. Sktad ptynnego podtoza glukozowo-maltozowego (M), podtoza (A) (Bancerz i in., 2005)
1 podtoza podstawowego (BM) (Molinari i in., 2000) stosowanych do hodowli grzybow

Nazwa podloza Makroelementy Stezenie (g/1)
Glukoza 10
Podloze glukozowo-maltozowe Ekstrakt stodowy 10
(M) Ekstrakt drozdzowy 5
Bacto-pepton 5
Makroelementy Stezenie (g/1)
Glukoza 10
KH2PO, 6
MgSQ4 x 7 H20
Mocznik 4
Podloze (A) ) ]
Oliwa z oliwek 10
Mikroelementy Stezenie (g/1)
FeClz x 6 H,0O 0,01
D-biotyna 0,000008
Tiamina 0,0002
Makroelementy Stezenie (g/1)
Tween 80 5
Podloze podstawowe (BM) Ekstrakt drozdzowy !
(NH4)2S04 5
K2HPO, 1
MgSO, x 7 H,O 0,2

Koncowg wartos$¢ pH kazdego podtoza ustalano na 6,0 poprzez dodanie odpowiedniej
objetosci roztworu 1 M NaOH lub 1 M HCI. W celu otrzymania r6znych wariantow podloza
do indukcji aktywnosci lipolitycznej, podtoze BM modyfikowano poprzez dodatek glukozy,
oliwy z oliwek i CaCOs. Rodzaj modyfikowanych wersji podtoza BM przedstawiono
w tabeli 7.
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Tabela 7. Rodzaje zmodyfikowanego podtoza BM i ich akronimy

Akronim modyfikowanego podloza Rodzaj modyfikacji

BM1 Podtoze BM + 1% oliwa z oliwek

Podloze BM + 1% oliwa z oliwek
BM2
+ 1% glukoza

BMC Podtoze BM + 1% CaCO3

Podloze BM + 1% oliwa z oliwek

+ 1% CaCQOs3

BMC1

Podloze BM + 1% oliwa z oliwek

+ 1% glukoza + 1% CaCOs;

BMC?2

3.3.3. Bufory i inne roztwory

d)

W doswiadczeniach wykorzystano nastgpujace rodzaje buforéw i roztworow:

Ptyn fizjologiczny — sporzadzony poprzez rozpuszczenie 0,9% NaCl w wodzie
destylowanej;

Bufor fosforanowy 50 mM, pH 7 — sporzadzony poprzez zmieszanie w odpowiednich
proporcjach 50 mM roztworu diwodorofosforanu (V) sodu (NaH2POs4) z 50 mM
roztworem wodorofosforanu (V) sodu (NazHPO,);

Bufory cytrynianowo-fosforanowe o wartosciach pH: 2,2; 3; 4; 5; 6; 7; 8 — sporzadzone
poprzez zmieszanie w odpowiednich proporcjach 0,1 M roztworu kwasu cytrynowego
z 0,2 M roztworem wodorofosforanu (V) sodu (NazHPO4);

Bufory weglanowe 0,2 M o warto$ciach pH: 9,2; 10; 10,7 — sporzadzone poprzez
zmieszanie w odpowiednich proporcjach 0,2 M roztworu weglanu sodu (Na2COs)
z 0,2 M roztworem wodoroweglanu sodu (NaHCO3);

Roztwor titranta, 0,05 M KOH - sporzadzony poprzez rozpuszczenie 5,61 g
wodorotlenku potasu w 1000 ml wody destylowanej;

Roztwory i bufory stosowane przy elektroforezie:

a. Akrylamid roztwor wyjsciowy 30% (akrylamid : NN’-metylenobisakrylamid
29:1);

b. Bufor elektrodowy — sporzadzony poprzez zmieszanie 25 mM 2-amino-2-
(hydroksymetyl)propan-1,3-diolu  (Tris), 192 mM glicyny i 0,1% wl/v
laurylosiarczanu sodu (SDS);

c. Bufor probkowy redukujacy — sporzadzony poprzez zmieszanie 60 mM Tris-U,
2% wiv SDS-u, 10% v/v glicerolu, 0,025% bi¢kitu bromofenolowego i 2% w/v
ditiotreitolu (DTT).
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3.4. Metody badan

3.4.1. Przygotowanie materiatu posiewowego

Inokulum grzybow do zaszczepiania podtéz ptynnych stanowita zawiesina konidiow
w wodzie jatowej z dodatkiem 0,01% Tween’u 80. Konidia z przero$nigtych grzybnig ptytek
z podtozem MAE zalewano 10 ml wody jatowej z dodatkiem 0,01% Tweenu’u 80, po czym
zdrapywano przy uzyciu ezy i nast¢pnie uzupetniano woda jalowa do uzyskania gestosci
w zakresie od 8x10°% do 11x108 konidiow/ml. Gesto§¢ materiatu posiewowego mierzono

przy pomocy komory Thoma pod mikroskopem §wietlnym Olympus BX61

3.4.2. Wstepne okreslenie aktywnosci lipolitycznej w tescie ptytkowym

Do wstgpnego okreslenia aktywnosci lipolitycznej zastosowano metode radialna.
Krazki o $rednicy 6 mm wycinano sterylnym korkoborem z podtoza MEA przero$nigtego
grzybnia, po czym jalowo przenoszono je punktowo na podtoze P1 (p. 3.3.1). Ptytki Petriego
z krazkami grzybni na podtozu P1 inkubowano 24 godz. w temp. 20°C w przypadku
C. pannorum A-1 i P. chrysogenum 9’ oraz w temp. 30°C w przypadku R. miehei
i P. roqueforti. Po czasie inkubacji, dla kazdego szczepu zmierzono $rednicg strefy
przebarwienia podtoza, ktorg wyrazono w mm. Wydzielony do podtoza enzym o aktywnosci
lipolitycznej katalizowat hydroliz¢ zawartych w masle thuszczow, co w nastgpstwie
obnizenia pH podioza przez uwolnione kwasy tluszczowe skutkowato zmiang barwy

indykatora z zielonej na zo6tta.

3.4.3. Warunki hodowli drobnoustrojow

Hodowle grzybéw w podtozu ptynnym przeprowadzono w szklanych kolbach
Erlenmeyera z szeroka szyjka o pojemnosci 300 ml. Kolby z zawarto$cig 50 ml badanego
podloza, jatowiono w autoklawie w temperaturze 117°C, przy nadcisnieniu 0,075 MPa przez
20 minut. W przypadku stosowania podtéz modyfikowanych, weglan wapnia i oliwe
z oliwek sterylizowano oddzielnie, po czym suplementowano do podtoza BM bezposrednio
przed inokulacja. Po ostudzeniu kolb podtoze zaszczepiano w warunkach jalowych 2 ml
zawiesiny konidiow (wg. p. 3.4.1) i hodowano w 20°C (temp. wiasciwej dla psychrotrofow)
w wytrzagsarce orbitalnej (150 RPM). Czas trwania hodowli byl uzalezniony od
doswiadczenia 1 wynosil od 1 do 7 dni. Po zakonczeniu hodowli w okreslonym czasie,

oznaczono zewnatrz- i wewnatrzkomorkowa aktywnos¢ lipolityczng (wg p. 3.5.1), pH
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1 stezenie biatka (wg p. 3.5.2) w plynie pohodowlanym oraz ilo§¢ uzyskanej biomasy

grzybni.

3.4.4. Optymalizacja stezenia Tween 'u 80

W celu okres$lenia optymalnego stezenia Tween’u 80 jako indukora aktywnosci
lipolitycznej przeprowadzono hodowle C. pannorum A-1 na podtozu BMC zawierajagcym
w swoim skladzie od 0 do 1% w/v Tween’u 80. Hodowle prowadzono od 3 do 5 dni

w warunkach opisanych w punkcie 3.4.3.

3.4.5. Zageszczanie ptynu pohodowlanego

Zageszczanie ptynu pohodowlanego przeprowadzono metoda ultrafiltracji i metoda
zatezania na wyparce laboratoryjnej (Rotavapor R-200/205; Buchi). W procesie ultrafiltracji
ptyn pohodowlany przepuszczono przez membrang o wielko$ci poréw 11 kDa. Ultrafiltracje
I proces odparowywania prowadzono do 5-krotnego zat¢zenia ptynu. Nastepnie w odcieku,
ultrafiltracie i zatgzonym ptynie oznaczono st¢zenie biatka wg. p. 3.5.2, oraz aktywnos$é

lipolityczng wg. p. 3.5.1.

3.4.6. Wytrgcanie bialek z plynu pohodowlanego za pomocq rozpuszczalnikow
organicznych

Plyny pohodowlane przefiltrowano na lejku Biichnera przy uzyciu pompy wodnej, po
czym biatka zawarte w filtratach wytracano zmrozonymi do -20°C rozpuszczalnikami
organicznymi: acetonem, metanolem, etanolem, 1-propanolem oraz 2-propanolem.
Rozpuszczalniki w odpowiedniej objetosci dodawano do 10 ml ptynéw pohodowlanych do
uzyskania stosunkow objetosciowych (ptyn : rozpuszczalnik): 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5; 1:6.
Roztwory mieszano na mieszadle magnetycznym przez 10 minut po czym inkubowano
w 4°C przez 1 godz. w stozkowo-dennych probowkach wiréwkowych. Precypitat
oddzielano poprzez wirowanie (wirowka MPW-352R; Polska) przy 9600 RPM w czasie 30
min. w 4°C. Otrzymany osad suszono w temperaturze pokojowej przez 1 godz. w celu
usuni¢cia pozostatosci rozpuszczalnikow, po czym zawieszano w 10 ml 50 mM buforu
fosforanowego pH 7. Nastgpnie w roztworach oznaczono stezenie biatka wg p. 3.5.2

1 aktywno$¢ lipolityczng wg p. 3.5.1.
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3.4.7. Liofilizacja grzybni i biatek wytrqconych z ptynu pohodowlanego

Wytracone z plynu pohodowlanego biatka i zawieszone w 50 mM buforu
fosforanowego pH 7, zamrozono na $ciankach kolby przy uzyciu cieklego azotu
i umieszczono w -20°C na 12 godz. Odsgczong i przeptukang grzybni¢ zamrozono przez noc
w -20°C. Nastgpnie zamrozone preparaty poddano suszeniu sublimacyjnemu przy uzyciu
liofilizatora (Labconco Freezone 6; USA) przez 24 godz. Po wysuszeniu uzyskane preparaty
utarto do postaci jednorodnego proszku i przechowywano w -20°C do czasu kolejnych

doswiadczen lub analiz.

3.4.8. Okreslenie stabilnosci temperaturowej enzymu o aktywnosci lipolitycznej

W celu okreslenia stabilno$ci temperaturowej enzymu o aktywnosci lipolitycznej,
rozpuszczono 20 mg liofilizatu w 10 ml schtodzonego do 5°C buforu fosforanowego o pH
7. Sporzadzono 10 roztwordéw preparatu enzymatycznego, ktore inkubowano w 5°C, 20°C,
30°C, 40°C 1 50°C przez 24 godz. Po inkubacji okreslono aktywnos$¢ lipolityczng wg
p.3.5.1.

3.4.9. Elektroforeza biatek

W celu rozdziatu iloSciowego, okreslenia sktadu preparatu biatkowego i wielkosci mas
czasteczkowych biatek wydzielonych z grzybni poprzez inkubacj¢ w buforze weglanowym
o pH 9,2 wg p. 3.4.13.1, przeprowadzono elektroforeze¢ w warunkach denaturujacych przy
gestosci zelu 12% (SDS-PAGE). W doswiadczeniach wykorzystano metode opisana
W pracy Sambrook i in. (1989), odpowiednio ja modyfikujac. Elektroforeze przeprowadzono
przy uzyciu aparatu Bio-Rad Mini Protean 3 (Niemcy). W tabeli 8 przedstawiono sktad zelu

zaggszczajacego 1 separujgcego uzytych w rozdziale elektroforetycznym.
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Tabela 8. Sktad zelu zaggszczajacego i separujgcego wykorzystanych w elektroforezie PAGE

Rodzaj zelu Skladnik Objetos¢ (ml)
H-0 52
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 25
. Akrylamid 2
Zageszczajacy 10% SDS 01
10% nadsiarczan amonu (APS) 0,1
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina (TEMED) 0,01
Skladnik Objetosé¢ (ml)
H-0 3,1
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 25
Separujacy 12% Akrylamid 4,2
10% SDS 0,1
10% APS 0,1
TEMED 0,0075

Konicowa objetos¢ zelu wynosita 10 ml.

Probki preparatu zawieszono w denaturujgcym buforze prébkowym (20 pg biatka
w probee), po czym inkubowano w 100°C przez 10 minut. Rozdziat elektroforetyczny biatek
1D wykonywano w warunkach denaturujacych w buforze elektrodowym, przy napieciu 60
V, po czym zwigkszono napiecie do 80 V, od momentu pojawienia si¢ probki w zelu
separujacym. Zastosowano markery masy czgsteczkowej w zakresie od 10 kDa do 250 kDa.

Biatka barwiono przy uzyciu barwnika Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad).

3.4.10. Ogolne warunki estryfikacji alkoholi terpenowych

Reakcje estryfikacji prowadzono w heksanie w obecnosci 2% (w/v) biokatalizatora,
przy rownomolowym, 50 mM stezeniu alkoholu terpenowego 1 kwasu karboksylowego,
w 40°C przez 8 lub 24 godz., na wytrzasarce (170 RPM) w szczelnie zamknigtych kolbach
Erlenmeyera o pojemnosci 25 ml. Po zakofczeniu reakcji mieszaning osuszano bezwodnym

siarczanem magnezu 1 poddawano analizie jakosciowej i ilo$ciowej technika GC-MS wg
p. 3.5.3.

3.4.11. Okreslenie optymalnych warunkow estryfikacji cytronellolu i kwasu octowego

Okreslenie optymalnych warunkéw estryfikacji -cytronellolu i kwasu octowego
z wykorzystaniem biokatalizatora w formie zliofilizowanej grzybni C. pannorum A-1
przeprowadzono wedlug punktu 3.4.10 z tg ro6znica, ze modyfikowano badane parametry

reakcji. Zbadano wptyw temperatury (20 — 70°C), ilo$ci biokatalizatora (1 — 3,5% w/v),
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réwnomolowych stezen substratow (10 — 200 mM), stosunku molowego alkoholu do kwasu
(1:2; 1:3; 1:4; 1:5; 2:1; 3:1; 4:1; 5:1), szybkosci mieszania (0 — 300 RPM) oraz rodzaju
rozpuszczalnika organicznego (heksan, cykloheksan, heksadekan, acetonitryl, 1,4-dioksan,
chloroform i octan etylu). Reakcje estryfikacji prowadzono przez 24 godz. (do wyznaczenia
poczatkowej szybkosci reakcji probki pobierano po 0,5. 1, 1,5, 2, 3,4, 5,6, 8112 godz.), po
czym wykonywano analiz¢ ilosciowa produktéw metoda GC-FID wg p. 3.5.3.

3.4.12. Okreslenie wptywu rodzajow reagentow na wydajnosc reakcji estryfikacji

Wplyw rodzajéow reagentow na wydajno$¢ estryfikacji badano w optymalnych
warunkach okreslonych dla reakcji cytronellolu z kwasem octowym. Zbadano I-rzedowe
alkohole terpenowe [liniowe: cytronellol (Ryc. 111), geraniol (Ryc. 1111), nerol (Ryc. 11111),
bicykliczne: myrtenol (Ryc. 111V), nopol (Ryc. 11V) i monocykliczny alkohol perylowy
(Ryc. 11VI1)], H-rzedowe [karweol (Ryc. 11VII) i trans-pinokarweol (Ryc. 11VIII)]
i Hl-rzedowe alkohole [linalol (Ryc. 11I1X) i terpinen-4-ol (Ryc. 11X)] oraz kwasy
karboksylowe: octowy (C2), propionowy (C3), mastowy (C4), walerianowy (C5),
kaprylowy (C8), pelargonowy (C9) i laurynowy (C12). Reakcja estryfikacja trwata 20 godz.
w 30°C, po czym produkty estryfikacji poddano ilosciowej 1 jakosciowej analizie GC-MS
wg p. 3.5.3.
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Rycina 11. Struktury alkoholi terpenowych uzytych w estryfikacji z kwasami karboksylowymi z
zastosowaniem liofilizowanej grzybni C. pannorum A-1 jako biokatalizatora

3.4.13. Wplyw roznych czynnikow srodowiskowych na aktywnos¢ biokatalityczng grzybni
3.4.13.1. Aktywnos¢ biokatalityczna grzybni inkubowanej w roznym pH przed liofilizacjg

Wilgotng grzybni¢ C. pannorum A-1 (3 g), wyhodowana uprzednio na podtozu
BMC1, przeptukano 300 ml ptynu fizjologicznego i zawieszono w 50 ml buforu o ustalonym
pH. Grzybni¢ inkubowano w 0,2 M buforze cytrynianowo-fosforanowym (w zakresie pH
2,2 — 8) 1 0,2 M buforze weglanowym (w zakresie pH 9,2 — 10,7) przez 3 godz., w 20°C.
Nastepnie grzybni¢ przefiltrowano, przeptukano 100 ml ptynu fizjologicznego, zamrozono
1 poddano liofilizacji zgodnie z procedurg opisang w p. 3.4.7. Aktywnos$¢ biokatalityczng
liofilizowanej grzybni okreslano w reakcji estryfikacji B-cytronellolu i kwasu octowego

w optymalnych warunkach w ciggu 8 godzin wzgledem grzybni kontrolnej przeprowadzajac

59



analize GC-FID wg p. 3.5.3. Grzybni¢ kontrolng stanowit biokatalizator bezposrednio po
hodowli.

3.4.13.2.  Wphw jonow metali na biomase i aktywnos¢ katalityczng grzybni C. pannorum
A-1

W tym celu przeprowadzono 4-dniowg hodowle C. pannorum A-1 na podtozu: BMC1

z dodatkiem 1 mM soli chlorkowej badanego jonu metalu (Fe, Mn, Zn, Ca, Cu i Mg) (wg

p. 3.4.3). Po zakonczeniu hodowli grzybni¢ zliofilizowano i wykorzystano w reakcji

cytronellolu z kwasem octowym w optymalnych warunkach przez 9 godz. Po zakonczeniu

estryfikacji, mieszaniny poreakcyjne poddano analizie GC-FID wg p. 3.5.3.

3.4.13.3. Inkubacja grzybni z alkoholami terpenowymi i kwasami przed liofilizacjg

Celem bylo zbadanie wplywu reagentéw na aktywnos$¢ biokatalizatora. Wilgotna
grzybni¢ C. pannorum A-1 (3 g), wyhodowang uprzednio na podtozu BMC1, przeplukano
300 ml ptynu fizjologicznego i zawieszono w 50 ml mieszaniny ztozonej z 50 mM buforu
fosforanowego pH 7 i 10% heksanu jako kosolwenta. Do zawiesiny dodawano 50 mM
badanego alkoholu terpenowego lub kwasu karboksylowego (linalol, cytronellol, trans-
pinokarweol, karweol, nopol, kwas octowy, kwas pelargonowy i kwas walerianowy).
Grzybni¢ inkubowano przez 1 godz. w 20°C, po czym przefiltrowano, przeptukano 100 ml
ptynu fizjologicznego 1 25 ml heksanu, zamrozono i poddano liofilizacji zgodnie z procedura
opisana w p. 3.4.7. Aktywno$¢ liofilizowanej grzybni okreSlono w estryfikacji
B-cytronellolu i kwasu octowego w optymalnych warunkach w ciggu 24 godzin przy uzyciu
analizy GC-FID wg p. 3.5.3.

3.4.13.4. Pojemnos¢ wodna grzybni w reakcji estryfikacji

Pojemnos$¢ wodng grzybni C. pannorum A-1 okre§lono na podstawie rdéznicy
aktywnosci biokatalitycznej grzybni w reakcji estryfikacji prowadzonej w obecnosci
réznych objetosci wody. Pojemnos¢ wodng badano w optymalnych warunkach estryfikacji
cytronellolu i kwasu octowego w zakresie 0,25% - 500% v/w wody w stosunku
biokatalizatora. Reakcja estryfikacja trwata 24 godz., po czym produkty estryfikacji poddano
analizie GC-FID wg p. 3.5.3.
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3.4.13.5. Stabilnosc¢ operacyjna grzybni

Stabilnos$¢ operacyjng biokatalizatora w formie grzybni C. pannorum A-1 okreslono
w optymalnych warunkach estryfikacji cytronellolu i kwasu octowego. Po kazdym 24-godz.
cyklu w 30°C, mieszaning reakcyjng poddawano ilosciowej analizie GC-FID, za$§ grzybni¢
trzykrotnie przemywano 25 ml heksanu. Nastepnie grzybni¢, po wysuszeniu w eksykatorze,
uzyto w kolejnym cyklu katalitycznego z nowymi porcjami substratow w tych samych

warunkach reakcji.

3.4.13.6. Stabilnosc¢ grzybni podczas rocznego przechowywania

W celu zbadania wplywu temperatury na stabilno$¢ biokatalizatora, grzybnie
przechowywano w -20°C, 4°C i 20°C. Po poétrocznym i rocznym przechowywaniu
sprawdzono jej aktywnos¢ w estryfikacji (-cytronellolu i kwasu octowego
w zoptymalizowanych warunkach. Po 24 godz. reakcji estryfikacji mieszaning produktow

poddano analizie GC-FID wg p. 3.5.3.

3.4.13.7. Bioimprinting grzybni kwasami ttuszczowymi

Bioimprinting kwasami tluszczowymi przeprowadzono z uzyciem liofilizowanej
grzybni C. pannorum A-1. W pierwszym wariancie eksperymentu przygotowano
mieszaning skladajaca si¢ z 9,33 ml rozpuszczalnika organicznego (izopropanolu
i izopropanolu z heksanem w proporcji 1:1) i czynnika imprintujgcego w ilosci 0,67 ml
(kwasu kaprylowego i oleionowego) lub 0,67 g (kwasu laurynowego). Do mieszaniny
przeniesiono 0,7 g liofilizowanej grzybni, po czym probki wytrzasano (200 RPM) w 30°C
przez 60 min. Po inkubacji grzybni¢ przefiltrowano i przemyto dwukrotnie 20 ml heksanu.
Grzybni¢ wysuszono pod proznig w eksykatorze, po czym wykorzystywano w reakcji
estryfikacji. W drugim wariancie bioimprintingu wykorzystano mieszaniny imprintujace
sktadajace si¢ z 9,33 ml rozpuszczalnikow organicznych (izopropanol, heksan, 1,4-dioksan
1 metanol) zmieszanych ze soba w réznych proporcjach i 0,67 g kwasu laurynowego.
Pozostate etapy byly analogiczne jak w pierwszym wariancie do$wiadczenia. Probe
kontrolng stanowita grzybnia bezposrednio po liofilizacji, ktorag nie poddawano zadnej

inkubacji.

3.4.14. Biomimetyczna transformacja alkoholi terpenowych przy uzyciu porfiryn

Biotransformacje alkoholi terpenowych w uktadach biomimetycznych prowadzono

z zastosowaniem porfiryn hydrofobowych (9 porfiryn komercyjnych i 3 pochodne
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protoporfiryny IX). Reakcj¢ prowadzono w uktadzie homogenicznym w szklanych fiolkach
szczelnie zamknigtych korkiem, do ktérych odwazano jedng z porfiryn i rozpuszczono
w 4 ml odpowiedniego rozpuszczalnika uzyskujac roztwér o stezeniu 4,5 x 10* M. Do
otrzymanej mieszaniny dodawano 200 umoli substratu (cytronellol, alkohol perylowy lub
myrtenol). Kataliz¢ biomimetyczng prowadzono na mieszadle magnetycznym (200 RPM)
przez 4 lub 24 godz., w temp. 20°C w warunkach sztucznego o$wietlenia przy uzyciu szesciu
swietlowek imitujgcych §wiatto dzienne (Osram Lumilux Cool White, o tgcznej mocy 90W).
Intensywno$¢ naswietlenia (gesto$¢ strumienia fotondw) okreslano przy uzyciu
fitofotometru (Optel FR20, Opole, Poland). Nat¢zenie napromienienia (irradiancja) przy
okreslonej dtugosci fali (mierzone miernikiem mocy Coherent LaserCheck, USA) wynosito
odpowiednio: 6 mW/cm? (421 nm), 2,36 mW/cm? (467 nm), 2,20 mW/cm? (518 nm) i 1.68
mW/cm? (566 nm). Po zakonczeniu reakcji do 0,5 ml mieszaniny dodawano wzorzec
wewnetrzny (n-dekan w chloroformie w stezeniu 1 g/1), po czym produkty biotransformacji
analizowano technikg GC-MS wg p. 3.5.3.

3.4.15. Otkreslenie optymalnych warunkow fotoutleniania myrtenolu przy uzyciu
tetrafenyloporfiryny
Okreslenie optymalnych parametrow katalizy biomimetycznej myrtenolu przy uzyciu
wyselekcjonowanej porfiryny (tetrafenyloporfiryny, H>TPP) przeprowadzono wedtug
p. 3.4.16, z ta r0znica, ze reakcje oksydatywnej transformacji prowadzono przy zmiennych
parametrach reakcji. Badano wplyw stezenia myrtenolu w zakresie od 5x10™* do 6 M,
stezenia porfiryny w zakresie od 4x107° do 5x10°2 M, temperatury w zakresie od 10 do 40°C

1 rodzaju rozpuszczalnika. Reakcj¢ prowadzono przez 12 godz. przy intensywnoS$ci §wiatla

umol
m2xs

widzialnego na poziomie 135

. Po zakonczeniu biotransformacji, mieszaning

poddawano analizie GC-FID (p. 3.5.3).

3.4.16. Okreslenie mechanizmu biomimetycznej oksydacji myrtenolu

W celu zbadania mechanizmu fotoutleniania myrtenolu z uzyciem H2TPP

przeprowadzono 3 eksperymenty:

1. Wykorzystano w roli substratow inne, podobne strukturalnie do myrtenolu zwiazki, ktore
rozpuszczano w tym celu w 4 ml chloroformu do uzyskania stezenia 1x10 M.
Przebadano nastepujgce zwigzki: alkohol 3-jodobenzylowy (Ryc. 12I), but-3-en-2-ol
(Ryc. 121I), chining (Ryc. 12I11), heksa-1,5-dien-3,4-diol (Ryc. 121V), myrtenal (Ryc.
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12V), nerolidol (Ryc. 12VI), tlenek a-pinenu (Ryc. 12V11), 2-metyloprop-2-en-1-ol (Ryc.
12VII) 1 3-(trimetylosililo)-2-propyn-1-ol (Ryc. 12IX). Reakcje prowadzono
w obecnosci porfiryny w stezeniu 2x10% M, w 25°C przez 12 godz. Po tym czasie

mieszaning poreakcyjng analizowano za pomocg GC-MS wg p. 3.5.3.

HO
V
VI
v /O CH;
HO CH,
OH \
F F i
OH
HaC CH,
Vil
VIII IX
(o]
I
™~
HO
N

Rycina 12. Struktury zwiazkoéw wykorzystanych w badaniach nad mechanizmem fotoutleniania
myrtenolu

2. Okreslono parametry fotowzbudzenia porfiryny w reakcji biotransformacji myrtenolu. W
tym eksperymencie zbadano wptyw dtugosci fali $wiatta widzialnego na wydajnos¢
oksydatywnej transformacji myrtenolu przy uzyciu tetrafenyloporfiryny. Zastosowano

optyczne filtry interferencyjne Caflex C przepuszczajace Swiatto o dugosci fali 425, 525,

mol

550, 600, 650 1 700 nm. Stata intensywno$¢ naswietlenia (40 TS >

- S) zostata dostosowana

dla kazdego filtra za pomoca neutralnych filtrow szarych. Reakcje prowadzono przez 12

godz. w 25°C w kwarcowych kuwetach spektrofluorymetrycznych zawierajacych 2 ml
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chloroformu, tetrafenyloporfiryne w stezeniu 2x10* M i myrtenol w stezeniu 1x10™ M.

Po tym czasie mieszaning poreakcyjng analizowano za pomocg GC-MS wg p. 3.5.3.

3. Okreslono udziatu tlenu singletowego 1 wolnych rodnikow w reakcji biotransformacji.
Reakcje prowadzono w szklanych fiolkach zawierajacych 4 ml chloroformu,
tetrafenyloporfiryne w stezeniu 2x10# M i myrtenol w stezeniu 1x10™* M przez 12 godz.
w 25°C w obecno$ci BHT lub Troloxu, jako czynnikéw antyoksydacyjnych, w ilosci
3 rownowaznikéw molowych w stosunku do substratu. Po zakonczeniu reakcji
mieszaniny analizowano za pomocg GC-MS (p. 3.5.3) i badano pod katem intensywnosci

emisji IR tlenu singletowego (1O2) wg p. 3.5.6.

3.4.17. 1zolacja produktow biokatalizy

Uzyskane mieszaniny poreakcyjne frakcjonowano za pomocg preparatywnej
cieczowej chromatografii kolumnowej. Dobor eluentéw do rozdziatu okreslono za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). W przypadku oczyszczania produktow
estryfikacji, mieszaning poreakcyjng zatezano pod zmniejszonym ci$nieniem na wyparce
prézniowej (350 mbar, 40°C), po czym rozdzielano na kolumnie (400 mm dtugo$ci x 20 mm
Srednicy wewngetrznej) zawierajacej napgcznialty w eluencie (heksan:octan etylu 10:1) zel
krzemionkowy ($rednica porow 0,02 — 0,045 mm, Roth). Eluowane frakcje zbierano do
kolejnych probowek, po czym oceniano jako$¢ rozdziatu za pomoca TLC. Frakcje
zawierajace produkt estryfikacji zatezano na wyparce prozniowej (350 mbar, 40°C)
1 okreslono czystos¢ uzyskanego produktu za pomocg GC-FID.

Oczyszczenie produktu biomimetycznej oksydacji myrtenolu rozpocz¢to od
odparowania rozpuszczalnika z mieszaniny poreakcyjnej na wyparce prozniowej (350 mbar,
40°C), po czym przeprowadzono destylacje prozniowg w celu oddzielenia produktow
terpenoidowych od porfiryn. Mieszaning terpenoidow rozdzielano na kolumnie (400 mm
dlugosci x 20 mm Srednicy wewngetrznej) zawierajacej zel krzemionkowy ($rednica poréw
0,02 — 0,045 mm, Roth) napgczniaty w eluencie (heksan : MTBE 30 : 1). Pozostate kroki
byly identyczne jak w przypadku rozdziatu produktéw estryfikacji. Czystos¢ uzyskanych
produktow biokatalizy wynosita >94%.
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3.4.18.  Okreslenie aktywnosci biologicznej produktow biotransformacji alkoholi
terpenowych

3.4.18.1. Wtasciwosci cytotoksyczne wobec komorek glejaka ludzkiego

W badaniach nad cytotoksycznos$cig produktow biokatalizy wobec komorek glejaka
ludzkiego wykorzystano linie komorkowe opisane w p. 3.2.3. Alkohole terpenowe, ich estry
oraz tlenek myrtenalu dodano do podioza do uzyskania koncowego st¢zenia 25 uM.
Komorki nowotworowe inkubowano ze zwigzkami przez 24 godz. Probg kontrolng
stanowily linie inkubowane bez dodatku zwigzku. Apoptoze i nekroze identyfikowano za
pomocg barwienia fluorescencyjnego, odpowiednio zwiazkiem Hoechst 33342 (H-33342)
(roztwor wyjsciowy 0,4 mg/ml) i1 jodkiem propidyny (roztwor wyjsciowy 0,5 mg/ml). Po
dodaniu 2,5 pl roztworu barwnika do 1 ml pozywki, komoérki inkubowano przez 15 min.
w 37°C. W przypadku okreslenia autofagii do pozywki dodano 5% oranzu akrydyny, po
czym inkubowano w ciemni przez 15 min. Komoérki obserwowano, zliczano i analizowano
z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego (Nikon E-900). Komorki z jadrami
emitujgcymi $wiatto niebieskie po wybarwieniu H-33342 interpretowano jako apoptotyczne.
Komorki z r6zowym, fluorescencyjnym jadrem po barwieniu jodkiem propidyny okreslano
jako nekrotyczne. Typowe komoérki autofagalne rozrézniano na podstawie obecnosci
$wiecgcych na czerwono ciatek autofagalnych w obrebie cytoplazmy. Zliczano co najmniej
1000 komorek w 3 losowo wybranych polach widzenia. Poziom indukeji $mierci
komorkowej wyrazono jako % komorek wykazujacych odpowiednig fluorescencje

w stosunku do wszystkich komorek w polu widzenia (Sumorek-Wiadro i wsp., 2020).

3.4.18.2. Okreslenie aktywnosci antymikrobiologicznej

Wiasciwosci antymikrobiologiczne produktow biokatalizy przeprowadzono trzema
metodami:

1. Oceniono potencjal przeciwgrzybiczy produktéw biokatalizy w hodowli planktoniczne;j
wobec P. chrysogenum i A. niger na ptytkach 96-dotkowych poprzez wyznaczenie
minimalnego stg¢zenia hamujacego wzrost (MIC) 1 minimalnego stezenia biobdjczego
(MBC) szczepow. W celu uzyskania w dotkach odpowiedniego stezenia badanego
zwigzku, do dotkow od 2-go do 10-ego dodano 10 pul DMSO za$ do dotka nr 1 20 pl
roztworu terpenu w DMSO o stezeniu 40,96 mg/ml. Nastepnie z dotka nr 1 pobierano
10 pl roztworu terpenu i przenoszono do dotka nr 2 uzyskujac dwukrotne rozcienczenie.

Analogicznie postgpowano az do dotka nr 10 przy czym z ostatniego dotka odrzucono
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10 pl roztworu. Nastgpnie do kazdego dotka dodano 180 pl podtoza M (p. 3.3.2), po
czym uzyskane roztwory zaszczepiono 10 pl inokulum przygotowanym wg p. 3.4.1. (do
gestosci 2,5x10° CFU/ml w dotku). Jednoczes$nie wykonano kontrole sterylno$ci
(podtoze M + DMSO bez zaszczepienia), kontrole negatywng (podioze M + DMSO
z zaszczepieniem) oraz kontrole pozytywng zawierajaca antybiotyk. Wszystkie operacje
wykonywano w warunkach sterylnych przy uzyciu komory laminarnej. W celu
okreslenia MBC, po 24 godz. inkubacji pobierano 10 pl proby z kazdego dotka
1 nakrapiano na ptytke ze stalym podlozem maltozowym. Koncowe st¢zenia terpenow

i amfoterycyny B w poszczeg6lnych dotkach przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Koncowe stezenia terpenéw i amfoterycyny B uzyskanych w poszczegoélnych dotkach
ptytki 96-dotkowej

Nr dotka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Stezenie terpenu
2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 4
(ng/ml)
Stezenie
amfoterycyny 125 625 3125 1,56 0,78 0,39 0,19 0,098 0,049 0,024
(ng/ml)

Mianem MIC okreslano najnizsze stezenie badanego zwiazku, przy ktorym
obserwowano zahamowanie wzrostu grzybéow w podltozu. Mianem MBC okreslano
najnizsze bojcze stgzenie zwigzku.

2. Aktywno$¢ antybiofilmowa zwigzkow lotnych okre§lono przy uzyciu metody
AntiBioVol (Brozyna i in., 2020). W eksperymencie wykorzystano trzy szczepy
referencyjne: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442 i Candida albicans ATCC 10231. W pierwszym etapie mikroorganizmy
hodowano na podtozu TSB w 37°C przez 24 godz., po czym przygotowywano
zawiesiny o gestosci 108 CFU/ml i rozcienczano w TSB — 1000x w przypadku bakterii
1 14x w przypadku drozdzy. Studzienki 48-dotkowe;j ptytki ,,A” wypetniono podtozem
z wyciaggiem moézgowo-sercowym (20 g/L) (Biomaxima) i 2% agaru. Po zastygnieciu
podtoza, z dotkéw wycieto krazki o §rednicy 6 mm, ktore dzielono na pot. Jedng czgsé
kazdego krazka umieszczano z powrotem W dotku plytki ,,A”, plytke zaklejano
parafilmem 1 przechowywano w temperaturze 8°C. Drugg cze$¢ krazka umieszczano
w studzience nowej 48-dotkowej ptytki ,,B”, po czym do kazdej studzienki dodawano

1 ml zawiesiny mikroorganizméw. Ptytke ,,B” inkubowano przez 24 godz. w 37°C
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w celu wytworzenia biofilmu. Nastepnie krazki z biofilmem przeptukano 2 ml 0,9%
NaCl i przeniesiono na ptytke ,,A”. Na dno nowej ptytki ,,C” dodawano 320 pl 0,82%
roztworu terpenu w DMSO. W kolejnym etapie plytke ,,A” zawierajaca krazki
z biofilmem umieszczono do gory nogami na ptytce terpenowej ,,C”. Ztgczone plytki
zaklejano parafilmem i inkubowano przez 24 godz. w 37°C. Jako kontrol¢ stanowity
proby z 0,9% NaCl (kontrola wzrostu), 85% DMSO i1 96% etanolem zamiast terpenow.
Po inkubacji, krazki z biofilmem przenoszono do dotkéw nowych ptytek w celu pomiaru
zywotnosci bakterii i grzybow Candida. Zywotno$¢ bakterii oznaczono przy uzyciu
TTC, a grzybow przy uzyciu resazuryny. Metabolicznie aktywne komorki bakterii
przeksztalcajg TTC w czerwony formazan, a komorki drozdzy niebieskg resazuryne
W r6zowa rezorufing. Przygotowano 0,1% roztwor TTC i 0,001% roztwoér resazuryny
w podiozu TSB. Do studzienek z krazkami z biofilmem dodawano 1 ml roztworu
wskaznika 1 inkubowano w 37°C przez 2 godz. dla TTC lub 4 godz. dla resazuryny.
W przypadku bakterii, po inkubacji, usunigto roztwor TTC, dodano 1 ml roztworu
metanolu i kwasu octowego (w stosunku 9:1), po czym ptytki wytrzasano przy 300 RPM
przez 30 min. w celu uwolnienia formazanu. Ilo$¢ uwolnionego formazanu w 200 ul
roztworu okres$lano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 490 nm. W przypadku
drozdzy, po inkubacji z resazuryng, pobierano 200 pl roztworu i oznaczano absorbancje
przy 570 nm (dla rezorufiny) i 600 nm (dla resazuryny). Do oznaczenia zywotnosSci
Candida, absorbancja przy 570 nm byta odejmowana od absorbancji resazuryny przy

600 nm. Procent redukcji komodrek w biofilmie po ekspozycji na terpen obliczano

A
100% — ((H) X 100%>

A — absorbancja krazkow traktowanych terpenem

wedlug wzoru:

AK — absorbancja kragzkow nietraktowanych zadnymi zwiazkami
Oceng¢ aktywno$ci antymikrobiologicznej metoda dyfuzyjno-krazkowa (DK)
przeprowadzono wobec referencyjnych szczepéw Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Candida albicans ATCC 10231. W tym celu
na ptytke agarowg z podtozem TSB naniesiono 50 pl rozcienczonej zawiesiny bakterii
1 drozdzy przygotowanej wedtug p. 3.4.18.2.2, po czym rozprowadzono ja za pomoca
glaszczki. Na zaszczepiong plytke natozono jatowy krazek bibutowy o $rednicy 1 cm

i naniesiono na niego 20 pl 0,8% roztworu badanego terpenu. Plytki inkubowano
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w 37°C przez 24 godz., po czym mierzono strefe¢ zahamowania wzrostu wyrazong

w mm.

3.5. Metody analityczne

3.5.1. Oznaczanie zewngtrz- i wewngtrzkomorkowej aktywnosci lipolitycznej metodg
miareczkowq

Po zakonczeniu hodowli grzybni¢ oddzielono od plynu pohodowlanego przez
wirowanie przy 10000 RPM przez 15 min. w temp. 4°C. Supernatant wykorzystano jako
zrodto zewnatrzkomorkowego enzymu o aktywnosci lipolitycznej. Cze$¢ grzybni z kazdej
hodowli (0,2 — 0,3 g wilgotnej masy) zamrazano w celu dalszego wykorzystania jako zrodto
wewnatrzkomorkowego enzymu o aktywnos$ci lipolitycznej. Pozostala cze$¢ biomasy
suszono w temp. 105°C przez 3 godz. w celu okreslenia suchej masy grzybi wyrazonej
w g/l.

Oznaczenie aktywnosci hydrolazy zewnatrzkomoérkowej przeprowadzono na
podstawie hydrolizy tributyriny wedtug nastepujacej metody: 0,5 ml supernatantu mieszano
z 1 ml 50 mM buforu fosforanowego pH 7 i 1,5 ml tributyriny w Kkolbie Erlenmeyera
0 pojemnosci 25 ml. Kolby wytrzasano (200 RPM) przez 1 godz. w temp. 20°C, po czym
dodano 1 ml 96% etanolu w celu zwigkszenia rozpuszczalno$ci wolnych kwasoéw
thuszczowych. Stgzenie wolnych kwasow tluszczowych uwolnionych podczas hydrolizy
tibutyriny oznaczono przez miareczkowanie 0,05 M KOH. Rownolegle wykonano analize¢
prob kontrolnych z inaktywowanym enzymem zgodnie z powyzszym opisem z tg roznica,
ze supernatant uprzednio gotowano przez 15 min. Oznaczanie aktywnos$ci lipoltycznej
wykonywano w trzech powtorzeniach. Aktywnos$¢ enzymu obliczano na podstawie Sredniej
objetosci zuzytego titranta pomniejszonej o objetos¢ zuzytag na odmiareczkowanie proby
kontrolnej. Jednostke aktywnos$ci enzymu (U) definiowano jako ilo$¢ enzymu uwalniajaca
1 pmol wolnych kwasow tlhuszczowych w ciggu 1 min. Aktywno$¢ enzymu
zewnatrzkomoérkowego wyrazono jako U/ml ptynu pohodowlanego.

W celu okreslenia aktywnosci hydrolazy wewnatrzkomoérkowej, zamrozong grzybnig
(od 0,2 do 0,3 g) zdezintegrowano przy pomocy dezintegratora (Universal laboratory aid
type MFW 309; Mechanika Precyzyjna; Polska). Proces prowadzono w tazni lodowej przez
3 min z dodatkiem 0,5 ml 50 mM buforu fosforanowego pH 7, po czym mieszaning
uzupetniano buforem fosforanowym do koncowej objetosci 5 ml i odwirowywano przy 7000
RPM, przez 10 min. w temp. 4°C. Supernatant wykorzystano do oznaczenia aktywnosci

wewnatrzkomorkowego enzymu o aktywnosci lipolitycznej, stosujac t¢ sama procedure, co
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w przypadku enzymu zewnatrzkomérkowego. Aktywno$¢ hydrolazy wewnatrzkomorkowej
wyrazono jako U/mg suchej masy grzybni.

W celu okreslenia optymalnej temperatury 1 pH dla zewnatrzkomorkowego enzymu
o aktywnosci lipolitycznej, przeprowadzono hydrolize tributyriny w zakresie temperatur od
15 do 50°C oraz w pH od 2,2 do 10,7. Do okreslenia wplywu pH uzyto 0,2 M bufor
cytrynianowo-fosforanowy (zakres pH 2,2 — 8) i 0,2 M bufor weglanowy (zakres pH 9,2 —
10,7).

3.5.2. llosciowe oznaczanie biatka metodq Bradford

Ilosciowe oznaczenie biatka metoda Bradford polegalo na przygotowaniu 0,8 ml
odpowiednio rozcienczonych prob badanych, dodaniu 0,2 ml odczynnika Bradford
1 wymieszaniu na wytrzasarce typu vortex. Po 5 minutach inkubacji w temperaturze
pokojowej, dokonywano pomiaru absorbancji z uzyciem spektrofotometru CECIL CE 2021
(Wielka Brytania), przy dtugosci fali 595 nm wobec proby odczynnikowej skladajacej sie
z 0,8 ml wody dejonizowanej i 0,2 ml odczynnika Bradford. Stezenie biatka obliczano ze
wzoru wyznaczonego dla sporzadzonej krzywej kalibracyjne;j:

_ Asgs XD
~ k x 1000
gdzie:

C — stezenie biatka (mg/ml),

A595 — absorbancja §wiatla przy dlugosci fali 595 nm,

b — rozcienczenie proby,

k — wspotezynnik kalibracji (0,04214), wynikajacy z krzywej kalibracyjnej,
1000 — przelicznik pg na mg.

3.5.3. Analiza jakosciowa i ilosciowa produktéow biokatalizy — chromatografia gazowa
(GC-FID) i chromatografia gazowa sprzegzona ze spektrometrig mas (GC-MS)

Po uptywie okreslonego czasu biokatalizy pobrano 50 pl mieszaniny reakcyjnej,
odwodniono bezwodnym siarczanem sodu i rozcienczono 10-krotnie w n-heksanie. Probki
poddawano analizie GC-FID (Varian CP-3380; USA) i GC-MS (GC-17A sprzgzony z MS-
QP500, Shimadzu; USA). Analizy chromatograficzne produktow biokatalizy
przeprowadzono przy uzyciu kolumny kapilarnej DB-5 (30 m x 0,25 mm $rednicy
wewnetrznej). Gazem no$nym byt hel przy stalym przeptywie 1 ml/min. Do analizy lotnych
zwigzkdéw terpenoidowych stosowano nastgpujacy program temperaturowy: dozownik
270°C, kolumna: 100°C przez 1 min., nastepnie wzrost w tempie 10°C/min. do temperatury

160°C (1 min.), po czym dalszy wzrost temperatury do 270°C (1 min.) w tempie 20°C/min.
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Temperatura detektora: 300°C. Wydajno$¢ biokatalizy wyrazono w % konwersji molowej
substratu do specyficznego produktu oraz jako poczatkowa szybkos$¢ tworzenia si¢ produktu
w przypadku reakcji estryfikacji (umol mg? mint). W przypadku produktow
biomimetycznej katalizy z uzyciem porfiryn, wydajno$¢ reakcji wyrazano jako stopien
konwersji molowej (%) substratu do produktu oraz jako stezenie produktu w g/l na
podstawie pola powierzchni wzorca wewngtrznego (n-dekan w chloroformie w stgzeniu

1g/l).

3.5.4. Analiza FTIR-ATR

Liofilizowang grzybni¢ z wybranych rodzajow podtoz analizowano technika
spektroskopii podczerwieni z ostabionym catkowitym odbiciem promieniowania IR (FTIR-
ATR) w celu zbadania réznic pomiedzy widmami badanych biokatalizatoréw. Widma
rejestrowano przy uzyciu spektrometru TENSOR 27 Bruker (Bruker GmbH, Niemcy)
wyposazonego w diament, na ktéry nanoszono badang grzybni¢ lub ptyn pohodowlany.
Widma rejestrowano w zakresie liczby falowej 4000 — 600 cm™ z 60 skanami na widmo

z rozdzielczo$cig 1 cm™.

3.5.5. Spektrofotometria UV-VIS — monitorowanie widm absorbcji biokatalizatorow
porfirynowych

Pomiary widm absorbcji biokatalizatoréw porfirynowych przeprowadzono przy
uzyciu spektrometru UV-VIS V-660 firmy JASCO w zakresie dlugo$ci fali 200-850 nm przy
szybkos$ci skanowania 400 nm/min. W przypadku kazdej serii pomiarowej rejestrowano
widmo probki kontrolnej (bez porfiryny). Elementami wchodzacymi w sktad uktadu
pomiarowego bylo zrédto promieniowania , monochromator, komora pomiarowa, detektor
oraz komputer z oprogramowaniem Spectra Manager stuzacy do archiwizacji i wizualizacji

wynikow.

3.5.6. Analiza emisji IR tlenu singletowego (*O2)

Widmo luminescencji tlenu singletowego rejestrowano za pomocg spektrofluorymetru
Photon Technology International Inc. wyposazonego w modut podczerwieni (modut NIR
PMT z materiatem fotokatodowym InP/InGaAs, Hamamatsu Photonics KK) pracujacy
w zakresie odpowiedzi spektralnej 950 — 1700 nm.
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3.5.7. Mikroanaliza rentgenowska SEM-EDS

W celu okreslenia sktadu pierwiastkowego biomasy grzybni wyhodowanej na
podtozach BM, BM1, BM2, BMC, BMC1 i BMC2 z optymalnym st¢zeniem induktora,
przeprowadzono analiz¢ za pomocag skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM)
z systemem EDS (ang. Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) (Quanta 3D FEG, FEI).
Zliofilizowang 1 dodatkowo suszong grzybni¢ mocowano do cylindrycznego no$nika
o $rednicy 10 um za pomocg dwustronnej weglowej tasmy. Mikroskop pracowat z napigciem
przyspieszajacym 20 kV i w trybie wysokiej prozni (<6 x 10 Pa). Detekcje pierwiastkow

w systemie EDS przeprowadzono dla kazdej grzybni w szesciu polach widzenia.

3.5.8. Analiza magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR)

Widma NMR (1D i 2D) otrzymano za pomoca spektrometru Avance 600 (Bruker,
Billerica, USA) pracujacym przy 600,2 MHz (*H) i 150 MHz (**C) w 21°C. Przesuniecia
chemiczne przedstawiono w stosunku do resztkowych sygnatéw CHClsz (8H 7,26 ppm)
i CDCl3 (6C 77,1 ppm) jako wewnetrzne odniesienia odpowiednio dla 1H i 13C NMR. State
sprzezenia podano w Hz. Pomiar przeprowadzono przy 4000 skandéw, z czasem kontaktu

2 ms, czasem powtdrzenia 25 s, przy uzyciu sond Bruker 4 1 7 mm.

3.5.9. Analiza statystyczna

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono w minimum trzech powtdrzeniach. Wyniki
poddano analizie wariancji (ANOVA), a nastepnie testowi post-hoc Tukeya dla poréwnan
wielokrotnych. Korelacje migdzy pH a aktywnos$cia zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowa
analizowano na podstawie wspotczynnika korelacji r Pearsona. W przypadku oceny
aktywnos$ci biologicznej produktow biokatalizy zastosowano test Dunneta. Analize
statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem programu Statistica dla Windows w wersji
13.1 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, USA). Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednig
+/- blad standardowy s$redniej. Réznice przy poziomie ufnosci p<0,05 uznano za istotne
statystycznie (w przypadku oceny aktywnos$ci biologicznej zwigzkdéw wyszczegdlniono

kilka poziomow istotno$ci statystycznej).
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4. Opis wynikow badan
4.1. Charakterystyka aktywnosci lipolitycznej C. pannorum A-1

4.1.1. Ocena aktywnosci lipolitycznej C. pannorum A-1 wzgledem szczepow
o potwierdzonej aktywnosci lipolitycznej

Aktywnos¢ lipolityczng C. pannorum A-1 okre§lono wstepnie w tescie radialnym na
plytkach agarowych. Porownanie stref przebarwien ze strefami tworzonymi przez szczepy
o potwierdzonej aktywnosci lipolitycznej wskazuja na wzglednie wysoka aktywnos$¢
psychrofilnego grzyba C. pannorum A-1 po 24 godz. inkubacji (20 £ 1 mm). W przypadku
szczepow P. chrysogenum 9’ i R. miehei s$rednica stref wynosita odpowiednio 17 + 2 mm
i 14 £2 mm. Mezofilny P. roqueforti nie wykazywat aktywnosci po 24-godz. inkubacji (Tab.
10). W dalszych badaniach wykorzystywano szczep C. pannorum A-1.

Tabela 10. Aktywnos¢ lipolityczna wybranych gatunkéw grzybdéw nitkowatych po 24-godzinnej
inkubacji na statym podtozu P1

Gatunek grzyba nitkowatego Srednica stref przebarwien po 24 godz.
inkubacji (mm)
C. pannorum A-1 20 +1
P. chrysogenum 9’ 17 £2
R. miehei 14+2
P. roqueforti 0

4.1.2. Dobor podtoza do biosyntezy enzymu o aktywnosci lipolitycznej przez
C. pannorum A-1

W celu doboru odpowiedniego medium do wydajnej syntezy enzymu o aktywnos$ci
lipolitycznej przez C. pannorum A-1 wykorzystano podtoza A, BM, BM1 i BM2. Najwyzsza
aktywno$¢ hydrolazy zewnatrzkomorkowej uzyskano na podtozu BM w 5 dniu hodowli
(1,65 £ 0,03 U/ml) oraz podtozu BM1 w 3 dniu hodowli (1,43 + 0,11 U/ml). W przypadku
enzymu wewnatrzkomérkowego najwyzszg wydajnos¢ odnotowano na podtozu BM w 315
dniu hodowli (odpowiednio 0,38 + 0,14 i 0,30 = 0,08 U/mg) oraz w 3 dniu hodowli na
podtozu BM1 (0,19 £ 0,02 U/mg) (Tab. 11). Najwicksze stezenie biatka zawieral ptyn
pohodowlany z podloza BM2, jednak nie jest to skorelowane z wysoka aktywnos$cig
hydrolityczng. Odnotowano wysoka dodatnig korelacje pomigdzy pH a aktywnoS$cig
zewnatrz- i wewnatrzkomorkows (r = 0,73). Wraz ze spadkiem pH ptynu pohodowlanego
spadata aktywno$¢ hydrolityczna enzymu. Najwigkszy przyrost biomasy obserwowano na
podtozach BM1 z dodatkiem 1% oliwy z oliwek 1 1% glukozy. W przypadku hodowli
C. pannorum A-1 na bogatym podtozu A (zawierajacym 1% glukozy i 1% oliwy z oliwek)
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w ciaggu 7 dni nie odnotowano zaréwno zewnatrz- jak i wewnatrzkomorkowej aktywnos$ci

lipolityczne;j.

Tabela 11. Wptyw sktadu podtoza i czasu hodowli na aktywnosc¢ hydrolazy, suchg mase C. pannorum
A-1 oraz pH ptynu pohodowlanego

Rodzaj podloza

Dzien BM BM1 BM2
hodowli
Zewnatrzkomérkowa 3 1,01 £0,19% 1,43 +£0,11% ¢
aktywno$¢ hydrolityczna 5 1,65 + 0,03° 0d 0d
(U/ml) 7 0,96 + 0,07" 0,13 + 0,029 0
Bialko zewnatrzkomérkowe 3 0,026 + 0,03 0,019+ 0,01 0,466 + 0,044
(mg/ml) 5 0,029 + 0,05 0,018 £0,04 0,196 + 0,023
7 0,033 +£0,02 0,018 + 0,09 0,161 +£0,018
Wewnatrzkomérkowa 3 0,38 + 0,142 0,19 + 0,028 0,03 +0,01°
aktywno$¢ hydrolityczna 5 0,30 + 0,08% 0,08 +0,01° 0,03 +0,01°
(U/mg) 7 0,22 + 0,042 0,09 + 0,03° 0,05+0,01°
Bialko wewnatrzkomérkowe 3 14,90 £0,09 9,92£041 1.86+0,11
(malg suchej masy) 5 13,10+ 0,30 5,68 +0,37 3,94+ 0,20
7 15,10 £ 0,28 2,99+ 0,24 2,17+0,44
3 5,81+0,13 3,74 £ 0,20 2,32 +0,05
pH plynu pohodowlanego 5 6,35+ 0,04 2,59+ 0,07 2,22 4+ 0,03
7 6,72+ 0,03 2,55+ 0,07 2,41+£0,12
3 1,34 + 0,05 1,65+0,18 5,15+0,20
Sucha masa grzybni (g/l) 5 1,09+ 0,11 5,17+0,02 6,30 + 0,75
7 1,05 +£0,20 6,71+ 1,15 9,08 + 1,06

Wartosci $rednie dla zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowej aktywnos$ci hydrolitycznej z réznymi literami
oznaczajg roznice istotne statystycznie przy p < 0,05.

4.1.3. Okreslenie optymalnej temperatury i pH dla aktywnosci enzymu o aktywnosci

lipolitycznej

Optymalng temperatur¢ 1 pH dla aktywnosci lipolitycznej okreslono dla enzymu

zewnatrzkomorkowego z podtoza BM. Najwyzsza aktywno$¢ hydrolazy uzyskano w temp.
20°C, z kolei wydajnos¢ hydrolizy tributyriny w temp. 15°C spadata o okoto 50%. W 25°C
145°C enzym zachowal odpowiednio 94% i 61% swojej wyjsciowej aktywnosci (Ryc. 13A).
Zewnatrzkomérkowy enzym o aktywnosci lipolitycznej wykazywat aktywno$¢ w zakresie

pH od 4,0 do 9,2, przy optymalnej wartosci pH 7,0 (Ryc. 13B).
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Rycina 13. Wptyw temperatury (A) i pH (B) na zewnatrzkomorkowa aktywno$é hydrolityczna
enzymu z C. pannorum A-1. Srednie dla wyznaczonych wartosci z réznymi literami oznaczaja
roznice istotne statystycznie przy p < 0,05

4.1.4. Okreslenie stabilnosci temperaturowej preparatu o aktywnosci lipolitycznej
Preparat zewnatrzkomorkowej hydrolazy zachowuje 91% swojej wyjsciowej

aktywnos$ci po 24-godzinnej inkubacji w 5°C. Inkubacja enzymu w temp. 20°C powoduje

spadek aktywnosci hydrolitycznej o 72%, w 40°C o 90%, natomiast po inkubacji w 50°C

biatko catkowicie traci swojg aktywnos¢ (Ryc. 14).
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Rycina 14. Aktywno$¢ preparatu lipolitycznego po 24-godz. inkubacji w poszczegdlnych
temperaturach

4.1.5. Wphw weglanu wapnia na aktywnos¢ lipolityczng, pH i biomase C. pannorum A-1

Suplementacja podloza weglanem skutkowata stabilizacja pH, ktore w ptynach
pohodowlanych utrzymywalo si¢ w granicach miedzy 6 a 7 (Tab. 12). W wyniku tego
odnotowano aktywno$¢ hydrolityczng (z 0 do 0,42 U/ml) w ptynie pohodowlanym z podtoza
BMC?2 i ponad trzykrotnie wyzsza suchg mase¢ grzybni (21,3 g/l) w poréwnaniu z podtozem
bez weglanu wapnia (6,3 g/) (Tab. 11). Znaczaco wzrosta takze wewnatrzkomérkowa

aktywnos¢ enzymu na podtozu BMCI1 (z 0,19 na 0,37 U/mg) i BMC2 (z 0,03 na 0,25 U/mg).
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Najwyzsza zewnatrz- i wewnatrzkomorkowa aktywno$¢ lipolityczng oraz najwyzsza

biomase¢ uzyskano w 4 dniu hodowli na podtozu BMC i BMCI1 (Tab. 12).

Tabela 12. Wptyw suplementacji podtoza 1% CaCOs na aktywno$¢ hydrolityczng enzymu i sucha

mase grzybni C. pannorum A-1 oraz pH plynu pohodowlanego

Podloze
hgg;‘:;" BMC BMC1 BMC2
Jewnatrakomérkowa 2 032+ 0,01 0.32 = 0,04 0,39+ 0,01
ak:qunozc' h drolitwczna 3 1,19 % 0,13% 0,53+0,08 0,42+0,10
Y /rym) yarofty 4 1,40 +0,07° 0,97+ 0,08° 0,27+0,01
5 0,25+ 0,05 0,33+ 0,05 0,25+ 0,05
Wewnatrzkomérkowa 2 0,05+ 0,017 0,07 % 0,017 0,19 % 0,01%¢
akeww;’oéc, 1? d‘r’oﬁi’vzzna 3 0,10£0,012¢ 0,14+ 0,01%¢ 0,25 + 0,050
(u;ryn ) ydrofty 4 024+0,01%  0,37+0,02° 0,23 + 0,030e
g 5 0,17+ 0,07 034+ 0,04% 0,16 % 0,03%°
2 7.26 % 0,02 722+ 007 5.96 = 0,03
H ofvna sohodowlaneeo 3 6,92 + 0,04 6,46 = 0,13 5,86+ 0,01
pH plynup g 4 7,06 + 0,04 5,90 + 0,04 5,92+ 0,01
5 7.25+0,01 5,90 + 0,06 6,07 = 0,02
2 3445011 6.20 < 035 16,60 = 0.23
Sucha masa grzybni (g/) 3 7.53 £ 046 8,75 + 0,89 21,90+ 0,11
grzybni (g 4 728+ 0.16 15,17 + 0,32 21,804 0,11
5 538+ 0,72 13,75+ 0,09 21,30 + 0,09

Wartosci $rednie dla zewnatrz- 1 wewnatrzkomodrkowej aktywnos$ci hydrolitycznej z réznymi literami
oznaczaja réznice istotne statystycznie przy p < 0,05

4.1.6. Optymalizacja stezenia induktora

Wplyw stezenia Tweenu 80 na aktywno$¢ hydrolityczng enzymu zbadano w zakresie

0 — 1% (w/v) na podtozu BMC. Najwyzsza aktywno$¢ odnotowano w 4 dobie hodowli przy

stezeniu induktora w zakresie od 0,4 do 0,9%. Przy 0,7% Tweenu uzyskano odpowiednio

3,70 = 0,79 U/ml 1 0,28 £ 0,04 U/mg zewnatrz- 1 wewnatrzkomorkowej hydrolitycznej

aktywno$ci enzymu. Niskie st¢zenia induktora (0,1 — 0,3%) skutkowaly uzyskaniem

wysokiej zewnatrz- i wewnatrzkomorkowej aktywnosci lipolitycznej w krotszym czasie juz

w 3 dniu hodowli (Ryc. 15).
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Rycina 15. Wptyw stezenia Tweenu 80 i czasu hodowli na zewnatrz- (A) i wewnatrzkomorkowa
aktywno$¢ hydrolityczng enzymu z C. pannorum A-1. Wartosci §rednie oznaczone literg a roznig si¢
istotnie od pozostatych $rednich przy p < 0,05

Wartos¢ pH ptynu pohodowlanego utrzymywata si¢ w okolicach 7,0 w trakcie trwania
hodowli. Zaobserwowano takze istotny spadek biomasy grzybni w hodowlach trwajacych

5 dni w poréwnaniu z hodowlg 4-dniowa (Tab. 13).

76



Tabela 13. Wplyw st¢zenia Tweenu 80 na pH ptynu pohodowlanego oraz sucha mas¢ grzybni
C. pannorum A-1

o pH plynu pohodowlanego Sucha masa grzybni (g/l)
Stezenie Dzien hodowli Dzien hodowli
Tween’u
(%) 3 4 5 3 4 5
0 7,52+0,02 7,67+0,04 7,88+0,02 422+0,11 4,81 +0,04 2,26 +0,08
0,1 7,52+0,01 7,58+0,01 7,65+0,03 3,71+0,16 3,51 £0,07 2,14+£0,13
0,2 7,30+£0,01 7,43+0,03 7,44+0,02 4,72+0,39 3,36+0,98 1,08 £0,08
0,3 7,12+£0,01 7,29+0,03 7,33+£0,03 5,99+0,27 3,75+0,55 2,06+0,18
04 6,97+0,02 7,12+0,02 7,25+0,03 6,74+0,12 5,78+0,13 340+0,15
0,5 6,84+0,01 7,03+0,01 7,19+0,04 6,98+0,16 4,85+0,55 4,18+ 0,86
0,6 6,79+0,03 6,96+0,04 7,10+0,02 6,61 0,36 6,55+£0,16 4,83 +0,20
0,7 6,73+0,02 6,87+0,02 7,07+0,02 7,20+0,26 5,02+0,66 2,92+0,10
0,8 6,66 0,02 6,74+0,02 6,93+0,03 6,43+041 495+0,13 4,96+0,12
0,9 6,66 £0,02 6,66+0,01 6,91+0,01 7,12+0,20 5,09+0,17 6,33 +£0,23
1 6,55+0,01 6,64+0,02 6,80+0,01 6,02+0,17 6,95+0,07 5,50+0,12

W celu doboru biokatalizatora do biokatalitycznej estryfikacji alkoholi terpenowych,
szczep C. pannorum A-1 hodowano na podtozu OM (podtoze z optymalnym stezeniem 0,7%
Tween’u) w réznych wariantach przez 4 dni, wezesniej dobierajac odpowiednig metode do

zageszczenia 1 separacji bialek z ptynu pohodowlanego.

4.1.7. Zageszczanie i wytrqcanie bialek z plynu pohodowlanego

Zageszczenie ptynu pohodowlanego przed liofilizacja przeprowadzono za pomoca
ultrafiltracji 1 wyparki prozniowe;j. Ultrafiltrat ptynu pohodowlanego charakteryzowat sig¢
S5-krotnie nizszg aktywnoS$cig lipolityczng w poroéwnaniu do wyjsciowego plynu
pohodowlanego (spadek aktywnosci z 1,5 do 0,3 U/ml) oraz ponad 3-krotnie nizszym
stezeniem biatka (spadek z 0,06 do 0,017 mg/ml). W odcieku nie odnotowano aktywno$ci
lipolitycznej. Z kolei zatgzanie pltynu pohodowlanego na wyparce prézniowej skutkowato
20-krotnym spadkiem hydrolitycznej aktywno$ci enzymu. Ze wzgledu na duze straty
aktywnosci enzymu w trakcie zatgzania przeprowadzono wytracanie biatek z ptynu
pohodowlanego za pomoca rozpuszczalnikoéw organicznych. Zaobserwowano, ze
optymalnym wariantem wytragcania w przypadku wszystkich uzytych rozpuszczalnikdéw
organicznych, z wyjatkiem metanolu (1:4), okazal si¢ stosunek objetosciowy plynu
pohodowlanego do rozpuszczalnika 1:3. Preparaty uzyskane tym sposobem wykazywaty
najwyzsza aktywno$¢ specyficzng. Z kolei najnizsza aktywnos$cia lipolityczng
charakteryzowaly si¢ preparaty uzyskane po wytragcaniu w stosunku 1:1. Najwyzsze
aktywnos$ci specyficzne uzyskano w preparatach otrzymanych w wyniku wytracania

acetonem w wariantach 1:3 (53,5 U/mg) oraz 1:4 (48,4 U/mg) (Tab. 14).
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Tabela 14. Aktywnos$¢ lipolityczna (U/ml), specyficzna (U/mg) i stezenie biatka wytraconego
rozpuszczalnikami organicznymi z ptynu pohodowlanego pochodzacego z 4-dniowej hodowli
C. pannorum A-1 na podtozu BMCI1

. Wariant ékt).'wnosc Stezenie biatka Aktyv‘fnosc
Rozpuszczalnik ¢ . lipolityczna (mg/ml) specyficzna
wytracania (U/ml) g enzymu (U/mg)**
Plyn wyjsciowy 1,37 0,06 22,83
1:1 0,06 0,07 0,83
n-propanol 1:3 0,64 0,02 40,00
1:4 1,08 0,03 39,20
1:5 0,54 0,02 28,40
1:1 0,22 0,04 5,20
Metanol 1:3 0,68 0,03 26,00
1:4 1,30 0,04 34,70
1.5 0,73 0,03 28,00
1:1 0,39 0,05 7,45
Etanol 1:3 0,68 0,03 20,60
1:4 0,98 0,06 17,00
1:5 0,56 0,02 25,50
1:1 0 0,01 0
1:3 0,72 0,02 36,00
Izopropanol 1:4 0,82 0,02 39,00
1.5 0,73 0,02 36,50
1:6 0,63 0,02 35,25
1:1 0,27 0,02 14,20
Aceton 1:3 1,07 0,02 53,50
1:4 0,92 0,02 48,40
1:5 0,75 0,02 39,50

*Wytracanie przeprowadzono w réznych stosunkach objetosciowych (v/v) ptyn pohodowlany : rozpuszczalnik
**Wartosci aktywnosci specyficznej okreslono wobec zawartosci biatka w probkach

4.1.8. Wybor formy biokatalizatora do estryfikacji alkoholi terpenowych

Najwyzsza aktywnos¢ estryfikacyjng wykazal biokatalizator w formie liofilizowane;j
grzybni C. pannorum A-1 uzyskany w trakcie hodowli na podtozu OM z dodatkiem 1%
oliwy z oliwek 1 1% weglanu wapnia. Po 8 godz. reakcji w heksanie w 40°C uzyskano
konwersje molowg cytronellolu do octanu cytronellolu z wydajnoscig 75% (Tab. 15).
W przypadku zastosowania preparatu w formie wytrgconych i liofilizowanych biatek z ptynu
pohodowlanego wydajnos¢ estryfikacji alkoholu do estru wynosita okoto 1%. Hodowla
C. pannorum A-1 z weglanem wapnia na podtozu z oliwg z oliwek i na podtozu z oliwg
i glukozg skutkuje odpowiednio 6- i 3,5-krotnym zwigkszeniem ilosci otrzymywanej
biomasy w porownaniu do podtozy bez weglanu oraz zwickszeniem jej aktywnosci
biokatalitycznej; 2,4-krotnie na podtozu OM z oliwg i 7-krotnie na podtozu OM z oliwg i
glukozg (Tab. 15).
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Tabela 15. Wplyw sktadu podtoza hodowlanego na aktywnos¢ estryfikacyjna biokatalizatora w
formie grzybni C. pannorum A-1. Hodowle prowadzono w 20°C przez 4 dni. Reakcj¢ estryfikacji
prowadzono w heksanie z 2% w/v biokatalizatora i rtwnomolowym (50 mM) stezeniem cytronellolu
1 kwasu octowego w temp. 40°C przez 8 godzin

Podloze Szybko$¢ poczatkowa reakcji Konwersja Sucha masa
g (wmol mg? min?) molowa (%) grzybni (g/l)
oM 0,65+0,012 64 1,56 £ 0,21
OM + 1% oliwa z oliwek 0,32 +0,01° 31 2,43+ 0,06
+ 19 i i +
OM = 1% oliwa z oliwek 0,11+0,01° 10 6,30 + 0,09
1% glukoza
OM + 1% CaCOs 0,62 +0,012 60 6,82+0,11
OM + 1% oliwa z oliwek +
+0,01¢ 7 14,82+ 04
1% CaCOs 0,77:+00 5 824043
+ 19 i i +
OM + 19 oliwa  oliwek 0,72 % 0,01° 71 22,40 + 0,33

1% CaCO:s + 1% glukoza
Wartosci srednie dla poczatkowej szybkosci reakcji z ro6znymi literami oznaczajg rdznice istotne statystycznie
przy p<0,05.

OM — podtoze BM z optymalnym stgzeniem 0,7% Tweenu.

4.1.9. Wplyw jonow metali na biomase i aktywnos¢ katalityczng grzybni C. pannorum A-1

Kazdy z badanych jonow metali dodawany do hodowli wykazywat wplyw na
aktywnos$¢ Kkatalityczng wyhodowanej grzybni C. pannorum A-1. Mangan i cynk
spowodowat 2-krotne zwigkszenie aktywnoS$ci estryfikacyjnej biokatalizatora. Grzybnia
uzyskana na podtozach zawierajacych wapn i magnez charakteryzowata si¢ 1,4-krotnie
wyzsza aktywnosciag w poréwnaniu do grzybni kontrolnej. Z kolei Fe?* i Cu?* znaczaco
obnizyly aktywnos¢ biokatalityczng grzybni. W przypadku jonow zelaza 1 wapnia mozna
zaobserwowaé 18% spadek masy biokatalizatora otrzymywanej] w jednym cyklu

hodowlanym (Tab. 16).

Tabela 16. Wptyw jonow metali na biomase i aktywnos¢ katalityczng grzybni C. pannorum A-1

Badany jon Sucha masa (g/l) Wydajnos$¢ estryfikacji (%)
Kontrola 19,712 24,8 +1,5°
Fe?* 16,3+0,6 8,6 £0,2°
Mn?2* 19,6 £ 0,9 48,3 £2.4°
Zn?* 19.0+ 1,1 48,9+ 1,3¢
Ca® 16,5+ 04 35,6 +0,1¢
Cu?* 18,6+ 0,3 12,3+0,2°
Mg?* 19,8+0,5 34,7+ 0,19

Wartosci $rednie wydajno$ci estryfikacji z réznymi literami oznaczaja roznice istotne statystycznie przy
p<0,05
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4.1.10. Charakterystyka biokatalizatorow grzybowych z uzyciem FTIR-ATR

Biokatalizatory grzybowe réznigce si¢ miedzy soba aktywnoS$cia biokatalityczng

poddano analizie spektrofotometrycznej w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR).

Celem eksperymentu byto jako$ciowe oznaczenie grup funkcyjnych wystepujacych

w formie zliofilizowanej i sproszkowanej grzybni oraz proba powigzania aktywnosci

biokatalitycznej z obecnos$cia konkretnych grup funkcyjnych w strukturze biokatalizatora.

Na podstawie porownania pikéw na widmie FTIR-ATR do tabel korelacyjnych

w spektroskopii oscylacyjnej przypisywano do konkretnej liczby falowej poszczegdlne

grupy wigzan (Tab. 17).

Tabela 17. Rozktad pasm w widmach FTIR-ATR grzybni uzyskanej na ro6znych podtozach

Liczba falowa Grupa funkcyjna
(cm™)
3284 —OH, drgania rozciagajace zasocjowanej grupy OH lub grupy -NH lub -NH;
2923-2854 C—H, drgania rozciagajace aromatycznych i alifatycznych grup C—H
1743 C=0, drgania rozciagajace
1647 C=C, drgania rozciagajace wegli z pierscienia aromatycznego
1573-1542 C—N, drgania deformacyjne
1454 C-H, drgania deformacyjne
1409 COg3, drgania asymetryczne rozciggajace
1238 C-0, drgania rozciagajace
1153 C-N, drgania rozciagajace
1076-1035 —C—0— 1 —C—C—, drgania rozciggajace i deformacyjne
871 CO3, asymetryczne drgania rozciagajace
711 COs, symetryczne drgania rozciggajace lub grupy -NH

Analiza spektrometryczna FTIR-ATR wykazata wiele podobienstw w widmach

grzybni uzyskanych na réznych wariantach podt6z hodowlanych. Widma przedstawiono na

ryc. 16 — 21.

3200 2700 2200 1700 1200 700
Liczba falowa (cm-t)

Rycina 16. Widmo FTIR-ATR grzybni uzyskanej na podtozu OM
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Rycina 17. Widmo FTIR-ATR grzybni uzyskanej na podtozu OM + 1% oliwa
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Rycina 18. Widmo FTIR-ATR grzybni uzyskanej na podtozu OM + 1% oliwa + 1% glukoza
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Rycina 19. Widmo FTIR-ATR grzybni uzyskanej na podtozu OM + 1% CaCOs3
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Rycina 20. Widmo FTIR-ATR grzybni uzyskanej na podtozu OM + 1% oliwa + 1% CaCO3
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Rycina 21. Widmo FTIR-ATR grzybni uzyskanej na podtozu OM + 1% oliwa + 1% glukoza + 1%
CaCOs

Na wszystkich analizowanych widmach wystepuje szeroki pik przy liczbie falowe;j
3284 cm™, ktory odpowiada zasocjowanej grupie OH, NH lub NH2. WyraZnego pasma
2923-2845 cm™, ktore pochodzi od drgan rozciggajacych aromatycznych i alifatycznych
grup C—H oraz pasma 1743 cm™ wskazujacego na obecno$¢ grup C=0, nie odnotowano
jedynie na widmie biokatalizatora uzyskanego z podtoza OM + CaCOs. Kolejng cecha
wspélng dla wszystkich grzybni byla obecno$¢ pasma 1647 cm™ charakterystycznego dla
drgan rozciggajacych wegli C=C z pierécienia aromatycznego. Pasmo 1573-1542 cm?,
odpowiadajgce drganiom deformacyjnym C—N, obecne bylo we wszystkich widmach
z wyjatkiem widma grzybni z podtoza OM + CaCOs. Pasmo 1454 cm™ odnotowano na

widmach grzybni uzyskanych na podilozach bez weglanu wapnia. Pasma 1409, 871 i 711
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cm™, odpowiadajace za drgania grupy COs, byty obecne na widmach biokatalizatorow
uzyskanych z podtéz suplementowanych weglanem wapnia. Intensywno$¢ pasm
okreslajacych grupe CO3 zmniejsza si¢ przy suplementacji podtoza oliwa z oliwek 1 glukozg.
We wszystkich widmach odnotowano pasmo 1238 cm™, ktére jest charakterystyczne dla
drgan rozciagajacych grupy C—O. Pasmo 711 cm™ odpowiadajace za drgania grupy COz lub
-NH widoczne bylo na widmach biokatalizatoréw uzyskanych z podt6z z weglanem ale tez
z podtoza OM. Pasmo 1153 cm™, $wiadczace o drganiach rozciagajacych grupy C—N,
zaobserwowano jedynie na widmach biokatalizatoréw uzyskanych z podtoza OM + 1%
oliwa z oliwek + 1% CaCO3z i OM + 1% oliwa z oliwek + 1% glukoza + 1% CaCOs. Warto
zwroci¢ uwage na fakt, ze biokatalizatory te charakteryzowaly si¢ najwyzsza aktywnoscia
estryfikacji cytronellolu i kwasu octowego. Na widmach wszystkich badanych grzybni
zaobserwowano pasmo 1076-1035 cm™, charakterystyczne dla drgan rozciagajacych

1 deformacyjnych grup —C-O— i1 —C—-C—.

4.1.11. SEM-EDS biokatalizatorow grzybowych

Analiza SEM-EDS wykazata, ze w biokatalizatorach grzybowych wystepuje 11
pierwiastkdw chemicznych — wegiel, azot, tlen, s6d, magnez, krzem, fosfor, siarka, chlor,
potas 1 waph. Grzybnie uzyskane na réznych rodzajach podiéz roznia si¢ procentowa
zawarto$cig poszczegdlnych pierwiastkow. Wegiel i tlen stanowity od 84,1% do 92,5%
wszystkich pierwiastkow w biomasie. Najwigksza zawartoscig wegla 63,4%
charakteryzowata si¢ grzybnia uzyskana na podtozu OM + 1% oliwa. Najmniej wegla
(37,1%) sposrod badanych biokatalizatorow zawierata grzybnia z podtoza OM + 1% CaCOs.
Nie ma istotnych réznic w udziale wegla dla biokatalizatorow z podtoza OM, OM + 1%
oliwa + 1% glukoza i OM + 1% oliwa + 1% glukoza + 1% CaCOs. Zawarto$¢ tlenu
w grzybniach wahata si¢ w granicach od 29,1% do 47,0%. Najwyzsza zawarto$¢ tlenu 47%
odnotowano w przypadku grzybni z podtoza OM + 1% CaCOs. Udzial azotu w skladzie
pierwiastkowym grzybni wahat si¢ od 6,5% do 8,5%, przy czym najwigksza ilo$¢
wystepowata w grzybniach z podtoza OM, OM + 1% CaCO3 i OM + 1% oliwa + 1% glukoza
+ 1% CaCOs. Zawartos¢ magnezu istotnie roznita si¢ jedynie w biokatalizatorze z podtoza
OM (0,12%) w stosunku do pozostalych grzybni (0,04-0,05%). Najwyzsza zawartos$¢
fosforu 0,6% 1 0,4% odnotowano dla biokatalizatorow odpowiednio z podioza OM 1 OM +
1% oliwa + 1% CaCOs. Zawarto$¢ siarki wahata si¢ od 0,05% do 0,4%
z najwiekszym udziatem w biokatalizatorze z podtoza OM. Nie odnotowano obecnos$ci

chloru w grzybniach hodowanych na podltozach z dodatkiem 1% glukozy. Bardzo duze
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réznice odnotowano w przypadku zawartosci wapnia. Biokatalizatory z podtoza OM + 1%
CaCOz i OM + 1% oliwa + 1% CaCOs3 zawieraly odpowiednio z 7,9% i 6,1% wapnia, za$
pozostate biokatalizatory od 0,03% do 0,7% tego pierwiastka (Tab. 18).

Tabela 18. Zawartos¢ pierwiastkow w grzybniach uzyskanych z podt6z hodowlanych

Zawarto$¢ pierwiastkéw w grzybniach uzyskanych z podléz hodowlanych (%)
Podloze hodowlane

OM +1%
o OM+1% OM+190 OM*1%  OM+1% . o +10%
Pierwiastek oM . oliwa+1% oliwa + 1%
CaCOs oliwa CaCOs glukoza glukoza +
1% CaCOs3
Wegiel 55,7+1,22  37,1+1,2° 634+3,0° 49,6+1,59 573+2,1% 53,8+2,12
Azot 8,5+0,6% 7,6 £0,7% 6,5+0,8° 6,8 +0,3° 7,0 £0,9° 8,1 £0,7%
Tlen 33,6£1,72 47,0+£2,9° 29,1+24° 363+12% 351+209 37,1+25%
Sod 0,02+ 0,012 0 0 0 0,02 +0,012 0
Magnez 0,12+0,07 0,05+0,01° 0,05+0,01° 0,05+0,01° 0,04+0,01° 0,05+0,01°
Krzem 0,02+0,012 0,02+0,01* 0,01+0,01* 0,02+0,01* 0,02+0,012 0,02+0,012
Fosfor 0,6 £0,32 0,2+0,07° 0,3 +0,06° 0,4+0,12 0,2+0,03°  0,2+0,03°
Siarka 0,4+0,1* 0,05+0,02° 02+0,044 02+0,05 0,2+0,052 0,05+0,02°
Chlor 0,05+0,052 0,07+0,04% 0,03+0,01% 0,05=+0,052 0 0
Potas 0,7 £0,42 0,1+0,04°  0.2+0,08° 0,3+0,3" 0,1+0,04° 0,1 +0,03°
Wapn 0,3 +0,2% 7,9 +3,3b 0,2+0,1% 6,1 £0,3° 0,03+0,1¢ 0,7+0,3%

Wartosci $rednie z réoznymi literami oznaczajg roznice istotne statystycznie dla kazdego pierwiastka przy

p<0,05

Na obrazach biokatalizatorow ze skaningowego mikroskopu elektronowego mozna

zaobserwowac

strzepki

charakterystyczne dla grzybow nitkowatych. Najwigksze

usieciowienie strzepek wystepuje u biokatalizatoréw z podtoza OM, OM + 1% oliwa + 1%

CaCOsz i OM + 1% oliwa + 1% glukoza + 1% CaCOg3 charakteryzujacych si¢ najwyzsza

aktywnoscig katalityczng. Dodatek oliwy do podtoza przy braku suplementacji weglanem

wapnia skutkuje uzyskaniem grzybni (Ryc.12-2 i 12-3) najmniej usieciowionegj.
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Rycina 22. Obrazy SEM powierzchni biokatalizatorow uzyskanych z réznych podt6z hodowlanych

4.2. Estryfikacja alkoholi terpenowych przy uzyciu grzybni
C. pannorum A-1

4.2.1. Optymalizacja warunkow estryfikacji cytronellolu i kwasu octowego

W kolejnym etapie badan przeprowadzono optymalizacj¢ reakcji estryfikacji
cytronellolu i kwasu octowego z uzyciem biokatalizatora uzyskanego z podtoza OM + 1%
oliwa + 1% CaCOs ze wzglgdu na najwyzsza konwersje molowg i szybko$¢ poczatkowg
reakcji. Najwyzsza konwersje molowa alkoholu do estru (95%) przy uzyciu liofilizowanej
grzybni C. pannorum A-1 uzyskano w 40°C po 24 godz. reakcji, w wyzszych temperaturach
zaobserwowano jej nieznaczny spadek. Wraz ze wzrostem temperatury biokatalizy
wzrastala szybko$¢ poczatkowa reakcji (Ryc. 23). W temp. 20°C, biokatalityczna

estryfikacja cytronellolu i kwasu octowego zachodzita z 78% wydajnoscia.
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Rycina 23. Wplyw temperatury na wydajnos¢ estryfikacji B-cytronellolu i kwasu octowego
katalizowanej przez liofilizowana grzybni¢ C. pannorum A-1. Reakcje prowadzono w n-heksanie
z 2% w/v biokatalizatora i 50 mM réwnomolowym stezeniem substratow przez 24 godz. Stupki
reprezentuja konwersje molowa, linia wskazuje poczatkowa szybko$¢ reakcji. Mate litery oznaczaja
roznice istotne statystycznie przy p<0,05

Zastosowanie niskich rownomolowych st¢zen substratow w zakresie od 10 do 25 mM
prowadzito do konwersji molowej na poziomie ponad 95% przy nizszej szybkoS$ci
poczatkowej reakcji w porownaniu do wyzszych stezen substratow. Wzrostowi stezenia
substratow z 50 do 200 mM towarzyszyl liniowy spadek wydajnosci z zachowaniem

szybkosci poczatkowej reakcji na poziomie powyzej 0,3 umol mg™? min (Ryc. 24).
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Rycina 24. Wptyw stezenia substratow na wydajno$¢ estryfikacji p-cytronellolu i kwasu octowego
katalizowanej przez liofilizowang grzybnie¢ C. pannorum A-1. Reakcje prowadzono przy
réwnomolowych st¢zeniach substratow w n-heksanie z 2% w/v biokatalizatora przez 24 godz.
w 30°C. Shupki reprezentujg konwersje molowa, linia wskazuje poczatkowa szybkosc¢ reakcji. Mate
litery oznaczaja roznice istotne statystycznie przy p<0,05
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Maksymalng wydajno$¢ reakcji (98%) uzyskano przy zastosowaniu 3% w/v
biokatalizatora w formie sproszkowanej grzybni C. pannorum A-1. Zwigkszenie ilosci

grzybni w reakcji nie przektadato si¢ na zwigkszenie poczatkowej szybkosci reakcji (Ryc.
25).
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Rycina 25. Wptyw ilosci biokatalizatora na wydajno$¢ estryfikacji B-cytronellolu i kwasu octowego
katalizowanej przez liofilizowang grzybnie C. pannorum A-1. Reakcje prowadzono w n-heksanie
z 50 mM réwnomolowym stezeniem substratow przez 24 godz. w 30°C. Stupki reprezentuja
konwersj¢ molowa, linia wskazuje poczatkowa szybko$¢ reakcji. Male litery oznaczaja roznice
istotne statystycznie przy p<0,05

Nie odnotowano istotnego wpltywu szybkosci mieszania ukladu na wydajnos¢

estryfikacji (Ryc. 26).
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Rycina 26. Wptyw szybko$ci mieszania na wydajno$¢ estryfikacji B-cytronellolu i kwasu octowego
katalizowanej przez liofilizowana grzybni¢ C. pannorum A-1. Reakcj¢ prowadzono w n-heksanie
z 50 mM réwnomolowym st¢zeniem substratow, 3% w/v biokatalizatora przez 24 godz. w 30°C.
Stupki reprezentujg konwersje molowa, linia wskazuje poczatkowa szybkos¢ reakcji. Mate litery
oznaczajg roznice istotne statystycznie przy p<0,05

Sposrdod badanych rozpuszczalnikoéw organicznych najwyzsza poczatkowa szybkos¢

reakcji i konwersje molowa uzyskano stosujac octan etylu (0,63 umol mg™* min’; 83%),
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heksan (0,33 umol mg* mint; 77%), cykloheksan (0,27 umol mg* mint; 73%) i heksadekan
(0,38 umol mg™ min't; 77%) (Ryc. 27). Sladowa aktywno$é katalityczng grzybni uzyskano
w $rodowisku acetonitrylu, 1,4-dioksanu i chloroformu. Biokatalizator nie wykazywat

aktywnosci estryfikacyjnej w 1-butanolu, DMAC, DMF, NMP, etanolu, tetrahydrofuranie

i 1-propanolu.
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Rycina 27. Wptyw rozpuszczalnika organicznego na wydajno$¢ estryfikacji B-cytronellolu i kwasu
octowego katalizowanej przez liofilizowana grzybni¢ C. pannorum A-1. Reakcje prowadzono z 50
mM réwnomolowym st¢zeniem substratow, 3% w/v biokatalizatora przez 24 godz. w 30°C. Stupki
reprezentuja konwersje molowa, punkty wskazuja poczatkowa szybkos$¢ reakcji. Mate litery
oznaczaja roznice istotne statystycznie przy p<0,05

W koncowym etapie optymalizacji estryfikacji 3-cytronellolu z kwasem octowym
z uzyciem grzybni C. pannorum A-1 okreslono wptyw stosunku molowego substratow na
poczatkowa szybkos$¢ reakcji. Nadmiar cytronellolu w zakresie 2:1 — 5:1 w stosunku do
kwasu octowego prowadzit do zwigkszenia poczatkowej szybkosci estryfikacji o minimum
34% w poréwnaniu do stezenia rownomolowego (50 mM). Nadmiar kwasu powodowat
drastyczny spadek poczatkowej szybkosci biokatalizy. Estryfikacja z dwukrotnym
I 5-krotnym nadmiarem kwasu octowego skutkowata spadkiem poczatkowej szybkosci

reakcji odpowiednio 0 33% i 72% (Ryc. 28).
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Rycina 28. Wplyw stosunku molowego cytronellolu do kwasu na wydajnos¢ estryfikacji
B-cytronellolu i kwasu octowego katalizowanej przez liofilizowana grzybnie C. pannorum A-1.
Reakcje prowadzono z 3% w/v biokatalizatora przez 24 godz. w 30°C. Male litery oznaczaja r6znice
istotne statystycznie przy p<0,05

4.2.2. Wphw inkubacji grzybni w roznym pH przed liofilizacjq na wydajnos¢ estryfikacji

Inkubacja grzybni w buforach o r6znym pH przed liofilizacja miata istotny wplyw na
aktywno$¢ biokatalizatora w reakcji estryfikacji cytronellolu i kwasu octowego. Istotny
wzrost aktywnosci biokatalitycznej o 26% w stosunku do grzybni bezposrednio po hodowli
uzyskano w przypadku biokatalizatora inkubowanego w buforze o pH 5,0. Wyzsza
aktywno$¢ obserwowano takze po inkubacji w buforach o pH 6,0 1 7,0 odpowiednio o 13,5%
i 13% w poroéwnaniu do kontroli. W trakcie inkubacji w kwasnym pH 2,2 i 3,0 utracono
odpowiednio 24% 1 16% wyjsciowe] aktywnosci biokatalizatora. Zastosowanie w inkubacji
zasadowych buforow wigzalo si¢ ze spadkiem konwersji molowej substratow w estryfikacji
o minimum 85%. Inkubacja biokatalizatora w pH 4,0 1 8,0 nie miala istotnego wptywu na

aktywno$¢ katalityczng grzybni (Ryc. 29).
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Rycina 29. Wptyw 3-godz. inkubacji grzybni C. pannorum A-1 przed liofilizacja w buforach
o roznym pH na konwersje molowa -cytronellolu i kwasu octowego. Reakcje prowadzono z 50 mM
rownomolowym stezeniem substratow, 3% w/v biokatalizatora przez 6 godz. w 30°C. Kontrola —
grzybnia nie poddawana inkubacji. Wartosci srednie wydajnosci reakcji z réznymi literami oznaczaja
roznice istotne statystycznie przy p<0,05

W celu zbadania przyczyny spadku aktywno$ci biokatalitycznej, ze wzgledu na
mozliwg elucje biatka z grzybni w trakcie 3-godz. inkubacji, okreslono jego st¢zenie
w buforach o pH 2,2, 519,2 po inkubacji. W buforze o pH 2,2 i 5 odnotowano nizsze st¢zenie
biatka (odpowiednio 0,03 i 0,075 mg/ml) w pordwnaniu do buforu o pH 9,2 (0,25 mg/ml)

(Tab. 19).

Tabela 19. Porownanie st¢zenia biatka w buforach o pH 2,2, 5 i 9,2 po zakonczeniu inkubacji
z aktywnoscia biokatalityczng grzybni otrzymanej po inkubacji w tych roztworach

Konwersja molowa (%
Stezenie bialka (mg/ml) w buforze po , (%)

Bufor inkubacji substratéow przy uzyciu
grzybni po inkubacji

pH 2,2 0,03 15,8

pH5 0,075 26,1

pH 9,2 0,25 2,5

W celu okreslenia profilu biatek wydzielonych w buforze o pH 9,2 przeprowadzono
elektroforez¢ SDS-PAGE. W badanym ptynie odnotowano dziewi¢¢ wyraznych prazkow
biatkowych o przyblizonych masach 250 kDa, 55 kDa, 50 kDa, 45 kDa, 29, kDa, 27 kDa,
25 kDa, 19 kDa i 17 kDa. Oprocz tego widoczne sg prazki biatkowe o mniejszej

intensywnos$ci w calym zakresie wielkosci (Ryc. 30).
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Rycina 30. Profil biatkowy uzyskany po elektroforezie SDS-PAGE ptynu po inkubacji grzybni
C. pannorum A-1 w buforze o pH 9,2

4.2.3. Wphw struktury reagentow na wydajnosc estryfikacji

Sposrod badanych pierwszorzedowych alkoholi terpenowych najwyzsza konwersje
molowa, przekraczajaca 91% dla wszystkich reagentow kwasowych, uzyskano dla
monocyklicznego alkoholu perylowego (po 20 godz. w 30°C). Odnotowano ro6zng
aktywnos$¢ biokatalizatora wobec liniowych alkoholi terpenowych (cytronellolu, geraniolu,
nerolu i farnezolu). Konwersja cytronellolu wynosita >78% dla wszystkich reagentow
kwasowych, a nerolu >34%. Najnizsza aktywno$¢ biokatalizatora uzyskano dla alkoholi
bicyklicznych: >12% dla myrtenolu 1 >11% dla nopolu. Wraz ze wzrostem dtugosci

tancucha kwasu karboksylowego w estryfikacji wzrastata wydajnos¢ reakcji (Tab. 20).
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Tabela 20. Wydajnos$¢ estryfikacji z uzyciem biokatalizatora w formie grzybni C. pannorum A-1
w zalezno$ci od struktury pierwszorzedowych alkoholi terpenowych i1 dlugosci tancuchow
weglowych w kwasach karboksylowych

Konwersja molowa (%0)

Rodzaj kwasu

Cc2 C3 C4 C5 C8 C9
Cytronellol 78 +1,1 86+0,9 95+0,8 96 + 0,5 97+ 0,6 97+ 0.4
Geraniol 51+0,8 71+1.2 88+1,8 96 + 0,6 96+ 1,7 95+ 0,4
Nerol 34+1,2 39+£21 60 +0,8 87+ 1,1 70+ 0,8 69 +£0,5
Farnezol 51+£0,9 56+0,7 77+1,2 89+0,9 87+ 1,1 86+0,7
Alkohol perylowy 91+04 92 +0,8 94 +0,5 94+ 0,5 95+1,1 96 +0,9
Myrtenol 12+0,9 35+1,2 58+£0,7 67+0,3 74+ 1,3 75+0,5
Nopol 11+0,4 23+0,9 44 +0,9 52+1,1 49+2,1 58 +0,3

W przypadku wykorzystania w estryfikacji terpenowych alkoholi drugorzedowych —
karweolu i trans-pinokarweolu z kwasem octowym wydajno$¢ wynosita odpowiednio 1,4%
1 0,41% po 20 godz. reakcji. Grzybnia C. pannorum A-1 nie wykazywata zadnej aktywnosci

wobec alkoholi trzeciorzedowych — linalolu i terpinen-4-olu.

4.2.4. Inkubacja grzybni z alkoholami terpenowymi i kwasami karboksylowymi przed
liofilizacjg

Ze wzgledu na niskg aktywnos$¢ biokatalizatora wobec drugo- i trzeciorzedowych
alkoholi terpenowych 1 nizsza konwersj¢ molowa substratow w estryfikacji z kwasem
octowym w porownaniu z kwasami C3-C9 postanowiono okresli¢ potencjalny wptyw tych
reagentOw na aktywno$¢ biokatalizatora. W tym celu grzybnie poddano godzinnej inkubacji
w 20°C z alkoholami o réznej rzgdowosci 1 trzema kwasami karboksylowymi (C2, C5 1 C9)
w $Srodowisku wodnym z 10% heksanu jako kosolwenta. Nastgpnie przeprowadzono
estryfikacje cytronellolu 1 kwasu octowego przy uzyciu preinkubowanej grzybni. Wszystkie
badane alkohole nie wykazywaty negatywnego wptywu na aktywno$¢ biokatalityczng
grzybni C. pannorum A-1. Okoto 15% spadek aktywnosci grzybni odnotowano jedynie

w przypadku inkubacji biokatalizatora z kwasem octowym (Tab. 21).
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Tabela 21. Wptyw inkubacji grzybni C. pannorum A-1 z kwasami karboksylowymi i alkoholami
terpenowymi przed liofilizacja na wydajno$¢ estryfikacji cytronellolu z kwasem octowym

Rodzaj grzybni Konwersja molowa (%0)
Kontrolna 93
Inkubowana z kwasem octowym 79
Inkubowana z kwasem pelargonowym 94
Inkubowana z kwasem walerianowym 94
Inkubowana z linalolem 92
Inkubowana z cytronellolem 92
Inkubowana z trans-pinokarweolem 94
Inkubowana z karweolem 90
Inkubowana z nopolem 92

Grzybni¢ inkubowano przez 1 godz. z 50 mM stezeniem kwasu lub alkoholu terpenowego. Kontrolg stanowita
grzybnia inkubowana bez dodatku kwasu lub alkoholu terpenowego.

4.2.5. Bioimprinting grzybni kwasami tluszczowymi

Bioimprinting biokatalizatora w formie liofilizowanej grzybni C. pannorum A-1
przeprowadzono w celu indukcji aktywno$ci biokatalitycznej wobec  drugo-
1 trzeciorzedowych alkoholi terpenowych. Kontrolg stanowit biokatalizator bezposrednio po
hodowli. Grzybnia inkubowana w rozpuszczalniku organicznym bez czynnika
imprintujacego nie wykazywata réznic w aktywno$ci w pordwnaniu do proby kontrolnej
(dane nie prezentowane). Biokatalizator kontrolny wykazywal wysoka aktywnos$¢ wobec
pierwszorzedowego alkoholu terpenowego — cytronellolu oraz nieterpenowego alkoholu
drugorzgdowego — cykloheksanolu i catkowity brak aktywnosci wobec III-rz. linalolu.
Bioimprinting kwasem kaprylowym, oleinowym i laurynowym nie powodowat indukcji
aktywnosci biokatalizatora wobec drugo- i trzeciorzedowych alkoholi terpenowych.
Odnotowano za to pozytywny wpltyw inkubacji biokatalizatora z kwasami na konwersje
molowg pierwszorzedowego cytronellolu. Najwyzszy wzrost aktywnosci (o 33%)
estryfikacji cytronellolu i kwasu laurynowego odnotowano w przypadku bioimprintingu
kwasem laurynowym w mieszaninie heksanu i izopropanolu. Zastosowanie kwasu

laurynowego w samym izopropanolu powodowat spadek aktywnosci biokatalizatora o 46%
(Tab. 22).
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Tabela 22. Bioimprinting biokatalizatora w formie grzybni C. pannorum A-1 kwasem kaprylowym,
oleinowym i laurynowym (6,7%) w izopropanolu i mieszaninie izopropanolu z heksanem
w proporcji 50:50

. . . Konwersja
biiirr;(:)orvivr::il:;u bioix?ni){?:tlllfj acy Wariant estryfikacji molowa (%) po 24
godz. reakcji
Cytronellol + kaprylowy 63,6 +
Cytronellol + walerianowy 81,6
Cytronellol + laurynowy 31,4
Grzybnia kontrolna nie Cykloheksanol + kapr}llowy 62,9
traktowana rozpuszczalnikami Cykloheksanol + walerianowy 09,1
Cykloheksanol + laurynowy 46,2
Karweol + kaprylowy 2,7
Karweol + walerianowy 2,7
Karweol + laurynowy 1,2
Cytronellol + kaprylowy 68,1
Kwas kaprylowy Cykloheksanol + kaprylowy 46,2
Karweol + kaprylowy 2,8
Cytronellol + walerianowy 67
Izopropanol Kwas oleinowy Cykloheksanol + walerianowy 46,1
Karweol + walerianowy 1,4
Cytronellol + laurynowy 17,2
Kwas laurynowy Cykloheksanol + laurynowy 26,8
Karweol + laurynowy 0,9
Cytronellol + kaprylowy 78,0
Kwas kaprylowy Cykloheksanol + kaprylowy 53,2
Karweol + kaprylowy 2,5
. Cytronellol + walerianowy 80,8
Izopropanol: . .
heksan ( 1:1) Kwas oleinowy Cykloheksanol + Wa}lerlanowy 49,0
Karweol + walerianowy 1,9
Cytronellol + laurynowy 41,7
Kwas laurynowy Cykloheksanol + laurynowy 30,7
Karweol + laurynowy 0,7

W nastepnym eksperymencie, ze wzgledu na istotny wplyw §rodowiska imprintingu
na aktywno$¢ katalityczng grzybni, zastosowano cztery rozpuszczalniki organiczne roznigce
si¢ polarnoscig — heksan, izopropanol, metanol i 1,4-dioksan oraz ich mieszaniny. Jako
czynnik imprintujacy wykorzystano kwas laurynowy.

Biokatalizator kontrolny charakteryzowal si¢ wyzsza aktywnoscig estryfikacji
drugorzedowego  alkoholu  nieterpenowego —  cykloheksanolu  (45,5%) niz
pierwszorzgdowego alkoholu terpenowego — cytronellolu (35,1%) z kwasem laurynowym.
Po bioimprintingu w mieszaninie 1,4-dioksan : heksan i mieszaninach heksan : izopropanol
grzybnia wykazywala wyzsza aktywnos$¢ w estryfikacji cytronellolu niz cykloheksanolu.
Najwiekszy wplyw na aktywnos$¢ grzybni C. pannorum A-1 w estryfikacji cytronellolu

wykazala indukcja kwasem laurynowym w mieszaninie 1,4-dioksanu z heksanem
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w proporcji 1:1. Biokatalizator wykazywal niemal 2-krotnie wyzsza aktywnos$¢ estryfikacji
w poréwnaniu do kontroli. Zwigkszenie aktywnosci biokatalizatora uzyskano takze po
bioimprintingu w mieszaninach heksanu z izopropanolem. Aktywnos$¢ grzybni uzalezniona
byta od proporcji rozpuszczalnikow w mieszaninie indukujgcej. Inkubacja w heksanie
1 izopropanolu w proporcji 1:1, 1:3 1 3:1 skutkowala zwigkszong aktywnoscig grzybni
w estryfikacji cytronellolu z kwasem laurynowym odpowiednio o 28%, 55% i 70%, oraz
w przypadku drugiego uktadu (1:3) osiggnieto najwigksza zmiang specyficznosci
biokatalizatora w kierunku estryfikacji cytronellolu wzgledem estryfikacji cykloheksanolu.
Uzycie metanolu jako $rodowiska indukcji prowadzito do inhibicji ogolnej aktywnosci
katalitycznej. Zaden wariant molekularnego imprintingu nie wpltywat na zwickszenie

specyficznosci biokatalizatora wobec drugorzedowego alkoholu terpenowego — karweolu

(Tab. 23).

Tabela 23. Bioimprinting biokatalizatora w formie grzybni C. pannorum A-1 kwasem laurynowym
w mieszaninach rozpuszczalnikow organicznych

Konwersja molowa (%) po

Srodowisko bioimprintingu Wariant estryfikacji 24 godz. reakcji
Cytronellol + laurynowy 35,1
Biokatalizator kontrolny Cykloheksanol + laurynowy 455
Karweol + laurynowy 1,3
- Cytronellol + laurynowy 449
Heksan:izopropanol Cykloheksanol + laurynowy 30,2
11
Karweol + laurynowy 0,9
. Cytronellol + laurynowy 54,5
Heksan:izopropanol Cykloheksanol + laurynowy 32,7
1:3
Karweol + laurynowy 1,1
. Cytronellol + laurynowy 59,6
Heksan: I
eKsan.1zopropano Cykloheksanol + laurynowy 39,2
3:1
Karweol + laurynowy 1,0
+
Metanol-heksan Cytronellol + laurynowy 3,9
Cykloheksanol + laurynowy 1,8
1:1
Karweol + laurynowy 0
+
Metanol-heksan Cytronellol + laurynowy 7,5
) Cykloheksanol + laurynowy 3,2
1:3
Karweol + laurynowy 0
+
Metanol-heksan Cytronellol + laurynowy 2,5
31 Cykloheksanol + laurynowy 0,9
’ Karweol + laurynowy 0
. llol +1 7
1,4-dioksan:heksan Cytronellol +laurynowy 66,
] Cykloheksanol + laurynowy 451
1:1
Karweol + laurynowy 1,1
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4.2.6. Pojemnosc¢ wodna grzybowego biokatalizatora

Estryfikacja jest reakcja rownowagowa w trakcie ktorej, oprocz estru, powstaje woda.
Zmienia ona rownowage reakcji w kierunku hydrolizy estru. Dlatego w kolejnym
eksperymencie postanowiono okresli¢ pojemnos¢ wodng grzybowego katalizatora. Dodanie
do uktadu wody w ilosci do 5% v/w w stosunku do biokatalizatora skutkuje spadkiem
wydajnosci konwersji cytronellolu do estru o niecale 5% wzgledem kontroli bezwodne;j.
Dalsze zwigkszenie udzialu wody w uktadzie do 15% v/w ilo$ci grzybni powodowato
spadek wydajnosci estryfikacji o okoto 16%. Dodatek 150%, 300% 1 500% wody w stosunku
do biokatalizatora powodowat spadek konwersji substratow odpowiednio 0 69%, 89% 1 97%

(Ryc. 31).
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Rycina 31. Wptyw dodatku wody do reakcji estryfikacji na aktywno$¢ biokatalityczng grzybni
C. pannorum A-1

4.2.7. Stabilnos¢ operacyjna biokatalizatora oraz wphw temperatury i czasu
przechowywania biokatalizatora na aktywnos¢ katalityczng
Liofilizowana grzybnia C. pannorum A-1 zachowuje do 70% swojej wyjsciowej
aktywnosci po siedmiu 24-godz. cyklach biokatalitycznych. Najwigkszy spadek aktywno$ci
biokatalizatora (w stosunku do cyklu poprzedniego) odnotowano po czwartym i pigtym

cyklu katalitycznym (o 11%) (Ryc. 32).
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Rycina 32. Stabilno$¢ operacyjna grzybni C. pannorum A-1 w kolejnych 24-godzinnych cyklach
biokatalitycznych. Estryfikacje prowadzono w optymalnych warunkach w 30°C. Wartosci $rednie
z rdznymi literami oznaczaja roéznice istotne statystycznie przy p<0,05

Po rocznym okresie przechowywania w -20°C grzybnia C. pannorum A-1 utracita
18% swojej poczatkowej aktywnosci estryfikacyjnej. Istotny spadek aktywnosci
biokatalitycznej byt zauwazalny w temp. 4°C 1 20°C po 6 miesigcach (odpowiednio o 32%
1 36%) oraz po 12 miesigcach przechowywania (odpowiednio o 46% i 54%) (Ryc. 33).
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Rycina 33. Wptyw temperatury przechowywania na aktywno$¢ grzybni C. pannorum A-1 w reakcji
estryfikacji cytronellolu i kwasu octowego. Wartosci $rednie z roznymi literami oznaczaja rdznice
istotne statystycznie przy p<0,05

4.3. Kataliza biomimetyczna

4.3.1. Kataliza biomimetyczna cytronellolu, alkoholu perylowego i myrtenolu przy uzyciu
porfiryn komercyjnych i pochodnych protoporfiryny IX

W biokatalizie zwigzkéw terpenowych, oprocz biatek enzymatycznych, mozna

wykorzysta¢ takze porfiryny jako biomimetyki enzymow o aktywnosci oksygenazowe;.

W tej czgsci badan przeprowadzono katalize biomimetyczng pierwszorzegdowych alkoholi
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terpenowych — cytronellolu, alkoholu perylowego i myrtenolu z wykorzystaniem 9 porfiryn
komercyjnych i 3 pochodnych protoporfiryny IX. Biotransformacja w ukladzie
biomimetycznym zachodzita jedynie woéwczas, gdy substratem dla porfiryn byt bicykliczny
myrtenol. We wszystkich uktadach porfirynowych powstawat ten sam, niezidentyfikowany
jak dotad, gtéwny produkt o czasie retencji (RT) = 6,4 min (Ryc. 34) i 0 jonie masowym
166 (MS), ktory wskazuje na wlgczenie atomu tlenu do struktury myrtenolu (Ryc. 35).
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Rycina 34. Przyktadowy chromatogram uzyskany po biomimetycznej katalizie myrtenolu
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Rycina 35. Widmo masowe gtéwnego produktu utleniania myrtenolu o czasie retencji RT = 6,4 min.
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Najwyzsza konwersje molowg myrtenolu do nowego produktu po 4 godz. (13,2%)
uzyskano z wykorzystaniem komercyjnej tetrafenyloporfiryny (H.TPP). Wysoka aktywno$¢
katalityczng  wzgledem myrtenolu wykazywaly takze H>TPPOMe (11,9%),
PPIX[P(O)(OEt)2]> (9,8%), H2TAIXPP (9,4%) i H2OEP (9,1%). Porfiryny posiadajace
w swojej czasteczce atom metalu charakteryzowaly si¢ niskg aktywno$cig biokatalizy
myrtenolu (ZnTPyP — 3,1%) lub jej w ogdle nie wykazywaty (ZnTPP, Fe(TPP)CI,
Fe!'(TFsPP)CI) (Tab. 24). W kolejnym etapie badan przeprowadzono fotokatalityczne
utlenienie myrtenolu do nowego produktu w ciggu 24 godzin z wykorzystaniem porfiryn

wykazujacych aktywnos¢ wobec bicyklicznego alkoholu terpenowego.

Tabela 24. Konwersja molowa alkoholi terpenowych (%) w ukladzie biomimetycznym
z wykorzystaniem porfiryn komercyjnych i pochodnych protoporfiryny 1X

Konwersja molowa substratu (%) po 4 godz.

Porfiryna Myrtenol Alkohol perylowy Cytronellol
H20EP 9,1 £0,20% 0 0
H2TPP 13,2 + 0,40° 0 0
ZnTPP 0 0 0
ZnTPyP 3,1 £0,30° 0 0
Fe'''(TPP)CI 0 0 0
H2TFsPP 7,6 £ 0,304 0 0
HTPPOMe 11,9 +0,32¢ 0 0
Fe'''(TFsPP)CI 0 0 0
H>TAIXPP 9,4 +0,40? 0 0
PPIX(Me)2 0,9+0,38 0 0
PPIX(OH): 6,6 £ 0,804 0 0
PPIX[P(O)(OEt)]2 9,8 +£0,40? 0 0

Wartosci srednie dla konwersji molowej myrtenolu z réznymi literami w indeksie gornym oznaczaja réznice
istotne statystycznie przy p < 0,05.

4.3.2. Dobor porfiryny do katalizy biomimetycznej myrtenolu

W trakcie badan nad selekcjg katalizatora porfirynowego okreslono stopien konwersji
molowej myrtenolu po 4, 8, 12 124 godz. oraz okreslono stabilno$¢ porfiryn w trakcie reakcji
poprzez pomiar widma absorpcji UV-Vis. Monitorowano takze zmian¢ barwy mieszaniny
w trakcie i po zakonczeniu reakcji, ktora moze wskazywac na zmiang formy katalizatora.

Biokataliza myrtenolu do gléwnego produktu o czasie retencji RT = 6,4 min.
z wykorzystaniem H>OEP zachodzi z wydajnoscia 9,5%, 20,2%, 37,4% i 48,9%
odpowiednio po 4, 8, 12 i 24 godz. trwania reakcji. Po 24 godz. na§wietlania powstaje takze
drugi niezidentyfikowany produkt o czasie retencji RT = 7,5 min. (Tab. 26) z wydajnoscia

6,6%. W trakcie naswietlania nastgpita zmiana barwy mieszaniny z ciemnobrunatnej na

99



jasnofioletowa (Ryc. 36A). Po 24 godz. naswietlania, poza nizsza intensywnoscig pasm

absorpcji, nie odnotowano zauwazalnej zmiany widma H2OEP (Ryc. 36B).
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Rycina 36. Zmiana barwy H,OEP po 1, 4, 8 i 24 godz. fotokatalizy myrtenolu (A) oraz widma
absorpcji po 4, 8 i 24 godz. reakc;ji (B)

Naswietlanie tetrafenyloporfiryny (H2TPP) w obecnosci myrtenolu skutkowato
systematycznym zwigkszaniem konwersji substratu do produktu o RT = 6,4 min. Po 4 godz.
katalizy uzyskano 12,5% konwersje, po 8 godz. — 18,8%, po 12 godz. — 27,1%, a po 24 godz.
—66,2%. Podobnie jak w przypadku porfiryny H2OEP, po dobie na§wietlania powstaje takze
produkt o RT = 7,5 min., jednak ze $§ladowa wydajnoscig (0,01%). Tetrafenyloporfiryna
zmienia swojg barwe w trakcie naswietlania z myrtenolem z ciemnofioletowej na zielong
(Ryc. 37A). Widoczna jest zmiana widma absorpcji w trakcie reakcji — szczegolnie
przesunigcie pasma Soreta w strong fal dluzszych oraz zmiany w zakresie pasma Q (Ryec.

37B).
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Rycina 37. Zmiana barwy H;TPP po 1, 4, 8 i 24 godz. fotokatalizy myrtenolu (A) oraz widma
absorpcji po 4, 8 i 24 godz. reakcji (B)

Tetrafenyloporfiryna cynku (ZnTPyP) charakteryzuje si¢ stosunkowo niska
aktywnoscig fotokatalityczng wobec myrtenolu. Po 4 godz. reakcji uzyskano 2,8% konwersji
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substratu do produktu o RT = 6,4 min. Wydluzenie czasu katalizy biomimetycznej do 24
godz. prowadzi do uzyskania wydajno$ci na poziomie 23%. W trakcie trwania reakcji nie
odnotowano powstawania produktu o czasie retencji 7,5 min. Mieszanina reakcyjna
z ZnTPyP nie zmieniata swojej barwy w trakcie fotokatalizy (Ryc. 38A), jednak

intensywnos$ci pasm na widmie absorpcji po =zakonczeniu reakcji wskazuja na

fotodegradacje¢ biokatalizatora (Ryc. 38B).
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Rycina 38. Zmiana barwy ZnTPyP po 2, 4, 8 i 24 godz. fotokatalizy myrtenolu (A) oraz widma
absorpcji po 4, 8 i 24 godz. reakcji (B)

Wysoka aktywnos$¢ fotokonwersji myrtenolu wykazuje pentafluorofenyloporfiryna
(H2TFsPP). Biokataliza substratu do glownego produktu o RT = 6,4 min. zachodzi
z wydajnos$cig 8,1%, 18,6%, 27,9% i 51,7% odpowiednio po 4, 8, 12 i 24 godz. reakcji.
Odnotowano powstawanie drugiego produktu o RT = 7,5 min. po 12 i 24 godz. naswietlania
ze $§ladowa wydajnoscia odpowiednio 0,003% 1 0,02%. H.TFsPP charakteryzuje si¢ wysoka
stabilno$cig w trakcie naswietlania. Swiadczy o tym brak zmiany zabarwienia mieszaniny
(Ryc. 39A) i brak istotnych zmian w widmie absorpcji porfiryny po 24-godz. reakcji (Ryc.
39B).
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Rycina 39. Barwy H,TFsPP po 2, 4, 8 i 24 godz. fotokatalizy myrtenolu (A) oraz widma absorpcji
po 4, 8 i 24 godz. reakcji (B)

Metoksyfenyloporfiryna (H.TPPOMe) wykazuje jedng z najwyzszych aktywnosci
w fotokatalizie trwajacej do 12 godz. Wydtuzenie katalizy biomimetycznej z 12 do 24 godz.
skutkuje zwigkszeniem konwersji myrtenolu do gléwnego produktu o RT = 6,4 min. tylko
0 3,8% (z 28,9% do 32,7%). Metoksyfenyloporfiryna wykazuje najwyzsza konwersje
myrtenolu do drugiego produktu o RT = 7,5 min. po 24 godz. naswietlania (12,9%) (Tab.
26). Zmiana barwy katalizatora z ciemnoczerwonej na ciemnopomaranczowa nastepuje juz
po 1 godz. reakcji (Ryc. 40A). Po dobie naswietlania roztwor z porfiryng przybiera barwe

jasnozielona. Na widmach porfiryny po 8 1 24 godz. katalizy pojawia si¢ nowe pasmo przy

453 nm, poza tym obserwuje si¢ zmniejszenie intensywnosci pasma Soreta i pasm Q (Ryc.
40B).
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Rycina 40. Zmiana barwy HTPPOMe po 1, 4, 8 i 24 godz. fotokatalizy myrtenolu (A) oraz widma
absorpcji po 4, 8 i 24 godz. reakcji (B)
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Ostatnia z porfiryn komercyjnych — H2TAIXPP katalizuje konwersje myrtenolu do
produktu o RT = 6,4 min. z wydajnoscia 9,8%, 19,3%, 27,3% i 35,7% odpowiednio po 4, 8§,
12 1 24 godz. naswietlania. Po dobie katalizy biomimetycznej powstaje drugi produkt o RT
= 7,5 min. w ilosci 8,5%. Podobnie jak w przypadku metoksyfenyloporfiryny, H2TAIXPP
zmienia swoja barwg na jasnozielong po 24-godz. naswietlaniu (Ryc. 41A). Analiza widma

absorpcji UV-Vis wskazuje na pojawienie si¢ dwoch nowych pasm przy 455 i 688 nm po

8 godz. naswietlania (Ryc. 41B).
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Rycina 41. Zmiana barwy H2TAIXPP po 1, 4, 8 i 24 godz. fotokatalizy myrtenolu (A) oraz widma
absorpcji po 4, 8 i 24 godz. reakcji (B)

Wséréd pochodnych protoporfiryny IX najwyzsza aktywnoscia w fotokatalizie
myrtenolu do produktu o RT = 6,4 min. charakteryzowata si¢ fosfonianowa pochodna
protoporfiryny IX (PPIX[P(O)(OEt).]2). Otrzymano produkt z wydajnoscia 44,7% po 24
godz. katalizy. Hydroksylowa pochodna PPIX charakteryzowata si¢ 37,9% konwersja
myrtenolu, a metylowa 17,5% do produktu o RT = 6,4 min. po 24-godz. czasie naswietlania.
Wszystkie badane pochodne protoporfiryny IX wykazuja niskg stabilno$¢ chemiczng
w czasie 24 godz. reakcji, o czym $wiadczg zasadnicze zmiany w widmach absorpcji UV-
Vis (Ryc. 42B, 42D, 42F). Najwyzsza stabilnoScig pomiedzy 4 a 24 godz. reakcji
charakteryzowata si¢ PPIX[P(O)(OEt):]2.
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Rycina 42. Zmiana barwy PP1X(Me), (A), PPIX(OH) (C) i PPIX[P(O)(OEt).). (E) po 1, 4, 8i 24
godz. fotokatalizy myrtenolu (A) oraz widma absorpcji PPIX(Me), (B), PPIX(OH). (D)
i PPIX[P(O)(OEt)2]2 (F) po 4, 8 i 24 godz. reakcji

0h 1h 4h

Podsumowujac, najwyzsza konwersj¢ molowa myrtenolu do nowego produktu
0 czasie retencji = 6,4 min. po 24 godz. biokatalizy otrzymano przy uzyciu
tetrafenyloporfiryny (66,2%). Konwersja substratu na poziomie okoto 50% po dobie reakcji
charakteryzuja si¢ HoTFsPP (51,7%), H2OEP (48,9%) i PPIX[P(O)(OEt):]. (44,7%).
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Pozostate porfiryny katalizuja fotoutlenienie myrtenolu z wydajnoscia ponizej 40% (Tab.
25).

Tabela 25. Konwersja molowa myrtenolu (%) w uktadzie biomimetycznym do gtéwnego produktu
0 czasie retencji RT = 6,4 min

Konwersja molowa myrtenolu (%) do produktu o RT = 6,4 min

Porfiryna 4 godz. 8 godz. 12 godz. 24 godz.

H2OEP 9,5+1,2 20,2+ 0,9 37,4£0,5 48,9 + 0,42
H.TPP 12,5+0,2 18,8+0,5 27,1+£0,8 66,2+ 1,7°
ZnTPyP 2,8+02 5,8+£0,6 11,3+0,2 23,0+0,3°
H.TFsPP 8,1£0,2 18,6 0,1 27,9+0,4 51,7+1,9
H.TPPOMe 10,9+0,3 25,7+1,5 28,9+0,1 32,7 +0,9¢
H2TAIXPP 9,8+0,3 19,3 + 0.4 27,3+0,3 35,7+ 1,2%
PPIX(Me)2 0,7+0,3 2,1+£0,3 45404 17,5+ 0,9
PPIX(OH)2 5,9+0,6 12,7+ 0,4 19,9+ 0,4 37,9+2,1¢
PPIX[P(O)(OEt)2). 9,9+ 0,4 17,9+0,7 26,4+1,1 44,7 + 1,69

Wartosci $rednie dla konwersji molowej myrtenolu po 24 godz. z réznymi literami w indeksie gornym
oznaczaja roznice istotne statystycznie przy p < 0,05.

W tabeli 26 przedstawiono wydajnos¢ fotokonwersji myrtenolu do produktu o czasie

retencji 7,5 min po 24 godz. nas§wietlania.

Tabela 26. Konwersja molowa myrtenolu (%) w uktadzie biomimetycznym do produktu o czasie
retencji RT =7,5 min

Konwersja molowa myrtenolu (%) do produktu o RT = 7,5 min

Porfiryna po 24 godz. naswietlania
H2.OEP 6,60+ 0,21¢
H.TPP 0,01 + 0,005¢
ZnTPyP 0

H2TFsPP 0,02 +0,01¢
HTPPOMe 12,9 + 1,202
H2TAIXPP 8,5+ 0,98°
PPI1X(Me)2 0
PPIX(OH)2 0
PPIX[P(O)(OEt)2]2 0

Wartosci $rednie dla konwersji molowej myrtenolu z réznymi literami w indeksie géornym oznaczajg roznice
istotne statystycznie przy p < 0,05.

4.3.3. Analiza magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR) tlenku myrtenalu — nowego
produktu utleniania myrtenolu

W celu okreslenia struktury nieznanego produktu o RT = 6,4 min. przeprowadzono

biomimetyczng katalize myrtenolu z uzyciem tetrafenyloporfiryny przez 24 godz. Po

zakonczeniu reakcji z mieszaniny wyizolowano produkt zgodnie z procedurg opisang w pkt.

3.4.17., po czym przeprowadzono analize NMR. Analiza widm H i 3C NMR wskazuje, ze

glownym produktem utleniania myrtenolu przy uzyciu HoTPP jest tlenek myrtenalu.
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W widmie H NMR mozna zaobserwowaé charakterystyczne przesunigcie chemiczne
(9 ppm) protonu z grupy aldehydowej ze stalg sprz¢zenia Ju.n = 0,6 Hz (Ryc. 43). Sygnat
protonu znajdujgcego si¢ przy mostku epoksydowym znajduje si¢ przy 3,56 ppm. Pelny opis
widma protonowego przedstawia si¢ nastgpujaco: ‘H NMR (CDCls, 400 MHz): 81 9,06
(d, Jn-n= 0,6 Hz, 1H), 3,56 (dd, Jn-+ = 1,3 Hz, Ju-1 = 2,9 Hz, 1H), 2,57 (dd, Ju-H = 5,7 Hz,
JH-H = 5,8 Hz, 1H), 2,16-2,21 (m, 1H), 2,12-2,18 (m, 1H), 2,03-2,09 (m, 1H), 1,76-1,82
(m, 1H), 1,64 (d, Ju-+ = 10,5 Hz, 1H), 1,34 (s, 3H), 0,80 (s, 3H).
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Rycina 43. Widmo *H NMR tlenku myrtenalu

Analiza widma *C NMR wskazuje na obecno$é 10-ciu atoméw wegla w czasteczce
tlenku myrtenalu. Sygnat pochodzacy od wegla wchodzacego w skiad grupy aldehydowe;
znajduje si¢ przy 198,9 ppm. Pelny opis widma weglowego przedstawia si¢ nastgpujaco:
13C NMR (CDCls, 400 MHz) & 198,9, 64,7, 53,6, 40,0, 39,4, 37,5, 26,9, 25,2, 25,9, 19,8
(Ryc. 44).
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Rycina 44. Widmo *C NMR tlenku myrtenalu

Poréwnanie widma ***DEPT (Ryc. 45) i *C NMR (Ryc. 44) wskazuje na obecnosé
dwoéch czwartorzegdowych (C 1 D) i dwoch drugorzgdowych (E 1 F) atomow wegla
w bicyklicznym pierécieniu tlenku myrtenalu. Atomy wegla oznaczone literami B, G, H, J

i1 sg trzeciorzgdowe.
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Rycina 45. Widmo *DEPT NMR tlenku myrtenalu

Analiza widm 2D NMR COSY (suplement ryc. 57), HMBC (suplement ryc. 58)
I HSQC (suplement ryc. 59) potwierdzita strukture tlenku myrtenalu, a analiza widma
NOESY NMR pozwolita na ustalenie wzgledem siebie pozycji przestrzennej protonéw

(suplement ryc. 60).
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W kolejnym etapie przeprowadzono optymalizacje warunkow fotokatalitycznej
konwersji myrtenolu do tlenku myrtenalu. Wykorzystano tetrafenyloporfiryne jako
katalizator biomimetyczny ze wzgledu na najwyzszg aktywnos$¢ sposrod badanych porfiryn

oraz wzglednie wysokg stabilnos¢.

4.3.4. Optymalizacja warunkow katalizy biomimetycznej myrtenolu

Najwyzsza konwersj¢ molowa myrtenolu do tlenku myrtenalu (17,42%) osiagni¢to
przy 0,005 mM wyjsciowym stezeniu substratu (Ryc. 46). Z kolei najwyzsze koncowe
stezenie produktu (18,2 g/L) w mieszaninie poreakcyjnej uzyskano przy 2 M stezeniu
myrtenolu. Wraz ze wzrostem stezenia substratu powyzej 0,005 mM spada jego stopien
konwersji molowej do tlenku myrtenalu. Z drugiej strony zwigkszenie poczatkowego
stezenia myrtenolu do 2 M skutkuje zwigkszeniem uzyskiwanego stgzenia produktu w g/L.
w mieszaninie poreakcyjnej. Powyzej tego stezenia nie obserwowano wzrostu, lecz spadek
ilosci uzyskiwanego tlenku myrtenalu. Do dalszych etapéw optymalizacyjnych wybrano
stezenie myrtenolu rowne 0,1 M ze wzgledu na wysoka konwersjag molowa substratu do

produktu (14,3%) przy stezeniu w mieszaninie poreakcyjnej wynoszacym 2,5 g/L.
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Rycina 46. Wplyw stezenia substratu na wydajnos$¢ biokatalizy myrtenolu. Reakcje prowadzono
w chloroformie przy 0,57 mM stezeniu H TPP przez 12 godz. Wartos$ci $rednie konwersji molowe;j
z r6znymi literami oznaczajg roéznice istotne statystycznie przy p<0,05

Kolejnym etapem optymalizacji biomimetycznej katalizy myrtenolu bylo okreslenie
optymalnego st¢zenia tetrafenyloporfiryny. Zbadano wptyw biokatalizatora w zakresie 0,04
— 50 mM. Najwyzsza konwersj¢ molowa myrtenolu do tlenku myrtenalu (30,8 — 32,7%)
odnotowano w zakresie stezeh H,TPP 0,1 — 0,5 mM (Ryc. 47). Stopien konwersji molowej

wzrastal wraz ze wzrostem stezenia porfiryny do wartosci 0,1 mM. Zwigkszenie iloSci
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katalizatora biomimetycznego powyzej 2 mM powoduje drastyczny spadek wydajnosci
fotoutleniania myrtenolu do tlenku myrtenalu. Do dalszych etapow optymalizacyjnych

wybrano 0,2 mM stgzenie Ho TPP.
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Rycina 47. Wplyw stezenia tetrafenyloporfiryny na wydajnos¢ biokatalizy myrtenolu. Reakcje
prowadzono w chloroformie przy 0,1 M st¢zeniu myrtenolu przez 12 godz. Wartosci $rednie
z matymi literami oznaczajg roéznice istotne statystycznie przy p<0,05

W nastgpnym etapie optymalizacji fotoutleniania myrtenolu okreslono wplyw
rozpuszczalnika organicznego na wydajnos¢ biotransformacji. Najwyzsza konwersje
molowa substratu do produktu (29,6%) uzyskano w chloroformie (Ryc. 48). Konwersje
molowg myrtenolu do tlenku myrtenalu powyzej 10% uzyskano w dichlorometanie (19,6%),
NMP (14,6%) 1 DMF (10,1%). Tetrafenyloporfiryna wykazuje aktywno$¢ biokatalityczng
ponizej 5% w 1,4-dioksanie (4,5%), acetonitrylu (2,8%) i metylocykloheksanie (0,9%).
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Rycina 48. Wplyw rodzaju rozpuszczalnika na wydajno$¢ biokatalizy myrtenolu. Reakcje z 0,1 M
stezeniem myrtenolu i 0,2 mM stezeniem H>TPP prowadzono przez 12 godz.
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Czynnikiem majacym istotny wptyw na wydajnos$¢ reakcji biokatalitycznych jest takze
temperatura. W ostatnim kroku optymalizacyjnym przeprowadzono fotokataliz¢ myrtenolu
do tlenku myrtenalu przy uzyciu HoTPP w temperaturze od 10 do 40°C. Najwyzsza
wydajnos$¢ (40,6%) biotransformacji myrtenolu uzyskano w 25°C, natomiast najnizsza
(16,9%) w temperaturze 10°C (Ryc. 49). Prowadzenie fotoutleniania myrtenolu
w temperaturze 30°C i 40°C skutkuje spadkiem konwersji molowej substratu odpowiednio

0 38% 1 32% w poréwnaniu do reakcji prowadzonej w optymalnej temperaturze 25°C.
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Rycina 49. Wptyw temperatury na wydajnos$¢ utleniania myrtenolu do tlenku myrtenalu przy uzyciu
H,TPP. Reakcje prowadzono w chloroformie z 0,1 M stezeniem substratu i 0,2 mM stgzeniem Ho TPP
przez 12 godz. Wartosci $rednie z roznymi literami oznaczajg réznice istotne statystycznie przy
p<0,05

Podsumowujac badania nad optymalizacja fotoutleniania myrtenolu w uktadzie
biomimetycznym do tlenku myrtenalu mozna stwierdzi¢, ze biokataliza do tlenku myrtenalu
zachodzi z najwicksza wydajnoscia przy 0,1 M stgzeniu myrtenolu, 0,2 mM stgzeniu
tetrafenyloporfiryny w chloroformie, w temperaturze 25°C. W kolejnych eksperymentach
postanowiono okres§li¢ mechanizm biomimetycznej katalizy utleniania myrtenolu przy

uzyciu H2TPP.

4.3.5. Mechanizm biomimetycznej katalizy myrtenolu

Okres$lenie mechanizmu biomimetycznego utleniania myrtenolu do tlenku myrtenalu
w ukladzie fotokatalitycznym rozpoczeto od zastosowania w roli substratow zwigzkow,
ktére cechuja si¢ podobnym utozeniem grupy hydroksylowej wzgledem wigzania
podwojnego (patrz Ryc. 12), jak ma to miejsce w czasteczce myrtenolu. Reakcje
prowadzono w zoptymalizowanych uprzednio warunkach. Nie uzyskano Zzadnych
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produktow utlenienia badanych substratow w uktadzie stosowanym do biokatalizy
myrtenolu. Przy zastosowaniu myrtenalu lub tlenku a-pinenu jako substratu, rowniez nie
otrzymano tlenku myrtenalu, ani innych produktow utleniania.

Okreslono zalezno$¢ wydajnosci fotokatalitycznego utleniania myrtenolu od dtugosci
fali swiatta widzialnego poprzez przeprowadzenie fotokatalizy z zastosowaniem filtrow
transmisji optycznej przy tym samym poziomie nate¢zenia $wiatta. Wyniki przedstawione
w tabeli 27 wskazuja, ze fotoutlenianie myrtenolu do tlenku myrtenalu przebiega
z najwyzsza wydajnoscig 45,5% w catym zakresie dlugosci fal $wiatla widzialnego.
Tetrafenyloporfiryna wykazuje podobng aktywno$¢ katalityczng w zakresie dlugosci fal 425
— 600 nm. Co istotne, zastosowanie w fotooksydacji §wiatta o dtugosci fali powyzej 650 nm

skutkuje istotnym spadkiem aktywno$ci katalitycznej porfiryny.

Tabela 27. Zalezno$¢ wiasciwosci katalitycznych H,TPP od dilugosci fali $wiatta widzialnego
w reakcji utleniania myrtenolu

Filtr transmisji optycznej (L) Konwersja molowa myrtenolu (%)
Brak filtra, petne spektrum $wiatta 455+2,12
425 nm 36,1 +1,6°
525 nm 40,6 + 3,2°
550 nm 41,9 +£2.4°
600 nm 35,1+1,8°
650 nm 15,2+ 2,6°
700 nm 11,4 +1,3¢

Srednie dla wyznaczonych wartosci z réznymi literami w indeksie gornym oznaczajg roéznice istotne
statystycznie przy p<0,05

W celu okreslenia wplywu reaktywnych form tlenu na przebieg fotooksydacii,
zarejestrowano widma absorbcji UV-Vis porfiryny i widma emisji fosforescencji 1O,
w chloroformie po 0, 12 1 24 godz. naswietlania. Na podstawie widma absorbcji mozna
stwierdzi¢, ze H2TPP bez obecno$ci myrtenolu wykazuje wysoka stabilnos¢ (Ryc. 50A) oraz
zdolno$¢ do generowania tlenu singletowego (Ryc. 50B) w chloroformie, ktory jest

srodowiskiem fotokatalizy.
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Rycina 50. Widmo absorbcji H,TPP w chloroformie (A) i widmo emisji fosforescencji 1O,
generowanego przez wzbudzenie HoTPP swiattem o A = 418 nm, po 0, 12 i 24 godz. naswietlania

Naswietlanie porfiryny w obecnosci myrtenolu prowadzi do zmniejszenia
intensywnos$ci pasma Soreta 418 nm i pojawienia si¢ nowego pasma o dlugosci fali 446 nm.
Obserwowano rdwniez pojawianie si¢ nowego pasma przy dtugosci fali 661 nm (Ryc. 51A).
W zwiagzku z pojawieniem si¢ nowego pasma przy 446 nm, okreslono widmo fosforescencji
tlenu singletowego indukowanego $wiatlem o tej dlugosci fali. Wykazano, ze wraz z czasem
trwania fotokatalizy myrtenolu zmniejsza si¢ intensywnos$¢ emisji tlenu singletowego
wzbudzonego przy 418 nm. Co wazne, wraz z czasem trwania reakcji wzrasta intensywnos¢

emisji 1O, wzbudzonego przy dlugoéci fali 446 nm (Ryc. 51B).
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Rycina 51. Wptyw myrtenolu na widmo absorpcji H2TPP w chloroformie i widmo fosforescencji 1O,
generowanego przez wzbudzenie H,TPP $wiattem przy 418 nm i 446 nm, po 0, 12 i 24 godz.
naswietlania

Biokataliza myrtenolu powyzej 12 godz. w obecnosci tokoferolu skutkuje catkowitym
wygaszeniem pasma przy dtugosci fali 418 nm w widmie absorbcji H>TPP. Po 12 godz.
fotoutleniania pojawia si¢ pasmo przy dlugosci fali 446 nm 1 nie zmienia ono swojej
intensywnos$ci w trakcie przedtuzajacej si¢ reakcji. Zaobserwowano roéwniez pasmo przy 661
nm (Ryc. 52A). W obecnosci tokoferolu nie obserwowano na widmie emisji pasma
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odpowiadajacego fosforescencji tlenu singletowego (Ryc. 52B). W ukltadzie reakcyjnym
myrtenol/H>TPP z tokoferolem nie zaobserwowano takze powstawania tlenku myrtenalu.
Odnotowano powstawanie innego produktu o czasie retencji 8,7 min., ktérego wydajnosé
wynosita 5,6% po 12 godz. i 10,3% po 24 godz. reakcji. Na podstawie analiz widma MS

mozna stwierdzié, ze jest to nieznany zwigzek.
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Rycina 52. Wptyw tokoferolu na widmo absorpcji H,TPP w obecno$ci myrtenolu w chloroformie i
widmo emisji O, generowanego przez wzbudzenie H,TPP $wiattem 418 nm i 446 nm, po 0, 12 i 24
godz. naswietlania

Zastosowanie w biokatalizie BHT skutkuje niewielkimi zmianami w widmie absorbcji
H2TPP. Po 24 godz. reakcji pojawia si¢ niewielkie pasmo przy diugosci fali 446 nm
i nieznaczne przesuni¢cie pasma 647 nm w kierunku fal dtuzszych, do 654 nm (Ryc. 53A).
Na podstawie widma emisji 1O, mozna stwierdzié¢, ze BHT nie wygasza calkowicie tlenu
singletowego (Ryc. 53B). Pomimo niewielkiej intensywnosci tlenu singletowego nie

odnotowano powstawania zadnych produktow zarowno po 12, jak 1 24 godz. prowadzenia

biokatalizy.
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Rycina 53. Wptyw BHT na widmo absorpcji H,TPP w obecnosci myrtenolu w chloroformie i widmo
emisji 1O, generowanego przez wzbudzenie H,TPP $wiattem 418 nm i 446 nm, po 0, 12 i 24 godz.
naswietlana
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4.4. Aktywnos¢ biologiczna  produktow  biokatalizy  alkoholi
terpenowych

4.4.1. Aktywnosc¢ antynowotworowa wobec komorek glejaka ludzkiego

Aktywno$¢ biologiczna wszystkich 43 produktow biokatalizy 1 7 alkoholowych
prekursoréw zostata okreslona w ludzkich liniach komoérek gwiazdziaka anaplastycznego
(MOGGCCM, III° wg WHO) i glejaka wielopostaciowego (T98G, IV°® wg WHO). Produkty
biotransformacji odpowiednich alkoholi terpenowych zostaly oczyszczone za pomoca
chromatografii kolumnowej do czysto$ci powyzej 94%. Oceniono potencjal zwigzkow
terpenoidowych w indukcji $mierci komodrkowej komoérek nowotworowych. Badania
wykazaly unikalne dziatanie przeciwnowotworowe zwigzkéw na komorki w zaleznosci od
ich stadium rozwoju. Wéréd badanych zwigzkow znaczaca indukcje apoptozy w pordwnaniu
do kontroli (inkubowanej bez dodatku terpendw) wykazano jedynie w przypadku linii T98G.
Aktywnos¢ proapoptotyczng wobec komorek linii T98G wykazywaly cytronellol, alkohol
perylowy, myrtenol oraz ich estry. Nie zaobserwowano aktywnosci w indukcji $mierci
komorkowej geraniolu, nerolu, farnezolu i nopolu oraz ich estrow ani epoksydu myrtenalu.
Najlepszy efekt apoptotyczny, tj. 11,3%, obserwowano po inkubacji komorek z maslanen
alkoholu perylowego i byt on 4-krotnie wyzszy w porownaniu z alkoholem perylowym (Ryc.
54). Podobnie estry cytronellolu (z kwasem pelargonowym, walerianowym czy octowym)
powodowaly  istotne  zwigkszenie  aktywno$ci w  indukowaniu  apoptozy
w poroéwnaniu do prekursora (Ryc. 55). W przypadku estrow myrtenolu, kaprylan
wykazywatl 4-krotnie wyzsza aktywnos$¢ niz alkohol. Ponadto istotny wzrost komodrek
apoptotycznych wzgledem alkoholu zaobserwowano rowniez dla maslanu 1 pelargonianu
myrtenolu (Ryc. 56). Badane zwigzki nie powodowaty indukcji autofagii i nekrozy komorek
nowotworowych. Nie zaobserwowano liniowej zalezno$ci poziomu indukcji apoptozy

komorek linii T98G od dlugosci tancucha weglowego w kwasie karboksylowym estrow.
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Rycina 54. Wptyw alkoholu perylowego i jego estrow na liczb¢ komorek apoptotycznych w linii
komorkowej T98G (glejak wielopostaciowy, stadium IV wg WHO). *wartosci rozniace si¢ istotnie
statystycznie od kontroli i alkoholu perylowego: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (ANOVA, test
post-hoc Dunneta)
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Rycina 55. Wptyw cytronellolu i jego estréw na liczbg komorek apoptotycznych w linii komorkowej
T98G (glejak wielopostaciowy, stadium IV wg WHO). *wartos$ci rdznigce si¢ istotnie statystycznie
od kontroli i cytronellolu: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (ANOVA, test post-hoc Dunneta)
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Rycina 56. Wptyw myrtenolu i jego estrow na liczbe komorek apoptotycznych w linii komorkowej
TI98G (glejak wielopostaciowy, stadium IV wg WHO). *wartos$ci r6znigce si¢ istotnie statystycznie
od kontroli i myrtenolu: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (ANOVA, test post-hoc Dunneta)

4.4.2. Aktywnos¢ antymikrobiologiczna

W pierwszym etapie badania aktywno$ci antymikrobiologicznej produktow
biokatalizy okreslono ich dzialanie antybiofilmowe wobec S. aureus, P. aeruginos
i C. albicans. Sposrod piecdziesigciu przebadanych terpendéw tylko 18 wykazywato
dziatanie redukujace wzrost mikroorganizméw. Najbardziej wrazliwym mikroorganizmem
na terpeny byt S. aureus. Najwyzszg aktywnos$cig charakteryzowal si¢ seskwiterpenowy
farnezol, ktory powodowat redukcje wzrostu S. aureus az o 91,5%. Wykazano, ze alkohol
perylowy, nopol, cytronellol, geraniol 1 nerol redukujg wzrost gronkowca ztocistego od 74,8
do 85,7%. Z kolei myrtenol i1 jego pochodne nie wykazuja aktywnos$ci wobec S. aureus.
Sposrod badanych estrow zaden nie wykazuje istotnie statystycznie wyzszej aktywnosci
hamujacej wzrost gronkowca zlocistego wzgledem alkoholowego prekursora. Jedynie
propionian alkoholu perylowego powoduje wyzsza o 4% redukcje wzrostu S. aureus
w porownaniu do alkoholu perylowego. Aktywno$¢ pozostalych estrow wahala sig
w granicach od 13,9 do 53,7% zahamowania wzrostu. Tylko cztery badane terpeny
wykazywaty aktywno$¢ antymikrobiologiczng wobec P. aeruginosa: epoksyd myrtenalu,
cytronellol, geraniol i nerol. Sposroéd nich najwigkszg redukcje wzrostu o 76,6% 1 86,5%
odnotowano przy zastosowaniu odpowiednio geraniolu i nerolu. Cytronellol
charakteryzowat si¢ redukcja wzrostu pateczki ropy biekitnej na poziomie 54,3%. Myrtenol
nie powodowatl redukcji wzrostu P. aeruginosa, ale produkt jego biokatalizy — epoksyd
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myrtenalu charakteryzowatl si¢ 17,5% zahamowaniem wzrostu bakterii. Farnezol, ktoéry
charakteryzowal si¢ najwyzsza aktywnoscig antybiofilmowa wobec S. aureus nie
wykazywal zadnej aktywnosci wobec P. aeruginosa. Terpeny wykazywaty takze aktywno$¢
w redukcji wzrostu C. albicans. Najwyzsze zahamowanie wzrostu drozdzakéw od 56,2 do
68% wykazywaly alkohole takie jak nerol, cytronellol, farnezol i geraniol. Pozostale
aktywne zwiazki w postaci nopolu, tlenku myrtenalu, maslanu myrtenolu i octanu alkoholu
perylowego redukowaly wzrost C. albicans od 30,9 do 36,3%. Co istotne, produkty
biokatalizy myrtenolu i alkoholu perylowego w postaci maslanu myrtenolu, epoksydu
myrtenalu i octanu alkoholu perylowego w odréznieniu od alkoholowych prekursorow
wykazywaly aktywno$¢ wobec C. albicans. Szczegotowe wyniki aktywnosci zwiazkow
zawarto w tabeli 28. Ze wzgledu na to, ze aktywnos$¢ terpendw w tescie AntiBioVol byta
zalezna od lotnosci zwiazkéw, w kolejnym doswiadczeniu postanowiono zbadaé ich

aktywnos¢ biologiczng metodg dyfuzyjno-krazkowsa (DK).

Tabela 28. Aktywnos¢ antybiofilmowa alkoholi terpenowych i produktéw ich biokatalizy

Redukcja zywotnosci komorek w biofilmie (%0)

Badany zwiazek S. aureus P. aeruginosa C. albicans
Myrtenol 0 0 0
Maslan myrtenolu 0 0 33,5+6,22
Tlenek myrtenalu 0 17,5+4,82 30,9 £ 10,28
Alkohol perylowy 79,7 + 8,12 0 0
Octan alkoholu perylowego 17,4+ 6,0° 0 30,9 £ 6,72
Propionian alkoholu perylowego 83,7+ 1,9° 0 0
Nopol 75,1 £ 3,62 0 36,3 +9,8°
Maslan nopolu 53,7+4,9° 0 0
Walerianian nopolu 53,6 +3,7° 0 0
Kaprylan nopolu 51,8 £2,9° 0 0
Cytronellol 83,2 +3,42 54,3 +6,3° 66,3 £ 6,6°
Geraniol 74,8 + 3,7° 76,6 + 3,0° 68,0 + 3,5°
Propionian geraniolu 15,3 £4,2° 0 0
Nerol 85,7 + 0,62 86,5 +2,7° 56,2 +2,9°
Octan nerolu 34,9+9,74 0 0
Propionian nerolu 32,0492 0 0
Maslan nerolu 33,3+3,94 0 0
Farnezol 91,5+1,1° 0 67,3 +5,8°
Octan farnezolu 21,7+ 11,2° 0 0
Propionian farnezolu 13,9+ 3,9° 0 0

Wartosci $rednie z réznymi literami oznaczaja roznice istotne statystycznie przy p < 0,05.
W tabeli zawarto wyniki tylko dla produktow biokatalizy, ktore wykazywaty aktywno$¢ biofilmowa.
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Wyniki aktywnos$ci antymikrobiologicznej uzyskane w metodzie DK s3 w duzej czgséci
zbiezne z tymi uzyskanymi metodg AntiBioVol. Strefy zahamowania wzrostu
mikroorganizmow zaobserwowano u 23 sposréd 50 badanych zwigzkow. W tym
eksperymencie S. aureus byt rowniez najbardziej wrazliwy na dziatanie terpenow. Myrtenol
nie powodowal zahamowania wzrostu badanych szczepéw w odroznieniu od jego
niektorych pochodnych. W metodzie DK wykazano, ze maslan, kaprylan i pelargonian
myrtenolu powodujg wystepowanie stref zahamowania wzrostu S. aureus odpowiednio
o S$rednicy 4, 9 i 5 mm. Dziatanie octanu myrtenolu skutkuje powstaniem strefy
zahamowania wzrostu P. aeruginosa o srednicy 8 mm. Tak jak w metodzie AntiBioVol, tak
w metodzie DK wykazano aktywno$¢ epoksydu myrtenalu wobec P. aeruginosa
i C. albicans oraz maslanu myrtenolu wobec C. albicans. W metodzie DK alkohol perylowy
wykazywatl aktywno§¢ hamowania wzrostu wszystkich trzech badanych szczepow, z kolei
aktywnos$¢ propionianu alkoholu perylowego wykazana w metodzie AntiBioVol nie
znalazta swojego odzwierciedlenia w strefie zahamowania wzrostu S. aureus. Sposrod
badanych zwigzkow, w metodzie DK, zaobserwowano takze aktywno$¢ walerianianu
geraniolu, kaprylanu i pelargonianiu nerolu wobec S. aureus. Zaro6wno w metodzie
AntiBioVol i DK najwyzsza aktywno$cig wobec tego szczepu charakteryzuje si¢ farnezol.

Szczegdlowe wyniki aktywnos$ci antymikrobiologicznej terpenow zawarto w tabeli 29.
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Tabela 29. Aktywno$¢ produktow biokatalizy wobec mikroorganizméw okreslona metoda
dyfuzyjno-krazkowa

Strefa zahamowania wzrostu (mm)

Badany zwigzek S. aureus P. aeruginosa C. albicans
Myrtenol 0 0 0
Epoksyd myrtenalu 0 5 7
Octan myrtenolu 0 8 0
Maslan myrtenolu 4 0 9
Kaprylan myrtenolu 9 0 0
Pelargonian myrtenolu 5 0 0
Alkohol perylowy 7 8 9
Octan alkoholu perylowego 4 0 7
Nopol 8 0 10
Maslan nopolu 5 0 0
Walerianian nopolu 4 0 0
Kaprylan nopolu 5 0 0
Cytronellol 5 8 15
Geraniol 8 9 12
Walerianian geraniolu 5 0 0
Nerol 7 8 9
Octan nerolu 3 0 0
Propionian nerolu 3 0 0
Maslan nerolu 5 0 0
Kaprylan nerolu 3 0 0
Pelargonian nerolu 3 0 0
Farnezol 12 0 10
Octan farnezolu 4 0 0
Propionian farnezolu 3 0 0

W tabeli zawarto wyniki tylko dla zwigzkow, dla ktorych obserwowano strefy zahamowania wzrostu badanych
SZCZEpOw.

W kolejnym eksperymencie postanowiono okresli¢ aktywnos$¢ zwiazkéw wobec
dwoch gatunkow grzybow nitkowatych P. chrysogenum i A. niger. W tescie ptytkowym
w hodowli planktonicznej uzyskano podobne wyniki dla dwoch badanych gatunkow.
Sposrod  terpendw  najwyzsza  aktywnoscig  grzybobodjcza 1 grzybostatyczng
charakteryzowaly si¢ alkohole terpenowe. Cytronellol wykazywat dziatanie hamujace
wzrost P. chrysogenum i A. niger przy minimalnym st¢zeniu (MIC) odpowiednio 128 pg/ml
1 256 pg/ml, z kolei minimalne stezenie bojcze (MBC) dla obu gatunkéw wynosito 512
pg/ml. Wartos¢ MIC geraniolu i nopolu wobec obu szczepow wynosita 256 pg/ml, a MBC
512 pg/ml. Myrtenol, alkohol perylowy i nerol hamowaty wzrost grzybéw w minimalnym
stezeniu 512 pg/ml. Z kolei wartos¢ MBC wynosita 1024 pg/ml. W badanym zakresie stgzen
2 - 2048 pg/ml farnezol nie wykazywat Zzadnej aktywno$ci antygrzybowej. Sposrod
wszystkich produktow biokatalizy, aktywno$¢ grzybostatyczna wobec obu gatunkow

grzybow (MIC = 1024 pg/ml) zostata zaobserwowana jedynie w przypadku kaprylowych
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1 pelargonowych estrow wszystkich alkoholi terpenowych. W badanym zakresie st¢zen nie

wykazano MBC dla estréw kaprylowych i pelargonowych (Tab. 30).

Tabela 30. Aktywnos¢ antymikrobiologiczna alkoholi terpenowych i produktow ich biotransformacji

wobec P. chrysogenum i A. niger w hodowli planktonicznej wyrazona w MIC i MBC (ug/ml)

P. chrysogenum A. niger
Badany zwiazek MIC (pg/ml) MBC (png/ml) MIC (pg/ml) MBC (pg/ml)
Amfoterycyna B 0,2 0,78 0,2 0,78
Myrtenol 512 1024 512 1024
Kaprylan myrtenolu 1024 nw 1024 nw
Pelargonian myrtenolu 1024 nw 1024 nw
Alkohol perylowy 512 1024 512 1024
Kaprylan alkoholu 1024 W 1024 W
perylowego
Pelargonian alkoholu 1024 W 1024 W
perylowego
Nopol 256 512 256 512
Kaprylan nopolu 1024 nw 1024 nw
Pelargonian nopolu 1024 nw 1024 nw
Cytronellol 128 512 256 512
Kaprylan cytronellolu 1024 nw 1024 nw
Pelargonian cytronellolu 1024 nw 1024 nw
Geraniol 256 512 256 512
Kaprylan geraniolu 1024 nw 1024 nw
Pelargonian geraniolu 1024 nw 1024 nw
Nerol 512 1024 512 1024
Kaprylan nerolu 1024 nw 1024 nw
Pelargonian nerolu 1024 nw 1024 nw
Farnezol nw nw nw nw
Kaprylan farnezolu 1024 nw 1024 nw
Pelargonian farnezolu 1024 nw 1024 nw

Nnw — nie wykazano w badanym zakresie stezen

W tabeli zawarto wyniki tylko dla zwigzkow, ktore wykazywaty aktywnos$é antymikrobiologiczng wobec

A. niger i P. chrysogenum.
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5. Dyskusja

Terpeny sa najliczniejsza klasg naturalnych zwigzkéw wystepujacych na Ziemi. Od
dawna sg chetnie wykorzystywane przez ludzi jako zwigzki smakowo-zapachowe
i lecznicze. Alkohole terpenowe wykazuja szeroki, a co istotne udowodniony przez wielu
badaczy, potencjat terapeutyczny (Santos i in., 2019, Chen i in., 2021, Chen 1 Viljoen, 2010,
Kamatou i Viljoen, 2008). Pomimo duzej liczby badan nad aktywno$cig terapeutyczng
alkoholi i olejkéw eterycznych, wiedza na temat aktywnosci pochodnych alkoholi
terpenowych — estrow i zwiazkéw utlenionych jest ograniczona. Brakuje kompleksowych
badan nad wptywem dlugosci tancucha kwasu karboksylowego dotaczonego do czasteczki
alkoholu na aktywnos¢ biologiczng estru. Estry alkoholi terpenowych, jak i inne utlenione
terpeny wystepuja w olejkach eterycznych w niewielkich st¢zeniach, dlatego konieczna jest
ich synteza (Olsen i in., 2006). Metody biokatalityczne oparte m.in. na lipazach,
w odroznieniu od metod chemicznych, pozwalaja na bezpieczne, selektywne
1 zrbwnowazone otrzymywanie produktow bez negatywnego wplywu na ludzi, zwierzeta
i planete (Sheldon i Brady, 2019). Pomimo duzej liczby dostepnych komercyjnych lipaz
nadal istnieje potrzeba odkrywania nowych zrédet wydajnych i tanich biokatalizatorow
charakteryzujacych si¢ wysoka stabilno$cig operacyjng (Liu i Huang, 2010). Wykorzystanie
enzymoOw zwigzanych z grzybnia wydaje si¢ najprostszym  rozwigzaniem
w biokatalitycznym otrzymywaniu estrow terpenoidowych ze wzgledu na mozliwosé
pominigcia etapu oczyszczania enzymu 1 jego naturalng immobilizacje w strukturach
grzybni.

Do enzymatycznej estryfikacji i transestryfikacji najczgéciej wykorzystuje si¢ lipazy
komercyjne, np. z psychrofilnych drozdzy Candida antarctica (Da Silva-Correa i in., 2020,
Shahedi 1 1in., 2019). Mikroorganizmy psychrofilne wzbudzaja coraz wigksze
zainteresowanie ze wzgledu na szybkie tempo wzrostu 1 wysoka wydajnos¢ katalityczng
w niskich temperaturach, dzigki czemu zuzycie energii podczas otrzymywania
biokatalizatora i samej biokatalizy jest znacznie nizsze w porownaniu do procesOw
z biokatalizatorami mezofilnymi (Li 1 in., 2013). Hydrolazy z mikroorganizmow
psychrofilnych umozliwiaja takze wydajng biokatalize lotnych 1 termolabilnych terpendéw
w niskich temperaturach (De Pascale i in., 2008).

W pierwszym etapie badan dowiedziono po raz pierwszy, ze psychrofilny szczep
grzyba nitkowatego Chrysosporium pannorum A-1 wykazuje zewnatrzkomorkowsa

aktywnos¢ lipolityczng (Tab. 10). Dotychczas szczep ten zostal opisany jako wydajny
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biokatalizator oksydacyjnej biotransformacji a- i B-pinenu (Trytek i in., 2015, Trytek i in.,
2016). Efektywna biosynteza enzymdw jest osiggana w odpowiednio dobranych podtozach
hodowlanych i zalezy od temperatury, pH i czasu trwania hodowli, za$§ grzyby
psychrotroficzne charakteryzuja si¢ przystosowaniem do przetrwania w zimnym i ubogim
w sktadniki odzywcze $rodowisku (Duarte i in., 2018). Hodowla C. pannorum A-1
w bogatym ptynnym podtozu A (zawierajacym m.in. 10% oliwy z oliwek) nie przektadata
si¢ zewnatrz- i wewnatrzkomorkowa aktywnos$¢ lipolityczng. Podloze A byto z sukcesem
stosowane do indukcji zewnatrzkomorkowej aktywnosci lipolitycznej innych grzybow:
P. chrysogenum 9’ (Bancerz i in., 2005), Bjerkandera adusta R59 (Bancerz i Ginalska, 2007)
I Rhizomucor variabilis (Bancerz i in., 2015). W przypadku C. pannorum A-1 odpowiednim
podtozem do indukcji aktywnosci lipolitycznej byto podtoze BM (z 0,5% Tweenem 80) wg.
Molinari i in. (2000). Obecno$¢ oliwy z oliwek (1%) lub kombinacji oliwy z oliwek 1 tatwo
przyswajalnego zrodta wegla (1% glukozy) w podtozu prowadzita do znacznego obnizenia
pH ptynu pohodowlanego wraz z czasem trwania hodowli (Tab. 11). Wraz ze spadkiem pH
do 3 nastgpowat spadek aktywnosci lipolitycznej prawdopodobnie w skutek inhibicji
enzymu przez pojawiajace si¢ kwasy organiczne. Wskazuje na to wysoka dodatnia korelacja
(r=10,73) pomigdzy zewnatrz- i wewnatrzkomorkowa aktywnoscia lipolityczna a pH ptynu
pohodowlanego. Dodatkowo w przypadku podtoza BM2 nie stwierdzono aktywnosci
lipolitycznej prawdopodobnie dlatego, ze glukoza jest preferowanym zrédlem energii dla
komorki 1 jest przede wszystkim wykorzystywana do produkcji biomasy. To zjawisko
przypominajace represj¢ kataboliczng moze ogranicza¢ wykorzystywanie oliwy, a co za tym
idzie syntez¢ enzymoOw lipolitycznych. Falony 1 in. (2006) najwyzsza aktywnos$¢ lipazy
zewnatrzkomorkowej Aspergillus niger uzyskali na podtozu ztozonym z 2% oliwy z oliwek
12% glukozy. Z wyzej przedstawionych danych wynika, ze sktad podtoza hodowlanego do
efektywnej biosyntezy enzymow lipolitycznych powinien by¢ dobierany indywidualnie dla
kazdego mikroorganizmu.

Zgodnie z oczekiwaniami, zewnatrzkomérkowy enzym o aktywnosci lipolitycznej
z psychrotroficznego C. pannorum A-1 wykazywat maksymalng aktywno$¢ w temperaturze
20°C, jednak byt roéwniez aktywny w szerokim zakresie temperatur od 15 do 50°C. Wyniki
uzyskane w badaniach nad optimum pH aktywno$ci hydrolazy s3 zgodne z wynikami
wczesniejszych doswiadczen 1 wskazuja, ze inhibicja enzymu nastgpuje przy pH ponizej 3
(Ryc. 13). Dlatego w kolejnym etapie badan podtoza suplementowano 1% weglanem wapnia
w celu stabilizacji pH, aby unikna¢ znacznego spadku pH podczas hodowli i tym samym

inaktywacji hydrolaz. Utrzymanie wartosci pH w optymalnym zakresie wzrostu
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C. pannorum zapobieglo inhibicji aktywnosci lipolitycznej. Stabilizacja pH miala rowniez
pozytywny wplyw na ilo$¢ otrzymywanej biomasy grzybni w jednym cyklu hodowlanym na
wszystkich trzech podtozach (Tab. 12). W niektorych badaniach opisywano pozytywny
wplyw jonow Ca?* w postaci rozpuszczalnej soli CaCl, zwickszajacych biosynteze lipaz, np.
z Bacillus cereus (Mazhar i in., 2018) czy Penicillium camemberti (Boratynski i in., 2018).
Jednak w niniejszej pracy wzrost biosyntezy enzymow o aktywnosci lipolitycznej przez
C. pannorum A-1 nie wydaje si¢ by¢ spowodowany bezposrednio przez jony wapnia
pochodzace z weglanu, poniewaz nie stwierdzono istotnego wptywu dodatku weglanu
wapnia na aktywno$¢ grzybni hodowanej na podtozu BM (bez oliwy z oliwek i1 glukozy).
Najprawdopodobniej buforujaca wiasciwos¢ CaCOz byla kluczowa do utrzymania
aktywnosci enzymow na podtozach BMC1 1 BMC2. W przypadku biosyntezy hydrolaz
przez C. pannorum Tween 80 okazal si¢ lepszym induktorem niz oliwa z oliwek.
Stwierdzono, ze optymalne stgzenie Tweenu 80 byto silnie zalezne od czasu hodowli. Istotny
spadek aktywnosci lipolitycznej obserwowany wraz z czasem hodowli, zwlaszcza przy
niskich stezeniach induktora (0,1% — 0,3%), byt prawdopodobnie zwigzany
z wyczerpywaniem si¢ induktora podczas przedtuzajacej si¢ hodowli (Ryc. 15). Z kolei
znaczny spadek biomasy grzybni w hodowli przediuzonej do 5 dni, zauwazalny przy
stezeniu Tweenu 80 do 0,7%, mogl by¢ spowodowany autolizg grzyba na podtozu BMC
pozbawionym zrodta wegla (Tab. 13). Dlatego 4 dzien hodowli i podtoze zawierajace 0,7%
induktora s3 optymalnym wariantem dla produkcji enzymu o aktywnosci lipolitycznej przez
C. pannorum.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono zaggszczanie biatek z ptynu po 4-dniowej
hodowli C. pannorum A-1 na podiozu zawierajacym 0,7% Tweenu 80. Do tego celu
wykorzystano ultrafiltracje, wyparke prozniowa 1 wytracanie rozpuszczalnikami
organicznymi. W przypadku ultrafiltracji zaobserwowano 4-krotny spadek aktywnoS$ci
lipolitycznej ultrafiltratu i 3-krotny spadek zawarto$ci biatka w porownaniu do plynu
wyjsciowego. Spadek aktywnosci biatka moze by¢ spowodowany sitg §cinajaca generowang
przez uktad oraz usunigciem jondéw wplywajacych pozytywnie na aktywno$é¢ enzymu
(Rodriguez-Fernandez i in., 2013). Biatko w postaci wolnej w roztworze charakteryzuje si¢
wysoka wrazliwoscia na uszkodzenia mechaniczne. Z kolei zaggszczanie z uzyciem wyparki
prozniowej w 40°C skutkuje 20-krotnym spadkiem aktywnosci preparatu, co moze miec
zwigzek z niskg stabilnoscig temperaturowa wolnego enzymu (Ryc. 14). W przypadku
hydrolazy z C. pannorum A-1 najbardziej optymalng metoda zageszczenia preparatu jest

wytracenie rozpuszczalnikami organicznymi. Sposréd badanych uktadéw najwyzsza
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aktywnos$¢ specyficzng uzyskano w wariancie wytrgcania z acetonem w stosunku
objetosciowym plyn pohodowlany : rozpuszczalnik = 1:3 (Tab. 14). Ta jednostopniowa
procedura oczyszczania biatka umozliwita 78% odzysk aktywnos$ci catkowitej badanej
hydrolazy i 2,3-krotne jej oczyszczenie. Wytrgcanie biatek z ptynu po hodowli C. pannorum
A-1 charakteryzuje si¢ zmienng wydajno$cig i zalezy od rodzaju rozpuszczalnika oraz
stosunku objetosciowego plyn pohodowlany : rozpuszczalnik organiczny (Tab. 14).
Wytracanie lipaz rozpuszczalnikami organicznymi jest czesto stosowane przez badaczy.
Patel i in. (2014) czeSciowo oczyscili i odseparowali alkaliczng lipaze z Pseudomonas sp.
DMVR46 poprzez zastosowanie acetonu w stosunku objetosciowym plynu pohodowlanego
do rozpuszczalnika 1:1,5. Wytracanie acetonem polaczono z chromatografia jonowymienng
na anionicie DEAE-celulozie. Uzyskano okoto 28,9-krotne oczyszczenie z 29,7%
odzyskiem. Z kolei maksymalng aktywnos$¢ lipazy z Burkholderia sp. EQ3 odnotowano przy
wytraceniu acetonem w stosunku 1:1 do ptynu pohodowlanego. Uktad ten charakteryzowat
si¢ 78,6% odzyskiem i 4,2-krotnym oczyszczeniem biatka (Ungcharoenwiwat i Kittikun,
2015). Veeraragavan i Gibbs (1989) wytracili dwie lipazy z Candida rugosa etanolem
w stosunku obj¢tosciowym plynu pohodowlanego do alkoholu 1:2, po czym biatka oczyscili
za pomocg chromatografii jonowymiennej. Zastosowanie etanolu i1 chromatografii
jonowymiennej pozwolito na 5,8-krotne oczyszczenie lipazy I z 18% odzyskiem aktywnosci
I 1,9-krotne oczyszczenie lipazy II z 25% odzyskiem aktywnosci.

Zewnatrzkomorkowy enzym o aktywnosci lipolitycznej z C. pannorum zachowuje
aktywno$¢ hydrolityczng na wysokim poziomie jedynie w 5°C po 24 godz. inkubacji.
W przypadku inkubaciji w 40°C odnotowano 90% spadek aktywnosci (Ryc. 14). Swiadczy
to o niskiej stabilno$ci temperaturowej wolnego enzymu, ktora byta gtoéwng przyczyna
spadku aktywnosci podczas zatg¢zania na wyparce prozniowej. Podobng wrazliwos¢
temperaturowa wykazano w przypadku psychrofilnej lipazy z Microbacterium luteolum,
ktora charakteryzuje si¢ najwyzsza aktywnoscig i stabilnoscig w 5°C, przy czym wraz ze
wzrostem temperatury wartosci tych parametrow spadajg (Joseph i in., 2012).

W celu dobrania wydajnego biokatalizatora estryfikacji alkoholi terpenowych do
dalszych badan, zaréwno biatka wytracone acetonem z ptynu pohodowlanego, jak i biomasa
grzybni zostaly zliofilizowane 1 uzyte w estryfikacji cytronellolu 1 kwasu octowego.
W przypadku estryfikacji z wykorzystaniem wytragconych biatek z ptynu pohodowlanego
odnotowano wydajno$¢ reakcji na poziomie jedynie 1%. Moze to by¢ zwigzane z niska
stabilno$cia wolnych enzyméw w rozpuszczalniku organicznym lub zaburzaniem

réwnowagi reakcji przez powstajaca wode. Grzybnia C. pannorum A-1 otrzymana z podtoza
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OM z dodatkiem oliwy z oliwek i CaCO3z wykazywala najwyzszy stopien konwersji
molowej substratow do produktu (75% konwersji) oraz najwyzsza poczatkowa szybkos¢
reakcji (0,77 umol mg? min?) (Tab. 15). Warto zauwazyé, ze biokatalizator otrzymany
z podtoza OM + 1% CaCOs + 1% oliwa z dodatkiem 1% glukozy roéwniez charakteryzowat
si¢ wysokg aktywno$cig katalityczng i duza ilo$cig biomasy uzyskanej w jednym cyklu
hodowlanym. Wozrost biomasy grzybni uzyskanej w jednym cyklu hodowlanym przy
zachowaniu wysokiej aktywnosci biokatalitycznej jest szczegolnie istotny w przypadku
rozwazania zastosowania liofilizowanej grzybni jako katalizatora na skalg przemystowa.
W przeciwienstwie do wolnego enzymu, wysuszony 1 zwigzany z biomasg enzym wykazuje
mniejszg wrazliwo$¢ na zamrazanie i liofilizacj¢ oraz wigkszg stabilno$¢ w rozpuszczalniku
organicznym. Zastosowanie liofilizowanej hydrolazy zwigzanej z grzybnig znacznie obniza
koszty produkcji biokatalizatora, gdyz mozliwe jest pominigcie izolacji 1 oczyszczania
enzymu (Loo i in., 2014). Wedlug przeprowadzonej kalkulacji kosztoéw na potrzeby tej
pracy, koszt 1 grama biokatalizatora w formie grzybni C. pannorum A-1 wynosi
maksymalnie 3,1 zt zuwzglednieniem wszystkich kosztow materialowych 1 mediéw. Lipazy
komercyjne sg co najmniej 4-krotnie drozsze.

Biosynteza i aktywno$¢ katalityczna enzymdw lipolitycznych moze by¢ modulowana
w obecnosci jondw metali (Yao i in., 2021). Aktywnos$¢ katalityczna hydrolazy zwigzanej
z grzybnig C. pannorum A-1 jest stymulowana przez jony Mn?*, Zn?*, Ca?* i Mg*,
a inhibowana przez Fe?* i Cu®" (Tab. 16). Dodatkowo, w przypadku suplementacji podtoza
jonami Fe?* i Cu?*, zaobserwowano spadek iloéci biomasy o 18%. Lipazy mikrobiologiczne
wykazuja r6zng tolerancje¢ na dodane jony. Przyktadowo grzybowa lipaza z Penicillium
camemberti AM83 wykazuje wyzsza aktywno$¢ w obecnosci jonow Ca®*, Mn?* i Zn?*
(Boratynski i in., 2018). Aktywnos¢ lipolityczna hydrolazy z Penicillium chrysogenum 9’
jest stymulowana obecnoscia jonow Ca®" i Mn?*, z kolei jony Ba?*, Mg?*, Sn?*, Zn?*, Fe?*
i Cu®* prowadza do zmniejszenia aktywno$ci enzymu (Bancerz i in., 2005). Lipaza
pochodzaca z Burkholderia ubonensis SL-4 jest aktywowana przez jony Ca?* i Mn?*, przy
czym Mg?*, Co?*, Cu?*, Pb?*, AI** i Fe** silnie hamujg jej aktywno$¢ (Yang i in., 2016).
Aktywacja tolerujacej rozpuszczalniki organiczne lipazy z Geobacillus stearothermophilus
AH22 nastepuje w obecnosci Co?*, Cu?* i Mn?*, a inhibicja w obecnosci Zn?" i Hg?* (Ekinci
i in., 2016). Obecnoéé jonéw Ca?* i Mg?* powodowuje zwickszenie aktywnosci lipazy
z Paenibacillus pasadenensis CS0611 odpowiednio o 108% i 46%, przy czym hamowanie
aktywnosci obserwowano przy inkubacji lipazy z Zn?*, Fe?*, Co*", Mn?* i Fe®* (Gao i in.,

2018). Najwieksze znaczenie w aktywacji hydrolaz o aktywnosci lipolitycznej wydaja si¢
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mieé jony Mn?* i Cu?*, gdyz poza nielicznymi wyjatkami, w obecnosci tych jonéw osiggano
wzrost aktywnosci enzymatycznej.

Podj¢to probe powigzania aktywnosci biokatalitycznej z obecnos$cia konkretnych grup
funkcyjnych w strukturze biokatalizatora. Analiza spektrometryczna FTIR wykazata roznice
w widmie dwoch biokatalizatoréw w postaci grzybni z podtoza OM + 1% oliwa z oliwek +
1% CaCO3zi1 OM + 1% oliwa z oliwek + 1% glukoza + 1% CaCOs. Zaobserwowano u tych
biokatalizatoréw pasmo 1153 cm™, ktére wskazuje na mozliwe przesuniecie pasma amidu
III standardowo wystepujacego przy 1404 cm™. Efekt ten jest zwykle obserwowany
w przypadku zmian w §rodowisku chemicznym lub poprzez zmiang¢ konformacji enzymu na
skutek zwigzania np. ze strukturami grzybni. Taka zmiana konformacyjna w amidzie 111
lipazy z C. pannorum A-1 moze mie¢ korzystny wplyw na aktywnos$¢ biokatalityczna.
Podobng zalezno$¢ wykazano dla lipazy zwigzanej z resztkami komérkowymi Yarrowia
lipolytica (Fraga i in., 2020). We wszystkich badanych biokatalizatorach wystepuje pasmo
w okolicach 1650 cm™, ktore §wiadczy o obecnoséci amidu I i jego konformacji w postaci
a-helisy (Elliott i Ambrose, 1950). Warto takze zwrécié uwage na pasmo 711 cm™, ktore
zaobserwowano w widmie biokatalizatoréw charakteryzujacych si¢ wysoka aktywnos$cia
katalitycznag, uzyskanych z podtoza OM, OM + 1% oliwa z oliwek + 1% CaCO3z i OM + 1%
oliwa z oliwek + 1% glukoza + 1% CaCQOs. To pasmo moze mie¢ zwigzek z obecno$cig
grupy -NH przy centrum aktywnym biokatalizatora.

Skaningowa mikroskopia elektronowa sprzezona z systemem EDS (Spektroskopia
Dyspersji Energii) pozwolita na okreslenie sktadu pierwiastkowego oraz obserwacje
morfologii biokatalizatoréw uzyskanych z réznych podtoz. Najnizszy wagowy (%) udziat
wegla w biokatalizatorze z podtoza OM + 1% CaCOs moze wynika¢ z pozostatosci
nierozpuszczonego weglanu wapnia. Dowodzi temu zwigkszony udziat tlenu 1 wapnia
wzgledem  pozostatych  biokatalizatorow. Resztki  weglanu  wystepuja  takze
w biokatalizatorze z podtoza OM + 1% oliwa + 1% CaCOs, gdzie wykazano 6,1% udzial
wapnia. Dodatek tatwo przyswajalnego zrodla wegla w postaci glukozy powoduje
przyspieszenie metabolizmu grzybni 1 prawie catkowite wykorzystanie weglanu wapnia do
wigzania uwolnionych kwaséw. Dowodzi to rowniez, ze nieprzyswajalna forma wapnia
pochodzacego z weglanu nie wykazuje wplywu na indukcje¢ aktywnosci estryfikacyjne;j
grzybni, w przeciwienstwie do jonow Ca®" z CaCl, (Tab. 18). Wyzszej zawartosci azotu
w biokatalizatorach z podtoza OM (8,5%) 1 podtoza OM +1% oliwa + 1% glukoza + 1%
CaCOs3 (8,1%), ktora przede wszystkim zwigzana jest z zawarto$cig biatek w grzybni, nie

mozna jednoznacznie przetozy¢ na ich wyzsza aktywnos$¢ katalityczng, poniewaz
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biokatalizator z podtoza OM + 1% oliwa + 1% CaCOs3 z nizszg zawarto$cig azotu (6,8%)
wykazywal poréwnywalng aktywnos¢ w reakcji estryfikacji. Konieczne byloby
przeprowadzenie dalszych badan w celu okreslenia korelacji pomiedzy zawartoscia azotu
w grzybni a jej aktywnos$cig biokatalityczng w reakcji estryfikacji. Obrazy ze skaningowej
mikroskopii elektronowej przedstawiaja charakterystyczne struktury strzgpek grzybow
nitkowatych, ktére mozna obserwowac w pracach innych autoréw (Jones i in., 2018). Warto
zwroci¢ uwage na roznice morfologiczne w strukturze grzybni uzyskanych z r6znych podtoz
hodowlanych. Grzybnie uzyskane z podt6z OM, OM + oliwa z oliwek + CaCOz i OM +
oliwa z oliwek + glukoza + CaCOs (Ryc. 22-1, 22-5, 22-6) charakteryzuja si¢ znacznym
usieciowaniem i wydaja si¢ mie¢ zwigkszong powierzchni¢ wlasciwa w poréwnaniu do
pozostatych biokatalizatorow.

Estryfikacja cytronellolu i kwasu octowego przez biokatalizator w postaci grzybni
C. pannorum A-1 przebiega z wysoka wydajnoscig w zakresie temperatur 30-70°C. Przy
wzroscie temperatury z 20°C do 70°C szybko$¢ poczatkowa reakcji wzrosta dwukrotnie
(z 0,27 pmol mg™* min?t do 0,58 umol mg™* min?) (Ryc. 23). Podwyzszenie temperatury
zwigksza wspotczynnik dyfuzyjny substratéw migrujacych do miejsc aktywnych enzymow,
zwickszajac tym samym szybko$¢ reakcji (Varma i Madras, 2008). Ponadto w wyzszych
temperaturach moze doj$¢ do termicznej inaktywacji enzymu wraz z czasem trwania reakcji.
Warto zauwazy¢, ze biomasa C. pannorum wykazywata stabilno$¢ do 70°C, gdyz nie
zaobserwowano istotnego spadku konwersji molowej (95%) w stosunku do estryfikacji
w 40°C. Generalnie biokatalizatory w formie liofilizowanej grzybni charakteryzujg si¢
wysoka termostabilnoscig w rozpuszczalnikach organicznych (Molinari i in., 2000, Molinari
1 in., 1995, Kirdi i in., 2017) ze wzgledu na niskg zawarto$s¢ wody w §rodowisku, ktora
zwigksza denaturacje enzymu (Claon i Akoh, 1994) oraz naturalng immobilizacj¢ enzymu
w strukturach grzybni wywierajaca efekt ochronny (Gandhi i in., 2000). Liofilizowang
grzybni¢ Rhizopus oryzae wykorzystano w syntezie estrow smakowo-zapachowych, m.in.
octanu 1 maslanu heksylu oraz octanu i maslanu geraniolu. Po 24 godz. reakcji w heptanie
w temp. 50°C uzyskano ponad 95% konwersj¢ molowa geraniolu do octanu geranylu
(Gandolfi i in., 2001). W estryfikacji alkoholu izoamylowego z kwasem octowym uzyskano
100% konwersj¢ substratow dzieki zastosowaniu lipazy zwigzanej z grzybnig A. niger
NCIM 1207. Reakcje prowadzono w heksanie w 30°C przez dtuzszy czas, 96 godz. (Mhetras
i in., 2010). Wysoka wydajno$¢ estryfikacji (98%) cis-3-heksen-1-olu i kwasu octowego
przy uzyciu liofilizowanej grzybi Aspergillus oryzae uzyskano w temperaturze 70°C w ciagu

24 godz. (Kirdi i in., 2017).
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Szybkos¢ poczatkowa reakcji katalizowanej przez C. pannorum A-1 nie zmniejszata
si¢ wraz ze wzrostem stezenia substratu powyzej 50 mM, lecz pozostawala na statym
poziomie (ok. 0,31 — 0,27 pumol mg! min?) (Ryc. 24). Wskazuje to na maksymalne
wysycenie miejsca aktywnego enzymu przy stezeniu 50 mM i1 wyzszym. Sugeruje to
réwniez, ze aktywno$¢ katalityczna biokatalizatora w formie grzybni C. pannorum A-1 nie
jest hamowana ani przez cytronellol ani przez kwas octowy pod warunkiem ich réwnego
stosunku molowego. Wyniki uzyskane w tym eksperymencie rdznig si¢ od wynikow
opublikowanych przez innych autoréw. Wzrost rownomolowego stezenia geraniolu i kwasu
octowego powyzej 50 mM powodowal spadek konwersji molowej substratow 1 spadek
poczatkowej szybkosci reakcji estryfikacji katalizowanej przez biokatalizatory w formie
liofilizowanej grzybni A. oryzae (Molinari i in., 2000) i R. oryzae (Molinari i in., 1995).
Autorzy podkreslali negatywny wplyw wysokich stezen kwasu octowego na aktywno$¢
katalityczng enzymu.

W niniejszej rozprawie doktorskiej, istotny spadek aktywnosci katalitycznej grzybni
obserwowano dopiero przy zastosowaniu nadmiaru kwasu octowego (Ryc. 27). Podobng
zalezno$¢ zaobserwowali Mhetras i in. (2010) w estryfikacji alkoholu izoamylowego
I kwasu octowego przez grzybni¢ A. niger. Nadmiar kwasu, ktory nie bierze udziatu
w reakcji, moze powodowaé zakwaszenie wodnej mikropowloki enzymu, co prowadzi do
jego inaktywacji. Silny wptyw kwasu octowego na aktywno$¢ enzymatyczna odnotowali
rowniez inni badacze (Guvenc i in., 2003, Romero i in., 2007).

Zwigkszenie ilosci biokatalizatora C. pannorum A-1 powodowato zwigkszenie
konwersji molowej substratow w ciggu 24 godz. Poczatkowa szybko$¢ reakcji byla
niezalezna od ilosci biomasy w mieszaninie reakcyjnej (Ryc. 25). Utrzymanie stalej
poczatkowej szybkosci reakcji niezaleznie od ilo$ci biokatalizatora pozwala na wlasciwe
zaprojektowanie procesu katalizy poprzez dobdr odpowiedniego stosunku substratu do
biokatalizatora w celu zminimalizowania ograniczen dyfuzyjnych w $rodowisku reakcji
(Gomes 1 Woodley, 2019). W przypadku lipazy zwigzanej z grzybnig A. oryzae, poczatkowa
szybkos¢ reakcji estryfikacji zalezata od ilosci biokatalizatora i1 byta 3-krotnie nizsza przy
jego stezeniu 0,5% w/v niz przy 2% w/v (Molinari i in., 2000).

W celu okreslenia wptywu powierzchni wymiany masy miedzy katalizatorem
a Srodowiskiem reakcji na jej wydajnos¢, estryfikacje prowadzono z wytrzagsaniem
w zakresie 0 — 250 RPM. Co ciekawe, obroty mieszania uktadu reakcyjnego nie miaty
wplywu zaréwno na poczatkowa szybkosc¢ reakeji, jak i konwersje molowa cytronellolu do

octanu (Ryc. 26). Badania nad estryfikacja z wykorzystaniem lipaz zwigzanych z grzybniami
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innych gatunkéw nie uwzgledniajag wptywu obrotow mieszania na koncowa wydajnos¢.
Oceny wptywu szybkosci obrotow mieszania w zakresie 100 — 400 RPM na wydajno$¢
estryfikacji etanolu z kwasem lewulinowym dokonali Nandiwale i in. (2013). Z badan
wynika, ze synteza lewulinianu etanolu przy predkosci obrotow nizszej niz 200 RPM
zachodzi z nizszym stopniem konwersji molowej substratow do estru. Estryfikacja
z uzyciem liofilizowanej grzybni C. pannorum A-1 moze by¢ prowadzona w heksanie bez
wytrzasania bez wptywu na koncowg wydajnos¢ reakcji, przez co mozliwe jest obnizenie
kosztow prowadzenia procesu.

Biokatalizator w formie liofilizowanej grzybni C. pannorum A-1 wykazywat wysoka
aktywno$¢ estryfikacji cytronellolu i kwasu octowego w hydrofobowych rozpuszczalnikach
organicznych z logP powyzej 3,4. Wyniki tych badan (Ryc. 27) sa zgodne z rezultatami
uzyskanymi przez You i in. (2011). Aktywno$¢ katalityczna lipaz w reakcji estryfikacji jest
skorelowana ze wspotczynnikiem podziatu P n-oktanol-woda. Niskie wydajnosci uzyskuje
si¢ w przypadku zastosowania rozpuszczalnikow polarnych o logP <2 ze wzglgdu na
zaburzenie struktury enzymu. W zakresie logP od 2 do 4 wplyw rozpuszczalnika jest
nieprzewidywalny, a w logP powyzej 4 struktura biatka jest nienaruszona (Kumar i in.,
2016). W wariancie z octanem etylu jako rozpuszczalnikiem zamiast reakcji estryfikacji
zachodzita transestryfikacja przy uzyciu C. pannorum A-1. Zostalo to potwierdzone
w reakcji przeprowadzonej bez kwasu octowego (dane nie prezentowane).

Aktywnos$¢ katalityczna enzymoéw w Srodowisku rozpuszczalnikow organicznych
istotnie zalezy od pH roztworu wodnego biatka enzymatycznego przed jego liofilizacja.
Efekt ,,pamigci pH” wystepuje z powodu jonizacji centrum aktywnego enzymu.
Biokatalizator po liofilizacji zachowuje ten sam stan jonizacji co w Srodowisku wodnym,
dzigki czemu mozliwe jest manipulowanie aktywno$cig katalityczng enzymu w Srodowisku
organicznym poprzez dobor optymalnego pH roztworu wodnego do liofilizacji (Zaks
I Klibanov, 1985). Biokatalizator z C. pannorum A-1 wykazuje najwyzsza aktywnosc¢
katalityczng w przypadku liofilizacji z buforu o pH 5,0. Zwigzany z grzybnig enzym z buforu
o pH 5,0 charakteryzowal si¢ 26% wyzsza wydajno$cia w poroéwnaniu do enzymu
bezposrednio po zakonczeniu hodowli (Ryc. 29). W przypadku inkubacji grzybni
w buforach o pH 9,2, 10,0 i 10,7 nastepowata elucja biatka zwigzanego ze strukturami
grzybni do $rodowiska buforu. Moze $§wiadczy¢ to o zwigzaniu enzymu z grzybnig za
pomoca wigzan jonowych stabilnych w zakresie pH 2,2 — 8,0 (Tab. 19). Stgzenie biatka
w buforze o pH 9,2 po inkubacji grzybni byto ponad 3-krotnie wyzsze w poréwnaniu do

buforu o pH 5,0. Dodatkowo aktywnos¢ katalityczna tego biokatalizatora byta 8-krotnie
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nizsza w porownaniu do biokatalizatora bezposrednio po hodowli (Ryc. 29 i Tab. 19).
Spadek aktywno$ci biokatalitycznej prawdopodobnie nie jest gltownie zwigzany
z niekorzystng jonizacja miejsca aktywnego, poniewaz powtdrna inkubacja grzybni w
buforze o pH 5,0 nie skutkowata przywroceniem aktywnosci katalitycznej. Takie zjawisko
prawdopodobnie zachodzi w pH < 4, co uwidacznia si¢ spadkiem aktywnosci katalitycznej
zwigzanego z grzybnig enzymu. Inkubacja grzybni w buforze o pH powyzej 9,2
spowodowata uwolnienie enzymu do srodowiska. Elektroforeza ptynu po inkubacji grzybni
w pH 9,2 wykazata obecno$¢ wielu biatek, jednak sposréd nich mozna zaobserwowac
dziewig¢ wyraznych prazkéw (Ryc. 30). Analiza spektrometrii mas mieszaniny biatkowej
w Srodowiskowym Laboratorium Spektrometrii Mas IBB PAN w Warszawie nie wykazata
podobienstwa uwolnionych biatek do biatek zdeponowanych w dostepnych bazach danych.
Mozna stwierdzi¢, ze hydrolaza zaangazowana w estryfikacj¢ alkoholi terpenowych
znaczaco rozni si¢ od scharakteryzowanych do tej pory biokatalizatoréw. Sun i in. (2009)
okreslili wptyw pH buforu przed liofilizacja na aktywno$¢ dwoch lipaz Lipl i Lip2
z Rhizopus chinensis w syntezie estrow. Lip2 wykazywata maksymalng aktywno$é
estryfikacji przy pH 6,0, z kolei Lipl wykazywala optimum przy liofilizacji z buforu o pH
7,5. Lip2 zachowywata 80% i1 71% swojej maksymalnej aktywnosci odpowiednio w pH 5,5
1 6,5. Inkubacja obu lipaz w alkalicznym pH powyzej 8 powodowata catkowitg utrate
aktywno$ci enzymatycznej poprzez znaczng zmian¢ stanu jonizacji grup aminowych
w liofilizowanych biatkach. Lipaza ze Sporidiobolus pararoseus charakteryzowata sig
najwyzsza aktywnoscig katalityczng przy liofilizacji z buforu o pH 6,5 (Smaniotto 1 in.,
2014). Z kolei inkubacja lipazy zwiazanej z grzybnia Aspergillus niger MY A 135 w buforze
o pH 4 przed liofilizacja prowadzita do zwigkszonej aktywnosci hydrolitycznej
i transestryfikacyjnej (Romero i in., 2013).

Na wydajnos¢ estryfikacji alkoholi terpenowych przy uzyciu liofilizowanej grzybni
C. pannorum A-1 istotny wptyw ma struktura przestrzenna reagentow. Sposrdd badanych
pierwszorzedowych alkoholi najwyzsza konwersje molowg uzyskano dla monocyklicznego
alkoholu perylowego, ktdra przekraczata 91% (po czasie 20 godz.) dla wszystkich badanych
kwasow karboksylowych (Tab.20). Poréwnanie wydajnosci estryfikacji cytronellolu
i geraniolu moze wskazywac na znaczenie liczby wigzan podwojnych w czasteczce alkoholu
oraz r6zng liczbe atomow wegla pomiedzy grupg hydroksylowa a wigzaniem podwdjnym.
Z kolei w przypadku nerolu i geraniolu istotng role moze odgrywac izomeria konformacyjna.
Najnizsza wydajno$¢ uzyskano dla alkoholi bicyklicznych, myrtenolu i nopolu, co mogto

by¢ spowodowane zawadg przestrzenng w dostepie substratow do centrum katalitycznego
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enzymu. Zawada przestrzenna utrudniajgca dostgp do centrum katalitycznego hydrolazy
zwigzane] z grzybnig C. pannorum A-1 moze by¢ rowniez przyczyna jej $Sladowej
aktywnosci katalitycznej wobec drugorzedowych alkoholi terpenowych i braku aktywnos$ci
wobec trzeciorzedowego linalolu (Paroul 1 in., 2010). Podobne wyniki uzyskali Castro 1 in.
(1992) w badaniach nad estryfikacja alkoholi terpenowych z uzyciem immobilizowane;j
lipazy z Mucor miehei. Wysoka wydajno$¢ estryfikacji uzyskano dla alkoholi
pierwszorzgdowych, takich jak cytronellol, geraniol i nerol. Z kolei zastosowanie
drugorzedowego mentolu 1 trzeciorzgdowego linalolu nie prowadzitlo do powstania
produktu. Na podstawie roéznic w konwersji molowej (Tab. 20) roéznych kwasow
karboksylowych (C2-C9) w estryfikacji alkoholi terpenowych katalizowanej przez
C. pannorum mozna stwierdzi¢, ze wydajnos$¢ reakcji wzrastata wraz ze wzrostem dlugos$ci
fancucha weglowego. Taka samg zalezno$¢ zaobserwowano w badaniach nad estryfikacja
1-heksanolu ré6znymi kwasami tluszczowymi z wykorzystaniem immobilizowanej lipazy B
z Candida antarctica (Diaz i in., 2010).

W celu potwierdzenia, ze niska aktywnos¢ estryfikacji alkoholi drugo-
1 trzeciorzedowych zwigzana jest raczej ze strukturg przestrzenng a nie toksyczno$cig
substratu, grzybni¢ poddano inkubacji z alkoholami terpenowymi oraz kwasami
karboksylowymi. Sposrod badanych zwigzkow tylko kwas octowy wykazuje negatywny
wpltyw na aktywno$¢ katalityczng liofilizowanej grzybni. Biokatalizator inkubowany
z kwasem octowym charakteryzuje si¢ nizsza o 15% aktywno$cia w pordwnaniu do
biokatalizatora nie poddanego dziataniu zadnego zwigzku (Tab. 21). Wyniki na temat
negatywnego efektu kwasu octowego sa zgodne z poprzednimi eksperymentami oraz
doniesieniami innych autorow (Guvenc i in., 2003, Romero 1 in., 2007). Stwierdzono, ze
podobnie jak w przypadku cytronellolu, inne alkohole terpenowe nie wykazuja negatywnego
wplywu na aktywnos¢ estryfikacyjna grzybni.

Ze wzgledu na §ladowa wydajnos¢ estryfikacji drugorzgdowych alkoholi terpenowych
postanowiono zbada¢ wplyw bioimprintingu na specyficzno$¢ substratowg biokatalizatora
w formie liofilizowanej grzybni C. pannorum A-1. Molekularny bioimprinting jest strategia,
ktéra wptywa na aktywno$¢ katalityczng enzymow w $rodowisku niewodnym poprzez
tworzenie zmian konformacyjnych w biatkach na drodze tworzenia miedzy biatkiem
a odpowiednim ligandem kompleksu podobnego do kompleksu enzym-substrat. Po
utworzeniu kompleksu i wyptukaniu liganda enzym w rozpuszczalnikach organicznych nie
powraca do swojej pierwotnej konformacji i zachowuje ,,aktywna” strukture (Li 1 in., 2018).

Bioimprinting hydrolazy zwigzanej z grzybnig C. pannorum A-1 prowadzi do zwickszenia
131



aktywnosci katalitycznej jedynie wobec cytronellolu — alkoholu pierwszorzedowego.
Sposrdéd badanych czynnikdw imprintujagcych najwigkszy wplyw na aktywnos¢ katalityczng
odnotowano dla kwasu laurynowego i kaprylowego (Tab. 22). Istotny wptyw na powodzenie
imprintingu miato $rodowisko procesu. Wykazano, ze bioimprinting zachodzi z wyzsza
wydajnoscia w mieszaninach rozpuszczalnikow roznigcych si¢ indeksem polarnosci.
Bioimprinting kwasem laurynowym w mieszaninie 1,4-dioksanu z heksanem w proporcji
1 do 1 prowadzi do 2-krotnego zwiekszenia aktywnosci estryfikacji cytronellolu z kwasem
laurynowym (Tab. 23). Inkubacja grzybni w rozpuszczalnikach z wyjatkiem metanolu
(i czedciowo izopropanolu) nie wykazuje wplywu na aktywnos$¢ katalityczna, co swiadczy
0 wysokiej tolerancji biokatalizatora na rozpuszczalniki organiczne. Do tej pory nie byto
badan nad zmiang specyficznos$ci substratowej enzymoOw za pomoca bioimprintingu.
Stosunkowo wysoka wydajnos¢ estryfikacji Il-rzgdowego cykloheksanolu pozwala
stwierdzié, ze istotny wplyw na aktywnos¢ biokatalizatora ma nie tylko rzedowos$¢ alkoholu,
ale rowniez obecno$¢ innych grup funkcyjnych w sasiedztwie grupy hydroksylowej
w czasteczce terpenoidu. Wyniki badan z tej rozprawy doktorskiej wskazuja, ze
bioimprinting poteguje raczej konstytucyjng aktywnos$¢ katalityczng, jednakze mozna takze
dostrzec pewne zmiany w specyficznosci substratowej, ktore pozwalajg stwierdzié, ze
w odpowiednio dobranym s$rodowisku rozpuszczalnikow odcisk liganda w strukturze
enzymu moze da¢ bardziej wymierne efekty. Brandao i in. (2020) przeprowadzili
bioimprinting kwasami tluszczowymi dwoch lipaz — z Burkholderia cepacia (BCL)
1 z trzustki swin (PPE). Wykazano, ze bioimprintowana kwasem laurynowym BCL
charakteryzuje si¢ okoto 70-krotnie wyzsza aktywnoscia od lipazy wyjsciowej.
W przypadku PPE, bioimprinting kwasem palmitynowym powodowat 3-krotnie wyzsza
aktywnos¢ katalityczng. Warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze autorzy wykorzystali enzymy
wolne niezwigzane z zadnymi strukturami, przez co tatwiej ulegaly one zmianom
konformacyjnym niz enzym zwigzany ze strukturami C. pannorum A-1.

Produktem ubocznym estryfikacji jest woda, ktéra moze prowadzi¢ do zmiany
rownowagi reakcji w kierunku hydrolizy estru. Estryfikacja z wykorzystaniem
liofilizowanej grzybni nie wymaga uzycia dodatkowych czynnikdw wigzacych wode,
poniewaz jest ona pochtaniana przez struktury grzybni. Dlatego wazne jest okreslenie
pojemnosci wodnej biokatalizatora, czyli objetosci wody, ktora moze by¢ zwigzana przez
mase¢ biokatalizatora w jednym cyklu biokatalitycznym bez istotnego spadku jego
aktywnosci. Biokatalizator w postaci liofilizowanej grzybni C. pannorum A-1 zachowuje

ponad 70% aktywnosci przy 15% v/w dodatku wody do mieszaniny reakcyjnej wzgledem
132



biokatalizatora (Ryc. 31). Liu i Huang (2010) wykazali, ze 15% dodatek wody do
estryfikacji a-terpineolu z bezwodnikiem octowym katalizowanej przez lipaz¢ z Candida
rugosa w nadkrytycznym CO- prowadzi do spadku wydajnosci reakcji o 70%. W przypadku
estryfikacji kwasu palmitynowego przez liofilizowana grzybni¢ Rhizopus oryzae juz 4% v/w
dodatek wody powodowat spadek aktywnosci biokatalizatora o 55% (Mendez 1 in., 2009).
Bancerz i in. (2018) zastosowali grzybowe polisacharydy jako czynniki wigzace wodg
w estryfikacji alkoholu butylowego z uzyciem zewnatrzkomorkowej lipazy z Rhizomucor
variabilis. Obecno$¢ polisacharydoéw w trakcie reakcji skutkowata zwigkszeniem konwers;ji
substratow do estru az o 35%. Jednak z praktycznego punktu widzenia znacznie prostsze jest
zastosowanie wysoko aktywnej grzybni ze wzgledu na pominigcie etapu oczyszczania
zarowno polisacharydow, jak i biatka enzymatycznego. Z drugiej strony, woda odgrywa
kluczowa role w zachowaniu odpowiedniej struktury i aktywno$ci enzymu (Adamczak
i Bornscheuer, 2009), jednak niewielki dodatek wody do reakcji nie powoduje zwigkszenia
aktywnosci katalitycznej hydrolazy zwigzanej z grzybnig C. pannorum A-1 (Ryc. 31). Jest
to spowodowane wilgotnoscig resztkowa grzybni na poziomie 3,4% (oznaczong poprzez
porownanie masy liofilizatu i liofilizatu suszonego w 105°C przez 3 godz.), ktora zapewnia
niezbedng ilo§¢ wody dla optymalnej aktywnos$ci biatka. Podobng wilgotno$¢ resztkowa
lipazy zwigzanej z grzybnig Geotrichum candidum na poziomie 3,8% odnotowali Loo i in.
(2014).

W projektowaniu procesu biokatalizy z udzialem immobilizowanych enzyméw wazne
jest okreslenie momentu dezaktywacji biokatalizatora. W przemysle immobilizowany
enzym jest zwykle wymieniany, gdy aktywno$¢ resztkowa wynosi od 50 do 10% aktywnosci
poczatkowej (Basso 1 Serban, 2019). Mniejsza czestotliwos¢ wymiany biokatalizatora
znacznie obniza koszty biokatalizy. Wykazano, ze biokatalizator w postaci grzybni
C. pannorum A-1 zachowuje do 80% swojej poczatkowej aktywno$ci po pigciu 24-
godzinnych cyklach katalitycznych oraz 70% po dwoch kolejnych cyklach (Ryc. 32). Kirdi
1 in. (2017) podali, ze lipaza zwigzana z grzybnig A. oryzae zachowywala ok. 60%
poczatkowej aktywnosci po pieciu 24-godzinnych cyklach reakcyjnych. Spadek aktywnosci
biokatalizatora prawdopodobnie byt spowodowany procesem filtracji i suszenia pomigdzy
cyklami katalitycznymi oraz czgsta ekspozycja na kwas octowy. Dlatego istnieje potencjalna
mozliwos¢ zwigkszenia cykli biokatalitycznych, poprzez dopracowanie procesu
odzyskiwania i zawracania biokatalizatora do nastepnego cyklu reakcyjnego, a takze

poprzez kontrolowanie ilo$ci kwasu octowego w tym procesie.
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Zwigzany z biomasg enzym o aktywnosci lipolitycznej z C. pannorum A-1
charakteryzowat si¢ rowniez wysoka stabilnoscig podczas przechowywania w temperaturze
-20°C. Ze wzgledu na znaczny spadek aktywnosci biokatalizatora po rocznym okresie
przechowywania w 4°C i 20°C (Ryc. 33), konieczne jest przechowywanie preparatu w stanie
zamrozonym. RoOwniez lipaza zwigzana z biomasa z mezofilnego grzyba Geotrichum
candidum opisana przez Loo i in. (2014) wykazala spadek aktywnosci enzymu do 70%
aktywnosci poczatkowej po 8 miesigcach przechowywania w 4°C.

Inng metodg otrzymywania pochodnych terpendow jest kataliza biomimetyczna przy
uzyciu porfiryn (Trytek i in., 2009, Martins i in., 2001), ktéora pozwala na tagodne
przeprowadzenie procesu utleniania z wykorzystaniem tlenu czasteczkowego i $wiatla.
W badaniach wykorzystano trzy I-rzedowe alkohole terpenowe roznigce si¢ strukturg —
bicykliczny myrtenol, monocykliczny alkohol perylowy i liniowy cytronellol. W pierwszym
etapie badan wykorzystano 9 porfiryn komercyjnych i 3 pochodne protoporfiryny IX
zsyntetyzowane we wspolpracy z Instytutem Chemii Organicznej PAN w Warszawie.
Sposrod badanych alkoholi terpenowych jedynie myrtenol ulegat przeksztatceniu do
nieznanego produktu o czasie retencji 6,4 min. (Ryc. 34) i widmie masowym niemajgcym
odpowiednika w dostgpnych bazach danych (Ryc. 35). Najwyzsze wydajnosci fotokatalizy
myrtenolu po 4 godz. reakcji odnotowano dla tetrafenyloporfiryny (H>TPP) 13,2%
i metoksyfenyloporfiryny (H.TPPOMe) 11,9% (Tab. 24). Niska aktywno$¢ katalityczna
metaloporfiryn cynku byla spowodowana prawdopdobnie silnymi zmianami ich
wlasciwosci fotofizycznych w uktadzie chloroform/myrtenol, a w przypadku ZnTPyP
silnymi wlasciwosciami elektronodonorowymi grupy pirydylowej (Magdaong i in., 2020,
Taniguchi i in., 2021). Zerowa wydajnos¢ transformacji myrtenolu przy uzyciu porfiryn
zelaza I1I prawdopodobnie wynikata z braku ich aktywnosci fotokatalitycznej. Z kolei niska
aktywnos$¢ metyloestrowej pochodnej protoporfiryny IX moze mie¢ zwiazek z efektami
bisterycznymi ,,masywnych” grup metyloestrowych (Trytek i in., 2005). Dotychczas jedyne
badania nad fotokatalitycznym utlenieniem alkoholi terpenowych skupialy na
wykorzystaniu porfiryn w obecno$ci nadtlenku wodoru. Martins i in. (2001) przeprowadzili
utlenianie (+)-3-karenu, nerolu i geraniolu przy uzyciu kompleksow porfiryn manganu (I1I)
w obecnosci nadtlenku wodoru jako utleniacza i octanu amonu jako kokatalizatora. Po
2 godz. reakcji uzyskano ponad 60% 6,7-epoksydu geraniolu i $ladowe ilosci epoksydu
geranialu. Kolejne badania utleniania geraniolu do epoksydu przy uzyciu porfiryn manganu
skupiaty si¢ na zwigkszeniu aktywnosci 1 stabilnosci biokatalizatora w obecnos$ci nadtlenku

wodoru (Santo i in., 2005, Rebelo 1 in., 2005, De Paula i in., 2015). Nie ma dost¢pnych badan
134



nad kataliza biomimetyczng lub fotokatalitycznym utlenianiem myrtenolu, alkoholu
perylowego czy cytronellolu.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono dobor porfiryny do fotokatalitycznej
konwersji myrtenolu do nieznanego produktu o czasie retencji 6,4 min. W ostatecznym
wyborze biomimetycznego katalizatora kierowano si¢ wydajno$cig konwersji substratu oraz
stabilnoscia w trakcie naswietlania promieniowaniem widzialnym. Najwyzsza 66,2%
aktywnoscig konwersji myrtenolu do produktu o RT=6,4 min po 24 godz. reakcji
charakteryzowata si¢ tetrafenyloporfiryna. W przypadku H2OEP, H,TPPOMe i HTAIXPP
podczas dobowego naswietlania mozna zaobserwowac powstawanie kolejnego nieznanego
produktu o RT=7,5 min w znacznych ilosciach (Tab. 25). Najwigksza stabilno$¢ w trakcie
katalizy wykazuje H>TFsPP i H, TPPOMe. W przypadku tetrafenyloporfiryny widoczna jest
zmiana widma absorpcji w koncowej fazie reakcji, jednak zmiany wtasciwosci spektralnych
porfiryny nie majg zasadniczego wptywu na jej aktywno$¢ katalityczng wobec myrtenolu.
Trytek 1 in. (2005) przeprowadzili skrining siedmiu porfiryn do fotokatalitycznego
utlenienia limonenu. Wykazali, ze porfiryny znacznie r6znig si¢ migdzy sobg aktywnoS$cia
katalityczng. Fotoutlenianie limonenu przy uzyciu tetrafenyloporfiryny charakteryzowato
si¢ 60% konwersja substratu do produktow, gtownie nieznanego o widmie masowym
podobnym do werbenonu. Z kolei gtownym produktem utleniania limonenu przez tetra-4-
pirydyloporfiryne i tetra-4-metylofenylo-porfiryne byt jak wykazano w innych badaniach,
wodoronadtlenek limonenu (Trytek i in., 2007). Najnizsza aktywoscig katalityczng
charakteryzowaly si¢ tetrafenyloporfiryna cynku (II) 1 tetrafenyloporfiryna kobaltu (II)
z konwersja odpowiednio 6% 1 0,1%.

Biotransformacja myrtenolu przy uzyciu porfiryn w uktadzie fotokatalitycznym
prowadzi do nowego zwiazku o jonie masowym (MS) 166, co wskazuje na wiaczenie atomu
tlenu do struktury myrtenolu. Przed przystapieniem do dalszych badan przeprowadzono
analizy 1D i 2D NMR (Ryc. 43-45 i suplement ryc. 57-60), ktore wykazaty, ze nieznanym
produktem o RT=6,4 min. jest tlenek myrtenalu. Ze wzgledu na obecno$¢ reaktywnych grup
w czasteczce tlenku myrtenalu, ktore moga zwieksza¢ dziatanie terapeutyczne wyjsciowego
substratu i stwarzaja mozliwo$¢ syntezy duzej liczby pochodnych, postanowiono
zoptymalizowac uktad fotokatalitycznego utleniania myrtenolu przy uzyciu H2TPP.

Okreslono wplyw stezenia substratu, stezenia porfiryny, rodzaju rozpuszczalnika
organicznego 1 temperatury na wydajnos¢ fotokatalitycznego utleniania myrtenolu.
Najwyzsza konwersje molowa myrtenolu (18%) uzyskano z zastosowaniem 0,005 M

myrtenolu (Ryc. 46). Z kolei najwyzsze st¢zenie produktu ok. 18 g/l osiggnieto przy 2 M
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stezeniu substratu. Moze mie¢ to zwigzek z faktem, ze przy duzej liczbie czasteczek
myrtenolu zachodzi wigksza liczba zderzen pomiedzy reaktywnymi formami tlenu (ROS)
a czgsteczkami substratu. Jednak wraz ze wzrostem stezenia substratu konwersja molowa
byla coraz nizsza ze wzgledu przekroczenie maksymalnego stezenia wysycajacego
katalizator. Warto zwr6ci¢ uwage na fakt, ze monoterpeny, w tym myrtenol, wykazuja
wlasciwosci antyoksydacyjne, przez co moga wygasza¢ ROS (Penuelas i Llusia, 2002).
Trytek 1 in. (2009) okreslili wptyw stezenia a-pinenu na wydajnos¢ fotoutleniania przez
immobilizowang HoTMePyP. Wykazano, ze wraz ze wzrostem stezenia substratu do 75 mM
wzrasta stopien konwersji molowej, po czym nastepuje jego znaczacy spadek. Z kolei
wydajnos¢ (mg/l) utleniania limonenu przez H TPP wzrasta liniowo przy wzroscie stezenia
substratu z 0,05% do 90%. Prowadzenie reakcji w 100% limonenie bez rozpuszczalnika
prowadzi natomiast do znacznego spadku konwersji molowej limonenu (Trytek i in., 2005).
Okreslona obj¢tos¢ rozpuszczalnika jest niezbgdna do przeprowadzenia reakcji
z zachowaniem wysokiej wydajnosci, gdyz wplywa ona na stabilno$¢ i tempo powstawania
ROS, np. wolnych rodnikéw tlenowych (Trytek i in. 2011).

Najwyzsze wydajnosci biokonwersji myrtenolu do tlenku myrtenalu odnotowano
w zakresie stezen H,TPP 0,1 — 0,5 mM. Przy najnizszych stezeniach porfiryny obserwowano
wzglednie niska wydajno$¢ katalizy, przy czym wraz ze wzrostem stezenia biokatalizatora
wydajnos$¢ wzrastata (Ryc. 47). Gdy st¢zenie katalizatora jest znacznie nizsze od stezenia
substratu, wydajnos¢ reakcji jest bezposrednio zalezna od stezenia katalizatora (Bettowska-
Brzezinska, 2009). Z kolei drastyczny spadek wydajnosci fotokatalizy przy najwyzszych
stezeniach porfiryny moze wynika¢ z aglomeracji jej czasteczek w obecno$ci myrtenolu,
w wyniku czego dochodzi do czg$ciowej inaktywacji centrow aktywnych biokatalizatora
(Proscinski 1 in. 1997, Trytek 1 in. 2011). Trytek 1 in. (2005) wykazali, ze konwersja
limonenu do karwonu i wodoronadtlenku limonenu przez HoTPP zachodzi z najwyzsza
wydajno$cig przy stosunku molowym katalizatora do substratu wynoszacym 1 : 2. Z kolei
najwyzszg wydajno$¢ konwersji a-pinenu do pinokarwonu i trans-pinokarweolu przez
immobilizowang HoTMePyP uzyskano przy 8-krotnym nadmiarze substratu w stosunku do
porfiryny (Trytek i in. 2009). W niniejszej pracy najwyzszy stopien konwersji myrtenolu do
tlenku myrtenalu uzyskano przy 8-krotnym nadmiarze substratu w stosunku do porfiryny.

W optymalizacji proceséw fotochemicznych kluczowe znaczenie ma selekcja
wlasciwego rozpuszczalnika organicznego. Od jego rodzaju zalezg wlasciwosci czgsteczek
wystepujacych w stanie wzbudzonym 1 podstawowym, takie jak energia stanu

elektronowego, rozklad gestosci elektronowej, geometria, usytuowanie stanow
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wzbudzonych o réznej konfiguracji elektronéw, moment dipolowy oraz polaryzowalno$¢
(Dyson 1 Jessop 2016). Wysokie wydajnosci reakcji uzyskano w rozpuszczalnikach silnie
hydrofobowych ze wzgledu na fakt, ze zar6wno myrtenol jak i H2TPP sg nierozpuszczalne
w wodzie. Najlepszym rozpuszczalnikiem do fotoutlenienia myrtenolu jest chloroform (Ryc.
48), prawdopodobnie ze wzgledu na jego wlasciwosé utrzymywania dhugich czasoéw zycia
reaktywnych form tlenu (Trytek i in., 2011).

Tetrafenyloporfiryna w procesie konwersji myrtenolu do tlenku myrtenalu wykazuje
najwyzszg aktywnos$¢ katalityczng w 25°C (Ryc. 49). Prowadzenie reakcji w stosunkowo
niskiej temperaturze jest szczeg6lnie korzystne przy produkcji zwigzkoéw termolabilnych lub
charakteryzujacych si¢ duza lotnos$cig takich jak terpeny. Ponadto, ekonomika procesu jest
wysoka ze wzgledu na temperatur¢ zblizona do temperatury otoczenia co eliminuje
koniecznos$¢ stosowania cieplarki czy uktadu chtodzenia.

Porfiryny wykazuja aktywnos$¢ katalityczng zwlaszcza w stanie wzbudzonym pod
wplywem dzialania $wiatla widzialnego. Do celow fotochemicznych interesujacy jest tylko
obszar do 700 nm, poniewaz generalnie fotony o nizszej energii nie moga wywotac
fotochemicznych zmian strukturalnych, za§ fotony o dtugosci fali ponizej 300 nm nie sg
wykrywalne w wigzce $wiatla stonecznego bezposrednio docierajacego do powierzchni
Ziemi (Pohlmann i in., 1997). Z tego powodu okreslono aktywno$¢ katalityczng HoTPP
w zakresie dtugosci fal 425 — 700 nm, ktory obejmuje takze zakres widma absorbcji
porfiryny. Najwyzsza aktywno$¢ katalityczng H.TPP wykazuje przy pelnym spektrum
$wiatta widzialnego (Tab. 27). W zakresie fal od 425 do 600 nm nie wykazano istotnych
roznic w wydajnosci fotokonwersji myrtenolu. Wyniki sg zbiezne z badaniami nad
wptywem dlugosci fali $wiatta na wydajnos¢ fotooksydacji limonenu przez H2TPP (Trytek
i in., 2007).

Biokataliza prowadzona przy uzyciu H2TPP i substratdw z podobnym utoZeniem
grupy hydroksylowej wzgledem wigzania podwojnego wykazala, ze tlenek myrtenalu nie
powstaje dzigki charakterystycznemu ugrupowaniu enolowemu. Przy zastosowaniu
myrtenalu lub tlenku o-pinenu, rowniez nie otrzymano tlenku myrtenalu ani innych
produktow, dlatego zwiazki te nie sa produktami posrednimi fotoutleniania myrtenolu
zuzyciem HoTPP. Produkt ten moze powstawac bezposrednio z myrtenolu prawdopodobnie
poprzez tworzenie nietrwatego jonorodnika i przy udziale rodnikow tlenowych. Mozliwe,
ze taka forma przejsciowa tlenku myrtenalu powstaje w wyniku oddziatywania czasteczki
myrtenolu ze wzbudzong czasteczka porfiryny. Wskazuje na to zmiana widma absorbcji

H.TPP w koncowej fazie reakcji (Ryc. 51). Widoczne s3: przesunigcie pasma Soreta
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w strone fal dluzszych oraz zmiany w zakresie pasma Q — tworza si¢ dwa pasma przy 600
i 661 nm, ktore sa charakterystyczne dla dikationu protoporfiryny (HsTPP?*). Wolne rodniki
tlenowe moga powstawaé¢ albo w mechanizmie polegajacym na transferze elektronu ze
wzbudzonej porfiryny lub/i takze w wyniku dziatania tlenu singletowego Oz, ktory tworzy
si¢ w mechanizmie transferu energii ze wzbudzonej porfiryny na tlen czasteczkowy.

W celu oceny zdolnosci tetrafenyloporfiryny do generowania tlenu singletowego
monitorowano luminescencje 'Oz przy 1274 nm. Obecno$é myrtenolu w ukladzie
katalitycznym zmniejsza intensywno$é pasma fosforescencji 'O, generowanego przez
H>TPP, co jest widoczne na poczatku reakcji (po czasie 0 godz.) (Ryc. 50 i 51). To wskazuje
na zaangazowanie tlenu singletowego w biokatalize oraz w pewnym stopniu potwierdza
wlasciwos$ci antyoksydacyjne substratu. Z drugiej strony zastosowanie wygaszacza tlenu
singletowego w formie tokoferolu skutkowato uzyskaniem nieznanego produktu biokatalizy
o czasie retencji RT=8,7 min, ktory nie byt obserwowany do tej pory w zadnym z uktadow.
Wygaszenie tlenu singletowego przez tokoferol moglo doprowadzi¢ do inicjacji innego
mechanizmu katalitycznego; catkowite przejscie H.TPP w forme dikationu HaTPP?" juz po
12 godz. (Rys. 52) wskazuje, na wigkszy udziat w tym mechanizmie transferu protonow
z rozpuszczalnika (lub formy przejSciowej substratu) na porfiryne (Munoz i in., 2008).

Analiza widm absorbcji i widm emisji tlenu singletowego uktadow z tokoferolem i bez
obecnosci tego wygaszacza (Rys. 52, 51) wskazuje na to, ze mechanizm biomimetycznego
utleniania myrtenolu do tlenku myrtenalu jest ztoZzony i §ciSle powiagzany z protonacja
pierscienia pirolowego porfiryny. Prawdopodobnie opiera si¢ na konkurencyjnym udziale
tlenu singletowego oraz rodnikow ponadtlenkowych (0% i hydroksylowych (OH), przy
czym przejecie kationow H' przez porfiryng wydaje sie mie¢ zwiazek z rodnikowym
mechanizmem niezaleznym od tlenu singletowego. Wyniki doswiadczenia z dodatkiem do
uktadu reakcyjnego BHT jako inhibitora wolnych rodnikéw (wygaszacza ROS) sa zgodne
z powyzszymi przypuszczeniami. Obecno$é BHT skutkowata zahamowaniem protonowania
porfiryny (Ryc. 53) i tworzenia jakichkolwiek produktéow utlenienia myrtenolu.
Biotransformacja myrtenolu do tlenku myrtenalu moze zatem obejmowaé¢ dwa rdzne szlaki
reakcji: bezposrednie utlenienie myrtenolu tlenem singletowym oraz pozyskiwanie
elektronu z myrtenolu przez wzbudzony dikation H>TPP, a nastgpnie generowanie
1 p0Zniejszg rekombinacje rodnikowych zwigzkow posrednich (Trytek 1 in., 2011).

W ostatnim etapie badan okreslono aktywno$¢ biologiczng produktéw biokatalizy
wobec komoérek nowotworowych glejaka ludzkiego 1 mikroorganizméw patogennych dla

ludzi. W tym celu produkty biokatalizy oczyszczono za pomocg cieczowej chromatografii
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kolumnowej do czystosci powyzej 94%. Najlepszym eluentem do oczyszczenia estréw byta
mieszanina heksanu z octanem etylu w stosunku 10 do 1, a do oczyszczenia epoksydu
myrtenalu mieszanina heksanu i MTBE w stosunku 30 do 1.

Sposrod badanych 50 zwiazkow tylko 16 wykazywato aktywnos¢ apoptotyczng wobec
komorek glejaka w IV stadium rozwoju. W przypadku komoérek w III stadium nie
odnotowano zadnej aktywnosci biologicznej zwigzkéw. Najwyzszg indukcje apoptozy, tj.
11,3% zaobserwowano po inkubacji komorek linii T98G z maslanem alkoholu perylowego
(Ryc. 58). Wyzszg aktywno$¢ estrow od alkoholowego prekursora wykazywaty rowniez
walerianian, kaprylan i pelargonian cytronellolu (Ryc. 55), propionian alkoholu perylowego
(Ryc. 54) oraz maslan, kaprylan i pelargonian myrtenolu (Ryc. 56). Tlenek myrtenalu nie
wykazywat aktywnos$ci antynowotworowej. Alkohol perylowy wykazuje wysoka aktywnos¢
antyglejakowa szczegolnie w momencie podania donosowego. Jest on jedynym zwigzkiem
podawanym donosowo w terapiach przeciwnowotworowych, ktéry przeszedt badania
kliniczne (Chen i in., 2018). Badania wykazaty, ze wylaczne leczenie glejaka alkoholem
perylowym umozliwia utrzymanie pacjentdéw w stanie remisji klinicznej nawet przez 4 lata
(De Fonseca i in., 2013). Eksperymenty na liniach komérkowych wykazaty, ze alkohol
perylowy zaburza regulacj¢ szlaku mewalonianu i Ras-Raf-MEK-ERK w komorkach
glejaka linii U87 1 U343. Dodatkowo alkohol wptywa na potranslacyjng modyfikacj¢ H-Ras
i Racl (Afshordel i in., 2015). Co ciekawe, w badaniach prezentowanych w niniejszej pracy
alkohol perylowy wykazywal stosunkowo niskg ok. 3% aktywno$¢ w indukcji $mierci
komorkowej. Co wazne, badane zwigzki nie indukowaly ani nekrozy ani autofagii, co jest
korzystne ze wzgledu na uniknigcie stanéw zapalnych 1 martwiczych tkanek, a nawet catych
narzadow (Jakubowicz-Gil i in., 2017). Do tej pory brak jest prac zwigzanych z okresleniem
aktywnosci antyglejakowej innych alkoholi terpenowych, jednak pilotazowe badania wtasne
wskazuja, ze wysoki potencjal antynowotworowy posiadaja rowniez cytronellol i myrtenol
oraz ich niektore estry.

Badania antymikrobiologiczne (Tab. 28 i 29) wykazaly, ze najbardziej wrazliwym na
terpeny gatunkiem byt Staphylococcus aureus. Najwyzsza aktywnos¢ wykazywat farnezol,
a zaraz za nim inne alkohole terpenowe z wyjatkiem myrtenolu. Co ciekawe, zaden produkt
biokatalizy myrtenolu nie wykazywat aktywnosci antybiofilmowej wobec S. aureus.
W przypadku produktéw biokatalizy tylko propionian alkoholu perylowego wykazywat
nieznacznie wyzsza aktywnos$¢ antybiofilmowa od alkoholu. Wobec drozdzakow
C. albicans zaobserwowano aktywnos$¢ wszystkich alkoholi terpenowych oprocz alkoholu

perylowego i myrtenolu. Jednak ich pochodne otrzymane w wyniku biotransformacji, takie
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jak maslan myrtenolu, epoksyd myrtenalu i octan alkoholu perylowego wykazywaly okoto
30% aktywnos¢ wobec komorek biofilmu. Najnizsza wrazliwosé na zwigzki wykazywata
paleczka P. aeruginosa. W metodzie BioAntiVol aktywno$¢ wobec pateczki ropy bi¢kitnej
wykazywaty epoksyd myrtenalu, cytronellol, geraniol i nerol, z kolei w metodzie DK,
oprocz wymienionych zwigzkoéw, aktywnos§¢ wykazaly rowniez alkohol perylowy i octan
myrtenolu. Réznice w aktywnosci badanych terpenéw wobec mikroorganizméw w dwoch
metodach mogg wynika¢ z réznej lotnosci zwigzkéw. W metodzie dyfuzyjno-krazkowe;j
(DK) zwiazki naniesione na krazki bibutowe mogty bezposrednio oddziatywaé na komorki
z omini¢ciem parowania. Z kolei r6zna wrazliwo$¢ drobnoustrojow na badane zwiazki moze
wynika¢ z budowy ich $ciany komoérkowej. Najbardziej wrazliwy S. aureus jest bakterig
Gram-dodatnig i nie posiada zewngtrznej blony komorkowe;j. Z kolei §ciana P. aeruginosa,
bakterii Gram-ujemnej, dodatkowo ztozona jest z zewngtrznej blony, ktora moze utrudniaé
terpenom wnikanie do $§rodka komorki lub oddziatywanie bezposrednio z wewngetrzng btong
komoérkowa. Sciana komoérkowa drozdzakéw C. albicans sktada si¢ ze $ciany zewnetrznej
zbudowanej z mannanow 1 biatek, §ciany wewnetrznej zbudowanej z a- 1 B-glukanow
1 chityny oraz btony komoérkowej stanowiacej dwuwarstwe lipidowa. W przypadku badan
antygrzybiczych wobec A. niger i P. chrysogenum w hodowli wglebnej na ptytkach
wielodotkowych wykazano, ze wszystkie estry kaprylowe i pelargonowe hamujg wzrost
grzybéw w takim samym stezeniu 1024 pg/ml. Co ciekawe, w tym teScie jedynym
alkoholem, ktory nie wykazywal aktywnosci, byt farnezol. W badaniach wtlasnych
potwierdzono  wysoka aktywno$¢ antymikrobiologiczng alkoholi  terpenowych
obserwowang przez innych autoréw (Kotan 1 in., 2007, Shin i Lim, 2004, Chen 1 Viljoen,
2010, Singh i in., 2016, Figueiredo i in., 2020, Ansani i in., 2018) i wykazano, Zze niektore
nowe produkty ich biokatalizy wykazuja wyzsza aktywno$¢ od swoich prekursoréw. Jednak
mechanizm dziatania tych zwigzkéw zarowno wobec komorek nowotworowych, jak

1 przeciw drobnoustrojom wymaga dalszych badan.
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Whnioski

Liofilizowana grzybnia C. pannorum A-1 jest wydajnym katalizatorem estryfikacji
alkoholi terpenowych i kwasow karboksylowych.

Stabilizacja pH weglanem wapnia oraz dodatek oliwy z oliwek zwigksza aktywnos¢
biokatalityczng grzybni oraz wydajno$¢ uzyskiwanej biomasy katalizatora.
Estryfikacja cytronellolu z kwasem octowym zachodzi z najwicksza wydajnoscia
w heksanie zawierajagcym 3% w/v biokatalizatora, z dwukrotnym nadmiarem alkoholu
do kwasu w 30°C bez konieczno$ci mieszania uktadu.

Biokatalizator w postaci grzybni C. pannorum A-1 wykazuje $ladowa aktywno$¢
estryfikacji drugorzedowych alkoholi terpenowych i brak aktywnos$ci wobec alkoholi
trzeciorzedowych. Wydajnos¢ biokatalitycznej estryfikacji pierwszorzgdowych
alkoholi terpenowych wzrasta wraz ze wzrostem dlugos$ci tancucha weglowego kwasu
uzytego do estryfikacji.

Biokatalizator jest stabilny w rozpuszczalnikach organicznych, wysokiej temperaturze
(do 70°C) i w obecnosci kwasu octowego. Charakteryzuje si¢ takze duzg pojemnoscia
wodng.

Grzybnia C. pannorum A-1 moze by¢ z powodzeniem wykorzystana w minimum
7 cyklach katalitycznych.

Inkubacja grzybni w buforze o pH powyzej 9,2 prowadzi do uwolnienia biatek z grzybni
do buforu.

Bioimprinting hydrolazy zwigzanej z grzybnig C. pannorum A-1 zwigksza jedynie
aktywno$¢ wobec alkoholu pierwszorzedowego.

Biokatalizator zachowuje ponad 80% wyjsciowe] aktywnosci po rocznym
przechowywaniu w -20°C.

Sposrod cytronellolu, alkoholu perylowego i myrtenolu tylko myrtenol ulega
biomimetycznej oksydacji przy uzyciu porfiryn w uktadzie fotokatalitycznym.
Najbardziej wydajnym biomimetycznym katalizatorem fotoutlenienia myrtenolu jest
5,10,15,20-tetrafenylopofiryna (H2TPP).

Nowym produktem utleniania myrtenolu w ukladzie biomimetycznym jest tlenek
myrtenalu.

Biomimetyczna kataliza myrtenolu zachodzi z najwigksza wydajnoscia w chloroformie

przy 0,1 M stezeniu substratu, 0,1-0,2 mM stezeniu H2TPP w 25°C.
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14. Podstawowy mechanizm biotransformacji myrtenolu przy uzyciu H2TPP opiera si¢ na
konkurencyjnym udziale reaktywnych form tlenu: tlenu singletowego (*O.) oraz
rodnikéw tlenowych.

15. Niektére produkty biokatalizy wykazuja wyzszg aktywno$¢ biologiczng zwlaszcza
wobec komorek glejaka anaplastycznego oraz umiarkowang wobec mikroorganizmow.

16. Brak liniowej korelacji pomiedzy dlugoscia tancucha weglowego kwasu
karboksylowego a aktywnos$cig estrow w stosunku do komorek ludzkiego glejaka
wskazuje, ze optymalna dla aktywno$ci antynowotworowej dhugos¢ *lancucha

weglowego jest indywidualng wlasciwos$cig estrow konkretnego alkoholu terpenowego.
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probiotics supplementation on bone quality characteristics in young Japanese quail
(Coturnix japonica): the role of sex on the action of the gut-bone axis. Animals 2020,
10, 440.

2. Kutyla, M.; Fiedurek, J.; Gromada, A.; Jedrzejewski, K.; Trytek, M. Mutagenesis and
adaptation of the psychrotrophic fungus Chrysosporium pannorum A-1 as a method for
improving B-pinene bioconversion. Molecules 2020, 25, 2589.

3. Buczek, K.; Derylo, K.; Kutyla, M.; Rybicka-Jasinska, K.; Gryko, D.; Borsuk, G.;
Rodzik, B.; Trytek, M. Impact of protoporphyrin lysine derivatives on the ability of
Nosema ceranae spores to infect honeybees. Insects 2020, 11, 504.
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4. Kutyla, M.; Trytek, M.; Buczek, K.; Tomaszewska, E.; Muszynski, S. Biomass of a
psychrophilic fungus as a biocatalyst for efficient direct esterification of citronellol.
Bioenergy Res. 2022, 15, 399-411.

5. Kutyla, M.; Maciejczyk, A.; Trytek, M.; Jakubowicz-Gil, J. Biocatalytic synthesis of
terpene esters and their biological activity in human glioma cells. Curr. Pharm.
Biotechnol. 2022, 23, 760-765.

Rozdzialy w monografiach:

1. Jedrzejewski, K.; Fiedurek, J.; Rusinek, P.; Kutyla M. Wplyw stresu oksydacyjnego na
biotransformacj¢ P-pinenu przy uzyciu psychrotroficznego grzyba Chrysosporium
pannorum. Mikrobiologia oraz metody analityczne w nauce Wydawnictwo Tygiel,
Lublin 2016, 197-213.

2. Kutyla, M.; Trytek, M. Liofilizowana grzybnia Chrysosporium pannorum A-1 jako
wydajny biokatalizator syntezy estrow terpenowych, str. 54-57, Praca zbiorowa: Nauka
i przemyst — lubelskie spotkania studenckie, pod red. Doroty Kotodynskiej, Lublin 2021.
ISBN 978-83-227-9503-3.

3. Gfladysz-Ptaska, A.; lwan, J.; Hubicki, Z.; Kutyla, M.; Trytek, M. Zastosowanie
biosorbentu 1 zywicy jonowymiennej do usuwania jondw toru, str. 238-242, Praca
zbiorowa: Nauka i przemyst — lubelskie spotkania studenckie, pod red. Doroty
Kotodynskiej, Lublin 2021. ISBN 978-83-227-9503-3.

Doniesienia zjazdowe:

1. Trytek, M.; Skowronek, M.; Podkoscielna, B.; Gawdzik, B.; Gromada, A.; Kutyla, M.;
Fiedurek, J. Bioconversion of inulin by A. niger inulinase immobilized on reactive
epoxy-functionalized polymers. 4th Symposium on Biotransformations for
Pharmaceutical and Cosmetic Industry, Trzebnica, Poland 25-27 June 2018. Poster.

2. Kutyla, M.; Fiedurek, J.; Trytek, M.; Gromada, A.; Jedrzejewski, K. Mutagenesis and
adaptation of psychrotrophic fungus Chrysosporium pannorum A-1 for improvement of
B-pinene bioconversion. 4th Symposium on Biotransformations for Pharmaceutical and
Cosmetic Industry, Trzebnica, Poland 25-27 June 2018. Poster.

3. Trytek, M.; Buczek, K.; Kutyla, M.; Rybicka-Jasinska, K.; Borsuk, G.; Gryko, D.
“Effect of visible light on the activity of porphyrins against Nosema microsporidia”
Symposium on Dyes & Pigments, Sevilla, Spain, 8-11 September 2019, Book of

Abstracts, 06.2.5.
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Frant, M.; Paduch, R.; Trytek, M.; Kutyla, M.; Pi¢t, M.; Kandefer-Szerszen M.
“Biological activity of selected porphyrins in human colorectal cancer cells in vitro”.
Symposium on Dyes & Pigments, Sevilla, Spain, 8-11 September 2019, Book of
Abstracts, P1.4.3. Poster.

Kutyla, M.; Trytek, M.; Buczek, K.; Gromada, A. Production of terpene esters by
esterification catalysed by mycelium of Chrysosoporium pannorum A-1. 2019
International Conference on Biotechnology and Bioengineering, Poznan, Poland 25-28
September 2019. Poster.

Kutyla, M.; Trytek, M. Liofilizowana grzybnia Chrysosporium pannorum A-1 jako
wydajny biokatalizator syntezy estrow terpenowych. Nauka i przemyst — lubelskie
spotkania studenckie, Lublin 28 czerwca 2021. Wystapienie ustne.

Gladysz-Ptaska, A.; lwan, J.; Hubicki, Z.; Kutyla, M.; Trytek, M. Zastosowanie
biosorbentu i zywicy jonowymiennej do usuwania jondéw toru. Nauka i przemyst —
lubelskie spotkania studenckie, Lublin 28 czerwca 2021. Poster.

Kutyla, M.; Stankevi¢, M.; Piet, M.; Trytek, M. Biocatalytic preparation of a myrtenol
derivative with potential anticancer properties. 5" Symposium on Biotransformation for
Pharmaceutical and Cosmetic Industry, 13-15 czerwca 2022, Jura Krakowsko-
Czestochowska. Poster.

Viana, A.F.S.; Fernandes, H.B.; Sousa, C.F.A.; Kutyla, M.; Stankevi¢, M.; Trytek, M.;
Oliveira, R.C.M. Gastroprotective effect of a chemical substance derived from the
biotransformation of (-)-myrtenol in an experimental model of ethanol induced gastric
lesions in mice. 11l Biotec Meeting 2022, Teresina, Brazylia, 17-19 listopada 2022.

Rozszerzony abstract.

Nagrody i wyrdznienia:

1. Nagroda zespotowa Rektora UMCS za rok akademicki 2021/2022 za patenty dotyczace

sposobu otrzymywania biokatalizatorow grzybowych.

Patenty:

1.

Kutyla, M.; Trytek, M. Sposéb otrzymywania biokatalizatorow z grzybow
mezofilnych. P.240994. 2022.

Kutyla, M.; Fiedurek, J.; Trytek, M.; Sposéb otrzymywania biokatalizatorow z
grzybdéw psychrofilnych. P.240995, 2022.
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Wyijazdy i staze:

07/2014 — 08/2014 — Praktyka w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym — Panstwowym

Instytucie Badawczym w Putawach w Zakladzie Chorob Ryb, Zakladzie Anatomii

Patologicznej i Pracowni Mikroskopii Elektronowe;j.
05/2019 — 07/2019 — Staz naukowy w Zakladzie Biologii Srodowiskowej i Apidologii

Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Dydaktyka:

»Mikrobiologia Przemyslowa” dla studentoéw II roku I° kierunku Biotechnologia;
»Mikrobiologia Przemystowa KP” dla studentow I roku II° kierunku Biologia spec.
mikrobiologia;

»Grzyby w biotechnologii” dla studentow I roku I° kierunku Biotechnologia;
»Inzynieria Procesow Biotechnologicznych” dla studentow III roku I° kierunku
Biotechnologia;

»Genetyka KR” dla studentow II roku I° kierunku Biologia.

Dodatkowa dzialalnosé:

Organizacyjna i popularyzatorska:

o B~ D

9.

Organizacja i czynny udzial w Nocy Biologow w latach 2018-2022;

Organizacja i czynny udziat w Drzwiach Otwartych UMCS w latach 2018-2021,
Organizacja i czynny udzial w zajeciach ze Szkotami Partnerskimi UMCS w roku 2022;
Czynny udzial w warsztatach organizowanych w ramach I1I Green Week 2022;
Czynny udziat w warsztatach organizowanych w ramach Lubelskiego Festiwalu Nauki
w 2022;

Ekspert medialny Wydziatu Biologii 1 Biotechnologii UMCS;

Opiekun infrastruktury w Laboratorium Podstawowym Pracowni Inzynierii
Bioprocesowej Instytutu Nauk Biologicznych;

Wygloszenie referatu pt.: ,,Gdzie si¢ piwo warzy tam si¢ dobrze darzy — czyli stow kilka
o piwowarstwie” na sesji naukowej Lubelskiego Towarzystwa Naukowego, 21 lutego
2020 roku.

Czlonek Kolegium Dziekanskiego w roku akademickim 2022/2023;

10. Opiekun Kota Naukowego Mikrobiologéow ,,.Bakcyl”.
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Podnoszenie kwalifikacji poprzez udzial w szkoleniach:

1.

10.
11.
12.

13.

Udzial w szkoleniu ,Jak z sukcesem przygotowa¢ wniosek o grant”, Krakow
13.03.2018 r;

Udziat w seminarium ,,Najnowsze rozwigzania technologiczne w chemii analityczne;j”,
Lublin 16.10.2018 r.;

Udziat w szkoleniu ,,Prawo autorskie i wtasnosci intelektualnej”, Lublin 11.12.2018 r.;
Udzial w seminarium ,Innowacyjne rozwigzania do hodowli komorek ssaczych”,
Lublin 17.10.2019 r.

Udzial w seminarium ,,From the Lab to the Manufacturing floor — Monitoring
Fermentation with a Biological Perspective” 25.05.2021 r.

Udziat w szkoleniu ,,Prosty jezyk w komunikacji publicznej”, Lublin 19.01.2022 r.;
Udziat w szkoleniu ,,Koniec semestru - sposoby wsparcia studentoéw w radzeniu sobie
z zaliczeniami i egzaminami w trakcie pierwszej sesji”, Lublin 01.02.2022 r.;

Udziat w szkoleniu ,,Fundamentals of Western Blotting Course”, on-line, 09.06.2022 r.;
Udziat w Warsztatach analitycznych zorganizowanych przez firm¢ MS Spektrum
w EcoTech Complex Lublin, 21.06.2022 r.;

Udziat w szkoleniu “Szkolenie dla opiekunéw lat i kierunkéw”, Lublin, 20.09.2022 r.;
Udziatl w warsztatach ,,Statystyka w R i RStudio”, Lublin, 27-29.09.2022 r.;

Udziat w wyktadzie ,Planowanie kariery zawodowej naukowcow”, Lublin,
27.10.2022 r.;

Uprawnienia do obstugi autoklawow.
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