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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr in!. Natalii Kmiecik zatytnlowanej 

,,Otrzymywanie chiralnych pochodnych fosfonianów metodami biokatalitycznymi" 

Praca doktorska Path mgr in2. Natalii Kmiecik zostala wykonana w Zakladzie Chemii 

Bioorganicznej Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej, pod kierunkiem dr hab. ink. 

Ewy ymañczyk-Dudy, prof. PWr. 

Przedstawiona do oceny praca jest kontynuacj q wieloletnich badañ naukowych prowadzonych w 

Zakladzie Chemii Bioorganicznej Politechniki Wroclawskiej i wpisuje sic w nurt badañ 

zwiqzanych z syntezq oraz mikrobiologicznymi przeksztalceniami fosfonianów. Stanowhce 

przedmiot badañ aminofosfoniany posiadajq zr&nicowanq aktywnoé bio1ogiczn 

(,rzeciwbakteryjn, antywirusow, przeciwnowotworow, neuroaktywn), która czyni je 

zwizkami o wysokim potencj ale aplikacyjnym. Zatem badania ukierunkowane na uzyskiwanie 

nowych, zróznicowanych strukturalnie pochodnych o wysokiej czystoci optycznej jest jak 

najbardziej uzasadnione. 

Celem swoich badañ Autorka uczynila wyselekcjonowanie oraz okre1enie aktywnoci grzybOw 

nitkowatych zawierajcych ukiady enzymatyczne prowadzce do otrzymania chiralnych 

zwizków fosforoorganicznych. W obszarze dociekañ badawczych Autorki znalazlo sic 

okre1enie mozliwych cie2ek przebiegu procesu biotransformacji kwasów a-aminofosfonowych 

wraz z optymalizacjq, opracowaniem technik rozdzialu, oczyszczatha i identyfikacji produktów. 

Na podhe1ethe zasluguje podjçcie próby okrelenia mo21iwoci przeniesienia procesu 

biotransformacji aminofosfonianOw ze skali laboratoryjnej na wiqkszl skalç, stanowice o 

moIiwym charakterze aplikacyjnym pracy. 

Badania byly wspólfinansowane ze grodk6w Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego z 

projektu ,,Biotransformacje uyteczne w przemyle farmaceutycznym i kosmetycznym" (POIG 

01.03.01-00-158/09). 
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Przedstawiona do oceny dysertacja jest opracowaniem naukowym 1iczcym 156 stron 

zaopatrzonym w 17 tabel, 74 rysunki oraz 156 pozycji pimiennictwa. Rozprawa zostala 

podzielona na 7 rozdzialów obejmujqcych: streszczenie, wstçp teoretyczny, Cel pracy, badania 

wiasne, podsumowanie, materialy i metody oraz !iteraturç. Strukturç pracy wzbogaca wykaz 

stosowanych skrótów i symboli oraz najwaniejszych zwizków wykorzystanych w badaniach 

wiasnych. Dolczony do dysertacji odrebny, zalaminowany wykaz struktur objçtych badaniami 

stanowil pomocne narzçdzie w ana!izowaniu wynikOw badañ. 

Wprowadzeniem do opisu zrealizowanych badañ jest 34-strormicowy ,,Wstçp teoretyczny" 

poprzedzony ,,Streszczeniem". W syntetycznie napisanym, dwustronicowym ,,Streszczeniu" 

Doktorantka przedstawila oprócz przeslanek do podjecia badañ, najistotniejsze wyniki swojej 

pracy. ,,Wstep teoretyczny" zostal podzielony na dwie glowne czçci. Pierwsza czçé 

zatytulowana ,,Proces biokata!izy" zawiera metodo!ogiç prowadzenia procesów 

biotransformacji, przyklady biotransformacji prowadzonych z udzialem grzybów nitkowatych 

oraz drody, przyklady biotransformacji a-aminofosfonianów oraz charakterystykç i 

otrzymywanie chiralnych kwasów a-hydroksyfosfonowych na drodze biokatalizy. Druga czçá 

charakteryzuje grzyby z rodzaju Penicillium oraz Fusarium pod ktem ich przydatnoci w 

procesach biokatalizy. Wstçp teoretyczny, zdaniem recenzentki, mOglby zostaé wzbogacony o 

informacje dotyczce wla.ciwoci oraz szerokiego spektrum wykorzystania fosfonianOw, 

kosztem opisu ogó!nej metodologii prowadzenia procesów biotransformacji (str. 23-27). 

Odpowiednio przedstawionq metodo!ogie prowadzenia procesów biotransformacji czytelnik 

odnajduje w opisie badañ wiasnych oraz w rozdzia!e ,,Materialy i metody". Zbçdne, wydajq sic 

bye zbyt szczególowe opisy biotransformacji ksenobiotycznych substratOw innych ni 

fosfoniany, dotyczce redukcji acetofenonu i jego pochodnych, redukcji karwonu czy hydrolizy 

wiqzania epoksydowego w mieszaninie racemicznej benzyloksymety!ooksiranu. Ten fragment 

pracy mozna byloby zastpiC znanymi w literaturze przykladami biokata!itycznej redukcji 

ketofosfonianów czy hydrolizy epoksyfosfonianów, które to bezporednio korelowalyby z da1sz 

czqgciq pracy. Pozostala czçC ,,Wstçpu teoretycznego" 969le koresponduje z tematykq 

badawcz. Generalnie rozdzial ten napisany jest ciekawie i wskazuje na dobrq orientacjç 
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Doktorantki w omawianym temacie, mozna w nim jednak odna1eé kilka niecisloci, które z 

obowizku recenzentki wymieniam poniej: 

• Strona 30 (wers 7) - nazwa zwizku oznaczonego numerem 8 powinna brzmieé - (1R,2R,5S)-

5-izopropenylo-2-metylocykloheksanol, a the j ak czytamy w pracy 1 R,2R,4S-6-metylo-3 - 

izopropyloheksanol. 

• Podpis po rysunkiem 5 zamiast ,,Stereoselektywny proces biooksydacji benzoiny..." powinien 

brzmieé - ,,Kinetyczny rozdzial mieszaniny racemicznej benzoiny" (rysunek 5 nie przedstawia 

procesu utleniania). 

• Strona 35 (wers 3) - zdanie ,......aminokwasów  aromatycznych, które s4 skiadnikiem 

antocyjanów, flawonoidów..." , zawiera spore uproszczenie, poniewaz biosynteza piercieni A i 

B flawonoidów zachodzi w dwóch szlakach - octanowym (A) i szikimowym (B). Piercieñ A 

powstaje z trzech czsteczek malonylo-CoA uzyskanych z przemian glukozy. Piercieñ B jest 

utworzony z 4-kumaroilo-CoA, który powstaje w szlaku szikimowym z fenyloalathny. 

Kondensacja piercienia A i B prowadzi do powstania chalkonu, który z udzialem izomerazy 

ulega cyklizacji do flawanonu. 

• Rysunek 9 powinien bye wykonany bardziej precyzyj the w kwestii po1czeñ miedzy atomami 

C-P (struktura 15,16 i 18), P-O (struktura 17 i 19) oraz C-N (struktura 15-19). 

• Strona 52 (wers 17) slowo ,,flawonu" powinno bye zastqpione slowem ,,flawanonu". 

• Strona 52 (wers 18) zdanie ,,Kolejna reakcja hydroksylacji prowadzi do rozszczepienia 

wia.zania.......powinno bye zmienione, poniewaz w opisywanej reakcji obserwujemy w 

pierwszym etapie hydroksylacje w pozycjç 4' piercienia B ukiadu flawanonu i nastçpujqce P0 

niej otwarcie heterocyklicznego piercietha C, przez co powstaje karbokation benzylowy o 

wysokiej trwa1oci. Nastçpnie jeden z atomów wodoru §ciqgany jest przez wolnq parc 

elektronowq atomu tienu, dajqc strukturç chalkonu, który w reakcji redukcji enzymatycznej 

przeksztalca sic w dihydrochalkon (zatem the ma tu drugiej reakcji hydroksylacji). 

• W podpisie pod rysunkiem 23 slowo ,,flawonu" powinno byC zmienione na slowo 

,,flawanonu". 

Cel pracy zostal jasno sformulowany, a przedstawiona koncepcja rozwüzania problemu 

badawczego jest kiarowna. 
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Rozdzial zatytulowany ,,Badania wiasne" odzwierciedla duty wklad pracy, jaki Doktorantka 

wiozyla w realizacjç zaplanowanych badañ i pokazuje ich interdyscyplinarny charakter. 

Rozpoczyna go opis syntez trzech kwasów a-aminofosfonowych: kwasu 1-amino-2-

metylopropanofosfonowego, kwasu 1 -aminofenylometanofosfonowego, kwasu 1 -amino-2-

metylobutanofosfonowego oraz fosfonianu zawierajqcego w swojej strukturze piercieñ fi-
laktamowy - 0,0-dimetylo-4-oksoazetydyno-2-ylofosfonianu. W/w zwiqzki pehiily rolç 

substratów w procesach biokonwersji opisanych szczególowo w dalszej czçci pracy. Pulç 

substratów wykorzystanych w procesach biotransformacji wzbogacily cztery heterocykliczne 

aminofosfoniany uzyskane w ramach wspólpracy z dr hab. Tomaszem Olszewskim z Zakiadu 

Chemii Organicznej Politechniki Wroclawskiej oraz trzy fenylowe pochodne zwizkOw 

fosforoorganicznych uzyskane dziçki wspólpracy z mgr in. PatrycJ4 Miszczyk z Zakiadu 

Chemii Bioorganicznej Politechniki Wroclawskiej. 

Autorka, bçdqc biotechnologiem sprawnie porusza sic w obszarze syntezy organicznej. 

Udowadnia to umiejçtnym planowaniem i wykonaniem kolejnych syntez kwasów a-

hydroksyfosfonowych oraz fosfonowych pochodnych kwasu asparaginowego, które mialy 

stanowié wzorce produktów w procesach biotransformacji. Trudnoci w tym wtku badawczym 

napotyka jedynie w syntezie ketofosfonianów i wynikajq one z niskiej stabi1noci tych 

zwizków. Dziçki temu proces biotransformacji dodatkowo zyskuje na znaczeniu, poniewaz 

pozwala na uzyskanie stabilnych fosfonowych ketokwasOw. Na1e4 podkre1i6, i2 uzyskane 

wyniki sq odpowiednio udokumentowane i jednoznaczne, a interpretacja poszczegolnych typow 

widm 31 P NMR, 1 H NMR, 13C NMR zwizków porednich jak i produktów koñcowych 

poszczegolnych przemian, jest wykonana skrupulatnie, co 9wiadczy o bieg1oci Doktorantki w 

tej materii. 

Spoiym osigniçciem Path mgr in2. Natalii Kmiecik, uwieñczonym publikacjq w czasopimie 

,,Spectroscopy", bylo opracowanie metody pozwalajqcej na okrelethe skiadu 

enancjomerycznego zwiqzków fosforoorgathcznych uzyskanych w wyniku syntezy I 

biotransformacji, z wykorzystaniem spektroskopii 31 P NMR z dodatkiem a-cyklodekstryny jako 

chiralnego dyskryminatora. StaIq wartoó stanowilo stçethe badanego substratu (10mM) oraz 

stç2ethe a-cyklodekstryny (100mM). W analizowanych próbach manipulowano wartociami pH 
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roztworów kwasów aminofosfonowych oraz hydroksyfosfonowych. Na1ey dodaé, i 

analizowane pochodne fosfonianów nalezq do trudnych eksperymentalnie zwizków ze wzglçdu 

na ich zróznicowanq rozpuszcza1no6, budowç oraz obecnoó w niektórych przypadkach dwóch 

centrów stereogenicznych. 

Druga czçé rozdzialu ,,Badania wiasne" dotyczy wykorzystania metod transformacji 

mikrobiologicznych do otrzymywania chiralnych zwiqzków fosforoorganicznych. Tu Autorka 

porusza sic wedlug okre1onej (bardzo czytelnej sekwencji). Z osobna dia kazdego u2ytego w 

biotransformacjach substratu omawia: przeprowadzonq standardowq procedurç biotransformacji, 

optymalizacjç procesu biotransformacji, podsumowanie wyników, identyfikacjç produktów 

otrzymanych w procesie biotransformacji oraz zwiçkszenie skali procesu. 

Jednym z najwaniejszych osigniçë tej czçci badañ jest potwierdzenie przez Doktorantkç 

hipotezy okre1aj4cej §cieAq przebiegu procesu biotransformacji chiralnych kwasów 

aminofosfonowych: utlenianie kwasu aminofosfonowego do ketofosfonianu, a nastçpnie 

redukcja do odpowiedniego hydroksykwasu. 

Wybrany przez Doktorantkç na podstawie badañ selekcyjnych szczep Penicillium funiculosum 

okazal sic najlepszym biokatalizatorem w biotransformacjach alifatycznych a-

aminofosfonianów. W pierwszym etapie katalizowal proces oksydatywnej deaminacji 

odpowiedniego a-aminofosfonianu do prochiralnego ketofosfonianu, a nastepnie reakcjç 

redukcji w wyniku, której powstawal analog strukturalny kwasu ct-hydroksyfosfonowego. Takq 

samq 9cieAq przemian Doktorantka zaobserwowala w przypadku transformacji aromatycznego 

kwasu 1 -amino-2-metylopirydynofosfonowego. Ze wzglçdu na brak selektywnoci procesu 

wprowadzala do mieszaniny biotransformacyjnej katalityczne i1oci ketonu metylopropylowego 

lub pirogronianu sodu, które stanowily element cyklu regeneracji kofaktorów wymaganych przez 

enzymy z kiasy oksydoreduktaz. Zabieg ten spowodowal w przypadku dodania pirogronianu 

sodu podniesienie stopnia przereagowania kwasu 1-amino-2-metylopirydynofosfonowego z 34% 

do 70%. Selektywnoé zachodzcej reakcji Doktorantka uzyskala poprzez zmianç sposobu 

prowadzenia procesu biokonwersji z reakcji okresowej na proces ci4giy, dziçki której udalo sic 

uzyskaó optycznie czysty kwas (5)-i -amino-2-metylopirydynofosfonowy. 
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Kolejnym istotnym osigniçciem Doktorantki bylo przeprowadzenie hydrolitycznego 

kinetycznego rozdzialu mieszaniny racemicznej 0,0-dimetylo-4-oksoazetydyno-2-

ylofosfonianu, który prowadzil do otrzymania czystego optycznie 0-metylo-4-oksoazetydyno-2-

ylofosfonianu w enancjokonwergentnej reakcj i. 

Precyzyjna analiza wyników badañ the bylaby mozliwa bez opracowanej przez Doktorantkç 

skutecznej, szybkiej oraz taniej metody izolowania produktów biotransformacji. 

Mimo ogólnie bardzo pozytywnego wraenia, co do uzyskanych wynikOw i ich prezentacji, 

pozwalam sobie mieé kilka pytañ i uwag do tej czçci pracy. Wymieniam je ponizej. 

• Strona 62 (podpis pod rysunkiem 35) zamiast ,,.. .przesuthçcie chemiczne pochodzce od 

kwasu..... "  , powiimo bye ,,..przesuniçcie chemiczne sygnalów pochodzcych od jder fosforu 

grupy fosforylowej na widmach 31P NMR ...". 

• Strona 73 (wers 4 i 5) - nalezy wprowadzié zmiany zgodnie z powy2sZ4 sugesti4 

• Nazwa zwiqzku 69 pojawiajqca sic w pracy dwojako: 0,0-dimetylo-4-oksoazetid-2-

ylofosfonian (str. 58, 147) lub 0,0-dimetylo-4-oksoazetidin-2-ylofosfonian (str. 103) powilma 

bye ujednolicona oraz poprawiona na 0,0-dimetylo-4-oksoazetydyno-2-ylofosfonian. 

• Strona 76 (wers 3) - powinno byC ,,(Materialy i metody, podrozdzial 6.3.2)", a the 6.2.4. 

• Strona 85 (wers 33) - powinno byC ,,(Materialy i metody, podrozdzial 6.3.1)", a the 6.2.3. 

• Strona 87 (wers 22-23) - Proszç o wyja.nienie, z czego wynikajq róznice w wartociach 

przesuniçC chemicznych sygnalów pochocIzcych od jder fosforu na widmach 31 P NMR kwasu 

1-okso-2-metylopropanofosfonowego 79 (6 = -2,55 ppm) oraz kwasu 1-hydroksy-2-

metylopropanofosfonowego 73 (6 = 24,04 ppm) w porOwnaniu do wartoci przesuniçC 

chemicznych tych2e zwizkow przedstawionych na rysunku 52. 

• Proszç o wyjanienie czy w trakcie biotransformacji kwasu 1 -amino-2-

metylopropanofosfonowego 21 prowadzonej w kulturze szczepu P. feniculosum oznaczany byl 

nadmiar enancjomeryczny nieprzereagowanego aminofosfonianu (strona 88). 
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• Nazwa rodzajowa i gatunkowa szczepu w pelnym brzmieniu powinna bye podana tylko w 

przypadku pierwszego uycia w tekcie. Dalej nalezy poshigiwaC sic formq skrócon. 

• Strona 92 (wers 27) - Zdanie ,,. . .wykonano widmo JR (1674 cm -1 ), ktOre potwierdzilo 

otrzymanie kwasu 1-okso-2-metylopropanofosfonowego 79...", powinno bye napisane 

precyzyjnie i brzmieC ,,.. .obecnoC pasma absorpcji (1674 cm -1 ) na widmie JR potwierdzilo 

obecnoë grupy karbonylowej w strukturze zwiqzku 79...". 

• Strona 95 (wers 20), strona 96 (wers 21 i 28), strona 98 (wers 4 i 6) - Kwas 1-

aminofenylometanofosfonowy (Phg') powinien byC oznaczony 22, a the 23 jak czytamy w 

tekcie. 

Strona 98 (wers 4) - nazwa zwitzku powinna brzmieé kwas 1-aminofenylometanofosfonowy, a 

the kwas 1 -fenylometanofosfonowy. 

• Proszç o wyjanienie, dlaczego na stronie 68 (wers 6) czytamy, i2 dia zwi.zków 69 i 22 the 

udalo sic dobraC odpowiedniej metodyki uwidocznienia i rozdzielenia sygnalów pochodzcych 

od enancjomerów na widmie 31 P NMR, a za przyczynç upatruje sic niedopasowanie tych 

zwitzkOw do wnçki a-cyklodekstryny, podczas gdy na stronie 99 (wers 22) czytamy, 2e w 

przypadku fosfonowego analogu strukturalnego Phg" 22 rozdzial enancjomerOw widoczny na 

widmie 31 P NMR uzyskano w §rodowisku kwanym (pH z 2). 

• Strona 103 (wers 20 i 26), strona 105 (tabela 10) - 0,0-dimetylo-4-oksoazetydyno-2-

ylofosfonian powinien bye oznaczony 69, a the 68. 

• Strona 106 (wers 16) - W zdaniu ,,W warunkach kontrolnych (bez biokatalizatora) substrat 

wyjciowy ...... pozostaje stabilny...", nalezaloby usunqd slowo ,,wyjciowy". 

• Sporym sukcesem byl rozdzial mieszaniny racemicznej 0,0-dimety!o-4-oksoazetydyno-2-

ylofosfonianu 69 zachodzqcy wedhig mechanizmu enancj okonwergentnego w wyniku którego 

otrzymano ezysty optycznie 0-metylo-4-oksoazetydyno-2-ylofosfonian 86. Czy zostala podjcta 

próba oznaczenia konfiguracji absolutnej tego zwi4zku? 

• Strona 134 i 136 - Brak jest dok1adnoci w opisie widm 'H NMR kwasu 1-amino-2- 

metylopropanofosfonowego 21, kwasu 1-amino-2-metylobutanofosfonowego 59 oraz kwasu 1- 
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hydroksy-2-metylobutanofosfonowego 74 (nieprecyzyjnie zostaly wskazane atomy, od których 

pochodzq poszczególne sygnaly), ponadto w opisie widma 1 H NMR zwi.zku 21 brakuje 

wartoci drugich stalych sprzç2enia w sygnalach bçdqcych dd. 

• Strona 138 (wers 16) - W opisanej reakcji hydrolizy wykorzystano 5 mmoli 0,0-dimetylo-4-

oksoazetydyno-2-ylofosfonianu 69, a nie jak podano w tekcie 4-oksoazetydyno-2-ylofosfonianu 

68. 

• Strona 146 (wers 3) - Opis procesu penneabilizacji znajduje sic w podrozdziale 6.3.2, a the 

6.2.4, jak wskazano w pracy. 

Sygnalizowane w recenzji sugestie, niedocigniçcia czy drobne pomylki the wplywajq na 

wartoá i pozytywny odbiór pracy. Oceniajqc wyniki uzyskane przez Doktorantkç nalezy 

podkre1i6 ich wartoé merytorycznq, czego dowodem moze bye fakt, iz czçC z nich stala sic 

przedmiotem dwóch opracowañ zamieszczonych w czasopismach z listy filadelfijskiej ze 

znaczcym wspólczyrinikiem oddzialywañ (trzecie opracowanie jest aktualnie recenzowane). 

Doktorantka jest wspólautorkq czterech innych publikacji oraz dwunastu prezentacji 

konferencyjnych. Przedstawione w dysertacji rezultaty gwiadczq o samodzie1noci i zrçcznoci 

Autorki w wykonywaniu czçsto nielatwych prac eksperymentalnych oraz dobrym opanowaniu 

metod syntezy chemicznej oraz biotransformacji. 

W zwizku z powyszym uwaam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wszelkie 

wymagania i warunki ujçte w Ustawie o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz o 

Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki z dnia 14 marca 2003 roku, z póniejszymi zmianami oraz 

Rozporzdzethe Ministra Nauki i Szkolnictwa Wy2szego z dnia 30 padziemika 2015 roku i 

niniejszym wystçpujç z wnioskiem do Rady Wydzialu Chemicznego Politechniki Wroclawskiej 

o dopuszczenie Pani mgr ink. Natalii Kmiecik do dalszych etapów przewodu doktorskiego. 

- ljv1'D ) 

dr hab. inz. Edyta Kostrzewa-Suslow, prof. nadzw. 
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