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Zwigzki fosforoorganiczne, a szczegdinie fosfonowe analogi strukturalne
aminokwaséw, od lat cieszg sie niestabngcym zainteresowaniem migdzynarodowego grona
badaczy. Szerokie  spektrum  aktywnosci  biologicznej  licznych  pochodnych
aminofosfonowych, zwigzane z modyfikowaniem (najczesciej hamowaniem) aktywnosci
enzyméw waznych szlakéw metabolicznych sprawia, ze gtéwny nurt badan dotyczy wptywu
tych substancji na funkcjonowanie zywych organizméw. Od pewnego czasu, rosngcym
zainteresowaniem badaczy cieszg sie przemiany pochodnych fosfonowych, katalizowane
przez organizmy. Coraz liczniejsze doniesienia naukowe dotyczace intrygujgcych zdolnosci
mikroorganizméw do prowadzenia réznorodnych przemian ksenobiotykéw fosfonowych,
wskazujg na wyrazne poszerzenie spektrum badan o tego typu zagadnienia.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Natalii Kmiecik jest znakomitym przyktadem tej
tezy, bowiem w mysl stéw Autorki podstawowym celem przeprowadzonych przez Nig badan
byto wykorzystanie biokatalizy jako narzedzia syntezy chiralnych pochodnych fosfonianow.
Realizujgc cel pracy, Doktorantka wykorzystata hodowle odpowiednio dobranych grzybéw
strzepkowych, co warto zaznaczy¢ — cate komorki, jako biokatalizatory. Substratami za$ byty
w wiekszosci kwasy a-aminofosfonowe; alifatyczne oraz z podstawnikami aromatycznymi.
Rozszerzajgc zakres przeprowadzonych eksperymentéw, Pani Natalia wykorzystata ten sam
rodzaj biokatalizatoréow do enancjokonwergentnej biotransformacji mieszaniny racemiczne;
0,0-dimetylo-4-oksoazetydyn-2-ylofosfonianu, ktérej efektem bylo otrzymanie czystego
optycznie O-metylo-4-oksoazetydyn-2-ylofosfonianu. Poszukujgc sposobu na zwigkszenie
wydajnoéci prowadzonych przemian, Autorka zastosowata takze enzymy dostgpne



komercyjnie, w tym penicilinaze z Enterobacter cloacae, co skutkowato niewielkim wzrostem
wydajnosci pozgdanego procesu. Naturalinym i racjonalnym pomystem w tak
zaprojektowanym toku badan, bylo sprawdzenie aktywnosci immobilizowanych
biokatalizatorow. Wynik tych eksperymentéw, byt bardziej interesujgcy niz pierwotnie
oczekiwane zwiekszenie wydajnosci procesu. Bowiem w tym przypadku zastosowanie P.
funiculosum immobilizowanego na piankach poliuretanowych, w procesie ciagtym,
doprowadzito do otrzymania optycznie czystego kwasu S-1-amino-2-
metylopirydynofosfonowego, w rezultacie enancjokonwergentnego przeksztatcenia kwasu 1-
amino-2-metylopirydynofosfonowego. O ile opisane enancjokonwergentne przemiany
wymienionych substancji uwazam za interesujgce procesy biokatalityczne i niewatpliwie,
oryginalne osiggniecie Doktorantki, o tyle nazwy nadane substratom tych proceséw
wzbudzajg watpliwosci. W przypadku ,0,0-dimetylo-4-oksoazetidin-2-ylofosfonianu”, to
jedynie prosba do Doktorantki by w miejsce nazwy ,azetidin” uzywac polskiego
odpowiednika  ,azetydyna’.  Natomiast przypisanie nazwy: kwas 1-amino-2-
metylopirydynofosfonowy, strukturze substancji podanej w pracy jako zwigzek 63, wywotuje
wieksze watpliwosci. Zgodnie z zasadami nazewnictwa, przyjetymi przez Autorke w
odniesieniu do innych zwigzkéw, bardziej odpowiednia dla tej struktury jest nazwa: kwas 1-
amino-1-(pirydyn-3-ylo)metylofosfonowy lub prosciej: kwas (amino(pirydyn-3-
ylo)metylo)fosfonowy. Pomimo ich wyrazenia, chcg podkreslic, ze wspomniane watpliwosci
zwigzane z nazewnictwem, majg jedynie charakter porzadkowy, gdyz omoéwienie i dyskusje
wynikow proceséw biokatalitycznych oparto na wynikach rzetelnie i precyzyjnie
przeprowadzonych pomiaréw spektroskopowych, ktére pozwolity na jednoznaczne ustalenie
struktury centrum chiralnego molekut fosfonianow.

Odnoszac sie do kompozycji dysertacji, pragne zwrocic uwage na klarowny,
klasyczny uktad, liczacego tacznie 156 stron opracowania, w ktérym wyrézniono (w zakresie
merytorycznym): wykaz stosowanych skrétéw, informacje o dorobku naukowym Doktorantki,
streszczenie pracy, prezentacje zagadnien badawczych w oparciu o literature przedmiotu,
zwiezle sformutowany cel badan, omoéwienie wynikéw, podsumowanie oraz czesé
zawierajgcg opis zastosowanych materiatbw i metod badawczych. W ostatniej ze
wspomnianych czesci pracy, zatytutowanej ,Materiaty i metody”, Autorka umiescita réwniez
informacje charakteryzujgce produkty przeprowadzonych przez Nig syntez chemicznych oraz
dane obrazujgce dynamike rozwoju hodowli grzybéw. Charakter i sposéb prezentacji tych
wartosciowych, w mojej opinii, danych wskazujg, ze z powodzeniem mogty one znalez¢ sie w
czesci poswieconej omdwieniu wynikéw, w ten sposdéb petniej odzwierciedlajac wysitek i
wszechstronno$é Pani mgr inz. Natalii Kmiecik, jako mtodej adeptki Nauki. Rysunki, ktérych
liczbe Autorka ustalita na siedemdziesiat cztery (74), chociaz sadze, ze jeszcze kilka grafik

zastuguje na umieszczenie w tym wykazie oraz zestawienia tabelaryczne w liczbie
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siedemnastu (17), sg dobrze wkomponowane w tekst i odzwierciedlajg istotne dla oméwienia
dane.

Oméwienie wynikéw badan wiasnych, Doktorantka rozpoczyna od prezentacji
substratow i przewidywanych produktéw proceséw biotransformacji, ktére zsyntezowata
osobiscie, bgdz pozyskata w wyniku wspotpracy z innymi badaczami. W ten sposéb Autorka
zyskata mozliwos¢ scharakteryzowania tych zwigzkéw metodami spektroskopowymi, dzigki
czemu mogta analizowa¢ dynamikg zmian ich zawarto$ci w hodowlach grzybéw. Takie
podejscie do rozwigzania problemu $wiadczy o dobrze przemyslanej koncepcji badan. Warto
podkreslié, iz do oznaczania nadmiardw enancjomerycznych, Autorka umiegjgtnie
wykorzystata i zoptymalizowata metode, bazujacg na zastosowaniu cyklodekstryn, jako
chiralnych odczynnikéw solwatujgcych, opracowang wczesniej w Jej macierzystym zespole.
Drugg z zastosowanych metod oznaczenia nadmiaru enancjomerycznego byt rozdziat
chromatograficzny (HPLC) na kolumnach z wypetnieniem chiralnym. O ile zastosowanie
pierwszej z wymienionych metod uwazam za kluczowe dla wynikow ocenianej pracy, o tyle
zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej z bezposrednig detekcjg UV, do
oznaczen zwigzkéw nie tworzacych odpowiedniego uktadu chromoforowego w podanych
warunkach rozdziatu, mozna potraktowa¢ co najwyzej jako prébe poszukiwania metody
alternatywnej.

Zasadniczym nurtem badan przeprowadzonych przez Panig mgr inz. Natalie Kmiecik
bylo katalizowane przez cate komoérki grzyboéw plesniowych, tworzenie chiralnych
hydroksyfosfonianéw z ich aminowych prekursoréw. Starajac sig¢, co warto podkreslic z
dobrym skutkiem, zaprezentowa¢ wyniki proceséw biotransformacji pochodnych
fosfonowych w sposéb klarowny, Doktorantka zastosowata pewien schemat toku narraciji,
ktéry powielata w odniesieniu do kazdego z substratow. Dzigki temu, juz na etapie
omowienia wynikow, stworzyta mozliwosé wskazania podobienstw (i réznic) toku przemian w
odniesieniu do kazdego z testowanych zwigzkéw. Dobrym pomystem jest takze
wprowadzanie czytelnika w tok badan, poprzez wyjasnianie kontekstu prowadzonych
eksperymentéw w poszczegoéinych podrozdziatach. Dzigki konsekwencji Autorki, te czesc
pracy uwazam za dobrze napisang i tej opinii nie zmieniajg nieliczne, niejednoznaczne
elementy opisu. Na przyktad nie jest dla mnie jasne na jakiej podstawie Doktorantka
identyfikuje hydroksypochodne zwigzku nr 21 — wspomniany ,wzrost intensywnosci” (str. 93-
94; rys. 57), skoro rdéznica wartosci przesunie¢ sygnatébw substratu i odpowiedniego
produktu, czyli po prostu odlegto$é pomiedzy odpowiednimi pikami zmienia si¢ (o ok. 1 ppm)
po dodaniu wzorca wewnetrznego. Jezeli jest to efekt np. zmiany odczynu, to warto o tym
wspomnie¢. Z kolei na stronach 100-101 znalazto sie sformutowanie rozpoczynajace si¢ od
frazy ,Analizowane aminofosfoniany stanowig egzogenne Zrodio rownowaznikdéw
redukujgcych dla grzyba, ....", ktére uwazam za nadmiernie spekulacyjne. Nie znalaztem w
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ocenianej pracy dowoddéw wskazujgcych na to, ze ,...wbudowujg sie¢ w przemiany redoks
zywych komérek ...", tym bardziej, ze grzyby znane sg ze swoich zdolnosci do
katalizowanych zewnatrzkomérkowo przemian sktadnikéw podtoza. Bytbym rad, gdyby
Doktorantka zechciata rozwinaé¢ te mysl w toku wystgpienia, wyjasniajac réwniez, czy podjeta
jakiekolwiek proby oznaczenia biatek wydzielanych przez grzyby do podioza w warunkach
procesu biokatalizy, szczegélnie po etapie gtodzenia hodowli, ktére niewatpliwie pogtebiato
stres fizjologiczny mikroorganizméw. Intryguje mnie takze wspomniany na str.104 brak
stabilnosci substratu 69 w wodzie destylowanej i dla odmiany stabilnos¢ tej substancji w
wodzie dejonizowanej. Czy udato sie ustali¢ przyczyny tego zjawiska poréwnujac np. skiad
chemiczny obu tych mediow?

W kazdym 2ze znanych mi, tak obszernym zbiorze réznorodnych informaciji
tworzacych dysertacje doktorska, zdarzajg sie niedostatki natury edytorskiej. Z obowigzku
Recenzenta chciatbym zwrécié uwage jedynie na te, ktore moga budzic watpliwosci
czytelnika co do klarownosci przekazu merytorycznego:

Rys. 9 str. 36 — nie struktura nr 17, a struktura nr 19 obrazuje molekute fosfinotricyny,
natomiast w podanym zestawieniu nie ma wzoru wymienionej tam alafosfaliny,

Rys. 15 str. 43 — struktura nr. 35 nie odpowiada wymienionemu w tekscie ,S-O-
fosforylowanemu dietylohydroksyfosfonianowi”,

Str. 52 — Jest mato prawdopodobne aby to ,Kolejna reakcja hydroksylacji’, jak
twierdzi Autorka w ostatnim na tej stronie akapicie, doprowadzita do rozszczepienia wigzania
w pierscieniu zw. 53,

Str. 87 — wartosci przesunie¢ przypisanych produktom biokonwersji zw. 21 w
podrozdziale 6.1.1, nie odpowiadaja tym, ktére zaznaczono na rys. 52, obrazujacym te
przemiany

Str. 115 — w opisie toku oznaczen metodg TOF MS ESI zapewne chodzi o jony Na*, a
nie wymienione ,czasteczki Na”

Wymienione niescistosci i drobne potkniecia edytorskie nie wptywajg na bardzo
pozytywny odbiér ocenianej dysertacji. Chciatbym zauwazy¢, ze Pani mgr inz., Natalia
Kmiecik zmierzyta sie, jak uwazam z powodzeniem, z interesujgcym i nietatwym problemem
badawczym. Jej osiggniecia i aktywnos¢ znalazty odzwierciedlenie w dotychczasowym
dorobku naukowym. Doktorantka jest pierwsza autorkg dwéch juz wydanych,
wspotautorskich publikacji w czasopismach wymienianych na tzw. liscie A MNISW oraz
jednej obecnie recenzowanej — takze z listy A. Ponadto jest pierwszg autorka pracy
opublikowanej w czasopiSmie o zasiegu miedzynarodowym (Biotechnology Research
International; 2013) oraz czterech prac wydanych w czasopismach o zasiegu lokalnym.
Chciatbym podkres$li¢, ze publikacije te powstaty w oparciu o metodologie i wyniki



eksperymentéw prezentowanych w ocenianej dysertacji. Dorobek Autorki dopetnia
dwanascie doniesien konferencyjnych, z ktérych cztery to komunikaty ustne.

Doceniajgc walory przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr inz.
Natalii Kmiecik, chciatbym stwierdzi¢, ze opracowanie to dostarcza wartosciowych naukowo
informacji, posiadajgcych dodatkowo potencjat aplikacyjny i jest rezultatem oryginalnych
dociekan badawczych Autorki.

W moim przekonaniu rozprawa ta spetnia warunki ujete w art. 13 ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym z 2003 r. z poézniejszymi zmianami. Wnosze zatem o
dopuszczenie przez Wysoka Rade Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej, Pani
mgr. inz. Natalii Kmiecik, do dalszych etapéw postepowania w przewodzie doktorskim.

Ponadto, biorac pod uwage poziom merytoryczny niniejszej dysertacji, doceniony
takze przez recenzentdw czasopism o zasiegu miedzynarodowym, proponuje Wysokiej
Radzie rozwazenie mozliwosci wyrdznienia rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Natalii

A o

Kmiecik.



