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chemoenzymatyczne syntezy, przemiany i zastosowanie”

Chemoenzymatyczne  syntezy 2z  zastosowaniem  czystych  preparatéw
enzymatycznych czy tez calo-komoérkowych biokatalizatorow sa coraz powszechniej
stosowane w chemii organicznej, szczegdlnie w przypadkach, gdy substratami i/lub
produktami sa zwigzki chiralne. Zaletg takiej strategii jest mozliwo$¢ dostosowania
aktywnosci biokatalizatora do zaplanowanej syntezy, nawet, jesli substraty biokonwersji sg
ksenobiotykami. Stosuje si¢ metody inzynierii $rodowiska reakcji lub modyfikacje
biotechnologiczne biokatalizatoréw, dopasowujac warunki do indywidualnych wymagan
prowadzonego procesu. Jednym z niewielu zespotow napkowych w kraju, ktére podejmujg
t¢ tematyke badawcza — wykorzystanie biokatalizy jako wygodnego narzedzia
syntetycznego - i realizujg ja z powodzeniem jest grupa naukowa Prof. dr hab. Piotra
Kietbasinskiego z Centrum badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi.
Tam tez Pani mgr inz. Sylwia Kaczmarczyk wykonywala badania naukowe stanowigce
podstawe przedstawionej mi do oceny dysertacji. Problematyka bedaca przedmiotem
zainteresowan naukowych Pani mgr Kaczmarczyk jest niestychanie istotna z punktu
widzenia nie tylko badan podstawowych, ale przede wszystkim aplikacyjnosci, zwigzanej z
cigglym poszukiwaniem nowych chiralnych zwigzkéw odpowiadajacych na potrzeby
réznych galezi przemystu, w tym rolnictwa i przemystu farmaceutycznego. Doktorantka
wyznaczyla sobie sprecyzowane cele badawcze: 1. Synteze czystych enancjomerycznie
nowych typéw zwigzkéw heteroorganicznych drogg chemoenzymatyczna; 2. Zastosowanie
otrzymanych struktur jako ligandéow badz katalizatorow w asymetrycznych reakcjach

tworzenia wigzania wegiel-wegiel.

Dysertacja Pani mgr inz. Sylwii Kaczmarczyk jest napisana z dbatoscig o jezyk polski, w

sposob zrozumiatly dla odbiorcy. Co wiecej pierwszym wrazeniem po przeczytaniu pracy



jest odczucie, ze jest to dokument kompletny, opisujacy zaplanowane, zrealizowane i
dobrze udokumentowane eksperymenty naukowe. Uklad i podzial pracy pozwala
czytajacemu dobrze orientowaé si¢ w tekscie, pomocny jest takze zamieszczony indeks
skrotow. Bardzo czytelne jest streszczenie, co pokazuje, ze doktorantka potrafi w sposdob
syntetyczny opisa¢ i wyodrebni¢ najistotniejsze wyniki swojej pracy. Autorka umiejetnie
kresli spojny cel badawczy w czesci ,.Zakres i cel pracy”. Idac dalej, redakcja wstgpu
pracy, nazwanego tu ,,Czgécig ogdlng” i podzielonego na trzy sekcje: ,,Wstep” —
zawierajacy krotkie, ale bardzo istotne wprowadzenie do dwoch nastgpnych
zatytutowanych: ,,Chiralne ligandy siarkoorganiczne z centrum chiralnosci na atomie
siarki” i ,,Chiralne ligandy fosforoorganiczne z centrum chiralnosci na atomie fosforu”,
pokazuje, ze autorka z duzg swoboda porusza si¢ w obranej tematyce badawczej 1 potrafi
dobrze uzasadni¢ celowos¢ podjetych wysitkéw naukowych. Dodatkowo taki podzial
czgsci literaturowej bardzo ulatwia czytanie pracy, zwlaszcza, osobom (jak nizej
podpisana), ktérych obszar badawczy stanowig nauki bardziej biologiczne niz chemiczne.
W tym paragrafie wystepujg tylko drobne btedy jak np. na str. 7 ,,..autorzy uzyli aldehyd
benzoesowy...” raczej ,,aldehydu benzoesowego”, innych nie przytaczam. Kolejna czes¢
pracy: ,,Badania wlasne™ nie pozostawia watpliwosci, co do kompetencji autorki. Obejmuje
ona dwa obszerne dziaty (podzielone na 4 paragrafy): otrzymywanie i proby zastosowania
w syntezie asymetrycznej, zroznicowanych strukturalnie chiralnych ligandéw z centrum
stereogenicznosci zlokalizowanym odpowiednio na atomie siarki lub na atomie fosforu.
Autorka poprzedzita te czgs$¢ pracy krotkim wprowadzeniem opisujacym osiggnigcia
zespotu badawczego Prof. Piotra Kielbasinskiego, wskazujac kierunek dalszych badan,
ujetych w przedstawionym mi do oceny opracowaniu. Pani mgr Kaczmarczyk analizowata
mozliwos¢ zastosowania opracowanych ligandow aminowych w asymetrycznej reakcji
Mannicha. Dodatkowo okreslita, ktére z grup funkcyjnych w strukturze ligandow maja
decydujacy wplyw na stereochemie omawianej reakcji trojsktadnikowej. Sukcesem tej
czesci eksperymentdw jest synteza nowego chiralnego liganda, ktéry w odréznieniu od
wczesniej opisywanych zwigzkdéw zawiera dodatkows, chiralng grupg¢ aminowa w miejsce
hydroksylowej. Zastosowanie otrzymanego zwigzku pozwolito podnies¢ wydajnos¢ reakcji
Mannicha do 94% oraz otrzyma¢ produkt 15 z nadmiarem enancjomerycznym 99% (Tabela
3.). Kolejne eksperymenty wykazaly, ze zastosowanie innych substratéw omawianej
reakcji modelowej, w obecnosci nowego, diaminowego liganda réwniez prowadzi do
otrzymania produktow z dobrymi  wydajno$ciami i duzymi nadmiarami

enancjomerycznymi. W dalszej czesci dysertacji Autorka wykorzystata chiralne ligandy



siarkoorganiczne z podstawnikiem azirydynowym, o réznej konfiguracji absolutnej, w
reakcji Simmonsa-Smitha i tu w Tabeli 5, zawierajgcej wyniki eksperymentéw pojawiaja
si¢ oznaczenia konfiguracji absolutnej produktéw (tego nie uwzglednialy tabele
wczesniejsze), co pozwala latwo przesledzi¢ stereochemie syntezy podstawionych
cyklopropanéw 1 powiaza¢ ja z konfiguracja stosowanego chiralnego zwigzku
heteroorganicznego. Autorka wykazata kluczowa role grupy azirydynowej dla kontroli
stereochemicznego przebiegu reakcji i jej wydajnosci. Rowniez w przypadku reakcji
Simmonsa-Smitha Pani mgr Kaczmarczyk wytypowata najefektywniejszy ligand
siarkoorganiczny, pozwalajacy na syntezg zréznicowanych strukturalnie pochodnych
cyklopropylowych z dobrymi wydajnos$ciami i nadmiarami enancjomerycznymi. W dalszej
czescei dysertacji Doktorantka podejmowata proby asymetrycznej syntezy wigzania wegiel-
wegiel droga reakcji allilowania oraz addycji dietylocynku do a-nitroalkendéw, co
zakonczylo si¢ niepowodzeniem. Nastepnie Autorka postanowila sprawdzi¢ wptyw grup
funkecyjnych ligandow siarkoorganicznych na tworzenie wigzania wegiel-wegiel, badajac
produkty reakcji nitroaldolowej (Henry’ego) i stosujac zmodyfikowany chiralny ligand —
oznaczony numerem 5d. Autorka modyfikowata kazda z grup funkcyjnych tego zwigzku —
otrzymujac produkty, ktére zastosowala w reakcji modelowej. Tak zaplanowane
eksperymenty pozwolily na potwierdzenie, ze skutecznos¢ katalityczna ligandow zalezy od
obecnosci grupy sulfinylowej i hydroksylowej, a konfiguracja absolutna grupy aminowej
decyduje o stereochemicznym przebiegu reakcji, czego dowiodto zastosowanie zwigzku 26
(diaminowa pochodna). Zastosowanie tego ostatniego w reakcji nitroaldolowej z uzyciem
innych aldehydéw jako substratdéw, pozwolitlo potwierdzi¢ jego efektywnosé jako
chiralnego katalizatora. Opisane powyzej wyniki zachgcily Autorke do dalszych
poszukiwan, tym razem wsrdd potaczen fosforoorganicznych. Drogg analogii, Doktorantka
wykorzystata chemoenzymatyczng $ciezke syntezy, stosujac w pierwszym etapie lipazy
roznego  pochodzenia  do  enancjoselektywnej biokonwersji  tlenku  2-
hydroksymetylofenylo(metylo)fenylofosfiny 53, wyniki tej czesci pracy zawiera tabela 11,
str. 126. Zestawienie to pokazuje, ze niektore reakcje prowadzone byly kilkadziesigt dni i
dlatego tez pojawia si¢ pytanie, czy towarzyszyly temu odpowiednie reakcje kontrolne,
wykazujace stabilnos$¢ uzytych enzymoéw w warunkach eksperymentu? Nie odnalaztam w
pracy informacji czy stosowane enzymy byly immobilizowane, wtedy
prawdopodobienstwo  dlugotrwatego  zachowania  zdolnosci  katalitycznej w
rozpuszczalnikach organicznych znacznie wzrasta. Drugie pytanie nasuwa si¢ przy analizie

wyniku z wiersza 7 tabeli — jakiemu stopniowi przereagowania odpowiada 65% wydajnos¢,



czy wyzszemu niz 50%, jesli tak, to dlaczego eksperyment trwat az 100 dni? W tej czgsci
pracy Pani mgr Kaczmarczyk pisze o zastosowanym ,,..triku..” — ten trik jest bardzo znang
metodg przesuwania rownowagi reakcji enzymatycznej w kierunku tworzenia produktow,
w przypadku procesow niefizjologicznych, zachodzacych w rozpuszczalnikach
organicznych, co okazalo si¢ skuteczne w przypadku omawianego rozdziatu kinetycznego
tlenku fosfiny 53. Zastosowanie lipaz pozwolilo Doktorantce réwniez na skuteczng
desymetryzacje tlenku kolejnej, symetrycznej fosfiny 58. Warto byloby skomentowac,
jakie moga by¢ przyczyny tego, ze biokonwersja grupy funkcyjnej oddalonej o 4 wigzania
od centrum stereogenicznego w przypadku fosfin zachodzi z duza wydajnoscig? W dalszej
czesci pracy Autorka zsyntetyzowala fosforoorganiczne  chiralne ligandy
funkcjonalizowane aminami i zastosowata mieszaniny diasteromeryczne tych ligandow w
modelowych reakcjach asymetrycznych, dla ktérych wczesniej wykorzystata ligandy
siarkoorganiczne. Wyniki nie byly zadowalajgce zaréwno dla reakcji nitroaldolowej jak i
addycji dietylocynku do aldehydu. W tej czgsci pracy bardzo wartosciowa jest wnikliwa
analiza, poparta eksperymentami, ktéra pozwolita na zaproponowanie mechanizmu
racemizacji tlenkow fosfin 53 i 59. Zaplanowane i wykonane eksperymenty swiadcza o
duzej dojrzalosci naukowej Pani mgr Kaczamarczyk. Brak pozytywnych wynikow
asymetrycznych reakcji tworzenia wigzania wegiel - wegiel z wykorzystaniem
wymienionych pochodnych zwigzkow 53 i 59, sktonit Autorke do dalszych poszukiwan i tu
pojawity sie problemy juz na etapie desymetryzacji odpowiednich tlenkow fosfin 82 i 86 —
proces enzymatyczny byt nieefektywny lub nie zachodzil wcale. W tym miejscu brakuje
proby wyjasnienia dlaczego tak si¢ dziatlo? Proby poréwnania struktur zwigzkéw, dla
ktorych biokataliza byta skuteczna z tymi, dla ktérych nie byta efektywna (to wiaze si¢ z
wezesniejszg uwagg dotyczaca efektywnosci biokonwersji grup funkcyjnych substratu
odleglych o 4 wigzania od centrum chiralnosci). Podsumowujac t¢ cze$¢ pracy, chciatam
podkresli¢ duzag starannos$¢ redakcyjng — podczas lektury tekstu nie napotkalam Zzadnej
pomytki w numerowaniu schematdw, struktur czy tabel, ponadto rysunki wykonane sg w
sposob przejrzysty i bardzo ulatwiajg czytanie i ocene dysertacji. Ostatnia czgs¢ ,,Czes$¢
eksperymentalna” zawiera zestawienie stosowanych odczynnikéw, aparatury, opis procedur
syntetycznych 1 analitycznych, wykorzystanych do realizacji zalozen naukowych
przedstawionej mi do recenzji pracy. I tutaj takze Autorka bardzo ulatwila odbidr tekstu
poprzez umieszczenie odpowiednich schematow zwigzkéw chemicznych przy kazdej
omawianej procedurze syntezy. Dysertacje konczy czgs$¢ literaturowa obejmujaca 147

cytowanych w tekscie, aktualnych artykulow naukowych. Przedstawiong mi do oceny
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prace oceniam wysoko, tym bardziej, ze zawarte w niej wyniki stanowig znaczacy dorobek
naukowy Doktorantki, na ktory sklada sie 5 prac oryginalnych, liczne komunikaty
konferencyjne oraz bardzo wazne uczestnictwo w realizacji Grantu MNiSzW 1 projektu
wewnetrznego CBMiM PAN w Lodzi. Biorgc pod uwage powyzsze, chcialabym wystapi¢
do Wysokiej Rady Naukowej CBMiM o wyr6znienie pracy doktorskiej Pani mgr Sylwii
Kaczmarczyk.

Uwagi krytyczne. Wartosci dysertacji nie obnizajg nieliczne btedy takie jak:

1. Nieprecyzyjne opisy w indeksie skrotow:

np.: "AK - lipaza AK” — co nie wyjasnia pochodzenia enzymu: jest to lipaza ze szczepu
Pseudomonas fluorescens, podobnie nieprecyzyjnie jest opisany enzym o nazwie LPL —
trzeba zaznaczy¢, ze jest on pochodzenia eukariotycznego, wigc jego specyficznos¢ jest
zupelnie inna niz biatek prokariotycznych. Pozostatych przyktadéw nie bede przytaczac.

2. Brak zaznaczenia konfiguracji centrow chiralnosci na schematach 8 — 10 dla produktow
reakcji asymetrycznego tworzenia wigzania wegiel-wegiel.

3. Dyskusja wynikéw w niektérych przypadkach jest przedstawiona w sposob zbyt
uproszczony, i tak np. dyskusja wynikow zawartych w tabeli 1 (ale takze nast¢pne) na str.
93, w opinii recenzentki wymagataby uzupelnienia, poniewaz stwierdzenie, ze konfiguracje
absolutne znane sg z literatury wydaje sie niewystarczajace, biorgc pod uwage fakt, ze
autorka omawia wplyw chiralnego liganda na konfiguracj¢ absolutng powstajacego
produktu trdjsktadnikowej reakcji Mannicha, twierdzac: ,,..ligandy Sc i 5d...... rdéznigce si¢
konfiguracjag na ugrupowaniu aminowym....prowadzg do utworzenia obydwu
enancjomeréw produktu.” w omawianym ustgpie ani razu nie jest zdefiniowana
konfiguracja absolutna centrow stereogenicznych produktu 15, a to bardzo ulatwiloby
$ledzenie wynikéw i toku rozumowania Doktorantki.

4. Na schemacie 20 str. 108, ligand 5g opisany jako zwigzek z achiralng azirydyna jest
narysowany w sposob sugerujacy obecnos$¢ centrum chiralnosci, co moze wprowadzi¢ w
blad czytelnika.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji dysertacja Pani mgr inz. Sylwii
Kaczmarczyk, zatytulowana ,,Chiralne hydroksylowe pochodne sulfotlenkéw i
fosfinotlenkdéw — chemoenzymatyczne syntezy, przemiany i zastosowanie” spelnia
wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim i w zwigzku z tym wnosz¢ do
Wysokiej Rady Naukowej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
PAN w Lodzi o dopuszczenie jej autorki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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