PAN

Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
im. Jerzego Habera

Polskiej Akademii Nauk
HR EXCELLENCE IN RESEARCH

Krakéw, 2022-08-23

Prof. dr hab. Maciej Szaleniec
Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
Im. Jerzego Habera

Polskiej Akademii Nauk

Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Matgorzaty Zysk

pt. ,Badania nad zastosowaniem uktadéw enzym-enzym i enzym-metal do syntezy
enancjomerycznie czystych estrow wybranych kwaséw karboksylowych”

Wstep

Rozprawa doktorska pani mgr inz. Matgorzaty Zysk pt. ,Badania nad zastosowaniem uktadéw
enzym-enzym i enzym-metal do syntezy enancjomerycznie czystych estrow wybranych kwasow
karboksylowych” zostata przygotowana w Instytucie Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk
pod kierownictwem prof. dr hab. Ryszarda Ostaszewskiego. Rozprawa jest monografig naukowa
napisang w jezyku polskim, liczacg 112 stron i 7 rozdziatéw, ktére poprzedzajg polskie i angielskie
streszczenie, spis tresci i skrotow wykorzystywanych w pracy oraz dorobek doktorantki. Uktad
pracy odwzorowuje organizacje wielu czasopism organicznych, tj. po wstepie, wprowadzeniu
literaturowym i zarysowaniu celéw nastepuje przedstawienie wynikdw wraz z omoéwieniem i
whnioskami, zas metodyka eksperymentalna przedstawiona jest dopiero na koricu rozprawy. Uktad
ten, niewatpliwie wygodny w artykule, w wiekszej pracy jest dos¢ niezreczny — by zrozumiec
niektére procedury opisane w wynikach musiatem niejednokrotnie odwotywac sie do konca
rozprawy. Natomiast bardzo wygodne byto zamieszczenie referencji literaturowych w przypisach
dolnych zamiast przypiséw koricowych.

Wyniki przedstawione w rozprawie zostaty opublikowane w dwdch pracach w bardzo dobrych
czasopismach a metodologia zastrzezona czterema zgtoszeniami patentowymi. Poniewaz
zgtoszenia te pochodzg z roku 2011 z pewnoscig UP RP juz dawno podjat decyzje co do przyznania
patentéw lub nie — wiasciwe zatem bytoby zamieszczenie tutaj uzyskanych patentéw. Ponadto
doktoranta moze pochwalié sie jeszcze 6 publikacjami, ktorych tematyka wykracza poza zakres
rozprawy.

Ocena merytoryczna rozprawy.

Rozprawa pani mgr inz. Matgorzaty Zysk wpisuje sie w znacznie szerszg tematyke badan
prowadzonych przez grupe prof. Ryszarda Ostaszewskiego, ktéra skupia sie przede wszystkim nad
wykorzystaniem hydrolaz w syntezie organicznej. Przy czym nalezy zaznaczy¢, ze grupa ta
specjalizuje sie w poszukiwaniu niekonwencjonalnych zastosowan enzymow, ktére znalazty juz
zastosowanie w przemysle. Niniejsza praca skupia sie na otrzymywaniu enancjomerycznie czystych
estrow kwasdw karboksylowych z wykorzystaniem enzymatycznego kinetycznego rozdziatu
kinetycznego (EKR) oraz dynamicznego enzymatycznego rozdziatu kinetycznego (DEKR)
wykorzystujgcego zardowno katalizatory metaliczne jak i enzymatyczne. Badania te sg bardzo
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istotne, gdyz otrzymywanie optycznie czystych syntonéw ma pierwszorzedne znacznie dla
przemystu farmaceutycznego, agrochemicznego czy kosmetycznego.

Rozprawa porusza réwniez do$¢ ciekawy aspekt katalizy z wykorzystaniem ukfadéw
wieloenzymatycznych i pojawiajagcych sie w wyniku zastosowania takich katalizatoréw
nieaddytywnych efektédw synergicznych. Jest to temat jak dotad dos¢ niewyeksplorowany i nawet
w tej rozprawie zaprezentowany czytelnikowi niejako z zaskoczenia.

Celem badan byto przeprowadzenie enzymatycznej estryfikacji wybranych kwaséw
karboksylowych z wykorzystaniem niekonwencjonalnych donoréw grupy alkoksylowej,
optymalizacja warunkdw tej reakcji oraz przebadanie mozliwosci przeprowadzenie rozdziatu DEKR
dla wybranych racemicznych kwaséw karboksylowych. Zwraca uwage fakt, ze cele badawcze
rozprawy byty bardzo aplikacyjne, zorientowane bardziej na uzyskanie efektywnych metod syntezy
niz na wyjasnienie aspektéw mechanistycznych badanych reakcji. Pomimo tego, przeprowadzone
badania dostarczyty réwniez ciekawych wynikéw o charakterze fundamentalnym, poszerzajgcych
naszg wiedze o mechanizmach biokatalitycznych.

Czesc teoretyczna

Czes$¢ teoretyczna rozprawy ma za zadanie wprowadzic¢ czytelnika w tematyke badawcza w niej
przedstawiona i zapoznac¢ z obowigzujagcym stanem wiedzy. Doktoranta rozpoczyna ten rozdziat
od bardzo podstawowych informacji dotyczacych biokatalizy w syntezie zwigzkéw chiralnych,
opisie podstaw rozdziatu kinetycznego (EKR i DEKR), mechanizmu reakcji katalizowanej przez
lipaze, przytacza przyktady zastosowan lipaz do rozseparowywania racemicznych kwasow i
bezwodnikéw z zastosowaniem rdéznorakich strategii (estryfikacji, transestryfikacji, hydrolizy
estrow) jak rowniez zastosowania nietypowych reagentéw takich jak ortoestry czy weglany.
Czytelnik odnajdzie tutaj tez informacje na temat promiskuityzmu (czego mozna by sie byto
spodziewac po pracy z grupy prof. Ostaszewskiego) oraz, co z kolei jest pewnym zaskoczeniem, o
wspotdziataniu enzymow wynikajacym z dos$¢ enigmatycznych oddziatywan miedzy biatkami.
Podrozdziat ten zostat z przyczyn niezrozumiatych wymieszany z opisem reakcji kaskadowych.
Poniewaz doktoranta we wstepie nie zaznaczyta, ze w badaniach beda wykorzystane mieszaniny
réoznych enzymow trudno czytelnikowi zrozumieé kontekst tego fragmentu.

Wstep teoretyczny, mimo, ze przytacza znane z literatury koncepcje, nie jest pozbawiony bteddow.
Juz przy pierwszym rysunku mozna znalez¢ nieprawidtowsa definicje entalpii swobodnej aktywacji
(mylnie nazywanej przez Doktorantke ,,energig swobodng” z zamiast ,,energiag swobodng Gibbsa”
lub ,,entalpig swobodng”). Entalpia swobodna aktywacji jest réznicg miedzy entalpig swobodng w
stanie przejsciowym (TS) i kompleksie enzym-substrat (E:S), a nie pomiedzy G(TS) i G reagentéw (E
+ S). Enzymy tez dziatajg w znacznie szerszym zakresie temperatur i pH niz podata doktoranta na
stronie 9, o czym Swiadczy chocby aktywnos¢ proteaz trawiennych czy enzymow ekstermofilnych.
Podobnie sama budowa enzyméw z chiralnych aminokwaséw nie gwarantuje
enancjoselektywnosci reakcji.

Mam tez problem z opisem termodynamicznych i kinetycznych podstaw rozdziatu kinetycznego,
ktdre zostaty przedstawione na Schemacie 1. O ile lewa cze$¢ schematu prawidtowo wskazuje na
dwa czynniki wptywajgce na enancjoselektywno$é procesu jakimi sg preferencyjne wigzanie
danego enancjomeru w kompleksie E:S (co jest zwigzane z mniejszg barierg tworzenia kompleksu
E:S dla jednego z substratéw) oraz szybsza transformacjg jednego z enancjomerdéw do produktu,
to w prawej czesci zatozono, ze enancjoselektywno$é wynika wytgcznie z rdznicy entalpii
swobodne] bariery tworzenia kompleksu E:S. Wydaje sie, ze doktoranta préobowata tutaj
przytoczy¢ zastosowanie reguty Curtisa-Hammetta do wyjasnienia rozdziatu kinetycznego.
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Schemat ilustrujacy tg regute jest dos¢ podobny aczkolwiek zawiera on entalpie swobodne
aktywacji dla barier limitujgcych szybko$¢é procesu konwersji dla jednego i drugiego enancjomeru,
a nie jak zaznaczono w pracy dla tworzenia komplekséw ES. Bariery te sg obliczane wzgledem
odpowiednich entalpii swobodnych kompleksdw ES{ wb 5. Wtedy faktycznie stosunek stezen
produktéw powstatych w procesie zalezy wytgcznie od AAG* a warto$¢ ta uwzglednia zaréwno
rdznice w dopasowaniu enancjomerow do centrum aktywnego jak i szybkos¢ ich enzymatycznej
konwersji. Zresztg do podobnego wniosku mozna dojs¢ na podstawie pracy Cheniin (J. Am. Chem.
Soc. 1982, 104, 7294-7299) cytowanej ponizej, gdzie enancjoselektywnosé¢ zalezy zaréwno od
stosunku statych Ky, jak i stosunku maksymalnych szybkosci obu proceséw.

Réwniez kluczowy dla tej pracy mechanizm dziatania lipaz zostat nieprawidtowo przedstawiony na
Schemacie 3 (strona 12). Doktorantka myli w opisie i na schemacie stany przejSciowe (gdzie
powstajg i pekajg wigzania) z kompleksem enzym-substrat, gdzie reagenty sg zwigzane z enzymem
za pomocg oddziatywan niekowalencyjnych. Kompleksem EP nazwano kolejny stan przejsciowy,
przedstawiajgcy proces transestryfikacji lub hydrolizy (w zaleznosci od tego czym jest R3XH). Co
wiecej na schemacie nie zgadzajg sie transfery protondéw (np. woda dokonujac hydrolizy
acylowanego enzymu pozostawia swoje protony w produkcie zamiast protonowaé His i odtwarzac
wigzanie wodorowe z Ser). Generalnie caty schemat jest wiec nieprawidtowy. W zwigzku z tym
prosze, aby w czasie obrony zostat prawidiowo oméwiony mechanizm reakgji lipazy.

Réwniez tekst pod Schematem 14, opisujagcy reakcje z ortoestrami, wymaga poprawy. Po
transferze protonu z kwasu na orotester nastepuje uwolnienie alkoholu, co zostato przedstawione
na schemacie, ale nie jest opisane w tekscie. Potem Doktoranta pisze, ze:

»Nastepnie oba zwigzki sg uwalniane z miejsca aktywnego i anion karboksylanowy atakuje
zaktywowang czasteczke ortoestru.”

Ze schematu wynika, ze anion karboksylanowy, stabilizowany przez dziure oksoanionowg, atakuje
nukleofilowo zaktywowany ortoester jeszcze w centrum aktywnym i dopiero powstaty addukt jest
uwalniany. Do przegrupowania powstatego nietrwatego produktu przejsciowego wg. mechanizmu
proponowanego w literaturze ma dochodzi¢ poza enzymem. Poniewaz Doktoranta w swojej
rozprawie polemizuje z powyzszym mechanizmem bardzo prosze o poprawne przedstawienie
go w czasie obrony i skonfrontowanie go z hipotezg mechanistyczng proponowana w pracy.

W rozdziale mozna tez znalez¢ kilka drobniejszych potknie¢ natury edytorskiej. Wydaje sie, ze
Doktorantka starata sie zbyt zwiezle formutowaé mysli, co doprowadzito do powstania niejasnych
passusow. Np. na stronie 16 pojawito sie dziwne zdanie:

»W celu zwiekszenia masy czasteczkowej poliestrow reakcje prowadzono w prozni oraz stosowano
rozpuszczalniki wysokowrzace, m. in. eter difenylowy.”

Najwyrazniej doszto do jakiegos skrétu myslowego — prosze o wyjasnienie.

Na stronie 17 opisujgc wptyw rozpuszczalnikdow organicznych na reakcje, katalizowang przez lipaze
napisafta:

,»W tych warunkach wzrasta elastyczno$¢ konformacyjna centrum aktywnego enzymu, co zostato
potwierdzone przez wykonanie widm ESR (paramagnetycznego rezonansu jadrowego).”

Poniewaz reakcje estryfikacji nie generujg form rodnikowych widocznych w EPR zdanie wydaje sie
btedne. Tymczasem w cytowanej pracy stosowano rodnikowy znacznik, ktéry wigzat sie w centrum
aktywnym co faktycznie pozwalato na badania elastycznosci konformacyjnej enzymu.
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Rozdziat ten porusza réwniez intrygujgce aspekty. Doktoranta wspomina pobieznie temat pamieci
molekularnej lipaz, ale poniewaz cytuje trudno dostepny podrecznik, prositbym o rozwiniecie tego
tematu w czasie obrony.

Czesc literaturowaq konczy rozdziat podsumowujacy, ktéry jeszcze raz rekapituluje gtéwne tematy
poruszone w pierwszej czesci pracy. Jest to ciekawe rozwigzanie, ale nie wydaje sie szczegdlnie
potrzebne.

Badania wtasne

Rozdziat poswiecony badaniom wtasnym, po zaprezentowaniu koncepcji badan, skupia sie na
estryfikacji kwaséw karboksylowych estrami kwasu weglowego i alkoholi organicznych z
wykorzystaniem mieszanek réznych enzymodw. Jest to chyba najbardziej frapujaca czes¢ pracy,
dostarczajgca zaskakujgcych wynikéw dla badaczy przywyktych do redukcjonistycznego rezimu
badan enzymologicznych. Czytelnik zostaje niejako zaskoczony zastosowaniem mieszanin
enzymatycznych, gdyz w rozdziale brak jest wyjasnienia co spowodowato podjecie tak
interesujgcego watku badawczego. Rowniez w czesdci eksperymentalnej brak informacji, jakim
kluczem kierowano sie komponujac zestawy enzymatyczne do dalszych badan. W tej czesci
Doktorantka przedstawia serie eksperymentdw, ktére majg rozwiktaé zaréwno mechanizm reakgcji
jak i zoptymalizowa¢ samg reakcje. Aby zdoby¢ informacje na temat mechanizmu Doktoranta
badata rézne substraty, tj. kwasy alkiloaromatyczne z réznymi podstawnikami w pozycji para i orto,
jak réwniez rézne estry kwasu weglowego z metanolem i etanolem mierzac wydajnos¢ reakcji po
24 i 48 h. Z kolei drugi cel realizowany byt poprzez testy aktywnosci z indywidualnymi enzymami
oraz ich kombinacjami i eksperymenty z rézng iloscig wody. Musze przyznac, ze wyniki tej czesci
pracy sg nie tylko intrygujace, ale i konfundujace. Nie jest dla mnie jasne, dlaczego proces lepiej
zachodzi akurat w obecnosci Novozyme 435 i acylazy z Aspergillus oryzae i jakie interakcje miedzy
dwoma biatkami powodujg wzrost wydajnosci procesu, ktéry wg. zaproponowanego mechanizmu
zachodzi w centrum jednego enzymu.

Z kolei eksperyment z réznymi substratami zostat zaprojektowany w ten sposéb, ze trudno
jednoznacznie oceni¢ wptyw podstawnika. Np. szybkos¢ reakcji z kwasem p-MeO-benzylowym
dobrze by byto poréwnywaé z szybkoscig dla kwasu benzylowego oraz p-Br i p-Cl. Tymczasem
zmianie ulega nie tylko podstawienie pierscienia, ale rowniez podstawnik, na ktorym znajduje sie
grupa karboksylowa. Podobna sytuacja jest dla innych substratéow. Brak tez w Tabeli 3 btedéw
oznaczonych wartosci wydajnosci, przez co czytelnik ma utrudniong ocene istotnosci statystycznej
obserwowanych réznic. Na koniec pomiar , kinetyczny” po 24 h jest odrobine problematyczny. Aby
poprawnie interpretowac mechanistycznie wptyw budowy substratu na szybkos$é reakcji nalezy
zbada¢ reakcje poczatkowa (stosujac podejscie rézniczkowe) albo caty przebieg reakcji,
dopasowujac kinetyczne réwnanie w postaci catkowej. Wtedy mozna by probowaé potgczyé
strukture substratéw, a wiasciwie opisujagce jg deskryptory molekularne, z parametrami
kinetycznymi. Co prawda z tabeli widaé, ze konwersje po 24 h (reprezentujace Srednig szybkos¢
reakcji w ciggu 24 h) dalekie sg od konwersji koicowych (ktére sg osiggane zazwyczaj po 48 h), to
jednak nie wiemy na ile reakcja zdazyta zwolni¢ z powodu wyczerpywania sie substratu (z
pewnoscig byto tak w przypadku 1b i 1c). Dlatego mimo ogromu pracy wiozonego w badanie
reakcji z réznymi reagentami wnioski z tego eksperymenty majg charakter jakosciowy. Bardzo
trudno bowiem zastosowa¢ metodologie ilosciowej zaleznosci struktury od aktywnosci (QSAR) do
analizy tak przygotowanych danych. Pomimo tego w podsumowaniu podrozdziatu Doktorantka
napisata:
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»Stwierdzono wyrazng selektywnos¢ substratowg enzymu ze wzgledu na: oddalenie centrum reakcji
od pier$cienia aromatycznego oraz zmiany podstawnikéw w pierscieniu aromatycznym”

Poniewaz dalej watek ten nie jest kontynuowany bardzo bym prosit o rozwiniecie tych
obserwacji w czasie obrony.

Mimo moich uwag krytycznych na podkreslenie zastuguje fakt, ze osiggniety z sukcesem zostat
praktyczny cel tej czesci pracy — udato sie zoptymalizowaé warunki reakcji tak aby osiggnac
ilosciowe konwersje substratow, a nawet uzyskac estry o wysokim nadmiarze enancjomerycznym
w przypadku substratow racemicznych. Wartosciowym wynikiem jest rowniez demonstracja, ze
proces moze przebiegac z wykorzystaniem substratu jako jedynego rozpuszczalnika organicznego.

Kolejna cze$¢ pracy skupia sie na enzymatycznej estryfikacji pochodnych kwasu 3-arylo-4-
pentenowego. Na wstepie Doktorantka przedstawia wykonane w skali gramowej syntezy kwaséw
3-arylo-4-pentenowych (p-F i p-OMe) oraz ich racemicznych metylowych i etylowych estrow.
Nastepnie Doktorantka przeprowadzita szeroko zakrojone badania przesiewowe testujgc 18 lipaz
lub preparatow enzymatycznych o aktywnosci lipazy (zazwyczaj proszkdw acetonowych z watréb
zwierzecych) w reakcji estryfikacji kwaséw ortooctanem, ortomrédwczanem i ortobenzoesanem
trietylowym jako czynnikiem acylujgcym. Wyniki pozwolity na uzyskanie estryu etylowego kwasu
(5)-3-(4-F-arylo)-pentenowego z bardzo wysoka wydajnoscig (45-47%) i doskonatymi nadmiarami
enancjomerycznymi (97-99%) przy pomocy immobilizowanej lipazy z C. antractica (Novozym 435)
oraz preparatu GLAP. W przypadku zwigzku podstawionego grupa metoksylowg rowiez
uzyskiwano wysoka wydajnosé¢ i izomer S najefektywniej z ekstraktem acetonowym (tym razem
BLAP) chociaz nie uzyskano az tak wysokich czystosci chiralnych (ee 69%). W trakcie tych badan
Doktoranta po raz kolejny zaobserwowata, ze podstawnik R1 w strukturze ortoestru wptywa na
enancjoselektywnos$¢ procesu, czego nie uwzglednia mechanizm przedstawiony w literaturze. W
kolejnych eksperymentach zdecydowata sie doktadniej zbadaé ten problem. Wyniki tych dociekan
przedstawita w Tabeli 7. Niestety w eksperymencie zmieniaty sie dwa czynniki, rodzaj grupy R1
(Me lub Ph) oraz rodzaj enzymu, Jezeli miat by¢ badany wptyw R1 powinien zostaé uzyty jeden
(zdefiniowany) enzym i byé moze wiecej typow podstawnika R1. Co wiecej w badaniach uzyto
wytgcznie ekstraktdw zamiast czystych, wyizolowanych enzymow, ktérymi przeciez Doktoranta
dysponowata. Nie znalaztem w pracy doktadnej charakterystyki proszkéw acetonowych, ale
zaktadam, ze zawierajg wiele enzyméw i izoenzymdw o aktywnosci lipazy (lipaz i fosfolipaz). Np.
wg BRENDY lipazie watrobowa cztowieka (EC 3.1.1.32) odpowiadajg 4 zidentyfikowane geny
kodujace rdézne lipazy (a samych wpisoéw identyfikujgcych rézne aktywnosci/enzymy jest znacznie
wiecej). Zasadnym jest wiec podejrzenie, ze u kozy lub gesi, nie tak w koricu biologicznie odlegtych
od cztowieka, jest podobnie. Preparaty AP moga wiec zawiera¢ enzymy, ktére bedg preferencyjnie
wigzaty rézne donory acylu (np. tylko fenylowe albo metylowe ortoestry) a jednocze$nie w rézny
sposdb wigzaty substrat, co mogtoby skutkowac réing enancjoselektywnoscig procesu
estryfikacji.. Aby wiec pozytywnie zweryfikowac¢ hipoteze postawiong przez Doktorantke,
zaktadajgca wptyw grupy R1 na enancjoselektywnos¢ procesu estryfikacji ortoestrami, nalezatoby
przeprowadzi¢ analogiczny eksperyment jak ten przedstawiony w Tabeli 8, ale w oparciu o
zdefiniowany katalizator zawierajgcy jedng lipaze. Jezeli takie badania zostaty przeprowadzone a
nie pokazane w pracy (albo ja sie ich w pracy nie dopatrzytem) to bardzo prosze o przedstawienie
tych wynikéw w czasie obrony. Jezeli takich wynikéw brak, to obawiam sie, ze kwestionowanie
mechanizmu Morrone’a jest przedwczesne. Zaktadam, ze faktycznie czes¢ wynikdw nie zostata
pokazana, gdyz w tekscie opisujgcym Tabele 7 na stornie 63 Doktoranta odnosi sie rowniez do
zmian grupy R2 a wynikdéw takich trudno sie doszuka¢ w tabeli.
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Ponownie, chociaz mam zastrzezenia do sposobu przeprowadzenia badan podstawowych,
Doktorantce udato sie osiggng¢ wysokie enancjoselektywnosci rozdziatu kinetycznego co
stanowito podstawe do opracowania koronnego eksperymentu — metody dynamicznego
enzymatycznego rozdziatu, o ktédrym napisata w nastepnej czesci pracy.

Gtéwnym celem pracy byto opracowanie metody dynamicznego kinetycznego rozdziatu kwasow
karboksylowych. Majgc opanowang metode nieodwracalnej estryfikacji z wykorzystaniem
ortoestrow Doktorantka przystgpita do poszukiwania katalizatora umozliwiajgcego selektywng
racemizacje substratu (a nie produktu) w obecnosci enzymu. Jako zwigzek modelowy Doktoranta
wybrata racemiczny kwas 3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)- propanowy, ktorego zsyntetyzowata z
wykorzystaniem kondensacji aldolowej i hydrolizy estru.

Doktorantka dokonata bardzo kompleksowej optymalizacji procesu, wybierajgc najlepszy
rozpuszczalnik organiczny, donor grupy alkoksylowej (PhC(OEt)s) oraz enzym. Jak zwykle w
przypadku optymalizacji wieloczynnikowej okazato sie, ze rézne typy lipaz odpowiadaja w
zréznicowany sposdb na zmiany rozpuszczalnikdw zaréwno w zakresie wydajnosci reakcji jak i
enancjoselektywnosci, co doskonale ukazuje Tabela 11. Co istotne udato sie odnalezé enzymy
pozwalajgce zaréwno na estryfikacje izomeru S jak i R co otwarto droge do otrzymania obu
produktow z wysokimi wydajno$ciami w przypadku zastosowania DEKR. Nie jest jednak jasne dla
czytelnika, ktory ostatecznie z warunkow/typdw enzymow uwaza Doktoranta za najlepsze do
osiggniecia zamierzonego produktu o najwyzszej czystosci optycznej. Bardzo prosze o podanie w
czasie obrony tych najlepszych, zdaniem Doktorantki, przyktadow.

W kolejnym kroku doktorantka zsyntetyzowata serie 8 produktéw o réznych podstawieniach
pierscienia aromatycznego w pozycji orto i para i przeprowadzita proces EKR. Ponownie zauwazyta,
ze zwigzki posiadajgce podstawniki elektronoakceptorowe byly ,lepiej akceptowane przez
enzym”. Czy wniosek ten wynika z jednopunktowej wartos$ci wydajnosci? Do postawienia takiej
hipotezy wymagana bytaby chyba petniejsza charakterystyka kinetyczna, wymagajgca
wyznaczenia Ka lub chociaz obserwowanego Kn. Ponadto, jezeli reakcje byly prowadzone w
warunkach saturacji substratem to rdznice w obserwowanej wydajnosci powinny wynika¢ z
szybkosci reakcji. Czy Doktoranta jest w stanie powigzaé efekt elektornowoakceptorowego
podstawnika na szybkos¢ estryfikacji czy jedynie z ewentualnym wigzaniem substratu w
centrum aktywnym?

Kolejnym waznym etapem byto znalezienie katalizatora umozliwiajgcego racemizacje substratu
przy zachowaniu chiralnosci estru. Doktorantka przebadata 5 typéw katalizatorow, komplekséw
metali rodu, palladu i rutenu, oraz rozpuszczalnikdéw organicznych, w ktérych prowadzono proces
racemizacji. Nalezy podkresli¢ ogrom pracy jaki wtozono w ten etap badan, wykonujac dziesigtki
reakcji i prowadzac za kazdym razem charakterystyke produktéw z pomocy chiralnej
chromatografii cieczowej. Ostatecznie wyselekcjonowano bardzo prosty katalizator, bimetaliczny
kompleks rodu (Il) i kwasu octowego, co pozwolito na uzyskanie w toluenie bardzo wysokich
wydajnosci i enancjoselektywnosci (z wykorzystaniem niezawodnego Novozymu 435). Wynik jest
moim zdaniem spektakularny, szczegdlnie, ze udato sie zastgpi¢ drogi katalizator dostepny
komercyjnie tanim zamiennikiem.

W podsumowaniu Doktorantka napisata, ze zaobserwowata wptyw lipofiliwosci rozpuszczalnika
organicznego, struktury donora grupy alkoksylowej oraz substratu na enancjoselektywnos¢
reakcji. Czy jednak poza obserwacjg fenomenologiczng udato sie wyciggnac¢ Doktorantce jakies
whnioski, ktére pomoglyby przysztym pokoleniom badaczy w optymalizacji procesu DEKR?



PAN

Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
im. Jerzego Habera

Polskiej Akademii Nauk
HR EXCELLENCE IN RESEARCH

Wydaje sie bowiem, ze na obecnym etapie, opracowanie procesu DEKR dla danej reakgji jest
bardziej dzietem sztuki niz naukowego rzemiosta.

Na koniec, zupetnie na marginesie chciatbym zauwazyé, ze enzymatyczne metody redukcji
ketondw do chiralnych alkoholi (rowniez mozliwe do stosowania w przypadku ketokwaséw)
pozwalajg na synteze z duzymi wydajnosciami i przy wysokich stezeniach produktu — vide proces
BASFu z dehydrogenazami alkoholowymi w 60% izopropanolu pozwalajgcy na 95% konwersje 0.5
M ketonow w ciggu 24 h. Metoda DEKR jest tak wszechstronna a przez to syntetycznie atrakcyjna,
Ze nie potrzeba czytelnikowi udowadniad jej przewag deprecjonujgc inne metody, ktére rozwigzuja
ten sam problem w alternatywny sposdb.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja doktorska pani mgr inz. Matgorzaty Zysk jest dzietem pod
wieloma wzgledami intrygujacym, pobudzajgcym do myslenia, podwazajgcym przyjete w
literaturze protokoty badawcze czy mechanizmy. Jest to tez praca, ktéra w petni zrealizowata
zamierzony praktyczny cel — opracowanie wydajnego procesu DEKR dla waznej klasy kwaséw 3-
hydroksy-3-arylopropanowych. Dysertacja jest réwniez bardzo nieréwna — fragmentami czyta sie
jg doskonale a eksperymenty i wyniki uktadajg sie w spdjna logiczng catos¢ wspierajgcg postawione
hipotezy. Miejscami wystepujg metodologiczne niedociggniecia lub nawet btedy wynikajgce w
wiekszosci jak sgdze z nadmiernych uproszczen czy niedbatej edycji tekstu (szczegdlnie w czesci
literaturowej).

Pomimo tych niedociggnieé oraz niejasnosci, o ktorych wyjasnienie zwrécitem sie w powyzszej
recenzji w czasie obrony pracy, doceniam ogrom wysitku witozonego przez Doktorantke i jej
promotora w rozwigzanie wielowymiarowego i ambitnego problemu badawczego. Nie mam
watpliwosci, ze praca w sposéb oryginalny rozwija naszg wiedze na temat enzymologii lipaz i
otwiera nowe, ciekawe $ciezki dalszych badani. Stwierdzam, Zze przedstawiona mi praca spetnia
kryteria stawiane kandydatom do stopnia doktora, okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65
poz 595, z pézn. zm.) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Chemii Organicznej Polskiej Akademii
Nauk, w Warszawie o dopuszczenie Jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Maciej Szaleniec



