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Streszczenie
Przedmiotem badań była selektywna transformacja dwóch grup 

związków fosforoorganicznych epoksy- oraz winylofosfonianów 
do odpowiednich pochodnych, z wykorzystaniem całych komórek 
bakterii lub grzybów. Aktywność hydrolityczną względem modelowe-
go epoksyfosfonianu wykazywał tylko szczep Aspergillus niger, podczas 
gdy szczepy Cladosporium herbarum oraz Fusarium oxysporum zdolne 
były do degradacji trwałego wiązania C-P w winylofosfonianach, w za-
danych warunkach procesu.

Wstęp
Rosnące wymagania dotyczące syntezy związków organicz-

nych, m.in. niska toksyczność metody, wysoka wydajność oraz 
stereo- i regioselektywność procesu, sprawiają, iż biokatalityczne 
metody otrzymywania określonych struktur stanowią alternatywę 
dla syntezy chemicznej. Pomimo, że zastosowanie zarówno całych 
komórek mikroorganizmów, jak i wyizolowanych z nich i oczyszczo-
nych enzymów w procesach przemysłowych wzrasta, to praktyczne 
zastosowanie procesów biokatalitycznych jest często ograniczone 
ze względu na niską efektywność reakcji i trudności w znalezieniu 
odpowiednich biokatalizatorów [1].

Wśród optycznie czystych związków chiralnych, enancjomery hy-
droksyfosfonianów są istotnymi elementami w syntezie farmaceutyków, 
środków agrochemicznych oraz wielu chemikaliów o zdefiniowanej 
konfiguracji absolutnej, które są tzw. blokami budulcowymi do dal-
szych syntez. Ponadto hydroksyfosfoniany stanowią grupę związków 
wykazującą interesujące właściwości biologiczne [2÷4]. Słabo poznaną 
klasę związków fosforoorganicznych stanowią 1,2-dihydroksyfosfonia-
ny, otrzymywane głównie w procesie asymetrycznej dihydroksylacji 
Sharplessa z winylofosfonianów, która prowadzi do otrzymania izo-
merów treo dihydroksyfosfonianów [5]. Nie ma jednak prostej metody 
pozwalającej, w sposób selektywny otrzymać czyste optycznie enan-
cjomery 1,2-dihydroksyfosfonianów.

Alternatywą dla syntezy metodami chemicznymi tej grupy związ-
ków wydają się być metody biologiczne, z zastosowaniem enzymów 
z klasy hydrolaz – epoksyhydrolaz. Enzymy te konwertują epoksydy 
do lepiej rozpuszczalnych w wodzie i zazwyczaj mniej toksycznych 
dioli. Katalizują enancjo- oraz regioselektywną addycję wody do związ-
ków zawierających ugrupowanie oksiranowe, prowadząc do utworze-
nia wicynalnych trans-dioli, których grupy hydroksylowe przyłączone 
są do sąsiednich atomów węgla. Epoksyhydrolazy są obiecującymi bio-
katalizatorami w procesach otrzymywania czystych enancjomerycznie 
epoksydów i wicynalnych dioli, szczególnie ze względu na powszechne 
występowanie w naturze [6÷10], czy też fakt, że nie wymagają kofak-
torów. Ponadto wykazują one wysoką enancjoselektywność w stosun-
ku do substratów [11]. Mogą działać w obecności rozpuszczalników 
organicznych, pozwalając tym samym na użycie substratów nieroz-
puszczalnych w wodzie. Największe zainteresowanie budzą hydrolazy 
pochodzenia mikrobiologicznego, ze względu na potencjał tej klasy 

enzymów, jako enancjoselektywnych biokatalizatorów w kinetycznym 
rozdziale mieszanin racemicznych, chemicznie otrzymywanych epok-
sydów [12]. Interesujące właściwości katalityczne sprawiły, że epok-
syhydrolazy zastosowano m.in. w rozdziale mieszaniny racemicznej 
tlenku α-metylo-izobutylostyrenu, umożliwiając w ten sposób syntezę 
(S)-ibuprofenu, biologicznie aktywnego niesteroidowego, leku prze-
ciwzapalnego [13]. W syntezie diolu (R)-p-chlorostyrenu, kluczowego 
związku w syntezie Eliprodilu, czynnika neuroochronnego, zastoso-
wano epoksyhydrolazy pochodzące ze szczepów Aspergillus niger oraz 
Beauveria bassiana, wykazujące uzupełniającą się enancjoselektywność 
[14]. W przypadku syntezy (R)-nifenalolu, leku β-adrenolitycznego, 
wykorzystano drogę syntezy chemoenzymatycznej. Metoda ta bazu-
je na zastosowaniu w pierwszym etapie epoksyhydrolazy z Aspergillus 
niger, co prowadzi do otrzymania jednego enancjomeru z mieszaniny 
racemicznej epoksydu – (S)-epoksydu oraz (R)-diolu. Następnie kwa-
śna hydroliza pozostałego epoksydu prowadzi do otrzymania jednego 
enancjomeru diolu – (R)-diolu [15].

Hydroliza chemiczna oraz niska rozpuszczalność epoksydów 
w fazie wodnej, mogą ograniczyć wykorzystanie procesów biokatali-
tycznych w skali przemysłowej. Aby uniknąć spontanicznej degradacji 
chemicznej substratów w fazie wodnej, biokatalizę z udziałem epok-
syhydrolaz, prowadzi się również w obecności rozpuszczalników or-
ganicznych z dodatkiem śladowych ilości wody [16].

W niniejszej publikacji przedstawiono wyniki badań, których 
przedmiotem była selektywna hydroliza modelowego epoksyfosfo-
nianu – estru dietylowego kwasu (±) trans-1,2-epoksy-2-fenyloeta-
nofosfonowego do odpowiednich 1,2-dihydroksyetanofosfonianów 
dietylu o zdefiniowanej konfiguracji absolutnej, z wykorzystaniem ca-
łych komórek grzybów oraz bakterii (Rys. 1). Istotnym celem badań 
było również określenie możliwości biokonwersji estru dimetylowe-
go oraz dietylowego kwasu winylofosfonowego do odpowiednich 
pochodnych – hydroksylowej lub epoksydowej fosfonianów z zasto-
sowaniem komórek grzybów.

Rys. 1. Schemat hydrolizy estru dietylowego  
kwasu (±) trans-1,2-epoksy-2-fenyloetanofosfonowego
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Materiały i metody – 1
Substrat – ester dietylowy kwasu (±) trans-1,2-epoksy-2-fenylo-

etanofosfonowego został zsyntezowany wg procedury opisanej w li-
teraturze [17, 18]. Ester dietylowy kwasu (±) trans-1,2-epoksy-2-fe-
nyloetanofosfonowego otrzymano w reakcji dwuetapowej. Pierwszy 
etap prowadził do uzyskania odpowiedniego winylofosfonianu – es-
tru dietylowego kwasu trans-2-fenyloet-1,2-enofosfonowego [17]. 
Oczyszczony winylofosfonian wykorzystano następnie, jako substrat 
w 6-dniowej reakcji z wodnym roztworem Oxone® [18].

Substraty – winylofosfonian dietylu oraz winylofosfonian dimetylu 
zostały zakupione w Aldrich Chemistry.

Mikroorganizmy
Badane szczepy mikroorganizmów pochodziły z kolekcji mikro-

organizmów Zakładu Chemii Bioorganicznej, Politechniki Wrocław-
skiej, pozyskanych z następujących źródeł: Aspergillus niger (OP1) 
– Uniwersytet Opolski (Polska); Aspergillus parasiticus (NRRLY 
2999) – Uniwersytet Anadolu (Turcja); Aspergillus fumigatus, Penicil-
lium oxalicum – Uniwersytet w Pawii (Włochy); Mucor circinelloides 
– Politechnika Łódzka (Polska); Beauveria bassiana (2715B) – Polska 
Akademia Nauk (Polska); Penicillium purpurogenum (S1), Penicillium 
crustosum (S2), Penicillium funiculosum (S3) – wyizolowane i zidentyfi-
kowane przez M. Klimek-Ochab [19]; Bacillus subtilis, Escherichia coli, 
Pseudomonas fluorescens, Sarcina lutea, Serratia marcescens, Fusarium 
oxysporum (DSMZ 12646), Cladosporium herbarum (DSMZ 63422), 
Cunninghamella elegans (DSMZ 1908), Cunninghamella echinulata 
(DSMZ 1905) – Niemiecka Kolekcja Drobnoustrojów i Hodowli Ko-
mórkowych (Niemcy).

Warunki hodowli oraz procesu biotransformacji
Hodowle mikroorganizmów prowadzono w temp. 25°C, 

w warunkach wytrząsanych (160 obr./min). Hodowle mikroor-
ganizmów zakładano z wykorzystaniem hodowli danego szczepu 
na podłożu zestalonym. 24-godzinna (bakterie) lub 72-godzinna 
(grzyby) hodowla danego mikroorganizmu, stanowiła inokulum dla  
hodowli właściwej.

Bakterie. Hodowle płynne badanych szczepów bakterii pro-
wadzono w 100 ml bulionu odżywczego, w kolbach Erlenmeyera 
(250 ml). W procesie biotransformacji zastosowano 24-godzinną ho-
dowlę szczepu bakteryjnego, którą uprzednio odwirowano (2263 × g, 
10 min, 15°C, wirówka Universal 320R, Hettich).

Grzyby. Szczepy z rodzaju Aspergillus, Beauveria, Penicillium oraz 
Fusarium hodowano na podłożu ziemniaczanym (PDB), szczep Mucor 
circinelloides zaś na podłożu maltozowym (ME). Biokatalizator stano-
wiła biomasa 72-godzinnej hodowli właściwej, która została wcześniej 
odsączona za pomocą filtracji na sączku bibułowym.

Woda destylowana (50 ml) stanowiła medium biotransformacji, 
do którego dodawano uzyskaną biomasę komórek biokatalizatora 
oraz substrat – ester dietylowy kwasu (±) trans-1,2-epoksy-2-fe-
nyloetanofosfonowego (1 mM). Proces biotransformacji prowadzo-
no przez 72 godziny, w temp. 25°C w warunkach wytrząsanych  
(160 obr./min).

W przypadku biotransformacji winylofosfonianów, biokataliza-
torem była biomasa jednego z gatunków grzybów (Cladosporium 
herbarum, Fusarium oxysporum, Aspergillus parasiticus, Cunningha-
mella elegans oraz Cunninghamella echinulata), których warunki 
hodowli przedstawiono w Tablicy 1. Namnożoną w odpowiednich 
warunkach biomasę komórek odsączono grawitacyjnie na sączku 
bibułowym, a następnie zawieszano w 30 ml medium biotrans-
formacji, który stanowiła woda destylowana, bufor cytrynianowy 
(pH 3) lub podłoże hodowlane.

Tablica. 1
Zastosowane warunki hodowli wykorzystanych mikroorganizmów.

Szczep Medium hodowlane
Temperatura 

 °C
Czas

h

Wytrząsanie 
obr./min

Fusarium 
oxysporum

Bulion z ekstraktem 
słodowym

20 48 250

Czapek-Dox 35 96 250

Cunninghamella 
elegans

Cunninghamella 
echinulata

Podłoże maltozowe 20 48 150

Cladosporium 
herbarum

Czapek-Dox 20 96 150

PDB 20 72 150

Aspergillus 
parasiticus

Czapek-Dox 20 96 150

PDB 20 72 150

Proces biotransformacji estru dietylowego kwasu winylofosfono-
wego (30 µl) przeprowadzono z wykorzystaniem szczepów C. herba-
rum, F. oxysporum oraz A. parasiticus, natomiast estru dimetylowego 
kwasu winylofosfonowego (30 µl) z zastosowaniem komórek C. ele-
gans i C. echinulata. W celu ustalenia optymalnego czasu biotransfor-
macji, proces prowadzono 1–7, 10 i 15 dni.

Ponadto zbadano wpływ modyfikacji medium biotransfor-
macji na przebieg procesu. Zastosowano odpowiednie dodatki 
do medium: 50 µl roztworu glukozy (30%, 50%), 50 µl etanolu 
(96%) oraz 50 µl Triton X-100. Procedurę wzbogacono w dodat-
kowy etap „głodzenia” (24 h), polegający na zawieszeniu bioma-
sy komórek w wodzie destylowanej, przed użyciem w procesie  
biotransformacji.

Wszystkie reakcje zakończono poprzez odsączenie biokatalizato-
ra na sączku bibułowym lub odwirowanie (2263 × g, 10 min., 15°C, 
wirówka Universal 320R, Hettich), odpowiednio w przypadku bio-
masy komórek grzybów oraz bakterii. Uzyskane supernatanty pod-
dano dwukrotnej ekstrakcji octanem etylu (2×50 ml). Otrzymane 
frakcje organiczne suszono nad bezwodnym MgSO4 i odparowano 
pod zmniejszonym ciśnieniem na rotacyjnej wyparce próżniowej 
(IKA® RV10 digital).

Eksperyment kontrolny przeprowadzono w medium hodowla-
nym bez komórek grzybów, z dodatkiem substratu. Doświadczenie 
prowadzono analogicznie jak w przypadku właściwych procesów 
biotransformacji.

Analiza
Mieszaninę substratu oraz produktu analizowano za pomocą spek-

troskopii magnetycznego rezonansu jądrowego (31P NMR):
ester dietylowy kwasu (±) trans-1,2-epoksy-2 fenyloetanofosfonowego
31P NMR δ 16,68 ppm
ester dietylowy kwasu trans-2-fenyloet-1,2-enofosfonowego
31P NMR δ 22,85 ppm (izomer erytro), 24.05 ppm (izomer treo)
ester dimetylowy kwasu winylofosfonowego
31P NMR δ 20,66 ppm
ester dietylowy kwasu winylofosfonowego
31P NMR δ 18,27 ppm

Widma NMR zostały zarejestrowane na aparacie Bruker AvanceTM 

600 działającym przy 600 MHz, pomiary wykonano w CDCl3 (99.5% 
D) w temp. 298 K.

Czystość optyczną produktu określono na podstawie widm 31P 
NMR mieszanin poreakcyjnych z dodatkiem chininy, jako chiralnego 
odczynnika solwatującego [20].
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W celu wskazania szczepu zdolnego do hydrolizy trans-1,2-epok-

syfosfonianu do odpowiednich 1,2-dihydroksyfosfonianów, wykonano 
badania przesiewowe z zastosowaniem szczepów bakterii oraz grzy-
bów dostępnych w zasobach mikroorganizmów Zakładu Chemii Bioor-
ganicznej, Politechniki Wrocławskiej. W badaniach wykorzystano m.in. 
szczepy grzybów posiadających aktywność epoksyhydrolaz (Aspergillus 
niger, Beauveria bassiana) [11], ale również szczepy z rodzaju Aspergillus 
(A. fumigatus, A. parasiticus), Penicillium (P. crustosum, P. funiculosum, P. 
oxalicum, P. purpurogenum) oraz szczepy Mucor circinelloides i Fusarium 
oxysporum. Zdolność do hydrolizy ugrupowania oksiranowego w epok-
syfosfonianach badano również z zastosowaniem komórek bakteryj-
nych: B. subtilis, E. coli, P. fluorescens, S. lutea czy też S. marcescens.

Analiza próby kontrolnej, niezawierającej biokatalizatora, wska-
zywała, że badany substrat modelowy w warunkach biotransfor-
macji (warunki wodne) ulega częściowej hydrolizie do izomeru  
erytro (23%).

Rys. 2. Widmo 31P NMR produktów hydrolizy estru dietylowego  
kwasu (±) trans-1,2-epoksy-2-fenyloetanofosfonowego 

z zastosowaniem komórek szczepu A. niger z dodatkiem chininy

Przeprowadzone badania przesiewowe wskazują, że spośród 
badanych szczepów, jedynie Aspergillus niger wykazuje zdolność 
do hydrolizy modelowego substratu do mieszaniny izomerów 
treo- oraz erytro-1,2-dihydroksyfosfonianu dietylu – stosunek dia-
stereoizomerów (erytro:treo) wynosił 68:32. Zastosowany system 
biologiczny wykazuje słabą enancjoselektywność. Przeprowadzone 
procesy biotransformacji nie pozwoliły na otrzymanie enancjomeru 
1,2-dihydroksyfosfonianu w wysokim nadmiarze enancjomerycznym. 
W przypadku pozostałych badanych szczepów mikroorganizmów nie 
obserwowano aktywności hydrolaz.

W celu określenia wpływu czynników środowiska, tj. pH medium 
biotransformacji na aktywność katalityczną komórek A. niger, jako me-
dium zastosowano bufor fosforanowy o pH 7,4. Najwyższą aktywność 
epoksyhydrolazy wyizolowane ze szczepu A. niger wykazują w pH 7,0 
[21], zaś wartość optymalnego pH do wzrostu komórek tego mikroor-
ganizmu wynosi 6,5. Zastosowanie w procesie buforu o pH 7,4 wpły-
nęło negatywnie na aktywność katalityczną komórek. Uzyskane wyniki 
wskazują, że w procesie biokonwersji kluczowe jest zastosowanie jako 
medium wody destylowanej (pH 6,0), której pH zbliżone jest do pH 
optymalnego dla wzrostu komórek A. niger.

W celu określenia dynamiki zmiany stopnia przereagowania sub-
stratu w czasie procesu biotransformacji z zastosowaniem hodowli 
szczepu A. niger, skrócono proces biokonwersji modelowego substra-
tu do 24 godzin, co skutkowało otrzymaniem obu izomerów - erytro 
(59%) oraz treo (26%) dihydroksyfosfonianu, stosunek diastereoizo-
merów (erytro:treo) wynosił 68:32. W przypadku procesu 48-godzinne-
go, substrat uległ całkowitej hydrolizie do odpowiednich izomerów.

Uzyskane wyniki badań wskazują na zdolność szczepu A. niger 
do hydrolizy ugrupowania oksiranowego w epoksyfosfonianach, tym 
samym potwierdzając niezwykłą zdolność katalityczną tego szczepu 
do transformacji epoksydów.

Równie interesującym jak transformacja epoksyfosfonianów, lecz 
słabo poznanym zagadnieniem, jest biotransformacja winylofosfo-
nianów. Znanych jest niewiele przykładów przekształcenia podwój-
nego wiązania w winylofosfonianach, w odpowiednie ugrupowanie 
oksiranowe lub hydroksylowe. W celu określenia możliwości kon-
wersji tych związków, podjęto próbę biotransformacji substratów 
modelowych – estru dimetylowego oraz dietylowego kwasu winy-
lofosfonowego, do odpowiednich pochodnych – hydroksylowej lub 
epoksydowej fosfonianu. W badaniach przesiewowych użyto szczepy 
grzybów A. parasiticus, C. elegans, C. echinulata, C. herbarum oraz F. 
oxysporum. Zastosowanie standardowej procedury biotransformacji 
z wykorzystaniem całych komórek biokatalizatora, nie prowadziło 
do transformacji substratu, dlatego procedury poddano modyfikacji. 
Zmiany w procedurze hodowli i biotransformacji, m.in. podłoża ho-
dowlanego, medium biotransformacji, temperatury oraz zastosowa-
nie dodatkowego etapu „głodzenia”, czy też wydłużenie procesu, nie 
przyczyniły się do konwersji modelowych winylofosfonianów do od-
powiednich pochodnych.

Tablica 2
Porównanie warunków biodegradacji estru dietylowego kwasu 

winylofosfonowego

F. oxysporum C. herbarum

Podłoże hodowlane PDB PBD PDB

Medium 
biotransformacji

Woda destylowana
Bufor cytrynianowy

(pH 3,0)
Woda destylowana

Temperatura, °C 20 20 20

Czas bioprocesu, dni 5 4 4

W przypadku procesów z zastosowaniem szczepów C. herbarum 
oraz F. oxysporum, w ściśle określonych warunkach reakcji, zaobser-
wowano proces degradacji substratu (Tab. 2). Uzyskane wyniki po-
twierdzają, że określone właściwości biokatalizatora są ściśle związane 
z warunkami jego hodowli oraz ze sposobem prowadzenia reakcji bio-
transformacji. Szczepy C. herbarum oraz F. oxysporum całkowicie de-
gradują winylofosfonian, wykorzystując go jako źródło pierwiastków 
biogennych, a tym samym wykazują zdolność do degradacji trwałego, 
kowalencyjnego wiązania C-P.

Dane literaturowe potwierdzają zdolność szczepów z rodzaju 
Fusarium do hydrolizy trwałego, kowalencyjnego wiązania C-P oraz 
mineralizacji niektórych związków fosfonowych, w określonych wa-
runkach (T, pH) [22].

Uzyskane wyniki są szczególnie istotne w kontekście zastosowa-
nia związków fosforoorganicznych jako środków ochrony roślin (m.in. 
glifosat), których działanie może być niwelowane przez fitopatogeny 
roślin, m.in. szczepy z rodzaju Fusarium.

Podsumowanie i wnioski
Wykonane badania przesiewowe pozwoliły wskazać szczep zdol-

ny do hydrolizy pierścienia oksiranowego w modelowym substracie 
do odpowiednich 1,2-dihydroksyfosfonianów. Enzymatyczna hydroli-
za z zastosowaniem komórek A. niger prowadzi do otrzymania obu 
izomerów, erytro- oraz treo-dihydroksyfosfonianu dietylu (erytro:treo, 
68:32), obu w postaci mieszanin racemicznych. Zastosowany system 
biologiczny wykazuje słabą enancjo- oraz stereoselektywność w zada-
nych warunkach procesu.

W przypadku transformacji winylofosfonianów, mimo modyfika-
cji procesu, zarówno na etapie hodowli biokatalizatora jak i reakcji 
biotransformacji, modelowe substraty nie uległy mikrobiologicznemu 
przekształceniu. Jednak w przypadku szczepów C. herbarum oraz F. 
oxysporum, w ściśle określonych warunkach reakcji, zaobserwowano 
proces degradacji winylofosfonianu dietylu.
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