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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania chiralnego optycznie czystego izomeru kwasu
(S)-1-amino-2-tienylometylofosfonowego z wykorzystaniem metody biokatalitycznej. Otrzymany pro-
dukt w postaci kwasu (S)-1-amino-2-tienylometylofosfonowego znajduje zastosowanie jako chiralny
blok budulcowy do dalszych syntez réznych strukturalnie zwigzkéw, w tym takich o potencjalnej aktyw-
nosci biologiczne;.

W publikacji B. Boduszka pt. “An efficient synthesis of 1-aminophosphonic acids and esters bear-
ing heterocyclic moiety” Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements, 1995, 104: 1,
63—70 opisano procedure otrzymywania kwasu 1-amino-2-tienylometylofosfonowego w postaci miesza-
niny racemicznej z wykorzystaniem metod chemicznych.

Badania nad otrzymaniem chiralnych aminofosfonianéw z zastosowaniem komodrek drozdzy
i grzybow strzepkowych przedstawione zostaty w publikacji Zymanczyk-Dudy E., Brzezinskiej-Rodak
M., Kozyry K. oraz Klimek-Ochab M. “Fungal platform for direct chiral phosphonic building blocks pro-
duction. Closer look on conversion pathway” Applied Biochemistry and Biotechnology 2015, 175, 3,
1403-1411 oraz Kmiecik N., Majewskiej P., Kozyry K. oraz Zymanczyk-Dudy E.: “Bioconversion of ami-
nophosphonates to hydroxyphosphonates via two step redox reactions employing fungi”, Phosphorus,
Sulfur, and Silicon and the Related Elements 2018, 193, 4, 232—-238.

Kwasy a-aminofosfonowe oraz ich pochodne sg przedmiotem zainteresowania z uwagi na zréz-
nicowang aktywnos¢ biologiczng. Zwigzki te posiadajg wiele potencjalnych zastosowan w medycynie
jako srodki przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe, inhibitory enzymow czy antybiotyki oraz w rolnic-
twie jako herbicydy i insektycydy.

Biokatalityczny sposéb otrzymywania optycznie czystego kwasu (S)-1-amino-2-tienylometylofos-
fonowego nie zostat dotychczas opisany w literaturze naukowej ani patentowe;j.

Istotg wynalazku jest biokatalityczny sposob otrzymywania czystego izomeru kwasu (S)-1-amino-
-2-tienylometylofosfonowego o wzorze 1, ktéry polega na tym, ze mieszanine racemiczng kwasu
1-amino-2-tienylometylofosfonowego poddaje sie reakcji biotransformaciji z wykorzystaniem biokatali-
zatora w postaci hodowli szczepu Rhodotorula mucilaginosa (DSM 70403).

Korzystnie biokatalizator otrzymuje sie w trakcie hodowli na podtozu ziemniaczanym (PDB).

Korzystnie optymalny czas hodowli Rhodotorula mucilaginosa to 5 dni na wytrzgsarce rotacyjne;.

Produkt biotransformacji w postaci optycznie czystego kwasu (S)-1-amino-2-tienylometylofosfo-
nowego o wzorze 1 analizowany jest za pomocg 3P NMR z dodatkiem a-cyklodekstryny w srodowisku
obojetnym, przy pH 7.

Zaletg sposobu wedlug wynalazku jest to, ze umozliwia uzyskanie czystego optycznie izomeru
kwasu (S)-1-amino-2-tienylometylofosfonowego (nadmiar enancjomeryczny — e.e. = 99%).

Sposob wedtug wynalazku zostat przedstawiony w przyktadach wykonania nie ograniczajgc jego
zakresu.

Przyktad 1

Hodowle badanego szczepu Rhodotorula mucilaginosa prowadzi sie na podtozu PDB przygoto-
wanym na podstawie przepisu nr 129 w bazie DSMZ. 200 g umytych, pokrojonych w kostke ziemniakow
gotuje sie przez 1 h w 1 litrze wody. Nastepnie otrzymany wywar przesacza sie przez gaze, uzupetnia
wodg destylowang do 1 L, dodaje sie 20 g sacharozy i sterylizuje w autoklawie.

Do 100 mL podioza PDB dodaje sie 1 mL inokulum R. mucilaginosa, przygotowanego poprzez
zaszczepienie z hodowli na podtozu statym 100 mL podioza ziemniaczanego (PDB) i inkubacji przez
3 dni na wytrzgsarce rotacyjnej. Hodowle wtasciwe prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 5 dni
z ciggtym wytrzgsaniem. Po tym czasie hodowle odwirowuje sie (20°C, 5000 rpm, 10 minut).

Tak przygotowany biokatalizator wykorzystuje sie w procesie biotransformac;ji. Do kolby zawiera-
jacej biomase oraz 100 mL wody destylowanej dodaje sie 30 mg substratu — kwasu 1-amino-2-tienylo-
metylofosfonowego w postaci mieszaniny racemicznej. Po 24 h inkubacji biomase oddziela sie poprzez
wirowanie, a supernatant odparowuje sie i analizuje za pomoca 3!P NMR. Czysto$¢ optyczng produktu
okresla sie spektroskopowo, na podstawie widm 3P NMR mieszanin poreakcyjnych z dodatkiem
a-cyklodekstryny (100 mM), jako chiralnego odczynnika solwatujgcego, w srodowisku obojetnym
(pH = 7). Po biotransformacji przeprowadzonej w powyzszy sposéb otrzymano produkt z nadmiarem
enancjomerycznym wynoszgcym e.e. = 99%.
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Przyktad 2
Hodowle badanego szczepu Rhodotorula mucilaginosa prowadzi sie na podtozu PDB przygoto-

wanym na podstawie przepisu nr 129 w bazie DSMZ. Inokulum R. mucilaginosa przygotowuje sie po-
przez zaszczepienie z hodowli na podtozu statym 100 mL podtoza ziemniaczanego (PDB) i inkubaciji
przez 3 dni na wytrzgsarce rotacyjnej. Nastepnie 1 mL inokulum przenosi sie do swiezego medium
hodowlanego i inkubuje sie 5 dni z ciggtym wytrzgsaniem. Po tym czasie hodowle odwirowuje sie (20°C,
5000 rpm, 10 minut), a otrzymang biomase zawiesza sie w 100 mL wody destylowane;j i inkubuje 24 lub
48 godzin w warunkach deficytu substancji odzywczych.

Tak przygotowany biokatalizator wykorzystuje sie w procesie biotransformaciji. Do kolby zawiera-
jacej biomase oraz wode destylowang dodaje sie 30 mg substratu — kwasu 1-amino-2-tienylometylofos-
fonowego w postaci mieszaniny racemicznej. Po 48 h inkubacji biomase oddziela sie poprzez wirowa-
nie, a supernatant odparowuje sie i analizuje za pomocg 3*P NMR. Czysto$¢ optyczng produktu okresla
sie spektroskopowo, na podstawie widm 3P NMR mieszanin poreakcyjnych z dodatkiem o-cy-
klodekstryny w srodowisku obojetnym (pH = 7). Po biotransformacji przeprowadzonej w powyzszy spo-
s6b otrzymano produkt z nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym e.e. = 99%.

Produkt otrzymany wedtug przyktadu posiada nastepujgce dane spektralne:

3P NMR (D20, §, ppm): 10.02

IH NMR (D20): § = 7.45 (m, 1H, tiofen), 7.21 (m, 1H, tiofen), 7.05 (m, 1H, tiofen), 4.70 (d, 1H,
HCP, Jchp = 18 Hz).

Zastrzezenia patentowe

1. Biokatalityczny sposdb otrzymywania czystego izomeru kwasu (S)-1-amino-2-tienylometylo-
fosfonowego o wzorze 1, znamienny tym, ze mieszanine racemiczng kwasu 1-amino-2-tie-
nylometylofosfonowego poddaje sie reakcji biotransformacji z wykorzystaniem biokatalizatora
w postaci hodowli szczepu Rhodotorula mucilaginosa (DSM 70403).

2. Biokatalityczny sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze biokatalizator otrzymuje sie
w trakcie hodowli na podtozu ziemniaczanym (PDB), przy czym optymalny czas hodowli Rho-
dotorula mucilaginosa wynosi 5 dni na wytrzgsarce rotacyjne;.
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