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WSTĘP 
 

W przypadku wielu substancji organicznych, w tym leków, wzór sumaryczny niewiele 

mówi o budowie związku, ponieważ cząsteczki mające ten sam skład atomowy mogą różnić 

się rozmieszczeniem poszczególnych atomów w przestrzeni, który wpływa na właściwości 

całej cząsteczki, a także na sposób jej oddziaływania w organizmie ludzkim. Obecnie we 

współczesnej farmakoterapii kładzie się istotny nacisk na stosowanie w lecznictwie 

pojedynczych enancjomerów, ponieważ pozwala to na optymalizację efektu klinicznego,  

a także umożliwia zmniejszenie częstości i natężenie działań niepożądanych. Z uwagi na fakt, 

iż enancjomery leków są wzajemnymi odbiciami lustrzanymi różnią się przestrzennym 

ułożeniem atomów w swoich cząsteczkach przez co mogą wykazywać odrębne właściwości 

farmakokinetyczne, farmakodynamiczne, a także różny profil działań niepożądanych. Należy 

przy tym podkreślić, iż wiele substancji czynnych jest komercyjnie dostępne w produktach 

leczniczych w formie racematów, a nie czystych enancjomerów, co może skutkować większą 

ilością i intensywnością występowania działań niepożądanych, a także koniecznością 

przyjmowania większej dawki leku.  

Jedną z metod umożliwiających otrzymanie czystego enancjomeru jest enzymatyczny 

rozdział kinetyczny. W tym celu przeprowadza się stereoselektywną biotransformację racematu  

w obecności lipazy pełniącej funkcję enancjoselektywego biokatalizatora. Środowisko reakcji 

jest jednym z najistotniejszych czynników wpływających na efektywność  

i enancjoselektywność prowadzonej biotransformacji. Analiza danych literaturowych 

wskazuje, iż najczęściej w enancjoselektywnej estryfikacji katalizowanej przez lipazy 

wykorzystuje się organiczne rozpuszczalniki pełniące funkcję środowiska reakcji. Należy 

jednak zauważyć, iż rozpuszczalność racemicznych substancji czynnych jest często 

ograniczona w rozpuszczalnikach organicznych takich jak: acetonitryl, toluen czy 

dichlorometan. Z kolei zastosowanie alkoholi takich jak: metanol, etanol czy izopropanol 

wyklucza użycie lipaz z uwagi na ryzyko ich denaturacji. Dodatkowo, organiczne 

rozpuszczalniki wykazują negatywny wpływ na środowisko z uwagi na wysoką toksyczność  

i trudności związane z ich bezpieczną utylizacją. W związku z powyższym zastosowanie cieczy 

jonowych w rozdziałach kinetycznych racematów wydaje się być uzasadnioną próbą 

niwelowania negatywnych skutków wywołanych przez obecność organicznych 

rozpuszczalników. Dlatego zastosowanie cieczy jonowych w połączeniu z organicznymi 

rozpuszczalnikami nie tylko redukuje ilość toksycznych rozpuszczalników w mieszaninie 

reakcyjnej, ale także tworzy układ dwufazowy, który fizycznie rozdziela od siebie substraty  
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i produkty od białkowych katalizatorów. W efekcie zastosowanie dwufazowego układu 

katalitycznego zawierającego ciecze jonowe umożliwia łatwą separację enzymu ze środowiska 

reakcji i ponowne jego wykorzystanie w innych biotransformacjach co korzystnie wpływa na 

środowisko oraz jest w zgodzie z zasadami „zielonej chemii”. 

Obszar tematyczny niniejszej rozprawy doktorskiej obejmuje ocenę wpływu cieczy 

jonowych na enancjoselektywne biotransformacje różnych racemicznych substancji 

powszechnie stosowanych w syntezie farmaceutycznej oraz w lecznictwie. Wykonane badania 

naukowe skupiają się na zastosowaniu lipaz w rozdziałach kinetycznych (R,S)-atenololu, (R,S)-

1-fenyloetanolu oraz kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu w dwufazowych układach 

katalitycznych zawierających ciecze jonowe. W ramach przeprowadzonych badań porównano 

aktywność katalityczną testowanych lipaz w zaproponowanych biotransformacjach oraz 

zestawiono parametry opisujące zrealizowane rozdziały kinetyczne, takie jak: 

enancjoselektywność, konwersję i nadmiar enancjomeryczny substratów oraz produktów. 

Przeprowadzone badania naukowe stanowiły próbę połączenia nauk farmaceutycznych  

z biotechnologią. Z kolei efektem wykonanych badań było otrzymanie enancjomerycznie 

czystych substancji, które mogą zostać wykorzystane w przemyśle farmaceutycznym oraz 

przyczynią się do redukcji działań niepożądanych i poprawy compliance pacjenta.  
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1. IZOMERIA 
 

Izomeria jest zjawiskiem polegającym na występowania związków chemicznych, które 

posiadają identyczny skład atomowy, jednak różnią się sposobem powiązania ze sobą tych 

atomów. Izomery posiadają ten sam wzór sumaryczny, ale inny wzór strukturalny oraz różnią 

się między sobą właściwościami chemicznymi i fizycznymi. W oparciu o tę definicję 

możliwych jest kilka rodzajów izomerii (Rycina 1).  

 

Rycina 1 Rodzaje izomerii 

 

Wyróżniamy dwa podstawowe rodzaje izomerii cząsteczek organicznych:  

• izomeria konstytucyjna (izomeria strukturalna);  

• stereoizomeria (izomeria przestrzenna).  

Izomery konstytucyjne to cząsteczki o takim samym składzie atomowym, ale różnych 

układach wiązań między atomami, co ilustrują przykłady katecholu, rezorcynolu  

i hydrochinonu (Rycina 2).  

IZOMERIA

Konstytucyjna 
(strukturalna)

Stereoizomeria 
(przestrzenna)

Konformacyjna Konfiguracyjna

optyczna 

enancjomery

geometryczna 

cis-trans
diastereoizomeria
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Katechol Rezorcynol Hydrochinon 

 

Rycina 2 Izomery konstytucyjne [1] 

 

Wszystkie te związki mają ten sam skład atomowy (C6H6O2), ale różne układy wiązań atomów,  

a zatem są odrębnymi jednostkami chemicznymi o różnych właściwościach chemicznych  

i fizycznych. Z kolei stereoizomery mają taką samą kolejność i sposób połączenia atomów, ale 

różnią się rozmieszczeniem atomów (lub grup atomów) w przestrzeni i te różne orientacje 

atomów nie mogą swobodnie wzajemnie się przekształcać przez rotację wiązań [2].  

Położenie atomów w przestrzeni wynikające z obrotu wewnętrznego (rotacji) wokół 

wiązań pojedynczych węgiel-węgiel to konformacja. Cząsteczki różniące się konformacjami 

nazywamy izomerami konformacyjnymi. Rozmieszczenie atomów w przestrzeni to 

konfiguracja cząsteczki. Cząsteczki różniące się konfiguracją są izomerami konfiguracyjnymi. 

Stereoizomery konfiguracyjne są podzielone na podkategorie jako izomery optyczne 

(enancjomery) (Rycina 3) lub izomery geometryczne (cis-trans) lub diastereoizomery. 

Szczególną formą stereoizomerii jest izomeria konfiguracyjna (optyczna), która daje początek 

zjawisku chiralności [1-3].  

 

  

Rycina 3 Izomery optyczne – enencjomery [1] 
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2. CHIRALNOŚĆ SUBSTANCJI CZYNNYCH 
 

Chiralność można zdefiniować jako potencjał cząsteczki do występowania w dwóch 

asymetrycznych formach, które są nienakładającymi się wzajemnymi odbiciami lustrzanymi 

bez zmiany składu atomowego, połączeń atom-atom lub rzędów wiązań. Najczęstszą przyczyną 

chiralności w cząsteczce organicznej jest obecność atomu węgla związanego z czterema 

różnymi grupami. Takie atomy węgla określa się jako centra chiralności, chociaż stosuje się 

inne terminy, takie jak centrum stereogeniczne lub centrum asymetryczne [4]. Zjawisko to na 

ogół występuje z powodu różnicy w trójwymiarowej orientacji czterech różnych podstawników 

przyłączonych do jednego centralnego atomu, tworząc coś, co można uznać za lewą i prawą 

wersję tej samej cząsteczki. Te dwie wersje cząsteczki nazywane są enancjomerami. W celu 

rozróżnienia obu enancjomerów stosuje się system Cahna-Ingolda-Preloga lub notację R/S 

(Rycina 4), zgodnie z zaleceniami Międzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej 

(IUPAC, ang. International Union of Pure and Applied Chemistry) [5]. Notacja D/L stosowana 

dla aminokwasów i cukrów jest ograniczona do tych dwóch typów cząsteczek, przy czym 

notacja D/L oznacza prawoskrętną (zgodnie z ruchem wskazówek zegara)  

i lewoskrętną (przeciwną do ruchu wskazówek zegara) rotację optyczną światła 

spolaryzowanego. Ta konwencja nie jest obecnie w powszechnym użyciu, ponieważ została 

zastąpiona notacją R/S dla chiralności i notacją +/- dla rotacji optycznej [6]. W celu rozróżnienia 

par enancjomerów stosuje się oznaczenia R (rectus) i S (sinister) [7]. 

 

Rycina 4 Konformacje R/S [7] 

Dwie cząsteczki, których nie można nałożyć na siebie w lustrzanym odbiciu, nazywane 

są wzajemnymi enancjomerami. Związek zawierający tylko jeden rodzaj enancjomeru 

nazywany jest związkiem enancjomerycznie czystym lub homochiralnym. Natomiast jeśli 

związek zawiera równą ilość dwóch enancjomerów cząsteczki chiralnej, nazywa się racematem 

lub mieszaniną racemiczną, która nie może skręcać światła spolaryzowanego w płaszczyźnie. 

Niektóre cząsteczki mogą mieć więcej niż jedno centrum stereogeniczne. Jeśli cząsteczka ma 

„n” ilość centrów stereogenicznych, liczba stereoizomerów wynosi n2. Cząsteczki, które są 

stereoizomerami, ale nie są wzajemnymi enancjomerami, nazywane są diastereoizomerami. 
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Tego rodzaju izomerów nie można na siebie nałożyć i nie są one lustrzanymi odbiciami. 

Również ich właściwości fizyczne lub chemiczne są różne [4]. 

Enancjomery są zwykle opisywane jako związki mające identyczne właściwości 

fizyczne w środowiskach achiralnych, z wyjątkiem skręcania płaszczyzny światła 

spolaryzowanego. W rzeczywistości światło spolaryzowane w płaszczyźnie składa się  

z lewoskrętnych i prawoskrętnych składowych światła spolaryzowanego kołowo, które jest 

chiralne, a zjawisko rotacji optycznej wynika z niewielkich różnic w sposobie, w jaki cząsteczki 

chiralne oddziałują z tymi składnikami [7]. 

Chiralność substancji farmaceutycznych jest ważnym aspektem w badaniach nad 

lekami, ponieważ określa, w jaki sposób enancjomery będą oddziaływać z chiralnymi celami 

biologicznymi. Enancjomery leku chiralnego mogą mieć różne profile farmakokinetyczne  

i farmakologiczne, w konsekwencji zastosowanie pojedynczego czystego enancjomeru zamiast 

racematu może zwiększyć skuteczność i bezpieczeństwo leczenia. Tendencje współczesnego 

przemysłu farmaceutycznego dotyczące obecnego rynku leków chiralnych coraz częściej dążą 

do zamiany dotychczas stosowanych racematów i rozwoju nowych enancjomerycznie czystych 

leków.  Zastąpienie na rynku wcześniej zatwierdzonego racematu jego wersją pojedynczego 

enancjomeru daje potencjalne zalety związane z wyższym indeksem terapeutycznym ze 

względu na lepszą siłę działania, selektywność i mniej działań niepożądanych, szybszy 

początek działania i narażenie pacjenta na mniejsze dawki leku. W każdym przypadku decyzja 

o zastosowaniu pojedynczego enancjomeru lub mieszaniny enancjomerów danego leku 

powinna być podjęta na podstawie danych z badań klinicznych i ekspertyzy klinicznej [7, 8]. 

Z punktu widzenia stereochemii leki można podzielić na achiralne, racemiczne  

i enancjomeryczne. Około 50% stosowanych obecnie w terapii małych cząsteczek to cząsteczki 

chiralne, zawierające co najmniej jedno centrum asymetrii w swojej strukturze, jednak ich 

zdecydowana większość sprzedawana jest w postaci racematów, a tylko około 25% w postaci 

czystych enancjomerów [9-11]. W dziedzinie farmaceutyków chiralnych punktem zwrotnym 

był rok 1992, kiedy to Agencja ds. Żywności i Leków (FDA, ang. Food and Drug 

Administration) wydała oświadczenie polityczne dotyczące rozwoju i zatwierdzania leków 

chiralnych; polityka przyjmuje raczej surowe podejście do leków chiralnych, oferując 

szczegółowe wytyczne dotyczące ich oceny [7, 12]. Podobną politykę przyjęła później w 1994 

roku Europejska Agencja Leków (EMA, ang. European Medicines Agency). Obie agencje 

regulacyjne wskazały zasady, które wyraźnie określają, że należy dążyć do opracowania 

enancjomerycznie czystego leku. Obecne przepisy nadal pozostawiają otwarte drzwi do 

produkcji racematów, o ile istnieją dowody na to, że podawanie racematu prowadzi do korzyści 
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terapeutycznych w porównaniu z pojedynczym enancjomerem. Wiele chiralnych leków jest 

nadal stosowanych klinicznie jako racematy, chociaż udowodniono, że profile 

farmakokinetyczne i farmakologiczne enancjomerów są różne. W większości przypadków za 

pożądany efekt farmakologiczny jest odpowiedzialny jeden z enancjomerów, zwany 

eutomerem, podczas gdy drugi enancjomer, zwany distomerem, może być nieaktywny, mniej 

aktywny lub w niektórych przypadkach może odpowiadać za występowanie dodatkowych 

działań niepożądanych [9, 13] .  

Enancjomerycznie czysty lek to substancja występująca w postaci czystego 

enancjomeru. Zastosowanie czystych enancjomerów w terapii jest nadal w niektórych 

przypadkach ograniczone pracochłonnością procesu syntezy enancjoselektywnej, wysokimi 

kosztami czystych enancjomerów oraz trudnościami w opracowaniu skutecznych 

enancjoselektywnych metod ich analizy [14]. Niewątpliwie udział enancjomerów w terapii 

farmakologicznej stale rośnie, a znaczna liczba zatwierdzonych przez FDA leków oparta jest 

na pojedynczych enancjomerach. Na  Rycinie 5 przedstawiono liczbę leków dopuszczonych  

w ciągu roku przez FDA według trzech wybranych kategorii (pojedyncze enancjomery, 

racematy i leki achiralne) w latach 1991–2020 [15-17]. Można zauważyć, że w ciągu ostatnich 

10 lat FDA zatwierdziła mniej niż 10 leków w postaci racematów, a zdecydowana większość 

dopuszczonych substancji miała postać czystych enancjomerów [18]. 

 

Rycina 5 Leki dopuszczone do obrotu w latach 1991-2020 z wyłączeniem leków biologicznych [19] 
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W ciągu ostatnich dwóch dekad, oprócz wprowadzenia do terapii nowych czystych 

enancjomerów, dokonano ponownej oceny kilku „starych” racematów w celu zastąpienia ich 

czystymi enancjomerami [20].  Pod koniec lat 90. i na początku XXI wieku popularny stał się 

termin „przełącznik chiralny” ang. Chiral Switch, który odnosi się do zastąpienia chiralnego 

leku stosowanego w postaci racematu jego eutomerem.  Zjawisko „przełączania chiralnego” 

doprowadziło do pojawienia się na rynku farmaceutycznym leków dostępnych jednocześnie 

zarówno w postaci czystych enancjomerów, jak i racematów [21, 22]. Potencjalne korzyści 

terapeutyczne strategii chiralnej zamiany są związane z poprawą indeksu terapeutycznego 

poprzez zwiększenie selektywności i siły działania w stosunku do receptorów, zmniejszenie 

działań niepożądanych, zmniejszenie międzyosobniczej zmienności odpowiedzi 

terapeutycznej, zmniejszenie podawanych dawek, poprawę profilu farmakokinetycznego  

i zmniejszenie liczby interakcji lekowych [20, 23, 24]. Tabela 1 przedstawia korzyści 

terapeutyczne stosowania czystych enancjomerów w kilku udanych procesach zamiany 

chiralnej.  

 

Tabela 1  Przykłady potencjalnych zalet zastosowania zamiany chiralnej [18] 

Lp Racemat Aktywny enancjomer 
Potencjalna korzyść 

terapeutyczna 

1 Albuterol Lewalbuterol 

Zwiększona siła działania, 

zmniejszony rozwój 

nadreaktywności dróg 

oddechowych 

2 Bupiwakaina Lewobupiwakaina 
Zmniejszone ryzyko 

kardiotoksyczności 

3 Cetyryzyna Lewocetyryzyna Zwiększona siła działania 

4 Citalopram Escitalopram 

Zwiększona siła działania, 

szybszy początek działania, 

lepszy profil tolerancji 

5 Formoterol Arformoterol 

Zwiększona siła działania, 

zmniejszony rozwój 

nadreaktywności dróg 

oddechowych 



19 

 

6 Ibuprofen Dexibuprofen 

Zwiększona siła działania, 

Szybszy początek działania, 

zmniejszenie częstości 

występowania działań 

niepożądanych ze strony 

przewodu pokarmowego 

7 Ketamina Esketamina 

Zwiększona tolerancja, krótszy 

czas rekonwalescencji, mniejsza 

częstość występowania skutków 

ubocznych 

8 Ketoprofen Deksketoprofen 

Zwiększona siła działania, 

szybszy początek działania, 

zmniejszenie częstości 

występowania działań 

niepożądanych ze strony 

przewodu pokarmowego 

9 Lansoprazol Dekslanzoprazol 

U niektórych pacjentów mniej 

zmienny profil 

farmakokinetyczny 

10 Metylofenidat Deksmetylofenidat Zwiększona siła działania 

11 Ofloksacyna Lewofloksacyna Zwiększona siła działania 

12 Omeprazol Esomeprazol 

Mniej zmienny profil 

farmakokinetyczny u niektórych 

pacjentów 
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3. ENZYMATYCZNY ROZDZIAŁ KINETYCZNY JAKO 

METODA OTRZYMYWANIA CHIRALNIE CZYSTYCH 

ZWIĄZKÓW 
 

Istnieje kilka metod szeroko stosowanych w celu uzyskania enancjomerycznie czystych 

związków (EPC, ang. – enantiomerically pure compounds). W zależności od użytego materiału 

wyjściowego metody te możemy podzielić na trzy kategorie: syntezę z wykorzystaniem 

„chiralnej puli”, rozdział racematów oraz syntezę asymetryczna z wykorzystaniem 

prochiralnych substratów (Rycina 6). Pomimo znacznych postępów w rozwoju syntezy 

asymetrycznej rozdział racematów jest nadal najważniejszym przemysłowym podejściem do  

otrzymywania związków enancjomerycznie czystych. 

 

Rycina 6 Metody otrzymywania związków enancjomerycznie czystych [25] 

Rozdział kinetyczny (KR, ang. Kinetic Resolution) jest jedną z metod stosowanych przy 

rozdziale racematów. Definiuje się go jako proces, w którym dwa enancjomery mieszaniny 

racemicznej są przekształcane w produkty z różną szybkością w obecności katalizatora 

(biologicznego lub chemicznego). Jeśli rozdział kinetyczny jest skuteczny, jeden  

z enancjomerów mieszaniny racemicznej jest przekształcany w pożądany produkt chiralny.  

W omawianym  układzie katalitycznym reakcja jednego enancjomeru przebiega znacznie 

szybciej niż reakcja dla drugiego enancjomeru (Rycina 7). W przypadku działania enzymów 

na mieszaninę racemiczną, enzymy wykazują zdolność do rozróżniania i preferencyjnego 
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przenoszenia jednego enancjomeru na stronę produktu szybciej niż drugi enancjomer. Oznacza 

to, że enzymy różnicują chiralne centra enancjomerów i wykazują selektywność  

w katalizowanych przez nie reakcjach. Podczas reakcji enzymatycznej, aktywne miejsce 

enzymu, zwane centrum aktywnym, wiąże się selektywnie z jednym enancjomerem w sposób 

bardziej korzystny energetycznie, co prowadzi do przyspieszenia przemiany tego enancjomeru 

w produkt. Drugi enancjomer może mieć mniejszą zdolność do wiązania  

z enzymem, co prowadzi do wolniejszego przenoszenia na stronę produktu. Zdolność enzymów 

do selektywnego przenoszenia jednego enancjomeru w reakcjach asymetrycznych jest 

podstawą ich wykorzystania w kinetycznym rozdziale mieszanin racemicznych [26]. 

 

Rycina 7 Klasyczny rozdział kinetyczny (kR – stała szybkości reakcji enancjomeru (R), kS - stała 

szybkości reakcji enancjomeru (S)) [25] 

 

Rozdział kinetyczny zachodzi kiedy szybkość reakcji dla jednego enancjomeru (kR) nie 

równa się szybkości reakcji dla drugiego enancjomeru (kS). W takiej sytuacji nie dochodzi do 

pełnej przemiany, lecz reakcja zostaje zatrzymana w pewnym punkcie pomiędzy 0% a 100% 

wartości konwersji. W idealnych warunkach rozdziału kinetycznego tylko jeden enancjomer 

bierze udział w reakcji. W takiej sytuacji, osiągnięcie 50% konwersji spowoduje powstanie 

końcowej mieszaniny zawierającej 50% reagentu (S) oraz 50% produktu (P), które będą 

zawierały różne enancjomery wyjściowego związku. W tym punkcie reakcja zostaje 

zatrzymana, a stosunek wszystkich reagentów nie ulegnie dalszej zmianie. To zjawisko 

ilustruje, jak rozdział kinetyczny może prowadzić do preferencyjnej produkcji jednego 

enancjomeru podczas enzymatycznego rozdziału kinetycznego. Maksymalna teoretyczna 

wydajność klasycznego rozdziału kinetycznego wynosi 50%, co stanowi pewne ograniczenie 

metody [27]. Aby poprawić wydajność procesu opracowano kilka metod wśród których można 

wyróżnić zastosowanie mezozwiązków, prochiralnych substratów, odwrócenie stereochemii 

(stereoinwersja) niepożądanego enancjomeru, racemizację i recykling niepożądanego 

enancjomeru, a także dynamiczny rozdział kinetyczny (DKR, ang. Dynamic Kinetic 

Resolution), który jest modyfikacją klasycznego rozdziału kinetycznego. DKR pozwala 

otrzymać związki o tej samej wysokiej czystości enancjomerycznej, ale ze znacznie 
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poprawionymi wydajnościami (Rycina 8).  W ten sposób obydwa enancjomery substratu 

można przekształcić w enancjomerycznie czysty produkt ze 100% wydajnością teoretyczną. 

Metoda ta również posiada pewne ograniczenia, ponieważ istnieje ryzyko racemizacji 

produktów oraz wymaga zastosowania promotorów racemizacji substratów, które dodatkowo 

komplikują układ katalityczny oraz charakteryzują się istotną toksycznością [28].  

 

Rycina 8  Dynamiczny rozdział kinetyczny (DKR); (kR – stała szybkości reakcji enancjomeru (R),  

kS - stała szybkości reakcji enancjomeru (S), krac – stała szybkości racemizacji) [25] 

 

Stosowanie enzymów w KR racemicznych substratów w celu uzyskania 

enancjomerycznie czystych związków od dawna jest kluczową strategią syntezy szeroko 

stosowaną zarówno w środowisku akademickim, jak i przemysłowym [29]. Biokatalizatory są 

przyjazne dla środowiska, niedrogie i trwałe oraz charakteryzują się wysoką 

enancjoselektywnością. Te cechy sprawiają, że są preferowane w przemyśle farmaceutycznym 

[4]. Jednymi z najczęściej stosowanych enzymów w biotransformacji racemicznych substratów 

są lipazy, które są znane jako cenne katalizatory w syntezie organicznej. Rozdział kinetyczny  

z wykorzystaniem tych enzymów może mieć dodatkową zaletę w produkcji optycznie czystych 

aktywnych składników farmaceutycznych, taką jak zmniejszone zapotrzebowanie na energię  

i koszty produkcji oraz łagodniejsze warunki reakcji [30].  

Środowisko prowadzenia reakcji odgrywa istotną rolę w procesie rozdziału 

kinetycznego. Warunki reakcji, takie jak temperatura, pH, rodzaj użytych rozpuszczalników  

i obecność innych składników chemicznych, mogą mieć wpływ na selektywność reakcji  

i skuteczność rozdziału kinetycznego. W przypadku reakcji enzymatycznych, odpowiednie pH 

i temperatura są kluczowe dla aktywności enzymów i selektywności reakcji. Enzymy często 

wykazują optymalne wartości pH i temperatury, przy których są najbardziej aktywne  

i skuteczne w KR. Wybór rozpuszczalnika może również mieć wpływ na selektywność reakcji. 

Często stosuje się rozpuszczalniki chiralne lub dodatki, które mogą wpływać na interakcje 

między enancjomerami a enzymami lub innymi katalizatorami, poprawiając rozdział 

kinetyczny. Kataliza enzymatyczna w środowisku niewodnym jest najczęściej wykorzystywana 

w syntezie organicznej. Woda nie jest preferowanym rozpuszczalnikiem dla prawie wszystkich 
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zastosowań w chemii przemysłowej, ponieważ większość związków organicznych jest trudno 

rozpuszczalna i czasami niestabilna w roztworach wodnych. Ponadto usuwanie wody ze 

środowiska reakcji jest żmudne i kosztowne ze względu na jej wysoką temperaturę wrzenia  

i wysokie ciepło parowania. Z kolei biokataliza w rozpuszczalnikach organicznych  

w porównaniu do środowiska wodnego posiada kilka zalet, wśród których wymienić można: 

niska temperatura wrzenia rozpuszczalników organicznych ułatwia odzyskiwanie produktu; 

większa rozpuszczalność substancji niepolarnych; przesunięcie równowagi termodynamicznej 

faworyzuje syntezę zamiast hydrolizy [25].  Dodatkowo, obecność innych składników 

chemicznych, takich jak inhibitory lub kofaktory, może wpływać na selektywność reakcji  

i wprowadzać dodatkowe mechanizmy regulacji kinetyki KR. Dlatego, w celu skutecznego 

rozdziału kinetycznego, istotne jest dokładne kontrolowanie środowiska reakcji, zapewnienie 

optymalnych warunków reakcji oraz uwzględnienie wszelkich czynników, wpływających na 

selektywność i efektywność procesu. 
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4. ENZYMY 
 

Enzymy to białkowe katalizatory pochodzenia biologicznego. Działają na zasadzie 

obniżania energii aktywacji reakcji, co powoduje przyspieszenie reakcji i umożliwia 

zachodzenie wielu istotnych procesów biochemicznych w organizmach. Większość enzymów 

to wielokrotnie sfałdowane globularne białka, które po zawieszeniu w roztworze wodnym 

tworzą koloidy [31]. 

Enzymy są wyjątkowymi katalizatorami, które coraz częściej znajdują zastosowanie  

w przemyśle i nauce. Istnieje wiele korzyści wynikających z wykorzystania enzymów jako 

katalizatorów w porównaniu do tradycyjnych katalizatorów metalicznych. Po pierwsze, 

enzymy są biokompatybilne, co oznacza, że są dobrze tolerowane przez organizmy żywe. Są 

również biodegradowalne i produkowane z odnawialnych źródeł, co przyczynia się do 

zrównoważonego rozwoju. Cena enzymów jest stosunkowo niezmienna w czasie,  

w przeciwieństwie do kosztownych katalizatorów metalicznych. Ich zastosowanie nie wymaga 

skomplikowanych etapów oczyszczania produktu celem ich usunięcia, co przyspiesza  

i upraszcza procesy produkcji. Reakcje enzymatyczne są przeprowadzane w łagodnych 

warunkach, w temperaturze i ciśnieniu zbliżonym do otoczenia, w roztworach o fizjologicznym 

pH. Dodatkowo, enzymy nie wymagają dodatkowej ochrony ani aktywacji grup funkcyjnych, 

co zmniejsza koszty i złożoność procesów. Procesy enzymatyczne są bardziej ekonomiczne pod 

względem wykorzystania dodatkowych reagentów, generują mniej odpadów i zużywają mniej 

energii w porównaniu do tradycyjnych procesów [32, 33]. 

 

4.1. OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA ENZYMÓW  - BUDOWA  

I DZIAŁANIE 
 

Enzymy są białkowymi katalizatorami, które odgrywają kluczową rolę niemal we 

wszystkich procesach biochemicznych zachodzących w organizmach żywych. Pełnią kluczową 

rolę w procesach życiowych, takich jak replikacja i transkrypcja DNA, synteza białek, 

metabolizm i przekazywanie sygnałów. Enzymy są niezbędne do zachowania homeostazy 

organizmu, regulacji metabolizmu, syntezy białek, trawienia składników pokarmowych i wielu 

innych istotnych procesów życiowych. Ich aktywność może być regulowana przez czynniki 

wewnętrzne i zewnętrzne, takie jak stężenie substratów, pH, temperatura czy obecność 

regulatorów enzymatycznych. Prawie wszystkie enzymy są białkami, z wyjątkiem niektórych 

cząsteczek RNA (rybozymów) wykazujących aktywność katalityczną. Enzymy składają się  
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z części białkowej (apoenzymu) oraz niebiałkowej (kofaktora), które współdziałają w celu 

zapewnienia aktywności katalitycznej. Połączenie apoenzymu z odpowiednim kofaktorem 

tworzy kompletną i aktywną formę enzymu, którą nazywamy holoenzymem (Rycina 9). 

Samodzielnie, te dwie części nie wykazują zdolności do katalizowania reakcji chemicznych. 

Aktywność enzymów jest zależna od obecności drobnocząsteczkowych składników 

niebiałkowych, wspomnianych wyżej kofaktorów,  które pełnią kluczową rolę w procesie 

katalizy i rozszerzają możliwości katalityczne enzymu, wynikające z własności reszt 

aminokwasowych występujących w ich łańcuchach peptydowych. Kofaktory możemy  

podzielić na dwie grupy: grupy prostetyczne oraz koenzymy. Grupy prostetyczne 

(metaloenzymy) to kofaktory silnie, często kowalencyjnie związane z enzymem przez cały czas 

jego istnienia. Zwykle są to cząsteczki nieorganiczne i jony metali np.: Zn2+, Ca2+, Mg2+, K-, 

Na+, Mn2+, Cu2+, Fe2+/3+, ale także małe cząsteczki organiczne np.: flawiny i hem. Koenzymy 

to małe, niebiałkowe cząsteczki organiczne, wiążące się z enzymem tylko na czas reakcji  

i przenoszące grupy chemiczne pomiędzy poszczególnymi reakcjami. Kofaktory mogą pełnić 

różne funkcje w enzymach, takie jak przekazywanie grup funkcyjnych, transport elektronów 

czy stabilizacja struktury enzymu.  Współpraca między częścią białkową a niebiałkową jest 

niezbędna dla aktywności enzymów. Połączenie białek z kofaktorami umożliwia skuteczne 

katalizowanie reakcji chemicznych i wykonywanie specyficznych funkcji biologicznych przez 

enzymy [34, 35]. 
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Rycina 9 Części składowe enzymu 

 

Enzym  przyśpiesza przebieg reakcji enzymatycznej poprzez obniżenie energii 

aktywacji ΔGa. Umożliwia pokonanie bariery energetycznej, która utrudnia przekształcenie 

substratu w niestabilny stan przejściowy (Rycina 10). Energia aktywacji ΔGa jest to energia 

potrzebna do przekształcenia substratu ze stanu spoczynkowego w stan przejściowy [36] . 

 

Rycina 10 Wartość energii aktywacji reakcji przebiegającej bez udziału enzymu i z udziałem enzymu 

[34] 

 

ENZYM 

(HOLOENZYM)

Część białkowa 

APOENZYM

Część niebiałkowa

KOFAKTOR

KOENZYM
GRUPA 

PROSTETYCZNA
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Bariera energetyczna ogranicza szybkość reakcji, ponieważ wymaga dostarczenia 

odpowiedniej ilości energii, aby przekształcić substrat w stan przejściowy. Ważne jest, że 

enzymy same w sobie nie przesuwają stanu równowagi katalizowanej przemiany, ale 

przyspieszają jego osiągnięcie. Stosunek iloczynu stężeń produktów do iloczynu stężeń 

substratów danej reakcji jest wielkością stała, niezależną od obecności enzymu. Enzymy 

działają poprzez wiązanie się z substratami w miejscu aktywnym enzymu, tworząc tym samym 

kompleks enzym-substrat. Miejsce aktywne jest często dopasowane strukturalnie do substratu, 

co pozwala na specyficzną interakcję między enzymem a substratem. W odróżnieniu do 

większości katalizatorów wykorzystywanych w syntezach chemicznych enzymy są specyficzne 

zarówno do typu katalizowanej reakcji jak i do pojedynczego substratu. Miejsce aktywne jest 

układem przestrzennym i zajmuje stosunkowo małą część całkowitej objętości enzymu, 

ponieważ tylko nieliczne reszty aminokwasowe białka enzymatycznego wchodzą w kontakt  

z substratem (reszty aminokwasowe w łańcuchach bocznych posiadają grupy, które mogą być 

donorami lub akceptorami protonów). W tworzeniu kompleksu enzym-substrat uczestniczą 

głównie słabe wiązania niekowalencyjne o niskiej energii, a tylko w nielicznych przypadkach 

wytwarzają się wiązania kowalencyjne, których energia jest wielokrotnie wyższa  [36].  

Poprzez swoje unikalne struktury przestrzenne, enzymy są w stanie efektywnie 

przyłączać substraty i katalizować przekształcenie chemiczne w produkty. Ta specyficzność 

substratu wynika z precyzyjnego dopasowania między strukturą enzymu a substratem, co 

umożliwia efektywne przeprowadzenie reakcji chemicznej [37, 38]. Podczas utworzonego 

kompleksu enzym-substrat zwiększa się prawdopodobieństwo zderzeń pomiędzy reagującymi 

cząsteczkami. Substraty zostają prawidłowo zorientowane w przestrzeni trójwymiarowej – 

cząsteczki bez enzymu zderzają się bezładnie, natomiast obecność biokatalizatora powoduje, 

że reagujące wiązania znajdują się w bezpośrednim sąsiedztwie. Dochodzi również do 

naprężenia wiązań w substracie, reorganizacji wiązań chemicznych, przeniesienie grup 

funkcyjnych lub innych przemian, które prowadzą do przekształcenia substratu w produkt. Po 

przeprowadzeniu reakcji enzymatycznej, produkt lub produkty zostają uwolnione, a enzym jest 

przygotowany do kolejnego cyklu reakcji. Utworzenie kompleksu enzym-substrat jest 

kluczowym etapem procesu katalizy enzymatycznej. Interakcja między enzymem a substratem 

w miejscu aktywnym umożliwia skuteczną katalizę reakcji chemicznej  [34, 35]. 

Specyficzność enzymów dobrze oddaje zasada zamka i klucza sformułowana pod 

koniec XIX wieku przez Emila Fischera, która zakładała, że substrat musi mieć odpowiedni 

kształt, który pasuje do specyficznego miejsca aktywnego enzymu, podobnie jak klucz pasuje 

do zamka (Rycina 11a).  Miejsce aktywne ma specyficzne właściwości chemiczne i geometrię, 
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które pozwalają na wiązanie się z substratem w sposób komplementarny, wówczas substrat 

może dokładnie wpasować się w miejsce aktywne enzymu, tworząc kompleks enzym-substrat. 

Jednak zakładana sztywność miejsca aktywnego enzymu uniemożliwia dynamiczne zmiany, 

które towarzyszą katalizie. W rzeczywistości, interakcje enzym-substrat są bardziej 

dynamiczne i elastyczne, a miejsce aktywne enzymu może ulegać pewnym zmianom 

strukturalnym podczas wiązania substratu. Wyjaśnienie tego problemu przedstawił Daniel 

Koshland w swojej teorii indukowanego dopasowania (Rycina 11b). Ten model sugeruje, że 

interakcja między enzymem a substratem nie jest jedynie pasywnym dopasowaniem kształtu, 

ale indukuje również zmiany konformacyjne w strukturze enzymu. Według modelu 

indukowanego dopasowania, substrat nie tylko musi pasować do miejsca aktywnego enzymu, 

ale również oddziałuje z nim w taki sposób, że indukuje zmiany konformacyjne w enzymie.  

W wyniku zmian konformacyjnych enzymu, miejsce aktywne staje się bardziej optymalne do 

przeprowadzenia reakcji chemicznej. Zmiany te mogą obejmować dostosowanie struktury 

miejsc wiązania, wprowadzenie reorganizacji w strukturze enzymu lub tworzenie dodatkowych 

oddziaływań chemicznych [39]. 

a) 

 

  b) 

 

Rycina 11 Schemat powstawania kompleksu enzym-substrat (a) model zamka i klucza (b) model 

indukowanego dopasowania [40] 
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Enzymy są również stereospecyficznymi katalizatorami co oznacza, że wykazują 

zdolność do rozpoznawania i przekształcania substratów o określonej konfiguracji 

stereochemicznej. Przeważnie katalizują reakcje tylko jednego stereoizomeru danego związku. 

Jest to niezwykle istotne w produkcji leków, gdzie właściwa forma enancjomeryczna może 

mieć kluczowe znaczenie dla aktywności biologicznej i skuteczności leku [41]. 

 

4.2. KLASYFIKACJA I NOMENKLATURA ENZYMÓW  
 

Nazewnictwo enzymów w przeszłości często było przypadkowe i niejednoznaczne. 

Niejednokrotnie używano nazw, które niewiele mówiły o funkcji lub właściwościach enzymów, 

co utrudniało ich identyfikację i porównywanie. Nazwy enzymów opierały się na różnych 

kryteriach, takich jak źródło, w którym zostały odkryte, lub reakcje chemiczne, których 

dotyczyły. Jednak te nazwy nie zawsze odzwierciedlały rzeczywistą funkcję enzymu, co 

powodowało mylące oznaczenia. Ponadto, ten sam enzym mógł być nazywany różnymi 

nazwami przez różnych naukowców lub w różnych systemach klasyfikacyjnych. 

Niejednokrotnie prowadziło to do zamieszania i trudności w ustaleniu, o który enzym dokładnie 

chodzi. W celu rozwiązania tych problemów, obecnie stosuje się bardziej systematyczne 

podejście do nazewnictwa enzymów. W 1955 roku Międzynarodowa Unia Biochemiczna 

podjęła decyzje o wprowadzeniu systematyki enzymów powołując Komisję ds. Enzymów 

(Enzyme Commission), która przypisała każdemu enzymowi unikatową nazwę  

i czteroczęściowy rozróżnialny numer EC (Enzyme Commission number) określający typ 

katalizowanej reakcji i jej substraty (Tabela 2). Każdy kod enzymu składa się z dwóch liter 

„EC” i czterech cyfr oddzielonych kropkami. Schemat takiego kodu przedstawiono poniżej 

(Rycina 12). 

 

 

Rycina 12 Wzór międzynarodowego kodu enzymatycznego 

 

Poszczególne liczby kodu EC posiadają swoje znaczenie i reprezentują coraz dokładniejszą 

klasyfikację enzymu. Pierwsza liczba (a) określa główną klasę enzymu, druga (b) to podklasa, 

trzecia (c) to podpodklasa, czwarta (d) to numer seryjny używany do identyfikacji 

pojedynczego enzymu w podklasie. Obecnie nad klasyfikacją oraz nomenklaturą enzymów 
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czuwa Komitet Nomenklaturowy Międzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej 

(ang. NC-IUBMB, Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and 

Molecular Biology). Dodatkowo, bazy danych takie jak UniProt i Enzyme Database gromadzą 

informacje o enzymach, co ułatwia dostęp do szczegółowych danych na ich temat. Klasyfikacja 

i nazewnictwo enzymów stanowią system, który umożliwia jednoznaczną identyfikację 

enzymów pod względem katalizowanych przez nie reakcji chemicznych. Jest to istotne dla 

precyzyjnego określenia funkcji enzymów i porównywania ich właściwości w różnych 

badaniach naukowych [42].  

Tabela 2 Klasy enzymów [43] 
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4.3. KINETYKA REAKCJI ENZYMATYCZNYCH   
 

Kinetyka enzymatyczna zajmuje się ilościowymi pomiarami szybkości reakcji 

katalizowanych przez enzymy oraz badaniem czynników, które wpływają na te szybkość 

(stężenie reagentów, temperatura, obecność katalizatorów). Kinetykę reakcji enzymatycznych 

obrazuje model Michaelisa-Menten. W 1913 roku roku Leonor Michaelis i Maud Menten 

opracowali teorię aktywności i kinetyki enzymów, która stała się fundamentalną podstawą dla 

zrozumienia mechanizmów działania enzymów. Ich prace skupiły się na przebiegu reakcji 

katalizowanej przez enzymy, koncentrując się na szybkości tych reakcji oraz wpływie stężeń 

substratów na szybkość reakcji enzymatycznych. Teoria Michaelisa-Menten zakłada, że 

podstawą katalitycznej reakcji enzymatycznej jest odwracalne wzajemne oddziaływanie 

substratu (S) z enzymem (E), przy którym powstaje nietrwały kompleks (ES), który następnie 

rozpada się na enzym i produkt reakcji (P) (Rycina 13) [44, 45].  

 

 

Rycina 13  Równanie reakcji enzymatycznej  

 

W pierwszym etapie reakcji substraty łączą się odwracalnie z enzymem, tworząc 

kompleks enzym-substrat (ES) o stałej szybkości k1, czasami nazywany kompleksem 

Michaelisa. W kolejnym etapie, kompleks ten może rozpaść się na dwa sposoby. Może 

dysocjować na enzym (E) i substrat (S) z odwrotną stałą szybkości k−1 lub może dojść do 

chemicznej przemiany substratów i uwolnienia produktów o stałej szybkości k2, przy czym 

zakłada się, że produkt nie może ulec odwrotnej przemianie i ponownie stać się substratem.  

W związku z powyższym  naukowcy sformułowali równanie kinetyczne, znane jako równanie 

Michaelisa-Menten (Rycina 14), które opisuje matematyczną zależność między początkową 

szybkością reakcji enzymatycznej V0, a stężeniem substratu [S] [46]. 
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V0 =  
Vmax  × [S]

KM + [S]
 

Rycina 14 Równanie Michaelisa-Menten, Vmax – maksymalna szybkość reakcji, KM – stała Michaelisa, 

[S] – stężenie substratu 

 

Stała Michaelisa (KM) jest wskaźnikiem powinowactwa enzymu do substratu  

i reprezentuje stężenie substratu, przy którym szybkość reakcji enzymatycznej (V0) osiąga 

połowę wartości maksymalnej szybkości (Vmax) dla danego stężenia enzymu. Przy stałym 

stężeniu enzymu, szybkość reakcji enzymatycznej zazwyczaj wzrasta wraz ze wzrostem 

stężenia substratu do pewnego punktu, a następnie osiąga maksymalną szybkość reakcji, która 

jest nazywana maksymalną prędkością reakcji (Vmax). Powyższą zależność obrazuje hiperbola 

(Rycina 15) [35, 46].  

 

 

Rycina 15 Krzywa Michaelisa-Menten ilustrująca zależność szybkości reakcji enzymatycznej od 

stężenia substratu. Km – stała Michaelisa, Vmax – szybkość maksymalna reakcji  

 

Mimo, że substrat może występować w nadmiarze, to nie wszystkie cząsteczki substratu 

są związane z enzymem w kompleks enzym-substrat (ES). Stała równowagi reakcji tworzenia 

kompleksu ES nie jest nieskończenie duża, co oznacza, że tylko pewna część enzymów będzie 

związana z substratem w danym momencie. Jeśli substrat występuje w nadmiarze (punkt A lub 

B na wykresie) (Rycina 15), to zwiększenie stężenia substratu (S) będzie prowadziło do 

większej liczby kompleksów ES, ponieważ więcej cząsteczek substratu będzie miało 



33 

 

możliwość związania się z enzymem. To z kolei zwiększa szybkość reakcji, wyrażaną jako 

wartość V0 (początkowa szybkość reakcji). Z drugiej strony, jeśli zmniejszymy stężenie 

substratu (S), to liczba kompleksów ES zmniejszy się, ponieważ będzie mniej cząsteczek 

substratu dostępnych do związania z enzymem. W rezultacie, szybkość reakcji (V0) będzie 

niższa. Zależność między stężeniem substratu a szybkością reakcji jest związana z tym, że tylko 

cząsteczki substratu związane z enzymem w kompleksie ES mogą być przekształcane  

w produkty. Zmiany w stężeniu substratu wpływają na liczbę kompleksów ES i odpowiednio 

zmieniają szybkość reakcji.  Punkt C na wykresie (Rycina 15) przedstawia sytuację, w której 

cały enzym jest związany z substratem w kompleksie enzym-substrat (ES). W tym punkcie, 

wszystkie dostępne miejsca aktywne enzymu są nasycone substratem, i nie ma już wolnych 

enzymów, które mogłyby tworzyć nowe kompleksy ES. Dlatego dalsze zwiększenie stężenia 

substratu (S) w warunkach nasycenia nie będzie miało wpływu na przyśpieszenie reakcji, 

ponieważ enzymy są już w pełni nasycone substratem, a reakcja osiągnęła swoją maksymalną 

prędkość (Vmax). W warunkach nasycenia (punkt C Rycina 15), szybkość reakcji (V0) zależy 

jedynie od szybkości z jaką produkty oddysocjowują od enzymu (reprezentowane przez stałą 

szybkości k2). Proces oddysocjowania produktów od enzymu pozwala enzymowi na związanie 

się z kolejnymi cząsteczkami substratu, które są dostępne w nadmiarze. Pomimo tego, że dalsze 

zwiększenie stężenia substratu nie wpływa na V0, enzymy wciąż pracują na swojej 

maksymalnej szybkości (Vmax) w punkcie C [35]. 

Liniowym przekształceniem równania Michaelisa-Menten jest równanie Lineweavera-

Burka (Rycina 16), które jest narzędziem stosowanym do wyznaczania wartości stałej 

Michaelisa (Km) oraz maksymalnej prędkości reakcji (Vmax). 

 

Rycina 16 Wykres Lineweavera – Burka (wykres podwójnej odwrotności) [35] 
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Kinetyka enzymatyczna odgrywa kluczową rolę w wielu aspektach związanych  

z farmakologią, projektowaniem oraz syntezą  leków. Wiele leków jest zaprojektowanych  

w celu hamowania aktywności określonych enzymów w organizmie, które są związane  

z konkretnymi chorobami. Badania kinetyki enzymatycznej pozwalają zidentyfikować leki, 

które wykazują wysoką selektywność i aktywność wobec docelowego enzymu, minimalizując 

jednocześnie działania niepożądane na inne enzymy. W badaniach farmakodynamicznych 

kinetyka enzymatyczna pozwala na zrozumienie mechanizmu działania leków i ich 

oddziaływania z enzymami. Wartości Km i Vmax leku mogą pomóc określić, w jakim stopniu 

dany lek jest skuteczny w hamowaniu aktywności enzymów, a także w jakich dawkach może 

być podawany w celu osiągnięcia optymalnego efektu terapeutycznego. Kinetyka 

enzymatyczna pozwala również na ocenę, jak długo lek pozostaje aktywny w organizmie, jak 

szybko jest metabolizowany oraz jakie inne enzymy lub substancje mogą wpływać na jego 

działanie. To ważne dla ustalenia odpowiednich dawek leku i optymalnego schematu 

podawania. W przypadku badań nowych substancji leczniczych, kinetyka enzymatyczna może 

pomóc zidentyfikować te, które mają potencjał do działania jako inhibitory enzymatyczne lub 

aktywatory, co może być kluczowe dla ich terapeutycznego działania. W sytuacji określenia 

mechanizmu działania leków badania kinetyki enzymatycznej pozwalają na zrozumienie, jak 

lek oddziałuje z enzymami, czy działa konkurencyjnie lub niekonkurencyjnie oraz jak zmienia 

się aktywność enzymu w obecności leku. Wszystkie te aspekty są kluczowe dla rozwijania 

nowych leków, optymalnego dawkowania, zrozumienia ich oddziaływania w organizmie  

i skuteczności terapeutycznej. Kinetyka enzymatyczna jest zatem nieocenionym narzędziem  

w dziedzinie farmakologii i farmakoterapii [47, 48]. 

 

4.4. INHIBICJA ENZYMÓW ORAZ PRAKTYCZNE ZNACZENIE 

INHIBITORÓW 

 

Inhibicja enzymatyczna jest procesem, w którym substancje zwane inhibitorami hamują 

aktywność enzymu i zmniejszają szybkość reakcji katalizowanej przez enzym. Można 

wyróżnić dwa główne rodzaje inhibitorów: inhibitory kompetycyjne oraz inhibitory 

niekompetycyjne (Rycina 17). 
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Rycina 17 Schemat działania inhibitorów kompetycyjnych i inhibitorów niekompetycyjnych   

 

Inhibitory kompetycyjne konkurują z substratem o miejsce aktywne enzymu. Oznacza 

to, że inhibitor wiąże się z tym samym miejscem aktywnym, co substrat. W obecności inhibitora 

kompetycyjnego, szybkość reakcji enzymatycznej może być odwracalnie zmniejszona, 

ponieważ inhibitor hamuje zdolność substratu do związania się z enzymem i utworzenia 

kompleksu enzym-substrat (ES). Wprowadzenie większej ilości substratu może złagodzić 

inhibicję, ponieważ substrat konkurować będzie z inhibitorem o miejsce aktywne, zwiększając 

szanse na utworzenie kompleksu ES. Km zwiększa się w obecności inhibitora kompetycyjnego, 

ale Vmax pozostaje bez zmiany [34, 35]. 

Inhibitory niekompetycyjne wiążą się z enzymem w miejscu odmiennym niż miejsce 

aktywne, uniemożliwiając lub utrudniając przemianę substratu w produkt. Wprowadzenie 

większej ilości substratu nie złagodzi inhibicji, ponieważ inhibitor nie konkuruje z substratem 

o miejsce aktywne. Inhibitory niekompetycyjne obniżają Vmax, ponieważ ograniczają one liczbę 

aktywnych miejsc enzymatycznych, które mogą katalizować reakcję. KM pozostaje bez zmiany, 

ponieważ inhibitor nie wpływa na zdolność substratu do związania się z enzymem. 

Podsumowanie różnic pomiędzy wyżej opisanymi inhibitorami zestawiono w tabeli poniżej 

(Tabela 3) [34, 35]. 

Tabela 3 Róznice pomiędzy inhibitorem kompetycyjnym i inhibitorem niekompetycyjnym [34] 
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Oprócz wyżej wymienionych istnieją także inne rodzaje inhibicji, takie jak inhibicja 

mieszana, które łączą cechy zarówno inhibicji kompetycyjnej, jak i niekompetycyjnej. 

Poznanie różnic między różnymi typami inhibicji enzymatycznej jest ważne dla zrozumienia 

mechanizmów działania leków i regulacji reakcji chemicznych w organizmach. Inhibicja 

enzymatyczna odgrywa także kluczową rolę w farmakologii, ponieważ umożliwia selektywne 

i kontrolowane hamowanie aktywności enzymów i procesów biochemicznych w organizmach 

żywych. Inhibitory są wykorzystywane w farmakologii w różnych celach, zarówno w terapii, 

jak i w badaniach naukowych. Można wymienić kilka istotnych znaczeń inhibicji 

enzymatycznej w farmakologii. Wiele leków działa poprzez hamowanie aktywności enzymów, 

które są związane z rozwojem chorób. Inhibitory enzymatyczne mogą być stosowane  

w leczeniu różnych schorzeń, takich jak nadciśnienie, infekcje, choroby metaboliczne  

i nowotwory. Przykładami są inhibitory enzymów konwertujących angiotensynę (ACE, ang. 

Angiotensin-Converting Enzyme) w leczeniu nadciśnienia, inhibitory proteazy w terapii HIV, 

czy inhibitory kinazy tyrozynowej w leczeniu nowotworów [49].  

 

4.5. BIOKATALIZA  
 

Biokataliza jest procesem, w którym reakcje chemiczne są katalizowane przez biologiczne 

katalizatory znane jako enzymy. Już w 1858 roku Louis Pasteur dostarczył pierwszego 

przykładu współczesnej biokatalizy, demonstrując rozdział racemicznego kwasu winowego 

poprzez fermentację z różnymi mikroorganizmami, w tym z pospolitą pleśnią Penicillium 

glaucum. W tych eksperymentach kwas (+)-winowy był zużywany znacznie szybciej niż kwas 

(-)-winowy, co pozwoliło na wyizolowanie tego ostatniego [50].  

Stosowanie biokatalizatorów staje się coraz bardziej atrakcyjną alternatywą dla 

tradycyjnych metod chemicznych, ze względu na wysoką selektywność, łagodne warunki 

reakcji i procesy przyjazne dla środowiska [51]. Biokataliza stała się kluczowym narzędziem 

w syntezie organicznej ze względu na szereg korzyści, które oferuje w porównaniu  

z tradycyjnymi metodami chemicznymi. Przydatność biokatalizy w syntezie organicznej 

wynika z wielu czynników wśród których wymienić można:  

• wysoki nadmiar enancjomeryczny: enzymy często wykazują dużą stereoselektywność, 

co oznacza, że mogą wytwarzać jeden enancjomer z wysokim stopniem czystości. Jest 

to szczególnie cenne w produkcji leków i substancji o określonej aktywności 

biologicznej, gdzie właściwa forma enancjomeryczna jest kluczowa; 
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• wydajność i efektywność: biokataliza pozwala na osiągnięcie wysokiej wydajności  

i selektywności reakcji, co prowadzi do zmniejszenia ilości produktów ubocznych  

i zwiększenia efektywności produkcji, co ma pozytywny wpływ na koszty i środowisko;  

• łagodne warunki reakcji: enzymy działają w łagodnych warunkach temperaturowych  

i pH, co może pomóc w unikaniu reakcji ubocznych i degradacji cząsteczek; 

• redukcja toksyczności: zastosowanie enzymów może zmniejszyć użycie toksycznych 

reagentów i rozpuszczalników, co przyczynia się do bardziej zrównoważonej  

i ekologicznej produkcji; 

• możliwość pracy w układach wodnych: enzymy często pracują w środowisku wodnym, 

co może zastąpić stosowanie organicznych rozpuszczalników i przyczynić się do 

ograniczenia emisji zanieczyszczeń. 

Dzięki tym korzyściom, biokataliza znalazła zastosowanie nie tylko w badaniach 

akademickich, ale także w przemyśle chemicznym i farmaceutycznym. Wprowadzenie 

enzymów do syntez organicznych przyczyniło się do produkcji nowych leków, związków  

o unikalnych właściwościach i wydajnych metod produkcji różnorodnych substancji 

organicznych. To sprawia, że biokataliza jest ważnym aspektem nowoczesnej syntezy 

organicznej, wspierając rozwój bardziej zrównoważonych i ekologicznych procesów 

chemicznych [33, 52-55]. Kilka dziedzin chemii syntetycznej i farmaceutycznej cieszy się już 

powszechnym zastosowaniem katalizy opartej na enzymach. Na przykład zastosowanie 

hydrolaz (w tym acylaz, amidaz, esteraz, lipaz i proteaz) stało się dobrze ugruntowane w wielu 

schematach syntezy i obecnie enzymy te nadal stanowią większość reakcji biokatalitycznych 

realizowanych na dużą skalę [56]. 
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4.6. LIPAZY  
 

4.6.1. OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA 
 

Lipazy (acylohydrolazy triacyloglicerolu, EC 3.1.1.3) to enzymy należące do klasy 

hydrolaz, które katalizują hydrolizę długołańcuchowych triglicerydów do diglicerydów, 

monoglicerydów, kwasów tłuszczowych i glicerolu. Po raz pierwszy wyizolowano je z bakterii 

na początku XIX wieku, a związane z nimi badania były stale intensyfikowane ze względu na 

szczególne właściwości tych enzymów [57]. Lipazy stanowią najważniejszą grupę 

biokatalizatorów do zastosowań biotechnologicznych. Kiedy ogólnie przyjęto, że lipazy 

pozostają enzymatycznie aktywne w rozpuszczalnikach organicznych, zaczęto prowadzić 

badania nad opracowaniem tych enzymów jako idealnych narzędzi dla chemików 

organicznych. Wykazują znakomitą chemoselektywność, regioselektywność  

i stereoselektywność. Są łatwo dostępne w dużych ilościach, ponieważ wiele  

z nich można wytwarzać z dużą wydajnością z organizmów drobnoustrojowych, a mianowicie 

grzybów i bakterii. Zwykle nie wymagają kofaktorów ani nie katalizują reakcji ubocznych. Te 

właściwości sprawiają, że lipazy są najpowszechniej stosowaną grupą biokatalizatorów  

w chemii organicznej [58]. 

Ze wszystkich znanych enzymów lipazy przyciągnęły największą uwagę naukowców. 

Obecnie znanych jest prawie 4000 enzymów, z czego około 200 jest w zastosowaniu 

komercyjnym [59]. Oprócz ich naturalnej funkcji hydrolizy wiązań estrowych  

i karboksylowych, lipazy mogą katalizować reakcje estryfikacji, interestryfikacji  

i transestryfikacji w środowisku niewodnym. Ta wszechstronność sprawia, że lipazy są 

enzymami z wyboru do potencjalnych zastosowań w przemyśle spożywczym, detergentowym, 

farmaceutycznym, skórzanym, tekstylnym, kosmetycznym i papierniczym. Stosowane są 

również do syntezy wysokowartościowych chemikaliów, agrochemikaliów i nowych 

materiałów polimerowych.  Najbardziej znaczące zastosowania przemysłowe lipaz zostały 

znalezione głównie w sektorze spożywczym, detergentowym i farmaceutycznym [60-62].  

 

 

 

 

 

https://www-1sciencedirect-1com-1ifq95m7o23d5.han3.uci.umk.pl/topics/food-science/hydrolysis
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4.6.2. RODZAJE LIPAZ  

 

Na rynku dostępnych jest wiele różnych preparatów lipaz, które pochodzą z różnych 

źródeł oraz różnią się między sobą ze względu na ich specyficzność, pochodzenie i funkcje 

(Tabela 4) [59]. 

Tabela 4 Wybrane przykłady lipaz  

Nazwa lipazy Symbol 

Lipazy zwierzęce 

Lipaza trzustkowa 

Trzustkowa esteraza cholesterolowa 

LPP 

- 

Lipazy grzybowe 

Cadida rugosa  

(Candida cylindracea) 
CRL 

Geotrichum candidum GCL 

Humicola lanuginosa  

(Thermomyces lanuginosa) 
HLL 

Penicillium camemberti  

(Penicillinum cyclopium) 
PcamL 

Rhizomucor javanicus  

(Mucor javanicus) 
RJL 

Rhizomucor miehei  

(Mucor miehei) 
RML 

Mucor circinelloides  

(Muan-javanicus) 
- 

Mucor racemosus - 

Rhizopus oryzae ROL 

Candida antarctica A CAL-A 

Candida antarctica B CAL-B 

Aspergillus niger ANL 
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Candida lipolytica CLL 

Penicillium roquefortii ProgL 

Saccharomyces cerevisiae - 

Lipazy bakteryjne 

Pseudomonas cepacia 

(Burkholderia cepacia) 

PCL 

Pseudomonas cepacia PCL-AH 

Pseudomonas fluorescens PFL 

Pseudomonas fragi PfragiL 

Chromobacterium viscosum  

(Pseudomonas glumae) 

CVL 

Pseudomonas sp. - 

Bacillus thermocatenulalus BTL2 

Alcaligenes sp. - 
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4.6.3. REAKCJE KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZY 
 

Lipazy wykazują wszechstronną specyficzność substratową, a co za tym idzie posiadają 

zdolność do katalizowania różnych typów reakcji (Tabela 5).  Wysoka stabilność  

w rozpuszczalnikach organicznych pozwala na ich zastosowanie w reakcjach transestryfikacji  

i syntezie estrów. Dzięki swojej stabilności w różnych środowiskach, lipazy stały się 

niezastąpionymi narzędziami w wielu procesach przemysłowych, prowadząc do bardziej 

zrównoważonej produkcji i ograniczenia negatywnego wpływu na środowisko. Ich zdolność 

do katalizowania różnorodnych reakcji czyni je wartościowymi enzymami w przemyśle 

chemicznym i biotechnologicznym [63]. 

Tabela 5 Reakcje katalizowane przez lipazy [57] 

 

 

4.6.4. ZASTOSOWANIE LIPAZ W ROZDZIALE RACEMATÓW  
 

Lipazy są dobrze znane jako cenne katalizatory w syntezie organicznej. Ponieważ lipazy 

są chiralne, mają zdolność rozróżniania dwóch enancjomerów mieszaniny racemicznej.  Są 

szeroko stosowane w trzech głównych typach reakcji, w wyniku których powstają optycznie 

czyste związki. Należą do nich kinetyczne rozdzielanie racemicznych kwasów karboksylowych 
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lub alkoholi, enancjoselektywne różnicowanie grup mezo kwasów dikarboksylowych lub 

mezodioli oraz enancjotopowe różnicowanie grup prochiralnych kwasów dikarboksylowych  

i pochodnych dioli. Rozdzielanie racematów poprzez rozdział kinetyczny katalizowany lipazą 

jest jedną z najbardziej atrakcyjnych metod stosowanych w celu uzyskania enancjomerycznie 

czystych związków. Spośród wszystkich metod stosowanych w rozdzielaniu kinetycznym 

dominują reakcje estryfikacji w rozpuszczalnikach organicznych katalizowana lipazą. Zatem  

w obecności odpowiedniego donora acylu, enzymu oraz odpowiedniego rozpuszczalnika  

i w optymalnej temperaturze jeden enancjomer mieszaniny racemicznej selektywnie przenosi 

się do odpowiedniego estru, pozostawiając drugi nieprzereagowany enancjomer  

w enancjomerycznie czystej postaci [64-66].  

W ostatnim czasie gwałtownie wzrosło zapotrzebowanie na enancjomerycznie czyste 

związki w przemyśle farmaceutycznym. Zainteresowanie to wynika głównie ze świadomości 

różnych efektów biologicznych różnych postaci produktów enancjomerycznych. Jeden 

enancjomer zwykle zapewnia pożądaną aktywność, podczas gdy przeciwny enancjomer może 

być nieaktywny lub czasami toksyczny. W związku z tym w ciągu ostatniej dekady nastąpił 

wzrost tendencji do wykorzystania enzymów do syntezy asymetrycznej i rozdziału 

kinetycznego w celu uzyskania czystych enancjomerów [67]. 
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5. CIECZE JONOWE 

5.1. OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA   
 

Ciecze jonowe (ILs, ang. ionic liquids) to bardzo wyjątkowa klasa rozpuszczalników 

niemolekularnych, które od czasu ich pierwszego odkrycia w 1914 r. były szeroko badane  

w wielu dyscyplinach chemicznych [68].  Ciecze jonowe to związki chemiczne posiadające 

strukturę jonową, składającą się z organicznego kationu oraz anionu, który może mieć charakter 

organiczny lub nieorganiczny [69]. ILs są wspólnie określane jako sole organiczne, których 

temperatura topnienia wynosi poniżej 100 °C. W literaturze, ciecze jonowe, które pozostają  

w stanie ciekłym już w temperaturze pokojowej, są nazywane cieczami jonowymi  

o temperaturze pokojowej (RTILs, ang. Room Temperature Ionic Liquids).  W porównaniu do 

innych związków ciecze jonowe charakteryzują się bardziej nieuporządkowaną strukturą sieci 

krystalicznej, co prowadzi do obniżenia ich temperatury topnienia. Ta właściwość jest często 

wynikiem niskiego stopnia symetrii jonów obecnych w cieczach jonowych. Stanowią 

alternatywę dla materiałów niebezpiecznych i lotnych ze względu na swoje unikalne 

właściwości fizykochemiczne, takie jak wyższa stabilność termiczna, prosty proces odzysku  

i znikoma prężność par, które eliminują problem związany z lotnością i palnością. Ich 

niezwykłe właściwości pozwalają na zastąpienie konwencjonalnych rozpuszczalników 

organicznych powszechnie stosowane w wielu procesach, ze względu na ich lepszą wydajność 

i mniejszą szkodliwość. Ponadto, ich łatwe odzyskiwanie poprzez ekstrakcję lub destylację oraz 

możliwość ponownego wykorzystania dodatkowo podkreśla ich istotne cechy. Przyczynia się 

to do obniżenia kosztów różnych procesów o znaczeniu przemysłowym [70]. Ponadto są często 

określane jako „rozpuszczalniki projektowe” (ang. designer solvents), ponieważ ich 

właściwości, takie jak polarność, hydrofobowość, aktywność solwatująca, gęstość, temperatura 

topnienia, oraz lepkość, można do pewnego stopnia dostosować, zmieniając podstawniki 

kationowe, anionowe lub alkilowe obecne na kationie. Ze względu na atrakcyjne i praktyczne 

właściwości, ILs wzbudziły zainteresowanie przemysłu i nauki [71]. 

Badania z udziałem ILs wywarły wpływ na wiele dziedzin nauki, w tym 

materiałoznawstwo, inżynierię chemiczną, naukę o środowisku, biochemię, genetykę, biologię 

molekularną, chemię i farmację. Tym samym liczba publikacji naukowych związanych z ILs 

wzrosła od 1992 r. (Rycina 18) i cieszy się niesłabnącym zainteresowaniem naukowców. 

Dynamiczny rozwój badań nad cieczami jonowymi oraz ich wszechstronny potencjał  
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w różnych dziedzinach przemysłu stanowi silny dowód na ich rosnące znaczenie w dzisiejszym 

świecie nauki i technologii [72]. 

 

Rycina 18 Liczba prac naukowych (artykuły, monografie, streszczenia konferencyjne, rozdziały) na 

podstawie bazy Web of Scienece (poszukiwania na podstawie słów kluczowych „ionic liquid” 

zawartych w tytule lub abstrakcie prac w okresie 1992-2022) 

 

5.2. METODY OTRZYMYWANIA CIECZY JONOWYCH  
 

Istnieją dwa sposoby otrzymywania cieczy jonowych: synteza jednoetapowa oraz 

synteza dwuetapowa [73]. Synteza jednoetapowa polega na reakcji zasady Lewisa, najczęściej 

trzeciorzędowej aminy z odpowiednim czynnikiem czwartorzędującym np. siarczanem (VI) 

dialkilowym, metanosulfonianem alkilowym lub trifluorometanosulfonianem alkilowym.  

W syntezie dwuetapowej w pierwszym etapie otrzymywany jest  prekursor cieczy jonowej, 

najczęściej czwartorzędowy halogenek amoniowy w reakcji aminy z odpowiednim 

halogenkiem alkilu lub arylu. W drugim etapie przeprowadza się reakcje wymiany jonowej, 

która może przebiegać na kilka sposobów poprzez reakcję z soli halogenkowej z kwasem 

Lewisa, kwasem Brøensteda, solą metalu lub w wyniku wymiany anionu na złożu 

jonowymiennym [69, 74-76]. Opisane metody otrzymywania cieczy jonowych (na przykładzie 

syntezy cieczy amoniowych) przedstawiono na poniższym schemacie (Rycina 19). 
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Rycina 19 Schemat otrzymywania cieczy jonowych: metoda jednoetapowa (1), metoda dwuetapowa (2) 

[73] 

 

5.3. PODZIAŁ I BUDOWA CIECZY JONOWYCH 
 

Istnieje wiele kombinacji kationów i anionów, które mogą tworzyć ciecze jonowe  

o różnych właściwościach, zastosowaniach i strukturze (Rycina 20 i Rycina 21). Z uwagi na 

ich dużą różnorodność oszacowano, że może powstać nawet ponad 1018 możliwych kombinacji 

tych związków [77].  

 

 

 

kation 1-alkilo-3-

metyloimidazoliowy  

[CnC1im]+ 

kation 1-alkilopirymidynowy 

[Cnpy]+ 
kation 1-alkilo-1-metylopirolidynowy 

[CnC1Pyrr]+ 

 

R4N+ 

 

R4P+ 

 

R3S+ 

 

kation tetraalkiloamoniowy 

[C4N]+ 

 

kation tetraalkilofosfoniowy 

[C4P]+ 

 

kation trialkilosulfioniowy 

[C3S]+ 

 

Rycina 20  Przykłady kationów tworzących ciecze jonowe [78] 
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anion 

bis(trifluorometylosulfonylo)imidowy 

[NTf2]- 

anion trifluorometanosulfonianowy 

[OTf]- 

anion heksafluorofosforanowy 

[PF6]- 

 

RSO4
- 

 
anion dicyjanamidowy 

[N(CN)2]- 

anion alkilosiarczanowy 

[CnSO4]- 

anion tetrafluoroboranowy 

[BF4]- 

 

Rycina 21 Przykłady anionów tworzących ciecze jonowe [78] 

 

Klasyfikacja cieczy jonowych obejmuje ich budowę, właściwości czy zastosowanie. 

Ciecze jonowe składają się z dużego organicznego kationu o niskim stopniu symetrii oraz  

z małego anionu, który może mieć charakter organiczny lub nieorganiczny. W związku z tym 

możliwa jest ogólna i najprostsza klasyfikacja cieczy jonowych na podstawie ich struktury 

molekularnej. Analizując budowę chemiczną kationu, na którym występuje ładunek dodatni, 

można wyróżnić następujące ciecze jonowe (Rycina 22) [79, 80]: 

• Amoniowe [R4N]+ (a)  

• Fosfoniowe [R4P]+ (b)  

• Sulfoniowe [R3S]+ (c)  

• Oksoniowe [R3O]+ (d)  

 

 

 

  

  

(a) (b) (c) (d) 

 

 
Rycina 22 Podział cieczy jonowych ze względu na budowę chemiczną kationu: amoniowe (a), 

fosfoniowe (b), sulfoniowe (c), oksoniowe (d) 
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Wśród wyżej wymienionych najbardziej poznaną i opisaną w literaturze grupę cieczy 

jonowych stanowią sole amoniowe. W przypadku soli amoniowych, dodatkowy podział 

przeprowadza się ze względu na hybrydyzację atomu azotu. Atom z ładunkiem dodatnim może 

być podstawiony przez grupy alkilowe, arylowe lub heteroalkilowe, co nadaje kationowi 

charakter alifatyczny.  Gdy atom z ładunkiem tworzy część struktury cyklicznej, mówimy  

o kationie heterocyklicznym. W zależności od rodzaju hybrydyzacji heteroatomu w kationie, 

możemy wyróżnić niearomatyczne kationy heterocykliczne o hybrydyzacji sp3 (np.: 1-alkilo-

1-metylopiperydyniowy (Rycina 23a), 1-alkilo-1-metylopirolidyniowy (Rycina 23b) lub 1-

alkilo- 1-morfolinowy (Rycina 23c) oraz aromatyczne kationy heterocykliczne o hybrydyzacji 

sp2, np.: kation 1‑alkilo-3-metyloimidazoliowy (Rycina 24a), kation 1,3-dialkilo-1,2,4-

triazoliowy (Rycina 24b), kation 1-alkilopirydyniowy (Rycina 24c) oraz kation 

1‑alkilochinoliniowy (Rycina 24d) [81].  

 

                             
(a) (b) (c) 

 
Rycina 23 Kationy heterocykliczne niearomatyczne (hybrydyzacja sp3) 

 

  

  
(a) (b) (c) (d) 

 

Rycina 24 Kationy heterocykliczne aromatyczne (hybrydyzacja sp2) 

 

Podział cieczy jonowych na podstawie struktury kationu może być dodatkowo 

rozszerzony poprzez wprowadzenie pojęcia cieczy jonowych protycznych (protonowych) 

(PILs, ang. protic ionic liquids) oraz aprotycznych (aprotonowych) (AILs, ang. aprotic ionic 

liquids). PILs to podzbiór cieczy jonowych w których atom z ładunkiem dodatnim jest 
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związany co najmniej z jednym atomem wodoru [82-84]. Powstają one w wyniku 

równomolowego zmieszania kwasu Brønsteda i zasady Brønsteda [85, 86]. Natomiast jeśli 

atom z ładunkiem dodatnim nie jest związany z żadnym atomem wodoru, co oznacza 

maksymalną rzędowość, taka ciecz jonowa jest określana jako aprotonowa.  

W porównaniu z APILs, PILs często mają wyższą przewodność i płynność, a także niższą 

temperaturę topnienia. Są także tańsze i wygodniejsze w przygotowaniu, gdyż ich synteza nie 

wiąże się z powstawaniem produktów ubocznych. Istnieje jednak kilka doniesień na temat 

zdolności PILs do tworzenia sieci wiązań wodorowych, co może ograniczać jonowość PILs  

w porównaniu z APILs [87]. 

Struktura anionu stanowi kolejne istotne kryterium podziału cieczy jonowych. Możemy 

rozróżnić ciecze jonowe zawierające anion o charakterze nieorganicznym lub organicznym. 

Aniony nieorganiczne w cieczach jonowych charakteryzują się budową prostą, złożoną 

jednordzeniowa oraz złożoną wielordzeniową (Tabela 6), natomiast aniony organiczne tworzą 

mrówczany, octany, mleczany, salicylany, benzoesany, trichlorooctany, trifluorooctany, 

cytryniany, alkilosiarczany (V), alkilobenzenosulfoniany oraz trifluorometylosiarczany, 

acesulfamiany, sacharyniany oraz wiele innych [88]. 

Tabela 6 Aniony nieorganiczne wchodzące w skład cieczy jonowych [88] 

 

 

Ciecze jonowe (ILs) wykazują znaczące zróżnicowanie w kwestii właściwości 

fizykochemicznych i biologicznych, co otwiera drzwi do jeszcze szerszego zakresu 

potencjalnych zastosowań. W kontekście możliwości projektowania cieczy jonowych 

wprowadzono ogólne i praktyczne kryterium. Istniejące ciecze jonowe podzielono na trzy 

generacje (Rycina 25), zależnie od rodzaju właściwości dostarczanych przez strukturę kationu 

i anionu. Kolejność generacji odzwierciedla ewolucję badań nad cieczami jonowymi i ich 

rozwój historyczny [89].  

Do pierwszej generacji cieczy jonowych (ILs) zaliczane są te, w których struktury 

kationu i anionu dostosowywano w celu uzyskania produktu o określonych właściwościach 

fizycznych.  Istotny jest wpływ struktury kationu lub anionu na przewodnictwo elektryczne, co 
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ma praktyczne zastosowanie ich w roli elektrolitów. Jony w cieczach jonowych pierwszej 

generacji były również dobrane w taki sposób, aby osiągnąć konkretne parametry, takie jak 

temperatura topnienia, gęstość, lepkość, stabilność termiczna, hydrofilność lub współczynnik 

refrakcji [89, 90]. 

Druga generacja cieczy jonowych obejmuje te, które posiadają ukierunkowane 

właściwości chemiczne w połączeniu z wyjątkowymi parametrami fizycznymi. W tej kategorii 

dobór odpowiednich struktur kationu i anionu cieczy jonowej umożliwia dodatkowo 

kontrolowanie cech chemicznych, takich jak reaktywność, chiralność, stabilność 

elektrochemiczna, palność, zdolność do tworzenia kompleksów lub solwatacji, wrażliwość na 

utlenianie oraz zdolność do blokowania promieniowania UV [90, 91]. Możliwość dostrojenia 

niektórych z tych właściwości fizycznych i chemicznych, daje możliwość tworzenia „cieczy 

jonowych do zadań specjalnych” (TSILs, ang. Task-specific ionic liquid) [92, 93]. 

Trzecia generacja cieczy jonowych obejmuje związki charakteryzujące się określoną 

aktywnością biologiczną, obok wyselekcjonowanych właściwości fizykochemicznych. Wśród 

pierwszych przykładów cieczy jonowych III generacji znajdują się związki o działaniu 

bakteriobójczym. Jony, które są składnikami farmaceutycznych substancji aktywnych (APIs, 

ang Active Pharmaceutical Ingredients), pełnią rolę zarówno kationów, jak i anionów cieczy 

jonowych III generacji, posiadających działanie przeciwbólowe i przeciwzapalne [94]. W tej 

kategorii zaliczane są również środki ochrony roślin, takie jak pochodne triazoli o aktywności 

grzybobójczej, a także ciecze jonowe herbicydowe (HILs, ang. Herbicidal Ionic Liquid) 

obejmujące m.in. pochodne fenoksykwasów, które wykazują selektywną aktywność 

chwastobójczą wobec roślin dwuliściennych [90, 93]. 
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Rycina 25 Generacje cieczy jonowych 

 

5.4. ZASTOSOWANIE CIECZY JONOWYCH 
 

Ciecze jonowe stanowią wyjątkowe substancje chemiczne, które znalazły zastosowanie  

w różnych dziedzinach współczesnej nauki i przemysłu [95]. Poza ich właściwościami 

fizycznymi i chemicznymi, wyjątkowa aktywność biologiczna przyciąga uwagę biochemików 

i naukowców z dziedziny medycyny [96].  Ze względu na modyfikowalny charakter oraz 

właściwości fizykochemiczne ciecze jonowe są doskonałym zamiennikiem dla tradycyjnych 

rozpuszczalników wykorzystywanych w reakcjach organicznych. Znajdują szerokie 

zastosowanie w różnych syntezach organicznych, w tym także w reakcjach katalitycznych  

i enzymatycznych [97]. Ciecze jonowe znajdują szerokie zastosowanie w różnych gałęziach 

przemysłu, takich jak przemysł chemiczny, elektrochemiczny, farmaceutyczny czy papierniczy 
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[98].  Ich zastosowanie pozwala m.in. rozwiązać problemy związane z rozwojem formulacji 

produktów leczniczych, które dotyczą między innymi niskiej rozpuszczalności lub 

polimorfizmu aktywnego składnika farmaceutycznego (API). Ciecze jonowe mogą być 

stosowane w postaci emulsji, mikroemulsji lub jonożelu, jako nośniki API lub część systemów 

dostarczania leków. Połączenie cieczy jonowych z API pozwala na otrzymanie pochodnych 

dwufunkcyjnych (API-IL), które mogą wykazywać lepsze właściwości fizykochemiczne  

i wyższą aktywność biologiczną w porównaniu do samego API [89, 99]. Dzięki swoim 

unikalnym właściwościom, ciecze jonowe stają się coraz bardziej atrakcyjne dla przemysłu 

farmaceutycznego, umożliwiając rozwój nowych, bardziej efektywnych i ekologicznych 

produktów farmaceutycznych  [96, 100]. W roku 2000 różne grupy niezależnie odkryły na 

nowo potencjał cieczy jonowych jako rozpuszczalników dla reakcji katalizowanych przez 

enzymy, zwłaszcza lipazę [101-103]. ILs wykazują coraz bardziej istotne zastosowania  

w obszarze procesów analitycznych, takich jak chromatografia, spektrometria, ekstrakcja, 

analiza jonów metalu, matryce biologiczne, chromatografia gazowa (GC), wysokosprawna 

chromatografia cieczowa (HPLC) czy elektroforeza kapilarna [104]. Wybrane dziedziny 

zastosowania cieczy jonowych podsumowano na poniższej rycinie (Rycina 26). 

 

 

 

Rycina 26 Wybrane dziedziny zastosowania cieczy jonowych [70] 
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5.5. CIECZE JONOWE W ROZDZIELE KINETYCZNYM 

RACEMATÓW 
 

Rozpuszczalniki organiczne są nadal powszechnie stosowane jako media reakcyjne  

w stereoselektywnej biotransformacji racemicznych postaci farmaceutycznych substancji 

czynnych. Jednak większość z tych substancji jest toksyczna i niebezpieczna dla środowiska,  

a w wielu przypadkach może zanieczyścić końcowy produkt syntezy cząsteczkami 

organicznymi. Jednym z głównych obszarów zainteresowania dalszych badań w chemii jest 

unikanie toksycznych i nieprzyjaznych dla środowiska rozpuszczalników organicznych. W tym 

kontekście wiele uwagi poświęcono ostatnio poszukiwaniom nowych mediów reakcyjnych 

[101, 102, 105]. W odniesieniu do reakcji przeprowadzanych w konwencjonalnych 

rozpuszczalnikach, reakcje w ILs mają różne zachowania termodynamiczne i kinetyczne, co 

często prowadzi do poprawy wydajności procesu. Ponadto ciecze jonowe umożliwiają 

zwiększoną stabilność odczynników metaloorganicznych i biokatalizatorów, łatwe 

odzyskiwanie produktu, a także możliwy recykling katalizatorów homogenicznych. Poprzez 

modyfikację kationu i anionu ich właściwości można dostosować na wiele sposobów.  

W przypadku wszystkich procesów katalitycznych istnieją zasadniczo trzy możliwości ich 

zastosowania: jako współrozpuszczalniki, jako czysty rozpuszczalnik lub w układzie 

dwufazowym [106]. Biorąc pod uwagę te dodatkowe korzyści, uzasadnione jest oczekiwanie, 

że ciecze jonowe mogą również odgrywać znaczącą rolę w syntezie asymetrycznej, będącej 

jednym z głównych problemów przemysłu i środowiska akademickiego. Enzymatyczne reakcje 

katalityczne przeprowadzane w cieczach jonowych są przedmiotem intensywnych badań.  

W rozpuszczalnikach organicznych enzymy często są narażone na obniżoną aktywność lub 

stabilność. Ponadto, rozpuszczalniki hydroksylowe, takie jak metanol, glikol dietylenowy lub 

1,2-propanodiol, nie są odpowiednie do acylacji z powodu konkurencji z substratem. Inne 

rozpuszczalniki, takie jak N-metyloformamid, denaturują lipazy. Z kolei ciecze jonowe mogą 

zostać skutecznie wykorzystane jako alternatywne środowisko do reakcji enzymatycznych, 

prowadząc do wyraźnie zwiększonej wydajności i stabilności operacyjnej białkowego 

katalizatora [107-109]. 
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6. PARAMETRY OPISUJĄCE ENANCJOSELEKTYWNOŚĆ 

REAKCJI 

  

Reakcje enancjoselektywne to rodzaj reakcji chemicznych polegających na 

selektywnym tworzeniu jednego enancjomeru (izomeru optycznego) z substratu będącego 

mieszaniną racemiczną (zawierającą oba enancjomery w równych proporcjach). Reakcje 

enancjoselektywne wynikają z różnic w preferencjach i reaktywności chiralnych cząsteczek 

substratu oraz katalizatora, co prowadzi do selektywnego powstawania jednego enancjomeru 

jako dominującego produktu. Reakcje tego typu występują tylko w przypadku substratów lub 

katalizatorów, które są chiralne. Parametry charakteryzujące ilościowo reakcje 

enancjoselektywne to nadmiar enancjomeryczny substratów (ees), nadmiar enancjomeryczny 

produktów (eep), stopień konwersji (C) oraz enancjoselektywność (E). Wszystkie te parametry 

są istotne dla oceny wydajności i selektywności reakcji rozdziału kinetycznego. W praktyce 

laboratoryjnej dąży się do  maksymalnej optymalizacji warunków prowadzenia reakcji tak, by 

zwiększyć jej selektywność i otrzymać jak najbardziej enencjomerycznie czysty produkt [26, 

110]. 

 

6.1. NADMIAR ENANCJOMERYCZNY   
 

Nadmiar enancjomeryczny (ee, ang. enantiomeric excess) jest miarą czystości 

enancjomerycznej w mieszaninie enancjomerów i określa stopień dominacji jednego 

enancjomeru nad drugim. Wielkość ta informuje nas o efektywności rozdziału mieszaniny 

racemicznej.  Jest to wyrażony w procentach stosunek różnicy zawartości enancjomerów  

w danej mieszaninie do sumy ich zawartości w tej mieszaninie.  Oblicza się go zarówno dla 

substratów – nadmiar enancjomeryczny substratów (ees) jak i dla produktów – nadmiar 

enancjomeryczny produktów (eep)  na podstawie danych ilościowych, np.: pól powierzchni 

pików otrzymanych w wyniku chiralnego rozdziału chromatograficznego. Nadmiar 

enancjomeryczny jest ważnym wskaźnikiem w reakcjach enancjoselektywnych. Wyższa 

wartość nadmiaru enancjomerycznego oznacza większą czystość enancjomeryczną, co jest 

pożądane w wielu dziedzinach, takich jak farmacja, chemia organiczna  

i produkcja leków.  Wzory służące do obliczenia nadmiaru enancjomerycznego substratów oraz 

produktów przyjmują postać (Rycina 27 i Rycina 28 ) [25, 111, 112]: 
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Rycina 27 Wzór wykorzystywany do obliczenia nadmiaru enancjomerycznego substratów, gdzie: ees - 

nadmiar enancjomeryczny substratów; R –  pole powierzchni piku chromatograficznego uzyskanego 

podczas rozdziału chromatograficznego dla enancjomeru R-(-); S - pole powierzchni piku 

chromatograficznego uzyskanego podczas rozdziału chromatograficznego dla enancjomeru  S-(+) 

 

 

Rycina 28 Wzór wykorzystywany do obliczenia nadmiaru enancjomerycznego produktów, gdzie: eep - 

nadmiar enancjomeryczny produktów; R –  pole powierzchni piku chromatograficznego uzyskanego 

podczas rozdziału chromatograficznego dla enancjomeru R-(-); S - pole powierzchni piku 

chromatograficznego uzyskanego podczas rozdziału chromatograficznego dla enancjomeru  S-(+) 

 

Nadmiar enancjomeryczny równy 100% oznacza, że w skład mieszaniny wchodzi tylko 

jeden enancjomer, natomiast wartość 0% oznacza racemat (równomolową mieszaninę 

enancjomerów danego związku) [112].  

 

6.2. ENANCJOSELEKTYWNOŚĆ 
 

Enancjoselektywność (E, ang. enantioselectivity lub enantiomeric ratio)  określana jest 

również jako stosunek enancjomeryczny. Pozwala określić, która reakcja jest 

enancjoselektywna. W przypadku enzymatycznego rozdziału kinetycznego to parametr, który 

mierzy zdolność enzymu do rozróżniania enancjomerów. Na jego podstawie możemy ocenić 

enancjoselektywność reakcji oraz porównać aktywności stereoselektywne badanych enzymów. 

Dla reakcji nieselektywnych E przyjmuje wartość 1. Aby uznać reakcje za enancjoselektywną 

wartość E powinna wynosić co najmniej 20. Jednak wysokie wartości E są mniej dokładnie, 

ponieważ stosunek enancjomeryczny jest funkcją logarytmiczną czystości enancjomerycznej. 

Enancjoselektywnośc można obliczyć na podstawie wartości konwersji i nadmiaru 

enancjomerycznego produktów lub substaratów (Rycina 29 i Rycina 30) [25] [111, 112].  
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Rycina 29 Wzór służący do obliczenia enancjoselektywności z wykorzystaniem ees, gdzie:  

E – Enancjoselektywność; c - współczynnik konwersji [%]; ees - nadmiar enancjomeryczny substratów 

[%] 

 

 

Rycina 30 Wzór służący do obliczenia enancjoselektywności z wykorzystaniem eep gdzie:  

E – Enancjoselektywność; c - współczynnik konwersji [%]; eep - nadmiar enancjomeryczny produktów 

[%] 

 

6.3. KONWERSJA  
 

Współczynnik konwersji (C, ang. conversion lub  conversion rate)  w odniesieniu do 

reakcji enancjoselektywnej określa stopień przemiany racemicznego substratu w preferowany 

enancjomer (produkt reakcji). Jest to miara wydajności reakcji rozdziału kinetycznego. 

Wyrażany stosunkiem nadmiaru enancjomerycznego substratów do  sumy nadmiaru 

enancjomerycznego substratów i produktów [25, 111, 112]. Obliczamy go na podstawie 

poniższego wzoru (Rycina 31): 

 

Rycina 31 Wzór wykorzystywany do obliczenia współczynnika konwersji, gdzie: c – współczynnik 

konwersji [%]; ees - nadmiar enancjomeryczny substratów [%]; eep - nadmiar enancjomeryczny 

produktów [%] 

 

W przypadku modelowej reakcji enancjoselektywnej na drodze rozdziału kinetycznego, 

oczekuje się, że współczynnik konwersji wyniesie 50%. Wynika to z założenia, że reakcja jest 

selektywna tylko dla jednego enancjomeru, podczas gdy drugi enancjomer nie ulega przemianie 

i jego stała szybkości reakcji wynosi k = 0. Należy jednak zauważyć, że choć reakcja może 

osiągnąć wysoki współczynnik konwersji, to wciąż może być obecny pewien stopień 

zanieczyszczenia drugim enancjomerem. W celu oceny czystości enancjomerycznej produktu  

stosuje się dodatkowe wskaźniki, takie jak wspomniane wyżej nadmiar enancjomeryczny lub 

enancjoselektywność [25, 112]. 

E =
ln[(1 − 𝑐)(1 + 𝑒𝑒𝑠)

ln[(1 − c)(1 − ees)
 

E =
ln[(1 − 𝑐)(1 + 𝑒𝑒𝑝 )

ln[(1 − c)(1 − eep)
 

𝑐 =
𝑒𝑒𝑠

𝑒𝑒𝑠 + 𝑒𝑒𝑝
× 100% 
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7. CEL PRACY 
 

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej była optymalizacja warunków reakcji rozdziału 

kinetycznego wybranych substancji czynnych z wykorzystaniem lipaz jako 

enancjoselektywnych biokatalizatorów w dwufazowym układzie katalitycznym składającym 

się z rozpuszczalnika organicznego oraz cieczy jonowej.   

W zrealizowanych badaniach analizowano różne czynniki wpływające na rozdział 

kinetyczny, takie jak: rodzaj lipazy, czas inkubacji, medium reakcyjne czy zastosowanie cieczy 

jonowej. Analizy zostały przeprowadzone z wykorzystaniem ultrasprawnej chromatografii 

cieczowej sprzężonej  z tandemową spektrometrią mas (LCMS-MS/MS) lub detektorem DAD. 

W ramach realizowanych prac badawczych oceniono wpływ wyżej wymienionych czynników 

na wartość parametrów takich jak: enancjoselektywność, czystość enancjomeryczna produktów 

oraz substratów, a także stopień konwersji realizowanych rozdziałów kinetycznych. 

 

Cel pracy realizowano poprzez: 

a) analizę literatury naukowej dotyczącej rozdziałów kinetycznych produktów 

leczniczych stosowanych w kardiologii na przykładzie leków β-adrenolitycznych; 

b) optymalizację procesu rozdziału chromatograficznego (R,S)-atenololu, (R,S)-1-

fenyloetanolu oraz (R,S)-klopidogrelu z wykorzystaniem komercyjnie dostępnych 

chiralnych faz stacjonarnych oraz systemów HPLC i UPLC-MS/MS;  

c) optymalizację  rozdziałów kinetycznych (R,S)-atenololu, (R,S)-1-fenyloetanolu oraz 

(R,S)-klopidogrelu na drodze enancjoselektywnej biotranformacji z zastosowaniem 

dwufazowych układów katalitycznych zawierających ciecze jonowe; 

d) testowanie i ocenę aktywności wykorzystanych lipaz w kolejnych cyklach reakcyjnych 

enancjoselektywnej biotransformacji (R,S)-atenololu, (R,S)-1-fenyloetanolu oraz (R,S)-

klopidogrelu. 
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8. WYNIKI I DYSKUSJA WYNIKÓW 
 

8.1. ENZYMATYCZNA ENANCJOSELEKTYWNA 

BIOTRANSFORMACJA CHIRALNYCH SUBSTANCJI 

AKTYWNYCH NA PRZYKŁADZIE LEKÓW 

WYKORZYSTYWANYCH W TERAPII NADCIŚNIENIA [P1] 

 

 

Opis dotyczy pracy [P1]: Joanna Chałupka, Adam Sikora, A. Kozicka, Michał Piotr Marszałł. 

Overview: enzyme-catalyzed enantioselective biotransformations of chiral active compounds 

used in hypertension treatment, Current Organic Chemistry, 2020, Vol. 24, nr 23, s. 2782-2791.  

 

Enzymatyczny rozdział kinetyczny jest jedną z metod pozwalających na otrzymanie 

enancjomerycznie czystych substancji aktywnych. W przeciwieństwie do klasycznej syntezy 

organicznej, reakcje enzymatyczne charakteryzują się łagodnymi warunkami reakcji oraz 

niewielką ilością produktów ubocznych, przez co są bezpieczniejsze dla środowiska. Celem 

przeprowadzonego w ramach rozprawy doktorskiej przeglądu systematycznego była analiza 

danych literaturowych dotyczących enzymatycznego rozdziału kinetycznego leków β-

adrenolitycznych. 

Leki β-adrenolityczne są szeroko stosowane w leczeniu nadciśnienia tętniczego  

i zaburzeń sercowo-naczyniowych. Ze względu na fakt, że β-blokery posiadają w swojej 

strukturze asymetryczny atom węgla, występują w dwóch formach enancjomerycznych. 

Dostępne literaturowo dane zgodnie potwierdzają, że (S)-enancjomery tych leków wykazują 

pożądany efekt terapeutyczny, podczas gdy podawanie racematów może powodować 

wystąpienie niebezpiecznych skutków ubocznych, takich jak skurcz oskrzeli lub rozwój 

cukrzycy. Pomimo dowodów, β-blokery są wciąż komercyjnie dostępnymi lekami 

stosowanymi w terapii schorzeń sercowo-naczyniowych głównie jako racematy.  

Enzymatyczne rozdziały kinetyczne (R,S)-atenololu oraz (R,S)-propranololu zostały 

szczegółowo opisane w literaturze naukowej przez 7 niezależnych zespołów badawczych. 

Wszystkie opisywane reakcje polegały na przeprowadzeniu enancjoselektywnych 

transestryfikacji odpowiedniego β-blokeru ((R,S)-atenololu lub (R,S)-propranololu) z octanem 

winylu, octanem izopropenylu  lub butanianem winylu. Naukowcy testowali wiele układów 
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katalitycznych z zastosowaniem różnych enzymów, jednak najczęściej stosowane były lipazy 

z Candida antarctica oraz z Candida rugosa. Każdy zespół naukowy wykorzystywał 

organiczne solwenty jako środowisko reakcji, takie jak: acetonitryl, chloroform, eter 

diisopropylowy, metanol, tetrahydrofuran czy toluen. Niemniej wszystkie wymienione wyżej 

rozpuszczalniki są potencjalnie szkodliwe dla środowiska oraz mogą negatywnie wpływać na 

stabilność operacyjną i aktywność katalityczną białkowego katalizatora. Należy podkreślić, iż 

tylko jeden zespół naukowy, Dwivedee i wsp., przeprowadził rozdział kinetyczny  

z zastosowaniem dwufazowego układu katalitycznego, który składał się z cieczy jonowej 

([EMIM][BF4]) oraz toluenu [113]. Takie podejście wiązało się ograniczeniem szkodliwego 

wpływu organicznych rozpuszczalników na środowisko, a także umożliwiło uzyskanie 

produktu o wysokiej czystości enancjomerycznej. Co więcej dwufazowy układ katalityczny 

umożliwia łatwe odseparowanie enzymu oraz substratów i produktów ze środowiska reakcji, 

co w konsekwencji pozwala na ponowne wykorzystanie katalizatora w kolejnych cyklach 

katalitycznych.  

 

Rezultaty omawianych badań zostały szczegółowo opisane w publikacji pt.: „Overview: 

Enzyme-catalyzed Enantioselective Biotransformation of Chiral Active Compounds Used in 

Hypertension Treatment” opublikowanej w Current Organic Chemistry: 2020, 24, 1-10,  

w której autorami byli: Joanna Chałupka, Adam Sikora, Aleksandra Kozicka, Michał Piotr 

Marszałł [P1]. 
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KOPIA PRACY [P1] 
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8.2. ZASTOSOWANIE DWUFAZOWYCH UKŁADÓW 

KATALITYCZNYCH W ENANCJOSELEKTYWNEJ 

BIOTRANSFORMACJI RACEMICZNEGO ATENOLOLU 

 

Opis dotyczy pracy [P2]: Joanna Chałupka, Adam Sikora, Michał Piotr Marszałł. The 

utilization of two-phase catalytic system in enantioselective biotransformation of racemic 

atenolol, Catalysts, 2022, 12(9), 1068. DOI: 10.3390/catal12091068. 

 

W ostatnim czasie obserwuje się zwiększoną zachorowalność na choroby układu 

sercowo-naczyniowego. Złe lub brak nawyków żywieniowych, nadmierny stres, siedzący tryb 

życia czy nawet całkowity brak aktywności fizycznej to tylko niektóre z wielu czynników, które 

wpływają na rozwój wyżej wymienionych chorób, będących główną przyczyną 

przedwczesnych zgonów w Polsce i Europie. Nadciśnienie tętnicze jest jedną z najczęstszych 

chorób stwierdzanych u osób dorosłych. Według danych Światowej Organizacji Zdrowia  

w 2000 roku na świecie chorowało 972 miliony dorosłych ludzi na nadciśnienie tętnicze,  

z czego 639 milionów w krajach rozwijających się gospodarczo. Przewiduje się, że w 2025 

będzie na świecie 1,5 miliarda osób z nadciśnieniem. W Polsce nadciśnienie tętnicze stwierdza 

się u 15% ludzi w wieku 31-44 lat, u 45% w wieku 45-65 lat i u około 59% u osób powyżej 65 

roku życia. Częściej chorują mężczyźni niż kobiety. Ciśnienie tętnicze ma tendencje do 

podwyższania się wraz z wiekiem. Z uwagi na powyższe, należy obiektywnie stwierdzić, że 

leki obniżające ciśnienie tętnicze, w tym β-blokery, z całą pewnością należą do jednych  

z najważniejszych we współczesnym lecznictwie.  

W przypadku wielu substancji organicznych, w tym leków, wzór sumaryczny niewiele 

mówi o budowie związku, ponieważ cząsteczki mające ten sam skład atomowy mogą różnić 

się rozmieszczeniem poszczególnych atomów w przestrzeni. Z kolei różne ułożenie 

przestrzenne tych samych atomów wpływa na właściwości całej cząsteczki, a także na sposób 

jej oddziaływania w organizmie ludzkim. Obecnie we współczesnej farmakoterapii kładzie się 

istotny nacisk na stosowanie w lecznictwie pojedynczych enancjomerów, ponieważ pozwala to 

na optymalizację efektu klinicznego stosowanych dotychczas mieszanin racemicznych, a także 

pozwala na zmniejszenie częstości i natężenia działań niepożądanych. Z uwagi na fakt, iż 

enancjomery leków są swoimi odbiciami lustrzanymi, a zatem różnią się przestrzennym 

ułożeniem atomów w swoich cząsteczkach mogą posiadać odrębne właściwości pod względem 

farmakokinetycznym, farmakodynamicznym, a także w profilu działań niepożądanych. Należy 
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przy tym podkreślić, iż β-blokery, pomimo faktu, iż są jednymi z najbardziej popularnych 

leków w leczeniu nadciśnienia tętniczego, występują w większości komercyjnie dostępnych 

produktów leczniczych w formie mieszanin enancjomerów, a nie czystych enancjomerów, co 

może skutkować większą ilością działań niepożądanych, a także koniecznością przyjmowania 

większej dawki leku. Jedną z metod umożliwiającą na otrzymanie czystego enancjomeru jest 

enzymatyczny rozdział kinetyczny. W tym celu przeprowadza się stereoselektywną 

biotransformację racematu w obecności enzymu pełniącego funkcję enancjoselektywego 

biokatalizatora. W procesie stereoselektywnej biotransformacji z zastosowaniem lipaz 

najczęściej wykorzystuje się organiczne rozpuszczalniki, które pełnią funkcję środowiska 

reakcji. Należy jednak wziąć pod uwagę, że większość tych związków jest toksyczna  

i niebezpieczna dla środowiska. Z kolei zastosowanie cieczy jonowych jako środowiska reakcji 

niesie za sobą wiele zalet, ponieważ są przyjazne dla środowiska, a prowadzone w nich 

transformacje często zachodzą szybciej.  

Celem naukowym badań było zoptymalizowanie enzymatycznego rozdziału 

kinetycznego (R,S)-atenololu z wykorzystaniem dwufazowego układu katalitycznego 

zawierającego ciecze jonowe. W ramach zrealizowanych prac badawczych testowano wpływ 

cieczy jonowych oraz dwóch izoform lipazy z Candida rugosa (OF lub MY) na rozdział 

kinetyczny (R,S)-atenololu z zastosowaniem octanu winylu pełniącego funkcję donora grupy 

acetylowej (Rycina 32). 

 

 
Rycina 32 Rozdział kinetyczny (R,S)-atenololu 
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W efekcie badano 8 różnych układów katalitycznych przedstawionych w Tabeli 7. 

Enancjoselektywne biotransformacje były inkubowane przez 120 godzin w kontrolowanych 

warunkach temperaturowych wynoszących 37°C przy stałej prędkości mieszania RPM = 250. 

Każdy układ katalityczny był próbkowany co 24 godziny i analizowany z zastosowaniem 

systemu UPLC-MS/MS, co pozwoliło na ocenę zachodzących zmian prowadzonych 

rozdziałów kinetycznych, które dotyczyły: nadmiarów enancjomerycznych substratów  

i produktów, konwersji oraz enancjoselektywności. W celu analizy jakościowej oraz ilościowej 

mieszanin reakcyjnych zoptymalizowano chiralny rozdział chromatograficzny  

z zastosowaniem kolumny Lux Cellulose-2. Rodział chromatograficzny był prowadzony  

w warunkach izokratycznych, w temperaturze 30°C, przy przepływie FR = 0,8mL/min. Fazę 

ruchomą stanowiła mieszanina acetonitrylu, izopronaolu oraz dieetyloaminy w stosunku 

objętościowym wynoszącym 98/2/0,1. Detekcja analitów odbywała się  

z wykorzystaniem trybu MRM, w których identyfikowano zarówno prekursory oraz produkty 

powstałe na skutek fragmentacji prekursorów w komorze kolizyjnej spektrometru mas typu 

potrójny kwadrupol. Zaproponowane podejście analityczne stanowiło dodatkowe 

potwierdzenie jakościowe oznaczanych analitów pozyskanych w wyniku prowadzonych 

rozdziałów kinetycznych.  

 

Tabela 7 Parametry rozdziału kinetycznego (R,S)-atenololu z zastosowaniem różnych układów 

katalitycznych 

 Środowisko reakcji Lipaza ees eep c E 

Toluen 
Candida rugosa OF 61,80% 93,60% 39,77% 56,99 

Candida rugosa MY 52,00% 93,00% 35,86% 46,34 

Toluen 

[EMIM][BF4] 

Candida rugosa OF 59,98% 93,76% 39,01% 57,22 

Candida rugosa MY 50,00% 92,96% 34,97% 45,07 

Toluen 

[EMIM][OTf] 

Candida rugosa OF 58,78% 79,60% 42,48% 15,88 

Candida rugosa MY 52,24% 77,60% 40,23% 13,27 

Toluen 

[EMIM][EtSO4] 

Candida rugosa OF 1,60% 1,40% 53,30% 1,04 

Candida rugosa MY 1,86% 0,36% 83,89% 1,02 
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Zastosowanie cieczy jonowych w różny sposób wpływało na aktywność katalityczną 

lipaz z Candida rugosa. W efekcie wykorzystanie [EMIM][BF4] razem z toluenem umożliwiło 

stworzenie układu katalitycznego, które pozwolił na uzyskanie enancjomerycznie czystych 

pochodnych atenololu o największej czystości katalitycznej, przy zachowaniu najwyższej 

enancjoselektywności rozdziału kinetycznego, co także było zgodne z wynikami 

przestawionymi w Publikacji 1 [P1] niniejszej rozprawy doktorskiej. Dodatkowo mieszanina 

cieczy jonowej z toluenem stworzyła układ dwufazowy, który fizycznie odseparowywał od 

siebie zawieszony w toluenie enzym oraz substraty z produktami, które koncentrowały się  

w cieczy jonowej. W efekcie umożliwiło to na ponowne wykorzystanie lipaz w kolejnych 

cyklach katalitycznych poprzez wprowadzenie zawieszonego w toluenie białka do kolejnych 

cieczy jonowych zawierających nowe substraty. Zrealizowane badania udowodniły, że zarówno 

lipaza z Candida rugosa OF oraz MY zachowała swoją wysoką stabilność operacyjną oraz 

aktywność katalityczną w 5-ciu kolejnych cyklach katalitycznych, czego dowodzi utrzymująca 

się na stałym poziomie wartość nadmiarów enancjomerycznych produktów dla kolejnych 

reakcji katalizowanych przez wykorzystywane ponownie enzymy (Rycina 33).  
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Rycina 33 Porównanie wartości nadmiarów enancjomerycznych produktów dla rozdziałów 

kinetycznych (R,S)-atenololu katalizowanych przez ponownie wykorzystane lipazy z Candida 

rugosa OF i MY 

 

 

Rezultaty omawianych badań zostały szczegółowo opisane w publikacji pt.: „The Utilization 

of Two-Phase Catalytic System in Enantioselective Biotransformation of Racemic Atenolol” 

opublikowanej w Catalysts: 2022, 12, 1068, w której autorami byli: Joanna Chałupka, Adam 

Sikora, Michał Piotr Marszałł [P2]. 
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KOPIA PRACY [P2] 
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8.3. ZASTOSOWANIE DWUFAZOWYCH SYSTEMÓW 

KATALITYCZNYCH W ENANCJOSELEKTYWNYM 

ROZDZIALE (R,S)-1-FENYLOETANOLU 

 

Opis dotyczy pracy [P3]: Joanna Chałupka, Jacek Dulęba, Adam Sikora, Tomasz Siódmiak, 

Michał Marszałł. The Application of Two-Phase Catalytic System in Enantioselective 

Separation of Racemic (R,S)-1-Phenylethanol, Catalysts 2023, 13(2), 292. DOI: 

10.3390/catal13020292. 

 

Synteza organiczna jest jednym z najważniejszych sposobów opracowywania nowych 

leków i prekursorów. Jednocześnie, wraz ze znacznym rozwojem rynku farmaceutycznego, 

stale rośnie zapotrzebowanie na nowe leki. Dlatego nowe reakcje syntezy i analizy 

katalizatorów chemicznych odgrywają kluczową rolę w wyznaczaniu trendów naukowych. Ten 

typ reakcji ma jednak pewne ograniczenia. Koszt stosowania katalizatorów chemicznych jest 

wysoki i często przewyższa korzyści związane z wydajnością reakcji. Proces często wymaga 

ekstremalnych warunków reakcji, zwłaszcza w aspekcie temperatury i ciśnienia. Ponadto co 

raz częściej obserwuje się niską specyficzność katalizatorów. Z kolei reakcje wykorzystujące 

enzymy jako katalizatory, zwane inaczej biokatalizą, są alternatywnym rozwiązaniem 

pozwalającym uczynić syntezę bardziej wydajną, tańszą i przyjazną dla środowiska. 

 1-fenyloetanol jest aromatycznym alkoholem naturalnie występującym w kwiatach  

herbaty, winogronach czy kakao. Z uwagi na fakt, iż posiada centrum chiralne 1-fenyloetanol 

występuje w formie dwóch enancjomerów. (S)-1-fenyloetanol jest często wykorzystywany  

w syntezie organicznej celem pozyskania różnych substancji aktywnych odpowiedzialnych za 

efekt terapeutyczny. Z uwagi na swoją strukturę (S)-1-fenyloetanol stanowi rdzeń leków 

przeciwcukrzycowych oraz antydepresantów. Dodatkowo (S)-1-fenyloetanol jest 

wykorzystywany w syntezie antybiotyków, leków przeciwgrzybiczych  

i przeciwpasożytniczych.  

Celem naukowym badań było zoptymalizowanie enzymatycznego rozdziału 

kinetycznego (R,S)-1-fenyloetanolu, który umożliwiał uzyskanie czystego enancjomerycznie 

(S)-1-fenyloetanolu. W ramach zrealizowanych prac badawczych zaproponowano 

enancjoselektywną biotransformację w wyniku której otrzymano (S)-1-fenyloetanol (Rycina 

34). W tym celu testowano łącznie 40 układów katalitycznych, które różniły się czynnikiem 
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acetylującym, środowiskiem reakcji, cieczą jonową oraz biokatalizatorem (Tabela 8). Zgodnie 

z dostępną literaturą dotyczącą enancjoselektywnej biotransformacji związków racemicznych 

postanowiono przetestować 4 różne ciecze jonowe, takie jak.: [HMIM][BF4], [OMIM][Cl], 

[EMIM][BF4] oraz [DMIM][MeSO4]. 

 
Rycina 34 Rozdział kinetyczny (R,S)-1-fenyloetanolu 

 

Tabela 8 Systemy katalityczne poddane enancjoselektywnej biotransformacji (R,S)-1-fenyloetanolu 

L. p. Czynnik acetylujący Środowisko reakcji Ciecz jonowa Lipaza 

1 Octan winylu n-heptan Brak Burkholderia cepacia 

2 Octan winylu toluen Brak Burkholderia cepacia 

3 Octan izopropenylu n-heptan Brak Burkholderia cepacia 

4 Octan izopropenylu toluen Brak Burkholderia cepacia 

5 Octan winylu n-heptan Brak Candida rugosa OF 

6 Octan winylu toluen Brak Candida rugosa OF 

7 Octan izopropenylu n-heptan Brak Candida rugosa OF 

8 Octan izopropenylu toluen Brak Candida rugosa OF 

9 Octan winylu n-heptan [HMIM][BF4] Burkholderia cepacia 

10 Octan winylu n-heptan [OMIM][Cl] Burkholderia cepacia 

11 Octan winylu n-heptan [EMIM][BF4] Burkholderia cepacia 

12 Octan winylu n-heptan [DMIM][MeSO4] Burkholderia cepacia 

13 Octan winylu toluen [HMIM][BF4] Burkholderia cepacia 

14 Octan winylu toluen [OMIM][Cl] Burkholderia cepacia 

15 Octan winylu toluen [EMIM][BF4] Burkholderia cepacia 

16 Octan winylu toluen [DMIM][MeSO4] Burkholderia cepacia 

17 Octan izopropenylu n-heptan [HMIM][BF4] Burkholderia cepacia 

18 Octan izopropenylu n-heptan [OMIM][Cl] Burkholderia cepacia 

19 Octan izopropenylu n-heptan [EMIM][BF4] Burkholderia cepacia 

20 Octan izopropenylu n-heptan [DMIM][MeSO4] Burkholderia cepacia 

21 Octan izopropenylu toluen [HMIM][BF4] Burkholderia cepacia 

22 Octan izopropenylu toluen [OMIM][Cl] Burkholderia cepacia 

23 Octan izopropenylu toluen [EMIM][BF4] Burkholderia cepacia 

24 Octan izopropenylu toluen [DMIM][MeSO4] Burkholderia cepacia 

25 Octan winylu n-heptan [HMIM][BF4] Candida rugosa OF 

26 Octan winylu n-heptan [OMIM][Cl] Candida rugosa OF 

27 Octan winylu n-heptan [EMIM][BF4] Candida rugosa OF 
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28 Octan winylu n-heptan [DMIM][MeSO4] Candida rugosa OF 

29 Octan winylu toluen [HMIM][BF4] Candida rugosa OF 

30 Octan winylu toluen [OMIM][Cl] Candida rugosa OF 

31 Octan winylu toluen [EMIM][BF4] Candida rugosa OF 

32 Octan winylu toluen [DMIM][MeSO4] Candida rugosa OF 

33 Octan izopropenylu n-heptan [HMIM][BF4] Candida rugosa OF 

34 Octan izopropenylu n-heptan [OMIM][Cl] Candida rugosa OF 

35 Octan izopropenylu n-heptan [EMIM][BF4] Candida rugosa OF 

36 Octan izopropenylu n-heptan [DMIM][MeSO4] Candida rugosa OF 

37 Octan izopropenylu toluen [HMIM][BF4] Candida rugosa OF 

38 Octan izopropenylu toluen [OMIM][Cl] Candida rugosa OF 

39 Octan izopropenylu toluen [EMIM][BF4] Candida rugosa OF 

40 Octan izopropenylu toluen [DMIM][MeSO4] Candida rugosa OF 

 

 

Utworzone systemy katalityczne zostały poddane inkubacji w kontrolowanych 

warunkach temperaturowych wynoszących 37°C przy stałej prędkości wytrząsania równej 

RPM = 250 przez 168 godzin. W celu monitorowania zmian zachodzących w mieszaninie 

reakcyjnej pobierano próbki co 24 godziny i po odpowiednim przygotowaniu badano je  

z zastosowaniem chiralnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Wcześniej 

zoptymalizowany rozdział chromatograficzny pozwalał na jakościowe oraz ilościowe 

oznaczenie obydwóch enancjomerów 1-fenyloetanolu oraz octanu  

1-fenyloetanolu. Fazę stacjonarną stanowiła chiralna kolumna Lux-Cellulose 3, natomiast fazą 

ruchomą była mieszanina n-heptanu, 2-propanolu oraz kwasu trifluorooctowego w stosunku 

objętościowym wynoszącym 98,7/1,3/0,15. Prędkość przepływu fazy ruchomej wynosiła  

FR = 1 mL/min, natomiast rozdział chromatograficzny odbywał się w temperaturze 15°C. 

Detekcja odbywała się za pomocą detektora UV-VIS rejestrującego chromatogram przy 

długości fali wynoszącej λ = 254 nm.  

Wyniki realizowanych eksperymentów potwierdziły pierwotną hipotezę, że lipazy  

z Burkholderia cepacia oraz Candida rugosa są zdolne do katalizowania enancjoselektywnej 

acetylacji racemicznego 1-fenyloetanolu z użyciem octanu winylu lub octanu izopropenylu 

jako czynnika acetylującego. Zastosowanie dwufazowych układów katalitycznych z cieczą 

jonową pozwoliło na uzyskanie wysokich parametrów enancjoselektywnych. Zastosowane 

ciecze jonowe charakteryzowały się zróżnicowaną charakterystyką kinetyczną, prowadzącą do 

zaobserwowania różnych enancjoselektywności i nadmiarów enancjomerycznych substratu  

i produktu. W efekcie układ katalityczny zawierający lipazę Burkholderia cepacia, 

[EMIM][BF4] i n-heptan jako środowisko reakcji oraz octan winylu jako środek acetylujący 

okazał się najbardziej wydajnym i enancjoselektywnym układem, co potwierdziły 

obserwowane parametry rozdziału kinetycznego (E=379,0, eep = 98,9%). Spośród innych 
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testowanych układów katalitycznych za enancjoselektywne można uznać także te, które 

zawierały [HMIM][BF4] i [OMIM][Cl]. Z kolei mieszaniny reakcyjne zawierające 

[DMIM][MeSO4] hamowały aktywność zastosowanych biokatalizatorów i zatrzymały 

biotransformację. Należy jednak podkreślić, że kompozycja układu katalitycznego z cieczą 

jonową i rozpuszczalnikiem organicznym, takim jak n-heptan czy toluen tworzy układ 

dwufazowy, w którym faza organiczna zawiera lipazę, natomiast faza cieczy jonowej zawiera 

substraty z produktami enancjoselektywnej biotransformacji. W praktyce umożliwia to na łatwą 

separację białkowego biokatalizatora ze środowiska reakcji i dalsze jego wykorzystywanie  

w kolejnych cyklach katalitycznych, co także zostało potwierdzone w ramach zrealizowanych 

prac badawczych. Co więcej, zaproponowane biotransformacje w dwufazowych układach 

katalitycznych znacznie ograniczają użycie potencjalnie toksycznych rozpuszczalników 

organicznych, co pozostaje w zgodzie z założeniami „zielonej chemii”. 

 

Rezultaty omawianych badań zostały szczegółowo opisane w publikacji pt.: „The 

Application of Two-Phase Catalytic System in Enantioselective Separation of Racemic (R,S)-

1-Phenylethanol” opublikowanej w Catalysts: 2023, 13, 292, w której autorami byli: Joanna 

Chałupka, Jacek Dulęba, Adam Sikora, Tomasz Siódmiak, Michał Piotr Marszałł [P3]. 
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KOPIA PRACY [P3] 
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8.4. OPTYMALIZACJA ENANCJOSELEKTYWNEJ 

ESTRYFIKACJI (R,S)-KLOPIDOGRELU Z ZASTOSOWANIEM 

CIECZY JONOWYCH 

 

Opis dotyczy pracy [P4]: Joanna Chałupka, Adam Sikora, Marta Ziegler-Borowska, Michał 

Piotr Marszałł. Bio-approach of obtaining enantiomerically pure clopidogrel  with the use of 

ionic liquid, International Journal of Molecular Sciences, 2023, 24(13), 11124. DOI: 

10.3390/ijms241311124. 

 

Choroby sercowo-naczyniowe, w tym przemijający atak niedokrwienny, ostry zespół 

wieńcowy (ACS, ang. Acute Coronary Syndrome) czy choroba tętnic obwodowych lub 

niewielki udar, są przede wszystkim leczone i wtórnie zapobiegane za pomocą terapii 

przeciwpłytkowej. Inhibitory P2Y12, z których jednym z pierwszych był klopidogrel, są 

kluczowymi środkami terapii przeciwpłytkowej, która jest stosowana w leczeniu i zapobieganiu 

wtórnej chorobie sercowo-naczyniowej. Klopidogrel jest powszechnie stosowany  

w lecznictwie w połączeniu z aspiryną jako część podwójnej terapii przeciwpłytkowej (DAPT, 

ang. Dual Antiplatelet Therapy) w prewencji wtórnej ACS. Co prawda w randomizowanych 

badaniach z udziałem pacjentów z ACS nowsze generacje inhibitorów P2Y12 (tikagrelor  

i prasugrel) wykazują bardziej znaczące zmniejszenie ryzyka niedokrwienia niż klopidogrel. 

Jednak z uwagi na ich bardziej istotne działania niepożądane klopidogrel jest nadal jednym  

z najczęściej stosowanych leków przeciwpłytkowych, posiadającym rekomendację 

Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego.  

Klopidogrel jest prolekiem będącym pochodną tienopirydyny, który, aby wywierać 

działanie przeciwzakrzepowe ulega aktywacji przez wątrobę. Aktywny metabolit selektywnie 

hamuje indukowaną adenozynodifosforanem agregację płytek krwi poprzez nieodwracalne 

hamowanie płytkowego receptora adenozynodifosforanowego P2Y12. Klopidogrel jest lekiem 

chiralnym tworzącym układ racemiczny, a (S)-klopidogrel jest odpowiedzialny za działanie 

terapeutyczne. W badaniach z wykorzystaniem modelu zwierzęcego wykazano, że (R)-

enancjomer aktywowanej postaci klopidogrelu może powodować drgawki i jest pozbawiony 

skuteczności przeciwzakrzepowej. W rezultacie tylko (S)-klopidogrel jest komercyjnie 

dostępnym produktem leczniczym wykorzystywanym w terapii przeciwpłytkowej.  

Celem realizowanych badań było zoptymalizowanie enzymatycznego rozdziału 

kinetycznego kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu co pozwoliło na uzyskanie 
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enancjomerycznie czystego (S)-klopidogrelu (Rycina 35). W ramach przeprowadzonych badań 

weryfikowano wpływ środowiska reakcji oraz lipazy z Candida rugosa na konwersję oraz 

enancjoselektywność realizowanych rozdziałów kinetycznych. W efekcie utworzono 18 

różnych układów katalitycznych, które zawierały n-heptan, n-heksan lub cykloheksan bez 

dodatku cieczy jonowych oraz z dodatkiem [EMIM][EtSO4], [EMIM][MSF3], [HMIM][BF4], 

[EMIM][BF4] lub [DMIM][MeSO4] (Tabela 9).  

Tabela 9 Systemy katalityczne poddane enancjoselektywnej biotransformacji kwasu 

karboksylowego (R,S)-klopidogrelu (eep – nadmiar enancjomeryczny produktów; ees – nadmiar 

enancjomeryczny substratów; c – konwersja; E – enancjoselektywność) 

 

Testowane układy katalityczne zostały poddane inkubacji w kontrolowanych 

warunkach temperaturowych wynoszących 37°C przy stałej prędkości wytrząsania równej 

RPM = 250 przez 120 godzin. W ramach realizowanych badań obserwowano zmiany 

zachodzące w mieszaninach reakcyjnych poprzez analizę jakościowo-ilościową substratów  

i produktów biotransformacji z zastosowaniem chiralnej ultraspawnej chromatografii 

cieczowej sprzężonej z tandemową spektrometrią mas (UPLC-MS/MS). W tym celu 

zoptymalizowano rozdziały chromatograficzne niezależnie dla substratów (enancjomery kwasu 

karboksylowego klopidogrelu) oraz produktów (enancjomery klopidogrelu). W analizie 

chromatograficznej substratów zastosowano chiralną kolumnę chromatograficzną Lux 

L. 

p. 

Środowisko reakcji 

eep ees c E Rozpuszczalnik 

organiczny 
Ciecz jonowa 

1 n-heptan - 87,17% 65,15% 42,77% 28,56 

2 n-heptan [EMIM][EtSO4] 85,70% 29,85% 25,84% 17,36 

3 n-heptan [EMIM][MSF3] 84,60% 53,77% 38,86% 20,47 

4 n-heptan [HMIM][BF4] 80,69% 44,06% 35,32% 14,39 

5 n-heptan [EMIM][BF4] 90,74% 90,11% 49,83% 63,55 

6 n-heptan [DMIM][MeSO4] 84,87% 37,15% 30,44% 17,55 

7 n-heksan - 94,44% 25,83% 21,48% 44,99 

8 n-heksan [EMIM][EtSO4] 83,88% 44,61% 34,72% 17,67 

9 n-heksan [EMIM][MSF3] 92,75% 21,53% 18,84% 32,80 

10 n-heksan [HMIM][BF4] 87,54% 63,16% 41,91% 28,75 

11 n-heksan [EMIM][BF4] 92,14% 68,95% 42,80% 50,51 

12 n-heksan [DMIM][MeSO4] 80,02% 36,25% 31,18% 12,81 

13 cykloheksan - 94,03% 42,20% 30,98% 49,24 

14 cykloheksan [EMIM][EtSO4] 85,52% 35,90% 29,57% 18,17 

15 cykloheksan [EMIM][MSF3] 93,05% 50,78% 35,31% 46,06 

16 cykloheksan [HMIM][BF4] 87,43% 84,70% 49,21% 40,00 

17 cykloheksan [EMIM][BF4] 94,21% 92,71% 49,60% 113,40 

18 cykloheksan [DMIM][MeSO4] 81,05% 28,83% 26,24% 12,63 
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Cellulose-2, a fazę ruchomą stanowiła mieszanina acetonitrylu, metanolu oraz kwasu 

mrówkowego w stosunku objętościowym wynoszącym 87,5/12,5/0,1. Z kolei w analizie 

chromatograficznej produktów zastosowano chiralną kolumnę chromatograficzną  

Lux Cellulose-3, a fazę ruchomą stanowiła mieszanina metanolu oraz kwasu mrówkowego  

w stosunku objętościowym wynoszącym 100/0,1. Obydwie analizy były prowadzone przy 

prędkości przepływu wynoszącym FR = 0,8 mL/min, a kolumny były termostatowane  

w temperaturze 20°C. Detekcja substratów oraz produktów odbywała się z wykorzystaniem 

trybu MRM kwadrupolowego spektrometru mas.  

 

Rycina 35 Rozdział kinetyczny kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu 

 

Analiza dostępnej literatury naukowej potwierdza różne metody pozyskiwania  

(S)-klopidogrelu. Niemniej jednak, wciąż istnieje konieczność poszukiwania bardziej 

ekologicznych i ekonomicznych metod otrzymywania (S)-klopidogrelu, który jest zalecanym 

przez Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne inhibitorem P2Y12. Wyniki przeprowadzonych 

eksperymentów potwierdziły hipotezę, że lipaza z Candida rugosa OF jest odpowiednia do 

katalizowania rozdziału kinetycznego racemicznego kwasu karboksylowego klopidogrelu.  

W ramach zrealizowanych badań przeprowadzono enancjoselektywną biotransformację 

racemicznego kwasu karboksylowego klopidogrelu w różnych warunkach reakcji. Łącznie 
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testowano pięć różnych cieczy jonowych, takich jak: [EMIM][EtSO4], [EMIM][MSF3], 

[HMIM][BF4], [EMIM][BF4], a także [DMIM][MeSO4]. Udowodniono, że zastosowanie 

dwufazowego układu katalitycznego z cykloheksanem i [EMIM][BF4] oraz lipazą Candida 

rugosa pozwoliło na uzyskanie wysoce enancjoselektywnych parametrów (E = 113,40; eep = 

94,21%). Zauważono także, że zastosowane ciecze jonowe wykazywały różne właściwości 

kinetyczne, co prowadziło do obserwacji różnych wartości enancjoselektywności i nadmiarów 

enancjomerycznych dla substratów i produktów. Enancjoselektywność oraz aktywność 

katalityczna lipazy Candida rugosa zmieniała się w zależności od obecności różnych anionów 

pochodzących od cieczy jonowych w następującej kolejności: [BF4]
- > [MSF3]

- > [MeSO4]
- > 

[EtSO4]
- oraz kationów w następujący sposób: [EMIM]+ > [HMIM]+ > [DMIM]+. 

Przeprowadzone badania potwierdziły, że ciecze jonowe zawierające różne aniony  

i kationy, mogą wykazywać zmienne oddziaływania z enancjoselektywnym biokatalizatorem, 

choćby poprzez oddziaływania jonowe i dipolarne, wiązania wodorowe lub van der Waalsa.  

W efekcie wspomniane oddziaływania bezpośrednio wpływają na konformację enzymu przez 

co zmniejszają lub zwiększają enancjoselektywne oraz katalityczne właściwości 

biokatalizatorów. 

Z uwagi na fakt, iż zastosowanie dwufazowego układu reakcyjnego fizycznie rozdziela 

substraty z produktami od białkowego katalizatora, istnieje możliwość łatwej separacji 

biokatalizatora od substratu i produktu, co daje możliwość ponownego wykorzystania lipaz w 

innej reakcji. Dodatkowo należy podkreślić, że rozpuszczalność racemicznego kwasu 

karboksylowego klopidogrelu w rozpuszczalnikach organicznych jest stosunkowo niska  

i wymaga znacznych objętości medium reakcyjnego, co może mieć negatywny wpływ na 

środowisko, który jest niwelowany przez dodatek cieczy jonowych.  

Rezultaty omawianych badań zostały szczegółowo opisane w publikacji pt.: „Bio-

Approach for Obtaining Enantiomerically Pure Clopidogrel with the Use of Ionic Liquids” 

opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences: 2023, 24, 11124, w której 

autorami byli: Joanna Chałupka, Adam Sikora, Marta Ziegler-Borowska oraz Michał Piotr 

Marszałł [P4]. 
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KOPIA PRACY [P4] 
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9. WNIOSKI 

 

Zrealizowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej badania naukowe stanowią podstawę 

merytoryczną pozwalającą na następujące wnioskowanie:  

✓ Enzymatyczny rozdział kinetyczny umożliwia otrzymanie chiralnie czystych 

produktów; [P1], [P2], [P3], [P4]. 

✓ Zastosowanie chiralnej chromatografii cieczowej pozwala na monitorowanie zmian 

zachodzących w mieszaninach reakcyjnych oraz ocenę parametrów realizowanych 

rozdziałów kinetycznych; [P2], [P3], [P4]. 

✓ Zastosowanie lipaz z Candida rugosa w rozdziale kinetycznych (R,S)-atenololu oraz 

kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu umożliwia uzyskanie enancjomerycznie 

czystych produktów; [P2], [P4]. 

✓ Zastosowanie lipazy z Burkholderia cepacia w rozdziale kinetycznym (R,S)-1-

fenyloetanolu  pozwala na uzyskanie enancjomerycznie czystego produktu; [P3]. 

✓ Zastosowanie cieczy jonowych w rozdziałach kinetycznych (R,S)-atenololu, (R,S)-1-

fenyloetanolu oraz kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu wywiera istotny wpływ 

na efektywność i enancjoselektywność realizowanych biotransformacji; [P2], [P3], 

[P4].  

✓ [EMIM][BF4] w połączeniu z toluenem tworzy układ dwufazowy, który zwiększa 

aktywność katalityczną lipazy z Candida rugosa oraz umożliwia uzyskanie czystego 

enancjomerycznie octanu (S)-atenololu; [P2]. 

✓ [EMIM][BF4] w połączeniu z heptanem tworzy układ dwufazowy, który zwiększa 

aktywność katalityczną lipazy z Burkholderia cepacia oraz umożliwia uzyskanie 

czystego enancjomerycznie (S)-1-fenyloetanolu; [P3]. 

✓ [EMIM][BF4] w połączeniu z cykloheksanem tworzy układ dwufazowy, który zwiększa 

aktywność katalityczną lipazy z Candida rugosa oraz umożliwia uzyskanie czystego 

enancjomerycznie (S)-klopidogrelu; [P4]. 

✓ Ciecze jonowe wpływają na konformację lipaz poprzez oddziaływania jonowe, 

dipolarne, wiązania wodorowe lub van der Waalsa prowadząc do inhibicji lub 
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hiperaktywacji biokatalizatorów  w rozdziałach kinetycznych racematów; [P2], [P3], 

[P4]. 

✓ Spośród testowanych cieczy jonowych [EMIM][BF4] najkorzystniej wpływa na 

aktywność katalityczną oraz enancjoselektywność lipaz z Candida rugosa oraz 

Burkholderia cepacia; [P1], [P2], [P3], [P4].  

✓ Zastosowanie dwufazowych układów katalitycznych w rozdziałach kinetycznych 

racematów fizycznie odseparowuje substraty i produkty od białkowego katalizatora, co 

umożliwia na łatwą separację enzymu ze środowiska reakcji i jego ponowne 

wykorzystanie w kolejnej biotransformacji; [P2], [P3], [P4]. 

✓ Lipazy z Candida rugosa oraz Burkolderia cepacia wykorzystywane w 5-ciu kolejnych 

cyklach katalitycznych wykazują wysoką aktywność katalityczną oraz 

enancjoselektywność. [P2], [P3], [P4]. 
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10.  STRESZCZENIE  
 

W latach 50-tych ubiegłego wieku lek o nazwie handlowej Contergan® zawierający 

racemiczny talidomid wywołał tragiczne w skutkach działania niepożądane u kobiet 

ciężarnych. Z uwagi na różną farmakodynamikę oraz profil działań niepożądanych 

poszczególnych enancjomerów talidomidu, pozornie bezpieczny, nowy lek wykazujący 

działanie przeciwbólowe, przeciwwymiotne oraz uspokajające u ciężarnych kobiet był 

odpowiedzialny za istotną teratogenność płodów. W efekcie stosowania przez kobiety ciężarne 

leku urodziło się około 12 tysięcy dzieci z zaburzeniami, z których około 4 tysiące nie przeżyło 

pierwszego roku. Z uwagi na niebezpieczeństwo związane ze stosowaniem chiralnych 

produktów leczniczych w formie mieszanin enancjomerów lub diastereoizomerów od ponad 30 

lat istnieją regulacje prawne przedstawione zarówno przez Amerykańską Agencję ds. Leków  

i Żywności (FDA) oraz Europejską Agencję Leków (EMA) nakazujące wykonanie pełnej 

charakterystyki substancji chiralnych w aspekcie bezpieczeństwa i skuteczności ich działania 

w proponowanym wskazaniu terapeutycznym. W związku z powyższym chiralność leków jest 

obecnie niezwykle istotnym obszarem w fazie projektowania i komercjalizacji nowych 

produktów leczniczych, co jest szczególnie widoczne poprzez wzrost światowego trendu  

w ilości nowych zatwierdzonych enancjomerycznie czystych leków.  

Jedną z metod umożliwiającą pozyskanie chiralnie czystych substancji jest rozdział 

kinetyczny oparty na wykorzystaniu enzymów pełniących funkcję enancjoselektywnych 

katalizatorów. Podejście to jest korzystne z ekonomicznego oraz ekologicznego punktu 

widzenia, ponieważ przeprowadzane w ten sposób biotransformacje nie wymagają 

drastycznych warunków reakcji co wpisuje się w trendy zielonej chemii. Dodatkowo 

zastosowanie cieczy jonowych w enzymatycznych rozdziałach kinetycznych niesie za sobą 

dodatkowe korzyści, związane z redukcją ilości wykorzystywanych toksycznych 

rozpuszczalników organicznych oraz możliwością łatwego odseparowania enzymów ze 

środowiska reakcji i ich ponownego wykorzystania w kolejnych cyklach katalitycznych.  

W ramach zrealizowanych prac naukowych przeprowadzono systematyczny przegląd 

literaturowy badań naukowych, które dotyczyły rozdziałów kinetycznych leków β-

adrenolitycznych, a następnie zoptymalizowano rozdziały kinetyczne z wykorzystaniem 

dwufazowych układów katalitycznych zawierających ciecze jonowe dla (R,S)-atenololu, (R,S)-

1-fenyloetanolu i kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu. 

Przeprowadzony przegląd literaturowy  pozwolił na zaobserwowanie korzyści 

wynikającej ze stosowania cieczy jonowych w rozdziałach kinetycznych leków β-
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adrenolitycznych. Wprawdzie przytoczone w pracy badania, zrealizowane przez niezależne 

zespoły badawcze przedstawiały różne sposoby pozyskania chiralnie czystych pochodnych 

leków β-adrenolitycznych na drodze enzymatycznego rozdziału kinetycznego. Jednak to 

zastosowanie cieczy jonowych w dwufazowym układzie katalitycznych przyczyniło się do 

uzyskania produktów o najwyższej czystości enancjomerycznej. 

W kolejnym etapie badań zoptymalizowano rozdział kinetyczny (R,S)-atenololu  

z zastosowaniem lipazy z Candida rugosa w dwufazowym układzie katalitycznych 

zawierającym ciecze jonowe. W tym celu przeprowadzono serie badań, w których testowano 

wpływ różnych cieczy jonowych na realizowany rozdział kinetyczny. W wyniku 

przeprowadzonych badań zaproponowano mieszaninę reakcyjną pozwalającą na uzyskanie 

chiralnie czystego octanu (S)-atenololu.  

Następnie wykonano badania dotyczące zastosowania dwufazowego układu 

reakcyjnego w rozdziale kinetycznym (R,S)-1-fenyloetanolu. W ramach zrealizowanych prac 

badawczych zoptymalizowano enancjoselektywną biotransformację oraz określono wpływ 

czynnika acetylującego, środowiska reakcji oraz zastosowanego biokatalizatora na 

efektywność i enancjoselektywność prowadzonych rozdziałów kinetycznych. W efekcie 

zaproponowano optymalne warunki enancjoselektywnej esteryfikacji umożliwiającej 

uzyskanie chiralnie czystego (S)-1-fenyloetanolu. 

W ostatnim etapie prac badawczych zoptymalizowano rozdział kinetyczny kwasu 

karboksylowego (R,S)-klopidogrelu. W trakcie badań naukowych testowano wpływ środowisk 

reakcji, które różniły się między sobą rozpuszczalnikiem organicznym oraz cieczą jonową, na 

enancjoselektywność oraz wydajność prowadzonych biotransformacji. Zrealizowane prace 

naukowe umożliwiły zaproponowanie optymalnych warunków enancjoselektywnej estryfikacji 

pozwalającej na uzyskanie chiralnie czystego (S)-klopidogrelu.  
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11.  SUMMARY 
 

In the 1950s, a drug with the trade name Contergan® containing racemic thalidomide 

caused tragic adverse reactions in pregnant women.  

Due to the different pharmacodynamics and side-effect profile of the individual 

thalidomide enantiomers, the apparently safe new drug showing analgesic, antiemetic and 

sedative effects in pregnant women was responsible for significant foetal teratogenicity. The 

use of the drug by pregnant women resulted in the birth of approximately 12,000 children with 

the disorder, of which approximately 4 000 did not survive the first year. Because of the dangers 

of using chiral medicinal products in the form of mixtures of enantiomers or diastereoisomers, 

for more than 30 years there have been regulations put forward by both the US Food and Drug 

Administration (FDA) and the European Medicines Agency (EMA) mandating the full 

characterisation of chiral substances in terms of safety and efficacy for their proposed 

therapeutic indication. As a result, drug chirality is now an extremely important area in the 

design and commercialisation phase of new medicinal products, which is particularly evident 

through the increasing global trend in the number of new enantiomerically pure drugs approved.  

One method for obtaining chirally pure substances is kinetic separation based on the use 

of enzymes acting as enantioselective catalysts. This approach is advantageous from an 

economic as well as ecological point of view, as biotransformations carried out in this way do 

not require drastic reaction conditions, which is in line with green chemistry trends. In addition, 

the use of ionic liquids in enzyme kinetic separations has the additional benefits of reducing the 

amount of toxic organic solvents used and the possibility of easily separating enzymes from the 

reaction environment and reusing them in subsequent catalytic cycles.  

As part of the completed scientific work, a systematic literature review of scientific 

studies that addressed kinetic separations of β-blocker drugs was carried out, followed by 

optimised kinetic separations using biphasic catalytic systems containing ionic liquids for (R,S)-

atenolol, (R,S)-1-phenylethanol and the carboxylic acid of (R,S)-clopidogrel. 

The literature review conducted allowed the observation of the benefit of ionic liquids 

in the kinetic resolutions of β-blocker drugs. Although the studies cited in this paper, carried 

out by independent research teams, presented different ways of obtaining chirally pure 

derivatives of β-blocker drugs by enzymatic kinetic separation. However, it was the use of ionic 

liquids in a two-phase catalytic system that contributed to obtaining products with the highest 

enantiomeric purity. 
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In the next stage of the study, the kinetic resolution of (R,S)-atenolol was optimised 

using a lipase from Candida rugosa in a two-phase catalytic system containing ionic liquids. 

To this end, series of studies were carried out to test the effect of different ionic liquids on the 

performer kinetic resolutions. As a result of these studies, a reaction mixture was proposed to 

yield chirally pure (S)-atenolol acetate.  

Subsequently, studies were performed on applying a two-phase reaction system in the 

kinetic resolution of (R,S)-1-phenylethanol. The research optimized the enantioselective 

biotransformation and determined the effect of the acetylating agent, the reaction environment, 

and the biocatalyst used on the efficiency and enantioselectivity of the kinetic separations 

performed. As a result, the optimum conditions for enantioselective esterification to obtain 

chirally pure (S)-1-phenylethanol were proposed. 

In the final stage of the research work, the kinetic resolution of the carboxylic acid of 

(R,S)-clopidogrel was optimised. In the course of the research, the influence of the reaction 

environments, which differed in organic solvent and ionic liquid, on the enantioselectivity and 

efficiency of the biotransformations carried out was tested. The completed scientific work made 

it possible to propose optimum conditions for enantioselective esterification allowing to obtain 

enantiomerically pure (S)-clopidogrel. 
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