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WSTEP

W przypadku wielu substancji organicznych, w tym lekow, wzor sumaryczny niewiele
mowi o budowie zwigzku, poniewaz czasteczki majgce ten sam sklad atomowy moga roznié
si¢ rozmieszczeniem poszczegolnych atomow w przestrzeni, ktory wplywa na wilasciwosci
calej czasteczki, a takze na sposob jej oddzialywania w organizmie ludzkim. Obecnie we
wspotczesne] farmakoterapii kladzie si¢ istotny nacisk na stosowanie w lecznictwie
pojedynczych enancjomeréw, poniewaz pozwala to na optymalizacje efektu klinicznego,
a takze umozliwia zmniejszenie czgstosci 1 natgzenie dziatan niepozadanych. Z uwagi na fakt,
iz enancjomery lekéw sa wzajemnymi odbiciami lustrzanymi rdznig si¢ przestrzennym
utozeniem atomoéw w swoich czasteczkach przez co moga wykazywaé odrgbne wlasciwosci
farmakokinetyczne, farmakodynamiczne, a takze r6zny profil dziatan niepozadanych. Nalezy
przy tym podkresli¢, iz wiele substancji czynnych jest komercyjnie dostepne w produktach
leczniczych w formie racematdéw, a nie czystych enancjomeréw, co moze skutkowac wigksza
iloScig 1 intensywno$cia wystepowania dziatan niepozadanych, a takze koniecznoscia
przyjmowania wigckszej dawki leku.

Jedna z metod umozliwiajacych otrzymanie czystego enancjomeru jest enzymatyczny
rozdziat kinetyczny. W tym celu przeprowadza si¢ stereoselektywng biotransformacje¢ racematu
w obecnosci lipazy petniacej funkcje enancjoselektywego biokatalizatora. Srodowisko reakcji
jest jednym z najistotniejszych  czynnikow  wplywajacych na  efektywnos¢
1 enancjoselektywno$¢ prowadzonej biotransformacji. Analiza danych literaturowych
wskazuje, 1z najczesciej w enancjoselektywnej estryfikacji katalizowanej przez lipazy
wykorzystuje si¢ organiczne rozpuszczalniki peilnigce funkcje §rodowiska reakcji. Nalezy
jednak zauwazy¢, iz rozpuszczalno$¢ racemicznych substancji czynnych jest czesto
ograniczona w rozpuszczalnikach organicznych takich jak: acetonitryl, toluen czy
dichlorometan. Z kolei zastosowanie alkoholi takich jak: metanol, etanol czy izopropanol
wyklucza uzycie lipaz z uwagi na ryzyko ich denaturacji. Dodatkowo, organiczne
rozpuszczalniki wykazuja negatywny wptyw na srodowisko z uwagi na wysoka toksyczno$¢
1 trudno$ci zwigzane z ich bezpieczna utylizacja. W zwiazku z powyzszym zastosowanie cieczy
jonowych w rozdziatach kinetycznych racematow wydaje si¢ by¢ uzasadniong prdobag
niwelowania negatywnych skutkéw wywolanych przez obecno$¢ organicznych
rozpuszczalnikdw. Dlatego zastosowanie cieczy jonowych w pofaczeniu z organicznymi
rozpuszczalnikami nie tylko redukuje ilo$¢ toksycznych rozpuszczalnikow w mieszaninie

reakcyjnej, ale takze tworzy uktad dwufazowy, ktory fizycznie rozdziela od siebie substraty
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1 produkty od biatkowych katalizatoréw. W efekcie zastosowanie dwufazowego uktadu
katalitycznego zawierajacego ciecze jonowe umozliwia tatwg separacj¢ enzymu ze srodowiska
reakcji i ponowne jego wykorzystanie w innych biotransformacjach co korzystnie wptywa na
srodowisko oraz jest w zgodzie z zasadami ,,zielonej chemii”.

Obszar tematyczny niniejszej rozprawy doktorskiej obejmuje ocen¢ wplywu cieczy
jonowych na enancjoselektywne biotransformacje réznych racemicznych substancji
powszechnie stosowanych w syntezie farmaceutycznej oraz w lecznictwie. Wykonane badania
naukowe skupiajg si¢ na zastosowaniu lipaz w rozdziatach kinetycznych (R,S)-atenololu, (R,S)-
1-fenyloetanolu oraz kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu w dwufazowych uktadach
katalitycznych zawierajacych ciecze jonowe. W ramach przeprowadzonych badan poréwnano
aktywno$¢ katalityczng testowanych lipaz w zaproponowanych biotransformacjach oraz
zestawiono parametry opisujace zrealizowane rozdzialy kinetyczne, takie jak:
enancjoselektywnos¢, konwersje 1 nadmiar enancjomeryczny substratow oraz produktow.
Przeprowadzone badania naukowe stanowily probe potaczenia nauk farmaceutycznych
z biotechnologia. Z kolei efektem wykonanych badan bylo otrzymanie enancjomerycznie
czystych substancji, ktore moga zosta¢ wykorzystane w przemysle farmaceutycznym oraz

przyczynig si¢ do redukcji dziatan niepozadanych i poprawy compliance pacjenta.
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1. IZOMERIA

Izomeria jest zjawiskiem polegajacym na wystepowania zwigzkéw chemicznych, ktore
posiadaja identyczny sklad atomowy, jednak r6znig si¢ sposobem powigzania ze sobg tych
atomow. [zomery posiadajg ten sam wzor sumaryczny, ale inny wzor strukturalny oraz rdznig
si¢ migedzy sobg wlasciwosciami chemicznymi i1 fizycznymi. W oparciu o te¢ definicje

mozliwych jest kilka rodzajow izomerii (Rycina 1).

IZOMERIA

Konstytucyjna Stereoizomeria
(strukturalna) (przestrzenna)

Konformacyjna Konfiguracyjna

optyczna geometryczna

. . diastereoizomeria
enancjomery cis-trans

Rycina 1 Rodzaje izomerii

Wyrdzniamy dwa podstawowe rodzaje izomerii czasteczek organicznych:

e izomeria konstytucyjna (izomeria strukturalna);

e stereoizomeria (izomeria przestrzenna).

[zomery konstytucyjne to czasteczki o takim samym skladzie atomowym, ale r6znych
ukladach wigzan miedzy atomami, co ilustruja przyktady katecholu, rezorcynolu

1 hydrochinonu (Rycina 2).
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OH OH OH

OH

OH

OH

Katechol Rezorcynol Hydrochinon

Rycina 2 [zomery konstytucyjne [1]

Wszystkie te zwigzki maja ten sam sktad atomowy (C¢HsO2), ale rozne uktady wigzan atomow,
a zatem sg odrebnymi jednostkami chemicznymi o réznych wiasciwosciach chemicznych
1 fizycznych. Z kolei stereoizomery majg taka sama kolejnos¢ 1 sposob polaczenia atomow, ale
r6éznig si¢ rozmieszczeniem atomoéw (lub grup atomdéw) w przestrzeni i te rdzne orientacje
atomow nie mogg swobodnie wzajemnie si¢ przeksztalcaé przez rotacj¢ wigzan [2].

Potozenie atomow w przestrzeni wynikajace z obrotu wewngtrznego (rotacji) wokot
wigzan pojedynczych wegiel-wegiel to konformacja. Czasteczki rdézniagce si¢ konformacjami
nazywamy izomerami konformacyjnymi. Rozmieszczenie atomoéw w przestrzeni to
konfiguracja czasteczki. Czasteczki roznigce si¢ konfiguracjg sg izomerami konfiguracyjnymi.
Stereoizomery konfiguracyjne s3a podzielone na podkategorie jako izomery optyczne
(enancjomery) (Rycina 3) lub izomery geometryczne (cis-trans) lub diastereoizomery.
Szczegolng forma stereoizomerii jest izomeria konfiguracyjna (optyczna), ktora daje poczatek

zjawisku chiralnosci [1-3].

T T
.C C.
R i’f
Z\\\ ‘\\ X X /‘ J'//Z
Y Y

Rycina 3 [zomery optyczne — enencjomery [1]

14



2. CHIRALNOSC SUBSTANCJI CZYNNYCH

Chiralno$¢ mozna zdefiniowa¢ jako potencjat czasteczki do wystepowania w dwoch
asymetrycznych formach, ktore sa nienaktadajagcymi si¢ wzajemnymi odbiciami lustrzanymi
bez zmiany sktadu atomowego, potaczen atom-atom lub rzgdow wiazan. Najczestszg przyczyna
chiralno$ci w czasteczce organicznej jest obecno$¢ atomu wegla zwigzanego z czterema
roznymi grupami. Takie atomy wegla okresla si¢ jako centra chiralnosci, chociaz stosuje si¢
inne terminy, takie jak centrum stereogeniczne lub centrum asymetryczne [4]. Zjawisko to na
0got wystepuje z powodu roznicy w trojwymiarowej orientacji czterech réznych podstawnikow
przylaczonych do jednego centralnego atomu, tworzac cos, co mozna uznaé za lewa i prawa
wersje tej samej czasteczki. Te dwie wersje czasteczki nazywane sg enancjomerami. W celu
rozrdznienia obu enancjomerow stosuje si¢ system Cahna-Ingolda-Preloga lub notacj¢ R/S
(Rycina 4), zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej
(IUPAC, ang. International Union of Pure and Applied Chemistry) [5]. Notacja D/L stosowana
dla aminokwaséw 1 cukrow jest ograniczona do tych dwoéch typdw czasteczek, przy czym
notacja D/L oznacza prawoskretng (zgodnie z ruchem wskazowek zegara)
i lewoskretng (przeciwna do ruchu wskazéwek zegara) rotacje optyczng $wiatla
spolaryzowanego. Ta konwencja nie jest obecnie w powszechnym uzyciu, poniewaz zostala
zastgpiona notacja R/S dla chiralno$ci i notacjg +/- dla rotacji optycznej [6]. W celu rozréznienia

par enancjomerow stosuje si¢ oznaczenia R (rectus) 1 S (sinister) [7].

Rycina 4 Konformacje R/S [7]

Dwie czasteczki, ktorych nie mozna natozy¢ na siebie w lustrzanym odbiciu, nazywane
s3 wzajemnymi enancjomerami. Zwigzek zawierajacy tylko jeden rodzaj enancjomeru
nazywany jest zwigzkiem enancjomerycznie czystym lub homochiralnym. Natomiast jesli
zwigzek zawiera rowng ilo§¢ dwdch enancjomerdw czasteczki chiralnej, nazywa si¢ racematem
lub mieszaning racemiczng, ktéra nie moze skreca¢ §wiatta spolaryzowanego w ptaszczyznie.
Niektore czasteczki moga mie¢ wigcej niz jedno centrum stereogeniczne. Jesli czasteczka ma
" ilo$¢ centrow stereogenicznych, liczba stereoizomerdw wynosi n?. Czasteczki, ktore sa

stereoizomerami, ale nie s3 wzajemnymi enancjomerami, nazywane s3 diastereoizomerami.
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Tego rodzaju izomeréw nie mozna na siebie nalozy¢ i nie sg one lustrzanymi odbiciami.
Roéwniez ich wiasciwosci fizyczne lub chemiczne sg rozne [4].

Enancjomery sg zwykle opisywane jako zwigzki majgce identyczne wiasciwosci
fizyczne w S$rodowiskach achiralnych, z wyjatkiem skrecania plaszczyzny S$wiatla
spolaryzowanego. W rzeczywisto$ci $wiatlo spolaryzowane w plaszczyznie sktada sie
z lewoskretnych 1 prawoskretnych sktadowych $wiatta spolaryzowanego kotowo, ktore jest
chiralne, a zjawisko rotacji optycznej wynika z niewielkich réznic w sposobie, w jaki czgsteczki
chiralne oddziatlujg z tymi sktadnikami [7].

Chiralno$¢ substancji farmaceutycznych jest waznym aspektem w badaniach nad
lekami, poniewaz okres$la, w jaki sposdb enancjomery beda oddziatywaé z chiralnymi celami
biologicznymi. Enancjomery leku chiralnego moga mie¢ rézne profile farmakokinetyczne
1 farmakologiczne, w konsekwencji zastosowanie pojedynczego czystego enancjomeru zamiast
racematu moze zwickszy¢ skutecznos$¢ i bezpieczenstwo leczenia. Tendencje wspodtczesnego
przemystu farmaceutycznego dotyczace obecnego rynku lekéw chiralnych coraz czgsciej daza
do zamiany dotychczas stosowanych racematow 1 rozwoju nowych enancjomerycznie czystych
lekow. Zastapienie na rynku wczes$niej zatwierdzonego racematu jego wersja pojedynczego
enancjomeru daje potencjalne zalety zwigzane z wyzszym indeksem terapeutycznym ze
wzgledu na lepsza sit¢ dziatania, selektywno$¢ i mniej dziatan niepozadanych, szybszy
poczatek dziatania i narazenie pacjenta na mniejsze dawki leku. W kazdym przypadku decyzja
0 zastosowaniu pojedynczego enancjomeru lub mieszaniny enancjomerow danego leku
powinna by¢ podjeta na podstawie danych z badan klinicznych i ekspertyzy klinicznej [7, 8].

Z punktu widzenia stereochemii leki mozna podzieli¢ na achiralne, racemiczne
1 enancjomeryczne. Okoto 50% stosowanych obecnie w terapii matych czasteczek to czasteczki
chiralne, zawierajace co najmniej jedno centrum asymetrii w swojej strukturze, jednak ich
zdecydowana wigkszo$¢ sprzedawana jest w postaci racematow, a tylko okoto 25% w postaci
czystych enancjomerow [9-11]. W dziedzinie farmaceutykow chiralnych punktem zwrotnym
byt rok 1992, kiedy to Agencja ds. Zywno$ci i Lekéow (FDA, ang. Food and Drug
Administration) wydala o§wiadczenie polityczne dotyczace rozwoju i1 zatwierdzania lekow
chiralnych; polityka przyjmuje raczej surowe podejscie do lekoéw chiralnych, oferujac
szczegdlowe wytyczne dotyczace ich oceny [7, 12]. Podobng polityke przyjeta pdzniej w 1994
roku Europejska Agencja Lekow (EMA, ang. European Medicines Agency). Obie agencje
regulacyjne wskazaly zasady, ktore wyraznie okreslaja, ze nalezy dazy¢ do opracowania
enancjomerycznie czystego leku. Obecne przepisy nadal pozostawiaja otwarte drzwi do

produkcji racematow, o ile istniejg dowody na to, ze podawanie racematu prowadzi do korzysci
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terapeutycznych w porownaniu z pojedynczym enancjomerem. Wiele chiralnych lekow jest
nadal stosowanych klinicznie jako racematy, chociaz udowodniono, ze profile
farmakokinetyczne 1 farmakologiczne enancjomerow sg rézne. W wiekszosci przypadkow za
pozadany efekt farmakologiczny jest odpowiedzialny jeden z enancjomeréw, zwany
eutomerem, podczas gdy drugi enancjomer, zwany distomerem, moze by¢ nieaktywny, mniej
aktywny lub w niektorych przypadkach moze odpowiada¢ za wystepowanie dodatkowych
dziatan niepozadanych [9, 13] .

Enancjomerycznie czysty lek to substancja wystepujaca w postaci czystego
enancjomeru. Zastosowanie czystych enancjomeréw w terapii jest nadal w niektorych
przypadkach ograniczone pracochtonno$cig procesu syntezy enancjoselektywnej, wysokimi
kosztami czystych enancjomerow oraz trudnosciami w opracowaniu skutecznych
enancjoselektywnych metod ich analizy [14]. Niewatpliwie udzial enancjomeréw w terapii
farmakologicznej stale ro$nie, a znaczna liczba zatwierdzonych przez FDA lekoéw oparta jest
na pojedynczych enancjomerach. Na Rycinie 5 przedstawiono liczbe lekow dopuszczonych
w ciagu roku przez FDA wedlug trzech wybranych kategorii (pojedyncze enancjomery,
racematy i leki achiralne) w latach 1991-2020 [15-17]. Mozna zauwazy¢, ze w ciggu ostatnich
10 lat FDA zatwierdzita mniej niz 10 lekow w postaci racematow, a zdecydowana wigkszo$¢

dopuszczonych substancji miata posta¢ czystych enancjomeréw [18].

70%

60%

50%

40%

30%

20%

1%

0%

M Racemat M Pojedynczy enancjomer W Lek achiralny

Rycina 5 Leki dopuszczone do obrotu w latach 1991-2020 z wytaczeniem lekdéw biologicznych [19]
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W ciggu ostatnich dwoch dekad, oprécz wprowadzenia do terapii nowych czystych
enancjomerdéw, dokonano ponownej oceny kilku ,,starych” racematéw w celu zastgpienia ich
czystymi enancjomerami [20]. Pod koniec lat 90. 1 na poczatku XXI wieku popularny stat si¢
termin ,,przetgcznik chiralny” ang. Chiral Switch, ktory odnosi si¢ do zastgpienia chiralnego
leku stosowanego w postaci racematu jego eutomerem. Zjawisko ,,przetaczania chiralnego”
doprowadzito do pojawienia si¢ na rynku farmaceutycznym lekow dostepnych jednoczesnie
zarbwno w postaci czystych enancjomerdw, jak i racematéw [21, 22]. Potencjalne korzysci
terapeutyczne strategii chiralnej zamiany sa zwigzane z poprawg indeksu terapeutycznego
poprzez zwigkszenie selektywnosci i sity dziatania w stosunku do receptorow, zmniejszenie
dziatah  niepozadanych, zmniejszenie mig¢dzyosobniczej zmiennosci  odpowiedzi
terapeutycznej, zmniejszenie podawanych dawek, poprawe profilu farmakokinetycznego
1 zmniejszenie liczby interakcji lekowych [20, 23, 24]. Tabela 1 przedstawia korzysci

terapeutyczne stosowania czystych enancjomeréw w kilku udanych procesach zamiany

chiralne;j.

Tabela 1 Przyktady potencjalnych zalet zastosowania zamiany chiralnej [18]

Potencjalna korzysé
Lp Racemat Aktywny enancjomer
terapeutyczna
Zwigkszona sita dziatania,
Zmniejszony rozwoj
1 Albuterol Lewalbuterol )
nadreaktywnos$ci drog
oddechowych
. Zmniejszone ryzyko
2 Bupiwakaina Lewobupiwakaina _ ‘
kardiotoksycznosci
3 Cetyryzyna Lewocetyryzyna Zwigkszona sita dzialania
Zwigkszona sita dzialania,
4 Citalopram Escitalopram szybszy poczatek dzialania,
lepszy profil tolerancji
Zwigkszona sita dziatania,
zZmniejszony rozwoj
5 Formoterol Arformoterol _
nadreaktywnos$ci drog

oddechowych
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10
11

12

Ibuprofen

Ketamina

Ketoprofen

Lansoprazol

Metylofenidat
Ofloksacyna

Omeprazol

Zwickszona sita dziatania,
Szybszy poczatek dziatania,
Dexibuprofen zmniejszenie czgstosci
wystepowania dziatan
niepozadanych ze strony
przewodu pokarmowego
Zwigkszona tolerancja, krotszy
P czas rekonwalescencji, mniejsza
czestos¢ wystepowania skutkow
ubocznych
Zwigkszona sita dziatania,
szybszy poczatek dziatania,
Deksketoprofen zmniejszenie czestosci
wystepowania dziatan
niepozadanych ze strony
przewodu pokarmowego
U niektorych pacjentow mniej
Dekslanzoprazol zmienny profil
farmakokinetyczny
Deksmetylofenidat Zwigkszona sita dzialania
Lewofloksacyna Zwigkszona sita dzialania
Mniej zmienny profil

Esomeprazol farmakokinetyczny u niektorych

pacjentow
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3. ENZYMATYCZNY ROZDZIAL KINETYCZNY JAKO
METODA OTRZYMYWANIA CHIRALNIE CZYSTYCH
ZWIAZKOW

Istnieje kilka metod szeroko stosowanych w celu uzyskania enancjomerycznie czystych
zwiazkow (EPC, ang. — enantiomerically pure compounds). W zaleznos$ci od uzytego materiatu
wyjsciowego metody te mozemy podzieli¢ na trzy kategorie: synteze z wykorzystaniem
»chiralnej puli”, rozdzial racematow oraz syntez¢ asymetryczna z wykorzystaniem
prochiralnych substratéw (Rycina 6). Pomimo znacznych postgpow w rozwoju syntezy
asymetrycznej rozdzial racematow jest nadal najwazniejszym przemystowym podejsciem do

otrzymywania zwigzkéw enancjomerycznie czystych.

,»Chiralna pula” Racematy Prochiralne substraty
synteza rozdzial Asymetryczna synteza

kinetyczny krystalizacja chromatografia

enzymatyczny  chemiczny (bio) kataliza

| |

e Enancjomerycznie czyste produkty e——4

Rycina 6 Metody otrzymywania zwigzkow enancjomerycznie czystych [25]

Rozdziat kinetyczny (KR, ang. Kinetic Resolution) jest jedng z metod stosowanych przy
rozdziale racematdéw. Definiuje si¢ go jako proces, w ktorym dwa enancjomery mieszaniny
racemicznej sa przeksztalcane w produkty z rézna szybkoscia w obecnosci katalizatora
(biologicznego lub chemicznego). Jesli rozdziat kinetyczny jest skuteczny, jeden
Z enancjomeroOw mieszaniny racemicznej jest przeksztalcany w pozadany produkt chiralny.
W omawianym ukladzie katalitycznym reakcja jednego enancjomeru przebiega znacznie
szybciej niz reakcja dla drugiego enancjomeru (Rycina 7). W przypadku dziatania enzymow

na mieszaning racemiczng, enzymy wykazuja zdolno$¢ do rozrézniania i preferencyjnego
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przenoszenia jednego enancjomeru na stron¢ produktu szybciej niz drugi enancjomer. Oznacza
to, ze enzymy rdéznicuja chiralne centra enancjomerow 1 wykazuja selektywnosc
w katalizowanych przez nie reakcjach. Podczas reakcji enzymatycznej, aktywne miejsce
enzymu, zwane centrum aktywnym, wigze si¢ selektywnie z jednym enancjomerem w sposob
bardziej korzystny energetycznie, co prowadzi do przyspieszenia przemiany tego enancjomeru
w  produkt. Drugi enancjomer moze mie¢ mniejsza zdolno$¢ do wigzania
z enzymem, co prowadzi do wolniejszego przenoszenia na stron¢ produktu. Zdolno$¢ enzymow
do selektywnego przenoszenia jednego enancjomeru w reakcjach asymetrycznych jest
podstawg ich wykorzystania w kinetycznym rozdziale mieszanin racemicznych [26].

kg
(R)-substrat

kg
(S)-substrat %%» (S)-produkt

Rycina 7 Klasyczny rozdziat kinetyczny (kr — stata szybkosci reakcji enancjomeru (R), ks - stata
szybkosci reakcji enancjomeru (S)) [25]

(R)-produkt

Rozdzial kinetyczny zachodzi kiedy szybko$¢ reakeji dla jednego enancjomeru (kr) nie
rowna si¢ szybkosci reakcji dla drugiego enancjomeru (ks). W takiej sytuacji nie dochodzi do
pelnej przemiany, lecz reakcja zostaje zatrzymana w pewnym punkcie pomiedzy 0% a 100%
wartosci konwersji. W idealnych warunkach rozdziatu kinetycznego tylko jeden enancjomer
bierze udzial w reakcji. W takiej sytuacji, osiagniecie 50% konwersji spowoduje powstanie
koncowej mieszaniny zawierajacej 50% reagentu (S) oraz 50% produktu (P), ktore beda
zawieraly rdézne enancjomery wyjsciowego zwigzku. W tym punkcie reakcja zostaje
zatrzymana, a stosunek wszystkich reagentow nie ulegnie dalszej zmianie. To zjawisko
ilustruje, jak rozdzial kinetyczny moze prowadzi¢ do preferencyjnej produkcji jednego
enancjomeru podczas enzymatycznego rozdzialu kinetycznego. Maksymalna teoretyczna
wydajno$¢ klasycznego rozdziatu kinetycznego wynosi 50%, co stanowi pewne ograniczenie
metody [27]. Aby poprawi¢ wydajno$¢ procesu opracowano kilka metod wsrod ktérych mozna
wyrdzni¢ zastosowanie mezozwiazkow, prochiralnych substratéw, odwrdcenie stereochemii
(stereoinwersja) niepozadanego enancjomeru, racemizacj¢ 1 recykling niepozadanego
enancjomeru, a takze dynamiczny rozdzial kinetyczny (DKR, ang. Dynamic Kinetic
Resolution), ktory jest modyfikacjg klasycznego rozdzialu kinetycznego. DKR pozwala

otrzyma¢ zwiagzki o tej samej wysokiej czystos$ci enancjomerycznej, ale ze znacznie
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poprawionymi wydajno$ciami (Rycina 8). W ten sposoéb obydwa enancjomery substratu
mozna przeksztalci¢ w enancjomerycznie czysty produkt ze 100% wydajnos$cia teoretyczna.
Metoda ta réwniez posiada pewne ograniczenia, poniewaz istnieje ryzyko racemizacji
produktow oraz wymaga zastosowania promotorow racemizacji substratow, ktore dodatkowo

komplikuja uktad katalityczny oraz charakteryzuja si¢ istotng toksycznoscig [28].

Rycina 8 Dynamiczny rozdziat kinetyczny (DKR); (kr — stala szybkosci reakcji enancjomeru (R),
ks - stata szybkosci reakcji enancjomeru (S), krac — stata szybkosci racemizacji) [25]

Stosowanie enzyméw w KR racemicznych substratow w celu uzyskania
enancjomerycznie czystych zwigzkéw od dawna jest kluczowa strategia syntezy szeroko
stosowang zarowno w Srodowisku akademickim, jak i przemystowym [29]. Biokatalizatory sa
przyjazne dla $rodowiska, niedrogie 1 trwale oraz charakteryzuja si¢ wysoka
enancjoselektywnoscig. Te cechy sprawiaja, ze sa preferowane w przemysle farmaceutycznym
[4]. Jednymi z najczgs$ciej stosowanych enzymoéw w biotransformacji racemicznych substratow
sg lipazy, ktore sa znane jako cenne katalizatory w syntezie organicznej. Rozdzial kinetyczny
z wykorzystaniem tych enzymdéw moze mie¢ dodatkowa zalet¢ w produkcji optycznie czystych
aktywnych sktadnikow farmaceutycznych, taka jak zmniejszone zapotrzebowanie na energie
1 koszty produkcji oraz tagodniejsze warunki reakcji [30].

Srodowisko prowadzenia reakcji odgrywa istotna role w procesie rozdzialu
kinetycznego. Warunki reakcji, takie jak temperatura, pH, rodzaj uzytych rozpuszczalnikow
1 obecnos¢ innych sktadnikéw chemicznych, moga mie¢ wptyw na selektywno$¢ reakcji
1 skuteczno$¢ rozdziatu kinetycznego. W przypadku reakcji enzymatycznych, odpowiednie pH
1 temperatura sg kluczowe dla aktywnosci enzymow 1 selektywnosci reakcji. Enzymy czesto
wykazuja optymalne wartosci pH 1 temperatury, przy ktorych sa najbardziej aktywne
1 skuteczne w KR. Wybor rozpuszczalnika moze rowniez mie¢ wplyw na selektywnos$¢ reakcji.
Czesto stosuje si¢ rozpuszczalniki chiralne lub dodatki, ktére moga wplywacé na interakcje
migdzy enancjomerami a enzymami lub innymi katalizatorami, poprawiajac rozdziat
kinetyczny. Kataliza enzymatyczna w srodowisku niewodnym jest najczgs$ciej wykorzystywana

w syntezie organicznej. Woda nie jest preferowanym rozpuszczalnikiem dla prawie wszystkich

22



zastosowan w chemii przemystowej, poniewaz wickszo$¢ zwiazkdéw organicznych jest trudno
rozpuszczalna i czasami niestabilna w roztworach wodnych. Ponadto usuwanie wody ze
srodowiska reakcji jest zmudne i1 kosztowne ze wzgledu na jej wysokg temperature wrzenia
1 wysokie ciepto parowania. Z kolei biokataliza w rozpuszczalnikach organicznych
w poréwnaniu do srodowiska wodnego posiada kilka zalet, wsrod ktorych wymieni¢ mozna:
niska temperatura wrzenia rozpuszczalnikow organicznych utatwia odzyskiwanie produktu;
wieksza rozpuszczalno$¢ substancji niepolarnych; przesunigcie rownowagi termodynamiczne;j
faworyzuje syntez¢ zamiast hydrolizy [25]. Dodatkowo, obecno$¢ innych sktadnikow
chemicznych, takich jak inhibitory lub kofaktory, moze wptywac na selektywnos¢ reakcji
1 wprowadza¢ dodatkowe mechanizmy regulacji kinetyki KR. Dlatego, w celu skutecznego
rozdziatu kinetycznego, istotne jest doktadne kontrolowanie srodowiska reakcji, zapewnienie
optymalnych warunkow reakcji oraz uwzglednienie wszelkich czynnikéw, wptywajacych na

selektywno$¢ i efektywno$¢ procesu.

23



4. ENZYMY

Enzymy to bialkowe katalizatory pochodzenia biologicznego. Dzialaja na zasadzie
obnizania energii aktywacji reakcji, co powoduje przyspieszenie reakcji i umozliwia
zachodzenie wielu istotnych proceséw biochemicznych w organizmach. Wigkszo$¢ enzymow
to wielokrotnie sfatdowane globularne biatka, ktére po zawieszeniu w roztworze wodnym
tworza koloidy [31].

Enzymy s3 wyjatkowymi katalizatorami, ktore coraz cz¢$ciej znajdujg zastosowanie
w przemysle i nauce. Istnieje wiele korzys$ci wynikajacych z wykorzystania enzymow jako
katalizatorow w pordwnaniu do tradycyjnych katalizatoréw metalicznych. Po pierwsze,
enzymy s3 biokompatybilne, co oznacza, ze sa dobrze tolerowane przez organizmy zywe. Sg
rowniez biodegradowalne i produkowane z odnawialnych zrodet, co przyczynia si¢ do
zrownowazonego rozwoju. Cena enzyméw jest stosunkowo niezmienna w czasie,
w przeciwienstwie do kosztownych katalizatorow metalicznych. Ich zastosowanie nie wymaga
skomplikowanych etapow oczyszczania produktu celem ich usunigcia, co przyspiesza
i upraszcza procesy produkcji. Reakcje enzymatyczne sg przeprowadzane w lagodnych
warunkach, w temperaturze i ci$nieniu zblizonym do otoczenia, w roztworach o fizjologicznym
pH. Dodatkowo, enzymy nie wymagaja dodatkowej ochrony ani aktywacji grup funkcyjnych,
co zmniejsza koszty 1 ztozono$¢ procesow. Procesy enzymatyczne sg bardziej ekonomiczne pod
wzgledem wykorzystania dodatkowych reagentow, generuja mniej odpaddéw 1 zuzywaja mniej

energii w porOwnaniu do tradycyjnych procesow [32, 33].

4.1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ENZYMOW - BUDOWA
1 DZIALANIE

Enzymy sa bialkowymi katalizatorami, ktére odgrywaja kluczowa rol¢ niemal we
wszystkich procesach biochemicznych zachodzacych w organizmach zywych. Petnig kluczowa
role w procesach zyciowych, takich jak replikacja i transkrypcja DNA, synteza bialek,
metabolizm 1 przekazywanie sygnalow. Enzymy sa niezbedne do zachowania homeostazy
organizmu, regulacji metabolizmu, syntezy biatek, trawienia sktadnikéw pokarmowych i wielu
innych istotnych proceséw zyciowych. Ich aktywno§¢ moze by¢ regulowana przez czynniki
wewnetrzne 1 zewnetrzne, takie jak stezenie substratow, pH, temperatura czy obecno$¢
regulatorow enzymatycznych. Prawie wszystkie enzymy sg biatkami, z wyjatkiem niektorych

czasteczek RNA (rybozymow) wykazujacych aktywno$¢ katalityczng. Enzymy skladajg sie
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z czgsci biatkowej (apoenzymu) oraz niebiatkowej (kofaktora), ktore wspotdziataja w celu
zapewnienia aktywnos$ci katalitycznej. Polaczenie apoenzymu z odpowiednim kofaktorem
tworzy kompletng i aktywna form¢ enzymu, ktérg nazywamy holoenzymem (Rycina 9).
Samodzielnie, te dwie czesci nie wykazujg zdolnosci do katalizowania reakcji chemicznych.
Aktywno$¢ enzymow jest zalezna od obecnosci drobnoczasteczkowych sktadnikow
niebiatkowych, wspomnianych wyzej kofaktoréw, ktoére pelnia kluczowa role w procesie
katalizy 1 rozszerzaja mozliwosci katalityczne enzymu, wynikajagce z wlasnosci reszt
aminokwasowych wystepujacych w ich tancuchach peptydowych. Kofaktory mozemy
podzieli¢ na dwie grupy: grupy prostetyczne oraz koenzymy. Grupy prostetyczne
(metaloenzymy) to kofaktory silnie, czgsto kowalencyjnie zwigzane z enzymem przez caly czas
jego istnienia. Zwykle sg to czasteczki nieorganiczne i jony metali np.: Zn**, Ca**, Mg**, K,
Na®, Mn**, Cu**, Fe*"*" ale takze mate czasteczki organiczne np.: flawiny i hem. Koenzymy
to mate, niebiatkowe czasteczki organiczne, wigzace si¢ z enzymem tylko na czas reakcji
1 przenoszace grupy chemiczne pomiedzy poszczeg6lnymi reakcjami. Kofaktory mogg petnié
rézne funkcje w enzymach, takie jak przekazywanie grup funkcyjnych, transport elektronéw
czy stabilizacja struktury enzymu. Wspotpraca miedzy czescig biatkowa a niebiatkowg jest
niezbedna dla aktywnos$ci enzymow. Potaczenie bialek z kofaktorami umozliwia skuteczne
katalizowanie reakcji chemicznych i wykonywanie specyficznych funkcji biologicznych przez

enzymy [34, 35].
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ENZYM

(HOLOENZYM)
[ 1
[
Cze¢sé biatkowa Cze¢s¢ niebiatkowa
APOENZYM KOFAKTOR
I 1
GRUPA
NOISNZAUY PROSTETYCZNA

Rycina 9 Czgsci sktadowe enzymu

Enzym przy$piesza przebieg reakcji enzymatycznej poprzez obnizenie energii
aktywacji AGa.. Umozliwia pokonanie bariery energetycznej, ktéra utrudnia przeksztatcenie
substratu w niestabilny stan przejsciowy (Rycina 10). Energia aktywacji AGa, jest to energia

potrzebna do przeksztalcenia substratu ze stanu spoczynkowego w stan przejsciowy [36] .

\
reakcja niekatalizowana
energia
aktywadji
reakcja\katalizowana bez udzialu
o energia enzymu
o aktywacji reakgji
g Z udziatem enzymu
W | substraty (S)
zmiana energii
produkty (P)

Przebieg reakcji

Rycina 10 Warto$¢ energii aktywacji reakcji przebiegajacej bez udziatu enzymu i z udzialem enzymu
[34]
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Bariera energetyczna ogranicza szybko$¢ reakcji, poniewaz wymaga dostarczenia
odpowiedniej ilo$ci energii, aby przeksztalci¢ substrat w stan przejsciowy. Wazne jest, ze
enzymy same Ww sobie nie przesuwajg stanu rownowagi katalizowanej przemiany, ale
przyspieszaja jego osiggnigcie. Stosunek iloczynu stezen produktow do iloczynu stezen
substratow danej reakcji jest wielko$cig stata, niezalezng od obecno$ci enzymu. Enzymy
dziataja poprzez wigzanie si¢ z substratami w miejscu aktywnym enzymu, tworzac tym samym
kompleks enzym-substrat. Miejsce aktywne jest czesto dopasowane strukturalnie do substratu,
co pozwala na specyficzng interakcje miedzy enzymem a substratem. W odroznieniu do
wigkszosci katalizatorow wykorzystywanych w syntezach chemicznych enzymy sa specyficzne
zardwno do typu katalizowanej reakcji jak 1 do pojedynczego substratu. Miejsce aktywne jest
ukladem przestrzennym 1 zajmuje stosunkowo malg cze$¢ catkowitej objetosci enzymu,
poniewaz tylko nieliczne reszty aminokwasowe biatka enzymatycznego wchodzg w kontakt
z substratem (reszty aminokwasowe w tancuchach bocznych posiadaja grupy, ktore moga by¢
donorami lub akceptorami protondéw). W tworzeniu kompleksu enzym-substrat uczestnicza
gléwnie stabe wigzania niekowalencyjne o niskiej energii, a tylko w nielicznych przypadkach
wytwarzaja si¢ wigzania kowalencyjne, ktorych energia jest wielokrotnie wyzsza [36].

Poprzez swoje unikalne struktury przestrzenne, enzymy sa w stanie efektywnie
przytacza¢ substraty i katalizowaé przeksztalcenie chemiczne w produkty. Ta specyficznosé
substratu wynika z precyzyjnego dopasowania miedzy strukturg enzymu a substratem, co
umozliwia efektywne przeprowadzenie reakcji chemicznej [37, 38]. Podczas utworzonego
kompleksu enzym-substrat zwigksza si¢ prawdopodobienstwo zderzen pomiedzy reagujacymi
czasteczkami. Substraty zostajg prawidlowo zorientowane w przestrzeni trojwymiarowe] —
czasteczki bez enzymu zderzajg si¢ bezladnie, natomiast obecno$¢ biokatalizatora powoduje,
ze reagujace wigzania znajduja si¢ w bezposrednim sasiedztwie. Dochodzi réwniez do
naprezenia wigzan w substracie, reorganizacji wigzan chemicznych, przeniesienie grup
funkcyjnych lub innych przemian, ktore prowadzg do przeksztatcenia substratu w produkt. Po
przeprowadzeniu reakcji enzymatycznej, produkt lub produkty zostajag uwolnione, a enzym jest
przygotowany do kolejnego cyklu reakcji. Utworzenie kompleksu enzym-substrat jest
kluczowym etapem procesu katalizy enzymatyczne;j. Interakcja migedzy enzymem a substratem
w miejscu aktywnym umozliwia skuteczng katalize reakcji chemicznej [34, 35].

Specyficznos¢ enzymdéw dobrze oddaje zasada zamka 1 klucza sformutowana pod
koniec XIX wieku przez Emila Fischera, ktéra zaktadata, ze substrat musi mie¢ odpowiedni
ksztalt, ktory pasuje do specyficznego miejsca aktywnego enzymu, podobnie jak klucz pasuje

do zamka (Rycina 11a). Miejsce aktywne ma specyficzne wlasciwos$ci chemiczne 1 geometrig,
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ktére pozwalajg na wigzanie si¢ z substratem w sposob komplementarny, wowczas substrat
moze doktadnie wpasowac si¢ w miejsce aktywne enzymu, tworzac kompleks enzym-substrat.
Jednak zaktadana sztywnos$¢ miejsca aktywnego enzymu uniemozliwia dynamiczne zmiany,
ktore towarzysza katalizie. W rzeczywistosci, interakcje enzym-substrat sg bardziej
dynamiczne i elastyczne, a miejsce aktywne enzymu moze ulegaé pewnym zmianom
strukturalnym podczas wigzania substratu. Wyjasnienie tego problemu przedstawil Daniel
Koshland w swojej teorii indukowanego dopasowania (Rycina 11b). Ten model sugeruje, ze
interakcja migdzy enzymem a substratem nie jest jedynie pasywnym dopasowaniem ksztattu,
ale indukuje rowniez zmiany konformacyjne w strukturze enzymu. Wedlug modelu
indukowanego dopasowania, substrat nie tylko musi pasowaé¢ do miejsca aktywnego enzymu,
ale rowniez oddzialuje z nim w taki sposob, ze indukuje zmiany konformacyjne w enzymie.
W wyniku zmian konformacyjnych enzymu, miejsce aktywne staje si¢ bardziej optymalne do
przeprowadzenia reakcji chemicznej. Zmiany te moga obejmowaé dostosowanie struktury
miejsc wigzania, wprowadzenie reorganizacji w strukturze enzymu lub tworzenie dodatkowych

oddziatywan 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 sa rowniez stereospecyficznymi katalizatorami co oznacza, ze wykazuja
zdolno$¢ do rozpoznawania 1 przeksztalcania substratow o okre§lonej konfiguracji
stereochemicznej. Przewaznie katalizujg reakcje tylko jednego stereoizomeru danego zwigzku.
Jest to niezwykle istotne w produkcji lekow, gdzie wiasciwa forma enancjomeryczna moze

mie¢ kluczowe znaczenie dla aktywnosci biologicznej 1 skutecznos$ci leku [41].

4.2. KLASYFIKACJA I NOMENKLATURA ENZYMOW

Nazewnictwo enzymoéw w przesztosci czesto byto przypadkowe i niejednoznaczne.
Niejednokrotnie uzywano nazw, ktore niewiele mowity o funkcji lub wtasciwosciach enzymow,
co utrudniato ich identyfikacj¢ i porownywanie. Nazwy enzymow opieraty si¢ na réznych
kryteriach, takich jak zrodto, w ktorym zostaly odkryte, lub reakcje chemiczne, ktorych
dotyczyty. Jednak te nazwy nie zawsze odzwierciedlaty rzeczywista funkcje enzymu, co
powodowato mylace oznaczenia. Ponadto, ten sam enzym mogt by¢ nazywany réznymi
nazwami przez réznych naukowcow Ilub w roéznych systemach klasyfikacyjnych.
Niejednokrotnie prowadzito to do zamieszania i trudnos$ci w ustaleniu, o ktéry enzym doktadnie
chodzi. W celu rozwigzania tych problemdéw, obecnie stosuje si¢ bardziej systematyczne
podejscie do nazewnictwa enzymow. W 1955 roku Miedzynarodowa Unia Biochemiczna
podjeta decyzje o wprowadzeniu systematyki enzymow powotujac Komisje ds. Enzymow
(Enzyme  Commission), ktora przypisala kazdemu enzymowi unikatowa nazwe
1 czteroczg$ciowy rozroznialny numer EC (Enzyme Commission number) okre$lajacy typ
katalizowanej reakcji 1 jej substraty (Tabela 2). Kazdy kod enzymu sktada si¢ z dwoch liter
»EC” 1 czterech cyfr oddzielonych kropkami. Schemat takiego kodu przedstawiono ponizej

(Rycina 12).

EC. a.b.c.d

Rycina 12 Wz6r migdzynarodowego kodu enzymatycznego

Poszczegolne liczby kodu EC posiadaja swoje znaczenie i1 reprezentuja coraz doktadniejsza
klasyfikacj¢ enzymu. Pierwsza liczba (a) okresla gldéwng klase enzymu, druga (b) to podklasa,
trzecia (c¢) to podpodklasa, czwarta (d) to numer seryjny uzywany do identyfikacji

pojedynczego enzymu w podklasie. Obecnie nad klasyfikacja oraz nomenklaturg enzymow
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czuwa Komitet Nomenklaturowy Migdzynarodowej 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 gromadza

informacje o enzymach, co utatwia dostep do szczegétowych danych na ich temat. Klasyfikacja

1 nazewnictwo enzymow stanowig system, ktory umozliwia jednoznaczng identyfikacje

enzymow pod wzgledem katalizowanych przez nie reakcji chemicznych. Jest to istotne dla

precyzyjnego okreslenia funkcji enzymoéw i1 poréwnywania ich wlasciwosci w rdéznych

badaniach naukowych [42].

Tabela 2 Klasy enzymow [43]

Klasa
EC1

Oksydoreduktazy

EC2

Transferazy

EC3

Hydrolazy

EC4
Liazy

ECS

Izomerazy

ECé6
Ligazy

EC7

Translokazy

Katalizowana reakcja

Reakcje utleniania i

redukcji

Przeniesienie grupy
funkcyjnej z donora na

akceptor

Rozktadajg wigzania
chemiczne z udzialem
czasteczki wody
Reakcje przeksztalcenia
substratu, ktorym
towarzyszy powstanie

lub zanik wigzania

podwojnego

Reakcje izomeryzacji

Reakcje syntezy
kosztem energii
pochodzacej z ATP
Katalizuja ruch jonow
lub czasteczek przez
membrany lub ich

separacje w
membranach

Schemat reakcji

AH+B —A+BH
A+0—AO

AB+C—A+BC

AB +H> O — AOH + BH

RCOCOOH — RCOH + CO2
Iub
[X-A+BY] — [A=B + XY]

ABC — BCA

X+Y+ATP— XY + ADP + Pi

Przyklad
enzymu
oksydaza

kinaza

lipaza

dekarboksylaza

iZomeraza

syntetaza

transporter
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4.3. KINETYKA REAKCJI ENZYMATYCZNYCH

Kinetyka enzymatyczna zajmuje si¢ ilosciowymi pomiarami szybkosci reakcji
katalizowanych przez enzymy oraz badaniem czynnikow, ktére wpltywajg na te szybkos¢
(stezenie reagentOw, temperatura, obecno$¢ katalizatorow). Kinetyke reakcji enzymatycznych
obrazuje model Michaelisa-Menten. W 1913 roku roku Leonor Michaelis i Maud Menten
opracowali teori¢ aktywnosci 1 kinetyki enzymow, ktora stata si¢ fundamentalng podstawg dla
zrozumienia mechanizmoéw dziatania enzymow. Ich prace skupity si¢ na przebiegu reakcji
katalizowanej przez enzymy, koncentrujac si¢ na szybkosci tych reakcji oraz wplywie stezen
substratow na szybko$¢ reakcji enzymatycznych. Teoria Michaelisa-Menten zakltada, ze
podstawa katalitycznej reakcji enzymatycznej jest odwracalne wzajemne oddziatywanie
substratu (S) z enzymem (E), przy ktérym powstaje nietrwaty kompleks (ES), ktory nastepnie
rozpada si¢ na enzym i produkt reakcji (P) (Rycina 13) [44, 45].

kataliza

ko |
E+S —ES —— E+P
| Kk

tworzenie kompleksu
enzym-substrat

Rycina 13 Rownanie reakcji enzymatycznej

W pierwszym etapie reakcji substraty tacza si¢ odwracalnie z enzymem, tworzac
kompleks enzym-substrat (ES) o stalej szybkosci ki, czasami nazywany kompleksem
Michaelisa. W kolejnym etapie, kompleks ten moze rozpa$¢ si¢ na dwa sposoby. Moze
dysocjowa¢ na enzym (E) i substrat (S) z odwrotng statg szybkosci k-1 lub moze doj$¢ do
chemicznej przemiany substratow i uwolnienia produktéw o statej szybkosci ko, przy czym
zaktada si¢, ze produkt nie moze ulec odwrotnej przemianie i ponownie stac¢ si¢ substratem.
W zwiazku z powyzszym naukowcy sformulowali rdwnanie kinetyczne, znane jako rOwnanie
Michaelisa-Menten (Rycina 14), ktore opisuje matematyczng zalezno$¢ migdzy poczatkowa

szybko$cig reakcji enzymatycznej Vo, a stgzeniem substratu [S] [46].
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V. =
0 Km + [S]

Rycina 14 Réwnanie Michaelisa-Menten, V. — maksymalna szybko$¢ reakcji, Knm — stata Michaelisa,
[S] — stezenie substratu

Stata Michaelisa (Kwm) jest wskaznikiem powinowactwa enzymu do substratu
1 reprezentuje stezenie substratu, przy ktérym szybkos$¢ reakcji enzymatycznej (Vo) osiaga
potowe warto$ci maksymalnej szybkosci (Vmax) dla danego st¢zenia enzymu. Przy stalym
stezeniu enzymu, szybko$¢ reakcji enzymatyczne] zazwyczaj wzrasta wraz ze wzrostem
stezenia substratu do pewnego punktu, a nast¢pnie osigga maksymalng szybko$¢ reakcji, ktora
jest nazywana maksymalng predkoscia reakcji (Vmax). Powyzszg zaleznos$¢ obrazuje hiperbola

(Rycina 15) [35, 46].

Rycina 15 Krzywa Michaelisa-Menten ilustrujaca zalezno$¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od
stezenia substratu. Ki, — stata Michaelisa, Vimax — szybko$¢ maksymalna reakcji

Mimo, Ze substrat moze wystepowa¢ w nadmiarze, to nie wszystkie czgsteczki substratu
sg zwigzane z enzymem w kompleks enzym-substrat (ES). Stata rtownowagi reakcji tworzenia
kompleksu ES nie jest nieskonczenie duza, co oznacza, ze tylko pewna cze$¢ enzymdw bedzie
zwigzana z substratem w danym momencie. Jes$li substrat wystepuje w nadmiarze (punkt A lub
B na wykresie) (Rycina 15), to zwigkszenie stezenia substratu (S) bedzie prowadzito do

wiekszej liczby kompleksow ES, poniewaz wiecej czasteczek substratu bedzie miato
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mozliwo$¢ zwigzania si¢ z enzymem. To z kolei zwigksza szybko$¢ reakcji, wyrazang jako
warto$¢ Vo (poczatkowa szybko$¢ reakcji). Z drugiej strony, jesli zmniejszymy stezenie
substratu (S), to liczba kompleksow ES zmniejszy si¢, poniewaz bedzie mniej czasteczek
substratu dostgpnych do zwigzania z enzymem. W rezultacie, szybkos¢ reakcji (Vo) bedzie
nizsza. Zalezno$¢ migdzy stezeniem substratu a szybkoscig reakcji jest zwigzana z tym, ze tylko
czasteczki substratu zwigzane z enzymem w kompleksie ES moga by¢ przeksztalcane
w produkty. Zmiany w stezeniu substratu wplywajg na liczb¢ kompleksow ES i odpowiednio
zmieniaja szybko$¢ reakcji. Punkt C na wykresie (Rycina 15) przedstawia sytuacje, w ktorej
caly enzym jest zwigzany z substratem w kompleksie enzym-substrat (ES). W tym punkcie,
wszystkie dostepne miejsca aktywne enzymu sg nasycone substratem, i nie ma juz wolnych
enzymoOw, ktore moglyby tworzy¢ nowe kompleksy ES. Dlatego dalsze zwigkszenie st¢zenia
substratu (S) w warunkach nasycenia nie bgdzie miato wpltywu na przyspieszenie reakcji,
poniewaz enzymy s3 juz w pelni nasycone substratem, a reakcja osiggneta swoja maksymalng
predkos¢ (Vmax). W warunkach nasycenia (punkt C Rycina 15), szybkos¢ reakcji (Vo) zalezy
jedynie od szybkosci z jaka produkty oddysocjowuja od enzymu (reprezentowane przez statg
szybkosci ko). Proces oddysocjowania produktow od enzymu pozwala enzymowi na zwigzanie
si¢ z kolejnymi czasteczkami substratu, ktore sg dostepne w nadmiarze. Pomimo tego, ze dalsze
zwigkszenie stgzenia substratu nie wplywa na Vo, enzymy wciagz pracujg na swojej
maksymalnej szybkosci (Vmax) W punkcie C [35].

Liniowym przeksztalceniem réwnania Michaelisa-Menten jest rownanie Lineweavera-
Burka (Rycina 16), ktore jest narzgdziem stosowanym do wyznaczania wartosci stalej

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

Krr
1 Nachylenie =
V Vmu )
0 |
4 -3
,//
_ 1 ’/’/ l=<K"z)+i+ 1.
Kn* B 44 /_ 1 Vo Vinax [S] * Vinax
- ' Vmax
. L
5]

Rycina 16 Wykres Lineweavera — Burka (wykres podwdjnej odwrotnosci) [35]
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Kinetyka enzymatyczna odgrywa kluczowg role¢ w wielu aspektach zwigzanych
z farmakologia, projektowaniem oraz synteza lekow. Wiele lekow jest zaprojektowanych
w celu hamowania aktywnos$ci okreslonych enzymow w organizmie, ktoére sg zwigzane
z konkretnymi chorobami. Badania kinetyki enzymatycznej pozwalaja zidentyfikowac leki,
ktore wykazuja wysoka selektywnos¢ 1 aktywnos¢ wobec docelowego enzymu, minimalizujac
jednocze$nie dziatania niepozadane na inne enzymy. W badaniach farmakodynamicznych
kinetyka enzymatyczna pozwala na zrozumienie mechanizmu dziatania lekow 1 ich
oddzialywania z enzymami. Wartosci Km 1 Vmax leku mogg pomoc okresli¢, w jakim stopniu
dany lek jest skuteczny w hamowaniu aktywnos$ci enzymoéw, a takze w jakich dawkach moze
by¢ podawany w celu osiagnigcia optymalnego efektu terapeutycznego. Kinetyka
enzymatyczna pozwala rdwniez na oceng, jak dlugo lek pozostaje aktywny w organizmie, jak
szybko jest metabolizowany oraz jakie inne enzymy lub substancje moga wptywaé¢ na jego
dzialanie. To wazne dla ustalenia odpowiednich dawek leku i1 optymalnego schematu
podawania. W przypadku badan nowych substancji leczniczych, kinetyka enzymatyczna moze
pomoc zidentyfikowac te, ktore maja potencjat do dzialania jako inhibitory enzymatyczne lub
aktywatory, co moze by¢ kluczowe dla ich terapeutycznego dziatania. W sytuacji okreslenia
mechanizmu dziatania lekéw badania kinetyki enzymatycznej pozwalaja na zrozumienie, jak
lek oddziatuje z enzymami, czy dziala konkurencyjnie lub niekonkurencyjnie oraz jak zmienia
si¢ aktywnos$¢ enzymu w obecnosci leku. Wszystkie te aspekty sa kluczowe dla rozwijania
nowych lekéw, optymalnego dawkowania, zrozumienia ich oddzialywania w organizmie
1 skutecznos$ci terapeutycznej. Kinetyka enzymatyczna jest zatem nieocenionym narzgdziem

w dziedzinie farmakologii 1 farmakoterapii [47, 48].

4.4. INHIBICJA ENZYMOW ORAZ PRAKTYCZNE ZNACZENIE
INHIBITOROW

Inhibicja enzymatyczna jest procesem, w ktorym substancje zwane inhibitorami hamuja
aktywno$¢ enzymu 1 zmniejszaja szybkos§¢ reakcji katalizowanej przez enzym. Mozna
wyrozni¢ dwa gldwne rodzaje inhibitorow: inhibitory kompetycyjne oraz inhibitory

niekompetycyjne (Rycina 17).
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Inhibitor kompetycyjny Inhibitor niekompetycyjny

inhibitor

kompetycyjny Substrat
: N

&
N

Substrat

- \\4 v A“' \
v \" v 4 I~
™ I~ g
Enzym aktywny Enzym nieaktywny

inhibitor
Enzym Enzym niekompetycyjny

Rycina 17 Schemat dzialania inhibitoréw kompetycyjnych i inhibitoréw niekompetycyjnych

Inhibitory kompetycyjne konkuruja z substratem o miejsce aktywne enzymu. Oznacza
to, ze inhibitor wigze si¢ z tym samym miejscem aktywnym, co substrat. W obecnosci inhibitora
kompetycyjnego, szybko$¢ reakcji enzymatycznej] moze by¢ odwracalnie zmniejszona,
poniewaz inhibitor hamuje zdolno$¢ substratu do zwigzania si¢ z enzymem i utworzenia
kompleksu enzym-substrat (ES). Wprowadzenie wigkszej ilosci substratu moze zlagodzié¢
inhibicje¢, poniewaz substrat konkurowac¢ bedzie z inhibitorem o miejsce aktywne, zwiekszajac
szanse na utworzenie kompleksu ES. K zwigksza si¢ w obecnosci inhibitora kompetycyjnego,
ale Vimax pozostaje bez zmiany [34, 35].

Inhibitory niekompetycyjne wigza si¢ z enzymem w miejscu odmiennym niz miejsce
aktywne, uniemozliwiajac lub utrudniajac przemiang substratu w produkt. Wprowadzenie
wigkszej ilosci substratu nie zlagodzi inhibicji, poniewaz inhibitor nie konkuruje z substratem
o miejsce aktywne. Inhibitory niekompetycyjne obnizaja Vmax, poniewaz ograniczajg one liczbg
aktywnych miejsc enzymatycznych, ktore mogg katalizowac reakcjg¢. Km pozostaje bez zmiany,
poniewaz inhibitor nie wpltywa na zdolno$¢ substratu do zwigzania si¢ z enzymem.
Podsumowanie roznic pomig¢dzy wyzej opisanymi inhibitorami zestawiono w tabeli ponizej

(Tabela 3) [34, 35].

Tabela 3 Roznice pomigdzy inhibitorem kompetycyjnym i inhibitorem niekompetycyjnym [34]

Inhibitor kompetycyjny Inhibitor niekompetycyjny
Budowa Podobny do substratu Niepodobny do substratu
Miejsce wiazania Miejsce aktywne Poza miejscem aktywnym
Odwracalnos¢ Inhibicja odwracalna przez Inhibicja nieodwracalna przez
wzrost stezenia substratu wzrost stezenia substratu
Vmax Bez zmian Maleje
Kn wzrasta Bez zmian
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Oprocz wyzej wymienionych istniejg takze inne rodzaje inhibicji, takie jak inhibicja
mieszana, ktére lacza cechy zardwno inhibicji kompetycyjnej, jak i1 niekompetycyjne;j.
Poznanie r6znic migdzy réznymi typami inhibicji enzymatycznej jest wazne dla zrozumienia
mechanizmow dziatania lekow 1 regulacji reakcji chemicznych w organizmach. Inhibicja
enzymatyczna odgrywa takze kluczowa rolg¢ w farmakologii, poniewaz umozliwia selektywne
1 kontrolowane hamowanie aktywno$ci enzymow i procesOw biochemicznych w organizmach
zywych. Inhibitory sg wykorzystywane w farmakologii w roznych celach, zarbwno w terapii,
jak 1 w badaniach naukowych. Mozna wymieni¢ kilka istotnych znaczen inhibicji
enzymatycznej w farmakologii. Wiele lekow dziata poprzez hamowanie aktywnoS$ci enzymow,
ktére sa zwigzane z rozwojem choréb. Inhibitory enzymatyczne moga by¢ stosowane
w leczeniu roéznych schorzen, takich jak nadci$nienie, infekcje, choroby metaboliczne
1 nowotwory. Przyktadami sg inhibitory enzyméw konwertujacych angiotensyn¢ (ACE, ang.
Angiotensin-Converting Enzyme) w leczeniu nadci$nienia, inhibitory proteazy w terapii HIV,

czy inhibitory kinazy tyrozynowej w leczeniu nowotworow [49].

4.5. BIOKATALIZA

Biokataliza jest procesem, w ktorym reakcje chemiczne sa katalizowane przez biologiczne
katalizatory znane jako enzymy. Juz w 1858 roku Louis Pasteur dostarczyl pierwszego
przyktadu wspoélczesnej biokatalizy, demonstrujac rozdzial racemicznego kwasu winowego
poprzez fermentacj¢ z roznymi mikroorganizmami, w tym z pospolitg plesnig Penicillium
glaucum. W tych eksperymentach kwas (+)-winowy byt zuzywany znacznie szybciej niz kwas
(-)-winowy, co pozwolito na wyizolowanie tego ostatniego [50].

Stosowanie biokatalizatoroOw staje si¢ coraz bardziej atrakcyjng alternatywa dla
tradycyjnych metod chemicznych, ze wzgledu na wysoka selektywnos$¢, tagodne warunki
reakcji 1 procesy przyjazne dla srodowiska [51]. Biokataliza stata si¢ kluczowym narzedziem
w syntezie organicznej ze wzgledu na szereg korzy$ci, ktére oferuje w pordéwnaniu
z tradycyjnymi metodami chemicznymi. Przydatno$¢ biokatalizy w syntezie organicznej

wynika z wielu czynnikow wsrdd ktorych wymieni¢ mozna:

e wysoki nadmiar enancjomeryczny: enzymy czesto wykazuja duza stereoselektywnos¢,
co oznacza, ze moga wytwarzac jeden enancjomer z wysokim stopniem czystosci. Jest
to szczegblnie cenne w produkcji lekow 1 substancji o okreslonej aktywnos$ci

biologicznej, gdzie wlasciwa forma enancjomeryczna jest kluczowa;
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e wydajnos¢ i efektywno$¢: biokataliza pozwala na osiaggnigcie wysokiej wydajnosci
1 selektywnosci reakcji, co prowadzi do zmniejszenia ilosci produktéw ubocznych
i zwigkszenia efektywnos$ci produkcji, co ma pozytywny wplyw na koszty i srodowisko;

e lagodne warunki reakcji: enzymy dziataja w tagodnych warunkach temperaturowych
i pH, co moze pomdce w unikaniu reakcji ubocznych i degradacji czasteczek;

e redukcja toksyczno$ci: zastosowanie enzymow moze zmniejszy¢ uzycie toksycznych
reagentow 1 rozpuszczalnikéw, co przyczynia si¢ do bardziej zréwnowazonej
1 ekologicznej produkciji;

e mozliwo$¢ pracy w uktadach wodnych: enzymy czesto pracujg w srodowisku wodnym,
co moze zastapi¢ stosowanie organicznych rozpuszczalnikow i przyczyni¢ si¢ do

ograniczenia emisji zanieczyszczen.

Dzigki tym korzysciom, biokataliza znalazta zastosowanie nie tylko w badaniach
akademickich, ale takze w przemys$le chemicznym 1 farmaceutycznym. Wprowadzenie
enzymow do syntez organicznych przyczynito si¢ do produkcji nowych lekéw, zwigzkéw
o unikalnych wlasciwosciach 1 wydajnych metod produkcji roéznorodnych substancji
organicznych. To sprawia, ze biokataliza jest waznym aspektem nowoczesnej syntezy
organicznej, wspierajac rozwodj bardziej zréwnowazonych i ekologicznych procesow
chemicznych [33, 52-55]. Kilka dziedzin chemii syntetycznej i farmaceutycznej cieszy si¢ juz
powszechnym zastosowaniem katalizy opartej na enzymach. Na przykilad zastosowanie
hydrolaz (w tym acylaz, amidaz, esteraz, lipaz i proteaz) stato si¢ dobrze ugruntowane w wielu
schematach syntezy i obecnie enzymy te nadal stanowia wigkszo$¢ reakcji biokatalitycznych

realizowanych na duzg skale [56].
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4.6. LIPAZY

4.6.1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Lipazy (acylohydrolazy triacyloglicerolu, EC 3.1.1.3) to enzymy nalezace do klasy
hydrolaz, ktore katalizuja hydroliz¢ dtugotancuchowych triglicerydow do diglicerydow,
monoglicerydow, kwasow tluszczowych i glicerolu. Po raz pierwszy wyizolowano je z bakterii
na poczatku XIX wieku, a zwigzane z nimi badania byly stale intensyfikowane ze wzglgdu na
szczegolne wlasciwosci tych enzyméw [57]. Lipazy stanowia najwazniejsza grupe
biokatalizatorow do zastosowan biotechnologicznych. Kiedy ogoélnie przyjeto, ze lipazy
pozostaja enzymatycznie aktywne w rozpuszczalnikach organicznych, zaczeto prowadzié
badania nad opracowaniem tych enzymow jako idealnych narzedzi dla chemikow
organicznych. Wykazuja znakomita chemoselektywnos¢, regioselektywno$¢
i stereoselektywnos¢. Sa tatwo dostegpne w duzych ilosciach, poniewaz wiele
z nich mozna wytwarza¢ z duza wydajnos$cia z organizmow drobnoustrojowych, a mianowicie
grzybow 1 bakterii. Zwykle nie wymagaja kofaktoréw ani nie katalizuja reakcji ubocznych. Te
wlasciwo$ci sprawiaja, ze lipazy sa najpowszechniej stosowang grupa biokatalizatorow
w chemii organicznej [58].

Ze wszystkich znanych enzymoéw lipazy przyciagnety najwigkszg uwage naukowcow.
Obecnie znanych jest prawie 4000 enzymow, z czego okoto 200 jest w zastosowaniu
komercyjnym [59]. Oprocz ich naturalnej funkcji hydrolizy wigzan estrowych
1 karboksylowych, lipazy moga katalizowa¢ reakcje estryfikacji, interestryfikacji
1 transestryfikacji w $rodowisku niewodnym. Ta wszechstronno$¢ sprawia, ze lipazy s3
enzymami z wyboru do potencjalnych zastosowan w przemysle spozywczym, detergentowym,
farmaceutycznym, skorzanym, tekstylnym, kosmetycznym i papierniczym. Stosowane s3
rowniez do syntezy wysokowartosciowych chemikaliow, agrochemikaliow 1 nowych
materiatlow polimerowych. Najbardziej znaczace zastosowania przemystowe lipaz zostaty

znalezione gltéwnie w sektorze spozywczym, detergentowym i farmaceutycznym [60-62].
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4.6.2. RODZAJE LIPAZ

Na rynku dostgpnych jest wiele roznych preparatow lipaz, ktére pochodzg z réznych
zrodet oraz rdznig si¢ miedzy soba ze wzgledu na ich specyficznos$¢, pochodzenie i funkcje

(Tabela 4) [59].

Tabela 4 Wybrane przyktady lipaz

Lipazy zwierzece

Lipaza trzustkowa LPP

Trzustkowa esteraza cholesterolowa -

Lipazy grzybowe
Cadida rugosa
CRL
(Candida cylindracea)
Geotrichum candidum GCL
Humicola lanuginosa
HLL
(Thermomyces lanuginosa)
Penicillium camemberti
PcamL
(Penicillinum cyclopium)
Rhizomucor javanicus
RJIL
(Mucor javanicus)
Rhizomucor miehei
RML
(Mucor miehei)
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
Penicillium roquefortii
Saccharomyces cerevisiae

Lipazy bakteryjne
Pseudomonas cepacia
(Burkholderia cepacia)
Pseudomonas cepacia
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fragi
Chromobacterium viscosum
(Pseudomonas glumae)
Pseudomonas sp.
Bacillus thermocatenulalus

Alcaligenes sp.

CLL
ProgL

PCL

PCL-AH

PFL

Pfragil
CVL

BTL2
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4.6.3. REAKCJE KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZY

Lipazy wykazuja wszechstronng specyficzno$¢ substratowa, a co za tym idzie posiadaja
zdolno$¢ do katalizowania réznych typéw reakcji (Tabela 5). Wysoka stabilnos¢
w rozpuszczalnikach organicznych pozwala na ich zastosowanie w reakcjach transestryfikacji
1 syntezie estrow. Dzigki swojej stabilno$ci w roznych $rodowiskach, lipazy staty sie
niezastgpionymi narz¢dziami w wielu procesach przemystowych, prowadzac do bardziej
zrownowazonej produkcji i ograniczenia negatywnego wplywu na §rodowisko. Ich zdolnos¢
do katalizowania roznorodnych reakcji czyni je wartoSciowymi enzymami w przemysle

chemicznym i biotechnologicznym [63].

Tabela 5 Reakcje katalizowane przez lipazy [57]

Nr Rodzaj reakcji Schemat reakcji
1 Hydroliza estrow R1COOR; + H20<» RiCOOH + R;OH
2 Synteza estréw RiCOOH+R;OH+RiCOOR>+ H20
3 Transestryfikacje:
3a Interestryfikacja Ri1COOR2+R3CO0OR4+=R1COOR4+ R3COOR;
3b Alkoholiza R1COOR2+R30H« RiCOOR3+R20OH
3c Acydoliza RiCOOR; + R:COOH— R3COOR»+R;COOH
4 Hydroliza amidow R1CONHR;+H;0< RiCOOH+R2NH;
5 Synteza amidoéw R1COOH+R>NH,«>R;CONHR»+H>0
6 Aminoliza RiCOOR>+R:NH,—R;CONHR3+R,OH
7 Hydroliza estréw tiolowych R1COSR,+H,0-R;COOH+R,SH
8 Synteza estrow tiolowych RiCOOH+R;SH+~R1COSR»+H20
Synteza wodorotlenkéw
9 RCOOH+H»02+>RCOO-OH+H,0
kwasow karboksylowych

4.6.4. ZASTOSOWANIE LIPAZ W ROZDZIALE RACEMATOW

Lipazy sa dobrze znane jako cenne katalizatory w syntezie organicznej. Poniewaz lipazy
s chiralne, maja zdolno$¢ rozrézniania dwoch enancjomeréw mieszaniny racemicznej. Sa
szeroko stosowane w trzech gléwnych typach reakcji, w wyniku ktérych powstajg optycznie

czyste zwigzki. Naleza do nich kinetyczne rozdzielanie racemicznych kwasoéw karboksylowych
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lub alkoholi, enancjoselektywne réznicowanie grup mezo kwasow dikarboksylowych lub
mezodioli oraz enancjotopowe roéznicowanie grup prochiralnych kwasow dikarboksylowych
1 pochodnych dioli. Rozdzielanie racematow poprzez rozdzial kinetyczny katalizowany lipazg
jest jedng z najbardziej atrakcyjnych metod stosowanych w celu uzyskania enancjomerycznie
czystych zwigzkow. Sposrod wszystkich metod stosowanych w rozdzielaniu kinetycznym
dominuja reakcje estryfikacji w rozpuszczalnikach organicznych katalizowana lipaza. Zatem
w obecnosci odpowiedniego donora acylu, enzymu oraz odpowiedniego rozpuszczalnika
1 w optymalnej temperaturze jeden enancjomer mieszaniny racemicznej selektywnie przenosi
si¢ do odpowiedniego estru, pozostawiajac drugi nieprzereagowany enancjomer
W enancjomerycznie czystej postaci [64-66].

W ostatnim czasie gwaltownie wzrosto zapotrzebowanie na enancjomerycznie czyste
zwiazki w przemysle farmaceutycznym. Zainteresowanie to wynika gtéwnie ze $wiadomosci
roznych efektéw biologicznych roznych postaci produktow enancjomerycznych. Jeden
enancjomer zwykle zapewnia pozadang aktywnos$¢, podczas gdy przeciwny enancjomer moze
by¢ nieaktywny lub czasami toksyczny. W zwigzku z tym w ciaggu ostatniej dekady nastgpit
wzrost tendencji do wykorzystania enzymoéw do syntezy asymetrycznej 1 rozdzialu

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

5.1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Ciecze jonowe (ILs, ang. ionic liquids) to bardzo wyjatkowa klasa rozpuszczalnikow
niemolekularnych, ktore od czasu ich pierwszego odkrycia w 1914 r. byly szeroko badane
w wielu dyscyplinach chemicznych [68]. Ciecze jonowe to zwigzki chemiczne posiadajace
strukture jonowa, sktadajacag si¢ z organicznego kationu oraz anionu, ktory moze mie¢ charakter
organiczny lub nieorganiczny [69]. ILs sg wspolnie okreslane jako sole organiczne, ktorych
temperatura topnienia wynosi ponizej 100 °C. W literaturze, ciecze jonowe, ktore pozostaja
w stanie ciektym juz w temperaturze pokojowej, sa nazywane cieczami jonowymi
o temperaturze pokojowej (RTILs, ang. Room Temperature lonic Liquids). W poréwnaniu do
innych zwigzkéw ciecze jonowe charakteryzujg si¢ bardziej nieuporzadkowang struktura sieci
krystalicznej, co prowadzi do obnizenia ich temperatury topnienia. Ta wtasciwos$¢ jest czesto
wynikiem niskiego stopnia symetrii jonow obecnych w cieczach jonowych. Stanowia
alternatyw¢ dla materiatow niebezpiecznych i lotnych ze wzgledu na swoje unikalne
wlasciwosci fizykochemiczne, takie jak wyzsza stabilno$¢ termiczna, prosty proces odzysku
1 znikoma prezno$¢ par, ktore eliminujg problem zwigzany z lotnoscig i palnoscig. Ich
niezwykte wlasciwosci pozwalaja na zastapienie konwencjonalnych rozpuszczalnikéw
organicznych powszechnie stosowane w wielu procesach, ze wzgledu na ich lepsza wydajnosé
1 mniejszg szkodliwo$¢. Ponadto, ich tatwe odzyskiwanie poprzez ekstrakcje lub destylacje oraz
mozliwo$¢ ponownego wykorzystania dodatkowo podkresla ich istotne cechy. Przyczynia si¢
to do obnizenia kosztéw roznych proceséw o znaczeniu przemystowym [70]. Ponadto sa czgsto
okreslane jako ,rozpuszczalniki projektowe” (ang. designer solvents), poniewaz ich
wlasciwosci, takie jak polarnos¢, hydrofobowos¢, aktywno$¢ solwatujaca, gestosé, temperatura
topnienia, oraz lepko§¢, mozna do pewnego stopnia dostosowaé, zmieniajac podstawniki
kationowe, anionowe lub alkilowe obecne na kationie. Ze wzgledu na atrakcyjne i praktyczne
wlasciwosci, ILs wzbudzily zainteresowanie przemystu 1 nauki [71].

Badania z udzialem ILs wywarly wplyw na wiele dziedzin nauki, w tym
materialoznawstwo, inzynieri¢ chemiczna, nauke o srodowisku, biochemie, genetyke, biologie
molekularng, chemi¢ i farmacje. Tym samym liczba publikacji naukowych zwigzanych z ILs
wzrosta od 1992 r. (Rycina 18) i cieszy si¢ niestabngcym zainteresowaniem naukowcow.

Dynamiczny rozwo6j badan nad cieczami jonowymi oraz ich wszechstronny potencjat
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w roznych dziedzinach przemystu stanowi silny dowdd na ich rosnace znaczenie w dzisiejszym

swiecie nauki i technologii [72].
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Rycina 18 Liczba prac naukowych (artykuly, monografie, streszczenia konferencyjne, rozdziaty) na
podstawie bazy Web of Scienece (poszukiwania na podstawie stoéw kluczowych ,ionic liquid”
zawartych w tytule lub abstrakcie prac w okresie 1992-2022)

5.2. METODY OTRZYMYWANIA CIECZY JONOWYCH

Istnieja dwa sposoby otrzymywania cieczy jonowych: synteza jednoetapowa oraz
synteza dwuetapowa [73]. Synteza jednoetapowa polega na reakcji zasady Lewisa, najczescie]
trzeciorzedowej aminy z odpowiednim czynnikiem czwartorzedujagcym np. siarczanem (VI)
dialkilowym, metanosulfonianem alkilowym lub trifluorometanosulfonianem alkilowym.
W syntezie dwuetapowej w pierwszym etapie otrzymywany jest prekursor cieczy jonowe;j,
najczesciej czwartorzedowy halogenek amoniowy w reakcji aminy z odpowiednim
halogenkiem alkilu lub arylu. W drugim etapie przeprowadza si¢ reakcje wymiany jonowe;j,
ktéra moze przebiega¢ na kilka sposobodw poprzez reakcje z soli halogenkowej z kwasem
Lewisa, kwasem Breensteda, solg metalu lub w wyniku wymiany anionu na zlozu
jonowymiennym [69, 74-76]. Opisane metody otrzymywania cieczy jonowych (na przyktadzie

syntezy cieczy amoniowych) przedstawiono na ponizszym schemacie (Rycina 19).
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Rycina 19 Schemat otrzymywania cieczy jonowych: metoda jednoetapowa (1), metoda dwuetapowa (2)
[73]

5.3. PODZIAL I BUDOWA CIECZY JONOWYCH

Istnieje wiele kombinacji kationow i anionoéw, ktdore moga tworzy¢ ciecze jonowe
o réznych wlasciwosciach, zastosowaniach i strukturze (Rycina 20 i Rycina 21). Z uwagi na
ich duzg réznorodnos¢ oszacowano, ze moze powstaé nawet ponad 10'® mozliwych kombinacji

tych zwigzkow [77].

N + N
~ \/ ™~ N NY
H;C R
} l R o L
R
katiot'l 1'-alkilo_-3- kation I-alkilopirymidynowy kation 1-alkilo-1-metylopirolidynowy
metyloimidazoliowy [Cupy] [CaC i Pyrt]"
[CyCrim]* !
R4N* R4P* RsS*
kation tetraalkiloamoniowy kation tetraalkilofosfoniowy kation trialkilosulfioniowy
[CaNT* [C4PT [CsS]+

Rycina 20 Przyktady kationow tworzacych ciecze jonowe [78]
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Rycina 21 Przyktady anionéw tworzacych ciecze jonowe [78]

Klasyfikacja cieczy jonowych obejmuje ich budowe, wlasciwosci czy zastosowanie.
Ciecze jonowe sktadajg si¢ z duzego organicznego kationu o niskim stopniu symetrii oraz
z matego anionu, ktéry moze mie¢ charakter organiczny lub nieorganiczny. W zwiazku z tym
mozliwa jest ogdlna i najprostsza klasyfikacja cieczy jonowych na podstawie ich struktury
molekularnej. Analizujac budowe chemiczng kationu, na ktorym wystepuje tadunek dodatni,

mozna wyr6zni¢ nastepujace ciecze jonowe (Rycina 22) [79, 80]:

e Amoniowe [R4N]+(a)
e Fosfoniowe [R4P]+ (b)
e Sulfoniowe [R3S]+(c)
e Oksoniowe [R30]+(d)

Tl Tl T] TL

N~ P2 ST o N
R4/ | \\Rg R4/ |\Rg R-;/ \R3 R_j,/ \\1{1

R; R,

(a) (b) () (d)

Rycina 22 Podzial cieczy jonowych ze wzgledu na budowe¢ chemiczng kationu: amoniowe (a),
fosfoniowe (b), sulfoniowe (c), oksoniowe (d)
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Wsrod wyzej wymienionych najbardziej poznang i opisang w literaturze grupe¢ cieczy
jonowych stanowig sole amoniowe. W przypadku soli amoniowych, dodatkowy podziat
przeprowadza si¢ ze wzgledu na hybrydyzacje atomu azotu. Atom z tadunkiem dodatnim moze
by¢ podstawiony przez grupy alkilowe, arylowe lub heteroalkilowe, co nadaje kationowi
charakter alifatyczny. Gdy atom z tadunkiem tworzy czg¢s¢ struktury cyklicznej, moéwimy
o kationie heterocyklicznym. W zaleznosci od rodzaju hybrydyzacji heteroatomu w kationie,
mozemy wyrdzni¢ niearomatyczne kationy heterocykliczne o hybrydyzacji sp> (np.: 1-alkilo-
I-metylopiperydyniowy (Rycina 23a), 1-alkilo-1-metylopirolidyniowy (Rycina 23b) lub 1-
alkilo- I-morfolinowy (Rycina 23c¢) oraz aromatyczne kationy heterocykliczne o hybrydyzacji
sp?, np.: kation 1-alkilo-3-metyloimidazoliowy (Ryecina 24a), kation 1,3-dialkilo-1,2,4-
triazoliowy (Rycina 24b), kation 1-alkilopirydyniowy (Rycina 24¢) oraz kation

1-alkilochinoliniowy (Rycina 24d) [81].
(Oj
-
R \CH-;

a) (b) (c)

CH,

N
N
R CH,
(
Rycina 23 Kationy heterocykliczne niearomatyczne (hybrydyzacja sp?)

el el
AN TN NN |
H;C R R, A R, ./ 7

| |
R R
(a) (b) (c) (d)
Rycina 24 Kationy heterocykliczne aromatyczne (hybrydyzacja sp?)
Podziat cieczy jonowych na podstawie struktury kationu moze by¢ dodatkowo
rozszerzony poprzez wprowadzenie pojecia cieczy jonowych protycznych (protonowych)

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

liquids). PILs to podzbidér cieczy jonowych w ktorych atom z tadunkiem dodatnim jest
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zwigzany co najmniej z jednym atomem wodoru [82-84]. Powstaja one w wyniku
rownomolowego zmieszania kwasu Bronsteda 1 zasady Brensteda [85, 86]. Natomiast jesli
atom z ladunkiem dodatnim nie jest zwigzany z zadnym atomem wodoru, co oznacza
maksymalng rzgdowos¢, taka ciecz jonowa jest okreslana jako aprotonowa.
W porownaniu z APILs, PILs czgsto majg wyzsza przewodnos$¢ i ptynnos¢, a takze nizsza
temperature topnienia. Sg takze tansze i wygodniejsze w przygotowaniu, gdyz ich synteza nie
wigze si¢ z powstawaniem produktow ubocznych. Istnieje jednak kilka doniesien na temat
zdolnosci PILs do tworzenia sieci wigzan wodorowych, co moze ogranicza¢ jonowos¢ PILs
w poréwnaniu z APILs [87].

Struktura anionu stanowi kolejne istotne kryterium podziatu cieczy jonowych. Mozemy
rozrézni¢ ciecze jonowe zawierajgce anion o charakterze nieorganicznym lub organicznym.
Aniony nieorganiczne w cieczach jonowych charakteryzuja si¢ budowa prosta, zlozong
jednordzeniowa oraz ztozong wielordzeniowa (Tabela 6), natomiast aniony organiczne tworza
mréwczany, octany, mleczany, salicylany, benzoesany, trichlorooctany, trifluorooctany,
cytryniany, alkilosiarczany (V), alkilobenzenosulfoniany oraz trifluorometylosiarczany,

acesulfamiany, sacharyniany oraz wiele innych [88].

Tabela 6 Aniony nieorganiczne wchodzace w sktad cieczy jonowych [88]

Cl, Br, I, NO>, NO*, HSOx, SO42, H,PO4,

e HPO.2, ClOs, ClOx
Zlozony jednordzeniowy BF4, PF¢, ZnCls-, CuCls, SnCls, AICLs
Zlozony wielordzeniowy ADLCly, AClig, FeCly

Ciecze jonowe (ILs) wykazuja znaczace zroznicowanie w kwestii wlasciwosci
fizykochemicznych 1 biologicznych, co otwiera drzwi do jeszcze szerszego zakresu
potencjalnych zastosowan. W kontekécie mozliwosci projektowania cieczy jonowych
wprowadzono ogoélne 1 praktyczne kryterium. Istniejace ciecze jonowe podzielono na trzy
generacje (Rycina 25), zaleznie od rodzaju wtasciwosci dostarczanych przez strukturg kationu
1 anionu. Kolejnos¢ generacji odzwierciedla ewolucje badan nad cieczami jonowymi i ich
rozw0j historyczny [89].

Do pierwszej generacji cieczy jonowych (ILs) zaliczane sg te, w ktérych struktury
kationu 1 anionu dostosowywano w celu uzyskania produktu o okreslonych wtasciwosciach

fizycznych. Istotny jest wplyw struktury kationu lub anionu na przewodnictwo elektryczne, co
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ma praktyczne zastosowanie ich w roli elektrolitow. Jony w cieczach jonowych pierwszej
generacji byly réwniez dobrane w taki sposob, aby osiagnaé konkretne parametry, takie jak
temperatura topnienia, ggstos¢, lepkos¢, stabilno$¢ termiczna, hydrofilnos¢ lub wspotczynnik
refrakeji [89, 90].

Druga generacja cieczy jonowych obejmuje te, ktére posiadaja ukierunkowane
wlasciwos$ci chemiczne w potaczeniu z wyjatkowymi parametrami fizycznymi. W tej kategorii
dobor odpowiednich struktur kationu 1 anionu cieczy jonowej umozliwia dodatkowo
kontrolowanie cech chemicznych, takich jak reaktywno$¢, chiralno$¢, stabilnos¢
elektrochemiczna, palnos$¢, zdolnos$¢ do tworzenia komplekséw lub solwatacji, wrazliwos¢ na
utlenianie oraz zdolno$¢ do blokowania promieniowania UV [90, 91]. Mozliwo$¢ dostrojenia
niektorych z tych wlasciwosci fizycznych i chemicznych, daje mozliwo$¢ tworzenia ,,cieczy
jonowych do zadan specjalnych” (TSILs, ang. Task-specific ionic liquid) [92, 93].

Trzecia generacja cieczy jonowych obejmuje zwigzki charakteryzujace si¢ okreslong
aktywno$cig biologiczna, obok wyselekcjonowanych wiasciwosci fizykochemicznych. Wérod
pierwszych przyktadéw cieczy jonowych III generacji znajduja si¢ zwiagzki o dzialaniu
bakteriobojczym. Jony, ktére sg sktadnikami farmaceutycznych substancji aktywnych (APIs,
ang Active Pharmaceutical Ingredients), petnig role zardwno kationdw, jak i anionow cieczy
jonowych III generacji, posiadajacych dziatanie przeciwbolowe i przeciwzapalne [94]. W tej
kategorii zaliczane sg roéwniez $rodki ochrony ro$lin, takie jak pochodne triazoli o aktywnosci
grzybobdjczej, a takze ciecze jonowe herbicydowe (HILs, ang. Herbicidal Ionic Liquid)
obejmujgce m.in. pochodne fenoksykwasow, ktoére wykazuja selektywng aktywnos¢

chwastobdjczg wobec roslin dwulisciennych [90, 93].

I GENERACJA CIECZY JONOWYCH]|

Ciecze jonowe o projektowalnych wlasciwosciach fizycznych

Projektowalne wlasciwosci fizyczne Przyklad
SC CwH-;
gestosc - kation 1-etylo-3-metyloimidazoliowy
lepkog';(; | stabilno$¢ termiczna
N
temperatura topnienia v
o} 0
stabilnos¢ termiczna \ 1{- \\g /.\I'\g //
hydrofobow.'oscfhydroﬁlowosc \ CF; P \\ // \CF;
przewodnictwo elektryczne CH; 0O O
. . . anion bis(trifluorometylosulfonylo)imidkowy
wspolczyumk refra kc-l 1 wlasciwosci hydrofobowe
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II GENERACJA CIECZY JONOWYCH

Ciecze jonowe o projektowalnych wlasciwosciach fizykochemicznych

Projektowalne wlasciwosci chemiczne Przvklad

chiralnos¢ /\ CH,
" / °
solwatacja \/\/N\ \,/ )

palnosc¢

stabilnos¢ elektrochemiczna kation 1-butylo-3-metyloimidazoliowy

. .. stabilno$¢ elektrochemiczna
blokowanie promieni UV

reaktywnos¢ Cl"  anion chlorkowy

dodatni bilans tlenowy zdolnosci solwatacyjne

IIT GENERACJA CIECZY JONOWYCH

Ciecze jonowe o projektowalnych wlasciwosciach biologicznych i fizykochemicznych

Projektowalne wlasciwosci biologiczne Przyvklad
kation benzalkoniowy
dzialanie bakteriobojcze dzialanie bakteriobéjcze

dzialanie grzybobojcze CHs

o | _-C1atzs
dziatanie cytostatyczne N* o
| °

dzialanie przeciwzapalne

. - . - CH3
dzialanie znieczulajgce

anion 2,4-dichlorofenoksyoctowy

aktywnos$¢ herbicydowa
tyy ¥ aktywnos¢ herbicydowa

Rycina 25 Generacje cieczy jonowych

5.4. ZASTOSOWANIE CIECZY JONOWYCH

Ciecze jonowe stanowig wyjatkowe substancje chemiczne, ktore znalazly zastosowanie
w réznych dziedzinach wspotczesnej nauki 1 przemystu [95]. Poza ich wlasciwosciami
fizycznymi 1 chemicznymi, wyjatkowa aktywno$¢ biologiczna przycigga uwage biochemikow
1 naukowcow z dziedziny medycyny [96]. Ze wzgledu na modyfikowalny charakter oraz
wlasciwos$ci fizykochemiczne ciecze jonowe sg doskonatym zamiennikiem dla tradycyjnych
rozpuszczalnikow wykorzystywanych w reakcjach organicznych. Znajduja szerokie
zastosowanie w roznych syntezach organicznych, w tym takze w reakcjach katalitycznych
1 enzymatycznych [97]. Ciecze jonowe znajdujg szerokie zastosowanie w roznych galeziach

przemystu, takich jak przemyst chemiczny, elektrochemiczny, farmaceutyczny czy papierniczy
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[98]. Ich zastosowanie pozwala m.in. rozwigzaé problemy zwigzane z rozwojem formulacji
produktow leczniczych, ktére dotyczag mig¢dzy innymi niskiej rozpuszczalno$ci lub
polimorfizmu aktywnego sktadnika farmaceutycznego (API). Ciecze jonowe moga by¢
stosowane w postaci emulsji, mikroemuls;ji lub jonozelu, jako no$niki API lub czg$¢ systemow
dostarczania lekéw. Potaczenie cieczy jonowych z API pozwala na otrzymanie pochodnych
dwufunkcyjnych (API-IL), ktéore moga wykazywac lepsze wihasciwosci fizykochemiczne
1 wyzszg aktywnos$¢ biologiczng w porownaniu do samego API [89, 99]. Dzieki swoim
unikalnym wiasciwosciom, ciecze jonowe staja si¢ coraz bardziej atrakcyjne dla przemystu
farmaceutycznego, umozliwiajac rozwoj nowych, bardziej efektywnych i ekologicznych
produktow farmaceutycznych [96, 100]. W roku 2000 rézne grupy niezaleznie odkryly na
nowo potencjal cieczy jonowych jako rozpuszczalnikéw dla reakcji katalizowanych przez
enzymy, zwlaszcza lipaze [101-103]. ILs wykazuja coraz bardziej istotne zastosowania
w obszarze proceséw analitycznych, takich jak chromatografia, spektrometria, ekstrakcja,
analiza jonow metalu, matryce biologiczne, chromatografia gazowa (GC), wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC) czy elektroforeza kapilarna [104]. Wybrane dziedziny

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

Elektrochemia Chemia i analityka Medycyna i farmacja

baterie kolumny do GC $rodki przeciwdrobnoustrojowe

czujniki stabilizacj bialek

faza stacjonarna HPLC

nanonos$niki biomedyczne

solubilizacja substancji czynnej

- . synteza nanoczastek
ogniwa termoelektrochemiczne yn 4

| | |
| | |
I ogniwa stoneczne czufe ‘

[ reakcje organiczne ‘ systemy dostarczania lekow
l ogniwa paliwowe ‘
| | |
| | |

API-IL
superkondensatory reakcje enzymatyczne biosensing
Procesy ekstrakgcji . . . .
{ ol e Plyny funkcjonalne i dodatki Ochrona Srodowska
mikroekstrakcja $rodki smarne wychwytywanie dwutlenku
wegla

ekstrakcja biomasy

inhibitor korozji przetwarzanie odpadéw

nuklearnych

‘ $rodki powierzchniowo-czynne
‘ zielone rozpuszczalniki

rozpuszczanie drewna

technologie uzdatniania wody plasbiiaon;

dodatki do paliwa oczyszczanie paliwa

|
|
| ekstrakcja flawonoidow
|
|
l ulepszone odzyskiwanie oleju

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

Rozpuszczalniki organiczne sa nadal powszechnie stosowane jako media reakcyjne
w stereoselektywnej biotransformacji racemicznych postaci farmaceutycznych substancji
czynnych. Jednak wickszo$¢ z tych substancji jest toksyczna i1 niebezpieczna dla srodowiska,
a w wielu przypadkach moze zanieczysci¢ koncowy produkt syntezy czasteczkami
organicznymi. Jednym z gléwnych obszarow zainteresowania dalszych badan w chemii jest
unikanie toksycznych i nieprzyjaznych dla srodowiska rozpuszczalnikéw organicznych. W tym
kontekscie wiele uwagi poswigcono ostatnio poszukiwaniom nowych mediow reakcyjnych
[101, 102, 105]. W odniesieniu do reakcji przeprowadzanych w konwencjonalnych
rozpuszczalnikach, reakcje w ILs majg r6zne zachowania termodynamiczne i kinetyczne, co
czesto prowadzi do poprawy wydajnosci procesu. Ponadto ciecze jonowe umozliwiaja
zwigkszong stabilno$¢ odczynnikow metaloorganicznych 1 biokatalizatorow, tatwe
odzyskiwanie produktu, a takze mozliwy recykling katalizator6w homogenicznych. Poprzez
modyfikacj¢ kationu i anionu ich wlasciwosci mozna dostosowaé na wiele sposobow.
W przypadku wszystkich proceséw katalitycznych istnieja zasadniczo trzy mozliwosci ich
zastosowania: jako wspotrozpuszczalniki, jako czysty rozpuszczalnik lub w ukladzie
dwufazowym [106]. Biorac pod uwage te dodatkowe korzysci, uzasadnione jest oczekiwanie,
Ze clecze jonowe moga rowniez odgrywacé znaczaca rolg w syntezie asymetrycznej, bedacej
jednym z gléwnych problemow przemystu 1 sSrodowiska akademickiego. Enzymatyczne reakcje
katalityczne przeprowadzane w cieczach jonowych sa przedmiotem intensywnych badan.
W rozpuszczalnikach organicznych enzymy czgsto sa narazone na obnizong aktywno$¢ lub
stabilnos¢. Ponadto, rozpuszczalniki hydroksylowe, takie jak metanol, glikol dietylenowy lub
1,2-propanodiol, nie sa odpowiednie do acylacji z powodu konkurencji z substratem. Inne
rozpuszczalniki, takie jak N-metyloformamid, denaturujg lipazy. Z kolei ciecze jonowe moga
zosta¢ skutecznie wykorzystane jako alternatywne $rodowisko do reakcji enzymatycznych,
prowadzac do wyraznie zwickszonej wydajnosci i stabilno$ci operacyjnej biatkowego

katalizatora [107-109].
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6. PARAMETRY OPISUJACE ENANCJOSELEKTYWNOSC
REAKCJI

Reakcje enancjoselektywne to rodzaj reakcji chemicznych polegajacych na
selektywnym tworzeniu jednego enancjomeru (izomeru optycznego) z substratu bedacego
mieszaning racemiczng (zawierajacg oba enancjomery w réwnych proporcjach). Reakcje
enancjoselektywne wynikaja z roznic w preferencjach i reaktywnosci chiralnych czasteczek
substratu oraz katalizatora, co prowadzi do selektywnego powstawania jednego enancjomeru
jako dominujgcego produktu. Reakcje tego typu wystepuja tylko w przypadku substratéw lub
katalizatorow, ktore sa chiralne. Parametry charakteryzujace ilosciowo reakcje
enancjoselektywne to nadmiar enancjomeryczny substratow (ees), nadmiar enancjomeryczny
produktow (eep), stopien konwersji (C) oraz enancjoselektywnos¢ (E). Wszystkie te parametry
sg istotne dla oceny wydajnos$ci i selektywnosci reakceji rozdziatu kinetycznego. W praktyce
laboratoryjnej dazy si¢ do maksymalnej optymalizacji warunkéw prowadzenia reakcji tak, by
zwigkszy¢ jej selektywnos¢ i otrzymacé jak najbardziej enencjomerycznie czysty produkt [26,

110].

6.1. NADMIAR ENANCJOMERYCZNY

Nadmiar enancjomeryczny (ee, ang. enantiomeric excess) jest miarg czystosci
enancjomerycznej] w mieszaninie enancjomerdw 1 okre§la stopien dominacji jednego
enancjomeru nad drugim. Wielko$¢ ta informuje nas o efektywnos$ci rozdziatu mieszaniny
racemicznej. Jest to wyrazony w procentach stosunek roznicy zawarto$ci enancjomerow
w danej mieszaninie do sumy ich zawarto$ci w tej mieszaninie. Oblicza si¢ go zarowno dla
substratow — nadmiar enancjomeryczny substratow (ees) jak 1 dla produktow — nadmiar
enancjomeryczny produktow (eep) na podstawie danych ilo§ciowych, np.: pol powierzchni
pikow otrzymanych w wyniku chiralnego rozdzialu chromatograficznego. Nadmiar
enancjomeryczny jest waznym wskaznikiem w reakcjach enancjoselektywnych. Wyzsza
warto$¢ nadmiaru enancjomerycznego oznacza wigkszg czysto$¢ enancjomeryczng, co jest
pozadane w  wielu dziedzinach, takich jak farmacja, chemia organiczna
i produkcja lekéw. Wzory stuzace do obliczenia nadmiaru enancjomerycznego substratow oraz

produktow przyjmuja posta¢ (Rycina 27 i Rycina 28 ) [25, 111, 112]:
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Rycina 27 Wzor wykorzystywany do obliczenia nadmiaru enancjomerycznego substratow, gdzie: ees -
nadmiar enancjomeryczny substratdéw; R — pole powierzchni piku chromatograficznego uzyskanego
podczas rozdziatu chromatograficznego dla enancjomeru R-(-); S - pole powierzchni piku
chromatograficznego uzyskanego podczas rozdziatu chromatograficznego dla enancjomeru S-(+)

Rycina 28 Wzor wykorzystywany do obliczenia nadmiaru enancjomerycznego produktow, gdzie: ee, -
nadmiar enancjomeryczny produktéw; R — pole powierzchni piku chromatograficznego uzyskanego
podczas rozdziatu chromatograficznego dla enancjomeru R-(-); S - pole powierzchni piku
chromatograficznego uzyskanego podczas rozdziatu chromatograficznego dla enancjomeru S-(+)

Nadmiar enancjomeryczny réwny 100% oznacza, ze w sktad mieszaniny wchodzi tylko
jeden enancjomer, natomiast warto§¢ 0% oznacza racemat (rownomolowa mieszaning

enancjomeréw danego zwigzku) [112].

6.2. ENANCJOSELEKTYWNOSC

Enancjoselektywnos¢ (E, ang. enantioselectivity lub enantiomeric ratio) okre$lana jest
rowniez jako stosunek enancjomeryczny. Pozwala okresli¢, ktéra reakcja jest
enancjoselektywna. W przypadku enzymatycznego rozdziatu kinetycznego to parametr, ktory
mierzy zdolno$¢ enzymu do rozrdézniania enancjomerow. Na jego podstawie mozemy ocenic
enancjoselektywno$¢ reakcji oraz poréwnac aktywnosci stereoselektywne badanych enzymow.
Dla reakcji nieselektywnych E przyjmuje warto$¢ 1. Aby uznac reakcje za enancjoselektywna
warto$¢ E powinna wynosi¢ co najmniej 20. Jednak wysokie wartosci E sg mniej doktadnie,
poniewaz stosunek enancjomeryczny jest funkcja logarytmiczng czystosci enancjomeryczne;.
Enancjoselektywno$§c mozna obliczy¢ na podstawie warto$ci konwersji 1 nadmiaru

enancjomerycznego produktéw lub substaratoéw (Rycina 29 i Rycina 30) [25] [111, 112].
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_Inif(1 —¢c)(1 + eey)
" In[(1 = o)1 — eey)

Rycina 29 Wzor sluzacy do obliczenia enancjoselektywnos$ci z wykorzystaniem ees gdzie:
E — Enancjoselektywnos¢; ¢ - wspotczynnik konwersji [%]; ees - nadmiar enancjomeryczny substratow
[70]

_ Inff(1-0)(1 +eep)
~In[(1-c)(1—eep)

Rycina 30 Wzor stuzacy do obliczenia enancjoselektywnosci z wykorzystaniem ee, gdzie:
E — Enancjoselektywnos$¢; ¢ - wspotczynnik konwersji [%]; eep - nadmiar enancjomeryczny produktow
[%]

6.3. KONWERSJA

Wspotczynnik konwersji (C, ang. conversion lub conversion rate) w odniesieniu do
reakcji enancjoselektywnej okresla stopien przemiany racemicznego substratu w preferowany
enancjomer (produkt reakcji). Jest to miara wydajnosci reakcji rozdzialu kinetycznego.
Wyrazany stosunkiem nadmiaru enancjomerycznego substratow do  sumy nadmiaru
enancjomerycznego substratow i produktéw [25, 111, 112]. Obliczamy go na podstawie
ponizszego wzoru (Rycina 31):

eeg
c=—X%x100%
ees + ee,

Rycina 31 Wzér wykorzystywany do obliczenia wspolczynnika konwersji, gdzie: ¢ — wspdtczynnik
konwersji [%]; ees - nadmiar enancjomeryczny substratow [%]; ee, - nadmiar enancjomeryczny
produktéw [%]

W przypadku modelowej reakcji enancjoselektywnej na drodze rozdziatlu kinetycznego,
oczekuje sig, ze wspotczynnik konwersji wyniesie 50%. Wynika to z zatozenia, Ze reakcja jest
selektywna tylko dla jednego enancjomeru, podczas gdy drugi enancjomer nie ulega przemianie
1 jego stata szybkosci reakcji wynosi k = 0. Nalezy jednak zauwazy¢, ze cho¢ reakcja moze
osiggna¢ wysoki wspodlczynnik konwersji, to wcigz moze by¢ obecny pewien stopien
zanieczyszczenia drugim enancjomerem. W celu oceny czystosci enancjomerycznej produktu
stosuje si¢ dodatkowe wskazniki, takie jak wspomniane wyzej nadmiar enancjomeryczny lub

enancjoselektywnos¢ [25, 112].
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7. CEL PRACY

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta optymalizacja warunkéw reakcji rozdziatu
kinetycznego  wybranych  substancji czynnych z  wykorzystaniem lipaz  jako
enancjoselektywnych biokatalizatoréw w dwufazowym uktadzie katalitycznym sktadajagcym
si¢ z rozpuszczalnika organicznego oraz cieczy jonowe;.

W zrealizowanych badaniach analizowano rézne czynniki wptywajace na rozdziat
kinetyczny, takie jak: rodzaj lipazy, czas inkubacji, medium reakcyjne czy zastosowanie cieczy
jonowej. Analizy zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem ultrasprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas (LCMS-MS/MS) lub detektorem DAD.
W ramach realizowanych prac badawczych oceniono wplyw wyzej wymienionych czynnikow
na warto$¢ parametrow takich jak: enancjoselektywnos$é, czystos¢ enancjomeryczna produktow

oraz substratow, a takze stopien konwersji realizowanych rozdzialow kinetycznych.

Cel pracy realizowano poprzez:

a) analize literatury naukowej dotyczacej rozdziatow kinetycznych produktow
leczniczych stosowanych w kardiologii na przyktadzie lekéw B-adrenolitycznych;

b) optymalizacj¢ procesu rozdzialu chromatograficznego (R,S)-atenololu, (R,S)-1-
fenyloetanolu oraz (R,S)-klopidogrelu z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych
chiralnych faz stacjonarnych oraz systeméw HPLC i UPLC-MS/MS;

c) optymalizacj¢ rozdzialéw kinetycznych (R,S)-atenololu, (R,S)-1-fenyloetanolu oraz
(R,S)-klopidogrelu na drodze enancjoselektywnej biotranformacji z zastosowaniem
dwufazowych uktadow katalitycznych zawierajgcych ciecze jonowe;

d) testowanie i ocen¢ aktywnos$ci 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 WYNIKOW

8.1. ENZYMATYCZNA ENANCJOSELEKTYWNA
BIOTRANSFORMACJA CHIRALNYCH SUBSTANCJI
AKTYWNYCH NA PRZYKLADZIE LEKOW

WYKORZYSTYWANYCH W TERAPII NADCISNIENIA [P1]

Opis dotyczy pracy [P1]: Joanna Chatupka, Adam Sikora, A. Kozicka, Michat Piotr Marszatt.

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 rozdziat kinetyczny jest jedng z metod pozwalajacych na otrzymanie
enancjomerycznie czystych substancji aktywnych. W przeciwienstwie do klasycznej syntezy
organicznej, reakcje enzymatyczne charakteryzuja si¢ lagodnymi warunkami reakcji oraz
niewielka ilo$cia produktéw ubocznych, przez co sg bezpieczniejsze dla srodowiska. Celem
przeprowadzonego w ramach rozprawy doktorskiej przegladu systematycznego byta analiza
danych literaturowych dotyczacych enzymatycznego rozdziatu kinetycznego lekow J3-
adrenolitycznych.

Leki B-adrenolityczne s3 szeroko stosowane w leczeniu nadcisnienia tetniczego
1 zaburzen sercowo-naczyniowych. Ze wzgledu na fakt, ze B-blokery posiadaja w swojej
strukturze asymetryczny atom wegla, wystepuja w dwodch formach enancjomerycznych.
Dostepne literaturowo dane zgodnie potwierdzaja, ze (S)-enancjomery tych lekow wykazuja
pozadany efekt terapeutyczny, podczas gdy podawanie racematow moze powodowaé
wystgpienie niebezpiecznych skutkow ubocznych, takich jak skurcz oskrzeli lub rozwdj
cukrzycy. Pomimo dowodow, [-blokery sa wcigz komercyjnie dostgpnymi lekami
stosowanymi w terapii schorzen sercowo-naczyniowych gtoéwnie jako racematy.

Enzymatyczne rozdziaty kinetyczne (R,S)-atenololu oraz (R,S)-propranololu zostaly
szczegbtowo opisane w literaturze naukowej przez 7 niezaleznych zespotéw badawczych.
Wszystkie opisywane reakcje polegaly na przeprowadzeniu enancjoselektywnych
transestryfikacji odpowiedniego B-blokeru ((R,S)-atenololu lub (R,S)-propranololu) z octanem

winylu, octanem izopropenylu lub butanianem winylu. Naukowcy testowali wiele uktadow
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katalitycznych z zastosowaniem réznych enzymow, jednak najczesciej stosowane byty lipazy
z Candida antarctica oraz z Candida rugosa. Kazdy zespot naukowy wykorzystywat
organiczne solwenty jako $rodowisko reakcji, takie jak: acetonitryl, chloroform, eter
diisopropylowy, metanol, tetrahydrofuran czy toluen. Niemniej wszystkie wymienione wyzej
rozpuszczalniki sg potencjalnie szkodliwe dla srodowiska oraz moga negatywnie wptywaé na
stabilno$¢ operacyjng 1 aktywno$¢ katalityczng biatkowego katalizatora. Nalezy podkresli¢, iz
tylko jeden zespdt naukowy, Dwivedee 1 wsp., przeprowadzil rozdziat kinetyczny
z zastosowaniem dwufazowego uktadu katalitycznego, ktory sktadat si¢ z cieczy jonowej
([EMIM][BF4]) oraz toluenu [113]. Takie podej$cie wigzato si¢ ograniczeniem szkodliwego
wpltywu organicznych rozpuszczalnikdow na $rodowisko, a takze umozliwito uzyskanie
produktu o wysokiej czystosci enancjomerycznej. Co wigcej dwufazowy uktad katalityczny
umozliwia tatwe odseparowanie enzymu oraz substratow i produktéw ze srodowiska reakcji,
co w konsekwencji pozwala na ponowne wykorzystanie katalizatora w kolejnych cyklach

katalitycznych.

Rezultaty omawianych badan zostaly szczegdtowo 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 ktorej autorami byli: Joanna Chatlupka, Adam Sikora, Aleksandra Kozicka, Michat Piotr
Marszatt [P1].
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8.2. ZASTOSOWANIE DWUFAZOWYCH UKEADOW
KATALITYCZNYCH W ENANCJOSELEKTYWNEJ
BIOTRANSFORMACJI RACEMICZNEGO ATENOLOLU

Opis dotyczy pracy [P2]: Joanna Chalupka, Adam Sikora, Michal Piotr Marszalt. 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 si¢ zwigkszong zachorowalno$¢ na choroby uktadu
sercowo-naczyniowego. Zte lub brak nawykow zywieniowych, nadmierny stres, siedzacy tryb
zycia czy nawet catkowity brak aktywnosci fizycznej to tylko niektore z wielu czynnikow, ktore
wplywaja na rozw0j wyze] wymienionych chordb, bedacych glowna przyczyng
przedwczesnych zgondw w Polsce i Europie. Nadci$nienie tetnicze jest jedng z najczestszych
choréb stwierdzanych u osob dorostych. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia
w 2000 roku na $wiecie chorowato 972 miliony dorostych ludzi na nadci$nienie tetnicze,
z czego 639 milionéw w krajach rozwijajacych si¢ gospodarczo. Przewiduje sie, ze w 2025
bedzie na $wiecie 1,5 miliarda osob z nadcisnieniem. W Polsce nadcisnienie t¢tnicze stwierdza
si¢ u 15% ludzi w wieku 31-44 lat, u 45% w wieku 45-65 lat i u okoto 59% u 0s6b powyzej 65
roku zycia. CzeSciej choruja mezczyzni niz kobiety. Cisnienie te¢tnicze ma tendencje do
podwyzszania si¢ wraz z wiekiem. Z uwagi na powyzsze, nalezy obiektywnie stwierdzi¢, ze
leki obnizajace ci$nienie tetnicze, w tym B-blokery, z cala pewnos$cia naleza do jednych
z najwazniejszych we wspotczesnym lecznictwie.

W przypadku wielu substancji organicznych, w tym lekow, wzor sumaryczny niewiele
moéwi o budowie zwigzku, poniewaz czasteczki majace ten sam sktad atomowy mogg rézni¢
si¢ rozmieszczeniem poszczegolnych atoméw w przestrzeni. Z kolei rézne ulozenie
przestrzenne tych samych atoméw wpltywa na wlasciwosci catej czasteczki, a takze na sposéb
jej oddzialywania w organizmie ludzkim. Obecnie we wspotczesnej farmakoterapii ktadzie si¢
istotny nacisk na stosowanie w lecznictwie pojedynczych enancjomerdw, poniewaz pozwala to
na optymalizacje efektu klinicznego stosowanych dotychczas mieszanin racemicznych, a takze
pozwala na zmniejszenie czestosci 1 natezenia dziatan niepozadanych. Z uwagi na fakt, iz
enancjomery lekow sg swoimi odbiciami lustrzanymi, a zatem rdznig si¢ przestrzennym
utozeniem atomow w swoich czasteczkach moga posiada¢ odrebne wlasciwosci pod wzgledem

farmakokinetycznym, farmakodynamicznym, a takze w profilu dziatan niepozadanych. Nalezy
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przy tym podkresli¢, iz B-blokery, pomimo faktu, iz s3 jednymi z najbardziej popularnych
lekow w leczeniu nadci$nienia t¢tniczego, wystepuja w wigkszosci komercyjnie dostgpnych
produktow leczniczych w formie mieszanin enancjomerow, a nie czystych enancjomerow, co
moze skutkowac wiekszg ilo$cig dziatan niepozadanych, a takze konieczno$cig przyjmowania
wickszej dawki leku. Jedng z metod umozliwiajaca na otrzymanie czystego enancjomeru jest
enzymatyczny rozdziat kinetyczny. W tym celu przeprowadza si¢ stereoselektywna
biotransformacj¢ racematu w obecnosci enzymu petnigcego funkcje enancjoselektywego
biokatalizatora. W procesie stereoselektywnej biotransformacji z zastosowaniem lipaz
najczesciej wykorzystuje si¢ organiczne rozpuszczalniki, ktore petnig funkcje $rodowiska
reakcji. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage, ze wigkszo$¢ tych zwigzkow jest toksyczna
1 niebezpieczna dla srodowiska. Z kolei zastosowanie cieczy jonowych jako srodowiska reakcji
niesie za sobg wiele zalet, poniewaz sg przyjazne dla §rodowiska, a prowadzone w nich
transformacje czgsto zachodza szybcie;j.

Celem naukowym badan bylo zoptymalizowanie enzymatycznego rozdziatu
kinetycznego (R,S)-atenololu z wykorzystaniem dwufazowego ukladu katalitycznego
zawierajacego ciecze jonowe. W ramach zrealizowanych prac badawczych testowano wptyw
cieczy jonowych oraz dwoch izoform lipazy z Candida rugosa (OF lub MY) na rozdziat
kinetyczny (R,S)-atenololu z zastosowaniem octanu winylu petnigcego funkcje donora grupy

acetylowej (Rycina 32).

Rycina 32 Rozdziat kinetyczny (R,S)-atenololu
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W efekcie badano 8 réznych uktadow katalitycznych przedstawionych w Tabeli 7.
Enancjoselektywne biotransformacje byly inkubowane przez 120 godzin w kontrolowanych
warunkach temperaturowych wynoszacych 37°C przy statej predkosci mieszania RPM = 250.
Kazdy uktad katalityczny byt probkowany co 24 godziny i analizowany z zastosowaniem
systemu UPLC-MS/MS, co pozwolilo na ocen¢ zachodzacych zmian prowadzonych
rozdziatow kinetycznych, ktore dotyczyly: nadmiardw enancjomerycznych substratow
1 produktow, konwersji oraz enancjoselektywnosci. W celu analizy jakosciowej oraz ilosciowej
mieszanin  reakcyjnych  zoptymalizowano  chiralny  rozdziat  chromatograficzny
z zastosowaniem kolumny Lux Cellulose-2. Rodziat chromatograficzny byt prowadzony
w warunkach izokratycznych, w temperaturze 30°C, przy przeptywie Fr = 0,8mL/min. Faze
ruchomg stanowita mieszanina acetonitrylu, izopronaolu oraz dieetyloaminy w stosunku
objetosciowym  wynoszacym 98/2/0,1. Detekcja analitow odbywata si¢
z wykorzystaniem trybu MRM, w ktorych identyfikowano zaréwno prekursory oraz produkty
powstate na skutek fragmentacji prekursorow w komorze kolizyjnej spektrometru mas typu
potrojny  kwadrupol. Zaproponowane podejscie analityczne stanowito dodatkowe
potwierdzenie jako$ciowe oznaczanych analitow pozyskanych w wyniku prowadzonych

rozdziatéw kinetycznych.

Tabela 7 Parametry rozdziatu kinetycznego (R,S)-atenololu z zastosowaniem r6znych uktadow
katalitycznych

Srodowisko reakcji Lipaza ee;s ee, c E

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

Toluen
Candida rugosa MY 52,00% 93,00% 35,86% 46,34
Toluen Candida rugosa OF 59,98% 93,76% 39,01% 57,22
[EMIM][BF] Candida rugosa MY 50,00% 92,96% 34,97% 45,07
Toluen Candida rugosa OF 58,78% 79,60% 42,48% 15,88
[EMIM][OTT] Candida rugosa MY — 5224% 77,60% 4023% 13,27
Toluen Candida rugosa OF 1,60% 1,40%  53,30% 1,04
[EMIM][EtSO,] Candida rugosa MY 1,86%  0,36%  83,89% 1,02

71



Zastosowanie cieczy jonowych w r6zny sposob wplywato na aktywno$¢ katalityczna
lipaz z Candida rugosa. W efekcie wykorzystanie [EMIM][BF4] razem z toluenem umozliwito
stworzenie uktadu katalitycznego, ktore pozwolil na uzyskanie enancjomerycznie czystych
pochodnych atenololu o najwigkszej czystosci katalitycznej, przy zachowaniu najwyzszej
enancjoselektywnosci rozdzialu kinetycznego, co takze bylo zgodne z wynikami
przestawionymi w Publikacji 1 [P1] niniejszej rozprawy doktorskiej. Dodatkowo mieszanina
cieczy jonowej z toluenem stworzyta uklad dwufazowy, ktéry fizycznie odseparowywat od
siebie zawieszony w toluenie enzym oraz substraty z produktami, ktore koncentrowaly si¢
w cieczy jonowej. W efekcie umozliwilo to na ponowne wykorzystanie lipaz w kolejnych
cyklach katalitycznych poprzez wprowadzenie zawieszonego w toluenie biatka do kolejnych
cieczy jonowych zawierajacych nowe substraty. Zrealizowane badania udowodnity, ze zarowno
lipaza z Candida rugosa OF oraz MY zachowata swoja wysoka stabilno$¢ operacyjng oraz
aktywno$¢ katalityczng w 5-ciu kolejnych cyklach katalitycznych, czego dowodzi utrzymujaca
si¢ na stalym poziomie warto$¢ nadmiaréw enancjomerycznych produktow dla kolejnych

reakcji katalizowanych przez wykorzystywane ponownie enzymy (Rycina 33).
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Rycina 33 Poréwnanie warto$ci nadmiaréw enancjomerycznych produktéw dla rozdzialow

kinetycznych (R,S)-atenololu katalizowanych przez ponownie wykorzystane lipazy z Candida
rugosa OF i MY
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Rezultaty omawianych badan zostaly szczegdétowo opisane w publikacji pt.: ,,The Utilization
of Two-Phase Catalytic System in Enantioselective Biotransformation of Racemic Atenolol”
opublikowanej w Catalysts: 2022, 12, 1068, w ktorej autorami byli: Joanna Chatupka, Adam
Sikora, Michal Piotr Marszatt [P2].
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8.3. ZASTOSOWANIE DWUFAZOWYCH SYSTEMOW
KATALITYCZNYCH \%4 ENANCJOSELEKTYWNYM
ROZDZIALE (R,S)-1-FENYLOETANOLU

Opis dotyczy pracy [P3]: Joanna Chatupka, Jacek Dulgba, Adam Sikora, Tomasz Sidédmiak,

Michat Marszatt. The Application of Two-Phase Catalytic System in Enantioselective
Separation of Racemic (R,S)-1-Phenylethanol, Catalysts 2023, 13(2), 292. DOLI:
10.3390/catal13020292.

Synteza organiczna jest jednym z najwazniejszych sposobéw opracowywania nowych
lekéw i prekursorow. Jednoczes$nie, wraz ze znacznym rozwojem rynku farmaceutycznego,
stale ros$nie zapotrzebowanie na nowe leki. Dlatego nowe reakcje syntezy i1 analizy
katalizatorow chemicznych odgrywaja kluczowa role w wyznaczaniu trendéw naukowych. Ten
typ reakcji ma jednak pewne ograniczenia. Koszt stosowania katalizatorow chemicznych jest
wysoki 1 czgsto przewyzsza korzy$ci zwigzane z wydajnoscia reakcji. Proces czgsto wymaga
ekstremalnych warunkéw reakeji, zwlaszcza w aspekcie temperatury i ci$nienia. Ponadto co
raz czgsciej obserwuje si¢ niskg specyficznosé katalizatorow. Z kolei reakcje wykorzystujace
enzymy jako katalizatory, zwane inaczej biokataliza, sg alternatywnym rozwigzaniem
pozwalajacym uczyni¢ synteze bardziej wydajna, tansza i przyjazng dla sSrodowiska.

I-fenyloetanol jest aromatycznym alkoholem naturalnie wystgpujacym w kwiatach
herbaty, winogronach czy kakao. Z uwagi na fakt, iz posiada centrum chiralne 1-fenyloetanol
wystepuje w formie dwoch enancjomerow. (S)-1-fenyloetanol jest czesto wykorzystywany
w syntezie organicznej celem pozyskania roznych substancji aktywnych odpowiedzialnych za
efekt terapeutyczny. Z uwagi na swoja strukturg (S)-1-fenyloetanol stanowi rdzen lekow
przeciwcukrzycowych  oraz  antydepresantdéw. Dodatkowo  (S)-1-fenyloetanol  jest
wykorzystywany w syntezie antybiotykow, lekow przeciwgrzybiczych
1 przeciwpasozytniczych.

Celem naukowym badan bylo zoptymalizowanie enzymatycznego rozdzialu
kinetycznego (R,S)-1-fenyloetanolu, ktory umozliwiat uzyskanie czystego enancjomerycznie
(S)-1-fenyloetanolu. W ramach zrealizowanych prac badawczych zaproponowano
enancjoselektywng biotransformacje¢ w wyniku ktorej otrzymano (S)-1-fenyloetanol (Rycina

34). W tym celu testowano lacznie 40 uktadow katalitycznych, ktore roznity si¢ czynnikiem
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acetylujacym, Srodowiskiem reakcji, ciecza jonowa oraz biokatalizatorem (Tabela 8). Zgodnie

z dostepng literaturg dotyczaca enancjoselektywnej biotransformacji zwigzkow racemicznych

postanowiono przetestowac 4 roézne ciecze jonowe, takie jak.: [HMIM][BF4], [OMIM][CI],
[EMIM][BF4] oraz [DMIM][MeSO4].

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

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

L. p. Czynnik acetylujacy | Srodowisko 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][CI] Burkholderia cepacia
11 Octan winylu n-heptan [EMIM][BF4] Burkholderia cepacia
12 Octan winylu n-heptan [DMIM][MeSQ4] Burkholderia cepacia
13 Octan winylu toluen [HMIM][BF4] Burkholderia cepacia
14 Octan winylu toluen [OMIM][CI] Burkholderia cepacia
15 Octan winylu toluen [EMIM][BF4] Burkholderia cepacia
16 Octan winylu toluen [DMIM][MeSQ4] Burkholderia cepacia
17 Octan izopropenylu n-heptan [HMIM][BF4] Burkholderia cepacia
18 Octan izopropenylu n-heptan [OMIM][CI] Burkholderia cepacia
19 Octan izopropenylu n-heptan [EMIM][BF4] Burkholderia cepacia
20 Octan izopropenylu n-heptan [DMIM][MeSOx4] Burkholderia cepacia
21 Octan izopropenylu toluen [HMIM][BF4] Burkholderia cepacia
22 Octan izopropenylu toluen [OMIM][CI] Burkholderia cepacia
23 Octan izopropenylu toluen [EMIM][BF4] Burkholderia cepacia
24 Octan izopropenylu toluen [DMIM][MeSOx4] Burkholderia cepacia
25 Octan winylu n-heptan [HMIM][BF4] Candida rugosa OF

26 Octan winylu n-heptan [OMIM][CI] 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][CI] 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][CI] 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][CI] Candida rugosa OF
39 Octan izopropenylu toluen [EMIM][BF4] Candida rugosa OF
40 Octan izopropenylu toluen [DMIM][MeS0Ox4] Candida rugosa OF

Utworzone systemy katalityczne zostaly poddane inkubacji w kontrolowanych
warunkach temperaturowych wynoszacych 37°C przy statej predkosci wytrzasania réwnej
RPM = 250 przez 168 godzin. W celu monitorowania zmian zachodzacych w mieszaninie
reakcyjnej pobierano probki co 24 godziny i po odpowiednim przygotowaniu badano je
z zastosowaniem chiralnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Wczedniej
zoptymalizowany rozdzial chromatograficzny pozwalat na jakosciowe oraz ilosciowe
oznaczenie obydwoch enancjomerow 1-fenyloetanolu oraz octanu
1-fenyloetanolu. Faze stacjonarng stanowita chiralna kolumna Lux-Cellulose 3, natomiast faza
ruchomg bylta mieszanina n-heptanu, 2-propanolu oraz kwasu trifluorooctowego w stosunku
objetosciowym wynoszacym 98,7/1,3/0,15. Predkos$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita
Fr = 1 mL/min, natomiast rozdziat chromatograficzny odbywat si¢ w temperaturze 15°C.
Detekcja odbywata si¢ za pomoca detektora UV-VIS rejestrujagcego chromatogram przy
dhugosci fali wynoszacej A =254 nm.

Wyniki realizowanych eksperymentéw potwierdzity pierwotng hipoteze, ze lipazy
z Burkholderia cepacia oraz Candida rugosa sa zdolne do katalizowania enancjoselektywne;j
acetylacji racemicznego 1-fenyloetanolu z uzyciem octanu winylu lub octanu izopropenylu
jako czynnika acetylujacego. Zastosowanie dwufazowych uktadow katalitycznych z ciecza
jonowg pozwolito na uzyskanie wysokich parametréw enancjoselektywnych. Zastosowane
ciecze jonowe charakteryzowaly si¢ zroznicowang charakterystyka kinetyczng, prowadzacg do
zaobserwowania roznych enancjoselektywnos$ci i nadmiar6w enancjomerycznych substratu
i produktu. W efekcie uklad katalityczny zawierajacy lipaze Burkholderia cepacia,
[EMIM][BF4] 1 n-heptan jako srodowisko reakcji oraz octan winylu jako $rodek acetylujacy
okazal si¢ najbardziej wydajnym 1 enancjoselektywnym ukladem, co potwierdzity

obserwowane parametry rozdzialu kinetycznego (E=379,0, ee, = 98,9%). Sposrod innych
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testowanych ukladoéw katalitycznych za enancjoselektywne mozna uzna¢ takze te, ktore
zawieraly [HMIM][BFs] 1 [OMIM][Cl]. Z kolei mieszaniny reakcyjne zawierajace
[DMIM][MeSO4] hamowaty aktywno$¢ zastosowanych biokatalizatorow 1 zatrzymaty
biotransformacj¢. Nalezy jednak podkresli¢, ze kompozycja uktadu katalitycznego z ciecza
jonowa i rozpuszczalnikiem organicznym, takim jak m-heptan czy toluen tworzy uktad
dwufazowy, w ktorym faza organiczna zawiera lipazg, natomiast faza cieczy jonowej zawiera
substraty z produktami enancjoselektywnej biotransformacji. W praktyce umozliwia to na tatwa
separacj¢ bialkowego biokatalizatora ze srodowiska reakcji i dalsze jego wykorzystywanie
w kolejnych cyklach katalitycznych, co takze zostato potwierdzone w ramach zrealizowanych
prac badawczych. Co wigcej, zaproponowane biotransformacje w dwufazowych uktadach
katalitycznych znacznie ograniczaja uzycie potencjalnie toksycznych rozpuszczalnikow

organicznych, co pozostaje w zgodzie z zatozeniami ,,zielonej chemii”.

Rezultaty omawianych badan zostaly szczegdélowo 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 ktorej autorami byli: Joanna
Chatupka, Jacek Duleba, Adam Sikora, Tomasz Siédmiak, Michat Piotr Marszalt [P3].
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8.4. OPTYMALIZACJA ENANCJOSELEKTYWNEJ
ESTRYFIKACJI (R,S)-KLOPIDOGRELU Z ZASTOSOWANIEM
CIECZY JONOWYCH

Opis dotyczy pracy [P4]: Joanna Chatupka, Adam Sikora, Marta Ziegler-Borowska, Michat

Piotr Marszalt. 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 przemijajacy atak niedokrwienny, ostry zespot
wiencowy (ACS, ang. Acute Coronary Syndrome) czy choroba tetnic obwodowych lub
niewielki udar, sa przede wszystkim leczone i wtérnie zapobiegane za pomoca terapii
przeciwptytkowej. Inhibitory P>Y12, z ktorych jednym z pierwszych byt klopidogrel, sa
kluczowymi §rodkami terapii przeciwptytkowej, ktora jest stosowana w leczeniu i zapobieganiu
wtornej chorobie sercowo-naczyniowej. Klopidogrel jest powszechnie stosowany
w lecznictwie w potaczeniu z aspiryng jako cze$¢ podwojnej terapii przeciwptytkowej (DAPT,
ang. Dual Antiplatelet Therapy) w prewencji wtornej ACS. Co prawda w randomizowanych
badaniach z udziatem pacjentow z ACS nowsze generacje inhibitoréw P,Y 12 (tikagrelor
1 prasugrel) wykazuja bardziej znaczace zmniejszenie ryzyka niedokrwienia niz klopidogrel.
Jednak z uwagi na ich bardziej istotne dziatania niepozadane klopidogrel jest nadal jednym
z najczesciej stosowanych lekow przeciwplytkowych, posiadajagcym rekomendacje
Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego.

Klopidogrel jest prolekiem bedacym pochodng tienopirydyny, ktory, aby wywierac
dziatanie przeciwzakrzepowe ulega aktywacji przez watrobg. Aktywny metabolit selektywnie
hamuje indukowang adenozynodifosforanem agregacje plytek krwi poprzez nieodwracalne
hamowanie plytkowego receptora adenozynodifosforanowego P>Y12. Klopidogrel jest lekiem
chiralnym tworzacym uktad racemiczny, a (S)-klopidogrel jest odpowiedzialny za dziatanie
terapeutyczne. W badaniach z wykorzystaniem modelu zwierzecego wykazano, ze (R)-
enancjomer aktywowanej postaci klopidogrelu moze powodowac¢ drgawki 1 jest pozbawiony
skuteczno$ci przeciwzakrzepowej. W rezultacie tylko (S)-klopidogrel jest komercyjnie
dostepnym produktem leczniczym wykorzystywanym w terapii przeciwptytkowe;.

Celem realizowanych badan bylo zoptymalizowanie enzymatycznego rozdzialu

kinetycznego kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu co pozwolilo na uzyskanie
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enancjomerycznie czystego (S)-klopidogrelu (Rycina 35). W ramach przeprowadzonych badan
weryfikowano wplyw §rodowiska reakcji oraz lipazy z Candida rugosa na konwersje oraz
enancjoselektywnos$¢ realizowanych rozdziatéw kinetycznych. W efekcie utworzono 18
roznych uktadow katalitycznych, ktére zawieraly 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 (ee, — nadmiar enancjomeryczny produktow; ees — nadmiar
enancjomeryczny substratow; ¢ — konwersja; E — enancjoselektywnos$¢)

Srodowisko reakcji
L. .
Rozpuszczalnik Lo eep ees ¢ E
p. . Ciecz jonowa
organiczny

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] 9421% | 92,71% | 49,60% 113,40
18 cykloheksan [DMIM][MeSO4] | 81,05% | 28,83% | 26,24% 12,63

Testowane uklady katalityczne zostaly poddane inkubacji w kontrolowanych
warunkach temperaturowych wynoszacych 37°C przy statej predkosci wytrzasania réwnej
RPM = 250 przez 120 godzin. W ramach realizowanych badan obserwowano zmiany
zachodzace w mieszaninach reakcyjnych poprzez analize jako$ciowo-ilo§ciowg substratow
1 produktow biotransformacji z zastosowaniem chiralnej ultraspawnej chromatografii
cieczowe] sprzezonej z tandemowa spektrometria mas (UPLC-MS/MS). W tym celu
zoptymalizowano rozdziaty chromatograficzne niezaleznie dla substratow (enancjomery kwasu
karboksylowego klopidogrelu) oraz produktow (enancjomery klopidogrelu). W analizie

chromatograficznej substratoéw zastosowano chiralng kolumng chromatograficzng Lux
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Cellulose-2, a faze ruchoma stanowila mieszanina acetonitrylu, metanolu oraz kwasu
mréwkowego w stosunku objetosciowym wynoszacym 87,5/12,5/0,1. Z kolei w analizie
chromatograficznej produktéw  zastosowano chiralng kolumne¢ chromatograficzng
Lux Cellulose-3, a faze ruchomg stanowita mieszanina metanolu oraz kwasu mrowkowego
w stosunku objetosciowym wynoszacym 100/0,1. Obydwie analizy byly prowadzone przy
predkosci przeplywu wynoszacym Fr = 0,8 mL/min, a kolumny byly termostatowane
w temperaturze 20°C. Detekcja substratow oraz produktéw odbywala si¢ z wykorzystaniem

trybu MRM kwadrupolowego spektrometru mas.

(@) OH

+ H;C—OH

Cl
(R,S)-kwas karboksylowy metanol

klopidogrelu

37°C lipaza

O, O

Cl

(R)-kwas karboksylowy

S)-klopidogr
(5)-Klopidogrel klopidogrelu

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

Analiza dostepnej literatury naukowej potwierdza roézne metody pozyskiwania
(8)-klopidogrelu. Niemniej jednak, wcigz istnieje konieczno$¢ poszukiwania bardziej
ekologicznych i ekonomicznych metod otrzymywania (S)-klopidogrelu, ktory jest zalecanym
przez Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne inhibitorem P2Y12. Wyniki przeprowadzonych
eksperymentéw potwierdzity hipoteze, ze lipaza z Candida rugosa OF jest odpowiednia do
katalizowania rozdzialu kinetycznego racemicznego kwasu karboksylowego klopidogrelu.
W ramach zrealizowanych badan przeprowadzono enancjoselektywna biotransformacje

racemicznego kwasu karboksylowego klopidogrelu w réznych warunkach reakcji. £acznie
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testowano pie¢ réznych cieczy jonowych, takich jak: [EMIM][EtSO4], [EMIM][MSF;],
[HMIM][BF4], [EMIM][BF4], a takze [DMIM][MeSO4]. Udowodniono, ze zastosowanie
dwufazowego uktadu katalitycznego z cykloheksanem 1 [EMIM][BF4] oraz lipazg Candida
rugosa pozwolito na uzyskanie wysoce enancjoselektywnych parametrow (E = 113,40; eep =
94,21%). Zauwazono takze, ze zastosowane ciecze jonowe wykazywaly rézne wiasciwosci
kinetyczne, co prowadzito do obserwacji r6znych wartosci enancjoselektywnosci i nadmiarow
enancjomerycznych dla substratow 1 produktéw. Enancjoselektywnos$¢ oraz aktywnos$¢
katalityczna lipazy Candida rugosa zmieniala si¢ w zalezno$ci od obecno$ci réznych anionow
pochodzacych od cieczy jonowych w nastepujacej kolejnosci: [BF4] > [MSF3]" > [MeSO4] >
[EtSO4]" oraz kationdbw w nastgpujgcy sposob: [EMIM]" > [HMIM]"® > [DMIM]".
Przeprowadzone badania potwierdzily, Ze ciecze jonowe zawierajace rozne aniony
1 kationy, moga wykazywac¢ zmienne oddziatywania z enancjoselektywnym biokatalizatorem,
choéby poprzez oddzialywania jonowe i dipolarne, wigzania wodorowe lub van der Waalsa.
W efekcie wspomniane oddziatywania bezposrednio wplywajg na konformacj¢ enzymu przez
co zmniejszaja lub zwigkszaja enancjoselektywne oraz katalityczne wlasciwosci
biokatalizatorow.

Z uwagi na fakt, iz zastosowanie dwufazowego uktadu reakcyjnego fizycznie rozdziela
substraty z produktami od biatkowego katalizatora, istnieje mozliwo$¢ latwej separacji
biokatalizatora od substratu i produktu, co daje mozliwo$¢ ponownego wykorzystania lipaz w
innej reakcji. Dodatkowo nalezy podkresli¢, Zze rozpuszczalno$¢ racemicznego kwasu
karboksylowego klopidogrelu w rozpuszczalnikach organicznych jest stosunkowo niska
1 wymaga znacznych objetosci medium reakcyjnego, co moze mie¢ negatywny wpltyw na

srodowisko, ktory jest niwelowany przez dodatek cieczy jonowych.

Rezultaty omawianych badan zostaly szczegdétowo 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 ktore]
autorami byli: Joanna Chatupka, Adam Sikora, Marta Ziegler-Borowska oraz Michal Piotr
Marszatt [P4].
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KOPIA PRACY [P4]
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9. WNIOSKI

Zrealizowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej badania naukowe stanowig podstawe

merytoryczng pozwalajgca na nast¢pujace wnioskowanie:

v' Enzymatyczny rozdziat kinetyczny umozliwia otrzymanie chiralnie czystych

produktéw; [P1], [P2], [P3], [P4].

v’ Zastosowanie chiralnej chromatografii cieczowej pozwala na monitorowanie zmian
zachodzacych w mieszaninach reakcyjnych oraz oceng¢ parametréw realizowanych

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

v’ Zastosowanie lipaz z Candida rugosa w rozdziale kinetycznych (R,S)-atenololu oraz
kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu umozliwia uzyskanie enancjomerycznie

czystych produktow; [P2], [P4].

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

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

v’ Zastosowanie cieczy jonowych w rozdziatach kinetycznych (R,S)-atenololu, (R,S)-1-
fenyloetanolu oraz kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu wywiera istotny wptyw
na efektywnos$¢ 1 enancjoselektywnos$¢ realizowanych biotransformacji; [P2], [P3],

[P4].

v' [EMIM][BF4] w pofaczeniu z toluenem tworzy uktad dwufazowy, ktory zwicksza
aktywnos$¢ katalityczng lipazy z Candida rugosa oraz umozliwia uzyskanie czystego

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

v' [EMIM][BF4] w polaczeniu z heptanem tworzy uktad dwufazowy, ktory zwicksza
aktywno$¢ katalityczna lipazy z Burkholderia cepacia oraz umozliwia uzyskanie

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

v' [EMIM][BF4] w potaczeniu z cykloheksanem tworzy uktad dwufazowy, ktory zwieksza
aktywno$¢ katalityczng lipazy z Candida rugosa oraz umozliwia uzyskanie czystego

enancjomerycznie (S)-klopidogrelu; [P4].

v Ciecze jonowe wplywaja na konformacje lipaz poprzez oddzialtywania jonowe,

dipolarne, wigzania wodorowe lub van der Waalsa prowadzac do inhibicji lub
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hiperaktywacji biokatalizatorow w rozdziatach kinetycznych racematéw; [P2], [P3],

[P4].

Sposréd testowanych cieczy jonowych [EMIM][BF4] najkorzystniej wptywa na
aktywno$¢ katalityczng oraz enancjoselektywno$¢ lipaz z Candida rugosa oraz

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

Zastosowanie dwufazowych uktadow katalitycznych w rozdzialach kinetycznych
racematow fizycznie odseparowuje substraty i produkty od biatkowego katalizatora, co
umozliwia na tatwg separacj¢ enzymu ze S$rodowiska reakcji 1 jego ponowne

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

Lipazy z Candida rugosa oraz Burkolderia cepacia wykorzystywane w 5-ciu kolejnych
cyklach  katalitycznych  wykazuja wysoka aktywno$¢ katalityczng oraz
enancjoselektywnos¢. [P2], [P3], [P4].
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10. STRESZCZENIE

W latach 50-tych ubieglego wieku lek o nazwie handlowej Contergan® zawierajacy
racemiczny talidomid wywolal tragiczne w skutkach dziatania niepozadane u kobiet
cigzarnych. Z uwagi na rézng farmakodynamike oraz profil dziatan niepozadanych
poszczegbdlnych enancjomeréw talidomidu, pozornie bezpieczny, nowy lek wykazujacy
dziatanie przeciwbdlowe, przeciwwymiotne oraz uspokajajace u ci¢zarnych kobiet byt
odpowiedzialny za istotng teratogennos¢ ptodow. W efekcie stosowania przez kobiety cigzarne
leku urodzito si¢ okoto 12 tysigcy dzieci z zaburzeniami, z ktdrych okoto 4 tysigce nie przezyto
pierwszego roku. Z uwagi na niebezpieczenstwo zwigzane ze stosowaniem chiralnych
produktéw leczniczych w formie mieszanin enancjomerdéw lub diastereoizomeréw od ponad 30
lat istniejg regulacje prawne przedstawione zarowno przez Amerykanska Agencje ds. Lekow
i Zywnosci (FDA) oraz Europejska Agencje Lekow (EMA) nakazujace wykonanie pelnej
charakterystyki substancji chiralnych w aspekcie bezpieczenstwa i skutecznosci ich dziatania
w proponowanym wskazaniu terapeutycznym. W zwigzku z powyzszym chiralnos$¢ lekow jest
obecnie niezwykle istotnym obszarem w fazie projektowania i1 komercjalizacji nowych
produktow leczniczych, co jest szczegdlnie widoczne poprzez wzrost $wiatowego trendu
w ilosci nowych zatwierdzonych enancjomerycznie czystych lekow.

Jedng z metod umozliwiajacg pozyskanie chiralnie czystych substancji jest rozdziat
kinetyczny oparty na wykorzystaniu enzymow petniacych funkcj¢ enancjoselektywnych
katalizatorow. PodejScie to jest korzystne z ekonomicznego oraz ekologicznego punktu
widzenia, poniewaz przeprowadzane w ten sposob biotransformacje nie wymagajg
drastycznych warunkéw reakcji co wpisuje si¢ w trendy zielonej chemii. Dodatkowo
zastosowanie cieczy jonowych w enzymatycznych rozdzialach kinetycznych niesie za soba
dodatkowe korzysci, zwigzane =z redukcjg ilosci wykorzystywanych toksycznych
rozpuszczalnikOw organicznych oraz mozliwoscig tatwego odseparowania enzymow ze
srodowiska reakcji 1 ich ponownego wykorzystania w kolejnych cyklach katalitycznych.

W ramach zrealizowanych prac naukowych przeprowadzono systematyczny przeglad
literaturowy badan naukowych, ktore dotyczyly rozdziatlow kinetycznych lekow f-
adrenolitycznych, a nastepnie zoptymalizowano rozdzialy kinetyczne z wykorzystaniem
dwufazowych uktadéw katalitycznych zawierajacych ciecze jonowe dla (R,S)-atenololu, (R,S)-
1-fenyloetanolu i kwasu karboksylowego (R,S)-klopidogrelu.

Przeprowadzony przeglad literaturowy  pozwolil na zaobserwowanie korzysci

wynikajgcej ze stosowania cieczy jonowych w rozdzialach kinetycznych lekow [3-
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adrenolitycznych. Wprawdzie przytoczone w pracy badania, zrealizowane przez niezalezne
zespoly badawcze przedstawialy rézne sposoby pozyskania chiralnie czystych pochodnych
lekow B-adrenolitycznych na drodze enzymatycznego rozdziatu kinetycznego. Jednak to
zastosowanie cieczy jonowych w dwufazowym uktadzie katalitycznych przyczynito si¢ do
uzyskania produktéw o najwyzszej czystosci enancjomeryczne;j.

W kolejnym etapie badan zoptymalizowano rozdziat kinetyczny (R,S)-atenololu
z zastosowaniem lipazy z Candida rugosa w dwufazowym ukladzie katalitycznych
zawierajacym ciecze jonowe. W tym celu przeprowadzono serie badan, w ktérych testowano
wplyw roznych cieczy jonowych na realizowany rozdzial kinetyczny. W wyniku
przeprowadzonych badan zaproponowano mieszaning reakcyjng pozwalajaca na uzyskanie
chiralnie czystego octanu (S)-atenololu.

Nastepnie wykonano badania dotyczace =zastosowania dwufazowego uktadu
reakcyjnego w rozdziale kinetycznym (R,S)-1-fenyloetanolu. W ramach zrealizowanych prac
badawczych zoptymalizowano enancjoselektywna biotransformacje oraz okre§lono wptyw
czynnika acetylujacego, Srodowiska reakcji oraz zastosowanego Dbiokatalizatora na
efektywnos¢ 1 enancjoselektywnos$¢ prowadzonych rozdziatéw kinetycznych. W efekcie
zaproponowano optymalne warunki enancjoselektywnej esteryfikacji umozliwiajacej
uzyskanie chiralnie czystego (S)-1-fenyloetanolu.

W ostatnim etapie prac badawczych zoptymalizowano rozdzial kinetyczny kwasu
karboksylowego (R,S)-klopidogrelu. W trakcie badan naukowych testowano wptyw srodowisk
reakcji, ktore roznity si¢ miedzy sobg rozpuszczalnikiem organicznym oraz cieczg jonowa, na
enancjoselektywnos¢ oraz wydajno$¢ prowadzonych biotransformacji. Zrealizowane prace
naukowe umozliwity zaproponowanie optymalnych warunkdéw enancjoselektywnej estryfikacji

pozwalajacej 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 1onic 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 B-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 B-blocker drugs. Although the studies cited in this paper, carried
out by independent research teams, presented different ways of obtaining chirally pure
derivatives of B-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 (S5)-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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