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ABSTRACT

The need for elaboration of analytical devices of small dimensions and the 
accessibility of novel nanomaterials caused the increase in the number of publi-
cations referring to the development of biosensors. DNA-based biosensors are of 
special interest and they were primarily used for the determination of a specific 
sequence which is crucial in the detection of cancer, genetic mutations, pathogens, 
as well as analysis of modified food. Interestingly, they could be also applied for the 
detection of other analytes including heavy metal ions, especially in connection with 
electrochemical techniques. It should be noted that the design of DNA biosensor 
concerns not only the development of transducer, but also careful preparation of 
sensing layer and the choice of the method of analytical signal generation.

Selectivity is one of the essential parameter of the biosensor that determines its 
utility, particularly in real samples of complex matrices. In case of DNA sensors ded-
icated for the detection of complementary sequence, high selectivity is provided by 
the hybridization process. A pronounced specificity of sensing layer-analyte interac-
tion can be also achieved with the use of functional nucleic acids - aptamers, which 
change their conformation upon binding an analyte. 

Herein, DNA-modified electrodes were firstly used for the detection of uranyl 
ions, as they exhibit high affinity towards phosphate moieties of nuclec acids. It was 
shown that UO2

2+ interacts with sensing layer independently from the chosen oligo-
nucleotide sequence. Moreover, the influence of Pb2+ was reduced by elimination of 
adenine, which strongly interacts with lead ions. 

Another oligonucleotide-based sensor was developed for detection of mercury 
ions. The results indicate that Hg2+ concentration can be determined only with the 
use of sequence containing 100% thymine residues. Oligonucleotide-based sensor 
with receptor layer containing aptamers was elaborated for the detection of Pb2+ 
ions. In the presence of lead cations, an aptamer probe forms a G-quadruplex struc-
ture, a proposed biosensor could be characterized with selectivity towards Pb2+. 

The performance of DNA-based sensors for UO2
2+, Hg2+ and Pb2+ ions was opti-

mized and addressed the choice of the manner of analytical signal generation, the 
influence of electrode modification with blocking agent, sensitivity dependence on 
the oligonucleotide sequence and the possibility of regeneration of sensing layer. 
Finally, the utility of proposed DNA sensors was tested by analysis in real samples. 

Keywords: biosensors, heavy metals, nucleic acids, self-assembled monolayers, 
voltammetry, redox indicators
Słowa kluczowe: biosensory, metale ciężkie, kwasy nukleinowe, samoorganizujące 
się monowarstwy, woltamperometria, znaczniki redoks
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WPROWADZENIE

Obserwowany w ostatnich latach intensywny wzrost liczby publikacji dotyczą-
cych biosensorów jest z jednej strony odpowiedzią na zapotrzebowanie na niewiel-
kie urządzenia analityczne, przekształcające informację chemiczną (np. stężenie) na 
sygnał analityczny [1]. Z drugiej strony rozwój biosensorów wynika z dostępności 
nowoczesnych materiałów, których umiejętne zastosowanie prowadzi do poprawy 
parametrów pracy konstruowanych urządzeń [2–4]. Szczególnie ciekawą grupę bio-
sensorów stanowią sensory DNA, które są wykorzystywane przede wszystkim do 
identyfikacji sekwencji nukleotydowej badanej nici DNA [5], co jest istotne w dia-
gnostyce chorób nowotworowych i genetycznych [6], określaniu rodzaju patogenu 
wywołującego chorobę [7], a także w badaniu jakości żywności modyfikowanej 
genetycznie [8]. Innym, dość niekonwencjonalnym, a rozwijanym od niedawna 
zastosowaniem biosensorów DNA jest oznaczanie innych analitów, takich jak np. 
jony metali ciężkich [9]. W sensorach DNA zazwyczaj są wykorzystywane prze-
tworniki optyczne, jednak coraz popularniejsze stają się elektrochemiczne techniki 
detekcji, głównie ze względu na niskie granice oznaczalności, łatwość miniaturyza-
cji oraz niskie koszty aparatury [10]. 

Opracowanie biosensora DNA o korzystnych parametrach analitycznych, nie-
zależnie od jego zastosowania, wymaga przemyślanego zaprojektowania i wykona-
nia zarówno przetwornika, jak i warstwy receptorowej. Istotny jest również sposób 
generowania sygnału analitycznego, który w przypadku elektrochemicznych sen-
sorów DNA może być związany z właściwościami elektroaktywnymi analitu lub 
pochodzący z utlenienienia zasad azotowych występujących w kwasach nukleino-
wych [11]. Jednak ograniczona ilość takich związków, a także konieczność poprawy 
czułości oraz granicy oznaczalności spowodowały, że coraz częściej stosowane są 
znaczniki elektroaktywne [12]. Optymalizacja kolejnych etapów przygotowania 
sensorów DNA jest niezbędna do określenia ich użyteczności, dzięki czemu w przy-
szłości mogłyby zostać wykorzystane m.in. w analizie środowiskowej oraz klinicznej 
[13, 14]. 

1. KWASY NUKLEINOWE JAKO WARSTWY RECEPTOROWE 
I ICH ZASTOSOWANIE W BIOSENSORACH DNA DO OZNACZANIA 

JONÓW METALI CIĘŻKICH

Selektywność jest jednym z najistotniejszych parametrów sensorów chemicz-
nych, który umożliwia oznaczanie analitu nawet w próbkach o złożonych matry-
cach, w których substancje przeszkadzające występują w znacznym nadmiarze do 
substancji oznaczanej. O selektywności sensorów chemicznych decyduje warstwa 
receptorowa, bezpośrednio kontaktująca się z próbką i oddziałująca z jej skład-
nikami. W przypadku sensorów DNA przeznaczonych do wykrywania w próbce 
sekwencji komplementarnych wysoką selektywność rozpoznania sekwencji ozna-
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czanej wśród wielu różnych fragmentów DNA zapewnia proces hybrydyzacji nici 
nukleotydowych, który zachodzi w warstwie receptorowej sensora [15]. 

Stosunkowo nowym kierunkiem badań jest zastosowanie jako warstw recep-
torowych tzw. funkcjonalnych kwasów nukleinowych (FNA). Grupę FNA stanowią 
cząsteczki DNA i RNA, które wykazują właściwości receptorowe (np. aptamery) 
oraz katalityczne (m.in. DNAzymy) [16]. Aptamery to krótkie sekwencje DNA lub 
RNA, które posiadają zdolność do oddziaływania z różnymi cząsteczkami organicz-
nymi lub nieorganicznymi. Zdolność ta wynika zarówno z obecności w strukturze 
kwasów nukleinowych atomów donorowych, jak i z możliwości przyjmowania przez 
określonego kształtu aptamery w przestrzeni, zdefiniowanego przez sekwencję oli-
gonukleotydu. Wiązanie aptameru z określoną cząsteczką prowadzi do zmiany jego 
konformacji, co prowadzi do zmiany mierzonego sygnału analitycznego [17, 18].

Kwasy nukleinowe mogą zatem pełnić rolę receptorów, a wśród potencjalnych 
analitów, które mogą być oznaczane z ich zastosowaniem, są jony metali. Z  tego 
powodu podjęto próby opracowania elektrod modyfikowanych DNA, przeznaczo-
nych do detekcji jonów metali ciężkich. Wstępnym etapem prowadzonych badań 
było określenie, czy istnieje wyraźna zależność między doborem sekwencji oligo-
nukleotydowej dowiązanej do elektrody, a selektywnością jej oddziaływań z jonami 
metali. Przedmiotem analizy był kation uranylowy UO2

2+, który wykazuje znaczne 
powinowactwo do grup fosforanowych, obecnych również w strukturze DNA. 
Przypuszczano więc, że niezależnie od wykorzystanej sekwencji oligonukleotydu, 
będzie obserwowana znaczna selektywność sensora na jony UO2

2+. Istotnie, wyniki 
doświadczeń [19] wykazały, że elektrody zmodyfikowane losowo wybranym oli-
gonukleotydem charakteryzowały się wysoką selektywnością wobec kationów 
uranylowych w porównaniu do innych badanych jonów. Najsilniej przeszkadzają-
cym kationem był Pb2+, który zgodnie z danymi literaturowymi, wykazuje znaczne 
powinowactwo do adeniny, obecnej w stosowanej losowej sekwencji. Podjęto zatem 
próbę ograniczenia wpływu jonów Pb2+ na oznaczanie UO2

2+ poprzez zmniejszenie 
liczby zasad adeninowych w oligonukleotydzie zaimmobilizowanym na elektrodzie 
[20]. Okazało się, że elektrody modyfikowane oligonukleotydami zawierającymi 
mniejszą ilość zasad adeninowych lub w ogóle ich nie zawierającymi generowały 
znacznie niższą odpowiedź na jony ołowiu w porównaniu do sekwencji wyjścio-
wej. Co więcej, odpowiedź na jony UO2

2+ była niezależna od użytej sekwencji, co 
potwierdza tezę, że oddziaływanie tego jonu z DNA zachodzi przede wszystkim 
poprzez grupy fosforanowe. 
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Rysunek 1. 	 Selektywność elektrody złotej modyfikowanej oligonukleotydem 5’-SH-(CH2)6-TTT TTT TTT 
TTT TTT-3’ wobec wybranych jonów metali ciężkich 

Figure 1. 	 Selectivity of gold electrode, modified with 5’-SH-(CH2)6-TTT TTT TTT TTT TTT-3’ oligonu-
cleotide, towards selected heavy metal ions 

Kolejnym jonem, oznaczanym z użyciem elektrochemicznego sensora DNA, 
był kation Hg2+ [21, 22]. W literaturze występują informacje o silnym wiązaniu 
jonów rtęci między dwiema zasadami tyminowymi. W tym przypadku oczekiwano, 
że odpowiedź sensora będzie zależna od sekwencji oligonukleotydu zaimmobilizo-
wanego na elektrodzie. Rzeczywiście, badania wykazały, że odpowiedź elektroche-
miczna na jony Hg2+ generowana jest tylko w przypadku elektrod modyfikowanych 
oligonukleotydami składającymi się jedynie z zasad tyminowych. W przypadku 
zastosowania oligonukleotydów zawierających 33% oraz 0% zasad tyminowych, 
odpowiedź prądowa na jony rtęci nie była obserwowana. Co ważne, elektrody mody-
fikowane oligonukleotydem 5’-SH-(CH2)6-(T)15-3’ charakteryzowały się bardzo 
wysoką selektywnością na jony rtęci wobec większości badanych jonów przeszka-
dzających (Rys. 1). Jedynie kation uranylowy miał wyraźny wpływ na odpowiedź 
elektrody, co należy tłumaczyć oddziaływaniem tego jonu z grupami fosforowymi, 
obecnymi w we wszystkich sekwencjach oligonukleotydowych. 

Szczególnie ciekawa wydaje się również możliwość oznaczania jonów metali 
z użyciem aptamerów. W przypadku tej grupy oligonukleotydów, sekwencja zasad 
jest istotna nie tylko z uwagi na specyficzne oddziaływania zasad z analitem (np. 
jonem metalu), ale także poprzez wpływ sekwencji na przestrzenny układ nici oligo-
nukleotydu. Aptamery mogą bowiem tworzyć formy przestrzenne, preferujące swym 
kształtem i wielkością oddziaływanie z określoną cząsteczką [18]. Jedną z najczęściej 
opisywanych w literaturze sekwencji aptamerowych jest aptamer wiążący trombinę 
(ang. thrombin binding aptamer, TBA) [23]. Najważniejszym elementem struktu-
ralnym tego receptora jest układ dwóch równoległych kwartetów guaninowych. 
Z uwagi na opisane w literaturze znaczne powinowactwo jonów ołowiu do zasady 
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guaninowej, ciekawym wydało się sprawdzenie, czy możliwe jest opracowanie sen-
sora elektrochemicznego do oznaczania jonów Pb2+ wykorzystującego w warstwie 
receptorowej TBA [24]. Dla porównania przeprowadzono badania z  elektrodami 
modyfikowanymi oligonukleotydem o takiej samej długości i losowej sekwencji. 
Wyniki pomiarów elektrochemicznych z zastosowaniem tak przygotowanych elek-
trod pozwoliły stwierdzić, że sekwencja TBA wykazuje, zgodnie z oczekiwaniem, 
znaczną selektywność wobec jonów ołowiu, podczas gdy sekwencja losowa daje 
znikomą odpowiedź na te jony. Co więcej, przeprowadzone pomiary spektrosko-
pii impedancyjnej (EIS) wskazują, że struktura przestrzenna aptameru tworzy się 
dopiero w obecności jonów ołowiu (tzw. dopasowanie indukowane). 

Podsumowując tę część badań, należy stwierdzić, że sekwencje oligonukleoty-
dów tworzących warstwy receptorowe sensorów elektrochemicznych, przeznaczo-
nych do oznaczania jonów metali, mają znaczny wpływ na ich selektywność. Możliwe 
jest wykorzystanie zarówno oddziaływań jonów metali z grupami fosforanowymi 
DNA, z zasadami azotowymi, jak i dopasowania przestrzennego oligonukleotydu 
(aptameru) do oznaczanego jonu. Podobne wnioski można wyciągnąć na podstawie 
przeglądu publikacji innych grup badawczych, zajmujących się tą tematyką [25].

2. OPRACOWANIE BIOSENSORÓW DNA PRZEZNACZONYCH 
DO DETEKCJI KATIONÓW: UO2

2+, Hg2+ I Pb2+ 

Rysunek 2. 	 Strategie generowania sygnału analitycznego w elektrochemicznych sensorach DNA. G – guanina; 
M – jon metalu; I – znacznik elektrochemiczny 

Figure 2. 	 Generation of analytical signal in electrochemical DNA sensors. G – guanine; M – metal ion; I – 
redox indicator 

Istotnym zagadnieniem w opracowaniu elektrochemicznego sensora DNA jest 
zawsze sposób generowania sygnału prądowego. Możliwe jest wykorzystanie wła-
ściwości redoks zasad azotowych (najczęściej guaniny) [9], redukcji lub utleniania 
analitu związanego z warstwą receptorową [26] lub też zastosowanie znaczników 
elektroaktywnych [12]. W przypadku sensorów przeznaczonych do oznaczania 
jonów metali ciężkich oczywistym wydaje się wykorzystanie ich właściwości redu-
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kująco-utleniających (Rys. 2). Jednakże przy zastosowaniu detekcji elektrochemicz-
nej takie rozwiązanie nie zawsze jest optymalne. Zbyt skrajne potencjały przykła-
dane do elektrody pracującej modyfikowanej DNA mogą powodować desorpcję 
warstwy receptorowej, a więc uszkodzenie sensora. Dlatego w badaniach wykorzy-
stano popularny znacznik redoks – błękit metylenowy (MB) [12]. Zaproponowano 
nowatorski sposób uzyskiwania sygnału analitycznego, polegający na pomiarze 
różnicowym (Rys. 3). W pierwszym etapie mierzony jest prąd dla elektrody mody-
fikowanej oligonukleotydem, zanurzonej w odpowiednim elektrolicie zawierającym 
MB. Następnie elektroda jest inkubowana w próbce zawierającej oznaczany jon oraz 
MB. Jony metali silnie oddziałujące z oligonukleotydem wypierają część cząsteczek 
błękitu z warstwy receptorowej, a więc prąd pochodzący od MB mierzony po usta-
leniu się równowagi jest niższy. Jest to związane z dodatnim ładunkiem zarówno 
kationów metali, jak i błękitu metylenowego. Sygnałem analitycznym jest zatem 
zmiana wielkości prądu dla MB, rejestrowanego dla badanego sensora przed i po 
kontakcie z oznaczanym jonem metalu [19]. Zaletami takiego układu są: możliwość 
zastosowania znacznika dającego sygnał prądowy o możliwie niskim potencjale oraz 
zmniejszenie wpływu jakości powierzchni elektrody oraz niedoskonałości utworzo-
nej oligonukleotydowej warstwy receptorowej DNA na powtarzalność wyników 
z uwagi na różnicowy charakter pomiaru. Z drugiej strony, wadą tego układu jest 
brak możliwości wykorzystania potencjału przyłożonego do elektrody do poprawy 
selektywności analizy, co sprawia, że jedynym czynnikiem decydującym o selektyw-
ności pozostaje oddziaływanie warstwy receptorowej ze składnikami próbki. 

Rysunek 3. 	 Mechanizm działania oligonukleotydowego biosensora z użyciem znacznika redoks. M – jon 
metalu; I – znacznik elektrochemiczny

Figure 3. 	 Working mechanism for oligonucleotide-based biosensor with the use of redox indicator. M – 
metal ion; I – redox indicator

Opisany powyżej sposób został z powodzeniem wykorzystany do uzyskania 
sygnału analitycznego w sensorach DNA przeznaczonych do oznaczania jonów 
UO2

2+, Hg2+ oraz Pb2+. Kolejne badania zmierzały do optymalizacji parametrów ana-
litycznych opracowanych sensorów poprzez dobór składu warstwy receptorowej. 
Badania rozpoczęto od przygotowania sensora na jony uranylowe [19]. Zbadano 
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wpływ wprowadzenia do monowarstwy oligonukleotydu tzw. czynnika blokującego 
– 6-merkapto-1-heksanolu (MCH). Obecność tego związku prowadzi do lepszego 
uporządkowania monowarstwy oraz pokrycia obszarów nie związanych z oligonu-
kleotydem. Stwierdzono, że wprowadzenie MCH do warstwy receptorowej sensora 
jonów UO2

2+ powoduje zmniejszenie nachylenia krzywej kalibracji, co można wytłu-
maczyć mniejszą gęstością pokrycia powierzchni elektrody przez oligonukleotydy. 
Jednocześnie poprawie uległa wartość korelacji liniowej krzywej kalibracji (R2), co 
można wiązać z lepszym uporządkowaniem monowarstwy DNA [20]. 

Istotnym parametrem warstwy receptorowej jest długość oligonukleotydu 
zastosowanego do jej wytworzenia. Badano elektrody modyfikowane sekwen-
cjami o długości 5, 10, 15 i 20 zasad. Stwierdzono, że największą czułością na jony 
UO2

2+ charakteryzowały się sensory zmodyfikowane oligonukleotydem o długości 
10 zasad. Niższa czułość, obserwowana w przypadku sekwencji zawierającej 5 zasad, 
wynika z niewielkiej ilości grup fosforanowych wiążących jon uranylowy. Natomiast 
nieznacznie niższa czułość dla sekwencji o długości 15 i 20 zasad jest związana 
z możliwością wyginania się i hybrydyzacji oligonukleotydów tworzących warstwę 
receptorową. Określono także wpływ czasu kontaktu sensora z próbką zawierającą 
jony UO2

2+ na czułość odpowiedzi. Zgodnie z oczekiwaniami, dłuższy czas inkubacji 
skutkował większą zmianą sygnału analitycznego przy zmianie stężenia analitu [20]. 
Należy więc stwierdzić, że czułość sensora może być w znacznym stopniu regulo-
wana poprzez dobór długości oligonukleotydu tworzącego warstwę receptorową 
oraz czas inkubacji sensora w próbce. 

Podjęto także próby regeneracji sensora po jego użyciu poprzez usunięcie 
jonów uranylowych z warstwy receptorowej. Procedura polegała na 20-krotnym 
skanowaniu elektrody techniką woltamperometrii cyklicznej w roztworze zawiera-
jącym EDTA. Przeprowadzone 4 cykle regeneracji wykazały, że znaczący spadek 
odpowiedzi obserwowany jest jedynie po pierwszej procedurze regeneracji sensora, 
natomiast w następnych cyklach sygnał stabilizuje się. Zastosowana procedura rege-
neracji, choć niedoskonała, umożliwia więc kilkukrotne wykorzystanie tego samego 
sensora do oznaczania jonów uranylowych. Zoptymalizowany sensor charaktery-
zuje się dolną granicą oznaczalności dla jonów UO2

2+ wynoszącą 30 nmol L–1, przy 
maksymalnym stężeniu tego jonu dopuszczalnym w wodzie pitnej przez US Envi-
ronmental Protection Agency wynoszącym 130 nmol L–1 [20]. 

Opisany powyżej sposób generowania sygnału analitycznego, wykorzystujący 
różnicowy pomiar prądu pochodzącego od błękitu metylenowego, został zastoso-
wany także dla sensora jonów rtęci [21, 22]. Jak już wspomniano, w tym przypadku 
elektroda złota była modyfikowana oligonukleotydem składającym się z zasad tymi-
nowych. Wykorzystując spektroskopię impedancyjną, sprawdzono celowość dodat-
kowego wprowadzenia do warstwy receptorowej 6-merkapto-1-heksanolu. Stwier-
dzono, że w monowarstwie mieszanej oligonukleotydy są rzadziej upakowane, co 
może sprzyjać wnikaniu w strukturę monowarstwy jonów Hg2+ i tworzeniu przez 
nie kompleksu z dwiema zasadami tyminowymi, znajdującymi się w sąsiednich 
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niciach DNA. Ponadto, MCH blokuje fragmenty elektrody złotej nie pokryte oli-
gonukleotydami, co zapobiega ewentualnej redukcji jonów rtęci w czasie pomiaru 
i tworzeniu się amalgamatu złota. Na podstawie powyższych przesłanek, w dalszych 
badaniach stosowano monowarstwy zbudowane z oligonukleotydu i MCH. 

Z uwagi na sposób powstawania sygnału analitycznego w badanych sensorach, 
polegający na wypieraniu z warstwy receptorowej cząsteczek znacznika (MB) przez 
jon rtęci, czynnikiem istotnym dla parametrów analitycznych jest stężenie MB 
w próbce pomiarowej. W związku z tym zmierzono odpowiedź sensora przy stałym 
stężeniu jonów rtęci i różnych stężeniach błękitu metylenowego. Największy sygnał 
analityczny zarejestrowano przy stężeniu MB wynoszącym 50 μmol L–1 i takie stęże-
nia znacznika stosowano w dalszych badaniach [22]. 

Procesy elektrodowe, prowadzone w warunkach hydrodynamicznych, a więc 
gdy dominującym sposobem transportu cząsteczek w elektrolicie jest konwek-
cja wymuszona, charakteryzują się znacznie wydajniejszą wymianą masy na gra-
nicy faz elektroda/elektrolit niż procesy prowadzone w warunkach stacjonarnych. 
W  związku z tym wykonano krzywe kalibracji opracowanych sensorów zarówno 
w warunkach stacjonarnych, jak i dynamicznych (z mieszaniem próbki zawierającej 
jony rtęci). W warunkach stacjonarnych dolna granica oznaczalności dla jonów rtęci 
wyniosła 70,2 nmol L–1, co jest wartością zbyt wysoką do praktycznych zastosowań 
sensora. W warunkach hydrodynamicznych zarejestrowano znacznie niższą war-
tość dolnej granicy oznaczalności, wynoszącą 4,63 nmol L–1. Wartość ta jest niższa 
niż maksymalne dopuszczalne stężenie jonów rtęci w wodzie pitnej, ustalone przez 
US Environmental Protection Agency na poziomie 0,002 mg L–1 (około 10 nM L–1). 
Możliwość zastosowania opracowanego sensora do oznaczania rtęci w  próbkach 
rzeczywistych sprawdzono, dokonując analizy certyfikowanego materiału odnie-
sienia. Otrzymany wynik (3,51 μmol L–1) jest na poziomie stężenia deklarowanego 
przez producenta (3,00 μmol L–1) [22]. 

Interesujące wyniki otrzymano podczas badań nad sensorem przeznaczonym 
do oznaczania jonów ołowiu [23]. W tym przypadku w warstwie receptorowej sen-
sora zastosowano aptamer – oligonukleotyd przyjmujący w obecności jonów ołowiu 
strukturę podwójnego kwadrupleksu guaninowego (TBA). Tworzony układ decy-
duje o selektywności tego sensora, ma jednak także wpływ na oddziaływanie z błę-
kitem metylenowym stosowanym w celu uzyskania sygnału prądowego. Większe 
wyeksponowanie zasad guaninowych sprawia, że MB, wykazując znaczne powino-
wactwo do guaniny, silniej oddziałuje z aptamerem w konformacji kwadrupleksu 
niż w układzie liniowym. Mierzalnym efektem takiej sytuacji jest wzrost prądu 
pochodzącego od błękitu metylenowego, rejestrowany przy wzrastającym stężeniu 
jonów ołowiu w próbce. W przypadku opisywanych wcześniej sensorów przezna-
czonych do oznaczania jonów UO2

2+ i Hg2+, wraz ze wzrastającym stężeniem analitu 
sygnał malał. 

Podobnie jak dla pozostałych badanych sensorów DNA, przeznaczonych do 
oznaczania jonów metali ciężkich, w sensorze jonów ołowiu zastosowano mono-
warstwę mieszaną, w skład której wchodził oligonukleotyd (aptamer) oraz 6-mer-
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kapto-1-heksanol. Tak przygotowany sensor zastosowano do oznaczania ołowiu 
w próbkach wody wodociągowej, do której dodano Pb(NO3)2 w stężeniu 1 μmol L–1. 
Wynik analizy tak przygotowanej próbki z zastosowaniem sensora DNA, wynoszący 
0,99 μmol L–1, świadczy o możliwości jego wykorzystania do analizy próbek rzeczy-
wistych [23].

Opracowany sensor charakteryzował się dolną granicą oznaczalności dla jonów 
ołowiu wynoszącą 34,7 nmol L–1. Choć jest to wartość niższa od maksymalnego 
dopuszczalnego stężenia jonów Pb2+ w wodzie pitnej, ustalonego przez US Environ-
mental Protection Agency (0,015 mg L–1, 72 nmol L–1), to należy jednak stwierdzić, 
że nie jest ona satysfakcjonująca na tle innych elektrochemicznych metod oznacza-
nia ołowiu. Dlatego też podjęto prace nad obniżeniem dolnej granicy oznaczalno-
ści tych sensorów, między innymi poprzez zastosowanie innego znacznika redoks. 
Badania te są wciąż prowadzone, a ich wstępne wyniki wydają się bardzo obiecujące 
[23]. 

PODSUMOWANIE

W niniejszym artykule opisano zastosowanie biosensorów z warstwami recep-
torowymi DNA, przeznaczonymi do oznaczania jonów metali ciężkich. Można 
stwierdzić, że taki sposób modyfikacji jest prostszy i dający więcej możliwości, 
w porównaniu do zastosowania klasycznych receptorów. Opracowanie nowego 
związku, zdolnego do selektywnego oddziaływania z wybranym analitem, wymaga 
zazwyczaj syntezy kilku związków o zbliżonej strukturze, a wybór najlepszego 
z nich jest dokonywany na podstawie badań empirycznych. Synteza receptorów to 
najczęściej proces wieloetapowy, wymagający dużej wiedzy, czasu, a przede wszyst-
kim generujący znaczne koszty. Oligonukleotydy są obecnie dostępne komercyjnie, 
zakupić można właściwie dowolną sekwencję zasad, dodatkowo istnieje możli-
wość modyfikacji oligonukleotydu różnego rodzaju grupami, np. w celu ułatwienia 
immobilizacji. Co szczególnie ważne, dzięki automatyzacji syntezy, koszty zakupu 
oligonukleotydów są niewielkie, nawet w przypadku oczyszczania HPLC i mody-
fikacji np. grupą –SH. Umożliwia to sprawne prowadzenie szeroko zakrojonych 
badań nad sensorami DNA.

Zastosowanie opracowanych sensorów DNA do oznaczania jonów metali 
ciężkich odbiega od najbardziej naturalnej aplikacji, jaką jest oznaczanie ważnych 
sekwencji kwasów nukleinowych. Mimo to, sensory te charakteryzują się wysoką 
selektywnością wobec oznaczanych jonów, przy czym selektywność może być 
w znacznym stopniu modyfikowana przez dobór odpowiedniej sekwencji oligonu-
kleotydu. Dolne granice oznaczalności, wyznaczone dla tych sensorów, pozwalają 
na oznaczanie jonów uranylowych, ołowiu i rtęci w próbkach np. wody pitnej na 
poziomie poniżej dopuszczalnych norm.



Ł. GÓRSKI, R. ZIÓŁKOWSKI, A. BALA, M. JARCZEWSKA, E. MALINOWSKA336

PODZIĘKOWANIA

Badania zrealizowano dzięki finansowaniu z grantu NCN nr 2011/01/N/
ST4/03330 oraz ze środków Politechniki Warszawskiej. 

PIŚMIENNICTWO CYTOWANE

	 [1] 	 G.S. Wilson, R. Gifford, Biosens. Bioelectron., 2005, 20, 2388.
	 [2] 	 N.lL. Rosi, C.A. Mirkin, Chem. Rev., 2005, 105 (4), 1547.
	 [3] 	 Y. Shao, J. Wang, H. Wu, J. Liu, I.A. Aksay, Y. Lin, Electroanal., 2010, 22 (10), 1027.
	 [4] 	 J. Wang, Electroanal., 2005, 17(1), 7.
	 [5] 	 F.R.R. Teles, L.P. Fonseca, Talanta, 2008, 77, 606.
	 [6] 	 A. Sassolas, B.D. Leca-Bouvier, L.J. Blum, Chem. Rev., 2008, 108, 109.
	 [7] 	 K.R. Rogers, Anal. Chim. Acta, 2006, 568, 222.
	 [8] 	 D.P. Kalogianni, T. Koraki, T.K. Christopoulos, P.C. Ioannou, Biosens. Bioelectron., 2006, 21, 

1069.
	 [9] 	 S.C.B. Oliveira, O. Corduneanu, A.M. Oliveira-Brett, Bioelectrochemistry, 2008, 72, 53.
	 [10] 	 T.G. Drummond, M.G. Hill, J.K. Barton, Nat. Biotechnol., 2003, 21 (10), 1192.
	 [11] 	 J.J. Gooding, Electroanal., 2002, 14 (17), 1149.
	 [12] 	 E.E. Ferapontova, Curr. Anal. Chem., 2011, 7 (1), 51.
	 [13] 	 G. Bagni, D. Osella, E. Sturchio, M. Mascini, Anal. Chim. Acta, 2006, 573–574, 81.
	 [14] 	 P. D’Orazio, Clin. Chim. Acta, 2011, 412, 1749.
	 [15] 	 E. Palecek, M. Fojta, M. Tomschik, J. Wang, Biosens. Bioelectron., 1998, 13, 621.
	 [16] 	 Y. Lu, J. Liu, Curr. Opin. Biotech., 2006, 17, 580.
	 [17] 	 R. Stoltenburg, C. Reinemann, B. Strehlitz, Biomem. Eng., 2007, 24, 381.
	 [18] 	 S. Song, L. Wang, J. Li, J. Zhao, C. Fan, Trac-Trend Anal. Chem., 2008, 27 (2), 108.
	 [19] 	 R. Ziółkowski, Ł. Górski, S. Oszwałdowski, E. Malinowska, Anal. Bioanal. Chem., 2012, 402, 2259.
	 [20] 	 M. Jarczewska, R. Ziółkowski, L. Górski, E. Malinowska, Bioelectrochemistry, 2014, 96, 1.
	 [21] 	 Ł. Górski, R. Ziółkowski, E. Malinowska, ECS Trans., 2012, 50, 333.
	 [22] 	 R. Ziółkowski, M. Jarczewska, Ł. Górski, E. Malinowska, J. Electroche. Soc., 2013, 160, B152.
	 [23] 	 A.-E. Radi, J.L.A. Sanchez, E. Baldrich, C.K. O’Sullivan, Anal. Chem., 2005, 77, 6320.
	 [24] 	 M. Jarczewska, E. Kierzkowska, R. Ziółkowski, Ł. Górski, E. Malinowska, Bioelectrochemistry, 

2015, 101, 35.
	 [25] 	 R. Ziółkowski, Ł. Górski, Curr. Anal. Chem., 2014, 10, 600.
	 [26] 	 A. Sassolas, L.J. Blum, B.D. Leca-Bouvier, Electroanal., 2009, 21 (11), 1237.

Praca wpłynęla do Redakcji 8 maja 2015



2015, 69, 5-6

ENZYMATYCZNE REAKCJE  
ROZSZCZEPIENIA WIĄZANIA C–C.  

ZASTOSOWANIE W SYNTEZIE ZWIĄZKÓW 
ZAPACHOWYCH, FARMACEUTYKÓW  

ORAZ W BIOREMEDIACJI

ENZYMATIC REACTIONS OF THE C–C BOND 
CLEAVAGE. APPLICATIONS IN SYNTHESIS OF 
AROMA COMPOUNDS, PHARMACEUTICALS  

AND IN BIOREMEDIATION 

Anna Panek*, Natalia Milecka-Tronina, Alina Świzdor

Katedra Chemii, Wydział Nauk o Żywności,  
Uniwersytet Przyrodniczy we Wrocławiu,  

ul. C.K. Norwida 25, 50-375 Wrocław 
*e-mail: anna.szpineter@up.wroc.pl

Abstract
Wprowadzenie
1.	 Enzymatyczne reakcje rozszczepienia wiązania C–C
2.	 Wykorzystanie reakcji rozszczepienia wiązania C–C w syntezie
 	 2.1.	 Synteza związków zapachowych
		  2.1.1.	 Otrzymywanie γ-laktonów
		  2.1.2.	 Otrzymywanie metyloketonów
		  2.1.3.	 Otrzymywanie waniliny
	 2.2.	 Enzymatyczna modyfikacja steroli do produktów użytecznych w syntezie  
		  leków steroidowych
		  2.2.1.	 Surowce do produkcji leków steroidowych
		  2.2.2.	 Przebieg enzymatycznej degradacji łańcucha bocznego steroli
		  2.2.3.	 Wykorzystanie produktów degradacji steroli w syntezie leków
3.	 Biodegradacja związków aromatycznych
Podsumowanie
Piśmiennictwo cytowane

mailto:mailto:%20anna.szpineter%40up.wroc.pl?subject=


A. PANEK, N. MILECKA-TRONINA, A. ŚWIZDOR338

Anna Panek jest absolwentką Wydziału Chemii Uniwersytetu Wrocławskiego. 
Uzyskała tytuł doktora nauk biologicznych z zakresu biotechnologii na Uniwersy-
tecie Przyrodniczym we Wrocławiu. Obecnie jest adiunktem w Katedrze Chemii 
Wydziału Nauk o Żywności UP we Wrocławiu. Głównym obszarem jej zaintere-
sowań badawczych jest enzymatyczna modyfikacja związków naturalnych, głównie 
izoprenoidów, z uwzględnieniem układów steroidowych. 

Natalia Milecka-Tronina w roku 2009 ukończyła studia z zakresu biotechnologii 
na Wydziale Nauk o Żywności Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu, gdzie 
w 2013 roku uzyskała tytuł doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biotechnolo-
gia. Obecnie jest asystentem w Katedrze Chemii wspomnianej uczelni. Wiodącym 
tematem jej badań są mikrobiologiczne przekształcenia związków steroidowych.

Alina Świzdor po ukończeniu studiów chemicznych na Wydziale Matematyki, 
Fizyki i Chemii Uniwersytetu Wrocławskiego podjęła pracę w Katedrze Chemii 
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocławiu, gdzie uzyskała stopień doktora oraz 
doktora habilitowanego nauk biologicznych z zakresu biotechnologii. Obecnie jest 
adiunktem na Wydziale Nauk o Żywności tej uczelni. Główne kierunki jej pracy 
naukowej to przekształcenia mikrobiologiczne naturalnych związków izoprenoido-
wych, w szczególności biotransformacje układów steroidowych.



ENZYMATYCZNE REAKCJE ROZSZCZEPIENIA WIĄZANIA C–C 339

ABSTRACT

The microorganisms are able to utilize natural and synthetic compounds of 
broad structural diversity as a source of carbon and energy, converting these sub-
strates into low molecular weight products (mainly H2O, CO2 and NH3). The main 
role in this metabolism is played by the enzymes that catalyze reactions of the C–C 
bond cleavage. Such reactions are the key step of the primary metabolism of fatty 
acids in eukaryotic cells by the β-oxidation. The enzymatic systems associated with 
the C–C bond cleavage have been applied in the synthesis of valuable natural pro-
ducts and in the bioremediation processes.

Microbial transformations of natural compounds, in which the reactions of 
β-oxidation cycle are used, allow the formation of natural aromatic compounds 
(used as food additives), pharmaceuticals and ingredients of cosmetic compositions. 
Using this path one can obtain methyl ketones (e.g. responsible for the characteristic 
smell of cheeses), γ-lactones determining the scent of several popular fruits, and 
vanillin.

A modification of the natural steroids: saponins, alkaloids, sterols, bile acids to 
products useful in the synthesis of steroid drugs is the most important area of use of 
the enzymatic C–C bond cleavage, due to the practical significance of the products. 
Enzymes that catalyze the C–C bonds cleavage are important in the process of bio-
degradation of toxic aromatic hydrocarbons and their derivatives (bioremediation).

Keywords: β-oxidation, vanillin, γ-decalactone, methyl ketones, steroid drugs, bio-
remediation
Słowa kluczowe: β-oksydacja, wanilina, γ-dekalakton, metyloketony, leki stero-
idowe, bioremediacja
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WPROWADZENIE

Zastosowanie biokatalizy w syntezie systematycznie wzrasta, głównie ze 
względu na wysoką aktywność katalityczną enzymów, selektywność ich działania, 
w tym chemo-, regio- stereo- i enancjoselektywność. Wyniki licznych doświadczeń 
wykazały, że stereochemia cząsteczki wpływa na aktywność biologiczną związku, 
m.in. właściwości sensoryczne, aktywność hormonalną i działanie terapeutyczne 
[1,  2]. Stanowi to uzasadnienie podjęcia intensywnych badań, których celem 
jest opracowanie metod syntezy chiralnych, biologicznie aktywnych cząsteczek 
w  postaci wybranego enancjomeru. Zastąpienie niektórych tradycyjnych techno-
logii przemysłowych procesami bazującymi na biokatalizie pozwoliło na efektyw-
niejszą i bardziej ekologiczną produkcję np. licznych środków spożywczych, leków 
czy innych związków chemicznych. Naturalne zdolności mikroorganizmów do 
rozkładu związków organicznych coraz większego znaczenia nabierają w redukcji 
zanieczyszczeń środowiskowych. W opisanych powyżej procesach wykorzystywane 
są między innymi enzymy uczestniczące w reakcjach rozszczepienia wiązania C–C, 
np. monooksygenazy biorące udział w reakcji utlenienia typu Baeyera-Villigera oraz 
enzymy cyklu β-oksydacji

W niniejszym artykule dokonano krótkiej charakterystyki biotechnologicznych 
metod syntezy ważniejszych naturalnych związków zapachowych, w tym dodatków 
do żywności oraz leków steroidowych, w których rozszczepienie wiązania C–C jest 
jednym z istotnych etapów reakcji. Omówiono także wybrane przykłady wykorzy-
stania mikroorganizmów w bioremediacji.

1. ENZYMATYCZNE REAKCJE ROZSZCZEPIENIA WIĄZANIA C–C

Substraty wykorzystywane przez mikroorganizmy jako źródło węgla i energii 
są związkami o różnorodnym składzie i strukturze. Mikroorganizmy syntetyzują 
enzymy, które w cyklu następujących kolejno po sobie reakcji katalizują przekształ-
cenie tych związków do niskocząsteczkowych produktów (głównie H2O, CO2 i NH3). 

Dzikie szczepy, występujące w środowisku zanieczyszczonym produktami 
przemysłu petrochemicznego produkują m.in. monooksygenazy Baeyera-Villigera 
(BVMO), które katalizują pierwszy etap metabolizmu ketonów – reakcję utlenienia 
do laktonów lub estrów (Schemat 1) [3]. Produktem następującej kolejno hydrolizy 
jest hydroksykwas lub kwas, który degradowany jest ostatecznie do niskocząstecz-
kowych produktów na drodze β-oksydacji. Mechanizm enzymatycznego utlenienia 
Baeyera-Villigera oraz wykorzystanie tego typu reakcji zostało opisane w naszym 
artykule opublikowanym uprzednio w tym czasopiśmie [4].
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Schemat 1. 	 Utlenienie Baeyera-Villigera jako pierwszy etap mikrobiologicznej degradacji ketonów
Scheme 1. 	 The Baeyer-Villiger oxidation as the first microbial step of ketones’ degradation

β-Oksydacja jest podstawową ścieżką metabolizmu kwasów tłuszczowych 
w komórkach eukariotycznych, w której z kwasu tłuszczowego o nierozgałęzionym 
łańcuchu powstaje acetylo-SCoA i ester kwasu (R-COSCoA) krótszego o dwa atomy 
węgla (Schemat 2). 

Schemat 2. 	 Enzymy katalizujące cykl β-oksydacji i syntezę metyloketonu
Scheme 2. 	 Enzymes catalyzing the β-oxidation cycle and the methyl ketone synthesis

Pierwszym etapem cyklu przemian jest aktywacja grupy karboksylowej kwasu. 
Kwas, z udziałem ATP, przekształcany jest w odpowiedni acyloadenylan a ten kolejno 
w ester koenzymu A (Schemat 2, etapy 1 i 2) [5]. Następnie od tioestru odszczepiana 
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jest cząsteczka wodoru i powstaje enoilo-SCoA, z którego po hydratacji tworzy się 
3-hydroksy-acylo-SCoA. Etapy odszczepienia cząsteczki wodoru (powstaje trans 
enoilo-SCoA) oraz addycji wody charakteryzują się stereoselektywnością (Sche-
mat 2, etapy 3 i 4). Ta sama hydrataza katalizuje addycję cząsteczki wody do trans i cis 
enoilo-SCoA, jednakże produktem hydratacji wiązania trans jest L-hydroksy-pro-
dukt, a w wyniku hydratacji cis substratu powstaje D-izomer. Następnie, w wyniku 
utlenienia wprowadzonej grupy hydroksylowej powstaje β-ketoacylo-SCoA (Sche-
mat 2, etap 5). Ostatnim etapem cyklu β-oksydacji jest tiolityczne rozszczepienie 
β-ketoacylo-SCoA, które prowadzi do acetylo-SCoA i tioestru kwasu (R-COSCoA) 
o krótszym łańcuchu węglowym (Schemat 2, etap 6) [5]. 

W kulturach niektórych mikroorganizmów β-ketoacylo-SCoA może być prze-
kształcany również do metyloketonu w reakcji dekarboksylacji β-ketokwasu – pro-
duktu hydrolizy β-ketoacylo-SCoA (Schemat 2, etapy 7 i 8). 

Enzymatyczne rozszczepienie wiązania C–C jest również ważnym etapem 
mikrobiologicznej degradacji węglowodorów aromatycznych, która może prze-
biegać zarówno w warunkach tlenowych jak i beztlenowych. Metabolizm węglo-
wodorów aromatycznych obejmuje trzy zasadnicze etapy: (I) aktywację cząsteczki 
substratu, (II) rozszczepienie wiązania C–C w pierścieniu aromatycznym, (III) 
degradację acyklicznego kwasu karboksylowego (Schematy 3 i 4) [6]. 

Schemat 3. 	 Mikrobiologiczne utlenienie benzenu w warunkach tlenowych
Scheme 3. 	 Microbial oxidation of benzene in aerobic conditions 
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W warunkach tlenowych w reakcji katalizowanej przez monooksygenazę lub 
diooksygenazę, węglowodór aromatyczny np. benzen utleniany jest do tlenku lub 
nadtlenku (Schemat 3, etapy 1a i 1b) [7, 8] przekształcanych w kolejnym etapie do 
trans lub cis 3,5-dien-1,2-dioli (Schemat 3, etapy 2a i 2b). Oba izomeryczne diole 
pod wpływem selektywnych dehydrogenaz ulegają następnie rearomatyzacji do 
katecholu (Schemat 3, etapy 3a i 3b) [9].

Dalszy mikrobiologiczny metabolizm katecholu związany jest z rozczepieniem 
wiązania C–Corto lub C–Cmeta (Schemat 3, etapy 4a lub 4b) [10]. Powstające produkty 
ulegają dalszej degradacji na drodze β-oksydacji do kwasu bursztynowego i octo-
wego (rozszczepienie C–Corto) lub kwasu pirogronowego i acetaldehydu (rozszcze-
pienie C–Cmeta) (Schemat 3). Rozszczepienie wiązania orto katalizowane jest przez 
dioksygenazę „wewnątrzdiolową”, a oksygenaza „zewnątrzdiolowa” odpowiedzialna 
jest za rozszczepienie wiązania meta [11].

W warunkach beztlenowych mikrobiologiczna degradacja węglowodorów 
aromatycznych rozpoczyna się reakcją, w której tworzy się nowe wiązanie C–C. Na 
przykład z toluenu, w wyniku enzymatycznej addycji cząsteczki kwasu fumarowego, 
powstaje kwas benzylobursztynowy (etap aktywacji) (Schemat 4, etap 1) [12, 13]. 
Produkt addycji, w cyklu β-oksydacji, przekształcany jest kolejno do benzylobursz-
tynylo-SCoA i benzoilo-SCoA (Schemat 4, etapy 2 i 3) [14]. Ten ostatni związek 
jest produktem pośrednim większości przemian substratów aromatycznych. Z ben-
zoilo-SCoA, przy udziale reduktazy benzoilo-SCoA, powstaje cykloheksa-1,5-dien-
-1-karboksy-SCoA (Schemat 4, etap 4). Addycja cząsteczki wody do układu skoniu-
gowanego dienu prowadzi do produktu z allilową grupą hydroksylową w pierścieniu 
cykloheksanowym, która w następnym etapie utleniana jest do ketonu. Po addy-
cji dwóch cząsteczek wody, powstaje dalej acykliczny 3-hydroksypimeloilo-SCoA 
(Schemat 4, etap 5). W cyklu β-oksydacji ester ten ulega przekształceniu do gluta-
rylo-SCoA, który po dehydrogenacji przez dehydrogenazę glutarylo-SCoA i kolejno 
dekarboksylacji tworzy krotonylo-SCoA (Schemat 4, etap 6). Dalsze utlenienie kro-
tonylo-SCoA prowadzi do dwóch cząsteczek acetylo-SCoA.
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Schemat 4. 	 Mikrobiologiczna degradacja toluenu w warunkach beztlenowych 
Scheme 4. 	 Microbial degradation of toluene in anaerobic conditions

2. WYKORZYSTANIE ROZSZCZEPIENIA WIĄZANIA C–C W SYNTEZIE

Enzymatyczne reakcje rozszczepienia wiązania C–C, które umożliwiają drob-
noustrojom rozwój w środowisku, znalazły zastosowanie m.in. w syntezie związków 
biologicznie czynnych, głównie naturalnych aromatów i leków steroidowych oraz 
w procesach bioremediacji [15–24].

2.1. SYNTEZA ZWIĄZKÓW ZAPACHOWYCH

Konkurencyjność przemysłu spożywczego oraz wzrost świadomości społe-
czeństwa podążającego za zdrowym trybem życia sprawiają, że konsumenci prefe-
rują produkty określane jako „naturalne”. Zgodnie z przepisami Unii Europejskiej 
(EU 88/388/EEC) związek klasyfikowany jest jako naturalny, jeśli otrzymywany jest 
w procesie biotransformacji naturalnego substratu. Ten sam produkt uzyskany na 
drodze chemicznej określany jest terminem „identyczny z naturalnym” [15]. Dąże-
nie do żywności atrakcyjnej i spełniającej oczekiwania konsumentów powoduje 
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stały wzrost zainteresowania naturalnymi dodatkami spożywczymi, których pro-
dukcja opiera się na zastosowaniu procesów biotechnologicznych.

2.1.1. Otrzymywane γ-laktonów

Cennym dodatkiem aromatycznym stosowanym w produkcji żywności są  
γ- i δ-laktony. Laktony obecne w owocach i fermentowanych produktach decydują 
o ich charakterystycznej nucie zapachowej. γ-Dekalakton o owocowo-oleistym 
aromacie ma zasadniczy wpływ na zapach brzoskwiń, moreli i truskawek. Cena 
γ-dekalaktonu, przed opracowaniem biotechnologicznych metod jego uzyskiwania, 
wynosiła 20 tys. $/kg. 

Pierwszym etapem badań nad syntezą γ-dekalaktonu na drodze biokatalizy 
była selekcja szczepu, w kulturze którego następowało utlenienie kwasu rycynolo-
wego do kwasu 4-hydroksydekanowego [25]. Kwas rycynolowy ((12R)-hydroksy-
-cis-9-oktadekenowy) to jeden z nielicznych naturalnych hydroksykwasów tłusz-
czowych dostępny w znacznych ilościach; przykładowo produkt hydrolizy oleju 
rącznikowego zawiera 90% kwasu rycynolowego. Produkcja γ-dekalaktonu z tego 
kwasu obejmuje dwa główne etapy: enzymatyczne utlenienie hydroksykwasu do 
kwasu 4-hydroksydekanowego a następnie jego cyklizację w środowisku kwasowym 
i podwyższonej temperaturze [16]. 

Pierwszy etap procesu katalizowany może być przez szereg szczepów drożdży, 
m.in. Sacharomyces cerevisiae, Candida maltosa, C. tropicalis, Yarrowia lipolytica, 
Rhodotorula aurantiaca, Sporidiobolus spp., S. salmonicolor, S. ruinenii, S. johnsonii, 
S. pararoseus [16, 26-28]. 

Kwas 4-hydroksydekanowy powstaje z kwasu rycynolowego w wyniku czterech 
cykli β-oksydacji (produktami pośrednimi są: C16-, C14-, C12- i C10-SCoA) (Sche-
mat 5). Hydroliza 4-hydroksy-dekaoilo-SCoA prowadzi do kwasu 4-hydroksyde-
kanowego, który ulega wewnątrzcząsteczkowej estryfikacji do γ-dekalaktonu [16]. 
W procesie biotransformacji kwasu rycynolowego uzyskuje się ten sam enancjomer 
γ-dekalaktonu, który występuje w brzoskwiniach i innych owocach. Efektywnym 
biokatalizatorem w tej syntezie jest szczep Y. lipolytica [17]. W kulturze Y. lipolytica, 
obok γ-dekalaktonu jako głównego produktu, identyfikowano m.in. 3-hydroksy-γ-
dekalakton i analogi γ-dekalaktonu z wiązaniem podwójnym w pierścieniu laktono-
wym (Schemat 5) [25, 26, 29]. Mimo że, 3-en-γ-dekalakton odznacza się intensyw-
niejszą nutą owocową niż γ-dekalakton, z powodu braku prostej metody oddzielenia 
go od 2-en izomeru (o zapachu grzybowym), nie jest stosowany w praktyce [27].
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Schemat 5. 	 Przekształcenie kwasu rycynolowego do γ-dekalaktonu z użyciem szczepu Y. lipolytica
Scheme 5. 	 Transformation of ricinoleic acid to γ-decalactone using Y. lipolytica

Inny zapachowy lakton – γ-dodekalakton, otrzymywany jest z kwasu oleino-
wego. W przekształceniu tym uczestniczą dwa biokatalizatory [30]. Gram-dodatni 
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szczep bakterii katalizuje utlenienie kwasu oleinowego do kwasu (10R)-hydroksy-
stearynowego [16], który kolejno utleniany jest przez drożdże piekarskie do kwasu 
(4R)-hydroksydodekanowego (Schemat 6). Cyklizacja powstałego produktu prowa-
dzi do γ-dodekalaktonu. Wydajność całego procesu wynosi ponad 22%.

Schemat 6. 	 Przekształcenie kwasu oleinowego do (R)-γ-dodekalaktonu na drodze biokatalizy
Scheme 6. 	 Transformation of oleic acid to (R)-γ-dodecalactone by biocatalysis

2.1.2. Otrzymywanie metyloketonów

Metyloketony o nieparzystej liczbie atomów węgla (C7, C9, C11) odznaczają się 
aromatem o charakterystycznej orzechowej nucie. Są one odpowiedzialne za specy-
ficzny zapach serów pleśniowych oraz odgrywają istotną rolę w dostarczaniu aro-
matów kojarzonych z pieczonymi lub gotowanymi potrawami zawierającymi masło 
(3-hydroksybutanon i butanodion). W produkowanym klasycznie niebieskim serze 
pleśniowym (szczep Penicillium roqueforti) obecne są: 2-heptanon, 2-nonanon, 
2-pentanon i 2-undekanon [18]. Metyloketony powstają w procesie dojrzewania 
sera, podczas którego obecne w pleśni enzymy katalizują hydrolizę trójglicerydów 
mleka w wolne kwasy tłuszczowe, które następnie są utleniane do metyloketonów 
[30] (Schemat 7).
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Schemat 7. 	 Enzymatyczne utlenienie kwasu karboksylowego do metyloketonu
Scheme 7. 	 Enzymatic oxidation of a carboxylic acid to methyl ketone

Początkowe etapy transformacji kwasu tłuszczowego katalizowane są przez 
enzymy cyklu β-oksydacji (Schemat 7, etapy 1–4). Tworzący się β-keto-acyloSCoA 
ulega kolejno hydrolizie pod wpływem tioesterazy do β-ketokwasu, z którego 
w wyniku dekarboksylacji powstaje metyloketon, zawierający o jeden atom węgla 
mniej niż substrat [30, 31].

Metyloketony charakteryzują się nie tylko atrakcyjnymi właściwościami 
zapachowymi, ale także wysoką liczbą cetanową (LN). Liczba cetanowa świadczy 
o  jakości paliwa do silników wysokoprężnych. Wartość LN dla 2-undekanonu 
wynosi 56,6 a dla mieszaniny (50/50 v/v) 2-undekanonu i 2-tridekanonu – 58,4. 
Oleje napędowe stosowane w USA mają LN nie niższe niż 40 [32].

W ostatnich latach podjęto intensywne badania nad mikrobiologicznym utle-
nieniem kwasów karboksylowych do metyloketonów, głównie w zakresie biochemii 
i genetyki. Ich rezultatem jest identyfikacja u jednej z odmian pomidora (Solanum 
habrochaites) metyloketonowej syntazy I (ShMKS1) i metyloketonowej syntazy II 
(ShMKS2). Postuluje się, że ShMKS1 wykazuje aktywność tioesterazy i dekarboksy-
lazy, a ShMKS2 odpowiedzialny jest za hydrolizę wiązania estrowego β-ketoacylo-
SCoA (Schemat 7, etapy 6 i 5) [33].

Innym genetycznie zmodyfikowanym mikroorganizmem zdolnym do efektyw-
nej syntezy metyloketonów jest szczep Escherichia coli, który produkuje 700-krotnie 
więcej nasyconych i jednonienasyconych metyloketonów, w tym 2-undekanonu 
i  2-tridekanonu, względem szczepu z nadprodukcją kwasu tłuszczowego [32]. 
Modyfikacja genetyczna tego szczepu obejmowała nadekspresję dehydrogenazy 
acylo-SCoA z M. luteus, nadekspresję natywnej hydratazy enoilo-SCoA, delecję 
genu β-ketotiolazy i nadekspresję natywnej tioesterazy. 

Rekombinant E. coli (EGS560) po nadekspresji tioesterazy do szczepu z nad-
produkcją β-ketoacylo-SCoA syntezował 9-krotnie więcej 2-tridekanonu niż wyj-
ściowy mikroorganizm [32]. Szczep ten, uznany za najlepszy do produkcji mety-
loketonów, produkował oprócz wymienionego składnika również 2-undekanon, 
2-tridecenon, 2-tridekanon, 2-pentadecenon i 2-pentadekanon. Inny rekombinant 
E. coli, oznaczony symbolem DH1 (po nadekspresji natywnej hydratazy enoilo-
-SCoA i heterologicznej oksydazy acylo-SCoA- w miejsce dehydrogenazy acylo-
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-SCoA – przy równoczesnej delecji genu β-ketotiolazy), odznaczał się szczególnie 
wysoką aktywnością katalityczną. Zastosowanie E. coli DH1 pozwoliło na uzyskanie 
blisko 75-krotnie więcej metyloketonów, głównie 2-tridekanonu. Heterologiczna 
oksydaza acylo-SCoA charakteryzowała się dobrą rozpuszczalnością i wysoką spe-
cyficznością [32].

Przedstawione rezultaty wskazują, że wykorzystanie inżynierii genetycznej 
pozwoli na opracowanie wydajnej metody syntezy metyloketonów na drodze bio-
katalizy. Otrzymane na tej drodze metyloketony będą mogły być zastosowane jako 
komponenty biopaliw.

2.1.3. Otrzymywanie waniliny

Intensywne badania nad opracowaniem biokatalitycznych, efektywnych metod 
uzyskiwania związków zapachowych dotyczą również waniliny [34–40]. Wanilina 
(4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd) wchodzi w skład kompozycji zapachowych 
żywności (głównie wyrobów cukierniczych i napojów), perfum, kosmetyków oraz 
farmaceutyków [15]. Roczne, globalne zapotrzebowanie na wanilinę sięga ponad 
10 000 ton, a aktualnie udział naturalnej waniliny nie przekracza 0,5%. Syntetyczna 
wanilina jest tania (12 $/kg), podczas gdy cena waniliny pozyskiwanej z Vanilla 
planifolia, z racji niskiej jej zawartości w strąkach (nieprzekraczającej 2%) to około 
3 tys. $/kg. Badania nad opracowaniem efektywnych metod otrzymywania natural-
nej waniliny koncentrują się głównie na poszukiwaniu odpowiedniego naturalnego 
surowca oraz biokatalizatora zdolnego do jego przekształcenia. Niewielkie ilości 
waniliny i jej pochodnych (kwasu wanilinowego, dehydrodiwanilinowego) identyfi-
kowane były m.in. w mieszaninie po degradacji ligniny przez grzyby białej zgnilizny 
drewna. Znacznie wyższe wydajności waniliny uzyskuje się w mikrobiologicznych 
transformacjach eugenolu lub kwasu ferulowego (Schemat 8). Kwas ferulowy prze-
kształcany jest przez szereg szczepów bakterii, kultury tkankowe Capsicum frute-
scensi i linie komórkowe Vanilla planifolia [15]. W kulturach mikroorganizmów 
Bacillus subtilis, Polyporus versicolor, Pseudomonas acidovorans, Streptomyces setoni 
i in. kwas ten utleniany jest do waniliny w reakcjach katalizowanych przez enzymy 
cyklu β-oksydacji [15, 34, 40]. Aktywację kwasu ferulowego do tioestru katalizuje 
syntetaza feruloilo-SCoA (Schemat 8, etap 4). Po hydratacji wiązania podwójnego 
następuje rozszczepienie wiązania C–C, którego produktami są wanilina i acetylo-
-SCoA (Schemat 8, etap 5). W kulturach wielu mikroorganizmów może zachodzić 
dalsze utlenienie produktu, co skutkuje obniżeniem zawartości akumulowanej 
waniliny (Schemat 8, etap 6). Reakcja ta jest elementem mechanizmu obronnego 
szczepu, ponieważ wanilina ma toksyczne działanie wobec większości mikroorga-
nizmów [15]. 
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Schemat 8. 	 Enzymatyczne przekształcenie eugenolu do waniliny
Scheme 8. 	 Enzymatic transformation of eugenol to vanillin

2.2. ENZYMATYCZNA MODYFIKACJA STEROLI DO PRODUKTÓW UŻYTECZNYCH  
W SYNTEZIE LEKÓW STEROIDOWYCH

Naturalne związki steroidowe i ich syntetyczne analogi wykazują różnorodne 
działanie biologiczne m.in.: przeciwzapalne (hydrokortyzon, prednizolon), diure-
tyczne (spironolakton), anaboliczne (testosteron, metylotestosteron), neuroprotek-
torowe (7β-hydroksyepiandrosteron), poprawiające pracę serca (estradiol). Leki ste-
roidowe stosowane są w terapii osteoporozy, nowotworów prostaty, w zaburzeniach 
pracy nadnerczy oraz profilaktyce chorób wieńcowych [19]. Struktury wybranych 
związków steroidowych o aktywności biologicznej przedstawione są na Schema-
cie 9.
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Schemat 9. 	 Struktury związków steroidowych wykazujących różną aktywność biologiczną
Scheme 9. 	 Structures of steroid compounds exhibiting diverse biological activity

2.2.1. Surowce do produkcji leków steroidowych

Roczna wartość rynkowa produkowanych steroidów szacowana jest na 
4–8 miliardów dolarów USA, w tym miliard dolarów przypada na androstendion 
(AD) i androstadiendion (ADD), które są substratami stosowanymi w syntezie sze-
regu leków steroidowych.

Schemat 10. 	 Diosgenina, solasodyna i stigmasterol modyfikowane na drodze chemicznej do C21-steroidów
Scheme 10. 	 Chemical modification of diosgenine, solasodyne and stigmasterol to C21-steroids	
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Do lat siedemdziesiątych ubiegłego wieku podstawowym surowcem do ich 
produkcji była diosgenina, uzyskiwana z bulw meksykańskiej rośliny Dioscorea 
composita. Następnie opracowano metodę, w której wykorzystuje się solasodynę 
(Schemat 10) [19].

Schemat 11. 	 Struktury pospolitych steroli zwierzęcych A) i roślinnych B)
Scheme 11. 	 Structures of commonly occurring sterols derived from A) animals and B) plants

Ze względu na rosnące zapotrzebowanie na leki steroidowe i ograniczoną oraz 
niestabilną (m.in. ze względu na warunki pogodowe) podaż diosgeniny, podjęto 
prace nad poszerzeniem bazy surowcowej o sterole, głównie cholesterol, stigmaste-
rol i β-sitosterol (Schematy 10 i 11).

Znaczne ilości steroli głównie stigmasterolu, β-sitosterolu i kampesterolu 
zawierają oleje sojowy i rzepakowy a także miazga roślinna uzyskiwana np. z trzciny 
cukrowej czy odpady przemysłu papierniczego. Stigmasterol, sterol z wiązaniem 
podwójnym w łańcuchu bocznym, może być przekształcany na drodze chemicznej 
w reakcji utleniającego rozszczepienia wiązania C-22–C-23 do progesteronu (Sche-
mat 10), podczas gdy układy z nasyconym łańcuchem węglowodorowym przez 
szereg lat stanowiły niepotrzebny balast [41]. Podjęte próby opracowania metody 
chemicznej modyfikacji łańcucha bocznego tych steroli nie dały zadawalających 
rezultatów. Uzyskiwano mieszaninę wielu produktów przy jednocześnie niewyso-
kim stopniu konwersji substratów. 

Założono, że ze względu na selektywność działania enzymów, możliwe będzie 
opracowanie metody selektywnego odszczepienia łańcucha bocznego steroli metodą 
transformacji mikrobiologicznej. Podstawą tej hipotezy była znana zdolność szcze-
pów bakterii gram-dodatnich (Brevibacterium, Mycobacterium, Rhodococcus, Strep-
tomyces) i gram-ujemnych (Burkholderia, Chromobacterium, Comamonas, Pseu-
domonas) do wykorzystywania steroli jako źródła węgla [42]. Wiele grup badaczy 
przeprowadziło prace, które miały na celu wyselekcjonowanie ze środowiska natu-
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ralnego szczepów zdolnych do selektywnej degradacji łańcucha bocznego steroli. 
Przetestowano setki mikroorganizmów, ale żaden z nich nie prowadził pożądanego 
przekształcenia: sterol → C19- (C21- lub C22-) steroid. Badania wykazały, że dzikie 
szczepy katalizują utleniającą degradację łańcucha bocznego steroli, ale obok niej 
następuje utlenienie szkieletu steroidowego; końcowymi produktami transformacji 
były dwutlenek węgla i woda (Schemat 12). Po biotransformacji β-sitosterolu, kam-
pesterolu czy cholesterolu w mieszaninie metabolitów identyfikowano niewielkie 
ilości użytecznych syntetycznie C19-steroidów: androsta-4-en-3,17-dionu (AD) 
i androsta-1,4-dien-3,17-dionu (ADD) (Schemat 12).

Schemat 12. 	 Mikrobiologiczne przekształcenia kampesterolu, β-sitosterolu i cholesterolu do użytecznych 
C19-steroidów

Scheme 12. 	 Microbial transformations of campesterol, β-sitosterol and cholesterol to useful C19-steroids

W przeprowadzonych doświadczeniach ustalono, że kluczową rolę w degra-
dacji szkieletu steroidowego odgrywają utleniające reakcje w pierścieniach A i B: 
1,2-dehydrogenacja i 9α-hydroksylacja. Powstanie 9α-hydroksy-androsta-1,4-dien-
3,17-dionu (9α-hydroksy-ADD) oznacza rozpad charakterystycznej struktury 
steroidowej [43], ponieważ związek ten ulega samorzutnej izomeryzacji do B-seko 
produktu z aromatycznym pierścieniem A (Schemat 12).

C19-Steroidy izolowano po transformacji przez dzikie szczepy pochodnych 
cholesterolu ze zmodyfikowanym pierścieniem A (Schemat 13) [43, 44]. W wyniku 
podstawienia atomu wodoru C-3–OH lub eliminacji wiązania podwójnego przy 
C-5, zablokowane było utlenienie grupy hydroksylowej przy C-3 lub powstawanie 
produktu z układem sprzężonych wiązań w pierścieniu A i w konsekwencji nie 
następowało rozszczepienie wiązania C-9–C-10.
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Schemat 13. 	 Selektywna, mikrobiologiczna degradacja łańcucha bocznego pochodnych cholesterolu
Scheme 13. 	 Selective  microbial side-chain degradation of cholesterol derivatives

AD lub mieszaninę AD i ADD uzyskiwano po transformacji steroli przez 
dzikie szczepy, prowadzonych w obecności znanych inhibitorów mikrobiologicz-
nych hydroksylaz (8-hydroksychinoliny, α,α-dipirydylu czy kationu Ni2+, Schemat 
14). Stanowiło to dodatkowe potwierdzenie kluczowej roli hydroksylacji w pozycji  
9α- dla procesu degradacji szkieletu steroidowego [43].

Schemat 14. 	 Selektywne, mikrobiologiczne utlenienie steroli w obecności inhibitora 9α-hydroksylazy
Scheme 14. 	 Selective microbial oxidation of sterols in the presence of 9α-hydroxylase inhibitor

Troska o ochronę środowiska i związane z nią koszty decydują o tym, że 
optymalną metodą selektywnego utleniania steroli jest użycie jako biokatalizatora 
mutanta dzikiego szczepu z deficytem 9α-hydroksylazy, 1,2-dehydrogenazy lub obu 
wymienionych enzymów. Takie mutanty wyselekcjonowano po chemicznej lub fizy-
kochemicznej mutagenizacji (Schemat 15) [43, 45–48]. 
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Schemat 15. 	 Mutanty Mycobacterium fortuitum katalizujące selektywne utlenienie β-sitosterolu do 
C19-produktu

Scheme 15. 	 Mycobacterium fortuitum mutants catalyzing selective oxidation of β-sitosterol to C19-product

Aktualnie mikrobiologiczne transformacje steroli przez zmutowane lub rekom-
binowane szczepy dostarczają substratów do produkcji ponad 1000 ton steroidów 
rocznie [49].

2.2.2. Przebieg enzymatycznej degradacji łańcucha bocznego steroli

 Mimo, że znany jest przebieg degradacji łańcucha bocznego zarówno cho-
lesterolu jak i steroli zawierających podstawnik alkilowy przy C-24 (kampesterol, 
β-sitosterol) [43, 50], a sekwencja reakcji w tym procesie została ustalona w 1968 
roku [51], wciąż prowadzone są badania, których celem jest identyfikacja niektórych 
enzymów i znacznej części genów kodujących te enzymy. Na podstawie przeprowa-
dzonych badań ustalono, że pierwszym etapem przemian jest hydroksylacja termi-
nalnej grupy metylowej (ω-hydroksylacja). Powstały hydroksy-produkt przekształ-
cany jest do kwasu. W ostatnich latach zidentyfikowano enzym odpowiedzialny za 
wprowadzenie grupy hydroksylowej przy C-26 w układ steroidowy – C-26-hydro
ksylazę (CYP125) [52]. Postuluje się, że enzym ten katalizuje również utlenienie tej 
grupy (Schemat 16, etapy A i B). Utworzony C26-karboksy-produkt, po odszcze-
pieniu kolejno: propionylo-SCoA, acetylo-SCoA i propionylo-SCoA, przekształ-
cany jest do AD. Dwie pierwsze odszczepione cząsteczki to produkty utlenienia 
w cyklu β-oksydacji (Schemat 16, etapy 1 i 2). Powstający równocześnie C22-tio-
ester w zachodzących kolejno: C-17–C-20-dehydrogenacji, hydratacji (Schemat 16, 
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etapy 3 i 4) i reakcji retro-aldolowej, przekształcany jest ostatecznie do C-17-ketonu 
(AD) i propionylo-SCoA [43, 51, 52]. Nie ustalono dotychczas, czy przekształcenie 
fragmentu 3β-hydroksy-5-en sterolu do układu 4-en-3-okso (Schemat 16, etap D) 
następuje przed degradacją łańcucha bocznego; nie jest też pewne, czy całkowita 
degradacja łańcucha jest niezbędna dla utleniających reakcji w pierścieniu A [52].

Schemat 16. 	 Mikrobiologiczne przekształcenie cholesterolu do AD
Scheme 16. 	 Microbial transformation of cholesterol to AD

Mikrobiologiczny metabolizm cholesterolu i steroli z podstawnikiem alkilo-
wym przy C-24 przebiega w znacznej części identycznie, z tym że podczas degra-
dacji rozgałęzionych steroli zachodzi dodatkowo reakcja karboksylacji i jeden cykl 
β-oksydacji więcej (Schemat 17, etap III). Produktem pierwszych czterech eta-
pów utlenienia β-sitosterolu jest α,β-nienasycony ester-SCoA (Schemat 17, etapy: 
A-C, 1). Ester ten ulega karboksylacji w pozycji allilowej (Schemat 17, etap I), po któ-
rej ma miejsce hydratacja wiązania podwójnego C-24–C-25. Z produktu hydratacji, 
w wyniku reakcji retro-aldolowej (Schemat 17, etap III) odszczepia się propionylo-
-SCoA. Utworzony równocześnie β-ketokwas, po aktywacji do tioestru, utleniany 
jest do AD w sekwencji reakcji analogicznych jak w degradacji cholesterolu.
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Schemat 17. 	 Degradacja łańcucha bocznego β-sitosterolu
Scheme 17. 	 β-Sitosterol side-chain degradation

Badania, których celem było poznanie przebiegu metabolizmu steroli w kul-
turach mikroorganizmów, dostarczyły również informacji o tym, jaki jest wpływ 
parametrów, takich jak skład pożywki, pH, stężenie substratu, natlenienie, obec-
ność induktorów lub inhibitorów na wydajność procesu. Ustalono, że enzymy kata-
lizujące degradację steroli należą do indukowanych przez substraty. Aktywność 
indukowanej ω-hydroksylazy zależy od ilości rozpuszczonego w środowisku tlenu 
– wyższą aktywność enzymu obserwowano przy niskiej zawartości tlenu [43]. Już 
w początkowym okresie badań nad degradacją β-sitosterolu przez Mycobacterium 
sp. NRRL B-3805 ustalono, że wprowadzenie jonu HCO–

3 wyraźnie zwiększa stopień 
przekształcenia substratu, co sugerowało, że etap karboksylacji ma istotne znacze-
nie dla szybkości degradacji rozgałęzionych steroli [43]. Wyniki badań wykazały, że 
CO2 jest lepszym odczynnikiem karboksylującym niż jon HCO–

3, prawdopodobnie 
ze względu na łatwiejszy transport obojętnej cząsteczki przez błony komórkowe 
bakterii [43, 53]. β-Sitosterol jest induktorem C-28-karboksylazy, natomiast cho-
lesterol nie indukuje tego enzymu [43]. Poznanie enzymów katalizujących niektóre 
etapy degradacji łańcucha bocznego steroli jest utrudnione głównie z powodu braku 
genetycznie stabilnych mutantów. Ostatnio zidentyfikowano gen SCoA-ligazy, która 
jest odpowiedzialna za metabolizm steroli z rozgałęzionym łańcuchem [54]. Mutant 
R. rhodochrous DSM43269 z deficytem genu fadD19 nie był zdolny do utlenienia 
łańcucha β-sitosterolu, natomiast metabolizował cholesterol. 

Obok mutantów prowadzących utlenienie steroli do C19-produktów wyselek-
cjonowano również takie, które katalizowały przekształcenie sterol → C22-steroidy. 
Po transformacji izolowano: 21-hydroksy-20-metylo-pregna-4-en-3-on, 20-kar-
boksypregna-4-en-3-on, 20-karboksypregna-1,4-dien-3-on, 20-karboksy-17(20)-
-dehydro-pregna-1,4-dien-3-on (Schemat 18) [43]. 
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Schemat 18. 	 Mutanty Corynobacterium sp. i Mycobacterium sp. utleniające sterole do C22- produktów
Scheme 18. 	 Corynobacterium sp. and Mycobacterium sp. mutants oxidizing sterols to the C22-products

Przez wiele lat ergosterol (podstawowy składnik błon komórkowych grzybów) 
nie był traktowany jako potencjalny surowiec do syntezy leków steroidowych. Pierw-
sze doświadczenia nad degradacją łańcucha bocznego ergosterolu wykazywały, że 
sterol z układem wiązań podwójnych w pierścieniu B przekształcany jest znacznie 
wolniej niż inne sterole [55, 56]. W 2010 roku opublikowano wyniki transformacji 
ergosterolu przez szczep Mycobacterium sp. VKM Ac-1815D [57]. Szczep ten prze-
kształcał ergosterol i octan ergosterolu do AD, natomiast produktami O-metoksy-
metylo-ergosterolu była mieszanina 3-metoksymetoksy-androsta-5,7-dien-17-onu 
(główny metabolit) i 3-metoksymetoksy-20-hydroksymetylo-pregna-5,7-dienu 
(Schemat19). 

Schemat 19. 	 Mikrobiologiczne przekształcenie O-metoksymetylo-ergosterolu 
Scheme 19. 	 Microbial transformation of O-methoxymethyl-ergosterol 

Uzyskane produkty z układem 5,7-dienu są pożądanymi substratami syntez 
pochodnych witaminy D [58]. Występujące w naturze formy witaminy D (np. 1α,25-
dihydroksy pochodne ergo- lub cholekalcyferolu) mogą, przy podaniu ich w daw-
kach farmakologicznych, wywołać hiperkalcemię lub hiperfosfatemię (stany pod-
wyższonego stężenia jonów wapnia lub fosforanów nieorganicznych we krwi). Z tego 
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powodu, szeroko badane są naturalne i syntetyczne analogi witamin D2 i D3 zwane 
deltanoidami [59, 60]. Synteza witaminy D lub jej pochodnych oparta o 3-metok-
symetoksy-androsta-5,7-dien-17-on jest korzystna, bowiem pozwala na pominięcie 
etapu zabezpieczenia grupy hydroksylowej przy C-3. Dodatkowo 3-metoksyme-
toksy-androsta-5,7-dien-17-on jest prekursorem 3β,17β-dihydroksy-androsta-5,7-
dienu i jego pochodnych o działaniu stymulującym system immunologiczny [61].

2.2.3. Wykorzystanie produktów degradacji steroli w syntezie leków

Przedstawione na Schemacie 9 wzory reprezentują trzy podstawowe struktury 
steroidów: C21-steroidy (hydrokortyzon, prednizolon), C19-steroidy (testosteron, 
7β-hydroksyepiandrosteron) i C18-steroidy (estradiol). W mikrobiologicznych 
transformacjach otrzymuje się substraty do syntez naturalnych C19- i C21- stero-
idów oraz ich analogów (Schematy 20 i 21).

Schemat 20. 	 Synteza C19- i C21- steroidów z AD i 9α-hydroksy-AD 
Scheme 20. 	 Synthesis of C19- and C21-steroids from AD and 9α-hydroxy-AD 

Sterole będące produktami reakcji enzymatycznych, podobnie jak inne natu-
ralne chiralne połączenia, występują w postaci jednego enancjomeru (efekt enan-
cjoselektywności enzymu). Dlatego w cyklu mikrobiologicznej degradacji łańcucha 
bocznego steroli otrzymuje się optycznie czyste syntony naturalnych steroidów, 
o zdefiniowanej konfiguracji podstawników przy chiralnych atomach węgla.
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Schemat 21. 	 ADD jako substrat w produkcji leków o właściwościach estrogennych, progestagennych 
i anabolicznych

Scheme 21. 	 ADD as the substrate in production of drugs with oestrogenic, progestogenic and anabolic 
properties

Aktualnie wiele firm farmaceutycznych (Henkel, Schering, Searle, Mitsubishi) 
wykorzystuje C22-steroidy w syntezie hydrokortyzonu i jego analogów [43] (Sche-
mat 22). 

Schemat 22. 	 Synteza hydrokortyzonu i jego analogów z C22-steroidowych substratów
Scheme 22. 	 Synthesis of hydrocortisone and its analogues from C22-steroid substrates
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Pomimo tego, iż biologiczne i terapeutyczne działanie steroidów jest znane 
od ponad 60 lat, wciąż prowadzone są badania nad opracowaniem nowych metod 
syntezy leków steroidowych. Lista naturalnych steroidów wciąż się wydłuża, co 
jest związane z postępem w zakresie izolowania związków, określaniem ich struk-
tury i właściwości. Aktualnie w centrum zainteresowania są, syntetyzowane m.in. 
w mózgu ssaków, neurosteroidy: pregnenolon, dehydroepiandrosteron (DHEA), 
epiandrosteron i ich pochodne. Wymienione związki mają działanie neuroprotekto-
rowe, przeciwdrgawkowe, antydepresyjne i przeciwlękowe [62, 63]. 

3. BIODEGRADACJA ZWIĄZKÓW AROMATYCZNYCH

Związki aromatyczne, ze względu na ich toksyczne właściwości, stanowią 
zagrożenie dla środowiska i zdrowia ludzi. Rosnąca systematycznie zawartość w śro-
dowisku aromatycznych połączeń o różnorodnej budowie była impulsem do podję-
cia badań nad opracowaniem skutecznych, ekologicznych metod eliminowania tych 
toksycznych związków. Obiecującą metodą jest bioremediacja, w której zanieczysz-
czenia są degradowane przez autochtoniczne mikroorganizmy (bioremediacja natu-
ralna, biostymulacja) lub drobnoustroje wyselekcjonowane względem określonego 
skażenia czy ksenobiotyku (bioaugmentacja).

W środowiskach skażonych węglowodorami aromatycznymi zidentyfikowano 
wiele szczepów, głównie bakterii glebowych i grzybów, które są zdolne do prze-
kształceń zanieczyszczeń w nietoksyczne, niskocząsteczkowe produkty. Biodegra-
dacja węglowodorów aromatycznych jest zazwyczaj wieloetapowym procesem, 
przebiegających z udziałem kilku współpracujących ze sobą mikroorganizmów 
[64, 65]. Aktywność produkowanych enzymów (głównie monooksygenaz, dioksy-
genaz, dehydrogenaz, dehalogenaz i hydrolaz) jest zasadniczym kryterium przydat-
ności drobnoustroju w biodegradacji. Produkty enzymatycznego rozerwania wią-
zania C–C w aromatycznym pierścieniu są kolejno, głównie w cyklach β-oksydacji, 
przekształcane w niskocząsteczkowe, neutralne dla środowiska połączenia (Sche-
maty 23–28).

Szczególnie wysoką aktywnością degradacji związków aromatycznych cha-
rakteryzują się bakterie z rodzaju Pseudomonas (Tab. 1). Zalety szczepów bakterii 
tego rodzaju to: różnorodność szlaków metabolicznych, adaptacja do warunków 
środowiska oraz fakultatywne przełączanie aparatu metabolicznego na warunki 
beztlenowe. W genomie tych gram-ujemnych bakterii obecne są plazmidy kodujące 
enzymy odpowiedzialne za degradację m.in. oktanu, naftalenu, ksylenu i toluenu 
[64, 65].
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Tabela 1. 	 Szczepy bakterii z rodzaju Pseudomonas użyteczne w procesach bioremediacji
Table 1. 	 Bacterial strains of Pseudomonas genus useful in bioremediation processes

Szczep Pochodzenie Degradowane skażenie(a) Literatura

P. aeruginosa obszar skażony ściekami 
rafineryjnymi

ropa naftowa [66]

P. pseudoalcaligenes JS45 gleba i wody gruntowe 
zanieczyszczone 
nitrobenzenem

nitrobenzen
[67]

P. putida gleba skażona 2- i 
3-nitrofenolem

2- i 3-nitrofenole [68]

Pseudomonas sp. H12 ścieki benzen, toluen, ksylen, hek-
sylobenzen, butylobenzen [69]

Pseudomonas sp. JS42 gleba zanieczyszczona 
nitrobenzenem

2-nitrotoluen [70]

P. stutzeri gleba skażona ropą naftową alkilo-aromatyczne skład-
niki oleju napędowego [71]

P. stutzeri ZWLR2-1 gleba skażona 
chloronitrobenzenem

2-chloronitrobenzen [72]

P. pickettii PKO1 mutant toluen, benzen, fenol, 
m-krezol [73]

Zbadano, że szczep Pseudomonas sp. H12, wyizolowany ze ścieku w Egipcie, 
w ciągu 24 godzin degradował petrochemiczne zanieczyszczenia środowiska z pra-
wie 90% wydajnością [69]. Ustalono, że mieszanina aromatycznych węglowodorów 
była degradowana w wyższym stopniu niż poszczególne jej składniki, poddane dzia-
łaniu biokatalizatora w analogicznych warunkach.

Efektywną degradację nitrobenzenu prowadził Comamonas sp. JS765 [67]. 
Ustalono, że w warunkach tlenowych, degradacja nitrobenzenu następuje w cyklu 
reakcji podanych na Schemacie 23.

Schemat 23. 	 Bakteryjna degradacja nitrobenzenu i 2-nitrotoluenu
Scheme 23. 	 Bacterial degradation of nitrobenzene and 2-nitrotoluene
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Badania wykazały, że Corynebacterium glutamicum, stosowany w produkcji 
aminokwasów i witamin metodą fermentacji metabolizuje m.in. benzoesany, fenole, 
protokatechol i p-krezol [74].

W bioremediacji węglowodorów aromatycznych, w tym wielopierścieniowych 
węglowodorów aromatycznych (WWA), ważną rolę odgrywają również drożdże 
i  grzyby strzępkowe m.in.: Arxula adeninivorans [75], Aspregillus ochraceus [76], 
Candida tropicalis [77], Cunninghamella elegans [76], Saccharomyces cerevisiae [78] 
czy Trichosporon cutaneum [79].

Szczep Aspergillus fumigatus ATCC 28282 wykorzystuje fenol, p-krezol i 4-ety-
lofenol jako jedyne źródło węgla [80, 81]. Na podstawie analizy wyników doświad-
czeń, których celem było ustalenie drogi metabolizmu fenolu, postuluje się, że 
utlenienie tego substratu zachodzi na dwóch drogach (Schemat 24) [82]: o-hydrok-
sylacji lub dihydroksylacji do 1,2,4-trihydroksybenzenu. Kolejno następuje orto roz-
szczepienie wiązania C–C układu o-diolu. Produkty rozszczepienia ulegają dalszej 
degradacji na drodze β-oksydacji.

Schemat 24. 	 Metabolizm fenolu w kulturze A. fumigatus ATCC 28282 
Scheme 24. 	 Phenol metabolism in A. fumigatus ATCC 28282 culture 

Inny szczep rodzaju Aspergillus (A. nidulans) degradował 3-chloro- i 4-chlo-
rofenol. Chlorofenole akumulują się w glebie i mogą być przekształcane do tok-
sycznych, trudno degradowanych metabolitów np. kwasu 2-chloromukonowego. 
Izomeryczne chlorofenole metabolizowane są przez A. nidulans w nieco odmienny 
sposób: 3-chlorofenol po utlenieniu do diolu (3-chlorokatecholu) ulega dehaloge-
nacji do katecholu, z którego kolejno powstaje mukonolakton (Schemat 25 A), nato-
miast produktem utleniania 4-chlorokatecholu jest 3-chloro-1,3-dienlakton. Oba 
γ-laktony ulegają również dalszej degradacji na drodze β-oksydacji (Schemat 25 B) 
[83]. 
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Schemat 25. 	 Schemat degradacji: A) 3-chlorofenolu, B) 4-chlorofenolu w kulturze A. nidulans
Scheme 25. 	 Degradation scheme of A) 3-chlorophenol, B) 4-chlorophenol in A. nidulans culture

W deszczowych lasach tropikalnych występuje szczep Pleurotus eryngii wyko-
rzystujący naftalen jako źródło węgla [84]. Proces degradacji naftalenu przez ten 
gatunek boczniaka, rozpoczyna utlenienie przy C-1 i C-4 (Schemat 26). Powstały 
1,4-naftochinon utleniany jest do kwasu benzoesowego, z którego w reakcji katali-
zowanej przez dioksygenazę, powstaje katechol (Schemat 26). 

Schemat 26. 	 Degradacja naftalenu przez P. eryngii
Scheme 26. 	 Degradation of naphthalene by P. eryngii

Szczep P. eryngii utylizuje również fluoren (Schemat 27) [85]. Taka aktywność 
mikroorganizmu spowodowana jest zdolnością do produkcji m.in. lakkazy i perok-
sydazy ligninowej.

Schemat 27. 	 Degradacja fluorenu przez Pleurotus eryngii
Scheme 27. 	 Degradation of fluorene by Pleurotus eryngii

Fenantren jest utylizowany przez szczep Sphingomonas sp. GY2B. Zidentyfiko-
wano  trzy kolejne produkty pośrednie metabolizmu fenantrenu przez ten mikroor-
ganizm: 1-naftol, kwas salicylowy i katechol (Schemat 28) [86]. 
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Schemat 28. 	 Degradacja fenantrenu przez Sphingomonas sp. GY2B
Scheme 28. 	 Degradation of phenanthrene by Sphingomonas sp. GY2B

Wyizolowano również szczep Mycobacterium sp., który utlenia piren. Po 
72 godz. inkubacji w kulturze tego szczepu blisko 50% pirenu ulegało mineralizacji. 
Dodatkowo ustalono, że enzymy odpowiedzialne za rozkład pirenu są indukowane 
obecnością substratu [87].

Wśród drobnoustrojów metabolizujących WWA jest także wiele szczepów 
ekstremofilnych bakterii (odpornych na skrajne warunki środowiska) metaboli-
zujących WWA. Należą do nich m.in.: Bacillus thermooleovorans [88], Halomonas 
aromativorans [89], Halomonas organivorans [90], Thermus brockii [91]. 

Czynnikiem znacząco ograniczającym proces biodegradacji WWA jest ich słaba 
rozpuszczalność w wodzie oraz adsorpcja w glebie [11, 71]. Dlatego też poszukuje 
się sposobów na zwiększenie solubilizacji tych związków. Szczególnie użyteczne dla 
zwiększenia rozpuszczalności WWA są wytwarzane przez mikroorganizmy biosur-
faktanty. W odróżnieniu od syntetycznych odpowiedników biosurfaktanty odzna-
czają się niższą toksycznością i często wyższą stabilnością w ekstremalnych tempe-
raturach i pH. Chociaż z uwagi na niskie koszty produkcji powszechnie stosowane 
są syntetyczne surfaktanty, naturalne związki powierzchniowo czynne preferowane 
są ze względu na ich biodegradowalność. Prowadzone są prace nad uzyskaniem 
rekombinowanych mikroorganizmów zdolnych do rozkładu węglowodorów aro-
matycznych i produkcji związków obniżających napięcie powierzchniowe [92, 93].

PODSUMOWANIE

Syntetyczne zastosowanie biokatalizy jest aktualnie przedmiotem intensyw-
nych badań. Otrzymywanie nowych pochodnych dla potrzeb przemysłu farmaceu-
tycznego, chemicznego a także spożywczego na drodze biotransformacji, jest obec-
nie uważane za dogodniejszą metodę, niż opracowanie syntezy chemicznej zarówno 
z ekonomicznego, jak i ekologicznego punktu widzenia. Dodatkowym atutem bio-
katalizy, głównie z użyciem całych komórek, jest możliwość modyfikacji substratu 
w wyniku szeregu następujących kolejno po sobie reakcji. 

Wyniki przeprowadzonych badań wskazują, że mikroorganizmy izolowane ze 
skażonego środowiska posiadają duży potencjał w zakresie rozkładu związków aro-
matycznych, będących ważnym elementem składowym zanieczyszczeń. Niewielka 
inwazyjność, stosunkowo niskie koszty procesu, w którym wykorzystywany jest 
naturalnie istniejący potencjał kataboliczny mikroorganizmów, stanowią istotne 
zalety bioremediacji [21, 94–96].
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Prace, które mają na celu opracowanie efektywnych metod biokatalizy, stymu-
lują równocześnie rozwój badań w zakresie fizjologii mikroorganizmów, biochemii 
i genetyki. Przykładowo, w doświadczeniach nad selektywną mikrobiologiczną 
degradacją łańcucha bocznego steroli ustalono, że patogenne szczepy Mycobacte-
rium (M. tuberculosis, M. bovis i M. avium) mają zdolność do transformacji cho-
lesterolu. Wykazano korelację między aktywnością szczepu względem metaboli-
zowania cholesterolu a jego działaniem patogennym [97]. Wciąż izolowane są ze 
środowiska mikroorganizmy, których właściwości katalityczne różnią się od wcześ
niej opisanych, a także selekcjonowane są mutanty i rekombinanty pozwalające na 
zwiększenie wydajności syntezy pożądanych produktów. Liczne prace badawcze 
zmierzają w kierunku obniżenia kosztów produkcji tych związków lub w kierunku 
wykorzystania produktów odpadowych do ich syntezy.
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Mgr Magdalena Łysakowska ukończyła studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu 
Łódzkiego w 2010 r. Od 2010 r. pracuje jako asystent na Wydziale Farmaceutycz-
nym Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. W swojej pracy naukowej zajmuje się 
syntezą i oceną aktywności biologicznej nowych izoksazolidynowych analogów 
homonukleotydów.

Dr hab. Dorota G. Piotrowska studiowała chemię (1991–1996) na Wydziale Che-
micznym Politechniki Łódzkiej, w 2002 roku uzyskała stopień doktora nauk far-
maceutycznych na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Łodzi, 
a w roku 2011 – stopień doktora habilitowanego nauk chemicznych na Wydziale 
Chemii Uniwersytetu Łódzkiego. Jej zainteresowania naukowe dotyczą, m.in. syn-
tezy nitronów i ich zastosowania w reakcjach dipolarnej cykloaddycji, syntezy i ste-
reochemii nowych pochodnych heterocyklicznych jako fosfonianowych mimetyków 
nukleozydów i nukleotydów o potencjalnych właściwościach przeciwnowotworo-
wych i przeciwwirusowych oraz zastosowania spektroskopii NMR w analizie konfi-
guracyjnej i konformacyjnej.
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ABSTRACT

The Niementowski reaction depends on the fusion of anthranilic acid with car-
bonyl compounds or amides and dates back to the end of the nineteenth century. 
Numerous variations of the reaction components and modifications of the reaction 
conditions have appeared in the literature through years. Besides anthranilic acid 
other synthons including: methyl o-aminobenzoate [25], o-nitrobenzoic acid [26], 
o-acylaminobenzamide [21], o-aminobenzamide [27], o-aminobenzonitrile [28], 
isatoic anhydride [29], benzoxasinone [30, 31] have been employed as well. Repla-
cement of the amide component with either amine [9, 32], nitrile [33], imidate [34], 
thioamide [35], amidine [36], aldehyde [37] or carboxylic acid [28] have also been 
reported. To increase yield and to reduce the reaction time a number of variables in 
reaction conditions have been investigated. The best results have been achieved by 
implementation of a microwave irradiation [38].

The Niementowski reaction and its variants have found widespread use in 
pharmaceutical and agrochemical fields for the synthesis of compounds containing 
quinoline and quinazoline systems which are present in a number of natural and 
synthetic alkaloids [12, 13] and many drugs [1–5].

Keywords: the Niementowski reaction, quinoline, quinazoline, quinazolin-4-one, 
anthranilic acid
Słowa kluczowe: reakcja Niementowskiego, chinolina, chinazolina, chinazolin-4-on, 
kwas antranilowy
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WSTĘP

Inspiracją badań nad syntezą chinoliny i jej pochodnych było odkrycie wystę-
powania szkieletu chinoliny i chinazoliny w produktach naturalnych, np. chininie 
stosowanej w leczeniu malarii [1]. Później wykazano, że liczne związki zawierające 
te pierścienie znalazły zastosowanie w lecznictwie: np. cyprofloksacyna – infekcje 
bakteryjne [2, 3], metakwalon – zaburzenia psychiczne [4, 5], gefitynib – choroby 
nowotworowe [6] (Rys. 1).

Rysunek 1. 	 Przykłady leków zawierających pierścień chinoliny i chinazoliny
Figure 1. 	 Examples of drugs containig quinoline and quinazoline rings

Związki zawierające w swej strukturze pierścień chinoliny bądź chinazoliny 
wykazują także działanie przeciwgruźlicze [7, 8], przeciwzapalne [9], przeciwgrzy-
biczne [10], przeciwwirusowe i hipotensyjne [11]. Pierścienie chinoliny i china-
zoliny występują w wielu alkaloidach np. w dasykarynie (ang. dasycarine) wyizo-
lowanej z rośliny Dictamnus dasycarpus, edulinie (ang. eduline) wyodrębnionej 
z rośliny Orixa japonica [12], echinazoliononie (ang. echinazolinone), (E)-bogorynie 
(ang. (E)-bogorin) [13] (Rys. 2).

Rysunek 2. 	 Przykłady alkaloidów chinoliny i chinazoliny
Figure 2. 	 Examples of quinoline and quinazoline alkaloids

Ponadto pochodne chinoliny znajdują zastosowanie w syntezie środków grzy-
bobójczych, biocydów, a także substancji zapachowych. Są również stosowane jako 
katalizatory, inhibitory korozji oraz środki konserwujące [1].

Ważną drogą syntezy związków zawierających pierścień chinoliny są reakcje 
odkryte przez Niementowskiego w latach 1894 [14] i 1895 [15]. W niniejszej pracy 
przedstawiono ich modyfikacje umożliwiające otrzymanie zróżnicowanych struk-
turalnie chinolin i chinazolin z wysokimi wydajnościami, a także przykłady wyko-
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rzystania tych reakcji w syntezie biologiczne czynnych chinolin i chinazolin oraz 
skondensowanych układów heterocyklicznych.

1. REAKCJA NIEMENTOWSKIEGO

1.1. SYNTEZA CHINOLINY

Od chwili odkrycia w 1880 roku przez Skraupa [16, 17] metody syntezy chi-
noliny nastąpił dynamiczny rozwój chemii chinolin. Jedną z ważnych dróg syntezy 
chinoliny 3 była reakcja kondensacji 2-aminobenzaldehydu 1 z acetaldehydem 2 
opisana w 1882 roku przez Friedländera [18] (Schemat 1).

Schemat 1. 	 Synteza chinoliny według Friedländera
Scheme 1. 	 The Friedländer synthesis of quinoline

W roku 1894 Niementowski zastępując 2-aminobenzaldehyd kwasem antrani-
lowym 4, a acetaldehyd acetofenonem 5 otrzymał 2-fenylo-4-hydroksychinolinę 6 
[14], a rok później ustalił, że podobna reakcja przebiega również między kwasem 
antranilowym 4 i aldehydem alifatycznym 7 z utworzeniem 4-hydroksy-3-pentylo-
chinoliny 8 (Schemat 2) [15].

Schemat 2. 	 Synteza 4-hydroksychinolin w reakcji Niementowskiego
Scheme 2. 	 Synthesis of 4-hydroxyquinolines according to the Niementowski reaction

Uogólniając, reakcja Niementowskiego umożliwia syntezę 4-hydroksychino-
lin 10 z kwasu antranilowego 4 i związków karbonylowych 9 zawierających w pozy-
cji α ugrupowanie metylenowe (Schemat 3). 

Schemat 3. 	 Synteza 4-hydroksychinolin w reakcji Niementowskiego
Scheme 3. 	 Synthesis of 4-hydroxyquinolines according to the Niementowski reaction
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W reakcji kwasu antranilowego 4 i związku karbonylowego 9 najpierw powstają 
zasady Schiffa 11, które ulegają przekształceniu w enaminy 12. W wyniku cyklizacji 
związku 12 do produktu pośredniego 13, migracji protonu i dehydratacji tworzą się 
podstawione chinoliny 10 (Schemat 4) [19].

Schemat 4. 	 Mechanizm reakcji Niementowskiego na przykładzie syntezy 4-hydroksychinolin
Scheme 4. 	 Mechanism of the Niementowski reaction for the synthesis of 4-hydroxyquinolines

1.2. SYNTEZA CHINAZOLINY

W 1895 roku Niementowski opisał syntezę chinazolin-4-onu 17 wykorzystując 
jako substraty kwas antranilowy 4 oraz formamid 15. W podobnych warunkach 
otrzymał odpowiednio podstawione chinazolin-4-ony 18 (Schemat 5) [20].

Schemat 5. 	 Synteza chinazolin-4-onów w reakcji Niementowskiego
Scheme 5. 	 Synthesis of quinazolin-4-ones according to the Niementowski reaction

Zaproponowany w 1965 roku mechanizm reakcji Niementowskiego zakłada, że 
ogrzewanie związku 19 z amidem 20 prowadzi do utworzenia związku 21, z którego 
na drodze eliminacji powstaje produkt 22, ulegający cyklizacji oraz dehydratacji do 
chinazolin-4-onu 24 (Schemat 6) [21].

​
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Schemat 6. 	 Mechanizm reakcji Niementowskiego dla syntezy chinazolin-4-onów zaproponowany przez 
Patela

Scheme 6. 	 Mechanism of the Niementowski reaction for the synthesis of quinazolin-4-ones proposed by 
Patel

2. MODYFIKACJE REAKCJI NIEMENTOWSKIEGO

2.1. SYNTEZA CHINOLINY

Opisano wiele modyfikacji reakcji Niementowskiego, które poprzez dobór sub-
stratów i optymalizację warunków pozwoliły na rozpoznanie zakresu jej zastosowań.

W reakcji kwasu antranilowego 25 i cyklicznego ketonu 26 w obecności tle-
nochlorku fosforu(V) otrzymano izomeryczne 1,2,3,4-tetrahydroakrydyny 27 i 28 
(Schemat 7) [22].

Schemat 7. 	 Synteza układów trójpierścieniowych w reakcji Niementowskiego
Scheme 7. 	 Synthesis tricyclic systems in the Niementowski reaction

Wykorzystując amid kwasu antranilowego 29 oraz odpowiednie ketony 30 
otrzymano iminy 31, które w obecności LDA (diizopropyloamidek litu) zostały 
przekształcone w 4-hydroksychinoliny 32 (Schemat 8) [23].
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Schemat 8. 	 Reakcja Niementowskiego w temperaturze pokojowej
Scheme 8. 	 The Niementowski reaction at room temperature 

Ogrzewanie 2-aminobezoesanu metylu 33 oraz aryloketonu 34 w kwasie pro-
panowym prowadzi do uzyskania chinolin 35 zawierających grupę tiometylową 
przy C2 (Schemat 9) [24].

Schemat 9. 	 Synteza 2-tiometylochinolin w reakcji Niementowskiego 
Scheme 9. 	 Synthesis of 2-thiomethyl substituted quinolines by the Niementowski reaction

2.2. SYNTEZA CHINAZOLINY

Znane są modyfikacje reakcji Niementowskiego, w których kwas antranilowy 
zastąpiono: o-aminobenzoesanem metylu [25], kwasem o-nitrobenzoesowym [26], 
o-acyloaminobenzamidem [21], o-aminobenzamidem [27], o-aminobenzonitrylem 
[28], bezwodnikiem kwasu izatynowego [29], benzoksazynonem [30, 31]. Opisano 
także reakcje, w których w miejsce amidu wprowadzono: aminę [9, 32], nitryl [33], 
iminoeter [34], tioamid [35], amidynę [36], aldehyd [37] czy też kwas karboksylowy 
[28] (Schemat 10), a ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej zrealizowano również stosu-
jąc promieniowanie mikrofalowe [38].
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Schemat 10. 	 Różne modyfikacje reakcji Niementowskiego
Scheme 10. 	 Various modifications of the Niementowski reaction

Reakcje kwasu antranilowego i amidu z wykorzystaniem mikrofal (MW)

Zastosowanie promieniowania mikrofalowego w reakcji przedstawionej na 
Schemacie 5 pozwoliło na skrócenie czasu reakcji (z 6 godzin do 20 minut) i spowo-
dowało zwiększenie wydajności (z 59% do 90%) [38, 39].

Podobnie, wykorzystując kwas antranilowy 4 oraz benzamid 36 w obecności 
kwasu p-toluenosufonowego otrzymano 2-fenylochinazolin-4-on 37 skracając czas 
reakcji z 4 godzin do 10 minut (Schemat 11) [40].

Schemat 11. 	 Reakcja Niementowskiego z wykorzystaniem ogrzewania mikrofalowego
Scheme 11. 	 The microwave-assisted Niementowski reaction

Zastosowanie promieniowania mikrofalowego w syntezie związku 39, pro-
duktu pośredniego w syntezie gefitynibu [41], leku stosowanego w leczeniu nowo-
tworu płuc, spowodowało skrócenie czasu reakcji z 3 godzin do 20 minut i wzrost 
wydajności z 20% do 100% (Schemat 12) [42, 43].



M. ŁYSAKOWSKA, D.G. PIOTROWSKA378

Schemat 12. 	 Synteza gefitynibu
Scheme 12. 	 Synthesis of gefitynib

Reakcje kwasu antranilowego i jego pochodnych z amidami

W 1943 roku Meyer i Wagner opisali wykorzystanie antranilanu metylu 33 
w  reakcji Niementowskiego (Schemat 13), co umożliwiło prowadzenie reakcji 
w temperaturze 200°C, ponieważ w tak wysokiej temperaturze kwas 4 ulega dekar-
boksylacji [25].

Schemat 13. 	 Użycie antranilanu metylu w reakcji Niementowskiego
Scheme 13. 	 Application of methyl anthranilate in the Niementowski reaction

Zastąpienie kwasu antranilowego przez kwas 2-nitrobenzoesowy 41 i zasto-
sowanie chlorku indu(III) jako reduktora spowodowało wzrost wydajności reakcji 
syntezy chinazolin-4-onu 40 z 59% do 94% (Schemat 14) [26, 38].

Schemat 14. 	 Reakcja Niementowskiego z wykorzystaniem soli indu(III)
Scheme 14. 	 Indium(III)-assisted Niementowski reaction

Modyfikacja polegająca na ogrzewaniu pochodnej kwasu antranilowego 42 
z  formamidem 15 prowadzi do otrzymania chinazolin-4-onów 43 (Schemat 15) 
[21].
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Schemat 15. 	 Synteza 2-podstawionych chinazolin-4-onów w reakcji Niementowskiego
Scheme 15. 	 Synthesis of 2-substituited quinazolin-4-ones in the Niementowski reaction

Reakcje kwasu antranilowego i jego pochodnych z aminami

Zastosowanie kwasu N-acetyloantranilowego 44 oraz amin aromatycznych 45 
w obecności chlorku fosforu(III) umożliwia otrzymanie 2,3-dwupodstawionych 
chinazolin-4-onów 46 (Schemat 16) [9].

Schemat 16. 	 Synteza 2,3-dwupodsatwionych chinazolin-4-onów w reakcji Niementowskiego
Scheme 16. 	 Synthesis of 2,3-disubstituited quinazolin-4-ones according to the Niementowski reaction

Reakcja cyklokondensacji kwasu antranilowego 4 z pierwszorzędową aminą 
47 oraz ortomrówczanem trimetylu 48 w obecności katalitycznych ilości triflu-
orooctanu bizmutu w cieczy jonowej prowadzi do otrzymania chinazolin-4-onów 
49. Zastosowanie cieczy jonowej [nbp]FeCl4 (tetrachlorożelazian N-butylopirydy-
niowy) umożliwiło prowadzenie reakcji już w temperaturze pokojowej i uzyskanie 
chinazolin-4-onów 49 z wysoką wydajnością (79–98%) w krótkim czasie (5–20 
minut) (Schemat 17) [32].

Schemat 17. 	 Trójskładnikowa kondensacja kwasu antranilowego, ortoestru i aminy
Scheme 17. 	 A tri-component condensation of anthranilic acid, orthoester and amine
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Już w 1905 roku udało się wyodrębnić benzoksazynon 51, produkt pośredni 
reakcji kwasu 2-amino-6-nitrobenzoesowego 50 z bezwodnikiem octowym, z któ-
rego w reakcji z aminą otrzymano chinazolin-4-on 52 z ilościową wydajnością 
(Schemat 18). Utworzenie produktu pośredniego 51 umożliwiło syntezę 2-metylo-
-3-podstawionych chinazolin-4-onów [30].

Schemat 18. 	 Synteza 2,3-dwupodstawionych chinazolin-4-onów 52
Scheme 18. 	 Synthesis of 2,3-disubstituted quinazolin-4-ones 52

Zastosowanie kwasu karboksylowego 53 zamiast bezwodnika octowego i pro-
wadzenie reakcji w obecności fosforynu trifenylowego z wykorzystaniem promie-
niowania mikrofalowego umożliwiło skrócenie jej czasu do kilku minut i utworzenie 
2,3-dwupodstawionych chinazolin-4-onów 54 zawierających dowolne podstawniki 
przy C2 (Schemat 19) [31].

Schemat 19. 	 Synteza 2,3-dwupodstawionych chinazolin-4-onów 54 z kwasu antranilowego i kwasu karboksylowego
Scheme 19. 	 Synthesis of 2,3-disubstituted quinazolin-4-ones 54 from anthranilic acid and carboxylic acid

Trójskładnikową reakcję Niementowskiego, w której obok kwasu antranilo-
wego użyto kwasu karboksylowego oraz aminy ilustruje przykład otrzymywania 
2,3-dwupodstawionego chinazolin-4-onu 58 – produktu pośredniego w syntezie 
3-metylo-1H-pirazol-5-onu 59 wykazującego aktywność przeciwbakteryjną, a także 
grzybobójczą względem drożdżaków z rodziny Candida (Schemat 20) [44].
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Schemat 20. 	 Synteza chinazolin-4-onu 59
Scheme 20. 	 Synthesis of a quinazolin-4-one 59

Reakcje bezwodnika izatynowego z aminami

Wykorzystując bezwodnik izatynowy 60, pierwszorzędowe aminy i ortomrów-
czan etylu otrzymano 3-arylochinazolin-4-ony 61 (Schemat 21) [29].

Schemat 21. 	 Synteza chinazolin-4-onów 61
Scheme 21. 	 Synthesis of quinazolin-4-ones 61

Reakcja 2-aminobenzamidu 62 oraz chlorku kwasowego 63 prowadzi do 
powstania N-acylowanych pochodnych 2-aminobenzamidu 64, który w obecności 
węglanu potasu ulega cyklizacji do związku 65 (Schemat 22) [27].

Schemat 22. 	 Synteza chinazolin-4-onów 65
Scheme 22. 	 Synthesis of quinazolin-4-ones 65
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Zastąpienie stałego węglanu potasu roztworem wodorotlenku sodu w etanolu 
umożliwia otrzymanie związków 65 bez konieczności użycia reaktora mikrofalo-
wego [45].

Reakcje kwasu antranilowego i jego pochodnych z nitrylami, iminoeterami, 
tioamidami

Reakcję Niementowskiego, w której amid zastąpiono nitrylem zbadano już 
w 1900 roku ogrzewając kwas antranilowy 4 oraz acetonitryl w zamkniętym naczy-
niu otrzymując 2-metylochinazolin-4-on 66 (Schemat 23) [33].

Schemat 23. 	 Synteza chinazolin-4-onu 66
Scheme 23. 	 Synthesis of quinazolin-4-one 66

Chinazolin-4-ony 68 powstają także w czasie ogrzewania kwasu antranilo-
wego 4 oraz iminoeteru 67, co umożliwia prowadzenie reakcji w niższej temperatu-
rze bez wpływu na wydajność (Schemat 24) [34].

Schemat 24. 	 Synteza chinazolin-4-onów 68
Scheme 24. 	 Synthesis of 4-quinazolinones 68

Związek 71 powstał w reakcji kwasu 2-amino-5-metylobenzoesowego 69 z tio-
acetamidem 70, którego użycie w miejsce acetamidu spowodowało skrócenie czasu 
reakcji z 4 do 2 godzin (Schemat 25) [35, 46].

Schemat 25. 	 Synteza chinazolin-4-onu 71
Scheme 25. 	 Synthesis of quinazolin-4-one 71
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Chinozalin-4-ony 73 tworzą się również w wyniku ogrzewania kwasu antrani-
lowego 4 oraz amidyn 72, co wprawdzie spowodowało skrócenie czasu reakcji do 
15–45 minut, ale odbyło się to kosztem obniżenia wydajności (Schemat 26). W reak-
cji Niementowskiego wykorzystano również antranilan metylu 33. Pozwoliło to na 
otrzymanie związków 73 z wyższą wydajnością (49–89%), ale wymagało to wydłu-
żenia czasu reakcji do 90–180 minut i podwyższenia temperatury (200–230°C) [36].

Schemat 26. 	 Synteza chinazolin-4-onów 73
Scheme 26. 	 Synthesis of quinazolin-4-ones 73

Reakcja aminobenzamidu z aldehydami

Wykazano, że chinazolin-4-ony 77 można otrzymać w reakcji Niementow-
skiego z wydajnością 60–92% z podstawionych 2-aminobenzamidów 74 oraz alde-
hydów 75, ale wtedy konieczne jest dodatkowe utlenienie produktu pośredniego 76 
(Schemat 27) [37].

Schemat 27. 	 Synteza chinazolin-4-onów 77
Scheme 27. 	 Synthesis of quinazolin-4-ones 77

Zastosowanie jodu w jodku potasu jako odczynnika utleniającego przyczyniło 
się do wzrostu wydajności reakcji (84–98%) [47].

Rekacja aminobenzonitrylu z kwasem karboksylowym

Chinazolin-4-on 80 otrzymano w wyniku ogrzewania 2-aminobenzonitrylu 78 
z kwasem mrówkowym w obecności kwasu siarkowego(VI) z wydajnością 64% 
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(Schemat 28) [28]. Wykorzystanie promieniowania mikrofalowego spowodowało 
skrócenie czasu reakcji do 5 minut nie obniżając wydajności [48].

Schemat 28. 	 Synteza chinazolin-4-onu 80
Scheme 28. 	 Synthesis of quinazolin-4-one 80

3. ZASTOSOWANIA REAKCJI NIEMENTOWSKIEGO

Reakcja Niementowskiego znalazła liczne zastosowania w syntezie związków 
o potencjalnej aktywności biologicznej zawierających heterocykliczne pierścienie 
skondensowane. Syntezę 2,3-polimetylenochinolin 83 (Schemat 29), które wyka-
zują działanie pobudzające ośrodkowy układ nerwowy, tj. analeptyczne oraz prze-
ciwhistaminowe, rozpoczyna kondensacja kwasu antranilowego 4 z cyklicznym 
ketonem 81, co prowadzi do powstania 4-hydroksychinolin 82 (Schemat 29) [49].

Schemat 29. 	 Synteza 2,3-polimetylenochinolin 83
Scheme 29. 	 Synthesis of 2,3-polymethylenequnolines 83

W syntezie policyklicznych układów z pierścieniem chinazoliny 86, struktu-
ralnych analogów alkaloidów rutakarpiny i luotoniny A, wykorzystano reakcję 
pochodnej kwasu antranilowego 84 z pirydo[2,3-d]pirymidyną 85, którą prowa-
dzono w obecności kwasu polifosforowego stosując promieniowanie mikrofalowe 
(Schemat 30) [50].
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Schemat 30. 	 Synteza związków 86
Scheme 30. 	 Synthesis of compounds 86

W podobny sposób z pochodnych kwasu antranilowego 84 i tieno[2,3-d]piry-
midyn 87 powstały pośrednio związki 88, które w warunkach reakcji łatwo ulegają 
wewnątrzcząsteczkowej cyklizacji do układów poliheterocyklicznych 89 (Sche-
mat 31) [51].

Schemat 31. 	 Synteza związków 89
Scheme 31. 	 Synthesis of compounds 89

W reakcji kwasu antranilowego 4 z pochodną benzimido[1,2-c]chinazoliny 90 
powstaje związek 91 zawierający układ skondensowanych pierścieni heterocyklicz-
nych (Schemat 32) [52]. Wykazano jego aktywność antyproliferacyjną wobec linii 
komórkowej mysiej białaczki L1210 [53].

Schemat 32. 	 Synteza związku 91
Scheme 32. 	 Synthesis of compound 91

W syntezie chinazolinobenzoksazynonów 94a oraz chinazolinobenzotiazyn 
94b wykorzystano cyklokondensację kwasu antranilowego 4 i związku 93, który 
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utworzył się w reakcji laktamów 92a-b z tlenochlorkiem fosforu(V) (Schemat 33) 
[54].

Schemat 33. 	 Synteza związków 94
Scheme 33. 	 Synthesis of compounds 94

Serię fluorochinolinowych pochodnych 98 o aktywności przeciwgrzybicz-
nej otrzymano wykorzystując kwas 5-fluoroantranilowy 95 oraz formamid 15, 
z  których najpierw utworzył się fluorochinazolinon 96 następnie przekształcony 
w fluorochinolinowe pochodne 98 z użyciem katalitycznych ilości bromku triben-
zyloetyloamoniowego (BTEAB) (Schemat 34) [55]. 

Schemat 34. 	 Synteza chinazolin 98
Scheme 34. 	 Synthesis of quinazolines 98

Chinazolin-4-on 101, hamujący rozwój grzybów Fusarium oxysporum, Gibbe-
rella zeae, Valsa mali, zsyntetyzowano z kwasu 5-bromoantranilowego 99 i forma-
midu 15, a utworzony pośrednio związek 100 poddano alkilowaniu w obecności 
katalizatora przeniesienia międzyfazowego (PTC) (Schemat 35) [56].

Schemat 35. 	 Synteza chinazolin-4-onu 101
Scheme 35. 	 Synthesis of quinazolin-4-one 101

W pierwszym etapie syntezy 4-aminochinazolin 105 wykazujących działanie 
antyproliferacyjne wobec linii komórkowych nowotworów prostaty, płuc, żołądka 
oraz macicy z pochodnej kwasu antranilowego 102 i formamidu 15 otrzymano pro-
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dukt pośredni 103, który łatwo przekształcono w końcowe aminochinazoliny 105 
(Schemat 36) [57].

Schemat 36. 	 Synteza chinazolin 105
Scheme 36. 	 Synthesis of quinazolines 105

W syntezie związków 108, potencjalnych agonistów dopaminy, w pierwszym 
etapie pochodną kwasu antranilowego 25 poddano reakcji z chloromrówczanem 
etylu w obecności bromku fosforu(III) otrzymując pochodną bezwodnika izatyno-
wego 106, z której powstały chinazolin-4-ony 107 (Schemat 37) [58].

Schemat 37. 	 Synteza chinazolin 108
Scheme 37. 	 Synthesis of quinazolines 108

Analogiczną sekwencję przemian wykorzystano w celu otrzymania chinazolin-
-4-onu 110, produktu pośredniego w syntezie 4-aminochinazoliny 111, inhibitora 
kinazy tyrozynowej receptora naskórkowego czynnika wzrostu (Schemat 38) [59].



M. ŁYSAKOWSKA, D.G. PIOTROWSKA388

Schemat 38. 	 Synteza chinazoliny 111
Scheme 38. 	 Synthesis of quinazoline 111

PODSUMOWANIE

W reakcji Niementowskiego wykorzystywany jest kwas antranilowy ulegający 
kondensacji ze związkiem karbonylowym albo amidem. Pojedyncze przykłady syn-
tez opisane u schyłku XIX wieku stały się przedmiotem dalszych badań w wielu 
ośrodkach naukowych. W literaturze opisane są liczne ich modyfikacje, kwas 
antranilowy zastąpiono: o-aminobenzoesanem metylu, kwasem o-nitrobenzoeso-
wym, o-acyloaminobenzamidem, o-aminobenzamidem, o-aminobenzonitrylem, 
bezwodnikiem kwasu izatynowego, benzoksazynonem, a zamiast amidów użyto: 
aminę, nitryl, iminoeter, tioamid, amidynę, aldehyd, kwas karboksylowy. Zasto-
sowanie dowolnych amidów umożliwia otrzymanie strukturalnie zróżnicowanych 
2,3-dwupodstawionych chinazolin-4-onów. Zmieniono również warunki reakcji w 
celu zwiększenia wydajności oraz skrócenia czasu. Największe sukcesy osiągnięto 
stosując promieniowanie mikrofalowe. Zainteresowanie wykorzystaniem reakcji 
Niementowskiego wynika przede wszystkim z potencjalnej aktywności biologicznej 
związków heterocyklicznych, które dość łatwo tworzą się w jej wyniku, ponieważ 
pierścienie chinoliny i chinazoliny występują w wielu naturalnych i syntetycznych 
alkaloidach oraz substancjach leczniczych. 
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ABSTRACT

Lipases (EC 3.1.1.3; triacylglycerol acylhydrolases) are the most commonly 
used enzymes in biotransformations of organic compounds. In living organisms 
lipases catalyze hydrolysis of higher fatty acid esters of glycerol, thus fulfill 
an essential function in metabolism of lipids (e.g. fats and oils) and lipoproteins. 
This year marks 125 years since J.R. Green has identified and described the first 
lipase isolated from germinated castor-oil beans (Ricinus communis L.) in the form 
of an extract showing hydrolytic properties. Plants, as well as bacteria are able to 
produce lipases what was reported in 1901 by Dutch scientist ‒ Christiaan Eijkman. 
Lipases are also produced by fungi, yeasts, and various organs of higher organisms. 

A strong foundation, which had a huge impact on the development of global 
lipase-mediated biotransformations was the discovery made in 1935 and descri-
bed in Biochemistry Journal and Biochemische Zeitschrift by Polish biochemist-
-enzymologist Ernest Alexander Sym (1893-1950) that these enzymes retain almost 
full catalytic activity even in nearly anhydrous organic solvents. This was exactly 
fifty years before Russian chemist Alexander Klibanov in 1985 described a lipase-
-catalyzed reaction carried out in organic solvents. Since that moment, lipases have 
became extremely popular in both academic and industrial usage, nowadays being 
the most important among all biocatalysts used in biochemical processes carried out 
on an industrial scale. 

The purpose of this article is to provide a brief characterization of the two 
most widely used in industrial biotransformations lipases ‒ lipase B from Candida 
antarctica (CAL-B) and lipase from Burkholderia cepacia (BCL) ‒ and familiarize 
the readers with the issues of biotechnological processes catalyzed by them. The 
specifics of a range of industrial applications based on lipase catalysis, including 
the chemical, pharmaceutical, cosmetic and food industries are also discussed.

Keywords: lipases, Candida antarctica lipase B (CAL-B), Burkholderia cepacia lipase 
(BCL), industrial applications, biocatalysis, enantiomerically pure compounds
Słowa kluczowe: lipazy, lipaza B Candida antarctica (CAL-B), lipaza Burkholderia 
cepacia (BCL), zastosowania przemysłowe, biokataliza, związki enancjomerycznie 
czyste
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WPROWADZENIE

Pierwsze udokumentowane zastosowanie procesów biotechnologicznych miało 
miejsce ok. 5000 lat temu, kiedy to na obszarach bliskiego wschodu i w Egipcie wyko-
rzystywano mikroorganizmy do różnego rodzaju fermentacji spożywczych, w tym 
m.in. w piekarnictwie, w serowarstwie, browarnictwie oraz przy produkcji alko-
holu  [1]. Natomiast pierwsze świadome zastosowanie procesów biotransformacji 
miało miejsce w 1823 roku, kiedy użyto bakterii kwasu octowego z rodzaju Aceto
bacter zaadsorbowanych na złożu wiórów bukowych w przemysłowej produkcji 
octu metodą Schützenbacha [2]. Od tamtej pory nastąpiło wiele zmian, począwszy 
od technik selekcji i hodowli mikroorganizmów oraz izolacji i oczyszczania enzy-
mów, a skończywszy na chemicznych lub genetycznych modyfikacjach, służących 
poprawie nie tylko ich właściwości katalitycznych, ale również zwiększeniu stabil-
ności w warunkach procesowych [3–9]. 

Jednymi z najczęściej wykorzystywanych enzymów w biotransformacjach są 
lipazy (EC 3.1.1.3; acylohydrolazy triacylogliceroli). W tym roku mija 125 lat od 
czasu gdy J. R. Green zidentyfikował oraz opisał pierwszą lipazę w postaci ekstraktu 
o hydrolitycznych właściwościach, wydzielonego z kiełkujących nasion rącznika 
pospolitego (Ricinus communis L.) [10]. Jak się później okazało, zdolność produko-
wania lipaz posiadają nie tylko rośliny, ale również bakterie, o czym doniósł w 1901 
roku holenderski mikrobiolog Christiaan Eijkman [10]. Lipazy wytwarzane są rów-
nież przez grzyby, drożdże, a także poszczególne organy organizmów wyższych, 
dzięki czemu szacuje się, że obecnie na rynku dostępnych jest w sprzedaży około 
70 preparatów lipaz [12–15].

Omawiając początki biokatalizy z udziałem lipaz nie sposób również nie 
wspomnieć o Erneście Alexandrze Teofilu Symie (1893–1950) (Rys. 1) [16–20]. 

Rysunek 1. 	 Ernest Alexander Teofil Sym (1893–1950)
Figure 1. 	 Ernest Alexander Teofil Sym (1893–1950)

Zdumiewające jest, iż postać tego wybitnego przedwojennego polskiego bio-
chemika-enzymologa została prawie całkowicie zapomniana, a informacja, że był 
on światowym pionierem badań nad katalizą enzymatyczną w układach niewod-
nych oraz w syntezie organicznej, nie dociera do świadomości społeczności nauko-
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wej nawet w kręgach polskich badaczy. Warto przypomnieć, że Alexander Sym już 
w latach 30-tych XX w. badał mechanizm katalizy enzymatycznej zachodzącej przy 
udziale lipaz, wysuwając oryginalną hipotezę, iż polega on na aktywowaniu alko-
holu i/lub estru przez ich łączenie się z protonem. Przy okazji prowadził również 
badania nad kinetyką reakcji enzymatycznych, wykazując m.in., że esterazy i lipazy 
są zasadniczo tymi samymi enzymami. Jego prace poświęcone aktywności hydroli-
tycznej, a w szczególności syntetycznej lipaz, w tym ogólnie badaniom czynników 
przyspieszających działanie esteraz publikowane były w owym czasie w najbardziej 
prestiżowych czasopismach naukowych, m. in. w Biochemistry Journal oraz Bioche-
mische Zeitschrift (Rys. 2A) [21–25]. Dzięki poczynionym przez Syma obserwacjom 
dotyczącym rozpuszczalności kwasów tłuszczowych w wodzie w obecności różnych 
dodatków o charakterze aktywatorów w trakcie procesu ich enzymatycznej hydro-
lizy, podjął on badania wpływu rozpuszczalników organicznych na reakcje esteraz 
oraz lipaz. To z kolei doprowadziło do jego największego opisanego w 1935 roku 
odkrycia, że enzymy są aktywne również w bezwodnych rozpuszczalnikach orga-
nicznych. Najbardziej płodny okres w jego twórczości naukowej przypada na lata 
1930–1936 podczas jego prac w Laboratorium Biochemicznym Wydziału Medycz-
nego oraz w Zakładzie Chemii Ogólnej i Fizjologicznej Wydziału Weterynarii 
Uniwersytetu Warszawskiego u boku prof. Stanisława Jana Przyłęckiego. W latach 
1930–1931 Aleksander Sym odbywa staże naukowe w Sztokholmie pod kierunkiem 
Hansa von Eulera oraz w Kaiser Wilhelm Institut, Berlin-Dahlem u prof. Carla 
Neuberga. Alexandrowi Symowi zawdzięczamy również pierwsze pojawienie się 
określenia biokataliza w języku polskim (prawdopodobnie po raz pierwszy w ogóle) 
w pracy pt.: „Utlenienia i redukcje w układach biologicznych” opublikowanej w 1936 
roku w czasopiśmie Biologja Lekarska (Rys. 2B) [26]. 

Rysunek 2. 	 (A) Przykładowe przedruki stron tytułowych publikacji z lat 1930–1936 wyraźnie podkreślające 
wpływ rozpuszczalników organicznych na katalizę enzymatyczną z udziałem lipaz oraz esteraz. 
(B) Pierwsza praca, w której pojawia się termin biokataliza (patrz ostatni akapit strony 266)

Figure 2. 	 (A) Samples of cover page reprints of publications from the years 1930–1936, clearly highlighting 
the effect of organic solvents on enzymatic catalysis with lipases and esterases. (B) The first work, 
in which appears the term biocatalysis (see the last paragraph of page 266)
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Pierwsze zastosowanie przemysłowe biotransformacji związków hydrofobo-
wych, nierozpuszczalnych w wodzie z użyciem lipaz datuje się na rok 1980. W tym 
czasie koncern Unilever zaczął produkcję masła kakaowego z użyciem 1,3-specyficz-
nych lipaz izolowanych z Aspergillus niger oraz Rhizopus japonicus [27]. Podobnym 
wielkotonażowym procesem interestryfikacji tłuszczów, w tym między innymi oleju 
palmowego kwasem stearynowym z zastosowaniem tych samych enzymów, trud-
niła się od 1981 roku firma Fuji Oil, Co Ltd. [28]. Datą przełomową dla rozkwitu 
biotransformacji syntetycznych związków organicznych okazał się rok 1985, kiedy 
to rosyjski chemik Alexander Klibanov stwierdził (a tak naprawdę jedynie przy-
pomniał po Erneście Symie), że enzymy wykazują aktywność katalityczną również 
w środowisku rozpuszczalników organicznych, posiadając tym samym użyteczne 
działanie w systemach niewodnych [29]. Wkrótce po tym, w roku 1988 dochodzi 
do powstania instalacji przemysłowej w koncernie Sumitomo do produkcji enan-
cjomerycznie czystych 4-hydroksy-2-cyklopentanonów w procesie enzymatycznej 
hydrolizy ich estrów [30]. Z kolei pierwszą na skalę przemysłową transestryfikację 
triacylogliceroli z użyciem krótkołańcuchowych kwasów tłuszczowych, katalizo-
waną 1,3-specyficzną lipazą pochodzenia grzybowego z Mucor miehei, wdrożyła 
w roku 1990 firma Unilever [31]. 

W ostatnim 25-leciu technologie z udziałem lipaz [32–35] koncentrują się 
wyraźnie na obszarach produkcji małotonażowej i na syntezie związków wysoko-
specjalistycznych oraz drogich, wymagających szczególnej czystości, a więc wszę-
dzie tam gdzie nie ma konkurencji ze strony metod wielkoprzemysłowej syntezy 
organicznej. Poniżej zaprezentowano przykłady przemysłowych biotransformacji 
z  użyciem dwóch najczęściej stosowanych lipaz ‒ lipazy B z Candida antarctica 
(CAL-B) oraz lipazy z Burkholderia cepacia (BCL).

1. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZĘ B  
Z CANDIDA ANTARCTICA (CAL-B)

Lipaza B izolowana z grzyba Candida antarctica (CAL-B), odkrytego w latach 
60-tych XX w. w słonych wodach jeziora Vanda położonego w Dolinie Wrighta 
na Antarktydzie, jest jak do tej pory najczęściej stosowanym enzymem w proce-
sach biokatalitycznych zarówno w skali laboratoryjnej jak również małotonażowej. 
Ogromna ilość pozycji książkowych, publikacji naukowych oraz patentów świad-
czy dobitnie o użyteczności oraz wszechstronności tego biokatalizatora szczegól-
nie w  reakcjach transestryfikacji/hydrolizy racemicznych mieszanin odpowied-
nio: (alkoholi i amin)/(estrów oraz amidów) [36–38]. CAL-B należy do rodziny 
enzymów posiadającej strukturę fałdowania α/β-hydrolaz serynowych o masie 
cząsteczkowej 33 kDa, punkcie izoelektrycznym pI 6,0 oraz optimum pH 7,0. 
W roztworach wodnych lipaza ta zachowuje pełną stabilność w szerokim zakresie 
pH 3,5–9,5 oraz w wysokiej temperaturze (50–60°C), utrzymując nawet 15% swej 
maksymalnej aktywności powyżej temperatury 70°C. Wyznaczona z wysoką roz-
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dzielczością (1,55 Å) w roku 1994 przez Uppenberg i in. [39, 40] krystaliczna struk-
tura CAL-B (Rys. 3) wykazała, iż składa się ona z 317 aminokwasów oraz posiada 
centrum aktywne zawierające następującą triadę katalityczną: Asp 187, His 224 oraz 
Ser 105. Kieszeń wiążąca substrat ma „charakter acylowy” i zbudowana jest z bardzo 
dużej oraz średniej przestrzeni wnękowej umożliwiającej pomieszczenie drugorzę-
dowych alkoholi/amin z odpowiednio małym oraz bardzo dużym podstawnikiem 
zlokalizowanym po obu stronach centrum stereogenicznego substratu. W odróżnie-
niu od większości lipaz, CAL-B posiada bardzo małe „wieczko” (krótką α-helikalną 
strukturę), które z racji na ograniczoną możliwość przesłaniania centrum aktyw-
nego powoduje, iż enzym ten praktycznie w ogóle nie potrzebuje aktywacji między-
fazowej by móc katalizować reakcje [41, 42], toteż doskonale nadaje się do pracy 
w czystych rozpuszczalnikach organicznych. Dostęp do wnętrzna kieszeni aktywnej 
dla substratów i  rozpuszczalników możliwy jest poprzez wąski kanał zbudowany 
z hydrofobowych aminokwasów. 

Obecnie uważa się, że CAL-B jest najbardziej uniwersalnym enzymem, przeja-
wiającym wysoką aktywność katalityczną oraz selektywność wobec zróżnicowanej 
strukturalnie puli substratów organicznych. W handlu lipaza B z Candida antarctica 
występuje najczęściej w postaci immobilizowanej pod odpowiednią nazwą Novo-
zym 435, Novozyme 435 lub Novozyme SP 435 – w zależności od mikroorganizmu 
(Aspergillus niger lub Aspergillus oryzae), w którym przeprowadza się klonowa-
nie oraz ekspresję białka enzymatycznego. Preparaty te, sprzedawane przez firmę 
Novo Nordisk A/S (obecnie Novozymes A/S) przygotowywane są na bazie CAL-B 
immobilizowanej w sposób fizyczny na wyprodukowanej przez firmę Bayer makro-
porowatej żywicy poli(metylo-metaakrylano-diwinylobenzenowej) (Lewatit VP 
OC 1600®), posiadającej odpowiednio średnie wartości wielkości cząstek z zakresu 
315–1000 μm, pola powierzchni wynoszące 130 m2×g–1 oraz średnicę porów o dłu-
gości 150 Å. Tak przygotowane immobilizaty lipaz charakteryzują się bardzo dużą 
stabilnością w warunkach procesowych, wynikającą głównie z odporności mecha-
nicznej wobec naprężeń ścinających w płynie towarzyszących intensywnemu mie-
szaniu, a także ze względu na małą wrażliwość na wysokie temperatury, zmienne pH 
środowiska reakcji oraz stosowane rozpuszczalniki organiczne. 

W niniejszym przeglądzie przedstawiono w skrócie jedynie kilka najważniej-
szych zastosowań tej lipazy jako katalizatora stosowanego w procesach otrzymywa-
nia substancji chemicznych o wysokiej wartości dodanej, których skala produkcyjna 
nie przekracza kilkuset kilogramów. 
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Rysunek 3. 	 (A) Struktura 3D lipazy B z Candida antarctica (PDB ID: 1TCA). (B) Ułożenie przestrzenne reszt 
aminokwasowych (AK) wchodzących w skład tzw. „triady katalitycznej” (Asp 187, His 224, Ser 
105) należącej do centrum aktywnego CAL-B (wzajemne odległości między AK podane zostały w 
Angstremach). Struktura krystaliczna białka enzymatycznego została pobrana z bazy Protein Data 
Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocą programu Pymol vs 0,99 

Figure 3. 	 (A) The 3D structure of lipase B from Candida antarctica (PDB ID: 1TCA). (B) The spatial orien-
tation of the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” (Asp 187, His 224, Ser 
105) belonging to the active-site of CAL-B (the mutual distance between the AAs are given in 
Angstroms). Crystal structure of enzymatic protein was downloaded from the Protein Data Bank 
(PDB), and processed using Pymol vs 0,99

Holenderska UNICHEMA Chemie BV była pierwszą firmą, która opracowała 
w skali przemysłowej [3,1 M (800 g×litr–1)] chemoenzymatyczną syntezę cennego 
surowca kosmetycznego – palmitynianu izopropylu (3, Schemat 1) – stosowanego 
w produkcji mydeł, pianek, pomadek oraz kremów do skóry [43]. Reakcję pomię-
dzy kwasem palmitynowym (1) a 2-propanolem (2) prowadzono w reaktorze 
przepływowo-membranowym o działaniu okresowym z użyciem Novozymu 435. 
Powstającą w trakcie reakcji wodę usuwano w postaci azeotropu (alkohol/H2O) 
pod ciśnieniem 0,26 bar. W wyniku tego procesu uzyskiwano produkt 3 o czysto-
ści >99% wg GC z praktycznie ilościową wydajnością (99%) w relatywnie krótkim 
czasie (14 godz.).

Schemat 1.	 Chemoenzymatyczna synteza palmitynianu izopropylu (3) katalizowana lipazą B z Candida 
antarctica (Novozym 435)

Scheme 1. 	 Chemoenzymatic synthesis of isopropyl palmitate (3) catalyzed by Candida antarctica lipase B 
(Novozym 435)

Bardzo wydajna procedura otrzymywania w skali przemysłowej (1S,2S)-trans-
-2-metoksycykloheksanolu [(S,S)-4] (Schemat 2) – prekursora w syntezie antybioty-
ków β-laktamowych 6 (Trinems) została opracowana w firmie Glaxo Wellcome plc. 
[44]. Kluczowym etapem syntezy jest rozdział kinetyczny racemicznego alkoholu 
rac-trans-4 za pomocą octanu winylu oraz Novozymu 435 jako katalizatora z dodat-
kiem trietyloaminy. W tak zaprojektowanych warunkach optycznie czynny alkohol 
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(S,S)-4 otrzymano z przeciętną wydajnością 36%, ale za to z bardzo wysoką czy-
stością enancjomeryczną (99% ee) w czasie 6–8 godzin. Dodatkowo, wybór cyklo-
heksanu jako rozpuszczalnika okazał się bardzo istotny, nie tylko ze względu na 
optymalne dopasowanie tego medium do zastosowanej lipazy, ale również z uwagi 
na możliwość selektywnej ekstrakcji otrzymanych produktów. Co ważne, pozwoliło 
to wyeliminować etap rozdziału mieszaniny reakcyjnej za pomocą chromatografii. 
Stężenie racemicznego substratu rac-trans-4 wynosiło 1,4 M (182 g×litr–1), a użyty 
immobilizowany enzym wykazywał dużą stabilność procesową, zachowując ponad 
połowę swojej aktywności katalitycznej nawet po 9 cyklach reakcyjnych. 

Schemat 2. 	 Chemoenzymatyczna synteza tricyklicznych antybiotyków β-laktamowych 6 (Trinems) katalizo-
wana Novozymem 435

Scheme 2. 	 Chemoenzymatic synthesis of tricyclic β-lactam antibiotics 6 (Trinems) catalyzed by Novozym 435

Z kolei technolodzy z firmy Schering-Plough opracowali enzymatyczną desy-
metryzację prochiralnego 2-podstawionego-1,3-propanodiolu (7) – kluczowego 
półproduktu w syntezie przeciwgrzybicznego preparatu 13 o handlowej nazwie 
SCH51048 [45, 46]. Związek 13 jest pochodną posakonazolu oraz itrakonazolu 
i podobnie jak one posiada udowodnioną aktywność biologiczną wykorzystywaną 
w leczeniu systemowych kandydoz wywołanych drożdżakami z rodzaju Candida 
oraz infekcji oddechowych wywołanych grzybami z rodzaju Aspergillus. Obecnie 
znajduje się w II fazie badań klinicznych. Na Schemacie 3 zaprezentowano dwie 
metody syntezy: (i) enzymatyczną desymetryzację odpowiedniej pochodnej die-
strowej (R)-10 oraz (ii) desymetryzację prochiralnego diolu 7. W obu przypadkach 
tworzy się nieracemiczna pochodna (R,S)-12, która następnie transformowana jest 
w pożądany chemoterapeutyk 13 w szeregu prostych reakcji. Desymetryzację nie-
racemicznego dimaślanu (R)-10 przeprowadzono stosując immobilizowaną lipazę 
Pseudomonas fluorescens (lipazę Amano AK) zawieszoną w mieszaninie wodnego 
roztworu chlorku potasu i tetrahydrofuranu, otrzymując odpowiedni monomaślan 
(R,S)-11 z dobrą wydajnością (64%) oraz z bardzo wysokim nadmiarem diastere-
oizomerycznym (99% de). Dużo szybszą i prostszą metodą okazała się ta, w której 
mezo diol 7 estryfikowano pro-S-selektywnie za pomocą octanu winylu i Novo-
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zymu 435. Wydajność otrzymanego w ten sposób monooctanu (S)-8 wyniosła 74%, 
a czystość enancjomeryczna 99% ee. Ponieważ kolejny etap syntezy – cyklizacja 
(S)-8 – prowadzony był w acetonitrylu, enzymatyczną hydrolizę z udziałem lipazy 
CAL-B przeprowadzono w tym samym rozpuszczalniku, dzięki czemu proces mógł 
być kontynuowany bez wydzielania produktu pośredniego. Stężenie użytego diolu 7 
wynosiło 0,876 M (200 g×litr–1), a podana wielkość szarży procesu: 30 kg substratu 7 
w 150 litrach acetonitrylu. W tych warunkach możliwe było 6-krotne wykorzystanie 
biokatalizatora bez obserwowalnych spadków efektywności jego działania.

Schemat 3. 	 Chemoenzymatyczna synteza przeciwgrzybicznego chemoterapeutyku 13 (SCH51048) katalizo-
wana Novozymem 435

Scheme 3. 	 Chemoenzymatic synthesis of antifungal agent 13 (SCH51048) catalyzed by Novozym 435

Kolejnym przykładem zastosowania lipazy B z Candida antarctica jest realizo-
wana przez Ichikawa Gosei Kagaku Co., Japan synteza enancjomerycznie czystego 
(1S,2S)-trans-2-bromoindan-1-olu [(1S,2S)-15] (Schemat 4) [47]. Związek ten jest 
kluczowym półproduktem w syntezie cis-1-aminoindan-2-olu (16) – farmaceu-
tycznie czynnego składnika leków antyretrowirusowych stosowanych w leczeniu 
wirusowego zespołu nabytego braku odporności (AIDS). Substratem w tym proce-
sie jest racemiczny trans-2-bromo-1-(acetoksy)indan (rac-trans-14), który poddaje 
się enancjoselektywnej metanolizie katalizowanej Novozymem 435 zawieszonym 
w 2-propanolu. Optycznie czynny alkohol (1S,2S)-15 o bardzo wysokiej czystości 
enancjomerycznej wynoszącej 99% ee otrzymywano z wydajnością 45%. Nieprzere-
agowany ester (1R,2R)-14 odzyskiwano z wydajnością 52%. 
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Schemat 4. 	 Rozdział kinetyczny racemicznego trans-2-bromo-1-(acetoksy)indanu (rac-trans-14) katalizo-
wany Novozymem 435

Scheme 4. 	 Kinetic resolution of racemic trans-2-bromo-1-(acetoxy)indan (rac-trans-14) catalyzed by 
Novozym 435

Octan (Z)-3-heksen-1-ylu [(Z)-18] jest surowcem zapachowym o świeżej zie-
lonej nucie, stosowanym jako dodatek do żywności lub w przemyśle kosmetycz-
nym jako składnik bazy zapachowej. Opracowaniem jego przemysłowej syntezy 
z  użyciem lipazy B z Candida antarctica zajął się zespół francuskich naukowców 
we współpracy z firmą Naturex (Schemat 5) [48]. Opisali oni efektywną syntezę 
tego surowca w skali półtechnicznej używając 5 kg (Z)-3-heksen-1-olu [(Z)-17] 
(1,5 mol×litr−1), równomolowej ilości kwasu octowego oraz Novozymu 435 zawie-
szonego w suchym n-heksanie. Reakcję prowadzono w temperaturze 70°C z ciągłym 
oddestylowywaniem tworzącej się wody, co pozwoliło otrzymać pożądany ester 
(Z)-18 z bardzo wysoką 94% wydajnością. Użyty w tych warunkach enzym zacho-
wywał pełną aktywność katalityczną przez 7 cykli reakcyjnych.

Schemat 5. 	 Estryfikacja (Z)-3-heksen-1-olu [(Z)-17] kwasem octowym w obecności Novozymu 435
Scheme 5. 	 Direct esterification of (Z)-3-hexen-1-ol [(Z)-17] with acetic acid in the presence of Novozym 435

Inny immobilizowany preparat CAL-B (Chirazyme L2-C2) okazał się użytecz-
nym katalizatorem w przemysłowej produkcji retinolu (22, witaminy A) realizo-
wanej przez szwajcarską firmę Hoffmann la Roche od przeszło 16 lat (Schemat 6) 
[49,  50]. W procesie katalizowanej enzymatycznie transestryfikacji (2Z,4Z,7E)-
-3,7-dimetylo-9-(2,6,6-trimetylocykloheks-1-enylo)nona-2,4,7-trieno-1,6-diolu 
(19) stosowany jest octan winylu jako donor grupy acetylowej oraz aceton jako roz-
puszczalnik. W przeciwieństwie do chemicznej estryfikacji, metoda enzymatyczna 
daje nie tylko bardzo wysoką selektywność (97%) acylowania 19 do odpowiedniego 
monoestru 20, ale również bardzo wysoką konwersję substratu (99%). Jedyną wadą 
tego procesu jest mała szybkość reakcji, albowiem regioselektywna transestryfikacja 
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1,4 kg diolu 19 zajmuje aż 74 dni. Proces prowadzony jest w temperaturze poko-
jowej, co obniża koszty. Tak przygotowany półprodukt 20 (1,6 kg/szarżę) podda-
wany jest następnie odwodnieniu, izomeryzacji oraz hydrolizie, w rezultacie których 
otrzymywana jest ostatecznie witamina A (22). 

Schemat 6. 	 Chemoenzymatyczna synteza retinolu (22, witaminy A) katalizowana Chirazymem L2-C2
Scheme 6. 	 Chemoenzymatic synthesis of retinol (22, vitamin A) catalyzed by Chirazymem L2-C2

Bardzo ciekawe przemysłowe zastosowanie immobilizowanej CAL-B (Novo-
zyme-435) w procesie selektywnego acetylowania leku przeciwnowotworowego – 
nelarabiny (23) – stosowanego w leczeniu niektórych odmian białaczek, opracował 
koncern farmaceutyczny Glaxo Wellcome (Schemat 7) [51]. Dzięki temu prostemu, 
bardzo selektywnemu oraz wydajnemu procesowi firma ta wprowadziła na rynek 
acetylową pochodną związku 23, będącą znanym pro-lekiem antybiałaczkowej 
ara-G (25, 9-β-d-arabinofuranozylo guaniny). Za pomocą uzyskanej modyfika-
cji strukturalnej nelarabiny (23) osiągnięto znaczną poprawę jej rozpuszczalności 
w  różnych mediach, co zwiększyło biodostępność leku oraz jego aktywność bio-
logiczną. Dodatkowo, otrzymanie 5’-monoacetylowej pochodnej 24 przyczyniło 
się do lepszego poznania metabolizmu wcześniej odkrytego pro-leku 23 i co naj-
ważniejsze udowodniono dzięki temu, że zarówno nelarabina (23) jak również jej 
acetylowa pochodna 24 biotransformowane są in vivo do tej samej farmakologicznie 
aktywnej postaci leku, czyli ara-G (25). Spośród wielu przetestowanych enzymów 
zdecydowanie najlepszym okazał się wyżej wspomniany Novozyme-435, który kata-
lizował reakcję transestryfikacji użytej w stężeniu 50 g/litr nelarabiny (23) octanem 
winylu selektywnie w pozycji 5’-OH, z konwersjami substratu powyżej 99%. Nie-
stety, zwiększenie stężenia 23 do 100 g/litr negatywnie wpłynęło na konwersję, obni-
żając jej wartość do 60–70%. Dobór optymalnych warunków katalizowanego Novo-
zymem-435 acetylowania nelarabiny (23) pozwolił ograniczyć ilość zanieczyszczeń 
(3’-mono- oraz 5’,3’-di-octanu) do mniej niż 0,5%. 
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Schemat 7. 	 Regioselektywna transestryfikacja nelarabiny (23) octanem winylu katalizowana Novozyme-435
Scheme 7. 	 Regioselective transesterification of nelarabin (23) with vinyl acetate catalyzed by Novozyme-435

Innym przykładem użyteczności oraz wszechstronności katalizy enzymatycz-
nej jest chemoenzymatyczny proces otrzymywania obu enancjomerów 1,3,4,5-tetra-
kisfosforanu mio-inozytolu (D-29 oraz L-30) opracowany przez technologów ze 
szwajcarskiej firmy Novartis Pharma AG (Schemat 8) [52]. W kluczowym dla całego 
procesu etapie enzymatycznym użycie CAL-B (Novozym 435) i octanu winylu jako 
donora grupy acetylowej oraz tetrahydrofuranu jako rozpuszczalnika, pozwo-
liło uzyskać doskonały rozdział kinetyczny benzylowej pochodnej mio-inozytolu 
rac-27. Dzięki temu otrzymano odpowiedni monoester (+)-28 oraz nieprzereago-
wany polialkohol (–)-27 w postaci enancjomerycznie czystej (>99% ee) z praktycz-
nie ilościowymi wydajnościami dla konwersji równej 50%. 

Schemat 8. 	 Chemoenzymatyczna synteza D-1,3,4,5-tetrakisfosforanu mio-inozytolu (D-29) oraz L-1,3,4,5-
tetrakisfosforanu mio-inozytolu (L-30) z wykorzystaniem Novozymu 435

Scheme 8. 	 Chemoenzymatic synthesis of D-myo-inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphate (D-29) and L-myo-
inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphate (L-30) by using Novozym 435
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Kolejnym przykładem wykorzystania CAL-B (Novozym 435) jest przemy-
słowa metoda otrzymywania optycznie czynnego (2R)-4-(propan-2-yloksy)butan-
2-olu [(R)-33] (Schemat 9) [53]. Jego synteza wykorzystująca rozdział kinetyczny 
racemicznego alkoholu rac-31 z użyciem propionianu winylu opracowana została 
przez japońską firmę Mitsubishi Gas Chemical Company, a otrzymywany dzięki niej 
enancjomer (R)-33 wykorzystywany jest do produkcji optycznie czynnych ciekłych 
kryształów.

Schemat 9. 	 Rozdział kinetyczny racemicznego 4-(propan-2-yloksy)butan-2-olu (rac-31) katalizowany Novo
zymem 435

Scheme 9. 	 Kinetic resolution of racemic 4-(propan-2-yloxy)butan-2-ol (rac-31) catalyzed by Novozym 435

Inny preparat immobilizowanej CAL-B (Novozyme SP 435) został zastosowany 
przez firmę Henkel do regioselektywnej estryfikacji glikozydu izoflawonu 34 kwasami 
tłuszczowymi (Schemat 10) [54]. Glikozyd 34 ze względu na swoje silne właściwości 
anty-utleniające, chroniące żywe komórki przed działaniem m.in. wolnych rodni-
ków, jest bardzo często stosowany w przemyśle kosmetycznym, farmaceutycznym 
oraz jako dodatek do żywności. Niestety przenikanie glikozydu izoflawonolowego 
34 przez błony biologiczne jest ograniczone, toteż funkcjonalizacja jego struktury 
celem zwiększenia lipofilowości cząsteczki jest jak najbardziej pożądana. Opraco-
wana chemoenzymatyczna metoda syntezy jego estru z kwasem heksadekanowym 
(palmitynowym) 35 nie tylko poprawiła biodostępność wyjściowego związku 34, 
ale dodatkowo pozwoliła wykazać, że pochodna 35 posiada potencjalne właściwości 
hamujące aktywność proteaz serynowych występujących w skórze właściwej oraz 
pozytywnie wpływa na produkcję kolagenu. To sprawia, że produkowany ester 35 
stanowi doskonały surowiec kosmetyczny o działaniu zapobiegającym powstawaniu 
zmarszczek mimicznych oraz wiotczeniu skóry. Ponadto warty uwagi jest fakt, iż 
mimo że węglowodany nie należą do naturalnych substratów hydrolaz triacylogli-
ceroli, to lipaza CAL-B okazała się bardzo efektywnym katalizatorem reakcji bezpo-
średniej estryfikacji glikozydu 34 kwasem heksadekanowym, gwarantując przy tym 
wysoce regioselektywne przekształcenie pierwszorzędowej grupy hydroksylowej 
w biotransformowanej cząsteczce substratu. 
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Schemat 10. 	 Regioselektywna estryfikacja glikozydu izoflawonolowego 34 za pomocą kwasu palmitynowego 
katalizowana Novozyme SP 435

Scheme 10. 	 Regioselective esterification of isoflavone glycoside 34 with palmitic acid catalyzed by Novozyme 
SP 435 

Walory CAL-B immobilizowanej na makroporowatej żywicy (tzw. beads) 
o zastrzeżonym składzie, sprzedawanej pod handlową nazwą Chirazyme L-2 przez 
firmę Boehringer Mannheim, dostrzeżono w firmie Schering-Plough (Schemat 11) 
[55]. Opracowana przez nich przemysłowa procedura desymetryzacji diestru etylo-
wego kwasu 3-(3’,4’-dichlorofenylo)glutarowego (36) w warunkach enzymatycznej 
hydrolizy w wodnym roztworze buforowym pozwoliła otrzymać enancjomerycznie 
czysty monoester (S)-37 (>99% ee) z bardzo wysoką 82% wydajnością w relatywnie 
łagodnych warunkach (40°C). Synteza tego związku prowadzona była w skali 50 
kg użytego substratu 36 przy jego stężeniu 100 g/litr. W jednej szarży trwającej 43 
godziny otrzymywano 75,2 kg (S)-37, a w ciągu trzech szarż średnio 200 kg. Otrzy-
mywany w ten sposób nieracemiczny produkt pośredni (S)-37 służy do dalszej 
syntezy chiralnego związku 38 o charakterze dualnego antagonisty ludzkich recep-
torów tachikinowych (neurokinin NK1/NK2). Dzięki tej właściwości związek 38, 
znajdujący się obecnie w fazie badań klinicznych, może być potencjalnie stosowany 
w leczeniu przewlekłych schorzeń, m.in. astmy, obturacyjnych skurczy oskrzeli, 
artretyzmu, a także migreny. 



P. BOROWIECKI406

Schemat 11. 	 Chemoenzymatyczna synteza dualnego antagonisty 38 ludzkich neurokinin (NK1/NK2) katalizo-
wana Chirazymem L-2

Scheme 11. 	 Chemoenzymatic synthesis of dual human neurokinin (NK1/NK2) antagonist 38 catalyzed by 
Chirazyme L-2

W międzynarodowym koncernie GlaxoSmithKline Pharmaceuticals opraco-
wano chemoenzymatyczną syntezę chlorowodorku lotrafibanu [(S)-41] – aktyw-
nego doustnie antagonisty receptora fibrynogenu GPIIb/IIIa stosowanego w pro-
filaktyce i leczeniu żylnej choroby zakrzepowo-zatorowej (Schemat 12) [56–58]. 
Bezpośrednim powodem opracowania enzymatycznej metody syntezy tego leku 
była chęć wyeliminowania newralgicznego etapu chemicznego, podczas którego 
dochodziło do znacznej utraty czystości enancjomerycznej kluczowego chiralnego 
1,4-benzodiazepinowego półproduktu, następującej w wyniku racemizacji katalizo-
wanej przez tworzący się in situ wolny jon fluorkowy. O ile w skali laboratoryjnej 
było w pełni możliwe selektywne zaadsorbowanie wydzielającego się fluorowodoru 
przez sita molekularne 3 Å i zapobieganie tym samym racemizacji, o tyle w skali 
pilotażowej (>50 kg) nie zdołano rozwiązać tego problemu. Ponadto, zastosowanie 
sit molekularnych w skali laboratoryjnej powodowało znaczne straty wydajności, 
gdyż w zeolicie zostawało za dużo uwięzionego produktu. Alternatywne próby 
doczyszczenia tego związku przez wielokrotną krystalizację nie przyniosły oczeki-
wanych rezultatów. 
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Schemat 12. 	 Chemoenzymatyczna synteza optycznie czynnego lotrafibanu [(S)-41] katalizowana przez Novo
zym 435

Scheme 12. 	 Chemoenzymatic synthesis of optically active lotrafiban [(S)-41] catalyzed by Novozym 435 

Dopiero zastosowanie katalizy enzymatycznej z udziałem CAL-B w postaci 
dwóch różnych handlowo dostępnych immobilizatów (Boehringer L-2 oraz Novo-
zym 435) i dwóch różnych metod (Schemat 12), zakończyło się sukcesem. W pierw-
szej metodzie, wychodząc z alkoholu 2-nitrobenzylowego 39, otrzymano w 4-etapo-
wej syntezie racemiczny ester rac-40, który następnie poddawano hydrolitycznemu 
rozdziałowi kinetycznemu katalizowanego lipazą Boehringer L-2 w ciekłym amo-
niaku. Pomimo, iż czystość enancjomeryczna uzyskanego w ten sposób lotrafibanu 
[(S)-41] w postaci wolnej aminy była bardzo wysoka (>99,5% ee), a łagodne warunki 
reakcji umożliwiały ponad 100-krotne użycie enzymu, to jednak całkowita wydaj-
ność procesu była niesatysfakcjonująca. Pełny sukces komercyjny stał się możliwy 
dzięki zastosowaniu enzymatycznego rozdziału kinetycznego na wcześniejszym eta-
pie syntezy wraz z jednoczesnym powtórnym wykorzystaniem nieprzereagowanego 
estru (R)-42. W wyniku zastosowania katalizowanej przez Novozym 435 enancjose-
lektywnej hydrolizy 246 kg racemicznego estru rac-42 otrzymano enancjomerycz-
nie czysty kwas (S)-43 (>99,8% ee) z wydajnością 47% oraz nieprzereagowany ester 
(R)-42 z wydajnością 43%. Traktując odpadowy ester (R)-42 metanolanem sodu 
racemizowano go do wyjściowego rac-42 z wysoką 88% wydajnością. W dalszych 
etapach syntezy prowadzono szereg typowych reakcji chemicznych, w tym między 
innymi regioselektywne jodowanie (61%), aminokarbonylowanie katalizowane 
palladem (86%), redukcję wodorem na palladzie (87%) oraz chlorowodorowanie 
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(94%), w wyniku których otrzymywano farmaceutycznie czynny nieracemiczny 
produkt (S)-41 w postaci chlorowodorku z całkowitą wydajnością 20%.

Immobilizowaną CAL-B (Novozyme SP 435) zastosowano również podczas 
przemysłowej produkcji estrów pochodnych kwasu uronowego (Schemat 13) [59]. 
Patent firmy Cognis Deutschland GmbH & Co przedstawia prosty proces estry-
fikacji kwasu D-(–)-galakturonowego (44) n-butanolem katalizowany CAL-B 
w temperaturze 60°C. Otrzymywany w ciągu 24 godzin ester butylowy kwasu 
(2S,3S,4S,5R,6R)-3,4,5,6-tetrahydroksyoksano-2-karboksylowego (45) posiada wła-
ściwości powierzchniowo czynne i przeciwbakteryjne oraz stosowany jest jako sur-
faktant i/lub emulsyfikator przy produkcji kosmetyków. 

Schemat 13. 	 Estryfikacja kwasu D-(–)-galakturonowego (44) n-butanolem w obecności Novozyme SP 435
Scheme 13. 	 Esterification of D-(–)-galacturonic acid (44) with n-butanol in the presence of Novozyme SP 435

Kolejnym doskonałym przykładem przemysłowego wykorzystania CAL-B jest 
regioselektywne acylowanie rybawiryny (49) – leku przeciwwirusowego stosowa-
nego w ciężkich zakażeniach wirusem RSV oraz wirusem HCV (Schemat 14) [60]. 
Koncern Schering-Plough jako pierwszy zdecydował się na zastosowanie procesu 
biokatalitycznego celem otrzymania odpowiedniej diastereizomerycznej pochod-
nej o charakterze pro-leku rybawiryny (50). Związek ten produkowany jest obecnie 
w ilości 82 kg w czterech szarżach ze średnią wydajnością każdej z nich wynoszącą 
83%. Użycie lipazy Chirazyme L2-C2 zawieszonej w bezwodnym tetrahydrofuranie 
pozwala na regioselektywne acylowanie wyłącznie grupy 5’-OH rybawiryny (49) 
O-(N-benzyloksykarbonylo-L-alanylo)acetoksymem (48). Proces ten prowadzony 
w 60°C przez 24 godziny pozwala na uzyskanie 90–95% przereagowania substratu 
49 w produkt 50 o nadmiarze diastereoizomerycznym >99,9%. 
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Schemat 14. 	 Regioselektywne acylowanie rybawiryny (49) katalizowane lipazą Chirazyme L2-C2
Scheme 14. 	 Regioselective acylation of ribavirin (49) catalyzed by lipase Chirazyme L2-C2

Z kolei francuska firma Organon S.A. opracowała bardzo praktyczną i eko-
nomicznie opłacalną enzymatyczną metodę otrzymywania enancjomerycznie 
wzbogaconego (R)-seudenolu [(R)-51] – feromonu agregacyjnego kornikowatego 
chrząszcza Dendroctonus pseudotsugae (Schemat 15) [61]. Zastosowanie immobili-
zowanej CAL-B (Novozym 435) w reakcji transestryfikacji racemicznego alkoholu 
rac-51 laurynianem winylu, nie tylko pozwoliło na enancjoselektywne rozdzielenie 
stereoizomerów rac-51 w warunkach kontroli kinetycznej, ale również na skuteczne 
wydzielenie czystych produktów za pomocą zwykłej ekstrakcji z zastosowaniem 
10% wodnego roztworu metanolu. Dzięki wyeliminowaniu procedury oczyszczania 
przy użyciu technik chromatograficznych, proces mógł być z powodzeniem powięk-
szony do skali siedmiokilogramowej. 

Schemat 15. 	 Chemoenzymatyczna synteza (R)-seudenolu [(R)-51] katalizowana przez Novozym 435
Scheme 15. 	 Chemoenzymatic synthesis of (R)-seudenol [(R)-51] catalyzed by Novozym 435

Innym przykładem zastosowania lipazy B z Candida antarctica (Addzyme 
CAL-B) jest synteza (4aS,7aS)-oktahydro-1H-pirolo[3,4-b]pirydyny [(S,S)-55] – 
związku wykorzystywanego do produkcji moksyfloksacyny (Schemat 16) – chemo-
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terapeutyku z grupy fluorochinolonów, zaburzających replikację DNA bakterii [62]. 
Kluczowy w syntezie tego leku ester dimetylowy kwasu (2S,3R)-acetylopiperydyno-
-2,3-dikarboksylowego [(R,S)-53] otrzymywany jest z wydajnością 46% w postaci 
enancjomerycznie czystej (>99% ee) na drodze kinetycznego rozdziału racemicz-
nego diestru rac-cis-53 katalizowanego przez Addzyme CAL-B rozpuszczonego 
w mieszaninie buforu fosforanowego oraz wodorotlenku sodu. Proces prowadzony 
jest w skali 80 gramowej użytego substratu rac-cis-53 w 45°C przez 16 godz. do 
momentu osiągnięcia 53% konwersji. Pomimo, iż odzysk zastosowanej lipazy jest 
nie możliwy, to i tak biorąc pod uwagę 8-krotną oszczędność czasu (16 godz. zamiast 
140 godz.) oraz koszt jej zakupu w porównaniu z immobilizowanym preparatem 
CAL-B, przewaga zaprojektowanej wielkolaboratoryjnej syntezy jest dość znaczna. 
Dodatkowo, zbędny rotamer (S,R)-54a/(S,R)-54b izolowany z wydajnością 52% 
oraz 85% ee przekształcany jest w 6-etapowej procedurze z użyciem tanich odczyn-
ników ponownie do rac-cis-53 z łączną wydajnością wynoszącą 75%.

Schemat 16. 	 Chemoenzymatyczna synteza (4aS,7aS)-oktahydro-1H-pirolo[3,4-b]pirydyny [(S,S)-55] katalizo-
wana przez Addzyme CAL-B

Scheme 16. 	 Chemoenzymatic synthesis of (4aS,7aS)-octahydro-1H-pyrolo[3,4-b]pyridine [(S,S)-55] cataly-
zed by Addzyme CAL-B

Lipaza CAL-B znalazła również zastosowanie w przemysłowej produkcji 
4-[(1R,2S)-2-cyjanocykloheksyloksy]-2-(trifluorometylo)benzonitrylu [(1S,2R)-65] 
(Schemat 17) – antagonisty receptora androgenowego stosowanego w profilak-
tyce i leczeniu łysienia typu męskiego oraz tzw. łysienia plackowatego [63]. Firma 
Pfizer Inc. zastosowała jako substrat racemiczny trans-2-hydroksycykloheksanokar-
bonitryl (rac-trans-62) otrzymywany z tlenku cykloheksenu (61) na drodze prostej 
trzy etapowej syntezy. Rozdział kinetyczny kluczowej cyjanohydryny rac-trans-62 
z użyciem bezwodnika kwasu bursztynowego (dihydrofurano-2,5-dionu) (63) kata-
lizowany Novozymem 435 pozwolił na selektywne otrzymanie hemibursztynianu 
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(1S,2R)-64 o bardzo wysokim nadmiarze enancjomerycznym (>95% ee). Co więcej, 
związek ten (1S,2R)-64 wydzielano w praktyczny i efektywny sposób za pomocą 
prostej ekstrakcji z użyciem zasadowego 40% wodnego roztworu wodorofosfora-
nu(V) dipotasu. Następnie, po doprowadzeniu pH roztworu do odczynu kwaśnego, 
izolowany półprodukt (1S,2R)-64 poddawano hydrolizie oraz ekstrakcji rozcień-
czonym kwasem solnym, otrzymując (1S,2R)-62 z bardzo wysoką wydajnością 
(>98%), by wykorzystać go w kolejnym etapie jako czynnik nukleofilowy w reakcji 
substytucji 4-fluoro-2-(trifluorometylo)benzonitrylu. Finalny produkt (1S,2R)-65 
krystalizowano kilkukrotnie, uzyskując związek enancjomerycznie czysty (>99,9% 
ee) z wydajnością 50% oraz czystością sięgającą 99,2% według GC. 

Schemat 17. 	 Chemoenzymatyczna synteza antagonisty receptora androgenowego (1S,2R)-65 z użyciem 
Novozymu 435

Scheme 17. 	 Chemoenzymatic synthesis of androgen receptor antagonist (1S,2R)-65 catalyzed by Novozym 435

Immobilizowana CAL-B (Novozym 435) została wykorzystana przez Bristol-
-Myers Squibb w przemysłowej metodzie otrzymywania chiralnego nieracemicz-
nego monoesteru kwasu (1S,2R)-2-(metoksykarbonylo)cykloheks-4-en-1-karbok-
sylowego [(1S,2R)-67] – półproduktu w syntezie potencjalnego leku – modulatora 
receptora chemokinowego (Schemat 18) [64]. Stereoselektywną desymetryzację 
komercyjnie dostępnego diestru cis-66 przeprowadzono za pomocą 10 M wodnego 
roztworu wodorotlenku sodu w 1 M roztworze buforu (wodorofosforanu dipota-
sowego) w obecności wyżej wymienionej lipazy. Zoptymalizowana biokatalityczna 
procedura pozwoliła praktycznie w sposób ilościowy (99,8%) z 3,42 kg diestru cis-66 
otrzymać 3,15 kg enancjomerycznie czysty monoester (1S,2R)-67 (>99% ee).
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Schemat 18. 	 Stereoselektywna desymetryzacja dimetylo cykloheks-4-en-cis-1,2-dikarboksylanu (cis-66) kata-
lizowana Novozymem 435

Scheme 18. 	 Stereoselective desymmetrization of dimethyl cyclohex-4-en-cis-1,2-dicarboxylate (cis-66) cataly-
zed by Novozym 435

Z kolei, Bäckvall i współpracownicy z Uniwersytetu Sztokholmskiego opraco-
wali procedurę dynamicznego rozdziału kinetycznego (DKR) racemicznej 1-feny-
loetyloaminy (rac-68) – chiralnego bloku budulcowego popularnie stosowanego 
w syntezie organicznej (Schemat 19) [65]. Istotą tego procesu jest zastosowanie 
podwójnego systemu katalizatorów: (i) CAL-B celem enancjoselektywnej transe-
stryfikacji racemicznej aminy rac-68 estrem metylowym kwasu metylometoksyoc-
towego oraz (ii) katalizatora metaloorganicznego zawierającego ruten [tzw. kom-
pleksu Shvo; {[(η5-Ph4C4CO)]2H}Ru2(CO)4(μ-H)] celem wtórnej racemizacji in situ 
wolniej reagującej (S)-aminy. Proces prowadzony w temperaturze 100°C w toluenie 
z dodatkiem 2,4-dimetylo-3-pentanolu jako donora wodoru, w środowisku zasado-
wym, pozwala w sposób niezmiernie efektywny otrzymać enancjomerycznie czysty 
(R)-2-metoksy-N-(1-fenyloetylo)acetamid [(R)-69] (>99% ee) z wydajnością 65% 
po krystalizacji. Dodatkową ilość amidu (R)-69 odzyskano z ługów pokrystaliza-
cyjnych, poddając je destylacji krótkodrożnej z zastosowaniem tzw. Kugelrohr. Po 
połączeniu obu frakcji zawierających amid otrzymano pożądany produkt (R)-69 
o nadmiarze enancjomerycznym wynoszącym 98% oraz całkowitej wydajności 83%. 
Ze względu na bardzo dużą efektywność opracowanej metody, wydaje się wielce 
prawdopodobne, że jej komercjalizacja jest tylko kwestią czasu.

Schemat 19. 	 Dynamiczny rozdział kinetyczny racemicznej 1-fenyloetyloaminy (rac-68) katalizowany 
Novozymem 435 oraz tzw. kompleksem Shvo

Scheme 19. 	 Dynamic kinetic resolution of racemic 1-phenylethylamine (rac-68) catalyzed by Novozym 435 
and so-called Shvo’s complex
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Wiele jest informacji dotyczących typowych procesów chemicznych z udziałem 
lipaz, natomiast zastosowanie tych enzymów w przemysłowej polimeryzacji i poli-
kondensacji notuje się stosunkowo rzadko, chociaż wiadomo, że polimery naturalne 
wytwarzane są in vivo właśnie z udziałem enzymów. Hilterhaus i współpracownicy 
z Politechniki Hamburskiej wraz z inżynierami z firmy Bayer MaterialScience AG 
opracowali w skali 0,5 kg syntezę poli(adypinianu glicerolu) (72) z kwasu adypino-
wego (70) oraz glicerolu (71, Schemat 20) [66]. Procesy estryfikacji i polimeryzacji 
katalizowane Novozymem 435 w warunkach bezrozpuszczalnikowych w tempera-
turze 60°C oraz pod ciśnieniem <20 mbar pozwalają otrzymać pożądany polimer 72 
o średniej masie cząsteczkowej 2000–3000 Da z bardzo wysoką 95% konwersją osią-
ganą w relatywnie krótkim czasie (48 godz.).

Schemat 20. 	 Chemoenzymatyczna synteza poli(adypinianu glicerolu) (72) katalizowana Novozymem 435
Scheme 20. 	 Chemoenzymatic synthesis of poly(glycerol adipate) (72) catalyzed by Novozym 435

Palmitynian klindamycyny (74) jest pro-lekiem znanego półsyntetycznego 
antybiotyku z grupy linkozamidów o udowodnionej efektywności w działaniu prze-
ciwko bakteriom Gram-(+) oraz beztlenowym bakteriom Gram-(–). Ponadto sto-
sowany jest jako antybiotyk pierwszego rzutu w zwalczaniu zakażeń gronkowcem 
złocistym opornym na metycylinę (MRSA). Chemiczna synteza palmitynianu klin-
damycyny (74) jest bardzo nieefektywna (łączna wydajność nie przekracza 50%) 
oraz wymaga dużego nakładu czasu ze względu na konieczność stosowania szeregu 
procedur polegających na selektywnym zabezpieczaniu i odbezpieczaniu grup 
funkcyjnych antybiotyku 73 celem monoacylowania tylko jego grupy 2’-hydroksy-
lowej. Zaproponowana przez chińskich naukowców jednoetapowa regioselektywna 
transestryfikacja klindamycyny (73) palmitynianem winylu katalizowana Novozy-
mem 435 zawieszonym w toluenie pozwoliła osiągnąć konwersję 90% w zaledwie 
12 godzin, a dodatkowym jej atutem jest to, iż prowadzona jest w bardzo łagodnych 
warunkach w temperaturze pokojowej (Schemat 21) [67]. Czystość otrzymanego 
monoestru 74 potwierdzona za pomocą chromatografii gazowej wynosiła 97% i jest 
w pełni zgodna z farmakopealnymi wymogami dla tego leku. 
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Schemat 21. 	 Regioselektywna transestryfikacja klindamycyny (73) katalizowana Novozymem 435
Scheme 21. 	 Regioselective transesterification of clindamycin (73) catalyzed by Novozym 435

Lipaza B z Candida antarctica okazała się również bardzo użytecznym kata-
lizatorem regioselektywnej hydrolizy estru dimetylowego kwasu bicyklo[2.2.1]
heptano-1,4-dikarboksylowego (75) opracowanej przez Bristol-Myers Squibb (Sche-
mat  22) [68]. Początkowo jako katalizator tej reakcji stosowano immobilizowaną 
lipazę izolowaną z Burkholderia cepacia (Amano PS-30), która hydrolizowała die-
ster  75 do odpowiedniego monoestru metylowego 76 z wydajnością >92%. Jed-
nakże po zastąpieniu jej Novozymem 435, monoester 76 otrzymano z jeszcze lepszą 
wydajnością 98%. W stosowanej skali produkcyjnej otrzymuje się 100 kg monoestru 
76 o czystości 98% z wydajnością 98%. Reakcja ta przebiega z taką selektywnością, 
że na dzień dzisiejszy nie posiada ona konkurencji ze strony metod chemicznych. 

Schemat 22. 	 Regioselektywna hydroliza estru dimetylowego kwasu bicyklo[2.2.1]heptano-1,4-dikarboksylo-
wego (75) katalizowana Novozymem 435

Scheme 22. 	 Regioselective hydrolysis of dimethyl bicyclo[2.2.1]heptane-1,4-dicarboxylate (75) catalyzed by 
Novozym 435

Kolejnym przykładem zastosowania CAL-B jako katalizatora przekształceń 
stereoselektywnych jest chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie czystego 
mesylanu rasagiliny [(R)-81] – leku stosowanego w terapii choroby Parkinsona 
(Schemat 23) [69]. Opracowana przez chińskich naukowców z Szanghajskiego 
Uniwersytetu Farmaceutycznego metoda syntezy bazuje na dynamicznym roz-
dziale kinetycznym (DKR) enancjomerów racemicznej 2,3-dihydro-1-indanoaminy 
(rac-78) – otrzymywanej w prosty sposób z handlowo dostępnego kwasu fenylo-
octowego (77). Kluczowy etap polega na zastosowaniu CAL-B immobilizowanej 
na żywicy Lewatit VP OC 1600, katalizującej rozdział kinetyczny aminy rac-78 
polegający na enancjoselektywnym jej acylowaniu metoksyoctanem izo-propylu 
w obecności nanokatalizatora palladowego odpowiedzialnego za racemizację in situ 
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nieprzereagowanego (S)-enancjomeru 78. Chiralny nieracemiczny półprodukt – 
(R)-N-(2,3-dihydro-1H-inden-1-ylo)-2-metoksyacetamid [(R)-80] – otrzymywano 
z doskonałym nadmiarem enancjomerycznym (>99% ee) oraz bardzo wysoką 
wydajnością (80%). Technologia produkcji optycznie czynnego mesylanu resagiliny 
[(R)-81] została opracowana w skali 73 g (200 g/litr) i po 7 etapach syntezy uzyski-
wano czysty enancjomerycznie produkt (99,9% ee) z całkowitą wydajnością 25%. 

Schemat 23. 	 Chemoenzymatyczna synteza mesylanu rasagiliny [(R)-81] katalizowana CAL-B immobilizowaną 
na żywicy Lewatit VP OC 1600

Scheme 23. 	 Chemoenzymatic synthesis of rasagiline mesylate [(R)-81] catalyzed by CAL-B immobilized on 
Lewatit VP OC 1600 resin

Natomiast szwedzcy naukowcy z firmy farmaceutycznej AstraZeneca R&D 
opracowali wielogramową 7-etapową wydajną syntezę kwasu (2R)-4-(tert-buto
ksykarbonylo)-1,4-oksazepano-2-karboksylowego [(R)-85] – popularnego syntonu 
używanego przy projektowaniu oraz produkcji nowych leków (Schemat 24) [70]. 

Schemat 24. 	 Regioselektywna laktonizacja estru metylowego kwasu (2R)-3-amino-2-(3-metoksy-3-oksopro
poksy)propanowego [(R)-83] katalizowana Novozymem 435	

Scheme 24. 	 Regioselective lactamization of methyl (2R)-3-amino-2-(3-methoxy-3-oxopropoxy)-propanoate 
[(R)-83] catalyzed by Novozym 435	
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Substratem w tym procesie był handlowo dostępny ester metylowy kwasu 
(2R)-glicydowego [(R)-82], a całkowita wydajność syntezy (R)-85 wynosiła 39%. 
Kluczowym etapem procesu jest regioselektywna laktonizacja optycznie czynnego 
estru metylowego kwasu (2R)-3-amino-2-(3-metoksy-3-oksopropoksy)propano-
wego [(R)-83]. Amino diester (R)-83 poddawano wewnątrzcząsteczkowej cyklizacji 
w 6-członowy laktam (R)-84 z wydajnością 61%, konwersją 96% w ciągu 26 godzin, 
używając do tego celu lekko ogrzewanej (40°C) zawiesiny 40% (w/w) Novozymu 435 
w 1,4-dioksanie. Warte podkreślenia jest zastosowanie unikatowego systemu mie-
szającego – tzw. SpinChem rotating flow cell technology (Rys. 4) – który co prawda 
nie przyspieszył znacznie reakcji, ale pozwolił zachować dużo większą stabilność 
użytego katalizatora. 

Rysunek 4. 	 System mieszania typu SpinChem rotating flow cell technology
Figure 4. 	 SpinChem rotating flow cell technology – stirring system type 

2. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZĘ  
Z BURKHOLDERIA CEPACIA (BCL)

Enzymem obecnie drugim co do częstości stosowania w małotonażowych 
produkcjach przemysłowych, głównie preparatów specjalnych oraz farmaceutycz-
nych, jest lipaza izolowana z nieprzetrwalnikującej Gram-(–) bakterii Burkholderia 
cepacia (BCL) (niegdyś Pseudomonas cepacia, PCL). Lipaza ta jest wykorzystywana 
jako biokatalizator do wysoce enancjoselektywnych przekształceń w szczególności 
chiralnych drugorzędowych alkoholi [71, 72]. Wykazywana przez nią stereopre-
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ferencja determinowana jest przez budowę substratu, podczas gdy jej stereoselek-
tywność zależy wyłącznie od interakcji pomiędzy atomami centrum aktywnego 
oraz substratu [73, 74]. Trójwymiarowa struktura tego białka (PDB ID: 1OIL oraz 
2LIP) została wyznaczona oraz opublikowana po raz pierwszy w roku 1997 przez 
dwie niezależnie pracujące grupy badawcze [75, 76]. Obecnie większość badań 
nad mechanizmem działania BCL odbywa się z wykorzystaniem struktury rentge-
nograficznej o otwartej konformacji oraz najlepszej uzyskanej jak dotąd dla lipaz 
rozdzielczości kryształu (1,10 Å) (PDB ID: 1YS1) opublikowanej przez zespół Pro-
fesora Kazlauskas’a (Rys. 5) [77]. Lipaza z Burkholderia cepacia jest białkiem o masie 
cząsteczkowej 33 kDa składającym się z 320 reszt aminokwasowych zawierającym 
jedną dużą C-domenę oraz dwie mniejsze domeny U1 oraz U2. Domena C posiada 
charakterystyczną topologię dla klasycznych α/β-hydrolaz z centralnie położoną 
β-kartką uformowaną z sześciu równolegle ułożonych pasm oflankowanych przez 
dwie α-helisy z jednej strony oraz cztery α-helisy z drugiej strony. Z kolei, domena 
U1 zawiera trzy α-helisy, a domena U2 dwie położone anty-równolegle względem 
siebie β-pasma oraz dwie α-helisy. Triada katalityczna składająca się z Asp 264, 
His 286 oraz Ser 87 ulokowana jest w C-terminalnym końcu centralnej β-kartki. 

Rysunek 5. 	 (A) Struktura 3D lipazy z Burkholderia cepacia (PDB ID: 1YS1). (B) Ułożenie przestrzenne reszt 
aminokwasowych (AK) wchodzących w skład tzw. „triady katalitycznej” (Asp 264, His 286, Ser 
87) należącej do centrum aktywnego BCL (wzajemne odległości między AK podane zostały w 
Angstremach). Struktura krystaliczna białka enzymatycznego została pobrana z bazy Protein Data 
Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocą programu Pymol vs 0,99 

Figure 5. 	 (A) The 3D structure of lipase from Burkholderia cepacia (PDB ID: 1YS1). (B) The spatial orien-
tation of the amino acid residues (AAs) in the so-called “catalytic triad” (Asp 264, His 286, Ser 87) 
belonging to the active-site of BCL (the mutual distance between the AAs are given in Angstroms). 
Crystal structure of enzymatic protein was downloaded from the Protein Data Bank (PDB), and 
processed using Pymol vs 0,99

Charakterystyczną cechą tej lipazy jest obecność kationu Ca2+, który stabilizuje 
jej strukturę IV-rzędową poprzez oddziaływania z czterema atomami tlenu grup 
karbonylowych należących do Gln 292 i Val 296 oraz z tlenami grup bocznych reszt 
aminokwasowych Asp 242 i Asp 288, a także z dwoma cząsteczkami strukturalnej 
wody (Rys. 6). 
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Rysunek 6. 	 Oddziaływanie kationu Ca2+ (różowa, duża kula) z resztami aminokwasowymi Gln 292, Val 296, 
Asp 242, Asp288 lipazy z Burkholderia cepacia oraz dwoma cząsteczkami wody strukturalnej (nie-
bieskie, małe kulki). Rysunek utworzony został za pomocą programu UCSF Chimera vs 1.9 

Figure 6. 	 The interaction between the Ca2+ cation (pink, big ball) and amino acid residues Gln 292, Val 296, 
Asp 242, Asp288 of lipase from Burkholderia cepacia and two molecules of structural water (blue, 
small balls). High-resolution graphic was generated with UCSF Chimera vs 1.9

Poniżej zaprezentowano kilka przykładów, gdzie BCL odgrywa kluczową rolę 
w  otrzymywaniu niezwykle cennych substancji organicznych, których skala pro-
dukcyjna nie przekracza kilkudziesięciu kilogramów. 

Lipaza z Pseudomonas cepacia immobilizowana na polipropylenowych pereł-
kach Accurel PP (Amano PS-30) jest katalizatorem w opracowanej przez firmę Bri-
stol-Meyers Squibb przemysłowej produkcji inhibitora reduktazy 3-hydroksy-3-me-
tyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA) – [(3R,5S)-89] (BMY 22089) (Schemat 25) 
[78] – posiadającego udowodnione działanie redukujące stężenia frakcji tzw. „złego” 
cholesterolu (LDL) w osoczu krwi [79]. Przeprowadzona w skali 2,56 kg (9 mM, 
4 g×litr–1) katalizowana enzymatycznie enancjoselektywna transestryfikacja laktonu 
86 octanem izopropenylu w warunkach kontroli kinetycznej w toluenie, umożliwiła 
otrzymanie odpowiedniego enancjomerycznie czystego octanu (3R,5S)-87 (99,5% 
ee) z wydajnością 48% oraz czystością 99,4% wg GC. Stwierdzono doświadczalnie, 
że enzym użyty w tym procesie zachowywał pełną aktywność katalityczną pod-
czas pięciu kolejnych cykli reakcyjnych. Wyizolowany chromatograficznie octan 
(3R,5S)-87 hydrolizowany był w układzie dwufazowym bufor/toluen przy użyciu 
tego samego katalizatora (Amano PS-30), a powstały związek (3R,5S)-88 poddano 
reakcji z chlorkiem piwaloilu w obecności pirydyny otrzymując ostatecznie pożą-
dany inhibitor (3R,5S)-89. 
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Schemat 25. 	 Chemoenzymatyczna synteza inhibitora reduktazy HMG-CoA [(3R,5S)-89] z użyciem lipazy 
Amano PS-30

Scheme 25. 	 Chemoenzymatic synthesis of HMG-CoA reductase inhibitor [(3R,5S)-89] by using Amano  
PS-30 lipase

Koncern Bristol-Myers Squibb wykorzystuje także inny proces przemysłowy, 
w którym kluczową rolę odgrywa immobilizowana lipaza Amano PS-30. Jest nim 
stereoselektywna hydroliza dioctanu (90, Schemat 26) – półproduktu w syntezie 93 
– skutecznego antagonisty tromboksanu A2, będącego środkiem silnie obkurczają-
cym naczynia krwionośne [80]. Lipaza Amano PS-30 użyta w schłodzonym do 5°C 
układzie dwufazowym bufor/toluen katalizowała hydrolizę diooctanu 90 wysoce 
stereoselektywnie, pozwalając otrzymać monooctan 91 o nadmiarze enancjome-
rycznym wynoszącym 99,3% z wydajnością rzędu 80%. Proces ten zoptymalizowano 
w skali 80 litrowej, używając 400 g substratu 90 (0,02 M, 5 g×litr–1), a stosowany 
enzym nadawał się do powtórnego użytku w co najmniej pięciu kolejnych cyklach 
reakcyjnych. Pożądany monooctan 91 utleniono do odpowiedniego aldehydu, który 
następnie zhydrolizowano chemicznie otrzymując laktol 92, a ten z kolei przekształ-
cono w ostateczny produkt farmaceutyczny 93 w wyniku zastosowania kilku pro-
stych reakcji chemicznych. 
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Schemat 26. 	 Chemoenzymatyczna synteza chiralnego antagonisty tromboksanu A2  93 katalizowana lipazą 
Amano PS-30

Scheme 26. 	 Chemoenzymatic synthesis of thromboxane A2 antagonist 93 catalyzed by Amano PS-30 lipase

Kolejnym godnym uwagi procesem biokatalitycznym prowadzonym w Bristol-
-Meyers Squibb, wykorzystującym lipazę Amano PS-30, jest synteza popularnego 
cytostatyku o doskonałych właściwościach przeciwnowotworowych – (–)-paklitak-
selu (96, Schemat 27A) [81] oraz jego furanowego analogu 99 (Schemat 27B) [82]. 
Przedstawione poniżej syntezy opierają się w głównej mierze na enancjoselektywnej 
hydrolizie racemicznego octanu cis-azetydynonu (rac-cis-94 lub rac-cis-97) kata-
lizowanej immobilizowaną lipazą z Burkholderia cepacia. Oba rozdzielone kine-
tycznie diastereoizomery w postaci nieprzereagowanego (R)-octanu oraz powsta-
łego (S)-alkoholu uzyskiwane są z doskonałymi nadmiarami enancjomerycznymi 
bliskimi 100% [nadmiary diastereizomeryczne (de) nie zostały dla tych związków 
podane]. Technologia syntezy (–)-paklitakselu (96) zaprojektowana została dla 
150-litrowego reaktora, w którym enzymatycznej hydrolizie poddaje się racemiczny 
substrat rac-cis-94 użyty w ilości 1,2 kg na szarżę (0,049 M, 10 g×litr–1) ze stałą szyb-
kością reakcji wynoszącą 0,12 g×litr–1×godz.–1. Dodatkową zaletą opracowanej tech-
nologii jest możliwość selektywnego wytrącania chiralnego półproduktu (3R,4S)-94 
za pomocą procedury stopniowego ochładzania mieszaniny reakcyjnej do tempe-
ratury 5°C. Stwierdzono, że zastosowanie względnie łagodnych warunków reakcji 
(H2O; pH 7,0; 29–30°C) pozwala na użycie katalizatora w kolejnych 10 cyklach pro-
dukcyjnych bez jakichkolwiek widocznych spadków aktywności enzymu oraz czy-
stości enancjomerycznej i wydajności otrzymywanego chiralnego związku (3R,4S)-
94. Dalsza chemiczna hydroliza (R)-octanu (3R,4S)-94 oraz kolejne 7 reakcji 
prowadzi do otrzymania odpowiednio (–)-paklitakselu (96) oraz jego analogu 99.
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Schemat 27. 	 Chemoenzymatyczna synteza (–)-paklitakselu (96) oraz jego analogu 99 z zastosowaniem lipazy 
Amano PS-30

Scheme 27. 	 Chemoenzymatic synthesis of (–)-paclitaxel (96) and its analog 99 by using Amano PS-30 lipase

Innym przykładem komercyjnie realizowanego procesu wykorzystującego etap 
biokatalityczny z udziałem lipazy Amano PS-30 jest opracowana przez koncern 
Yakult Pharmaceuticals chemoenzymatyczna synteza irynotekanu (103, Schemat 28) 
[83]. Lek ten będący półsyntetyczną pochodną kamptotecyny jest powszechnie sto-
sowany w terapiach agresywnych nowotworów jajnika oraz jelita grubego. Obecnie 
licencję na produkcję oraz jego sprzedaż odkupił amerykański koncern Pharma-
cia and Upjohn Company. Strategicznie ważny chiralny tricykliczny lakton (S)-102 
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otrzymywany jest w trzy etapowej syntezie, w której diol (S)-100 pełni rolę kluczo-
wego półproduktu. Diol ten (S)-100 otrzymywany jest w wyniku rozdziału kine-
tycznego racemicznego substratu rac-100 za pomocą regio- oraz enacjo-selektywnej 
transestryfikacji z użyciem octanu izopropenylu w obecności lipazy Amano PS-30. 
Warto dodać, że preparat enzymatyczny Amano PS-30, choć już sam w sobie jest 
immobilizowaną lipazą, to dodatkowo jeszcze został osadzony na Celicie 521. Reak-
cja enzymatyczna prowadzona była w eterze tert-butylowo-metylowym (MTBE) 
w temperaturze pokojowej, a otrzymywany po dwóch dniach praktycznie enancjo-
merycznie czysty diol (S)-100 (99% ee) z wydajnością 38% dla konwersji równej 
60% nadawał się do dalszej funkcjonalizacji. Dla zbędnego enancjomeru (R)-101 
opracowano chemiczną metodę wtórnej racemizacji, co dodatkowo zwiększyło pro-
duktywność całego procesu. Przedstawiona niżej synteza została dostosowana do 
skali pilotażowej, a ilość produkowanego chiralnego diolu (S)-100 wynosiła 35 kg 
z jednej szarży.

Schemat 28. 	 Chemoenzymatyczna synteza irynotekanu (103) katalizowana lipazą Amano PS-30
Scheme 28. 	 Chemoenzymatic synthesis of irinotecan (103) catalyzed by Amano PS-30 lipase

Jednym z nielicznych procesów przemysłowych, w którym stosuje się natywną 
lipazę z Burkholderia cepacia jest procedura opisana przez japońskich naukow-
ców z  Uniwersytetu Prefektury Shiga oraz inżynierów firmy Sumitomo Chemical 
Co. (Schemat 29) [84]. W tym przypadku współpraca na styku nauka-przemysł 
zaowocowała opracowaniem wydajnej asymetrycznej syntezy enancjomerycz-
nie czystego (4R)-4-hydroksy-3-metylo-2-(prop-2-yn-1-ylo)cyklopent-2-en-1-onu 
[(R)-105] prowadzonej w oparciu o rozdział kinetyczny racemicznego estru rac-104 
w  reakcji enancjoselektywnej hydrolizy. Chiralny nieracemiczny alkohol (R)-105 
otrzymywany w bardzo łagodnych warunkach [roztwór buforowy pH 7,0; 40°C] 
oraz w relatywnie krótkim czasie (9,5 godzin) wykorzystywany jest następnie jako 
półprodukt w syntezie analogów hormonów juwenilnych – pyretroidów o doskona-
łych właściwościach owadobójczych oraz niskiej toksyczności wobec ssaków. 
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Schemat 29. 	 Rozdział kinetyczny octanu 2-metylo-4-okso-3-propargilocyklopent-2-en-1-olu (rac-104) katali-
zowany natywną lipazą z Burkholderia cepacia

Scheme 29. 	 Kinetic resolution of 2-methyl-4-oxo-3-propargylcyclopent-2-en-1-ol acetate (rac-104) catalyzed 
by native lipase from Burkholderia cepacia

Opracowaniem technologii otrzymywania (R)-N-(tert-butoksykarbonylo)-3-
hydroksymetylopiperydyny [(R)-106] – ważnego półproduktu w syntezie inhibitora 
tryptazy jako potencjalnego leku w terapii mastocytozy oraz innych chorób aler-
gicznych, zajmowano się w laboratoriach koncernu Hoffmann la Roche. Jednakże 
stosowanie klasycznych technik krystalizacyjnych z użyciem benzylowych pochod-
nych kwasów winowych lub katalizy enzymatycznej za pomocą lipazy izolowanej 
z Pseudomonas fluorescens nie przyniosło pożądanych efektów. Straty ponoszone 
podczas krystalizacji diastereoizomerycznych soli kwasu winowego (wymagane 
min. 5 cykli) oraz w trakcie chromatografii w przypadku procesu biokatalitycznego, 
nie pozwoliły początkowo na komercjalizację tego procesu. Dopiero opracowana 
przez naukowców z Bristol-Myers Squibb procedura rozdziału kinetycznego race-
micznej N-(tert-butoksykarbonylo)-3-hydroksymetylopiperydyny (rac-106) z użyciem 
bezwodnika kwasu bursztynowego (63) wobec lipazy Amano PS immobilizowanej 
na Accurel PP, zawieszonej w toluenie, umożliwiła nie tylko otrzymanie obu form 
stereoizomerycznych wyjściowego alkoholu o wysokiej czystości enancjomerycznej 
(S)-107 (98,9% ee) oraz (R)-106 (>95% ee), ale także prostą ich izolację z miesza-
niny poreakcyjnej za pomocą ekstrakcji z użyciem 5% wodnego roztworu NaHCO3 
(Schemat  30) [85]. Oddzieloną sól sodową hemibursztynianu (S)-107–Na+ prze-
prowadzono w kwas, który następnie poddawano hydrolizie, aby otrzymać osta-
teczny produkt (S)-106 o bardzo wysokim enancjomerycznym wzbogaceniu (>98% 
ee). Zaprojektowana technologia jest bardzo wydajna i prowadzona w 3 litrowym 
reaktorze mieszalnikowym pozwala na użycie 255 g substratu rac-106 (0,46 M, 99 
g×litr–1). 
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Schemat 30. 	 Enzymatyczny rozdział kinetyczny N-(tert-butoksykarbonylo)-3-hydroksymetylopiperydyny 
(rac-106) katalizowany lipazą Amano PS immobilizowaną na Accurel PP

Scheme 30. 	 Enzymatic kinetic resolution of N-(tert-butoxycarbonyl)-3-hydroxymethyl piperidine (rac-106) 
catalyzed by Amano PS lipase immobilized on Accurel PP

Z kolei na Schemacie 31 przedstawiono proces z udziałem immobilizowanej 
lipazy z Burkolderia cepacia (LIP-301 – Toyobo Corporation). Jest to opracowana 
przez japońską firmę Takeda Chemical Industries, Ltd. technologia otrzymywania 
optycznie czynnej pochodnej 2,4-oksazolidynodionu (S)-111 – związku obniżają-
cego poziom glukozy we krwi [86]. Asymetryczne O-acetylowanie racemicznego 
alkoholu rac-109 prowadzone w temperaturze 23°C za pomocą octanu winylu kata-
lizowane lipazą LIP-301 w obecności sit molekularnych 4 Å zawieszonych w toluenie 
pozwoliło w ciągu zaledwie 4 godzin otrzymać alkohol (S)-109 oraz octan (R)-110 
o bardzo wysokim nadmiarze enancjomerycznym rzędu 96–98% oraz izolowanej 
wydajności z zakresu 42–44%. Wydzielony chromatograficznie alkohol (S)-109 
poddano następnie prostym przekształceniom chemicznym, w wyniku których po 
krystalizacji z mieszaniny aceton/2-propanol otrzymano niemal czysty enancjome-
rycznie produkt (S)-111 (99% ee). Kluczowy etap enzymatycznego rozdziału kine-
tycznego rac-109 przeprowadzony był dla skali 33 gramowej.
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Schemat 31. 	 Chemoenzymatyczna synteza nieracemicznej pochodnej 2,4-oksazolidynodionu (S)-111 katali-
zowana lipazą LIP-301

Scheme 31. 	 Chemoenzymatic synthesis of non-racemic 2,4-oxazolidinedione derivative (S)-111 catalyzed by 
LIP-301 lipase 

Firma Eisai Co., Ltd. jest twórcą technologii produkcji dichlorowodorku 
pochodnej piperazyny [(S)-155] (E2050) – selektywnego antagonisty kanału wap-
niowego – leku stosowanego w terapiach chorób układu krążenia (Schemat 32) 
[87]. Z pośród wielu przetestowanych lipaz w procesie rozdziału kinetycznego race-
micznego 4-cyjano-5-metylo-4-fenyloheksanolu (rac-113) najbardziej efektywnym 
pod względem enancjoselektywności oraz szybkości konwersji substratu okazał 
się immobilizowany preparat enzymatyczny firmy Wako Pure Chemical Industries 
Ltd. (Japan) z Pseudomonas sp. Lipaza ta katalizowała przekształcenie 18 g rac-113 
w taki sposób, że optycznie czynny nieprzereagowany alkohol (R)-113 otrzymywano 
z przeciętnym nadmiarem enancjomerycznym (33%), a powstały octan (S)-114 
z 97% ee dla konwersji równej 60%. Z powodu mało satysfakcjonujących wyników 
postanowiono usprawnić proces biotransformacji, stosując podwójny rozdział kine-
tyczny. Dzięki tej operacji uzyskiwano praktycznie enancjomerycznie czysty ester 
(S)-114 (99% ee) z bardzo dobrą wydajnością rzędu 87%. Dalsze chemiczne trans-
formacje chiralnego octanu (S)-114 przeprowadzono w sposób wydajny (pierwsze 
trzy z czterech etapów wykonano w jednym reaktorze, w tzw. procedurze „one-pot”), 
otrzymując enancjomerycznie czysty produkt (S)-115 (>99% ee) po krystalizacji 
z łączną wydajnością 50%. 
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Schemat 32. 	 Chemoenzymatyczna synteza selektywnego antagonisty kanału wapniowego (S)-115 (E2050) 
z użyciem immobilizowanej lipazy z Pseudomonas sp.

Scheme 32. 	 Chemoenzymatic synthesis of the neuron-selective Ca2+ channel blocker (S)-115 (E2050) by using 
immobilized lipase from Pseudomonas sp.

Kolejnym przykładem użycia BCL jako efektywnego katalizatora przekształceń 
asymetrycznych jest chemoenzymatyczna technologia produkcji znanego fungicydu 
– metalaksylu [(R)-118] (Schemat 33) [88]. Bezpośrednim powodem opracowania 
enzymatycznej ścieżki syntezy tego związku była chęć zastąpienia metody bazują-
cej na chiralnych chemicznych katalizatorach, która nie nadawała się do procedury 
powiększenia skali, a do tego optycznie czynny produkt (R)-118 uzyskiwany tą drogą 
był niewystarczająco czysty enancjomerycznie (95% ee). Zadania zmodernizowania 
technologii jego produkcji podjęli się naukowcy z koncernu LG Chem, Ltd., którzy 
zastosowali rozdział kinetyczny racemicznego estru 2-metoksyetylowego N-(2,6-
-dimetylofenylo)alaniny (rac-116) w reakcji enancjoselektywnej hydrolizy w ukła-
dzie dwufazowym bufor/toluen katalizowanej immobilizowanym preparatem enzy-
matycznym Lipase PS na Sepabead EC-Butyl. Niewątpliwą zaletą zaprojektowanej 
technologii jest możliwość nieskomplikowanej izolacji z mieszaniny poreakcyjnej 
powstającego enancjomerycznie wzbogaconego kwasu (R)-117 (96% ee) za pomocą 
ekstrakcji z użyciem 30% NaOH. Otrzymywany z wydajnością 34% kwas (R)-117 
przekształcany jest następnie w finalny produkt (R)-118, a nieprzereagowany ester 
(S)-116, po racemizacji za pomocą aldehydu masłowego (tworzy z grupą aminową 
zasadę Schiffa ulegającą dynamicznej tautomeryzacji z migracją atomu wodoru przy 
centrum stereogenicznym) wykorzystywany jest powtórnie w tym procesie. Szarża 
zoptymalizowana została dla skali 20 litrowej, w której używa się 4 kg substratu 
rac-116, a enzym stosowany w tym procesie zachowuje swoją pełną funkcjonalność 
katalityczną nawet po 20 cyklach reakcyjnych.
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Schemat 33. 	 Chemoenzymatyczna synteza metalaksylu (R)-118 katalizowana lipazą z Burkholderia cepacia im-
mobilizowaną na Sepabead EC-Butyl

Scheme 33. 	 Chemoenzymatic synthesis of metalaxyl (R)-118 catalyzed by lipase from Burkholderia cepacia 
immobilized on Sepabead EC-Butyl

UWAGI KOŃCOWE

Chociaż kataliza enzymatyczna z udziałem lipaz swoje początki datuje na lata 
30-te XX w. za sprawą aktywności naukowej Aleksandra Syma, to prawdziwa eksplo-
zja zastosowań metod biokatalitycznych w przemysłowej syntezie organicznej nastą-
piła dopiero kilka dekad później. Większość procesów przemysłowych, w których 
stosowane są obecnie lipazy, to procesy wielkolaboratoryjne lub rzadziej niskotona-
żowe, w tym m.in. produkcje cennych półproduktów farmaceutyków, terapeutyków 
oraz agrochemikaliów, a także chemoenzymatyczne syntezy witamin, substancji 
zapachowych i surowców kosmetycznych. Wśród technologii biochemicznych 
syntezy związków o wysokiej wartości dodanej najchętniej wykorzystywanymi 
biokatalizatorami są: lipaza B z Candida antarctica (CAL-B) oraz lipaza z Burkhol-
deria cepacia (BCL). Niniejsza część szerszego przeglądu literaturowego przedsta-
wia 33  przykłady przemysłowych zastosowań tych dwóch lipaz, ze szczególnym 
uwzględnieniem ich potencjału katalitycznego w enancjoselektywnych reakcjach 
estryfikacji lub hydrolizy odpowiednio chiralnych pochodnych drugorzędowych 
alkoholi lub estrów. Trzeba w tym miejscu wyraźnie zaznaczyć, iż wiele z wymienio-
nych w niniejszym przeglądzie procesów nigdy nie doczekałaby się realizacji w takim 
wymiarze gdyby nie fenomen katalityczny lipaz. Wymiana procesów chemicznych 
na biotechnologiczne w wielu wypadkach nie tylko spowodowała redukcję ilości 
odpadów i obniżenie całościowych kosztów produkcji, ale niejednokrotnie pozwo-
liła na przeprowadzenie w kluczowych etapach syntez nietypowych oraz nieosiągal-
nych dla tradycyjnej chemii reakcji zachodzących z zachowaniem bardzo wysokiej 
selektywności oraz czystości. Zaprezentowane w tym przeglądzie przykłady biotech-
nologii przemysłowych dobitnie wskazują, że wszędzie tam gdzie fundamentalną 
oraz pożądaną zdolnością jest prowadzenie selektywnych reakcji związków o złożo-
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nej strukturze chemicznej [w tym skomplikowanych mieszanin (stereo)izomerów  
i/lub substancji posiadających w swej budowie cząsteczkowej liczne grupy funkcyjne 
o różnorodnej reaktywności], tam nie ma praktycznie żadnej alternatywy wobec 
biokatalizy enzymatycznej. Toteż jeśli zależy nam na zwiększeniu konkurencyjno-
ści oraz innowacyjności naszej gospodarki, rozwój badań nad możliwością zasto-
sowania metod biokatalitycznych w zaawansowanych technologiach otrzymywania 
związków o wysokiej wartości dodanej oraz system kształcenia w tym zakresie 
powinny być zdecydowanie progresywne. 
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ABSTRACT

Biotransformations are processes, in which chemical reactions are catalyzed 
by isolated enzymes or whole cells containing them. Among the biocatalysts, lipa-
ses are the most commonly used chiral selectors that exhibit high chemo-, regio-, 
and stereo-selectivity toward wide spectrum of organic compounds of xenobiothic 
nature. Moreover, lipases are very stable and active in organic solvents, as well as in 
neat solvents or in supercritical fluids in the absence of added water. Biotransforma-
tions by using lipases can be carried out at high substrate concentrations, at ambient 
temperature and neutral pH, without need for addition of cofactors, application of 
high pressures, extremely harsh reaction conditions or complex chemical appara-
tus. In addition, processes based on efficient biocatalytic technologies has proven 
to be beneficial for the chemical industry, as the lipases are able to catalyze reac-
tions, which are not easily conducted by classical methods or in other cases allow 
reactions, which can replace several chemical steps. The above mentioned features 
of lipase-based biotransformations often cause significant improvement in energy 
efficiency (savings), and lead to a reduction in waste generation thereby making 
manufacturing processes even more economically attractive and environmentally 
acceptable.

Since the mid-1980s the use of biotransformations with lipases in industry for 
the production of high added-value compounds, including pharmaceuticals, vita-
mins, cosmetics, fragrances and flavors, diagnostic preparations and therapeutics, 
high-tonnage preparation of agrochemicals, modified foods, nutraceuticals, deter-
gents, polymers, advanced materials and biofuels has steadily increased.

In this part of the review article on industrial applications of lipases, next group 
of popularly utilized enzymes relevant for the production of high added-value che-
micals are described. It was also shown on several examples that enzymatic cataly-
sis can significantly simplify manufacturing processes of complex structures being 
green and economical alternative for conventional chemical-based processes.

Keywords: lipases, industrial applications, biocatalysis, enantiomerically pure com-
pounds
Słowa kluczowe: lipazy, zastosowania przemysłowe, biokataliza, związki enancjome-
rycznie czyste
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WPROWADZENIE

Biotechnologia jest uważana za jedną z dziedzin, która może decydować  
o prawidłowym rozwoju gospodarki w XXI wieku i co za tym idzie o postępie 
cywilizacyjnym oraz technicznym. Bardzo ważną rolę w rozwoju tej dziedziny 
odgrywa kataliza enzymatyczna, wchodząca w skład tzw. „białej biotechnologii”.  
Zaletą biokatalizy z udziałem enzymów lub całych komórek mikroorganizmów jest 
możliwość prowadzenia wysoce chemo-, regio- i stereo-selektywnych przekształceń 
związków organicznych w dużo prostszy i efektywniejszy sposób aniżeli za pomocą 
konwencjonalnych reakcji chemicznych. Ponadto zastosowanie biokatalizatorów 
umożliwia często realizację procesów, które z użyciem klasycznych metod są bardzo 
skomplikowane lub całkowicie niemożliwe do wykonania. Wprowadzenie biokata-
lizy do wielu istniejących już technologii chemicznych zagwarantowało zachowanie 
„czystości produkcji” z możliwością recyklingu, obniżenie nakładów na energię, 
redukcję liczby etapów syntezy oraz zmniejszenie ilości powstawania niebezpiecz-
nych dla środowiska odpadów. Co więcej, możliwość zastąpienia drogich i trudnych 
w użyciu syntetycznych katalizatorów, bazujących często na toksycznych komplek-
sach metali grup przejściowych, przez biodegradowalne enzymy powoduje, że bio-
transformacje zalicza się do tzw. „zielonej chemii”. Dzięki wyżej wymienionym zale-
tom, różne gałęzie przemysłu coraz chętniej wykorzystują enzymy, w tym przede 
wszystkim lipazy, do wytwarzania produktów o wysokiej wartości dodanej. Dzisiaj 
lipazy, głównie z uwagi na ogromną różnorodność zastosowań, stanowią niezwykle 
ważną, z praktycznego punktu widzenia, grupę enzymów [1–3]. Ponieważ ich natu-
ralnymi substratami są lipidy (triglicerydy, triacyloglicerole) znalazły one przede 
wszystkim szerokie zastosowanie w przemyśle tłuszczowym [4–13]. Jednakże lipazy 
z powodzeniem wykorzystywane są również w wielu innych gałęziach przemysłu, 
służąc jako katalizatory do wytwarzania modyfikowanej żywności [14–22], w tym 
nutraceutyków [23–33] oraz witamin [34–39] dla przemysłu spożywczego i/lub 
paszowego, a także farmaceutyków [40–58], agrochemikaliów [59–66], kosmetyków 
[67], związków zapachowych i smakowych [68–75], polimerów (w tym biodegrado-
walnych polimerów) [76–85], środków piorących (np. komponentów detergentów, 
surfaktantów etc.) [86–88], biopaliw [89–102] oraz zaawansowanych materiałów 
użytkowych [103–107]. Lipazy stosuje się coraz częściej w przerobie surowców 
odnawialnych [108], w przemyśle papierniczym [109, 110] czy w ochronie środowi-
ska przy utylizacji zużytych olejów i smarów [111–113] oraz biodegradacji toksycz-
nych ksenobiotyków [114].

W pierwszej części przeglądu literaturowego zaprezentowano dwie najczęściej 
stosowane w przemyśle lipazy, tj. lipazę B z Candida antarctica (CAL-B) oraz lipazę 
z Burkholderia cepacia (BCL). Celem niniejszej części jest przedstawienie praktycz-
nych metod syntezy enancjomerycznie wzbogaconych związków o określonych 
właściwościach użytkowych, w tym m.in. aktywnych substancji farmaceutycznych 
(API) przy użyciu innych lipaz. Poniżej zaprezentowano przykłady przemysłowych 
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biotransformacji z użyciem lipaz pochodzenia bakteryjnego, grzybowego oraz zwie-
rzęcego, w kolejności od najczęściej do najrzadziej stosowanych biokatalizatorów.

1. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZĘ  
Z PSEUDOMONAS FLUORESCENS (PFL)

Lipaza izolowana z bakterii tlenowej Pseudomonas fluorescens (PFL) jest obok 
lipazy B z Candida antarctica oraz lipazy z Burkholderia cepacia najczęściej stosowa-
nym enzymem w kinetycznych rozdziałach mieszanin racemicznych. PFL jest jednak 
zdecydowanie rzadziej używana w procesach przemysłowych pomimo swojej dużej 
skuteczności w działaniu, szerokiej tolerancji substratowej, dość niskiej cenie ryn-
kowej oraz całkiem sporej stabilności operacyjnej jak na katalizator, który dostępny 
jest głównie w postaci natywnej (zachowuje pełną aktywność nawet w temperaturze 
60–70°C). Niestety dość poważną wadą natywnej lipazy z Pseudomonas fluorescens 
jest forma bardzo drobnego beżowego proszku, w której występuje, a który to w spo-
sób znaczny utrudnia jej skuteczne oddzielanie od składników mieszaniny pore-
akcyjnej, uniemożliwiając przez to w większości przypadków powtórne jej wyko-
rzystanie. Być może właśnie ta uciążliwość jest główną przyczyną, iż technolodzy 
sięgają zdecydowanie częściej po inne lipazy. Co ciekawe, pomimo upływu wielu lat 
od momentu pierwszej skutecznej próby wyizolowania PFL oraz przeprowadzonych 
licznych badań nad zastosowaniem jej w syntezie asymetrycznej [115, 116], można 
śmiało stwierdzić, że nadal niewiele wiadomo na temat tego enzymu. Powodem jest 
brak jednoznacznej struktury krystalicznej, co w znaczny sposób utrudnia badania. 
Początkowo błędnie sądzono, że lipaza ta jest zbliżona budową do innego enzymu 
wydzielanego z Pseudomonas fluorescens, a mianowicie karboksyloesterazy (PFC) 
(Rys. 1) [117].

Rysunek 1. 	 (A) Struktura 3D karboksyloesterazy z Pseudomonas fluorescens (PFC) (PDB ID: 1AUO). (B) 
Ułożenie przestrzenne reszt aminokwasowych (AK) wchodzących w skład tzw. „triady katalitycz-
nej” (Asp 168, His 199, Ser 114) należącej do centrum aktywnego PFC (wzajemne odległości mię-
dzy AK podane zostały w Angstremach). Struktura krystaliczna białka enzymatycznego została 
pobrana z bazy Protein Data Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocą programu Pymol vs 0,99 

Figure 1. 	 (A) The 3D structure of carboxyloesterase from Pseudomonas fluorescens (PFC) (PDB ID: 1AUO). 
(B) The spatial orientation of the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” 
(Asp 168, His 199, Ser 114) belonging to the active-site of PFC (the mutual distance between the 
AAs are given in Angstroms). Crystal structure of enzymatic protein was downloaded from the 
Protein Data Bank (PDB), and processed using Pymol vs 0,99
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Obecnie, dzięki znajomości jej sekwencji aminokwasowej (liczącej 617 AK) 
dostępnej na stronie internetowej bazy UniProtKB o kodzie: Q0PM63_PSEFL [118] 
oraz na podstawie przeprowadzonej analizy porównawczej polegającej na wyszuki-
waniu homologii strukturalnej z użyciem internetowej bazy SRS@EBI [119], przy-
puszcza się jak potencjalnie wygląda PFL. I tak, na podstawie analizy porównawczej 
stwierdzono, że jest ona w 88% homologiem innego taksonomicznie zbliżonego doń 
enzymu – lipazy z Pseudomonas sp. MIS30 (Rys. 2) [120].

Rysunek 2. 	 (A) Struktura 3D lipazy z Pseudomonas sp. MIS38 (PDB ID: 2Z8X). (B) Ułożenie przestrzenne 
reszt aminokwasowych (AK) wchodzących w skład tzw. „triady katalitycznej” (Glu 77, His 30, 
Ser 28) należącej do centrum aktywnego [wzajemne odległości między AK podane zostały 
w Angstremach]. Struktura krystaliczna białka enzymatycznego została pobrana z bazy Protein 
Data Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocą programu Pymol vs 0,99 

Figure 2. 	 (A) The 3D structure of lipase from Pseudomonas sp. MIS38 (PDB ID: 2Z8X). (B) The spatial 
orientation of the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” (Glu 77, His 30, 
Ser 28) belonging to the active-site (the mutual distance between the AAs are given in Angstroms). 
Crystal structure of enzymatic protein was downloaded from the Protein Data Bank (PDB), and 
processed using Pymol vs 0,99

Po zastosowaniu odpowiednich metod komputerowych, w tym narzędzi do 
modelowania porównawczego (MOE align tool), modeli homologii, modeli subtel-
nych z użyciem minimalizacji energii całkowitej oraz lokalnej, jak również analizy 
wyników wykresów Ramachandrana [wykresów wartości międzycząsteczkowych 
kątów torsyjnych φ (fi) względem wartości kątów ψ (psi), obrazujących dozwolone 
i niedozwolone rotacje w łańcuchu peptydowym] ustalono, że PFL złożona jest 
z  dwóch strukturalnie różnych domen, których rdzeń składa się z β-kartki połą-
czonej kilkoma rzadko ułożonymi pętlami. Domena zawierająca triadę katalityczną 
(Ser 207, His 313, Asp 255) wykazuje klasyczny dla hydrolaz typ pofałdowania 
cylindra (α/β-pofałdowanie). 

Preparat natywnej lipazy z Pseudomonas fluorescens (Amano PS) zastosowano 
m.in. do rozdziału kinetycznego 4-endo-butanoiloksy-Z-oksabicyklo[3.3.O]okt-7-
en-3-onu (1) polegającego na diastereoselektywnej hydrolizie w buforze fosforano-
wym (Schemat 1) [121–123]. Niżej przedstawiony proces enzymatyczny został opra-
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cowany w skali 2,4 kg użytego substratu 1 przez angielską firmę Celltech Group plc, 
a rozdzielone w ten sposób enancjomery wydzielone chromatograficznie w postaci 
powstałego alkoholu (–)-2 (>99% ee) oraz nieprzereagowanego estru (+)-1 (92% ee) 
posłużyły odpowiednio do syntezy bardzo skutecznego leku antywirusowego stoso-
wanego w przypadku zakażeń HIV [karbowiru (3)] oraz makrocyklicznego laktonu 
o właściwościach antybiotycznych [brefeldyny A (4)], którego działanie polega na 
hamowaniu wczesnej sekrecji białek między retikulum endoplazmatycznym a apa-
ratem Golgiego.

Schemat 1. 	 Chemoenzymatyczna synteza karbowiru (3) oraz brefeldyny A (4) katalizowana natywną lipazą 
z Pseudomonas fluorescens (Amano PS)

Scheme 1. 	 Chemoenzymatic synthesis of carbovir (3) and brefeldin A (4) catalyzed by native lipase from 
Pseudomonas fluorescens (Amano PS)

Zastosowanie przez hiszpańską firmę Vita-Invest S.A. natywnej lipazy 
z  Pseudomonas fluorescens w procedurze hydrolitycznego rozdziału kinetycz-
nego 2-hydroksy-4-fenylobutanianu etylu (rac-5) przyczyniło się do opracowa-
nia wydajnej technologii produkcji enalaprylu (7) – leku należącego do grupy 
inhibitorów konwertazy angiotensyny, wykazującego działanie hipotensyjne 
i stosowanego w terapii nadciśnienia tętniczego oraz w innych schorzeniach 
układu sercowo-naczyniowego (Schemat 2) [124]. Kluczowy do jego syntezy, 
optycznie czynny prekursor – α-hydroksy ester (R)-5 – otrzymywano w skali  
10 gramowej z bardzo wysoką czystością optyczną (99% ee) po 23 godzinach reakcji 
dla konwersji substratu rac-5 wynoszącej 55%. Co ciekawe, enzym pomimo natyw-
nej formy, ze względu na zastosowanie bardzo łagodnych warunków reakcji [woda/
acetonitryl/bufor; pH 7,5; 25°C] mógł zostać użyty powtórnie co najmniej w kolej-
nych 10 cyklach. 
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Schemat 2. 	 Chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie wzbogaconego enalaprylu (7) z użyciem natyw-
nej PFL

Scheme 2. 	 Chemoenzymatic synthesis of enantiomerically enriched enalapril (7) by using native PFL

Lipaza z Pseudomonas fluorescens została również zastosowana przez koncern 
Merck & Co., Inc. w technologii otrzymywania kwasu [(3R)-4-(4-chlorobenzylo)-7-
fluoro-5-(metylosulfonylo)-1,2,3,4-tetrahydrocyklopenta[b]indol-3-ylo]octowego 
[(R)-10] – chiralnego antagonisty receptora prostaglandyny D2 (DP) stosowanego 
w leczeniu alergicznego nieżytu nosa (ANN) (Schemat 3) [125, 126]. Zoptymali-
zowane medium reakcyjne zawierające dimetyloformamid oraz bufor fosforanowy 
pozwalający na utrzymanie lekko zasadowego środowiska (pH 8,0) umożliwia efek-
tywne katalizowanie hydrolizy racemicznego estru rac-8 przez immobilizowaną 
lipazę Amano AK-AF. W ciągu 40 godzin prowadzenia reakcji w temperaturze 
28°C zastosowana lipaza katalizuje z 50% konwersją wysoce enancjoselektywną 
transformację niepotrzebnego (S)-enancjomeru racematu rac-8 w optycznie czysty 
kwas (S)-9 (>99% ee), pozostawiając pożądany (R)-enancjomer w postaci nieprze-
reagowanego enancjomerycznie czystego indolowego estru (R)-8 (>99% ee). W celu 
zwiększenia produktywności procesu, kwas (S)-9 poddawany jest recyklingowi 
przez estryfikację z jednoczesną epimeryzacją realizowaną z użyciem dicyklohek-
syloaminy oraz 4-chlorobutan-1-olu w obecności kwasu siarkowego. Zoptymalizo-
wany proces realizowany jest okresowo w skali 400 litrowej z zastosowaniem 40 kg 
racemicznego substratu rac-8.   
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Schemat 3. 	 Chemoenzymatyczna synteza antagonisty receptora prostaglandyn D2 (DP) [(R)-10] katalizo-
wana lipazą Amano AK-AF

Scheme 3. 	 Chemoenzymatic synthesis of prostaglandin D2 receptor antagonist [(R)-10] catalyzed by Amano 
AK-AF lipase

2. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZĘ Z CANDIDA RUGOSA (CRL)

Kolejnym, chętnie stosowanym w laboratoriach oraz przemyśle biokatalizato-
rem jest lipaza z patogennego grzyba Candida rugosa (CRL) (formalnie Candida 
cylindracea, CCL) (Rys. 3). Mikroorganizm ten wytwarza różne izoformy lipaz 
(Lip1, Lip2, Lip3), które znacznie różnią się od siebie właściwościami katalitycznymi 
[127]. Każdy gen koduje łańcuch polipeptydowy składający się z 534 reszt amino-
kwasowych o łącznej masie cząsteczkowej rzędu 60 kDa [128]. CRL jest złożona 
z pojedynczej domeny białkowej z charakterystycznym dla hydrolaz pofałdowaniem 
typu α/β. Białkowe rusztowanie zbudowane jest z centralnej 11-skrętnej β-kartki 
oraz N-terminalnej 3-skrętnej β-kartki [129]. Obie struktury krystaliczne tego 
enzymu, występujące zarówno w konformacji otwartej (PDB ID: 1CRL) jak rów-
nież zamkniętej (PDB ID: 1GZ7) dostępne są za pośrednictwem bazy PDB. Lipaza 
z Candida rugosa jest bardzo uniwersalnym enzymem przejawiającym szczególnie 
wysoką aktywność katalityczną w reakcjach estryfikacji i transestryfikacji triacyl-
gliceroli, a także hydrolizy i alkoholizy wielu hydrofobowych estrów. Dzięki swym 
doskonałym właściwościom, CRL znalazła wszechstronne zastosowanie głównie 
przy produkcji modyfikowanych cukrów, olejów oraz kwasów tłuszczowych wyko-
rzystywanych w  przemyśle spożywczym oraz perfumeryjnym [130–135]. Cechą 
charakterystyczną tej lipazy oprócz faktu, że w skład jej triady katalitycznej zamiast 
kwasu asparaginowego (Asp) wchodzi kwas glutaminowy (Glu), jest posiadanie 
bardzo szerokiej i łatwo dostępnej kieszeni zlokalizowanej wokół centrum aktyw-
nego [136]. To sugerować może, że enzym ten powinien katalizować skuteczne prze-
kształcenia licznej grupy ksenobiotyków, włącznie z tymi o bardzo rozbudowanych 
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strukturach, które nie są w stanie dyfundować do centrów katalitycznych innych 
lipaz o węższych kieszeniach. Niestety, wielkość tej kieszeni, w której znajduje się 
centrum aktywne, stanowi dodatkowo też wadę, gdyż uniemożliwia w wielu przy-
padkach zachowanie pożądanej selektywności wobec biotransformowanych cząste-
czek. Najprawdopodobniej właśnie z tym faktem wiąże się mała ilość zastosowań 
przemysłowych tego enzymu. Niemniej jednak, trzy zaprezentowane poniżej tech-
nologie opracowane w skali multi-kilogramowej zasługują na wyróżnienie. 

Rysunek 3. 	 (A) Struktura 3D lipazy z Candida rugosa (PDB ID: 1TRH) występującej w konformacji nieak-
tywnej. (B) Ułożenie przestrzenne reszt aminokwasowych (AK) wchodzących w skład tzw. „triady 
katalitycznej” (Glu 341, His 449, Ser 209) należącej do centrum aktywnego CRL (wzajemne odle-
głości między AK podane zostały w Angstremach). Struktura krystaliczna białka enzymatycznego 
została pobrana z bazy Protein Data Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocą programu Pymol 
vs 0,99 

Figure 3. 	 (A) The 3D structure of lipase from Candida rugosa (PDB ID: 1TRH). (B) The spatial orientation 
of the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” (Glu 341, His 449, Ser 209) be-
longing to the active-site of CRL (the mutual distance between the AAs are given in Angstroms). 
Crystal structure of enzymatic protein was downloaded from the Protein Data Bank (PDB), and 
processed using Pymol vs 0,99

Historycznie pierwszym, w pełni komercyjnym procesem biokatalitycznym  
z udziałem lipazy z Candida rugosa (cylindracea) jest opracowana przez międzynaro-
dowy koncern Pfizer Inc. przemysłowa metoda syntezy farmakologicznie czynnego 
(S)-(+)-enancjomeru ibuprofenu [(S)-12] (deksibuprofenu) – jednego z najlepiej 
sprzedających się niesteroidowych leków przeciwzapalnych (Schemat 4) [137–139]. 
Enancjomerycznie wzbogacony  kwas (2S)-2-[4-(2-metylopropylo)fenylo]propa-
nowy [(S)-12] (96% ee) otrzymywany jest w wyniku rozdziału kinetycznego pole-
gającego na enancjoselektywnej hydrolizie racemicznego estru 2-metoksyetylowego 
kwasu 2-[4-(2-metylopropylo)fenylo]propanowego (rac-11) katalizowanej immo-
bilizowaną lipazą CCL w układzie dwufazowym w temperaturze 20°C.
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Schemat 4. 	 Chemoenzymatyczna synteza farmakologicznie aktywnego (S)-enancjomeru ibuprofenu [(S)-12] 
z zastosowaniem lipazy z Candida rugosa immobilizowanej na porowatej membranie 

Scheme 4. 	 Chemoenzymatic synthesis of pharmacologically active (S)-enantiomer of ibuprofen [(S)-12] by 
using lipase from Candida rugosa immobilized on the porous membrane

Koszty wydzielania produktów rozdziału kinetycznego z medium reakcyj-
nego stanowią istotną część kosztów całej produkcji, stanowiąc o jej efektywności 
ekonomicznej. Rozdział kwasu i estru jest stosunkowo prosty, nie mniej w firmie 
Pfizer postanowiono zastosować alternatywny sposób rozdziału enancjomerów 
przy produkcji deksibuprofenu [(S)-12]. Użyto układu dwóch połączonych reakto-
rów membranowych wyposażonych w selektywne przegrody filtracyjne wykonane 
z odpowiednich polimerów. W pierwszym reaktorze zachodzi katalizowana lipazą 
enancjoselektywna hydroliza (S)-estru i oddzielenie metoksyetanolu, a w drugim 
oddzielenie nieprzereagowanego (R)-estru od deksibuprofenu [(S)-12] (Sche-
mat 5). Membrana w pierwszym reaktorze spełnia obok swej funkcji rozdzielczej, 
również rolę katalizatora przemiany racemicznego estru rac-11, gdyż dodatkowo 
w jej porach, w sposób niekowalencyjny, „uwięziony” został enzym. Zastosowanie 
w tym przypadku techniki membranowej nie tylko zmniejszyło zużycie energii 
oraz materiałów, ale także w sposób prosty umożliwiło oddzielenie katalizatora od 
produktów reakcji. Co więcej, ponieważ rozpuszczalność hydrofobowego estru rac-
11 w wodzie jest znacznie ograniczona (<1 mM), zastosowanie dwukomorowego 
reaktora z membraną oddzielającą oraz stabilizującą obie fazy (H2O/organiczna) 
umożliwiło ograniczenie użycia dużych objętości obu cieczy. Membrana poza wyżej 
wymienionymi zasadniczymi funkcjami (rozdzielczą i katalityczną), korzystnie 
wpływa na stan równowagi w układzie reagentów poprzez zagwarantowanie sukce-
sywnego usuwania powstającego kwasu (S)-12 z medium reakcyjnego. Ta operacja 
jest możliwa dzięki zastosowaniu dodatkowego modułu membranowego w postaci 
ekstraktora, w którym powstający optycznie czynny kwas (S)-12 wymywany jest na 
bieżąco za pomocą roztworu buforowego o zasadowym pH. Ostatecznie, aby otrzy-
mać finalny produkt (S)-12, pH roztworu powstałej soli tego kwasu doprowadzano 
odpowiednio do odczynu kwaśnego. Natomiast w fazie organicznej pozostaje wów-
czas nieprzereagowany chiralny ester (R)-11, który poddany racemizacji może być 
ponownie wykorzystywany.  
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Schemat 5. 	 Schemat technologiczny produkcji deksibuprofenu [(S)-12]  
Scheme 5. 	 Technological scheme for the production of dexibuprofen [(S)-12]  

 Bardzo ciekawą przemysłową metodę regioselektywnej hydrolizy penta-
octanowej pochodnej glukozy 13 do tetraoctanu glukozy (14 lub 15) w obecno-
ści immobilizowanej lipazy z Candida rugosa opracowała firma Vita-Invest S.A. 
(Schemat 6) [140]. Olbrzymią zaletą tego procesu jest możliwość prostego stero-
wania regioselektywnością reakcji enzymatycznej za pomocą zmiany pH roztworu. 
W przypadku gdy kwasowość medium reakcyjnego ustali się na poziomie pH 5,0 
otrzymuje się z bardzo wysoką selektywnością oraz wydajnością (86%) 2-O-deacy-
lowaną pochodną 14. Natomiast gdy środowisko reakcji będzie obojętne (pH 7,0), 
wówczas przeważającym produktem reakcji izolowanym z wydajnością 76% jest 
6-O-deacylowana pochodna glukozy 15. Metoda zaprezentowana przez hiszpań-
skich inżynierów stanowi bardzo atrakcyjny sposób otrzymywania nieracemicz-
nych, nienaturalnych pochodnych glukozy. Co więcej, w technologii tej wykorzy-
stuje się stosunkowo tanią i łatwo dostępną pentaacetylo-β-D-glukopiranozę (13), 
a samą reakcję prowadzi się w łagodnych warunkach (roztwór buforu z dodatkiem 
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acetonitrylu, w temperaturze 25°C). Dodatkowym atutem procesu jest zastosowa-
nie lipazy z Candida rugosa immobilizowanej na oktylo-sefarozie (Octyl-Sepharose 
CL-4B), co pozwoliło zwiększyć jej aktywność hydrolityczną prawie 100-krotnie 
w porównaniu z natywnym enzymem oraz powtórnie zastosować ją w co najmniej 
kilkunastu cyklach reakcyjnych.  

Schemat 6. 	 Regioselektywna hydroliza 1,2,3,4,6-penta-O-acetylo-β-D-glukopiranozy (13) katalizowana przez 
lipazę z Candida rugosa immobilizowaną na Octyl-Sepharose CL-4B

Scheme 6. 	 Regioselective hydrolysis of 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-β-D-glucopyranose (13) catalyzed by lipase 
from Candida rugosa immobilized on Octyl-Sepharose CL-4B

Kolejnym przykładem komercyjnego użycia lipazy z Candida rugosa jest opra-
cowana przez duńską firmę Novo Nordisk A/S technologia otrzymywania optycznie 
czynnego (–)-ormeloksyfenu [(3R,4R)-(–)-18] – selektywnego modulatora recep-
torów estrogenowych, stosowanego głównie jako niehormonalny, niesteroidowy 
lek antykoncepcyjny (Schemat 7) [141]. (–)-Ormeloksyfen [(3R,4R)-(–)-18] wyko-
rzystywany jest również w leczeniu nieprawidłowych krwawień z macicy wywoły-
wanych mięśniakami tego narządu, w terapiach raka piersi, a także w profilaktyce 
osteoporozy. Kluczowy do jego syntezy chiralny, nieracemiczny związek pośredni 
(3R,4S)-(–)-17 otrzymywany jest w wyniku zastosowania bardzo prostego i wydaj-
nego rozdziału kinetycznego polegającego na hydrolizie racemicznego heksanianu 
rac-cis-16 katalizowanej lipazą z Candida rugosa immobilizowaną na hydrofobo-
wym porowatym nośniku Accurel®. W warunkach rozdziału kinetycznego prowa-
dzonego w acetonitrylu z dodatkiem wody, w temperaturze pokojowej, uzyskiwano 
po 5 godzinach 50-procentową konwersję estru rac-cis-16 w odpowiedni nierace-
miczny fenol (3R,4S)-(–)-17 o nadmiarze enancjomerycznym >95% z wydajnością 
28% przy enacjoselektywności reakcji E>100. Co prawda proces został zoptymali-
zowany zaledwie w skali 10 gramowej, ale nieprzereagowany ester (3S,4R)-(–)-16 
(85% ee) izolowany z wydajnością 62% można poddawać powtórnemu rozdziałowi. 
Użyty w procesie katalizator stosowany był bez znacznych strat aktywności oraz 
selektywności w co najmniej kilku cyklach reakcyjnych.
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Schemat 7. 	 Chemoenzymatyczna synteza enancjomerycznie wzbogaconego (–)-ormeloksyfenu 
[(3R,4R)-(–)-18] z zastosowaniem lipazy z Candida rugosa immobilizowanej na Accurel®

Scheme 7. 	 Chemoenzymatic synthesis of enantiomerically enriched (–)-ormeloxifene [(3R,4R)-(–)-18] by 
using lipase from Candida rugosa immobilized on Accurel®

3. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZĘ  
Z THERMOMYCES LANUGINOSUS (TLL)

Enzymem również wartym omówienia jest lipaza izolowana z Thermomyces 
lanuginosus (TLL) (formalnie Humicola lanuginosus). Enzym ten składa się z poje-
dynczego łańcucha polipeptydowego zbudowanego z 269 reszt aminokwasowych. 
Jego masa cząsteczkowa wynosi 31 700 g/mol (ok. 30 kDa), a punkt izoelektryczny 
(pI) ma wartość 4,4. Lipaza ta posiada sferyczny kształt o wymiarach 35 Å × 45 Å 
× 50 Å i zawiera centralnie położoną 8-skrętną β-kartkę z pięcioma połączonymi 
ze sobą α-helisami (Rys. 4). Kieszeń aktywna ulokowana w hydrofobowej szczeli-
nie zawiera typową dla hydrolaz triadę katalityczną (Ser-His-Asp) i przesłaniana 
jest przez powierzchnię amfipatycznej α-helikalnie skręconej pętli składającej 
się z 86–93 reszt aminokwasowych [142]. Fragment ten ulega swobodnej rotacji 
i odgrywa w białku rolę ruchomego „wieczka”, broniącego dostępu do centrum kata-
litycznego. Lipaza TLL z racji na swoją dużą aktywność w temperaturach 55–60°C, 
z jej maksimum przypadającym na pH w okolicach 9,0 (choć niektóre źródła podają 
pH 11–12), zaliczana jest do tzw. „termo-stabilnych alkalifilów”, szczególnie skutecz-
nych w procesach hydrolitycznych. Poza licznymi zastosowaniami przemysłowymi, 
takimi jak produkcja środków piorących czy biopaliw, modyfikacja olejów oraz 
tłuszczów z przeznaczeniem dla sektora spożywczego (w tym m.in. przetwórstwo 
tłuszczów mlecznych oraz synteza glicerydów dla margaryn), enzymatyczna degra-
dacja polimerów, zużytych olejów i przepracowanych smarów, a także oczyszczanie 
ścieków technologicznych z przemysłu mięsnego [143], najciekawszymi z punktu 
widzenia tematyki tego przeglądu są technologie poświęcone produkcji substancji 
biologicznie aktywnych. 
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Rysunek 4. 	 (A) Struktura 3D lipazy z Thermomyces lanuginosus (PDB ID: 1DTE). (B) Ułożenie przestrzenne 
reszt aminokwasowych (AK) wchodzących w skład tzw. „triady katalitycznej” (Asp 201, His 258, 
Ser 146) należącej do centrum aktywnego TLL (wzajemne odległości między AK podane zostały 
w Angstremach). Struktura krystaliczna białka enzymatycznego została pobrana z bazy Protein 
Data Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocą programu Pymol vs 0.99

Figure 4. 	 (A) The 3D structure of lipase from Thermomyces lanuginosus (PDB ID: 1DTE). (B) The spatial 
orientation of the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” (Asp 201, His 258, 
Ser 146) belonging to the active-site of TLL (the mutual distance between the AAs are given in 
Angstroms). Crystal structure of enzymatic protein was downloaded from the Protein Data Bank 
(PDB), and processed using Pymol vs 0,99

Przykładem jest opracowana przez technologów ze szwajcarskiej firmy Roche 
Vitamins AG chemoenzymatyczna metoda syntezy octanu α-tokoferolu (22, Sche-
mat 8) – estrowej pochodnej jednego z głównych składników witaminy E o bardzo 
silnych właściwościach antyoksydacyjnych [144, 145]. W procesie tym wykorzy-
stano tani i łatwo dostępny α-izoforon (19), który w wyniku kilku etapowej syntezy 
z użyciem klasycznych reakcji chemicznych przekształcono w dioctan trimetylohy-
drochinonu (20). Związek ten następnie poddano regioselektywnej hydrolizie kata-
lizowanej immobilizowaną na hydrofobowym polipropylenowym nośniku (Accurel 
MP1001) lipazą z Thermomyces lanuginosus. Dzięki zastosowaniu immobilizowa-
nego preparatu TLL, zawieszonego w nasyconym wodą eterze tert-butylowo-mety-
lowym (MTBE), otrzymano w sposób praktycznie ilościowy odpowiedni mono-
octan 21 (z konwersją 100%), bez nawet śladowych ilości zanieczyszczeń drugim 
regioizomerem czy produktem całkowitej hydrolizy (trimetylohydrochinonem). Co 
więcej, zastosowanie matrycy Accurel MP1001 umożliwiło 10-krotne zwiększenie 
aktywności hydrolitycznej enzymu bez negatywnego wpływu na wyniki regioselek-
tywności nawet w podwyższonej temperaturze (55°C). Warto zwrócić uwagę, że przy 
pomocy opracowanej metodologii możliwa była nie tylko wysoce regioselektywna 
enzymatyczna hydroliza dioctanu 20, której nie sposób przeprowadzić wyłącznie 
za pomocą metod chemicznych, ale również całkowite zastąpienie dotychczas sto-
sowanego w przemyśle newralgicznego etapu kondensacji trimetylohydrochinonu 
izofitolem w obecności kwaśnego chlorku cynku, która wymaga użycia bardzo kosz-
townego 2,3,6-trimetylofenolu jako substratu. Dodatkowo, produkcja α-tokoferolu 
w postaci pochodnej octanowej 22 zwiększa jego odporność na działanie promienio-
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wania UV co powoduje, że jest on chętniej wykorzystywany jako przeciwutleniacz 
w produktach spożywczych i/lub jako surowiec kosmetyczny wchodzący w  skład 
kremów, ze względu na możliwość dłuższego ich przechowywania.   

Schemat 8. 	 Chemoenzymatyczna synteza racemicznego octanu α-tokoferolu (22) katalizowana lipazą 
z Thermomyces lanuginosus immobilizowaną na Accurel MP1001

Scheme 8. 	 Chemoenzymatic synthesis of racemic α-tokopherol (22) catalyzed by lipase from Thermomyces 
lanuginosus immobilized on Accurel MP1001

Innym przykładem zastosowania lipazy z Thermomyces lanuginosus jest opra-
cowana przez firmę Pfizer bardzo wydajna chemoenzymatyczna synteza kwasu 
(S)-(+)-3-aminometylo-5-metyloheksanowego [(S)-25, pregabaliny] (Schemat 9) 
– lipofilowej pochodnej kwasu γ-aminomasłowego (GABA) stosowanej w leczeniu 
epilepsji, bólu neuropatycznego, fobii społecznej oraz zespołu lęku uogólnionego 
[146]. Metoda otrzymywania tego leku polega na enzymatycznej hydrolizie race-
micznego estru etylowego kwasu 2-karboksyetylo-3-cyjano-5-metyloheksanowego 
(rac-23) za pomocą wodnego roztworu hemihydratu dioctanu wapnia katalizo-
wanej immobilizowaną lipazą TLL dostępną w handlu w postaci usieciowanego 
agregatu (Lipolase®). Reakcja prowadzona jest w skali 10 kg rac-23 w warunkach 
kontroli kinetycznej w temperaturze pokojowej przez 24 godziny, utrzymując pH 
w zakresie neutralnym za pomocą ciągłego dodawania 30% (w/w) wodnego roz-
tworu wodorotlenku sodu. Rozdział kinetyczny stereoizomerów chiralnego diestru 
rac-23 przerywany przy konwersji 45–48% umożliwia otrzymanie optycznie czyn-
nego kwasu (S)-2-karboksyetylo-3-cyjano-5-metyloheksanowego [(S)-24] o nad-
miarze enancjomerycznym sięgającym >98%. Nieprzereagowany β-cyjanodiester 
(R)-23 wykorzystywany jest ponownie w tym procesie dzięki optymalnie dobranym 
warunkom jego racemizacji w środowisku zasadowym. Aktywny farmaceutycznie, 
enancjomerycznie czysty produkt (S)-25 (>99% ee) otrzymywany jest w wyniku 
szeregu klasycznych reakcji chemicznych, z łączną wydajnością rzędu 40–45% po 
wszystkich etapach syntezy, uwzględniając w tym pojedynczy cykl zawrotowy zbęd-
nego enancjomeru (R)-23.
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Schemat 9. 	 Chemoenzymatyczna synteza pregabaliny [(S)-25] katalizowana lipazą z Thermomyces lanugino-
sus w formie usieciowanego agregatu (Lipolase®)

Scheme 9. 	 Chemoenzymatic synthesis of pregabalin [(S)-25] catalyzed by lipase from Thermomyces lanugi-
nosus as a cross-linked enzyme aggregate (Lipolase®) 

4. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZĘ  
Z RHIZOMUCOR MIEHEI (RML)

Omawiając temat biokatalizy przemysłowej z zastosowaniem lipaz nie sposób 
nie wspomnieć o enzymie, który w biotransformacjach związków organicznych 
odegrał jedną z kluczowych ról. Jest nim odkryta w roku 1973 zewnątrzkomórkowa 
lipaza z grzyba Rhizomucor miehei (RML) (formalnie Mucor miehei) zbudowana 
z  269 aminokwasów o łącznej masie cząsteczkowej rzędu 31 600 Da [147] oraz 
punkcie izoelektrycznym (pI) wynoszącym 3,8 (Rys. 5). 



P. BOROWIECKI448

Rysunek 5. 	 (A) Struktura 3D lipazy z Mucor miehei (PDB ID: 3TGL). (B) Ułożenie przestrzenne reszt ami-
nokwasowych (AK) wchodzących w skład tzw. „triady katalitycznej” (Asp 203, His 257, Ser 144) 
należącej do centrum aktywnego RML (wzajemne odległości między AK podane zostały 
w Angstremach). Struktura krystaliczna białka enzymatycznego została pobrana z bazy Protein 
Data Bank (PDB) oraz przetworzona za pomocą programu Pymol vs 0,99 

Figure 5. 	 (A) The 3D structure of lipase from Mucor miehei (PDB ID: 3TGL). (B) The spatial orientation of 
the amino acid (AAs) residues in the so-called “catalytic triad” (Asp 203, His 257, Ser 144) belon
ging to the active-site of RML (the mutual distance between the AAs are given in Angstroms). 
Crystal structure of enzymatic protein was downloaded from the Protein Data Bank (PDB), and 
processed using Pymol vs 0,99

Inne źródło podaje, że RML charakteryzuje się nieco mniejszą masą cząstecz-
kową (29 472 Da) oraz nieco innym punktem izoelektrycznym (pI 3,5) [148]. Z racji 
na fakt, iż RML była pierwszą lipazą, której strukturę krystaliczną wyznaczono z 
wysoką rozdzielczością rzędu 1,9 Å, mechanizmy jej aktywacji oraz funkcjonowania 
zostały poznane jak dotąd najlepiej [149]. W bazie PDB zdeponowane są struktury 
tego enzymu, zarówno w konformacji zamkniętej (3TGL) [150] jak i w otwartej 
(4TGL) [151]. Początkowo enzym ten stosowany był powszechnie do modyfikacji 
żywności [152], ale od momentu kiedy okazało się, iż wykazuje on bardzo wysoką 
aktywność oraz stabilność w różnych warunkach procesowych, wliczając w to uży-
cie bezwodnych rozpuszczalników organicznych, płynów w stanie nadkrytycznym 
czy detergentów, zaczęto szybko odkrywać dla niego znacznie użyteczniejsze zasto-
sowania przemysłowe. I tak, RML stał się popularnym katalizatorem w modyfika-
cjach tłuszczów i olejów [153], produkcji biopaliw, syntezy estrów zapachowych, 
modyfikacji strukturalnych cukrów, steroli, stanoli oraz steroidów, a skończywszy 
na rozdziale mieszanin racemicznych pochodnych kwasów karboksylowych, alko-
holi i estrów [154]. Enzym ten, produkowany obecnie przez firmę Novozymes, jest 
ogólnie dostępny w sprzedaży zarówno w postaci rozpuszczonej (Palatase 2000 L) 
jak również immobilizowanej (Lipozyme RM IM). W preparacie immobilizowanym 
nośnikiem służącym do unieruchamiania RML jest żywica jonowymienna Duolite 
ES 562, przygotowywana na bazie kopolimeru fenolowo-formaldehydowego.

Z pośród licznych zastosowań przemysłowych lipazy RML, jedną z najbardziej 
spektakularnych jest opracowana przez brytyjskie przedsiębiorstwo biotechnolo-
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giczne Celltech Group plc produkcja syntetycznego aminokwasu – (S)-tert-leucyny 
[(S)-29] (Schemat 10) [155]. Związek ten, ze względu na swoje właściwości głównie 
związane ze sterycznie rozbudowaną grupą tert-butylową, jest niezmiernie cennym 
blokiem budulcowym dla wielu chiralnych pomocników, ligandów oraz organoka-
talizatorów stosowanych w syntezie asymetrycznej. Do ważnych przykładów sub-
stancji chemicznych o tym charakterze, zsyntetyzowanych w oparciu o strukturę 
(S)-tert-leucyny, należą m.in.: (i) 4-tert-butylo-3-propionylo-oksazolidyn-2-on, 
(ii) 4-izopropylo-2-metylo-4,5-dihydro-oksazol oraz (iii) {1-[(difenylofosfanylo)-
metylo]-2,2-dimetylo-propylo}-dimetyloamina. Oprócz tego, (S)-tert-leucyna 
[(S)-29] jest doskonałym lipofilowym komponentem wielu syntetycznych białek 
oraz peptydomimetyków o zastosowaniu medycznym, gdyż dzięki rozgałęzionej 
grupie tert-butylowej chroni ich wiązania amidowe przed hydrolizą z udziałem pep-
tydaz, pozwalając w rezultacie otrzymać związki o lepszej stabilności metabolicznej. 
Przedstawiona na poniższym schemacie przemysłowa synteza tego aminokwasu 
(S)-29 polega w głównej mierze na wykorzystaniu immobilizowanej lipazy z Mucor 
miehei (Novo Lipozyme IM) katalizującej enancjoselektywną alkoholizę racemicz-
nego 4-tert-butylo-2-fenylo-1,3-oksazol-5(4H)-onu (rac-26) z użyciem bezwod-
nego n-butanolu. Rozdział kinetyczny chiralnego azalaktonu rac-26 przebiega 
z  jednoczesną racemizacją in situ nieprzereagowanego (R)-enancjomeru (R)-26, 
biegnącą przez stadium 4-tert-butylo-2-fenylo-1,3-oksazol-5-olu (28). W związku 
z tym, że do racemizacji azalaktonu dochodzi samorzutnie gdy tylko stężenie (R)-26 
w roztworze przekroczy 20%, toteż proces ten z formalnego punktu widzenia raczej 
zaliczyć należy do enzymatycznego dynamicznego rozdziału kinetycznego (EDKR) 
aniżeli klasycznego rozdziału kinetycznego. Powstały w tym czasie ester butylowy 
kwasu (2S)-2-(benzoiloamino)-3,3-dimetylobutylowego [(S)-27] jest trwały i może 
być z powodzeniem przekształcany do enancjomerycznie czystego aminokwasu 
(S)-29 (>99% ee). Wyżej opisany EDKR racemicznego substratu rac-26 przeprowa-
dzony był w skali 138 gramowej. Pamiętać jednak należy, że odbezpieczanie grupy 
aminowej powinno być prowadzone w warunkach zasadowych, albowiem hydro-
liza wiązania amidowego w warunkach kwasowych powodowałaby spontaniczną 
re-cyklizację z odtworzeniem stereochemicznie labilnego azalaktonu i w związku 
z tym częściową racemizację, przyczyniającą się do znacznego zanieczyszczenie pro-
duktu (S)-29 przeciwnym enancjomerem.         
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Schemat 10. 	 Chemoenzymatyczna synteza (S)-tert-leucyny [(S)-29] przy użyciu immobilizowanej lipazy 
z Mucor miehei (Novo Lipozyme IM)

Scheme 10. 	 Chemoenzymatic synthesis of (S)-tert-leucine [(S)-29] by using immobilized lipase from Mucor 
miehei (Novo Lipozyme IM)

Drugim bardzo ciekawym przykładem przemysłowego zastosowania lipazy  
z Rhizomucor miehei jest produkcja (R)-2-(2-aminobutylo)-3-chlorotiofenu [(R)-32].  
Proces ten został zrealizowany przez ówcześnie funkcjonującą na rynku farma-
ceutycznym firmę Zeneca (obecnie Astra Zeneca) i polegał na rozdziale kinetycz-
nym racemicznego 1-(3-chlorotiofen-2-ylo)butan-2-olu (rac-30) w reakcji tran-
sestryfikacji maślanem winylu katalizowanej Lipozymem 1M (Schemat 11) [156]. 
W wyniku tej reakcji otrzymywano mieszaninę odpowiedniego estru butylowego 
(R)-31 oraz nieprzereagowanego alkoholu (S)-30. Po wydzieleniu alkoholu (S)-30 
oraz poddaniu go reakcji aminowania w warunkach procedury Mitsunobu, otrzy-
mywano ostatecznie (2R)-1-(3-chlorotiofen-2-ylo)butan-2-aminę [(R)-32] – ważny 
półprodukt w syntezie leków na nadciśnienie tętnicze, pochodnych adenozyny. 
Reakcja enzymatycznego rozdziału kinetycznego rac-30 prowadzona była w skali 
24 gramowej. 
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Schemat 11. 	 Chemoenzymatyczna synteza (R)-2-(2-aminobutylo)-3-chlorotiofenu [(R)-32] z zastosowaniem 
immobilizowanej lipazy z Rhizomucor miehei (Lipozyme 1M)

Scheme 11. 	 Chemoenzymatic synthesis of (R)-2-(2-aminobuthyl)-3-chlorothiophene [(R)-32] by using 
immobilized lipase from Rhizomucor miehei (Lipozyme 1M)

5. PROCESY KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZY:  
CAL-A, PPL, BPL, SML ORAZ SC-YM-1

W ostatniej części niniejszego przeglądu poświęconego przemysłowemu zasto-
sowaniu katalizy enzymatycznej z udziałem lipaz w syntezie optycznie czynnych 
związków o wysokiej wartości dodanej, przedstawiono kilka procesów, które cie-
szą się olbrzymim sukcesem komercyjnym, a w których to kluczową rolę odegrały 
następujące enzymy: lipaza A z Candida antarctica (CAL-A), wieprzowa lipaza 
trzustkowa (PPL), lipaza z Burkholderia plantarii (BPL), lipaza z Serratia marcescens 
(SML) oraz lipaza z Chromobacterium (szczepu SC-YM-1). 

Chemoenzymatyczna synteza znanego leku antydepresyjnego – paroksetyny  
(3S,4R)-35 – z zastosowaniem lipazy A z Candida antarctica (CAL-A) opracowana 
przez hiszpańską firmę Vita-Invest S.A. jest jednym z nich (Schemat 12) i stanowi 
skuteczną alternatywę dla metody chemicznej opatentowanej i przez długi czas 
stosowanej przez przedsiębiorstwo SmithKline Beecham [157]. Kluczowy w tej 
syntezie wysoce enancjomerycznie wzbogacony kwas (3S,4R)-4-(4-fluorofenylo)-
6-oksopiperydyno-3-karboksylowy [(3S,4R)-34] (>98% ee) otrzymywany jest 
w  reakcji enzymatycznej hydrolizy racemicznego estru etylowego rac-trans-33 
w roztworze buforowym z dodatkiem acetonitrylu. Najlepsze wyniki dla zastoso-
wanego rozdziału kinetycznego estru rac-trans-33 uzyskano stosując lipazę CAL-A 
immobilizowaną kowalencyjnie na agarze z dodatkiem polietylenoiminy (PEI). 
Dzięki zastosowaniu tej formy enzymu możliwe było wydajne otrzymanie optycz-
nie czynnego kwasu (3S,4R)-34 z konwersją substratu wynoszącą 58% w łagodnych 
warunkach temperaturowych oraz pH. Reakcja enzymatyczna przeprowadzona 
została w skali 318 gramowej, używając 30 mM roztworu rac-trans-33. 
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Schemat 12. 	 Chemoenzymatyczna synteza paroksetyny [(3S,4R)-35] z zastosowaniem lipazy A z Candida 
antarctica immobilizowanej na agarze-PEI

Scheme 12. 	 Chemoenzymatic synthesis of paroxetine [(3S,4R)-35] by using lipase A from Candida antarctica 
immobilized on agar-PEI

Kolejnym przykładem zastosowania katalizy enzymatycznej na skalę prze-
mysłową jest opracowana przez holenderską firmę chemiczną DSM chemo-
enzymatyczna synteza estru (2R)-oksiran-2-ylometylowego kwasu butano-
wego [(R)-37] (Schemat 13) [158–160]. Ponieważ optycznie czynny oksiran 
(R)-37 stanowi cenny półprodukt w syntezie wielu skutecznych i powszechnie 
stosowanych w  terapii nadciśnienia tętniczego leków β-adrenolitycznych [tzw. 
(S)-β-blokerów], jego produkcja w skali światowej wynosi obecnie 10 ton/rok 
i  jest czwartym co do wielkości biotechnologicznym procesem przemysłowym 
z użyciem lipaz, zaraz po enzymatycznej produkcji masła kakaowego wynoszącej 
dla porównania 104 ton/rok oraz dwóch innych technologiach, o których mowa 
poniżej [patrz: synteza (R)-1-fenyloetyloaminy oraz diltiazemu]. Zestawiając ze 
sobą korzyści wynikające z zastosowania różnych sposobów otrzymywania czy-
stych (S)-enancjomerów pochodnych aryloksypropyloamin, należy podkreślić, że 
opracowana przez holenderską firmę DSM enzymatyczna metoda kinetycznego 
rozdziału hydrolitycznego mieszaniny racemicznej rac-37 jest niezmiernie pro-
sta, wydajna i co za tym idzie ekonomicznie bardziej uzasadniona w porównaniu 
np. z bezpośrednią syntezą z zastosowaniem wygodnych, ale bardzo kosztownych 
handlowych enancjomerów (R)-(–)- i (S)-(+)-epichlorohydryny. W zaprezento
wanej poniżej metodzie syntezy (S)-β-blokerów substratem jest bardzo tania race-
miczna epichlorohydryna rac-36, która poddawana jest hydrolizie do glicydolu  
z jednoczesną jego estryfikacją przy użyciu chlorku kwasu masłowego w środowisku 
zasadowym. Otrzymany racemiczny ester kwasu masłowego rac-37 hydrolizowany 
jest następnie w sposób całkowicie stereoselektywny do optycznie czynnego glicy-
dolu (R)-38 (>99% ee) oraz nieprzereagowanego maślanu (R)-37 (>99% ee). Proces 
ten katalizowany jest przez jedną z najtańszych dostępnych na rynku lipaz, a mia-
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nowicie lipazę PPL będącą ekstraktem z trzustki wieprzowej. Istotnym czynnikiem 
jest możliwość regeneracji tego enzymu, ponieważ występuje on w formie immobi-
lizowanej na komercyjnie dostępnym złożu – aktywowanej dietyloaminoetanolem 
agarozie [DEAE–Sepharose, Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden)]. Dodatkowo, 
zastosowanie bardzo łagodnych warunków procesowych, w tym użycie roztworu 
buforowego z dodatkiem 1,4-dioksanu, utrzymywanie pH obojętnego oraz niskiej 
temperatury (25°C), umożliwia niewielkie zużycie katalizatora. Nieprzereagowany 
ester enancjomerycznie czystego glicydolu (R)-37 poddawany jest następnie szere-
gowi prostych reakcji chemicznych, dobranych w taki sposób, iż straty w całkowitej 
wydajności oraz czystości optycznej otrzymywanych (S)-β-blokerów są minimalne.

Schemat 13. 	 Chemoenzymatyczna synteza optycznie czynnych (S)-β-blokerów otrzymywanych w oparciu 
o rozdział kinetyczny butanianu glicydolu (rac-37) katalizowanego ekstraktem (wyciągiem) lipazy 
z trzustki wieprzowej (PPL) immobilizowanym na modyfikowanej agarozie (DEAE–Sepharose)

Scheme 13. 	 Chemoenzymatic synthesis of optically active (S)-β-blockers obtained on the basis of kinetic reso-
lution of glycidyl butyrate (rac-37) catalyzed by porcine pancreatic lipase (PPL) extracts immobi-
lized on modified agarose (DEAE–Sepharose)

Innym przykładem wdrożenia przemysłowego o dużym znaczeniu dla gospo-
darki światowej jest opracowana przez koncern BASF AG produkcja enancjomerycz-
nie czystej (R)-1-fenyloetyloaminy [(R)-42] – cennego półproduktu wykorzystywa-
nego w syntezie farmaceutyków oraz pestycydów (Schemat 14) [161, 162]. Firma 
BASF AG w procesie dynamicznego rozdziału kinetycznego racemicznej aminy 
rac-42 zastosowała dość rzadko używaną lipazę z Burkholderia plantarii immobili-
zowaną na poliakrylanie (DSM 6535). Do racemizacji zbędnego (S)-42 zapropono-
wano w tym przypadku katalizator palladowy, który jest znacznie mniej toksyczny 
od powszechnie używanych w tym celu katalizatorów rutenowych. Stosując lipazę 
DSM 6535 zawieszoną w mieszaninie eteru tert-butylowo-metylowego (rozpusz-
czalnik) i etylometoksyoctanu (donor grupy acylowej) otrzymywano po 5  godzi-
nach prowadzenia reakcji mieszaninę (R)-2-metoksy-N-(1-fenyloetylo)acetamidu 
[(R)-43] (>99% ee) oraz nieprzereagowanej aminy (S)-42 (93% ee) z bardzo wysoką 
enancjoselektywnością (E>200). Rozdział tej mieszaniny metodą ekstrakcyjną lub 
za pomocą destylacji pozwolił na otrzymanie obu enancjomerów z wydajnością 
>45% przy założeniu, iż reakcje przerywano dokładnie przy konwersji wynoszącej 
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50%. Proces prowadzony jest w systemie przepływowym w sposób półciągły w skali 
1,65 M (200 g×litr–1) użytego substratu rac-42.	

Schemat 14. 	 Rozdział kinetyczny racemicznej 1-fenyloetyloaminy (rac-42) katalizowany immobilizowaną 
lipazą z Burkholderia plantarii (DSM 6535)

Scheme 14. 	 Kinetic resolution of racemic 1-phenylethylamine (rac-42) catalyzed by lipase from Burkholderia 
plantarii (DSM 6535)

Kolejnym przykładem wysoce wydajnego procesu biotechnologicznego  
z zastosowaniem lipaz jest przemysłowa produkcja diltiazemu [(2S,3S)-46] – 
pochodnej benzotiazepiny, będącej substancją czynną leku z grupy antagonistów 
wapnia (blokujących kanał wapniowy typu L), stosowanego w leczeniu nadciśnienia 
tętniczego oraz choroby niedokrwiennej serca (Schemat 15) [163, 164]. 

Schemat 15. 	 Chemoenzymatyczna synteza diltiazemu [(2S,3S)-46] katalizowana rekombinowaną lipazą 
z Serratia marcescens (Sr41 8000)

Scheme 15. 	 Chemoenzymatic synthesis of diltiazem [(2S,3S)-46] catalyzed by recombinant lipase from 
Serratia marcescens (Sr41 8000)

Chemoenzymatyczna synteza tego związku (2S,3S)-46 opracowana została 
w 1993 roku przez japońskie przedsiębiorstwo farmaceutyczne Tanabe Seiyaku Co., 
Ltd., obecnie wchodzące w skład Mitsubishi Chemical Holdings. Niezbędny chiralny 
półprodukt – racemiczny ester metylowy kwasu trans-3-(4-metoksyfenylo)glicydo-
wego (rac-trans-44) – poddawany jest stereoselektywnej hydrolizie w warunkach 
kontroli kinetycznej celem uzyskania odpowiedniego diastereoizomeru (2R,3S)-44 
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wykorzystywanego do dalszych przekształceń. W toku dogłębnych badań poświeco-
nych hydrolitycznemu rozdziałowi kinetycznemu rac-trans-44 stwierdzono, iż ide-
alnym katalizatorem jest zewnątrzkomórkowa lipaza z rekombinowanej Gram-(–) 
bakterii Serratia marcescens zwanej także Pałeczką krwawą (lub cudowną). W celu 
zwiększenia jej aktywności oraz stabilności operacyjnej, lipaza z Serratia marce-
scens (Sr41 8000) została dodatkowo immobilizowana na odpowiedniej warstwie 
utworzonej z gąbek morskich z użyciem techniki adsorpcyjnej z podciśnieniem. 
Cały proces enzymatyczny prowadzony jest w układzie dwufazowym (bufor/
toluen) w lekko zasadowym środowisku (pH 8,5), w temperaturze 22°C w reaktorze 
z zamontowaną półprzepuszczalną, hydrofilową, włóknisto-kanalikową membraną 
wykonaną z poliakrylonitrylu (Schemat 16). Ponadto, ustalono eksperymentalnie, 
że nieprzereagowany enancjomerycznie czysty ester (2R,3S)-44 (99,9% ee) izolo-
wany z mieszaniny reakcyjnej z wydajnością rzędu 40–45% jest jednocześnie inhi-
bitorem kompetycyjnym dla stosowanej lipazy. Z kolei, powstający w toku reakcji 
enzymatycznej optycznie czynny kwas (2S,3R)-45 jest bardzo niestabilny w panu-
jących warunkach i ulega spontanicznej dekarboksylacji z utworzeniem 4-metok-
syfenylacetalaldehydu (47). Aldehyd ten 47, podobnie jak tworzący się w reakcji 
metanol, dezaktywuje enzym, w związku z czym musi być wymywany z mieszaniny 
poreakcyjnej w sposób ciągły w postaci wodorosiarczynowego adduktu 48. Specjal-
nie zaprojektowany reaktor membranowy (Sepracor Inc. Massachusetts, USA) (Sche-
mat 16) nie tylko umożliwia skuteczne przeprowadzenie tej operacji jednostkowej, 
ale również w znaczny sposób upraszcza całą syntezę diltiazemu [(2S,3S)-46], skra-
cając liczbę jej etapów z 9 do tylko 5. Ponadto, zastosowanie reaktora membrano-
wego oprócz zwiększenia aktywności katalizatora, dodatkowo wydłuża czas jego 
pracy do t0,5 = 127 godz., co w porównaniu z klasycznym reaktorem emulsyjnym jest 
ok. 30-krotnie lepszym wynikiem. Proces prowadzony w systemie przepływowym 
w sposób okresowy w skali < 0,6 M (< 125 g × litr–1) użytego substratu rac-trans-44 
pozwala uzyskać 40 kg optycznie czynnego prekursora diltiazemu (2R,3S)-44 
w  jednej szarży. Należy stanowczo podkreślić, że obecnie produkcja nieracemicz-
nego diltiazemu [(2S,3S)-46] wyżej opisaną metodą enzymatyczną prowadzona jest 
w wielu przedsiębiorstwach (m.in. DSM) i wynosi ponad 100 ton/rok.
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Schemat 16. 	 (A) Schemat technologiczny syntezy diltiazemu [(2S,3S)-46] w przepływowym reaktorze mem-
branowym; (B) Budowa oraz mechanizm działania membrany  

Scheme 16. 	 (A) Technological scheme for the synthesis of diltiazem [(2S,3S)-46] in the flow-through catalytic 
membrane reactor; (B) Structure and mechanism of action of the membrane

Innym ciekawym przykładem chemoenzymatycznej metody syntezy jest otrzy-
mywanie inhibitora kinazy białkowej B (PKB albo Akt) – chlorowodorku ipataser-
tibu [(S,R,R)-54] – opracowana przez współpracujące ze sobą amerykańskie firmy 
farmaceutyczne: Array BioPharma Inc. oraz Genentech, Inc. (Schemat 17) [165]. Jed-
nym z etapów tej żmudnej i dość skomplikowanej syntezy jest etap enzymatyczny, 
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w którym racemiczny triester rac-49 (27,6 kg) hydrolizowany jest w środowisku 
buforu fosforanowego (pH 7,5) za pomocą odpowiedniej lipazy, pozyskiwanej ze 
zmutowanego szczepu bakteryjnego Chromobacterium (SC-YM-1). Po 19 godzi-
nach prowadzenia reakcji w temperaturze 0°C w warunkach kontroli kinetycz-
nej, otrzymywano praktycznie czysty enancjomerycznie ester trimetylowy kwasu 
(R)-2-metylopropano-1,1,3-trikarboksylowego [(R)-49] (12,9 kg, 99,8% ee) z bar-
dzo wysoką wydajnością 94% przy konwersji wynoszącej 50%. Co ciekawe, użyty 
w  tym procesie enzym wykazywał podczas hydrolizy racematu rac-49 niezgodną 
z regułą Kazlauskasa [166], nietypową dla lipaz (S)-stereopreferencję względem 
biotransformowanych enancjomerów, pozostawiając w mieszaninie reakcyjnej wol-
niej reagujący (R)-izomer triestru. Enancjomerycznie czysty triester (R)-49 pod-
dawany jest następnie reakcji z octanem formamidyny w warunkach zasadowych 
(MeONa/MeOH) czego efektem jest wydzielanie (R)-3-(4,6-dihydroksypirymi-
dyn-5-ylo)butanianu metylu (DHP) [(R)-50] (8,7 kg) o bardzo wysokiej czystości 
chemicznej (>99%), o doskonałym nadmiarze enancjomerycznym (99,9% ee) oraz 
z wysoką wydajnością (74%). Ostateczny produkt wieloetapowej syntezy – ipataser-
tib [(S,R,R)-54] – otrzymywany jest w postaci monochlorowodorku w ilości 3,23 kg 
z pojedynczej szarży produkcyjnej, z doskonałą czystością zarówno chemiczną 
(99,7%) jak również enancjomeryczną (>99% ee).

Schemat 17. 	 Chemoenzymatyczna synteza monochlorowodorku ipatasertibu [(S,R,R)-54] z użyciem lipazy 
z Chromobacterium (SC-YM-1)  

Scheme 17. 	 Chemoenzymatic synthesis of ipatasertib monohydrochloride [(S,R,R)-54] by using lipase from 
Chromobacterium (SC-YM-1)  
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UWAGI KOŃCOWE

Niniejszy przegląd literaturowy poświęcony biokatalitycznym metodom z uży-
ciem lipaz dobitnie przedstawia jak wielki potencjał tkwi w katalizie enzymatycznej 
i jak cennym narzędziem w przemysłowej syntezie organicznej są lipazy. W więk-
szości wyżej zaprezentowanych przykładów użycie lipaz jako biokatalizatorów 
spowodowało powiększenie wydajności otrzymywania cennych produktów w dużo 
krótszym czasie oraz w znacznie prostszy i bardziej przyjazny dla środowiska spo-
sób aniżeli przy zastosowaniu klasycznej katalizy chemicznej. Zdecydowana więk-
szość przedstawionych w przeglądzie procesów cieszy się do dziś pełnym sukcesem 
komercyjnym, a przedsiębiorstwa które zdecydowały się zainwestować w techno-
logie biochemiczne z udziałem lipaz podniosły swoją konkurencyjność na arenie 
międzynarodowej. Nie oznacza to oczywiście, że przemysłowe zastosowania lipaz i 
ogólnie rzecz biorąc metod biokatalitycznych zostały wyczerpane. Wręcz przeciw-
nie, pomimo iż prace badawcze poświęcone lipazom w rozpuszczalnikach orga-
nicznych trwają już od ponad 85 lat, to jak wynika z doniesień światowej literatury, 
odkrywane są ciągle nowe, dotąd nie brane pod uwagę, a równie efektywnie katali-
zowane przez nie reakcje (tzw. promiskuityzm katalityczny lipaz) [167–171]. Zatem 
możemy być zupełnie pewni, że ta dynamicznie rozwijająca się dziedzina naukowa 
w najbliższych dekadach stanowić będzie potężny impuls dla powstawania nowych 
małotonażowych technologii syntez produktów o wysokiej wartości dodanej o bar-
dzo dużym znaczeniu gospodarczym.  
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ABSTRACT

Understanding of the fundamental law and mechanisms governing the pheno-
menon of life is an inherent feature of human civilization. With the birth of philo-
sophy comes first speculation about the physical conditions of life processes, which 
consequently will lead to the formation of the first scientific theories. Among them 
an important role plays the Hippocratic humoral theory. This scientific rout will 
be taken by the next generations of researchers seeking for the most appropriate 
methods and precise language of science. A significant breakthrough came in the 
16th century, when Paracelsus coined his philosophical and alchemical doctrine 
which gives such attention to perpetual changes in living organisms, then described 
on the basis of transmutation. Nearly three centuries later, in the early nineteenth 
century the polish physician and chemist Jędrzej Śniadecki introduced the concept 
of metabolism, based on the principles that are present in compounds and chemical 
reactions. Just a dozen years later, in 1828, Wöhler`s synthesis of urea gives birth 
to organic chemistry. Language of chemistry has become a tool for the description 
of biological phenomena, slowly building up physiological chemistry which shor-
tly was turned to biochemistry. For a young science one of the first challenges was 
the level of the rudimental for the living organisms dyes, which rightly appeared 
as essential for the understanding of the chemical nature of the phenomena of life. 
From that point the studies on chlorophyll (Pelletier, Caventou, Shunck, Hoppe-
-Seyler) and hemoglobin (Hünefeld, Funke, Hoppe-Seyler) become crucial topic. In 
this pioneering studies significant, and sometimes decisive role was to be played by 
Polish scientists (Teichmann, Marchlewski, Nencki, Zaleski). Especially a few years’ 
time and very intense cooperation of Leon Marchlewski and Marcel Nencki would 
bring momentous decision. Marchlewski’s bold hypothesis about the chemical unity 
on the level of the basic dyes in plant and animal worlds was fully confirmed in the 
experimental procedure and the results achieved by Nencki brought the solution to 
the problem of the chemical structure of hemin. Joint research of Polish scientists 
became the foundation of modern biochemistry and had changed the biological 
and medical sciences so deeply, that we can talk about “biochemical revolution”. The 
following paper is an evaluation of the speech held by me during X National Organic 
Chemistry Symposium – OSCO X, Lodz, April 16–18, 2015.

Keywords: biochemistry, organic chemistry, chlorophyll, haemoglobin, Marchlew-
ski, Nencki
Słowa kluczowe: biochemia, chemia organiczna, chlorofil, hemoglobina, Marchlew-
ski, Nencki
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WPROWADZENIE

Nauka w najogólniejszym ujęciu jest opisem świata, dzięki któremu możemy 
zrozumieć otaczające nas zjawiska. Nie trzeba przekonywać, że to co decyduje o jako-
ści tego opisu w głównej mierze zależy od języka jakim się posługujemy. Z niego 
bowiem i w oparciu o niego budujemy nasze drogi poznania, na nim wspiera się 
gmach metodyki badawczej. Rozumiał to już Platon, który w dialogu Kratylos snuł 
rozważania o naturze nazw dawanych przedmiotom i zjawiskom. Odtąd problem 
języka jest stale obecny w rozważaniach filozofów, później zaś podejmowany był 
wielokrotnie przez teoretyków i historyków nauki.

Fascynacja zjawiskiem życia jest jednym z fundamentów ludzkiej kultury. To na 
jej gruncie od najdawniejszych czasów zyskiwało swoje wyjaśnienie, zajmując w rów-
nym stopniu mędrców, kapłanów i artystów. Nieuchronnie stawało się przedmiotem 
zainteresowania tych, którym powierzano opiekę nad zdrowiem. Chcąc zrozumieć 
czym w istocie jest choroba i pragnąc znaleźć skuteczne remedia odwoływali się, co 
zrozumiałe, do wyobrażeń ukształtowanych w rytuałach i podaniach religijnych. Nie 
ulega dziś wątpliwości, że u swego zarania język medycyny był w istocie językiem 
magii – nie bez przyczyny słowa medicus i magicus brzmią dla naszego ucha tak 
podobnie, a supranaturalizm przenikał niemal każdą, choćby najzwyklejszą czyn-
ność uzdrowiciela. I nawet jeśli z czasem do głosu zaczyna dochodzić filozoficzna 
spekulacja, która stara się porządkować obraz świata wedle ściślejszych, powiedzie-
libyśmy matematyczno-fizycznych reguł, to nie jest ona w stanie przezwyciężyć tej 
pierwotnej, zakorzenionej w prehistorii wiary w niematerialną przyczynę wszelkich 
zjawisk. Dopiero schyłek epoki średniowiecza, wraz z rodzącym się odrodzeniem, 
miał przynieść ze sobą głębsze zmiany. Jednym z heroldów nowego języka nauki stał 
się Paracelsus, którego postać nawet wobec upływu czasu nie przestaje intrygować 
historyków.

1. POMIĘDZY FILOZOFIĄ I ALCHEMIĄ

Żywot Phillippusa Aureolusa Theophrastusa Bombastusa von Hohenheima 
(1493/4–1541), znanego powszechnie pod przydomkiem Paracelsus jest, pomimo 
gruntownych dociekań wielu już pokoleń badaczy, pełen niejasności, a fakty mieszają 
się z plotką, nierzadko pomówieniem [1, 2]. Ten oskarżany o awanturnictwo 
i  niemoralność, wagabunda i wieczny wędrowiec, balansujący na granicy prawa 
i zresztą często tę granicę przekraczając, był jednym z najoryginalniejszych i błysko-
tliwych umysłów swojej epoki. Wychodząc z mistycznej i magicznej tradycji alche-
mików, której wszak nigdy nie porzucił, dostrzegał w mechanizmie transmutacji 
i poszukiwaniach kamienia filozoficznego ideę mogącą dopomóc w zrozumieniu 
fenomenu życia. Nie chodziło jednak tym razem o filozoficzne spekulacje ubrane 
w astronomiczną symbolikę, jak to wcześniej często bywało. Paracelsus dążył do 
wykazania, że istotą życia jest ciągły proces przemian zachodzących w organizmie 
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i że ów proces należy opisać za pomocą praw fizykalno-chemicznych [3]. Stąd też 
jego nauka o leku opierała się na możliwie gruntownym badaniu różnych substan-
cji chemicznych i próbach ich dopasowania do terapii konkretnych schorzeń. Tym 
samym jego wykład stanął u podstaw kierunku jatrochemicznego, szukającego wyja-
śnienia zjawisk biologicznych, w tym również przyczyny schorzeń, w substancjach 
i reakcjach chemicznych. Najwybitniejszym przedstawicielem jatrochemii będzie 
działający w XVII stuleciu flamandzki uczony Jan Baptista van Helmont [3, 4] . Tak 
oto język chemii po raz pierwszy zaczął służyć medycynie, jakkolwiek było jeszcze 
za wcześnie by mógł odegrać decydującą rolę. Na przeszkodzie stały tak względy 
natury technicznej, jak i ówczesny stan wiedzy, co nader często kierowało uczonych 
na stary szlak spekulacji. 

Dopiero oświecenie, które przyniosło ze sobą fizykę Izaaka Newtona i chemię 
Antoine Lavoisiera, a także narodziny kliniki lekarskiej i fizjologii doświadczalnej, 
otworzyło nowy rozdział w dziejach nauk przyrodniczych. Znaczący wpływ, w tym 
również na medycynę, wywarł kantyzm, inicjując na nowo dyskusję wokół natury 
i granic ludzkiego poznania [5]. I to właśnie z doświadczeń tej epoki wyrastał Jędrzej 
Śniadecki (1768–1838), twórca podstaw nowoczesnej chemii na ziemiach polskich, 
który na kartach znakomitego traktatu filozoficzno-przyrodniczego Teoria jestestw 
organicznych sformułował zasadę przemiany materii. Dzieło Śniadeckiego było 
jedną z pierwszych tak dojrzałych teorii biologicznych mających źródło w chemicz-
nym ujęciu zjawisk życiowych [6, 7]. Tym samym idea wyrażona blisko trzy stulecia 
wcześniej przez Paracelsusa znalazła teraz swój pełny wyraz. Jak się miało okazać 
moment narodzin chemii organicznej był już bardzo bliski.

2. NARODZINY CHEMII ORGANICZNEJ I BIOCHEMII

W 1818 roku dwóch francuskich przyrodników Pierre Joseph Pelletier 
(1788–1842) and Jean Bienaime Caventou (1795–1887), stosując już metodykę 
chemiczną w badaniu alkaloidów, zdołało wyizolować podstawowy barwnik świata 
roślinnego, który zyskał nazwę chlorofilu [8]. Dla wielu nie ulegało wówczas wątpli-
wości, że to właśnie na poziomie barwnikowym należy poszukiwać odpowiedzi na 
fundamentalne pytania o istotny charakter funkcji życiowych organizmów. Badania 
nad chlorofilem utknęły jednak na wiele lat w martwym punkcie, co wiązało się 
z brakiem skutecznej metodyki uzyskiwania trwałych pochodnych w krystalicznej 
postaci. Ten problem udało się rozwiązać znacznie później dwóm rosyjskim bada-
czom Borodinowi i Monteverdemu. 

Tymczasem w 1828 roku niemiecki chemik Friedrich Wöhler (1800–1882) 
przeprowadził udaną syntezę mocznika z cyjanianu amonu [9]. Stało się to przy-
padkiem podczas próby otrzymania soli amonowej kwasu cyjanowego (tj. izocy-
janianu amonu, NH4NCO). Tym samym związek organiczny – mocznik został 
zsyntetyzowany z substancji nieorganicznej. Było to praktycznym potwierdzeniem 
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hipotezy stawianej przez Śniadeckiego, że związki nieorganiczne w toku przemiany 
mogą przechodzić w związki organiczne. Eksperyment Wöhlera jest uznawany za 
faktyczny początek chemii organicznej.

Tak jak zielony barwnik świata roślinnego, tak czerwona barwa krwi przyku-
wała uwagę coraz liczniejszego grona badaczy. W 1840 roku niemiecki lekarz i che-
mik Friedrich Ludwig Hünefeld (1799–1882) jako pierwszy opisał hemogloginę 
[10, 11]. Wykorzystał w tym celu krew dżdżownicy, którą uchwycił pomiędzy dwie 
szklane płytki i pozwolił wyschnąć. Wówczas dostrzegł charakterystyczne kryształki, 
które pod mikroskopem miały wyraźnie wyraźne ostre krawędzie i jasnoczerwoną 
barwę. Niebawem inni uczeni w pełni potwierdzili wyniki uzyskane przez Hüne-
felda, wykazując że podobne krystaliczne struktury można dostrzec w krwi innych 
gatunków zwierząt. W 1851 roku niemiecki fizjolog Otto Funke (1828–1879) zdołał 
opracować sposób pozyskiwania krystalicznej postaci hemoglobiny – „Hämoglo-
binkristalle”, otwierając tym samym drogę do dalszych badań nad chemiczną struk-
turą barwnika krwi [12]. W dwa lata później, wówczas student III roku medycyny, 
później zaś profesor Uniwersytetu Jagiellońskiego, jeden z najzdolniejszych prepara-
torów drugiej połowy XIX wieku, któremu zawdzięczamy pierwszy w świecie pełny 
opis układu chłonnego, Ludwik Karol Teichmann (1823–1895) opracował prostą 
i skuteczną metodę pozyskiwania krystalicznej postaci barwnika krwi, czyli heminy 
[13, 14]. Używając lodowego kwasu octowego w obecności soli poddawał próbki 
krwi działaniu podwyższonej temperatury. Po wystudzeniu otrzymywał charakte-
rystyczne kryształy, czyli chlorheminę, zwaną też heminą Teichmanna. Popularnie 
zaczęto je określać mianem „kryształków Teichmanna”. Ta prosta metoda znalazła 
swoje praktyczne zastosowanie w kryminalistyce oraz miała decydujący wpływ na 
postęp badań nad barwnikiem krwi i jego pochodnymi.

Dysponujący doskonałą techniką badawczą niemiecki fizjolog i chemik Ernst 
Felix Immanuel Hoppe-Seyler (1825–1895) jako pierwszy prowadził wielokierun-
kowe badania nad płynami ustrojowymi, tworząc podstawy współczesnej bioche-
mii [15]. Był pierwszym, który w 1862 roku opisał charakter widma absorpcyjnego 
barwnika krwi. Udowodnił, że w warunkach bez dostępu tlenu hemoglobina daje 
hemochromogen, który w obecności tlenu daje hematynę. Jemu też należy przypisać 
wskazanie na istotną rolę hemoglobiny w wiązaniu w erytrocytach tlenu. Zaobser-
wował również charakterystyczne cechy chemiczne i fizyczne jednej z pochodnych 
heminy – hematoporfiryny, jak również zdołał uzyskać jedną z pochodnych chlo-
rofilu, której purpurowa barwa tak bardzo przypominała hematoporfirynę, że ze 
względu na to podobieństwo nazwano ją filoporfiryną. 

3. MARCELI NENCKI I JEGO BADANIA NAD HEMOGLOBINĄ

Postacią która miała odegrać kluczową rolę w dalszych badaniach nad chemiczną 
strukturą hemoglobiny był polski lekarz i chemik Marceli Nencki (1847–1901) 
[16–18]. Powstaniec styczniowy, zmuszony do emigracji, zaczynał studia od historii 
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i filologii klasycznej, z których jednak ostatecznie zrezygnował na rzecz medycyny. 
Absolwent wydziału lekarskiego znakomitego uniwersytetu w Berlinie, zdobywa-
jący pierwsze szlify badawcze w laboratorium Augusta Bayera, znalazł dla siebie 
miejsce w szwajcarskim Bernie, gdzie w 1877 roku specjalnie dla niego utworzono 
katedrę chemii fizjologicznej wraz z przysługującą mu profesurą. Nencki miał wów-
czas ledwie 30 lat. W niedługim czasie Berno zyskało sobie sławę znakomitego, 
przyciągającego młodych badaczy ze wszystkich krajów Europy ośrodka badań bio-
chemicznych, a nazwisko polskiego biochemika stało się znane w świecie nauki. Nie 
dziwi zatem propozycja, jaką złożył mu książę Aleksander Piotrowicz Oldenburski, 
kurator powołanego do życia Instytutu Medycyny Doświadczalnej w Petersburgu. 
Tworzony wedle najlepszych wzorców miał stać się najnowocześniejszą placówką 
dla nauk eksperymentalnych w rosyjskim imperium. Księciu Oldenburskiemu oso-
biście zależało, by Nencki zechciał objąć kierownictwo Zakładu Chemii. Nie tylko 
puszczono w niepamięć jego udział w powstaniu przeciw carowi, lecz przeznaczono 
duże środki finansowe wraz z wolną ręką w zakupie potrzebnego wyposażenia labo-
ratoriów i doborze współpracowników. Mimo tak korzystnych warunków Nencki 
długo się wahał. Ostatecznie jednak przystał na propozycję i w 1891 roku przeniósł 
się do miasta nad Newą. Wraz z nim przybyła grupa uczniów i współpracowni-
ków dając początek nowej, rosyjskiej szkole biochemicznej. Miał tutaj przepracować 
kolejnych dziesięć lat aż do swojej przedwczesnej śmierci w 1901 roku [19].

Nencki ma swoje stałe miejsce w historii nauki. Był bez wątpienia jednym 
z  twórców biochemii, która stopniowo stawała się podstawą nowoczesnego opisu 
w naukach przyrodniczych, w tym medycyny. Ten erudyta – znał biegle osiem języ-
ków – dysponujący wręcz fenomenalną pamięcią imponował współczesnym roz-
ległością swojej wiedzy. Młodzieńcza fascynacja historią i filozofią nadawała jego 
ścisłym rozważaniom swoistej „humanistycznej” oprawy, a lingwistyczne zdolności 
przekładały się na postrzeganie chemii jako języka opisu procesów zachodzących 
w  organizmach żywych. Nadawały też spójności różnym, często biegnącym rów-
nolegle kierunkom badawczym, które niczym rozdziały w księdze tworzą wspólnie 
opowieść. Dlatego też śledząc dorobek naukowy polskiego uczonego odnajdujemy 
cykle prac, które można uznać za przynależne chemii organicznej, w tym w szcze-
gólności chemii barwników, biochemii bakterii, epidemiologii i farmakologii. 

Przebywając jeszcze w Bernie Nencki zainteresował się strukturą chemiczną 
barwnika krwi, które to zagadnienie było jednym z centralnych dla rozważań rodzą-
cej się wówczas chemii fizjologicznej czyli biochemii. W latach 1880. wraz ze współ-
pracownikami, w tym w szczególności z Nadiną Sieber (1854–1916), przeprowadził 
cykl badań eksperymentalnych, których wyniki w istotny sposób miały wpłynąć na 
rozwój nauki [20, 21]. Opracowano wówczas nową metodę pozyskiwania heminy 
bezpośrednio z hemoglobiny na drodze wielostopniowego procesu z zastosowaniem 
zwykłej soli kuchennej oraz alkoholu amylowego, która pozwalała na uzyskanie 
czystszej jej postaci niż osiągnęli to wcześniej Teichmann i Hoppe-Seyler. Odkryto 
też skuteczną metodę pozyskiwania pochodnej heminy, z której usunięto żelazo – 
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hematoporfiryny, a którą otrzymywano bezpośrednio z hematyny. Jednocześnie 
udało się ustalić budowę chemiczną hematoporfiryny oraz podać jej wzór [22–26] 
Jak się miało w niedalekiej przyszłości okazać będzie to miało kluczowe znaczenie 
dla dalszych postępów w pracach nad chemią krwi. To także duetowi Nencki-Sieber 
można przypisać jedną z pierwszych udanych krystalizacji oksyhemoglobiny z krwi 
żylnej [27]. Było to zadanie niezwykle trudne ze względu na nietrwałość łączenia 
tlenu z hemoglobiną. Istotnym, gdyż wskazującym na bliskie chemiczne pokrewień-
stwo w obrębie struktur barwników, było udowodnienie takiej właśnie zależności 
pomiędzy heminą a barwnikiem żółciowym urobiliną [28, 29]. Wszystko to prowa-
dziło w konsekwencji do stworzenia podstaw dla jednego z przełomowych w historii 
nauk przyrodniczych cyklu badań.

W pierwszej połowie lat 1890. Nencki koncentrował się na innych problemach 
badawczych, wśród których dominowały zagadnienia bakteriologiczne i epide-
miologiczne. Prowadził też program eksperymentalny poświęcony chemii soków 
żołądkowych. Na ten czas przypada bliższa współpraca ze znakomitym fizjologiem 
i późniejszym odkrywcą odruchów warunkowych Iwanem Pawłowem. Już pierwsze 
wyniki doświadczeń były na tyle obiecujące, że w 1894 r. Nencki otrzymał specjalne 
stypendium fundowane przez nikogo innego jak Alfreda Nobla! Na marginesie 
należy zapisać, że Nencki wydatnie pomógł Pawłowowi w przygotowaniu niemiec-
kiej edycji jego „Wykładów o czynności głównych gruczołów trawiennych” (1897) 
– „Die Arbeit der Verdauungsdrüsen” (1898) [30]. To dzięki tej pracy nazwisko 
rosyjskiego badacza stało się znane szerszemu gronu uczonych europejskich.

4. LEON MARCHLEWSKI I JEGO ZAINTERESOWANIE CHLOROFILEM

Tymczasem w odległej od Petersburga Anglii dwaj uczeni, Edward Schunck 
(1820–1903) i Leon Marchlewski (1869–1946) prowadzili intensywne badania nad 
podstawowym barwnikiem świata roślinnego – chlorofilem [31]. Ten pierwszy pro-
wadził wzorowo zorganizowane laboratorium w Kersal pod Manchesterem, gdzie 
wykonywał szereg prac dla potrzeb przemysłu, a zarobione w ten sposób pieniądze 
obracał na potrzeby badań naukowych. Uczeń Justusa von Liebiga (1803–1873), 
jednego z największych chemików XIX stulecia, doskonale sprawdzał się zarówno 
w  teorii, jak i w chemii praktycznej. Leon Marchlewski zaczynał swoją przygodę 
z chemią w warszawskim Towarzystwie kursów Naukowych przy Muzeum Przemysłu 
i Rolnictwa pod okiem znakomitego nauczyciela Napoleona Milcera (1842–1905), 
u którego pierwsze kroki w nauce stawiała Maria Skłodowska-Curie. Później młody 
Marchlewski zdecydował się studiować na sławnej w Europie Politechnice w Zury-
chu. Ukończył ją w 1890 r., zyskując prywatną asystenturę u prof. Jerzego Lungego 
by już w dwa lata później otrzymać tytuł doktora filozofii. Żywo zainteresowany 
chemią organiczną w 1892 r. przeniósł się do laboratorium Schuncka, u którego 
był asystentem do 1896 r. Później, przez krótki czas, kierował laboratorium przy 
fabryce Claus & Rée w Clayton, a także wykładał chemię organiczną w Instytucie 
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Technologicznym w Manchesterze. W 1900 r. powrócił na ziemie polskie, przyj-
mując stanowisko inspektora w Państwowym Zakładzie Badania Środków Spożyw-
czych w  Krakowie. W tym też roku habilitował się na podstawie monografii Die 
Chemie des Chlorophylls na Wydziale Filozoficznym UJ. W trzy lata później został 
profesorem nadzwyczajnym tytularnym, a w 1906 profesorem rzeczywistym chemii 
lekarskiej oraz kierownikiem Zakładu Chemii Lekarskiej UJ. Takie były początki 
znakomitej krakowskiej szkoły biochemicznej [32, 33].

Marchlewski jeszcze w Zurychu zainteresował się bliżej chemią barwników, 
upatrując w nich klucza do poznania reguł rządzących światem żywych istot. Stąd 
wybór laboratorium Schuncka nie był przypadkowy. Obaj uczeni szybko odnaleźli 
wspólny język koncentrując swój wysiłek badawczy, o czym już była wyżej mowa, 
wokół poznania chemicznej budowy podstawowego, zielonego barwnika roślin. 
Schunck zdołał uzyskać szereg pochodnych chlorofilu, z których jedna zwróciła 
jego szczególną uwagę, a to z racji czerwonej, przechodzącej w purpurę, barwy. Była 
to już wzmiankowana filoporfiryna. Zewnętrzne cechy fizyczne substancji czyniły ją 
wręcz identyczną z odkrytą wcześniej przez Nenckiego hematoporfiryną. Schunck, 
podobnie zresztą jak Hoppe-Seyler, nie wyciągnął z tego dalej idących wniosków. 
Natomiast to właśnie filoporfiryna zwróciła uwagę Marchlewskiego, który posta-
nowił podążać dalej tą drogą, którą inni badacze zbyt pochopnie porzucili. Polski 
badacz wysunął bowiem śmiałe przypuszczenie, że w istocie hemato- i filoporfi-
ryna są nie tylko podobne pod względem cech fizycznych, lecz również dane jest 
im bliskie pokrewieństwo na poziomie chemicznym. Rozmyślaniom i kreśleniom 
planów sprzyjał – o ironio! – zły stan zdrowia Marchlewskiego, który wpierw zmu-
sił go do przerwania pracy w laboratorium, a później skazał na rekonwalescencję 
w Szwajcarii. W małej miejscowości uzdrowiskowej odcięty praktycznie od dostępu 
do literatury fachowej zdobył podręcznik chemii organicznej, w którym odnalazł 
krótkie omówienie wyników badań nad hematoporfiryną Nenckiego. Ku swemu 
zaskoczeniu dostrzegł wręcz uderzającą zbieżność pomiędzy metodą postępowa-
nia eksperymentalnego i osiągniętymi wynikami swoich z Schunckiem doświad-
czeń oraz tym co streszczone zostało w podręczniku [16, 31, 32]. Natychmiast po 
powrocie do Kersal zaproponował Schunckowi nowe badania, które pozwoliłyby na 
ostateczne potwierdzenie lub wykluczenie zarysowanej już teraz wyraźnie hipotezy. 
Marchlewski wykonał szereg pomiarów spektrofotometrycznych a uzyskane widma 
absorpcyjne hemato- i filoporfiryny poddał gruntownej analizie, z której wynikało 
że są one niemal identyczne. Wzory sumaryczne obu struktur potwierdzały, że filo-
porfiryna jest „uboższa” tylko o jeden atom tlenu w stosunku do hematoporfiryny 
[32]. Nie ulegało wątpliwości, że było to wręcz przełomowe odkrycie w historii 
nauk przyrodniczych. Wykorzystując metodykę i język opisu chemii dostarczono 
istotnego dowodu, na wspólne pochodzenie podstawowych elementów życia roślin-
nego i zwierzęcego. Przeczyło to tym samym sztywnemu rozdziałowi świata roślin 
i zwierząt, który od czasów Linneusza przyjmowano za pewnik. Wnosiło także wiele 
do dyskusji toczonej wokół teorii ewolucji Karola Darwina. Było wreszcie ukoro-
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nowaniem myśli, którą przed wiekami, wiedziony bardziej przeczuciem niż wiedzą 
sformułował Paracelsus, myśli, którą przyoblekł w kształt teorii naukowej Jędrzej 
Śniadecki, a której pełny i przejrzysty obraz dały prace uczonych posługujących 
się nowym i precyzyjnym narzędziem jakim stały się chemia organiczna i jej nieco 
młodsza siostra, biochemia. I chociaż niewielu to wówczas dostrzegało i rozumiało, 
była to prawdziwa rewolucja, przejście na zupełnie inny poziom dyskusji o niespo-
tykanym dotąd poziomie precyzji. Był początek roku 1896.

5. WSPÓLNE BADANIA MARCHLEWSKIEGO I NENCKIEGO

Jednak sam Marchlewski, mimo zdawałoby się tak niepodważalnego dowodu, 
nie był do końca pewien swego sukcesu. Szukając razem z Schunckiem ostatecz-
nego potwierdzenia, iż istotnie racja leży po ich stronie, polski badacz postanowił 
zwrócić się do swojego rodaka w Petersburgu. Pozycji w świecie naukowym i osią-
gnięciach Nenckiego był rzecz jasna świadom, chociaż jego samego nigdy nie spo-
tkał. Nieśmiały i pełen obaw, przesłał list wraz z odbitką publikacji wyników [34]. 
Nencki odpowiedział wprost entuzjastycznie, uznając osiągnięcia Marchlewskiego 
i Schuncka za wielce interesujące i obiecujące. Jednocześnie był żądny dalszych 
informacji i prosił o próbkę filoporfiryny, którą chciał samodzielnie zbadać. Taki 
był początek paroletniej intensywnej współpracy pomiędzy dwoma polskimi bada-
czami, współpracy którą gwałtownie przerwała śmierć Nenckiego. Jednocześnie 
był to początek ożywionej korespondencji, która szczęśliwie w znaczącym stopniu 
zachowała się do dnia dzisiejszego. Stanowi ona nie tylko cenne źródło poznania 
dróg postępowania badawczego, hipotez i dyskusji wokół problemów naukowych, 
lecz jest też przykładem elegancji i szczerości intencji obu uczonych, którzy tylko 
raz spotkali się osobiście. Stało się to w 1900 r., roku jubileuszu Uniwersytetu Jagiel-
lońskiego. Decyzją senatu akademickiego, na wniosek rady wydziału filozoficznego 
i  lekarskiego, nadano Nenckiemu doktorat honoris causa. Jednocześnie, gdy po 
dłuższej przerwie organizowano X Zjazd Przyrodników i Lekarzy Polskich w Kra-
kowie, nadarzała się wyśmienita okazja by zaprosić znakomitego uczonego do pod-
wawelskiego grodu. Nencki zaproszenie z radością przyjął [16, 32, 33].

Marchlewski ośmielony pismem Nenckiego przesłał mu próbkę filoporfiryny, 
wraz z kolejnymi, nowymi wynikami badań, które tylko potwierdzały wcześniejsze 
ustalenia. Już we wrześniu 1896 r., podczas obrad sekcji chemicznej na Towarzy-
stwie Lekarskim Warszawskim, zaproszony nań Marceli Nencki dał prelekcję zaty-
tułowaną O stosunku biologicznym barwnika liści do barwnika krwi, w trakcie któ-
rej mówił: „Wyniki prac Schunck’a i Marchlewskiego mają dla chemii biologicznej 
wielkie znaczenie, rzucają bowiem światło na najdawniejsze okresy historii rozwoju 
świata ustrojowego, a zarazem wskazują na wspólność pochodzenia państwa zwie-
rzęcego i roślinnego” [35]. Prace Marchlewskiego miały i ten efekt, że ponownie 
skierowały uwagę Nenckiego na problemy związane z hemoglobiną i jej pochod-
nymi. Zaowocowało to programem intensywnych prac eksperymentalnych, które 
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przyniosły bogaty i zróżnicowany materiał badawczy, niejednokrotnie o kapitalnym 
dla rozwoju biochemii znaczeniu. 

Nencki wraz ze swoim uczniem i współpracownikiem Janem Zaleskim, który 
już w niepodległej Polsce zostanie mianowany profesorem chemii farmaceutycznej 
Uniwersytetu Warszawskiego, szukał ostatecznej odpowiedzi na pytanie o istotę 
budowy heminy. Wiedząc już, że hemina zawiera żelazo i mając już spore doświad-
czenie z jej pochodną – hematoporfiryną, uczeni opracowali prostą i skuteczną 
metodę rozkładu tejże, uzyskawszy w końcu mieszaninę prostych połączeń pirolu, 
czyli hemopirolu. Wykazano też, że uzyskany z heminy na drodze redukcji jodowo-
dorem hemopirol na wolnym powietrzu szybko przekształca się w urobilinę [36, 37]. 
Tymczasem Marchlewski, który badał pochodne chlorofilu, pozyskał z filoporfiryny 
nowy związek – filocjaninę. Podejrzewając, że ta substancja może mieć ścisłe pokre-
wieństwo z hemopirolem postanowił podzielić się swoim odkryciem i przypusz-
czeniami z Nenckim. Wraz z listem posłał do Petersburga próbkę filocjaniny [31]. 
Ten zaś niemal natychmiast poddał filocjanicę redukcji w kwaśnym roztworze lodo-
wego kwasu octowego, by w efekcie takiego postępowania uzyskać hemopirol! Był to 
kolejny, można powiedzieć przesądzający sprawę dowód na chemiczne pokrewień-
stwo zwierząt i roślin w jednej z najbardziej podstawowych i powszechnych struktur 
świata ożywionego jakim są barwniki. Wyniki ich wspólnych poszukiwań opubli-
kowano w 1901 r. na łamach Rozpraw Wydziału Matematyczno-Przyrodniczego AU 
oraz w prestiżowym Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft [38, 39]. 

ZAKOŃCZENIE

Niestety śmierć Nenckiego w październiku tego samego roku przerwała nagle 
tę znakomitą współpracę. Badania nad hemoglobiną kontynuował w Petersburgu 
Zaleski, w Krakowie zaś Marchlewski w swoich badaniach nad chemią chloro-
filu nieustannie odnosił swoje wyniki do światowych badań nad innymi barwni-
kami, w tym rzecz jasna w szczególności do tych wiążących się z hemoglobiną i jej 
pochodnymi. Gdy niemiecki chemik Friedrich Wilhelm Küster, utleniając heminę 
otrzymał grupę substancji będących pochodnymi pirolu, które zyskały nazwę kwa-
sów hematytowych, Marchlewski postanowił wykorzystać metodę niemieckiego 
badacza zastosowawszy ją w swoich badaniach nad filoporfiryną. W wyniku utle-
niania otrzymał szereg pochodnych, z których jedna miała budowę tożsamą z jed-
nym z kwasów hematynowych. Następnie z kału krów, które wcześniej skarmiano 
wyłącznie zieloną paszą, wyodrębnił nowy związek, który zyskał nazwę filoerytryny. 
Poszukując jego analogu w organizmie zdołał go wykrystalizować z żółci bydlęcej. 
To z kolei nasunęło mu pomysł przeprowadzenia cyklu eksperymentów na baranach 
z przetoką żółciową, w trakcie których mógł wykazać, że filoerytryna powstaje w 
wyniku przemiany chlorofilu i jest wydzielana wraz z żółcią. W 1903 r. Marchlewski 
opublikował monografię – Die Chemie des Chlorophylls, którą można uznać za naj-
wnikliwsze i najnowocześniejsze opracowanie poświęcone chemii chlorofilu jakie 



R.W. GRYGLEWSKI476

było wówczas dostępne. Drugie, rozszerzone wydanie wyszło drukiem w sześć lat 
później [32]. 

Jak się miało okazać przed Marchlewskim i jego współpracownikami były 
jeszcze całe lata badań nad chlorofilem, lata wypełnione szeregiem sukcesów, które 
czyniły z ośrodka krakowskiego jeden z wiodących w biochemii i to nie tylko na 
ziemiach polskich. Jego początki leżały w odważnej, postawionej wbrew wydawało 
by się rozsądkowi hipotezie, świetnemu przygotowaniu metodycznemu, szerokiej 
wiedzy i nade wszystko swobodnej wyobraźni, a także bliskiej i szczerej współpracy 
polskich uczonych. Marchlewski i Nencki nadali bowiem na przestrzeni ledwie paru 
lat niezwykłego przyspieszenia na polu badań, zmieniając nasze zrozumienie ele-
mentarnych podstaw życia organicznego i wytyczając nowy szlak, którym przyszło 
podążać całym pokoleniom uczonych. Jak bowiem mówił w Krakowie w 1900 roku 
Marceli Nencki: „Zadań czekających na rozwiązanie jest nieskończona ilość i poje-
dynczy badacz, przepracowawszy całe swe życie nie może powtórzyć słów Seneki, si 
quis totam diem currens pervenit ad vesperum, satis est1, gdyż widzi jak jedne poko-
lenia po drugich dalej kroczyć i pracować muszą, a końca badań nie ujrzą. Za to 
wiedza nasza będzie coraz obszerniejsza i głębsza, a korzyść praktyczna, mianowicie 
w medycynie coraz większa” [40].  
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Zbigniew Koczorowski, Zbigniew A. Figaszewski, Aneta D. Petelska, Elektrochemia cieczowych granic 
fazowych, Wydawnictwo Uniwersytetu Warszawskiego, Warszawa 2011, Wydanie I, 140 stron, miękka 
oprawa.  

W książce Zbigniewa Koczorowskiego, Zbigniewa Figaszewskiego, Anety Petelskiej Elektrochemia 
cieczowych granic fazowych, w bardzo zwięzły sposób przedstawiono zagadnienia związane z elektroche-
mią granicy  faz  nie mieszających się cieczy. Akronimem tytułu książki jest skrót ITIES  (ang. Interface 
between Two Immiscible Electrolyte Solutions) Całość książki została podzielna, na trzy rozdziały: właści-
wości równowagowe, procesy międzyfazowe i zastosowanie ITIES, oraz cieczowe ogniwa woltaiczne. Roz-
działy te odnoszą się w sumie do dwudziestu jeden różnych zagadnień;  począwszy od aspektów podsta-
wowych poprzez metody aż do zastosowań. Niektóre z tych problemów to: cieczowe ogniwa galwaniczne, 
elektryzacja ciekłych granic fazowych i ich potencjał elektryczny, metody pomiarowe stosowane w ITIES, 
cieczowa mikrogranica faz, reakcje przejścia jonów przez granicę faz, elektroosadzanie na cieczowych 
granicach, ITIES w elektroanalizie, ITIES w farmacji oraz ogniwa woltaiczne z ITIES. Z metod badaw-
czych omówiono techniki elektrochemiczne w takim zakresie, który jest niezbędny do zrozumienia cało-
ści opisywanych zagadnień. Przedstawienie prezentowanych zagadnień jest ściśle naukowe oraz dobrze 
przedstawione, z dokładnym indeksowaniem wzorów i licznymi ilustracjami. Książka może stanowić zna-
komite uzupełnienie wykładu z chemii fizycznej w szczególności z elektrochemii. Dla zainteresowanych 
pracą naukową w dziedzinach powiązanych z ITIES, książka ta jest niezbędna, nie tylko ze względów 
merytorycznych, ale także dzięki obszernemu i aktualnemu zbiorowi danych literaturowych, w których 
znaczący udział stanowią prace autorów.

Kazimierz Gatner
Wydział Chemii Uniwersytetu Wrocławskiego
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Bogdan Burczyk, Zielona Chemia. Zarys, Oficyna Wydawnicza Politechniki Wrocławskiej, Wrocław 
2014, Wydanie II, 356 stron, miękka oprawa.

Zielona chemia rozumiana  jako filozofia posługiwania się związkami chemicznymi w taki sposób, 
aby jak najlepiej chronić środowisko naturalne, znalazła już trwałe miejsce w świadomości chemików, 
zarówno badaczy jak i technologów. Rozumienie zasad zielonej chemii jest inspiracją do poszukiwania 
nowych rozwiązań technologicznych opartych na nietoksycznych surowcach, najlepiej odnawialnych, 
w środowisku nieszkodliwych rozpuszczalników i przy wykorzystaniu niekonwencjonalnych źródeł ener-
gii.  Monografia napisana przez B. Burczyka znakomicie przybliża czytelnikowi najważniejsze zagadnienia 
zielonej chemii i wskazuje kierunki, w których ta dziedzina się rozwija.  Zauważalny wzrost liczby publi-
kacji naukowych dotyczących zielonej chemii najlepiej świadczy o dynamicznym rozwoju tej dziedziny. 
W tym kontekście jest jak najbardziej uzasadnione przedstawienie przez B. Burczyka  drugiego wydania 
książki „Zielona Chemia. Zarys.”,  znacznie poszerzonego w stosunku do wydania pierwszego, które uka-
zało się w 2006 r..

Pięć głównych rozdziałów książki omawia kolejno genezę i filozofię zielonej chemii, przetwarzanie 
surowców odnawialnych, nowe reakcje i alternatywne reagenty stosowane zamiast toksycznych i szko-
dliwych substratów, niekonwencjonalne sposoby prowadzenia reakcji chemicznych z wykorzystaniem 
alternatywnych źródeł energii oraz nowe media reakcyjne, takie jak ciecze jonowe i płyny nadkrytyczne. 

Poprzednie wydanie książki było godne polecenia jako unikatowe źródło wiedzy o różnych aspek-
tach zielonej chemii prezentowanych w powiązaniu z zaawansowaną wiedzą chemiczną. W tym wyda-
niu treści zostały uaktualnione i wzbogacone o nowe zagadnienia, co odzwierciedla  dynamiczny roz-
wój zielonej chemii. Nowe fragmenty zostały dodane w rozdziale dotyczącym surowców odnawialnych, 
gdzie znalazło się obszerne omówienie procesów przetwórstwa gliceryny, która pojawiła się na rynku 
w nadmiarze jako uboczny produkt przy wytwarzaniu biopaliw. Zagospodarowanie gliceryny jest dużym 
wyzwaniem dla technologii chemicznej i warto zapoznać się z aktualnym stanem wiedzy w tym obsza-
rze, bardzo kompetentnie przedstawionym przez B. Burczyka. Związkiem trudnym do przetworzenia jest 
także ditlenek węgla, uciążliwe zanieczyszczenie atmosfery i równocześnie atrakcyjny surowiec. Wybrane 
przez Autora przykłady procesów, w których ditlenek węgla jest wykorzystany w syntezie wartościowych 
związków pozwalają zrozumieć, w których procesach uzyskano już znaczący postęp. 

W rozdziale poświęconym rozpuszczalnikom przedstawiono możliwości wykorzystania wody jako 
środowiska reakcji organicznych i nieorganicznych, użycia płynów nadkrytycznych, biorozpuszczalników 
i cieczy jonowych. Warto w tym miejscu zauważyć, że w monografii B. Burczyka  znajdujemy fragment  
prezentujący reakcje przebiegające „na wodzie”, które odróżnia się już w najnowszej literaturze od reakcji 
prowadzonych w wodzie mimo, że mechanizm zachodzących zjawisk nie jest jeszcze w pełni poznany. 
W rozdziale dotyczącym cieczy jonowych omówione są przykłady związków chiralnych  a także niezwy-
kle aktualne zagadnienia związane z toksycznością i biodegradacją tych związków. Warto także zwrócić 
uwagę na  bardzo przemyślany dobór treści w rozdziale zatytułowanym „Niekonwencjonalne sposoby 
prowadzenia reakcji chemicznych”, gdzie B. Burczyk omówił wykorzystanie metod elektrochemicznych, 
fotochemicznych a także użycie mikrofal i ultradźwięków do syntezy związków chemicznych. W kom-
pleksowym ujęciu przedstawił tutaj zarówno podstawy tych metod jak i możliwości ich wykorzystania 
w praktyce. Ta bardzo aktualna i ważna tematyka nie znajduje się jeszcze w innych podręcznikach, dlatego 
warto sięgnąć po monografię B. Burczyka.  

Wielką wartością tej książki jest układ treści i przybliżenie czytelnikowi najnowszych zagadnień 
i problemów z obszaru dynamicznie rozwijającej się zielonej chemii. Co ważne, wszystkie zagadnienia są 
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omawiane w oparciu o rzetelną wiedzę chemiczną i ilustrowane bardzo starannie dobranymi schematami 
i rysunkami. Monografia przedstawia wysoki poziom naukowy, a równocześnie tekst napisany jest przy-
stępnie i z przyjemnością przeczyta go zarówno student jak i chemik pracujący w przemyśle. Korzysta-
jąc z obszernej listy cytowanych publikacji, w większości oryginalnych artykułów  naukowych wydanych 
w czasopismach z listy filadelfijskiej, można szybko poszerzyć wiedzę w wybranym temacie.

Z pełnym przekonaniem polecam książkę B. Burczyka studentom chemii a także chemikom, których 
interesuje rozwijanie chemii i technologii chemicznej w sposób niezagrażający środowisku naturalnemu.

Anna Trzeciak
Wydział Chemii Uniwersytetu Wrocławskiego
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INFORMACJE

ERRATA

Poniżej podajemy informacje o błędzie w spisie treści na okladce zeszytu 
3-4/2015 „Wiadomości Chemicznych”:

jest: 
Urszula Guzik, Katarzyna Hupert-Kocurek, Agnieszka Nieć, Danuta Wojcieszyńska: 

Słonecznik bulwiasty źródłem cennych surowców dla przemysłu, szczególnie spożyw-
czego, kosmetycznego i farmaceutycznego 

powinno być:
Urszula Guzik, Katarzyna Hupert-Kocurek, Agnieszka Nieć, Danuta Wojcieszyńska: 

Areny jako proleki



INFORMACJE 483

INFORMACJE  REDAKCJI  „WIADOMOŚCI  CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2015

Redakcja miesięcznika PTCh „Wiadomości Chemiczne” zawiadamia, że wyso-
kość prenumeraty rocznej „Wiadomości Chemicznych” za 2015 r. będzie wynosiła 
220 zł + 5% VAT dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratorów indywidualnych. 
Dla członków PTChem 20 zł. Należność za prenumeratę prosimy przekazywać na 
konto:

Bank PEKAO SA 
Oddział we Wrocławiu

pl. Powstańców Śl. 9, 50-950 Wrocław
Redakcja „Wiadomości Chemiczne”

NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata „Wiadomości Chemicznych” dla członków PTCh, połączona 
z opłatą składek członkowskich, jest znacznie niższa i przedstawia się następująco:

–	 prenumerata „Wiadomości Chemicznych” na rok 2014 wraz ze składką 
	 członkowską, w ramach której dostarczany jest „Orbital”, wynosi 70 zł  
	 (składka – 50 zł, prenumerata – 20 zł);

– 	 emeryci, doktoranci oraz studenci płacą 35 zł (składka – 15 zł, prenume- 
	 rata – 20 zł); a nauczyciele szkół średnich i podstawowych płacą 40 zł  
	 (składka – 20 zł, prenumerata – 20 zł).

Członkowie PTCh, którzy zechcą zaprenumerować „Wiadomości Chemiczne”  
na podanych tu warunkach, proszeni są o wnoszenie opłat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Bank BGŻ

54 2030 0045 1110 0000 0261 6290
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WYRÓŻNIONE PRACE DOKTORSKIE LUB HABILITACYJNE

Redakcja „Wiadomości Chemicznych” w porozumieniu z Radą Redakcyjną 
podjęła decyzję o utworzeniu nowego działu, zatytułowanego „Wyróżnione prace 
doktorskie i habilitacyjne”. Redakcja przyjmuje do publikacje artykuły oparte na 
pracach doktorskich lub habilitacyjnych, które zostały wyróżnione przez Rady 
Wydziałów, przed którymi toczyły się odpowiednie procesy. 

Objętość prac nie powinna przekraczać piętnastu stron maszynopisu. Artykuły 
powinny zawierać: przedstawienie doniosłości podjętej tematyki badawczej, cel roz-
prawy doktorskiej lub habilitacyjnej oraz w miarę zwięzły opis uzyskanych wyników 
przedstawiony w możliwie przystępny sposób a także wnioski końcowe. 

W notce biograficznej autora poza standardowymi informacjami powinny 
zostać zamieszczone następujące dane: termin obrony pracy doktorskiej lub kolo-
kwium habilitacyjnego, Rada Wydziału, przed którą toczył się przewód, nazwisko 
promotora (dotyczy rozpraw doktorskich) oraz nazwiska recenzentów.

Serdecznie zapraszamy doktorów habilitowanych oraz doktorów, których prace 
zostały wyróżnione w ciągu ostatniego roku do nadsyłania swoich prac.
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Redakcja „Wiadomości Chemicznych” informuje, że są u nas do nabycia  
następujące pozycje „Biblioteki Wiadomości Chemicznych”:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 zł
Podstawowa terminologia stereochemii oraz Słownik podstawowych terminów 

w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner 
i P. Kubisa, cena 12 zł

Nomenklatura węglowodanów. Zalecenia 1996, tłum. i red. T. Sokołowska 
i A. Wiśniewski, cena 18 zł

I.Z. Siemion, Bronisław Radziszewski i lwowska szkoła chemii organicznej, cena 
18 zł

K. Maruszewski, Fizykochemia molekuł zamkniętych w zeolitach i zol-żelach, 
cena 18 zł

Praca zbiorowa, Uporządkowane materiały mezoporowate, red. B. Burczyk, 
cena 18 zł

Skorygowana nomenklatura rodników, jonów, jonorodników i podobnych indywi-
duów chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokołowska i A. Wiśniewski, 
cena 15 zł

I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych część pierwsza, 
cena 18 zł

M. Zabłocka-Malicka, Ruchliwość jonów w podwójnych układach stopionych 
soli, 

cena 8 zł.
Praca zbiorowa, Nanomateriały, red. D. Hreniak, W. Łojkowski, W. Stręk, 

M. Suszyńska, cena 25 zł.
Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe – nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis, 

J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Paściak, W. Stręk, cena 20 zł
Glosariusz nazw klas związków organicznych i reaktywnych produktów pośrednich 

oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. Kaźmierczak 
i J. Gawroński, cena 16 zł.

Od substacji prostych do życia. Świat RNA – początki życia na Ziemi, Zdzisław 
Chilmonczyk – NAKŁAD WYCZERPANY.

Profesor Bogusława Jeżowska-Trzebiatowska. 1908–1991 w setną rocznicę uro-
dzin, cena 12,00 zł.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Część I, cena 17,50 zł. 
Chemia koordynacyjna w Polsce. Część II, cena 17,50 zł.
Chemosensory optyczne oraz materiały rozpoznawcze dla jonów metali w roztwo-

rach, Krzysztof Kledzik, cena 22,00 zł.
Obliczenia teoretyczne stałej ekranowania magnetycznego i stałych strzężeń spi-

nowo-spinowych. Teobald Kupka cena 20,00 zł.

Książki wysyłamy na koszt zamawiającego. Zamówienia prosimy kiero-
wać pod adresem: Redakcja „Wiadomości Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,  
50-383 Wrocław. Opłaty należy wnosić na konto: Bank PEKAO SA O/Wrocław,  
Redakcja „Wiadomości Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



REGULAMIN I INFORMACJE DLA AUTORÓW PUBLIKUJĄCYCH  
W CZASOPIŚMIE „WIADOMOŚCI CHEMICZNE”

1. Informacje ogólne
„Wiadomości Chemiczne” są recenzowanym czasopismem naukowym Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 

które publikuje przede wszystkim artykuły przeglądowe. Ponadto publikowane są tutaj inne wartościowe mate-
riały o charakterze edukacyjno-informacyjnym takie jak: artykuły oparte na pracach doktorskich lub habilitacyj-
nych, które zostały wyróżnione przez Rady Wydziałów, przed którymi toczyły się odpowiednie procesy; mate-
riały informacyjne na temat uczonych oraz jednostek naukowych/firm chemicznych lub pokrewnych chemii; 
materiały o aktualnych osiągnięciach w szeroko pojętych naukach chemicznych. 

Dodatkową ofertę Wydawnictwa stanowią dwie odrębne serie, „Biblioteka Wiadomości Chemicznych” oraz 
seria „Habilitacje”. W serii „Biblioteka Wiadomości Chemicznych” publikowane są dłuższe artykuły przeglądowe 
lub monografie poświęcone ważnym i aktualnym problemom współczesnej chemii, w ramach serii wydawniczej 
pod nazwą „Habilitacje” mogą być publikowane prace habilitacyjne z obszaru chemii. Zważywszy, że zgodnie 
z ustawą, dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie 
pliku powiązanych publikacji, poprzedzonych omówieniem w języku polskim (tzw. autoreferatem), Redakcja 
przewiduje drukowanie obydwu tych wariantów. Autorzy, którzy chcieliby takie prace napisać, powinni wcze-
śniej skontaktować się z Redakcją, a następnie przesłać wstępnie przygotowaną publikację (redagowaną na wzór 
artykułów w czasopiśmie „Wiadomości Chemicznych”) lub informację na temat przygotowywanej pracy – tytuł 
przygotowywanej publikacji, przybliżoną liczbę stron, tabel, rysunków. W chwili obecnej Redakcja nie posiada 
środków na finansowanie prac w serii „Biblioteka Wiadomości Chemicznych” oraz serii „Habilitacje”. W zależ-
ności od sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztów druku z auto-
rami lub Instytucjami zlecającymi druk.

„Wiadomości Chemiczne” znajdują się na liście czasopism punktowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyższego. Zawartość czasopisma dostępna jest zarówno w formie drukowanej jak i elektronicznej. Elek-
troniczny dostęp do pełnych tekstów prac jest możliwy poprzez stronę Dolnośląskiej Biblioteki Cyfrowej, http://
www.dbc.wroc.pl/. 

Anglojęzyczne streszczenia wszystkich opublikowanych prac są dostępne na stronie internetowej „Wiadomo-
ściach Chemicznych”, http://old.pages.wchuwr.pl/wiadchem.html.

Czasopismo od wielu lat jest indeksowane/abstraktowane w dwóch bazach danych (Chemical Abstracts oraz 
AGRO), a od roku 2012 zostały umieszczone w bazie Polskiej Bibliografii Naukowej, https://pbn.nauka.gov.pl/
journals/24384. 

2. Informacje dla autorów na temat wymagań i zasad publikowania prac
	 •	 Prace nie były wcześniej publikowane, ani nie są złożone w redakcji innego czasopisma.
	 •	 Autorzy prac stosują się do wymagań praw autorskich tzn. w przypadku zamieszczania rysunków, tabel 

itp., pochodzących z opracowań opublikowanych w innych czasopismach lub publikacjach zwartych, 
posiadają pisemną zgodę na ich przedruk.

	 •	 Opublikowana raz praca bez zgody Redakcji, nie może być wydawana gdzie indziej.
	 •	 Autorzy przysyłający prace po raz pierwszy powinni podać swój numer telefonu oraz adresy poczty tra-

dycyjnej i elektronicznej. Jest to niezbędny warunek sprawnego przebiegu opracowania redakcyjnego 
tekstu.

	 •	 Autorzy zobowiązani są do wykonania korekty tekstu. W pracach przyjętych do druku Redakcja ma 
prawo dokonywania niezbędnej korekty.

	 •	 Jeżeli autorzy nie zastrzegą inaczej w momencie zgłoszenia pracy, wydawca nabywa ogólnych praw autor-
skich do wydrukowanych prac (w tym prawo wydawania na nośnikach elektronicznych oraz w Interne-
cie). Tytułem powyższego wykorzystania utworów autorom nie są wypłacane honoraria.

	 •	 Wszystkie nadsyłane prace są poddawane wstępnej ocenie, która określa czy odpowiadają randze i pro-
filowi „Wiadomości Chemicznych” oraz czy zostały przygotowane zgodnie z  formalnymi wymogami 
MNiSW oraz Redakcji.

	 •	 Po uzyskaniu pozytywnej wstępnej oceny wszystkie prace są recenzowane przez co najmniej dwóch nie-
zależnych recenzentów, zgodnie ze wskazówkami zawartymi w  broszurze informacyjnej Ministerstwa 
Nauki i Szkolnictwa Wyższego, http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publika-
cje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

	 •	 O przyjęciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.
	 •	 Prace, które Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdził, że nie należy przyjąć do 

druku w czasopiśmie, po uwzględnieniu sugestii recenzentów mogą być powtórnie przesłane do czaso

http://www.dbc.wroc.pl/
http://www.dbc.wroc.pl/
http://old.pages.wchuwr.pl/wiadchem.html
https://pbn.nauka.gov.pl/journals/24384
https://pbn.nauka.gov.pl/journals/24384
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf


pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pełną proce-
durę recenzowania.

	 •	 Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, że tzw. „ghostwiting” (ktoś wniósł znaczący wkład w powstanie 
publikacji, a nie został przedstawiony jako współautor lub też nie został wymieniony w podziękowaniu 
zamieszczonym w publikacji) lub „guest authorship” (udział autora jest znikomy lub też w ogóle nie miał 
miejsca, a mimo to jest współautorem publikacji) są przejawem nierzetelności naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelności naukowej, łamania i naruszania zasad etyki obowiązującej w nauce będą ujawniane, 
włącznie z powiadomieniem jednostek zatrudniających autorów.

	 •	 Autorzy mają prawo do zaproponowania co najmniej trzech niezależnych recenzentów, jednak ostatecz-
nego wyboru anonimowych recenzentów dokonuje Redakcja. 

3. Koszty
Autorzy czasami mogą ponosić częściowe koszty wydania swoich artykułów. Tak jest w przypadku tzw. stron 

nadliczbowych tj. powyżej 25 stron. Za każdą rozpoczętą nadliczbową stronę jest naliczana opłata w wysokości 
około 50 zł. Najczęściej kwota ta pokrywana jest z funduszy pozyskiwanych przez Autorów lub przez Wydziały 
które wspomagają wydawanie „Wiadomości Chemicznych”. Niezależnie od rodzaju pracy opłata pobierana jest 
również za kolorowe rysunki i wykresy (zgodnie z faktycznym kosztem druku). 

Redakcja zastrzega sobie możliwość zmiany wysokości opłat, w zależności od wielkości dofinansowania 
z MNiSW oraz wypracowanych środków własnych. Faktura wystawiana jest po ukazaniu się pracy.

W przypadku prac w serii „Biblioteka Wiadomości Chemicznych” oraz „Habilitacje”, Redakcja nie posiada 
środków na finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztów druku z autorami lub Instytucjami zleca-
jącymi druk.

4. Informacje szczegółowe dotyczące przygotowania maszynopisu do druku
4.1. Wymagania merytoryczne
Tekst należy napisać zwięźle, prostym stylem, według zasad pisowni polskiej, z zachowaniem poprawnego i 

obowiązującego nazewnictwa fachowego. Nie należy zamieszczać nadmiaru szczegółów odsyłając Czytelnika do 
piśmiennictwa oryginalnego, które to powinno uwzględniać najnowsze informacje, dotyczące napisanej pracy. 
Literaturę należy cytować ze źródeł oryginalnych. 

4.2. Wymagania techniczne składu tekstu
	 •	 W przypadku prac współfinansowanych przez autorów, liczba stron oraz forma kolorystyczna manu-

skryptu nie jest ograniczona (wymagane jest wcześniejsze uzgodnienie z Redakcją).
	 •	 Maszynopisy prac autorów którzy nie chcą ponosić dodatkowych kosztów, nie powinny przekraczać 25 

stron całej pracy (po wydruku w czasopiśmie) oraz drukowane będą w wersji czarno białej. 
	 •	 Główny tekst nadsyłanych prac powinien być napisany w edytorze Word, czcionką Times New Roman, 

12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu należy sto-
sować numerację cyfrową wielorzędową. Numerujemy tylko tytuły rozdziałów, nie numerujemy działów: 
Abstract, Wykaz stosowanych skrótów, Wprowadzenie, Uwagi końcowe, Podziękowanie, Piśmiennictwo 
cytowane. Jednolity sposób numeracji konsekwentnie stosuje się wewnątrz tekstu (w całym tekście tj. 
zarówno przy numerowaniu rozdziałów, przy przytaczaniu piśmiennictwa cytowanego oraz odwoływaniu 
się do tabel rysunków itp., nie należy stosować odsyłaczy hipertekstowych). 

	 •	 Tekst powinien być napisany poprawnym językiem, wszystkie skróty muszą być wyjaśnione, oznaczenia i 
jednostki miar należy podawać według układu SI, pozycje cytowanej literatury należy oznaczać numerami 
umieszczonymi w nawiasach kwadratowych, w kolejności cytowania wg wzorów [1, 5, 7] (dla prac 1, 5 i 7) 
lub [1-5, 7] (dla prac od 1 do 5 oraz pracy 7). 

	 •	 Jeśli w artykułach znajdują się przedruki rysunków, czy innych elementów prac cudzych, w opisach (pol-
skich i angielskich) należy zamieścić stosowną informację.

	 •	 Zaleca się umieszczać w tekście pracy rysunki, tabele oraz podpisy (jeśli są przygotowane w  edytorze 
Word), jednak w przypadku plików o bardzo dużych rozmiarach należy zaznaczyć miejsca na ich umiesz-
czenie (zob. Pliki jakie należy przekazać do Redakcji).

	 •	 Pierwsza strona pracy powinna zawierać kolejno:
		  –	 tytuł pracy w języku polskim (Times New Roman, 14 p, pogrubiony, WERSALIKI), i angielskim 

(Times New Roman, 14 p, WERSALIKI), 
		  –	 pełne imię i nazwisko autora (autorów) pracy (Times New Roman, 15p, pogrubione),
		  –	 pełne nazwy ośrodków przypisane do autorów pracy (wraz z adresem ośrodka i adresem e-mail autora 

korespondującego (Times New Roman, 10,5, kursywa),
		  –	 spis treści pracy z zastosowaniem następującego podziału:



		  Abstract
		  Wykaz stosowanych symboli i oznaczeń
		  Wprowadzenie
		  1. Tytul rozdziału
		  1.1. Tytuł podrozdziału itp.
		  Uwagi końcowe
		  Podziękowanie
		  Piśmiennictwo cytowane
	 •	 Kolejne strony pracy powinny zawierać:
		  –	 notki o autorach pracy wraz z tytułami naukowymi (można dołączyć osobno pliki z  fotografiami 

autorów (zob. Pliki jakie należy przekazać do Redakcji),
		  –	 obszerne streszczenie pracy w języku angielskim (od 1800 do 2700 znaków ze spacjami) z uwzględ-

nieniem cytowanego piśmiennictwa oraz odsyłaczami do tabel, rysunków zamieszczonych w tekście 
(Rys. 1, Tab. 1-2, Schemat 1) oraz słowa kluczowe – nie więcej niż 6, uzyskane najlepiej z bazy haseł 
przedmiotowych podawane w języku angielskim i polskim,

		  –	 wykaz stosowanych skrótów – w przypadku niewielkiej liczby skrótów lub akronimów nie jest 
konieczne zamieszczanie tej pozycji, wówczas, skróty wyjaśniamy w tekście przy pierwszym użyciu. 
Angielskie skróty należy podać i wyjaśnić wg poniżej podanego wzoru lub w oparciu o inne prace 
zamieszczone w „Wiadomościach Chemicznych”. Przykład: dla skrótu SSRI – selektywne inhibitory 
zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective Serotonin Reuptake Inhibitor),

		  –	 dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wcześniej spisem treści.
	 •	 Tabele, rysunki, fotografie
		  Jeżeli tabele i rysunki zostały wykonane w edytorze Word, zaleca się, aby były zamieszczone w tekście 

artykułu, w innym przypadku wymagane jest dołączenie oryginalnych plików.
		  Tabele i rysunki powinny być przejrzyste, zawierać informacje niezbędne do zrozumienia treści, bez 

konieczności poszukiwania objaśnień w tekście pracy, należy je numerować cyframi arabskimi oraz podać 
tytuł (polski/angielski, nad tabelą, pod rysunkiem, Times New Roman, 10 p).

		  Wszystkie fotografie – należy przesłać w postaci plików zapisanych w formacie tif, jpg lub podobnym, 
każdą zapisać w oddzielnym pliku o rozdzielczości co najmniej 300 dpi.

	 •	 Piśmiennictwo cytowane
		  Piśmiennictwo należy zestawić numerycznie według kolejności cytowania w tekście, należy cytować 

wyłącznie pozycje istotne dla treści pracy w sposób precyzyjny.
		  W przypadku artykułów z czasopism tradycyjnych, opis powinien zawierać kolejno następujące ele-

menty: inicjały imion i nazwisko autora (autorów), skrót tytułu czasopisma zgodny z przyjętymi normami, 
rok wydania, numer wolumenu zaznaczony pogrubioną czcionką, numer pierwszej strony cytowanej 
pracy, np.

		  [1] J. Kowalski, Wiad.Chem., 2007, 61, 473.
		  [2] W. Kowalski, A. Nowak, Przem. Spoż. 2010, 51, 3.
		  W przypadku książek najprostszy opis powinien zawierać: inicjały imion i nazwisko autora (autorów), 

tytuł książki, nazwę wydawcy, miejsce wydania, rok wydania, np.
		  [1] J. Malinowski, Tytuł książki, PWN, Warszawa, 2004.
		  [2] W. Kowalski, Tytuł książki, Volumed, Wrocław, 1999
		  W przypadku zasobów Internetowych najprostszy opis powinien zawierać: inicjały imion i nazwisko 

autora (autorów), tytuł (artykułu) dokumentu online, [dostęp], wydawca, [data  dostępu]. Warunki 
dostępu, np.

		  [7] J. Kowalski, Tytuł artykułu. [online], wydawca, [dostęp: 2010-05-20]. Dostępny w Internecie: 
		  http://www...........
	

4.3. Materiały jakie należy przygotować w celu przesłania pracy do Redakcji
Przed podjęciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej należy przesłać 

jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji.
Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu się do uwag Recenzenta oraz Redakcji należy prze-

słać ostateczną wersję pracy w następującej postaci:
	 •	 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji;
	 •	 1 plik zawierający krótkie notki biograficzne o autorach nadesłanej pracy (każda notka do 150 wyra-

zów powinna zawierać: tytuł naukowy, miejsce pracy oraz inne ważne informacje o autorze);

1.Tytul
Wiad.Chem


	 •	 pliki zawierające zdjęcia portretowe autorów, w nazwie powinny wskazywać autora, którego zdjęcie 
dotyczy (dobrowolne, przesłanie plików jest jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);

	 •	 1 plik zawierający: stronę tytułową, streszczenie (abstrakt), słowa kluczowe, podpisy pod rysunki, 
tabele, schematy (wszystko w obu wersjach językowych); jeśli zachodzi potrzeba to również oddzielne 
pliki z rysunkami, schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).

Prace nie odpowiadające wyżej wymienionym wymaganiom nie będą przyjmowane do  druku. Redakcja 
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrótów. Autorzy są zobowiązani do wykonania 
korekty artykułu i jego zwrotu do Redakcji w ciągu kilku dni od otrzymania. 

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesyłania prac z kolorowymi stronami prosimy o zazna-
czenie, stron które w formie druku mają być czarno-białe. Brak tej czynność może skutkować wystawieniem 
faktury za wydruk kolorowych stron. W przypadku zmian kolorowych rysunków na czarno białe prosimy 
również o zasygnalizowanie, że w postaci elektronicznej, życzą sobie Państwo wersję w kolorze.

Autor wskazany w liście przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje drogą elektroniczną plik opubliko-
wanej pracy w formacie pdf.

Prace prosimy przesyłać pocztą elektroniczną na adres: beata.swiatek-tran@chem.uni.wroc.pl lub wchem@
chem.uni.wroc.pl, zaś dokumenty wymagające podpisów autorów (np. list intencyjny, oświadczenia autorów, 
kopie zgody na przedruk potwierdzone za zgodność z oryginałem) pocztą tradycyjną na adres Redakcji.

Redakcja „Wiadomości Chemicznych”
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