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I BEVEZETÉS 

Az enantiomertiszta vegyületek előállításának fontossága a molekulák királis 

környezetben mutatott eltérő viselkedésükre vezethető vissza. Az enantiomertiszta 

vegyületek előállításának leggyakrabban alkalmazott módja az akirális szintézis során 

keletkező racém elegy enantiomereinek elválasztása. A gyógyszeripar folyamatosan 

növekvő igényt támaszt az új rezolváló ágensek és az eredményes, minél 

költséghatékonyabban kivitelezhető rezolválási eljárások iránt. A modern vegyipar a 

költséghatékonyság mellett kiemelt figyelmet fordít a környezetbarát technológiák 

alkalmazására. A hagyományos oldószereket alkalmazó technológiák esetén gyakran 

gondot jelent a folyamat során visszamaradó oldószer megfelelő kezelése, a terméket 

gyakran oldószernyomok szennyezik. 

A zöldkémiai szempontból a hagyományos oldószerek megfelelő alternatívái lehetnek a 

szuperkritikus fluidumok. A szuperkritikus állapotú oldószerek talán legelőnyösebb 

tulajdonsága, hogy fizikai-kémiai jellemzői két, egymástól függetlenül változtatható 

paraméter a nyomás és a hőmérséklet segítségével szabályozhatók. A leggyakrabban 

alkalmazott szuperkritikus állapotú oldószer a szén-dioxid. Viszkozitása alacsony, nagy 

a diffúziós állandója, ami gyors anyagtranszportot tesz lehetővé. Alacsony kritikus 

paramétereinek (31,1 °C, 7,38 MPa) köszönhetően a hőérzékeny anyagok sem 

károsodnak, alkalmas biológiai rendszerek vizsgálatára is. Egyik legnagyobb előnyeként 

tartják számon, hogy nyomáscsökkentést követően gáz halmazállapotban maradék nélkül 

eltávolítható a termékből. 

A szuperkritikus szén-dioxid (scCO2) elterjedten használt oldó- és extrahálószer. 

Alkalmazására számos példa létezik: növényi hatóanyagok kinyerése, mikrorészecskék 

előállítása antiszolvens technikákkal, kémiai reakciók oldószere lehet, aerogél szárítás, 

polimerek habosítása, sterilizálási és tisztítási műveletek hasznos segédanyaga. 

A doktori munkám célja a szuperkritikus állapotú szén-dioxid alkalmazási 

lehetőségeinek vizsgálata volt optikailag aktív vegyületek előállítására. A kutatómunkám 

két irányra osztható. A racém vegyületek szuperkritikus szén-dioxidos extrakció 

alkalmazásával történő rezolválása mellett, a szuperkritikus fázisú szén-dioxid oldószer 

alkalmazhatóságát vizsgáltam enantioszelektív enzimkatalizált reakciók során. 

A módosított Pope-Peachey módszert és a szuperkritikus szén-dioxidos extrakciót ötvöző 

rezolválási eljárást Fogassy és munkatársai publikálták 1994-ben. Az eljárás során a 

racém vegyület fél mólekvivalens rezolválószerrel reagál egy alkalmasan választott 

oldószerben. Az oldószer elpárologtatását követően a szilárd diasztereomer só mellől a 

szabadon maradó enantiomerek keveréke szuperkritikus állapotú szén-dioxiddal kerül 

kioldásra. Kutatómunkám kezdetén a módszer sikeres alkalmazhatósága már számos 
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királis szerves sav esetén bizonyított volt. Célom annak vizsgálata volt, hogy a módszer 

hogyan terjeszthető ki a racém bázisok körére. Vizsgáltam az enantiomerelválasztás 

eredményességét befolyásoló műveleti paraméterek (rezolválószer mólaránya, extrakció 

nyomása és hőmérséklete) hatását, valamint a szerves oldószer elhagyásának lehetőségét. 

Modellvegyületként a racém N-metil-amfetamint választottam. 

Az enantioszelektív enzimkatalizált reakciók területén modellvegyületként egy királis 

glicerinszármazék, a 3-benziloxipropán-1,2-diol lipáz katalizált enantioszelektív 

észterezését vizsgáltam vinil-acetát észterezőszerrel. Az acilezési reakciót hat különböző 

lipáz enzimmel hajtottam végre. A kereskedelmi forgalomban beszerezhető Lipase AK, 

Lipase PS és PPL enzimek mellett sor került három különböző termofil fonalasgomba 

törzsből (Trichoderma reesei RUT-C30, Thermoascus thermophilus NRRL 5208, 

Talaromyces emersonii NRRL 3221) izolált lipáz tesztelésére is. Utóbbi három, 

vizsgálataim idején kereskedelmi forgalomban nem elérhető enzimkészítmény 

biokatalizátorként való alkalmazására scCO2-ban nem volt példa. 

2014-től újra bekapcsolódtam a szuperkritikus szén-dioxidot felhasználó rezolválásokkal 

kapcsolatos kutatásokba. Célom annak vizsgálata volt, hogy a scCO2 milyen módon tud 

hozzájárulni a glicerinszármazékokkal esetleg természetes olajokkal végzett kinetikus 

rezolválási folyamatok környezetkímélő módon történő végrehajtásához. 

Modellreakcióként a racém 1-feniletanol enzimkatalizált kinetikus rezolválását 

választottam. 
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II IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

II.1 Optikailag aktív vegyületek előállítása 

II.1.1 Kiralitás, a tiszta enantiomerek előállításának módjai 

Optikai aktivitáson a molekulák azon tulajdonságát értjük, mely szerint a lineárisan 

polarizált fény síkját képesek elforgatni. Az optikai aktivitás a királis molekulákra 

jellemző. A királis elnevezés a görög χειρ (cheir) szóból származik, jelentése kéz, ami jó 

szemléltetőeszköze a kiralitás jelenségének (1. ábra). Királisnak nevezünk egy 

képződményt, ha az nem azonos, vagyis nem hozható fedésbe a tükörképével.  

A molekulák kiralitása esetén a tükörképi izoméria leggyakoribb eredete egy olyan 

aszimmetriacentrum melynek valamennyi liganduma különböző. A tükörképi 

viszonyban lévő sztereoizomereket enantiomereknek nevezzük, melyek a 

ligandumoknak az aszimmetriacentrum körüli térbeli elrendeződésében térnek el 

egymástól. Az aszimmetriacentrum legtöbbször négy különböző szubsztituenssel 

rendelkező sp3 hibridállapotú szénatom, de előfordulhat, hogy a kiralitáscentrum nem 

szénatom, hanem foszfor, kén, vagy más heteroatom. 
 

 

1. ábra 

A tükörképi (optikai) izoméria ábrázolása 

 

Az enantiomerek 1:1 arányú keverékét racém elegynek nevezzük. Az enantiomerek 

azonos fizikai tulajdonságokkal (olvadáspont, forráspont, sűrűség, oldhatóság) 

rendelkeznek, a síkban polarizált fényt azonban azonos mértékben, de ellentétes irányban 

forgatják el. 
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2. ábra 

Az enantiomerek közötti kölcsönhatások oldatban és olvadékban 

 

A tükörképi izomerek keverékei oldatban vagy olvadékban különböző asszociátumokat 

képezhetnek a 2. ábra szerint. Az azonos enantiomerek homokirális dimereket hozhatnak 

létre, amelyek egymással enantiomer viszonyban álnak, azaz minden fizikai és kémiai 

tulajdonságukban megegyeznek. A tükörképi viszonyban álló enantiomerek heterokirális 

dimereket képeznek. A heterokirális dimerek nem tükörképei a homokirális dimereknek, 

diasztereoizomere, ezért fizikai és kémiai tulajdonságaikban különböznek.  

Az enantiomerek konfigurációjának jelölésére többféle rendszer is használatos. A (+) 

vagy (‒) jelölés a mért forgatás irányát jellemzi. Megállapodás szerint a jobbra forgató 

enantiomer a (+), a balra forgató enantiomer a (‒), míg a racém elegy a (±) jelölést kapja. 

A D/L valamint az R/S jelölésrendszerek az aszimmetriacentrum konfigurációjának 

leírására szolgálnak. A D és L jelölések a (+)-glicerinaldehidre vonatkoztatott relatív 

konfigurációt jelölik. A D jelölés annyit tesz, hogy a molekulában lévő 

aszimmetriacentrum konfigurációja a (+)-glicerinaldehidben található aszimmetria-

centrumhoz kapcsolódó csoportok térbeli elrendeződésével egyezik meg a Fischer 

projekció vetítési szabályait figyelembe véve. A kiralitáscentrum abszolút 

konfigurációjának leírását Cahn, Ingold és Prelog alkották meg [1]. A CIP konvenció 

szabályai szerint az aszimmetriacentrumhoz kapcsolódó ligandumok rangsorolást 

kapnak, majd a sorrendben utolsó helyen álló ligandummal szemközt szemlélve a 

molekulát meghatározzuk az előző három ligandum sorrend szerint növekvő 

körüljárásának irányát. Az óramutató járásával azonos körüljárási sorrend jelölése R 

(rectus), míg az azzal ellentétesé S (sinister). 

Az enantiomertiszta vegyületek előállításának fontossága a molekulák királis 

környezetben mutatott eltérő viselkedésükre vezethető vissza. Ilyen királis környezetnek 

tekinthető az élő szervezet is, melyet felépítő fehérjék és szénhidrátok szintén királis 

monomerekből állnak. Az egyes receptorokhoz kapcsolódó tükörképi izomerek eltérő 

biológiai választ válthatnak ki a szervezetünkben. A királis molekulák enantiomerei 

megkülönböztethetőek illatuk, vagy ízük alapján. A tükörképi izomerek eltérő illatát jól 

példázza a karvon, illetve a limonén esete [2] (3. ábra), míg számos aminosav esetén az 
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L izomer keserű, a D izomer édes, vagy íztelen [3]. 
 

 
 (S)-(+)-karvon (R)-(‒)-karvon (S)-(‒)-limonén (R)-(+)-limonén 
 kömény illat mentol illat terpentin illat citrus illat 

3. ábra 

A karvon és a limonén tükörképi izomerei és jellegzetes illatuk 

 

A gyógyszerhatóanyagok esetén az egyes enantiomerek fiziológiai, farmakológiai és 

toxikológiai hatása is eltérhet [4, 5]. A racém gyógyszerhatóanyagok döntő hányada 

esetén csak az egyik enantiomer rendelkezik a kívánt biológiai aktivitással (eutomer [6]), 

a tükörképi párja kisebb aktivitást mutat, vagy hatástalan (distomer [6]), de lehet mérgező 

vagy káros mellékhatások okozója is. Az enantiomerek káros mellékhatásának 

veszélyeire a Contergan néven forgalomba hozott, enyhe nyugtató hatással bíró 

gyógyszerkészítmény hívta fel a figyelmet. A gyógyszer szedése terhes nők esetén sem 

volt ellenjavallott, alkalmas volt a reggeli rosszullétek tüneteinek enyhítésére.  

A készítmény a thalidomid hatóanyagot racém formában tartalmazta, és a tükörképi 

izomerek eltérő hatásmechanizmusának eredményeként terhes nők estén magzatfejlődési 

rendellenességek léptek fel [7]. A kívánt terápiás hatással az (R)-(+)-enantiomer 

rendelkezik, míg a káros mellékhatásokat az (S)-(‒)-enantiomernek tulajdonítják. 

Ugyanakkor ma már tudjuk, hogy terápiás szempontból az enantiomerek elválasztása 

sem lenne releváns, mivel in vivo körülmények között a hatásos enantiomer 

racemizálódik és így a káros mellékhatásokért felelős antipód is keletkezik [8].  

A racém formában előállított hatóanyagot tartalmazó, gyógyszerek illetve növényvédő 

szerek esetén az enantiomerek eltérő biológiai aktivitásának felismerése óta a forgalomba 

hozatalra vonatkozó előírások folyamatosan szigorodtak. A Food and Drug 

Administration (USA) 1992-ben megjelent ajánlása alapján racém hatóanyagok esetén 

részletesen vizsgálni kell az egyes enantiomerek, valamint a racém forma 

farmakokinetikai tulajdonságait és a metabolizmus útját. Csak a kívánt terápiás hatással 

rendelkező enantiomert tartalmazó készítmény hozható forgalomba [9]. 

Az utóbbi években egyre több gyógyszergyártó cég fordít figyelmet arra, hogy az új 

királis hatóanyagtartalmú gyógyszerkészítmények mellett az enantiomerek részletes 

hatásvizsgálatát a korábban racém formában engedélyezett hatóanyagok esetén is 

elvégezze. Az angol nyelvű szakirodalomban „chiral switch” néven említett irányvonal 
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[10] során számos esetben új terápiás lehetőségekre derült fény [11, 12]. 

A következő részben rövid áttekintést szeretnék nyújtani a tiszta enantiomerek 

előállításának lehetséges módjairól. 
 

II.1.1.1 A tiszta enantiomerek előállításának módjai 

A tiszta enantiomerek előállítására alapvetően három lehetőség kínálkozik (4. ábra): 

 a természetben tiszta enantiomerként előforduló vegyületek kinyerése, 

 aszimmetrikus szintézis, 

 a szintézis során keletkező racém elegy rezolválása. 
 

 

4. ábra 

Az enantiomertiszta vegyületek előállításának lehetőségei 

 

Az optikailag aktív vegyületek előállításának egyik legősibb, ám a gyógyszeripar által 

ma is alkalmazott módja a természetben előforduló enantiomertiszta vegyületek 

(aminosavak, szénhidrátok, alkaloidok, terpének) kinyerése majd sztereoszelektív 

továbbalakítása a kívánt célmolekulává [13]. Az eljárás leginkább akkor alkalmazható 
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költséghatékonyan, ha a királis építőelem könnyen hozzáférhető, izolálása során nem 

lépnek fel tisztítási nehézségek, valamint a céltermék előállítása kis számú, egyszerű 

reakciólépésekből áll. Számos gyógyszerhatóanyag ily módon történő előállításának 

azonban határt szab, hogy a célmolekuláig vezető szintézisút sok lépésből épül fel. 

Az aszimmetrikus szintézis során prokirális szubsztrátból kiindulva királis segédanyag, 

vagy katalizátor segítségével szintetizálható a kívánt enantiomer. A királis 

segédanyaggal végzett szintézis során egy királis molekulát kapcsolunk a szubsztráthoz. 

Az ezt követő reakciólépésben kialakított aszimmetriacentrum konfigurációját a királis 

segédanyag sztereoszelektivitása határozza meg. A királis segédanyagot a reakció 

sztöchiometriájának megfelelően mólekvivalens mennyiségben kell alkalmazni, majd az 

új sztereocentrum kialakítását követően eltávolítható a szubsztrát a molekuláról.  

Az eljárás akkor alkalmazható gazdaságosan, ha a királis segédanyag könnyen 

hozzáférhető, olcsó molekula, a reakcióelegyből visszanyerhető és újrahasznosítható 

[14]. 

Az enantioszelektív katalízis az alkalmazott katalizátor jellege szerint alapvetően három 

területre osztható: királis fémkomplexek alkalmazása, biokatalízis és az organokatalízis. 

Az első katalitikus aszimmetrikus hidrogénezést William S. Knowles valósította meg 

1968-ban. A hidrogénezési reakciók során alkalmazott Willkinson-katalizátor akirális 

trifenilfoszfán ligandumát királis metil-propil-fenilfoszfán ligandumra cserélte. Az így 

módosított katalizátorral végezve az α-fenilakrilsav katalitikus hidrogénezését, a 

keletkező 2-fenil-propionsav termék enantiomertisztasága 15% volt [15]. Knowles 

felismerését követően intenzív kutató-fejlesztő munka indult el a királis fémkomplexek 

enantioszelektív katalizátorként való alkalmazása területén. A Monsanto L-Dopa eljárás 

[16] mellett ma már számos ipari méretben megvalósított enantioszelektív fémorganikus 

katalízist magába foglaló eljárás ismert, bár ezek döntő hányada hidrogénezési reakció 

[17]. A fémorganikus katalizátorok előnyeihez sorolható hogy a központi fématomhoz 

kapcsolódó ligandum sokszínűsége miatt szelektivitásuk igen szerteágazó. Ipari 

alkalmazás esetén azonban a katalizátorok magas ára miatt fontos szerepet játszik a 

katalizátor átalakító képessége (turnover number (mol termék/mol katalizátor)), 

visszanyerhetősége és újrahasznosíthatósága. A fémorganikus katalizátorok természetes 

megfelelői a biokatalizátorok, Patel 2007-ben megjelent közleményében számos, 

gyógyszeripari jelentőséggel rendelkező királis intermedier biokatalízissel történő 

előállítását foglalta össze [18]. Az utóbbi években jelentős előrelépés figyelhető meg az 

enantioszelektív organokatalízis területén is. A katalizátorként viselkedő szerves 

molekulák magukban hordozhatják mind a fémorganikus-, mind a biokatalizátorok 

előnyös tulajdonságait, olcsóságuk ígéretes jövőt jósol felhasználásukra [19, 20]. 

Az enantiomertiszta vegyületek előállításának leggyakrabban alkalmazott módja az 
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akirális szintézis során keletkező racém elegy enantiomereinek elválasztása. A racém 

elegy rezolválása többféle módon megvalósítható. Ide sorolhatók a diasztereomer 

képzésen alapuló rezolválási módszerek, a kinetikus és dinamikus kinetikus rezolválás, a 

különböző kromatográfiás módszerek, valamint az enantioszelektív membrán 

szeparációs és folyadék-folyadék extrakciós eljárások. Valamennyi elválasztási technika 

közös jellemzője, hogy a racém elegy enantiomereit valamilyen módon királis 

kölcsönhatásnak vetjük alá, vagy királis környezetbe helyezzük. Az így kapott 

sztereoizomerek eltérő fizikai, fizikai-kémiai tulajdonságaik alapján elválaszthatóak 

egymástól. 

A kromatográfiás rezolválási eljárások során a királis kölcsönhatás kétféleképpen 

valósítható meg. Az indirekt eljárás során a racém elegy enantiomereiből optikailag tiszta 

királis reagenssel származékot képeznek. A keletkező diasztereomer viszonyban lévő 

molekulák az akirális állófázison elválaszthatók. Az úgynevezett direkt kromatográfiás 

elválasztás során az enantiomer megkülönböztetés módosított királis állófázissal vagy 

királis szelektort tartalmazó mozgófázissal biztosítható. A királis állófázisok esetén 

gyakran alkalmaznak királis koronaéterekkel, ciklodextrinekkel [21] vagy 

poliszacharidokkal [22] módosított álló fázisokat, a mozgó fázisba királis szelektorként 

ugyancsak előszeretettel adagolnak ciklodextrineket illetve aminosav komplexeket.  

Az indirekt eljárások során képződő kovalens diasztereomerekkel szemben itt elsősorban 

diasztereomer komplexek keletkeznek, illetve sztérikus tényezők játszanak szerepet az 

elválasztás során [23]. 

Analitikai célú elválasztás esetén a molekulától függően sok lehetőségünk van az 

enantiomertisztaság meghatározására, a kromatográfia speciális megoldásokkal 

preparatív elválasztásra is alkalmas lehet. Amennyiben kis mennyiségű preparatív 

termékelválasztás a cél, akkor a királis állófázisú HPLC nyújthat megfelelő eredményt. 

A HPLC módszer preparatív léptékben történő alkalmazásának azonban határt szab az 

állófázis terhelhetősége, valamint a nagy mennyiségű oldószer felhasználás. A szakaszos 

HPLC módszer szerint történő enantiomer elválasztás a szimulált mozgóágyas 

kromatográfiás technikával tehető folyamatos üzeművé a termelékenység növelése 

mellett. A szimulált mozgóágyas kromatográfiás elválasztás elvi alapja egy folyamatos, 

ellenáramú mozgóágyas kromatográfiás oszlop (5.a ábra) segítségével szemléltethető.  
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 a.) b.) 

5. ábra 

a.) Enantiomerek elválasztása mozgóágyas oszlopon 

b.) A szimulált mozgóágyas kromatográfia elvi sémája [24] 

 

Az oszlopban az álló fázis és az eluens ellenáramban áramlik, a racém elegy betáplálása 

az oszlop középső szakaszán történik. A mozgó fázisok sebességének megfelelő 

beállítása mellett a racém elegy enantiomereinek és az álló fázis között létrejövő 

különböző erősségű kapcsolata miatt az enantiomerek az oszlopot egymástól 

elkülönülve, az oszlop két ellentétes végén hagyják el. Ilyen mozgóágyas készülék 

üzemeltetése azonban nehézségekbe ütközik, az álló fázis mozgatása sorba kapcsolt 

királis töltettel töltött oszlopok segítségével oldható meg. Az ágy mozgásának 

szimulálása a betáplálás és a minta elvételek helyének periodikus változtatásával 

biztosítható (5.b ábra) [24]. A szimulált mozgóágyas kromatográfia sikeres 

alkalmazására számos ipari példa található az irodalomban [25, 26], a technológia 

termelékenysége napi 1 ‒ 10 kg/kg álló fázis értékkel jellemezhető. Az eljárás előnyei 

közé sorolható, hogy kis szelektivitás esetén is a nagy elméleti fokozatszám miatt 

ugyanazon a királis állófázison számos enantiomer elválasztható. Hátránya a királis 

állófázis miatti magas beruházási költsége és a nagy mennyiségű eluens felhasználásból 

adódó magas üzemeltetési költsége. Napjainkban gyakran alkalmazzák ezt a technológiát 

több elválasztási lépést integráló folyamatokban, mint például diasztereomer képzést 

követő kristályosításon alapuló elválasztással kombinálva [27]. Emellett Bechtold és 
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munkatársai számos példát mutattak be a szimulált mozgóágyas kromatográfiás 

enantiomer elválasztással kombinált folyamatos üzemű bioreaktorok alkalmazására [28]. 

A szimulált mozgóágyas kromatográfiás eljárás nagy oldószer szükségletét igyekszik 

kiküszöbölni a reverzibilis enantioszelektív komplexképzési folyamattal kombinált 

folyadék ‒ folyadék extrakció [29]. A művelet két egymással nem, vagy csak 

korlátozottan elegyedő fázis érintkeztetésén alapul. Jellemzően a vizes fázis tartalmazza 

a racém szubsztrátot, míg a szerves fázis az enantiomer megkülönböztetést végző királis 

reaktív ágenst, amely szelektív komplexképzési folyamat eredményeként biztosítja az 

egyik enantiomer transzferjét a szerves fázisba. A királis megkülönböztetést végző 

molekula oldott állapotának köszönhetően magasabb koncentrációban alkalmazható, 

ezért töményebb oldatok feldolgozására van lehetőség szemben a szimulált mozgóágyas 

kromatográfiás eljárással, ahol a szilárd hordozó felületen való rögzítés limitálja a királis 

szelektor koncentrációját. A művelet további előnyeihez sorolható, hogy a reaktív ágens 

a szelektív extrakciót követően visszanyerhető és újrahasznosítható. Királis reaktív 

ágensként leggyakrabban átmenetifém komplexeket (Cu(II), Co(II), Ni(II)), 

ciklodextrineket, koronaétereket és nyílt láncú poliszacharidokat alkalmaznak.  

A jellemzően alacsony szelektivitás miatt az egy fokozatban elérhető elválasztás csekély. 

Magas enantiomertisztaság eléréséhez többfokozatú extrakcióra van szükség, az 

elválasztás folyamatos üzemű ellenáramú oszlopokban valósítható meg.  

Az enantioszelektív folyadék ‒ folyadék extrakció elsősorban királis aminosavak [30], 

aminok és amino-alkoholok [31] esetén alkalmazható sikerrel. 

Az enantioszelektív membrán szeparációs eljárások [32] alapvetően két csoportba 

sorolhatók. Az első esetben királis membrán végzi az enantiomer megkülönböztetést. 

Akirális membránok alkalmazásakor az enantioszelektív folyadék ‒ folyadék 

extrakcióhoz hasonlóan királis segédanyagra van szükség, amely a racém elegy egyik 

enantiomerével szelektíven komplexet vagy micellát képez. Királis szelektorként a 

kromatográfiás és az extrakciós módszereknél ismertetett segédanyagok ez esetben is jól 

alkalmazhatók. Az enantioszelektív membrán szeparációs eljárások az utóbbi időben 

egyre nagyobb népszerűségre tesznek szert. Ennek egyik oka lehet, hogy a folyamatos 

eljárás könnyen méretnövelhető és hatékony enantiomer elválasztást tesz lehetővé.  

Az enantioszelektív folyadékmembránok olcsók és gyors anyagtranszportot tesznek 

lehetővé, a szilárd membránok esetén elsősorban stabilitásukat szokták kiemelni.  

Az enantioszelektív folyadék és szilárd membránok előnyös tulajdonságait ötvözik az 

immobilizált folyadék membránok, ipari alkalmazásuknak ígéretes jövőt jósolnak. Az 

enantioszelektív membrán szeparációs eljárások jól kombinálhatók az enantioszelektív 

enzimkatalizált kinetikus rezolválási folyamatokkal. Az eljárás sikerességét igazolja a 

dilthiazem előállítása során a 4-metoxifenil-glicidilészter enzimkatalizált hidrolízisére ily 

módon épített bioreaktor, amely 75 t/év kapacitás mellett üzemel [33]. 
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II.1.2 Kristályosításon alapuló rezolválási eljárások 

A racém elegyek kristályosításon alapuló rezolválása során mutatott viselkedését az 

oldatban vagy olvadékban keletkező másodrendű kölcsönhatásokkal összetartott 

asszociátumok jellege határozza meg. A homo- és heterokirális kölcsönhatások erősségét 

tekintve a racém elegyek három csoportba sorolhatók: konglomerátum képző, racemát 

képző és szilárd oldat képző enantiomerkeverékek. A racém elegyek döntő hányada 

racemát képző, míg mintegy 10%-uk konglomerátum képző. Jellemző biner olvadáspont 

‒ összetétel fázisdiagramjukat a 6. ábra szemlélteti.  
 

        

a.) b.) 

6. ábra 

A racemát (a) és a konglomerátum képző (b) enantiomerkeverékek olvadáspont – összetétel 

fázisdiagramjai 

 

A konglomerátum képző enantiomerkeverékek oldatából vagy olvadékából a két 

tükörképi izomer külön-külön kristályosodik, az egyes enantiomereket tartalmazó 

kristályok fizikai keverékét kapjuk a kristályosítás során. Ezen a megfigyelésen alapult 

Pasteur 1848-ban megvalósított első rezolválása [34]. A borkősav nátrium-ammónium 

sójának lassú kristályosítása során kétféle, egymással tükörképi viszonyban lévő 

kristályokból álló kristályhalmazt kapott. Az eltérő habitusú kristályokat nagyító alatt 

kézzel szét tudta válogatni, oldataik eltérő optikai aktivitást mutattak. 

A konglomerátumképző racém elgyek rezolválásának egyik, ipari gyakorlatban is 

alkalmazható módja az indukált kristályosítás (7. ábra). Az eljárás során a racém elegy 

túltelített oldatát beoltják az egyik enantiomorf kristállyal és az oltókristály felületén az 

azonos konfigurációjú enantiomer kristályosodása indul meg. Mindeközben a nem 

kristályosodó enantiomer feleslegbe kerül az oldatban, ám kristályosodása addig nem 

indul meg, amíg megfelelő méretű kristálygócok nem keletkeznek. A kristályok 

kiszűrése után az oldat racém keverék hozzáadásával ismét túltelíthető, majd az oldatot 

a másik enantiomorf kristállyal beoltva a tükörképi izomer kristályosítható. A módszer 

előnye, hogy a rezolválás királis segédanyag alkalmazása nélkül megvalósítható, 

ugyanakkor a művelet végrehajtása során nagytisztaságú oldatokra és rendkívül precíz 
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hőmérséklet és időkontrollra van szükség. Gazdaságossági szempontból fontos a nem 

kívánt enantiomer hasznosítása, in situ spontán racemizáció esetén a módszer 

termelékenysége jelentősen növelhető [35]. 
 

 

7. ábra 

Az indukált kristályosítás folyamata 

 

A racemátképző enantiomerkeverékek esetén a heterokirális asszociátumok képződése a 

preferált. A racemát kristályok elemi celláiban mindkét enantiomer megtalálható, a 

tükörképi izomerek elválasztása indukált kristályosítással nem valósítható meg.  

A rezolválás egy királis segédanyag (rezolválószer) hozzáadásával történő diasztereomer 

vegyületpár képzésén keresztül végezhető el. 

Ha egy racém savat vagy bázist kémiai karakterétől függően optikailag tiszta savval vagy 

bázissal reagáltatunk, akkor diasztereomer sópár keletkezik. A diasztereomer viszonyban 

lévő sók eltérő fizikai (oldhatóság, olvadáspont, forráspont) vagy fizikai-kémiai 

tulajdonságokkal rendelkeznek, ezért elválasztásuk megvalósítható. A leggyakrabban 

alkalmazott módszer a diasztereomer sópár eltérő oldhatóságán alapuló frakcionált 

kristályosítás. Az első diasztereomer sóképzésen keresztül történő rezolválást Pasteur 

hajtotta végre 1848-ban. A racém elegy (RS) oldatához mólekvivalens mennyiségben 

adta a rezolválószert (C), a rezolválás folyamatát a 8. ábra szerinti sematikus 

reakcióegyenlet szemlélteti. 
 

 

8. ábra 

Rezolválás mólekvivalens mennyiségű rezolválószer alkalmazásával 

 

Mintegy 50 évvel később Pope és Peachey felismerte, hogy a rezolválás megvalósítható 

fél mólekvivalens rezolválószer alkalmazásával is (9. ábra) [36]. A keletkező 

diasztereomernél jobban oldódó enantiomer akirális segédanyaggal (A) tartható oldatban. 

Akirális segédanyagként egyrészt a rezolválószerrel rokon szerkezetű vegyület, másrészt 

szervetlen savak vagy bázisok használhatók. 
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9. ábra 

Rezolválás félekvivalens rezolválószer alkalmazásával, akirális segédanyag jelenlétében 

 

A módosított Pope-Peachey eljárás szerint amennyiben a keletkező diasztereomer 

vegyület és a szabadon maradó enantiomer között kellően nagy az oldhatóság különbség, 

akkor a rezolválás akirális segédanyag nélkül is megvalósítható (10. ábra). 
 

 

10. ábra 

Módosított Pope-Peachey rezolválási eljárás 

 

Diasztereomer vegyületpárok képzése diasztereomer viszonyú molekula- vagy 

koordinációs komplexeken, illetve kovalens molekulákon keresztül is lehetséges [37].  

A koordinációs komplexekben a központi fématomot tartalmazó rezolváló ágens a 

központi fématomon keresztül datív kötéssel kapcsolódik a rezolválandó anyag 

enantiomeréhez. A dibenzoil-borkősav kalciummal képzett savanyú és vegyes sói 

karbonsavak, és -, vagy -hidroxi-észterek rezolválásánál alkalmazhatók [38, 39].  

A dibenzoil-borkősav önmagában is hatékony komplexképző rezolváló ágens szekunder 

alkoholok rezolválási folyamataiban [40]. A diasztereomer molekulakomplexek esetén a 

másodlagos kölcsönhatások (van der Waals kölcsönhatás, hidrogén-hidak) a 

meghatározók.  
 

II.1.2.1 A leggyakrabban alkalmazott rezolválószerek 

A racém savak diasztereomer sóképzésen alapuló rezolválásához kezdetben 

természetben előforduló alkaloidokat (kinin, cinkonidin, cinkonin, kinidin, brucin, 

efedrin) alkalmaztak. Napjainkban a szintetikus eredetű rezolválószerek közül az 

1-fenil-etil-amin, a 2-aminobutanol és az aminosav származékok a legelterjedtebbek.  

A racém bázisok enantiomereinek elválasztásakor elsősorban a borkősavat és 

származékait, valamint a kámforszulfonsavat, mandulasavat és az N-védett aminosavakat 

részesítik előnyben [41]. 

A Pasteur által elvégzett első diasztereomer sóképzéses rezolválás óta eltelt csaknem 

170 év, azonban a megfelelő rezolválószer kiválasztására általánosan alkalmazható 

módszer még ma sem ismert. Az optimális rezolválási eljárás kidolgozása fáradtságos 

kísérleti munkát igényel, azonban a kísérletek megtervezéséhez többféle megközelítés is 

alkalmazható [42], ezeket röviden a következő fejezetben ismertetem. 
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II.1.2.2 A rezolválószer kiválasztása során alkalmazható stratégiák 

Az adott elválasztási feladathoz optimális rezolválószer megválasztásakor alapvetően 

háromféle megközelítés áll rendelkezésre a kísérletek megtervezéséhez.  

A rezolválószer kiválasztása történhet próba szerencse alapon. Az eljárás hatékonyabbá 

tételéhez ma már kaphatók úgynevezett rezolváló kittek, magas áruk miatt azonban ezek 

az eszközök a napi gyakorlatban nem terjedtek el. 

A rezolválási eljárás megtervezésekor hasznos információval szolgálhatnak az 

úgynevezett szerkezet alapú analógiák. A korábban már elvégzett preparatív rezolválási 

eljárások eredményei alapján elmondható, hogy a szerkezetileg hasonló racemátok nagy 

valószínűséggel ugyanazzal a rezolválószerrel hatékonyan rezolválhatók [43].  

A szerkezeti hasonlóság alapja lehet a racém vegyület és a rezolválószer 

kiralitáscentrumának szerkezeti rokonsága is. Gyakran előfordul, hogy a racém vegyület 

egyik enantiomeréből képzett rezolválószerrel végrehajtott diasztereomer sóképzés 

sikeres enantiomer elválasztáshoz vezet [44].  

A szerkezetalapú megközelítések közé sorolhatjuk a racém molekula enantiomerei és a 

rezolválószer közötti kölcsönhatások számításán alapuló módszereket is. A számítások 

alapfeltételezése az, hogy a diasztereomer sóban kialakuló ionos kötés mellett a 

másodrendű kölcsönhatások határozzák meg a diasztereomer sók közötti 

energiakülönbséget, ezáltal a rezolválás eredményességét. Fogassy és munkatársai 

rezolválási hatékonyságot modellezték a kiralitáscentrum ligandumainak 

hidrofóbicitására jellemző Hansch paraméter (π), az elektronikus tulajdonságokra 

jellemző Taft állandó (σ*), a térkitöltést jellemző sztérikus paraméter (MR), valamint az 

oldószer polaritását jellemző empirikus polaritás faktor (ET) függvényében 17 db 

fenilglicin-származék rezolválása során kapott eredmény alapján [45]. A modell más 

fenilglicin-származékok esetén is jó egyezést mutatott a preparatív rezolválások 

eredményességével. Más kutatók a kristályszerkezetben kialakuló stabil hidrogén-hidas 

kötésrendszer [46, 47], illetve a CH/ π kölcsönhatások [48] szükségességére helyezik a 

hangsúlyt. A diasztereomer sópárok kristályszerkezete kvantumkémiai számítások 

alapján is modellezhető, a rezolválás hatékonysága a diasztereomer sópár rácsenergia 

különbsége alapján jósolható [49, 50]. 

A rezolválás eredményessége termoanalitikai vizsgálatok alapján is előrejelezhető [51]. 

Ehhez a racém elegy enantiomereinek a kívánt rezolváló ágenssel képzett diasztereomer 

sók 1:1 arányú keverékére van szükség. A sókeverék differenciális pásztázó kalorimetriás 

(DSC) vizsgálata alapján felvehető a diasztereomer sókeverék biner fázisdiagramja.  

Az eutektikus összetétel ismeretében a rezolválás hatékonysága számítható. 
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Az utóbbi években előtérbe kerültek olyan elméletek, melyek a rezolválás hatékonyságát 

a racém molekula és a rezolváló ágens molekula hosszának egymáshoz való viszonyára 

vezetik vissza [52, 53]. 
 

II.1.2.3 Rezolválás rokon szerkezetű rezolválószerek keverékével 

Vries és munkatársai a kombinatorikus kémia alapjait felhasználva próbálták meg 

lerövidíteni a legmegfelelőbb rezolválószer megtalálásának idejét [54, 55]. Számos 

racém vegyület oldatához rokon szerkezetű rezolválószerek 1:1 arányú keverékét adták. 

Rezolválószerként ciklikus foszforsavszármazékok (P-Mix), mandulasav-származékok 

(M-Mix), dibenzoil-borkősav-származékok (T-Mix) és fenil-etil-amin-származékok  

(PE-I-Mix) keverékét alkalmazták (11. ábra). A folyamat során a legkisebb oldhatóságú 

diasztereomer forma kristályosodására számítottak. A várakozásokkal ellentétben 

azonban egy diasztereomer sókeverék kristályosodott ki, melyben a rezolválóágensek a 

kiindulási 1:1 aránytól eltérő mennyiségben dúsultak fel. Sok esetben jobb elválasztást 

(95% feletti enantiomertisztaság) értek el az egyedi rezolválószerekkel elvégzett 

rezolválások eredményéhez képest. 
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11. ábra 

Vries és munkatársai által alkalmazott rezolválószer keverékek 

 

Vries és munkatársainak megfigyelése a rokon szerkezetű rezolválóágensek között 

fellépő szinergens hatások vizsgálatának, és az okok felderítésének irányba terelte a 

rezolválással foglalkozó kutatók figyelmét. A rezolválóágensek keverékével végrehajtott 

rezolválási eljárás az angol nyelvű szakirodalomban Dutch Resolution néven terjedt el.  
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Kaptein és munkatársai szerkezetileg hasonló racém vegyületek keverékét rezolválták 

ugyanazon rezolválószerrel [56]. A racém fenilglicin és a racém p-hidroxi-fenilglicin 1:1 

arányú keverékét Pope és Peachey módszere szerint (+)-10-káforszulfonsavval 

rezolválták, akirális ágensként sósavat alkalmaztak. Önmagában a p-hidroxi-fenilglicin 

(+)-10-kámforszulfonsavval nem rezolválható. A két racém vegyület keverékének 

rezolválásakor a kikristályosodott diasztereomer sóban mindkét vegyület magas 

enantiomertisztaság mellett dúsult fel. Szerkezetanalitikai vizsgálatokkal igazolták, hogy 

a diasztereomer sókeverék szilárd oldat viselkedést mutat, a kristályrácsban a  

(‒)-fenilglicin és a (‒)-p-hidroxi-fenilglicin enantiomerek beépülése véletlenszerű. 

A holland rezolválás ma is intenzíven kutatott tématerület. Az alkalmazott rezolválószer 

keverékek köre amfoter karakterű királis aminosavak keverékével bővült, melyeket 

sikerrel alkalmaztak a racém mandulasav rezolválásakor [57]. A rezolválószerrel rokon 

szerkezetű enantiomertiszta segédanyagok alkalmazása [58] mellett a kutatók figyelme 

egyre inkább a rezolválószerrel rokon szerkezetű akirális hozzátéteknek a rezolválás 

folyamatában betöltött szerepének vizsgálata irányába fordult [59, 60].  

A rezolválószerrel rokon szerkezetű akirális additívnak a rezolválási hatékonyságra 

gyakorolt pozitív hatását számos irodalmi példa támasztja alá. Az ipari gyakorlat 

szempontjából ez elsősorban akkor lehet kedvező, ha a rezolválószer mellett kis 

mennyiségben alkalmazott additív nem épül be a diasztereomer sóba, ezáltal nem okoz 

problémát a rezolválószer regenerálásakor. A megfelelő akirális additív megtalálása 

azonban szisztematikus preparatív munkát igényel. 
 

 

II.1.3 Kinetikus rezolválás 

A kinetikus rezolválás jelenségét Marckwald és McKenzie fedezte fel 1899-ben. 

Megfigyelték, hogy a racém mandulasavat ekvivalensnél kisebb mennyiségű  

(‒)-mentollal reagáltatva a (+)-mandulasav izomer gyorsabban reagál, mint a balra 

forgató (‒)-mandulasav izomer. A racém elegy enantiomereinek eltérő sebességű 

reakciója akirális reagenssel történő reakció esetén is megvalósulhat. A folyamat 

általános sémáját a 12. ábra szemlélteti. Ekkor a királis szelektor szerepét a katalizátor 

tölti be. A katalizátor lehet biokatalizátor (enzim vagy mikroorganizmus) vagy királis 

kémiai katalizátor (pl.: savak, bázisok, vagy fémkomplexek). Ideális esetben, ha a királis 

katalizátor az R enantiomer átalakítását részesíti előnyben, azaz kS ~ 0, akkor a 

reakcióelegy a reakció lejátszódása után 50% PR terméket és 50% SS kiindulási 

szubsztrátot tartalmaz. 
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12. ábra 

A kinetikus rezolválás elvi sémája 

SS és SR: szubsztrát enantiomerek, PS és PR: termék enantiomerek, A: királis reagens,  

kS és kR: az enantiomerek átalakulásának reakciósebességi együtthatói 

 

A kinetikus rezolválás során visszamaradó szubsztrát hasznosítására nyújt lehetőséget a 

dinamikus kinetikus rezolválás melynek elvi vázlata a 13. ábrán látható. 
 

 

13. ábra 

A dinamikus kinetikus rezolválás elvi sémája 

SS és SR: szubsztrát enantiomerek, PS és PR: termék enantiomerek, A: királis reagens,  

kS és kR: az enantiomerek átalakulásának reakciósebességi együtthatói,  

krac: a racemizáció reakciósebességi együtthatója 

 

A dinamikus kinetikus rezolválás tulajdonképpen egy enantioszelektív transzformáció és 

egy in situ racemizációs folyamat kombinációja. Az eljárás során az elreagálatlan 

szubsztrát folyamatosan racemizálódik a rezolválás alatt. Az enantiomer elválasztás 

szempontjából a rendszer akkor tekinthető kedvezőnek, ha a racemizáció gyorsabb 

folyamat, mint a főreakció. A racemizáció lehet spontán, bár ez igen ritka, vagy 

valamilyen katalizátor vagy enzim által katalizált lépés. 

Bár a királis kémiai katalizátorok alkalmazásukat tekintve meghatározó szerepet töltenek 

be a kinetikus rezolválási folyamatokban, magas áruk, nehézkes regenerálásuk és toxikus 

átmeneti fém tartalmuk miatt egyre nagyobb az igény a természetes eredetű 

biokatalizátorok, az enzimkatalízis iránt. Tekintettel arra, hogy doktori munkám egy 

részében enantioszelektív enzimkatalizált reakciók vizsgálatával foglalkoztam, az 

enzimkatalízis, és az enzimes rezolválás módszerét a következő fejezetekben 

részletesebben ismertetem. 
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II.1.4 Enzimkatalízis 

A biotechnológia által alkalmazott katalizátorok lehetnek enzimek, enzimkomplexek, 

illetve sejtek, szervezetek. Az enzimek aminosavakból felépülő fehérjék, melyek 

katalitikus aktivitásukat az élő szervezetben lejátszódó biokémiai reakciók aktiválási 

energiájának csökkentése révén fejtik ki (14. ábra).  
 

 

14. ábra 

Az aktiválási energia összevetése enzimkatalizált és enzim távollétében  

lejátszódó reakció esetén 

 

Az enzimreakciók reverzibilis folyamatok, az enzim az egyensúlyi állandó nagyságát 

nem befolyásolja, az egyensúlyi állapot elérését gyorsítja meg. Katalitikus aktivitásukat 

enyhe körülmények között (semleges körüli pH, 20 ‒ 40 °C) fejtik ki, a hőmérséklet, 

nyomás, pH, ionerősség és az oldószer változása miatt denaturálódhatnak. Az enzimek 

specifikusak, ez jelenthet szubsztrát-, csoport-, sztereo-, illetve regiospecifitást. 

Az enzimek működése az enzim ‒ szubsztrát aktivált komplex keletkezésére vezethető 

vissza, de az aktivált komplex létrejöttének leírására többféle elmélet is létezik.  

Az enzimek szubsztrátspecifitását támasztja alá Emil Fischer 1894-ben kulcs ‒ zár 

elmélete, miszerint a kötőhely felülete a szubsztrát felületének inverze, ezért az enzim 

szubsztrát illeszkedés tökéletes. A kulcs ‒ zár elmélet mind az enzimet, mind pedig a 

szubsztrátot merev molekulának tekinti. Koshland indukált illeszkedés elmélete szerint 

az átmeneti komplex létrejöttét dinamikusan kell elképzelni. Miközben a szubsztrát a 
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térben megfelelően orientálódva megközelíti az enzim kötő-, illetve aktív helyét, az 

enzim térszerkezete is megváltozik és idomul a szubsztráthoz. Egy harmadik elképzelés 

szerint az enzim konformációja folyamatosan változik, de a szubsztrátot csak egy 

bizonyos térszerkezetben képes megkötni (fluktuációs illeszkedés modell). 

Az enzimkatalizált reakciók kinetikai leírására, vagyis a reakciók időbeli lefutásának 

jellemzésre a leggyakrabban a Michaelis-Menten, illetve a Brigs-Haldane modellek 

használatosak. A doktori munkám során vizsgált reakciók kinetikai leírására a Michelis-

Menten modellt alkalmaztam, ezért az alábbiakban ezt a modellt ismertetem 

részletesebben.  
 

II.1.4.1 A Michaelis-Menten kinetika 

A Michaelis-Menten modell szerint az enzimkatalizált reakció a 15. ábrán látható séma 

szerint jellemezhető. A modell azon a feltételezésen alapul, hogy az enzim (E) a 

szubsztráttal (S) reverzibilis reakcióban aktivált komplexet (ES) képez. Az aktivált 

komplex termékké (P) és szabad enzimmé történő átalakulása irreverzibilis lépés.  
 

 

15. ábra 

Egy egyszubsztrátos enzimkatalizált reakció Michaelis-Menten modell szerinti elvi sémája 

k1, k-1, k2 az egyes lépések reakciósebességi együtthatói 

 

A séma szerint a termékképződési folyamat sebességi állandója (k2) több nagyságrenddel 

kisebb az egyensúlyi folyamat sebességi állandóinál (k1, k-1). A katalitikus folyamat során 

pillanatszerűen stacionárius állapot áll be, az enzim – szubsztrát komplex koncentrációja 

állandósul. A folyamat során a sebesség meghatározó lépés az enzim – szubsztrát 

komplex bomlása termékké és szabad enzimmé. A modell megalkotói feltételezték 

továbbá, hogy a rendszerben jelenlévő összes enzim koncentrációja ([E]0) megegyezik a 

szabad enzim ([E]) és az aktivált komplexben lévő enzim ([ES]) koncentrációjával. 

A kezdeti reakciósebesség (r0) az (1) egyenlet szerint írható fel. 

r0 = k2[ES] (1) 

ahol [ES] az enzim-szubsztrát komplex koncentrációja (mol/dm3). 

Az enzim-szubsztrát komplex koncentrációjának időbeli változása a (2) differenciál 

egyenlettel írható le. 
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d[ES]

dt
= k1[E][S] − k−1[ES] − k2[ES] (2) 

ahol [E] és [S] a szabad enzim és a szubsztrát koncentrációja (mol/dm3). 

A (2) egyenlet több lépésben történő átalakításával az enzim – szubsztrát komplex 

koncentrációja a (3) egyenlet szerinti alakban adható meg. 

[ES] =
[E]0[S]

k−1 + k2

k1
[S]

 (3) 

Az enzim ‒ szubsztrát komplex koncentrációjának a (3) egyenletbe történő 

behelyettesítésével a Michaelis-Menten egyenlethez jutunk. 

r0 =
rmax ∙ [S]

KM + [S]
 (4) 

ahol r0 kezdeti reakciósebesség (mol/(dm3 perc)), 

 rmax maximális kezdeti reakciósebesség (mol/(dm3 perc)), 

 [S] kiindulási szubsztrát koncentráció (mol/dm3), 

 KM Michaelis-konstans (mol/dm3), KM =
k−1+k2

k1
. 

Ha a kezdeti reakciósebességet a kiindulási szubsztrát koncentráció függvényében 

ábrázoljuk akkor a 16. ábrán látható hiperbolát kapjuk.  
 

 

16. ábra 

A kezdeti reakciósebesség változása a szubsztrát koncentráció függvényében 
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A maximális reakciósebesség akkor érhető el, ha az összes enzim az enzim – szubsztrát 

komplexben van. A Michaelis-konstans tulajdonképpen azt a szubsztrát koncentrációt 

fejezi ki, ahol a reakciósebesség a maximális reakciósebesség fele. Alacsony szubsztrát 

koncentráció esetén ([S] << KM) a kezdeti reakciósebesség a szubsztrát koncentráció 

lineáris függvénye. Ha [S] >> KM, akkor a reakciósebesség függetlenné válik a szubsztrát 

koncentrációtól (nulladrendű kinetika), mivel az összes enzim aktív centruma 

szubsztráttal telített. 
 

II.1.4.2 A lipáz enzim és a lipáz katalizált kinetikus rezolválás 

A szerin hidrolázok csoportjába tartozó lipázok a zsírok és olajok fő összetevőinek, a 

triglicerideknek a hidrolízisét végzik glicerinné és szabad zsírsavakká. Vízmentes vagy 

alacsony víztartalmú közegben azonban az ellentétes reakciót, észterek képzését 

katalizálják. A lipáz enzimek megtalálhatók a legtöbb élő szervezetben, előállításuk 

történhet állati vagy növényi szövetek extrakciójával. A kereskedelmi forgalomban 

kapató enzimek túlnyomó többsége azonban mikrobiális eredetű, baktériumok és 

gombák által termeltek. 

A lipázok természetes szubsztrátjai a lipidek, katalitikus akitivitásukat a víz ‒ lipid 

határfelületen fejtik ki. Az enzim aktív centruma Ser-His-Asp/Glu katalitikus hármasból 

épül fel. A lipázok nagy többsége vizes közegben zárt konformációt vesz fel, az aktív 

centrumot egy hidrofób polipeptidlánc takarja. A vizes ‒ szerves határfelületen vagy 

szerves közegben ez a fedél elmozdul, az enzim nyitott konformációt vesz fel és az aktív 

centrum szabaddá válik a szubsztrát számára. A lipázok határfelületi aktivitását az aktív 

centrumot védő úgynevezett fedő struktúrának tulajdonítják, melynek meglétét elsőként 

a Mucor miehei [61], majd a hasnyálmirígy [62] eredetű lipáz röntgendiffrakciós 

szerkezetvizsgálata alapján igazoltak. Egyes lipázok esetén az aktív centrum nem védett, 

különböző oldószerekben nem mennek keresztül a fentebb említett konformáció 

változáson. Ezek az enzimek nem rendelkeznek határfelületi aktivitással. Ebbe a 

csoportba sorolható például a gyakran alkalmazott Candida antarctica eredetű lipáz B 

[63], valamint a Fusarium solani eredetű kutináz enzim [64]. 

A lipázok intenzív tanulmányozása azután kezdődött meg, miután általánosan 

elfogadottá vált, hogy aktivitásukat szerves oldószeres közegben is megőrzik. A legtöbb 

lipáz természetes szubsztrátjától eltérő szerves vegyületek átalakítását is képes 

katalizálni, gyakran alkalmazzák őket különböző szerves kémiai szintézisek (hidrolízis, 

észterezés, átészterezés acidolízissel vagy alkoholízissel, aminolízis) katalizátoraként.  

A lipázok további előnyös tulajdonságaihoz sorolható, hogy nem igényelnek kofaktort. 

Az enzim nyitott konformációja immobilizálással stabilizálható [65]. A lipázok 

legjelentősebb felhasználási területe a mosó- és tisztítószergyártás, de emellett ismertek 
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élelmiszer-, kozmetikai- és gyógyszeripari, valamint papír- és bőrfeldolgozó ipari 

alkalmazásai is [66, 67]. A környezetgazdálkodás területén ígéretes lehet a 

szennyvíztisztításban, illetve a lipid tartalmú hulladékok lebontásában való részvételük. 

A lipáz enzimek kiemelkedően jó enantioszelektivitással rendelkeznek. A kinetikus 

rezolválás megvalósítható hidrolízissel, észterezéssel vagy átészterezéssel. A szubsztrát 

jellege alapján a reakciók három fő csoportba sorolhatóak: 

 racém alkoholok, karbonsavak, aminok vagy tioészterek kinetikus rezolválása, 

 mezo dikarbonsavak, vagy mezo diolok enantioszelektív csoportjainak 

megkülönböztetése, 

 prokirális dikarbonsavak és diol származékok enantiotóp csoportjainak 

megkülönböztetése [68].  

A lipázok egyik legelterjedtebb alkalmazása a racém alkoholok észterezésen alapuló 

kinetikus rezolválása. Különösen nagy mértékű sztereospecifitást mutatnak a szekunder 

alkoholok felé, aminek oka jól szemléltethető a Candida antarctica lipáz B enzim 

szerkezetével. Az enzim nyitott konformációval rendelkezik, az aktív centrumában 

azonban egy viszonylag szűk bejáratú sztereospecifikus zseb van. Emiatt az aktív 

centrumot a másodrendű alkoholok csak meghatározott orientációban tudják 

megközelíteni [69]. A Candida antarctica lipáz B enzim által katalizált észterezési 

reakciók a 17. ábrán szemléltetett ping ‒ pong bi ‒ bi mechanizmus szerint játszódnak le.  
 

 

17. ábra 

A CALB enzim által katalizált reakciók ping ‒ pong bi ‒ bi mechanizmusa [70] 

Az R csoporttól függően a reakció lehet hidrolízis, észterezés vagy átészterezés. 
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A szabad enzimből az első szubsztráttal az első tetraéderes intermedier képződik 

amelyről az első termék távozása után létrejön az acil enzim átmeneti állapot. A második 

szubsztrát megkötésével egy újabb tetraéderes intermedier képződik. A második termék 

távozását követően az enzim készen áll egy újabb katalitikus ciklusra [71, 72]. 

A kétszubsztrátos reakció esetén a kezdeti reakciósebesség az (5) egyenlettel írható le. 

r0 =
rmax[A][B]

KM,B[A] + KM,A[B] + [A][B]
 (5) 

ahol [A] és [B] a két szubsztrát koncentrációja. 

Az egyik reaktáns feleslege esetén az (5) reakciósebességi egyenlet a Michaelis-Menten 

egyenletté egyszerűsödik [73]. 
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II.2 Szuperkritikus fluidumok 

A gázok cseppfolyósítása összenyomásuk alkalmával csak meghatározott, anyagi 

minőségtől függő hőmérsékleti határ, a kritikus hőmérséklet alatt következik be. Azt a 

nyomást, amelyet a kritikus hőmérsékleten kell kifejtenünk ahhoz, hogy a 

cseppfolyósodás bekövetkezzen kritikus nyomásnak nevezzük. Ha a kritikus 

hőmérséklete felé hevített anyagot a kritikus nyomásnál nagyobb nyomással nyomjuk 

össze, akkor az anyag homogén marad, fluid állapot jön létre (18. ábra).  
 

 

18. ábra 

Általánosított nyomás – hőmérséklet fázisdiagram 

Az ábrán K jelöli a kritikus pontot, pkrit a kritikus nyomást, Tkrit a kritikus hőmérsékletet. 

 

A szuperkritikus állapotú oldószerek talán legelőnyösebb tulajdonsága, hogy fizikai-

kémiai jellemzői két, egymástól függetlenül változtatható paraméter a nyomás és a 

hőmérséklet segítségével szabályozhatók. A szuperkritikus állapotú oldószerek 

oldóképességét a sűrűséggel szokták jellemezni. Fluid fázisban a sűrűség folyamatosan 

nő a nyomás növelésével, különösen nagymértékű sűrűségváltozás figyelhető meg a 

kritikus pont közelében. Példaként a szén-dioxid sűrűségének változása a nyomás 

függvényében a 19. ábrán látható. A sűrűségnek ez a folyamatos és nagymértékű 

változása az oldóképesség finomhangolását teszi lehetővé. A szuperkritikus állapotú 

fluidumok egyéb tulajdonságai a folyadék és a gáz halmazállapot közé esnek.  
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Az 1. táblázat adataiból megfigyelhető, hogy fluid állapban a viszkozitás egy 

nagyságrenddel kisebb, a diffúziós együttható egy nagyságrenddel nagyobb, mint a 

folyadék fázisban. Az alacsony viszkozitás és a magasabb diffúziós állandó gyors 

anyagtranszportot tesz lehetővé. 
 

 
19. ábra 

A szén-dioxid sűrűségének változása a nyomás függvényében 

 

1. táblázat 

Az oldószerek főbb fizikai-kémiai jellemzői 

Fizikai jellemzők Gáz Fluid Folyadék 

Sűrűség, kg/m3 1 200 - 700 1000 

Diffúziós állandó, cm2/s 10-1 10-3 - 10-4 10-5 

Viszkozitás, Pas 10-5 10-4 10-3 

 

Néhány oldószer kritikus hőmérséklet (Tkrit) és kritikus nyomás (pkrit) értéke a 

2. táblázatban látható. A nyílt láncú telített és telítetlen szénhidrogének közül 

legelterjedtebben jó oldóképessége miatt a propánt alkalmazzák, elsősorban 

extrahálószerként a kőolaj feldolgozás során [74], de élelmiszeripari és gyógyszeripari 

alkalmazásai is ismertek. Magas kritikus hőmérséklete miatt inkább nagynyomású 

folyadék állapotban használják, tűz- és robbanásveszélyessége következtében megfelelő 

biztonságtechnikai rendszer üzemeltetésére van szükség. Nyomásmentesítést követően a 

termék 1 ‒ 15% propánt tartalmazhat, amit vákuumban párologtatnak el, amíg a 

koncentráció 50 ppm alá nem csökken. Napjainkban intenzív kutatások folynak az 
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elektromos áram előállítása során alkalmazott Rankine körfolyamatban a szuperkritikus 

állapotú propán [75], szén-dioxid [76] és halogénezett szénhidrogének [77] 

munkaközegként való alkalmazhatóságának területén. 
 

2. táblázat 

Oldószerek kritikus adatai 

Oldószer Tkrit, °C pkrit, MPa 

Etilén (C2H4) 9 5,03 

Etán (C2H6) 32 4,88 

Propilén (C3H6) 92 4,62 

Propán (C3H8) 97 4,24 

n-Pentán (C5H12) 197 3,37 

Benzol (C6H6) 289 4,89 

Toluol (C7H8) 319 4,11 

Aceton (C3H6O) 508 4,70 

Metanol (CH3OH) 239 8,09 

Etanol (C2H5OH) 241 6,14 

Víz (H2O) 374 22,0 

Szén-dioxid (CO2) 31,1 7,38 

 

A víz tulajdonságai kritikus nyomása és hőmérséklete felett alapvetően megváltoznak. 

Az oldószer polaritását jellemző dielektromos állandó értéke lecsökken és szuperkritikus 

állapotban a víz apoláros karakterűvé válik. A benne oldott sók kiválnak, viszont a 

szerves vegyületek oldatban tarthatók. Tökéletesen elegyedik gázokkal, így például az 

oxigénnel, ezért oxidációs reakciók oldószere lehet. A szuperkritikus vizes oxidációt ma 

már ipari léptékben alkalmazzák szerves anyag tartalmú szennyvizek ártalmatlanítására 

[78, 79]. Az eljárás előnye a nedves levegős oxidációs eljárással szemben, hogy az 

oxidáció homogén fázisban valósítható meg, ennek biztosításához azonban magas 

nyomásra és hőmérsékletre van szükség. A szuperkritikus vizes oxidáció során a vizes 

oldatban lévő szerves anyagok oxigén jelenlétében szén-dioxiddá, vízzé és nitrogénné 

alakíthatók. Nitrózus gázok a folyamat során nem keletkeznek, de például klórtartalmú 

vegyületek esetén HCl fejlődik. Oxidálószerként elsősorban levegőt, oxigént, vagy 

hidrogén-peroxidot alkalmaznak. A magas nyomás és hőmérséklet miatt a technológia 

műszaki tervezése során különös figyelmet kell fordítani a korróziós, valamint a 

szervetlen sók kiválása [80] okozta problémákra. A kezelendő oldatban lévő, vagy a 

folyamat során keletkező szervetlen sók az oxidáció körülményei között gyakorlatilag 
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oldhatatlanná válnak és kicsapódnak a vizes fázisból. A szervetlen sók lerakódása 

szennyezi a reaktort és a hőcserélőket, nagyobb mennyiségben dugulást is okozhatnak. 

A szuperkritikus víz önmagában is korrozív, a reakcióelegy korróziós tulajdonságai az 

oxidálószerek, vagy a reakcióelegyben oldott savak vagy bázisok hatására tovább 

fokozódhat. Korrózióálló szerkezeti anyagként ma már rendelkezésre állnak nikkel-, 

titán-, vagy tallium tartalmú ötvözetek, a szerkezeti anyag megválasztásakor tekintetbe 

kell venni a kezelendő oldat szennyezőanyag összetételét is [81, 82]. 

Az utóbbi években egyre inkább kutatott terület a biomassza (cellulóz, hemicellulóz, 

keményítő, lignin, növényi olajok és zsírok, fehérjék) lebontásának szub- illetve 

szuperkritikus vizes közegben történő vizsgálata bioüzemanyagok előállítása céljából 

[83, 84]. A biomassza elgázosításakor H2, CH4, CO és CO2 keletkezik, a termékek aránya 

a reakciókörülményekkel befolyásolható. A víz kritikus hőmérséklete közelében 

(300 – 500 °C) az elgázosítás főként metán keletkezéséhez vezet. A megfelelő 

termékhozamhoz katalizátor alkalmazása szükséges. Homogén katalitikus 

folyamatokban alkálifém és alkáliföldfém hidroxidokat és karbonátokat, míg a heterogén 

katalízis esetén hordozón rögzített Ni, Pt vagy Ru katalizátorok fordulnak elő. Magas 

hőmérsékleten (500 – 700 °C) végezve az elgázosítást a hidrogén képződése a 

meghatározó, a biomassza széntartalma CO2-dá alakul. Katalizátorként aktívszén vagy 

alkálifémsók használhatók, de katalizátor alkalmazása nélkül is magas hozamok érhetők 

el. A biomassza elfolyósítása szubkritikus körülmények között (280 ‒ 380 °C, 

7 ‒ 30 MPa) folyékony vízben zajlik, és vízben nem oldódó olaj képződéséhez vezet. 

Példaként a cellulóz elfolyósításakor cukor monomerek és oligomerek, valamint cukor 

bomlástermékek, mint például furfural, vagy hidroximetil-furfural termékek keletkeznek. 

A leggyakrabban alkalmazott szuperkritikus állapotú oldószer a szén-dioxid, 

tulajdonságait és főbb felhasználási területeit a II.2.1. fejezetben, alkalmazhatóságát az 

optikailag aktív vegyületek előállítása vonatkozásában a II.2.2. fejezetben ismertetem. 
 

 

II.2.1 A szuperkritikus szén-dioxid 

A normál állapotban gáz halmazállapotú szén-dioxid szuperkritikus állapotban széles 

spektrumban alkalmazható oldószerré válik. A szén-dioxid oldóképessége szuperkritikus 

állapotban megnő, kémiailag inert, többnyire nem lép reakcióba a benne oldott anyaggal. 

Kivételt képeznek ez alól az aminok, amelyek a szén-dioxiddal reakcióba lépve 

karbamátot képeznek. Karbamát képzésre mind primer, mind szekunder aminok esetén 

találhatunk példát az irodalomban [85]. Primer aminok esetén a karbamát képzés 

szuperkritikus szén-dioxidban a 20. ábrán látható sémát követi [86, 87]. 
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20. ábra 

A karbamát képződés folyamata primer aminok esetén 

 

A reakció karbaminsav (1) képződésén keresztül játszódik le, amely még egy molekula 

aminnal reagálva N-szubsztituált karbaminsav ammónium sójának (2) képződéséhez 

vezet. Fontos azonban kiemelni, hogy a karbamát sók nem oldódnak szuperkritikus szén-

dioxidban [88, 89]. Az N-szubsztituált karbaminsav ammónium sójának katalitikus 

alkilálása során a gyógyszeripari és a növényvédőszer gyártás számara fontos karbamát 

intermedierek állíthatók elő. A szuperkritikus szén-dioxid jelenlétében lejátszódó 

karbamát képzés napjainkban intenzíven kutatott terület, mivel megfelelő alternatívái 

lehetnek a foszgén alkalmazásával végzett folyamatoknak. 

A szén-dioxid fluid állapotban nagy a diffúziós állandóval jellemezhető, ami gyors 

anyagtranszportot tesz lehetővé. Alacsony kritikus paramétereinek (31,1 °C, 7,38 MPa) 

köszönhetően a hőérzékeny anyagok sem károsodnak, alkalmas biológiai rendszerek 

vizsgálatára is. Biztonságtechnikai és üzemeltetési szempontból kiemelendő továbbá, 

hogy nem tűz- és robbanásveszélyes, valamint nem korrozív. A természetben nagy 

mennyiségben előfordul, olcsón beszerezhető. Egyik legnagyobb előnyeként tartják 

számon, hogy nyomáscsökkentést követően gáz halmazállapotban maradék nélkül 

eltávolítható, a terméket oldószernyomok nem szennyezik.  

A scCO2 elsősorban az apoláros molekulák jó oldószere. A szuperkritikus fluidumok 

oldóképessége függ az oldott anyag tenziójától és a fluidum szolvatációs készségétől.  

Az oldódás a hőmérséklet függvényében minimumos görbével írható le. Alacsony 

hőmérséklettartományban a hőmérsékletet növelve az oldékonyság csökken, mert a 

sűrűség csökkenésével nagyobb mértékben csökken a szolvatációs hatás, mint amilyen 

mértékben a tenzió növekszik. Magasabb hőmérsékleten a hőmérséklettel 

exponenciálisan növekvő tenzió hatása válik meghatározóvá, így az oldékonyság 

növekedni fog. Az oldékonyság minimumának megfelelő hőmérséklet ugyanazon 

vegyület esetén a nyomással is változik. Tehát egy adott hőmérséklettartományban 

alacsonyabb nyomáson a hőmérséklet növelésével az oldékonyság csökken, nagyobb 

nyomáson viszont nő. A poláros, nagy molekulatömegű komponensek rosszul oldódnak 

scCO2-ban, oldhatóságuk kis mennyiségű segédoldószer (kis szénatomszámú alkoholok, 

észterek, ketonok) alkalmazásával jelentős mértékben növelhető. 
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II.2.1.1 Extrakció 

A szuperkritikus oldószereket, különösen a szén-dioxidot először extrakciós 

elválasztásoknál alkalmazták. Az extrakció során a szuperkritikus állapotú oldószer az 

extraktorba töltött anyagágyon halad keresztül és kioldja az extrakció nyomásán és 

hőmérsékletén oldódó komponenseket. A kioldott komponensek nyomáscsökkentéssel 

választhatók el az oldószertől. A szén-dioxid alacsony kritikus hőmérsékletének és kis 

reaktivitásának köszönhetően az extrakció kíméletes körülmények között hajtható végre, 

az extrahált anyag tulajdonságai (pl.: íz, illat, állag) nem változnak meg az extrakció 

során. Több komponens kinyerése esetén a nyomás és a hőmérséklet lépcsőzetes 

változtatásával az extraktum frakcionáltan szeparálható. Ennek köszönhetően a  

scCO2-os extrakció egyre elterjedtebben alkalmazott művelet zsírok, olajok, íz- és 

illatanyagok, valamint természetes eredetű hatóanyagok kinyerésére az élelmiszer-, 

gyógyszer- és kozmetikai ipar számára. A scCO2-os extrakció első nagyipari alkalmazása 

a kávé koffeinmentesítése volt, a Hag GF vállalat 1979-ben Zosel eljárását [90] 

alkalmazva egy 10 000 t/év kapacitású üzemet épített. A napjainkban üzemelő 

szuperkritikus extrakciós üzemek száma meghaladja az 50-et, a legismertebb ipari 

alkalmazásokat a 3. táblázat mutatja. 
 

3. táblázat 

A szuperkritikus extrakció legismertebb alkalmazásai 

Alapanyag Extrakt 
Kapacitás 

t/év 
Alapanyag Extrakt 

Kapacitás 

t/év 

kávé koffein 50 000 komló 
aroma 

keserűanyagok 
10 000 

rizs növényvédőszer 30 000 tojás koleszterin 100 

tea koffein 10 000 fűszerek aroma/lecitin 100-500 

dohány nikotin/aroma 10 000 gyógynövények aktív anyagok 100-500 

 

II.2.1.2 Mikrorészecskék előállítása 

A gyógyszeripar, de számos más iparág esetén is fontos követelmény a mikron és 

szubmikron méretű részecskék előállítása. A finom részecskeméret mellett a 

szemcseméret-eloszlás kis szórása, valamint a morfológiaszabályozás ugyancsak 

meghatározó jelentőségű. A szokásos kristályosítási módszerekkel azonban ezek a 

követelmények gyakran nehezen érhetőek el. A mikrorészecskék kristályosítása során a 

scCO2 jól alkalmazható oldószerként vagy kicsapószerként [91, 92]. 

A scCO2-ban jól oldódó komponensek esetén alkalmazható a RESS (Rapid Expansion 

of Supercritical Solution) [93, 94]. A kristályosítandó anyagot a nagy nyomású 

szuperkritikus oldószerben feloldják. Az oldatot egy fúvókán keresztül hirtelen 
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expandáltatják, mely során nagyon finom szemcseméretű részecskék keletkeznek.  

A RESS eljárással érhető el a legnagyobb túltelítettség, ezáltal a legkisebb 

részecskeméret (0,5 – 10 μm).  

A scCO2-ban nem oldódó komponensek kristályosítására több technológia is létezik. 

Ezen műveletek esetén a scCO2 mint antiszolvens alkalmazható. A szakaszos GAS (Gas 

Antisolvent Precipitation) eljárás során a kristályosítandó anyag jellemzően szerves 

oldószeres oldatát szuperkritikus vagy közel kritikus állapotú szén-dioxiddal helyezik 

nyomás alá. A szerves oldat és a szén-dioxid elegyedésével egy csökkent oldóképességű 

elegy jön létre, amelyből az adott körülmények mellett oldhatatlan komponensek 

kiválnak. A keletkező szuszpenziót nyomás alatt szűrik, majd a kristályokat scCO2-dal 

mossák az oldószernyomok eltávolítása és a szárítás végett. A GAS eljárás előnye, hogy 

a nyomás változtatásával a túltelítés mértéke, ezáltal a részecskeméret szabályozható 

(jellemző részecskeméret: 0,5 – 500 μm). A kristályosítás szobahőmérsékleten is 

elvégezhető, nyomásmentesítést követően pedig a kicsapószer elválasztható a szerves 

oldószertől. A művelet hátrányként említhető, hogy a fluid állapotú antiszolvens 

beoldódása miatt az oldat térfogata többszörösére nő, ezért az alkalmazott kristályosító 

térfogatának csak mintegy 20%-áig tölthető. 

A SAS (Supercritical Antisolvent) eljárásnál a szilárd anyag oldatát egy toronyba 

permetezik, amelybe egyen- vagy ellenáramban antiszolvensként fluid állapotú oldószert 

vezetnek. Az injektálás pillanatában a scCO2 antiszolvens bediffundál a 

folyadékcseppekbe, az oldhatóság lecsökken és az oldott anyag kiválik. A kicsapás a 

GAS eljárással ellentétben sokkal gyorsabb, és finomabb kristályok állíthatók elő. A nagy 

felület kedvező az anyagátadás szempontjából. Az eljárás során a scCO2 extrahálja a 

folyadékcseppekből az oldószert, a kristályok a művelet során megszáradnak. 

A SEDS (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids) műveletnél a szilárd 

anyag oldatát és az antiszolvenst kétjáratú fúvókán keresztül injektálják a kristályosító 

toronyba amely sokkal kisebb (1 – 5 μm) és homogénebb szemcseméret-eloszlást 

eredményez. 

A PGSS (Particles from Gas Saturated Solutions) eljárás a RESS eljárás során felvetődő 

oldhatósági problémákat igyekszik kiküszöbölni. A művelet során a mikronizálandó 

anyagból nagynyomású fluid atmoszférában ömledéket hoznak létre, amit egy fúvókán 

keresztül kisebb nyomású térbe porlasztanak. 

A fentebb említett mikronizálási technikák alkalmazásairól az utóbbi években több, 

áttekintő jellegű publikáió is megjelent, melyek számos gyógyszeripari példáról 

számolnak be [95–97]. A gyógyszeripar területén a szuperkritikus fluidumok 

segítségével végzett kristályosítási módszerek felhasználhatók kompozitok előállítása 

során is. A kompozit együttesen tartalmazza a hatóanyagot és a megfelelően 
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megválasztott polimert mely segítségével szabályozott, vagy megnövelt hatóanyag 

kioldódás érhető el. A GAS eljárás során a hatóanyag szerves oldata a polimert is 

tartalmazza. A PGSS eljárás során a segédanyag olvadékában oldódik fel a hatóanyag.  

A szén-dioxid hatására a segédanyag üvegesedési hőmérséklete lecsökken, ami 

hőérzékeny hatóanyagok esetén igen kedvező. 
 

II.2.1.3 Reakciók szuperkritikus szén-dioxidban 

A szuperkritikus fluidumok a környezetvédelmi megfontolások mellett egyedülálló 

fizikai és fizikai-kémiai tulajdonságaiknak köszönhetően jól alkalmazhatók kémia és 

biokémiai reakciók oldószereként. E vonatkozásban is a szén-dioxid az egyik 

leggyakrabban alkalmazott oldószer. Nagynyomású reakciók esetén az oldószer nyomás- 

és hőmérséklet függő paraméterei (sűrűség, dielektromos állandó, diffúziós együttható, 

oldhatósági paraméter) hatással vannak a reakciósebességre, az egyensúlyi állandóra és 

a szelektivitásra, változtatásukkal a reakció kimenetele szabályozható. A reakció 

kimenetele mellett az oldószer oldóképességének szabályozhatósága fontos szerepet 

kaphat a reakció utáni elválasztó műveletek megtervezésekor. A nyomás és hőmérséklet 

paraméterek megfelelő beállításával a termékek elválaszthatók. A scCO2 mint elválasztó 

közeg elősegítheti a katalizátor visszanyerését és újrafelhasználhatóságát mind homogén, 

mind heterogén katalitikus reakciók esetén.  

Az irodalomban számos példa található homogén és heterogén rendszerben megvalósított 

kémia és biokémiai reakcióra, mely során a scCO2 oldószerként, vagy oldószerként és 

egyben reaktánsként is szerepel. A kémia reakciók jellege alapján a teljesség igénye 

nélkül a következő főbb reakciótípusokat vizsgálták: hidrogénezés, hidroformilezés, 

alkilezés, acilezés, ciklizáció, polimerizáció [98]. A biokatalitikus reakciók tekintetében 

a leggyakrabban vizsgált átalakítások a lipáz katalizált hidrolízis, valamint az észterezési 

és átészterezési folyamatok. 
 

 

II.2.2 A szuperkritikus szén-dioxid alkalmazhatósága optikailag aktív vegyületek 
elállításának folyamataiban 

II.2.2.1 Részleges diasztereomer képzést követő extrakció 

A módosított Pope-Peachey módszert és a szuperkritikus szén-dioxidos extrakciót ötvöző 

rezolválási eljárást Fogassy és munkatársai publikálták 1994-ben [99]. Az eljárás során a 

racém vegyületet fél mólekvivalens rezolválószerrel reagál egy alkalmasan választott 

oldószerben. Az oldószer elpárologtatását követően a keletkezett diasztereomer só mellől 

a szabadon maradó enantiomerek keveréke szuperkritikus állapotú szén-dioxiddal kerül 

kioldásra. Az így kidolgozott rezolválási eljárás alkalmazhatóságát Simándi és 

kutatócsoportja vizsgálta kezdetben racém savak példáján, a cisz-krizantémsav [100], a 
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cisz- és transz-permetrinsavak [101] esetén sikeres enantiomer elválasztásról számoltak 

be. Simándi kutatócsoportjához csatlakozva doktori munkám egy részében a módszernek 

a racém bázisok körére való kiterjesztésével foglalkoztam. Hatékony rezolválást 

mutattam be két modellvegyület, a 6-fluor-2-metil-1,2,3,4-tetrahidrokinolin [102] és az 

N-metil-amfetamin [103] példáján. 

Simándi kutatócsoportjában zajló további vizsgálatok igazolták, hogy a módszer 

adaptálható a szuperkritikus körülmények között stabil diasztereomer komplexek esetén 

is. Az eljárás alkalmazhatóságát előbb a transz-2-halociklohexán-1-olok [104], majd a 

transz-1,2-ciklohexándiol [105] példáján bizonyították. A vizsgált királis alkoholok 

esetén az elreagálatlan alkohol enantiomerek scCO2-os extrakcióját követően a 

hőmérséklet és/vagy a nyomás emelésével a diasztereomer komplex in situ megbontható 

[101, 102]. A frakcionált szuperkritikus extrakcióval mindkét enantiomer szerves 

oldószer nyomoktól mentesen nyerhető ki exrtaktumként. A raffinátum csak az újra 

felhasználható rezolválószert tartalmazza. A frakcionált szuperkritikus extrakció 

alkalmazhatóságának felismerése fontos előrelépést jelentett a technológia szerves 

oldószer felhasználásnak és a szükséges műveleti lépések számának csökkentése 

tekintetében.  

A rezolválási eljárás alapvetően 3 fő műveleti lépésből áll, melyek a mintaelőkészítés, 

extrakció és a diasztereomer megbontása. A rezolválás hatékonyságát számos művelti 

paraméter befolyásolhatja. A mintaelőkészítés során a rezolválószer minősége és annak 

mólaránya, a mintaelőkészítés oldószere [108], valamint az alkalmazott akirális hordozó 

minősége és mennyisége [109] lehet meghatározó. Az extrakciós paraméterek közül az 

extrakció nyomása, hőmérséklete és az extrakciós idő lehet hatással a rezolválás 

eredményességére.  

A scCO2 a diasztereomer képzésen alapuló rezolválási eljárásokban a szelektív 

extrahálószer szerepén túl egyéb módon is részt vehet. A disztereomer képzés 

megvalósítható in situ módon scCO2-ban, továbbá szelektív kicsapószerként is 

funkcionálhat. Dolgozatom kísérleti munkájának lezárását követően, és az elért 

eredményeim figyelembevételével, az utóbbi két területen intenzív kutatások kezdődtek 

kutatócsoportunkban. Az eredményeket cikkekben [110–113] és doktori disszertációban 

[114] is leírták, azonban mivel nem szükségesek a dolgozatomban bemutatott 

eredmények megértéséhez, a részletes ismertetésüket itt mellőzöm.  
 

II.2.2.2 Enzimkatalizált kinetikus rezolválás 

Az enzimek alapvetően az élő szervezetben megtalálható biokatalizátorok.  

Az enzimkatalitikus reakciók az enzimek természetes előfordulásának megfelelően vizes 

közegben mennek végbe. A szubsztrátok döntő hányada azonban apoláris tulajdonságú, 
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ezért nem, vagy csak nagyon kis mértékben oldhatók vízben. Problémát jelenthet továbbá 

a víz eltávolítása, valamint vizes közegben mellékreakciók (hidrolízis, racemizáció) 

játszódhatnak le. A megfelelő reakciósebesség eléréséhez azonban fontos, hogy a 

szubsztrát jól oldódjon az alkalmazott oldószerben, ugyanakkor az enzim ne veszítse el 

az aktivitását (szelektivitását). Sok enzim apoláris közegben is megtartja aktivitását [115, 

116], ezért a szubsztrát rossz oldhatósága miatt vízben nem kivitelezhető reakciók 

szerves oldószerekben gyakran megvalósíthatók. A biokatalízisben a szuperkritikus 

fluidumok oldószerként való alkalmazásának lehetőségét Randolph és munkatársai 

[117], Hammond és munkatársai [118], valamint Nakamura és munkatársai [119] 

vetették fel az 1980-as évek közepén. A szuperkritikus fluidumok közül oldószerként 

leggyakrabban az alacsony kritikus hőmérséklettel rendelkező szén-dioxidot használják, 

mivel az enzimkatalizált reakciókat, az enzimek fehérjetermészetéből adódóan, kíméletes 

körülmények között kell megvalósítani. 

Az enzimek aktivitása jelentősen függ a közeg tulajdonságaitól, a hőmérséklettől, 

nedveségtartalomtól, a közeg pH-jától. Nagynyomású oldószerek alkalmazása esetén a 

nyomás hatását is figyelembe kell venni. Az enzim aktivitáscsökkenését okozhatja 

szubsztrát- vagy termékinhibíció is, amely akkor lép fel, ha a szubsztrát vagy a termék 

blokkolja az enzim aktív centrumát. A szubsztrátinhibícó a szubsztrát koncentrációjának 

alacsony értéken tartásával, a termékinhibíció folyamatos termékelvétellel elkerülhető. 

A nyomás és a hőmérséklet direkt és indirekt módon lehet hatással az enzim aktivitására. 

A nyomás és a hőmérséklet befolyásolja a szén-dioxid sűrűségfüggő tulajdonságait 

(például változik az oldékonysági paraméter, a dielektromos állandó). Ezek a 

sűrűségfüggő paraméterek közvetett módon lehetnek hatással az enzim aktivitására, 

specifitására és stabilitására, emellett a reakciósebesség nyomásfüggése sem lehet 

elhanyagolható. 

A nyomásnak az enzimkatalizált reakciókra gyakorolt hatása reakciónként más és más, 

általános következtetések nehezen tehetőek. Palocci és munkatársai a metil-6-O-tritil-β-

D-glükopiranozid Candida rugosa lipáz katalizált acilezését vizsgálták vinil-acetáttal 

[120]. A nyomás kezdeti reakciósebességre gyakorolt hatásának tanulmányozásakor azt 

tapasztalták, hogy szubkritikus tartományban a nyomás növelésével csökken a 

reakciósebesség, a kritikus pont közelében éles változás következett be. A kezdeti 

reakciósebesség a nyomás növelésével 15 MPa nyomásig növekedett, majd a fölött 

csökkenő tendenciát mutatott. Hasonló tendenciát figyeltek meg a triolein sztearinsavval 

végzett Lipozim IM enzim katalizálta átészterezése során is [121]. Alacsonyabb 

nyomástartományban a nyomás növelésének pozitív hatását a CO2 oldóképességének 

növekedésével magyarázták. Magasabb nyomástartományban a csökkenő tendencia okát 

a szubsztrátok móltörtjének csökkenésére vezették vissza, ami a nagyobb nyomás 
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létrehozásához szükséges több CO2 felhasználással támasztható alá. Ezzel szemben 

Erickson és munkatársai a trilaurin palmitinsavval történő átészterezése során a nyomás 

növelésének negatív hatásáról számoltak be. A kezdeti reakciósebességre csökkenés a 

kritikus pont közelében különösen jelentős volt [122]. Más kutatócsoportok pedig 

különböző szubsztrátok lipáz katalizált észterezését [118, 119], illetve hidrolízisét [125] 

vizsgálva a nyomás hatását nem találták szignifikánsnak az enzim aktivitásra. 

A nyomás közvetlen hatását tekintve az enzimek a szokásosan alkalmazott 10 – 40 MPa 

nyomástartományban megőrzik aktivitásukat, az enzimek nyomás indukált irreverzibilis 

denaturációja jellemzően igen nagy nyomáson, 400 MPa felett lép fel [126]. A rendszer 

nyomásmentesítésének sebessége szintén meghatározó az enzimaktivitás szempontjából. 

A hirtelen nyomáscsökkentés az enzim térszerkezetének megbomlásához, kötések 

felszakadásához vezethet az enzim belsejében lévő fluidum gyors távozása miatt.  

A diszulfid-hidakat tartalmazó enzimek (pl. tripszin, α-kimotripszin) lényegesen jobban 

megtartják aktivitásukat, mint a ciszteint nem tartalmazó enzimek. 

A hőmérséklet emelésével a reakciósebesség nő az Arrhenius összefüggésnek 

megfelelően. A fluidum viszkozitása és sűrűsége csökken, ami kedvező hatással van az 

anyagtranszportra. Ugyanakkor a sűrűség változása meghatározza a szubsztrátok és a 

termékek oldhatóságát is. Figyelembe véve azonban az enzimek fehérje voltát az enzimek 

hőstabilitása is fontos szempont a hőmérséklet optimalizáláskor. Magas hőmérsékleten 

az enzimek hődenaturációja léphet fel. A reakciókinetikai jellemzőket és az enzimek 

hőstabilitását együtt vizsgálva a reakciósebesség hőmérsékletfüggése jellemzően 

maximumos görbe szerint írható le. A leggyakrabban alkalmazott lipázok aktivitásának 

hőmérséklet optimuma jellemzően 30 ‒ 80 °C között van [127]. Találhatunk azonban az 

irodalomban olyan kiugró példákat is, amelyek magasabb hőmérsékleten való 

hőstabilitásról tanúskodnak. Két kutatócsport is beszámolt arról, hogy a Novozim 435 

enzim (immobilizált Candida antarctica eredetű lipáz B) scCO2-ban 140 °C-on [128], 

illetve 160 °C-on [129] is megőrizte aktivitását. 

Az enzim aktivitás megőrzése szempontjából az enzimkatalizált reakciók egyik 

legfontosabb paramétere a rendszer víztartalma, melynek hatása többféle módon 

nyilvánulhat meg. A rendszerben jelenlévő víz módosíthatja az oldószer polaritását, 

ezáltal az oldhatósági viszonyokat. A reagensek diffúzióját elősegítve a reakció 

egyensúlyát is befolyásolhatja. A víz jelenléte hatással lehet az enzim térszerkezetére is 

a nem kovalens kötések és a H-hidas kötések felszakításán keresztül. Az enzimeknek 

adott mennyiségű kötött vízre mindenképpen szükségük van aktív konformációjuk 

biztosításához. A víz teljes eltávolítása a natív enzimszerkezet torzulásához és az 

aktivitás elvesztéséhez vezet. A scCO2 nyomásától és hőmérsékletétől függően képes 

0,3 – 0,5 %v/v vízzel elegyedni. Teljesen száraz CO2 alkalmazása esetén az enzim 



Irodalmi áttekintés 

39 

víztartalma az alkalmazott nyomás- és hőmérsékletbeállítástól függően megoszlik az 

enzim és az oldószer között. Az így bekövetkező nedvességtartalom csökkenés szintén 

negatív hatással lehet az enzim aktivitására [130]. A szükséges nedvességtartalom 

enzimenként és reakciótípusonként más és más, optimalizálása mindenképpen kísérletes 

feladat. 

Vermuë és munkatársai a nonanol Mucor miehei lipáz katalizált acilezésének 

vizsgálatakor a rendszer nedvességtartalmának hatását is vizsgálták. A vízkoncentrációt 

0,05 – 0,2 %v/v tartományban változtatva az enzim aktivitás a növekvő vízkoncentrációk 

irányába folyamatos csökkenést mutatott [123]. Hasonló következtetésre jutottak Lopez 

és munkatársai is a Candida antarctica lipáz B enzim által katalizált butil-butriát 

szintézise során a vízkoncentrációnak az enzim aktivitásra gyakorolt hatásának 

vizsgálatakor. Az enzim alacsony, 0,05 %v/v vízkoncentráció esetén nem veszített 

aktivitásából. Növelve a rendszer nedvességtartalmát 1 %v/v vízkoncentráció esetén az 

enzim aktivitás ugrásszerűen 80%-ra csökkent [131]. 

Az optimális vízkoncentrációt túllépve a reakciósebesség jellemzően csökken. Ennek 

egyik oka lehet a víznek közvetlenül az enzim aktív konformációjára gyakorolt hatása, 

másrészt okozhatja a temék hidrolízise is. A feleslegben adott víz az enzim felületére 

adszorbeálódhat, így az enzim több réteg vízzel teljes mértékben hidratálódik. Az enzim 

felszínén kialakult vízréteg gátolja az anyagtranszportot az enzim aktív helyei felé [132]. 

A többlet víz az enzim aggregációjához is vezethet, aminek következtében csökken a 

hozzáférhető aktív helyek száma. Halling és munkatársai szerint a víz kompetitív 

inhibítorként is szerepelhet, csökkentve az enzim affinitását a szubsztrát felé. 

Feltevésüket kinetikai vizsgálatokkal támasztották alá [133]. 

A nagynyomású reakcióközeg körülményei a fentebb részletezett reakcióparaméterek 

mellett az enzimkatalizált kinetikus rezolválási folyamatok esetén hatással lehetnek a 

szelektivitásra is. Az enantioszelektív enzimkatalizált reakciók döntő többsége lipáz 

katalizált észterezésen vagy hidrolízisen alapul. Számos irodalmi példa igazolja, hogy az 

enzimek megtartják sztereoszelektivitásukat nagynyomású oldószerekben is, esetenként 

jobb szelektivitás érhető el a hagyományos szerves oldószerben elért eredményekhez 

képest [134–137]. Az enantioszelektivitás nyomás és hőmérsékletfüggését Matsuda és 

munkatársai a racém 1-(p-klórfenil)-2,2,2-trifluoretanol Novozym 435 enzim katalizálta 

észterezésének példáján keresztül vizsgálták [133, 134]. Izoterm körülmények között 

(55 °C) 8 – 19 MPa tartományban a nyomás növelésének hatására az enantioszelektivitás 

E = 50-ről E = 10-re csökkent. A szerzők az enantioszelektivitás csökkenést az enzim 

konformáció változásával magyarázták. A vizsgált nyomástartományban az oldószer 

sűrűségének nagymértékű változása módosíthatja az enzim és a szén-dioxid közötti 

kölcsönhatást, ami az enzim konformációjának megváltozásához vezethet. Ikushima és 
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munkatársai a racém citronellol oleinsavval történő enantioszelektív észterezése során 

azt tapasztalták, hogy az alkalmazott Candida cylindracia eredetű lipáz 

sztereoszelektivitása jelentős nyomásfüggést mutat a CO2 kritikus pontja közelében 

[140]. A sztereoszelektivitás nyomásfüggését az enzim és a CO2 közötti kölcsönhatás 

eredményeként létrejövő nyitott konformáció kialakulásával magyarázták, elméletüket 

nyomás alatti FT-IR és mikrogravimetriás mérésekkel igazolták. Mase és munkatársai az 

1,3-propándiacetát lipáz katalizált enantioszelektív hidrolízisének vizsgálata során arra a 

következtetésre jutottak, hogy az alkalmazott Candida antarctica eredetű lipáz B 

enzimmel jobb sztereoszelektivitás kapható scCO2-ban, mint szerves oldószerekben 

[137]. Az enantioszelektivitás javulása ugyancsak az enzim lizin egysége és CO2 közötti 

karbamát képződés okozta konformáció változás következménye. Ezzel szemben 

Hartmann és munkatársai a 3-hidroxi-5-fenil-4-penténsav etil észterének Pseudomonas 

cepacia eredetű lipáz katalizált hidrolízise során azt figyelték meg, hogy az 

enantioszelektivitás a nyomás függvényében éles maximumot mutat 10,3 MPa nyomáson 

[141]. Ikushima eredményeivel szemben Hartmann szerint a nyomásoptimum alatt és 

felett az enzim inaktiválódását a karbamátképződés okozza. 

Az enantioszelektivitás hőmérsékletfüggését vizsgálva több kutatócsoport is negatív 

hőmérséklethatásról számolt be [131, 136, 137]. Matsuda és munkatársai a racém  

1-(p-klórfenil)-2,2,2-trifluoretanol Novozym 435 enzim katalizálta észterezésének 

példáján keresztül részletesebb hőmérséklethatás vizsgálatot is végeztek. Tapasztalataik 

szerint az enantioszelektivitás hőmérsékletfüggése a scCO2 sűrűségváltozásával 

korrelált. A 10 MPa alatti nyomástartományban a hőmérséklet 31 °C-ról 40 °C-ra 

emelése éles enantioszelektivitás csökkenést eredményezett. Ugyanebben a 

tartományban a scCO2 sűrűségváltozása is ugrásszerű. Magasabb hőmérséklet-

tartományban a sűrűség változása kevésbé meredek, az enantioszelektiviás is fokozatos 

csökkenést mutatott a hőmérséklet emelés hatására. Vizsgálták továbbá a különböző 

nyomás- és hőmérséklet beállítások mellett, de azonos sűrűségű fluidum esetén az 

enantioszelektivitás változását. A növekvő hőmérséklet csökkenő enantioszelektivitást 

eredményezett. 
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II.3 A vizsgált vegyületek 

II.3.1 Az N-metil-amfetamin 

Az N-metil-amfetamin (MA) (CAS 537-46-2, 21. ábra) a parkinson kór ellenes Jumex 

gyógyszerkészítmény intermediere [138, 139].  
 

NH

*

 

21. ábra 

Az N-metil-amfetamin szerkezeti képlete 

 

Az MA diasztereomer sóképzésen alapuló rezolválását Fogassy és munkatársai 

vizsgálták (2R,3R)-(+)-borkősavval és származékaival ((2R,3R)-(‒)-O,O′-dibenzoil-

borkősav monohidrát (DBBS), (2R,3R)-(‒)-O,O′-di-p-toluil-borkősav (DPTBS)). 

Az első rezolválási eljárást 1994-ben dolgozták ki, mely során Pope és Peachey módszere 

szerint jártak el. A racém MA etanolos oldataihoz mólonként 0,5 mol BS rezolválószert 

és akirális ágensként 0,5 mol sósavat adtak, majd az oldatokat szobahőmérsékleten 

15 perc – 5 nap időtartamban kristályosodni hagyták. Minden esetben az (R)-(‒)-MA  

BS-val képzett savanyú sója (1 mol BS 1 mol MA-nal reagált) kristályosodott ki.  

Az anyalúg az (S)-(+)-enantiomerben dúsabb hidroklorid sót tartalmazta. A 

diasztereomer sóból felszabadított bázis optikai tisztasága a kristályosodási idő 

előrehaladtával folyamatosan növekvő tendenciát mutatott, 115 óra után 42%-ot ért el 

[145]. 

Új, alternatív rezolválási módszert keresve Fogassy és munkatársai az MA rezolválást 

negyed mólekvivalens DBBS rezolválószerrel is elvégezték a módosított Pope-Peachey 

eljárás szerint. A rezolválás hatékonyságát metanol, valamint két egymással nem 

elegyedő oldószer (víz ‒ diklór-etán) elegye estén vizsgálták. A metanolból történő 

diasztereomer só kristályosítás mérsékelt enantiomer elválasztási hatékonyságot 

eredményezett, a diasztereomer sóból felszabadított (R)-(‒)-MA optikai tisztasága 54% 

volt. Ezzel szemben a két egymással nem elegyedő oldószer elegyéből kristályosodott 

sóból az (R)-(‒)-MA a racém hányad felére vonatkoztatott 94,8%-os termelés mellett 

83%-os optikai tisztasággal volt kinyerhető. A rendszerhez bizonyos mennyiségű 

metanolt adva a kikristályosodott sóból felszabadított (R)-(‒)-MA optikai tisztasága 

97%-ra növekedett, a termelés azonban mintegy 10%-kal csökkent. A kísérletet a diklór-

metán oldószer elhagyásával megismételve változatlan termelés mellett optikai tisztaság 

csökkenés volt tapasztalható. Az eredmények alapján arra következtettek, hogy a vízzel 
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nem elegyedő oldószer fontos szerepet játszik az egyensúlynak a termodinamikailag 

stabilabb só képződésének irányba való eltolásban [146]. 

Tekintettel arra, hogy az MA folyékony halmazállapotú, a diasztereomer sóképzést 

oldószermentes körülmények között, a racém MA-nak a rezolválószerre való rárétegzése 

alapján is elvégezték. A kísérletsorozatban összesen 18 db egy, illetve kétértékű királis 

karbonsavat alkalmaztak rezolválószerként. Szobahőmérsékleten történő 1 óra 

kristályosodási idő után a szabadon maradó MA enantiomerek keverékét desztillációval 

távolították el. A vizsgált rezolválószerek közül csak a DBBS és DPTBS 

rezolválószerekkel sikerült hatékony enantiomer elválasztást elérni. A rezolválószert 

0,25 mólarányban alkalmazva DBBS esetén a racém hányad felére vonatkoztatott  

94%-os termelés mellett 78%-os optikai tisztaságú, DPTBS rezolválószerrel 80,5%-os 

termeléssel 59%-os optikai tisztaságú (R)-(‒)-MA enantiomerkeverék volt előállítható. 

Az egyértékű karbonsavak esetén a desztillátum racém összetételű volt. A termelést 

tekintve a desztillátum mennyisége elmaradt az anyagmérleg alapján várt értéktől, 

feltételezhetően a diasztereomer sóban kötött MA mellett az MA egy része komplex 

formában került megkötésre [147]. 

Az egy rezolválási lépésben kapott enantiomerkeverékek továbbtisztítását szintén 

Fogassy és munkatársai vizsgálták akirális segédanyag hozzáadásával illetve anélkül.  

A legelterjedtebben alkalmazott frakcionált kristályosítás mellett egyéb elválasztó 

műveleteket (frakcionált desztilláció, szelektív extrakció, frakcionált szublimáció és 

frakcionált vízgőzdesztilláció) is vizsgáltak. Az egy lépésben elért legnagyobb tisztulást 

az enantiomerfelesleggel ekvivalens hányadban hozzáadott sósav esetén érték el 

frakcionált kristályosítást, illetve frakcionált desztillációt alkalmazva [148]. 
 

 

II.3.2 A 3-benziloxipropán-1,2-diol 

A királis glicerin származékok fontos C3 kulcsintermedierek, amelyek számos 

biológiailag aktív molekula, mint például a foszfolipedek [149], foszfolipáz A2 

inhibítorok [150], PAF (vérlemezke aktiváló faktor) [151] és más anyagok [152] 

építőkövei. A modellvegyületként választott 3-benziloxiproán-1,2-diol (BPD) (CAS 

4799-67-1, 22. ábra) optikailag aktív formáit Rouf és munkatársai aszimmetrikus 

szintézisekben antidepresszáns és α-adrenerg receptor blokkoló gyógyszerhatóanyagok 

előállítása során alkalmazták intermedierként [153]. Kotsovolu és munkatársai BPD-ból 

kiindulva lipáz enzim működést gátló molekulát állítottak elő, mely szintetikus 

fogyókúrás készítmények hatóanyagaként alkalmazható [154]. 
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22. ábra 

A 3-benziloxipropán-1,2-diol szerkezeti képlete 

 

A racém BPD szintézisét jellemzően a benzil-glicidil-éter kémiai úton történő 

hidrolízisével valósítják meg. A BPD optikailag aktív formáinak enzimkatalizált 

előállítását Martins és munkatársai vizsgálták különböző tengeri eredetű fonalasgomba 

törzsekből izolált hidrolázokkal. Az epoxi gyűrű nyitása Aspergillus sydowii esetén az 

(R)-konfigurációjú, míg a Trichoderma sp. alkalmazásakor az S konfigurációjú BPD 

terméket eredményezte [155]. 

A BPD regio- és enantioszelektív lipáz katalizált acilezését Herradon és munkatársai 

vizsgálták különböző szerves oldószerekben, úgymint kloroform, tetrahidrofurán,  

n-hexán és tetrahidrofurán 1 : 1 arányú elegye. Enzimként Pseudomonas fluorescens és 

Pseudomonas cepacia eredetű lipázokat alkalmaztak, az észterezést vinil-acetáttal 

végezték. A legjobb eredményt a Pseudomonas fluorescens eredetű lipáz esetén érték el 

mind a regio-, mind pedig az enantioszelektivitás tekintetében. A szobahőmérsékleten, 

n-hexán ‒ tetrahidrofurán 1 : 1 arányú elegyében elvégzett reakció során 35,5 órát 

követően 43%-os termelés mellett 92%-os ee értékkel kapták meg az (R)-(‒)-1-acetoxi-

3-benziloxipropán-2-ol monoacilezett terméket. Az (S)-konfigurációjú diacilezett 

származék 46%-os termelés mellett 80%-os ee értéket mutatott [156]. 
 

 

II.3.3 Az 1-feniletanol 

Az 1-feniletanol (PE) (CAS 98-85-1, 23. ábra) mint egyszerű királis szekunder alkohol a 

gyakran vizsgált modellvegyületek közé sorolható, kiválóan alkalmas enzimkatalizált 

észterezési és átészterezési reakciók vizsgálatához.  
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23. ábra 

Az 1-fenileanol szerkezeti képlete 
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A PE optikailag aktív formája királis építőelemként hasznosítható a gyógyszer-, a 

finomkémiai ipar, valamint a növényvédőszer gyártás területén. Az (R)-PE enyhe 

virágillata miatt értékes kozmetikai ipari illatanyag, a gyógyszeriparban szemészeti 

konzerválószerként, valamint koleszterinszint csökkentőként alkalmazzák, mivel gátolja 

a bélben a koleszterin felszívódását [157].  

A PE lipáz katalizált kinetikus rezolválását mint modell reakciót számos kutatócsoport 

vizsgálta. A szerves oldószerben [157–159] végzett reakciók tanulmányozása mellett a 

műveleti paraméterek enzimkatalízisre gyakorolt hatásának feltérképezése céljából 

szuperkritikus szén-dioxidban [160], illetve ionos folyadékokban [161] végrehajtott 

reakciók esetén is a PE-t választották szubsztrátként. A termékelválasztás lehetőségeit 

vizsgálva Reetz és munkatársai különböző ionos folyadékokban hajtották végre a PE 

kinetikus rezolválását. A reakció során keletkező észtert és a visszamaradó szubsztrátot 

mind a szakaszos, mind a félfolyamatos üzemű rendszer esetén szuperkritikus állapotú 

szén-dioxiddal extrahálták, majd a termékeket lépcsőzetes nyomáscsökkentéssel 

szeparálták [162]. Ezzel szemben Paiva és munkatársai folyamatos kinetikus 

rezolválásához reakcióközegként is scCO2-ot használtak. A folyamatos üzemű reaktorból 

távozó szén-dioxid áramban oldott termék és szubsztrát elválasztásakor ugyancsak a 

scCO2 oldóképességének finomhangolhatóságát használták ki [163]. A PE dinamikus 

kinetikus rezolválására szintén található példa az irodalomban scCO2-ban és ionos 

folyadékokban is [159, 160] egyaránt. 

A PE észterezéséhez acil-donorként a legtöbb esetben vinil-acetátot alkalmaznak. 

Wolfson és munkatársai a PE mellett többféle királis szekunder alkohol esetén a vinil-

acetát észterezőszert glicerin-triacetátra cserélte, mely folyékony halmazállapotának 

köszönhetően reakcióközegként is szolgált. A reakcióelegyből a termékeket dietil-éterrel 

extrahálták [166]. Későbbi kutatásaik során megállapították, hogy a PE lipáz katalizált 

kinetikus rezolválása hatékonyan megvalósítható természetes eredetű olajokkal 

(napraforgó, szójabab, kukorica, repce) végzett reakciók során is. A folyékony 

halmazállapotú olajok szintén lehetővé tették az egyéb szerves oldószerek elhagyását. 

Továbbra is problémát jelentett azonban a termékek környezetkímélő módon való 

elválasztása. A visszamaradó (S)-alkohol szubsztrátnak a reakcióelegyből történő 

kinyerését metanolos extrakcióval, desztillációval illetve diklór-metános preparatív 

oszlopkromatográfiás módszerrel kísérelték meg [167]. 
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III REZOLVÁLÁS DIASZTEREOMER SÓKÉPZÉST KÖVETŐ  

SZUPERKRITIKUS EXTRAKCIÓVAL 

III.1 Alkalmazott anyagok és módszerek 

III.1.1 Felhasznált anyagok 

A racém N-metil-amfetamint (MA) a Chinoin Zrt.-ben szintetizálták, tisztaságát (>99%) 

HPLC módszerrel ellenőrizték. Az alábbiakban felsorolt rezolválószereket a Merck  

Kft.-től vásároltuk. 

Az alkalmazott rezolválószerek: 

 (2R,3R)-(+)-borkősav (BS, tisztaság: ≥99,0%) 

 (2R,3R)-(‒)-O,O′-dibenzoil-borkősav monohidrát (DBBS, tisztaság: ≥99,0%) 

 (2R,3R)-(‒)-O,O′-di-p-toluil-borkősav (DPTBS, tisztaság: ≥99,0%) 

Az egyéb analitikai minőségű oldószerek (metanol, diklór-metán) és reagensek (nátrium-

hidroxid, vízmentes nátrium-szulfát) a Reanal Zrt.-től származtak. Az élelmiszeripari 

tisztaságú (99,5%) szén-dioxidot a Messer Hungarogáz Kft. szállította. 
 

 

III.1.2 Alkalmazott módszerek és készülékek 

A kísérleti munkám során szuperkritikus extrakciós rezolválási technikát alkalmaztam. 

A módszer szerint az enantiomerek elválasztása részleges diasztereomer só képzésen 

alapul. A diasztereomer só keverék mellől a szabadon maradó enantiomerek kinyerése 

szuperkritikus szén-dioxidos extrakcióval történik. A szuperkritikus szén-dioxid által 

kioldott komponensek (extraktum) nyomáscsökkentést követően a szeparátorban 

választhatóak le. Az extraktorban visszamaradó raffinátum a diasztereomerek keverékét 

és az inert hordozót tartalmazza. 

A szuperkritikus extrakciós rezolválási eljárás három, egymástól jól elkülöníthető 

műveleti lépésből áll, ezek: mintaelőkészítés, extrakció, diasztereomer megbontás. 

A mintaelőkészítés célja a részleges diasztereomer sóképzés, és a szén-dioxid számára 

jól átjárható szilárd anyagágy létrehozása. Ehhez a racém vegyület szerves oldószerben 

készült oldatához mértem a rezolválószert ekvivalensnél kevesebb mólarányban, majd a 

tiszta oldathoz inert hordozót adagoltam. Az oldószert vákuumban párologtattam el.  

A szilárd mintát szobahőmérsékleten tömegállandóságig szárítottam. 

Az extrakció során alkalmazott laboratóriumi méretű szuperkritikus extrakciós 

berendezés kapcsolási elrendezése a 24. ábrán látható. Az előkészített mintát a 20 cm3 

térfogatú, termosztálható extraktorba (5) töltöttem. A szén-dioxid áram megindítása után 

a hűtőn (2) keresztülhaladó folyékony szén-dioxid a szivattyúba (3) jut, ahol a szivattyú 
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a kívánt nyomásra (21 MPa > p > 7,38 MPa) komprimálja. Ezt követően a szén-dioxid a 

hőcserélőben (4) a kritikus hőmérséklete (T > 31,1 °C) fölé melegszik. A szuperkritikus 

szén-dioxid keresztülhalad az extraktorban lévő töltetágyon és a mintában lévő oldható 

komponenseket kioldja, majd egy nyomáscsökkentő szelepen keresztül a szeparátorba 

(6) áramlik. A szeparátor nyomásán (jellemzően 4 MPa) és hőmérsékletén (50 °C) a 

szén-dioxid gáz halmazállapotú, az oldóképessége lecsökken és a benne oldott 

komponensek kiválnak a szeparátorban. A szeparátor után kapcsolt atmoszférikus 

utószeparátor (7) biztosítja a szeparátorból kihordott komponensek leválasztását.  

Az extrakció során felhasznált szén-dioxid térfogata az utószeparátor utáni gázórával (8) 

mérhető atmoszférikus nyomáson és szobahőmérsékleten. 
 

 

24. ábra 

A laboratóriumi szuperkritikus extrakciós berendezés folyamatábrája 

1. szén-dioxid puffertartály, 2. hűtő, 3. Lewa ELM-1V membránszivattyú, 4. termosztát,  

5. extraktor, 6. szeparátor, 7. atmoszférikus utószeparátor, 8. gázóra 

 

A diasztereomer só megbontását folyadék-folyadék extrakciós módszerrel végeztem. 

A raffinátumot NaOH oldat és diklór-metán keverékében szuszpendáltam, majd 5 perc 

kevertetés után a hordozót szűréssel távolítottam el. A szerves és vizes fázis elválasztását 

követően a szerves fázist 2 x 20 ml diklór-metánnal extraháltam. Az egyesített diklór-

metános fázisokat vízmentes magnézium-szulfáton szárítottam, majd az oldószert 

vákuumban elpárologtattam.  
 

 

III.1.3 Alkalmazott számítások 

Az alábbiakban a mérési eredmények értékelése során alkalmazott alap összefüggéseket 

mutatom be.  

A rezolválószernek a racém vegyület anyagmennyiségére vonatkoztatott hányadát a 

mólarány (mr) segítségével fejeztem ki. 
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mr =
mol rezolválószer

mol racém vegyület
 (6) 

Az enantiomer-elválasztás hatékonyságát a (7) egyenlet szerinti optikai tisztaság (OT) 

értékkel jellemeztem. 

OT(%)  =
[∝]λ,mért

T

[α]λ,max
T  ∙  100 (7) 

ahol [α]λ,mért
T  az ismeretlen összetételű minta fajlagos forgatóképessége, 

 [α]λ,max
T  a tiszta enantiomer azonos körülmények között mért fajlagos 

forgatóképessége. 

A minták fajlagos forgatóképességét Perkin-Elmer 241 típusú polariméterrel mértem.  

A tiszta (R)-MA enantiomer fajlagos forgatóképessége a nátrium D-vonalának 

hullámhosszán, 20 °C-on mérve: [α]D
20 = ‒18,9 (c = 1, 1 M HCl). 

Az extrakció mennyiségi leírására a termelést (Y) használtam, ami az extrakció után 

extraktumként kapott bázis (mbázis, extr), illetve az extrakció után raffinátumként 

visszamaradt diasztereomer sóból felszabadított bázis tömegének (mbázis, raff) a bemért 

racém anyag (mrac) egészére vonatkozó viszonyát fejezi ki a (8) és (9) egyenletek szerint. 

Yextr(%) =
mbázis, extr

mracém

⋅ 100 (8) Yraff(%) =
mbázis, raff

mracém

⋅ 100 (9) 

Egy rezolválási eljárás során a cél az egyes enantiomerek minél tisztább előállítása a 

lehető legjobb termelés mellett. Ezen szempontokat figyelembe véve az enantiomer-

elválasztás hatékonyságát Fogassy és munkatársai az S-faktorral [45] (szelektivitás) írták 

le, amely az enantiomertisztaság és a racém hányad felére vonatkoztatott termelés 

szorzataként számítható. Az extrakciós rezolválások eredményességét a 

kutatócsoportban korábban bevezetett F paraméter alapján vizsgáltam, amely egyesíti 

mind az extraktumban, mind pedig a raffinátumban elért szelektivitást a (10) egyenlet 

szerint. 

F =
Sextr + Sraff

2
= OTextr ⋅ Yextr + OTraff ⋅ Yraff (10) 

Tekintettel arra, hogy a termelés a bemért racém anyag egészére vonatkozik, az F 

paraméter értéke 0 és 1 között változhat. 
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III.2 Rezolválás vákuumbepárlással kísért diasztereomer sóképzéssel 

A BME Vegyipari Műveletek Tanszékén elsőként elvégzett rezolválások igazolták, hogy 

hatékony enantiomer elválasztás valósítható meg, ha a részleges diasztereomer 

sóképzésen alapuló rezolválási eljárást szuperkritikus fluid extrakcióval kombinálják.  

Az eljárás alapjainak kidolgozása a Szerves Kémiai és Technológia Tanszék kutatóinak 

együttműködésével történt.  

Kutatómunkám kezdetén a módszer sikeres alkalmazhatósága már számos királis szerves 

sav esetén bizonyított volt. Az eredményes enantiomer elválasztás elérése mellett 

megállapítást nyert, hogy a szuperkritikus extrakció körülményei (nyomás, hőmérséklet) 

hatással lehetnek a rezolválás eredményességére. Doktori munkám célkitűzése annak 

vizsgálata volt, hogy a módszer hogyan terjeszthető ki a racém bázisok körére. 

Vizsgáltam az enantiomer elválasztás eredményességét befolyásoló műveleti 

paraméterek (bázis ‒ rezolválószer mólaránya, extrakció nyomása és hőmérséklete) 

hatását valamint a szerves oldószer elhagyásának lehetőségét. Az eredmények alapján 

megkíséreltem magyarázatot adni az egyes hatások lehetséges okaira. 

Modellvegyületként a racém N-metil-amfetamint (MA) választottam. 
 

 

III.2.1 Az N-metil-amfetamin rezolválása diasztereomer sóképzést követő 
szuperkritikus extrakcióval 

III.2.1.1 A rezolválás folyamata 

Hagyományos diasztereomer sóképzésen alapuló rezolválások esetében (II.3.1. fejezet) 

a racém MA (2R,3R)-(+)-borkősav (BS), (2R,3R)-(‒)-O,O′-dibenzoil-borkősav (DBBS) 

és (2R,3R)-(‒)-O,O′-di-p-toluil-borkősav (DPTBS) rezolválószerekkel rezolválható.  

A szuperkritikus extrakcióval egybekötött rezolválás során a fenti rezolválószereket 

alkalmaztam. A rezolválás során, melynek általános folyamatát a 25. ábra mutatja, a 

racém MA metanolos oldatához adtam a rezolválószert a számított mólaránynak (mr) 

megfelelő mennyiségben. Ezután az oldathoz inert hordozót (Perfil 100TM) mértem majd 

a metanolt rotációs vákuumbepárlón párologtattam el. A kapott szilárd mintát 

szobahőmérsékleten 1 órán át szárítottam, ezt követően az extraktorba töltöttem.  

A szilárd mintából szuperkritikus állapotú szén-dioxiddal (pE = 10 – 20 MPa, 

TE = 33 – 63 °C) a minta teljes kimerüléséig végeztem az extrakciót. Az extraktumban 

minden esetben az (S)-(+)-MA enantiomerben dúsult szabad enantiomerek keverékét 

kaptam. Az extraktorban raffinátumként visszamaradó diasztereomer sókeverékből az 

inert hordozó eltávolítását követően az (R)-(‒)-MA enantiomert feleslegben tartalmazó 

keverékét szabadítottam fel. A szilárd formában kinyert mintáknak mértem a tömegét és 

optikai forgatóképességét.  
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25. ábra 

A rezolválás folyamata 

 

A rezolválás csak akkor lehet hatékony, ha az elreagálatlan enantiomer(keverék) kellően 

oldódik szuperkritikus szén-dioxidban, míg a diasztereomer só nem, vagy csak kevéssé. 

Ezért a szuperkritikus extrakción alapuló rezolválás kidolgozásának első lépése az 

oldhatósági viszonyok feltérképezése volt, mivel ezek az információk az irodalomban 

nem voltak elérhetőek.  
 

III.2.1.2 Oldhatósági viszonyok feltérképezése 

A racém MA és az alkalmazott rezolválóágensek, valamint a racém bázisnak a 

rezolválóágensekkel képzett diasztereomer sóinak oldhatóságát a szuperkritikus szén-

dioxidos extrakció során alkalmazni kívánt nyomás (10 ‒ 20 MPa) és hőmérséklet  

(33 – 63 °C) tartományban vizsgáltam. A tiszta anyagok és a diasztereomer sók 

oldhatóságát extrakciós kísérletekkel határoztam meg, amelyeket ugyanolyan módon 

hajtottam végre, mint a tervezett rezolválási kísérleteket. Az extrakció előtt a racém bázis, 

valamint a BS, DBBS és a DPTBS rezolválószerek metanolos oldatait Perfil 100TM 
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hordozóra pároltam. A diasztereomer sók képzéséhez a racém bázist ekvivalens 

mennyiségű rezolválószerrel reagáltattam metanolban, majd az oldószert Perfil 100TM 

hordozó jelenlétében vákuumban elpárologtattam. A szilárd mintát az extraktorba 

töltöttem és az áthaladt szén-dioxid mennyiségének függvényében mértem az adott 

extrakciós nyomás és hőmérséklet paraméterek mellett kioldott anyag mennyiségét.  

A racém MA oldhatóság vizsgálata során kapott eredmények értékelésekor a bemért 

bázis tömegére vonatkoztatott extraktum termelést ábrázoltam a fajlagos szén-dioxid 

felhasználás (mCO2,f) függvényében. Példaként a 26. ábra a 10 MPa nyomáson és  

63 °C-on, illetve a 20 MPa nyomáson és 33 °C-on kapott eredményeket szemlélteti.  

A mérési pontokra a Brunner által javasolt függvényt illesztettem [168]. 

Yextr = Ymax(1 − e−k∙mCO2,f) (11) 

Az MA technikai oldhatóságát (stech) az illesztett görbe kezdeti szakaszának meredeksége 

adja meg, amely a következőképpen határozható meg. 

stech (m/m%) = Ymax ⋅ k (12) 
 

 

26. ábra 

A (R,S)-MA extrakciója szuperkritikus szén-dioxiddal 

 

A vizsgált extrakciós paraméterek mindegyike esetén elvégeztem a (11) egyenlet szerinti 

függvény illesztését és meghatároztam a (12) egyenlet szerint a technikai oldhatóságot. 

Az így kapott technikai oldhatóság érték kisebb, mint a fizikai – kémiai értelemben vett 

telítési koncentráció, ha a tartózkodási idő általában nem elegendő az egyensúly 

eléréséhez. A kapott eredményeket a 4. táblázatban foglaltam össze. A fluid állapotú 
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oldószer oldóképessége nagymértékben függ annak sűrűségétől, ezért a 4. táblázatban 

feltüntettem az adott nyomás és hőmérséklet értékhez tartozó oldószer sűrűséget is. 
 

4. táblázat 

A (R,S)-MA technikai oldhatósága scCO2-ban 

pE, MPa TE, °C ρCO2, g/cm3 stech, m/m% 

10 33 0,738 0,49 

10 63 0,274 0,28 

15 48 0,717 0,48 

20 33 0,876 0,52 

20 63 0,705 0,50 

 

A 4. táblázat adatai alapján elmondható, hogy a vizsgált nyomás és hőmérséklet 

tartományban a racém MA jól oldódik scCO2-ban. A technikai oldhatóság a scCO2 

sűrűségének növekedésével nő, bár 0,700 g/cm3 oldószer sűrűség felett a technikai 

oldhatóság értékek szignifikáns eltérést nem mutatnak. 

A molekulák szuperkritikus fluidumokban való oldhatóságának modellezésére 

elterjedten használják a Chrastil egyenletet, ami a vizsgált molekula egyensúlyi 

oldhatóságát, a fluidum sűrűsége és hőmérséklete alapján számítja a (13) egyenlet szerint 

[169]. 

s =  ρa ∙ exp (
b

T
+ c) (13) 

ahol s a vizsgált molekula oldhatósága (g/dm3), 

 ρ a fluidum sűrűsége (g/dm3), 

 T a fluidum hőmérséklete (K), 

 a, b és c számított modell paraméterek (-). 

A mért g/dm3 egységben kifejezett oldhatóság adatokra illesztett Chrastil egyenletet a 

27. ábra szemlélteti. A vizsgált nyomás és hőmérséklet tartományban a racém MA 

oldhatósága scCO2-ban jól leírható az alábbi modell egyenlettel. 

s =  ρ1,54 ∙ exp (
−199,5

T 
− 8,26) (14) 
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27. ábra 

Chrastil egyenlet illesztése a mért oldhatóság adatokra 

 

A BS, DBBS és DPTBS rezolválószerek, valamint a velük képzett diasztereomer sók 

esetén 1800 g/g fajlagos szén-dioxid felhasználás mellett végeztem el az extrakciót, 

azonban a vizsgált paraméterek egyike esetén sem kaptam mérhető mennyiségű 

extraktumot. Fontos megjegyezni, hogy az extrakció körülményei között a diasztereomer 

sók bomlása nem volt kimutatható.  

Az oldhatósági viszonyok lehetővé teszik a racém MA szuperkritikus szén-dioxidos 

extrakcióval kombinált rezolválását BS, DBBS és DPTBS rezolválószerekkel.  

A részleges diasztereomer sóképzést követően a szabadon maradó enantiomer(keverék) 

szelektíven extrahálható scCO2-dal a diasztereomer só mellől, annak bomlása nélkül. 
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III.2.1.3 Rezolválási előkísérletek 

Az első rezolválási kísérletek során félekvivalens mólarányban alkalmaztam a 

rezolválószert, és az extrakciót 16 MPa nyomáson és 39 °C-on végeztem el.  

Az előkísérletek eredményeit az 5. táblázatban foglaltam össze. 
 

5. táblázat 

Rezolválási előkísérletek (mr = 0,25, pE = 16 MPa, TE = 39 °C) 

Rezolválószer BS DBBS DPTBS 

Yextr, % 49,3 45,6 47,3 

OTextr, % 3 84 69 

Yraff, % 46,3 43,3 45,2 

OTraff, % 3 84 69 

F 0,024 0,748 0,639 

 

A termelés értékek azt igazolták, hogy egy BS származék két MA molekulával képez 

diasztereomer sót. Az elért enantiomertisztaság BS rezolválószer esetén messze elmaradt 

(< 5%) a borkősav származékokkal (DBBS, DPTBS) elért elválasztáshoz képest (> 50%), 

ezért a rezolválás eredményességét befolyásoló paraméterek közül a nyomás és a 

hőmérséklet valamint a rezolválószer mólarányának hatását az utóbbi két rezolválószer 

esetén vizsgáltam. Érdekes lehetőségnek tartom azonos racém vegyület esetén a két 

különböző, de hasonló típusú rezolválószerrel kapott eredmények összehasonlítását, 

ezért a továbbiakban párhuzamosan értékelem a MA ‒ DBBS és MA ‒ DBPTS 

rezolválási rendszereket. 
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III.2.1.4 Az extrakciós paraméterek hatása 

A mintaelőkészítés során képződő diasztereomer só mellől a szabadon maradó 

enantiomerek keveréke szuperkritikus szén-dioxidos extrakcióval kerül elválasztásra.  

Az extrakciós paraméterek közül ebben a fejezetben az extrakciós nyomás (pE) és 

hőmérséklet (TE) hatásának vizsgálatát mutatom be. A rezolválószert minden esetben 

félekvivalens mólarányban alkalmaztam. A szén-dioxid tömegáramát közel állandó 

értéken tartottam. Az extrakciót az összes oldható anyag kinyeréséig végeztem, az 

extraktum frakcionálása nem volt célom. 

A hatások értékelésére 22 típusú kísérlettervet készítettem, a terv szintjeit a 28. ábra 

szemlélteti. A kísérletterv centrumában (15 MPa, 48 °C) 3 db ismételt mérést, míg a 

sarokpontokban 1-1 mérést végeztem. A mérési eredményeket a függelék I.1. (DBBS) és 

I.2. (DPTBS) táblázataiban foglaltam össze, értékelésük Statistica for Windows 12 

programmal történt.  

 

28. ábra 

A kísérleti terv szintjei 

 

Az alkalmazott kísérletterv a célfüggvényként választott F paraméter nyomás és 

hőmérséklet függésének lineáris modellel történő megközelítésére alkalmas az  

F = a + b·pE + c TE + d·pE·TE (a, b, c és d modell konstansok) összefüggés szerint.  

A centrumpontbeli ismétlések segítségével a szórás számítható, valamint a lineáris 

modell alkalmasságát is értékelni lehet (függelék I.3. fejezet).  

A mérési eredmények statisztikai kiértékelése alapján megállapítható, hogy egyik 

borkősav származékkal végzett rezolválás estén sincs sem a nyomásnak, sem pedig a 

hőmérsékletnek szignifikáns hatása a rezolválás eredményességére. Ezt támasztják alá a 

29. és a 30. ábrákon látható Pareto diagramok is.  
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29. ábra 

Az F paraméterre gyakorolt hatások vizsgálata Pareto diagramon, DBBS rezolválószer 
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30. ábra 

Az F paraméterre gyakorolt hatások vizsgálata Pareto diagramon, DPTBS rezolválószer 

 

A diagramokon a függőleges vonal a 95%-os szignifikancia szintnek megfelelő határt  

(p = 0,05) jelöli, az ezt meghaladó standardizált hatások lennének szignifikáns hatással a 

rezolválás eredményességére. Fontos megjegyezni, hogy a görbület egyik esetben sem 

szignifikáns, tehát a lineáris modell adekvát, csak a nyomás, hőmérséklet és a 

kölcsönhatási tag szorzótényezője 0. A rezolválások várható F értéke DBBS esetén 0,738 

DPTBS esetén 0,639. Az, hogy az extrakciós nyomás és hőmérséklet nem befolyásolja a 

rezolválás eredményességét (és külön-külön a termelést, illetve az enantiomer-

tisztaságokat sem) nagyon szokatlan, kivételes eredmény, viszont alkalmazás 

szempontjából igen kedvező: az extrakciós idő, energiaigény és szén-dioxid felhasználás 

p=0,05 

p=0,05 
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alapján lehet kiválasztani az optimális elválasztási nyomást és hőmérsékletet, amely nagy 

biztonsággal, reprodukálhatóan eredményezi a várt termékeket. Továbbá egy rezolválási 

lépésben DBBS alkalmazása esetén 80% feletti, DPTBS esetén 70% feletti enantiomer-

tisztasággal kapjuk meg mindkét MA enantiomert. 
 

III.2.1.5 A rezolválószer mólarányának hatása 

Részleges diasztereomer sóképzésen alapuló rezolválási folyamatok esetén a 

rezolválószer mólaránya hatással van az extraktum és a raffinátum termelésére és 

enantiomertisztaságára, ezáltal az elválasztás hatékonyságát jellemző F paraméterre.  

A rezolválószer mólarány hatásának vizsgálatakor 0 < mr < 0,5 mólarány tartományban 

végeztem méréseket, hiszen 2:1 arányban reagál a bázis a savval az előkísérletek és a 

kémiai háttértudásunk szerint is. A részletes mérési eredményeket a függelék I.3. (DBBS) 

és I.4. (DPTBS) táblázataiban foglaltam össze. Az extrakciót 16 MPa nyomású és 39 °C 

hőmérsékletű szén-dioxiddal végeztem. 

Az extraktum és raffinátum termelés és optikai tisztaság értékeknek a rezolválószer 

mólarány függését a 31. és a 32. ábrák diagramjai szemléltetik.  

A várakozásoknak megfelelően az extraktum termelése mindkét esetben lineárisan 

csökken, mivel a rezolválószer mennyiségének növelésével a kiindulási racém vegyület 

egyre nagyobb hányada vesz részt a diasztereomer sóképzésben. Ezzel párhuzamosan a 

raffinátum termelés értékek lineárisan növekvő tendenciát mutatnak. Az extraktum 

optikai tisztasága mindkét borkősav származék esetén maximumos görbével közelíthető. 

Ez utóbbi nem triviális. Ha csak annyi történne, hogy a növekvő mólarányban adagolt 

rezolválószer egyre nagyobb mennyiségben köti meg (preferáltan az (R)-(‒)) MA-t, 

akkor az extraktumban az optikai tisztaság monoton növekvő görbét kellene, hogy 

eredményezzen. A mérési eredmények szerint azonban már az enantiomertisztaságnak is 

maximuma van 0,2 – 0,3 mólarány között. 
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Extraktum 

 

Raffinátum 

 

31. ábra 

A DBBS rezolválószer mólarányának hatása a termelésre (Y) és az optikai tisztaságra (OT) 
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Extraktum 

 

Raffinátum 

 

32. ábra 

A DPTBS rezolválószer mólarányának hatása a termelésre (Y) és az optikai tisztaságra (OT) 
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A rezolválószer mólarány hatása az F paraméterre a 33. ábrán látható.  
 

 

33. ábra 

A rezolválószer mólarányának hatása a rezolválás eredményességére (F paraméter) 

 

A vizsgált racém vegyület és az alkalmazott rezolválószerek molekulaszerkezetét 

tekintve a rezolválás diasztereomer sóképzésen keresztül valósul meg. A 33. ábrán jól 

megfigyelhető, hogy Pope és Peachey rezolválásának megfelelően leghatékonyabb 

rezolválás akkor érhető el, ha körülbelül a racém bázis fele kötött diasztereomer só 

formájában. A rezolválószert negyed mólaránnyi mennyiségben alkalmazva semleges 

diasztereomer só képződik, amit a közel 50%-os termelés adatok is alátámasztanak. 

Elképzelhető lenne, hogy fél ekvivalens mólarány felett megváltozik a diasztereomer 

sóképzés sztöchiometriája, a 2:1 arányú só mellett 1:1 arányú só is képződik, ezt azonban 

a termelés adatok nem igazolják. 

Egy rezolválási lépésben 0,25 mólarányban alkalmazott DBBS rezolválószerrel lehet a 

szuperkritikus extrakciós rezolválással a maximális rezolválhatóságot és 

enantiomertisztaságot elérni MA esetében, ami 0,7-es F értéket és 80%-os optikai 

tisztaság értékeket jelent, azaz kiváló rezolválást. Ennek ellenére fontos kérdés az 

előállított enantiomerkeverékek továbbtisztítása is. 
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III.2.2 Az N-metil-amfetamin enantiomerkeverékek továbbtisztítása 

Az egy rezolválási lépésben előállított enantiomerkeverék továbbtisztítására két 

lehetséges utat választottam: 

 újrarezolválás az optimális extrakciós paraméterek mellett DBBS 

rezolválószerrel, 

 akirális reagenssel történő részleges sóképzés. 

Az MA a konglomerátum képző enantiomerkeverékek családjába tartozik, ezért az 

ismételt rezolválási eljárásnál a DBBS-at, az akirális reagenssel történő részleges 

sóképzés esetén pedig a sósavat az enantiomerfelesleggel ekvivalens mennyiségben 

alkalmaztam. Ekkor a tiszta enantiomer képez stabilabb sót, ami nem oldódik scCO2-ban, 

mellőle a racém hányad szelektíven extrahálható. Az enantiomerkeverék továbbtisztítási 

vizsgálatok eredményeit a 6. táblázatban foglaltam össze. 
 

6. táblázat 

Enantiomerkeverékek továbbtisztítása (pE = 20 MPa, TE = 33 °C) 

Alkalmazott módszer 
Ismételt rezolválás 

DBBS-val 

Részleges sóképzés 

HCl-al 

Kiindulási enantiomerkeverék 

Konfiguráció R S 

OT, % 71 80 

Extraktum 

Konfiguráció S S 

Yextr, % 9,1 14,0 

OTextr, % 51 2 

Raffinátum 

Konfiguráció R R 

Yraff, % 71,3 73,5 

OTraff, % 90 93 

 

A 6. táblázat adatai alapján megállapítható, hogy az egy rezolválási lépésben előállított 

MA enatiomerkeverékek sikeresen tisztíthatók scCO2-os extakciós eljárással egybekötve 

mind DBBS-val történő ismételt rezolválás, mind akirális reagenssel való sóképzési 

technika alkalmazásakor. Mindkét módszer esetén az egy továbbtisztítási lépést követően 

a raffinátum optikai tisztasága eléri a 90 %-ot. 
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III.3 Rezolválás olvadékból történő diasztereomer sóképzés mellett 

III.3.1 A rezolválás folyamata, a rezolválószer mólarányának hatása 

A III.2 fejezetben a vákuumbepárlással kísért részleges diasztereomer sóképzésen 

alapuló szuperkritikus extrakciós rezolválás során elért eredményeket mutattam be.  

A folyamat során a mintaelőkészítés metanol oldószerben történt. Azonban ha a 

mintaelőkészítés során legalább az egyik komponens (a racém vegyület vagy a 

rezolválószer) olvadék halmazállapotú, akkor az helyettesítheti az oldószert. A vizsgált 

racém MA szobahőmérsékleten folyékony halmazállapotú, ezért vizsgáltam az 

olvadékból történő diasztereomer só kristályosítás lehetőségét a rezolválás folyamatában. 

Az eljárás menetét a 34. ábra mutatja. A mintaelőkészítés során a folyékony racém  

MA-ban szuszpendáltam a rezolválószert. Meghatározott idejű (0,5 óra, illetve 24 óra) 

szobahőmérsékleten történő kristályosodás után ez esetben is inert hordozót (Perfil 

100TM) kevertem a mintához az extrakciós ágy jó átjárhatósága érdekében. Az így kapott 

mintát töltöttem az extraktorba. Az extrakciót 16 MPa nyomású és 39 °C hőmérsékletű 

szén-dioxiddal végeztem az oldható komponensek teljes mennyiségének kioldásáig.  
 

 

34. ábra 

A rezolválás folyamata 
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A kristályosodási idő mellett vizsgáltam a rezolválószer mólarányának hatását is az 

enantiomer elválasztás hatékonyságára, a rezolválások eredményeit a 7. táblázatban 

foglaltam össze.  
 

7. táblázat 

A rezolválószer mólarányának hatása (pE = 16 MPa, TE = 39 °C) 

Mólarány 

(mr) 
Yextr, % OTextr, % Yraff, % OTraff, % F 

BS, 0,5 óra kristályosítás 

0,125 92,0 2 1,3 96 0,027 

0,25 80,7 2 11,6 12 0,029 

0,5 74,6 3 17,1 11 0,039 

DPTBS, 0,5 óra kristályosítás 

0,125 74,7 23 17,0 90 0,321 

0,25 40,0 ± 0,9 58 ± 2 48,3 ± 1,0 43 ± 1 0,441 ± 0,015 

0,5 17,3 68 68,8 16 0,225 

DPTBS, 24 óra kristályosítás 

0,25 31,8 69 55,9 35 0,475 

DBBS, 0,5 óra kristályosítás 

0,125 67,3 26 23,6 66 0,328 

0,25 42,7 ± 1,3 83 ± 2 45,9 ± 1,2 69 ± 2 0,670 ± 0,026 

0,5 23,3 63 63,4 21 0,280 

DBBS, 24 óra kristályosítás 

0,25 38,0 80 50,1 60 0,611 

 

A termelési adatok lehetővé teszik a diasztereomer sóképzés sztöchiometriájának 

becslését. A vizsgált rezolválószerek két karboxilcsoporttal rendelkeznek, amelyek a 

bázissal savanyú és semleges sók képzésére adhatnak lehetőséget. A BS rezolválószert 

0,25 és 0,5 mólarányban alkalmazva a termelés adatok savanyú só képzésére engednek 

következtetni. A 0,125-ös rezolválószer mólarány esetén az igen alacsony raffinátum 

termelés megkérdőjelezi a tényleges só képződést. BS rezolválószerrel 0,5 óra 

kristályosodási idő esetén hatékony enantiomer elválasztást nem sikerült elérni. 

Ezzel szemben a DBBS és DPTBS rezolválószerekkel végrehajtott rezolválások 

lényegesen magasabb rezolválási hatékonyságot mutattak. A DBBS rezolválószer 

negyed mólaránnyi mennyiségben történő alkalmazásakor 0,5 óra kristályosodási idő 
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mellett az F paraméter értékére 0,670 adódott. Az így kapott rezolválhatóság igen jónak 

tekinthető, csak 10%-kal maradt el a metanol oldószerből vákuumbepárlással végzett 

diasztereomer só kristályosítás során tapasztalt rezolválhatóságtól. A diasztereomer só 

kristályosítási idejének növelésével az F paraméterrel jellemzett rezolválhatóságban  

9%-os csökkenést tapasztaltam, amit a mérési eredmények ismételhetősége alapján nem 

tekintek jelentős elválasztási hatékonyság csökkenésnek. A termelési adatok alapján 

feltételezhető, hogy már fél óra kristályosodás után a termodinamikailag stabil, semleges 

diasztereomer só képződik. Ugyancsak semleges diasztereomer só képződésére 

következtethetünk a termelés adatokból a DBBS rezolválószer 0,125 mólarányban 

történő alkalmazásakor is. Ezzel szemben az ekvivalens mennyiségű DBBS 

rezolválószer felhasználás esetén is 23,3%-os extraktum termelés mellett sikeres 

enantiomer elválasztást (F = 0,280) tapasztaltam. A diasztereomer só a semleges só 

mellett minden bizonnyal savanyú sót is tartalmazott, a kettő aránya a termelési adatok 

alapján 50 – 50%-ra becsülhető. 

Hasonló következtetéseket vonhatunk le a DPTBS rezolválószerrel végrehajtott 

rezolválások eredményei alapján is. A leghatékonyabb elválasztást (F = 0,441) 0,25-ös 

DPTBS rezolválószer mólarány esetén értem el, ez az érték azonban mintegy 30%-kal 

elmarad az metanol oldószerből történő mintaelőkészítés során kapott F paraméter 

értéktől. 
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III.3.2 Rezolválószerek keverékének alkalmazása 

Holland kutatók munkáját alapul véve Markovits és munkatársai szerkezetileg hasonló 

rezolváló ágensek keverékével rezolválták a racém MA-t, annak reményében, hogy az 

egyedileg alkalmazott rezolválószerekkel elvégzett rezolválások eredményéhez képest a 

rezolválószerek keverékének alkalmazásakor hatékonyabb elválasztás érhető el.  

A vizsgálatokat BS, DBBS és DPTBS rezolválószerek keverékével végezték, a részleges 

diasztereomer sóképzést követően a szabadon maradó enantiomerek keverékét 

desztillációs úton választották el. A rezolválószerek keverékének alkalmazásakor 

bizonyos esetekben szinergens hatást mutattak ki a rezolválószerek között az F paraméter 

tekintetében, az elválasztás különösen akkor volt sikeres, amikor a DBBS vagy DPTBS 

rezolválószert az egyedileg csak csekély elválasztást eredményező BS rezolválószerrel 

keverték [170]. 

Munkám során célul tűztem ki annak vizsgálatát, hogy a rokon szerkezetű 

rezolválószerek között fellépő szinergens hatások kimutathatóak-e a szuperkritikus szén-

dioxidos extrakcióval kombinált rezolválási eljárás során is. A mintaelőkészítés során 

olvadékból történő részleges diasztereomer sóképzést alkalmaztam, a kristályosodási idő 

0,5 óra volt. Az extrakciót minden esetben 16 MPa nyomású, 39 °C hőmérsékletű szén-

dioxiddal végeztem. 

A rezolválószerek között fellépő szinergens hatások értékelése az egyes rezolválószerek 

egyedi alkalmazása mellett elért elválasztások hatékonyságának ismeretében lehetséges. 

A 7. táblázat adatai alapján megállapítható, hogy borkősavval önmagában hatékony 

enantiomer megkülönböztetés nem érhető el, ezzel szemben a borkősav származékai 

(DBBS, DPTBS) hatékony elválasztást mutattak. Az F paraméter mindkét esetben  

0,25-ös rezolválószer mólaránynál érte el a legmagasabb értéket. Annak érdekében, hogy 

egyértelműen eldönthető legyen, hogy a rezolválószer keverék alkalmazásakor fellépő 

rezolválási hatékonyság változás valóban a rezolválószerek közötti szinergencia 

következménye nem pedig egy esetleges rezolválószer mólarány hatás eredménye, a 

rezolválószerek keverékét mr = 0,25 mólarányban alkalmaztam. Kísérleteim során 

kétkomponensű rezolválószer keverékeket állítottam össze, melyekben az egyedileg 

aktív rezolválószert az egyedileg inaktív rezolválószerrel kevertem. Az így előállított 

DBBS ‒ BS illetve DPTBS ‒ BS keverékeken belül a DBBS illetve a DPTBS móltörtjét 

mf = 0,2; 0,5; és 0,8 értékekre állítottam be. A rezolválások során kapott optikai tisztaság 

értékeket és az elért rezolválási hatékonyságot a 35. és a 36. ábrák diagramjai 

szemléltetik.  

A diagramokon a szürke vízszintes vonal az adott rezolválószer keverékben az 

önmagában aktív rezolválószerrel (DBBS vagy DPTBS) végzett rezolválások során 

kapott eredményeket mutatja mr = 0,25 rezolválószer mólarány mellett. A hozzá 
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kapcsolódó szaggatott vonalak a 3 db ismételt mérés alapján számított szórást jellemzik. 
 

   
 a.) b.) 

 
 c.) 

35. ábra 

Rezolválás a BS – DBBS rezolválószer keverék mr = 0,25 mólarányban történő alkalmazása 

mellett (pE = 16 MPa, TE = 39°C) 

a.) extraktum optikai tisztasága (OTextr), b.) raffinátum optikai tisztasága (OTraff) 

c.) a rezolválás eredményessége (F paraméter) 

  jelöli a DBBS rezolválószerrel (mr = 0,25) elért eredményt 
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a.) b.) 

 
c.) 

36. ábra 

Rezolválás a BS – DPTBS rezolválószer keverék mr = 0,25 mólarányban történő alkalmazása 

mellett (pE = 16 MPa, TE = 39°C) 

a.) extraktum optikai tisztasága (OTextr), b.) raffinátum optikai tisztasága (OTraff) 

c.) a rezolválás eredményessége (F paraméter) 

 jelöli a DPTBS rezolválószerrel (mr = 0,25) elért eredményt 

 

A rezolválószerek közötti kölcsönhatást pozitívnak tekintettem abban az esetben, ha a 

rezolválószer keverékkel elért eredmények elérik, vagy meghaladják az egyedileg aktív 

DBBS illetve DPTBS rezolválószerrel végzett rezolválások eredményeit. A 35. és a 36. 

ábrákon látható diagramok alapján megállapítható, hogy csak két olyan eset fordult elő, 

melyeknél a raffinátumban mért optikai tisztaság a rezolválószer keverék esetén elérte, 

de szignifikáns mértékben nem haladta meg az egyedileg aktív rezolválószerrel végzett 

elválasztás során kapott raffinátum optikai tisztaságát. A 20% borkősavat tartalmazó 

BS ‒ DBBS keverék esetén a raffinátum optikai tisztasága a mérési bizonytalanságon 
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keverék alkalmazása mellett a raffinátum optikai tisztasága az önmagában DPTBS 

rezolválószer felhasználásakor mért OT értékkel. A teljes rezolválási hatékonyság 

tekintetében megállapítható, hogy a vizsgált rezolválószer keverékek egyike esetén sem 

mutatható ki pozitív kölcsönhatás a rezolválószerek között, az F paraméter értékek 

minden esetben alulmaradtak az egyedileg aktív DBBS illetve DPTBS 

rezolválószerekkel végzett rezolválások eredményéhez képest. 

A rokon szerkezetű rezolválószerek keverékével elvégzett rezolválások során tapasztalt 

kiemelkedő rezolválási hatékonyság növekedést holland kutatók számos rezolválószer 

család esetén publikálták a jelenség magyarázata azonban hosszú ideig nem volt 

tisztázott. A kutatómunkám elvégzését követően megjelent közlemények a rokon 

szerkezetű rezolválószerek között fellépő pozitív szinergens hatások okát kétféleképpen 

magyarázzák. 

Az első generációs holland rezolválási eljárások során a rokon szerkezetű 

rezolválószerek 1:1 arányú keverékét adták a racém vegyülethez. A kikristályosodott 

diasztereomer sóban megjelenő rezolválószerek aránya azonban eltért a kiindulási 1:1 

aránytól. A pozitív szinergens hatást a rendszerben egymással szilárd oldatot képző 

diasztereomer sópár megjelenésével magyarázták [171]. 

Tovább vizsgálva a holland rezolválási eljárás sikerességének hátterét, Nieuwenhuijzen 

és munkatársai a következő megfigyelésre jutottak. Ha a racém vegyület rezolválását a 

megfelelő rezolváló ágens mellett annak rokon, de az adott vegyület rezolválására csak 

kis mértékben képes vagy alkalmatlan származékával együttesen végezték, számos 

esetben jelentős enantiomertisztaság és rezolválhatóság érték javulást tapasztaltak 

(második generációs holland rezolválási eljárások). A diasztereomer só összetételének 

vizsgálatakor megállapították, hogy a királis additív egyáltalán nem, vagy legfeljebb  

10 mol% mennyiségben volt jelen a kikristályosodott diasztereomer sóban. Opálosodási 

pont mérésekkel igazolták, hogy a királis additív a jobban oldódó diasztereomer só esetén 

növeli az oldat túltelíthetőségének mértékét azáltal, hogy gátolja a gócképződést és a 

gócnövekedést [58, 167].  

A 8. táblázatban a kétféle rezolválószer keverék rendszer esetén mért raffinátum 

termelési adatokat foglaltam össze az elméletileg várt termelés értékekkel. Az elméletileg 

várt termelés értékek számításakor azt feltételeztem, hogy a keveréket alkotó 

rezolválószerek egymástól függetlenül képeznek diasztereomer sót a racém bázissal a 

rezolválószernek a racém hányadra vonatkoztatott mólaránynak megfelelő összetétel 

szerint. A III.3.1 fejezetben leírtaknak megfelelően azt feltételeztem, hogy a DBBS 

illetve DPTBS rezolválószerek semleges só képződése mellett reagálnak a racém  

MA-nal, míg a BS rezolválószer 0,5 mol racém bázist köt meg, vagyis savanyú só jön 

létre. A 8. táblázat adatai alapján megállapítható, hogy a mérési bizonytalanságot 
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figyelembe véve a mért és az elméletileg számított raffinátum termelés értékek 

szignifikánsan nem térnek el egymástól. A raffinátum termelés adatok arra engednek 

következtetni, hogy a képződött diasztereomer só sztöchiometriai összetétele nem tért el 

az elméletileg várt összetételtől. Véleményem szerint a BS királis additív nem volt képes 

betölteni a jobban oldódó diasztereomer só esetén a gócképződést gátló szerepet, ahogyan 

az a sikeres második generációs holland rezolválások esetén megfigyelhető volt.  

Ez magyarázat lehet arra, hogy az általam vizsgált rezolválószer keverék család esetén 

miért nem léphetett fel pozitív interakció a rezolválószerek együttes alkalmazása mellett. 

Egyértelmű magyarázatot azonban csak a kikristályosodott diasztereomer sók részletes 

kristályszerkezet vizsgálata alapján lehetne adni. 
 

8. táblázat 

Raffinátum termelés adatok (mr = 0,25, pE = 16 MPa, TE = 39 °C) 

DBBS – BS rezolválószer keverék rendszer 

mfDBBS Termelés, % 

mol DBBS/mol (DBBS+BS) mért elméleti 

0,2 15,8 20,0 

0,5 38,7 31,2 

0,8 42,2 42,5 

DPTBS – BS rezolválószer keverék rendszer 

mfDPTBS Termelés, % 

mol DPTBS/mol (DPTBS+BS) mért elméleti 

0,2 23,0 20,0 

0,5 36,5 31,2 

0,8 47,9 42,5 
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III.4 Összefoglalás 

Munkám során a részleges diasztereomer sóképzésen alapuló, szuperkritikus szén-

dioxidos extrakcióval kombinált rezolválási eljárásnak a racém bázisok esetén való 

alkalmazhatóságának vizsgálatával foglalkoztam. Modellvegyületként a racém N-metil-

amfetamint választottam, rezolválószerként BS-at, DBBS-at és DPTBS-at alkalmaztam. 

Célom az enantiomer elválasztás hatékonyságát (F paraméter) befolyásoló paraméterek 

meghatározása és lehetőség szerinti optimalizálása volt. Az extrakciót megelőzően 

vákuumbepárlással kísért és olvadékból történő diasztereomer só kristályosítást 

alkalmaztam. Utóbbit a választott racém modellvegyület szobahőmérsékleten folyékony 

halmazállapota tette lehetővé. 

A szuperkritikus extrakcióval végzett részleges diasztereomer sóképzésen alapuló 

rezolválási eljárások hatékonyságának egyik alapfelvetése, hogy a mintaelőkészítés során 

az extrakció körülményei mellett is kellően stabil diasztereomer só képződjön, amely 

nem, vagy csak kis mértékben oldódik a szuperkritikus állapotú szén-dioxidban. 

Ugyanakkor a szabadon maradó enantiomer(keverék) kellő mértékben oldódjon a 

szuperkritikus állapotú oldószerben. Oldhatóság mérésekkel igazoltam, hogy a vizsgált 

extrakciós nyomás- és hőmérséklet tartományban (10 – 20 MPa és 33 – 63 °C) a rac-MA 

jól oldódódik scCO2-ban. A 20 MPa nyomáson és 33 °C-on mért 0,52 m/m%-os 

technikai oldhatóságot összevetve a kutatócsoportban eddig extrakciós rezolválással 

vizsgált racém vegyületek azonos körülmények mellett mért oldhatóságával elmondható, 

hogy ennél jobb oldhatóságot csak a transz-2-klór-ciklohexán-1-ol és a 6-fluor-2-metil-

1,2,3,4-tetrahidrokinolin mutatott. Megállapítottam továbbá, hogy sem a rezolválószerek 

önmagukban, sem pedig a velük képzett diasztereomer sók nem oldódnak scCO2-ban, 

ami lehetővé teszi az extrakciós rezolválási eljárás alkalmazhatóságát. Utóbbit 

alátámasztja a molekulákban található poláris csoportok, valamint az ionos kötések 

jelenléte, melyek nem kedveznek a scCO2-ban való oldhatóságnak. 

A vákuumbepárlással kísért diasztereomer sóképzés alkalmazása mellett BS-val nem 

sikerült hatékony enantiomer elválasztást elérni, míg a DBBS és DPTBS rezolválószerek 

igen hatékonynak bizonyultak. A rezolválószer mólaránya hatással van a rezolválás 

eredményességére, leghatékonyabb elválasztást akkor sikerült elérni, ha a racém bázis 

fele kötött diasztereomer só formájában, ami kétértékű karbonsav rezolválószerek mellett 

mr = 0,25 mólaránynak felel meg. Mindkét borkősav származék esetén a rezolválószer 

mólarány függvényében 0,2 ‒ 0,3 közötti mólarány tartományban az F paraméter mellett 

az extraktum optikai tisztaságának is maximuma van, ami szokatlan viselkedés. Fél 

ekvivalens mólarány felett elképzelhető, hogy megváltozik a diasztereomer sóképzés 

sztöchiometriája, ezt azonban a termelés adatok nem támasztják alá. 

Az extrakciós paraméterek hatását vizsgálva megállapítottam, hogy az extrakció 
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nyomása és hőmérséklete nincs hatással a rezolválás eredményességére, nem 

befolyásolja sem a termelést sem pedig az optikai tisztaságot. Ennek elsődleges 

magyarázata a racém bázis jó oldhatóságában és a képződő diasztereomer só 

stabilitásában keresendő. A mintaelőkészítés során stabilizálódott diasztereomer ‒ 

enantiomerkeverék összetételt a szuperkritikus szén-dioxid jelenléte nem befolyásolja. 

Jelentősebb paraméter hatásra kellene számítani abban az esetben, ha a diasztereomer só 

az extrakció körülményei között disszociációra lenne képes. 

A racém MA esetén stabil, jól reprodukálható rezolválás valósítható meg a szuperkritikus 

szén-dioxidos extrakció alkalmazásával. Technológiai szempontból az extrakciós idő, az 

energiaigény és a szén-dioxid felhasználás alapján lehet kiválasztani az optimális 

extrakciós nyomást és hőmérsékletet. 

Egy rezolválási lépésben DBBS alkalmazása esetén 80% feletti, DBTBS esetén 70% 

feletti enantiomertisztasággal kaptam meg mindkét MA enantiomert, közel 50 ‒ 50%-os 

termelés mellett. Igazoltam, hogy az egy rezolválási lépésben előállított 

enantiomerkeverékek sikeresen továbbtisztíthatók mind újrarezolválással, mind pedig 

akirális hozzátét alkalmazásával scCO2-os extrakcióval kombinálva. Az MA 

enantiomerkeverék konglomerátum képző jellege miatt a hatékony továbbtisztításhoz a 

rezolválószert, vagy az akirális reagenst az enantiomerfelesleggel ekvivalens 

mennyiségben adtam az enantiomerkeverékhez. Egy továbbtisztítási lépésben mindkét 

módszer esetén a raffinátumból nyert enantiomerkeverék optikai tisztasága elérte a  

90%-ot. 

DBBS és DPTBS rezolválószerekkel hatékony enantiomer elválasztást valósítottam meg 

olvadékból történő diasztereomer sóképzés mellett, ami még kedvezőbb eljárást 

eredményez, hiszen a mintaelőkészítés során a szerves oldószer elhagyható. A BS 

rezolválószer ez esetben sem bizonyult hatékonynak. Az optimális fél ekvivalens 

mólarányban alkalmazva a rezolválószert az F paraméter értékek nem különböztek 

szignifikánsan a vákuumbepárlással kísért diasztereomer sóképzés során kapott 

eredményektől. Mintegy 0,5 óra szobahőmérsékleten megvalósított kristályosodást 

követően az extrakció körülményei között is stabil diasztereomer só keletkezett. 

Megfigyeltem továbbá, hogy míg mr = 0,25 rezolválószer mólarány mellett 2:1 arányú 

semleges só képződött, addig növelve a rezolválószer mólarányt mr = 0,5-re a semleges 

és savanyú só 1:1 arányú keveréke kristályosodott. 

Vizsgáltam továbbá a holland rezolválás alkalmazhatóságát a szuperkritikus extrakcióval 

kombinált rezolválás esetén is. Rezolválószer keverékként a DBBS ‒ BS és a 

DPTBS ‒ BS rendszereket alkalmaztam. Mindkét keveréket egy egyedileg aktív (DBBS 

illetve DPTBS) és egy egyedileg inaktív rezolválószer (BS) kombinációjával építettem 

fel. A rezolválószer keverékek okozta rezolválási hatékonyság növekedés egyértelmű 
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megítélése érdekében a keveréket minden esetben mr = 0,25 mólarányban alkalmaztam, 

ott ahol az egyedileg aktív rezolválószerekkel a leghatékonyabb elválasztást értem el.  

A negyed mólarányban alkalmazott keveréken belül változtattam a rezolválószerek 

egymáshoz viszonyított mennyiségét. Rezolválási hatékonyság növekedést sem a 

DBBS ‒ BS, sem pedig a DPTBS ‒ BS rezolválószer keverék rendszerek esetén sem 

sikerült elérnem. A raffinátum termelés adatokból elvégzett sztöchiometriai számítások 

alapján arra a következtetésre jutottam, hogy a keverék rendszer esetén a diasztereomer 

sóképzés sztöchiometriája nem tér el az egyedi rezolválószerekkel végzett diasztereomer 

sóképzés sztöchiometriájától. A BS királis additív nem képes betölteni a jobban oldódó 

diasztereomer só esetén a gócképződést gátló szerepet, ami irodalmi adatok szerint 

szükséges lenne a holland rezolválási eljárás sikeréhez. 
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IV ENANTIOSZELEKTÍV ENZIMKATALIZÁLT REAKCIÓK SZUPERKRITIKUS 

SZÉN-DIOXIDBAN 

IV.1 Alkalmazott anyagok és módszerek 

IV.1.1 Felhasznált anyagok 

A 3-benziloxipropán-1,2-diolt (BPD) vizes közegben kénsav katalizátor jelenlétében 

benzil-glicidil-éterből kiindulva szintetizáltam (részletes laboratóriumi leirat a függelék 

II.1.1. fejezetében található). Az 1-feniletanolt (PE, tisztaság: ≥98%) a Sigma-Aldrich 

Kft.-től vásároltuk. 

A kereskedelmi forgalomban kapható Lipase AK (Pseudomonas fluorescens eredetű 

„Amano” lipáz, hidroláz aktivitás: 0,5 U/mg (25 °C, pH = 8)) és Lipase PS 

(Pseudomonas cepacia eredetű „Amano” lipáz, hidroláz aktivitás: 2,0 U/mg (25 °C, 

pH = 7)) enzimeket az Amano Europe, a PPL (sertés hasnyálmirígy lipáz, hidroláz 

aktivitás: 5,0 U/mg (37 °C, pH = 7,7)) és a CALB (makropórusos gyantán rögzített 

Candida antarctica lipáz B (≥ 5,0 U/mg)) enzimkészítményeket a Sigma Aldrich Kft.-

től szereztük be. 

Az alábbiakban felsorolt termofil fonalasgombákból származó lipázokat Bódai és 

munkatársai izolálták rázatott lombikos fermentációt követően, acetonnal szárított 

sejtmentes felülúszóból. A hidroláz aktivitást titriméterrel, olivaolaj szubsztráttal mérték 

[173].  

 Trichoderma reesei RUT-C30 (hidroláz aktivitás: 1,0 mU/mg (25 °C, pH=7,5)) 

 Thermoascus thermophilus NRRL 5208 (hidroláz aktivitás: 1,6 mU/mg  

(25 °C, pH = 7,5)) 

 Talaromyces emersonii NRRL 3221 (hidroláz aktivitás: 1,1 mU/mg  

(25 °C, pH = 7,5)) 

Vizsgálataim idején ezek az enzimkészítmények kereskedelmi forgalomban nem voltak 

elérhetőek. A továbbiakban a termofil fonalasgombákból izolált lipázokat a gombatörzs 

nevével fogom azonosítani.  

A vinil-acetát (tisztaság: ≥99%), glicerin-triacetát (GTA, tisztaság: ≥99%) és glicerin-

tributirát (GTB, tisztaság: ≥99%) reagensek ugyancsak a Sigma Aldrich Kft.-től 

származtak. Az egyéb analitikai minőségű oldószereket és reagenseket a Reanal Zrt.-től 

és a Merck Kft.-től szereztük be. Az élelmiszeripari tisztaságú (99,5%) szén-dioxidot a 

Messer Hungarogáz Kft. szállította. 
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IV.1.2 Alkalmazott módszerek és készülékek 

IV.1.2.1 Keringetett csőreaktor a 3-benziloxipropán-1,2-diol acilezési reakciójának 
vizsgálatához 

A BPD enzimkatalizált acilezési reakciójának vizsgálatát a 37. ábrán látható keringetett 

csőreaktorban végeztem.  
 

 

37. ábra 

A keringetett üzemű csőrektor vázlata 

1. folyékony szén-dioxid puffertartály, 2. hűtő, 3. Lewa ELM-1V membránszivattyú, 

4. Carlo-Erba SFC-300 dugattyús szivattyú, 5. visszacsapó szelep, 6. termosztált csőreaktor,  

7. keringető szivattyú, 8. leeresztő szelep, 9. hűtött, szerves oldószeres folyadékcsapda, 

10. 6 állású váltószelep, 11. oldószeres folyadékcsapda mintavételhez, 12. fecskendő a 

mintavevő hurok oldószeres mosásához, 13. mintavevő hurok 

 

A termosztáló köpennyel ellátott, rozsdamentes acélból készült csőreaktor (6) térfogata 

5 ml, a reaktorrendszer teljes keringetett térfogata 20 ml. A rendszer maximálisan 

15 MPa nyomásig üzemeltethető. A vizsgált BPD szubsztrát olajszerű, viszkózus 

folyadék, ezért kísérleteim során Ersorb-4 hordozóra (zeolit típusú adszorbens, 

Erdőkémia Kft., Budapest) rögzített formában került bemérésre a csőreaktorba. Erre 

rétegeztem a szilárd halmazállapotú enzimkészítményt és a vinil-acetát észterező ágenst, 

majd a reaktort a kívánt hőmérsékletre termosztáltam. A rendszert a folyékony CO2-ot 

tartalmazó (1) puffertartályból az (5) visszacsapó szelepen keresztül Carlo-Erba SFC-300 

típusú nagynyomású dugattyús szivattyú (4) segítségével töltöttem fel szén-dioxiddal a 

megfelelő nyomásra. A reakció körülményei mellett (12 MPa, 38 °C) a szuperkritikus 

állapotú szén-dioxidban oldott szubsztrátnak és reagensnek az enzimággyal való 
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megfelelő érintkeztetést a scCO2-os fázis keringetése biztosította a (7) jelű keringető 

szivattyú által. A reaktorba töltött szilárd fázis kihordását a reaktor alján és tetején 

elhelyezett szinterelt fém szűrőbetétek akadályozták meg. A csővezeték rendszerben az 

enzim és a szubsztrát nincs kontaktusban egymással. A hőmérséklet állandó értéken 

tartása érdekében a csővezeték rendszert szigetelő réteg veszi körül. A reakcióidő minden 

esetben 4,5 óra volt. A reakció nyomonkövetése érdekében meghatározott időközönként 

a (13) jelű 100 µl térfogatú mintavevő hurkon keresztül mintát vettem a reakcióelegyből 

aceton oldószerbe. A levett minták gyors értékelése vékonyréteg kromatográfiás 

módszerrel történt n-hexán ‒ aceton (10:4) eluenssel. A mérés végeztével a rendszert a 

(8) leeresztő szelep segítségével nyomásmentesítettem, a távozó szén-dioxidot acetonos 

folyadékcsapdán (9) vezettem keresztül. Nyomásmentesítés után a reaktort és a 

csővezetékeket acetonnal mostam át, amit az acetonos folyadékcsapdával egyesítettem. 

Az aceton vákuumban történő lepárlását követően a visszamaradó reakcióelegy analitikai 

vizsgálatát gázkromatográfiás módszerrel végeztem el.  
 

IV.1.2.2 Nagynyomású autokláv az 1-feniletanol kinetikus rezolválásának vizsgálatához 

A PE kinetikus rezolválása során alkalmazott nagynyomású laboratóriumi autokláv 

vázlata a 38. ábrán látható.  
 

 

38. ábra 

A nagynyomású laboratóriumi autokláv vázlata 

1: ISCO 206D dugattyús szivattyú, 2. szabályozó szelep, 3. szén-dioxid bevezető cső,  

4. manométer és nyomástávadó, 5. hőmérő és távadó, 6. mágneses keverőmag,  

7. mágneses keverőmotor, 8.a és 8.b termosztálóköpeny, 9. fém szűrőbetét,  

10. szabályozószelep, 11. szerves oldószeres folyadékcsapda 
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A termosztálóköpennyel ellátott, rozsdamentes acélból készült reaktor térfogata 36 ml. 

A reaktor maximálisan 20 MPa nyomásig üzemeltethető. A szubsztrát, az enzim és a 

reagens bemérése után a reaktort lezártuk és a kívánt hőmérsékletűre termosztáltuk.  

A megfelelő hőmérsékletűre termosztált reaktort ISCO 260D dugattyús szivattyú (1) 

segítségével töltöttük fel egyszer desztillált, folyékony szén-dioxiddal, amely a reaktor 

hőmérsékletén szuperkritikus állapotba került. A feltöltés során a szén-dioxid 

térfogatárama a feltöltő szeleppel (2) szabályozható. A szén-dioxid pontos tömege a 

szivattyú dugattyújának térfogatváltozásából, valamint a dugattyúban lévő CO2 nyomása 

és hőmérséklete által meghatározott sűrűség érték alapján számítható. A szén-dioxid és a 

bemért komponensek feltöltés közbeni megfelelő keveredését a reaktortérbe mélyen 

benyúló bevezető cső (3) szolgálja. A reaktortér hőmérséklete és nyomása termoelemes 

hőmérővel (5) és digitális manométerrel (4) folyamatosan nyomonkövethető.  

A hőmérséklet- és nyomástávadók jelét számítógépes adatgyűjtő rendszer tárolja.  

A reakcióelegy kevertetését változtatható fordulatszámú mágneses keverőmotorral (7) 

mozgatott mágneses keverőmag (6) biztosítja.  

A reakció nyomonkövetése érdekében meghatározott időközönként 2 ml mintát vettünk 

a reakcióelegyből a (10) leeresztő szelepen keresztül n-hexán oldószerbe (11).  

A mintavétel során a reaktorban uralkodó állandó nyomás biztosításához a feltöltő 

szelepen (2) keresztül szén-dioxidot áramoltattunk a reaktorba (tömegáram: 

~0,3 ‒ 0,5 g/min). A mérés végeztével a reaktort a (10) leeresztő szelepen keresztül 

nyomásmentesítettük. A reaktorból távozó szén-dioxidban oldott komponensek 

csapdázásáért a szén-dioxidot n-hexán oldószeren (11) buborékoltattuk át. 
 

IV.1.2.3 Analitikai módszerek 

A 3-benziloxipropán-1,2-diol lipáz katalizált acilezése során alkalmazott analitikai 

módszerek 

A termékek mennyiségi meghatározása 

A vizsgált komponensek mennyiségi meghatározása Agilent 4890D típusú 

lángionizációs detektorral (FID) ellátott gázkromatográffal történt. Az elemzéshez 

alkalmazott kolonna típusa: HP5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 µm, 5% fenil-metil-szilikon, 

95% dimetil-szilikon). A hidrogén vivőgáz térfogatárama 6 ml/perc (1,2 bar, 25 °C), az 

injektor hőmérséklete 200 °C, a FID detektor hőmérséklete pedig 250 °C volt.  

Az elemzés során alkalmazott hőmérsékletprogram szerint a kemence hőmérséklete  

40 °C-ról indulva 12 perc alatt érte el a 230 °C-os véghőmérsékletet. Retenciós idők: 

transz-acetál: 6,31 perc, BPD: 6,46 perc, cisz-acetál: 6,61 perc, BPDAc-2: 7,37 perc, 

BPDAc-1: 7,42 perc, BPDdiAc: 8,01 perc. 
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A reakció során keletkező termékek azonosításához szükséges BPDAc-1, BPDAc-2 és 

BPDdiAc standardokat a BPD kémiai acilezésével állítottam elő, a részletes 

laboratóriumi leiratok a függelék II.1.2. és II.1.3. fejezeteiben találhatók. 

A reakcióelegy mintákban kimutatott melléktermékek azonosításához szükséges cisz-

acetál és transz-acetál izomerek keverékét kémiai úton szintetizáltam. A racém BPD-t 

katalitikus mennyiségű p-toluol-szulfonsav jelenlétében acetaldehiddel reagáltattam, a 

részletes laboratóriumi leirat a függelék II.1.4. fejezetében olvasható. 

A termékek enantiomer összetételének meghatározása 

A termékek enantiomer összetételének meghatározásához a reakcióelegy egyes 

komponenseit szilikagéles vákuum oszlopkromatográfiás módszerrel választottam el  

n-hexán - aceton eluenseleggyel, gradiens elúciót (2:0,1 – 2:0,5) alkalmazva. 

Az oszlopkromatográfiás elválasztás során nyert BPDdiAc termék enantiomer 

összetételének meghatározása HP 5890 típusú gázkromatográffal történt. Az alkalmazott 

királis állófázis: FSOT (12 m x 0,01 mm, 35% tercbutil-dimetilszilil-2,3-metil-β-

ciklodextrin, 65% OV-1701). A vivőgáz hidrogén (3 bar) volt. Az enantiomer elválasztás 

során a hőmérsékletprogram a kemence hőmérsékletét állandó 160 °C-on tartotta.  

Az injektor hőmérséklete 250 °C, a FID detektor hőmérséklete 280 °C volt. Retenciós 

idők: (S)-(+)-BPDdiAc: 46,6 perc, (R)-(‒)-BPDdiAc: 47,4 perc. 

Az alkalmazott királis állófázison a monoacilezett származékok (BPDAc-1 és  

BPDAc-2) enantiomer összetételének meghatározása kémiai származékképzést követően 

diacilezett formában volt lehetséges. A kémiai származékképzés lépéseit a függelék 

II.1.5. fejezetében mutatom be. 

Az enzimkatalizált reakciók során képződött BPDdiAc termék (R) konfigurációját a 

reakcióelegyből nyert BPDdiAc minták negatív előjelű forgatása alapján igazoltam. 

Irodalmi adatok szerint a (R)-(‒)-1,2-diacetoxi-3-benziloxipropán fajlagos 

forgatóképessége: [α]D = ‒14,3 (c = 0,9, CHCl3). 

Az 1-feniletanol kinetikus rezolválása során kapott minták királis állófázison történő 

gázkromatográfiás (GC) analízise 

A minták GC elemzését Finnigan Trace GC Ultra típusú (Thermo Electron Corporation) 

lángionizációs detektorral ellátott gázkromatográffal végeztük. A vizsgált enantiomerek 

elválasztása Agilent J&W HP-Chiral-20 B oszlopon (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) 

történt. A vivőgáz 170 kPa fejnyomású hélium volt. Az injektor és a FID detektor 

hőmérséklete 250 °C volt. 

Hőmérsékletprogram glicerin-triacetát észterezőszerrel végzett reakciók esetén: a kezdeti 

6 perces 110 °C-os izoterm szakaszt követően 175 °C-ra emelkedett a kemence 
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hőmérséklete 4,5 °C/perc sebességgel, amit 3 perces izoterm szakasz követett, ezután  

12 °C/perc felfűtési sebességgel érte el a program a végső 230 °C hőmérsékletet, amit  

1 percig tartott. Retenciós idők: (S)-PEAc: 9,6 perc, (R)-PEAc: 9,9 perc, (R)-PE: 

10,0 perc, (S)-PE: 10,3 perc. 

Hőmérsékletprogram glicerin-tributirát észterezőszerrel végzett reakciók esetén: a 

kezdeti 18 perces 110 °C-os izoterm szakaszt követően a kemence hőmérséklete a végső 

240 °C-ra emelkedett 20 °C/perc felfűtési sebességgel, amit 5 percig tartott a program. 

Retenciós idők: (R)-PE: 12,3 perc, (S)-PE: 13,1 perc, (R)-α-MBB: 20,9 perc, (S)-α-MBB: 

21,0 perc. 
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IV.2 Enantioszelektív észterezés vizsgálata vinil-acetáttal 

Míg kutatómunkám kezdetén a racém vegyületek szuperkritikus szén-dioxidos 

extrakcióval kombinált részleges diasztereomer sóképzésen alapuló rezolválása már több 

éve kutatott tématerület volt kutatócsoportunkban, addig a szuperkritikus szén-dioxid 

oldószerben megvalósított enantioszelektív enzimkatalizált reakciók vizsgálata területén 

kutatócsoportunk nem rendelkezett gyakorlati tapasztalatokkal. Az elsők között 

csatlakoztam a kutatási tématerület vizsgálatához. Munkám során első 

modellvegyületként egy királis glicerinszármazék, a 3-benziloxipropán-1,2-diol lipáz 

katalizált enantioszelektív észterezését vizsgáltam scCO2 oldószerben vinil-acetát 

észterezőszerrel. Herradon és munkatársai [156] a BPD regio- és enantioszelektív 

acilezését Pseudomonas fluorescens és Pseudomonas cepacia eredetű lipázokkal 

vizsgálták kloroform, tetrahidrofurán, valamint n-hexán és tetrahidrofurán oldószerek 1:1 

arányú elegyében. Szuperkritikus szén-dioxidban végrehajtott reakcióról az irodalomban 

nem voltak információk elérhetők. Munkám elsődleges célkitűzése az acilezési 

folyamatot katalizáló, a nagynyomású körülmények között alkalmazható lipáz enzimek 

megválasztása volt. Az acilezési reakciót hat különböző lipáz enzimmel vizsgáltam.  

A kereskedelmi forgalomban beszerezhető Lipase AK, Lipase PS és PPL enzimek mellett 

sor került három különböző termofil fonalasgomba törzsből (Trichoderma reesei RUT-

C30, Thermoascus thermophilus NRRL 5208, Talaromyces emersonii NRRL 3221) 

izolált lipáz tesztelésére is. Utóbbi három, vizsgálataim idején kereskedelmi forgalomban 

nem elérhető enzimkészítmény biokatalizátorként való alkalmazására scCO2-ban az 

irodalomban nem találtam utalást. 

A termofil fonalasgomba törzsekből izolált lipázok scCO2 oldószerben történő 

vizsgálatát a IV.1.1. fejezetben feltüntetett alacsony hidroláz aktivitásuk ellenére 

ígéretesnek tartottam, mivel szerves oldószeres közegben kiemelkedő biokatalitikus 

aktivitást mutattak különböző alkohol szubsztrátok acilezési folyamataiban. Szemléletes 

példa erre a 2-benzoiloxipropán-1,3-diolnak a Talaromyces emersonii NRRL 3221 

törzsből izolált lipáz enzim által katalizált, vinil-acetáttal végzett acilezése. Az izolált 

enzim az olivaolaj szubsztráttal mért 1,1 mU/mg (25 °C, pH = 7) hidroláz aktivitása 

ellenére 87%-os termeléssel, 94%-os ee érték mellett katalizálta az (R)-monoacilezett 

termék képződését. A kapott adatok összemérhetők a több nagyságrenddel nagyobb 

hidroláz aktivitást mutató PPL enzimmel kapott eredményekkel (63%-os termelés és 

96% ee értékek az (R)-monoacilezett termékre) [173]. 

Méréseimet a 37. ábrán látható, a tanszéki kutatócsoport munkatársai által tervezett és 

épített keringetett üzemű csőrektorban végeztem. A reaktor megépítését megelőzően 

nagy nyomású körülmények között lejátszódó reakciók vizsgálatára alkalmas rendszer 

nem állt rendelkezésünkre. Célkitűzéseim között szerepelt ezért annak vizsgálata, hogy a 
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rendszer alkalmas-e enzimkatalizált reakciók megvalósítására. Vizsgáltam továbbá a 

kereskedelmi forgalomban kapható élelmiszeripari tisztaságú szén-dioxid 

nedvességtartalmának hatását a konverzióra és a termékek enatiomertisztaságára. 
 

 

IV.2.1 Különböző lipáz enzimek vizsgálata 

A lipáz enzimek vizsgálata során minden esetben 0,30 g (1,65 mmol) hordozón rögzített 

racém BPD-t mértem a reaktorba. Erre rétegeztem a szilárd enzimet (a PPL, Lipase AK 

és Lipase PS enzimkészítményekből 0,25 g-ot, a termofil fonalasgomba törzsekből 

izolált nyers lipázokból 0,50 g-ot használtam) és a vinil-acetátot (2,5 ml, 28,2 mmol) a 

racém szubsztrátra nézve nagy feleslegben alkalmazva. A 38 °C hőmérsékletre 

termosztált reaktort folyékony szén-dioxiddal töltöttem fel 12 MPa nyomásra. A reakció 

körülményei mellett a szuperkritikus állapotú szén-dioxidban oldott BPD-nak és vinil-

acetátnak az enzimággyal való megfelelő érintkeztetést a scCO2-os fázis keringetése 

biztosította. A reakcióidő minden esetben 4,5 óra volt. A rendszer nyomásmentesítése 

után kapott reakcióelegy összetételét gázkromatográfiás módszerrel vizsgáltam. 

A scCO2-ban végzett enzimkatalizált reakciók esetén a nyomás és a hőmérséklet 

meghatározó paraméterek. Kutatómunkám ezen szakaszában a vizsgált acilezési 

folyamat nyomás és hőmérséklet optimalizálása nem volt célom. A kísérleteim során 

alkalmazott állandó 12 MPa nyomás és 38 °C hőmérséklet értékek megválasztásakor az 

alábbi szempontokat vettem figyelembe. 

 A választott nyomásnak egyfelől határt szab az alkalmazott berendezés maximális 

15 MPa üzemi nyomása. A lipázokra jellemző, hogy 10 MPa nyomás közelében 

stabilak és megőrzik aktivitásukat [174]. 

 Irodalmi adatok szerint mind a kereskedelmi forgalomban kapható, mind a 

termofil fonalas gombákból izolált lipázok atmoszférikus körülmények között már 

szobahőmérsékleten magas hozam és enantiomerszelektivitás mellett képesek 

katalizálni a 2-aciloxipropán-1,3-diolok acilezését. Ismert emellett, hogy a lipázok 

scCO2-os közegben már 35-40 °C tartományban megfelelő biokatalitikus 

aktivitással rendelkeznek, ezért nem tartottam indokoltnak a 38 °C-ot meghaladó 

hőmérséklet beállítás alkalmazását. 

 Az alkalmazott nyomás és hőmérséklet paraméterek mellett oldott formában 

legyen jelen a szubsztrát és a reagens is a rendszerben. A reaktorba bemérhető BPD 

mennyiségének meghatározásához közelítő oldatóság méréseket végeztem. Ismert 

mennyiségű hordozóra párolt BPD-t mértem a reaktorba, A rendszert 38 °C-on 

12 MPa nyomásra töltöttem fel szén-dioxiddal, amit 30 percen át keringettem.  

A rendszer nyomásmentesítését követően a hordozó tömegcsökkenéséből 

következtettem az adott beállítások mellett oldódott BPD mennyiségére. A vinil-
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acetát esetén irodalmi oldhatósági adatokra támaszkodtam. 

Az analitikai vizsgálatok eredményeként a különböző lipáz enzimekkel végzett reakciók 

során változó mennyiségben képződtek az 1-es (BPDAc-1) és 2-es (BPDAc-2) 

helyzetben egyszeresen acilezett termékek, valamint a BPD diacilezett (BPDdiAc) 

származéka a 39. ábrán látható kétlépéses acilezési folyamatnak megfelelően.  

A lejátszódó folyamatok irreverzibilitását a vinil-acetátból képződő vinil-alkohol 

acetaldehiddé történő tautomerizációja biztosította. 
 

 

39. ábra 

A (R,S)-BPD lipáz katalizált acilezése scCO2-ban 

 

A reakciók lejátszódásának mértékét a 4,5 óra után elért, racém BPD-ra számított 

konverzió (X) értékkel, valamint a keletkezett termékek hozamaival (Y) jellemeztem, 

melyeket a 9. táblázatban foglaltam össze. A konverziót enzim aktivitás egységre 

vonatkoztatott formában adtam meg. 
 

9. táblázat 

A (R,S)-BPD lipáz katalizált acilezése során elért konverzió és a keletkezett termékek 

hozamai (p = 12 MPa, T = 38 °C, 4,5 óra) 

Enzim X, %/U 
Y, % 

BPDAc-1 BPDAc-2 BPDdiAc 

PPL 0,040 39,1 4,1 2,2 

Lipase PS 0,133 39,6 5,0 58 

Lipase AK 0,677 51,5 2,8 13,9 

Trichoderma reesei 169 32,1 4,7 29,0 

Thermoascus thermophilus 105 18,3 2,4 19,1 

Talaromyces emersonii 147 33,7 4,5 16,1 

A táblázatban megadott értékek GC csúcsterület százalékok alapján kerültek meghatározásra. 

 

A fenti adatok alapján elmondható, hogy a termofil fonalasgomba törzsekből izolált lipáz 

enzimek (T. reesei, T. thermophilus, T. emersonii) alacsony hidroláz aktivitásuk ellenére 

magas biokatalitikus aktivitást mutattak scCO2-ban. A 4,5 órás reakcióidőt követően az 
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aktivitás egységre vonatkoztatott konverzió értékek többszörösen meghaladták a 

kereskedelmi forgalomban kapható enzimkészítmények esetén elért konverziót.  

A termék hozamok tekintetében különbség tehető a kereskedelmi forgalomban kapható 

lipázok és a termofil fonalasgomba törzsekből izolált lipázok viselkedése között.  

A kereskedelmi forgalomban kapható lipázok elsősorban a BPDAc-1 termék képződését 

katalizálták, míg a termofil fonalasgomba törzsekből izolált lipázok esetén a BPDAc-1 

és a BPDdiAc termékek összemérhető mennyiségben keletkeztek. Az enzimek 

regioszelektivitását vizsgálva minden esetben kimutatható volt a 2-es helyzetben 

monoacilezett BPDAc-2 termék keletkezése is, ám hozama egyik reakció során sem 

haladta meg az 5%-ot.  

A reakcióelegyek összetételét vizsgálva melléktermékként két acetál izomert (40. ábra) 

azonosítottam a reakcióelegy minták kromatogramjain. Az acetálképződést a BPD-nak 

az enzimatikus folyamatban a vinil-acetátból felszabaduló, ám a zárt rendszerből távozni 

nem tudó acetaldehiddel lejátszódó kémiai reakciója eredményezi.  
 

O

O

O

CH3

O

O

O

CH3

cisz-4-[(benziloxi)metil]-2-metil-1,3-dioxalán
(cisz-acetál)

transz-4-[(benziloxi)metil]-2-metil-1,3-dioxalán
(transz-acetál)

 

40. ábra 

Az acilezési folyamat acetál melléktermékei 

 

Az acetál melléktermékek arányának jellemzéséhez a melléktermékek hozamát 

viszonyítottam az összes termék hozamhoz (acilezett termékek és az acetál 

melléktermékek együttes hozama). A kereskedelmi forgalomban kapható lipáz enzimek 

és a Trichoderma reesei gombatörzsből izolált lipáz esetén a melléktermék hozam 20% 

közelében volt. A Thermoascus thermophilus és a Talaromyces emersonii 

gombatörzsekből izolált lipázok esetén a melléktermék képződés aránya jelentősen 

meghaladta a 20%-ot. A melléktermékek arányának az enzimkészítménytől való függése 

a BPD átalakítás reakciósebességével hozható összefüggésbe. Utóbbi két 

enzimkészítménynél BPD gyorsabb átalakulása következtében magasabb volt a 

reakcióelegyben az acetaldehid koncentráció, ezért adott idő alatt több melléktermék 

keletkezett. Minden esetben elmondható, hogy a transz- és a cisz-acetál izomerek 

egymáshoz viszonyított aránya 2:1 volt. 

A BPD acilezése egy kétlépéses folyamat, ezért a BPDdiAc termék enantiomertisztasága 

jó mutató lehet az enzim sztereoszelektivitásának jellemzésére. A vizsgált lipázok 

enantiomerszelektivitása a 10. táblázat adati alapján értékelhető. A termofil 
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fonalasgombákból izolált lipázok alacsony enantiomertisztaság (ee(R)-BPDdiAc ≤ 25%) 

mellett katalizálták a BPDdiAc termék képződését, enantiomerszelektivitásuk elmaradt 

a kereskedelmi forgalomban kapható lipázokkal elért eredményekhez képest.  

A legszelektívebbnek a Lipase AK és a Lipase PS enzimek bizonyultak  

(ee(R)-BPDdiAc > 70%). A diacilezett termék konfigurációját tekintve mindegyik enzim a 

BPDdiAc termék (R) enantiomerének képződését preferálta. 
 

10. táblázat 
A BPDdiAc termék enantiomertisztasága (p = 12 MPa, T = 38 °C, 4,5 óra) 

Enzim ee(R)-BPDdiAc, % Enzim ee(R)-BPDdiAc, % 

PPL 45,1 Trichoderma reesei 25,0 

Lipase PS 73,6 Thermoascus thermophilus 21,2 

Lipase AK 71,6 Talaromyces emersonii 19,2 

 

A vizsgált hat lipáz enzim közül a (R,S)-BPD scCO2-os közegben végzett enzimatikus 

acilezése során alkalmazott lipáz enzimek értékelésekor a konverziót, a BPDdiAc termék 

enantiomertisztaságát és a melléktermék képződés arányát hasonlítottam össze.  

A bemutatott eredmények alapján mindhárom szempontból optimális enzimkészítmény 

nem jelölhető ki. A termofil fonalasgomba törzsekből izolált lipázok kimagasló 

biokatalitikus aktivitást mutattak. Szelektivitás tekintetében azonban a kereskedelmi 

forgalomban kapható lipázok bizonyultak eredményesebbnek. 
 

 

IV.2.2 Nedvességtartalom hatása 

Mivel a vízkoncentráció az enzimek számára fontos paraméter, vizsgáltam, hogy a 

kereskedelmi forgalomban kapható szén-dioxid nedvességtartalma milyen hatással van a 

(R,S)-BPD scCO2-os közegben végzett enzimatikus acilezésére. A nedvességtartalom 

szempontjából két beállítást vizsgáltam. A kereskedelmi forgalomban kapható 99,5%-os 

tisztaságú CO2 alkalmazása mellett vízmentes CO2-ban is elvégeztem a reakciót.  

A kereskedelmi forgalomban elérhető, nedvességet tartalmazó CO2-ot a továbbiakban 

scCO2 jelöléssel hivatkozom. Utóbbi esetben a szén-dioxid a reaktorba lépés előtt egy 

zeolit adszorbenssel (0,63 - 2 mm, Zeotrade Kft., Mád) töltött oszlopon haladt keresztül, 

ami biztosította, hogy a szén-dioxid vízmentes állapotban (száraz scCO2) lépjen a 

reaktorba. Ekkor a rendszer nedvességtartalmát az enzim saját víztartalma határozta meg. 

Katalizátorként a Lipase AK enzimkészítményt választottam, minden reakciót 12 MPa 

nyomáson és 38 °C hőmérsékleten, 4,5 órás időtartamban végeztem. Első 

megközelítésben a nedvességtartalom hatását a 4,5 órás reakcióidő alatt elért konverzió 

(X), a termékhozamok (Y) és a termékek enantiomertisztasága (ee) szerint értékeltem.  
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A 11. és a 12. táblázatokban 3 ‒ 3 db ismételt mérés átlagát és az ismétlések alapján 

számított szórásokat tüntettem fel. A mérési eredmények azt mutatják, hogy a 

kereskedelmi forgalomban kapható szén-dioxid nedvességtartalma nincs szignifikáns 

hatással a termékhozamokra és az enzim enantiomer szelektivitására, ha a mérési 

eredményeket a pusztán az enzim által tárolt nedvességtartalommal jellemzett közegben 

elvégzett reakció eredményeivel vetjük össze. 
 

11. táblázat 

A termék hozamok összehasonlítása (p = 12 MPa, T = 38 °C, 4,5 óra,  

Lipase AK enzim) 

Termék 
Y, % 

száraz scCO2 scCO2 

BPDAc-1 55,4 ± 5,8 56,5 ± 3,2 

BPDAc-2 6,2 ± 1,6 7,7 ± 1,2 

BPDdiAc 25,5 ± 12,8 16,8 ± 8,3 

Konverzió, % 96,3 ± 2,7 90,0 ± 5,7 

 

12. táblázat 

A termékek enantiomertisztaságának összehasonlítása 

(p = 12 MPa, T = 38 °C, 4,5 óra, Lipase AK enzim) 

Közeg száraz scCO2 scCO2 

ee(S)-BPDAc-1+ (S)-BPDAc-2, %* 29,9 ± 8,1 26,5 ± 9,8 

ee(R)-BPDdiAc, % 86,5 ± 2,3 87,4 ± 1,7 

* A reakcióelegy oszlopkromatográfiás feldolgozása során az 1-es és 2-es helyzetben 

monoacilezett termékek elválasztására nem volt mód. A megadott ee érték a két 

regioizomer együttesére vonatkozik. 

 

A szubsztrát és a termékkoncentrációk időbeli alakulásának nyomonkövetése érdekében 

meghatározott időközönként (a reakció kezdetétől számított 15., 25., 40., 60., 90., 150., 

210. és 270. percekben) mintát vettem a reakcióelegyből. A mért koncentrációk időbeli 

alakulását a 41. (kereskedelmi forgalomban kapható CO2) és a 42. (száraz scCO2) ábrák 

szemléltetik. 
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41. ábra 

A szubsztrát és a keletkezett termékek koncentrációjának időbeli alakulása a kereskedelmi 

forgalomban kapható CO2 alkalmazása esetén (p = 12 MPa, T = 38 °C, Lipase AK enzim) 

A szaggatott vonalak általános trendet mutatnak, nem függvényillesztés eredményei. 

 

 

42. ábra 

A szubsztrát és a keletkezett termékek koncentrációjának időbeli alakulása  

száraz scCO2-ban (p = 12 MPa, T = 38 °C, Lipase AK enzim) 

A szaggatott vonalak általános trendet mutatnak, nem függvényillesztés eredményei. 
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A nedves scCO2-ban végzett reakció esetén a BPD szubsztrát fogyása jól követhető egy 

cBPD = a·exp(-b·t) alakú exponenciális függvénnyel, azaz kvázi elsőrendű reakcióként 

leírható. A BPDAc-1 monoacilezett regioizomer keletkezése egy kezdeti lineáris 

szakaszt követően leginkább egy harmadfokú polinommal jellemezhető, aminek oka, 

hogy folyamatosan változó sebességgel keletezik BPD-ből és alakul át BPDdiAc 

termékké. A 2-es helyzetben monoacilezett regioizomer koncentrációjának időbeli 

lefutása cBPDAc-2 = a·(1-exp(-b·t)) alakú függvényt követ. A BPDdiAc termék 

koncentrációja az idő függvényében jó közelítéssel lineárisan növekszik, ennek oka 

leginkább az lehet, hogy a BPDAc-1 koncentrációja széles időtartományban közel 

állandó. A monoacilezett származékok koncentrációinak időbeli lefutása arra enged 

következtetni, hogy az alkalmazott Lipase AK enzim elsősorban az 1-es helyzetben 

monoacilezett regioizomer továbbacilezését katalizálja. Megállapítható továbbá, hogy a 

4,5 óra reakcióidő mindössze a BPD szubsztrát közel teljes átalakításához volt elegendő, 

a BPDAc-1 termék továbbacilezése még nem érte el az egyensúlyi konverziót. 

A reaktorba lépést megelőzően vízmentesített szén-dioxidban végzett reakció esetén a 

mért koncentrációk időbeli lefutása némiképp eltérő képet mutat. A reakció kezdetén a 

BPD fogyása és a BPDAc-1 termék képződése meredekebb lineáris szakaszokkal 

jellemezhető. A BPDdiAc termék koncentrációja kezdetben telítési görbével közelíthető, 

majd exponenciálisan növekszik. 

A 43. ábra az acetál melléktermékek koncentrációjának időbeli alakulását szemlélteti.  

A kereskedelmi forgalomban elérhető, nedvességet tartalmazó CO2 esetén az acetál 

melléktermékek koncentrációja közel lineárisan növekszik. A BPD nedves CO2-ban 

tapasztalt lassabb átalakulása miatt folyamatosan jelen volt a rendszerben BPD, ami 

lehetővé tette a folyamatos melléktermék képződést. 
 

 
a.) transz-acetál b.) cisz-acetál 

43. ábra 

Az acetál melléktermékek koncentrációjának időbeli alakulása 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270

c 
(m

M
)

t (perc)

scCO2

száraz scCO2

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270

c 
(m

M
)

t (perc)

scCO2

száraz scCO2



Enantioszelektív enzimkatalizált reakciók szuperkritikus szén-dioxidban 

87 

A leszárított scCO2-ban elvégzett reakció során a reakció kezdetén magasabb 

koncentrációban jelennek meg az acetál melléktermékek, ami a nagyobb kezdeti 

reakciósebesség következtében megnövekedett acetaldehid koncentrációval 

magyarázható. A reakció előrehaladtával 2,5 óra után az acetál melléktermékek 

koncentrációja állandósulni látszik, ekkor a BPD konverziója megközelíti a 99%-ot.  

A koncentráció görbék időbeli lefutásának összehasonlítása azt jelzi, hogy a rendszer 

nedvességtartalmának az egyes reakciólépések sebességére lehet hatása. A BPD lipáz 

katalizált acilezésének kinetikai leírásakor az alábbi reakciólépések sebességi egyenleteit 

kellene számításba venni: 

 a BPD két enantiomerének fogyása (2 db egyenlet), 

 a BPDAc-1 termék két enatiomerének képződése, és az enantiomerek 

továbbalakulása a 2. acilezési lépésben (2 db egyenlet), 

 a BPDAc-2 termék két enatiomerének képződése, és az enantiomerek 

továbbalakulása a 2. acilezési lépésben (2 db egyenlet), 

 a BPDdiAc termék két enantiomerének képződése a monoacilezett termékek 

enantiomereiből (2 egyenlet). 

 a cisz- és transz-acetál melléktermékek képződése, melyek nem enzim katalizált 

kémiai reakciók (4 egyenlet). 

A nagyszámú párhuzamosan lejátszódó reakciólépés miatt a folyamat kinetikai leírása  

12 db sebességi differenciálegyenlet megoldását tenné szükségessé. Ehhez ismernünk 

kellene a szubsztrát- és az egyes termék enantiomerek koncentrációinak időbeli lefutását. 

Ráadásul az egyes egyenletekben az enzim aktivitására jellemző reakciósebességi 

együtthatók időfüggők lehetnek. Az időfüggés különösen valószínű a vízmentes szén-

dioxiddal feltöltött reaktor esetében, amikor a keringetett oldószer az enzim felültén levő 

vizet extrahálja. A víztartalom változás aktivitás és szelektivitás változást 

eredményezhet. Továbbá a reakcióban keletkező termékek (észterek) és melléktemékek 

(acetaldehid, acetálok) esetleges inhibíciós hatását is figyelembe kellene venni. 

Másrészről a reakció nyomonkövetése során levett minták mennyisége nem tette lehetővé 

még a BPD és a monoacilezett termékek származékképzést követő enantiomer 

összetételének meghatározását sem, ezért a reakció részletes kinetikai leírására nem 

vállalkoztam. 

Közelítésként a (R,S)-BPD szubsztrát fogyása a (15) egyenlettel írható le. 

c0 − ci

c0

= 1 − exp(−k ∙ t) (15) 

ahol c0 és ci a szubsztrát kezdeti és t reakcióidő után mért koncentrációja (mM), 

 k látszólagos reakciósebességi együttható (1/perc), 

 t reakcióidő (perc). 
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A (15) egyenlet linearizált formájának illesztésével kapott egyeneseket a 44. ábra 

szemlélteti, melyek meredeksége a látszólagos reakciósebességi együttható.  

A reakciósebességi együtthatókat összevetve elmondható, hogy a BPD szubsztrát 

fogyása mintegy 1,5-szer gyorsabban játszódik le vízmentes szén-dioxidban. 

Természetesen ez nem jelenti azt, hogy az enzim saját víztartalma lenne az optimális 

nedvességtartalom. A rendszer nedvességtartalmának optimalizálásához szélesebb 

vízkoncentráció tartományban kell vizsgálni a reakció lefutását ez azonban ebben a 

szakaszban nem volt célom. 
 

 

44. ábra 

A nedvességtartalom hatása a (R,S)-BPD szubsztrát fogyására 
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IV.3 Enantioszelektív észterezés vizsgálata glicerinszármazékok 
alkalmazása mellett 

Királis szekunder alkoholok enzimkatalizált kinetikus rezolválási folyamataiban 

acilezőszerként jellemzően vinil-acetátot alkalmaznak. A vinil-acetát mellett azonban a 

környezetvédelmi és munkavédelmi szempontból is kedvezőbbnek tekintett glicerin-

észterek [166], illetve természetes olajok [175] is megfelelő észterezőszerek. Ezek az 

észterezőszerek folyékony halmazállapotuknak köszönhetően nemcsak reaktánsként, 

hanem reakcióközegként is funkcionálhatnak, kiküszöbölve ezáltal a szerves oldószerek 

szükségességét. Továbbra is problémát jelent azonban a reakció során keletkező termék 

és a visszamaradó szubsztrát környezetkímélő módon történő kinyerése a nagyobb 

viszkozitású olajos fázisból. Az elválasztást leggyakrabban szerves oldószeres 

extrakcióval vagy preparatív oszlopkromatográfiás módszerekkel valósítják meg. 

2014-től újra bekapcsolódtam a szuperkritius szén-dioxidot felhasználó rezolválásokkal 

kapcsolatos kutatásokba. Célom annak vizsgálata, hogy a scCO2 milyen módon tud 

hozzájárulni a glicerin-származékokkal esetleg természetes olajokkal végzett kinetikus 

rezolválási folyamatok környezetkímélő módon történő végrehajtásához. 

Modellreakcióként a racém 1-feniletanol (PE) enzimkatalizált kinetikus rezolválását 

vizsgáltam. A kísérleti munka jelentős részét szakdolgozó/diplomázó hallgatók, Amairi 

Viktor, Szécsényi Ágnes és Varga Zsófia végezték. Szerepem a közös kutatásokban: a 

mérési módszerek kidolgozásában számos gyakorlati probléma megoldása, valamint az 

eredmények részletes értékelése, elemzése, a kísérleti munka tervezése és irányítása.  

A heterogén összetételű természetes olajok alkalmazásának előkészítésére 

észterezőszerként glicerin-triacetátot (GTA) és glicerin-tributirátot (GTB) választottam. 

A GTA és GTB ugyan szintetikus eredetű vegyületek, de tiszta komponensek és ebből 

adódóan az analitika kidolgozása is könnyebben megvalósítható. Továbbá a két 

vegyülettel, mint észterezőszerrel végzett kísérletek során a szénlánchossz növelés 

általános hatásáról nyertünk információkat, mind a fázisviselkedés, mind a 

reakciósebesség és szelektivitás szempontjából. Katalizátorként továbbra is Candida 

antarctica lipáz B enzimet használtam immobilizált formában. 
 

 

IV.3.1 Atmoszférikus referenciakísérletek 

A nagynyomású kísérleteket megelőzően atmoszférikus referencia kísérleteket 

végeztünk oldószermentes közegben. Reakcióközegként a nagy feleslegben alkalmazott 

GTA és GTB észterezőszerek szolgáltak. A folyamat során a CALB enzim szelektíven 

katalizálja az (R)-észter termék képződését a 45. és a 46. ábrákon látható 

reakcióegyenleteknek megfelelően.  
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45. ábra 

Az (R,S)-PE kinetikus rezolválása glicerin-triacetáttal 

 

46. ábra 
Az (R,S)-1-PE kinetikus rezolválása glicerin-tributiráttal 

 

A kidolgozott gázkromatográfiás analitikai módszernek (IV.1.2.3. fejezet) megfelelő 

jel/zaj arány mellett (S) konfigurációjú észter termék jelenléte nem volt kimutatható a 

reakcióelegyben, a termék enantiomertisztaság mind PEAc esetében, mind α-MBB 

esetében >99 %. Mintegy 5 órás reakcióidőt követően az (R,S)-PE-re számolt konverzió 

mindkét glicerinszármazék esetén elérte az enzim szelektivitásából adódó elméleti  

50%-ot (47. ábra). A légköri nyomású ellenőrző kísérleteket termosztáló fürdőbe állított, 

csavaros kupakkal zárható üvegedényben végeztük. Az előmelegített (40 °C) GTA illetve 

GTB észterező szerbe bemértünk 10 µl (82,8 mmol) (R,S)-PE-t, majd az elegyhez 10 mg 

CALB enzimet adtunk. A kísérleteket szerves oldószer alkalmazása nélkül hajtottuk 

végre, a reakcióközeget a szobahőmérsékleten folyékony halmazállapotú észterezőszerek 

biztosították. A reakcióelegyet mágneses keverőmag segítségével 6 órán át kevertettük, 

amelyből meghatározott időközönként 5 µl mintát vettünk. A mintákat 

gázkromatográffal elemeztük. A racém szubsztrátra számított konverzió időbeli 

alakulását a 47. ábra szemlélteti. 
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47. ábra 

A konverzió időbeli alakulása  

(atmoszférikus nyomás, T = 40° C, c0,(R,S)-PE = 82,8 mM, mCALB = 10 mg) 

Elsőrendű kinetika feltételezésével ((17) egyenlet) illesztett görbe. 

 

IV.3.1.1 Az enzimkinetikai konstansok meghatározása 

Az enzimkinetikai konstansok (rmax, KM) meghatározásához a (R,S)-PE kiindulási 

koncentrációját 82,7 mM – 1653 mM koncentráció tartományban változtattuk. Minden 

reakciót 10 mg CALB enzim felhasználása mellett 40 °C hőmérsékleten végeztünk 1 ml 

térfogatú GTA illetve GTB észterezőszerben 5 órán keresztül.  

A vizsgált lipáz katalizált kinetikus rezolválási folyamat a ping-pong bi-bi mechanizmust 

követi [71, 72]. Az észterezőszer nagy feleslegben történő alkalmazása esetén a reakció 

kinetikai leírására jó közelítés a (4) egyenlettel leírható Michaelis-Menten kinetika. 

Egylépéses reakció esetén a kezdeti reakciósebesség (r0) meghatározásához az átalakult 

szubsztrát, vagy a keletkezett termék koncentrációját kell követni az idő függvényében. 

Tekintettel arra, hogy a reakció nyomonkövetése során vett reakcióelegy mintákban az 

(S)-észter termék koncentrációja az alkalmazott analitikai módszer meghatározási határa 

alatt volt, a kezdeti reakciósebesség az (R)-észter termék képződésének sebességét 

jellemzi. 

A kezdeti reakciósebesség meghatározásához az izoterm, tökéletesen kevert, szakaszos 

tartályreaktor modellt alkalmaztam. Az (R)-PE enantiomer fogyása az alábbi elsőrendű 

kinetika szerinti reakciósebességi egyenlettel ((16) egyenlet) írható le. 
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−
dc(𝑅)−PE

dt
= m ∙ r(t) = m ∙ k ∙ c(𝑅)−PE(t) (16) 

ahol c(R)-PE (R)-PE enantiomer koncentrációja (mol/dm3), 

 m az enzimkészítmény tömege (mg), 

 k reakciósebességi együttható (1/(perc·mg enzimkészítmény)), 

 t reakcióidő (perc). 

A (16) egyenletet integrálásával és az Y =
c0,(𝑅)−PE−c(𝑅)−PE

c0,(𝑅)−PE
 összefüggés figyelembe 

vételével a hozam (Y) időbeli változása a (17) egyenlet szerint írható le. A hozam fenti 

módon történő számítását a CALB szelektivitása, valamint az tette lehetővé, hogy a 

reakció során melléktermék nem képződött. 

Y(t) = 1 − e−k∙m∙t (17) 

A keletkezett termék hozamot a reakcióidő függvényében ábrázoltam és a kapott 

pontokra a (17) egyenletnek megfelelő görbét illesztettem Statistica for Windows 12 

program segítségével. A kezdeti reakciósebességet a hozam görbe t = 0 időponthoz 

tartozó első deriváltjának meghatározását követően a (16) egyenlet szerint számítottam. 

A c0,(R)-PE függvényében ábrázolt r0 értékekre Michaelis-Menten típusú görbét ((4) 

egyenlet) illesztettem (48. ábra), melynek egyenletéből meghatároztam a kezdeti 

maximális reakciósebesség és a Michaelis-konstans értékeit (13. táblázat). A Michaelis-

Menten típusú görbe illesztését szintén a Statistica for Windows 12 szoftverrel végeztem. 
 

 

48. ábra 

Az (R,S)-PE kinetikus rezolválásának Michaelis-Menten görbéje az észterezőszer függvényében 

(atmoszférikus nyomás, T = 40 °C, c0,(R)-PE = 41,3 ‒ 827 mM, mCALB = 10 mg) 
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13. táblázat 

Enzimkinetikai konstansok értékei (atmoszférikus nyomás, T = 40 °C) 

Észterezőszer KM, mol/dm3 
rmax 

10-4 mol/(dm3·perc·mg enzim) 

GTA 0,489 3,24 

GTB 0,224 7,69 

 

A vizsgált glicerinszármazékok között a reakciókinetika tekintetében mutatkozott eltérés. 

A 40 °C-on vizsgált reakciók esetén GTB-tal végezve a kinetikus rezolválást a maximális 

reakciósebesség 2,4-szerese a GTA észterezőszerrel mért értékhez képest. A hosszabb 

szénláncú észterezőszer esetén az enzim affinitása nagyobb, amit mind a nagyobb 

maximális reakciósebesség, mind a kisebb disszociációs állandó érték alátámaszt. 
 

IV.3.1.2 Az enzimkinetikai konstansok hőmérsékletfüggése 

Az enzimkinetikai konstansok hőmérsékletfüggését a 40 °C-on magasabb rmax értékkel 

jellemezhető GTB észterezőszer esetén vizsgáltuk 5 különböző hőmérsékleten 30 - 70 °C 

tartományban. A különböző hőmérsékletekhez tartozó Michaelis-Menten típusú görbéket 

a függelék II.2. fejezetének II.1. ábrája szemlélteti. Az enzimkinetikai konstansok 

hőmérsékletfüggése a 49. ábrán látható. A vizsgált szubsztrát koncentráció tartományban 

a rmax értéke a hőmérséklet emelésével növekszik egészen 60 °C-ig, ami a k értékének az 

Arrhenius egyenlet szerinti hőmérséklet függésével magyarázható. A maximális kezdeti 

reakciósebesség 70 °C-on tapasztalt csökkenése feltételezhetően az enzim magasabb 

hőmérsékleten bekövetkező stabilitás vesztésével hozható összefüggésbe. A KM 

tulajdonképpen az enzim – szubsztrát komplex disszociációs állandója, amely a vizsgált 

hőmérséklet tartományban a növekvő hőmérséklet hatására növekvő tendenciát mutat, 

vagyis az enzim szubsztrát affinitása csökken. 
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49. ábra 

Az enzimkinetikai konstansok hőmérsékletfüggése  

GTB észterezőszer alkalmazása esetén 

 

 

IV.3.2 Reakciók szuperkritikus szén-dioxidban 

IV.3.2.1 Az 1-feniletanol kinetikus rezolválása glicerin-triacetáttal 

A reakció során kialakuló fázisok száma elsősorban a GTA scCO2-ban való 

oldhatóságától függ, mivel sokkal nagyobb koncentrációban alkalmaztuk, mint az 

alkoholt. Az (R,S)-PE scCO2-ban való oldhatóságáról fázisegyensúlyi mérések találhatók 

az irodalomban [171, 172]. A 40 °C-on elvégzett fázisegyensúlyi mérések adatai alapján 

az alkalmazott bemérési koncentráció mellett az (R,S)-PE feloldódik a scCO2-ban 

(10 MPa, 40 °C). Ugyancsak irodalmi adatok szerint a képződő PEAc észter termék 

oldhatósága meghaladja a PE oldhatóságát [178]. A GTA scCO2-ban való oldhatóságáról 

nem találtam mérési adatokat a szakirodalomban, ezért a reakció során kialakult fázisok 

számának megállapítása érdekében a GTA oldhatóságát kísérletesen vizsgáltuk. Három 

különböző GTA koncentráció esetén (3,95 m/m%, 4,56 m/m% és 8,42 m/m%) 

opálosodási pont meghatározást végeztünk, mely során több különböző beállított 

hőmérsékleten opálosodási nyomást mértünk. 40 °C hőmérsékleten az opálosodási 

nyomás értékek rendre 8 ‒ 9 MPa közé estek. Az opálosodási pont meghatározása egy 

változtatható térfogatú, nyomásálló, látóüveges cellában (New Ways of Analytics 

Messgeräte GmbH, Lörrach, Németország) történt. Az opálosodási pont mérések alapján 

úgy határoztuk meg a kiindulási koncentrációkat, hogy a reakció a szilárd, immobilizált 
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enzimkészítménytől eltekintve homogén, egy fázisú legyen. 

A nyomás alatti reakciókat a 38. ábrán látható tartályreaktorban végeztük. A reaktorba 

bemértünk 30 μl (0,25 mmol) (R,S)-PE-t, 1550 μl (8,24 mmol) GTA-t és 20 mg CALB 

enzimet. A termosztált reaktort egyszer desztillált szén-dioxiddal töltöttük fel.  

Az (R,S)-PE kinetikus rezolválásának időbeli lefutását 10 MPa nyomásom és 40 °C 

hőmérsékleten, 27 órás időtartamban vizsgáltuk. A racém alkohol mennyiségére 

számított konverzió és a visszamaradó (S)-PE enantiomertisztaságának időbeli alakulása 

az 50. ábrán látható. A CALB enzim scCO2-ban is megőrizte aktivitását és szelektivitását. 

Az elméletileg elérhető maximális konverziót megközelítő 49%-os konverzió értéket  

5 óra után értük el. A kiindulási szubsztrát ee értéke a reakció előrehaladásának 

mértékétől függött, a reakció teljes lejátszódása esetén az ee(S)-PE > 99%. 
 

 

50. ábra 

Az (R,S)-PE kinetikus rezolválása glicerin-triacetáttal scCO2-ban  

(p = 10 MPa, T = 40 °C) 

 

A reakciósebességek összehasonlítását a légköri nyomáson, oldószermentesen végzett, 

illetve a nagynyomású reakciók között is elvégeztem. A IV.3.1.1. fejezetben 

meghatározott Michaelis-Menten egyenletből azonos alkohol-koncentrációkra számolt 

reakciósebességgel hasonlítottam össze a mért kezdeti reakciósebesség értékeket és az 

eredményt az 51. ábrán ábrázoltam. Az oldószermentes kísérletek kezdeti 

reakciósebességei is egy egyenesre esnek (mint a Michelis-Menten görbe kezdeti 

szakasza is jól közelíthető egyenessel), de oldószermentes esetben 2,4-szer nagyobb az 

egyenes meredeksége.  
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51. ábra 

A légköri nyomáson oldószermentes közegben és a scCO2-ban (p = 10 MPa, T = 40 °C) végzett 

reakciók kezdeti reakciósebességeinek összehasonlítása 

 

A következetesen kisebb reakciósebesség oka lehet, hogy a reakcióelegyben a másik 

szubsztrát, a triacetin koncentrációja kisebb a szén-dioxidban végzett mérések esetén, 

vagy az enzim kisebb aktivitása is. Ezért elvégeztük atmoszférikus körülmények között 

n-hexán oldószerben is a reakciósorozatot és a kezdeti reakciósebességek 

meghatározását. A szuperkritikus szén-dioxidban és az azonos GTA koncentrációk 

mellett n-hexánban végzett reakciók kezdeti reakciósebességeit a kiindulási alkohol 

koncentrációjának függvényében ábrázoltam az 52. ábrán.  
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52. ábra 

A légköri nyomáson n-hexán és a scCO2-ban (p = 10 MPa, T = 40 °C) végzett reakciók kezdeti 

reakciósebességeinek összehasonlítása 

 

Az eredmények alapján valószínűsítem, hogy az azonos PE koncentráció mellett kisebb 

szuperkritikus szén-dioxidban mért kezdeti reakciósebesség oka nem a nyomás, 

víztartalom, vagy az enzim felületen való pH változás, hanem hogy a GTA térfogatra 

vonatkoztatott koncentrációja 1/36-a az oldószermentes mérésekének. 
 

IV.3.2.2 Az 1-feniletanol kinetikus rezolválása glicerin-tributiráttal 

A GTB estén az (R,S)-PE kinetikus rezolválását az atmoszférikus körülmények között 

legjobbnak talált hőmérsékleten, 60 °C-on, vizsgáltuk. A kísérleti berendezés kialakítása 

miatt a nyomást 10 és 20 MPa tartományban lehet vizsgálni. Az irodalomban sem a GTB 

sem az α-MBB oldhatóságáról nem találtam adatot. A reakcióelegy ezeknél várhatóan 

még rosszabbul oldódik a keletkező kevés glicerin, valamint a mono- és digliceridek 

kisebb CO2 oldhatósága miatt.  

Megmértük ezért a GTB, az α-MBB, valamint a légköri nyomáson végzett kísérletek 

során keletkezett reakcióelegy szén-dioxid oldhatóságát látóüveges cellában, opálosodási 

pont méréssel. Az 53. ábrán az opálosodási nyomás látható a hőmérséklet függvényében. 

A pontsorozatok felett az adott összetételű elegy homogén fázist alkot, alatta folyadék – 

fluid két fázist.  
 

0

0,001

0,002

0,003

0,004

0,005

0,006

0,007

0,008

0,009

0 5 10 15 20 25 30

r 0
(m

M
/(

m
in

·m
g

 e
n

zi
m

)

c0,(R)-PE (mM)

scCO2

légköri nyomás, n-hexán



 

98 

 

53. ábra 

A GTB, az α-MBB és a légköri nyomáson végzett kísérletek során keletkezett 

reakcióelegy oldhatósága szén-dioxidban 
 

Az oldhatósági adatok alapján olyan bemérést választottunk, aminél 10 MPa nyomáson 

mindvégig két fluid fázis, 20 MPa nyomáson pedig mindvégig egy fluid fázis van jelen 

a reaktorban a szilárd enzimkészítmény mellett. 670 μl 1:10 mólarányú (R,S)-PE – GTB 

elegyet és 10 mg CALB enzimet mértünk a 38. ábrán látható 60 °C-ra termosztált 

reaktorba. Ezután egyszer desztillált szén-dioxiddal töltöttük fel a reaktort a kívánt 

nyomásra.  

A CALB enzim továbbra is megőrizte szelektivitását, a reakcióelegy mintákban  

(S)-α-MBB termék nem volt mérhető. Eltérést tapasztaltam azonban a konverzió időbeli 

lefutásában, az 54. ábrán 3 ‒ 3 db párhuzamos mérés eredményei láthatók. A kinetikus 

rezolválás 10 MPa nyomáson, vagyis heterogén rendszerben gyorsabb, 5 órás reakcióidőt 

követően az (R)-PE átalakulása teljesnek tekinthető. A fázisviszonyoknak a kezdeti 

reakciósebességre gyakorolt hatásának okát az enzim körül kialakult GTB szubsztrát 

koncentrációviszonyokban látom, ami megegyezik a GTA esetében tapasztaltakkal.  

A kétfázisú, folyadék – scCO2 rendszerben az alsó folyadék fázisban található enzim 

körül magasabb GTB szubsztrát koncentráció alakulhatott ki, mint a homogén,  

scCO2-ban oldott reakcióelegy esetén, míg a PE mindkét fázisban jelen van, ezért a két 

esetben az enzim környezetében nem tér el jelentősen a koncentrációja.  
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54. ábra 

A konverzió időbeli alakulása az (R,S)-PE glicerin-tributiráttal scCO2-ban végzett kinetikus 

rezolválása során (T = 60 °C) 

A szaggatott vonalak általános trendet mutatnak, nem függvényillesztés eredményei. 

 

A nagynyomású, scCO2-ban glicerin-származékokkal, mint észterezőszerekkel elvégzett 

reakciók tapasztalatai alapján a természetes olajokkal elvégzett kinetikus rezolválási 

folyamatok vizsgálatánál a jövőben az alábbi szempontokat fogom kiemelten figyelembe 

venni. 

 A nagyobb szénatomszámú zsírsavakat tartalmazó észterek estén nagy nyomásra 

(p > 25 MPa) van szükség abban az esetben, ha a reakciót homogén fázisban 

akarjuk végrehajtani. Alacsonyabb nyomás alkalmazásakor a reakció heterogén, 

kétfázisú lesz. Az alsó olajos fázisba oldódott szén-dioxid viszkozitás csökkentő 

hatása azonban kedvező lehet. További előnye a két fluid fázisú reakciónak, hogy 

az enzim környezetében a szubsztrát koncentrációja nagyobb. 

 Az oldhatósági adatok ismeretében a termék illetve a visszamaradó szubsztrát 

környezetkímélő módon, szén-dioxidos extrakcióval kinyerhető a nagynyomású 

reaktortérből. Már a PE és az α-MBB oldhatósága között is jelentős a különbség, 

további molekulatömeg növekedés esetén a keletkező észter scCO2-ban való 

oldhatósága közötti különbség növelhető, ami a megfelelő nyomás és 

hőmérsékletviszonyok beállítása mellett megkönnyítheti a szubsztrát és a termék 

elválasztását frakcionált nyomáscsökkentéssel. Az elválasztás szempontjából 

valószínűleg létezik optimális szénlánc hosszúságú észterezőszer. 
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IV.4 Összefoglalás 

A szuperkritikus szén-dioxid oldószerben lejátszódó kinetikus rezolválás vizsgálata 

során két királis alkohol, a 3-benziloxipropán-1,2-diol (BPD) és az 1-feniletanol (PE) 

lipáz katalizált észterezésével foglalkoztam. 

A 3-benziloxipropán-1,2-diol kétlépéses konszekutív acilezése során észterezőszerként 

vinil-acetátot alkalmaztam. Az acilezési reakció vizsgálatakor a kereskedelmi 

forgalomban beszerezhető Lipase AK, Lipase PS és PPL enzimek mellett sor került 

három különböző termofil fonalasgomba törzsből (Trichoderma reesei RUT-C30, 

Thermoascus thermophilus NRRL 5208, Talaromyces emersonii NRRL 3221) izolált 

lipáz tesztelésére is. 

A racém szubsztrátra vonatkozó konverzió értékek összevetése alapján megállapítottam, 

hogy a fonalasgomba törzsekből izolált lipáz enzimek alacsony hidroláz aktivitásuk 

ellenére magas biokatalitikus aktivitást mutattak scCO2-ban. A 4,5 órás reakcióidőt 

követően az aktivitás egységre vonatkoztatott konverzió értékek többszörösen 

meghaladták a kereskedelmi forgalomban kapható enzimkészítmények esetén elért 

konverziót. 

Azonos nyomás és hőmérséklet paraméterek (12 MPa, 38 °C) mellett a vizsgált reakciók 

regioszelektivitásának vonatkozásában különbséget mutattam ki a kereskedelmi 

forgalomban kapható lipázok és a termofil fonalasgomba törzsekből izolált lipázok 

viselkedése között. A kereskedelmi forgalomban kapható lipázok elsősorban az 1-es 

helyzetben monoacilezett termék (BPDAc-1) képződését katalizálták, míg a termofil 

fonalasgomba törzsekből izolált lipázok esetén az 1-es helyzetben monoacilezett és a 

diaclezett termékek (BPDdiAc) összemérhető mennyiségben keletkeztek. 

Igazoltam, hogy az acilezési reakciót cisz- és transz-4[(benziloxi)metil]-2-metil-1,2-

dioxalán (cisz- és transz-actál) melléktermékek képződése kíséri. A melléktermék 

képződést a BPD-nak az enzimatikus folyamatban a vinil-acetátból felszabaduló, ám a 

zárt rendszerből távozni nem tudó acetaldehiddel lejátszódó kémiai reakciója 

eredményezi. 

Az enzimkészítmények sztereoszelektivitásának jellemzését a diacilezett termék 

enantiomertisztasága alapján végeztem el. Megállapítottam, hogy a termofil 

fonalasgomba törzsekből izolált lipázok alacsony enantiomertisztaság mellett 

katalizálták a diacilezett termék (ee(R)-BPDdiAc ≤ 25%) képződését, enantiomer 

szelektivitásuk elmaradt a kereskedelmi forgalomban kapható lipázokkal elért 

eredményekhez képest (ee(R)-BPDdiAc ≥ 45%). A diacilezett termék konfigurációját tekintve 

mindegyik enzim a diacilezett termék (R) enantiomerének képződését preferálta. 

A rendszer nedvességtartalmát tekintve a kereskedelmi forgalomban kapható 99,5%-os 
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tisztaságú szén-dioxidban elvégzett reakciót azzal az esettel hasonlítottam össze, mely 

során a reaktorba lépés előtt a szén-dioxidot zeolit adszorbensen keresztülvezetve 

szárítottam. Katalizátorként a Lipase AK enzimkészítményt választottam. Megfigyeltem, 

hogy a kereskedelmi forgalomban kapható szén-dioxid nedvességtartalma nincs 

szignifikáns hatással a termékhozamokra és az enzim enantiomerszelektivitására, ha a 

mérési eredményeket a szárított szén-dioxidban elvégzett reakció eredményeivel vetjük 

össze. A reakciók időbeli lefutását nyomon követve arra a következtetésre jutottam, hogy 

a rendszer nedvességtartalmának az egyes reakciólépések sebességére lehet hatása.  
 

Az 1-feniletanol kinetikus rezolválása során észterezőszerként glicerin-triacetátot (GTA) 

és glicerin-tributirátot (GTB) választottunk. Célom annak vizsgálata volt, hogy a scCO2 

milyen módon tud hozzájárulni a glicerin-származékokkal, esetleg természetes olajokkal 

végzett kinetikus rezolválási folyamatok környezetkímélő módon történő 

végrehajtásához. A scCO2 oldószerben elvégzett reakciók eredményeit atmoszférikus 

referencia kísérletekkel hasonlítottam össze. Az atmoszférikus nyomású reakciókat 

hagyományos szerves oldószer alkalmazása nélkül hajtottuk végre, a reakcióközeget a 

szobahőmérsékleten folyékony halmazállapotú észterezőszerek biztosították. 

Megállapítottam, hogy az alkalmazott Candida antarctica lipáz B enzim mind  

scCO2-ban, mind atmoszférikus nyomáson, szerves oldószermentes körülmények között 

szelektíven katalizálja a szubsztrát (R)-izomerének átalakulását. A termék 

enantiomertisztaság mind az 1-fenil-etil-acetát esetében, mind az α-metil-benzil-butirát 

esetében >99%. 

Az atmoszférikus nyomáson végzett reakciók esetén kimutattam, hogy 40 °C-on  

GTB-tal végezve a kinetikus rezolválást a maximális reakciósebesség 2,4-szerese a GTA 

észterezőszerrel mért értékhez képest. A hosszabb szénláncú észterezőszer esetén az 

enzim affinitása nagyobb, amit mind a nagyobb maximális reakciósebesség, mind a 

kisebb disszociációs állandó érték alátámaszt. 

A GTA észterezőszer esetén oldószermentes körülmények között a reakciósebesség  

2,4-szerese a scCO2-ban (100 bar, 40°C) tapasztalt reakciósebességnek. Igazoltam, hogy 

nagy nyomáson a reakciósebesség csökkenését nem az enzim aktivitásvesztése, hanem a 

GTA szubsztrát kisebb koncentrációja okozza. 

Az észterezőszer szénlánc hosszának növelése nagynyomású körülmények között a 

fázisok számának növekedéséhez vezet. GTB észterezőszer esetén míg 60 °C-on és  

20 MPa nyomáson a reakcióelegy scCO2-ban oldott állapotban tartható, addig 10 MPa 

nyomáson a reakció heterogén rendszerben játszódik le. A kinetikus rezolválás 10 MPa 

nyomáson, vagyis heterogén rendszerben gyorsabb, 5 órás reakcióidőt követően az  

(R)-PE átalakulása teljesnek tekinthető. A fázisviszonyoknak a kezdeti reakciósebességre 
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gyakorolt hatásának oka az enzim körül kialakult GTB szubsztrát koncentráció-

viszonyokkal magyarázható. A kétfázisú, folyadék – scCO2 rendszerben az alsó folyadék 

fázisban található enzim körül magasabb GTB szubsztrát koncentráció alakulhatott ki, 

mint a homogén, scCO2-ban oldott reakcióelegy esetén. Ezzel szemben a PE mindkét 

fázisban jelen van, ezért a két esetben az enzim környezetében nem tér el jelentősen a 

koncentrációja. 

A természetes olajokkal elvégzett kinetikus rezolválási folyamatokban a scCO2 alábbi 

szempontok szerint tud hozzájárulni a művelet környezetkímélő módon történő 

végrehajtásához. 

 A nagyobb szénatomszámú zsírsavakat tartalmazó észterek estén nagy nyomásra 

(p > 25 MPa) van szükség abban az esetben, ha a reakciót homogén fázisban 

akarjuk végrehajtani. Alacsonyabb nyomás alkalmazásakor a reakció heterogén, 

kétfázisú lesz. Az alsó olajos fázisba oldódott szén-dioxid viszkozitás csökkentő 

hatása azonban kedvező lehet. További előnye a két fluid fázisú reakciónak, hogy 

az enzim környezetében a szubsztrát koncentrációja nagyobb. 

 Az oldhatósági adatok ismeretében a termék illetve a visszamaradó szubsztrát 

környezetkímélő módon, szén-dioxidos extrakcióval kinyerhető a nagynyomású 

reaktortérből. Az észterezőszer molekulatömeg növelése esetén a keletkező 

észtertermék scCO2-ban való oldhatósága közötti különbség növelhető, ami a 

megfelelő nyomás és hőmérsékletviszonyok beállítása mellett megkönnyítheti a 

szubsztrát és a termék elválasztását frakcionált nyomáscsökkentéssel.  

Az elválasztás szempontjából valószínűleg létezik optimális szénlánc hosszúságú 

észterezőszer. 
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V ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

1. Elsőként írtam le a racém N-metil-amfetamin diasztereomer sóképzésen alapuló 

szuperkritikus extrakciós rezolválási eljárását. A kidolgozott rezolválási eljárás 

hatékonyságának egyik alapfeltétele, hogy az oldószerből, vákuumbepárlással végzett 

mintaelőkészítés során az extrakció körülményei között is stabil diasztereomer só 

képződik, mely az extrakció során nem oldódik a szuperkritikus állapotú szén-

dioxidban, ugyanakkor a szabadon maradó enantiomer(keverék) jól oldódik a fluid 

állapotú oldószerben. Ekkor a scCO2-os extrakció a diasztereomer só és a szabad 

enantiomerkeverék gyors és hatékony elválasztására alkalmas. A vizsgált rezolválási 

rendszer azonos viselkedést mutatott a 6-fluor-2-metil-1,2,3,4-tetrahidrokinolin 

esetén ugyancsak általam kidolgozott szuperkritikus szén-dioxidos extrakcióval 

kombinált rezolválási eljárással. [I], [II] 

Indoklás 

Oldhatóság mérésekkel igazoltam, hogy a vizsgált extrakciós nyomás- és hőmérséklet 

tartományban (10 ‒ 20 MPa és 33 ‒ 63 °C) a racém N-metil-amfetamin jól oldódik 

scCO2-ban. A 20 MPa nyomáson és 33 °C-on mért 0,52 m/m%-os technikai oldhatóságot 

összevetve a kutatócsoportban eddig extrakciós rezolválással vizsgált racém vegyületek 

azonos körülmények mellett mért oldhatóságával elmondható, hogy ennél jobb 

oldhatóságot csak a transz-2-klór-ciklohexán-1-ol és a 6-fluor-2-metil-1,2,3,4-

tetrahidrokinolin mutatott. Megállapítottam továbbá, hogy sem a rezolválószerek 

önmagukban, sem pedig a velük képzett diasztereomer sók nem oldódnak scCO2-ban, 

ami lehetővé teszi az extrakciós rezolválási eljárás alkalmazhatóságát. Utóbbit 

alátámasztja a molekulákban található poláris csoportok, valamint az ionos kötések 

jelenléte, melyek nem kedveznek a scCO2-ban való oldhatóságnak. 

2. Igazoltam, hogy az egy rezolválási lépésben előállított enantiomerkeverékek sikeren 

továbbtisztíthatók mind újrarezolválással, mind pedig akirális hozzátét 

alkalmazásával scCO2-os extrakcióval kombinálva. [II] 

Indoklás 

Az N-metil-amfetamin enantiomerkeverék konglomerátum képző jellege miatt a 

hatékony továbbtisztításhoz a rezolválószert, vagy az akirális reagenst az 

enantiomerfelesleggel ekvivalens mennyiségben adtam az enantiomerkeverékhez. Egy 

továbbtisztítási lépésben mindkét módszer esetén a raffinátumból nyert 

enantiomerkeverék optikai tisztasága elérte a 90%-ot. 

3. Elsőként ismertem fel, hogy az N-metil-amfetamin olvadékból történő diasztereomer 

só kristályosítása esetén a scCO2-os extrakció körülményei között is stabil 



 

104 

diasztereomer só képződik. A scCO2-os extakcióval kombinált olvadékból történő 

diasztereomer kristályosításon alapuló rezolválás esetén a mintaelőkészítés 

oldószermentes körülmények között hajtható végre. [IV] 

Indoklás 

Az N-metil-amfetamin hatékonyan rezolválható olvadékból történő diasztereomer 

sóképzéssel DBBS és DPTBS rezolválószerekkel. Mintegy 0,5 óra szobahőmérsékleten 

megvalósított kristályosodást követően a scCO2-os extrakció körülményei között is stabil 

diasztereomer só keletkezett. Az optimális fél ekvivalens mólarányban alkalmazva a 

rezolválószert az F paraméter értékek nem különböztek szignifikánsan az oldószerből 

történő vákuumbepárlással kísért diasztereomer sóképzés során kapott eredményektől. 

4. Elsőként valósítottam meg racém diol konszekutív észterezésen alapuló kinetikus 

rezolválását szuperkritikus szén-dioxidban. [III] 

Indoklás 

A 3-benziloxipropán-1,2-diol vinil-acetáttal történő kétlépéses konszekutív acilezése 

során megállapítottam, hogy a kereskedelmi forgalomban kapható lipázok mellett 

termofil fonalasgomba törzsekből izolált lipázok is magas biokatalitikus aktivitást 

mutattak scCO2-ban. Azonos nyomás és hőmérséklet paraméterek mellett (12 MPa, 

38 °C) mellett a vizsgált reakciók regioszelektivitásának vonatkozásában különbséget 

mutattam ki a kereskedelmi forgalomban kapható lipázok és a termofil fonalasgomba 

törzsekből izolált lipázok viselkedése között. A diacilezett termék konfigurációját 

tekintve mindegyik enzim a diacilezett termék (R) enantiomerének képződését preferálta. 

5. Az 1-feniletanol lipáz katalizált észterezésének példáján bemutattam, hogy ezek a 

kinetikus rezolválási reakciók egyszerűsített kinetikai leírása pszeudo elsőrendű 

reakció és Michaelis-Menten kinetika feltételezésével a technológiai igényeknek 

megfelelő pontossággal megvalósítható. [V] 

Indoklás 

Az 1-feniletanol lipáz katalizált észterezésen alapuló kinetikus rezolválása egy két 

szubsztrátos enzimkatalizált reakció, ami ping-pong bi-bi mechanizmus szerint játszódik 

le. Az alkalmazott Candida antarctica eredetű lipáz B enzim szelektíven az alkohol 

szubsztrát (R)-enantiomerének átalakulását katalizálja, melléktermék képződés a reakciót 

nem kíséri. Mérésekkel bizonyítottam, hogy az egyik szubsztrát, jelen esetben az 

észterezőszer nagy feleslegben való alkalmazása esetén az (R)-észter termék hozamának 

időbeli alakulása pszeudo elsőrendű kinetika figyelembe vételével leírható.  

Az enzimkinetikai konstansok a Michaelis-Menten egyenlet segítségével 

meghatározhatók. 
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JELÖLÉSEK JEGYZÉKE 

Rövidítések 

[∝]λ
T  fajlagos forgatóképesség adott 

hullámhosszon és hőmérsékleten 

[‒] 

ρ fluidum sűrűsége [g/dm3] 

a, b, c, d illesztett függvény konstansok  

A akirális segédanyag  

c koncentráció [mmol/dm3] 

C rezolválószer  

ee enantiomertisztaság [%] 

E enzim  

ES aktivált komplex  

F rezolválás eredményessége, F paraméter [‒] 

k reakciósebességi együttható [1/(perc mg enzim)] 

K kritikus pont  

KM Michaelis-konstans [mol/dm3] 

m tömeg [g], [mg] 

mf móltört [‒] 

mr mólarány [‒] 

OT optikai tisztaság [%] 

p nyomás [MPa] 

P termék  

r reakciósebesség [mol/(dm3 perc)] 

R (R) enantiomer  

s oldhatóság [m/m%], [g/dm3] 

S szubsztrát  

S (S) enantiomer  

t idő [perc] 

T hőmérséklet [°C], [K]  

X konverzió [%] 

Y termelés / hozam [%] 
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Indexek 

(+) pozitív irányba forgató enantiomer 

(‒) negatív irányba forgató enantiomer 

(±) racém keverék 

0 kezdeti 

E extrakció körülményét jellemző paraméter 

f fajlagos 

i adott időpontban jellemző érték 

extr extraktumra vonatkozó adat 

krit kritikus 

max maximális 

raff raffinátumra vonatkozó adat 

tech technikai 
 

Vegyületek 

cisz-acetál cisz-4-[(benziloxi)metil]-2-metil-1,3-dioxalán 

transz-acetál transz-4-[(benziloxi)metil]-2-metil-1,3-dioxalán 

Ac2O ecetsavanhidrid 

BPD 3-benziloxipropán-1,2-diol 

BPDAc-1 1-acetoxi-3-benziloxipropán-2-ol 

BPDAc-2 2-acetoxi-3-benziloxipropán-1-ol 

BPDdiAc 1,2-diacetoxi-3-benziloxipropán 

BS (2R,3R)-(+)-borkősav 

CALB Candida antarctica lipáz B 

CHCl3 kloroform 

CO2 szén-dioxid 

DBBS (2R,3R)-(‒)-O,O′-dibenzoil-borkősav 

DPTBS (2R,3R)-(‒)-O,O′-di-p-toluil-borkősav 

Et3N trietilamin 

GTA glicerin-triacetát 

GTB glicerin-tributirát 

MA N-metil-amfetamin 

NaOH nátrium-hidroxid 

PE 1-feniletanol 

PEAc 1-feniletil-acetát 

α-MBB α-metil-benzil-butirát 
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I N-METIL-AMFETAMIN REZOLVÁLÁSA SZUPERKRITIKUS EXTRAKCIÓ 

ALKALMAZÁSÁVAL 

I.1 Laboratóriumi leiratok 

I.1.1 Racém N-metil-amfetamin rezolválása borkősavval és származékaival, 
vákuumbepárlással kísért diasztereomer sóképzés mellett 

A borkősav és származékaival metanol oldószerből, vákuumbepárlás mellett történő 

diasztereomer sóképzésen alapuló rezolválások részletes leírását a (2R,3R)-(‒)-O,O′-

dibenzoil-borkősav monohidrát rezolválószerrel elvégzett rezolválás példáján mutatom 

be. Valamennyi kísérletet hasonló módon végeztem el, eltérés a racém vegyület ‒ 

rezolválószer mólarányban, valamint az alkalmazott extrakciós nyomásban és 

hőmérsékletben volt. 

Racém N-metil-amfetamin rezolválása (2R,3R)-(‒)-O,O′-dibenzoil-borkősav 

monohidráttal 

1,5 g (10,1 mmol) rac-MA-t és 0,94 g (2,52 mmol) DBBS-ot 20 – 20 ml metanolban 

oldottam fel. A teljes feloldódás után a metanolos oldatokat elegyítettem, majd az 

oldathoz 2,5 g Perfil 100TM inert hordozót adtam. A metanol oldószert rotációs 

vákuumbepárló készülékkel (40 °C, vízvákuum) párologtattam el. A szilárd, még nedves 

mintát szobahőmérsékleten 1 órán át tömegállandóságig szárítottam. Az így kapott 

szilárd porszerű mintát a 24. ábrán látható berendezés extraktor csövébe töltöttem, majd 

összeszereltem a készüléket. 

Az extrakciót 20 MPa nyomáson és 33 °C-on végeztem 333 g CO2/g rac-MA fajlagos 

szén-dioxid felhasználás mellett. A szeparátor nyomását 4 MPa-on, hőmérsékletét  

50 °C-on tartottam. A szeparátorban gyűjtött (S)-(+)-MA enantiomerben dúsult 

extraktum további feldolgozást nem igényelt. Tömegmérést követően az extraktum 

enantiomer összetételét fajlagos forgatóképesség méréssel határoztam meg. ((S)-(+)-MA:  

mextr = 0,701 g, Yextr = 46,7%, [α]D
20= +16,4 (c = 1, 1 M HCl), OTextr = 87%.) 

Az extraktorban maradt raffinátumot 15 ml 2 M NaOH oldat és 20 ml diklór-metán 

keverékében szuszpendáltattam, amit 5 percig kevertettem. A hordozót szűréssel 

távolítottam el. A szűrletként kapott szerves és vizes fázist választótölcsér segítségével 

választottam szét. A vizes fázist 2 x 20 ml diklór-metánnal mostam. Az egyesített szerves 

fázisokat 10 ml desztillált vízzel mostam, majd vízmentes MgSO4-on szárítottam.  

A raffinátumról a diklór-metán oldószert rotációs vákummbepárló (40 °C, vízvákuum) 

segítségével pároltam le. Tömegmérést követően a raffinátum enantiomer összetételét 

fajlagos forgatóképesség méréssel határoztam meg. ((R)-(‒)-MA: mraff = 0,632 g,  

Yraff = 42,1%, [α]D
20= ‒15,5 (c = 1, 1 M HCl), OTraff = 82%.) 
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I.1.2 Racém N-metil-amfetamin rezolválása olvadékból történő disztereomer sóképzés 
mellett 

I.1.2.1 Rezolválás borkősavval és származékaival 

Az olvadékból történő diasztereomer sóképzésen alapuló rezolválások laboratóriumi 

leiratát (2R,3R)-(‒)-O,O′-dibenzoil-borkősav monohidrát rezolválószerrel elvégzett 

rezolválás példáján mutatom be. Valamennyi kísérletet hasonló módon végeztem el, 

eltérés egyedül a mintaelőkészítés során a racém vegyület – rezolválószer mólarányban 

volt. Az extarkció és a mintafeldolgozás azonos módon történt. 

Racém N-metil-amfetamin rezolválása (2R,3R)-(‒)-O,O′-dibenzoil-borkősav 

monohidráttal 

1,5 g (10,1 mmol) racém MA-t rárétegeztem 0,945 g (2,52 mmol) DBBS rezolválószerre. 

Fél óra szobahőmérsékleten történő kristályosítást követően a mintához Perfil 100TM inert 

hordozót kevertem. A mintát a 24. ábrán látható készülék extraktor csövébe töltöttem.  

A készülék összeszerelése után az extrakciót 16 MPa nyomáson és 39 °C-on végeztem 

400 g CO2/g rac-MA fajlagos szén-dioxid felhasználás mellett. A szeparátorban gyűjtött 

(S)-(+)-MA enantiomerben dúsult extraktum további feldolgozást nem igényelt. 

Tömegmérés után az extraktum enantiomer összetételét fajlagos forgatóképesség 

méréssel határoztam meg. ((S)-(+)-MA: mextr = 0,633 g, Yextr = 42,2%, [α]D
20= +15,5 

(c = 1, 1 M HCl), OTextr = 82%.) 

Az extraktorban maradó raffinátum feldolgozását a Függelék I.1.1 fejezetében leírt 

módon végeztem. ((R)-(‒)-MA: mraff = 0,681 g, Yraff = 45,4%, [α]D
20= ‒13,0 (c = 1, 1 M 

HCl), OTraff = 69%.)  
 

I.1.2.2 Rezolválás borkősav és származékainak keverékével 

A rezolválószerek keverékeivel végzett rezolválások laboratóriumi leiratát a (2R,3R)-(+)-

borkősav és a (2R,3R)-(‒)-O,O′-dibenzoil-borkősav monohidrát rezolválószerek 

keverékével végrehajtott kísérletek egy példáján keresztül adom meg. A rezolválószerek 

keverékét minden esetben mr = 0,25 mólarányban adtam a racém MA-hoz. Az elvégzett 

kísérletek a megadott leirattól a kétkomponensű rezolválószer keveréken belül a 

rezolválószerek egymáshoz viszonyított arányban különböznek. Az extrakció 

körülményei és az extrakció után kapott minták feldolgozása szintén azonos módon 

történt. 

Racém N-metil-amfetamin rezolválása (2R,3R)-(+)-borkősav és a (2R,3R)-(‒)-O,O′-

dibenzoil-borkősav monohidrát rezolválószerek keverékével 

1,5 g (10,1 mmol) rac-MA-t rárétegeztem 1,25 mmol BS és 1,25 mmol DBBS 

keverékére. Fél óra szobahőmérsékleten történő kristályosodás után a mintához Perfil 
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100TM inert hordozót kevertem, majd a mintát a 24. ábrán látható készülék extraktor 

csövébe töltöttem. A készülék összeszerelése után az extrakciót 16 MPa nyomáson és  

39 °C-on végeztem 400 g CO2/g rac-MA fajlagos szén-dioxid felhasználás mellett.  

A szeparátorban gyűjtött (S)-(+)-MA enantiomerben dúsult extraktum további 

feldolgozást nem igényelt. Tömegmérést követően az extraktum enantiomer összetételét 

fajlagos forgatóképesség méréssel határoztam meg. ((S)-(+)-MA: mextr = 0,859 g, 

Yextr = 57,3%, [α]D
20= +6,4 (c = 1, 1 M HCl), OTextr = 34%.) 

Az extraktorban maradó raffinátum feldolgozását a Függelék I.1.1 fejezetében leírt 

módon végeztem. ((R)-(‒)-MA: mraff = 0,491 g, Yraff = 32,7%, [α]D
20= ‒10,2 (c = 1, 1 M 

HCl), OTraff = 54%.)  
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I.2 Mérési eredmények összefoglaló táblázatai 

I.1. táblázat 

Kísérletterv az extrakciós paraméterek hatásának vizsgálatához, DBBS rezolválószer 

pE, MPa TE, °C Yextr, % OTextr, % Yraff, % OTraff, % F 

10 33 46,7 83 41,6 85 0,745 

10 63 41,3 80 49,1 82 0,733 

15 48 45,3 86 41,9 82 0,735 

15 48 44,0 81 42,3 78 0,688 

15 48 45,3 84 43,5 84 0,744 

20 33 46,7 87 42,1 82 0,751 

20 63 46,6 83 42,8 79 0,728 

 

 

I.2. táblázat 

Kísérletterv az extrakciós paraméterek hatásának vizsgálatához, DPTBS rezolválószer 

pE, MPa TE, °C Yextr, % OTextr, % Yraff, % OTraff, % F 

10 33 43,3 69 42,3 72 0,599 

10 63 47,3 65 42,9 66 0,589 

15 48 50,0 73 42,2 76 0,685 

15 48 48,0 69 38,8 74 0,619 

15 48 46,7 70 41,7 72 0,621 

20 33 46,0 68 41,6 71 0,608 

20 63 53,3 65 40,2 71 0,632 

 

 

I.3. táblázat 

A DBBS rezolválószer mólarányának hatása (pE = 16 MPa, TE = 39 °C) 

mólarány  
mol DBBS/mol rac-MA 

Yextr, % OTextr, % Yraff, % OTraff, % F 

0,125 66,0 30 24,0 92 0,417 

0,2 58,7 58 35,8 86 0,660 

0,25 47,3 85 48,2 83 0,804 

0,375 18,0 77 69,7 27 0,327 

0,435 12,7 47 79,3 10 0,140 
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I.4. táblázat 
A DPTBS rezolválószer mólarányának hatása (pE = 16 MPa, TE = 39 °C) 

mólarány  
mol DPTBS/mol rac-MA 

Yextr, % OTextr, % Yraff, % OTraff, % F 

0,1 76,0 17 18,0 70 0,256 

0,2 55,3 47 38,1 70 0,525 

0,25 49,3 62 44,0 70 0,614 

0,3 35,3 85 48,0 63 0,602 

0,4 19,3 73 72,4 23 0,331 

 

 

I.5. táblázat 
Rezolválás BS – DBBS rezolválószerek keverékével mr = 0,25 mólarány mellett  

(pE = 16 MPa, TE = 39 °C) 

mf DBBS 
mol DBBS/mol (BS+DBBS) 

Yextr, % OTextr, % Yraff, % OTraff, % F 

0 80,7 2 11,6 12 0,029 

0,2 78,7 8 13,4 40 0,157 

0,5 57,3 34 32,7 54 0,350 

0,8 54,0 52 35,7 71 0,542 

1,0 42,7 83 45,9 69 0,670 

 

 

I.6. táblázat 

Rezolválás BS – DPTBS rezolválószerek keverékével mr = 0,25 mólarány mellett  

(pE = 16 MPa, TE = 39 °C) 

mf DPTBS 
mol DPTBS/mol (BS+DPTBS) 

Yextr, % OTextr, % Yraff, % OTraff, % F 

0 80,7 2 11,6 12 0,029 

0,2 72,0 6 19,4 19 0,076 

0,5 59,3 24 30,9 42 0,275 

0,8 48,7 31 40,5 34 0,288 

1,0 40,0 58 48,3 43 0,441 
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I.3 A 22 típusú kísérletterv statisztikai kiértékelése 

A 22 típusú terv esetén a mérési eredményekre elsőfokú függvény illeszthető, amely a 

nyomás és a hőmérséklet hatása mellett a két faktor elsőfokú tagjainak a kölcsönhatását 

is vizsgálja. 

A feltételezett modell (elméleti regressziós függvény) alakja: 

Y = β0 + β1x1 + β2x2 + β12x1x2 (1) 

Az illesztendő függvény alakja: 

Ŷ = b0 + b1x1 + b2x2 + b12x1x2 (2) 

ahol Ŷ vizsgált függő változó (jelen esetben az F paraméter), βj és bj konstansok, 

x1 és x2 pedig a független változók (jelen esetben az extrakció nyomása (pE) és 

hőmérséklete (TE). 

A paraméterek becslését Statistica for Windows 12 programmal végeztem el. Ha a bj 

becsült paraméterek értékei lényegesen különböznek egymástól, szükséges annak a 

vizsgálata, hogy mindegyik szignifikánsan különbözik-e nullától. Ehhez t-próbát 

végeztem, azaz: 

t =
bj−βj

sbj
, ahol 𝑠𝑏𝑗

2 =
𝑠𝑦

2

𝑁
, N=5, mivel 5 kísérleti pont van. (3) 

A terv centrumában végzett három ismételt mérésből határozható meg a tapasztalati 

szórásnégyzet (sy
2), amely a véletlenszerű ingadozásokat mutató, ezért normális eloszlású 

mérési eredmény varianciájának (σr
2) torzítatlan becslése. 

sy
2 =

∑(yi − y̅)2

N − 1
 (4) 

ahol y a mért érték, N = 3 mivel a terv centrumában 3 db ismételt mérést végeztem, 

a szabadsági fok (ν) száma: 2. 

Az egymintás t-próba nullhipotézise: 

H0: βj = 0 (5) 

Ha a nullhipotézis helytálló, a bj/sbj hányados Student t-eloszlású, vagyis 

𝑃(−tα/2 < bj/sbj < tα/2) = 1 − α, ahol α a választott  

szignifikancia szint. 

(6) 

A nullhipotézist akkor utasítjuk el, ha |bj| > sbj/tα/2. 

A választott α = 0,05 szignifikancia szinten, ν = 2 szabadsági fok esetén tα/2 = 4,3, vagyis 
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azon együtthatókat tekinthetők szignifikánsnak (zérustól szignifikánsan különbözőnek), 

amelyek abszolút értéke nagyobb, mint 4,3 sbj. 

A szignifikánsnak bizonyult együtthatókkal felírhatjuk a modellt, és ha a paraméterek 

száma kisebb a kísérleti pontok számánál, akkor lehetőség van annak vizsgálatára is, 

hogy a modell (tapasztalati regressziós görbe) adekvát-e (ez a nullhipotézis). 

A reziduális szórásnégyzet: 

sr
2 =

∑ (yi−Ŷi)i

N−1
,  ahol Ŷi  a mért yi becsült értéke. (7) 

Ha a sr
2 sy

2⁄  arány (feltéve, hogy sr
2 > sy

2) F-eloszlású, azaz nem halad meg egy Fα kritikus 

értéket, azt mondjuk, hogy a mérési adatok nem mondanak ellent a nullhipotézisnek, 

amely szerint az elméletei (a valódi függvény) és a tapasztalati regressziós görbe 

matematikailag azonos alakú, tehát a modell adekvát.  
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II ENANTIOSZELEKTÍV ENZIMKATALIZÁLT REAKCIÓK SZUPERKRITIKUS 

SZÉN-DIOXIDBAN 

II.1 Laboratóriumi leiratok 

II.1.1 A racém 3-benziloxipropán-1,2-diol előállítása 

Benzil-glicidil-észter (30 g, 0,165 mol) és desztillált víz (100 ml) elegyéhez katalitikus 

mennyiségű tömény kénsavat (0,3 ml) adtam. Az opálos elegy hőmérsékletét kevertetés 

mellett 80 °C-on tartottam annak kitisztulásáig. A reakció lefutását vékonyréteg 

kromatográfiával (n-hexán - aceton = 10:4 eluenselegy) követtem. A reakcióelegyhez 

100 ml telített NaCl-oldatot adtam a termék vizes fázisból történő kisózása érdekében.  

A vizes fázist 3 x 100 ml etil-acetáttal mostam. Az egyesített etil-acetátos fázisokat 

2 x 20 ml telített Na2CO3 oldattal, majd 20 ml telített NaCl oldattal mostam, MgSO4 felett 

szárítottam. Az etil-acetát oldószert rotációs vákuumbepárló segítségével távolítottam el. 

A kapott termék tisztítását kisnyomású oszlopkromatográfiás módszerrel végeztem  

n-hexán - aceton eluenseleggyel, gradiens elúciót (3:1 – 1:1) alkalmazva. 
 

 

II.1.2 A racém 1-acetoxi-3-benziloxipropán-2-ol és a racém 2-acetoxi-3-benziloxipropán-
1-ol standardok előállítása kémiai acilezéssel 

300 mg (1,65 mmol) racém 3-benziloxipropán-1,2-diol diklór-metános oldatához 460 µl 

trietil-amint (3,30 mmol) és 170 µl (2,47 mmol) ecetsav-kloridot csepegtettem.  

Az elegyet 10 percen át refluxáltattam, a reakció lefutását vékonyréteg kromatográfiával 

(hexán - aceton = 10:4 eluenselegy) követtem. A reakció lejátszódását követően a 

reakcióelegyet 2 x 20 ml 2 m/m%-os HCl-oldattal, majd 2 x 20 ml telített NaHCO3-

oldattal, végül 2 x 20 ml telített NaCl-oldattal mostam. A diklór-metános fázist MgSO4 

felett szárítottam. A szárítószer kiszűrését követően a dikór-metánt rotációs 

vákuumbepárló segítségével távolítottam el. A termékelegyben található 1-es  

(BPDAc-1) és 2-es (BPDAc-2) helyzetben acilezett komponenseket, valamint a kis 

mennyiségben képződött diacilezett (BPDdiAc) származékot kisnyomású 

oszlopkromatográfiás módszerrel választottam el n-hexán - aceton eluenseleggyel, 

gradiens elúciót (2:0,1 – 2:0,5) alkalmazva. 
 

 

II.1.3 A racém 1,2-diacetoxi-3-benziloxipropán standard előállítása kémiai acilezéssel 

100 mg (0,55 mmol) racém 3-benziloxipropán-1,2-diol diklór-metános oldatához 480 µl 

trietil-amint (2,75 mmol) és 180 µl (1,65 mmol) ecetsav-anhidridet csepegtettem.  

Az elegyet 10 percen át refluxáltattam, a reakció lefutását vékonyréteg kromatográfiával 

(hexán ‒ aceton = 10:4 eluenselegy) követtem. A reakció lejátszódását követően a 
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reakcióelegyet diklór-metánnal 20 ml-re hígítottam, amit 2 x 10 ml 2 m/m%-os HCl-

oldattal, majd 2 x 10 ml telített NaHCO3-oldattal, végül 2 x 10 ml telített NaCl-oldattal 

mostam. A diklór-metános fázist MgSO4 felett szárítottam. A szárítószer kiszűrését 

követően a dikór-metánt rotációs vákuumbepárló segítségével távolítottam el. A kapott 

termék tisztítását kisnyomású oszlopkromatográfiás módszerrel végeztem  

n-hexán ‒ aceton eluenseleggyel, gradiens elúciót (2:0,1 – 2:0,5) alkalmazva.  
 

 

II.1.4 A cisz- és transz-4-[(benziloxi)metil]-2-metil-1,3-dioxalán izomerek előállítása 

1,65 g (9,05 mmol) racém 3-benziloxipropán-1,2-diol tetrahidrofurános oldatához 1,5 ml 

(27,2 mmol) acetaldehidet adtam. A reakcióelegyet szobahőmérsékleten 2 órán át 

kevertettem katalitikus mennyiségű p-toluol-szulfonsav jelenlétében. A reakció lefutását 

vékonyréteg kromatográfiával (n-hexán : aceton = 10 : 4 eluenselegy) követtem.  

A reakcióelegyet 2 x 20 ml telített NaHCO3-oldatal, majd 2 x 20 ml telített NaCl oldattal 

mostam. MgSO4-on történő szárítást követően az oldószert rotációs vákuumbepráló 

segítségével távolítottam el. A termékek elválasztását szilikagéles oszlop-

kromatográifával végeztem n-hexán ‒ aceton eluenseleggyel, gradiens elúciót 

(5:0,1 – 2:0,1) alkalmazva. 

1H NMR (500MHz, CDCl3, δ, ppm): 1,27 (d, J = 4,9 Hz, 1H, CH3 cisz-acetál), 1,38 (d, 

J = 4,8 Hz, 2H, CH3 transz-acetál), 3,40 - 4,40 (m, 5H, 2 O-CH2 és O-CH), 4,59 (m, 2H, 

O-CH2-Ph), 5,04 (q, J = 4,8 Hz, 0,67H, O-CH-O transz-acetál), 5,13 (q, J = 4,9 Hz, 

0,33H, O-CH-O cisz-acetál), 7,35 (m, 5H Ar-H). 
 

 

II.1.5 A racém 3-benziloxipropán-1,2-diol lipase AK enzim által katalizált acilezése 
szuperkritikus szén-dioxidban 

0,30 g (1,65 mmol) Ersorb-4 hordozóra (1,5 g) rögzített racém BPD-t mértem a 37. ábrán 

látható csőreaktorba. Erre rétegeztem 0,25 g lipase AK immobilizált enzimkészítményt. 

Végül 2,5 ml (28,2 ml) vinil-acetátot mértem a reaktorba, majd a rendszert 

összeszereltem. A 38 °C hőmérsékletre termosztált reaktort folyékony szén-dioxiddal 

töltöttem fel 12 MPa nyomásra. A szuperkritikus fázist 4,5 órán át keringettem, a 

reakcióelegyből meghatározott időközönként (a reakció kezdetétől számított 10., 25., 40., 

60., 90., 150., 210. és 270. perc) mintát vettem. A reakció lefutását vékonyréteg 

kromatográfiával követtem (n-hexán ‒ aceton = 10:4 eluenselegy). A reakcióidő 

leteltével a rendszert nyomásmentesítettem, a fluid fázisban oldott komponenseket 

acetonban csapdáztam. A berendezést szétszereltem, a reaktort és a rendszer további 

elemeit (csővezetékek és szelepek) acetonnal mostam át. A reakcióelegyet tartalmazó 

acetonos oldatokat egyesítettem, az acetont rotációs vákuumbepárló készülékkel (40 °C, 

vízvákuum) párologtattam el. Az így kapott reakcióelegy tömege 214 mg volt.  
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A reakcióelegyet alkotó komponensek mennyiségi meghatározásához 10 µl mintát 

vettem a reakcióelegyből. Az elemzés gázkromatográfiás módszerrel történt. 

A termékek enantiomer összetételének meghatározásához a reakcióelegy komponenseit 

szilikagéles oszlopkromatográfiával (n-hexán ‒ aceton eluenselegy, 2:0,1 – 2:0,5 

gradiens elúció) választottam szét. Az oszlopkromatográfiás feldolgozást követően 

119 mg (0,529 mmol) monoacilezett és 46,7 mg (0,175 mmol) diacilezett terméket 

kaptam. A reakcióelegy oszlopkromatográfiás feldolgozása során az 1-es és a 2-es 

helyzetben monoacilezett termékek elválasztására nem volt mód, a megadott 

monoacilezett termék mennyisége a két regioizomer együttes tömegére vonatkozik. 

Az alkalmazott királis analitikai módszer a monoacilezett termék enantiomer 

összetételének meghatározását diacelizett formában teszi lehetővé. A kémiai 

származékképzést az alábbiak szerint végeztem. 

118,6 mg (0,529 mmol) monoacilezett terméket 2 ml diklór-metánban oldottam fel.  

Az oldathoz 2 mólekvivalens trietil-amint (148 µl, 1,06 mmol) és 2,5 mólekvivalens 

ecetsav-anhidridet (125 µl, 1,32 mmol) csepegtettem. Az elegyet 10 percen át 

refluxáltattam, a reakció lefutását vékonyréteg kromatográfiával (hexán - aceton = 10:4 

eluenselegy) követtem. A reakció lejátszódását követően a reakcióelegyet diklór-

metánnal 20 ml-re hígítottam, amit 2 x 10 ml 2 m/m%-os HCl-oldattal, majd 2 x 10 ml 

telített NaHCO3-oldattal, végül 2 x 10 ml telített NaCl-oldattal mostam. A diklór-

metános fázist MgSO4 felett szárítottam. A szárítószer kiszűrését követően a dikór-

metánt vákuum bepárlással távolítottam el. A kapott termék tisztítását kisnyomású 

oszlopkromatográfiás módszerrel végeztem (n-hexán - aceton eluenselegy, 2:0,1 – 2:0,5 

gradiens elúció). 
 

A BPD Lipase PS és PPL enzimek által katalizált acilezésekor a fenti laboratóriumi leirat 

szerint jártam el. A termofil fonalasgomba törzsekből izolált nyers lipázok esetén csak 

annyiban tértem el, hogy 0,50 g enzim mennyiséggel dolgoztam.  
 

 

II.1.6 A racém 1-feniletanol kinetikus rezolválása scCO2-ban glicerin-triacetát 
észterezőszerrel 

A 38. ábrán látható szakaszos reaktorba bemértünk 30 μl (0,25 mmol) (R,S)-PE-t, 1550 μl 

(8,24 mmol) GTA-t és 20 mg CALB enzimet. A reaktort 25,4 g egyszer desztillált szén-

dioxiddal töltöttük fel. A reakcióelegyet 10 MPa nyomáson és 40 °C-on 27 órán át 

kevertettük (250 1/min). A reakcióelegyből meghatározott időközönként 2 ml mintát 

vettünk 4 ml n-hexán oldószerbe. A minták összetételét királis állófázison, 

gázkromatográffal elemeztük. A mintavétel során a reaktor nyomását egyidejű CO2-

rátáplálásal a tartottuk állandó értéken. A reakcióidő leteltét követően állandó 
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üzemeltetési paraméterek (nyomás, hőmérséklet, keverés) mellett 90 ml CO2-dal mostuk 

a reaktort. A távozó CO2-ot n-hexán oldószeres folyadékcsapdán vezettük keresztül.  

A reaktor nyomásmentesítésekor távozó CO2-ot szintén n-hexán oldószerbe csapdáztuk. 
 

 

II.1.7 A racém 1-feniletanol kinetikus rezolválása scCO2-ban glicerin-tributirát 
észterezőszerrel 

A szakaszos reaktorba (38. ábra) 670 µl előre elkészített 1:10 mólarányú (R,S)-PE – GTB 

elegyet és 10 mg CALB enzimet mértünk be. A 60 °C-ra termosztált reaktort egyszer 

desztillált szén-dioxiddal töltöttük fel a kívánt nyomásra (10 MPa illetve 20 MPa).  

A reakcióelegyet állandó nyomáson és hőmérsékleten 5 órán át kevertettük (250 1/min), 

melyből meghatározott időközönként 2 ml mintát vettünk 4 ml n-hexán oldószerbe.  

A tervezett 5 órás reakcióidő letelte után a reakcióelegyet 90 ml szén-dioxiddal mostuk 

ki a reaktorból. A kimosott reakcióelegyet n-hexán oldószerbe csapdáztuk. A reakció 

lefutása közben vett minták összetételét gázkromatográffal elemeztük királis állófázison. 
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II.2 A racém 1-feniletanol kinetikus rezolválásának atmoszférikus referencia 
méréseinek kiegészítő eredményei 

GTB észterezőszer alkalmazásakor a vizsgált hőmérsékleteken 82,7 mM – 1653 mM 

koncentráció tartományban változtatva az (R,S)-PE kiindulási koncentrációját a IV.3.1.1. 

fejezetben leírt módon meghatároztam az rmax és a KM értékét. A különböző 

hőmérsékletekhez tartozó Michaelis-Menten görbéket a II.1. ábra szemlélteti.  

Az enzimkinetikai konstansok hőmérsékletfüggése a IV.3.1.2. fejezetben a 49. ábrán 

látható. 
 

 

II.1. ábra 

Az (R,S)-PE kinetikus rezolválásának különböző hőmérsékletekhez tartozó Michaelis-

Menten görbéje GTB észterezőszer alkalmazása mellett  

(atmoszférikus nyomás, c(R)-PE0 = 41,3 - 827 mM, mCALB = 10 mg) 
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ABSTRACT 6-Fluoro-2-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (FTHQ) enantiomers
were separated by supercritical fluid extraction using carbon dioxide. Diastereoisomeric
salts were formed from the racemic base with less than one equivalent of O,O�-di-(4-
toluoyl)-(2R,3R)-tartaric acid (DPTTA). Further purification was achieved by partial salt
formation of the enantiomeric mixture with an achiral acid (HCl) followed by the super-
critical fluid extraction of the free enantiomers. Chirality 13:568–570, 2001.
© 2001 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: optical resolution; chiral resolution; supercritical fluid extraction (SFE);
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6-Fluoro-2-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (FTHQ) is
an intermediate in the synthesis of 9-fluoro-6,7-dihydro-5-
methyl-1-oxo-1h,5h-benzo[i,j]quinolizine-2-carboxylic acid
(Flumequine), which is an antibacterial agent (Fig. 1). It
was shown that the optical isomers of Flumequine have
markedly different antibacterial potency.1 FTHQ has so far
been resolved by two methods: Rohlfing et al.1 separated
the enantiomers via covalently bonded diastereoisomeric
amides of N-tosyl-(S)-proline, while recently we reported
on the optical resolution by diastereoisomeric salt forma-
tion with 3-bromocamphor-8-sulfonic acid2 and the N-
phtaloyl derivative of the (R)-FTHQ.3 In the present study
we describe the optical resolution by a commercially avail-
able resolving agent (DPTTA) by a nonconventional
method.

Supercritical fluid extraction (SFE) is a separation
method which uses solvents in the region above both
the critical temperature and pressure. Among a variety
of solvents, carbon dioxide is the most widely used be-
cause it is nontoxic, nonflammable, environmentally
safe, and has a comparatively low critical temperature
(31°C) and pressure (73.8 bar). SFE has thus far demon-
strated a wide variety of applications4 and more can be
expected.

A new and highly flexible method for the optical reso-
lution of racemic acids by SFE was developed in our
laboratory.5 This method has recently been extended to
other acids (e.g., chrysanthemic acid, permetric acid). Ap-
plicability of this technique to the resolution of a base has
been demonstrated by the optical resolution of Tetrami-
sole.6

RESULTS AND DISCUSSION
Chiral Recognition in Supercritical CO2

A series of SFE experiments was carried out with differ-
ent resolving agents at a molar ration of 0.5 to select the
most effective ones. The extraction pressure was 160 bar
and the temperature 39°C at each run. The optical purity
values of the extract samples are shown in Table 1. Mo-
lecular chiral recognition was observed for every acid-
FTHQ pair, but the enantiomeric separation was promising
only for DPTTA-FTHQ (Fig. 2), This resolving agent was
selected for further experiments. The optical purity values
of all the other extracts were less than 5%.

Optical Resolution by SFE, Effects of Molar Ratio,
Temperature, and Pressure (DPTTA as

Resolving Agent)

Varying the DPTTA/racemic base molar ratio in the
range of 0.25 to 0.5 showed the optimum to be 0.375 (Table
2). By increasing the molar ratio, the extraction yield de-
creased significantly although the enantiomeric purity be-
came better. The S parameter (Yield(%) × OP(%) × 10−4)
passed through a slight maximum.

The SFE experiments were designed to determine quan-
titative effects of pressure and temperature of extraction at
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0.375 acid/base ratio. The 22 full factorial design was real-
ized, and three repeated experiments were completed in
the center of the design. The S parameter was used as
dependent variable. The results are summarized in Table 3.
Analysis of the experimental data showed that neither pres-
sure nor temperature had any significant effect on the reso-
lution. Although the extraction parameters do not influ-
ence the efficiency of the separation, increasing the solvent
density improves the loading capacity, hence the extrac-
tion time decreases (e.g., by increasing the pressure from
120 bar to 200 bar and by decreasing the temperature from
45°C to 33°C resulted in the increase of the loading capac-
ity from 3.04% to 8.78%).

Enantiomeric Enrichment

Since the optical purity after single extraction process
was only about 33% for the (R)-enantiomer and 44% for the
(S)-enantiomer, further purification of the mixture was nec-
essary. Hydrochloric acid was added to the mixture in
equivalent amount with the racemic base in the mixture,
and this material was extracted according to the previous
process. Results of the subsequent purification steps are
given in Table 4. It is seen that the optical purity of the
extract increased from 30.0% to 89.3% using multiple ex-
traction.

The enantiomeric mixtures can also be purified by re-
crystallization from melt,3 a highly efficient, simple, and
solvent-free method which gives practically homochiral
product when the starting mixture is in the optical purity
range above.

EXPERIMENTAL
Materials and Methods

Racemic FTHQ was prepared by Chinoin Pharmaceuti-
cal Works Ltd., Hungary. The resolving agent was pur-
chased from Merck Ltd., Budapest. Other analytical grade

TABLE 1. Chiral recognition in supercritical CO2 using
various resolving agents

Resolving agent

Extract

Config.
of FTHQ OP (%)

O,O�-di-(4-toluoyl)-(2R,3R)-tartaric acid R 31.7
O,O�-dibenzoyl-(2R,3R)-tartaric acid S 0.9
(1R)-10-camphorsulfonic acid S 1.1
(R)-mandelic acid S 2.9

Fig. 1. Synthesis of flumequine from FTHQ.

Fig. 2. Optical resolution of FTHQ by DPTTA.

TABLE 2. Effects of molar ratio (DPTTA/racemic base) on
the yield, the optical purity (OP), and the efficiency

parameters (S) (p = 160 bar, T = 39°C)

Acid/base 0.25 0.375 0.5

Extract* Yield (%) 67.0 66.0 42.0
OP (%) 27.5 31.7 42.3
SE 0.37 0.38 0.36

Raffinate Yield (%) 27.0 29.5 37.0
OP (%) 41.8 52.3 40.4
SR 0.23 0.31 0.30

*The extract contains the (R)-, the raffinate the (S)-FTHQ.

TABLE 3. Effects of the pressure (p) and temperature (T)
on the yield, the optical purity (OP), and S parameters at

the molar ratio (DPTTA/racemic base) of 0.375

P
(bar)

T
(°C)

Extract
((R)-FTHQ)

Raffinate
((S)-FTHQ)

Yield
(%)

OP
(%) SE

Yield
(%)

OP
(%) SM

120 33 54.4 33.2 0.36 33.5 42.9 0.29
120 45 51.8 33.2 0.34 28.3 42.8 0.25
160 39 59.0 31.3 0.37 24.6 42.2 0.21
160 39 61.3 29.3 0.36 24.5 45.8 0.24
160 39 50.2 32.3 0.32 24.5 42.8 0.22
200 33 55.0 32.1 0.35 27.0 44.2 0.25
200 45 59.9 33.3 0.40 27.0 41.3 0.22

TABLE 4. Purification of the enantiomeric mixture with an
achiral reagent (hydrochloric acid)

Starting mixture*
OP (%)

Extract* Raffinate*

Yield (%) OP (%) Yield (%) OP (%)

30.0 18.0 65.2 63.7 18.3
65.0 55.9 88.8 32.6 17.4
88.0 80.6 89.3 13.5 42.1

*In the present experiment the (S)-enantiomer was used as starting ma-
terial so it resulted in the same absolute configuration in the raffinate and
the extract.

FTHQ 569



reagents were obtained from Reanal Ltd. Carbon dioxide of
99.5% (w/w) was supplied by Messer Griesheim, Hungary.

The samples were prepared by mixing the racemic base
with chiral acids in different molar ratios in ethanol. A
porous supporting material (Perfil) was impregnated with
the mixtures, placed in the extractor vessel, and extracted
with supercritical carbon dioxide. Optical rotation of ex-
tracts and raffinates were measured with a Perkin Elmer
241 polarimeter. Optical purity was calculated from optical
rotation. The optical rotation of the pure enantiomers and
the corresponding absolute configurations are known from
the literature.2

Apparatus and Extraction
The extraction procedure is described extensively else-

where.6

Resolution of FTHQ
Racemic FTHQ (2.00 g, 12.12 mmol) and DPTTA (1.75

g, 4.53 mmol), Perfil (3.0 g), and ethanol (40 ml) were
mixed and evaporated. The residue was extracted by su-
percritical carbon dioxide. The extraction was done at
39°C and 160 bar. The quantity of carbon dioxide used for
extraction was 90 g. After the removal of the carbon diox-
ide, (+)-FTHQ (1.12 g, 59.90%, [�]D

20 = +21.89° c = 1, etha-

nol) was obtained. The raffinate was suspended in water
(10 ml) and NaOH solution (0.54 g NaOH and 20 ml of
water) was added. The aqueous phase was further ex-
tracted with dichloroethane (3 × 20 ml). The combined
organic phases were evaporated to give (−)-FTHQ (0.53 g,
26.48%,[�]D

20 = −29.51° c = 1, ethanol).
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Abstract—The resolution of N-methylamphetamine (MA) was carried out with the resolution agents O,O0-dibenzoyl-(2R,3R)-tar-
taric acid monohydrate (DBTA) and O,O0-di-p-toluoyl-(2R,3R)-tartaric acid (DPTTA). After partial diastereomeric salt formation,
the unreacted enantiomers were extracted by supercritical fluid extraction (SFE). The effects of resolution agent molar ratio to the
racemic mixture (mr), extraction pressure (P ) and temperature (T ) on the resolution efficiency were studied. The best chiral sepa-
ration was obtained at a quarter of an equivalent resolution agent molar ratio for both resolution agents. Extraction conditions
[pressure (100–200 bar), temperature (33–63 �C)] did not influence the resolution efficiency, which makes the enantiomer separation
robust. In one extraction step, both enantiomers can be produced with high enantiomeric excess (ee) and remarkable yield (Y ). Using
DBTA as a resolution agent eeE ¼ 83%, YE ¼ 45% for the extract and eeR ¼ 82%, YR ¼ 42% for the raffinate were obtained.
� 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Due to the FDA’s policy statement for the development
of new stereoisomeric drugs chiral separation is
becoming increasingly important in drug discovery.1

Beside the industrial-scale crystallization processes there
is a growing need to develop new, cost-effective and
environmentally friendly technologies for the resolution
of racemic compounds.

Supercritical fluids, especially carbon dioxide, can re-
place organic solvents as a reaction or separation media.
The unique properties of carbon dioxide such as its
relatively low critical conditions (Pkrit ¼ 74 bar,
Tkrit ¼ 31 �C) and its ability to be easily removed from
the products, offer new possibilities for producing pure
enantiomers. Several studies have already proven the
feasibility of enantioselective chemical2–4 and biochem-
ical5–8 reactions in supercritical solvents.

The application of supercritical CO2 as an extraction
solvent in the separation of enantiomers on a pre-
parative scale has been developed in our laboratory.9

Bauza et al. have also presented the application of
supercritical fluid extraction (SFE) for the separation of

mandelic acid, phenylpropionic acid and phenylbutyric
acid enantiomers on an analytical scale.10;11 Kordikow-
sky et al. have used supercritical carbon dioxide as a
precipitating agent during the resolution of ephedrine
with mandelic acid. Diastereomeric salts were formed
under supercritical conditions using the solution en-
hanced dispersion by supercritical fluids (SEDS) tech-
nique.12

Over the last 10 years, several racemic organic acids,13

bases14;15 and alcohols16 have been resolved by SFE in
our laboratory. In many cases the extraction pressure
(P ) or/and extraction temperature (T ) strongly influ-
enced the efficiency of the resolution.13;14 However in a
few cases the effects of these factors were not signifi-
cant.15;16 The design of an SFE resolution process re-
quires the deep understanding of the influencing factors.
For this purpose the resolution of N-methylamphet-
amine (MA) with two structurally similar resolution
agents [O,O0-dibenzoyl-(2R,3R)-tartaric acid monohy-
drate¼DBTA and O,O0-di-p-toluoyl-(2R,3R)-tartaric
acid¼DPTTA] was studied by supercritical fluid
extraction.

2. Results and discussion

The supercritical fluid extraction resolution process is
shown in Scheme 1. The racemic-MA and the resolution

* Corresponding author. Tel.: +36-1-463-2246; fax: +36-1-463-3197;
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agent (DBTA or DPTTA) in less than one equivalent
molar ratio were dissolved in methanol, after which the
achiral support (Perfil 100TM) was added to the solution.
The solvent was then evaporated in vacuum. The solid
sample was dried at room temperature for 1 h, and then
transferred into an extractor vessel. A detailed descrip-
tion of the extraction unit has been given in previous
work.13 The free enantiomers were extracted with
supercritical carbon dioxide in the range of 100–200 bar
and 33–63 �C and then collected as an extract sample in
the separator by pressure reduction of the solvent. The
diastereomeric salts were insoluble in supercritical car-
bon dioxide and remained in the extractor as a raffinate.
In all the experiments the extract was the (S)-(+)-enan-
tiomer, the raffinate was the (R)-())-enantiomer in
excess.

2.1. Effect of resolution agent molar ratio

According to our previous experience, by increasing the
resolution agent to racemic mixture molar ratio
(mr¼mol resolution agent/mol racemate), the yield of
the extract decreased but the chiral differentiation in-
creased. Opposite tendencies were observed in the case
of the raffinate. To determine the optimum resolution
agent molar ratio, the resolution efficiency was described
by the F parameter (F ¼ jeeEYEj þ jeeRYRj), where Y is
the yield (mass of the extract (raffinate)/mass of the
initial racemic compound) and ee is the enantiomeric

excess (E and R subscripts represent the extract and the
raffinate, respectively). The F parameter varied between
0 and 1.

To map the effect of the resolution agent molar ratio in
the case of the resolution of rac-MA, several experi-
ments were carried out in the range of 0<mr< 0.5. The
results with standard deviances are shown in Figure 1.
In both cases the F parameter passed through a maxi-
mum between 0.2 and 0.3 molar ratio, while the reso-
lution efficiency reached its maximum when a half of the
racemic amine was salified. In further experiments, the
resolution agent/rac-MA ratio was optimized at 0.25.
This optimal, condition is independent of the resolution
agent (DBTA or DPTTA).

Detailed experimental results at the optimal molar ratio
are summarized in Table 1. Using DBTA gave better
enantiomeric separation than DPTTA. In one resolution
step the enantiomeric excesses are higher than 80% for
the extract and raffinate.

2.2. Effects of extraction parameters

Two2 full factorial experimental designs with three
repetitions at the centre point were carried out on both
resolution agents to study the effects of the extraction
pressure (P ) and temperature (T ) on the resolution effi-
ciency. The experimental settings and the obtained re-
sults are summarized in Table 2A and B.

The statistical evaluation of the experimental data was
performed by Statistics for Windows� 6.0 software. This
experimental design is suitable to fit the linear model
given in Eq. 1 to the measured F parameter values (Fig.
2).
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Scheme 1. Resolution of N-methylamphetamine by supercritical fluid
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Figure 1. Effect of the resolution agent molar ratio on the F parameter

(P ¼ 160 bar, T ¼ 39 �C).

Table 1. Results of the resolution at the optimal molar ratio

(P ¼ 160 bar, T ¼ 39 �C)

Resolution

agent

Extract Raffinate F

ee (%) Y (%) ee (%) Y (%)

DPTTA 62 49.3 70 44.0 0.614

DBTA 85 47.3 83 48.2 0.804
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F ¼ aþ b�P þ c�T þ d�PT ; ð1Þ
where a, b, c and d are the regression coefficients.

According to the statistical analysis the curvature
proved to be unimportant while the linear models were
able to describe the experimental data. In both cases
neither the pressure nor the temperature had a signifi-
cant effect on the F parameter at 95% significancy level.

Although, the extraction pressure and temperature did
not influence the resolution efficiency, they did deter-
mine the density of carbon dioxide and hence the solvent
consumption. Fig. 3 shows typical extraction curves at
100 bar, 63 �C and 200 bar, 33 �C, where the extract yield
(Y =Ymax, where Ymax is the maximum extract yield) is
plotted as a function of the specific carbon dioxide
consumption (mCO2

). The CO2 need of an extraction to
reach the 99% extract yield can be calculated from the
Y =Ymax ¼ 1� expð�kmCO2

Þ fitted function suggested by
Brunner,17 where k is a specific kinetic coefficient.

Increasing the solvent density improved the loading
capacity of the solvent while the CO2 consumption
decreased from 820 g CO2/g rac-MA at 100 bar 63 �C to
440 g CO2/g rac-MA at 200 bar 33 �C.

2.3. Enantiomeric enrichment

Single extraction processes usually lead to breaking the
racemic composition and providing partially resolved
mixtures of enantiomers, with further purification still
necessary to give pure enantiomers. Two methods [re-
peated resolution with DBTA resolution agent and
partial salt formation with an achiral reagent (hydro-
chloric acid)] were used for the purification of the mix-
ture of the MA enantiomers. Since MA enantiomers
form conglomerates,18 DBTA and hydrochloric acid
were used in equivalent amounts with the pure enan-
tiomeric part of the enantiomeric mixture. Both meth-
ods can be efficiently combined with the supercritical
fluid extraction. Results of the subsequent purification
steps are summarized in Table 3.

3. Conclusion

Supercritical fluid extraction is an efficient method for
the separation of N-methylamphetamine enantiomers
with DBTA and DPTTA resolution agents. Both
enantiomers can be produced with high enantiomer
selectivity and remarkable yield in a single extraction
step.

Table 2. Experimental results obtained by resolution of rac-MA with

DPTTA (Panel A) and DBTA (Panel B) at 0.25 molar ratio at different

extraction conditions

P (bar) T (�C) Extract Raffinate F

ee (%) Y (%) ee (%) Y (%)

Panel A

100 33 69 43.3 72 42.3 0.599

100 63 65 47.3 66 42.9 0.589

150 48 73 50.0 76 42.2 0.685

150 48 69 48.0 74 38.8 0.619

150 48 70 46.6 71 41.7 0.621

200 33 68 46.0 71 41.6 0.608

200 63 64 53.3 71 40.2 0.632

Panel B

100 33 83 46.7 85 41.6 0.745

100 63 80 41.3 82 49.1 0.733

150 48 86 45.3 82 41.9 0.735

150 48 81 44.0 78 42.3 0.688

150 48 84 45.3 84 43.5 0.744

200 33 87 46.7 82 42.1 0.751

200 63 83 46.6 79 42.8 0.728

Figure 2. (a) Effect of extraction P and T on F by resolution with

DPTTA. (b) Effect of extraction P and T on F by resolution with

DBTA.

Figure 3. Typical extraction curves (Y =Ymax ¼ 1� expð�0:0103

� mCO2
Þ at 200 bar, 33 �C; Y =Y max ¼ 1� expð�0:00558 � mCO2

Þ at

100 bar, 63 �C).
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While using both resolution agents, the extraction
pressure and temperature did not affect the resolution
efficiency, which means the resolution is robust. The
effects of the extraction conditions may depend on the
stabilities of the diastereomeric salts in the supercritical
solvent and, since the process is an extraction, on the
contact time. The good solubility of MA in supercritical
carbon dioxide and the great stabilities of the diaste-
reomeric salts under the supercritical conditions could
imply that the equilibria among the diastereomeric salts
and free enantiomers formed during the sample prepa-
ration do not change under the extraction process.

The CO2 consumption needed for the extraction of the
free enantiomers decreased by increasing the solvent
density. This fact suggests low extraction temperature
and high extraction pressure conditions.

4. Experimental

4.1. Materials

Racemic N-methylamphetamine was prepared by
Chinoin Pharmaceutical Ltd (Budapest). Resolution
agents (O,O0-dibenzoyl-(2R,3R)-tartaric acid monohy-
drate¼DBTA, O,O0-di-p-toluoyl-(2R,3R)-tartaric acid
¼DPTTA) were purchased from Merck Ltd (Budapest).
Other analytical grade reagents were obtained from
Reanal Ltd (Budapest).The used CO2 was 99.5% (w/w)
pure and supplied by Messer Griesheim Hungaria Ltd,
(Budapest).

4.2. General methods

Enantiomeric excess values of the samples were deter-
mined by optical rotatory measurements by Perkin
Elmer 241 polarimeter according to prior calibration.
The specific rotation of the optically pure (R)-N-meth-
ylamphetamine was ½a�20D ¼ �18:9 (c 0.1, 1M HCl).19

4.3. Resolution of N-methylamphetamine with O,O0-di-p-
toluoyl-(2R,3R)-tartaric acid (DPTTA)

rac-MA (1.50 g, 10.1mmol) and 0.97 g (2.52mmol)
DPTTA (mr¼ 0.25) were dissolved in 40mL methanol
after which 2.0 g Perfil 100TM was added to the solution.
The solvent was evaporated in vacuum (T ¼ 40 �C,
P ¼ 20 kPa) and the sample dried at room temperature
for 1 h. The solid sample was put into the extractor
vessel and extracted with supercritical carbon dioxide at

150 bar 48 �C. The extract was then collected in
the separator {(S)-(+)-MA, 0.72 g, YE ¼ 48:0%,
½a�20D ¼ þ13:1 (c 0.1, 1M HCl), eeE ¼ 69%}.

The raffinate was suspended in 15mL 2M NaOH and
20mL CH2Cl2 and stirred for 5min. After filtering the
support, the organic and aqueous phases were sepa-
rated. The aqueous phase was extracted with 2 · 20mL
CH2Cl2. The collected organic phases were washed with
10mL water and dried over Na2SO4. The solvent was
evaporated in vacuum to give {(R)-())-MA, 0.58 g,
YR ¼ 38:8%, ½a�20D ¼ �14:0 (c 0.1, 1M HCl),
eeR ¼ 74%}.

4.4. Resolution of N-methylamphetamine with O,O0-
dibenzoyl-(2R,3R)-tartaric acid (DBTA)

rac-MA (1.50 g, 10.1mmol) and 0.94 g (2.52mmol)
DBTA were dissolved in 40mL methanol and 2.0 g
Perfil 100TM then added to the solution. The solvent was
evaporated in vacuum (T ¼ 40 �C, P ¼ 20 kPa) and the
sample dried at room temperature for 1 h. The solid
sample was transferred into the extractor vessel and
extracted with supercritical carbon dioxide at 150 bar
48 �C. The extract was collected in the separator {(S)-
(+)-MA, 0.68 g, YE ¼ 45:3%, ½a�20D ¼ þ16:3 (c 0.1, 1M
HCl), eeE ¼ 86%}.

The raffinate was suspended in 15mL 2M NaOH and
20mL CH2Cl2 and stirred for 5min. After filtering the
support, the organic and aqueous phases were sepa-
rated. The aqueous phase was extracted with 2 · 20mL
CH2Cl2. The collected organic phase was washed with
10mL water and dried over Na2SO4. The solvent was
evaporated in vacuum to give {(R)-())-MA, 0.63 g,
YR ¼ 41:9%, ½a�20D ¼ �15:6 (c 0.1, 1M HCl),
eeR ¼ 82%}.
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Ildikó Kmecz a,∗, Béla Simándi a, László Poppe b, Zoltán Juvancz c, Katalin Renner a,
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Abstract

Lipase-catalyzed acylation of 3-benzyloxypropane-1,2-diol with vinyl acetate as acyl donor using different lipases [porcine pancreas lipase
(PPL), LipaseAK“Amano”, Lipase PS “Amano”, and crude enzymes fromTrichoderma reeseiRUT-C30,Thermoascus thermophilus (NRRL5208),
Talaromyces emersonii (NRLL3221)] was studied in supercritical carbon dioxide (scCO2). In the reactions catalyzed by different lipases different
amounts of monoacetate and diacetate products along with minor amounts of cyclic acetals forming from the diol and acetaldehyde were obtained.
Application of Lipase AK led to the highest conversion (84.7%) and the highest enantiomeric excess values (eemonoacetates = 38%, eediacetate = 85%).

Effect of water content of scCO2 on the productivity and the enantiomer selectivity of the reactions with Lipase AK was also investigated.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Supercritical carbon dioxide; Enantioselective; Acylation; Water activity; Lipase; Filamentous fungi

1. Introduction

According to the regulation of FDA production of chiral
drugs, agrochemicals, fine chemicals has been allowed in enan-
tiomerically pure form, because it is often happens that only one
of the two enantiomers shows the required therapeutical effect
[1]. The inactive enantiomer represents 50% impurity, that often
leads to harmful side effects or to environmental pollution.

SincePasteur carried out thefirst resolution basedondiastere-
omeric salt formation, several resolution methods – such as
chromatographic separations or chemical and biochemical reac-
tions – have been developed.

Over the last decade the enzyme-catalyzed kinetic resolution
of racemic mixtures has become a common tool for preparation
of enantiomerically pure compounds. Conventionally enzymatic
reactions are performed in aqueous solutions, but many exam-
ples indicate that enzymes are also active in organic solvents.

∗ Corresponding author. Tel.: +36 1 463 2246; fax: +36 1 463 3197.
E-mail address: kmetz@mail.bme.hu (I. Kmecz).

Since the pioneering works of Randolph et al. [2], Hammond et
al. [3] and Nakamura et al. [4], who described in the mid 1980s
that enzymes are stable and active in supercritical solvents, there
is a growing number of studies on the applications of supercrit-
ical fluids, especially carbon dioxide, as solvent for different
types of enzyme-catalyzed reactions [5–7]. Supercritical carbon
dioxide provides environmentally benign reactionmedia; its low
critical temperature makes it an ideal solvent for heat sensitive
substances. By changing the pressure and the temperature of
carbon dioxide, the separation of the reaction mixture becomes
possible, and the final product is free from residual solvent.

Chiral glycerol derivatives are important C3 intermediates of
several biologically active substances such as phospholipids [8],
phospholipase A2 inhibitors [9] and platelet activating factors
(PAF) [10].

Herradon et al. studied the regio- and enantioselectivity of
the lipase catalyzed acylation of racemic 3-benzyloxypropane-
1,2-diol in organic solvents such as CHCl3, tetrahydrofuran
and 1:1 mixture of hexane and tetrahydrofuran. The investi-
gated enzymes were lipases from Pseudomonas fluorescens and
Pseudomonas cepacia. The best result was achieved by using

1369-703X/$ – see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bej.2005.11.010
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P. fluorescens lipase in 1:1 mixture of tetrahydrofuran and
hexane. In the acetylation carried out at room temperature,
95% conversion of racemic diol was achieved after 35.5 h
resulting in a mixture of (R)-(−)-monoacetate (1-acetoxy-
3-benzyloxypropan-2-ol, yield: 43%, ee: 92%) and (S)-(+)-
diacetate (yield: 46%, ee: 80%) products [11].

In our study, enantioselective acylation of 3-benzy-
loxypropane-1,2-diol with vinyl acetate as acyl donor was
investigated in supercritical carbon dioxide in the presence
of commercial lipases (porcine pancreas lipase (PPL), Lipase
AK “Amano”, Lipase PS “Amano”) and lipases from ther-
mophilic filamentous fungi [12] (Trichoderma reesei RUT-
C30, Thermoascus thermophilus (NRRL5208), Talaromyces
emersonii (NRLL3221)). Investigations were focused on the
enzyme selection with respect to conversion and enantiomer
selectivity. The effect of water concentration on the reactions
was also tested by using humid (∼water saturated) and dried
scCO2.

2. Materials and methods

2.1. Materials

3-Benzyloxypropane-1,2-diol was prepared in our laboratory
from 2-benzyloxymethyloxirane (cat. H2SO4, water, reflux, 1 h;
82%). The used CO2 was 99.5% (w/w) pure and supplied from
Messer Griesheim Hungaria Ltd. (Budapest).

Lipase AK (hydrolase activity: 0.5U/mg (25 ◦C, pH 8))
and Lipase PS (hydrolase activity: 2.0U/mg (25 ◦C, pH 7))
were obtained from Amano Europe, PPL (hydrolase activ-
ity: 5.0U/mg (37 ◦C, pH 7.7)) was purchased from Sigma.
Lipases from thermophilic filamentous fungi (T. reeseiRUT-C30
(hydrolase activity: 1.0mU/mg (25 ◦C, pH 7.5), T. thermophilus
(NRRL5208) (hydrolase activity: 1.6mU/mg (25 ◦C, pH 7.5), T.
emersonii (NRLL3221) (hydrolase activity: 1.1mU/mg (25 ◦C,
pH 7.5)) were isolated as acetone dried supernatants of shake
flask fermentation [12]. The lipase activity was character-
ized by a titrimetric method using olive oil as a substrate
[12]. Prior use, all enzymes were dried at 266 Pa/35 ◦C for
20min.

Vinyl acetate was product of Aldrich, other analytical grade
reagents were obtained from Reanal Ltd. (Budapest).

2.2. Methods

The enzyme-catalyzed reactions were performed in a ther-
mostated, 5ml volume tube-reactor (Fig. 1). The volume of the
whole system in which the supercritical carbon dioxide solu-
tion is circulated was 20ml. In all experiments, the racemic
3-benzyloxypropane-1,2-diol (rac-1, 0.30 g) was adsorbed onto
Ersorb-4 (zeolite type adsorbent, Erdőkémia-ker Ltd., Budapest)
by evaporating the solvent from its CH2Cl2 (20ml) solution and
the obtained dry material was filled into the tube reactor. Over
this layer enzyme (commercial enzyme: 0.25 g, lipases from fil-
amentous fungi: 0.50 g) and vinyl acetate (2.5ml) were added.
After filling the system with CO2 by SFC 300 pump (Carlo
Erba), the scCO2 was circulated through the reactor at 120 bar

Fig. 1. The schematic flow sheet of laboratory scale tube reactor for enzymatic
reaction in supercritical carbon dioxide (1, CO2 vessel; 2, thermostat; 3, Carlo-
Erba SFC-300 pump; 4, tube reactor; 5, circulating pump; 6, sample loop; 7,
ice-cooled trap).

and at 38 ◦C for 4.5 h. Removal of the reaction mixture was car-
ried out by releasing the CO2 into a dry ice-cooled trap. The
trap and the support retained in the reactor were washed with
acetone. The combined acetone solutions were evaporated in
vacuum and the residue was analyzed by GC.

2.3. Analyses

2.3.1. Analysis of the chemical composition of the samples
GC analyses of the samples were performed by anAGILENT

4890D gas chromatograph: column: HP-5 (30m× 0.32mm,
0.25�m film, 5% phenylmethyl silicon, 95% dimethyl silicon),
carrier gas: H2 linear flow rate: 6ml/min (25 ◦C); temperature
program: 40–230 ◦C, 12min; injector: 200 ◦C; FID detector:
250 ◦C.

The retention times of components present in reaction mix-
ture (see Fig. 2) are (Rt (min)): 6.31 (trans-5), 6.46 (1), 6.61
(cis-5), 7.37 (3), 7.42 (2), 8.01 (4).

Racemic standards for identification of compounds 1–4were
prepared by chemical acetylation of rac-1 (Ac2O, Et3N, heating
to reflux, 10min; product separation: chromatography on silica
gel by hexane–acetone 2:0.1 to 2:0.5).

As reference, a diastereomeric mixture of the acetals cis-5
and trans-5 was also synthesized from the racemic diol rac-1
and acetaldehyde (3M equivalent of acetaldehyde, cat. TsOH,
tetrahydrofuran, room temperature, 2 h; product purification:
chromatography on silica gel by hexane–acetone 5:0.1 to 2:0.1;).
The structure of the purified acetals cis-5 and trans-5 was con-
firmed by 1H NMR [δ (500MHz, CDCl3): 1.27 (d, J= 4.9Hz,
1H, CH3 of cis-5), 1.38 (d, J= 4.8Hz, 2H, CH3 of trans-5),
3.40–4.40 (m, 5H, 2 O-CH2 and O-CH), 4.59 (m, 2H, O-CH2-
Ph), 5.04 (q, J= 4.8Hz, 0.67H, O-CH-O of trans-5), 5.13 (q,
J= 4.9Hz, 0.33H, O-CH-O of cis-5), 7.35 (m, 5H, Ar-H)]. GC
of the purified cis-5 and trans-5 mixture on the HP-5 column
gave the 6.31min (trans-5) and 6.61min (cis-5) peaks in 2:1
ratio.
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Fig. 2. Lipase-catalyzed acylation of 3-benzyloxypropane-1,2-diol rac-1 using vinyl acetate as acyl donor in supercritical carbon dioxide.

2.3.2. Analysis of the enantiomeric composition of the
monoacetates 2,3 and diacetate 4 by chiral GC

Chiral GC analyses of the diacetate 4 enantiomers were per-
formed by an HP 5890 gas chromatograph: column: FSOT
(12m× 0.01mm, 35% 6-tertbutyl-dimethylsilil-2,3-methyl-�-
cyclodextrin, 65% OV-1701), carrier gas: H2 (3 bar); tempera-
ture: 160 ◦C, isotherm; injector: 250 ◦C; FID detector: 280 ◦C.

Rt (min): 46.6, (S)-(+)-4; 47.4, (R)-(−)-4.
For the enantiomeric excess determinations, the separated

monoacetate 2,3 fractions (product separation: chromatography
on silica gel by hexane–acetone 2:0.1 to 2:0.5) were peracety-
lated by chemical acetylation (Ac2O, Et3N, heating to reflux,
10min; no further purification).

The (R)-configuration of the diacetates 4 was confirmed
by the negative sign of the specific rotations determined
for the samples obtained by the enzyme-catalyzed reactions
{literature value for (R)-(−)-1,2-diacetoxy-3-benzyloxypro-
pane: [α]D =−14.3 (c 0.9, CHCl3) [11]}.

3. Results and discussion

3.1. Selection of enzyme

Three commercial and three own-isolated fungal lipases
were tested in the enantioselective acylation reaction of 3-
benzyloxypropan-1,2-diol (1) in supercritical carbon-dioxide.

The lipases for this study were chosen rather on the basis
of their biocatalytic activity in organic media than by hydro-
lase activity with olive oil, because in many cases enzymes
having significant biocatalytic activity in acylation of 2-
benzoyloxypropan-1,3-diol exhibited practically no hydrolase
activity with olive oil as substrate [12]. This can be demon-
strated by comparing a lipase exhibiting low hydrolytic activity
on olive oil (T. emersonii NRRL-3221; 1.1mU/mg, 25 ◦C, pH
7.5) and a commercial enzyme with high hydrolytic activity
(PPL; 5.0U/mg, 37 ◦C, pH 7.7). In spite of the low hydrolytic
activity of the lipase fromT. emersoniiNRRL-3221 itwas found,
that it can catalyze the acetylation of 2-benzoyloxypropane-1,3-

diol with vinyl acetate to the (R)-monoacetylated product with
comparable selectivity and productivity as PPL (94% ee with
87% yield versus 96% ee with 63% yield of R-monoacetylated
product, respectively) [12].

In our study monoacetates (2,3) and diacetate (4) derivatives
of the substrate (rac-1) were formed in different amounts in the
reactions with different lipases (Fig. 2). In addition, acetal iso-
mers (5) were also formed in a side reaction of the diol substrate
(rac-1) with acetaldehyde liberating from vinyl acetate. Yields
of the main products of the acylation reaction are summarized
in Table 1. Commercial enzymes (PPL, Lipase PS “Amano” and
Lipase AK “Amano”) catalyzed mainly the formation of the pri-
marymonoacetate (3) derivative, whereas in case of lipases from
thermophilic fungi the amounts of the primary monoacetate (3)
and diacetate (4) were comparable. In all cases, the secondary
monoacetate (2) was also detectable in the reaction mixtures in
less than 5mol% amounts.

Conversion (percent of reacted diol) and enantiomeric excess
data for the diacetate product (eediacetate) are shown in Fig. 3.
Using the fungal lipases andLipaseAK the fractional conversion
were above 80%, but in the reactions catalyzed by the fungal
lipases the diacetate (4) compound formed in low enantiomeric
purity (eediacetate ≤ 25%).

The Lipase AK and Lipase PS enzymes proved to be more
selective and produced the diacetate (4) in higher enantiomeric
purity (eediacetate > 70%).

Table 1
Yields of acetates 2–4 obtained by enzymatic acylation of diol (rac-1) with vinyl
acetate in humid supercritical carbon dioxide after 270min

Enzyme Yield (mol%)

Monoacetate 3 Monoacetate 2 Diacetate 4

PPL 31.9 4.1 2.2
Lipase PS “Amano” 39.6 5.0 5.83
Lipase AK “Amano” 51.5 2.8 13.9
Trichoderma reesei 32.1 4.7 29.0
Thermoascus thermophilus 18.3 2.4 19.1
Talaromyces emersonii 33.7 4.5 16.2
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Fig. 3. Conversion and enantiomeric excess of the diacetate 4 obtained during
the acylation of rac-1with vinyl acetate in supercritical carbon dioxide catalyzed
by different lipases.

Out of the six enzymes tested, Lipase AK catalyzed the acy-
lation of rac-1with the best combination of high conversion, and
remarkable yield and good enantioselectivity for the diacetate
(4).

3.2. Effect of water content of scCO2 on acylation of
racemic 3-benzyloxypropane-1,2-diol (1) using Lipase AK

It is known fromprevious studies that the enzyme activity and
selectivity depend on the water content of the supercritical sol-
vent. Carbon dioxide used in our experiments was 99.5% (w/w)
pure according to theQualityCertificate provided by the supplier
(Messer Griesheim Hungaria Ltd.). Since different grade of car-
bon dioxide are available in point of water content in commerce,
our aim was to investigate whether the amount of water in the
supplied CO2 influences the acylation reaction.Water content of
the supplied carbon dioxide is not known accurately, so thewater
concentration was established from previous work ofWiebe and
Gaddy [13] and Coan and King [14]. According to their water
solubility measurements in compressed CO2, it is assumed that
the mole fraction of water in CO2 is 0.0014mol/mol CO2 at
50 bar and 25 ◦C.

By choosing the enzyme which catalyzed the acylation reac-
tion in the most productive and selective manner, our aim was to
study the effect of the water content of the CO2 on the process.
For this, several experiments were carried out at 120 bar and
38 ◦C using two types of CO2: humid CO2 (no previous treat-
ment before the reaction) and driedCO2 [theCO2 was freed from
water by passing through dry zeolite adsorbent (0.63–2mm,
Zeotrade Ltd., Mád) before the reaction].

The yields in mol% along with their standard deviations (tri-
als were performed in triplicate) of the products formed in the
Lipase AK-catalyzed acylation reaction of rac-1 using humid
and dried CO2 as a solvent are given in Table 2a. Table 2b shows
the enantiomeric excess values of themonoacetates 2,3 and diac-
etate 4 products obtained in dried and humid CO2. From these
results it can be concluded that the water content of supercritical
carbon dioxide does not significantly influence the productivity

Table 2a
Comparison of the fractional yields of products formed during the enzymatic
acylation of the racemic diol rac-1 in humid and dried supercritical carbon
dioxide after 270min

Compound Yield (mol%)

Humid scCO2 Dried scCO2

Monoacetate 3 55.4 ± 5.8 56.5 ± 3.2
Monoacetate 2 6.2 ± 1.6 7.7 ± 1.2
Diacetate 4 25.5 ± 12.8 16.8 ± 8.3
Acetal trans-5 6.3 ± 2.8 6.1 ± 1.9
Acetal cis-5 2.9 ± 1.4 2.9 ± 1.5

Total conversion 96.3 ± 2.7 90.0 ± 5.7

Table 2b
Comparison of the enantiomeric excess values of the monoacetate 2,3 and diac-
etate 4 produced by enzymatic acylation of racemic diol rac-1 in humid and
dried supercritical carbon dioxide as a reaction media

Compound ee (%)

Humid scCO2 Dried scCO2

Monoacetates 2,3 29.9 ± 8.1 26.5 ± 9.8
Diacetate 4 86.5 ± 2.3 87.4 ± 1.7

Fig. 4. Time course of the diol rac-1 consumption and formation ofmonoacetate
2, monoacetate 3 and diacetate 4 in supercritical carbon dioxide phase in the
acylation of rac-1 with vinyl acetate in the presence of Lipase AK in (a) humid
supercritical carbon dioxide and (b) dried supercritical carbon dioxide.
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Fig. 5. Rate of consumption of rac-1 during the Lipase AK-catalyzed acylation
with vinyl acetate in humid and dried supercritical carbon dioxide.

and the enantiomer selectivity of the lipase-catalyzed acylation
of the racemic diol rac-1.

The study on the time course of the consumption of diol
rac-1/formation of the products 2–5 in the supercritical phase
revealed that both in case of humid CO2 (Fig. 4a) and dried CO2
(Fig. 4b) the consumption of the rac-1 substrate was almost
complete at 100min. After 100min, mostly further acylation
of monoacetates 2,3 to diacetate 4 has been observed. Not
surprisingly, the degree of monoacetates 2,3–diacetate 4 con-
version was slightly higher in dried CO2 than in humid CO2.
This indicates that the presence of water in CO2 is either low-
ering the rate of the monoacetates 2,3–diacetate 4 conversion
or enhancing the rate of reverse diacetate 4–monoacetates 2,3
transformation.

The rate of disappearance of the rac-1 substrate can be
described by Eq. (1):

c0 − c

c0
= 1− exp(−kt), (1)

where c is the concentration of the diol rac-1 (mmol/l), c0 the
initial concentration of the diol rac-1 (mmol/l), k the apparent
reaction rate constant (min−1) and t is the time (min).

The fits using the linear form of the above equation for the
two types of reaction media are shown in Fig. 5. Comparison
of the rates of the lipase-catalyzed reaction in the two media
indicated that the apparent pseudo-first order rate constant (k)
of conversion of rac-1 substrate was higher in dried CO2 than
in humid CO2.

4. Conclusion

The enantioselective acylation of 3-benzyloxypropane-1,2-
diol rac-1 was studied in supercritical carbon dioxide using
commercial lipases and enzyme preparations from thermophilic
filamentous fungi. Using these lipases, we have found that in
supercritical carbon dioxide the enantiomer preference in for-
mation of diacetates did not change compared to the reactions
carried out in organic solvents [11]. Among the enzymes inves-
tigated, Lipase AK (Amano) proved to be the most selective
and provided the optically active diacetate 4 in the highest enan-

tiomeric purity and showed the highest conversions.With Lipase
AK (Amano), the acetylation of rac-1 in scCO2 for 4.5 h gave
(S)-(+)-diacetate 4 in lower yield (20–25% versus 46%) but
with somewhat higher enantiomeric purity (86% ee versus 80%
ee) as the reaction in mixture of hexane and tetrahydrofuran
[11].

In addition, when the reaction was performed in scCO2,
the diastereomeric mixture of cyclic acetals (5, forming from
the diol substrate rac-1 and acetaldehyde) were also detectable
among the products.

The influence of the water content in the scCO2 on the acy-
lation reaction of diol rac-1 using Lipase AK (Amano) was also
compared using dry or water saturated scCO2. Although the
water content of the scCO2 influenced significantly the rate of
the conversion, it had only marginal influence on the yields and
the enantiomeric purity of the (S)-(+)-diacetate 4. This indicates,
that the lipase catalyzed acylation reaction of diol rac-1 can
be efficiently performed in the commercial grade CO2 without
costly drying.
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Application of Mixtures of Tartaric Acid Derivatives
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ABSTRACT Racemic N-methylamphetamine (rac-MA) was resolved with 2R,3R-tar-
taric acid (TA) and its derivatives (O,O0-dibenzoyl-(2R,3R)-tartaric acid monohydrate
(DBTA) and O,O0-di-p-toluoyl-(2R,3R)-tartaric acid (DPTTA)), individually and using
them in different combinations. After partial diastereomeric salt formation, the free
enantiomers were extracted by supercritical fluid extraction using carbon dioxide as sol-
vent. DBTA and DPTTA are efficient resolving agents for rac-MA, the best chiral sepa-
ration being obtained at a molar ratio of 0.25 resolving agent to racemic compound for
both resolving agents (eeE ¼ 82.5% and eeE ¼ 57.9%, respectively). Compared with the
two other acids, TA is practically unsuitable for enantiomer separation (eeE < 5%).
Applying a mixture of one individually active and one ineffective acid in half the equiva-
lent molar ratio, when the acids are in 1:1 ratio in the mixture, the resolution efficiency
values obtained exceeded those obtained by using the components individually.
Decreasing the molar ratio of resolving agent mixture to 0.25, at which the individual
resolving agents give the best chiral separation, the obtained resolution efficiency val-
ues did not differ significantly from those expected. The outcome of the resolution pro-
cess depended only on the amount of the individually active resolving agents in the mix-
ture. Chirality 19:430–433, 2007. VVC 2007 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: nonlinear behavior; mixture of related structure resolving agents;
enantiomer separation; supercritical fluid extraction; carbon dioxide

INTRODUCTION

Besides the great progresses in enantioselective synthe-
sis, the dominant way to produce enantiomerically pure or-
ganic compounds in industrial syntheses is the resolution
of racemates via formation of diastereomers.1 Despite
many theories were developed to predict the outcome of a
resolution, selection of a suitable resolving agent is mostly
based on trial and error. Applying the main concept of
combinatorial chemistry, Dutch researchers hoped that
the number of trials could be reduced by the addition of
several resolving agents to the raceme compound at the
same time. In a large number of resolutions, nonlinear
behavior (positive synergistic effect) was observed among
the resolving agents. Using a mixture of structurally
related resolving agents, the precipitated diastereomeic
salt contained all the added resolving agents, and the yield
and the enantiomeric excess were higher than that ob-
tained by classical resolution method with a single resolv-
ing agent.2

Further investigations proved that the strong positive
synergistic effect can also be observed in those cases
when one (or more) of the resolving agents used is partly
incorporated in the precipitated diastereomeric salt. It
exists as a nucleation inhibitor and extends the metastable
zone for the more soluble diastereomer over the less solu-
ble diastereomer.3,4

The above mentioned separations follow the classical
Pasteur method. The total amount of resolving agent mix-
ture is in equivalent molar ratio to the racemate, and the
diastereomeric salts are separated via fractional crystalliza-
tion.

Markovits et al.5 and Schindler et al.6 revealed that non-
linear behavior among resolving agents is also observed
using other separation methods. They described resolu-
tions in which the mixture of the resolving agents were
used in 0.5 equivalent molar ratio and the separation of
the free enantiomers from the diasteremeric salts were
carried out by distillation or extraction with n-hexane.

Herein, nonlinear behavior among resolving agents is
also investigated in a resolution by supercritical fluid
extraction (SFE) using a mixture of the resolving agents
in less than one equivalent molar ratio. Enantiomer separa-
tion by SFE was developed in our group,7 based on the
fact that, after partial diastereomeric salt formation, the
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unreacted enantiomers can be extracted with supercritical
carbon dioxide (CO2) as a solvent.

In case of such resolution methods, when less than one
equivalent amount of the resolving agent is added to the
racemate, the resolution efficiency usually depends on the
amount of the resolving agent and shows an optimum
value, which is a function of resolving agent’s molar ratio.
In the examination of the presence of nonlinear behavior
among resolving agents, the molar ratio dependence of re-
solution efficiency using the resolving agents separately is
also taken into account.

The selected model system (Scheme 1) consists of race-
mic N-methylamphetamine (rac-MA) and three tartaric
acid (TA) derivatives as resolving agents.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Racemic N-methylamphetamine was prepared by CHI-
NOIN Pharmaceutical (Budapest, Hungary). Resolving
agents were purchased from Merck (Budapest, Hungary).

CO2 (99.5% (w/w) pure) was supplied by Messer Hungaro-
gas (Budapest, Hungary).

Method

The resolution process (Scheme 2) was SFE.
Since rac-MA is a liquid it acts as a solvent and the dia-

stereomeric salt formation was carried out without using
any organic solvent. In all experiments, the single resolu-
tion agent or the mixture of them used in less than one
molar equivalent ratio (mr ¼ mol resolving agent/mol ra-
ceme) was suspended in liquid rac-MA (1.5 g, 10.1 mmol).
Diastereomeric salt formation took place in 30 min at
room temperature, after which the sample was mixed with
supporting material (Perfil 100TM, 2.0 g) and transferred
into the extractor vessel. Details of the extraction unit has
been given previously.8 Unreacted enantiomers were ex-
tracted with supercritical CO2 (flow rate: 0.9–1.1 g/s).
Extraction pressure and temperature were fixed at 160 bar
and 398C, respectively, so that the effects of extraction pa-
rameters on the outcome of the resolution could be elimi-
nated. After pressure reduction of CO2, the extracts con-
taining excess S-(þ)-MA were collected. The mixture of

Scheme 1. Raceme compound and resolving agents.

Scheme 2. Resolution of N-methylamphetamine by SFE.
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diastereomeric salts is rich in R-(�)-MA, and it is insoluble
in supercritical CO2 and so remains in the extractor
vessel.

Enantiomeric excess (ee) values of the samples were
determined by optical rotatory measurement by Pelkin
Elmer 241 polarimeter.9 The specific rotation of optically
pure S-(þ)-MA is [a]20D ¼ þ18.98 (c ¼ 0.1, 1M HCl).

RESULTS AND DISCUSSION
Effect of Resolving Agent Molar Ratio

For determination of the interaction among the resolv-
ing agents, it is important to know the chiral differentiation
ability of the individual resolving agents. Experiments
were carried out with single resolving agents to examine
their efficiency on the resolution of rac-MA. All the three
resolving agents were used in molar ratios of 0.125, 0.25,
and 0.5. Efficiency of the resolution is described by F pa-
rameter (FE ¼ YE*eeE, E subscript represents the extract,
where Y is the yield (mass of the extract/mass of the
racemic compound) and ee is the enantiomeric excess
(|S � R|/|R þ S|, where R and S represent the single enan-
tiomers, S > R). The results are summarized in Table 1.
DBTA and DPTTA prove to be efficient resolving agents
for rac-MA and in both cases the F parameter passes
through a maximum in the studied mr range. Compared
with the two other TA derivatives, TA is unsuitable for chi-
ral differentiation: at all of the resolving agent molar ratios
investigated the ee values obtained are <5%.

Resolution of Rac-MA with a Mixture of Resolving Agents

The three resolving agent combinations investigated are
given in Table 2. In a chiral differentiation, two effective
TA derivatives are mixed in mixture 1, mixture 2, and mix-
ture 3 to give a combination of an individually active and

an ineffective acid. The F-parameter was used for charac-
terization of synergistic effects.

During the investigation of nonlinearity between resolv-
ing agents, at first, the molar ratio of the mixture to the
rac-MA was fixed at 0.5. In mixture 1, DBTA and DPTTA
were mixed in 1:1 ratio. The resolution efficiency achieved
is 0.137, which is between the values obtained with DBTA
and DPTTA individually (FE ¼ 0.147 and FE ¼ 0.118,
respectively). In this case neither positive nor negative
interaction is observed.

Mixture 2 and mixture 3 were also used in 0.5 molar ra-
tio in all experiments, and only the relative amount of the
two chiral acids was varied in the mixture. The obtained
results with standard deviations are shown in Figure 1.

The dotted line shows the change of the F parameter if
there was no synergy between the resolving agents. With
both mixtures, when the mole fraction (mf) of the better
resolving agent (mf DBTA ¼ mol DBTA/mol (DBTA þ TA)
for mixture 2 and mf DPTTA ¼ mol DPTTA/mol (DPTTA þ
TA) for mixture 3 is 0.8 in the mixture, the measured FE

parameters lie on the dotted line.
At 0.2 mol fraction of DBTA and DPTTA in the mix-

tures, the measured FE parameters exceed the calculated
values. However, at mf ¼ 0.5 the measured FE values are

TABLE 1. Effect of resolving agent molar ratio on the
extract enantiomer purity, yield, and resolution efficiency
(F parameter) applying the resolving agents individually

Resolving
agent

mr [mol
resolving
agent/mol
rac-MA] eeE [%] YE [%] FE [�]

DBTA 0.125 25.6 67.3 0.172
0.25 82.5 42.7 0.352
0.5 63.0 23.3 0.147

DPTTA 0.125 22.6 74.7 0.169
0.25 57.9 40.0 0.231
0.5 68.3 17.3 0.118

TA 0.125 2.8 92.0 0.021
0.25 1.9 80.7 0.015
0.5 1.5 74.6 0.014

TABLE 2. Composition of the studied
resolving agent mixtures

Mixture 1 DBTA–DPTTA
Mixture 2 TA–DBTA
Mixture 3 TA–DPTTA

Fig. 1. Resolution of MA with mixture of resolving agents at mr ¼ 0.5
molar ratio (a) Mixture 2; (b) Mixture 3.
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approximately twice of those calculated. It seems as if a
positive synergistic effect has been recognized in case of
mixture 2 and mixture 3.

At mf ¼ 0.5, the molar ratios of DBTA and DPTTA to
rac-MA were each 0.25. As can be seen in Table 1, when
DBTA and DPTTA were used as single resolving agents
the F parameter showed the highest value at molar ratio
0.25 in both cases. It is thus not clear that increasing of
the FE value is the result of nonlinear behavior among the
resolving agents. The higher FE value may be obtained as
the solely effect of DBTA or DPTTA molar ratio.

To decide whether the increase of the F parameter was
caused by the synergistic effect, the molar ratios of mix-
ture 2 and mixture 3 were changed to 0.25. The results of
these resolutions are shown in Figure 2.

The dotted line also shows the changes of the F parame-
ters if there is no interaction between the resolving agents

composing mixtures 2 and 3. In all cases the measured FE

values are very close to calculated F-values, so there is no
positive interaction. The outcome of the chiral differentia-
tion using mixtures 2 or 3 depends only on the amount of
DBTA and DPTTA in the mix, respectively.

CONCLUSION

In this work, nonlinear behavior between resolving
agents was investigated in such enantiomer separation
technique when the molar ratio of the resolving agent mix-
ture is less than one equivalent to the racemic compound.

At first, the selected molar ratio (mr) of the resolving
agent mixture to the rac-MA was 0.5.

On the basis of these results on synergistic effects
among resolving agents, it is important to know the de-
pendence of the resolvability of the racemic compound as
a function of resolving agent molar ratio, used individually.
When the molar ratio dependence of the resolution effi-
ciency of a single resolving agent is not linear, for the
exclusion of positive effects arising from molar ratio de-
pendence, examination of the nonlinear behavior among
resolving agents should be done at the optimal resolving
agent molar ratio.
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Neat lipase-catalysed kinetic resolution of racemic 1-phenylethanol and a
straightforward modelling of the reaction
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ABSTRACT
Enzymatic kinetic resolution of racemic 1-phenylethanol catalysed by immobilized Candida
antarctica lipase B was investigated in a neat system at the temperature range of 30–70 �C.
Synthetic triglycerides, namely glycerol triacetate and glycerol tributyrate, were applied as the
esterification agents. Both esterification agents were efficient regarding to the enantioselectivity
(>1000). Initial rate of reaction and the kinetic constants were influenced by the applied esterifi-
cation agent significantly. A detailed modelling approach is presented and verified in the tem-
perature range on 30–60 �C for the tributyrin system.
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1. Introduction

The preparation of enantiomerically enriched or prefer-
ably enantiopure products is one of the hot topics of
research due to the different bioactivity and bioavail-
ability of enantiomers. Several chemical methods are
available for producing optically active chiral com-
pounds (Fogassy et al. 2006; Siedlecka 2013). However,
biological approaches as biocatalysis and bioconver-
sion are advantageous due to their high efficiency,
mild reaction conditions, stereospecificity and low
environmental impact (Johannes et al. 2006).

Enantiopure secondary alcohols are used as chiral
building blocks and synthetic intermediates in asym-
metric synthesis, pharmaceutical-, agrochemical- and
fine chemical industries. Kinetic resolution of racemic
secondary alcohols is an efficient method to obtain
optically active alcohols (Pellissier 2011) preferably cat-
alysed by lipases (Ghanem and Aboul-Enein 2004;
Ghanem 2007; Singh et al. 2010). Lipases possess wide
substrate specificity, moreover they do not require
cofactors (Jaeger and Eggert 2002; Kirk and
Christensen 2002; Sharma et al. 2011). Furthermore,
lipases from Candida antarctica show high thermo-
stability, they catalyse reactions in organic solvents,
and also in non-conventional solvents like supercritical

fluids and ionic liquids (Habulin and Knez 2009;
Paljevac et al. 2009; Fan et al. 2011). A widely used
commercial immobilized lipase is Novozyme 435.

Lipase-catalysed esterification of 1-phenylethanol is
one of the best known model reaction of the kinetic
resolution of secondary alcohols (Overmeyer et al.
1999; Chua and Sarmidi 2004; Chua et al. 2010; Zhou
et al. 2011). Although, most commonly used esterifica-
tion agent is vinyl-acetate, other acyl-donors can be
applied efficiently as well (Paiva et al. 2011; Sahin
et al. 2012; Li et al. 2013; Teixeira and Lourenço 2014).
Although vinyl esters have the advantage to shift the
equilibrium towards ester formation, due to the oxo-
enol tautomerization of the coproduct formed (Wang
et al. 1988), vinyl acetate is a highly volatile non-
renewable. Considering the environmental impact of
the enantioseparation of secondary alcohols, a non-
volatile and non-toxic reagent has several advantages
over vinyl acetate. The physical properties of triglycer-
ols make them applicable not only to be used as ester
donor in the transesterification, but as solvent of the
reactions, allowing to omit the organic solvents. Dlugy
and Wolfson (2007) investigated the kinetic resolution
of racemic secondary alcohols, such as 1-phenyletha-
nol, in glycerol triacetate. High conversion (nearly
50%) and enantiomer excess (97%) were obtained in

CONTACT Edit Sz�ekely sz-edit@mail.bme.hu Department of Chemical and Environmental Process Engineering, Faculty of Chemical Technology and
Biotechnology, Budapest University of Technology and Economics, Budapest, Hungary
� 2017 Informa UK Limited, trading as Taylor & Francis Group

BIOCATALYSIS AND BIOTRANSFORMATION, 2017
https://doi.org/10.1080/10242422.2017.1360292

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 [B

ud
ap

es
t U

ni
ve

rs
ity

 o
f T

ec
hn

ol
og

y 
&

] a
t 0

7:
52

 1
6 

A
ug

us
t 2

01
7 



test tubes and product separation was performed by
extraction with diethyl ether. However, neither the opti-
mum reaction conditions and the kinetic parameters, nor
kinetic reactionmodelling approach were investigated.

In this study, Novozyme 435 catalysed kinetic reso-
lutions of racemic 1-phenylethanol with triacetin and
tributyrin were investigated. Optimization of the reac-
tion conditions and modelling of the reaction kinetics
in neat conditions agent were in the centre of the
investigation. This model of the reaction kinetics could
support further research in kinetic resolution of sec-
ondary alcohols and the scale up of neat reactions.

2. Methods

2.1 Chemicals

(R,S)-1-Phenylethanol (PE:�98%), glycerol tributyrate/
tributyrin (GTB:�99%) and glycerol triacetate/triacetin
(GTA:�99%) obtained from Sigma-Aldrich (Budapest,
Hungary). The water contents of the triglycerides are
lower than 1%. Reactions were performed in the pres-
ence of Candida antarctica lipase B enzyme (CALB-
Novozyme 435,�5000U/g) which was purchased from
Sigma-Aldrich (Budapest, Hungary).

2.2 Enzymatic reactions

The kinetic resolution of racemic 1-phenylethanol cata-
lysed by CALB was performed in the esterification

agent as reaction medium. The reaction scheme is
shown in Figure 1. Experiments were carried out in
capped bottles, which were placed in a tempered
water bath. The temperature of the water bath was
controlled in the range of 30–70 �C. Liquid substrate
mixture was homogenized by a magnetic stirrer set to
500 rpm. Experiments were performed accordingly:
1ml of triacetin or tributyrin, 10–200 ll of (R,S)-1-phe-
nylethanol and 10.0mg of immobilized enzyme were
added into the capped vials. Vials were immediately
closed and placed into the water bath. Glasses were
only opened for short periods required for taking sam-
ples. To follow the time course of the yield five sam-
ples were taken with a frequency of 30min in the first
2 h, then the frequency of sampling was increased to
1 h. The volume of the samples was 5 ml each. The
samples were analysed by gas chromatography (GC).

2.3 Analysis

Enantiomeric excess (ee) and conversion (X) were deter-
mined by GC analysis. GC analysis were performed on
Finnigan Trace GC Ultra, using a chiral capillary column
(Agilent J&W GC Columns HP-CHIRAL-20 B, 30m�
0.25mm� 0.25 lm). The GC was equipped with a FID
detector, helium was applied as a carrier gas. The
detector and injector temperatures were both set to
250 �C; the head pressure was 170 kPa. Two different
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Figure 1. Scheme of the esterification of racemic 1-phenylethanol in neat glycerol triacetate (A) and in neat glycerol tributyrate (B).

2 Z. VARGA ET AL.

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 [B

ud
ap

es
t U

ni
ve

rs
ity

 o
f T

ec
hn

ol
og

y 
&

] a
t 0

7:
52

 1
6 

A
ug

us
t 2

01
7 



temperature programmes were applied in the analysis
of the reaction samples with triacetin and tributyrin.

For the reaction mixtures with triacetin the tem-
perature programme that initialized at 110 �C for 6min
and continued with a temperature increase at the rate
4.5 �C/min up to 175 �C, kept for 3min, then heated
with the rate 12 �C/min up to 230 �C kept for 1min
was used. Retention times: a-methylbenzyl acetate: tR
(S)¼ 9.6min, tR (R)¼ 9.9min; 1-phenylethanol: tR
(R)¼ 10.0min, tR (S)¼ 10.3min.

For the reaction mixtures with tributyrin the tem-
perature programme initiated at 110 �C for 18min fol-
lowed by a 20 �C/min heating rate to 240 �C kept for
5min. Retention times: 1-phenylethanol: tR
(R)¼ 12.3min, tR (S)¼ 13.1min; a-methylbenzyl butyr-
ate: tR (R)¼ 20.9min, tR (S)¼ 21.0min.

2.4 Calculations

Enantiomeric excess were calculated according to the
following equation:

ee ¼ c� � c
c� þ c

(1)

where c� and c are the concentrations of the major
and minor enantiomer, respectively.

Conversion was calculated applying the following
equation:

X ¼ cA0 � cA
cA0

� 100% (2)

where cA and cA0 are the actual and initial concentra-
tions of racemic 1-phenylethanol, respectively. The
enantiomers of (R,S)-1-phenylethanol and (R,S)-1-phe-
nylethyl-acetate were baseline separated in the GC
chromatograms. In the case of a-methylbenzyl butyr-
ate, the peaks of the two enantiomeric products were
not baseline separated. However, the absence of the
baseline separation could cause only 2% of error in
the calculations of enantiomeric excess of the product.
The peak areas are directly proportional with the con-
centrations of the alcoholic enantiomers, while for the
calculation of product concentrations the response fac-
tors were determined (Equation (4)). These criteria
enable to replace the concentrations with the peak
areas in Equation (1) and Equation (2).

Equation (3) gives the definition of yield, deter-
mined by gas chromatography, based on calibration:

Y ¼ cRP
0:5 � cA0 ¼

cRP
cR0

(3)

where cRP is the concentration of R-product (ester) and
cR0 is the initial concentration of R-alcohol. In the case
of a-methylbenzyl butyrate, the absence of the

baseline separation of enantiomer peaks may cause at
around 1% uncertainty in the determination of prod-
uct concentration.

In Equation (4), the concentrations can be replaced
with the peak areas taking into consideration the
molar response factor (b). This factor defines a ratio of
the peak areas of the alcohol and the product (ester)
at the same concentrations. The calculation of the
molar response factor is based on the following
equation:

b ¼
cP
cA
aP
aA

(4)

where cA and cP are the concentrations of the alcohol
and the product (ester), while aA and aP are the peak
areas of alcohol and ester, respectively. According to
the gas chromatography based calibration, values of
the molar response factors for the a-methylbenzyl
acetate and the a-methylbenzyl butyrate were 0.685
and 0.718, respectively.

2.5 Kinetics

The lipase catalysed kinetic resolution – which is basic-
ally an enantioselective esterification reaction – follows
the ping-pong bi–bi kinetics. The initial rate of reaction
can be expressed by Equation (5).

r ¼ rmax � cA � cB
KMB � cA þ KMA � cB þ cA � cB (5)

where rmax is the maximum reaction rate, KMA and KMB

are the Michaelis-constants of the substrates A and B,
and cA and cB are the concentrations of the secondary
alcohol and esterification agent, respectively (Ghanem
2007).

By adding the ester-donor in large excess into the
reaction mixture, the variation of the concentration of
esterification agent will be negligible in the reaction
phase and hence the only limiting factor of the
reaction will be the secondary alcohol. Therefore,
Equation (5) can be simplified to the
Michaelis–Menten equation:

r ¼ rmax � cA
KM þ cA

(6)

Due to the negligible amounts of (S)-esters in the
samples in both studied systems, the initial reaction
rate (r0) can be considered as the rate of (R)-1-phenyl-
ethyl-ester production. Therefore, the initial reaction
rate (r0) is the rate of (R)-1-phenylethyl-ester
production.

In order to determine the initial rate of the reaction,
some further assumptions were made: the studied
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reactions performed in a perfectly stirred, isothermal
batch reactor in a constant volume reaction mixture.
Although enzyme-catalysed reactions are in principle
equilibrium driven, first-order reaction kinetics can be
used at least at the beginning of the reaction. The kin-
etic equations for the (R)-enantiomer could be, there-
fore, expressed by Equation (7):

� dcRA
dt

¼ m � r tð Þ ¼ m � k � cRA tð Þ (7)

where cRA is the concentration of (R)-alcohol, m is the
mass of enzyme preparation, t is the reaction time, k is
the reaction rate coefficient (relevant to the enzyme
mass).

By combining Equation (7) with Equation (3) and
assuming no by-product formation, excess of one
reagent (triglyceride) to forward the reaction and
absence of water to avoid to occur the reverse reac-
tion (hydrolysis of ester formed), the following expres-
sion of the yield can be derived:

YðtÞ ¼ 1� e�k�m�t (8)

which was fitted on the measured data by
Mathematica software (Mathematica Inc., Princeton,
NJ). The reaction rate coefficient obtained by fitting of
the Equation (8) was used to determine the initial rate
of reaction at t¼ 0 by Equation (7).

Kinetic parameters, KM and rmax were determined
by fitting the Michaelis–Menten equation (Equation
(6)) on the corresponding r0 and cR0 values.

3. Results and discussion

3.1 Effects of the esterification agents

Esterification reactions with both ester donors were
investigated at 40 �C at atmospheric pressure yielded
up to 92–98% of the R-ester product in 6 h (Figure 2).
The ee values of the alcohol after 6 h of reaction time
were 93 and 98% applying glycerol triacetate and gly-
cerol tributyrate as esterification agent, respectively.

The concentration of racemic secondary alcohol
(cA0) was varied between the concentration ranges of
82.7–1653mM with a fixed amount of glycerol deriva-
tive (1ml). The initial reaction rates relative to the
mass of enzyme preparation are plotted against the
initial R-alcohol concentration (cR0) in Figure 3. Initial
rate of reaction is higher in the reactions of glycerol
tributyrate as ester donor than of glycerol triacetate at
any initial alcohol concentrations (Figure 3). This phe-
nomenon could be explained by the substrate specifi-
city of the applied CALB enzyme. Impact of vinyl ester
alkyl chain length on the catalytic efficiency and
selectivity of CALB have been already reported

(de los R�ıos et al. 2008; Paljevac et al. 2009; Paiva et al.
2011). In terms of initial reaction rate they found that
the CALB prefer vinyl butyrate. The result indicates
that steric effects play important role on the catalytic
activity of CALB; the initial reaction rate is affected by
the distance between the alcohol and the acid binding
site of the enzyme.

Maximum initial reaction rate and Michaelis con-
stant values (Table 1) were determined by fitting
Equation (6) (Figure 3). According to the kinetic
parameters, the lipase showed higher affinity to the
secondary alcohol and converted it to product more
rapidly when glycerol tributyrate was applied as

Figure 2. Effect of the reagent on the yield vs. time,
T¼ 40 �C, initial concentration of (R)-1-phenylethanol 4.14
�10�2 mol/dm3, 10mg enzyme preparation. Curves are fitted
according to Equation (8). �: glycerol tributyrate � glycerol
triacetate.

Figure 3. Effect of the applied esterification agent on the ini-
tial rate of reaction (r0). T¼ 40 �C, initial concentration of (R)-1-
phenylethanol (cR0) varied in the concentration range of
41.3–827mM applying 10mg of CALB. Fitted curves are
according to Equation (6). �: glycerol tributyrate � glycerol
triacetate.
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esterification reagent. Therefore, further experiments
were conducted with glycerol tributyrate as ester-
donor.

3.2 Effect of the temperature

The kinetic resolution proved to be effective at all
temperatures between 30 and 70 �C regarding the
enantiomer separation. At any given substrate concen-
tration (in the concentration range of 41.3–827mM
regarding the selectively converted (R)-1-phenyletha-
nol) the initial rate of the reaction is increasing with
the reaction temperature until 60 �C (Figure 4).
Temperature dependence of the kinetic parameters
rmax and KM are shown in Figure 5.

The interpretation of increasing reaction rate until
60 �C can be explained by Arrhenius law like in the
case of any chemical reaction. Temperature depend-
ence of k, the reaction rate coefficient relative to the
mass of enzyme preparation, could be expressed by
Arrhenius equation accordingly:

k ¼ A � e�E#
R�T (9)

where A is a constant, R is the universal gas constant,
T is the absolute temperature, E# is the activation
energy of the ester formation. At cR0 � KM enzyme
catalysed reactions turn to be zero order reaction.

Thus:

rmax ¼ k Tð Þ ¼ A � e�E#
R�T (10)

Activation energy could be obtained by lineariza-
tion of Equation (10) in the following way:

ln rmax ¼ lnA� �E#
R

� 1
T

(11)

Activation energy was calculated as 30985.4 J/mol
using the slope of the linearized curve (Figure 6.) by
neglecting the data measured at 70 �C.

The decrease of maximal reaction rate above 60 �C
may be caused by the inactivation of the enzyme by
heat. It becomes predominant factor instead of the
Arrhenius equation at higher temperatures. The opti-
mum temperature of CALB was found in our experi-
ments at 60 �C, which is relatively low compared to
the optimal temperatures of Novozyme 435 in other
solvent-free systems in the literature. Yasmin et al. and
Wolfson et al. studied the effects of temperature on
the reaction in the temperature range of 30–70 �C
(Yasmin et al. 2006) and 25–80 �C (Wolfson et al.
2011), respectively. The conversion increased continu-
ously with increasing temperature at a fixed reaction

Table 1. Kinetic parameters at 40 .R.H: �C. Measurement
uncertainty values are calculated according to the results of
three repeated measurements.

Esterification agent KM (mol/dm3)
rmax (�10�4 mol/

(dm3�min�mg enzyme))

Glycerol triacetate 0.489 ± 0.029 3.24 ± 0.09
Glycerol tributyrate 0.224 ± 0.014 7.69 ± 0.23

0 0.60.50.40.30.20.1 0.7 0.8 0.9
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Figure 4. Initial rate of reaction (r0) versus initial concentration
of (R)-1-phenylethanol (cR0) at different temperatures. Fitted
curves according to Equation (6). �: 60 �C �: 50 �C 	: 70 �C w:
40 �C D: 30 �C.

Figure 5. Obtained kinetic constants at the temperature range
of 30–70 �C. �: rmax w: KM.

Figure 6. Linearization of the maximum initial reaction rate–
temperature dependence according to Equation (11).
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time. Moreover, in case of the transestherification of
isoamyl alcohol, the conversion increased linearly with
the increasing reaction temperature in the range of
40–120 �C (Wolfson et al. 2010).

KM is a dissociation constant of the enzyme-sub-
strate complex to free enzyme and substrate in the
Michaelis–Menten model. Therefore, the temperature
dependence of KM could be written in a similar form
(Sizer 1943) shown in Equation (12).

KM ¼ B � e�DG
R�T (12)

where DG is the free enthalpy difference of the forma-
tion of enzyme-substrate complex and B is constant.
Similar linearization method as mentioned above
could be used to calculate the DG:

lnKM ¼ lnB� DG
R

� 1
T

(13)

DG is 15220.4 J/mol determined by plotting
lnKM� 1/T, as shown in Figure 7.

As seen in Figure 5, KM increases with temperature.
Therefore, lipase affinity for the R-alcohol is decreasing
with increasing temperature.

3.3 Verification of the model

The model equations presented in section above has
been applied to determine the conversion profile of a
reaction (X(t)) from the initial concentration of the R-
enantiomer (cR0), the amount of enzyme (m) and the
temperature of the reaction (T) by using the deter-
mined values of relevant constants. Namely with
Equations (10) and (12) the value of rmax and KM were
calculated for the selected temperature. By Equation
(6) r0 was calculated followed by determination of the
time dependence of R-alcohol concentration by
Equation (7), followed by calculation of X(t) by
Equation (2).

The values predicted by the model are compared in
Figure 8 with the conversion values of three repeated
experiments at 50 �C. The average deviation of pre-
dicted from the measured values are found to be
below 8%.

The model can predict the conversion profile of
reactions at the temperature range in 30–60 �C with
acceptable accuracy, while due to the inactivation of
the enzyme preparation at higher temperatures
Equation (12) cannot be used above 60 �C in this
reaction.

4. Conclusions

Candida antarctica lipase B enzyme (Novozyme 435)
catalysed kinetic resolution of racemic 1-phenylethanol
was successfully performed using triacetin and tribu-
tyrin as solvents and esterification agents. Nearly full
conversions and excellent enantiomeric excesses were
achieved. While CALB catalyses reactions by the ping-
pong bi�bi mechanism, we have proved that the
neat reaction with tributyrin can be described by the
simple Michaelis–Menten kinetics. Furthermore, while
it is well known, that catalytic activity and often select-
ivity of enzymes are strongly influenced by tempera-
ture, dependence of Michaelis–Menten constants on
the temperature is rarely even mentioned. We showed
that incorporating the Arrhenius and Sitzer equations
into the Michaelis–Menten model, it is suitable to
describe the temperature dependence of
Michaelis–Menten constants, and activation energy of
30985.4 J/mol and free enthalpy difference of 15220 J/
mol were determined from the experimental data.
Using this model the time frame, the concentration
profile over time and the time requirement to achieve
a given yield can be calculated with good accuracy at
any temperatures between 30 and 60 �C.

Figure 7. Linearization of Michaelis constant–temperature
dependence according to Equation (13).

Figure 8. Comparison between the developed model and the
experimental conversion data. �: measured data —: model.
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