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|  BEVEZETES

Az enantiomertiszta vegyiiletek eldallitisdnak fontossaga a molekuldk kirdlis
koérnyezetben mutatott eltérd viselkedésiikre vezethetd vissza. Az enantiomertiszta
vegyiiletek eldallitdsanak leggyakrabban alkalmazott mddja az akiralis szintézis sordn
keletkez6 racém elegy enantiomereinek elvalasztasa. A gyogyszeripar folyamatosan
novekvd igényt tadmaszt az Uj rezolvald dagensek ¢és az eredményes, minél
koltséghatékonyabban kivitelezheté rezolvalasi eljarasok irant. A modern vegyipar a
koltséghatékonysag mellett kiemelt figyelmet fordit a kdrnyezetbarat technologidk
alkalmazasara. A hagyomanyos olddszereket alkalmazd technologidk esetén gyakran
gondot jelent a folyamat sordn visszamaradd olddszer megfelel kezelése, a terméket
gyakran oldészernyomok szennyezik.

A zb6ldkémiai szempontbdl a hagyomanyos oldoszerek megfeleld alternativai lehetnek a
szuperkritikus fluidumok. A szuperkritikus allapotu olddszerek talan legelonydsebb
tulajdonsaga, hogy fizikai-kémiai jellemzdi két, egymastdl fiiggetleniil valtoztathato
paraméter a nyomas és a hémérséklet segitségével szabalyozhatok. A leggyakrabban
alkalmazott szuperkritikus allapot olddszer a szén-dioxid. Viszkozitasa alacsony, nagy
a diffuziés allandoja, ami gyors anyagtranszportot tesz lehetévé. Alacsony kritikus
paramétereinek (31,1 °C, 7,38 MPa) koszonhetéen a héérzékeny anyagok sem
karosodnak, alkalmas biologiai rendszerek vizsgalatara is. Egyik legnagyobb eldnyeként
tartjak szamon, hogy nyomascsokkentést kovetden gaz halmazallapotban maradék nélkiil
eltavolithat6 a termékbdl.

A szuperkritikus szén-dioxid (scCO;) elterjedten hasznalt old6- és extrahaldszer.
Alkalmazasara szamos példa 1étezik: ndvényi hatdanyagok kinyerése, mikrorészecskék
eldallitasa antiszolvens technikakkal, kémiai reakciok olddszere lehet, aerogél szaritas,
polimerek habositasa, sterilizalasi €s tisztitasi miiveletek hasznos segédanyaga.

A doktori munkam célja a szuperkritikus allapotd szén-dioxid alkalmazasi
lehetdségeinek vizsgalata volt optikailag aktiv vegyiiletek eldallitasara. A kutatomunkam
két iranyra oszthatd. A racém vegyliiletek szuperkritikus szén-dioxidos extrakcio
alkalmazasaval torténd rezolvalasa mellett, a szuperkritikus fazist szén-dioxid oldoszer
alkalmazhatosagat vizsgaltam enantioszelektiv enzimkatalizalt reakciok soran.

A modositott Pope-Peachey mddszert és a szuperkritikus szén-dioxidos extrakciot 6tvozo
rezolvalasi eljarast Fogassy és munkatarsai publikaltdk 1994-ben. Az eljaras soran a
racém vegyiilet fél molekvivalens rezolvaloszerrel reagal egy alkalmasan valasztott
oldoszerben. Az olddszer elparologtatasat kdvetden a szilard diasztereomer s6 melldl a
szabadon marad6 enantiomerek keveréke szuperkritikus allapotu szén-dioxiddal keriil
kioldasra. Kutatomunkam kezdetén a modszer sikeres alkalmazhatdsaga mar szdmos




kiralis szerves sav esetén bizonyitott volt. Célom annak vizsgalata volt, hogy a mddszer
hogyan terjeszthetd ki a racém bazisok korére. Vizsgaltam az enantiomerelvalasztés
eredményességét befolyasold miiveleti paraméterek (rezolvaloszer molaranya, extrakcio
nyomadsa és hdmérséklete) hatasat, valamint a szerves olddszer elhagydsanak lehetdségét.
Modellvegyiiletként a racém N-metil-amfetamint valasztottam.

Az enantioszelektiv enzimkatalizalt reakciok teriiletén modellvegyiiletként egy kiralis
glicerinszarmazék, a 3-benziloxipropan-1,2-diol lipaz katalizalt enantioszelektiv
észterezését vizsgaltam vinil-acetat észterezdszerrel. Az acilezési reakciot hat kiilonb6zo
lipaz enzimmel hajtottam végre. A kereskedelmi forgalomban beszerezhetd Lipase AK,
Lipase PS és PPL enzimek mellett sor keriilt harom kiilonb6z6 termofil fonalasgomba
torzsb6l (Trichoderma reesei RUT-C30, Thermoascus thermophilus NRRL 5208,
Talaromyces emersonii NRRL 3221) izolalt lipaz tesztelésére is. Utdbbi harom,
vizsgalataim idején kereskedelmi forgalomban nem elérhetd enzimkészitmény
biokatalizatorként val6 alkalmazasara scCO.-ban nem volt példa.

2014-t61 Gjra bekapcsolodtam a szuperkritikus szén-dioxidot felhasznald rezolvalasokkal
kapcsolatos kutatasokba. Célom annak vizsgalata volt, hogy a scCO2 milyen médon tud
hozzajarulni a glicerinszarmazékokkal esetleg természetes olajokkal végzett kinetikus
rezolvalasi  folyamatok  kornyezetkimélé  modon  torténd  végrehajtasahoz.
Modellreakcioként a racém 1-feniletanol enzimkatalizalt kinetikus rezolvalasat
valasztottam.




Il IRODALMI ATTEKINTES

II.L1 Optikailag aktiv vegyiletek el&allitasa

II.L1.1 Kiralitds, a tiszta enantiomerek el&allitdsanak maédjai

Optikai aktivitdson a molekuldk azon tulajdonsdgat értjiik, mely szerint a linedrisan
polarizalt fény sikjat képesek elforgatni. Az optikai aktivitds a kiralis molekuldkra
jellemzd. A kirdlis elnevezés a gérog yeip (cheir) szobol szdrmazik, jelentése kéz, ami jo
szemléltetbeszkOze a kiralitas jelenségének (1. abra). Kiralisnak neveziink egy
képz6dményt, ha az nem azonos, vagyis nem hozhaté fedésbe a tiikorképével.
A molekulak kiralitdsa esetén a tiikorképi izoméria leggyakoribb eredete egy olyan
aszimmetriacentrum melynek valamennyi liganduma kiilonbozé. A  tiikorképi
viszonyban 1év6 sztereoizomereket enantiomereknek nevezzilkk, melyek a
ligandumoknak az aszimmetriacentrum koriili térbeli elrendez6désében térnek el
egymastol. Az aszimmetriacentrum legtobbszor négy kiilonboz6 szubsztituenssel
rendelkezé sp® hibridallapotu szénatom, de eléfordulhat, hogy a kiralitdscentrum nem
szénatom, hanem foszfor, kén, vagy mas heteroatom.

1. abra
A tiikorkeépi (optikai) izoméria abrazolasa

Az enantiomerek 1:1 aranyu keverékét racém elegynek nevezziik. Az enantiomerek
azonos fizikai tulajdonsagokkal (olvadaspont, forraspont, slriiség, oldhatdsag)
rendelkeznek, a sikban polarizalt fényt azonban azonos mértékben, de ellentétes iranyban
forgatjak el.




homokiralis kolcsonhatas

R+ R «— R-R enantlomerek §-S <> S+8§

dlasztereomk Aztereomerek

R+S8S =— RS
heterokiralis kolcsonhatas

2. abra
Az enantiomerek kozotti kolcsonhatdsok oldatban és olvadékban

A tiikorképi izomerek keverékei oldatban vagy olvadékban kiillonboz6 asszociatumokat
képezhetnek a 2. abra szerint. Az azonos enantiomerek homokiralis dimereket hozhatnak
1étre, amelyek egymassal enantiomer viszonyban alnak, azaz minden fizikai és kémiai
tulajdonsagukban megegyeznek. A tiikorképi viszonyban all6 enantiomerek heterokiralis
dimereket képeznek. A heterokiralis dimerek nem tiikorképei a homokiralis dimereknek,
diasztereoizomere, ezért fizikai és kémiai tulajdonsagaikban kiilonboznek.

s

vagy (-) jelolés a mért forgatas iranyat jellemzi. Megallapodés szerint a jobbra forgato
enantiomer a (+), a balra forgat6 enantiomer a (—), mig a racém elegy a (£) jeldlést kapja.
A D/L valamint az R/S jelolésrendszerek az aszimmetriacentrum konfiguracidjanak
leirasara szolgalnak. A D és L jeldlések a (+)-glicerinaldehidre vonatkoztatott relativ
konfiguraciot jelolik. A D jelolés annyit tesz, hogy a molekuldban 1évo
aszimmetriacentrum konfiguracidja a (+)-glicerinaldehidben talalhatd aszimmetria-
centrumhoz kapcsolddd csoportok térbeli elrendezddésével egyezik meg a Fischer
projekci6é vetitési szabalyait figyelembe véve. A kiralitdscentrum abszolut
konfiguracidjanak leirasat Cahn, Ingold és Prelog alkottak meg [1]. A CIP konvencio
szabalyai szerint az aszimmetriacentrumhoz kapcsolodo ligandumok rangsorolast
kapnak, majd a sorrendben utolsé helyen all6 ligandummal szemkdzt szemlélve a
molekulat meghatarozzuk az el6z6 harom ligandum sorrend szerint novekvo
koriiljarasanak iranyat. Az 6ramutato jarasaval azonos koriiljarasi sorrend jeldlése R
(rectus), mig az azzal ellentétesé S (sinister).

Az enantiomertiszta vegyiiletek eléallitasanak fontossdga a molekulak kiralis
kornyezetben mutatott eltérd viselkedésiikre vezethetd vissza. llyen kiralis kornyezetnek
tekinthetd az €16 szervezet is, melyet felépité fehérjék és szénhidratok szintén kiralis
monomerekbdl allnak. Az egyes receptorokhoz kapcsolodo tiikorképi izomerek eltérd
biologiai valaszt valthatnak ki a szervezetiinkben. A kiralis molekuldk enantiomerei
megkiilonboztethetdek illatuk, vagy iziik alapjan. A tiikorképi izomerek eltérd illatat jol
példazza a karvon, illetve a limonén esete [2] (3. abra), mig szamos aminosav esetén az




Irodalmi attekintés

L izomer keser(i, a D izomer édes, vagy iztelen [3].

O O
AN A
(S)-(+)-karvon  (R)-(-)-karvon (S)-(-)-limonén  (R)-(+)-limonén
kémeény illat mentol illat terpentin illat citrus illat

3. abra
A karvon és a limonén tiikorképi izomerei és jellegzetes illatuk

A gybgyszerhatéanyagok esetén az egyes enantiomerek fiziologiai, farmakologiai és
toxikologiai hatasa is eltérhet [4, 5]. A racém gyodgyszerhatéanyagok donté hanyada
esetén csak az egyik enantiomer rendelkezik a kivant biologiai aktivitassal (eutomer [6]),
a tiikorképi parja kisebb aktivitast mutat, vagy hatastalan (distomer [6]), de lehet mérgez6
vagy karos mellékhatdsok okozdja iS. Az enantiomerek karos mellékhatasanak
veszélyeire a Contergan néven forgalomba hozott, enyhe nyugtatd hatassal bird
gyogyszerkészitmény hivta fel a figyelmet. A gydgyszer szedése terhes ndk esetén sem
volt ellenjavallott, alkalmas wvolt a reggeli rosszullétek tiineteinek enyhitésére.
A készitmény a thalidomid hatdéanyagot racém formaban tartalmazta, és a tiikorképi
izomerek eltérd hatdsmechanizmusanak eredményeként terhes nék estén magzatfejlodési
rendellenességek léptek fel [7]. A kivant terapias hatassal az (R)-(+)-enantiomer
rendelkezik, mig a karos mellékhatasokat az (S)-(—)-enantiomernek tulajdonitjak.
Ugyanakkor ma mar tudjuk, hogy terapias szempontbol az enantiomerek elvalasztasa
sem lenne relevans, mivel in vivo korilmények kozott a hatasos enantiomer
racemizalodik és igy a karos mellékhatasokért felel6s antipod is keletkezik [8].

A racém formaban el@allitott hatéanyagot tartalmazo, gyogyszerek illetve ndvényvédo
szerek esetén az enantiomerek eltérd bioldgiai aktivitasanak felismerése ota a forgalomba
hozatalra vonatkoz6 eléirasok folyamatosan szigorodtak. A Food and Drug
Administration (USA) 1992-ben megjelent ajanlasa alapjan racém hatéanyagok esetén
részletesen vizsgalni kell az egyes enantiomerek, valamint a racém forma
farmakokinetikai tulajdonsagait és a metabolizmus tjat. Csak a kivant terapias hatassal
rendelkez6 enantiomert tartalmazé készitmény hozhat6 forgalomba [9].

Az utdbbi években egyre tobb gyogyszergyartd cég fordit figyelmet arra, hogy az uj
kiralis hatoanyagtartalmia gyogyszerkészitmények mellett az enantiomerek részletes
hatasvizsgalatdt a korabban racém formaban engedélyezett hatdanyagok esetén is
elvégezze. Az angol nyelvil szakirodalomban ,,chiral switch” néven emlitett iranyvonal




[10] soran szamos esetben Uj terapias lehetdségekre dertilt fény [11, 12].

A kovetkezd részben rovid attekintést szeretnék nytjtani a tiszta enantiomerek
eléallitasanak lehetséges modjairol.

11.1.1.1 A tiszta enantiomerek el6dllitdsdnak modjai

"o

A tiszta enantiomerek eldallitasara alapvetéen harom lehetség kinalkozik (4. abra):
— atermészetben tiszta enantiomerként eléforduld vegyiiletek kinyerése,
— aszimmetrikus szintézis,
— aszintézis soran keletkezd racém elegy rezolvalasa.

Izolalas természetes forrasbol Aszimmetrikus szintézis
(tovabbalakitas a kivant vegyliletté) (prokiralis szubsztrat)
kiralis segédanyag kémiai katalizis bickatalizis

N e |

Enantiomertiszta vegyiilet

I kinetikus rezolvalas szelektiv folyadék-folyadék extrakcid -
(enzimkatalizalt vagy kémiai katalizis)

= diasztereomer képzés membran szeparacic =

» indukalt kristalyositas kromatografia -

Racém elegy rezolvalasa

4. abra
Az enantiomertiszta vegyiiletek elgallitasanak lehet6ségei

"o

Az optikailag aktiv vegyiiletek eldallitasanak egyik legdsibb, am a gyogyszeripar altal
ma is alkalmazott modja a természetben eldfordulé enantiomertiszta vegyiiletek
(aminosavak, szénhidratok, alkaloidok, terpének) kinyerése majd sztereoszelektiv
tovabbalakitasa a kivant célmolekulava [13]. Az eljaras leginkabb akkor alkalmazhato
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koltséghatékonyan, ha a kiralis épitéelem konnyen hozzaférhetd, izolaldsa soran nem
lépnek fel tisztitdsi nehézségek, valamint a céltermék eldallitasa kis szdmu, egyszeri
reakciolépésekbol all. Szamos gyogyszerhatéanyag ily modon torténd eldallitasanak
azonban hatart szab, hogy a célmolekulaig vezetd szintézisut sok 1épésbdl épiil fel.

Az aszimmetrikus szintézis soran prokiralis szubsztratbol kiindulva kiralis segédanyag,
vagy katalizator segitségével szintetizalhato a kivant enantiomer. A kirdlis
segédanyaggal végzett szintézis soran egy kiralis molekulat kapcsolunk a szubsztrathoz.
segédanyag sztereoszelektivitdsa hatarozza meg. A kiralis segédanyagot a reakcid
sztochiometridjanak megfeleléen molekvivalens mennyiségben kell alkalmazni, majd az
Uj sztereocentrum kialakitasat kovetOen eltavolithatd a szubsztrat a molekularol.
Az eljaras akkor alkalmazhaté gazdasdgosan, ha a kirdlis segédanyag konnyen
hozzaférhetd, olcsé molekula, a reakcidelegybdl visszanyerhetd és Ujrahasznosithato
[14].

Az enantioszelektiv katalizis az alkalmazott katalizator jellege szerint alapvetéen harom
teriiletre oszthato: kiralis fémkomplexek alkalmazasa, biokatalizis és az organokatalizis.
Az els6 katalitikus aszimmetrikus hidrogénezést William S. Knowles valositotta meg
1968-ban. A hidrogénezési reakciok soran alkalmazott Willkinson-katalizator akiralis
trifenilfoszfan ligandumat kiralis metil-propil-fenilfoszfan ligandumra cserélte. Az igy
modositott katalizatorral végezve az a-fenilakrilsav katalitikus hidrogénezését, a
keletkez6 2-fenil-propionsav termék enantiomertisztasaga 15% volt [15]. Knowles
felismerését kovetden intenziv kutatd-fejleszté munka indult el a kiralis fémkomplexek
enantioszelektiv katalizatorként val6 alkalmazasa teriiletén. A Monsanto L-Dopa eljaras
[16] mellett ma mar szamos ipari méretben megvalositott enantioszelektiv fémorganikus
katalizist magaba foglal6 eljaras ismert, bar ezek donté hanyada hidrogénezési reakcid
[17]. A fémorganikus katalizatorok eldnyeihez sorolhaté hogy a kozponti fématomhoz
kapcsolodo ligandum soksziniisége miatt szelektivitasuk igen szertedgazo. Ipari
alkalmazas esetén azonban a katalizdtorok magas ara miatt fontos szerepet jatszik a
katalizator atalakitd képessége (turnover number (mol termék/mol Kkatalizator)),
visszanyerhet0sége ¢s ujrahasznosithatosaga. A fémorganikus katalizatorok természetes
megfelel6i a biokatalizatorok, Patel 2007-ben megjelent kozleményében Szamos,
gyogyszeripari jelentdséggel rendelkezé kiralis intermedier biokatalizissel torténd
elballitasat foglalta 6ssze [18]. Az utobbi években jelentds el6relépés figyelheté meg az
enantioszelektiv organokatalizis teriiletén is. A katalizatorként viselkedd szerves
molekulak magukban hordozhatjak mind a fémorganikus-, mind a biokatalizatorok
elényds tulajdonsagait, olcsosaguk igéretes jovot josol felhasznalasukra [19, 20].

Az enantiomertiszta vegyiiletek el6allitdsanak leggyakrabban alkalmazott modja az
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akiralis szintézis soran keletkez6 racém elegy enantiomereinek elvalasztasa. A racém
elegy rezolvdldsa tobbféle modon megvalosithatd. Ide sorolhatok a diasztereomer
képzésen alapulo rezolvalasi modszerek, a kinetikus és dinamikus kinetikus rezolvalas, a
kiilonboz6 kromatografias modszerek, valamint az enantioszelektiv membran
szeparacios és folyadék-folyadék extrakcios eljarasok. Valamennyi elvalasztasi technika
kozos jellemzodje, hogy a racém elegy enantiomereit valamilyen modon kirdlis
kolcsonhatasnak vetjiik ala, vagy kiralis kornyezetbe helyezziikk. Az igy kapott
sztereoizomerek eltéré fizikai, fizikai-kémiai tulajdonsagaik alapjan elvalaszthatoak
egymastol.

A kromatogrdfias rezolvalasi eljarasok soran a kiralis kolcsonhatas kétféleképpen
valosithatd meg. Az indirekt eljaras soran a racém elegy enantiomereibdl optikailag tiszta
kiralis reagenssel szarmazékot képeznek. A keletkez0 diasztereomer viszonyban 1évo
molekuldk az akiralis allofazison elvalaszthatok. Az ugynevezett direkt kromatografias
elvalasztds sordn az enantiomer megkiilonboztetés modositott kirdlis allofazissal vagy
kiralis szelektort tartalmazd mozgofazissal biztosithatd. A kiralis allofazisok esetén
gyakran alkalmaznak kiralis koronaéterekkel, ciklodextrinekkel [21] vagy
poliszacharidokkal [22] modositott allo fazisokat, a mozgé fazisba kiralis szelektorként
ugyancsak elészeretettel adagolnak ciklodextrineket illetve aminosav komplexeket.
Az indirekt eljarasok soran képzddo kovalens diasztereomerekkel szemben itt elsésorban
diasztereomer komplexek keletkeznek, illetve sztérikus tényezok jatszanak szerepet az
elvalasztas soran [23].

Analitikai céli elvalasztas esetén a molekulatdl fiiggéen sok lehetdségiink van az
enantiomertisztasig meghatarozasara, a kromatografia specialis megoldasokkal
preparativ elvalasztasra is alkalmas lehet. Amennyiben kis mennyiségl preparativ
termékelvalasztas a cél, akkor a kiralis allofazisi HPLC nyujthat megfelel6 eredményt.
A HPLC modszer preparativ 1éptékben torténd alkalmazasdnak azonban hatart szab az
allofazis terhelhetdsége, valamint a nagy mennyiségili oldoszer felhasznalas. A szakaszos
HPLC modszer szerint torténd enantiomer elvalasztas a szimuldlt mozgdagyas
kromatografias technikaval tehetd folyamatos lizemiivé a termelékenység ndvelése
mellett. A szimulalt mozgoagyas kromatografias elvalasztas elvi alapja egy folyamatos,
ellenarami mozgoagyas kromatografias oszlop (5.a abra) segitségével szemléltetheto.
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Allsfazis
R Eluens
—» R
Az eluens armlas
RS—> és a valtozo betaplalas
és minta elvétel iranya
—»3 RS S
Eluens
a) b.)
5. abra

a.) Enantiomerek elvalasztasa mozgdagyas oszlopon
b.) A szimulalt mozgbagyas kromatografia elvi sémaja [24]

Az oszlopban az allo fazis €s az eluens ellenaramban aramlik, a racém elegy betaplalasa
az oszlop kozépsd szakaszan torténik. A mozgd fazisok sebességének megfeleld
beallitasa mellett a racém elegy enantiomereinek és az allo fazis kozott 1étrejovo
kiilonboz6 er6sségii  kapcsolata miatt az enantiomerek az oszlopot egymastol
elkiiloniilve, az oszlop két ellentétes végén hagyjak el. Ilyen mozgoagyas késziilék
iizemeltetése azonban nehézségekbe iitkozik, az allé fazis mozgatdsa sorba kapcsolt
kiralis toltettel toltott oszlopok segitségével oldhatdé meg. Az agy mozgasanak
szimulalasa a betaplalas és a minta elvételek helyének periodikus valtoztatasaval
biztosithato (5.b abra) [24]. A szimuldlt mozgodagyas kromatografia sikeres
alkalmazasara szamos ipari példa talalhaté az irodalomban [25, 26], a technologia
termelékenysége napi 1 — 10 kg/kg allo fazis értékkel jellemezhetd. Az eljaras elényei
kozé sorolhatd, hogy kis szelektivitds esetén is a nagy elméleti fokozatszam miatt
ugyanazon a kiralis allofazison szamos enantiomer elvalaszthatdé. Hatranya a kiralis
allofazis miatti magas beruhéazasi koltsége és a nagy mennyiségii eluens felhasznalasbol
adodo magas lizemeltetési koltsége. Napjainkban gyakran alkalmazzak ezt a technoldgiat
tobb elvalasztasi 1épést integrald folyamatokban, mint példaul diasztereomer képzést
kovetd kristalyositason alapuld elvalasztassal kombinalva [27]. Emellett Bechtold és
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munkatarsai szamos példat mutattak be a szimuldlt mozgdagyas kromatografias
enantiomer elvalasztassal kombinalt folyamatos tizemii bioreaktorok alkalmazasara [28].

A szimulalt mozgoagyas kromatografias eljaras nagy oldoszer sziikségletét igyekszik
kikiiszobolni a reverzibilis enantioszelektiv komplexképzési folyamattal kombinalt
folyadék — folyadék extrakcio [29]. A miivelet két egymassal nem, vagy csak
korlatozottan elegyedd fazis érintkeztetésén alapul. Jellemzden a vizes fazis tartalmazza
a racém szubsztratot, mig a szerves fazis az enantiomer megkiilonboztetést végzo kiralis
reaktiv dgenst, amely szelektiv komplexképzési folyamat eredményeként biztositja az
egyik enantiomer transzferjét a szerves fazisba. A kiralis megkiilonboztetést végzo
molekula oldott allapotanak koszonhetéen magasabb koncentracioban alkalmazhato,
ezért toményebb oldatok feldolgozasara van lehetdség szemben a szimulalt mozgdagyas
kromatografias eljarassal, ahol a szilard hordoz¢ feliileten valo rogzités limitalja a kiralis
a szelektiv extrakcidt kovetden visszanyerhetd €s Ujrahasznosithato. Kiralis reaktiv
agensként leggyakrabban atmenetifém komplexeket (Cu(Il), Co(Il), Ni(Il)),
ciklodextrineket, koronaétereket és nyilt lancti poliszacharidokat alkalmaznak.
A jellemzben alacsony szelektivitas miatt az egy fokozatban elérheto elvalasztas csekély.
Magas enantiomertisztasag eléréséhez tobbfokozati extrakcidra van sziikség, az
elvalasztas  folyamatos ilizemii ellendrami  oszlopokban valosithatdo  meg.
Az enantioszelektiv folyadék — folyadék extrakcid elsdsorban kiralis aminosavak [30],
aminok és amino-alkoholok [31] esetén alkalmazhat6 sikerrel.

Az enantioszelektiv membrdn szepardcios eljarasok [32] alapvetéen két csoportba
sorolhatok. Az els6 esetben kiralis membran végzi az enantiomer megkiilonboztetést.
Akiralis membranok alkalmazasakor az enantioszelektiv folyadék — folyadék
extrakciohoz hasonldan kiralis segédanyagra van sziikség, amely a racém elegy egyik
enantiomerével szelektiven komplexet vagy micellat képez. Kiralis szelektorként a
kromatografias és az extrakcios modszereknél ismertetett segédanyagok ez esetben is jol
alkalmazhatok. Az enantioszelektiv membran szeparacios eljarasok az utobbi idében
egyre nagyobb népszerliségre tesznek szert. Ennek egyik oka lehet, hogy a folyamatos
eljards konnyen méretndvelhetd és hatékony enantiomer elvalasztast tesz lehetové.
Az enantioszelektiv folyadékmembranok olcsok és gyors anyagtranszportot tesznek
lehetové, a szilard membranok esetén elsOsorban stabilitasukat szoktak kiemelni.
Az enantioszelektiv folyadék és szilard membranok elényos tulajdonsagait Gtvozik az
immobilizalt folyadék membranok, ipari alkalmazasuknak igéretes jovot josolnak. Az
enantioszelektiv membran szeparacios eljarasok jol kombinalhatok az enantioszelektiv
enzimkatalizalt kinetikus rezolvalasi folyamatokkal. Az eljaras sikerességét igazolja a
dilthiazem elGallitasa soran a 4-metoxifenil-glicidilészter enzimkatalizalt hidrolizisére ily
modon épitett bioreaktor, amely 75 t/év kapacitas mellett tizemel [33].
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I.L1.2 Kristalyositason alapulé rezolvalasi eljarasok

A racém elegyek kristalyositason alapuld rezolvaldsa soran mutatott viselkedését az
oldatban vagy olvadékban keletkezd masodrendii kolcsonhatasokkal —Osszetartott
asszociatumok jellege hatarozza meg. A homo- és heterokiralis kélcsonhatasok er0sségét
tekintve a racém elegyek harom csoportba sorolhatok: konglomeratum képzd, racemat
képzo6 és szilard oldat képzé enantiomerkeverékek. A racém elegyek donté hanyada
racemat képzd, mig mintegy 10%-uk konglomeratum képz6. Jellemzo biner olvadaspont
— Osszetétel fazisdiagramjukat a 6. abra szemlélteti.

T[°C] T[Cl T[°C] T[°C]
R eu RS eu-'s R RS S
a.) b.)
6. abra
A racemat (a) és a konglomeratum képz6 (b) enantiomerkeverékek olvadaspont — dsszetétel
fazisdiagramjai

A konglomeratum képzé enantiomerkeverékek oldatabdl vagy olvadékabol a két
tiilkorképi izomer kiilon-kiilon kristalyosodik, az egyes enantiomereket tartalmazo
kristalyok fizikai keverékét kapjuk a kristalyositas soran. Ezen a megfigyelésen alapult
Pasteur 1848-ban megvalositott elsé rezolvalasa [34]. A borkdsav natrium-ammonium
sojanak lasst kristalyositasa soran kétféle, egymassal tiikorképi viszonyban [évo
kristalyokbol allo kristalyhalmazt kapott. Az eltér6 habitust kristalyokat nagyito alatt
kézzel szét tudta valogatni, oldataik eltérd optikai aktivitast mutattak.

A konglomeratumképz6 racém elgyek rezolvalasanak egyik, ipari gyakorlatban is
alkalmazhato moddja az indukalt kristalyositas (7. abra). Az eljaras soran a racém elegy
tultelitett oldatat beoltjak az egyik enantiomorf kristallyal és az oltokristaly feliiletén az
kristalyosod6 enantiomer feleslegbe keriil az oldatban, am kristalyosodasa addig nem
indul meg, amig megfeleld méretii kristalygocok nem keletkeznek. A kristalyok
kiszlirése utan az oldat racém keverék hozzaadasaval ismét tultelithetd, majd az oldatot
a masik enantiomorf kristallyal beoltva a tiikorképi izomer kristalyosithatd. A modszer
elénye, hogy a rezolvalas kiralis segédanyag alkalmazasa nélkiill megvalosithato,
ugyanakkor a miivelet végrehajtasa soran nagytisztasagu oldatokra és rendkiviil preciz
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homérséklet és idokontrollra van sziikség. Gazdasagossagi szempontbol fontos a nem
kivant enantiomer hasznositasa, in Situ spontin racemizacidé esetén a modszer
termelékenysége jelentdsen ndvelhetd [35].

RS *R, R{ + (R < S) oldatban

T +R l+ S
oldatban (R > S) + S}

7. abra
Az indukalt kristalyositas folyamata

A racematkeépzo enantiomerkeverékek esetén a heterokiralis asszociatumok képzddése a
preferalt. A racemat kristalyok elemi cellaiban mindkét enantiomer megtalalhato, a
titkorképi izomerek elvalasztdsa indukalt kristalyositassal nem valdsithatd meg.
A rezolvalas egy kiralis segédanyag (rezolvaldszer) hozzaadasaval torténd diasztereomer
vegyiiletpar képzésén keresztiil végezhetd el.

Ha egy racém savat vagy bazist kémiai karakterét6l fliggben optikailag tiszta savval vagy
bazissal reagaltatunk, akkor diasztereomer sopar keletkezik. A diasztereomer viszonyban
1évé sok eltéré fizikai (oldhatosag, olvadaspont, forraspont) vagy fizikai-kémiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, ezért elvalasztdsuk megvalodsithaté. A leggyakrabban
alkalmazott modszer a diasztereomer sopar eltéré oldhatosagan alapuld frakcionalt
kristalyositds. Az elsé diasztereomer soképzésen keresztiil torténd rezolvalast Pasteur
hajtotta végre 1848-ban. A racém elegy (RS) oldatihoz molekvivalens mennyiségben
adta a rezolvaloszert (C), a rezolvalas folyamatat a 8. abra szerinti sematikus
reakcidegyenlet szemlélteti.

RS + 2C — RC| + SC

8. abra
Rezolvalas molekvivalens mennyiségii rezolvaloszer alkalmazasaval

Mintegy 50 évvel késdbb Pope és Peachey felismerte, hogy a rezolvalas megvalosithato
fél molekvivalens rezolvaloszer alkalmazasaval is (9. abra) [36]. A keletkez6
diasztereomernél jobban 0ld6do enantiomer akiralis segédanyaggal (A) tarthato oldatban.
Akiralis segédanyagként egyrészt a rezolvaloszerrel rokon szerkezetii vegyiilet, masrészt
szervetlen savak vagy bazisok hasznalhatok.
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RS + C + A — RC| + SA

9. abra
Rezolvalas félekvivalens rezolvaloszer alkalmazasaval, akiralis segédanyag jelenlétében

A modositott Pope-Peachey eljaras szerint amennyiben a keletkezé diasztereomer
vegyiilet és a szabadon marado6 enantiomer kdzott kelléen nagy az oldhatosag kiilonbség,
akkor a rezolvalas akiralis segédanyag nélkiil is megvaldsithato (10. abra).

RS + C — RC| + S

10. abra
Modositott Pope-Peachey rezolvalasi eljaras

Diasztereomer vegyiiletparok képzése diasztereomer viszonyu molekula- vagy
koordinacios komplexeken, illetve kovalens molekulakon keresztiil is lehetséges [37].
A koordinécioés komplexekben a kdzponti fématomot tartalmazo rezolvald agens a
kozponti fématomon keresztiil dativ kotéssel kapcsolodik a rezolvalandd anyag
enantiomeréhez. A dibenzoil-borkésav kalciummal képzett savany( és vegyes soi
karbonsavak, és a-, vagy p-hidroxi-észterek rezolvalasanal alkalmazhatok [38, 39].
A dibenzoil-borkésav nmagaban is hatékony komplexképz6 rezolvalo agens szekunder
alkoholok rezolvalasi folyamataiban [40]. A diasztereomer molekulakomplexek esetén a
masodlagos kolcsonhatasok (van der Waals kolcsonhatas, hidrogén-hidak) a
meghatarozok.

11.1.2.1 Aleggyakrabban alkalmazott rezolvaldszerek

A racém savak diasztereomer soképzésen alapuld rezolvalasahoz kezdetben
természetben el6forduld alkaloidokat (kinin, cinkonidin, cinkonin, Kinidin, brucin,
efedrin) alkalmaztak. Napjainkban a szintetikus eredetii rezolvaloszerek koziil az
1-fenil-etil-amin, a 2-aminobutanol és az aminosav szarmazékok a legelterjedtebbek.
A racém bazisok enantiomereinek elvalasztasakor elsdsorban a borkdsavat és
szarmazékait, valamint a kamforszulfonsavat, mandulasavat és az N-védett aminosavakat
részesitik elonyben [41].

A Pasteur altal elvégzett elsé diasztereomer soképzéses rezolvalas ota eltelt csaknem
170 év, azonban a megfeleld rezolvaloszer kivalasztasara éltaldnosan alkalmazhato
modszer még ma sem ismert. Az optimalis rezolvalasi eljaras kidolgozasa faradtsagos
kisérleti munkat igényel, azonban a kisérletek megtervezéséhez tobbféle megkozelités is
alkalmazhato [42], ezeket réviden a kovetkez6 fejezetben ismertetem.
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11.1.2.2 A rezolvdldszer kivdlasztdsa sordn alkalmazhato stratégidk

Az adott elvalasztasi feladathoz optimalis rezolvaloszer megvalasztasakor alapvetden
haromféle megkozelités all rendelkezésre a kisérletek megtervezéséhez.

A rezolvaldszer kivalasztasa torténhet proba szerencse alapon. Az eljaras hatékonyabba
tételéhez ma mar kaphatok tigynevezett rezolvalo kittek, magas 4ruk miatt azonban ezek
az eszk6z0k a napi gyakorlatban nem terjedtek el.

A rezolvalasi eljards megtervezésekor hasznos informacidval szolgalhatnak az
ugynevezett szerkezet alapu analogiak. A korabban mar elvégzett preparativ rezolvalasi
eljarasok eredményei alapjan elmondhatd, hogy a szerkezetileg hasonl6 racematok nagy
valoszinliséggel ugyanazzal a rezolvaldszerrel hatékonyan rezolvalhatok [43].
A szerkezeti hasonlosdg alapja lehet a racém vegyliilet és a rezolvaloszer
kiralitascentrumanak szerkezeti rokonsaga is. Gyakran el6fordul, hogy a racém vegyiilet
egyik enantiomerébol képzett rezolvaldszerrel végrehajtott diasztereomer soképzés
sikeres enantiomer elvalasztashoz vezet [44].

A szerkezetalapi megkdzelitések kozé sorolhatjuk a racém molekula enantiomerei €s a
rezolvaldszer kozotti kolcsonhatasok szamitasan alapuld modszereket is. A szamitasok
alapfeltételezése az, hogy a diasztereomer séban kialakuld ionos kotés mellett a
masodrendii  koOlcsonhatdsok  hatarozzak meg a  diasztereomer sok  kozotti
energiakiilonbséget, ezaltal a rezolvalas eredményességét. Fogassy és munkatarsai
rezolvalasi  hatékonysagot —modellezték a  kiralitascentrum  ligandumainak
hidrofobicitadsara jellemz6 Hansch paraméter (m), az elektronikus tulajdonsagokra
jellemzé Taft allandd (c*), a térkitoltést jellemzé sztérikus paraméter (MR), valamint az
oldoszer polaritasat jellemzé empirikus polaritas faktor (Er) fliggvényében 17 db
fenilglicin-szarmazék rezolvalasa soran kapott eredmény alapjan [45]. A modell mas
fenilglicin-szarmazékok esetén is jO egyezést mutatott a preparativ rezolvalasok
eredményességével. Mas kutatok a kristalyszerkezetben kialakuld stabil hidrogén-hidas
kotésrendszer [46, 47], illetve a CH/  kdlcsonhatasok [48] sziikségességére helyezik a
hangstlyt. A diasztereomer soparok kristalyszerkezete kvantumkémiai szamitasok
alapjan is modellezhetd, a rezolvalas hatékonysaga a diasztereomer sopar racsenergia
kiilonbsége alapjan josolhato [49, 50].

A rezolvalas eredményessége termoanalitikai vizsgalatok alapjan is elérejelezhetd [51].
Ehhez a racém elegy enantiomereinek a kivant rezolvald agenssel képzett diasztereomer
sok 1:1 ardnyt keverékére van sziikség. A sokeverék differencialis pasztazo kalorimetrias
(DSC) vizsgalata alapjan felvehetd a diasztereomer sokeverék biner fazisdiagramja.
Az eutektikus Osszetétel ismeretében a rezolvalas hatékonysaga szamithato.
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Az utdbbi években eldtérbe keriiltek olyan elméletek, melyek a rezolvalas hatékonysagat
a racém molekula és a rezolval6 agens molekula hosszdnak egyméshoz val6 viszonyara
vezetik vissza [52, 53].

11.1.2.3 Rezolvdlas rokon szerkezetli rezolvaloszerek keverékével

Vries és munkatarsai a kombinatorikus kémia alapjait felhasznalva probaltak meg
leroviditeni a legmegfeleldbb rezolvaloszer megtalalasanak idejét [54, 55]. Szamos
racém vegyiilet oldatdhoz rokon szerkezetli rezolvaloszerek 1:1 aranyu keverékét adtak.
Rezolvaloészerként ciklikus foszforsavszarmazékok (P-Mix), mandulasav-szarmazékok
(M-Mix), dibenzoil-borkésav-szarmazékok (T-Mix) és fenil-etil-amin-szarmazékok
(PE-1-Mix) keverékét alkalmaztak (11. abra). A folyamat soran a legkisebb oldhatdsagu
diasztereomer forma kristalyosoddsara szamitottak. A varakozasokkal ellentétben
azonban egy diasztereomer sokeverék kristalyosodott ki, melyben a rezolvaléagensek a
kiindulasi 1:1 aranytol eltéré mennyiségben disultak fel. Sok esetben jobb elvalasztast
(95% feletti enantiomertisztasag) értek el az egyedi rezolvaldszerekkel elvégzett
rezolvalasok eredményéhez képest.

P-Mix M-Mix
X C_)H
0 o 1L :
Ho_FI,/O Q/\COOH
o) X
X =H, Me, Br
X =H, Cl, OMe
T-Mix PE-I-Mix
O COOH X NH2
(@]
OJ\r /©/k
HOOC @] X

X =H, Br, Me
X =H, Me, OMe

11. abra
Vries és munkatarsai altal alkalmazott rezolvaldszer keverékek

Vries és munkatdrsainak megfigyelése a rokon szerkezetli rezolvaloagensek kozott
fellépd szinergens hatasok vizsgalatanak, és az okok felderitésének iranyba terelte a
rezolvalassal foglalkozo kutatok figyelmét. A rezolvaloagensek keverékével végrehajtott
rezolvalasi eljaras az angol nyelvii szakirodalomban Dutch Resolution néven terjedt el.

19



Kaptein és munkatarsai szerkezetileg hasonld racém vegyiiletek keverékét rezolvaltak
ugyanazon rezolvaldszerrel [56]. A racém fenilglicin és a racém p-hidroxi-fenilglicin 1:1
aranyt keverékét Pope és Peachey moddszere szerint (+)-10-kaforszulfonsavval
rezolvaltak, akiralis 4gensként sdsavat alkalmaztak. Onmagaban a p-hidroxi-fenilglicin
(+)-10-kamforszulfonsavval nem rezolvalhatd. A két racém vegyiilet keverékének
rezolvalasakor a kikristalyosodott diasztereomer soOban mindkét vegyiilet magas
enantiomertisztasag mellett dusult fel. Szerkezetanalitikai vizsgalatokkal igazoltak, hogy
a diasztereomer soOkeverék szilard oldat viselkedést mutat, a kristalyracsban a
(-)-fenilglicin és a (—)-p-hidroxi-fenilglicin enantiomerek beépiilése véletlenszeri.

A holland rezolvalas ma is intenziven kutatott témateriilet. Az alkalmazott rezolvaldoszer
keverékek kore amfoter karakterii kiralis aminosavak keverékével boviilt, melyeket
sikerrel alkalmaztak a racém mandulasav rezolvalasakor [57]. A rezolvaloszerrel rokon
szerkezetli enantiomertiszta segédanyagok alkalmazasa [58] mellett a kutatok figyelme
egyre inkdbb a rezolvaldszerrel rokon szerkezetii akiralis hozzatéteknek a rezolvalas
folyamataban betoltott szerepének vizsgalata iranyaba fordult [59, 60].

A rezolvaloszerrel rokon szerkezetli akiralis additivnak a rezolvalasi hatékonysagra
gyakorolt pozitiv hatdsat szamos irodalmi példa tamasztja ald. Az ipari gyakorlat
szempontjabol ez elsésorban akkor lehet kedvezd, ha a rezolvaloszer mellett kis
mennyiségben alkalmazott additiv nem ¢épiil be a diasztereomer soba, ezaltal nem okoz
problémat a rezolvaldszer regeneralasakor. A megfelelo akiralis additiv megtalalasa
azonban szisztematikus preparativ munkat igényel.

I1.L1.3 Kinetikus rezolvalas

A kinetikus rezolvalas jelenségét Marckwald és McKenzie fedezte fel 1899-ben.
Megfigyelték, hogy a racém mandulasavat ekvivalensnél kisebb mennyiségi
(-)-mentollal reagaltatva a (+)-mandulasav izomer gyorsabban reagal, mint a balra
forgatd (—)-mandulasav izomer. A racém elegy enantiomereinek eltéré sebességli
reakcigja akiralis reagenssel torténd reakcid esetén is megvalosulhat. A folyamat
altalanos sémajat a 12. abra szemlélteti. Ekkor a kirélis szelektor szerepét a katalizator
tolti be. A katalizator lehet biokatalizator (enzim vagy mikroorganizmus) vagy kiralis
kémiai katalizator (pl.: savak, bazisok, vagy fémkomplexek). Idealis esetben, ha a kiralis
katalizator az R enantiomer atalakitasat részesiti elényben, azaz ks ~ 0, akkor a
reakcioelegy a reakcio lejatszodasa utdn 50% Pr terméket és 50% Ss kiindulasi
szubsztratot tartalmaz.
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ke

Sg + A P,

kiralis katalizator
vagy enzim
ke > ks
ks

Ss + A ~ Ps

kiralis katalizator
vagy enzim

12. abra
A kinetikus rezolvalas elvi sémaja
Ss és Sgr: szubsztrat enantiomerek, Ps és Pr: termék enantiomerek, A: kiralis reagens,
ks és kr: az enantiomerek atalakulasanak reakciosebességi egyiitthatoi

A kinetikus rezolvalas soran visszamarado szubsztrat hasznositasara nyujt lehetdséget a
dinamikus kinetikus rezolvalas melynek elvi vazlata a 13. 4bran lathato.

ke

+ =
SR A kiralis katalizator PR

vagy enzim
katalizator vagy “ K
rac

segédreagens krac > kR > kS

ks

Ss + A ~ Ps

kiralis katalizator
vagy enzim

13. abra
A dinamikus kinetikus rezolvalas elvi sémaja
Ss és Sr: szubsztrat enantiomerek, Ps és Pr: termék enantiomerek, A: kiralis reagens,
ks és kr: az enantiomerek atalakulasanak reakciosebességi egyiitthatoi,
Krac: @ racemizacio reakciosebességi egyiitthatoja

A dinamikus kinetikus rezolvalas tulajdonképpen egy enantioszelektiv transzformacio és
egy in situ racemizacios folyamat kombinacidja. Az eljaras soran az elreagalatlan
szubsztrat folyamatosan racemizalodik a rezolvalas alatt. Az enantiomer elvalasztas
szempontjabol a rendszer akkor tekintheté kedvezének, ha a racemizacid gyorsabb
folyamat, mint a foreakcid. A racemizacid lehet spontan, bar ez igen ritka, vagy
valamilyen katalizator vagy enzim altal katalizalt 1épés.

Bar a kiralis kémiai katalizatorok alkalmazasukat tekintve meghatarozo szerepet toltenek
be a kinetikus rezolvalasi folyamatokban, magas aruk, nehézkes regeneralasuk és toxikus
atmeneti fém tartalmuk miatt egyre nagyobb az igény a természetes eredetii
biokatalizatorok, az enzimkatalizis irant. Tekintettel arra, hogy doktori munkam egy
részében enantioszelektiv enzimkatalizalt reakciok vizsgalataval foglalkoztam, az
enzimkatalizis, és az enzimes rezolvalas modszerét a kovetkez6 fejezetekben
részletesebben ismertetem.
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I1.L1.4 Enzimkatalizis

A biotechnologia altal alkalmazott katalizatorok lehetnek enzimek, enzimkomplexek,
illetve sejtek, szervezetek. Az enzimek aminosavakbol felépiild fehérjék, melyek
katalitikus aktivitasukat az €16 szervezetben lejatsz6dd biokémiai reakciok aktivalasi
energiajanak csokkentése révén fejtik ki (14. abra).

Reakcid enzim
tavollétében Aktivalasi energia
enzim tavollétében

Szabadenergia

Aktivalasi energia
Enzim katalizalta enzim jeleniétében

reakcid
A + B Reaktansok

Kiindulasi allapot szabadenergia szintje

Végallapet szabadenergia szintje Termék(ek)

14. dbra
Az aktivalasi energia dsszevetése enzimkatalizalt és enzim tavollétében
lejatszodo reakcid esetén

Az enzimreakciok reverzibilis folyamatok, az enzim az egyensulyi alland6é nagysagat
nem befolyasolja, az egyensulyi allapot elérését gyorsitja meg. Katalitikus aktivitasukat
enyhe koriilmények kozott (semleges koriili pH, 20 — 40 °C) fejtik ki, a homérséklet,
nyomas, pH, ionerdsség és az olddszer valtozasa miatt denaturalédhatnak. Az enzimek
specifikusak, ez jelenthet szubsztrat-, csoport-, sztereo-, illetve regiospecifitast.

Az enzimek mikddése az enzim — szubsztrat aktivalt komplex keletkezésére vezethetd
vissza, de az aktivalt komplex létrejottének leirasara tobbféle elmélet is Iétezik.
Az enzimek szubsztratspecifitasat tdmasztja ala Emil Fischer 1894-ben kulcs — zar
elmélete, miszerint a kotohely feliilete a szubsztrat feliiletének inverze, ezért az enzim
szubsztrat illeszkedés tokéletes. A kulcs — zar elmélet mind az enzimet, mind pedig a
szubsztratot merev molekulanak tekinti. Koshland indukalt illeszkedés elmélete szerint
az atmeneti komplex létrejottét dinamikusan kell elképzelni. Mikozben a szubsztrat a
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térben megfelelden orientdlodva megkozeliti az enzim koto-, illetve aktiv helyét, az
enzim térszerkezete is megvaltozik és idomul a szubsztrathoz. Egy harmadik elképzelés
szerint az enzim konformacidja folyamatosan valtozik, de a szubsztratot csak egy
bizonyos térszerkezetben képes megkotni (fluktudcios illeszkedés modell).

Az enzimkatalizalt reakciok kinetikai leirasara, vagyis a reakciok idébeli lefutasanak
jellemzésre a leggyakrabban a Michaelis-Menten, illetve a Brigs-Haldane modellek
hasznalatosak. A doktori munkam soran vizsgalt reakciok kinetikai leirasara a Michelis-
Menten modellt alkalmaztam, ezért az alabbiakban ezt a modellt ismertetem
részletesebben.

1.1.4.1 A Michaelis-Menten kinetika

A Michaelis-Menten modell szerint az enzimkatalizalt reakcio a 15. abran lathaté séma
szerint jellemezhet6. A modell azon a feltételezésen alapul, hogy az enzim (E) a
szubsztrattal (S) reverzibilis reakcidban aktivalt komplexet (ES) képez. Az aktivalt
komplex termékké (P) és szabad enzimmé torténd atalakulasa irreverzibilis 1épés.

K ks
E+Sk<——"ES—>P+E

-1

15. abra
Egy egyszubsztratos enzimkatalizalt reakcio Michaelis-Menten modell szerinti elvi sémaja
ki, ki1, Ko az egyes 1épések reakciosebességi egyiitthatdi

A séma szerint a termékképz6dési folyamat sebességi allandodja (ko) tobb nagysagrenddel
kisebb az egyensulyi folyamat sebességi allandoinal (ki, K-1). A katalitikus folyamat soran
pillanatszeriien stacionarius allapot all be, az enzim — szubsztrat komplex koncentracioja
allandosul. A folyamat soran a sebesség meghatarozo lépés az enzim — szubsztrat
komplex bomlasa termékké €s szabad enzimmé. A modell megalkotdi feltételezték
tovabba, hogy a rendszerben jelenlévd Gsszes enzim koncentracioja ([E]o) megegyezik a

A kezdeti reakciosebesség (10) az (1) egyenlet szerint irhat6 fel.

ro = ky[ES] 1)

ahol [ES]az enzim-szubsztrat komplex koncentracidja (mol/dm?3).

crcr

egyenlettel irhato le.
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d|ES
B ST — KLy B8] — K ES) 2)

ahol [E] és [S] a szabad enzim és a szubsztrat koncentracidja (mol/dm?®).

A (2) egyenlet tobb 1épésben torténd atalakitasaval az enzim — szubsztrat komplex
koncentracidja a (3) egyenlet szerinti alakban adhat6é meg.
[E]o[S]
[BS) = =, ®)
i)
ky

Az enzim-—szubsztrat komplex koncentracidjanak a (3) egyenletbe torténd
behelyettesitésével a Michaelis-Menten egyenlethez jutunk.

T'max [S]
=K - 4
0= Ky + [] )
ahol 1y kezdeti reakciosebesség (mol/(dm? perc)),
max Maximalis kezdeti reakcidsebesség (mol/(dm® perc)),

[S] kiindulasi szubsztrat koncentracié (mol/dm?),

k_q+ky

Km Michaelis-konstans (mol/dm?), Ky = "
1

Ha a kezdeti reakcidsebességet a kiindulasi szubsztrdt koncentracio fiiggvényében
abrazoljuk akkor a 16. abran lathat6 hiperbolat kapjuk.

o

Fmax | s m o e oo oo oo

Fnaxd 2

R
>

K [S]

16. abra
A kezdeti reakciosebesség valtozasa a szubsztrat koncentracio fliggvényében
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A maximalis reakciosebesség akkor érhet6 el, ha az 6sszes enzim az enzim — szubsztrat
komplexben van. A Michaelis-konstans tulajdonképpen azt a szubsztrat koncentraciot
fejezi ki, ahol a reakciosebesség a maximalis reakciosebesség fele. Alacsony szubsztrat
koncentracid esetén ([S] << Kwm) a kezdeti reakciosebesség a szubsztrat koncentracio
linearis fiiggvénye. Ha [S] >> K, akkor a reakcidsebesség fiiggetlenné valik a szubsztrat
koncentraciotdl (nulladrendti kinetika), mivel az 0Osszes enzim aktiv centruma
szubsztrattal telitett.

11.1.4.2 Alipdz enzim és a lipdz katalizalt kinetikus rezolvadlds

A szerin hidrolazok csoportjaba tartoz6 lipazok a zsirok és olajok f6 0sszetevdinek, a
triglicerideknek a hidrolizisét végzik glicerinné €s szabad zsirsavakka. Vizmentes vagy
alacsony viztartalmu kozegben azonban az ellentétes reakcidt, észterek képzését
katalizaljak. A lipaz enzimek megtalalhatok a legtobb €16 szervezetben, eldallitasuk
torténhet allati vagy ndvényi szovetek extrakcidjaval. A kereskedelmi forgalomban
kapatdé enzimek talnyomd tobbsége azonban mikrobidlis eredetli, baktériumok és
gombadk altal termeltek.

A lipazok természetes szubsztratjai a lipidek, katalitikus akitivitasukat a viz — lipid
hatarfeliileten fejtik ki. Az enzim aktiv centruma Ser-His-Asp/Glu katalitikus harmasbol
épiil fel. A lipazok nagy tobbsége vizes kozegben zart konformacidt vesz fel, az aktiv
centrumot egy hidrofob polipeptidlanc takarja. A vizes — szerves hatarfeliileten vagy
szerves kdzegben ez a fedél elmozdul, az enzim nyitott konformaciot vesz fel és az aktiv
centrum szabadda valik a szubsztrat szamara. A lipazok hatarfeliileti aktivitasat az aktiv
centrumot védoé ugynevezett fedo struktiranak tulajdonitjak, melynek meglétét els6ként
a Mucor miehei [61], majd a hasnyalmirigy [62] eredetli lipaz rontgendiffrakcios
szerkezetvizsgalata alapjan igazoltak. Egyes lipazok esetén az aktiv centrum nem védett,
kiilonb6zo oldoszerekben nem mennek keresztiil a fentebb emlitett konformacio
valtozason. Ezek az enzimek nem rendelkeznek hatarfeliileti aktivitassal. Ebbe a
csoportba sorolhaté példaul a gyakran alkalmazott Candida antarctica eredetii lipaz B
[63], valamint a Fusarium solani eredetii kutinaz enzim [64].

A lipazok intenziv tanulményozasa azutdn kezdddott meg, miutan altalanosan
elfogadotta valt, hogy aktivitasukat szerves oldoszeres kozegben is meg6rzik. A legtobb
lipaz természetes szubsztratjatol eltérd szerves vegyiiletek atalakitasat is képes
katalizalni, gyakran alkalmazzak dket kiillonb6z6 szerves kémiai szintézisek (hidrolizis,
észterezés, atészterezés acidolizissel vagy alkoholizissel, aminolizis) katalizatoraként.
A lipazok tovabbi elényos tulajdonsagaihoz sorolhatd, hogy nem igényelnek kofaktort.
Az enzim nyitott konformacidja immobilizalassal stabilizalhatdo [65]. A lipazok
legjelentGsebb felhasznalasi teriilete a moso- €s tisztitdszergyartas, de emellett ismertek

25



¢lelmiszer-, kozmetikai- és gyogyszeripari, valamint papir- és borfeldolgozo ipari
alkalmazasai is [66, 67]. A kornyezetgazdalkodas teriiletén igéretes lehet a
szennyviztisztitasban, illetve a lipid tartalmt hulladékok lebontasaban valo részvételiik.

A lipaz enzimek kiemelked6en jO enantioszelektivitassal rendelkeznek. A Kinetikus
rezolvalas megvaldsithatd hidrolizissel, észterezéssel vagy atészterezéssel. A szubsztrat
jellege alapjan a reakciok harom f6 csoportba sorolhatoak:
— racém alkoholok, karbonsavak, aminok vagy tioészterek kinetikus rezolvalasa,
— mezo dikarbonsavak, vagy mezo diolok enantioszelektiv csoportjainak
megkiilonboztetése,
— prokirdlis dikarbonsavak és diol szarmazékok enantiotop csoportjainak
megkiilonboztetése [68].

A lipazok egyik legelterjedtebb alkalmazédsa a racém alkoholok észterezésen alapul6d
kinetikus rezolvalasa. Kiilondsen nagy mértékii sztereospecifitast mutatnak a szekunder
alkoholok felé, aminek oka jol szemléltethetd a Candida antarctica lipaz B enzim
szerkezetével. Az enzim nyitott konformacioval rendelkezik, az aktiv centrumaban
azonban egy viszonylag sziik bejaratu sztereospecifikus zseb van. Emiatt az aktiv
centrumot a masodrendii alkoholok csak meghatarozott orientacioban tudjak
megkozeliteni [69]. A Candida antarctica lipaz B enzim altal katalizalt észterezési
reakciok a 17. abran szemléltetett ping — pong bi — bi mechanizmus szerint jatszoédnak le.
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17. abra
A CALB enzim altal katalizalt reakciok ping — pong bi — bi mechanizmusa [70]
Az R csoporttol fliggden a reakcio lehet hidrolizis, észterezés vagy atészterezés.
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A szabad enzimbdl az els6 szubsztrattal az elsd tetraéderes intermedier képzddik
amelyrdl az elsd termék tdvozasa utdn létrejon az acil enzim atmeneti allapot. A masodik
szubsztrat megkdtésével egy ujabb tetraéderes intermedier képzddik. A masodik termék
tavozasat kovetden az enzim készen all egy ujabb katalitikus ciklusra [71, 72].

A kétszubsztratos reakcio esetén a kezdeti reakciosebesség az (5) egyenlettel irhato le.

_ rnglAlB -
Ky s[A] + Ky a[B] + [A][B]

ahol [A] és [B] a két szubsztrat koncentracioja.

Tp

Az egyik reaktans feleslege esetén az (5) reakciosebességi egyenlet a Michaelis-Menten
egyenletté egyszertisodik [73].
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[I.2  Szuperkritikus fluidumok

A gazok cseppfolyodsitasa O0sszenyomasuk alkalmaval csak meghatarozott, anyagi
mindségtdl fiiggd homérsékleti hatar, a kritikus hdmérséklet alatt kovetkezik be. Azt a
nyomast, amelyet a kritikus homérsékleten kell kifejteniink ahhoz, hogy a
cseppfolyosodas bekovetkezzen kritikus nyomasnak nevezzik. Ha a kritikus
homérséklete fel¢ hevitett anyagot a kritikus nyomasnal nagyobb nyomassal nyomjuk
0ssze, akkor az anyag homogén marad, fluid allapot jon 1étre (18. abra).

A
T
o
=
[2]
“@
£
Q
2
szuperkritikus
fluidum
osszenyomhato |
folyadék i
Pirit [ K """"""""""""""
folyadék
szilard
gaz
gbz
T hémérséklet [°C]
18. abra

Altalanositott nyomas — hémérséklet fazisdiagram
Az abran K jeldli a kritikus pontot, pwrit @ kritikus nyomast, Tiit a kritikus hdmérsékletet.

A szuperkritikus allapoti olddszerek talan legelényosebb tulajdonsiga, hogy fizikai-
kémiai jellemz6i két, egymastol fliggetleniil véltoztathaté paraméter a nyomas és a
hémérséklet segitségével szabalyozhatok. A szuperkritikus allapotd oldoszerek
oldoképességét a stirliséggel szoktak jellemezni. Fluid fazisban a siiriség folyamatosan
né a nyomas novelésével, kiilonésen nagymértékii siiriségvaltozas figyelheté meg a
kritikus pont kozelében. P¢ldaként a szén-dioxid surliségének valtozasa a nyomas
fliggvényében a 19. abran lathatdé. A striségnek ez a folyamatos és nagymértéki
valtozasa az oldoképesség finomhangolasat teszi lehetévé. A szuperkritikus allapota
fluidumok egyéb tulajdonsiagai a folyadék és a giz halmazallapot k6zé esnek.
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Az 1.tablazat adataibol megfigyelhetd, hogy fluid allapban a viszkozitas egy
nagysagrenddel kisebb, a diffuzids egyiitthatd egy nagysagrenddel nagyobb, mint a
folyadék fazisban. Az alacsony viszkozitas és a magasabb diffuzids alland6 gyors

anyagtranszportot tesz lehetdveé.
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19. dbra
A szén-dioxid stiriségének valtozasa a nyomas fiiggvényében
1. tablazat
Az oldészerek fobb fizikai-kémiai jellemzoi

Fizikai jellemzdk Gaz Fluid Folyadék
Siirtiség, kg/m3 1 200 - 700 1000
Diffazios allandé, cm?/s 10t 10%-10* 10°
Viszkozitas, Pas 10° 10+ 103

Néhany oldoszer kritikus hémérséklet (Twi) és kritikus nyomas (pwi) értéke a
2. tablazatban lathat6. A nyilt lancu telitett és telitetlen szénhidrogének koziil
legelterjedtebben jo oldoképessége miatt a propant alkalmazzak, elsésorban
extrahaloszerként a kdolaj feldolgozas soran [74], de élelmiszeripari és gyogyszeripari
alkalmazasai is ismertek. Magas kritikus homérséklete miatt inkdbb nagynyomast
folyadék allapotban hasznaljak, tiiz- és robbanasveszélyessége kdvetkeztében megfeleld
biztonsagtechnikai rendszer lizemeltetésére van sziikség. Nyomasmentesitést kovetden a
termék 1—15% propant tartalmazhat, amit vakuumban parologtatnak el, amig a
koncentracio 50 ppm ald nem csdkken. Napjainkban intenziv kutatdsok folynak az
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elektromos aram eldallitasa soran alkalmazott Rankine korfolyamatban a szuperkritikus
allapoti propan [75], szén-dioxid [76] és halogénezett szénhidrogének [77]
munkakozegként valo alkalmazhatosaganak teriiletén.

2. tablazat
Oldoszerek kritikus adatai

Oldoszer Tkrit, °C Pkrit, MPa
Etilén (C2Ha) 9 5,03
Etan (CzHs) 32 4,88
Propilén (C3He) 92 4,62
Propan (C3Hs) 97 4,24
n-Pentan (CsH12) 197 3,37
Benzol (CsHe) 289 4,89
Toluol (C7Hsg) 319 4,11
Aceton (C3HsO) 508 4,70
Metanol (CH3;OH) 239 8,09
Etanol (C.HsOH) 241 6,14
Viz (H20) 374 22,0
Szén-dioxid (COy) 31,1 7,38

A viz tulajdonsagai kritikus nyomdasa és hdmérséklete felett alapvetden megvaltoznak.
Az oldoszer polaritasat jellemz6 dielektromos allando értéke lecsdkken és szuperkritikus
allapotban a viz apolaros karakteriivé valik. A benne oldott sok kivalnak, viszont a
szerves vegyiiletek oldatban tarthatok. Tokéletesen elegyedik gazokkal, igy példaul az
oxigénnel, ezért oxidacios reakciok oldoszere lehet. A szuperkritikus vizes oxidaciot ma
mar ipari Iéptékben alkalmazzak szerves anyag tartalma szennyvizek artalmatlanitasara
[78, 79]. Az eljaras elénye a nedves levegls oxidacios eljarassal szemben, hogy az
oxidacid homogén fazisban valdsithatd meg, ennek biztositasahoz azonban magas
nyomasra ¢s homérsékletre van sziikség. A szuperkritikus vizes oxidaci6 sordn a vizes
oldatban 1év0 szerves anyagok oxigén jelenlétében szén-dioxidda, vizzé és nitrogénné
alakithatok. Nitrozus gazok a folyamat soran nem keletkeznek, de példaul klortartalmu
vegyiiletek esetén HCI fejlodik. Oxidaloszerként els6sorban levegdt, oxigént, vagy
hidrogén-peroxidot alkalmaznak. A magas nyomas és hémérséklet miatt a technologia
miiszaki tervezése soran kiilonos figyelmet kell forditani a korrézids, valamint a
szervetlen sok kivalasa [80] okozta problémakra. A kezelendd oldatban 1évd, vagy a
folyamat soran keletkezd szervetlen sok az oxidacié koriilményei kozott gyakorlatilag
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oldhatatlanna valnak és kicsapodnak a vizes fazisbol. A szervetlen sok lerakodasa
szennyezi a reaktort és a hdcseréloket, nagyobb mennyiségben dugulast is okozhatnak.
A szuperkritikus viz 6nmagaban is korroziv, a reakcioelegy korr6zids tulajdonsagai az
oxidaloszerek, vagy a reakcidelegyben oldott savak vagy bazisok hatdsara tovabb
fokozodhat. Korrézioalld szerkezeti anyagként ma mar rendelkezésre allnak nikkel-,
titan-, vagy tallium tartalmu 6tvozetek, a szerkezeti anyag megvalasztasakor tekintetbe
kell venni a kezelend6 oldat szennyezanyag Osszetételét is [81, 82].

Az utdbbi években egyre inkabb kutatott teriilet a biomassza (celluloz, hemicelluléz,
keményit6, lignin, névényi olajok és zsirok, fehérjék) lebontasanak szub- illetve
szuperkritikus vizes kozegben torténd vizsgalata biolizemanyagok eldallitasa céljabol
[83, 84]. A biomassza elgazositasakor Hp, CHa4, CO és CO; keletkezik, a termékek aranya
a reakciokoriilményekkel befolyasolhaté. A viz kritikus hémérséklete kozelében
(300 -500°C) az elgazositas foként metan keletkezéséhez vezet. A megfeleld
termékhozamhoz  katalizator  alkalmazasa  sziikséges. Homogén  katalitikus
folyamatokban alkalifém és alkalifoldfém hidroxidokat és karbonatokat, mig a heterogén
katalizis esetén hordozon rogzitett Ni, Pt vagy Ru katalizatorok fordulnak el6. Magas
hémérsékleten (500 — 700 °C) végezve az elgazositast a hidrogén képzédése a
meghatarozd, a biomassza széntartalma CO»-da alakul. Katalizatorként aktivszén vagy
alkalifémsok hasznalhatok, de katalizator alkalmazasa nélkiil is magas hozamok érhet6k
el. A biomassza elfolyositasa szubkritikus koriilmények kozott (280 — 380 °C,
7 — 30 MPa) folyé¢kony vizben zajlik, és vizben nem 0ld6do olaj képzddéséhez vezet.
Példaként a celluloz elfolydsitasakor cukor monomerek és oligomerek, valamint cukor
bomlastermékek, mint példaul furfural, vagy hidroximetil-furfural termékek keletkeznek.

A leggyakrabban alkalmazott szuperkritikus allapoti oldoszer a szén-dioxid,
tulajdonsagait és fobb felhasznalasi teriileteit a 11.2.1. fejezetben, alkalmazhatosagat az
optikailag aktiv vegyiiletek el6allitasa vonatkozasaban a 11.2.2. fejezetben ismertetem.

I1.2.1 A szuperkritikus szén-dioxid

A normal allapotban gaz halmazallapotu szén-dioxid szuperkritikus allapotban széles
spektrumban alkalmazhato oldoszerré valik. A szén-dioxid oldoképessége szuperkritikus
allapotban megnd, kémiailag inert, tobbnyire nem Iép reakcioba a benne oldott anyaggal.
Kivételt képeznek ez aldl az aminok, amelyek a szén-dioxiddal reakcioba 1épve
karbamatot képeznek. Karbamat képzésre mind primer, mind szekunder aminok esetén
taldlhatunk példat az irodalomban [85]. Primer aminok esetén a karbamat képzés
szuperkritikus szén-dioxidban a 20. abran lathatoé sémat koveti [86, 87].
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20. abra
A karbamat képzodés folyamata primer aminok esetén

A reakcio karbaminsav (1) képz6désén keresztiil jatszodik le, amely még egy molekula
aminnal reagalva N-szubsztitualt karbaminsav ammoénium soéjanak (2) képzddéséhez
vezet. Fontos azonban kiemelni, hogy a karbamat sk nem oldodnak szuperkritikus szén-
dioxidban [88, 89]. Az N-szubsztitualt karbaminsav ammoénium séjanak katalitikus
alkilalasa soran a gyogyszeripari €s a novényvéddszer gyartas szamara fontos karbamat
intermedierek allithatok el6. A szuperkritikus szén-dioxid jelenlétében lejatszodo
karbamat képzés napjainkban intenziven kutatott teriilet, mivel megfeleld alternativai
lehetnek a foszgén alkalmazésaval végzett folyamatoknak.

A szén-dioxid fluid allapotban nagy a diffuzids allandoval jellemezheté, ami gyors
anyagtranszportot tesz lehetévé. Alacsony kritikus paramétereinek (31,1 °C, 7,38 MPa)
koszonhetéen a héérzékeny anyagok sem karosodnak, alkalmas bioldgiai rendszerek
vizsgalatara is. Biztonsagtechnikai és lizemeltetési szempontbol kiemelendd tovabba,
hogy nem tiiz- és robbanasveszélyes, valamint nem korroziv. A természetben nagy
mennyiségben eldfordul, olcson beszerezhetd. Egyik legnagyobb eldnyeként tartjak
szamon, hogy nyomascsokkentést kovetéen gaz halmazallapotban maradék nélkiil
eltavolithatd, a terméket olddszernyomok nem szennyezik.

A scCO; elsésorban az apolaros molekulak jo oldoszere. A szuperkritikus fluidumok
Az oldodas a homérséklet fiiggvényében minimumos gorbével irhatd le. Alacsony
homérséklettartomanyban a homérsékletet novelve az oldékonysag csokken, mert a
stiriség csokkenésével nagyobb mértékben csokken a szolvatacios hatds, mint amilyen
mértékben a tenzid novekszik. Magasabb homérsékleten a hoémérséklettel
exponencidlisan novekvd tenzid hatdsa valik meghatdrozova, igy az oldékonysag
novekedni fog. Az oldékonysdg minimumanak megfelelé homérséklet ugyanazon
vegylilet esetén a nyomassal is valtozik. Tehat egy adott homérseklettartomanyban
alacsonyabb nyomason a hémérséklet ndvelésével az oldékonysag csokken, nagyobb
nyomason viszont nd. A polaros, nagy molekulatomegii komponensek rosszul oldédnak
scCO,-ban, oldhatdsaguk kis mennyiségii segédolddszer (kis szénatomszamu alkoholok,
észterek, ketonok) alkalmazasaval jelentds mértékben novelheto.
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11.2.1.1 Extrakcio

A szuperkritikus olddszereket, kiillondsen a szén-dioxidot elOszor extrakcios
elvalasztasoknal alkalmaztak. Az extrakcid soran a szuperkritikus allapotu oldoszer az
extraktorba toltott anyagagyon halad keresztiil és kioldja az extrakcié nyomasan és
hémérsekletén oldodé komponenseket. A kioldott komponensek nyomascsdkkentéssel
valaszthatok el az oldoszertdl. A szén-dioxid alacsony kritikus hémérsékletének és kis
reaktivitdsanak koszonhetden az extrakcid kiméletes koriilmények kozott hajthatd végre,
az extrahalt anyag tulajdonsagai (pl.: iz, illat, allag) nem valtoznak meg az extrakcid
soran. Tobb komponens kinyerése esetén a nyomas €és a hdmérséklet 1épcsdzetes
valtoztatasaval az extraktum frakcionaltan szeparalhatd. Ennek koOszonhetéen a
scCOz-os extrakcid egyre elterjedtebben alkalmazott miivelet zsirok, olajok, iz- és
illatanyagok, valamint természetes eredetii hatdéanyagok kinyerésére az élelmiszer-,
gyogyszer- és kozmetikai ipar szdmara. A scCO--os extrakcio elsd nagyipari alkalmazéasa
a kavé koffeinmentesitése volt, a Hag GF vallalat 1979-ben Zosel eljarasat [90]
alkalmazva egy 10000 t/év kapacitasii iizemet épitett. A napjainkban tizemeld
szuperkritikus extrakcios tizemek szama meghaladja az 50-et, a legismertebb ipari
alkalmazasokat a 3. tablazat mutatja.

3. tablazat
A szuperkritikus extrakcio legismertebb alkalmazasai

Alapanyag Extrakt Kalt)/:,ités Alapanyag Extrakt Ka%ffités
kavé koffein 50000 | komlo lirec;emr?ianyagok 10 000
rizs névényvédoszer 30000 | tojas koleszterin 100
tea koffein 10 000 fiiszerek aroma/lecitin 100-500
dohany nikotin/aroma 10 000 gyogynovények aktiv anyagok 100-500

11.2.1.2 Mikrorészecskék eldadllitdsa

A gybgyszeripar, de szamos mas iparag esetén is fontos kdvetelmény a mikron és
szubmikron méretti részecskék eldallitasa. A finom részecskeméret mellett a
szemcseméret-eloszlas kis szorasa, valamint a morfologiaszabalyozas ugyancsak
meghatarozo jelentéségii. A szokasos kristalyositasi modszerekkel azonban ezek a
kovetelmények gyakran nehezen érhetek el. A mikrorészecskék kristdlyositdsa soran a
scCO; jol alkalmazhat6 oldoszerként vagy kicsaposzerként [91, 92].

A scCO:-ban jol oldodé komponensek esetén alkalmazhato a RESS (Rapid Expansion
of Supercritical Solution) [93, 94]. A kristalyositandé anyagot a nagy nyomasua
szuperkritikus oldoszerben feloldjak. Az oldatot egy fuvokan keresztill hirtelen
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expandaltatjak, mely soran nagyon finom szemcseméretli részecskék keletkeznek.
A RESS eljarassal érhetd el a legnagyobb tultelitettség, ezaltal a legkisebb
részecskeméret (0,5 — 10 pum).

A scCOz-ban nem oldodd komponensek kristalyositasara tobb technologia is 1étezik.
Ezen miiveletek esetén a scCO, mint antiszolvens alkalmazhatd. A szakaszos GAS (Gas
Antisolvent Precipitation) eljaras soran a kristalyositand6 anyag jellemzdéen szerves
oldészeres oldatat szuperkritikus vagy kozel kritikus allapot szén-dioxiddal helyezik
nyomads ald. A szerves oldat és a szén-dioxid elegyedésével egy csokkent oldoképességii
elegy jon létre, amelybdl az adott koriilmények mellett oldhatatlan komponensek
kivalnak. A Kkeletkez6 szuszpenziot nyomas alatt sziirik, majd a kristalyokat scCO,-dal
mossak az olddszernyomok eltavolitasa és a szaritas végett. A GAS eljaras elénye, hogy
a nyomds valtoztatasaval a tultelités mértéke, ezaltal a részecskeméret szabalyozhato
(jellemzé részecskeméret: 0,5 —500 pm). A kristalyositds szobahOmérsékleten is
elvégezhetd, nyomasmentesitést kovetden pedig a kicsapdszer elvalaszthatd a szerves
oldoészertdl. A mivelet hatranyként emlithetd, hogy a fluid allapotd antiszolvens
beoldodasa miatt az oldat térfogata tobbszordsére no, ezért az alkalmazott kristalyosito
térfogatanak csak mintegy 20%-aig t6ltheto.

A SAS (Supercritical Antisolvent) eljarasnal a szilard anyag oldatat egy toronyba
permetezik, amelybe egyen- vagy ellenaramban antiszolvensként fluid allapotti oldoszert
vezetnek. Az injektalas pillanatiban a scCO; antiszolvens bediffundal a
folyadékcseppekbe, az oldhatdsag lecsokken és az oldott anyag kivalik. A kicsapas a
GAS eljarassal ellentétben sokkal gyorsabb, ¢s finomabb kristalyok allithatok el6. A nagy
feliilet kedvez6 az anyagatadas szempontjabol. Az eljaras soran a scCO; extrahalja a
folyadékeseppekbdl az oldoszert, a kristdlyok a miivelet soran megszaradnak.

A SEDS (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids) miiveletnél a szilard
anyag oldatat és az antiszolvenst kétjarata fuvokan keresztiil injektaljak a kristalyosito
toronyba amely sokkal kisebb (1 -5 um) és homogénebb szemcseméret-eloszlast
eredményez.

A PGSS (Particles from Gas Saturated Solutions) eljaras a RESS eljaras soran felvet6dé
oldhatosagi problémakat igyekszik kikiiszobdlni. A miivelet soran a mikronizalando
anyagbdl nagynyomasu fluid atmoszféraban 6mledéket hoznak létre, amit egy fivokan
keresztiil kisebb nyomasu térbe porlasztanak.

A fentebb emlitett mikronizalasi technikdk alkalmazasairol az utdbbi években tdbb,
attekinto jellegli publikdio is megjelent, melyek szamos gyogyszeripari példarol
szamolnak be [95-97]. A gyogyszeripar teriiletén a szuperkritikus fluidumok
segitségével végzett kristalyositasi modszerek felhasznalhatok kompozitok eléallitasa
soran is. A kompozit egyiittesen tartalmazza a hatdanyagot és a megfelelden
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megvalasztott polimert mely segitségével szabalyozott, vagy megndvelt hatdéanyag
kioldodas érhetd el. A GAS eljarads sordn a hatdanyag szerves oldata a polimert is
tartalmazza. A PGSS eljaras soran a segédanyag olvadékaban oldodik fel a hatbanyag.
A szén-dioxid hatdsara a segédanyag iivegesedési homérséklete lecsokken, ami
héérzékeny hatdanyagok esetén igen kedvezo.

11.2.1.3 Reakciok szuperkritikus szén-dioxidban

A szuperkritikus fluidumok a kornyezetvédelmi megfontolasok mellett egyediilallo
fizikai és fizikai-kémiai tulajdonsagaiknak koszonhetden jol alkalmazhatok kémia és
biokémiai reakciok oldoszereként. E vonatkozisban is a szén-dioxid az egyik
leggyakrabban alkalmazott oldoszer. Nagynyomast reakciok esetén az oldoészer nyomas-
és homérséklet fiiggd paraméterei (stirliség, dielektromos allando, diffuzios egyiitthato,
oldhatdsagi paraméter) hatassal vannak a reakciosebességre, az egyensulyi allandora és
a szelektivitdsra, valtoztatasukkal a reakcié kimenetele szabalyozhaté. A reakcio
kimenetele mellett az oldoszer oldoképességének szabalyozhatosidga fontos szerepet
kaphat a reakci6 utani elvalaszté miiveletek megtervezésekor. A nyomas €s hdmérséklet
paraméterek megfeleld beallitasaval a termékek elvalaszthatok. A scCO, mint elvalasztd
kozeg elosegitheti a katalizator visszanyerését és ujrafelhasznalhatésagat mind homogén,
mind heterogén katalitikus reakciok esetén.

Az irodalomban szdmos példa talalhatdo homogén és heterogén rendszerben megvalositott
kémia és biokémiai reakciora, mely soran a scCO, oldészerként, vagy olddszerként és
egyben reaktansként is szerepel. A kémia reakciok jellege alapjan a teljesség igénye
nélkiil a kovetkezé fobb reakciotipusokat vizsgaltak: hidrogénezés, hidroformilezés,
alkilezés, acilezés, ciklizaciod, polimerizacio [98]. A biokatalitikus reakciok tekintetében
a leggyakrabban vizsgalt atalakitasok a lipaz katalizalt hidrolizis, valamint az észterezési
és atészterezési folyamatok.

I1.2.2 A szuperkritikus szén-dioxid alkalmazhatdsaga optikailag aktiv vegytletek
elallitasanak folyamataiban

11.2.2.1 Részleges diasztereomer képzést kbvets extrakcio

A modositott Pope-Peachey modszert és a szuperkritikus szén-dioxidos extrakciot 6tvozo
rezolvalasi eljarast Fogassy és munkatarsai publikaltak 1994-ben [99]. Az eljaras soran a
racém vegyiiletet fél molekvivalens rezolvaloszerrel reagal egy alkalmasan valasztott
oldoszerben. Az olddszer elparologtatasat kovetoen a keletkezett diasztereomer s6 mellél
a szabadon marado6 enantiomerek keveréke szuperkritikus allapota szén-dioxiddal keriil
kioldasra. Az igy kidolgozott rezolvalasi eljaras alkalmazhatéosagat Simandi és
kutatocsoportja vizsgalta kezdetben racém savak példajan, a cisz-krizantémsav [100], a
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cisz- és transz-permetrinsavak [101] esetén sikeres enantiomer elvalasztasrol szamoltak
be. Simandi kutatocsoportjahoz csatlakozva doktori munkam egy részében a modszernek
a racém bazisok korére valo Kkiterjesztésével foglalkoztam. Hatékony rezolvalast
mutattam be két modellvegyiilet, a 6-fluor-2-metil-1,2,3,4-tetrahidrokinolin [102] és az
N-metil-amfetamin [103] példajan.

Simandi kutatocsoportjadban zajlo tovabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a mddszer
adaptalhato a szuperkritikus koriilmények kozott stabil diasztereomer komplexek esetén
is. Az eljaras alkalmazhatosagat elobb a transz-2-halociklohexan-1-olok [104], majd a
transz-1,2-ciklohexandiol [105] példajan bizonyitottak. A vizsgalt kiralis alkoholok
esetén az elreagalatlan alkohol enantiomerek scCOz-os extrakcidjat kdvetden a
homérséklet és/vagy a nyomas emelésével a diasztereomer komplex in situ megbonthato
[101, 102]. A frakcionalt szuperkritikus extrakcioval mindkét enantiomer szerves
oldészer nyomoktdl mentesen nyerhetd ki exrtaktumként. A raffinatum csak az Gjra
felhasznalhatd rezolvaldszert tartalmazza. A frakciondlt szuperkritikus extrakcid
alkalmazhatosaganak felismerése fontos elérelépést jelentett a technoldgia szerves
oldoszer felhasznalasnak és a sziikséges miuveleti 1épések szaméanak csokkentése
tekintetében.

A rezolvalasi eljaras alapvetéen 3 f6 miveleti 1épésbdl all, melyek a mintaelokészités,
extrakcid €s a diasztereomer megbontasa. A rezolvalas hatékonysagat szamos miivelti
paraméter befolyasolhatja. A mintael6készités soran a rezolvaldszer mindsége és annak
molaranya, a mintael6készités oldoszere [108], valamint az alkalmazott akiralis hordozo
mindsége és mennyisége [109] lehet meghatarozd. Az extrakcios paraméterek koziil az
extrakcid nyomasa, hémérséklete és az extrakcioés id6 lehet hatassal a rezolvalas
eredményességére.

A scCO; a diasztereomer képzésen alapuld rezolvalasi eljarasokban a szelektiv
extrahaloszer szerepén til egyéb modon is részt vehet. A disztereomer képzés
megvalosithatd insitu médon scCOz-ban, tovabba szelektiv kicsapdszerként is
funkciondlhat. Dolgozatom kisérleti munkajanak lezarasat kovetéen, és az elért
eredményeim figyelembevételével, az utobbi két teriileten intenziv kutatasok kezdddtek
kutatocsoportunkban. Az eredményeket cikkekben [110-113] és doktori disszertacioban
[114] is leirtak, azonban mivel nem sziikségesek a dolgozatomban bemutatott
eredmények megértéséhez, a részletes ismertetésiiket itt mell6zom.

11.2.2.2 Enzimkatalizalt kinetikus rezolvdlas

Az enzimek alapvetben az ¢€l6 szervezetben megtalalhato biokatalizatorok.
Az enzimkatalitikus reakciok az enzimek természetes el6fordulasanak megfelelden vizes
kézegben mennek végbe. A szubsztratok donté hanyada azonban apolaris tulajdonsagu,
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ezért nem, vagy csak nagyon kis mértékben oldhatok vizben. Problémat jelenthet tovabba
a viz eltavolitasa, valamint vizes kdzegben mellékreakciok (hidrolizis, racemizécio)
jatszodhatnak le. A megfeleld reakcidsebesség eléréséhez azonban fontos, hogy a
szubsztrat jol oldodjon az alkalmazott olddszerben, ugyanakkor az enzim ne veszitse el
az aktivitasat (szelektivitasat). Sok enzim apolaris kdzegben is megtartja aktivitasat [115,
116], ezért a szubsztrat rossz oldhatdosaga miatt vizben nem kivitelezheté reakciok
szerves oldoszerekben gyakran megvaldsithatok. A biokatalizisben a szuperkritikus
fluidumok oldoszerként vald alkalmazasdnak lehetdségét Randolph és munkatarsai
[117], Hammond és munkatarsai [118], valamint Nakamura ¢és munkatarsai [119]
vetették fel az 1980-as évek kdzepén. A szuperkritikus fluidumok koziil oldoszerként
leggyakrabban az alacsony kritikus hdmérséklettel rendelkez6 szén-dioxidot hasznaljak,
mivel az enzimkatalizalt reakciokat, az enzimek fehérjetermészetébdl adodoan, kiméletes
koriilmények kozott kell megvalositani.

Az enzimek aktivitisa jelentOsen fligg a kdzeg tulajdonsagaitol, a homérséklettol,
nedveségtartalomtol, a kozeg pH-jatol. Nagynyomasu olddszerek alkalmazasa esetén a
nyomas hatasat is figyelembe kell venni. Az enzim aktivitascsokkenését okozhatja
szubsztrat- vagy termékinhibicio is, amely akkor Iép fel, ha a szubsztrat vagy a termék
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alacsony értéken tartasaval, a termékinhibicio folyamatos termékelvétellel elkeriilheto.

A nyomas és a homérséklet direkt és indirekt modon lehet hatassal az enzim aktivitasara.
A nyomas ¢és a homérséklet befolyasolja a szén-dioxid slriiségfliggd tulajdonsagait
(példaul valtozik az oldékonysagi paraméter, a dielektromos allando). Ezek a
stirliségfiiggd paraméterek kozvetett modon lehetnek hatassal az enzim aktivitasara,
specifitasara és stabilitasara, emellett a reakciosebesség nyomadsfiiggése sem lehet
elhanyagolhato.

A nyomasnak az enzimkatalizalt reakciokra gyakorolt hatdsa reakcionként mas és mas,
altalanos kovetkeztetések nehezen tehetéek. Palocci és munkatarsai a metil-6-O-tritil-4-
D-gliikopiranozid Candida rugosa lipaz katalizalt acilezését vizsgaltak vinil-acetattal
[120]. A nyomas kezdeti reakcidsebességre gyakorolt hatasanak tanulmanyozasakor azt
tapasztaltak, hogy szubkritikus tartomanyban a nyomas novelésével csokken a
reakciosebesség, a kritikus pont kdzelében éles valtozas kovetkezett be. A kezdeti
reakcidsebesség a nyomas novelésével 15 MPa nyomasig ndvekedett, majd a folott
csokkend tendenciat mutatott. Hasonlo tendenciat figyeltek meg a triolein sztearinsavval
végzett Lipozim IM enzim katalizalta atészterezése soran is [121]. Alacsonyabb
nyomastartomanyban a nyomas nodvelésének pozitiv hatasat a CO, oldoképességének
novekedésével magyaraztak. Magasabb nyomastartomanyban a csdkkeno tendencia okat
a szubsztratok moltortjiének csokkenésére vezették vissza, ami a nagyobb nyomas
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létrehozasahoz sziikséges tobb CO felhasznalassal tdmaszthato ala. Ezzel szemben
Erickson és munkatarsai a trilaurin palmitinsavval torténd atészterezése soran a nyomas
novelésének negativ hatasardl szamoltak be. A kezdeti reakciosebességre csokkenés a
kritikus pont kozelében kiilondsen jelentés volt [122]. Mas kutatocsoportok pedig
kiilonboz6 szubsztratok lipaz katalizalt észterezését [118, 119], illetve hidrolizisét [125]
vizsgalva a nyomas hatasat nem talaltak szignifikansnak az enzim aktivitésra.

A nyomas kozvetlen hatasat tekintve az enzimek a szokasosan alkalmazott 10 — 40 MPa
nyomadstartomanyban megdrzik aktivitdsukat, az enzimek nyomés indukalt irreverzibilis
denaturacidja jellemz6en igen nagy nyomason, 400 MPa felett 1ép fel [126]. A rendszer
nyomasmentesitésének sebessége szintén meghatarozo6 az enzimaktivitas szempontjabol.
A hirtelen nyomascsokkentés az enzim térszerkezetének megbomlasadhoz, kotések
felszakadasahoz vezethet az enzim belsejében 1év6 fluidum gyors tdvozasa miatt.
A diszulfid-hidakat tartalmazo6 enzimek (pl. tripszin, a-kimotripszin) 1ényegesen jobban
megtartjak aktivitdsukat, mint a ciszteint nem tartalmazo6 enzimek.

A homérséklet emelésével a reakcidosebesség né az Arrhenius 0Osszefiiggésnek
megfelelden. A fluidum viszkozitasa és stirtisége csokken, ami kedvez6 hatassal van az
anyagtranszportra. Ugyanakkor a siiriség valtozasa meghatarozza a szubsztratok és a
termékek oldhatdsagat is. Figyelembe véve azonban az enzimek fehérje voltat az enzimek
héstabilitasa is fontos szempont a homérséklet optimalizalaskor. Magas hémérsékleten
az enzimek hddenaturacidja Iéphet fel. A reakcidkinetikai jellemzoket és az enzimek
héstabilitasat egyiitt vizsgalva a reakcidosebesség homérsékletfiiggése jellemzoen
maximumos gorbe szerint irhat6 le. A leggyakrabban alkalmazott lipazok aktivitasanak
homérséklet optimuma jellemzéen 30 — 80 °C kozott van [127]. Talalhatunk azonban az
irodalomban olyan kiugréo példakat is, amelyek magasabb hémérsékleten valo
héstabilitasrol tantskodnak. Két kutatocsport is beszamolt arrédl, hogy a Novozim 435
enzim (immobilizalt Candida antarctica eredetii lipaz B) scCO-ban 140 °C-on [128],
illetve 160 °C-on [129] is meg0rizte aktivitasat.

Az enzim aktivitds meglrzése szempontjabol az enzimkatalizalt reakciok egyik
legfontosabb paramétere a rendszer viztartalma, melynek hatdsa tobbféle modon
nyilvanulhat meg. A rendszerben jelenlévé viz modosithatja az olddszer polaritasat,
egyensulyat is befolyasolhatja. A viz jelenléte hatassal lehet az enzim térszerkezetére is
a nem kovalens kotések és a H-hidas kotések felszakitasan keresztiil. Az enzimeknek
adott mennyiségli kotott vizre mindenképpen sziikségiik van aktiv konformacidjuk
biztositasahoz. A viz teljes eltavolitasa a nativ enzimszerkezet torzuldsahoz és az
aktivitas elvesztéséhez vezet. A scCO2 nyomdasatol és homérsékletétol fiiggéen képes
0,3-0,5%v/v vizzel elegyedni. Teljesen szaraz CO; alkalmazéasa esetén az enzim
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viztartalma az alkalmazott nyomas- és homérsékletbeallitastol fliggden megoszlik az
enzim és az olddszer kozott. Az igy bekovetkezd nedvességtartalom csokkenés szintén
negativ hatassal lehet az enzim aktivitasara [130]. A sziikséges nedvességtartalom
enzimenként és reakciotipusonként mas és mas, optimalizalasa mindenképpen kisérletes
feladat.

Vermué és munkatarsai a nonanol Mucor miehei lipaz katalizalt acilezésének
vizsgalatakor a rendszer nedvességtartalmanak hatasat is vizsgaltak. A vizkoncentraciot
0,05 - 0,2 %v/v tartomanyban valtoztatva az enzim aktivitas a ndvekvo vizkoncentraciok
iranyaba folyamatos csokkenést mutatott [123]. Hasonld kovetkeztetésre jutottak Lopez
és munkatarsai is a Candida antarctica lipaz B enzim altal katalizalt butil-butriat
szintézise soran a vizkoncentracidnak az enzim aktivitasra gyakorolt hatasanak
vizsgalatakor. Az enzim alacsony, 0,05 %v/v vizkoncentracid esetén nem veszitett
aktivitasabol. Novelve a rendszer nedvességtartalmat 1 %v/v vizkoncentracié esetén az
enzim aktivitas ugrasszertien 80%-ra csokkent [131].

Az optimalis vizkoncentracidt tallépve a reakciosebesség jellemzéen csokken. Ennek
masrészt okozhatja a temék hidrolizise is. A feleslegben adott viz az enzim feliiletére
adszorbedlodhat, igy az enzim tobb réteg vizzel teljes mértékben hidratalodik. Az enzim
felszinén kialakult vizréteg gatolja az anyagtranszportot az enzim aktiv helyei felé [132].
hozzaférhetd aktiv helyek szama. Halling és munkatarsai szerint a viz kompetitiv
inhibitorként is szerepelhet, csokkentve az enzim affinitasat a szubsztrat felé.
Feltevésiiket kinetikai vizsgalatokkal tamasztottak ala [133].

A nagynyomasu reakciokozeg koriilményei a fentebb részletezett reakcidparaméterek
mellett az enzimkatalizalt kinetikus rezolvalasi folyamatok esetén hatassal lehetnek a
szelektivitasra iS. Az enantioszelektiv enzimkatalizalt reakciok dont6 tobbsége lipaz
katalizalt észterezésen vagy hidrolizisen alapul. Szamos irodalmi példa igazolja, hogy az
enzimek megtartjak sztereoszelektivitasukat nagynyomasu oldoszerekben is, esetenként
jobb szelektivitas érheté el a hagyomanyos szerves oldoszerben elért eredményekhez
képest [134-137]. Az enantioszelektivitds nyomas és hémérsékletfliiggését Matsuda és
munkatarsai a racém 1-(p-klorfenil)-2,2,2-trifluoretanol Novozym 435 enzim katalizalta
észterezésének példajan keresztiil vizsgaltak [133, 134]. Izoterm korilmények kozott
(55 °C) 8 — 19 MPa tartomanyban a nyomas novelésének hatasara az enantioszelektivitas
E =50-r6l E = 10-re csokkent. A szerzok az enantioszelektivitas csokkenést az enzim
konformaci6 valtozasaval magyaraztak. A vizsgalt nyomastartomanyban az oldoszer
stiriségének nagymértékii valtozasa modosithatja az enzim €s a szén-dioxid kozotti
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munkatarsai a racém citronellol oleinsavval torténd enantioszelektiv észterezése soran
azt tapasztaltdk, hogy az alkalmazott Candida cylindracia eredetli lipaz
sztereoszelektivitasa jelentds nyomasfiiggést mutat a CO; kritikus pontja kozelében
[140]. A sztereoszelektivitas nyomasfiiggését az enzim és a CO2 kozotti kdlcsonhatas
eredményeként létrejovo nyitott konformaciéd kialakulasaval magyaraztak, elméletiiket
nyomas alatti FT-IR és mikrogravimetrias mérésekkel igazoltak. Mase és munkatarsai az
1,3-propandiacetat lipaz katalizalt enantioszelektiv hidrolizisének vizsgalata soran arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az alkalmazott Candida antarctica eredetii lipaz B
enzimmel jobb sztereoszelektivitas kaphaté scCO,-ban, mint szerves oldoszerekben
[137]. Az enantioszelektivitas javulasa ugyancsak az enzim lizin egysége és CO2 kozotti
karbamat képzodés okozta konformacidé valtozas kovetkezménye. Ezzel szemben
Hartmann és munkatarsai a 3-hidroxi-5-fenil-4-penténsav etil észterének Pseudomonas
cepacia eredetii lipaz katalizalt hidrolizise soran azt figyelték meg, hogy az
enantioszelektivitas a nyomas fiiggvényében éles maximumot mutat 10,3 MPa nyomason
[141]. Ikushima eredményeivel szemben Hartmann szerint a nyomasoptimum alatt és
felett az enzim inaktivalodasat a karbamatképzodés okozza.

Az enantioszelektivitdas homérsékletfiiggését vizsgalva tobb kutatocsoport is negativ
hémérséklethatisrol szamolt be [131, 136, 137]. Matsuda és munkatirsai a racém
1-(p-klorfenil)-2,2,2-trifluoretanol Novozym 435 enzim katalizalta észterezésének
példajan keresztiil részletesebb hdmérséklethatas vizsgalatot is végeztek. Tapasztalataik
szerint az enantioszelektivitdis homérsékletfiiggése a scCO; siiriségvaltozasaval
korrelalt. A 10 MPa alatti nyomastartomanyban a hémérseklet 31 °C-rol 40 °C-ra
emelése éles enantioszelektivitds csokkenést eredményezett. Ugyanebben a
tartomanyban a ScCO stirliségvaltozdsa is ugrasszeri. Magasabb hoémérséklet-
tartomanyban a stirliség valtozasa kevésbé meredek, az enantioszelektivias is fokozatos
csokkenést mutatott a homérséklet emelés hatasara. Vizsgaltdk tovabba a kiilonb6zo
nyomas- és homérséklet beallitisok mellett, de azonos siirliségli fluidum esetén az
enantioszelektivitas valtozasat. A novekvd homérséklet csokkend enantioszelektivitast
eredményezett.
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1.3 Avizsgalt vegylletek

I1.3.1 Az N-metil-amfetamin

Az N-metil-amfetamin (MA) (CAS 537-46-2, 21. abra) a parkinson kor ellenes Jumex
gyogyszerkészitmény intermediere [138, 139].

*

HN\

21. abra
Az N-metil-amfetamin szerkezeti képlete

Az MA diasztereomer soképzésen alapuld rezolvalasat Fogassy és munkatarsai
vizsgaltak (2R,3R)-(+)-bork6savval és szarmazékaival ((2R,3R)-(-)-O,0'-dibenzoil-
borkésav monohidrat (DBBS), (2R,3R)-(-)-0,0"-di-p-toluil-borkésav (DPTBS)).

Az els6 rezolvalasi eljarast 1994-ben dolgoztak ki, mely soran Pope és Peachey modszere
szerint jartak el. A racém MA etanolos oldataihoz molonként 0,5 mol BS rezolvaloszert
és akiralis agensként 0,5 mol sosavat adtak, majd az oldatokat szobahémérsékleten
15 perc — 5 nap id6tartamban kristalyosodni hagytak. Minden esetben az (R)-(-)-MA
BS-val képzett savanyu sdja (1 mol BS 1 mol MA-nal reagalt) kristalyosodott ki.
Az anyalig az (S)-(+)-enantiomerben duasabb hidroklorid sot tartalmazta. A
diasztereomer sobol felszabaditott bazis optikai tisztasaga a kristalyosodasi id6
elorehaladtaval folyamatosan ndvekvo tendenciat mutatott, 115 ora utan 42%-ot ért el
[145].

Uj, alternativ rezolvalasi modszert keresve Fogassy és munkatarsai az MA rezolvalast
negyed moélekvivalens DBBS rezolvaloszerrel is elvégezték a modositott Pope-Peachey
eljaras szerint. A rezolvalas hatékonysagat metanol, valamint két egymassal nem
elegyed6 oldészer (viz — diklor-etan) elegye estén vizsgaltak. A metanolbol toérténd
diasztercomer so kristalyositds mérsékelt enantiomer elvalasztasi hatékonysagot
eredményezett, a diasztereomer sobdl felszabaditott (R)-(—)-MA optikai tisztasaga 54%
volt. Ezzel szemben a két egymassal nem elegyedd oldoszer elegyébdl kristalyosodott
sobol az (R)-(—)-MA a racém hanyad felére vonatkoztatott 94,8%-os termelés mellett
83%-0s optikai tisztasaggal volt kinyerhetd. A rendszerhez bizonyos mennyiségii
metanolt adva a kikristalyosodott sobol felszabaditott (R)-(—)-MA optikai tisztasaga
97%-ra ndvekedett, a termelés azonban mintegy 10%-kal csdkkent. A kisérletet a diklor-
metan oldoszer elhagyasaval megismételve valtozatlan termelés mellett optikai tisztasag
csokkenés volt tapasztalhatd. Az eredmények alapjan arra kovetkeztettek, hogy a vizzel
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nem elegyedd oldoszer fontos szerepet jatszik az egyensulynak a termodinamikailag
stabilabb s6 képzédésének iranyba valo eltolasban [146].

Tekintettel arra, hogy az MA folyékony halmazallapotl, a diasztereomer soképzést
olddészermentes koriilmények kozott, a racém MA-nak a rezolvaloszerre valo rarétegzése
alapjan is elvégezték. A kisérletsorozatban Gsszesen 18 db egy, illetve kétértéki kiralis
karbonsavat alkalmaztak rezolvaloszerként. SzobahOmérsékleten torténé 1 ora
kristalyosodasi id0 utan a szabadon maradé MA enantiomerek keverékét desztillacioval
tavolitottdk el. A vizsgalt rezolvaloszerek koziill csak a DBBS és DPTBS
rezolvaldszerekkel sikeriilt hatékony enantiomer elvalasztast elérni. A rezolvaldszert
0,25 molaranyban alkalmazva DBBS esetén a racém hanyad felére vonatkoztatott
94%-o0s termelés mellett 78%-o0s optikai tisztasagi, DPTBS rezolvaloszerrel 80,5%-0s
termeléssel 59%-os optikai tisztasagu (R)-(—)-MA enantiomerkeverék volt el6allithato.
Az egyértéki karbonsavak esetén a desztillatum racém Osszetételli volt. A termelést
tekintve a desztillstum mennyisége elmaradt az anyagmérleg alapjan vart értéktol,
feltételezhetden a diasztereomer soban kotott MA mellett az MA egy része komplex
formaban keriilt megkotésre [147].

Az egy rezolvalasi 1épésben kapott enantiomerkeverékek tovabbtisztitasat szintén
Fogassy és munkatarsai vizsgaltak akiralis segédanyag hozzaadaséaval illetve anélkiil.
A legelterjedtebben alkalmazott frakcionalt kristalyositas mellett egyéb elvalaszto
miveleteket (frakcionalt desztillacio, szelektiv extrakcio, frakcionalt szublimacid és
frakcionalt vizgbzdesztillacio) is vizsgaltak. Az egy 1épésben elért legnagyobb tisztulast
az enantiomerfelesleggel ekvivalens hanyadban hozzaadott soésav esetén érték el
frakcionalt kristalyositast, illetve frakcionalt desztillaciot alkalmazva [148].

I1.3.2 A 3-benziloxipropan-1,2-diol

A kiralis glicerin szarmazékok fontos Cs kulcsintermedierek, amelyek szamos
bioldgiailag aktiv molekula, mint példaul a foszfolipedek [149], foszfolipaz A»
inhibitorok [150], PAF (vérlemezke aktivalo faktor) [151] és mas anyagok [152]
épitékovei. A modellvegyiiletként valasztott 3-benziloxiproan-1,2-diol (BPD) (CAS
4799-67-1, 22. abra) optikailag aktiv formait Rouf és munkatarsai aszimmetrikus
szintézisekben antidepresszans €s a-adrenerg receptor blokkold gyogyszerhatdanyagok
el6allitasa soran alkalmaztak intermedierként [153]. Kotsovolu és munkatarsai BPD-bol
kiindulva lipdz enzim miikodést gatld molekulat allitottak el6, mely szintetikus
fogyokuras készitmények hatéanyagaként alkalmazhato [154].
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Irodalmi attekintés

O\)\/OH
*

22. abra
A 3-benziloxipropan-1,2-diol szerkezeti képlete

A racém BPD szintézisét jellemzéen a benzil-glicidil-éter kémiai uton torténd
hidrolizisével valositjak meg. A BPD optikailag aktiv formdinak enzimkatalizalt
eldallitasat Martins €s munkatarsai vizsgaltak kiilonboz6 tengeri eredetli fonalasgomba
torzsekbdl izolalt hidrolazokkal. Az epoxi gytiri nyitasa Aspergillus sydowii esetén az

crcr

terméket eredményezte [155].

A BPD regio- és enantioszelektiv lipaz katalizalt acilezését Herradon és munkatarsai
vizsgaltak kiilonbozé szerves oldoszerekben, ugymint kloroform, tetrahidrofuran,
n-hexan ¢és tetrahidrofuran 1 : 1 aranyu elegye. Enzimként Pseudomonas fluorescens és
Pseudomonas cepacia eredetii lipazokat alkalmaztak, az észterezést vinil-acetattal
végezték. A legjobb eredményt a Pseudomonas fluorescens eredetii lipaz esetén érték el
mind a regio-, mind pedig az enantioszelektivitas tekintetében. A szobahdmérsékleten,
n-hexan — tetrahidrofuran 1:1 aranyt elegyében elvégzett reakcié soran 35,5 orat
kovetden 43%-os termelés mellett 92%-os ee értékkel kaptak meg az (R)-(—)-1-acetoxi-

crcr

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

11.3.3 Az 1-feniletanol

Az 1-feniletanol (PE) (CAS 98-85-1, 23. abra) mint egyszerii kiralis szekunder alkohol a
gyakran vizsgalt modellvegyiiletek kozé sorolhatd, kivaloan alkalmas enzimkatalizalt
észterezési €s atészterezési reakciok vizsgalatdhoz.

OH

* “CHj

23. abra
Az 1-fenileanol szerkezeti képlete
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A PE optikailag aktiv formaja kiralis épitdelemként hasznosithatd a gyogyszer-, a
finomkémiai ipar, valamint a ndvényvéddszer gyartas teriiletén. Az (R)-PE enyhe
viragillata miatt értékes kozmetikai ipari illatanyag, a gyogyszeriparban szemészeti
konzervaldszerként, valamint koleszterinszint csokkentoként alkalmazzak, mivel gatolja
a bélben a koleszterin felszivodasat [157].

A PE lipaz katalizalt kinetikus rezolvalasat mint modell reakciot szamos kutatdcsoport
vizsgalta. A szerves olddszerben [157-159] végzett reakciok tanulmanyozasa mellett a
miveleti paraméterek enzimkatalizisre gyakorolt hatdsanak feltérképezése céljabol
szuperkritikus szén-dioxidban [160], illetve ionos folyadékokban [161] végrehajtott
reakciok esetén is a PE-t valasztottak szubsztratként. A termékelvalasztds lehetdségeit
vizsgalva Reetz €s munkatarsai kiilonb6z6 ionos folyadékokban hajtottak végre a PE
kinetikus rezolvalasat. A reakci6 sordn keletkez0 észtert és a visszamarado szubsztratot
mind a szakaszos, mind a félfolyamatos {izemii rendszer esetén szuperkritikus allapot
szén-dioxiddal extrahaltdk, majd a termékeket Iépcsézetes nyomascsokkentéssel
szeparaltadk [162]. Ezzel szemben Paiva ¢és munkatarsai folyamatos kinetikus
rezolvalasahoz reakciokdzegként is scCO2-ot hasznaltak. A folyamatos lizemi reaktorbol
tavoz6 szén-dioxid aramban oldott termék és szubsztrat elvalasztasakor ugyancsak a
scCO; oldoképességének finomhangolhatosagat hasznaltak ki [163]. A PE dinamikus
kinetikus rezolvalasara szintén talalhatdo példa az irodalomban scCOjz-ban és ionos
folyadékokban is [159, 160] egyarant.

A PE észterezéséhez acil-donorként a legtobb esetben vinil-acetatot alkalmaznak.
Wolfson és munkatarsai a PE mellett tobbféle kiralis szekunder alkohol esetén a vinil-
acetat észterezOszert glicerin-triacetatra cserélte, mely folyékony halmazallapotanak
koszonhet6en reakciokozegként is szolgalt. A reakcidelegybdl a termékeket dietil-éterrel
extrahaltak [166]. Késébbi kutatasaik soran megallapitottak, hogy a PE lipaz katalizalt
kinetikus rezolvalasa hatékonyan megvalosithatd természetes eredetii olajokkal
(napraforgo, szdjabab, kukorica, repce) végzett reakcidok soran is. A folyékony
halmazallapotll olajok szintén lehetové tették az egyéb szerves oldoszerek elhagyasat.
Tovabbra is problémat jelentett azonban a termékek kdrnyezetkiméld modon vald
elvalasztasa. A visszamaradd (S)-alkohol szubsztratnak a reakcidelegybdl torténd
kinyerését metanolos extrakcioval, desztillacidval illetve diklor-metanos preparativ
oszlopkromatografias modszerrel kisérelték meg [167].
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Il REZOLVALAS DIASZTEREOMER SOKEPZEST KOVETO
SZUPERKRITIKUS EXTRAKCIOVAL

.1 Alkalmazott anyagok és mddszerek

l11.1.1 Felhasznalt anyagok

A racém N-metil-amfetamint (MA) a Chinoin Zrt.-ben szintetizaltak, tisztasagat (>99%)
HPLC modszerrel ellendrizték. Az alabbiakban felsorolt rezolvaldszereket a Merck
Kft.-t61 vasaroltuk.

Az alkalmazott rezolvdloszerek:
—  (2R,3R)-(+)-borkésav (BS, tisztasag: >99,0%)
- (2R,3R)-(-)-O,0'-dibenzoil-borkésav monohidrat (DBBS, tisztasag: >99,0%)
- (2R,3R)-(-)-O,0'-di-p-toluil-borkésav (DPTBS, tisztasag: >99,0%)

Az egyéb analitikai mindségii oldoszerek (metanol, diklor-metan) és reagensek (natrium-
hidroxid, vizmentes natrium-szulfat) a Reanal Zrt.-tdl szarmaztak. Az élelmiszeripari
tisztasagu (99,5%) szén-dioxidot a Messer Hungarogaz Kft. szallitotta.

I11.1.2 Alkalmazott mddszerek és készilékek

A kisérleti munkam soran szuperkritikus extrakcios rezolvalasi technikat alkalmaztam.
A modszer szerint az enantiomerek elvalasztasa részleges diasztereomer s6 képzésen
alapul. A diasztereomer s6 keverék mell6l a szabadon marado enantiomerek kinyerése
szuperkritikus szén-dioxidos extrakcioval torténik. A szuperkritikus szén-dioxid altal
kioldott komponensek (extraktum) nyomascsokkentést kovetden a szeparatorban
valaszthatoak le. Az extraktorban visszamarado raffinatum a diasztereomerek keverékét
és az inert hordozot tartalmazza.

A szuperkritikus extrakcios rezolvalasi eljaras harom, egymastol jol elkiilonithetd
miiveleti 1épésbdl all, ezek: mintaeldkészités, extrakcid, diasztereomer megbontas.

A mintaelokészités célja a részleges diasztereomer soképzés, és a szén-dioxid szamara
jol atjarhato szilard anyagagy létrehozasa. Ehhez a racém vegyiilet szerves olddszerben
késziilt oldatahoz mértem a rezolvaloszert ekvivalensnél kevesebb molaranyban, majd a
tiszta oldathoz inert hordozot adagoltam. Az oldészert vakuumban parologtattam el.
A szilard mintat szobahémérsékleten tomegallandosagig szaritottam.

Az extrakeié soran alkalmazott laboratoriumi méretli szuperkritikus extrakcios
berendezés kapcsolasi elrendezése a 24. abran lathatd. Az el8készitett mintat a 20 cm®
térfogatl, termosztalhatd extraktorba (5) t6ltéttem. A szén-dioxid d&ram meginditasa utan
a hiitén (2) keresztiilhaladé folyékony szén-dioxid a szivattytiba (3) jut, ahol a szivattyu
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a kivant nyomasra (21 MPa > p > 7,38 MPa) komprimalja. Ezt kovetden a szén-dioxid a
hdcseréldben (4) a kritikus hdmérséklete (T > 31,1 °C) f61é melegszik. A szuperkritikus
szén-dioxid keresztiilhalad az extraktorban 1évé toltetagyon és a mintaban 1évé oldhato
komponenseket kioldja, majd egy nyomascsokkentd szelepen keresztiil a szeparatorba
(6) aramlik. A szeparator nyomasan (jellemzéen 4 MPa) és homérsékletén (50 °C) a
szén-dioxid gaz halmazallapoti, az oldoképessége lecsokken és a benne oldott
komponensek kivalnak a szeparatorban. A szeparator utan kapcsolt atmoszférikus
utoszeparator (7) biztositja a szeparatorbol kihordott komponensek levalasztasat.
Az extrakcio soran felhasznalt szén-dioxid térfogata az utdszeparator utani gazoraval (8)
mérhetd atmoszférikus nyomason és szobahémérsékleten.

—0r

24. abra

A laboratériumi szuperkritikus extrakcids berendezés folyamatabraja
1. szén-dioxid puffertartaly, 2. hiitd, 3. Lewa ELM-1V membranszivattyt, 4. termosztat,
5. extraktor, 6. szeparator, 7. atmoszférikus utdszeparator, 8. gazora

A diasztereomer s6 meghontasat folyadék-folyadék extrakcios modszerrel végeztem.
A raffinditumot NaOH oldat és diklor-metan keverékében szuszpendaltam, majd 5 perc
kevertetés utan a hordozot sziliréssel tavolitottam el. A szerves és vizes fazis elvalasztasat
kovetden a szerves fazist 2 X 20 ml diklor-metannal extrahaltam. Az egyesitett diklor-
metanos fazisokat vizmentes magnézium-szulfaton szaritottam, majd az oldoszert
vakuumban elparologtattam.

I.1.3 Alkalmazott szamitasok

Az alabbiakban a mérési eredmények értékelése soran alkalmazott alap 6sszefiiggéseket
mutatom be.

A rezolvalészernek a racém vegyiilet anyagmennyiségére vonatkoztatott hanyadat a
molarany (my) segitségével fejeztem ki.
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Rezolvalas diasztereomer soképzést kovetd szuperkritikus extrakcioval

mol rezolvaldszer

m, = (6)

"~ mol racém vegyiilet

Az enantiomer-elvalasztas hatékonysagat a (7) egyenlet szerinti optikai tisztasag (OT)
értékkel jellemeztem.
[“];,mért
i

OT(%) =Tt 100 (7
A,max

ahol [a]} ner¢ az ismeretlen Ssszetételti minta fajlagos forgatoképessége,

[a] {_max a tiszta enantiomer azonos koriilmények kozott mért fajlagos
forgatoképessége.

A mintak fajlagos forgatoképességét Perkin-Elmer 241 tipusu polariméterrel mértem.
A tiszta (R)-MA enantiomer fajlagos forgatoképessége a natrium D-vonalanak
hullamhosszan, 20 °C-on mérve: [a]¥ =-18,9 (c = 1, 1 M HCI).

Az extrakcié mennyiségi leirasara a termelést (Y) hasznaltam, ami az extrakcio utan
extraktumként kapott bazis (Mvazis exr), illetve az extrakcid utan raffinatumként
visszamaradt diasztereomer sobol felszabaditott bazis tomegének (Mpazis, raff) @ bemért
racém anyag (Mrc) egészére vonatkozo viszonyat fejezi ki a (8) és (9) egyenletek szerint.

Myp4zis, extr My 4zis, raff

Yexir (%) = -100 (8) Yrare (%) =

racém Myacém

100 (9)

Egy rezolvalasi eljaras soran a cél az egyes enantiomerek minél tisztabb eléallitasa a
lehetd legjobb termelés mellett. Ezen szempontokat figyelembe véve az enantiomer-
elvalasztas hatékonysagat Fogassy és munkatarsai az S-faktorral [45] (szelektivitas) irtak
le, amely az enantiomertisztasag és a racém hanyad felére vonatkoztatott termelés
szorzataként  szamithat6. Az extrakcidos rezolvalasok eredményességét a
kutatocsoportban korabban bevezetett F paraméter alapjan vizsgaltam, amely egyesiti
mind az extraktumban, mind pedig a raffinatumban elért szelektivitast a (10) egyenlet
szerint.
Sextr + Sraff

F= f = OTextr * Yextr + OTrase * Yratr (10)

Tekintettel arra, hogy a termelés a bemért racém anyag egészére vonatkozik, az F
paraméter értéke 0 és 1 kozott valtozhat.
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[1.2  Rezolvalds vakuumbeparlassal kisért diasztereomer sdképzéssel

A BME Vegyipari Miiveletek Tanszékén elséként elvégzett rezolvalasok igazoltak, hogy
hatékony enantiomer elvalasztds valosithatdo meg, ha a részleges diasztereomer
soképzésen alapuld rezolvalasi eljarast szuperkritikus fluid extrakcioval kombinaljak.
Az eljéras alapjainak kidolgozésa a Szerves Kémiai €s Technoldgia Tanszék kutatéinak
egylittmiikodésével tortént.

Kutatémunkdm kezdetén a modszer sikeres alkalmazhatésaga mar szamos kiralis szerves
sav esetén bizonyitott volt. Az eredményes enantiomer elvalasztas elérése mellett
megallapitast nyert, hogy a szuperkritikus extrakci6 koriilményei (nyomas, hdmérséklet)
hatassal lehetnek a rezolvalas eredményességére. Doktori munkam célkitlizése annak
vizsgalata volt, hogy a modszer hogyan terjesztheté ki a racém bazisok korére.
Vizsgaltam az enantiomer elvalasztas eredményességét befolyasoldé miveleti
paraméterek (bazis — rezolvaloszer molaranya, extrakcid nyomasa és hémérséklete)
hatasat valamint a szerves olddszer elhagyasanak lehetdségét. Az eredmények alapjan
megkiséreltem magyarazatot adni az egyes hatdsok lehetséges okaira.

Modellvegyiiletként a racém N-metil-amfetamint (MA) valasztottam.

l1.2.1 Az N-metil-amfetamin rezolvalasa diasztereomer séképzést kovets
szuperkritikus extrakciéval

11.l2.1.1 A rezolvdlds folyamata

Hagyomanyos diasztereomer soképzésen alapuld rezolvalasok esetében (11.3.1. fejezet)
a racém MA (2R,3R)-(+)-borkésav (BS), (2R,3R)-(—)-0,0'-dibenzoil-borkésav (DBBS)
és (2R,3R)-(-)-0,0'-di-p-toluil-borkésav (DPTBS) rezolvaloszerekkel rezolvalhato.
A szuperkritikus extrakciéval egybekotott rezolvalas soran a fenti rezolvaldszereket
alkalmaztam. A rezolvalas soran, melynek altalanos folyamatat a 25. abra mutatja, a
racém MA metanolos oldatadhoz adtam a rezolvaloszert a szamitott moélaranynak (my)
megfelelé mennyiségben. Ezutan az oldathoz inert hordozot (Perfil 100™) mértem majd
a metanolt rotaciés vakuumbeparlon parologtattam el. A kapott szilard mintat
szobahOmérsékleten 1 oOran at szaritottam, ezt kovetOen az extraktorba toltdttem.
A szilard mintabol  szuperkritikus  allapota  szén-dioxiddal (pe = 10 — 20 MPa,
Te =33-63 °C) a minta teljes kimeriiléséig végeztem az extrakciot. Az extraktumban
minden esetben az (S)-(+)-MA enantiomerben dtsult szabad enantiomerek keverékét
kaptam. Az extraktorban raffinatumként visszamarado diasztereomer sokeverékbdl az
inert hordozo eltavolitasat kovetéen az (R)-(—)-MA enantiomert feleslegben tartalmazo
keverékét szabaditottam fel. A szilard formaban kinyert mintaknak mértem a tomegét és
optikai forgatoképességét.
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Rezolvalas diasztereomer soképzést kovetd szuperkritikus extrakcioval

RO,_ _COOH R=H BS
Ph DBBS
HN . CH;Ph DPTBS
AN RO™ SCOOH
(R,S)-MA +
Metanol Extraktum
Perfil 100™
Részleges

diasztereomer soképzés

(S)-(+)-MA enantiomerben

szilard minta dus keverék

Raffinatum

Hordozo eltavolitasa HN
Diaszereomer s6 megbontasa

3 ROL _COOH
HN.__ *T:

(R)-(-)-MA enantiomerben RO COOH
dus keverék

™~

Diasztereomer s6
az inert hordozén

25. abra
A rezolvalas folyamata

A rezolvalas csak akkor lehet hatékony, ha az elreagalatlan enantiomer(keverék) kellen
oldodik szuperkritikus szén-dioxidban, mig a diasztereomer s6 nem, vagy csak kevéssé.
Ezért a szuperkritikus extrakcion alapulod rezolvalas kidolgozasanak els6 1épése az
oldhatdsagi viszonyok feltérképezése volt, mivel ezek az informaciok az irodalomban
nem voltak elérhetdek.

111.2.1.2 Oldhatdsdgi viszonyok feltérképezése

A racém MA és az alkalmazott rezolvaldoagensek, valamint a racém bazisnak a
rezolvaloagensekkel képzett diasztereomer soinak oldhatosagat a szuperkritikus szén-
dioxidos extrakcio soran alkalmazni kivant nyomas (10 —20 MPa) és homérséklet
(33-63°C) tartomanyban vizsgaltam. A tiszta anyagok és a diasztereomer sok
oldhatosagat extrakcios kisérletekkel hataroztam meg, amelyeket ugyanolyan modon
hajtottam végre, mint a tervezett rezolvalasi kisérleteket. Az extrakci6 el6tt a racém bazis,
valamint a BS, DBBS és a DPTBS rezolvaldszerek metanolos oldatait Perfil 100™
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hordozoéra paroltam. A diasztereomer sok képzéséhez a racém bazist ekvivalens
mennyiségli rezolvaloszerrel reagaltattam metanolban, majd az oldészert Perfil 100™
hordozé jelenlétében vakuumban elparologtattam. A szilard mintat az extraktorba
toltottem és az athaladt szén-dioxid mennyiségének fiiggvényében mértem az adott
extrakcios nyomas €s homérséklet paraméterek mellett kioldott anyag mennyiségét.

A racém MA oldhatésag vizsgalata soran kapott eredmények értékelésekor a bemért
bazis tomegére vonatkoztatott extraktum termelést abrazoltam a fajlagos szén-dioxid
felhasznalas (Mcozs) fliggvényében. Példaként a 26. abra a 10 MPa nyomason és
63 °C-on, illetve a 20 MPa nyomason és 33 °C-on kapott eredményeket szemlélteti.
A mérési pontokra a Brunner altal javasolt fliggvényt illesztettem [168].

Yextr = Ymax(l - e_k'mCOZ,f) (11)

Az MA technikai oldhatdsagat (stech) az illesztett gorbe kezdeti szakaszanak meredeksége
adja meg, amely a kovetkez6képpen hatarozhaté meg.

Stech (m/m%) = Ymax -k (12)

100

80

Yextr (0/0)

20 10 MPa, 63 °C
® 20 MPa, 33 °C

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Mcoy s (9/g MA)

26. abra
A (R,S)-MA extrakcioja szuperkritikus szén-dioxiddal

A vizsgalt extrakcids paraméterek mindegyike esetén elvégeztem a (11) egyenlet szerinti
fiiggvény illesztését és meghataroztam a (12) egyenlet szerint a technikai oldhatdsagot.
Az igy kapott technikai oldhatosag érték kisebb, mint a fizikai — kémiai értelemben vett
telitési koncentracid, ha a tartozkodasi id6 altalaban nem elegendé az egyensily
eléréséhez. A kapott eredményeket a 4. tdblazatban foglaltam 6ssze. A fluid allapota
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Rezolvalas diasztereomer soképzést kovetd szuperkritikus extrakcioval

oldoszer oldoképessége nagymértékben fligg annak siiriségétol, ezért a 4. tablazatban
feltlintettem az adott nyomas és hdmérséklet értékhez tartozd oldoszer stirtiséget is.

4, tablazat
A (R,S)-MA technikai oldhatosaga scCO,-ban

pe, MPa Tg, °C pcoz, g/lcm® 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. tablazat adatai alapjan elmondhatd, hogy a vizsgélt nyomas és homérséklet
tartomanyban a racém MA jol oldddik scCOz-ban. A technikai oldhatosag a scCO;
stirliségének novekedésével nd, bar 0,700 g/cm?® oldoszer strtiség felett a technikai
oldhatosag értékek szignifikans eltérést nem mutatnak.

A molekuldk szuperkritikus fluidumokban valdé oldhatésaganak modellezésére
elterjedten hasznaljak a Chrastil egyenletet, ami a vizsgalt molekula egyensulyi
oldhatdsagat, a fluidum stirtisége és hémérséklete alapjan szamitja a (13) egyenlet szerint
[169].

b
s= p?-exp (f + c) (13)
ahol s a vizsgalt molekula oldhatosaga (g/dmd),
p a fluidum siirtisége (g/dmq),
T  a fluidum homérséklete (K),

a,bésc szamitott modell paraméterek (-).

A mért g/dm® egységben kifejezett oldhatdsag adatokra illesztett Chrastil egyenletet a
27. abra szemlélteti. A vizsgalt nyomas és hédmérséklet tartomanyban a racém MA
oldhatosaga scCO.-ban jol leirhato az alabbi modell egyenlettel.

—199,5

s= p*-exp ( - 8,26) (14)
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27. dbra
Chrastil egyenlet illesztése a mért oldhatosag adatokra

A BS, DBBS és DPTBS rezolvaloszerek, valamint a veliik képzett diasztereomer sok
esetén 1800 g/g fajlagos szén-dioxid felhasznalas mellett végeztem el az extrakciot,
azonban a vizsgalt paraméterek egyike esetén sem kaptam mérhetdé mennyiségi
extraktumot. Fontos megjegyezni, hogy az extrakcio koriilményei kozott a diasztereomer
sok bomlasa nem volt kimutathat6.

Az oldhatdsagi viszonyok lehetdvé teszik a racém MA szuperkritikus szén-dioxidos
extrakcioval kombinalt rezolvalasat BS, DBBS és DPTBS rezolvaloszerekkel.
A részleges diasztereomer soképzést kdvetden a szabadon maradd enantiomer(keverék)
szelektiven extrahalhat6 scCOz-dal a diasztereomer s6 melldl, annak bomlasa nélkiil.
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111.2.1.3 Rezolvdlasi elGkisérletek

Az elsé rezolvalasi kisérletek soran félekvivalens molaranyban alkalmaztam a
rezolvaloszert, és az extrakciot 16 MPa nyomason és 39 °C-on végeztem el.
Az eldkisérletek eredményeit az 5. tablazatban foglaltam Ossze.

5. tablazat
Rezolvalasi elékisérletek (m; = 0,25, pe = 16 MPa, Te = 39 °C)

Rezolvalészer BS DBBS DPTBS
Yextr, % 49,3 45,6 47,3
OTextr, % 3 84 69
Y raif, % 46,3 43,3 45,2
OTratt, % 3 84 69
F 0,024 0,748 0,639

A termelés értékek azt igazoltak, hogy egy BS szarmazék két MA molekulaval képez
diasztereomer sot. Az elért enantiomertisztasag BS rezolvaloszer esetén messze elmaradt
(< 5%) a bork6sav szarmazékokkal (DBBS, DPTBS) elért elvalasztashoz képest (> 50%),
ezért a rezolvalas eredményességét befolyasold paraméterek koziil a nyomas és a
hémérséklet valamint a rezolvaloszer molaranyanak hatasat az utobbi két rezolvaloszer
esetén vizsgaltam. Erdekes lehetéségnek tartom azonos racém vegyiilet esetén a két
kiilonb6z6, de hasonld tipust rezolvaldszerrel kapott eredmények Gsszehasonlitasat,
ezért a tovabbiakban parhuzamosan értékelem a MA —DBBS ¢és MA — DBPTS
rezolvalasi rendszereket.
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111.2.1.4 Az extrakcidos paraméterek hatdsa

A mintael6készités soran képzodd diasztereomer s6 melldl a szabadon marado
enantiomerek keveréke szuperkritikus szén-dioxidos extrakcioval keriil elvalasztasra.
Az extrakcios paraméterek koziil ebben a fejezetben az extrakciés nyomas (pe) és
homérséklet (Te) hatasanak vizsgalatat mutatom be. A rezolvaldszert minden esetben
félekvivalens molaranyban alkalmaztam. A szén-dioxid tOmegaramat kozel allando
értéken tartottam. Az extrakciot az Osszes oldhatdé anyag kinyeréséig végeztem, az
extraktum frakcionaldsa nem volt célom.

A hatasok értékelésére 22 tipust kisérlettervet készitettem, a terv szintjeit a 28. abra
szemlélteti. A kisérletterv centrumaban (15 MPa, 48 °C) 3 db ismételt mérést, mig a
sarokpontokban 1-1 mérést végeztem. A mérési eredményeket a fiiggelék 1.1. (DBBS) és
I.2. (DPTBS) tablazataiban foglaltam Gssze, értékelésiik Statistica for Windows 12
programmal tortént.

A
63
TCC) 48
33
10 15 20
p (MPa)
28. abra

A kisérleti terv szintjei

Az alkalmazott kisérletterv a célfiiggvényként valasztott F paraméter nyomas és
hémérséklet fiiggésének linearis modellel torténd megkdzelitésére alkalmas az
F=a+Dbpe+cTe+ dpeTe (a b, c és d modell konstansok) Osszefliggés szerint.
A centrumpontbeli ismétlések segitségével a szoras szamithatod, valamint a linearis
modell alkalmassagat is értékelni lehet (fliggelék 1.3. fejezet).

A mérési eredmények statisztikai kiértékelése alapjan megallapithatd, hogy egyik
borkésav szarmazékkal végzett rezolvalas estén sincs sem a nyomasnak, sem pedig a
hémérsékletnek szignifikans hatasa a rezolvalas eredményességére. Ezt tamasztjak ald a
29. és a 30. abrakon lathato Pareto diagramok is.
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-0,739

Te -0,573

Pe X Tg ]-0,195

pe 0,021

0 1 2 3 4 P=005 ¢
Standardizalt hatasok abszolut értéke

29. abra
Az F paraméterre gyakorolt hatasok vizsgalata Pareto diagramon, DBBS rezolvaloszer

1,210

Pe 0,678

Pe X Tg 0,452

Te ]0,178

0 1 2 3 4 p=0,05 5
Standardizalt hatasok abszolut értéke

30. dbra
Az F paraméterre gyakorolt hatasok vizsgalata Pareto diagramon, DPTBS rezolvaloszer

A diagramokon a fiiggéleges vonal a 95%-os szignifikancia szintnek megfelelé hatart
(p = 0,05) jeloli, az ezt meghalad6 standardizalt hatasok lennének szignifikans hatassal a
rezolvalas eredményességére. Fontos megjegyezni, hogy a gorbiilet egyik esetben sem
szignifikans, tehat a linearis modell adekvat, csak a nyomas, hémérséklet és a
kolcsonhatasi tag szorzotényezdje 0. A rezolvalasok varhato F értéke DBBS esetén 0,738
DPTBS esetén 0,639. Az, hogy az extrakcios nyomads és hémérséklet nem befolyasolja a
rezolvalas eredményességét (és kiilon-kiilon a termelést, illetve az enantiomer-
tisztasagokat sem) nagyon szokatlan, kivételes eredmény, viszont alkalmazas
szempontjabol igen kedvez6: az extrakcids 1d6, energiaigény és szén-dioxid felhasznalas
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alapjan lehet kivalasztani az optimalis elvalasztasi nyomast és hdmérsékletet, amely nagy
biztonsaggal, reprodukalhatoan eredményezi a vart termékeket. Tovabba egy rezolvalasi
1épésben DBBS alkalmazasa esetén 80% feletti, DPTBS esetén 70% feletti enantiomer-
tisztasaggal kapjuk meg mindkét MA enantiomert.

111.l2.1.5 A rezolvdldszer mdlaranydnak hatdsa

Részleges diasztercomer soOképzésen alapuld rezolvalasi folyamatok esetén a
rezolvaloszer moélaranya hatassal van az extraktum és a raffinatum termelésére és
enantiomertisztasagara, ezaltal az elvalasztas hatékonysagat jellemzé F paraméterre.
A rezolvaloszer moélarany hatasanak vizsgalatakor 0 < m; < 0,5 moélarany tartomanyban
végeztem méréseket, hiszen 2:1 aranyban reagal a bazis a savval az eldkisérletek és a
kémiai hattértudasunk szerint is. A részletes mérési eredményeket a fliggelék 1.3. (DBBS)
és 1.4. (DPTBS) tablazataiban foglaltam 6ssze. Az extrakciot 16 MPa nyomast és 39 °C
hémérsekletli szén-dioxiddal végeztem.

Az extraktum és raffinatum termelés és optikai tisztasag értékeknek a rezolvaloszer
molarany fiiggését a 31. és a 32. abrak diagramjai szemléltetik.

A varakozasoknak megfeleléen az extraktum termelése mindkét esetben linearisan
csokken, mivel a rezolvalészer mennyiségének novelésével a kiindulasi racém vegyiilet
egyre nagyobb hanyada vesz részt a diasztereomer soképzésben. Ezzel parhuzamosan a
raffinatum termelés értékek linearisan novekvd tendenciat mutatnak. Az extraktum
optikai tisztasaga mindkét borkésav szarmazék esetén maximumos gorbével kdzelitheto.
Ez utobbi nem trivialis. Ha csak annyi torténne, hogy a névekvé molaranyban adagolt
rezolvaloszer egyre nagyobb mennyiségben koti meg (preferaltan az (R)-(—)) MA-t,
akkor az extraktumban az optikai tisztasag monoton ndovekvo gorbét kellene, hogy
eredményezzen. A mérési eredmények szerint azonban mar az enantiomertisztasagnak is
maximuma van 0,2 — 0,3 molarany kozott.
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Extraktum
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m, (mol DBBS/mol rac-MA)

31. abra
A DBBS rezolvalészer molaranyanak hatasa a termelésre (Y) és az optikai tisztasagra (OT)
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Extraktum
100
® Yextr 0 OTextr
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m, (mol DPTBS/mol rac-MA)

Raffinatum
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m, (mol DPTBS/mol rac-MA)

32. abra
A DPTBS rezolvaloszer molaranyanak hatasa a termelésre (Y) és az optikai tisztasagra (OT)
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A rezolvalészer molarany hatasa az F paraméterre a 33. abran lathato.

1,0
ODBBS
DPTBS
08 5
.'O“.
0,6 .
o
0,4 © .
Q
0,2 :
"o
0,0
0 01 0,2 03 0,4 05

m, (mol reszolvaloszer/mol rac-MA)

33. abra
A rezolvaldszer molaranyanak hatésa a rezolvalas eredményességére (F paraméter)

A vizsgalt racém vegylilet és az alkalmazott rezolvaloszerek molekulaszerkezetét
tekintve a rezolvalas diasztereomer soképzésen keresztiil valosul meg. A 33. abran jol
megfigyelhet6, hogy Pope és Peachey rezolvalasanak megfeleléen leghatékonyabb
rezolvalas akkor érhetd el, ha koriilbeliil a racém bazis fele kotott diasztereomer so
formajaban. A rezolvalészert negyed moélarannyi mennyiségben alkalmazva semleges
diasztereomer s6 képzo6dik, amit a kozel 50%-os termelés adatok is aldtamasztanak.
Elképzelheto lenne, hogy fél ekvivalens molarany felett megvaltozik a diasztereomer
soképzés sztochiometriaja, a 2:1 aranyt s6 mellett 1:1 aranyu so6 is képzddik, ezt azonban
a termelés adatok nem igazoljak.

Egy rezolvalasi 1épésben 0,25 molaranyban alkalmazott DBBS rezolvaloszerrel lehet a
szuperkritikus  extrakciés  rezolvalassal a maximalis rezolvalhatosagot és
enantiomertisztasagot elérni MA esetében, ami 0,7-es F értéket és 80%-0s optikai
tisztasag értékeket jelent, azaz kivalo rezolvalast. Ennek ellenére fontos kérdés az
eléallitott enantiomerkeverékek tovabbtisztitasa is.
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I11.2.2 Az N-metil-amfetamin enantiomerkeverékek tovabbtisztitasa

Az egy rezolvalasi 1épésben elballitott enantiomerkeverék tovabbtisztitasara két
lehetséges utat valasztottam:
— Gjrarezolvalas az optimalis extrakcios paraméterek mellett DBBS
rezolvaloszerrel,
— akiralis reagenssel torténd részleges soképzés.

Az MA a konglomeratum képzé enantiomerkeverékek csaladjaba tartozik, ezért az
ismételt rezolvalasi eljarasnal a DBBS-at, az akiralis reagenssel torténd részleges
soképzés esetén pedig a sOsavat az enantiomerfelesleggel ekvivalens mennyiségben
alkalmaztam. Ekkor a tiszta enantiomer képez stabilabb sot, ami nem oldodik scCO»-ban,
mell6le a racém hanyad szelektiven extrahalhato. Az enantiomerkeverék tovabbtisztitasi
vizsgalatok eredményeit a 6. tablazatban foglaltam ssze.

6. tablazat
Enantiomerkeverékek tovabbtisztitasa (pe = 20 MPa, Te = 33 °C)

Ismételt rezolvalas Részleges soképzés

Alkalmazott médszer DBBS-val HCl-al

Kiindulasi enantiomerkeverék

Konfiguracio R S
OoT, % 71 80
Extraktum
Konfiguracid S S
Yextr, % 91 14,0
OTextr, % 51 2
Raffinatum
Konfiguracid R R
Yratt, %0 71,3 73,5
OTrarr, % 90 93

A 6. tablazat adatai alapjan megallapithato, hogy az egy rezolvalasi 1épésben eldallitott
MA enatiomerkeverékek sikeresen tisztithatok scCO2-0s extakcios eljarassal egybekotve
mind DBBS-val t6rténé ismételt rezolvalas, mind akiralis reagenssel vald sdképzési
technika alkalmazasakor. Mindkét modszer esetén az egy tovabbtisztitasi [épést kovetden
a raffinatum optikai tisztasaga eléri a 90 %-ot.
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1.3 Rezolvalas olvadékbdl torténd diasztereomer sdképzés mellett

I1.3.1 A rezolvalds folyamata, a rezolvalészer mélaranydnak hatdsa

A TII.2 fejezetben a vakuumbeparlassal kisért részleges diasztereomer soképzésen
alapuld szuperkritikus extrakcios rezolvalas soran elért eredményeket mutattam be.
A folyamat soran a mintael6készités metanol oldoszerben tortént. Azonban ha a
mintaeldkészités sordn legalabb az egyik komponens (a racém vegylilet vagy a
rezolvaloszer) olvadék halmazallapotu, akkor az helyettesitheti az oldoszert. A vizsgalt
racém MA szobahOmérsékleten folyékony halmazéllapota, ezért vizsgaltam az
olvadékbal torténd diasztereomer so kristalyositas lehet6ségét a rezolvalas folyamataban.
Az eljaras menetét a 34. abra mutatja. A mintael0készités soran a folyékony racém
MA-ban szuszpendaltam a rezolvaldszert. Meghatarozott idejii (0,5 6ra, illetve 24 6ra)
szobahdmérsékleten torténd kristalyosodas utian ez esetben is inert hordozot (Perfil
100™) kevertem a mintahoz az extrakcids gy jo atjarhatosaga érdekében. Az igy kapott
mintat toltéttem az extraktorba. Az extrakciot 16 MPa nyomasu €s 39 °C homérsékletii
szén-dioxiddal végeztem az oldhato komponensek teljes mennyiségének kioldasaig.

1. + Rezolvalészer
HN minta
L 2. Részleges diasztereomer soképzés

(R,S)-MA + Perfil 100™
SFE (pg=16 MPa, Tg=39 °C)

Raffinatum Extraktum
Diasztereomer s6 az inert hordozén
Hordoz6 eltavolitasa HN
Diasztereomer s6 megbontasa

(S)-(+)-MA enantiomerben
dus keverék

HN\

(R)-(-)-MA enantiomerben
dus keverék

+

Rezolvalészer

34. abra
A rezolvalas folyamata
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A kristalyosodasi id6 mellett vizsgaltam a rezolvaloészer molaranyanak hatasat is az
enantiomer elvalasztas hatékonysagara, a rezolvalasok eredményeit a 7. tablazatban
foglaltam Ossze.

7. tablazat
A rezolvalészer moélaranyanak hatasa (pe = 16 MPa, Te = 39 °C)

M"’(';rr;"“y Yoa, % OTex, % Yrar, % OTrat, % F
BS, 0,5 ora kristalyositds
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 ora kristdlyositds
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 ora kristalyositas
0,25 31,8 69 55,9 35 0,475
DBBS, 0,5 ora kristdlyositas
0,125 67,3 26 23,6 66 0,328
0,25 427+13 83+2 459+1.2 69 +2 0,670 = 0,026
0,5 23,3 63 63,4 21 0,280

DBBS, 24 ora kristalyositas
0,25 38,0 80 50,1 60 0,611

A termelési adatok lehet6vé teszik a diasztereomer soképzés sztochiometriajanak
becslését. A vizsgalt rezolvaloszerek két karboxilcsoporttal rendelkeznek, amelyek a
bazissal savanyu €s semleges sok képzésére adhatnak lehetdséget. A BS rezolvaloszert
0,25 és 0,5 molaranyban alkalmazva a termelés adatok savanyu s6 képzésére engednek
kovetkeztetni. A 0,125-6s rezolvaloszer molarany esetén az igen alacsony raffinatum
termelés megkérddjelezi a tényleges s6 képzddést. BS rezolvaloszerrel 0,5 ora
kristalyosodasi id6 esetén hatékony enantiomer elvalasztast nem sikeriilt elérni.

Ezzel szemben a DBBS és DPTBS rezolvaloszerekkel végrehajtott rezolvalasok
lényegesen magasabb rezolvalasi hatékonysagot mutattak. A DBBS rezolvaloszer
negyed moélarannyi mennyiségben torténd alkalmazasakor 0,5 ora kristalyosodasi id6
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mellett az F paraméter értékére 0,670 adodott. Az igy kapott rezolvalhatosag igen jonak
tekinthetd, csak 10%-kal maradt el a metanol oldoszerbdl vakuumbeparlassal végzett
diasztereomer so kristalyositas soran tapasztalt rezolvalhatosagtol. A diasztereomer s6
kristalyositasi idejének novelésével az F paraméterrel jellemzett rezolvalhatosagban
9%-os csokkenést tapasztaltam, amit a mérési eredmények ismételhetésége alapjan nem
tekintek jelentds elvalasztasi hatékonysdg csokkenésnek. A termelési adatok alapjan
feltételezhetd, hogy mar fél ora kristalyosodas utan a termodinamikailag stabil, semleges
diasztereomer s6 képzddik. Ugyancsak semleges diasztereomer so6 képzddésére
kovetkeztethetiink a termelés adatokbol a DBBS rezolvaloszer 0,125 molaranyban
torténd alkalmazasakor is. Ezzel szemben az ekvivalens mennyiségi DBBS
rezolvaloszer felhasznalas esetén is 23,3%-0s extraktum termelés mellett sikeres
enantiomer elvalasztast (F =0,280) tapasztaltam. A diasztereomer s6 a semleges sO
mellett minden bizonnyal savanyu sot is tartalmazott, a kett6 aranya a termelési adatok
alapjan 50 — 50%-ra becsiilhetd.

Hasonlé kovetkeztetéseket vonhatunk le a DPTBS rezolvaloszerrel végrehajtott
rezolvalasok eredményei alapjan is. A leghatékonyabb elvalasztast (F = 0,441) 0,25-6s
DPTBS rezolvaloszer mélarany esetén értem el, ez az érték azonban mintegy 30%-kal
elmarad az metanol olddszerbdl torténd mintaeldkészités soran kapott F paraméter
értéktol.
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I11.3.2 Rezolvaloszerek keverékének alkalmazasa

Holland kutatok munkajat alapul véve Markovits és munkatarsai szerkezetileg hasonld
rezolvalo agensek keverékével rezolvaltak a racém MA-t, annak reményében, hogy az
egyedileg alkalmazott rezolvaloszerekkel elvégzett rezolvalasok eredményéhez képest a
rezolvaloszerek keverékének alkalmazasakor hatékonyabb elvalasztas érhet6 el.
A vizsgalatokat BS, DBBS és DPTBS rezolvaloszerek keverékével végezték, a részleges
diasztereomer soképzést kovetéen a szabadon maradd enantiomerek keverékét
desztillaciés uton valasztottak el. A rezolvaloszerek keverékének alkalmazasakor
bizonyos esetekben szinergens hatast mutattak ki a rezolvaloszerek kozott az F paraméter
tekintetében, az elvalasztas kiillondsen akkor volt sikeres, amikor a DBBS vagy DPTBS
rezolvaloszert az egyedileg csak csekély elvalasztast eredményez6 BS rezolvaloszerrel
keverték [170].

Munkdm soran célul tliztem ki annak vizsgalatat, hogy a rokon szerkezetii
rezolvaloszerek kozott fellépé szinergens hatasok kimutathatdak-e a szuperkritikus szén-
dioxidos extrakcioval kombinalt rezolvalasi eljaras soran is. A mintael6készités soran
olvadékbol torténd részleges diasztereomer soképzést alkalmaztam, a kristalyosodasi id6
0,5 6ra volt. Az extrakciot minden esetben 16 MPa nyomasi, 39 °C homérsékletii szén-
dioxiddal végeztem.

A rezolvalészerek kozott fellép6 szinergens hatasok értékelése az egyes rezolvaloszerek
egyedi alkalmazasa mellett elért elvalasztasok hatékonysaganak ismeretében lehetséges.
A 7. tablazat adatai alapjan megallapithat6, hogy borkésavval énmagaban hatékony
enantiomer megkiilonbdztetés nem érhetd el, ezzel szemben a borkdsav szdrmazékai
(DBBS, DPTBS) hatékony elvalasztast mutattak. Az F paraméter mindkét esetben
0,25-6s rezolvaloszer molaranynal érte el a legmagasabb értéket. Annak érdekében, hogy
egyértelmiien eldonthetd legyen, hogy a rezolvaloszer keverék alkalmazasakor fellép6
rezolvalasi hatékonysag valtozas valoban a rezolvaloszerek ko6zoOtti szinergencia
kovetkezménye nem pedig egy esetleges rezolvaloszer moélarany hatds eredménye, a
rezolvaloszerek keverékét m;= 0,25 molaranyban alkalmaztam. Kisérleteim soran
kétkomponensii rezolvaloszer keverékeket allitottam Ossze, melyekben az egyedileg
aktiv rezolvaloszert az egyedileg inaktiv rezolvaloszerrel kevertem. Az igy eldallitott
DBBS — BS illetve DPTBS — BS keverékeken beliil a DBBS illetve a DPTBS moltortjét
ms = 0,2; 0,5; és 0,8 értékekre allitottam be. A rezolvalasok soran kapott optikai tisztasag
értékeket és az elért rezolvalasi hatékonysagot a 35. és a 36. abrak diagramjai
szemléltetik.

A diagramokon a sziirke vizszintes vonal az adott rezolvaloszer keverékben az
onmagaban aktiv rezolvaloszerrel (DBBS vagy DPTBS) végzett rezolvalasok soran
kapott eredményeket mutatja m;=0,25 rezolvaloszer moélarany mellett. A hozza
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kapcsolodo szaggatott vonalak a 3 db ismételt mérés alapjan szamitott szorast jellemzik.

100 100 100 100
80 80 80 71 1 g
S s < 54 —~
§, 60 52 60 QQ/ OQ 60 0 60 &\O/
: 34 g E40 40 g
40 40 5 | E i
O o O (@)
20 8 20 20 20
0 0 0 0
0 02 0,5 08 1 0 02 05 08 1
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08 0.8
06 05817 o6
—~ 0,405 =
— 0,4 04 <~
L LL
02 1 0,123 02
0,0 00
0,2 05 08
M pges [Mol DBBS/mol (DBBS+BS)]
c.)
35. abra

Rezolvalas a BS — DBBS rezolvaloszer keverék my = 0,25 mdlaranyban torténé alkalmazasa
mellett (pe = 16 MPa, Te = 39°C)
a.) extraktum optikai tisztasaga (OTex), b.) raffinatum optikai tisztasaga (OT rafr)
c.) a rezolvalas eredményessége (F paraméter)
— jeloli a DBBS rezolvaloszerrel (m, = 0,25) elért eredményt
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c)
36. abra

Rezolvalas a BS — DPTBS rezolvalészer keverék m, = 0,25 moélaranyban térténd alkalmazasa
mellett (pe = 16 MPa, Tg = 39°C)
a.) extraktum optikai tisztasaga (OTexr), b.) raffinatum optikai tisztasaga (OT rafr)
c.) a rezolvalas eredményessége (F paraméter)
— jeloli a DPTBS rezolvaloszerrel (my = 0,25) elért eredményt

A rezolvalészerek kozotti kolecsonhatast pozitivnak tekintettem abban az esetben, ha a
rezolvaloszer keverékkel elért eredmények elérik, vagy meghaladjak az egyedileg aktiv
DBBS illetve DPTBS rezolvaloszerrel végzett rezolvalasok eredményeit. A 35. és a 36.
abrakon lathaté diagramok alapjan megallapithato, hogy csak két olyan eset fordult el6,
melyeknél a raffinatumban mért optikai tisztasag a rezolvaloszer keverék esetén elérte,
de szignifikans mértékben nem haladta meg az egyedileg aktiv rezolvaloszerrel végzett
elvalasztas soran kapott raffinatum optikai tisztasagat. A 20% borkdsavat tartalmazo
BS — DBBS keverék esetén a raffinatum optikai tisztasaga a mérési bizonytalansagon
beliil megegyezett a tisztan DBBS rezolvaldszer alkalmazasa mellett mért 71%-0s OT
értékkel. Hasonlo egyezést mutatott az 1:1 aranyban BS-at és DPTBS-at tartalmazo
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keverék alkalmazasa mellett a raffindtum optikai tisztasdga az 6nmagaban DPTBS
rezolvaloszer felhasznalasakor mért OT értékkel. A teljes rezolvalasi hatékonysag
tekintetében megallapithato, hogy a vizsgalt rezolvaloszer keverékek egyike esetén sem
mutathatd ki pozitiv k6lcsonhatas a rezolvaloszerek kozott, az F paraméter értékek
minden esetben alulmaradtak az egyedileg aktiv DBBS illetve DPTBS
rezolvaloszerekkel végzett rezolvalasok eredményéhez képest.

A rokon szerkezetii rezolvaloszerek keverékével elvégzett rezolvalasok soran tapasztalt
kiemelkedd rezolvalasi hatékonysag novekedést holland kutatok szamos rezolvaloszer
csalad esetén publikaltak a jelenség magyarazata azonban hossz(l ideig nem volt
tisztazott. A kutatomunkdm elvégzését kovetden megjelent kozlemények a rokon
szerkezetli rezolvaloszerek kozott fellépd pozitiv szinergens hatasok okat kétféleképpen
magyarazzak.

Az elsé generdcios holland rezolvdldsi eljarasok soran a rokon szerkezeti
rezolvaloszerek 1:1 aranyu keverékét adtak a racém vegyiilethez. A kikristalyosodott
diasztereomer soban megjelend rezolvaloszerek aranya azonban eltért a kiindulasi 1:1
aranytol. A pozitiv szinergens hatast a rendszerben egymassal szilard oldatot képzd
diasztereomer sopar megjelenésével magyaraztak [171].

Tovabb vizsgalva a holland rezolvalasi eljaras sikerességének hatterét, Nieuwenhuijzen
és munkatarsai a kovetkez6 megfigyelésre jutottak. Ha a racém vegyiilet rezolvalasat a
megfeleld rezolvald agens mellett annak rokon, de az adott vegyiilet rezolvalasara csak
kis mértékben képes vagy alkalmatlan szarmazékaval egyiittesen végezték, szamos
esetben jelentés enantiomertisztasag és rezolvalhatosag érték javulast tapasztaltak
(masodik generdcios holland rezolvaldsi eljarasok). A diasztereomer so Osszetételének
vizsgalatakor megallapitottak, hogy a kiralis additiv egyaltalan nem, vagy legfeljebb
10 mol% mennyiségben volt jelen a kikristalyosodott diasztereomer séban. Opalosodasi
pont mérésekkel igazoltak, hogy a kiralis additiv a jobban old6d6 diasztereomer so esetén
noveli az oldat taltelithet6ségének mértékét azaltal, hogy gatolja a gocképzOdést és a
gocnovekedést [58, 167].

A 8. tablazatban a kétféle rezolvaloszer keverék rendszer esetén mért raffinatum
termelési adatokat foglaltam Ossze az elméletileg vart termelés értékekkel. Az elméletileg
vart termelés értékek szamitasakor azt feltételeztem, hogy a keveréket alkotd
rezolvaloszerek egymastol fliggetleniil képeznek diasztereomer st a racém bazissal a
rezolvalészernek a racém hanyadra vonatkoztatott moélaranynak megfelelé Gsszetétel
szerint. A III1.3.1 fejezetben leirtaknak megfelelden azt feltételeztem, hogy a DBBS
illetve DPTBS rezolvaloszerek semleges s6 képz6dése mellett reagalnak a racém
MA-nal, mig a BS rezolvalészer 0,5 mol racém bazist kot meg, vagyis savanyu so jon
létre. A 8. tablazat adatai alapjan megallapithatd, hogy a mérési bizonytalansagot
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figyelembe véve a mért és az elméletileg szamitott raffinatum termelés értékek
szignifikdnsan nem térnek el egymastol. A raffinatum termelés adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a képzodott diasztereomer s6 sztochiometriai dsszetétele nem tért el
az elméletileg vart osszetételt6l. Véleményem szerint a BS kiralis additiv nem volt képes
betdlteni a jobban 0ldodo diasztereomer s6 esetén a gocképzddést gatld szerepet, ahogyan
az a sikeres masodik generacios holland rezolvalasok esetén megfigyelhetd volt.
Ez magyarazat lehet arra, hogy az altalam vizsgalt rezolvaloszer keverék csalad esetén
miért nem Iéphetett fel pozitiv interakcio a rezolvaloszerek egylittes alkalmazasa mellett.
Egyértelmli magyarazatot azonban csak a kikristalyosodott diasztereomer sok részletes
kristalyszerkezet vizsgalata alapjan lehetne adni.

8. tablazat
Raffinatum termelés adatok (m, = 0,25, pe = 16 MPa, Te = 39 °C)

DBBS — BS rezolvdlészer keverék rendszer

MipBBS 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 rezolvdldszer keverék rendszer

MPTBS 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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.4  Osszefoglalds

Munkam sordn a részleges diasztereomer soképzésen alapuld, szuperkritikus szén-
dioxidos extrakcioval kombinalt rezolvalasi eljarasnak a racém bazisok esetén valo
alkalmazhatosaganak vizsgalataval foglalkoztam. Modellvegyiiletként a racém N-metil-
amfetamint valasztottam, rezolvaldszerként BS-at, DBBS-at és DPTBS-at alkalmaztam.
Célom az enantiomer elvalasztas hatékonysagat (F paraméter) befolyasolod paraméterek
meghatarozasa ¢és lehetéség szerinti optimalizalasa volt. Az extrakciot megel6zéen
vakuumbeparlassal kisért és olvadékbol torténd diasztereomer so kristalyositast
alkalmaztam. Utdbbit a valasztott racém modellvegyiilet szobahdmérsékleten folyékony
halmazallapota tette lehetévé.

A szuperkritikus extrakcidoval végzett részleges diasztereomer soképzésen alapuld
rezolvalasi eljarasok hatékonysaganak egyik alapfelvetése, hogy a mintael6készités soran
az extrakcid koriilményei mellett is kellden stabil diasztereomer s6 képzdodjon, amely
nem, vagy csak kis mértékben oldodik a szuperkritikus allapota szén-dioxidban.
Ugyanakkor a szabadon marad6 enantiomer(keverék) kelld6 mértékben oldodjon a
szuperkritikus allapota olddszerben. Oldhatdsag mérésekkel igazoltam, hogy a vizsgalt
extrakcids nyomas- és hdmérséklet tartomanyban (10 — 20 MPa és 33 — 63 °C) a rac-MA
jol oldédodik scCO.-ban. A 20 MPa nyomason és 33 °C-on mért 0,52 m/m%-0s
technikai oldhatdsagot Osszevetve a kutatocsoportban eddig extrakcios rezolvalassal
vizsgalt racém vegyiiletek azonos koriilmények mellett mért oldhatésagaval elmondhato,
hogy ennél jobb oldhatosagot csak a transz-2-klor-ciklohexan-1-ol és a 6-fluor-2-metil-
1,2,3,4-tetrahidrokinolin mutatott. Megallapitottam tovabba, hogy sem a rezolvaloszerek
onmagukban, sem pedig a veliik képzett diasztereomer sok nem oldoédnak scCO--ban,
ami lehet6vé teszi az extrakcids rezolvalasi eljaras alkalmazhatosagat. Utdbbit
aldtdmasztja a molekuldkban talalhatoé polaris csoportok, valamint az ionos kotések
jelenléte, melyek nem kedveznek a scCO,-ban valo oldhatdsagnak.

A vakuumbeparlassal kisért diasztereomer soképzés alkalmazasa mellett BS-val nem
sikeriilt hatékony enantiomer elvalasztast elérni, mig a DBBS és DPTBS rezolvaloszerek
igen hatékonynak bizonyultak. A rezolvaloszer moélaranya hatassal van a rezolvalas
eredményességére, leghatékonyabb elvalasztast akkor sikeriilt elérni, ha a racém bazis
fele kotott diasztereomer so6 formajaban, ami kétértéki karbonsav rezolvaloszerek mellett
m: = 0,25 molaranynak felel meg. Mindkét borkdsav szarmazék esetén a rezolvaloszer
molarany fiiggvényében 0,2 — 0,3 kozotti molarany tartoméanyban az F paraméter mellett
az extraktum optikai tisztasaganak is maximuma van, ami szokatlan viselkedés. F¢l
ekvivalens molarany felett elképzelhetd, hogy megvaltozik a diasztereomer soképzés
sztochiometrigja, ezt azonban a termelés adatok nem tamasztjak ala.

Az extrakcidos paraméterek hatasat vizsgalva megéllapitottam, hogy az extrakcid
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nyomasa ¢és homérséklete nincs hatassal a rezolvalds eredményességére, nem
befolyasolja sem a termelést sem pedig az optikai tisztasagot. Ennek elsddleges
magyarazata a racém bazis jO oldhatosagaban és a képzddé diasztereomer so
stabilitdisdban keresendd. A mintaelOkészités soran stabilizdlodott diasztereomer —
enantiomerkeverék Osszetételt a szuperkritikus szén-dioxid jelenléte nem befolyasolja.
Jelentésebb paraméter hatasra kellene szamitani abban az esetben, ha a diasztereomer s
az extrakcio6 koriilményei kozott disszocidciora lenne képes.

A racém MA esetén stabil, jol reprodukalhato rezolvalas valosithatd meg a szuperkritikus
szén-dioxidos extrakcio alkalmazasaval. Technologiai szempontbdl az extrakcios idd, az
energiaigény ¢€s a szén-dioxid felhasznalas alapjan lehet kivalasztani az optimalis
extrakcids nyomast és homérsékletet.

Egy rezolvalasi 1épésben DBBS alkalmazasa esetén 80% feletti, DBTBS esetén 70%
feletti enantiomertisztasaggal kaptam meg mindkét MA enantiomert, kozel 50 — 50%-0s
termelés mellett. lgazoltam, hogy az egy rezolvalasi 1épésben elballitott
enantiomerkeverékek sikeresen tovabbtisztithatok mind ujrarezolvalassal, mind pedig
akirdlis hozzatét alkalmazasidval scCOz-os extrakcioval kombindlva. Az MA
enantiomerkeverék konglomeratum képzo jellege miatt a hatékony tovabbtisztitashoz a
rezolvaloszert, vagy az akiralis reagenst az enantiomerfelesleggel ekvivalens
mennyiségben adtam az enantiomerkeverékhez. Egy tovabbtisztitasi 1épésben mindkét
modszer esetén a raffinatumbol nyert enantiomerkeverék optikai tisztasdga elérte a
90%-ot.

DBBS ¢és DPTBS rezolvaloszerekkel hatékony enantiomer elvalasztast valositottam meg
olvadékbol torténd diasztereomer soOképzés mellett, ami még kedvezobb eljarast
eredményez, hiszen a mintaelokészités soran a szerves oldoszer elhagyhat6. A BS
rezolvaloszer ez esetben sem bizonyult hatékonynak. Az optimalis fél ekvivalens
molaranyban alkalmazva a rezolvaloszert az F paraméter értékek nem kiilonboztek
szignifikansan a vakuumbeparlassal kisért diasztereomer soképzés soran kapott
eredményektol. Mintegy 0,5 ora szobahdmérsékleten megvalositott kristalyosodast
kovetéen az extrakcido koriilményei kozott is stabil diasztereomer s6 keletkezett.
Megfigyeltem tovabba, hogy mig m, = 0,25 rezolvalészer moélarany mellett 2:1 aranyu
semleges s6 képz6dott, addig ndvelve a rezolvaldszer molaranyt m, = 0,5-re a semleges
¢€s savanyu s6 1:1 aranyu keveréke kristalyosodott.

Vizsgaltam tovabba a holland rezolvalas alkalmazhat6sagat a szuperkritikus extrakcioval
kombinalt rezolvalas esetén is. Rezolvaloszer keverékként a DBBS —BS és a
DPTBS — BS rendszereket alkalmaztam. Mindkét keveréket egy egyedileg aktiv (DBBS
illetve DPTBS) ¢és egy egyedileg inaktiv rezolvaloszer (BS) kombinacidjaval épitettem
fel. A rezolvaloszer keverékek okozta rezolvalasi hatékonysag novekedés egyértelmii
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megitélése érdekében a keveréket minden esetben my = 0,25 molaranyban alkalmaztam,
ott ahol az egyedileg aktiv rezolvaloszerekkel a leghatékonyabb elvalasztast értem el.
A negyed molaranyban alkalmazott keveréken beliil valtoztattam a rezolvaloszerek
egymashoz viszonyitott mennyiségét. Rezolvalasi hatékonysag ndvekedést sem a
DBBS - BS, sem pedig a DPTBS — BS rezolvaloszer keverék rendszerek esetén sem
sikeriilt elérnem. A raffindtum termelés adatokbdl elvégzett sztdchiometriai szamitasok
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a keverék rendszer esetén a diasztereomer
sOképzés sztochiometriaja nem tér el az egyedi rezolvaloszerekkel végzett diasztereomer
diasztereomer so esetén a gocképzddést gatld szerepet, ami irodalmi adatok szerint
sziikséges lenne a holland rezolvalasi eljaras sikeréhez.
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IV ENANTIOSZELEKTIV ENZIMKATALIZALT REAKCIOK SZUPERKRITIKUS
SZEN-DIOXIDBAN

IV.1 Alkalmazott anyagok és mddszerek

IV.1.1 Felhasznalt anyagok

A 3-benziloxipropan-1,2-diolt (BPD) vizes kozegben kénsav katalizator jelenlétében
benzil-glicidil-éterbdl kiindulva szintetizaltam (részletes laboratoriumi leirat a fiiggelék
I1.1.1. fejezetében talalhato). Az 1-feniletanolt (PE, tisztasag: >98%) a Sigma-Aldrich
Kft.-t81 vasaroltuk.

A kereskedelmi forgalomban kaphato Lipase AK (Pseudomonas fluorescens eredetii
,2Amano” lipaz, hidrolaz aktivitds: 0,5U/mg (25°C, pH=38)) és Lipase PS
(Pseudomonas cepacia eredetii ,,Amano” lipaz, hidrolaz aktivitas: 2,0 U/mg (25 °C,
pH = 7)) enzimeket az Amano Europe, a PPL (sertés hasnyalmirigy lipaz, hidrolaz
aktivitas: 5,0 U/mg (37 °C, pH =7,7)) és a CALB (makropérusos gyantan rogzitett
Candida antarctica lipaz B (> 5,0 U/mg)) enzimkészitményeket a Sigma Aldrich Kft.-
tol szereztiik be.

Az alabbiakban felsorolt termofil fonalasgombakbol szarmazd lipazokat Bodai és
munkatarsai izolaltdk razatott lombikos fermentacidot kovetden, acetonnal szaritott
sejtmentes feliiluszobol. A hidrolaz aktivitast titriméterrel, olivaolaj szubsztrattal mérték
[173].
— Trichoderma reesei RUT-C30 (hidrolaz aktivitas: 1,0 mU/mg (25 °C, pH=7,5))
— Thermoascus thermophilus NRRL 5208 (hidrolaz aktivitas: 1,6 mU/mg
(25 °C, pH =17,5))
— Talaromyces emersonii NRRL 3221 (hidrolaz aktivitas: 1,1 mU/mg
(25°C, pH =17,5))

Vizsgalataim idején ezek az enzimkészitmények kereskedelmi forgalomban nem voltak
elérhetéek. A tovabbiakban a termofil fonalasgombakbol izolalt lipazokat a gombatorzs
nevével fogom azonositani.

A vinil-acetat (tisztasag: >99%), glicerin-triacetat (GTA, tisztasag: >99%) és glicerin-
tributirat (GTB, tisztasag: >99%) reagensek ugyancsak a Sigma Aldrich Kft.-t6l
szarmaztak. Az egyéb analitikai min6ségii oldoszereket és reagenseket a Reanal Zrt.-t6l
és a Merck Kft.-t6l szereztiik be. Az élelmiszeripari tisztasagl (99,5%) szén-dioxidot a
Messer Hungarogaz Kft. szallitotta.
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IV.1.2 Alkalmazott modszerek és készlilékek

IV.1.2.1 Keringetett cséreaktor a 3-benziloxipropdn-1,2-diol acilezési reakcidjdnak
vizsgdlatdhoz

A BPD enzimkatalizalt acilezési reakciojanak vizsgalatat a 37. abran lathato keringetett
csOreaktorban végeztem.

; 11 m mm X
% O ——
- 3 2

37. abra
A keringetett lizemi csérektor vazlata
1. folyékony szén-dioxid puffertartaly, 2. hiit6, 3. Lewa ELM-1V membranszivattyu,

4. Carlo-Erba SFC-300 dugattyus szivatty(, 5. visszacsap6 szelep, 6. termosztalt cséreaktor,
7. keringetd szivattyu, 8. leeresztd szelep, 9. hiitott, szerves olddszeres folyadékcsapda,
10. 6 allasu valtészelep, 11. oldoszeres folyadékesapda mintavételhez, 12. fecskend6 a

mintavevé hurok olddszeres mosasahoz, 13. mintavevd hurok

A termosztal6 kopennyel ellatott, rozsdamentes acélbol késziilt cséreaktor (6) térfogata
5 ml, a reaktorrendszer teljes keringetett térfogata 20 ml. A rendszer maximalisan
15 MPa nyomasig iizemeltethetd. A vizsgalt BPD szubsztrat olajszer(i, viszkozus
folyadék, ezért kisérleteim soran Ersorb-4 hordozora (zeolit tipust adszorbens,
Erdokémia Kft., Budapest) rogzitett formaban keriilt bemérésre a cséreaktorba. Erre
rétegeztem a szilard halmazallapotu enzimkészitményt és a vinil-acetat észterez agenst,
majd a reaktort a kivant hdmérsékletre termosztaltam. A rendszert a folyékony CO»-ot
tartalmazo (1) puffertartalybodl az (5) visszacsapo szelepen keresztiil Carlo-Erba SFC-300
tipusii nagynyomasu dugattyus szivattyu (4) segitségével toltdttem fel szén-dioxiddal a
megfeleld nyomasra. A reakcio koriilményei mellett (12 MPa, 38 °C) a szuperkritikus
allapoti szén-dioxidban oldott szubsztratnak és reagensnek az enzimaggyal valo
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megfeleld érintkeztetést a scCO--0s fazis keringetése biztositotta a (7) jelii keringetd
szivatty altal. A reaktorba toltott szilard fazis kihordasat a reaktor aljan és tetején
elhelyezett szinterelt fém sziir6betétek akadalyoztak meg. A csévezeték rendszerben az
enzim és a szubsztrat nincs kontaktusban egymadssal. A homérséklet allandd értéken
tartasa érdekében a csGvezeték rendszert szigetel réteg veszi koril. A reakcioidé minden
esetben 4,5 ora volt. A reakcié nyomonkovetése érdekében meghatarozott idokozonként
a (13) jelti 100 ul térfogatu mintavevd hurkon keresztiil mintat vettem a reakcioelegybol
aceton oldoszerbe. A levett mintdk gyors értékelése vékonyréteg kromatografids
modszerrel tortént n-hexan — aceton (10:4) eluenssel. A mérés végeztével a rendszert a
(8) leeresztd szelep segitségével nyomasmentesitettem, a tavozo szén-dioxidot acetonos
folyadékcsapdan (9) vezettem keresztil. Nyomasmentesités utan a reaktort és a
cs6vezetékeket acetonnal mostam at, amit az acetonos folyadékcsapdaval egyesitettem.
Az aceton vakuumban torténd leparlasat kvetden a visszamarado reakcioelegy analitikai
vizsgalatat gazkromatografias modszerrel végeztem el.

IV.1.2.2 Nagynyomdsu autokldv az 1-feniletanol kinetikus rezolvaldsdnak vizsgdlatdhoz

A PE Kinetikus rezolvalasa soran alkalmazott nagynyomast laboratoriumi autoklav
vazlata a 38. dbran lathato.

38. abra
A nagynyomasu laboratoriumi autoklav véazlata
1: ISCO 206D dugattyus szivattyu, 2. szabalyozo szelep, 3. szén-dioxid bevezetd cso,
4. manométer és nyomastavado, 5. hdméro és tdvadd, 6. magneses keverdmag,
7. magneses keverémotor, 8.a és 8.b termosztalokdpeny, 9. fém szlir6betét,
10. szabalyozoszelep, 11. szerves oldészeres folyadékcsapda
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A termosztalokopennyel ellatott, rozsdamentes acélbol késziilt reaktor térfogata 36 ml.
A reaktor maximalisan 20 MPa nyomasig iizemeltethetd. A szubsztrat, az enzim és a
reagens bemérése utan a reaktort lezartuk és a kivant homérsékletiire termosztaltuk.
A megfeleld homérsékletiire termosztalt reaktort ISCO 260D dugattyts szivattyu (1)
segitségével toltottiik fel egyszer desztillalt, folyékony szén-dioxiddal, amely a reaktor
hémérsékletén szuperkritikus allapotba Kkeriilt. A felt6ltés soran a szén-dioxid
térfogatarama a feltoltd szeleppel (2) szabalyozhat6. A szén-dioxid pontos tomege a
szivattyu dugattytjanak térfogatvaltozasabol, valamint a dugattytaban 1évé CO2 nyomdsa
¢s homérséklete altal meghatarozott stirliség érték alapjan szamithatd. A szén-dioxid és a
bemért komponensek feltoltés kozbeni megfelelé keveredését a reaktortérbe mélyen
benyulo bevezetd csé (3) szolgalja. A reaktortér hémérséklete €s nyomasa termoelemes
hémérdvel (5) és digitalis manométerrel (4) folyamatosan nyomonkdvetheto.
A homérséklet- és nyomastavadok jelét szamitogépes adatgy(ijté rendszer tarolja.
A reakcioelegy kevertetését valtoztathatd fordulatszamt magneses keveromotorral (7)
mozgatott magneses keverémag (6) biztositja.

A reakcio nyomonkovetése érdekében meghatarozott idokozonként 2 ml mintat vettiink
a reakciodelegyb6l a (10) leereszté szelepen keresztiill n-hexan oldoszerbe (11).
A mintavétel soran a reaktorban uralkodd allandé nyomas biztositdsdhoz a feltdltd
szelepen (2) Kkeresztil szén-dioxidot aramoltattunk a reaktorba (tomegaram:
~0,3-0,5g/min). A mérés végeztével a reaktort a (10) leereszté szelepen keresztiil
nyomasmentesitettilk. A reaktorbol tavozo szén-dioxidban oldott komponensek
csapdazasaért a szén-dioxidot n-hexan oldoszeren (11) buborékoltattuk at.

IV.1.2.3 Analitikai modszerek

A 3-benziloxipropdn-1,2-diol lipdz katalizdlt acilezése sordn alkalmazott analitikai
modszerek

A termékek mennyiségi meghatdrozasa

A vizsgalt komponensek mennyiségi meghatdrozasa Agilent 4890D tipusu
langionizacios detektorral (FID) ellatott gazkromatograffal tortént. Az elemzéshez
alkalmazott kolonna tipusa: HP5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 um, 5% fenil-metil-szilikon,
95% dimetil-szilikon). A hidrogén vivégaz térfogatarama 6 ml/perc (1,2 bar, 25 °C), az
injektor homérséklete 200 °C, a FID detektor homérséklete pedig 250 °C volt.
Az elemzés soran alkalmazott homérsékletprogram szerint a kemence hémérséklete
40 °C-10l indulva 12 perc alatt érte el a 230 °C-os véghdmérsékletet. Retencios idok:
transz-acetal: 6,31 perc, BPD: 6,46 perc, cisz-acetal: 6,61 perc, BPDAc-2: 7,37 perc,
BPDAc-1: 7,42 perc, BPDdiAc: 8,01 perc.
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A reakci6 soran keletkez6 termékek azonositasahoz sziikséges BPDAc-1, BPDAC-2 és
BPDdiAc standardokat a BPD kémiai acilezésével Allitottam eld, a részletes
laboratoriumi leiratok a fiiggelék I1.1.2. és I1.1.3. fejezeteiben talalhatok.

A reakcidelegy mintakban kimutatott melléktermékek azonositasahoz sziikséges Cisz-
acetal €s transz-acetal izomerek keverékét kémiai tton szintetizaltam. A racém BPD-t
katalitikus mennyiségli p-toluol-szulfonsav jelenlétében acetaldehiddel reagaltattam, a
részletes laboratoriumi leirat a fliggelék 11.1.4. fejezetében olvashato.

A termékek enantiomer Osszetételének meghatarozasa

A termékek enantiomer Osszetételének meghatarozasahoz a reakcidelegy egyes
komponenseit szilikagéles vakuum oszlopkromatografids modszerrel valasztottam el
n-hexan - aceton eluenseleggyel, gradiens eltciot (2:0,1 — 2:0,5) alkalmazva.

Az oszlopkromatografids elvalasztds soran nyert BPDdiAc termék enantiomer
Osszetételének meghatarozasa HP 5890 tipusu gazkromatograffal tortént. Az alkalmazott
kiralis alloéfazis: FSOT (12 mx 0,01 mm, 35% tercbutil-dimetilszilil-2,3-metil-3-
ciklodextrin, 65% OV-1701). A vivégaz hidrogén (3 bar) volt. Az enantiomer elvalasztas
soran a homérsékletprogram a kemence hémérsékletét allandé 160 °C-on tartotta.
Az injektor hémérséklete 250 °C, a FID detektor homérséklete 280 °C volt. Retencios
idék: (S)-(+)-BPDdiAc: 46,6 perc, (R)-(-)-BPDdiAc: 47,4 perc.

Az alkalmazott kiralis all6fazison a monoacilezett szarmazékok (BPDAc-1 és
BPDACc-2) enantiomer dsszetételének meghatarozasa kémiai szarmazékképzést kovetden
diacilezett formaban volt lehetséges. A kémiai szarmazékképzés 1épéseit a fiiggelék
11.1.5. fejezetében mutatom be.

crer

reakcioelegyb6l nyert BPDdiAc mintak negativ eldjelii forgatasa alapjan igazoltam.
Irodalmi  adatok szerint a (R)-(-)-1,2-diacetoxi-3-benziloxipropan fajlagos
forgatoképessége: [a]o = 14,3 (c = 0,9, CHCIs).

Az 1-feniletanol kinetikus rezolvdldsa soran kapott mintdk kirdlis dallofazison tortend

gazkromatogrdfias (GC) analizise

A mintak GC elemzését Finnigan Trace GC Ultra tipusu (Thermo Electron Corporation)
langionizacios detektorral ellatott gdzkromatograffal végeztiik. A vizsgalt enantiomerek
elvalasztasa Agilent J&W HP-Chiral-20 B oszlopon (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
tortént. A vivogaz 170 kPa fejnyomast hélium volt. Az injektor és a FID detektor
hémérséklete 250 °C volt.

Hoémérsékletprogram glicerin-triacetat észterezdszerrel végzett reakciok esetén: a kezdeti
6 perces 110 °C-0s izoterm szakaszt kovetéen 175 °C-ra emelkedett a kemence
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hémérséklete 4,5 °C/perc sebességgel, amit 3 perces izoterm szakasz kdvetett, ezutan
12 °C/perc felfiitési sebességgel érte el a program a végsd 230 °C homérsékletet, amit
1 percig tartott. Retencids idok: (S)-PEAc: 9,6 perc, (R)-PEAc: 9,9 perc, (R)-PE:
10,0 perc, (S)-PE: 10,3 perc.

Hoémérsékletprogram glicerin-tributirat észterezOszerrel végzett reakciok esetén: a
kezdeti 18 perces 110 °C-os izoterm szakaszt kdvetéen a kemence hdmérséklete a végsod
240 °C-ra emelkedett 20 °C/perc felfiitési sebességgel, amit 5 percig tartott a program.
Retencios id6k: (R)-PE: 12,3 perc, (S)-PE: 13,1 perc, (R)-a-MBB: 20,9 perc, (S)-a-MBB:
21,0 perc.
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IV.2 Enantioszelektiv észterezés vizsgalata vinil-acetattal

Mig kutatomunkdm kezdetén a racém vegyliletek szuperkritikus szén-dioxidos
extrakcioval kombinalt részleges diasztereomer soképzésen alapuld rezolvalasa mar tobb
éve kutatott témateriilet volt kutatocsoportunkban, addig a szuperkritikus szén-dioxid
oldoszerben megvalositott enantioszelektiv enzimkatalizalt reakcidk vizsgélata teriiletén
kutatocsoportunk nem rendelkezett gyakorlati tapasztalatokkal. Az elsék kozott
csatlakoztam a kutatasi témateriilet vizsgalatdhoz. Munkdm sordn elsd
modellvegyiiletként egy kiralis glicerinszarmazék, a 3-benziloxipropan-1,2-diol lipaz
katalizalt enantioszelektiv észterezését vizsgaltam scCO; olddszerben vinil-acetat
észterezOszerrel. Herradon és munkatarsai [156] a BPD regio- és enantioszelektiv
acilezését Pseudomonas fluorescens és Pseudomonas cepacia eredeti lipazokkal
vizsgaltak kloroform, tetrahidrofuran, valamint n-hexan és tetrahidrofuran oldészerek 1:1
aranyu elegyében. Szuperkritikus szén-dioxidban végrehajtott reakciorol az irodalomban
nem voltak informaciok elérhet6ék. Munkam els6dleges célkitlizése az acilezési
folyamatot katalizald, a nagynyomast koriilmények kozott alkalmazhato lipaz enzimek
megvalasztasa volt. Az acilezési reakciot hat kiilonb6z6 lipaz enzimmel vizsgaltam.
A kereskedelmi forgalomban beszerezhet6 Lipase AK, Lipase PS és PPL enzimek mellett
sor keriilt harom kiilonb6z6 termofil fonalasgomba térzsbél (Trichoderma reesei RUT-
C30, Thermoascus thermophilus NRRL 5208, Talaromyces emersonii NRRL 3221)
izolalt lipaz tesztelésére is. Utobbi harom, vizsgalataim idején kereskedelmi forgalomban
nem elérheté enzimkészitmény biokatalizatorként valo alkalmazasara scCO-ban az
irodalomban nem talaltam utalast.

A termofil fonalasgomba torzsekbodl izolalt lipdzok scCO, oldészerben torténd
vizsgalatat a IV.1.1. fejezetben feltiintetett alacsony hidrolaz aktivitasuk ellenére
igéretesnek tartottam, mivel szerves olddszeres kozegben kiemelkedd biokatalitikus
aktivitast mutattak kiilonb6z6 alkohol szubsztratok acilezési folyamataiban. Szemléletes
példa erre a 2-benzoiloxipropan-1,3-diolnak a Talaromyces emersonii NRRL 3221
torzsbol izolalt lipaz enzim altal katalizalt, vinil-acetattal végzett acilezése. Az izolalt
enzim az olivaolaj szubsztrattal mért 1,1 mU/mg (25 °C, pH = 7) hidrolaz aktivitasa
ellenére 87%-0s termeléssel, 94%-os ee érték mellett katalizalta az (R)-monoacilezett
termék képzOodését. A kapott adatok Osszemérhet6k a tobb nagysagrenddel nagyobb
hidrolaz aktivitast mutatdé PPL enzimmel kapott eredményekkel (63%-o0s termelés és
96% ee értékek az (R)-monoacilezett termékre) [173].

Meéréseimet a 37. abran lathatd, a tanszéki kutatdcsoport munkatarsai altal tervezett és
épitett keringetett lizemi csérektorban végeztem. A reaktor megépitését megel6z6en
nagy nyomasu koriilmények kozott lejatszodo reakciok vizsgalatara alkalmas rendszer
nem allt rendelkezésiinkre. Célkitiizéseim kdzott szerepelt ezért annak vizsgélata, hogy a
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rendszer alkalmas-e enzimkatalizalt reakciok megvalositasara. Vizsgaltam tovabba a
kereskedelmi  forgalomban  kaphatd  élelmiszeripari  tisztasaghi  szén-dioxid
nedvességtartalmanak hatasat a konverziora és a termékek enatiomertisztasagara.

IV.2.1 Kilénboz6 lipaz enzimek vizsgélata

A lipaz enzimek vizsgalata soran minden esetben 0,30 g (1,65 mmol) hordozon rogzitett
racém BPD-t mértem a reaktorba. Erre rétegeztem a szilard enzimet (a PPL, Lipase AK
¢s Lipase PS enzimkészitményekbdl 0,25 g-ot, a termofil fonalasgomba torzsekbol
izolalt nyers lipazokbol 0,50 g-ot hasznaltam) és a vinil-acetatot (2,5 ml, 28,2 mmol) a
racém szubsztratra nézve nagy feleslegben alkalmazva. A 38 °C hdémérsékletre
termosztalt reaktort folyékony szén-dioxiddal toltottem fel 12 MPa nyomasra. A reakcio
koriilményei mellett a szuperkritikus allapot szén-dioxidban oldott BPD-nak és vinil-
acetatnak az enzimaggyal valé megfeleld érintkeztetést a scCO2-0s fazis keringetése
biztositotta. A reakci6idé minden esetben 4,5 6ra volt. A rendszer nyomasmentesitése
utan kapott reakcidelegy Osszetételét gdzkromatografias modszerrel vizsgaltam.

A scCOz-ban végzett enzimkatalizalt reakciok esetén a nyomas és a hémérséklet
meghatarozd paraméterek. Kutatomunkam ezen szakaszdban a vizsgalt acilezési
folyamat nyomas és homérséklet optimalizalasa nem volt célom. A kisérleteim soran
alkalmazott allando 12 MPa nyomas és 38 °C homérséklet értékek megvalasztasakor az
alabbi szempontokat vettem figyelembe.

— A valasztott nyomasnak egyfel6l hatart szab az alkalmazott berendezés maximalis
15 MPa iizemi nyomasa. A lipazokra jellemz6, hogy 10 MPa nyomas kézelében
stabilak és meg6rzik aktivitasukat [174].

— Irodalmi adatok szerint mind a kereskedelmi forgalomban kaphat6, mind a
termofil fonalas gombakbdl izolalt lipazok atmoszférikus kériilmények k6zott mar
szobahdmérsékleten magas hozam és enantiomerszelektivitdas mellett képesek
katalizalni a 2-aciloxipropan-1,3-diolok acilezését. Ismert emellett, hogy a lipazok
scCOz-0s kozegben mar 35-40 °C tartomanyban megfelelé biokatalitikus
aktivitassal rendelkeznek, ezért nem tartottam indokoltnak a 38 °C-ot meghaladd
hémérséklet beallitas alkalmazasat.

— Az alkalmazott nyomas és homérséklet paraméterek mellett oldott formaban
legyen jelen a szubsztrat és a reagens is a rendszerben. A reaktorba bemérheté BPD
mennyiségének meghatarozasahoz kozelit6 oldatosag méréseket végeztem. Ismert
mennyiségli hordozora parolt BPD-t mértem a reaktorba, A rendszert 38 °C-on
12 MPa nyomasra toltéttem fel szén-dioxiddal, amit 30 percen at keringettem.
A rendszer nyomasmentesitését kovetden a hordozd tomegcsdkkenésébol
kovetkeztettem az adott beallitasok mellett oldodott BPD mennyiségére. A vinil-
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acetat esetén irodalmi oldhatosagi adatokra tAmaszkodtam.

Az analitikai vizsgalatok eredményeként a kiilonboz6 lipaz enzimekkel végzett reakciok
soran valtozd mennyiségben képzodtek az 1-es (BPDAc-1) ¢és 2-es (BPDAc-2)
helyzetben egyszeresen acilezett termékek, valamint a BPD diacilezett (BPDdiAc)
szarmazéka a 39. abran lathatdo kétlépéses acilezési folyamatnak megfelelden.
A lejatsz6do folyamatok irreverzibilitasat a vinil-acetatbol képz6dé vinil-alkohol
acetaldehiddé torténd tautomerizacioja biztositotta.

OH
CHs O\ANOAC CHs
©\/ OH O)\O/\CHz BPDAc-1 O)\O/\CHZ OAc
0\/K/0H . : > T O\)\/OAC
* lipaz enzim lipaz enzim *
(R,S)-BPD OAc BPDdiAc
O\)A/OH

BPDAc-2

39. abra
A (R,S)-BPD lipaz katalizalt acilezése scCOz-ban

A reakciok lejatszodasanak mértékét a 4,5 ora utan elért, racém BPD-ra szamitott
konverzid (X) értékkel, valamint a keletkezett termékek hozamaival (Y) jellemeztem,
melyeket a 9. tablazatban foglaltam Ossze. A konverziét enzim aktivitas egységre
vonatkoztatott formaban adtam meg.

9. tablazat
A (R,S)-BPD lipaz katalizalt acilezése soran elért konverzio és a keletkezett termékek
hozamai (p = 12 MPa, T = 38 °C, 4,5 6ra)

Enzim X, %/U ML
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 169 321 4,7 29,0
Thermoascus thermophilus 105 18,3 2,4 19,1
Talaromyces emersonii 147 33,7 4,5 16,1

A tablazatban megadott értékek GC csucsteriilet szazalékok alapjan keriiltek meghatarozasra.

A fenti adatok alapjan elmondhatd, hogy a termofil fonalasgomba térzsekbdl izolalt lipaz
enzimek (T. reesei, T. thermophilus, T. emersonii) alacsony hidrolaz aktivitasuk ellenére
magas biokatalitikus aktivitast mutattak scCOz-ban. A 4,5 o6ras reakcioid6t kovetden az
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aktivitas egységre vonatkoztatott Konverzid értékek tobbszorésen meghaladtak a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 enzimkészitmények esetén elért konverziot.

A termék hozamok tekintetében kiilonbség tehetd a kereskedelmi forgalomban kaphato
lipazok és a termofil fonalasgomba torzsekbdl izolalt lipazok viselkedése kozott.
A kereskedelmi forgalomban kaphato lipazok elsdsorban a BPDAC-1 termék képzodését
katalizaltak, mig a termofil fonalasgomba torzsekbdl izolalt lipazok esetén a BPDAc-1
¢s a BPDdiAc termékek 0Osszemérhetd mennyiségben keletkeztek. Az enzimek
regioszelektivitasat vizsgalva minden esetben kimutathatdé volt a 2-es helyzetben
monoacilezett BPDACc-2 termék keletkezése is, am hozama egyik reakcio soran sem
haladta meg az 5%-ot.

A reakcidelegyek Osszetételét vizsgalva melléktermékként két acetal izomert (40. abra)
azonositottam a reakcidelegy mintak kromatogramjain. Az acetalképz6dést a BPD-nak
az enzimatikus folyamatban a vinil-acetatbol felszabadulo, am a zart rendszerb6l tavozni
nem tudo acetaldehiddel lejatszodd kémiai reakcidja eredményezi.

CH3

cisz-4-[(benziloxi)metil]-2-metil-1,3-dioxalan  transz-4-[(benziloxi)metil]-2-metil-1,3-dioxalan
(cisz-acetal) (transz-acetal)

40. abra
Az acilezési folyamat acetal melléktermékei

Az acetal melléktermékek aranyanak jellemzéséhez a melléktermékek hozamat
viszonyitottam az 0Osszes termék hozamhoz (acilezett termékek és az acetal
melléktermékek egylittes hozama). A kereskedelmi forgalomban kaphato lipaz enzimek
¢és a Trichoderma reesei gombatorzsbdl izolalt lipaz esetén a melléktermék hozam 20%
kozelében wvolt. A Thermoascus thermophilus ¢és a Talaromyces emersonii
gombatdrzsekbdl izolalt lipazok esetén a melléktermék képzdodés aranya jelentdsen
meghaladta a 20%-ot. A melléktermékek aranyanak az enzimkészitményt6l valo fiiggése
a BPD atalakitds reakcidsebességével hozhatd 0Osszefiiggésbe. Utobbi két
enzimkészitménynél BPD gyorsabb atalakulasa kovetkeztében magasabb volt a
reakcioelegyben az acetaldehid koncentracio, ezért adott idé alatt tobb melléktermék
keletkezett. Minden esetben elmondhatd, hogy a transz- és a cisz-acetdl izomerek
egymashoz viszonyitott ardnya 2:1 volt.

A BPD acilezése egy kétlépéses folyamat, ezért a BPDdiAc termék enantiomertisztasaga
jo mutatd lehet az enzim sztereoszelektivitasanak jellemzésére. A vizsgalt lipazok
enantiomerszelektivitasa a 10. tablazat adati alapjan értékelhet6. A termofil
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fonalasgombakbol izolalt lipdzok alacsony enantiomertisztasag (eew)-srodiac < 25%)
mellett katalizaltdk a BPDdiAc termék képz6dését, enantiomerszelektivitasuk elmaradt
a kereskedelmi forgalomban kaphaté lipazokkal elért eredményekhez képest.
A legszelektivebbnek a Lipase AK ¢és a Lipase PS enzimek bizonyultak

crer

BPDdiAc termék (R) enantiomerének képzodését preferalta.

10. tablazat

A BPDdiAc termék enantiomertisztasaga (p = 12 MPa, T = 38 °C, 4,5 6ra)

Enzim eeR)-ePpdiac, % | Enzim €€(r)-BPDdiAc, %0
PPL 45,1 Trichoderma reesei 25,0
Lipase PS 73,6 Thermoascus thermophilus 21,2
Lipase AK 71,6 Talaromyces emersonii 19,2

A vizsgalt hat lipaz enzim koziil a (R,S)-BPD scCO,-os kdzegben végzett enzimatikus
acilezése soran alkalmazott lipaz enzimek értékelésekor a konverziot, a BPDdiAc termék
enantiomertisztasdgat és a melléktermék képzOodés aranyat hasonlitottam Ossze.
A bemutatott eredmények alapjan mindharom szempontbdl optimalis enzimkészitmény
nem jelolhetd ki. A termofil fonalasgomba torzsekbdl izolalt lipdzok kimagaslo
biokatalitikus aktivitast mutattak. Szelektivitas tekintetében azonban a kereskedelmi
forgalomban kaphato lipazok bizonyultak eredményesebbnek.

IV.2.2 Nedvességtartalom hatdsa

Mivel a vizkoncentracido az enzimek szamara fontos paraméter, vizsgaltam, hogy a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 szén-dioxid nedvességtartalma milyen hatassal van a
(R,S)-BPD scCOz-o0s kozegben végzett enzimatikus acilezésére. A nedvességtartalom
szempontjabol két beallitast vizsgaltam. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 99,5%-0s
tisztasagi CO; alkalmazasa mellett vizmentes CO,-ban is elvégeztem a reakciot.
A kereskedelmi forgalomban elérhetd, nedvességet tartalmazd COz-ot a tovabbiakban
scCO; jeloléssel hivatkozom. Utdbbi esetben a szén-dioxid a reaktorba 1épés el6tt egy
zeolit adszorbenssel (0,63 - 2 mm, Zeotrade Kft., Mad) toltott oszlopon haladt keresztiil,
ami biztositotta, hogy a szén-dioxid vizmentes allapotban (szaraz scCO) Iépjen a
reaktorba. Ekkor a rendszer nedvességtartalmat az enzim sajat viztartalma hatarozta meg.

Katalizatorként a Lipase AK enzimkészitményt valasztottam, minden reakciét 12 MPa
nyomason ¢és 38 °C homérsékleten, 4,5 oOras id6tartamban végeztem. Elso
megkozelitésben a nedvességtartalom hatasat a 4,5 oras reakci6idé alatt elért konverzid
(X), a termékhozamok (Y) és a termékek enantiomertisztasaga (ee) szerint értékeltem.
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A 11. és a 12. tablazatokban 3 — 3 db ismételt mérés atlagat és az ismétlések alapjan
szamitott szoérdsokat tiintettem fel. A mérési eredmények azt mutatjak, hogy a
kereskedelmi forgalomban kaphatod szén-dioxid nedvességtartalma nincs szignifikans
hatassal a termékhozamokra és az enzim enantiomer szelektivitisara, ha a mérési
eredményeket a pusztan az enzim altal tarolt nedvességtartalommal jellemzett kdzegben
elvégzett reakcié eredményeivel vetjiik 6ssze.

11. tablazat
A termék hozamok 6sszehasonlitasa (p = 12 MPa, T = 38 °C, 4,5 ¢ra,
Lipase AK enzim)

Y, %
Termék
szaraz scCO> scCO;

BPDACc-1 55,4+5,8 56,5+ 3,2
BPDAc-2 6,2+1,6 77+1,2
BPDdiAc 255+128 16,8+ 8,3
Konverzid, % 96,3+ 2,7 90,0+5,7
12. tablazat

A termékek enantiomertisztasaganak 6sszehasonlitasa
(p =12 MPa, T =38 °C, 4,5 6ra, Lipase AK enzim)

Kozeg szaraz scCO; scCO,
€€(S)-BPDAC-1+ (S)-BPDAc-2, %0 29,9+8,1 26,5+9,8
€€(r)-BPDdiAc, %0 86,5+2,3 874+17

* A reakcioelegy oszlopkromatografias feldolgozasa soran az 1-es és 2-es helyzetben
monoacilezett termékek elvalasztasara nem volt méd. A megadott ee érték a két
regioizomer egyiittesére vonatkozik.

A szubsztrat és a termékkoncentraciok idébeli alakulasanak nyomonkovetése érdekében
meghatarozott id6kozonként (a reakcio kezdetétol szamitott 15., 25., 40., 60., 90., 150.,
210. és 270. percekben) mintat vettem a reakcidelegybdl. A mért koncentraciok idébeli
alakulasat a 41. (kereskedelmi forgalomban kaphato CO.) és a 42. (szaraz scCOz) abrak
szemléltetik.
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e BPD

“e. BPDAc-1
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BPDdiAc
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41. abra

s

forgalomban kaphaté CO, alkalmazasa esetén (p = 12 MPa, T =38 °C, Lipase AK enzim)
A szaggatott vonalak altalanos trendet mutatnak, nem fliggvényillesztés eredményei.
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srer

szaraz scCO»-ban (p = 12 MPa, T = 38 °C, Lipase AK enzim)
A szaggatott vonalak altalanos trendet mutatnak, nem fliggvényillesztés eredményei.
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A nedves scCO,-ban végzett reakcid esetén a BPD szubsztrat fogyasa jol kovethetd egy
cerp = a‘exp(-b-t) alaka exponencidlis fiiggvénnyel, azaz kvazi elsérendli reakcidként
leirhato. A BPDAc-1 monoacilezett regioizomer keletkezése egy kezdeti linearis
szakaszt kovetden leginkdbb egy harmadfoku polinommal jellemezhetd, aminek oka,
hogy folyamatosan valtozo sebességgel keletezik BPD-bdl és alakul at BPDdiAc
lefutasa ceppac2 = a'(1-exp(-b-t)) alakt fliggvényt kovet. A BPDdiAc termék
koncentracidja az id6 fiiggvényében jo kozelitéssel linedrisan novekszik, ennek oka
leginkabb az lehet, hogy a BPDAc-1 koncentracidoja széles idétartomanyban kozel
alland6. A monoacilezett szarmazékok koncentracidinak idébeli lefutdsa arra enged
kovetkeztetni, hogy az alkalmazott Lipase AK enzim elsGsorban az 1-es helyzetben
monoacilezett regioizomer tovabbacilezését katalizalja. Megallapithat6 tovabba, hogy a
4,5 6ra reakcioidé mindossze a BPD szubsztrat kozel teljes atalakitasahoz volt elegendo,
a BPDAc-1 termék tovabbacilezése még nem érte el az egyensulyi konverziot.

A reaktorba 1épést megeldzden vizmentesitett szén-dioxidban végzett reakcio esetén a
mért koncentraciok idébeli lefutasa némiképp eltérd képet mutat. A reakcid kezdetén a
BPD fogyasa és a BPDAc-1 termék képzddése meredekebb linearis szakaszokkal
jellemezhet6. A BPDdiAc termék koncentracidja kezdetben telitési gorbével kozelitheto,
majd exponencialisan novekszik.

crcr

A kereskedelmi forgalomban elérhetd, nedvességet tartalmazo CO; esetén az acetal
melléktermékek koncentracidja kozel linearisan novekszik. A BPD nedves CO2-ban
tapasztalt lassabb atalakulasa miatt folyamatosan jelen volt a rendszerben BPD, ami
lehetové tette a folyamatos melléktermék képzodést.

2,5 25
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A leszaritott scCOz-ban elvégzett reakcid soran a reakcid kezdetén magasabb
koncentracioban jelennek meg az acetal melléktermékek, ami a nagyobb kezdeti
reakciosebesség  kovetkeztében  megnovekedett acetaldehid  koncentracidval
magyarazhatd. A reakcid elOrehaladtaval 2,5 ora utan az acetal melléktermékek
koncentracidja allandésulni latszik, ekkor a BPD konverzidja megkozeliti a 99%-ot.

A koncentracio gorbék idébeli lefutasanak Osszehasonlitasa azt jelzi, hogy a rendszer
nedvességtartalmanak az egyes reakciolépések sebességére lehet hatasa. A BPD lipaz
katalizalt acilezésének kinetikai leirdsakor az alabbi reakcidlépések sebességi egyenleteit
kellene szamitasba venni:

— aBPD két enantiomerének fogyasa (2 db egyenlet),

— aBPDACc-1 termék két enatiomerének képzddése, és az enantiomerek
tovabbalakulasa a 2. acilezési 1épésben (2 db egyenlet),

— aBPDACc-2 termék két enatiomerének képzddése, és az enantiomerek
tovabbalakulasa a 2. acilezési 1épésben (2 db egyenlet),

— aBPDdiAc termék két enantiomerének képzddése a monoacilezett termékek
enantiomereibdl (2 egyenlet).

— acisz- és transz-acetal melléktermékek képzodése, melyek nem enzim katalizalt
kémiai reakciok (4 egyenlet).

A nagyszamu parhuzamosan lejatszodo reakciolépés miatt a folyamat kinetikai leirdsa
12 db sebességi differencialegyenlet megoldasat tenné sziikségessé. Ehhez ismerniink
kellene a szubsztrat- és az egyes termék enantiomerek koncentracidinak id6beli lefutasat.
Raadasul az egyes egyenletekben az enzim aktivitasara jellemz6 reakciosebességi
egylitthatok idofiiggdk lehetnek. Az idofiiggés kiillondsen valdszinii a vizmentes szén-
dioxiddal feltoltott reaktor esetében, amikor a keringetett oldoszer az enzim feliiltén levo
vizet extrahdlja. A viztartalom valtozas aktivitds és szelektivitds valtozast
eredményezhet. Tovabba a reakcioban keletkez6 termékek (észterek) és melléktemékek
(acetaldehid, acetalok) esetleges inhibiciés hatasat is figyelembe kellene venni.
Masrészrol a reakcio nyomonkovetése soran levett mintak mennyisége nem tette lehetévé
még a BPD és a monoacilezett termékek szarmazékképzést kovetd enantiomer
Osszetételének meghatarozasat sem, ezért a reakcid részletes kinetikai leirdsdra nem
vallalkoztam.

Kozelitésként a (R,S)-BPD szubsztrat fogyasa a (15) egyenlettel irhato le.

Co— G

=1—exp(-k-t) (15)

Co
ahol co és Ci a szubsztrat kezdeti és t reakcidid6 utan mért koncentracidja (mM),
k latszolagos reakciosebességi egyiitthatd (1/perc),
t reakcidido (perc).
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A (15) egyenlet linearizalt formajanak illesztésével kapott egyeneseket a 44. abra
szemlélteti, melyek meredeksége a latszolagos reakciosebességi —egyiitthato.
A reakciosebességi egylitthatokat Gsszevetve elmondhatd, hogy a BPD szubsztrat
fogyasa mintegy 1,5-szer gyorsabban jatszodik le vizmentes szén-dioxidban.
Természetesen ez nem jelenti azt, hogy az enzim sajat viztartalma lenne az optimalis
nedvességtartalom. A rendszer nedvességtartalmanak optimalizalasahoz szélesebb
vizkoncentracié tartomanyban kell vizsgalni a reakcid lefutdsat ez azonban ebben a
szakaszban nem volt célom.

7
6
y = 0,0213x ®
5
~ 4
L
= ; ®5cCO2
szaraz scCO2
2
1
0
0 50 100 150 200 250 300
t (perc)
44, abra

A nedvességtartalom hatésa a (R,S)-BPD szubsztrat fogyasara
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IV.3 Enantioszelektiv észterezés vizsgalata glicerinszarmazékok
alkalmazasa mellett

Kiralis szekunder alkoholok enzimkatalizalt kinetikus rezolvalasi folyamataiban
acilezészerként jellemzden vinil-acetatot alkalmaznak. A vinil-acetat mellett azonban a
kornyezetvédelmi és munkavédelmi szempontbdl is kedvezdbbnek tekintett glicerin-
észterek [166], illetve természetes olajok [175] is megfeleld észterezGszerek. Ezek az
észterezoszerek folyékony halmazallapotuknak koszonhetéen nemcsak reaktansként,
hanem reakciokozegként is funkcionalhatnak, kikiiszobolve ezaltal a szerves oldoszerek
szlikségességét. Tovabbra is problémat jelent azonban a reakcio soran keletkez6 termék
és a visszamaradd szubsztrat kornyezetkimélé modon torténd kinyerése a nagyobb
viszkozitasu olajos fazisbol. Az elvalasztast leggyakrabban szerves oldoszeres
extrakcidval vagy preparativ oszlopkromatografias modszerekkel valositjak meg.

2014-t61 ujra bekapcsolodtam a szuperkritius szén-dioxidot felhasznaléd rezolvalasokkal
kapcsolatos kutatasokba. Célom annak vizsgélata, hogy a scCO; milyen médon tud
hozzajarulni a glicerin-szarmazékokkal esetleg természetes olajokkal végzett kinetikus
rezolvalasi  folyamatok  kornyezetkiméldé  moddon  torténé  végrehajtasahoz.
Modellreakcioként a racém 1-feniletanol (PE) enzimkatalizalt kinetikus rezolvalasat
vizsgaltam. A kisérleti munka jelentOs részét szakdolgozo/diplomazé hallgatok, Amairi
Viktor, Szécsényi Agnes és Varga Zsofia végezték. Szerepem a kozos kutatdsokban: a
mérési modszerek kidolgozasaban szamos gyakorlati probléma megoldasa, valamint az
eredmények részletes értékelése, elemzése, a kisérleti munka tervezése €s iranyitasa.
A heterogén Osszetételi természetes olajok alkalmazasanak elokészitésére
észterezOszerként glicerin-triacetatot (GTA) és glicerin-tributiratot (GTB) valasztottam.
A GTA ¢és GTB ugyan szintetikus eredetli vegyiiletek, de tiszta komponensek és ebbdl
adoddan az analitika kidolgozasa is konnyebben megvalosithatdo. Tovabba a két
vegyiilettel, mint észterezOszerrel végzett kisérletek soran a szénlanchossz ndvelés
altalanos hatasardl nyertiink informaciokat, mind a fazisviselkedés, mind a
reakciosebesség és szelektivitas szempontjabdl. Katalizatorként tovabbra is Candida
antarctica lipaz B enzimet hasznaltam immobilizalt formaban.

IV.3.1 Atmoszférikus referenciakisérletek

A nagynyomasu kisérleteket megel6z6en atmoszférikus referencia kisérleteket
végeztiink olddszermentes kozegben. Reakciokozegként a nagy feleslegben alkalmazott
GTA ¢s GTB észterezOszerek szolgaltak. A folyamat soran a CALB enzim szelektiven
katalizalja az (R)-észter termék képzodését a 45. és a 46. abrakon lathatod
reakcidegyenleteknek megfelelden.
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46. abra
Az (R,S)-1-PE kinetikus rezolvalasa glicerin-tributirattal

A kidolgozott gazkromatografias analitikai modszernek (1V.1.2.3. fejezet) megfeleld
jel/zaj arany mellett (S) konfiguracidji észter termék jelenléte nem volt kimutathatd a
reakcioelegyben, a termék enantiomertisztasag mind PEAc esetében, mind a-MBB
esetében >99 %. Mintegy 5 oras reakcidid6t kovetden az (R,S)-PE-re szamolt konverzid
mindkét glicerinszarmazék esetén elérte az enzim szelektivitdsabol adddd elméleti
50%-ot (47. abra). A 1égkori nyomasu ellendrzé kisérleteket termosztalé fiirdébe allitott,
csavaros kupakkal zarhat6 tivegedényben végeztiik. Az elémelegitett (40 °C) GTA illetve
GTB észterez6 szerbe bemértiink 10 pl (82,8 mmol) (R,S)-PE-t, majd az elegyhez 10 mg
CALB enzimet adtunk. A kisérleteket szerves oldoszer alkalmazasa nélkiil hajtottuk
végre, areakciokozeget a szobahémérsékleten folyékony halmazallapot( észterezészerek
biztositottak. A reakcidelegyet magneses keverdmag segitségével 6 ordn at kevertettiik,
amelyb8l meghatarozott id6k6z6nként 5 pul mintat vettink. A mintakat
gazkromatograffal elemeztik. A racém szubsztratra szamitott konverzido idobeli
alakulasat a 47. dbra szemlélteti.
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X (%)

GTA
e GTB
0 60 120 180 240 300 360
t (min)
47. abra

A konverzi6 idobeli alakulasa
(atmoszférikus nyomas, T = 40° C, Co,r s)-pe = 82,8 MM, mcacs = 10 mg)
Els6rendi kinetika feltételezésével ((17) egyenlet) illesztett gorbe.

IV.3.1.1 Az enzimkinetikai konstansok meghatdrozdsa

Az enzimkinetikai konstansok (rmax, Km) meghatarozasahoz a (R,S)-PE kiindulasi
koncentracidjat 82,7 mM — 1653 mM koncentracid tartomanyban valtoztattuk. Minden
reakciot 10 mg CALB enzim felhasznalasa mellett 40 °C homérsékleten végeztiink 1 ml
térfogatii GTA illetve GTB észterezOszerben 5 0ran keresztiil.

A vizsgalt lipaz katalizalt kinetikus rezolvalasi folyamat a ping-pong bi-bi mechanizmust
koveti [71, 72]. Az észterezOszer nagy feleslegben torténé alkalmazasa esetén a reakcio
kinetikai leirasara jo kozelités a (4) egyenlettel leirhatd Michaelis-Menten kinetika.

Egylépéses reakcid esetén a kezdeti reakcidosebesség (ro) meghatarozasahoz az atalakult
Tekintettel arra, hogy a reakcido nyomonkdvetése soran vett reakcioelegy mintakban az
(S)-észter termék koncentracidja az alkalmazott analitikai modszer meghatarozasi hatara
alatt volt, a kezdeti reakciosebesség az (R)-észter termék képzOodésének sebességét
jellemzi.

A kezdeti reakciosebesség meghatarozasahoz az izoterm, tokéletesen kevert, szakaszos
tartalyreaktor modellt alkalmaztam. Az (R)-PE enantiomer fogyasa az alabbi els6érendii
kinetika szerinti reakciosebességi egyenlettel ((16) egyenlet) irhato le.
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_ dC(R)—PE
dt

ahol crre (R)-PE enantiomer koncentracidja (mol/dm?),

=m-r(t) =m-k- cg)_p(t) (16)

m az enzimkészitmény tomege (mg),
k reakcidsebességi egyiitthatd (1/(perc-mg enzimkészitmény)),

t reakci6idé (perc).

Co,(R)-PE—C(R)-PE
Co,(R)-PE
vételével a hozam (Y) id6beli valtozasa a (17) egyenlet szerint irhat6 le. A hozam fenti
moddon torténd szamitasat a CALB szelektivitasa, valamint az tette lehetévé, hogy a

reakcio soran melléktermék nem képzddott.

A (16) egyenletet integralasaval és az Y = Osszefiiggés figyelembe

Y(t) =1 — e kmt (17)

A keletkezett termék hozamot a reakcioidd fliggvényében abrazoltam és a kapott
pontokra a (17) egyenletnek megfeleld gorbét illesztettem Statistica for Windows 12
program segitségével. A kezdeti reakciosebességet a hozam gorbe t =0 idéponthoz
tartozo els6 derivaltjanak meghatarozasat kovetéen a (16) egyenlet szerint szamitottam.

A Cor-re fliggvényében abrazolt ry értékekre Michaelis-Menten tipust gorbét ((4)
egyenlet) illesztettem (48. abra), melynek egyenletébél meghataroztam a kezdeti
maximalis reakciosebesség és a Michaelis-konstans értékeit (13. tablazat). A Michaelis-
Menten tipusu gorbe illesztését szintén a Statistica for Windows 12 szoftverrel végeztem.
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0,2 A
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e GTB
0.1 GTA

0,0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Co,r)-PE (MM)

48. abra
Az (R,S)-PE kinetikus rezolvalasanak Michaelis-Menten gorbéje az észterezészer fliggvényében
(atmoszférikus nyomas, T = 40 °C, co,r)-pe = 41,3 — 827 mM, mcars = 10 mg)
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13. tablazat
Enzimkinetikai konstansok értékei (atmoszférikus nyomas, T = 40 °C)

s " 3 I'max
Eszterezészer Kwm, mol/dm 10 mol/(dm®-perc-mg enzim)
GTA 0,489 3,24
GTB 0,224 7,69

A vizsgalt glicerinszarmazékok kozott a reakcidkinetika tekintetében mutatkozott eltérés.
A 40 °C-on vizsgalt reakciok esetén GTB-tal végezve a kinetikus rezolvalast a maximalis
reakciosebesség 2,4-szerese a GTA észterezOszerrel mért értékhez képest. A hosszabb
szénlancl észterezOszer esetén az enzim affinitasa nagyobb, amit mind a nagyobb
maximalis reakciosebesség, mind a kisebb disszociacios allandd érték alatdmaszt.

IV.3.1.2 Az enzimkinetikai konstansok hémeérsékletfliggése

Az enzimkinetikai konstansok hémérsékletfiiggését a 40 °C-on magasabb rmax értékkel
jellemezhetd GTB észterezOszer esetén vizsgaltuk 5 kiilonbdz6 hdmérsékleten 30 - 70 °C
tartomanyban. A kiilonb6z6 homérsékletekhez tartozé Michaelis-Menten tipust gorbéket
a fiiggelék II1.2. fejezetének II.1. abraja szemlélteti. Az enzimkinetikai konstansok
hémérsékletfiiggése a 49. abran lathato. A vizsgalt szubsztrat koncentracio tartomanyban
a 'max értéke a homérseklet emelésével novekszik egészen 60 °C-ig, ami a k értékének az
Arrhenius egyenlet szerinti hdmérséklet fiiggésével magyarazhatd. A maximalis kezdeti
reakcidsebesség 70 °C-on tapasztalt csokkenése feltételezhetden az enzim magasabb
hémérsékleten bekdvetkezd stabilitas vesztésével hozhatd Osszefiiggésbe. A Kwm
tulajdonképpen az enzim — szubsztrat komplex disszociacios allandoja, amely a vizsgalt
hémérséklet tartomanyban a ndvekvé hdmérséklet hatasara novekvd tendenciat mutat,
vagyis az enzim szubsztrat affinitasa csokken.

93



2,0 400

_ 16 S 320
E
=
> 12 ¢ o 240
£
. =
e =
£
= 08 ® 160 ¥
=
£
= °
£ 04 80
® rmax KM
0,0 0
20 40 60 80

Hoémérséklet (°C)

49, abra
Az enzimkinetikai konstansok homérsékletfiiggése
GTB észterezoszer alkalmazasa esetén

IV.3.2 Reakcidk szuperkritikus szén-dioxidban

IV.3.2.1 Az 1-feniletanol kinetikus rezolvdldsa glicerin-triacetdttal

A reakcid soran kialakuldé fazisok szama elsdsorban a GTA scCOz-ban valod
oldhat6sagatol fiigg, mivel sokkal nagyobb koncentracidoban alkalmaztuk, mint az
alkoholt. Az (R,S)-PE scCO,-ban val6 oldhatosagarol fazisegyensulyi mérések talalhatok
az irodalomban [171, 172]. A 40 °C-on elvégzett fazisegyenstlyi mérések adatai alapjan
az alkalmazott bemérési koncentracio mellett az (R,S)-PE feloldodik a scCOz-ban
(10 MPa, 40 °C). Ugyancsak irodalmi adatok szerint a képz6dé PEAc észter termék
oldhatosaga meghaladja a PE oldhatosagat [178]. A GTA scCO2-ban valé oldhatdsagarol
nem talaltam mérési adatokat a szakirodalomban, ezért a reakcio soran kialakult fazisok
szamanak megallapitasa érdekében a GTA oldhatosagat kisérletesen vizsgaltuk. Harom
kiilonb6z6 GTA koncentracié esetén (3,95 m/m%, 4,56 m/m% és 8,42 m/m%)
opalosodasi pont meghatarozast végeztiink, mely soran tobb kiilonbdzd beallitott
hémérsékleten opalosodasi nyomast mértiink. 40 °C hémérsékleten az opalosodasi
nyomas értékek rendre 8 — 9 MPa kozé estek. Az opalosodasi pont meghatarozasa egy
valtoztathatd térfogat, nyomasalld, latoliveges cellaban (New Ways of Analytics
Messgeriate GmbH, Lorrach, Németorszag) tortént. Az opalosodasi pont mérések alapjan
ugy hataroztuk meg a kiindulasi koncentraciokat, hogy a reakcio a szilard, immobilizalt
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enzimkészitménytol eltekintve homogén, egy fazisu legyen.

A nyomas alatti reakciokat a 38. abran lathato tartalyreaktorban végeztiik. A reaktorba
bemértiink 30 ul (0,25 mmol) (R,S)-PE-t, 1550 pl (8,24 mmol) GTA-t és 20 mg CALB
enzimet. A termosztalt reaktort egyszer desztillalt szén-dioxiddal toltottik fel.
Az (R,S)-PE kinetikus rezolvalasanak idébeli lefutasat 10 MPa nyomasom ¢és 40 °C
hémérsékleten, 27 oOras id6tartamban vizsgaltuk. A racém alkohol mennyiségére
szamitott konverzio €s a visszamarado (S)-PE enantiomertisztasaganak id6beli alakulasa
az 50. abran lathato. A CALB enzim scCO»-ban is megdrizte aktivitasat €s szelektivitasat.
Az elméletileg elérhetd maximalis konverziot megkozelité 49%-0s konverzio értéket
5 ora utdn értikk el. A kiindulasi szubsztrat ee értéke a reakcid eldrehaladdsanak
mértékétol fliggott, a reakcio teljes lejatszodasa esetén az ees)-re > 99%.
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50. abra

Az (R,S)-PE kinetikus rezolvalasa glicerin-triacetattal scCO-ban
(p=10 MPa, T =40 °C)

A reakciosebességek Osszehasonlitasat a 1égkori nyomason, oldészermentesen végzett,
illetve a nagynyomast reakciok kozott is elvégeztem. A 1V.3.1.1. fejezetben
meghatarozott Michaelis-Menten egyenletbdl azonos alkohol-koncentraciokra szamolt
reakciosebességgel hasonlitottam Ossze a mért kezdeti reakcidosebesség értékeket és az
eredményt az 51. abran abrazoltam. Az oldoszermentes kisérletek kezdeti
reakcidsebességei is egy egyenesre esnek (mint a Michelis-Menten gorbe kezdeti

szakasza is jol kozelithet6 egyenessel), de oldoszermentes esetben 2,4-szer nagyobb az
egyenes meredeksége.
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A légkori nyomason olddszermentes kdzegben és a SCCO-ban (p = 10 MPa, T = 40 °C) végzett
reakciok kezdeti reakciosebességeinek dsszehasonlitasa

A kovetkezetesen kisebb reakcidosebesség oka lehet, hogy a reakcioelegyben a masik
szubsztrat, a triacetin koncentracioja kisebb a szén-dioxidban végzett mérések esetén,
vagy az enzim kisebb aktivitasa is. Ezért elvégeztiik atmoszférikus koriilmények kozott
n-hexan oldoszerben is a reakcidsorozatot és a kezdeti reakcidsebességek
meghatarozasat. A szuperkritikus szén-dioxidban és az azonos GTA koncentraciok
mellett n-hexanban végzett reakciok kezdeti reakcidosebességeit a kiindulasi alkohol

crer
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52. dbra
A légkori nyomason n-hexan és a sScCO»-ban (p = 10 MPa, T =40 °C) végzett reakciok kezdeti
reakcidsebességeinek 0sszehasonlitisa

Az eredmények alapjan valdsziniisitem, hogy az azonos PE koncentracio mellett kisebb
szuperkritikus szén-dioxidban mért kezdeti reakcidsebesség oka nem a nyomas,
viztartalom, vagy az enzim feliileten valo pH valtozas, hanem hogy a GTA térfogatra
vonatkoztatott koncentracidja 1/36-a az oldoszermentes mérésekének.

IV.3.2.2 Az 1-feniletanol kinetikus rezolvdldsa glicerin-tributirattal

A GTB estén az (R,S)-PE kinetikus rezolvalasat az atmoszférikus kortilmények kozott
legjobbnak talalt hdmérsékleten, 60 °C-on, vizsgaltuk. A kisérleti berendezés kialakitasa
miatt a nyomast 10 és 20 MPa tartomanyban lehet vizsgalni. Az irodalomban sema GTB
sem az a-MBB oldhatosagardl nem talaltam adatot. A reakcidelegy ezeknél varhatéoan
még rosszabbul oldodik a keletkezd kevés glicerin, valamint a mono- és digliceridek
kisebb CO; oldhatdsaga miatt.

Megmértiik ezért a GTB, az a-MBB, valamint a 1égkdri nyomason végzett kisérletek
soran keletkezett reakcidelegy szén-dioxid oldhatosagat 1atdiiveges cellaban, opalosodasi
pont méréssel. Az 53. abran az opalosodasi nyomas lathato a hoémérséklet fliggvényében.
A pontsorozatok felett az adott 0sszetételi elegy homogén fazist alkot, alatta folyadék —
fluid két fazist.
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53. dbra
A GTB, az a-MBB ¢s a légkdri nyomason végzett kisérletek soran keletkezett
reakcioelegy oldhatosaga szén-dioxidban

Az oldhat6sagi adatok alapjan olyan bemérést valasztottunk, aminél 10 MPa nyomason
mindvégig két fluid fazis, 20 MPa nyomason pedig mindvégig egy fluid fazis van jelen
a reaktorban a szilard enzimkészitmény mellett. 670 pul 1:10 moélaranyu (R,S)-PE — GTB
elegyet és 10 mg CALB enzimet mértiink a 38. abran lathatdo 60 °C-ra termosztalt
reaktorba. Ezutan egyszer desztillalt szén-dioxiddal toltottikk fel a reaktort a kivant
nyomasra.

A CALB enzim tovabbra is megoérizte szelektivitasat, a reakcidelegy mintakban
(S)-a-MBB termék nem volt mérhet6. Eltérést tapasztaltam azonban a konverzi6 idébeli
lefutdsaban, az 54. dbran 3 — 3 db parhuzamos mérés eredményei lathatok. A kinetikus
rezolvalas 10 MPa nyomason, vagyis heterogén rendszerben gyorsabb, 5 éras reakcioid6t
kovetden az (R)-PE atalakulasa teljesnek tekinthetd. A fazisviszonyoknak a kezdeti
reakciosebességre gyakorolt hatdsanak okat az enzim koril kialakult GTB szubsztrat
koncentracioviszonyokban latom, ami megegyezik a GTA esetében tapasztaltakkal.
A kétfazisu, folyadék — scCO, rendszerben az also folyadék fazisban talalhaté enzim
korlil magasabb GTB szubsztrat koncentracié alakulhatott ki, mint a homogén,
scCO,-ban oldott reakcidelegy esetén, mig a PE mindkét fazisban jelen van, ezért a két
esetben az enzim kdrnyezetében nem tér el jelentdsen a koncentracigja.
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A konverzi6 id6beli alakulasa az (R,S)-PE glicerin-tributirattal scCO2-ban végzett kinetikus
rezolvalasa soran (T = 60 °C)
A szaggatott vonalak altalanos trendet mutatnak, nem fliggvényillesztés eredményei.

A nagynyomast, scCO.-ban glicerin-szarmazékokkal, mint észterezészerekkel elvégzett
reakciok tapasztalatai alapjan a természetes olajokkal elvégzett kinetikus rezolvalasi
folyamatok vizsgalatanal a jov6ben az alabbi szempontokat fogom kiemelten figyelembe
venni.

— A nagyobb szénatomszamu zsirsavakat tartalmaz6 észterek estén nagy nyomasra
(p > 25 MPa) van sziikség abban az esetben, ha a reakciot homogén fazisban
akarjuk végrehajtani. Alacsonyabb nyomas alkalmazéasakor a reakcid heterogén,
kétfazisu lesz. Az also olajos fazisba oldodott szén-dioxid viszkozitas csokkentd
hatasa azonban kedvezo lehet. Tovabbi elénye a két fluid fazisa reakcionak, hogy
az enzim kornyezetében a szubsztrat koncentracidja nagyobb.

— Az oldhatdsagi adatok ismeretében a termék illetve a visszamaradd szubsztrat
kornyezetkiméld mddon, szén-dioxidos extrakcioval kinyerheté a nagynyomasu
reaktortérbol. Mar a PE és az a-MBB oldhatosaga kozott is jelentds a kiillonbség,
tovabbi molekulatomeg novekedés esetén a keletkezé észter scCOz-ban vald
oldhatosaga kozotti kiilonbség novelhetd, ami a megfeleld6 nyomas ¢és
hémérsékletviszonyok beallitasa mellett megkonnyitheti a szubsztrat és a termék
elvalasztasat frakcionalt nyomascsokkentéssel. Az elvalasztds szempontjabol
valdszintileg 1étezik optimalis szénlanc hosszusagu észterezOszer.
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IV.4 Osszefoglalds

A szuperkritikus szén-dioxid oldoszerben lejatszodd kinetikus rezolvalas vizsgalata
soran két kiralis alkohol, a 3-benziloxipropan-1,2-diol (BPD) és az 1-feniletanol (PE)
lipaz katalizalt észterezésével foglalkoztam.

A 3-benziloxipropan-1,2-diol kétlépéses konszekutiv acilezése soran észterezoszerként
vinil-acetatot alkalmaztam. Az acilezési reakcié vizsgalatakor a kereskedelmi
forgalomban beszerezhetd Lipase AK, Lipase PS és PPL enzimek mellett sor keriilt
harom kiilonb6z6 termofil fonalasgomba torzsbél (Trichoderma reesei RUT-C30,
Thermoascus thermophilus NRRL 5208, Talaromyces emersonii NRRL 3221) izolalt
lipaz tesztelésére is.

A racém szubsztratra vonatkoz6 konverzid értékek osszevetése alapjan megallapitottam,
hogy a fonalasgomba torzsekbdl izolalt lipaz enzimek alacsony hidrolaz aktivitasuk
ellenére magas biokatalitikus aktivitast mutattak scCOz-ban. A 4,5 oras reakcioidot
kovetéen az aktivitds egységre vonatkoztatott konverzié értékek tobbszordsen
meghaladtdk a kereskedelmi forgalomban kaphatd enzimkészitmények esetén elért
konverziot.

Azonos nyomas és homérséklet paraméterek (12 MPa, 38 °C) mellett a vizsgalt reakciok
regioszelektivitasanak vonatkozasaban kiilonbséget mutattam ki a kereskedelmi
forgalomban kaphat6 lipazok és a termofil fonalasgomba torzsekbol izolalt lipazok
viselkedése kozott. A kereskedelmi forgalomban kaphatd lipazok elsGsorban az 1-es
helyzetben monoacilezett termék (BPDAc-1) képzodését katalizaltak, mig a termofil
fonalasgomba torzsekbdl izolalt lipazok esetén az 1-es helyzetben monoacilezett és a
diaclezett termékek (BPDdiAc) 6sszemérheté mennyiségben keletkeztek.

Igazoltam, hogy az acilezési reakcidt cisz- és transz-4[(benziloxi)metil]-2-metil-1,2-
dioxalan (cisz- és transz-actal) melléktermékek képz6dése kiséri. A melléktermék
képz6dést a BPD-nak az enzimatikus folyamatban a vinil-acetatbol felszabadulo, am a
zart rendszerbdl tavozni nem tudd acetaldehiddel lejatsz6dd kémiai reakcidja
eredményezi.

Az enzimkészitmények sztereoszelektivitasanak jellemzését a diacilezett termék
enantiomertisztasaga alapjan végeztem el. Megallapitottam, hogy a termofil
fonalasgomba torzsekbdl izolalt lipazok alacsony enantiomertisztasag mellett
katalizaltak a diacilezett termék (eew)-srodiac < 25%) képzOdését, enantiomer
szelektivitasuk elmaradt a kereskedelmi forgalomban kaphaté lipazokkal -elért

crer

mindegyik enzim a diacilezett termék (R) enantiomerének képzodését preferalta.

A rendszer nedvességtartalmat tekintve a kereskedelmi forgalomban kaphaté 99,5%-0s
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tisztasagu szén-dioxidban elvégzett reakciot azzal az esettel hasonlitottam 0ssze, mely
soran a reaktorba 1épés el6tt a szén-dioxidot zeolit adszorbensen keresztiilvezetve
szaritottam. Katalizatorként a Lipase AK enzimkészitményt valasztottam. Megfigyeltem,
hogy a kereskedelmi forgalomban kaphatéo szén-dioxid nedvességtartalma nincs
szignifikans hatassal a termékhozamokra €és az enzim enantiomerszelektivitasara, ha a
mérési eredményeket a szaritott szén-dioxidban elvégzett reakcid eredményeivel vetjiik
Ossze. A reakciok idobeli lefutasat nyomon kdvetve arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy
a rendszer nedvességtartalmanak az egyes reakcidlépések sebességére lehet hatdsa.

Az 1-feniletanol kinetikus rezolvalasa soran észterezdszerként glicerin-triacetatot (GTA)
és glicerin-tributiratot (GTB) valasztottunk. Célom annak vizsgalata volt, hogy a scCO-
milyen modon tud hozzajarulni a glicerin-szarmazékokkal, esetleg természetes olajokkal
végzett kinetikus rezolvaldsi folyamatok kornyezetkimélé moddon  torténd
végrehajtasahoz. A scCO: olddészerben elvégzett reakciok eredményeit atmoszférikus
referencia kisérletekkel hasonlitottam Ossze. Az atmoszférikus nyomasu reakciokat
hagyomanyos szerves oldoszer alkalmazasa nélkiil hajtottuk végre, a reakciokozeget a
szobahdmérsékleten folyékony halmazallapott észterezdszerek biztositottak.

Megallapitottam, hogy az alkalmazott Candida antarctica lipiz B enzim mind
scCO»-ban, mind atmoszférikus nyomason, szerves oldoszermentes koriilmények kozott
szelektiven katalizdlja a szubsztrat (R)-izomerének atalakuldsat. A  termék
enantiomertisztasag mind az 1-fenil-etil-acetat esetében, mind az a-metil-benzil-butirat
esetében >99%.

Az atmoszférikus nyomason végzett reakciok esetén kimutattam, hogy 40 °C-on
GTB-tal végezve a kinetikus rezolvalast a maximalis reakciosebesség 2,4-szerese a GTA
észterezOszerrel mért értékhez képest. A hosszabb szénlanct észterezdszer esetén az
enzim affinitasa nagyobb, amit mind a nagyobb maximalis reakcidsebesség, mind a
Kisebb disszociacios allando érték alatamaszt.

A GTA észterezészer esetén oldoszermentes koriilmények kozott a reakcidsebesség
2,4-szerese a ScCO--ban (100 bar, 40°C) tapasztalt reakcidosebességnek. Igazoltam, hogy
nagy nyomason a reakcidsebesség csokkenését nem az enzim aktivitasvesztése, hanem a
GTA szubsztrat kisebb koncentracioja okozza.

Az észterezOszer szénlanc hosszanak novelése nagynyomasu koriilmények kozott a
fazisok szamanak novekedéséhez vezet. GTB észterezdszer esetén mig 60 °C-on és
20 MPa nyomason a reakcidelegy sCCOz-ban oldott allapotban tarthato, addig 10 MPa
nyomason a reakcid heterogén rendszerben jatszodik le. A kinetikus rezolvalas 10 MPa
nyomason, vagyis heterogén rendszerben gyorsabb, 5 oras reakcioid6t kovetden az
(R)-PE atalakulasa teljesnek tekinthetd. A fazisviszonyoknak a kezdeti reakciosebességre
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gyakorolt hatdsanak oka az enzim koriil kialakult GTB szubsztrat koncentracio-
viszonyokkal magyarazhato. A kétfazisu, folyadék — scCO, rendszerben az alsé folyadék
fazisban talalhat6é enzim koriil magasabb GTB szubsztrat koncentracié alakulhatott ki,
mint a homogén, scCO»-ban oldott reakcidelegy esetén. Ezzel szemben a PE mindkét
fazisban jelen van, ezért a két esetben az enzim kdrnyezetében nem tér el jelentdsen a
koncentracidja.

A természetes olajokkal elvégzett kinetikus rezolvalasi folyamatokban a scCO, alabbi
szempontok szerint tud hozzajarulni a miivelet kornyezetkimélé modon torténd
végrehajtasahoz.

— A nagyobb szénatomszamu zsirsavakat tartalmazo észterek estén nagy nyomasra
(p > 25 MPa) van sziikség abban az esetben, ha a reakciot homogén fazisban
akarjuk végrehajtani. Alacsonyabb nyomas alkalmazasakor a reakcid heterogén,
kétfazisu lesz. Az also olajos fazisba oldodott szén-dioxid viszkozitas csokkentd
hatasa azonban kedvezo lehet. Tovabbi elénye a két fluid fazisu reakcionak, hogy
az enzim kdrnyezetében a szubsztrat koncentracidja nagyobb.

— Az oldhatosagi adatok ismeretében a termék illetve a visszamaradd szubsztrat
kornyezetkiméld moddon, szén-dioxidos extrakcioval kinyerheté a nagynyomasu
reaktortérbdl. Az észterezdszer molekulatomeg novelése esetén a keletkezd
észtertermék scCOz-ban vald oldhatdsdga kozotti kiilonbség novelhetd, ami a
megfeleld nyomas és homérsékletviszonyok beallitasa mellett megkdnnyitheti a
szubsztrat ¢és a termék elvalasztasat frakcionalt nyomascsokkentéssel.
Az elvalasztas szempontjabol valdsziniileg 1étezik optimalis szénlanc hosszusagu
észterezOszer.
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V  UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Els6ként irtam le a racém N-metil-amfetamin diasztereomer soképzésen alapuld
szuperkritikus extrakcios rezolvalasi eljarasat. A kidolgozott rezolvalési eljaras
hatékonysaganak egyik alapfeltétele, hogy az oldoszerbdl, vakuumbeparlassal végzett
mintael6készités soran az extrakcid koriilményei kozott is stabil diasztereomer so
képzddik, mely az extrakcid sordn nem oldddik a szuperkritikus allapoti szén-
dioxidban, ugyanakkor a szabadon maradé enantiomer(keverék) jol oldodik a fluid
allapota oldoszerben. Ekkor a scCOj-0s extrakcid a diasztereomer s6 és a szabad
enantiomerkeverék gyors és hatékony elvalasztasara alkalmas. A vizsgalt rezolvalasi
rendszer azonos viselkedést mutatott a 6-fluor-2-metil-1,2,3,4-tetrahidrokinolin
esetén ugyancsak altalam kidolgozott szuperkritikus szén-dioxidos extrakcioval
kombinalt rezolvalasi eljarassal. [1], [I1]

Indoklas

Oldhatosag mérésekkel igazoltam, hogy a vizsgalt extrakcios nyomas- és homérséklet
tartomanyban (10 —20 MPa és 33 — 63 °C) a racém N-metil-amfetamin jol oldodik
scCOz-ban. A 20 MPa nyomason és 33 °C-on mért 0,52 m/m%-os technikai oldhatosagot
Osszevetve a kutatdcsoportban eddig extrakcios rezolvalassal vizsgalt racém vegyiiletek
azonos koriilmények mellett mért oldhatosdgaval elmondhatd, hogy ennél jobb
oldhatosagot csak a transz-2-klor-ciklohexan-1-ol és a 6-fluor-2-metil-1,2,3,4-
tetrahidrokinolin mutatott. Megallapitottam tovabba, hogy sem a rezolvaloszerek
onmagukban, sem pedig a veliik képzett diasztereomer sok nem oldédnak scCO»-ban,
ami lehetdvé teszi az extrakcios rezolvalasi eljaras alkalmazhatdsagat. Utdbbit
alatdmasztja a molekuldkban talalhat6é polaris csoportok, valamint az ionos kotések
jelenléte, melyek nem kedveznek a scCO,-ban vald oldhatosagnak.

2. Igazoltam, hogy az egy rezolvalasi lépésben eldallitott enantiomerkeverékek sikeren
tovabbtisztithatok mind Ujrarezolvalassal, mind pedig akiralis hozzatét
alkalmazasaval scCO--os extrakcidéval kombinalva. [11]

Indoklas

Az N-metil-amfetamin enantiomerkeverék konglomeratum képz6 jellege miatt a
hatékony tovéabbtisztitishoz a rezolvaloszert, vagy az akirdlis reagenst az
enantiomerfelesleggel ekvivalens mennyiségben adtam az enantiomerkeverékhez. Egy
tovabbtisztitasi  1épésben mindkét moddszer esetén a raffindtumbol nyert
enantiomerkeverék optikai tisztasaga elérte a 90%-ot.

3. Elsoként ismertem fel, hogy az N-metil-amfetamin olvadékbol torténd diasztereomer
s6 kristalyositasa esetén a scCOz-os extrakcid koriilményei kozott is stabil
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diasztereomer s6 képzodik. A scCOz-os extakcioval kombinalt olvadékbol torténd
diasztercomer kristalyositason alapuld rezolvalas esetén a mintaelokészités
oldoészermentes koriilmények kozott hajthatod végre. [IV]

Indoklas

Az N-metil-amfetamin hatékonyan rezolvalhatdé olvadékbol torténé diasztereomer
soképzéssel DBBS és DPTBS rezolvaloszerekkel. Mintegy 0,5 6ra szobahdmérsékleten
megvalositott kristalyosodast kovetden a scCOz-o0s extrakcid koriilményei kdzott is stabil
diasztereomer so keletkezett. Az optimalis fél ekvivalens molaranyban alkalmazva a
rezolvaldszert az F paraméter értékek nem kiilonboztek szignifikdnsan az oldoszerbdl
torténd vakuumbeparlassal kisért diasztereomer s6képzés soran kapott eredményektol.

4. Elséként valositottam meg racém diol konszekutiv észterezésen alapuld kinetikus
rezolvalasat szuperkritikus szén-dioxidban. [I11]

Indoklas

A 3-benziloxipropan-1,2-diol vinil-acetattal torténd kétlépéses konszekutiv acilezése
soran megallapitottam, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphat6é lipazok mellett
termofil fonalasgomba torzsekbdl izolalt lipdzok is magas biokatalitikus aktivitast
mutattak scCO,-ban. Azonos nyomas és homérséklet paraméterek mellett (12 MPa,
38 °C) mellett a vizsgalt reakciok regioszelektivitasanak vonatkozasaban kiilonbséget
mutattam ki a kereskedelmi forgalomban kaphato lipazok és a termofil fonalasgomba

crer

tekintve mindegyik enzim a diacilezett termék (R) enantiomerének képzodését preferalta.

5. Az 1-feniletanol lipaz katalizalt észterezésének példajan bemutattam, hogy ezek a
kinetikus rezolvalasi reakciok egyszeriisitett kinetikai leirasa pszeudo elsérendii
reakcio és Michaelis-Menten kinetika feltételezésével a technologiai igényeknek
megfeleld pontossaggal megvaldsithatd. [V]

Indoklas

Az 1-feniletanol lipaz katalizalt észterezésen alapuld kinetikus rezolvalasa egy két
szubsztratos enzimkatalizalt reakcid, ami ping-pong bi-bi mechanizmus szerint jatszodik
le. Az alkalmazott Candida antarctica eredetii lipdAz B enzim szelektiven az alkohol
szubsztrat (R)-enantiomerének atalakulasat katalizalja, melléktermék képz6dés a reakciot
nem kiséri. Mérésekkel bizonyitottam, hogy az egyik szubsztrat, jelen esetben az
észterezGszer nagy feleslegben valo alkalmazasa esetén az (R)-észter termék hozamanak
idébeli alakulasa pszeudo elsérendli kinetika figyelembe vételével leirhato.
Az enzimkinetikai konstansok a Michaelis-Menten egyenlet segitségével
meghatarozhatok.
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| N-METIL-AMFETAMIN REZOLVALASA SZUPERKRITIKUS EXTRAKCIO
ALKALMAZASAVAL

1.1 Laboratdriumi leiratok

I.1.1 Racém N-metil-amfetamin rezolvéldsa bork&savval és szarmazékaival,
vakuumbeparlassal kisért diasztereomer soképzés mellett

A borkdsav és szarmazékaival metanol oldoszerbdl, vakuumbeparlds mellett torténd
diasztercomer soképzésen alapuld rezolvalasok részletes leirasat a (2R,3R)-(—)-O,0'-
dibenzoil-borkésav monohidrat rezolvaloszerrel elvégzett rezolvalas példajan mutatom
be. Valamennyi kisérletet hasonl6 moédon végeztem el, eltérés a racém vegyiilet —
rezolvaloszer molaranyban, valamint az alkalmazott extrakcios nyomasban ¢és
hémérsékletben volt.

Racém N-metil-amfetamin rezolvdlasa (2R,3R)-(-)-0,0"-dibenzoil-borkdsav
monohidrattal

1,59 (10,1 mmol) rac-MA-t és 0,94 g (2,52 mmol) DBBS-ot 20 — 20 ml metanolban
oldottam fel. A teljes feloldodas utan a metanolos oldatokat elegyitettem, majd az
oldathoz 2,5g Perfil 100™ inert hordozot adtam. A metanol olddszert rotacios
vakuumbeparl6 késziilékkel (40 °C, vizvakuum) parologtattam el. A szilard, még nedves
mintat szobahdmérsékleten 1 o6ran at tomegallandosagig szaritottam. Az igy kapott
szilard porszeri mintat a 24. abran lathato berendezés extraktor csovébe toltottem, majd
Osszeszereltem a késziiléket.

Az extrakciot 20 MPa nyomason és 33 °C-on végeztem 333 g CO2/g rac-MA fajlagos
szén-dioxid felhasznalds mellett. A szeparator nyomasat 4 MPa-on, hémérsékletét
50 °C-on tartottam. A szeparatorban gyQjtott (S)-(+)-MA enantiomerben duasult
extraktum tovabbi feldolgozast nem igényelt. Tomegmérést kovetéen az extraktum
enantiomer dsszetételét fajlagos forgatoképesség méréssel hataroztam meg. ((S)-(+)-MA:
Mexer = 0,701 @, Yexr = 46,7%, [a]3’= +16,4 (c =1, 1 M HCI), OTexr = 87%.)

Az extraktorban maradt raffinatumot 15 ml 2 M NaOH oldat és 20 ml diklor-metan
keverékében szuszpendaltattam, amit 5 percig kevertettem. A hordozot sziiréssel
tavolitottam el. A sziirletként kapott szerves és vizes fazist valasztotolesér segitségével
valasztottam szét. A vizes fazist 2 X 20 ml diklér-metannal mostam. Az egyesitett szerves
fazisokat 10 ml desztillalt vizzel mostam, majd vizmentes MgSQOgs-on szaritottam.
A raffinatumro6l a dikloér-metan oldodszert rotacios vakummbeparlo (40 °C, vizvakuum)
segitségével paroltam le. Tomegmérést kovetden a raffinatum enantiomer Gsszetételét
fajlagos forgatoképesség méréssel hataroztam meg. ((R)-(—)-MA: M= 0,632 g,
Yratt = 42,1%, [a]3°=-15,5 (c =1, 1 M HCI), OT st = 82%.)




I.1.2 Racém N-metil-amfetamin rezolvalasa olvadékbdl torténé disztereomer sdképzés
mellett

1.1.2.1 Rezolvdlas borkdsavval és szarmazékaival

Az olvadékbol torténd diasztereomer soképzésen alapuld rezolvalasok laboratoriumi
leiratat (2R,3R)-(-)-O,0'-dibenzoil-borkésav monohidrat rezolvaloszerrel elvégzett
rezolvalas példajan mutatom be. Valamennyi kisérletet hasonlé médon végeztem el,
eltérés egyediil a mintael6készités soran a racém vegyiilet — rezolvaldszer molaranyban
volt. Az extarkci6 és a mintafeldolgozas azonos modon tortént.

Racém N-metil-amfetamin rezolvdlasa (2R,3R)-(-)-0,0'-dibenzoil-borkésav
monohidrattal

1,59 (10,1 mmol) racém MA-t rarétegeztem 0,945 g (2,52 mmol) DBBS rezolvaloszerre.
Fél 6ra szobahdmérsékleten torténd kristalyositast kovetden a mintahoz Perfil 100™ inert
hordozot kevertem. A mintat a 24. abran lathato késziilék extraktor csovébe toltottem.
A késziilék 0sszeszerelése utan az extrakcidt 16 MPa nyomason és 39 °C-on végeztem
400 g CO2/g rac-MA fajlagos szén-dioxid felhasznalas mellett. A szeparatorban gytijtott
(S)-(+)-MA enantiomerben dusult extraktum tovabbi feldolgozast nem igényelt.
Tomegmérés utdn az extraktum enantiomer Osszetételét fajlagos forgatoképesség
méréssel hataroztam meg. ((S)-(+)-MA: Mex = 0,633 9, Yexr = 42,2%, [a]3= +15,5
(c=1,1 M HCI), OTexr = 82%.)

Az extraktorban maradé raffinaitum feldolgozasat a Fiiggelék 1.1.1 fejezetében leirt
modon végeztem. ((R)-(—)-MA: Meags = 0,681 g, Yrarr = 45,4%, [a]3’=-13,0(c=1,1M
HCI), OTraf'f = 69%)

1.1.2.2 Rezolvdlas bork&sav és szdrmazékainak keverékével

A rezolvalédszerek keverékeivel végzett rezolvalasok laboratoriumi leiratat a (2R,3R)-(+)-
borkdsav és a (2R,3R)-(-)-O,0'-dibenzoil-borkésav monohidrat rezolvaloszerek
keverékével végrehajtott kisérletek egy példajan keresztiil adom meg. A rezolvaloszerek
keverékét minden esetben m = 0,25 molaranyban adtam a racém MA-hoz. Az elvégzett
kisérletek a megadott leirattol a kétkomponensti rezolvaloszer keveréken beliil a
rezolvaloszerek egymashoz viszonyitott aranyban kiilonboznek. Az extrakcio
koriilményei és az extrakcid utan kapott mintak feldolgozasa szintén azonos moédon
tortént.

Racém N-metil-amfetamin rezolvdldsa (2R,3R)-(+)-borkésav és a (2R,3R)-(-)-0,0"-
dibenzoil-borkdsav monohidrat rezolvaloszerek keverékeével

1,59 (10,1 mmol) rac-MA-t rarétegeztem 1,25 mmol BS és 1,25 mmol DBBS
keverékére. Fél ora szobahdmérsékleten torténd kristalyosodas utan a mintdhoz Perfil
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100™ inert hordozot kevertem, majd a mintat a 24. abran lathato késziilék extraktor
csovébe toltottem. A késziilék Osszeszerelése utdn az extrakciot 16 MPa nyoméson és
39 °C-on végeztem 400 g CO./g rac-MA fajlagos szén-dioxid felhasznalds mellett.
A szeparatorban gyijtott (S)-(+)-MA enantiomerben dasult extraktum tovabbi
feldolgozast nem igényelt. Tomegmérést kovetden az extraktum enantiomer Osszetételét
fajlagos forgatoképesség méréssel hataroztam meg. ((S)-(+)-MA: Mexr = 0,859 g,
Yeoxr = 57,3%, [a]2°=+6,4 (¢ =1, 1 M HCI), OTexyr = 34%.)

Az extraktorban marad6 raffindtum feldolgozasat a Fiiggelék 1.1.1 fejezetében leirt
moédon végeztem. ((R)-(—)-MA: M = 0,491 g, Yearf = 32,7%, [a]3°=-10,2 (c=1,1M
HCI), OTarr = 54%.)




.2  Mérési eredmények Osszefoglald tablazatai

I.1. tablazat
Kisérletterv az extrakcios paraméterek hatasanak vizsgalatahoz, DBBS rezolvaloszer

PE, MPa TE, °C Yextr, % OTextr, % Y raft, % OTrarf, % 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 86 419 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

1.2. tablazat

Kisérletterv az extrakcios paraméterek hatasanak vizsgalatahoz, DPTBS rezolvaldszer

PE, MPa Tg, °C Yextr, % OTextr, % Y ratf, % OTraft, % 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

1.3. tablazat

A DBBS rezolvaloszer molaranyanak hatdsa (pe = 16 MPa, Te = 39 °C)

o Dpeaardwy o Yew%  OTew,% Y%  OTear, % F
0,125 66,0 30 24,0 92 0,417
0.2 58,7 58 35,8 86 0,660
0,25 473 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




1.4. tablazat

A DPTBS rezolvalészer molaranyanak hatasa (pe = 16 MPa, Te = 39 °C)

mélarany

moI DPTBS/moI rac-MA Yextr, % OTextr, % Yraf'f, % OTraf‘f, % 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
1.5. tablazat
Rezolvalas BS — DBBS rezolvaloszerek keverékével m, = 0,25 moélarany mellett
(pe = 16 MPa, Te = 39 °C)
Ms DBBS 0 0 0 0
mol DBBS/mol (BS+DBBS) Yextr, ) OTextr, % Yraff, % OTraff, 00 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
1.6. tablazat
Rezolvalas BS — DPTBS rezolvaloszerek keverékével m; = 0,25 molarany mellett
(pe = 16 MPa, Te = 39 °C)
MfDPTBS 0 o o o
mol DPTBS/mol (BS+DPTBS) Yo # OTearn % Yrart, % - OTrar, % 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




1.3 A2%tipusl kisérletterv statisztikai kiértékelése

A 22 tipust terv esetén a mérési eredményekre elséfoku fiiggvény illeszthetd, amely a
nyomads ¢és a hdmérséklet hatasa mellett a két faktor els6fokt tagjainak a kdlcsonhatésat
is vizsgalja.

A feltételezett modell (elméleti regresszios fiiggvény) alakja:

Y = Bo + B1xq + B2xz + B12X1X (1)

Az illesztendd fliggvény alakja:

? = bo + b1X1 + bzXz + b12X1X2 (2)

ahol Y vizsgalt fliggd valtozo (jelen esetben az F paraméter), §; és by konstansok,
x1 €s x2 pedig a fiiggetlen valtozok (jelen esetben az extrakcid nyomasa (pe) és
hémérséklete (Tg).

A paraméterek becslését Statistica for Windows 12 programmal végeztem el. Ha a b;
becsiilt paraméterek értékei 1ényegesen kiillonboznek egymastol, sziikséges annak a
vizsgalata, hogy mindegyik szignifikansan kiilonbozik-e nullatol. Ehhez t-probat
végeztem, azaz:

g=2"F

j 2 ﬁ _ : ‘o .
— ahol sp,; = o N=5, mivel 5 kisérleti pont van. (3)

A terv centrumaban végzett hdrom ismételt mérésbdl hatdrozhaté meg a tapasztalati
szorasnégyzet (s2), amely a véletlenszerli ingadozasokat mutato, ezért normalis eloszlasa

mérési eredmény varianciajanak (o?) torzitatlan becslése.

2 Z(YI - }_’) (4)

VTN
ahol y a mért érték, N = 3 mivel a terv centrumaban 3 db ismételt mérést végeztem,
a szabadsagi fok (v) szama: 2.

Az egymintas t-proba nullhipotézise:
Ho: B; = 0 (5)

Ha a nullhipotézis helytallo, a bj/sy hanyados Student t-eloszlasu, vagyis

P(—tg/2 < bj/sp; < tq2) = 1— a, ahol a a valasztott (6)
szignifikancia szint.

A nullhipotézist akkor utasitjuk el, ha |b;| > sp;/tyy2.

A valasztott « = 0,05 szignifikancia szinten, v=2 szabadsagi fok esetén to/2 = 4,3, vagyis




azon egyiitthatokat tekinthet6k szignifikansnak (zérustol szignifikansan kiilonbozonek),
amelyek abszolut értéke nagyobb, mint 4,3 sp;.

A szignifikansnak bizonyult egyiitthatokkal felirhatjuk a modellt, és ha a paraméterek
szama kisebb a kisérleti pontok szamanal, akkor lehetdség van annak vizsgalatara is,
hogy a modell (tapasztalati regresszios gorbe) adekvat-e (ez a nullhipotézis).

A rezidualis szérasnégyzet:

sZ= % ahol Y; a mért y; becsiilt értéke. (7

Ha a sZ/sZ arany (feltéve, hogy s? > sZ) F-eloszlasi, azaz nem halad meg egy Fo Kritikus
értéket, azt mondjuk, hogy a mérési adatok nem mondanak ellent a nullhipotézisnek,
amely szerint az elméletei (a valodi fiiggvény) és a tapasztalati regresszids gorbe
matematikailag azonos alaku, tehat a modell adekvat.




Il ENANTIOSZELEKTIV ENZIMKATALIZALT REAKCIOK SZUPERKRITIKUS
SZEN-DIOXIDBAN

II.L1  Laboratériumi leiratok
I1.L1.1 A racém 3-benziloxipropan-1,2-diol el&allitasa

Benzil-glicidil-észter (30 g, 0,165 mol) és desztillalt viz (100 ml) elegyéhez katalitikus
mennyiségll tomény kénsavat (0,3 ml) adtam. Az opalos elegy homérsékletét kevertetés
mellett 80 °C-on tartottam annak kitisztulasaig. A reakcid lefutasat vékonyréteg
kromatografiaval (n-hexan - aceton = 10:4 eluenselegy) kovettem. A reakcidelegyhez
100 ml telitett NaCl-oldatot adtam a termék vizes fazisbol torténé kisdzasa érdekében.
A vizes fazist 3 x 100 ml etil-acetattal mostam. Az egyesitett etil-acetatos fazisokat
2 X 20 ml telitett NaoCOs oldattal, majd 20 ml telitett NaCl oldattal mostam, MgSOs felett
szaritottam. Az etil-acetat olddszert rotacios vakuumbeparl6 segitségével tavolitottam el.
A kapott termék tisztitasat kisnyomdsu oszlopkromatografids modszerrel végeztem
n-hexan - aceton eluenseleggyel, gradiens eltciot (3:1 — 1:1) alkalmazva.

I1.L1.2 A racém l-acetoxi-3-benziloxipropan-2-ol és a racém 2-acetoxi-3-benziloxipropan-
1-ol standardok elGallitasa kémiai acilezéssel

300 mg (1,65 mmol) racém 3-benziloxipropan-1,2-diol diklér-metanos oldatahoz 460 ul
trietil-amint (3,30 mmol) és 170 ul (2,47 mmol) ecetsav-kloridot csepegtettem.
Az elegyet 10 percen at refluxaltattam, a reakcio lefutasat vékonyréteg kromatografiaval
(hexan - aceton = 10:4 eluenselegy) kovettem. A reakcid lejatszodasat kovetden a
reakcidelegyet 2 x 20 ml 2 m/m%-os HCI-oldattal, majd 2 x 20 ml telitett NaHCOs-
oldattal, végiil 2 X 20 ml telitett NaCl-oldattal mostam. A diklor-metanos fazist MgSO4
felett szaritottam. A szaritoszer kisziirését kovetéen a dikor-metant rotacios
vakuumbeparld segitségével tavolitottam el. A termékelegyben talalhaté 1-es
(BPDACc-1) és 2-es (BPDAc-2) helyzetben acilezett komponenseket, valamint a kis
mennyiségben  képzodott  diacilezett (BPDdiAc)  szadrmazékot  kisnyomasu
oszlopkromatografias modszerrel valasztottam el n-hexan - aceton eluenseleggyel,
gradiens eluciot (2:0,1 — 2:0,5) alkalmazva.

I.L1.3 Aracém 1,2-diacetoxi-3-benziloxipropan standard el&allitdsa kémiai acilezéssel

100 mg (0,55 mmol) racém 3-benziloxipropan-1,2-diol diklor-metanos oldatahoz 480 pl
trietil-amint (2,75 mmol) ¢és 180 ul (1,65 mmol) ecetsav-anhidridet csepegtettem.
Az elegyet 10 percen at refluxaltattam, a reakcid lefutasat vékonyréteg kromatografiaval
(hexén — aceton = 10:4 eluenselegy) kovettem. A reakcio lejatszodasat kovetden a
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reakcioelegyet diklor-metannal 20 ml-re higitottam, amit 2 x 10 ml 2 m/m%-os HCI-
oldattal, majd 2 x 10 ml telitett NaHCOs-oldattal, végiil 2 x 10 ml telitett NaCl-oldattal
mostam. A diklor-metanos fazist MgSQOy felett szaritottam. A szaritoszer kisziirését
kovetden a dikor-metant rotacios vakuumbeparld segitségével tavolitottam el. A kapott
termék  tisztitdsat  kisnyomasu  oszlopkromatografias modszerrel  végeztem
n-hexan — aceton eluenseleggyel, gradiens eltciot (2:0,1 — 2:0,5) alkalmazva.

II.L1.4 Acisz- és transz-4-[(benziloxi)metil]-2-metil-1,3-dioxalan izomerek el6éllitasa

1,65 g (9,05 mmol) racém 3-benziloxipropan-1,2-diol tetrahidrofuranos oldatahoz 1,5 ml
(27,2 mmol) acetaldehidet adtam. A reakcidelegyet szobahdmérsékleten 2 oran at
kevertettem katalitikus mennyiségii p-toluol-szulfonsav jelenlétében. A reakcio lefutasat
vékonyréteg kromatografiaval (n-hexan :aceton =10:4 eluenselegy) kovettem.
A reakcioelegyet 2 x 20 ml telitett NaHCOs-oldatal, majd 2 x 20 ml telitett NaCl oldattal
mostam. MgSOs-on torténd szaritast kovetden az oldoszert rotacidés vakuumbepralo
segitségével tavolitottam el. A termékek elvalasztasat szilikagéles oszlop-
kromatograifaval végeztem n-hexan —aceton eluenseleggyel, gradiens eluciot
(5:0,1 - 2:0,1) alkalmazva.

'H NMR (500MHz, CDCls, 8, ppm): 1,27 (d, J = 4,9 Hz, 1H, CHs cisz-acetal), 1,38 (d,
J = 4,8 Hz, 2H, CHs transz-acetal), 3,40 - 4,40 (m, 5H, 2 O-CH, és O-CH), 4,59 (m, 2H,
O-CHa-Ph), 5,04 (g, J = 4,8 Hz, 0,67H, O-CH-O transz-acetal), 5,13 (q, J =4,9 Hz,
0,33H, O-CH-O cisz-acetal), 7,35 (m, 5H Ar-H).

II.L1.5 Aracém 3-benziloxipropan-1,2-diol lipase AK enzim altal katalizalt acilezése
szuperkritikus szén-dioxidban

0,30 g (1,65 mmol) Ersorb-4 hordozéra (1,5 g) rogzitett racém BPD-t mértem a 37. abran
lathato csoreaktorba. Erre rétegeztem 0,25 g lipase AK immobilizalt enzimkészitményt.
Végil 2,5 ml (28,2ml) vinil-acetatot mértem a reaktorba, majd a rendszert
Osszeszereltem. A 38 °C homérsékletre termosztalt reaktort folyékony szén-dioxiddal
toltottem fel 12 MPa nyomasra. A szuperkritikus fazist 4,5 o6ran at keringettem, a
reakcidelegybdl meghatarozott idokozonként (a reakcio kezdetétdl szamitott 10., 25., 40.,
60., 90., 150., 210. és 270. perc) mintat vettem. A reakcio lefutasat vékonyréteg
kromatografiaval kovettem (n-hexan —aceton =10:4 eluenselegy). A reakci6idd
leteltével a rendszert nyomasmentesitettem, a fluid fazisban oldott komponenseket
acetonban csapdaztam. A berendezést szétszereltem, a reaktort és a rendszer tovabbi
elemeit (csOvezetékek és szelepek) acetonnal mostam at. A reakcidelegyet tartalmazo
acetonos oldatokat egyesitettem, az acetont rotacios vakuumbeparld késziilékkel (40 °C,
vizvakuum) parologtattam el. Az igy kapott reakcidelegy tomege 214 mg volt.

11



A reakcidelegyet alkotd komponensek mennyiségi meghatarozasahoz 10 pl mintat
vettem a reakcidelegybdl. Az elemzés gazkromatografias modszerrel tortént.

A termékek enantiomer Osszetételének meghatarozasahoz a reakcidelegy komponenseit
szilikagéles oszlopkromatografiaval (n-hexan —aceton eluenselegy, 2:0,1-—2:0,5
gradiens elucid) valasztottam szét. Az oszlopkromatografias feldolgozast kovetden
119 mg (0,529 mmol) monoacilezett és 46,7 mg (0,175 mmol) diacilezett terméket
kaptam. A reakcioelegy oszlopkromatografias feldolgozasa soran az l-es és a 2-es
helyzetben monoacilezett termékek elvalasztdsira nem volt modd, a megadott
monoacilezett termék mennyisége a két regioizomer egyiittes tomegére vonatkozik.

Az alkalmazott kiralis analitikai modszer a monoacilezett termék enantiomer
Osszetételének meghatarozasat diacelizett formaban teszi lehetévé. A kémiai
szarmazékképzeést az alabbiak szerint végeztem.

118,6 mg (0,529 mmol) monoacilezett terméket 2 ml diklér-metanban oldottam fel.
Az oldathoz 2 molekvivalens trietil-amint (148 ul, 1,06 mmol) és 2,5 molekvivalens
ecetsav-anhidridet (125 ul, 1,32 mmol) csepegtettem. Az elegyet 10 percen at
refluxaltattam, a reakcio lefutdsat vékonyréteg kromatografiaval (hexan - aceton = 10:4
cluenselegy) kovettem. A reakcio lejatszodasat kovetden a reakcidelegyet diklor-
metannal 20 ml-re higitottam, amit 2 X 10 ml 2 m/m%-os HCIl-oldattal, majd 2 x 10 ml
telitett NaHCOs-oldattal, végiil 2 x 10 ml telitett NaCl-oldattal mostam. A diklér-
metanos fazist MgSO, felett szaritottam. A szaritoszer kisziirését kovetéen a dikor-
metant vakuum beparldssal tavolitottam el. A kapott termék tisztitasat kisnyomasu
oszlopkromatografias modszerrel végeztem (n-hexan - aceton eluenselegy, 2:0,1 —2:0,5
gradiens elucio).

A BPD Lipase PS és PPL enzimek altal katalizalt acilezésekor a fenti laboratoriumi leirat
szerint jartam el. A termofil fonalasgomba torzsekbdl izolalt nyers lipazok esetén csak
annyiban tértem el, hogy 0,50 g enzim mennyiséggel dolgoztam.

I.L1.6 Aracém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasa scCO,-ban glicerin-triacetat
észterez@szerrel

A 38. abran lathato szakaszos reaktorba bemértiink 30 pl (0,25 mmol) (R,S)-PE-t, 1550 ul
(8,24 mmol) GTA-t és 20 mg CALB enzimet. A reaktort 25,4 g egyszer desztillalt szén-
dioxiddal toltottiik fel. A reakcidelegyet 10 MPa nyomason és 40 °C-on 27 oran at
kevertettiik (250 1/min). A reakcidelegybol meghatarozott idékdzonként 2 ml mintat
vettink 4 ml n-hexan oldoszerbe. A mintak Osszetételét kiralis allofazison,
gazkromatograffal elemeztiik. A mintavétel soran a reaktor nyomasat egyidejii CO--
rataplalasal a tartottuk allando értéken. A reakcididd leteltét kovetden allandod
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tizemeltetési paraméterek (nyomas, hdmérséklet, keverés) mellett 90 ml CO,-dal mostuk
a reaktort. A tdvoz6 CO-0t n-hexdn olddszeres folyadékcsapdan vezettiik keresztiil.
A reaktor nyomasmentesitésekor tavozo CO»-ot szintén n-hexan oldoszerbe csapdaztuk.

II.L1.7 Aracém 1-feniletanol kinetikus rezolvaldsa scCO,-ban glicerin-tributirat
észterezbszerrel

A szakaszos reaktorba (38. abra) 670 ul elére elkészitett 1:10 mélaranya (R,S)-PE — GTB
elegyet és 10 mg CALB enzimet mértiink be. A 60 °C-ra termosztalt reaktort egyszer
desztillalt szén-dioxiddal toltottiik fel a kivant nyomasra (10 MPa illetve 20 MPa).
A reakcidelegyet allando nyomason és hdmérsékleten 5 oran at kevertettiik (250 1/min),
melybdl meghatarozott idokozonként 2 ml mintat vettiink 4 ml n-hexan olddszerbe.
A tervezett 5 oras reakcioidé letelte utan a reakcioelegyet 90 ml szén-dioxiddal mostuk
ki a reaktorbdl. A kimosott reakcidelegyet n-hexan oldészerbe csapdaztuk. A reakcio
lefutasa kozben vett mintdk osszetételét gazkromatograffal elemeztiik kiralis allofazison.
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1.2  Aracém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasanak atmoszférikus referencia
méréseinek kiegészité eredményei

GTB észterezdszer alkalmazasakor a vizsgalt hdmérsékleteken 82,7 mM — 1653 mM
koncentracio tartomanyban valtoztatva az (R,S)-PE kiindulasi koncentracidjat a IV.3.1.1.
fejezetben leirt modon meghatdroztam az rmx €s a Km értékét. A kiilonbozo
hémérsékletekhez tartozd Michaelis-Menten gorbéket a I1.1. abra szemlélteti.
Az enzimkinetikai konstansok homérsékletfiiggése a 1V.3.1.2. fejezetben a 49. abran
lathato.

14
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Az (R,S)-PE kinetikus rezolvalasanak kiilonb6zé hémérsékletekhez tartozo Michaelis-
Menten gorbéje GTB észterezdszer alkalmazasa mellett
(atmoszférikus nyomas, Cr)-pg, = 41,3 - 827 mM, mcars = 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,0’-di-(4-
toluoyl)-(2R,3R)-tartaric acid (DPTTA). Further purification was achieved by partial salt
formation of the enantiomeric mixture with an achiral acid (HCI) 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);
carbon dioxide; 6-fluoro-2-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline; diastereo-
isomeric salt formation; enantiomer

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-benzoli,j]lquinolizine-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.! FTHQ has so far
been resolved by two methods: Rohlfing et al.! 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 acid®> and the N-
phtaloyl derivative of the (R)-FTHQ.? 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 applications? 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.> 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.b
© 2001 Wiley-Liss, Inc.

RESULTS AND DISCUSSION
Chiral Recognition in Supercritical CO,

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(%) x OP(%) x 10-%)
passed through a slight maximum.

The SFE experiments were designed to determine quan-
titative effects of pressure and temperature of extraction at

Contract grant sponsor: the Ministry of Education and Culture, Contract
grant number: MKM, FKFP 0269/1997; Contract grant sponsor: Hungar-
ian OTKA foundation, Contract grant number: T029251.
*Correspondence to: B. Simandi, Budapest University of Technology and
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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,®> 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 CO, using
various resolving agents

Extract
Config.
Resolving agent of FTHQ OP (%)
0,0’-di- (4-toluoyl)-(2R,3R)-tartaric acid R 31.7
0,0’-dibenzoyl-(2R,3R)-tartaric acid S 0.9
(1R)-10-camphorsulfonic acid S 1.1
(R)-mandelic acid S 29

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
Sg 0.37 0.38 0.36

Raffinate Yield (%) 27.0 29.5 37.0
OP (%) 41.8 52.3 40.4
Sk 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

Extract Raffinate
(R)-FTHQ) ((9)-FTHQ)

P T Yield (03 Yield OoP

Ga) €O % ® Sz ® % Sy
120 33 54.4 332 0.36 33.5 429  0.29
120 45 51.8 332 034 28.3 42.8  0.25
160 39 59.0 31.3 037 24.6 422 0.21
160 39 61.3 293  0.36 24.5 458  0.24
160 39 50.2 323 032 24.5 42.8  0.22
200 33 55.0 321 035 27.0 442 0.25
200 45 59.9 333 040 27.0 413  0.22

TABLE 4. Purification of the enantiomeric mixture with an
achiral reagent (hydrochloric acid)

* *
Starting mixture* Extract Raffinate
OP (%) Yield %)) OP (%)  Yield (%)  OP (%)
30.0 18.0 65.2 63.7 183
65.0 55.9 88.8 32.6 174
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.
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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.?

Apparatus and Extraction

The extraction procedure is described extensively else-
where.b

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%, [«]® = +21.89° ¢ = 1, etha-

KMECZ ET AL.

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 x 20 ml). The combined
organic phases were evaporated to give (-)-FTHQ (0.53 g,
26.48%,[a]) = -29.51° ¢ = 1, ethanol).
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Abstract—The resolution of N-methylamphetamine (MA) was carried out with the resolution agents O,0’-dibenzoyl-(2R,3R)-tar-
taric acid monohydrate (DBTA) and O,0’-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 (7) 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 eeg = 83%, Yg = 45% for the extract and eer = 82%, Yr = 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.!
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 (P = 74 bar,
Tiie = 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 chemical>* and biochem-
ical®® reactions in supercritical solvents.

The application of supercritical CO, as an extraction
solvent in the separation of enantiomers on a pre-
parative scale has been developed in our laboratory.’
Bauza et al. have also presented the application of
supercritical fluid extraction (SFE) for the separation of

* Corresponding author. Tel.: +36-1-463-2246; fax: +36-1-463-3197;
e-mail: kmetz@mail.bme.hu

0957-4166/$ - see front matter © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.tetasy.2004.05.019

mandelic acid, phenylpropionic acid and phenylbutyric
acid enantiomers on an analytical scale.!®!! 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.'?

Over the last 10 years, several racemic organic acids,'?
bases!*!® and alcohols'® have been resolved by SFE in
our laboratory. In many cases the extraction pressure
(P) or/and extraction temperature (7') strongly influ-
enced the efficiency of the resolution.'*'* However in a
few cases the effects of these factors were not signifi-
cant.’!% 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 [0,0’'-dibenzoyl-(2R,3R)-tartaric acid monohy-
drate=DBTA and 0,0'-di-p-toluoyl-(2R,3 R)-tartaric
acid=DPTTA] 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
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Scheme 1. Resolution of N-methylamphetamine by supercritical fluid
extraction.

agent (DBTA or DPTTA) in less than one equivalent
molar ratio were dissolved in methanol, after which the
achiral support (Perfil 100™) 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.!> 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
(mr =mol 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 = |eegYg| + |eer Yr|), 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).

—— DPTTA
—*— DBTA

SN
S IZ AN
N

0.2 1 N

0 ¥t
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Figure 1. Effect of the resolution agent molar ratio on the F parameter
(P = 160bar, T = 39°C).

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.

Table 1. Results of the resolution at the optimal molar ratio
(P =160 bar, T = 39°C)

Resolution Extract Raffinate F
agent ee (%) Y (%) ee(%) Y (%)

DPTTA 62 49.3 70 44.0 0.614
DBTA 85 47.3 83 48.2 0.804

2.2. Effects of extraction parameters

Two? 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 (7) 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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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 69 433 72 423 0.599
100 63 65 47.3 66 429 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 64 533 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 86 453 82 41.9 0.735
150 48 81 44.0 78 423 0.688
150 48 84 453 84 435 0.744
200 33 87 46.7 82 42.1 0.751
200 63 83 46.6 79 42.8 0.728
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Figure 2. (a) Effect of extraction P and 7 on F by resolution with
DPTTA. (b) Effect of extraction P and T on F by resolution with
DBTA.

F=a+b'P+cT+dPFT, (1)
where a, b, ¢ 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 Y. is the maximum extract yield) is
plotted as a function of the specific carbon dioxide
consumption (mco,). The CO, need of an extraction to
reach the 99% extract yield can be calculated from the
Y /Ymax = 1 — exp(—kmco,) fitted function suggested by
Brunner,'” where £ is a specific kinetic coefficient.

<@ 10 bar, 63 °C
4 200 bar, 33 °C

0,0 I s I s s L I I I
[1] 100 200 300 400 500 600 700 BOO 900 1000

meg; (g /g rac-MA)

Figure 3. Typical extraction curves (¥/Yp =1 —exp(—0.0103
* mco,) at 200bar, 33°C; Y/Y max = 1 — exp(—0.00558 « mco,) at
100 bar, 63 °C).

Increasing the solvent density improved the loading
capacity of the solvent while the CO, consumption
decreased from 820 g CO,/g rac-MA at 100 bar 63 °C to
440 g CO,/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,'®* 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

Superecritical 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.
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Table 3. Enantiomeric enrichment of the enantiomeric mixture of MA by SFE (P = 200 bar, 7 = 33°C)

Method Starting mixture Extract Raffinate

Conf. ee (%) Conf. Y (%) ee (%) Conf. Y (%) ee (%)
A R 71 S 52 R 71 90
B S 80 N 14.0 2 N 73.5 93

Method A: Repeated resolution with DBTA.
Method B: Partial salt formation with hydrochloric acid.

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 CO, 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 (0,0’'-dibenzoyl-(2R,3R)-tartaric acid monohy-
drate=DBTA, 0,0'-di-p-toluoyl-(2R,3 R)-tartaric acid
=DPTTA) were purchased from Merck Ltd (Budapest).
Other analytical grade reagents were obtained from
Reanal Ltd (Budapest).The used CO, 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 [o]7y = —18.9 (¢ 0.1, I M HCI)."

4.3. Resolution of N-methylamphetamine with O,0'-di-p-
toluoyl-(2R,3R)-tartaric acid (DPTTA)

rac-MA (1.50g, 10.1mmol) and 0.97g (2.52mmol)
DPTTA (mr=0.25) were dissolved in 40 mL methanol
after which 2.0 g Perfil 100™ was added to the solution.
The solvent was evaporated in vacuum (7 = 40°C,
P =20kPa) and the sample dried at room temperature
for 1h. The solid sample was put into the extractor
vessel and extracted with supercritical carbon dioxide at

150bar 48°C. The extract was then collected in
the separator {(S)-(+)-MA, 0.72g, Y; =48.0%,
[ = +13.1 (¢ 0.1, 1 M HCI), eex = 69%}.

The raffinate was suspended in 15mL 2M NaOH and
20mL CH,Cl, and stirred for 5min. After filtering the
support, the organic and aqueous phases were sepa-
rated. The aqueous phase was extracted with 2x20mL
CH,Cl,. The collected organic phases were washed with
10 mL water and dried over Na,SO,. The solvent was
evaporated in vacuum to give {(R)-(—)-MA, 0.58g,
Yr = 38.8%, [oc]]zjo =—140 (¢ 0.1, 1M HQ,
eer = 74%}.

4.4. Resolution of N-methylamphetamine with O,0'-
dibenzoyl-(2R,3R)-tartaric acid (DBTA)

rac-MA (1.50g, 10.1mmol) and 0.94g (2.52 mmol)
DBTA were dissolved in 40 mL methanol and 2.0g
Perfil 100™ then added to the solution. The solvent was
evaporated in vacuum (7 = 40°C, P = 20kPa) and the
sample dried at room temperature for 1h. 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, 0.68g, Yg =45.3%, [a]g’ =+16.3 (¢ 0.1, 1M
HCI), eex = 86%}.

The raffinate was suspended in 15mL 2M NaOH and
20mL CH,Cl, and stirred for 5min. After filtering the
support, the organic and aqueous phases were sepa-
rated. The aqueous phase was extracted with 2x20mL
CH,Cl,. The collected organic phase was washed with
10 mL water and dried over Na,SO,. The solvent was
evaporated in vacuum to give {(R)-(-)-MA, 0.63 g,
Yr = 41.9%, [oc]ﬁ’ =—156 (¢ 0.1, 1M HQl,
eer = 82%}.
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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), Lipase AK “Amano”, Lipase PS “Amano”, and crude enzymes from Trichoderma reesei RUT-C30, Thermoascus thermophilus (NRRL5208),
Talaromyces emersonii (NRLL3221)] was studied in supercritical carbon dioxide (scCO,). 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 (€€monoacetates = 38 %0, €Ciacetate = 85%0).
Effect of water content of scCO, 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.

Since Pasteur carried out the first resolution based on diastere-
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).

1369-703X/$ — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bej.2005.11.010

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 reaction media; 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 A; 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 CHCI3, 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
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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 35.5h
resulting in a mixture of (R)-(—)-monoacetate (1l-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
scCO».

2. Materials and methods
2.1. Materials

3-Benzyloxypropane-1,2-diol was prepared in our laboratory
from 2-benzyloxymethyloxirane (cat. HySOj4, water, reflux, 1 h;
82%). The used CO, 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: 2.0 U/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 (7. reesei RUT-C30
(hydrolase activity: 1.0 mU/mg (25 °C, pH 7.5), T. thermophilus
(NRRL5208) (hydrolase activity: 1.6 mU/mg (25 °C,pH 7.5), T.
emersonii (NRLL3221) (hydrolase activity: 1.1 mU/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
20 min.

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, 5 ml volume tube-reactor (Fig. 1). The volume of the
whole system in which the supercritical carbon dioxide solu-
tion is circulated was 20 ml. In all experiments, the racemic
3-benzyloxypropane-1,2-diol (rac-1, 0.30 g) was adsorbed onto
Ersorb-4 (zeolite type adsorbent, Erdokémia-ker Ltd., Budapest)
by evaporating the solvent from its CH,Cl, (20 ml) 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 (2.5 ml) were added.
After filling the system with CO, by SFC 300 pump (Carlo
Erba), the scCO, 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, CO; 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 CO; 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 an AGILENT
4890D gas chromatograph: column: HP-5 (30m x 0.32 mm,
0.25 pm film, 5% phenylmethyl silicon, 95% dimethyl silicon),
carrier gas: Hy linear flow rate: 6 ml/min (25 °C); temperature
program: 40-230°C, 12 min; injector: 200 °C; FID detector:
250°C.

The retention times of components present in reaction mix-
ture (see Fig. 2) are (R; (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 1-4 were
prepared by chemical acetylation of rac-1 (Ac2 O, Et3N, heating
to reflux, 10 min; 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 (3 M 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 'H NMR [§ (500 MHz, CDCl3): 1.27 (d, J=4.9 Hz,
1H, CH3 of cis-5), 1.38 (d, J=4.8 Hz, 2H, CH3 of trans-5),
3.40—4.40 (m, 5H, 2 O-CH; and O-CH), 4.59 (m, 2H, O-CHa-
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 6.31 min (trans-5) and 6.61 min (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 x 0.01 mm, 35% 6-tertbutyl-dimethylsilil-2,3-methyl-3-
cyclodextrin, 65% OV-1701), carrier gas: Hy (3 bar); tempera-
ture: 160 °C, isotherm; injector: 250 °C; FID detector: 280 °C.

R¢ (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 (Ac,O, Et3N, heating to reflux,
10 min; 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: [a]p=—14.3 (¢ 0.9, CHCI3) [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; 1.1 mU/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 from 7. emersonii NRRL-3221 it was 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-
mary monoacetate (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 5 mol% amounts.

Conversion (percent of reacted diol) and enantiomeric excess
data for the diacetate product (eegiacetate) are shown in Fig. 3.
Using the fungal lipases and Lipase AK 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 (e€diacetate > 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 270 min

Enzyme Yield (mol%)
Monoacetate 3 ~ Monoacetate 2 Diacetate 4

PPL 31.9 4.1 22
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-1 with vinyl acetate in supercritical carbon dioxide catalyzed
by different lipases.

Out of the six enzymes tested, Lipase AK catalyzed the acy-
lation of rac-1 with the best combination of high conversion, and
remarkable yield and good enantioselectivity for the diacetate

).

3.2. Effect of water content of scCO; on acylation of
racemic 3-benzyloxypropane-1,2-diol (1) using Lipase AK

It is known from previous 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 the Quality Certificate 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 CO; influences the acylation reaction. Water content of
the supplied carbon dioxide is not known accurately, so the water
concentration was established from previous work of Wiebe and
Gaddy [13] and Coan and King [14]. According to their water
solubility measurements in compressed COg, it is assumed that
the mole fraction of water in CO; is 0.0014 mol/mol CO; 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 CO, on the process.
For this, several experiments were carried out at 120 bar and
38 °C using two types of CO;: humid CO; (no previous treat-
ment before the reaction) and dried CO, [the CO, was freed from
water by passing through dry zeolite adsorbent (0.63-2 mm,
Zeotrade Ltd., Mad) 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 CO» as a solvent are given in Table 2a. Table 2b shows
the enantiomeric excess values of the monoacetates 2,3 and diac-
etate 4 products obtained in dried and humid CO,. 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 270 min

Compound Yield (mol%)
Humid scCO, Dried scCO»,

Monoacetate 3 554 £ 58 56.5 £ 3.2
Monoacetate 2 62+ 1.6 77 +£12
Diacetate 4 255 £ 12.8 16.8 + 8.3
Acetal rrans-5 63 £28 6.1+£1.9
Acetal cis-5 29+ 14 29+15
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 scCO; Dried scCO,
Monoacetates 2,3 29.9 + 8.1 265+ 938
Diacetate 4 86.5+23 874 £ 1.7
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Fig. 4. Time course of the diol rac-1 consumption and formation of monoacetate
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.



1. Kmecz et al. / Biochemical Engineering Journal 28 (2006) 275-280 279

y=0.0316x
/Tj
4

C)

=

—

E 3
o o 4 humid se-CO; |
- o o odried se-C04

U t t t 1 i
0 30 100 150 200 250 300
t (min)

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 CO; (Fig. 4a) and dried CO;
(Fig. 4b) the consumption of the rac-1 substrate was almost
complete at 100 min. After 100 min, 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 CO; than in humid CO,.
This indicates that the presence of water in CO; 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):

co—c¢

=1 — exp(—k1), (€)]
€0

where c is the concentration of the diol rac-1 (mmol/l), ¢y the

initial concentration of the diol rac-1 (mmol/l), k the apparent

reaction rate constant (min~—!) and 7 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 CO; than
in humid CO,.

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 scCO; for 4.5h 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 scCO;,
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 scCO» on the acy-
lation reaction of diol rac-1 using Lipase AK (Amano) was also
compared using dry or water saturated scCO,. Although the
water content of the scCO, 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 CO, without

costly drying.
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ABSTRACT Racemic N-methylamphetamine (rac-MA) was resolved with 2R,3R-tar-
taric acid (TA) and its derivatives (0,0-dibenzoyl-(2R,3R)-tartaric acid monohydrate
(DBTA) and O,0-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 »ac-MA, the best chiral sepa-
ration being obtained at a molar ratio of 0.25 resolving agent to racemic compound for
both resolving agents (eeg = 82.5% and eeg = 57.9%, respectively). Compared with the
two other acids, TA is practically unsuitable for enantiomer separation (eep < 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.  © 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.! 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.?

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.>*
© 2007 Wiley-Liss, Inc.

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.’> and Schindler et al.® 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 #-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,” based on the
fact that, after partial diastereomeric salt formation, the
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Scheme 1. Raceme compound and resolving agents.

unreacted enantiomers can be extracted with supercritical
carbon dioxide (CO,) 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).

CO, (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 (, = 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 100™, 2.0 g) and transferred
into the extractor vessel. Details of the extraction unit has
been given previously.® Unreacted enantiomers were ex-
tracted with supercritical COy (flow rate: 0.9-1.1 g/s).
Extraction pressure and temperature were fixed at 160 bar
and 39°C, respectively, so that the effects of extraction pa-
rameters on the outcome of the resolution could be elimi-
nated. After pressure reduction of CO,, the extracts con-
taining excess S-(+)-MA were collected. The mixture of

1. + resolving agent (individually)

Sample

(mixture of diastereomeric salts
and free enantiomers)

Sy
/

+ Perfil 100™

SFE (P=160 bar, T.=39°C)

B 2 2. Partial diastereomeric salt formation
HN_
1. + mixture of resolving agents
HN\\ 2. Partial diastereomeric salt formation
- rac-MA B

Raffinate Extract

mixture of diastereomeric salts

that containes of A-(-)-MA in excess

S-(+)-MA

Scheme 2. Resolution of N-methylamphetamine by SFE.
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TABLE 1. Effect of resolving agent molar ratio on the
extract enantiomer purity, yield, and resolution efficiency
(F parameter) applying the resolving agents individually

m, [mol
resolving
Resolving agent/mol
agent rac-MA] eeg [%] Ye [%] Fy [-]
DBTA 0.125 25.6 67.3 0.172
0.25 82.5 42.7 0.352
0.5 63.0 233 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

diastereomeric salts is rich in R-(—)-MA, and it is insoluble
in supercritical CO, 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.® The specific rotation of optically
pure S-(+)-MA is [a]® = +18.9° (¢ = 0.1, 1M HCI).

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 7rac-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 (Fg = Yg*eeg, 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
(IS — R|/|R + 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 . 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

TABLE 2. Composition of the studied
resolving agent mixtures

Mixture 1 DBTA-DPTTA
Mixture 2 TA-DBTA
Mixture 3 TA-DPTTA

Chirality DOI 10.1002/chir
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Fig. 1. Resolution of MA with mixture of resolving agents at m, = 0.5
molar ratio (a) Mixture 2; (b) Mixture 3.

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 (Fg = 0.147 and Fg = 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 () of the better
resolving agent (m; pgra = mol DBTA/mol (DBTA + TA)
for mixture 2 and m; pprra = mol DPTTA/mol (DPTTA +
TA) for mixture 3 is 0.8 in the mixture, the measured Fg
parameters lie on the dotted line.

At 0.2 mol fraction of DBTA and DPTTA in the mix-
tures, the measured Fg parameters exceed the calculated
values. However, at m; = 0.5 the measured Fg values are
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Fig. 2. Resolution of MA with mixture of resolving agents at m, = 0.25
molar ratio (a) Mixture 2; (b) Mixture 3.

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 m; = 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 Fg value is the result of nonlinear behavior among the
resolving agents. The higher Fy 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
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composing mixtures 2 and 3. In all cases the measured Fg
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 (m,) 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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University of Technology and Economics, Budapest, Hungary

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
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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.

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

KEYWORDS

Kinetic resolution; neat
system; ping-pong bi-bi
kinetics; activation energy
of an enzymatic reaction;
free enthalpy difference of
an enzymatic reaction

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 Lourenco 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 Székely @ sz-edit@mail.ome.hu e Department of Chemical and Environmental Process Engineering, Faculty of Chemical Technology and
Biotechnology, Budapest University of Technology and Economics, Budapest, Hungary
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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).

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 reaction modelling 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, >5000 U/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:
1 ml of triacetin or tributyrin, 10-200 ul 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 30 min in the first
2h, then the frequency of sampling was increased to
1h. The volume of the samples was 5ul 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 x
0.25mm x 0.25 um). 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 170kPa. Two different
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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 6 min
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: o-methylbenzyl acetate: tg
(8)=9.6min, tg (R)=9.9min; 1-phenylethanol: tg
(R) =10.0 min, tg (S)=10.3 min.

For the reaction mixtures with tributyrin the tem-
perature programme initiated at 110°C for 18 min fol-
lowed by a 20°C/min heating rate to 240°C kept for
5min.  Retention  times:  1-phenylethanol:  tg
(R)=12.3min, tg (S)=13.1min; a-methylbenzyl butyr-
ate: tg (R) =20.9 min, tg (S) =21.0min.

2.4 Calculations

Enantiomeric excess were calculated according to the
following equation:
ee :7& i (1)
¢+ c
where ¢* and ¢ are the concentrations of the major
and minor enantiomer, respectively.
Conversion was calculated applying the following
equation:
X =2 A 1009 @)
Cao
where ¢y and cpp are the actual and initial concentra-
tions of racemic 1-phenylethanol, respectively. The
enantiomers of (RS)-1-phenylethanol and (RS)-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:
G Cpp
T 05-ch ro

3)

where cgp is the concentration of R-product (ester) and
Cro is the initial concentration of R-alcohol. In the case
of o-methylbenzyl butyrate, the absence of the
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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 (f5). 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=2% )

where ¢, and ¢p are the concentrations of the alcohol
and the product (ester), while as 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 o-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).

Ca - C

I = I'max (5)
max KMB'CA+KMA'CB+CA'CB

where rmax is the maximum reaction rate, Kya and Kyg
are the Michaelis-constants of the substrates A and B,
and ¢, and cg 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:
CA
r=rmax:———— 6
max e (6)

Due to the negligible amounts of (S)-esters in the
samples in both studied systems, the initial reaction
rate (ro) can be considered as the rate of (R)-1-phenyl-
ethyl-ester production. Therefore, the initial reaction
rate (rp) 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 _

==

where cgp 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:

Y(t)=1—ekm! 8)

m-r(t) =m-k-cpa(t) @)

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 t=0 by Equation (7).

Kinetic parameters, Ky, and rna.x were determined
by fitting the Michaelis—-Menten equation (Equation
(6)) on the corresponding ry and cgp 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 6h (Figure 2).
The ee values of the alcohol after 6h of reaction time
were 93 and 98% applying glycerol triacetate and gly-
cerol tributyrate as esterification agent, respectively.
The concentration of racemic secondary alcohol
(cao) was varied between the concentration ranges of
82.7-1653 mM 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 (cge) 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

100
[&-=mT0
-"‘D‘
80
e .
;,:"' 60 '4’
o j
i &
> 0 .
,b
20}
b
0
0 100 200 300 400 500
Time (min)

Figure 2. Effect of the reagent on the yield vs. time,
T=40°C, initial concentration of (R)-1-phenylethanol 4.14
1072 mol/dm?®, 10mg enzyme preparation. Curves are fitted
according to Equation (8). A: glycerol tributyrate o glycerol
triacetate.

o @
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]
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Figure 3. Effect of the applied esterification agent on the ini-
tial rate of reaction (rp). T=40°C, initial concentration of (R)-1-
phenylethanol (cro) varied in the concentration range of
41.3-827mM applying 10mg of CALB. Fitted curves are
according to Equation (6). A: glycerol tributyrate o glycerol
triacetate.

(de los Rios 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 Kkinetic
parameters, the lipase showed higher affinity to the
secondary alcohol and converted it to product more
rapidly when glycerol tributyrate was applied as
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Table 1. Kinetic parameters at 40.RH: °C. Measurement
uncertainty values are calculated according to the results of
three repeated measurements.

Imax (-107* mol/

Esterification agent Ky (mol/dm®) (dm*-min-mg enzyme))
Glycerol triacetate 0.489+0.029 3.24+0.09
Glycerol tributyrate 0.224+0.014 7.69+0.23
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Figure 4. Initial rate of reaction (rp) versus initial concentration
of (R)-1-phenylethanol (cgo) at different temperatures. Fitted
curves according to Equation (6). A: 60°C <: 50°C e: 70°C [}:
40°C A: 30°C.

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 41.3-827 mM
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
'max @and Ky, 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=A. e )

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 cgo > Ky enzyme
catalysed reactions turn to be zero order reaction.
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Figure 6. Linearization of the maximum initial reaction rate—
temperature dependence according to Equation (11).

Thus:
P = k(T) = A - €77 (10)

Activation energy could be obtained by lineariza-

tion of Equation (10) in the following way:
Inrmax:lnA7$~1? an

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
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Figure 7. Linearization of Michaelis constant-temperature
dependence according to Equation (13).

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 Ky could be written in a similar form
(Sizer 1943) shown in Equation (12).

Ky = B -7 (12)

where AG 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 AG:

AG 1
InKM_Ian?-? (13)
AG is 152204 J/mol determined by plotting
InKyy — 1/T, as shown in Figure 7.
As seen in Figure 5, Ky, 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 (cgo), 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 r,, and Ky 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).

0 ‘ ‘ ; :
0 50 100 150 200 250
Time (min)
Figure 8. Comparison between the developed model and the
experimental conversion data. 4: measured data —: model.

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.
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NYILATKOZAT

Alulirott Kmecz I1diké kijelentem, hogy ezt a doktori értekezést magam készitettem és
abban csak a megadott forrasokat hasznaltam fel. Minden olyan részt, amelyet sz
szerint, vagy azonos tartalomban, de atfogalmazva mas forrasbol atvettem, egyértelmiien,
a forras megadasaval megjeldltem.
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