Zar6 szakmai beszamol6 az ,Enantiomerek és diaszteomerek elvalasztasa szuperkritikus
allapotu oldoszerekben” cimii, K72861 szamu OTKA tamogatott projektrél

A szakmai zarojelentésben az eredeti munkatervieEghatarozott pontok szerint rendszereztik
az elvégzett munkat. Részletesen megadjuk az s#l&t a munkaterétt A folyoiratcikkben
mar publikalt eredményeket csak roviden, a jelentadlikalas alatt all6 eredményeket
valamivel részletesebben mutatjuk be és megadidzigs varhatoé legmagasabb forméjat.

Vegyduletek roviditései:

Rovidites Név Rovidites Név

AB S-2-aminobutanol EtOAc etil-acetét

BAB S-benzilamino-1-butanol FEA R-fenil-etil-amin

BS RR-borkésav IBU R-ibuprofén

CALB Candida antarctica lipaz B LAK 4-benzil-2-azetidinon
CCH transz-2-ciano-ciklohexanol MTBE metil-terc-butil-éter
CHD transz-1,2-ciklohexan-diol PE 1-fenil-etanol

CKS cisz-krizantémsav PIRI terc-butil-3-fenil-4-

hidroxipirrolidin-1-karboxilat
CO, szén-dioxid THF tetrahidrofuran

CPS cisz-permetrinsav

1. Diasztereomerso-képzési egyensuly mérése nagynywsen-dioxid alatt
Diasztereomerso-képzési egyensuly szuperkritikuén-sizoxidban tortéh vizsgalatardl a
szakirodalom a munkankat meggien nem szamolt be. A mérések elvégzéséhez kiatimiiko
egy nagynyomasu méendszert, amelyben a szakaszos kevert reaktastiay és émerseklet
allandoan tartdsa mellett) folyamatos, kevert hamtaktor Gzemeltetésre atvaltva mintat lehet
venni tetséleges idkdzonként a reakcideleg§b Jellembden hosszu, akar két hetes reakai&id
is sziikségesek voltak a mérések soran, ezért angérkialakitas meghatarozé szempont volt a
reaktor kialakitdsakor. A megfetekeveredés biztositdsa a mosasi Iépés soran kilj@kdstett,
de a végs kialakitasban turbulens keveredést tudunk biAangits a mosas soran a kimosodasi
hatdsfok jol leirhaté az idedlis kevert tartadlyteakmodelljével. A tartézkodasi édeloszlas



mérése és matematikai leirasa nemcsak @bagendezés mésitése miatt fontos, hanem a
termelés adatok kiértékelése soran is felhasznaktudért kimosodasi hatasfokot.

A fluid fazisbol vett mintak enantiomer tisztasaggizkromatografias modszerrel hataroztuk
meg, valamint a gazkromatografias eredmeényekeaselmaltuk az anyagmérleg felallitasaban. A
reaktorban hosszU mosas utan visszamarado, zomaszteteomert tartalmazé szilard fazist
porrontgen diffrakciéval (XRD), sziikség esetén tmamalitikai médszerekkel, valamint minden
esetben gazkromatografiaval vizsgaltuk, hogy komplépet kapjunk az Osszetétel és
enantiomer tisztasag mellett a keletk&ristalyos fazisokrol is.

A kiulonbos, beallitott nyomason éssimérsékleten felvett enantiomer tisztasag é- lefutasi
gorbék alapjan a reakciok kinetikai lefutdsarolostiunk képet. Egyensulyi reakcion alapuld
modellt allitottunk fel. Azt feltételezziik, hogy ldmérséklet és a nyomas is befolyasolja a
reakciosebességet (adrhérséklet emelése az Arrhenius-egyenletnek megéslendveli a
reakciosebességet; a nyomas novelésévaldott fimérsékleten a komponensek oldhatosaga és
igy a koncentracio az oldoszerben; a soképzésci@dltetelezhet negativ aktivalasi térfogata
miatt a nyomas emelése a reakciésebességi egyiti@atékét noveli) és az egyensulyi
enantiomer aranyt a soOban (&ntérséklet emelése a termikusan stabilabb diasrenresd
keletkezésének kedvez; a nyomas emelése a kisebagslasi térfogatu diasztereomer so
képzdésének kedvez).

Az 1.1-1.5 alpontokban minimum négy diasztereosteképsddési rendszer vizsgalatat és a
fenil-etil-amin (FEA) szén-dioxidban torténatalakulasat terveztilk. Az F-kinolinb6dl nem
tudtunk megfeld tisztasagu racém anyagoba@litani. A tetramizolt pedig a rendelkezésre allé
kiralis gazkromatografias rendszereken nem volt vakgithatd, ezért ezek helyett a racém
vegylletek helyett alternativ mintapéldakat kenelstiami vegyllet par szempontbdl a
tervezetdl kismértéki eltérést jelent. A megvalésult munkdban a FEA leteg vizsgalata
mellett (J. Thermal Anal. Cal. 111(1) 567-574, 204z IBU-FEA (J. Supercrit. Fluids 69, 113-
116, 2012), CPS-FEA, CPS-BAB, CKS-BAB, CHD-BS rész$ vizsgalatat és szamos egyeb
rendszer tesztelését végeztik el. A CPS és CK%I ataplszerekit az 6sszefoglaldo kozlemeény
kézirata elkészilt és hamarosan bekuldjik.

Vizsgalataink arra utaltak, hogy az Uj kristaly$ezet a FEA és a szuperkritikus szén-dioxid
reakcioja soran képdik, és azonos a FEA és az atmoszferikus szénelioaakcidjabol
képadott vegyulettel. Noha a FEA légkori szén-dioxidnaéekeny mivolta jol ismert, az igy
képadott vegyllet szerkezete az irodalomban nem volirheb. Részletes analitikai
vizsgalatokkal — differencidlis pasztdz6 kaloringet(DSC), szimultdn termogravimetria és
differencialis termikus analizis (TG/DTA) in sit@rhegspektroszkopias féflogaz-analizissel
(TG/DTA-EGA-MS), termogravimetridval csatolt Fourganszformacios infravoros
spektroszkopiaval (TG-FTIR) — sikertlt azonositaniegyuletet. A FEA reagal egy szén-dioxid
molekulaval, majd az igy képdott karbamat szarmazék sot képez egy Ujabb FEA&kulzval;



a képsdott vegyulet IUPAC megnevezeéseRjal-feniletanaminium ([)-1-feniletil)karbamat.
Racém FEA-bol kiindulva egy csupan sztereokemijdisonbos vegyilet keletkezik.

Az IBU - FEA reszolvalasi rendszer esetén a reaftéi@ vizsgalt tartomanyban (1,5-92 6ra)
jelentbsen befolyasolja a reakcio lefutasat, mintegy 72 étan azonban hatasa cstkken. A
homérséklet hatasa szintén jelgnta vizsgalt 25-80 °C tartomanyban: optimuma 35 °C
kornyékeén talalhato, 45 °C f6lott azonban — az @dhatésaganak drasztikus csokkenése miatt
— gyakorlatilag nem vegezléetel a reszolvalds. Szuperkritikus szén-dioxidbaronas
kristalyszerkezetben kristalyosodik a diasztereos@r mint vdkuumbepérlds soran. A szén-
dioxidban végbemeén reakciobdl a reakcié egyensuly elérésekor j6 téasel magasabb
enantiomer tisztasagu termék nyeéh@e> 60%), mint a hagyomanyos mintkeélszitést koveét
optimalizalt szuperkritikus extrakcio alkalmazadgea<50%).

A cisz-permetrinsav (CPS) reszolvalasat két reseadbzerrel, R)-fenil-etil-aminnal (FEA) és
(+)-(benzilamino)-1-butanollal (BAB), vizsgaltukA[ BAB kereskedelmi forgalomban nem
kaphat6, azt (+)-aminobutanolbdl és benzaldehidiiddrogénezéssel szintetizalta dr. Heigged
Laszlo (BME SZKT), GC-MS mérések alapjan >97% #tisagban.] A CPS-FEA parnal, amely
atmoszférikus mintagkészités utani scC» extrakcioval jo elvalasztast eredményezett (ke 3
50% koralményekil figgéen mind az extraktumban, mind a raffinatumban rofdd ora)
kisérleti idb esetén, teljesen racém termékek keletkeztek daiffars szén-dioxidban. fivel a
vakuumbepérldssal @észitett minta enantiomer tisztasdg értékei is klaminek. A
vakuumbepérlassal készitett mintak XRD felvételgreek, mig a scCoben eballitott mintak
felvételei megegyeztek az egykristaly szerkezetekjeneralt XRD diffraktogrammokkal. A
CPS - BAB reszolvalasi rendszer, amelyben az ee<atridszférikus mintagkészitést koveét
szuperkritikus extrakcios (SFE) elvalasztas esgféanantioszelektivitast mutatott a sc&leen
tortérd diasztereomer sO képzéssel (ee>40% az extraktyree#0% a raffinatumban 20 6ra
utan, ami egy reszolvalasi Iépésben kiemealkedhatékonynak szamit). A jelenség magyarazata
feltételezésiink szerint az, hogy amig FEA reszobzarrel kinetikus kontrol esetén kapunk jo
elvélasztast és a két diasztereomer sé stabilikdsel megegyezik szén-dioxidban, addig BAB
reszolvaloszer esetén a két diasztereomer sé6#épz sebessége kozel azonos, azonban
stabilitasuk eltér, ezért a termodinamikai konteothegfelegl a hatékony elvalasztashoz.

A cisz-krizantémsav (CKS) reszolvalasat sikereskégeztik szén-dioxidban BAB-bal, de
FEA-val és aminobutanollal (AB) nem eértink el szé&m@ elvalasztast semmilyen
nyomas-kmérséklet bedllitds mellett sem. A reakcié rendkéridékeny mind a nyomas (80 —
200 bar) mind a dmeérséklet (26 -55 °C) beallitasokra, aminek az akaldhatosagi viszonyok
valtozasa (lasd. 2. munkatervi pont). Kiralis ehsatast csak 150 bar nyomas és 50 °C
homeérséklet értekek alatt sikertlt elérntink. Optimaktekinthed a 80-100 bar nyomas és a
33-35 °C ldmérséklettartomany. Ekkor mindkét enantiomer ~50%eértékkel nyerhé&ki.

A transz-1,2-ciklohexandiol (CHD) reszolvalasht(RR)-borkésav (BS) reszolvalészerrel
vizsgaltuk. A diasztereomer komplex nem kigik kimutathatdo mértékben meg szén-dioxidban,



aminek vélemeényink szerint az az oka, hogy a B®atidlannak tekinthétszén-dioxidban,
ezért a komplexképzéshez szilard fazisu reakciémad szilkség, aminek a sebessége nagyon
kicsi. A vakuumbeparlassal &deszitett mintdk azonban a nyomastol és éandrsékletdl
fluggoen eltéé egyensulyi allapot felé mozdulnak el szén-dioxidészerben. Az enantiomer
tisztasdg idfiggése a kulonb&z nyomason végzett kisérletekben eltér, a nyomésa és
hémérseklet kdlcsonhatdsa jelémt 100 bar nyomason armérsékletnek nem mutathatd ki
hatdsa 33-63 °Cdmérséklettartomanyban (&%, megegyezik a vakuumbeparlassal tértén
mintaebkészités soran keletkezlreagalatlan enantiomer ee értékével), 150 bamagon 63

°C homérsékleten az extraktum ee értéke éxetlfolyamatosan csokken 30 % ala, mig 33 és 48
°C tartomanyban 70%. 200 bar nyomason 33 °C-ounid fézisban az ee értékestuen allando

eés 70%, 43°C-on 4 ora alatt 40-45%-ig, 20 Ora &@&8b-ig csokken. 30 % koruli ee értéket
mértink hosszabb ddelteltével 48 °C és 63 °Gomérsékleteken is. Az eredmények kilondsen
érdekesek, ha dsszevetjik a rovid id€0-40 perc) szuperkritikus szén-dioxidos extrakci
reszolvalas illetve frakcionalt extrakcié optimaliasa soran kapott eredményeinkkel
(Tetrahedron-Asymmetry 19, 1587-1592, 2008; Indg.E@€hem. Res. 49:(19), 9349-9354,
2010), ahol azt kaptuk, hogy 100 bar nyomason draldxm enantiomer tisztasaga kozel
fuggetlen a bmérséklettl 33-63 °C tartomanyban, 200 bar nyomasomdrseklet emelésével
33-63°C tartomanyban az extraktum ee értéke csoKgefo-rol 40%-ra) és hosszu idej
extrakciéval 200 bar nyomason 73 °C felett a dexeztmer komplex#d a visszamaradt
enantiomer extrahalhatd. Az egyensulyi mérésekt @lddamasztjak azt a palyazat megirasakor
felallitott hipotézisiinket, hogy a szuperkritikugrakcids reszolvalads soran tapasztalt nyomas —
hémérséklet hatas oka a rendszer sgd@zegben létgz nyomas és dmeérsékletfligy
egyensulya felé tortérelmozdulés.

2. Oldhatésagbeli kilonbségek mérése és modellezése

Az oldhat6sag mérése és matematikai leirdsa miszigmerkritikus oldészerben végzetiivelet
megértéséhez szikséges, ezért a szakirodalombamoszamodszer ismert. A
laboratériumunkban a statikus-szintetikus és a rdikas oldhatésdg mérési technikdkat
alakitottuk ki és alkalmaztuk az 0sszes vizsgaljyueet esetében, hiszen mar a megéelel
bemérések meghatarozasahoz elengedhetetlen azési@hiaviszonyok feltérképezése. A biner
elegyek mérését a terner elegyek mérése felé haladtunk, valamegfigyeltink a komplex
reakcioelegyek viselkedését latoiiveges cellabantaldosithaté eredmény, hogy a
diasztereomer sok oldhatésaga tiszta szén-dioxiddamutathatosagi hatar alatt, van abban az
esetben, ha a reszolvaloszer 6nmagdban sem oldadik-dioxidban (CPS-FEA, IBU-FEA,
CKS-FEA, CHD-BS). Abban az esetben, ha a diaszteeebalkotd mindkét vegyiilet oldhaté
kulén-kalén a szén-dioxidban (old6szerelegyben)koakis minimum egy nagysagrend
kuldnbség van az egyedi komponensek és a diasateresd oldhatésaga kozott (CPS-BAB,
CKS-BAB). A diasztereomer so0k megfdélebldoszer — szén-dioxid elegyben feloldhatdéak
(oldoszertartalom <20%). A diasztereomerek kis atdbaga miatt az egymassal diasztereomer
viszonyban all6 s6k oldhatosaga kozott csak kiestesetben tudunk a meérési pontossagon bell
kulonbséget tenniR-FCPSR-FEA so6 oldhatésaga minimum kétszerese 140 bar agomés 40



°C hdmeérsékleten, mint a&CPSR-FEA s6é metanol — szén-dioxid elegyben). Val6jahan
meéréstechnika nem ad arra valaszt, hogy a dissaésifokot, vagy maganak a diasztereomer
sbnak az oldhatésagat mérjik, azonban ennek elkétiEnaz elméleti hattér megértése miatt
fontos —ha egyaltalan lehetséges- €s nem a gyékalkalmazhat6sag miatt.

Az enzimkatalizalt kinetikus reszolvalasok szuldjai és termékei kdzul az alkoholok és a
keletked acetat termékeik oldhatésaga kozel azonos, aztakét kissé nagyobb (CHD és
acetétjai, CCH és acetétja, PE és acetatja, PIRho&tatja). A nyomas ésoimmérséklet
valtoztatasaval az oldhatésagok aranya nem vattomdentisen. A 4-fenil-2-azetidinon
szubsztrat és aR)-fenilalanin termék oldhatdséag tobb mint egy nagyend kilonbséget mutat
a vizsgalt 90-210 bar nyomés és 33-80 °@nérséklet tartomanyban, ezért az extrakcios
elvalasztasuk igéretes. Az oldhatosagi adatokat mgggetlenil, hanem az enantiomer-
elvalasztasi médszert leird kozlemenyekben pulilikailletve fogjuk publikalni.

A mérési adatokra &zor empirikus modelleket (Chrastil-egyenlet, Yuléguban-egyenletek)
illesztettiink. Az allapotegyenletekkel torééteiras el§ 1épésben a Phase Equilibria 2000, a
Sandler és a GPEC (Global Phase Equilibrium Cdioms) szoftverek 6sszehangolt
alkalmazasaval kiséreltik meg a kisérleti oldhafiosélatokra tortah illesztést. Az illesztés
megbizhatésaganak ellgmését irodalmi mintapéldak alapjan (naftalin, itmipn, etanol,
metanol, stb.) majd a sajat mérési eredményeiiasehalasaval végeztik. Ezek a szoftverek
azonban nem tettek lelég€ elegend flexibilitast a szamoldsok soran, ezért MatLabetti
kornyezetben, A. Martin és mtsi (Teaching advanaesglations of state in applied
thermodynamics courses using open source progreohs;. for Chem. Eng., 6(4), 114-121,
2011) szoftvercsomagjabol kiindulva alakitottulakbiner elegyek kdlcsbnhatasi paramétereinek
illesztéséhez szolgald algoritmusokat. A modellesmgan tobbek kdzott arra kérdésre kerestik a
valaszt, hogy hogyan kellene a mérésszam megtaméfiatt modositani a kialakitott merési
protokollt, hogy a modellezés szamara meghble)] és ezért a valdosagot jobban leir6 modellt
kapjunk. Az eredmények alapjan a mérésnbrsékletek szamat csokkenteni lehet, azonban egy-
egy Fbmérsékleten minimum 5 koncentricional meg kell foatdi az opalosodasi nyomast a
statikus moédszernél (a dinamikus modszernél pedigmmm 5 nyomésnal meghatarozni az
oldhatdsag értékét) ahhoz, hogy megteletmeié adatot szolgaltassunk az allapotegyenletek
segitségével tortérmatematikai leirashoz.

3. Diasztereomerek kristalyositasa antiszolven$itékakkal

A kutatasi munka etsévében komoly éfeszitést és ittaforditast igényelt az egyes Uj mérési
terliletekhez kapcsol6do készilékigény (3.1 alpoAp). antiszolvens kristalyositdshoz nem
rendelkeztink koradbban jol (tkh6do kristalyositoval. Szakaszos mérésekhez (gas ardigo
precipitation= GAS) az 1. munkatervi pont megvalisihoz kialakitott mérendszert
fejlesztettik tovabb, mert antiszolvens kristalj@siesetén a hatékony, de eldugulasra nem
hajlamos sirés megoldasa kulcsfontossagu. Ha nem elég hatékosyirés, mosaskor a

kisméreti (mikrométeres tartomany) kristalyokat kihordja éskulékiél az aramlé kdzeg, ha



pedig eltonddik a s#ird, akkor nyomasmentesitéskor a visszamaradd, szevldEszer
visszaoldja a kristalyos mintat, ezért a kristaitgsnem mikodhet. A GAS készulék kialakitasa
utan sikerult csak ugy atalakitanunk a félfolyarsgBupercritical antisolvent = SAS) készuléket,
amellyel a kristdlyképmés valdban konstans nyoméason ésnérsékleten toérténhet, hogy
preparativ. mérét kristalyositast tudjunk végrehajtani. Itt a szervelddszerben feloldott
komponenseket a nyomas alatti térbe egy fuvokéeskdil injektaljuk, mikozben a szén-dioxid
aramlas is folyamatos. A &2&s megoldasa mellett ennél a késziléknél szamedblo
fejlesztést kellett megoldani, mint —a teljességnige nélkil- a favoka megfetekialakitasa, a
szén-dioxid beoldédasanak megakadalyozasa az alskinegkezdésesti a mintat tartalmazo
szerves oldoszerbe, mert ez &vezetékek azonnali eltGidését okozza, vagy a betéaramok
megfeleb keveredése a nyomas alatti kristalyositoban, andgoszabalyozasa két fuggetlen
betdplalasi aram mellett, ahol az aramok aranymeghatarozé a termékképzésre. A feladat
komoly szakmai kihivast jelentett, hiszen a megsid@ szdmos sikertelen kisérlet részletes
elemzésén, hipotézis és ellenhipotézis feldllitanajd igazolasan/elvetésen keresztil jutottunk
el.

GAS meérésekkel (3.2 alpont) vizsgalt reszolvalésdszerek kozil a CPS-BAB, a CHD-BS és
a CKS-BAB rendszerek esetén nem tapasztaltunkikinaegkilonboztetést. A CPS—FEA és
IBU-FEA rendszerek esetében kevés diasztereomeb#étt, azonban a képdo diasztereomer
s6 enantiomer felesleg tisztasag ertékei a paraekdie figgoen elérték a 80-90%-ot. A
kidolgozott mérési mddszer alkalmas az antiszolvknstalyositas gyors tesztelésére és a
meghataroz6 paraméterek megieletallitasa esetén szelektiv diasztereomer s@kustitasra.

A CPS-FEA rendszer esetén (3.3 alpont)részletegagaltuk a nyomas hatasat 200 bar és 100
bar kozoétt 45 °C-on. Az eredmények alapjan a nyoésigen jeleriis hatasa van az
enantiomer tisztasagra és a termelésre is. Az ienagrt tisztasag 96%-t6l egészen 0%-ig
valtozik, 120 bar és 130 bar valamint 170 bar € A& kozott igen éles, ugrasdzedltozas
figyelhet) meg. 130- 170 bar kdzott kis atrgr (<500 nm) szalas termék keletkezik. Az IBU-
FEA rendszer esetén 200-150-100 bar nyomason rkéseieb mérték eltérés figyelhét meg, a
diasztereomer s6 enantiomer tisztasdga 80-90% Aoltizsgélt tartomanyban adémeérseéklet
hatdsa kisebb, mint a nyomasé, de nem elhanyagolhat

A SAS modszer (3.4 és 3.5 alpontok) elikiidését igazoltuk a gyakorlatban is és egy |épésben
értink el félfolyamatos rendszerben mikronizal&staszolvalast. A SEM felvételek alapjan az
eljaras soran képdo kristalyok hosszu szélas szerkémht A szalak atméje egy mintan belll
szik eloszlast mutat, azonban a kulénbdnintak (kalonb6é kortilmenyek) kozott jelets
eltérés lehet (250—-400 nm mérettartomanytdl egész8r4 pm-ig), mig adott bedllitasnal a
képado kristalyok homogének, és jol reprodukalhaté mirxd emantiomer tisztasag mind a
kristalyméret (pontos méreteloszlas vizsgalatot nalh moddunkban végezni). CPS-FEA
rendszer esetében, metanol oldosdleviégezve a kristalyositast a kristalyok termeléggan
alacsony (5—-26%), optikai tisztasaguk azonban madfsaa 85%-ot, néhany kisérletben pedig a



95%-ot is eléri. Az enantiomer tisztasag adatokékjsbbak, mint az azonos kérilmények kozott
végzett GAS kisérletekben, a termelés értékek kiizmhosak.

A kristalyok képddésére a nyomasgpimérséklet, a fazisaranyok és az oldott anyag iajekt
szerves olddszerben valé koncentracidja kozil ngyide jelents hatassal van. Vizsgalt
tartomanyban az injektalas térfogatarama (az ol&tdsZQ arany allanddan tartadsa mellett) nem
volt kimutathatd hatassal a keletkekristalyokra, de mar a minimalis térfogataramotiggy
valasztottuk meg, hogy a fuvéka porlassza az oktbsA porlasztist a latéluveges cellaban
figyeltik meg, hogy leveiben a képido jet teljesen eltér karakteti, mint ha szuperkritikus
szén-dioxidba torténik az injektélas. Az legjoblalbgasok mellett képio kristalyok rendkivil
laza szerkezét kis halmazsrisédi féazist alkotnak, a halmairdiség kb. huszada a
vakuumbeparlassaldllitott azonos mintakénak. A halmér$ség mechanikai behatasra (razas,
keverés) konnyen novelléeanélkil, hogy a kis szemcseméret (nagy fajlagiosefy valtozna.

Osszevetve az eredményeinket a szakirodalombart tisszesen keit diasztereomer
kristalyositassal, ugy véljiuk, hogy jeléatebrelépést értiink el. Az elképzelésisdor 1999-ben
vetették fel Kordikowski és mtsi, akik efedrint zebsaltak (teljes diasztereomer so képzédRel)
mandulasav reszolvalészerrel. A felhasznalt racéamnyisége kisérletenként kicsi volt ~260
mg, ami koérulbellil megegyezik a GAS kisérletekbéalink hasznalt anyag mennyiségével. Az
elvalasztas hatékony volt (ee 85-90% egy lépéskeldtked kristdlyok >200um jellema
méretiek voltak. Martin és Cocero 2007-ben a mandulasavaivélasat mutatta be FEA-val
grammos méretben. A maximalis elért enantiometassiy 63% volt, kristalyméret > 20n. A
sajat eredményeinket eddig csak konferencian nultatie, illetve TDK dolgozat és BSc
szakdolgozat alapjaul szolgaltattdk, nemzetkoziydiohtban tortéé publikaciojat a
kozeljowben tervezzik.

4. Enzimkatalizalt kinetikus reszolvalas — termékdasztas szuperkritikus extrakcioval

Az enzimkatalizalt kinetikus reszolvalas témakordelil az egyes alpontokban eltér
sikerességgel haladt a kutatomunka. Az 1. munkaponieirt készulékfejlesztés letieé tette,
hogy szuperkritikus szén-dioxidban végzett enzimlkadlt reszolvalasok tbeli lejatszdédasat
nyomonkovessiik, mig adszorpcids termék- szubsaliralasztasok nehézségekbe ltkoztek (lasd
alabb), ezért jeletisebb ebrehaladast az @bi témakorben értink el.

A terc-butil-3-fenil-4-hidroxipirrolidin-1-karboxdt kivalasztasa soran figyelembe vettik, hogy
az utobbi néhany évben tdbb szabadalom &remlapanyagként hasznaljak a vegyuletet
kulonbo® bioldgiailag aktiv szarmazékok szintéziséhez. §yiketet az irodalom szerint racém
formdban §R és RS enantiomerek keverékeként) allitjako,elaz enantiomereket kiralis

preparativ. HPLC-s modszerekkel valasztjdk szét. igzta enantiomerek dragan, Kkis
mennyiségben kaphatéak.

Célunk volt egy olcso, kornyezetbarat modszer lazitése az enantiomerek szétvalasztasahoz.
Ahol nem csak az enantioszelektiv reakcid, deradkrszubsztrat elvalasztas is hatékony.



A 4.1 alpontnak megfeléén ebkisérleteinkhez a racém észtert (acetatot és ht)irdz alkohol
kémiai acilezésével (savanhidriddel vagy savklaldgdiridinben) allitottuk €. Az alkohol-
eszter keverékek szilard hordozé/hexan megosaldedonsagait vizsgaltuk a racém alkohol,
illetve az acilcsoport miseégének fliggvényeében. A megoszlasi hanyados vatagél azt
tapasztaltuk, hogy mér a legapolarisabb oldész=eqi) is a hordozora (szilikagél, celit, florisil)
felvitt észter és a polarisabb alkohol nagy ré§z&0%) leoldotta, igy nem volt értelme a tovabbi
atmoszférikus adszorpcios vizsgalatoknak (4.5 d)pon

4.2- 4.4 alpontok: Acileiszernek vinil-acetatot hasznéltunk. A kisérletsatban az alkoholt
tetrahidrofuranban feloldottuk, vinil-acetatot éwienet adtunk hozza. Az alkohol és az enzim
tomegaranya 2:1 volt. A reakcidkat 30 °C-on végeztikomponensek keveredését razatassal
biztositottuk. A kovetkez enzimekkel végeztink kisérletekd@urkholderia cepacia Amano
lipdz PS,Aspergillus niger Amano lipaz A,Mucor javanicus Amano lipaz M,Rhizopus oryzae
Amano lipaz F-AP15Pseudomonas fluorescens Amano lipaz AK,Candida cylindracea lipaz,
Sertéshasnyalmirigy lipadZandida antarctica lipaz A, Candida antarctica immobilizalt lipaz B
(Novozym 435, CALB), Thermomyces lanuginosus immobilizalt lipaz (Liposym TL IM),
Papaya Latex papaiarica papaya papain,Mucor miehel immobilizalt lipaz, termofil fonalas
gombakbdl elallitott enzimkészitmény (BUTE-3). Csak a BUTE-3adlovozym 435 CALB
enzimkészitményeknél sikerilt kimutathaté konverelérni.

Az enzimek Kkatalitikus tulajdonségaiéeen fliggnek az alkalmazott oldéssertMind a
reakciosebességet, mind a szelektivitast befoljsolezért nagyon fontos feladat a
legalkalmasabb old6szer megtalalasa. A reakciol-Val kovettik, és azokbdl a mintakbadl,
amelyekben a termék jOl kimutathaté volt, kiralisldnnan gazkromatografias meérést is
végeztink a termék enantiomer ¢sszetételének aatégghasara. (Vizsgalt oldészerek: EtOAc,
MTBE, toluol, diizopropil-éter, hexan, aceton, THR) reakcidkat 30 °C-on veégeztik, a
komponensek keveredését razatassal biztositottuBUAE-3 enzimmel végzett reakciok
eredményeként azt kaptuk, hogy a legmagasabb keér(#3,8) diizopropil-éterben sikerdlt
elérni, a reakciésebesség is itt volt a legnagy¢rb ora alatt 70%-0s konverzid). 10-nél
magasabb E-értéket értiink még el az MTBE-ben ésltin végzett kisérletekkor is. A CALB-
vel végzett reakciok esetén értiik el a legmagagaibtéket (15,0), ezt MTBE olddszerben
mertik. Mivel Novozym 435-tel jobb szelektivitasidtunk elérni, mint a BUTE-3-mal, ezért a
késsbbiekben ezzel az enzimmel dolgoztunk tovabb mitrdoazférikus mind szuperkritkus
méreseknél.

Az aciledszer kivalasztasanal azt tapasztaltuk, hogy barelk@onos az enantiomer
szelektivitas, Iényegesen gyorsabban jatszodikrieakcio a rovidebb szénlancu észter (acetét)
képadésekor, mint a hosszabb (butiratyadlitasa soran, igy az acetéatot valasztottuk ki.

MTBE-ben a reakcié optimalisdimérséklete 40-50 °C kodzott van. Ezekben az eseatekbeo-
os konverzional a korabbiakhoz képest joval madasa@@ koruli enantiomer szelektivitast
tapasztaltunk. A &mérséklet emelésével a reakci0 sebessége kismeéntekd. (Az



atmoszférikus reszolvalas eredményedkézirat elkészuilt). Szuperkritkus szén-dioxiuba
3 tipusu faktoros kisérlettervet készitettiink a ngenés a &mérséklet reakciésebességre és
enantioszelektivitasra gyakorolt hatasainak értsdedz. Az il, a nyomas és admérséklet
egyuttesen befolyasoljak mind az enantiomer szgl&ddt (1 és 50 kozotti tartomanyban) mind
az enzimaktivitast. Az enzim aktivitasérhérséklet novelésével egyértélem névekszik, mig az
enantiomer szelektivitAsnak érmérséklet és a nyomas fliggvényében maximuma vénbas

on és 50 °C-on 50-es E-érték mellett 24 6ra aldt¥edhozammal enantiomertiszta (ee>99,9 %)
alkohol keletkezett.

Megvizsgaltuk tovabba a reakcio utani adszorpiosdé&elvalasztis lehgtégeit, a hordozé, a
nyomas, Bmérséklet és aramlasi sebesség fliggvényében. Anialypsan kevert tartalyreaktor
kivezet szelepét dsvezetek segitségével 6sszekotottik egy kromatégr@szloppal, amibe a
szilikagél, florisil illetve celit hordozot toltdik és ezen keresztll végeztik el a reakcioelegy
nyomas alatti eltavolitasat a reaktorbdl. Az imnmaedkoholt és acetatot is tartalmazé szén-
dioxid végighalad az oszlopon, ahol megtérténtlezl&s. A kiaramlé szén-dioxidot csapdaztuk.
A mintavewt adott idbkdzonként cseréltilk. A celit &ebben koéti az alkoholt és atengedi az
észtert, mig a korulményektfiggetlendl a florisil és a szilikagél hordozérineh az alkohol,
mint az észter ésen kdbdik. A celit alkalmas a reakcidelegyibtiszta észter éhllitasara
(legjobb elvalasztas, amikor leggyengébb az adsimrpalacsony nyomason és magas
homérsékleten), azonban az észter — alkohol kvaintightalasztasat nem tudtuk megoldani.

Szakaszos reaktorban részletes, kisérlettervvinadsztott vizsgalatokat végeztiink a Szegedi
Tudoményegyetemen Dr. Fulép Ferenc csoportjavalittgitkbdve egy racénp-laktdm (4-
benzil-2-azetidinon) lipaz (CALB =Candida antaraticlipaz B) katalizalt kinetikus
reszolvalasara. A folyamat soran a laktamirgynyitasaval enantiomertisztf-aminosavat
allitottunk eb. A reakcio szuperkritikus szén-dioxid oldoszerlelies mértékben lejatszodik. A
homeérséklet és a nyomas reakciora gyakorolt hataszgalva megallapitottuk, hogy az
optimalis nyomas 160 bar, mig az optimaltmiérséklet megkozetikeg 70 °C, amely kissé
alacsonyabb, mint az enzim atmoszfériktmbrséklet optimuma (kb. 80 °C). A laktam oldddik
szén-dioxidban, az aminosav oldhatésaga elhanyatgpllezért extrakcidos termék — szubsztrat
elvalasztast is megvalésitottunk a reakcio lejatasa utan (a LAK ee > 99%, aminosav ee > 98
%). (J. Supercrit. Fluids 55:(3), 1019-1022, 2011)

A transz-1,2-ciklohexan-diol enantiomerjei kirdlis centrubeépitésére alkalmasak nagyobb
molekuldkba. A CHD enzimkatalizlt enantioszeleldtilezését vizsgaltuk szuperkritikus szén-
dioxidban és hexanban CALB enzimmel és vinil-acetéile®szerrel. Az acilegszer/CHD
arannyal befolyasolhato a reakcio konverzidja deelatked termékek aranya. A vinil-acetat
mennyiségének novelésével a masodik acilezési iedite tolhatdé el a rendszer. Szén-
dioxidban az els acilezési lépés soran keletkeZ@fR-monoacetat rogton tovabb acibelik R R-
diacetatta, és igy termékként tiszta R,R-diacetanagy enantiomer tisztasagu (ee>98%) S,S-
monoacetat marad. HexanbanS& monoacetat enantiomer tisztasaga nem haladta riéépa

ot, és a reakcio lassabb is, mint azon@raérséklei szén-dioxidban. A reakcio kinetikai leirasat



mind szén-dioxidban mind hexanban elvégeztik és hatagoztuk a reakciosebesséqi
egyutthatokat, irreverzibilis konszekutiv reakcii@tételezve. (Az elkészitett cikket 2012.
decemberben 2. “revision” utan javitva visszakkdilProcess Biochemistry folydiratnak. )

A CHD konszekutiv enantioszelektiv észterezése rampntioszelektivitasu és gyors reakcio
szuperkritikus szén-dioxidban. A szakaszos kiskletredményei alapjan megterveztink és
kialakitottunk egy folyamatos immobilizalt enzimnéltdtt céreaktoron alapulé mérendszert,

és vizsgaltuk az atlagos tartézkodash ithtdsat a produktivitasra €s enantiomer tisztasagr
Alland6 nyomas ésdmérséklet mellett optimalis a tartozkodasinidl kozel 10-szeresérétha
produktivitds az enantioszelektivitas csokkenédkihéA mérési eredmények alatdmasztottak,
hogy a reaktor tervezése soran alkalmazott szaskitédytalloak, és az enzim >28 6ra alatt sem
veszit aktivitasabdl. (J. Supercrit. Fluids, DAD:11016/j.supflu.2012.11.016)

A transz-2-hidroxiciklohexankarbonitril (CCH) szintén szdzis sordn hasznélhato kirdlis
alapanyag lehet. CALB katalizalt enantioszelekttleaése szuperkritikus szén-dioxidban a
CHD-hoz hasonldéan nagy enantioszelektivitdssal mlégithatd (Tetrahedron Letters 52:(30),
3916-3918, 2011), bar a reakcio tipusa és kinetigligr. A CCH és acetatja egyarant jol oldodik
szén-dioxidban. A reakcid vizsgalata soran részégtdoglalkoztunk a viztartalom, nyomas és
homérséklet hatasainak komplex, egytttes értekelés&iietartalom szempontjabdol nagyon
csekély, kb. az egyszer desztillalt élelmiszeripardén-dioxid viztartalmanak megféiel
hozzéadott viz az optimalis, ekkor az enzimaktivignyegesen nagyobb, mint hozz4adott viz
vagy akar vizmentes oldoszer (§@asznalatakor.

5. Kiralis kromatografids modszerek kutatasa

Az analitikai munkankban a reszolvaldsok kovetésem@isitése terén végeztink fejleszt
munkat. Az enantiomer tisztasdgok meghatérozasalemiresetben kiralis kromatografiaval
tortént. Minden vegylletre elvégeztik az analitikabdszer kifejlesztését. A modszerek a
megfeleb publikaciokban megjelentek/megjelennek. A kap#larlektroforézis nydjtotta
elonydk kihasznalasan dolgoztunk, a reszolvalasi rkinkdralis analiziséhez szikséges
mindennap alkalmazandd modszerek kidolgozasa melMagyar Kémiai Folyoirat, 11, 151-
159, 2010) A reszolvalas soran keletkediasztereomer s0 két komponensét hataroztuk meg
mennyiségileg az anionok és a kationok szelekttekd&lasaval a kapillaris katédos oldalan a
kiralis 6sszetétel meghatarozasa mellett. A mileddten a CPS-FEA és CPS- BAB reszolvalas
analitikai fejlesztésével foglalkoztunk részletesen konverzié pontos meghatrozdsanak
érdekeében.

Kidolgoztuk az &z6 pontokban részletezett vizsgalt vegylletek kirdgézkromatografias
analizisét. A savak esetében szarmazékképzést makalnk. Kapillaris elektroforézis
felhasznalasaval megoldottuk, hogy a s6 képzésberivev reszolvaldészer és az elvalasztott
anyag enantiomer szelektiven meghatérozhat6 leggeigy ne csak az enantiomer tisztasag,
hanem a konverzi6 is egyszerre meghatarozhato neggg analitikai vizsgalattal. Tudomasunk
szerint a szakirodalomban nem talalhato ilyen arsalA modszer mar jol kidolgozott 1-feniletil



amin reszolvalo agensre és cisz-permetrinsav eltdadd anyagra, illetve 1-fenil-etil-amin és
ibuprofen kombinaciéra (Acta Politechnica Hungariedogadva). A kutatasok soran tobb Uj
ciklodextrint szarmazékot préobaltunk ki. Az elvatsainkhoz a monoamino-dimetilezgit-
ciklodextrin bizonyult legmegfelébbnek.

Eredmények

A BME-n a csoport altal kordbban kifejlesztett igémtékony szuperkritikus extrakcidos
reszolvalas tapasztalataibol kiindulva tovabbi ¢ioamer eballitasi modszereket dolgoztunk ki
€s vizsgaltunk meg. A vilagon élgnt valdsitottunk meg in situ diasztereomer s&zképtiszta
szuperkritikus szén-dioxidban és kimutattuk, hogpyamas és admérséklet befolyasolja a
sOképzeési reakcio sebességét és a diasztereomarggéksulyi aranyat is. A szuperkritikus
szén-dioxidot antiszolvensként alkalmazva nagy ®oer tisztasdgu és mikroméiet
diasztereomer so kristalyositasara alkalmas etjéi@dgoztunk ki. A legfontosabb eredménye az
antiszolvens kristalyositason alapulé reszolvalasad’know how”, ami akar az enantiomer
tisztasag maximalizalasat akar a szemcseméret |&oszabalyozasat lelbge teheti. A
harmadik enantiomer @&llitAsi moddszer, aminek alkalmazhatésagat benmlitathz a
szuperkritikus szén-dioxid oldészerben végrehagottimkatalizalt kinetikus reszolvalas, amit
kedved oldhatésagi viszonyok esetén termékelvélasztdebat 0sszekapcsolni, és igy ket
enantiomertiszta  végterméket o@llitani. Ujdonsagként dolgoztunk ki konszekutiv
észterképzésen (szakaszos és folytonos reaktoakKédsal) alapulé reakciét, ami mind a
monoacetat, mind a diacetat terméket >98% enanti@m@sagban szolgaltatja, tovabba
laktamgyiarti nyitasan alapulo reszolvalast szén-dioxidban. tibhi rekcio esetén hatékony
kapcsolt termék elvalasztast is megvalésitottudigevedmenyképpen mindkét terméket >98%
enantiomer tisztasagban allitottuké.eMind a harom maddszer esetén allitottunk @0% feletti
enantiomer tisztasagu termékeket, azonban ebbeesetben eddig csak az enzimkatalizalt
reszolvalas esetében kozelitette meg a termel&8-89%-ot.

A kutatas eredmeényeit folyamatosan publikaltuketde a publikalas még folyamatban van.
Mivel az OTKA rendszerbe csak az adott eredménynéggasabb szifit publikacidjat kérik
feltiintetni (amit nem minden esetben tudtunk magtemert a kordbban felvitt publikiciokat a
leirdssal ellentétben toroélni nem tudtuk, csak ns@daoi), az egyes tipusok 6sszesitését itt adjuk
meg.
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Jelblések
BME Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem

DSC differential scanning calorimetry
DTA differential thermal analysis

E enantioszeelktivitas

ee enantiomer tisztasag

FTIR Fourier transzformacios infravoros spektrogao
GAS gas antisolvent precipitation

SAS supercritical antisolvent precipitation
scCQ szuperkritikus szén-dioxid

SFE  szuperkritikus fluidum extrakcio

TG  termogravimetria

VRK vékonyréteg kromatografia

XRD porréngten diffrakcio



