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1. Bevezetés

A kiralis vegyiiletek a kémia, a biologia és igy az élet minden teriiletén
megjelennek, ¢és szinte minden esetben kulcsfontossagh a felhasznalt vegyiilet
sztereokémidja, mert ez hatdrozza meg ¢élettani hatdsat. Egy vegyiilet két
enantiomerének minden skalaris fizikai, kémiai tulajdonsiga megegyezik®, azonban
biologiai hatasuk teljesen kiilonb6z6 lehet. Az enantiomertiszta vegyiiletek
eloallitasanak fontossagat szamos példa szemlélteti, ugy gyc')gyszeripariz’s, mint
élelmiszeripari’ vonatkozasban. A nagytisztasagn enantiomerek el6allitdsa azonban
sokszor nehézségekbe litkozik. Az enantiomertiszta vegyliletek eldallitasat
Osszefoglaléan enantioszelektiv modszereknek nevezzik. Ezek kozé tartozik a kémiai
aszimmetrikus szintézis, racém vegyiiletek rezolvaldsa diasztereomer parok képzésével
vagy kristalyositassal és a kinetikus rezolvalas®®. Az enzimatikus kinetikus rezolvals
Iényege, hogy valamilyen racém szubsztratot reagaltatunk egy akiralis agenssel enzim
jelenlétében, amikor is kinetikus okokbol az egyik enantiomer sokkal gyorsabban
keletkezik, mint a masik. Ha kell6en szelektiv az enzim, enantiomertiszta terméket
kapunk. Kinetikus rezolvalassal azonban a racém kiindulési anyag 50%-a alakul csak at
a kivant termék megfeleld enantiomerévé, igy legjobb esetben olyan elegyet kapunk,
melyben 50% enantiomertiszta kiinduldsi anyag mellett 50% szintén enantiomertiszta, a
masik enantiomerbdl képzddd termék van. Nagy eldnye azonban, hogy megfeleld
enzimmel szinte tokéletesen enantiomertiszta’ (e€>99%) terméket kaphatunk. Ezeket a
rendszereket gyakran kombinaljdk racemizalasi folyamatokkal®, mely soran a
visszamarado (szamunkra ,,szennyez6”) kiindulasi anyag folyamatosan racemizalodik,
igy elméletileg eldallithato a kivant termék tiszta enantiomerje 100%-0s konverzioval.
Ezt nevezziik dinamikus kinetikus rezolvalasnak®.

Munkam soran a Pseudozyma aphidis lipaztermeld képességét vizsgaltam a
tapoldat Osszetételének ﬁiggvényébenlo. A tesztreakcio egy racém amin enzimkatalizalt
kinetikus rezolvalasa volt. Mivel az aktivitast szerettikk volna minél érzékenyebben
kimutatni, ezért célom volt egy erre a reakciora alkalmazhato hatékony acilezdszer
kifejlesztése. A vizsgalatok soran leghatékonyabb acilez6szernek az izopropil-2-
etoxiacetat (14) adodott. A fermentacios elegybdl a lipaz(oka)t adszorpcios technikaval
rogzitettem a kutatocsoportunk altal fejlesztett szilikagél alapu hordozokra, majd az igy

nyert rogzitett készitményeket kozvetleniil hasznaltam fel a kinetikus rezolvalasokban.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Enzimek, mint biokatalizatorok

Enzimeknek nevezziik azokat a fehérjéket (néhany kivételtdl eltekintve, pl. RNS
alapu enzimek), amelyek kémiai reakciokat katalizalnak. Ezek a folyamatok alapvetden
€16 szervezetekben jatszodnak le, ezért ezeket a komplex fehérjéket biokatalizatoroknak
is nevezik. Ugyanugy, mint ,,hétkéznapi” katalizatortarsaik, az enzimek is a reakciok
szdmara az aktivaciés energia csokkentésével alacsonyabb energiaju utat nyitnak meg,
ezaltal gyorsitva azokat (1. abra). Az enzimek a Kkatalitikus- és kotéhelybdl allo aktiv
helyen lejatszodo folyamat soran konformacio valtozassal segitik a szubsztrat termékké
alakitasat. Ezen bio-

makromolekulak egyik N

enzim nétkal

legnagyobb elénye a

szelektivitas. A lezajlo aklivacios
energia
onzmm

aklivacios nelkil

energia

enzimmel

folyamatokban  meg-

valosulhat szubsztrat-, sntimel

energia

. , reagensek
kemo-,  regio-, ¢és

enantio-szelektivitas is. vegtermeK

Egyes enzimek

onmagukban 15 reakcio eldrehaladta :

katalizatorként miikod-

hetnek (eayszeri 1. 4abra: Reakciok lefolyasa biokatalizissel és anélkiil
enzimek), mig masoknak szilikségiik van egyéb molekuldkra (6sszetett enzimek), mint
fémionok, koenzimek (NAD®, NADP"). Az enzimeket az altaluk katalizalt folyamat
szerint csoportositjak, igy hat kiilonb6zd osztalyba, ezen beliil alosztalyokba soroljak
6ket. A harmadik csoportba tartoznak a hidrolazok, ezen beliil iparilag is nagyon
jelentds képviselSik a lipazok™.

Az enzimek fehérje természetik 1évén altaldban igen érzékenyek a
reakciokoriilményekre (olddszer, hdmérséklet, pH, ionkoncentracid), igy tobbnyire csak
sziik tartomanyokban alkalmazhatok. Természetes formdban torténd alkalmazéasuk
soran tovabbi hatranyok, illetve problémak vetédnek fel. Ha valamilyen rogzitett

formaban alkalmazzuk az enzimet, akkor jelentdsen megné az alkalmazasi teriilet

sz€lessége ¢és szamos tovabbi el6nyre is szert tehetiink. A rogzitésnek szamos
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technologiai megvalodsitasat alkalmazzak széles korben, az egyik leggyakoribb formaja
az adszorpcios modszer. Ennek egyik legjobb példaja a Candida antarctica B lipaz',
amelyet tobbek kozt szilikagél alapt hordozora vagy akril polimerekre rogzitenek és

laborokban, illetve iparban is széles korben alkalmazzak.
2.2. Lipazok és a CaLLB

A harmadik enzimosztalyt alkotjdk a mar emlitett hidroldzok, melyek szén-
oxigén, szén-nitrogén, szén-szén kotések hidrolitikus szakitasanak és létrejottének

k31 cukrok, peptidek™

egyensulyi folyamatat, alkoholizist, aminolizist, illetve észtere
¢és amidok kotéseinek kialakulasat befolyasoljak™®. Szerves oldoszerben atészteresitést
segitik eld. A lipazok el6fordulnak mikroorganizmusokban, novényekben és allatokban
egyarant. Az ¢€l6 szervezetben ezek az enzimek feleldsek a zsirsav-észterek

hidroliziséért (triacil-glicerin hidrolaz, EC.3.1.1.3) (2. abra).

0]
il
H,C—O—C—(CH,),—CHjs H,C—OH
9 T 0
I Lipaz I
HC—O—C—(CH,),—CH3 + 3H,0 = HC—OH 4 3 HO—C—(CH,),—CHjs
‘ 0
H,C—O—C—(CH,),—CHj3 H,C—OH
Triglicerid Glicerin Zsirsav

2. abra: Trigliceridek hidrolizise lipaz enzimmel

Fontos lipaztermelok az egyes Bacillus, a Pseudomonas ¢és Burkholderia
baktériumtorzsek'’. Az enzimek jelentds része nem képes teljesen vizmentes kdzegben
katalitikus funkci6 betdltésére. Ezzel szemben a lipazok latszolag vizmentes kdzegben
IS stabilak és aktivak maradnak barmilyen stabilizalé anyag nélkiil. Ehhez az az elény is
parosul, hogy szubsztratjaik altalaban vizben rosszul, vagy egyaltalan nem oldodnak (pl.
zsirok, hosszl apolaris oldallanci molekulak). Alkalmazhato szerves-vizes kétfazisu
kozeg is, ugyanis a szubsztrat altalaban szerves, mig az enzim vizes kozegben oldodik,
igy feldolgozasnal konnyen szétvalaszthatok™. Nagy eldnye még a lipazoknak, hogy
magas regio- és enantioszelektivitast mutatnak, ezaltal ipari alkalmazasuk szerves
szintézisekben kézenfekvd valasztis lehet, olyan esetekben ahol ¢ szelektivitasok

kihasznalhatoak. Ezért is alkalmazzak enantiomertiszta gyc')gyszerhat(')anyagok19 és
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intermedierek eléallitisahoz®. Szamos, jelenleg is forgalomban 16v6 hatéanyagot
allitanak igy el6, mint a gyulladascsokkentd naproxént™ és ibuprofént®. Igéretes
alkalmazasi terliletek még a feliiletaktiv anyagok gyartasa, olajipar, tejipar,
mezOgazdasagi segédanyagok, papiripar, taplalék adalékanyagok, kozmetikumok
eléallitasa. A lipaz alapt ipari technologiak egyre szélesebb korben terjednek el®.

A CaLB (3. abra) a forgalomban 1évé legelterjedtebb lipaz enzim,
laboratoriumokban és ipari24 Iéptékben egyarant. Ezt egyediilalld szelektivitasanak és az
enyhe koriilmények (Iégkoéri nyomads, szobahdémérséklet) kozott megvalosithato
reakcioknak koszonheti. Ezt az enzimet a Candida antarctica vagy mas néven
Pseudozyma antarctica nevii bazidiumos gomba termeli. Ez az ¢l6lény két lipazt is
termel a mar emlitett CaLB-t, illetve
a Candida antarctica A lipazt
(CaLA), mindkettot tisztitottak ¢&s
azonositottak”®. A két  enzim
kiilonbozd, az A-jelzésti Ca-fliggd és
héstabil, mig a B-jelzésli nem Ca-
fliggd, azonban kevésbé hdstabil,
emellett szelektivitasukban 1s
eltérnek. A CalLB molekulatomege
33 kD, 317 aminosav ¢épiti fel,
mérete kb. 30*40*50A. Ugyantgy,

mint a tobbi lipdz, mikodését

3. abra: A CalB szerkezete

tekintve azonos a szerin proteazéval,
vagyis a szerin-hisztidin-aszparaginsav aminosav triad felelés a katalitikus hatasért.
Szamos nevén ismert: CalLB (Candida antarctica B lipaz), Novozym® 435
(kereskedelmi neve a rogzitett enzimkészitménynek), SP435 (ugyanaz, mint a
Novozym® 435) és az SP382 (majdnem A lipaz mentes).

A CalLB nagyon robosztus enzim, az optimalis katalitikus pH-ja 7, de vizes
kozegben stabil marad 3,5 és 9,5 kozott is. Denaturalasi hdmérséklete 50-60 °C kozott
van, fiigg a pH-tdl (alacsonyabb pH-nél nagyobb termo stabilitast mutat). Hostabilitdsa
jelentésen ndvelhetd (60-80 °C kozott tbb ezer dra kontaktidd utan is*®) ha valamilyen

modon rogzitjiik az enzimet.
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2.3. Pseudozyma aphidis

A Pseudozyma fajok szokatlanul élesztOszerli gombak, tObbnyire ndvényi
részekbdl izolaljak éket, ugy mint levelekbdl, viragokbol és termésekbsl?’ 2. Szamos
fajt jegyeztek fel ebben a nemzetségben, Boekhout és Fell”’: P. antarctica, P. aphidis,
P. flocculosa, P. fusiformata, P. prolifica, P. rugulosa, és P. tsukubaensis. Sugita és
tarsai vérbél is izolaltak fajtakat®: P. parantarctica és P. thailandica.

A P. aphidis-t eldszor egy ,jeruzsalemi cseresznye” vagy ,madeirai téli
cseresznye” (Solanum pseudocapsicum) nevii, mérgezé termésii nadragulya fajbol
izolaltak Németorszégbango. Azota szamos tovabbi ndvénybdl izolaltdk mar.

A P. aphidis-t széles korli vizsgalatnak vetették ala*

, hogy alapvetd
tapanyagsziikségletét milyen
forrasokbol képes fedezni. Avis® és
tarsai rajottek arra, hogy a P.
aphidis  hatasara a  ndvények
felszinén nem  jelentek meg
penészgomba telepek. Levy és
Gafni*® eper levekbdl izolalt P.
aphidis-t, majd ezzel kezelt

kiilonb6z6 ndvényeken

penésztelepeket, amelyek ennek

4. Abra: Solanum pseudocapsicum

hatdsara megszintek, ez a P.
aphidis extracellularis metabolitjainak inhibiald hatasanak tudhatd be, vagyis patogén
gombak és baktériumok ellen hatékony. Elvégezték in vivo koriilmények kozott is a
vizsgalatot, ekkor a P. aphidis sporakat iiltettek paradicsomokba, ez is hatdsosnak
bizonyult kiilonb6z6 patogének ellen. Ezzel a mddszerrel csokkenteni lehet a patogén
agensek visszaszoritasara alkalmazott kémiai anyagok mennyiségét.

A P. aphidis igen kozeli rokonsagban all a P. antarctica-val, mas néven

Candida antractica-val, hiszen ugyanazon nemzetséghez tartoznak.
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2.4. A Kinetikus rezolvalas alapjai

A kinetikus rezolvalas lényege, hogy egy kiralitascentrummal rendelkezo
molekula enantiomer parja eltérd sebességgel reagal, igy a reakcidelegyben tulstlyba
keriil a kevésbé aktiv, mig reaktivabb tovabb reagal. Ezt el6szor Marckwald és
McKenzie** jegyezte fel, mikor racém mandulasavat (-)-mentollal reagéltatott savas pH-
n (5. abra).

HO i 0 HO i
OH o HO o OH
+ o E—— +
HO'

5. dbra: A racém mandulasav kinetikus rezolvalasa (-)-mentollal

Enzimkatalizalt kinetikus rezolvéalds sordn optikailag aktiv molekula part
reagaltatunk valamilyen akiralis agenssel enzim jelenlétében. Ha az enzim enantiomer-
szelektivitasa elegendéen nagy, akkor az egyik enantiomer képzédése preferalt. igy
optimalis esetben a reakcid végén egy olyan elegyet kapunk, ahol 50%-ban van jelen a
kiindulasi anyag kevésbé aktiv enantiomerje és 50%-ban a reaktiv enantiomer termék

forméajaban.
2.5. Enzimrogzitési modok

Az enzimek rogzitése, mas néven immobilizalasa elengedhetetlen ahhoz, hogy
ipari 1éptékben alkalmazni lehessen 6ket, hiszen e nélkiil eltavolitasuk a reakcidelegybdl
korlilményessé teszi az eljarast. Rogzitett formaban alkalmazhatd szakaszos iizemi
késziilékekben, tartalyreaktorokban, ekkor egy egyszeri sziiréssel elvalaszthatdo a
reakcidelegytdl, ezaltal a jarulékos koltségeket jelentdsen csokkenthetjik. Emellett
folyamatos ilizemt, atfolyasos rendszerekben toltetként is alkalmas katalitikus hatés
kifejtésére®™ . Az, hogy milyen iizemii technolégiat vélasztunk, fiigg az eldallitani
kivant termék mennyiségétdl, reakciokoriilményektdl és az enzim aktivitasatol is. A
rogzitéssel a konnyen megvalosithatd elvalasztason kiviil tobb eldnyds tulajdonsagot is

kapunk, mint példaul a stabilitas jelentds nvekedése****

42,43

, ezaltal szélesebb spektrumban
valaszthatunk reakciokoriilményt™ ™, ugy hogy nem csokken az enzim aktivitasa. A

rogzités megvalosithato fizikai és kémiai modszerekkel egyarant (1. tablazat).
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Fzikiai médszerek Kémiai médszerek
,bezaras” szemipermeabilis rétegek kozé ionos kotés aminosav oldallancokkal
gélekbe, tiregekbe ,,zaras” kovalens kotés (hordozo-enzim)
mikrokapszuldzas kovalens’ kotés mul:[ifunkci()s
segédmolekulakkal
liposzomaképzés polimerlancba épités
adszorpcid kelatképzés fémekkel

1. téblazat: Enzimrégzitési modok
2.5.1. Adszorpcios rogzités

Ennél a rogzitési modnal* ugyanigy, mint altaldban barmilyen adszorpciods
eljarasnal nagyon fontos az adszorbedland6 feliilet fizikai-kémiai tulajdonsagai.
Erdemes porozus™ szerkezetii hordozot valasztani, mert ezaltal jelentSsen né a fajlagos
feliilete. A fajlagos feliilet mellett fontos a hordozd porusmérete is. Mindkét paraméter
nagyon fontos az enzim és a katalizdlni kivant reakcid szempontjabol is. Hiszen
elegendéen nagy porusméretiinek kell lennie a hordozonak ahhoz, hogy az enzim meg
tudjon tapadni rajta, benne, illetve mind az atalakitani kivant szubsztrat, mind termék
szdmara atjarhatonak kell lennie. De a tulsdgosan nagy poérusméret sem eldnyos, mert ez
a termelékenység rovasara mehet, hiszen a szubsztrat molekula és kotott enzim
talalkozasanak valdszintisége csokken. Nagyobb fajlagos feliilettel elérhetjiik, hogy
tobb enzim képes adszorbedlodni, igy majd az alkalmazas soran produktivitasbeli
novekedést tapasztalhatunk. Szamos anyagot alkalmaznak hordozoként ugy, mint
aluminium-oxid, kalcium-foszfat, kalcium-karbonat, aktiv szén, szilikagél46. A 6. abran
lathato az egyik legszélesebb korben alkalmazott adszorpcidés hordozod, a szilikagél

felszine, illetve az OH-csoportok lehetséges allapotai.
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6. abra: Modositatlan szilikagél hordozo feliilete

A szilikagél hordozok felszinét gyakran modositjak kiillonbozd szénlancokkal,
hiszen az adszorpcié tobbnyire hidroféb kolcsonhatasok révén jon létre a feliilet és az
enzim ko6zott. Annak ellenére, hogy nem kovalens modon rdgziil az enzim, vizmentes
kozegben tobbnyire nem csokken az enzim alkalmazhatésaga, mivel ilyen koriilmények
kozott az enzim nem hajlamos deszorpciora. S6t, a legtobb lipaz aktivitdsa né a nativ
allapothoz képes, mert a hidrofob feliilet olyan konformacio-valtozast idéz eld, hogy az
enzim aktiv centruma szabadon elérhetd lesz a szubsztrat szamara®’. fgy az aktivitas

cres

az aktivalt allapotot allanddsitani.

2.6. Aminok elofordulasa a természetben ¢és a

gyogyszeriparban

A funkcios csoportok koziil talan a legnagyobb szamban fordul elé szerves
molekulakban az amin csoport, szabad, vagy valamilyen alkilezett vagy acilezett
szarmazékként, példaul aminosavakban, peptidekben, enzimekben, vagy akar az emberi
szervezet szamos neurotranszmitterében (pl.: acetilkolin, dopamin, noradrenalin,

szerotonin).

O | HO NH,
e
)J\O/\/%\ :@/\/
acetilkolin HO dopamin

7. abra: Az acetilkolin és a dopamin szerkezete
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A gyodgyszeriparban is szamos példat talalunk. Az 1-feniletanamint (1) példaul
szamos hatéanyag eldéallitasakor hasznaljak rezolvaldszerként. Ekkor valamelyik
enantiomerének segitségével diasztereomer s6 képzéssel valasztjadk el a hatdanyag
enantiomereit. Savas karakteri anyagok molekuldk esetén alkalmazhaté gy, mint az
Ibuprofen*. A 4-fenilbutan-2-amin (4) intermedierje a Terodiline nevii, vizelettartasi
problémak ellen kifejlesztett gyogyszernek. Mivel azonban a termék (R)-izomere
szivritmus zavart, sulyos esetben szivmegallast is okozhat, ezért ezt a hatéanyagot
kivontak a forgalomb(’)149. Az 1,2,3,4-tetrahidronaftalin-1-amin (7) Onmagaban is
hatassal van a szimpatikus idegrendszerre, hatisa az amfetaminéhoz hasonld, csak
enyhébb™. Ez a molekula intermedierje lehet a Pfizer altal kifejlesztett Sertralinnak®”,

amely egy szelektiv szerotonin visszaszivast gatlo antidepresszans.

2.7. Alkil- és alkoxi-észterek felhasznalasa

Az etil-acetatot (10) évente tobb millio tonnas 1éptékben allitjak el3?, ennek
oka, hogy széles korben alkalmazott szerves oldoszer. Emellett lipdz enzimek
reakcidiban is elterjedt acilezészer, mert jo reakciopartner €s kdnnyen beszerezheto.
Acilezdszerként hasznaljak még az ecetsav tovabbi egyszerli alkoholokkal képzett
észtereit is, mint példaul a propil-, izopropil- és butil-acetatot is.

Hatasos acilez6szernek bizonyultak az ecetsav metoxi-csoporttal modositott
szarmazékabol képzett kiilonbdzé észterek. Thalén és Bickvall™ az 1-feniletanamin (1)
dinamikus kinetikus rezolvalasat végezték el CalB enzim és Ru-Shvo komplex
jelenlétében. E folyamat soran kiindulé acilezdszerként izopropil-acetatot (12)
alkalmaztak, emellett tesztelték a 2-metoxiecetsav metil-, etil- és izopropil-észterét.
Eredményeikbdl az latszik, hogy a 2-metoxi-észterekkel magasabb enantiomertisztasag
(ee) és konverzid (C) értékeket értek el, mint izopropil-acetattal (11). T6bb mas aminnal
is ehhez hasonld dinamikus kinetikus rezolvalasokat valositottak meg izopropil-2-

metoxiacetat acilezészerrel.>*



Olah Mark TDK Dolgozat 2012

3. Eredmények és kiértékelésiik

Munkéam soran célom volt az altaldnosan alkalmazott etil-acetatnal hatékonyabb
Uj acilezészer kifejlesztése, majd ennck alkalmazasa Pseudozyma aphidis altal termelt
lipdz enzim(ek) Osszehasonlitasdban. Modellvegyiiletként aromas oldallanct, kiralis
aminokat (8. abra), 1-feniletinamint (1), 4-fenilbutan-2-amint (4), 1,2,3,4-

tetrahidronaftalin-1-amint (7) hasznaltam.

NH, NH, NH,

8. abra: Modellvegyiiletek: 1-feniletanamin (1), 4-fenilbutan-2-amin (4), 1,2,3,4-
teterahiro-naftil-1-amin (7)

3.1. Acilezoszerek fejlesztése

A racém aminok enzimkatalizalt kinetikus rezolvalasait katalizalni képes
enzimek vizsgalatai soran altalanosan elterjedt acilezszer az etil-acetat (10). E munka
soran egyik célom az volt, hogy ennél hatékonyabb acilezészert keressek, vagy
fejlesszek ki. E munka soran el0szor az etil-észter helyett izopropil-észtert, vagyis
izopropil-acetatot (11) alkalmaztam. Ennek elméleti megfontolasa az volt, hogy az
izopropil-csoport jobb tavozo6 csoport, mint az etil-csoport, emellett a reverz folyamatok
ban vald részvételre is kevésbé hajlamos. Ezeket a vegyiileteket kereskedelmi
forgalombol szereztiik be.

A valtoztatas masik irdnyvonala a kiindulési sav szerkezetének modositasa volt.
Ez akkor lesz elény0s a rezolvalas szempontjabodl, ha az alkalmazott véaltozas hatasara a
sav karboxil-csoportja elektropozitivabb lesz, vagyis valamilyen elektronszivd csoport
bevezetésével csokkentjiik a sav metil-csoportjanak +I effektusat. Ez kivitelezhetd egy
alkoxi-csoport™ bevezetésével, mert igy kihasznalhatjuk az oxigén molekula nagyobb

elektronegativitasat a szénnel szemben (ENp=3,44; EN¢c=2,55).
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9. abra: Az acilezbszer-fejlesztés tervezett sémaja

Ehhez az ecetsavban a metil csoport egyik hidrogénjét etoxi-csoportra cserélve
jutottam a 2-etoxiecetsavhoz (12). Ennek a savnak (12) az etil- és izopropil-észterét
képezve kaptam az etil-2-ctoxiacetatot (13) és az izopropil-2-etoxiacetatot (14) (9.

abra).
3.1.1. A 2-etoxiecetsav (12) eloallitasa

Az etoxi-ecetsav (12) eldallitasat tigy valositottam meg, hogy etil-alkoholban
fém natriumot oldottam fel, majd trietil-benzilammonium-klorid (TEBA-CI) hozzaadasa
utan tobb részletben klorecetsav natrium-sgjat adtam hozza és az elegyet refluxaltattam
(10. abra). A reakcid végén a feleslegben hozzaadott (olddszerként is hasznalt) etil-
alkoholt rotacios vakuumbeparloval eltavolitottam, majd a nyersterméket feldolgoztam.
A reakcio jo termeléssel adta a vart terméket (76%), melynek tisztasagat irodalmi

torésmutato adatok alapjan és NMR vizsgalattal is igazoltam.

0 o)
Na
S + CI _—
OH \)kO'Na" TEBA-CI \/OQkOH
12

10. abra: A 2-etoxiecetsav el6allitasa
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3.1.2. Etil-2-etoxiacetat (13) és izopropil-2-etoxiacetat eloallitasa

(14)

Az 1j sav (12) etil- és izopropil-észtereinek eldallitasa hasonld volt (11. abra).
Mindkét esetben a feleslegben 1évd alkoholban vizmentes korilmények kozott
feloldottam katalitikus mennyiségii p-toluol-szulfonsavat, majd hozzaadtam a 2-
etoxiecetsavat (12). Az igy kapott elegyet 8 6ran at refluxaltattam, majd Vigreux-feltét
segitségével atmoszférikus nyomason desztillaltam. A termékek (13,14) tisztasagat
irodalmi torésmutatd adatok alapjan, NMR és IR vizsgalattal igazoltam, a termelés itt is
jonak mondhat6 (73 %, 75 %).

O O
p-TSOH
+ R-OH - o)

11. abra: 2-etoxiecetsav (12) észtereinek (13, 14) eléallitasa
3.2. Racém amidok eloallitasa

Munkdm sordan a kovetkezd feladat a késdbbi enzimatikus rezolvalasi
folyamatokban tesztelni kivant aminok [1-feniletanamin (1), 4-fenilbutan-2-amin (4),
1,2,3,4-tetrahidronaftalin-1-amin (7)] racém 2-etoxiacetamidjainak elkészitése volt (12.
(Hydrodex B-6TBDM vagy Hydrodex B-TBDAC) moédszerrel kovettem, amihez

referenciaként a racém Gsszetételli termékekre is sziikségem vollt.

O

rac-3 rac-6 rac-9

12. abra: Az eldallitott etoxi-acetamidok
Mindharom vegyiilet esetén hasonlo, analitikai 1éptékben (néhany 100 mg)

megvalositott eléallitasi modot alkalmaztam, amelynek alapja a Steglich reakcio™
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(13. abra). A Steglich észteresités soran a szabad savat a megfelelé alkohollal
reagaltatjak, 4-dimetilamino-piridin (DMAP) katalizator és diciklohexil-karbodiimid
(DCC) jelenlétében.

Ebben a reakcioban a DCC aktivabba teszi a szabad savat (O-acil-karbamid),
mig a DMAP proton akceptorként és acil-transzferként is funkcional. Ha az észteresités
lassu, mellékreakciok 1éphetnek el, amelyek csokkentik a termelést és bonyolitjdk a
feldolgozast. Ez legtobbszor 1,3-atrendez6dése az O-acil intermediernek N-acilla,
amely képtelen tovabbreagalni az alkohollal. Ez a reakcid felhasznalhato alkoholok
mellett aminok acilezésére is. Az elreagalt DCC diciklohexil-karbamid (DCU)

formajaban valik ki.

13. abra: Steglich-reakcié mechanizmusa primer aminok esetén

A mellékreakciok visszaszoritasat segiti a DMAP, mint acil-transzfer katalizator.

Alkalmazasaval kelléen gyors lesz a reakcidé ahhoz, hogy elkeriilhessiik a nem kivanatos

'R_o R m
2O e \Ni e
p)

anyagok képzddését.

&

\

N<+
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14. abra: A DMAP miikodésének mechanizmusa, mint acil-transzfer katalizator
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Osszemértem a szabad savat (12), a megfeleld racém amint, a DMAP-ot és az
oldoészerként funkcionald diklormetant. Az elegyet 0°C-ra hiitéttem, majd ezen a
hémérsékleten adtam hozzd a DCC-t, ezutan szobahdmérsékleten zajlott le a reakcio,
amit vékonyréteg kromatografidval kovettem. A reakcidelegy feldolgozasa nagyon
koriilményes, mert pelyhes, lassan iilepedé formaban valik ki a DCU. A feleslegben
alkalmazott DCC-t tovabbi savkatalizalt hidrolizissel kellett DCU-va alakitanom. Mivel
egyik etoxi-acetamid el6allitasa soran sem kaptam tiszta terméket a DMAP alkalmazasa
ellenére sem ¢és a termék extrakcioval nem volt elvalaszthatd a szennyezd

komponensektdl, igy oszlopkromatografiat kellett alkalmaznom.

NH,

0]
0 DCC DMAP Mo
HN
R/K + HO)J1\2/O\/ R/g\

CH,Cl,

15. 4bra: Racém 2-etoxi-acetamidok eldallitasa

3.3. Racém aminok Kinetikus rezolvalasa

Az eldallitott acilezdszerek  hatékonysagat enzimkatalizalt  kinetikus
rezolvalassal vizsgaltam. Ahhoz, hogy a reakciok konverziojat és szelektivitasat kovetni
tudjam, kidolgoztuk a sziikséges analitikai modszereket. Kutatocsoportunk mar évek ota
hatékonyan alkalmazza a kirdlis allofazisi gazkromatografiat olyan reakciok
kovetésére, amelyekben valtozas torténik a komponensek enantiomer-gsszetételében és
a vizsgalt anyagok megfelelden illékonyak.

A tesztreakciokat tobb értékkel jellemeztem, mint példaul a konverzid és a
termékek enantiomerdsszetétele. A konverziot (vagyis hogy a kiindulasi anyag mekkora
része alakul at adott koriilmények kozott) szazalékos formaban adtam meg. Mivel a
vizsgalt folyamatokban kiralitds centrummal rendelkezé molekulakkal dolgoztam, és {6
cél a termelékenység novelése mellett a tiszta enantiomerek eldallitisa volt, ezért
szlikségem volt olyan paraméterek alkalmazasara, amelyekkel jol jellemezhetd az
enantioszelektivitas. Ehhez sziikséges az enantiomerfelesleg meghatarozasa is.

Az enantiomer elegyek 6sszetételének jellemzésére altalanosan elterjedt érték az
enenatiomerfelesleg (enantiomeric excess, e.c.), amelyet tobbnyire szazalékos formaban
adnak meg®’. Ennek szamitasat a 16. abra szemlélteti (ahol X~ a féenantiomer moltortje,

X a masik enantiomer moltortje).



Olah Mark TDK Dolgozat 2012

*

X
e.e. % = X*+X*100

16. abra. Az enantiomerfelesleg szamitasa

E két értekbol  meghatirozhaté  jellemzé adat az E  mérdszam
(enantiomerszelektivitds), amely egy természetes logaritmus alapu fliggvényre épiil,
ahol ¢ a konverzio, eep pedig a termék enantiomertisztasaga. (17. Abra). Mivel a
fliggvény>® felhasznalja szamolashoz mind a konverziot, mind az enantiomer-felesleget,
ezért jol reprezentdlja a kiralitds centrumot érintd reakcidk hatékonysagat. Az
enantiomerszelektivitas szamértéke lényegében megmutatja, hogy hanyszor gyorsabban

képzddik az egyik enantiomer a masiknal.

In[1 —c(1+ eep]
In[1—c(1—eep]

E =

17. Abra: E szamitasanak képlete

A tesztek soran a négy acilezészert (etil-acetat (10), izopropil-acetat (11), etil-2-
etoxiacetat (13), izopropil-2-etoxiacetat (14), harom kiilonb6z6 racém aminnal (1-
feniletan-amin [rac-1], a 4-fenilbutan-2-amin [rac-4], 1,2,3,4-tetrahidronaftalin-1-amin
[rac-7]), hat kiilonb6z6 CalB enzimkészitménnyel (Novozym® 435, T2-150,
SGA10IBD, G250P, G2500, PAP31A) vizsgaltam, igy dsszesen 72 kiilonb6z6 reakciot
végeztem el. Kisérleteimet termosztalhatdé razogépen 4,0 ml-es teflon zardlemezes,
menetes kupak segitségével légmentesen lezart reakcid edényben, 30 °C-ra temperalt,
1100 min™ fordulatszamon miikodé razogép segitségével végeztem.

Eldszor az enzimeket mértem be a reakcidedényekbe, tized mg-os pontossaggal,
hiszen ennek nagyon fontos szerepe van a reprodukéalhatosag €s az enzim aktivitidsanak
szamolasakor. Ez utdn kovetkezett a megfelelé racém amin 50 pl-es, majd szamitott 2
ekvivalens mennyiségben az adott acilezGszer hozzaadasa. Az olddszer minden esetben
1 ml vizmentes toluol volt. A tesztelegyekbdl 1, 2, 4 6ra elteltével 50 pl mintat vettem,
majd ezt diklormetannal higitottam 1-2 mg/ml toménységlre és kiralis alléfazisa
gazkromatografiaval, illetve vékonyréteg kromatografiaval kdvettem.

Az 2. tablazatba az 1-feniletinaminnal [rac-1] végzett kisérletek eredményeit

foglaltam Ossze, feltiintetve a jellemzésre hasznalt hdrom f6 biokatalitikus paramétert
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(konverzio, ee, E). A konverzié elméleti maximalis érteke 50% lehet, mivel ha kelléen
enantioszelektiv a folyamat, akkor kiindulasi racém elegy egyik enantiomere reagal
csak, mig a masikra nézve dasul az elegy. Az enantiomertisztasag 99 % felett nagyon
jonak mondhato, ekkor 200 atalakult molekuldbol 199 a kivant térallasu, és csupan egy
a szamunkra ,,szennyez0” enantiomer. A mérési hibakra vald érzékenység miatt egy
adott érték felett az E értéket altaldban nem konkrét szamként adjdk meg. Ennek
megfeleléen én is tartomanyokat adok meg, a 100-200 tartomanyba esé értékeket >100,
a 200-500 tartomanyba esé értékeket >200 ¢és az >500 értekeket »200 értékekként

tintettem fel.

2. tablazat: Az 1-feniletanaminnal (1) végzett 1 oras tesztek eredményei

No. Acilezdszer Enzim ¢ CoR-NHAC
(%) (%)
1 Novozym® 435 9,8 99,92 »200
2 o) T2-150 2,0 99,59 >200
3 /\OJ\/ SGA10IBD 0,8 99,08 >200
4 etil-acetat G250P 4.4 99,83 »200
5 (10) G2500 1,5 99,49 >200
6 PAP31A 5,0 99,84 »200
7 Novozym® 435 16,5 99,95 »200
8 O T2-150 41 99,83 »200
9 )\o)J\/ SGA10IBD 11 99,37 >200
10 izopropil-acetat G250P 8,9 99,93 »200
11 (11) G2500 2,9 99,78 »200
12 PAP31A 9,7 99,94 »200
13 Novozym® 435 40,7 99,45 »200
14 @ T2-150 14,4 99,01 >200
15 /\o)j\/o\/ SGAL0IBD 1,6 90,74 21
16 etil-2-ctoxiacetét G250P 28,6 99,33 >200
17 (13) G2500 6,1 97,48 83
18 PAP31A 39,4 99,50 »200
19 Novozym® 435 47,0 99,60 »200
20 o) T2-150 36,1 99,93 »200
21 )\o)Jvo\/ SGA10I1BD 7,0 99,94 »200
22 izopropil-2-etoxiacetat G250P 46,2 99,86 »200
23 (14) G2500 28,6 99,95 »200
24 PAP31A 478 99,66 »200
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A tablazat masodik oszlopéaban tiintettem fel az alkalmazott acilezdszert. Az 1-6.
szamu sorban az etil-acetattal (10) kapott eredményeket gytjtottem Ossze. Ezekrol
elmondhato, hogy a konverzid legjobb esetben is (Novozym® 435) csak 9,8 %-ot ért el,
azonban volt, ahol ez az érték csak 0,8 % volt (SGAL0IBD). Az ee és E értékek minden
esetben jonak mondhatok, kiemelkedd (ee>99,9 %) értéket a kereskedelmi forgalmu
Novozym® 435 esetén értiink el ezzel az acilezdszerrel.

Az ecetsav izopropil-észterét (11) vizsgalva a konverzid értékeken jol lathato,
hogy mindegyik az el6zéekben tapasztaltak duplaja. Az 5. 0szlop eer)-nHac értékein is
jelentés javulas lathatod, hiszen az eddigi egy reakcid esetén eléforduld 99,9 %-nal
nagyobb ee()-nHac itt mar harom készitménynél is eléfordult (Novozym® 435, G250P,
PAP31A). Az E értékeknél esetén is hasonld javulas tapasztalhatd, »200 a hatbol &t
esetben, az eddigi harom helyett.

A 13-18. sorszammal mar a 2-etoxiecetsav (12) etil-észterének eredményeit
lathatjuk. Itt még az eddig tapasztaltaknal is nagyobbak az eltérések, hiszen a konverzid
értékeknél atlagban mintegy 6-7-szeres novekedést tapasztalunk az etil-acetathoz (10)
képest (ez a PAP31A-nél kozel nyolcszoros). Emellett azonban az eerynmac ¢és E
értekeket vizsgalva ezekben jelentds mértékli csokkenést tapasztalunk. Csupan négy
készitmény esetén tapasztalhatd, hogy eer).nHACS99 %, sOt a leggyengébb
eredményeket produkalo SGA10IBD jelzésiinél ez az érték csupan 90,74 %. Az E
szamok is hasonl6 tendenciat mutatnak, két esetben el sem érik a szazat (Esgai0sp=21,
Ec2500=83). A szelektivitas csokkenésének oka az, hogy ezekben az esetekben
kismértekli kémiai acilezés is zajlott az enzimreakciokkal parhuzamosan.

Az utolso hat reakcional (19-24.) ugyanennek a savnak az izpopropil-észterét, az
izopropil-2-etoxiacetatot (14) vizsgaltam. Ez az észter minden tekintetben feliilmulta az
eddigi harom tesztelt acilezdszert, hiszen a konverziok atlagban 15-szor magasabbak
voltak (a G2500 enzimkészitménynél >19-szeres javulas). Emellett az enantiomer
szelektivitast jellemzd értékek is kivaloak voltak, hiszen szintén harom készitmény
esetén tapasztaltam >99,9 % eer)-nHac értéket (T2-150, SGA101BD, G2500) és az
Osszes reakcioban az E értéke »200 volt. A jo eredmények oka az is hogy ezzel az
észterrel nem tapasztalhat6 a zavard kémiai acilazés.

Jol lathato tehat, hogy aminok kinetikus rezolvalasa soran az izopropil-csoport
mennyivel hatékonyabba teszi az acilezdszert, legyen sz6 akar az ecetsavval vagy a 2-
etoxiecetsavval (12) képzett észterérél. Az etil-acetatnal az izopropil-acetat mintegy 2-

3-szoros konverzidbeli javulast okoz, emellett a masik két paraméter is minden esetben
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jobb lett. Ha 6sszehasonlitjuk az etil-2-etoxiacetatot (13) és az izopropil-2-etoxiacetatot
(14), akkor is kittinnek az izopropil-csoport elényos hatasai, hiszen itt is minden esetben
joval nagyobb konverzio és jobb enantio-szelektivitasi értékeket kaptam. Tehat amellett,
hogy az izopropanol az enzimreakcioban jobb tavozo csoport, mint az egy szénnel
kevesebbet tartalmazo tarsa, az etanol, az észterek eltéré kémiai reaktivitisa és az
izopropil-észter kisebb kémiai reaktivitasa is fontos.

Az alkil és alkoxi oldallancu savak (ecetsav és 2-etoxiecetsav (12)) konverzio
értékeit osszevetve jol latszik, hogy az elektronszivd etoxi-csoport bevezetése elényos
hatast a produktivitasra. Az etil-észternél 6-8-szoros, izopropil-észternél akar 6-10-
szeres novekedést tapasztalunk a 2-etoxiecetsav (12) javara. Az etoxi-észterek koziil az
izopropil-észter (14) sokkal jobb enantioszelektivitasu folyamatokat eredményezett, ami
foleg a kisebb aktivitas, lassabb enzimkészitményeknél mutatkozott meg (pl.
SGA10IBD). Ennek f6 oka az lehet, hogy a lassabb reakcional jobban el6térbe keriilhet
az etilészterrel (13) tapasztalhatd kémiai acilezés. Ezt az is aldtdmasztja, hogy mig az

etil-2-etoxiacetat (13) bomlékony, addig az izopropil-2-etoxiacetat (14) joval stabilabb.
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1. diagram: Az 1-feniletanaminnal [rac-1] elért 1 6ras konverziok
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Az 1. diagramon 4abrazoltam a legegyszeriibb modell amin [rac-1] 1 Oorés
tesztjeinek konverzio értékeit. A szemléletesség érdekében egy adott enzimkészitmény
eredményeit négyes csoportokban, egymas mellett tiintettem fel. A csoportokban az
acilezoszerek ilyen sorrendben kovetik egymast: etil-acetat (10), izopropil-acetat (11),
etil-2-etoxiacetat (13), izopropil-2-etoxiacetat (14). Az abrazolt értékekbdl is jol latszik,
hogy a csoportokon beliil balrol-jobbra nének a konverzid értékek és kivétel nélkiil
minden kvartettb6l az izopropil-2-etoxi-acetattal (14) (jobb széls6, piros oszlopok)

érhet0 el a legjobb eredmény, vagyis ez a legaktivabb acilezdszer.

3.4. Pseudozyma aphidis lipaz aktivitasanak vizsgalata

Célom volt, hogy a Fermentia Kft. (felelés személy: Dr. Satorhelyi Péter) altal
kiilonboz6 tapoldatokon Pseudozyma aphidis altal termelt lipaz enzim(ek) aktivitasat és
szelektivitasat Osszehasonlitsam. Ennek vizsgalatara szintén az eddig alkalmazott
kinetikus rezolvalast hasznaltam. Ezen enzim(ek) jellemzése soran csak az
1-feniletanamin [rac-1] szubsztrattal végeztem a kisérleteket. Mivel az elGzetes
vizsgalatok soran egyértelmiivé valt, hogy az izopropil-2-etoxiacetat (14) a
leghatékonyabb acilezdszer, ezért kizarolag ezzel dolgoztam tovabb. Ennek azért van
jelentésége, mert kellen hatékony reagenssel a Kisebb aktivitasu enzimek is mar rovid
1d6 alatt vizsgéalhatok, nem kell tobb napot varni, mig mérhetd és reprodukalhatd

aktivitast tapasztalunk.
3.4.1. Az alkalmazott taptalajok osszetétele

A fermentaciok soran alkalmazott tapoldatok mindegyike tartalmazta a
mikroorganizmusok szaporitasdhoz elengedhetetlen tdpanyagokat (szén-, nitrogén- és
foszforforrasok), azonban azokat kiilonb6zé forméban és aranyban, illetve kiillonb6zd
mennyiségben és mindségben szervetlen ionokat (3-4. tablazat). Az iires cellak azt
jelentik, hogy nem tartalmazott komponenst az adott taptalaj, a szamértékek gramm/liter
koncentracioban értendék. A pH ezek koziil kivétel, mert ahol nincs feltiintetve pontos
szam, ott a fermentacids elegyet nem pufferaltdk, vagyis a komponensek hatéséara alakul

ki a pH, ami jellemzden 6,2-6,4 kdzott valtozik.
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3. tablazat: A Pseudozyma aphidis tapoldatok Osszetétele (az adatok gramm/liter

mértékegységben értenddok)

Komponens M-12 M-3 M-4 M-5 M-6 | M-6 pH |Lip-1 Lip-2 Lip-4
glikéz 10 120 40 40

glicerin 6

kristalycukor 10 10
olivaolaj 5 5 40 10 10 5
¢leszto kivonat 10 10 1 1 1 1 1
kukoricaliszt 15
kukoricalekvar 5 3
(50%)

szojaliszt 25 5
pepton 10 10

NH,CI 5 5

MgSO,-7H,0 03 03 03 0,3 0,5 0,5 0,5
NaNO3 3 3 0,5 1
KNO3 0,5
KH,PO, 03 03 03 0,3 2 2 1
CaCOs 2 2
(NH4)2HPO, 1,5 1,5 1
NaCl 0,5 0,5 0,5
Tween-80 1 2 1
nyomelem oldat-1 0,5 0,5 0,5
nyomelem oldat-2 0,5 05 0,5
pH 6,0 55

4. Tablazat: A nyomelem oldatok Osszetétele

Szervetlen sé Koncentracio [g/1]
MnSO,4 1,6
Nyomelem oldat-1 ZnS0O 4 x 7 H,0 3,4
CoCl, x 6 H,O 2,0
Nyomelem oldat-2 FeSO4 x 7 H,0O 5,0

3.4.2. Uj enzimkészitmények -el6allitasa

vizsgalata

A kiilonbozé  taptalajokon  szaporitott

és lipaz aktivitasanak

Pseudozyma aphidis mintakat

lecentrifugaltdk, majd a sejtmentes feliiluszot két részre szedték. Az egyik részt oktil-

(Oct), a masikat fenil-csoporttal (Phe) feliiletmodositott szilikagélre rogzitettem
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adszorpcidés modszerrel, a hordozdét vakuumsziréssel tavolitottam el, majd feliiletét
izopropanollal és n-hexdnnal mostam.

Az igy kapott j enzimkészitményeket a taptalaj kodja €és a feliiletmddositasra
alkalmazott csoport harom betlis kodja alapjan neveztem el (oktil-: Oct M12, Oct M3,
Oct M4, Oct M5, Oct M6, Oct M6pH, Oct Lipl, Oct Lip2, Oct Lip4; fenil-
felilletmodositott szilikagél alapu enzimkészitmények: Phe M12, Phe M3, Phe M4,
Phe M5, Phe M6, Phe M6pH, Phe Lipl, Phe Lip2, Phe Lip4).

A lipaz termelOképességi elemzéseket ugyanolyan koriilmények kozott
végeztem, mint az acilezOszer teszteket (termosztalhatd razogépen, 4,0 ml-es teflon
zar6lemezes, menetes kupak segitségével légmentesen lezart reakcido edényben,
30 °C-ra temperalt, 1100 min™ fordulatszdm). Az enzim bemérése (tized mg-0S
pontossaggal) utan az izopropil-2-etoxiacetatot (14), az 1-feniletanamint [rac-1] és
végil az 1 ml vizmentes toluolt mértem be a 4 ml-es reakcidedényekbe. A
mintavételezés és az alkalmazott analitika teljes egészében megegyezett az eddig
alkalmazottal (vékonyréteg- és kiralis allofazisua gazkromatografia (Hydrodex f-
6TBDM)).

3.4.3. A feliiletmodositas hatasa az enzimaktivitasra

A 5. tablazatban Osszefoglaltam a 2 6rés reakcididd utan kapott eredményeket.
Ha megfigyeljiikk az oktil-csoporttal modositott enzimkészitmények konverzid értékeit,
akkor az Oct M6, Oct 6pH és az Oct Lipl nevei mellett szerepelnek a legnagyobb
szamok. Ha ehhez hozzavessziik a tablazat utolso két oszlopanak eredményeit akkor
egyértelmiivé valik, hogy ezen harom készitmény koziil az Oct Lipl jelzésii a legjobb,
hiszen itt az eer).nHac 99,62 %, illetve az E »200, amelyek kitiing értékek. Ezzel
szemben az Oct M6pH, amely konverzioban csak 0,5 szazalékponttal maradt el az
Oct Lip1-tdl, enantioszelektivitasi paraméterekben mar sokkal rosszabb eredményeket
produkalt (eer)-nHac= 89,98 %; E=20). A tdbbi készitmény koziil egyediil az Oct Lip2
jelzésti  produkalt jonak  mondhat6  értékeket  enantioszelektivitds  terén
(eer)-nHACc= 98,46 %; E= >100), azonban konverzidja épphogy negyede (coct Lip2=1,2 %)
volt a legproduktivabb Oct Lipl-nek. Osszefoglalva az oktil-csoportot tartalmazé
szilika hordozds enzimek konverzid terén atlagban 1,7 %-ot, mig eeRr)nHac terén

88,16 %-ot értek el.
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5. téblazat: Az ) enzimkészitményekkel kapott

eredmények 2 oras reakci6idd utan

No. Enzim C eery-NHA: E
(%) (%)
1 OctM12 1,3 70,67 6
2 OctM3 01 74,19 7
3  OctM4 0,2 92,85 27
4 Oct M5 01 89,91 19
5 Oct M6 2,6 92,57 27
6  Oct M6pH 4,4 89,98 20
7 OctLipl 4,9 99,62  »200
8  Oct Lip2 1,2 98,46 >100
9 OctLip4 0,2 85,22 13
10  Phe M12 2,3 86,78 14
11 Phe M3 35 91,29 23
12 Phe M4 01 92,98 28
13 Phe M5 0,4 95,06 40
14 Phe M6 13,6 97,65 98
15  Phe M6pH 4,2 98,50  >100
16  Phe Lipl 8,3 99,70  »200
17 Phe Lip2 2,8 99,12  >200
18  Phe Lip4 01 73,92 7

A fenil-csoporttal moddositott hordozokon rogzitett készitmények mar elsé
ranézésre is jobb értékeket értek el, mint az oktil-szilikan rogzitett megfeleldik. Itt a
konverzio tekintetében a Phe M6 jelzésii messze kiemelkedik a tobbi koziil, hiszen csak
ezzel a készitménnyel értiink el tiz szazalék feletti konverziot, szam szerint 13,6 %-ot.
Itt is nagyon jo eredményt (Cene Lip1= 8,3 %) ért el a Lipl-es taptalajon termelt lipazbol
készitett termék, a Phe Lipl. Megfigyelhet6, hogy a fenil-csoporttal vagy hasonld
konverzié értékeket kaptam, mint oktil-csoport esetén (M4, M6pH, Lip4), vagy annal
joval magasabbakat produkaltak ezek a készitmények (M12, M3, M5, M6, Lip1, Lip2).

Ezt szemlélteti a 2. diagram.
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Oktil- és Fenil-mddositott enzimkészitmények a taptalajok szerint

2. diagram: Konverzio értékek alakulasa az enzimkészitmények fliggvényében

Az enantiomerfelesleg értékek tekintetében is felillmualtdk az aromas oldallancu
feliletmddositassal elérhetd eredmények a nyilt lanctval elérhetdket. Két készitmény
(Phe Lipl, Phe Lip2) esetén is kivald >99 % eery.nHac értékeket kaptam, emellett a
szelektivitas (E érték) is egy taptalajt (Lip4) leszamitva minden esetben magasabb volt.
A fenil-szilika adszorpcidos eredmények szintén azt igazoltak, hogy a Lipl jelzési
taptalajon sikeriilt a legszelektivebb lipazkészitményt termeltetni (eer)-nHac= 99,70 %,
E »200). Minden szempontot 0sszevetve a leghatékonyabb készitménynek a Phe Lipl
jelzéstt tekinthetjiik, mivel annak ellenére, hogy konverzié terén 5,4 szazalékponttal
elmarad Phe M6 jelzésiitdl, szelektivitas terén magasan feliilmulja azt.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy a fenil-csoporttal médositott szilikagél alapa
hordozokra adszorpcids technoldgiaval rdgzitett enzimkészitmények minden
szempontbol (konverzio, ee, E) felilmultak az oktil-csoport altal produkalt
eredményeket. Az eldallitottak koziil leghatékonyabb készitménynek a Phe Lip1 jelzésti
adddott, minden paraméter esetén kivalo értékeket ért el (c= 8,3 %; eer)-nHac= 99,70 %;
E »200).

Az itt elért eredmények teljesen egybevagnak az ezzel a TDK munkéval
parhuzamosan végzett kutatasbol szdrmazod eredményekkel®, mely szerint a Candida
antarctica A és B lipazok (CaLA és CalB) koziil a szelektiv CalLB is jobban

adszorbedlodik fenil-moédositott szilikagél hordozon, mint oktil-funkcionalizalton. A

26
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CaLA ¢és CalLB enzimek keverékébdl végzett adszorpcid soran a fenil-hordozéval elért
szelektvitds rendre magasabb volt az oktiléndl, jelezve, hogy a fenil-hordozén a
szelektiv CaLB enzim jobb aranyban rogziil. Mivel a Pseudozyma aphidis kozeli rokona
a Candida antarcticanak, feltételezhet6, hogy ez a gomba is legalabb kétféle, eltérd
biokatalitikus tulajdonsagokkal rendelkezd lipazt termel, melyek koziil a szelektivebb
CalB szerti inkabb a fenil-hordozdkon rogziil. Ez magyardzza az azonos taptalajon

termelt lipazokkal kiilonboz6 hordozokon elért szelektivitas kiilonbségeket.

3.4.4. Taptalaj oOsszetevoinek hatasa az enzimkészitmények
aktivitasara

A taptalajok Osszetétele nagymértékben befolyasolta a Pseudozyma aphidis altal
termelt lipdz enzim(ek) hatékonysagat. Az eredményekbdl egyértelmiien kitlinik, hogy
harom taptalaj (M6, M6pH, Lipl) kedvez a lipaz termelésnek, hiszen ezekben mind a
harom biokatalitikus szempontbol fontos paraméter (C; eer)-nHac; E) jO értékeket ért el.
A magas konverzio értékek a taptalaj NO3 -tartalmaval hozhatd Gsszefliggésbe, hiszen
az M1-MS5 jelzéstick nem tartalmaztak ebbdl az asvanyi ionbol, igy a legmagasabb
konverzi6 érték 3,5 % (Phe M3) volt ezek koziil. Ezzel szemben a nitrat-tartalmuak
koziil a Phe M6 13,6 %-ot ért el. A konverziora még a pH-nak is nagy hatdsa van, az
M6 és M6pH jelzésiiek csupan a pH-ban kiilonboznek, 6,2-6,4 helyett 6,0 a pH az
utobbi esetén. Ez a Phe-csoporttal tértént modositasnal szemléletes, mert a konverzio
13,6 %-rol 4,2 %-ra csokkent. Vagyis a pH csokkentése magaval vonja a konverzid
csokkenését is. Ezt aldtdmasztja a Lip4 jelzésti taptalaj is, hiszen a nem pufferalt
6,2-6,4-es pH helyett itt csak 55 a pH (még savasabb, mint az M6pH), de
Osszetételében alig kiilonbozik a Lipl-tdl, eredményeit tekintve mégis jelentOsen
elmarad ez utobbitol. Az eddig tapasztaltaknak megfeleléen a savasabb pH hatasara
még kisebb konverzio értékeket kaptam (Coct Lipa= 0,2 %; Cphe Lips=0,1 %).

Mint mar fentebb emlitettem, a Pseudozyma aphidis-bol feltételezhetéen
legalabb két lipaz izolalhatd, a CalLA-hoz és a CalLB-hez hasonldé enzimek. A
kutatocsoport eldzetes tesztjei igazoltdk, hogy mig a CalLB rendkiviil magas

crer

amidd4, addig a CalLA kevésbé szelektiven az ellentétes enantiomer, az

crer

meg, ha az altalam is hasznalt izopropil-2-ctoxiacetatot alkalmazzuk acilezOszerként,
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mivel etil-acetat alkalmazasa esetén a csokkent aktivitas miatt a CalL A egyaltalan nem
acilezi az 1-feniletanamint [rac-1].

Az enantioszelektivitas tekintetében mindkét feliiletmodositas esetén kitlinnek a
Lipl ¢és Lip2 jelzésti taptalajok eredményei (eer)nmac: OcCt Lipl= 99,62 %,
Oct Lip2=98,46 %; Phe Lipl= 99,70 %; Phe Lip2= 99,12 %). Ezek a taptalajok az
., M”-¢l kezd6d6ektél alapvetden abban kiilonboznek, hogy tartalmaznak olivaolajat. Igy
a Lip4 jelzést is tartalmaz olivaolajat, de valdsziniisithetd, hogy az ezen a taptalajon
termeltetett ~ lipazokbol  eldallitott  enzimkészitmények — eredményei  (ee)-
NHAc: Oct Lip4= 85,22 %; Phe Lip4= 73,92 %) azért maradtak el jelentésen a Lipl és
Lip2-t6l, mert a savas pH a konverzio mellett az enantioszelektivitast is nagymértékben
rontja, amellett, hogy kedvezhet az alacsonyabb szelektivitasi enzim termelddésének is.
Az E értékek is a Lipl és Lip2 jelzésii taptalajok esetén lettek a legjobbak, ez nem
meglepd, hiszen ez a jellemz0d szorosan 0sszefiigg az eddig vizsgalt két értékkel.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a nitrat-ionok elényds hatassal vannak lipaz
termelés mértékére, illetve ahhoz hogy kellden szelektiv és aktiv enzimkészitményt
kapjunk, elengedhetetlen a taptalaj olivaolaj tartalma is. Az optimalis pH a semleges
értékhez kozel talalhaté. A Pseudozyma aphidis lipaz termelése szempontjabol

leghatékonyabb a Lip1 jelzésii tdpkozeg volt.
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4. Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt anyagok

A munkam soran a felhasznalt anyagok, 1-feniletanamin, 4-fenilbutan-2-amin,
1,2,3,4-tetrahidro-naftilin-1-amin,  n-hexan, etil-acetat, izopropil-acetat, toluol,
diklérmetan, etil-alkohol, izopropil-alkohol, p-toluol-szulfonsav, fém néatrium,
klorecetsav natrium-so, trietil-benzilammonium-Klorid (TEBA-CI),
4-dimetilaminopiridin, N,N’-diciklohexil-karbodiimid, a Sigma-Aldrich, a Fluka,
a Merck, az Alfa Aesar, a Reanal és a Molar Chemicals termékei, az oldoszereket
frissen desztillalva hasznaltam fel. Az enzimek koziil a Novozym® 435 a Novozymes
Denmark terméke, CaLB T2-150 a Chiral Vision BV szdraz akril gyongyokre
kovalensen kotott CaLB enzime, az SGA10IBD, a G250P, a G2500 és a PAP31A
a kutatocsoport sajat készitést, kiilonbozoképpen rogzitett CaLB

o aeore A .37,39,59
enzimkészitményei .

4.2. Analitikai modszerek

Vékonyréteg kromatografiahoz Kieselgel 60 Fzsa (Merck) tipusu lapokat
hasznaltam. A megjelend foltok azonositasara UV fényt (Vilber Lourmat VL-6.LC, 254
nm és 365 nm) és foszformolibdénsav (Fluka) 5%-os vizmentes etanolos (Molar
Chemicals) oldatat, majd melegitést alkalmaztam. Az 'H és BC NMR felvételek
Brucker DRX-500 tipust spektrométeren késziiltek (500 és 300 MHz). Oldoszerként
CDCls-t és DMSO-t hasznaltunk, a kémiai eltolodasokat TMS-hoz (tetrametil-szilan),
mint belsd standardhoz viszonyitottuk. A gazkromatografias méréseket Agilent 4890 és
5890 késziilékeken végeztem, Hydrodex B-6TBDM (25m x 0,25 mm x 0,25 mm film,
t-butil-dimetilszililezett B-ciklodextrin; Macherey&Nagel) és Hydrodex B-TBDAcC
(25 m x 0,25 mm x 0,25 mm film, acetilezett és t-butil-dimetilszililezett B-ciklodextrin;
Macherey&Nagel) enantiomer szelektiv kiralis allofazist tartalmazé kolonnakkal.
Vivégazként hidrogént hasznéltam (fejnyomaés 12 psi, split 50 : 1). Injektor és FID
detektor homérséklete: 250 °C. A reakciok kovetéséhez a GC-hez sziikséges mintakat
kozvetleniil a reakcioelegybdl vettem, majd diklormetdnnal higitottam megfeleld

koncentraciora (1-2 mg/ml).
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4.2.1. GC programok

GC programok és retencios idok az 1-feniletanamin (1) és szarmazékainak
mérésekor Hydrodex -6 TBDM kolonnaval.

(R)-1-feniletanamin [(R)-1]:

GC (Hydrodex B-6TBDM; 100 °C — 180 °C, 4 °C / perc, 180 °C-on 5 perc):
4,35 perc

(S)-1-feniletanamin [(S)-1]:

GC (Hydrodex B-6TBDM; 100 °C — 180 °C, 4 °C / perc, 180 °C-on 5 perc):
4,44 perc

(R)-2-etoxi-N-(1-feniletil)acetamid [(R)-3]:

GC (Hydrodex B-6TBDM; 100 °C — 180 °C, 4 °C / perc, 180 °C-on 5 perc):
18,40 perc

(S)-2-etoxi-N-(1-feniletil)acetamid [(S)-3]:

GC (Hydrodex B-6TBDM; 100 °C — 180 °C, 4 °C / perc, 180 °C-on 5 perc):
18,74 perc

GC programok és retencios idék az 1-feniletanamin (1) és szarmazékainak

mérésekor Hydrodex B-TBDAc kolonnaval.

(R)-1-feniletanamin [(R)-1]:

GC (Hydrodex B-TBDAC; 100 °C — 180 °C, 8 °C / perc, 180 °C-on 5 perc):
4,80 perc

(S)-1-feniletanamin [(S)-1]:

GC (Hydrodex B-TBDAC; 100 °C — 180 °C, 8 °C / perc, 180 °C-on 5 perc):
4,96 perc

(S)- N-(2-feniletil)acetamid [(S)-3]:

GC (Hydrodex B-TBDACc; 100 °C — 180 °C, 8 °C / perc, 180 °C-on 5 perc):
11,28 perc

(R)- N-(1-feniletil)acetamid [(R)-3]:

GC (Hydrodex B-TBDAC; 100 °C — 180 °C, 8 °C / perc, 180 °C-on 5 perc):
11,51 perc
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4.3. A 2-etoxiecetsav és szarmazékainak eloallitasa

4.3.1. 2-etoxiecetsav (12) eloallitasa

A 2-etoxiecetsav (12) eléallitasat 500 ml-es gomblombikban végeztem. 250 ml
vizmentes etil-alkoholban feloldottam fém natriumot (5,00 g; 0,217 mol), majd trietil-
benzilammoénium-kloridot (0,50 g; 0,018 mol), végiil klorecetsav natrium sojat
(20,00 g; 0,172 mol) kis részletekben, majd a reakciodelegyet 8 oran at refluxaltattam.
Ezutan rotaciés vakuumbeparloval eltavolitottam az alkoholt, a maradékot 200 ml
desztillalt vizben oldottam fel folyamatos kevertetés mellett. A vizes oldatot pH~2-ig
savanyitottam 5 N-os sosavval, ezutan haromszor 100 ml etil-acetattal extrahaltam. Az
egyesitett etil-acetatos fazisokat 50 ml telitett NaCl oldattal mostam, majd MgSOs-on
szaritottam. Az olddszert rotaciés vakuumbeparloval eltavolitottam. A termék (12)

enyhén sargés folyadék, tisztasagat torésmutatd és NMR vizsgalattal igazoltam.

2-etoxiecetsav (12): 13,68 g; 76 %); sargas folyadék
no’=1,4190
'H NMR (300 MHz, CDCls, & ppm): 1,227 (3H, t, J=6,970 Hz, CHs); 3,593 (2H,
q, J1=6,782, J,=7,158, CH,); 4,094 (2H, s, CH,); 8,272 (1H, s, OH)
3C NMR (75 MHz, CDCls, § ppm): 14,999 (CHa); 67,495 (CH,); 67,602 (CH,);
175,222 (CO)
IR (cm™; film): 2979,29; 2898,10; 1725,16; 1429,58; 1349,56; 1205,07;
1113,45; 1030,94; 1008,10; 877,14; 847,77; 669,26

4.3.2. Etil-2-etoxiacetat (13) eléallitasa

Egy kihevitett 500 ml-es gomblombikba bemértem 250 ml vizmentes etil-
alkoholt, majd hozzaadtam 2-etoxiecetsavat (12) (14,0 g; 0,136 mol; 12,73 ml) és 0,02
ekvivalens p-toluol-szulfonsavat (0,464 g; 2,688 mmol). Az elegyet 8 oran at
refluxaltattam. A maradék oldoszert atmoszférikus nyomason Vigreux-feltét
alkalmazasaval desztillaltam, majd ismét felvettem 50 ml etil-alkoholban és ujra

desztillaltam.
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etil-2-etoxiacetat (13): 14,35 g, 73 %, forraspont: 156 °C, enyhén sargas folyadék
np’’= 1,4022

'H NMR (300 MHz, CDCls, & ppm): 1,206 (3H, t, J=6,970 Hz, CHa); 1,240 (3H,
d, J=7,158 Hz, CH3); 3,550 (2H, q, J1=6,970 Hz, J,=7,158 Hz, CH,); 4,018 (2H,
s, CHy); 4,174 (2H, m, J,=7,158 Hz, J,=7,158 Hz, CH,)

13C NMR (75 MHz, CDCls, 5 ppm): 14,186 (CH); 14,967 (CHs); 60,780 (CHy);
67,148 (CH,); 68,113 (CH,); 170,544 (CO)

IR (cm™; film): 2979,02; 2874,73; 1752,20; 144575; 1396,50; 1200,12;
1128,41; 1033,19; 846,58; 669,22; 576,21

4.3.3. Izopropil-2-etoxiacetat (14) eloallitasa

Egy kihevitett 500 ml-es gomblombikba bemértem 350 ml vizmentes izopropil-
alkoholt, majd 2-etoxiecetsavat (12) (33,172 g; 0,318 mol; 30,156 ml) és 0,02
ekvivalens p-toluol-szulfonsavat (1,100 g; 6,370 mmol). A reakcidelegyet 8 oOran at
refluxaltattam. A maradék oldoszert Vigreux-feltéttel atmoszférikus nyomason

desztillaltam, majd ismét felvettem 100 ml izopropil-alkoholban és ujra desztillaltam.

izopropil-2-etoxiacetat (14): 34,900 g; 75 %; forraspont: 161 °C; szintelen folyadék
np*°=1,4030

'H NMR (300 MHz, CDCls, & ppm): 1,199 (3H, t, J=6,217 Hz, CH3); 1,248 (6H,
d, J=6,405 Hz, 2*CHs); 3,578 (2H, q, J1=7,158 Hz, J,=6,970 Hz, CH,); 4,012
(2H, s, CH,); 5,083 (1H, m, J;=6,405 Hz, J,=12,621 Hz, CH)

3C NMR (75 MHz, CDCls, & ppm): 15,001 (CH3); 21,806 (2*CHs); 67,117
(CH,); 68,293 (CH); 68,374 (CH,); 170,120 (CO)

IR (cm™; film): 2979,45; 2876,45; 1747,07; 1374,88; 1275,01; 1205,71;
1136,47; 1104,22; 1030,89; 938,02; 855,24, 819,06; 726,9; 583,52
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4.4, Racém amidok eloallitasa

A racém amidok eldallitasat szabad savakbol végeztem a megfeleld racém
Osszetételit aminokbdl kiindulva, N,N’-diciklohexil-karbodiimidet (DCC) hasznaltam

aktivaloszerként és 4-dimetilaminopiridint (DMAP) katalizatorként.
4.4.1. Racém 2-etoxi-N-(1-feniletan)acetamid [rac-3] eléallitasa

Bemértem egy kihevitett 125 ml-es lombikba 2-etoxiecetsavat (12) (522 ul; 574
mg; 5,51 mmol), majd vizmentes diklérmetant (32 ml). Ezutin adtam hozza a
haromszoros feleslegben 1év6 racém 1-feniletanamint [rac-1] (2137 ul; 2000 mg; 16,52
mmol) és 0,09 ekvivalens DMAP-t (60 mg; 0,497 mmol). Az elegyet jeges, sos flirdovel
0°C-ra hiitéttem. Ezen a hémérsékleten hozzaadtam a DCC-t (1313 mg; 6,34 mmol) és
5 percig kevertettem. Szobahémérsékleten kevertettem 72 o6ran at, a reakcid
elérehaladtat vékonyréteg kromatografiasan kovettem (diklormetan : metil-alkohol
20:1).

A kivalt fehér csapadékot, diciklohexil-karbamidot (DCU) kisziirtem, majd a
felesleges diklormetant rotacios vakuumbeparloval eltavolitottam. A maradékot 20 ml
0,5 N-os sosavbol és 30 ml desztillalt vizb6l készilt oldatban felvettem és fél oran at
szobahOmérsékleten kevertettem, hogy az oldatban maradt DCC-det DCU-da alakitsam,
amit ismét kiszlirtem. A vizes oldatot haromszor 20 ml diklormetannal extrahaltam. Az
egyesitett diklormetanos fazisokat 20 ml 10 %-0s NaHCOs-al, majd 20 ml desztillalt
vizzel mostam, MQ@SOs-on szaritottam &és vakuum alatt rotaciés vakuumbeparlon
szedtem le az oldészert. A termék szennyezddést tartalmazott, ezért
oszlopkromatografiasan tisztitottam az eluens: toluol: etil-acetat elegye volt (gradiens
eluici6  10:0,1-10:2). A  megfeleld frakciokbol nyert terméket, racém
2-etoxi-N-(1-feniletil)acetamidot [rac-3] NMR vizsgalattal igazoltuk.

racém 2-etoxi-N-(1-feniletan)acetamid [rac-3]: 320 mg; 9,3 %, fehér kristaly
'H NMR (300 MHz, CDCls, 8 ppm): 1,099 (3H, t, J=7,158 Hz, CHs); 1,395 (3H,
d, J=6,970 Hz, CHs); 3,434 (2H, q, J:=7,158 Hz, J,=6,970 Hz, CH,); 5,060 (1H,
m, J;=7,158 Hz, J,=6,970 Hz, CH); 8,167 (1H, s, CH); 6,672 (1H, s, NH);
7,110-7,282 (5H, m, ArH);
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13C NMR (75 MHz, CDCl3, & ppm): 15,049 (CH3); 21,953 (CH3); 48,041 (CH);
67,143 (CH,): 69,962 (CH,); 126,164 (2*CH); 127,405 (3*CH); 128,720 (CH):;
168,967 (CO)

4.4.2. Racém 2-etoxi-N-(4-fenilbut-2-il)acetamid [rac-6] eléallitasa

Egy kihevitett 125 ml-es lombikba 2-etoxiecetsavat (12) (424 ul; 466,3 mg; 4,48
mmol), majd vizmentes diklormetant (26 ml) pipettaztam. Ez utan adtam hozza a
haromszoros feleslegben 1€v6 racém 4-fenilbutan-2-amint [rac-4] (2150 pl ; 2000 mg;
13,40 mmol) és 0,09 ekvivalens DMAP-ot (48,8 mg; 0,404 mmol). Az eddigi elegyet
jeges, sos firdével 0°C-ra hiitéttem. Ezen a hémérsékleten hozzaadtam a DCC-t (1067
mg; 5,15 mmol) és 5 percig kevertettem. Szobahémérsékleten kevertettem tovabbi 72
oran at, a reakciot vékonyréteg kromatografidsan kovettem  (futtatoelegy
diklérmetan:metil-alkohol 20:1).

A kivalt fehér csapadékot (DCU) kisziirtem, majd a felesleges diklormetant
rotacios vakuumbeparloval eltavolitottam. A maradékot 20 ml 0,5 N-os so6savbol és 30
ml desztillalt vizbol késziilt oldatban felvettem és fél oran at szobahémérsékleten
kevertettem, hogy az oldatban maradt DCC-t DCU-da alakitsam, amit ismét kisziirtem.
A vizes oldatot hiaromszor 20 ml diklormetannal extrahdltam. Az egyesitett
diklrometanos fazisokat 20 ml 10 %-0os NaHCOs-al, majd 20 ml desztillalt vizzel
mostam és MgSOg-on szaritottam, majd rotaciés vakuumbeparloval szedtem le az
oldoszert. Az anyag nem volt tiszta, ezért oszlopkromatografidsan tovabb kellett
tisztitanom. Az eluens toluol: etil-acetat elegye volt (gradiens elucié 10:0,05-10:2). A
megfeleld frakciokbol nyert terméket, racém 2-etoxi-N-(4-fenilbut-2-il)acetamidot
[rac-6] NMR vizsgalattal igazoltuk.

racém 2-etoxi-N-(4-fenilbut-2-il)acetamid [rac-6]: 281 mg; 9,0 %, fehér kristaly
'H NMR (300 MHz, CDCls, & ppm): 1,243 (3H, t, J=6,970 Hz, CHs); 1,346 (3H,
d, J=12,621 Hz, CHg); 1,959 (2H, q, J1=9,796 Hz, J,=12,245 Hz, CH,); 2,659
(2H, t, J=7,724 Hz, CH,); 3,593 (2H, q, J1:=7,158 Hz, J,=14,317 Hz, CH,);
3,912 (2H, s, CH,); 4,096 (1H, m, CH); 6,374 (1H, s, NH); 7,177-7,310 (5H, m,
ArH)
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13C NMR (75 MHz, CDCls, & ppm): 15,241 (CHa); 21,225 (CHs): 30,891 (CHy);
38,673 (CH,); 49,916 (CH); 67,424 (CH,): 71,022 (CH,); 126,092 (CH):
128,484 (2*CH);128,067 (2*CH): 153,699 (C); 169,355 (CO)

4.4.3. Racém 2-etoxi-N-(1,2,3,4-tetrahidronaft-1-il)acetamid [rac-

9] eloallitasa

Bemértem egy 125 ml-es lombikba 2-etoxiecetsavat (12) (429 ul; 471,7 mg;
4,53 mmol), majd vizmentes diklormetant (27 ml). Ez utan adtam hozza a haromszoros
feleslegben 1év6 racém 1,2,3,4-tetrahidronaftalin-1-amint [rac-7] (2173 pl; 2000 mg;
13,58 mmol) és 0,09 ekvivalens DMAP-ot (49 mg; 0,409 mmol). Az eddigi elegyet
jeges, sos furdével 0°C-ra hiitéttem. Ezen a hémérsékleten hozzaadtam a DCC-t (1080
mg; 5,21 mmol) és 5 percig kevertettem. Szobahémérsékleten kevertettem tovabbi 72
oran at, a reakciot vékonyréteg kromatografiasan kovettem (futtatdelegy diklormetan :
metil-alkohol 20:1).

A kivalt fehér csapadékot (DCU) kiszlirtem, majd a felesleges diklormetant
rotacios vakuumbeparloval eltavolitottam. A maradékot 20 ml 0,5 N-os sosavbol és 30
ml desztillalt vizbol késziilt oldatban felvettem és fél oran at szobahémérsékleten
kevertettem, hogy az oldatban maradt DCC-t DCU-va alakitsam, amit ismét kisziirtem.
A vizes oldatot haromszor 20 ml diklérmetannal extrahaltam. Az egyesitett
diklrémetanos fazisokat 20 ml 10 %-0s NaHCOs-al, majd 20 ml desztillalt vizzel
mostam és MgSOg-on szaritottam, majd rotaciés vakuumbeparloval szedtem le az
oldoszert. Az anyag nem volt tiszta, ezért oszlopkromatografidsan tovabb kellett
tisztitanom. Az eluens toluol: etil-acetat elegye volt (gradiens elucié: 10:0,05-10:2 ). A
megfeleld frakciokbol nyert terméket, 2-etoxi-N-(1,2,3,4-tetrahidronaft-1-il)acetamidot
[rac-9] NMR vizsgalattal igazoltuk.

racém 2-etoxi-N-(1,2,3,4-tetrahidronaft-1-il)acetamid [rac-9]: 252 mg, 7,9 %, fehér
kristaly
'H NMR (300 MHz, CDCls, & ppm): 1,205 (3H, t, J=6,970 Hz, CH3); 1,859 (2H,
m, J1=6,970 Hz, CH,); 2,087 (2H, m, J=6,970, CH,); 2,815 (2H, m, J;=6,970
Hz, J,=12,810 Hz, CH,); 3,567 (2H, q, J:=6,970 Hz, J,=13,940 Hz, CHy);
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4,005 (2H, s, CH,); 5,271 (1H, t, J=6,970 Hz, CH); 6,829 (1H, s, NH); 7,113-
7,304 (4H, m, ArH)

3C NMR (75 MHz, CDCls, & ppm): 15,034 (CHa); 20,243 (CH,); 29,293 (CH,);
30,378 (CH,); 46,882 (CH); 67,142 (CH.); 70,027 (CH,); 126,312 (CH);
127,296 (CH); 128,537 (CH); 129,213 (CH); 136,633 (C); 137,612 (C); 169,288
(CO)

4.5. Acilezoszerek tesztelése razatott lombikban

4.5.1. Racém aminok kinetikus rezolvalasa

Kisérleteimet termosztalhatd razogépen 4,0 ml-es teflon zarélemezes, menetes
kupak segitségével légmentesen lezart reakcid edényben végeztem. A kisérletsorozat
alatt négy kiillonbozd acilezdszert €s hat enzimkészitményt vizsgaltam, igy dsszesen 72
tesztreakciot végeztem. A megfelel6 racém amint {1-feniletanamin [rac-1] (47 mg;
0,385 mmol; 50 pul); 4-fenilbutan-2-amin [rac-4] (46,5 mg; 0,312 mmol; 50 ul), 1,2,3,4-
teterahiro-naftil-1-amin [rac-7] (46 mg; 0,312 mmol; 50 pl)} feloldottam vizmentes
toluolban (1 ml), majd hozzaadtam a megfelel6 acilezszert [2 ekv. etil-acetat (68 mg;
0,770 mmol; 76 pl), vagy izopropil-acetait (79 mg; 0,770 mmol; 91 pl), vagy
etil-2-etoxiacetat (102 mg; 0,770 mmol; 105 ul), vagy izopropil-2-etoxiacetat (113 mg;
0,770 mmol; 115 pl)] és a megfeleld enzimkészitményt (25 mg, Novozym 435, vagy
T2-150, vagy SGA10IBD, vagy G250P, vagy G2500, vagy PAP31A). A reakcidkat
30 °C-on termosztalt razogépen végeztem (1100 min™). 1, 2, 4 ora elteltével 50 ul
mintat vettem. Ezeket a mintdkat vékonyréteg kromatografiasan €s gazkromatografidsan

(Hydrodex B-6TBDM vagy Hydrodex B-TBDAc) is vizsgaltam.
4.5.2. Uj enzimkészitmények aktivitasanak vizsgalata

A kiilonbozd feliiletmddositott enzimkészitmények aktivitas vizsgalatat a 4.6.1.
fejezetben leirtakhoz hasonléan végeztem. Kisérleteimet 4,0 ml-es teflon zarélemezes,
menetes kupakkal zarhato reakciéedényekben, 30 °C-on, allando razatas (1100 min™)
mellett végeztem. El6szor az 1) enzimkészitményeket mértem be (20 mg) a
reakcioedényekbe, majd a racém 1-feniletanamint [rac-1] (19 mg; 0,154 mmol; 20 pl),

a 2 ekvivalens izopropil-2-etoxi-acetatot (14) (45,2 mg; 0,308 mmol; 46 ul) és végiil
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az oldoszert, a vizmentes toluolt (1 ml). 1, 2, 4 ora elteltével 50 pl mintat vettem. Ezeket
a mintakat vékonyréteg kromatografidasan és gazkromatografidasan (Hydrodex J-

6TBDM) is vizsgaltam.
4.6. Uj lipaz enzimek rogzitése

Két parhuzamos taptalaj minta feliilluszojat tartalmazé lombik egyik tagjahoz
130 mg oktil-csoporttal (G2500), a masik lombikba 130 mg fenil-csoporttal
feliiletmodositott (G250P) hordozot adtam. Az egyes mintakat 24 6ran keresztiil 4°C-on
razattam, ugy hogy a szilikagél egyenletesen keveredett a szuszpenzidban. 24 6ra mulva
a mintdkat livegszliron (G4) szlrtem, majd a tizszeres térfogatban izopropanollal
kétszer, majd ugyanennyi n-hexdnnal egyszer mostam. A mintakat egy ¢&jszakan at
szobahdmérsékleten szétteritve szaritottam, majd légmentesen lezarva tartottam

a kisérletekig.
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5. Osszefoglalas

Munkam soran elsé célom az volt, hogy az aminok enzimkatalizalt Kinetikus
rezolvalasban altalanosan alkalmazott etil-acetatnal (10) hatékonyabb acilezbszert
fejlesszek, majd ezzel az acilezdszerrel vizsgaljam a Pseudozyma aphidis lipaztermeld
képességét tesztreakcioként aminok enzimkatalizalt kinetikus rezolvalasat felhasznalva.

Az acilezészer fejlesztésnél a kiindulasi etil-észter (10) kétiranyth modositasat
thztik ki célul. Egyik az etil-csoport izopropil-csoportra térténé cseréje, mig a masik
egy modositott sav eldallitasa, melyben az acetat metil-csoport egyik hidrogénje helyén
etoxi-csoport talalhatd. Ezt a savat ugy nyertem, hogy klorecetsav natrium-sojat
refluxaltattam etanolban, igy jo termeléssel kaptam a 2-etoxiecetsavat (12). Ebbdl a
savbol etil- (13) és izopropil-észtert (14) is eldallitottam ugy, hogy a megfeleld
alkohollal refluxaltattam p-toluol-szulfonsav jelenlétében. A termékeket 1égkori
nyomason Vigreux-feltéttel desztilladlva mindkét észtert igen tiszta formaban, 75 %
koriili termeléssel kaptam. Az enzimatikus acilezési teszteket igy Osszesen négy
kiilonboz6 észterrel [etil-acetat (10); izopropil-acetat (11); etil-2-etoxiacetat (13);
izopropil-2-etoxiacetat (14)] végeztem el.

Az acilezészerek Osszevetéséhez eldszor el kellett készitenem az aminok
megfeleld6 racém  2-etoxi-acetamidjait  (2-etoxi-N-(1-feniletil)acetamid [rac-3];
2-etoxi-N-(4-fenilbut-2-il)acetamid [rac-9]; 2-etoxi-N-(1,2,3,4-tetrahidronaft-1-
il)acetamid [rac-9]), hogy a kiralis allofazisi gazkromatografias vizsgalatokhoz
modszert tudjunk fejleszteni. Ezek utdan a fenti négy észtert hdrom kiilonb6z6é racém
aminnal {(1-feniletil)-amin [rac-1]; 4-fenilbutan-2-amin [rac-4];
1,2,3,4-tetrahidronaftalin-1-amin [rac-7]} és a Candida antarctica B lipaz (CaLB) hat
kiilonbozoképpen rogzitett valtozataval (Novozym® 435, T2-150, SGA10IBD, G250P,
G2500, PAP31A) vizsgaltam. Ehhez a reakcidkat termosztalhatd razogépen végeztem
(30 °C-on, allandé razatas (1100 min™) és az elegyekbél kiilonboz6 id8kozonként
(1,2,4 6ra) mintat véve vékonyréteg- €s kiralis allofazisti gazkromatografiaval kovettem
a reakciokat. Az eredmények egyértelmiien jelezték, hogy az izopropil-észterek mindkét
sav esetén hatékonyabbak voltak, mint az etil-észterek. Emellett az elektronszivo
etoxi-csoport hatasara mindkét etoxiecetsav észter jobb aktivitasi és szelektivitasi
értékeket eredményezett, mint az ecetsav a megfeleld alkohollal képzett észterei.
Leghatékonyabb acilezdszernek minden enzimkészitmény és mind a harom amin esetén

az izopropil-2-etoxi-acetat (14) bizonyult.
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Ez utan kovetkezhetett a kiilonboz6 taptalajokon a Pseudozyma aphidis altal
termelt lipdzok rogzitése oktil- és fenil-csoporttal feliiletmddositott szilikagél alapt
hordozokra, és az igy nyert lipazkészitmények dsszehasonlitasa. Osszesen kilenc eltérd
Osszetételll tapkozeg fermentacios hatékonysagat vetettem Ossze, aminek soran a kétféle
rogzitésnek koszonhetéen 18 0j enzimkészitmény Katalitikus aktivitasat jellemeztem
szubsztratként 1-feniletanamint (rac-1), acilezdszerként izopropil-2-etoxiacetatot (14)
alkalmazva.

E tesztek soran kideriilt, hogy a nitratot tartalmazo taptalajokon a Pseudozyma
aphidis altal termelt lipazok magas konverzid és az enantiomerszelektivitasi értékeket
értek el. Emellett megfigyelhetd volt az a tendencia is, hogy az olivaolaj jelentésen
novelte az enantiomerszelektivitast, kedvezett az (R)-2-etoxi-acetamidok képz6désének,
vagyis CaLB jellegi szelektivitast novelte. A P. aphidis lipaz termeld képességének pH
figgése azt mutatta, hogy a savas pH hatasara erbteljesen csokken az
enantiomerszelektivitas €s a konverzi6 is. Leghatékonyabbnak a nitratot és olivaolajat is
tartalmaz6 Lipl jelzésii taptalajon termelt lipazkésztmény bizonyult fenil-csoporttal
feliiletmodositott szilikagél hordozora régzitve (Phe Lip1).

Tavlati célok kozott szerepel, hogy a téptalajok Osszetételét tovabb
optimalizaljuk, hogy minél aktivabb ¢és szelektivebb lipazokat termeltethessiink.
Emellett az is helyet kap céljaink k6zott, hogy az igy kapott 1j lipaz enzimekbdl tovabbi
enzimkészitmények allitsunk eld tobb hordoz6 felhasznéldsaval.

A TDK munkdmban ismertetett eredményeink két nemzetkdzi publikacio®®

részét képezik.
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