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L. Bevezetés

Napjainkban egyre nagyobb szerepet kapnak az enantiomertiszta vegyiiletek, igy
példaul a modern gyogyszerfejlesztésben az enantiomertiszta hatdanyagok ¢és intermedier
vegyiileteik. Az enantiomer-tisztasag fontossdga a két enantiomer bioldgiai aktivitdsanak
kiilonbségében, illetve tulajdonsagaik eltérésében rejlik, mig az egyik enantiomer gyogyszer,
addig a masik az emberi szervezetben akar sulyos karokat is okozhat. Természetesen nemcsak
a gyogyszeriparban fontos az enantiomertiszta vegyiiletek el6allitasa, a ndvényvéddszer-,
¢lelmiszer- és parfimipar IS egyre inkabb igényli az enantiomertiszta vagy adott
enantiomerben feldusitott alapanyagokat. Szamos technikat fejlesztettek ki enantiomerek
elvalasztasara racém elegyb6l kiindulva, ezek lehetnek fizikai, kémiai és biokémiai

modszerek.

Az enantiomer-elvalasztas egy természetes modja az enzimek alkalmazasa, melyek az
¢l6 szervezetben szelektiv biokatalizatorként vannak jelen. Az enzimek fehérjék, melyeknek
negyedleges szerkezetiik hatdrozza meg. Ezen fehérjetermészetbdl és az enzim-szubsztrat
komplex 1étébol adodik specifitasuk, tobbek kozott a sztereospecifitas, mely azt jelenti, hogy
egy adott enzim kiralis centrumot tartalmazd szubsztrat esetén szinte csak az egyik antipod
atalakulasat katalizalja. Az enzimek ezen képességiikbdl adoddan kivaloan alkalmasak nagy
szelektivitasu  atalakitasokra, tobbek kozott enantiomer-parok —elvalasztasara, azaz

reszolvalasra is.

Sokaig azt hitték az enzimekrdl, hogy csak vizes kozegben képesek katalizatorként
miik6dni, de ma mar tudjuk, hogy egyes enzimek szerves olddszerekben, sét szuperkritikus
fluidumokban is képesek aktivitasukat megérizni. A szuperkritikus szén-dioxid (scCO,)
alkalmazasa oldoszerként és egyben reakciokézegként tobb eldnyt is rejt magaban:
szobahOmérséklet-kozeli kritikus homérséklet (31 °C - nem denaturalodik az enzim),
nyomasmentesitéssel oldoszermentes termék kaphatd, nem toxikus, kornyezetiinkben
természetes modon is jelen van. A szuperkritikus szén-dioxidos technologiak nem jarnak
szén-dioxid termeléssel, azonban alkalmasak szerves oldOszerek kivaltasara, ezért ezeket

kiemelten kornyezetbaratnak tekintik.

Munkdm soran egy gyakran alkalmazott modellvegyiilet, az 1-feniletanol
enzimkatalizalt kinetikus reszolvalasat vizsgaltam. A munka tavolabbi célja, hogy szintetikus
¢észterezdszerek helyett (mint példaul az altaldnosan hasznalt vinil-acetat) természetes olajok
segitségével végezhessiik el az enantioszelektiv szintézist, kombindlva a szuperkritikus szén-

dioxid kinalta elvalasztastechnikai eldnyokkel. A hosszabb tavi cél els6 Iépéseként az



észterezéshez glicerin-triacetatot és glicerin-tributiratot, mint modell triglicerideket, majd
természtes olajokat alkalmaztam. Katalizatorként Candida antarctica lipaz B (CALB)

enzimet hasznaltam, immobilizalt formaban.

TDK munkdm ezen szakaszanak célja a Michaelis-Menten modell paramétereinek
becslése volt atmoszférikus nyomason és nagy nyomason, szuperkritikus szén-dioxidban
megvalositott kinetikus reszolvalas esetén a modell rendszerre. A kisérletek lehetdséget adtak
a kiilonboz6 reakciokozegek Osszehasonlitasara, igy a hagyomanyosnal kdrnyezetkimélébb

kinetikus reszolvalasi modszerek elonyeinek felfedésére.



II. Irodalmi attekintés
II.1. Optikailag aktiv vegyiiletek

Azonos 0sszegképletli €s kémiai szerkezetli / konstitucidju vegyiilet esetén is lehetnek
eltérések az egyes molekulak kozott, igy a kapcsolodd atomok térbeli elrendezodésében
(konfiguraciojaban), mely makroszkdpikus szinten hatdssal van a vegyiilet tulajdonsagaira.
Az azonos Osszegképleti és Kkonstiticioji, de eltérd konfiguraciéji molekulakat
sztereoizomereknek nevezziik. A sztereoizomerek két csoportba sorolhatdak: diasztereomerek
vagy enantiomerek. Az enantiomerek olyan sztereoizomerek, melyek egymasnak tiikorképei,
de elmozgatéssal vagy forgatassal nem hozhatok fedésbe egymassal. Ha egy molekuldnak két
akkor a molekulat kiralisnak tekintjiik. Az enantiomerek tehat tiikorképi part alkotnak,
melyeknek skalaris fizikai tulajdonsagai (olvadaspont, forraspont) megegyeznek, mig
vektorialis fizikai sajatossdgaikban (optikai forgatoképesség) kiilonboznek. Akiralis
(tiikorképével azonos) reagensekkel szemben mutatott kémiai viselkedésiikben megegyeznek,
de kiralis reagensekkel szemben eltéréen reagalhatnak, mely tulajdonsaguk lehetdséget ad az
enantiomerek elvalasztasdra. A kirdlis vegyiileteket szintézissel altaldban nem lehet tisztan
eldallitani, a két enantiomernek valamilyen ardnyu keverékét kapjuk. A keverékek egy
specialis esete, mikor az enantiomerek 1:1 ardnyu elegyet alkotnak, ezt racém elegynek
nevezzik. [1]

I1.1.1. Enantiomerek elvalasztasanak mdédjai

A kiralitds alapvetd fontossdgi az ¢élet szdmdara. Az €16 szervezetek biokémiai
folyamataiban tobbnyire kiralis molekulak, homokiralis egységekbdl felépiilo fehérjék,
nukleinsavak, szénhidratok vesznek részt. Az é16 szervezetekben megtalalhato biomolekulak
szelektivitasat egyedi, gyakran kirdlis szerkezetiik biztositja, igy a szervezetbe (de akar
egyetlen sejtbe) bekeriilé és azzal kdlcsonhatasba 1épé enantiomerparok kiilonbdz6 biologiai
hatast fejthetnek Ki. Az enantiomerek kiilonbozhetnek egymastol aktiv transzportjukban, a vér
fehérjéihez valod kotédésiikben, a szovetek kozotti eloszlasukban, enzimhez vagy receptorhoz
vald kotddésiikben (példaul a két enantiomer mas-mas receptorhoz képes kotddni),
metabolizmusukban (kiilonbozhetnek a metabolizmus modjaban és sebességében is) és
kitiriilésiikben. [2] Egyes esetekben a szervezetbe juttatott kiralis gyogyszer-vegylilet egyik
enantiomere rendelkezik a megfeleld bioldgiai aktivitdssal, a mdasik hatdsa jelentdsen
gyengébb, akar biologialag inaktiv is lehet. EKkor az inaktiv enantiomer miatt nagyobb dozis
sziikséges a megfeleld hatas elérése érdekében, mint csak a tiszta enantiomer adagolasa
esetén. Ennek szélsOséges esete, ha az inaktiv enantiomer karos mellékhatdsokat okoz a
szervezetben. Ebbdl adodoan egyre nagyobb figyelmet kap a csak az egyik format tartalmazo
hatéanyagok gyartasa [3], melyet enantioszelektiv szintézisek, illetve enantiomer-elvalasztasi
technikak altal tudnak megvaldsitani.



A modszerek, melyekkel enantiomertiszta vegyiiletek létrehozhatok harom kategdriaba
oszthatok aszerint, hogy milyen tipusu a kiindulési anyag (1. abra):

e kinyerés és esetlegesen azt kovetd szintetikus atalakitdsok: természetes forrasu kiralis
vegyiiletek;

e reszolvalds: akiralis szintézis soran keletkezd racém elegyb6l az enantiomerek
elvalasztasa,

e aszimmetrikus szintézis: prokiralis szubsztratok szolgalnak kiindulasi vegyiiletként.[4]
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Sztereoszelektiv szintézisek esetén a természetben talalhato kirdlis vegyiiletekbol
kiindulva csak olyan [épéseket alkalmaznak, melyek nagyfokt sztereoszelektivitassal
rendelkeznek. A moédszer hatranya, hogy a természetes kiralis vegyiiletek kinyerése példaul
novényekbdl nem gazdasagos és kornyezetkiméld, igy nem alkalmas enantiomertiszta
vegyliletek ipari I1éptékli eldallitasahoz. Az aszimmetrikus szintézisek valamilyen kiralis
kolcsonhatést igényelnek. A kirdlis kdlcsonhatast biztosithatja kirdlis kornyezet (pl. kiralis
oldoszer), kirdlis katalizator vagy valamilyen kiralis segédanyag. A kiinduldsi anyag
prokirdlis vegyiilet, melybdl a szintézis soran alakul ki egy vagy tobb kirdlis centrumot

tartalmazo vegyiilet. [5]

11.1.1.1. Racém elegyek reszolvadlasa

A sztereoszelektiv, illetve az aszimmetrikus szintézisek gyors fejlddésének ellenére az
iparban leggyakrabban a tiszta enantiomereket racém vegyiiletek reszolvalasaval allitjak elo.

Az enantiomerek reszolvalasi modszerei 4 kategoriaba sorolhatoak:

o direkt, klasszikus kristalyositas;



e diasztereomer-s6 kristalyositas;
e kromatografia,
e kinetikus reszolvalas.

A direkt, klasszikus kristalyositast széles korben alkalmazzak ipari léptékben. A
folyamat soran a racém vegyiilet tiszta enantiomerként vald kikristalyosodasat a fotomeghez
adott tiszta enantiomermaggal indukaljak. Technikailag csak akkor valosithatdo meg valamely
racém vegylilettel, ha az ugynevezett konglomeratumokat képez (a konglomeratum nem mas,
mint a két enantiomer kristdlyainak mechanikai keveréke, mely az enantiomereket egyenld
mennyiségben tartalmazza). Sajnos a racém vegylileteknek kevesebb, mint 10 %-a talalhato
konglomeratum formaban, a maradék valodi racematot képez, mely ilyen tipusu
kristalyositassal nem valaszthato el. [6] [7] Ha az elegy racematképzd, akkor reszolvalhatod
diasztereomer kristalyositassal, melyet 1848-ban Pasteur fejlesztett ki. Az eljaras alapja, hogy
az elvalasztando enantiomerek a reszolvalo agens egyik enantiomerével torténd reakcid utjan
diasztereomer part hoznak létre, melyek eltéré fizikai tulajdonsagokkal (pl. oldhatdsag)
rendelkeznek, a két diasztereomer példaul kristalyositassal elvalaszthaté egymastol. Annak
ellenére, hogy egyszerli fizikai elvalasztds alkalmazhaté a reszolvalashoz, ezen eljardsok
esetében problémat okoz a megfeleld reszolvaloszer és oldoszer kivalasztasa, illetve az
optimalis reszolvalasi koriilmények meghatarozasa. [4]

Kinetikus reszolvalas

Szamos szintetikus eljaras koziil, melyekkel nagy tisztasagli kirdlis anyagokat lehet
eloallitani, a kinetikai reszolvalds az egyik legrégebbi és egyben legsokoldalubb is, hiszen
majdnem minden tipust kiralis vegylilet esetében alkalmazhatd. A modszer sikeressége azon
alapul, hogy a két enantiomer eltéré sebességgel reagal a kirdlis entitassal, szélsOséges
esetben csak az egyik enantiomer reagdl, mig a masik valtozatlanul visszanyerhetd a
reakcioelegybdl. [8] A kiralis entitasnak katalitikus mennyiségben kell jelen lennie. Ez az
entitas lehet biokatalizator (enzim vagy mikroorganizmus) vagy kémiai katalizator (kiralis sav
vagy bazis, kiralis fém komplex). Racém vegyiiletek kinetikus reszolvalasanak egyik
legaltalanosabb moédja az enzim-katalizalt transzformacié. Az atalakitas soran az enzim a
racém elegy két enantiomere kozott kiilonbséget tud tenni, mely alapjaul a térszerkezeti
kiilonbségek szolgalnak. Az enzimeknek ezen tulajdonsdga lehetévé teszi, hogy az egyik
enantiomer gyorsabban atalakul termékké, mint a masik. [9] [10] Idealis esetben az egyik
enantiomer sokkal gyorsabban reagal, mint a masik, igy példaul csak az (R)-enantiomerbdl
képzddik termék (ks=0). Ebben az esetben a reakcid végére a végsd keverékben 50 % az
(S)-reaktans és 50 % az (R)-termék aranya. [11] A Kinetikus reszolvalassal elérhet6 maximalis
hozam értéke 50 % a racém vegyiiletre vonatkoztatva, azaz ha az egyik enantiomer teljes
mértékben atalakul, mig a masik enantiomer elreagélatlanul visszamarad, akkor a reakcio
kiindulasi anyagmennyiségre szamitott hozama éppen 50%. Ellenben vannak olyan
lehetdségek, melyekkel ez a korlat talléphetd, igy példaul a nemkivant enantiomer



(elreagalatlan szubsztrat) sztereoinverzidja vagy dinamikus kinetikus reszolvalasa (DKR)
utjan. [12]

A hagyomanyos ¢és a dinamikus kinetikus reszolvalasnal is az egyik enantiomer,
példaul az (R)-enantiomer, mint szubsztrat sokkal gyorsabban atalakul (R)-termékké, mint az
(S)-enantiomer. Az egyediili kiilonbség, hogy a hagyomanyos kinetikus reszolvalasnal az
(S)-enantiomer visszamarad, mint elreagalatlan kiindulasi anyag, mig dinamikus Kinetikus
reszolvalasnal a szubsztrat folyamatosan racemizalodik a reszolvald folyamat alatt. A DKR
tehat egy enantioszelektiv transzformacio és egy in-situ racemizacios folyamat kombinacioja.
A racemizacids lépés lehet spontan, enzim (példaul racemdz) vagy nem enzim 4altal (példaul
katalitikus fém, bazis) katalizalt 1épés. A két 1épés kombinalasaval akar 100 %-0s hozam is
elérhetd, igy enantiomertiszta vegyiiletek eldallitdsaban egyre nagyobb figyelmet kap a
DKR.[13][14]

I1.2 Biokatalizis

A fehérjék egy specidlis csoportjat képezik az enzimek, melyeknek feladata a
sejtekben lejatszodo nagyszdmu biokémiai reakcid gyorsitasa katalizishatds alapjan. Enzimek
nélkiil az egyébként termodinamikailag lehetséges (azaz szabadenergia csokkenéssel jaro)
reakciok rendkiviil lassan mennének végbe, mivel az ¢€l6 anyag reakciokoriilményei
(fiziologias koriilmények) enyhék, a 30-40 °C koriili homérséklet, az 1 bar koriili nyomas és a
semleges koriili pH csak kis reakcidsebességet engednek meg a legtobb spontan reakcid
esetén. A katalitikus hatds termodinamikai ugyanaz, mint barmely mas katalizis esetében,
azaz az enzimek is az adott kémiai reakcio aktivalasi energiajat csokkentik (2.abra).[15]

o
\ o

A reakci0 elorehaladasa

2. abra: Aktivalasi energia csokkentése enzimkatalizissel

Enzimeket mar az okori Egyiptomban is hasznaltak példaul sorfdzéshez, alkohol és
sajtkészitéshez. Maga a biokatalizis tudatos felhasznalasa a 18. és 19. szazadban fejlodott ki:
1833-ban Payen és Persoz malatabol enzimkomplexet izolaltak, melyet diasztaznak nevezetek
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el. Ezt a diasztazt hasznalta fel Berzelius, aki els6ként irta le @ keményitd enzim altal torténd
hidrolizisét. Edward és Haus Buchner 1897-ben ¢lesztobdl szarmazo sejtmentes extraktummal
is képesek voltak alkoholos fermentacio véghezvitelére. Nagy elorelépést jelentett Emil
Fischer munkéssaga: a kulcs-zar modell megalkotasa, illetve annak megallapitasa, hogy az
enzimfunkci6 fligg az enzim-molekula konfiguracidjatol. A kulcs-zar hasonlat az
enzimmiikdodés legrégebbi magyardzata, az enzimet a zar szimbolizalja, mig a kulcs a
szubsztratot jeloli. A szubsztrat az enzim kotohelyén képes megkotddni, majd az aktiv
centrumaban képes 4atalakulni. Az atalakitandd szubsztrat mellett mas molekulak is
megkdtddhetnek az enzimen, ennek megfeleléen a fehérjén lehetnek aktivator-, inhibitor- és
koszubsztratkotd helyek. Az enzim €s a szubsztratja enzim-szubsztrat komplexet képez, mely
az enzimkatalizis létfontossagl Iépése (Victor Henri, 1903). Az enzimek altaldnos miikodési
elvét a matematika nyelvén 1913-ban Leonor Michaelis és Maud Lenora Menten irtak le. [16]
Az altaluk megalkotott, tgynevezett Michaelis-Menten modellt ma is széles korben
alkalmazzak az enzimreakciok leirasara, amelynek oka a modell egyszertisége és elfogadhatd
pontossaga.

Az enzimek hat f6 osztalyba csoportosithatok a katalizalt reakciok természete alapjan:

e oxidoreduktazok: oxidacids-redukcids folyamatok katalizalasa;

e transzferazok: funkcionalis csoportokat képesek atvinni egyik szubsztratrol a masikra;

e hidrolazok: viz segitségével kiilonbozo kotések hasitasara képesek;

e liazok: olyan reakcidkat katalizdlnak mely soran valamilyen csoportot eltavolitva a
molekularol, a molekulaban kettds kotés jon létre, viz, ammonia, szén-dioxid vagy
mas molekula keletkezése kdzben, illetve ilyen molekulak addicionalodnak a
szubsztrat kettos kotésére;

e izomerazok: kiilonbdz6 izomerizacios reakciokat (cisz-transz, aldoz-ketoz,
epimerizacio stb.) katalizalnak;

e ligazok: molekulak kozotti kotések kialakulasat katalizaljak, melyhez sziikséges
energiat trifoszfatok hasitasabol nyerik. [17][18]

I1.2.1. Lipaz enzim

Napjainkban az enzimek ¢és mikroorganizmusok felhaszndldsa biokatalizatorként
szerves szintézisekben jol ismert és széleskoriien elterjedt technika. Enzimes folyamatokkal a
termékek széles skalaja hozhato létre enyhe koriilmények kozott, amely energia-megtakaritas
réven csokkent kornyezetterhelést is jelent. Az enzimkatalizis a kémiai szintéziseknek
rendkiviil vonzd és igéretes teriilete lett, tobbek kozott az enzimek kivalo
sztereoszelektivitasabol adodoan is.
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3. abra: A Candida antarctica lipaz B rontgen Kristaly szerkezete

A lipazok (3. abra), mas néven triacilglicerol hidrolazok, a leggyakrabban alkalmazott
enzimek a régid-, reakcid- ¢€s enantioszelektiv biotranszformaciokhoz, mivel széles
szubtratspecifitassal rendelkeznek, kivalo kiralitasfelismerd-képességiik van, illetve nem
igényelnek kofaktort ¢és jellemzéen nem katalizalnak mellékreakciokat. Elterjedten
alkalmazzak az iparban ugy, mint detergens, élelmiszer eldallitdsban, biotranszformaciokhoz,
hulladékkezeléshez és bioremedidcioban. A lipdzok jo6l hasznosithatok a gyogyszer-,
kozmetikai-, textil-, bér- és papiriparban. [19] [20]

A lipazokat a karboxil-észterazoktol az kiilonbdzteti meg, hogy mig az észterazok a
vizoldhato szubsztratokat részesitik elonyben, addig a lipazok jelentdsen nagyobb aktivitast
mutatnak természetes szubsztratjuk, a trigliceridek felé. A természetben a lipazok a
trigliceridek hidrolizisét katalizaljadk, de nemvizes rendszerben a hidrolizis megfordithato
reakcid, igy ezek a biokatalizatorok észterek kialakitasara is képesek megfeleld savszarmazék
¢s alkohol jelenlétében. A legtobb lipadz természetes szubsztratjatol eltérd szerves anyagok
atalakulasat is képes katalizalni, gyakran hasznaljak szerves szintézisek katalizatoraként. A
lipazok sztereoszelektivitasukbol adodoan jol alkalmazhatok olyan reakcidkban, melynek
végtermékeként enantiomertiszta vegyiileteket kapnak, azaz tgynevezett reszolvalasokban.
Ezeket a reakciokat harom f6 tipusba soroljak:

e racém karbonsavak és alkoholok kinetikus reszolvalasa;

e mezo dikarbonsavak vagy mezo diolok enantioszelektiv csoportjainak
differenciacidja;

e prokiralis dikarbonsavak ¢és diol szarmazékok enantiotop csoportjainak
megkiilonboztetése.

A felsoroltakbol a racém alkoholok kinetikus reszolvaldsa az egyik legelterjedtebb
felhasznalasa a lipazoknak, mely soran egy (at)észterezési reakcioval torténik az

enantiomerek elvalasztasa. [11]
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I1.2.1.1. Kinetikus reszolvdlds lipdz enzimmel

A lipazok szamos racém vegyiilet reszolvalasat képesek katalizalni az alkoholokon
kiviil is, mint példaul aminok, savak, a-hidroxi-szelenidek és telluridok reszolvalasat. [21]
[22] [23] [24] [25] Ezen vegyiiletek vizben vald gyenge oldhatésaga miatt az enzimes
reszolvalast 4ltalaban nemvizes kozegben valositjdk meg, bar igy fenndll az enzim
denaturacidjanak lehetdésége. A gyakorlati médszer az enzim hatékonysaganak, mikodési
stabilitisanak ¢és teljesitményének novelésére szerves oldoszerben vagy szuperkritikus
fluidumokban (SCF) az immobilizalt biokatalizis alkalmazasa. [26]

A lipaz-katalizalt kinetikus reszolvalasnak modellreakcioi kozé tartozik az alkoholok
¢s aminok acilezése, mely szerves olddszerben egyensulyi reakci6. Ezen reakciok
irreverzibilitisa  biztosithatd  aktivalt  észterdonorok  hasznalataval, illetve az
enantioszelektivitds novelhetd hosszabb, telitett szénlancu észterezéagensek alkalmazéasaval.
Az atészterezési reakcidhoz hasznalt észterezOszerek kivalasztasa mellett R. Chénevert és
tarsai szerint a megfeleld eredeti lipaz enzim megvalasztasa is fontos szerepet jatszik a
reszolvalas eredményeiben. Tobb észterdonort és lipaz enzimet is kiprobaltak az 1-feniletanol
¢észterezési reakcidjaban. Minden esetben az (R)-enantiomert észterezte gyorsabban az enzim
¢és az (S)-konfiguracioju szubsztrat maradt elreagalatlan. A tesztelt lipazok koziil a Candida
antarctica lipaz B (CALB) mutatkozott a leghatasosabbnak ¢és a legnagyobb
enantioszelektivitassal birt a reakciok soran. Az enzim az észterezéd agensek széles
valasztékaval képes volt reagalni standard koriilmények kozott. [27]

I1.2. 2. Michealis-Menten Kinetika és a lipaz enzim kinetikaja

Sok enzim koveti a Michaelis és Menten altal felallitott alapmodellt. Ez a modell
n¢hany alapfeltételt bevezetve képes az egyszerli enzimes reakcidk mechanizmusanak
matematikai leirdsara. A modell alkalmazhatosagahoz a kovetkezd feltételezéseket kell
elfogadni: az enzim-szubsztrat (ES) komplex 1étezése, illetve, hogy az enzim-szubsztrat
komplex egy reverzibilis reakcidban jon létre szabad enzimbdl (E) és szubsztratbol (S), mely
reverzibilis reakcio rendkiviil gyorsan egyensulyra vezet. Az elézo allitas kdvetkezménye,
hogy viszonylag rovid idét kovetden az ES komplex koncentracidja lényegében allando
marad. Tovabba feltételezni kell, hogy az ES komplex termékké (P) és szabad enzimmé
alakulasa irreverzibilis 1épés az adott reakcido koriilményei kozott. Az allanddsult allapot
kritériuma abban az esetben teljesiil, ha az atmeneti intermedier koncentracid-valtozasanak

sebessége nagyon kicsi a reaktdnsok és a termékek koncentracio-valtozdsanak sebességéhez

képest.
kq
e d k3
E+S ES->E+P
k2
2
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A sebességmeghatarozo 1épés az ES komplex disszociacidja szabad enzimmé és
termékké. A reakcido kezdeti sebességére (r) egyszerli szubsztrat-enzim reakcioknal az
ugynevezett Michaelis-Menten egyenlet irhat6 fel.

_ Tmax[S]
K + [S]
1. egyenlet: Michaelis-Menten egyenlet

(r: kezdeti reakciosebesség, rma: maimalis kezdeti reakciosebesség, Kn: Michaelis konstans,
S: kiindulasi szubsztrat koncentracio)

r

k4 k3
m = k1
2. egyenlet: Michaelis konstans
(Km: Michaelis konstans, ki, ko, k3: reakcidsebességi allandok)
Ez az egyenlet kapcsolatot teremt az egyes szubsztrat-koncentraciokhoz (S) tartozo
sebesség (r) ¢és a maximdlis reakcidsebesség (max) kOzott, melyet végtelen szubsztrat-
koncentracioval lehetne elérni. Fontos meghatarozni rmax és Ky, értékeket, melyekre, mint az

enzim kinetikai paraméterei utalnak, hiszen az enzimek jellemzésének fontos részét alkotjak.

Gyakran az enzimreakcidk nemcsak egy szubsztratot, hanem kettdé vagy tobb
versenyz0 szubsztratot is tartalmaznak, igy példaul a lipaz-katalizalt észterezésnél is. Ezek a
reakciok nem irhatok le egyszerlien a Michaelis-Menten kinetikaval, bar az allandosult allapot
feltételezése ezen esetekben is érvényes lehet. A két szubsztratos enzim-katalizalt reakciok
altalaban haromféle mechanizmust kdvethetnek:

e random bi bi;
e hatarozott sorrendt bi bi mechanizmus;
e ping-pong bi bi mechanizmus.

A kinetikai kutatasok alapjan a lipazok nem kovetik a Michaelis-Menten kinetikat, de
mutat. A lipaz-katalizalt észterezés a ping-pong bi bi mechanizmust kdveti. A mechanizmus
lényege, hogy elsé 1épésben a zsirsav kapcsolddik az enzimhez, mikozben viz vagy alkohol
szabadul fel, majd a mar észterezett enzimhez kotddik a kiralis alkohol. Végiil a savcsoportot
¢s az alkoholt az enzim Osszekapcsolja, és észter keletkezik, mely levalik az enzimrdl, igy az
regeneralodhat. A lipdz a szabad enzimforma és az észterezett-enzim intermedier kozott

oszcillal. A reakciosebesség a kovetkezo kifejezéssel irhato le [16]:

B Tmax[Al[B]
 KnB[A] + K, A[B] + [A][B]

3. egyenlet: Reakciosebesség két szubsztratos reakci6 esetén
([A]: alkohol koncentracioja, [B]: zsirsav koncentracioja)

r

Ha az egyik reaktans, példaul a zsirsav koncentracioja ([B]) allando, akkor az el6bbi egyenlet
a Michaelis-Menten egyenletté egyszertisodik:

13



_ rmax [A]
K+ [4]

4. egyenlet: Reakciosebesség az egyik szubsztrat allandésaga esetén

r

Az elobbi feltételezéseket Dumont ¢€s tarsainak vizsgalatai is igazoltak. Mirisztinsav
etanollal torténd lipaz-katalizalt észterezését vizsgaltak n-hexanban és scCO»-ban az etanol
koncentracidjanak rogzitésével, a mirisztinsav koncentraciojat valtoztatva a kiilonb6zd etanol
koncentracioknal. A reciprok kezdeti reakcidosebességet abrazolva a reciprok savkoncentracio
fliggvényében az egyes alkohol koncentracioknal egyeneseket kaptak, mely a klasszikus
enzimatikus reakciok esetén Lineweaver-Burk 4brazolds soran is fennall. Mindkét oldoszer
esetén alacsony alkohol koncentracioknal, ahol az egyenesek parhuzamosak, az alkohol
mennyiségét novelve az 1/r tengelymetszet 1/rmax hatarértékig csokkent. Nagyobb etanol
koncentracidk esetén az egyenesek ugyanazon 1/rmax €rtéknél metszették a tengelyt és csak az
egyenesek meredeksége valtozott. Az abrazolds alapjan az etanol kompetitiv inhibitorként
miikodott, mely megfigyelés Osszefér azzal a feltevéssel, hogy a lipaz ping-pong bi bi
mechanizmus szerint katalizalja az észterezési reakciot n-hexanban és scCO,-ban is. [28]

I1.3 Szuperkritikus fluidumok

A hagyomanyos szerves olddszerek hasznilata a kémiai reakcidkhoz, a szerves
oldoszerek nehéz kezelhetdsége miatt kornyezetiink karosodasat idézheti elé. Ebbdl adoddan
egyre novekszik az emberi szervezet, illetve a kornyezet szamara kevésbe megterheld
olddszerek iranti kereslet, igy a szuperkritikus fluidumok (SCF) irant.

A
Q.
2
" '
« :
£ i dsszenyomhato |
) szilard o
% folyadék : szuperkritikus
v Sfluidum
7.36 | knitikus nyomas &
Pheit folyadék kritikus pont
Pro harmaspont gdz
goz
knitikus
homeérséeklet
Thp Thesit _
311 Hémérséklet (°C)

4. abra: A szén-dioxid fazisdiagramja
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A szuperkritikus allapot minden anyagnal egy ra jellemzé tgynevezett kritikus
nyomas (pkrit), illetve kritikus hdmérséklet (Tyir) felett érhetd el. Példaként a 4. dbran a szén-
dioxid fazisdiagramja lathat6, ahol a szuperkritikus allapotnak megfeleld teriiletet a kritikus
hémérséklet (31,1 °C) és a kritikus nyomas (7,38 MPa) szaggatott vonalai hataroljak.

Ha az adott anyag homérséklete €s nyomadsa eléri vagy megkozeliti a kritikus
értékeket, akkor az anyag fizikai tulajdonsagai jelentésen megvaltoznak: a folyadékfazis
strlisége a homérsékletnovekedés hatasara csokken, mig a gézfazis slriisége ndé a nyomas
novekedésével a kritikus pontig, ekkor a fazisok siiriisége egyenlové valik és eltlinik kozottiik
a fazishatar. [29] A kritikus pont elérésével az anyag olyan halmazallapotba keriil, melyben
tulajdonsagai a folyadék és a gaz allapot kozott helyezkednek el.

A szuperkritikus fluidumok a hagyomanyos oldoszerek alternativai lehetnek mind
extrakciokban, frakcionalasokban, kémiai reakciokban, biokémiai reakciokban illetve
analizisek esetén is, mely szamos elonyds tulajdonsagukbol adddik. Ezen eldnydk kozeé
tartozik a gyors anyagtranszport, mely a magas diffuzivitasb6l és az alacsony viszkozitasbol
ered; az anyagok oldhatosaganak egyszerli szabalyozhatdsaga (két fiiggetlen paraméter, a
hémérséklet €s a nyomds, valtoztatisa utjan szabalyozhat6 az anyagok oldhatosaga
szuperkritikus fluidumokban), mellyel egyben a reakciok szelektivitdsa is valtoztathato.
Emellett a szuperkritikus fluidumnak a reakci6é vagy extrakcio utani konnyt eltavolithatosaga
lehet6vé teszi az oldoszermaradvanyoktol mentes reakcidtermékek elérését. [30] [31]

I1.3.1. Szuperkritikus szén-dioxid

1879-ben Hannay ¢s Hogarth fedezte fel, hogy a szuperkritikus fluidumok képesek
feloldani alacsony géznyomasu szilard anyagokat (példaul szervetlen sokat). Szuperkritikus
etanolban a nyomas novelésével a kobalt-klorid jo1 oldodott, mig a nyomas csokkentésével a
s6 kivalt az oldatbol. Ez a sajatos tulajdonsag a tudosok szamara érdekessé tette az SCF-ok
oldo-tulajdonsagainak széleskorii vizsgalatat, mely az 1960-as évekre mar az SCF-ok ipari
alkalmazasat is lehet6vé tette. A szuperkritikus fluidumok koziil els6sorban a szén-dioxidot
hasznaltak ipari Iéptékben a toxikus szerves oldoszerek helyettesitdjeként, elsoként kavébab,
komlo, fiiszerek és tealevél szerves anyagainak extrakciojahoz. [32] Korai alkalmazasai kozé
sokdig mindossze az extrakcid és az elvalasztas tartozott, elérelépés csak a 20. szazad végén
tortént, mikor szuperkritikus reakciokban kezdték alkalmazni, mint reakciokdzeg, szerves
oldoszerek helyettesitdje, illetve tarsoldoszerként. Ma mar az extrakcidé mellett
hidrogénezésnél ¢és kontrollalt polimerizacidknal, kémiai szintéziseknél és biokémiai,
enzimkatalizalt reakcioknal is egyre elterjedtebben alkalmazzak, illetve jelentés vizsgalatok
folynak gaz-folyadék és folyadék-folyadék (acetilalas, alkilalas, észterezés) reakciokra
vonatkozoan.

A szuperkritikus szén-dioxidot (scCO;) sokan, mint ,,z6ld” oldoszert definialjak, mivel

nem toxikus, nem karcinogén, kémiailag inert, nem tlizveszélyes, emellett nem tul draga és
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konnyen hozza lehet jutni. A szén-dioxidnak viszonylag alacsonyak a kritikus paraméterei
(kritikus nyomas: 7,38 MPa, kritikus homérséklete: 31,1 °C), igy bioldgiailag aktiv
homérséklet-érzékeny anyagokkal végzett reakciokhoz is alkalmas olddszer lehet. A scCO,
elény0s tulajdonsagaihoz tartozik, hogy stirtisége, diffuzivitasa, viszkozitasa €s oldoképessége
is valtoztathatd a nyomads és/vagy a hdmérséklet valtoztatasaval a folyékony és a gaz allapotu
szén-dioxid értékei kozott, mely altal a reakcidosebesség és a szelektivitas is befolyasolhato.
Szuperkritikus kozegben végzett reakciok soran is magas hozam érhet6 el nagy szelektivitas
mellett, illetve az anyagtranszport problémai is kikiiszobolhetdek. Mellékreakciok és a
melléktermékek keletkezése szamos esetben jelentésen visszaszorul, hiszen a reaktansokra
nézve a szén-dioxid inert. [33] Legnagyobb technologiai elényének tartott tulajdonsaga, hogy
a reakciot kovetden nyomadscsokkentéssel a szén-dioxid gaz formdjaban eltavozik, igy
oldoszermentes terméket kapunk. Hatranya viszont, hogy a hidrofil anyagok oldhatosaga
alacsony szuperkritikus szén-dioxidban, mely probléma esetenként kikiiszobolhetd
valamilyen polaris folyadék hozzaadasaval, példaul segédoldoszerként kis mennyiségii etanol
adagolasaval javithat6 a polaris molekulak oldhatosaga. [34] Ugyancsak hatranyai kozé
tartozik, hogy megfeleld, nyomadsalld berendezések sziikségesek, illetve nagyobb
energiafelhaszndlassal jarhat a szén-dioxidban végzett reakcid, mint atmoszférikus
koriilmények kozott.

I1.3.2. Enzimkatalizalt reakcio szuperkritikus fluidumban

Az enzimek alapvetden az ¢l6 szervezetekben megtalalhatdé katalizatorok, igy
természetes kozegiik a viz. A viz ellenben gyenge olddszer az iparban, mivel szdmos szerves
vegylilet vizoldhatatlan, illetve instabilla valhat a vizes kozegben. Raadasul a viz eltavolitasa
a reakciot kovetben koltséges a viz magas forraspontja és nagy parolgashdje miatt. Ugyancsak
hatranya a vizes kozegnek a mellékreakciok, mint példaul hidrolizis, racemizacid vagy
polimerizacio, mely a f6 folyamatokat kisérheti. [35] [36]

A viz helyett megoldast jelenthet a hagyomanyos szerves oldoszerek haszndlata vagy a
szuperkritkus fluidumok, hiszen egyes enzimek, foleg a lipazok, képesek megodrizni
aktivitasukat szuperkritikus allapotu oldészerekben, igy példaul scCOz-ban. Tobb mint két
évtized telt el azota, hogy az elsd szuperkritikus fluidumban végzett enzim-katalizalt reakciot
publikaltak. Randolph és tarsai (1985) [37], illetve Hammond ¢és tarsai (1985) [38] egyarant
hasznaltak az enzimeket szuperkritikus fluidumban. [39] Az 1990-es évekig kevés publikacio
szlletett a szuperkritikus fluidumok biokémiai reakciokban vald alkalmazasara vonatkozoan.
Ez elsésorban a magas nyomasu ilizemeltetés technikai nehézségeivel volt dsszefliggésben.
1990-es évek legelej¢én Dumont és tarsai etil-mirisztat, mirisztinsav etanollal torténd
észterezésén keresztiili enzimatikus szintézisét vizsgaltak scCO,-ban, melyet a laborukban
kifejlesztett egyszerii, kevert, szakaszos tartalyreaktorban valdsitottak meg, atlépve ezzel az
addigi technologiai problémakat. [28] Az 1992-ben késziilt publikacio Ota szamos kutatas
folyt a szuperkritikus fluidumban megvalosithatod biokatalizis témakorében. Beckman atfogo
tanulmanyokat végzett a scCO; ,z0ld” kémiai szintézisekben ¢és folyamatokban
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megvalosithatd széles korii felhasznalasat illetéen. [40] Mesiano és tarsai mélyebbre hato
kutatasokat végeztek a fizikai és egyéb paraméterekre vonatkozoan, melyek hatdssal vannak
az enzimkatalizisre szuperkritikus fluidumokban. [41] Emellett tobb dokumentum is sziiletett
arr6l, hogy az enzimkatalizalt reakciok altal szuperkritikus szén-dioxidban atlagon feliili
eredményeket értek el, Osszehasonlitva a hagyoményos szerves oldoszeres vagy éppen az
oldoszermentes rendszerekhez képest. A reakcidsebesség és a konverzid emelkedése mellett
szamos esetben az enantioszelektivitas is befolydsolhatonak bizonyult. Ezen eldnydk mind a
scCO; specifikus eldonyeinek tulajdonithatok, mint példaul az alacsony viszkozitasnak vagy az
oldott szubsztratok nagy diffuzivitdsdnak. A biokatalizisre legalkalmasabb szuperkritikus
fluidum a scCO; az eddig felsorolt tulajdonsagok mellett tobbek kdzott azért is, hiszen olcso,
konnyli hozzajutni, biztonsagos, nem-oxidald kozeget biztosit, egyszeriibb ,,downstream”
miiveleteket tesz lehetové [42] és ezt tartjak a ,,legz6ldebb” szuperkritikus fluidumnak az
enzimreakcidkhoz megfelelden alacsony kritikus hOmérséklet ¢és nyomas értékekkel.
Napjainkban széles korben hasznaljak a szuperkritikus szén-dioxidot az élelmiszeriparban
illetve a finomkémiai iparban. [43]

I1.3.2.1. Enzimstabilitds szuperkritikus fluidumokban

Biokatalizis esetén az enzimstabilitds kulcsfontossdgi kritérium, ahhoz hogy az
enzim-katalizalt reakciot alkalmazod eljaras gazdasagos lehessen. A nyomas és a hdmérséklet
novelése az enzim inaktivacidjahoz vezethet. Nagy nyomason a fehérjék térbeli szerkezete
atalakul, igy denaturdlédhat elvesztve aktivitasat. Hasonléan a homérséklet novelésének
hatasara, a protein hémérséklet optimumat meghaladva, az enzimaktivitas drasztikusan
csOkkenni kezd a hddenaturacido kovetkeztében. Ennek ellenére sok enzim stabil marad
szuperkritikus fluidumokban. A nyomas és homérséklet enzimre gyakorolt hatasa mellett, a
szubsztrat és a végsé termék is okozhat enzimaktivitas csOkkenést szuperkritikus
fluidumokban, az egyéb olddszerekben lejatszodo folyamatokkal analog modon. Az
aktivitascsokkenést okozd szubsztrat- vagy termékinhibicid abban az esetben Iép fel, ha a
szubsztrat vagy a termék blokkolja az enzim aktiv centrumat, igy nem csak az aktivitasat, de a
szelektivitasat is befolyasolhatja a katalizatornak. A szubsztrat-inhibiciot viszonylag konnyt
meggatolni a  szubsztrdt alacsony koncentrdcidjanak  fenntartdsdval folyamatos
szubsztratadagolds mellett. Ezzel szemben a termékinhibiciot problémésabb kezelni, hiszen

biztositani kell a képz6d6 termék folyamatos eltavolitasat a reakcioelegybol. [17]

I1.3.2.2. Nyomds és homérséklet hatdsa az enzimatikus reakciékra

A kémiai reakciokat onmagaban is befolyasoldé hdmérséklet (az Arrhenius-0sszefliggés
alapjan a homérséklet emelkedésével né a reakciok sebessége altalaban (5. egyenlet)) és
nyomds a szuperkritikus szén-dioxid tulajdonsagait is meghatdrozza, emellett fontos
figyelembe venni az enzimre gyakorolt hatasukat is. Ebbdl addéddan a két paraméter
egyenkénti, avagy egyiittes valtoztatdsa jelentds befolydssal bir a reakcid lefolydsara és
eredményére (szelektivitas, hozam stb.).
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5. egyenlet: Arrhenius 6sszefiiggés
(A: preexponencialis tényez0, Ea: aktivalasi energia [J/mol], R: egyetemes gazalland6 [J/mol-K],
T: homérséklet [K])

A homérséklet esetében a homérséklet novekedése altalaban noveli a
reakciosebességet, hiszen a molekuldk kinetikai energidja nagyobb, igy konnyebben
lekiizdhet6 a reakci6 végbemeneteléhez sziikséges aktivalasi energia, emellett a scCO;
viszkozitasa és striisége csokken. Az anyagok oldhatésaga altalaban nd, igy gyorsabb az
anyagtranszport a reakciokozegben. Ebbdl kiindulva a hdmérséklet ndvelése a reakcido gyors
lefolyasanak kedvez, mégis figyelembe véve az enzimek fehérje voltat, til magas hdmérséklet
nem alkalmazhatd, mivel az enzim denaturalodhat, elveszitve ezaltal katalitikus aktivitasat.
Az enzimek jellegzetes térszerkezettel rendelkezd, megfeleléen ,hajtogatott” polipeptid
molekuldk, a hajtogatottsagukat hidrogén-hid, ionos és hidrofob kapcsolatok, illetve diszulfid-
hidak stabilizaljak. A nyomas és homérséklet megvaltozasa okozta szerkezetmddosuldsok
pedig a fehérje denaturaciojat okozhatjak, igy csokkentve az enzim produktivitasat. [30] [17]
Paljevac és tarsai racém 1-feniletanol vinil-acetattal torténd lipaz-katalizalt atészterezését
vizsgaltdk szuperkritikus szén-dioxidban, mely soran vizsgaltdk a nyomds ¢és homérséklet
hatasat. 40 és 80 °C kozott nem tapasztaltak jelentds kiilonbséget a reakcid menetében, de mig
40 és 60 °C esetén az 50 %-os konverziot mar 3 6Ora utan elérték, addig 80 °C-on végzett
reakcid esetén csak 4 orat kovetOen érték el ugyanezt az értéket, 100 °C felett pedig a
konverzi6 drasztikus csokkenést mutatott az alacsonyabb homérsékletii reakciokhoz képest. A
jelenséget azzal magyaraztak, hogy bar a hdmérséklet novelése tobb molekularis titkozest tesz
lehetové, bizonyos hdmérséklet felett az enzim a megsziind hidrogén-kotések kovetkeztében
elveszti haromdimenzids szerkezetét, denaturalodik. A kezdeti reakcidosebesség tekintetében
80 °C-on érték el a legmagasabb értéket, mig 80 °C felett a kezdeti reakciosebesség jelentds
csokkenést mutatott feltehetéen az enzim termikus inaktivacidja és a vinil-acetat elparolgéasa
(a vinil-acetat forraspontja 72 °C légkori nyomason) miatt. [44]

A nyomas a szén-dioxid siirliségfiiggd tulajdonsagait befolyasolja, Ugymint a
szubsztratok megoszlasi hdnyadosat, a dielektromos konstanst, a Hildebarndt oldhatdsagi
paramétert, mely kdzvetetten szabdlyozza az enzim aktivitasat, specifitasat és stabilitisat is. A
nyomdas hatdssal van a reakcidsebességre, hiszen a reaktdnsok és a termékek oldhatdsaga
nyomasfliggé. [17] Emellett példaul egy polimerizacios reakcioban a kapott termék is
meghatarozhat6 a nyomas szabalyozasaval, hiszen a polimerizaci6 foka is nyomasfiiggé. [30]
A nyomas novelése a reakcid végbemenetelének szempontjabol altalaban nem okoz valtozast,
ellenben 150 MPa felett mar lehet nyomas-indukalt enzim inaktivacid, mely altaldban még
reverzibilis, de 300 MPa felett mar irreverzibilis az enzimdenaturacio. Paljevac és tarsai
rac-1-feniletanol vinil-acetattal torténé enzimatikus atészterezési reakcidjaban vizsgaltak a
nyomas hatasat 40 °C-on 8 és 30 MPa kozott. A legnagyobb kiilonbségeket a reakciok elsd
két Ords szakaszaban tapasztaltdk. 8 MPa-r6l 10 MPa-ra ndvelve a nyomast a konverzid
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novekedését figyelték meg, mely valoszinlileg annak tudhatdo be, hogy a reakcidelegy
oldhatosaga megndtt a szén-dioxidban. Ezzel szemben, ha 20 MPa-r61 30 MPa-ra novelték a
nyomast, abban az esetben a konverzié csokkent. Ezt azzal magyaraztak, hogy a nagyobb
nyomas létrehozasahoz tobb szén-dioxidot Kkell a rendszerbe juttatni, igy higitasi hatas
érvényesiil. A kezdeti reakciosebesség vizsgalatakor a legmagasabb értéket 10 MPa esetén
érték el. A nyomas novelésének kovetkeztében két ellentétes hatas 1éphet fel: a nyomast
novelve né a szubsztrat oldhatosaga szuperkritikus szén-dioxidban, ezaltal nagyobb lesz a
kiindulasi reakciosebesség, de a nagy nyomas hatasara a fehérje szerkezete deformalddhat,
igy olyan konformacidovaltozdsok johetnek 1étre, mely alacsonyabb enzimaktivitast
eredményezhet. [44]

Nyomas és homérséklet hatdsa az enantioszelektivitasra

A szuperkritikus szén-dioxid oldoszerként, illetve reakciokozegként torténd
felhasznalasa lehetéséget ad az oldoszer hatasanak vizsgalatara az oldoszer tipusanak
valtoztatasa nélkiil. Rdadasul a reakcid szabalyozhaté a nyomas és homérseéklet megfeleld
beallitasaval, igy példaul a biokatalitikus reakci6 enantioszelektivitasa is befolyasolhatd a
nyomas és hdmérséklet szabalyozasaval Matsuda és tarsai szerint. Matsuda kutatdcsoportjaval
1-(p-klorofenil)-2,2,2-trifluoretanol ~ enantioszelektiv — acetilalasat vizsgalta scCO»-ban.
Els6ként egy rogzitett hdmérsékleten vizsgaltdk a nyomas hatdsat, majd tobb kiilonbdzd
héomérsékletértéken is megismételték a kisérleteket. A kisérletek eredményei azt mutattak,
hogy allandé hdmérsékleten az enantioszelektivitast jellemzd E-érték a nyomdas novelésével
folyamatosan csokkent. Ezt a jelenséget magyarazza, hogy a nyomds novelése okozta
stiriiségvaltozas megvaltoztatja a CO; €s az enzim kozotti kapesolatot. A szén-dioxidbol
karbamat alakul ki, mig az enzim felszinén szabad amino-csoport jon létre, igy a CO;, az
enzim felszinére képes adszorbedlodni €s/vagy az enzim szubsztratkotd helyére kotodik. Ez a
kolcsonhatas fokozatosan megvaltoztatja az enzim konformacidjat, igy reagalva a nyomas
modosulasara és folyamatos valtozast eredményezve az enantioszelektivitasban. [45] Masodik
Iépésben a homérséklet hatasat vizsgaltak az enantioszelektivitasra: alacsony hémérsékleten
(30-40 °C) az E-érték gyorsan csokkent kis nyomastartomanyban 10 MPa alatt, ezzel
szemben magasabb hdmérsékleten 14 MPa alatt folyamatos és lassabb valtozast figyeltek meg
szélesebb nyomasskalan végzett kisérletek alapjan. Az eredmények erdteljesen korrelaltak a
stirliségvaltozassal: alacsony homérsékleten 10 MPa alatt a slirliség gyorsan valtozik, mig
magasabb hdmérsékleten a slriiség széles nyomdstartomdnyban folyamatosan csdkken.
Emellett 6sszehasonlitottdk az ugyanolyan stirliség (kiillonb6zé nyomds és hdmérséklet, de
azonos slrliség) esetén kapott E-értékeket, melyek eltértek egymastol. Magasabb
homérsékleten alacsonyabb enantioszelektivitast tapasztaltak, azaz az enantioszelektivitast
nem csak a slrliség, hanem a hdmérséklet is meghatarozza, igy a nyomas és homérséklet

kiilon-kiilon és egylittes szabalyozasa is befolyasolja a reakcié enantioszelektivitasat. [46]
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11.3.2.3. A viztartalom hatdsa

Az enzimkatalizalt reakciokban az egyik legfontosabb faktor, mely hatdssal van az
enzimaktivitdsra a reakciokozeg viztartalma. Az enzimnek adott mennyiségli kotott vizre
minden koOzegben sziiksége van ahhoz, hogy megorizze aktivitdsat. A viznek az
enzimmilkddésre gyakorolt hatdsa hdrom modon is megnyilvanulhat: az enzimszerkezetre
nem kovalens kotéseken keresztiil; hidrogénkotések szétszakitasa révén ugyancsak elsésorban
az enzim szerkezetére hat; mig a reagensek diffuzidjat elosegitve a reakcid egyensulyat is
befolyasolhatja. A viz teljes eltavolitdsa nem-vizes olddszerbdl (szerves oldoszerbdl vagy
SCF-bo6l) a nativ enzimszerkezet eltorzulasahoz, az enzimaktivitas drasztikus csokkenéséhez
vezet. A Kkatalizis vizsziikséglete nyilvanvalo, de az igényelt viz mennyisége mar kevésbé
egyértelmii. Dumont és tarsai etil-mirisztat szuperkritikus szén-dioxidban, illetve n-hexan
oldoszerben végrehajtott enzimatikus szintézise esetén vizsgaltdk a reakcido vizigényét.
Mindkét oldoszer alkalmazasa esetén egy-egy optimumot allapitottak meg, melynél kisebb
vagy nagyobb viztartalom esetén a reakcio kezdeti reakciosebessége erdsen lecsokkent. A két
olddszer esetén az optimumok nem egyeztek meg, mely abbol adodik, hogy a szén-dioxid
nagyobb mennyiségii viz oldasara képes, mint a hexan, ezaltal tobb viznek kell jelen lennie a
reakciokozegben ahhoz, hogy a szén-dioxid vizzel vald telitdédése ne az enzim szadmara
létfontossagu vizréteg elvondsaval torténjen meg. Bar CO; esetén nagyobb viztartalom
sziikséges, mint szerves oldoszer esetén, még ez is viszonylag alacsonynak szamit. Az
optimum vizmennyiséget tullépve a reakciosebesség jelentds csokkenést mutat, melyet
okozhat a viz enzimre gyakorolt kozvetlen hatdsa tulnyomés alatt avagy a termékek
hidrolizise is. Dumont a jelenséget azzal magyarazta, hogy a felesleges vizet az enzim
adszorbealja és tobb réteg vizzel teljes mértékben hidratalddik. Az enzim felszinén kialakult
vizréteg pedig valaszfalként viselkedik az enzim ¢és a reakciokozeg fotomege kozott, igy
csokkentve az enzimaktivitast. [28] Nagy vizaktivitas a fehérje szerkezetének megvaltozasat
is okozhatja denaturaciojat indukalva vagy aggregacio kovetkeztében a reakciora alkalmas
aktiv feliiletet csokkenti, de akar kompetitiv inhibitorként is viselkedhet a viz. Ezt a feltevést
Halling kinetikai tanulméanya is meger0sitette: a Ky érték (az a szubsztratkoncentracio,
amelynél az enzimreakcid a maximalis sebesség felével halad) a vizaktivitas novelésével
novekedett, mely az enzim kisebb affinitasat eredményezte a szubsztratra nézve. [47]
Osszességében a vizaktivitas megfeleld értékre valé beallitasa azért is fontos, mivel megfeleld
vizmennyiség nélkiil az enzim veszithet a szelektivitasabol, illetve a reakcid egyensulya
eltolodik az eredetihez képest. Ezzel szemben nagy mennyiségli viz hozzaadasa csokkenti
mind az enzim aktivitdsdt, mely alacsony konverzi6 ¢értékhez vezet, mind az
enantioszelektivitast, illetve erdsen csokkenti a reakciosebességet is. A felsorolt nem kivant
hatasok kikiiszobolhetéek a vizkoncentracionak az enzimre jellemz6 optimalis tartomanyon
beliil tartasaval a reakcio soran. [34]
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I1.4 Reakciohoz hasznalt vegyiiletek

I1.4.1. 1-feniletanol

Az 1-feniletanol (CAS: 98-85-1, 5. abra) a legegyszeriibb szekunder alkoholok kozé
tartozik, kivaloan alkalmas modell-vegyiilet enzimkatalizalt (at)észterezési reakciokhoz.

CH,

OH

5. abra: 1-feniletanol szerkezeti képe

Az optikailag aktiv 1-feniletanol, kiilonosen az (R)-1-feniletanol, gyakran hasznalt
kiralis épitéelem ¢és szintetikus intermedier a finomkémiai-, gyogyszer- ¢€s agrokémiai
iparban. A gyogyszeriparban az (R)-1-feniletanolt szemészeti konvzervaloszerként
alkalmazzak, de képes gatolni a koleszterin bélen keresztiili adszorpciojat, igy csokkentve a
koleszterin-szintet. Az enantiomerek mas felhasznalasi teriiletei kozé tartoznak a kémiai
analizisek. Mind az (R)-, mind az (S)-1-feniletanolt kiralis reagensként alkalmazzak az
enantiomertisztasag meghatarozasahoz és ciklikus anhidridek, illetve epoxidok aszimmetrikus
gylrlinyitasahoz. [48]

Racém 1-feniletanol vegylilet enzimkatalizalt kinetikus reszolvalasa altaldban
¢szterezésen keresztiil az egyik legtobbet vizsgalt modell reakcid. Publikaciok késziiltek
kiilonb6zo reakciokozegekben megvalositott reszolvaldsi reakciokrol: szerves oldoszerben
[49]; nagy nyomason szuperkritikus szén-dioxidban [50]; scCO,/ionos folyadék rendszerben
[44]; illetve kiilonb6z6 ionos folyadékokban [51]; de vakuum alatti reakcidkat is vizsgaltak.
[52] Tanulmanyok sziilettek a miiveleti paraméterek optimalizalasahoz, kinetikai modell
vizsgalatdhoz kapcsolodoan, illetve a kapott eredmények alapjan reaktormodellezést is
végeztek. [53] [21] [54] Chua és tarsai példaul hatféle immobilizalt lipaz enzim, tobbek kozott
a Candida antarctica lipaz B enzim, kinetikai paramétereit vizsgaltak rac-1-feniletanol
kinetikus reszolvalasanak reakcidjan keresztiil, reakciokdzegként szerves oldoszert,
¢észterdonorként zsirsavakat valasztva. Vizsgaltdk a szubsztratok koncentracidinak hatasat, a
zsirsavak  (laurinsav, mirisztinsav, palmitinsav, sztearinsav) szénlancainak hossz-
kiilonbségébdl adodo eltéréseket, illetve az alkalmazott oldoszer (izooktdn, heptan, hexan,
ciklohexan) €s a homérséklet hatasat. Az enzimkatalizalt észterezési reakciokat szakaszos €s
folyamatos reaktorban is vizsgaltak. [55] Az oldoszer és a reakciokdzeg viztartalmanak,
illetve a vizhez hasonldo vegyiiletek, mint példaul glicerin, enzim aktivitdsira &s
szelektivitasara gyakorolt hatasaval Chua munkatarsaival a késObbiekben is részletesen
foglalkozott. [56]

Az 1-feniletanol észterezését legtobbszor vinil-acetatottal végzik, de ennél hosszabb

szénlanc észterezOszerekkel is magas konverzidju és enantioszelektivitdsu reszolvalas
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valosithato meg. Wolfson és tarsai tobbféle szekunder alkohol, koztiik racém 1-feniletanol,
kinetikus reszolvalasat glicerin-triacetat (triacetin) oldoszerben hajtottak végre egyéb oldoszer
hozzdadéasa nélkiil. A triacetin, mint oldoszer és egyben észterdonorként vald alkalmazésat a
vegylilet fizikai tulajdonsagai tették lehetdvé: folyékony halmazallapot, magas forraspont,
alacsony géztenzié. A kisérleteket 80 °C homérsékletli olajfiirddben végezték 5 oOran
keresztiil, immobilizalt Candida antarctica lipaz B enzimet hasznaltak a reakciokhoz
katalizatoraként. A reakciok végén a reakciodelegyet lehiitotték és a termékeket beldle dietil-
éterrel extrahaltak, melyet gazkromatograffal analizaltak. A reakcidok soran magas konverziot
¢s enantioszelektivitast értek el (konverzio: 50% kortli értékek, enantiomerfelesleg [ee]: 97%
kornyékén ingadozo értékek), azonban az enzimkinetikai paramétereket nem hataroztak meg.
[57]

I1.4.2. Glicerin-triacetat

A glicerin-triacetat (CAS: 102-76-1, 6. abra) vagy mas néven triacetin a glicerinnek
harom molekula ecetsavval alkotott észtere. Szintelen, attetszd, gyenge szagu, kissé olajszerti
folyadék, mely vizkotd hatdsa miatt képes az é€lelmiszert nedvesen tartani. Els@sorban az
¢lelmiszeriparban ragdgumi és aromak eldallitasdhoz hasznaljak (E1518).

ﬁ I
H3C/\o/\\/\0 CH;
O.__CHs
I

6. abra: Glicerin-triacetat szerkezeti képe

A triacetint, mint észterezd agenst, lipaz-katalizalt reszolvalasokban tobben is
vizsgaltak. Lokotsch és munkatarsai D,L-mentol kinetikus reszolvaldsat tanulmanyoztdk
izooktanban, észterdonorként triacetint alkalmazva. [58] Claon és munkatarsai terpén-észterek
szintézisét valositottdk meg metil/etil-észterek ¢és triacil-gliceridek enzimkatalizalt
atészterezése utjan. [59] Geraniol és citronellol Candida antarctica lipaz altal katalizalt
atészterezési reakcioja kapcsan részletesen vizsgéltak az oldoszer, a reakcididd, a reakcidohoz
adott viz mennyiségének, a hdmérsékletnek és az enzim Ujra felhasznildsanak hatasat. A
reakciokhoz észterezOszerként triacetint alkalmaztak. [60]

I1.4.3. Glicerin-tributirat

A glicerin-tributirat (CAS: 60-01-5, 7. abra) vagy mas néven tributirin a vajsav és a
glicerin jellegzetes szagu észtere, mely természetes modon elsésorban a vajban fordul elé. A
tributirint az élelmiszeriparban margarin gyartdsahoz hasznaljak, mig mikrobiologiai
laboratoriumokban Moraxella catarrhalis baktérium egyéb Neisseira torzsektl valo
elvalasztasahoz a butirat-észteraz (tributirin) spot-teszten alapul6 identifikalas tjan. [61]
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7. abra: Glicerin-tributiré?szerkezeti képlete

A tributirin észterezési reakcidjat mar tobben is vizsgaltak, igy példaul Bagi Krisztina
sertés hasnyalmirigybdl kinyert lipdz enzim szubsztratspecifitdsat tanulmanyozta tributirin és
fruktoz reakcidjaval.[62] Urban, Svec és Fréchet immobilizalt lipdz enzimet tartalmazo
reaktort készitett triacil-gliceridek transzészterezéséhez. A készitett reaktor segitségével olyan
zsirsav-metil-észtereket tudtak elballitani, mely a biodizel szintézis alapanyagaul szolgalhat.
A reaktor paramétereinek optimalizalasa soran modellreakcioként a tributirin metanollal
torténd atészterezését alkalmaztak. [63]
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III. Kisérletileiras

III.1. Felhasznalt anyagok

1-feniletanol (PE), (>98% tisztasagt, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

e Glicerin-triacetat (GTA), (>99% tisztasagt, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
e Glicerin-tributirat (GTB), (>99% tisztasagu, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
o 1-feniletil-acetat (PEAc), (>99% tisztasagt, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

e Makropodrusos gyantan rogzitett Candida antarctica lipaz B (CALB) enzimkészitmény
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

e Szén-dioxid (>99,5% tisztasagu, Linde Gaz Magyarorszag Zrt.)
e n-Hexan (>95% tisztasagu, Merck KGaA)

e kukoricacsira-, szoja- ¢és tokmagolaj (a kutatocsoport extrahalta szuperkritikus
szén-dioxiddal)

II1.2. Kisérleti modszerek

I11.2.1. Légkori nyomason végzett kisérletek

A légkori nyomason végzett kisérleteket 20 ml térfogata, csavaros kupakokkal zarhaté
iivegekben végeztem. A reakcio kezdete eldtt a vizfiirdot kivant homérsékletiire melegitettem.
Az livegekbe elészor az adott térfogati PE-t és a triacetint vagy tributirint, illetve oldoszeres
reakcioknal n-hexant mértem be, majd a magneses keverdmagot tettem bele és végiil 20 mg
enzimet mértem be analitikai mérlegen. Az enzim reakcidelegyhez torténd Ontése utan az
iiveget rogton lezartam ¢és a vizfiirdobe helyeztem, ettél a pillanattél szamitottam a
reakcididot. A reakcid sordn adott idokozonként mintat vettem a reakcidelegybdl: a
reakcidelegybol 20-30 pl térfogatu mintat vettem pipettaval, majd n-hexannal 1 ml térfogatira

higitottam. A reakcié soran vett mintdkat gazkromatograffal elemeztem.

Természetes olajokkal végzett reakciok esetén az el6z6 reakciokhoz hasonloan 20 mli
térfogatl, csavaros kupakokkal zarhatd iivegekbe eldszor 1 ml olajat és adott mennyiségii
PE-t mértem be pipettdval. A bemért PE pontos tomegét visszaméréssel hatiroztam meg
analitikai mérlegen. A reakcioelegyhez 20 mg enzimet adtam, majd a magneses keverémag
iivegcsébe helyezése utan az iiveget lezartam és az eldmelegitett vizfiirddbe helyeztem. A
reakcioiddt ettél a pillanattol szamitottam. A reakcidelegybdl adott id6k6zonként mintat
vettem a kovetkezé modon: a reakcidelegybdl 5 pl mintat pipettaztam 4 ml metanolba, mely
két fazist alkotott. Az alkohol-komponenseket az elegy erételjes megrazasaval extrahaltam a
metanolos fazisba. Az opalossa valt elegyet hagytam leiilepedni, majd a kitisztult metanolos
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fazisbol 1 ml mennyiségnyit pipettdztam at GC-livegesébe, melyet gazkromatograffal
elemeztem.

I11.2.2. Nagy nyomason, szén-dioxid olddszerben végzett kisérletek

A szén-dioxid oldoszerben végzett kisérleteket a 8. abran lathaté szakaszos, kevert,
rozsdamentes-acél tartalyreaktorban végeztem, melynek belsé térfogatat kalibracioval
allapitottam meg: a mérések alapjan 37,2 ml-nek adodott a térfogat.

8. abra: A szakaszos, kevert tartalyreaktor sematikus vazlata
(1: ISCO tipusu nagy nyomasu CO; szivattyu, 2: bevezetd szelep, 3: reaktortér, 4: digitalis
manométer, 5: hdmérd, 6a €s 6b: termosztalo kdzeg be- és kivezetése, 7: magneses keverd,
8: magneses keverdmag, 9: szlirGbetét, 10: kivezetdszelep, 11: folyadékcsapda)

A kisérlet megkezdése elott a reaktort kivant hdmérsékletiire melegitettem: a reaktor
dupla falu, igy a termosztaldé kopenyen keresztiil atvezetett megfeleld homérsékletii
termosztalo vizzel tortént a felmelegités, illetve a reakcid soran a hdmérséklet allando értéken
tartdsa a reaktorban. A kivant hdmérséklet elérését kovetden a reaktorba elséként adott
mennyiségii reaktansokat (PE és GTA/kukoricacsira-olaj) pipettaval mértem be, majd 20 mg
tomegli enzimet mértem hozza analitikai mérlegen, tomeg-visszaméréssel. A reaktort
lezartam, ett6l a pillanattdl szamitottam a reakcid kezdetét. A reaktort szén-dioxiddal
toltottem fel a COz-palackbdl 100 bar nyomdsra az ISCO 920D tipusii nagy nyomasi
szivattyl (1) segitségével, a toltés sebességét a reaktor bemend szelepével (2) szabalyoztam,
az elért nyomast a reaktorhoz kapcsolodo digitalis manométeren (4) ellendriztem. A kivant
nyomas elérését kovetden elzartam a bevezetd szelepet, illetve elinditottam a keverést. A
magneses keverémag (8) forgasi sebességét 250 rpm fordulatszamra allitottam be. A reakcio
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soran a reaktor belsejében 1évé pillanatnyi hdmérsékletet a reaktorba nyuld homérdvel (5)

tudtam ellendrizni.

A feltoltést kovetden megvartam a nyomas ¢€s hdmérséklet allandosulasat (ez
koriilbeliil 3-5 perc), ezutan vettem az elsé mintat. A mintavételhez 10 ml térfogata tivegcsébe
4 ml n-hexant (kukoricacsira-olaj esetén metanolt) pipettaztam, az tivegcsét tigy rogzitettem,
hogy a reaktor kivezetocsove a folyadékszint ald meriiljon. A reaktort 2 ml (a reaktor
koriilményei kozott szdmolt térfogat érték) szén-dioxiddal mostam at, a reaktorbdl tavozo
szén-dioxidot folyadékcsapdan (11) atvezetve. A mintat a kivezetd szelep (10) megnyitasaval
engedtem ki a reaktorbol a folyadékcsapdaba, mikdzben a bevezetdszelepen keresztiil az
ISCO tipusti nagynyomasu szivattyl segitségével potoltam a kieresztett szén-dioxidot, hogy a
nyomas allandé maradjon. A reaktorban 1év6 enzim kihordasat a kivezeto szelep elé helyezett
sziiré (9) akadalyozta meg. A mintavétel koriilbeliil 0,5-0,8 ml szén-dioxid/perc sebességgel
tortént. A mintavételt kovetden a kivezetd szelepet 2 ml hexdnnal mostam at, majd a kapott
mintabol 1 ml-nyit pipettaztam at GC-ilivegcesébe, melynek tartalmat gézkromatograffal
elemeztem. A kivant reakcioidé leteltét kovetden a reaktort 90 ml szén-dioxiddal mostam at.
A reaktorbol tavozd szén-dioxidot ezen esetben is n-hexanos/metanolos folyadékcsapdan
vezettem keresztiil. A mosast kovetden a reaktorbol a szén-dioxidot €s ezzel egyiitt a nyomast
is leengedtem ¢és ugyanabba a folyadékcsapdaba vezettem bele, mint amiben a mosas soran
felfogtam a reaktorbol tavozd szén-dioxidot. A mosasnal, illetve leengedésnél hasznalt
n-hexanb6l/metanolbol 1 ml-t GC-iivegesébe pipettaztam, majd ezt is a tobbi mintahoz
hasonloan gazkromatograffal elemeztem. A reakciot kovetden a hasznalt enzimet
enzimaktivitds visszamérés céljabol atmostam: az enzimet a reaktorbol négyszer 5 ml
n-hexannal mostam at egy G4-es porusméretii ilivegsziirdbe. A hexant az enzimrdl
vakuumsziréssel tavolitottam el. A visszamaradt enzimre 2 ml izopropanolt pipettdztam ra,
ebben 3 percig hagytam allni, a folyadék vakuummal torténd leszivatasat kovetOen
megismételtem ezt a mosasi Iépést. A két izopropanolos mosast kovetden n-hexannal mostam
az enzimet: 2 ml n-hexant pipettaztam az enzimre, majd 3 percig hagytam ebben allni, végiil
az n-hexant is vakuumszivattyl segitségével tavolitottam el. A tisztitott enzimet spatulaval

Eppendorf-csébe kapartam és lezarva hiitébe helyeztem az jra felhasznalasig.

I11.2.2.1. Oldhatésdgi préoba glicerin-triacetdtra

A nagy nyomasu kisérletek soran a rogzitett hdmérséklet és nyomads értékek mellett az
egyes reakcioknal allando triacetin beméréssel dolgoztam, az egyetlen valtoztatott faktor az
1-feniletanol koncentracioja volt. A szén-dioxid olddszerben végzett kisérleteknél a reakcid
soran a fazisok szdma elsdsorban a triacetin szén-dioxidban vald oldhatdsagatol fligg, mivel
sokkal nagyobb bemérési koncentracioban alkalmaztam, mint az alkoholt. Emellett az
1-feniletanol szuperkritikus szén-dioxidban valé oldhatosagarol pontos adatok talalhatok az
irodalomban. Paiva és tarsainak vizsgalatai, illetve Gamse és Marr mérései alapjan az
1-feniletanol rendkiviil j61 oldodik szén-dioxidban. [64] [65] Ezen alapfeltevésbol kiindulva a
reakcio soran kialakult fazisok szdmanak megallapitdsa érdekében a glicerin-triacetat
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szuperkritikus szén-dioxidban valé oldhatésagara egy valtoztathatd térfogati, nyoméasallo,
termosztalhatdé cellaban (New Ways of Analytics Messgerdte GmbH, Loérrach, Baden-
Wiirttemberg, Germany) mérést végeztem. Az oldhatosagot tobb triacetin koncentracional
vizsgaltam. Az oldhatosagi adatok ismeretében hatdroztam meg a beméréseket a
[11.2.2. fejezetben ismertetett nagynyomasu, enzimkatalizalt reakciot vizsgalé mérésekhez. Az
oldhatésagi méréshez hasznalt késziilék a 9. abran lathato.

9. abra: Valtoztathato térfogatii, nyomasallo cella
(1: ISCO tipusu nyomasalléo pumpa, 2: bevezetd szelep, 3: keverd, 4: cellatér,
5: futdszal, 6: hdmérséklet tdvado, 7: nyomas tavado, 8: jelatalakito,
9: szamitogép, 10: keverémotor, 11: manométer, 12: kivezetd szelep)

A cella két részbol all: cellatest, melynek térfogatat egy mozgathatd fémdugattya
segitségével lehet valtoztatni; és a cella eliilsé része, melynek kozepén egy zafiriiveg ablak
talalhatd, amin keresztiil a cellaban torténd folyamatok nyomon kdvethetdek. A cella térfogata
a fémdugattyl mozgatasaval 40 és 70 ml kozott valtoztathato, a cellaban 1€v6 elegy megfeleld

homogenizalasat a cellaba beépitett keverd teszi lehetove.

A mérés megkezdése eldtt az Osszeszerelt cellat megfelelé homérsékletiire fiitdttem
fel, majd a glicerin-triacetatot automata pipettaval mértem be hémérd csatlakozasi csonkjan
keresztiil. A bemért glicerin-triacetat pontos tomegét visszamérésessel hataroztam meg. Az
anyag bemérését kovetden a cellat lezartam, a cella térfogatat 42 ml-re allitottam be, majd az
ISCO 920D tipusu nagy nyomasu szivattyu (1) segitségével szén-dioxiddal 100 bar nyomasra
toltottem fel. Az egyensuly bedllasat kovetden, allandd6 hémérsékleten a dugattyl
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mozgatasaval valtoztatva a térfogatot a nyomas is valtozott, igy az adott hdmérsékleten az
opalosodasi, illetve kitisztuldsi ponthoz tartozd nyomasértékeket tudtam mérni. Az
opalosodasi, illetve kitisztuldsi pontokhoz tartozd nyomasértékeket 40-55 °C-0s
homérséklettartomanyban vizsgaltam 5°C-onként valtoztatva a homérsékletet. Minden
homérsékleten legalabb két opalosodasi, illetve kitisztulasi pontot mértem, melyekhez tartozo
nyomas-, hdmérséklet- és cellatérfogat értékeket jegyeztem fel.

II1.3. A mintak elemzéséhez hasznalt analitikai modszer

A reakciok lejatszodasa soran vett mintdkat Finnigan Trace GC ultra tipusa
gazkromatograffal elemeztem.

Az elemzéshez hasznalt kolonna adatai: Agilent J&W GC Columns, HP-CHIRAL-20
B (30 mm hossza, 0,250 mm atmérdji, 0,25 um filmvastagsagl). A triacetint tartalmazo
reakciok  analitikdjdhoz  kétlépcsdés  hdmérsékletprogramot  fejlesztettem, mely
hémérsékletprofilja 110 °C-r6l indul (6 perc 110 °C-on tartas), majd 4,5 °C/min sebességgel
175 °C-ra melegszik fel, ezt a hdmérsékletet 3 percig tartja meg, majd 12 °C/min sebességgel
a végsd homérsekletig, 230 °C-ig torténik a tovabbi melegités, ezt a hdmérsékletet mindossze
1 percig tartja a gazkromatograf. Az elemzés teljes id6tartama 29,42 perc. A
gazkromatografban alkalmazott fejnyomas allandé 195 kPa. A tributirines mintak esetén
kidolgozott elvalasztas kissé eltért: az injektalas pillanatdtol a kolonna hdomérséklete
110 °C-o0s 18 percen keresztiil, ezt kovetéen 20 °C/min sebességgel a végsd homérsékletig,
240 °C-ig melegszik a kolonna, mely hémérsékletet 5 percig tartja. Az elemzés teljes
id6tartama: 29,5 perc. A miivelet soran a kolonna fejnyomasa 170 kPa volt.

A gazkromatograf detektora hidrogén-langionizaciods detektor, vivogazként héliumot
alkalmaztam. A mintak injektalasat automata mintaadagold (tipus: Thermo Finnigan
Autoinjector AI3000) végezte, a mintakbol 1 pl mennyiséget injektalt Hamilton fecskendével
a 250 °C homérsékletli injektorba. Az injektalas el6tt 6tszor n-hexannal obliti at, majd az
injektaland6 mintaval haromszor mossa at a fecskenddt a mintaadagolo ¢€s csak ezt kdvetden
torténik a minta injektorba adagolasa. Végiil, az injektalast kovetéen a mintaadagold 6tszor

mossa at a fecskenddt n-hexénnal, ez a 1épés az automatikus injektalasi program végét jelenti.

A természetes olajat tartalmazd reakcidelegyekbdl vett mintdk esetén az elemzési
modszer jelentdsen eltért az el6zd kettétél. A mintdk metanolos extrakciojat kovetden a
metanolos fazisbdl vett oldat elemzése tortént gazkromatograffal. Az injektélast ezen esetben
iS az automata mintaadagold végezte: a mintakbo6l 1 pl mennyiségnyit injektalt a 250 °C
homérsékletli injektorba, a mintaadagold injektalasi programja az elézdekben ismertetettdl
minddssze annyiban tért el, hogy a Hamilton-fecskendd mosasa, dblitése metanollal tortént.
JelentGsebb eltérés az elemzéshez hasznalt hémérséklet-programban mutatkozik meg: a
program 100 °C-rdl indul, mely hdmérsékletet 5 percig tartja dllandonak a gazkromatograf,
majd 10 °C/perc sebességgel felfiiti a kolonnat 200 °C-ra, mely hdmérsékletet 6 percig tart
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allando értéken. A teljes elemzés iddtartama 21 perc, az elemzés soran alkalmazott allando
fejnyomas értéke 170 kPa. A detektor és a vivogaz megegyezik a tributirines €s a triacetines
mintak esetén alkalmazottakkal.

II1.4. Szamitasi modszerek

I11.4.1. Az enantiomerelvalasztas hatékonysagat jellemzo6 paraméterek szamitasa

A gazkromatografidas modszerrel a racém kiindulasi elegyet és a racém termékeket is
megfelelden el lehetett valasztani, ezt a vegyiiletekb6l készitett standard-ok alapjan
ellenérizni tudtam. Az eddigi kutatasi eredmények ismeretében feltételeztem, hogy a
szekunder alkohol (R)-enantiomerje sokkal gyorsabban reagal, mint az (S)-enantiomer, igy a
reakcio soran (R)-acetat képzodik nagy enantiomerfeleslegben, mig az (S)-alkohol marad
enantiomertiszta, elreagalatlan formaban a reakcidelegyben. [11] [49] [44] A
kromatogramokon megjelend termékcsucsot igy az (R)-acetat csticsanak feltételeztem, mig az
(S)-acetat nem volt kimutathatdo gazkromatograffal a reakcidelegyek mintaibol. A reakcid
kiértékelése soran alkalmazott egyszertsités, hogy a melléktermékek keletkezését
elhanyagolhatonak feltételeztem, mely feltételezést a lipaz enzim specifitasara alapoztam.

Az enzimkatalizalt reakcid enantioszelektivitasa két fogalommal jellemezheto:
enantiomerfelesleg (ee (-)), mely a szubsztratra és a termékre is szamolhato, illetve az
enantioszelektivitas avagy E-érték (-). Az enantiomerfelesleg az enantiomerek egymashoz
viszonyitott aranyat adja meg:

S—R
TS+R

6. egyenlet: Enantiomerfelesleg szamitasa

ee

ahol S a szubsztrat vagy a termék S-enantiomerjének, mig R a vegyiilet
(R)-enantiomerjének koncentracidja. Az E-értéket, mint a két enantiomer specifikus

(kcat/ )
K
ER,S = <k—R
cat/ )
K.
" S

7. egyenlet: E-érték szamitasa

konstansanak aranyat definialjak:

ahol ket sebességi konstans avagy turnover number és Ky, a Michaelis-konstans, mig az R és S
az enantiomer formajat jeloli. Az egyenlet atalakitasaval az E-érték a szubsztratra vagy a
termékre szamolt enantiomerfeleslegbdl és a konverziobol is szamolhatd (a harom valtozobol

ketté mérése elegendd):
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I 1 — ee;

o [1 + (ees/eep)]  In[(1—X)(1 — ees)]
B ln[ 1+ ees T In[(1=X)(1 + eeg)]
1+ (eeg/eep)

8. egyenlet: E-érték

E

ahol ees a szubsztratra szamolt enantimerfelesleg, eer a termékre szamolt enantiomerfelesleg
¢s X a reakci6 soran elért konverzio. Mivel gazkromatografids elemzéssel a reakcidelegybdl
az (S)-terméket nem lehetett kimutatni, igy az E-érték szamolasdhoz a szubsztratra szamolt
enantiomerfelesleget és a konverzié értékeket hasznaltam fel. Az E-érték 1, ha a reakcido nem
szelektiv, mig 20 feletti érték esetén mar reszolvalasrol beszélhetiink, a 200 értéket
meghaladva pedig mar nincs értelme a pontos érték jelzésének, mivel rendkiviil magas
enantioszelektivitasi mar a reakcio. [66][67]

Az enzimkatalizalt reakcio hatékonysagat a termeléssel (Y(-)) jellemeztem, mely
megadja a reakcio soran, hogy a kiindulasi anyag hanyad része alakult at a kivant termékkeé:

B (R)-észter
" rac-PE

9. egyenlet: A termelés altalanos leirasa

ahol (R)-észter a reakcid soran keletkezd termék pillanatnyi koncentracidja, mig rac-PE az
alkohol kiindulasi koncentracidja. A termelés értéke 0-t61 0,5-ig valtozhat, mivel racém elegy
a kiindulési anyag. Jelen esetben az értéke egyenld a konverzioval, mivel mellékreakcido nem
jatszodik le.

A reakciokat jellemzdé értékek szadmitdsahoz a gazkromatografias elemzés
kromatogramjain megjelend cstcsalatti teriileteket hasznaltam fel, melyek aranyosak az adott
enantiomerfelesleget a szubsztratra (ees), illetve a termelést (Yia). A szubsztratra vonatkozo
enantiomerfelesleg szamitasa a kovetkezd egyenlet szerint tortént, mely szazalékos formaban
adja meg az ee értékét:

_ As_pg — Ap—pE
 As_pp + App

eeg +100%

10. egyenlet: Enantiomerfelesleg

ahol Ageaz (R)-alkohol, mig Aspe az (S)-alkohol cstcsteriilete a kromatogramon.

Hasonloéan a csucsteriiletek felhasznalasaval szamolhato a termelés (Yia), mely
szdzalékos aranyban adja meg a reakcid soran képz6dé (R)-észter és a kiindulasi
racém-alkohol aranyat:

Ag-pgac @

Y., = -100%
kal Ar—pgac*a+ Ag_pgp + As_pg

11. egyenlet: Termelés szamitasa
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ahol Arreac @z (R)-acetat cstcsterlilete a kromatogramon és ’a’ az ugynevezett valaszfaktor. A
termék az alkoholhoz képest nagyobb csucsteriiletet ad adott koncentracional, igy sziikség van
a valaszfaktorra a termelés szamitdsdhoz. A ’a’ valaszfaktort kalibracio segitségével
hataroztam meg, ehhez ismert koncentracioju standard oldatokat készitettem az alkoholbdl és
az észterbOl is, majd a csucsteriiletek aranyabdl ¢és a koncentraciok aranyabdl egy aranypart
szamitottam a kovetkez6 egyenlet alapjan:

a=-">

12. egyenlet: Valaszfaktor

ahol c; és c, az észter illetve az alkohol koncentracidja, mig A¢ és A, az észter és az alkohol
csucsteriilete a kromatogramon. Az ’a’ valaszfaktor tehdt az acetitnak az alkoholra
vonatkoztatott relativ jelerdsségét adja meg az alkalmazott detektoron, igy a szamoldsokhoz
nem sziikséges a koncentraciok pontos ismerete, csak a csucsteriiletek és a valaszfaktor.

Ha feltételezziik, hogy az (S)-alkohol értéke allando, azaz elreagalatlanul visszamarad
a reakcioelegyben, amelyet a gyakorlat is alatamaszt, abban az esetben az alkohol két
enantiomerének csucsteriileteibdl is szamolhato a termelés a kovetkezd egyenlet alapjan:

y = (1—@)-100fy
As 0

13. egyenlet: Alkoholok csucsteriileteibol szamolt termelés

ahol Ar az (R)-alkohol, As az (S)-alkohol csucsteriilete a kromatogramon. A termelés ezen
leirasa azt fejezi ki, hogy az (R)-enantiomernek hany szazaléka alakul at a reakcido soran
(R)-termékké. Azaz szigortan véve ez egy (R)-enantiomerre szamitott konverzio, mely
értékében megegyezik a termeléssel, mivel nincs mellékreakcid. Tehat ha a termelés 100%,
akkor az (R)-enantiomer teljes mértékben elreagalt. Mivel a kiindulasi elegy racém, a
kiindulasi anyag fele (R)-enantiomer és az (S)-enantiomer atalakulasa gyakorlatilag
elhanyagolhaté, igy a teljes kiindulasi anyag mennyiségére vonatkoztatva ez 50%-0s termelést
jelent. Elmondhatd, hogy a 13. egyenlet alapjan szamitott termelés kétszerese a 11. egyenlet
szerint szamitott értéknek. A termelésnek ilyen modi szamitésa természetesen durva kozelités

csak, hiszen alapfeltétele a 100%-0s enantiomerfelesleg a termékre nézve.

Az E-érték mellett a reakcidt a produktivitas (U (umol/min-g)) jellemzi, melyet a

reakciondl elsOként levett mintdhoz tartozé konverziobdl szdmoljuk:
ns b X

0

t-m,

14. egyenlet: Produktivitas

ahol ns, a kiinduldsi szubsztrat anyagmennyisége (umol), az X az elsé mintdhoz szamolt

konverzio6 (-), at mintavétel ideje percben kifejezve és me a bemért enzim tomege (g).
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Mivel nincs mellékreakcid a reszolvalads sordn, ebbdl addddan a termelés és a
konverzi6 értéke a racém alkoholra szamolva megegyezik.

I11.4.2. Kinetikai paraméterek szamitasa

Az enzim kinetikai paraméterek, azaz a Michaelis-Menten egyenlet konstansai (I'max €s
Km) két modszer szerint hatarozhatok meg: a reakciok lefutasa alapjan szamitott kezdeti
reakciosebességeket egy kezdeti reakciosebesség - szubsztratkoncentracié diagramon
abrazoljuk, mellyel egy telitési gorbét kapunk; vagy a Michaelis-Menten egyenletet
linearizaljuk és a linearizalt egyenletet illesztjiikk a mérési pontokra. Annak érdekében, hogy
jobb becslést kapjak a konstansokra, mindkét modszert alkalmaztam a meghatarozasahoz. Az
eljaras alkalmazéasahoz sziikséges az egyes reakciok esetén a szubsztrat (jelen esetben az
1-feniletanol) bemérési koncentracioja, illetve a reakcid kezdeti reakciosebessége. A
kiindulasi alkohol koncentracidjanak szamolasanal feltételeztem, hogy a reakcid egy izoterm,
tokéletesen kevert, szakaszos reaktorban jatszodik le, a reakcio soran a reakcioelegy térfogata
nem valtozik. A Kiindulasi alkohol koncentraciot az atmoszférikus kisérletek esetén a bemért
alkohol mennyiségébdl és a reakcidelegy térfogatabol (ezt a komponensek térfogatanak
Osszegeként hataroztam meg) szdmoltam, mig szuperkritikus szén-dioxidban végzett
kisérletek esetén a reakcioelegy térfogatanak a reaktor kalibracioval megallapitott térfogatat
vettem.

A kezdeti reakciosebesség meghatarozasanak ugyancsak két lehet6sége van: a reakcio
soran az egyes mintdk esetén szamolt termelés értékek termelés — id6 rendszerben torténd
abrazolasaval egy exponencialis gorbét kapunk, melyre egy matematikai szoftver segitségével
gorbét illeszthetiink. A masik lehetdség, hogy a termelésbdl szamolt termékkoncentracidt az
1d6 fiiggvényében abrazoljuk, és az igy kapott gorbe linearis szakaszara (ez az elsd kettd vagy
harom mérési pont) egyenest illesztiink €s ennek a meredekségébdl hatarozzuk meg a kezdeti

reakcidsebességet.

Gorbeillesztés esetén meg kell taldlni a megfeleld6 modellt, mely alapjan a
gorbeillesztés torténik, jelen esetben a reakciokinetika modelljét. Az enzimkatalizalt reakciok
alapvetden egyensulyi reakciok, de abbol adodoan, hogy az észterezészert nagy feleslegben
alkalmaztam ¢és a reakciok kozel teljesen lejatszodtak, elsérendli, egyiranya kinetikat

alkalmaztam a reakcidk sebességének meghatdrozésara.

r=k-c,
dc
ar = ke

15. egyenlet: Elsérendii kinetika egyenletei
(r: reakciosebesség [mol/dm®perc], k: reakciosebességi egyiitthatd [1/perc], c.: kezdeti alkohol
koncentracid [mol/dm?])
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Az egyenlet integralasa és atrendezése utan kapjuk a 16. egyenletet, mely 6sszefiiggés
felhasznalasaval a kapott termélés - id6 pontokra Statistica 12.0 szoftver segitségével gorbét
illesztettem.

Cq = Cqp €™

16. egyenlet: A szoftverrel illesztett egyenlet
(cq a tiddpillanathoz tartoz6 alkohol-koncentracio, ¢, a kezdeti alkohol koncentracio, k a
reakciosebességi egyiitthatd)

Az illesztett gorbék egyenletéb6l meg tudtam hatdrozni a reakcidsebességi
egyiitthatokat (&), az egyiitthato és a kiindulasi alkoholkoncentracio szorzata pedig megadja a
kezdeti reakciosebességet (15. egyenlet). Annak érdekében, hogy a reakcidsebességek
fiiggetlenek legyenek az egyes reakciok esetén alkalmazott enzimmennyiségtdl, a kezdeti
reakcidsebességet a bemért enzimkészitmény tomegével normaltam, mely modon a normalt
kezdeti reakciosebességet kaptam (ronorm). Példaként a 10. abran egy nagy nyomasu,
szuperkritikus szén-dioxidban végzett reakci6 termelés — id6 pontjai lathatok, illetve a
pontokra illesztett gérbe.

termelés a racém alkoholra vonatkoztatva (%)

® 10 MPa, scCO,

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

idé (perc)

10. 4abra: Termelés - id6 pontokra illesztett gorbe egy valasztott nagy nyomason végzett reakcio
esetén (40 °C, 10 MPa (scCQ,), 30 ul PE, észterezoszer: glicerin-triacetat)

A kezdeti reakciosebesség masik tipusi meghatarozasahoz a képzédott észter-termék
koncentracidjanak  nyomon  kovetése  sziikséges a  reakcid  folyaman. Az
észter-koncentracio - id6 pontok abrazolasaval egy fokozatosan csokkend meredekségii gorbét
kapunk, melynek a kezdeti linearis szakaszara illesztett egyenes meredeksége adja a kezdeti
reakciosebességet. Mivel az (S)-alkohol atalakulasanak sebessége olyan kicsi volt, hogy nem
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tudtam megmérni, igy a meghatarozott reakciosebesség megegyezik az (R)-alkohol
atalakulasanak kezdeti reakciosebességével. Az ilyen modon kapott reakcidosebesség értékeket
a reakcidhoz hasznalt enzimkészitmény tomegére vonatkoztatva normalizaltam. A 11. abran
egy atmoszférikus reakcido termékkoncentracio idébeli alakulasa lathato €s az elsé harom
pontra illesztett egyenes.

4,5
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w
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©
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y =0,0753x
1,5 R?2=0,9937

805
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=
©
1
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11. abra: Egy valasztott atmoszférikus reakcioé esetén a kezdeti reakciésebesség meghatarozasa
egyenesillesztéssel (40 °C, 0,1 Mpa, 40 pl PE, észterezdészer: glicerin-triacetat, oldészer: n-hexan)

A gorbe- illetve egyenesillesztésekkel kapott normalt kezdeti reakcidosebességeket

mol
am?3

(ro ( mol ) a kiindulasi szubsztrat-koncentracio (S (

e vy Dftiggvényében
abrazolva egy olyan gorbét kapunk, mely a szubsztrat-koncentraci6 nodvekedésével
folyamatosan csokkené meredekségii. A kezdeti reakcidosebesség - kezdeti koncentracio
pontparokra a Statistica 12.0 programmal a Michaelis-Menten egyenletnek (17. egyenlet)
megfelelé gorbét illesztettem.
So
T0,0rm — Tmax m

17. egyenlet: A Statistica programmal illesztett Michaelis-Menten egyenlet

A fenti egyenletben ropom (
normalt kezdeti reakcidsebesség, Imax (

ol . C .
/dm3 - perc - mg enzimk észitmény) a felhasznalt enzim tomegével

) C )
me /dm3 - perc - mg enzimkészitmény) a maximalis kezdeti
reakcidosebesség, Ky (m"l) a Michaelis konstans és Sy (m‘”) a kezdeti alkohol koncentracid. Az

dm?3 dm?3

illesztett egyenlet konstansai adjak a kinetikai paramétereket.

A kinetikai paraméterek meghatarozasanak masik lehet6sége a Michaelis-Menten
egyenletet linearizalasa, igy példaul Lineweaver-Burk, Hanes/Langmuir vagy az Eadie-
Hofstee modszerrel a reakcidosebesség — szubsztrat-koncentracio pontokra egyenesek
illeszthetdk, az illesztett egyenesek €s a koordinatatengelyek metszéspontjaibol a kinetikai
konstansok meghatarozhatoak. A linearizalt egyenletek a kovetkezok:
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Lineweaver-Burk egyenlet:
1 K, 1

7 0
norm 7 7 S
max max 0

Hanes-Langmuir egyenlet:
So _ K N So

Tonorm Tmax Tmax

Eadie-Hofstee egyenlet:

= —K .Tonﬂ
Tonorm = Tmax m So
H , 7 , mol
ahol r, a kezdeti, normalt reakciosebesség ————————— ), Imx @
norm dm3-perc-mg enzimkészitmény

o qe . ., , .. , . , , e mol ,
maximalis kezdeti reakciosebesség, S, a kiinduldsi szubsztrat-koncentracio (%) és K a

Michaelis-konstans (?—n‘;)
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IV. Eredmények

IV.1. A vizsgalt reakciok

Munkam sordn a racém 1-feniletanol enzimkatalizalt észterezési reakcidjat vizsgaltam
glicerin-triacetatot, glicerin-tributiratot, illetve szuperkritikus szén-dioxidos extrakcioval nyert
természetes olajakat (kukoricacsira olaj, tokmagolaj és szdjaolaj) hasznalva észterezGszerként.
A glicerin-triacetattal és glicerin-tributirattal lejatszodo reakciokat a 12. és a 13. abrak

szemléltetik.
o o
o CHs OR,
J§ oAoen, J
H3C OA'/\ CALB o) CH, OR2
OH 4 o] CHj — +
g
o OR4
. icerin-tr 4 _1-feniletil- A licerinszarmazék
rac-1-feniletanol glicerin-triacetat (R)-1-feniletil-acetat g zarmaz

12. abra: 1-feniletanol reakcioja glicerin-triacetattal
(R1, Rz és R3 koziil legalabb az egyik hidrogén, a masik kett6 lehet hidrogén vagy acetil csoport)

o]
CH, Q | cHy © OR,
/”\ O/J\Pr l
oH Pm O CALB o~ TP
+ OYPr — + OR,
© OR,
rac-1-feniletanol glicerin-tributirat (R)-1-feniletil-butirat glicerinszarmazék

13. abra: 1-feniletanol reakcidja glicerin-tributirattal
(R1, R és R3 koziil legalabb az egyik hidrogén, a masik kettd lehet hidrogén vagy butiril csoport)

A reakciok soran az alkohol enantiomereibdl kiilonb6zo sebességgel képzodik az
észter, mikdzben az triacetinbOl/trubitirinbé 1 di- és mono-glicerinszarmazékok, illetve glicerin
keletkezik. Mivel a mérési eredményeim szerint a két enantiomer reakcidosebessége kozott
jelent6és a kiilonbség (az (S)-észter nem mutathatd ki az analizalt reakcidelegy-mintak

kromatogramjairdl), igy a reakciok alkalmasak racém 1-feniletanol kinetikus reszolvalasara.

IV.2. Légkori nyomason végzett kisérletek

IV.2.1. Eszterez6szerként triacetint hasznalva

Az enzim viselkedését elséként n-hexan oldoszerben, 1égkdri nyomason vizsgéltam. A
glicerin-triacetatot nagy feleslegben alkalmaztam, igy a reakciot limitald egyetlen komponens
az 1-feniletanol volt. A méréseket 40 °C hémérsékleten végeztem, 4 kiilonboz6 1-feniletanol
koncentracié (2,3-10% - 9,19:10° mol/dm®) mellett. A gazkromatografids analizissel az
alkohol enantiomerei jol elvalaszthatoak voltak egymastol, igy a reszolvalt alkohol
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enantiomertisztasiga meghatarozhatd volt a reakcidelegybél vett mintdkbol. A
gazkromatografias elemzés alapjan elmondhatd, hogy a CALB enzim nagy szelektivitast
mutatott az alkalmazott reakciokoriilmények kozott. A termékek koziil csak az (R)-acetat volt
kimutathat6 a reakcio-mintakbol, igy a kromatogramok zajossagat figyelembe véve 99,5%-nal
nagyobb volt az enantimertisztasag a termékekre nézve. Az alkohol enantiomertisztasaga a
termeléssel egyiitt fokozatosan nétt a reakcio elorehaladtaval. Az (R)-alkoholra vonatkoztatott
90% feletti termelés mellett az enantiomertisztasag 80-90% kozotti értékeket ért el.

50 :
——— T 7.7 _A
A — —T A
: — yy
A
- 40}
N /4
% y/
7] 2 /
25 _ 30t 7/
EES L
*
<8 fl
] 20 [/
7]
g A
i 1-feniletanol bemérési
) koncentraciéja (mmol/dm?)
10 ® 230 |
/ 4,59
® 6,89
0 A 9,19
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
idd (perc)

14. abra: 4 kiilonb6z6 PE koncentracional 40 °C-on, n-hexanban végzett kisérletek termelés - ido
pontjai és a pontokra illesztett gorbék

A 14, abran lathatéak a termelés-id0 pontok (a termelés a teljes bemért
alkoholmennyiségre szamitott érték) és a Statistica programmal a mérési pontokra illesztett
gorbék a négy kiilonb6zé PE bemérés esetén. A Szdmitdsi modszerek fejezetben ismertetett
modon a gorbeillesztésekb6l meghataroztam a reakcidsebességi allandokat (K), illetve a
kezdeti reakcidsebességeket (onorm). Osszehasonlitésképpen a kezdeti reakcidsebességeket a
termékkoncentracid — id6 pontok alapjan, az els6-masodik mérési pontokhoz huzott egyenes
meredekségébdl is meghataroztam az el6z6 fejezetben leirt médon.

Az n-hexan oldoszerben, 1égkori nyomason, 40 °C-on végzett kisérletek eredményeit

az 1. tdblazatban foglaltam Ossze.
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Egyenesillesztéssel Gorbeillesztéssel kalkulalt
Kisérlet S0 SZariolt

kédja (mmol/dm3) T'0,norm K ro T'0,norm
(-10-7m01/(dm3'perc- (L) (+10-5mol/ (- 10-7mol/(dm3-perc-
mg enzimkészitmény) (dm3-perc)) mg enzimkészitmény))

GTA1 2,30 5,47 0,0271 6,22 12,4

GTA2 4,59 9,55 0,0211 9,67 18,8

GTA3 6,89 12,2 0,0249 17,1 334

GTA4 9,19 17,5 0,0231 21,3 42,4

1. tablazat: n-Hexan oldészerben, légkori nyomason végzett kisérletek kezdeti reakciésebességei
kétféle médon meghatarozva
A kapott kezdeti reakcidsebességeket a kiinduldsi PE koncentracid fliggvényében
abrazoltam, a mérési pontok tobbnyire egy egyenesre illeszkedtek, azaz az alkalmazott
szubsztrat-koncentraciok a Michaelis-Menten gorbe linearis szakaszat rajzoltak ki. A pontok
¢s a pontokra illesztett egyenes a 15. abran lathato.

45
40 Fad
en
£ 2 30 y=46436x|
9-‘; 25 R?=0,99 ——
EM
S E \‘: 20
23 3 L2
X2 15 4
S E o "
I\E .E 10 /./
> = =1,9032x
(=] ) 5 y 1]
= ./ R?= 0,99
0 T T T T 1
0 2 4 S 6 8 10
0
(mmol/dm?3)
¢ gorbeillesztéssel kapott pontok M egyenesillesztéssel kapott pontok

15. abra: Egyenes- illetve gorbeillesztéssel kapott reakcidosebességek dsszehasonlitasa

Az egyenes meredekségbdl szamolt reakcidsebességek és a gorbeillesztéssel kapott
reakcidsebességek altal meghatarozott egyenesek meredeksége jelentdsen eltérének bizonyult.
Valosziniileg a termelés — id6 pontokra torténd gorbeillsztések utjdn meghatarozott kezdeti
reakciosebességek alapesetben pontosabbak lehetnek a szamolt értékeknél. E1obbi modszer
hatranya ellenben, hogy a termelés — id0 gorbe egyes esetekben rosszul illeszthet6. Ezt
okozhatja a pontok nagymértékll szorasa, vagy az, hogy a reakcid nem ment teljesen végig,
igy nincs elég mérési pont az egyensulyi szakaszban, mely megnoveli a gorbeillesztés
bizonytalansadgat. TDK munkdm soran a tovabbi dsszehasonlitasra a termékkoncentracid — id6
gorbe kezdeti, linearis szakaszara illesztett egyenes meredekségébdl szamolt Kkezdeti
reakciosebesség értékeket alkalmaztam.
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A feniletanol és a glicerin-triacetat is folyékony halmazallapotq, igy a szerves olddszer

elhagyasaval, a triacetin olddszerként valo felhasznalasaval is megfeleld volt a reakcidkozeg a

reakci6 lejatszodasahoz. A szerves oldoszer higitdé hatasanak kikiiszobolésével az észterezési

reakciot nagyobb kezdeti kiindulasi koncentracidknal tudtam vizsgédlni. A nagyobb alkohol-

koncentracid kovetkeztében ellenben a reakciok végére elért konverzid kisebb volt, mint az

n-hexénban lejatszodott reakciok soran elért értékek. A kezdeti reakciosebességeket a

termékkoncentraci6o - idd gorbék elsé két pontjdhoz illesztett egyenes meredekségébol

szamoltam, melynek eredményeit a 2. tablazatban foglaltam 6ssze. A kapott kezdeti

reakciosebesség — szubsztratkoncentracid pontokra pedig a Michaelis-Menten egyenletet

illesztettem.
Kisérlet S r KO
0 0
Aer (:10-°mol/(dm3-perc-mg
3 o -4 3.

koédja (mol/dm3) | (-10-*mol/(dm3-perc)) i)
GTA6 0,093 3,39 2,19

GTA7 0,186 5,07 4,78

GTAS8 0,336 7,89 7,52

GTA9 0,707 13,8 13,2
GTA10 1,00 17,0 15,9
GTA11 1,41 16,2 15,6

2. tablazat: Szamolt kezdeti reakciosebességek

Az elézéekben meghatarozott kezdeti reakcidosebesség — szubsztrat koncentracid

pontokra a 16. abran lathato Michaelis-Menten egyenletnek megfeleld fliggvényt illesztettem.

0,00020

kezdeti reakciésebesség
(mol/(dm? perc-mg enzimkészitmény))

0,00000

0,00018

0,00016

0,00014
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0,00010

0,00008

0,00006

0,00004 }

0,00002

® GTA

0,0

0,2
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0,8

1,0

12 14

kezdeti racém feniletanol koncentracié (mol/dm?)

16

16. abra: Kezdeti reakciéosebesség - szubsztratkoncentracié pontok és a pontokra illesztett gorbe
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A Michaelis-Menten egyenlet illesztésével meghataroztam a kinetikai paramétereket a
légkori nyomason, 40 °C-on, oldészermentesen végzett kisérletekre. A maximalis kezdeti
reakciosebességet és a Michaelis-konstans a kdvetkezo értékeknek adodott:

Tmax = 2,58-107% Mo/ Km = 0,755 Mol/

*perc-mg enzim’

Osszehasonlitasképpen a paramétereket a Michaelis-Menten egyenlet linearizalasaval
is meghataroztam. A linearizalas eredményei a 17. dbran lathatoak. A linearizalt egyenletek
megfeleld illeszkedéséhez csak a valoban egy egyenesre esé pontokat hasznaltam fel az
illesztésekhez (az dbrakon a kékkel jelolt pontok az illesztésnél kihagyott értékek).
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17. abra: A Michaelis-Menten egyenlet linearizalt formainak illesztése a kezdeti sebesség —
kezdeti koncentracio pontokra
(A: Lineweaver-Burk, B: Hanes-Langmuir, C: Eadie-Hofstee tipusi)

A linearizéldssal, illetve gorbeillesztéssel meghatdrozott paraméterek értékét a
3. tdblazatban foglaltam 0Ossze. A kiilonbozd linearizaldsi modszerekkel nagyon hasonld
értékeket kaptam a paraméterekre, de jelentdsen eltérdt az eredeti egyenlet illesztésével kapott
konstansoktol. A linearizalt egyenletek illesztésével valoszintileg pontatlanabb eredményeket
kapunk, mint az eredeti egyenlet illesztésével. A Lineweaver-Burk tipusi egyenlet erre a
legszemléletesebb példa. Ez esetben a kezdeti szubsztrat-koncentracid reciprokanak
fiiggvényében vessziik a kezdeti reakciosebesség reciprokat, igy az eredetileg lineéris skalan

40



felvett kezdeti koncentracio értékek a reciprok skalan nem lesznek egyenletesek. Az egyenes
illesztésnél legmeghatarozobb pontok éppen a kisebb koncentracidtartomanyba esnek,
melyeknél legnagyobb a bemérési hibabol adodd pontatlansag. A kis koncentraciok esetében
bekovetkez6 minimadlis eltérés is az egyenes meredekségének és a tengelymetszetének
szignifikans eltérését okozhatja. Ezzel szemben az eredeti egyenlet illesztése esetén a bemérés
hibdja minimalisan befolydsolja csak a paraméterek becslését, ebbdl adodoan a
gorbeillesztéssel kapott paramétereket vettem alapnak és ezekhez hasonlitottam a linearizalas
eredményeit.

L m I'max
Mtosrtes Guie (m0{</dm3) (+10-“mol/(dm3-perc-mg enzimkészitmény)
Lineweaver-Burk 1,133 3,36
Hanes-Langmuir 1,200 3,51
Eadie-Hofstee 1,183 3,50
Eredeti egyenlet 0,755 2,58

3. tablazat: Glicerin-triacetat észterezoszert tartalmazo reakciok esetén szamolt kinetikai
konstansok
Jelen esetben a linearizalassal kapott értékek kozel estek egymashoz, de a jo
illeszkedéshez az adatsor elsé és utolsd pontjat el kellett hagynom, mig az eredeti egyenlet
illesztésénél az Osszes mérési pontot felhasznaltam. Ebbdl addéddéan a tovabbi
Osszehasonlitasra a koOvetkezO, az eredeti egyenlet illesztésével kapott konstansokat

. . — mol . — .10-4 mol
hasznaltam fel: K,,, = 0,755 /dm3' Tomax = 2,58+ 10 / gm3 . perc - mg enzim

1V.2.2. Eszterez6szerként tributirint hasznalva

Hasonldan a triacetinhez, a tributirin is folyékony halmazallapotu, igy a tributirines
reakciok esetén is elhagyhattam a szerves olddszert a reakcidelegybdl. A glicerin-tributiratot
nagy feleslegben alkalmazva a reakciot limitalé egyetlen komponens ebben az esetben is csak
az 1-feniletanol volt. A reakciokat 40 °C-on végeztem, 8 Kkiilonboz6é 1-feniletanol
koncentracional: 8,3-10° és 1,4 ™Ydam® koncentracid tartomanyban. A gazkromatografis
analizis alapjan a lipaz enzim szelektiv volt az (R)-alkoholra, a mintakban a keletkezd
terméknek 4ltalaban csak az (R)-enantiomere volt kimutathat6, az (S)-enantiomer nem jelent
meg a kromatogramokon, vagy annyira kicsi volt a csticsa, hogy mennyiségi meghatarozasra
nem volt alkalmas. A kromatogramok zajossagat figyelembe véve az enantiomertisztasag igy
99,9%-nal nagyobb volt. A reakcido soran visszamarado szubsztrat enantiomertisztasaga a
termeléssel fokozatosan nott, kdzel 100%-os termelés mellett az ee érték 99%-os értéket ért el
a reakcio végén.

A triacetines kisérleteknél alkalmazott moédon a termék-koncentracio6 - id6 pontok altal
meghatarozott gorbék elsé két pontjahoz illesztett egyenes meredekségébdl hatdroztam meg a
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kezdeti reakciosebességet, majd a kapott értékeket normaltam a bemért enzimkészitmény
tomegével. A tributirines mérések eredményeit a 4. tablazat tartalmazza.

Kisérlet S0 e

kédja (-10-¢mol/(dm3-perc: mg enzimkészitmény))
(mol/dms3)

GTB1 0,008 6,29
GTB2 0,041 62,6
GTB3 0,082 91,2
GTB4 0,162 95,7
GTB5 0,318 111
GTB6 0,612 393
GTB7 0,951 425
GTB8 1,378 524

4. tablazat: Glicerin-tributiratos Kkisérletek kezdeti reakcidsebességei

A kezdeti reakciosebességet a kiinduldsi alkoholkoncentracid fliggvényében
abrazoltam, majd az eredeti Michaelis-Menten egyenletet, illetve a linearizalt egyenleteket is
illesztettem a pontokra. Ebben az esetben is az eredeti egyenlet illesztésével kapott értékeket
tekintettem referencianak, tobbek kozott azért is, mivel a linearizalt egyenletek rosszul
illeszkedtek a mérési pontokra. Az 5. tdblazatban Osszefoglaltam az Osszes felhasznalt
illesztés-tipussal kapott paraméter-értéket.

rmax

Km

Illesztés tipusa
(mol/dm3) | (-10-*mol/(dm3-perc-mg enzimkészitmény))

Lineweaver-Burk 3,03 16
Hanes-Langmuir 0,477 6,8
Eadie-Hofstee 0,413 6,0
Eredeti-egyenlet illesztése 0,792 8,2

5. tablazat: Egyenletillesztésekkel kapott kinetikai paraméterek a tributirines kisérletekre

Az 5. tablazatbol lathatd, hogy a kiilonbozd illesztésekkel kapott paraméter-értékek
erdteljes szordst mutatnak, mely az illesztések bizonytalansdgabol adodhat. Mig a
Hanes-Langmuir és az Eadie-Hofstee egyenlet illesztése hasonld értékeket adott, addig a
legkiugrobb értékeket a Lineweaver-Burk egyenlet illesztésével kaptam. A tovabbi
Osszehasonlitashoz a mérési pontokra legjobban illeszkedd egyenletekbél (Hanes-Langmuir,
Eadie-Hofstee és a Michaelis-Menten egyenlet) szamolt paraméterek atlagat vettem alapul:
K, =05612%Lr .. =701-10"* mol

dm3’ dm3-percmg enzim
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1V.2.3. Eszterezészerként természetes olajat alkalmazva

A kinetikus reszolvalas mind triacetinnnel, mind a hosszabb szénatomszamu zsirsav-
részt tartalmazd glicerin-észterrel nagy enantiomerszelektivitassal (99% feletti értékkel) és
magas hozammal volt kivitelezhetd. Ebb6l adéddan hosszabb szénlanct, természetes eredetii
észterezdszerrel is probat tettem. A kutatdcsoport altal szuperkritikus szén-dioxiddal extrahalt
olajokkal teszteltem az 1-feniletanol kinetikus reszolvalasat. Alapként az eloz6 kisérleteknél
alkalmazott koriilményeket vettem: 1égkdri nyomas, 40 °C, szerves olddszert nem tartalmazé
reakcidelegy, mivel az alkalmazott olajok is folyékony halmazallapotuak. Mivel az olajok ez
esetben is amellett, hogy az észterezési reakcid észter-donorjaul szolgaltak, egyben a reakcio
oldoszerei is voltak, azaz elég nagy feleslegben voltak ahhoz jelen, hogy a reakciot limitalo
komponens csak az 1-feniletanol legyen. A tesztreakcidhoz 1 ml olajat (t6kmag, kukoricacsira
¢€s szbjaolajat vizsgaltam), 20 pl racém 1-feniletanolt és 20 mg lipdz enzimet mértem Ossze. A
tesztreakciokhoz referenciaként az elobb leirt reakcidelegyet allitottam 0ssze, de a természetes
olajat glicerin-triacetattal helyettesitettem. Az olajok tobbféle zsirsavat is tartalmaznak, am
ezek gazkromatografias analizisnél szennyezik a kolonnat, ezért metanollal extrahaltam a
reakcioelegy-mintakbol az alkohol enatiomereket, illetve valosziniileg termék-észtereket is,
melyek csucsai a reakcid eldrehaladtaval folyamatosan ndttek, de mindségileg nem tudtam
azonositani O6ket. Ezen csucsok azonositasdhoz az olajok pontos zsirsav-0sszetételének
ismeretére €s a zsirsav-észterek standard-jeire lett volna sziikségem. Az analizis alapjan a
szubsztrat enantiomertisztasaga nétt a konverzioval, bar mind a konverzi6, mind az ee érték
kicsit elmaradt a referenciaként hasznalt triacetines reakciondl mért értékektdl. Az alkohol
csucsteriileteib6l szamolt ee értékeket, illetve konverziot (racém alkoholra szamolva) a
reakcioidé fliggvényében abrazoltam, mely a 18. abran lathato.

rosh 50% . °
0
80% o 40% ° 4
70% ® v ’ 4
60% — 2 e e
40% 0 : > |
30% d GTA (refergncla) E 20% _* ® GTA (referencia)
20% - d tokma_gola], . 10% # tokmagolaj
10% = kukorllca.\cswa—ola] N B kukoricacsira-olaj
0% [T Szojao a]I 0% J‘T széjlaolaj |
0 200 0 200 400
id6 (perc) id6 (perc)

18. abra: Enantiomerfelesleg és termelés idobeli alakuldsa a harom tipusi olajjal végzett kisérlet
esetén, melyekhez referenciaként triacetines mérést végeztem
A tesztkisérletek alapjan 6 kiilonbozé PE koncentracional (0,063 és 2,15 mol/dm®
koncentraciok kozott) végeztem kisérleteket 1égkori nyomason kukoricacsira-olajjal. A
triacetines ¢s tributirines kisérleteknél leirt médon szamoltam a kezdeti reakcidsebességeket.
A kisérletek eredményeit a 6. tablazatban foglaltam Ossze.
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Kisérlet S() I'0,norm
kédja | (mol/dm3)  (-10-°mol/(dm3-perc-mg enzimkészitmény))

KUK1 0,063 1,84
KUK?2 0,177 4,16
KUK3 0,350 6,28
KUK4 0,694 9,99
KUKS5 1,360 12,6
KUK6 2,150 15,1

6. tablazat: A kukoricacsira-olajjal végzett kisérletek soran kapott reakcidsebesség értékek

A kezdeti reakcidosebesség - kezdeti alkohol-koncentracié pontparokra Statistica
szoftverrel illesztettem a Michaelis-Menten egyenletet, illetve Osszehasonlitasképpen a
linearizalt egyenleteket is raillesztettem a mérési pontokra. A mérési pontokra mind az
eredeti, mind a linearizalt egyenletek jol illeszkedtek (R? meghaladta a 0,99 értéket). A
szamolt kinetikai paraméterek nagyon hasonlo értékeket adtak, a leginkabb eltérd értékeket a
Lineweaver-Burk egyenlet illesztésével kaptam, igy az atlag-szamitasnal nem vettem
figyelembe. A kinetikai paramétereket, illetve a szamolt atlagértéket a 7. tablazat tartalmazza.

7 ’ rmax
Hllesztés tipusa opl e 6] (-10-*mol/(dms3-perc-mg enzimkészitmény))

Lineweaver-Burk 0,515 1,7
Hanes-Langmuir 0,666 19
Eadie-Hofstee 0,595 2,0
Eredeti egyenlet illesztése 0,707 2,0
Atlag 0,656 2,0

Sz6rés 0,056 2,83-10°
Szoéras szazalékosan 9% 1%

7. tablazat: Kukoricacsira-olajos mérések kinetikai paraméterei
IV.2.4. Az észtereziszerek dsszehasonlitasa

A légkori nyomason végzett kisérletekhez haromféle észterterezOszert vizsgaltam
részletesen: glicerin-triacetatot, glicerin-tributiratot és kukoricacsira-olajat. Mindharom
esetben lehet6ség nyilt arra, hogy a reakcioelegybdl a szerves oldoszert (n-hexant) elhagyjam,
igy nagy feleslegben alkalmazva az észterezé agenst, a reakciot limitalo komponens csak az
alkohol volt. Ezek a feltételek lehetdvé tették, hogy a reakcid vizsgalatahoz els6rendd,
egyiranyu kinetikat alkalmazzak. A harom esetben a kiilonbség a reakcidsebességben volt
mérhetd, a legnagyobb kezdeti reakcidsebességet tributirin esetén lehetett elérni, mig a
legkisebbet a természetes olajok esetén azonosan bedllitott reakciokoriilmények mellett. A
19. dbran azonos kiindulasi feniletanol koncentracioji reakcidk konverzié - idé pontjait
abrazoltam a harom észterez0 agens esetén, melyen jOl lathatd, hogy a leggyorsabban a
tributirinnel jatszodott le a reakcio.
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19. abra: 40 pl PE bemérésnél elért termelés értékek idébeli alakulasa 40 °C-on, légkori
nyomason végzett reakciok esetén
(a vonalak csak a jobb attekinthetdséget szolgaljak, nem illesztett fliggvények)

A 20. abran a kezdeti reakcidosebesség - kezdeti alkohol koncentracid pontokra
illesztett gorbék lathatok. Az eredmények alapjan (8. tablazat) megallapithatd, hogy a racém
alkohol kinetikus reszolvalasa tributirinnel végzett észterezés esetén a leggyorsabb, illetve a
maximalis reakciosebesség eléréséhez kisebb szubsztrat-koncentracio is elegendd, mint a
masik két észterez0 agens esetén. Ezzel szemben az is lathato, hogy a természetes olajjal
torténd kinetikus reszolvalas megkdozeliti a triacetinnel elért eredményeket.
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20. abra: Kinetikai gorbék alakulasa a kinetikus reszolvalashoz alkalmazott észterezészerek
fiiggvényében
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Alkalmazott észterez6 Km Fmax
agens (mol/dm3)  (-10-*mol/(dm3-perc-mg enzimkészitmény))
Glicerin-tributirat 0,561 7,01
Glicerin-triacetat 0,750 2,56
Kukoricacsira-olaj 0,656 1,97

8. tablazat: Kinetikai paraméterek az alkalmazott észterezoszerek fiiggvényében

Az eredményekbdl ugy tlinik, hogy az észterezdszer szénlancanak hossza befolyasolja
a kinetikus reszolvalas eredményeit, illetve az alkalmazott észterez6 dgens szénldnchosszanak
lehet egy optimuma, amely alkalmazasa esetén a legjobb reszolvalasi eredmények érhetdk el.
Emellett azt sem szabad clfelejteni, hogy egy természetes olaj a trigliceridek mellett szamos
egyéb komponenst is tartalmaz, ami befolyasolhatja a reakciot, akar inhibiciot okozva.

IV.3. Opalosodasi pont mérése

A szén-dioxid oldoszerben végzett kisérletek elott vizsgaltam a felhasznalt vegyiiletek
oldhatosagat annak érdekében, hogy megbecsiilhessem a nagy nyomasu kisérletek esetén a
reakcidelegyben kialakult fazisok szamat. Az 1-feniletanol oldhatosdgardl az irodalomban
rendelkezésre allnak adatok, igy a nagy nyomast reakciokndl észterezdszerként hasznalt
glicerin-triacetat szén-dioxidban valé oldhatosagat vizsgaltam. Az opalosodasi pontokat
40 °C-16l kiindulva 55 °C-ig mértem 3 kiilonb6z6 triacetin koncentracio esetén: 3,95; 4,56 ¢€s
8,42 m/m%. Ezeket a koncentracio-értékeket azért valasztottam, mivel a nagy nyomasu
kisérletek soran az alkalmazni kivant triacetin koncentraciéja a reaktorban ebbe a
koncentracid-tartomanyba esett. A pontos koncentraciot a bemért glicerin-triacetat és a
cellaba toltott szén-dioxid tomegébdl szamoltam ki. A szén-dioxid tomegét a cellaba toltott
szén-dioxid térfogatabol, illetve a siirliségébdl szamitottam. A szén-dioxid striiségét a mért
hémérséklet, illetve nyomds alapjan hatdroztam meg a National Institue of Standards and
Technology Chemistry Webbook internetes adatbazis alapjan. Az opalosodasi pontokat a

21. abran lathato homérséklet-nyomas diagramon abrazoltam.
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21. abra: Mért opalosodasi nyomasok a hdmérséklet fiiggvényében 3 kiilonb6z6 glicerin-
triacetat koncentracional

A mért opalosodasi pontok a koncentraciotol fliggetleniil kozel egy egyenesre estek,
azaz a mérési tartomanyban a koncentraciotdl fliggetleniil, adott homérséklethez kozel
ugyanaz az opalosodasi nyomas tartozik. Az egyes hdmérsékleteken mért opalosodasi
nyomasok nagymértékli szérasa abbol adodhat, hogy nehezen Iehetett mérni azt a
hémérséklet - nyomas értéket, amikor az addig homogén elegy opdlossa valt, de még nem valt
szét két fazisra. Jellemzden az egyes értékek mérésénél a nyomds fokozatos csokkentésével
eloszor a még homogén, de az olajos anyagtol kissé zavarosnak tiind kozeg elkezdett
homalyosodni, de az egyértelmiien opalos jelleg elérése elott az elegy két fazissa valt szét,
mely egyben a nyomas hirtelen lecsokkenését is maga utan vonta. Az opalosodasi nyomas
nehéz megallapithatésaga miatt adott hémérsékleten tobb mérést is végeztem, hogy minél
inkdbb megkdzelitsem a valos opalosodéasi nyomast az egyes hdmérsékleteken.

Osszességében a mérésekbdl megallapithatd, hogy a nagy nyomasu kisérletek esetén,
40 °C homérseékleten a vizsgalt koncentracio tartomanyban 100 bar nyomas elegendd ahhoz,
hogy a reakcidelegy egy fazist alkosson a reaktorban.

IV.4. Nagy nyomasu Kisérletek, szuperkritikus szén-dioxid olddszerben

Az opéalosodési pont mérések alapjan a reakcidokat 40°C hdmérsékleten, 100 bar
nyomason végeztem, 20 mg enzim beméréssel, rogzitett triacetin koncentracio (1550 pl
bemérés, mely a szén-dioxidban a reakcid koriilményei kozott 6,47 m/m% koncentracidnak
felel meg) és valtozo 1-feniletanol bemérés (3,59-10 és 5,15-10 mol/dm® kozott valtoztatva
alkothatott a reaktorban. A nagy nyomasu kisérletek termelés értékeinek idébeli alakulasa a
22. abran lathato.
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22. abra: Termelés (racém alkoholra) idébeli alakulasa 10 MPa nyomason és 40 °C-on,
szuperkritikus szén-dioxidban végzett kisérletek esetén
(a vonalak csak a jobb attekinthetoséget szolgaljak, nem illesztett fliggvények)

Az abran megfigyelhetd, hogy a legkisebb bemérési PE koncentracioju kisérletnél sem
allt be az egyensuly 300 perc reakcidéidot kovetden, bar az utolsdé termelés érték mar
megkozelitette az 50 %-ot, valdsziniileg hosszabb reakcididovel az egyensuly elérhetd lett
volna. Ezek a reakcidk bizonyitjak, hogy szuperkritikus szén-dioxidban Ilehetséges az
1-feniletanol kinetikus reszolvaldsa magas hozam elérése mellett. A termelés-pontok altal
meghatarozott gorbék a légkori nyomason végzett kisérletekhez hasonloan alakultak, igy a
szuperkritikus  szén-dioxidban végzett reakciok kiértékelését, a reakcidosebességek
meghatarozasat az atmoszférikus reakcioknal targyalt modon végeztem. A nagy nyomadasu

kisérletek eredményeit a 9. tdblazatban foglaltam 6ssze.

Kisérlet kodja S0 Tonorm
(mmol/dm3) (-10-°mol/(dm3-perc-mg enzimkészitmény))
GTA_HP1 3,59 0636
GTA_HP2 7,48 1.64
GTA_HP3 15,3 297
GTA_HP4 27,6 5 45
GTA_HP5 43,2 8 63
GTA_HP6 51,5 109

9. tablazat: 100 bar nyomason, szén-dioxid oldészerben végzett kisérlet eredményei

A nagynyomasu reakciok soran vett mintak alapjan az enzim szelektivitasa a légkori
nyomdson végzett reakciokhoz képest nem valtozott kimutathaté mértékben: az
(S)-alkoholb6l nem képzodott észter-termék, vagy csak olyan kis mennyiségben, melyet
gazkromatografias elemzéssel nem lehetett kimutatni, igy a kromatogramok zajossagat
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figyelembe véve az enantimertisztasdg 99,5% feletti értéket ért el. A szubsztrat
enantiomertisztasdga folyamatosan nott a reakcié elérehaladtaval: 45%-ot meghaladd
termelés (racém alkoholra megadva) mellett az ee érték a 90% feletti értékeket ért el. Annak
érdekében, hogy megbizonyosodjak arr6l, hogy megfelelden megvalasztott reakcididé mellett
elérheté az egyensuly és megkdzelitheté az 50%-0s racém alkoholra vonatkoztatott termelés
mellett a legalabb 99% enantiomertisztasag a szubsztratra nézve; 28 ora reakcididejii, 30 ul
PE beméréssel végzett nagy nyomasu reakciot végeztem. A 23. dbran a reakcid soran a
termelés és az ee érték idobeli alakulasat dbrazoltam.
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23. abra: 28 ora reakcididejii, 40 °C-on, 100 bar nyomason, scCO,-ban végzett reakcio ee
értékének és termelésének (racém alkoholra megadva) idébeli alakulasa

Lathato, hogy a termelés €s az ee érték az 500. perc kornyékére megkdzelitette az 50
¢s a 100%-ot, itt allhatott be az egyensuly, mig az utols6 mintdban gazkromatografias
elemzéssel mar nem volt kimutathatdo az (R)-alkohol. Azonos reakciokoriilmények kozott,
azonos PE bemérés mellett megismételtem a reakciot Kukoricacsira-olaj észterezbszerrel is.
Az alkohol ee értékének és a konverzionak (racém alkoholra vonatkoztatott) az idébeli
alakulasa a 24. dbrén lathat6. Az enantiomerfelesleg, illetve a konverzid értékei egymassal
parhuzamosan folyamatosan novekednek, mely arra utal, hogy a kivant észterezési reakcio
mellett nem jatszodik le egyéb mellékreakcid. A triacetines reakcidhoz képest viszont az
egyensuly alacsonyabb enantiomerfelesleg (87%), illetve konverzio értékhez (47%) all be.
Ennek oka lehet példaul a termékinhibicid, melynek vizsgalatahoz a keletkezd termékek

pontos ismeretére lenne sziikség.
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24. abra: 40°C-on, 100 bar nyomason, scCO,-ban, kukoricacsira-olaj észterezoszerrel végzett
reakcio ee értékének és konverziojanak (racém alkoholra megadva) idébeli alakulasa

A triacetines eredmények alapjan Osszehasonlitast végeztem az atmoszférikus
koriilmények kozott n-hexan olddszerben és a szuperkritikus szén-dioxidban végzett reakcidk
kozott. A nagy nyomasu reakciok kezdeti reakcidsebességeit a kiinduldsi alkohol
koncentracidjanak fiiggvényében abrazoltam. A pontok egy egyenesre estek, melynek
meredekségét egyenes-illesztéssel hataroztam meg €s 6sszehasonlitottam a 1égkdri nyomason,
szerves oldoszerben végzett kisérletek esetén illesztett egyenessel (25. abra).
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25. abra: Légkori nyomason és nagy nyomason végzett reakciok esetén meghatarozott kezdeti
reakciosebességek
A légkdri nyomason és a szuperkritikus szén-dioxidban végzett kisérletek kozel egy
egyenesre estek, az egyenesek meredeksége kozotti kisebb eltérés valosziniileg a mérési
pontatlansagbdl adodhat. A légkdri nyomason, olddszerben végzett reakciok kinetikdja tehat
jelentés mértékili egyezést mutatott a nyomas alatt végzett kisérletekével.
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A reakciosebességek 0sszehasonlitasat a 1égkori nyomason, olddészermentesen végzett,
illetve a nagynyomasu reakciok kozott is elvégeztem. Hat kiilonb6z6 alkohol-koncentracional
végzett nagy nyomasu kisérlet kezdeti reakciosebességét a triacetines, oldoszermentes
méréseknél meghatarozott Michaelis-Menten egyenletb6l azonos alkohol koncentracidkra
szamolt reakcidosebességgel hasonlitottam Ossze. A 1égkori nyomason végzett kisérletek
alapjan a kezdeti reakciosebesség a kovetkezd egyenlet szerint fiigg a kiindulasi alkohol
koncentraciotol:

S S
~—=258-10"* mot .

T ol T‘ - — - - ——
Onorm max K, +S, dm3-perc-mg enzim 0,755;’;2;_,_50

A nagy nyomasu kisérletek és a Michaelis-Menten egyenlettel atmoszférikus
koriilményekre meghatarozott kezdeti reakcidsebesség értékeket a 26. abran abrazoltam. Az
oldoszermentes kisérletek kezdeti reakcidsebességeire koriilbeliil 1,6-szor nagyobb
reakcidsebességet kaptam, mint a szén-dioxidban végzett kisérletek esetén ugyanakkora PE
bemérési koncentracid6 mellett. Ez azt jelenti, hogy légkdéri nyomason, olddszermentes
kozegben ugyanakkora bemérési szubsztrat-koncentracidé mellett kicsit tobb, mint masfélszer
gyorsabban jatszodik le az észterezési reakcio, mint 100 bar nyomas alatt. Ez a masfélszeres
szorzd természetesen nem pontos érték, mivel a kezdeti reakcidosebesség meghatarozasanak és
a Michaelis-Menten egyenlet illesztésének is van bizonytalansaga.
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26. abra: Légkori és nagynyomason végzett reakciok kezdeti reakciésebességeinek
osszehasonlitasa
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IV.4.1. Nagy nyomason végzett Kisérletek ismételhetéségének vizsgalata

Annak érdekében, hogy a reakciok ismételhetéségét, illetve a szamitasok
bizonytalansdgat meghatarozzam egy adott reakcio-beallitdsnal harom ismétlést végeztem.
1550 pl glicerin-triacetat és 30 pl racém 1-feniletanol bemérés mellett azonos hémérsékleten
¢s nyomason végeztem az ismétléseket. A reakciok menetét az alabbi termelés - id6 diagram
(27. abra) abrazolja, melyen az latszodik, hogy kdzel hasonld volt a reakciok menete, a kisebb
eltéréseket a reakciokoriilmények ingadozasa, a bemérési pontatlansdg és az elemzési
bizonytalansdg okozhatja. Az ismételhetdség szamszerisitéséhez az egyes reakciok esetén
szamoltam a kezdeti reakciosebességet, a produktivitast, a 300. perc kornyékére elért
termékkoncentraciot és az E-értéket. Az eredményeket a 10. tablazatban foglaltam 6ssze. A
szamolt értékek szorasa 2-6%, ami azt jelenti, hogy a kisérleti koriilmények ingadozasabol
szarmazo €s az elemzési hibdk okozta eltéréseken kiviil a kisérletek ismételhetdsége rendkiviil
JO, mely a reakcid és a rendszer stabilitasat is jellemzi.

50%
[ |
’ ﬁ
40%
% 30% »
g ol
8 20% 4 Bl
* 11
10% =
L
0% "V T T T T 1
0 100 200 300 400 500
id6 (perc)

27. abra: Ismételt nagy nyomasu kisérletek termelési értékeinek idébeli alakulasa
(I, II és III az ismételés sorszamat jeldli)

2ril B termékkoncentracio kezdeti reakcidsebesség produktivitas
[smétlés E-érték
szAma O (10-3mol/dm3) (-10-¢mol/(dm3-perc- mg (pmol/(perc'g
(300. perc kortil) enzimkészitmény)) enzimkészitmény))
L. 2164 6,73 2,08 77,2
I 2436 6,53 2,09 78,1
I11. 2392 6,88 2,02 71,8
Szoras 6% 3% 2% 4%

10. tablazat: Ismételhetoség vizsgalatahoz szamolt értékek és azok szérasa egymashoz képest
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1V.4.2. Enzimaktivitas csokkenésének vizsgalata

A nagynyomasu reakcidkhoz hasznalt enzimmel ujabb kisérletet végeztem annak

megallapitasara, hogy a szén-dioxidban végzett reakcid hatdsara hogyan valtozott az

enzimaktivitds. Az aktivitasvaltozas vizsgalatdhoz az adott kisérlethez felhasznalt enzimet a

reakciot kovetden izopropanollal és n-hexdnnal mostam at, majd azonos bemérési ¢és

reakciokoriilmények kozott Gjra felhasznaltam. A két mérés termékkoncentracioé - id6 pontjai

a 28. abran lathatok.

- 14
£ 5
3 * |
£ 10
E
©
g ° =
1
= 6
2 * ¢ 1.mérés
g ‘.. ——
= PS .mérés
\g 2 '
£ .
Q
= 0Ol
0 100 200 300 400
id6 (perc)

500

28. abra: A termékkoncentracio idébeli alakulasa az enzimkészitmény elsé és masodik

A masodik mérésnél a produktivitds értéke csokkent az elsd méréshez képest, mig a
kezdeti reakciosebesség kozel azonos (11. tablazat). A csokkent aktivitast okozhatja részleges

hédenaturalodas, az izopropanolos €s N-hexanos mosas vagy a nagynyomasu reakciot kovetod

felhasznalasa soran

nyomascsokkentés fehérjeszerkezet-rombold hatasa. Az aktivitas csokkenés ellenben nem tul

nagymértékii, azaz lehetdség van az enzim ujrahasznositasara a nagynyomadsu reakciokat

kovetden, mely gyakorlatilag is megoldhatd: az enzimet nyomasmentesités utan tisztan

eltavolithatjuk a reaktorbol, az esetleges vegyszermaradvanyoktol pufferoldatos mosassal,

majd szaritassal tisztithatjuk meg.

1 g Kezdeti reakcidsebesség
- Produktivitas
Kisérlet T — (-10-¢mol/(dm3-perc-mg
K Perce enzimkészitmény))
1. mérés 413 5,45
2. mérés 369 5,39

11. tablazat: Osszehasonlitas az enzim elsé és masodik felhasznalasa esetén

(latszolag az értékek ellentmondanak az abranak, de érdemes figyelembe venni, hogy a felhasznalt
enzimkészitmény tomegek nem pontosan egyeznek meg)
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V. Osszefoglalas

Munkam soran 1-feniletanol enzimkatalizalt (immobilizalt Candida antractica lipaz B
enzim) kinetikus reszolvalasat vizsgaltam tobbféle észterez0 agens alkalmazasa mellett
atmoszférikus koriilmények kozott, valamint nagy nyomason, szuperkritikus allapotii szén-
dioxidban.

Az atmoszférikus koriilmények kozott vizsgalt észterezo dgensek a glicerin-triacetat, a
glicerin-tributirat, valamint szuperkritikus szén-dioxidos extrakcioval Kinyert természetes
olajok (kukoricacsira-olaj, tokmagolaj és szdjaolaj) voltak. Abbol adoddan, hogy a reaktansok
a reakcid homérsékletén folyékony halmazallapotuak, lehetéségem nyilt a reakcidoelegybol
elhagyni a szerves oldoszert. A karbonsav-rész szénatomszama befolyasolhatja a reakciot, igy
egyik célom az észterez0 agensek Osszehasonlitisa VoIt az enantiomerelvalasztas
eredményessége és a reakciok kinetikdaja alapjan. Az olddszermentes reakciokban a
glicerin-triacetatot, a glicerin-tributiratot és szuperkritikus szén-dioxidos extrakcioval kinyert
természetes olajat nagy feleslegben alkalmaztam, ebbdl adoddan a reakciok soran az egyetlen
limitalo6 komponens a szekunder alkohol volt, igy az észterezési reakciok kinetikai
paramétereinek leirasira  a  Michaelis-Menten modellt alkalmaztam. Az
enantiomer-elvalasztas  eredményessége  tekintetében a  kiilonb6z6  észterezdszerek
hatékonynak bizonyultak, egyes esetekben a 99%-os konverzio ((R)-alkoholra vonatkoztatott)
mellett a 99%-ot megko6zelité enantiomerfelesleget értem el. Ebbdl adoddan az észterezo
agensek Osszehasonlitasat a Michaelis-Menten kinetikai modell paraméterei alapjan végeztem
el. Az Gsszehasonlitas alapjan a tributirinnel végzett reakciok maximalis reakcidosebessége
3,5-szer nagyobbnak bizonyult, mint a kukoricacsira-olaj esetén. Ezzel szemben a triacetines
reakciok maximalis reakciosebessége mindossze 1,3-szor volt nagyobb, mint a kukoricacsira-
olaj esetén. Ezen eredmények alapjan egyértelmi, hogy az észterez0 agens karbonsav-része
erdteljesen befolyasolja a kinetikus reszolvalas hatékonysagat. Emellett az eredmények
igazoltak, hogy a jelentésen nagyobb szénatomszamu zsirsavészterek keverékét tartalmazod
olajok is alkalmasak lehetnek 1-feniletanol reszolvalasara, mely lehetdséget adhat szintetikus
reagensek helyett természetes olajok alkalmazasaval tOrténé enantiomertiszta szekunder
alkoholok eléallitasara.

Az észterezOszerek mellett vizsgaltam a reakciot szuperkritikus szén-dioxidban
megvalositva. A szuperkritikus szén-dioxidban végzett reakciokhoz észterezdszerként
triacetint és kukoricacsira-olajat hasznaltam, a reakciokat 100 bar nyomason 40 °C
homérsékleten végeztem. A triacetin észterezOszerrel végzett kisérlet esetén 24 Ora
reakci6idét kovetden 100%-ot megkdzelitd (R)-alkoholra megadott termelés mellett 99,5%
feletti enantiomertisztasag volt elérheté. A triacetines reakciok mellett kisérletet tettem az
észterezésnek a kukoricacsira-olajjal, szuperkritikus szén-dioxidban torténd megvalositasara.
Ebben az esetben azonos reakciokoriilmények kozott alacsonyabb értékeknél allt be az
egyensuly: 87% enantiomerfelesleg és 93% (R)-alkoholra vonatkoztatott konverzio.
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A triacetin észterezOszerrel végzett kisérletek esetében az enantiomertisztasdgban a
légkori illetve a nyomads alatti reakciokban nem volt kiilonbség, igy a reakcidosebességeket
hasonlitottam Ossze. A 1égkdri nyomdson, olddszermentes koriilmények kozott vizsgalt
kisérletek reakciosebességei masfélszer nagyobbnak bizonyultak, mint a nyomas alattiak. A
kiilonbség ellenben nem tul nagy, igy esetleg a nyomas ¢€s a hémérséklet megfeleld
beallitasaval jobb eredményeket is el lehet majd érni, mint atmoszférikus reakcidok esetén,
valamint kapcsolt reakcio és termékelvalasztasi miiveletek is kialakithatoak.

Szuperkritikus szén-dioxid alkalmazasa esetén az ismételt reakciok produktivitasanak
¢s kezdeti reakciosebességének szordsa 10% alatt maradt. A reakciok jo ismételhetdsége a
reszolvalasi reakcid ¢és egyben az egész rendszer megbizhatosagat is jellemzi. A
szuperkritikus  szén-dioxidban, triacetinnel végzett kisérletek esetén enzimaktivitas
visszameérést is végeztem: a produktivitds 413 pumol/perc-g értekrdl 369 umol/perc-g értékre
csokkent. Az enzim aktivitasanak ilyen kismértékii csokkenése arra is lehetdséget ad, hogy az
enzimkészitményt tobbszor is felhasznaljuk, bar hosszabb tavon a folyamatos reaktorok
alkalmazasa a célszerlibb, amellyel elkeriilhetd az enzimkészitmény nyomasmentesitése.

Az eddigi eredményekre alapozva terveim kozott szerepel a szuperkritikus
szén-dioxidban végzett kisérletek paramétereinek optimalizaldsa, valamint a természetes
olajokkal végzett kinetikus reszolvalds tovabbi vizsgalata, kiemelt figyelemmel a
termékelvalasztas lehetdségeire.
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