Biralat
SZEKELY EDIT:

»Oldoszer, reagens vagy kicsaposzer:
a szuperkritikus szén-dioxid valtozatos felhasznalasi lehetoségei”
¢. MTA Doktori Ertekezésérol

A fazisegyenstulyon alapuld elvalasztasi mddszerek kutatdsa, fejlesztése eldtt 1) tavlatok
nyiltak meg, amikor az 1960-as évek elejétél a szokasos gaz, folyadék és szilard
halmazallapotu rendszerek mellett, kezdetben az extrakciés miiveletekben, alkalmazasra
keriiltek az un. szuperkritikus fluidum fazisok is. Mar koran felismerték, hogy a
szuperkritikus  fluidumok kivalé oldoszerek, amelyek oldoképessége, polaritasa, a
homérséklet és a nyomas valtoztatasaval, esetleg modositdé oldoszer adagolasaval is, széles
tartomanyban hangolhato az elvalasztandd6 komponensek polaritasahoz igazodva.
Szuperkritikus oldoszerként jellemzbéen a szén-dioxid, kisebb mértékben a viz alkalmazasa
terjedt el a kiilonbozo analitikai (HPLC, CE) és preparativ célokra (névényi hatéanyagok,
illoolajok kinyerése, kornyezetvédelem, polimer kémia, nanotechnologia stb.).

Az clvalasztas szelektivitasanak, valamint az anyagatbocsatasi folyamat sebességének
novelésében rejlé lehetéségeket ismerte fel Simdandi Béla professzor, amikor 1986-ban a
Budapesti Miszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Vegyipari Miiveletek majd Kémiai és
Kornyezeti Folyamatmérnoki Tanszékén onalld kutatocsoportot hozott 1étre a scCO,
sokoldalt technoldgiai alkalmazasainak fejlesztésére. A ndvényi hatéanyagok kinyerése
mellett munkatarsaival (Fogassy Elemér, Faigl Ferenc, Pdalovics Emese) a vilagon els6ként
valositottak meg a farmakologiai szempontbol fontos optikailag aktiv vegyliletek racemat
elegyeinek rezolvalasat szuperkritikus szén-dioxidos extrakcioval. A Tanszék ezen
nemzetkozileg is elismert kutatasainak szerves része, folytatasa Székely Edit MTA Doktori
Ertekezése. A Jelolt célul tlizte ki a scCO, széles spektrumot atfogd alkalmazésainak
bemutatasat és elméleti hatterének felderitését, kiulonos tekintettel azokra az elvalasztasi
modszerekre, ahol a scCO,-ot mint olddszert, mint reagenst és mint kicsapdszert hasznaljak
nagy enantiomertisztasagli termékek eldallitasara. Mivel ezek az alkalmazasok a kutatds és
innovacio uj lehetdségét teremtették meg pl. a gyogyszer- és agrokémiai ipar, a kornyezeti
technolégia és az anyagtudomany teriiletén, ezért az Ertekezés témavalasztisat a Birald
feltétleniil idoszertinek tartja. A témavalasztas egyben egy 1) fejlesztési szemléletet is
képvisel, ami akar vezérfonalként tekintheté tovabbi, hatékony szeparacios modszerek
fejlesztéséhez.

Formai megjegyzések

Székely Edit kutatdsi eredményeit 169 oldalas, tetszetds tipografiaval megirt, igényes
kiallitasu értekezésben foglalta 6ssze. Kiilon elismerésre méltdak az alkalmazott késziilékeket
bemutato szép, szines rajzok valamint a felhasznalt 33 szerves vegylilet képletét, elnevezését
és roviditését tartalmazo 4 oldalas, a dolgozattol fliggetleniil kezelhet6 foliazott melléklet, ami
jelentésen megkonnyiti a szoveg folyamatos olvasasat. A Jeldlt 3 oldalas bevezetés utan 13



oldalon irodalmi informaciok alapjan a scCO; tulajdonsagait targyalja, 18 oldalon a kisérleti
modszereket, 93 oldal terjedelemben pedig a fentebb emlitett alkalmazasi teriiletelen elért 0j
eredményeinek diszkussziojaval foglalkozik. A dolgozatot 3 oldalas 0Osszefoglalas, 271
irodalmi és 32 sajat (a PhD fokozat megszerzése 6ta megjelent) kozlemény felsoroldsa zarja.
A kutatomunka 5 f6bb pontban &sszefoglalt téziseit a mellékletként csatolt 15 oldalas 6nallo
fiizet tartalmazza.

Az Ertekezés felépitése aranyos, a targyalds menete logikus. A megfogalmazas rendkiviili
tomorsége ellenére mindvégig magyaros, stilusa gordiilékeny. Az optikailag aktiv vegyiiletek
esetében konzekvensen alkalmazza az IUPAC altal ajanlott konvenciot, azaz a Kkiralis

centrum(ok) abszolut konfiguracidjara utald6 Chan — Ingold — Prelog-féle prioritasi szabaly
alapjan megallapitott (R), (S) jelolést és a mért forgatas iranyara utald (+) vagy (-) jeleket.

Az Ertekezés tudomanyos eredményeinek méltatdsa

1. Fejezet: A bevezetésben a Jelolt vilagosan fogalmazza meg azt a feliitést, amellyel az
olvaso figyelmét a szerzé gondolkodasmodjara, kutatasainak céljara iranyitja.

2. Fejezet: Annak ellenére, hogy a szuperkritikus extrakcios technoldgiat mar az 1970/80-as
évek ota alkalmazzak, a szuperkritikus allapot fiziko-kémiai értelmezése napjainkban is az
elméleti kutatasok targyat képezi. Elismeréssel kell ezért sz6lnunk arrol a korszerti irodalmi
Osszeallitasrol, amely, egy nem konvencionalis oldoszer, a scCO, felhasznalasa
szempontjabol fontos fazistulajdonsdgokat foglalja Ossze. Kiilonds figyelmet szentel az
oldhatosag, a polaritas és a fazisok kozotti anyagatadasi tényezd szamitasanak. Az oldhatdsagi
modellek koziil a klasszikus Hildebrand-féle modellbdl kiindulva értékeli, a Giddings- és a
Hansen-féle oldhatosagi paraméterek alkalmazhatosagat, valamint az oldhatdsag becslésére
szolgald empirikus egyenleteket. A Jelolt kritikai szemléletét jol illusztralja a 2.2. abra,
amelyen sajat szamitasi alapjan az emlitett modell egyenletekkel szamitott oldhatosagi
paramétercket hasonlitja Ossze. A diffuzidés miveletek szempontjabol fontos szerepet jatszo
anyagatadasi tényez6 szamitasara a Sherwood-féle szamot alkalmazza. Annak ellenére, hogy
az anyagtranszportra jellemzé Sherwood-szamban az eredeti valtozok szama a
dimenziomentes Reynolds- és a Schmidt-szamok behelyettesitésével 1ényegesen csokkenthetd
a viszkozitas és a diffuzios egyiitthato kisérleti meghatarozasa vagy becslése azonban a scCO;
oldoszer esetén sem keriilhetd meg. Az irodalmi részben ezért a Jelolt e két fontos paraméter
mérési €s szamitasi modszereit is attekinti.

A Biralé szamara meggy6z6 az a szakmai biztonsag, amivel a Jeldlt a vonatkozo irodalmi
ismereteket kezeli. Megjegyzem, ugyanez a biztos hattértudas nyilvanul meg akkor is, amikor
az Ertekezés tovabbi fejezeteiben az eredmények értékeléséhez hasznélt gyogyszerismereti
szakirodalmat idézi, értékeli.

3. Fejezet A dolgozat kisérleti részével kapcsolatban nagy elismeréssel kell szolnunk a Jelolt
altal végzett késziilékfejlesztési munkarol. Berendezéseket tervezett és készitett/csinaltatott az
alabbi célokra: oldhatdosag meghatarozasa statikus és dinamikus technikaval, esétestes
viszkozitas mérése, szuperkritikus extrakcios berendezés, autoklav a kristalyositas
megfigyelésére, félfolyamatos antiszolvens kristalyosité berendezés, kémiai reaktort és hozza



kapcsolt folyamatos extraktort tartalmazé nyomas alatt {izemeld reaktorrendszer. llyen
berendezések a kereskedelmi forgalomban nem kaphatok. A szén-dioxid szuperkritikus
nyomasa ¢és homérsékleti koriilményei kozott (31°C, 74 bar) miikodd egyedi késziilékek
épitése 1ddigényes munka, tervezéséhez komoly elméleti tudas ¢és gyartasi tapasztalat
sziikkséges. Ezt a feladatot a Jelolt kivaloan oldotta meg, amivel jelentdsen hozzajarult a
tanszék ,.know how” ismereteinek gyarapitasahoz, valamint a munkahely laboratoriumi
infrastruktarajanak fejlesztéséhez. Megjegyzem, annak ellenére, hogy a berendezések
milkodését legtobb esetben szamitogép vezérli, a rendszer kezelése az operator részérdl
komoly manualis rutint is igényel. Mivel a kisérletek és az analitikai kémiai modszerek
részletes leirasa jelentdsen megnovelte volna az Ertekezés terjedelmét, ezért a Biralo egyetért
a Jelolt azon dontésével, miszerint a metodikai részleteket illetden megjelent kozleményeire
hivatkozik.

4. Fejezet Az eredmények értékelésével foglalkozo fejezetben a szerzd, a fentebb emlitett
harom csoportba sorolva, a scCO, mintegy 19 uj felhasznalasi lehetéségét mutatja be. llyen
sokréti munka esetén talan nem sziikséges minden egyes alkalmazasrol kiilon-kiilon
értekelést adni, foképpen azért, mert az eredményeket a Jelolt a szakma mértékadod
folydirataiban mar publikalta. A Birdldo ezért elsésorban a nagy enantiomertisztasagu
gyogyszer-el6allitas témakorébe tartozd munkak tudomanyos eredményei koziil szeretne
néhany érdekes alkalmazast kiemelni.

Mar az 1980-as évek ota egyre nyilvanvalobba valt, hogy a szintetikus (racém) gyogyszerek
két enantiomerjének nem sziikségképpen, de altalaban, jelentdsen eltéré farmakologiai hatasa
van. A gyogyszerkutatas teriiletén ezért, egyre fokozodo figyelmet forditanak a hatéanyagok
enantiomertisztasdganak novelésére (eleget téve ezzel az amerikai FDA gyogyszer
forgalmazasi eldirasainak). A Jelolt tehat, nem véletleniil, mindenekeldtt ezen a kutatasi
teriileteken igyekezett hasznositani a SCCO, alkalmazasaban rejlé lehetOségeket. Vizsgalatai
kiterjedtek egyrészt a rezolvalasi reakcid, masrészt az extrakcido miiveleti koriilményeinek
vizsgalatara. A rezolvalést illetden ezek jellemzOen aldbbiak: a racemat szempontjabol
legalkalmasabb oldészer és rezolvalo reagens kivalasztasa, a molarany hatasanak vizsgalata, a
diasztereomer megbontasa stb. A scCO, extrakciot illetéen pedig a nyomas, homérséklet,
extrakcios id6, fokozatok szama stb. A miveleti koriilmények (p és T) optimalasara a Jelolt a
kemometria kisérlettervezési modszerét hasznalta. A célfiiggvény a (4.1) egyenlettel definialt
un. Fogassy-féle F paraméter volt (minél jobb extraktum és raffinatum hozammal, minél
tisztabb enantiomerek el6allitasa). Az alabbiakban az Ertekezés néhany onkényesen
kivalasztott rezolvalasi modszerét méltatom.

1. Racém trans-ciklohexan-1,2-diol (CHD) rezolvalisa enantioszelektiv borkésavas (BS)
komplexkepzéssel. Savas vagy bazisos csoportokat tartalmazé racematok elvalasztasara széles
korben elterjedt a diaszterecomer sopar képzésen alapuld rezolvalas. A CHD esetén azonban,
alkalmas funkcids csoport hianyaban, ez a modszer nem alkalmazhat6. A Jeldlt bizonyitotta
azonban, hogy a CHD és a borkdsav rezolvaloszer kozott enantioszelektiv komplexképzddés
jatszodik le. A képzo6dd polarisabb diasztereomer az (R,R)-CHD — (R,R)-BS komplex inert
hordozon megkdthetd és melldle az el nem reagalt apolarisabb enantiomer keverék scCO,-dal
hatékonyan eltavolithatd. Az enantiomer keverék (extraktum) a nyomas csokkentése utan a



szeparator oszlopban szilard termékként valik ki. Az adszorbensen megkétott (R,R)-CHD —
(R,R)-BS komplexbdl (raffinatum) leoldas és megbontas utan az (R,R)-CHD enantiomer
megkaphat6. Az adott kisérleti koriilmények kozott a raffindtum enentiomertisztasaga 80%, a
racémra vonatkoztatott termelés pedig 40-50% koriil volt. A Jelolt a sztereoszelektiv
reakcioban képzddé (R,R)-CHD — (R,R)-BS komplexet kipreparalta, szerkezetét egykristalyon
végzett rontgendiffrakcios vizsgalattal meghatarozta. Erdekes azonban, hogy a masik
enantiomerben dus termék az (S,S)-CHD — (R,R)-BS diasztereomer képz6dését a diffrakcios
mérések nem igazoltdk. Bar a rezolvalas soran elvben mindkét diasztereomer képzddhet,
rendszerint eltéro stabilitassal, a BS azonban, valosziniileg szterikus okok miatt, csak az egyik
CHD izomerrel képez komplexet. A diasztereomer rezolvalasaval kapott termékek 80-80%-0s
enantiomertisztasaga tovabb novelheté a 7. fejezetben bemutatott ujrarezolvalassal. Ennek
lényege az, hogy az enentiomerkeverék, a racém esetében alkalmazott rezolvaldszerrel,
tovabb tisztithat6. Ennek értelmében az (R,R)-CHD-ben dus elegyet (R,R)-BS-el, az (S,9)-
CHD tartalmu elegyet pedig (S,S)-BS-el reagaltatva 99%-os tisztagh CHD enentiomereket
sikertiilt eldallitani.

2. Rezolvalas scCO,-ban in situ lejatszodo diasztereomer soképzéssel. A scCO,-o0s extrakcid
feltalaloinak eredeti elképzelése szerint a szuperkritikus fluidum szerepe csupan az
oldhatatlan diasztereomer s6 és az el nem reagalt enantiomerkeverék elvalasztasara
korlatozodik. Az a tapasztalat azonban, hogy az extrakcidé miiveleti paraméterei befolyasoljak
a rezolvalds eredményességét, a Jeldltet annak felismerésére vezette, hogy a rezolvalasi
reakcid nem csak a szokasos szerves oldoszerekben, hanem magaban a scCO,-ban is
lejatszodhat. Kimutatta, hogy az in situ diasztereomer sopar képzése legjobb konverzioval
akkor megy végbe, ha mindkét reagens jol oldodik a scCOj-ban. Kielégitéen miikodik
azonban még akkor is, ha legalabb az egyik reagens jol oldodik, a masik reagens pedig csak
éppen kimutathatdé mértékben oldodik. Rezolvaloszerként (R)-feniletan-1-amint alkalmazva
az in situ technikaval sikeresen rezolvalta az Advil és az Algoflex gyulladascsokkentd
gyogyszerek hatdanyagat az (S)-ibuprofént. Hasonloképpen sikeresnek bizonyult in situ
eljarasban az optikailag aktiv (S)-2-benzilamino-1-butanol reagens alkalmazésa is a cis-
permetrinsav tovabba a cis-krizantémsav rezolvalasara (az optikai tisztasag elérte a 99%-ot,
szemben a hagyomanyos extrakcioval elért 28%-0s optikai tisztasaggal).

3. Enzimkatalizalt kinetikus rezolvalas scCO,-ban. Ismeretes, hogy az enzimkatalizalt
reakciokkal kivald enantiomertisztasagu termékek allithatok eld. Problémat jelent azonban
egyrészt az enzim milkdodéséhez sziikséges optimalis koriilmények (oldoszer, hdmérséklet,
pH, ionerdsség stb.) biztositasa, masrészt pedig, a folyamat végén, a reakcioelegybdl a termék
kinyerése. Mivel az ipari folyamatokban mar régota bevalt, széles korben alkalmazott, lipaz
enzimek scCO,-ban is megodrzik biokatalitikus aktivitasukat, ezért a Jelolt a scCO,-0s
extrakcio lehet6ségét elsdsorban a lipaz-katalizalt rezolvalasi reakciok korében vizsgalta.
Ismeretes volt, hogy a Candida antarctica lipaz B (CALB) enzim segitségével a racém 4-
fenilalanin, (R)-Phe, allithato el6. Az aromas oldallancot tartalmazo fenilalanin eléallitasanak
gyakorlati jelentdségét illetden, kitekintésképpen, érdemes itt ramutatni arra, hogy a B-
aminosavak fontos intermedierjei a B-laktam antibiotikumoknak (penicillinek, kefalosporinok



stb.) és monomerjei olyan biologiailag aktiv vegyiiletnek, mint példaul a daganatellenes
taxanok. Az a-peptidekbe torténd beépitésiik pedig moddositja azok szerkezetét, biologiai
hatasat és noveli a peptid proteolitikus bontassal szembeni stabilitasat.

A Jelolt az altala konstrualt fazisegyensuly-méré cella segitségével, az un. opalosodasi pont
ismeretében, meghatarozta a LAK és az (R)-Phe oldhatosagat a scCO,-ban; LAK:
>0,40mg/mL, (R)-Phe:<0,015 mg/L. Mivel a szubsztrat és a termék oldhatosaga kozel egy
nagysagrenddel kiilonbozik egymastol, igy az el nem reagalt LAK a reaktorbol scCOy-al
eltavolithatd, az (R)-Phe pedig az enzimkészitmény feliiletére tapadva visszamarad. A
feliiletr6l a termék meleg vizzel lemoshato és ee >98%-0s enantiomertisztasaggal Kinyerhetd.
Pufferoldattal vald6 mosas utan, az enzimkészitmény ujrafelhasznalaskor eredeti aktivitasanak
80-85%-4t visszanyerte. Az Ertekezés részletesen foglalkozik az enzimreakcioban elért
konverzi6 homérséklet- és nyomds fliggésének vizsgalataval. Azt a tényt, hogy a konverzio
maximuma az alkalmazott nyomastol fiiggetleniil minden vizsgalt esetben 70 C°-on van
egyrészt az anyagatbocsatasi folyamatok jellemzdé paramétereinek (diffuzios egyiitthato,
viszkozitas, Schmidt-szam), masrészt a tobbféle okra visszavezetheté denaturalodas
enzimaktivitasra gyakorolt hatdsaval értelmezi.

4. Diasztereomer soképzésen alapulo rezolvalas szén-dioxid kicsaposzerrel. A diasztereomer
sopar képzésen alapuld rezolvalas soran a mar nem racém (Gn. szkalemikus) elegy
enantiomerdusitasat altaldban tobbszords atkristalyositassal végzik. Az eljards olddszer
felhasznalasa valamint a kapott kristalyos termék enantiomertisztasaga és morfologiaja
kedvezden befolyasolhaté azonban az un. antiszolvens diasztereomer sO kicsapasan alapuld
rezolvalasi technikaval. A diasztereomer s6 kicsapddasa a rezolvalashoz hasznalt polaris
szerves oldoszerbdl azért kovetkezik be, mert sScCO; bediffundal az oldoszerbe és jelentdsen
csokkenti annak polaritasat. Ennek kovetkeztében az oldatban megindul a gocképzddés és a
kristalyok novekedése. A nyomas csokkentés hatasara az olddszer és az antiszolvens szerepét
betolto scCO, eltavozik, a kristalyos diasztereomer s6 pedig a reaktorban marad.

A Jelolt a gaz antiszolvens moddszerrel végzett rezolvalas hatékonysagat vizsgalta az alabbi
racém sav — amin rezolvaloszert tartalmazo rendszerekben: a gyulladascsokkent6 ibuprofén —
(S)-2-fenil-glicinol, a permetrinsav novényvéddszer-csalad szintézisében szerepet jatszo cis-
permetrinsav — (R)-feniletilamin valamint a kozmetikai iparban alkalmazott mandulasav —
(R)-feniletilamin, a 4-kléormandulasav — (R)-feniletilamin és a metoxi-mandulasav — (R)-
ciklohexan-1-amin. A rezolvalast célszeriien az un. mddositott Pope és Peachey-féle eljaras
szerint végezte, minden estben fél ekvivalens mennyiségli rezolvaldszer alkalmazasaval (az
eredményeket a 6.1 tablazat részletesen szemlélteti). Mivel a vizsgalt rendszerben itt a SCCO;
mellett szerves olddszer is jelen van, ezért a Jelolt részletesen vizsgalta a két oldoszer
molaranyanak (R) a diasztereomertisztasagra és a hozamra gyakorolt hatasat. A kiillonboz6
nyomasokon végzett kisérletsorozatot masfajta szerves alkoholok alkalmazasaval is elvégezte.
Megallapitotta pl., hogy az ibuprofén — (R)-feniletilamin rendszer esetén a
diasztercomertisztasag alapvetéen a szerves olddszer mindségétdl fiigg és legalkalmasabb
oldészernek az etanol bizonyult. A diasztercomer s6 hozama a 6.8 abra szerint R = 8
molaranyig 0, majd 11-ig folyamatosan nd, ezutan pedig széles mdlarany tartomanyban 70-80
szazalék kortl allandosul.



Kérdések

1. Minden racém elegyhez ,,testreszabott” specialis rezolvaldszerre van sziikség. Létezik-e
olyan tapasztalati adatbazis vagy molekulamodellezé szoftver, amely a még nem vizsgalt
racém elegyek estén segitheti a kutatot az alkalmas reagens kivalasztasaban? Foglalkoztak-e
mar ezzel kapcsolatban a diasztereomer képzés termodinamikai (féleg oldatkalorimetrias)
vizsgélataval?

2. Az enzimek aktivitasanak és foleg szelektivitdsanak fenntartdsdban fontos szerepet jatszik a
rendszerben a viz termodinamikai aktivitasa. Foglalkozott-e a Jel6lt azzal a kérdéssel, hogy
scCO, oldoszer esetében a viz hianya milyen mértékben hat az immobilizalt enzim
aktivitasara?

3. El6fordult-e a munka soran az a helyzet, hogy a rezolvald reagens tomegegységre
vonatkoztatott ara nagyobb Vvolt, mint a vele eléallitani kivant enantiomer ara?

4. A vizsgalt scCO,-os technologiakhoz alkalmas-e¢ a Répcelakon kitermelt szén-dioxid vagy
a Jeloltnek ezekhez specialis minéségi gazra volt sziiksége, pl. Linde, Messer stb.?

5. Az evolucidbioldgia kutatoit régota foglalkoztatja az a kérdés, hogy az elsd szerves
molekuldk abiotikus szintézise soran képzddd racém elegyben miért keriilhetett talsulyba
aminosavak esetében az L-, a cukroknal pedig a D-enantiomer, ami végsé soron homokiralis
biopolimerek (fehérjék, nukleinsavak) létrejottét eredményezte? Mivel ez a kérdés nem
kapcsolodik szorosan az Ertekezés kitiizott céljahoz, ezért a Biralo erre a kérdésre nem vdr
valaszt, legfeljebb amennyiben van, akkor a Jelolt véleménye érdekelné.

Allasfoglalas

A fentiek alapjan megallapitom, hogy a Székely Edit kutatomunkajardl szolo Ertekezés a
vegyészmérnoki tudomany, a szintetikus gyogyszer kémia, a kisérlettervezés €s a miiszeres
analitika kémia teriiletén megszerzett figyelemreméltoan magas szintii tudasrol tesz tanusagot.
Az iras tartalmi és formai szempontbol, tovabba a publikacios tevékenységet illeten is, eleget
tesz az MTA doktori fokozat megadasahoz sziikséges feltételeknek. Az Ertekezés Téziseit
elfogadom. Javaslom, az MTA Doktori Tanacsanak az Ertekezés nyilvanos vitara bocsajtasat,
¢s sikeres védés esetén ezuton is timogatom az MTA doktori fokozat odaitélését.

Veszprém, 2020. 4prilis 21.

Dr. Marton Aurél

egyetemi tanar



