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BEVEZETES

Az enzimek biokatalizatorként torténd tudatos felhasznalasa tobb évtizedes multra
tekint vissza. Az utobbi években élénk érdeklddés mutatkozott az enzimek kémiai
atalakitasokban torténd alkalmazésa irant. Az enzimtechnologia, mint a biotechnologia egyik
fontos aga, gyors fejlddésnek indult. Napjainkban kiilondsen nagy jelentdsége van a
gyogyszer- €s novényvéddszer iparban, ahol sok esetben sikeriilt a kémiai szintézisnél
egyszeriibb uton intermediereket illetve hatdanyag-molekuldkat eldallitani enzimek vagy
mikroorganizmusok segitségével, szdmos alkalommal magas (enantio)szelektivitassal.

E reakciok ismert elonyei a kiméletes reakciokoriilmények, tiszta termékek, magas
kitermelés és sok esetben a kornyezetbarat melléktermékek. Eleinte kizarolag vizes kozegben
végzett biotranszformaciokban keriiltek az enzimek alkalmazasra, hiszen a kiilonb6zo
¢élolényekben is ilyen koriilmények kozott fejtik ki katalitikus aktivitasukat. Késébb azonban
az a felismerés, hogy szerves kozegben is képesek katalitikus hatas kifejtésére, intenziv
kutatast inditott el a szerves kémikusok korében, €s egyre tobb, kiilonb6z6 osztalyba tartozo
enzimet teszteltek szerves kémiai reakciok katalizatoraiként. Ahhoz, hogy egy enzim vagy
mikrobatenyészet alkalmazast nyerhessen, a katalizatorokkal szemben altaldnosan tamasztott
elvarasoknak meg kell felelnie, vagyis magas szelektivitast, aktivitast és megfeleld stabilitast
kell mutatnia. Ehhez a kinyert enzimeket sok esetben moddositani sziikséges, direkt vagy
kozvetett mdédon. A ,,protein engineering” eszkozeivel kozvetleniil a fehérje természeti
enzimmolekula szerkezete, aminosavszekvencidja valtoztathat6 meg, mig a ,medium
engineering” az enzimkatalitikus reakcio kozegének, koriilményeinek valtoztatasaval idéz el
az enzim szerkezetében kisebb-nagyobb  konformaciés  valtozasokat, melynek
eredményeképpen kedvezdbb katalitikus tulajdonsagokkal rendelkez6 enzim nyerhetd.

A korabban elfogadott altalanos nézet szerint a biokémiai reakciok vizes oldatokban,
fiziologiai hdmérsékleten, normal nyomdson ¢és tulnyomoérészt a semleges pH kozelében
jatszodnak le. Ezek a koriilmények sokdig Osszeegyeztethetetlennek tintek azokkal a
feltételekkel, amelyek mellett a kémiai reakciok végbemennek: extrém magas homérséklet,
nagy nyomas, szélsdséges pH értékek, szerves oldoszerek. Klibanov professzor ¢és
munkatarsai (Massachusetts Institute of Technology) 1985-ben publikalt Gttoré6 munkaja utan
fokozott érdekl6dés nyilvanult meg az olyan enzimkatalitikus reakciok irant, amelyek a
,biologiai” kornyezeten kiviil is lejatszodnak, és igy a vizes fazis korlatozo tényezdit
kikiiszobolik. A szerves oldoszerek alkalmazasadnak eldnyeit nagyon sok munka vizsgalta,

szabadalmak, ipari alkalmazasok kovették az alapkutatdsi eredményeket. A szerves oldoszer



alkalmazasakor felmeriilé gondokat oldoszermentes kozegben végzett enzimkatalitikus
reakciokkal igyekeztek athidalni. (Ez val6jaban nem old6szermentes, hanem a reakci6 egyik
komponensének feleslegében végzett atalakitast jelent. Tény, hogy kiilon oldoszer
hasznalatara nincs sziikség.)

Az oldoszer gyors eltavolitasat tette lehetdvé a szuperkritikus kozegek, elsésorban
szuperkritikus szén-dioxid alkalmazasa, ahol a nyomas valtoztatdsaval befolyasolhat6 volt az
oldoszer tulajdonsaga is. Ez szdmos esetben komoly konnyebbséget jelentett, ugyanakkor a
tobbszaz bar nyomdson végrehajtott reakcidk kivitelezéséhez specialis reaktorokra wvolt
sziikség. Az igazinak tlind megoldast a szerves oldoszerek hatranyaira (tlizveszélyesek, nagy
parolgasi veszteségek) az ionos folyadékok hoztdk. 2000-ben jelent meg az elsé kozlemény
ionos folyadékban lejatsz6dd enzimkatalitikus reakciokrol, amit robbanasszerii fejlédés
kovetett. Nagyon sokan ismerték fel €s alkalmaztak az ezekben a tervezhetd oldoszerekben
rejlo lehetdségeket. A kezdeti euforiat a kijozanodas kovette: a magas ar, a toxicitasi adatok
hianya sok embert elbizonytalanitott. Nyolc év alatt sok minden tisztazodott: a magas kereslet
hatasara az ionos folyadékok 4ra drasztikusan csokkent, a toxicitdsi adatok bebizonyitottdk,
hogy nem minden ionos folyadék tekinthetd ,,z6ld” olddszernek, de a harmadik-negyedik
generdcios termékek mar sokszor joval kisebb veszélyt jelentenek a kornyezetre, mint a
szerves oldoszerek. Az ipari alkalmazasok megjelenése pedig végképp az ionos folyadékok
csatanyerését jelentik.

Dolgozatomban nem konvenciondlis koézegekben lejatszodd enzimkatalitikus
reakciokkal, ezen beliil észterezésekkel foglalkozom: szerves olddszerekben, oldoszermentes
kozegben, ionos folyadékokban ¢és szuperkritikus szén-dioxidban végzett vizsgalatok
eredményeir6l egyarant beszamolok. A Miiszaki Kémiai Kutaté Intézet hagyomanyait
kovetve nemcsak alapkutatdsi eredmények elérésére torekedtem, hanem igyekeztem azok
gyakorlati hasznositasi lehetdségeit is megtaldlni. Indulaskor a téma vildgviszonylatban is 0]
volt: hazankban elséként kezdtem el kutatni, személyi és modszertani hattér nem allt
rendelkezésemre. Az alapkutatdsi vizsgalatokhoz, a sziikséges eszk0zOk beszerzéséhez
nagyon jelentds tdmogatast kaptam az OTKA-t6l. 5 palyazat témavezetdjeként illetve vezetd
kutatojaként (T 4246: ,,Enzimkatalitikus reakciok enantioszelektivitasanak vizsgalat szerves
oldoszerekben és oldoszer elegyekben”; T 015885: A reakciokdzeg hatdsa lipaz enzimek
enantioszelektivitasara; T 019752: ,,Az enzim konformacio ¢€s specifikussag osszefliggésének
vizsgalata szerves oldoszerekben lejatszodd enzimkatalitikus reakcioknal”; T 031760:
,Enzimek termostabilitdsanak vizsgalata nem konvencionalis koézegben”; OTKA D 29115:

»lermészetes aromakomponensek eldallitdsa integralt rendszerben™) szerzett tapasztalatok



alapoztak meg a nem konvenciondlis kozegli enzimkatalitikus reakcidk megismerésének
feltételeit. Az OTKA résztvevo kutatoként még tovabbi harom munkamat tdmogatta. Az igy
megszerzett ismereteket €s tudast alkalmaztam a kiils6 megbizdsos munkakban, melyek koziil
elsdként kell kiemelni a NITROIL Rt. altal finanszirozott feladatokat. Ehhez csatlakoztak a
Dohler-Szilas Kft, az Ipari Minisztérium illetve az UNDP megbizésai (Introduction of up-to-
date environmental-friend biotechnological processes based on agricultural wastes to
Hungary, 1998), ahol az alapkutatdsban szerzett ismereteket alkalmaztam konkrét, gyakorlati
feladatok megoldasaban. Az idehaza nem elérhetd mérési eszkozokhoz és 1) vizsgalati
modszerekhez vald hozzaférést, tovabbad nemzetkdzi szakmai tapasztalatok megszerzését,
diszkusszios lehetdségeket biztositottak az elnyert kétoldalt TE€T palyazatok (német, lengyel,
portugél, szlovdk, szlovén, horvat), melyek témavezetdjeként és tovabbi, hasonlo
egylttmiikodések résztvevijeként nemzetkdzi szinten tudtam bemutatni, megmérettetni
eredményeimet.

Dolgozatom az 1993-ban készitett és 1995 kora tavaszan sikeresen megvédett
~Enzimkatalitikus észterezés szerves oldoszerekben” cimii, publikacids tevékenység alapjan
tézisszerlien Osszeallitott kandidatusi értekezés egyenes folytatdsa ¢s csak az azota elért
tudomanyos eredményeimet tartalmazza. A vonatkozé irodalom attekintése utan, melyben a
[Szerzd, évszam] jelolést alkalmaztam a szakirodalmi hivatkozasok azonositasara, ismertetem
ujabb, sajat eredményeimet. Az eredmények Osszegzését kdvetden az irodalmak felsorolasa
kovetkezik, itt a [sorszam] jelolést hasznaltam a sajat munkaim megjelolésére, és az idézett
mil pontos bibliografiai adatai a ,,Publikaciok” kozott lelhetdk fel. A dolgozat végén a

Fiiggelék talalhato fontos, a dolgozat tartalmat kiegészité informaciokkal.



1. IRODALMI OSSZEFOGLALO

1.1. Az enzimek miikodése, kémiai szerkezete, tulajdonsagaik

Az €10 sejtekben a biokémiai reakciok az enzimeknek koszonhetéen mennek végbe
enyhe koriilmények kozott. Az enzimek szelektiven képesek csokkenteni a kémiai reakciok
aktivalasi energidjat, leroviditve ezaltal az egyensulyi allapot eléréséhez sziikséges
reakcioidét. Az aktivalasi energia csokkentésén keresztill az enzimek akar 10'°-szeresére is
novelhetik a kémiai reakciok sebességét [Bommarius, 2004; Buchholz, 2005; Illanes, 2008].

Annak magyardzasara, hogy miként csokkentik az enzimek a reakciok aktivalasi
energiajat, tobb elmélet sziiletett. Az enzimek szerkezetének mélyebb megismerését
megelézéen Emil Fischer 1894-ben megalkotta ,.kulcs-zar elméletét”, amely ugyan megeldzte
koranak ismereteit, azonban a szubsztratot és az enzimet, mint merev molekulakat tekintette.
A valosagban mindkét molekula allando fluktuéciot végez, konformaciojuk valtozik. Ezeket a
molekulamozgasokat figyelembe véve Koshland az ,,indukalt illeszkedés elméletével” azt
javasolta, hogy a szubsztratmolekula konformacios valtozasokat idéz eld az enzimmolekula
szerkezetében, ennek kovetkeztében johet Iétre a szubsztratmolekula megfeleld
illeszkedésével az enzim-szubsztrat komplex, melynek létezését mar Fischer is feltételezte
mintegy 70 évvel kordbban. A ,torzit6 mechanizmus elmélet” szerint az enzim €s a szubsztrat
kozott olyan erds kotés alakul ki, melynek hatdsara a szubsztraton beliili egyik kotés
deformalodik ¢és a szubsztrat aktivalt, atmeneti allapotba keriil. A reakcid aktivalasi
energidjanak egy része a létrejovo enzim-szubsztrat kotés energidjabol szarmazik.

Az enzimmiik6dés tovabbi vizsgalatdban igazdn nagy fejlodést az jelentett, amikor
1965-ben elsd izben sikeriilt egy enzim, a lizozim térszerkezetét felderiteni. Ma mar szdmos
enzim aminosav szekvencidja, sot térszerkezete fehérje adatbankokban hozzaférhetd. Az
egyik legismertebb ezek koziil a PDB adatbank [Protein Data Bank, 2008].

Az enzimek szerkezete ¢s kémiai illetve katalitikus tulajdonsagai szoros
Osszefliggésben vannak. Ezek attekintéséhez érdemes csoportositani az enzimeket a kémiai
szerkezetiik, a kornyezettlird képességiik €s a katalizalt reakcio alapjan.

Kémiai szerkezetiiket tekintve, az enzimek egy része egyszerl fehérje makromolekula,
mint pl. a ribonukledz. Szdmos mas enzim esetében a milkodéshez kofaktor is sziikséges. Ez
lehet az enzimmolekuldhoz erésen kapcsolodo ion, amely kozvetleniil részt vesz a katalitikus
folyamatban, mint pl. a Zn*"-ion a karboxi-peptidaz mitkodésében, am az is eléfordulhat,
hogy a kofaktor csupadn a milkddoképes enzim szerkezetének stabilizaldsdhoz sziikséges,

amelyre példa a Cl ionok szerepe az amildz enzim esetében.



Az enzimek koOrnyezettel szembeni hd-, nyomds-, nedvességtartalom ¢és pH-
turdképességiik alapjan lehetnek mezofilek vagy extremofilek. A mezofil enzimek -
természetes koriilmények kozott - vizes kdrnyezetben, 30-40 °C-os homérsékleten, 1égkdri
nyomason ¢s semleges koriili pH értéken fejtenek ki maximalis katalitikus aktivitast. Az
extremofil enzimeken beliill tovabbi felosztis tehetd az alapjan, hogy milyen kiilsd
paraméterrel szemben mutatnak kiilondsen jo tiir6képességet. A termofil és a hipertermofil
enzimek szdmara a magas (joval a viz forrdspontja feletti), a pszichrofil enzimeknek a 15 °C
alatti hOmérséklet, az extrém acidofileknek a 3-as, vagy az alatti savas pH, az alkalifileknek a
10-es pH feletti lugos kdrnyezet, a barofileknek a nagy nyomads, mig a xerotolerans enzimek
szdmadra a vizmentes, vagy alacsony vizaktivitasu szaraz kornyezet biztositja az eredeti, nativ
konformaciot. Az extremofil enzimek gyakran nemcsak egy, hanem tobb ,extrém”
koriilménnyel szemben 1is ellendlldak. Jo6 példat nyuajtanak erre a vulkédni kraterek
mikroorganizmusainak enzimjei, amelyek a magas homérsékletet és nagy nyomast egyarant

toleraljak.

1.1.2. Az enzimek katalitikus jellemzoi
Az enzimkatalizatorok hatékonysagat, ,teljesitményét” harom jellemzdvel szokés

leirni, melyek az aktivités, a szelektivitas €s a stabilitds [Bommarius, 2004; Buchholz, 2005].

1.1.2.1. Az enzimek aktivitasa

A kereskedelmi forgalomban kaphaté enzimek aktivitdsat az adott enzim alosztalyra
jellemzo reakcidban mérik, és U/mg egységben fejezik ki. Az aktivitdsméréshez enzimenként
eltérd szubsztratot hasznalnak, ezt a kereskedelmi enzim specifikacioja tartalmazza. Pl a
nyers Candida rugosa enzim esetében az 1 U aktivitds megfelel azon enzimmennyiségnek,
amely percenként 1 umol oleinsavat szabadit fel 8-as pH-an, 37 °C-on triolein hidrolizise
soran.
1.1.2.2. Az enzimek szelektivitasa, enantioszelektivitdsa

Az enzimek - szemben a kémiai katalizdtorokkal, - tobbféle funkcids csoporttal
rendelkez0 szubsztratok esetében csak egyféle funkcids csoport reakcidjat katalizaljak
(kemoszelektivitas). Térszerkezetiiknek kdszonhetden képesek megkiilonboztetni a szubsztrat
kiilonb6zd helyein talalhatd azonos tipusu funkcids csoportokat (regioszelektivitas). Mivel L-
aminosavakbol épiilnek fel, kiralis katalizatorok, melyek az enzim-szubsztrat komplex

kialakulasakor a szubsztratmolekulaban talalhatd  kiralitast felismerik. Prokiralis



szubsztratokbol igy optikailag aktiv termék nyerhetd, racém szubsztratbol kiindulva pedig a
két enantiomer atalakulasahoz sziikséges aktivalasi energiat eltérd mértékben csokkentik, igy
enantiomer szeparacio valosithaté meg [Segel, 1975; Taylor, 2002].

Kinetikai rezolvalaskor a racém szubsztrat (R)- és (S)-enantiomerei kompetitiv
reakciokban alakulnak at. A két enantiomer reakciojanak relativ sebessége hatarozza meg az
enzim enantioszelektivitdsat. Az enantiomer arany kifejezésére a kompetitiv reakcidok
specifikussagi konstansainak hdnyadosat hasznaljuk, amelyek az elemi részlépések sebességi
allandoinak segitségével fejezhetok ki. Michaelis-Menten kinetikat feltételezve az enzim a
szubsztrattal reverzibilis reakcioban képez enzim-szubsztrat komplexet, amely szintén
reverzibilis reakcidban alakul 4t enzimmé ¢€s termékké. A specifikussagi konstans pszeudo-
elsérendii sebességi konstansok segitségével az alabbi modon fejezhetd ki:

k kk,

—hat — E-1.1.
K k+k,

m

Ha az enzim-szubsztrat kialakulasa a sebességmeghatarozd, akkor k,>>k ;| és % = k, . Ekkor

m

kR
_
E= o
1
Amennyiben az enzim-szubsztrat komplex enzimmé és szubsztratta torténd 4talakulasa a

, L, .,k k .k _ ,
sebességmeghatarozd folyamat, k. >>k,, és —* ="1"2  Ez utobbi esetben tehat az

m -1
enantioszelektivitast egy 0sszetettebb dsszefligges irja le.

Az enantioszelektivitast leird Osszefliggés kifejezésére Chen ¢és munkatdrsai az
enzimkatalitikus reakciok reverzibilitasat vették alapul. Hidrolizis €és észterezési reakciokat
tanulmanyozva olyan Osszefliggéseket vezettek le, amely segitségével a kirdlis szubsztrat
vagy a termék koncentracidinak ismeretében az enantiomer ardny meghatarozhaté (Chen,
1982).

Irreverzibilis reakciora, ahol A enantiomer P termékké (gyors reakcio), B

enantiomer pedig Q termékké (lassu reakcid) alakul,

Inf(1-c)f1-ee,) _Ifi-cli+ee,)

E o mli—liree,) mfi—cli—ee, )

, E-1.2.



. A+ B
ahol cakonverzid és c=1-

A, +B,’
. . . B-4
ee; a szubsztratumra vonatkoztatott enantiomer felesleg és ee, = 2B
+
, : , P-0
eep a termekre vonatkoztatott enantiomer felesleg ¢s ee, = Pio”
+

A fenti Osszefliggések jol leirjdk pl. a racém treo-metil-2,4-dimetil-3-hidroxipent-4-enoat
vizes kozegben lejatszodd hidrolizisét pankredsz lipaz enzimmel, €s mas hidrolitikus
rezolvalasi reakciokat is [Chen, 1982].

A vizes kozegli hidrolizissel ellentétben a vizzel nem elegyedd szerves olddszerben kis
mennyiségll viz jelenléte mellett lejatszoddo kondenzacids reakciok (pl. é€szterezeés,
atészterezes) reverzibilis reakciok. Feleslegben 1év6é (>10 K,,,) acil donor vagy acil akceptor
alkalmazasa esetén a racém szubsztrat reakcidja sematikusan a kovetkezOképpen irhato le
[Chen, 1986]:

K,
Enzim + A @ Enzim+ P
K4

K,
Enzim + B <——Enzim + Q
K
ahol k; és kp, valamint k; és k, a latszélagos pszeudo elsOrendli sebességi konstansok
(Vmax’Kim).  Egyensulyi allapotban irhatd, hogy
[4)-k, =[P] k_, és

[B]-k, =[0] k.,
Mivel az enzim nem valtoztatja meg a két enantiomer reakcidjanak egyensulyi allandojat,
hanem csupan az egyensuly elérését gyorsithatja fel, szerves olddszerben az egyensulyi

allando:

k=Ko ks _l4]_1B]

ko kP o]
Az egyensulyi alland6 gyakorlati meghatarozasahoz hagyjak, hogy a gyorsan reagalo
ekkor megbecsiilhetd a gyorsan reagald szubsztratbol képz6dd termék egyensulyi

koncentraci6janak ¢és a visszamaradd gyorsan reagald szubsztrat koncentracidjanak



ismeretében. A €s B enantiomerek fogyasat leird differencidlegyenlet megoldasabol az
egyensulyi allando segitségével kifejezhetd a reverzibilis reakciok enantioszelektivitasat leird
Osszefliggés:

Cfl-(1+K)-(c+ee,-(1-c))] W[i-(1+K)-c-(1+ee, )

Cfl-(1+K)-(c—ee, -(1-¢))] lnll_(1+[().c.(1_eep)] E-1.3.

A reakcid elején a gyorsan reagdld enantiomer koncentracidja gyorsan valtozik
lassan reagald enantiomer koncentracidja ekkor még alig valtozott. Amint a gyorsan reagalo
enantiomer elérte az egyensulyt, a lassan reagdlé enantiomer koncentracidvaltozasanak
hatdsdra az enantiomer felesleg elkezd csokkenni. Ebbdl kovetkezOen magas
enantioszelektivitds eléréséhez a reakciot akkor célszerli megallitani, amikor a gyorsan

Racém elegy kinetikai rezolvalasakor az enantiomer ardny meghatarozasdhoz a
konverzid, a szubsztrat vagy a termék enantiomer feleslege illetve az 1d6 koziil kettd ismerete
sziikséges. Ezen kisérleti adatok ismeretében nem-linedris regresszioval az E-t leird
Osszefliggés illeszthetd az adatpontokra. Ilyen célbol a numerikus integralas soran a Runge-
Kutta, a regresszi6 soran pedig a Marquardt modszer alkalmazasa ajanlott [Straathof, 1997].

Chen és munkatarsai szamos szerves kozegli észterezési reakcidban tesztelték a
reverzibilis reakciok enantioszelektivitasat leird Osszefliggés helyességét [Chen, 1986].
Vizsgaltak akiralis acil donor (hexéansav, laurilsav, fenil-valeriansav) és kiralis acil akceptor
(dl-mentol), valamint kirdlis acil donor ((R,S)-2-p-klorfenoxi-propionsav) és akirdlis acil
akceptorok (butanol, ciklohexanol) Candida rugosa lipazzal katalizalt észterezési reakcioit. A
kisérleti konverzid-enantiomerfelesleg adatpontokra jol illeszkedtek az E-1.3. Osszefiiggés
segitségével generalt értékek. Az acil donorok és acil akceptorok eltérd szerkezetébdl

adddoan a reakciok egyensulyi allandoi egy nagysagrendbeli eltérést mutattak.

1.1.2.3. Az enzimek stabilitasa, dezaktivalodas

Az enzimek kozos tulajdonsaga, hogy aktivitasuk az idoben csokken. Azt az idot,
amely megmutatja, hogy mennyi 1d6 alatt csokken aktivitasuk a felére, felezési idonek
nevezzik, és ezzel jellemezziik az enzimek stabilitasat. Az enzimek aktivitasanak csokkenését
vagyis dezaktivalodasat leggyakrabban a kornyezet optimalistol eltérd hdmérséklete, pH-ja,
ionerdssége, viztartalma €s/vagy nyomasa idézi eld [Faber, 1992; Gacesa, 2002, Buchholz,

2005].



Egy enzim termikus inaktivacidja soran kiilonb6z0 kémiai folyamatok mennek végbe,
ugymint aggregacio, disszociaciod, szerkezetvaltozas okozta denaturacio, stb. [Mozaev, 1982].
Az egyik legismertebb hipotézis enzimek inaktivacidjara a Lumry-Eyring mechanizmus,
N<< D—I, ahol az enzim nativ (N) formaja eldszor reverzibilisen denaturalédik (D), majd
irreverzibilis valtozdson megy keresztiil ¢és kialakul az inaktiv (/) forma [Lumry, 1954]. A
késobbiekben jo néhany komplex mechanizmus tedria latott napvilagot, amelyek szamos
egymast kovetd unimolekularis lépésen keresztiil vezetnek el az aktivbol az inaktiv formaba
[Henley, 1984]. Ezek a mechanizmusok kémiailag nem feltétlen korrektek, de lehetdvé teszik
az maktivacids adatok elemzését, modellezését.

A tarolasi stabilitds meghatarozdsdhoz az enzimet szubsztrat(ok) nélkiil a vizsgalni
kivant paraméterek kozott adott ideig inkubdljak, majd meghatdrozzak az aktivitdsanak
valtozasat az idoben. A muikodési stabilitast ezzel szemben reakcid kozben hatarozzak meg,
¢s mivel a vizsgélni kivant paramétert, (pl. vizaktivitas, szubsztrat koncentracio, termékek
koncentracidja) allando értéken kell tartani a reakcio teljes ideje alatt, a miikodési stabilitas
vizsgalata joval bonyolultabb, mint a tarolasi stabilitasé.

A felezési id6 meghatarozdsdhoz a dezaktivalodas kinetikdjdnak ismerete sziikséges,
amelynek leirdsara két modellt alkalmaznak leggyakrabban (Henley, 1984; Henley, 1985). Az
un. elsérendli modell azokra az esetekre alkalmazhatd, amikor az enzim egy 1épésben a teljes
aktivitasat elvesziti.

E—> E,

Ekkor az enzim aktivitasanak csokkenését az E-1.4. egyenlet irja le:

—Cclfzk]-E, E-1.4.
ahol k; az elsérendli dezaktivacids konstans, E pedig az eredeti enzimet jelol.

Tekintve, hogy az enzimek szerkezete igen bonyolult, ez a kinetika sok esetben nem
alkalmas az enzimek dezaktivalodasanak korrekt leirasara. Az enzimmolekuldknak lehetnek
»dezaktivalodasra érzékeny” részei, amelyek elsoként reagdlnak a kornyezeti tényezOkre. A
S-S diszulfidhidak, valamint a S-H kotések pl. jelentds szerepet jatszanak tobb enzim
dezaktivalodasaban [Mozaev, 1982]. A két Iépésben torténd dezaktivalodasi modell
lehetdséget ad arra, hogy figyelembe vegyiik az enzim aktivitasdnak valtozasat az iddben,

illetve, hogy megkiilonboztessiik az enzim szerkezetében konszekutiv moédon bekdvetkezd

valtozasokat, amelyek pl. a gomba tirozindz enzim esetében okozhatjak elsé 1épésben az



enzim aktivitdsanak atmeneti novekedését [Letts, 1974], mieldtt az elvesziti a masodik
Iépésben a teljes aktivitasat.

Az 0n. soros dezaktivacios modell szerint az enzim (E) az els6 1épésben bekdvetkezd
aktivitas valtozas eredményeképpen E; enzimmé alakul, majd a kdvetkezd I€pésben elvesziti
aktivitasat, és E4 inaktiv enzim keletkezik (E-1.5.).

K, K,

E-1.5.
E—>E,—» E,

ahol k; és k; elsOrendii dezaktivalodasi sebességi allandok.
Az enzim aktivitasanak elvesztése az E-1.3. és E-1.6. egyenletekkel fejezheto ki.

_dE,
dt

—k,-E,—k, -E E-1.6.

Az E-1.3. egyenlet integralasabdl kapott egyenletet E-1.6.-ba helyettesitve kapjuk, hogy

dE,
dt

=k, E, —k, -E,-exp(~k, -1), E-1.7.

ahol t az 1d6, E, pedig a t=0 idépontban az enzim aktivitasa.

Altaldban az enzim aktivitasanak véltozasat leird egyenlet megalkotasa a cél, ezért
tovabbi atalakitasok sziikségesek. Ezek részleteiben megtaldlhatok Henley ¢és Sadana ezzel
foglalkoz6 cikkeiben [Henley, 1984; Henley, 1985], ezért itt a levezetést nem mutatom be.

E ¢és E; enzimek aktivitadsanak segitségével megkaphaté barmely iddpillanatban az enzim

aktivitasa (E-1.8. egyenlet):

2 1

a= {1+ ka 'k;c ]exp(— k,-t)- k]? '0;{] -exp(-k,-1), E-1.8.
ahol
a: az enzim aktivitasa t idopillanatban,
o E, és E specifikus aktivitdsok aranya (E/E).
Az egyenlet diszkusszidjaként harom eset kiilonboztethetd meg:
e Amennyiben o=0, vagyis az E; enzimforma aktivitasa nulla, eljutunk a klasszikus
elsdrendii dezaktivacios egyenlethez;
e a<] esetén az enzim folyamatosan veszit aktivitasabol. Ez a leggyakrabban eléforduld
eset;

e o>1 esetén az enzim aktivitdsa el6szor dtmenetileg nd, majd csdkken, mig elvesziti

aktivitasat.
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Az enzim stabilitdsanak jellemzésére szolgald felezési 1d0 meghatarozasdhoz az E-1.8.

egyenletbe a = %’ helyettesitést sziikséges elvégezni (E-1.9. egyenlet).

ok k -a
a%:{1+k _I‘C]exp(—kl-t%j—k‘_k-exp(—kz-t%) E-1.9.

2 1 2 1
A dupla-exponencialis, vagy mas néven soros tipusu dezaktivacids kinetikaval jol leirhato pl.
a Candida antarctica lipaz B enzim [Arroyo, 1999] és a kovalensen immobilizalt Candida
rugosa lipaz A és B tisztitott enzimek aktivitdsanak csokkenése 50 °C-on [Moreno, 1997].
Az enzimek stabilitasa alapvetden megszabja alkalmazhatosagukat. A dezaktivacios
kinetika informacidt adhat az enzim szerkezetében kiilonbozé tényezdk hatasara bekovetkezd
valtozasokrol, ¢és enzimeket alkalmazo diagnosztikai modszerek kidolgozasanal is

nélkiilozhetetlen.

1.2. Az enzimmiikodést befolyasolo legfontosabb paraméterek

Az enzimek viselkedése fiigg a homérséklettél, a nyomdstél valamint azon
paraméterektdl, amelyek befolydsoljadk az enzim ionizacids allapotan keresztiil a molekulan
beliili méasodlagos kotéerdket, amelyek stabilizaljdk az enzimmolekula katalitikusan aktiv
konformaciojat. Vizes kornyezetben ezek a paraméterek a pH és az ionerdsség. Szerves
oldoszerekben a pH nem fejezhetd ki, csupdn az ionerdsség €s az olddszer hidrofobicitasanak
értelmezésére van mod. Az oldoszerek hidrofob/hidrofil jellegének jellemzésére a
leggyakrabban a log P értéket, a dielektromos allandot, a dipélusmomentumot ¢€s a
Hildebrandt oldhat6sagi paramétert szokas hasznalni. Ezeken kiviil az enzimmolekulan beliili
masodlagos kotderdket még egy rendkiviil fontos tényezd befolyasolja szerves oldoszerben,
ez pedig a reakcidelegyben jelenlévd viz mennyisége [Buchholz, 2005; Illanes, 2008].

A mezofil enzimek a természetben semleges koriili pH értéken €és az €l szervezet
hémérsékletén, 37-40 °C-on fejtenek ki maximalis katalitikus aktivitast. Savas vagy lagos
kornyezetbe helyezve az enzimeket sériilhet nativ  konformaciojuk, melynek
eredményeképpen stabilitasuk és aktivitasuk csokken.

Vizes kornyezetbdl szerves oldoszerbe helyezve a fehérjemolekuldkat, toltéssel
rendelkezd csoportjaik ionizacids allapota nem valtozik. Ezért, ha az enzimek liofilizalasa pH-
optimumuknak megfeleld puffer oldatbol torténik, szerves oldoszerekben is megfeleld
ionizacios allapotuak maradnak. A fehérjék ezen tulajdonsagat pH-emlékezetnek nevezi a

szakirodalom [Costantino, 1997].
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Az enzimkatalitikus reakciok sebességét a homérséklet fliggvényében vizsgalva azt
tapasztaljuk, hogy a reakcio sebessége eleinte exponencidlisan novekszik a hdmérséklettel,
majd egy adott hémérsékleten tal hirtelen csokken. A reakcidsebességet a hdmérséklet
fliggvényében leird optimumgorbe fel- €s leszallo aga két kiilonbozo esetet tiikroz. Kezdetben
a reakcio sebessége az Arrhenius-egyenlet értelmében mindaddig novekszik, amig elérjiik az
enzim homérsekleti optimumat. Ennél magasabb hdmérsékleten az enzimmolekuldn beliili
molekulamozgasok oly mértékben megnovekednek, hogy a nativ konformacio sériilése miatt
az enzim dezaktivalodik. Az enzimek in vitro pH- és homérsékleti optimuma eltérhet az in

vivo optimumoktol.

1.3. Az enzimkatalizatorok modositasanak lehetoségei

Az enzimek szerkezete és a miikodéslik kozotti kapcsolat kutatdsa révén mar szamos
enzimtulajdonsdg szerkezeti vonatkozdsa ismeretes. Ahhoz, hogy egy-egy elonyos
tulajdonsagot (pl. extremofil enzimek jO tliréképességét) mas enzimek katalizisében is
kamatoztatni lehessen, az eredeti enzim szerkezetének modositasa sziikséges. Ennek a
kovetkezd modjai lehetnek:

1. Fehérjemérnokség (protein engineering v. genetic engineering);

2. Oldoszermérndkség (solvent vagy medium engineering);

3. Enzimek kémiai modositésa.
A fehérjemérndkség alapvetden kiilonbozik a tobbi mddszertdl, hiszen az enzimek aminosav-
Osszetételében hoz 1étre valtozasokat a biotechnoldgia eszkozeivel. Ezzel szemben az enzimek
kémiai médositasa csak az enzimmolekula feliiletén elhelyezkedd aminosav oldallancokat
modositja, az olddszermérnokség eszkozeivel pedig csupan az enzimmolekula

konformaciojanak valtozasa érhetd el [Buchholz, 2005; Illanes, 2008].

1.3.1. Fehérjemérnokség

Mivel az enzimek termelése a DNS-ben kodolt modon torténik, a termelt enzim
szerkezetének megvaltoztatasdhoz mindenképpen az enzimtermelésre hasznalt gazdaélélény
DNS-¢t sziikséges modositani. Javitott tulajdonsagu enzim két médon nyerhetd.

A racionalis tervezés (rational design) Iényege, hogy a termelni kivant
enzimmolekulanak megteleld génszakaszt izolaljak, bejuttatjak a gazdasejtbe és elszaporitjak,
majd a gazdasejt szaporitasa utjan arra kényszeritik, hogy sajat enzimjeinek termelésével
egyidejiileg az ,idegen” enzimet is termelje. Gazdasejtnek mikrobialis szervezetek (pl.

baktériumok, élesztégombak) hasznalhatok eldnydsen, hiszen ezek gyorsan kettdzddnek,
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mikdzben a sejt felépitéséhez sziikséges Osszes fehérjét (enzimet) szintetizaljak. A moddszer
alkalmazasahoz a ,,beiiltetni kivant” eldnyos enzimtulajdonsagot kodolé aminosav szekvencia
¢s térszerkezet pontos ismerete sziikséges.

Ezt a hatranyt kiiszoboli ki az iranyitott evolucio (directed evolution), amely a
fehérjemolekuldaban valo véletlenszerli mutaciok létrehozasara épiil. A modszer alkalmazasa
akkor elonyos, amikor az adott katalitikus feladatnak megfeleld enzimtulajdonsag, vagyis
enzimszerkezet nem ismert. Az irdnyitott evolicid ismeretlen tulajdonsagu enzimeket hoz
létre, amelyeket tesztelni kell, majd pedig kivélasztani koziiliik az adott célnak megfeleld
enzimet (screening). Az igy kapott enzim eldny0s tulajdonsaga véletlenszerli mutacioval vagy

racionalis tervezéssel tovabb fokozhato.

1.3.2. Olddészermérnokség

Az oldoszermérndkség alapja az a felismerés, miszerint az enzimmolekuldk
konformacioja, ezen keresztiil pedig a katalitikus tulajdonsagaik jelentdsen fiiggnek
kornyezetiik fizikai-kémiai tulajdonsagaitol.

Az enzimkatalitikus reakciok a reakciokézeg alapjan két csoportra oszthatok. A
konvencionalis kozegli reakciok azok, amelyek az enzimek természetbeni (in vivo)
miitkodéséhez hasonloan vizes kozegben jatszédnak le. Az ettdl eltérd kozegben végzett
reakciokat Osszefoglaldo néven nem konvencionalis kozegli reakcidknak nevezzik. A
legfontosabb nem konvencionalis kdzegek a

e szerves oldoszerek,

e szuperkritikus fluidumok,

e ionos folyadék,

e szilard fazist reakciok.

A legkiterjedtebb szakirodalommal kétségkiviil a szerves oldoszerekben végzett

enzimkatalitikus reakciok rendelkeznek.

1.3.3. Enzimek kémiai modositasa

Habar a fehérjemérnokség hatékony modszer az enzimek szerkezetének €s funkcidjanak
ujratervezésében, ennek a modszernek a hatart szab a 20 tipikusan hasznalt esszencialis
aminosav alkalmazdsa. A kémiai modositas ezt a hatart 1épi at, mivel mintegy szazféle
poszttranszlacios kémiai modositasi eljaras ismert. Ezzel a lehetdségek szinte végtelen szama

jon létre, amelyekkel kiilonbdz6 funkcids csoportokat iiltethetiink be enzimmolekulakba, bar a
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moddositashoz alkalmazott reakciok nem jellemzéek a természetben. A leggyakoribb
modositasi reakciok a kovetkezdek:

e acilezés (altalaban acetilezés, az N-terminalis végen),

e alkilezés (altaldban Lys és Arg metilezése, demetilezés),

e amidkotés (C-terminalis végen vagy keresztkotés Asn/Gln €s Lys kozt), stb.
A kémiai modositdsoknak harom 4gat kiilonboztetjik meg: (1) nem specifikus kémiai
modositas, (2) oldalspecifikus kémiai modositas és (3) oldalszelektiv kémiai modositas
iranyitott mutagenézissel kapcsolva. Mind a fehérjemérnokség, mind a kémiai modositasi
eljarasok alapjat a pontos szerkezetmeghatarozasi modszerek képezik. Az ilyen technikakban
bekovetkezd folyamatos fejlddések miatt az enzimmodositési eljarasok eldtt igéretes jovo all

[Davis, 2003].

1.4. Nem konvencionalis kozegii enzimkatalitikus reakciok

Az enzimeket biokatalizatorokként eleinte kizardlag olyan reakciok katalizalasara
alkalmaztak, amelyekben az olddszer viz volt. Késdbb bebizonyosodott, hogy katalitikus
aktivitasukat szerves olddszerekben ¢s mas kozegekben is megdrzik, és ez a felismerés a
szerves kémikusok szamara 10j lehetOségeket teremtett. A szerves oldoszerek alkalmazéasanak
elonyeit és hatranyait az 1.1. tablazatban foglaltam 6ssze.

1.1. tablazat: A szerves olddszerekben lejatszodé enzimkatalitikus reakciok elonyei és
hatranyai.

ELONYOK HATRANYOK

A szerves  szubsztratumok  jobban | Csokkenhet a reakcidsebesség a szerves
oldodnak szerves olddszerben, mint | oldoszerben.
vizben.

Megvaltozhat az enzim specifikussaga. A viz aktivitas szabalyozasara lehet sziikség.

A kémiai egyensuly befolyasolhato, | Kétfazisi rendszerekben feliileti inaktivalodas
kedvez6 iranyba tolhato el. léphet fel.

Megndhet az enzimek termikus stabilitdsa. | A szerves oldoszerek gyulékonyak, alacsony
a forraspontjuk.

Csokken a mikrobidlis elszennyezOdés | A szerves oldoszerek denaturalhatjdk az
veszélye. enzimeket.

A nem hagyomanyos kozegli enzimkatalitikus reakciok rendszerezésére szamos
probalkozas volt, koziiliikk legjelentésebb Davison és munkatarsai 6sszegzése [Davison,

1997].
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Azokat a biokatalitikus folyamatokat, amelyekben egyetlen nagy vizes fazis van jelen,
¢s ebben oldott allapotban taldlhaté a katalizator, a szubsztratok ¢s a termékek,
konvencionalis rendszereknek nevezik. Az dsszes tobbi - biokatalizatort alkalmazo — rendszer
a nem konvencionalis folyamatok ko6zé sorolhat6. Ezen beliil tovabbi megkiilonboztetés
tehetd aszerint, hogy mekkora vizes fazist tartalmaz a nem konvenciondlis reakcioelegy, ami
meghatarozza pl., hogy a katalizator oldott vagy oldatlan formaban van jelen. E szerint a nem
vizes kozegli biokatalitikus folyamatok kozeé azok tartoznak, amelyekben a vizes fazis igen
csekély hanyadat képezi a teljes reakcidelegynek, vagy teljesen hianyzik. A nem
hagyomanyos vizes kozegli reakciok csoportjat olyan folyamatok alkotjak, amelyekben a
vizes fazis aranya jelentds, €s a katalizator oldott formaban van jelen. Olyan eset is lehetséges,
hogy két, egymassal nem elegyedd vizes fazisbol all a reakcidelegy, vagy a vizes fazisok
membran altal szeparaltak. A nem konvencionalis biokatalitikus folyamatok reakciokozege
felosztasuk szerint lehet

1. szerves oldoszer,

2. szuperkritikus fluidum,

3. gaz/gbz tazis.

A csoportositdas nem tartalmazza, de fontos megemliteni két tovabbi nem-konvencionalis
rendszert, a forditott micellakat [Otero, 1995; Lee, 1998] és az olddszermentes reakcidkat
[Han, 1998)]. Az osztalyozas természetesen még nem vehette figyelembe az ionos

folyadékokat.

1.4.1. Nem konvencionalis kozegii enzimkatalitikus reakciok szerves olddszerekben

A természetben a hidrolaz enzimek vizes kornyezetben kiilonbozd kotések (peptid,
észter) hidrolizisét katalizaljak. Az ellentétes reakcid katalizalasat, amelyben ezek a kotések
kialakulnak, vagyis a szintézisreakcidkat mas enzimek végzik. A lipazok pl. észterbdl vizes
oldatban a megfeleld szerves savat €s alkoholt teszik szabaddd. Ezzel szemben nem-
konvencionalis kdzegben a lipazok szerves savbol €s alkoholbdl észter szintézisére képesek,
vagyis ugyanazon enzim segitségével a reakcidkdzeg megvalasztasatol fiiggden ellentétes

reakciok katalizalhatok [Vulfson, 2001; Carrea, 2008].

1.4.1.1. A szerves reakciokozeg és annak viztartalmanak hatdsa az enzimekre
Az enzimek aktivitdsanak megtartasahoz enzimenként eltéré mennyiségii viz jelenléte
sziikséges az enzimmolekula kdrnyezetében (unbound water). Az a-kimotripszin szamara pl.

~50 vizmolekula mar biztositja a katalitikusan aktiv konformaciét [Zaks, 1986]. Ez pedig
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joval kevesebb anndl, amennyi kellene az enzimmolekula koriil egy vizmolekula réteg
kialakitasahoz. Ezzel szemben pl. a polifenol-oxidaz enzim kb. 3.5x10” vizmolekulat igényel
[Kazandijan, 1985].

A szerves reakciokozeg viztartalma a gdz-fazis egyensulynak megfeleléen megoszlik a
reakcioelegy egyes részei kozott. Kotddik az enzimhez, immobilizalt enzim esetén a
hordozéhoz, mas része a szerves oldoszerben oldddik illetve a reakcidelegy feletti géztérben
talalhato.

Ahhoz, hogy egy enzim miikodését Ossze lehessen hasonlitani a kiilonboz6 tipust
oldoszerekben, fontos, hogy az enzim ezekben azonos hidrataltsagi allapotban legyen jelen.
Ezt a termodinamikai vizaktivitas irja le legjobban. A féazisegyensulynak megfeleléen a
vizaktivitas a reakcidedényben mindenhol azonos. A vizaktivitas a reakcidelegy gdézterében in
situ mérhetd, és definicidszerlien azonos a viz parcialis nyomdsanak ¢és a telitett vizgdz
nyomasanak hanyadosaval adott hdmérsékleten. A vizaktivitds 0 és 1 ko6zott valtozhat. Az
1990-es évek kozepéig a vizaktivitas helyett tobbnyire a reakcidelegy viztartalmat hasznaltak
a szerves oldoszerek reakciokozegként valdo Osszehasonlitasakor. Figyelembe kell azonban
venni, hogy az olddszerek — hidrofobicitasuktol fliggden - eltérd mennyiségii vizet vonnak el
az enzim kornyezetébdl. Ennek kovetkeztében azonos mennyiségli vizet helyezve pl. n-
hexdnba (log P=3.5) ¢&s tetrahidrofuranba (log P=0.5), a n-hexdnban [év6 enzim
kornyezetében tobb viz marad. Igy az egymastol igen eltérd hidrofobicitast oldoszerbél allo
reakciokozegek 0sszehasonlitasakor a viztartalom nem megfeleld paraméter.

Mivel az enzimek aktivitasa a hidrataltsagi allapotuktol fligg, enzimkatalitikus
reakciokban gondoskodni kell a reakcioelegy vizaktivitdsanak bedallitasarol. A reakcid
vizaktivitdsa a szubsztratok, a termékek és az oldoszer polaritasatol, hidrofil jellegétol,
valamint a szubsztratok ¢s a termékek koncentraciojatol fliggéen folyamatosan valtozik a
reakcid elorehaladtdval. Amennyiben a szubsztratok koncentracioja a reakcidelegyben
alacsony, €s a reakcidban viz sem szubsztratként, sem termékként nem szerepel, ez a
vizaktivitds valtozas elhanyagolhato. Ekkor elegendd a vizaktivitast a reakcid inditdsa eldtt
beallitani. Ellenkezd esetben, mint pl. észterezési reakciok soran, folyamatos vizaktivitas

kontroll sziikséges a vizaktivitas allando értéken tartasara.

1.4.1.2. Kezdeti vizaktivitas beallitasa telitett sooldatokkal
A kezdeti vizaktivitds bedllitasara legelterjedtebben ismert vizaktivitasu telitett
sooldatokat haszndlnak laboratoriumi koriilmények kozott. A leggyakrabban alkalmazott

telitett sooldatok vizaktivitasait [Greenspan, 1977] az 1.2. tablazat mutatja be:
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1.2. tablazat: Telitett sooldatok vizaktivitasa 25 °C-on.

gg’a?ﬁg; VIZAKTIVITAS, - gg’a?ﬁg; VIZAKTIVITAS, -
LiCl 0.113 KI 0.689
KAc 0.225 NaCl 0.753
MgCl 0.328 KCl 0.843
K,CO; 0.432 KNO;3 0.936
Mg(NO:;), 0.529 K,SO,4 0.973
NaBr 0.576

A legalacsonyabb érték, amit telitett sdoldatokkal el lehet érni, a 0.05 koriili vizaktivitas.
Ennél alacsonyabb vizaktivitas eléréséhez mar molekulasziirdk vagy mas szaritd6 anyagok

sziikségesek.

1.4.1.3. Vizaktivitas beallitas goztéren keresztiil

A goéztéren keresztiili vizaktivitas bedllitashoz a telitett s6oldatot egy jol zart edénybe
helyezik, és ebbe teszik egy masik f6zOpohdrban a mintat (enzimkészitmény, oldoszer, stb.),
amelynek a vizaktivitasat beallitani kivanjadk. A telitett séoldat készités¢hez a séhoz csupan
annyi vizet adnak, hogy a viz éppen atnedvesitse a sot. Az oldatlan sokristalyoknak
koszonhetden megnd a fazisérintkezési feliilet, amelynek eredményeképpen a fazisegyensuly
gyorsabban létrejohet [Vulfson, 2001].

Ismert vizaktivitast reakcioelegy Osszeallitdsahoz idealisan a reakcioelegy egészét
kellene ismert vizaktivitasra hozni. Természetesen ahhoz, hogy a reakci6 a kivant id6pontban
legyen indithatd, valamely szubsztratot vagy az enzim katalizdtort mégis a reakcidelegytol
kiilon kell az adott vizaktivitdsra hozni. Legtobbszor a biokatalizatort szeparaljak el a
reakcidelegytOl, mert a reakcidelegyben ennek a legkisebb koncentracioja, ezért a vizaktivitas
beallitast kovetden reakcidelegyhez adva igy a legkisebb a reakcioelegy két részének
elegyitésébdl szarmazo vizaktivitds valtozas. A masik lehetdség, hogy a reakcidelegyben
legkisebb koncentracioban jelenlévd szubsztrat vizaktivitasat allitjak be a reakcidelegytdl

elkiulonitve.
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1.4.1.4. Vizaktivitas beallitas membranon keresztiil telitett sooldatokkal

Ez a modszer - az el6zdvel ellentétben - folyamatos vizaktivitds bedllitast tesz
lehetdveé. Ehhez a reakcidelegyet és a telitett sooldatot két kiilonallo tivegedénybe helyezik.
Az enzimkatalizatort hordozohoz rogzitve, immobilizalt forméaban adjak a reakcidelegyhez. A
masik iivegedénybe helyezik a telitett sdoldatot, mely ebben az esetben nagy tomegi
sooldatot jelent az aljan oldatlan sokristalyokkal. A két iivegedényt szilikon csémembrannal
kotik Ossze, amely a vizre permedbilis, azonban nem 1€p kolcsonhatasba a rendszer tobbi
részével. Perisztaltikus pumpa segitségével a csoben folyamatosan aramoltatjadk a telitett
sooldatot. A reakcioelegy és a telitett sdoldat vizaktivitasa kozotti kiilonbség hajtoerdt jelent,
melynek hatdsara viztranszport indul meg a telitett sooldat €és a reakcioelegy kozott. Ennek
sebessége a telitett sooldat dramlasi sebességének ¢és a reakcioelegybe meriild csémembran

hosszanak novelésén keresztiil fokozhat6 [Vulfson, 2001].

1.4.1.5. Vizaktivitas beallitas sohidratparokkal

A reakcioelegy vizaktivitdsdnak folyamatos in situ bedllitasara soOhidratparok is
alkalmazhatok [Vulfson, 2001]. A mddszer azon a tényen alapul, hogy egy stabil kristalyvizes
s0 egyensulyban van annak vizmentes formajaval. Ezért, ha egy rendszer tartalmazza az
egyensulynak megfeleld mennyiségben mindkét sot, a rendszerben a vizaktivitas beall egy
adott értekre. Attol fliggden, hogy hany kristalyvizes sok allnak igy egyenstlyban, méas-mas
vizaktivitds ¢érheté el. A Na;SO4x10H,O és Na,SOs vizmentes pl. 20 °C-on 0.76-0s
vizaktivitast allit be. Mas megfogalmazasban, ha egy Na,SO4x10H,0 ¢és vizmentes Na,SO4
sokat tartalmazd rendszer vizaktivitdsa 20 °C-on 0.76, a sOk egyenstulyban vannak (1.3.

tablazat).

1.3. tablazat: Séhidratparok vizaktivitasa 20 °C-on.
A Na,SO, (10/0) jelolés Na,SO4x10 HyO és vizmentes Na,SO4 sokeverékre utal.

TTTIRATTAR VIZAKTIVITAS ITTIRATAR VIZAKTIVITAS
(Aw) (Aw)

Na,SO;  (10/0) 0.76 NasP,07;  (10/0) 0.60

LiSO,  (1/0) 0.12 Na,B,0; (10/5) 0.80

Nal (2/0) 0.17 Na,HPO, (12/7) 0.74

BaBr, (2/0) 0.26 Na,HPO; (7/2) 0.57

NaOOCH; (3/0) 0.37 Na,HPO; (2/0) 0.15
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A sohidratparok kivalasztasanal fontos szempont, hogy a s6é ne képezzen so-vegyiiletet a
szubsztrattal, gyors vizfelvevé/vizleadod tulajdonsaggal rendelkezzen, és az altala bedllitott
vizaktivitds ne legyen fliggvénye annak, hogy milyen Osszetételben tartalmazza a keverék a
két kiilonb6zé hidratformat. Elméletileg atmeneti fémsok is alkalmasak lehetnének
vizaktivitds pufferelésére, azonban ezek nem mutatnak idedlis viselkedést, illetve
dezaktivaljdk az enzimeket. Ez a probléma elkeriilhetd, ha a soparokat a reakcioelegytdl
elkiilonitve, a zart reaktor gazterébe helyezziik [Han, 1998)].

Olyan reakciokban, ahol a viz szubsztratként vagy termékként vesz részt a reakcidban,
a reakci6 eldérehaladtaval viszonylag nagy mennyiségii viz leaddsara vagy eltavolitasara lehet
sziikség. Ezért a reakcioelegynek mindkét sohidratot feleslegben kell tartalmaznia. Célszerti
azt feltételezni, hogy az olddszer nem képes vizet felvenni a reakcidelegybdl, tehat pl. egy
¢szterezés soran keletkezett viz teljes mennyiségét a vizmentes sonak kell felvenni. Ismerve,
hogy mennyi a s6 vizmegkotd képessége, a sziikséges vizmentes s6 mennyisége egyszeriien

kiszamolhatd.

1.4.1.6. Vizaktivitas beallitas pervapordcioval

A pervaporacié membranszeparacidos mivelet, amely egy szelektiven permeabilis, nem
pordzus szerkezetli membrant alkalmaz. A betéaplalt folyadékaram bizonyos komponense a
membran két oldala kozotti kémiai potencialkiilonbség hatdsara elgdzolog, €s athatol a
membranon [Mulder, 1996].

A pervaporacidval torténd vizaktivitas beallitast megeldzden sziikséges a reakcidelegy
vizaktivitdsanak mérése lehetdleg minél tobb viztartalom mellett. Az igy kapott
vizadszorpcids izoterma alapjan nyomon kovethetd, hogy az észterezés soran keletkezd viz
kovetkeztében megemelkedett viztartalom milyen mértékii valtozast okoz a vizaktivitasban.
Ehhez a reakcidelegy viztartalmat folyamatosan mérik, majd amikor a viztartalom okozta
vizaktivitds novekedés elér egy értéket, a reakcidelegyet bevezetik a pervaporacios
membranmodulba. A reakcioelegyet addig aramoltatjdk 4t a modulon, amig a viztartalma
olyan értékre nem csokken le, amely megfelel a kivant vizaktivitasnak. A reakcidelegy

vizaktivitasa igy kvazi allando értékre allithato be [van der Padt, 1993].

1.4.1.7. Az oldoszer hatdasa az enzimek aktivitasdra és szelektivitasara
A vizaktivitassal ellentétben arra vonatkozd éltalanos szabaly, hogy a szerves
oldoszerek milyen hatassal vannak az enzimek miikddésére, nem ismeretes. Egy-egy enzim

kapcsan felfedezhet6k Osszefliggések az enzim katalitikus tulajdonsagai és a szerves
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oldoszerek fizikai-kémiai tulajdonsdgai kozott, azonban ezek a relaciok sokszor nem
bizonyulnak igaznak mas enzimek miikodésére.
A szerves olddszerek enzimmiikddést befolyasolo legfontosabb fizikai-kémiai tulajdonségai:

e dielektromos allando;

e dipolusmomentum;

e logPh;

e Hildebrand oldhat6sagi paraméter.
Mind a négy paraméter az oldoszerek polaritdsaval, polarizalhatdsagaval kapcsolatos. A log P
az adott oldoszer megoszlasi hanyadosainak logaritmusa n-oktan-viz kétfazisu rendszerben. A
Hildebrand oldhat6sagi paraméter az olddszermolekuldn beliili van der Waals kdlcsonhatasok
erOsségére utal. A nagy dipélusmomentummal és magas dielektromos allandoval rendelkezd
oldoszerek polaris karaktertieck, mig a kis dipélusmomentummal és alacsony dielektromos
allandoval rendelkezdk apolaris oldoszerek. Az 1.1. dbran bemutatjuk egy Pseudomonas
capacia lipaz katalizalta reakcid konverzidjanak fliggését a Reichardt-féle polaritastol
[Reichardt, 2003]. (A Reichardt-féle polaritasi skalan a trimetil-szilan polaritasa 0, a vizé
pedig 1). Megfigyelhetd, hogy a reakciot kiilonb6zd polaritdsu olddszerekben végezve a
konverzid a polaritas fliggvényében csokkent, majd az ionos folyadékok belépésével
meredeken nott. 0.6 — 0.8 kdzé esd polaritasu ionos folyadékokban magas konverzidt értek

el, mig az ugyanilyen polaritdsi N-metil-formamidban egyaltalan nem ment végbe a reakcio.

1.1. abra: A konverzio fiiggése a Reichardt-féle polaritastol [Park, 2003].
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A Pseudomonas cepacia lipdz enzim mikodését kiralis alkoholok észterezése €s
atészterezése soran tanulmanyoztak [Cernia, 1998; Catoni, 1995]. Az enantioszelektivitast az
enantiomerfelesleggel jellemezték, azonban nem kozolték, hogy a cikkben bemutatott az
enantiomerfelesleg értékek milyen konverzid mellett sziilettek az észterezési reakciokban. A
fenil-etanol és vinil-acetat atészterezési reakciojdban a konverzid az olddszerek log P
értékével egyenes aranyossdgot mutatott. Ciklohexanban és szén-tetrakloridban mintegy
négyszeres reakciosebességet tapasztaltak a dioxanban, acetonban vagy a tetrahidrofuranban
mérthez képest. A ()-mentol vinil-acetattal torténd atészterezési reakcidjaban nem
allapitottak meg Osszefliggést az olddszerek log P-je és az enantiomerfelesleg k6zott, azonban
a konverzi6 a log P-vel egyenes, mig a Hildebrand oldhatdsagi paraméterrel forditott
aranyban allt.

A Pseudomonas cepacia lipdz enzim milkddését (R,S)-szulkatol ¢és vinil-acetat
atészterezésében is tanulmanyoztak [Nakamura, 1995]. Az enantiomer arannyal (vs/vg)
kifejezett enantioszelektivitds sem a log P-vel, sem a dip6lusmomentummal, sem pedig a
dielektromos allanddval nem mutatott osszefliggést. Az (R)-szulkatol latszolagos Michaelis-
konstansai n-hexanban 69 mmol/l, ciklohexanban pedig 222 mmol/l, amely arra utalhat, hogy
az enzim aktiv hely€hez a ciklikus old6szermolekuldk konnyebben integralddhatnak, mint a
normal lancu analogjaik. Ilyen forman a szerzok feltételezték, hogy az enzim és az
oldoszermolekuldk kozott enzim-oldoszer komplex alakulhatott ki, amely befolyasolhatta az
enzim enantioszelektivitasat. Fitzpatrick ¢€s Klibanov szubtilizin Carlsberg (Bacillus
licheniformis-bol kivont szerin protedz) enzim enantioszelektivitdsat vizsgaltdk vizmentes
szerves olddszerekben racém fenil-etanol és vinil-butirat atészterezésében [Fitzpatrick, 1991].
Az enantiomerek kezdeti reakcidsebességének hanyadosaval (vos/vor) jellemzett
enantioszelektivitas forditott aranyban allt az olddszerek dielektromos allanddjaval és
dipolusmomentumaval. A legmagasabb enantioszelektivitast (vos/vor=60) az apolaris 1,4-
dioxanban ¢és benzolban kaptdk, mig pl. acetonitrilben gyakorlatilag nem mutatott
szelektivitast az enzim. Apolaris dioxdnban az (S)-fenil-etanol specifitdsi konstansa (keat/Km)
kétszeresére nétt, mig az (R)-fenil-etanolé 10-szeresére csokkent az acetonitrilben mérthez
képest. Ezek eredményeképpen a nettd enantioszelektivitasbeli valtozas mintegy 20-szoros.
Viz hozzaadasakor (0.2 %) dioxanban csokkent az enantioszelektivitas (vs/vg=18).

A Candida antarctica lipdz B (Novozym 435) enzim aktivitdsat ¢&s
enantioszelektivitasat vizsgaltdk a  vizaktivitds fliggvényében kiilonboz0 szerves

oldoszerekben az (R,S)-2-(4-izobutil-fenil)-propionsav (ibuprofén) és 1-dodekanol észterezési
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reakcidjaban (Ducret, 1998). A reakcid 6 terméke az (R)-ibuprofén-dodecil-észter volt. Az
(S)-1buprofén-dodecil-észter képzddés sebessége an=0.3-ndl, az (R)- ibuprofén-dodecil-észter
képzddés sebessége pedig a,—=0.04-nél volt maximalis. Az enantioszelektivitas alacsony volt,
és a,=0.04-nél volt maximalis. A vr/vs hanyados n-pentdnban 5, mig n-heptanban minddssze
2.5 volt. Az enzim aktivitasdnak a magas log P-jii hidrofob, mig enantioszelektivitadsanak az
alacsony log P-jii hidrofil szerves olddszerek kedveztek.

Az oldoszerek hidrofob/hidrofil jellege egyes enzimek esetében még a reakcid
sztereospecifikussagara is hatassal lehet, mint ahogyan azt Aspergillus oryzae protedz enzim
esetében kimutattdk [Tawaki, 1992]. Szdmos szerves oldoszerben (log P =-1.3 — log P = 5.0)
vizsgaltdk az N-acetil-(d,/)-fenilalanin-2-kloretil észter atészterezését 1-propanollal. Az
oldoszerek log P-je forditott aranyban 4llt a vi/vp-vel jellemzett enantioszelektivitas
logaritmusaval. Hidrofil oldoszerekben a termék L-sztereoizomere, mig hidrofob
oldoszerekben a D-sztereoizomer képzddott. Az enantioszelektivitds alacsony vagy moderalt

volt, acetonitril esetében 7.1, dimetil-formamidban 5.7, mig tetraklér-metanban 0.19.

1.4.2. Ionos folyadékok

Az ionos folyadékok olyan szerves sok, amelyek csak ionokbol épiilnek fel, semleges
molekuldkat nem tartalmaznak, alacsony olvadasponttal rendelkeznek (altalaban kevesebb,
mint 100 °C) és akar 300-400 °C-ig folyékony halmazallapotiiak maradnak. Kiilonleges
jellemzéjiik, hogy nem illékonyak, nem tlizveszélyesek €s kivalo a termikus és kémiai
stabilitasuk [Hagiwara, 2000; Yang, 2005]. Az 1.4. tablazatban a szerves olddszerek ¢€s az
ionos folyadékok elemzd Osszehasonlitasat talalhatjuk, alatamasztva azt a feltételezést, hogy
kornyezetbarat alternativat jelentenek a hagyomanyos szerves olddszerekkel szemben.

Az ionos folyadékokat felépitd anionok ¢€s kationok szama igen nagy, rdadasul ezek
tetszOlegesen kombinalhatoak egymadssal, igy szinte korlatlan szdmban allithatok el6. Az 1.2
¢s 1.3. abrédkon feltiintettem néhany jellemzd kation és anion tipust €s szubsztitualasi
lehetdségeiket, de korantsem az dsszest [van Rantwijk, 2007; Jain, 2005].

Ennek a nagyszadmu varidlasi lehetdségnek kdszonhetden az ionos folyadékok tulajdonsagi
megfelelden alakithatoak, valtoztathatdak. Ma mar arra is van lehetdség, hogy egy feladat
elvégzése elott kiillonb6zd modellezd szoftverek segitségével kivalasszuk egy adott feladat

megoldasara valdsziniileg legmegfeleldbb ionos folyadékok korét [Jork, 2005].
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1.4. tablazat: A szerves oldoszerek és az ionos folyadékok dsszehasonlitasa [Plechkova,
2008].

SzZAMUK >1000 >1000000
ALKALMAZHATOSAG egyfunkcids tobbfunkcids
KATALITIKUS KEPESSEG gyenge gyakori, varialhato
KIRALITAS gyenge gyakori, varialhato
GOZNYOMAS Clausius-Clapeyron egyenlet elhanyagolhato
alapjan
GYULEKONYSAG alt. tlizveszélyes alt. nem tlizveszélyes
SZOLVATACIO gyengén szolvatal erdsen szolvatal
POLARITAS hagyomanyos megkozelités keérdéses a megkozelités
VARIALHATOSAG limitalt korlatlan
AR olcso draga, csokkend
tendencia
VISZKOZITAS (CP) 0.2-100 22-40000
SURUSEG (G/CM”) 0.6-1.7 0.8-3.3
REFRAKTIV INDEX 1.3-1.6 1.5-2.2
+ + +
Li* [NRH ] [SRH 3] [PRH 0]
1 2 3 4
R5 \ , R4 R5 N \ \ , R4
YN N O
R17 \( RITINTTTR2 Ry R3
R2 6 R2
5 7
R1 R2 R1 R2
S ®N ~ E N j o) @N @
R3 N ~ N
\( N Y R3 |
R4 9 R4 R
8 10 11

1.2. abra: Az ionos folyadékok leggyakoribb kationjai.

1. littum-, 2. ammonium-, 3. szulfénium-, 4. foszfonium, 5. triazolium-, 6. imidazolium-, 7. pirazolium-,
8. thiazolium-, 9. pirrolidinium-, 10. oxazolium-, 11. piridinium-ionok kiilonbdz6 mértékben
szubsztitualva, ahol R, lehet: H, CH;(CH,),- (n:0, 1, 2, 3,...), aril-, stb.
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Nem vizoldhato » Vizoldhato

1 [PF 9 [CF;CO,l
10 [CH;CO,)
2 (RSO 6 [CF;SO,1 11 [NOJ-
3
3 [BRR;R;R,T —> 7 [BF,I —> 12 [ALCL]
4 [CF3(CF;);SO,f INCNLF 13 [AICI,]
8 2 14 [CI}
5 [CF3(CF,);CO,J 5 [Br]
T

1.3. abra: Az ionos folyadékok leggyakoribb anionjai vizoldhatésaguknak
megfeleloen csoportositva.

Az ionos folyadékok alkalmazhatdk szerves szintézisekben [Jain, 2005], elektrokémiaban
[Souza, 2003], folyadékkromatografiaban [Poole, 1986], gazkromatografidban [ Armstrong,
1999], kapillaris elektroforézisben [Yanes, 2001], desztillacioban [Arlt, 2002] és végil, de
nem utolsé sorban folyadék-folyadék extrakcioknal [Martak, 2006]. Ujabb nagy, ma mar
intenziven vizsgalt kutatasi teriilet nyilt meg 2000-ben, amikor az elsé kozlemény megjelent
ionos folyadékban lejatszodd enzimes reakciorol [Erbeldinger, 2000]. Azota tobb kitlind
osszefoglalot publikaltak az ionos folyadékok enzimkatalizis teriiletén torténd alkalmazasarol
[Park, 2003; van Rantwijk, 2007]. Nagy eldnyiik, hogy tobbszori alkalommal ujra
felhasznalhatok akar az enzim tisztitasa nélkiil, mert az enzim altaldban az ionos folyadékos
fazisban marad.

Sz¢leskort elterjedésiik miatt egyre tobb kutatocsoport foglalkozik az ionos folyadékok
toxicitasanak, bomlasanak vizsgalatdval [Ngo, 2000; Wasserscheid, 2002; Swatloski, 2003;
Jastorff, 2003; Jastorff, 2005; Pretti, 2006]. Mivel az ionos folyadékok szama nagy
varialhatosdguk miatt oridsi, ezért nem egyesével, hanem tipusokra bontva tanulmanyoztak a
szerkezetiik €és a biologiai hatasuk kozotti Osszefliggéseket. Ezen informaciok alapjan
kovetkeztetéseket vontak le arrél, hogy az adott ion-kombinacié milyen hatast fejthet ki az €16
szervezetekre. Jastorff és munkatarsai az aldbbi négy csoport szerint vizsgaltak az ionos
folyadékok toxicitasat: (1) a kation mag, (2) a kation alkillancai, (3) az anion ¢és (4) a
metabolitok biologiai hatasa [Jastorff, 2005]. Altalinossagban elmondhatd, hogy a vizsgalt
ionos folyadékok dontd tobbsége nem bizonyult toxikusnak, kevés kivétel pedig a kozepesen
toxikus kategéridba sorolhato [Jastortf, 2005; Pretti, 2006]. Magas homérsékleten az ionos
folyadékok bomlanak [Ngo, 2000; Wasserscheid, 2002; Swatloski, 2003]. A kationokat

tekintve elmondhatd, hogy az imidazolium sok stabilabbak, mint a tetraalkil-ammonium ionos
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folyadékok. A vizsgalt anionok relativ stabilitdsa a kovetkezd: BFs = bisz(triflat)-amin >
trisz(triflat)-amin = PFs = AsFs" > 1" = Br = CI'. A bomlasi hdmérséklet értéke az oxigén
tartalomtol fligg. Nitrogén atmoszféra alatt az ionos folyadékok termikus stabilitasa
novekedett, valamint az imidazolium gylrii H-atomjainak metilezése is fokozta a
hémérséklettel szembeni stabilitast [Ngo, 2000].

Az ionos folyadékok novelik az enzim aktivitasat, stabilitdsat €s enantioszelektivitasat
[Yang, 2005; Jain, 2005; Machado, 2005; Lozano, 2005; Okochi, 2007]. Ezen hatasok
szerkezetvizsgélati tanulmanyozésa az utobbi években keriilt eldtérbe. Kezdetben Park és
Kazlauskas az ionos folyadékok fehérje stabilizdlo képességét a polaritasukkal hozta
Osszefliggésbe [Park, 2003], amelyet a Reichardt-polaritasi skaldval ¢és a H-kotések
bazikussadgaval jellemeztek (1.1. abra). A nagy polaritasi oldoszerek novelik a polaris
szubsztratok oldhatosagat, ami gyorsabb reakciohoz és a szelektivitas valtozasahoz vezet. Az
ionos folyadékok ¢és az enzimek kozotti kapcsolat azonban ennél bonyolultabbnak tiinik.
Szamos egyéb tényezd, Ugymint az anion nukleofilitdsa, a H-kotések bazikussaga,
szennyezOk, pH, az enzim-szubsztrat-kdzeg egésze €s immobilizalt enzimek esetén a hordozo
is er0sen befolyasolja az aktivitast és a stabilitast.

Hidrofil ionos folyadékok vizes oldatdban az enzim stabilitdsa a szervetlen sokhoz
hasonléan a Hofmeister-sorozatot koveti, de hidrofob vagy vizmentes hidrofil ionos
folyadékokban még bonyolultabbak az 0Osszefliggések [Zhao, 2005]. Hidrofil ionos
folyadékokban a kationok és anionok szerepe a fehérjék és enzimek stabilizaldsaban altalaban
azonos, ha van jelen viz. Enzim stabilitasi szempontbol hidrofil ionos folyadékok elééllitasara
a legkedvezdbb a kaotropikus (gyengén hidratalt) kation és kozmotrdpikus (erdsen hidratalt)
anion kombinaldsa. Az ionok kozmotrdpikus sorrendjét megallapithatjuk a viszkozitasi -
koefficiens €s szdmos egyéb paraméter alapjan, gymint hidratacids entropia, hidratacios
térfogat, hokapacitds, NMR [’-koefficiens vagy ionmobilitds. Hidrofob vagy vizmentes
hidrofil ionos folyadékok nem kovetik a Hofmeister-sorozatot fehérje stabilizalasi
tulajdonsagukban.

Az 1,3-dialkil-imidazolium tipust ionos folyadékoknak erdsen rendezett haromdimenzios
szerkezetiik van, amiben a kationok ¢€s anionok kiterjedt haldzatot alkotnak H-kotéseken
keresztiil [Dupont, 2004]. Ez kétdimenziés monomer egységekre lebontva gy néz ki, hogy
egy imidazolium kationt az ionos folyadék tipusatol fliggden legalabb harom anion vesz koriil
¢s forditva (F-1. abra). A legerdsebb H-kotés a gyliri 2. pozicidjan 1évé H-atommal alakul ki,
mert a kozvetlen szomszédsagaban 1évé N-atomok nagy elektronszivo képessége itt a

legkifejezettebb. Ennek a hatdsnak kevésbé kitett masik két H-atom a 4. és 5. pozicidban,

25



valamint az N-alkil lancok H-atomjai kozel azonos savassaggal rendelkeznek (1.4. dbra). A
PF¢-ionnak az egyenlitdi F-atomjai a kedveltek a H-kotés 1étrehozasdban, mig a BF4 -ionnak

a négybdl csak hdrom F-atomja vesz részt a kotések kialakitasaban.

X2 X3 1.4. abra: Az imidazolium-kation szerkezete.
A legsavasabb H atom a 2. pozicioban talalhat6 (pK,=23,0). A H,,
H4 H5 Hs, Hg, H;, Hg atomok altal létrehozott H-kotések eréssége
I—I : gyenge vagy kozepes, a H X kotések hosszisaga nagyobb,
H He N®N H, mint 2,2 A. X: BF,, PF,, CF3S0;, NTf, [Fehér, 2007].
6\\/ \( W
B Mz

Rontgen spektroszkopiaval imidazolium gylriik ladncolatat fedezték fel 1,3-dialkil-
imidazolium tipust ionos folyadékokban. Tovabbi vizsgalatok soran kideriilt, hogy a
felszinen az imidazolium-ionok vizszintes orientacioban talalhatoak, valamint sem az anion,
sem a kation nem dusul a felszinen (F-2. 4bra).

Tomeg- és infravords spektroszkopiaval megéllapitottak, hogy a H-kotés erdssége a
kovetkezdképpen valtozik az anionoknal: CF;CO,” > BF4 > PFs" > BPhy'. Szilard fazist NMR
spektroszkopiaval is azt talaltdk, hogy az imidazolium tipust ionos folyadékok nagyon erésen
rendezettek. Ez a rendezettség a kdvetkezd képlettel jellemezhetd: {[(DAD)(X)xn]" [(DAI),.
2(X)x]" }n, ahol DAI az 1,3-dialkil-imidazolium-kation és X az anion. Folyadék fazisban is
ehhez hasonl6 szerkezeti Osszefliggést talaltak, az ion-ion €s atom-atom tavolsadgok szilard és
folyékony halmazallapotban is hasonldéak voltak (F-3. d&bra). S6t, még gaz fazisban is

kimutattdk a fent bemutatott egybefiiggd halozat klasztereit [Dupont, 2004].

1.4.3. Szuperkritikus folyadékok

Jollehet a 20. szazad eleje Ota folyamatosan hasznaljdk a szuperkritikus folyadékokat
(s.k.F.) az ipari termelésben, alkalmazasuk bonyolultabb szerves molekuldk, specidlis
anyagok szintézisére csak nemrég kezdddott el. Bar még messze vagyunk attol, hogy
megértsiik a szuperkritikus oldoszerek altal kivaltott hatasokat, az utébbi hlisz év intenziv
kutatasainak koszonhetden sokat fejlodott a tudomdny ezen teriilete. A s.k.F.-ok alternativat
jelentenek a folyadék halmazallapoti oldoszerekkel szemben, de korantsem alkalmazhatoak

az egyszerl helyettesitésiikre.
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1.5. abra:  Szuperkritikus folyadékok

P (bar) fazisdiagramjai .
100'000 Az éabran a sk.F.-ok altalanos fazisdiagramja széles
szilard _—— hémérséklet tartomanyban és extrém magas nyomasokon
SF lathatd. A kritikus és harmas pont vastag poéttyel jelezve.

A kritikus pont koriili négyzet a magas kompressziotiirési
¢és hokapacitasu régiot jelzi [Jessop, 1999].

folyadék

gaz

0,1

T (K)
0 T 1000

Szuperkritikus anyagok vagy keverékek, definiciojuk szerint, a kritikus nyomasuk és
homérsékletiik felett, de a szilard allapot eléréséhez sziikséges nyomads alatt léteznek (1.5.
abra). A s.k.F.-okat gyakran a folyadék — géz koztes allapotként jellemzik. Nem minden
tulajdonsagukra igaz azonban, hogy az a folyadék- és gazallapot kozotti értéket venne fel. Igy
példaul kompressziotiirésiik és hdkapacitasuk lényegesen magasabb a szuperkritikus pontban
¢s akoriil, mint folyadék- ill. gaz-, vagy akar a szuperkritikus ponttol tavoli szuperkritikus
allapotban. A kritikus hdmérséklethez kozeli, de még alatta 1évd folyadékokat ,,szubkritikus
folyadékoknak™, mig a kritikus nyomas alatti, de ahhoz kozeli gazokat ,szubkritikus
gazoknak” nevezik [Jessop, 1999; Cantone, 2007].
fel, ami megkonnyitheti egy ipari eljaras soran fellépd szeparalasi és tisztitdsi problémak
megoldasat. A maradékoldoszer mentes termékeknek kiilonds fontossdga van a kozmetikai-,
gyogyszer-, ¢€lelmiszeriparban €s az elektronikdban. Kémiai szemszogb6l nézve nagyon
fontos, hogy bizonyos reakciok sebességét novelik. Példaul diffuzio altal kontrollalt reakciok
esetén gyors diffuziojuk révén még gyorsabba tehetik a reakcidt. Szintén eldnyds tulajdonsag,
hogy nagyon sok géiz s.k.F.-ban kivaloan oldodik. Ez itt is a reakcid sebességének
novekedéséhez vezet, ha az oldott gaz koncentracidja a kinetika egyenletben nem
nulladrendi. Homogén katalizisben, heterogén katalizisben, ahol szilard és folyadék fazis
kozotti anyagtranszport a meghatarozo 1épés vagy diffuzio limitalt enzimkataliziseknél is jol

alkalmazhatok a s.k.F.-ok.

1.4.4. Oldoszermentes és szilard-gaz rendszerek

Az olddészermentes rendszerek szintén nagyon kozkedveltek szerves reakciok és
biokatalizisek kivitelezéséhez [Yahya, 1998; Giivenc, 2002; Ghamgui, 2006; Giivenc, 2007].
Ebben az esetben az egyik reagens feleslege miikddik olddszerként [Welton, 2006]. Mivel
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nem viszlink be 0j anyagot a rendszerbe, az olddszer eltavolitasara nem kell egy ujabb eljarast
kidolgozni, ami jelentds koltségcsokkentést jelent. Ez kiilon elony az élelmiszer- €s
gyogyszergyartasban, ahol nagyon szigori szabalyozdsok vannak egy 1j oldoszer
bevezetésére és a megengedhetd maradékolddszer mennyiségére egy adott termékben. Az
emelt szubsztrdt mennyiségének koszonhetéen a reakcid soran folyamatosan valtozik a
reakciokozeg Osszetétele €és igy a tulajdonsaga is. Nem elonyds ezt a rendszert nagy
viszkozitasi reagens esetén alkalmazni, mert rossz kevertetést, ezaltal alacsony
reakciosebességet eredményezne. Természetesen inhibiciot okozo szubsztratbol sem célszerli
felesleget alkalmazni. Selmi és munkatarasai trikaprilin oldoszermentes kdzegben torténd
eloallitasa soran a szubsztrat szilikagélre torténd immobilizaciojaval védték ki a polaris
glicerol abszorpciojat az enzimrészecskékre, valamint igy kontrollaltak a lipaz
regioszelektivitasat [Selmi, 1997].

Nyers ¢€s izoladlt enzimek egyarant miikodésre képesek szilard-gdz hatarfeliileten, ezért a
szilard-géz biokatalizis napjaink egyik igéretes technologiaja. Nagy elonye, hogy a rendszer
termodinamikailag teljes mértékben kontrolldlhato. Mar egy minilizemben is fokozott
konverzid ¢€s reakciosebesség €rhetd el a hatékony anyagatadas, a gaz kicsi viszkozitdsabol
kovetkezd csokkend diffuzios limitacid miatt, tovabba magas az enzim ¢€s a kofaktorok
stabilitasa. Az olddszeres fazis hianya miatt a feldolgozas egyszeriibb, tovabba méretndvelés
is konnyen végrehajthaté [Lamare, 2004]. Az évek folyaman egyre tobb enzim bizonyult
mitkoddképesnek szilard-gaz rendszerekben: alkohol dehidrogendz alkohol és aldehid
termelése soran [Pulvin, 1986], Pichia pastoris alkohol oxiddz etanol oxiddcidja soran
[Barzan, 1989], Candida rugosa lipazos észterezésben [Ross, 1991], liofilizalt Saccharomyces
cerevisiae sejtek aldehidek redukciojaban [Maugard, 2001] és Rhodococcus erythropolis
dehalogenaz alkil-halogenidek dehalogénezése soran [Erable, 2005].

A szilard-géz bioreaktorok sematikus abraja az 1.6. 4bran lathato. A szilard fazist
reaktoragyon a biokatalizator immobilizalt vagy nyers formajaban is jelen lehet. Ezen a toltott
agyon halad keresztiil a reaktansokat tartalmaz6 gaz, amit a kovetkezd paraméterekkel lehet
jellemezni: molaris Osszetétel, teljes nyomds €s homérséklet. A reaktansok bejutatdsa a
hordozdgézba kétféleképpen torténhet: telitéssel vagy elparologtatdssal. Ez utobbi technika

alkalmazasaval a molaris d&ramlési sebesség jobban kontrollalhaté [Cantone, 2007].
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Pbe, Toe, Px 1.6. abra: Szilard-gaz biokatalizis toltott reaktoragyon.
X A belépd gazt a homérséklettel (Tp.), nyomassal (pn,.) és a reaktans parcialis
/‘\v‘\ nyomasaval (px), a kilép6 gazt szintén a homérséklettel (Ty;), nyomassal (py) és a

termék parcialis nyomasaval (py) lehet jellemezni. Ap: nyomdasesés a katalizator

agyon, X: szubsztrat(ok), Y: termék(ek).
Ap

Pxi, Tki: Py

A szilard-géz technologia tgynevezett tiszta technologia, mert a szerves olddszerek
felhasznalasat nullara lehet redukalni. Ennek ¢€s termodinamikai kontrollalhatosdganak
koszonhetden mar az iparban is alkalmazzdk: aromaanyagokat allitanak elé etanol és rovid

szénlancu savak reakcidjaval Novozym 435 enzimmel [Lamare, 2001].

1.4.5. Kombinalt technologiak

Mivel az ionos folyadékok, s.k.F.-ok, oldoszermentes ¢és szilard-gaz rendszerek
kornyezetbarat alternativat kinalnak biokatalizisek kivitelezéséhez, érdemes akar egylittesen
alkalmazni 6ket. Egyelére még az ionos folyadékok és s.k.F.-ok egyiittes alkalmazasat
vizsgaltdk meg. Az ionos folyadék-s.k. CO, kétfazisu rendszer meglehetdsen szokatlanul
viselkedik: (1) mig a CO, konnyen oldodik ionos folyadékban (csokkentve ezzel
viszkozitasat), addig s.k. CO, kétfazisu rendszert képez vele, (2) az ionos folyadék térfogata
nem novekszik még akkor sem, amikor igen nagy koncentracioban tartalmaz s.k.F.-ot. Ezeket
a binaris rendszereket haromféleképpen alkalmazzak biokonverziokban. Az elsd esetben
kihasznaljak, hogy a s.k.F.-oknak j6 az extraktiv képessége, ezaltal képesek szerves anyagok
kioldasara ionos folyadékbdl [Lozano, 2002; Reetz, 2002; Reetz, 2003; Lozano, 2004].
Létrehoznak egy munkafazist, ami ionos folyadékban oldott enzim oldat valamint egy
extraktiv fazist, ami a szubsztratok és termékek nagy rész¢t tartalmazza. A masodik variacio a
kombinalt eljarasra, amikor a s.k.F. extrakciojaval az ionos folyadék és a szerves oldoszer
szeparacidja érhetd el [Scurto, 2002]. Végiil a harmadik modszerben az ionos folyadékot az
enzim immobilizacidéja soran haszndljak fel. Ekkor az enzim ionos folyadékkal, mintegy
kopennyel van koriilvéve, ezaltal megnd az ¢élettartama [Hernandez, 2006; Lozano, 2007].

Nem biztos, hogy az itt bemutatott kdrnyezetbarat nem-konvencionalis reakciokozegek
hasznalata minden esetben jobbnak bizonyul a hagyomanyos szerves olddszeres eljarasokkal

szemben, sOt bizonyos esetekben az aruk is dragabb lehet. A piac azonban folyamatosan
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reagal az egészségre dartalmatlan, kornyezetbardt technologidval késziilé termékek irant
mutatkozo novekvd igényekre, hiszen elég valdszertitlen, hogy egy vasarlo a diklor-meténnal

koffeinmentesitett kavét szivesen megvasarolna és valoban meginna.

1.5. Az alkalmazott enzimek

A konformacié valtozas szempontjabol a lipaz enzimeknek két jo1 elkiiloniilé csoportja
van. Az egyik csoporthoz tartozo lipdzok vizben zart, inaktiv, mig vizes-szerves hatarfeliileten
vagy szerves kozegben egy fed¢l (lid) elmozdulasaval nyitott, aktiv konformaciot vesznek fel.
A masik csoportba olyan lipaz enzimek tartoznak, melyek a kiilonb6z6 olddszerekben nem
szenvednek el ilyen jelentds konformacio valtozast. Dolgozatomban mindkét fajta lipaz enzim
vizsgalatara van példa: az eldbbire a Candidia rugosa, az utobbira pedig a Candida antarctica

lipaz B enzim.

1.5.1. A Candida rugosa lipaz enzim szerkezete

A katalitikus centrum az enzimmolekuldnak azon kis része, amelyben az aminosavak
egymashoz térben kozel keriillve kitiintetett tulajdonsadggal, katalitikus képességgel
rendelkeznek. A kiilonboz6 enzimek katalitikus centrumainak kialakitasaban eltéré szamu és
szerkezetli aminosav vesz részt.

A lipazok az egyik legtobbet tanulmanyozott enzimek, mert kezelésiik egyszerd, és
miikodéstikhoz nem igényelnek kofaktorokat. Fiiggetleniil eredetiiktdl, k6zos jellemzdjiik,
hogy molekuldjukban az egymashoz térben kozel keriild aminosavak a-hélix és (-szalag
szerkezetekbe rendezddnek. Az ezeket alkotdé aminosavak és azok szdma enzimenként
valtozik. Masik jellemzdjiik, hogy az aktiv centrum kornyezetében talalhatdo egy vagy tobb
olyan polipeptidlanc rész, amely konformacids valtozasok révén az aktiv centrumot a
szubsztrat molekulak szdmara hozzaférhetetlenné teheti. Ezt a molekularészt huroknak (loop)
befolyésolja pl. a kdrnyezet hidrofil/hidroféb jellege, a pH és az ionerdsség, hiszen ezek
hatassal vannak az enzimmolekuldkon beliili masodlagos kotderdkre. A lipadzok viz/lipid
hatarfeliileten rendelkeznek aktiv konformacidval, ekkor a hidrofoéb karakterti lid nyitott
konformaciot vesz fel, lehetové téve a szubsztrat szamara az aktiv centrumhoz wvald
kapcsolddast. Ezt nevezik hatarfeliileti aktivacionak.

A Candida rugosa lipaz a hasonl6 nevii élesztdgomba 4ltal termelt mikrobialis eredetli
enzim, melyet elészor az 1960-as ¢évek elején izolaltak talajbol. A természetben nagy

szénatomszamu zsirsavak glicerinnel képzett észtereinek reverzibilis lebontésat katalizalja.
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1.7. abra: A Candida rugosa Lip1 enzim szerkezete és aktiv centruma.
Jobb oldalon az aktiv, nyitott forma, mig a bal oldalon az inaktiv, zart forma abraja lathato. A két alak kozti
atmenetet a fedél (lid) elmozdulésa valtja ki.

A Candida rugosa €élesztdgomba tobb lipaz enzimet termel, melyeket izoenzimeknek
neveznek. Eloszor ezek koziil kettd volt ismert, ekkor LipA, €és LipB-ként hivatkoztak rajuk,
azonban késobb, mikor tovabbi 6t izoenzim létezésére is fény deriilt, Lipl, Lip2, ....Lip7
elnevezéssel illette Oket a szakirodalom (1.7. abra). Jelenleg 0t izoenzim (Lipl-Lip5)
aminosav szekvencidja ¢és térszerkezete tisztazott, a Lip6 és Lip7 izoenzimek szerkezetének
kutatdsa napjainkban is folyik. A Lipl-LipS izoenzimek mindegyike 534 aminosavat
tartalmaz, molekulatomegiik 60 kDa. Aminosavisszetételilk nagyfokt (>70 %) egyezdséget
mutat. Aktiv centrumukat az aminosavlanc 209. szerin, 449. hisztidin, és 341. glutamin tagja
alkotja (katalitikus triad). Az aktiv centrum mellett kitiintetett szereppel rendelkezik az un.
oxianion ,,g6dor”, amelyet a 123-as és 124-es glicin, valamint a 210-es alanin aminosavak
alkotnak. Ezek NH-csoportjai H-hid kotést alakitanak ki az acil-donor szubsztratmolekula
(sav vagy észter) karboxilcsoportjanak oxianionjaval, stabilizalva ezaltal az oxianiont. A
Candida rugosa lipazban az aktiv centrum melletti lid az dsszes izoenzimben 26 aminosav
molekulabodl all, melyek o-hélix szerkezetet alkotnak. A lid aminosav Osszetétele jelentOs
kiilonbozdséget mutat az egyes izoenzimekben. Ennek kdszonhetéen azok hidrofob/hidrofil
karaktere eltér6, mely bizonyitottan hozz4jarul a katalitikus aktivitdsukban és
szelektivitasukban tapasztalt eltérésekhez.

A lid nyitott konformdacidja esetén a szubsztratmolekuldk egy L-alaku, alagut
konformaciot mutaté molekularészen keresztiil kapcsolodnak az aktiv centrumhoz. Az alagut
feladata tehat a szubsztrat befogaddsa. Az alagut szerkezete jol illeszkedik az oleinsav

molekula sztérikus jellegéhez, ami érthetd, hiszen a trioleinek a Candida rugosa lipaz enzim
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eredeti szubsztratjai. A Lipl-Lip3 izoenzimek szerkezetét vizsgalva azt tapasztaltdk, hogy az
alagutat alkotd6 aminosavak kozott eltéré szami fenilalanin taldlhato a Lipl-Lip3
izoenzimekben. Az alagut aromas jellege a Lipl izoenzimben volt a legerdsebb, amely
valoszinlileg hozzajarul ahhoz, hogy az emlitett izoenzim észterdz aktivitisa erésebb. Az
aromads fenilalanint nem aromas valinra cserélve, ezaltal csokkentve az alagut aromas jellegét,
a Lipl izoenzim aktivitasa és szelektivitdsa ketoprofén €sztererek hidrolizisében csokkent. Az
alagit kiilonboz6 szakaszaiba nagyobb térigényli fenilalanin és triptofdn aminosavakat
beépitve a Lip 1 izoenzim szubsztratspecifitdsa ndtt ¢€s/vagy moddosult a kiilonb6zo
szénatomszamu zsirsavak irant.

Az aktiv centrum mikodése szempontjabol az enzimmolekula glikozidacios
pontjainak is fontos szerepe van. A Lip 1 izoenzim aminosavlancénak a 314-es és a 351-es
aszparagin molekulait kicserélve az enzim aktivitasa jelentdsen csokkent. Késobb szerkezeti
vizsgalatok igazoltak, hogy a 351-es aszparagin molekuldnak szerepe van a lid konformacios
mozgasaban. Ezen kovetkeztetések helyességét az enzim dextrannal és egyéb szénhidrat-

molekuldkkal torténd modositasa soran kapott eredmények is igazoltak.

1.5.2. A Candida antartica lipaz B enzim szerkezete

A Candida antarctica lipaz B (CALB) az egyik leggyakrabban ¢és legnagyobb
mennyiségben alkalmazott lipaz enzim, habar a titoktartdsi szabalyozasok miatt kevés ipari
alkalmazasat hoztdk még nyilvanossagra. Az egyik ismert kozmetikai ipari felhasznaldsa az
izopropil-mirisztat eléallitdsa [Sharma, 2001; Houde, 2004]. A CALB a hidroldz enzimek
osztalyaba (E.C.3) tartozik. Eszter kotéseken (E.C.3.1), ezen beliil is karboxil-észterek
kotésein fejti ki hatasat (E.C.3.1.1). Triacil-glicerineket hidrolizal zsirsavva, glicerinng,
mono- ¢€s diacil-glicerinné (E.C.3.1.1.3).

A Candida antarctica gombabol kétféle lipaz enzim izolalhaté a CALA ¢és a CALB [Kirk,
2002], amelyek azonban eltérd tulajdonsagokkal rendelkeznek. A CALA hatarfeliileti
aktivitast mutat ellentétben a CALB-vel, amit éppen ezért nem tekintenek valddi lipaznak. Ez
azt jelenti, hogy a CALA egy ,fedd” szerkezettel rendelkezik, amely az enzim aktiv
allapotaban ,,nyitott” ¢és hozzaférést enged a szubsztratnak az aktiv centrumhoz. Ez a ,.,fed6”
strukttra hidnyzik vagy nagyon kicsi a CALB-ben. Az enzim teljes szerkezetét Uppenberg és

munkatarsai tartak fel (1.8. abra) [Uppenberg, 1994 ; Uppenberg, 1995].
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1.8. abra: A CALB enzim szerkezete és

aktiv centruma.

Pirossal az o-hélixek, halvanyzolddel a B-redok,
sotétzolddel az enzim feliilete van jeldlve. Kozépen
az aktiv centrum sziik bejarata lathatd, benne az
acil- és alkohol lancokkal [Magnusson, 2005].

A CALB az o/B-hidrolazok szupercsaladjaba tartozik [Ollis, 1992]. Képes hidrolizalni
¢sztereket, tioésztereket, fehérjéket, epoxidokat, alkil-halogenideket valamint hasitani
hidroxil-nitrilek szénkotéseit. 317 aminosavbol épiil fel, molekulatomege 33 kDa.

Aktiv centrumaban a szerin a hidroldzokban megszokott Serl105-His224-Aspl187
katalitikus harmas taldlhatdé. Ezen kiviil tartalmaz még egy oxianionos lyukat, amely
stabilizalja az atmeneti allapotot ¢s az intermediereket. Ebben a Iyukban harom H-ko6tés donor
hely (Thr40 oldallanc, GLn106 és Thr40 amidok) meghatarozott térbeli elrendezddésben
talalhat6. Az aktiv centrumban egy sztereospecifikus zseb is van, amely az enzim
nagymértékli enantioszelektivitdsat magyarazza. Ezt a zsebet a masodrendli alkoholok csak
egy adott orientaciéval tudjak megkozeliteni, ezért kirdlis reakciok soran foképp az (R)-
izomer képzdodik [Magnusson, 2005].

A CALB altal katalizalt acil-csoport transzfer reakciok a ping-pong bi-bi mechanizmus
szerint jatszodnak le [Magnusson, 2005; Romero, 2005a] az F-4. abran lathatd folyamat
szerint. Az abran szerepld (R)-csoportoktol fiiggden a reakcid lehet hidrolizis, észterezés,
atészterezés, ha a masodik szubsztrat amin, akkor aminolizis, valamint atészterezés soran az

elso acil-szubsztrat lehet tioészter is [Magnusson, 2005; de Diego, 2005].

1.6. Kiralis szubsztratumok rezolvalasi reakcidi szerves kiozegben

Szamos kiralis gyogyszerhatdéanyag sikeresen allithato el6 lipaz enzimek segitségével
hidrolizis, atészterezés, perhidrolizis, ammonolizis és aminolizis reakciokban (Gotor-
Fernandez, 2006). Ezek koziil ebben a fejezetben a kiralis propionsavszarmazékok reakcidit

mutatom be.
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1.6.1. Profének reakcioi

A kiralis karboxilsavak koziil foként a kirdlis propionsavak és azok szdrmazékai
eloallitdsanak van gyakorlati jelentdsége. A 2-es szénatomon aril szubsztituenst tartalmazo
propionsavak, masnéven profének gyulladascsokkentd, laz-, és fajdalomcsillapitd hatasa
szerek. Legjelentdsebb képviseldik a naproxén, ibuprofén, ketoprofén és szuprofén. Ezek (S)-
izomere rendelkezik a kivant farmakologiai hatassal. A profének lipazkatalitikus észterezését
szamos N,N-dialkil-amino-csoportot tartalmazd alkohollal, etilén-glikollal valamint di- és
trietilén-glikollal tesztelték. Az (R,S)-naproxén-2,2,2-trifluoro-etil észternek 2-N-morfolino-
etanollal torténd atészterezése soran a reakcio végén az (S)-naproxén-2-N-morfolino-
etilészterre vonatkoztatva ~90 %-os enantiomerfelesleget (ee,) kaptak (Shau-Wei, 1999).
Katalizatorként szuszpendalt Candida rugosa lipazt alkalmaztak a reakcioelegyben. Az
enantioszelektivitas a reakcidelegy viztartalmaval forditott aranyossdgot mutatott. Mas N,N-
dialkil-amino-alkoholokkal, mint pl. a 2-dimetil-amino-alkohol, 3-dimetilamino-1-propanol,
nem tapasztaltak enantioszelektivitast (E~1). A naproxén etilén-glikollal, valamint di-, és tri-
etilén-glikollal valo észterezése csak moderalt enantioszelektivitassal jatszodott le (E=6, 11,
17), ezért ezek nem tekinthetok j6 alkoholnak a naproxén észter szarmazékainak

eléallitasahoz.

1.6.2. A 2-szubsztitualt karbonsavak enzimkatalitikus észterezése

A 2-es szénatomon nem aril szubsztituenst tartalmazd propionsavak szarmazékai
kozott a novényvéddszer gyartas soran fontos intermedierek talalhatok. Az (R,S)-2-klor- és
(R,S)-2-brom-propionsavakat a 2-fenoxi-propionsav szdrmazékok eldallitasdhoz hasznaljak.
Ezek herbicid hatasu vegyiiletek (Cremlyn, 1978), azonban csak az (R)-izomerek
rendelkeznek biologiai aktivitassal (Jager, 1983). A Candida rugosa lipaz jo aktivitast €s
enantioszelektivitdst mutatott racém Cl-, Br-, és p-Cl-PhO-propionsavak 1-butanollal n-hexan
oldoszerben torténd észterezésében (Kirchner, 1985). Haromszoros feleslegben alkalmazva az
acil-akceptor alkoholt, a reakcidt mindharom esetben 42-45 % konverzional megallitottak, €s
a termékekre vonatkoztatva 96, 95, ill. 79 %-os enantiomerfelesleget értek el. A reakciok 16
termékei az (R)-észterek, mig az (S)-savak visszamaradtak a reakcidelegyben. Erdekesség,
hogy a reakcidelegy hozziadott vizet nem tartalmazott, és az észterezési reakcioban
folyamatosan képz0do vizet nem tavolitottik el a reakcidelegybdl. Ugyanezen szubsztratokkal
a Porcin pancreas lipazt alkalmazva csak alacsony aktivitds volt tapasztalhato, €és az

enantiomerfelesleg (eep) 1s csak 45 % kortili volt.
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E herbicid hatassal bir6 kiralis propionsav észterek eléallitasa kapcsan a fenti elektron
akceptor halo- ¢s halofenoxi- szubsztituenseken kiviil elektrondonor alkoxi- és fenoxi
szubsztituensek szerepét is vizsgaltuk [Gubicza, 1994]. A Candida rugosa (akkori nevén
Candida cylindracea) lipaz enzim aktivitasat és enantioszelektivitasat hasonlitottuk 6ssze az
(R,S)-2-metoxi-, 2-etoxi-, 2-propoxi-, 2-izopropoxi-, és 2-fenoxi-propionsavak 1-butanollal
valo észterezési reakcidiban.

A racém 2-Cl-propionsav rezolvalasi reakcioi vizsgédlatanak masik célja annak
tisztazasa volt, hogy miként befolyasolja az acil-akceptor alkohol molekula jellege a Candida
rugosa lipaz enzim aktivitasat és enantioszelektivitasat [Bodnar, 1990, Gubicza, 1994].
Metanollal és etanollal nem tapasztaltunk reakciot. A 3-, 4- és 5-szénatomos normalladnct €s a
hidroxil csoportot a 2-es szénatomon tartalmazé elagaz6 lancu alkoholokat Gsszehasonlitva
minden esetben a normallancu alkoholokkal ment végbe az észterezési reakcid nagyobb
sebességgel. Az (R,S)-2-klor-propionsav észterezésekor 10 %-os konverzio eléréséhez 1-
butanollal 1.5 h, mig 2-butanollal 2 h volt sziikséges. Az (R)- €s (S)- izomerek sebességeinek
hanyadosaval jellemzett enantioszelektivitas 15 (2-pentanol) és 26.9 (1-butanol) kozott
valtozott. Az enantioszelektivitas €s az alkoholok szénatomszama valamint normal vagy
elagazo jellege kozott nem talaltunk kapcsolatot.

Azon lehetdségeket kutatva, hogyan novelhetd tovabb a Candida rugosa lipaz
aktivitasa ¢és enantioszelektivitasa az (R,S)-2-klor-propionsav ¢€s 1-butanol észterezési
reakciojaban, vizsgaltuk a szerves oldoszerek €s a viztartalom hatdsat [Bodnar, 1990; Gubicza
1992]. Az aromas benzolt, toluolt, valamint alifds n-hexant és n-oktant 6sszehasonlitva azt
tapasztaltuk, hogy az oldoszerek log P-vel jellemzett hidrofobicitasa és a 2-butil-propionat
észter képzOdeés sebessége egyenesen ardnyos. Az apolaris jellegli oldoszerekben, mint a n-
hexén és a n-oktan, kétszeres reakcidsebességet tapasztaltunk az aromas szerkezetii benzolhoz
¢és toluolhoz képest. Ezzel szemben az enantioszelektivitas az oldoszerek log P-jével kozel
linearisan csOkkent, n-oktanban az enantioszelektivitds jellemzésére hasznalt (R)- és (S)-
izomerek sebességének hanyadosa minddssze 5 volt. A kisérleteket azonos kezdeti
viztartalom bedllitasaval végeztiik. Az eredményeket azzal magyardztuk, hogy a kis log P-ji
hidrofil jellegli oldoszerek elvonhatjdk az enzim miikodéséhez nélkiilozhetetlen minimalis
mennyiségll vizet az enzim kornyezetébol.

A reakcidelegy viztartalma minden enzimkatalitikus észterezési reakcioban nagy
fontossagu, hiszen egyrészt sziikkséges az enzimkatalizdtor aktiv konformacidjanak
megOrzéséhez, masrészt az észterezési reakcid egyensulyara is hatassal van. Ez tiikkr6z0dott

azokbol az eredményekbdl is, melyeket (R,S)-2-klor-propionsav €s 1-butanol 0.02-0.65 %
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kiindulasi viztartalom mellett végzett észterezése soran nyertiink. Hozzaadott viz nélkiil (0.02
% viztartalom) gyakorlatilag nem tapasztaltunk reakciét. A legmagasabb enzimaktivitast
(legnagyobb reakcidsebességet) akkor kaptuk, amikor 0.25 % kezdeti viztartalmat allitottunk
be, majd ennél magasabb viztartalom esetén az €szterezési reakcid egyenstlya megvaltozott,
¢s a hidrolizis sebességének megnovekedése miatt az észterképzddés latszolagos sebessége
csokkent.

A fenti észterképzddési reakciokban a Candida rugosa lipaz aktivitasdnak a 0.2%
koriili, enantioszelektivitdsanak pedig az ennél alacsonyabb viztartalom kedvezett. Ezt az
ellentétet probaltuk athidalni akkor, amikor a reakcidelegy viztartalméanak egy részét etilén-
glikollal helyettesitettiik az (R,S)-2-klor-propionsav €s 1-butanol észterezési reakcidjaban. Az
etilén-glikol a vizhez hasonl6an H-hid kotések kialakitasara képes, ezért miikddhet vizutanzo
adalékként. A kisérleteket kloroformban végeztiik, a kiindulasi viztartalmat 0, 50 és 100%-
ban helyettesitettiik etilén-glikollal. Amikor a reakcidelegy sem vizet, sem etilén-glikolt vagy
vizet nem, csak 0.1% etilén-glikolt tartalmazott, nem tapasztaltunk észterképzddést. Abban az
esetben, amikor a vizet 50%-ban etilén-glikollal helyettesitettiik, 0.29 mmol/h-r61 0.37
mmol/h-ra, tehat mintegy 30%-kal nétt a reakcidsebesség. Erdekesség, hogy noha az
optimalis kezdeti viztartalom 0.2% volt kloroformban, amikor 0.2% viztartalom mellett a
reakcioelegy 0.1, illetve 0.2% etilén-glikolt tartalmazott, a reakcidsebesség 0.29 mmol/h-rdl
0.42 illetve 0.44 mmol/h-ra, azaz, mintegy 50%-kal nétt. Tovabbi etilén-glikol hozzaadéasra az
¢szterképzddés sebessége csokkenni kezdett.

Az etilén-glikol a Candida rugosa lipaz enzim enantioszelektivitasat is fokozta.
Benzolban kozel 7, n-hexanban 9, toluolban 11, mig metil-ciklohexdnban és kloroformban 25,
ill. 29%-kal noétt az észterek kezdeti reakciosebességének hanyadosaval kifejezett

enantioszelektivitas [Gubicza, 1993].

1.7. Aroma észterek eloallitasa nem konvencionalis kozegii enzimkatalitikus reakciokkal

A Magyar Elelmiszerkonyv 1-2-88/388 szamu eldirdsa [Magyar Elelmiszerkonyv]
foglalkozik az élelmiszerekben vagy azok feliiletén illat és/vagy iz kialakitasara szolgalo
aromaanyagokkal €s az eldallitdsukra szolgdldo nyersanyagokkal, ezen tul az ide vonatkozé
fejezet pontosan leirja, hogy mi a kiilonbség a szintetikus vagy mesterséges, a

természetazonos €s a természetes aromak kozott.

Az eldirds szempontjabol az “aroma” aromaanyagokat, aroma készitményeket, hdkezeléssel

eldallitott aromaanyagokat, fiist aromakat vagy ezek keverékeit jelenti.
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e Az “aromaanyag” egy izesitd tulajdonsaggal rendelkezd, meghatdrozott kémiai anyag,
mely a kovetkez6 moédon nyerhetd:

a. megfeleld fizikai (pl. desztillacidval, oldoszeres kivonassal, szuperkritikus
gaz extrakcioval) vagy enzimes, illetve mikrobiologiai (bioszintézis,
biotranszformacid) eljarassal emberi fogyasztasra alkalmas nyers-, vagy
szokasos ¢lelmiszertechnoldgiai eljardsokkal (pl. szaritassal, porkoléssel,
fermentélassal) feldolgozott ndévényi vagy allati eredetli anyagbol, -
természetes aroma;
b. vegyi szintézissel vagy olyan elkiilonitéssel, hogy az igy kapott anyag
kémiailag azonos az a. pont szerinti ndvényi vagy allati eredetli anyagban
természetes tartalomként jelen levd aromaanyaggal, - természetazonos
aroma;
c¢. olyan vegyi szintézissel, mely az a. pont szerinti novény vagy allati eredetii
anyagban természetes tartalomként jelenlévd aromaanyagoktdl kémiailag
eltérd anyagot eredményez — mesterséges aroma.

A természetes jelzdvel illetett aromaanyagoknak meg kell felelniiik a Food Chemical
Codex (FCC) mindségi kritériumainak. Az eldirds szerint a hatdanyag-tartalom altalaban
nagyobb, mint 98 %, a savszam pedig 1 mggon/g alatti. A természetes €s a természet-azonos
¢sztereket izotopos vizsgalattal kiilonboztetik meg. A szén €s hidrogén izotop arany analizis a
leginkabb hasznalt technika a természetes termékek hitelesitésére. A '*C/"°C aranyaval
megallapithatd, hogy egy fosszilis nyersanyagbol szarmazé vegyiiletnek alacsony a '*C "*C-
hoz viszonyitott aranya, mivel annak '*C tartalma az idével bomlik. Egyes anyagoknal ez a
kiilonb6zdség szamottevd, masoknal kevésbé. Egyértelmiien elfogadott hatarok még
nincsenek.

A természetes etil-acetat likdripari szempontbdl az egyik legjelentdsebb, legtobb
helyen felhasznalt észter. Leginkdbb mesterséges gylimolcs- és brandyaromak gyartasahoz
hasznaljak, a friss gylimOlcsaromdja ¢és jellegzetes illata miatt. Hasonléan fontos
likéresszencianak szamit az i-amil-acetat, melyet leginkabb bandn- és barackaromaként

hasznalnak fel.
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1.7.1. Az etil-acetat eléallitasa

Az etil-acetat nem-konvenciondlis kozegben torténd elédllitasat mar 1986-ban vizsgalta
Armstrong ¢és Yamazaki [Armstrong, 1986]. A vizsgalt oldoszerek koziil a n-hexan
reakciokdzegben tapasztaltdk a legjobb hozamot. Bar az aroma észterek enzimkatalitikus
észterezéssel torténod eloallitasanak széleskori irodalma van, etil-acetat eloallitasaval azonban
alig foglalkoztak. FeltehetOen azért, mert bar a természetes etil-acetat értékes, draga termék, a
kis szénatomszamu savbol és alkoholbdl torténd eldallitds az erds inhibicid miatt komoly
gondot okozott.

Az inhibicidt elsdsorban az ecetsav okozza, igy a reakcionak az alkoholfelesleg kedvez.
Ugyanakkor az etanol is okoz kisebb mértékii gatlast, ami a nagyobb alkoholfelesleg, illetve
az etanol foloslegében végrehajtott oldoszermentes észterezés soran csdkkend tendenciat
mutatd kezdeti reakciosebességeken tlinik szembe. Ennek megfelelden az olddszer jelenléte
az enzim stabilitdsa szempontjabol fontos (a rendszerben nem lesz tal tomény a
szubsztratum). Kézenfekvd tehat az etil-acetat ionos folyadékban torténd enzimes
eldallitdsanak tanulméanyozasa, amit —az irodalom attanulmanyozasa alapjan— kordbban még

nem vizsgaltak.

1.7.2. Az izoamil-acetat eloallitasa
1.7.2.1. Az izoamil-acetat enzimkatalitikus eloallitasa szerves oldoszerben

Annak ellenére, hogy mar 1989-ben is tobb tonna izoamil-acetatot allitott eld és hasznalt
fel az ipar [Welsh, 1989], a 80-as ¢és 90-es években csak szerény eredményeket tudtak
felmutatni ezen anyag biokatalizise terén. Legfeljebb 80%-0s hozamot tudtak elérni igen
magas enzimkoncentraci® mellett is [Langrand, 1988; Langrand, 1990; Welsh, 1990;
Razafindralambo, 1994].

1997-ben jelent meg Vija €s munkatarsainak igen korszerli, bar nagyon sziikszavu
kozleménye az izoamil-acetat eldallitasarél mind szerves kozegben, mind s.k. CO,-ban.
Szubsztratként ecetsavat hasznaltak n-hexan oldoszerben, Novozym 435 enzim alkalmazasa
mellett. A kapott termék hozama erdsen fliggott a szubsztratok koncentracidjatol €s csak az
ipari szempontbdl alkalmatlan, alacsony koncentracioknal értek el magas hozamot (95%).
Kidolgoztak egy folyamatos eljarast, ahol a reagenseket folyamatosan aramoltattak n-
hexénban oldva egy, az enzimet tartalmaz6 kolonnan [Vija, 1997].

Latvan az izoamil-acetat enzimatikus eldallitdsanak sikertelenségét €és a lezajlodo
folyamat megértése terén felmertlt Urt, Hari Krishna és csoportja részletesebb vizsgalatba

fogott, amelyet két egymast kovetd évben megjelent publikdcidjukban kozoltek [Krishna,
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2000; Krishna, 2001]. Els6é publikacidjukban ecetsavat hasznaltak szubsztratként n-heptan
oldoszerben, az alkalmazott immobilizalt enzim Mucor miehei lipaz volt. Vizsgaltdk az enzim
¢és a szubsztrat koncentraciok valtoztatasanak €és az inkubacids idonek a hatdsat a reakciora.
RSM (,respons surface methodology” = tobbparaméteres kisérlettervezés”) statisztikai
moddszerrel, a kisérleti eredményekkel jO egyezést mutatd modellt dolgoztak ki arra, hogy a
hozam hogyan valtozik 20% ¢és 99,6% kozott a fenti paraméterek fliggvényében. Azt talaltak,
hogy akarcsak n-hexanban [Vija, 1997], 80% feletti hozamot csak alacsony szubsztrat
koncentracional (<0,1 mol/l) és hossza reakcié id6 utan (72 h) értek el, mig 0,18 mol/I-nél
nagyobb koncentraciok esetén a hozam igen kicsi értékeket vett fel .

Az acil-csoport forrds hatasait Romero ¢€s kutatocsoportja is vizsgalta n-hexdn szerves
oldoszerben [Romero, 2005a]. Négyféle szubsztratot megvizsgalva az aldbbi sorrendet
allitottak fel: ecetsav-anhidrid > etil-acetat > ecetsav > ammonium-acetat, tehat az eddigiekkel
megegyez0 modon [Rizzi, 1992; Krishna, 2001] itt is az ecetsav-anhidrid bizonyult a legjobb
acil-donor szubsztratnak. A szerzok kovetkezd cikkiikben beszamoltak kinetikai vizsgélataik
eredményeir6l [Romero, 2007], amelyben a fent meghatirozott optimalis paramétereket
hasznaltak fel. Azt talaltak, hogy az izoamil-alkohol és az ecetsav-anhidrid (igy az ecetsav)
Novozym 435 lipaz enzim altal katalizalt reakcioja a ping-pong bi-bi mechanizmus szerint
jatszodik le. Mivel immobilizalt enzimet hasznaltak, az anyagtranszport kiilsé difftizid altali
limitaciojanak megallapitasahoz méréseket veégeztek kiillonbozoé keverési sebesség mellett.
Jollehet azt allapitottdk meg, hogy nincs hatdssal a kiilsé diffizi6 a reakciora, ez az eredmény
fenntartassal kezelendd, mert egy igen szlik keverési sebesség tartomanyban (100-300 rpm)

mértek €s a mérési pontok gyakorisaga sincs feltlintetve.

1.7.2.2. Az izoamil-acetat enzimkatalitikus eloallitasa oldoszermentes kozegben

Hari Krishna és kutatocsoportjanak azon megallapitasa utan, hogy az alkohol feleslege
szerves oldoszerben nagyobb konverziot eredményezett rovidebb 1d6 alatt [Krishna, 2001],
logikus 1épés volt az izoamil-acetat biokonverzidjanak oldoszermentes kornyezetben torténd
vizsgélata, mind kornyezetvédelmi, mind gazdasdgossagi szempontbol. Giivenc ¢é€s
munkatdrsai 2002-ben jelentették meg olddszermentes rendszerben elért eredményeiket
[Giivenc, 2002]. Ecetsavbdl és izoamil-alkoholbol Candida antarctica lipdz B enzimmel
allitottak el izoamil-acetatot. Az enzim tipus, enzim mennyiség, reakcidoidd, homérséklet,
keverési sebesség vizsgdlata sordn Iényegében hasonld eredményeket kaptak ¢és
megallapitasokat tettek, mint az eddig taglalt kutatocsoportok szerves oldoszerben.

Nagymértékii eloérehaladast értek el a szubsztrat és termék koncentraciok ndvelése terén.
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Habar a hozam nem haladta meg a 80%-ot, de a reakcididd lecsokkent 6 oréra, mikozben a
keletkezd izoamil-acetat koncentracioja 2.5-szerese volt az eddig ismertetett eredményekhez
képest. Eddig az ecetsavat csak igen csekély sikerrel tudtdk alkalmazni magasabb

koncentracioknal, itt igen magas volt ez az érték (3,6 mol/1).

1.7.2.3. Az izoamil-acetat enzimkatalitikus eloallitasa szuperkritikus folyadékban

A legkorabbi példa izoamil-acetat szuperkritikus kézegben, egész pontosan s.k. CO,-ban
torténd eldallitasara a mar emlitett Vija és munkatarsai altal kozolt cikkben taldlhatod [Vija,
1997]. Ecetsav helyett ammodnium-acetatot alkalmaztak acil-donorként, valasztasukat azzal
indokolva, hogy az ammonium-ion képes az enzim mikrokdrnyezetében lévd viz pH-jat
befolydsolni. Valoban, ecetsavval semmilyen reakciot nem tapasztaltak. Az izoamil-alkoholt
az ammoOnium-acetathoz képest kétszeres feleslegben alkalmaztak. Vizsgaltak a nyomas, a
szubsztrat koncentracio €s a hdmérseklet hatasat a hozamra ¢€s a kezdeti reakciosebességre, de
furcsa modon egyik paraméter sem bizonyult erésen befolyasold tényezOnek. Ez kiilonosen
meglepd a homérséklet esetén, hiszen alacsony hdomérsékleten a s.k. CO, kovalensen
modositja a fehérjék amino-csoportjat, de az igy képzddd komplexek 55 °C felett
disszocidlnak [Kamat, 1995]. Ezek az eredmények az addigi irodalomban kozolt adatokat
messzemenden felilmultak, igy példaul a n-hexanban 80%-0s hozam eléréséhez négyszeres
alkohol felesleg kellett [Razafindralambo, 1994], mig 0k ugyanezt az értéket 10%-os alkohol
felesleggel értek el.

2005-ben jelent meg Romero és Knez kozds kutatdsainak eredménye az izoamil-acetat
bioszintézisérdl s.k. CO,-ban [Romero, 2005b], amelyben vizsgéltak az enzim stabilitasat, az
acil-csoport természetének, az enzim/szubsztrat-, a CO,/szubsztrat ardnynak, a nyomdasnak és
a homérsékletnek a hatisat. A n-heptdnban kapott adatokkal kdzel megegyezden [Krishna,
2001] a kiilonbozo tipusu acil-csoportok vizsgalata soran az aldbbi sorrendet allitottak fel:
ecetsav-anhidrid > ecetsav > ammoOnium-acetat > etil-acetat. Az ecetsav-anhidriddel
masfélszer akkora hozamokat kaptak, mint ecetsavval, bar itt 11% autokatalizist is mértek,
mig a masik harom szubsztratnal nem volt autokatalizis. Emelt szubsztrat koncentracioknal
(0,8 mol/l) a kiilonbség még élesebb volt, hiszen ecetsav-anhidriddel 95%-o0s, mig ecetsavval
maximum 10%-o0s hozamot értek el, amelyet valdsziniileg ezuttal is az ecetsav nagy

inhibicidja okozott.
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1.7.2.4. Az izoamil-acetat enzimkatalitikus eloallitasa ionos folyadékban

Ionos folyadékban nem vizsgéltdk az izoamil-acetat biokatalizisét. Az egyetlen irodalmi
példa izoamil-acetat eldallitasara ionos folyadékban Jiang és munkatarsai kozleményében
talalhato [Jiang, 2004]. Karbonsavak ¢és alkoholok észterezési reakcidt vizsgaltak kiilonb6zo
ionos folyadékokban p-toluol-szulfonsav katalizatorral. Ecetsav szubsztratbdl kiindulva
[bmim]PF¢ €és [emim]PF¢ ionos folyadékokban 24 ill. 28 h alatt 78.4% ¢és 74.9% alkohol

konverziot értek el 98%-o0s szelektivitas mellett.

1.8. Biokenoanvag eloallitasa

1.8.1. Zsirsavak és rovid szénlanca alkoholok észterezése

A lipaz enzimmel, nem konvenciondlis kozegben lejatszodo észterezés alkalmas a kis
molekulatomegli aromaészterek eldallitasan til mind rovid és koézepes molekulatomegi
észterek, mind hosszabb szénlancu, tobbértékl észterek szintézisére.

Nagy molekulatomegti észterek eloallitdsat is vizsgaltak lipaz enzim segitségével
szerves oldoszerekben hosszli szénlancu alkoholokat és szintén hosszi szénldnct savakat
alkalmazva szubsztratként [Halling, 1994]. Az ilyen reakcidokat kinetikai szempontbol
vizsgalva a bi-bi ping-pong mechanizmus szerinti csoportba soroltak. Eltérd méretii
szubsztratok €szterezését is régota tanulmanyoztak szerves olddszerben: pl. kiilonboz6 rovid
szénlanci savak (tejsav) ¢és zsiralkoholok észtereinek eldallitdsat, amelyeknek fontos
¢lelmiszeripari felhasznalasa van [Kiran, 2001].

Hosszu szénlancti savak, zsirsavak rovid szénlancu alkoholokkal lejatszodo lipaz
enzimmel katalizalt észterezését azonban joval kevesebb esetben tanulmanyoztak. Koziilik a
gyartas nagysagrendjének koszonhetdéen a biodizelre vagyis a metanol zsirsav észtereire
osszpontosul a legnagyobb figyelem, pedig a zsirsavak rovid szénlanct alkoholokkal alkotott
¢sztereinek szamos kiilonb6zo ipari alkalmazasi lehetdsége van [Allen, 1996]. Az olajsav az
egyik legfontosabb zsirsav a természetben, novényi olajokbol gyarthatd, propanollal,
butanollal és mas hasonld alkohollal képzett észterei kendanyagként alkalmazhatok. A
kornyezetbarat mdédon gyartott tiszta €s természetes kendanyagok egyre nagyobb figyelmet
érdemelnek, mivel nem tartalmaznak toxikus anyagot €s biologiailag lebonthatok.

A kozmaolaj szeszipari leparlasi melléktermék, atlagos osszetétele: 10 % etanol, 13 %
n-propanol, 15 % i-butanol, 51 % i-amil-alkohol, 11 % egyéb alkohol és viz. Manapsag a
kozmaolajat elégetik, hogy fedezze a desztillacio energiaigényét. A kozmaolaj olajsavval valo

¢szterezését kénsav katalizatorral torok kutatok tanulmanyoztdk, ¢€s biokendanyagot
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gyartottak ipari célokra [Ozgiilsiin, 2000]. Ez az eljaras azonban nem kdrnyezetbarat, s bar a
kiindul6 anyagai valdban természetes, ,bio” eredetlick, a termékben a katalizatorbdl
nyomokban maradd sav nem eldnyds a kendanyag felhasznalasandl. Ezért a savkatalizist
mindenképpen célszerli lenne enzimes katalizissel kivaltani.

A kozmaolaj komponensek és a zsirsavak észterezését vizsgaltdk amerikai és indiai
kutatok Aspergillus terreus-bdl kinyert lipdz enzim segitségével nem konvencionalis
kozegben [Gulati, 2003]. Az 1.5. tablazatban mutatom be a 48 Ora alatt elért konverziokat.

Mint lathatd, a kozmaolaj komponensei hasonldéan reagaltak a hosszabb zsirsavakkal, de az

olajsavval nem volt kimutathat6 konverzio.

1.5. tablazat: Az Aspergillus terreus lipaz altal katalizalt észterezés konverzioi (%) n-
hexanban 37 °C-on 48 ora elteltével [Gulati, 2003].

AZ ALKALMAZOTT I-AMIL-

ZSIRSAV METANOL | I-PROPANOL ALKOHOL BUTANOL
Mirisztinsav (Cj4) 79 51 62 35
Palmitinsav (Cie.0) 64 50 62 20
Sztearinsav (Cjz0) 66 62 65 21
Olajsav (C]g;]) 0 0 0 0

A kozmaolaj komponenseihez hasonld alkoholokbol kiindulé oleatok eldallitasarol
tobben is beszamoltak rogzitett Candida antarctica lipaz felhasznalasaval. i-Propil-oleat és
tovabbi zsirsavészterek enzimes eléallitasanak kinetikai vizsgélatat mutatja be Garcia [Garcia,
1996]. Kinetikai paramétereket is meghataroz, bar megallapitja, hogy az alacsony forraspontu
i-propanol (82 °C) valdszinlisithetd azeotrop képzése miatt azok nem teljesen alkalmasak a
rendszer leirdsara. Az éltala meghatarozott 13 kinetikai paraméter miatt &sszehasonlitasuk is
nehézkes €s mivel a 13 paramétert egyetlen gorbére illesztette, azok definidltsdga sem
egyértelmli. Szabad allapotu és immobilizalt lipazt is hasznaltak (Rhizomucor miehei)
Oliveira ¢s munkatarsai [Oliveira, 2001] etil-oleat eldallitdsara. A folyamatot kinetikai
szempontbol vizsgaltak terner komplex kialakulasat feltételezve, hat paraméteres modellt
hasznalva. Megallapitottak, hogy mind a szabad, mind a rogzitett enzim katalizalja az olajsav
és etanol reakciojat, meghataroztak a kinetikai modell paramétereit. Szintén etanol és olajsav
észterez€ését vizsgaltdk Hazirka és munkatarsai [Hazirka, 2001], akik ping-pong
mechanizmust feltételeztek ¢s meghataroztak a kinetikai paramétereket is. Megallapitottak,

hogy az alkalmazott olddszer is jelentds hatassal van az elérheté hozamokra.
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1.8.2. Az észterezés kinetikai vizsgalata

Az enzimek 4ltal katalizalt reakcidkat sokféle szempont szerint lehet csoportositani (az
enzim tipusa, felhasznalas, eredet, in vivo, in-vitro stb.), azonban ha mint kémiai reakciokat
tekintjlik Oket, akkor a két legelterjedtebb az Alberty €s a Cleland-féle csoportositas:

Alberty két szempont szerint osztotta be az enzimreakciokat:

1. a reakcid szochiometriaja szerint,
2. a reakcio folyaman kialakuldé komplexek szdma ¢€s jellege alapjan.

A Cleland-féle ndémenklatura szerint a reagald szubsztratok illetve a termékek
szamanak jelolése uni, bi, ter, quad. Egy olyan reakcio tehat, melyben két szubsztrat és két
termék vesz részt bi-bi-nek tekinthetd. Ilyen a lipazzal torténd enzimatikus észterezés is. A
lehetséges mechanizmusok bi-bi reakcioknal az 1.9. abran lathatoak [Segel, 1975; Keleti,
1978].

A rendezett (ordered) bi-bi mechanizmus szerint el8szor mindkét szubsztrat
meghatarozott sorrend szerint kotddik az enzimhez, majd szintén meghatarozott sorrend
szerint levalik az egyik termék, majd a masik. A ping-pong bi-bi mechanizmusndl az egyik
szubsztrat kotodését kovetden rogton levalik az egyik termék, majd a masik szubsztrat
kotddik az enzimhez, s végiil levalik a masik termék. A Theorell-Chance mechanizmus olyan
reakciosémat ir le, ahol a masodik szubsztrat kotddése és az elsé levalasa gyakorlatilag
egyidejlleg kovetkezik be, igy nem tud kialakulni enzim-szubsztrat komplex. A random bi-bi
mechanizmusnal nincs meghatarozott sorrendhez kotve az egyes szubsztratok kotodése illetve
a termékek levalasa, hanem véletlenszertien torténhetnek meg ezek a folyamatok.

Annak eldontésére, hogy a bi-bi mechanizmusok koziil melyik érvényes az adott
enzimes reakcional, a klasszikus grafikus eljarasokat célszerti elsd 1épésben alkalmazni
[Keleti, 1978]. A dupla reciprok moédszerrel kapott 1/sebesség - 1/szubsztrat koncentracio
egyenesek szamos esetben — de nem mindig — elaruljak a mechanizmust. Ha pl. a kiilonb6z6
kiinduldsi koncentraciénal kapott reciprok egyenesek parhuzamosak, a ping-pong bi-bi
mechanizmus valosziniisithetd. Ha viszont egy kozds pontban metszik egymast, akkor a
rendezett mechanizmus tiinikk érvényesnek. Ha nem egyeneseket kapunk, nagy
valoszinliséggel gatlasok 1éptek fel. Ilyen esetekben a grafikus modszerek alkalmazasa nem

nyujt megfeleld tdampontot.
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1.9. abra: A bi-bi reakciok mechanizmusai.
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Azokat a publikaciokat, ahol kinetikai szempontbdl is vizsgaltdk az olajsav szerves
oldoszerben lipaz enzimmel torténd észterezését, az 1.6. tablazatban foglaltam Ossze. Lathato,
hogy butil-alkoholndl hosszabb szénldncti alkoholt egyik szerzd sem vizsgalt. Rovidebb
szénlanc alkoholok esetén az alkohol gatld hatdsat minden esetben valamilyen mddon
feltételezték, de az olajsav ilyen hatasat is emlitik [Goddard, 2000]. A kinetika leirasara a
legtobb esetben a ping-pong bi-bi modellt hasznaltdk, de taldlhaté annak szélsdségesen
eltorzitott alkalmazdsara is példa, (Oliveira, 15 nagysagrendnyi eltérés a kinetikai
paraméterekben) valamint nagymértékii egyszertsitések is (pl. egy szubsztratos reakcio)
[Goddard, 2000]. Tobb esetben a vazolt kinetika csak nagyon sziik koncentracid
tartomanyban alkalmazhatd. A tablazatbol kitlinik, hogy ezek a részletesnek tiind kinetikai

vizsgéalatok nem tekinthetdek a reakcid megfeleld leirdsanak. Az észterezési folyamat

kinetikajanak meghatarozasahoz fejlesztésekre, finomitdsokra van sziikség.

1.6. tablazat: Az olajsav észterezésének Kinetikai vizsgalatai.

HIVATKO- ,
ALKOHOL ENZIM MODELL , MEGJEGYZES
ZAS
i-propil- Novozym 435 ordered bi-bi [Garcia, nagy az illesztés
alkohol Candida 13 paraméter, a 1996] hibgja, igen sok
antarctica szubsztratok és a paraméter egyetlen
termékek mérésre illesztve
kompetitiv
inhibitorok
butil-alkohol | immobilizalt ping-pong bi-bi [Zaidi, 28 % a marado hiba,
Candida rugosa | 5 paraméter 2002] szlik mérési
a sav ¢és az alkohol tartomany (0,1-1
mint inhibitor mol/l)
etanol immobilizalt random bi-bi [Oliveira, 15 nagysagrendnyi
Rhizomucor 4 paraméter az 2001] kiilonbség az egyes
miehei alkohol mint paraméterek kozott,
inhibitor kvazi egy
szubsztratos kinetika
etanol immobilizalt Michaelis-Menten | [Goddard, minden alkohol
Rhizomucor 2+1 paraméter az | 2000] koncentraciora mas
mihei alkohol mint kinetikat hasznal,
inhibitor pszeudo egy
szubsztratos kinetika
etanol szabad, sertés ping-pong bi-bi [Hazirka, nagyon sziik mérési
hasnyalmirigybdl | 4 paraméter az 2002] tartomany 0,3-0,8
izolalt alkohol mint mol/l
inhibitor
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1.9. Glicerin-monosztearat eloallitasa szerves oldoszerben

1.9.1. Glicerin-monosztearat eléallitasa hidrolizissel

A monogliceridek biokatalitikus eldallitasa tobbféle uton is lehetséges. Az egyik Ut a
zsirok és olajok részleges hidrolizise. A hidrolizist legegyszeriibb modon 1,3-specifikus lipaz
alkalmazasaval lehet megoldani. Ennek nagy hatranya, hogy 1 mol monoglicerid mellett 2
mol szabad zsirsav keletkezik [Mukherjee, 1986]. A zsirsav mennyiségének visszaszoritadsara
¢s a monoglicerid ardnyanak a megnovelésére tobb modszert is kidolgoztak. Ricinus olaj
Rhizopus arrhizus 1,3-sp-lipdzzal val6 hidrolizisekor gy novelték meg a termék
monoglicerid tartalméat 23%-r61 65%-ra, hogy sot adagoltak a reakcidelegyhez, ¢s igy a
keletkezd szabad zsirsav csapadék formajaban kivalt a rendszerbdl, ami az egyensulyt a
termékképzddés iranyaba tolta el [Flenker, 1990]. A hidrolizis sordan keletkezd szabad
zsirsavak alifas primer alkohollal, pl. 2-butanollal torténd észterezésével is 70%-o0s

monoglicerid hozamot sikeriilt elérni, és ezzel egyiitt a szelektivitas is megnott [Mazur, 1991].

1.9.2. Glicerin-monosztearat eléallitasa észterezéssel

Monogliceridet zsirsav és glicerin észterezési reakciojaval is eld lehet allitani. Mivel
egyensulyi reakciorol van szo, a megfeleld reakciokoriilmények beallitdsardl gondoskodni
kell annak érdekében, hogy az enzim a szintézist katalizalja a hidrolizissel szemben [Khan,
1990]. Ahhoz, hogy megnoveljiik a monoglicerid hozamot pl. az egyensuly eltolasaval, a
keletkezett vizet el kell tavolitani. Alacsony viztartalmat lehet biztositani molekulasziirék
reakcioelegyhez vald adagolasaval [ Yamaguchi, 1991], illetve alacsony nyomason kivitelezett
reakcioval [Miller, 1988]. Az egyensuly eltolasat eredményezi és igy javitja a szelektivitast a
glicerin hordozé anyagra vald adszorpcidja is [Berger, 1993], valamint a keletkezett

monoglicerid eltavolitdsa a rendszerbdl [van der Padt, 1993].

Az alkalmazott lipaz is befolyasolja a keletkezett termék mindségét. Aspergillus niger
€s Rhizopus delemar a glicerin sn-1 illetve sn-3 helyzeti OH-csoportjat észterezik, ami
regioszelektiv reakciot tesz lehetévé. A Geotrichum candidum és a Penicillium cyclopium

lipazok csak a hosszl szénlancu zsirsavak €szterezését katalizaljak [Tsujisaka, 1977].

A hoémérséklet is hatdssal lehet a monoglicerid tartalomra és hozamra egyarant,
valamint befolyasolhatja a kiinduldsi szubsztratok oldhatdsagat az oldoszerben. Monosztearat
szintézisét tobb kiilonb6zd hdémérsékleten (20 — 70 °C) vizsgaltak, és megallapitottak, hogy a
legnagyobb, kb. 85% monoglicerid hozamot 50 °C-on nyerték, ugyanakkor az enzim

(Novozym 435) még 70 °C-on is stabilnak bizonyult [ Yang, 2003].

46



Eszterezés soran gondot jelent a zsirsavas és az alkoholos fazisok megfeleld
érintkeztetése. Erre tobb megoldast is kidolgoztak. Egyik lehetséges alternativa a megfeleld
szerves oldoszer alkalmazasa, amelyben mind a zsirsav, mind a glicerin jol oldodik, és igy
homogén reakcidelegyet kapnak. Tovabbi befolyasold tényezdnek szamit a kivalasztasnal az
enzim aktivitasa, mely nemcsak az oldoszertdl, hanem a szubsztratoktél és az
enzimkoncentraciotol is fiigg. Mivel a lipazok a legnagyobb aktivitast a hatarfeliileten
mutatjak, célszert rogzitett enzimet hasznalni [van der Padt, 1990]. Az alkalmazott enzim is
befolydsolhatja az olddszervalasztast. Mig a Rhizopus arrhizus lipaz aktivnak bizonyult
acetonban [Bell, 1978], addig a Mucor miehei lipaz semmilyen aktivitdst nem mutatott ebben
az oldoszerben [Miller, 1988]. Tovabbi megfigyelések eredménye az is, hogy az alkalmazott
oldoszer polaritasa befolyasolja a keletkezett termék mindségét €s a szelektivitasat. Glicerin
olajsavval valo észterezését elvégezték apolaros n-heptanban és polaros acetonban egyarant.
Mig az els6 esetben a monooleat tartalom 7.2% volt, addig a masodik esetben 68%-ot sikeriilt
elérni alig 2 ora reakcioidé utan [Otero, 1990]. Sztearinsavval torténd észterezésnél is
vizsgaltdk a polaritds hatasat, ahol szintén hasonldé eredményre jutottak. Acetonban 2 6ra
reakcid utdn 75% volt a monosztearat tartalom, mig hexanban csupan 25% [Yang, 2003]. Az
alkalmazott enzim mindkét esetben Candida antarctica lipaz volt. Mas kisérletek soran is
vizsgaltak az oldoszer polaritasanak hatasat. Itt a szubsztrat szilikagélre adszorbedlt glicerin
¢s olajsav, mig az enzim Rhyzomucor miehei lipaz volt. Amig tiszta hexanban csupan 6% volt
a termék monooleat tartalma, addig azonos mennyiségli hexan ¢és 2-metil-2-butanol
keverékében ez az arany mar 94%-ot ért el. Az olddszer polaritdsanak a novelése azonban a

kezdeti reakciosebesség és a szubsztrat konverzid csokkenését is eredményezte [Bellot, 2001].

Alkohol és zsirsav kétfazisi emulzidos rendszernél nincs olddszer, az enzim a

hatarfeliileten helyezkedik el oldott vagy rogzitett formaban [van der Padt, 1993].

Alternativ reakciokozeget jelentenek a forditott micelldk, melyek szintén hasznalhatok
¢szterszintézre. A vizes fazis a micella belsejében talalhatd, amit szerves oldoszer fazis vesz
koriil. Megoldast jelenthet abban az esetben, ha a glicerin rosszul oldodik a szerves
oldoszerben, mivel igy az a micella belsejébe zarddva helyezkedik el. Nagy hatarfeliilet alakul
ki a két fazis k6zott, igy j6 enzim-szubsztrat érintkezés valosulhat meg [Fletcher, 1987]. Ilyen
kozegben végeztek 1,3 specifikus lipazzal (Rhisopus delemar) regioszelektiv észterezést,
mely sordn dontOrészt 1-monoglicerid keletkezett a vart 2-monoglicerid helyett [Hayes,
1991]. Ennek az oka, hogy az acilcsoport vandorol a mellette levé szabad OH-csoportra

mindaddig, amig be nem all egy egyensily 90% 1-monoacilglicerid és 10% 2-
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monoacilglicerid aranyban [Quinn,1967; Jensen, 1976]. A zsirsav konverzidja 50-60% koriil
volt. Tobb zsirsavval is elvégezték a kisérletet, és az eredményeket 0sszehasonlitva sikertilt
egy reakcidsebesség sorrendet felallitani: olajsav > kaprilsav > mirisztinsav = laurinsav >
sztearinsav = palmitinsav [Hayes, 1991]. Nem-specifikus lipaz alkalmazasakor magasabb, 80-

90%-o0s konverziot sikeriilt elérni [Fletcher, 1987].

Ahhoz, hogy a regioszelektiv észterezés soran magas monoglicerid tartalmat érjenek
el, mindenféleképpen meg kellett oldani a glicerin apolaris olddszerben vald oldasat. A
problémat a glicerin szilard anyagra (szilikagél, celit) torténd adszorpcidjaval kiiszobolték ki.
Termékként szaraz port nyertek, melyet sikeresen szuszpendaltak az apolaros olddszerben (pl.
dietil-éter - hexdn elegy). A reakcid lejatszodasa utan egy egyszeri sziiréssel el lehetett
tavolitani mind a maradék glicerint, mind az enzimet. Ilyen modon legfeljebb 70%-os
monoglicerid tartalmu terméket lehetett elérni, mivel nagyobb koncentracional mar az 1(3)-

monoglicerid bizonyult jobb szubsztratnak az 1,3-szelektiv lipaz szamara [Berger, 1993].

1.10. Célkitiizések

A vonatkozo irodalom attekintése utan kettds célt tiztem ki magam elé. Egyrészt
a lipdz enzimek ¢és a reakciokozeg kolcsonhatasdnak tovabbi, részletes vizsgalatat a 2-
szubsztitudlt propionsavak enzimkatalitikus enantioszelektiv — észterezésének, mint
tesztreakcionak az alkalmazéasaval. Ennek a munkanak a pénziigyi kereteit az elnyert OTKA
palyazatok, tartalmat pedig a jovahagyott kutatasi program adta. Ebben kdzéppontban allt a
reakciokdzeg viztartalmanak tanulmanyozéasa a lipaz enzim aktivitasara, szelektivitasara és
stabilitasara. Megfeleld modszereket kell talalni a reakcidelegyben a vizkoncentracio helyett a
vizaktivitds bedllitasara illetve a reakcioban keletkezd viz folyamatos eltavolitdsaval a
viztartalom, ezen keresztiil a vizaktivitds 4allando értéken tartasara. Lathatd, hogy az
oldoszermérnokség adta lehetdségek csak részben valosulhatnak meg a sok esetben hasznos,
de illékonysaguk és tlizveszélyességiik miatt sokszor korlatozottan alkalmazhatd szerves
oldoszerek hasznalataval. Meg kell vizsgalni, hogy oldoszermentes rendszerben (az egyik, az
enzimre ¢s a kornyezetre kevésbé karos reagens feleslegében) végzett reakciokkal mennyire
lehet kikiiszobolni a szerves olddszerek hatranyait, illetve milyen 1j, kornyezetre kevéssé
karos ,,z01d” oldoszerek alkalmazhatok az enzimkatalitikus észterezésekben.
A kiilonb6zé enzimek ugyanabban a szerves oldoszerben eltér6 modon
viselkedhetnek. Sokszor egymasnak ellentmondd eredményekrdl szol a szakirodalom arra

vonatkozolag, hogy a szerves oldoszerek miként befolyasoljak a Candida rugosa lipaz enzim
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katalitikus aktivitasat, stabilitdsat €s enantioszelektivitdsat. Tobben felvetik annak lehetdségét,
hogy nem csupan az olddszerek fizikai-kémiai tulajdonsagai, hanem azok kémiai szerkezete is
kozvetleniil meghatarozé szerepet tolthet be az enzimek miikodésében.

Az oldoszermérnokség keretein belill maradva, a Candida rugosa lipaz enzim
aktivitdsat és enantioszelektivitdsat kivantam Osszehasonlitani kiilonb6z0  szerves
oldoszerekben és ionos folyadékokban. Kapcsolatot kerestem az olddszerek fizikai-kémiai
tulajdonsagai és az enzim aktivitdsa, enantioszelektivitdsa kozott. Kirdlis olddszerek
segitségével vizsgalni kivantam, hogy az olddszer és az enzimmolekula kozott a fizikai-
kémiai kdlcsonhatasokon tul kialakulhat-e valamiféle szorosabb, mas jellegli kdlcsonhatas is.

A masik kitlizott cél az alapkutatdsi eredmények hasznositdsa €és ehhez megfeleld
egylittmiikodo partner biztositasa. A hasznositast elsdsorban a természetes (bio)anyagok
eléallitasa terén kivantam megvaldsitani, ahol a Bevezetésben emlitett UNDP megbizasbol
fakado, a mezdgazdasagi hulladékok biotechnologiai hasznositasat célzo projekt eredményeit
is fel lehet hasznalni. Célom igy kétszeresen is szolgadlja a kornyezetvédelmet: egyrészt
hulladék anyagokat haszndl kiindulasi anyagként, mdasrészt olyan folyamatos, integralt
rendszerli hulladékszegény vagy hulladékmentes biokatalitikus eljarasok kialakitdsa a cél,
ahol az oldoszermérnokség ismereteit hasznosan lehet alkalmazni a vegyészmérnoki
tudomany teriiletén. A megbizok altal kitlizott feladatok megoldasa mellett célom a munka
tudomanyos igényl kezelése, sziikség esetén tobbletfeladatok beiktatdsa, hogy a miértekre is

valaszt kapjak.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Anyagok

2.1.1. Enzimek és vegyszerek
A kisérleti munka soran felhasznalt legfontosabb enzimeket és vegyszereket a konnyebb

attekinthet6ség érdekében tablazatosan foglalom 6ssze (2.1. és 2.2. tablazatok).

2.1. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt enzimek és reagensek.

Candida rugosa, korabbi nevén

Candida cylindracea lipaz liofilizalt Nevlefes aktivitas: Slgmgﬁdrlch Kit.,
enzim (E.C.3.1.1.3.) 943 U/mg udapest
(Zanc?zda antqrctzca lipaz B (CALB) Névleges ktivitas: Novo Nordisk, Basvaerd,
rogzitett enzim Novozym 435® 7000 pmol PLU/g Dénia
(E.C3.1.1.3)

(R,S)-2-klor-propionsav, Merck Kft.,

litikai
analitikai reagens Budapest

(R,S)-2-brom-propionsav
(R,S)-2-metoxi-propionsav
(R,S)-2-etoxi-propionsav
(R,S)-2-propoxi-propionsav >98% (GC)
(R,S)-2-1zopropoxi-propionsav
(R,S)-2-fenoxi-propionsav

197873-as szaml1 magyar
szabadalom (Dukai, 1989)

. 99.5% Scharlau Chemie S. A.

Természetes ecetsav
Barcelona
Ecetsav >98% Spektrum 3D Kft., Debrecen
Természetes etanol 94.6% Gyori Szeszgyar €s
Finomit6 Rt.

Etanol >99.7% Spektrum 3D Kft., Debrecen
n-Propanol analitikai reagens Reanal Rt., Budapest
i-Butanol analitikai reagens Reanal Rt., Budapest
i-Pentanol (Izoamil-alkohol) >98% Spektrum 3D Kft., Debrecen
Glicerin 99.5% Spektrum 3D Kft., Debrecen
Olajsav 99.9% Reanal Rt., Budapest
Sztearinsav >97.0% Merck Kft., Budapest
Kozmaolaj % Gyori Szeszgyar €s

Finomitd Rt.

*A felhasznalt nyers kozmaolaj 0sszetétele a kovetkezd volt: 4.1% etanol, 8.7% n-propanol,
32.7% i-butanol, 42.3% i-pentanol és 12.2% viz. Tisztitasa filmbeparloban tortént.
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2.2. tablazat: A mérések soran felhasznalt ionos folyadékok neve, roviditése, szerkezeti képlete, tisztasaga, gyartdja.

1-(2-ETOXI-ETIL)-3-METIL-IMIDAZOLIUM- /N/ +\N i c PE N
. VACEMA42 HC™ N No~C~0" " >cH 6 >98%
HEXAFLUOR-FOSZFAT ° H 3
2
H
-I2_[2-(2- - - 3- - Y/ H, 2 -
1-{2-[2-(2-ETOXI)-ETOXI]-ETIL} 3’ METIL VACEM44 N +\N\ . _C__O_ __CH,|PF, = 98%
o o~ C C
IMIDAZOLIUM-HEXAFLUOR-FOSZFAT HC™ H, A,
2
PE MUKKI,
-\ H H Veszprém
1-[2-{2-[2-(2-ETOXI)-ETOXI]-ETOXI} - HC/N/\*/\N\ D ol & e
P M N 6
ETIL]-3-METIL-IMIDAZOLIUM- VACEM47 3 (H32 0 ﬁz ﬁz 0" CH, > 98%
HEXAFLUOR-FOSZFAT
I\ H -
1-(2-METOXI-ETIL)-3-METIL- + 2
( ) , VACEMSS HC™ NN O g Ot | PP > 98%
IMIDAZOLIUM-HEXAFLUOR-FOSZFAT 3 b
2
A
. ) ) Merck KGaA.,
1-BUTIL-3-METIL-IMIDAZOLIUM-KLORID bmim]Cl1 N_t N Cl >98% Darmstadt,
C,Hs~ " “CH . .
49 3 Németorszag
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2.2. tablazat (folytatas): A mérések soran felhasznalt ionos folyadékok neve, roviditése, szerkezeti képlete, tisztasaga, gyartdja.

[ Nee = Rovidts  Sserkesetiképlt  Tisashg  Gyas |

FOSZFAT

N
-
CgH,7 e CH,

1-BUTIL-3-METIL-IMIDAZOLIUM-TETRAFLUOR - ) i1\ B
UTIL-3 OLIU uo [bmim]BF, N NC | er, >98%
BORAT CHy™ N "CH, .
L Solvent Innovation
- GmbH, Koln,
Németorsza
, : [/ (CH,),PO,” 0 s
1,3-DIMETIL-IMIDAZOLIUM-DIMETIL-FOSZFAT [mpim]PO4(CH3), H C/N\"/N\C 32" P4 >98%
3 3
1-ETIL-3-METIL-IMIDAZOLIUM- . /+ \ OSO .
X [emim]tosy C,H " "CH, > >99%
TOLUOLSZULFONAT i
- >99%
1-BUTIL-3-METIL-IMIDAZOLIUM-HEXAFLUOR- ) i\ PE
. [bmim]PFg Nt N_ 6 Tonic Liquid
FOSZFAT C,Hy " "CH, onic Liquids
L Technologies GmbH &
— ~99%, Co KG, Denzlingen,
cmetorsza
1-HEXIL-3-METIL-IMIDAZOLIUM-HEXAFLUOR- ) I\ PF Nemetorszag
] [hmim]PFg Nt N 6
FOSZFAT CeH,s™ 7 TCH,
- >99%
1-METIL-3-OKTIL-IMIDAZOLIUM-HEXAFLUOR- ) i\ PE
[omim]PFg + No 6
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A mérések soran felhasznalt egyik enzim a Candida antarctica lipdz B (CALB) volt,
melyet immobilizalt formaban alkalmaztam. Kereskedelmi forgalomban neve: Novozym
435® (Novo Nordisk, Basvaerd, Dania). A Nemzetk6zi Enzimbizottsag altal a kovetkezd
besorolast kapta: triacilglicerol-hidrolaz, E.C. 3.1.1.3., tehat a hidrolaz enzimek osztilyaba
tartozik. Aktivitdsa 7000 umol PLU/g. (Egy propil-laurat egység (PLU) a definicid szerint az
az értek umol-ban kifejezve, amennyi n-propil-laurdt keletkezik szabvanyos koriilmények
kozott laurilsav n-propil-alkohollal vald észterezésekor 15 perc utan, atmoszférikus
nyomason.) Viztartalma: 1-2%.

A masik alkalmazott enzim, a Candida rugosa lipaz volt liofilizdlt forméaban, amely
szintén triacilglicerol-hidroldz (E.C. 3.1.1.3.). Aktivitasa 943 U/mg. (Egy egység (U)
definicio szerint az az érték pmol-ban kifejezve, amennyi zsirsav keletkezik szabvanyos
koriilmények kozott olivaolajbol, triglicerid hidrolizissel 1 6ra alatt, 7.2 pH-n, 37 °C-on, 30
perc inkubaciods id6 utan).

A kisérletekben felhasznalt nagyszamu tobbi olddszer, reagens és gazkromatografias
standard mind analitikai tisztasagu volt, gyartdéik megegyeztek a tobbi, felsorolt vegyszer

gyartoival.

2.1.2. Membranok
A pervaporacios mérések sordn tesztelt és felhaszndlt membranlapok tipusait, jellemzdit,
beszallitoit az alabbiakban sorolom fel.
Pervaporacioban tesztelt hidrofil lapmembranok:
e Pervap 2205, Sulzer Chemtech GmbH, Winterthur, Svéjc,
e Pervap 2202, Sulzer Chemtech GmbH, Winterthur, Svéjc,
e Pervap 2201 Sulzer Chemtech GmbH, Winterthur, Svajc,
e (CMC-VP-43, CM-Celfa Membrantrenntechnik AG, Seewen, Svijc,
e (CMC-CF-23, CM-Celfa Membrantrenntechnik AG, Seewen, Svijc.
Pervaporacioban tesztelt hidrofob lapmembranok:
e PV 20063, Beroplan GmbH, St. Ingbert, Németorszag,
e Pervap 2255-50, Sulzer Chemtech GmbH, Winterthur, Svijc,
e Pervap 2256, Sulzer Chemtech GmbH, Winterthur, Svajc,
e Pervap 1060, Sulzer Chemtech GmbH, Winterthur, Svéjc,
e 20 pm poli(oktil-metil-sziloxdn), poli(etilén-imid) hordozén (POMS/PEI),
Beroplan GmbH, St. Ingbert, Németorszag,
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e Poli(dimetil-sziloxan) poli(akril-nitril) hordozén (PDMS/PAN), Beroplan
GmbH, St. Ingbert, Németorszag,

e Metcell Starmem 120, poliimid, vagasi érték: 200 Dalton, Membrane Extraction
Technology LTD, London, UK,

e Metcell Starmem 228, poliimid, vagasi érték: 280 Dalton, Membrane Extraction

Technology LTD, London, UK.

2.2. Kisérleti modszerek, eljarasok

2.2.1. Az (R,S)-2-szubsztitualt-propionsavak és az 1-butanol észterezési reakcidjanak
vizsgalata
2.2.1.1. Reakcio razoinkubatorban

Az észterezési reakcio egyensulyat 50 ml-es reakcioelegyben vizsgaltam. Az (R,S)-2-klor-
propionsavat (0.2 mol/l) és az 1-butanolt 1.2 mol/l) 50 ml-es mérélombikba mértem be, majd
oldoszerrel jelig toltottem a lombikot. Alapos elegyitést kovetden a reakcidelegyet 100 ml-es
Erlenmeyer-lombikba dntottem, ebbe tettem a liofilizalt Candida rugosa lipaz enzimet (0.2 g,
4 g/dm’). A reakcidelegyhez 0.135 pl desztillalt vizet adtam, igy biztositva 0.15 mol/dm’-es
vizkoncentraciét. A reakcidelegyet New Brunswick G24 razd inkubatorban az adott
hémérsékleten temperaltam és 150 rpm-mel rdzattam.

A tovabbi vizsgalatokhoz a modellreakcidt 6t kiilonbdzd (R,S)-2-klor-propionsav és 1-
butanol koncentraci6 mellett végeztem 10 ml-es reakcioelegy térfogatban. A szubsztratok és
az enzim vizaktivitdsanak beallitasa kiilon edényben tortént, a vizaktivitas beallitas fejezetnél
leirt médon. A reakcidkat az ismert vizaktivitdsu enzimpor hozzdadasaval inditottam. A
reakcid6 elérehaladasat a keletkezett (R)- ¢és  (S5)-2-klor-propionsav-butil-észterek
mennyiségének valtozasan keresztiil kovettem nyomon a reakcidelegybdl adott id6k6zonként

vett mintak gazkromatografids elemzésével (lasd 2.2.6.1. pont).

2.2.1.2. Vizadszorpcios izotermak felvétele

A vizadszorpcids izotermdk meghatdrozasahoz az (R,S)-2-klor-propionsav, az 1-butanol
¢s a n-hexan 5-5 ml-ét tartalmazo f6z6poharat ismert vizaktivitasu telitett sooldatot tartalmazo
nagyobb fézépohdarba helyeztem, és a parolgds megakadalyozasira a nagyobb fézOpohar
széjat lefedtem. El6szor 12, majd 16, 18 és esetenként 20 h elteltével vettem mintat, és Karl-

Fischer titratorral mértem az anyagok viztartalmat. Az apolaris jellegii n-hexan viztartalma 12
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h elteltével 0.05% volt, és késdbb mar nem valtozott. A leginkabb polaris tulajdonsagt 2-klor-

propionsav vizaktivitasa ezzel szemben lassabban allt be allando értékre.

2.2.1.3. lonos folyadékok log P értékeinek meghatarozasa ,,razotolcséres” modszerrel

Az oktanol-viz fazisegyenstly kialakulasanak nyomonkdvetéséhez az 1-oktanolos felsod
fazisnak mértem a viztartalmat. A viztartalom 21.1 h elteltével mar nem valtozott, tehat
kialakult a fazegyenstly az 1-oktanol és a viz kozott. Ekkor az 1-oktanol viztartalma 4.83 %
volt, ami megfelel a szakirodalomban fellelhetd adatnak, mely szerint 298 K-en a viz
oldhatosaga 1-oktanolban 27 mol% [Schwarzenbach, 1993]. Az oktanol-viz elegyhez
hozzdadva a vizsgalni kivant 1onos folyadékot, intenziv rdzast kovetden UV-
spektrofotométerrel az imidazolium gytirt elnyelésére jellemz6 211 nm-en meghataroztam az

ionos folyadék megoszlasat a két fazis kozott.

2.2.2. Etil-acetat eléallitasa vizsgalata
2.2.2.1. Reakcio razoinkubatorban

New Brunswick G24 razoinkubatorban végrehajtott radzatott lombikos kisérletek sordn a
reakcioelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 0,786 mol/dm’ ecetsav, 0.5-5.0% viz, etanol
feleslegben, valtozé mélaranyokban, [bmim]PFs ionos folyadékkal 5 cm’-re feltoltve. A
kisérleteket Eppendorf-csdvekben hajtottam végre 1-1 cm® reakcideleggyel, 150 rpm razatési
intenzitas mellett, kiilonb6zé héfokokon. Az analizis c€ljabdl meghatarozott iddtartamok
elteltével 1-1 Eppendorf-csdvet kivettem a razdgépbdl, €s meghataroztam a konverzid

meértekét.

2.2.2.2. Reakcio és pervapordcio integraldasa

A reakcidelegy Osszetétele a pervaporacidos mérések soran a kovetkezd volt: 3.9% ecetsav,
8.7% etanol, 1.7% viz és 85.7% [bmim]PFs. Az igy 0Osszemért elegyet tartalmazo
reaktoredényt csatlakoztattam a rendszerhez, beinditottam a keverést, a keringetést valamint a
termosztalast. 15 perc eltelte utdn a reakcioelegy hdmérséklete mar bedllt az egyensilyi
értékre. A megfeleld mennyiségii enzim bemérésével (20 g/dm’) inditottam a reakcidt. A
reakcid termékei koziil a vizet hidrofil, az etil-acetatot hidrof6b membrant tartalmazo

pervaporacids berendezéssel tavolitottam el.

55



2.2.3. Izoamil-acetat eloallitasa vizsgalata
2.2.3.1. Reakcio razoinkubatorban

Razatott lombikos kisérleteket hajtottam végre New Brunswick G24 razéinkubatorban. A
reakcidelegy altalanos Osszetétele a kovetkezd: 54.23 mmol izoamil-alkohol, 7.34 mmol
ecetsav, 3.72 mmol viz, 2.83 mmol toluol és 1.38 g [bmim]PFs ionos folyadék ¢s 38 mg
Novozym 435 lipaz enzim. A reakcidelegyet 100 rpm intenzitassal inkubatorban razatva 60
°C-on 5 Oran at a varhatdé hozam 90-95%. Az optimalizalas sordn ezeket a paramétereket
valtoztattam. Az olddszermentes kozegben végzett vizsgalatokat a fenti, ionos folyadékot nem

tartalmazo reakcioeleggyel végeztem el.

2.2.3.2. A komponensek megoszlasanak vizsgalata

A sav és a termék megoszlasanak vizsgdlata sordn az alkoholos €s ionos folyadékos fazis
kozott 7.34 mmol ecetsavat vagy 2.24 mmol izoamil-acetatot inkubaltam 0.81 g (1,00 cm’)
izoamil-alkohol és 1.38 g (1,00 cm’) [bmim]PF; kétfazisa keverékben 1 6ran keresztiil 30, 40,
50 és 60 °C-on er0s razatas mellett (200 rpm).

Az izoamil-alkohol [bmim]PFs-ban vald oldhatésaganak mérése sordn 0.81 g izoamil-
alkoholt inkubdltam 1.38 g [bmim]PFs-ban 1 6ran keresztiil 30, 40, 50 és 60 °C-on, 200 rpm
razatasi intenzitassal. A két fazis szeparalasa utan az izoamil-alkoholt 4 x 5,0 cm’ n-hexannal
extrahdltam ki az ionos folyadékos fazisbol. A sav és az észter megoszlasi hanyadosanak
illetve az alkohol [bmim]PFs ionos folyadékban valé oldhatosaganak kifejezéséhez az alabbi

egyenlettel szamoltam [Swatloski, 2003]:

K, = ([A]alkohol(e) B [A]alkohol(“) ] Vatkonor
4 [A]alkohol(u) VIF

ahol [A]al,who,(e) és [A]al,who,(u) a vizsgalt komponens koncentracioja az alkoholos fizisban az

2

extrakcio elott és utan, V, , - €s V,, az alkoholos és ionos folyadékos fazisok térfogata.

2.2.3.3. Az enzim héstabilitasanak vizsgalata

Az enzim inaktivalodas mértékének meghatarozasa a kovetkezdképpen tortént: 10 mg
enzimet bemértem az inaktivalodas szempontjabol vizsgalni kivant kozeg 1 cnr-ébe. A
kozegben a vizsgalati hdmérsékleten erds razatasi intenzitas mellett (200 rpm) inkubdaltam az
enzimet. Az inkubdlasi 1d6 végén a mintat 5 percig jeges vizbe raktam, majd az enzimet
lesziirtem, acetonitrillel ultrahangos fiirddben mostam, majd szobahéfokon vakuum

széaritoszekrényben szaritottam. A mosds ¢€s szaritds hatékonysagat tomegméréssel
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ellenériztem. Az inaktivalédast két kozegben vizsgaltam: kiinduldsi reakciodelegy ionos
folyadékkal ¢és ionos folyadék nélkiil, mind a két kozegben 3 héfokon: 60, 70 vagy 80 °C-on,
valamint minden egyes h6fokon 10 inkubalasi idétartam utan mértem aktivitast. Az inkubalasi
1d6t az inaktivalodas litemének megfeleléen valtoztattam.

Ezutén a részben vagy teljesen inaktivalodott enzim aktivitdsat, oldoszermentes kdzegben
50 °C-on végrehajtott reakcioval mértem meg, €s hasonlitottam a kontroll reakciohoz. A
reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 1.0% kezdeti viztartalom, 7.12 mmol izoamil-
alkohol, 1.03 mmol ecetsav, 10 mg szaraz enzim.

A kisérleti adatokbol a modell paramétereket, sebességi allandokat a referencia
homérsékleten €és az aktivalasi energidkat az Athena Visual Workbench (Stewart &
Associates, Madison, Wisconsin, USA) szoftver segitségével szdmoltam.

A termostabilitas aktivitas-1d6 gorbéinek elfogadhatdsagi kritériumai a kovetkezok voltak:
egy gorbe legalabb hat pontot tartalmazzon a kezdeti pont mellett, a relativ aktivitas (a)
hibaérteke 5% alatt legyen. A legjobb modell kivalasztasandl nemcsak a pontossadg, hanem az
egyszeriiség is szempont volt. Tehat az adott statisztikai hatdron beliil megfeleld,

legegyszerlibb modellt valasztottam a szamitdsokhoz.

2.2.3.4. Reakcio szuperkritikus szén-dioxidban

A s.k. COy-ban végrehajtott kisérleteket egy nézdkével (,,view cell”) ellatott reaktorban
végeztem. A teljes rendszer rajza a 2.1. abradn, fényképei az F-5. abran lathatok. A CO, az S1
gazpalackbol hiités (E1) és nyomasndvelés utan (P1) egy nyomés szabalyoz6 egységen (P2)
keresztiil jutott a reaktortérbe (C1). A cella elektromos melegitével (HT1, HT2), hdmérséklet
szabalyozoval (TIC1) és nyomas érzékeldvel (PI3) volt felszerelve. A még nyitott
reaktortérbe eldszor az immobilizalt enzimet helyeztem be, majd a nyomastartd fedé €s 5 cm
vastag biztonsagi plexi lap rogzitése utan a reakcioelegyet injekcids tlivel egy mintaadagolo
nyilason keresztiil jutattam be. Ezutan P2 segitségével a V2 szelepen keresztiil nagy nyomasu
CO;-ot eresztettem a reakciotérbe, amely kezdetben gaz allapotu volt, majd kritikus nyomasa
felett (73.8 bar) folyékonnya valt. A reakcid6 soran a kevertetést egy szabalyozhatod
mechanikus keverd (MIX1) biztositotta, a mintavétel egy 200 pl-es mintavevé hurokon (S2)
keresztiil tortént. A reakcid végén a nyomas csokkentése soran a CO; a reakcideleggyel egy
vastag fali livegedénybe aramlott, a reakcidelegy itt kondenzalt, a CO, pedig az edénybdl

kivezetd csovon keresztiil a levegdbe tavozott.
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2.1. abra: Nagynyomasu berendezés enzimkatalitikus észterezéshez (Maribori Egyetem).
S1: CO, gazpalack, E1: hiitd, P1: nagy nyomasu membranpumpa, P2 nyomas szabalyozo, C1: ,nézdke”, MIX1:
mechanikus keverd, HT(1,2): elektromos melegité, PI(1,2,3): nyomas érzékeld, S2: mintavevd hurok, TII1:
hoémérséklet érzékeld, TIC1: homérséklet szabalyozo, V: nagy nyomasu szelep, S3: leiirité edény.

2.2.4. Biokenoanyag eléallitasa vizsgalata

Az észterezési reakcidkat New Brunswick G24 razoinkubdtorban hajtottam végre. A
szamos alkoholt tartalmazd kozmaolaj és az olajsav valtozé mélaranyu elegyének 25 cnr’-ét
kiilonb6zé homérseékleteken, 150 rpm razatdsi intenzitdssal kevertettem. A reakcidelegy
viztartalmat elézetesen 0.1%-ra allitottam be. A reakciot a kisérletenként valtoz6 mennyiségi

Novozym 435 lipaz enzim hozz4adasaval inditottam.

2.2.5. Glicerin-monosztearat eléallitasa vizsgalata
2.2.5.1. Reakcio razoinkubatorban

A reakcidelegyben a sztearinsav-koncentracioja 0.1 mol/dm’ volt, a glicerint a sziikséges
sztochiometriai mennyiséghez képest kiilonbozé molfeleslegekben adtam a savhoz, ennek
célja részben a reakci6 egyensulyanak eltolasa, masrészt a monoglicerid szelektivitas ndvelése
volt. A reakciot az enzim (Candida antarctica lipdz, Novozyme 435) hozzaadéasaval
inditottam. Az elegyet New Brunswick G24 razdgépben 150 rpm intenzitassal razattam adott
homérsékleten. A reakcid inditdsa utdn meghatarozott idokozonként 100 pl mintat vettem. A
mintakat az eluensként alkalmazott tetrahidrofurdnnal 15-sz6rds térfogatara higitottam, majd

HPLC segitségével elemeztem.
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2.2.5.2. HPLC analizis

A HPLC analizishez forditott fazisi gélpermeéacios oszlopot alkalmaztam 0.5 cm’/min
eluens 4aramlasi sebesség mellett. A monosztearat hozamot a monosztearat kalibracios
egyenes segitségével hatdroztam meg. A diglicerid hozamot - feltételezve azt, hogy az
alkalmazott glicerinfelesleg kovetkeztében triglicerid csak elhanyagolhatd mértékben

keletkezik - a sztearinsav fogyasbol illetve a monosztearat hozambdl hatdroztam meg.

A sztearinsav ¢és monosztearat kalibracios egyenesek felvétele sordn a szoras 3% alatt volt.

Minden esetben 3 parhuzamos mérést végeztem €s ezeket atlagoltam.

2.2.6. Altalanos médszerek
2.2.6.1. Gazkromatografias elemzés

Minden mérés soran a kiilonbozd elegyek illékony kompnenseinek mindségi ¢€s
mennyiségi elemzését gazkromatografidsan végeztem el. A mérések HP 5890A
gazkromatografon, langionizaciés detektorral (FID) a 2.3. tablazatban talalhato
paraméterekkel torténtek.

Bels6 standard anyagként toluolt alkalmaztam, amelyet a kiindulasi reakcioelegyhez
adagoltam. A toluol kivalasztdsandl szempont volt, hogy nem reagal a reakcidelegyek
egyetlen komponensével sem, valamint a detektdlando és retencios sajatsagai kozel esnek a
meghatarozando alkotok sajatsagaihoz.

A mennyiségi elemzés tobbpontos kalibracioval tortént, amely a belsd standard modszer
¢s a kalibraciés modszer kombinacidjaként is felfoghatdé. Ennek lényege, hogy valtozo
tomegli/koncentraci6ji  meghatarozandd6 komponenst tartalmazod elegyet hasznaltam a
kalibracid6 meghatarozasdhoz, alland6 belsé standard tomeg/koncentracid mellett; vagy
értéken tartottam. En az eldbbi modszert valasztottam. Az A/A, aranyokat abrazolva az m;/m;
megfeleld adatparok fliggvényében az origobol kiindulo, a linearis tartomanyban kapott
egyenes iranytangense adja meg a relativ érzékenységet.

Az egyes mintak elemzése harom parhuzamos mérés alapjan tortént, ekkor a hiba mértéke
kielégitd pontossagu volt (<3%). Négy parhuzamos mérést végezve a szoras nem csokkent
szamottevden. A kalibracios egyenes felvétele sordn soran a illesztés szordsanak négyzete

megfeleld volt (R°=0.9993).
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A mennyiségi elemzés minden esetben az egyes reakcioelegyekbdl tortént, tehat a
szamitott hozam 4altaldban nem izoldlt hozamot jelent, de az egyszeriiség kedvéért az

értekezésben a hozam kifejezést hasznalom.

2.3. tablazat: A gazkromatografias mérések paraméterei

3x2 cm’ 3x3 cm’ kozvetlen kozvetlen
Minta- Extrakcid
n-hexan n-hexan bemérés bemérés

elokészités

Higitas nincs nincs x 10 x 10

FS-Lipodex E*
Kolonna 25m ><p0 25 mm HP-FFAP*
’ 30 m x 0,53 mm x 1,0 pm
x (0,2 um

N; (cm’/min) 28 11 20 46
Gézaramok | Hz (cm’/min) 25 26 30 35

Levegd 230 263 300 120

(cm’/min)
Fejnyomas (kPa) 140 80 70 70
Tinjektor (°C) 250 250 250 250
T detektor (°C) 250 250 250 250

Tkezdeti (OC) 100 45 45

tkezdeti (mll'l) 5 3 3

150 °C
Kolonnatér | vges (°C/min) 10 10 10 ) )
izotermikus
tyeg (Min) 180 200 145
T (°C) 10 5 2

* Gyarto, forgalmazo: Macherey-Nagel, Aachen, Németorszag

2.2.6.2. Savtartalom meghatarozasa titralassal

A savtartalmat hagyomanyos sav-bazis titralassal hatdroztam meg, amihez 0.1 mol/l-es
etanolos kalium-hidroxid oldatot hasznaltam fenolftalein indikator mellett. A mérésekhez a
kovetkezbképpen elékezelt etanolt alkalmaztam: 500 cm’ 96%-os etanolt refluxaltattam 1
oran at 3 g kalium-hidroxidon, hogy a ligot fogyasztdé anyagokat eltavolitsam, majd az
alkoholt ledesztillaltam. Minden esetben legkevesebb 3 parhuzamos titralast végeztem, ha a

szoras mértéke til nagy volt (>5%), akkor tovabbi két parhuzamos mérést végeztem.
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2.2.6.3. Viztartalom meghatarozasa

A kiindulasi viztartalom optimalizalasahoz és megfeleld értékre valo beallitasdhoz
sziikség volt a reakcioelegyek, valamint a kiindulasi oldatok viztartalmanak megéllapitésara.
A mérés automata Mettler DL 35 Karl-Fisher titratorral tortént. Minden esetben legkevesebb
3 parhuzamos titralast végeztem, ha a hiba mértéke tal nagy volt (>5%), akkor tovabbi két

parhuzamos mérést végeztem.

2.2.6.4. Vizeltavolitas pervaporacioval

A reakcidkban keletkez6 viz folyamatos eltavolitdsat bizonyos esetekben a 2.2. abran ¢€s
az F-6. fényképen lathatd pervaporacidos berendezésben hajtottam végre. Az észterezést egy
200 cm’-es bioreaktorban (R) végeztem, amelyhez egy 12 cm® aktiv feliiletii hidrofil
membrant tartalmazd pervaporacios egységet (M) csatlakoztattam. A reakcidelegyet
perisztaltikus szivattytval (P) keringtettem a membran primer oldalan, mig a masik oldalon
-80 °C-os szarazjéggel hiitétt csapdakban (C1, C2) a permeatumot gyiijtottem. A vakuumot
(10 Hgmm=1.3 kPa) vadkuum szivattya (VP) allitotta el6. Ezenkiviill nyomasmérd (B),
valamint a vakuum pumpa védelmét szolgald biztonsagi csapdak (S1, S2, Z) kapcsolodtak
még a rendszerhez.
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2.2. abra: A vizeltavolitasra szolgalo pervaporacios berendezés.
R — bioreaktor, T — hémérd, K — hiité, P — pumpa, M — membran modul, C1, C2 — hiit6tt csapdak, S1, S2 —
szilikonolajos csapdak, Z — zeolitos csapda, VP — vakuum pumpa, 1, 2, 3 — csapok, B — nyomasméré
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3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. A 2-szubsztitualt-propionsavak enzimkatalitikus enantioszelektiv észterezése

A kandidatusi értekezésemben megkezdett munkat folytattam a 2-szubsztitualt
propionsavak enantioszelektiv észterezésének vizsgalataval. Az ott elért és az irodalmi
részben Osszefoglalt megallapitasokra tdmaszkodva végeztem a korabban mar vizsgalt
paraméterek tanulmanyozasat uj szempontok szerint, €s természetesen 0j vizsgalati
modszerekre, 1j, eddig még nem vizsgalt reakcidkdzegek és hatasok tanulmanyozasara

is sor kertilt. A vizsgalt reakcid sémdja a 3.1. abran lathato.

H H
| //O C.rugosa lipaz ' //O
(R,S)-H,C—C—cC + HO—C,H (R)-H,C—C—C + H,0
| N e szerves oldoszer : N
X OH vagy : O~ CaH,
ionos folyadék X
+
H
Y
(S)- HsC~C—C\
| ‘on
X

X: Cl-, Br-, MeO-, EtO-, PrO-, iPrO-, PheO-

3.1. abra: A nem Kkonvencionalis kozegekben vizsgalt enantioszelektiv
enzimkatalitikus észterezési reakcio.

3.1.1. Az (R,S)-2-szubsztitualt-propionsavak és 1-butanol egyensulyi észterezési
reakcidja [8, 15]
Korabbi munkaimban még nem vizsgaltam a reakcid egyensulyat,

megelégedtem egy-egy paraméternek a hozamra vagy enantioszelektivitasra valo
hatasanak tanulmanyozasaval. A szakirodalombdl ismert, hogy a Candida rugosa lipaz
miikodésének feltétele, hogy a reakcidelegy tartalmazzon vizet. A tesztreakcioban
viszont a viz az észterképzddés egyensulyat a hidrolizis iranydba tolja el. Ezeket
figyelembe véve alacsony, 0.15 mol/dm’-es kezdeti vizkoncentraciot allitottam be a
reakcidelegyben. Az 1-butanolt hatszoros feleslegben alkalmaztam, ez szintén a
termodinamikai egyensulynak az észterképzddés iranydba vald eltolasat segiti. Annak
érdekében, hogy a reakcio egyensulyi helyzetérdl képet kapjak, az észterképzddést 20 h-
n keresztiil kovettem nyomon. A reakcio mintegy 15 h alatt elérte az egyensulyi

helyzetet, ekkor a kiinduldsi (R,S)-2-klor-propionsavnak 74 %-a alakult at (3.2. &bra),
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vagyis a teljes reakciora az egyensulyi konverzid 74%-os. Mivel racém 2-klor-
propionsavbol indultam ki, amely 50%-ban tartalmaz (R)-2-klor-propionsavat, az
enantiomer arany meghatarozasa nélkiil is elore lathatd, hogy az enantioszelektivitas

nem lesz magas.
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3.2. abra: Az (R,S)-2-klor-propionsav konverzidjanak valtozasa az idoben.
(olddszer: n-hexan, T=30 °C, kiindulasi vizkoncentracié=0.15 mol/dm’ )

Az egyensulyi alland6 ismerete akkor elengedhetetlen, amikor egy adott terméek
eldallitasa a cél, hiszen a hozam az egyensulyi reakcioelegy Osszetételétdl fiigg. Az
egyensulyi reakcidelegy Osszetétele alapvetden meghatarozza a termék kinyerésére
alkalmazhat6 szeparacios modszereket is.

A disszertacio alapjaul szolgald kisérletek soran a tesztreakcid csupan egy
eszkozként szolgalt arra, hogy a Candida rugosa lipaz enzim mikodéseét
tanulmanyozhassam kiilonb6z6 koriilmények kozott. A reakciot legfeljebb addig
kovettem nyomon, amig a gyors reakcidban az (R)-2-szubsztitualt propionsav-butil-
meghatarozasatdl eltekintettem, ¢és a késdbbiekben csupan az enantiomer ardny
meghatarozasdhoz sziikséges, Chen ¢és munkatarsai altal a rezolvalasi reakcidkra
definialt egyensulyi allandot szamoltam ki [Chen, 1986].

Mivel az (R)- és az (S)-2-klor-propionsav ugyanazon reakcidinak egyensulyi
allando1 azonosak, K.q kiszamitasahoz elegendé megvarni, amig a gyors reakcio eléri az
egyensulyi helyzetét, vagyis az (R)-2-klor-propionsav-butil-€szter koncentraci6ja nem
novekszik tovabb [Chen, 1986]. Az egyensulyi allando ekkor az (R)-2-klor propionsav

¢s az (R)-2-klér-propionsav-butil-észter koncentracidoinak hanyadosaként szamithaté ki.
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e

reakci6idd fliggvényében.

—=— (R)-sav —A— (S)-sav
—— (R)-észter —h— (S)-észter

(R)-,(S)-2-klor-propionsav/propionsav-
butilészter*10 (mol)

Reakeidid (h)

3.3. abra. Az (R)- és (S)-2-klor-propionsav szubsztratok valamint az (R)- és (S)-2-
klor-propionsav-butil-észter termékek koncentracioinak valtozasa az idé
fiiggvényében.

(olddszer: n-hexan, T=30 °C, kiindulasi vizkoncentracié=0.15 mol/dm’ )

Az (R)-2-kl(’)r-propionsav-butil-észter koncentréci()ja 6.6 h elteltével érte el az

crcr

észter koncentracidja 0.0788 mol/dm’, az (R)-2-klor-propionsav koncentracidja pedig

0.0212 mol/dm’ volt. A latszélagos egyensulyi allando (K’¢q) tehat:

mol
_ [Rsav]eq _ dm =0.27
“ " [Részter],, mol
| dm

A racém 2-klor-propionsav szubsztrat kiindulasi koncentracidja 0.20 mol/dm’
volt, és az (R)-észter koncentracidja az egyensulyi reakcidelegyben 0.0788 mol/dm’,
vagyis az (R)-sav észterképzddési reakcidja az (R)-2-klor-propionsav  78.8%-0s
atalakulasa esetén ¢éri el az egyensulyi allapotot. Az észterezési reakcidban
folyamatosan képz6dd viz miatt a hidrolizis és az észterképzddés sebessége ekkor
egyenlévé valik, vagyis az (R)-2-klor-propionsav-butil-észter képzOdésének nettod
sebessége zérus lesz. Igy nem novekszik tovabb az egyensulyi allapot elérését kovetden
az (R)-2-klor-propionsav-butil-€szter mennyisége. Magara hagyva a reakciot, az (S)-2-
klor-propionsav tovabb reagél az alkohollal. 15.4 h reakcioid6 elteltével az (S)-2-klor-
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propionsav-butil-€szter mennyisége sem nd tovabb, ekkor a reakcidelegyben a
koncentracidja 0.0734 mol/dm’. Szerves oldoszerben azonos reakciokoriilmények
mellett racém szubsztratum (R)- és (S)-enantiomereinek reakcidjara az egyensulyi
allando, ezaltal az enantiomerek egyensulyi konverzidja azonos. Jelen esetben az (R)-,
s (S)-2-klor-propionsavak egyensulyi konverzidja 78.8 és 73.4.0%, tehat nem teljesen
azonosak. Az eltérés az (R)- és (S)-2-klor-propionsav-butil észterek gazkromatografias
mérésének hibajabol adodhat [13].

A reakcid enantioszelektivitasdnak meghatarozasahoz a reverzibilis reakcidkra
levezett E-1.3. Osszefliggést illesztettem a konverzio-enantiomerfelesleg adatpontokra
nem-linearis regresszioval (3.4. dbra). A konverzio-enantiomerfelesleg adatparokra E=8
fliggvény illeszthetd, az enantioszelektivitas tehat a varakozasoknak megfeleléen nem
tekinthetd magasnak. Arra a célra azonban mindenképpen megfelelt, hogy a

késObbiekben az adott paraméterek kivaltotta valtozasokat kovetni lehessen.

1,0

0,8 1

0,6 4

ee,()

0,4 1

0,2 1

0,0 : : :
0,2 0,4 0,6 0,8

Konverzi6 (-)
3.4. abra: Az enantiomer felesleg (ee;) valtozasa a konverzié fiiggvényében az
(R,S)-2-Klor-propionsav és 1-butanol észterezése soran.
(olddszer: n-hexan, T=30 °C, kiindulasi vizkoncentracié=0.15 mol/dm’ )

3.1.2. A viztartalom hatasa a Candida rugosa lipaz enzim miikodésére [6, 7, 15, 36,
371
A reakcidelegyben jelen 1év0 viz mennyisége a tesztreakcid szempontjabol

kettds jelentdségli. Annak érdekében, hogy a reakcid folyaman a Candida rugosa lipaz
enzim aktivitdsa €s enantioszelektivitasa allandd legyen, az enzim kornyezetében
allandé mennyiségli vizet kell biztositani. Mivel a reakcioelegy Osszetétele a konverzio
elérehaladasaval valtozik, a reakcidelegy vizadszorpcids kapacitisa sem azonos a

reakcio alatt. A vizaktivitds olyan mér6szam, amely a reakcidelegyben az enzim
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szdmara hozzaférhetd viz mennyiségére utal. Polaris oldoszerek nagyobb mennyiségii
viz adszorpcidjara képesek, mig apolaris oldoszerekben kisebb mennyiségli viz
elegendd ahhoz, hogy az oldoszer telitddjon vizzel, és uj, vizes fazis alakuljon ki. Ekkor
a szerves olddszer vizaktivitasa, a,=1. Ez azt jelenti, hogy két, egymastol eltérd
polaritasu, azonos vizaktivitdsu oldoszer viztartalma jelentdsen eltérhet egymastol.

A fenti megfontoldsokra alapozva a szakirodalom igyekszik allando
vizkoncentracid6 helyett 4llanddé vizaktivitdst biztositani az enzimkatalitikus
reakcidkban. Olyan reakcidokban, amelyek soran nem képzddik viz, a kiindulasi
reakcidelegy vizaktivitdsat allitjak be, és elhanyagoljak a reakcidelegy polaritasdnak
megvaltozasa miatt bekovetkezd vizaktivitas valtozast. Eszterezési reakciok esetén, ahol
a képzd6do viz kovetkeztében a reakcidelegy vizaktivitasa jelentdsen né a konverzidval,
allando vizaktivitas kontrollt sziikséges alkalmazni.

Annak eldontésére, hogy a vizaktivitds bedllitdsara szolgald6 moddszerek koziil
melyiket célszerti alkalmazni az (R,S)-2-klor-propionsav ¢és 1-butanol ¢€szterezési
reakcidjaban, eldszor azt vizsgdltam meg, hogyan valtozik a vizaktivitds a reakcid
folyaman. Ehhez (R,S)-2-klor-propionsav, 1-butanol, (R,S)-2-klor-propionsav-butil
észter ¢s Candida rugosa lipaz enzim felhaszndldsaval n-hexdn olddszerben olyan
reakcioelegyeket allitottam Ossze, amelyek megfelelnek a 0, 10, 20, 40, 60 és 80%
konverzidonak akkor, ha a 0% konverzidnak megfeleld kiindulasi reakcioelegy 0.2 mol/l
(R,S)-2-klor-propionsavat, 1.2 mol/l 1-butanolt tartalmaz, és az enzimkoncentracio 4
g/dm’. A koncentraciok kivalasztasanal a korabbi kinetikai vizsgalatok eredményeire
tdmaszkodtam. A reakcidelegyek viztartalmat 3A zeolittal csokkentettem le, és Karl-
Fischer titralassal ellendriztem. A viztartalmuk 0.02 és 0.05% kozott valtozott. A
reakcidelegyek vizaktivitasat ezt kovetéen LiCl (a,=0.11), MgCl, (aw=0.33), NaBr
(aw=0.57), KI (a4,=0.69), KCI (ay,=0.84) ¢és K;SO4 (aw=0.97) sok telitett oldataival
allitottam be 25 °C-on torténd temperalas mellett (lasd 1.2. tablazat). A fazisegyensuly
kialakulasat a viztartalom mérésén keresztiil kovettem nyomon Karl-Fischer titralassal.

A reakcidelegyek fazisegyensuly kialakuldsa wutani viztartalma minden
vizaktivitdsnal csokkent a konverzioval. Ennek oka az lehet, hogy a kiindulasi
reakcidelegy tartalmazza a legnagyobb koncentracioban a 2-klor-propionsavat €s az 1-
butanolt, emiatt ez a leginkdbb poldros jellegli. Példaképpen az a,=0.97-re beallitott
reakcidelegyek vizadszorpciojait mutatom be az id6 fliggvényében (3.5. dbra). A
reakcidelegyek vizadszorpcios izotermadit, a vizaktivitds €s a vizkoncentracido kozotti

Osszefliggést pedig a 3.6. dbra mutatja. 0.97-es vizaktivitdsnal a kiindulési reakcidelegy
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0.48%, a 80% konverzionak megfeleld Osszetételii reakcidelegy pedig 0.24% vizet
tartalmazott. A vizadszorpcid sebessége szintén aranyos a n-hexan oldoszer 2-klor-
propionsav ¢és 1-butanol-tartalmaval, és 2.4-5.1 mg/h kozott valtozott (3.1. tablazat). A
10%-o0s konverzidonak megfeleld reakcioelegy vizadszorpcids kapacitdsa alig tér el a
kiindulasi reakcidelegyétdl. Ha tehat a kinetikai vizsgalatok eredményét alapul véve az
(R,S)-2-klor-propionsavat 0.2 mol/l, az 1-butanolt pedig 1.2 mol/l koncentracidban
alkalmazzuk, az észterezési reakcid folyaman 10% konverzidig nem sziikséges
vizaktivitds kontrollt alkalmazni az allandé enzimaktivitds biztositasara. Az (R,S)-2-
klor-propionsav és 1-butanol észterezése tehdt olyan specialis eset, ahol az inhibiciot
okoz6 sav alacsony koncentracidja miatt a kiindulasi reakcidelegy vizaktivitdsanak
novekedése elhanyagolhatdo 10%-os konverzidig. Allandé enzimaktivitas biztositasa
érdekében tehat két ut kinalkozik: a reakcid egyenstlyi allapotanak vizsgalata esetén
folyamatos vizaktivitas kontroll sziikséges, azonban ha a vizsgalat célja nem igényli
tartamkisérlet végzését, elegendd a reakcid elinditdsa eldtt a vizaktivitast bedllitani €s

10%-o0s konverzidig tanulmanyozni a reakciot.

0,5
0,4
S
£ 0,3
9
£
80,2 A
N
>
0.1 - - 0% = 10%
’ —+20% -<40%
- 60% -=--80%

0 2 4 6 8 10 12 14
1d8 (h)

3.5. abra: A 0-80% konverzionak megfelel6 reakcidelegyek vizaktivitas beallitasa
telitett K,SO4 sooldattal (a,,=0.97) az ido fiiggvényében 25 °C-on.

A n-hexannal polarosabb oldoszerek esetén az (R,S)-2-klor-propionsav €s az 1-
butanol kevésbé befolydsolja a reakcidelegy polaritasat, és a képz0dd viz miatt csak
kisebb mértékben novekszik a vizaktivitds a reakcid folyaman. A reakcidelegy
kiinduldsi vizaktivitdsa tehat a n-hexannal polarosabb olddszerek esetén is csak kis

mértékben valtozik, vagyis az enzim aktivitasa 10% konverzioig allandonak tekinthetd.
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3.6. abra: A 0, 10, 20, 40, 60 és 80%-o0os konverzionak megfelelé reakcidelegyek
vizadszorpcios izotermaja.

3.1. tablazat: A viztranszport sebessége 0-80% konverzionak megfeleld
reakcioelegyek K,SOy telitett sooldattal (a,=0.97) torténd vizaktivitas beallitasa
soran 25 °C-on.

REAKCIOELEGY | VIZTRANSZPORT
OSSZETETELE, SEBESSEGE,
KONV., % mg/h
0 5.1
10 4.7
20 4.8
40 42
60 3.2
80 24

3.1.3. A szerves oldoszerek hatasa a Candida rugosa lipaz enzim aktivitasara,
enantioszelektivitasara és stabilitasara

3.1.3.1.Kapcsolat a Candida rugosa lipaz enzim aktivitasa, enantioszelektivitisa és a
szerves oldoszerek fizikai-kémiai tulajdonsagai kozott
A szakirodalomban ellentmond6 eredmények taladlhatok arrdl, hogy a Candida

rugosa lipaz enzim aktivitdsa €és enantioszelektivitasa milyen médon fiigg az olddszerek
fizikai-kémiai tulajdonsagaitol. Ezek egy részében a kiilonboz6 szerves olddszerekben
tapasztalt eltéré enzimaktivitds és enantioszelektivitas nem tisztan az oldoszerek hatdsat
tiikrozi. Ilyen eset példaul az, amikor igen eltérd polaritasa oldoszereket hasonlitanak

Ossze vizaktivitas beallitas nélkiil. Ezekben a kisérletekben valdszintileg az eltérd
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vizaktivitds is kozrejatszik az enzimaktivitds valtozasaban. Eldzetes kisérletekben a
Candida rugosa lipaz enzim aktivnak bizonyult tobb ionos folyadékokban. Erre
alapozva, az olddszerek hatdsanak vizsgalataba a hagyoményos szerves oldoszereken
kiviil ezeket az ionos folyadékokat is be kivantam vonni. A szerves oldoszereket ugy
valasztottam, hogy azok széles log P tartomanyt oleljenek at. A szakirodalombdl az
ionos folyadékok koziil csak néhanynak a log P értéke volt ismeretes, ezért annak
érdekében, hogy a log P skalan a [bmim]BF,s, [bmim]PFs, ¢és [omim]PFs ionos
folyadékokat is el lehessen helyezni, meg kellett hatarozni a megoszlasi hanyadosukat

n-oktanol - viz kétfazisu rendszerben.

3.1.3.2. Vizaktivitas bedllitas helyett viztartalom beallitas [5,15, 34, 55]
Az oldoszereknek az enzim mukodésére gyakorolt valos hatasanak

tanulmanyozasa céljabol a reakcidelegyekben azonos vizaktivitast sziikséges biztositani,
hiszen csakis igy keriilhetd el a vizaktivitds kiilonbségbdl eredd enzimaktivitas
kiilonbség. A megfeleld modszer kivalasztasakor azonban tekintetbe kell venni, hogy a
[bmim]BF, vizzel elegyedd polaros olddszer, amelynél a séhidratparok és a telitett
sooldatokkal torténd vizaktivitas bedllitds akadalya lehet, hogy a sok oldodnak az ionos
folyadékokban [Eckstein, 2002]. E helyett azt a tényt hasznaltam ki, hogy a Candida
rugosa lipdz enzim aktivitasa barmely olddszerben azonos vizaktivitds mellett
maximalis [Karr, 2003]. Az oldoszerek polaritdsanak megfelelden ugyanaz a
vizaktivitads eltérd viztartalom mellett alakul ki a kiilonb6zd oldoszerekben, vagyis
eltérd viztartalom mellett lesz maximalis az enzim aktivitasat kifejezd reakciosebesség
vagy konverzid. A gondolatmenet megforditdsabol adodik a lehetdség: a kivant
optimalis kezdeti vizaktivitds beallithaté gy, hogy megkeressiik olddszerenként a
maximalis reakcidsebességet biztositd kiindulasi viztartalmat.

Természetesen egy adott vizaktivitds pontos bedllitdsdhoz végteleniil sok
viztartalom mellett kellene mérni a reakciosebességet. E helyett minden oldoszerben
legaldbb o6t kiilonb6zd kiinduldsi vizkoncentraciot allitottam be. A reakcidsebesség
kiszamitasahoz a 10%-os konverzidig vagy 5 h-n keresztiil keletkezett (R)-, és (S)-2-
klér-propionsav-butil-észterek mennyiségét vettem figyelembe. Annak érdekében, hogy
az enantiomer arany kiszamitdsdhoz sziikséges egyensulyi allandé meghatarozhatd
legyen, a reakciokat a gyorsan reagald (R)-2-klor-propionsav-butil-észter egyensulyi
koncentracidjanak eléréséig kovettem nyomon szerves oldoszerekben. Ionos

folyadékokban ezzel szemben annyi reakcioelegyet kellett 0Osszeallitani, ahany
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mintavétel tortént, hiszen a GC-s elemzéshez az (R)- és (S)-2-klor-propionsav-butil-
észtereket extrahalni kellett n-hexannal az ionos folyadékbdl, majd ezt az extraktumot
elemezni. Ez azt jelenti, hogy egyszerre 15 reakcidelegy keriilt Osszeallitasra,
amelyekbdl a termékek extrakcidja a mintavételi idopontoknak megfeleld idépontokban
tortént.

A reakcidsebesség optimumgorbe szerint valtozott a viztartalom fliggvényében
(3.7. 4bra). A legnagyobb reakciosebességet 0.15 mol/dm’ vizkoncentracié mellett n-
hexanban (8.9 x10° molh'g™) és 0.38 mol/dm’ vizkoncentraciénal [bmim]PFs ionos
folyadékban tapasztaltam. Toluolban €és [onim]PFs ionos folyadékban kozel azonos volt
az észterezési reakcio sebessége (3.2x10° molh'g! és 3.0x10° molh'g"), mig a
polarosabb karakterti tetrahidrofurdnban és [bmim]BF,-ben igen alacsony, 10~ molh'g'
sebességgel keletkeztek az észter termékek, és a reakcid sebessége kis mértékli fliggeést
mutatott a vizkoncentraciotol.

A Candida rugosa lipaz enantioszelektivitasa a vizkoncentracid fliggvényében
szintén optimumgorbe szerint valtozott, ¢értéke azonban — kevésbé fiiggott a
vizkoncentraciotél, mint a reakciosebesség (3.8. 4bra). Az enantioszelektivitas
[onim]PF¢ -ban és [bmim]PFs-ban moderalt (25 és 19), mig a tobbi oldoszerben inkdbb
alacsonynak tekinthet6. A klasszikus szerves oldoszerek koziil n-hexdnban volt

tapasztalhat6 a legmagasabb enantioszelektivitas (E=10).

9 —k—toluol

—&- n-hexan
8 /\\- = [bmim]PF6
7 ——[omim]PF6

6 - —¢ [bmim]BF4
—&—tetrahidrofuran

3

Reakciosebesség x10
(mol/dm’hg)
I

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Cyiz (mol/dm3)

3.7. abra: A reakcidsebesség valtozasa a kiindulasi vizkoncentracio fiiggvényében.

70



—&—toluol
—&-n-hexan
25~ -5 [bmim]PF6
——[omim]PF6
20 - —¢ [bmim|BF4
—_ —&— tetrahidrofuran
<L 15
84|
10 -
5
0 \ \ \
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Cyiz (mol/dm3)

3.8. abra. Az enantioszelektivitas (E) valtozasa a kiindulasi vizkoncentracio
fiiggvényében.

A 3.2. tablazatban Osszefoglaltam azokat a vizkoncentracidokat, amelyek mellett a
maximalis reakcidsebesség (cyi.(konv)) illetve enantioszelektivitas (E) (cviAE)) elérhetd.
Mivel a Candida rugosa lipaz enzim aktivitasa €s enantioszelektivitisa optimumgorbe
szerint valtozott a vizaktivitassal, és oldoszertdl fiiggetleniil azonos vizaktivitas mellett
a legnagyobb a reakcidsebesség illetve az enantioszelektivitas, valoszinlisithetd, hogy
minden oldoszerben a megfeleld c,i.(konv) vizkoncentracidét beallitva a vizaktivitas
azonos lesz a reakcidelegyekben. Ehhez hasonléan minden oldészerben a megfeleld
cviE) vizkoncentracio bedllitasdval a reakciodelegyek vizaktivitdsa jO kozelitéssel
azonos lesz. Kozvetett modon tehat a reakcidelegyekben kvazi azonos vizaktivitast

sikertilt beallitani soparok vagy telitett sdoldatok hasznalata nélkiil is.

3.2. tablazat: Konverzié6 és enantioszelektivitas az (R,S)-2-klor-propionsav

észterezésében cyi(konv) és c,i,(E) vizkoncentraciok esetén.
(T=30 °C, =2 h)

Cviz Cviz(E)
OLDOSZER | LOGP | (KONV) Kgllfr)vf,iR' E | MOL/ Kgllfr)vf,zR' E
MOL/DM ; DM ;
[Bmim]BF, | 2442023 | 0.54 4.6 5 | 046 40 |6
[(BmimPF, | 238+025| 038 20.0 18 | 031 262 |20
[Omim]PF, | 2192024 | 031 34 |24 | 023 89 |25
Tetrahidrofuran 0.5 0.38 4.3 4 0.31 3.2 5
Toluol 25 0.23 3.9 3| 015 01 |5
n-Hexan 35 0.15 36.1 8 | 0.08 317 |10

71




Az 1.1. dbran bemutattam a konverzio fiiggését a Reichardt-féle polaritastol
Pseudomonas capacia lipaz esetén. Hasonld megfigyelést tehetiink a log P érték
fliggvényében végzett vizsgalatokkor is. A 3.9. dbran a log P fiiggvényében mutatom be
a vizsgalt reakcid soran a konverzi6 valtozasat kiilonbozé olddszerekben. Lathato, hogy
a log P értékek csokkenésével az elért konverzid csokken, s akarcsak a Reichardt-féle
polarités fliggvényében végzett 6sszehasonlitdsnal, az erdsen negativ log P tartomanyba
es0 ionos folyadékok esetében a log P csokkenésével nd, vagyis mindkét fajta

vizsgalatndl egy minimum gorbe szerinti 6sszefiiggést fedezhetiink fel [62].

Konverzié a log P fiiggvényében
%0 Oktan
45 - e
40 A Metii-cikiohexén g
2 35 1-Hexan
G 30| | ofBuFE
N |
o 25 Benzolm
c 20 A
o
X 15 o [OminiBF4 .
10 4 g Touwl
: . Kloroform
5 ‘[Bni miBFE4 Tetrahidro-furang
0 T T T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
log P # lonos folyadékok
m Szenes oldészerek

3.9. abra: A testreakcio konverzidjanak fiiggése az oldoszerek log P értékétol.

3.1.4. A Candida rugosa lipaz enzim szubsztratspecifikussaga 2-szubsztitualt
propionsavak észterezési reakcioiban
A kiradlis 2-szubsztitudlt propionsavak koziil a 2-es szénatomon aril-

szubsztituenst tartalmazo profének kiterjedt szakirodalommal rendelkeznek. Az
irodalmi Osszefoglaloban bemutatott reakciokban igen magas enantioszelektivitdssal
(E>100) rezolvalhatok. Korabbi munkamban [Gubicza, 1992] vizsgaltam kiilonb6zo
elektron akceptor/elektron donor szubsztituenseket tartalmazo kirdlis propionsavak
észterez€sét szerves olddszerekben. Ezekben az enantioszelektivitast az (R)- és (S)-2-
klor-propionsavak kezdeti reakcidosebességének hanyadosaiként definidltam. Az
enzimaktivitdst a 45%-0s konverzio eléréséhez sziikséges reakcioidvel jellemeztem,
viszont a reakcidkat nem alland6 vizaktivitds mellett végeztem, ezért az enzim
aktivitdsa sem volt azonos.

Jelen vizsgélatban célként tliztem ki, hogy a kiilonb6z6 méretii elektron donor és

elektron akceptor szubsztituenseket tartalmazd kirdlis 2-szubsztitualt propionsavak
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észterez€sében az enzim aktivitdsat allandd vizaktivitds mellett hasonlitsam 0ssze,
valamint tartamkisérletekben meghatdrozzam az észterezési reakciok egyensulyi
allandoit, majd ezek ismeretében az enantiomer aranyt nemcsak szerves oldoszerekben,
hanem ionos folyadékokban is.

Az (R,S)-2-klor-propionsav észterezésében a reakcidosebesség n-hexdn és
[bmim]PF¢ olddszerekben, az enantiomer arany pedig [onim]PFs és [bmim]PFs ionos
folyadékokban volt a legmagasabb (3.2. tdblazat). A szubsztituensek hat4dsanak
vizsgalatat n-hexanban ¢és [bmim]PFs olddszerekben végeztem, mert ezekben ment
végbe a legnagyobb sebességgel a 2-klor-propionsav észterezése 1-butanollal. Az
észterezési reakciok sordn a 2-brém-, 2-metoxi, 2-etoxi-, 2-propoxi-, 2-1Zopropoxi-,
valamint 2-fenoxi-propionsavakat a 2-klor-propionsavhoz hasonléan 0.2 mol/dm’
koncentracidban, az 1-butanolt pedig szintén hatszoros feleslegben alkalmaztam. A cél
az volt, hogy a kiilonbozé szubsztituenseket tartalmazé kiralis propionsavak
reakciosebességét hasonlitsam §ssze n-hexanban, majd pedig [bmim]PF¢ oldoszerekben
olyan kiindulasi vizaktivitds mellett, amelynél az enantioszelektivitds maximumot
mutatott. Ez alapjan n-hexanban 0.08, mig [bmim]PFs-ban 0.31 mol/dm’ kiindulasi
vizkoncentraciot allitottam be. Ezt kovetden az enzim hozzaaddsaval elinditottam az
észterez€ési reakciot, ¢€s az észter termékek mennyiségébdl kiszdmoltam a
reakcidsebességet €s az enantiomer aranyt. Az egyensulyi alland6 meghatarozasahoz n-
hexanban a reakcidelegyekbdl 2-5 napon keresztiil vettem mintat, amig az (R)-2-
propionat észter mennyisége mar nem valtozott tovabb.

Candida rugosa lipaz enzimmel az Osszes vizsgalt sav esetében az (R)-
enantiomer a gyorsan reagadld enantiomer. Az elektronszivo klor- ¢és brom
szubsztituensek koziil a nagyobb méretli brom-szubsztituens esetében a reakcidsebesség
n-hexanban €s [bmim]PFe-ban is kisebb. n-Hexanban pl. 2 h elteltével az (R,S)-2-klor-
propionsav konverzidja 317 %, mig az (R,S)-2-brom-propionsav konverzidja 24.5%
(3.3. tablazat). Az elektrondonor szubsztituenseket tartalmazd kiralis propionsavak
reakciosebessége altalanosan alacsonyabb, €s szintén megfigyelhetd, hogy a konverzio a
szubsztituens méretével mindkét oldoszerben csokkent. Az (R,S)-2-klor-propionsavhoz
hasonldéan a brém-, metoxi-, etoxi-, és propoxi-szubsztituenseket tartalmazo6 kirdlis
savak reakciosebessége n-hexdnban kissé nagyobb, mint [bmim]PF¢ ionos folyadékban,
azonban azonos nagysagrendi. Kivételt képez az elagazd lanch szubsztituenst
tartalmazo (R,S)-2-izopropoxi-propionsav €s az aromas szubsztituenst tartalmazo (R,S)-

2-fenoxi-propionsav, ahol szintén mindkét olddszerben azonos nagysagrendi a
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reakcidsebesség, azonban [bmim]PFs ionos folyadékban kiss¢é magasabb, mint n-
hexédnban. A vizsgalt kirdlis savak koziil az (R,S)-2-fenoxi-propionsav reaktivitisa a
legalacsonyabb, ami valosziniileg az aromés fenoxi-szubsztituens altal kialakitott
elektrosztatikus hatasoknak tulajdonithat6.

3.3. tablazat: Az (R,S)-2-szubsztitualt-propionsavak konverzidja 30 °C-on, 2 h
reakcioidénél n-hexianban és [bmim|PFs oldoszerekben c,i,(E) vizkoncentraciok
(3.2. tablazat) mellett.

SZUBSZTITUENS oA R2IO, %
n-hexan | [bmim]PF,

Kloér 31,7 26,2
Brom 24,5 20,5
Metoxi 29,2 21,3
Etoxi 21,6 17,7
Propoxi 17,5 15,0
[zopropoxi 10,0 10,8
Fenoxi 5,2 6.2

A lehetd legmagasabb enantioszelektivitds elérése érdekében n-hexanban 0.08,
mig a [bmim]PFs-ban 0.31 mol/dm’ vizkoncentraciot kellett beallitani. Az enantiomer
arany meghatarozdsdhoz sziikséges az egyensulyi allanddk ismerete, amit Chen és
munkatdrsai altal ismertetett modszer szerint hataroztam meg [Chen, 1986].

Az enantioszelektivitds a vizsgalt racém 2-szubsztitualt propionsavak
¢szterezésekor n-hexanban 4 és 18, mig [bmim]PFe-ban 10 €és 29 kozott valtozott (3.4.
tablazat). Az elektronszivé Cl-szubsztituenst nagyobb méreti Br-szubsztituensre
cserélve az E enantioszelektivitds n-hexanban 10-rdl 18-ra, mig [bmim]PFs olddszerben
20-r61 29-re valtozott. Elektrondonor szubsztituensek esetén ezzel szemben a
szubsztituens méretével csokkent az enantioszelektivitds, és amig az (R,S)-2-metoxi-
propionsav ¢€szterezésében az E értek 16 volt, addig az (R,S)-2-fenoxi-propionsav
¢szterezésében az E alacsony, mindossze 4 volt. [Bmim]PFs oldoszerben az
enantioszelektivitas  tObb szubsztituens esetében is kétszerese volt a n-hexanban
tapasztal értekhez keépest, és a E valtozdsa a szubsztituensek jellegének valamint

méretének fliggvényében is hasonld volt a n-hexanban tapasztalthoz.
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3.4. tablazat: Az (R,S)-2-szubsztitualt-propionsavak enantioszelektivitasa 30 °C-on
n-hexanban és [bmim]PFs olddészerekben c,i,(E) vizkoncentraciok mellett (3.2.
tablazat).

E, -
SZUBSZTITUENS e || buaE;
Klor 10 20
Brom 18 29
Metoxi 16 25
Etoxi 13 21
Propoxi 7 19
[zopropoxi 7 14
Fenoxi 4 10

3.1.5. Kiralis oldészer hatasa a Candida rugosa enzim aktivitasara ¢és
enantioszektivitasara [3, 30, 41].
A 2-klor-propionsav €és a szerkezetileg hasonld savak é€szterezését szinte kizarolag

akiralis oldoszerekben vizsgaltak. Egyediil néhany racém alkohol Pseudomonas capacia
lipaz enzimmel katalizalt atészterezésére talaltam irodalmi utalast (Ottolina, 1993). A
vizsgalatokat ezért kiterjesztettem az €szterezési reakcidra olddszerként (-), (+) és racém
karvont alkalmazva. Ismerve a karvon alacsony log P értékét (0.35), varhat6 volt, hogy
az elért hozamok alacsonyabbak lesznek, mint példaul a tizszer nagyobb log P értéki
(3.5) n-hexanban. A varakozasnak megfeleléen a kezdeti reakcidsebesség csak mintegy
0tode volt a n-hexanban kapott értéknek (3.10. &bra). Mivel a karvon polarosabb
oldoszer, mint a n-hexan, a reakcidelegyben jelenlevd vizbdl 1ényegesen tobbet megkot,
igy az enzim kornyezetében a viz koncentracid kisebb. Ez okozza, hogy a n-hexdnban
mért 0.2 - 0.3% helyett itt 0.92% kiindulasi viztartalom mellett mértiik a legnagyobb
konverziot, ami 3.5 h reakci6idd utan sem érte el a 6%-ot. Feltételeztem, hogy a kiralis
oldoszer molekulai eltér6 modon 1épnek kapcsolatba az enzim aktiv centrumaval.
Amennyiben az oldoszer két optikai izomerje koziil az egyik erésebben kapcsolodik az
enzim koté helyéhez, akkor az enzim hozzaférhetd szabad aktiv centrumainak szama,
igy az enzim aktivitdsa csokkenhet. A Candida rugosa enzim aktivitasat megvizsgaltam
(-)- és (+)-karvon oldatban is (3.11. dbra). Az eredmények jobb kiértékelhetdsége
céljabol ezekben a kisérletekben a felhasznalt enzim mennyiségét megkétszereztem. Azt
tapasztaltam, hogy a konverzid (-)-karvonban lényegesen magasabb volt, mint (+)-

karvonban.

75



5 |
= 4
S
2 3
N
(]
E 2 ——0,48% viz
1) -8-0,77% viz
M 1 —4—0,92% viz
——1,10% viz
0 T I
0 1 2 3 4 5
Reakci61d6 (h)

3.10. abra: Az észter konverzio valtozasa az ido fiiggvényében (-)-karvon
olddszerben kiilonboz6 kiindulasi vizkoncentraciok esetén.

16
14 -
12 -
£ 10 -
9 8
S 4 -
M —&— (+)-karvon
2 —& (-)-karvon
0 T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Reakci61d6 (h)

3.11. abra: Az észter konverzi6 valtozasa az idé fiiggvényében (+)- és (-)-karvon
oldészerben 0.92% Kkiindulasi vizkoncentracio esetén.

Az enantioszelektivitas vizsgalatakor (3.12. abra) viszont azt allapitottam meg, hogy
gyakorlatilag nincs eltérés a két karvon izomérben mért érték kozott. (A reakcio

kezdetén tapasztalt egyetlen kiugro érték vélhetden mérési hiba eredménye.)
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3.12. abra: Az enantioszektivitas valtozasa a konverzio fiiggvényében (+)- és (-)-
karvon oldoszerben 0.92% Kkiindulasi vizkoncentracio esetén.

A 3.5. tablazatban 0sszefoglaltam a kinetikai allandokat. Lathato, hogy a (-)-karvonban
meghatarozott v, €rtékek 10-15%-al magasabbak, mint (+)-karvon esetében. A Ky

értékek eltérése alapjan is (-)-karvon oldoszerben megy gyorsabban végbe a reakcio.

3.5. tablazat: A reakcio kinetikai allandoéi kiilonb6zo oldoszerekben.

Vmaxx106 KM x102

OLDOSZER mol/h mol/dm’
(R) (S (R) (S
(-)-karvon 7.3 3.6 1.5 2.0
(+)-karvon 6.5 2.8 1.7 2.9

3.1.6. Az oldodszerek és az enzim hidrataltsaganak szerepe a Candida rugosa lipaz
enzim stabilitasaban [9, 15]
Kiilonb6zd lipaz enzimek stabilitdsdnak vizsgalatdbol ismert, hogy az

immobilizalas, az enzimek kémiai modositdsa ¢€s az oldoszerek jelentdsen
befolydsolhatjdk az enzimek stabilitdsat. Ennek oka az enzimek feliiletének
megvaltozott hidrofil/hidrofob jellege. A szakirodalom vagy vizes kdzegben vizsgalja
az enzimek stabilitasat [Gentili, 1997; Illeova, 2003; Matsumoto, 2002; Longo, 1997],
vagy az enzimet pufferoldatban oldva adjak a szerves olddszerbe az inkubalas
megkezdésekor [Lozano, 2001; Lozano, 2003; Arroyo, 1999]. Ez utdbbi esetben az

inkubalasi szakaszban nem szabalyozzdk a vizaktivitast, csupan az enzim maradék
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aktivitdsanak mérése soran alkalmaznak vizaktivitas kontrollt. Az is eldfordul, hogy
immobilizalt enzimet (nem enzimoldatot) inkubalnak ismeretlen vizaktivitasi
koriilmények kozott ionos folyadékokban, és csak késobb, a maradék enzimaktivitas
meghatarozasa soran alkalmaznak vizaktivitas kontrollt [Persson, 2003], vagy az enzim
aktivitasat a kereskedelemben kaphato lipaz aktivitas mérd kit segitségével mérik [Kaar,
2003]. Arra i1s talalhato példa, amikor sem az inkubélas sordn, sem a maradék aktivitas
mérése soran nem allitjdk be a vizaktivitast [[Arroyo, 1999]. Mivel a lipdz enzimek
konformacioja, ezen keresztiil pedig aktivitasuk jelentdsen fligg az enzim hidrataltsagi
allapotatol, fontos, hogy mind az enzimek inkubaldsat, mind pedig a maradék
aktivitdsuk mérését szabalyozott vizaktivitdsu olddszerekben végezziik. Ennek hidnya
miatt a szakirodalomban azonos enzimekkel kapott felezési id6k csak korlatozottan
hasonlithatok ssze a kiilonb6z6 kutatocsoportok altal végzett kisérletekben. A Candida
rugosa lipdz enzim stabilitdsanak vizsgélata soran célul tliztem ki, az enzim
dezaktivacios kinetikajanak tanulmanyozasat €s a felezési id6é meghatarozasat 30 és 50
°C-on kiilonb6z6 szerves olddszerekben ¢€s ionos folyadékokban a vizaktivitas
fliggvényében. Osszefliggést probaltam keresni az ionos folyadékok fizikai-kémiai
tulajdonsagai és a Candida rugosa lipdz enzim stabilitdsa kozott. Ehhez, mind az
inkubalasi szakaszban, mind pedig az aktivitds meghatarozéasa soran azonos vizaktivitast

biztositottam.

A vizaktivitas beallitasdhoz olyan modszerre volt sziikség, amely 30 és 50 °C-on
egyarant alkalmazhat6. A soOhidratparok az ionos folyadékokkal sot képezhetnek
[Eckstein, 2002], valamint szdmos s6 magasabb hidratformdja nem stabil magasabb
homérsékleteken, ezért nem alkalmas vizaktivitas beéllitasra [Halling, 1992]. Ezzel
szemben a telitett sooldatok egyik eldnye pont az, hogy széles hdomérsekleti
tartomanyban j6l definiadlt vizaktivitassal rendelkeznek [Greenspan, 1977], ezért a
telitett sooldatokkal torténd vizaktivitas beallitast valasztottam a
stabilitasvizsgalatokhoz.

30 és 50 °C-on a 0.11 - 0.80 vizaktivitas tartomanyon beliil 7, ill. 6 kiilonb6z6
vizaktivitdson vizsgaltam a Candida rugosa lipaz aktivitdsat, melyet a 30 perc alatt
keletkezett (R)-, és (S)-2-klor-propionsav-butil észterek mennyiségével jellemeztem. A
kezdeti vizaktivitds beallitds hatranya, hogy az észterez€s soran keletkezd viz
megndvelheti a reakcidelegy vizaktivitasat, igy valtozhat az enzim hidrataltsaga, €s

ezaltal az aktivitasa is. Ha azonban az (R,S)-2-klor-propionsavat (limitald szubsztratum)
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kis koncentracioban alkalmazzuk, a reakcio elején a reakcioelegy polaritasat fOként az
oldoszer polaritdsa hatarozza meg. Ezért az varhato, hogy a reakcio elején képzddo viz,
melynek mennyiségét a sav koncentracidja hatdrozza meg, nincs jelentds hatassal a
reakcidelegy vizaktivitasara. Polaris oldoszer esetén ez még inkdbb igy van, hiszen a
nagy tomegi polaris oldoszerben, a keletkezd kis mennyiségli viz varhatdéan a n-
hexannal is kisebb mértékben modositja a vizaktivitast. A feltételezés igazolasara 30 és
50 °C-on is megvizsgaltam azt, hogy milyen mértékben tolja el a 10% konverzioig
képz6do viz a n-hexdnnal és az [omim]PFs ionos folyadékkal 6sszedllitott reakcidelegy
vizaktivitasat.

Amint az a 3.13. abran lathato, azonos vizaktivitds eléréséhez [omim]PFg
oldoszerben kb. egy nagysagrenddel nagyobb vizkoncentracido sziikséges, mint n-
hexénban. A két oldoszerben felvett vizadszorpcids izotermak lefutasa hasonld. Ha az
(R,S)-2-klor-propionsav szubsztratum kiindulasi koncentraciéja 0.2 mol/dm’, a kezdeti
vizkoncentracié pedig 0.15 mol/dm® (0.2 m/m %), amikor a sav 10%-a atalakul, a
reakcioelegy vizkoncentracidja 0.02 mol/dm’-rel né meg. A vizadszorpcios izotermak
alapjan a reakcidelegy vizaktivitasa ekkor n-hexdn oldoszer esetén 0.05-dal, mig
[omim]PF¢ oldoszer esetén 0.01-dal né meg. Kijelenthetd tehat, hogy az alacsony
szubsztratkoncentraci6 miatt 30 és 50 °C-on is elhanyagolhatdé a reakcidelegy

vizaktivitdsanak novekedése 10%-os konverzioig.

0,5 3
n-hexan = [omim]PFg
0,4 - 2,51 =
~ - —~ 2 7
< 034 /’// Z N //( s
\E // # < L5 » 7 =
> 0.2 o ., = ps
o % 7 —4-50°C, 10% konverzié ° 1 - —-50°C, 10 % konverzio
o1 - - - — - 50 °C, kiindulas Z — - 50 °C, kiindulas
5 = ——30 °C, 10% konverzid 075 - ——30°C, 10 % konverzio
—e—30 °C, kiindulas ——30°C, kiindulas
0 T T T T 0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Ayiz (') ’ Ayiz (_)
3.13. abra: A Kkiindulasi és a 10% konverzionak megfelelo osszetételi
reakcioelegyek vizadszorpcios izotermai 30 és 50 °C-on n-hexan és [omim]PFg
oldoszerek esetén.

Ezt kovetben 0Ot oldoszerben, n-hexanban, dibutil-éterben, benzolban, ill.
[bmim]PFs és [omim]PFs ionos folyadékokban vizsgdltam az enzim aktivitdsat és
enantioszelektivitasat az (R,S)-2-klor-propionsav €s 1-butanol észterezési reakcidjaban a
vizaktivitds fliggvényében 30 és 50 °C-on. Az enzim aktivitdsat a 30 perc alatt

keletkezett (R)-, és (S)-2-klor-propionsav-butil-észterek mennyiségével jellemeztem. Az
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enzim aktivitdsa a vizaktivitas fliiggvényében optimumgorbe szerint valtozott mindkét
homérsekleten (3.14. abra). 30 °C-on az Osszes oldoszerben 0.51-es vizaktivitasnal volt
maximalis a reakci6 sebessége (30 perc alatt keletkezett észterek mennyisége). A
korabban tapasztaltakhoz hasonldéan n-hexanban és [bmim]PF¢ ionos folyadékban volt a
legnagyobb az enzim aktivitdsa, mig dibutil-éterben, benzolban ¢és [omim]|PFs-ban
mintegy 75%-kal csokkent. 50 °C-on az enzim aktivitdsa jelentdsen lecsokkent, €s
alacsonyabb vizaktivitasnal (a,=0.29) volt maximalis a reakcidosebesség minden
oldoszerben. [omim]PF¢-ban €és benzolban a reakcid sebessége 50 °C-on kdzel azonos
maradt a 30 °C-on tapasztalttal. A homérséklet emelés hatdsara a reakcidsebesség
dibutil-éterben mintegy a felére, n-hexanban az 1/10-ére, mig [bmim]PFs-ban az Ys-ére
csokkent. Jellemz6, hogy 50 °C-on mdar kevésbé fligg az enzim aktivitdsa a
vizaktivitastol, amit az észter mennyisége (mol) vs. a,, fliggvények kisebb meredeksége
mutat. Ennek oka valoszinlileg az, hogy magasabb hémérsékleten a megndvekedett
molekulamozgasok hatarozzdk meg dontéen az enzim mitkddését, és ez a vizaktivitassal

mar nem befolyasolhato jelentdsen.

40 -+ 30°C -4-n-hexan 20 - 50°C - n-hexan
& dibutil-éter & dibutil-éter

"‘2 30 - =&~ benzol % 15 4 —&-benzol
£ = [omim]PF6 & - [omim]PF6
‘> 20 A -~ [bmim]PF6 GS 10 - -~ [bmim]PF6

E 5
0 ‘ 0 ‘
0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1
aviz ( ) aviz ( )

3.14. abra: A tesztreakcioban keletkez6é (R)- és (S)-2-klor-propionsav-butil-

észterek termékek mennyisége (m) a vizaktivitas fiiggvényében 30 és 50 °C-on.
Reakci6idd: 0.5 h

Az enantioszelektivitas jellemzésére szolgaldé enantiomer ardny meghatdrozasahoz az
eddigiekben Chen és munkatarsainak a reverzibilis reakciokra kidolgozott modszerét
alkalmaztam [Chen, 1986]. Ehhez a reakciok egyensulyi allandojanak ismerete is
sziikséges a vizsgalt vizaktivitdsoknal 30 és 50 °C-on. Ennek meghatdrozasa ebben az
esetében igen hosszadalmas volna, foként az ionos folyadékokban. Mivel a f6 célkitiizés
a Candida rugosa lipaz enzim stabilitdsanak vizsgélata volt, egyszeriisitettem az

enantioszelektivitas leirasat. Az irodalmi attekintésben az enantioszelektivitas
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jellemzésére alkalmazhatdé modszerek koziil itt a kezdeti reakcidsebességi allandok

hanyadosanak meghatarozésat alkalmaztam.

251 30°C —-n-hexan 25 1 50°C —+-n-hexan
-# dibutil-éter - dibutil-éter
20 - /\ -+ benzol 20 - -+ benzol
— -~ [bmim]PF6 — -~ [bmim]PF6
L 151 - [omim]PF6 - 157 - [omim]PF6
[Sa] 8]
10 10
5] —_— 57 A
0 T T T 0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Ayiz (_) Ayiz (_)

3.15. abra. Az enantioszelektivitas valtozasa 30 és 50 °C-on a vizaktivitas
fiiggvényében.

Az enantioszelektivitas a reakcio sebességéhez hasonldan optimumgorbe szerint
valtozik a vizaktivitdssal. A legmagasabb enantiomer arany [omim]PFs (E=25) és
[bmim]PF¢ (E=18) ionos folyadékokban volt mérhetd (3.15. dbra). A szerves olddszerek
kozill n-hexanban volt legmagasabb az enantiomer ardany (E=11). Az
enantioszelektivitas szempontjabdl optimalis vizaktivitas 30 °C-on 0.29, ami
alacsonyabb, mint az enzim aktivitisa szempontjabol optimalis vizaktivitas (3.6.
tablazat). A varakozasoknak megfelelden 50 °C-on az Osszes oldoszerben jelentdsen
lecsokkent az enantiomer arany, ami azt jelzi, hogy az enzim nem volt képes ellendllni a
magasabb  hOmérsékleten megnovekedett molekulamozgasoknak. Az  Osszes
oldoszerben 0.29-es vizaktivitasnal volt tapasztalhatdo a legnagyobb enantiomer arany
[38].

A Candida rugosa lipdz enzim aktivitasdnak és enantioszelektivitdsanak
valtozasat a vizaktivitdssal Ma ¢és munkatarsai is vizsgaltak [Ma, 2002]. Az enzim
aktivitdsa szamara optimdlis hidrataltsigot az aw=0.53, az enantioszelektivitas
szempontjabol pedig aw=0.33-as vizaktivitasnal tapasztaltak. Ez 6sszhangban 4ll a 3.6.

tablazatban bemutatott eredményekkel.

3.6. tablazat: Az enzimaktivitas és az enantioszelektivitas szempontjabol optimalis
vizaktivitasok 30 és 50 °C-on.

PARAMETER Bviz opt.s -
Homérseklet 30°C 50°C
Enzimaktivitas 0,51 0,29
Enantioszelektivitas 0,36 0,29
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3.1.7. Folyamatos vizeltavolitas heteroazeotrop desztillacioval [1, 27, 28, 40]
Az eloz6 fejezetekben lattuk, hogy a vizaktivitas allando értéken tartasa helyett

megfeleld moédszer az enzim aktivitdsanak €és enantioszelektivitdsnak megOrzésére az
allando viztartalom bedllitdsa. Ehhez egy, az észterezések soran ismert megoldast, a
heteroazeotrop desztillaciot alkalmaztam, amit gyakran alkalmaznak a reakcioban
képz6dd viz eltavolitdsra. Régdta ismert megoldas az etanol benzollal toérténd
viztelenitése. Enzimkatalitikus reakcio esetében az oldoszert tigy kell megvalasztani,
hogy az ne inaktivalja az enzimet (megfeleld legyen log P értéke), illetve abban az
esetben, ha a termék emberi fogyasztisra keriil, megfeleljen a [Magyar
Elelmiszerkonyv] eléirasainak. Magat a heteroazeotrop desztillicids berendezést a
3.2.1.2. fejezetben ismertetem részletesen, ugyanis az itt alkalmazott laboratoriumi
méretlli  berendezés szolgaltatta az adatokat ¢és tapasztalatokat a késobbi,
nagylaboratoriumi méretii berendezés kialakitasdhoz.

Vizsgalataimat a kordbban kozolt paraméterek mellett végeztem, a kiilonbség
csupan az volt, hogy a 2-klor-propionsav kiinduldsi anyag helyett 2-brom-propionsavval
dolgoztam. A valtoztatdst az indokolta, hogy ebben az esetben nagyobbak az
enantioszelektivitasban bekovetkezd valtozdsok, ezzel a moddszer hatékonysaga
latvanyosabban igazolhat6. Az enantioszelektivitds jellemzésére a kordbban is
ismertetett gyorsabb moddszert, az (R)- illetve az (S)-észter kezdeti reakcidosebességi
alland6janak hanyadosat alkalmaztam. Az enzim aktivitasat tovabbra is a keletkezd
teljes észter mennyiséggel jellemeztem.

Oldoszerként a 36.1 °C forraspontli n-pentant hasznaltam, ami a vizzel 34.6 °C-
on forr6 azeotropot képez. Ez a hOmérséklet a felhasznalt Candida rugosa enzim
optimalis miik6dési tartominyaba (25 — 40 °C) esik. A kiindulasi reakcioelegy
viztartalmat a viztelenitéssel elérhetd legkisebb érték (0.025%) és 0.6% kozott
valtoztattam (3.7. tablazat). Ugyanebben a tablazatban foglaltam 6ssze a heteroazeotrop
desztillacioval 4llando értéken tartott viztartalom mellet végzett kisérletek eredményeit
is. Lathato, hogy vizeltavolitas nélkiil, amikor a reakcidban képz08dd viz ndvelte a
reakcioelegy viztartalmat, a 3 h reakci6idé utan mért észter hozam 0.2 — 0.3% kozotti
kiindulasi viztartalomnal mutatott maximalis értéket, ezt kovetden fokozatosan
csokkent. Ugyanezeket a vizsgélatokat allandé viztartalom mellett elvégezve a

maximalis észter hozamot 0.5%-nal kaptam.
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3.7. tablazat: Az észterhozam fiiggése a viztartalomtol.

 KEZDETI ESZTER- _ALLANDO ESZTER-
VIZTARTALOM, HOZAM, VIZTARTALOM, HOZAM,
% % % %
0,025 2,8 - -
0,1 8,1 0,1 6,2
0,2 28,4 0,2 11,8
0,3 26,5 0,3 19,4
0,4 20,1 0,4 30,6
0,5 17,1 0,5 36,5
0,6 12,8 0,6 26,6

Az enantioszelektivitast (vr/vs) vizsgdlva azt tapasztaltam, hogy valtozo
viztartalom mellett a 0.2% kiindulasi viztartalomnal mért enantioszelektivitas értékek
kissé magasabbak, mint a nagyobb viztartalomnal mért értékek. Az allando viztartalom
mellett a kép sokkal egyértelmiibb: az enantioszelektivitas a viztartalom novekedésével
egyértelmiien csokkent (3.16. &bra). A ndvekvO viztartalom hatasara fellépd
enantioszelektivitas csokkenés, amit mas reakcioban Kitaguchi és munkatarsai korabban
tapasztaltak [Kitaguchi, 1990)], az enzim szerkezetében bekdvetkezd valtozasokra

vezethetd vissza. A viztartalom csokkenésével az enzim szerkezete egyre merevebbé

valik, €s a merev enzim egyre jobban kiilonbséget tud tenni az enantiomerek kozott.
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3.16. abra: Az enantioszelektivitas fiiggése az észter hozamtdl Kkiilonb6zo
viztartalmak mellett.

83



A heteroazeotrop desztillacio tehat alkalmas modszernek bizonyult a reakcioban
keletkez6 viz eltavolitdsara €s igy a reakcioelegy viztartalménak allando értéken
tartasara. Megoldand6 feladat viszont a reakcidelegy homérsékletének szabalyozasa,
hiszen a reakcidelegy homérsékletét egyértelmiien az azeotrop elegy forraspontja
hatarozza meg. A legk6zelebbi normal paraffin homoldg, a n-hexan forraspontja 69 °C,
a képz6dd n-hexan - viz azeotropé pedig 61.6 °C. Ezek az értékek mar kiviil esnek
Candida rugosa lipaz optimalis hdmérsékleti tartomanyan, igy a hdmérséklet hatasanak

mélyebb vizsgalatara ez esetben nem volt lehetdség.

3.1.8. Az olddszerek hatasa az enzim stabilitasara [2, 44]
Annak érdekében, hogy tisztan az oldoszerek szerepét lehessen vizsgélni, az

oldoszerben vald inkubdlast és az enzim maradék aktivitasinak mérését is 0.51-es
vizaktivitds mellett végeztem az dsszes olddszerben 30 €s 50 °C-on is. Ehhez 30 °C-on
Mg(NO3), oldatot, 50 °C-on pedig NaBr telitett sdoldatat hasznaltam, amit az indokol,
hogy a telitett sooldatok vizaktivitisa a homérséklet emelésével csokken, tehat
ugyanazon sé vizaktivitasa 30 és 50 °C-on eltérd.

Az oldoszerekben valdo inkubdlas megkezdése elott az enzimet ¢és az
oldoszereket kiilon-kiilon azonos vizaktivitdsra allitottam be, majd az inkubalast
kovetden az enzim maradék aktivitasat az (R,S)-2-klor-propionsav ¢€s 1-butanol
észterezeési reakciojaban hatdroztam meg. Az enzim maradék aktivitdsat az oldoszerben
valo inkubdlds nélkiili enzim aktivitdsanak szézalékaban fejeztem ki. Az enzim
aktivitasdnak mérésére szolgdlo tesztreakcioban a vizaktivitas valtozik a konverzioval,
azonban a korabbi megéllapitasok alapjan az aktivitas jellemzéséhez csak a 10 %
konverzioig keletkezett (R)- és (5)-2-klor-propionsav butil észter termékek mennyiségét

vettem figyelembe.

3.1.8.1. Dezaktivacio leirasa [17, 20,56, 62, 63]

Az enzim maradék aktivitasait az oldoszerekben valdé inkubaldsi 1d6
adatpontokra a Henley €s Sadana 4ltal kidolgozott soros dezaktivacios kinetikai modellt
illesztettem [Henley, 1984; Henley, 1985]. Az illesztés soran az E-1.8. egyenletben
szerepld a, k; €s k; illesztési paramétereket hataroztam meg.

A modell altal generalt gorbék jo korrelaciot mutattak a kisérleti adatpontokkal,
tehat soros dezaktivacios modellel leirhat6 a Candida rugosa lipadz enzim dezaktivacioja

(3.17. ébra). Az enzim aktivitasa az oldoszerekben vald inkubalasi 1d6 novelésével 30 €s
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50 °C-on is folyamatosan csokkent, ezért az enzim maradék aktivitasa (a,) és az eredeti
enzim aktivitasanak (a) hanyadosat kifejezd a paraméter kisebb, mint 1. (3.8. tablazat).
Osszehasonlitva a k; és k, dezaktivacios sebességi konstansokat, lathat6, hogy az enzim
aktivitasdnak csokkenése kb. egy nagysdgrenddel nagyobb sebességii az elsd 1épésben

(k1), mint a masodikban (k»).
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fiiggvényében 30 és 50 °C-on 0.51-es vizaktivitasnal.
¢-n-hexan, A -dibutil-éter, ®-benzol, A-[bmim]PFg, o-[omim]PFs. Az egyedi pontok a kisérleti adatokat,
a folytonos gorbék a modell altal generalt adatpontokat jelolik.

3.8. tablazat: A Candida rugosa lipaz dezaktivacigjat leiré soros dezaktivacios
modellel becsiilt paraméterek értéke.

2 30 °C 50 °C
OLDOSZER az 5 o . 5 0
n-Hexan 0.48 0.25 0.06 0.08 0.57 0.07
Dibutil-éter 0.35 0.35 0.09 0.41 0.54 0.26
Benzol 0.05 0.24 0.04 0.28 0.52 0.13
[bmim]PFg 0.60 0.22 0.03 0.70 0.46 0.05
[omim]PFg 0.45 0.17 0.02 0.84 0.76 0.05

Az enzim ionos folyadékokban mutatott legnagyobb stabilitast. [Bmim]PFs és
[omim]PF¢ ionos folyadékokban csak 12.3 €és 10.6 h, mig a szerves oldoszerekben 3.1-
6.5 h elteltével csokkent eredeti aktivitdsa a felére 30 °C-on (3.9. téblazat). A szerves

oldoszerek koziil n-hexanban volt tapasztalhato a legnagyobb stabilitas.
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3.9. tablazat: A Candida rugosa lipaz enzim felezési idejének és a felezési ido
csokkenésének valtozasa az oldoszerek log P értékének fiiggvényében 30 és 50 °C-

on.
. ti2, h
OLDOSZER LOg P 30 °C 50 °C Atl/z, %
n-Hexan 35 6.5 1.5 76.9
Dibutil-éter 2.9 35 2.1 40.0
Benzol 2.0 3.1 2.0 35.3
[bmim]PFg -2.38£0.25 12.3 10.2 17.0
[omim]PFg -2.19+0.24 10.6 9.0 15.1

A dezaktivacid sebessége 50 °C-on az Gsszes szerves oldoszerben jelentdsen
megndvekedett. Ennek oka az, hogy az enzim 50 °C-on, az elsé 1épésben gyorsabban
elvesziti aktivitasat, mint 30 °C-on (k;(50°C)>> k;(30°C). A masodik l€pésben viszont
az enzimaktivitas csokkenése, ami kp-vel jellemezhetd, a legtobb olddszerben hasonlo
mindkét hdmérsékleten. n-Hexénban pl. a felezési id6 6.5 h-rél 1.5 h-ra esett, amely
mintegy 77 %-os csokkenést jelent. Ionos folyadékokban ezzel szemben csak kis
mértékben valtozott az enzim stabilitdsa a homérséklet emelésére. A legnagyobb
felezési id6 (10.2 h) [bmim]PFs oldoszerben volt mérhetd 50 °C-on.

Annak jellemzésére, hogy az enzim stabilitisa milyen mértékben csokkent a
homérseklet emelés hatdsara (termikus stabilitas), kiszdmoltam, hogy hany szazalékkal
alacsonyabb a felezési id6 50 °C-on a 30 °C-on kapott értékhez képest (At;2). A felezési
1d6  hOmérsékletemelés  hatdsdra  bekovetkezd  csokkenése az  olddszerek
hidrofobicitasaval egyenes ardnyossagot mutatott (3.9. tablazat). Mig az apolaris n-
hexénban 50 °C-on mintegy 77 %-o0s a stabilitascsokkenés, addig a két nagysagrenddel
nagyobb polaritasu [bmim]PFs és [omim]PFg ionos folyadékokban minddssze 17, illetve

15%.

3.1.8.2. A vizaktivitas hatdasa az enzim stabilitasara [6, 12, 15, 43, 49]
A Candida rugosa lipaz enzim stabilitdsanak a vizaktivitassal valé valtozasat n-

hexédnban ¢és [omim]PFs ionos folyadékban tanulmdnyoztam. A szerves olddszerek
koziil n-hexdnban érhetd el a legnagyobb reakciosebesség ¢és 30 °C-on ebben
rendelkezik az enzim a legnagyobb stabilitassal. Az el6z6ekhez hasonloan az enzimet
inkubaltam az olddszerben az adott vizaktivitdson, majd a beallitott vizaktivitdsa

szubsztratok hozzaadasaval elinditottam a tesztreakciot.
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A felezési 1d6k azt mutattdk, hogy az aktivitdsdhoz ¢és szelektivitdsahoz
hasonléan az enzim stabilitdsa is optimumgodrbe szerint valtozik a vizaktivitas
fiiggvényében (3.10. tablazat). Az enzim stabilitdsdnak az alacsonyabb vizaktivitas
kedvez. n-Hexanban 0.36-os vizaktivitdsnal az enzim felezési ideje 7.2 h, ami a
vizaktivitds ndvelésével folyamatosan csokkent, €s 0.80-as vizaktivitas esetén az enzim
katalitikus aktivitdsa mar 2.6 h-n beliil a felére csokkent. [Omim]PFg ionos folyadékban
hasonl6 tendencia figyelhetd meg. Az enzim felezési ideje az optimalis hidrataltsagot
biztositdé 0.36-os vizaktivitds esetén 11.8 h, amely 0.80-as vizaktivitas esetén 6.3 h-ra
csokken. 50 °C-on a legnagyobb felezési id6 (3.8 h) 0.29-es vizaktivitdsnal érhetd el.
Ennél magasabb vizaktivitds esetén n-hexanban az enzim gyorsan elveszitette
katalitikus aktivitasat, hiszen 0.67-0.80-as vizaktivitas esetén a felezés 1d0 minddssze
1.2-1.5 h. [Omim]PFs ionos folyadékban a felezési id6 4.8 és 9.9 h kozott valtozott a
vizaktivitadssal, ami azt mutatja, hogy az enzim stabilitasa kisebb mértékben csokkent le
[omim]PF¢ old6szerben nagyobb vizaktivitas esetén, mint n-hexanban.

Az enzimek ionos folyadékokban megndvekedett stabilitdsanak okai nem
tisztazottak a szakirodalomban sem. Valosziniisitik, hogy azok az ionos folyadékok,
amelyek kevesebb H-hidkotés kialakitasara képesek anionjaik altal, kevésbé zavarjak az
enzimmolekulan beliili H-hidkotéseket, ezaltal az enzimszerkezet stabil maradhat [Park,

2003].

3.10. tablazat: A Candida rugosa lipaz enzim felezési ideje n-hexanban és
[omim]PF; ionos folyadékban 30 és 50 °C-on kiilonb6z6 vizaktivitasok mellett.

30 °C 50 °C
Vizaktivitas, tiz, h Viz ti2, h
- n-hexan [omim]PFs | Aktivitas, - n-hexan |[omim]PFs
0.11 5.8 10.3 0.11 3.4 8.5
0.36 7.2 11.8 0.29 3.8 9.9
0.51 6.5 10.6 0.45 2.1 9.4
0.67 5.4 8.9 0.64 1.3 7.3
0.73 3.3 8.4 0.69 1.5 6.6
0.80 2.6 6.3 0.79 1.2 4.8

3.1.8. A Candida rugosa lipaz enzim visszaforgathatosaga ionos folyadékokban és
szerves oldoszerekben [9]
A katalizatorok élettartama és visszaforgathatésaguk az iparban igen jelentds

szempont. Hagyomdnyos szerves olddszerek esetén az enzim visszaforgatisa ugy

torténhet, hogy az enzimet lesziirik a reakcidelegybdl, mossak, szaritjak, €s csak ezt
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kovetden hasznalhatd ismét egy kovetkezd reakcioban. Ionos folyadékokban az enzim
visszaforgatdsdhoz nem az enzimet célszerii eltavolitani a reakcioelegybdl, hanem a
termékeket és a reagdlatlan szubsztratokat. Ez torténhet pl. n-hexdnos extrakcioval,
melynek végén az enzim, amely a szerves oldoszerekben nem oldodik, az ionos
folyadékban marad szuszpenddlva. Ezt kovetéen 1) szubsztratok adhaték az ionos
folyadékba, ¢és igy ujabb reakcid indithatd. Az ionos folyadékokban egyszeriibb az
enzimkatalizator ismételt felhasznalasa és a termékek kinyerése is egyszertisodhet a
hagyomanyos szerves oldoszerekhez képest.

Azon talmenden, hogy ionos folyadékokban egyszeriibb az enzim ismételt
felhasznalasa, az is fontos, hogy milyen mértékben csokken aktivitasa és szelektivitasa a
tobbszori felhasznalas soran. Ennek vizsgalatara, az (R,S)-2-klor-propionsav és 1-
butanol észterezési reakciojaban alkalmazott enzimet még négyszer hasznaltam a
tesztreakcid katalizatoraként. A visszaforgatott lipdz enzim aktivitésat (relativ aktivitas)
az elsd felhasznalas soran tapasztalt aktivitds szdzalékaban fejeztem ki. A vizaktivitas
alland6 értéken tartdsara olyan modszert kellett valasztani, amely hosszabb 1don
keresztiil képes konstans vizaktivitast biztositani. A megfeleld modszer kivalasztasakor
szempont volt, hogy a sok oldodhatnak ionos folyadékokban, a telitett sooldatokkal
torténd folyamatos vizaktivitas kontrollhoz pedig meglehetdsen iddigényes olyan
Osszeallitas  elkészitése, amely megfeleld viztranszportot tesz Ilehetévé. A
laboratoriumban mar rendelkeztem tapasztalattal pervaporacioval torténd vizeltavolitas
terén, igy az (R,S)-2-klor-propionsav €s 1-butanol észterezési reakcidja kapcsan is ezt a
megoldast valasztottam az 4allandé viztartalom, ezen keresztiill a kozel azonos
vizaktivitas beallitasara.

A visszaforgathatdsagot n-hexanban, toluolban, ill. [bmim]PFs €s [omim]PFg
ionos folyadékban vizsgaltam 30 °C-on. A reakciosebesség 0.51-es vizaktivitasnal volt
a legnagyobb, ezért ennek a vizaktivitasnak a tartdsa volt a cél. A reakcio kezdeti
vizaktivitdsat Mg(NOs), telitett oldataval 0.51-re allitottam be, majd a reakcidt az enzim
hozz4adasaval inditottam. Adott idOk6zonként mintat vettem a reakcidelegybdl, és Karl-
Fischer titratorral megmértem annak viztartalmat. A 0-80 % konverzidnak megfeleld
Osszetételll reakcioelegyek vizadszorpcids izotermaibol (3.6. dbra) latszik, hogy ahhoz,
hogy az apolaros n-hexanban a reakcid sordn 0.51-es vizaktivitast tartsunk, a
viztartalmat kismértékben cs6kkenteni kell a konverzi6 elérehaladtaval. A képzd6do viz
folyamatos eltavolitasa tehat nem elegendd, hiszen kis mértékben csdokkend viztartalom

esetén lesz allando a vizaktivitas a reakcidelegyben. Az [bmim]PFe és [omim]PF¢ vizzel
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nem elegyedd ionos folyadékok, amelyek joval tobb vizet képesek oldani, mint a n-
hexdn. Az [omim]PFs-tal Osszeallitott reakcidelegy vizadszorpcids izotermajan is
latszik, hogy 0.2 mol/l (R,S)-2-klér-propionsav koncentracid esetén képzddd viz csak
elhanyagolhatd mértékben tolja el a vizaktivitast. Ez azt jelenti, hogy ionos folyadékok
esetén elegendd a képzddod vizet eltavolitani, €s nem sziikséges csokkend viztartalmat
tartani a reakcioelegyben.

A kivant viztartalom beallitasdhoz folyamatosan mértem a keletkezett (R)- ¢és
(S)-2-klor-propionsav-butil €észter mennyiségét, valamint a reakcidelegy viztartalmat.
Amennyiben a mért viztartalom magasabb volt a kivanatosndl, a reakcioelegy egy részét
a pervaporacids membranra vezettem, majd pedig vissza a reakcidelegybe, mindaddig,
amig a reakcioelegy viztartalma be nem allt a kivanatos értékre. El6szor azt vizsgaltam,
hogy a reakcidelegybdl adott mennyiséget a pervaporacidos modulon keresztiilvezetve,
mennyivel csokken annak viztartalma. Az egyes reakciok soran keletkezett 9sszes €szter

mennyiségét az idében a 3.18. abra szemlélteti.
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3.18. (a-d) abra: A Kkeletkezett (R)- és (S)-2-klor-propionsav butil észterek
mennyisége az id6 fiiggvényében 30 °C-on.
a-n-hexan, b-toluol, c-[bmim]PF¢, d-[omim]PF.

Az enzim aktivitasat az ismételt reakcidok soran a 3.11. tablazat szemlélteti.
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3.11. tablazat: A Candida rugosa lipaz relativ aktivitasa az ismételt reakciokban.
(t=5 h, a,=0.51)

OLDOSZER RELATIV ENZIMAKTIVITAS, %
/ 2 3 4 5
n-hexan 100 85.9 79.5 61.3 | 55.1
tolul 100 85.2 72.1 55.7 | 50.4
[bmim]PFg 100 99.6 95.4 94.4 | 92.6
[omim]PFg 100 99.1 97.1 96.5 | 95.5

n-Hexanban ¢és toluolban az elsé korben tapasztalt aktivitasnak 55.1 illetve
50.4%-aval rendelkezett az enzim az 6todik korben. Ezzel szemben [bmim]PFg és
[omim]PF¢-ban az enzim megtartotta eredeti aktivitasdnak 92.6 illetve 95.5%-4at. Ez
ismét azt mutatja, hogy az ionos folyadékok stabilizaljdk a Candida rugosa lipaz
enzimet. Az enzim aktivitasdhoz hasonldéan, a Candida rugosa lipaz
enantioszelektivitasa is eltéré mértékben csokkent az egyes olddszerekben az ismételt

felhasznalasok soran (3.12. tablazat).

3.12. tablazat: A visszaforgatott Candida rugosa lipaz relativ enantioszelektivitasa.
(30 °C, a,=0.51.)

RELATIV
OLDOSZER ENANTIOSZELEKTIVITAS, %
1 2 3 4 5
n-hexan 100 86 86 71 43
toluol 100 83 78 65 29
[bmim]PF, 100 100 100 94 94
[omim]PF, 100 100 90 85 85

A stabilizdlo hatds oka a reakcioelegyben keresendd a szubsztratok és a
termékek kozott. Annak tisztdzésara, hogy az (R,S)-2-klor-propionsav, az 1-butanol,
vagy esetleg az észter termék védi meg az enzimet az aktivitdscsokkenéstdl, az enzim
stabilitasat ezek jelenlétében is megkellene vizsgalni. Az enantiomerek eltéré modon
illeszkednek az enzim aktiv helyéhez, igy elképzelhetd, hogy az (R)-, €s az (S)-2-klor-

propionsav vagy észtereik nem azonos mértékben stabilizaljak az enzimet,
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3.2. Aroma észterek eloallitasa enzimkatalitikus reakcioval

3.2.1. Etil-acetat elgallitasa
3.2.1.1. Az etil-acetat enzimkatalitikus észterezésének kinetikai vizsgalata szerves
oldoszerben és oldoszermentes kozegben

Az etil-acetat eloallitdsanak kinetikai vizsgélatat szerves olddszerben ¢és
oldoszermentes kozegben kollégandm, Bélafiné dr. Baké Katalin értekezésemmel
egyiddben benyujtott ,,Membran bioreaktorok™ cimii MTA Doktori értekezése targyalja.
Bar a hivatkozott publikdciok egy részében tarsszerzé vagyok [11,45], az ott kdzolt
megallapitasok Bélafiné dr. Bakd Katalin sajat eredményei, azokat itt csak azért
ismertetem, mert az sziikséges munkam tovabbi részének megértéshez.

,»Megallapitottuk, hogy az ecetsav és az etanol NOVOZYM 435 lipaz enzimmel
katalizalt észterezési reakcioja soran 60 °C-on n-heptanban erdsebb az ecetsav okozta
szubsztrat inhibicio, mint az etanolé, ezért a reakciot oldoszermentes kozegben etanol
felesleg mellett valositottuk meg, s meghataroztuk a biokonverzio kinetikai paramétereit
(Kyr = 0.68 mol/l, vy = 0.12 mol/l, K= 1.73 mol/l). Integralt rendszert alakitottunk ki,
ahol 0.018 m’ feliiletii PERVAP 1060 pervapordcios membrannal nyertiik ki az észtert,
A4 tipusu zeolittal toltott oszlopban pedig a képzddo vizet, s 20%-al magasabb észter
hozamot értiink el 2 ora reakcioido utan, mint a terméelvétel nélkiili oldoszermentes
biokonverzional.”
3.2.1.2. Nagylaboratoriumi eljaras kidolgozasa etil-acetat eléallitasara [4, 29, 32, 33]

A kinetikai vizsgalatokat kovetden kezdtem hozza egy olyan nagylaboratoériumi
méretll berendezés kialakitasdhoz, ami adatokat szolgaltathat az ipari méretii berendezés
kialakitasahoz. Célom a [Magyar Elelmiszerkonyv] el6irasainak megfelelé természetes
aroma ¢észterek eldallitasa volt, tehdt természetes eredetli kiindulasi anyagokat,
természetes ecetsavat és etanolt alkalmaztam. A viz aktivitdsdnak/koncentraciojanak
jelentéségére a kordbbi fejezetekben tobbszor utaltam. A nagylaboratoériumi berendezés
kialakitasanal a viz koncentracié alland6é értéken tartdsara csak olyan moédszer johetett
szamitasba, amivel folyamatosan €s szabalyozhaté modon tavolithato el a reakcidoban
képz0d6 nagy mennyiségli viz. Zeolittal torténd adszorpcid, pervaporacid €s
heteroazeotrop desztillacio jott szamitasba. Megfeleld méretti pervaporacids berendezés
kialakitasa a rendelkezésre 4116 anyagi forrasok mellett megfizethetetlen lett volna, igy a

valasztas eldszor az adszorpciora, ennek nehézségeit megtapasztalva a heteroazeotrop

desztillaciora esett, amit mar laboratoériumi méretben korabban sikeresen alkalmaztam.
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A kinetikai mérések soran n-heptant alkalmaztam, korabbi észterezési
munkaimban n-hexant hasznaltam oldoszerként, a reakcioelegy optimalis viztartalma
0.4% volt. A n-hexan-viz azeotrdp forraspontja 61.6 °C volt, ami magasabb, mint az
enzim optimalis miikodési hdmérséklete. Kisérleteimhez ezért az egy szénatomszammal
kisebb homologot, a n-pentant valasztottam. A n-pentan-viz azeotrop forraspontja 34.6
°C, vagyis 27 °C-kal alacsonyabb. Ez nyilvanvaldan kisebb reakciosebességet
eredményez, ugyanakkor termikus dezaktivalodassal kevéssé kellett szamolni.
Mindhérom emlitett olddszer log P értéke olyan magas tartomanyban van, ami az enzim
szamara biztositja az optimalis miikodési feltételeket, elsésorban hidrataltsagot [35].

A sav gatlo hatasanak vizsgalata soran kapott eredményeket a 3.19. dbra mutatja.
Vajsavval, propionsavval és ecetsavval rdzatott lombikban végzett méréseim soran
azonos sav:alkohol mélarany mellett vizsgaltam az észterezési reakciot. A kiindulési
savkoncentracid novelésével mindegyik esetben csokkent az elért észter hozam, a
csokkenés az ecetsav esetében volt a legmarkansabb [19]. Ennek ellenére — a Megbizo
kivansagara - az etil-acetat eldallitasara dolgoztam ki nagylaboratorumi eljarast abbol a
meggondolasbol, hogy az itt szerzett tapasztalatok konnyebben hasznosithatok lesznek a
nagyobb szénatomszamu, kisebb gatlast okoz6 savak esetében. A razatott lombikos
kisérletek eredményeibdl az a kovetkeztetés volt levonhato, hogy a sav koncentraciot a
sav inhibicidé miatt alacsony értéken célszerti tartani. Ezt a megallapitdsunkat a

késObbiekben szamos 1dézd cikk megerdsitette.
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3.19. abra: Az észter hozam valtozasa a savkoncentracio fiiggvényében.
(sav:alkohol mélarany 1:3; 0.01 mol sav, 0.03 mol etanol; reakcioidé: 6 6ra; 0.1 g Novozyme 435™
enzim; kezdeti vizkoncentracio: 0.4%; reakciohémérséklet: 35 °C; razatasi intenzitas: 150 rpm)
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A kinetikai vizsgalatok eredményeibdl egyértelmii, hogy alkohol felesleg mellett
célszeri dolgozni. Ennek mértéke azonban jelentdsen befolydsolta a reakciot kovetd
down stream muveleteket, igy értékét kiilon vizsgalattal hatdroztam meg. A 3.20. dbran
bemutatom az etil-acetdt hozam fiiggését a sav:alkohol molaranytol. Megallapithato,
hogy a fenti mélaranyt 1:1-t61 1:8-ig novelve az 1:3-as aranynal kaptuk az optimalis
értéket. Ez az érték azért is kedvezd, mert a feldolgozas soran igy kevés maradék etanolt

kellett eltavolitani a reakcioelegybdl [39].
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3.20. abra: Az észter hozam valtozasa a reakcioido fiiggvényében kiilonb6zo

ecetsav:etanol molaranyok esetén.
(0.01 mol ecetsav; 50 ml n-hexan; 0.1 g Novozyme 435™ enzim; kezdeti vizkoncentracio: 0.4%;
reakcioh6mérséklet: 35 °C; razatasi intenzitas: 150 rpm)

A nagylaboratoriumi kisérleti berendezések tervezésekor ¢és kialakitasakor
elsérendli feladat volt, hogy csak olyan szerkezeti anyagokat alkalmazzak, amelyek a
reakcido komponenseivel érintkezve biztosan nem szennyezik a terméket. A céltermék,
az etil-acetat e tekintetben komoly gondot okozott, mivel a legtobb mianyagot
megtamadja. A berendezés minden elemét ezért boroszilikat livegbdl készitettem é€s
csak ezek csatlakoztatdsdhoz hasznaltam teflon csdveket.

A nagylaboratériumi méretli berendezés kialakitasa elott kisérleteket végeztem
egy laboratoriumi méretli berendezésekbdl kialakitott késziilékben (3.21. 4bra), amit a
kovetkezOkben vazlatosan ismertetek. Ennek kdzponti része egy keverdvel, kiilsd

elektromos fitéssel és visszacsepegd hiitdvel ellatott 12 1 névleges térfogatu iivegrektor
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3.21. abra: Az etil-acetat eloallitasara szolgalo laboratériumi méretii berendezés vazlata.
Jeloléseket 1asd a szovegben!
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/1/. A reaktort félig toltottem meg a reakcioeleggyel, hozzdadtam az enzimet, az
ecetsavat /2/ és az etanolt /3/ fogyasuk litemében a megfeleld tartalybdl potoltam. A
reakcioban keletkezd viz eltavolitasara egy 1.5 m hosszl, 0.07 m atmérdji, 5 1 hasznos
térfogata, 3A zeolittal toltott adszorber szolgalt. A reakcid lejatszodasa utan a
reakcioelegyet az /5/ tartdlyba szivattylztam, az olddszert (n-pentan) a /6/
filmbeparloban ledesztillaltam, a nyers reakcidelegyet a /7/ tartalyban gylijtottem, majd
egy (az abran nem jelolt) frakciondld berendezésben eltavolitottam az oldoszer
nyomokat és nyertem a tiszta etil-acetatot. A laboratoriumi berendezésben szerzett
legfontosabb tapasztalat az volt, hogy a zeolitos adszorpcidval nehezen szabalyozhat6
az elvett viz mennyisége, ami az enzim aktivitasat is befolyasolta.

A nagylaboratoriumi kisérleti berendezés (3.22. abra) két jol elkiiloniild részbdl,
a reaktorbol és a hozza kapcsolddo viztelenitdbdl valamint a frakciondld berendezésbil
allt. Az utobbi egység felépitése a teljes kisérletsorozat alatt valtozatlan volt, a reaktort
azonban, a reakcioelegy hatékony viztelenitése céljabol, tobbszor modositani kellett. A
reaktor €s a hozza kapcsolodo viztelenitd berendezés tobb funkciot is betolttt. Ebben
végeztem magat az enzimkatalitikus reakciot, a termékelegy etanol és oldoszer
mentesitését valamint a kb. 94 %-os természetes etanol abszolutizalasat. Mivel a reakcio
végén a maradék oldoszer -eltavolitasat a reaktorban végre tudtam hajtani, nem volt
sziikség filmbeparld hasznalatara. A frakcionald berendezésben végeztem egyrészt a
termékelegy finom frakcionaldsat, masrészt pedig a reakcioban képz6dd kb. 70 %-os
alkohol toményitését kb. 94 %-ra.

A reakcidkat egy 50 l-es névleges térfogatu, belsé spiralfiitésii, IKA RW 25
tipust, 60 W teljesitményii, a 40-1400 min™ tartomanyban valtoztathaté fordulatszama
keverOmotorral meghajtott, anker keverdvel ellatott SIMAX iiveg reaktorban /1/
végeztem (3.22. &bra). A reaktort hémérdvel, U-csoves manométerrel ¢€s olyan
mintavevovel szereltem fel, ami biztositotta a forrdsban levd anyagbol a mintavételt. A
reaktor flitése egy 100 l-es cirkuldcios vizes termosztat illetve 3 bar nyomasu goz
alkalmazasaval tortént. Haromallasu csapok biztositottak a fitési modok kozotti valtast
¢€s a csapvizes hiitésre valo atallast.

A reaktorhoz 35 mm atmérdji paracsével csatlakozott egy 500 mm hosszusagu,
100 mm atmérdjii 6x6 mm-es Tex-Pack toltettel toltott /2/ kolonnatag. Ennek becsiilt
elméleti tdnyérszama 10. A kolonndrél ellendramban visszafolyo reflux egy szifonon at

jutott vissza a reaktorba. A kolonna felsd része a fejreflux visszavezetésére szolgald
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3.22. abra: Az etil-acetat eléallitasara szolgalo nagylaboratériumi méretii

berendezés vazlata.
Jeloléseket 1asd a szdvegben!
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taggal egésziilt ki. A kolonnabdl tdvozd gbézok a /3/ azeotrop reflux fejbe jutottak. E
folott helyezkedett el egy /4/ vizhiitéses kondenzator, ami f6lott (az abran nem jelolt)
intenziv mélyhtité taldlhaté. A refluxfe; harangtanyéros megoldassal ugy kertilt
kialakitasra, hogy a fej felett elhelyezett /4/ intenziv kondenzatorban lecsapodd gdézok
teljes egészében az azeotrop reflux fej alatt elhelyezett /5/ Florentini edényben levo
folyadék ala jussanak. A vizhiitéssel ellatott Florentini edénybdl a heteroazeotrop elegy
fels6 fazisa szétvalas utdn a kolonna felsé részére, az alsé fazis pedig egy
gyljtotartalyba folyt. Az ecetsav-etanol elegy beadagolasara a /6/ 50 l-es adagold
tartalybol egy Prominent gamma 4 tipust, 7,7 I/h maximadlis teljesitményii teflon
membranos szivattyuval tortént. Ugyancsak ez a szivattyl végezte a reakcid végén az
ecetsav valamint a reakcioelegy etanol mentesitésekor a viz beadagolasat.

A kialakitott frakciondld berendezést atmoszférikus és vakuum tizemmodban egyarant
alkalmazhaté volt (3.22. &bra). A berendezés bojleréiill egy négynyaku, 10 Il-es
gomblombik /1/ szolgalt a hozz4 tartozd fiitésszabalyozoval ellatott kraterrezsoval
egyltt. A lombik kozéps6 Ns 70-es csiszolatahoz csatlakozott az adiabatikus
kompenzacids futéssel ellatott 1,5 m hossz,, 65 mm belsé atmérdja, 5 1 Pro-Pack
toltettel toltott kolonna /2/. A bojler oldals6é harom csiszolatdhoz kapcsolodott a
differencial manométer /8/, a hdmérd €s a nitrogén kapillaris. A kolonna felsé részén
szintén Ns 70-es csiszolattal csatlakozott a magnes szeleppel ellatott, iddkapcsoldval
vezérelt reflux fej /3/. Ehhez laza peremkotéssel illeszkedett a vertikalis elrendezésii
belsd spiralfiitésii intenziv refluxhiitd /4/.

A parlat a magnes szelepen keresztiil egy vizhltéses parlathiitén at jutott a
szeddrendszerbe /6/. Ez ugy volt kialakitva, hogy barmely izemmod esetében iizem
kozbeni szeddvaltast tett lehetdve, a harom, egyenként 2 l-es szedébe. A refluxhiito /4/
egy utohiitéhoz /7/, szedélombikhoz /11/ és két kifagyasztohoz /9/ csatlakozott, melyek
utan a membranos vakuumszabalyozo /10/ és a vakuummeérd /12/ kovetkezett.

A refluxfej /3/ mitkédése a kovetkezd: Az intenziv hiitdben kondenzalodott
parlat a tanyérrol a lefolyd vezetéken at az iivegszeleppel ellatott tulfolyos tolesérbe
folyt. A szelepet a lagyvas maggal ellatott iivegtesttel egyiitt az iivegrugo ellenében az
elektromagnes mozgatta az iddkapcsold megfelelden beallitott ki- illetve bekapcsolasi
ideje szerint.

A kolonnatest két, egyenként 0,75 m hosszi szakaszra osztott kompenzald

fiitésbdl és a hozzajuk tartozd szabalyozo egységbdl allt. A kolonnatest alsé s felsod
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3.23. abra: A reakcioelegy feldolgozasara szolgalé frakcionalé berendezés vazlata.
Jeloléseket 1asd a szdvegben!
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végén két-két hdelem talalhato: az egyik kozvetleniil a kolonnacsd falan rogzitve, mig a
masik egy 20 mm vastag izolitgyapot szigetelés palastjan. E palastra van felcsévélve az
iivegszovetbe foglalt fiitdszalag. E f616tt pedig 30 mm vastag izolitgyapot szigetelés van
elhelyezve. E két hdelem azonos anyagu kivezetései kdzds pontban csatlakoznak, és
kompenzacids vezetéken at juttatjak a jelet egy AS 21 tipusu kétallasos szabalyozohoz.
A szabalyoz6 a kapott jel alapjan kapcsolja a kimend teljesitményszabéalyozén at a
fiitészalagra a futéaramot mindaddig, mig az hdérzékelok jelerdsségei ki nem
egyenlitddnek. Ily mdédon a bojlerbol felszallo gézok altal kozvetitett hd vezérli a
szabalyozorendszert, mégpedig a mindenkori aktudlis gdzhdmérsékletnek megfelelden.
Az aktualis hOmérsékletgradiens kialakuldsa a két futdszalag teljesitmény
kiilonbségével (az als6 oszlopszakaszon 1200 W a felsén 800 W) és felcsévélésének
modjaval érhetd el, melyet a kolonna hossza mentén elhelyezett harom egyenld
tavolsagban Iévé hdelemmel ellendrizhetiink.

A kisérletek soran a reaktorba 14 1 n-pentant, 3 1 etanolt, 1 | ecetsavat és 1 kg
Novozym 435 enzimet toltottem. A reakcidelegyet fokozatosan melegitve, 32,5-35 °C
fejhomérséklet mellett a keletkezd vizet heteroazeotrop desztillacioval eltavolitottam.
Az ecetsavat €s az alkoholt elreagdlasuk iitemében potoltam, igy biztositva az alacsony
sav koncentraciot €s az allandd ecetsav:etanol molaranyt. A viz eltavolitasat (a kb. 70
%-o0s etanol elvételét) ugy szabalyoztam, hogy a reakciodelegy viztartalma 0,4-0,6%
kozott legyen. A reakcidelegy végso térfogata 120 ora reakcioidd utdn 41 1 volt, ez kb.
28 kg etil-acetatot tartalmazott. Az enzim eltavolitasa utdn a reakcidelegyet folyamatos
viz beadagolds mellett azeotrép desztillacioval etanol mentesitettem, majd
kidesztillaltam a n-pentan olddszert. Az igy nyert kb. 95 % etil-acetatot tartalmazo
anyagot frakcionalt desztillacionak vetettem ald. A végtermék géazkromatografias
tisztasaga 99,9 % felett volt, viztartalma 0,01 %, savszama pedig 0,12 mg/g volt. igy a
termék mindsége mindenben meghaladta a rendelkezésiinkre bocsatott standard minta
paramétereit.

Héarom reakcioban Osszesen 66,1 kg etil-acetatot allitottam eld, ez ecetsavra
vonatkoztatva 86,8 % kitermelésnek felel meg. Az enzim a tobb mint 330 ora
reakci6idd alatt nem veszitett aktivitasabol. Az alkalmazott reaktor kapacitasa - ha csak
az enzimkatalitikus reakciot végezziik a reaktorban — 1,5 t/év. Kisérleti eredményeink
alapjan a NITROIL Kft.-nél elkésziilt egy 20 t/év kapacitasu természetes aroma gyartd

iizem megvalosithatésagi tanulméanya, a technoldgiai kapcsoldsi terv és a sziikséges
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épiiletek kialakitasa. A munka befejezését a NITROIL Kft. privatizicioja akadalyozta

meg.

3.2.1.3.Folyamatos eljaras etil-acetat eldallitasara ionos folyadékban végzett

enzimatikus észterezessel [26, 46-48, 58, 59, 61, 64]

Szakaszos kisérleteket végeztem az etil-acetat enzimatikus eldallitdsara ionos
folyadék oldoszerben a hozam szempontjabdl optimdlis paraméterek megallapitasara
CALB enzimet alkalmazva. Célom az volt, hogy az el6z6 pontban ismertetett alacsony
forraspontt, gyulékony olddszert kornyezetbardt anyaggal, zdld oldoszerrel
helyettesitsem. Ekozben felhasznaltam az irodalomban hasonlé aroma észterek
eloallitdsa soran rendelkezésre all6 informdaciokat. Oldoszerként a [bmim]PFs ionos
folyadékot valasztottam, amely az etanollal és az ecetsavval homogén reakcioelegyet
képezett, és mar szamos enzimkatalitikus reakci6 szaméra alkalmas oldoszernek
bizonyult. (Ismert, hogy a [bmim]PFs magas homérsékleten bomlast szenvedhet [9],
kisérleteim soran azonban sem a szakaszos, sem a folyamatos méréseknél nem
tapasztaltam erre mutatd jeleket.) Erds befolydssal volt a hozamra az ecetsav : etanol
molarany [Hernandez, 2006; Karra-Chaabouni, 2006]. Ekvimolaris elegybdl kiindulva
24 h reakcididd utan is csak 40% észter hozamot értem el, az alkohol mennyiségét
novelve nétt az elért hozam, 1 : 3 sav : alkohol molarany folott gyakorlatilag nem
emelkedett tovabb, igy a tovabbiakban itt is ezt az értéket alkalmaztam.

A varakozasnak megfeleléen igen erds hatassal volt a reakcid lefutasara a
reakcidelegy kiindulési viztartalma [Wasserscheid, 2002; Swetlowski, 2006], melynek
értekét 0.5 — 5.0% kozott valtoztattam. A kezdeti reakcidsebesség a viztartalom
novekedésével 3%-ig nott, 5%-nal azonban mar jelentds csokkenést mutatott. Ebben a
tartomanyban az elért észter hozam kozel allando, 90% koriili érték volt. Ez azzal
magyarazhato, hogy a legkisebb viztartalom esetében a reakcid kezdetén még nincs
jelen az enzim miikddéséhez féltétlentil sziikséges vizmennyiség [Wasserscheid, 2002;
Swetlowski, 2006], ezt azonban iddvel potolja a reakcidban keletkezd és a reakcioelegy
viztartalmat noveld viz.

A reakcid homérsékletének emelése egyértelmiien novelte mind a kezdeti
reakciosebességet, mind pedig az adott idé alatt elért hozamot. Ismeretes, hogy a
[bmim]PF¢ ionos folyadék alkalmazédsa noveli a CALB enzim termostabilitasat [17].
Célom az integralt rendszer alkalmazhatdsaganak bizonyitdsa volt ionos folyadék

olddszer alkalmazésakor, ezért reakciohOmérsékletnek a 40 °C-t valasztottam, amikoris
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a szakaszos rendszerben 5 Ora alatt 86%-os etil-acetat hozamot értem el. Az alkalmazott
enzim koncentraciojat a 2-20 g/dm’ tartomanyban vizsgiltam és a 10 g/dm’
koncentracié bizonyult a hozam szempontjabol optimalis értéknek.

Az els6 pervaporacios kisérletekben az alkalmazott két membran legfontosabb
jellemzoéit  (fluxus ¢€s szelektivitas) hataroztam meg a reakcidelegy varhatd
Osszetételének megfeleldé modell oldatok segitségével. A modell oldatok Osszetételét
kétoranként elemeztem, majd 8 ora elteltével meghataroztam a hidrofil illetve hidroféb
membranok alkalmazasakor kapott permeatumok Osszetételét. Az ezekbdl az adatokbol

szamitott fluxus (J) értékeket a 3.13. tdblazatban foglaltam 6ssze [51].

3.13. tablazat: A hidrofil és hidrofob membranok alkalmazasaval elért fluxusok.

J (mol/m*xh)
KOMPONENS
Hidrofil membran | Hidroféob membran
Ecetsav 0.004 0.095
Etanol 0.010 0.581
Etil-acetat - 7.505
Viz 0.448 -

Lathato, hogy a két membranon keresztiil megfeleld fluxussal eltavolithato volt
mind a viz, mindpedig az etil-acetdt, ugyanakkor a tobbi komponens mennyisége
(etanol, ecetsav) nagysagrenddel alacsonyabb volt, ami azt mutatja, hogy a vizsgalt
membranok fluxusa és szelektivitdsa megfeleld volt a tervezett integralt rendszerhez. E
kisérletekben nem volt célom a pervaporacios berendezés miikodéséhez sziikséges
optimalis paraméterek meghatarozasa, csupan azt akartam bizonyitani, hogy két
pervaporacidos berendezés alkalmazdsaval biztosithatd a folyamatos észterezés. A
vizsgalatok soran azt is megallapitottam, hogy - az irodalmi adatok alapjan a
varakozasoknak megfelelden — az alkalmazott membrdnok teljes mértékben
visszatartottak az ionos folyadékot [1zak, 2005].

A szakaszos kisérletek utan kialakitottam a folyamatos miikodésti berendezést (3.24.
abra), ahol a pervaporacios egységek segitségével egyidejlileg tavolitottam el a képz6do
vizet ¢és etil-acetatot. A reaktorbol (1) a reakcidelegyet tygon csOvezetéken at
perisztaltikus pumpaval (3) emeltem at a membran modulokra. A keringetési sebesség
50 cm’/min volt. A keringetett elegy elészor egy 12 cm’ feliileti Sulzer gyartmanyt

,Pervap 2255-50” tipust hidrofob (4), majd egy 200 cm’ feliiletii szintén Sulzer
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gyartmanyu és ,,Pervap 2201 tipust hidrofil membranra (5) keriilt. A savallo acélbol
késziilt membran modulokat vizfiitéssel termosztaltam (15). A membranmodulokrdl a

reakcidelegyet egy tygon csdvezetéken at visszavezettem a reakcidedénybe.

I  Reskcidelegy Termosztéld (fitd)
B Eccizav kiizeg
B Etenol N Hitdkaze
—

2 I i

13

13

3.24. abra: Integralt rendszer az etil-acetat folyamatos iizemii eldallitasanak
vizsgalatara.

1-reakcidedény magneskeverdvel, 2-intenziv hiitd, 3-perisztaltikus pumpa, 4-hidroféb membran, 5-
hidrofil membran, 6,7-hiitott csapdak, 8-kifagyasztd, 9,10-szilikonolajos csapdak, 11-zeolitos adszorber,
12-vakuumszivattyu, 13-manométer, 14-szubsztrat adagolo biirettak, 15-termosztat.

A membran szekunder oldaldan kb. 10 Hgmm (1.3 kPa) vakuumot alkalmaztam,
melyet vakuumszivattya (12) allitott el6. A (6) csapdat —melyben a reakcioelegybdl
kivont etil-acetat kondenzaldédott— acetonos szarazjéggel (-70°C), mig a (7) csapdat —
melyben a viz kondenzalodott— sos jéggel (-14 °C) hiitdttem. Biztonsagi okokbdl az
illékony anyagok teljes eltavolitasara egy tovabbi kifagyasztot (8) valamint két
szilikonolajos csapdat (9,10) illesztettem be a vdkuumszivattyt elé. A szivatty tovabbi
védelmére egy zeolitos adszorber (11) szolgélt. A rendszerben 1évé vakuumot (13)
higanyos manométerrel mértem. A folyamatos rendszer vizsgilatandl a szubsztrat
(etanol és ecetsav) rataplalasat biirettakbol (14) hajtottam végre. A reakcidedény és a
membranmodulok hdmérsékletét termosztat (15) altal keringetett vizzel allitottam be.

A reakciot [bmim]PF ionos folyadékban, 40 °C hémérsékleten, 10 g/dm’ enzim

koncentracié mellett végeztem, 1:3 sav/alkohol moélarany és 2% viztartalom mellett. A
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reakciot az enzim hozzaadéasaval inditottam és ezzel egyiddben mikodésbe hoztam a
pervaporacios egységeket is. Az elsd kisérletek soran még nem alkalmaztam szubsztrat
(etanol, ecetsav) betaplalast. A koncentraciok valtozasat az id6 fliggvényében a 3.25.
abran tiintettem fel. Megfigyelhetd, hogy a nagy kezdeti reakcidsebességek miatt az etil-
acetat koncentracidja a reakcio elsé 6t 6rajaban kb. 0.45 mol/dm’ értékig novekedett,
majd enyhe csokkenés utan 4llando értékre allt be. Ugyanakkor a reakcioelegy
viztartalma mar 2 Ora utdn csokkenést mutatott, ami arra utal, hogy az enzim
hidrataltsagi foka kiinduldskor nem volt megfeleld, és az enzim is kotott meg a
reakcidban képzddd vizbol. A kisérletek alapjan megallapitottam, hogy a hidrofil és a

hidrof6b membran elegendd volt a reakcidban képzddott etil-acetat €s viz eltavolitasara.

2,5
. —— Etanol - Ecetsav
ma 2 -+ Viz - Etil-acetat
2
o
E15
e
Q
g1
[
51
£0,5
N
0
0 2 4 6 8
Reakci61d6 (h)

3.25. abra: A Kkoncentraciok valtozasa az idé fiiggvényében folyamatos

termékelvétel mellett.
(T = 40 °C, sav/alkohol mélarany = 1:3, enzim koncentracié = 10 g/dm’)

A munka kovetkezd I€péseként a reagalt szubsztratokat fogyasuk iitemében
potoltam, igy a termékek eltavolitasaval egyiitt folyamatos miikodésti rendszert
alakitottam ki. A cél egy olyan stacionarius allapot kialakitasa volt valamennyi
komponensre, ahol koncentraciojuk csak minimalis mértékben valtozott a reakcio soran.
orajaban a 3.26. 4dbra mutatja, ahol feltlintettem az egyes anyagok elérni kivant
koncentracidjat is. A kisérletet 72 ora hosszan tovabb folytatva megallapitottam, hogy
az egyes komponensekre megkivant koncentraci6 értékeket folyamatos miikodés esetén
nagy pontossaggal tartani lehetett, s mindekdzben az enzim aktivitdsa nem valtozott [68,
70]. Az enzim stabil aktivitasa egyrészt az ionos folyadék enzim stabilizalo hatasanak,

masrészt annak koszOnhetd, hogy az inhibicidt okozd ecetsav koncentraciot igen
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alacsony értéken tudtam tartani. Kisérleteim  bizonyitottdk, = hogy a  két
pervaporacidos egység alkalmas a termékek folyamatos eltdvolitasara €és igy ionos

folyadék olddszerben folyamatos enzimkatalitikus €szterezés valosithaté meg [53, 65].

3.26. abra: A reakcidelegy oOsszetételének valtozasa az ido fiiggvényében a

folyamatos miikodésii berendezésben.
(T = 40 °C, sav/alkohol mélarany = 1:3, enzim koncentracié = 10 g/dm’)

3.2.2. lIzoamil-acetat eloallitasanak vizsgalata nem Kkonvencionalis kozegii
enzimkatalitikus reakcioval

Az etil-acetat eloallitas vizsgalatat kovetden egy masik természetes aromaanyag, az
izoamil-acetat eldallitdsat vizsgaltam enzimatikus uton, kiilonbozé reakciokozegekben.
A szubsztratokként alkalmazott, természetes forrassal rendelkezd ecetsav és izoamil-
alkohol reakcidjat a Candida antarctica lipdz B enzim katalizélta az Aaltalam
végrehajtott kisérletekben. Ez egyensulyra vezetd észterezési folyamat, amelynek

termékei izoamil-acetat és viz.

o) CH, lipaz O CH,
)k + /\)\ )k /\)\ + HZO
HC  “OH  HO CH, HC™ ~O CH,
ecetsav izoamil-alkohol izoamil-acetat viz
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Ezen aroma-komponens eldallitasat tanulmanyoztam tobb nem-konvencionalis,
kornyezetbarat reakcidkozegben: ionos folyadékban, szuperkritikus szén-dioxidban és
oldoszermentes kozegben. Alapvetd eltérés az etil-acetathoz képest, hogy ionos

folyadékban ez esetben kétfazisu rendszerben kellett dolgozni.

3.2.2.1. Izoamil-acetat enzimatikus eloallitasa ionos folyadékban [21, 23, 24, 73,80, 81]

Az els6 vizsgalt reakciokdzeg az izoamil-acetat biokatalizalt eldallitdsara az ionos
folyadék volt. Ehhez eloszor ki kellett valasztani a megfeleld ionos folyadékot,
vizsgalni a komponensek megoszlasat a fazisok kozott, majd szadmos paraméter
tanulmanyozasa kovetkezett, Ugymint: hdmérseéklet, enzim-koncentracio, kezdeti
viztartalom, alkohol - sav mdlarany, alkohol - ionos folyadék térfogatarany, razatési
intenzitas hatasa, visszaforgatas hatékonysaga.

A reakci6 optimalizalasanak elsé 1épéseként a megfeleld olddszer kivalasztasahoz
elozetes reakciokban tizféle ionos folyadékot vizsgdltam: [emim]tosy, [bmim]Cl,
[myim]PO4(CH3),, [bmim]|BFs, [bmim]PFs, [hmim]PFs, VACEM42, VACEMA44,
VACEM47, VACEMSS8 (2.2. tablazat). Ezek mindegyike imidazolium-kationt
tartalmazott, mert irodalmi adatok azt bizonyitjak, hogy ezek a tipusu ionos folyadékok
a legalkalmasabbak észterezési, atészterezési reakcidokra [Jain, 2005]. A kapott
eredményeket a 3.14. tablazatban foglaltam 6ssze. Az imidazolium gytlra 1-es helyzeta
szubsztituense 8-féle (metil, etil, butil, hexil, metoxi-etil, etoxi-etil, etoxi-etoxi-etil,

etoxi-etoxi-etoxi-etil,), mig az anion 5-féle volt (BF4, PFe, tozilat, klorid, dimetil-

3.14. tablazat: Imidazolium tipusu ionos folyadékok tesztreakcioinak eredményei.
Reakci6 koriilmények: 110.0 mmol izoamil-alkohol; 2.2 mmol ecetsav; 0.85 mmol viz;
9.7 mg Novozym 435; 1.38 g ionos folyadék; 40 °C; 100 rpm; 16 h.

[emim]tosy 1 -

[bmim]Cl 1 -

[mzlm]PO4(CH3)2 1 -
[bmim]PF, 2 90.5
[bmim] BF, 2 0,0
[hmim]PF, 2 89.7
VACEMA42 2 19.5
VACEM44 2 18.3
VACEMA47 2 19.5
VACEMS58 2 20.8
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foszfat). Igy kihasznalva az ionos folyadékok varialhatosagat, sikeriilt feltérképeznem,
hogy melyik imidazolium tipust ionos folyadék a legmegfeleldbb az altalam vizsgalt
reakciora (3.27.4abra).

A vizsgalt tizféle ionos folyadékbol hét esetben kaptam kétfazisu rendszert, ezek
koziil kettOben, a [bmim]PFe-ban €s a [hmim]PFs-ban igen igéretes hozamot
tapasztaltam. Meglepd eredmény, hogy a [bmim]BF, ugyan kétfazisu rendszert alkotott,
de reakcido nem jatszodott le benne. Ebbdl az a kovetkeztetés vonhato le, hogy ez az
ionos folyadék valoszinlileg inaktivalja a fazishatdron elhelyezkedé immobilizalt
enzimet. Az ionos folyadékok vizoldhatosagaért az anionok a feleldsek, igy az azonos
kationnal rendelkezd [bmim]PFs és [bmim]BF, 0sszevetésébdl kideriil, hogy mig az

elobbi vizzel nem elegyedik, addig az utobbi korlatlan mértékben oldhat6 vizben.

A\

| 1 MM, | A gy

C BF,

PF
HC o SO
Cl

(CH,),PO,”

3.27. abra: A vizsgalt ionos folyadékok attekintése.
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crcr

felvételehez sziikséges feliileti vizréteget, ezaltal inaktivalva az enzimet [van Rantwijk,
2007], ugyanakkor alkalmas mas enantioszelektiv reakciok kozegének [18].

Az imidazolium-gytiri oldallancaiban éter-kotéseket tartalmazdé VACEM ionos
folyadékok esetén azt vizsgaltam, hogy nemkotd elektronparral rendelkezd O-atomok
bevitelével nod-e a kialakuldo H-k6tések szama, ami fokozott enzim aktivitast, stabilitast
valtana ki. A kapott eredmények azt bizonyitjak, hogy az ionos folyadék rendezett,
haromdimenzios szerkezetének kialakitdsaért felelds H-kotések az imidazolium-gytlri
H-atomjai és az anionok nagy elektronegativitdsi, nemkotd elektronparral rendelkezd
atomjai kozott jonnek létre, nem pedig a gylrt oldalldincaiban 1évd atomok kozott
[Dupont, 2004; Lozano, 2005]. Raadasul, az éter kotések jelenléte kismértékben novelte
a VACEM ionos folyadékok hidrofilitdsat, ami a [bmim]BF, esetéhez hasonldan szintén
dezaktivalo hatasi. A VACEM44 és VACEM47 esetén melléktermék képzddést is
tapasztaltam, ami azt jelenti, hogy az éter kotések szamanak és/vagy az oldallanc
hosszusaganak novelésével az enzim szelektivitasa 1s csokkent.

A két gyakorlatilag azonos eredményt ado [bmim]PFs és [hmim]PFs ionos folyadék
koziil a tovabbi vizsgalatokhoz [bmim]PFs-ot hasznaltam kedvezdbb arfekvése miatt
([bmim]PFe: 2570 €/5 kg, [hmim]PFg: 3180 €/5 kg) [loLiTec, 2008].

Mivel a reakcidelegy kétfazis, meg kellett vizsgalni az egyes komponensek
megoszlasat az alkoholos és az ionos folyadékos fazis kozott. Eloszor az alkohol ionos
folyadékban vald oldhatosagat kellett ellendrizni. Az izoamil-alkohol nagyon kis
mértékben oldodik [bmim]PFs-ban (kb. 1% 30-60 °C kozott, K<0,01), ezért a tovabbi
szamitasokban az alkoholos és ionos folyadékos fazisokat két kiilonalld, egymassal nem
elegyedo egységként kezeltem [69, 71].

Ezek utan 30, 40, 50 és 60 °C-on vizsgaltam az ecetsav ¢s az izoamil-acetat
megoszlasat a két fazis kozott (3.15. tablazat). Az ecetsav megoszlasa elhanyagolhato
mértékben valtozott a homérseklettel a vizsgalt tartomanyban. Mindegyik hdéfokon
30%-a az ionos folyadékos fazisban volt. Mivel az enzim a két fazis kozotti
hatarfeliileten helyezkedett el, ezért az izoamil-alkohol molekulak nagy része a szerves
fazisbol diffundalt az enzim aktiv helyeihez, mig az ecetsav esetén ez mindkét fazisbol
torténhetett. A termék megoszlasa a két fazis kozott mar erdsen hdmérsékletfliggd volt.

Legkisebb mértékii megoszlas (K<0,05) 50 °C-on volt, ekkor az izoamil-acetat 96.9%-a
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3.15. tablazat: A reakcio komponenseinek megoszlisa [bmim]|PFq és izoamil-
alkohol kozott

| | | | |

0.005 0.9 0.354 28.2 0.782 45.3
40 0.007 1.2 0.392 30.4 0.146 14.4
50 0.008 1.5 0.428 32.4 0.050 3.1
60 0.007 1.4 0.443 32.2 0.542 39.5

*Maximalis oldhatosag [bmim]PFg-ban.

**Az ionos folyadékos fazisban.

az alkoholos fazisban helyezkedett el. Ennek késobb, a reakcioelegy elvalasztasa soran
volt jelentdsége, mert ezen a homérsékleten nyerhetd ki a legtobb termék a felsd
fazisbol.

Az enzim-koncentracio hatasdnak vizsgalatdhoz 6.9 — 135.8 g/dm’cakciseleqy kOZOt
valtoztattam az enzim mennyiségét és vizsgaltam a reakcio lefutdsat (3.16. tablazat). A
hozam-id6 fiiggvények minden esetben telitési gorbét adtak. Az enzimmennyiségének
novelésével az egyensulyl hozam nem valtozott, de eléréséhez rovidebb id6 volt
sziikséges. A 3.16. tablazat adataibol lathat6, hogy ionos folyadékot tartalmazd
rendszerben 68.5 g/dm3 reakcicelegy 101¢ ndvelve az enzim mennyiségét a reakcididé nem
csokkent tovabb, s6t emelkedett. A kezdeti reakcidsebesség pedig csokkent, tehat az

enzim fajlagosan kevésbé volt hatékony a toményebb oldatokban.

3.16. tablazat: Az enzim-koncentracio hatasa a hozamra, reakcididore és a kezdeti
reakcio-sebességre

Reakci6 koriilmények: 36.8 mmol izoamil-alkohol; 7.34 mmol ecetsav; 5.67 mmol viz;
1.38 g ionos folyadék; 20 °C; 200 rpm.

hozam (%) 74 76 75 75 75
t (h) 30 24 5 5 6
Vi (MmO lacetst/ Eenzim* h) 14.7 2.1 1.8 1.5 0.3

Osszegezve elmondhatd, hogy optimalis enzimmennyiséget az adott
koriilmények hatdrozzak meg. Kinetikai vizsgalatokhoz a nagy kezdeti
reakciosebességhez vezetd, kis enzimmennyiség haszndlata az idealis, de ipari
koriilmények kozott, ahol a cél a termék gyors, gazdasdgos eldallitdsa nagyobb enzim-
koncentracid hasznalata célszeri. Emellett figyelembe kell venni, hogy van egy
hatarérték (ionos folyadékban: 50 g/dm3reakciéelegy (sajat eredmény), n-hexanban: 13.8

gmim/dm3 alkohol [ROmero, 2005a]), ami f61¢ nem érdemes menni.
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Az izoamil-acetat képzddés hozam-id6 gorbéjét 30, 40, 50 és 60 °C-on mutatom be
(3.28. 4bra). 16.5 h utan 30 °C-on megkoézelitette, a tobbi harom hdfokon pedig elérte az
atalakulas mértéke az aktualis egyensulyi hozamot (95%). A kezdeti reakcidsebesség
értéke folyamatosan valtozott, értéke kozel kétszeresére novekedett, mikozben a

hémérsékletet 30 °C-rol 60 °C-ra noveltem [72].

Hozam (%) 3.28. abra: A reakcié idobeli
100 lefutasa Kkiilonb6zo hémérsék-
leteken.

Reakcio  koriilmények: 36.75 mmol
izoamil-alkohol, 7.34 mmol ecetsav, 2.83
mmol viz, 32.4 mg Novozym 435. 1.38 g
[bmim]PFs, 150 rpm.

80

60 -

40

20

25

t (h)

Az enzim magas homérsékleten tapasztalt j6 miitkodése nem meglepd, hiszen
irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a Novozym 435-nek magas a hotliré képessége
[Romero, 2005a]. Az alkalmazott [bmim]PFs ionos folyadék bomlasar6l néhéany
kozlemény jelent meg, amelyben ezen ionos folyadék magas homérsékleten
bekovetkezd instabilitdsarol szdmolnak be, fOleg savas hidrolizisek esetén
[Wasserscheid, 2002; Swatloski, 2003]. Ekkor a PFg-anionbol kiilonb6z6é korroziv
gazok (HF, POF;) fejlddnek, mikézben fluorid-monohidrat ([bmim]FxH,0) kristalyos
termék marad vissza, amit rontgen-krisztallografidval azonositottak. Tehat a bomlas
magas hdmérsékleten jatszodik le és egyértelmii jele a kristalyok megjelenése. Munkdm
soran nem tapasztaltam kristalyok megjelenését 60 °C-on 24 h utan, valamint a
visszaforgatds alatt 50 °C-on tiz cikluson keresztiil, illetve a 60-70-80 °C-on torténd
enzim inaktivacios vizsgalatok soran sem. Az eddig bemutatott eredmények alapjan
optimalis értékként az 50 °C-os hoémérsékletet (ezentul munkahdémérséklet)
valasztottam ki, mert itt a termék 96%-a a felsé alkoholos fazisban van, nem Iép fel
bomlas, a reakcid gyorsan, j0 hozammal jatszodik le, az enzim inaktivalodasa

kismérték.
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Az Arrhenius-egyenlet alapjan meghataroztattam az aktivalasi energia értékét
izoamil-acetat ecetsavbol és izoamil-alkoholbdl [bmim]PFs ionos folyadékban torténd
eloallitdsara, ami 15.7 kJ/mol-nak adddott. A kapott eredményt oldészermentes kdzegre
szamitott adatokkal 6sszehasonlitva (28.8 kJ/mol) azt 1athatjuk, hogy ionos folyadékban
a reakci6 lejatszodasahoz kisebb potencidlgaton kell athaladni [Giivenc, 2002]. Szerves
reakciokozegre, konkrétan erre a reakciora az irodalomban nem taladlhato adat, csak
ecetsav-anhidrid szubsztrat esetén n-hexan oldoszerben: 11.3 kJ/mol [Romero, 2005a].
Ez az adat nem meglepd, hiszen ecetsav-anhidrid szubsztrattal gyorsabban jatszodik le a
reakcid [Hari Krishna, 2001; Romero, 2005a; Romero, 2005b], de mégsem eldnyos az
alkalmazasa, hiszen eldallitdsa szintetikus uton torténik (acetaldehidbdl oxidéacioval
vagy ecetsavbol €s acetonbol keténen at [Furka, 1991)).

Mivel az izoamil-alkohol és az ecetsav bioszintézise egyensulyra vezetd folyamat,
ezért szubsztratfelesleggel az egyenstlyt az észterképzddés iranyaba lehet eltolni. A sav
¢s az alkohol feleslegének a hatasat kiilonb6z6 molaranyoknal vizsgéaltam meg (3.17.
tablazat).

3.17. tablazat: A sav - alkohol moélarany valtozasinak hatasa a hozamra és a
kezdeti reakciosebességre. A szubsztrat Kkoncentraciok értékei kiilonboz6
aranyoknal.

Reakcid koriilmények: 10.85-10.85-11.49-14.03-31.83-53.26-73.42 mmol izoamil-alkohol; 36.69-21.66-

7.34-7.34-7.34-7.34-7.34 mmol ecetsav (ebben a sorrendben); 5.67 mmol viz; 38.0 mg Novozym 435;
1.38 g ionos folyadék; 50 °C; 150 rpm; 48 h.

(mzeﬁf%)* 10.84 837 | 408 358 18 116  0.86

Cizoamil-alkohol
(mol/dm3)* 3.21 4.43 6.51 6.83 7.98 8.43 8.62

hozam (%) 7 16 72 95 94

Vi (MmOl cetar/ Homogén

genzith)
*A koncentraciok a felso, alkoholos fazisban.

0.259 2.431 2903 11.483  4.480

Az alkohol koncentracidé novekedésével a hozam telitési gdorbe mentén valtozott (3.29.
abra). A maximalis egyenstlyi hozamot (95%) hétszeres molfeleslegnél értem el,
tovabbi izoamil-alkohol hozzdaddsdra nem emelkedett a hozam. A kezdeti reakcio-
sebesség novekvo alkohol koncentracié hatasara egy optimum gorbét vett fel, amelynek
legnagyobb értéke (11.5 mmolacetar/Zenzimxh) szintén 7-szeres alkohol feleslegnél volt.
Az izoamil-alkohol feleslegének pozitiv hatasa a hozamra és kezdeti reakciosebességre

ismert az irodalombol szerves olddszerekben [Vija, 1997; Hari Krishna, 2001; Romero,
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2005a], oldészermentes kozegben [Giivenc, 2002; Giivenc, 2007] ¢és szuperkritikus
CO;-ban is [Vija, 1997; Romero, 2005b].

Hozam (%) —-=— Vk (mmolacetat/h*genzim)

100 3.29. abra: A hozam és a
80 kezdeti reakcidsebesség
valtozasa az izoamil-alkohol
60 1 feleslegének fiiggvényében.
X tengely: 1 mol savra jutdo alkohol
40 | mennyiség mol-ban kifejezve.
20 A
0

0 2 4 6 8 10
alkohol felesleg

Fontos megvizsgalni, hogy az elért eredmények milyen szubsztrat koncentraciokra
vonatkoznak, mert az eddigi szerves olddszerben torténd izoamil-acetat szintézisek
soran csak alacsony szubsztrat koncentracioknal (<0.18 mol/l) értek el megfeleld
termékképzddési aranyt (80%) [Viya, 1997; Hari Krishna, 2001]. Oldoszermentes
kozegben mar magasabb ecetsav koncentracional (3.6 mol/l) is elérték a 80%-os
hozamot [Giivenc, 2002].

A 3.17. tablazatban feltlintettem a kiilonb6z6 sav - alkohol moélaranyok mellett az
egyedi szubsztrat koncentraciokat is. Lathatd, hogy ionos folyadék alkalmazéasa esetén
magas ecetsav koncentracional (kb. 1.6 mol/l) érhetd el a 80% koriili értek, ami egy
nagysdgrenddel toményebb oldat savra nézve, mint szerves oldoszerekben.
Oldészermentes kozeghez képest elonyét az jelenti, hogy az egyensulyi koncentracid
értéke nem 80%-nal van, hanem eléri a 95%-ot, jollehet magasabb izoamil-alkohol
felesleg jelenlétében. Ennek magyarazatara az enzim inaktivacidos mérések eredményei
szolgalnak.

Kisérleteim soran a kiindulasi reakcidelegyhez kiilonb6z6 mennyiségben (0.5-30%-
ban) vizet adtam ¢és vizsgaltam a bekovetkezd valtozasokat. Az oldoszermentes
kozegben mértekhez hasonléan [Ghamgui, 2006] mind a hozam, mind a kezdeti
reakcidosebesség esetén optimum gorbét kaptam a kezdeti viztartalom fliggvényében

(3.30. 4bra).
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—— Hozam (%) ——=— Vk (mMmolacetat’/h*genzim)

100 50 3.30. abra: A hozam és a
kezdeti reakcidsebesség

80 | L 40 valtozasa a viztartalom
fiiggvényében.

60 - 30 Reakcio  koriilmények: 32.54 mmol
izoamil-alkohol, 7.34 mmol ecetsav,

40 - - 20 1.39-2.78-5.56-8.33-11.11-27.78 mmol
viz; 38.0 mg Novozym 435; 1.38 g

20 F 10 ionos folyadék; 50 °C; 150 rpm, 24 h.

viztartalom (%)

Amikor a hozzaadott viz mennyisége 10% felett volt, a reakcioelegybdl opdlos
szuszpenzid képzOodott és észterképzddés nem volt kimutathatd. Az egyensulyi hozam
értékét (87%) 1 és 4% kezdeti viztartalom kozott értem el, a kezdeti reakciosebesség
maximalis értéke pedig 1 €és 2% kozott volt. Az optimum gorbék felszalld agaban
(méréseim soran 1-t6l 2%-1g) nd az enzim hidrataltsaganak foka. Az enzim koriili egyre
nagyobb vizkopeny csokkenti az ecetsav inhibiald hatdsat [Ghamgui, 2006]. A leszallo
agban a viz egyensulyt visszafelé toldo hatdsa érvényesiil, valamint immobilizalt
enzimekre kifejtett inhibidld hatdsat is kozolték mar [Camacho, 2003]. Ekkor a
vizmolekuldk eltomik az immobilizalt enzim hordozojanak podrusait és igy a szubsztrat
molekuldk nem érik el az enzim aktiv centrumait.

Az ionos folyadék-alkohol térfogat aranyt vizsgdlva megallapitottam, hogy ahogy
novekedett az ionos folyadék térfogataranya, Gigy emelkedett a hozam és a kezdeti
reakciosebesség. A kezdeti reakcidsebesség kétszeres [bmim]PFq felesleg esetén volt a
legnagyobb, de a reakcidelegy hidrofilitasdnak megvaltozasa miatt, kb. 8 h reakci6idd
utan a két fazis megsziint és az elegy homogén lett. Ugyanez a jelenség négyszeres
ionos folyadék térfogatfelesleg esetén mar a reakcido kezdetén fellépett. A rendszer
legpolarisabb komponense az izoamil-alkohol. Ha ez az anyag 0,5-sz6r0s térfogatarany
felett volt jelen, akkor a reakcidelegy kétfazisu, ez alatt egyfazisu volt. A reakcio
kozbeni fazisvaltozashoz (1:2 alkohol:ionos folyadék aranynal) az is hozzajarult, hogy a
reakci6 elOrehaladtaval csokkent az izoamil-alkohol mennyisége, valtozott a
reakcidelegy Osszetétele. A tovabbi kisérleteimet igy kétszeres alkohol feleslegben
hajtottam végre.

A szakaszos kisérleteket razoinkubatorban végeztem, a kisméretli reaktorban pedig

magneses keverdvel biztositottam a reakcidelegy kevertetését. Mindkét esetben

112



sziikséges volt az adott kevertetési modszer vizsgalata. Ebben a fejezetben a réazatasi
intenzitas valtoztatasa soran kapott eredményeket ismertetem lombikos reakciokra. Az
alkalmazott enzimmennyiség igen magas (300 mg), de még a hatarérték alatti volt,
azért, hogy az enzimet érd kismértékii hatdsok is kimutathatoak legyenek.

Immobilizalt enzimek esetén kétféle diffuzios folyamatot kiillonboztetiink meg,
kiils6t €s belsot. A belsd diffuzios limitacid Novozym 435 esetén nem meghatarozo,
mert a gyarté adatai alapjadn az enzim aktivitasa nem valtozik a hordozo6 részecske- €s

porusméretétél [NOVO, 2006].

3.18. tablazat: A razatasi intenzitas hatasa a hozamra.
Reakci6 koriilmények: 22.03 mmol izoamil-alkohol; 7.34 mmol ecetsav; 5.83 mmol viz;
2.42 g ionos folyadék; 300 mg Novozym 435, 3 h, 60 °C.

hozam (%) 85 95 82 77 64

A kiilsé diffazionak akkor van jelentds szerepe, ha a keverési sebesség befolyasolja
a reakciot. Ezt a hatdst 0t rdzatdsi intenzitds esetén vizsgaltam: 50-100-150-200-250
rpm-nél. A 3.18. tdblazat adatai alapjan lathato, hogy a hozam ndvekedett 100 rpm-ig,
de e folé ndvelve a razatési intenzitast az értéke csokkent.

Ennek a jelenségnek a magyardzata, hogy a gorbe felszalld agdban az
enzimrészecskék €s a szubsztrat molekuldk eloszlasa egyenletes, kapcsolatuk intenziv.
Meéréseim soran a magasabb razatasi intenzitdsoknal az enzim részecskék kitapadasat
tapasztaltam a reakcidedény faldra. Ekkor a reakcid jelentds hanyada alatt az enzim
molekuldk bizonyos (valtozd) mennyisége nem vagy csak kis mértékben vett részt az
észterezési folyamatban. A falra tapadas mértékét rengeteg olyan paraméter hatarozza
meg (reakcioelegy-reakcidedény térfogatviszonya, lombik alakja, mérete, anyaga,
nedvesedési paraméterek), amit laboratériumi léptékben nem vizsgalnak részletesen.
Ebbdl kovetkezden olyan laboratéoriumi edényben érdemes a reakciot végrehajtani,
amely nagy alapteriileti, alacsony, benne a reakcidelegy minél nagyobb térfogatot
foglaljon el. Igy a razatas megfeleld diszperziét biztosit a molekuldk szamara és a ,,fal
effektus” visszaszorithato.

Az 1zoamil-acetat Novozym 435 immobilizalt enzimmel ecetsavbol és izoamil-

alkoholbol torténd eldallitasara ionos folyadékban a kdvetkezdket allapitottam meg:
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e alkalmas ionos folyadékok: [bmim]PFs, [hmim]|PFs,

e hatar enzim-koncentracio: 50 g/dm’ eakcislegy»

e munkahdmérséklet (megoszlas figyelembe vételével): 50 °C,

e optimdlis izoamil-alkohol és ecetsav molarany: 7:1,

e optimalis ionos folyadék mennyiség: 2.66 moljpmimipre/MOlecetsav,

e optimalis kezdeti viztartalom: 1-2 m/m%

e megfeleld razatési intenzitas lombikos kisérletekhez: 100 rpm.

A fenti paraméterekkel végrehajtott reakcional ~95% egyenstlyi hozam érhetd el ~5 h

alatt, kb. 20,5 mmol,ceut/genzimxh kezdeti reakcid-sebességgel.

3.2.2.2. Izoamil-acetat enzimatikus eloadllitasa oldoszermentes kozegben [10, 74, 75]

A masik vizsgalt reakciokdzeg az izoamil-acetat ecetsavbol és izoamil-alkoholbol
torténd enzimatikus eldallitasara az oldoszermentes kozeg volt. Ez a szubsztratként is
szerepet jatszo izoamil-alkohol feleslegében lejatszatott reakciot jelenti valdjaban, nem
pedig az oldoszer teljes hianyat [Welton, 2006]. Kisérleteim soran az ionos folyadékos
kozegre megallapitott optimalis paraméterekkel dolgoztam, kivéve természetesen a
[bmim]PFs alkalmazasanak hianyat. Igy azonos reakcié koriilmények kozott
hasonlitottam 6ssze a két reakciokdzeget hozam €s kezdeti reakcidosebesség tekintetében

(3.19. tablazat és 3.31. abra).

3.19. tablazat: A kezdeti reakcio-sebesség (vi) értékei kiilonboz6é héfokokon ionos
folyadékos és oldoszermentes kozegben.

oldoszermentes 16.3 21.3 27.0 35.9 39.6
[bmim]PFg 10.0 13.0 20.6 18.7 23.0

Egyenstulyi hozam tekintetében alacsonyabb hdéfokokon (30 és 40 °C) az
oldoszermentes homogén kdzegben, mig magasabb hémérsékleteken (60 és 70 °C) az
ionos folyadékot is tartalmazo heterogén rendszerben érhetd el jobb eredmény. Ez azzal
magyarazhatd, hogy a [bmim]|PFs viszkozitdsa folyamatosan csokkent, igy az
anyagtranszport sebessége pedig nott a hdmérséklet ndvekedésével. A munkahdfokon
(50 °C) koriilbeliil azonos eredmények adddtak. A kezdeti reakcidsebesség minden

esetben az oldoszermentes kdzegben volt magasabb.
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3.31. abra: Az ionos folyadékos és oldoszermentes rendszer osszehasonlitasa.

Reakcio koriilmények: 54.21 mmol izoamil-alkohol, 7.34 mmol ecetsav, 3.72 mmol viz; 38 mg Novozym 435;
8.14 g ionos folyadék (a megfelelé reakciokban); 30-70 °C; 100 rpm, 24 h (magasabb homérsékleteken
hamarabb beallt az egyensuly).

A fenti kisérleti paraméterekkel messzemenden jobb értékeket lehet elérni az irodalomban
talalhato legjobb eredményekhez képest. Giivenc €s kutatdcsoportja szintén ecetsav szubsztrat
alkalmazasa mellett 50 °C-on 22,61 mmolaceta/Zenzim™h kezdeti reakcid-sebességet ért el (itt:
27,027 mmol,cetat/enzim*h), valamint az elért legmagasabb egyensulyi hozam 80% volt 6 h
reakci6idé utan (itt: 95%, Sh). Ezen eredmények alapjan az latszik, hogy alacsonyabb
héfokon az oldoszermentes kozeggel (89%), magasabb hdfokon az ionos folyadékos
rendszerrel lehet magasabb egyensulyi hozamot elérni (95%), a kezdeti reakcio-sebesség

értéke pedig minden esetben az oldoszermentes kdzegnél nagyobb.

3.2.2.3. Izoamil-acetat enzimatikus eloallitasa szuperkritikus szén-dioxidban és kombindalt
eljarasban [74, 78]

Meéréseim soran az ionos folyadékos ¢€s olddszermentes kozegnél is alkalmazott
paraméterekkel hajtottam végre kisérleteket s.k. CO,-ban. Mivel a reakcioelegy Osszetétele €s
a hdmérséklet mar adott volt, a nyomdas hatasat vizsgaltam meg a reakciora (3.20. tdblazat). A
hozam lineédrisan novekedett a nyomas ndvelésével 100 és 300 bar kozott, ellentétben az
irodalommal, ahol nem taldltak jelentds valtozast a hozamban a nyomas novelésére [Knez,

2002; Romero, 2005b]. Hasonloképpen valtozott a kezdeti reakcidsebesség is a nyomas

115



fliggvényében a vizsgalt tartomanyban. Szinte minden kozleményben a kezdeti reakcio-
sebesség csokkenésérdl szamolnak be a nyomas fliggvényében [Rantakyld, 1994; Yoon, 1996;
Fontes, 1998], csak nagyon kevés eset van, amikor ennek ellentettjét tapasztaltak [Steyter,
1991]. Ezek az eredmények azonban mégsem helytelenek, mert s.k.F.-ban a nyomas (és mas
miikodési paraméterek) hatdsa a biokonverzidra igen Osszetett. Nagyon magas nyomason (€s
homérsékleten) az enzim szerkezetében kovetkeznek be valtozasok [Nakamura, 1990].
Alacsonyabb nyomasokon tobbféle hatas érvényesiil, amelyek ellentétes kdvetkezményekkel
jarnak. Allandé térfogat mellet novelve a nyomast a reaktansok moltortje csokkent, tehat
csOkkent a kezdeti reakcidsebesség. Masrészrdl a nyomas ndvelésével ndtt a reagaldo anyagok
oldhatosaga, ami noveli a kezdeti reakciosebességet [Romero, 2005b]. Az oldhatosag egy
telitési gdrbe mentén valtozik, lassuldsa a kritikus nyomas koriil kezdédik. Emellett a fizikai
paraméterek (slirliség, dielektromos allando, kompressziotiirés), amelyek az anyagtranszportra
is hatéssal vannak, folyamatosan valtoznak a nyoméassal [Kamat, 1995; Jessop és Leitner,

1999].

3.20. tablazat: A hozam, a kezdeti reakcid-sebesség és a fazisok szamanak valtozasa a

nyomas fiiggvényében s.k. CO,-ban.
Reakcio koriilmények: 54.21 mmol izoamil-alkohol; 7.34 mmol ecetsav; 3.72 mmol viz; 38 mg Novozym 435;
5h; 50 °C.

hozam (%) 8 11 14
Vi (MMOl,cetst/ enzim* h) 3.2 4.4 5.7
fazisok szama 2 1 1
fazisok Osszetétele gaz —foly. CO, foly. CO, foly. CO,

Osszehasonlitva a s.k. CO,-ban elért eredményeket, az ugyanolyan koriilmények kozott
ionos folyadékban elért hozammal és kezdeti reakciosebességgel (3.17. tablazat) lathato, hogy
sokkal kisebb értékeket kaptam. 5 h reakcididd utdn még a kezdeti linearis tartoméanyba esd,
10% koriili hozamot értem el. Vija és munkatarsai ammoOnium-acetatot alkalmaztak acil-
forrasként, mert ecetsavval egyaltalan nem tapasztaltak reakciot s.k. CO,-ban [Vija, 1997].
Ehhez képest késdbb Romero ¢s kutatocsoportja 58% hozamot kapott ecetsavval, bar az acil-
donorok vizsgalata sordn kimutattak, hogy ecetsav-anhidriddel 1,5-szer nagyobb hozamot
lehet elérni. Az irodalomban nem talalhat6 magyarédzat arra, hogy az ecetsavval s.k.F.-okban
izoamil-acetat eldallitdsandl miért tapasztaltak alacsony észterezési fokot [Vija, 1997;

Romero, 2005b].
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A hozam ¢és a kezdeti reakcidsebesség novelésére s.k.F./ionos folyadék kombinalt
kozegben is hajtottam végre kisérleteket a legmagasabb vizsgdlt nyomdson. Mivel
[bmim]PFg¢-ban korlatozottan oldodik a CO,, ezért ez a rendszer az ionos folyadék és a s.k.
CO, alkotta két fazisbol allt, ahol az als6 fazis a [bmim]PFs volt. Mindkét kozeg
munkafazisként szerepelt a reakcid soran, majd a s.k. CO, a reakcidé végén extraktiv fazis is
lett [Herndndez, 2006]. Az enzim itt is a két fazis kozotti hatarfeliileten helyezkedett el. A
[bmim]PF¢ hozzdadasara azonban csokkent a hozam ¢és a kezdeti reakcidsebesség is. Pozitiv
hatast eredményezhetett volna az enzim stabilizacidjanak novekedése ionos folyadék hatasara.
A megvalosulo negativ befolyast valoszintileg az oldhatdsagi viszonyok megvaltozasa okozta.
Ha az egyik reaktans nagymértékben atoldodik az ionos folyadékos fazisba, mig a masik féleg
a s.k. fazisban van jelen, akkor a szubsztrat koncentraciok ellentétes iranya valtozasa miatt
csokken a reagaldé molekulak szdma. Ezt a hipotézist a reakcidban részt vevd anyagok
megoszlasanak vizsgéalata [bmim]PFs és s.k. CO, kozott tdmaszthatna ala vagy cafolhatna

meg, ilyen adatok azonban egyeldre nem allnak rendelkezésre.

3.2.2.4. Az enzim hostabilitasanak vizsgalata [23, 76, 77, 78, 79]

Az izoamil-acetat ecetsavbdl torténd biokatalizise soran a legjobb hozamokat és kezdeti
reakciosebességet olddszermentes kozegben ¢€s ionos folyadékban kaptam. Az azonos
koriilmények alkalmazasa lehetdvé tette a fenti reakcidkozegek valos 0sszehasonlitasat, ami
eddig még nem tortént meg az irodalomban. Mivel a fent emlitett két kdzegben hasonlod
eredményeket értem el, ezért a legmegfelelobb reakcidkdzeg kivalasztasahoz tovabbi
vizsgalatokra volt sziikség.

A Novozym 435 hOmérséklet stabilitasat a két legjobb kozegben, oldoszermentes ¢€s
[bmim]PF¢-ot tartalmazd rendszerekben vizsgéaltam kiilonb6zo hdéfokokon. A kisérletek
helyes kivitelezéséhez eldszor egy megfeleld mosasi procedarat kellett kidolgozni az ionos
folyadékos rendszerben végzett mérésekhez. Az inkubalads utdn, az aktivitds mérése eldtt az
enzim részecskekrdl a rajuk tapadt [bmim]PFs-ot mosassal teljes mértékben el kellett
tavolitani. Ehhez tobbféle oldoszert teszteltem és a legalkalmasabbnak az acetonitril bizonyult
ultrahangos razatassal kombinalva.

Az alkalmazott izotermikus adatelemzéssel csak egy altalanos leiras kaphato az
inaktivacios mechanizmusrél. Példaul, hogy harom Iépésben jatszodik le az inaktivacio, de az
egyes lépések mibenlétérdl nem ad felvilagositast. A kisérleti adatok izotermikus kiértekelése

soran a 3.21. tablazatban feltintetett két modellt hasznaltam.
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3.21. tablazat: Az izotermikus Kkiértékelésnél alkalmazott egy- és kétlépéses

mechanizmusok adatai.
N: nativ, D: denaturalt, I: inaktiv forma, b;, d;: a sebességi allandokbol kifejezett allandok

cgylepeses N—& 5y a=e“I’
irreverzibilis

k+l
Lumry-Eyring N_ T D—2 ] a=(1-b;)+b,e“I"

A Kkétlépéses Lumry-Eyring mechanizmus alkalmazasaval kapott modell a kisérleti
adatokkal jobb egyezést mutatott, mint az egylépéses irreverzibilis modell mind ionos
folyadékos kozegre, mind oldoszermentes rendszerre. A becsiilt aktivitds értékek standard
hibdja a Lumry-Eyring mechanizmusnal 2-4-szer alacsonyabb volt, mint az egylépésesnél. Ez
azt jelenti, hogy a Novozym 435 ionos kdzegben és oldoszermentes rendszerben bekdvetkezd
inaktivacioja legalabb két 1épésbdl all. Egy példa az inaktivacids adatok €s a modellekbdl

kapott aktivitas értékek egyezésére 80 °C-on a 3.32. abran lathato.

relativ aktivitas (-)

1,0 «
. egylépéses reverzibilis mechanizmus
08 A ‘~.2 ~~~~~~~~~~ Lumry-Eyring mechanizmus
’ : ®  Kisérleti adatok
o
0,6 e
..
0,4 - ) @
S
024 T [
e
0,0 - . . :
0 5 10 15 20 25

3.32. abra: Az izotermikus mechanizmus modellekb6él kapott adatok
osszehasonlitasa a kisérleti eredményekkel 80 °C-on.

A Lumry-Eyring mechanizmusu kiértékeléssel kapott modell paramétereit felhasznalva
meghataroztam a referencia homérsékletre (70 °C) az enzim felezési idejét (¢;)
oldoszermentes és ionos folyadékos kozegben. A kettd hanyadosa a termikus stabilizacids
faktor (F):

t . ,
1/2ionosfolyadék
| = [ 2ionoslyadék _ 4
t

1/20ldészermentes
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Lathato, hogy a [bmim]PFs ionos folyadék jelentOsen stabilizalja a Novozym 435 enzimet,
benne az enzim felezési ideje négyszer hosszabb, mint olddszermentes kdzegben. Ehhez
hasonlo stabilitdsi értékeket taladltam Candida rugosa enzim esetén is [omim]PFs ionos
folyadéknal, ahol az 50 °C-on mért felezési idOk hdnyadosa 2.50 és 5.62 kozott valtozott a
vizaktivitas fliggvényében [23].

Méréseim, szamitasaim soran kimutattam, hogy az ionos folyadé¢k alkalmazasival az
enzim é¢lettartalma jelentésen megndtt. Ez azért is fontos, mert az izoamil-acetat természetes
aromaként vald eléallitasdhoz mindenképp az erds inhibicidval rendelkezd ecetsavat kell
felhasznalni szubsztratként. Megallapitottam tehat, hogy az ionos folyadék alkalmazésa elényt
jelent enzimstabilitdsi szempontbdl természetes izoamil-acetdt aroma-komponens
biokonverzidja soran, mikdzben a hozam és a kezdeti reakcidosebesség az olddszermentes
kozegben elértekkel kozel megegyezd volt. Ennek oka, hogy a [bmim]PF6 ionos folyadék
igen rendezett haromdimenzios szerkezettel rendelkezik (F-3, F-4. dbra ). Ez a H-hidak 4ltal
létrehozott erds struktura koriilzarja az enzimet €s a koriilotte 1évé monomolekularis rétegnyi
vizet (E-5. &bra). Igy egy kompakt és aktiv enzimszerkezet jon létre az ionos folyadékon
beliil, ami erésen védett a ho- €s egyeb hatasokkal szemben [Lozano, 2005; de Diego, 2005;
Fehér, 2007].

Mivel az altalam hasznalt immobilizalt enzim az alkoholos és ionos folyadékos fazis
hatarfeliiletén talalhatd, de az ionos folyadék stabilizald hatdsa igy is mérhetd, ebbdl
kovetkezOen ez a stabilizdldo folyamat dinamikus és reverzibilis kell hogy legyen, ami
heterogén fazisban is fennall. Mivel ez eddigi szerkezetvizsgalati mérések homogén fazisban

torténtek [Lozano, 2005; de Diego, 2005], ez 01j megallapitdsnak szamit.

3.2.2.5. Az izoamil-acetat kinyerése a reakcioelegybol [82]

Az eddigiekben ismertettem a megfeleld reakcidkozeg kivalasztasanak utjat az izoamil-
acetat CALB enzim altal katalizalt eléallitasara. A reakcid lejatszodasa utan azonban a
terméket valamilyen modon ki is kell nyerni a képz8dott reakcidelegybdl. Altalaban az
oldoszer eltavolitast beparlassal, desztillacidval vagy extrakcidval oldjak meg. Mindemellett
figyelmet kell forditani a felhasznalt anyagok tisztitds utani ujrahasznositdsara, csokkentve
ezaltal az eljaras koltségeit €s a kornyezeti terhelést [Romero, 2005a].

Az eddig alkalmazott heteroazeotrop desztillacid és pervaporacido mellett szamos egyéb
modszer ismert még a viz eltavolitasara. Ezek koziil a zeolitos adszorpciot valasztottam a
viztartalom csokkentésére, mert egyrészt az elvalasztasi vizsgalatokban az azeotrop elegy

bontasanak vizsgalatara fokuszaltam, masrészt ez a legegyszerlibb modszer. Az eljaras soran
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(3.33. 4bra) 5 h reakcioidé utan a reakcidelegyet zeolittal toltott liveg oszlopon (Z)
keringtettem 12 h keresztiil, mikozben folyamatos mintavétellel ellendriztem a sav-, acetat- és
viztartalmat (3.34. dbra). A biokonverzi6 soran az izoamil-acetat folyamatosan képzddott a
reaktorban (R) kb. 90%-0s hozamig, az ecetsav mennyisége ennek megfelelden csokkent, a
viztartalom enyhén emelkedett. A feldolgozas elsé 1épésének tekinthetd zeolitos adszorpcid

alatt a viztartalom exponencidlisan csokkent (2,8%-1610,7%-ra a felsd tazisban), az ecetsav

o
-:%E G?
i

3%
OO
7]
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3.33. abra: Eljaras izoamil-acetat eloallitasara és szeparalasara.

R: bioreaktor; Z: zeolitos adszorber; T: tartaly; PV: pervaporacios modul; C1: hiit6tt csapda; C2: hiitott
biztonsagi csapda; P(1,2,3): perisztaltikus pumpa; T(1,2): T-csap; V: vakuum pumpa; TI: hémérséklet
mérd; PI: nyomas mérd, B: betaplalas; F: fels6 fazis; idmAc: izoamil-acetatban dus reakcioelegy;
iAmAlk: izoamil-alkohol. A T2 csap biztositja a nyomas felengedését, a T1 csapnal Gjabb pervaporacios
egység csatlakoztatasara van lehet6ség.

tartalom a 12 h alatt kozel nulla lett (0,2% a fels6 fazisban), minek koszonhetben az
egyensuly a fels6 nyil irdnyaba tolddott el €s az izoamil-acetat hozam 98,3%-ot ért el. Az igy
kapott etil-acetat — izoamil-alkohol azeotrop szétvalasztasara keresni kellett egy megfeleld
membrant, amely a fenti azeotrop elegyek egyik komponensét képes szelektiven elvalasztani.
A vizsgalt membranok koziil a Sulzer Pervap 2256 bizonyult képesnek az azeotrdp elegy
megbontasara, az izoamil-acetatot teljes mértékben visszatartotta (R=100%), mig az izoamil-

alkohol retencioja 0O lett, tehat veszteség nélkiil athalad a permszelektiv gaton [31].
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3.34. abra: Az izoamil-acetat, ecetsav és viztartalom valtozasa a reakcio és zeolitos

adszorpcio soran.
(A %-os értékek a felso fazisra értendok.)

A zeolitos adszorpcidban sav- és viztelenitett oldat felsdé fazisat egy tartalyba (T)
szivattylztam, majd hagytam szobahdfokra lehiilni. A kétfazisu rendszer alkalmazasa eldnyt
jelentett ekkor, mert nem kellett az enzimet kiszlirni az oldatbdl, mivel az az alsdé ionos
folyadékos fazisban maradt (3.33. abra). Igy a feldolgozasra keriild felsé fazis csak alkoholt,
acetatot €s kis mennyiségli vizet tartalmazott. Ezutan az elegyet a Pervap 2256 siklap
membrant tartalmazé pervaporaciés modulra (PV) vezettem. A permedtum oldalon a
létrehozott nyomaskiilonbség miatt gdzéllapott izoamil-alkohol (iAmAlk) tavozott, amit
acetonos szaraz jéggel —80 °C-ra hiitott csapdaban (C1) kondenzaltam le. Ezutan egy
masodik, biztonsdgi okbol elhelyezett szarazjeges, -80 °C-os csapda (C2) kovetkezett a
vakuum szivatty (V) védelmének érdekében. A retentatként tdvozd, izoamil-acetatban
folyamatosan dusul6 reakcioelegyet (idmAc) a tartalyba (T) vezettem vissza.

Folyamatosan ellendriztem a kiinduldsi elegy Osszetételének valtozasat a pervaporacio
soran (3.35. abra). Mintegy 42 h {izemelési 1d0 alatt sikeriilt az izoamil-alkohol/izoamil-
acetat/viz elegy elvalasztdsa. A kiindulési 80,6% izoamil-alkoholt és 18,7% izoamil-acetatot
tartalmazo oldatbol az alkohol eltavolitdsa utan 96,4%-0s észtert kaptam. Ez a termék
szennyezOként 3,6% vizet tartalmazott, mivel a kiindulési elegyben 1év6 0,7%-nyi vizet a
Sulzer Pervap 2256 membran 100%-o0san visszatartotta. Ez a kis mennyiségli viz zeolit vagy

molekulasziird alkalmazasaval 24 h alatt konnyen eltavolithato. A termék [bmim]PFg
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nyomokat nem tartalmazott, mivel az a géznyomasdnak hidnya miatt nem hatol at a

membranon.
(%)

100
—e— jzoamil-acetat
~~~~~ o-- jzoamil-alkohol
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3.35. abra: Az izoamil-acetat, izoamil-alkohol és viztartalom valtozasa a pervaporacio
soran.
Az eredményeket Osszefoglalva: Létrehoztam egy integralt, félfolyamatos miikodési

rendszert, ahol az els6 1épésben 5 h-as biokonverzid soran kb. 90%-0s hozamu reakcidelegy
képzddott. Ezt a 1épést egy 12 h-as zeolitos adszorpcid kovette, amely miivelettel eldallitott
reakcidelegy felsé fazisa keriilt szepardlasra egy masik egységben. Ekdzben a reaktorban
marado als6 fazissal 0j reakcid indult, ami szintén Gsszesen 17 h-ig tartott. A feldolgozas
Osszesen 42 h orat vett igénybe, mivel az alkalmazott membranmodul mérete adott volt (12
cm’). Egy mintegy 30 cm® aktiv felilleti membrannal ezt az id6t 17 h o6ra ali lehet
csokkenteni, ami megegyezik a kozel 100%-os biokonverzio eléréséhez sziikséges idovel.
Ekkor a rendszer félfolyamatosan tizemeltethetd.

3.3. Biokenoanvag eloallitasa [22]

A szeszgyartas melléktermékeként keletkezd kozmaolaj tobb, kisebb szénatomszamu
alkohol mellett elsdsorban izoamil-alkoholt tartalmaz. A természetes aroma €szterek mellett a
masik felhaszndlési teriilete biokendanyag eldallitasa lehet. Ennek eldallitasat a kozmaolaj 6
komponensébdl, az izoamil-alkoholbdl €s olajsavbol kiindulva vizsgaltam enzimkatalizalt

¢szterezési reakcioban a kovetkezd egyenlet szerint:

olajsav + kozmaolaj frakcio = olajsav észter + viz.
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3.3.1. A reakciosebesség meghatarozasa [60]

A vizsgalatokat raz6é inkubatorban 30 °C-on, 200 rpm rézatési intenzitas mellett, 0.01
g Novozym 435 lipazt alkalmazva végeztem n-heptan olddszerben. Az izoamil-alkohol
koncentracidjat a 0.4 — 6.0, az olajsavét 0.2 — 2.0 mol/l koncentracioban valtoztattam, a
kiindulasi reakcioelegy viztartalma 0.1% volt. Célul tliztem ki, hogy az enzimes reakcio
lefutasat minél tobbféle kiinduld paraméter mellett kimérjem. Kinetikai vizsgélatokndl a
szubsztrat koncentraciot a valoszinlisithetd Ky érték o6tode €s Otszorose kozott célszerli
valtoztatni, ezt figyelembe véve, valamint az oldhat6sdgi viszonyokat és a maximalis
koncentracidkat megvizsgalva készitettem a 3.22. tdblazatban lathatdé mérési tervet.

3.22. tablazat: A kisérletek méreési terve a bemérendo
mennyiségekkel.
(feliil izoamil-alkohol g-ban 25 ml -re kiszdmolva, alul olajsav g-ban 25 ml re kiszdmolva)

Alkohol
mol/l
0.4 1,0 2,0 4,0 6,0
Olajsav
mol/l
0.88 2.20 4.40 8.81 13.22
0,2 1.41 1.41 1.41 1.41 1.41
0 0.88 2.20 4.40 8.81 13.22
»S 3.53 3.53 3.53 3.53 3.53
1.0 0.88 2.20 4.40 8.81 13.22
2 7.06 7.06 7.06 7.06 7.06
0.88 2.20 4.40 8.81 13.22
LS 10.59 10.59 10.59 10.59 10.59
0.88 2.20 4.40 8.81 13.22
2,0 14.12 14.12 14.12 14.12 14.12

cre

be. Az egyes gorbék a kiilonbozd kiinduld izoamil-alkohol koncentracional mért adatokat, az
olajsav fogyasat mutatjak az idé fliggvényében. Az abran lathato, hogy a kis mennyiségi
olajsav a nagy alkohol feleslegben hamar elfogy és kialakul az egyensulyi konverzio, mely
tekintetében nincs kiilonbség az alkoholfelesleg mértékében. Bar arra lehetne szamitani, hogy
a nagyobb alkoholfelesleg a termékképzddés iranyaba tolja el a reakciot, de ez nem, illetve

igen kismértékben kovetkezik be.
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3.36. abra: Az olajsav koncentracié valtozasa a reakcié az ido fiiggvényében 0,2 mol/l
kiindulasi koncentracional.

Nagyobb kezdeti olajsav-koncentracioknal a kialakuld egyensulyi konverzid6 mar
jelentésebb mértékben fiigg a kezdeti alkohol koncentracid értékétdl, mint ahol az alkohol
igen nagy feleslegben volt (itt a feleslegek rendre: 0,8-, 2-, 4-, 8- és 12—szeresek). Minél
nagyobb az alkohol felesleg, annal nagyobb a kialakuld végleges, egyenstlyi konverzio. A
reakci6 lefutasaban mar nem ennyire egyértelmii a trend, a k6zépso értékeknél a legnagyobb a
sebesség. Az itt lathatd kiilonbségek is nagyobbak, mint a legkisebb 0,2 mol/l kiindulési
olajsav koncentracional megfigyelhetd értékek. A reakcid ennél a mérési sorozatnal volt a
leggyorsabb, mar a hatodik 6ra utan elérte az egyenstlyt, és az olajsav koncentracidja a
tovabbiakban nem valtozott. A magasabb kezdeti olajsav koncentraci6 esetén mas jellegli
lefutast tapasztalunk. A 16 kiilonbség, hogy az itt kialakul6é egyensulyi koncentraciok esetében
a kozepes koncentracioknal talaljuk a legkisebb értékeket. A jelenséget magyarazhatja, hogy
itt mar igen magas termékkoncentraciok alakulnak ki, igy ezek hatdsa az egyensulyra igen
jelentds.

Osszefoglalva a mérési eredményeket megéllapithatd, hogy az egyes kiinduld olajsav
koncentraciok esetén a kiinduld alkohol koncentracid novelésével valtozik a reakciok lefutasa,
és az elérheté egyensuly is. Ugy tiinik, hogy az olajsav és az izoamil-alkohol ardnya és
koncentraciéja egyarant befolydsolja az enzimes reakcidt. Az adatok alapjan végzendd

részletes kinetikai elemzés tarja fel e viselkedés részleteit, hatterét.
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A reakci6 iddbeli lefutasabdl a kezdeti reakciosebességet a Gregory-Newton modszer
alapjan végeztem [Keleti, 1977]. A kezdeti reakcidésebességi adatokat a felhasznalt enzim
mennyiségét figyelembe véve (1 g enzimre vonatkoztatva) modositottam. A szdmitashoz
felhasznaltam, hogy minden kisérletnél meghatdroztam a reakcidelegy tOmegét, igy az
enzimkoncentraciot g/kg formaban is ismertem. Tehat az irodalmi értékekkel is jol
Osszehasonlithatd adatokat a mol/kgs értékek g/kg-os enzimkoncentracidoval vald osztasaval
nyertem, kikiiszobolve a reakcid folyaman valtozo siiriség hatasat is. A szamitott kezdeti
reakciosebességi €rtékeket a 3.23. tdblazat tartalmazza (Lmol/s.Zenzim)-

3.23. tablazat: A szamitott kezdeti reakciosebességek (umol/s genzim)

ohol
0,40 1,00 2,00 4,00 6,00
sav mol/l mol/l mol/l mol/l mol/l
0,20 4.9 5.13 5.45 5.57 3.5
mol/l
0,50 7.9 7.91 8.26 7.13 7.3
mol/l
1,00 9.68 12.56 12.8 9.69 10.8
mol/l
1,50 11.25 15.15 18.45 15.3 13.7
mol/l
2,00 9.78 14.46 17.65 14.5 14.3
mol/l

3.3.2. Az enzim immobilizalas hatasa az anyagatadasra
Mivel a reakcidoban rogzitett lipdz enzimet hasznaltam, fontos megvizsgalni, hogy a

kialakult reakciosebességek valdban az enzimes reakciora jellemzd értékek vagy a
folyadéktazisbol a szilard rogzitett fazishoz torténd diffuzid sebességei. A reakcid ¢€s a
diffizié két parhuzamosan fellépd jelenség, amelyik folyamat sebessége lassubb, az lesz a
sebességmeghatarozo folyamat. Rogzitett lipaz hasznalatakor altalaban nem jellemzd, hogy a
folyadék-szilard diffizi6 sebessége lenne a meghatdrozd [Letisse, 2003]. Azt, hogy
méréseimnél melyik 1épés a sebesség-meghatdrozo, a Wiesz-Prater kritérium szerint Yadav
modszerével [Yadav, 2002] vizsgaltam meg.

A modszer alapja két relaxacios id6 kiszamitasa és Osszehasonlitdsa. A biokatalizis
sebességére jellemzod relaxacids i1d6 t; €s a diffuzidt jellemzd tq aranya megmutatja, hogy az
adott reakcioban az enzimkatalizalt reakcio vagy a difftizié a meghatarozo tényezo.

Az egyes relaxécios paramétereket a kovetkezoképp definidljuk:

C, D

t=—2" és t, = ,
r(Cy)




ahol az egyes paraméterek:

Co: a folyadék fazisban mérhetd szubsztrakoncentracio (mol/l)

r(Cop): areakcidsebesség (mol/ 1)

D: a szubsztrat diffuzios tényezéije a szerves fazisban (cm?/s)
— kgr: a szilard-folyadék anyagatadasi tényez6 (cm/s)

A két szubsztrat koziil a varhatéan lassabban diffundald olajsav értékét vettem
figyelembe, Cy és r(Cy) értékeit a 3.23. tablazat maximalis értékeinek valasztottam:

Co=1,50 mol/l (az a koncentracio ahol a legnagyobb reakcidosebesség volt mérhetd)

1(Co)=7.38 10°mol/ls (a legnagyobb mért reakciosebesség [a kisérletekben a
biokatalizator koncentracidja 0,4 g/l-es volt igy r(Co)=vmax* Cpiokatatizator ])

ty = S =2%
1(Co)

A szubsztrat (olajsav) diffuzids allandojat (D) n-heptanban Shibel nyoman hatéroztam

meg [Perry, 1984]:

okl
NV
ahol:
o k:alland6 17.510°,
e 13 az oldoszer viszkozitasa [n-heptan 60 °C-on 0.47 mPa (cP)],
e T: homérséklet [333 °K],
e Vg: molaris térfogatsiiriiség.
A molaris térfogatstiriiséget a kritikus térfogat (V) alapjan becsiiltem:

Vg = 0285110

Az olajsav kritikus térfogata 1152 cm’/mol, igy a moléris térfogat siiriiség 460 cm’/g
mol-nak adodott, igy a diffuzids tényezd értéke: 1.61.10° cm?/s. A folyadék-szilard
anyagatadasi tényez0 pedig a Sherwood szam alapjan meghatarozhato, a diffuzios koefticiens
¢és az enzimrogzitéshez felhasznalt részecske mérete segitségével:

kg, =2D/d,

ahol d a részecske atmérdje. A Novozym 435 enzimkészitmény atlagos atmérdje 0,06
cm, az egyes részecskék atmérdje a 0.03 és a 0.09 cm kozott valtozik. A folyadék-szilard
anyagatadasi tényez6 igy 5.3 10™* cn/s értékiinek adodott.

Tehat a diffuziora jellemz6 relaxacios id6 allando értéke:
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D 1,61.10_5 |cm2/s|
(kSL)2 (5,3”‘10_4[cm/s])2

Kovetkezésképp a folyamatban a diffuzid sebessége harom nagysagrenddel nagyobb,

tqg = =559s.

mint az enzimkatalizalt reakcioé. Igy a késdbbiekben meghatarozott reakcioparaméterek nem

latszolagosak, hanem valdban az enzimreakciora jellemzdek.

3.3.3. Kinetikai analizis [57]

A 3.37. 4bran a kezdeti reakcidsebességi allandok értékeit az olajsav koncentracid
figgvényében mutatom be, mig a 3.38. 4bra ugyanezeket az adatokat az izoamil-alkohol
koncentracid fliggvényében abrazolja. Lathatod, hogy az olajsav koncentraci6 novelésével a
kezdeti reakciosebesség a 0,5 mol/l olajsav koncentracid tartomanyig egyenletesen ndvekszik,

ennél nagyobb koncentracidknal gatlasi jelenséget tapasztaltam.
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3.37. abra: A kezdeti reakcidsebességek a kiindulo olajsav-koncentracio fiiggvényében.

A hatdsok mértéke eltérd az izoamil-alkohol koncentracido értékétdl fliggden, a
legnagyobb reakcidsebességet az 1-2 mol/l izoamil-alkohol koncentracional tapasztaltam. A
legalacsonyabb értékek a magas, 4-6 mol/l alkohol koncentracional lathatoak.

A 3.38. abran a kezdeti reakciosebességeket az izoamil-alkohol koncentracid
fliggvényében abrazoltam. Lathato, hogy az itt kialakuld gatldsok mar sokkal jelentdsebbek,
mint az olajsav koncentracio fliiggvényében lathatd sebességvaltozasok. Megfigyelhetd, hogy

a legnagyobb reakcidsebességek itt a legmagasabb olajsav koncentracioknal alakultak ki. Az
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izoamil-alkohol koncentracidjat novelve 1-2 mol/l-ig a reakcidsebesség novekszik, majd
telitddik. Késobb ¢s foleg nagyobb olajsav-koncentracional csokken, ez a csokkenés igen
jelentés meértékii, akar végponti gatlasig is novekedhetne, ha 6 mol/l koncentracional
toményebb oldatot vizsgdlnank. Ilyen koncentracidban azonban mar nem tehetiink hozza

olajsavat a rendszerhez, mivel az szobahOmérsékleten meghaladna a tiszta olajsav

koncentracidjat.
20
,/—-ﬁ- T -
.‘/ /’_.-__“\\ - -~
16 Rl B < S
K7 LR TUT A
Ve ‘/’. \\\\\
o , o’ B
o 127 kT Tk \1
= Y. T~— e
Q ' T A -
%_ ¥ o EEE O LRI
~ Y
8 1 1T T @t ®
E io
5
I‘.l
4?'
,"’ —— 0,2 mollolajsav  ---©-- 0,5 mollolajsav - -4 — 1,0 mol/lolajsav
0 | —-/x--1,5mollolajsav - - — 2,0 moVl olajsav
T T T
0 1 2 3 4 5 6

1-amil-alkohol (mol/I)

3.38. abra: A kezdeti reakcidosebességek az izoamil-alkohol koncentracio fiiggvényében.

Az olajsav és az izoamil-alkohol koncentracid hatasat a kezdeti reakcidsebességre

vizsgalhatjuk egy kozos abran is. gy egy haromtengelyes koordinatarendszerben vehetdk fel

az adatok. A két vizszintes tengelyen a szubsztratkoncentraciokat, mig a fiiggbleges tengelyen

a kezdeti reakcidsebességet abrazoltam (3.39. abra).
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3.39. abra: A kezdeti reakciosebességek az izoamil-alkohol és az olajsav koncentracio

fiiggvényében.

Az egyes hatasok vizsgalatdhoz a tradiciondlis linearizalasi modszereket kell els6
lIépésként alkalmazni. A 3.40. és a 3.41. abran a kezdeti reakciosebesség reciprokat az olajsav

illetve az izoamil-alkohol koncentracié reciprokanak fliggvényében abrazoltam.
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3.40. abra: A kezdeti reakciosebesség reciproka az olajsav koncentracio reciprokanak
fiiggvényében.

Lathato, hogy kisebb izoamil-alkohol koncentracidknal kozel linedris az Osszefiiggés,
mig magasabb koncentraciokndl az aszimptotdhoz simuld logaritmikus alaku a gorbe.
Megallapithatdo, hogy a gorbék az y tengely elérése el6tt metszik egymdst vagy
parhuzamosak, igy a reakcid kinetikai paraméterek ily modon nem becsiilhetdk, ezért azok

megallapitasdhoz a modellalkotds utdn  analitikai modszert kell alkalmazni. A reakcio
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3.41. abra: A Kkezdeti reakciosebesség reciproka az izoamil-alkohol koncentracio
reciprokanak fiiggvényében.
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mechanizmuséra, az egyenesek parhuzamossagabol a ping-pong bi-bi modellre lehet
kovetkeztetni, amit az izoamil-alkohol koncentracidé reciprokanak fliggvényében abrazolt
olajsav fogyasi sebességek szerint elkészitett 3.41. dbra megerdsit.

Megallapithato, hogy a nagy izoamil-alkohol koncentracioknal egyértelmiien gatlas
1ép fel. Mivel az olajsav is gyenge gatlast fejt ki, ezért grafikus moédon az egyes paraméterek
nem hatarozhatoak meg, és a gatldss mechanizmusa sem tisztdzhatdo egyértelmiien. Az
irodalom szerint a bi-bi ping-pong mechanizmus leirasara tobb modell is alkalmas [Fromm,
1975], ezek koziil a harom- (E-3.1.), a négy- (E-3.2) és az otparaméteres (E-3.2) modellek

sebességi allandoit hatdroztam meg.

1+& Ky E-3.1.
(4] [B]
Vm
Yy =
E-3.2.
14 K (H[B])g@ 3
41\ K, ) [B]
V
v
[4] [AI*[BIN K, ) [B]

A kinetikai paraméterek meghatdrozasdra a simplex modszer egyik valtozatat
hasznéltam, mely a MATLAB™ programba van beépitve. Ez a Neilder-Niemand moédszer
nem olyan robosztus €s gyors, mint az eredeti simplex modszer €s a paraméterek kezdeti
értékeire is kényesebb, de sokkal pontosabb annal. Mivel a modszer érzékeny a paraméterek
kiindulsi értékeire, ezért ezeket kiilon egy erre a célra szolgald programmal becsiiltem. gy a
modszer egyik hatranyat, az instabilitast kikeriiltem. A rendszer elvi sémajat a 3.42. abran

mutatom be.

A modell eredményeket (3.24. tablazat) Osszehasonlitva a mért adatokkal, igen jo
egyezést tapasztaltam, a maradék hiba a legkisebb négyzetek (RMS) szerint becsiilve
minddsszesen 3, ami sokkal pontosabb egyezés, mint eddig az irodalomban megallapitott
eredmények [Garcia, 1999]. A pontosabb eredményeket részben az eltérd analitikai megoldas,
részben a kétlépcsds paraméter-meghatarozas eredményezheti. Megdallapithatd, hogy az
Otparaméteres modell nem szignifikdnsan (F-statisztika, p=0.059) jobb, mint a
négyparaméteres. A haromparaméteres modell azonban szignifikansan rosszabb mindkettonél.
A négyparaméteres modellel nyert eredményeket és a kisérleti adatokat a 3.43. abran

hasonlitom 0Ossze.
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Egyszerisitett
modell
(Lucenz4)

Eredmények
v
Kinetikai modell Validalas
(MATLAB)
A
3.42. abra: A kétlépcsés paraméter meghatarozas sémaja.
3.24. tablazat: A kinetikai modellek paraméterei.
HAROM - NEGY- OT-
PARAMETEREK | PARAMETERES | PARAMETERES | PARAMETERES
MODELL MODELL MODELL
Vi (umol/s g) 23.5 30.8 29.9
Ka (mol/L) 0.86 0.65 0.55
Kg (mol/L) 0.19 3.20 2.70
Kig (mol/L) - 0.58 0.53
Kap (mol/L) - - 0.055
r(-) 0.952 0.975 0.975
ARE(%) 12.2 3.1 2.8
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3.43 abra: A négyparaméteres modellel nyert eredmények és a Kkisérleti adatok
osszehasonlitasa.

3.3.4. A biokendanyag eléallitas optimalis paramétereinek meghatarozasa [16, 42,50,52]
A reakci6 kinetikai vizsgalata utdn a reakcid optimalis paramétereit kiilon, részletesen
is tanulmanyoztam. Az aroma észterek eldallitdsdhoz hasonldan a legfontosabb, a reakcio
hozamat befolyasold paraméter a reakcidelegy viztartalma, amit a 0.1 — 1.5% tartoméanyban
vizsgaltam. A 3.44. abran lathatd, hogy ebben az esetben is maximumot mutat az észter
hozam a kiindulasi viztartalom fiiggvényében. Nagyon alacsony viztartalom (0.1%) mellett az
észter hozam csekély, a jelenlevd viz mennyisége nem elegendd az enzim optimalis
mukodéséhez. A kiindulasi viztartalom novelésével az elért észter hozam noétt, 0.5%-nal

maximumot ért el, majd a tovabbi novelés hatasara csokkend tendencidt mutatott, ami az
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3.44. abra: Az észterhozam valtozasa a rekcididé fiiggvényében kiilonbo6zo kiindulasi
vizkoncentracioknal.
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ellentétes iranyt reakcid, a hidrolizis elétérbe helyezddésével magyarazhatd. Ezen mérések
eredményeire tdmaszkodva a tovabbi kisérletekhez 0.5% kiindulasi viztartalmat valasztottam.
A tovabbi vizsgalatok alapjan a Novozym 435 lipaz esetében megszokott magas, 60 °C-os
hémérséklet és az 1:2-as sav: alkohol molardny bizonyult optimalisnak [14].

Kiilon vizsgaltam a kozmaolaj egyes komponenseinek reaktivitdsat. Azt tapasztaltam
(3.45. abra), hogy ez az alkohol szénatomszamanak novekedésével ndovekedett az etanol, n-
propanol, izobutanol, izoamil-alkohol sorrendben. Mivel a kozmaolaj Osszetételében a
magasabb szénatomszdmt alkoholok vannak tulsulyban, magas konverzi6 -elérésében

bizhattunk.
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Reakci61d6 (h)
3.45. abra: Az észterhozam valtozasa a rekcidoido fiiggvényében a kozmaolaj

kiilonb6z6 komponenseinél.

A kozmaolajjal végzett rdzatott lombikos kisérletek soran (1:2 sav/alkohol, 0.5 %
enzim, 60 °C) a 6 ora elteltével beallt az egyensuly: 92 % olajsav €észter hozamot értiink el. A
reakcid soran nagy feleslegben képzddott viz gatolja az enzim miikddését, megakadéalyozva
ezzel a szubsztrat tovabbi atalakitasat. Ahhoz, hogy a rendszert kimozditsuk egyenstlyabol az
észterképzodés felé, egy olyan szeparacios berendezésre van sziikség, amit egy reaktorral
Osszekacsolva, a képzddd felesleges vizet folyamatosan eltavolitja és ezzel az Osszes
szubsztrat elreagal. Erre a célra szolgalt a 2.2. abran bemutatott berendezés, ahol a reaktor és a

pervaporacids berendezés integralasaval sikeresen tavolitottam el a reakcioban képzddo vizet.

3.3.5. A biokendanyag tribolégia tulajdonsagai
A kozmaolajbol és olajsavbol eldallitott biokendanyag tribologiai tulajdonsagait az

ASTM szabvany szerint értékeltem (3.24. tablazat). A termikus és oxidacids vizsgalatok

134



eredményeit a 3.25. tadblazatban foglaltam Ossze. Az eredmények Osszehasonlitasa céljabol
megadtam egy kereskedelmi forgalomban kaphato, szintetikus, DB-32 jeli dikarboxilsav-
észter tipusu kendanyag értékeit is. Amint lathato, az eldallitott biokendanyag alacsony
lobbanaspontu termék. Kis folydspontja miatt alacsony hémérsékleten is alkalmazhato.
Viszkozitasindexe meglehetésen magas, vagyis az észter viszkozitasdt a homérséklet csak
kevéssé befolydsolja. Az olajsav nagyfoku konverzidjara utal az alacsony savszdm, mig a
j6d/brom-szam a nagy telitettségre utal, ami az olaj gyenge pontja. A 3.25. tablazat adataibol
lathato, hogy a termikus és oxidacios vizsgalatok szerint a biokendanyag stabilitdsa nagyobb,
mint a referencia olajé. Viszkozitdsindexe magasabb, savszama kisebb, a szinvaltozas
elfogadhat6. A fenti tulajdonségai alapjan az altalunk eléallitott biokendanyag elsdsorban a

gépiparban fémmegmunkalasi folyamatok sordn keriilhet felhasznalasra.

3.24. tablazat: A bioken6éanyag tulajdonsagai 6sszehasonlitva a referencia olajéval.

TULAJDONSAG BIOKENOANYAG DB-32
Stiriség, dyo’ g/em’ 0.864 0.924
ASTM szin - 0 0
Lobbanaspont (Cleveland) °C 211 204
Folyaspont °C -27 nincs adat
Viszkozitds 100 °C-on mm’/s 2.28 2.70
Viszkozitas 40 °C-on mm?/s 6.39 9.03
Viszkozitasindex - 207 148
Savszam mg KOH/g 0,01 0,1
Jod/brom-szam g J/100g 68.4 nincs adat

3.25. tablazat: A termikus és oxidativ kezelés hatasa a vizsgalt kenéanyagokra.

Termikus vizsgalatok Oxidaciés vizsgalatok
(200 °C, 12 h) (200 °C, 12 h, 20 dm’/h levegdaram)
Keno- VKlgooc VK4§)oc VI, | Szin Savszam VKlgooc VK4§)oc VI, | Szin Savszam
anyag mm-/s mm-/s mggon/g mm-/s mm-/s mggon/g
DB-32 2.75 9.45 140 7 5.5 5.79 29.47 | 143 8 50.8.
Biokend- | 5 59 641 [209] o 0.1 557 | 2591 [162]| 8 1.6
anyag
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3.3.6. A biokendanyag toxicitasanak vizsgalata
Az eldallitott biokendanyag felszini vizekre gyakorolt hatasat az ,,Acute Fish Toxicity

Test” segitségével végeztiik zebrahalakon (Brachydanio rerio). Az expozicids 1d6 96 6ra volt
statikus rendszerben. A kisérletekben 2 db 20 l-es akvariumot hasznaltunk, ahol a kontrol
akvariumba nem tettlink biokendanyagot, mig a masikban koncentracidéja az OECD eldirasai
szerinti LCso értéknek megfeleld 100 mg/l volt. 7-7, a szennyezésekre rendkiviil érzékeny
zebrahalat helyeztlink az akvariumokba. Megfeleld analitikai modszerekkel gondoskodtunk a
viz paramétereinek (kémiai Osszetétel, hOmérséklet, oxigén telitettség, pH) allando értéken
tartasarol. Az adott idOkozonként (3, 6, 26, 48, 72 €s 96 oOra) utan végzett megfigyelések
szerint egyetlen hal sem pusztult el. Ez azt jelenti, hogy az eldallitott biokendanyag nem

toxikus az €élo vizekre nézve.

3.4. Glicerin-monosztearat eloallitasa enzimkatalitikus észterezéssel

3.4.1. Kinetikai vizsgalatok [25]

Vizsgalataim célja az oldoszer mérndkség ismereteinek felhasznalasaval a
glicerin-monosztearat (GM) szintézis optimalis koriilményeinek meghatarozasa volt a lehetd
legjobb monoglicerid hozam, szelektivitas, a katalitikus aktivitds és Ujrafelhasznalhatosag
szempontjabol. A kiindulasi anyagok, elsdsorban a glicerin polaros anyagok, ezek oldasdhoz a
korabbiakban hasznaltaktol eltéré oldoszereket kellett alkalmazni. Az irodalmi adatok szerint
az olddszer polaritisa nagyban befolyasolja a reakcid szelektivitasat, melyet az altalam
elvégzett elOkisérletek is igazoltak. Az enzim aktivitsat tekintve legjobb oldoszernek az
aceton (log P = -0.23) és a dioxdn (log P = -1.3) bizonyult. Mivel dioxdnban az enzim
szelektivitasa is jo volt (90% feletti GM szelektivitas értékeket kaptam), a tovabbi méréseket
ebben az oldoszerben hajtottam végre.

A biokendanyaghoz hasonloéan ebben az esetben is kinetikai vizsgéalatokat végeztem.
Megallapitottam, hogy ez a reakci6 is a ping-pong bi-bi mechanizmussal irhato le legjobban.
Az ismétlések elkeriilése miatt a részleteket e helyen nem ismertetem, csak a modellel kapott

¢s a mért adatok kivalo egyezését bemutato 3.45. dbrat mutatom be.

3.4.2. A glicerin-monosztearat eléallitas optimalis paramétereinek meghatarozasa [25,
54, 66, 67]
A réazatott lombikos kisérletek eredményei alapjan a 10 mg/ml koncentracié volt optimalis

a reakcio kovethetdsége és a reakcidsebesség szempontjabol egyarant. A tovabbiakban azt
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vizsgaltam, hogyan lehetséges a paraméterek valtoztatasaval még jobb szelektivitast, illetve

magasabb észterhozamot elérni.
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3.45. abra: A modellel szamitott és a mért kisérleti adatok osszehasonlitasa glicerin-
monosztearat szintézise soran.
(FA-sztearinsav; MG-monosztearat; oldoszer: dioxan)

Ahhoz, hogy megndveljik a monoglicerid hozamot, pl. az egyenstly eltolasaval, a
keletkezett és a reakcid szempontjabol felesleges vizet el kellett tavolitani. Ennek
megvalositasdhoz egy pervaporacidos berendezést (2.2. abra) allitottam Ossze, melynek
segitségével a reakciodelegy viztartalmat kozel allando értéken tudtam tartani, valamint
sikertilt eltolni az egyensulyt a kivant észter képzodésének iranyaba.

A pervaporacids kisérletek mellett parhuzamosan razatott lombikos kisérleteket is
végeztem, melyek eredményeit a 3.46. dbran hasonlitottam 6ssze. A grafikonon jol lathato,
hogy a keletkezd viz elvételével sikeriilt az egyensulyt a termék képzddés iranydba eltolni.
Két ora reakciod utan razatott lombikban 62.9%-0s GM hozamot, mig pervaporacioval tobb
mint 10%-al magasabb, 74.2%-0s GM hozamot értem el.

A 3.47. abran a pervaporacioval végzett mérések eredményeit tiintettem fel 0.25, 0.5 és
1.0%-o0s viztartalom mellett. Az eldzetes varakozasainknak megfeleléen a reakcidelegy
viztartalmdnak ndvelésével a kezdeti reakciosebességek is novekedtek, mivel ndtt az enzim
hidrataltsaga, ami kedvez a nativ konformécio kialakuldsanak is. A viztartalom novelésével
azonban az egyensulyt kedvezdtlen iranyban toltuk el, amit a monoglicerid hozam 1 h
reakciildé utani csokkenése jelzett. A 0.5 %-os viztartalom igéretesnek tiint a reakcio
szempontjabol. Nagyon j6 kezdeti reakciosebességet tudtunk elérni és jonak nevezhetd

monoglicerid hozamot kaptunk viszonylag révid 1d6 elteltével (4 ora alatt 76.8%). A 3.47.
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abra alapjan azonban egyértelmii, hogy a legmagasabb, 90%-0os monoglicerid hozamot

0.25%-0s allando viztartalom mellett értiik el.
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3.46. abra: Allandé és valtozé viztartalom mellett végzett kisérletek eredményeinek
osszehasonlitasa.
(viztartalom 0.5%, dioxan olddszer, 40 °C)
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Reakci61d6 (h)

3.47. abra: A GM hozam valtozasa a viztartalom valtoztatasaval.

(dioxan oldoszer, pervaporacidval).
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3.26. tablazat: A termékosszetétel arany valtozasa kiilonb6zoé kiindulasi viztartalom

mellett 6 ora reakcié utan.

PARAMETER

TERMEKOSSZETETEL (%)

glicerin-monosztearat

glicerin-disztearat

0.25 %-os viztartalom dioxan

s vi 94.6 >4
pervaporacioval
T — —
0.5 %-os ’Vl'z,tartalom dioxan 932 6.8
pervaporacioval
r— —
1%-0s V1z’te'1r,talom dioxan 94.4 5.6
pervaporacidval
— —
0.5 %-os viztartalom dioxan 91.1 8.9

razatott lombikban

Szelektivitds szempontjabol is megvizsgaltuk a reakcidt. Az 3.26. tdblazatbdl lathato, hogy a

viztartalom allandé szinten tartisaval novelheté a reakcid szelektivitasa monoglicerid

termékre nézve (0.5% alland6d viztartalom esetében a szelektivitas tobb, mint 2%-al

magasabb). Ugyanakkor az is megéllapithatd, hogy a viztartalom sokkal kisebb hat4ssal van a

szelektivitasra, mint az aktivitasra, értékét 0.25 és 1.0% kozott valtoztatva a valtozas alig

haladja meg az 1%-ot.
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4. OSSZEFOGLALAS

Az oldészermérnokség nem egy kiilon tudomanyaga a kémidnak, de mégis szerves része
egy vegyészmérndk vagy vegyész ¢letének. Azt a gyakorlati szempontbol nagy jelentdségi
folyamatot nevezziik igy, amikor egy reakcid kivitelezés¢hez az adott koriilményekhez
igazodo, legalkalmasabb reakciokozeget keressiik. Ekkor az altalunk szabott kritériumoknak
megfeleld reakciokdzegekben alaposan megvizsgaljuk a kémiai reakciot és tobb szempontbol
torténd Osszevetésik utan kivalasztjuk a legjobbat. Az olddszermérnokség szerepe
sokszorosan megnovekszik enzimkatalitikus reakcidk esetében, mivel azok hagyomanyos
oldoszerét, a vizet ettdl eltérd kozegre cserélve dramai moédon valtozhatnak meg az enzim
tulajdonsagai.

Ertekezésemben a nem konvencionalis kozegekben lejatszodd —enzimkatalitikus
észterezéseket tanulmanyoztam, folytatva az 1987-ben megkezdett és az addigi eredményeket
Osszegzd, 1995-ben megvédett kandidatusi értekezésemben ismertetett megallapitasokat. A
vonatkoz6 irodalom folyamatos nyomon kdvetése mellett munkamat alapvetden két iranyban
folytattam. Az OTKA 4ltal tamogatott alapkutatasok szolgaltak az enzim-oldoszer
kapcsolatok alapvetd Osszefliggéseinek feltarasara, mig az ipari megbizasok és meghatarozo
modon az egy UNDP projekt feladatai mar a megszerzett ismeretek gyakorlati alkalmazasat
céloztdk meg. A legelsdként alkalmazott nem konvenciondlis kozeg, a szerves oldoszer
mellett vizsgdlatokat végeztem olddszermentes kozegben, ionos folyadékokban ¢és
szuperkritikus szén-dioxidban. E két utobbi kdzeg nemcsak kornyezetbarat tulajdonsagaik
miatt keriilt az érdeklddés kozéppontjaba: mindkettd az un. méretre szabhatd (taylor made)
oldoszerek koz¢ tartozik. Az ionos folyadékok fizikai és kémiai tulajdonsagai, példaul
polaritasuk, hidrofobicitasuk, viszkozitdsuk, elegyedésiik nagyon finoman szabalyozhatd a
felépité kationok, anionok ¢és szubsztituensek aprd 1épésekben torténd valtoztatdsaval.
flymédon a specialis kivanalmaknak megfeleléen alakithato az enzimek aktivitisa és
szelektivitasa. A szuperkritikus kdzegek, igy a szén-dioxid esetében a hdmérséklet, a nyomas
¢s a stirliség optimalis megvalasztasaval befolyasolhatok a reakcidoparaméterek.

Dolgozatomban két lipazt vizsgaltam nem konvencionalis korilmények kozott: a
Candida rugosa a lipdzok azon csoportjaba tartozik, amelyek vizben zart, inaktiv, mig vizes-
szerves hatarfeliileten vagy szerves kozegben egy fedél (lid) elmozdulasaval nyitott, aktiv
konformaciot vesznek fel. A Candida antarctica lipaz B (CALB) pedig a lipadz enzimek azon

csoportjara példa, melyek a kiilonb6zé olddszerekben nem szenvednek el ilyen jelentds
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konformaci6d valtozast. Az eldbbi enzimet szabad, mig az utdébbit immobilizalt formaban
alkalmaztam.

Az alapkutatasi jellegli OTKA megbizdsok soran elsdsorban az enzim — reakciokozeg —
vizaktivitds kolcsOnhatasokat vizsgaltam a Candida rugosa lipdz  aktivitdsara,
enantioszelektivitasara €s stabilitasdra. Megallapitottam, hogy a 2-szubsztitualt propionsavak
enantioszelektiv észterezésekor allandé vizaktivitds biztosithato az a,=0.11 — 0.97
tartomanyban kiilonb6zd sok telitett oldataival. Amennyiben a reakciot n-hexédnban vagy
annal polarosabb olddszerben vizsgaltam, 10%-os konverzioig elegendé volt a kiinduldsi
vizaktivitast beallitani, mert eddig az értékig a vizaktivitds valtozas elhanyagolhato. Mivel a
sok reakcioba Iéphetnek az ionos folyadékokkal, ilyen esetben az optimalis kezdeti
vizaktivitast ugy €értem el, hogy minden olddszer esetén meghatdroztam a maximalis kezdeti
reakciosebességet biztositd kiindulasi viztartalmat. Méréseim szerint a vizsgalt reakcidban
mind a Candida rugosa lipaz aktivitisa, mindpedig enantioszelektivitisa optimum gorbe
szerint valtozott a vizkoncentraci6 fliggvényében. A 2-es helyzetben kiilonb6zd elektron
donor illetve akceptor csoportokat tartalmazo propionsavak rezolvalasakor kimutattam, hogy
n-hexanban 0.08, [bmim]PFs ionos folyadékban 0.31 mol/dm® vizkoncentraciét beallitva az
elektronszivo klor- és brom szubsztituensek koziil a nagyobb méretli brom szubsztituens
esetében a reakciosebesség n-hexdnban ¢és [bmim]PFs-ban is kisebb. Az elektrondonor
szubsztituenseket tartalmazo kiralis propionsavak reakcidsebessége altalanosan alacsonyabb,
¢s szintén megfigyelhetd, hogy a konverzid a szubsztituens méretével mindkét olddszerben
csokkent. Az elektronszivé klor szubsztituenst nagyobb méretli brom szubsztituensre cserélve
az E enantioszelektivitas n-hexanban 10-r61 18-ra, mig [bmim]PFs olddszerben 20-r61 29-re
noétt. Elektrondonor szubsztituensek esetén ezzel szemben a szubsztituens méretével csokkent
az enantioszelektivitas.

Reakciokozegként kiralis oldoszereket, (+)- €s (-)-karvont alkalmazva megallapitottam,
hogy a konverzido (-)-karvonban Iényegesen magasabb volt, mint (+)-karvonban, az
enantioszelektivitds vizsgalatakor viszont nem tapasztaltam eltérést a két karvon izomérben
meért érték kozott. Az aktivitasban jelentkezd kiilonbséget azzal magyardztam, hogy az
oldoszer két optikai izomerje koziil az egyik er6sebben kapcsolodik az enzim koté helyéhez,
ezért a hozzaférhetd szabad aktiv centrumainak szama, igy az enzim aktivitasa csdkkent.

Enzimkatalitikus €szterezési reakcidoban elsoként alkalmaztam a vizkoncentracio, s igy
a vizaktivitas alland6 értéken tartdsara a heteroazeotrop desztillaciot. Megallapitottam, hogy
vizeltavolitas nélkiil, amikor a reakcidban képzddd viz novelte a reakciodelegy viztartalmat, a

3 h reakcidid6 utan mért észter hozam 0.2 — 0.3% kiindulasi viztartalomnal mutatott
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maximalis értéket (28.4%), ezt kovetden fokozatosan csokkent. Ugyanezeket a vizsgélatokat
allando viztartalom mellett elvégezve a maximalis észter hozamot 0.5%-nal kaptam (36.5%).
Allandé viztartalom mellett az enantioszelektivitas a viztartalom novekedésével egyértelmiien
csokkent. A viztartalom csokkenésével az enzim szerkezete egyre merevebbé valt és a merev
enzim egyre jobban kiilonbséget tudott tenni az enantiomerek kozott.

A Candida rugosa lipaz dezaktivalddasat vizsgalva kimutattam, hogy az a Henley-
Sadana-féle soros dezaktivacios modellel irhato le. Az enzim felezési idejét meghatarozva
megallapitottam, hogy az aktivitasdhoz és szelektivitasdhoz hasonldéan az enzim stabilitasa is
optimumgdrbe szerint valtozott a vizaktivitds fliggvényében. A lipdz enzim
visszaforgathatosagat tanulmanyozva kimutattam, hogy a vizsgalt ionos folyadékok mind
aktivitas, mind szelektivitds szempontjabol jobban megvédik az enzimet, mint a szerves
oldoszerek.

Az alapkutatasi eredményeket harom kiilonb6z0 teriileten, természetes aroma
¢szterek, biokendanyag ¢és glicerin-monosztearat eldallitdsa soran hasznositottam. 12 1
névleges térfogatti laboratériumi, majd 50 1 névleges térfogati nagylaboratoriumi méretli
reaktorokban és a hozzajuk kapcsolodd feldolgozd berendezésekben valdsitottam meg a
természetes etil-acetdt enzimkatalitikus eldallitaisit CALB enzimmel ugy, hogy a
szubsztratgatlast okozo ecetsavat €s etanolt fogyasuk iitemében adagoltam a reaktorba. A
reakcidban nyert kb. 95 % etil-acetatot tartalmazd anyagot frakciondlt desztillacidonak
vetettem alad. A végtermék gazkromatografias tisztasaga 99,9 % felett volt, viztartalma 0,01
%, savszama pedig 0,12 mg/g volt. Igy a termék minésége mindenben meghaladta a standard
minta paramétereit. Harom reakcidban Osszesen 66,1 kg etil-acetatot allitottam eld, ez
ecetsavra vonatkoztatva 86,8 % kitermelésnek felel meg. Az enzim a tobb mint 330 ora
reakcioidd alatt nem veszitett aktivitasabol. Az alkalmazott reaktor kapacitdsa - ha csak az
enzimkatalitikus reakciot végezziik a reaktorban — 1,5 t/év. Kisérleti eredményeim alapjan a
NITROIL Kft.-nél elkésziilt egy 20 t/év kapacitdsu természetes aroma gyartd iizem
megvalosithatdésagi tanulmanya, a technologiai kapcsoldsi terv és a sziikséges épiiletek
kialakitasa. A munka befejezését a NITROIL Kft. privatizacioja akadalyozta meg.

Ugyancsak elsdként dolgoztam ki az etil-acetat eldallitasara olyan folyamatos eljarést,
ahol homogén, ionos folyadékot tartalmazd reakciokdzegben jatszodott le a reakcid ¢€s a
szubsztratok folyamatos betaplalasa mellett a termékelvétel is folyamatosan tortént: az etil-
acetatot hidrofob, a vizet pedig hidrofil membrant tartalmazd pervaporacios egységben

tavolitottam el.
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Hasonloképp ionos folyadék olddszerben, de kétfazisi rendszerben tanulméanyoztam az
izoamil-acetat eldallitasat. Az ionos folyadékok felépitésébdl szarmazo eldnyodket kihaszndlva
10 ionos folyadékot teszteltem és valasztottam ki a legalkalmasabbnak bizonyulé [bmim]PFs-
ot. Meghataroztam a reakci® optimalis paramétereit nemcsak ionos folyadékban, de
oldoszermentes kozegben és szuperkritikus szén-dioxidban is. Az izoamil-acetat eldallitasakor
a legjobb hozamokat ¢és kezdeti reakciosebességet olddszermentes kozegben és ionos
folyadékban kaptam. Az optimalis kozeg megallapitasira a Lumry-Eyring tipust
kiértékeléssel enzimstabilitasi vizsgalatokat végeztem, ami azt mutatta, hogy a CALB enzim
stabilitasa négyszer nagyobb ionos folyadékban, mint oldoszermentes kdzegben. Az izoamil-
acetat eléallitasanal rovid 1d6 alatt (5 h) magas hozamot (~90%) és kezdeti reakcidsebességet
(~20 mmolyceta/Eenzimxh) €rtem el, mikdzben az ionos folyadék valamint az enzim minimum
10-szer, tomegveszteség nélkiil tjrahasznosithatd volt. Sikeresen alkalmaztam a pervaporaciot
az izoamil-alkohol/izoamil-acetat/viz azeotrop elegybdl az izoamil-acetat kinyerésére. Ehhez
eloszor zeolitos adszorpcioval torténd vizeltdvolitdssal a reakcid egyensulyat eltoltam a
kiinduldsi 90%-161 kozel 100%-ra. Sulzer Pervap 2256 membrannal a terméket azeotrop
elegyként tartalmazo felsé alkoholos fazisbol egy pervaporacidos modulban szelektiven
elvalasztottam az izoamil-alkoholt. gy 42 h tizemelési id8 utan 96,4% tisztasagli izoamil-
acetatot kaptam retentdtumként, amely szennyezdként csak vizet tartalmazott.

Megallapitottam, hogy az olajsav izoamil-alkohollal torténd észterezése CALB lipaz
altal katalizalva a ping-pong bi-bi mechanizmus szerint jatszddott le. Az izoamil-alkohol
jelentés, mig az olajsav enyhe szubsztratgitlast okozott. A kinetikai paramétereket
négyparaméteres modellben simplex mddszerrel hatdroztam meg. Az enzimkinetikai modell
segitségével meghataroztam azt az optimalis kiinduldé paraméter tartomanyt, amely a lehetd
legnagyobb hatékonysagu észter eldallitast eredményezi. Az izoamil-alkoholt kozmaolajjal
helyettesitve biokendanyagot allitottam eld, melynek tulajdonsagai jobbak, termikus ¢&s
oxidativ stabilitasa jobb, mint a kereskedelemben kaphato szintetikus kendanyagé, a toxicitasi
vizsgalatok szerint az €16 vizekre veszélyt nem jelent.

A biodizel gyartdas melléktermékeként keletkezé glicerin és olajsav felhasznalasaval
glicerin-monosztearatot allitottam el erdsen polaros oldoszerben, dioxdnban. A CALB
aktivitasdt ¢€s szelektivitasdit a reakcidelegy viztartalménak valtoztatdsaval tudtam
befolyasolni. 0.25% alland6 viztartalom mellett 76.8 % hozammal, 94.6% tisztasaggal tudtam
a terméket eldallitani. A kinetikai vizsgalatok szerint ez a reakcid is ping-pong bi-bi

mechanizmus szerint jatszodott le.
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7. FUGGELEK

H H

F-1. abra: A [bmim]PF; ionos folyadék kétdimenzios szerkezete.

A két- és haromdimenzids szerkezetben egy Osszefliggd H-kotés haldzat talalhatd. Az imidazolium gytirii
harom H-atomja kotést hoz 1étre a nemkoto elektronparral rendelkez6 PFg -ion nagy elektronegativitasu
F-atomjaival. A kétés 1étrehozasaban féleg az egyenlitdi F-atomok vesznek részt. Igy, ebben az esetben,
minden egyes PF¢-iont harom imidazolium-kation vesz kdriil és vice versa [Fehér, 2007].

F-2. abra: Visszaszoras spektroszkopiai eredmények az imidazolium-gyilirik felszini
elhelyezkedéséral.

Az imidazolium-gy(iriik lapjukra elrendezddve, vizszintesen helyezkednek el, igy képezve a gytiriikbol és
az alkil-csoportokbol egy 0sszefliggd apolaris lancolatot a felszinen. Az anion tdltéssel rendelkezo részei
és a H-kotéssel kapcsolodd kationok befelé orientalodnak. Ezen rendezett felszin 1étrehozasaban
Coulomb és van der Waals kdlcsonhatasok is szerepet jatszanak, amelyek az dbran nincsenek feltiintetve
[Fehér, 2007].
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F-3. abra: Enzimstabilizacio ionos folyadékok H-kotései altal 1étrehozott rendezett struktiuraban.

Az ionos folyadékok koriilzarjak az enzimet és a koriilotte 1évé monomolekularis rétegnyi vizet, igy erds
stabilizalo hatast fejtenek ki ho6- és egyéb hatasokkal szemben. Az enzimek és barmilyen egyéb
makromolekuldk csapdaba esnek az ionos folyadékok alkotta H-kotés haldban, létrehozva kiilonbdzo
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F-4. abra: A CALB iltal katalizalt reakciok ping-pong bi-bi mechanizmusa.

A szabad enzimbdl (balra fent) az elsé szubsztrattal egy teraéderes intermedier képzddik (jobbra fent).
Az els6 termék tavozasa utan 1étrejon egy acil-enzim atmeneti allapot (jobbra lent). A masodik szubsztrat
érkezésével, egy Gjabb masodik tetraéderes intermedier képzddik (balra lent), majd a masodik termék
tavozasa utan az enzim készen all egy ijabb katalitikus ciklusra [Magnusson, 2005].
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F-5. abra: Nagynyomasu berendezés enzimkatalitikus észterezéshez (Maribori Egyetem).

Bal oldalt a nyomas és hémérséklet érzékeldkkel, szabalyzokkal, mintavevével felszerelt cella képe talalhato
reakcié kozben. Jobb oldalt a CO, és a reakciodelegy iiritése lathatd. Kozépen az 5 cm vastag biztonsagi plexi
iivegen keresztiil a megvilagitott reakciotér lathato, a belogé mechanikus keverdvel.

F-6. abra. A pervaporacios berendezés fényképe
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