Ionos folyadékokban lejatszodo enzimatikus észterezési reakciok
vizsgalata integralt rendszerben

ZAROJELENTES

Az ionos folyadékok tulajdonsagai

Az ionos folyadékok olyan szerves sok, amelyek szobahdmérsékleten folyékony
halmazallapotuak. A hagyomanyos olddszerektdl eltéréen, amelyek molekularis folyadékként
jellemezhetok, az ionos folyadékok ionokbdl allnak. Jollehet szdmos ionos folyadék mar
évtizedek ota ismert, csak az elmult néhany évben keriiltek a figyelem kdzéppontjaba mint
jovOben alkalmazand6 korszerl, kornyezetbarat reakciokozegek. Ennek a legfébb oka igen
alacsony gdéznyomasuk, hémérsékleti stabilitdsuk, valamint az, hogy a kation és az anion
megfelel6 modositasaval széles kdrben varialhatok bizonyos tulajdonsagaik, mint a polaritas,
hidrofob jelleg valamint mas oldoszerekkel valo elegyedés. Ezen utobbi tulajdonsaguk alapjan
az ionos folyadékok ,tervezhetd oldoszerek”, amelyek a jovében varhatéan sok helyen
kiszoritjadk a ,,hagyomdnyos” szerves olddszereket. Ilyen teriiletek a szerves szintézis,
katalizis, elektrokémiai és szeparacios alkalmazasok. A kiilonbozd tipust enzimek széles
skaldja mutat katalitikus aktivitast ionos folyadékokban, illetve viz-ionos folyadék kétfazisu
rendszerben. Kiilondsen a lipdzok tartjdk meg aktivitdsukat vizmentes ionos folyadék
kozegben, (enantio)szelektivitdsuk, ¢&s stabilitdisuk szamos esetben nagyobb, mint
hagyomanyos kozegekben. Az ionos folyadékok nem-konvenciondlis oldoszer jellegli
tulajdonsagai kihasznalhatok a biokatalizator visszaforgatdsa és a termék visszanyerése
esetében, ami hagyomanyos oldoszerek esetén nem megvalosithatd. Az ionos folyadékokban
lejatsz6dd enzimkatalitikus reakciokrol 2000 6szén jelent meg az elsdé kozlemény, az ezzel
kapcsolatos irodalmi Osszefoglald megtalalhatd a palyazati témahoz kapcsolodo

disszertaciokban.
Enantioszelektiv észterezés ionos folyadékokban

Munkénkban két tesztreakcido példajan  vizsgéltuk az ionos folyadékok
alkalmazhatosagat. Az egyik tesztreakcioul a racém 2-klor-propionsav enantioszelektiv
¢szterezését valasztottuk, ami Candida rugosa (Sigma-Aldrich) lipdz enzim jelenlétében
jatszodik le. A reakciot kordbban mar vizsgaltuk szerves olddszerekben, igy szamos

Osszehasonlitasi lehetdségre nyilt modunk. A reakcid elvi séméja az 1. abran lathato.
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1. dbra: A vizsgalt tesztreakcio elvi sémaja

A reakciot szerves oldoszerben végrehajtva a mintdk kozvetleniil elemezhetdk gaz-
kromatograffal 25-m FS-LIPODEX E kiralis oszlopot alkalmazva (Macherey-Nagel, Aachen,
Németorszag). Az oszlop kivalo elvalasztast ad az (R)- és az (S)-€észterekre. Az ionos folyadék
oldészerek ugyanakkor nem keriilhetnek a GC oszlopra, ezért a reakcidelegybdl a
komponenseket extrakcioval kellett eltdvolitani. Megallapitasaink szerint a legkisebb munka-
¢és anyagraforditassal hexdnnal végezhetd el az extrakcid a kellé pontossadg mellett.

Kisérleteink sordan ionos folyadékokban ([bmim]PFs (1-butil-3-metil-imidazolium-
hexafluord-foszfat), [onim]PFs (1-metil-3-nonil-imidazolium-hexafluord-foszfat) [bmim]BF,)
(1-butil-3-metil-imidazolium-tetrafluoro-borat) és dsszehasonlitasul szerves oldoszerekben (n-
hexén, toluol, tetrahidrofuran) vizsgaltuk a reakciot. Célunk ezeknek a szerves oldoszereknek
a kivalasztasaval az volt, hogy atfogjuk azt a log P tartoményt, amelyben eddigi ismereteink
szerint a lipaz enzimek alkalmazhatok voltak. Azt tapasztaltuk, hogy a tetrafluoro-borat
aniont tartalmazd, vizzel elegyedd ionos folyadékban csak igen kis sebességgel jatszodott le a
reakcid. Itt is érvényesiilni latszott az a tendencia, hogy Osszefliggés van az enzim aktivitas és
az olddszer log P értéke kozott. Mivel mindossze egyetlen ionos folyadékra talaltunk log P
értéket a szakirodalomban, ezért az irodalombol ismert modszerrel meghataroztuk azokat.
Amint az 1. tdblazat adataibol 1athato, az ionos folyadékok log P értéke 1ényegesen kisebb,
mint a szerves oldoszereké. Az ionos folyadékok koziil a legmagasabb észter hozamot a
hidroféb, vizzel nem elegyedd [bmim]PFg¢-ban kaptuk. Megallapithatd az is, hogy ionos
folyadékoknal olyan log P értékek mellett is lejatszodik a reakcid, amelyeknél szerves
oldoszerek esetében egyaltalan nem megy végbe, tehat az eddig ismert log P — enzim aktivitas
Osszefliggés ionos folyadékok esetében nem alkalmazhato.

1. tdblazat: A log P értékek hatdsa az észter hozamra (reakcididd: 2 ora)

Hozam,

Oldoészer Log P- %
[bmim]BF,4 -2.44 +0.23 4.6
[bmim]PFg -2.38+£0.25 29.0
[onim]PFg -2.19+£0.24 13.4
Tetrahidrofuran 0.5* 43
Toluol 2.5% 13.9
n-Hexan 3.5% 36.1

* jrodalmi adatok



Az észterezési reakcid soran keletkezd viz szerves olddszerek alkalmazasakor erdsen
befolyasolja a lipdz enzim enantioszelektivitasat. Elsé kisérleteinkben ezért a reakciot csak
maximum 10 % konverzidig vizsgaltuk. Szdmitdsaink szerint ugyanis az eddig képzddd viz
nem befolyésolja szamottevden sem a rendszer viztartalmat, sem pedig vizaktivitasat.

Amint az a 2. abran lathatd, a kezdeti viztartalom fiiggvényében mind a
reakciosebesség, mind pedig az enantioszelektivitds optimum gorbe szerint valtozott. Az
egyes olddszerekhez tartozd optimalis értékek eltérdek, €s kiillonbozik egy adott olddszer
optimuma a reakciosebesség illetve az enantioszelektivitas tekintetében (2. és 3. tablazat ). Ez
azt jelenti, hogy a legkedvezObb paraméterek meghatarozasanal el kell donteniink, hogy az
aktivitast vagy az enantioszelektivitast szeretnénk optimalni.
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2. abra: A vizkoncentraci6é hatisa a reakcidsebességre €és az enantioszelektivitasra. (10 %
konverzio, 30 °C)
A -toluol, m-n-hexan, ®-tetrahidro-furan, O-[bmim]PFs, A-[onim]PF¢, O-[bmim]BF,4

2. téblazat: A hozam szempontjabol optimalis vizkoncentracid (cy (hozam) a 2-klor-

propionsav észterezése soran, (2 h, 30 °C)

Oldoszer Log P,- cw(hozam), mol/dm’ HOOZ/EI i, E.-
[bmim]BF4 -2.44 £0.23* 0.54 4.6 5
[bmim]PFg -2.38£0.25% 0.38 29.0 17
[onim]PFg -2.19 £0.24%* 0.31 13.4 22

Tetrahidro-furan 0.5%* 0.38 4.3 4
Toluol 2.5%* 0.23 13.9 3
1-Hexan 3.5%* 0.15 36.1 8

* A ,razatott lombikos” mddszerrel, altalunk meghatéarozott értékek

** Jrodalmi adatok



3. tdblazat: Az enantioszelektivitds szempontjabol optimalis vizkoncentracio (cy (E) a 2-klor-
propionsav észterezése soran (2 h, 30 °C)

Oldoszer Log P.- cW(E),mol/dm3 Hozam, % E.-
[bmim]BF4 -2.44 +(0.23%* 0.46 4.0 6
[bmim]PFg -2.38 £ 0.25%* 0.31 26.2 19
[onim]PFg -2.19 £ 0.24%* 0.23 8.9 24

Tetrahidro-furan 0.5%* 0.31 3.2 5
Toluol 2.5%%* 0.15 10.1 5
1-Hexan 3.5%* 0.08 31.7 10

* A ,rézatott lombikos” modszerrel, altalunk meghatarozott értékek
** Jrodalmi adatok

Vizsgaltuk a Candida rugosa lipaz aktivitasanak €s enantioszektivitdsanak valtozasat
5 reakcid ciklusban. Azt tapasztaltuk, hogy az ionos folyadékokban mindkét paraméter
magasabb volt, mint a hagyomanyos szerves oldoszerekben (3. dbra).
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3. abra: A Candida rugosa lipaz enzim aktivitasa kiilonb6z6 oldoszerekben az 5. felhasznalast
kovetden. (t =15 h, T =30 °C, aktivitas az els6 reakcioban = 100%), O-relativ aktivitas,

M-relativ enantioszelektivitas.

Miutan szakaszos rendszerben meghataroztuk a reakcié optimalis paramétereit, az
enzim muikodésére leginkabb hatdssal levd paraméter részletes vizsgalatara tértiink at. Az
allando viztartalmat a reakcid soran a viz folyamatos, pervaporacidval torténd eltavolitasaval
kivantuk biztositani. A 4. abran bemutatott berendezésben a kordbban ismertetett ionos
folyadék - viz elegyekkel modellkisérleteket végeztiink ¢és meghatiroztuk azokat a
paramétereket (hOmérséklet, cirkulaltatasi sebesség, vakuum), amely mellett éppen a
reakcioban keletkez0 mennyiségli viz tavolithatd el. A vizsgalt membrantipusok (CMC-CE-
02, CMC-CF-23, CMC-VP-43, PERVAP 2201, PERVAP 2202 és PERVAP 1005) koziil a
CMC-VP-43 ¢és a PERVAP 1005 bizonyult mind anyagétadasi, mind szelektivitasi, mind
pedig a vegyszerekkel szembeni stabilitas szempontjabol alkalmasnak. A 156.8 cm? feliiletii
membranon keresztiil az alkalmazott vakuum értékének véltoztatasaval tudtuk szabalyozni a
vizelvételt és tudtuk elérni, hogy a reakcié az optimalis viztartalom mellett jatszodjon le.
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4. dbra: Az integralt rendszerl észterezés megvaldsitasara szolgald berendezés vazlata.

R — reaktor, T — hdmér6, K — kondenzator, P — szivatty, M — membran modul, C1, C2 —
szarazjeges csapdak, S1, S2 — szilikonolajos csapda, Z — zeolit, VP — vakuumszivattyq, 1, 2, 3
—szelepek, B — nyomasszabalyozé szelep

Kis szénatomszamu savak és alkoholok észterezése

Korabbi munkdinkban mar tanulményoztuk a természetes aroma észterek (kis
szénatomszamu savak és alkoholok észterei) eldallitasat szerves oldoszerekben,
oldészermentes rendszerben. Az ionos folyadékokban végzett vizsgalatok eredményeképpen
Osszehasonlitdst tudtunk végezni a hiarom kiilonb6zé rendszer kozott. Ebben az esetben
tesztreakcidul az etil-acetat eldallitdsat valasztottuk etanolbol és ecetsavbol kiindulva.
Ismeretes, hogy ezek az anyagok erds enzim inhibitorok, igy vizsgalatuk kiilon nehézséget
jelentett. Valamennyi esetben a legfontosabb paraméter a reakcidelegy vizaktivitdsa és az
észterezési reakcioban képz6dd viz eltavolitasa, amire kiillonb6zé6 megoldasokat
alkalmaztunk.

A harom kiilonb6z6 modon végzett észterezés eredményeit Osszehasonlitva
megallapithat6, hogy a reakcié valamennyi kdzegben végrehajthatd. Osszehasonlitasul a 4.
tablazatban az etil-acetat eldallitasa sordn szerzett tapasztalatokat vetjiik 0ssze. Valasztasunk
azért erre az anyagra esett, mert ez az egyik, enzimkatalitikus reakcioval legnehezebben
eldallithato aroma észter, tekintve, hogy mind a kiindulasi ecetsav, mindpedig az etanol erds
szubsztratum gatlast okoz. Az értékeléshez kevés szamszerli adatot hasznéltunk, inkabb csak
paraméterek Osszehasonlitasat végeztiik. Kivétel az aktivalasi energia, ezek 0sszevetésébodl
lathat6, hogy az ionos folyadékokban és a szerves olddszerekben értékiik kozel azonos. Az
oldoszermentes kozegben mért nagy aktivaldsi energia a magyarazata annak, hogy itt a

reakcio csak kis reakciosebességgel jatszodik le.

A kornyezetszennyezés szempontjat vizsgalva egyértelmli az ionos folyadékok
kedvez0 besorolasa, itt még az olddészermentes kozeg is megeldzi a szerves oldoszereket. Az
enzim stabilitdsat vizsgalva szintén az ionos folyadék kapta a legkedvezdbb besorolast, itt a
szerves oldoszer megelézi az oldoszermentes kozeget. Hasonld a helyzet az enzim
visszanyerésénél, a produktivitds vizsgalatakor viszont kiemelkedd az ionos folyadékot



alkalmazo rendszer elénye. A szabalyozhatosag megitélésénél a viz elvétel lehetdségét vettiik
alapul, s ebben a heteroazeotrop desztillacié illetve az oldoszermentes kdzegbdl végzett
vizeltavolitds konnyebben megvalosithaté, mint ionos folyadék esetében. Hozza kell tenni
azonban, hogy az ionos folyadék rendkiviil draga, ezért a pervaporaciot egy minddssze 10
cm’-es membrannal végeztiik. LéptéknSvelés esetében ez a besorolas véltozhat. Legutoljara
hagytuk a toxicitds kérdését. Itt egyértelmli, hogy az alkalmas szerves olddszerek
toxikusabbak, mint a feleslegként alkalmazott alkoholok. Az ionos folyadékoknal még nem
lehet e kérdésben allast foglalni, ugyanis toxicitasuk vizsgalata most folyik. Néhany anyagra
ugyan mar ismertek az adatok, ezek kedvezdek (nem toxikusabbak, mint az etanol), de egy
altalanos megfogalmazas még korai lenne.

4. tablazat: A harom kiilonbo6z6 kdzegben végzett észter eldallitas 6sszehasonlitdsa

Oldoészer Kornyezet- Toxi- Enzim Enzim Produk- "Aktivalasi | Szaba-

szennyezés citas stabilitas vissza- tivitas energia, lyozha-
nyerés kJ/mol tosag

Szerves -- - ++ ++ + 314 ++

oldoszer

Oldoszer- - + + + 52.8 ++

mentes

Tonos ? +++ +++ +++ 31,1 +

Folyadék

'Etil-ecetat eléallitisa soran, etanol és ecetsav kiindulasi anyagokat alkalmazva

A szakaszos rendszerben megtortént az optimalis paraméterek meghatdrozasa, ezt
kovette a reakcid megvaldsitasa integralt rendszerben, NOVOZYM 435 lipaz enzim (NOVO)
jelenlétében. Ebben az esetben — tullépve az eredeti célkitlizéseken — egy olyan rendszert
alakitottunk ki, amelyben nemcsak a reakcioban keletkezd vizet, hanem a képzddo észtert is
folyamatosan eltavolitottuk egy masik, az el6zo6tdl fliggetleniil miik6dd pervaporacios
berendezéssel. Ebben a viz eltavolitasara az el6zdekben ismertetett pervaporacids berendezés
mellett egy hidrofob, PERVAP 2255-50 membrant alkalmaztunk. Az eldzetes vizsgalataink
szerint ennek fluxusa lényegesen nagyobb volt, igy az alkalmazott membran feliilet
minddssze 15.7 cm’. Az elreagald savat és alkoholt a fogyas iitemében egy adagold
szivattyaval folyamatosan potoltuk, igy biztositottuk, hogy a reakcioelegyben mindig az
optimalis 1 : 3 sav : alkohol mdlarany legyen jelen, tovabba, hogy a szubsztratum gatléast
okoz6 sav koncentraciot a lehetd legkisebb értéken tartsuk. A termékek analizise soran
megallapitottuk, hogy a viz mellett nyomnyi mennyiségii ecetsav is megjelent, de ionos
folyadékot nem tudtunk kimutatni a permedt oldalon. A szakaszos vizsgélatok eredményeivel
Osszhangban az etil-acetat mellett kis mennyiségti etanol is kimutathatd volt (szeparacids
faktor y = 0.92). Mivel az aroma észtereket, igy az etil-acetatot is etanolos oldatban hasznaljak
fel, ez az etanol mennyiség az esetleges végfelhasznalast semmilyen tekintetben sem
befolyasolja. Az etanol ilyenfajta tobbletfogydsat a betaplalt sav alkohol elegy
osszetételének megallapitasanal korrigaltuk. Igy teljesen folyamatos miikodésii berendezést
alakitottunk ki, ami 40 6ran keresztiil miikodott gyakorlatilag elhanyagolhatd enzim aktivitas
csokkenés mellett. A kialakitott berendezés fényképe a 5. dbran lathatd. Ismereteink szerint
ilyen kialakitasti berendezést az irodalomban még nem kozdltek, ezért vizsgaljuk annak
lehetdségét, hogy iparjogvédelmi bejelentést tegylink, €és csak ezt kovetden publikaljuk
eredményeinket.



5. abra: A folyamatos észterezésre kialakitott berendezés fényképe

Publikacios tevékenység

A szerzddésben vallaltaknak megfeleléen éves atlagban egy, Osszesen négy publikaciot
jelentettiink meg referalt folyodiratban, ¢s még legalabb egy megjelentetését tervezziik a
legutdbbi iddszak eredményeinek kozlésére. Ezekre a kdzleményekre eddig 6sszesen 40 SCI
hivatkozast kaptunk. A legutobbi vizsgéalatok eredményeit (aromaészterek eldallitasa
folyamatos rendszerben) a Process Biochemistry cimii lapban kivanjuk ko6zdlni. Az elért
eredmények tovabbi nemzetkdzi elismerése, hogy a ,,Green Solvents for ...” konferencia
sorozatban poszteriink 2002-ben mésodik, 2004-ben pedig elsé dijat nyert. Ugyancsak elsd
dijat nyert a 2003-ban a genti 17th Forum for Applied Biotechnology rendezvényen
bemutatott poszteriink. A szakma hazai képviseldinek elismerést jelzi a 2004-es Fermentécios
Kollokviumon kiosztott legjobb fiatal eldadonak jorod dij. Nemzetkozi elismerést jelent az a
személyes felkérés, hogy az ACHEMA 2006 konferencian tartsunk eldadast a ,,Green
Solvents for Environmentally Friendly Processes” szekcioban.



