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Amfoter karakterii rezolvaléagensek vizsgalata
Study of Resolving Agents with Amphoteric Character

Studiul agentilor de rezolvare cu character amfoteric
SZELECZKY Zsolt', FODI Balazs', Dr. PALOVICS Emese?, Dr. FOGASSY Elemér’

'Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem,
Szerves Kémia és Technoldgia Tanszék
2MTA Szerves Kémiai Technolégia Tanszéki Kutatécsoport
1111 Budapest, Budafoki ut 8., Tel.: +36-1-463-1111/5889, Fax: +36-1-463-3648
e-mail: szeleczky@mail.bme.hu

ABSTRACT

During our research we examined the role of compounds having amphoteric character in the chiral-
chiral recognition. We intended to study the optical resolution of mandelic acid using as resolving agent,
alpha, beta and gamma amino acids.

OSSZEFOGLALO

Kutatomunkadnk soran az amfoter karakterii vegyiiletek kiralis-kirdlis kélcsonhatasokban torténd szere-
pét vizsgaljuk. A racém mandulasav modellvegyiiletiink soképzéses rezolvaldsai soran a-, - és y-aminosav
rezolvalodagenseket alkalmaztunk.

Kulcesszavak: diasztereomer soképzéses rezolvalas, enantiomerkeverék, eutektikus Gsszetétel, amfoter
karakter

1. RACEM VEGYULETEK ELVALASZTASA

1.1. Racém vegyiiletek rezolvalasa

A szintézisek soran tobbnyire racém formaba vagyis a jobb és balkezes forma (enantiomerek) egy-egy
aranyu keverékeként allitjdk elé a gyogyszerhatéanyagokat €s a kozti termékeit. A racém vegyiiletek
rezolvalasa Pasteur felismerésén alapszik, aki szerint az enantiomerek szimmetrikus kdrnyezetben azonosan,
aszimmetrikus kornyezetben eltéréen viselkednek [1]. A racém vegyiilet enantiomerjeinek elvalasztasara
tovabbra is a legegyszeriibb iparilag alkalmazhat6 eljaras a diasztereomer soképzéses rezolvalas [2]. A racém
Osszetételli bazisok optikailag aktiv savakkal a racém Osszetételii savak optikailag aktiv bazisokkal
diasztereomer viszonyban all6 soparokat képeznek és ezek sikeres elvalasztas esetén eltérd fazisban dusulnak.
Ezek elbontasabdl enantiomerkeverékek nyerhetéek, amikbol kiilonboz6 enantiomerkeverék tisztitasi eljara-
sok utan (példaul frakcionalt kristalyositas vagy frakcionalt kicsapas) tiszta enantiomerek nyerhetéek (1. ab-
ra).

tiszta
diasztereomer sdopdr keverék enantiomerkeverék enantiomer
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1. abra
Diasztereomer soképzéses rezolvalas sematikus abrdja
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1.2. Rezolvaléagensek

A racém vegyiilet mellett alkalmazott idegen kiralis vegyiilet, a rezolvaléagens ipari alkalmazasanak
kiilonboz6 kritériumai vannak. A jo rezolvaloagens kritériuma, hogy olcson, konnyen hozzaférhetd, nem toxi-
kus ¢€s jol regeneralhatd. A racém bazisok jo rezolvaldagensei a természetbdl szarmazé kiralis vegyliletek €s
szarmazékaik, mint az (S)-kdmforszulfonsav (1), az (R,R)-borkdsav €s szarmazékai (2) és az N-védett kiralis
aminosavak (3). A racém savak rezolvalasara a toxikussaguk miatt hattérbe szorult természetes alkaloidok
(brucin, kinin, sztichnin) helyett szintetikus kiralis bazisokat alkalmaznak, mint példaul (R)-1-fenil-etil-amin
(4), valamint a kiralis aminosavakbol képzett (S)-2-amino-alkanolok (5) és aminosav észterek (6) (2. abra).

RO.__COOH RYCOOH
R R._COOR'
RO:[COOH HN I i
o \(r)|/ NH, NH,
H

SO,
1 2 3

2. abra
Kozkedvelten alkalmazott rezolvalodgensek

Azonban a kiralis amfoter karakter(i vegyiiletek koziil az aminosavak is teljesitik a jo rezolvaldagensek
kritériumait. Racém bazisok rezolvalasara a savas oldallanci aminosavak, az (S)-aszparaginsav ((S)-7) és az
(S)-glutaminsav ((S)-8) is alkalmas. Sikeresen rezolvaltdk az 1-aminoindant (9) félekvivalens (S)-
aszparaginsavval €s a diasztereomersobol a Rasagilin hatdanyag intermediereként felhasznalhaté (R)-
enantiomert kiilonitették el [3]. Ugyancsak sikeresen alkalmaztdk a 2-aminobutanol rezolvalasara a
glutaminsavat [4]. A racém savak rezolvéalasara a bazikus oldallanccal rendelkez6 aminosavak is hasznalhat6-
ak, mint a példaul az (S)-lizin ((S)-11), amit sikeresen alkalmaztak a Clopidogrel intermediereként alkalmaz-
haté 2-kloér-mandulasav (14) rezolvalasara [5]. A célunk az volt, hogy 6-os koriili izoelektromos ponttal, és
nem bazikus oldallanccal rendelkezé aminosavakat alkalmazzunk rezolvaloagensként, illetve rezolvaldoagens
keverékekként. Alfa aminosavnak az (S)-fenilalanint ((S)-15) valasztottuk, béta aminosavnak a konnyen hoz-
zaférhet6 olcso édesitészert, az aszpartamot ((S,5)-16), gamma aminosavnak pedig az (S)-pregabalint ((S)-17).
A modellvegyiiletiinknek a mandulasavat (18) valasztottuk, amely jo kiralis felismerdképességgel rendelkezik
(3.abra). Célunk volt tovabba, a rezolvaléagenssel szerkezetileg hasonl6, korabban nem alkalmazott, akiralis
amfoter karakteri vegyiiletek hasznalata akiralis hozzatétként.
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3. abra

Aminosavak izoelektromos pont szerint és alkalmazasuk rezolvalodagensként
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2. EREDMENYEK

2.1. Varhaté rezolvalhatésag

A rezolvalas hatékonysaganak mérészama az F faktor, vagyis rezolvalhatosdg, ami az
enantiomertisztasag (ee) €s termelés (T) szorzata. A tiszta diasztereomersok DSC mérése utan a Schroeder-
van Laar egyenlettel szerkeszthetd a biner fazisdiagram. A rezolvalasok maximalis rezolvalhatosaga kiszamit-
hat6 a diasztereomersok eutektikus dsszetételébdl (F=1-2%x../1-X.,) [6]. A rezolvalasokat azonos koncentraci-
oban, vizben végeztiik a Pasteur-féle ekvivalens[1], a félekvivalens és a Pope-Peachey-féle [7] modszert, a
félekvivalens rezolvaloagens mellett félekvivalens akiralis bazist (NaOH-ot) alkalmazva. A varhato
rezolvalasok, és a kapott eredményeket az 1. tdblazat mutatja. A prediktalt értékek szerint a (S)-17-al varhato a
legjobb elvalasztas. A kisérletek szerint valoban ezzel lehet a legjobb elvalasztast elérni a Pasteur-féle ekviva-
lens és a Pope-Peachey-féle félekvivalens modszer szerint, viszont a félekvivalens modszer esetén az (S)-15
bizonyult a legjobbnak. A varhaté szamitott rezolvalhatosagot az ekvivalens (S,S)-16-al végzett rezolvalas
soran sikeriilt elérni, a masik két rezolvaldagens esetében elmaradtunk a prediktalt értéktol, ami a
diasztereomerek elvalasztdsanak koriilményeit megfeleléen valtoztatva feltételezhet6en elérhetd.

1. tablazat: Vérhat6 és kisérleti rezolvalhatosag értékek

. Kisérleti F értékek
Rezolvaloagens Kalkulale . Pope-
F Pasteur félekv.
Peachey
COCH
@AN(H $)-15| 0,63 0,36 0,34 0.25
2
o ,[Ph
Hooe ™ N cooue  (S:5)-16 | 0.39 0,39 0,11 0,11
H
NH,
_NH,
)\/\/ COOH (5)-17 0,70 0,44 0,22 0,35

2.2. Rezolvaléagens keverékek vizsgalata

A holland rezolvalason alapulva, ahol is rezolvalédgens keverékek alkalmazasaval egyes esetekben
jobb eredményeket értek el, mint a rezolvaldagensekkel kiilon-kiilon, az aminosavaink keverékeit alkalmaztuk
[8]. Az interakcid jellemzésére az egyedi rezolvalasok rezolvalhatosag atlagainak és a rezolvaloagens keveré-
keivel végzett rezolvalasokat rezolvalhatosagainak hanyadosa jellemzi. Pozitiv kdlcsonhatas esetén ez a szam
nagyobb mint egy, negativ interakcid esetén egy alatti érték. A 2. tdblazatban a (S,S5)-16 és (5)-17 keverékeivel
végzett rezolvalasok eredményei minden esetben negativ interakciot mutatnak. Vagyis a f és y-aminosav
egyiittes alkalmazasa minden esetben rontja a kiralis-kiralis felismerést.

2. tablazat: f5- és y-aminosav keverék alkalmazasa rezolvaloagensként

Rezolvaléagens keverék Médszer ee T F Interakcio
(1:1 aranyu) [%] [%] [-] mértéke
o ,[Ph
HOOC/\I)J\H COOMe Pasteur 5 58 0,03 0,07
NH,
(S,9)-16 ,
+ félekv. 17 34 0,36 0,36
- NHE
)v:\/COOH Pope- 51 30 0,11 0,65
(S)-17 Peachey

Tovabbi rezolvalodgens keverék vizsgalatnal a (S)-15-al egyiitt y-, f- és a-aminosavakat alkalmaztunk,
¢€s az tapasztaltuk, hogy ebben a sorrendben javul a kiralis felismerés (3. tablazat). Vagyis a szerkezetileg ha-
sonld amfoter karakteri rezolvaloagens keverékek alkalmazéasa elonyds lehet. Annak ellenére, hogy az o-
aminosav rezolvaloagens keverékben az (S)-alanin ((S)-19) 6nmagéaban képtelen volt kiralis felismerésre a
mandulasavval szemben.
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3. tablazat: Szerkezetileg hasonld aminosav keverékek alkalmazasa rezolvaloagens keverékként

. Rezolvaloagens keverékek Moédszer
Aminosavak P
(1:1 aranyu) Pasteur | félekv. | Pope-Peachey
COOH NI,
aty mz N )\/?\/L‘()(JH 0,93 0,64 0,74
(5)-15 (5)-17
COOH 0 ,[P“
o mz . HOOC’\QLE cooMe | (88 1,11 1,55
2
(5)-15 (5,5)-16
COCH xj/coon
ata O/\f‘*l/l"z I NH, 2,27 1,18 1,60
(5)-15 (5)-19

2.3. AKkiralis hozzatétek vizsgalata

A racém vegyiilethez vagy a rezolvaloagenshez szerkezetileg hasonl6 akiralis hozzatét alkalmazasaval
ugyancsak javithatd a rezolvalas hatékonysaga [9]. Ezért a rezolvalodgenhez szerkezetileg hasonlo €s ugyan-
csak amfoter karakter(i akiralis hozzatétetek alkalmaztunk (4. tablazat). A (S)-15 rezolvaloagens esetében a
vele rokonszerkezetii akiralis amfoter karakteri hozzatétként glicint (20) alkalmazva, enantiomertisztasag
novekedést tapasztaltunk a félekvivalens rezolvalashoz képest (Aee:17%). A rezolvalhatosag a félekvivalens
rezolvalashoz képest csekély javulast mutatott (AF:0,02). Az (S,5)-16 esetében a f-alanin (21) hozzatét alkal-
mazasaval jelentdsebb enantiomertisztasag novekedést tapasztaltunk (Aee:38%) és jelentOs rezolvalhatosag
érték novekedést (AF:0,16). A (S)-17 mellett alkalmazott y-aminovajsav (22) akiralis hozzatét esetében cse-
kély mértékii enantiomertisztasag és termelésnovekedés tapasztalhato, de a rezolvalhatdosag emiatt jelentGsen
javult (AF:0,12).

4. tiblazat: Amfoter karakter( akiralis hozzatétek alkalmazasa

Kisérleti eredmé-

Rezolvaléagens AKkiralis hozzatét nyek Kiilonbség
0,5 ekvi. a racém savra sza- 0,5 ekvi. a racém ee T F Aee AF
mitva savra szamitva [%] [%] [-] [%] [-]

COOH
m 2 (S)-15 i 35 | 96 | 034 | - ;

COOH
m (S)-15 | H,;N"COOH 20| 50 | 71 | 036 | 17 | 0,02

2

Ph
(o]
HoocAﬁn’[COOMe (S5,9)-16 - 11 97 0,11 - -

Ph
o]
HODCAI)LN’[COOMe (8,5)-16 HzN\/\COOH 21 49 55 0,27 38 0,16
nH, M

~ I\HE

)\/?\/COOH (517 42 53 0,22 - -

_NH,
/J\V/i\/’ (S)-17 | H,N">""CcooH 22 51 66 0,34 9 0,12
COOH

3. OSSZEFOGLALAS

Aminosavak enantiomerjei alkalmazhatoak racém savak rezolvaldsa soran rezolvaloagensként. Techno-
logiai elonyiik miatt a klasszikus bazikus karakterii rezolvaldagensek mellett érdemes kiprobalni oket. A szer-
kezetileg hasonlo rezolvaldagensek keverékeivel javuld eredmények érhetdek el. Egyes esetekben, ha az 6n-
magaban nem hatasos rezolvaloagenssel helyettesitjiik a hatdsos rezolvaloagens egy részét, jelentOs
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rezolvalhatosag érték ndvekedést érhetiink el. Ugyancsak kedvezd a rezolvalas optimalizdlasa soran az
amfoter karakterii akiralis hozzatétek alkalmazasa is.
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Maxadilan peptidek kémiai szintézise és analitikai vizsgalatai

The Chemical Synthesis and Analytical Investigation
of Maxadilan Peptides

Sinteza chimica si studiul analitic a peptidelor de tip Maxadilan

Dr. SZOLOMAJER Janos'? tudomanyos segédmunkatars, HEGY| Orsolya' PhD hallgato,
Dr. KELE Zoltan" egyetemi adjunktus, Prof. Dr. TOTH Gabor' intézetvezeté egyetemi tanar

'SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézet, Szeged 6720, Dém tér 8,
Tel: 62-545136, Fax: 62-545971, http://www.mdche.u-szeged.hu
MTA-SZTE Szupramolekularis és nanoszerkezetl anyagok kutatécsoport

ABSTRACT

The research of vasoactive peptides is more and more important because of their widespread effect.
Blood-feeding arthropods produce vasoactive compounds in their salivary glands, they serve to counteract the
hemostatic processes of the host, when the arthropod obtains a blood meal. The sand flies are vector of
leischmaniasis, the major parasitic diseases with several hundred thousand cases occouring annually. In 1991
analysing the salivary glands of the sand fly Lutzomyia Longipalis a 61-amino acid long peptide (containing 2
disulfide bridges) was isolated, which is 500 times more potent vasolidator than the calcitonin gene-related
peptide (CGRP) and therefore later it was labelled as Maxadilan. Although there is a very little amino acid
sequence homology with pituitary adenylate cyclase activating polipeptide, maxadilan acts as an agonist of
type 1 receptor (PAC1) of PACAP and the maxadilan analogue (termed maxadilan 65; amino acids deleted in
position 24-42) is a specific antagonist of PACI. In this presentation the chemical synthesis and mass
spectrometric analysis of 61 amino acid containing maxadilan (Maxa61) are described.

Keywords: vazoactive peptides, Maxa61, Maxa65, PACAP receptors

OSSZEFOGLALO

Az érrendszerre hatast gyakorlo peptidek (vazoaktiv peptidek) vizsgalata egyre fontosabb és elterjed-
tebb a széleskor(i hatasuk miatt. A vérrel taplalkozo izeltlabtiak, vazoaktiv komponenseket termelnek nyalmi-
rigyeikben, amelyek a taplalkozds soran a gazdaszervezet hemosztatikus folyamatait gatoljak
(véralvadasgatlas). A homoki 1égy a leischmaniasis parazita hordozdja, amely az egyik legelterjedtebb, tobb
szazezres éves nagysagrendben el6forduld parazitafert6zés okozoja. 1991-ben a Lutzomyia Longipalis nyalmi-
rigyeit vizsgalva, egy 61 aminosavbol allo, két diszulfid hidat tartalmazo polipeptidet izolaltak, amelyet ké-
sobb elneveztek Maxadilannak. Az izolalt polipeptid 500-szor hatasosabb értagito hatassal rendelkezett, mint
az irodalomban addig kézolt kalcitonin-gén kapcsolt peptid (CGRP). Habar a Maxadilan nem mutat nagymeér-
tekii szekvencia analogiat a hipofizis adenil-ciklaz aktivalo polipeptiddel (PACAP), a maxadilan a fent emli-
tett polipeptid 1-es tipusu receptor agonistaja, valamint a szekvencia modositott (24-42 kozotti rész eltavolit-
va) maxadilan analog (Maxadilan 65) specifikus antagonistdja a PACI receptornak. Jelen prezentacioban a 61
aminosavbol all6 Maxadilan (Maxa61) kémiai szintézisét, valamint tomegspektrometrias szerkezetigazolo
vizsgalatait targyaljuk.

Kulesszavak: vazoaktiv peptidek, Maxa61, Maxa65, PACAP receptorok

1. IRODALMI ELOZMENYEK

1.1. A maxadilan azonositisa
Az érrendszerre hatast gyakorld peptidek (vazoaktiv peptidek) vizsgalata egyre fontosabb és elterjedtebb a
sz€leskorli hatasuk miatt. A vérrel taplalkozod izeltlabuak vazoaktiv komponenseket termelnek nyalmirigyeikben,
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amelyek a taplalkozas soran a gazdaszervezet hemosztatikus folyamatait gatoljak (véralvadas-gatlds). A csipés
kovetkeztében egy gyorsan kialakulo és hosszan tartd borpir illetve borgyulladas keletkezik, amelyet helyi véral-
vadas-gatlas kisér. A homoki 1égy (Lutzomyia Longipalis) a leischmaniasis parazita hordozoéja, amely az egyik
legelterjedtebb, tobb szazezres éves nagysagrendben eldforduld parazitafert6zés okozoja. Lerner és munkatarsai
azonositottak a fent emlitett hatasért felelds molekulat. RP-HPLC segitségével a homoki 1égy nyal-extraktumait
frakcionaltak, majd a megfeleld frakcidkat kisérleti nyulak bérébe injektaltak. A tartos borgyulladast okoz6 frak-
cidban azonositottak egy vazoaktiv peptidet, amelyet maxadilannak neveztek el a kimagaslo hatékonysaga miatt.
A maxadilan 500-szor hatasosabb értagitd hatassal rendelkezett, mint az irodalomban addig k6z6lt kalcitonin-
gén kapcsolt peptid (CGRP). Tovabba a maxadilan peptid pikogramnyi mennyisége emberi borbe injektalva, 48
oran at tartd boérpirt valamint bérgyulladast okozott.

1. abra
A homoki légy (Lutzomyi Longipalis) taplalkozas kézben

A CGRP valamint a maxadilan N-terminalis fel6li része hasonld szekvencia részt tartalmaz. Habar a
Maxadilan nem mutat nagymértékii szekvencia analdgiat a hipofizis adenil-ciklaz aktivald polipeptiddel
(PACAP), a maxadilan a fent emlitett polipeptid 1-es tipusi membran receptor agonistaja, valamint a szek-
vencia modositott (24-42 kozotti rész eltavolitva) maxadilan analég (Maxadilan 65) specifikus antagonistaja a
PACI1 receptornak. Amig a PACAP aktivalja a VPAC1 és VPAC2 receptorokat, érdekes modon a
maxadilannak nincs hatdsa az emlitett receptorokra. [1]

Maxadilan

CDATCQFRKAIDDCQKQAHHSNVLQTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKECMKQKKKEFKA

PACAP1-38
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK

PACAP1-27
HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVL

VIP
HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN

2. abra
Szekvencia homologia

A PACAP szamos fontos ¢€lettani hatassal rendelkezik az €16 szervezetben, amelyek koziil a kovetkezo-
ket emliteném: neurotranszmitter, neuromodulator, neuroprotektiv, szerepe van a reprodukcioban, valamint az
emésztétraktusban is eléfordul.
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2. A MAXADILAN SZERKEZETE

A maxadilan egy 61 aminosavbol all6 polipeptid, amely 4 ciszteint tartalmaz 1, 5, 14 valamint 51 pozi-
ciokban, amelyek az 1-5 valamint 14-51 helyzetben talalhato diszulfid hidakat alkotjak. A peptid masodlagos
szerkezete két a-hélix kozott elhelyezkedd B-redd alakzattal jellemezhetd.

C, Cie Cus

61 a-hélix Cs,

3. ébra
A maxadilan peptid szerkezete

A szerkezet-aktivitas kapcsolat vizsgalata soran szamos maxadilan médositas késziilt el, valamint sza-
mos természetben eléforduld varianst vizsgaltak, amelyekbdl az alabbi kovetkeztetések vonhatdk le:

— 1-5 diszulfid hid nem sziikséges az agonista aktivitasahoz, de a 14-51 diszulfid hid modositasaval
elvész az aktivitas

— a P-redében a 24-42 pozicido kozotti szekvencia rész torlésével egy specifikus PAC1 receptor
antagonista, a Maxa65 allithato el

— a C-terminalis részen elhelyezked6 lizinek kezdeményezik a kdlcsonhatast a PAC1 receptorral, mig
a treonin-33 felelds a receptor aktivalasért. [2]

3. CELKITUZES

Korabbi munkaink soran eléallitottuk a PACAP 1-38, 1-27 peptideket, illetve a 6-38 és 6-27 nem sze-
lektiv antagonistakat. A PACI receptor szelektiv aktivitdsvizsgalatara célul tliztiik ki a Maxa61 mint PAC1
agonista, illetve Maxa65 mint PAC1 antagonista peptidek eldallitasat, valamint tdomegspektrometrids szerke-
zetigazolo vizsgalatait. A Maxa61 és Maxa65 vizsgalataval feltérképezhetjiik az emlitett peptidek és a PAC1
receptor kozotti kolesonhatasokat.

4. SZINTETIKUS RESZ

4.1. A Maxadilan eléallitasa

A Maxa61 peptid szintézise szilard fazisu peptid szintézis segitségével, Fmoc-véddcsoport stratégiat al-
kalmazva CEM Liberty automata peptid szintetizator (CEM Liberty® Microwave Peptide Synthetiser) fel-
hasznalasaval valosult meg. Az alkalmazott gyanta Tenta-Gel R-Ram, amelynek boritottsaga 0,19 mmol/g, az
eléallitando peptid mennyisége 0,1 mmol.

A Maxa61 szekvenciajanak bonyolultsaga és hossziisdga miatt, a szintézis soran két kiilonb6zo szek-
vencia résznél probahasitast végeztiink a szekvencia ellendrzése végett. A nyers peptid vizsgalata Agilent
1200 tipusu RP-HPLC segitségével tortént, Phenomenex Jupiter 10p C18 300A toltetli oszlop felhasznalasa-
val.

— hasitasi koriilmények: 5Sml hasité elegy, 3,5 ora

— hasito elegy: TFA 88%, viz 10%, TIS 2%, DTT 5%

— eluens: (A) 0.1% TFA and (B) 80% MeCN, 0.1% TFA

— gradiens: 5-80% (B), 25 perc, 1,2 ml/perc, 220 nm

10 Miiszaki Szemle o 62



LPGNSVFKECMKQKKKEFKA-NH2

(M =2338.83)
LPGNSVFKECMKQKKKEFKA-NH2

(M = 4481,14)

CDATCQFRKAIDDCQKQAHHS LPGNSVFKECMKQKKKEFKA-NH2

(M = 6869,76)

4. abra
Ellenorzott fragmensek

Az els6 probahasitas és ellendrzés 20 aminosav kapcsolasa utan tortént. Az ellendrzott fragmens szek-
vencidja: LPGNSVFKECMKQKKKEFKA, M= 2338,83

tg100120he_100120115116#7-11 RT 0 29-0 486 AV 5 WL 3 4TES
T *+cESIims[40 80.260001)
100
E 800
L e
M= 2338,83
E ’ £8e
85 2
80 < 400
.“.:
200
T+
o 04 T .
5 10 15
80+ 1 o
. Time (min)
£ s
2 50 (A) 0,1% TFA
I (B) 80% ACN, 0,1% TFA
L 1129.2¢ Gradient: 5-80% (B) 25 min
a0 ;
Flow rate: 1.2 ml/min
¥ 3 Phenomenex Luna 10pum C18 100A
303 i i
25
10 84
W04
18
12
wd | TTRE] paade oo 2
- 7 " rgzann TEBN0 LY uat e
= | IR AT TRVT GNP W AT
100 1800 1700 1600 1900 2000

5. abra
LPGNSVFKECMKQKKKEFKA nyers fragmens kromatogramja, valamint tomegspektruma

A masodik probahasitas valamint ellenérzés 40 aminosav kapcsolasa utan kovetkezett be. Az ellendr-
zott fragmens szekvencigja: NVLQTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKECMKQKKKEFKA, M= 4481,14
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Abs

500

M= 4481,14

0 ——MI}-*—M—F'

10 20
(A) 0,1%TFA Time (min)
(B) 80% ACN, 0,1% TFA
Gradient: 5-80% (B) 25 min
Flow rate: 1,2 ml/min
Phenomenex JupiterlOpm C18 300A

6. abra
NVLOTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKECMKQKKKEFKA nyers fragmens kromatogramja,
valamint tomegspektruma

A szintézis végeztével az elkésziilt peptid gyantarol vald hasitdsa az el6bbiekben feltiintetett modon tor-
tént, majd az igy eldallitott 56 mg nyers Maxadilan peptid tisztitasa preparativ Knauer HPLC segitségével
valosult meg.

Tisztitasi koriilmények:

— eluens: (A) 0.1% TFA, (B) 80% MeCN, 0.1% TFA

— gradiens: 0-20% (B) 5 perc, 20-60% (B) 85 perc linearis gradiens, 4.0 ml/perc aramlasi sebesség,

220 nm, Phenomenex Jupiter 10pn C4 300A, 250 x 21 mm

A nyers peptid RP-HPLC tisztitasa valamint liofilizalasa utan a tisztitott Maxa61 tomege: 4 mg

Az eloallitott Maxa61 szekvencigja:

CDATCQFRKAIDDCQKQAHHSNVLQTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKECMKQKKKEFKA,

M= 6869,76

M= 6869,76 5

A

4] 5'! ?ID 1'5
Time (min)

(A} 0,0 % TFA

(B) 80% ACN, 0,1% TFA

Gradient; 32-47% (B) 15 min

Flow rate: 1.2 ml/min

Phenomenex Jupiter1 Opm C4 3004

A.L“..L A MY e ETIRIT C

7. abra
A tisztitott Maxa61 peptid kromatogramja, valamint tomegspektruma

A Maxa61 CEM Liberty automata peptid-szintetizator segitségével torténd szintézisének végeztével,
kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy az elsé ellenérzott nyers fragmens kromatogramja (20 aminosav kap-
csolasa utan) valamint tomegspektruma optimalisnak tekinthetd, minimalis mellékreakciok keletkezése mel-
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lett. A kdvetkezd ellenérzott nyers fragmens (40 aminosav kapcsoldsa utan) kromatogramjaban, valamint to-
megspektrumaban viszont melléktermékek keletkezését figyelhetjiik meg, ami megnehezitette a kovetkezo 21
aminosav kapcsolasat. Tekintve a szintézis kovetkeztében felmeriild nehézségeket valamint a szerény terme-
Iést, a tovabbiakban a Maxa61 polipeptid eldallitasara egy uj szintézis-stratégiat dolgoztunk ki.

A Maxa61 eldéallitasa utan a diszulfid hidak kialakitasa kovetkezett. Erre a célra a mar jol ismert jodos
oxidécids eljarast alkalmaztuk. A Maxa61 nyers peptid (0,0073 mmol, 50 mg) vizes oldatat jod/ aceton oldat-
tal (50 ml) szinallandosagig titraltuk, a reakcio elérehaladasat RP-HPLC segitségével kovettiik. A nyers, oxi-
dalt Maxa61 RP-HPLC tisztitasat kvetOen, a tisztitott anyag tomege: 2 mg.

Tisztitasi koriilmények:

— eluens: (A) 0.1% TFA, (B) 80% MeCN, 0.1% TFA
— gradiens: 0-20% (B) 5 perc, 20-60% (B) 85 perc linedris gradiens, 4.0 ml/perc aramlasi sebesség, 220

nm, Phenomenex Jupiter 10u C4 300A 250 x 21 mm

2000+ e— W=10.790
- e ® o
Maxa61-nem oxidalt Maxa61-oxidalt
(M) 0I%TFA 1000 (a) 0,1 %TrFA
(B} B0% ACN, 0,1% TFA (B) 80% ACN, 0,1% TFA
Gradient: 20-60% (B) 20 min RO TR 0, el
§ 1000y pm it §  |monemee
Phenomenex JupiterlOpm C4 300A < I'hcmsmcm:x- Jupiter| Opm C4 300A
[
0 \ \
] I I 1 T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Time (min) Time (min)
8. abra

A tisztitott, nem oxidalt Maxa61 (bal oldal), valamint a tisztitott, oxidalt Maxa61 (jobb oldal)

Abs

750+

500+

250

0

0 5I 1|0 1!5
Time (min)

(A) 0,1%TFA

(B) 80% ACN, 0,1% TFA

Gradient: 28-43% (B) 15 min

Flow rate: 1,2 ml/min

Phenomenex Jupiter | Opm C4 300A

9. abra
A tisztitott, oxidalt Maxa61 peptid kromatogramja, valamint tomegspektruma
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4.2. A diszulfid hidak helyzetének igazolasa
Mivel a Maxa61 peptid négy cisztein egységet tartalmaz 1, 5, 14, 51 helyzetben, az oxidacios 1épést ko-
vetden a két diszulfid hid hadrom kiilénb6z06 variacidoban alakulhatott ki.

Average Mass = 6865.8202, Monoisotopic Mass = 6861.2652
N-Terminus = H, C-Terminus = NH2

1 CDATC (li'.ﬂl IDDCQ KQAHH SHVLQ TSVQT TATFT SMDTS (QLPGH SVFKE CMKQK KKEFK A

1 CDATC UE"O\. IDDCQ KQAHH SHVLQ TSVQT TATFT SMDTS QLPGH SVFKE CMKOK KKEFK A

—_—

1 CDATC (]E‘.ﬂl IDDCQ KQAHH SHVLQ TSVQT TATFT SMDTS (LPGH SVFKE CMKQK KKEFK A

1 foarf oFfikn D0 KOAHH SNVLQ TSVQT TATFT SMDTS QLPGN SVFKE @MKOK KKEFK A

10. ébra
A diszulfid hidak kialakulasanak lehetdségei

Annak érdekében, hogy meggy6zddjiink arrdl, hogy a diszulfid hidak a megfeleld pozicidkban, az 1-5
illetve 14-51 helyzetben 1év6 ciszteinek kozott alakultak ki, a Maxa61 peptidet tripszines emésztésnek vetet-
tiikk ald, majd a diszulfid hidat tartalmaz6 peptid fragmenseket egy tomegspektrométerhez kapcsolt RP-HPLC
segitségével vizsgaltuk.

maxa tripszin
ho0B0402_31_s1_3a
am

| «— CDATCQFRK

- F
0.5 1.00 1.50 200 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 500 5.50 6.00 8.50 T.00 7.50 a8.00 8.50 .00 9.50
ho0@0402_31_si_3a 1:TOFMS ES»
o . 8.00 1374.1 0.60Da
100 2 ¥
érintetlen peptid — dated
el
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 300 350 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 8.50 T.00 7.50 8.00 8.50 s.00 #.50
hoOR0402_31_si_3a 1:TOF M5 E5*
6.34 P41.41 0.10Da
100 i 1.68e3
CDATCQFR —
o]
a
0.50 1.00 1.50 200 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 T.00 7.50 8.00 8.50 .00 2.50
ho0Q0402_ a F
a.00
100 821
i 8.42 gsa
# 8,98
| EE 1] 922
| 634
1 213 2as5
0.50 1.00 1.50 200 2.50 300 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 T.00 7.50 8.00 8.50 .00 9.50

11. dbra
Az érintetlen peptid, valamint diszulfid hidat tartalmazo fragmensek tomegkromatogramjai
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12. abra

Hosszu tripszines hidrolizis utan készitett tomegkromatogramok

5. FOLYAMATBAN LEVO SZINTEZISEK, TOVABBI TERVEK

Tekintve a Maxa61 peptid szekvencigjanak bonyolultsagat illetve a szekvencia hosszusagat valamint a
Maxa61 szilard fazison torténd szintézise soran bekovetkezett nehézségeket, egy 1j, tobblépéses szintézis
tervet dolgoztunk ki a Maxa61 valamint a Maxa65 peptidek eléallitasara. A szintézishez MBHA gyantat (0,6
mmol/g) valasztottunk, amelyre elsé aminosavként egy Fmoc-ciszteint (Fmoc-Cys-Trt-OH) kapcsoltunk. A
kapcsolast kovetden a Fmoc-amino véddcsoportot eltavolitottuk piperidin/DMF felhasznalasaval, majd a sza-
badon maradt aminocsoportot ecetsavanhidrid segitségével acileztiik. A kovetkezd 1épésben a cisztein oldal-
lancaban 1év6 tritil véddcsoportot eltavolitottuk TFA/H,O/DTT segitségével, majd az adott fragmens szintézi-
sét a szabadon maradt tiol csoporton folytattuk, Boc szintézisstratégiat alkalmazva. Az emlitett véddcsoport
stratégiat alkalmazva, szilard fazis peptidszintézis segitségével eldallitott peptid fragmenseket, nativ kémiai
ligaci6 segitségével egymashoz kapcsoljuk, majd a megfeleld oxidacios 1épést kdvetden eldallitjuk a Maxa61
€s Maxa65 peptideket. [3] Az eldallitott peptid fragmensek nativ kémiai ligacioval valdé egymashoz kapcsoldsa
jelenleg folyamatban van.

== Ln

1
A
X-CDAT

(]

'QFRKAIDD-Y

14

X-COKQAHHSNVLOQTSVQTTATFTSMDTSQLPGNSVFKE-Y

Maxa6l =—— 51

A

CMKQKKKEFKA

X = Acetamidometil
Y = Tiol

13. abra
A Maxa6 1 peptid szintézise nativ kémiai ligacio segitségével
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X- LDAT( QFRKAIDD-Y

= \- AHHSNVPGNSVFKE-Y
Maxa65 =——
CMKQKKKE]"KA
X = Acetamidometil
Y = Tiol
14 ébra

......

6. OSSZEFOGLALAS

Szilard fazist peptidszintézis segitségével, a megfeleld véddcsoport stratégia alkalmazasaval eléallitot-
tuk a Maxa61 (PACI1 agonista) 61 aminosavbol allo, két diszulfid hidat tartalmazo6 peptidet, majd az ezt kdve-
td oxidacios 1épés soran a megfeleld helyen kialakuld diszulfid hidak jelenlétét tdmegspektrometrids modszer
segitségével igazoltuk.

A Maxa65 (PACI1 antagonista) szilard fazisu szintézise, valamint szerkezetigazol6 analitikai vizsgalatai
jelenleg folyamatban vannak.

7. ROVIDITESEK

TFA - trifluorecetsav; TIS — triizopropil-szilan; DTT — ditiotreitol; MeCN — acetonitril; DMF — dimetil-formamid; Fmoc
— 9-fluorenil-metiloxi-karbonil; Boc — terc-butil-oxi-karbonil; MBHA — 4-metil-benzhidril-amin
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ABSTRACT

Cavitands are cavity-shaped cyclic oligomers and they can create host-guest interactions. We have
investigated the retention of two types of cavitands on different stationary phases (Cs, C;s) with High Perfor-
mance Liquid Chromatography (HPLC). Our purpose was to ascertain the retention mechanism from van'’t
Hoff equation. The slopes and the intercepts of the van’t Hoff equation were used for calculations of
thermodynamic constants for transfer of solute from the mobile phase to the stationary phase.

OSSZEFOGLALO

A kavitandok olyan, iireggel rendelkez6 makrociklusos vegyiiletek, amelyek alkalmasak ugynevezett
gazda-vendég (host-guest) kolcsonhatasokra. Két, kiilonbozé tipusu kavitand kromatogrdfias viselkedését
hasonlitottuk éssze forditottfazisu nagyhatékonysagu folyadék-kromatografiaval (RP-HPLC) kiilonbozo allo-
fazisokon (Cs, Cig). A termodinamikai paramétereket a retencios tényezé homérsékletfiiggésébol a van’t Hoff
egyenlet alapjan szamoltuk.

Kulcesszavak: Kavitand, retencios tényezo, retencios mechanizmus, van’t Hoff egyenlet, forditott fazis.

1. BEVEZETO

A kavitandok olyan, iireggel rendelkez6é makrociklusos molekuldk, amelyek szerves és szervetlen ve-
gytiletekkel egyarant alkalmasak igynevezett gazda-vendég (host-guest) kdlcsonhatasok kialakitasara.

A makrociklusos ciklodextrineket, kalixaréneket, rezorcinaréneket reverzibilis komplexképzd sajatos-
saguk miatt elterjedten alkalmazzdk nagyhatékonysagli folyadékkromatografias (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography) all6fazisok ligandumaként.

A szakirodalomban olvasottak szerint a rezorcinarén alapu kavitandokat harom féle modon is alkalmaz-
zak kromatografias allofazisként. Aromas helyzeti izomerek [7], [1], geometriai izomerek [6] és kiralis mole-
kuldk enantiomerjeinek [7] elvalasztasara a legtobb esetben a szilikagélhez kémiailag kotott kavitandokat
nalasuk [5], [9]. Pietraszkiewicz és munkatarsai pirimidin bazisok elvalasztasat valositottak meg Cig-as allofa-
zishoz masodlagos kotéerokkel kotott rezorcinarén szarmazékokkal [4].
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A rezorcinarén alapu kavitandok széleskorli kromatografias alkalmazasaval ellentétben a kromatografi-
as tulajdonsagaik, viselkedésiik vizsgalata nem elterjedt. Az irodalomban csupan egyetlen hivatkozast talal-
tunk, ahol kavitand szarmazékot mintaként kromatografidsan is vizsgaltak [8].

Munkankban célunk az eltérd szerkezeti sajatsagu kavitandok kromatografias viselkedésének tanulma-
nyozasa Cg és C,g allofazison.

Valamely vegyiilet folyadékkromatografias viselkedéséért azok a kdlcsonhatasok feleldsek, amelyek a ve-
gyiilet és a kromatografias fazisok kozott alakulnak ki. Ezekért pedig az adott vegyiilet szerkezete, mindeneke-
16tt funkcids csoportjai, valamint az allo és mozgd fazis mindsége, elsbésorban — de nem kizarolag — funkciods
csoportjai tehetdk feleldssé. A retencidos mechanizmust a retencids tényezé és a termodinamikai paraméterek
kozotti osszefliggés segitségével vizsgalhatjuk. Japan kutatok a retencios tényez6 hémérsékletfiiggésébdl szami-
tottak a mintak allofazishoz torténd kotddésének entalpia-, entropiavaltozasat, valamint a folyamat hajtoerejét
meghatarozo szabadentalpia-valtozasat, és ebbdl kovetkeztettek a retencidos mechanizmusra [3].

2. KISERLETI MODSZEREK

2.1. Kromatografias koriilmények

A kisérleteinket, méréseinket Agilent 1290 Infinity tipust HPLC késziiléken végeztiik, amely kétcsa-
tornas pumpaval, légmentesitd egységgel, automata mintaadagoloval, kolonna termosztattal és diddasoros
detektorral volt felszerelve.

A méréseket izokratikus koriilmények kozott végeztiik, acetonitril és viz (55:45 v/v%) elegyét hasznal-
va mozg6fazisként.
Allofazisként teljesen porozus forditott fazisu oszlopokat hasznaltuk: )

1. Thermo Scientific BDS HYPERSIL C,5 (100 mm x 4,6 mm, szemcseméret 3 pm, porusatmérd 120 A)

2. Waters Xterra RP8 Cg, (100 mm X 4,6 mm, szemcseméret 3 um, porusatméré 131 A)

A homérsékletet 15-45°C kozott valtoztattuk. A detektalas hullimhossza minden esetben 230 nm volt.
A minta koncentracidja 0,5 mg/ml, oldoszere acetonitril volt. A méréseket 1 ml/perc aramlasi sebesség mellett
végeztiik.

2.2. Szoftverek

A mérési adatokat az Agilent ChemStation Rev. B.04.03(16) szoftverrel értékeltiik ki, a tablazatokat és
az abrakat pedig Microsoft Excel segitségével készitettiik el. A mintdink molekula szerkezetének a felrajzola-
saban a Chemdraw program volt segitségiinkre.

2.3. Felhasznalt vegyszerek és mintak

A kisérletben hasznalt mozgofazis HPLC tisztasagh acetonitril és viz (Sigma) elegyébdl tevodott ossze.
A holtidoket tiokarbamiddal (Sigma, 99%-os tisztasagu) hataroztuk meg. Az altalunk vizsgalt mintakat a Pécsi
Tudoményegyetem Szervetlen Kémia Tanszékén allitottak eld.

Két tipusu makrociklusos vegyiiletet vizsgaltunk, a felsé részen hidrogént vagy metil-csoportot tartal-
maz6 rezorcinaréneket és a merevebb szerkezetii 2-metil-kavitandot. A mintak szerkezetét nézve lathatd, hogy
a 2-metil-kavitand (/. dbra) fels6 peremén ellentétben a rezorcin[4]arénokkal (2. dbra) nincsenek szabad
hidroxil csoportok, hanem helyettiik az oxigéneket 6sszekoté metilén hidak talalhatok. Ennek koszonhetéen a
2-metil-kavitand nem csak szerkezetileg merevebb, hanem apolarisabb molekula is, mint a rezorcinarén szar-
mazékok.

1. abra
2-metil-kavitand szerkezete (Kavitand)
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2. ébra
Rezorcinarén szarmazékok szerkezeti képlete
R= CHj,; 2-metil-C-tetra-metilcalix[4]rezorcinarén (MRM)
R= H; C-tetra-metilcalix[4]rezorcinarén (HRM)

2.4. A folyadékkromatografia termodinamikai jellemzdi

Izokratikus eluciot alkalmazva a retenciés mechanizmus a retencids tényezo €s a termodinamikai para-
méterek kozotti Osszefiiggéssel értelmezhetd. A minta adszorpcids folyamatanak termodinamikai egyensulyi
allandoja kifejezhetd az allofazishoz kotddés kozben bekovetkezd szabadentalpia-valtozassal az (1,2) egyenlet
alapjan:

AG=AH -TAS =—RTInK (1,2)
nk=—20  AS (3)
RT R
VS
InK =lnkff=Ink— 4)
VM

ahol AG a szabadentalpia-valtozast, AH az entalpiavaltozast, 7 az abszolit homérsékletet, AS az
entropiavaltozast, R az egyetemes gazallandot, K az egyensulyi allandot, k& a retencids tényezot, S a fazis-
aranyt, V,, a mozgofazis térfogatat, Vs pedig az allofazis térfogatat jeldli.

A vizsgalt minta retencios tényez6jét a hdmérséklet fiiggvényében abrazolva a van’t Hoff dsszefiiggés-
hez jutunk:

lnk:—£+£+lnﬁ ®)]
RT R Vy

A retencios tényezo a (6) egyenlettel szamolhato, ahol #; a retencids id6, #), pedig a holtido:

=2t ©)
I

A van’t Hoff egyenlet azon a hdmérséklet tartomanyon beliil linedris, ahol az 0sszefiiggésben szerepld
AH és AS értékek allandoak, tehat homérséklet fliggetlenek. Amennyiben AH és AS értéke homérsékletfiiggd,
ugy a van’t Hoff egyenlet nem linedris, hanem egy, a hdmérséklet értékeket is tartalmazé dsszetett kifejezés.

A retencios tényezok természetes alapt logaritmusat abrazolva az abszolut hdmérséklet reciprokanak
(1/7) figgvényében, a kapott egyenes meredeks€gébdl a minta allofazison torténd megkotddésének entalpia-
valtozasa, valamint az egyenes tengelymetszetébdl az entropiavaltozasa szamolhat6. Az entalpia- és
entropiavaltozas pedig az (1) egyenlet alapjan megadja a folyamat szabadentalpia-valtozasat.

A van’t Hoff egyenletbdl kovetkezden, ha a retencids mechanizmus nem valtozik a hdmérséklet emelé-
sével, akkor Osszehasonlithatok az entalpia- és entropiavaltozas értékek kiillonbdzé mintak esetén, azonos allo-
fazison, illetve egyetlen minta esetén kiilonb6z6 allofazisokon.

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A kétféle rezorcinarén szdrmazék és a kavitand kromatogramjait szobahdmérsékleten, a kisérleti rész-
ben leirt koriilmények kozott vettiik fel, majd a mintak retencios tényezdjét és elucios sorrendjét hasonlitottuk
Ossze az eltérd lanchosszsagh alkilcsoporttal moédositott szilikagél allofazisokon (Cg, Cis).
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A Cg-as toltetli oszlop oktilcsoportokat, a Cjg-as toltetli oszlop pedig oktadecilcsoportokat tartalmaz
ligandumként. A kiilonbozé gyartok altal eldallitott oszlopok eltérd utokezelési eljarasokkal (pl.
,endcapping”) késziilnek, ennek kovetkeztében a feliileti boritottsaguk eltérd lehet.

A kisérleti eredmények alapjan a kavitand retencios tényezdje szobahdmérsékleten 10-szerese az MRM,
€s 25-szerese a HRM retencios tényezdjének a Cg toltetli oszlopon, valamint 50-szerese az MRM és 120-
szorosa a HRM retencids tényezdjének a Cg toltetli oszlopon. Tovabba megfigyelhetd, hogy a rezorcinarénok
¢s a kavitand forditott sorrendben elualédnak a kétféle alléfazison (1. tablazat).

1. tablazat: HRM, MRM és Kavitand retencios tényezdje C8 és C18 allofazison 25 °C-on

Oszlop tipusa HRM  MRM KAVITAND
. Thermo Scientific BDS HYPERSIL Cjg 1.18 2.55 137.06
Retencios tényez6 (k) > > >
Waters Xterra® RPg 1,37 4,05 35,35

A rezorcinarénok és a kavitand eltéré kromatografias viselkedése eltérd szerkezeti sajatsagukbol fakad,
és ennek kovetkeztében kiilonbdzé modon kotddnek az allofazisokhoz. Az allofazissal torténd kdlcsdnhatas
értelmezéséhez, a retenciés mechanizmus tanulmanyozasdhoz a mintakat kiilonb6z6 hémérsékleten vizsgal-
tuk, kromatografaltuk. A 3. dbra mutatja az egyes mintdk egymadsra vetitett kromatogramjat kiilonb6z6 homér-
sékleten és adott allo6fazison.

A retencids 1d6 a varakozasnak megfeleléen minden minta és allofazis esetében az 1-es szammal jelolt
45°C-on volt a legkisebb, €s a 4-es szammal jeldlt 15°C-on volt a legnagyobb. A hémérséklet csokkenésével a
retencios id6 linearisan novekedett. A kavitand retencios ideje a C;g toltetii oszlopon 93-168 perc, ezzel
szemben a Cg toltetil oszlopon 26—42 perc kozott valtozott.

2 1
3000 | 2
3 3000 | 3
_ CS 4 Cls
) =)
EZOUU Egouo
H |
£ 1000 5 1000
A E
HRM HRM
0 - 0 .
0 1 2 3 0 1 2 3
1d3 (min) Idé (min)
51500 & 2000
z =
£ 1000 E 1500
& &
kS| F 1000
5 500 5
£ = 300
0 0
0 1 2 3 4
Id6 (min)
1 1
250 - LS 2
2 2 80 -
Z 200 A
& 150 § 60
£ 3 |
2 100 - gw
= E ,
= 504 Kavitand 20 Kavitand
0 - 0
0 15 30 45 0 50 100 150 200
1d6 (min) 1d6 (min)
3. abra

A mintak kromatogramja Cs és Cg allofazison.
(1.=45°C; 2.=35°C; 3.=25°C; 4.=15°C hémérsékletet jelili)
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Kavitand, MRM és HRM retencios tényezdéinek homérsékletfiiggése

A homérséklet reciprokanak fiiggvényében abrazoltuk a retencids tényezo természetes alapt logaritmu-
sat (4. abra), az egyenesek meredekségébdl és tengelymetszetébdl megkaptuk a folyamat entalpia-, illetve
entropiavaltozasat (2. tabldzat). Ismert, hogy minél erésebb a kdlcsonhatas az allofazis és a vizsgalt minta
kozott, az entalpiavaltozas annal negativabb. Mig a Cg allofazison a mintdk entalpiavaltozasa kozel azonos
érték, addig a C,g allofazison a kavitand entalpiavaltozasa kétszer negativabb a rezorcinarénok megfeleld érté-
kéhez képest.

2. tablazat:HRM, MRM ¢és Kavitand termodinamikai paraméterei Cg €s C g allofazisokon.

Mintak
All6fazis Termodlnramlkal pa-
raméterek HRM MRM KAVITAND

AS (J/ K mol) -26,64 -19,28 -7,82
AH (kJ/ mol) -10,16 -10,48 -12,33

Cs
Ty AS (kJ/ mol) -8,07 -5,84 -2,37
AG (kJ/ mol) -2,09 -4,64 -9,96
AS (J/ K mol) -16,03 -11,86 -5,37
AH (kJ/ mol) -6,61 -7,02 -14,90

Cis
Ty AS (kJ/ mol) -4,86 -3,59 -1,63
AG (kJ/ mol) -1,75 -3,43 -13,27

Az anyagatadds a mozgofazisbol az allofazisba anndl kedvezményezettebb, minél pozitivabb az
entropiavaltozas. Mindkét allofazison 3—6-szor kisebb a kavitand 7TAS negativ értéke, mint a rezorcinarénok
TAS szorzata. A folyamat szabadentalpia-valtozasa (AG = AH — TAS) egy nagysagrenddel nagyobb negativ
érték a kavitand esetén, mint a rezorcinarénok esetén, tovabba a rezorcinarénok AG értéke kisebb a Cg allofa-
zison, mint a Cg toltetii oszlopon.

4. OSSZEGZES

Munkank soran, méréseink alapjan jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a rezorcinarén ¢€s a kavitand tipu-
su makrociklusos vegyiiletek elucios viselkedésében Cg és Cg toltetii HPLC oszlopokon. A retencids tényezo
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hémérsékletfiiggésébdl szamolt termodinamikai paraméterek szamszer(i értékei tiikrozik a kavitand erésebb
kotodését az altalunk alkalmazott allofazisokon, elsésorban a Cg, de kiilondsen a C,g allo6fazison.

A jelenség pontosabb megértéséhez a méréseket megismételjitk ugyanolyan utokezelési eljarassal ké-

sziilt allo6fazisokkal, hogy kikiiszoboljiik a kiilonboz6 gyartdk altal eldallitott oszlopok kozti kiilonbséget.
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ABSTRACT

To obtain the pure enantiomers is necessary to find the appropriate conditions and resolving agent. On
the basis of our and others observations we can declare that exist correlation between behaviours of
enantiomeric mixture and diastereoisomers, and the eutectic compositions of enantiomeric mixtures of
racemic compound and resolving agent influence the average ee value of enantiomers isolated from
diastereoisomers.

OSSZEFOGLALAS

A tiszta enantiomerek eléallitasanal meghatdarozo a megfeleld rezolvaloagens kivalasztasa, valamint az
optimalis kériilmények megtaldldsa. Sajat és mas kutatok megfigyeléseit alapul véve kijelenthetjiik, hogy az
enantiomer- s diasztereomerkeverékek viselkedését a rezolvalasokban résztvevé (racém vegyiilet és
rezolvalodgens) enantiomerkeverékek atlagos eutektikus osszetétele hatarozza meg. A rezolvalas soran kapott
diasztereomer sokbol elkiilonitett enantiomerek datlagos enantiomertisztasiga megegyezik a nagyobb értékii
atlagos enantiomer tisztasagokkal.

Kulesszavak: rezolvalas, rezolvalé adgens, racém vegyiilet, eutektikus dsszetétel, enantiomer-keverékek

BEVEZETES, ELOZMENYEK

Az ¢él6 szervezet kiilonbozé modon reagdl kiillonbdzé enantiomerekre (citrom- ill. narancsillati
Limonén enantiomerek, keserti ill. édes Aszparagin enantiomerek, kiilonb6z6 terapids hatasu enantiomerek).
Ez nem meglepd, hiszen az €16 szervezet épitdkovei (RNS, DNS, fehérjék, cukrok amelyek szintén
enantiomerek) ezekkel az enantiomerekkel diasztereomereket képeznek, melyek megoszlanak két fazis kdzott
(szilard-gaz, szilard-folyadék). Az él6 szervezetek ezen receptorai rezolvaloagensként viselkednek, melyek
véalogatnak az enantiomerek kozott. Kérdés, hogy az enantiomerek valogathatnak-e? A kérdés megvalaszola-
séhoz ismerniink kell az enantiomer keverékek (a legegyszeriibb keverék) viselkedését, amelynek két fazis
kozotti megoszlasat nem linedris Osszefliggések jellemzik [1]. Megallapithatjuk, sajat és masok munkainak
eredményeit [2-11] tanulmanyozva, hogy az enantiomerkeverékek molekulaszerkezetiknek megfeleld,
szupramolekularis felépitésti asszocidtumokat képeznek, melyekre jellemz6 az Osszetételilk (az aranyuk). Az
eutektikum esetén mind a szilard mind olvadék enantiomer aranya azonos. Ez érvényes minden esetben mikor
az enantiomer keverékek valamilyen oknal fogva (koriilmények, kémiai reakcio) két fazis kozotti megoszlasa-
ra kertiil sor.

Az esetek tulnyomo részében az elvéalasztasok soran idegen kiralis vegyiiletet (rezolvaldagenst) alkal-
mazunk amikor diasztereomerek keletkeznek, amelyeket valamilyen modon szintén két fazis kdzotti megosz-
lasra kell kényszeriteniink.[2-10] Feltételeztiik, hogy a diasztereomerek keverékeire ugyanaz a viselkedés a
jellemzo.

Hogy ezt alatdmasszuk, el6szor olyan rezolvaldagenst alkalmaztunk, amely rokon molekulaszerkezetii a
racém vegyiilet enantiomerjével. Az elvégzett kisérletek eredményei alapjan, azt talaltuk, hogy a kapott krista-
lyosan kivalt diasztereomerek konfiguracidinak (homo- ill. heterokiralis) aranya (17%:83%) jol egyezik az
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enantiomerkeverékeknél becsiilt arannyal (20%:80%) [4]. Tehat kvazi konglomeratum ill. racemat viselkedé-
stiek. Ugyanakkor a kristalyosan kivalt diasztereomerbdl elkiilonitett ennatiomerek atlag tisztasaga jol kozeliti
aracém vegyiilet enantiomerkeverékének eutektikus dsszetételét.

COOH CONHz  viz_ COOH CONH2
HCOCHa HCOCH3 R)-AcFA.(R)-FGA

rac. AcFA (R)-FGA

(S)-AcFA (R)-FGA anyalug
(eeg:78%) eep|a:75%

1. dbra
A racém acetil-fenilalanin rezolvaldasa a rokon szerkezetii FGA enantiomerrel

Osszehasonlitva a racém AcFa rokon molekulaszerkezetli rezolvaloagensekkel (8 rezolvalas eredmé-
nye) kapott diasztereomerek enantiomertisztasdgainak atlagat (82%), azt tapasztaltuk, hogy ez jol kozeliti a
racém vegyiilet eutektikus Osszetételét (78%).

A kovetkez6 kérdés az volt, hogy milyen Osszefiiggést tapasztalunk akkor, ha a rezolvaldagens nem fel-
tétleniil rokon molekulaszerkezetii a racém vegyiilet enantiomerjével. Ezért 6sszehasonlitottuk 45 rezolvalas
eredményeit és azt tapasztaltuk, hogy a kivald diasztereomerekbdl elkiilonitett enantiomer keverékek
enantiomertisztasagainak (eep;,) az atlaga (78%) és a kiindulasi racém vegyiiletek enantiomerkeverékeinek
kimért eutektikus Osszetételeinek (eeryrac) az atlaga (73%) igen kozeli értéket ad. Azokban az esetekben (29
rezolvalas) amikor a rezolvalodgensek enantiomerkeverékeinek eutektikus Osszetétele (eepyres) magasabb
volt, a kristalyosan kivald diasztereomerekbdl elkiilontett enantiomer keverékek (eep;,) Osszetételének az atla-
ga (80%), az eldbbieknél is jobban egyezik a rezolvaloagensek enantiomerkeverékeire jellemzd eutektikus
Osszetételek atlag értékével (78%) (1. tablazat) [13].

1. tablazat: A korabban elvégzett rezolvalasok atlag eredményei

rox z €€Ey Rac €CEuRes €€pja
Kisérletek szama (tlag)% (atlag)% (itlag)% F
45 73 - 78 0.56
29 - 78 80 0.54

Tehat amellett, hogy a diasztereomerek keverékeinek olvadasi biner fazisdiagramjanak eutektikus 6sz-
szetétele (eerup) €s az F (rezolvalhatdsag) kozott dsszefliggést [12] (2. abra) allapitottunk meg, lathattuk, hogy
vagy a racém vegylilet vagy pedig a rezolvalddgens enantiomerkeverékének eutektikus Gsszetétele meghata-
rozza a keletkezett diasztereomer enantiomertisztasagat is.

Op \ i
*C — o
- I —
//./ I e |
s 1 / |
~/ ! -/ '
1 ~ I
v i V4 [
| ! \/ |
I B T - 7}‘ 777777 -t
| I | I
| I | I
I I I L
t . L eewan D
Racém vegyiilet Reszolvald agens Diasztereomer
1-2 e€ey dia
F = eege gia™t = .
1- eeey dia F = eeeyrac’t

2. abra
A racém vegyiiletek és rezolvaloagensek enantiomerkeverékeinek hatdsa a beldliik keletkezett
diasztereomerkeverékek enantiomertisztasigara az olvadasi biner fazisdiagramokon dabrazolva.

Természetesen az elvalasztasok sordn nemcsak a kiindulasi molekuldk tulajdonsagai jatszanak fontos
szerepet, hanem az alkalmazott elvalasztasi modszer és a koriilmények is. A diasztereomerkeverékek elvalasz-
tasara hasonldé mddszerek alkalmazhatdak, mint az enantiomerkeverékek esetében.
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DIASZTEREOMEREK ELVALASZTASA OLVADEK-KRISTALYOSITASSAL

A diasztereomerek keverékei is elvalaszthatok olvadék-kristalyositassal, ha megolvasztjuk a racém ve-
gylilet és rezolvaloagens keverékét, €s az olvadék hiitésekor a stabilabb szerkezetii, gyorsabban kristalyosodo
diasztereomer kialakulasa teszi lehetdvé az elvalasztast (ha mdod van ra, akkor sziiréssel elkiilonitjiik a krista-
lyosan kivalt diasztereomert). Erre példaként a Mentol (MEN) és a DBBS olvadékabol torténé MEN-DBBS
molekulakomplex kristdlyosodasat mutatjuk be [13] (3. abra). Tehat megallapithatjuk, hogy nemcsak a
diasztereomer sokra érvényes ez a viselkedés, hanem altaldban a diasztereomerekre (a molekulakomplexekre,
koordinacids komplexekre).

CHs CHs

COOCH
COOPh +)-MEN.(R,R)-DBBS MEN
" PRCOO “szirgs T (TMEN-RR)- r o
7 "OH OH COOH kristaly olvadék
ch/\CHg H3C™ "CHj (R.R)-DBBS molekulakomplex

(+)-MEN (-)-MEN eepijy: 83%
€eEyResz: 90%

3. abra
Elvdlasztas olvadékbol valo kristalyositassal

DIASZTEREOMEREK ELVALASZTASA FRAKCIONALT SZUBLIMACIOVAL

Egy masik elvalasztdsi mod, amikor 2-jod-transz-ciklohexanol (ICH) DBBS-el végzett
rezolvalasztasakor szilard-szilard reakcioval keletkezett diasztereomerek keverékét (harom honapi varas utan)
vakuumban frakcionaltan szublimaljuk [15]. Azt tapasztaltuk, hogy mind az elsé mind pedig a masodik frak-
cioban kapott molekulakomplex (itt is molekulakomplex keletkezik) ennatiomertisztasaga kozeliti a
rezolvaloagens eutektikus Osszetételét (4. abra).

ol
O\ + (R,R)-DBBS _szubl. (1IR2R)-ICH + (1S,2S)-ICH.(R,R)-DBBS — |
OH T 1. frakcio Molekulakomplex
(x)-transz-ICH
: T>T
€egyResz: 90% le:t.egias.o%% (15,2S)-ICH 2”1
o 2. frakcio szubl.
eepia: 80%
F:0.42
4. abra

Diasztereomer keverék elvalasztasa frakcionalt szublimacioval.

DIASZTEREOMEREK ELVALASZTASA DESZTILLACIOVAL

A racém metil-Anara (MA) félekvivalens mennyiségi DBBS-el olvadékbdl (5. abra) a kristalyosodast
kovetéen vakuumban torténd desztillacioval elvalaszthatdo [16], kidesztillalhato a keverékbdl az egyik
enantiomer és a visszamarado diasztereomer elvalasztasaval megkapjuk a masik enantiomert is. A
diasztereomer enantiomertisztasagat a rezolvaldoagens eutektikus Osszetétele hatarozza meg.

CH3+ deszl. . R)-MA.(RR)}-DBBS  + (S)-MA
\hcw, * (RR)DBBS R,

maradék desztillatum

(£)-MA eeE Resz 90%
eepja: 67%
F:0.14

5. abra
Diasztereomer keverék elvalasztasa desztillacioval
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DIASZTEREOMER ELVALASZTAS A KEVEREK FRAKCIONALT DESZTILLACIOJAVAL

Ez a modszer frakcionalt elvalasztasra is alkalmas akkor, hogyha a rezolvaloagensiink ugyancsak sot
képez és ez a s6 képes karosodas nélkiil elbomlani. Erre példa a racém Anara (AN) rezolvaladsa a 1ényegében
rokon molekulaszerkezetii FEA-nak a ftaloilezett szarmazékaval (FFE). A kristalyosodast kovetden vakuum-
ban a szabadon maradt FEA enantiomert desztillaljuk, majd magasabb homérsékleten a diasztereomer sonk
elbomlik, ¢és igy az eddig megkotott enantiomer kidesztillalhaté [17] (6. abra). A diasztereomer
enantiomertisztasagat mind az els6 mind pedig a masodik frakcioban feltételezhetéen a rezolvaloagens
eutektikus Osszetétele hatarozza meg.

COOH

CHs conr° deszt
©/Y . "~  (R-AN  + (S)}AN.S)}FFE ——
NH2 T1
1. frakcio maradék
(£)-AN (S)-FFE ee: 48%
T:68%
T2>T1
+ (S)-AN :
O0~™" "0 deszt.
2. frakcio
CH
3 €€epja- 37%
T:48%

6. abra
Diasztereomer keverék elvalasztasa frakcionalt desztillacioval

EXTRAKCIO SZUPERKRITIKUS ALLAPOTU CO,-AL

Természetesen a racém vegyiilet és rezolvaloagens keverékébdl a kristalyosodast kdvetden extrakcidval
is eltavolithatjuk a szabadon maradt enantiomer hanyadot és az extrakciot szuperkritikus allapota fluidummal
(COy,) is el lehet végezni (7. abra). Ebben az esetben a kapott diasztereomer enantiomertisztasaga nagyon jol
kozeliti a rezolvaloagens eutektikus dsszetételét.

OH COOH
OH , OH  SFE
HO —~ — »  (1S,2S)-CHD +  (1R,2R)-CHD.(R,R)-BS
COOH .
extraktum diaszt. molekulakomplex
(x)-transz-CHD (R,R)-BS

eepj: 61.0%
F:0.61

7. abra
Extrakcio szuperkritikus allapotit COx-al

€€Resz: 60%

MOLEKULAKOMPLEXEK ELVALASZTASA FRAKCIONALT KRISTALYOSITASSAL

Nemcsak C kiralitdscentrumot tartalmazé racém vegyiiletek rezolvalasa oldhaté meg ilyen modszerek-
kel hanem pl. P kiralitascentrumot tartalmazé vegyliletek is elvalaszthatok igy. Példaul egy sor 3-metil-
foszfolén szarmazék elvalasztasanal a rezolvaldagenssel molekulakomplexet képezhetnek az enantiomerek,
majd a satbilabb molekulakomplexet képez6 diasztereomer kikristalyosodik €s szliréssel elkiilonithetd [18] (8.
abra). A kapott enantiomer tisztasagat itt is feltételezhetden a rezolvaloagens eutektikus dsszetétele hatarozza
meg.

26 Miiszaki Szemle e 62



CHs ><
Z_g Q O etac.
_—Y (S)-MFO.(R,R)-TAD + (R)-MFO

Py i e e
h
OH OI—F krist.komplex

€€epja- 72.0%
+)- -
(+)-MFO (R,R)-TADDOL F-0.51

8. abra
Molekulakomplexek elvalasztasa frakcionalt kristalyositassal

KOORDINACIOS KOMPLEX DIASZTEREOMEREK ELVALASZTASA

Mas esetben a P heteroatomot tartalmazo gytiriis kiralis vegyiiletek koordinacios komplex képzéssel ke-
letkez diasztereomerek elvalasztasaval is enantiomerkeverékekre bonthatok. Rezolvaldagensként a DBBS Ca
vagy Mg so6it hasznalhatjak [19] (9. abra). A diasztereomer enantiomertisztasagat a rezolvaloagens eutektikus
Osszetétele hatarozza meg.

CH3
— -
H  COOPh | ganol Ca
o 4 |PROOCHS__fuH | —— [(R)-MF%.[(R,R)-DBBC + (S)-MFO
\© etac. 2 2
HOOC coo calt krist. koord.komplex
a
(£)-MFO (R,R)-DBBC ) eepjy: 96.0%
F:0.50
€egyRes: 90%
9. abra

Koordinacios komplexekek elvdlasztasa frakcionalt kristdalyositassal

KET OLDOSZERFAZIS KRISTALYOSITAS NELKUL

Lehet olyan diasztereomer elvalasztas is, hogy két folyadék fazis kozott jon 1étre a megoszlas. Erre pél-
da a racém metil-anara (MA) rezolvalasa félekvivalensnyi BS-nak a mono-Na s6javal [20] (10. dbra). Az elért
enantiomertisztasagot ebben az esetben is a rezolvaldagens eutektikus 0sszetétele hatarozta meg.

CHy COONa

OH benzol
+ g ) g |
HN_ HO«J viz (R)-MA -(R,R)-BSN  + (S)-MA
Chs COOH vizes fazis benzolos fazis
+)-MA _ eepia: 65.0%
® (R.RIESN F:0.64

€EeE Res: 60%

10. abra
Két oldoszerfazis kozotti megoszlas kristalyositas nélkiil

KET OLDOSZERFAZIS KRISTALYOSODASSAL

A két oldoszerfazis abban az esetben, hogyha kristalyosodassal jar a diasztereomer keletkezése és nem
oldodik egyik fazisban sem, kiilondsen jo enantiomerelvalasztast is biztosithat. Erre példa a racém Grandaxint
rezolvalasa félekvivalens mennyiségli DBBS-al viz és kloroform (vagy DKM, DKE) keverékében [21] (11.
abra). A kapott enantiomertisztasagot mindkét kiindulasi molekula eutektikus dsszetétele befolyasolta.
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viz
+ (RR)-DBBS ——F— (R)-GRA - (R,R)-DBBS * (S)-GRA

CH,Cl,
kristélyos diasztereomer (C(Ij-lidgtl )
€€Res: 90% A ,Cl
OCH, Dia: /6%
F:0.70

eerac: 80%

11. ébra
Két oldoszerfazis kozotti megoszlas kristalyositassal

DIASZTEREOMER KRISTALYOSITAS SZOLVATKEPZESSEL

Nagyon gyakori a diasztereomerek elvalasztasa soran, hogy csak akkor kedvezd az enantiomer elvalasz-

tas enantiomer tisztasaga és a termelés mértéke, ha szolvat képzéssel torténik a diasztereomer kristalyositasa
[22] (12. &bra).

H3C
CHj OH OH
HaC CH3OH
3 CHy + —_— (R)-trans-CRS - (R,R)-DAD - CH30H
CH3-O-C(CH3)3 o
kristalyos
COOCH O,N N Yy
()-trans-CRS (R,R)-DAD eepja: 93% — 97%
: 52% — 84%
€eRac: 70% t52% °
12. abra

Diasztereomer kristalyositas szolvatképzéssel

A DIASZTEREOMER KRISTALYOSODASA AZ AKIRALIS HOZZATETEN INDUL

Abban az esetben, ha a rezolvaldagens egy részével rokon molekulaszerkezeti akiralis vegytiletet is al-
kalmazunk, akkor jobb enantiomertisztasagot érhetlink el, amit a racém vegyiilet enantiomerkeverékének az
eutektikus Osszetétele hataroz meg [23] (13. &bra).

CH, CH; O

COOH "
©/‘\NH2 . @HM —»aceg" (S-FEA-(R}-GFA  + (R)-FEA

PR

HoN” NH, kristalyos diasztereomer
(+)-FEA (R)-GFA
€eRac: 78% eepjg: 60% — 90%
F:0.82
13. abra

Akiralis hozzatét alkalmazasa elonyos a diasztereomer elvalasztdsra

AZ IDO SZEREPE

Kinetikus kontroll érvényesiilése

Nemcsak az olddszer, vagy az alkalmazott moszer megvalasztasa fontos, hanem az idének is meghata-
roz6 szerepe van. A racém Pregabalin (PRE) rezolvalasakor (S)-MS-al vizes kdzegben a kinetikus kontroll
érvényesiilését tapasztaltuk [24] (14. abra). A racém vegyiilet enantiomerkeverékének az eutektikus 0sszetéte-
le lesz a meghatarozé még a termodinamikai egyensuly bealltakor is.
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OH

HoN COOH
>:>_/ " ©/'\COOH v
15 perc ee> 98%

(+)-PRE (S)-Ms 486ra  ee=82%

z (S)-PRE - (S)-MS

F:0.73

€€Rac: 80%

14. ébra
Kinetikus kontroll érvényesiilése

Termodinamikus kontroll érvényesiilése

Ugyanakkor a Tamsulozin (TAM) egyik intermedierjének a rezolvalasa soran a termodinamikus
egyensuly beallta eredményezte a megfelel enantiomertisztasagot, melyet a rezolvaléagens eutektikus 6ssze-
tétele kodolt [25] (15. abra).

H,NO,S CHs ,
Viz
m + (RR)-DBBS (R)-TAM - (R,R)-DBBS
metanol
CH30

1 6ra ee~ 0% .
(£)-TAM €€Res: 90% 486ra ee>96% F0.70

15. ébra
Termodinamikus kontroll érvényesiilése

Osszehasonlitva a bemutatott rezolvalasok soran kapott atlag enantiomertisztasigokat a racém vegyiile-
teink ill rezolvaldagensek eutektikus Osszetételeinek az atlagaval, azt tapasztaltuk, hogy az elvalasztasi mod-
szertdl fiiggetleniil a diasztereomerbdl elkiilonitett enantiomerek tisztasagat kodolja a kiindulési vegytiletek
tulajdonsaga, eutektikus Osszetétele (2. tablazat).

2. tablazat: Az elvégzett kisérletekben résztvevo vegyiiletek atlag ee értékei

A kisérletek szdma €eEuRac/€€EuRes €eDia .~ F
Atlag értékei Atlag értékei Atlag értekei
13 (10%) 80% 78% 0.58

*A kiindulasi molekulak nem rokon molekulaszerkezetiick

KOVETKEZTETESEK

Az elvalasztasok sordn meghatarozd az enantiomerkeverékek szimmetriara vald torekvése, melynek
kovetkezménye a két fazis kozotti megoszlas. A keverékekre jellemzo eutektikus Osszetétel megszabja, hogy
melyik fazisba keriiljon a szimmetrikusabb és melyikbe az aszimmetrikusabb asszocidtum. Ugyanez a torek-
vés a meghatarozé idegen kiralis molekula jelenlétekor, viszont a magasabb eutektikus értékkel rendelkezd
vegyiilet hatasa lesz a dominans.

Mind a kiralis-kirdlis felismerés mind pedig a szimmetridra vald torekvés eldsegiti az
enantiomerelvalasztast illetve a terapias hatast. Ugyanakkor a kivant eredmény eléréséhez a résztvevd
enantiomerek geometriaja és toltéseloszlasa is megfeleld kell legyen, hiszen a komplementaritasukkal a
szimmetriara valo torekvést segiti, amely az élet mozgatd rugdja is.

Mindezek alapjan nagy valdszintiséggel a kiralis molekulak felépitésiikben és térszerkezetiikben hor-
dozzak a részvételiikkel lejatszodo kiralis-kiralis folyamatok kodjat is.

KOSZONETNYILVANITAS

A szerzOk koszonetet mondanak az OTKA (K 104769 és K 104528), valamint a Richter Centenariumi Alapit-
vany altal nydjtott anyagi timogatasért.
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Kalcium-foszfat folyamatos csapadékositasa:
populacié mérleg modellezés idealis
és realis keveredési viszonyok kozott

Continuous Precipitation of Calcium Phosphate:
Population Balance Modeling in Ideal and Real Mixing Conditions

Precipitarea continua a fosfatului de calciu amorf:
aplicarea modelelor de bilant a populatiei
in conditii de curgeri ideale si reale
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ABSTRACT

In the case of calcium phosphate precipitation to enhance the mixing of reagent streams usually
micromixer-tubular reactor combo devices are used. The precipitation can be described with population.

balance models. The effects of mixing conditions were studied as follows: an ideal mixing and a CFD
model was developed and the same population balance was coupled to them. The differences between the
simulation results are caused by the different mixing model approaches, of which useful conclusions can be
made related to operation of tubular precipitation reators.

OSSZEFOGLALO

A kalcium-foszfat lecsapasakor a reagens oldatok gyorsabb keveredését elosegitendé a lecsapast gyak-
ran vegzik mikrokeveré-csoreaktor késziilékben. A csapadékositas populdacio mérleg modellekkel irhato le. A
keveredési viszonyok hatasat a kovetkezoképpen vizsgaltuk: egy idealis és egy numerikus aramlastani modellt
szerkesztettiink, amelyhez ugyanazt a populacio mérleget kapcsoltuk. A szimulacios eredménybeli kiilonbsége-
ket az elterd keveredési modellek okozzak, amelybol hasznos kévetkeztetések vonhatok le a csapadékosito cso-
reaktorok modellezésére és miikddtetésére vonatkozoan.

Kulesszavak: kalcium-foszfat, kristalyositas, populacio mérleg, CFD modellezés, szimulacio

BEVEZETO

Kival6 biokompatibilitdsanak kdszonhetden a hidroxiapatitnak (tovabbiakban HA) szamos alkalmazasa
van [1-2]. A HA egy kdrnyezetbarat, olcso és tiszta eldallitasi modszere a csapadékositasi reakcid. Kordbbi
jelentések alapjan a csapadékositasa egy Un. tobblépéses kristalyositassal megy végbe ,magas kristalyossagi
foku és tisztasagu terméket eredményezve [3]. Els6 1épésben az amorf kalcium-foszfat képzddik (tovabbiak-
ban AKF), amely egy szilard fazisu atalakuldssal fog HA-a alakulni. Mivel a HA tulajdonsagait szemcséinek
mérete €s morfologiaja is befolyasolja [4], a szemcse képzddési (csapadékositasi) 1épés kontrollalasa fontos-
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nak bizonyul. A hidroxiapatit el6allitasat és jellemzését intenziven tanulmanyozték [5], azonban ami a folya-
mat kinetikajat illeti, kevés tanulmany létezik [6]. Szilagyi €s tarsai a csapadékositas kinetikajat vizsgaltal [7]
magaba foglalo részletes populacié mérleg modell altal, de a reaktorban a folyast idealisnak tekintettve (rea-
gens aramok pillanatszerii keveredése az Y keverGben és dugdszerii aramlas a cséreaktorban). Ezen a ponton
felmertil az a fontos kérdés, hogy egy részletes aramlasi modell képes lenne-e a szimulacid pontossagat jelen-
mainak megoldasakor. Jelen kutatéds célja ezen probléma numerikus szimulécio altali vizsgalasa, az AKF csa-
padékositasat leir6 populdcidé mérleg modellhez egy részletes numerikus aramlastani modellt (az angol
Computational Fluid Dynamisc-bol a tovabbiakban CFD) kapcsolva. A populacié mérleg modell-egyenlet
momentum egyenlet rendszerre volt redukalva, amely kvadratiras formajahoz kapcsoltuk a 3 dimenziés CFD
modellt.

1. A FOLYAMAT MATEMATIKAI MODELLEZESE

A kisérletekben hasznalt cséreaktor hossza 300, atméréje 50 milliméter volt, az Y keverd szarai altal
bezart szog 80 °. A reaktor kezdetben iires, a t = 0 pillanatban az Y keverdn keresztiil elkezdjiik feltdlteni a
csOreaktort a reagensek meghatarozott koncentracioju oldataival (analitikai tisztasagu vegyszerekbdl készitett
és desztillalt vizzel higitott). Az Y keverdben a gyors kémiai reakcid lejatszodik (amely pillanatszeriinek volt
tekintve), képezvén a kristalyosodo anyagot. A cséreaktorban, a reagens oldatok tovabbi keveredését kovetd-
en, a szilard szemcsék nukledcidja, novekedése valamint agglomeracioja kdvetkezik be, a szilard szemcsés
fazis jol meghatarozott szemcseméret eloszlasat (tovabbiakban SzME) hozva létre, amelyet kisérletileg mér-
tiink egy Coulter Counter késziilékkel a reaktor kimeneténél.

1.1. A populicié mérleg

A populéacio mérleg modell fogalmat Hulburt és Katz vezette be 1964-ben, és azdta is széles kdrben
hasznalatos kristalyositasi rendszerek matematikai leirasara. A populacié mérleg modell leirja a szilard szem-
csés fazis szemcseméret eloszlasat, és annak idobeni alakulasat, amely a jelen esetben a kovetkez6 modell-
egyenlettel fogalmazhaté meg:

an(g;r,f)+V[v(r)n(L,r,t)]+a%[G(r)n(L,r,t)]= Bp(r,t)—n(L,r,t)Iﬂ(L,/l)n(ﬂ,r,t)d/H
- 3_p /3’/1 )
+L7'([ﬁ[((;_/13))lz/3 }n[(L3—/13y/3,r,t} n(A,r,t)dA

Az 1. egyenletben n(L,r,t) jeloli a SZME fiiggvényt a tér adott pontjan t idOpilanatban, L egy linearis
szemcseméret (felfoghato tigy, mint a gomb alakti szemcse atmérdje), G(r) a novekedési fiiggvényt jeloli és B
jeloli az agglomeracios magfiiggvényt. Az egyenlet els6 két tagja irja le a SZME tér és idobeni valtozasat, a
veszi figyelembe.

A kristalyositas kinetikajat (kristalygocok képzddésének sebessége, kristalyok novekedése valamint
azok agglomeracidja) a kovetkezd egyenletekkel lehet leirni:

B,(S)=k,, exp[— %Bj exp(— ]nk; SJ )
6(5) =k exp| - 2 |is 1) ®
B(L,A)=by(L+A) (4)

A populaciéo mérleg egyenlet az Ansys Fluent program Population Balance Module-val oldottuk meg, a
kvadratira momentum modszer alkalmazasaval (QMOM), amely a kdvetkezd atalakitason alapszik:
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Az integral az 5. egyenletben a momentum atalakitast jeloli, amelyet Larson és Randolph vezetett be
[8]. A momentum atalakitas lehet6vé teszi az eloszlas momentumainak a szamitasat, amely numerikusan,
kvadratarak segitségével kozelithetd, amelyet McGraw javasolt [9]. Ebben a dolgozatban a szemcseméret
eloszlas els6 hat momentumaval dolgoztunk (k= 0,1, ... 5).

1.2. A CFD modell és az anyagmérleg

A kisérletekben hasznalt késziilék modellje az Ansys programban épitettiik fel és a Fluent alprogramot
hasznaltuk a modell megoldasahoz. A Mixture multifazis modellt hasznaltuk, amely joval egyszeriibb az
Eulerian modellnél, viszont a jelen problémahoz elégséges, és egyszeriiségébdl adédéan a szimuldcid gyor-
sabb. Részletesebb leirashoz lasd [10].

Marchisio és tarsai [11] bebizonyitottak, hogy ha a szemcsék mérete nem haladja meg a 20-30 mikro-
métert, akkor az aramlasra kifejtett hatasuk elhanyagolhato és a Reynolds Atlagolt Navier Stokes dramlasi
modelleket lehet alkalmazni. Ebben a munkaban a relizalhato k-¢ turbulencia modellt hasznaltuk, amely a
problémahoz a legjobb valasztasnak tlinik. Ez a modell meghataroz egy transzport egyenletet a turbulens kine-
tikus energianak (g) és a turbulens kinetikus energia disszipaciojanak (k), amelyeket felhasznalva szamithato
ki a turbulens viszkozitas. Részletesebb leirashoz lasd [10].

A Species Transport modult hasznaltuk a kémiai reakci6 szimuldlasara, amiutan a Fluent program adat-
bazisat kiegészitettiik a reakcionkban szerepld anyagok tulajdonsagaival. A Finite Rate Volumetric Reaction
opciot hasznaltuk a reakcid szimuldldsdhoz, nagyon kis (100 J/kg) aktivalasi energiat hatdrozva meg a
hémérsékletfiiggetlen pillanatszerli reakcié modellezéséhez. A Population Balance Module QMOM opcidjat
hasznaltuk a kristalyositas modellezéséhez (1. és 5. egyenlet), amelyre az eldzetesen felirt és Matlab kornye-
zetben megoldott modell is épiil. A kristalyositas kinetik4jat, vagyis a nukleaciot, kristalyndvekedést és agg-
lomeraciot kompilalt sajatfiiggvények segitségével adtuk meg. A kristdlyosodo anyag folyadékfazisbeni
anyagmérlege a kdvetkezd képpen alakul (a diffiiziot elhanyagolva):

) (el ) =y LB 1) - ke VIl s ) ©

Ebben az egyenletben az els6 tag a koncentracié idébeni megvaltozasat, a masodik a koncentracio di-
vergencigjat jeloli, a jobb oldal pedig a szilard szemcsék nukledcidja és novekedése okozta koncentracid
csokkenését adja.

A numerikus szimulacidkat az Ansys Fluent programmal végeztiik, parhuzamos 3 dimenzios dupla pre-
meg, amely a reaktort hosszanti iranyban két részre vagja, valamint az Y kever6t taplalo csdszakasz hosszat 0-
ra csokkentettiik. Ebbdl kifolydlag a belépd aramok aramlasi sebességét nem konstans értékként adtuk meg,
hanem a nekik megfeleld stacionarius sebességprofilt el6zdleg szamoltuk ki, elmentve és behozva az aktualis
szimulacioba. A konvergenciakritérium 0.001-re volt allitva, a konvergencia biztositasa érdekében nagyon kis,
0.05 relaxacios faktorokat hasznaltunk a momentumok és a koncentracio esetén, a turbulencia szamitasara 0.8
volt beallitva. A diszkretizacidés séma Phase Coupled SIMPLE volt a nyomas-sebesség kapcsolésra, Least
Square Cell Based a gradiensnek, QUICK a térfogatrésznek, First Order Implicit a dinamikanak és az dsszes
tobbi mennyiségnek Second Order Upwind. A halét az ICEM CFD programban készitettiik, strlibb felosztast
hasznélva a keverd kornyékén és a csofal kozelében. A halot a Grid Convergence Index modszerrel validaltuk.
A hal6 validalasanak a sziikségességét az 1. abra szemlélteti, amely nem jelent mast, mint a hal6é finomsaga-
nak meghatdrozasa. Ezt a 1épést itt most nem célszeri részletezni.
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1. abra
A reaktor lehetséges felosztasai

A hald méretének a beallitasa utdn a modell készen all a szimulaciok futtatasara, amelyeket a kovetkezd
fejezet fog részletezni.

2. EREDMENYEK KIERTEKELESEI

A csoreaktorban a keveredési és aramlasi viszonyokat a realizalhato k-¢ modell szamitotta, amely
eredményeit a 2. abra szemlélteti. Az abra alapjan az aramlas a reaktorban kozel sem idealisan dugoszerii és a
keveredés sem pillanatszert.

-3

x 10
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CFD model
- 45 = = = |deal mixing model 0.04
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o 35 S 0.03
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Velocity magnitude [m/s] Axial coordinate of reactor at centerline [m]
2. abra

Az idedlis és realis keveredeés szemléltetése

A kristalyosod6 anyag koncentracidjanak stacioner értéke (a kristalyositas szimulalasanak hianyaban,
jobb oldali abra) megkozelitdleg SO mm-re az oldatok keverése utan alakul ki, ami a reaktor hosszanak 16.67
%-at teszi ki, igy a reaktor jelentds részében a keveredési viszonyok tavol allnak az idealistol. A 3 — 4. abrak
az aramlas mindségét szemléltetik.
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3. abra
A sebesség eloszlasa a mikrokeverd utani zonaban

A 3. abra alapjan kozvetleniil a mikrokeverd utani zéndban a szimmetria sikra merdélegeses sikban
rendkiviil intenziv keveredés figyelhetd meg, az dramlas megkozeliti az idedlis dugdszerii aramlast. Ezzel
szemben a szimmetria sikban a sebességvonalak 0sszehuzodasa, vagyis kontrakcidja figyelhetd meg. Ez a
jelenség jo 6sszhangban van az eldzetes feltételezéseinkel.

A 4. é4bra alapjan a legintenzivebb turbulencia (avagy a turbulens kinetikus energia mértéke) a
mikrokeverében és a kdzvetleniil utdna kovetkezé zonaban talalhatd. Ez annak tudhat6 be, hogy a két fluidum
aram egymassal egy bizonyos szdget zar be, a talalkozasuknal pedig intenziv keveredés és turbulencia 1ép fel.

1. tablazat. Szimulalt momentumok (IAM — Idealis Aramldsu Modell)

Menny. T=295 K, Ca,=0.27 M T=318 K, Ca,=0.01 M T=333 K, Ca,=0.09 M
1; [m'/kg] IAM CFD IAM CFD IAM CFD
o+10"" 1.408 1.325 0.383 0.365 2.510 2.448
w107 3.297 3.225 1.041 1.018 5.958 5.726
™ 2.010 1.937 0.327 0.323 2.136 2.046
s+ 10° 3.054 3.054 0.113 0.113 1.018 1.018
pg 10" 7.768 7.890 0.042 0.044 0.596 0.623
s« 107 25.86 27.67 0.016 0.018 0.407 0.428

Az 1. tablazat az idealis és realis aramlasi viszonyok kozott szamitott szemcseméret eloszlas momen-
tumait tartalmazza. A tablazat adatai alapjan megjelenik egy bizonyos eltérés a kiilonb6z6 aramlasi modellek-
kel szamitott momentumok ko6zott, amely eltérések szorasa 0.01. Ez az érték felfoghatd ugy, mint az dramlas
hatasanak figyelembe nem vételével bevezetett hiba, vagyis az aramlas hatasa a csapadékos kristalyositasra
egy olyan késziilék esetén, amely folyadékok keverésének maximalizalasara van kifejleszve (innen ered a
mikrokever6 elnevezés is). Ez az 1 % szoras gyakorlatilag azt jelenti, hogy megkdzelitleg 65 % a valdszin(i-
sége annak, hogy az idealis aramlast modellt feltételez6 szimulacié hibaja 1 % alatt van a realis aramlassal
szamitott értékekhez képset. Ez felfoghatd gy, mint annak az ,,ara”, hogy a teljes keveredést feltételez6 ma-
tematikai modellt ugyanaz a szamitdgép néhany masodperc alatt oldja meg, mig a CFD modellel kapcsolt
kristalyositas szimulacioja napokat vesz igénybe. Ilyen tipust késziilékek esetén az idealis keveredést feltéte-
lez6 modell megfeleld pontossagot biztosit atlagos alkalmazasokhoz. Amennyiben kutatasi/fejlesztési céljaink
vannak mar, a CFD modell altal nytjtott plussz pontossag is sziikséges lehet.
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4. abra
A turbulens kinetikus energia eloszldsa a mikrokeverd utani zonaban

A kovetkezo részekben az eddig bemutatott valos keveredés hatasat fogjuk vizsgalni a csapadékositasi

kristalyositas folyamatara.
A momentumok ismeretében a SZME megkdzelitéleg visszaallithatd. Erre tobb matematikai modszer is

1étezik, ebben az esetben a SZME-t egy Gamma valoszinliségi stirliségfiiggvénnyel kozelitettiink (7. egyenlet)

H(eL)= o7 (eXpl(— [ka L@z } z2>0, N>3 (7)
P P ) (8)
a Hy W/l —a
k. = j:o _l)j j!(n —(]C'l;ErRl'-i_jl ])ﬂ" / ©
L (z)= j"o (1Y j!(ﬁ”j J):(Z’; 2’5 nl_ij)!z"-f, n=0,12.. (10)

A siriiségfliggvényt a Laguerre polinomokkal korrigaltuk (10. egyenlet). Az egyenletben szerepld 6sz-

szes paraméter kizarolag a momentumoktol fiigg (8. és 9. egyenletek). A modszer részletes leirdsa megtalalha-
t6 Larson és Randolph munkajaban [8]. A visszaallitott SZME-ok a kisérleti adatokkal egyiitt a 5. abran latha-

toak.
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5. abra

Szimulalt és mert SzME-ok

Az 5. abran a kisérleti és a CFD modell segitségével kiszamitott SZME-t egyarant tiintettiik, ami viszont
megtévesztd lehet, ugyanis a CFD modellhez kapcsolt kristalyositasi modellt nem kalibralt a kisérleti eredmé-
nyek alapjan, igy direkt médon nincsenek dsszekapcesolva. A CFD modell eredményeit kantiktativan csak az
IAM modell eredményeivel lehet 6sszehasonlitani, kalitativ hasonlosagok a mérési értékekkel megfigyelhetd-
ek (SzME nagyobb szorasa).

3. KOVETKEZTETESEK

Jelen kutatasban az aramlés hatasait vizsgaltuk a csapadékositasi folyamatra, modellezés és szimulacid
altal. A vizsgélt esettanulmany az amorf kalcium-foszfat csapadékositasasanak populacio mérleg modellezése
volt, amelyhez egy idedlis dramlasi és egy részletes CFD modellt kapcsoltunk. A két modellel szamitott mé-
reteloszlas momentumainak szorasa 6=0.010. Az idedalis dramlést hasznald szimulaciéo enyhén tulbecsiili az
alsobb momentumok (k<3) értékeit, és alulbecsiili a fels6bb momentumokét. A realis aramlassal kapcsolt
modell szélesebb SzME-t eredményezett, az atlagos szemcseatmérd nem mutatott jelentds eltérést. Végso
kovetkeztetésként kijelenthetd, hogy a CFD modellezés noveli a szimulacié pontossagat, de amig a kisérletek-
ben a jo keverés biztositva van, példaul mikrokeveré hasznalataval, az idealis dramlast modell kielégité pon-
tossaggal alkalmazhat6, amikor amorf anyag csapadékositasanak a momentumait szamoljuk. Az eredmények
alapjan a kinetikai becslésiink is érvényesnek mondhat6 6=0.010 megbizhatosagal.
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ABSTRACT

We have designed, built and operate special algae technology systems to produce biodiesel blending
components, to absorb CO,from industrial flue gas and for the industrial wastewater treatment. The critical
points of the technology are the concentration of the algae suspension and the extraction because of the high
investment and operating costs and high operational time. Our research is primarily focused on processing
the algae suspension so the produced cultures can be separated more economical and less operation time
because the reason for existence of the algae technology in this direction is depend on this step. Our aim is to
separate the algae mass faster and more economical from the starter solution. The optimization of the
separating operations and technologies take notice of the environmental and economic aspects.

Key words: algae technology, carbon dioxide absorbtion, microalgae, separation, membrane

OSSZEFOGLALAS

Biodizel keverckomponens eldadllitasdra, ipari fiistgazbol torténé CO, elnyeletésére, valamint ipari
szennyviz tisztitasara terveztiink, épitettiink és miitkodtetiink specialis algatechnologiai rendszereket. A techno-
logia kritikus pontjai az algaszuszpenzio bestiritése és az extrakcio, a magas beruhazasi és tizemeltetési kolt-
ségek és a nagy miiveleti idok miatt. Kutatdsaink elsésorban az alga szuszpenzio feldolgozasara
oszpontositanak, hogy a megtermelt tenyészeteket minél gazdasagosabban és minél kisebb miiveleti idével
lehetséges legyen szeparalni, hiszen az algatechnologia eziranyu felhasznalasanak létjogosultsaga, életképes-
sege mulik ezen a lépésen. Célunk az algatomeg minél gyorsabb, gazdasagosabb szepardlasa a tapoldattol. A
szepardciora iranyulo miiveletek, technologiak optimalizalasa, kérnyezetvédelmi és gazdasagi szempontok
figyelembe vételével zajlik.

Kulesszavak: algatechnologia, szén-dioxid abszorpcid, mikroalga, szeparacid, membran

1. BEVEZETES

Az energiatermelésre hasznalt mikroalgdk a szervezetiik felépitéséhez sziikséges anyagokat vizes oldat-
bol veszik fel. Egyrészt a tapoldatban 1évé szervetlen sokat, egyszer( szerves vegyiileteket, masrészt a reak-
tortérbe juttatott CO,-ot (fiistgaz) [1].

A kultara szamara elérhetd fény a fotoszintetizalo szervezetek szamara egy alapvetden korlatozo ténye-
70, ezért a tenyésztési koriilmények biztositasahoz specialis fotobioreaktorokat terveztiink, épitettiink és mii-
kodtetiink. Ezekkel a reaktorokkal szembeni kovetelmény tobbek kozott, hogy a napfény fotoszintézishez
megfeleld spektrumat az algak szdmara hozzaférhetové tegye, és miszakilag ellenalld legyen a természeti
hatasokkal szemben [2, 3, 4].
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A Pannon Egyetem Vegyipari Miiveleti Intézeti Tanszékén ,,flat” tipusu, zart fotobioreaktor paneleket

miikddtetiink semi batch tizemmodban.
A reaktorok tervezése soran egyedi konstrukcios elemeket alkalmazva alakitottuk ki a rendszert, hogy

biomassza termelékenysége a helyi mikroklimanak megfelelden maximalis legyen (1. abra).

—]

1. abra
Szabadban telepitett, nagylaboratoriumi fotobioreaktor egység (természetes megvilagitassal).

2. SZEPARACIO

A technologia kritikus pontjat a magas beruhazasi és lizemeltetési koltségek jelentik, amelyek elsé sor-
ban a feldolgozas soran meriilnek fel. A miiveleti lanc (2. abra) kozponti részét képezé biomassza szuszpenzid
besliritési energiasziikséglete dontd szereppel bir az algatechnoldgia életképességét illetden.

>
<>

2. abra
Technologia folyamata
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2.1. Flokkulacios kisérletek

A szakirodalmakban fellelhetd szamos flokkulacios modszert megvizsgaltunk [5-9], mig az optimalisan
alkalmazhato flokkulalészer keverék komponenseit definialtuk (NaOH + Poly-DADMAC + Fey(SOy)s), a
keverék vegyszersziikségletét minimalizaltuk (10,5-es pH-ig NaOH + 39 — 65 ml Poly-DADMAC + 1,2 -2.,4
ml Fe,(SO,); / 1 dm’ algaelegy) [10].

A fenall6 vegyszerigény magas koltségeket jelent és az eljaras kovetkeztében jelentkezé kornyezetter-
helés miatt tovabbi koltségvonzata van. A technoldgia koltség- és energiaigényét szem el6tt tartva tovabbi
szeparacios kisérletek elvégzése valt sziikségessé.

2.2. Membransziirési kisérletek

A stiritési, tisztitasi kisérletek elvégzéséhez a Pannon Egyetem Vegyipari Miveleti Intézeti Tanszék-
ének ZW-10 modullal szerelt, PLC vezérléssel ellatott késziilékét hasznaltuk fel.

A késziilék a permedtumaram irdnya szerint outside-in tipusu miveletet hajt végre. A méréseket a
Zenon cég altal forgalmazott ZW-10 immerzids modul felhasznalasaval végeztiik el. A membran a specifika-
ci6 szerint alkalmas a 0,1 pm alatti szemcseméretii részecskék visszatartasara is, igy alkalmas az altalunk fel-
szaporitott mikroalga sejtek betoményitésére.

A modul egy PLC vezérléssel ellatott késziilék részegységeként mikodik.

Annak érdekében, hogy a rendelkezésre all6 mintamennyiség feldolgozasaval a lehetd legnagyobb
mennyiségl adatot gyljtsiikk, a membransiiritési mérést tobb szakaszra bontottuk. Az algaszuszpenziokat 40
dm’-es adagokban vettiik a fotobioreaktorokbél a sziirési kisérlethez.

Miutén a 40 dm’-es térfogatot 20 dm’-be siiritettiik, desztillaltvizes atmosast alkalmaztunk. Az atmosast
addig végeztiik, mig a szuszpenzidban 1év6 maradvanysokat valamint az egyéb szerves anyagokat, anyagcse-
retermékeket el nem tavolitottuk.

A tisztitdas mértékét a permeatumon végzett szarazanyag tartalom meghatarozas és vezetoképesség mé-
résekkel ellendriztikk. A rdadott szuszpenzid Osszes szdrazanyag tartalmat mértiikk ki (maradvany sokkal
egyiitt). Ezt a fajta vizsgélatot mind a stiritmény, mind pedig a permeatum analizisé¢hez felhasznaltuk.

A kovetkezd 40 dm’ algaszuszpenzidt az elézéekben leirt médon siiritettiik be, amit az MF2 kéddal je-
161tiink. A fentiekben leirt vizsgalatokat a kisérletekeink soran 7 alkalommal végeztiik el (MF1 — MF7).

A sziirés komplex vizsgalata érdekében az adott 1épésben nyert sliritményhez hozza adagoltuk az el6z6
bestiritésb6l szarmazo toményitett, atmosott koncentratumot (siritett algaszuszpenzid). Az atmosas révén
lehetdség nyilik arra, hogy szaraz anyagként csupan a mikroalgasejteket nagy koncentracioban tartalmazo
desztvizes szuszpenziot vizsgaljuk, kezeljiik tovabb. Az atmosas kdvetkeztében tjabb kedvezo tulajdonsagok
is megmutatkoztak az el6allt retentatumnal, mint példaul konnyebb tarolhatosag (késobb indulnak meg a bom-
lasi folyamatok), gyorsabb beparolhatdsag.

A stritési kisérletsorozatot az algatermelési kapacitasunk legnagyobb értékéig folytattuk. A tisztitast
(stiritmény desztvizes atmosasa) az elérhetd legkisebb vezetoképességi értékig folytattuk.

A permeatum szarazanyag-tartalom valtozasa €s a hozza tartozd vezetdképesség valtozas trendje az ese-
tek tobbségében azonos volt.

A 3. abra az egyes szlrési kisérletek esetében mutatja meg a kiindulasi szuszpenzid 0sszes szarazanyag
tartalmara vonatkoztatott algasejt tartalom és permeatum vezetdképesség dsszefliggéseit.
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Az egyes sziirési kisérletek esetében mért kiindulasi szuszpenzio osszes szarazanyag tartalmara vonatkoztatott
algasejt tartalom és permedtum vezetoképesseg osszefiiggései

Az adatokat a szlirés megkezdésekor gyijtottikk be, mind a kiindulasi szuszpenziobol, mind pedig a
kezdetben kilép6 permeatumbol. Az abra hatarozott tendenciat és kapcsolatot mutat meg, a membran két olda-
lan mért mennyiségek kozott. Eddigi méréseink alapjan egyértelmii kapcsolat van a besiiriteni kivant
algaszuszpenzid Osszes szarazanyag tartalmanak algasejt tartalma és a permeatumban mérhetd vezetoképesség
kozott. Nagyobb algakoncentracio nagyobb kiindulasi vezetoképességet eredményez.

A permeatum fluxus értékei minden mérésiink esetén hasonld értékiinek adodtak. Ebbol kovetkezik,
vizsgalt tartomanyokban.

A 4. abra a teljes szarazanyag szazalékos Osszetételét mutatja meg kiillonboz6 sarzsok esetében. A ma-
sodik MF periddusaban egy természetes koriilmények kozott mikodd fotobioreaktor egységbdl szarmazo
szuszpenziot dolgoztunk fel, amely jol lathatdban magas algatartalommal rendelkezett az Gsszes szarazanyagra
vonatkoztatva, szemben a 3-as, 4-es periddusokban feldolgozott, mesterséges megvilagitasu szuszpenziokkal.
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4. abra
Lesziiretelt szuszpenziok szarazanyag-tartalmanak osszetétele algasejtekre vonatkoztatva
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Tovabbi Osszefiiggések derithetdek ki, ha kiilonb6zo reaktoregységbdl, mas-mas szaporodasi fazisbol
szarmazo6 mintat is megvizsgalunk. A tovabbi vizsgalatok lehetévé tennék, hogy messzemend kovetkeztetése-
ket vonjunk le a termesztést illetden. Ezeket a tapasztalatokat a késébbiekben a termesztéstechnologiaba be-
épitjiik, ezzel is ndvelve a biomassza kapacitast.

A kezdeti, leszedett algaszuszpenziét (40 dm’) 13 g/dm’-es Osszes szarazanyag tartalomrol (algasejtek,
az Gket kisérd anyagcseretermékekkel, maradvanysokkal) 6,1 g/dm’-es szarazanyag tartalomra (20 dm’) (alga-

sejtek) siritettiik. A végs6 algasiiritmény 30,4 g/dm’ koncentracioval rendelkezik mikroalgara nézve, 20 dm’-
es térfogatban (5. 4bra).
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5. abra
A stiritmény és permedtum anyagtartalma a kisérlet kezdetén és végén

3. OSSZEFOGLALAS

Az optimalisan alkalmazhato flokkuldloszer keverék komponenseit definidltuk. A vegyszermaradva-
nyok a tovabbi feldolgozasnal nehézségeket okoznak.
A membranszirési kisérleteink eddigi eredményeit kiértékelve megallapithatd, hogy a permeatum flu-

N

a késziilékiinkon a vizsgalt tartomanyokban.

Az ultrasziirés végeztével lehetdség nyilik az algasejteket kisérd egyéb anyagok eltavolitisara, amely
stabilabba, kezelhetobbé teszi a kinyert stiritményt. Kutatési és fejlesztési szempontbdl kimondottan kedvezd,
hisz a késobbi feldolgozasnal, illetve analitikai vizsgalatoknal nem adédnak zavaro tényezok, illetve a zavara-
sok mértéke definialhato ez altal. Amennyiben cél a tdpkozeg rendszerbe valo visszaforgatasa (maradvanysok
hasznositasa), legnagyobb prioritasa jelenlegi kutatasaink szerint a membranszeparacids miiveletnek van.

A membranszeparacios eredményeket figyelembe véve, a permedtum vizsgalatok alapjan kiilonbozo
metabolitok jelenlétét feltételezhetjiik, amelyek kiilonb6z6 koncentraciokban fordulnak eld. Ezek az anyagok
mind elvalaszthatéak a szamunkra értékes mikroalga sejtektol.
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1. tablazat: Flokkulalas és membran-mikrosziirés 6sszehasonlitasa.

Paraméter Flokkulalas Mikrosziirés
Energiaigény kicsi nagy
Miveleti idd révid hosszl
Vegyszerigeny van nincs
Kérnyezetterhelés van nincs
Folyamatiranyitds nem adaott adott
Standardizdcid nem lehetséges lehetséges
Folyamatos lizem nem lehetséges lehetséges
Tapkézeg nem lehetséges lehetséges
visszaforgathatésaga
Sihritmény stabilitisa nem/kismertékben elfogadhatd stabilitas
stabilis
Toviabbifeldolgozds kordiményes zavardsmentes
{esetenkent)
Szeparacio minden sarzsot SZUszpenzio
rugalmassaga kilan kell vizsgalni mindsegeétdl
fuggetientl
alkalmazhatd
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