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KIVONAT

A munka célja a lignocelluléz tartalmii biomassza hasznositasanak tovabbfejlesztése Vvolt.
Fontossagat az indokolja, hogy a mezdgazdasagi hulladékokbdl szdrmazd biomassza magas
celluloz tartalmanak koszonhetden j6 megajuld nyersanyagforrasnak tekinthetd. A celluldz
rendezett, kristalyos szerkezetének koszonhetéen nem oldddik vizben, igy az enzimek nehezen
tudjak bontani, egyes ionos folyadékokban viszont jol oldodik.

Els6 1épésként tisztitott celluloz oldasa keriilt vizsgalatra 1-butil-3-metil-imidazolium-
klorid-ban ([Bmim]Cl), majd puffer és cellulaz enzim hozzaadasa utan a két 1épést (elokezelés
¢s enzimes hidrolizis) sikeriilt 6sszevonni, és két reakciot egy reakciotérben lejatszatni. Miutan
megallapitast nyert, hogy a két 1épés Osszevonhatd, a munka mezdgazdasagi hulladékokkal
(szalma, kukoricaszar és levél) keriilt folytatasra, valamint az el6kezelés vizsgalata kibdviilt az
1-butil-3-metil-imidazolium-acetat ((Bmim]Ac) ionos folyadékkal.

A Kkisérletek soran egyértelmiilen megallapitast nyert, hogy a mez6gazdasagi
hulladékokbol is j6 hozammal kinyerhet6 a gliikoz, igy a kovetkez6 1épésben annak tovabb
hasznositasa kertilt vizsgalatra. Kornyezetbarat feliiletaktiv anyag eldallitasara esett a valasztas,
mivel szamos iparag hasznalja 6ket nagy mennyiségben. Egy masik ionos folyadékban, 1-butil-
3-metil-imidazolium-hexafluoro-foszfatban ([Bmim]PFe) lipaz enzim segitségével gliikozbol
¢s palmitinsavbol cukor-zsirsav észtert, 0j, lebomlo feliiletaktiv anyagot képzett. Az eljaras
elényei az enyhe reakcié koriilmények, az enzim ujra felhasznalhatosaga és a megujuld
forrasbol szarmazo gliikoz.

A harmadik lépésben az eldkezelésre hasznalt ionos folyadékok toxicitasanak és
biologiai bonthatésaganak vizsgalata volt, mivel fontos, hogy olyan vegyszereket
alkalmazzunk, amelyek nem szennyezik a kornyezetet egy véletlen kijutas esetén sem.
Megallapitast nyert, hogy bar egyik ionos folyadék sem bonthat6 bioldgiai Gton, de nem is
toxikusak Polyseed liofilizalt baktérium konzorciumra.

A tovabbi vizsgalatok kimutattak, hogy [Bmim]Cl nélkiili rendszerben a Celic Htec2
katalizélta enzimatikus reakcio jol leirhato a Michaelis-Menten kinetikdval. Az enzim
talalkozasa koncentralt ionos folyadékkal azonban, mégha ez rovid ideig is tart, irreverzibilis
inhibiciot eredményezhet, ezért a két 1épés (celluloz eldkezelés és enzimes hidrolizis)

Osszevonasakor tligyelni kell a pufferrel torténd megfeleld higitasra.



ABSTRACT
The aim of the work was to improve the utilization of lignocellulose-containing biomass.

An important aspect that biomass from agricultural waste with high cellulose content can be
considered as a good source of renewable raw materials. Due to its ordered crystalline structure,
cellulose does not dissolve in water, making it difficult for enzymes to break down, but is

soluble in some ionic liquids.

As a first step, the dissolution of purified cellulose was tested in 1-butyl-3-methylimidazolium
chloride ([Bmim]Cl). After the addition of buffer and cellulase enzyme, the two steps (pre-
treatment and enzymatic hydrolysis) could be simultaneously carried out in one pot. After it
was found that the two critical steps could be merged, the work was continued with agricultural
waste (straw, corn stalk and leaf). The pre-treatment test was extended with the ionic liquid of

1-butyl-3-methylimidazolium acetate ([Bmim]Ac).

The experiments clearly demonstrated that glucose can also be recovered from agricultural
waste with good yield, so the next step was to investigate its further use. The production of
environmentally friendly surfactant has been investigated due to its industrial relevance. In
another ionic liquid, 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate ([Bmim]PF), a sugar-
fatty acid ester, a novel degradable surfactant, was produced from glucose and palmitic acid by
using a lipase enzyme. The advantages of this method are mild reaction conditions, reusability

of the enzyme and the origin of glucose from renewable sources.

In the third step, the toxicity and biodegradability of the ionic liquids used for pre-treatment
was investigated as it is important to use chemicals that do not contaminate the environment in
case of accidental release. It has been found that although ionic liquid are not biodegradable,

they are for example not toxic to the Polyseed lyophilized bacterial consortium.

Further studies have shown that in a system without [Bmim]Cl, the enzymatic reaction
catalyzed by Celic Htec2 can be well described by Michaelis-Menten kinetics. However, when
the enzyme gets in contact with concentrated ionic liquid, even for a short time, it may result in
irreversible inhibition. Therefore, when combining the two steps (cellulose pre-treatment and

enzymatic hydrolysis), appropriate dilution with buffer should be taken into account.



AUSZUG

Ziel der Arbeit war es, die Verwertung von lignocellulosehaltiger Biomasse zu verbessern.

Es ist wichtig, dass Biomasse aus landwirtschaftlichen Abféllen mit hohem Cellulosegehalt als
eine gute Quelle fiir nachwachsende Rohstoffe angesehen werden kann. Aufgrund seiner
geordneten Kristallstruktur 16st sich Cellulose nicht in Wasser, was den Abbau von Enzymen
erschwert, es ist aber in einigen ionischen Fliissigkeiten 16slich.

In dem ersten Schritt wurde die Auflosung von gereinigter Cellulose in 1-Butyl-3-
methylimidazoliumchlorid ([Bmim]CIl) getestet. Nach der Zugabe von Puffer und
Cellulaseenzym konnten die beiden Schritte (Vorbehandlung und enzymatische Hydrolyse)
gleichzeitig in einem Topf durchgefiihrt werden. Nachdem sich herausgestellt hatte, dass die
beiden kritischen Schritte zusammengefithrt werden konnten, wurde die Arbeit mit
landwirtschaftlichen ~ Abfdllen (Stroh, Maisstingel und Laub) fortgesetzt. Der
Vorbehandlungstest ~wurde mit der ionischen  Flissigkeit von  1-Butyl-3-
methylimidazoliumacetat ([Bmim]Ac) erweitert.

Die Experimente zeigten deutlich, dass Glucose auch aus landwirtschaftlichen Abféllen mit
guter Ausbeute gewonnen werden kann. Der néchste Schritt bestand darin, die weitere
Verwendung zu untersuchen. Die Herstellung von umweltfreundlichem Tensid wurde aufgrund
seiner industriellen Relevanz untersucht. In einer anderen ionischen Fliissigkeit, 1-Butyl-3-
methylimidazoliumhexafluorphosphat ([Bmim]PFe), wurde ein Zucker-Fettsdureester, ein
neues abbaubares Tensid, aus Glucose und Palmitinsdure unter Verwendung eines
Lipaseenzyms hergestellt. Die Vorteile dieser Methode sind milde Reaktionsbedingungen,
Wiederverwendbarkeit des Enzyms und die Herkunft von Glucose aus erneuerbaren Quellen.
Im dritten Schritt wurde die Toxizitdt und biologische Abbaubarkeit der zur Vorbehandlung
verwendeten ionischen Fliissigkeiten untersucht, da es wichtig ist, Chemikalien zu verwenden,
die die Umwelt im Falle einer versehentlichen Freisetzung nicht kontaminieren. Es wurde
festgestellt, dass ionische Fliissigkeiten zwar nicht biologisch abbaubar sind, jedoch
beispielsweise fiir das lyophilisierte Bakterienkonsortium von Polyseed nicht toxisch sind.
Weitere Studien haben gezeigt, dass in einem System ohne [Bmim]ClI die durch Celic Htec2
katalysierte enzymatische Reaktion durch die Michaelis-Menten-Kinetik gut beschrieben
werden kann. Wenn das Enzym jedoch auch nur fiir kurze Zeit mit konzentrierter ionischer
Fliissigkeit in Kontakt kommt, kann es zu einer irreversiblen Hemmung kommen. Daher sollte
bei der Kombination der beiden Schritte (Cellulosevorbehandlung und enzymatische

Hydrolyse) eine angemessene Verdiinnung mit Puffer berticksichtigt werden.
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Jelolésjegyzék

[Bmim]CI- 1-butil-3-metil-imidazolium-klorid

[Bmim]Ac- 1-butil-3-metil-imidazolium-acetat

[Bmim]PFe- 1-butil-3-metil-imidazolium-hexafluoro-foszfat

[Bmim]HCOO- 1-butil-3-metil-imidazolium-formiat

[Emim]MeSO;- 1-etil-3-metil-imidazolium-metilszulfat

[Bmim]MeSOs- 1-butil-3-metil-imidazolium-metilszulfat

[Bmim]Br- 1-butil-3-metil-imidazolium-bromid

[Bmim]SCN- 1-butil-3-metil-imidazolium-tiocianat

[Bmim]BFs- 1-butil-3-metil-imidazolium-tetrafluoroborat

[Comim]OACc- 1-etil-3-metil-imidazolium-acetat

[Bmim]Tf2N- 1-butil-3-metil-imidazolium-bis(trifluoro-metil-szulfonil)-imid
[C7-mim]Tf2N- 1-heptil-3-metilimidazolium-bis(trifluoro-metil-szulfonil)-imid
[C12-mim] Tf2N- 1-dodecil-3-metilimidazolium-bis(trifluoro-metil-szulfonil)-imid
[BTMA]TT2N- butil-trimetil-ammonium-bis(trifluoro-metil-suulfonil)-imid
[HTMA]Tf2N- hexil-trimetil-ammonium-bis(trifluoro-metil-szulfonil)-imid
[EmMim]TfO- 1-etil-3-metil-imidazolium-tri-fluoro-metil-szulfonat
[Bmim]TfO- 1-butil-3-metil-imidazolium-tri-fluoro-metil-szulfonat
[Hmim]TfO- 1-hexil-3-metil-imidazolium-tri-fluoro-metil-szulfonat
[Bmpyr]PFe- 1-butil-4-metil-piridinium-hexafluorofoszfat

[Emim]BF- 1-etil-3-metil-imidazolium-tetrafluoroborat

[Omim]BFs- 1-oktil-3-metil-imidazolium-tetrafluoroborat

[Emim]PFe- 1-etil-3-metil-imidazolium-hexafluorofoszfat

[Omim]PFe- 1-oktil-3-metil-imidazolium-hexafluorofoszfat

Cyphos 104- trihexil-tetradecil-foszfonium-bisz(2,4,4-trimetil-pentil)-foszfinat
Cyphos 109- trihexil (tetradecil)-foszfonium-bisz (trifluor-metanszulfonil)-imid
[Emim]Dep- 1-etil-3-metil-imidazolium-dietil-foszfat

ECso- hatasos maximalis koncentracio fele

OECD- Gazdasagi Egyiittmiikddési és Fejlesztési Szervezet

E- enzim

S- szubsztrat

ES- Enzim-szubsztrat komplex

V- termék képzbédési arany (g termék/g enzim- perc)
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Vmax- maximalis termék képzddési arany (g termék/g enzim- perc)

[S]- szubsztrat koncentracio (g/1)

Ks- fél telitési koncentracio (g/1)

Ki és K’i- enzim-gatlo és (enzim-szubsztrat)-gatlé megoszlasi konstans (g/1)

[1]- inhibitor koncentracid (g/1)

A- relativ enzim aktivités

ar- mért aktivitas ionos folyadék jelenlétében, miutdn az enzimet kiilonb6zd ideig (t) kezeltem
higitatlan ionos folyadékban

ao- mért aktivitas ionos folyadék jelenlétében megel6zd enzim inkubalas nélkiil higitatlan ionos
folyadékban (t=0, alap aktivitas)

Kde1- celluldz deaktivacio elsérendii sebességi allandoja (min™)

e- exponencialis egyiitthat6 (2,718)

GOD- gliik6z oxidaz

CALB- Candida antarctica lipaz B

SFAE- (sugar fatty acid ester) cukor-zsirsav észter

rpm- fordulatszam

BOI- bioldgiai oxigénigény



1. Bevezetés

Napjainkban az emberiség folyamatosan névekvd energia és nyersanyag sziikséglete miatt
egyre nagyobb igény mutatkozik az alternativ, megujulo energia- és nyersanyagforrasok irant,
amelyek konnyen beillesztheték a mar meglévd rendszerekbe, és nem kivannak nagy
atalakitasokat. Ennek egyik megoldasa lehet a biomassza, konkrétan a lignocelluléz (Abels,
2013) tartalmu anyagok hidrolizise és a felszabadul6 egyszerii cukrok tovabbalakitasa (Orozco,
2007). A Dbiomassza szinte korlatlan mennyiségben all rendelkezésiinkre, megujuld
nyersanyagforrasnak tekintheté (Lozano, 2011), és a mezbgazdasagi termelésbdl szarmazo
hulladékok folyamatos nyersanyag-utanpoétlast biztositanak. A mezdgazdasagi hulladékok
alkalmazasainak tovabbi eldnyei:
e nem jelent plusz f6ldhasznalatot
e koltséghatékony
e alkalmazasaval csokkenthet6 a nettdo CO2 kibocsatas, mivel kevesebb fosszilis energiara
van sziikség
e csokken a fliggdség a fosszilis energiatol
e andvények nem ¢élelmiszer eldallitasara termesztett részét hasznalja, ezért nem jelent
veszélyt az élelmiszer ellatasra
Mivel képzddéséhez napenergidra is sziikség van, ezért ez jO ¢és fontos megujuld
nyersanyagforras (Aimaretti, 2012), és igy a Foldre érkez6 napenergia nagyobb részét tudnank
hasznositani.

A biomassza eldkezelése kulcslépésnek is tekinthetd, mivel képes éatalakitani a
lignocelluloz struktirajat, igy megkonnyitve az enzimek munkajat, és ndvelve a felszabaduld
cukrok mennyiségét (Bahcegul, 2012). A lignocelluloz, igy a celluldz stabil, kristalyos
szerkezete ezt az atalakitast nagyon nehézzé (Sindhu, 2016) és energiaigényessé teszi. Ennek
megkdnnyitésére jelenthet alternativat az ionos folyadékok alkalmazasa, mivel ezek képesek
bontani a celluldézban taldlhaté H-hid kotéseket. Az igy kapott lazabb szerkezetli cellulozhoz a
cellulaz enzimek mar jobban hozzaférnek, és hatékonyabban tudjak hidrolizalni azt.

Az ionos folyadékok alkalmazasa két f6 zold kémiai elvnek is eleget tesz:
kornyezetbarat oldoszer és megtijuld nyersanyag forras hasznalata (Zhu, 2006). Elokezelésre
valo alkalmazasuk még korai fazisban van, de egyre nagyobb érdeklédés mutatkozik irantuk
(Bahcegul, 2012), mivel kivalthatjak a kornyezetre rendkiviil veszélyes, illékony szerves

olddszereket.
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A koolajhoz vald ragaszkodasunk, a kornyezetbarat technologiak hianya, a celluléz
atalakitasanak nehézségei és a kevés hasznalhat6 oldoszer hatraltattak a celluldz még nagyobb
mértékii kihasznalasat. Ugyanakkor a sok nyersanyagot ¢és energiat hasznald iparagaknak
sziikségiik van alternativ, megjuld nyersanyagforrasokra és technologiakra, hogy csokkentsék
a fosszilis forrasbdl szarmazo nyersanyag €s energiaigényt, ezaltal kornyezetbaratta téve a
technologiat. Az alternativ technologidkra megoldés lehet az enzimes katalizis, mivel enyhébb
reakciokoriilményeket igényel, mint a kémiai katalizis, és szelektiven katalizaljak a reakciokat,
gyorsabba téve oket. Enzimeket mar most is sok iparagban hasznéalnak, mint példaul papiripar,
textilipar, detergensek eléallitasa, stb. A cellulézbdl szarmazo6 cukor meghijuld alapanyag lehet,
mivel platform vegyliletnek tekintheté (Abels, 2013). Cukorbdl legegyszeriibben bioetanol
készitheté fermentaldssal. Ezen kiviil enzimes reakcidk sordn Osszetettebb vegyliletek
épitdegysége is lehet. Egyik ilyen bonyolultabb eljaras az ionos folyadékban toérténd észterezés,
amely alkalmaval a bioetanolndl értékesebb feliiletaktiv anyagokat lehet eldallitani, melyeket
szamos ipar hasznal.

Habar az ionos folyadékokat zold oldoszereknek nevezik, nem szabad elfelejteni, hogy
ezek mesterséges, bonyolult kémiai eljarasokkal eldallitott vegytiletek, igy fontos vizsgalnunk
az esetleges kijutasuk kornyezetre kifejtett hatdsat is. Mivel nagy résziik jol oldodik vizben,
ezért a vizi kdrnyezet van kitéve a legnagyobb veszélynek (Tsarpali, 2015). Lényeges tudni,

hogy esetleges kornyezetbe vald kijutasukkor lebomlanak-e vagy felhalmozodnak.
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2. Irodalmi osszefoglalé

2.1. A biomassza mint megujulé energia- és nyersanyagforras
2.1.1. Lignocelluléz
2.1.1.1. A lignocelluloz felépitése

A lignocelluldz tartalmt anyagok harom 6 polimerbdl épiilnek fel. Ezek a celluloz, a lignin és
a hemicelluloz. A celluloz az éldvilag legnagyobb mennyiségben eléforduld anyaga (Sindhu,
2016; Gupta, 2015; Kumar, 2008a).

A celluloz (1. és 2. dbra) egy linearis, rendkiviil rendezett (gyakran kristalyos) homo-
poliszaharid amely cellobiozbol (D-glukopiranozil-f-1,4-D-glukopirandz) épiil fel (Van Eylen,
2011; Kumar, 2008a; Dadi, 2006). A B-1,4-es glikozidos kotések mellett az egyik gliikoz
molekula C3-as hidroxi és a masik molekula gytiriiben 1év6 oxigén atomja kozott is 1étrejon
hidrogén-hid kotés. Ennek a kétféle kotésnek koszonhetd a lanc linearitdsa, merevsége ¢€s
oldodaési tulajdonsdgai (Iguchi, 2013). A cellobidz a celluloz legkisebb ismétlodd egysége
(Kumar, 2008a). A biomasszaban 35-50%-ban van jelen (Chen, 2017; Sun, 2002).

s OH
Rty HO o1
HO o Lmd

OH

OH R

1. abra: A celluldz altalanos szerkezete (Internet 1)
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2. abra: A celluloz szerkezete (Bhaumik, 2015)
A cellulozbdl kialakuld polimer szalakat erés hidrogénkotések és Van der Waals
kotéerdk tartjak ossze (Dadi, 2006; Swatloski, 2002). Egy szal akar néhany ezer gliikoz
egységbdl is allhat (Elgharbawy, 2016) (3. dbra).

Celluldz rost

iy, Mikrofibrillum

Molekula-lanc &Qy%iglgo
{31 4-Glukdz) QT
@ ALT Q@

nutrition jbpub .com/.. jchemistryreview9.cfm

3. abra: A celluloz rost szerkezete (Internet 2)

A lignin egykomplex aromas polimer (Jonsson, 2016) amely haromdimenzids halozatot
épit fel dimetoxil (S), monometoxilalt (G) és nem-metoxilalt (H) fenilpropanoid egységekbdl
(Xu, 2015; Kumar, 2008a). Ezek p-hidroxi-fahéjalkoholokbol szarmaznak (Kumar, 2008a). A
lignin rendkiviil ellenalldé kémiai és biologiai bontasokkal szemben, igy mechanikai és kémiai

védelmet biztosit (Yoo, 2017; Xu, 2015; Yuan, 2013; Kumar, 2008a). A kozéps6 lamellaban
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talalhaté meg a legnagyobb mennyiségben, ahol a rostok kozott a cementhez hasonlod kotd
szerepe van. Emellett a kiilsé rétegben is megtalalhato (foleg a masodlagos sejtfalban). Itt a
hemicellul6zzal amorf matrixot alkotnak, amibe beagyazodva talalhatoak a celluloz rostok, igy
védve Oket meg a biologiai bontastol. A haromféle lignin aranyanak megfeleléen (H:G:S)
kiilonbséget tehetiink a kiilonbozé novények kozott. A fas nyitvatermokben (puhafak) van a
legnagyobb lignin tartalom, és ez féleg a G alegységbdl épiil fel. A fas zarvatermdkben
(keményfak) az S és G alegységek dominalnak. A nem-fas zarvatermOkben mind a harom
alegység megtalalhatd. A lignin Osszetétel valtozhat a szovetek és a sejtfal rétegek kozott
(Kumar, 2008a). A biomasszaban 15-20%-ban fordul ¢lé (Chen, 2017; Sindhu, 2016; Zhao,
2009) és a celluloz utdn a masodik legbdségesebb anyag a természetben (Pollegioni, 2015).

A hemicellul6z egy heterogén-polimer, amely kiillonb6z6 pentdézokbol (D-xiléz, D-
arabindz) ¢és hexo6zokbol (D-manndz, D-glukéz, D-galaktéz) és gliikkdz savakbol (Kumar,
2008a; Mosier, 2005; Carpita, 1993) épiil fel, amik gyakran acetilaltak és elagaz6 szénlancot
tartalmaznak (Martinez, 2005). A puhafdkban altalaban glukomannan, a keményfakban féleg
xilan alkotja kiilonb6z6 szazalékban galaktdzzal, arabindzzal, ramnézzal és metilglukuron
savval (Van Eylen, 2011; Huisman, 2000; Kumar, 2008a; Martinez, 2005). A lignocellul6z
biomasszaban 25-35%-ban fordul el6 (Chen, 2017; Sindhu, 2016; Kumar, 2008a), ezért boséges
megujul6 biomassza (Kumar, 2008a). A hemicelluléz hidrogén hid kotésekkel kapcesolodik a
cellulozhoz és igy alakitjak ki a sejtfal vazat (Sindhu, 2016). A rostok 1ényegesen rovidebbek,
és a lancok gyakran eldgazodast tartalmaznak. Kémiai ellenalld képességiik kisebb a
cellul6zénal. A kristalyos régiok hianyanak és az alacsony polimerizaltsagi foknak
koszonhetden konnyen bonthatdé (Chen, 2017; Jonsson, 2016). A lignocelluléz tartalmu

biomassza felépitésének bonyolultsagat és Gsszetettségét a 4. abra szemlélteti.
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4. abra: Lignocelluléz felépitése (Menon, 2012)

A tovabbi nem strukturdlis elemek kozott vannak extraktivumnak nevezett szerves
oldatok, amik lehetnek polarosak (fenol, csersav) vagy nem-polarosak (zsirok, szterolok),
vizoldhaté vegyiiletek (cukrok, keményitd), és fehérjék (Jonsson, 2016; Shindu, 2016;
Martinez, 2005). Néhany puhafaban ezek a fa szaraz tomegének akar a 20%-at is elérhetik, de
altalaban kevesebb, mint 5%-ban fordulnak elé¢ (Martinez, 2005). A novények szinének és
illatanak kialakitdsaban, valamint a parazitak elleni védelemben van szerepiik (Jonsson, 2016).

Ennek a bonyolult szerkezetnek kdszonhetéen a ndvényi részek nehezen bonthatok,
emészthetok (Wang, 2010; Hayes, 2009; Zhao, 2009), és nehéz kinyerni beldliik a cellulozt.
Vizben oldhatatlan (Chang, 2000) és a cellulazok is csak nehezen férnek hozza, ezért elokezelés
sziikséges (Sindhu, 2016; Gupta, 2015; Dadi, 2006), hogy a felszabaduld redukald cukor
mennyiségét novelni, a reakci6 1d6t pedig csokkenteni lehessen.

A lignocelluléz tartalmt biomassza az egyik legfontosabb megtijul6é nyersanyagforras.
Ipari vagy mezdgazdasagi mellékterméket hasznalva, melyek nem versenyeznek az élelmiszer

ellatassal, hasznalatuk gazdasagos lehet (Elgharbawy, 2016).

2.1.1.2. Lignocelluléz bontasaban részt vevo enzimek

A cellul6z bontdsaban a cellulazok vesznek részt, melyek hidrolizissel bontjak azt. Harom {6

fajtaja van: endoglukanaz, exoglukanaz és a B-glukozidaz (Abels, 2013; Kalyani, 2013). Az
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endoglukanaz random hasitja a cellul6z lancot. Az exocellulaz a cellul6z lanc végérdl hasit le
cellobioz egységeket. A B-glukoziddz glilkdz monomerekre hasitja a cellobidzt (Abels, 2013;
Lozano, 2014, Kumar, 2008a; Zhang, 2004). Tobb tanulmany is bizonyitja, hogy ezek
indukalhat6 enzimek (Kumar, 2008a), de mindegyiknél fellép a termékgatlas (Abels, 2013).

A hemicellul6z bontasaban sokféle enzim vesz részt. A xilan bontasért példaul az endo-
1,4-B-xilanaz, a B-xilozidaz (Shindu, 2016; Kumar, 2008a), az a-glukuronidaz, az o-L-
arabinofuranoziddz és az acetilxilan észteraz feleldsek a természetben. A glukomannan
bontasaban a f-mannanaz és a f-mannozidaz vesznek részt (Kumar, 2008a).

A Dbaktériumokban a cellulazok egy nagy komplexet is alkothatnak, amit
celluloszomanak neveznek. Ez egy nagy molekula (2000 kDa), mely extracelluldrisan
kapcsolodik Ossze. A tobbféle alegység egymas munkajat segiti. Hatékonyan bontja a
glikozidos kotéseket. Ez az enzim komplex a sejten kiviil helyezkedik el, de horgonyzo
fehérjék a sejthez kotik (Kumar, 2008a).

Az enzimes hidrolizis elénye, hogy az enzimek specifikusan bontjak a rendelkezésiikre
allo szubsztratot, igy elkeriilheté a melléktermékek keletkezése (Lozano, 2014). Ennek két 6
1épése van. Az elsd az enzim megkdtddése a cellulozon, a masodik pedig az enzim-szubsztrat
komplex kialakulasa (Elgharbawy, 2016).

A vizes kozegli enzimes hidrolizis lasst folyamat, mivel a celluldz egy vizoldhatatlan
biopolimer (Dadi, 2006), ezért ez a 1€pés a f6 limitald a lignocelluloz atalakitasaban (Sindhu,
2016). A szorosan 4ll6 celluloz rostok kizarjdk az enzimeket (Lynd, 2002), ezért vagy a celluloz
szabalyos szerkezetét kell megbontani, vagy a keletkezd terméket kell eltdvolitani (Abels,
2013). Cellulaz enzimeket példaul a papiriparban a farostok puhitasara hasznaljak

(Jegannathan, 2013).

2.1.1.3. Celluloz el6kezelése napjainkban

Az elbkezelés a legenergiaigényesebb (Sindhu, 2016) és koltségesebb (Reina, 2016; Mosier,
2005) lépés a biomassza atalakitasdban. A moddszer kivéalasztasa alapjaiban hatdrozza meg a
felszabadulé cukor mennyiségét (Bahcegul, 2012) illetve az egyéb downstream folyamatokat
(Sindhu, 2016). A celluloz oldhatatlan vizben és a legtobb hagyomanyos szerves oldoszerben
(Yoo, 2017; Swatloski, 2002), ezért elékezelést kell végezni (Wang, 2010; Mosier, 2005). Az
elokezelés hatdsdra megvaltozik a biomassza mikro- és makroszképos mérete valamint a
szerkezete, mely fellazul, duzzad (Chen, 2017; Sindhu, 2016). Az oldodas hatasara homogén

reakciofazis jon létre (Swatloski, 2002). A napjainkban hasznalt eljarasok (pl: réz-oxid és xantan
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eljaras) nehézkesek, dragak és a hasznalt oldoszerek komoly kornyezeti problémaékat okoznak,
mivel nem regeneralhatok (Zhu, 2006). Tovabbi hatranyuk, hogy specialis eszk6zoket igényelnek
¢s a késObbi enzimes hidrolizisre, illetve fermentélasra karos, gatld anyagok képzddnek. Csokken
tovabba a fermentalhatd cukor mennyisége is (Weerachanchai, 2017; Sindhu, 2016). A gatld
anyagok az el0kezelés modjatol fiiggden foleg a ligninbdl és/vagy a hemicellulozbol képzddnek
(Jonsson, 2016), ezért olyan eldkezelést kell valasztani, ahol nd a cukor felszabadulas
mellékreakciok és szénhidrat vesztés nélkiil (Weerachanchai, 2017).

Attol fiiggden, hogy milyen erdk jatszanak benne szerepet, beszéliink biologiai, kémiai,
fizikai és fizikai-kémiai el6kezelésrol (Gupta, 2015; Chandra, 2007).

e A biologiai elokezelésben baktériumok és gombak vesznek részt (Sindhu, 2016; Gupta,
2015), de a cellulozt nem tudjak hatékonyan bontani, ezért a polimerizacié foka nem
csokken jelentésen. Az eldkezelés soran nem keletkeznek a kés6bbi hidrolizisre nézve
gatld melléktermékek az enyhébb reakciokoriilmények miatt (Sindhu, 2016).

o A fizikai elokezelés soran az 6rlés €s a daralas energiaigényes (Gupta, 2015; Menon,
2012), ezért ipari alkalmazasa keriilendo.

e A kémiai és fizikai-kémiai eljarasok (pl: gézrobbantds, SO,-gdzrobbantas, savak,
lugok) hatranya a vegyszer igény, ezek ara és az elokezelés soran keletkezd
melléktermékek (alifas savak, furaldehid, aromas vegyiiletek), amelyek enzim
inhibitorként viselkednek (Auxenfans, 2012; Menon, 2012; Van Eylen, 2011; Martin;
2003), valamint a felszabaduldé cukor is tovabb bomlik (Pengilly, 2015). Enyhébb
reakciokoriilmények kozott kevesebb cukor bomlik el, viszont hemicelluléz marad az
elokezelés utan, és csokken a celluldz hozzaférhetdsége a tovabbi enzimes hidrolizishez
(Pengilly, 2015).

Az elOkezelés soran segiteni kell az enzimes hidrolizist, minimalizalni kell a szénhidrat
veszteséget €s koltséghatékonynak kell lenni (Sun, 2002). Egy ideélis eldkezelés soran
elkeriilhetd a biomassza méretének csokkentése, és a gyors hidrolizis nagy mennyiségii cukor
felszabadulassal jar inhibitorok minimalis képzodése mellett (Gupta, 2015).

A fentiek miatt 0j eljarasok kidolgozasa sziikséges a gazdasagos, kornyezetbarat celluloz
feldolgozashoz, amelyre az egyik lehetséges mod az ionos folyadékok alkalmazasa és
kombinalasa enzimekkel. Az ionos folyadékos eldkezelés hagyja a legkevesebb enzim

inhibitort az el6kezelt anyagban (Reina, 2016), mig az enzimek célzottan bontjak a cellulozt.
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2.2. lonos folyadékok

2.2.1. Az ionos folyadékok altalanos jellemzdi

Az ionos folyadékok olyan alacsony olvadasponta (100 °C alatt) sok (Wang, 2010), melyek
kizardlag ionokbdl allnak, magas homérsékleten sem parolognak, nem illékonyak, nem
gyulékonyak (Auxenfans, 2012; Luczak, 2008; Lozano, 2011; Wang, 2010), hdstabilak,
kémiailag stabilak (Ganske, 2006; Zhu, 2006) és nagy az elektrokémiai stabilitasuk
(MacFarlane, 2014). Jol oldodnak szerves, szervetlen és fémorganikus vegyiiletekben (Harjani,
2009). Az alacsony olvadaspont az aszimmetrikus szerves kationnak koszonhetd, mely
csokkenti a racsenergiat (Luczak, 2008), valamint, hogy az ionos folyadékot felépité ionok
gyengén koordinaltak (Megaw, 2015). Elényiik a nagy vezetOképesség (Montalban, 2016;
Stolte; 2007) és mivel nem parolognak nincs olddszer veszteség parolgason keresztiil (Romero,
2008). Jo oldoszerek kémiai és biokatalitikus reakciokhoz (Fernandez, 2015; Ganske, 2006). A
jo oldasi képességiik miatt hatékonyan tudnak oldani polimereket ¢és komplex
makromolekuldkat (Tan, 2012). A tulajdonsdgaiknak k&szonhetéen egyre nagyobb az
érdeklédés az ipari alkalmazasuk irant a parolgd szerves oldoszerek alternativajaként (Costa,
2015). Mivel zo6ld olddészernek tervezték Oket, levalthatjak a parolgd szerves vegyiileteket
(Elgharbawy, 2018).

Az ionos folyadékok nagy szerves kationbol (ammoénium, imidazolium, piridinium,
piperidinium vagy pirrolidium) és az ehhez kapcsolodo, valtozatos hosszisagh alkil
oldallancbol, valamint szerves vagy szervetlen anionbol épiilnek fel (Grzonkowska, 2016; Liu,
2015; Passos, 2014). Szinte korlatlan variacioban allithatok el6 (Fehér, 2007; Harjani, 2009;
Stolte, 2007; Swatloski, 2002), mivel a felépité anionok és kationok szama tetszélegesen,
majdhogynem korlatlanul kombinéalhatd. A nagy valtozatossag ellenére a legtobbet hasznalt az
1-alkil-3-metilimidazolium, mivel nem parolog, nem gyulékony, hé- stabil, valamint sokféle
szerves és szervetlen anyagot tud oldani (Romero, 2008). Ezen belil is az 1-alkil-3-
metilimidazolium-klorid tipust ionos folyadékok az elsé ipari méretekben hasznalt ionos
folyadékok csoportjaba tartozik (Megaw, 2015).

A 5. és 6. abrakon, a teljesség igénye nélkiil, feltlintettem néhany kation és anion

szubsztitualasi lehetdséget (Brandt, 2013; Fehér, 2008).
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5. abra: Leggyakoribb kationok:1. litium-, 2. ammonium-, 3. szulféonium-, 4.
foszfonium, 5. triazolium-, 6. imidazolium-, 7. pirazolium-, 8. thiazolium-,
9. pirrolidinium-, 10. oxazolium-, 11. piridinium-ionok kiilonb6z6
mértékben szubsztitualva, ahol Ry lehet: H, CH3(CH2)n- (n:0, 1, 2, 3,...),
aril-, sth. (Fehér, 2008)

Nem vizoldhato > Vizoldhato
1 PEJ 9 [CF.CO.}
10 [CHLCO.J
2 [(CF5SO,)NT 6 [CFaSO. 11 NOJ
3BRRRRS 7 Ry u::> 12 [ALCLT
4 [CF,(CF.).S0.) 3 [AICLT
R 14 [CF
5 [CF4(CF,),COt 5 (511

6. abra: Az ionos folyadékok leggyakoribb anionjai csoportositasa

vizoldhatosaguk szerint (Fehér, 2008)

A nagyszdml kombinacids lehetdségnek koszonhetéen az ionos folyadékok
tulajdonsagai alakithatok (Megaw, 2015; Passos, 2014; Romero, 2008; Kumar, 2008b; Fehér,
2007), ,,méretre szabhatok”. Egy becslés szerint tobb mint 10° kiilonboz6 ionos folyadék
készithetdé (Montalban, 2016). Arra is van lehetdség, hogy modellez6 szoftverek segitségével
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kivalasszuk a valdszintileg legmegfelelobb ionos folyadékok korét a feladatunk megoldasdhoz
(Fehér, 2007).

Van olyan ionos folyadék, amelyik egyaltalan nem toxikus, jelenlegi tudasunk szerint
nem karositja a kornyezetet (Wang, 2010), igy zo6ld oldoszerként jol alkalmazhato.
Regeneralhatoak példaul ioncserével, reverz ozmozissal (Zhu, 2006), extrakcioval (Abels,
2013) és jra felhasznalhatoak (Auxenfans, 2012; Stepnowski, 2007; Zhu, 2006).

Az ionos-folyadékok alkalmazasainak lehetségei:

Energetika:  elemek
lizemanyagcella
termofluidok

Biotechnologia: biokatalizis

protein tisztitas
Vegyipar: extrakcio
folyékony membranok
elvélasztas
Kémia: polimerizacio
katalizis
szerves szintézis
Bevonat: fémlevalasztas
mososzerek
sikositok
Egyéb: olajok
nanoszemcsek
folyadékkristalyok
kromatografids szilard fazis (Yoo, 2017; Grzonkowska, 2016;
Montalban, 2016; Salam, 2016; Pham, 2010)

A celluloz szalakban 1év6 hidrogén hid kotések bontdsdban az anionok jatszédk a f6
szerepet (Elgharbawy; 2016). Irodalmi adatok alapjan a hosszl oldallancot tartalmazé ionos-
folyadékok kevésbé hatékonyan oldjak a cellulozt, viszont ezek szobahdmérsékleten is
folyékonyak. A gyengén vagy nem koordindlé anionokat tartalmaz6 ionos folyadékok sem
oldjak hatékonyan a cellulozt (Swatloski, 2002). A nagyméretii kationok csokkentik az
anionnak a cellul6z hidroxil csoportjdhoz vald kotddését és ezaltal a celluloz oldhatdsagat
(Elgharbawy; 2016). Cellulézoldasra alkalmas ionos folyadékot e tulajdonsag figyelembe

vételével érdemes valasztani (Swatloski, 2002).
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Széleskori lignin és celluldz oldasi képességgel rendelkeznek az imidazoliumon alapul6
kationok (Xu, 2015). Ezen beliil is az 1,3-dialkil-imidazolium tipust ionos folyadékok oldjak
hatékonyan a cellulézt (Brandt, 2013). Ezek rendezett haromdimenzids szerkezettel
rendelkeznek. Ezekben a kationok ¢és anionok H-kotésekkel haldzatot alkotnak. Ez
kétdimenzids monomer egységekbdl épiil fel ugy, hogy egy aniont minimum harom kation vesz
koriil és forditva (Fehér, 2007). A butil-metilimidazolium csoportot, melyet masodik generacios
ionos folyadéknak is neveznek, az illékony szerves vegyiiletek kivaltasara tervezték, mivel
héstabilak, alig parolognak és nem gyulékonyak (Jordan, 2015). Ezen beliil az 1-butil-3-
metilimidazolium kationt tartalmazé ionos folyadékok sokféle anionnal lehetnek parban, a
kicsi, hidrogénkotést elfogadotol (ClY) egészen a nagy, nem koordinaloig ([PFe]), ide értve a
Br, SCN- és [BF4] ionokat is (Swatloski, 2002). A kationok mellett az anionoknak is fontos

szereplik van az oldott anyagok oldhatosaganak meghatarozasdban (Payal, 2015).

2.2.1.1. 1-n-Butil-3-metil-imidazolium-klorid

Az altalam hasznalt 1-n-butil-3-metil-imidazolium-klorid ([Bmim]Cl) (7. abra) imidazolium
szerves kationt és szervetlen klorid aniont tartalmazo hidrofil ionos folyadék (Zhu, 2006).
Osszegképlete: CsHi5CIN2, molaris toémege pedig 174,68 g/mol. Olvadaspontja 60 °C koriil
van, a tisztitott cellulézt 100 °C-on 20 témeg %-ig oldja.

CHs

N

W

r;‘_\l \/\\/CH:;

Cl

7. abra: [Bmim]Cl sematikus abraja (Internet 1)

A celluloz szarmazékok képzédése nélkiil oldodik benne (Zhu, 2006). Feltételezhetden
a klorid ionok aktivitdsa jatszik jelentds szerepet a hidrogén hid kotések felbontasaban
(Elgharbawy, 2016; Zhu, 2006; Swatloski, 2002). A klorid anion a szabad hidroxil
csoportokhoz kapcsolodik és deprotonalja a cellulozt (Dadi, 2006). Ezzel lehet a legnagyobb
mértékben oldani a cellulozt (Lozano, 2011; Swatloski, 2002), bar irodalmi adatok szerint az

enzimek gyors dezaktivalodasat okozza (Lozano, 2014).
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2.2.1.2. 1-n-Butil-3-metil-imidazolium-acetat

A kutatasba bevont 1-n-butil-3-metil-imidazolium-acetat ([Bmim]Ac) (8. abra) szintén
imidazolium szerves kationt tartalmaz, de az el6z6hoz képest szerves acetat anion van benne.
Szintén hidrofil, 6sszegképlete: C10H18N202, molaris tomege 198,26 g/mol, olvadaspontja -20

0C kériil van.

8. abra: [Bmim]Ac sematikus abraja (Internet 2)

Habar a nagyobb anion méretnek kdszonhetéen csokken benne a cellul6z oldhatosaga
(Elgharbawy, 2016), de irodalmi adatok alapjdn az vérhatd, hogy az enzimeket kevésbé
dezaktivalja (Bahcegul, 2012).

2.2.2. A celluléz el6kezelés ionos folyadékban

Az ionos folyadékos eldkezelés a kémiai elokezelések csoportjaba tartozik. Graenacher mar
1934-ben felfedezte, hogy nitrogén tartalmu bazisok jelenlétében az N-etilpiridinium képes
oldani a cellulozt (Zhu, 2006; Swatloski, 2002).

Az ionos folyadékok a lignocelluléz biomassza széles skalgjat tudjak részben vagy
egészben oldani (Bahcegul, 2012; Lozano 2011) anélkiil, hogy a cellul6z kémiai 4talakulason
menne keresztiil (Iguchi, 2013). Feltételezhetéen a vizmentes kézeg miatt a hidrogénkotésben
részt vevO hidrogén az anionhoz, mig a kation az oxigénhez kotédik (9. abra) (Payal, 2015;
Auxenfans, 2012; Zhu, 2006). Ez segit a molekulan beliili és a molekuldk kozotti hidrogén hid
kotések felbontasaban és ezaltal az oldédasban (Auxenfans, 2012). Ennek eredményeként a
cellulaz enzimek hatékonyabban hidrolizaljak a cellulozt (Reina, 2016; Auxenfans, 2012;
Bahcegul, 2012). A [Bmim]ClI ionos folyadék esetében a nagy klorid ion koncentracio és
aktivitas segiti a kiterjedt hidrogén-hid kotési rendszer bomldsat, ezaltal nagyobb
mennyiségben oldja a cellulozt és a celluldz enzimek munkdjat is megkonnyiti a hagyomanyos

rendszerekhez képest (Abels, 2013; Swatloski, 2002).
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9. abra: Cellul6z oldédasa ionos folyadékban (Yoo, 2017)

Elektonmikroszkopos felvételeken (10. abra) (Saher, 2018) lathatéak, hogy a
mikrokristalyos celluloz szerkezete hogyan valtozik meg ionos folyadékos elokezelés hatdsara.

A felvételeken jol lathatd, hogy a celluléz merev, rendezett szerkezete fellazul az elokezelés

hatasara és amorfabb lesz, igy konnyitve az enzimes hidrolizist.

10. abra: A: mikrokristalyos celluloz elektonmikroszkdpos felvétele; B: mikrokristalyos

celluléz elektonmikroszkopos felvétele ionos folyadékos elékezelés utan (Saher, 2018)

Az ionos folyadékok hatdsa fiigg a biomasszatol, annak lignin és hemicellul6z
tartalmatol, (Auxenfans, 2012) illetve a biomassza 6rlemény szemcséinek méretétdl (Bahcegul,
2012). A szemcseméret csOkkentése energiaigényes, és noveli a keletkezd termék arat
(Bahcegul, 2012). Az eldkezelés hosszanak novekedése pedig kismértékben csokkenti az ionos
folyadék hatékonysagat (Auxenfans, 2012).

Korabbi celluloz oldasi eredményeket az 1. tablazatban, mig biomassza oldhatosaganak

eredményeit a 2. tdblazatban foglaltam Ossze.
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1. tablazat: Cellul6z oldddasa kiilonbozo ionos folyadékokban

Elokezelés

Keverés

. fr 0 .
Ionos folyadék S S oo Oldhatosag (%) Forras
[Bmim]HCOO meleg(}tce)s Y R <5% Xu, 2015
[Emim]MeSOs meleggtce)s R ogneses <5% Xu, 2015
melegités (100 n.a. Swatloski,
10%
°C) 2002
melegités (70 n.a. Swatloski,
3%
°C) 2002
[Bmim]ClI meleﬁ%eos C()IOS- n.a. = Sathltésgf;anoh,
melegités (80 n.a. 504 Swatloski,
°C) + ultrahang 2002
melegolg)s (110 mlff\rfl;sées 8% Xu. 2015
[Bmim]Br mikrohullamu kf/;eres . Swatloski,
melegités vor?gx 0 2002
[Bmim]SCN ST  <cvers Swatloski,
s vagy 5-7%
melegités vortex 2002
mikrohullama | K€Yeres Swatloski,
e vagy oldhatatlan
[Bmim]BF4 melegités Vortex 2002
meleg(}g,)s (110 mlff\l,l:rsgs <5% Xu, 2015
mikrohullamg | KEVeres Swatloski,
. melegités Va?y el 2002
[Bmim]PFe vortex
meleggtes (110 magneses <50 Xu, 2015
C) keverd

n.a. — nincs adat
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2. tablazat: Biomassza oldasa kiilonb6z06 ionos folyadékokban

lonos Biomassza Elékezelés | Keverés | Oldhatosag Forrds
folyadék fajtaja héfoka modja (%)
. . melegités | magneses 0
[Bmim]ClI rizsszalma (110 °C) Keverd 10% Xu, 2015
[Bmim]ClI olaj 1200c | magneses 12% Tan, 2012
palmalevél keverd
[Bmim]Cl | kukoricaszar | 105-110°C | "% 5 % Sathitsuksanoh,
2012
[Bmim]Ac szalma 125°C magnesf's 4% Guragain, 2011
keverd
[Comim]OAc | Kukorieaszar |y q5 oc n.a. 3% Li, 2011
és levél
[Comim]oAc | KOs fomy0, | 1o yepoc | N 3% Singh, 2013
eukaliptusz

n.a. - nincs adat

A tablazatokbol lathato, hogy kis koncentracioban oldottak fel a tisztitott cellulozt,
illetve a biomasszat az ionos folyadékokban. Ez azzal magyarazhat6, hogy nagyobb
koncentracioban siirii lesz a minta és nehéz homogenizalni. Razégépben razatva, vagy
magneses keverdvel nehéz feloldani 6ket. Ennek a problémanak megoldasa lehet kiilsé keverdk
alkalmazasa, amelyek nagyobb erével, hatékonyabban keverik meg a mintat. A homogén
reakcio eldnye, hogy 0j bomlasi utak nyilnak meg ¢és kontrollalni lehet a keletkezd terméket
(Zhu, 2006).

Eddigi kisérletek soran az elokezelés utan az ionos folyadékot ioncserélt desztillalt
vizzel vagy etanollal kicsapattdk. Ezutan a celluldzt tisztitottak, szaritottak és igy végezték el
vele a hidrolizist. A hidrolizis mértéke egy-masfél nagysagrenddel novekedett a kezeletlen
mintakhoz képest, azonban az elékezelt celluloz tisztitasa és szaritasa nehézkes és draga. A
celluloz eldkezelése €s enzimes hidrolizisének egy reakciotérben torténd lejatszatdsaval ennek

a két Iépesnek az idejét és energiaigényét meg lehet sporolni.

2.3. Gluko6z-palmitat enzimatikus eléallitasa

Egyre nagyobb az érdeklddés a vegyszerek kornyezetbarat modon torténd eldallitasa irdnt. A
hagyomanyos feliiletaktiv anyagok nagyrészt a petrolkémiai iparbdl szdrmaznak, igy
eldallitasuk kornyezetszennyezd, valamint bioldgiailag nehezen bonthatok (Ren, 2017). Ezzel
szemben az enzimes reakcio egy kiilonleges kémiai reakcio, ahol az enzim a katalizator, és ez

noveli a reakcid sebességét (Papamichael, 2012). A nagyobb szelektivitdson til az alacsonyabb
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homérséklet és a termékek konnyebb szeparacidja is jelentds elonye az enzimes észterezésnek,
a hagyomanyos kémiai szintézishez képest (Ren, 2017). A reakci6 sok paramétertdl fiigg, mint
példaul az enzim stabilitdsa, szelektivitasa, anyagtranszport, enzim €s szubsztrat koncentracio,
viztartalom (Stergiou, 2013; Zaks, 1988). Az ionos folyadékok jo kozegek biokatalizisekhez,
mivel nem denaturalé kozeg a szubsztratok szdmara, valamint megmarad az enzimek szerkezete
¢s aktivitasa (Passos, 2014). Ezenkiviil valtoztathatd6 a kémiai szerkezetiik, igy kiilonb6z6
szubsztratokat tudnak oldani (Ren, 2017). Tovabbi eldnylik a nagyobb reakcidosebesség és
szelektivitas, mikozben ndvekszik az enzimek Gjrahasznalhatosaga is (Elgharbawy, 2018).

A cukor-zsirsav észterek egy cukor és egy zsirsav kozott lejatszodd észterezési
reakcioval allithatok elé (Gumel, 2011), ahol a lipaz enzim katalizalja az észter kotés 1étrejottét
(Ren, 2017). A lignocellulozbol szarmazéd glikoéz és a természetes forrasbol szarmazod

palmitinsav j6 alapanyagok cukor-zsirsav észter (sugar fatty acid ester-SFAE) eldallitasara.

2.3.1. Lipaz enzimek

A széles korben hasznalt lipdz enzimmel torténd cukor-észter eldallitdshoz olyan vizmentes
oldoszer sziikséges, amely képes oldani a szubsztratokat (Stergiou, 2013; Gumel, 2011), mivel
ezek aranya befolyasolja az észterezést, és nem deaktivalja az enzimet (Arcens, 2018). Mivel a
gliik6z polaros, a zsirsav nem poléaros és a cukor-észter amfifil, ezért a megfeleld oldoszer
kivélasztasa nehéz (Liang, 2012; Lee, 2008a). A szerves oldészerekkel szemben az ionos
folyadékok nagy elénye, hogy nem parolognak, termikusan és kémiailag stabilak, valamint
képesek oldani szerves-, szervetlen-, polaros- és nem polaros anyagokat, illetve polimereket
(Liang, 2012; Lee, 2008a). Az olddszer az enzim stabilitasra és enantioszelektivitasra is nagy
hatassal van (Gumel, 2011). Az ionos folyadékok alkalmazisanak tovabbi eldnyei, hogy
novelik az enzimek reaktivitdsat és szelektivitidsat (Elgharbawy, 2018; Liang, 2012; Lee,
2008a).

A lipazok nagyon stabil enzimek (Stergiou, 2013), melyek lipidek hidrolizisét
katalizaljak vizes kozegben a lipid-viz hatarfeliileten (Reis, 2009; Gupta, 2004). Hasznaljak
példaul az élelmiszeriparban (Elgharbawy, 2018; Pandey, 1999), a gyogyszeriparban, a
boriparban (Jegannathan, 2013) és a papiriparban is (Jegannathan, 2013; Bajpai, 2012). Az
enzimek szamos szerves oldoszerben és alacsony hémérsékleten is mitkddnek, ezek a
leggyakrabban hasznalt enzimek a cukor-zsirsavak eldallitdsa soran (Arcens, 2018). Nem vizes
kozegben a reakcid iranya megfordul (Gumel, 2011; Cauglia, 2008; Degn, 1999). Ionos

folyadékokban 1is stabilak (Elgharbawy, 2018), de minimdlis vizmennyiség sziikséges az

26



crer

stabilitasukat, még akkor is, ha a reakcidhoz nem sziikséges, nagyobb koncentracioban pedig
gatolja a szintézist. A minimalisan sziikséges vizmennyiség noveli az enzim aktiv helyének
polaritasat és szerkezeti flexibiltasat, mig a til sok viz enzim aggregaciot is okoz (Elgharbawy,
2018).

A lipaz katalizalta reakciok ping-pong bi-bi mechanizmussal irhatok le (Stergiou, 2013).
SFAE szintézis soran rogzitett formaban szoktak hasznalni dket. A fontosabb lipaz termeld
torzsek a Bacillus, Pseudomonas és a Bulkholderia (Gupta, 2004). A leggyakrabban hasznalt
enzimek pedig a Candida antarctica, Candida rugosa, Candida cylindracea, Rhizomucor
miehei. A kiilonboz6 forrasbdl szarmazo lipazok kiilonb6ozé katalitikus — aktivitassal
rendelkeznek. Vannak, amik hosszabb, vannak, amik a rovidebb szénlanct zsirsav szubsztratok
reakcioit katalizaljak gyorsabban (Gumel, 2011; Vaysse, 2002). A rdvidebb szénlancot
tartalmazo zsirsavakkal alacsonyabb (35-45 °C), mig a hosszabb szénlédncot tartalmazokkal
magasabb hdmérsékleten (60 °C) jatszodik le jobban a katalitikus észterezés (Gumel, 2011). A
katalitikus triad Ser- Asp/Glu-His-bél all (Reis, 2009; Meier, 2007; Gupta, 2004), mellyel
végrehajtja a katalizist (Stergiou, 2013). Az enzim koti a savat és acilezi azt, majd kilép a viz.
Az acilezett enzim kot egy cukrot és kialakul az észterkotés. Az acilezés a limitalo 1épés (Yu,
2008). A kilépd vizet meg kell kotni, hogy a reakcid a cukor-észter képzodés felé tolodjon el
(Arcens, 2018).

Az éltalam is hasznalt Novozyme 435 (Candida antarctica lipaz B) egy széles korben
hasznalt enzim (Ferrer, 2005), amely a leghatékonyabb az észterezésben. 317 aminosavbol alld
globularis molekula (Li, 2015). Rogzitett enzimkészitmény (Li, 2015; Gumel, 2011), amely
sztereospecifikus (Humeau, 1998) €s az elagazast nem tartalmazo6 hosszabb szénlancu zsirsavak
irant mutat nagyobb specificitdst (Gumel, 2011). Az O-6-gliikdz észterezést szelektiven
katalizalja (Liang, 2012), kompatibilis az ionos folyadékokkal, és azokban a magasabb
homérsékletet is toleralja (Elgharbawy, 2018).

2.3.2. Feluletaktiv anyagok

A cukor-zsirsav észterek nem ionos feliiletaktiv anyagok (Li, 2015; Liang, 2012; Lee, 2008a),
melyeket olcsd, természetes alapanyagokbol lehet késziteni (Arcens, 2018). Biologiai Gton
bomlanak ¢€s alacsony a toxicitasuk (Li, 2015; Gumel, 2011; Degn, 1999). Szagtalanok,
iztelenek (Ren, 2017; Gumel, 2011) valamint nem irritaljak a bort (Ren, 2017), igy hasznalja

Oket az ¢€lelmiszeripar, gyogyszeripar, felhasznaljadk dket kozmetikumokban, mosdszerekben
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(Li, 2015; Gumel, 2011; Yu, 2008). A feliiletaktiv anyagokat eldszeretettel alkalmazzak a
mososzerekben, mivel folteltavolitd hatdsuk van. Néhany azonban toxikus lehet a kdrnyezetre
(Jegannathan, 2013). A feliiletaktiv anyagok jo detergensek (Ferrer, 2005; Degn, 1999),
hatasukat a szénhidrat és acil csoportok befolyasoljak (Arcens, 2018). Koziilikk néhany rovar6lé
¢s féregirtd (Gumel, 2011; Habulin, 2008), de lehet antioxidans vagy antimikrobidlis hatasuk
is (Arcens, 2018).

Kémiai eléallitasuknal atészterezést szoktak alkalmazni a megfeleld zsirsav metil
észterébél (Gumel, 2011), mely energiaigényes, valamint toxikus ¢&s karcinogén
melléktermékeket tartalmaz (Gumel, 2011; Cauglia, 2008). Tovabbi hatrany, hogy a reakcio
nem szelektiv, védd csoportokat kell alkalmazni (Liang, 2012; Cauglia, 2008; Ferrer, 2005) és
a terméket bonyolult eljarassal tisztitani kell (Liang, 2012; Habulin, 2008). Ezzel szemben az
enzimatikus eldallitds 1ényegesen kornyezetbaratabb (Li, 2015; Jegannathan, 2013), régio-
(Gumel, 2011; Cauglia, 2008), enantio- (Meier, 2007), dia- (Gumel, 2011), és sztereoszelektiv
(Liang, 2012), igy rogton mono-észter képzddik (Arcens, 2018). A kornyezetbe kijutva pedig
lebomlanak (Arcens, 2018; Jegannathan, 2013).

2.3.3. Enzimkatalitikus észterezés ionos folyadékokban

Zhao és munkatarsai (Zhao, 2016) 12-féle ionos folyadékban (3. tablazat) vizsgaltak az
¢észterezeést. 1 ml ionos folyadékban oldottak fel 0,058 g metil-gliikozidot és 0,3 M laurinsavat.
A reakcioelegyhez 100 mg zeolitot és 20 mg Novozym 435 enzimet adtak. Razdgépben 300

rpm-el rdzatva, 45 °C-on 24 6ra utan a 3. tablazatban szereplé eredményeket kaptak.
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3. tablazat: Metil-gliikozid észterezése laurinsavval kiillonb6z6 ionos folyadékokban (Zhao,

2016)

Ionos folyadék Konverzio (%)
[Bmim]PFs 6,21
[Bmim]BF, 22,46

[Emim]MeSO4 0,21

[Bmim]MeSO4 0,21
[Bmim]Tf2N 5,71

[C7-mim]TF.N 7,29

[C12-mim] TN 6,59

[BTMA]TH:N 3,74

[HTMA]TfN 3,47
[Emim]TfO 2,38
[Bmim]TfO 30,89
[Hmim]TfO 30,67

A tablazat eredményeibdl lathato, hogy a hidrofil aniont (pl: TfO™ és BFy4) tartalmazo
ionos folyadékokban magasabb volt a konverzio, mint a hidrofob aniont (pl: PFe és Tf2N")
tartalmazokban. A legmagasabb konverzidt [Bmim]TfO és [Hmim]TfO ionos folyadékokkal
érték el, mig a legalacsonyabbat a MeSO4 -iont tartalmazokkal (Zhao, 2016).

Fischer és munkatarsai (Fischer, 2013) 3 g ionos folyadékban (4. tablazat) oldottak fel
10 mmol linolsavat és 5 mmol D(+)-maltéz-monohidratot. A reakcidelegyhez 0,8 g zeolitot
(3A), 0,9 g Novozym 435 enzimet adtak. Inkubatorban 65 °C-on, 350 rpm-en razatva 3 nap

utan a 4. tdblazatban szereplé eredményeket kaptak.

4. tablazat: D(+)-malt6z-monohidrat észterezése linolsavval kiilonb6z6 ionos folyadékokban

(Fischer, 2013)

Ionos folyadék Konverzio (%)
[Emim]MeSOs 36,8
[Bmpyr]PFe 25,1

A tablazatbol lathato, hogy a vizoldhaté [Emim]MeSOs3 ionos folyadékban magasabb
konverziot értek el, mint a vizzel nem elegyedé [Bmpyr|PFs ionos folyadékkal (Fischer, 2013).
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Katsoura és munkatarsai (Katsoura, 2009) 6-féle ionos folyadékban (5. tablazat)
oldottak fel ferulin savat és butanolt 50-50 mM-os koncentraciéban. A reakcidelegyhez zeolitot
(3A) és 80 mg/ml koncentracioban CALB enzimet raktak. Razogépben 250 rpm-el razattdk 60

OC-on, 72 6ran keresztiil és az 5. tablazatban szereplé eredményeket kaptéak.

5. tablazat: Butanol észterezése ferulin savval kiilonb6z6 ionos folyadékokban (Katsoura,

2009)

Ionos folyadék Konverzio (%)
[Emim]BF4 2,3
[Bmim]BF4 3,4
[Omim]BF. 7,6
[Emim]PFe 23,4
[Bmim]PFe 32,9
[Omim]PFs 55,6

A tablazatbol lathatd, hogy a legmagasabb konverziot az [Omim]PFs-al, mig a
legalacsonyabbat az [Emim]BFs-el érték el. Mindkét kation esetében elmondhatd, hogy az
anionhoz egyre hosszabb oldallancot kapcsolva n6 a konverzid, igy elmondhat6, hogy az anion
jobban befolyasolja a konverziot (Katsoura, 2009).

A fent emlitett példakbol latszik, hogy CALB enzimmel lejatszodik az észterezés ionos
folyadékokban. A legmagasabb konverzidt (55,6 %) Katsoura és munkatarsai (Katsoura, 2009)
mérték [Omim]PFe-ban, mig a legalacsonyabbat (0,21%) Zhao és munkatarsai (Zhao, 2016),
[Emim]MeSOs-ban ¢s [Bmim]MeSOs-ban. Az eredmények nagy szorasabol lathatd, hogy a
szubsztratokat és reakcid paramétereket valtoztatva még ndvelhetd a konverzid. Az
eredményekbdl az olvashato ki, hogy a reakciot magasabb hdmérsékleten érdemes lejatszatni
(60-65 °C). Mivel ez egy lassu reakcio, ezért a reakcioidét hosszabb iddintervallumban kell

megvalasztani (48-72 6ra).

2.4. Az ionos folyadékok kornyezetre kifejtett hatasa

A z06ld kémia szempontjabdl fontos, hogy ne termeljiink Okotoxikus vegyiileteket nagy
mennyiségben (Gathergood, 2004), ezért fontos vizsgalni az ionos folyadékok toxicitasat és

biologiai bonthatdsagat, kivaltképpen, hogy ez egy alig kutatott teriilet (Claus, 2018; Diaz,
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2018). Habar szamos ionos folyadékot biologiailag bonthat6 osztalyba soroltak (Passos, 2014)
a valtozatos felépitésilk miatt célszeri mindegyik toxicitasat és biologiai bonthatosagat
megvizsgalni. Mivel nem parolognak, igy a 1égkdri szennyezésiik kozel nulla, j6 oldhatésaguk
¢s stabilitasuk miatt a vizi €s szdrazfoldi kornyezetre jelenthetnek veszélyt (Costa, 2015;
Ghanem, 2015; Czerwicka, 2009).

Altalanossagban elmondhatd, hogy a kationok fejcsoportjanak van jelentésége a
toxicitasban. Az oldallanc hosszat novelve nd a kation lipofiltasa, ezért konnyebben keresztiil
jut a sejtfalon, igy n6 a toxicitas (Claus, 2018; Grzonkowska, 2016; Montalban, 2016; Salam,
2016). Az anionoknak kisebb a jelentdségiik (Grzonkowska, 2016; Salam, 2016).

2.4.1. Enzimekre kifejtett hatas

A gitl6 hatas a kationnak koszonhetd. Ezen beliil is piridinium gytrfit tartalmazé kationnak
valamivel erésebb a hatasa, mint az imidazolium gyirit tartalmazonak (Pham, 2010). A kation
gatld hatdsa a rajta talalhato oldallanc hosszanak novekedésével novekszik (Pham, 2010).

AMP deaminaz esetében megfigyelték, hogy az ICso érték [Bmim][PFg] esetében 5 uM,
mig [Bmim][Cl] esetében 10 uM (Pham, 2010). Ezzel szemben viszont elmondhato, hogy lipaz
enzimek stabilitasat, katalitikus aktivitasat novelik (Elgharbawy, 2018).

2.4.2. Baktériumokra kifejtett hatas

A Dbaktériumokkal végzett kisérletek soran szintén azt tapasztaltak, hogy nodvelve az
imidazolium gylrith6z kapcsolt oldallanc hosszat novekszik annak gatlo hatasa (Ghanem,
2015; Pham, 2010; Harjani, 2009; Ranke, 2004). Az antibakterialis hatas alltalaban nem fiigg
az aniontol (Pernak, 2003), kivétel a foszfonium sot tartalmazo anionok, melynél gatlo hatast
figyeltek meg (Pham, 2010). Az irodalomban talalhat6 eredményeket a 6. tablazatban foglaltam

0ssze.
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6. tablazat: A vizsgalt ionos folyadékok toxicitasdnak eredményei

., Vizsgalt
Vel ionos ECso érték | FC9ECe0 | po i
baktérium i érték
folyadék
Vibrio . Montalban,
fischeri [BimimiCt S 2016
Vibrio . Romero,
fischeri | LEmim]Cl 3,39uM | o008
Vibrio . 3,34+0,13 Garcia,
fischeri [E3T0 L uM 2005
Vibrio . Montalban,
fischeri | [BMIMI[PFe] 3,29 M | = o016
Vibrio . 3,07+0,29 Garcia,
fischeri | LoMiMI[PFe] uM 2005
f\i/slc?r:é?i [Bmim]Cl | 316242 uM Diaz, 2018
: . 80,05+0,055 Ghanem,
E. Coli [Bmim]ClI mol/l 2015
P. . 3,39+0,15| Romero,
phophoreum [l o uM 2008

A tablazat adataibol lathatd, hogy az ionos folyadékok mér nagyon kis mennyiségben is
karosak a baktériumokra. Mindegyik tesztet baktérium monokultaraval végezték el. Ha egy
vegyllet kdrnyezetbe vald kijutasanak hatdsat akarjuk vizsgalni, akkor célszeriibb baktérium
konzorciummal elvégezni a mérést, mivel a koérnyezetbe kijutva az ionos folyadékok ilyen
konzorciumokkal fognak taldlkozni. Tobb baktérium egylittesen ellendllobb, mint egy-egy
torzs. Ezt Diaz és munkatarsainak (2018) eredményei is alatamasztjak, amely szerint a
[Bmim]Cl gyakorlatilag artalmatlan szennyviz iszapban talalhat6 baktériumokra.

Az ionos folyadékok toxicitasaért nagyrészt az alkil lanc hossza a felelds (Fernandez,
2015; Romero, 2008), gatlo hatdsa azzal magyarazhatd, hogy a hidrofob molekularész
interkalalodik a sejtmembranba (Pham, 2010). Viszont a magas s6 vagy szénhidrogén
tartalomhoz akklimatizalodott baktériumok sokkal jobban tulélik a magas ionos folyadék
koncentraciot (Jordan, 2015). Az anionoknak kisebb szerepe van a toxicitasban (Fernandez,
2015), a legtoxikusabbak a fluorid atomot tartalmazok, mig a legkevésbé toxikus a Cl atomot

tartalmazok (Montalban, 2016).
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2.4.3. Kornyezetre kifejtett hatas

Az ionos folyadékok kémiai és ho stabilitdsa nagy hatranyt jelentenek az artalmatlanitdsukra
(Pham, 2010). Az alacsony kornyezeti €és bioldgiai bonthatésaguk veszélyt jelenthet a vizi
¢lolényekre (Tsarpali, 2015) és felhalmozodhatnak a szennyvizekben (Romero, 2008). A
tervezhetdségbdl adodo nagy valtozatossag szintén problémat okoz, mivel mélyrehatd tudas
nélkiil nem lehet megmondani a kornyezeti hatdsukat (Stolte, 2007), pedig fontos tudni
toxicitasukat, és hogy hogyan viselkednek a kornyezetben (Montalban, 2016). Az 1-alkil-3-
metilimidazolium ionos folyadékok altaldban toxikusabbak a kornyezetre, mint a klor mentes
és klorozott szerves olddszerek, de nem olyan veszélyesek, mint a kationos feliiletaktiv anyagok
(Garcia, 2005).

»Mivel az imidazolium bazisu ionos folyadékok erds elektron akceptorok a delokalizalt
aromas rendszer (Pham, 2010; Jastorff, 2003) miatt és hidrofob komponensek miatt, sokféle
mechanizmussal tudnak felhalmozddni a talajban és az tiledékben” (Pham, 2010). A hosszabb
oldallancot tartalmazodak erdsebben kotddnek a talaj részecskéihez (Jordan, 2015; Pham, 2010;
Stepnowski, 2007), mig a rovid oldallancot vagy hidroxi csoportot tartalmazok mobilisabbak,
igy konnyebben elszennyezik a felszini és talajvizeket (Megaw, 2015), de a megkotddés fligg
a talaj 4svanyi anyag sszetételétdl is (Jordan, 2015). A lipofilitas csokkenésével ndvekszik az
ionos folyadékok mobilitasa, igy a hidrofob ionos folyadékok csak néhany centimétert mennek
be a talajba (Jordan, 2015). A hosszu oldallancot tartalmazé ionos folyadékok a finom
szemcséjll tengeri iiledékhez irreverzibilisen kdtddnek (Stepnowski, 2007) és a mezdgazdasagi
talajokbol valé kimosas is csokken oldalldanc hosszanak novelésével (Stepnowski, 2007).
[Bmim]Cl esetében agyagos talajban minimalis a megkotddése, ami azt jelenti, hogy
akadalytalanul mosodik be a talajvizbe (Gorman-Lewis, 2004). A kis hidrofobicitasanak

koszonhetben a baktériumok feliiletén sem kotédik jol (Pham, 2010).

2.4.4. Biolbgiai bonthatésag

A biologiai bontas egy kornyezetbarat eljaras a kémiai vegyiiletek bontasara (Pham, 2010) mely
soran kiilonb6z6 mikroorganizmusok biomasszava vagy szervetlen vegyiiletekre (CO2, H20)
bontjdk a nagy molekuldkat (Harjani, 2009). Elénye, hogy csokken a hulladék eégetés és lerakas
(Gathergood, 2004).

Biologiailag bonthatd vegytiletek tervezésénél harom dolgot kell figyelembe venni. Az

elsd, hogy legyen hely az enzimes hidrolizishez, a masodik, hogy legyen oxigén a hidroxi,
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aldehid vagy karbonsav csoportokban, harmadik pedig, hogy legyen nem szubsztitualt linearis
alkil lanc és fenil gylrli (Gathergood, 2004).

A butil oldallanccal kapcsolt imidazolium csoport esetében nem figyeltek meg biologiai
bonthatésagot (Romero, 2008; Stolte, 2007; Docherty, 2007), melyet alatdmaszt Garcia €és
munkatarsai (2005) eredménye mely szerint [Bmim]Cl és [Bmim]PFs estében 28 nap alatt 5%
alatt volt a biologiai bontas mértéke. Ez egybevag azzal, hogy a dialkil-imidazolium ionos
folyadékok (bmimX) biologiai bontdsa elhanyagolhaté (Jordan, 2015; Gathergood, 2004).
Viszont novelve az alkil oldallanc hosszat nd a bioldgiai bonthatésag, de a 16-18 szénatom
hosszh lancot tartalmazo ionos folyadékok mar gyengén olddédnak vizben (Jordan, 2015).

Az anionoknak altaldban nincs hangstlyos szerepe a bioldgiai bonthatdsagban, kivétel
az oktil-szulfat mely segiti a lebontast (Garcia, 2005), viszont meghatarozza az ionos folyadék

vizben valo6 oldddasat és ezért fontos paraméter (Ganske, 2006).

A z06ld kémia szabdlyai szerint a kémiai vegyiiletnek hasznalat utan bonthatonak kell
lennie, hogy elkeriilje a felhalmozddast a kornyezetben (Stolte; 2007). A biologiai bonthatosag
tlinik a szlik keresztmetszetnek az ionos folyadékok tervezésében, mivel olyan szerkezetet kell
kialakitani ami, noveli a biologiai bonthatdsadgot, nem noveli a lipofilitast és ezaltal a toxicitast
(Stolte, 2007). De egy jol bonthato toxikus vegyiilet kisebb gondot jelent, mint egy nem toxikus
stabil vegyiilet (Harjani, 2009). A tervezésben nagy segitséget nyujthatnak a biologiailag
bonthato feliiletaktiv anyagok, mivel ezek nagy hasonldsagot mutatnak a legfontosabb ionos
folyadékokkal (Gathergood, 2004), féleg az imidazolium vegyiiletekkel (Ranke, 2004). Oxigén
tartalmt (alkohol, aldehid) funkcids csoport kapcsolasa az ionos folyadékhoz igaz csokkenti
annak hatékonysagat, mint reakcidé kozeg, de noveli a biologiai bonthatosagat. Ez az észter
csoporttal magyarazhato (Pham, 2010; Harjani, 2009; Garcia, 2005). Az oldallanchoz kapcsolt
hidroxi csoport csokkenti az ionos folyadékok toxicitdsat (Fernandez, 2015; Czerwicka, 2009).
Eszter csoportok molekulaba valo integraldsa pedig azért célszerti, mert az észteriz enzimek

sz¢les szubsztrat specificitassal rendelkeznek (Harjani, 2009).
2.4.5. Biol6giai oxigénigény

A biologiai vagy biokémiai oxigénigény a szerves anyagok, mikrobak altal torténd
oxidaciéjahoz sziikséges molekularis oldott oxigén mennyiségét adja meg 20 °C-on adott
idéintervallumon, altalaban 5 nap (Halasz, 2007; Barotfi, 2000). Bioldgiailag gyorsan
bonthatonak nevezhetd (ready biodegradability) az az anyag aminek az oldott szerves

széntartalom 70 %-a, és a 60 %-a az elméleti oxigén igénynek eltavolithato, vagy az elméleti
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széndioxid mennyiség termelddése eléri a 60 %-ot respirometrikus modszerrel, 10 nap alatt a

28 napos mérés soran (OECD, 1992). A biologiai lebontds ,kozelitdleg elsé rendil

reakcidsebességgel irhatd le”, az oxiddlhatd szerves anyag mennyisége aranyos az oxigén

felhasznalas sebességével, mértékegysége mg/l oxigén. A reakcid két f6 1épésben megy végbe.

Az els6 a szénfazis, amikor a szerves anyag oxidalasa folyik, a masodik a nitrogénfazis, amikor

az ammonia és a nitrit alakul at nitratta (11. abra) (Barotfi, 2000).

biolégiai oxigénhiany

< LAG
sza-
kasz

A
endogén
légzés
Nitrogén NOI
szakasz géﬁi
g
szintézis 1
szakasz
Szénfazis BOI ..
A 4
5 13 idd (nap)

11. abra: A biologiai oxigénigény elméleti lefutasa (LAG szakasz: mikroorganizmusok
adaptalodasa; szintézis szakasz: oldhatd szerves szubsztrat felvétele; endogén 1égzés szakasz:

baktérium sejt belsd 1égzése (Bardétfi, 2000)
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3. Célkitlizés

Munkam célja az 1-butil-3-metil-imidazolium kationt tartalmazoé ionos folyadékokban torténd
celluloz oldas optimalizélasa, majd a celluldz hidroliziséhez sziikséges optimalis mennyiségii
puffer meghatarozasa, anélkiil, hogy a fellazult cellulozt tisztitasi eljarasnak vetném ala. A
celluléz oldasa utan a hidrolizist ugyanabban a reakcidtérben vizsgdlom. A méréseket tisztitott
cellulozzal kezdem meg, majd lignocelluloz tartalmu mezdégazdasagi hulladékokkal folytatom.
Az ionos folyadékos eldkezelés és enzimes hidrolizis 1épéseinek egy reakciotérben torténd
lejatszatasaval a folyamatot kivanom egyszertsiteni.

A celluloz enzimes hidrolizise utdn a termékként kapott gliikézt lipdz enzimmel
észterezésnek vetem ald ionos folyadékban. Ennek a vizsgalatnak az a célja, hogy a gliikozbodl
értekes terméket allitsak eld, jelen esetben gliikoz-palmitinsav észtert, mely feliiletaktiv anyag.
Enzimekkel enyhébb reakciokoriilmények kozott is lejatszodik a folyamat, igy energiat lehet
sporolni a kémiai szintézishez képest.

Kovetkezd 1épésben az ionos folyadékok kornyezetre kifejtett hatasat vizsgalom
biologiai oxigénigény mérés modszerével, hogy megallapitsam azok toxicitasat. Mivel az
altalam vizsgalt ionos folyadékok jol oldddnak vizben, fontos tudni, hogy milyen hatést fejtenek
ki a vizi kdrnyezetre, és esetleges kijutasukkor lebomlanak-e vagy nem. Irodalmi adatok alapjan
baktérium monokulturdkra toxikusak az ionos folyadékok, ezért poli-kulturaval fogom
elvégezni a tesztet. Azaltal, hogy ez tobbféle baktériumot tartalmaz, azt varom, hogy jobban
ellenall az ionos folyadékoknak.

Munkdm utolsé szakaszaban az ionos folyadékok és az alkalmazott celluldz
enzimkomplex kolcsonhatasat vizsgalom meg. Azt szeretném bizonyitani, hogy a celluloz
ionos folyadékos eldkezelése majd enzimes hidrolizise egy reakciotérben lejatszathaté az
enzimek nagyaranyu deaktivacidja nélkiil, ezaltal tényleg egyszeriisddik a cellulozbol torténd

cukor kinyerés folyamata.
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4. Felhasznalt anyagok és technikak

4.1. Elokezelés és enzimes hidrolizis

41.1.

41.2.

Felhasznalt anyagok

Tisztitott celluléz por (Macherey Nagel, MN100; Diiren, Németorszag) standard
tisztasagu,

kukorica szar és levél, szalmaszar: hamutartalmuk 7,7% ¢és 7,3%, mig a maximalisan
kinyerhet6 redukalo cukor tartalmuk 44,9% ¢€s 29,6% volt,

ionos folyadék: 1-butil-3-metil-imidazolium-klorid  ([Bmim]CIl) (CgH1sCIN;
M=174,68 g/mol; Merck. O. p.: 60 °C; tisztasag: > 99 %; Cas-N0:79917-90-1) és lo-Li-
Tec (Lot: J02031.1.4; tisztasag: > 99 %); 1-butil-3-metil-imidazolium-acetat
([Bmim]Ac) (C10H18N202; M=198,26 g/mol; O. p.:-20 °C; tisztasag: > 98 % lo-Li-Tec
(Lot.: KO0131.1)),

enzimek: Cellic HTec2 (VHNO00002) sarga szint folyadék, aminek a stirisége 1,09
g/cm®, enyhén erjesztett szaga van, xilanazt (endo-1,4-) (IUB:3.2.1.8) tartalmaz; Cellic
CTec2 (VCPI0006): barna folyadék, aminek a siirlisége 1,15 g/cm? és erjedt szaga van,
cellulazt (IUB:3.2.1.4) és xilanézt tartalamaz; Celluclast 1,5L (CCN03133) Gyarto:
Novozymes (Dania), Optimalis miikodési hdmérsékletiik 45-50 °C, pH: 5,0-5,5,
orto-toluidin (TO01201000, Scharlau, Spanyolorszag, tisztasag: > 99 % és 1421704V,
Sigma-Aldrich, Svajc, tisztasag: > 99 %),

ecetsav (11110601, Scharlau, Spanyolorszag, tisztasag: > 99,8 %),

NaOH (Gy.sz.:09040407; Spektrum 3D, tisztasag: > 98 %),

natrium-acetat puffer: 2,8 ml ecetsavat oldottam desztillalt vizben, a pH-t NaOH-al 5-
Os értékre allitottam be, majd desztillalt vizzel 1 I-re toltottem fel,

GOD kit (Sigma-Aldrich, Magyarorszag).

Hasznalt eszkozok

Kiilsé keverék (RW16 basic, RW20 DZM, EVROSTAD digital, IKA-Labortechnik,
Staufen, Németorszag),

fotométer (DR3900, HACHLANGE),

centrifuga (Sigma 4K10, B. Braun Biotech International),
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fézolapok (Velp Scientifica, Arex Heating Magnetic Stirrer; RCT basis, IKA-
Labortechnik, Staufen, Németorszag).

4.1.3. A mérés menete

Az eldkezelés soran adott mennyiségi tisztitott cellulozt, majd lignocellulozt feloldottam 0,5 g

ionos folyadékban, iiveg reaktorban, lasst kiilsé keveréssel (50 rpm), 10 percen keresztiil 100

°C-on. Az elSkezelés lejarta utdn natrium-acetat puffert és 15 pl enzimkészitményt adtam

hozza. A hidrolizis, el6kisérletek alapjan, két 6ran keresztiil ment 50 °C-on intenziv (650 rpm)

keveréssel. A hidrolizis végén Eppendorf csdvekben centrifugaltam a mintakat és orto-toluidin

reagenssel mértem a felszabadult redukdlo cukor mennyiséget.

4.2. Glukoéz-palmitat enzimatikus eléallitasa

4.2.1. Felhasznalt anyagok

Novozyme 435 (Candida antarctica lipase B, EC. 3.1.1.3.) Novo Nordisk (Basvaerd,
Dania) (LC200222)

Trihexil-tetradecil-foszfonium-bisz(2,4,4-trimetil-pentil)-foszfinat ~ (Cyphos  104)
(C4gH10202P2; M=773,27 g/mol; TG-0100 tisztasag: > 90 %); trihexil (tetradecil)-
foszfonium-bisz (trifluor-metanszulfonil)-imid (CssHssFsNO4sPS2; M=764 g/mol; Op.:-
72,4 °C; F00410.1; tisztasag: > 98 %) (Cyphos 109), 1-butil-3-metil-imidazolium
hexafluoro-foszfat ([Bmim][PFs]) (CsHisFsN2P; M= 284.19 g/mol; O.p.: -8°C;
tisztasag: > 99 %) lo-Li-Tec (Németorszag)

palmitinsav (tisztasag: > 99 %), gliikéz (tisztasag: > 99,5 %), bisz-(trimetil-szilil)-
trifluoro-acetamid (BSTFA) (tisztasag: > 98,5 %), trimetil-szilil-imidazol (TMSI)
(tisztasag: > 98 %) és D-gliikopiranozid (tisztasag: > 99 %) Sigma-Aldrich (Svajc)

4.2.2. Hasznalt eszk6zok

HP 5890A tipust gazkromatograf; HP-FFAP-DB oszlop (10mx0,53mm) és FID deketor
25 ml-es Erlenmeyer lombik

razogép (IKA, KS 40001)
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4.2.3. Mérés menete

Gazkromatografias analizis:

A gliikoz-palmitat koncentraciot HP 5890A tipusu gazkromatografon hatdroztam meg HP-
FFAP-DB oszloppal (10mx0,53mm) és FID detekorral. Az oszlop kezdeti hémérséklete 30 °C
volt és 10 °C/perc sebességgel emeltem 250 °C-ra. A D-gliikopiranozidot belsd sztenderdként
hasznaltam. A mintakat Degn és munkatarsai (1999) leirasa alapjan készitettem elo, azzal a
kivétellel, hogy az ionos folyadékot nem parologtattam el. Az egy kiilon fazist adott a minta

elokészités soran.
Gliikoz-palmitat szintézise:

Az észterezést 25 ml-es Erlenmeyer lombikban végeztem 210 rpm-en és 50 °C-on egy
razdgépben. Egy tipikus reakcidelegy palmitinsavbol (0,5 mmol/g IL), gliikozbol (0,15 mmol/g
IL), enzimbdl (0,5 g), vizbol (10 pl) és ionos folyadékbol allt. Az dssztomeg 10 g volt és a
reakcid az enzim hozziadasaval indult. A kisérleteket harom ionos folyadékkal kezdtem:
[Bmim][PFe], Cyphos 104 és Cyphos 109, hogy a tovabbi kisérletekhez kivalasszam koziiliik a

legjobbat. Nyomon kdvettem a reakciot, ami az egyensuly bealltdig ment.
Enziminaktivaci6 vizsgalata:

Két reaktorban mértem az enzim aktivitasanak csokkenését az ismételt felhasznalasok alatt. 0,5
mmol/g gliikozbol, 0,15 mmol/g palmitinsavbol és 1 % vizbdl allt mindkét reakcidlegy. A
reakcié az enzim hozzaadasaval indult, az egyik esetben 50 °C-on, a masik esetben pedig 70
0C-on. 48 ora elteltével a reakciot ledllitottam és megmértem a keletkezett észter

koncentracidjat. Az enzimet négyszer hasznaltam és két mérés kozott izopropil-alkohollal

mostam, majd szaritottam.

4.2.4. Kisérlettervezés

A reakcid paraméterek hatdsait az észter koncentraciora és szubsztrat konverzidra egy mérési
sorozattal vizsgaltam. A kisérleteket statisztikai Uton terveztem meg, ahol 4 valtozot vettem
figyelembe: homeérseklet, gliikdz- és palmitinsav koncentracié valamint viztartalom (7.

tablazat) (Kemény, 2002). Design-Expert program segitségével 2%-en teljes faktoros
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kisérlettervet hataroztam meg, mely egy kozéppontot tartalmazott. Az eredményeket ANOVA

program segitségével értékeltem ki.

7. tablazat: A figyelembe vett valtozok és azok szintjei

Alacsony Magas
Valtozé neve Kaéd
(-1) (+1)
A: Hémérséklet, °C X1 50 70
B: Gliikkdz, mmol/g X2 0,15 0,50
C: Palmitinsav, mmol/g X3 0,15 0,50
D: Viztartalom, % X4 0,10 0,50

A kisérleteket a kordbban leirtaknak megfeleléen végeztem (4.2.3.), eltérés csak a
homérsékletben és a szubsztratok mennyiségében volt. A reakci6 48 oran keresztiil ment. A
legmagasabb észter koncentracio elérését tliztem ki célul.

A kisérletterv 33 pontot tartalmazott (2% és plusz egy kdzéppont). A hémérséklet
maximumat 70 °C-ban hataroztam meg, mivel e fol6tt az enzim inaktivaldédik (Kramer, 2010).
Mivel a hémérséklet novelésével a cukor oldhatosaga nd, ezért 50 °C-ban hataroztam meg a
minimum hémérsékletet (Yang, 2012). A viztartalom 0,1 és 0,5% kozott valtozott, mivel az
enzimeknek kell egy kevés viz (Bommarius, 2004). [Bmim]PFe-ban 25 °C-on a gliikdz
oldhatosaga 0,5 mmol/l (Lee, 2008b) és 0,6 mmol/l 40 °C-on (Lee, 2008a). Irodalmi adatok
alapjan a gliikéz oldhatdsdga 2-3-szorosara nd kiilonb6zd ionos folyadékokban, ha a
homérsékletet 25-r61 40 °C-ra emelik (Liang, 2012), de [Bmim]PFe-ban ezt a jelenséget nem
tapasztaltam, ezért a 0,5 mmol/l-es gliik6z koncentraciot valasztottam.

A hasznalt modellben (1. egyenlet) a ,,b” egy koefficiens, mely 6sszekapcsolja a
variaciokat, A (homérséklet), B (gliik6z koncentracio), C (palmitinsav koncentracid) és D

(viztartalom). A valtozok kolecsonhatasat a betlik kombinacidja mutatja.

Y =ho+b1*A+b*B+bs*C+bs*D+b12*A*B+b13* A*C+b23*B*C+....+b123*A*B*C*D Q)
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4.2.5. A kisérlettervezés soran meghatarozott paraméterek

A kisérletek paramétereit a 8. tablazatban foglaltam 0ssze.

8. tablazat: A kisérletek paraméterei

A B C D
Mintaszam | gliikéz | palmitinsav | ,
viz (%)
(°C) | (mmol/g) | (mmol/g)

1 50 0,15 0,5 0,5
2 50 0,5 0,5 0.1
3 50 0,5 0,15 0,5
4 50 0,5 0,15 0,1
5 50 0,5 0,5 0,1
6 70 0,5 0,15 0,1
7 70 0,5 0,5 0,5
8 70 0,5 0,15 0,5
9 70 0,15 0,5 0,1
10 50 0,15 0,15 0,5
11 50 0,5 0,5 0,5
12 70 0,15 0,15 0,1
13 50 0,5 0,15 0,5
14 70 0,5 0,5 0,1
15 50 0,15 0,5 0,1
16 70 0,15 0,5 0,5
17 70 0,15 0,15 0,5
18 70 0,5 0,15 0,1
19 70 0,5 0,5 0,5
20 50 0,15 0,15 0,5
21 70 0,15 0,15 0,1
22 50 0,5 0,15 0,1
23 50 0,15 0,15 0,1
24 70 0,15 0,5 01
25 50 0,5 0,5 0,5
26 70 0,15 0,15 0,5
27 50 0,15 0,15 0,1
28 70 0,5 0,5 01
29 70 0,5 0,15 0,5
30 50 0,15 0,5 0,5
31 60 0,33 0,33 0,3
32 70 0,15 0,5 0,5
33 50 0,15 05 01
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4.3. Biolégiai oxigénigény mérés
4.3.1. Felhasznalt anyagok

o gliikkoz (tisztasag: > 99,5 %; Sigma-Aldrich, Svéjc)

e L-glutaminsav (tisztasag: > 99 %; Reanal)

e Polyseed liofilizalt beoltokultara (Lot# 141311-0205-52)

e natrium-tripoli-foszfat ((tisztasag: > 85 %; Fluka)

e karbamid (tisztasag: > 98 %; Sigma)

e NTH600 nitrifikalo gatlo (N-allylthiourea, C4sHsN2S, tisztasag: > 98 %, 209331)

e natrium-hidroxid (Spektrum 3D; tisztasag: > 98 %)

4.3.2. Hasznalt eszkozok

e Oxi-topp kontrol 110 méréfejek
e 500 ml-es barnaiiveg

e termosztald szekrény

4.3.3. A mérés menete

Torzsoldatot készitettem klormentes csapvizbdl, mely 4 mg/l-es koncentracidban tartalmazott
karbamidot, 1,6 mg/l-es koncentracidban natrium tripoli-foszfatot, valamint 500 ml-ént egy
kapszula Polyseed liofilizalt beoltokultirat. Ezt 24 o6rdn keresztil levegdztettem
szobahdmérsékleten, 160 rpm-el. Az id6 leteltével 20 mg/l-es koncentracidban adtam hozza
gliikozt, valamint glutaminsavat, és hagytam leveg6zni ujabb 72 6ran keresztiil 160 rpm-el. A
torzsoldat literenként 20 csepp NTH600 nitrifikald gatldt tartalmazott. Méréseimet az igy
felndvesztett baktériumkultaraval végeztem.

Els6 1épésben az ionos folyadékok bonthatdsagat vizsgaltam. A felndvesztett baktérium
kultarabol kivettem 365 ml-t, ez volt a vak proba, valamint 1-1 tivegbe a 365 ml-be tettem 100-
100 mg/1 koncentracioban [Bmim]Cl-ot és [Bmim]Ac-ot, igy az ionos folyadékokra is kaptam
1-1 mintdt. Masodik lépésben azt vizsgaltam, hogy az ionos folyadék gatolja-e mas
szénforrasok lebontasat, illetve ko-fermentacioval bonthato-e. Ebben az esetben a mintakhoz
164 ml-et mértem ki a felndvesztett baktérium kultarabol, és ehhez tettem 150-150 mg/I
koncentracioban gliikozt illetve glutaminsavat, NTH600 nitrifikalo gatlot, valamint 100 mg/1

koncentraciéban [Bmim]Cl-ot és [Bmim]Ac-ot. A mérések 5 napig mentek 20 °C-on. Mérés
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kozben a mintakat magneskeverd segitségével kevertettem, és a keletkezd szén-dioxidot
natrium-hidroxid pasztillaval nyelettem el, hogy mérni tudjam a nyomdascsokkenést és ezaltal
az oxigénfogyast. Az oxigénfogyasbol a szerves anyagok oxidaciojara és annak mértékére lehet

kovetkeztetni.

4.4. Enzim kinetikai mérés ionos folyadékban
4.4.1. Celluléz hidrolizis [Bmim]CI nélkiil Michaelis-Menten kinetika

A celluloz enzimatikus hidrolizise egy sok 1épésbdl allo folyamat:
1. enzim (E) kotddik a szubsztrathoz (S) egy reverzibilis reakcidval (E+S)

2. enzim-szubsztrat komplex jon 1étre (ES)

3. irreverzibilis bontas eredményeképpen enzim (E) és termék (P) szabadul fel (Zhang,
2010) a klasszikus Michaelis-Menten kinetika szerint (Johnson, 2011)

Ezt a modellt hasznaltam, hogy értékeljem az enzimes hidrolizist [Bmim]CI nélkiil

__ Vmax|[S]
T Ks+[S] (2)

V- aktualis (kezdeti) termék képzOdési arany (g termék/g enzim- perc)
Vmax- maximalis (kezdeti) termék képzOdési arany (g termék/g enzim- perc)
[S]- aktualis (kezdeti) szubsztrat koncentracio (g/1)

Ks- fél telitési koncentracio (g/1), ha V=Vmax/2, akkor egyenld [S]-el

mivel ez egy jo leiras az enzimes reakciok megértéséhez (Elgharbawy, 2018).

4.4.2. Celluléz hidrolizis [Bmim]Cl jelenlétében

Négy kiilonb6z6 mechanizmussal fordulhat el6 reverzibilis enzim gatlés:
1. kompetitiv
2. un-kompetitiv
3. kevert
4

. nem kompetitiv
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Vmax[S]

V= 3
Ks (1 + [Ki) +[S]
V= Vmax[S]
Ks+<1+%>[$] (4)
- Vmax[5) (5)

Ks (1 + L{:]) + (1 t E}) (5]

Ki és K’i- enzim-gatlo és (enzim-szubsztrat)-gatlé megoszlasi konstans (g/1)
[1]- aktualis (kezdeti) inhibitor koncentracio (g/1)
[S]- aktualis (kezdeti) szubsztrat koncentracio (g/1)
Ks- fél telitési koncentracio (g/l)
Az el6fordul6d inhibicids folyamat kideritésére atfogd enzim kinetikai vizsgalatokat

kellett csinalni.

4.4.3. Enzim deaktivacio higitatlan [Bmim]Cl-al

A [Bmim]Cl enzim inaktivalo hatasanak vizsgalatara egy elsérendi kinetikat valasztottam:
A=—= e_kdelt (6)

A- relativ enzim aktivitas

ar- mért aktivitas ionos folyadék jelenlétében (kiillonosképpen 50 mg/l-el), miutan az enzimet

kiilonbozd ideig (t) kezeltem higitatlan ionos folyadékban

ao- mért aktivitas ionos folyadék jelenlétében (kiilonosképpen 50 mg/l-el) megel6z6 enzim

inkubalas nélkiil higitatlan ionos folyadékban (t=0, alap aktivitas)
Kde1- celluldz deaktivacio elsérendii sebességi allandoja (min™)

e- exponencialis egyiitthato (2,718)
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Ez egy széleskoriien hasznalt modell enzim deaktivacié vizsgalatara (Lencki, 1992)
kiilonosképpen cellulaz deaktivaciora cellul6z hidrolizis kozben (Zhang, 2010). Az egyenlet
mindkét oldalanak természetes alapt logaritmusat véve, és InA-t t fliggvényében abrazolva, Kget

az egyenes meredekségébdl szarmaztathatd (Lencki, 1992).

4.4.4. Celluléz hidrolizis

Minden celluléz hidrolizist zart 250 ml-es Erlenmeyer lombikban végeztem, 100 ml-es
térfogatban, magneses keverével keverve (400 rpm) és 60 °C-on. Citrat puffert (100 mM, pH
4,5), modell anyagként alacsony viszkozitasu karboximetil-cellulézt (CMC), a hidrolizishez
pedig Cellic Htec2 enzimkészitményt hasznaltam. Az enzim 4,5-5,5 kozotti pH-n és 60-75 °C
kozott mitkddik optimalisan. Minden teszthez 600(+48) mg/l koncentracidoban hasznaltam az
enzimkészitményt. Az értékelésnél mindig figyelembe vettem az enzim pontos mennyiségét a
lombikban.

Az ionos folyadék nélkiili reakcional (Michaelis-Menten kinetika) a szubsztrat (CMC)
koncentracioja 0,5; 2; 5 és 25 g/l volt.

Az enzim inhibicios tesztnél meghatirozott mennyiségli [Bmim]Cl ionos folyadékot
adtam a citrat pufferhez, hogy a kivant ionos folyadék koncentraciot (50, 100, 150, 200 és 250

Az enzim deaktivaciés méréskor 60(£4,8) mg enzimet kevertem 5 mg higitatlan
[Bmim]Cl-ba, majd 60 °C-on 1, 2, 3, és 10 percig kezeltem az enzimet. Az id6 leteltével a fent
leirt citrat puffer alapu reakcideleggyel (kezdeti [Bmim]Cl koncentracié 50 mg/l, enzim
koncentraci6 600(+48) mg/l)) ontottem fel a reakcidelegyet, ami 2,5 g/l szubsztratot
tartalmazott.

Refraktiv index (RI) mérés segitségével mértem a felszabadulod gliikkoz mennyiségét. 10
ml/perc sebességgel pumpaltam at a reakcidelegyet 37 °C-on egy Merck-Hitachi (RI-71)-es
refraktométeren. Eldzetesen jol definialt gliikkozzal (labor tisztasagu, Sigma-Aldrich, USA)
kalibraltam a miiszert.

A vizsgalatok az enzim oldat beinjektalasakor kezdddtek. A kinetikai paramétereket (Ks,

Vmax, Ki, Kde1) Matlab, legkisebb négyzetek modszerével becsiiltem meg.
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5. Eredmények és targyalasuk
5.1. lonos folyadékos el6kezelés vizsgalatanak eredményei

Munkédmat tisztitott cellul6z ionos folyadékban torténd eldkezelésével, majd enzimes
hidrolizisével kezdtem el. Miutan bebizonyitottam, hogy a modell anyagként hasznalt tisztitott
celluldzzal megvaldsithatd az ionos folyadékos eclékezelés és enzimes hidrolizis egy
reakciotérben, mezdgazdasdgi hulladékokkal folytattam a kisérleteket. Eloszor kukorica
szarabol és levelébdl késziilt 6rleményt vizsgaltam, majd szalma drleménnyel folytattam, hogy
igazoljam, ezek a megujuld forrasbol szarmazé hulladékok alapanyagként felhasznalhatdak

gliikoz kinyerésére.
5.1.1. Tisztitott celluléz vizsgalata

5.1.1.1. Morfoldgiai valtozas eredménye

Meéréseimet tisztitott cellulézzal, mint modell anyaggal kezdtem el. 0,5 g [Bmim]Cl ionos
folyadékban 25 mg tisztitott cellulozt (4,76 %) oldottam fel 10 perc alatt, 100 °C-on. Az
elokezelés soran végbemend morfologiai valtozasokat fénymikroszkoppal kovettem nyomon

(12. 4bra).
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12. abra: a: Celluloz por fénymikroszkopos képe az ionos folyadékos elokezelés elbtt; b: A
celluloz por a 10 perces ionos folyadékos elokezelés végén; c: A celluldz por a puffer

hozzaadasa utan, az enzimes hidrolizis elott

Az els6 képen (12. a abra) jol lathatoak a celluloz szemcsék. A por allaga miatt
fénymikroszkoppal, sajnos, nem sikeriilt megallapitani a szemcseméretet, azonban
megfigyelhetd, hogy a celluléz por homogén. A masodik képen (12. b abra) észrevehetd, hogy
a celluléz por teljesen elfolydsodott és teljesen amorf. Ez egybevag az irodalmi adatokkal
(Bahcegul, 2012; Swatloski, 2002; Auxenfans, 2012). Ennek a valtozasnak koszonhetéen az
enzimek konnyebben hidrolizaljak a kezelt anyagot, mivel az ionos folyadék altal megbontott
hidrogén-hid kotések miatt megsziinik annak szabalyos, merev szerkezete. Az igy fellazult
szerkezetli anyaghoz az enzimek jobban hozzaférnek, és konnyebben, hatékonyabban tudjak
hidrolizalni azt. A 12. ¢ 4bréan az latszik, hogy a puffer hozzdadéasakor az el6kezeléshez képest
a celluloz opélosabb és rendezettebb. Ez a jelenség valdszintileg annak kdszonhetd, hogy az
ionos folyadék jol oldodik vizben és beoldodik abba, a celluloz pedig rendezettebb formaba all
vissza. A kiindulasi, szemcsés allapot nem allt el6 jra, igy elmondhato, hogy az eldkezelés
sikeres és tartos volt. A fényképeken jol lathato tehat, hogy az ionos folyadék tényleg oldja a

cellulozt, és ezaltal megkonnyiti annak enzimes hidrolizisét.
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5.1.1.2. Az egy edényes (one pot) el6kezelés és enzimes hidrolizis eredményei

A hidrolizis végrehajtasahoz, eldkisérletek alapjan, 0,5 g [Bmim]Cl ionos folyadékban
kezeltem elé 25 mg tisztitott cellulozt (4,76 %) 100 °C-on, 10 percen keresztiil, majd 3,5 g
natrium-acetat puffert és 15 pl Cellic® CTec2 enzimkészitményt adtam a reakcioelegyhez. Két
oras hidrolizis utan centrifugaltam a mintat és GOD kittel mértem a gliikoz koncentraciot. 9,6
mg gliikozt kaptam a reakcid végén, ami kozel 35 %-os konverzionak felel meg. Igy, az
irodalmi adatokkal ellentétben (Salvador, 2010; Kamiya, 2008; Turner, 2003), sikeriilt
bizonyitanom, hogy az ionos folyadékos elokezelés €és az enzimes hidrolizis egy reakciotérben
lejatszathato.

Munkam folytatasaban egy régebb ota forgalomban 1év6 enzimkészitményt (Celluclast
1.5 L) és két ujabb enzimet (Cellic® CTec2, Cellic® HTec2) hasonlitottam Ossze. A dragabb
¢és a kornyezeti viszonyokra érzékenyebb GOD kit helyett pedig az egyszeriibb és a celluldz
hidrolizisnél széleskorlien hasznalt orto-toluidin reagenssel mértem a felszabaduld redukélo

cukor mennyiségét (9. tablazat).

9. tdblazat: Tisztitott cellul6z 2 6ras enzimes hidrolizise utani gliikdz tartalma és annak aranya

a kiindulasi anyagmennyiséghez képest kiilonb6z6 enzimekkel

. Glikoz tartalom | Gliikéz hozam
Enzim
(mg) (%)
Celluclast 1.5 L 0,7 2.8
Cellic HTec?2 8,4 33,6
Cellic CTec2 9,6 38,4

A tablazatbol lathatd, hogy az Ujabban kifejlesztett két enzimkészitmény (Cellic®
CTec2 ¢és Cellic® HTec2) lényegesen hatékonyabb az enzimes hidrolizis sordn, mint a
régebben forgalomban [évd Celluclast 1.5L. Munkdm tovabbi részében ezért ezt az
enzimkészitményt nem alkalmaztam. A Cellic® CTec2 enzimkészitménnyel mért magasabb
hozam pedig az enzimek eltérd szubsztrat specificitdsdval magyardzhato. A Cellic® CTec2
enzimkészitmény cellulaz, mely kis mennyiségben xilanazt is tartalmaz, mig a Cellic® HTec2
enzimkészitmény xilanazt (endo-1,4-) tartalmaz.

Ezek utan az eldkezelt celluléz mennyiségét noveltem, mivel a vonatkozé irodalom
attanulmanyozasakor nem talaltam példat arra, hogy a tisztitott cellulozt nagy koncentracidban

kezelték volna el6. Irodalmi adatok alapjan (Swatloski, 2002) tisztitott cellulozt 5 %-0s
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koncentracioban lehet beoldani az ionos folyadékba. Kiils6 keverést alkalmazva sikertilt 0,5 g
[Bmim]Cl ionos folyadékba beoldanom 0,1 g tisztitott cellulozt (16,67 %). A minta viszkozitasa
nagyon megnétt ¢és ragados lett, ezért erdsebb kiilsé keverést kellett alkalmaznom. Az
elékezelés utan kiillonb6zé mennyiségben adtam a mintahoz a puffert, hogy vizsgaljam ennek
hatasat az enzimes hidrolizisre (10. tablazat). 0,1 g tisztitott cellul6zbol 1,11-szeres mennyiségi
(0,111 g) gliik6z nyerhetd ki (Bahcegul, 2012), mely a szabad gliikdz és poliszacharidban 1évo
gliik6z moldaris tomegének kiilonbségébdl adodik (180/162 g/mol) (Auxenfans, 2012).

10. tablazat: A felszabadul6 redukald cukor mennyisége és az elméletileg kinyerhetd gliikkoz

tartalomhoz (0,111 g) viszonyitott aranya kiilonb6z6 mennyiségii puffer esetében

Cellic® HTec2 Cellic® CTec2

menmyiabge | Glikoz | Gliksz | Glikoz | Glikoz
©) tartalom | hozam |tartalom | hozam
(mg) (%) (mg) (%)

1 7,16 6,5 9,36 8,4

3,5 33,10 29,8 64,48 58,1

7 32,84 29,6 76,19 68,6

A tablazatbol lathaté, hogy 1 g puffer mennyiség nem elegendé a hatékony
hidrolizishez, ¢s hogy a Cellic® CTec2 enzimkészitménnyel mind a harom puffermennyiség
esetében magasabb gliikoz hozamot értem el. Ez az enzimek szubsztrat specificitasanak
koszonhetd. Habar a Cellic® CTec2 esetében a nagyobb puffer mennyiség segitette a
hidrolizist, de a nagyobb higitas miatt a kés6bbi munkdmhoz a 3,5 g-os puffermennyiséget
valasztottam. Ez 1:7-es ionos folyadék:puffer aranynak felel meg, ami megegyezik az

irodalomban talaltakkal (Kamiya, 2008).

5.1.2. Kukorica szarabol és levelébdl késziilt 6rlemény vizsgalata

5.1.2.1. Morfolégiai valtozas eredménye

Miutan a tisztitott cellul6zos kisérletekkel sikeriilt bizonyitanom, hogy az egy edényes ionos
folyadékos elokezelés és enzimes hidrolizis miikodik, munkdmat szant6foldrél szérmazo
mezdgazdasagi hulladékkal folytattam. Kukorica szardbdl és levelébdl készitettem mintat,
melyet tomegallandosagig szaritottam, daraltam és szita segitségével elvalasztottam a 0,5 mm
atmérénél kisebb frakciot. Ezt, a legkisebb szemcseméretli frakciot, a tisztitott celluldoznal

alkalmazott koriilmények kozott (0,5 g [Bmim]Cl ionos folyadék, 10 perc, 100 °C) 0,075 g
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mennyiségben elékezeltem. A minta elékezelés alatti ragados allaga miatt ebben az esetben is
kiils6 keverést alkalmaztam a hatékonyabb érintkeztetés elérése érdekében. A végbemend

morfologiai valtozasokat ebben az esetben is fénymikroszkoppal kovettem nyomon (13. ébra).

! RRA
13. 4bra: a: A kukorica szarabol és levelébdl készitett minta az ionos folyadékos elokezelés

el6tt; b: A kukorica szarabol és levelébol készitett minta a 10 perces ionos folyadékos
elokezelés végén
A 13. a abran jol lathat6, hogy a szemcsék, a szitalas ellenére valtozatos méretiiek és
elkiilonithet6k egymastol. A 13. b abran megfigyelhetd, hogy a minta elfolyosodott és amorf
lett, a szemcséket nem lehet megkiilonboztetni egymastol. Lathato, hogy az ionos folyadék
oldja a kukorica szarabol és levelébdl késziilt 6rleményt. Az eredmény megegyezik azzal, amit
elvartam a tisztitott cellulézos mérések alapjan, és amit a vonatkozd irodalom
tanulmanyozasakor talaltam (Auxenfans, 2012; Bahcegul, 2012; Swatloski, 2002). Az ionos
folyadék a biomassza esetében is megbontotta a celluléz rendezett, kristalyos szerkezetét és

ennek koszonhetden az enzimek konnyebben hidrolizaljak azt.

5.1.2.2. Az egy edényes el6kezelés és enzimes hidrolizis eredményei

A hidrolizis végrehajtasdhoz 0,5 g [Bmim]Cl ionos folyadékban kezeltem elé 0,5 mm-nél
kisebb szemcseméretii mintat 10 percen keresztiil, 100 °C-on, 0,075 g (13 %), 0,1 g (16,67 %)
¢s 0,125 g (20 %) mennyiségekben. Az elékezelés utan 3,5 g natrium-acetat puffert és Cellic®
HTec2 valamint Cellic® CTec2 enzimkészitményt adtam a mintakhoz 15-15 ul mennyiségben,
majd a két ords enzimes hidrolizis utdn orto-toluidin reagens segitségével mértem a

felszabadul6 redukald cukor mennyiségét (11. tablazat).
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11. tablazat: A felszabadul6 redukal6 cukor mennyisége €s hozama kiilonb6z6 szubsztrat

mennyiségek esetén

Cellic® HTec2 Cellic® CTec2
Szubsztrat . ,,
mennyiség - Redukalo - Redukalo
(mg) Redukal6 cukor cukor Redukal6 cukor cukor
mennyisége (mg) | hozam | mennyisége (mg) | hozam
(%) (%)
75 6,99 9,3 10,06 13,4
100 13,82 13,8 11,61 11,6
125 911 7,3 11,14 8,9

A tablazatbol lathat6, hogy mind a két enzimkészitménnyel sikeriilt bontani a
biomasszat. Igaz, a tablazatban lathaté eredmények alacsonyabbak a tisztitott cellul6zosokéhoz
képest, de ez a lignocelluloz komplexebb struktirajanak koszonhetd. Cellic® HTec2
enzimkészitmény esetében elmondhatd, hogy a szubsztrat mennyiségének novelésével nem nd
a felszabaduld redukalé cukor mennyisége, ezért ugy tlinik, hogy elértem a szubsztrat
telitettségi szintjét. Tovabb novelve a mennyiségét nem szabadul fel tobb cukor. Cellic® CTec2
enzimkészitmény esetében az figyelheté meg, hogy novelve a szubsztrat mennyiségét csokken
a redukald cukor hozam. Ez az enzimek Osszetételével magyarazhato, mivel a Cellic® Ctec2

enzimkészitmény cellulaz.

5.1.3. Kukorica szarabdl és levelébdl késziilt 6rlemény tovabbi vizsgalata az
ionos folyadékok és enzimek kiilonb6z6 kombinacidja esetén

Vizsgalataim folytatasaba a [Bmim]ClI ionos folyadék mellé bevontam a [Bmim]Ac ionos
folyadékot is. Ez is imidazolium kationt tartalmaz, bar az acetat anion miatt, irodalmi adatok
alapjan, kevésbé hatékonyan oldja a cellulozt (Elgharbawy, 2016), de ugyanakkor az enzimek
aktivitasat kevésbé csokkenti (Bahcegul, 2012). Munkamat 0,5 mm alatti szemcseméretii
kukorica szarabol és levelébdl késziilt 6rleménnyel végeztem, melyet két mennyiségben 26,4
mg (5 %) és 125 mg (20 %) kezeltem elé 0,5 g ionos folyadékban, 100 °C-on, 10 percen
keresztiil, kiils6 keverést alkalmazva. Az enzimes hidrolizishez 3,5 g natrium-acetat puffert és
15-15 pl Cellic® HTec2 valamint Cellic® CTec2 enzimkészitményt adtam a reakcioelegyhez.
Az enzimes hidrolizist ebben az esetben is két oran at jatszattam le. A felszabaduld redukalo

cukor mennyiségét orto-toluidin reagens segitségével mértem (12. tablazat).
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12. tablazat: A kukorica szarabol és levelébdl késziilt 6rlemény vizsgélata az ionos folyadékok

¢s az enzimek kiilonb6z6 kombinacidja esetén kétféle koncentracidban

[Bmim]CI [Bmim]Ac
Cellic® HTec2 Cellic® CTec2 Cellic® HTec2 Cellic® CTec2
I;:zaeit Felszabadult Hozam Felszabadult Hozam Felszabadult Hozam Felszabadult Hozam
Y8 | redukdlé redukélé redukalo redukald
mennyisége (%) (%) (%) (%)
(mg) cukor (mg) cukor (mg) cukor (mg) cukor (mg)
26,4 8,52 32,3 7,81 29,6 7,18 27,2 8,04 30,5
125 9,11 7,3 11,14 8,9 9,93 7,9 12,32 9,9

A tablazat adatai alapjan elmondhatdé, hogy mind a négy esetben a kisebb
anyagmennyiség (26,4 g) eldkezelésekor értem el nagyobb hozamot. Ez azzal magyarazhato,
hogy az ionos folyadékok hatékonyabban tudtdk megbontani a lignocelluléz szerkezetét.
Ezekben az esetekben kozel 30 %-os hozamokat értem el. A Cellic® CTec2 enzimkészitmény
esetében nagy kiilonbséget nem tapasztaltam a két kiilonb6zo ionos folyadékos eldkezelés
alkalmaval. [Bmim]Cl ionos folyadékos el6kezelés utan Cellic® HTec2 enzimkészitményt
hasznalva kozel 5 %-al magasabb hozamot mértem, mint ugyanezzel az enzimmel [Bmim]Ac
ionos folyadékos eldkezelés utdn. Ez a kiilonbség a [Bmim]Cl hatékonyabb cellul6zbonto
hatasaval magyarazhat6, mely hatas viszont nem jott el6 a Cellic® CTec2 enzimkészitmény
esetében. Ebben a koncentracioban a [Bmim]Cl ionos folyadék és Cellic® HTec2
enzimkészitmény kombinacioja mutatkozott a legjobbnak, igy mértem a legmagasabb hozamot
(32,3 %).

Nagyobb anyagmennyiséget elokezelve (125 mg) elmondhatd, hogy az enzimek kozel
ugyanakkora hozammal hidrolizaltdk a lignocellulozt, fliggetleniil az ionos folyadékos
elokezeléstdl, bar mindkét ionos folyadéknal megfigyelhetd, hogy Cellic® HTec2
enzimkészitménnyel kozel 2 %-al magasabb volt a hozam. Az enzimkészitmények kozott
tapasztalt hozambéli kiilonbség az enzimek szubsztratspecificitdsanak koszonhetd. Ebben az
esetben a legmagasabb hozamot (9,9 %) a [Bmim]Ac ionos folyadék és a Cellic® CTec2

enzimkészitmény kombinacidjakor kaptam.

5.1.4. Szalma 6rlemény vizsgalata

Az ionos folyadékos elokezelés hatasanak vizsgalatara végiil a szalméat, mint masik megujulo
forrasnak tekintett mezdgazdasagi hulladékot hasznaltam fel. A kukoricdhoz hasonloan

elokezeltem (10 perc, 100 °C) és hidrolizaltam, de mar csak a legnagyobb koncentraciot
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vizsgaltam (20%), ami azt jelenti, hogy 0,125 g tomegéllanddsagig szaritott szalmadrleményt
mértem be 0,5 g [Bmim]Cl ionos folyadékba. Az enzimes hidrolizishez 3,5 g natrium-acetat
puffert é¢s 15-15 ul Cellic® HTec2 valamint Cellic® CTec2 enzimkészitményt adtam a
reakcidelegyhez. Az enzimes hidrolizist ebben az esetben is két 6ran keresztiil végeztem. A

felszabadulo redukal6 cukor mennyiségét orto-toluidin reagenssel mértem (13. tablazat).

13. tablazat: A szalmabol, mint alapanyagbdl felszabadulé redukalé cukor mennyisége és

annak toménysége a kiindulasi anyagmennyiséghez képest (0,125 g) kiilonb6z6 enzimek

esetén
) Redukalo6 cukor Redukal6 cukor hozam
Enzim )
mennyisége (MQ) (%)
Cellic®
7,07 5,7
HTec2
Cellic®
8,89 7,1
CTec2

A tablazatbol l1athatd, hogy bar a redukal6 cukor hozamok alacsonyabbak a kukoricaval
mértekhez képest, de szalmaval is kivitelezhetd a hidrolizis. A kiilonbség a két novény eltérd
felépitésének €s igy eltéro celluloz tartalmanak tulajdonithatd. A kukorica szarabol és levelébdl
késziilt 6rleménynek 7,7% volt a hamutartalma és 44,9% a redukalé cukor tartalma, amit
tomény savas hidrolizissel sikeriilt megmérnem. A szalma esetében 7,3% volt a hamutartalom

és csak 29,6% a redukald cukor tartalom.

5.1.5. A szalma érlemény vizsgalata alapanyagként az ionos folyadékok és
enzimek killonb6z6é kombinacidja esetén

A kukoricaval végzett mérések utdn szalmaval is elvégeztem ugyanazt a mérést. Munkamat 0,5
mm alatti szemcseméretli, tomegallandosagig szaritott szalmabol késziilt Orleménnyel
végeztem, melyet két koncentracioban, 26,4 mg (5 %) és 125 mg (20 %) kezeltem el6 0,5 g
ionos folyadékokban ([Bmim]Cl , [Bmim]Ac), 100 °C-on, 10 percen keresztiil, kiilsé keverést
alkalmazva. Az enzimes hidrolizishez ebben az esetben is 3,5 g natrium-acetat puffert és 15-15
ul Cellic® HTec2 valamint Cellic® CTec2 enzimkészitményt adtam a reakcioelegyhez. A

hidrolizist most is két 6ran at folytattam le (14. tablazat).
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14. tablazat: A szalmébol késziilt drlemény vizsgalata az ionos folyadékok és az enzimek

kiilonboz6 kombinécidja esetén kétféle koncentracioban

[Bmim]CI [Bmim]Ac
Cellic® HTec2 Cellic® CTec2 Cellic® HTec2 Cellic® CTec2
I;:zaeit Felszabadult Hozam Felszabadult Hozam Felszabadult Hozam Felszabadult Hozam
Y8 | redukdlé redukélé redukalo redukald
mennyisége (%) (%) (%) (%)
(mg) cukor (mg) cukor (mg) cukor (mg) cukor (mg)
26,4 11,97 45,3 9,54 36,1 11,46 43,4 9,89 37,5
125 7,07 5,7 8,89 7,1 14,06 11,3 11,97 9,6

A tablazat adatai alapjan elmondhatd, hogy szalma esetében is, kevesebb anyagot
elokezelve (26,4 mg), magasabb hozam érhetd el. Az enzimekkel hasonlé hozamot értem el,
fiiggetleniil az ionos folyadékos eldkezelést6l. Ezen belil is a Cellic® HTec2
enzimkészitménnyel magasabb hozamot tapasztaltam ([Bmim]Cl esetében 9,2 %-al, [Bmim]Ac
estében pedig 5,9 %-al), mint a Cellic® CTec2 enzimkészitménnyel. Ez az enzimkészitmények
eltérd osszetételének koszonhetd. Ebben a koncentracioban a legmagasabb hozamot (45,3 %) a
[Bmim]Cl ionos folyadék és Cellic® HTec2 enzimkészitmény kombinacidja esetén kaptam.

Nagyobb mennyiségii anyagot (125 mg) el6kezelve elmondhato, hogy a [Bmim]CI
ionos folyadékos eldkezelés utdn a hozamok alacsonyabbak lettek, mint a [Bmim]Ac ionos
folyadékkal, fiiggetleniil a hasznalt enzimektdl. A legmagasabb hozamot (11,3 %) a [Bmim]Ac
ionos folyadék és Cellic® HTec2 enzimkészitmény kombinacidja esetén mértem.

A szalma és a kukorica Orleményt Osszehasonlitva elmondhatd, hogy kisebb
koncentracioban (5 %) elokezelve dket a szalmdbol nagyobb hozammal nyerhetd ki a redukalo
cukor. Nagyobb koncentracio esetén (20 %) kukoricanal [Bmim]Cl ionos folyadékkal elékezelt
mintaknal tapasztaltam magasabb hozamot a szalmahoz képest. Mig [Bmim]Ac ionos
folyadékkal elokezelt mintaknal a szalmaval mértem magasabb hozam értékeket. Ennek
magyarazata lehet a szalma kukoricahoz képest eltérd lignocelluloz tartalma és szerkezete. Kis
koncentracional (5 %) a kukorica és a szalma 6rleménynél is a [Bmim]Cl ionos folyadék és a
Cellic® HTec2 enzimkészitmény kombinacidja esetén értem el a legmagasabb hozamot.
Nagyobb koncentracio (20 %) esetén kukoricaval [Bmim]Ac ionos folyadék és Cellic® CTec2
enzimkészitmény kombinacidja bizonyult a legjobbnak, mig szalma esetében [Bmim]Ac ionos

folyadék és Cellic® HTec2 enzimkészitmény kombinacioja mutatkozott jobbnak.
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5.2. Gliik6éz-palmitat enzimatikus eléallitasi vizsgalatanak eredményei

Munkam ezen szakaszdban a kordbban kinyert gliikkdz egyik lehetséges tovabb hasznositasat
vizsgaltam. Feliiletaktiv anyag eldallitasra esett valasztasom, mivel szdmos iparag hasznalja.
Kornyezetbarat enzimes észterezéssel hajtottam végre a reakciot ionos folyadékban, mivel

ebben oldodik a gliikoz és altalam hasznalt palmitinsav is.

5.2.1. lonos folyadékok dsszehasonlitasa

A méréseket 25 ml-es Erlenmeyer lombikban végeztem el, 210 rpm-en és 50 °C-on. A
reakcioelegy palmitinsavbol (0,5 mmol/g IL), gliik6zbol (0,15 mmol/g IL), enzimbdl (0,5 g),
vizbol (10 ul) és ionos folyadékbol allt. Az Gssztomeg 10 g volt és a reakcid az enzim
hozzaadasaval indult. A kisérleteket harom ionos folyadékkal kezdtem: [Bmim]PFs, Cyphos
104 és Cyphos 109 (14. abra), hogy a tovabbi kisérletekhez kivalaszthassam koziilik a

legjobbat. A reakcidt az észter koncentracio mérésével kdvettem az egyenstly bealltaig.
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14. abra: A harom ionos folyadék dsszehasonlitasa a gliikoz-palmitat képzddése soran (fekete

pont- [Bmim]PFe; fekete rombusz- Cyphos 104; fekete haromszog- Cyphos 109)

Az abrardl leolvashato, hogy mind a harom ionos folyadékban lejatszodott a reakcid és
képzodott észter. Cyphos 104 esetében 0,090 mmol/l, Cyphos 109 esetében 0,067 mmol/l volt

az észter koncentracid, ami 60 és 45%-os konverzionak felel meg. A legjobb eredményt a
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[Bmim]PFe-al értem el, amivel 0,115 mmol/l volt a végsd észter koncentracio, ami 77%-0S

konverziot jelent. Munkamat ezért a [Bmim]PFs-al folytattam.

5.2.2. Enzim ujrafelhasznalas

A hosszabban tart6 enzim hasznalat soran fellépd enzim inaktivacio kvalitativ becslésére
ismételt kisérleteket végeztem 50 és 70 °C-on. Egy mérés 48 oran keresztiil tartott. Az enzimet
izopropil-alkohollal mostam, szaritottam, majd Gjra felhasznaltam, 6sszesen 4 alkalommal (15.
abra). A reakcioelegy gliikozt (0,5 mmol/g), palmitinsavat (0,5 mmol/g), enzimet (0,5 g) és
vizet (0,1 %) tartalmazott. A reakcioelegy tomege 10 g volt.
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15. abra: Enzim inaktivacid vizsgalata az enzimkészitmény 0jboli hasznositasa soran

kiilénboz6 hdmérsékleten (fekete pont- 70 °C, fekete négyzet- 50 °C)

Az abrarol leolvashatd, hogy mindkét hdmérsékleten 1€pésrol-Iépésre csokkent a
keletkezett észter koncentracidja. 70 °C-on a kezdeti 0,202 mmol/g szintrdl 19,3%-al csdkkent
a koncetraci6, mig 50 °C-on a kezdeti 0,172 mmol/g értékrél 13,4 %-os csokkenést

tapasztalatam.
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5.2.3. A kisérlettervezés eredménye

A 4.2.5. fejezetben meghatarozott kisérleti paraméterek statisztikai eredményét a 15. tablazat

tartalmazza. A tablazatban az egyes valtozok vagy azok egyiittes hatdsai lathatoak.

15. tablazat: ANOVA analizis eredményei: modell és egylitthat6 validalas

Atlag Proba >
Négyzetosszeg | Szabadsagfok | négyzete F értéke | F
Eszter koncentracié
Model 0,082823 15 0,005522 | 400,6565 | < 0,0001
A 0,002162 1 0,002162 156,8458 | < 0,0001
B 0,039692 1 0,039692 | 2880,111 | <0,0001
C 0,025595 1 0,025595 1857,2 | <0,0001
D 0,000713 1 0,000713 | 51,70295 | <0,0001
AB 0,001116 1 0,001116 81 < 0,0001
AC 0,000604 1 0,000604 | 43,81179 | <0,0001
AD 8,13E-05 1 8,13E-05 5,897959 | 0,0273
BC 0,01182 1 0,01182 857,6531 | < 0,0001
BD 0,000215 1 0,000215 15,62132 | 0,0011
CD 0,000399 1 0,000399 | 28,95465 | < 0,0001
ABC 2,28E-05 1 2,28E-05 | 1,653061 | 0,2168
ABD 1,65E-05 1 1,65E-05 1,199546 | 0,2896
ACD 8,78E-05 1 8,78E-05 6,369615 | 0,0226
BCD 7,5E-05 1 7,5E-05 5,444444 | 0,0330
ABCD 0,000226 1 0,000226 | 16,38322 | 0,0009
Nem 1 g 9305 1 8.93E-05 | 6,476259 | 0,0216
linearitas
Maradék | 00221 16 1,38E-05
hiba
Teljes
modell 0,083133 32
korrelacio

A proba értéke segit kiilonbséget tenni szignifikdns és nem szignifikans valtozok kozott.
Ha F értéke 0,05 alatt van, akkor szignifikdns a modell valtozo hatasa, ha értéke magasabb,
mint 0,1, akkor a modell valtozé hatdsa nem szignifikdns. A tablazatbdl leolvashato, hogy

egyenként minden valtozonak szignifikans hatdsa van az észter képzddésre.
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Az adatok tobbszOrds regresszids analizise megfelel az észter tartalomnak, mint
célfiiggvény a modell egyenletben:
észter tartalom = 0,101406 + 0,008219-A + 0,035219-B + 0,028281-:C — 0,00472-D +
0,005906-A-B + 0,004344-A-C + 0,001594-A-D + 0,019219 B-C + 0,002594-B-D +
0,003531-C-D — 0,00084-A-B-C — 0,00072-A-B-D — 0,00166-A-C-D — 0,00153-B-C-D +
0,002656-A-B-C-D

A bemutatott modell leirja az Osszes valtozo hatasat a célfiiggvényre. A modell megfelelését
ANOVA analizissel ellendriztem. Az egyenlet alapjan az F értéke 400,66 volt, ami azt jelenti,

hogy a modell szignifikans.

A 4.2.5. fejezetben meghatarozott reakcidé paraméterek alapjan elvégzett mérések
eredményeit a 16. tdblazatban foglaltam Ossze.
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16. tablazat: A 4.2.5. fejezetben meghatarozott paraméterek és az azokhoz tartoz6 mérési
eredmények

A B C D észter
Mintaszam | liikéz almitinsav | . koncentracio
©C) | (mmolig) | (mmoligy | Yi2(®) | (mmolig)

1 50 0,15 0,5 0,5 0,066
2 50 0,5 0,5 0,1 0,172
3 50 0,5 0,15 0,5 0,077
4 50 0,5 0,15 0,1 0,085
S) 50 0,5 0,5 0,1 0,165
6 70 0,5 0,15 0,1 0,107
7 70 0,5 0,5 0,5 0,202
8 70 0,5 0,15 0,5 0,099
9 70 0,15 0,5 0,1 0,085
10 50 0,15 0,15 0,5 0,042
11 50 0,5 0,5 0,5 0,16
12 70 0,15 0,15 0,1 0,058
13 50 0,5 0,15 0,5 0,072
14 70 0,5 0,5 0,1 0,202
15 50 0,15 0,5 0,1 0,07
16 70 0,15 0,5 0,5 0,081
17 70 0,15 0,15 0,5 0,052
18 70 0,5 0,15 0,1 0,101
19 70 0,5 0,5 0,5 0,205
20 50 0,15 0,15 0,5 0,04
21 70 0,15 0,15 0,1 0,062
22 50 0,5 0,15 0,1 0,08
23 50 0,15 0,15 0,1 0,081
24 70 0,15 0,5 0,1 0,089
25 50 0,5 0,5 0,5 0,169
26 70 0,15 0,15 0,5 0,045
27 50 0,15 0,15 0,1 0,077
28 70 0,5 0,5 0,1 0,198
29 70 0,5 0,15 0,5 0,092
30 50 0,15 0,5 0,5 0,069
31 60 0,33 0,33 0,3 0,111
32 70 0,15 0,5 0,5 0,076
33 50 0,15 0,5 0,1 0,066

A tablazatban lathatd, hogy 48 ora utdn a legmagasabb észter koncentracid 0,205
mmol/g volt 70 °C-on 0,5 mmol/g gliik6z és palmitinsav, valamint 0,5% viztartalom mellett,

ami 41%-os konverzionak felel meg. A legnagyobb konverzié 71% volt, (6. sor), mikor gliikoz
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folosleg volt a rendszerben. Az optimalas célja olyan kezdeti reakcioparaméterek keresése volt,

melyeknél az észter koncentracid maximalis.

5.2.4. Glukoéz-palmitat eldallitasa az optimalis reakcié paraméterekkel

A 17. tdblazatban lathatdak a szoftver altal optimalisnak javasolt reakciokoriilmények.
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17. tablazat: A modell optimalis oldatai

Név Célfiiggvény l?a lts;r ::Zi Fontossag
. A tartomanyban 50 70 3
hémeérséklet
B: glikéz | tartomanyban | 0,15 0,5 3
C: i

palmitinsav tartomanyban | 0,15 0,5 3

D: viz tartomanyban 0,1 0,5 3

t;i;:gfn maximum | 0,04 | 0,205 5

konverzié maximum 0,27 | 0,71 5

Oldatok — Eszter tartalom
Eszter
Hoémérséklet | Gliikkéz | Palmitinsav | Viz | tartalom Megfelelo-
Szam | (°C) (mmol/g) | (mmol/g) (%) | (mmol/g) | ségi faktor

1 70 0,5 0,5 0,37 0,202 0,98
2 70 0,5 0,5 0,34 0,202 0,98
3 70 0,5 0,5 0,23 0,201 0,98
4 70 0,5 0,5 0,21 0,201 0,98
5 69,94 0,5 0,5 0,19 0,201 0,97
6 69,63 0,5 0,5 0,14 0,200 0,97
7 67,22 0,5 0,5 0,50 0,198 0,96
8 68,3 0,5 0,5 0,10 0,197 0,95
9 70 0,5 0,46 0,37 0,191 0,91
10 70 0,5 0,45 0,50 0,189 0,90
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A szoftver altal optimalisnak javasolt reakciokoriilmények paramétereinél jol
megfigyelhetd, hogy minden értéket a felsé hataron, vagy ahhoz kozel allapitott meg. Nagyobb
valtozasokat csak a viztartalomban ajanlott. Ennek megfelelden az észter tartalom eredményei
¢s a megfeleldsségi faktorok kozott nagyon kicsi az eltérés. A legmagasabb észter tartalom
(0,202 mmol/g) az elsd két sor paraméterei mellett varhato (70 °C; gliikéz: 0,5 mmol/g;
palmitinsav: 0,5 mmol/g; viz: 0,37 illetve 0,34 %) melyek megfeleldsségi faktora 0,98. A
legalacsonyabb észter tartalom (0,189 mmol/g) a tizedik sor paraméterei mellett varhatd (70
0C; gliikoz: 0,5 mmol/g; palmitinsav: 0,45 mmol/g; viz: 0,5 %), ennek megfeleldsségi faktora
a legalacsonyabb, 0,9. A tablazatbdl a 9-es szamut valasztottam a mérés elvégzéséhez (16.

abra).
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16. abra: Az észter koncentracido meghatarozasara szolgalo statisztikai modell validalasa.
Gliikoz és palmitinsav észterezése az optimalis feltételekkel (70 oc, gliikéz: 0,5 mmol/g,
palmitinsav: 0,5 mmol/g, 0,35 % viz, 9,77g ionos folyadék) a maximalis észter koncentracid

eléréséhez (fekete négyszog: észter concentracio, fekete kor: szubsztrat konverzio).

Az é4brardl leolvashato, hogy az észter koncentracio 120 ora utan érte el a legmagasabb

érteket, ami 0,254 mmol/g volt.
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5.3. Biolégiai oxigénigény mérés eredménye

Az ionos folyadékok toxikus hatasat €s biologiai bonthatdsagat biologiai oxigénigény (BOI)
mérés segitségével vizsgaltam. Kisérleteimmel két kérdésre kerestem a valaszt.

e Onmagaban lebonthato-e a felhasznélt ionos folyadék?

e Gatolja-e mas szénforrdsok lebontasat, illetve ilyen co-fermentaciés médon lebonthato-

e az ionos folyadék?

Az els6 kérdés megvalaszolasdhoz érzékeny tartomanyban (0-80 mg/l) vizsgaltam a BOIs
értékeket. A felndvesztett baktérium kultarabol kivettem 365 ml-t, ez volt a vak proba,
valamint 1-1 {ivegbe a 365 ml-be tettem 100-100 mg/l koncentracidban [Bmim]Cl-ot és
[Bmim]Ac-ot, igy az ionos folyadékokra is kaptam 1-1 mintat.

A masodik kérdés vizsgalatdhoz szélesebb (0-400 mg/l) tartoményban végeztem a
kisérleteket. A mintakhoz 164 ml-et mértem ki a felnovesztett baktérium kultirabol, és ehhez
tettem 150 mg/l koncentracioban gliikkdzt illetve glutaminsavat, NTH600 nitrifikald gatlot,
valamint 100 mg/l koncentraciéban [Bmim]Cl-ot és [Bmim]Ac-ot. A mérés 5 napon keresztiil

folyt 20 °C-on Oxitop controll 110 mérdrendszer segitségével (17. dbra).
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17. abra: A bioldgiai oxigén igény mérés eredménye (1: felnovesztett baktériumkultira; 2:
felnovesztett baktériumkultara és [Bmim]Cl1 (100 mg/l); 3: felndvesztett baktériumkultara és
[Bmim]Ac; 4: felndvesztett baktériumkultura, gliikoz és glutaminsav (150-150 mg/l); 5:
felnovesztett baktériumkultara, gliikoz és glutaminsav (150-150 mg/I) és [Bmim]Cl (100
mg/l); 6: felnovesztett baktériumkultira, gliikoz €és glutaminsav (150-150 mg/1) és [Bmim]Ac
(100 mg/l))
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Az éabrardl leolvashatd, hogy az ionos folyadék plusz szénforras nélkiil (2-3 minta)
bioldgiai titon nem bonthatd, a baktériumok szamara fel nem haszndlhaté szénforras. Mivel
nem okozott csokkenést a BOI értékben, ezért ebben a koncentracioban, az irodalmi adatokkal
ellentétben (Garcia, 2005), nem is toxikus, ami megegyezik Diaz és munkatarsai (2018)
eredményével. Ok azt tapasztaltik, hogy ebben a koncentracidba a [Bmim]Cl gyakorlatilag
artalmatlan a szennyviz iszapban talalhato baktériumokra, valamint Vibrio fischeri-re (Diaz,
2018).

Plusz szénforras hozzéadasakor (5-6. minta) toxicitdst nem tapasztaltam. [Bmim]CI
esetében nem figyelheté meg BOI novekedés, ami arra enged kovetkeztetni, hogy még plusz
szénforras mellett sem bomlik bioldgiai Giton, ami egybecseng az irodalmi adatokkal (Jordan,
2015; Stolte, 2007). A [Bmim]Ac-nal megfigyelheté BOI novekedés azt jelenti, hogy ez az
ionos folyadék részben bonthatd biologiai uton. Ez a bonthatésag az acetat csoportnak
tulajdonithatd, mely konnyen felhasznalhatdé szénforras. A mérési eredmények alapjan
elmondhat6, hogy az altaldm hasznalt ionos folyadékok kation csoporjai aerob kornyezetben
bioldgiai Giton nem bomlanak le.

Az ionos folyadékok magas ara miatt is keriilni kell a kdrnyezetbe valé kijutasukat. Ha ki is
keriilnek, ez valosziniileg kis koncentracidban fog megtérténni, ezért nem vizsgéltam a
toxicitast nagyobb koncentracid esetén. Az ionos anyagok, részben vizmegkotd sajatsagaik

miatt, nagy koncentracioban egyébként is toxikusak.

5.4. Enzim kinetikajanak mérési eredménye

Munkéam utolsé részében azt vizsgaltam, hogy az ionos folyadék jelenléte befolydsolja-e a
kereskedelmi forgalomban is kaphaté Cellic® HTec2 celluldz enzimkészitményt. Ezt azért
fontos tudni, mert ha az ionos folyadék kapcsolatba keriil a cellulaz enzimmel, mivel az ionos
folyadék visszanyerése nem biztos, hogy teljes, akkor ez a kapcsolat befolyasolhatja az egy

1épéses elokezelés és enzimes hidrolizis eredményességét.

5.4.1. Celluléz hidrolizis [Bmim]Cl ionos folyadék nélkiil

E mérés soran a celluloz hidrolizisének kinetikajat vizsgaltam ionos folyadék jelenléte nélkdil.
Ezt az indokolta, hogy atfogobb képet kapjak az enzim kinetikdjardl, és dssze tudjam vetni az
ionos folyadékot tartalmaz6 mérésekkel. Modell anyagként karboxi-metil-cellulozt hasznaltam,
melyet a kereskedelmi forgalomban is kaphaté Cellic® HTec2 enzimkészitménnyel

hidrolizaltam. A mérések soran kapott eredményeket a 18. abran foglaltam 0ssze. Az abrarol
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leolvashato, hogy a gliik6z képzddése egyenesen ardnyos az idével, ami a nagy R? értékekbdl
is érzékelhetd (18. tablazat). Habar a kezdeti reakcié sebesség bizonytalan, az ismétlések azt
jelzik, hogy az eredmények megismételhetéek és megbizhatoak tovabbi analizisre. Vo
értékelése nagy mennyiségli adat felhasznalasat feltételezi egy bizonyos idon beliil,
maskiilonben félrevezetheto lehet, mivel az id6 mulasaval csokken a celluloz hidrolizis mértéke
(Carrillo, 2005). Ezért, irodalmi adathoz hasonléan (Yeh, 2010), az els6 10-15 perchen

rogzitettem az adatokat.
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18. abra: Celluloz hidrolizisének tipikus eldre haladésa ([Bmim]Cl nélkiil, kiilonb6z6
kiindulési szubsztrat koncentraciokkal) kék négyszog €s piros kocka: [S]=0,5 g/1; zold
haromszdog ¢€s lila kereszt: [S]=2 g/1; kék plusz €s narancssarga pont: [S]=5 g/l; rdézsaszin
kotéjel [S]=25 g/l

18. tablazat: Példa az egyenes analizisre, ami bemutatja a kezdeti reakci6 sebességet (V) a 18.
abra adatai alapjan

Trendvonal tulajdonsagai
Els6 mérés Misodik mérés

[S] meredekség (g glukoz/ R? meredekség (g glukoz/ R? V (g glukéz/
(a/l) g enzim-s) g enzim-s) g enzim-perc)
0,5 0,00018 0,98 0,000181 0,91 0,011

2 0,00043 0,91 0,000425 0,95 0,026

5 0,000837 0,99 0,000843 0,99 0,051

25 0,001013 0,99 0,06
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A celluléz hidrolizis iddprofiljabol lathaté (18. abra), hogy a novelt Vo érték elérte a
novekvd szubsztrat koncentraciot. Lineweaver-Burk kettds reciprok abrazolast alkalmazva
(Vo= [S]Y), a Michaelis-Menten modell értékeit ki lehetett szamolni, melynek eredményei
Ks=2,57 g/l és Vmax=0,068 g gliikkdz/g enzim- perc lettek. Ks hasonlo értéket mutat mint amit
Yeh és munkatarsai (2010) mértek mikrokristalyos pamut celluloz szubsztrattal és T. reesei
ATCC 26921 cellulaz enzimmel.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a Michaelis-Menten kinetika hasznalata a kisérleti
eredmények targyaldsakor megkdveteli, hogy az enzim:szubsztrat arany <0,15 legyen, ami
biztositja, hogy a mechanisztikus modell alkalmazhat6 (Bezerra, 2004, 2005) ¢és a szubsztrat
nem limital6. Méréseim sordn az enzim:szubsztrat arany 0,024; 0,12; 0,3 és 1,2 voltak, ¢és
kizardlag a kezdeti szubsztrat koncentraciotol fiiggtek, mivel az enzim koncentracié allando
volt (600 mg/1). Habar latszélag nem mindegyik felelt meg a kritériumoknak, megfeleld volt a
korrelacié a mérési eredmények €s a Michaelis-Menten kinetika kozott. Ez az ellentmondés az
enzim tulajdonsagaival magyarazhatd. A Cellic HTec2 egy kereskedelmi forgalomban kaphatd
készitmény ¢és nem nagy tisztasdgi celluldz. Az ilyen készitmények cellulazok ¢és
hemicellulazok keverékének tekinthetéek (Samayam, 2010), habar a pontos Gsszetevdjiik €s
komponensek relativ arAnya nem ismert (Barr, 2012). igy a hasznalt enzimnek val6jaban csak
egy része vesz részt a hidrolizisben. Kovetkezésképpen a valédi enzim-szubsztrat arany
alacsonyabb volt a <0,15 kiiszob értéknél még az alacsony kezdeti szubsztrat koncentracidknal
(0,5-2 g/) is, igy a Michaelis-Menten elmélet érvényes volt a figyelembe vett kisérleti

hatarokon beliil é¢s megfeleld becslést adott a hidrolizis folyamatara.

5.4.2. Celluléz enzimatikus hidrolizis gatlasanak eredményei [Bmim]Cl ionos
folyadék jelenlétében

Ebben a mérési sorban az el6z6 pontban emlitett karboxi-metil-cellulozhoz és Cellic® HTec2
enzimkészitményhez a lignocelluloz el6kezelésére széles korben hasznalt [Bmim]Cl ionos
folyadékot is adtam, hogy megvizsgaljam annak hatdsat az enzimes hidrolizisre. Korabbi
tanulmanyokbol az dertilt ki, hogy vizes puffer és ionos folyadék keverékét vizsgalva az ionos
folyadék negativan befolyasolhatja a celluloz hidrolizisét (Kamiya, 2008; Turner, 2003).
Kamiya és munkatarsai (2008) tigy talaltak, hogy a hidrolizis Trichoderma reesei-b6l szarmazo
cellulazzal, citrat pufferben teljesen megéllt, mikor a reakcioelegy 40 v/v%-nal tobb

[Emim]Dep-et tartalmazott, ami azt jelenti, hogy az ionos folyadék aranya meghatarozo faktor.
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Turner és munkatarsai (2003) [Bmim]CI ionos folyadékkal pedig ugy talaltak, hogy a magas
Cl—-ion koncentraci6 gatolja a hidrolizist, mert zavart okoz a celluldéz és az ionos folyadék
kozott.

Irodalmi példakbol tisztan latszik, hogy a celluloz enzimatikus hidrolizise érzékeny az
ionos folyadékok jelenlétére. Azonban még mindig kérdéses, hogy az inhibicids
mechanizmusok koziil (kompetitiv, un-kompetitiv, kevert, nem kompetitiv) melyik felelds a
reakciosebesség csokkenésért. Ezért végeztem enzim kinetikai méréseket.

A 19. abra analizise Lineweaver-Burk Kkettés reciprok technika hasznalataval
(Lineweaver, 1934) (V! vs. [S]? egyiitt a kiilonbozd inhibitor koncentraciokkal [I], 50-250 mg
[Bmim]Cl/I) megmutatta, hogy ez az inhibicidos folyamat a kompetitiv tipusba tartozik
(Marangoni, 2003). gy, az elemzés értelmében az eltérés a kezdeti reakcidsebességekben,
melyet a Michaelis-Menten modell mutatott (nincs inhibicio) a 3. egyenlet altal megalapozott

mechanizmussal tortént.

_— Vmax[S] ©)

Ks (1 +E{i1) +[S]

Ki és K’i- enzim-gatlo és (enzim-szubsztrat)-gatld megoszlasi konstans (g/1)
[1]- aktualis (kezdeti) inhibitor koncentracio (g/1)
[S]- aktualis (kezdeti) szubsztrat koncentracio (g/1)

Ks- fél telitési koncentracio (g/l)
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19. ébra: Enzim inhibicios teszt kineukai értékelésének eredményei celluloz
hidrolizise kdzben kiilonb6z6 kiinduldsi [Bmim]Cl ionos folyadék és szubsztrat koncentraciok
esetén. Kék négyszog: [Bmim]Cl nélkiil; piros kocka: 50 mg/l [Bmim]Cl; z61d haromszog:
100 mg/l [Bmim]CI; lila kereszt: 150 mg/l [Bmim]Cl; kék csillag: 200 mg/l [Bmim]Cl;
narancssarga pont: 250 mg/l [Bmim]Cl

Mikor elemeztem az adatokat (19. abra) a katalizis paramétercinek a becslésére,
megfigyeltem, hogy a Vmax nem valtozik a kompetitiv inhibicio jellemzdje szerint, mikdzben a
Ks-t befolyésolja az inhibitor koncentracidja ([1]) és az enzim-inhibitor disszocidcios allandoja
(Ki) (3. egyenlet). Mivel a kisérleti eredmények kompetitiv inhibiciot sugallnak, amit a
[Bmim]Cl ionos folyadék okoz, ez azt jelenti, hogy az inhibitor versenyez az enzim szubsztrat
koto helyéért, és mialatt az enzim-inhibitor komplex alakul ki az enzim-szubsztrat helyett, az
enzim nem tudja kifejteni katalitikus aktivitasat. Osszefoglalva, tigy tiinik, hogy a Cellic®
HTec2 enzim gatlodik [Bmim]Cl ionos folyadék jelenlétében, még alacsony koncentracion is
[I]. Ennek a tipusu inhibicionak az elnyomasara megoldas lehet a nagyobb enzim valamint
szubsztrat koncentracio, igy novelve az enzim-szubsztrat kapcsolat 1étrejottének valdszintiséget
az enzim-inhibitor helyett. Az enzim inhibicio kinetikai analizisének 6sszefoglalasaképpen (36.

abra, 19. tablazat) a Ki=0,163 g/l értéket kaptam.
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19. téblazat: Az illeszkedd trendvonalak jellemz6i (36. dbra) a [Bmim]Cl koncentracid

fiiggvényében a maximalis kezdeti reakcidsebesség (Vmax) €s enzim-inhibitor disszocidcids

allando (Kj) becslésére a kompetitiv inhibiciés modellben.

[Bmim]Cl koncentracié (mg/1)
50 100 150 200 250
meredekség 4571 54,71 63,99 81,04 96,27
tengelymetszet | 14,82 14,82 14,82 14,82 14,82
R? 0,98 0,97 0,94 0,99 0,99

Alltalaban, novelve a [I]/ Ki hanyadost, még inkabb csokken az enzim affinitisa a
szubsztrathoz, ez okozza a Ks emelkedését. Példaul, ha a [Bmim]Cl koncentracio eléri a K
értékét, akkor az megdupldzza az eredeti Ks értékét a mechanisztikus modell kompetitiv

inhibicios egyenlete alapjan (3. egyenlet).

5.4.3. Cellulaz enzim deaktivalasa [Bmim]Cl ionos folyadék jelenlétében

Turner és munkatarasai (2003) megallapitottak, hogy nem csak inhibici6, hanem cellulaz
deaktivacio is el6fordulhat, mikor az enzimek kapcsolatba keriilnek az ionos folyadékkal az
oldatban. Ahogy kikovetkeztették, az enzim denaturacid egy lehetséges eredmény, és ilyen
esetben az ezt lekiizd6 moddszerek talan képtelenek ujra feltekerni, aktivalni a cellulazt. A
deaktivacio (vagy irreverzibilis gatlas) az egyik legfobb ismert jelenség a celluldz hidrolizis
sebességének csokkenésében (Bansal, 2009), mely limitalja a folyamat hatékonysagat.

Hogy megitéljem a Cellic® HTec2 enzimben 1év6 cellulaz inaktivalodésat, kisérletet
végeztem, melyben az enzimet kiilonboz0 ideig inkubaltam [Bmim]Cl ionos folyadékban, majd
vizsgaltam a kezdeti reakcid sebességeket, hogy megallapitsam a megmaradt enzim aktivitast.
A 20. abrarol leolvashat6, hogy a kezelés idotartama befolyasolja Vo értékét, ezzel jelezve, hogy
a cellulaz érintkezése higitatlan [Bmim]Cl-al — még rovid idon beliil is — enzim aktivitas

csokkenéshez vezet. Az
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A= “_t = E_kd’é‘lr (6)

Iy
A- relativ enzim aktivitas
at- mért aktivitas ionos folyadék jelenlétében (kiilonds képpen 50 mg/l-el) miutan az enzimet
kiilonb6z6 ideig (t) kezeltem higitatlan ionos folyadékban
ao- mért aktivitas ionos folyadék jelenlétében (kiilonos képpen 50 mg/l-el) megeléz6 enzim
inkubalas nélkiil higitatlan ionos folyadékban (t=0, alap aktivitas)
Kge1- cellulaz deaktivacié els6rendii sebességi allanddja (min™)

e- exponencialis egyiitthaté (2,718)

egyenlet alapjan kinetikai vizsgalatot végeztem, a deaktivacids konstans meghatirozasara. A
20. abra also részéhez egy jol illeszkedd egyenest lehet hiizni, ezért egy elsd rendii deaktivacios
kinetika igazolhato (Lencki, 1992) és Kde1=0,132/perc értéket allapitottam meg. Salvador és
munkatarsai (2010) hasonld eredményeket kaptak kiilonb6z6 inkubalasi idokkel 10%-0s
[Bmim]Cl-ban. Habar a vizsgalatuk szerint a megmaradt enzim aktivitas kozelebb volt a
kiindulasihoz, még 40 perces ionos folyadékos kezeléskor is a csokkenés 13-14% volt, ami azt
sugallja, hogy az inhibicid nagyrészt leginkabb visszafordithatd jellegli, és elsdsorban
kiilonboz6 koriilmények kozotti termodinamikai viz aktivitas valtozasnak tulajdonithatd. Az is
szempontjabol (Xiao, 2012; Salvador, 2010). Engel és munkatarsai (2010) Celluclast cellulaz
enzimnél figyeltek meg jelentds enzim aktivitas csokkenést 10%-0s [Bmim]Cl tartalom

esetében.

70



0,03 -0

— |
o - 20,2
0,025 1
iy - 0,4
=
S 002 - 06
o - -08 2
= >
S 0,015 1 L1
E
S - 12
2 0,01 -
N - 14
0,005 : : : : : -1,6
0 2 4 6 8 10 12

Kezelési id6 (perc)

20. abra: Enzim deaktivacios vizsgalat kinetikai értékelése, kék pont: kezdeti reakciosebesség;
piros négyszog: relativ enzim aktivitas természetes alapu logaritmusa

Az irodalmi adatokat is figyelembe véve ugy tlinik, hogy a cellulaz enzim, még ha révid
ideig is keriil kapcsolatba higitatlan ionos folyadékkal, akkor az enzim deaktivalodhat. Ez
magyarazhatja, hogy a méréseim soran miért csokkent a reakcid sebesség - ami kozel 25%-0s
enzim aktivitas csokkenést jelentett a kontrollhoz (ao) képest - még akkor is, ha csak 1 percig
volt inkubalva higitatlan [Bmim]Cl-ban. Ez a jelenség akkor érdekes amikor in situ cellulaz
hidrolizist végziink, ,,egy-edényes” folyamatot terveziink. Ebben az elrendezésben a celluldz
nyersanyagot el kell kezelni koncentralt ionos folyadékkal, hogy a poliszacharid részek oldasat
elésegitsiik és igy az enzimek munkajat konnyitsiik. Ezutan a hidrolizist végzd enzimeket —
melyek puffer oldatban vannak — ugyanabba a tartalyba toltjiik, ami az ionos folyadékban oldott
cellulozt tartalmazza (Shi, 2013). Szamos ionos folyadék, szerkezeti felépitésiiktdl fliggden,
hidrofil (a [Bmim]Cl is) és ezért bizonyos mértékben vizoldhatok (Huddleston, 2001). Ebben
az esetben az ionos folyadékok tobbé-kevésbé egyenletesen eloszlanak a reakciokdzegben, ami
megteremti a lehetdségét, hogy a koncentraciojukat elég alacsony szinten tartsuk. Megfeleld
higitasi faktort kell valasztani, mert a [Bmim]CI még kis koncentracidban is akadalyozhatja a
hidrolizist. Ezen kiviil befolyasolhatja a gatlé hatast az oldas mddja (Li, 2013), a keverés
megvalasztisa és olyan cellulaz alkalmazasa, mely kell6en ellenalld és ilyen koriilmények
kozott is mikodoképes (Nordwald, 2014; Raddadi, 2013), azaz halofil, ionos folyadéknak
ellenalld celluldz (Gunny, 2014; Xu, 2016a). Valamint az enzimek immobilizélasa (Xu, 2016b)
javasolt, melyek talan jobban ellendllnak az ionos folyadékok negativ hatisainak. Mas
esetekben, mikor az ionos folyadék nem oldodik vizben, kétfazisu rendszer alakul ki (Kuroda,
2016), és a celluloz bontés a hatarfeliileten megy végbe, ahol az enzim nagyobb valoszinliséggel

talalkozik a koncentralt ionos folyadékkal, ez is veszélyt jelent a folyamatra. A celluloz
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elokezelés és az elvalasztott hidrolizis alkalmazasa esetében melyek a regeneralt cellulozra
tdmaszkodnak, az ionos folyadék maradékat amennyire lehetséges kimosassal el kell tavolitani,

hogy elkertiljiik az inhibici6 1étrejottét (Li, 2013).
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6. Osszefoglalas

Munkam célja a lignocellulozbdl torténd redukald cukor kinyerésének intenzifikalasa, az
elokezelés és a hidrolizis 1€épések azonos reakciokdzegben torténd megvalositiasa, majd az igy
kinyert cukor, mint alapanyag tovabbhasznositasa és egy értékesebb termékké alakitasa volt.

A vonatkoz6 irodalom attekintése soran kidertilt, hogy az ionos folyadékok, ezek a sok
esetben ,,z0ld”, tervezhetd tulajdonsagii oldoszerek kivaldan alkalmasak a lignocelluloz
tartalmu anyagok eldkezelésére: oldjak a cellulozt és az eldkezelés utan kinyert amorf celluléz
a cellulaz enzimek szamara konnyen lebonthatova valt. A fénymikroszkoppal késziilt
valtozas. Munkam soran sikeriilt bizonyitanom, hogy az irodalmi adatokkal ellentétben
(Salvador, 2010; Kamiya, 2008; Turner, 2003) ez a két 1épés, az elokezelés és az enzimes bontas,
Osszevonhato és egy reakciotérben lejatszathato. 0,1 g tisztitott cellulozt 0,5 g [Bmim]ClI ionos
folyadékban el6kezeltem 10 percen keresztiil 100 °C-on. Az el6kezelés végén 3,5 g puffert és 15-
15 pl Cellic® CTec?2 és Cellic® HTec2 enzimkészitményt adtam a reakcioelegyhez, igy 58,1 %
¢s 29,8 %-os gliikkdz hozamot értem el.

Munkamat kukorica szardbol és levelébdl késziilt Orleménnyel folytattam.
Vizsgalataimba az 1-n-butil-3-metil-imidazolium-klorid ([Bmim]Cl) és acetat ([Bmim]Ac)
ionos folyadékot vontam be, amitdl azt vartam, hogy az enzimek aktivitasat kevésbé csokkenti.
Mindkét ionos folyadékkal sikeriilt el0kezelnem a mintat, valamint megvaldsitani az egy
edényes elokezelést és enzimes hidrolizist. 0,5 g ionos folyadékban a mintat 5 %-ban oldva, a
legjobb hozamot (32,3 %) a [Bmim]Cl és Cellic® HTec2 enzimkészitmény kombinacidja
esetén kaptam, mig 20 %-ban oldva a mintat az ionos folyadékban a legjobb eredményt (9,9 %)
a [Bmim]Ac ¢és Cellic® CTec2 enzimkészitménnyel értem el.

Az ionos folyadékon kiviil a szalmat is bevontam a vizsgalodasaimba. 0,5 g ionos
folyadékban a mintat 5 %-ban oldva, a legjobb hozamot (45,3 %) a [Bmim]Cl és Cellic® HTec2
enzimkészitmény kombinacidja esetén értem el, mig 20 %-ban oldva a mintat az ionos
folyadékban a legjobb eredményt (11,3 %) a [Bmim]Ac és Cellic® HTec2 enzimkészitménnyel
mértem. A két alapanyagot Osszehasonlitva azt tapasztaltam, hogy kis koncentracidban
elékezelve Oket szalmabdl nagyobb hozammal nyerhetd ki a redukalé cukor. Nagyobb
koncentracioban elékezelve dket mar nem ilyen egyértelmii a kép. Kukoricanal ugyanis a
[Bmim]Cl ionos folyadékos elékezelés bizonyult hatékonyabbnak, mig szalmanal ugyanebben

a koncentracidoban a [Bmim]Ac volt hatékonyabb.
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Miutéan sikeriilt a cukrot egy megujuld forrasbol kinyernem, munkamat annak egyik
lehetséges tovabb hasznositasanak vizsgalataval folytattam. Figyelmemet a feliiletaktiv
anyagokra forditottam, mivel ezeket szamos iparagban hasznaljak és egy résziiket petrolkémiai
alapon allitjak elé kornyezetszennyez0 modon. Enzimes észterezéssel torténd eldallitasuk
kornyezetbarat, ezért jo alternativat nyujthat. Gliikkdézt és palmitinsavat hasznaltam
modellanyagént. Méréseim soran igazoltam, hogy [Bmim]PFe-ban szignifikdns észter
mennyiség érhetd el. 70 °C-on, 48 6ra utan, 0,5 mmol/g gliikkéz, 0,15 mmol/g palmitinsav, 0,1%
viz és 0,5 g CALB kiindulési reakcioeleggyel 71%-o0s konverziot értem el. A szubsztratok
oldhatosaga elég magas volt a reakcio hatékony lejatszatasahoz €s az ionos folyadékot sikertilt
ujrahasznositani. Az enzimek alkalmazasa jo alternativdja a kémiai szintézisnek, mert nem
igényelnek magas hdmérsékletet vagy nyomast (Soetaert, 2010).

Mivel ionos folyadékok szinte korlatlan variacioban allithatok eld, fontos mindegyik
esetében megvizsgalni a kornyezetre kifejtett hatasukat. Aruk és wjra hasznalhatosaguk miatt
valdszintileg csak véletlentil fognak kijutni a kdrnyezetbe, de hogy felelésségteljesen tudjuk
hasznalni 6ket fontos vizsgalni a toxicitasukat és bioldgiai bonthatosagukat. Ezt a két jelenséget
bioldgiai oxigén igény mérés segitségével vizsgalatam. Zart edényben mértem az oxigén
fogyast ugy hogy Polyseed liofilizalt beoltokultirahoz, az altalam legnagyobb mértékben
hasznalt két ionos folyadékot ([Bmim]Cl, [Bmim]Ac) és plusz szénforrast adtam. Méréseim
soran azt allapitottam meg, hogy az altalam hasznalt ionos folyadékok 100 mg/l-es
koncentracidban nem toxikusak a beoltokultirara, valamint hogy az altalam hasznalt ionos
folyadékok kation csoporjai aerob kdrnyezetben bioldgiai Giton nem bomlanak le. Habar az
irodalomban olyan adatokat taldltam melyek szerint az ionos folyadékok pM-0s
koncentracidban is veszélyesek (Montalban, 2016; Ghanem, 2015; Pernak, 2003) ezek mind
monokultiras vizsgéalatok voltak. Mivel a kornyezetbe kijutva az ionos folyadék baktérium
kultiraval taldlkozik ezért célszerlibbnek taldltam egy ilyen vizsgalat lefolytatasat. Az
eredményeim egybecsengenek az ujabb irodalmi adatokkal (Diaz, 2018).

Munkam zarasaképpen a [Bmim]Cl ionos folyadék hatasat vizsgaltam Celic Htec2
cellulaz enzimre, celluldz hidrolizise kozben. Sikeriilt megallapitanom, hogy [Bmim]CI nélkiili
rendszerben az enzimatikus reakcio jol leirhaté a Michaelis-Menten kinetikaval. Azonban, az
ionos folyadék még kis koncentracidban is gatolta a folyamatot kompetitiv inhibicion keresztiil,
amit a kinetikai értékelés is alatdmasztott. Tovabba kideriilt, hogy az enzim taldlkozéasa
koncentralt ionos folyadékkal, mégha ez rovid ideig is tart, irreverzibilis inhibiciot

eredményezhet, melyet a technologia tervezésnél figyelmbe kell venni.
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7. Tézisek

1. Bebizonyitottam, hogy az irodalmi adatokkal ellentétben (Salvador, 2010; Kamiya,
2008; Turner, 2003) a tisztitott celluldoz ionos folyadékos eldkezelése, majd enzimes
hidrolizise egy reakciotérben lejatszathato, és Cellic® CTec2 enzimkészitménnyel
kozel 35%-os konverzid érhetd el két oras hidrolizissel, mikor a tisztitott cellulozt
4,76 %-os koncentracioban oldottam fel [Bmim]Cl-ban. Igy a cellulozbél torténd
redukélé cukor eldallitdsi folyamatabol egy miiveleti 1€pés (az eldkezelt celluloz

tisztitasa az ionos folyadéktol) kihagyhato (SP 1).

2. Lignocelluléz tartalmi biomassza (kukorica szarabol és levelébdl késziilt drlemény,
valamint szalma Orlemény) esetében igazoltam, hogy ionos folyadékos eldkezelése,
majd enzimes hidrolizise egy reakciotérben lejatszathato, és nem sziikséges az elokezelt
biomasszat megtisztitani az ionos folyadéktol. Kukorica szarabol és levelébol késziilt
6rlemény esetében 0,5 g [Bmim]Cl ionos folyadékban 100 mg-ot oldva (16,67 %) és
két oras Cellic® HTec2 enzimkészitménnyel végzett hidrolizis utan 13,82 mg redukalo
cukor mennyiséget mértem, ami azt jelenti, hogy a kiindulasi anyagmennyiség 13,8 %-
at sikeriilt cukor formajaban kinyernem. Szalma 6rlemény esetében 125 mg-ot oldva
0,5 g [Bmim]Cl ionos folyadékban (20 %) ¢és két oras Cellic® CTec2
enzimkészitménnyel végzett hidrolizis utan 8,89 mg redukald cukor mennyiséget
mértem, ami azt jelenti, hogy a kiindulasi anyagmennyiség 7,1 %-at sikeriilt cukor

formajaban kinyernem (SP 1).

3. Igazoltam, hogy ionos folyadékban a cukor-zsirsav észterezés jo hatasfokkal
lejatszathato, ha 0, 5 g [Bmim]PFs ionos folyadékban 0,5 mmol gliikkozt és 0,15 mmol
palmitinsavat oldottam fel. A reakcidelegyhez 0,1% vizet adva és 0,5 g CALB enzimet

hasznalva 70 °C-on, 48 6ra utan 71%-os konverziot értem el (SP 2).

4. Biologiai oxigénigény méréssel kimutattam, hogy az altalam a celluloz eldkezelésére
hasznalt ionos folyadékok ([Bmim]Cl, [Bmim]Ac) 100 mg/l-es koncentracioban nem
toxikusak az aerob lebonté mikroorganizmusokra, valamint ez a baktérium kultara nem

bontja le az ionos folyadékok kationjat (SP3).
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5. Igazoltam, hogy [Bmim]Cl nélkiili rendszerben Cellic® HTec2 cellulaz enzim
enzimatikus reakcioja jol leirhaté a Michaelis-Menten kinetikaval. Az ionos folyadék a
kinetikai értékelés szerint még kis koncentracioban is kompetitiv inhibicion keresztiil
gatolta a folyamatot. Amennyiben a celluléz eldkezelést és enzimes hidrolizist
ugyanabban a reakciotérben akarjuk végrehajtani, figyelni kell a kell¢6 mértékli puffer

hozzéadasra, higitasra (SP 3).
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