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Summary

As we demonstrated previously the ionic liquids disrupt the structure of cellulose so it will
be suitable for enzymatic hydrolysis [1]. The aim of the presented work was to continue the
research and carry out the pretreatment and the hydrolysis of lignocellulosic material in the
same ionic liquid solvents (1-n-butyl-3-metyl-imidazolium-cloride ((Bmim]CI), 1-n-butyl-
3-metilimidazolium-acetate ((Bmim]Ac)). Sraw and mixture of corn (Zea mays) leaf and
stover were used in the experiments. As a result of the pretreatment, the Cellic® CTec2 and
Cellic® HTec2 enzyme complexes from NOVOZYMES (Denmark) were able to produce
reducing sugars in high yield.
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Bevezetés

Korabbi munkank soran maér emlitettiik, hogy a masodik genericiés bioiizemanyag
gyartas egyik kulcslépése a lignocellul6z tartalmii biomassza el6kezelése, mely a manapsag
elterjedt technolégidkkal nehézkesen valosithaté meg. Az dltalunk valasztott
mezbgazdasagi hulladékok jelenthetik az egyik forrdsat a bioiizemanyagoknak, mivel
megujulé nyersanyagforrdsnak  szamitanak, ¢és nem jelentenek veszélyt az
élelmiszerellatasra, mig az ionos folyadékok z6ld oldoszereknek tekinthetéek [1].

Ionos-folyadék:

Altalanos jellemzd:

Az ionos folyadékok olyan alacsony olvadaspontd sok [2], melyek kizérélag ionokbol
4llnak, magas homérsékleten sem parolognak, nem illékonyak, nem gyulékonyak [2-6],
héstabilak és kémiailag is stabilak [7]. A legtébb folyadékkal jol elegyednek [6]. Az
alacsony olvadaspont az aszimmetrikus szerves kationnak koszonhetd, mely csokkenti a
racsenergiat [5].

Ionos folyadékok szinte korlatlan varidciéban allithatéak el [8,9], mivel a felépitd
anionok és kationok szdma nagy és tetsz6legesen kombinélhatéak.

1-n-butil-3-metil-imidazolium-klorid ([Bmim]Cl):

Az 4ltalunk hasznalt 1-butil-3-metil-imidazolium-klorid imidazolium szerves kationt €s
szervetlen klorid aniont [6] tartalmazé hidrofil ionos folyadék [7]. Osszegképlete:
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C3H;sCIN,, moléris témege pedig 174,68 g/mol. Olvadaspontja 60°C koriil van, a tisztitott
cellul6zt 100°C-on 20 témeg %-ig oldja.

A celluléz szarmazékok képzddése nélkiil oldodik benne [7]. Feltételezhetéen a klorid
ionok aktivitasa jatszik jelentds szerepet a hidrogén hid kétések felbontasaban [7, 8]. Ezzel
lehet a legnagyobb mértékben oldani a cellulozt [4, 8], ezért esett a valasztasunk erre az
ionos folyadékra.

I-n-Butil-3-metil-imidazolium-acetat

A masik altalunk vizsgalt ionos folyadék az 1-butil-3-metil-imidazolium-acetat
([Bmim]Ac) szintén imidazolium szerves kationt tartalmaz, de az el6z6hoz képest szerves
acetdt anion van benne. Szintén hidrofil, dsszegképlete: CioH;sN,O,, moléris tomege
198,26 g/mol, olvadaspontja -20°C koriil van.

Irodalmi adatok alapjan az vérhatd, hogy az enzimeket kevésbé dezaktivalja [10], ezért
vontuk be ezt az ionos folyadékot a munkankba.

Célkitlizéstink:

Munk4nk célja az 1-butil-3-metil-imidazolium-kloridban és acetitban tdrténd
lignocelluléz tartalmi biomassza oldas, majd hidrolizis volt anélkiil, hogy a fellazult
celluldzt tisztitdsi eljarasnak vetettiik volna ald. A celluléz oldadsa utdan a hidrolizist
ugyanabban a reakciotérben végeztiik el, igy két 1épést sikeriilt 6sszevonni.

Felhasznalt anyagok és technikdk:

Felhasznalt anyagok:

Kukorica szar és levél; szalmaszar; ionos folyadék: 1-butil-3-metil-imidazolium-klorid
([Bmim]Cl) (CgH;5CIN,; M=174,68 g/mol; Io-Li-Tec O. p.: 60°C; Lot.: J02031.1.4), 1-
butil-3-metil-imidazolium-acetat ([Bmim]Ac) (C;oH;sN,0,; M=198,26 g/mol; Io-LiTec O.
p.: -20°C; Lot.: K0013.1); enzimek: Cellic HTec2 (VHN00002); Cellic CTec2 (VCPI0006)
Gyarté: Novozymes (Dénia); orto-toluidin (T001201000, Scharlau, Spanyolorszag);
ecetsav (11110601, Scharlau, Spanyolorszag); NaOH (Gy.sz.:09040407; Spektrum 3D);
natrium acetat puffer: 2,8 ml ecetsavat oldottam desztillalt vizben, a pH-t NaOHal 5-0s
értékre 4llitottam be, majd desztillalt vizzel 1 1-re toltottem fel

Haszndlt eszkozok:

Kiilsé keverdk (RW16 basic, RW20 DZM, EVROSTAD digital, IKA-Labortechnik,
Staufen, Németorszag) ; fotométer (DR3900, HACHLANGE)); centrifuga (Sigma 4K10, B.
Braun Biotech International); f6z6lapok (Velp Scientifica, Arex Heating Magnetic Stirrer;
RCT basis, IKA-Labortechnik, Staufen, Németorszag)

A mérés menete:

Munkénk soran szalmabol valamint kukorica szarabdl és levelébdl késziilt drleménnyel
dolgoztunk. Mindkettét tomegallandosagig szaritottuk, majd megoroltik oket, végiil
szitasoron szétvalogattuk a kiilonb6zd szemcseméretii frakcidkat. Munkank sorén a 0,5 mm
alatti szemcseméretii frakcioval dolgoztunk. 0,5 g ionos folyadékban oldottuk fel a mintakat 5
illetve 20 tdmegszazalékos koncentracioban. Az §sszemérés utan 100°C-os olajflirdébe tettiik
a mintékat tartalmaz6 kémcs6veket és lassan kevertettiik 10 percig. Ezt kovetéen 3 ml acetat
puffert és 15 pl enzimkészitményt adtunk hozzi. 2 6ran keresztiil 50 °C-on inkubéltuk a
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mintdkat intenziv keverés mellett. Az enzimes hidrolizis végén orto-toluidin reagens
segitségével fotometrids titon mértiik a felszabadul6 redukalé cukor mennyiségét.

Eredmények és targyaldsuk:
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1. abra. Felszabadult cukor valtozasa a kukorica koncentraciéjanak fiiggvényében az ionos

folyadékok és enzimek kiilonb6zé kombinacidja esetén -[Bmim]Cl és
Cellic HTec2; -[BmimCl és Cellic CTec2; -[Bmim]Ac és Cellic HTec2;
[))-Bmim]Ac és Cellic CTec2)

A maximalisan kinyerhet6 redukélé cukormennyiséghez képest cukorfelszabadulas ardnyét
abrazolva (1. dbra) elmondhato6, hogy a kukorica érlemény mennyiségét novelve csokken a
cukor felszabadulas. 5 m/m%-os koncentracié esetében a legjobb eredményt a [Bmim]Cl és
Cellic HTec2 enzim kombinacidjaval értiik el, ami megfelel a varakozasainknak, hiszen
klorid iont tartalmazé ionos folyadék hatékonyabb az el8kezelésben, és az enzim
szubsztratspecificitdsa is a biomassza hatékonyabb bontasa irAnyédba mutat. A legrosszabb
eredményt a Cellic CTec2 enzimmel értiik el, fliggetleniil az alkalmazott ionos folyadéktl.
Ez a jelenség az enzimek eltér$ szubsztratspecificitasanak koszonhetd.

20 m/m%-os koncentraci6 esetében minden minta hasonlé eredményt mutatott. Ez az
ionos folyadékos elékezelés nehézségeivel, bonyolultsigival és tokéletlenségeivel
magyarazhatd, ugyanis ekkora mennyiségben nehéz beoldani a lignocelluléz tartalmt
biomasszat az ionos folyadékba. A keverésnek nagyon nagy szerepe van.

A cukorkoncentracidk véltozasit bemutaté abrar6l (2. dbra) leolvashaté, hogy a minta
koncentraciéjat novelve n6 a redukalé cukor koncentracié is, ami a tobb kiindulasi
anyagnak koszonhetd. 5 m/m%-os koncentracié esetében a mért értékek koézel vannak
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egymashoz, mig 20 m/m%-os koncentracié esetében a Cellic CTec2 enzimmel hidrolizalt
mintdk mutattdk a jobb eredményt, ami nem illik bele az eddigiekben tapasztalt
szubsztratspecificitasi képbe. Az is elmondhat6, hogy a [Bmim]Ac ionos folyadékot
tartalmazé6 mintak kicsit jobb eredményt mutatnak a [Bmim]Cl ionos folyadékot
tartalmazokhoz képest. Még nem taldltunk olyan irodalmat, amiben ilyen nagy
tmegszazalékos koncentracioban oldottdk volna be a lignocelluléz tartalmi mintat az
ionos folyadékba és hasonlitotték dssze, ezért ennek a jelenségnek a magyarazata még nincs
egyértelmiien bizonyitott valaszunk. Egy megoldas lehet, hogy toményebb mintaknal
mésképpen viselkednek az ionos folyadékok, mint a higabbaknél. Egy maésik ok pedig az
lehet, hogy a [Bmim]Ac kevésbé csokkenti az enzimek aktivitdsat, ezért azok jobban
tudnak hidrolizalni. Az ok pontos kideritéséhez tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges.
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2. 4bra. Cukor koncentraci6 valtozasa a kukorica koncentraciojanak fliggvényében, az

jonos folyadékok és enzimek kiilonb6z6 kombindci6ja esetén -[Bmim]Cl és Cellic
HTec2,; -[BmimCl és Cellic CTec2; -[Bmim]Ac és Cellic HTec2;
-[Bmim]Ac és Cellic CTec2)
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3. 4bra. Felszabadult cukor valtozasa a szalma koncentraci6jak fiiggvényében az ionos

folyadékok és enzimek kiilonbdz6 kombinacidja esetén -[Bmim]Cl és
Cellic HTec2; -[BmimCl és Cellic CTec2; -[Bmim]Ac és Cellic HTec2;
[/)-(Bmim]Ac és Cellic CTec2)

A felszabadulé redukalé cukor arinyat tekintve (3.4bra) a szalma esetében is
elmondhat6, hogy novelve a minta mennyiségét csokken a cukorfelszabadulds mértéke. 5
m/m%-os koncentracioban oldva a szalmat az ionos folyadékban a Cellic HTec2 enzimet
tartalmazé mintdk mutattdk a legjobb eredményeket fliggetlenill az alkalmazott ionos
folyadéktél, hasonléan a kukoricéhoz. Az abrarél leolvashaté, hogy az eredmények
paronként nagyon kozel vannak egymashoz az alkalmazott enzimek tekintetében.

20 m/m%-os koncentracié esetében az eredmények mar nincsenek olyan kozel
egyméshoz, mint a kukorica esetében. Ebben az esetben a [Bmim]Ac ionos folyadékot
tartalmaz6é mintdk mutattdk a jobb eredményeket, ezen belil is a Cellic HTec2 enzimet
tartalmaz6. A kukoricahoz képesti eltérés a szalma eltérd lignocelluléz felépitésével
magyarazhato.
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4. dbra. Cukor koncentracio valtozasa a szalam koncentraci6janak fliggvényében az ionos

folyadékok és enzimek kiilonb6z6 kombinacidja esetén -[Bmim]Cl és
Cellic HTec2; NJ-[BmimCl és Cellic CTec2; - [Bmim]Ac és Cellic HTec2;
-[Bmim]Ac és Cellic CTec2)

A hidrolizis utdni cukorkoncetracidkat tekintve (4. dbra) elmondhat6, hogy az 5 m/m%-
os koncentraci6 esetében a Cellic HTec2 enzimet tartalmazé mintdk jobb eredményt
mutatnak a mésik enzimet tartalmazé mintdkhoz képest, fiiggetleniil az alkalmazott ionos
folyadékoktol.

20 m/m%-os koncetraci6 esetében a [Bmim]Ac ionos folyadékot tartalmazé mintdknal
nétt a cukor koncentricié, ami egybecseng a varakozasainkkal és a kukoricanal
tapasztaltakkal, viszont a [Bmim]Cl ionos folyadékot tartalmazé mintak esetében csokkent.
Ennek magyardzata lehet a szalma kukoricdhoz képest eltérd lignocelluléz tartalma és
szerkezete, amit alatdmaszt, hogy a szalma maximalis redukald cukor tartalma kevesebbnek
bizonyult, mint a kukoricaé.

Osszefoglalas:
Mindkét kiinduldsi anyagnal elmondhatd, hogy a mintamennyiséget névelve csokken a

maximalisan kinyerhet6 redukélé cukormennyiséghez képest a felszabadulé cukor aranya,
ami az elokezelés nehézségeire utal (keverés). Ez a csokkenés valamivel kisebb mértékii a
kukorica esetében, mivel az 5 tomegszdzalékos koncentrici6jii mintdknal nem érte el a
100%-ot a szalméval ellentétben. 20 tomegszazalékos koncentracié esetében az értékek
kozel esnek egymashoz, ami arra utal, hogy nagyobb koncentracié esetében csokken az
ionos folyadékos elokezelés hatékonysaga, fliggetleniil a vizsgalt ionos folyadéktdl és
szubsztrattol.

Ezzel egy id6ben viszont novekszik a hidrolizis végén mérhetd cukor koncentrici6ja,
ami a nagyobb mintamennyiségnek tulajdonithat6. Ettdl csak a szalma [Bmim]Cl ionos
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folyadékban torténd eldkezelése tér el, mivel ott a tdményebb mintdkban csokkent a cukor
koncentracié az enzimes hidrolizis végén. Ezt a jelenséget a szalma eltérd strukturija
okozhatja.

Erdekes megfigyelés, hogy a szalma esetében nagyobb mértékii volt a redukalé cukor
felszabadulas, és ezaltal a hidrolizis végén mért cukor koncentraciok is magasabbak voltak.
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