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Eloszo a Pannon Egyetem, Miszaki Informatikai Kar, Miiszaki
Kémiai Kutato Intézet tevékenységét szemlélteto cikksorozathoz

A Miszaki Kémiai Kutatd Intézetet, amelyet 1960-ban a
Magyar Tudomdnyos Akadémia veszprémi székhellyel
alapitott, 1997-ig az Akadémia intézményhalozatanak
nemzetkozileg is jol ismert kutatointézeteként miikodott.
Az akadémiai kutatohalozat atszervezése kovetkeztében
1998-ban  csatlakozott a Pannon Agrartudomanyi
Egyetemhez, a 2000. januar 1-jével megalakult 6nalld
Kaposvari Egyetem jogelddjéhez. Az Intézet 2004. januar
1-jétdl a Pannon Egyetemhez (akkor Veszprémi Egyetem),
az egyetem Muszaki Informatikai Kardhoz csatlakozott.
Munkdjat ez utdbbi intézmény szervezeti keretein beliil,
Onalldéan, a Kar tudomanyos céljaival Osszehangolva, azt
kiegészitve, folytatja. Kiillondsen szoros egyiittmiikodésben
tevékenykedik a Kar Nanotechnoldgia Tanszékével a
funkcionalis nanorészecskék, fehérjék ¢és biokatalitikus
reakciok  kutatasaban. A koltségvetési  tdmogatas
valtozasaval Osszhangban csokkent az Intézet 1étszama,
jelenleg a doktorans hallgatokkal egyiitt az Intézetben
dolgozd tudoményos kutaték szama 28, amelybdl 4 fo
akadémiai doktor.

A miszaki kémia a mivelet- és folyamattan, az
eljaras- és berendezéstechnika, a kémiai technoldgiak
megvaldsitdsanak tudomanya. Az Intézet a vegyipar, a
biotechnologiai ipar, az élelmiszer- ¢&s gyogyszeripar,
a kornyezetvédelem, bioenergetika és az agrarium
technoldgidinak kutatasat és fejlesztését szolgalja. Az Intézet
kiildetése a fenti tudomanyteriileteket integralé miiszaki
kémia hatékony muvelése a hazai, valamint a nemzetkozi
tudomany és technologia fejlodése érdekében. Az Intézet a
jelenlegi technoldgiai trendekkel Gsszhangban, elsésorban
uj tudomanyteriileteken folytat kutatdsi tevékenységét.
Fontos kutatési cél 11, kérnyezetbarat mtveletek, gyakorlati
eljarasok kifejlesztése a membrantechnika, a biokémiai
eljarasok, az ionos folyadékok alkalmazasaval. Vizsgaljak
a (bio)nanorészecskék eldallitasat, tulajdonsagaikat, azok
biokatalizatorként és szelektiv elvalasztd rétegként valod
alkalmazasi lehetoségeit, valamint a fehérjék eldallitasat és
a biomassza energetikai és ipari hasznositasat. Az Intézetben
mivelt f6 kutatasi témakorok:

1. Miiszaki biotechnoldgiai kutatasok

e Genetikailag modositott mikrobak tenyésztése;

e Szilard fazist biokatalizatorok kialakitasa
nanorészecskék alkalmazasaval,

e Biomassza hasznositds, fehérje kinyerés, fehérje
termelés, biokémiai reakciok hatékonysaganak javitasa;

e Kemikalidk biokémiai eldallitasa;

e Enzimkatalitikus reakciok
konvencionalis kézegben;

e Membranszeparacios eljarasok (ultra- és nanosziirés,
elektro-dializis, pervaporacio);

e Optikailag aktiv komponensek membrantechnikai
elvalasztasa, reszolvalas;

kutatasa nem

2. Szilard részecsketechnolégiai kutatasok

e Kiristalyositasi miiveletek és eljarasok (kolloidkémiai
¢és nanoszerkezeti kutatasok);

e Részecskebevonasi miiveletek €s eljarasok;

e Funkcidés csoportok, makromolekuldk rogzitése
nanorészecskékre, nanokompozitok, nanoszerkezetl
részecskék elodallitasa;

3. Kornyezetbarat kémiai miiveletek kutatasa;

o Uj tulajdonsagu kornyezetkiméld anyagok
(ionos olddszerek, kornyezetkiméld adalékanyagok) és
szintézismodszerek kutatasa;

e Kornyezetbarat eljarastechnikai kutatdsok (anyag -
atalakitasok mikrohullamu energiakozléssel)

e Kornyezetvédelmi analitikai kutatasok.

Az Intézet a kutatasi témak bovitése, eredményességének
javitasa  céljabdl  egyiittmikodik, -  els6sorban a
nanokompozitok, specialis membranrétegek eldallitasa, a
biokémiai reakciok, biokatalizatorok kutatasa teriiletén - az
MTA kutatointézeteivel, igy az Anyag- és Kornyezetkémiai
Intézettel, a Miszaki Fizikai és Anyagtudomanyi
Kutatdintézettel, az Enzimologiai Intézettel, egyetemekkel,
mint Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem,
a Szegedi Tudomanyegyetem, valamint a Bay Zoltan
Alkalmazott Kutatasi Alapitvany szegedi Biotechnoldgiai
Intézetével. Szamos koz6s kutatast folytat, kétoldalu
szerzodések keretében, kiilfoldi kutatohelyekkel is.

Az Intézet jelentds részt vallal a Gazdasagi Versenyképesség
Operativ Programban (GVOP), amelynek a keretében
hét kutatasi palyazat kidolgozasaban vesz részt. Kozos
kutatasi és fejlesztési témakban, szoros kapcsolatokat
apol a vallalatokkal, igy tobbek kozott, MOL Rt- vel, a
gyogyszergyarakkal (EGIS, RICHTER GEDEON, SANOFI-
AVENTIS, TEVA) és mas cégekkel. Az ipari kapcsolatok
tovabbi er0sitése, bovitése az Intézet elsérangu célja és
alapvetd érdeke. Mindegyik kutatasi tertiletén torekszik az
iparban hasznosithaté eredmények elérésére. Az intézetben
kidolgozott eljarasok alapjan utobbi két évben 6t szabadalmi
bejelentés tortént.

A kovetkezdkben hét kozleménnyel mutatjuk be az Intézet
legujabb eredményeit; Az itt bemutatott kézlemények
[Bacsik-Gyivicsan-Mink: Gazok FTIR spektrometriai
analizisének fejlesztése ¢és  alkalmazasai, Gubicza:
Enzimkatalitikus reakcidk ionos folyadékban; Hadik-Nagy-
Szaboné: Optikailag aktiv komponensek elvalasztasa:
membran eljaras, mint alternativ technika; Nagy: Anizotrop
membranon keresztiili, kémiai reakcidval kisért diffuzios és
konvekciosanyagaram; Sisak: Szilard-fazisubiokatalizatorok
kialakitasa és jellemzése glikoz oxidacié élelmiszeripari
céla alkalmazasanak elokészitése céljabol; Vass-Pallai: Uj,
energiatakarékos, mikrohullamu technoldgia révid fozési



96 Magyar Kémiai Folyoirat

idejii rizs eldallitasara;* Toth-Pallai Mikroszemcsés
bovin szérum albumin eldallitasa kiméletes szaritassal] és
az MKL-ben a kozelmultban publikalt dolgozatok [Bélafi-
Baké: Membran bioreaktorok, MKL, (2005), Gyenis-
Szépvolgyi-Toth.:  Funkcionalis — kompozit-részecskék,
MKL, (2006), Bélafi Bakd: Legtijabb membrantechnikak és
alkalmazasuk, MKL, (2006), Bélafi Bako és mtrsi.: [voviz
eloallitasa membran miuveletek alkalmazasaval, MKL
(2007)] egy keresztmetszetét kivanjak adni a jelenleg folyd
kutatdomunka eredményeinek. A munkatarsaink tapasztalatai

¢s a rendelkezésre allo miiszerek és berendezések lehetové
teszik a korszerli laboratoriumi miiveletek, eljarasok
valamint technologidk kidolgozasat a korabban felsorolt
kutatasi témakban. Az Intézetnek fontos feladata vezetd
szerepet betdlteni a muszaki kémiai kutatasokban, és
elsédleges célja 1j, hatékonyabb és ,tiszta”, kémiai ¢és
biokémiai folyamatok kutatasa, a kapott eredményekbdl 1j
miveletek, eljarasok és technolégiak kidolgozasa, és ezek
hasznositasa ipari partnerek kozremiikodésével.

Dr. Nagy Endre
igazgatd

*A szerkeszt6ség megjegyzése: A lektoralt anyag nem késziilt el a szam nyomdéba adasaig. Ezért a Vass-Pallai: Uj, energiatakarékos, mikrohullami technologia

rovid f6z¢si idejii rizs eldallitasara cimi kozlemény a kovetkez6 fiizetek egyikébe keriil a nyilvanossag elé.
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Szilard fazisu biokatalizatorok kialakitasa és jellemzése gliikoz
oxidacio élelmiszeripari célu alkalmazasanak elokészitése céljabol

SISAK Csaba®, CSANADI Zs6fia és SZAJANI Béla
Pannon Egyetem, Miiszaki Informatikai Kar, Miiszaki Kémiai Kutaté Intézet, 8200 Veszprém, Egyetem u. 10.

1. Bevezetés

A biokatalizatorok, azaz az enzimek, ill. a multienzim
rendszerekként mikodtetett mikroorganizmusok, névényi és
allati szovetek jelentdsége napjainkban is fokozodik az ipari
technoldgidkban, pl. az élelmiszeripar szinte valamennyi
agaban, a gyogyszeriparban és a finomvegyszer-gyartasban.
Elénytik a szervetlen katalizatorokkal szemben elsdsorban
kiemelked6 specifitasuk, és az, hogy mérsékelt héfokon,
semlegeshez kozeli pH mellett képesek kifejteni hatasukat.

Tobb  élelmiszeripari technoldgidban sziikség van az
indulaskor jelenlévo vagy a folyamat soran keletkez6 glikoz
eltavolitasara anélkiil, hogy a termék egyéb Osszetevoi
karosodnanak:

a. A tojaspor eldallitisa soran a  tojasfehérje
gliikéztartalmat (kb. 4 g dm?®) a szaritds soran
bekovetkezd karamellizacid (barnulds) elkertilése
¢s a tartosabb termck eldallitasa érdekében kell
eltavolitani.!

b. Az un. prebiotikumként® alkalmazott fruktooligo-
szacharidok (FOSZ) szachardzbdl torténd biokatalitikus
szintézisénél a melléktermékként képz6do glikdz erds
kompetitiv inhibitorként muikodik, tehat a hozam
¢s a termelékenység novelése érdekében célszerii a
gliikoznak a szintézissel szimultan eliminalasa.?

A glikéz oxidaz (GOD) (B-D-glucose:oxygen 1-
oxidoreductase; EC 1.1.3.4.) egyike azon enzimeknek,
amelyekre nagyfoku fajlagossag  jellemzo,* és ezt a
tulajdonsagat hatékonyan ki lehet hasznalni a glikéz
szelektiv eltavolitdsara. Az enzim a kovetkezd bruttd
egyenlet szerint mikodik:

GOD
B-D-gliikéz + O, > D-glitkonsav + HO,  (1).

A H,0, melléktermék képzddése miatt inaktivalddhat a
gliikéz oxidaz®, ezért sziikséges, hogy a H,0,-t elbontsik,
mégpedig célszerlien egy masik enzimmel, a katalazzal
(hydrogen peroxide:hydrogen peroxide oxidoreductase;
EC1.11.1.6.):

HO, =, HO+1/20, ).
A kereskedelmi GOD készitmények rendszerint elegendd
mennyiségben tartalmaznak katalazt is, ill. emellett
gyakran mas enzimeket. A felhasznalasi céltdl fiigg, hogy
el kell-e tavolitani ez utdbbiakat, vagy —, ha nem zavarjak a
célreakciodt - benn maradhatnak a készitményben.

A gliikkozmentesités ipari megvalositasanal fontos szempont,
hogy a viszonylag draga enzim elvalaszthatdo legyen a
terméktél. Elelmiszerek gyartasanal ezazértis 1ényeges, hogy
idegen fehérje ne kertiljon a termékbe. Ezt a kovetelményt
legegyszeriibben az enzim szilard szemcsés hordozora
vald rogzitésével, immobilizalasaval® lehet teljesiteni. A
rogzitett vagy szilard-fazisti kapcsolhatd biokatalizatorok
legfontosabb tovabbi elonyei a kovetkezok:”® Alkalmazasuk
lehetévé teszi folyamatos tizemmdd megvaldsitasat; nagy
katalizatorsiiriség érhetd el a reaktorban; és a rogzités
rendszerint megndveli a biokatalizator stabilitasat.

A GOD immobilizalasara szamos modszert dolgoztak ki.
Eredményesen rogzithetd tobbek kozott a kalcium-alginat
gélgyongybe zarassal,” kovalens kotések kialakitasaval,
nikkel oxidhoz,' aluminium vegyiiletekhez,'"'> glioxil-
agarozhoz,"” poliakril-amidhoz,'* kapcsolhaté tovabba
polimer membranhoz is."

A GOD koszubsztratja az oxigén. Mivel vizes oldatokban
rendszerint rosszul oldédik, az oxidacids folyamat sebességét
gyakran a gazbol a folyadékfazisba vald oxigéntranszport
sebessége hatdrozza meg. Az atvitel javithatdé a fazisok
intenziv érintkeztetésével, vagy levegd helyett tiszta
oxigéngaz alkalmazasaval. Olyan rendszerekben,
amelyekben a kozvetlen buborékoltatds zavart okozna
(pl. a tojasfehérje felhabzik) buborékmentes levegdztetdk,
oxigenatorok hasznalhatdk.'®!”

Jelen kozleményiinkben azokat az eredményeinket mutatjuk
be, amelyek két, gyakorlatban fontos enzimkatalizalt
glilkézoxidacidés folyamatnak, az eldbbiekben emlitett
tojasfehérje gliikbzmentesitésnek, ill. a fruktooligoszacharid
szintézis soran keletkezd glikoz melléktermék in situ
eliminalasanak a megvalositasara alkalmas szilard-fazisu
biokatalizatorok eloallitasara, tesztelésére, ill. a reakcio-
koriilmények optimalasara vonatkoznak.

2. Anyagok és modszerek

2.1. Tojasfehérje gliikozmentesitésére alkalmas
biokatalizator (Biokatalizdtor ’A”) eléallitasa

A rogzitend6 Dbiokatalizator  kivalasztasanal olyan
kereskedelmi  gliikoz oxidaz készitmények  kozott
valogattunk, amelyeknek elegendéen nagy volt a katalaz
aktivitasa.

A Novo Nordisk (Dania) altal élelmiszeripari célra
forgalmazott NOVOZYM 771-re'® esett a valasztasunk,

“Dr. Sisak Csaba. Tel.:06-88-624-036; fax: 06-88-624-036; e-mail: sisak@mukki.richem.hu

113 évfolyam, 3. szam, 2007.
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amelynek GOD aktivitasa 1,34 U mg!. Egységnyi az
az enzimtomeg, amely percenként 1 pumol B-D-glikoz
oxidacidjat katalizalja pH 5,1-n és 35 °C-on.’ A preparatum
katalaz aktivitasa 1,44 U mg!' volt. 1 U annak az
enzimtomegnek felel meg, amely percenként 1 umol H,O,-t
bont el pH 4,5-n és 25°C-on."” A megvaldsitando folyamat
esetében nem volt jelentdsége annak, hogy a preparatum
gliikkoziddz szennyezést is tartalmaz.

Az enzimrogzitéshez biokompatibilis hordozoanyagként
Amberlite UP 900 tipusu anioncseréld gyantat alkalmaztunk
(Rohm and Haas, USA). A gyanta szemcsemérete 560-700
um, pérusmérete 40-75 nm, fajlagos feliilete pedig 25-30 m?
g'.

Rogzitd agens az élelmiszeriparban elfogadott glutaraldehid
volt, amelyet 25%-os vizes oldat formajaban a REANAL-t61
szereztlink be. A tobbi vegyszer is reagens mindségl volt.

A sziirt tojasfehérjét a SATO Tojasfeldolgozd és
Kereskedelmi Kft. (Budapest) bocsatotta rendelkezésiinkre.

A kombinalt rogzités?®?*! els6 1épése soran az ioncseréld
gyantan adszorbealtattuk az enzimeket oly modon, hogy a
szemcséket NOVOZYM 771 oldatban razattuk 2 6ra hosszat,
pH 5,1-n és 25°C-on. Ezutan a szuszpenzidt lesziirtiik és
tobbszor mostuk ionmentes vizzel. A masodik 1épésben a
gyanta-fehérje komplexet 0,05 mdlos acetat pufferben (pH
5,1) oldott kiilonb6z6 koncentracioji glutaraldehidben,
kiilonbozo ideig razattuk az adszorbealt fehérjemolekulak
kozotti  keresztkotések kialakitasa érdekében, majd a
szemcséket szlrtik és aldehidmentesre mostuk (lasd
részletesen Sisak és munkatarsai).”> A kisérletek alapjan
meghatarozott paraméter optimumok mellett a kotott GOD
aktivitds maximalis értéket ért el. Azt is ellendriztiik, hogy
az ezen korilmények kozott megkotddott katalaz aktivitas
elegendé-e a H,O, megfelelden gyors elbontésidhoz.

A fehérjetartalmat Lowry ¢s munkatarsai modszerével®
hataroztuk meg. A gliikkdzkoncentraciot fotometriaval, o-
toluidin reagens (SIGMA, USA) felhasznalasaval mértiik,*
620 nm-en, SPEKTROMOM 195D tipusu (MOM)
miszerrel. Az oldott és a rogzitett preparatumok GOD
aktivitdisinak meghatarozasa soran a glilkézkoncentracid
csokkenését vizsgaltuk a fent emlitett o-toluidines
modszerrel. > A katalaz aktivitds értékeket a H,O,
titan-dioxiddal alkotott komplexe 415 nm-en mérhetd
abszorbanciajanak valtozasa alapjan allapitottuk meg.'**

2.2. Fruktooligoszacharid szintézis sorian képz6do
gliikoz in situ eliminalasara alkalmas biokatalizator
(Biokatalizdtor ”B”) eloallitasa

A tojasfehérje gliikozmentesitésére alkalmasnak talalt
NOVOZYM 771 nem bizonyult hasznalhatéonak a
FOSZ szintézis soran képzddd glikoz elimindldsara,
mivel az oligoszacharid céltermékek gliikozidkotéseit
bonté enzimeket is tartalmaz. Ezért finomvegyszerként
Jorgalmazott glikéz oxidaz (FLUKA; Aspergillus niger)
¢s katalaz (SIGMA; marha majbol izolalt) keverékével
dolgoztunk. A GOD aktivitas 215 U mg’!, a katalaz aktivitas
830 U mg' volt.

Areakcidelegy 9sszetevdia FOSZ szintézisreakcidelegyéivel
azonosak voltak: szachar6z (REANAL), kesztdz, nisztoz,
fruktozil-nisztoz (Wako, Japan) és glikoz (REANAL). A
szachardz és az oligoszacharidok koncentracioit egy kétoras
szintézisreakcid elegyét modellezve allitottuk be?. A gliikoz

s

keriiljiik a tal intenziv H,O, képzddést.

A kombinalt rogzités soran a kiindulasi glikéz oxidaz /
katalaz tomegaranyt 2:1-re allitottuk be annak érdekében,
hogy a kotott GOD és katalaz aktivitas aranyokra hasonlo
értékeket kapjunk, mint a NOVOZYM 771 rogzitésekor. A
GOD-ot (50 mg) és a katalazt (25 mg) 10 cm?® pH=5,1 (0,05
M) acetat pufferben oldottuk, majd az oldatot 1 g regeneralt
anioncseréld gyantahoz adtuk. Szobahéfokon valo 24
oras razatast (150 rpm) kovetden a szemcséket szlirtik
¢és acetat pufferrel mostuk. Ezutan 1 h rdzatas (150 rpm)
kovetkezett szobah6fokon, 10 cm?-nyi 5,1-es pH-ju acetat
pufferben oldott glutaraldehiddel, amelynek koncentracidjat
és a kontaktidot valtoztattuk. Végil a szemcséket
aldehidmentesre mostuk és levegdn kiszaritottuk.

Az enzimrogzitéshez felhasznalt egyéb anyagok, tovabba a
GOD-, ill. a katalaz aktivitas meghatarozasi mddjai azonosak
voltak a 2.1. fejezetben leirtakkal. A gliikdzkoncentracio
meghatarozasakor ez esetben nem alkalmazhattuk az o-
toluidines modszert, mivel a modellreakcid-elegyben levd
egyéb cukrok zavartak volna a meghatarozast. Ez¢ért egy, a
gliikkdzra szelektiv enzimes médszerrel, a keletkez6 NADPH

s

a reakcidelegyben a glitkozkoncentraciot.?

3. A kisérleti eredmények és értékelésiik

3.1. A GOD és a katalaz koimmobilizalasa NOVOZYM
771-bél kiindulva

A NOVOZYM 771 tipusi enzimoldat fehérjéinek
adszorpcidjara szolgalo kisérletek soran a gyantan megkotott
optimalis fehérjetartalomra 27,8 mg g! érték adddott,
amelyet akkor kaptunk, ha 157 mg fehérjét tartalmazo
NOVOZYM 771 oldatban razattunk 1 g hordozét.”

Az adszorbedlt enzimmolekuldk kozotti keresztkotések
kialakitasa céljabdl végzett vizsgalataink folyaman a
glutaraldehid reagens koncentracidjat és a kotési idot
valtoztattuk. A legjobb fajlagos GOD aktivitast - a 10,2 U
g szaraz gyanta értéket — a 0,25% glutaraldehid oldatban
végzett 15 perces kezelés esetén értik el (Id. 1. dbra). Ez
aktivitasérték mas, a szakirodalomban leirt rogzitett GOD
készitményekkel 6sszehasonlitva kdzepesnél gyengébbnek
szamit, de az olcsd alapanyagok és az egyszeri rogzitési
technika, tovabba a jo miikodési stabilitdas (I1d. a 3.2.
fejezetben) figyelembevételével a Biokatalizator “A” jelii
preparatum az adott technoldgiai feladatra j61 hasznalhatonak
igérkezett.

Amint azt feltételeztiik, az immobilizalasi eljards soran
nem csupan a GOD, hanem kataldz is jelent6s részben
megkotddott a hordozon. A vizsgalt koriilmények kozott a
rogzitett katalaz aktivitas értéke (2,51 U g szaraz gyanta)

113 évfolyam, 3. szam, 2007.
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tobbszorose volt a tojasfehérje glitkdztartalmanak oxidacioja
sordn felszabadul6 H,O, kell6 sebességli elbontasahoz
sziikséges aktivitasnak. A rogzitési eljaras nem volt érzékeny
a léptéknovelésre: 1000-szeresére novelve a reakcidelegy
tomegét a fajlagos aktivitas eltérése a laborléptékhez képest

nem haladta meg a £5%-ot.>

AKktivitas
(Ul'g)

Glutarald. kmﬁ‘. =
(%)

1d6 (min)

1. Abra. A rogzitési optimumok meghatarozasa a NOVOZYM 771 alapu
Biokatalizdator ,,A” elballitasdhoz

3.2. A Biokatalizator “A” preparatum miikodési
optimumainak és stabilitisanak meghatarozasa

Az optimalis muikodési kortilmények meghatarozasa
soran 450 mg-nyi immobilizalt enzimet adtunk 10 cm?,
kiilonboz6 pH-ju acetat pufferben oldott gliikkozhoz (4
g cm?®). A szuszpenzidkat 1 oran at razattuk kiilonbozo
hémérsékleteken. Ahogy a 2. dbra mutatja, az optimumokra
a kovetkez6 értékek adodtak: pH 5,1; homérséklet 25°C%,
Ezek a paraméterek gyakorlatilag megegyeztek a gyartd
altal a NOVOZYM 771-re koz6lt adatokkal.'®

A preparatum  mukodési  stabilitdsat  szakaszos
glikézmentesitési  kisérletek  sorozataval allapitottuk
meg. Az eclobbi bekezdésben leirt reakcioelegyet ugy
madositottuk, hogy a cukoroldatot tojasfehérjével cseréltik
fel. Harom oran keresztiil végeztiik a gliikdz eliminalasat. Ez
alatt az 1d6 alatt a cukor dont6 hanyada oxidalédott. Ezutan
a rogzitett enzimet leszirtilk, majd friss tojasfehérjében
ujra szuszpendaltuk. Ezt a miveletsort 11-szer ismételtiik.
A produktivitas értékek valtozasat a 3. dbran mutatjuk be.
Az eredmények extrapolaldsaval mintegy 6 honapos felezési
1d6t kaptunk, tehat a szilard fazist biokatalizatorunk kelléen
stabilnak bizonyult. Ezt timasztotta ald az a megfigyelésiink
is, hogy két évig hiitdszekrényben puffer alatt tartva a
preparatumot, az semmit sem vesztett aktivitasabol.

Konverzioé
(%)

Hémérséklet (°C) pH

2. Abra. ANOVOZYM 771 alapt Biokatalizétor ,, A” mikodési
optimumanak meghatarozas.

A készitmény gyakorlati alkalmazhatosagat Ggy igazoltuk,
hogy egy folyamatos tizemt, nagylaboratériumi 1éptékii,
mechanikusan kevert, spiral csémembrannal levegdztetett,
haromlépcsds fluidizacids reaktorban tizemi koériilmények
kozott  végeztink kisérleteket. A reaktorban 4 oras
tartdzkodasi idé esetén, 1,2 bar cs6oldali oxigénnyomas
mellett 1ényegében glilkdzmentes tojaslét allitottunk eld.?

100 1 m

80+

60+

404

Maradck alivitis (%9

Ciklusok szama

3. Abra. ANOVOZYM 771 rogzitésével nyert Biokatalizétor ,, A"
miikodési stabilitasa.

3.3. Finomvegyszer mindségii GOD és Kkatalaz

koimmobilizalasa Biokatalizdtor ”B”
eléallitasahoz
A 22, fejezetben leirtak  szerint  végrehajtott

enzimadszorpciot kovetéen vizsgaltuk a glutaraldehides
keresztkotések optimalis kialakitdsdnak koriilményeit. Az
eredményeket a 4. abraval illusztraljuk. A diagrambol a
kotési idore 30 perces, a glutaraldehid koncentraciora 0,5%-
os optimum értékek olvashatok le. A Biokatalizator ,,B” két
keresztkotési paraméterre feltehetden azért kaptunk a 1. dbran
lathatoaknal nagyobb értékeket, mert itt a reakcidelegybe
bemért Gsszfehérje-koncentracio 1ényegesen nagyobb volt,
mint a NOVOZYM 771 rogzitésekor. Az optimalis rogzitési
kortlmények kozott a Biokatalizator "B jelii preparatumra
40,4 U g!' GOD-, és 39,5 U g! Kkatalazaktivitas értékeket
kaptunk. Ezek az értékek természetszeriileg lényegesen
magasabbak, mint a Biokatalizator A" megfeleld jellemzoi,
hiszen az enzimoldatok kiindulasi aktivitasai is tobb mint
két nagysagrenddel nagyobbak voltak.

3.4. A Biokatalizdator ”B” preparatum miikodési
optimumainak és stabilitisanak meghatarozasa

Mindkét kisérletsorozatot a 3.2. fejezetben leirtakkal
csaknem azonos modon hajtottuk végre. A Biokatalizdtor
"B’ mukodési optimumai jo kozelitéssel megegyeztek a
Biokatalizator ”A” megfeleld értékeivel. A gliikkozoxidacid
szamara a legkedvezébb pH 5,1, a homérséklet pedig 30°C
volt. A stabilitasvizsgalatok soran 8-8 oras reakcididdvel

e

s

glikdzoldattal, 2  mdl szahardz
jelenlétében. A GOD produktivitds az 5. abran lathatd
titemd lassu csokkenést mutatott, de ez nem befolyasolta a
hasznalhatosagot.

A Biokatalizator ”B” tipusti koimmobilizalt GOD + katalaz
preparatummal jelenleg folytatunk, az ugyancsak rogzitett
fruktozil-transzferazzal —katalizalt FOSZ  szintézissel®’
szimultan, glikoz eliminacios kisérleteket. A  kezdeti
eredmények biztatoak.
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Aktivitis 30
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4. Abra. A rogzitési optimumok meghatérozasa a FLUKA GOD és
SIGMA katalaz alapt Biokatalizator ,, B elballitasahoz
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Ciklusok szama

5. Abra. FLUKA GOD és SIGMA katal4z koimmobilizalasaval kapott
Biokatalizator ,,B” miikodési stabilitdsa

4. Osszefoglalas

Elelmiszeriparban felhasznalhat6, gliikéz oxidaz és kataléz
koimmobilizalasaval nyerhetd biokatalizatorok eldallitasi
lehetdségeit ¢és katalitikus sajatossagait vizsgaltuk. A
kiindulasi nativ enzimkészitmények tisztasagi fokat aszerint
kellett megvalasztanunk, hogy a rogzitett preparatumot
milyen reakcioban kivanjuk alkalmazni. A bemutatott
eredményekkel igazoltuk, hogy glikéz oxidaz- ¢&s
katalaz-tartalmi enzimelegyeket anioncserélé gyantan
adszorbealtatva, majd a megkotédott enzimmolekuldk
kozott glutaraldehiddel keresztkotéseket létrehozva olyan
koimmobilizalt biokatalizatorokat lehet létrehozni, amelyek
kelléen nagy GOD ¢s katalaz aktivitdssal és miikodési
stabilitassal rendelkeznek. A stabilitast nem befolyasolta
lIényegesen, hogy az alapanyagként hasznalt oldott enzimek
technikai vagy finomvegyszer mindségtiek.

A preparatumok egyikét sikeresen alkalmaztuk egy, az
élelmiszeriparban, a termék értékének és eltarthatosaganak
noveléséhez sziikséges glilkdzmentesitési folyamatban,
nevezetesen tojasfehérje gliikdztartalmanak eliminalasara. A
masik készitménynek szachar6zbdl kiindulé enzimkatalitikus
fruktooligoszacharid szintézis soran varhaté hozamjavito
hatasat jelenleg vizsgaljuk.
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Formation and characterization of solid-phase
biocatalysts in order to prepare food industrial
application of glucose oxidase

Preparation of co-immobilized glucose oxidase (GOD) and
catalase and application of two types of the solid-phase biocatalysts
to glucose oxidation for food industrial purposes have been
investigated.

A co-immobilization method on Amberlite UP 900 anion exchange
resin using a combination of adsorption of enzymes and cross-
linking of adsorbed enzyme molecules by glutaraldehyde treatment
has been elaborated.

For elimination of glucose content of egg white liquor — to prevent
the browning at egg white powder production -, an industrial
biocatalyst (NOVOZYM 771) containing sufficient activity of
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both GOD and catalase has been proved to be applicable for
immobilization. At the optimal cross-inking parameters (15 min
fixing time; 0.25% glutaraldehyde concentration), the GOD and
catalase activities of the fixed biocatalyst were 10.2 and 2.51
units g! dry solid, respectively. These values have been proved to
be suitable for the practical purposes of desugaring of egg white.
Optimal operational parameters (Fig. 2), such as temperature
(25°C) and pH (5.1) for immobilized glucose oxidase have been
found practically equal to the data published by the dealer for
NOVOZYM 771. The preparation showed high storage and
operational stability (Fig. 3), its half-life time was about 6 months.

The immobilized enzyme (Biocatalyst “A”) was used for the
elimination of glucose from egg white in a pilot-scale three-stage
fluidized-bed bioreactor with mechanical mixing, equipped with
large porous surface for bubble-free transport of oxygen as co-
substrate. The glucose content was fully oxidized using oxygen
pressure of 1.2 bar and 4 h residence time at 25 -C.

In case of another potential application of glucose oxidase, the
carry-out of elimination of glucose by-product (competitive

inhibitor) formed during the enzymatic fructooligosaccharide
(FOS) synthesis, NOVOZYM 771 or similar industrial GOD
preparations can not be used because of their glucosidase content.

Therefore, purified GOD and catalase of fine chemical quality
were mixed in the appropriate ratio (2:1) then the particles of
Amberlite UP 900 resin were suspended in the solution. Following
the adsorption cross-linking step was carried out. Optima of the
procedure — taking into consideration of the achievable maximum
of immobilized GOD activity — were 30 min fixing time and 0.5
% glutaraldehyde concentration. It was supposed that the achieved
enzyme activities (GOD: 40,4 units g'; catalase: 39,5 units g')
were sufficient for in situ elimination of glucose content of FOS
synthesis. The optimal operational parameters as well as the
stability of the second preparation (Biocatalyst “B’’) were just the
same as in case of Biocatalyst “A”.

Application tests of the latter biocatalyst are in progress. The first
results in the system containing two solid-phase biocatalysts,
fructosyl-transferase and co-immobilized GOD/catalase are
promising.
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Anizotrop membranrétegben lejatszodo, kémiai reakcioval kisért
diffuzios és konvekcios anyagaram leirasa

NAGY Endre*
“Pannon Egyetem, Miiszaki Informatikai Kar, Miiszaki Kémiai Kutato Intézet, Pf. 158, H-8201 Veszprém

1. Bevezetés

A szilard rétegen keresztiili anyagatadasi miiveletek
esetében a diffuzios tényezd, konvekcid sebesség
gyakran nem allandok, hanem folytonosan valtoznak,
vagy rétegenként kiilonbozod értékiiek, a helykoordinata
(pl. anizotrép membranréteg), vagy a koncentracid
fiiggvényében. Ilyen folyamatok példaul a tobbrétegli
membranon keresztiili anyagatadas, a gél elektroforézis, az
enzimreakcio rétegelt membranban, a heterogén katalitikus
reakcid membranrétegben. Koncentraciofiiggd diffuzid
leggyakrabban a Stefan-Maxwell,! a Flroy-Huggins?
elmélettel, vagy a modositott Vignes egyenlettel® irhatd
le. Locke ¢és munkatarsai*® tanulmanyoztdk Gsszetett
membranon keresztiili elektroforetikus, instacionarius
anyagtranszportot. A parcialis differencialegyenlet-rendszer
— minden, infinitézimalisan vékony membran rétegre felirt,
allandé egyiitthatoju differencidlegyenletek Gsszessége
- megoldasahoz az operator elméletet alkalmaztak,® mig a
stacionarius allapotra analitikus megoldast adtak meg. Ez
utdbbi esetben a membranon kiviili anyagatadasi ellenallast
nem veszik figyelembe, ami Iényegesen korlatozza a kapott
Osszefiiggések alkalmazhatdsagat, kiillondsen a vékony
membranrétegen keresztiili anyagatadasi folyamat leirasara.

A megoldashoz  membrant, folytonosan  valtozo
diffuziés tényezd és/vagy konvekcio sebesség esetében,
infinitezimalisan vékony rétegekre bontjuk konstans
diffazios tényezdvel és konvekcios sebességgel. Az igy
kapott, alland6 egyiitthatos differencialegyenlet-rendszert
megfeleld hatarfeltételekkel, analitikusan megoldhatjuk.
Nagy, a kétkomponensti elegy, stacionarius pervaporacioja,’®
valamint a membran reaktorban fellép6 diffizids anyagaram’
leirdsara alkalmazza a fenti moddszert. A stacionarius,
tobbrétegli vagy anizotrép membranon keresztili diffuzios
¢s konvekcids, elsérendii reakcioval kisért anyagatadast,
a kiils6 anyagatadasi ellenallas figyelembevételével
vizsgaljuk. A bemutatott modszer és megoldas elénye, hogy
egyszerl Osszefiiggésekkel megadja, barmely, nem allandd
egylitthatds, kézonséges, masodrendi differencidlegyenlet
megoldasat, amivel konnyen és pontosan szamolhatdk az
Osszetett kozegben lejatszddd, staciondrius anyagatadasi
folyamatok. Masrészt, a megoldas alkalmazhato tetszoleges
vastagsagu tobbrétegli membranok esetében is.

2. Elméleti rész

A megoldand¢ differencialegyenlet:
A [pde) dbe) o (1)
dx dx dx

Az (1) osszefiiggés értelmében az anyagtranszport csak x
iranyban, a feliiletre merdlegesen torténik.

A peremfeltételei:
* * acl
UpeCrp T Blo(clo _le): _DIE +upc |x:0+ 2)
x=0"
* * aCM
UiC vy +B§(C/\[f _Cg): Dy, s TUyCyrls- (3)
x=8"

A gyakorlatban gyakrabban hasznaljak a membranban
a koncentracio leirdsara a sulyhdnyadot (w) vagy
térfogathanyadot. Pl. a stulyhanyad és e koézleményben
alkalmazott ¢ koncentracid, mol/m?, kénnyen atszamolhato
egymasba a c=wp/M Osszefliggéssel, ahol p a membran
atlagos stirisége, kg/m?, mig M itt a molekulasuly, kg/kmol.

)
€3
c o'
u col 1 Nom M
be |
S \ ki
e —02
| %,
By Om . DPm
u “Ju o
1 um_ \M 02f
o *q xz Xm M

1. Abra. Egy anizotrép membran felosztisa konstans paraméterd,
infinitezimalis vékonysagu rétegekre

Egy anizotrop membran Ax vastagsagu rétegekre vald
felosztasat szemlélteti az 1. abra, konstans paraméterekkel.
Tobbrétegli membran ett6l csak abban kiilonbézik, hogy a
rétegek vastagsdga eltérd, és nagyobb érték, valamint, hogy
az egyes rétegekben az oldhatosagi tényezo, H, értéke (az
abra ezt nem jeloli) kiilonb6zo lehet. Az egyes rétegekre
felirando differencialegyenlet és a peremfeltételek:

2
d sz _, em —ke,, =0 x ,<x<x.(4)
dx

Dimenziémentes formdban (X=x/6; Pe =déu /D .

Cin=cm /ci), Hay, =ﬂ52km /Dy, , Cikao :chi
* *

cpmrHs =Hppep ):

d*c dc
d zm _Pe de _Harzncm :O AX:71—]<X<‘X:71 (5)
/X

m
Bevezetve a kovetkezo valtozot:

C-= Cexp(— P ZX j (6)

D

m m

*Nagy Endre, Tel.: +3688-624 040; fax: +3688 624 038; e-mail: nagye@mik.vein.hu; honlap: www.richem.hu/rice/new/staft/Nagy.htm
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a kovetkezo Osszefiiggést kapjuk:

d*C ~
dsz -02,C,, =0 7
ahol o2
0, = —Z’" + Ha?,

A (7) egyenlet altalanos megoldasa a szakirodalomban
ismert: -

C'” = Tme(}\’mX) + PmeO\'mX) (8)
AT ¢é P (m=12, ..., M) paraméterek értékeit a
felosztassal kapott rétegek feliiletére (1. abra) felirandd
belsd peremfeltételek alkalmazasaval hatarozhatjuk meg az

X=X (m=1,2,...,M-1) helyen:
D dcC
ol ) o
I_Irncm_l—[r;z+1 C ha Xsz (9b)

A fenti belsd peremeket klegesznjiik a membran kiilsd
feliiletére megadhatd peremfeltételekkel, amelyek a (2) és
(3) egyenletek alapjan a kovetkezok:

ha X=0, akkor
dCy
Shy =——- . +(Pey +1,)Ci| g+ (10a)
ha X=1, akkor
0 dCy
~ShyCy =——4 +(Pers —t\)Cr| y_ - (10b)
) i °8 76
ahol Pebe =ub_€; Pek[ = S/’l = Bl Shz = BZ
Dy D, DM

A peremfeltételekkel kapott algebrai egyenletrendszer
megoldasaval kapjuk a 7, paraméter értékét (a megoldast
mashol ismertetjik):

Sh, (7?] —‘g;‘j‘;}e(‘elﬂ) ~ B

(11)
26 & 01 +W pr )cosh(0AX)

=

ahol
Bl = XOQM_1S]’IMC§€(_P€M /2)

A (11) szerepld v,,,, <., és Q,, értékei az 1. tablazat,
Osszefiiggéseivel szamolhaté ki. Mindkét estben az i
futoparaméterrel i=1-t61 M-1 értékig kiszamolandok
valamennyi y, & és a Q, valamint M értékig az £, és az
E; értékei. A P, paraméter értékét a (10a) peremfeltételbdl
kapjuk:
Shy —h,Th

T (12)
AT, ésaP, paraméterek ismeretében szamolhato a membran
betaplalasi oldalan fellépd teljes anyagatadasi aram (J):

P =

_ Dje? 1| dC
T8 | dx
Az anyagaram ngvekedését E-vel jeloltik, amit a kémiai

reakcio nélkiili teljes anyagaram, J° és a kémiai reakcioval
kisért anyagaram, J hanyadosa adja, lim J=/°, ha Ha — 0.

D]co -
0+Pe1€|X_0]=TIQ1T1+A1P1) (13)

1. Tablazat. Az egyiitthatok (i=1, 2, ...,
felhasznalando 6sszefiiggések

To = (Hl /Ha)(Shl _Pebe);
Ty = (Hg / Hpp)(Shy — Pey; );
&1 = Hryg 1 lanh©1A0)[1ys - Peps 12+ 01 );
Vi =D i[En®r + Engeas - Perg 12)]

Q= ~Drys1Em cosh(@MAX) +\|}1HrM_1 sinlz@MAX)
On SChY

M vagy M-1) szamolasdhoz

My =Ty + S
7\.0 =T, +)"l

paraméterek i=1,2,..,M-1:

P ~ P
7\.,’ i*(’ai ; 7\.,’ :i+®
2 2
5 (Pej1-Pey)inx . (Pej1-Pe;)inx
Dr; :l—+]e 2 ; Hr; :I—Hc 2 ;
D H;

paraméterek i=2,...,M-1:

Pepvl—i Vi-l
yi=Dry_ (EMH O M 41-i — E41- [%—;’—]
SI—

Pe i Wi
&= H’"Mi[@MJrli - [% - §1_11:| tanll(®M+1iAX)j
i

0 = .| PM=iEM1-i cosh©pr41-iAX) Wi o
i =5%-1 i
Op 41— E.-l
_ Hryrg sinh(@M_,_]_iAX)
Op+1-i

= .
t ]

paraméterek i=1,2,...,M:

E; =%+®i tanh(@iAX); Ei =®,~+%tanh(®,'AX)

Amennyiben ismerni akarjuk a membranbol kilépd
anyagaramot, meg kell hatarozni a T és P (m=2,..., M)
értékeit. A (9a) és (9b) belsd peremfeltetelek alkalmazasaval
konnyen kiszamolhatjuk a fenti paraméterek értékeit:

~ ~ -0 -1)AX
T _(Smlermflxm _Smlermfl)e m(m ) (]3)
m= =
D”m—lH”m—l(km —Am
és
-1)AX
P (‘Sm 1171 =11 D110y )e m(m ) (14)
m
Dry, 1 Hryy 1(7» -\ )
ahol
= Tme®”’mAX +Pme_®’"mAX
és

-7 kmeGM’”AX —0,,mAX

+Pn,l7tme

3. Eredmények és értékelésiik

A kovetkezokben néhany, tipikus abraval szemléltetjiik a
valtozd paraméterek, Peclet-szam (Pe=uo/D), Hatta-szam
Ha=+k8 /D, valamit a Sherwood-szam (Sh=(°6/D)
hatasait a membranon keresztilli anyagatadasra. A
kapott anyagatadasi  Osszefiiggések  invaridnsok a
D(x) (helykoordinata fiiggd diffuzids tényezd), D(c)
(koncentraciofiiggd diffazids tényezd) vagy az u(x), k(x),
k(c) fuggvény alakjara.
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3.1. A Peclet-szam hatasa az anyagatadasra

A membran szerkezetétdl fiiggéen nd vagy csokken a
konvekcid sebessége a helykoordinata fiiggvénycben.
A diffuziés tényez6 altalaban nd a koncentracidval, de
értéke a membran szerkezetétdl is fiigghet. A kovetkezd két
abran tipikus koncentracio-eloszlast mutatunk be. Espedig,
amikor a helykoordinata fiiggvényében linedrisan csokken
[Pe, =20(1-m/M), ahol m=1,2,3,..., M és M=100; 2. é&bra]
¢s amikor linedrisan né a Pe-szdm [Pe =1+20m/M, ahol

, Sh=2 U

o 20

=

N

% 15

- 3

2 10 =

= 5

g s | [

= o

g 0 = — === J0Es
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

membranréteg, -

2. Abra. A membranon fellépé koncentracié eloszlasa, a helykoordinataval
csokkend Peclet-szammal Pey, = 20(1 -m /M), (H=H  =1,D =D ;
B = B3; Ha=0; C3=0; Pe, =Pe,; Pe, =Pe,; M=100;)

m=1,2,3,..., Més M=100; 3. dbra]. Az elsO esetben a Pe-szam
19,8-161 0-ra cs6kken, mig a masodik esetben 1-r6l 21-re nd,
ha m=1-r61 M=100-ra valtozik. A membrant 100 egyenld,
0/100 vastagsagu részre osztva szamoltuk a koncentracio-
eloszlast. A koncentracié novekedése nagymértékben fligg
a kiils6 anyagatadasi tényez0, azaz a Sh-szam értékétol.
A novekvo koncentracid azt jelenti, hogy a diffuzids
aram ellentétes iranyt lesz a konvekcios arammal. A
helykoordinataval novekvo Peclet szam esetében, mint ahogy
varhatd, cs6kken a koncentracio a membranban. Ebben az
esetben a kilépd koncentraciot egységnyinek valasztottuk,
C7 =1, mert igy szemléletesebben érzékeltethetd az
emelked6 értékii Peclet-szam hatasa.
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Q
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0.2 \h\“\ 1 P
[ 1
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

membranréteg, -

3. Abra. A membrénon fellépd koncentracio eloszlasa, a helykoordinataval
novekvd Peclet-szdmmal Pe, = (1 +20m/ M ), (H=H .=1;D =D ;
By’ =B3; Ha=0; Cy=1; Pe, =Pe; Pe =Pe, ; M=100;)

3.2 A reakcidé-sebesség hatasa az anyagatadasra

A kérdés az, hogy a diffuziéos és a konvektiv aram
egytittesen, hogyan befolyasolja a kémiai reakci6 hatdsat.

Magyar Kémiai Folydirat - Osszefoglalé kozlemények

Tipikus koncentracio-eloszlast abrazoltunk, kiilonb6zo
reakcio-sebességek esetében a 4. dbran, amelynél a Peclet
szam csokken a helykoordinataval. A reakcid-sebességgel a
koncentracié csokken, értéke, nagyobb reakcio-sebességnél,
a belépd értéknél kisebb lesz. Ezzel megsziinik a belépd
arammal szemben hatd diffuzids aram.

4
’;;. Ha=0
8
2’ ! \
[-1]
22
Q
K]
£ T \
o
c \
g 10
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
membranréteg vastagsaga, -

4. Abra. A kémiai reakciosebesség hatasa a koncentraci6 eloszlasra,
a helykoordinataval csokkend Peclet-szammal Pey; = 20(1 —-m/ M),
(H=H, =1;D=D, ;B=p3;Sh=100;C;=0; Pe,=Pe,; Pe=Pe,;
M=100;)

A reakcio-sebesség hatdsa igen kiilonbozd lehet, a
megszokott, konvekcio nélkili diffizios anyagatadas
sebességére kifejtett hatastol. Kiilonbozé Sh-szamok mellett
abrazoltuk a Osszanyagatadasi aram novekedését a Ha-szam
figgvényében (5.abra). Az anyagatadasi sebességet a kémiai
reakcio nélkiil kapott anyagatadasi aramhoz viszonyitottuk,
E=J/F. Mint lathatd, a kiilsé anyagatadasi tényezotol
fiiggben, azaz a Sh-szamtdl fliggben, a reakcids-cbességgel
csokkenthet is az E értéke.

w 40
£ $h=10% yﬁo
s 30 40
% e
E 20 == 70
&
g 10 10
E Q
a o 2
Q

1.0 10.0 100.0

reakciosebesséq, Ha, -

5. Abra. A reakciosebesség hatisa a membrén feliiletén belépé teljes
anyagatadasi aramra Pey,; = 20(1 —-m/ M) mellett. (H =H,  =1;D =D
B =B5; C5=0; Pe, =Pe,; Pe,=Pe,; M=100;)

m+1?

Igy, a bemutatott sszefiiggésekkel becsiilheté a reakcio
hatdsa valtozd diffuzios tényezé és konvekcids sebesség
esetében, diszpergalt katalizator részecskéket tartalmazd
membranreaktorban.

3.3 Biokémiai reakciéo szamolasa

A fennt bemutatott megoldds M alrétegre osztja a
membran réteget. E rétegek vastagsaga elég kicsiny kell,
hogy legyen, azért hogy az egyiitthatokat allandonak
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lehessen tekinteni. Emiatt a modszer alkalmazhatd a fenti
mddszerrel linearizalhatd egyéb differencialegyenletek,
igy pl. a biokémidban gyakran eldforduldé Michaelis-
Menten egyenlet megoldasara is. A Michaelis-Menten
egyenletet a k C alakban helyettesithetjiik, forrastagként a
4 d1fferenc1a1egyenletbe ahol értelemszertien a k értéke
a kovetkezd lesz (K M=Ky /cj, Cma C  atlagertéke a
rétegben):
Vmax

km =*—_ (15)
Ky +Cpy

Amennyiben a Ti<<K} M, akkor elsrendl  reakcid-
sebességet kapunk, ellenkezd esetben, Cm>>K) M, nullad
rendd lesz a reakcid. A szamolashoz a Long et al.' ibuprofén
észter, membranreaktorban megvalositott, enzimatikus
reszolvalasa soran kapott adatokat hasznaltuk fel. A
kiilsnbozd K 3y értékek mellett kapott koncentracio-eloszlast
a 6. abran mutatjuk be. A fels6 szaggatott gorbe elsérendii
(Ha=2) reakciohoz tartozik. Az alsd szaggatott gorbe
kozelitéen a nullad rendi reakcid koncentracio- eloszlasa.
A (15) egyenletnek megfelelden a Ha értéke erdsen valtozik
a Ky értékével, elsBsorban ennek a kovetkezménye a
koncentraciok, egymastol lényegesen eltérd lefutasa.

4. Osszefoglalas

Valtozo egytitthatds, masodrendii differencidlegyenlet egy
kozelité analitikai megoldasat mutatjuk be a konvekcio, a
diffazié és a kémiai reakcié egyiittes figyelembevételével.
Tipikus abrakkal szemléltetjik a membranon fellépd
koncentracio-eloszlast. A médszerrel egyszertien €s egzaktul
szamolhatd a membranrétegen fellépd anyagtranszport,
figyelembe véve a kiilsé anyagatadasi ellenallast is. A kapott
koncentracio-értékek, infinitezimalisan vékony rétegek
esetén a numerikus megoldassal megegyezdek.
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6. Abra. A Michaelis-Menten konstans hatdsa a koncentraci6 eloszlasra a
membrén rétegben (v, =10 umol/dm’h; K =50 umol/dm’; D =5,4 x 10
m*/s; =100 um, Pe =1, Sh=Sh=187, H =1; =0, M=100)

Jelolésjegyzék

¢ koncentracid, mol/m?

C dimenziémentes koncentraci6 (=c/c’,)

D diffuzios koefficiens, m*/s

Ha Hatta-szam vagy modositott Thiele modulus

Hayy = ‘Szkm / Dy
H oldhatésagi tényezo,-

J amembran betaplalasi oldalan fellép6 anyagaram, mol/m?s
J°  anyagaram kémiai reakcio nélkiil, mol/m?s

k  rekcio-sebességi allando, 1/s

K,, Michelis-Menten konstans, mol/m’

M a mebran-alréteg maximalis szama

Pe Peclet-szam, Pe=ud /D

Sh  Sherwood-szam, Sh = 5°8/ D

u  konvekcios sebesség, m/s

x  térkoordinata, m

S anyagatadasi tényezd, m/s

0 membranréteg vastagsaga, m
Alsé indexek

f folyadék

1,2 fazisok

Felsé indexek
*  membran feliilete
o fotomeg
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Convective-diffusive mass transport, accompanied by
chemical reaction, through anisotropic membrane layer

The mass transport of solutes in multiphase layered systems
such as membranes and gels or in medium with discontinuous
variation in physical properties has important application to a
wide range of separation and purification processes. Such kind
of separation methods are e.g. the purification of macromolecules
in biotechnology using gel electrophoreses, membrane
electrophoreses,  gel-particle  electro-chromatography  and
separation of components in anisotropic solid layer or in composite
medium, etc. During the mass transport through anisotropic
membrane the mass transport parameters, namely diffusion
coefficient, convective velocity, the reaction rate constant, varies
continuously as a function of the space co-ordinate. Similarly, the
concentration dependent diffusion coefficient can also cause its
continuous variation in the diffusion path. The solution of the above
problems means practically the same task. A number of theoretical,
empirical approaches have been made in order to model the mass
transport in gels and membranes. Most of this work considers the
transport across single layers of medium with unvarying properties.
Locke and Arce* as well as Locke et al.’ developed solution to the
general problem using operator-theoretic methods in both cases,
namely for steady-state and unsteady-state conditions and for zero-
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order and first-order source system. Their model does not involve
the external mass transfer coefficient. The role of the external mass
transfer resistance could be important, especially in the case of the
mass transport through thin membrane layer and/or mass transport
accompanied by chemical reaction. On the other hand, the solution
developed gives essentially simpler equations for the calculation of
the mass transfer rate or the concentration distribution. The general
solution of a second-order, ordinary differential equation with
varying parameters will be given elsewhere.

This work is focused on the mass transport through anisotropic
or multi-layered membrane layer with continuously varying or
piecewise constant physical properties, and consequently, with
varying diffusion coefficient, convective velocity and reaction rate
constant. The effect of a chemical reaction should also be taken
into account at enzyme catalyzed or by other catalyst catalyzed
chemical reactions.

Role of the external mass transfer coefficients on the both sides
of the membrane could be very important, especially, in presence
of chemical reaction in the membrane matrix. This paper gives a

quasi-analytical solution for this problem. Essential of this solution
methodology is that the membrane is divided to M sub-layer with
constant diffusivity and convection velocity. Thus, the thickness of
these sub-layers should be very thin (in the case of continuously
varying parameters as in an anisotropic membrane or e.g.
concentration dependent diffusion coefficient) or the thickness is
determined by the thicknesses of the membrane layers (multilayered
membrane). The algebraic equation system obtained with applying
the boundary conditions was solved by means of the well known
Cramer roles applying them to determinants obtained from the
equations. The function of the variation of the parameters can be
occasional; the model developed can be applied at any function
of the variable parameters. The convective velocity strongly alters
the concentration distribution, and consequently, the mass transfer
rate. Its change as a function of space co-ordinate could cause
significant increase of the concentration in the membrane layer.
The concentration distribution and the mass transfer rate are given
in explicit, closed mathematical forms. It is shown the effect of
the external mass transfer coefficient, the reaction rate and the
convective velocity on the concentration distribution and the mass
transfer rate.
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Gazok FTIR spektrometriai analizisének fejlesztése és
alkalmazasai

BACSIK Zoltan*, GYIVICSAN Andras® és MINK Janos®®
“Magyar Tudomdnyos Akadémia, Kémiai Kutatokozpont, Szerkezeti Kémiai Intézet, H-1025 Budapest, Pusztaszeri ut 59-67.

*Pannon Egyetem, Fizikai, Gépészeti és Mechatronikai Intézet, Fizika Tanszék, H-8200 Veszprém, Egyetem u. 10.

¢Pannon Egyetem, Miiszaki Informatikai Kar, Miiszaki Kémiai Kutato Intézet, H-8200 Veszprém, Egyetem u. 10.

1. Bevezetés

A gazanalizisben régéta szamos jol bevalt technikat
alkalmaznak a kemilumineszcencidtol a gazkromatografidig,
am az utdbbi évtizedben a spektroszkdpids technikak is
nagyobb figyelmet érdemeltek ki, mivel alkalmazasuk
lehetévé teszi a gazok viszonylag olcsd, gyors ¢és
megbizhatd mérését. A Fourier-transzformacios infravoros
(FTIR) technika'® legfébb elonye, hogy — az infravords
fényt el nem nyelé homonuklearis kétatomos molekulakon
kivil — a szinképen a vizsgalt levegémintaban megtalalhatd
Osszes gazmolekula infravords savja megjelenik, igy
kivalo szelektivitas mellett egyidejlileg tobbféle anyag
azonositasara nyujt lehetdséget; roncsoldsmentes, nincs
sziikség bonyolult mintaelokészitésre.

A FTIR gazspektroszkopia a fejlettebb technikaval
rendelkezd orszagokban korilbelil 15 éves multra tekint
mar vissza, és néhany specialis mérésre mar szabvanyok is
léteznek.™ Mindezek ellenére a modszer még mindig nem
nevezhetd teljesen kiforrottnak, a mennyiségi analizis, a
mérések automatizalasa, mddszerek tovabbi fejlesztése és
ujszerl analitikai alkalmazasok a napjainkban megjelend
publikaciok gyakori témai.

Magyarorszagon a korszeri FTIR géazanalizis elsd
berendezései (hosszi fényutas gazcellak) hozzavetdleg
egy ¢évtizede érkeztek a Pannon Egyetemre. Az Gsszetett
kornyezetvédelmi  analitika ~ kovetelményeihez ~ még
jobban igazodd nyilt fényutas FTIR mérérendszer pedig
valamivel késobb kertilt a laboratorium felszerelései kozé.
(Ezt a rendszert egyébként ésszerli takarékossagi okokbol
a Nyugat-Magyarorszagi Egyetem Kémiai Intézetével
hasznaljuk koézosen.) Az igy megteremtett modern
laboratoriumban folyd munkardl, médszerek fejlesztésérol,
specialis analitikai feladatok megoldasarél ad rovid
attekintést e kézlemény.

2. Az alkalmazott miiszerek
2.1. Extraktiv technika

A laboratoriumban egy dinamikus tiikorbeallitassal
(dynamic alignment) miikodé, MCT (merkuro-kadmium-
tellurid) detektorral felszerelt Bio-Rad FTS-185 tipusu
Fourier-transzformacios spektrométer tizemel. Intenziv
fényforrasként a kozép-infravords (MIR) tartomanyban egy
szilicium-karbid alapt izz6 keramia szolgal.

A spektrométerhez a zarhaté mintatérbe helyezhetd 10 cm-
es, egyszeru atfolyd vagy a specidlisabb célokra hasznalhatd

“Fdszerz6. Tel.: (1) 4381100/516; fax: (1) 4381159; e-mail: bacsik@chemres.hu.

flithetd, nyomasallo gazkiivettakon kiviil két multireflexids,
hosszu fényutas cella csatlakoztathatd: egy 25,7 m fényutas,
a spektrométer mintaterébe helyezhetd, fotolizisre alkalmas
(PAPA-32 - Infrared Analysis Inc.), és egy 360 m fényutas
un. “Super Cell” gazkiivetta.

2.2. Nyilt fényutas technika

Az extraktiv technikatdl csak egy — bar igen jelentds — o
tulajdonsagban tér el a nyilt fényutas (open path) modszer.
A minta tulajdonképpen a fényforras és a detektor kozotti
légréteg, tehat a mérés sordn a fény a nyilt térben halad,
igy kiilon mintavételezésre nincs sziikség: a mérések in situ
végezhetok. Ebbol adddoan a pontszerli mintavételezésen
alapuld analitikai moédszerekhez képest mer6ben Uj
lehetdségeket kinal ez a technika.

Az altalunk alkalmazott MIDAC gyartmanyt nyilt
fényutas rendszer egy fényforrasbdl (20,3 cm atméroji
parabolatiikorrel), egy a fény Osszegyljtésére alkalmas
Newton-teleszkdpbol, és annak a tetejére helyezhetd
egységbol all, amely az MCT detektort és az interferométert
tartalmazza.

3. Ujonnan kidolgozott médszerek

3.1. Uj hattértechnika: az ,,arnyékspektroszképia”

Az IR géazspektrometridban — kiilonosen hossza fényut
alkalmazasa mellett — az egyik legfobb nehézséget a 1égkori
mintidkban mindig jelenlévé CO, és vizgdz savjainak az
abszorbancia spektrumbdl valo szinképi eliminalasa, tehat
gyakorlatilag a jo hattérspektrum kivalasztasa okozza.
Egy ilyen modszert alapozott meg Hanst,' amelyet
részleteiben kidolgoztunk és a technika jellege miatt
arnyékspektroszkdpianak neveztiink el.!

A moédszer minden olyan anyag esetén alkalmazhato,
amely UV-fény hatasara levegén oxidalodik. Ide tartozik
a szerves légszennyezOk nagy része, valamint néhany
nitrogén tartalmu vegylilet és ezek oxidacios termékei,
stb. Alkalmazasa soran a mintdban az oxidalhatd szerves
anyagokat UV-fény besugarzassal kozvetve vagy kozvetleniil
oxidaljuk, igy ezek elnyelési savjai a spektrumbdl eltiinnek,
ugyanakkor a vizg6z és szén-dioxid mennyisége nem, ill.
csak kis mértékben, az oxidalt anyagok mennyiségével
Osszevethetéen valtozik, mivel a teljes oxidacidé soran
végtermékként H O és CO, keletkezik.
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1o

Ha a minta UV-fénnyel t6rténd besugarzasa eldtt és utan
felvett egysugaras szinképébdl egy kozos evakualt gazcella
szinképével abszorbancia spektrumokat allitunk eld, majd
azokat egymasbol kivonjuk, végeredményként az un.
,arnyékspektrumot” kapjuk, amelyen csak az elreagalt gazok
savjai, és kis mennyiségli vizgdz és szén-dioxid szinképe
talalhato (1. abra). Az utdbbiak azonban szinképi kivonassal
viszonylag konnyen eltavolithatdk a spektrumbdl, mert olyan
abszorbancia-tartomanyban vannak, ahol az abszorbancia-
koncentracid dsszefiiggés linearitasa érvényben van.
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1. Abra. Az dryékspektrum eldallitisa xilolok példajan'!
a) a minta spektruma, b) a minta spektruma 3 perc UV-besugarzas utan, c)
az arnyékspektrum

A hagyomanyos modszerekkel (evakudlt gazkiivetta vagy
Htiszta leveg®” hattér majd konyvtari viz és szén-dioxid
referencia szinkép kivonas) elérheté kimutatasi hatarokhoz
képest az arnyékspektroszkopia alkalmazasaval lényegesen
csokkentettiik néhany illékony szerves vegytilet (benzol,
toluol, p-, o- és m-xilol, aceton) kimutatasi hatarat. Az
arnyékspektroszkopiat  sikeresen alkalmaztuk konkrét

analitikai feladatok megoldasa soran is.

3.2. A nyomas meghatirozasa infravoros szinkép
alapjan

Amennyiben a minta egy olyan zart térben van, amelyben a
nyomast miiszerrel nem tudjuk mérni, akkor hasznalhatjuk
az altalunk kidolgozott Gj mddszert,'> amely alkalmazasa
soran a gaztérrdl felvett infravords szinkép alapjan
hatarozzuk meg a gaztérben uralkodd Ossznyomast. Az
elvégzett kalibracio mellett megvizsgaltuk a moddszer
hibajat. Az 1. tablazatban 6sszehasonlitottuk az Gn. félérték-
mddszerrel meghatarozott, illetve a nyomasméré miiszeren
beallitott nyomasértékeket. Szembetiing, hogy a modszer
relativ hibaja meglehetdsen kicsi, a vizsgalhato tartomany
pedig valdsziniileg még tovabb bovithetd.

Meéréseink alapjan elmondhatd, hogy a mddszer alkalmas
zart terekben (pl. gdzzarvanyokban) uralkod6 6ssznyomads
roncsolasmentes meghatarozasara akkor, ha a minta a
sziikséges infravoros tartomanyban atereszt ¢s egy megfeleld
koncentracioji, a szinképen (az alkalmazott spektralis
felbontas mellett) forgasi finomszerkezettel rendelkezd
komponens jelen van a térben.

1. Tablazat. A félérték-modszerrel meghatarozott, illetve a nyomasmérd
miiszeren beallitott nyomaésértékek dsszehasonlitasa'

Nyomas Kulonbség
Beallitott Mért Abszolut Relativ
[atm] [atm] [atm] [%]
0,5 0,492 -0,008 -1,60
0,6 0,613 0,013 2,17
0,7 0,705 0,005 0,71
0,8 0,797 -0,003 -0,38
0,9 0,894 -0,006 -0,67
1,0 0,995 -0,005 -0,50
1,1 1,095 -0,005 -0,45
1,2 1,213 0,013 1,08
1,3 1,295 -0,005 -0,38
1,4 1,386 -0,014 -1,00
1,5 1,514 0,014 0,93

4. Gyakorlati alkalmazasok

Miutan laboratoriumunkban megteremtettilk a korszerti
gazanalitika  feltételeit, lehetdségiink nyilt szdmos
gazanalitikai feladat megoldasara. Az alabbiakban ezekbdl
mutatunk be néhany fontosabbat, illetve azokat, amelyekben
a kidolgozott mddszereinket sikeresen alkalmaztuk.

4.1. Gazanalizis technologiai folyamatokban

4.1.1. Gaztisztitaisban hasznalt katalizatorok
vizsgalata
Egy  specialis  rendszert  Allitottunk  Ossze a
kornyezetvédelemben hasznalatos palladium-alapt

katalizatorok mikodésének optimalizalasara, a reaktorba
be- ¢és kilépd gazaram Osszetételének folyamatos
monitorozasaval  kiilonbozd  lizemelési  paraméterek
(hémérséklet, gazadram, Osszetétel, stb.) valtoztatdsa mellett.
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2. Abra. Triklor-benzol katalitikus bontasa kézben a TCB és CO,
koncentracidjanak valtozasa a vizsgalat idejének és a hdmérséklet
fiiggvényében
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Példaként a triklor-benzol (TCB) oxidacids folyamatat
vazoltuk a 2. abran. A felfiitési szakaszban a katalizator
koriilbeliil 350 °C-on kezd miik6édni. A triklor-benzol
koncentracioja csokken, az oxidacié végtermékeként
keletkez6 szén-dioxid koncentracioja pedig novekszik. A
katalizator visszahiitésével a reakcio lelassul és végiil a TCB
atalakulas nélkiil aramlik 4t a reaktoron.

Ebben az alkalmazasban az FTIR gazanalizis alkalmazasanak
nagy elonye, hogy egyidejileg tobb komponens

s

nyomon.
4.1.2. Gazok meghatarozasa lampakban

Halogén lampak belsd terében 1évoé gazok koncentraciodjat
mar korabban is roncsolasmentesen mértiik. A lampaburaban
1évé gazok kis koncentracidja rossz jel/zaj viszonyu
szinképeket eredményezett, am egy specialis kemometriai
moédszerrel jelentésen javitottuk a gdzok kimutatasi
hatarat.”

Gazkisiildé lampak gyartasa soran az alapanyagok
szennyezettsége miatt CO keletkezhet, ami kis mérett (1 mm
atméro alatt) gazzarvanyokban a kvarc lampatestben marad,
rontva annak élettartamat. Mivel a kvarc kb. 2080 cm™! felett
az infravoros fényt atereszti (1 mm falvastagsag esetén), az
FTIR spektrometria alkalmas a zarvanyokban 1év6 gazok
mérésére. Az altalunk kidolgozott Gj modszert (3.2. szakasz)

e

zarvanyokban 1év6 6ssznyomas meghatarozasara.'?

Ezekben a mérésekben az FTIR technika alkalmazasanak
jelentds elonye, hogy a lampa Osszetorése nélkiil
tudjuk a gazokat mérni: ez a tény a jovoben folyamatos
mindségvizsgalatra is lehetdséget teremt.

4.2. Kérnyezetvédelmi mérések

A kornyezeti mérésekben nagyon jol alkalmazhaté a nyilt
fényutas moddszer, hiszen nincs sziikség mintavételre, ami
altal a reaktiv komponensek (pl. HCI, NH,) is jol mérhetok.
Raadasul un. teriileti (nem pontszeril) 1égszennyezd forrasok
is mérhetok, ami a hagyomanyos, nem optikai médszerekkel
gyakorlatilag megvalosithatatlan.

4.2.1. Ipari kérnyezet

Fizfogyartelepen, vegyipari ilizemek két kiilonb6zo
szennyviz eldiilepitd medencéjét vizsgaltuk. Mind az
extraktiv, mind a nyilt fényutas modszert alkalmaztuk,
és a rendelkezésiinkre all6 irodalmat is felhasznalva
Osszehasonlitottuk az alkalmazas soran tapasztalhatd
elonyoket, illetve a mérések soran felmeriild nehézségeket.
Ez az 6sszevetés'® az FTIR technikak gyakorloi, vagy egy
adott 1égszennyezés mérési feladat eldtt allo szakember
szamara hasznos informacidkat tartalmaz, magyarazatot
adhat az eredmények hib4jara, illetve megmutathatja annak
forrasat. Mindezen til az tizemben alkalmazott technologia
soran a szennyvizbdl elparolgd — a technoldgia soran
elméletileg visszanyert — szerves komponensek (p-xilol,
m-xilol, izopropanol, metanol) jelenlétét is kimutattuk az
tilepitd medencék folotti légtérben.

A nyilt fényutas mérérendszerrel méréseket végeztiink egy
vegyipari tizemben. A mérési helyek praktikus kijel6lésével
az lizemben 1évd technologidk levegdszennyezd hatasarol
kaptunk képet. Az tizemen kiviil kijelolt mérdhelyeken
az infravords fényuttal gyakorlatilag egy optikai keritést
hoztunk Iétre, amely az tlizembdl kijové szennyezok
beliil detektaltunk ammoniat, hangyasavat, formaldehidet,
metanolt és fenolt, de megallapitottuk, hogy a legfébb
szennyezd ¢s szagkeltd vegyiilet a 2,4-diklér-fenol. Az
tizemen belil ramutattunk a kibocsatds szempontjabodl
kritikus helyekre, illetve a 2,4-diklér-fenol kornyezetbe
kertilésének okara.®

Amennyiben a légszennyezOk forrasa pontszerti, akkor
mintavételezéssel az extraktiv technika is eredményesen
alkalmazhatd. Olajfinomité szennyezd gazait hataroztuk
meg hosszl fényutas gazkiivetta alkalmazasaval.'s

4.2.2. Beltéri levegé

A Dbeltéri levegd talan legjelentdsebb szennyezbje a
dohanyfiist. Gazkromatografiaval, kiilonb6z6 detektalasi
moédszerekkel és tomegspektrométerrel gyakorlatilag tobb
ezer komponenst detektaltak mar a dohanyfuistben. Az
infravords spektrometria is jelentds modszer az elemzés
teriiletén, hiszen a komponensek koncentracidja egyidejiileg
¢s folyamatosan nyomon kovethetd.

Munkénk sordn egy egyszerti mintavételi technikaval azt
vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 erdsségii (kiilonbozo névleges
nikotin és katranytartalmu) cigarettak fiistj¢ben mérhetd

V4

H20 CO, H

Absorbance

T T T T
4000 3000 2000 1000
Wavenumber (cm™)

3. Abra. Egy tipikus dohanyfiist (ffiist) spektrum. Jelolések: A — HCN,
B — metan, C — a nem metan szénhidrogének (NMHC), D — acetaldehid, E
— CO, F — acetaldehid, G — metanol, H — etilén, I — izoprén.

Méréseinkkel'® igazoltuk, hogy a vizsgalt gazok (metan,
etan, acetaldehid, CO, metanol, etén, izoprén, propén, HCN,
NO) inhalacidjanak szempontjabél nem szamit, hogy a
dohanyz6 személy milyen erdsségli cigarettat sziv, azaz a
fofust toxikus gaztartalmaban nincs lényeges (statisztikai
modszerekkel igazolhatd) kiilonbség. Nyilt fényutas
dohanyfiistés szoba modelliinkkel pedig bemutattuk, hogy
a toxikus gazok tobbsége a szervezetben marad vagy
visszatartodik, azaz a ,,legtisztabb” dohanyfiist a dohdnyzd
altal kifujt fust.

E munkédban bemutatott modszerek és analitikai alkalmazasok
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efficiency of the catalyst by continuous analysis of the reactor inlet
and outlet gas streams. A new method was applied to determinate
of carbon monoxide concentration and the total pressure in gas
cavities obtained in the silica glass body of modern light bulbs.
The open-path FTIR field technique was applied to measure the
concentration of gases (or vapours) originated from diffuse sources
of pollution. The critical technological processes and the places
of distribution of 2,4-dichlorophenol (as the main air pollutant)
in a chemical factory have been established. A comprehensive
comparison of long path extractive and open path FTIR techniques
on the bases of the available literature and on our own experience at
a waste water treatment plant of a chemical factory has been made
and the presence of the theoretically banned organic phase in waste
water was demonstrated by detection of xylenes, isopropanol and
methanol in the air above the basins. It was proved by the FTIR
analysis of cigarette smoke for 11 toxic gaseous compounds that
the composition of mainstream cigarette smoke inhaled by the
smoker shows no correlation with the strength of the cigarette i.e.
with its nominal content of nicotine and tar.
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Optikailag aktiv komponensek elvalasztasa: membran eljaras,
mint igéretes technika

HADIK Péter?, NAGY Endre®”, SZABO Péterné
*Pannon Egyetem, Miiszaki Informatikai Kar, Miiszaki Kémiai Kutato Intézet, Pf. 158, H-8201 Veszprém

1. Bevezetés

Az optikailg aktiv izomer-parok elvalasztasanak modszerei
ugrasszerii fejlodést hoztak az elmult két évtizedben.
Az j elvalasztasi technikdk lehetdvé teszik az optikai
izomerek ipari méretli elvalasztasat és forgalmazasat. A
bioldgiai rendszerek metabolitikus és szabalyozo folyamatai
igen érzékenyek a sztereokémidra és kiillonbozd valaszt
figyelhetiink meg, ha 0Osszehasonlitjuk az enantiomer-
parok aktivitasat.'? Jelenleg a szigortibb hatdsagi eldirasok
megkovetelik az egyedi enantiomerek farmakoldgiai

s

Elsésorban az 1j, sztereoszelektiv szintézis modszerek,
preparativ elvalasztasi eljarasok €s a pontosabb analitikai
technikak tették lehetdvé az enantiomerek elvalasztasat.
A biotechnoldgia és a biokatalizis, a tiszta enantiomerek
eléallitasanak gyorsan fejlédo teriiletei.! Az optikailag
aktiv komponensek elvalasztasanak legfontosabb technikai'
a kovetkezOk: preparativ technologiak: kristalyositas,
kromatografia (folyadék-, mozgd agyas-, szuperkritikus
folyadék-, vékonyréteg-, ecllenarami  kromatografia),
kristalyositas,*> sztereoszelektiv atalakitas® és a membran
eljarasok (ez utobbi technika alkalmazasa az utobbi idében
kertilt elotérbe); analitikai eljarasok: kapillaris elektroforézis,
kromatografias technikdk (vékonyréteg-, gaz-folyadék-,
nagynyomasu folyadék kromatografia) folyadék-folyadék
extrakcio, sztereoszelektiv biokatalizis.

2. A membran elvalasztasi eljarasok optikailag aktiv
komponensek elvalasztasara

Az enantiomerek elvalasztasara alkalmazott membran
eljarasoknak két altalanos tipusa van: optikailag aktiv
membran, amelyet optikailag aktiv monomer alkalmazasaval
allitanak el6 és a nem enantioszelektiv membran, amely
tartd rétegként szolgal az elvalasztashoz.?

3. Enantiomer szeparacié szilird membran alkalma-
zasaval

A membran optikailag aktivva tételéhez két modszert
alkalmaznak:

1) optikailag aktiv membrannal (enantioszelektiv
monomerrel allitjdk eld a polimert) valositjadk meg az
elvalasztast,

2) a membran matrixszerkezetébe, vagy a membran
porusainak feliiletére optikailag aktiv vegyiiletet, reagenst,
hordozét rogzitenek adszorpcidval vagy kémiai kotéssel.

A fenti membranok szelektivitdsat az elvélasztandd
izomerek, valamint a membran anyagaba rogzitett
optikailag aktiv reagens kozotti enantioszelektiv, kémiai
kolcsonhatas hatarozza meg.”® Az enantioszelektivitast
(a) a két enantiomer permeabilitdsdnak (P) hanyadosaként
definialhatjuk:!

Az optikai tisztasdgot (%ee) a két enantiomer
koncentraciojabol (C) kapjuk:
%ee =100 2~ C
C,+C, .

3.1. Elvalasztas optikailag aktiv polimer membrannal

Ebben az esetben optikailag aktiv monomerekbdl épitik
fel a membran polimereket.® ? A leggyakoribb polimerek a
kromatografiai elvalasztas soran, all6 fazisként alkalmazott
vegyiiletek, mint pl. poliszacharidok (kiilon6sen a celluloz
szarmazékok), az akril polimerek, a poli-oa-aminosavak és a
poli-acetilén szarmazékok.>

Az anyagtranszport és az elvalasztas egy sematikus rajzat az
1. abra szemlélteti.'” A membran optikailag aktiv funkcios
csoportja kémiai reakcioval megkoti valamelyik enantiomert
¢és visszatartja a membranban. Az elvalasztas hatékonysaga
a kémiai reakcid sebességétdl és a kémiai komplexképzd
reakcio szelektivitasatol fiigg. Thoelen és munkatarsai'® 20
%-os optikai tisztasagot értek el D,L-triptofan enantiomer
elvalasztasi kisérleteik soran, mig Aoki és munkatarsai' 8-
16 %-os optikai tisztasagot értek el. Kim és munkatarsai'
70 %-os optikai tisztasagot kaptak poliszacharid polimer
alkalmazasaval.

3.2. Elvalasztis a membran matrixban rogzitett
optikailag aktiv reagenssel

E folyamat soran a porusos, polimer-, vagy keramia-,
stb. membrant tamaszté rétegként alkalmazzak, és a
membranréteg porusainak belso feliiletére, (vagy a membran
kiils6 feliiletére) optikailag aktiv reagenst rogzitenek.
Barmely szerves- vagy szervetlen membranba rogzithetd
optikailag aktiv reagens.

Szamos membrannal ¢s optikailag aktiv reagenssel végeztek
kisérleteket. Higuchi és munkatarsai. DNA vegyiiletet'>!'*
vagy marha serum albumin-t' rogzitettek citozin vagy
platinaval impregnalt cellul6z'> membran porusaiba, a
fenilalanin izomerek elvalasztasara. Megallapitottak, hogy
az L-fenilalanin [(S)-fenilalanin] erésebben megkotddik a

“Nagy Endre, Tel,:+3688-624 040, Fax. : +3688 624 038, e-mail: nagy@mik.vein.hu, honlap: http://www.richem.hu/rice/new/staff/Nagy.htm
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rogzitett optikailag aktiv reagensekkel, mint a D-fenilalanin
[(R)-fenilalanin] és reakcid egyensulyi allanddja az L-
enantiomer esetében magasabb, mint a D-enantiomernél.
A hig betaplalasi racém fenilalanin oldat alkalmazasaval
(0,006 mol/m?) elért enantioszelektivitas értéke, o = 1,4-2
kozott valtozott."?
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Betaplalasi oldal Permeatum oldal

1. Abra. A membranon keresztiili elvalasztas optikailag aktiv kotagens
alkalmazasaval.

Krieg ¢és  munkatarsai'® P-ciklodextrin  polimert
impregnaltak porusos keramia csOmembran porusaiba a
klortalidon enantiomerjeinek elvalasztasa céljabol. Az elért
enantioszelektivitas viszonylag kis érték, o = 1,24, volt,
amely mintegy 11 %-os optikai tisztasdgot biztositott. Japan
kutatoknak glutaraldehid segitségével sikeriilt optikailag
aktiv aminosavakat poliszulfon membranra kotni. Ezzel
a modszerrel fenilalanin'” és L-fenilglicin'® is rogzithetd.
Hig D,L-fenilglicin oldatokkal (1 mol/m®) a = 9-es
enantioszelektivitasi értéket értek el. Pérusos polipropilén
csomembran és keramia lapmembran bels6 feliiletére
rogzitettek adszorpcidval, kiilonbozé optikailag  aktiv
szelektorokat ¢s vizsgaltak az enantioszelektivitdst Hadik
¢s munkatarsai.'*?! Eredményeiket a 6. szekcidban roviden
bemutatjuk.

Fontos mddszer az optikailag aktiv izomerek elvalasztasara
az un. affinitds ultraszlirés®*?*. Ekkor nagy molekulaja
optikailag aktiv kotddgenst alkalmaznak, amely reagal
valamelyik izomerrel €s azt visszatartja az oldatban mivel a
membran porusaihoz képest nagy a mérete. Az elvalasztast
sematikusan a 2. abra szemlélteti. A szerzok®* marha
szérum albumint (BSA) alkalmaztak optikailag aktiv
kotéanyagként. Triptofan racém elegy elvalasztasa soran,
egy lépcsOben, mintegy 91 %% illetbleg 98 %-o0s* optikai
tisztasagi D-triptofant nyertek, 81 ill. 50 % kihozatallal.
Ugyanezt a membran-fehérje elrendezést valositottak meg
Randon és munkatarsai,® akik glutaraldehid segitségével
szintén BSA-t rogzitettek nylon membran feliiletére.

3.3. Elvalasztas latszélagosan optikailag aktiv
polimerrel (,,imprinted membrane”)

E moédszernél az optikailag inaktiv polimerek szerkezetébe
optikailag aktiv anyagokat épitenek be, majd pedig a végleges
szerkezet kialakuldsa utan a beépitett anyagokat eltavolitjak
a polimer matrixbol.” Ekkor az optikailag aktiv anyag
lenyomata az optikailag inaktiv membran szerkezetében
marad, latszolagosan optikailag aktivva téve azt. Az ilyen
tipust membranokkal Yoshikawa és munkatarsai®® 66 %-os
optikai tisztasagll anyagot tudtak eléallitani.
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2. Abra. Elvalasztas nagyméretii reagens segitségével.

4. Enantioszeparicio folyadékmembranokkal
Alapvetben két tipusa van ennek az eljarasnak:2632
* tamasztd rétegli folyadékmembran,
* emulzio tipusu folyadékmembran.

Az els6 esetben a membranként mik6do, optikailag aktiv
reagenst tartalmazo folyadékfazist egy szilard membran
pérusaiba rogzitjiik és e rétegen keresztil jatszodik le
az optikai izomerek transzportja. A masodik esetben a
membranfazis emulzidként van jelen a betaplalt folyadékban
¢s elvalasztja a komponenst leadd- és felvevo fazisokat.

L-SO
DL-LA —
D-LA —

[(L-SO)L-LA)]
> — L-LA

szerves fazis

L-SO

betaplalasi oldal permeatum oldal

A rezolvalas egy (optikailag aktiv hordozét nem tartalmazo)
optikailag aktiv folyadék, (pl. optikailag aktiv alkohol)
segitségével is megvaldsithato® de gyakoribb az a
megoldas, amikor egy akiralis folyadékban oldanak fel egy
kiralis szelektort (L-SO). Ez a molekula biztositja a kiralis
kornyezetet az elvalasztani kivant enantiomerek szamadra.
Fontos elvaras a szelektorral szemben, hogy reverzibilis
reakcioba lépjen az egyik enantiomerrel és a létrejovo
masodlagos kémiai kotés elég erds legyen a megfeleld
szelektivitas biztositasahoz. A transzport mechanizmusat a
3. abran szemléltetjiikk példaként tejsav racém oldataval.

4.1. Tamasztott rétegii folyadékmembranok

A tamasztd6 — membranréteg — pdrusaiba  rogzitett
folyadékmembran®*?” lehet szerves (hidrofob tamasztd
réteggel) vagy vizes fazis (hidrofil membrannal). Dzygiel és
munkatarsai?’ politetrafluoretilén membranlapot alkalmaztak
hordozoénak, amit a kiralis reagenst (L-SO) tartalmazo szerves
oldoszerben duzzasztottak. Armstrong ¢és munkatarsai*’
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pedig vizoldhatd optikailag aktiv reagenst (a-, B-, vagy v-
ciklodextrint) alkalmaztak hordozé komponensnek. Ehhez
hidrofil cellulézlapot hasznaltak a vizes membranfazis
tamasztd rétegének. E moddszerrel a maximalisan elért
enantioszelektivitis mértéke o = 7 volt. Pirkle és Doherty?!
szilikon csémembrant alkalmaztak tamasztdo rétegnek.
Az N-3,5-dinitrobenzoil-D,L-leucin- (metil, -butil, és -
oktil) aminosav észterszarmazékainak enantioszelektiv
permeaciojat vizsgaltdk szilikon membranon keresztiil
és mintegy 77 %-os optikai tisztasagot értek el, amely
gyakorlatilag o = 8 enantioszelektivitasnak felel meg.
Keurentjes and Voermans? szerint kis enantioszelektivitast
vegyliletekkel is elérhetjiik a 99 %-os optikai tisztasagot,
csak ehhez, megfeleld hosszusagu kapillaris membran
modult kell késziteni a modulok sorba kotésével. Ehhez
méréseik szerint mintegy 2,5 m hosszasagli modulra van
sziikség.

5. Egyéb membraneljarasok

A membran-bioreaktorban®-¢ megvalositott enantiomersze-
paracié soran egy, a membranban rogzitett enzim
altal katalizalt sztereoszelektiv hidrolizis hozza Iétre
az elvalasztast.® Ezzel a moddszerrel 99%-os optikai
tisztasag is elérhet6.** Bélafiné Bakd részletes attekintést
ad a membranreaktorok®* ¢és a membranbioreaktorok?
alkalmazasarol.

Enantioszeparacio membranos extrakcioval: az
enantioszeparacid megvalosithato membranos
extrakcio segitségével is. Ebben az esetben a megfeleld
enantioszeparacio elérése érdekében két vagy tobb kapillaris
membran modult kétnek sorba. A kapillarisok belsejében
vizes oldatban aramlik a racém aminosav, a kopenyoldalon
pedig ellenaramban a rezolvaldszert tartalmazé oktanolos
fazis.>” A membranon keresztiil a rezolvaloszer komplexet
képez a racém aminosav egyik enantiomerével, majd a
masik modulban a megkétott enantiomert leadja a vizes
fazisba. Ilyen modon mindkét modul vizes fazisdban az
aminosav egy-egy enantiomere dusul fel. Hig oldatokkal
dolgoznak (4,9 mol/m?), ennek koszonheté az, hogy a
kisérlet végére sikeriilt 99 %-os optikai tisztasagli D-, és L-
leucint eldallitaniuk.

Enantiomerszeparacio pervaporacioval, elektodializissel:
linalol racém elegyhez p-ciklodextrin, optikailag aktiv
reagenst tettek és pervaporaltak az oldatot.® A permeatum
vizet és a reagenssel komplexet nem képezd linalolt
tartalmazott. A modszerrel 14 %-os optikai tisztasaga
terméket kaptak.

Tonos folyadékot alkalmaztak Miyako és munkatarsai®
ibufrofén racém elegyének elvalasztasara enantioszelektiv
enzimes reakciokkal kombindlva a membran mindkét
oldalan. Az egy 1épésben elért optikai tisztasag 25 % volt.

6. A tejsav optikailag aktiv izomerjeinek elvalasztasa

A D- és L-tejsav optikai izomerek elvalasztasat tamasztott
rétegli folyadékmembrannal, valamint szilard, optikailag
aktiv  membrannal (porusos polipropilén kapillaris
membrannal és keramia membranlappal) vizsgaltak a

szerzOk a PE, Miszaki Kémiai Kutaté Intézetben.'9-2140
Optikailag aktiv szelektorként mindkét esetben az N-3,5-
dinitrobenzoil-L-alanin-oktilésztert valasztottak.

25
a1
ap- -—
.| oD-LA L -
L4 o -
E o L-LA -~ 0
K-} /
£ s (n]
. P
E o 7 0
ki oA
o
05 gﬁ
o
o° _-_O'__Q_____
oé—_c o— o =t o

0 50 100 150 200 25

e
w

=
@

IS
=

D L-tejsav konc., molm™

02

o o)
—— A4

= A=
1] 50 100 150 200 250 300 350 400

1d6, h
4b. Abra.

4. Abra. A tejsav racém elegyének elvalasztisa membréan technikéval

Elvalasztas folyadékmembrannal: A szelektort toluolban
(néhany esetben 1-oktanolban) oldottdk, amelyet
ultrasziiréssel rogzitettek, membranfazisként*' 4 a tartd réteg
poérusaiba. Microdyn modullal (0,2 pm pérusméretii, 0,04 m?
feliiletti, 0,75 m hosszusagu, polipropilén csémembran), egy
1épésben mintegy 33 %-os optikai tisztasagot kaptak tejsav
esetében.”” Hasonld elvalasztast értek el alanin izomerjei
elvalasztasaban. Celgard kapillaris (0,03 pm pdrusméreti,
1,4 m? feliletd és 0,15 m hosszusagl) modullal szintén
30-34 % optikai tisztasagot mértek.”® Ugyanakkor
Microdyn kapillaris membran (0,1 um pdrusmérett, 0,2
m? feliiletdi, 0,5 m hosszi membranmodul) nem mutatott
mérhetd szelektivitast a tejsav optikai izomerjeinek
elvalasztasaban.”!

Elvalasztas kiralis membrannal: A kirdlis reagens
rogzitése mind a Mycrodin kapillaris, mind a keramia
membranlap esetében adszorpcioval tortént a pdrusokba
vitt, a szelektort tartalmazé oldatbol, a toluol olddszer lasst
elparologtatasaval. (A mintegy 3 cm atmérdjli, porusos
keramia korongot a Pannon Egyetemen készitették?*2140),
A kisérletek soran még a teljes optikai tisztasag is elérhetd
volt. A 4a. abra a keramia koronggal, mig a 4b. abra a
kapillaris modullal, a permeatum oldalra atjutott optikai
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Az optikai tisztasag az eldbbi esetben elérte a 88 %-ot, mig
a polipropilén modul esetében a 100 %-ot. Az ismételt
mérések is hasonld eredményeket adtak. Kilondsen
nevezetesen, hogy kezdeti novekvd értékrdl fokozatosan
lecsokken az értéke. Az anyagatadas mechanizmusanak
megallapitdsihoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Az
igen kedvez6 szelektivitas mellett, a membranon keresztiili
anyagtranszport sebessége alacsony, 107-10°¢ mol/(m?h)
¢és az iddvel fokozatosan csokken az értéke.”! A transzport
sebesség mintegy egy nagysagrenddel kisebb az optikailag
aktiv, szilard membran esetében a tamasztott rétegl
folyadékmembranhoz viszonyitva.

7. Kovetkeztetés

A membran eljarasok igéretes, technologiai lehetdséget
nyujtanak az optikailag aktiv enantiomerek hatékony ¢&s
gazdasagos elvalasztasara. Szamos eljarast vizsgalnak
¢és kapnak a kutaték biztatd eredményeket kapnak, de
az alkalmazhatd ipari eljarasok kidolgozasa még a jovo
feladata. A kereskedelemben ma kaphaté membran modulok
Iényegében egy ,.elméleti tanyérszdmu” miiveleti egységek,
amelyek nem biztositanak egy 1épésben megfeleld optikai
tisztasagu terméket. Nagyon hosszu kapillaris modullal,
az ecllenaramot kihasznalva, jelentésen novelhetd az
optikai tisztasdg. Valojaban a kaphaté membranmodulok
szelektivitasanak a novelése a cél, amely kulcsa egyrészt
olyan optikailag aktiv szelektor(ok) eldallitasa, amely
igen nagy szelektivitdst mutat az egyik enantiomerrel
szemben, masrészt e szelektor megfeleld rogzitése a
porusos membran belsé feliiletére a szilard, optikailag aktiv
membran kialakitasa céljabol. Az eddigi eredményekbdl
kovetkezik, hogy attérésre van sziikség a racém elegy
optikai izomerjeinek elvalasztasaban a membraneljarasok
technologiai alkalmazasahoz.
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Separation of optically active compounds: membrane
process as promising techniques

The increasing need for single enantiomers as key intermediates
in chemical and pharmaceutical industry has induced a significant
demand for efficient processes to resolve racemic mixtures. Apart
from other promising concepts, e.g. different chromatographic
methods, considerably efforts have been made also on the
development of enantioseparation procedures based on membrane
processes. Membrane separations often provide opportunities
as cost-efficient alternatives to separations of components with
similar physical-chemical properties. Technically, membrane
separation processes are particularly suited for industrial
application as they offer several attractive features as continuous
operation mode convenient scale-up, ambient temperature
processing, etc. There are two main types of membrane processes
for enantioseparations, namely, direct separation on an “intrinsic”
enantioselective polymer, or on a non-selective membrane as
support porous matrix containing an enantioselective liquid
phase. This paper gives a brief overview on different application
methods of enantioseparations. Both methods mentioned above
are promising processes for enantioseparation, but they are not
industrial processes yet. The membrane methods could not provide
high enough enantioselectivity in one step. To this purpose more
efficient membrane processes and membranes as well as optically

active selectors are needed. There are also several separation
processes combined with membrane layer, which might also serve
effective industrial process.

The enantiosparation of racemic lactic acid was investigated using
N-3,5-dinitrobenzoyl-L-alanine as a chiral selector, immobilized
into the internal solid membrane interface or dissolved it into
the liquid membrane placed into the membrane pores. In the
former case, the liquid membrane containing the chiral selector
was evaporated from the membrane pores, thus, the selector was
deposited as an amorphous, solid layer on the internal membrane
interphase. As a support material, among others, polypropylene
hollow fiber module with effective membrane area of 0.2 m?
and standard pore size of 0.1 um (Microdyn Modulbau GMBH,
Wuppertal, Germany) as well as porous ceramic disc with diameter
of 3 x 102 m, produced by University of Pannonia (Veszprém,
Hungary) were applied adsorbing the selector onto the internal
membrane interface. Figures 4a and 4b show that significant
enantioseparation could be achieved by both membranes, though
the mass transfer rates are rather low. According to the results
obtained under batch operation conditions, the enantioseparation
process should also work under continuous operational conditions.
Taking into account the results obtained by membrane separation
of the above racemic mixture, there is a great hope to achieve a

breakthrough in its industrial application in the future.
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Enzimkatalitikus reakciok ionos folyadékokban

GUBICZA Lészlo®
Pannon Egyetem, Miiszaki Kémiai Kutatointézet, 8200 Veszprém, Egyetem u. 10.

1. Bevezetés

Az 1980-as évek kozepének fontos felismerése volt, hogy
az enzimek nemcsak vizes oldatokban, hanem szerves
oldészerekben is képesek kifejteni hatasukat. Ez az idészak
tekinthetd a nem hagyomanyos kozegli enzimkatalitikus
reakcidk vizsgalata kezdetének. Az 1991-ben megjelent
»Szerves  oldoszerekben  lejatszodd  enzimkatalitikus
reakciok” cimi kozleményiinkben magyar nyelven els6ként
foglaltuk Ossze az ilyen koriilmények kozott lejatszodo
reakcidk legfontosabb jellemzot, s azok a megallapitdsok
a mai napig helytalldak.! A témateriilet azdta elért jelent6s
eredményeit tobb dsszefoglald kozlemény is taglalja.>s

Az 1. tablazatban az elényok mellett (egyébként nem
minden kozleményre jellemzd modon) a kétségkiviil
meglevd hatranyokat is ismertetjiik. A felsorolt hatranyok
tobb esetben olyan korlatozo tényezdk lehetnek, amelyek
gatolhatjdk az adott teriileten a tovabblépést. A szerves
oldoszerben kisebb reakcidosebesség esetleg névelhetd lenne
a reakciohdmérséklet novelésével, ennek viszont gatat szab
szamos szerves olddszer alacsony forraspontja. A kezdetben
,solvent”, késobb ,medium engineering”-nek nevezett
kutatasi teriilet képviseldinek igy olyan olddszerekre volt
sziikségiik, amelyek megtartjdk a szerves olddszerekkel
elért kedvezd hatasokat, ugyanakkor kikiiszobolik azok
hatranyait. Ez az igéretes uj olddszer az az ionos folyadék.

Tablazat. A szerves olddszerekben lejatszodo enzimkatalitikus reakciok
elonyei és hatranyai

Elonyok Hatranyok

A szerves szubsztratumok jobban
oldodnak szerves olddszerben,
mint vizben.

Csokkenhet a reakcidsebesség a
szerves olddszerben

Megvaltozhat az enzim
specifikussaga.

A viz aktivitas szabalyozasara
lehet sziikség.

A kémiai egyensuly
befolyasolhato, kedvezd iranyba
tolhat6 el.

Kétfazisu rendszerekben feliileti
inaktivalodas léphet fel.

A szerves olddszerek
gyulékonyak, alacsony a
forraspontjuk.

Megnohet az enzimek termikus
stabilitasa.

A szerves oldoszerek
denaturalhatjak az enzimeket.

Csokken a mikrobialis
elszennyezddés veszélye.

Alkalmazasukkal —egyrészt  kikiiszobolhet6 a nagy
mennyiségli vegyipari szennyviz keletkezése, kezelése,
tisztitdsa, masrészt elkeriilhetdé a hagyomanyos szerves
oldészerek  hasznalatakor keletkezd  oldodszerelegyek
regeneralasa, jelentds mennyiségli hdenergiat igényld
desztillalasa. Az ionos folyadékok tehat a ,,zold kémidnak™,
a fenntarthato fejlodés megvaldsitasanak igéretes eszkozei
lehetnek.

2. Az ionos folyadékok tulajdonsagai

Az ionos folyadékok olyan szerves sok, amelyek
szobahdmérsékleten  folyékony halmazallapotiak. A
hagyomanyos olddszerektdl eltérden, amelyek molekularis
folyadékként jellemezhetdk, az ionos folyadékok ionokbol
allnak. Jollehet szamos ionos folyadék mar évtizedek ota
ismert, csak az elmult néhany évben keriiltek a figyelem
kozéppontjaba mint a jovoben alkalmazandd, korszerd,
kornyezetbarat reakciokozegek. Ennek a legfobb oka igen
kicsi géznyomasuk, hémérsékleti stabilitasuk, valamint az,
hogy a kation és az anion megfeleld moddositasaval széles
korben valtoztathatok bizonyos tulajdonsagaik, mint a
polaritas, hidroféb jelleg valamint mas oldoszerekkel valo
elegyedés. Ezen utobbi tulajdonsaguk alapjan az ionos
folyadékok ,.tervezhetd olddszerek”, amelyek sok helyen
kiszorithatjak a ,,hagyomanyos” szerves olddszereket.

Ilyen teriiletek lehetnek a szerves szintézis, Kkatalizis,
biokatalizis, elektrokémiai ¢s szeparacios alkalmazasok.
Ezekrol a lehet6ségekrol tobb Osszefoglald kozlemény is
megjelent,*® tobb hazai kutatocsoport is foglalkozik ionos
folyadékok alkalmazasi lehetdségeinek, tulajdonsagainak
megismerésével.”!" E tulajdonsagok koziil a polaritas,
a vizzel illetve szerves anyagokkal torténd elegyedés a
legfontosabb az enzimkatalitikus reakciok szempontjabol.

Az ionos folyadékokat altaldban erésen polaros
oldészereknek tartjdk. Az oldoszer polaritasa (hajlam egy
t6ltés szolvatalasara) nehezen megfoghatd fogalom, melyet
nem szabad Osszetéveszteni a hidrofob jelleggel, ami egy
teljesen mas tulajdonsag. Az olddszer polaritasat altalaban
egy festék (olyan anyag, melynek lathatd tartomanyban
mért elnyelési maximuma az olddszer polaritasatol
figg) abszorpcids maximuma alapjan definialjak, vagy
fluoreszcencia vizsgalatot végeznek."* Az érdeklodési
koriinkbe tartozd ionos folyadékok, mint a [Bmim]BF, (1-
butil-3-metil-imidazolium-tetrafluoro-borat) polaritasa kb.
0,6-0,7 azon a normal polaritds skdlan, melyen a tetrametil-
szilan polaritasa 0, a vizé 1.0."> Igy az ionos folyadékok
polaritasa a kis moltomegi alkoholok, illetve a formamid
tartomanyaba esik.

Az ionos folyadékok vizzel vald elegyedésének mértéke
széles skalan mozog ¢és csak nehezen josolhaté meg.
A [Bmim]BF, ¢és a [Bmim]MeSO, (I-butil-3-metil-
imidazolium-metil-szulfat) elegyednek vizzel, azonban
a [Bmim]PF, (I-butil-3-metil-imidazolium-hexafluoro-
foszfat) és a [Bmim]Tf,N (1-butil-3-metil-imidazolium-
bisz(trifluormetan-szulfonil)imid), melyek polaritasa a
tetrafluoro-boratéval azonos, nem. A viz még a metanollal
sem elegyedik molekularis szinten, hanem inkabb fonalakat,
furtoket alkotnak a molekulak. Feltételezik, hogy hasonld
eset all fenn az ionos folyadékok és a viz esetében is.% 314

" F6szerz0. Tel.:+36 88 624 044; fax:+36 88 624 038; e-mail: gubicza@mukki.richem.hu

113 évfolyam, 3. szam, 2007.



Magyar Kémiai Folydirat - Osszefoglalé kozlemények 117

Az ionos folyadékok szerves oldoszerekkel vald
elegyedési tulajdonsagai még nem teljesen ismertek. A
szuperkritikus szén-dioxid nem elegyedik [Bmim]PF, és
[Omim]BF, (1-metil-3-nonil-imidazolium-hexafluoro-
foszfat) ionos folyadékokkal, de igen nagy mennyiségben
elnyelédik az ionos folyadék fazisban (akar 0,7
moltortig is), igy kivalo lehetdség nyilik egyiittes
alkalmazasukra, mindkét nem konvencionalis kozeg
eldnyeinek egyiittes kihasznalasara.'* 13

Az ionos folyadékok sokkal viszkozusabbak, mint a
hagyomanyos szerves oldoszerek. A[Bmim]|BF, viszkozitdsa
(19.6 cP 25 °C-on) példaul hasonld az etilén-glikoléhoz
(16 cP 25 °C-on). Ez a viszkozitas sokkal nagyobb, mint
a vizé ((0.9 cP), metanolé (0.5 cP) vagy a toluolé (0.6 cP)
ugyanezen a homérsékleten, és ez az alkalmazas soran (pl.
oldas, szlirés) komoly nehézséget okozhat, nem is szdlva az
anyagatadasi problémakrél. A rovid alkillancot tartalmazé
ionos folyadékok kevésbé viszkozusak, mint a hosszu
lancuak. ' 1617

3. Aroma észterek eldallitasa ionos folyadékokban

A kis molekulasily aroma észterek enzimkatalitikus
eloallitasanak alakuldsa az elmult 10-15 évben jol
reprezentalja az alkalmazott oldoszerek tekintetében
végbement valtozasokat. A legtobb természetes aroma
néhany szdz egyedi komponensbdl tevodik oOssze, de ez
a komplexitas csokkentheté, ha csak a 70-100 ,kulcs”
komponenst, foképp a savakat, alkoholokat és kiilonosen
az észtereket vessziik figyelembe.'® ' Ezen komponensek
szintézise két biotechnoldgiai modszerre: mikrobiologiai €s
enzimes modszerekre valaszthato szét.>*»

Szerves kozegben végzett enzimatikus aromaészter
eléallitasarél  beszamold  kisérleti  eredményeket az
irodalomban talalhatunk.®* 2 A 2-6 szénatomszamu savak
és alkoholok nagylaboratdriumi berendezésben torténd
észterezése NOVOZYM 435 (Novozymes, Dania) lipaz
enzim jelenlétében mar jol kidolgozott folyamat. Az
észterezési reakcid soran képzodd vizet hetero-azeotrop
desztillacioval  tavolitottuk el, n-pentdnt hasznalva
oldoszerként. A vizeltavolitas sebességét tigy szabalyoztuk,
hogy a reakcidelegy viztartalma allando, 0. 4% maradjon. A
reakcidsebesség novelésének hatart szabott az alkalmazott
oldoszer, a n-pentan alacsony, 36 °C-os forraspontja. A
kovetkez6 n-alkan homoldg, a n-hexan forraspontja viszont
33 °C-al magasabb, 69 °C, ami mar meghaladta az enzim
optimalis mikodési homérsékletét.

Az aroma észterek eldallitasa teriiletén a kovetkezd 1épés
az olddszermentes szintézis volt, amikor a reakciot az
egyébként reagensként alkalmazott alkohol feleslegében
végeztik.*® Az olddszer hianya viszont 0j vizeltavolitasi
moddszer alkalmazasat kényszeritette ki: a viz eltdvolitasara
és a reakcioelegy viztartalmanak allando értéken tartasara
egy membranos eljarast, pervaporaciot alkalmaztunk. Az
erre a célra hasznalt berendezés sémaja az 1. abran lathato.

Az oldoszermentes kozegben tapasztalt 1ényegesen kisebb
reakciosebesség miatt tértiink at az ionos folyadékok
alkalmazasara. Ennek eredményeképpen osszehasonlitast

tudtunk végezni a harom kiilonb6z6 rendszer kozott. Ebben
az esetben probaként az etil-acetat eldallitasat valasztottuk
etanolbol és ecetsavbol kiindulva. Ismeretes, hogy ezek a
kiindulasi anyagok, de kiilondsen az ecetsav, erdés enzim
inhibitorok, igy vizsgalatuk e tekintetben is kiilon nehézséget
jelentett. Valamennyi esetben a legfontosabb paraméter a
reakcioelegy vizaktivitasanak allando értéken tartasa, az
észterezési reakcidoban képzodo viz eltavolitasa volt, amire
ktilonboz6 megoldasokat alkalmaztunk.

4.

1. Abra. A folyamatos vizeltavolitasra hasznalt pervaporacios
berendezés vazlata. 1- Reakcidedény, 2- Szivattyt, 3- Membran modul,
4- Szarazjeges csapda, 5- Vakuum szivattyt, 6- Termosztat 7- Nyomas
ellenérzés

A harom kilonboz6é kozegben végzett észterezés
eredményeit Osszehasonlitva megallapithatd, hogy a
reakcié valamennyiben végrehajthatd. Az értékeléshez
nem szamszer( adatot hasznaltunk, inkabb csak kvalitativ
Osszehasonlitasokat  végeztilk. Kivétel az  aktivalasi
energia, ezek 9sszevetésébdl megallapithato, hogy az ionos
folyadékokban és a szerves olddszerekben értékiik kozel
azonos (31.4 illetve 31.1. kJ/mol). Az olddszermentes
kozegben mért nagy aktivalasi energia (52.8 kJ/mol)
a magyarazata annak, hogy itt a reakcié csak kisebb
reakcidsebességgel jatszodik le.

Az enzim stabilitasat illetden szintén az ionos folyadék
kapta a legkedvezobb besorolast, itt a szerves olddszer
megel6zi az olddszermentes kozeget. Hasonld a helyzet
az enzim visszanyerésénél, a produktivitds vizsgalatakor
viszont kiemelked6 az ionos folyadékot alkalmazd
rendszer eldnye. A szabalyozhatdsdg megitélésénél a viz
elvétel lehetdségét vettiik alapul, s ebben a heteroazeotrop
desztillacio illetve az olddszermentes kozegbol végzett
vizeltavolitds konnyebben megvaldsithatd, mint ionos
folyadék esetében. Hozza kell tenni azonban, hogy az ionos
folyadék rendkiviil draga, ezért az integralt rendszerben egy
minddssze 50 cm3-es reaktorban dolgoztunk. Léptéknovelés
esetében ez a besorolds valtozhat. Legutoljara hagytuk a
toxicitas kérdését. Itt egyértelmi, hogy az alkalmas szerves
oldoszerek toxikusabbak, mint a feleslegként alkalmazott
alkoholok. Az ionos folyadékokndl még nem Ilehet e
kérdésben allast foglalni, ugyanis toxicitasuk vizsgalata
most folyik. Néhany anyagra ugyan mar ismertek az adatok,
ezek kedvezdek (nem toxikusabbak, mint az etanol), de egy
altalanos megfogalmazas még korai lenne.3! 2
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4. EnzimKkatalitikus enantioszelektiv észterezés

Enzimkatalitikus ~ reakciokhoz  feltétlentil  célszerii
garantaltan  alland6 mindségli  anyagot  hasznalni.
Kisérleteinkben az IOLITEC GmbH,* egy nagytisztasagl
ionos folyadékok eldallitasara specializalodott vallalkozas
termékeit hasznaltuk, ahonnan 99 %-nal nagyobb tisztasagu
termékeket bocsatottak rendelkezésiinkre.

Az ionos folyadékokban lejatszodd enzimkatalitikus
reakciok kozil az enantioszelektiv észterezések a
leggyakrabban vizsgalt tipusba tartoznak. Az elsd megjelent
kozlemények** *° eredményeit késobb tobben vitattak.*® Az
eltérd megallapitdsok az ionos folyadékok eltérd eldallitasi
mddjara vezethetok vissza. A késObbiekben az eltérések okai
tisztazodtak, és kiilondsen az ibuprofén (2-(4-izobutilfenil)pr
opionsav) rezolvalasa soran értek el jelent6s eredményeket.*”
Az  ionos  folyadékokbol  torténd  vizeltavolitast
pervaporacidval elészor csak modell oldatokkal tesztelték,*
késébb sav katalizalta észterezéseknél is alkalmaztak.*

Sajat munkainkban probaként a racém 2-klor-propionsav
enantioszelektiv észterezését valasztottuk, ami Candida
rugosa (Sigma-Aldrich) lipaz enzim jelenlétében jatszodik le.
A reakciot korabban mar vizsgaltuk szerves olddszerekben,
igy szamos Osszehasonlitasi lehetéségre nyilt modunk.

A reakciot szerves olddszerben végrehajtva a mintak
kozvetleniil elemezheték gazkromatograffal 25-m FS-
LIPODEX E kiralis oszlopot alkalmazva (Macherey-Nagel,
Aachen, Németorszag). Az oszlop kivald elvalasztast ad
az (R)- és az (S)-észterekre. Az ionos folyadék oldoszerek
ugyanakkor nem keriilhetnek a GC oszlopra, ezért a
reakcidelegybdl a komponenseket extrakcidval tavolitottuk
el.

Munkéank sordn ionos folyadékokban ([Bmim]PF,,
[Onim]PF, [Bmim]BF,) ¢és osszehasonlitdsul szerves
oldészerekben (n-hexan, toluol, tetrahidro-furan) vizsgaltuk
a reakciot.®

2. Tablazat. A log P értékek hatasa az észter hozamra (reakcididé: 2 6ra)

Oldészer Log P.- Hozam, %
[Bmim]BF, .44 +0.23° 46
[Bmim]PF, -2.38£0.25° 29.0
[Omim]PF, -2.19+0.24° 13.4

Tetrahidro-furan 0.5° 43
Toluol 2.5 13.9
n-Hexan 3.5 36.1

* A ,razatott lombikos” modszerrel, altalunk meghatarozott értékek

® [rodalmi adatok

Célunk ezeknek a szerves oldészereknek a kivalasztasaval
az volt, hogy atfogjuk azt a log P tartomanyt, amelyben
eddigi ismereteink szerint a lipaz enzimek alkalmazhatok
voltak. (A log P érték az oldoszerhidrofobicitasat jellemzi,
az adott oldoszer megoszlasi hdnyadosanak logaritmusa n-

oktanol-viz kétfazisu rendszerben). Azt tapasztaltuk, hogy
a tetrafluoro-borat aniont tartalmazo, vizzel elegyedd ionos
folyadékban csak igen kis sebességgel jatszodott le a reakcio.
Itt is érvényesiilni latszott az a jelenség, hogy Osszefiiggés
van az enzim aktivitas és az oldoszer log P értéke kozott.
Amint a 2. tablazat adataibol lathatd, az ionos folyadékok
log P értéke lényegesen kisebb, mint a szerves olddszereké.
Megallapithaté az is, hogy ionos folyadékoknal olyan log P
értékek mellett is lejatszodik a reakcio, amelyeknél szerves
oldészerek esetében egyaltalan nem megy végbe, tehat az
eddig ismert log P — enzim aktivitds Osszefliggés ionos
folyadékok esetében nem alkalmazhatd.!

A kezdeti viztartalom fliggvényében mind a reakciosebesség,
mindpedig az enantioszelektivitdas gorbéjén optimum
mutatkozott. A 2. abran az enantioszelektivitas valtozasat
mutatjuk be. Az egyes oldoszerekhez tartozd optimalis
értékek eltéréek, és kilonbozik egy adott olddszer
optimuma a reakcidsebesség illetve az enantioszelektivitas
tekintetében is.

30

25 7

20 7

156 1

10 1

Enantioszelektivitas, -

5-

0 . '
0 0,2 0.4 0,6 0,8

Kezdeti vizkoncentracio, mol/dm’

2. Abra. A vizkoncentraci6 hatasa az enantioszelektivitasra. (10 %
konverzid, 30 °C) A -toluol, m-n-hexan, e-tetrahidro-furan, o-[Bmim]PF,
A-[Onim]PF ,0-[Bmim]BF,

Ez azt jelenti, hogy a legkedvez6bb paraméterek
meghatarozasanal el kell dontentink, hogy az aktivitast vagy
az enantioszelektivitast szeretnénk optimalni.

Az élland6 viztartalmat a reakcié soran a viz folyamatos,
pervaporacidval térténd eltavolitasaval kivantuk biztositani.
Az 1. dbran bemutatott berendezésben a korabban ismertetett
ionos folyadék-viz elegyekkel modellkisérleteket végeztiink
és meghataroztuk azokat a paramétereket (homérséklet,
cirkulaltatasi sebesség, vakuum), amely mellett éppen a
reakcidban keletkezd mennyiségli viz tavolithatd el. A
vizsgalt membrantipusok koziil a CMC-VP-43 és a PERVAP
1005 bizonyult mind anyagatadasi, mind szelektivitasi,
mind pedig a vegyszerekkel szembeni stabilitds
szempontjabol alkalmasnak. Az alkalmazott vakuum
értékének valtoztatasaval tudtuk szabalyozni a vizelvételt és
tudtuk elérni, hogy a reakcid az optimalis viztartalom mellett
jatszodjon le. Ezzel a modszerrel hatékonyan tudtuk névelni
a Candida rugosa lipaz termikus stabilitasat is.*
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5. Kovetkeztetések

Az ionos folyadékok olyan kedvezd tulajdonsagokkal
rendelkezé  olddszerek, amelyek szamos  helyen
kornyezetbarat alternativai lehetnek a jelenleg hasznalt
hagyomanyos szerves oldoszereknek. A  novekvd
felhasznalas kovetkeztében aruk folyamatosan csokken,
és a legjabb generaciés termékek mar minden
kornyezetvédelmi eldirasnak megfelelnek. Az enzimatikus
reakciok soran is alkalmas olddszernek bizonyultak, mert
helyettesithetik a toxikus, alacsony forraspontu gyulékony
szerves oldoszereket. Mivel géznyomasuk elhanyagolhato,
a reakciét magasabb hdémérsékleten lehet végezni.
Szamos enzim, els6sorban lipdzok magasabb aktivitast és
nagyobb szelektivitast mutattak ionos folyadékokban, mint
szerves olddszerekben. Az ionos folyadékokat felépitd
anionok és kationok Osszetételének valtoztatasaval az
oldoészer tulajdonsagai tervezhetden valtoztathatok, ezzel
az enzimek szelektivitasa is kedvezden befolydsolhato.
Két, lipaz katalizalta észterezési reakcid példajan
bemutattuk, hogyan valtozott az elmult évtizedben a nem
konvencionalis kozegben, a viz helyett mas, elsdsorban
szerves olddszert vagy oldoszermentes kozeget alkalmazd
enzimkatalitikus reakciok végrehajtasanak lehet6sége az
U ,,z0ld” olddészerek, az ionos folyadékok megjelenése
¢és elterjedése kovetkeztében a gyakorlati munkaknal. A
legujabb vizsgalatok szerint szamos olyan ionos folyadék
van, amelynek toxicitdsa nem nagyobb vagy kisebb, mint
a leggyakrabban elterjedt szerves oldoszereké, igy ez az
akadaly is elharulni latszik az alkalmazas el6l.
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Enzyme catalytic reactions in ionic liquids

Room temperature ionic liquids are non-volatile, thermally
stable and highly polar, moderately hydrophilic solvents. They
offer new possibilities for the application of solvent engineering
to biocatalytic reactions. Enzymes of widely different types are
catalytically active in ionic liquids. Lipases, in particular, maintain
their activity in anhydrous ionic liquid media; the enantioselectivity
and operational stability are often better than in traditional solvents.
The unconventional solvent properties of ionic liquids have been
used in biocatalyst recycling and product recovery systems that are
not feasible with traditional solvents.

It was found that esterification of short-chain alcohols and acids
can be realised not only in common organic solvents and in solvent-
free media (inexcess of alcohol) but in ionic liquids, too; using
Novozyme 435® lipase high yields was achieved under optimal
conditions. Water produced during the reaction was successfully
removed by a pervaporation unit and the water content of the
reaction mixture was kept constant.

Candida rugosa lipase has shown to retain catalytic activity
in ionic liquids. In our work, the activity of this enzyme in the
esterification of 2-substituted-propanoic acids and 1-butanol
was compared in ionic liquids and organic solvents. The role of

113 évfolyam, 3. szam, 2007.



120 Magyar Kémiai Folydirat - Osszefoglalé kozlemények

solvent hydrophobicity (log P), water content and the effect of
substituents were evaluated. Optimal water concentration in the
reaction media was determined, where the enzyme shows maximal
activity. Contrary to reactions in common organic solvents, there
was no need for purification steps following the reaction in ionic
liquids in order to recycle the enzyme. In 1-butyl- 3-methyl-
imidazolium-hexafluoro-phosphate ([Bmim]PFes) and 1- metil-3-
nonil-imidazolium-hexafluoro-foszfat ([Omim]PFs) ionic liquids,
Candida rugosa lipase could be recycled five times without
appreciable activity loss.

This work has shown that a variety of enzymes, particularly those
that tolerate conventional organic solvents, are eminently capable

of performing in ionic liquids. Activities are generally comparable
with or higher than those observed in conventional organic
solvents. Furthermore, enhanced thermal and operational stabilities
have been observed. Ionic liquids may be a key technology to
enable such reactions to work efficiently. Improvements in product
isolation are essential, especially for polar non-volatile materials.
The efficient reuse and purification of ionic liquids, the possibility
of using other ionic liquids bearing ‘greener’ anions and a reduction
in the cost factor of the ionic liquids are further important issues
to be considered for their industrial applications in the future. The
results reported here clearly demonstrate that enzyme catalysis in
ionic liquids containing systems is an exciting and burgeoning
research area, which holds tremendous potential of opening up a
new field of nonaqueous enzymology.
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Mikroszemcsés bovin szérum albumin eloallitasa kiméletes
szaritassal

TOTH Judit* és PALLAI-VARSANYT Erzsébet®
@ MTA Kémiai Kutaté Kozpont, Anyag- és Kornyezetkémiai Intézet, Pusztaszeri ut 59-67., H-1025 Budapest, Magyarorszdg

b Pannon Egyetem Miiszaki Kémiai Kutato Intézet, Egyetem utca 2., H-8200 Veszprém, Magyarorszag

1. Bevezetés

A peptid és fehérje hatdanyagot tartalmazo gyogyszerek
jelentoésége novekvd tendenciat mutat a biotechnologia
gyors fejlodésének koszonhetden.! Ezen a teriileten
fontos feladatot jelent a megfeleld tulajdonsagokkal
rendelkezd fehérje porok eldallitdsa, mint példaul a
hatéanyagnak inhalacids, tidon keresztili bevitelére
alkalmas szerformatumok kifejlesztésénél.? Az ilyen
tipusu hatéanyagok eldallitdsa sordn kiilonos figyelmet
kell forditani a bioldgiai hatékonysagot meghatarozd
kémiai és fizikai jellemzOk, a bioldgiai hatékonysag s
megorzésére. A bioldgiai hatékonysag szempontjabodl
meghatarozo lehet a kinyert fehérje porok szemcsemérete is:
gyakori kovetelmény a 10 pum alatti dtlagos szemcseméret
biztositasa.> Megfelelé min6ségii finomszemcsés termék
nyerése érdekében, kiilonosen héérzékeny anyag esetében,
dontd fontossagu az alkalmas szaritasi eljaras megvalasztasa.
Fehérjék szaritdsara altaldban a fagyasztva szaritast, a
liofilizalast alkalmazzak.* A hosszu szaradasi 1do, a jelent6s
koltségigény, tovabba a szaritas folyaman el6alld fehérje
instabilitasi problémak miatt egyéb szaritdsi modok, mint
példaul a porlasztva® - ill. porlasztva-fagyasztva szaritas®
kertiltek el6térbe, de a szigoru kovetelményeket kielégitd,
megfeleld mindségli és szemcseméretii fehérje porok
eléallitaisa még tovabbra sem tekinthetd megoldottnak. A
fluidizalt rétegl, intenziv gaz-szilard érintkezést biztositd
eljarasok eldnyosen alkalmazhatoak ugyan hdérzékeny
anyagok kiméletes szaritasara, azonban a 10 pum koriili
szemcseméret tartomanyban (Geldart C csoport)’ nem
tarthatd fenn a finomszemcsés termék allandosult fluidizacios
mozgasallapota. A probléma megoldasat jelentheti az inert
toltetszemcsék feliilletén megvalositott szaritas, példaul,
gejzir-rétegli szaritoban.

1.1. Szaritas inert toltetszemcsék feliiletén

Hoéérzékeny anyagokat tartalmazé oldatok vagy nagy
nedvességtartalmi szuszpenzidik nedvességének elvondsa
meglehetésen nehéz feladat. Nagy hd- és anyagatadasi
feliiletek biztositasa sziikséges a rovid szaradasi 1do,
valamint a megengedett, viszonylag alacsony szaritasi
homérséklet eléréséhez. Ilyen jol szabalyozhatd szaritasi
kortlmények biztosithatok a belsd szallitdcsigaval ellatott
mechanikus gejzir-szaritoban, az un. MGSZ-berendezésben.
Eltéréen a hagyomanyos gejzir elven miikodd szaritoktol,
ahol a szemcsemozgast a megfeleld levegdaram biztositja,
az MGSZ-szaritdban a szemcseréteg cirkulacidjat a
szaritd fuggoleges tengelye mentén beépitett, hdz nélkiili
szallitocsiga tartja fenn, ezaltal a szaritolevegd térfogati
sebessége a szaritas igényének megfeleléen valaszthato. A
felmelegitett levegd a szaritd kupos aljan, réseken keresztiil,

tangencialis irdnyitottsaggal 1ép be jelentds sebességgel.
E térrészben intenziv a gaz-szilard fazisok érintkezése,
ennek kovetkeztében a szaradas lényegében a kuapos
szaritdaljban megy végbe. Inert toltetet alkalmazva nagy
nedvességtartalmu, héérzékeny anyagok kiméletes szaritasa
valosithatd meg.®

A szaritoban cirkulalo réteg harom jellegzetes zonabol all:
az emlitett, intenziv szemcsemozgassal jellemezhetd un.
,,Szaritasi zonabol”, a tomorebb ,, csuszo rétegii korgytiriit
alkoto térrészbil”, amelybe beporlasztva a nedves anyagot,
a cirkulalo inert szemcsék feliiletén kialakul egy filmszerii
bevonat, valamint a ,,koptatasi zonabol” a széllitdcsiga
forgasi terében (1. Abra).
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1.Abra Az inert toltetes mechanikus gejzir-szarito berendezés vézlata.

Ez utobbi térrészben megy végbe a megszaradt bevonat
lekopéasa az inert szemcsék feliiletérol, majd a szaraz,
porszerii termék a tdvozd levegdvel egylitt hagyja el a
szaritdt. A szaradasi i1d0 a szaritdlevegd sebességén ¢és
homérsékletén kivil jelentdés mértékben az inert szemcsék
feliiletén kialakult bevonat vastagsagaval’ befolyasolhato.
Feltételezve, hogy a filmszerii bevonat szaraddsa soran
a diffuziés ellenallas Iényegében elhanyagolhato, a
szaradas mintegy allandé sebességgel, viszonylag alacsony
hémérsékleten (a nedves hdméré homérsékletén) valdsulhat
meg. Figyelembe véve ezen eljards eldnyeit, beleértve a
sz€leskortien ¢és egyszertien megvalosithatd szabalyzasi
lehetdségeket is, a szaritasi kisérleteknél az inert toltetes
gejzir eljarast alkalmaztuk.

Munkénk céljavolth6érzékeny, bovin szérum albumin (BSA)
fehérje szaradasi folyamatdnak vizsgalata laboratoriumi
méretliinerttoltetes mechanikus gejzirszaritoban. Akozelebbi
cél mikroszemcsés (d, < 10 um atlagos szemcseméretii)
fehérje-por  eldallitasa  kizarolag  BSA-t,  valamint
poli(etilén-glikol) adalékanyagot (M = 6000, PEG 6000) is
tartalmazé  oldatokbdl, az oldhato fehérjetartalom
megorzésével. Aszaritastmegel6zomiiveletekbenalkalmazott
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segéd- ¢s adalékanyagok hatassal lehetnek a szaritott termék
mindségére. A fehérjék tisztitasara, elvalasztasara hasznalt
PEG, példaul, szennyezdként jelenhet meg a szaritando
fehérjeoldatokban, szuszpenzidkban.!® Masrészt irodalmi
adatok alapjan fizikai adszorpcioval, vagy kovalens kotéssel
a fehérjékhez kapcsolodo poli(etilén-glikolok) visszatartd
hatast gyakorolhatnak a fehérjék felszabadulasara
kompozitjaikbol."" A vizsgalatok kiterjedtek a meghatarozo
miveleti paraméterek, valamint a PEG adalékanyag
altal a szemcseméretre, a fehérjetartalomra, illetve a
szaritmany nedvességére gyakorolt hatas tanulmanyozasara.

2. Kisérleti rész
2.1. Szaritasi Kisérletek

A sajat fejlesztésti laboratoriumi méretii inert toltetes
mechanikus gejzirszaritd két f6 részbdl all, egy 90 mm
bels6 atméréjli, S00 mm hosszusagu hengeres elembol, és
egy 55 mm-re sz{ikiild, 75 mm hosszi kupos késziilékaljbol.
A belsé szallitocsiga atméréje (35 mm) megfelelt a
hagyomanyos szaritoban a légbevezetd fuivokan keresztiil
nagy sebességgel belépd levegdsugar altal kialakitott Gn.
»gejzires gazcsatorna” méretével. A szaritasi kisérletek
soran a késziilékaljba réseken keresztiil, tangencialis
iranyitottsaggal bevezetett szaritdlevegd aramlasi sebességét
méroperemmel, a felmelegitett levegd hdomérsékletét
belépéskor, valamint a kilépésnél NiCr-Ni termoelemmel
mértiik. A gejzir szaritorendszer vézlata a 2. Abran lathato.
Inert toltetként egyenként 7,6 mm atmérdji, 2300 g
Ossztomegli paraformaldehid anyagu szemcsét hasznaltunk.
A BSA-oldatot a szarito két oldalan porlasztottuk be
a csiszo rétegli tomorebb rétegzonaba perisztaltikus
szivattyu segitségével. A szaritobodl a levegdarammal kilépo
szaraz, mikroszemcsés BSA porterméket ciklonon, majd
stirliszovést porzsakon atvezetve nyertiik ki. A hdmérséklet
és a levegdaram szabalyozasa szamitogéppel tortént.

Kilépo levego
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2. Abra. Az inert tSltetes, mechanikus gejzir szaritorendszer vézlata.

A szaritasi  kisérletekhez felhasznalt bovin szérum
albumint (98%) a Sorachim, a PEG 6000-t pedig a Fluka
cégtol szereztl’ik be. A szaritasi kisérletekhez a Cp, = 40
késziiltek. A PEG tartalmu BSA-oldatok eldallitasa celjabol
szémitott mennyiségl szilard PEG 6000 t adtunk a 40 g/l
minden alkalommal 240 ml oldatot porlasztottunk a cirkulalo
inert szemcsék feliiletére ¢ = 3, illetve 4 ml/perc adagolasi
sebességgel. A szemcesék cirkuldcios idejét (z,, a szaritoban
egyszeri teljes cirkulacid megtételéhez sziikséges 1do6t),
valamint a szaritasi idot (r) is meghatarozd szallitdcsiga
kertileti sebességet N 0 39 - 0,96 m/s tartomanyon
beliil valtoztattuk. A kulonbozo hémérsékleteken belépd
szaritolevegd hatasanak vizsgalata céljabol a kisérleteket 7,
=40, 60, 80 és 100 °C homérsékleteken végeztik.

2.2. Mérési és értékelési modszerek

A szaritmany datlagos szemcseméretét Malvern-2600 tipust,
1ézerfény diffrakcio elvén miikodd analizatorral hatdroztuk
meg. A porszerli szaritmanyt az analizist megel6zden
diklérmetanban diszpergaltuk, a szemcseméret jellemzésére
a térfogati atlagméretet, d, adtuk meg. A szdritmdany
nedvességét (M_ , m/m%) vakuumszaritoban, 30 °C
hémérsékleten, 6 Oras szaritds utan tomegméréssel hataroztuk
meg. Az oldhato fehérjetartalom meghatarozasahoz adott
mennyiségli szaritmanyt oldottunk kétszer desztillalt vizben.
Az oldhatatlan maradékot (20 perc, 6000 ford./perc) Janetzky
T-30 tipust centrifugaban valasztottuk el. A visszaoldhatd
fehérje tartalmat a feliiliszobdl — spektrofotometrias
madszerrel, Biochrom 4060 tipust késziiléken 280 nm-nél
mért abszorbancia érték alapjan hataroztuk meg. A szaritas
soran megorzott fehérje tartalmat a szaritmany mért m/m%-
os oldhat¢ fehérje tartalmaval (c,, ) fejeztiik ki.

2.3. Kisérleti eredmények

Az inert toltetszemcesék feliiletén kialakult bevonat szaradasi
ideje nagymértékben fiigg a bevonat vastagsagatol,'
mely optimalis esetben kisebb, mint 20 um. A bevonat
vastagsdg megfeleld értéken tartdsdval a szaradasi idon
kiviil a szaritmany szemcsemérete, valamint nedvessége
is befolyasolhato. Fontos szempont tovabba, hogy az inert
tolteten megvaldsitott szaritas részfolyamatai, vagyis a
bevonasi, szaritasi és a koptatasi részfolyamatok egyetlen
cirkuléacios periodus alatt teljes mértékben végbemenjenek.
Ennek érdekében a miveleti paramétercket, elsésorban az
adagolasi sebességet, a szemcse cirkuldcios idot, valamint
a koptatast dssze kell hangolni. A miveleti paraméterek
hatasat a szaritmany szemcseméretére (d ), a nedvességére
(M) és az oldhat fehérjetartalomra (¢, ) vonatkozoan az

BSA,sz
1. Tablazatban mutatjuk be.

Az a, b, és ¢ mérésekben a belépd levegd homérséklete 40 °C
volt, mig a szallitocsiga forgassebességét 0,39 — 0,96 m/s kertileti
sebességek tartomanyaban valtoztattuk. Az eredmények alapjan
megallapithatd, hogy a szallitocsiga forgassebességének
csOkkentésével (a cirkulacids, valamint a szaritasi idok
novelésével) jol lathaté mértékben csékken a szemcseméret.
A szaradasi idd novelésével ugyanis a bevonat egyre
jobban kiszarad, ami pedig a kopas hatékonysagat segiti
elo, igy az inert szemcséket beboritd megszaradt bevonat
teljes mértékben lekopik, egyre finomabb szemcséji
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1. Tablazat. Szaritasi kisérletek és eredmények.

No T T. N T T d M c

be ki cs c B4 v szn BSA,sz

°C °C m/s S s pm  m/m% m/m%

a' 40 222 096 441 88 77.85 5.07 87
b' 40 203 052 49.0 9.8 32.80 5.15 84
¢ 40 242 039 551 110 21.92 5.20 86
d> 40 252 052 490 98 1845 5.15 84
e 60 383 052 490 98 1540 4.46 93
2 80 50.7 052 490 9.8 1699 437 91

g? 100 700 052 49.0 9.8 855 2.37 97

' q=4,5 ml/perc, > q =3 ml/perc

termék keletkezése kozben. A legnagyobb szallitocsiga
forgassebesség (0,96 m/s) mellett a cirkuléacios, illetve a
szaradasi id6 olyan mértékben csokken, hogy a bevonatnak
csak a feliileti rétege szarad le a kopashoz sziikséges
nedvességtartalomra, vagyis a bevonat nem kopik le
teljesen. Ennek megfeleléen a kovetkezd periodusban a
szemcsére ravitt ijabb nedves bevonattal a vastagsag tovabb
novekszik. Az egyre ndvekvd szemcseméret, valamint
a rétegmagassag folyamatos novekedése jelzi, hogy az
ismertetett részfolyamatok Osszehangoldsa utdbbi esetben
nem valosult meg.

Az inert szemcsék feliiletén kialakult bevonat vastagsag
ellenérzésére az 1. Tablazatban megadott kisérleti
kortlmények figyelembevételével szamitast végeztiink.
A szaritd jellemzd méretadatain kivil két jellegzetes
paraméter értékkel azaz a szallitocsiga forgassebességének
n = 4,7 s adatdval, valamint az adagolasi sebesség g =
4 5 ml/perc (azaz 7,5.10®%m’s™") értékével szamoltunk. A
nedves filmszert bevonat vastagsdganak atlagos értéke, o a
kovetkezo osszefliggéssel szamithato:

0=q/ Q.o

ahol g a fehérje oldat adagolasi sebessége, Q. a belsd
szallitocsiga szllitdsi sebessége, w=6/d, az inert szemcsék
fajlagos feliilete, d, = 7,6.10° um pedig az inert szemcsék
atlagos atméroje. A szallitdcsiga kisérleti uton meghatarozott
szallitasi sebessége O = 1,66.10°m’s". Az ismertetett
adatokkal a szamitott bevonat vastagsag 5,94 pm-nek
adodott.

A d, e, f és g kisérleteket allandd szallitocsiga
forgassebesség és  fehérje-oldat adagoldsi  sebesség
mellet, de valtozd levegd homérsékletek (40, 60, 80 ¢és
100 °C) alkalmazasaval végeztik. Az adatokbol lathato,
hogy a szaritmany nedvessége dontéen a szaritolevegd
hémérsékletétdl fiige. Az eredmények azt mutatjak, hogy
a homérséklet novekedésével csokken a szemcseméret és
a fehérje portermék nedvességtartalma is. A megfeleléen
megvalasztott miveleti koriilmények eredményeképpen a
szaritott termék szemcsemérete a g mérés esetében 10 pm
ala csokkent.

Hoéérzékeny fehérjék szaritasat kovetéen igen fontos a
szaritott termék kémiai stabilitdsdnak vizsgalata. Ennek
jellemzésére szolgalhat a szaritmany oldhato fehérje

tartalmanak meghatdrozasa (c,, _adatok az 1. Tablazatban).

A kapott eredmények, miszerint az alacsony szaritasi
homérséklet mellett eldallitott fehérje szaritmanyokban a
megorzott, oldhatd fehérjetartalom kisebb (< 90 %), mint a
magasabb hdmérsékleten szaritott termékek esetén (> 90 %),
bizonyos fokig meglepdek. Figyelembe véve azonban, hogy a
stabilitast a homérsékleten kiviil a termék nedvességtartalma
is befolyasolhatja (100 °C alatt végzett szaritas esetén 3 %
alatti érték), az eredmények magyardzhatéoak. Az oldhatd
fehérje megdrzése a szaritds folyaman fugg a szemcsék
tartozkodasi idejétdl a szaritasi zonaban, vagyis a szaritasi
id6tél (z, ). Az inert szemcsékbdl 4llo rétegben az igen nagy
gaz- ~szilard érintkezési feliiletnek &s a filmszerti bevonatnak
koszonhetden a szaradasi idd igen rovid, még az alacsony, a
nedves homéré hémérsékletének megfeleld homérsékleten
is. A szaritasi zona felett, a szallitocsiga forgasterében a
szaraz bevonat homérséklete jo kozelitéssel azonos a kilépd
levegd homérsékletével. A d — g kisérletekben — igy a 100
°C belép6 levegd homérséklet mellett is — a tartdzkodasi
id6 a szaritasi zénaban, igen révid, 9,8 s. Fontos azonban
megemliteni, hogy a visszaoldott fehérjetartalom nem
ad informaciét a makromolekula szerkezetében esetleg
végbemend valtozasokrol.

Szaritasi kisérletek PEG 6000 adalékanyag alkalmazdsdval

A PEG tartalmu BSA oldatokbol kiinduld szaritasi kisérletek
kortlményei megegyeztek az 1. Tablazatban feltiintetett e
mérés koriilményeivel, azzal a kiilonbséggel, hogy a BSA
oldatokhoz a szaritast megelézden, kiillonb6zo mennyiségii
PEG 6000-t adtunk, c,,. =1, 2, 3, 4, 5, 10 és 50 g/l PEG
koncentraciok beallitasa céljabol. A kisérleteket 60 °C
hémérsékletii szaritdlevegdvel végeztiik, tekintettel a PEG
6000 olvadaspontjara (55-60 °C). A szaritott termékek
Osszetételét az egyes alkotok tomegaranyanak szazalékaban
adtuk meg: polimer (Cppg,.)» oldhatd albumin (c,g, ).
nedvesseg (M_) és a feherje veszteségként jelentkezo,
vissza nem oldhaté fehérje (c,, ) alkotja a szaritmanyt. Ez
utobbi érték szamithatd az el6z6 harom paraméter ismeretében.
A termékek Osszetételének alakulésat a kiindulési oldatok PEG
tartalmanak fuggvénycben a 3. Abran mutatjuk be.
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PEG 6000 koncentracidja a BSA
oldatokban, cpeg (g/1)

3. Abra. A termék osszetételének véltozasa a BSA oldathoz adott PEG
6000 mennyiségének fliggvényében.

A szaritas soran végbemend nedvességelvonas és/vagy hohatas a
fehérje szerkezetében valtozast idézhet eld, végbe mehet a fehérje
irreverzibilis koagulacidja, melynek kovetkeztében az albumin
visszaoldasa mar nem lehetséges. A 3. Abra adatai alapjan a
vissza nem oldhat¢ fehérjetartalom a szaritmanyokban 5 % alatt
maradt, tehat a fehérje csak nagyon kismértékti hokarosodast
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szenvedett, ill. a fehérjetartalom teljes mértékben visszaoldhatd
volt. A termékek nedvességtartalma viszont jelentdsen fligg
az oldatok kezdeti polimer tartalmatol. A szemeseméret €s a
nedvességtartalom valtozasat egytitt mutatjuk be a 4. Abran.
E két paraméter kiilongsen a fehérjetartalom 10 %-anak
megfeleld 4 g/l koncentraciotol kezdddden valtozik jelentdsen.
E koncentracio alatt (pl. ¢, = 3 g/l mind a szemcseméret (d, =
14,08 um), mind pedig a nedvességtartalom (_ = 3,75 m/m%)
j6 egyezést mutat az 1. Tablazatban rogzitett, kizarélag BSA-
t tartalmazd oldattal végzett e kisérlet szemcseméret és
nedvességtartalom értékeivel, vagyis ilyen alacsony PEG
koncentracié tartomanyban az adalékanyag nem befolyasolja
jelentdsen sem a szemcseméretet, sem a szaritmany
nedvességtartalmat. A PEG-tartalom névelésével, 4g/l
koncentraci6 felett azonban 10g/1 koncentracidig gyorsabb,
tovabb novelve a PEG koncentraciot lassabb, de folyamatos
nedvességtartalom csokkenés kovetkezik be.
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PEG 6000 koncentracioja a BSA oldatban, cpeg (2/1)

4. Abra A hozzaadott PEG 6000 mennyiségének hatdsa a termék
szemcseméretére (#), d (um) és nedvességtartalmara (0), M__(m/m%).
Hasonlo, de ellentétes irdnytl a szemcseméret valtozasa,
amely 80 um-nél magasabb értéket ér el c,.. = 50 g/l
koncentracional. A szemcseméret ¢s a nedvességtartalom
valtozasokat kovetve, a szaritasi gyakorlatban szokatlan
eredményt kaptunk. A bevonat vastagsag névekedése, amely
feltehetéen a PEG koncentracid novekedésével esetiinkben
is bekovetkezik, altalaban egyiitt jar a szemcseméret,
valamint a nedvességtartalom novekedésével. Az
eredmények feltehetéen a kovetkez0 meggondolasok
alapjan értelmezheték. A PEG 6000, mint jé kisézd anyag
kis koncentracioban (c,,, < 4 g/l), jelen koriilmények
kozott nem fejti ki hatasat. Novelve a PEG koncentraciot,
megkezdddik a fehérje molekulakbol a vizmolekulak
“kiszoritasa”, hozzajarulva a rétegen ataramlo levegd szaritd
hatasahoz. Ez azt jelenti, hogy a nedvességelvonas PEG
kis6z6 anyag jelenlétében gyorsabb, mint a nélkiil. Ennek
eredményeképpen valdban nedvességtartalom csokkenés
kovetkezhet be a PEG koncentracid ndvelésével. A
szemcseméret novekedés a fehérje és a kisebb méreti PEG
molekulak 6sszekapcsolodasaval, a PEG molekuldknak a
fehérje molekulakba vald beépiilésével magyarazhato.

Avizsgalatok azt mutatjak, hogy a fehérjéhez képest nagyobb
mennyiségii (tobb mint 10 %) PEG 6000 hasznalata esetén
a termék nedvesség tartalma és szemcsemérete jelentds
mértékben eltérhet az adalék nélkiili, 60 °C-on torténd
szaritdas eredményeihez képest. Viszont a visszaoldhatd
fehérjetartalom a polimer jelenlétében, annak aranyatdl
fiiggetleniil, még kedvezdbb értékeket is mutat. PEG
jelenléte a termékben eldsegiti a nem vizes kozegii tovabbi

felhasznalasok esetén a fehérje diszpergalhatosagat és
stabilitasat szerves oldoszerekben, mint példaul polimer-
protein tarsitott rendszerek eldallitasanal szabalyozott
hatéanyag leadas céljabol.
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Formation of bovine serum albumin microparticles by
gentle drying

The aim of this study was to investigate the drying process of bovine
serum albumin (BSA) in a laboratory scale mechanically spouted
bed dryer for production of protein powders with a mean particle
size of d < 10 um and to preserve the protein content. Different
solutions of BSA with and without excipient (polyethylene glycol,
M, = 6000, PEG 6000) were dried on inert particles to study the
effect of process parameters and of excipient on the quality of the
product.

The moisture removal of heat sensitive materials is rather difficult.
Intensive, well controlled heat and mass transfer can be carried
out in the so called ,,Mechanically Spouted Bed” (MSB) dryer
in which the particle recirculation is ensured by an inner vertical
houseless conveyor screw, as it can be seen in Fig. 1. By using
inert packing, heat sensitive materials of high moisture content can
be advantageously dried during very short time. In the MSB dryer
the drying process is performed in a film-like thin layer formed
on the surface of inert packing. Due to the large contact surface
provided by the inert particles the heat and mass transfer processes
of drying are very short (few seconds) even at relatively low wet
bulb temperature. Therefore the moisture diffusion resistance in
the very thin film-like coating can be considered negligible and the
drying proceeds at ,,quasi constant” rate. This assures a very gentle
drying, as well.

Protein requires special consideration in formulation since their
biological efficiency tightly depends on their chemical and physical
structure. Polyethylene glycols with different molecular weights
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are favourable salting-out agent for separation and purification of
proteins. The product gained by this method can contain in lower
or higher ratio residual polyethylene glycol which can influence
the further processes (e. g. the drying step) and the final solid
properties. Polyethylene glycol was selected as an excipient and
adding to the BSA solutions to be dried. The effect of the used PEG
on the characteristics of the protein powder was investigated and
compared with the results obtained with pure BSA.

The drying experiments were performed in an MSB-dryer with
inert particles of laboratory size (See Fig. 2.). The dried product was
characterized by the volume mean particle size (dv), the residual
moisture content (Msz, m/m%) and the protein preservation was
expressed as the mass ratio of the soluble protein content in the
dried product (¢Bs4,sz).

To achieve a favorable drying time the thickness of the coating
have to adjust to an optimum value. The thickness of the coating
affects not only the drying time, hereby the final moisture content,
but also the final particle size of the dried product. The thickness of
the coating can be regulate by the circulation rate of inert particles
(by adjusting the rotation speed of the screw) and the feeding
rate of the suspension. In our experiments the height of the inert
particles and the inlet air flow were kept constant. The influence of
the other process parameters on the main particle size and residual
moisture content of the dried product, as well as the protein content
preservation are shown in Table 1., in case of pure BSA solutions.
The BSA concentration of the solutions was 40 g/l in each case,
the feeding rate was ¢ = 4.5 or 3 cm3 min-1 in runs a — ¢ and d
—g, respectively. It was found that the particle size particularly
decreased by decreasing the rotation speed, but there is not much
difference between the residual moisture content of these products
(samples a-c).

To check the thickness of the coating under the experimental
conditions demonstrated in Table 1. calculation was made on the
basis of the equation. The thickness of the coating, J was found of
5,94 pm.

The experiments were carried out in four different inlet air
temperatures, samples d—g. It was found that the final moisture
content depends considerably on the air temperature but it can be

hardly influenced by the mentioned other process parameters. This
result is not so surprising since the temperature has in addition
to its effect on the moisture removal a major influence on the
structure and the composition of the protein molecules. At 100 °C,
in run g the mean particle size of the product decreased below the
demanded 10 um.

The acceptable protein preservation (¢, ) can be explained by the
relatively short residence time (z,_ values in Table 1.) in the drying
zone.

The effect of PEG 6000 on the particle size, residual moisture
and preserved soluble protein content of the product was also
investigated. The experiments were carried under the same
conditions as in run e for pure BSA shown in Table 1 but different
amount of PEG 6000 was added to the BSA solution before drying
to adjust the polymer concentrationto c,,.= 1,2, 3,4, 5, 10 and 50
g/l. The composition of the dried products is shown in Fig. 3. The
product consists of PEG (c,,,, ), soluble protein(c,, ), nonsoluble
protein (c,, ) and moisture (M_) content. It was found that the
non-soluble protein content is lower than 5 %. The particle size
and the residual moisture content depend significantly from PEG
concentration of 4 g/ (i.e 10 % of the protein content) as it can be
seen in Fig. 4. Under this concentration the particle size, d = 14.08
pm and also the residual moisture content, M_ = 3,75 m/m% are
similar to the values obtained in experiment e (pure BSA). The
decrease of the residual moisture content can be explained by the
higher salting-out effect of the higher PEG content which can aid
the water removal from the protein. The agglomeration between
the two macromolecules can result in bigger particle size of the
dried product.

It can be concluded that usage of higher PEG 6000 than 10 % of the
protein content in the BSA solutions to be dried causes considerable
change in particle size and moisture content of the product. But the
ratio of the soluble protein in product reaches higher values than
in case of drying the pure BSA solutions. The presence of PEG
in protein powders improves the dispersion rate and stability of
proteins in organic media in further applications such as formation
of polymer-protein composite particles for controlled drug delivery
systems.
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