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Az elékezelési méd hatasa
a vadkomeény illéolaj kinyerésére és mindségére

The Effect of Pretreating Methods
on Quantity and Quality of the Wild Caraway Essential Oil

Influenta metodelor de pretratare asupra gradului de extractie
si a compozitiei uleiurilor volatile de chimion salbatic

ANDRAS Csaba Dezsd, SALAMON Rozalia Veronika,
BARABAS Imola, SZEP Al. Sandor

Sapientia EMTE-Kolozsvar, MUszaki és Tarsadalomtudomanyi Kar,
Elelmiszer-tudomanyi Tanszék
Csikszereda, Szabadsag tér 1., andrascsaba@sapientia.siculorum.ro

ABSTRACT

The caraway (Carum carvi L.) samples were collected from a little meadow situated in Harghita Mountain
(Csikmadaras, Hargitafiirdo) where a relatively small area was covered by a group of rich populations of wild cumin.
The harvested plants are dried by for methods namely: the seeds were dried (a) statically and (b) in laboratory
convection dryer; the whole collected plant parts were dried (c) static outdoors in sunshine and (d) in a warm indoor
place in darkness. The hand-picked seeds were separated from debris by sieving and elutriation. The essential oil was
obtained with electrically heated Clevenger-type laboratory steam distillation equipment both with and without
microwave pretreatment. The variation of the obtained essential oil volume in time was measured and the final yield was
determined. For comparison, supercritical fluid extraction of the caraway essential oil with carbon dioxide in a
laboratory scale SFT 100 supercritical extractor was made. Each sample was analyzed by gas-chromatography. The
investigation shows that the essential oil yield is around 7 mL/100 g, less in the case of green plant (6 mL/100 g) and
higher in case the mature plant (8,3 mL/100 g).

OSSZEFOGLALO

A vadkdmeény (Carum carvi L.) mintdkat a Hargita hegység (Csikmadaras, Hargitafiirdd) havasi kaszdldjardl
gyijtottiik, ahol aranylag kis teriileten csoportos vadkomény populaciok gazdagon boritjak a rétet. A begyiijtétt névényt
tobb modszerrel szaritottuk: (a) leszemelve, statikusan, (b) laboratériumi konvekcios szaritéban, (c) kévébe kdtve meleg
helyen és szabad térben, illetve (d) sotét zart helyiségben. A kézzel leszedett szemeket szitalassal és szélflvassal tisztitot-
tuk. Az illéolaj kivondst laboratoriumi, elektromosan fiitott vizgdzdesztillacids térfogatmérésre alkalmas gyijtével ella-
tott, Clevenger-késziilékkel végeztiik mikrohullamu eldkezeléssel vagy anélkiil, mérve az illéolaj térfogatinak idébeli
valtozasat. Osszehasonlitasként elvégeztik a szuperkritikus fluid extrakcidt is (szén-dioxidal) egy SFT 100 laboratériumi
berendezésben. Ezutdn gazkromatografidsan meghataroztuk a minték illéolaj-dsszetételét. A vizsgalt vadkdmény mintéa-
ink illdolajtartalma 7 mL/100 g atlagérték koril ingadozott, kevesebb a z6ld (6 mL/100g) és tobb az érett kdmény eseté-
ben (8,3 mL/100 g).

Kulcsszavak: vadkémény, ill6olajkinyerés, szaritasi modszerek, illdolajosszetétel.

BEVEZETES

A kémény (Carum carvi L.) vadon termé és termesztett formaban is kozismert fiiszernovény, valamint
élelmiszeripari aroma- és gy6gyszeripari alapanyag’. A magyar konyha fleg harom teriileten alkalmazza,
egyedili vagy keverék formaban, a huskészitmények, péksiitemények és szeszes italok aromaanyagaként'*. A
gyogyaszatban is elterjedt illdolaj hatdanyagainak kovetkeztében. Kivonatat emésztés-serkentéként és gorcs-
oldéként® alkalmazzék, antiszeptikus hatast (pld. az Escherichia coli és Staphylococcus aureus ellen kival6®),
szabadgyok-fogd képessége négyszer jobb, mint a C vitaminnak’, csokkenti a vércukorszintet®, asztmaellenes
hatas(®, tejtermelést serkentd hatésa is bizonyitott™, valamint egyes megfigyelések szerint a spontan abortuszt
is gatolja™. A kémény-extraktumok és féleg azon beliil egyes komponensek alkalmasak a novényvédelemben
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és terméktarolashan. A d-karvon burgonya-csirazés gatlasara®?, az illéolaj gyokérgolyva névekedésének gatla-
sara alkalmas®™. Rovar616 hatasa is bizonyitott, az ill6olaja mind a talajban 1év6, mind a raktari rovarokkal
szemben alkalmazhat6®. Az illolaj-tartalom véltoz6 értéket mutat a vad, illetve a termesztett éves vagy két-
éves konyhakémény esetében. Termesztett koménynél az egyéves termés illGolaj-tartalma 2,5 % koriili*, a
kétéves esetén eléri, s6t tulhaladja a 7%-ot**. A vadkomény esetén az ill6olaj-tartalom 6,5-7,5 mL/100 g sza-
razanyag mennyiség koriili®.

Az ill6olaj-tartalmat és az Osszetevok aranyat befolyasolo tényezok: a talaj jellege és megmunkalasa, az
éves csapadék és tdpanyagpdtlds mennyiseg, a nemesités, érési, betakaritasi, szaritasi és kinyerési technolégi-
ak®. Ami a vadkomény illoolaj hozamat és Gsszetételét illeti, a legfontosabb tényezék kozé tartoznak az €16-
hely, a betakaritas id3szaka, a szaritasi technologia és természetesen a kinyerési modszer®. Jelen kutatas célja
féleg a betakaritast kovetd valtozok hatasanak vizsgalata mind a kinyerésre, mind az ill6olaj-6sszetételére
vonatkoztatva.

ANYAG ES MODSZER

A vadkdomény mintakat a Hargita hegység kaszaloirdl gytiijtottiik. Az els6 mintakat Csikmadaras havasi
kaszalojarol gytijtottiikk, a Madaras patak melletti rétrél, ahol ardnylag kis teriileten csoportos vadkdmény po-
pulécidk gazdagon boritjak a tisztast. A begyijtést 2012. jalius honap elején és augusztus honap kdzepén vé-
geztik. A masik terméhely Hargitafiirdd, ahol a begytijtést 2013. jalius honap kézepén (2013.07.16) és végén
(2013.07.28) végeztiik. A szarastdl begylijtott novényt elészor osztalyoztuk, kildnvalasztva a zold és az érett
hajtasokat, majd szaritottuk. Ezt négy modszerrel végeztik el:

—  szarén, nyilt térben,

— szaran his, napfénymentes térben,

— leszemelve szabad laboratériumi kértiilményeken,

— laboratoriumi konvekcios szaritoban.

Az illdolaj kivonast haromféleképpen végeztik el:

a). laboratoriumi 1,5 mL gytjt6térfogata, 0,01 mL beosztasu Clevenger-gytjtovel ellatott, elektromosan
futott, 125 W teljesitményii vizgézdesztillacios késziilékkel, ahol minden proba 10 g szaritott, 6rolt vagy 6ro-
letlen 200 mL desztillalt vizben szuszpendalt mintat tartalmazott,

b). ugyanarra az elektromosan fiitott Clevenger-vizg6zdesztillacios késziilékre csatlakoztattuk a mintat
tartalmazo lombikot. El6zetesen a lombikban 1év6 10 g, 200 mL desztillalt vizben szuszpendalt 6rolt mintakat
mikrohullamu készilékben (médositott Hynari Microwave S 110) reflux alatt 5, 15 és 30 percig kezeltik.

c). szuperkritikus széndioxid extrakcios berendezésben (Supercritical Fluid Technology SFT 100
System), ahol a 10 mL hasznos térfogatl csé-extraktorban (t=40 °C, p=100 atm) nyomasu szén-dioxiddal
dolgoztunk, szakaszos (izemben. A mintavételt a 42 °C hémérsékletre felfiitott izotermikus szelep nyitasaval
végeztiik, a kondenzalt illdolajat mintagy(ijtébe fogva fel. A gazkromatografias elemzésig minden mintat csa-
varmenetes alufoliaval boritott szilikongumi tomitésti zart fiolaban taroltunk +4 °C-on. A gazkromatografias
(GC-FID) korulmények: késziilék: Varian CP-3380; kolonna: 100x0,25 mm kvarc-kapillaris, CP-Sil 88
(FAME) allofazissal; detektor: FID, 270 °C; Injektor: 270 °C; vivégdz: H,, p=235 kPa; hémérséklet-program:
50 °C, 1 percig, 5 °C/perc gradiens 210 °C-ra; injektalt oldat térfogata: 1 pL higitott oldat (1/16).

A vadkomény mintak mellett elvégeztiik a kereskedelemben forgalmazott 6rolt és éroletlen termesztett
koményekkel is az extrakciot. Ugyanakkor extrakcios kisérleteket végeztiink a Retsch Grindomix GM 200
laboratériumi malomban 6rolt szaritott koményszarral is.

EREDMENYEK ES ERTEKELES

Az eredmény kiértékelésében az elokezelés (szaritas, Orlés, mikrohullamu elokezelés) hatasat vizsgaltuk
az illoolaj kinyerésre és dsszetételre. A kinyerés meghatarozasara a Clevenger-feltét méréskalajat alkalmaz-
tuk, a mérési adatokat mL ill6olaj/100 g kéménymagra vonatkoztatva fejeztiik ki.

A kinyerés valtozasa a kezelési kdrilmények fliggvényében

Az illdolaj kinyerést elemezve az tapasztalhat6, hogy a szaritasi modszer — kévében, napos illetve nap-
fénymentes vagy laboratériumi kérilmények kozott, illetve leszemelve, majd széritva szabad illetve kényszer-
aramlasos laboratoriumi széritoban — fontos tényez6. Az 1. és a 2. abran lathatd, hogy a legtobb illoolaj a
konvekcios illetve a kdzvetlen napfénymentes térben szaritott magokbol nyerhetd ki, mig a legkevesebb a
szaron tulérett magokbol. A napfényes helyen széritott, kévebe kotdtt ndveny illdolaj kinyerése alacsonyabb,
mint a konvekcidsan gyors-szaritott mintédké, legalacsonyabb illdolaj tartalma a talérett mintdknak volt. A 3.
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és 4. abran feltiintetett gorbék az 6rlési id6 befolyasat tiikrozik. Jol lathato, hogy az 6rdletlen magvakbol las-
sabban nyerhet6 ki az ill6olaj, mig az 6érlési id6 csoportositja a gérbéket a gyorsabb kinyerési zonaba. Megfi-
gyelhetd, hogy az érett komény esetén az illoolaj kinyerés nagyobb, mint a zold kéménynél, illetve az, hogy a
jOl széritott, érett komeény illdolaj kinyerése 15 s id6tartamt 6rlésnél bizonyult a legjobbnak.
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1. &bra
A desztillacids kinyerés iddbeli valtozasa
a szaritasi korulmények fliggvényében
(Csikmadaras, 2012 termés, 30 s Orlés)

Kihozatal, mL/100 g
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2. abra
A Hargita fiirddéi vadkémény Kinyerése
a szaritasi modszerek fliggvényében
(2013 termés)

Jol lathato, hogy az éroletlen komény desztillacios gorbe alakja nem kiilonbozik az érési periddustol, ha

a kinyerésban eltérést is mutat.
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3. dbra
Zo6lden szedett, sotét helyen szaritott
kdménymag illdolaj kinyerése
az orlési ido fiiggvényében
(Csikmadaras, 2012 termés)

Kihoztal, mL/ 100 g
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4. dbra

Szabad fellleten szaritott érett
kdménymag kinyerésénak valtozasa
az Orlési ido fiiggvényében
(Csikmadaras, 2012 termés)

A mikrohullamt el6kezelés, amely tobb esetben javasolt a kinyerés eldsegitésére, foként a zold, még
magas sejtlé-tartalmd novények esetében™, elég nagy szorast mutat a kinyerés szintjén. Meglepé, hogy a sza-
kaszosan miik6dé mikrohullamii kemence esetében, a forras kezdetétol szamitott 5 perces kezelés mar jol
lecsokkentette a kinyerést (a 63 mL/100 g vakprobahoz képest csak 2,5 mL), a magasabb id6tartalomnal, bar a
veszteség nem elhanyagolhatd, a kinyerés ndvekvd tendenciat mutatott (5. abra). Az illéolaj kinyerés nagy-
mértékben fligg a magok eredetétol és annak elokezelési és foleg tarolasi koriilményeitdl. A 6. és 7. abran
Osszehasonlitottuk az ugyanolyan korilményeken desztillalt kéményféeleségek illbolaj kinyerésanak gorbéit.
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Lathatd, hogy a termesztett koménybdl eldallitott érlemény tartalmazza a legkevesebb illoolajat, ezt koveti a
termesztett és kéménymagként forgalmazott kdmény, majd a z6ld vadkémény és legtébbet az érett, napfény-
mentes helyen széritott, érlés el6tt jol lehtitott vadkomény.

~4— Sperc ~- 15 perc

—d— 30 perc

Normalizalt kihozatal, mL/100 g
N
Ul

0 50 100 150
Desztillaciés id6, perc

5. dbra
Mikrohullamu el6kezelés befolyasa az illoolaj
kinyerésre (Csikmadarasi vadkémény, 2012
termés, 90 s 6rlés, 2013 nov. desztillalva)
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7. 4bra
Termesztett, csomagolt kdménymag illdolaj
kinyerése a taroldasi idé fiiggvényében
(2012 termés, 45 s 6rolt)

énymag, 2012 termés, 2013
szept.11. deszt., 45 s 6rolt
—— Hargita fiird6i érett vadkéménymag, 2013

termés, 2013 nov. deszt., 45 s 6rolt.

7 Kereskedelmi termesztett kdménymag drlemény

6 —=—Hargita flirdGi z6ld vadkomeénymag, 2013
termés, 2013 nov. deszt., 45 s &rolt.

Normalizalt kihozatal, mL/100 g
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6. abra
Kéménymag mintak ill6olaj kinyerése
hidrodesztillacidval

Relativtomegszazalék
.
o

Karvon

0 : — /
Mkrohullams o Limonén
eldkezelés Szuperkrtikus T
extrakcio Vizgdz
desztillacio
8. abra

A kiilonboz6 technikakkal kivont illoolaj ket fo
komponensének relativ tomegszézalékos dsszetétele

A kezelési kortilmények hatdsa az illdolaj Osszetételre

Az illéolaj-komponensek  mindségi

meghatarozasara

Kubeczka ¢és Formacek standard

kromatogramjait™ hasznaltuk. A kromatogramokbdl megallapithaté, hogy az illdolaj-mennyiség tobb mint
87%-at a két fokomponens, a limonén és a karvon 6sszmennyisége adja. A 8. abran lathatd, hogy a kiilonb6z6
technikaval kivont vadkomény illdolaj dsszetétel (hidrodesztillacio, mikrohullamu el6kezelés, és szuperkriti-
kus extrakcid) kiilonbséget mutat a két fokomponens aranyban a mikrohullamu el6kezelés esetében. Itt jol
lathato, hogy az el6kezelés megvaltoztatja a limonén/karvon aranyt, ami a masik két esetben nem észlelhetd.
A szaritasi modnal is tapasztalhato eltérés (9. abra). A konvekcids, vékonyrétegli szaritas esetében a két {6
komponens aranya eltérést mutat, az illékonyabb komponens eltavolitdsaval a relativ tomegszazalék eltolédik
a karvon iranyaba. A két fokomponens valtozasat az orlési id6tartam [ényegesen nem befolyasolja (10. abra).
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9. dbra 10. dbra
A két fokomponens Az orlési id6 befolydsa az illoolaj
relativ tdmegszazalékos valtozasa két f6 komponensének mennyiségére

a szaritasi korulmények fliggvényében
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11. dbra

Az eldkezelési modszer hatasa a kromatogrambol meghatdarozhato komponensek szamara

A legnagyobb kilonbséget a komponensek szdmaban talaltuk (lasd a 11. brét) bér itt is a kontrollokhoz
képest még nem beszélhetiink szignifikanciarol. Az azonban kijelenthetd, hogy a legtobb komponenst mutatd
érett kdmény se éri el az irodalomban jelzett 42-43 komponenst. Ezt természetesen azzal is magyarazhatjuk,
hogy a szaritas, de foleg az Orlési koriilmények kedvezdek a nagyon illékony komponens veszteségre. A mik-
rohullamu elkezelésnél lathato, hogy bar veszteséggel szamolhatunk, a kezelési id6 ndvelése nem hoz ér-
dembeli valtozast. igy a 30 perces kezelés megfelel a 15 percesnek, amelynek esetében a cisz- és a transz-
dihidrokarvon mennyiség megnd az 5 perces kezeléshez képest. Megallapithatd, hogy a szén-dioxiddal végzett
szuperkritikus fluid extrakcio szelektivebb, mint a vizgéz-desztillacié és jelentdsen megné az a-terpineol
mennyiség az extraktumban. Ez valoszinilleg azzal magyardzhat6, hogy vizgdz-desztillacié soran az a-
terpineol jelent6s hanyada a vizes fizisban marad.

Miiszaki Szemle e 63 7



s

5 perces mikrohullamu eldkezelés

15 perces mikrohullamu eldkezelés

i
S
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|

1

30 perces mikrohullamu elokezelés

12. abra
A mikrohullamu eldkezelés befolydsa az illoolaj dsszetételre

OSSZEFOGLALAS

A kisérletek azt bizonyitjak, hogy a komény szaritasi modja f6ként a Kinyerés mennyiségére és a
kinyerés sebességére van befolyassal;

Az 6rlési id6tartam az illoolaj kinyerésének sebességét ndveli, ellenben egy bizonyos komponensen
tulmenden az Osszetételt jelentdsen nem valtoztatja;

A tulérés majdnem teljességében eltavolitja az ill6olajakat a szarbdl, és a tulérett mag is kevesebb
illéanyagot tartalmaz, mint a konvekcios szaritdban, vékonyrétegben kondicionalt kémény;

A fékomponensek minden esetben a limonén és karvon. A mintak Osszes illo-komponenseinek
szama kevesebbnek bizonyult, mint a termesztett és alacsony hdmérsékleten szaritott és 6rolt ko-
mény;

A mikrohulldmu el6kezelés, bar kissé noveli a kinyerés sebességét, a nagy veszteségen tilmenden
(mint ahogy varhato is volt) alig volt befolyassal a szaritott koményb6l Kinyert illolaj dsszetételé-
re;

Az oOsszetétel nagyon kis mértékben fligg az elokezelés mddjatol: mikrohullamos eldkezelésnél a
cisz- és a transz-dihidrokarvon mennyisége novekszik;

Szén-dioxiddal végzett szuperkritikus fluid extrakcio szelektivebb, mint a vizg6z desztillacio és je-
lentésen megnd az a-terpineol mennyiség az extraktumban. Ez valosziniileg azzal magyarazhato,
hogy vizgdz-desztillacid soran az a-terpineol jelentés hanyada a vizes fazisban marad.
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Génkiutés A-Red rekombinéacioval Escherichia coli-ban
Gene Knockout using A-Red Recombination System in Escherichia Coli

Eliminarea genelor in Escherichia coli
folosind sistemul de recombinare A-Red
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ABSTRACT

Industrial biotechnology is an important tool for the production of many commodity and specialty chemicals
using microorganisms. Many microorganisms are able to produce industrially important organic compounds, but
there are some barriers in the economical production. Metabolic engineering can be used to overcome these
problems. The J-Red recombination system is an efficient method for preparing precisely defined insertions,
deletions, and point mutations in the Escherichia coli genome. In this study the J-Red recombination system has
been used to knockout the pyruvate format lyase gene from the E. coli genome which was isolated from animal
faeces.

OSSZEFOGLALO

Az ipari biotechnolégia nagyon fontos eszkdz sok alap-, illetve specialis vegyi anyag eléallitasdara mikroor-
ganizmusokkal. Tobb mikroorganizmus képes iparilag hasznos szerves vegyiiletek elédllitdsdra, azonban a gazda-
sagos termelésnek van néhany akaddlya. Ezen problémdak megoldasara az anyagcsere mérnokség ad lehetiséget. A
A-Red rekombinaciés rendszer egy olyan hatékony modszer, amelynek alkalmazéasaval pontosan meghatarozott
beillesztéseket, torléseket illetve pontmutdaciokat lehet végezni az Escherichia coli genomjaban. Kutatasunk soran A-
Red rekombinéci6s rendszer alkalmazasaval eliminaltuk a piruvat-format liaz génjét dllati eredetii fekaliabdl izo-
lalt E. coli genombol.

Kulcsszavak: génkiiités, A-Red rekombinacio, Escherichia coli, piruvat-format lidz, anyagcsere mér-
nokség

1. BEVEZETO

Napjainkban szdmos szerves anyagot biotechnologiai uton allitanak eld, mégpedig fermentacioval [1].
Fermentacio soran a mikroorganizmusok sajat élettevékenységiikhdz sziikséges energiat termelnek, mikézben
iparilag hasznos metabolitokat allitanak el6 [2]. Viszont ezen anyagok ily moédon valo gazdasagos el6allitasa-
nak korlatai vannak, mint peldaul az alacsony termelékenység, illetve hozam, probléméak a mikroorganizmus
nevelési korilményeivel stb. [3] Ezen problémak megoldasara az anyagcsere mérnokség ad lehetéséget [1].
Az anyagcsere mérndkség a sejt tulajdonsagainak iranyitott megvaltoztatasat teszi lehetdévé, meghatarozott
biokémiai reakciok médositasaval vagy Ujak bevezetésével, a rekombindns DNS technoldgiét felhasznélva.
Olyan torzsek kialakitasa a cél, ahol a kivant metabolitot nagy mennyiségben tudja eldallitani a sejt [4].

Ennek megval6sitasahoz Uj anyagcsere Utvonalakat lehet beépiteni a sejtbe, enzimaktivitast lehet novel-
ni, vagy a mar meglévé utvonalakat meg lehet valtoztatni génkiiitéssel [3, 5]. A A-Red rekombin&cios rendszer
egy olyan hatékony mddszer, amelynek alkalmazésaval pontosan meghatérozott beillesztéseket, torléseket
illetve pontmutéaciokat lehet végezni a sejtek genomjaban [6]. A rendszer mitk6déséhez a A-fdg harom génjére
van szikség: az exo, bet és gam génekre [7].
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A génkiiités 1épéseit az 1. abra szemlélteti. Els6 1épésben egy génspecifikus kazettat kell késziteni,
amely polimeraz lancreakcio segitségével valosithatd meg. Ez a génspecifikus kazetta tartalmaz egy antibioti-
kum rezisztenciaért felelés szakaszt, amelyet két FRT szakasz (flipaz rekombinaz felismerd helyek) hatarol. A
polimeraz lancreakcio sordn olyan primereket kell hasznalni, amelyek lehet6vé teszik, hogy a génspecifikus
kazetta végei homoldgok legyenek az elimindland6 gén két hatéarolo régidjaval. A génspecifikus kazetta bejut-
tatasa el6tt, a sejteket transzformalni kell egy pKD46 nevii plazmiddal. Ez a plazmid a homoldg rekombina-
cioért felelos géneket tartalmazza, vagyis a Red rekombinaz részeit (exo, bet, gam). A kovetkezo 1épés a
génspecifikus kazetta bejuttatasa a sejtekbe, ami elektroporalas réven valosithatd meg. Miutan a kazetta beju-
tott a sejtekbe, megtorténik a homoldg rekombinacid. A génmegszakitott torzsek szelektalasa antibiotikum
tartalmu taptalajon torténik, a kazettat alkot6 antibiotikum rezisztenciaért felelos szakasznak kdszonhetéen. A
rezisztencia megsziintetéséhez pCP20-as plazmidot lehet alkalmazni, amely egy flipaz enzimet kodol. Ez az
enzim felismeri az FRT helyeket és kivagja a koztiik 1év0 génszakaszt, vagyis az antibiotikum rezisztenciaért
felelds részt.

Els 1épés. FRT helveldcel kozrefogott rezisztencia gén (génspecifikus kazetta) készitése Harmadik lépés. A-Red rekombinacio - linearis fragment transzformalasa 1-Red rekombingz
PCR segitségével enzimet expresszdlo torzsbe (expresszio induksldsa L-arabinozzal)
FRT FRT

PABIF

pABIE
Masodik lépés. E. coli sejtek transzormalasa pKD46 expresszids plazmiddal (A-Red rekombindzzal)

N

E. coli kromoszoma

E. coli kromoszoma

E. coli kromoszdéma

1. dbra

Génkiiités lépései 1-Red rekombinacids rendszerrel

Kutatasunk célja, hogy a kiilonboz6 allati eredetii fekaliakbol izolalt, és a legjobb glicerin hasznosito
Escherichia coli térzsben alkalmazzunk egy génmodositd technikat, a A-Red rekombinaz rendszert. A folya-
mat sordn a piruvat format lidz (pfIB) gént eliminaltuk a sejt genomjabol, annak érdekében, hogy iparilag
hasznos torzset allitsunk eld.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A génspecifikus kazetta elkészitése polimeraz lancreakcioval

A génkiltéshez els6 1épésében elkészitettiik a génspecifikus kazettat polimeraz lancreakcié (PCR) al-
kalmazésaval, templatként pKD3 plazmidot hasznélva, amely FRT-vel kdzrefogott kloramfenikol kazettat
tartalmaz. Az PCR soran alkalmazott oligonukleotidokat OligoExplorer 1.2 programmal terveztik. Ezek a
primerek lehetévé tették, hogy a génspecifikus kazetta végei homoldgok legyenek a pfIB gén 5” és 3” végével.
A forward primer, pfIB 1F 5> CGATTTCAGTCAAATCTAATTACATA
GATTGAGTGAAGGTACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 3°, a reverse primer, pflB 2R: 5 AGC
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TTAATGAAAAGTTAGCCACAGCCTGGGAAGGTTTTACATGGGAATTAGCCATGGTCC 3.

A PCR sikerességét 1%-os agaroz gélen ellendriztiik, ezt kovetéen PCR tisztito kitt alkalmazésaval tisz-
titottuk a gyarto utasitasait kovetve, és 4°C-on taroltuk a felhasznalasig.

Annak érdekében, hogy eltavolitsuk a fel nem sokszorozott DNS-t, a tisztitott PCR terméket Dpnl rest-
rikcids enzimmel emésztettiik. Az emésztési reakcid soran 30 pl tisztitott PCR terméket 1U Dpnl restrikcios
enzimmel emésztettiink 1x Tango puffer jelenlétében, 37°C-on 3 6ran keresztiil. Ezt kévetéen az enzim inak-
tivalasa érdekében a reakcidelegyet 80°C-on 20 percig inkubaltuk, majd a DNS-t 2,5 térfogat jéghideg abszo-
lat etanollal kicsaptuk. A kicsapott DNS-t 1 ml jéghideg 70%-0s etanollal mostuk, majd a centrifugalas és
szaritasa utan a pelletet felszuszpendaltuk 20 pl desztillalt vizzel.

2.2. E. coli KCTC2441:pfIB null mutans létrehozasa A-Red rekombinécioval

Kémiai kompetens E. coli KCTC2441 sejteket készitettiink, a sejtek MgCl, és CaCl, oldataval val6
tobbszori mosasa altal, és pKD46-0s plazmiddal transzformaltuk, amely a homoldg rekombinacioért felelés
Red rekombindz génjeit tartalmazza (beta, gam és exo). Ezek transzkripcidja arabin6z indukéalhatd P,.g
promoter szabalyozasa alatt all.

A transzformalashoz 100 ul kémiai kompetens E. coli sejthez hozzaadtunk 1 pl pKD46 hérezisztens
plazmidot. A transzforméacids keveréket 20 percen at jégen tartottuk, majd 1 percre 42°C-ra helyeztiik, ezutan
ismét jégre tettlik. Az optimalis 37°C-r6l 42°C-ra emeltiik a hémérsékletet, mely id6 alatt a fellletre tapadt
plazmidok a fluid membranon keresztlil nagyobb valosziniiséggel keriilnek a sejt belsejébe. Ezt kvetéen hoz-
zadadtunk 900 pl LB tapoldatot, és ezzel inkubaltuk egy 6rat 30°C-on razatva. Végiil a transzformalasi mixbél
100 pl-t ampicillin tartalmua LB taptalajra szélesztettlink és 37°C-on inkubaltuk egy éjszakan keresztiil.

Egy telepbél kiindulva, amely pKD46 plazmid tartalm( E. coli (E. coli + pKD46) sejteket tartalmaz,
elektrokompetens sejteket készitettlink, a sejtek glicerinnel valé mosasa altal. Az 50 pl elektrokompentensé
tett sejtszuszpenziohoz 1 ul génspecifikus kazettat adunk, 1 percig jégen inkubdljuk, majd a lehiitott
elektroporal6 kivettak aljara pipettazzuk, és az elektroporalé kamraba helyezzik. Az elektroporalas kérilmeé-
nyei C=25 pF, PC=200 ohm, V=2,5 kV. Az clektrosokkot kovetden azonnal 1 ml steril, szobahomérsékletii
SOC tépoldatban szuszpendaljuk a sejteket, és steril Eppendorfba pipettazzuk. A felszuszpendalt sejteket
37°C-on 2 oran keresztll inkubaljuk 250 rpm-en razatva. Végiil a transzformalasi mixb6l 100 pl-ert szélesz-
tink kloramfenikol tartalmu LB taptalajra, és 37°C-on inkubaljuk egy éjszakan at a telepek megjelenéséig.

SOC tapoldat elkészitésé¢hez 100 ml SOB oldathoz hozzaadunk (2 g tripton, 0,5 g élesztdkivonat, 0,2 ml
5 M NaCl, 0,25 ml 1 M KCI, 90 ml desztillalt viz, pH=7, 100 ml-ig kiegésziteni desztillalt vizzel, autoklavo-
zas 20 percig 121°C-n) 2 ml steril 1 M gliikdz oldatot.

2.3. A piruvat format liaz gén eliminacidjanak ellenorzése PCR-el

A piruvat format liaz gén megszakitasat az E. coli térzsben PCR segitségével igazoltuk.

A piruvat format lidz gén megszakitasat a pfIB 3F: 5°- AAATCCACTTAAGAAGGTAG
GTG -3’ és pflIB 4R: 5°- TCGTGGAGCCTTTATTGTAC -3’ primerekkel végeztik. 4 db E. coli null pfilB
telepet ellendriztiink. A PCR mixbe templatként egy steril fogpiszkald segitségével jutattuk bele a transzfor-
malt telepeket. A PCR termékeket 1%-os agar6z gélen ellendriztiik.

A piruvat formét lidz gént eliminalt telepeket LB-kloramfenikol tartalm( téptalajra szélesztettik, és
37°C-on egy éjszakan at inkubaltuk a telepek kifejlédéséig, majd ismét ellen6rzé PCR-t készitettlink.

2.4. Antibiotikum rezisztencia gén eltavolitasa

Annak érdekében, hogy eltavolitsuk az antibiotikum rezisztencia gént egy mutans telepbél kiindulva,
elektrokompetens sejteket készitettiink, és a sejteket pCP20 hémérséklet-szenzitiv plazmiddal transzformal-
tuk. A pCP20 egy flipaz nevii enzimet kddol, valamint kloramfenikol rezisztenciaért felelos gént tartalmaz. Ez
az enzim felismeri az FRT helyeket és kivagja a koztiik 1évo génszakaszt, esetiinkben az antibiotikum rezisz-
tenciaért felelGs szakaszt. A transzformalt telepeket egy ujabb kloramfenikol taptalajra oltottuk at és 2 napon
keresztiil 43°C-on inkubdltuk, annak érdekében, hogy a sejtek elveszitsék a plazmidot.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. A génspecifikus kazetta elkészitése polimeraz lancreakcioval

Gének inaktivalasa, vagy Uj gének bevitele egy eukariota vagy prokariéta sejt genomjaba az anyagcse-
re-mérndkseg segitsegével valdsithatd meg, amelynek soran a sejt valamilyen metabolitot nagyobb mennyi-
ségben fog termelni a vad tipusu sejthez képest. A piruvat format lidz gén inaktivalasat A-Red rekombin&cio-
val valositottuk meg, amely homol6g rekombinéacidn alapul.
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A génkiltéshez hasznalt génspecifikus kazettat polimeraz lancreakcioval készitettiik el, amelynek
eredményét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. A 2. abran lathatd, hogy a PCR termék 1100 bp, ami
megfelel a génspecifikus kazetta méretének.

i X 3

1500
1000
730

2. dbra
PCR amplifikalt génspecifikus kazetta ellendrzése 1%-0s agardz gélen
1: 1 kb DNS molekulastly-marker (Fermentas, 1 ul); 2, 3: piruvat format lidz génspecifikus kazetta.

3.2. E. coli KCTC2441:pfIB null mutans létrehozasa A-Red rekombinéacidval

A génspecifikus kazetta elkészitését kovetden, E. coli kémiai kompetens sejteket hoztunk létre a sejtek
kétértéki kationokkal vald mosasaval, és pKD46 ampicillin rezisztenciaért felelés gént tartalmazo plazmiddal
transzformaltuk. Innen, egy telepb6l kiindulva, -elektrokompetens sejteket készitettink, amelyekbe
elektroporalassal bejuttatuk a génspecifikus kazettat. Az elektroporalas eredménye a 3. abran lathato.

Az antibiotikum tartalmu taptalajon kin6tt telepek arra engednek kovetkeztetni, hogy a bakterialis ge-
nomban megtortént a rekombinacid, vagyis a pflB gén kicserél6dott a génspecifikus kazettara a homolog sza-
kaszok mentén.

3. &bra
A génspecifikus kloramfenikol kazettat tartalmazo elektroporalt sejtek LB-kloramfenikol tartalmu taptalajon

3.3. A piruvat format lidz gén eliminéci¢janak ellenérzése PCR-el
A pfIB gén elimindcidjanak sikerességét E. coli torzsb6l egy tijabb polimeraz lancreakcioval valdsitot-
tuk meg, amelynek eredménye a 4. abran lathatd.
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4, dbra

A génspecifikus kazetta bejuttatasanak ellendrzése polimeraz lancreakcioval,
és a PCR termékek futtatasa 1%-os agardz gélen
1: 1 kb DNS molekulasuly-marker (Fermentas, 1 pl); 2, 3, 4, 5: génspecifikus PCR termékek;
6: az E. coli piruvat format lidz génje; 7: kontroll reakcio.

A transzformalt telepek koziil négyben ellendriztiik le a gén kiltését, kontrollként a vad Escherichia co-
li KCTC2441 torzset hasznaltuk. Az eredmények azt mutatjak, hogy sikerilt a pflB gén cseréje a
kloramfenikol kazettdra. A masodik, harmadik, negyedik és 6todik oszlopokban négy telepbdl kapott PCR
termék lathatd, amelyek mérete megegyezik a génspecifikus kazetta méretével (1100 bp). A 6. oszlopban ta-
lalhat6 kb. 2300 bp nagysagu termék megfelel a vad tipust torzsbél felszaporitott pflB gén méretének (2295
bp). Tehat elmondhatjuk, hogy a transzformalt sejtekben a gén helyét a genomban a génspecifikus kazetta
vette at.

3.4. Antibiotikum rezisztencia gén eltavolitasa

Az antibiotikum rezisztencia gén eltavolitasa érdekében pCP20 plazmidot juttattunk a sejtekbe
elektroporalassal, majd ampicillin tartalmu taptalajon szelektaltuk a plazmidot tartalmazé sejteket. Ezt kdve-
téen a kinott telepeket 0j lemezre oltottuk at, és 2 napig 43°C-on inkubaltuk. Mivel a pCP20 egy hémérséklet-
szenzitiv plazmid, ezért 43°C-on a sejtek elveszitik. Ezt kovetéen a 2 napos telepeket harom 0j lemezre oltot-
tuk at, egy antibiotikum nélkdli, egy ampicillin tartalmud és egy kloramfenikol tartalmd lemezre. Amint az 5.
abran lathato, a sejtek csak az antibiotikum nélkiili taptalajon fejlédtek. Ez azt jelenti, hogy a génspecifikus
kazetta kloramfenikolt kodolo része sikeresen elimindlodott, mivel a telepek nem fejlédtek a kloramfenikol
tartalma taptalajon, és a sejtek elveszitették a pCP20 plazmidot is, mivel mar nem rendelkeznek ampicillin
rezisztenciaval sem.

5. dbra
A mutans torzs kiilonbozé antibiotikum tartalmu téptalajon
A. Antibiotikumot nem tartalmaz6 LB taptalajon fejlodott telepek.
B. Ampicillint tartalmaz6 taptalajra oltott mutans torzs.
C. Kloramfenikolt tartalmazo taptalajra oltott mutéans torzs.
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4. KOVETKEZTETESEK

Kovetkeztetésként elmondhatd, hogy sikeresen megvalositottuk a pfIB gén kiltését egy izolalt E. coli
torzsben, A-Red rekombinécids rendszert alkalmazva.

Tovabbi céljaink kdzé tartozik, hogy a létrehozott mutans térzset minimal taplevesben neveljik, ahol a
baktérium sejt szénforrasként glicerint hasznosithat, és meghatarozzuk a termelt metabolitokat kromatografias
madszerekkel. Ezek mellett tovabbi gének kititését szeretnénk megvaldsitani annak érdekében, hogy egy ipari-
lag hasznos E. coli torzset alakitsunk Ki.
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pentru digestia anaeroba cu scopul producerii biogazului

GYENGE Lészl6', JAKAB Ervin', KELEMEN Edmond?®, RADULY Botond?,
LANYI Szabolcs'?, ABRAHAM Beéta’

'Bukaresti Mliszaki Egyetem, Alkalmazott Kémia és Anyagtudomanyok Kar,
RO-060042, Bukarest, Splaiul Independentei 313, tel. 4021-402 96 24, fax 4021-402 39 34,
gyengelaszlo@sapientia.siculorum.ro, www.upb.ro
2Sapientia EMTE, Miszaki és Tarsadalomtudomanyi Kar, Biomérnoki Tanszék, Csikszereda,
RO-530104, Szabadsag tér 1, tel. 40-266-31 71 21, fax 40-266-37 20 99, http://mttk.csik.sapientia.ro

ABSTRACT

During our research we have investigated the applicability of the use of dairy by-product (bactofugate)
as substrate for anaerobic digestion at mesophilic temperature. Fermented anaerobic sludge obtained from
the efluent of an upflow anaerobic sludge blanket (UASB) reactorwas used as inoculum. During one week-
long batch digestion of biomasswe meassured daily the volume of the generated biogas and its methane
concentration. Furthermore we meassured the initial and final chemical oxigen demand (COD) of the
biomass. As result 320 mL CH4/g COD specific methane yield was achieved. The results demonstrate that the
bactofugate represents a suitable substrate to biogas generation by anaerobic digestion.

OSSZEFOGLALO

Kutatasunk soran tejipari melléktermék (dobiszap) anaerob rothasztasban szubsztratumként vald fel-
haszndlasanak alkalmazhatésagat vizsgaltuk mezofil homérsékleten. Ennek megvalésitasa érdekében felaram-
16 anaerob iszapréteges szennyviztisztitobol szarmazé rothasztott iszapot alkalmaztunk inokulumként. A sza-
kaszos tizemeltetésii reaktorokban 1 hétig tarté biomassza rothasztdsa soran naponta mértik a keletkezett
biogaz térfogatat és ennek metankoncentraciojat, ill. a biomassza kezdeti és rothasztas utani kémiai oxigén-
igényét (KOI). A dobiszap anaerob rothasztasa soran 320 mL CH,/g KOI specifikus metdnhozamot értink el.
Eredményeinkbol megallapithato, hogy a dobiszap, mint szubsztraum alkalmas anaerob rothasztassal végzett
biogéz termelésére.

Kulcsszavak: biogaz, dobiszap, anaerob rothasztés, specifikus metanhozam, kémiai oxigénigény.

Roviditések jegyzéke

KOI - kémiai oxigénigény [mg O,/L];

UASB - felaraml6 anaerob iszapréteges szennyviztisztito reaktor;
TCD - h6vezet6 detektor;

bioim @t - 4tlag napi biogaz hozam, [mL/L biomasszal;
ng;ji"a”i - napi biogazhozam szérasa, [mL/L biomassza];
biocat™ - kumulativbiogaz hozam, [mL/L biomasszal;
citlagbiod. _ hiogaz metankoncentracioja, [%];
padagnapt _ 4tlag napi metanhozam, [mL/L biomasszal;
pzrasnapt _napi metdnhozam szorasa, [mL/L biomasszal;
pidagium - ymulativ metanhozam, [mL/L biomassza).
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1. BEVEZETO

A kornyezeti elemek szennyezése a vilag minden tajan folyamatosan novekszik. A f6 szennyez6 forra-
sok az ipar, a mez6gazdasag, valamint a varosi tevékenység. A kiilonb6zé orszagok kormanyai, ipari izemek
vezetdi egyre inkdbb tudatdban vannak ezen problémanak, igy tamogatjak olyan 1j technologidk kifejlesztését,
melyek segitségével hatékonyan és gazdasdgosan lehet eltavolitani a karos anyagokat kornyezetiinkb6l [1],
[2]. Az egyik kivalo technoldgia, mellyel sikeresen lehet kezelni a szennyezések szerves frakcidjat, az anaerob
rothasztas. Ezen eljaras ugyan nem alkalmas arra, hogy a melléktermékek és hulladékok képzédését megaka-
dalyozza, de azok szervesanyag-tartalmanak csokkentése mellett biogaz, mint ,,z0ld energia” el6allitasara is
lehetdséget nyujt [3]. Ily mdédon a kdrnyezetre karos anyag felhasznalasaval szamunkra fontos produktum,
biogaz (energiahordozo) nyerheté [4]. A biogaz szerves anyagok baktériumok &ltal anaerob kérilmények
kozott torténd lebontasa soran képz6dd gazelegy. Megkozelitéleg 45-70% metant, 30-55% szén-dioxidot,
valamint kis mennyiségii nitrogént, hidrogént, kénhidrogént és egyéb gazokat tartalmaz [2], [5].

A tejipar egyik f6 mellékterméke a dobiszap, amely a nyers tej folozése és tisztitd centrifugalésa
(baktofugalasa) soran keletkezik. Ez a melléktermék igen veszélyes, ha kezeletlendl kerdil vissza a természet-
be, hisz rengeteg mikroorganizmust és mas szennyezddést tartalmaz. Mivel a tej baktofugélasa soran a dob-
iszap a tisztitandd tej mennyiségének 0,1%-at teszi ki, igy egy atlagos kapacitasu tejfeldolgozo tizem éves
szinten igen nagy mennyiségii dobiszapot képes termelni. Példaként tekintve egy atlagban napi 50 000 L tejet
feldolgozo tlizem esetén évi 18 tonna dobiszap gytilik dssze [6], [7]. Manapsag ezt a szamottevé mennyiségii
szerves anyagokat tartalmazo mellékterméket megfeleld sterilezés utan, takarmanyként hasznositjak. Ez az
eljarés igen energiaigenyes folyamat [6].

E hagyomanyos eljarassal szemben a magas szervesanyag-tartalmu tejipari hulladék, a dobiszap anae-
rob rothasztasa alternativ felhasznalasi eljarast nydjthat, mely soran a felszabadul6 biogaz elégetése soran
hozzajarulhat a tejfeldolgozd héenergia-sziikséglete egy részének a biztositasaban. Tovabba, ezaltal kivalthatd
a dobiszap sterilezésére forditott szamottevé energiamennyiség is.

Ebbdl adodoan kutatasunk céljaként a dobiszap anaerob rothasztasban szubsztratumként valo felhaszna-
lasanak alkalmazhatosagat tiiztiik ki célul, tovabba szakaszos rothasztasi kisérletekben meghatarozni kivanjuk
a dobiszap specifikus metdnhozamat is.

2. ANYAG ES MODSZER

Szubsztratum és inokulum jellemzése

Rothasztasi kisérleteinkben szubsztratumként tejipari mellékterméket, dobiszapot hasznaltunk, melyet a
csikszeredai tejfeldolgozo lizembdl (S.C. Lactate Harghita S.A.) szereztiink be. A dobiszapot felhasznalasig
4°C-on taroltuk.

Oltéanyagként a Csikszeredai Sorgyar (Heineken Romania S.A.) felaraml6 anaerob iszapréteges
szennyviztisztitd (UASB) reaktorabd6l szarmazd granulalt tipust rothasztott iszapot hasznaltuk, melyet fel-
hasznalas el6tt 14 napig 37°C-on taroltunk. Ezen, az agynevezett ,,éhezé idészak™ alatt, az inokulumban eset-
legesen visszamaradt szubsztratum dontd tobbsége biogazza alakult, ezaltal minimalisra kivantuk csokkenteni
az inokulum metanpotencialjat.

Az inokulum és a szubsztratum szarazanyag-tartalmanak meghatarozéasara az irodalomban leirt standard
eljaréast alkalmaztuk [8].

Az inokulum és a dobiszap kémiai oxigénigényenek (KOI) meghatarozdsara a klasszikus, ka&lium-
dikromatos ,,open reflux” eljarast alkalmaztuk [8]. A kémiai oxigénigény a szervesanyag-tartalom indirekt
maédon vald kifejezésére szolgalé mutatd, ami lényegében az egységnyi térfogatd mintaban talalhaté szerves
anyag kémiai oxidaciojara felhasznélt oxigén-mennyiséget jeldli. A rothasztési kisérlet befejeztével is meg-
mértik a biomassza KOI értékét, melyet dsszehasonlitva a kezdeti biomassza KOI értékével, becslést tudunk
mondani az eltavolitott szervesanyag-tartalomra.

Rothasztasi Kisérlet elokészitése

A biogazfejlesztésére alkalmas biomassza el6készitésére az inokulum és szubsztrat keverékét hasznal-
tuk. Mivel a dobiszap szdrazanyag-tartalma 5,6%-0s, mig a inokulumé 9,7%-0s volt, ez utébbit is 5,6%-ra
higitottuk desztillalt vizzel. A biomassza 6sszeallitdsa soran a szubsztrat és az inokulum 1:1 ardny( keverékét
(szarazanyag-tartalomra szdmolva) készitettiik el. A keverék dsszeallitasa utan a biomassza pH-jat 7,5-0s ér-
tékre allitottuk be. Erre azért volt sziikség, hogy biztositsuk a anaerob rothasztasban résztvevé mikroorganiz-
musok szdmara az optimalis kémhatéast. Az 1,1 L térfogati biomassza rothasztasat mezofil hémérsékleten,
37°C-ra bedllitott inkubéatorban, 1,2 L térfogatu rektorokban végeztik két parhuzamban, 7 napig. Vak proba-
ként csak inokulumot tartalmazé reaktort is el6készitettiink. E vak proba soran termelt biogaz mennyiséget
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kivontuk az éles mintak biogadz hozamaibdl. A reaktorok lezarasa el6tt ezeket nitrogéngaz befuvassal oxigén-
mentesitettiik. A reaktorok kevertetését manualisan oldottuk meg, melyet napi 2-3 alkalommal végeztink. A
termelt biogazt, a reaktort lezaré gumidugoba helyezett szilikoncs6n keresztiil vezettiik el, melynek térfogatat
és metantartalmat napi rendszerességgel monitorizaltuk, az aldbbiakban ismertetett mddszerek segitségével.

Fejlodott biogaz jellemzése

A rothasztas soran fejlodott biogaz térfogatat és dsszetételét naponta mértiikk. A termelt biogaz térfoga-
tdnak mérésére a Walker és mtsai. [9] altal leirt mddszert alkalmaztuk. A modszer 1ényege abbdl all, hogy egy
savas kemhatasu, desztillalt vizzel (pH=2) feltoltott, felforditott helyzetli mér6hengerben mértiik a termelt
biogéz ltal kiszoritott térfogatot. A mért biogaz térfogatat hémérséklet fiiggvényében korrigaltuk normal
korulményekre (0°C, 101325 Pa).

A biogdz metantartalmat hévezetd detektorral (TCD) felszerelt HP 5890 Series II tipusu
gazkromatograffal hataroztuk meg. Az alkalmazott kapillaris cs6 tipusa: Mol Sieve SA PLOT (Supelco). Vi-
vOgazként analitikai mindségli nitrogént alkalmaztunk. Az alkalmazott injektor-, detektor- és kemencehdmér-
séklet sorban a kovetkezOk voltak: 120°C, 120°C ill. 80°C. A gézkromatografot biogdz metantartalméanak
meghatarozasa el6tt analitikai mindségli metdnnal és széndioxiddal kalibraltuk. Injektorként Hamilton
GasTight 250 pL tipustfecskenddvel végeztiik. E vizsgalat elvégzéséhez 100 pL térfogata biogazt fecsken-
deztlink az injektorba.

3. EREDMENYEK ES KIERTEKELESUK

A dobiszap anaerob rothasztasa soran keletkezett biogaz- ill. CH4-mennyiségeket 1 L biomasszara sza-
molva az 1. tablazat és az 1. abra foglalja 0ssze. A tablazatban szereplé adatokat szemiigyre véve lathato,
hogy az egy hétig tartd rothasztasi periddus utolsé két napjan a termelt biogaz ill. metdn mennyisége nagyon
lecsokkent. A csokkenés mértéke hasonld volt mindkét fermentor esetén, amit a szoras értékek is megerdsite-

nek (nfjs;ii"“”i, ill.nﬁ;é‘s’"“"i). Ez arra utal, hogy az &ltalunk megvélasztott koriilmények kozétt a dobiszap

anaerob fermentacioban lebonthatd szervesanyag-tartalmanak talnyomo tobbsége feltehetdleg mar biogazza
alakult és igy a szakaszos rothasztas id6tartamanak megvalasztott 1 hét elegend6 volt.

1. tblazat. Atlagos napi ill. kumulativ biogaz- és metanhozamok 1 L biomasszara kifejezve

itlagmapi | szérasmapi | atlagkum itlag,biog. | atlagmapi | szérasnapi atlag kum
Napok biogaz biogiz biogaz Cena CH4 CH4 CH4
[mL] [mL] [mL] [%6] [mL] [mL] [mL]

0 0 0 0 0 0 0 0
1 310 47 310 51 158 28 158
2 417 16 727 48 200 13 358
3 326 2 1053 45 145 3 503
4 291 15 1344 47 135 3 638
5 151 16 1495 49 73 4 712
6 94 7 1589 47 44 5 755
7 42 6 1630 46 19 3 774

A termelt biogdz meténtartalma a rothasztas egész idétartama alatt 47% koriil mozgott mindkét reaktor
esetén, ami megfelel a kommunalis iszap rothasztasabdl szarmazo biogaz CH,-tartalmanak [5].
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1. dbra
Napi biogaz- és metdnhozamok alakulasa a rothasztas soran 1 L biomasszara kifejezve

A rothasztandd dobiszap és inokulum ill. a rothasztott biomassza mért KOI értékeit a 2. tablazat tartal-
mazza. A dobiszap és inokulum szérazanyagban kifejezve 1:1 aranyl keveréke képezte magat a biomasszat,
amit az el6bbiekben leirt koriilmények kozott rothasztottunk. A tablazatbdl lathato, hogy a rothasztani kivant
biomassza KOI értéke az 1 hétig tartd rothasztast kovetéen 2418,16 mg O,/L értékkel csdkkent.

Az anaerob rothasztas soran a KOI alland6, megmaradd mennyiség. Tovabb4, tudva azt, hogy az anae-
rob fermentacio soran - mint azt a neve is mutatja - nem torténik oxidacid, az anaerob fermentorba érkez6
anyagok KOI mennyiségének, azonosnak kell lennie az abbdl kilépé anyagok KOI mennyiségével. Ebbol
kovetkezik, hogy a rothasztast kovetden biomasszabol tdvozé KOI mennyiségének a felszabadul6 biogaz KOI
egyenértékének kell lennie. Mivel a CO, KOI értéke 0, csakis a CH, KOI-ja képezheti az eltavolitott KOI
mennyiségét. Ismerve a CH, KOI egyenértékét (1 Nm*® CH,-nak megfelel 2,857 kg KOI egyenérték[3]), a
rothasztas sordn biomasszabdl tavozd KOI mennyiségét (2. tablazat) és a keletkezett CH,-mennyiségét (1.
tablazat), dssze tudjuk hasonlitani a rothasztas soran keletkezett CH4-mennyiséget, a biomasszabol tavozé
KOI egyenértéknek megfelel6 elméleti CH,-mennyiséggel [3]. Az eltérés mértékébol viszont meg tudjuk haté-
rozni az esetleges veszteséget.

2. tblazat. A biomassza mért kémiai oxigénigény értékei

Komponens Komponens Biomassza
Biomassza | Komponens KOl KOI (atlag) | Kol (atlag)
[mg O,/L] [mg O,/L] [mg O,/L]
) 56458,83
Rothasztas Dobiszap 53152.68 54805,76
elétti 11638.61 48726,89
biomassza Inokulum : 42648,03
43657,45
Rothasztas . 45388,89
utani Dobiszap + 46308,73
. Inokulum
biomassza 47228,57
Biomassza
KOl fogyasa 2418,16

A fentebb emlitett CH,-KOl-egyenérték Osszefliggésbol kiindulva a kisérlet végén 1 L biomasszara
mért KOI fogyas mértéke (2418,16 mg O-/L) az altalunk gyakorlatban mért CH,-mennyiség (775 mL) helyett
846 mL-nek felelne meg. Ez azt jelenti, hogy a gyakorlatilag mért kumulativ CH,-mennyiség, 2213 mg O,/L
KOI mennyiségnek felelne meg. Tehéat 8,5%-al kevesebb CH,-t termeltiink gyakorlatban, mint amennyi var-
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hato lett volna a biomassza mért KOI-fogyasabdl szamolva. Ez az alacsony érték arra utal, hogy az altalunk
biogaz térfogatanak megallapitasara alkalmazott modszeriink megfelelének mondhato.

Az irodalomban talélt hasonld, mas szubsztratumok rothasztasa esetén termelt CH,-mennyiségekkel va-
16 kdnnyebb 6sszehasonlitasa véget, az 1 L biomassza &ltal termelt CH,-mennyiség kifejezése helyett, a ter-
melt CH4-mennyiséget célszer(i a biomassza rothasztas utan tapasztalt szervesanyag-fogyasahoz vagy KOI-
fogyasahoz viszonyitva kifejezni. Ez az Ugynevezett specifikus metdnhozam. Esetiinkben ez az érték 320 mL
CH,4/g KOI értéknek felel meg. Ez a CH4-mennyiség tébb esetben jobb értéknek mondhatd méas élelmiszeripa-
ri hulladékok anaerob rothasztasa soran felszabadul6 metan mennyiségénél [10].

KOVETKEZTETESEK

Kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy a dobiszap - mint tejipari hulladék - alkalmas anaerob rothasz-
tasra és biogaz termelésére. Fontos azonban megjegyezni, hogy a dobiszap ipari szintii biogaz termelésre valo
hasznositasa el6tt tovabbi laboratoriumi kisérletekre van sziikség, mely soran a folyamat optimalizalasa mel-
lett (pl. rothasztasi homérséklet, pH-szabalyozas, kevertetés stb.) 1éptéknoveld rothasztasi kisérletekre és a
folyamatos tizemeltetésii reaktorokban valo rothasztasi kisérletekre is sziikségiink van. Kutatasunk kdvetkezo
1épéseként a dobiszap rothasztasi koriilményeinek optimalizalasat tiiztiik ki célul.
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for the Preparation of Glycosilated Bioconjugates

Sinteza glicozilaminoacizilor protejati
in scopul obtinerii bioconjugatilor glicozilati

KOVACS Anita Karmen PhD hallgat6, Dr. HETENY! Anasztazia egyetemi tanarsegéd,
Prof. Dr. TOTH Gabor egyetemi tanar
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ABSTRACT

Incorporation of carbohydrate moieties into biologically active molecules has widespread interest
because of their decisive role in the biological recognition, transport and absorption. Despite of the importance
of it, only very few building blocks are available, which can be applied for the incorporation of the
carbohydrate moiety. Our aim was the preparation of appropriately protected, glycosilated amino acid
derivatives which can be applied for glycopeptide synthesis or the preparation of drug conjugates.

Keywords: glycosilation, building blocks, bioconjugates, transport, absorption

OSSZEFOGLALO

Szénhidratok beépitése biologiailag aktiv molekulakba széleskorii érdeklddésre tart szamot, ugyanis a
glikozilacié meghatarozo jelentdségii a biologiai felismerés, felszivodas és transzport szempontjabol. Nyil-
vanvald fontossaga ellenére meglehetdsen kevés olyan €pitdkd all rendelkezésre, amelyekkel szénhidratok
beépitését meg tudnank valositani. Célunk megfelelden védett glikozilalt aminosav-szarmazekok szintézise,
melyek felhasznalasaval glikopeptideket és gyogyszermolekula-konjugatumokat tudnank eléallitani.

Kulcsszavak: glikozilacio, épitékdvek, biokonjugatumok, transzport, abszorpciod

1. ELMELETI HATTER

Az utobbi idékben nagyon fontos fejlesztési irannya valt a gyogyszermolekulak transzportjanak, felszi-
vodasanak a modulédlasa. Ennek egyik eszkdze az ezen molekuldk felszivodasadban szerepet jatszo
transzporterfehérjék igénybevétele.

A bélhdmsejteken keresztiili transzportot az aminosavak, peptidek, szteroidok és szénhidratok is el6
tudjak segiteni, ezért az ezek konjugatumait tartalmazo készitményeknek a felszivodasa joval kedvezébb lehet
az eredeti hatéanyag-molekulaénal. Erre kivaloé példa a virusellenes Acyclovir valin-észter konjugatuma,
amely Valacyclovir néven mar bevezetett gydgyszer [1].

Feltételezziik, hogy maés, tobb transzporterfehérjét is felhasznald konjugatumok még hatékonyabbak
lesznek, ezért aminosavak, kis peptidek glikozilalt szarmazékait kivantuk kiilonb6z6 hatéanyagokhoz konju-
gélni, hogy igy jobb felszivodasu anyagokhoz juthassunk.

Annak ellenére, hogy az €16 szervezetekben lejatszodo egyik legfontosabb reakcio a glikozilacio, szin-
tetikus kémiai Kivitelezése maig problematikusnak tekinthet6 a szénhidratrész elGallitasi, a cukor és
aminosavrész Osszekapcsolasi, valamint a megfeleld védGcsoport-kombinéciok kivalasztasdnak nehézségei
miatt.
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2. CELKITUZES

Célul tiztiik ki olyan, megfeleléen védett glikozilalt aminosav-szarmazékok szintézisét, melyek fel-
hasznalasaval részben glikopeptideket allithatnank eld; masrészt ezek felhasznalasaval olyan gyogyszermole-
kula-konjugatumokat tudnank szintetizalni, melyek az eredetihez képest lényegesen jobb felszivodasi, illetve
transzport-tulajdonsagokkal rendelkeznek.

3. ASZINTEZISEK ES AZOK EREDMENYEI

A szintézisek kulcsvegyilete olyan glikoz-szarmazék, amely 2,3,4,6-hidroxil-csoportjan vedett, az 1-es
hidroxil-csoportjan pedig aktivalt. A kulcsvegyiilet eléallitisa soran a kereskedelmi forgalomban kaphatd
1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-gliikdzbdl (1) indultunk ki. Ennek a vegyuletnek a glikozidos hidroxil-csoportjan
1év6 acetil-csoportot metil-aminnal tavolitottuk el. A kapott termékhez, vagyis a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-
glikozhoz (2) trikloracetonitrilt és 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-ént (DBU) adtunk, melyek reakcidjaval
eléallitottuk a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glikopiranozil-trikl6racetimidatot (3) [2].

OAc OAc oac 3 NH
3 w%@\c CH,NH, Aco&/w CCl,CN.DBU Aco/&V
AcO abs. THF AcO CH,Cl, AcO 0)
" OAc o2 OAc it, 6h OAc
(2) 3)
1. abra

A kulcsvegyulet (3) szintézise

(3) izolaléasara az irodalomban leirthoz képest Uj, hatékonyabb, gazdasdgosabb mddszert fejlesztettiink
ki: kromatografia helyett az etil-acetatban torténd feloldas utan 5%-0s KHSO,-tal torténd extrahalassal szaba-
dultunk meg a melléktermékektol.

170] Oszlop:

Phenomenex Luna C18(2) 100A
Gradiens:5-80% B 25 min

150 1.2 ml/min, 220 nm

tg=12.771 min

AU

020
] | M
0.00] A

0.10]

000 200 450 600 b0 1000 1200 1400 1600 1800 200 200 2000
Mirutes

2. abra
A tisztitott (3) HPLC-profilja
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0.288 Poak 1-KA 130314 imidal felsd + K- $Q 1: MS Scan 1: 100.00-1000.00 ES+, Continuum, CV=30 (Uncalibrated - 5000.0 is outside the calibration range of 333.00-1098.00 Da'sec)

-
3.4x10’ 5317

5297
221074

aoxi0’] 529.7 — 534.7=[M + K]*
26x107]
26x107]
2411074
2201074

20107

1.8x107

Intensity

1.6x107

1.4x107

1261074

1.0x107

8.0x108

6.0x108

401054

6]
2.0x10" 8781

0.0+

Y T t Y T T
42000 440.00 460.00 480.00 500.00 52000 540.00 560.00 580,00 600.00 62000 640.00 660.00 680,00 700.00 72000 74000 760.00 780.00 800.00 820.00 840.00 850.00 88000 900.00
mz

3. dbra
A tisztitott (3) ESI-tdmegspektruma

A (3)t ezek utan eldszér Fmoc-Ser-OBzl védetlen alkoholos hidroxil-csoportjadhoz kapcsoltuk
trimetilszilil-trifluoro-metanszulfonat (TMSOTTf) promoter segitségével. Ennek sordn megvizsgaltuk a reakcid
homérsékletfiiggését: probareakciot végeztiink -45 °C-on / -15 °C-on / 0 °C-on / szobah6mérsékleten, és azt
allapitottuk meg, hogy -15 °C-on legjobb a konverzi6: 21%. Ez a hozam a Fmoc-Ser-OBzl alkoholos hidroxil-
csoportjanak nagyfoku térgatlasa miatt elmarad a glikozilaci6 soran elvarttdl (~50-70%), ennek ellenére sike-
riilt el6allitani a Fmoc-Ser[Glc(4Ac)]-OBzl-t (4).

cCl
OAc V”H Fmoc-Ser-OBzl 1 ekv o
ACO%O TMSOTF 0.2 ekv )\NH
AcO © -~ o "
abs. THF OAc
OAc 15h 5
AcO (0]
i AcO 0
1.5 ekv
OAc
(4)
4. dbra

A glikozilacié sémaja
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1. tablazat. Konverzo fliggése a hdmérséklettol

-45°C -15°C  0°C szobahOmérséklet
Konverzié (%) 11 21 15 5

VWD1 A, Wavelength=220 nm (S:\GABOR\CUKOR128.D)
mAU

1000 ‘
800
600-|
400

200

5. abra
A tisztitott (4) HPLC profilja

A kivant termék mellett azonban jelentds mértékben képzOdott a 2-es pozicioban dezacetilezett mellék-
termék, a Fmoc-Ser[Glc(3Ac)]-OBzl, melynek szerkezetét H'- és C*-NMR spektruménak felvételével bizo-
nyitottuk. A tapasztalt mellékreakcié a szakirodalomban sem ismeretlen [3].

Az alacsony konverzi6 és a nagy mértékben képz6dott melléktermék miatt masik glikozil-akceptorhoz,
a Boc-Ser-OBzl-hez fordultunk. Itt a kisebb térgatlas miatt nagyobb hozamra szamitottunk.

A reakcidt -15°C-on végeztik el. 25%-0s konverziét értiink el, valamint dezacetilezett melléktermék
nem keletkezett.

Ezek alapjan elmondhato, hogy a Boc-Ser-OBzl alkalmas glikozil-akceptor a glikozilezési reakcidhoz.

A tovabbiakban tervezziik mas hdmérsékleteken is elvégezni a Boc-Ser-OBzI glikozilaciéjat, annak ki-
deritése érdekében, hogy tudunk-e elérni jobb hozamot. Ezek utan el kell tavolitanunk a Bzl véd6csoportot,
majd meg kell tisztitanunk a kapott Boc-Ser[GIc(4Ac)]-OH-t. Ezt kdvetéen végezhetjiik el az épit6ké konju-
galasat kiilonboz6 gyogyszermolekulakhoz, valamint épithetjik be peptidekbe glikopeptidek szintézise célja-
bol.

4. KISERLETI RESZ

4.1. 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranoz (2) eldallitasa

1,05 g (2,70 mmol) penta-O-acetil-B-D-glikoz olddsa 10 ml abs. THF-ban. 680 pl (5,40 mmol) metil-
amin hozzaadésa. Kevertetés 2 Ora hosszaig szobahémérsékleten. Beparlas. Sargasbarna olajos anyag.

HPLC-kromatogram: oszlop: Phenomenex Luna 10p C18(2) 100A; gradiens: 5-80% B 25 min, 1,2
ml/min, 220 nm, tg= 15.332 min

ESI-MS: 366,4= [M + NH,]"

4.2. 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glukopiranozil-trikloracetimidat (3) eléallitasa

1,39 g (3,98 mmol) (2) oldasa 22 ml abs. THF-ban. 1,28 ml (12,80 mmol) trikléracetonitril és 0,120 ml
(0,80 mmol) DBU hozzéadasa. Kevertetés szobahén 6 ora hosszaig. Bepéarlés. Barna olajos anyag.

HPLC-kromatogram: oszlop: Phenomenex Luna 10u C18(2) 100A; gradiens: 5-80% B 25 min, 1,2
ml/min, 220 nm, tg= 12.452 min

ESI-MS: 531.3=[M + K]"

24 Miiszaki Szemle e 63



4.3 A 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glikopiranozil-trikldracetimidat (3) tisztitasa

8,60 g (2) oldasa 50 ml etil-acetatban. Extrahalas 3 x 50 ml 5%-0s KHSO,-tal, majd 1 x 50 ml telitett
NaCl-oldattal. Szaritas sicc. Na,SO,4-on. Sziirés, majd beparlas. Tisztitott (3) tomege: 4,60 g.

HPLC-kromatogram: oszlop: Phenomenex Luna 10p C18(2) 100A; gradiens: 5-80% B 25 min, 1,2
ml/min, 220 nm, tz=12.771 min

ESI-MS: 531.7=[M + K]"

4.4. Fmoc-Ser[Glc(4Ac)]-OBzl (4) eléallitasa

0,084 g (0,20 mmol) Fmoc-Ser-OBzl oldasa 0,5 ml abs. THF-ban. 7 pl (0,039 mmol) TMSOTf
hozzaadésa. -45 °C-on (aceton/szarazjég) / -15 °C-on (NaCl/jég) / 0 °C-on (jég) / szobahémérsékleten 1 ml
THF-ban oldott 0,237 g (0,30 mmol) (3) hozzaadasa. Kevertetés 1,5 6ra hosszaig. Beparlas.

HPLC-kromatogram: oszlop: Phenomenex Luna 10pu C18(2) 100A; gradiens: 70-100% B 15 min, 1,2
ml/min, 220 nm, tz=11.941 min

ESI-MS: 748,82= [M +H]"

4.5. Boc-Ser[Glc(4Ac)]-OBzl (5) elballitasa

0,060 g (0,20 mmol) Boc-Ser-OBzl oldasa 0,5 ml abs. THF-ban. 7 pl (0,039 mmol) TMSOTf hozza-
adasa. -15 °C-on (NaCl/jég) 1 ml THF-ban oldott 0,237 g (0,3 mmol) (3) hozzaadasa. Kevertetés 1,5 éra hosz-
szaig. Beparlas.

HPLC-kromatogram: oszlop: Phenomenex Luna 10p C18(2) 100A; gradiens: 70-100% B 15 min, 1,2
ml/min, 220 nm, tg= 9.486 min

ESI-MS: 670,76= [M +H]"
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Harmadlagos kéolaj-kitermelésre alkalmas tenzidek
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Screening Methods of Surfactants for Tertiary Oil Recovery
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ABSTRACT

The vegetable based surfactants are widely used in several industries. The importance of the tertiary oil
recovery (EOR) is growing in the petroleum industry, where the application of nonionic surfactants is
becoming common. Only 30-60% of the oil content from the reservoir can be produced by using primary and
secondary oil recovery methods. The chemical EOR technology has developed for increasing the efficiency of
the oil recovery. There is a productive research for years at the University of Pannonia, Institute of Chemical
and Process Engineering, Department of MOL - Hydrocarbon and Coal Processing in the aim to use some
new surfactant types for EOR utilization. In the research work the elaboration of the performance test
methods of the own-developed surfactant properties is a relevant task.

OSSZEFOGLALO

A novényi olaj alapl nemionos tenzidek ma mar a kilonféle iparagak széles kdrben alkalmazott vegyu-
letei. A kdolajiparban egyre nagyobb jelentdséggel biré harmadlagos kéolaj-kitermelésben (EOR) is terjed a
nemionos feliiletaktiv anyagok haszndlata. Az elsédleges és masodlagos kéolaj-kitermelési eljarasok esetén a
felszinre hozhato kéolajmennyiség a tarolo olajtartalmdnak legfeljebb 30-60%-a. A Kitermelési hatésfok ndve-
lése céljabol fejlesztették ki a kémiai kiszoritason alapuld harmadlagos eljarast. A Pannon Egyetem Vegyész-
mérndki és Folyamatmérnoki Intézetének MOL Asvanyolaj- és Széntechnoldgiai Intézeti Tanszékén évek 6ta
intenziv kutatas folyik (j EOR célu tenzidek kifejlesztése céljabol. Ennek keretében, a sajat fejlesztésii tenzidek
mindsitésére alkalmas vizsgalati modszereket dolgoztuk ki.

Kulcsszavak: nemionos tenzid, kémiai elarasztason alapulé harmadlagos kd&olaj-kitermelés,
tenzidmindsités, modszerkidolgozas

1. BEVEZETES

Az asvanyolajipar szamara a novényi olaj alapt emulgeatorok alkalmazasa perspektivikus lehetdséget jelent
a természetben konnyen lebomlod tenzidelegyek és (j, kdrnyezetbarat technologidk kifejlesztésére. A nemionos
tenzidek egyik kiemelt fontossagu tulajdonsaganak a vizben illetve olajban vald korlatozott oldhatosag tekinthetd,
amelyet mindig a felhasznalasi célnak megfeleléen sziikséges beadllitani [1.]. A ndvényi olaj alapu nemionos
tenzideknek szamos elényiik mellett jelentds hatranyuk, hogy az alapanyagaikként felhasznalt ndvényolajok, vagy
az azokbdl nyert zsirsavak, illetve észtereik sokkomponensiiek és dsszetételiik nagymértékben fligg az eléallitasuk
valtozd Osszetételli alapanyagatol, a novényolajtol és annak tisztitasi technologiajatdl. A szintézisiik soran az atala-
kulatlanul maradt komponensek, illetve a keletkez6 melléktermékek jelenléte szintén érzékenyen befolyasoljak a
lembe venni az oldhatdsaggal osszefiiggé felhasznalasi tulajdonsagok vizsgalatakor. Fontos a tenzid emulgealo
kapacitasa illetve az olajkimoso hatasa is, amelyek az alkalmazott kéolaj-kitermelési mdd (EOR) eredményessége
szempontjabol nélkulozhetetlenek [2.]. A szakirodalmi adatok azonban a kedvez6 molekulaszerkezeteket és e haté-
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sok célszerli aranyait illetden nagyon hianyosak, és a gyakorlati feladatok mai igényeknek megfelelé szinvonalt
megoldasat nem teszik lehetévé. Emiatt sziikségessé valt a tenzidek jellemzésére alkalmas eddiginél pontosabb
hatasvizsgalati modszerek kidolgozasa.

Az elmult 10 év szakirodalmat attekintve megallapitottuk, hogy a tenzides kéolaj-Kitermelési modszer
kémiai hatterével széles korben foglalkoznak, attekintést adnak a kdolaj és az aramlo kozeg kozotti hatarfelu-
leti fesziiltség csokkentésérdl, a kitermelési hatasfokrol, vagy a maradékolaj mobilizalasarol. Altalanos tapasz-
talatként értékelhetd, hogy a kitermeléshez alkalmazott tenzidosszetétel és a technologiai rendszer optimumaé-
nak becslése és meghatarozdsa alkalmaval mindig figyelembe kell venni a gazdasdgi és a specialis
tarolorétegbeli koriilményeket [6.]. Fontos megemliteni, hogy az EOR szakirodalom jelentds része kizardlag a
tenzidek altal csokkentett kdolaj-viz hatarfeluleti fesziltség (IFT) mérésére tamaszkodik [2., 3., 4.].

YeSung és SungNan anionos tenzidként alkil-benzolszulfonsav és szekunder-alkan-benzolszulfonsav
szarmazékokat alkalmazott. Az anionos tenzid mellett nemionos tenzidet vagy olddszert illetve olddszereket is
hasznaltak, amelyekkel ultra alacsony (<10”mN/m) hatarfelilleti fesziiltséget lehetett elérni [5.].

Berger egy ujszerli k6olajkinyerési technoldgiat ismertetett. Az altala felhasznalt tenzidelegy alkohol-
éter-szulfonat alkali fém vagy ammonium s szarmazékait tartalmazza, melyeket telitetlen alkohol éterekbél
allitott el6. Emellett még telitetlen alkoxilalt alkoholt és valtozod Gsszetételii etilén-oxidot, propilén-oxidot és
butilén-oxidot is tartalmazott, amelyek aranyainak jo megvalasztasaval a hatarfeluleti tulajdonsagok kedvezé-
en alakultak ki kiilonb6z6 kdolajok és kiilonbozé kézetek esetén [6.].

Az (j, EOR célu tenzidek kifejlesztési koltségeinek csokkentése céljabol a sajat fejlesztésti kisérleti
termékek mindsitésére alkalmas vizsgalati modszerek kidolgozasa is szlikségessé valt.

Célunk a kiilonbozd Osszetételli tenzidek mindsitésére alkalmas, un. szelekcids modszerek kivalasztdsa
és felhasznalasi lehet6ségeinek vizsgalata volt. Emellett az ismertetett modszerekkel a feliiletaktiv tulajdonsa-
gok és a tenzidek dsszetétele kozotti dsszefuiggéseket is tanulmanyozni kivantuk.

2. FELHASZNALT ANYAGOK

A méréseink soran a Pannon Egyetemen kifejlesztett anionos gemini tenzideket illetve Gjonnan szinteti-
zalt nemionos, valtozo komponens dsszetétell zsirsav-poliol észter tipusd tenzideket hasznaltunk fel. A méré-
seinkhez egy kereskedelmi forgalomban kaphatd, poliakrilamid tipust folyasmddosité polimert is alkalmaz-
tunk. Az eléallitott tenzidkompoziciok Osszetételét az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: Tenzidkompoziciok dsszetétele

f g ST-jeli kompozi- | SM-jeli kompozi-
Kompozicio jele L .
ci6 sorozat ci6 sorozat
Komponensek Komponensarany, %
MOLANIONIC 55 60
PENONIONIC | 25 40
PENONIONIC 11 20 -

Az ST és SM jelii tenzidkompozicidkat 15 g/dm®, a folyasmadosité polimert pedig 1 g/dm?® koncentracioban
alkalmaztunk. A polimert és tenzideket tartalmazo oldatokat az Algyd-2 jelii kéolajtermelé mez6bdl szarmazo szlrt
rétegvizbdl készitettiik. A PENONIONIC T jelii, zsirsav-észter tipust tenzid sorozat, monoészter tartalma 80 és
98% kozotti volt. A kdolajat emulgealod hatas vizsgalatara egy algy6i kdolajmezobol szarmazo, a 2. tablazatban
feltlintetett tulajdonsagu, paraftinbazisu modell kdolajat hasznaltunk.

2. tablazat: A vizsgalathoz alkalmazott kéolaj (Algyd)

. Az algyéi koolaj minta jele
Jellemzo ALG 892/A2
Stirtiség, kg/m° 830,8
Szin, ASTM 8

DV 20°C, mPas 92,9

DV 80°C, mPas 19,3
Viztartalom, % (Marcusson) 0,05
VK 40°C, mm?/s 4,92
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Vizsgalatainkhoz a kés6bbi mezokisérlet elvégzéséhez kijeldlt tarolobol szarmazd, valodi rétegvizet
hasznaltunk fel.

3. VIZSGALATI MODSZEREK

Az EOR célra eléallitott tenzidek mindsitését szamos laboratoriumi vizsgalat adatai alapjan végeztiik.
Ezek kozul a teljesség igénye nélkiil, az EOR technoldgia szempontjabdl legfontosabb felliletaktiv tulajdonsé-
gokat ismertetjuk.

3.1. Emulgealo hatas vizsgélata

A vizsgalat azon alapul, hogy a vizsgaland6 kéolajat és a kisérleti tenzidet tartalmazd, beallitott pH-jU
rétegvizes oldat azonos térfogati mennyiségét 6sszemérjik, a fazisokat 6sszerazzuk, majd ulepités utdn mér-
juk a kialakult fazisok térfogati megoszlasat, illetve hokezeléseket kovetden a térfogataranyok ismételt méré-
sével meghatarozzuk az emulzi6 termikus stabilitasat.

A vizsgalati eljaras soran a 10 cm? térfogat(i 15 g/dm® emulgeétor elegyet tartalmaz6 vizes oldatot és a
10 cm® modell olajat egymas utan bemérjiik a méréhengerbe. A folyadék keveréket szobahdmérsékleten 7
teljes ciklusu forditassal 6sszerdzzuk. A vizes és az emulzids fazis térfogati ardnyara vonatkoz6 mérési adato-
kat a teljes térfogatra vonatkoztatott folyadék térfogat %-aban adjuk meg. A méréseket 25 és 90°C-on, 0-48
ora llepitési idétartamban végezziik. A parhuzamos mérések kozott megengedett legnagyobb eltérés: + 2 %.

3.2. Olajkimos6 hatas vékonyréteg kromatogréafias (VRK) meghatarozasa

A mérés végrehajtasa soran a vizsgalando kdolaj meghatarozott mennyiségét egy iiveglapra elézetesen
modell kozetporbdl elkészitett kromatografias rétegre cseppentjiik, majd a kdolajtaroloban 1év6 viznek megfe-
lelé Bsszetételis, az emulgeator elegyet 15 g/dm? koncentracidban tartalmazo, algy6i rétegvizben futtatjuk. A
kéolajfolt felsd szélének a cseppentés kozéppontjatol mért elmozdulasanak tavolsagat mm egységben hataroz-
zuk meg.

A vizsgalati eljaras el6készitéseként el6szor a vékonyréteget allitjuk eld. A tiszta, szaraz liveglapot az
elozdleg 4-5 percig erdteljesen Osszerdzott modell kozetdrleményt tartalmazéd kloroformos szuszpenzidba
martjuk (100 g rétegképzohdz 60-65 cm® kloroformot adunk), és 20 percig hagyjuk szaradni a réteget. Ezutan
az lveglap aljatol 2 cm-re felcseppentiink 4 pl kdolajat. Az olajfolt szétteriilése és 30 perces szaradasa utan
mm-ben mérjiik a folt futtatas iranyaba es6 sugarat. Mindig frissen készitett lemezzel dolgozunk, mert a réteg
akkor a legaktivabb.

A 15 g/dm® tenzidet tartalmazo modell rétegvizb8l 15 cm>-t a henger alaku vizsgalocsébe bemériink, az
Uveglapot belehelyezzilk, majd a kémcsovet alufolidval lezarjuk. 80 °C-os szaritészekrényben, 3 ora id6tarta-
mu futtatds utin a lemezt kivessziik a kémcs6bdl és megmeérjik a cseppentés helye és az olajfolt széle kdzotti
tavolsagot. A mért elmozdulasokat mm mértékegységekben adjuk meg, és a parhuzamos mérések kozotti k-
I6nbségek nem haladhatjak meg az atlagértékre vonatkoztatott £10 %-ot.

3.3. Hatarfellleti feszultség (IFT) mérés

A viz-olaj hatarfeliileti fesziiltség meghatarozasanak egyik lehetdsége az n. forgdcsepp modszer
(spinning drop method). A mérést egy forgd vizszintes hengerben végzik, ami a siiri folyadékot tartalmazza.
Amig a henger forgasa centrifugalis er6t fejt ki annak falara, a kisebb siirtiségii folyadék (olaj) cseppjei elnytlt
formaban deformalddnak. Ez a deformacié akkor sziinik meg, ha a hatarfeliileti fesziiltség és a centrifugalis
er6k kiegyenlitddnek. Az egyensulyi helyzetben a két folyadék kozotti feliileti feszultség a csepp formajabol
szamithato ki. A modszer elvégzésére alkalmas eszkdzt forgocsepp tenziométernek nevezik.

Az 1-5% tenzidkoncentracio-tartomanyban vegzett parhuzamos mérések kozotti kilénbsegek

nem haladhatjak meg az atlagértékre vonatkoztatott + 5 %-ot.

3.4. Kéolaj-kiszoritasi modell kisérlet

A kdolaj-kiszoritasi vagy elarasztasi kisérleti eljaras alapja, hogy a tenzid megvaltoztatja a kontaktszo-
get az olaj-viz hatarfeliileten, és ezaltal a vizes rendszerben is képes a magmintan kot6dott és vizzel mar nem
eltavolithato kdolaj kiszoritasara. A mérést egy automatizalt kiszoritdé berendezésen végzik, amelynek soran
egy koolajat is tartalmazo tarolokézetb6l nyert magmintaba sajtolnak be rétegvizet és rétegvizes polimer-
tenzid elegyet meghatarozott program szerint. A kisérlet Gtjan megéllapithatd a besajtolt folyadék altal nyerhe-
t6 tobbletolaj-kinyerés. A gyakorlati adatok szerint a gazdasagilag is jelent6s tobbletolaj-kinyerés a laboratd-
riumi adatok tartomanyaban 20% feletti értékek esetén valosziniisithetd.
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4. MERESI EREDMENYEK

Meéréseink soran az 1. tablazat szerinti 6sszetételi, két kiilonboz6 tipusu, egy kétkomponensti (SM jelit)
és egy haromkomponensii (ST jelli) tenzidkompoziciot vizsgaltunk. A vizsgalt kompoziciok mintasorozatat
gy allitottuk dssze, hogy a nemionos tenzid komponensik kémiai 6sszetételében a fellletaktiv tulajdonsago-
kat dominans mértékben hordozo zsirsav-monoészer tartalom viszonylag jelentGs aranyban (88-97%-ban) volt

jelen.

4.1. SM és ST jelii tenzidkompoziciok vizsgalata
A folydsmddosité polimert és a kiilonbozé komponens-Osszetételii nemionos tenzidet is tartalmazo
kompoziciok vizes oldatainak gyakorlati felhasznalasi hémérséklete 80-100 °C kozotti. Ezért az SM és ST

jelt tenzidek hatasvizsgalatait 80 °C-on végeztik, a mérési adatokat pedig a 3. tablazatban foglaltuk dssze.

3. tAblazat: Tenzid- és polimer elegyeit tartalmazo oldatok vizsgélati adatai

nempigrﬁ\é(s)ltilrgiljjﬁrlrg;cio IFT, mNm 1h,ES|3°C, VRK Ti?r?;eetg: d

Monoészter, % Diés/zter, 1% % mm %
SM-1 88,2 41 0,03 100 25 35,9
SM-2 97,0 2,5 0,05 97,5 20 23,2
SM-3 81,9 16,9 0,029 10 15 12,5
SM-4 86,0 134 0,023 10 21 19,7
SM-5 78,9 15,1 0,039 50 16 -
SM-6 86,4 12,2 0,045 12,5 19 -
SM-7 97,0 2,5 0,051 95 14 23,4
SM-8 97,0 2,5 0,036 85 15 24,6
SM-9 97,0 2,5 0,023 40 16 26,9
ST-1 97,0 2,5 0,004 90 16 24,0
ST-2 97,0 2,5 0,026 97,5 9 18,1
ST-3 88,2 41 0,011 95 25 22,1
ST-4 88,2 4,1 0,02 97,5 26 23,1
ST-5 88,2 41 0,011 92 22 22,5
ST-6 86,4 12,2 0,017 80 14 24,4
ST-7 97,0 2,5 0,004 94 25 26,5

Az adatok els6 Osszehasonlitasat a szakirodalomban tobb szerzd altal preferalt IFT és az oldatok készi-
téséhez felhasznalt nemionos tenzidkompoziciok monoészter-tartalma kozotti esetleges dsszefliggés vizsgalata
céljabol végeztik (1. dbra).
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1. dbra
A hatarfellileti fesziiltség és a tobbletolaj-kinyerés kdzotti kapcsolat

A mérési adatok szorésa alapjan megallapithaté (1. &bra), hogy a tenzidkompoziciok hatarfeltleti fe-
sziiltsége és a kompozicid tobbletolaj-kinyerése kozott nincs egyértelmii korrelacio annak ellenére, hogy az
EOR szakirodalmi kdzlemények tobbségében a hatarfeliileti mérést tartjak kulcsfontossagu jellemzonek a
kitermelhetdség szempontjabol. Jamaloei kézleményében fontosnak tartja, hogy jelenleg a megoldasok kidol-
gozasa soran az Uj és relative gazdasagos feliiletaktiv anyagok és mas kiegészitd hatasu vegyiiletek fejlesztése
a f6 cél, amelyek jelentOs hatarfeliileti fesziiltségesokkent6 tulajdonsaggal rendelkeznek [7.].

0.06

0.05

0.04 &

0.03 ® *

IFT 1%om mNm
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0.01

70 75 80 85 90 95 100
Monoészter-tartalom, %

2. dbra
A monoészter tartalom és a hatarfellleti fesziltség kozotti kapcsolat

A mérési adatok kozotti Osszefliggések tovabbi vizsgalata alapjdn azt is megallapitottuk, hogy a
nemionos tenzid dsszetételében 1évé monoészter-tartalom és a kompozicié hatarfeliileti fesziiltséget csokkentd
hatasa kozott sem lehetett egyértelmii korrelaciot talalni (2. abra). Az adathalmaz, illetve a kdolaj-kiszoritasi
kisérletek adatai alapjan (1. abra) csak azt a kdvetkeztetést lehetett levonni, hogy a 20% feletti olajkinyerés-
hez tartozé IFT értékek tlInyomo tobbsége 0,05 mN/m alatt volt. Igy az IFT 0,005 alatti értékének pozitiv
hatasa a sikeres kémiai EOR technologia szempontjabdl megalapozottan valosziniisitheté. Ugyanakkor 6nma-
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gaban ez a jellemz6 nem bizonyult elegendének a hatékonysag szempontjabol sikeres szelekcidéhoz. A tovab-
biakban tehat az egyéb mért hatasjellemzok és a tobbletolaj Kinyerés kozotti dsszefuiggest vizsgaltuk (3. dbra).

40
35 *
X
Tg 30 R R2:0.1711}
N 25
3 20 ‘/ ) 4
2 15
2 *
fé 10
|_
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0
0 5 10 15 20 25 30
VRK, mm
3. dbra

A VRK és a tébbletolaj-kinyerés kozétti kapcsolat

Megallapitottuk, hogy a VRK adatok és tobbletolaj kinyerés kdzott laza korrelacidja telitési gorbe sze-
rint alakul6 tendencia mutathato ki.

Az altalanos tapasztalatok alapjan a laboratoriumi kdolaj-kiszoritasi vizsgalati modszer tekinthetd az
EOR célu tenzidek legfontosabb osztalyozasi mddszerének. Ezért ezen eredmények alapjan a VRK maodszer
alkalmazasa, illetve jelentsen olcsobb és gyorsabb segédeszkoz lehet az EOR tenzidek kivalasztasi folyama-
taban. A VRK értékek viszonylag kis tartomanya viszont bizonytalanna teheti az értékelést. Ezért tovabbi
jellemzok bevondsaval kerestiik a szelekcios modszer megbizhatésaganak novelési lehetoségét.
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4. dbra
Az emulgealo hatas és a hatarfellleti feszultseg kozotti kapcsolat az ST-jelii kompoziciok esetén
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Az IFT értékek 0,1 alattinak adodtak, igy ezen tenzidkompozicié sorozat tagjai is alkalmasak voltak
tobbletolaj kinyerésra. Az emulgeal6 hatas és feliileti fesziiltség kozott nem volt egyértelmi tendencia. Megal-
lapitottuk, hogy az IFT mddszer 6nmagaban tehat nem elegendé az EOR célu tenzidek kivalasztasahoz.

4.3. Tenzidek jellemzése értékszammal Osszesitett értékszammal
A korabban bemutatott harom feliiletaktiv hatas jellemzo felhasznalasaval és az adatok statisztikai
elemzése alapjan egy 1j, a hatékonysagot jellemzd Osszetett értékszamot (CE) definidltunk. Ezzel kivantuk
szelektalni az EOR célra eldallitott tenzidkompozicidkat. Az értékszamot definiald alabbi egyenlettel a
tenzidek jellemzésére alkalmazott feliiletaktiv tulajdonsagokat sulyozva vettiik figyelembe (1. egyenletet).

VRK=*0,25xEH
CE = LRK-025EH (1)
IFT2x100

A CE értékszam és a tdbbletolaj hozam kdzotti 6sszefliggés (5. abra) alapjan megallapitottuk, hogy mi-
nél magasabb az értékszdm, annal nagyobb tobbletolaj-kinyerést értlink el a vizsgalt tenzidkompozicidval.

Megjegyezziik, hogy maés tipusu tenzidkompozicional varhatéan méas lehet a CE értékszam olajkinye-
rés-gorbe, ezért ezen adatok alapjan még nem lehet egy altalanosan elfogadott hatarértéket megéallapitani,
amely felett megfeleld hatdsunak becsiilheto a vizsgalt tenzidkompozicio.
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5. &bra
A CE érték és a tobbletolaj-kinyeres kdzotti kapcsolat az SM és az ST-jelii kompoziciok esetén

Ugyanakkor megallapitottuk, hogy a CE érték novekedésével egyértelmiien nétt a kdolaj-kiszoritasi ha-
tasfok. Bar a relative kis korrelacids egyiitthat6 még mindig csak laza 6sszefiiggést jelent, a tébb hatasjellem-
70 értékének Osszesitése mégis az egyiitthatd ndovekedését tette lehetové. Ezzel a komplex mindsitési modszer-
rel csokkenhet a tenzidek szelekcidja soran elvégzendd mérések szama, ami id6takarékos és koltséghatéko-
nyabb kutatést eredményezhet.

Az eredmények egyben arra is utalnak, hogy az egyes hatéasjellemzok nem fliggetlenek egymastol és az
olajkiszoritasi hatékonysaguktol. fgy az osszesité értékszam tovabbfejlesztése soran az Gsszefliggés szorossa-
ganak fokozasa érdekében ujabb hatasjellemz6k mérésére és beépitésére kivantunk kisérletet tenni.

OSSZEFOGLALAS

Kdzleménylinkben az alabbi eredményeket 6sszegezhetjiik:
— EOR célu tenzidek minésitésére és szelekcidjara alkalmas modszereket mutattunk be;
— az egyes modszerek k6zott nem minden esetben talaltunk egyértelmii és szoros korrelaciot;
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(1]
(2]

(3.]
[4.]

[5.]
[6.]
[7.]

— az Uj, 6sszetett mddszer segitségével a tenzidek, illetve tenzidkompoziciok EOR szempontu haté-

konysaga becsiilhetd;

— egyes feliiletaktiv tulajdonsagok kozott kiillonbozo szintii korrelaciokat hatarozunk meg;
— a bemutatott komplex mindsitési modszerrel csokkenhet a tenzidek szelekcidja soran alkalmazott

mérések szama, amely idétakarékos és kdltséghatékonyabb kutatast eredményezhet.
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Conversia Cr(lll) ->Cr(VI) a probelor analitice
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ABSTRACT

We have studied, how the different forms of chromium depend on the temperature of the ashing and
how large the conversion of Cr(l1l) to Cr(VI1) at different temperature is.

The basic materials of construction materials, cement and brick do not contain Cr(VI), but their Cr(I1I)
salt content can be oxidised into Cr(VI). A digestion procedure was developed for determining total chromium
content in bricks. Wet digestion and microwave assisted digestion procedures were tested. The brick samples
can only be quantitatively dissolved under extremely aggressive conditions, by microwave assisted digestion.

2 mL cc. HNO;3, 2 mL cc. HF and 1 mL cc. H,SO, was added to 0.2000 g pulverized brick; complete
dissolving was reached by using 250-400-600 watt microwave power for 5-5-10 minutes.

The toxic Cr(VI) contents of high temperature baked brick samples was examined after water
extraction. It was found that the total chromium content of construction materials (tile, brick, cement, furnace
slag) is an average of 50 pg/g, 1-2% of which is Cr(V1). In conclusion, there is no risk of contamination with
Cr(VD), in case of rains or floods, no significant amount of Cr(VI) is dissolved from brick, tile and
construction materials.

There is no literary data available for us about the formation of the toxic chromium compounds during
toasting bread. That's why we considered so important to examine it.

OSSZEFOGLALO

Korabbi kézleményeinkben tanulmanyoztuk, hogy az izzitas homersékletétol hogyan fiigg a kiilonbozo
krémformak aranya.

Az épitéanyagok, cement, tégla, alapanyagaiban nincsenek Cr(VI) vegyiiletek, de a benniik nyomokban
Jjelen levé Cr(I11)-s0k kiégetéskor Cr(VI)-ta oxidalodhatnak. Mddszert dolgoztunk ki téglamintak teljes feltara-
séra, az 0sszkromtartalom meghatéarozasa érdekében. A téglat csak nagyon agressziv kdrilmények kdzott lehet
maradék nélkil feloldani. A mintakat nyilt és zart rendszerben (platinatégely, illetve mikrohullam( roncsold)
egyarant megprobaltuk feltarni. A bemért téglapor teljes mennyiségét csak egy médon, zart rendszerben,
nyomdas alatt sikeriilt oldatba vinni. 0,2000 g lisztfinomsagura 6rolt teglaporhoz 2 mL témény salétromsavat,
2 mL témény hidrogén-fluoridot és 1mL témény kénsavat adva, 5-5-10 perces idétartamig 250-400-600 watt
mikrohull&ama teljesitményt alkalmazva elérhetd volt a teljes oldodds.

Vizsgaltuk nagy homérsékleten kiégetett kiilonbozé téglamintak vizzel kioldhato toxikus Cr(VI)-
tartalmat. A vizsgalt épitoipari mintakban (cserép, tégla, cement, kohosalak) az ésszkromtartalom dtlagosan
50 pa/g, aminek a Cr(VI1) 1-2%-dt teszi ki. EbbJI az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy nem kell attdl tartanunk,
hogy esozések, illetve belviz hatdsara veszélyes mennyiségii Cr(VI) oldodna ki tégla, cserép, stb... épitdipari
alapanyagaibol, és dusulna fel a talajban.

Irodalmi adat nem all rendelkezésiinkre, hogy a kenyér piritasanal keletkezhet-e toxikus kromvegytilet,
ezért tartottuk fontosnak ennek a vizsgalatét is.

Kulcsszavak: toxikus Cr(VI), Cr(l1l) oxidacio, téglamintak feltarasa, kromspeciacids vizsgalatok, ke-
nyér kromtartalma
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1. BEVEZETES

A krom +2, +3, +4, +5, +6 vegyértékallapotu formai kozil a természetben csak a Cr(l1l) és Cr(VI) ve-
gyuletek stabilak [1]. E két forma kdrnyezetre, bioldgiai rendszerekre gyakorolt élettani hatésa teljesen ellen-
tétes. A Cr(l11) az allati és emberi szervezet szdmara létfontossagu [2], a Cr(V1) viszont kis mennyiségben is
kifejezetten mérgez0d, rakkeltd [3].

A kornyezetben talalhato krom természetes forrasbol és emberi tevékenységbdl szarmazik. Az utobbit a
fém-, a festékgyartd-, a bor- és a vegyipar, a galvaniizemek, valamint az égeté-berendezések, a cementgyarak
és a szennyviztisztito telepek bocsatjak ki. Természetes forrasok kézé a vulkankitorések, kdzetmallasok és az
erdotiizek tartoznak.

Igen fontos annak a vizsgalata, hogy kiilonb6z6 emberi tevékenységek sordn mikor és hogyan keletke-
zik Cr(VI), mivel csak ezen informdciok birtokaban lehet megakadalyozni, hogy a mérgez6 Cr(VI) a kdrnye-
zetbe, illetve az emberi szervezetbe jusson. Mar régebben tanulmanyozott folyamat a természetes vizekben
(folyokban, tavakban) jelenlevO szerves anyagok hatasara a toxikus Cr(VI) spontan atalakulasa,
detoxifikalodasa Cr(111)-ma. Tengerek vizében ugyanakkor megfigyelhet6 volt ezzel ellentétes folyamat is.[4]
Nevezetesen a tengeri ledékek mangan-oxidjai hatasara lejatszédhat a Cr(l11) Cr(VI1)-t4 alakulésa is. Utébbi
atalakulasi folyamatok azonban elsdsorban emberi tevékenység kovetkezményei.

Az irodalomban ismeretes, hogy nagy homérsékleten, atmoszferikus nyomason ¢és oxidativ korilme-
nyek kdzétt a Cr(l11) (kiilonb6zo oxidacios allapotokon keresztiil) Cr(V1)-ta alakulhat [5].

Korabbi kisérleteink soran tanulmanyoztuk a Cr(Ill) — Cr(VI) atalakulasat természetes mintakban. Azt
tapasztaltuk, hogy ezen mintak dsszes kromtartalma 800°C fokon Cr(V1)-t4 alakul. A Cr(V1) forrd desztillalt
vizzel kioldhat6 a hamvasztasi maradékbél.[6]

Az 1. abran a cigaretta hamvasztasakor végbemend Cr(III)—Cr(VI) atalakuldst kdvethetjilk nyomon.
Az &bran 100 %-nak a cigarettahoz el6z6leg hozzaadott krom mennyiségét tekintettiik.

A 2. jelzésii gorbe jol mutatja, hogy a mintahoz adott Cr(l11) egy része 200-600 °C-on vizben és tdmény
salétromsavban sem old6dé krémvegyiletekké, valoszinileg dikrém-trioxidda (Cr,O3) alakul. Az 1. jelzésii
gorbe (forro desztillalt vizzel kioldhatd kromforma gorbéje) jelzi, hogy kb. 270 °C-on megkezdédik a Cr(VI)-
képz6dés, majd 800 °C-on a minta 0sszes kromtartalma 100 %-ban Cr(VI)-ta alakul. A szorpci6s dusitassal
[7] és langatomabszorpcids (FAAS) meghatarozassal ugyanis a 800 °C-on keletkezé hamubdl a cigarettamin-
tdhoz eldzetesen hozzaadott krom teljes mennyiségét visszakaptuk.
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1. &bra
Cigaretta kiilonbozé homérsékleten torténo hamvasztasakor kapott
maradékok desztillalt vizes Cr(VI) - (1) és tomeny salétromsavval extrahalhat6 kromtartalma (2)
(A cigarettahoz el6zetesen 100 uL, 1 mg/mL Cr(l11)-at adtunk, ez a mennyiség felel meg a 100 % krémnak.)
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Ezert igen fontos gyakorlati feladat minden olyan levegéd kizarasa nélkiil folyo hofolyamat kévetese,
ahol a kromot tartalmaz6 anyag égetese, tébb 100 °C-on foly6 hevitése (cserép, tégla égetése, kenyérsités,
kenyérpiritas) zajlik.

2. ALKALMAZOTT BERENDEZESEK

A mintaoldatok elkészitéséhez nagytisztasagu ioncserélt vizet hasznaltunk, melyet Millipore Milli-Q
RG késziilékkel allitottunk el6. A mintak feltarasahoz nagy tisztasagl Spektrum 3D vegyszereket hasznaltunk.
bikromat (Merck) standard oldatokat alkalmaztunk.

A termoderivatogréafias vizsgalatokhoz Merck gyartmanyu szilard kromvegytileteket hasznaltunk.

A mikrohulldmu feltardsokat MILESTONE-MLS-1200 Mega MDR késziilékkel végeztiik a miiszer-
konyvben megadott recept szerint. A mintdk szaraz hamvasztasat egy 1000°C-ig elektromosan fiithetd
Electhermax kemencében végeztik.

A grafitkemencés atomabszorpcids mérések Zeeman hattérkorrekcios Perkin EImer AAnalyst 600-as ti-
pusu késziilékkel , a FAAS mérések Varian SpectrAA-10 tipusu készllékkel torténtek.

A termoderivarografias vizsgalatokat Paulik-Paulik-Erdey rendszert MOM gyartmanyu derivatograffal
végeztik.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1 Cr(III) atalakulasanak vizsgalata épitéanyagok hékezelése soran

Az épitkezéshez hasznalt tégla gyartasahoz elsGsorban nagy mennyiségben eléforduld jo mindségi
agyagra van sziikség. A kibanyaszott agyagot altalaban egy évig un. dep6kban pihentetik, ahol az alapanyag
homogenizalddik. A gyartasi folyamatba bekeriilé agyaghoz — a szlikséges pordzussag elérése céljabol — ada-
Iékanyagot kevernek, amely majd a kiégetéskor tavozik a téglabol. A szigora kérnyezetvédelmi technoldgiai
eloirasoknak megfeleléen ez csak tiszta anyagok, els6sorban flirészpor alkalmazasat jelenti, mert a tégla ki-
égetésekor ebbdl nem keletkeznek kdrnyezetet karositd égéstermékek. A kell6képpen finomra 6rolt, homogén
és nedvesitett agyagot azutan formara préselik és vagjak. A felesleges nedvességet szaritassal vonjak ki bel6le,
mintegy 48 6raval késébb kertil a kemencébe, ahol kiégetik [8].

Mivel a téglakat nagy homérsékleten égetik, felmeriil az a kérdés, hogy a tégla eredeti kromtartalma mi-
lyen mértékben alakul &t toxikus Cr(V1)-ta. Ehhez el6szor a téglamintak dsszes kromtartalmat kellett meghaté-
roznunk.

3.1.1 Teljes kréomtartalom meghatérozasa

Az altalunk vizsgalt téglamintakat két szempont szerint csoportositjuk: leléhelyiik szerint, illetve fel-
hasznaltsaguk alapjan:

— 4 kilonbozo leldhelyrél szarmaztak (elsdsorban Tiszantuli téglagyarakbol)

— 0j (1 évnél nem régebben gyartott), ill. bontott (5-10 éve mar hasznalt tégla)

A téglat csak nagyon agressziv koriilmények kézott lehet maradék nélkil feloldani. Szamos komponen-
se nehezen oldhato. Szilikéat vaza legkdnnyebben hidrogén-fluoriddal bonthaté szét. A nyomnyi mennyiségben
jelen levé titan és ritkafoldfém-oxidok rendkiviil ellenalloak. Egyetlen reagens 6nmagaban torténd alkalmaza-
sa nem vezet eredményre, ezért altalaban a rendszert alkotd sok komponens eltéré igényeihez igazitott feltaro
elegyet célszerli hasznalni.

A mintakat elészor poritottuk, majd achatmozsarban kelld finomsagura roltiik. Ezutan a mintakat nyilt
és zart rendszerben (platinatégely, illetve teflon-bomba) egyarant megprobaltuk feltarni. Az 1. tablazatban
foglaltuk 6ssze a téglamintak feltarasara alkalmazott modszereket.

A bemért téglapor teljes mennyiségét csak egy modon, zart rendszerben, nyomas alatt sikertlt oldatba
vinni. 0,2000 g lisztfinomsagura 6rolt téglaporhoz 2 mL tdmény salétromsavat, 2 mL tomény hidrogénfluori-
dot és 1 mL tdmeény kénsavat adva, 5-5-10 perces id6tartamig 250-400-600 watt mikrohullama teljesitményt
alkalmazva elérhet6 volt a teljes oldodas. Az elbbi savelegy mas ardnyainal és mas savak alkalmazasaval a
téglamintdknak mindig volt szilard maradeka.

Késébbiekben mas épitdipari alapanyagokra is (cement, tet6fedd-cserepek, kohosalak) kiterjedt vizsga-
latunk. E mintak feltarasat is a fentebb ismertetett mddon végeztik, valtoztatva a savaranyokon, hogy teljes
legyen a feloldas. A mérési eredményeket a 2. tdblazat tartalmazza.
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1. tdblazat. Téglamintak feltardsa nyilt és zart rendszerben

Feltaro elegy o A feltart anyag - .
Rendszer 200mg téglaporhoz Feltaras oldésa/higitasa Megjegyzes
desztillalt
— 1000-1200mg NaOH | Hevités vizes oldas s ,
platinatégely 600 mg Na,O, szarélangon stsavanyitas Szilard maradék az oldatban
sosavval
20 mL témény HCI Melegités
platinatégely 20 mL témény HF homok fiirdén 2mL HCIO,4 (1:1) | Szilard maradék az oldathan
2mL HCIO, (1:1)
Szilard maradék
2 mL HNO; 5 min 250 W * Milestone Gmbh MLS-1200
teflonbomba* 2 mL HF 5 min 400 W desztillalt viz Mega mikrohullama roncsol6
0,5 mL H,SO, 10 min 600 W kézikdnyve ajanlasa
téglamintak feltarasahoz
5mL HNO; 5 min 250 W
teflonbomba 2mLHF 5 min 400 W desztillalt viz Szilard maradék
1 mL HCIO, 10 min 600 W
2mL HNO; 5 min 250 W
teflonbomba 2mL HF 5 min 400 W desztillalt viz Nincs szilard maradek
1 mL H,SO, 10 min 600 W

2. tAblazat. GFAAS-val mért 6sszkrom koncentracié épitdipari mintakban

Osszkrém tartalom RSD

Minta neve (1g/g) ”
H-boszorményi
(bontott) 56,8 4,5
H-bészérményi
(samott) 60,5 8,3
HajdUnanasi
(bontott) 56,1 14
Hajdunanasi 187 2s
(6) , |
Malyi tégla
(bontott) 133,0 71
Porotherm Leier tégla 145 2o
(6i) , |
H-boszorményi . P
(6i) , |
H-boszorményi
(bontott) 77,2 8,8
Hajdunanasi
(bontott) 93,2 11,3
Hajdunanasi 198 e
(6i) , |
Portland cement 61.1 176
H-boszorményi
cserép (0j) 81,6 9,2
Kohosalak 1670 59
H-bdsz6rményi
cserép (bontott) 54,9 2,3
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A kidolgozott feltarasi modszerrel és GFAAS meghatarozassal az épitéipari mintak 6sszkrom koncent-

srer

a teljes kromtartalombol a mérgez6 Cr(VI)-tartalom.

3.1.2 Cr(VI) tartalom meghatarozasa

A rakkelté Cr(VI)-tartalom meghatarozasara modellezni prébaltuk azt a feltételezett, természetben le-
jatszodo folyamatot, ahogyan az eséviz hatasara évek alatt kioldodik a Cr(VI)-tartalom akar tégla, cserép vagy
egyéb épitdipari anyagbol. A belvizes teriileteken az atnedvesedett falakbol szintén hasonld kioldodds mehet
végbe.

Elso 1épésben ezt ugy valositottuk meg, hogy a lisztfinomsagu téglaport 2 6ran keresztiil ioncserélt viz-
zel refluxoltattuk, majd sziirtiik. A sziirlet kromtartalmat GFAAS-an mértik.

Ezt kovetden ugyanabbdl a mintabdl 0,2 g-0s részleteket 5 mL ioncserélt vizben 10, 20, 30, 40, 50 illet-
ve 60 percig aztattuk 70-80 °C-on, majd szlirés utan GFAAS-en mértiik a sziirlet kromtartalmat.

Azt tapasztaltuk, hogy idében elérehaladva a kioldodott Cr(VI)-mennyisége nem valtozott szamottevo
mértékben (a 10 percenként vett mintdkban), és ezek az eredmények nem kilonboztek a refluxoltatds utan
mért értékt6l. Az eredmények arra engedtek kdvetkeztetni, hogyha van a mintakban Cr(VI)-tartalom, az mar
10 perc alatt szinte teljesen kioldddik.

Ezért a mintdkat ezutdn csak 10 percig tartottuk a kb. 80 °C-0s vizben, majd sziirés utan a Béni és
munkatarsai altal kidolgozott extrakcids dusitd modszerrel mértikk a mérgez6 Cr(VI)-tartalmat [9]. A mérési
eredményeket a 3. tablazat tartalmazza.

A vizes kioldas utan a sziirlet pH-jat 1,7-re &llitottuk be, majd 1 cm? etil-acetétot (EtOAc) adtunk hoz-
z4, és az elegyeket 10°C alatti hémérsékletre hiitottiik. A lehiitdtt oldatokhoz 125 ul 3%-0s hidrogén-peroxidot
mértiink, és miianyag kémcs6ben kb. 1 percig er6sen dsszeraztuk. Ezutan a fels6 szerves (etil-acetatos) fazis-
b6l a GFAAS mintatartd edényeibe pipettaztunk, és elvégeztiik a Cr(V1)-meghatarozasokat. Igy 5-szérds dusi-
tassal detektalhat6 volt a Cr(VI1)-mennyisége.

3. tdblazat. Cr(VI) meghatarozas GFAAS-mddszerrel, EtOAc/H,0, -0s disitas utan

Minta neve Cr(V1) (ug/o) RSD%
H-bdszérményi
(bontott) 0.8 4.4
H-bdsz6rményi
(samott) 08 9.3
Hajdunanasi
(bontott) 0.7 6.7
Portland cement 0,2 51
Malyi tégla
(bontott) 0.9 79
Porotherm Leier tégla 03 35
(Up) ’ ’
Kohdsalak 1,2 9,3
H-bdszérményi cserép 0.4 29
Uj ’ ’
H-bdszérményi cserép
(bontott) 0.3 4.2

Az eredmények alapjan lathato, hogy vizsgalt épitdipari mintakban (cserép, tégla, cement, kohosalak)
az 6sszkromtartalom atlagosan 50 pg/g, aminek a Cr(VI1) 1-2%-at teszi ki. Néhany minta esetén valamivel 100
ug/g folott volt az 6sszkromtartalom, de a Cr(V1) toxikus forma itt sem haladta meg szamottevéen az 1 ppm-
es koncentraciot. Mindezek azt mutatjak, hogy minimalis a vizsgalt épitdipari mintatipusokban a rakkeltd
Cr(VI)-mennyisége. Ebbdl az a kovetkeztetés vonhat6 le, hogy nem kell attol tartanunk, hogy es6zések, illetve
belviz hatasara veszélyes mennyiségli Cr(VI) oldédna ki az épitdipari alapanyagokbol, és dusulna fel a talaj-
ban.
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3.2 Cr(I1) atalakulasanak kovetése kenyér piritadsa soran

Els6 1épésben a kenyérben és a lisztben 1év6 kromtartalmat hataroztuk meg GFAAS mébdszerrel. A mé-
rési eredményeket a 4. tablazat tartalmazza. Azt tapasztaltuk, hogy a lisztben és az abbdl készilt kenyérben
(buzaliszt, kukoricaliszt) kdzel azonos a kromtartalom. Méréseink bebizonyitottak, hogy a kenyér kromtartal-
ma dontden a liszttél szarmazik, ezért tovabbiakban a kisérletekhez kiilonféle tipusu liszteket hasznaltunk.

4. tablazat. Gabonadrlemények és kenyér kromtartalma

Minta Minta adatai* E]r/ir;ot Zrﬁf::ﬁ{g
Durum simaliszt ME-2-61/1/10 9,22
Buzakorpa ME-2-61/1/8 3,29
Kukoricaliszt ME-2-61/4/1 3,28
Buzaliszt BL 55 2,66
Buzadara ME-2-61/1/4 0,89
Graham kenyér - 5,41
Nanasi rozskenyér - 3,11
Félbarna kenyér - 2,32

*Azonositd szam: Magyar Elelmiszerkdnyv

1zzit6 tégelyekbe 0,5 g durum lisztet és rendre O; 0,5; 1; 5 mL 5 ug/L Cr(lll) oldatot adagoltunk. Ezek
utan a mintakat programozott felfiitésti izzitokemencébe helyeztiik. A hdmérsékletet 50 °C/ 30 perces felfiitési
lépcsdkkel 800° C-ra emeltiik. A mintak lehiilése soran zoldes elszinezddést tapasztaltunk. A mintak Cr(VI)
tartalmat forrd ioncserélt vizzel oldottuk ki, 10mL-re higitottuk és GFAAS mddszerrel mértiik. Eredményként
azt kaptuk, hogy nem volt szamottevd mennyiségben krém az oldatban. A liszt szervesanyag-tartalma hevités
soran nem kedvez a Cr(Ill) —Cr(VI) atalakulasanak. A keletkezett zold termék valosziniileg Cr,0s.

E feltevés igazolasara derivatografias kisérleteket végeztink. 0,5 g mintéat egyenletesen 900°C-ig hevi-
tettlink. A kisérletet és az észlelt atalakulasokat az 5. tiblazat szemlélteti. A buzaliszt esetében a felfiités utan a
tégely szinte teljesen Ures maradt, a szervesanyag-tartalom eltavozott a rendszerb6l. Derivatografias mérést
végeztlink szilard Cr(NO3); x9H,0, Cr(CH3;COO); és K,Cr,0; vegyletekkel, melynek derivatogramjai meg-
egyeznek az irodalmi adatokkal.[10] A Cr(CH3;COO);és K,Cr,0; 1:1 aranyl keveréke hasonloan viselkedett,
mint a két vegydlet killén-kulén. A derivatogram alapjan a Cr(I11) és Cr(VI) aranya nem valtozott. Ezek utan a
kromvegyiiletek és liszt 1:1 arany( keverékét hevitettiik. A Cr(IIT) vegyiiletek esetén z6ld szinli Cr,05 termék
maradt vissza a tégelyben, ugyanugy mint a Cr(V1)-liszt elegyébdl. A keletkezett termékekre 250 mL forrd
ioncserélt vizet dntottiink, melyben a csapadék leiilepedett és a tisztajabdl FAAS mabdszerrel hataroztuk meg a
kromot. Az oldatokban nem volt kimutathaté krém. Ez azzal magyarazhatd, hogy a liszt reduktiv kdrnyezetet
biztosit a Cr(V1) szamara és az Cr(l11)-a redukalodik. [11]
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5. tablazat. A lisztben talalhat6 krom és a liszt és kromvegytiletek
1:1 aranyu keverékében hokezelés soran észlelt atalakulasok modellezése

—

v -

~260 °C

Siités homérsékletén
bekdvetkezett valtozas/a

Flour

~\
[
|
!

Liszt eredeti kromtartalma Piritas hdmérsékletén

(Cr) + a hozzdadott krom- o ] L a mintaban talalhaté
" mintéban talalhato kromforma .
vegyulet kromforma
Cr Nincs valtozas/ Cr(l1I) Cr(111)
Cr + Cr(111) (NO3) Nincs valtozas/ Cr(l1I) Cr(111)

cr(i)

Cr + Cr(VI) (K,Cr,05) Nincs valtozas/ Cr(l11)+Cr(V1) (Cr(V1) atalakulds Cr(Ill)-md)

Vizsgalataink azt mutatjak, hogy kenyér piritadsa soran nem kell szdmolnunk toxikus kromvegyiilet ke-

letkezésevel.
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