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Streszczenie rozprawy doktorskiej

Ze wzgledu na koniecznos$¢ ograniczenia zuzycia paliw kopalnych, w przemysle wzrasta
zainteresowanie zastosowaniem surowcéw odnawialnych, do ktdrych zaliczana jest biomasa
ro$linna. Rdbwnoczes$nie zmianie ulegajg same technologie, w ktérych zastepuje sie toksyczne
chemikalia ich bardziej ekologicznymi alternatywami. Przyktadem sg rozpuszczalniki gteboko
eutektyczne (DESs), ktore moga by¢ zastosowane w procesach waloryzacji lignocelulozy.
Celem przeprowadzonych badan byto opracowanie metod przetwarzania biomasy roslinnej
z uzyciem DESs na drodze delignifikacji i nastepczej hydrolizy enzymatycznej oraz poprzez
ekstrakcje substancji bioaktywnych.

Wybrane DESs zapewnity wysoki stopien delignifikacji biomasy, szczegdlnie w procesie
prowadzonym w reaktorze koszykowym StatBioChem®, ktérego budowa umozliwia
intensyfikacje wymiany masy w procesie, a takze utatwia separacje biomasy
od rozpuszczalnika. Obrdbka lignocelulozy pozwolita na zwiekszenie porowatosci materiatu,
co skutkowato polepszeniem efektywnosci nastepczej hydrolizy enzymatycznej z uzyciem
celulaz. Wybrane DESs w wiekszosci wykazywaty jednak dezaktywujacy wptyw na stosowane
biokatalizatory, co wskazuje na konieczno$¢ oczyszczania lignocelulozy z pozostatosci
rozpuszczalnika po procesie delignifikacji.

DESs okazaty sie rowniez efektywnymi rozpuszczalnikami do ekstrakcji zwigzkow
bioaktywnych, wydzielanych z lisci pomidora i kwiatu nagietka lekarskiego (np. rutyny, kwasu
chlorogenowego). Dodatkowo, wydajnosé izolowanych polifenoli byta wyzsza z uzyciem DESs,
w poréwnaniu z konwencjonalnymi rozpuszczalnikami organicznymi. Otrzymane ekstrakty
z lisci pomidora wykazywaty wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe oraz przeciwutleniajgce, co
umozliwito ich zastosowanie jako aktywnych skfadnikow biodegradowalnych opakowan
chitozanowych, przedtuzajgcych $wiezos¢ produktow spozywczych. Ekstrakcje kwiatu
nagietka przeprowadzono w podwdjnym uktadzie ekstrakcyjnym, w ktérym réwnoczesnie
zastosowano dwa rozpuszczalniki DESs o charakterze hydrofilowym, jak i hydrofobowym.

Umozliwito to selektywne wydzielenie substancji bioaktywnych o réznych wtasciwosciach.



Abstract of doctoral dissertation

Due to the necessity to reduce the consumption of fossil fuels, there is a growing interest
in the use of renewable raw materials in the industry, such as plant biomass. At the same time,
technologies themselves are undergoing changes, replacing toxic chemicals with more
ecological alternatives. An example is the application of deep eutectic solvents (DESs), which
can be used in lignocellulose valorization processes. The aim of the conducted research was
to develop methods for processing plant biomass using DESs through delignification
and subsequent enzymatic hydrolysis as well as via the extraction of bioactive compounds.

Selected DESs provided a high degree of biomass delignification, particularly in processes
carried out in the StatBioChem® basket reactor. Its design enables intensified mass transfer
during the process and facilitates the separation of solid material from the solvent. The
treatment of lignocellulose led to increased material porosity, which improved
the efficiency of subsequent enzymatic hydrolysis using cellulases. However, most of the
selected DESs showed a deactivating effect on the biocatalysts used, indicating the need
to remove residual solvent from the lignocellulose after the delignification process.

DESs also proved to be effective solvents for the extraction of bioactive compounds from
tomato leaves and calendula flowers (e.g., rutin, chlorogenic acid). Additionally, the yield
of the extracted polyphenols was higher when using DESs compared to conventional organic
solvents. Extracts obtained from tomato leaves showed antimicrobial and antioxidant
properties, which allowed their use as active components in biodegradable chitosan-based
packaging materials, extending the freshness of food products. The extraction of calendula
flowers was carried out using a dual-solvent extraction system, which simultaneously
employed two DESs, one hydrophilic and one hydrophobic. This allowed for the selective

isolation of bioactive compounds, depending on the properties of extracted chemicals.
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Cel pracy

Wo2zrastajgca $wiadomosé ekologiczna oraz wprowadzane przez Unie Europejskg normy
i restrykcje dotyczace wykorzystania paliw kopalnych oraz materiatéw nieulegajgcych
recyklingowi lub biodegradacji powodujg wzrost zainteresowania zastosowaniem surowcéw
odnawialnych, w tym odpaddw roslinnych, w wielu gateziach przemystu. Biomasa stanowi
jeden z najbardziej powszechnych surowcéw odnawialnych. Zgodnie z raportem UE z 2023 r.,
$rednie roczne zasoby biomasy pochodzacej z rolnictwa i przemystu drzewnego w catej UE
wynoszg ok. 950 miliondw ton, z czego 74% stanowia odpady przemystu rolnego. Sposrod
krajéw UE, najwieksze ilosci biomasy produkowane sg we Francji, Niemczech i Polsce
(ok. 86 miliondw ton rocznie)!. Biomase roslinng wykorzystuje sie gtéwnie do produkcji pasz
zwierzecych, biomateriatéw oraz w celach energetycznych. Zgodnie z zatozeniami zielonej
chemii i gospodarki obiegu zamknietego, oprdcz zwiekszenia stopnia wykorzystania surowcow
odnawialnych, zmianie powinny ulec réwniez same technologie, w celu redukcji negatywnego
wptywu na S$rodowisko naturalne. Opracowywane s nowe metody, w ktdrych
konwencjonalne chemikalia zastepuje sie ekologicznymi odpowiednikami, takimi jak
rozpuszczalniki gteboko eutektyczne DESs (j. ang. deep eutectic solvents). Zainteresowanie ich
wykorzystaniem stale wzrasta, ze wzgledu na ich biodegradowalnos¢, nietoksycznosc,
w wiekszosci pochodzenie ze Zrdédet naturalnych oraz szeroki zakres zastosowan, w tym
w przetwarzaniu biomasy. DESs mogg stanowié ekologiczng alternatywe rozpuszczalnikow
stosowanych zaréwno na etapie obrébki wstepnej odpaddéw lignocelulozowych, jak
i w procesach transformacji do produktéw o duzej wartosci dodanej (np. fine chemicals).
Innym przyktadem moze by¢ ich zastosowanie w procesach ekstrakcji zwigzkdw bioaktywnych
z materiatu roslinnego.

Niniejsza rozprawa doktorska stanowi przewodnik po publikacjach monotematycznych.
Celem pracy byto opracowanie efektywnych metod waloryzacji biomasy lignocelulozowe;j
z uzyciem ekologicznych rozpuszczalnikow i katalizatoréw. Gtéwng uwage skupiono
na zastosowaniu rozpuszczalnikdw gteboko eutektycznych (DESs) oraz enzymow z klasy
celulaz w procesach przetwarzania biomasy roslinnej, czy tez w procesach izolacji
bioaktywnych skfadnikéw z tego typu surowcoéw. Wykonano réwniez przeglad najnowszej

literatury (dotyczacy zwigzkéw bioaktywnych wystepujacych w roslinach oraz ich ekstrakgcji



za pomocy DESs), ktéry przedstawiony zostat w publikacji [P1]. Szczegétowe cele niniejszej

pracy mozna podzieli¢ na dwa gtdwne punkty:

1. Zastosowanie DESs w obrdbce wstepnej i enzymatycznym przetwarzaniu lignocelulozy

pochodzacej z biomasy roslinnej, obejmujace:

Ewaluacje efektywnos$ci wybranych DESs w procesie obrobki wstepnej biomasy
(delignifikacji) [P2].

Okreslenie wptywu warunkéw prowadzenia procesu delignifikacji biomasy (temperatury,
czasu, stosunku masy lignocelulozy do ilosci rozpuszczalnika) oraz uzytego uktadu
reakcyjnego na efektywnosé wydzielania ligniny z uzyciem DESs [P2].

Ocene wptywu delignifikacji lignocelulozy na jej pdiniejszg hydrolize enzymatyczng
do cukréow prostych [P2, P3].

Okreslenie wptywu wybranych DESs i cieczy jonowych (ILs) na aktywnos¢ enzymatyczng
enzymow celulolitycznych, stosowanych w procesie konwersji lignocelulozy

do monosacharydow (szczegdlnie glukozy) [P3].
2. Zastosowanie DESs w izolacji substancji bioaktywnych z biomasy roslinnej, obejmujace:

Okreslenie efektywnosci wytypowanych DESs jako rozpuszczalnikow w ekstrakcji
zwigzkdéw bioaktywnych (gtdwnie zwigzkdéw fenolowych oraz flawonoidéw) z wybranych
materiatdw roslinnych oraz poréwnanie z konwencjonalnymi rozpuszczalnikami [P4, P6].
Okreslenie wptywu parametréw ekstrakcji (temperatury, czasu, stosunku masy
lignocelulozy do ilosci rozpuszczalnika) na wydajnos$¢ izolowanych zwigzkéw [P4, P6].
Okreslenie  wtasciwosci  przeciwdrobnoustrojowych  oraz  przeciwutleniajgcych
przygotowanych ekstraktéw roslinnych [P4].

Zastosowanie otrzymanych ekstraktow roslinnych jako sktadnikéow aktywnych w foliach
chitozanowych, stosowanych jako biodegradowalne opakowania do zywnosci [P5].
Zaprojektowanie systemu rozpuszczalnikbw DESs, pozwalajagcego na selektywne
wydzielenie zwigzkdéw aktywnych o réznej hydrofilowosci [P6].

Opracowanie metody odzysku DESs po procesie delignifikacji oraz ekstrakcji

i zastosowanie rozpuszczalnika w kolejnych cyklach ekstrakcji [P2, P4, P6].
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Wprowadzenie literaturowe

1. Rozpuszczalniki gteboko eutektyczne

Nazwa rozpuszczalniki gteboko eutektyczne zostata po raz pierwszy wprowadzona w 2003
roku w publikacji przedstawionej przez zespét A. P. Abbotta?. Sg to mieszaniny dwdch lub kilku
sktadnikéw, tworzacych jednorodny ukfad, stabilny w temperaturze pokojowej. Okreslenie
rozpuszczalniki gfeboko eutektyczne odnosi sie do mieszanin, dla ktérych na wykresie
fazowym obserwujemy wyrazne obnizenie temperatury topnienia wyznaczonego
eksperymentalnie punktu eutektycznego mieszaniny, w poréwnaniu do przewidywanego
punktu, wyznaczonego metodami matematycznymi (czesto nazywanego punktem idealnej
mieszaniny eutektycznej)®. Rozpuszczalniki gteboko eutektyczne (DESs) mozina podzielié
na pie¢ gtéwnych typdéw, ze wzgledu na zastosowane zwigzki chemiczne, z ktérych sktada sie
mieszanina*>. W dalszej czesci pracy skupiono sie na typach Il i V rozpuszczalnikdw, z uwagi

na ich wykorzystanie w czesci badawcze;.
1.1 Budowa rozpuszczalnikéw gteboko eutektycznych

Struktura DESs typu Il opiera sie gtdwnie na oddziatywaniach niekowalencyjnych
pomiedzy sktadnikami, sposrdd ktdrych najbardziej istotne sg wigzania wodorowe®. Sktadniki
DESs najczesciej dzieli sie na akceptory (j. ang. hydrogen bond acceptor — HBA)
i donory wigzan wodorowych (j. ang. hydrogen bond donor — HBD). Do najczesciej
stosowanych HBA zalicza sie chlorek choliny, betaine, octan choliny oraz bromek
tetrabutyloamoniowy. W przypadku HBD, grupa mozliwych do wykorzystania substancji jest
znacznie obszerniejsza — sg to kwasy karboksylowe (np. kwas mlekowy, kwas lewulinowy,
kwas jabtkowy), polialkohole (np. gliceryna, glikol etylenowy), cukry (np. glukoza, fruktoza)
oraz inne zwigzki, mogace tworzy¢ wigzania wodorowe z HBA (np. mocznik). W zaleznosci
od budowy HBA i HBD, w DESs wystepujg rowniez oddziatywania elektrostatyczne,
oddziatywania m-it, ktére takie wptywajg na stabilno$é¢ rozpuszczalnika’. W najnowszych
doniesieniach literaturowych coraz wiecej uwagi poswieca sie hydrofobowym HDESs typu V
(j. ang. hydrophobic deep eutectic solvents), do utworzenia ktérych najczesciej stosuje sie
mentol, tymol, alkohole dtugotancuchowe (np. oktan-1-ol, dekan-1-ol) oraz kwasy ttuszczowe
(np. kwas laurynowy, kwas oktanowy, kwas dekanowy). W tego typu HDESs, zaden

ze zwigzkéw bedacych sktadnikami rozpuszczalnika nie wystepuje w formie jonowej,
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a mieszanina nie jest stabilizowana przez oddziatywania elektrostatyczne®. Ich gtéwng cechg,
odrézniajgcg od pozostatych rodzajow DESs, jest hydrofobowy charakter, dzieki czemu
mozliwe jest utworzenie ukfadu dwodch niemieszajgcych sie faz, w przypadku procesow
prowadzonych w $rodowisku wodnym (np. oczyszczanie woéd 1z zanieczyszczen

organicznych)®10,
1.2 Wtasciwosci rozpuszczalnikéw gteboko eutektycznych

Whtasciwosci fizykochemiczne DESs mogg znacznie rdznic sie w zaleznosci od zwigzkdw
tworzacych dany rozpuszczalnik. Mozna jednak stwierdzié, ze wspdlng cechg wszystkich DESs
jestich niska lotno$¢, co jest duzg zaletg z punktu widzenia ekologii oraz bezpieczenstwa pracy,
natomiast stanowi wyzwanie w procesach ich odzyskiwaniall. Wtaéciwoscig, ktéra ma istotny
wptyw na przebieg procesow, w ktdrych stosuje sie te rozpuszczalniki, jest ich lepkos¢. Zalezy
ona w gtéwnej mierze od rodzaju HBD w rozpuszczalniku®?. DESs zbudowane z kwaséw
karboksylowych majg wyzszg lepkos¢, niz te zawierajgce polialkohole (np. gliceryne, glikol
etylenowy). Przyktadowo, lepkos¢ DES zbudowanego z chlorku choliny i gliceryny
(1:1 mol/mol) wynosi 301 mPa-s, natomiast w przypadku zastgpienia gliceryny kwasem
mlekowym, lepko$¢ rozpuszczalnika wzrasta do 3230 mPa-s'?.  Ponadto, jezeli uzyty
do otrzymania DES kwas karboksylowy zawiera kilka grup karboksylowych
(np. kwas szczawiowy, kwas malonowy, kwas cytrynowy), lepkos¢ rozpuszczalnika wzrasta
jeszcze bardziej (np. lepko$¢ DES zbudowanego z chlorku choliny i kwasu cytrynowego
w stosunku molowym 1:1 mol/mol wynosi ponad 14 tys. mPa-s)'%'3, Podobny efekt obserwuje
sie wraz z wydtuzeniem taficucha weglowego w czgsteczce HBD'*. Problem wysokiej lepkosci
wybranych DESs moze zostac¢ rozwigzany poprzez dodatek wody do rozpuszczalnika, co jest
powszechnie stosowane w procesach ekstrakcji zwigzkdw bioaktywnych z roélin>. Dodatek
wody nie powinien przekroczy¢ 40-50% objetosci DES, ze wzgledu na mozliwos¢ zniszczenia
struktury rozpuszczalnika, opierajgcej sie na oddziatywaniach wodorowych i utrate jego
wtasciwosci jako medium ekstrakcyjnego®®. Kolejnym sposobem obnizenia lepkosci DESs jest
prowadzenie procesdw w podwyzszonej temperaturze. Wiekszos¢ DESs wykazuje stabilnos$é
termiczng (do okoto 190°C), zaleznie od rodzaju HBA i HBD'’. Najmniej stabilnym
rozpuszczalnikiem, sposréd najczesciej opisywanych w literaturze, jest ten zawierajgcy kwas
malonowy jako HBD, ktory w relatywnie niskiej temperaturze (80°C) ulega rozktadowi

do kwasu octowego'®. Nalezy podkreslié, Zze omawiane w niniejszej pracy procesy
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przetwarzania biomasy s3 zazwyczaj prowadzone w podwyzszonej temperaturze,
co powoduje znaczne obnizenie lepkosci rozpuszczalnikéw, czesto do wartosci zblizonych
do lepkosci wody?®°.

W przypadku HDESs, lepko$¢ nie wpltywa znaczagco na przebieg procesow
z zastosowaniem tych rozpuszczalnikéw. Przyktadowo, w temperaturze pokojowej HDESs
zbudowane z tymolu i wybranych kwaséw ttuszczowych charakteryzujg sie lepkosciag
od 3 do 26 mPa's (np. dla kwasu oktanowego 3,2 mPa:s, dla kwasu undecylenowego
25,8 mPa-s)?°.

DESs i HDESs zaliczane sg do rozpuszczalnikdow alternatywnych, ktére majg niewielki
wptyw na srodowisko, dlatego caty czas zwieksza sie zainteresowanie ich wykorzystaniem
na skale przemystowga. Rozpuszczalniki te otrzymywane sg czesto z substancji naturalnych,
ktdre zazwyczaj majg stosunkowo niskg cene i sg fatwo dostepne (ta grupa DESs jest czesto
nazywana NADESs — z j. ang. natural deep eutectic solvents)?!. Nalezy podkresli¢, ze wiekszo$¢
z nich jest biodegradowalna (np. DES zbudowany z chlorku choliny i mocznika ulega
biodegradacji w okoto 90% po uptywie 28 dni)??, co dodatkowo zwieksza ich konkurencyjnos¢
wobec tradycyjnych zwigzkéw chemicznych stosowanych w przemysle?3. W przypadku HDESs,
badania nad biodegradowalnoscig nie zostaty jeszcze przeprowadzone, jednakie mozina
przewidywaé, ze biodegradowalno$é sktadnikéw uzytych do otrzymania rozpuszczalnikéw
(np. kwas dekanowy, mentol, tymol) wptynie korzystnie na zdolno$¢ degradacji catej
mieszaniny. Watpliwosci moze budzié toksycznos¢ DESs wobec mikroorganizmow
i organizmow wodnych. llo$é przeprowadzonych dotychczas badan jest niewystarczajaca,
aby catkowicie wykluczy¢ toksycznos¢ tych rozpuszczalnikéw. W wybranych doniesieniach
literaturowych wskazuje sie, ze DESs nie majg wptywu lub w niewielkim stopniu wptywajg
na organizmy wodne (algi, bakterie, wybrane gatunki ryb)?*-2¢. Przyktadowo, w badaniach
wptywu DESs na karpie (Cyprinus carpio), wartosci LCso dla rozpuszczalnikédw zbudowanych
z chlorku choliny i glikolu etylenowego, gliceryny lub mocznika wynosity powyzej 4000 mg/L,
co klasyfikuje te DESs jako substancje nieszkodliwe?’. Niektére doniesienia literaturowe
opisujg przeciwstawne wyniki badan, w ktérych wykazano toksycznosé¢ DESs wzgledem
organizméw wodnych, np. artemii (tzw. stonaczka, Artemia salina), gdzie obecnos$¢ DESs
(zbudowanych z chlorku choliny jako HBA i gliceryny, mocznika lub glikolu etylenowego jako
HBD) powodowata $mier¢ larw. Autorzy badan zasugerowali jednak, ze moze to by¢

spowodowane innymi czynnikami — brakiem tlenu i wysokg lepkoscig rozpuszczalnika?®.
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Nalezy podkresli¢, ze toksycznos¢ DESs w Srodowisku wodnym (wobec organizmoéw zyjgcych
w wodzie) powinna by¢ rozpatrywana wzgledem oddzielnych zwigzkéw budujacych
rozpuszczalnik oraz ich potencjalnego synergicznego dziatania, ze wzgledu na rozpad struktury
DES, opierajgcej sie gtdwnie na wigzaniach wodorowych, w tych warunkach. Badania
nad toksycznoscig DESs majg na celu sprawdzenie ich wptywu w momencie przedostania sie
do zbiornikéw wodnych. Konieczne jest wiec przeprowadzenie takich badan w warunkach
imitujgcych srodowisko naturalne, gdzie wystepowatyby w niskim stezeniu. Toksycznosé
HDESs wobec organizméw wodnych nie zostata jeszcze zbadana.

Badania cytotoksycznos$ci DESs wobec bakterii chorobotwdrczych (np. Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis) wykazaty, ze mogg one hamowaé wzrost
mikroorganizméw, szczegdlnie jesli zawierajg w swojej budowie kwasy karboksylowe jako
HBD?3°, Dziatanie takie sprawia, ze DESs mogg zosta¢ potencjalnie zastosowane jako sktadniki

srodkow przeciwbakteryjnych.
1.3 Zastosowania rozpuszczalnikow gteboko eutektycznych

Jak juz wspomniano, zainteresowanie DESs i HDESs stale wzrasta, ze wzgledu
na wtasciwosci jakie posiadajg oraz mozliwos¢ ich regulacji poprzez zmiane sktadnikow
mieszaniny. Rysunek 1 przedstawia dziedziny, w ktérych udokumentowano wykorzystanie

DESs lub HDESs.

blodegradowalnych
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2. Biomasa lignocelulozowa

Biomasa roslinna stanowi jeden z najbardziej powszechnych, a zarazem najmniej
wykorzystanych surowcéw odnawialnych. Moze by¢ wykorzystana w wielu procesach,

zarowno jako zrddto energii, jak i cennych zwigzkéw chemicznych.
2.1 Budowa biomasy lignocelulozowej

Gtéwnymi sktadnikami biomasy lignocelulozowej sg 3 polimery: celuloza, lignina oraz
hemicelulozy. W zaleznosci od gatunku rosliny, warunkéw jej uprawy oraz klimatu,
procentowa zawartos¢ poszczegdlnych frakcji moze sie znaczgco réznic. Tabela 1 przedstawia
zestawienie przyktadowych rodzajéw biomasy, wraz z oznaczong zawartoscig gtéwnych
polimerdw. Oprdcz gtownych komponentéow, w materiatach roslinnych wystepujg réwniez
biatka, sktadniki mineralne (np. krzemionki), woski, chlorofil i inne barwniki (np. karoteny),
a takze zwigzki biologicznie aktywne3®.

Tabela 1. Procentowa zawartos¢ celulozy, ligniny oraz hemiceluloz w wybranych rodzajach
biomasy roslinnej.

Zawartos¢ frakcji [%]

Rodzaj biomasy Celuloza Lignina Hemicelulozy Lit.
Stoma z pszenicy 024 18,8 18,2 7
36,8 23,6 25,0 38
Drewno bambusowe 35,9 29,7 34,4 39
Miskant 45,3 13,0 23,4 0

Drzewo brzozy 54,2 11,1 28,1
tupiny orzecha wtoskiego 12,0 24,0 44,0 41
Wystodki z trzciny cukrowe;j 37,2 26,5 22,1 42
Stoma ryzowa 45,7 22,5 19,6 43

2.2 Metody przetwarzania biomasy lignocelulozowej

Obserwowany obecnie trend zagospodarowania jak najwiekszej ilosci odpadow
roslinnych, produkowanych gtdwnie przez przemyst rolniczy i lesny, sprawia, ze stale
poszukuje sie nowych, efektywnych i ekologicznych metod przetwarzania biomasy. Przerdbka
lignocelulozy do produktow o duzej wartosci dodanej czesto poprzedzona jest tzw. obrobka
wstepng, ktéra ma na celu rozbicie zwartej struktury materiatu oraz odstoniecie wtékien
celulozowych. Czesto obrdbka wstepna potgczona jest z kolejnymi transformacjami, w celu

ograniczenia liczby etapéw procesu. Innym podziatem metod przetwarzania biomasy jest
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podziat ze wzgledu na stosowany czynnik — sg to metody fizyczne, fizykochemiczne, chemiczne
oraz biologiczne. Przyktadowe metody obrébki lignocelulozy zostaty przedstawione

na Rysunku 2.

[ Metody przetwarzania biomasy roslinnej J

Metody fizyczne

Metody
fizykochemiczne

Metody chemiczne

Metody biologiczne
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Stosowanie roztworéw
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Obrobka z uzyciem cieczy
jonowych

Obrébka z uzyciem
enzymow celulolitycznych
oraz hemicelulolitycznych
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Rysunek 2. Wybrane metody obrdbki biomasy lignocelulozowej**>3,

2.3 Zastosowanie DESs w przetwarzaniu biomasy lignocelulozowej

Zainteresowanie zastosowaniem DESs w waloryzacji biomasy stale wzrasta. Dzieki temu,
ze poprzez zmiane sktadu mozna regulowaé ich wtasciwosci, mozliwe jest uzyskanie
zaplanowanego efektu waloryzacji tego surowca. W literaturze mozna spotkac rowniez liczne
doniesienia dotyczace przetwarzania lignocelulozy z uzyciem cieczy jonowych (ILs), jednak
badania wykazaty, ze DESs sg mniej toksyczne, niz tradycyjne ILs>!. Na podstawie przegladu
literaturowego mozna wnioskowaé, ze DESs najczesciej stosowane sg w procesach
delignifikacji biomasy oraz ekstrakcji zwigzkéw bioaktywnych z materiatu roslinnego. Istniejg
rowniez nieliczne doniesienia dotyczgce zastosowania kwasowych DESs jako katalizatoréw
i rozpuszczalnikdow w procesach konwersji polisacharydéw roslinnych do furfuralu, 5-HMF
oraz kwasu lewulinowego (czesciej opisywane sg jednak kwasowe ILs)**6, Nalezy jednak
podkresli¢, ze informacje dotyczgce efektywnosci DESs w tych procesach oraz ich optacalnosci
S3 WCigz ograniczone.

Wysoka zawartos¢ ligniny w materiale roslinnym moze negatywnie wptywad
na przetwarzanie celulozy i hemiceluloz do docelowych produktéw (np. cukréw, kwasu
lewulinowego, furfuralu, 5-HMF). W przypadku procesow biokatalitycznych, majgcych na celu

przetworzenie polisacharydéw (np. hydroliza celulozy i hemiceluloz do monosacharydéw),
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stosowane enzymy mogg wchodzi¢ w interakcje z obecng w materiale ligning (gtdéwnie przez
wigzania wodorowe, oddziatywania hydrofobowe i elektrostatyczne), co obniza efektywnosc
procesu®’. Dodatkowo, lignina moze stanowié¢ fizyczng bariere ograniczajgcg dostep
biokatalizatoréw do polisacharydéw®2. Z tego powodu, usuniecie czesci ligniny jest jedng
z istotnych metod obrdbki biomasy, zwiekszajgcg efektywnos¢ jej pdziniejszych transformaciji.
Warto doda¢, ze pozyskiwana lignina réwniez moze znalez¢ zastosowanie w przemysle.
Tradycyjng metoda delignifikacji biomasy jest obrdbka alkaliczna, powszechnie stosowana
w przemysle papierniczym. Technologia ta wykorzystuje roztwory siarczku sodu oraz
wodorotlenku sodu w celu oczyszczenia celulozy z pozostatosci — mieszaniny ligniny, woskow
oraz barwnikdw - okreslanej jako czarny tug (j. ang. black liquor). Wadami tego procesu sg
zastosowanie  szkodliwych chemikaliéw zanieczyszczajgcych  $rodowisko,  wysokie
temperatury prowadzenia procesu (100-180°C) oraz otrzymywanie zanieczyszczonej ligniny>°.

W efekcie otrzymywana frakcja czarnego tugu traktowana jest jako odpad.
2.3.1  Delignifikacja biomasy roslinnej z uzyciem rozpuszczalnikow gteboko eutektycznych

Alternatywg metod konwencjonalnych moze by¢ wykorzystanie takich DESs, ktére sg
dobrymi rozpuszczalnikami ligniny. Przyktadowe uzyskane stopnie delignifikacji biomasy
przedstawione zostaty w Tabeli 2.

Tabela 2. Stopien delignifikacji biomasy, zalezny od rodzaju lignocelulozy, DESs, temperatury
oraz czasu.

Stosunek Temperatura Czas Stopien
Rodzaj biomasy DES molowy “[’o g 1y delignifikacii  Lit
HBA:HBD [%]
Bambus ChCl:Kwas szczawiowy 1:1 120 4 ~90 60
Miskant ChCl:Kwas mréwkowy 1:2 130 1 82 40
Topola (drewno) ChCl:Kwas mlekowy 1:10 120 12 90 61
. 90 15
tuski ryzowe Glikol etylenowy: 1:1 4 62
Kwas cytrynowy 120 57
ChCl:Kwas
i 1:2 63
Stoma z pszenicy p-toluenosulfonowy Tp 6 64
rupi
upiny orzecha o\ oo mrowkowy 122 60 8 20 64

wtoskiego
ChCl — chlorek choliny, Tp — temperatura pokojowa
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Wptyw poszczegdlnych parametréw na stopien delignifikacji biomasy zostanie omoéwiony

w poszczegolnych podrozdziatach.

2.3.2 Wptyw rodzaju rozpuszczalnikow gteboko eutektycznych na efektywnosé

delignifikacji biomasy

W procesie delignifikacji biomasy najczesciej stosowane s DESs typu I,
w ktérych HBA jest chlorek choliny, natomiast jako HBD uzywane sg kwasy organiczne
lub glikole. W wiekszosci doniesien literaturowych wskazuje sie, ze kwasowe HBD zapewniajg
wyzszy stopien delignifikacji. Takie dziatanie wynika z proponowanego mechanizmu
delignifikacji biomasy, ktéry zaktada, ze w $rodowisku DESs z kwasowym HBD nastepuje
zerwanie eterowych wigzan obecnych w strukturze ligniny, jak rowniez wigzan glikozydowych
wystepujgcych pomiedzy tancuchami hemiceluloz, co prowadzi do czesciowej depolimeryzacji
oraz rozluZnienia struktury lignocelulozy®®. Efektem tego jest nie tylko ekstrakcja ligniny,
ale réwniez cze$ciowe usuniecie hemiceluloz z materiatu roslinnego®’. Aktywno$¢ DESs w tym
przypadku jest zwigzana nie tylko z kwasowym charakterem HBD, ale réwniez struktura
chemiczng stosowanego kwasu organicznego. Wsréd opublikowanych doniesien
literaturowych, porownujacych wptyw HBD na stopien delignifikacji biomasy, najbardziej
skutecznym okazat sie kwas mlekowy. Grupa hydroksylowa wystepujaca w tym kwasie jest
potencjalnym miejscem utworzenia wigzania wodorowego z grupami funkcyjnymi ligniny,
co wptywa na polepszenie efektywnosci delignifikacji z tego rodzaju HBD®8. Uzycie kwasdw
di- i tri- karboksylowych, takich jak kwas szczawiowy, kwas malonowy lub kwas cytrynowy,
powoduje obnizenie wydajnosci izolowanej ligniny, poniewaz obecnos¢ dodatkowych grup
karboksylowych zwieksza ilo$¢ wigzan wodorowych tworzonych pomiedzy czgsteczkami HBD,
a takze pomiedzy HBD oraz HBA, co obniza mobilnos¢ tworzonych czgstek DES. Efektem tego
jest ograniczone oddziatywanie pomiedzy rozpuszczalnikiem, a lignocelulozg®®7°,

Wptyw HBA na stopien delignifikacji biomasy jest opisany w niewielu doniesieniach
literaturowych. Najczesciej wybieranym HBA jest chlorek choliny. DES zawierajgcy chlorek
choliny zapewnia uzyskanie wysokiego stopnia usuniecia ligniny, co zwigzane jest z kolejnym
elementem mechanizmu delignifikacji. Oprécz zerwania wigzan istniejgcych w lignocelulozie
w wyniku oddziatywania z kwasowym HBD, tworzone sg wigzania wodorowe pomiedzy jonem
chlorkowym w HBA, a grupami hydroksylowymi ligniny, co dodatkowo powoduje rozluznienie

struktury lignocelulozy®. Znaczenie jonu chlorkowego zostato zbadane przez Smink’a i in.,
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ktorzy przeanalizowali wptyw anionu w HBA na efektywnos¢ przetwarzania drewna
eukaliptusowego. Sposréd wybranych aniondéw, uzycie anionéw halogenowych (Cl- oraz Br’)
pozwolito na uzyskanie wysokiego stopnia delignifikacji materiatu, niezaleznie
od zastosowanego kationu’!. Wptyw jonu chlorkowego zaobserwowano réwniez
w delignifikacji drewna eukaliptusowego, przeprowadzonej z wykorzystaniem DESs, w ktdrych
jako HBD zastosowano kwas mlekowy, natomiast jako HBA uzyto betaine lub chlorowodorek
betainy. W przypadku procesu w 120°C z DES zawierajgcym chlorowodorek betainy, stopien
delignifikacji biomasy wynosit ok. 70%, a z uzyciem betainy jako HBA tylko 40%72.

llos¢ publikacji naukowych dotyczacych zastosowania betainy w DESs w procesie
wydzielania ligniny jest niewielka, a przedstawiane wyniki badan nie prowadza
do jednoznacznych wnioskéw. Przyktadowo, DES zbudowany z betainy i kwasu mlekowego,
w stosunku molowym 1:2 (mol/mol), umozliwit wydzielenie 81,6% ligniny z materiatu
pozostatego po wydzieleniu ksylozy z kolb kukurydzy, w temperaturze 120°C’3. W innym
eksperymencie przeprowadzanym w 155°C, ten sam DES okazat sie mniej efektywny
w procesie obrébki tusek ryzowych (stopien delignifikacji 6%), niz jego odpowiednik
zawierajacy chlorek choliny (stopief delignifikacji 13%)7*. W przedstawianych badaniach
czesto stosowany jest rézny stosunek molowy HBA do HBD oraz inna temperatura procesu,
co moze mie¢ znaczacy wptyw na stopien delignifikacji biomasy i uniemozliwia poréwnywanie

wynikow ze soba.
233 Wptyw temperatury na efektywnos¢ delignifikacji biomasy

Temperatura procesu delignifikacji biomasy ma bardzo istotny wptyw na jego
efektywno$é, szczegdlnie, jezeli jest prowadzony z udziatem DESs. Rozpuszczalniki te majg
wysokg lepkos¢, co moze ogranicza¢ wymiane masy, dlatego zalecane jest prowadzenie
wydzielania ligniny w podwyzszonej temperaturze (najczesciej od 80 do 150°C, w zaleznosci
od przetwarzanego surowca lignocelulozowego)®>7>. Ponadto, w wysokiej temperaturze
rozpad wigzan eterowych, wystepujgcych w strukturze ligniny oraz pomiedzy ligning
i tancuchami hemiceluloz, zachodzi tatwiej, co pozytywnie wptywa na efektywnos¢ izolacji
polimeru’®. Jednakze, przekroczenie optymalnej temperatury procesu moze skutkowac
degradacjg ligniny”’. Dodatkowo, jezeli delignifikacja prowadzona jest w $rodowisku

kwasowych DESs, w wysokiej temperaturze moze dochodzi¢ do powstawania humin
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(produktéow polimeryzacji furfuralu i jego pochodnych), co niekorzystnie wptywa

na efektywno$¢ procesu’s.
234 Recykl rozpuszczalnikéw gteboko eutektycznych po delignifikacji biomasy

Etapem, ktdry przysparza najwiekszych trudnosci w procesach delignifikacji biomasy, jest
odzysk DES oraz jego ponowne uzycie, z zachowaniem wysokiej wydajnosci izolowanej ligniny.
Ze wzgledu na niskg preznosc¢ par DESs, niemozliwy jest ich recykl poprzez destylacje, stad
konieczne jest przeprowadzenie odzysku rozpuszczalnika w kilkuetapowym procesie.
Najczesciej stosowang metodg jest dodatek takiej ilosci przeciwrozpuszczalnika (wody,
acetonu, etanolu lub metanolu), aby ostabi¢, a nawet zerwa¢ wigzania wodorowe pomiedzy
sktadnikami DES, co skutkuje wytrgceniem wysokoczgsteczkowej ligniny z roztworu’®. Sposdb
ten pozwala na uzycie prostych technik laboratoryjnych — filtracji statych pozostatosci
oraz odparowania przeciwrozpuszczalnika z roztworu DES. Nalezy rowniez zwrdéci¢ uwage
na to, ze w trakcie delignifikacji biomasy za pomocg DES, ekstrahowane moga by¢ inne
substancje obecne w materiale roslinnym (np. polifenole, chlorofile, karotenoidy, substancje
woskowe). Dodatkowo, w podwyzszonej temperaturze, w kwasowym srodowisku moze dojs¢
do czesciowej degradacji ligniny i hemiceluloz do niskoczgsteczkowych zwigzkéw, ktére
rowniez beda obecne w rozpuszczalniku. Zwigzki te nie mogg zostaé¢ oddzielone od DES
poprzez dodatek przeciwrozpuszczalnika, poniewaz metoda ta pozwala na wytrgcenie tylko
wysokoczgsteczkowych substancji’”>. Z tego powodu, po wydzieleniu ligniny z DES,
rozpuszczalnik nadal jest zanieczyszczony matoczgsteczkowymi zwigzkami, co po kilku
recyklach DES moze obnizaé¢ jego efektywnosé. Konieczne jest oczyszczanie DES poprzez
ekstrakcje ciecz-ciecz (najczesciej z uzyciem octanu etylu lub butan-1-olu), ekstrakcje do fazy
statej, za pomocg chromatografii kolumnowej lub oczyszczania za pomocg membran, jednakze

metody te stosowane sg w badaniach prowadzonych na skale laboratoryjng’-8.
2.4 Zastosowanie enzymow celulolitycznych w przetwarzaniu biomasy roslinnej

Przetwarzanie biomasy lignocelulozowe] do uzytecznych zwigzkéw moze byé réwniez
prowadzone z zastosowaniem biokatalizatoréw, wsrdd ktdrych najczesciej stosowane sg
enzymy z grupy hydrolaz i oksydoreduktaz (np. celulazy, hemicelulazy, lakazy). Hydrolize
wigzan glikozydowych w celulozie katalizujg m.in. celulazy, endoglukanazy oraz B-glukozydazy.
W przypadku hemicelulaz, najczesciej stosowane sg ksylanazy, ktdre réwniez katalizujg

hydrolize wigzan B-1,4-glikozydowych, jednakze w faricuchu zbudowanym z jednostek ksylozy.
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W celu intensyfikacji przetwarzania lignocelulozy na drodze enzymatycznej, najczesciej stosuje
sie preparaty skfadajgce sie z kilku enzymdéw®?, Procesy te prowadzone sg w fagodnych
warunkach, produkty otrzymywane sg z wysokg selektywnoscig, a w wielu przypadkach
mozliwy jest réwniez recykl biokatalizatoréw (np. w przypadku katalizatoréw
immobilizowanych). Jak juz wspomniano wczesniej, ze wzgledu na ztozong strukture
lignocelulozy, m.in. wysoki stopien krystalicznosci celulozy oraz obecno$¢ ligniny, konieczne
jest przeprowadzenie obrdbki wstepnej materiatu, przed procesami biotransformacji jego

sktadnikow.
3. Ekstrakcja zwigzkéw bioaktywnych z biomasy roslinne;j

Jednym z bardzo waznych zastosowan DESs w dziedzinie waloryzacji biomasy roslinnej
jest izolacja zwigzkéw bioaktywnych wystepujacych w roslinach. Pomimo, ze wtasciwosci
lecznicze rdinych rosdlin  (np. dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, antyoksydacyjne
czy przeciwnowotworowe) znane byty od czaséw starozytnych, zainteresowanie przemystu
kosmetycznego czy farmaceutycznego konkretnymi substancjami bioaktywnymi pochodzenia
naturalnego, w szczegdlnosci roslinnego, stale wzrasta. Opracowywane s3 wcigz nowe,
bardziej ekologiczne i wydajne metody pozyskiwania tego typu zwigzkow z roslin. Najczesciej
stosowane sg rézne metody ekstrakcji, z uzyciem rozpuszczalnikdw. Zastosowanie DESs
w tych procesach pozwala nie tylko izolowaé bioaktywne zwigzki z duzg wydajnoscia,
ale przede wszystkim, dzieki wtasciwosciom i budowie tych rozpuszczalnikdéw, w znacznie
mniejszym stopniu wptywa na $rodowisko naturalne. Na efektywnos¢ ekstrakcji majg wptyw
nie tylko rodzaj rozpuszczalnika, ale réwniez warunki prowadzenia ekstrakcji, takie jak
temperatura, czas trwania procesu, a takze dodatek wody do DES, majacy na celu obnizenie
lepkosci cieczy.

Przeglad literaturowy stanu wiedzy z tego zakresu zostat opublikowany w czasopismie
Journal of Agricultural and Food Chemistry (publikacja [P1])®3. W kolejnych podrozdziatach
zamieszczono najwazniejsze informacje dotyczgce wiasciwosci zwigzkdéw wystepujacych
w poszczegdlnych rodlinach, przyktadéw ekstrakcji i nowoczesnych rozwigzan w zakresie

recyklu DES.
3.1 Zwigzki bioaktywne wystepujgce w roslinach

Zwigzki bioaktywne zawarte w roslinach nalezg gtéwnie do kwaséw fenolowych,

flawonoidéw, alkaloidéw czy terpendw. Petnig one szereg funkcji w roslinach, m. in. reguluja
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procesy fotosyntezy i wzrostu rosliny, odpowiadajg za odpornos$¢ na infekcje bakteryjne
i grzybicze, a takze mogg odstraszaé szkodniki i pasozyty®*8>. Zwigzki te cenione sg za swoje
wtasciwosci, przez co czesto wykorzystywane sg w roznych dziedzinach. Wiele z nich wykazuje
silne dziatanie przeciwutleniajace, co jest szczegdlnie uzyteczne w produktach kosmetycznych
oraz spozywczych. Ponadto, niektére zwigzki (np. polifenole) mogg opdzniac¢ rozwdj chordb
neurodegeneracyjnych (np. choroby Alzheimera czy Parkinsona), kardiologicznych oraz
nowotworowych®. W Tabeli 3 przedstawiono wybrane zwigzki bioaktywne wystepujgce
w roslinach, wraz z ich witasciwosciami. Skupiono sie gtéwnie na przedstawieniu tych

zwigzkow, ktoére byty izolowane z roslin rdwniez w ramach niniejszej pracy doktorskiej.

22



Tabela 3. Wybrane zwigzki bioaktywne wystepujgce w roslinach oraz ich wtasciwosci i zastosowania (na podstawie publikacji [P1]%3).

Nazwa zwigzku Wz6r strukturalny

Whtasciwosci i zastosowania

Rutyna OH O A\ OH

Ogranicza proliferacje komdérek nowotworowych i wywotuje ich apoptoze®®

Ogranicza neurotoksyczno$¢ wybranych lekéw (np. polimyksyn)®

Redukuje zaczerwienie skdry i reakcje alergiczne®

Ogranicza dziatanie proteaz wirusowych i wspomaga dziatanie lekéw przeciwwirusowych
(np. acyklowiru)8°

Kwercetyna
Ogranicza proliferacje i migracje komérek nowotworowych®?
Silnie absorbuje promieniowanie UV®?
) Wykazuje dziatanie przeciwzapalne (w formie glikozydu)®
Luteolina

Ogranicza biosynteze toksycznych bakteryjnych amin w produktach miesnych®*

Hesperydyna ° ©/O\CH3

Wykazuje silne dziatanie przeciwutleniajgce, wykorzystywane w produktach kosmetycznych®

Wspomaga dziatanie uktadu sercowo-naczyniowego®
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HO,_J—OH Ogranicza wzrost komérek nowotworowych®’
Kwas o
SN N Spowalnia degradacje kolagenu i chroni komdrki skéry przez promieniowaniem UV®®
chlorogenowy &
OH Wspomaga produkcje kolagenu®®
OH
o)
X-"“oH Ogranicza uboczne dziatania wybranych lekéw oraz toksyn'®

Kwas ferulowy

HO Wywotuje apoptoze komérek nowotworowych®!

O‘CH3
OH

Kwas

rozmarynowy

Chroni DNA przed dziataniem promieniowania UV

Ogranicza utlenianie kwaséw omega-31%3

Wspomaga dziatanie uktadu nerwowego poprzez chelatacje metali ciezkich®

Kwas kawowy

Wspomaga biosynteze biatek budujgcych synapsy — wspomaganie leczenia choroby

Alzheimera?®>

Wykazuje silne dziatanie przeciwutleniajgce’®®

Wykazuje aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg'®”’

Kwas

p-kumarowy

Wykazuje dziatanie przeciwbakteryjnel®

Ogranicza podziaty komdrek nowotworowych i wywotuje ich apoptozel®

Wykazuje aktywno$¢ przeciwutleniajgcg — hamuje procesy degradacji lipidéw i DNAC
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3.2 Zastosowanie rozpuszczalnikow gteboko eutektycznych w ekstrakcji zwigzkdéw

bioaktywnych z biomasy roslinnej

Najczesciej stosowane techniki pozyskiwania ekstraktdw roslinnych polegaja
na maceracji lub ekstrakcji w aparacie Soxhleta, z wykorzystaniem rozpuszczalnikéw
organicznych (etanolu, metanolu, acetonu) lub wody*'!. Metody te czesto wspomagane sg
ultradZzwiekami lub promieniowaniem mikrofalowym?!2113, Jednakze, w przypadku wielu
rozpuszczalnikdéw organicznych nalezy braé pod uwage ich wysoka palnos¢ oraz preznosé
part!4. Z tych powoddw, DESs stanowig bardziej ekologiczng alternatywe konwencjonalnych
rozpuszczalnikdw organicznych. Dodatkowo, czesto wykazujg one wyiszg efektywnosé
ekstrakcji zwigzkéw bioaktywnych!?>116  Zestawienie przyktadowych wydajnosci substancji
pochodzenia roslinnego, wydzielonych z roslin z uzyciem DESs, zostato przedstawione
w Tabeli 4. Wptyw rodzaju rozpuszczalnika oraz metody ekstrakcji na efektywnos$¢ procesu

zostang opisane w kolejnych podrozdziatach.
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Tabela 4. Wydajno$¢ zwigzkéw bioaktywnych, ekstrahowanych z uzyciem DESs z materiatéw roslinnych (na podstawie publikacji [P1]%3).

Materiat roslinny

DES

Technika
ekstrakcji

Temperatura
[°C]

Zawartosé
wody
(%]

z
[m

as
in]

Ekstrahowana
substancja,
wydajnosé ekstrakgcji
[mg/g suchej
biomasy]

Lit.

Gryka zwyczajna (kietki)

ChCl:Mocznik
ChCl:Glikol trietylenowy

U (700 W,
40 kHz)

40

20

40

Rutyna, 1,8 mg/g
Rutyna, 2,2 mg/g

117

Mieta pieprzowa (liscie)

ChCl:Gliceryna

o

70

20

180

Hesperydyna, 3,2
mg/g

118

Oliwka europejska (liscie)

ChCl:Kwas octowy

ChCl:Kwas cytrynowy

50

20

180

Catkowita zawartos¢
fenoli, 0,5 mg/g
Catkowita zawartos¢
fenoli, 0,2 mg/g

119

Krwawnik pospolity (ziele)

ChCl:Kwas mlekowy

ChCl:Mocznik

U (480 W,
40 kHz)

50

25

30

Kwas chlorogenowy,
3,0 mg/g
Kwas chlorogenowy,
2,9 mg/g

120

Kokoryczka wonna (ktgcza)

ChCl:Kwas jabtkowy

ChCl:Kwas cytrynowy

ChCl:Kwas mlekowy

U (180 W)

50

20

Catkowita zawartos¢
flawonoiddw,
4,8 mg/g
Catkowita zawartos¢
flawonoiddw,
6,8 mg/g
Catkowita zawartos¢
flawonoiddw,
7,3 mg/g

121

Toina wenecka (liscie)

ChCl:Kwas lewulinowy

0]
M (400 W)

50

45

30
0,5

Rutyna, 0,02 mg/g
Rutyna, 0,03 mg/g

115

ChCl — chlorek choliny; U — ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami; M — ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym; O — ekstrakcja bez technik

wspomagajgcych (ogrzewanie)
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3.2.1  Wptyw rodzaju rozpuszczalnika gteboko eutektycznego na efektywnos¢ ekstrakcji

Szczegdlny wptyw na wydajnosé izolowanych substancji ma rodzaj zastosowanego
rozpuszczalnika. Jest to zwigzane m.in. z polarnoscig DESs oraz polarnoscig ekstrahowanych
zwigzkéw. Zgodnie z zasadg, ze substancje o podobnej polarnosci mieszajg sie ze sobg, zwigzki
bioaktywne o wysokiej polarnosci (np. kwasy fenolowe — kwas galusowy, kwas ferulowy, kwas
kawowy) powinny by¢ efektywniej ekstrahowane przez rozpuszczalniki o réwnie wysokiej
polarnoscit??2. Z tego powodu, DESs zawierajgce kwasy karboksylowe jako HBD wykazuja
wiekszg zdolnos¢ do ekstrakcji polarnych zwigzkéw bioaktywnych, niz ich odpowiedniki
zbudowane z polialkoholi lub monosacharydéw (ze wzgledu na wyziszg polarnos¢ DESs

zbudowanych z kwasow)123-125,

3.2.2  Wplyw warunkéw ekstrakcji z uzyciem rozpuszczalnikow gteboko eutektycznych

na wydajnos¢ wyizolowanych zwigzkéw bioaktywnych

Podobnie, jak w przypadku delignifikacji biomasy z uzyciem DESs, efektywnos¢ ekstrakcji
zwigzkdw bioaktywnych zalezy od zastosowanych warunkéw, m.in. temperatury, czasu
oraz dodatku wody do rozpuszczalnika. Ekstrakcje z uzyciem DESs bardzo czesto prowadzi sie
w podwyzszonej temperaturze (m.in. ze wzgledu na lepkos$¢ DESs). Zazwyczaj nie przekracza
ona jednak 90°C, ze wzgledu na wrazliwos¢ wybranych zwigzkéw fenolowych na wyzsze
temperatury oraz mozliwos¢ wystgpienia procesdéw ubocznych, np. polimeryzacji
polifenoli'?®1?’.  Procesy  ekstrakcji sg czesto  wspomagane  ultradZwiekami
lub promieniowaniem mikrofalowym, w celu lepszej dezintegracji Sciany komdrkowe;j roslin,
co skutkuje fatwiejszym uwalnianiem substancji bioaktywnych?'?2,

W celu obnizenia lepkosci DESs czesto stosowany jest dodatek wody '%°. Dzieki temu nie
tylko zmniejsza sie lepkos¢ DES i poprawia wymiana masy, ale takze moze zwiekszy¢ sie
polarnosé uktadu ekstrakcyjnego, co korzystnie wptywa na wydajnosé polarnych zwigzkéw
izolowanych z biomasy3%%31, Przyktadowo, zwiekszajgc procentowga zawarto$é wody w DES
zbudowanym z chlorku choliny i kwasu mlekowego z 0 do 30%, mozliwe byto uzyskanie
znacznie wyzszej wydajnosci ekstrahowanego z korzeni lukrecji kwasu glicyryzynowego
(50 mg/g biomasy dla 30% wody oraz 28 mg/g biomasy dla samego DES)*?4. Nalezy jednak
pamietaé, ze po przekroczeniu pewnej zawartosci wody (zazwyczaj powyzej 50%), aktywnos¢

DES jako rozpuszczalnika ekstrakcyjnego moze sie znaczgco obnizy¢. Struktura DESs jest
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w gtéwnej mierze oparta na wigzaniach wodorowych, ktére moga zostac ostabione lub nawet

zerwane w srodowisku wodnym?132133,

3.2.3  Recykl rozpuszczalnikéw gteboko eutektycznych po ekstrakcji zwigzkdw

bioaktywnych

Pomimo, ze DESs stanowig efektywng i ekologiczng alternatywe dla konwencjonalnych
rozpuszczalnikdw stosowanych do ekstrakcji bioaktywnych zwigzkéw z materiatu roslinnego,
problemem jest ich oddzielenie od ekstraktu. Ze wzgledu na niskg preznos¢ par, utrudnione
jest odparowanie rozpuszczalnika. Z tego powodu, konieczne jest stosowanie innych technik
rozdziatu. Jedng z nich jest adsorpcja na ztozach makroporowatych o rdéznej polarnosci
(np. ztoza o nazwach handlowych D-101, HP-20, AB-8), dostosowanej do charakteru
izolowanych zwigzkdw chemicznych!34. Zaletg ich wykorzystania jest wysoka efektywnosc¢
rozdziatu oraz mozliwo$é wielokrotnego stosowania, jednakze ztoza te sg trudno dostepne
na rynku europejskim. W literaturze czesto opisywane jest zastosowanie ekstrakcji do fazy
statej SPE (j. ang. solid phase extraction) jako metody oddzielenia ekstraktéw
od rozpuszczalnika. Najczesciej stosowanym wypetnieniem kolumn SPE jest ztoze C18 (ztoze
krzemionkowe  modyfikowane grupami oktadecylowymi), umozliwiajagce elucje
w odwréconym uktadzie faz. Metoda ta pozwala na osiggniecie wysokiego stopnia odzysku
zwigzkow bioaktywnych, jednakze jak dotad stosowana jest tylko na skale laboratoryjng!'’.
Mozliwy jest rdéwniez odzysk izolowanych substancji z DES przez re-ekstrakcje
rozpuszczalnikami organicznymi (np. octanem etylu, butan-1-olem), jednakze technika ta nie

zapewnia wysokiej efektywnosci rozdziatu®3>,
3.2.4  Przetgczalne, hydrofobowe rozpuszczalniki gteboko eutektyczne

W ostatnich latach w literaturze pojawito sie pojecie przetgczalnych HDESs
(j. ang. switchable HDESs,), ktorych wtasciwosci mozna regulowaé poprzez zmiane warunkéw
prowadzenia procesu. W zaleznosci od zastosowanych sktadnikow HDESs, zmiane wtasciwosci
rozpuszczalnika mozna uzyskac poprzez zmiane temperatury, pH lub wprowadzenie do uktadu
dwutlenku wegla®®. Zjawisko to moze zosta¢ wykorzystane w procesach ekstrakcji z uzyciem
HDESs. Jak wspomniano wczesniej, w standardowych warunkach trudno jest za pomocag
prostych metod oddzieli¢ wyekstrahowane zwigzki od HDES, ze wzgledu na niskg preznosé par
rozpuszczalnika. Uniemozliwia to tatwg regeneracje tych cieczy i ponowne ich zastosowanie.

W przypadku rozpuszczalnikdw przetgczalnych, zwiekszenie hydrofilowosci HDESs moze

28



spowodowac wytracenie wczesniej ekstrahowanych zwigzkéw hydrofobowych i umozliwic ich
oddzielenie od rozpuszczalnika'®’. Zjawisko to zostato zastosowane w przypadku ekstrakgji
zwigzkoéw biologicznie aktywnych (np. B-karotenu, polisacharydéw) z materiatu roslinnego
(np. dyni, skorek pomararczy, pestek winogron)'38140  Przetgczalne HDESs sg takze
wykorzystywane w innych dziedzinach, np. w oczyszczaniu wdd gruntowych z zanieczyszczen,
np. herbicyddw i fungicydéw4%.142,

Sposrdod opisywanych w literaturze przetaczalnych HDESs, najczesciej badane sg te,
ktdrych wtasciwosci mogg by¢ regulowane poprzez zmiane pH. S3 to rozpuszczalniki
zbudowane zazwyczaj z mentolu, tymolu oraz kwaséw i alkoholi ttuszczowych
(np. oktan-1-olu, dekan-1-olu, kwasu dekanowego, kwasu laurynowego). Majg one charakter
hydrofobowy i sg niemieszalne z woda. Jednakze, po dodaniu do nich roztworu zasady,
np. roztworu wodorotlenku sodu, HDESs tworzg z roztworem wodnym jedng faze'#3. Tak jak
wczesniej wspomniano, po wytrgceniu substancji ektrahowanej, przetgczalny rozpuszczalnik
mozna regenerowac poprzez ponowne obnizenie pH za pomoca dodatku kwasédw mineralnych
i organicznych (np. HCI, H;SO4, kwas octowy) lub buforéw (np. buforu octanowego),
co powoduje utworzenie dwdch faz i odtworzenie hydrofobowego rozpuszczalnikal®414°,
Mozliwos¢ zmiany wtasciwosci omawianych HDESs z hydrofobowych na hydrofilowe wynika
z faktu, ze kwasy bedgace sktadnikami HDESs wystepujg w Srodowisku zasadowym w formie
aniondw, co skutkuje zwiekszong mieszalnoscig rozpuszczalnika z wodg. Po obnizeniu pH, jony
ulegajg sprotonowaniu, co z kolei ogranicza ich mieszalnos¢ z wodga, a tym samym powoduje

wydzielenie do osobnej fazy4*.
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Omowienie wynikow

DESs moga by¢ stosowane w wielu procesach transformacji biomasy lignocelulozowej.
W zalezno$ci od rozpuszczalnika oraz parametrow procesowych, mozliwe jest
przeprowadzenie, m. in., delignifikacji materiatéw roslinnych lub ekstrakcji zwigzkéw
bioaktywnych. Celem czesci badawczej pracy byto opracowanie metod waloryzacji wybranych
rodzajow biomasy roslinnej z zastosowaniem DESs. Szczegdlnie skupiono sie na procesie
delignifikacji odpadowej biomasy lignocelulozowej, jak rowniez na wydzielaniu substancji
bioaktywnych z roslin na drodze ekstrakcji. Dodatkowo przeprowadzono reakcje hydrolizy
enzymatycznej biomasy po obrdébce wstepnej z zastosowaniem DESs i okreslono zaleznos¢
pomiedzy wydajnoscig otrzymywanych cukréw prostych, a stopniem delignifikacji surowca.

Sprawdzono réowniez wptyw wybranych DESs i ILs na aktywnos¢ stosowanych enzymow.
4, Delignifikacja biomasy roslinnej z uzyciem rozpuszczalnikdw gteboko eutektycznych

W pierwszej czesci badan uwage skupiono na procesie delignifikacji wybranych
materiatdw roslinnych, z uzyciem DESs. Celem przeprowadzonych eksperymentéw byto
opracowanie efektywnej metody obrdbki wstepnej biomasy oraz okreslenie zaleznosci
pomiedzy stopniem delignifikacji materiatu, a wydajnoscig cukréw prostych, otrzymywanych
w nastepczej hydrolizie enzymatycznej biomasy.

Na podstawie przegladu literatury oraz przeprowadzonych badan wstepnych (czesciowo
opublikowanych w rozdziale monografiit*¢) wytypowano rozpuszczalnik zbudowany z chlorku
choliny (ChCI) oraz kwasu mlekowego (LacA), zmieszanych w stosunku molowym 1:2 mol/mol
(ChCl:LacA), jako najbardziej efektywny w delignifikacji wybranych typodw biomasy (trawy,
stomy zytniej oraz tupin orzecha wtoskiego). Efektywnos$¢ procesu oceniano na podstawie
masy wydzielonej ligniny, ktéra byta poréwnywana do catkowitej zawartosci tego polimeru
w biomasie. Badania wstepne pozwolity réwniez na okreslenie wptywu temperatury
delignifikacji, predkosci obrotowej mieszadta (rpm), stosunku masy lignocelulozy do objetosci
DES oraz czasu trwania procesu na jego efektywnos¢ (wyniki nieopublikowane). Parametry,
ktore umozliwity uzyskanie najwyzszej wydajnosci ligniny, zostaty zastosowane w dalszych
badaniach.

Badania nad oceng mozliwosci zastosowania DESs w procesie obrébki wstepnej
lignocelulozy przeprowadzono dla trzech rodzajéw biomasy: trawy, stomy zytniej oraz tupin

orzecha wioskiego. Trawe oraz stome zytniag wybrano ze wzgledu na powszechnos¢ ich
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wystepowania (roczna produkcja zyta w Polsce w 2023 r. wynosita ponad 2,5 miliona ton -
dane Organizacji Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa'#’). Z kolei tupiny
orzecha wtoskiego stanowig odpad trudny do utylizacji, ze wzgledu na obecnos¢ juglonu i jego
pochodnych w materiale. Ponadto, w tego typu biomasie wystepujg rowniez produkty
degradacji juglonu. Zwigzki te mogg negatywnie wpltywac¢ na wzrost roslin uprawnych,
np. pomidora zwyczajnego, przez co odpady z uprawy orzecha witoskiego nie powinny by¢
kompostowanel#®14° Na terenie UE roczna produkcja orzecha wtoskiego wynosi ok. 193 tys.
ton, z czego prawie 10 tys. ton produkowanych jest w Polsce#’.

W wielu doniesieniach literaturowych proces delignifikacji biomasy jest wspomagany
ultradZzwiekami lub promieniowaniem mikrofalowym?06410 Metody te wymagajg jednak
stosowania odpowiedniej aparatury oraz dodatkowych naktadéw energii, co jest niekorzystne
z ekonomicznego punktu widzenia®®'>!, Wazinym aspektem jest réwniez zastosowanie
odpowiedniego reaktora z mieszaniem, zapewniajgcego dobry transport masy. W procesach
obrébki biomasy zazwyczaj stosuje sie klasyczne reaktory typu zbiornika z mieszadtem,
a tylko w nielicznych doniesieniach literaturowych stosowano inne rozwigzania, na przyktad
handlowo dostepny reaktor koszykowy SpinChem®, w ktéorym materiat roslinny umieszczany
jest w obrotowym koszu, stanowigcym réwnoczesnie mieszadto®®2. Takie rozwigzanie zostato
przedstawione w pracach Ety i in., w ktdrych zrebki tartaczne poddane byty obrdbce z ILs1>31>4,
Reaktor koszykowy nie zostat jak dotgd zastosowany w procesie delignifikacji biomasy
z uzyciem DESs.

W ramach niniejszej pracy podjeto prébe delignifikacji biomasy w trzech reaktorach
okresowych, o rdéinej konstrukcji: w reaktorze okresowym wyposazonym w mieszadto
mechaniczne, komercyjnie dostepnym reaktorze koszykowym SpinChem® oraz reaktorze
koszykowym StatBioChem® ([P2])!>>. Reaktor StatBioChem® zostat zaprojektowany
i opatentowany przez zespét dr hab. inz. Katarzyny Szymanskiej, prof. PS (patenty PL243990,
PL245936). Zasadniczg réznicg pomiedzy reaktorem StatBioChem®, a SpinChem® jest
unieruchomienie kosza z materiatem, co zapobiega mieszaniu w sposdb wirowy
rozpuszczalnika i czgsteczek biomasy. Pod kosz wprowadzone jest mieszadto mechaniczne,
co powoduje bardziej turbulentny przeptyw cieczy przez ztoze, w pordéwnaniu
z reaktorem SpinChem®1>>156,

Delignifikacje biomasy (trawy, stomy zytniej oraz fupin orzecha wioskiego)

przeprowadzono z uzyciem DES ChCl:LacA (1:2 mol/mol), w temperaturze 100°C, w czasie 3 h

31



i stosunku biomasy do DES 1:20 m/V, przy obrotach mieszadta 500 rpm (warunki ustalone
w badaniach wstepnych). Uzyskane stopnie delignifikacji biomasy przedstawiono

na Rysunku 3.
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] *% *
S 407 StatBioChem®
Q u
‘o
S 20
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Rysunek 3. Stopien delignifikacji biomasy w procesie z uzyciem DES, w zaleznosci
od konstrukcji reaktora (na podstawie publikacji [P2]**>).
Stosowane warunki: ChCl:LacA (1:2 mol/mol) 100 mL, biomasa 5 g, 100°C, 3 h, 500 rpm.
Analiza statystyczna: ns — réznica statystycznie nieistotna; * - p<0,05; ** - p<0,01;
**% _ p<0,001; **** - p<0,0001.

Stopien delignifikacji biomasy zalezy nie tylko od rodzaju zastosowanego reaktora,
ale rowniez od typu lignocelulozy. Reaktor koszykowy SpinChem® okazat sie nieodpowiedni
w obrébce wstepnej biomasy miekkiej (trawy i stomy), ze wzgledu na agregacje czastek,
wynikajgca z ruchu obrotowego kosza zawierajgcego materiat. Odwrotny efekt zapewnito
uzycie reaktora StatBioChem®, w ktdrym przeptyw mieszany zapobiegat zjawisku agregacji,
co pozwolito na lepszy kontakt surowca z rozpuszczalnikiem. W porédwnaniu
do konwencjonalnego reaktora typu zbiornik z mieszadtem, w reaktorze StatBioChem?®
uzyskano nieznacznie wyzsze stopnie delignifikacji. Istotng zaleta nowego typu reaktora
koszykowego jest uproszczony rozdziat rozpuszczalnika od pozostatosci biomasy. Po procesie
delignifikacji kosz z materiatem jest wyciggany z roztworu DES i ligniny, co umozliwia
pominiecie etapu filtracji biomasy i uproszczenie procesu oczyszczania materiatu
z pozostatosci rozpuszczalnika poprzez przemywanie. Dodatkowo, skala procesu moze zostaé
powiekszona, dzieki relatywnie prostej konstrukcji reaktora koszykowego.

W przypadku biomasy twardej (tupin orzecha wtoskiego), ktéra jest mniej podatna
na agregacje, w reaktorze koszykowym SpinChem® uzyskano wyzszy stopien delignifikacji,
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w poréwnaniu z reaktorem okresowym. Jednakze rowniez dla tej biomasy najlepsze rezultaty
otrzymano w reaktorze StatBioChem®. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié,
ze reaktor StatBioChem®, dzieki turbulentnemu przeptywowi DES przez lignoceluloze, jest
najlepszym uktadem do wydajnej delignifikacji, niezaleznie od rodzaju przetwarzanej biomasy.

Delignifikacja biomasy z uzyciem DES jest procesem zgodnym ze strategia
zrbwnowazonego rozwoju i zasadami zielonej chemii, nie tylko ze wzgledu na ekologiczny
charakter stosowanych rozpuszczalnikdéw, ale takze mozliwos¢ ich wielokrotnego uzycia.
W celu odzysku DES po procesie delignifikacji zastosowano dodatek przeciwrozpuszczalnika
(wody), ktéry powodowat zerwanie wigzan wodorowych pomiedzy HBA i HBD w DES,
skutkujgc utratg wtasciwosci rozpuszczalnika i obnizeniem rozpuszczalnosci ligniny?>.
Powodowato to wytrgcenie ligniny w postaci ciemnobrgzowego osadu, co umozliwito jej
oddzielenie poprzez filtracje. Po oddzieleniu ligniny i odparowaniu wody, DES zawracano
do kolejnego cyklu delignifikacji biomasy.

Na podstawie badan prowadzonych w reaktorze StatBioChem® wykazano mozliwos¢
co najmniej trzykrotnego recyklu DES ChCl:LacA w procesie delignifikacji biomasy ze stomy
zytniej (stopien delignifikacji wynosit odpowiednio: 81,3%; 79,2% oraz 76,9%). Niewielki
spadek stopnia delignifikacji w kolejnych cyklach wynikat prawdopodobnie z obecnosci
zwigzkdw o nizszych masach czgsteczkowych, bedgcych produktami czeSciowe] degradacji
ligniny, hemiceluloz oraz substancji woskowych w zawracanym DES’°. Jak wspomniano
we wstepie literaturowym, metoda wydzielania substancji z uzyciem przeciwrozpuszczalnika
jest skuteczna tylko dla zwigzkéw wielkoczgsteczkowych, np. ligniny. Istnieje mozliwosc
oczyszczenia DES z pozostatych zanieczyszczen poprzez re-ekstrakcje rozpuszczalnikami
organicznymi lub poprzez adsorpcje na ztozach, jednakze metody te sg obecnie stosowane
tylko w skali laboratoryjne;j.

Zmiany w strukturze biomasy po obrdbce wstepnej z zastosowaniem DES analizowano
z uzyciem skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM). Najbardziej istotne zmiany
zaobserwowano w strukturze lignocelulozy miekkiej — trawy i stomy zytniej. Przyktadowe

zdjecia przedstawione sg na Rysunkach 4 (trawa) oraz 5 (stoma zytnia).
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500 um E70-200-P AL D57 x120

E70-200-P

E70-200-P AL D55 x150 500um

Rysunek 4. Zdjecia SEM trawy przed delignifikacjg (A) oraz po delignifikacji (B i C) w DES,
w reaktorze StatBioChem®. Strzatkg z6ttg oznaczono struktury krzemionkowe, strzatka
zielong wytrgcone skupiska ligniny (na podstawie publikacji [P2]*>°).

E70-200-P : AL D49 x100

Rysunek 5. Zdjecia SEM stomy zytniej przed delignifikacjg (A) oraz po delignifikacji (B)
w DES, w reaktorze StatBioChem®. Strzatkg niebieskg oznaczono ubytki powstajace
po usunieciu krzemionki, strzatkg zielong wytrgcone skupiska ligniny
(na podstawie publikacji [P2]*>).
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Na powierzchni materiatéw po obrdbce pojawita sie lignina wydzielona z wnetrza
struktury biomasy, w postaci biatych punktéw?!>’. Lignina w takiej postaci akumuluje sie
po zakoriczeniu procesu delignifikacji i obnizeniu temperatury mieszaniny'*8. Dodatkowo,
dzieki odstonieciu gtebszych warstw materiatu roslinnego, mozliwe byto zaobserwowanie
struktur krzemionkowych®>>,

Przeprowadzono réwniez analize FT-IR biomasy przed i po obrdbce. Zaobserwowano
zmniejszenie intensywnosci pasm grup funkcyjnych charakterystycznych dla struktury
chemicznej ligniny (sygnaty w przedziale 1650-1610 cm™, 1465 cm™ oraz 1245-1243 cm)
159-161 co zwigzane jest z obnizeniem zawartosci ligniny w biomasie. Dodatkowo, sygnaty
przypisywane strukturom krzemionkowym Si-O (sygnat 897 c¢cm™)'? oraz Si-OH (pasmo
w zakresie 3330-3280 cm™)®3 miaty wiekszg intensywno$é na widmach trawy i stomy
po obrébce z uzyciem DES, co $wiadczy o odstonieciu wewnetrznych warstw materiatu (efekt
widoczny réwniez na zdjeciach SEM).

W celu oszacowania porowatosci materiatéw po obrébce, wyznaczono ich gestos$é
usypowg oraz wspotczynnik retencji wody (ilos¢ wody pozostajgca w materiale
po odwirowaniu). Kazdy z rodzajéw biomasy po procesie delignifikacji w reaktorze

StatBioChem® wykazywat obnizong gestos¢ usypowa, co zostato przedstawione w Tabeli 5.

Tabela 5. Gesto$¢ usypowa biomasy przed i po procesie delignifikacji z DES w reaktorze
StatBioChem?®.

- Gestos¢ usypowa przed Gestos¢ usypowa po
Rodzaj biomasy delignifikacja [kg/m?3] delignifikacji [kg/m?3]
Trawa 130,80 + 5,52 79,25+ 6,86
Stoma zytnia 85,75+ 2,90 79,10 + 8,77
tupiny orzecha wtoskiego 296,30+ 17,68 198,65 + 17,89

Redukcja gestosci usypowej materiatéw wigze sie z ich zwiekszong porowatoscig, ktora
wptywa korzystnie na podatnos¢ biomasy na jej dalsze przetwarzanie. Nalezy jednak dodad,
ze obnizona gesto$¢ usypowa wigze sie réwniez z trudnos$ciami w magazynowaniu
i transporcie biomasy po obrébce!®4,

Wspdiczynnik retencji wody dla badanych materiatéw zostat wyznaczony zgodnie
z procedurg TAPPI UM256, z modyfikacjamil®®. Jego warto$é¢ okre$lono jako ilo$é¢ wody

pozostajgcej po wirowaniu w badanym materiale (Rysunek 6). Metoda ta pozwala
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na okreslenie wielkos$ci porow —im wieksze pory w materiale, tym wspétczynnik retencji wody

jest nizszy, poniewaz tatwiej usungé wode poprzez wirowanie!®®,
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Rysunek 6. Wspdtczynnik retencji wody dla biomasy przed i po delignifikacji z ChCl:LacA
(na podstawie publikacji [P2]*>).
Analiza statystyczna: ns — réznica statystycznie nieistotna
Wykazano, ze wspdtczynnik retencji wody dla wszystkich rodzajow biomasy jest
bezposrednio zwigzany ze stopniem delignifikacji. W biomasie po procesach prowadzonych
w reaktorze StatBioChem®, gdzie uzyskano najwyzsze stopnie delignifikacji, wspdtczynnik
retencji wody znaczgco wzrdst, co zwigzane jest ze zwiekszeniem ilosci poréw o matych
rozmiarach. Swiadcza o tym zaréwno wyniki przedstawionej analizy, jak i obnizenie gestosci

usypowej materiatéw po obrdbce.

5. Hydroliza enzymatyczna biomasy roslinnej po delignifikacji z uzyciem rozpuszczalnikow

gteboko eutektycznych

Celem obrdébki wstepnej biomasy jest zwiekszenie jej podatnosci na dalsze przetwarzanie
do docelowych produktéow. Delignifikacja lignocelulozy ma szczegélne znaczenie, jezeli
w nastepczych procesach wykorzystuje sie biokatalizatory. Jak juz wspomniano w czesci

literaturowej, obecnos¢ ligniny ogranicza dostep biokatalizatoréw do pozostatych sktadnikow
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biomasy (gtdwnie celulozy i hemiceluloz), co powoduje obnizenie wydajnosci produktéw ich
przemian (np. cukréw).

W celu okreslenia czy obrdbka wstepna lignocelulozy z uzyciem DES spowoduje poprawe
wydajnosci produktdw w nastepczych procesach transformacji, przeprowadzono hydrolize
enzymatyczng biomasy przed i po delignifikacji, stosujgc celulaze z A. niger, w warunkach
optymalnych dla pracy katalizatora (50°C, pH=5,0, bufor cytrynianowy, 24 h — parametry
wyznaczone eksperymentalnie w badaniach wstepnych). Efektywnosé procesu okreslono
na podstawie wydajnosci glukozy, powstajgcej w wyniku hydrolizy gtéwnie celulozy, chociaz
jak wykazano we weczes$niejszych badaniach, niewielkie ilosci glukozy mogg powstawac
rowniez w procesie degradacji hemiceluloz. Okreslono réwniez wptyw uktadu reakcyjnego
stosowanego w obrdbce wstepnej oraz stopnia delignifikacji na ilo$¢ otrzymywanej glukozy

(Rysunek 7).
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Rysunek 7. Wptyw delignifikacji biomasy z uzyciem ChCl:LacA w rdznych typach reaktordw,
na wydajnos¢ glukozy otrzymanej w nastepczej hydrolizie enzymatycznej
(na podstawie publikacji [P2]**°)
Warunki hydrolizy enzymatycznej: 100 mg biomasy, 19 U celulazy z A. niger, 50°C, bufor cytrynianowy
pH=5,0, 24 h, 150 rpm (inkubator z mieszaniem).
Analiza statystyczna: ns — réznica statystycznie nieistotna; * - p<0,05; ** - p<0,01;
**% _ p<0,001; **** - p<0,0001.
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Na podstawie wynikow przedstawionych na Rysunkach 3 oraz 7 mozna wnioskowac,
ze delignifikacja biomasy ma pozytywny wptyw na wydajnos¢ glukozy, otrzymywanej
w nastepczej hydrolizie enzymatycznej materiatu. Dla kazdego rodzaju biomasy, po obrdbce
wstepnej w prostym reaktorze okresowym z mieszadtem oraz w reaktorze StatBioChem®
uzyskano wyzsze ilosci glukozy, niz w przypadku biomasy niepoddanej delignifikacji.
Delignifikacja lignocelulozy prowadzona w reaktorze SpinChem® miata natomiast negatywny
wptyw na hydrolize enzymatyczng, szczegdlnie w przypadku miekkiej biomasy (trawa i stoma).
Jest to zwigzane z opisang wczesniej agregacjg czastek podczas obrdbki wstepnej.

W przypadku twardej biomasy (tupiny orzecha wtoskiego), jedynie po obrdobce wstepnej
w reaktorze StatBioChem®, ktéra pozwolita na usuniecie najwiekszych ilosci ligniny
(Rysunek 3) oraz zwiekszenie porowatosci materiatu (Rysunek 6), zaobserwowano poprawe
wydajnosci glukozy, w poréwnaniu z prébka kontrolng. W pozostatych uktadach wydajnosci
glukozy byty poréwnywalne. Podsumowujgc, zaproponowane rozwigzanie — delignifikacja
biomasy z uzyciem ChCl:LacA (1:2 mol/mol), w reaktorze koszykowym StatBioChem®, stanowi
efektywna metode obroébki wstepnej lignocelulozy, szczegdlnie w przypadku przetwarzania
biomasy twarde]. Sprawdzono réwniez, czy reaktor StatBioChem® moze byé zastosowany
do przeprowadzenia nastepczej reakcji hydrolizy enzymatycznej biomasy. W tym celu
przeprowadzono proces przetwarzania lignocelulozy z uzyciem celulazy z A. niger
w warunkach analogicznych do proceséw prowadzonych w inkubatorze z mieszaniem.
Niestety, uzyskano nizszg wydajnos¢ glukozy, co prawdopodobnie byto skutkiem uszkodzenia

struktury enzymu w wyniku zbyt intensywnego, turbulentnego mieszania.

6. Wptyw cieczy jonowych i rozpuszczalnikdw gteboko eutektycznych na aktywno$é

enzymatyczng celulaz

W nowoczesnych procesach przetwarzania biomasy roslinnej, oprécz wspomnianych
DESs, szeroko opisywane jest rowniez zastosowanie ILs. NajczesSciej wykorzystywane sg jako
rozpuszczalniki i katalizatory bezposredniej transformacji biomasy do zwigzkéw o duzej
wartosci dodanej (np. furfuralu, 5-HMF, kwasu lewulinowego, estrow kwasu lewulinowego).
Wybrane rodzaje ILs majg zdolnos¢ do rozpuszczania celulozy i hemiceluloz, nie powodujac
ich degradaciji i dalszych przemian 7. Sprawia to, ze mogg by¢ stosowane w procesach obrébki
wstepnej biomasy, ktéra nastepnie przetwarzana jest na drodze hydrolizy enzymatyczne;.

To z kolei wigze sie z koniecznoscia usuniecia pozostatosci rozpuszczalnikéw,
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przed nastepczym procesem wykorzystujgcym biokatalizatory, ze wzgledu na mozliwos¢
dezaktywacji enzymu. Dlatego tez wazine jest okreslenie, jakie typy ILs i DESs oraz w jakich
ilosciach mogg negatywnie wptywaé na procesy enzymatyczne. W literaturze istniejg
sprzeczne doniesienia na ten temat. Udowodniono, ze [emim][OAc] obecny w mieszaninie
reakcyjnej zawierajgcej celulaze z Trichoderma reesei w ilosci 10% wptywa na obnizenie
aktywnosci enzymu o 40%'%. W przypadku DES zbudowanego z ChCl i LacA
(w stosunku molowym 1:5 mol/mol), dodatek 2,5% do mieszaniny reakcyjnej spowodowat
catkowitg dezaktywacje celulazy z A. terreus'®®. Niektére doniesienia literaturowe
przedstawiajg natomiast korzystny wptyw tych rozpuszczalnikédw na aktywnos$¢ celulazt’072,
Przyktadowo, w wyniku dodatku 15% objetosciowych DES zbudowanego z ChCl oraz gliceryny
(Glyc) w stosunku molowym 2:1 mol/mol, do celulazy z A. terreus w buforze cytrynianowym
(pH = 4,8), uzyskano 40% wzrost aktywnosci enzymul’2.

Celem badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy byto okreslenie wptywu
wybranych DESs, szczegdlnie tych stosowanych do obroébki wstepnej lignocelulozy,
na aktywno$¢ enzymoéw celulolitycznych, a tym samym odpowiedzZ na pytanie, czy dokfadne
odmycie pozostatosci wybranych rozpuszczalnikéw po obrébce wstepnej biomasy jest
konieczne przed zastosowaniem biokatalizatorow. Wyniki badan zostaty przedstawione
w publikacji [P3]*73. Wptyw szeregu ILs na aktywnos$¢ enzymatyczng celulazy z A. niger byt
badany przez dr inz. Marte Przypis, nalezacg do zespotu dr hab. inz. Danuty Gillner, prof. PS
(wkfad procentowy i merytoryczny wspotautorow zostat podany w dalszej czesci pracy).
Zastosowano trzy popularne biokatalizatory: celulaze z A. niger, celulaze z T. reesei
oraz kompleks enzymatyczny Viscozyme® L (zawierajacy celulazy, B-glukanazy, hemicelulazy
i ksylanazy — zgodnie z informacjg podang przez producenta). Badano wptyw 10% dodatku
wybranych DESs (Tabela 6). W zastosowanej ilosci DES, wigzania wodorowe, wystepujgce
pomiedzy HBA i HBD, prawdopodobnie ulegajg zerwaniu, dlatego tez rozpuszczalnik moze
wystepowacé w przedstawionym ukfadzie reakcyjnym w postaci oddzielnych sktadnikéw.
Jednakze, celem badan byto okreslenie, czy pozostatosci DESs mogg wptywacé na aktywnosé
enzymatyczng wybranych biokatalizatorow, dlatego tez wybrano dang ilo$¢ rozpuszczalnikow

(10%), jako mozliwg pozostatosé po procesie obrébki wstepne;j.
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Tabela 6. DESs uzyte do badan ich wptywu na aktywnos¢ enzymatyczng celulaz.

Stosunek
HBA HBD molowy Skrot DES
HBA:HBD
Kwas mlekowy (LacA) ChCl:LacA
Kwas lewulinowy (LevA) ChCl:LevA
Chlorek choliny (ChCl) Gliceryna (Glyc) 1:2 ChCl:Glyc
Glikol etylenowy (GEt) ChCl:GEt
Mocznik (U) ChCl:U
Kwas mlekowy (LacA) Bet:LacA
Kwas lewulinowy (LevA) 1:2 Bet:LevA
Betaina (Bet) Gliceryna (Glyc) Bet:Glyc
Glikol etylenowy (GEt) 1:3* Bet:Get
Mocznik (U) 1:1* Bet:U

* Niemozliwe byto utworzenie DES w stosunku molowym 1:2 mol/mol

Zgodnie z charakterystyka dostarczong przez producentéw, stosowane preparaty cechuja
sie rozng aktywnoscig enzymatyczng. W badaniach wstepnych okreslono takg ich ilos¢, ktéra
zapewniata taka samg aktywnos¢ katalityczng (19 U) w modelowej reakcji hydrolizy
enzymatycznej celulozy (odpowiednio 24 mg celulazy z A. niger, 27 mg celulazy z A. reesei
lub 190 mg preparatu Viscozyme® L na 100 mg celulozy).

Ze wzgledu na to, ze w niniejszej pracy uwage skupiono gtéwnie na DESs, na Rysunku 8
przedstawiono, jak dodatek 10% objetosciowych DESs do mieszaniny reakcyjnej wptywa
na proces enzymatycznej hydrolizy celulozy.

A B

— 1004

4

— 100

75+ 75+ Bl A. niger

E 1 B T. reesei
50 50

Hl Viscozyme® L

Relatywna aktywnos¢ [%.
Relatywna aktywnos¢ [%

Rysunek 8. Wptyw DESs zawierajgcych chlorek choliny (A) lub betaine (B) jako HBA
na aktywnos¢ wybranych enzymow w procesie hydrolizy celulozy
(na podstawie publikacji [P3]73).
Warunki hydrolizy enzymatycznej: 100 mg celulozy, 19 U enzymu, 50°C, bufor cytrynianowy pH=5,0,
8 h, 70 rpm (inkubator z mieszaniem). Kontrola — hydroliza enzymatyczna prowadzona w buforze,
bez dodatku DESs.
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Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze stosowane DESs wptywajg negatywnie
na enzymy celulolityczne. Zaobserwowano zaréwno wptyw HBA, jak i HBD. Biatka zachowaty
wyzszg relatywng aktywnos$¢ w Srodowisku rozpuszczalnikéw zbudowanych z Bet jako HBA.
Efekt ten jest najbardziej widoczny w reakcji hydrolizy celulozy w obecnosci celulazy
z T. reesei, z dodatkiem ChCl:LevA (relatywna aktywnos¢ 4,9%) i Bet:LevA (35,3%). Niektére
doniesienia literaturowe przedstawiajg DESs zawierajgce Bet jako dodatki zwiekszajgce
stabilno$é termiczng biatek (np. lakaz, peroksydaz)t69174:175,

Jednym z czynnikéw wptywajgcych na dezaktywacje celulaz w srodowisku DESs moze by¢
zbyt niskie pH mieszaniny reakcyjnej. W celu weryfikacji tego zatozenia, zmierzono pH
mieszanin z dodatkiem 10% badanych DESs. Rozpuszczalniki zbudowane z Glyc, GEt oraz U nie
wptywaty na zmiane pH roztworu. Natomiast DESs zawierajgce kwasy karboksylowe
spowodowaty obnizenie pH mieszanin (ChCl:LacA pH=3,10; Bet:LacA pH=3.71; ChCl:LevA
pH=3,95; Bet:LevA pH=4,38). Jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze wptyw DESs zawierajgcych
Bet jako HBA byt mniejszy, niz w przypadku ChCl, co potwierdza korzystny wptyw Bet
na stabilizacje biatka.

Jak mozna zauwazy¢, preparat Viscozyme® L byt najbardziej odporny na dezaktywujacy
wptyw DESs, niezaleznie od rodzaju rozpuszczalnika. DESs zawierajgce w swojej strukturze
Glyc nie miaty wptywu na aktywno$é enzymatyczng tego biokatalizatora. W procesach
enzymatycznych, Glyc stosowany jest jako stabilizator biatek'’®. Dodatkowo, Viscozyme® L
sktada sie z szeregu biokatalizatoréw, ktérych odpornosc na obecnos¢ dodatkowych substancji
moze by¢ rdézna.

Uwzgledniajgc otrzymane wyniki badan, przeprowadzono prébe hydrolizy enzymatycznej
trawy z uzyciem preparatu Viscozyme® L, w medium zawierajgcym 10% dodatek ChCl:Glyc
(proces I-etapowy; 100 mg trawy, 19 U biokatalizatora, bufor cytrynianowy pH=5,0, 50°C, 8 h).
Dodatkowo, przeprowadzono obrébke wstepng biomasy z ChCl:Glyc (90°C, 3 h) oraz nastepcza
hydrolize enzymatyczng materiatu (po oczyszczeniu biomasy z pozostatosci DES; proces
ll-etapowy; 100 mg trawy, 19 U biokatalizatora, bufor cytrynianowy pH=5,0, 50°C, 8 h).
Wydajnos¢ glukozy otrzymanej w obu procesach zostata pordwnana z wydajnoscig cukru
powstajgcego w reakcji kontrolnej — hydrolizie enzymatycznej trawy bez dodatku DES i bez

obrébki wstepnej. Wyniki zostaty przedstawione w Tabeli 7.
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Tabela 7. Wydajnos¢ glukozy [mg/g biomasy], otrzymanej w wyniku hydrolizy enzymatycznej
trawy wobec Viscozyme® L.

Proces Wydajnosc glukozy [mg/g biomasy]
Kontrolny 204,1+1,6
I-etapowy 196,6 +1,7
ll-etapowy (DES) 252,9+1,3

Dodatek DES w jednoetapowym procesie nie spowodowat znaczgcych zmian
w wydajnosci glukozy, w poréwnaniu z préobg kontrolng. Rozdzielenie procesu obrébki
wstepnej (delignifikacji) i nastepczej hydrolizy enzymatycznej pozwolito na zwiekszenie
wydajnosci glukozy. Zwigzane jest to z efektywniejszym procesem delignifikacji wobec DES,
prowadzonym w wyzszej temperaturze (90°C). Nalezy zauwazyé, ze do badan opisanych
powyzej, w celach porédwnawczych zastosowano DES, ktéry wykazywat najmniejszy
negatywny wptyw na enzymy, ale tez matg aktywno$é w procesie delignifikacji (stopien
delignifikacji trawy ~54%). Jezeli natomiast zastosujemy proces dwuetapowy i uzyjemy
do delignifikacji znacznie bardziej aktywnego DES ChCl:LacA, ilo$¢ uzyskanej glukozy jest
znacznie wyzsza (Rysunek 7).

Podsumowujgc, najlepszym rozwigzaniem jest rozdzielenie procesu delignifikacji
i nastepczej hydrolizy enzymatycznej. Korzystne jest rowniez usuniecie pozostatosci DESs

z biomasy, po obrdébce wstepnej.

7. Ekstrakcja zwigzkdéw bioaktywnych z materiatu roslinnego z uzyciem rozpuszczalnikéw

gteboko eutektycznych

Druga cze$¢ badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej dotyczyta zastosowania
DESs w ekstrakcji substancji bioaktywnych z materiatdw roslinnych. Substancje o cennych
wtasciwosciach (przeciwutleniajgcych, antyseptycznych, wspomagajgcych leczenie wybranych
dolegliwosci) najczesciej pozyskiwane sg z roslin uprawnianych specjalnie w tym celu.
Jednakze biomasa odpadowa moze réwniez stanowi¢ Zrdodto zwigzkéw bioaktywnych.
W literaturze istnieje kilka przyktadow wykorzystania takiego surowca, np. wyttokdéw
owocowych (np. winogronowych'!?, pomidorowych?”’, jabtkowych'’®) lub lisci warzyw
i owocow (np. lisci brokut'”®, lisci figi'®?). W niniejszej pracy podjeto prdbe ekstrakcji zwigzkéw
biologicznie aktywnych zaréwno z rosliny uprawnej (nagietek lekarski — Calendula officinalis

L.), jak réwniez z biomasy odpadowej (lisScie pomidora - Solanum Lycopersicum L.).
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7.1 Ekstrakcja zwigzkow bioaktywnych z lisci pomidora z uzyciem rozpuszczalnikéw

gteboko eutektycznych

Liscie pomidora zawierajg cenne substancje bioaktywne, takie jak rutyna, kwas
chlorogenowy, B-karoten, witamina K1, tomatyna (zwigzek z grupy alkaloidéw) oraz inne
zwigzki z grup flawonoiddéw, karotenoidow i fenoli. Zawarto$é wskazanych substancji moze sie
rézni¢ w zaleznosci od wieku rosliny, a takze warunkow jej uprawy 817183 Biorgc pod uwage,
ze na terenie UE roczna produkcja pomidoréw wynosi ok. 16 min ton (2023 r.), z czego
w Polsce ponad 880 tys. ton, odpadowa biomasa w postaci lisci tej rosliny jest
tatwodostepnal¥’. Istniejg nieliczne doniesienia literaturowe dotyczace ekstrakcji polifenoli
z lisci pomidora, natomiast jak dotad nie zostaty w tym celu wykorzystane DESs.

W niniejszej pracy (publikacja [P4]'84), zastosowano licie pomidora zebrane z lokalnych
upraw (Rybnik), ktére poddano mieleniu (wielkos¢ czgstek biomasy od 0,2 mm do 0,6 mm)
oraz suszeniu do statej masy poprzez liofilizacje. Zastosowano DESs zbudowane z ChCl jako
HBA oraz LacA lub Glyc jako HBD, w stosunku molowym 1:2 (mol/mol). Zastosowano réwniez
tréjsktadnikowy DES, w ktérym jako HBD zastosowano réwnoczesnie LacA oraz Glyc
(ChCl:LacA:Glyc w stosunku molowym 1:1:1). Kazdy ze zwigzkédw tworzgcych stosowane DESs
jest dopuszczony do uzytku w produktach spozywczych i paszach zwierzecych, co umozliwia
zastosowanie otrzymanych ekstraktéw w tych dziedzinach, np. w opakowaniach
do zywno$cit®>188,

W badaniach wstepnych (nieopublikowane) okreslono najbardziej korzystne warunki
prowadzenia procesu (70°C, 2 h, 400 rpm, stosunek masy materiatu roslinnego do DES
1:15 m/v). Dla poréwnania przeprowadzono rowniez ekstrakcje w klasycznych uktadach
z uzyciem etanolu (w aparacie Soxhleta lub poprzez maceracje). Wydajnos$é zwigzkdéw
fenolowych zostata obliczona na podstawie krzywej wzorcowej, przygotowanej dla kwasu
galusowego (KG) jako substancji wzorcowej, natomiast w przypadku flawonoidéw substancijg
wzorcowq byfa kwercetyna (KW).

Wptyw stosowanych rozpuszczalnikéw na wydajnos¢ ekstrahowanych zwigzkow

fenolowych i flawonoidéw przedstawiono na Rysunku 9.
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Rysunek 9. Wydajnosc¢ zwigzkdw bioaktywnych (zwigzkéw fenolowych oraz flawonoidow),
ekstrahowanych z lisci pomidora, w zaleznosci od zastosowanego rozpuszczalnika
(na podstawie publikacji [P4]84).
Warunki ekstrakcji z DESs: 70°C, 2 h, 400 rpm, stosunek masy materiatfu roslinnego
do rozpuszczalnika 1:15 (m/v).
Warunki ekstrakcji z EtOH (m): maceracja, temperatura pokojowa, 7 dni (wymiana rozpuszczalnika
co 24 h), stosunek masy materiatu roslinnego do rozpuszczalnika 1:15 (m/v).
Warunki ekstrakcji z EtOH (s): ekstrakcja w aparacie Soxhleta, 8 h, 2 g biomasy, 200 mL
rozpuszczalnika.

Najwyzsze wydajnosci zwigzkow fenolowych (14,5 mg/g) i flawonoidéw (7,9 mg/g)
uzyskano w procesie z uzyciem DES ChCl:LacA. Ze wzgledu na relatywnie wysoka polarnosé
zwigzkéw fenolowych oraz flawonoidéw, ich wydajnos¢ powinna byé wyzsza, jezeli uzyty
rozpuszczalnik réwniez wykazuje wysokga polarnosé. DESs zawierajgce kwasy karboksylowe sg
bardziej polarne, niz ich odpowiedniki zawierajgce polialkohole, czego efektem jest
zwiekszona wydajnosé izolowanych polarnych substancjit?®18°, Potréjny DES zbudowany
z LacA i Glyc jako HBD okazat sie lepszy, niz ten zawierajgcy tylko Glyc jako HBD, co potwierdza
pozytywny wptyw LacA na wydajnos¢ fenoli i flawonoiddw. Dla ekstrakcji etanolem w aparacie
Soxhleta uzyskano rezultaty podobne do tych z uzyciem potréjnego DES.

Ekstrakcja zwigzkdw bioaktywnych poprzez maceracje okazata sie najmniej efektywna.
Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie DESs umozliwito znaczne skrécenie czasu trwania procesu,

co jest kolejng przewagg alternatywnych rozpuszczalnikéw nad konwencjonalnymi.
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Ekstrakty z lisci pomidora poddano analizie HPLC-MS/MS (analize wykonata mgr inz.
Joanna Wilk z zespotu dr hab. inz. Sylwii Bajkacz, prof. PS, Katedra Chemii Nieorganicznej,
Analitycznej i Elektrochemii). W Tabeli 8 podano ilosci wybranych substancji bioaktywnych,
obecnych w ekstraktach uzyskanych z uzyciem DESs.

Tabela 8. Wydajnos¢ substancji bioaktywnych ekstrahowanych z lisci pomidora z uzyciem

DESs. Kolorem szarym zaznaczono najwyzsze wydajnosci, w zaleznosci od zastosowanego DES
(na podstawie [P4]8%).

Wydajnos¢ ekstrakcji [pg/g biomasy]

Nazwa zwigzku pKa* logP*
ChCl:LacA ChCl:Glyc ChCl:Glyc:LacA
Rutyna 6,37 -0,87 6236,0+42,02 2708,0+40,54 3188,0+22,0
Hesperydyna 8,61 -0,31 59754+12,09 409,57+319 405,79 £ 6,16

Kwas chlorogenowy 3,33 -0,27 320,35%6,35 270,62 +5,04 220,48 + 3,10

Kwercetyna 6,38 2,16 33,42+ 0,09 7,05+0,38 8,48 £ 0,01
Kwas kawowy 4,62 1,15 7,25+0,42 6,00 £ 0,58 7,37 £0,05
Kwas rozmarynowy 3,13 3,00 5,42 £ 0,03 533+0,41 6,44 + 0,06
Kwas ferulowy 3,58 1,67 1,62+0,18 2,59+0,39 1,83+ 0,03
Luteolina 6,57 2,40 1,18 + 0,05 1,39 +0,02 1,29+0,03
Kwas p-kumarowy 3,81 1,83 <LOQ 1,29+ 0,36 <LOQ

*wartosci pKa oraz logP zostaty pobrane z bazy danych Drugbank (dostep z dnia 20.05.2024 r.)

Zwigzkami bioaktywnymi wystepujgcymi w lisciach pomidora w najwiekszej ilosci sg
rutyna i kwas chlorogenowy, co jest zgodne z danymi literaturowymi'81%0.191 Bezposrednie
poréwnanie wydajnosci zwigzkdw uzyskanych w niniejszych badaniach i podanych
w literaturze jest jednak trudne, ze wzgledu na rdéznice w warunkach hodowli rodlin, ktére
maja kluczowy wptyw na zawartos¢ substancji bioaktywnych.

Jak wspomniano weczesniej, polarnos¢ ekstrahowanej substancji oraz DES istotnie
wptywajg na efektywnos¢ wydzielania. Zastosowanie DES o wyzszej polarnosci (ChCl:LacA)
pozwolito na otrzymanie najwyzszych wydajnosci substancji o podobnym charakterze —
rutyny, hesperydyny, kwasu chlorogenowego (na podstawie parametru logP). Zaskakujgca jest
natomiast wysoka zawartos¢ kwercetyny, w ekstrakcie z uzyciem ChCl:LacA. Wartos¢ logP
dla kwercentyny znacznie rézni sie od pozostatych (np. rutyna -0,87; kwercetyna 2,16).
Prawdopodobnie, w kwasowym $rodowisku, kwercetyna wystepuje w formie zjonizowanej,

192

dzieki czemu jej rozpuszczalno$s¢ w polarnym rozpuszczalniku jest wieksza'??. Oprocz
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polarnosci rozpuszczalnika, na efektywnos¢ ekstrakcji majg wptyw oddziatywania wystepujace
pomiedzy sktadnikami DESs, a czgsteczkami izolowanych substancji, np. poprzez wigzania
wodorowe. Zwigzki, ktére w swojej strukturze zawierajg wiecej grup donorowych, np. grup
hydroksylowych, mogg utworzyé wiecej wigzan wodorowych z jonem chlorkowym
w czgsteczce ChCl, przez co efektywnosé ich ekstrakcji jest wieksza®®3. Dowodem moze byé
nizsza wydajnos¢ kwasu p-kumarowego, posiadajgcego jedng grupe hydroksylowg (1,29 pg/g
z ChCl:Glyc), w poréwnaniu z wydajnoscig kwasu kawowego (6,00 pg/g), w ktérego strukturze
znajduja sie dwie grupy hydroksylowe.

Kolejnym czynnikiem, ktéry moze wptywaé na wydajnosc ekstrahowanych zwigzkéw jest
dodatek wody. Obecnos¢ wody w rozpuszczalniku obniza jego lepkos¢ i pozwala polepszyé
wymiane masy w procesie ekstrakcjil®>. W ramach przeprowadzonych badarn sprawdzono
wptyw dodatku wody w zakresie od 0 do 50% objetosciowych (w stosunku do objetosci catej
mieszaniny) na wydajnosc zwigzkow fenolowych i flawonoidéw wydzielanych z lisci pomidora,
z uzyciem ChCl:LacA, w temperaturze 70°C. Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono,
ze w badanym procesie dodatek wody (w zakresie od 10 do 40%) ma nieznaczny wptyw
na efektywnos¢ ekstrakcji zwigzkdw bioaktywnych z uzyciem DES. Dopiero przy 50% dodatku
wody zaobserwowano spadek wydajnosci substancji bioaktywnych, co jest spowodowane
zaburzeniem struktury DES.

Przeprowadzono réwniez probe recyklu DES ChCl:LacA. Po ekstrakcji lisci pomidora
i odfiltrowaniu statych pozostatosci biomasy, przeprowadzono rozdziat mieszaniny technika
SPE na kolumnach wypetnionych ztozem C18. Odzyskany DES zastosowano w kolejnych
cyklach. Po trzech cyklach nie obserwowano spadku wydajnosci ekstrahowanych zwigzkéw.

Wiasciwosci przeciwutleniajgce uzyskanych ekstraktow zbadano z uzyciem DPPH
(1,1-difenylo-2-(2,4,6-trinitrofenylo)hydrazyl). Metoda ta polega na pomiarze absorbancji
roztworu DPPH, do ktérego dodany zostat badany ekstrakt. W wyniku zachodzgcej reakcji
neutralizacji rodnika, zachodzi odbarwienie fioletowego roztworu DPPH. W celu okreslenia
aktywnosci przeciwutleniajgcej ekstraktéw, analizy wykonano réwniez dla trzech

stosowanych DESs (Tabela 9).

46



Tabela 9. Wtasciwosci przeciwutleniajgce DESs oraz ekstraktdw z lisci pomidora w DESs.

Stopien neutralizacji wolnych

DES lub ekstrakt z lisci pomidora rodnikéw DPPH [%]

ChCl:LacA -
ChCl:Glyc 0,92
ChCl:Glyc:LacA 1,08
ChCl:LacA ekstrakt 22,31
ChCl:Glyc ekstrakt 17,57
ChCl:Glyc:LacA ekstrakt 35,00

Aktywnos$¢ przeciwutleniajgca ekstraktéw nie jest wprost proporcjonalna do zawartosci
substancji aktywnych. Ekstrakt roslinny w DES ChCl:Glyc:LacA posiadat najwyzszg aktywnosc
przeciwutleniajgcg, pomimo ze stezenie substancji bioaktywnych byto wyzsze w ekstrakcie
ChCl:LacA (Rysunek 9, Tabela 8). Prawdopodobnie spowodowane jest to antagonistycznym
dziataniem niektérych zwigzkéw. Przyktadowo, niekowalencyjne oddziatywania (wodorowe
oraz hydrofobowe) mogg zachodzi¢ pomiedzy rutyng a kwasami fenolowymi, co negatywnie
wplywa na aktywno$é przeciwutleniajgca catego ekstraktu®®,

Dla otrzymanych ekstraktdw okreslono réwniez aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa,
w stosunku do bakterii Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis oraz grzyba Candida
albicans. Wtasciwosci ekstraktow poréwnano z aktywnoscig czystych DESs. Badania zostaty
przeprowadzone przez zespét dr hab. inz. Katarzyny Krukiewicz, prof. PS. Zaréwno DESs
zawierajgce LacA w HBD, jak i ekstrakty otrzymane w tych rozpuszczalnikach, wykazywaty
aktywnos¢ wobec wszystkich testowanych patogendw. Stwierdzono, ze jest to gtéwnie
wynikiem dziatania LacA, ktdry jest szkodliwy dla wielu mikroorganizméw!®>. W przypadku
ekstraktu w ChCl:Glyc oraz czystego DES nie odnotowano aktywnosci wobec bakterii, jednakze
zaobserwowano inhibicje wzrostu C. albicans. Dodatkowo, zaobserwowano zahamowanie
namnazania sie komodrek C. albicans przy nizszych stezeniach ekstraktu w ChCl:Glyc,
w poréwnaniu do czystego DES. Swiadczy to o dziataniu przeciwgrzybiczym substancji

zawartych w ekstrakcie z lisci pomidora.
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7.1.1  Zastosowanie ekstraktéow z lisci pomidora w biodegradowalnych opakowaniach

do zywnosci

Jak wspomniano we wstepie literaturowym, najtrudniejszym etapem zwigzanym
z uzyciem DESs w ekstrakcji zwigzkdw bioaktywnych jest ich rozdzielenie od rozpuszczalnika.
W tym celu najczesciej stosuje sie absorpcje na ztozach lub ekstrakcje SPE, jednakze metody
te stosowane sg na skale laboratoryjng. Co wiecej, wymagajg one uzycia rozpuszczalnikéw
organicznych (np. metanolu, octanu etylu), co zaprzecza idei wykorzystania tylko naturalnych
rozpuszczalnikdw w procesie ekstrakcji. Z tych powoddéw, najbardziej korzystnym
rozwigzaniem byloby zastosowanie mieszaniny wyekstrahowanych zwigzkéw razem
z rozpuszczalnikiem, co eliminowatoby etap oddzielania rozpuszczalnika (np. za pomocg
techniki SPE), a tym samym znacznie ograniczato ilos¢ zuzywanych chemikaliéw, redukowato
koszty i naktad pracy. W niniejszej pracy podjeto badania nad mozliwoscig zastosowania
ekstraktow z lisci pomidora razem z DESs uzytym do ekstrakcji, w foliach chitozanowych
do pakowania zywnosci.

Ekologiczne opakowania mogg by¢é otrzymywane m.in. z polisacharydéw
(np. alginianu sodu, chitozanu, celulozy), ktére dodatkowo modyfikuje sie poprzez dodatek
plastyfikatoréw, najczesciej gliceryny®6-1%8, Okazuje sie, ze hydrofilowe DESs mogg petnié role
plastyfikatorow folii polisacharydowych, dodatkowo polepszajgc ich wytrzymatosé

mechaniczng'®

. Zastosowanie ekstraktu roslinnego z kolei powoduje, Ze otrzymane
opakowania posiadajg wiasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i konserwujace.

Ekstrakty z liSci pomidora w DESs zastosowano w foliach chitozanowych, ktére nastepnie
zostaty wykorzystane jako opakowanie przyktadowego produktu spozywczego (winogron).
Okreslone zostaty parametry fizykochemiczne otrzymanych folii, ich witasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe, a takze ich uzytecznos¢ w ograniczaniu psucia sie produktow
spozywczych (badania przeprowadzone przez zespoty dr hab. inz. Gabrieli Dudek, prof. PS oraz
dr hab. inz. Katarzyny Krukiewicz, prof. PS). Wyniki badan zostaty przedstawione
w publikacji [P5]?°°. Dodatkowo, rozwigzanie to zostato zgtoszone w Urzedzie Patentowym RP
(numer zgtoszenia P451188).

Dodatek ekstraktéw z lisci pomidora w DESs (ChCl:LacA, ChCl:Glyc, ChCl:Glyc:LacA) do folii

chitozanowych powodowat zwiekszenie ich wytrzymatosci mechanicznej na zrywanie.

Ponadto, ograniczona zostata przepuszczalnos¢ tlenu, dwutlenku wegla oraz pary wodnej
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przez folig, co jest istotnym parametrem dla opakowan do zywnosci. Dzieki wprowadzonym
ekstraktom, wykazujagcym wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe oraz antyoksydacyjne,
winogrona zapakowane w badang folie utrzymywaty $wiezo$¢ przez dtuiszy czas,
w poréwnaniu do folii zawierajacych gliceryne lub czyste DESs jako plastyfikatory.
Podsumowujac, zastosowanie badanych DESs (ChCl:LacA, ChCl:Glyc, ChCl:Glyc:LacA)
do ekstrakcji zwigzkédw bioaktywnych z lisci pomidora (np. rutyny, kwasu chlorogenowego,
hesperydyny), pozwolito na uzyskanie ekstraktéw zawierajgcych wyzsze stezenie zwigzkow
fenolowych i flawonoidow, w pordéwnaniu z klasycznymi rozpuszczalnikami. Dodatkowo,
zastosowanie naturalnych DESs pozwala na uzycie takich ekstraktéw bezposrednio
w docelowych produktach, np. biodegradowalnych foliach do zywnosci, bez koniecznosci
oddzielania rozpuszczalnika. Ekstrakty roslinne w DESs petnig w opakowaniach podwdjna role:

plastyfikatorow i naturalnych konserwantéw, przedtuzajgc swiezo$é produktdw spozywczych.

7.2 Ekstrakcja zwigzkdw bioaktywnych z kwiatu nagietka lekarskiego z uzyciem

rozpuszczalnikdéw gteboko eutektycznych

Nagietek lekarski (Calendula officinalis L.) jest rosling ceniong za swoje wtasciwosci,
wykorzystywane szczegdlnie w produktach kosmetycznych, wspomagajgcych gojenie sie ran
i blizn?°1, Ekstrakt z ptatkdw kwiatu nagietka bogaty jest w zwigzki fenolowe i flawonoidy,
a takze karotenoidy, odpowiedzialne za pomaranczowy kolor kwiatu?%2, W ramach niniejszej
pracy doktorskiej przetestowano efektywno$é nie tylko standardowych DESs, ale przede
wszystkim stosunkowo nowych rozpuszczalnikdéw jakimi sg przetgczalne HDESs, w ekstrakcji
substancji bioaktywnych z tej rosliny. Badania obejmowaty réwniez proby utworzenia uktadu
rozpuszczalnikéw, sktadajgcego sie z DESs i HDESs, do selektywnej ekstrakcji z kwiatu nagietka
substancji bioaktywnych o réznych witasciwosciach. Wyniki badan przedstawiono w publikacji
[P6]23,

W najnowszych doniesieniach literaturowych opisywane jest zastosowanie ,switchable”
HDESs, jako efektywnych rozpuszczalnikéw ekstrakcyjnych!39:140:204 |ch zaletg jest mozliwoscé
oddzielenia wyizolowanych zwigzkdéw od rozpuszczalnika, poprzez zmiane np. pH roztworu,
jak zostato opisane w rozdziale 3.2.4. Ze wzgledu na hydrofobowy charakter HDESs, mogg one
by¢ wykorzystane do ekstrakcji zwigzkéw o podobnych wtasciwosciach, np. karotenoidow.

W oparciu o doniesienia literaturowe, wybrano szereg HDESs ztozonych z kwasu

dekanowego (DecA), kwasu oktanowego (OctA), kwasu laurynowego (LauA) dekan-1-olu
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(Dec), oktan-1-olu (Oct) oraz mentolu (Ment). Zastosowane rozpuszczalniki przedstawiono
w Tabeli 10.

Tabela 10. HDESs zastosowane do badani nad ekstrakcjg substancji bioaktywnych z kwiatu
nagietka.

Stosunek molowy

Zwigzek | Zwigzek Il 2wiazku | do zwiazku I Skrot HDES
OctA DecA:OctA

Oct 1:1 DecA:Oct

DecA Dec DecA:Dec
LauA 2:1* DecA:LauA
DecA Ment:DecA

OctA Ment:OctA

Ment Dec 11 Ment:Dec
Oct Ment:Oct

* Niemozliwe byto otrzymanie HDES w stosunku molowym 1:1 mol/mol

W badaniach wstepnych ustalono, czy poszczegdélne HDESs sg przetaczalne, tzn. czy
mozliwa jest zmiana ich charakteru na hydrofilowy poprzez zmiane pH (dodatek roztworu
wodorotlenku sodu). Sposréd wszystkich testowanych HDESs, tylko DecA:OctA oraz
DecA:LauA okazaty sie przetgczalne. W pozostatych przypadkach dodatek zasady nie prowadzit
do zmiany wtasciwosci cieczy na hydrofilowe lub powodowat wytrgcanie sie sktadnikéw HDES.

Rysunek 10 przedstawia wydajnos¢ ekstrahowanych zwigzkéw bioaktywnych —zwigzkéw
fenolowych (A), flawonoidéw (B) oraz karotenoidéw (C), w zaleznosci od uzytego
rozpuszczalnika. Oprécz wybranych HDESs, zastosowano szereg DESs zbudowanych z ChCl
jako HBA oraz LacA, LevA, Glyc, GEt i U jako HBD (stosunek molowy HBA oraz HBD zostat
przedstawiony w Tabeli 6). Wydajnosci poszczegdlnych grup zwigzkéw uzyskane
z zastosowaniem DESs i HDESs zostaty pordwnane z wartosciami otrzymanymi dla etanolu
i metanolu (ekstrakcja w aparacie Soxhleta lub maceracja) oraz dla mieszaniny aceton:heksan,
ktora konwencjonalnie wykorzystywana jest do izolowania karotenoidéw poprzez
maceracje?%. Catkowita zawarto$é zwigzkéw fenolowych oraz flawonoidéw zostata okreslona
w podobny sposdb, jak opisano w Rozdziale 7, natomiast zawartos¢ karotenoidéw
wyznaczono korzystajac z krzywej wzorcowe] przygotowanej dla B-karotenu (B-Kar), jako

substancji wzorcowej.

50



>
W

20 20

154 154

10 10+

Wydajnos¢ flawonoidow
(eq. KW [mg/g biomasy])

Wydajnos¢ zwigzkdw fenolowych
(eq. KG [mg/g biomasy])

I SERC % SN TN SHA SN SR SO SN C RN C AN I ITNDO S S
> & SO S\ O > & SO S &
o G\"Q’Q\*Op (}\0 4.06 5/’&) \2\\®~2~\®o‘3‘\0‘2‘\ e‘#c”b O v (>('>\\(}(9 (‘}\0 -Qé' '\.3’\\ \@Q\§o‘z‘\o‘3‘\ e‘,éb
SRS QQ’&QQ’& 0 @e,o S TS ()Q’(Y Qe‘y L &L <€ ¢ 0@’9
&~ &
¥ A
c
5
% 4
2 g
9o
g o
5 @ 37
£E
B iE
287
|
=8
0—

C N AN YN

PO AN

RO &° 0'(5‘(’\;0 g oo

T E "FE T T g
o &

Rysunek 10. Wydajnos¢ zwigzkéw bioaktywnych: A - zwigzkéw fenolowych, B — flawonoidéw
oraz C - karotenoiddw, ekstrahowanych z kwiatu nagietka, w zaleznosci od zastosowanego
rozpuszczalnika (na podstawie publikacji [P6]2%3).

Warunki ekstrakcji z DESs: 80°C, 2 h, 400 rpm, stosunek masy materiatu roslinnego
do rozpuszczalnika 1:15 (m/v)

Warunki ekstrakcji z EtOH/MeOH (m): maceracja, temperatura pokojowa, 7 dni (wymiana
rozpuszczalnika co 24 h), stosunek masy materiatu roslinnego do rozpuszczalnika 1:15 (m/v).
Warunki ekstrakcji z EtOH/MeOH (s): ekstrakcja w aparacie Soxhleta, 8 h, 2 g biomasy, 200 mL
rozpuszczalnika
Warunki ekstrakcji z mieszaning aceton:heksan: temperatura pokojowa, 2 h, 400 rpm, stosunek masy
materiatu roslinnego do rozpuszczalnika 1:15 (m/v).

Przeprowadzone badania pokazaty, ze uzyte HDESs pozwalaty na uzyskanie dobrych
wydajnosci hydrofobowych karotenoidéw (2,1 mg/g w ekstrakcji z uzyciem DecA:OctA,
2,2 mg/g z uzyciem DecA:LauA). Zaskakujgce byto jednak, ze wysokg wydajnos¢ tych zwigzkéw
uzyskano réwniez stosujgc hydrofilowy ChCl:U, a takie w ekstrakcji etanolem
przeprowadzonej w aparacie Soxhleta. Zgodnie z danymi literaturowymi?®22% oraz
na podstawie przeprowadzonej analizy *H-NMR karotenoidéw wydzielonych z DecA:OctA

(proces wydzielenia zostat opisany w dalszej czesci pracy), w ptatkach nagietka obecne s3
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gtéwnie ksantofile (np. luteina), ktére majg mniej hydrofobowy charakter, niz B-karoten.
Z tego powodu mozliwe jest ich wydzielanie z uzyciem bardziej hydrofilowych
rozpuszczalnikdw. Mieszanina rozpuszczalnikdw aceton:heksan okazata sie mniej skuteczna
w ekstrakcji karotenoidéw (0,5 mg/g).

Zgodnie z oczekiwaniami, najwyzsze wydajnosci zwigzkéw fenolowych i flawonoidéw
uzyskano w ekstrakcji hydrofilowymi DESs. Wysoka wydajnos¢ izolowanych zwigzkéw wynika
z polarnosci zaréwno ekstrahowanych substancji, jak i DESs, co zostato rdéwniez
zaobserwowane w przypadku lisci pomidora. Najlepszym rozpuszczalnikiem okazat sie
ChCl:LevA. Nalezy rowniez podkresli¢, ze zastosowanie DESs pozwala na skrécenie czasu
trwania procesu, co jest dodatkowg zaletg tych rozpuszczalnikéw.

W ramach przeprowadzonych badan sprawdzono wptyw obecnosci wody w DES
(ChCl:LevA) na efektywnos¢ ekstrakcji zwigzkéw fenolowych oraz flawonoidéw. Eksperyment
przeprowadzono w podobny sposdb, jak w przypadku lisci pomidora. Uzyskane wyniki réwniez
byty zblizone — dodatek wody nie miat istotnego wptywu na wydajnosc¢ izolowanych zwigzkow.
Dopiero po przekroczeniu 40% wody (objetosciowo wzgledem catej mieszaniny), efektywnos¢
ekstrakcji malata, z powodu utraty wiasciwosci DES, wskutek zerwania wigzan wodorowych
pomiedzy HBA i HBD.

Badania obejmowaty réwniez okreslenie wptywu temperatury i czasu prowadzenia
ekstrakcji na ilos¢ izolowanych substancji aktywnych, z uzyciem ChCl:LevA oraz DecA:OctA.
Na podstawie uzyskanych wynikéw ustalono, ze najbardziej korzystnie jest prowadzi¢ proces
przez 2 h. Taki czas zapewnia wydzielenie wszystkich analizowanych substancji z najwyzsza
wydajnoscia. Dalsze prowadzenie procesu nie powodowato zwiekszenia wydajnosci badanych
zwigzkdw bioaktywnych.

Uzasadnieniem badan wptywu temperatury byt fakt, ze w podwyzszonej temperaturze
nastepuje obnizenie lepkosci DES, co korzystnie wptywa na proces wymiany masy.
Dodatkowo, pod wptywem podwyzszonej temperatury moze dochodzi¢ do zaburzenia
oddziatywari pomiedzy izolowanymi substancjami, a $ciang komdrkowa ro$lin?%’.
Zaobserwowano wzrost wydajnosci zwigzkow fenolowych oraz flawonoidéow wraz
ze wzrostem temperatury ekstrakcji w ChCl:LevA. Najwyzsze wydajnosci uzyskano
w temperaturze 80°C — wydajnos¢ zwigzkéow fenolowych wynosita 16,1 mg/g, natomiast
flawonoidéw 12,2 mg/g. W najnizszej z testowanych temperatur (40°C), wydajnosci

ekstrahowanych substancji wynosity kolejno 5,9 mg/g oraz 2,9 mg/g. Wzrost temperatury

52



powyzej 80°C nie powodowat znacznego zwiekszenia ilosci wydzielanych substancji. Podobny
efekt uzyskano w ekstrakcji karotenoidéw z HDES, stad dalsze badania prowadzono w tej

temperaturze.

7.2.1  Selektywna ekstrakcja zwigzkdéw bioaktywnych z nagietka lekarskiego w podwdjnym

uktadzie DES-HDES

Selektywna ekstrakcja substancji o réznej hydrofobowosci, w uktadach z zastosowaniem
kilku rozpuszczalnikdéw, zostata przedstawiona w nielicznych doniesieniach literaturowych.
Przyktadowo, Cai i in. izolowali polifenole z owocow zéttodrzewu (Zanthoxylum bungeanum)
z uzyciem DES ChCl:LevA, przy rownoczesne] ekstrakcji hydroksy-a-sanszolu (nr CAS: 83883-
10-7) za pomocg kwasow ttuszczowych?%8, W innej pracy zastosowano DES zbudowany z ChCl,
Bet oraz GEt, w celu wydzielenia flawonoidéw z owocéw ligustra (Ligustri lucidum) oraz HDES
zawierajagcy mentol i alkohol izopropylowy jako medium ekstrakcyjne terpenoiddw?%.
W niniejszej pracy zaprojektowano ukfad DES-HDES, w ktérym zastosowano réwnoczesnie
ChCl:LevA oraz DecA:OctA w celu ekstrakcji zaréwno zwigzkéw fenolowych, flawonoidéw, jak
i karotenoidéw w jednym procesie, w temperaturze zapewniajgcej wysokie wydajnosci
wszystkich izolowanych substancji (80°C).

Ze wzgledu na rdznice w hydrofilowosci wybranych rozpuszczalnikdw oraz ich
efektywnosci w ekstrakcji poszczegdlnych substancji (na podstawie wynikéw przedstawionych
na Rysunku 10 oraz analizy LC-MS/MS?%3), zwigzki fenolowe oraz flawonoidy powinny byé
wydzielane selektywnie przez ChCl:LevA, natomiast karotenoidy — przez DecA:OctA. Oba
rozpuszczalniki zastosowano w jednym procesie, w tej samej ilosci (po 30 mL; stosunek ilosci
biomasy do rozpuszczalnika 1:15 m/v). Dodatkowo, sprawdzono wptyw typu reaktora (reaktor
okresowy z mieszadtem mechanicznym oraz reaktor koszykowy SpinChem®) na efektywnosé
ekstrakcji w systemie podwadjnym. Uzyskane wydajnosci zwigzkéw fenolowych, flawonoidéw

oraz karotenoidéw zostaty przedstawione na Rysunku 11.
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Rysunek 11. Wydajnos¢ zwigzkéw bioaktywnych (zwigzkéw fenolowych, flawonoidéw oraz
karotenoidéw) ekstrahowanych z kwiatu nagietka w uktadzie podwdjnym DES-HDES,
w zaleznosci od zastosowanego reaktora (A — reaktor okresowy; B — reaktor koszykowy
SpinChem®) (na podstawie publikacji [P6]2%3).
Warunki ekstrakcji: 80°C, 2 h, 400 rpm, stosunek masy materiatu roslinnego
do rozpuszczalnika 1:15 (m/v), DES: ChCl:LevA (1:2 mol/mol), HDES: DecA:OctA
(1:1 mol/mol).

Uktad podwojny DES-HDES moze zostac zastosowany w celu zwiekszenia selektywnosci
ekstrakcji zwigzkdéw bioaktywnych o réznej hydrofilowosci. Zaréwno w reaktorze okresowym
z mieszadtem, jak i w reaktorze SpinChem®, wydajnos¢ zwigzkéw fenolowych i flawonoidow
jest znaczaco wyzsza w DES, natomiast karotenoidy byty efektywniej izolowane przez HDES.
W procesie prowadzonym w tradycyjnym reaktorze okresowym z mieszaniem w ukfadzie
podwdjnym zaobserwowano niewielki spadek wydajnosci zwigzkéw bioaktywnych,
w poréwnaniu z wydajnosciami uzyskanymi w ekstrakcji z uzyciem pojedynczego
rozpuszczalnika (Rysunek 10). Pomimo obserwowanej zwiekszonej selektywnosci ekstrakc;ji,
nieunikniona byfa izolacja wszystkich rodzajow substancji bioaktywnych przez oba
zastosowane rozpuszczalniki w uktadzie podwdjnym. Skutkuje to obnizong skutecznoscia
ekstrakcji (np. wydajno$¢ zwigzkéw fenolowych izolowanych przez jeden rozpuszczalnik
wyniosta 16,1 mg/g, natomiast w uktadzie podwdjnym, w reaktorze tradycyjnym, wydajnos¢
w fazie DES wynosita 15,3 mg/g). Jak mozna byto sie spodziewaé, proces prowadzony
w reaktorze koszykowym byt mniej efektywny od tego w reaktorze zbiornikowym
z mieszadtem. Prawdopodobnie doszto do agregacji czgstek biomasy, co zostato réwniez
zaobserwowane w przypadku delignifikacji biomasy miekkiej (rozdziat 4).
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Zastosowane DES i HDES tworzg dwie niemieszajgce sie fazy, ktére mogga zosta¢ w tatwy
sposOb rozdzielone po ekstrakcji. Po ich rozdzieleniu, przeprowadzono prébe recyklu obu
rodzajéw rozpuszczalnikéw. Jak przedstawiono w rozdziale 7.1, hydrofilowe DESs mogg by¢
oddzielone od wydzielonych substancji poprzez ekstrakcje SPE. Metoda ta zostata réwniez
uzyta w celu odzysku ChCl:LevA, ktéry zostat zastosowany w czterech nastepujgcych po sobie
ekstrakcjach kwiatu nagietka w uktadzie DES-HDES. W przypadku fazy HDES, wykorzystano
zdolno$¢ zastosowanego rozpuszczalnika (DecA:OctA) do zmiany jego wtasciwosci
pod wptywem zwiekszenia pH mieszaniny. W wyniku dodatku roztworu NaOH do HDES
wydzielone karotenoidy wytracity sie z roztworu w postaci pomaraiczowego osadu. Po ich
odsgczeniu mozliwe byto przywrdécenie hydrofobowego charakteru HDES poprzez dodatek
kwasu chlorowodorowego. HDES zregenerowany w taki sposdéb zostat zastosowany
w kolejnych cyklach ekstrakcji karotenoidéw z kwiatu nagietka. Wydajnosci ekstrahowanych
substancji, zaréwno z uzyciem DES, jak i HDES, w nastepujgcych po sobie procesach zostaty

przedstawione na Rysunku 12.
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Rysunek 12. Wydajnos¢ zwigzkdéw bioaktywnych (A - zwigzki fenolowe i flawonoidy;
B — karotenoidy) ekstrahowanych z kwiatu nagietka w uktadzie podwdjnym DES-HDES,
w hastepujacych po sobie cyklach (na podstawie publikacji [P6]%%3).

Warunki ekstrakcji: 80°C, 2 h, 400 rpm, stosunek masy materiatu roslinnego
do rozpuszczalnika 1:15 (m/v).

DES, oddzielany od ekstraktu za pomocg metody SPE, utrzymat wysokg efektywnos¢
ekstrakcji przez wszystkie przeprowadzone cykle. W przypadku HDES, w czwartym cyklu
zaobserwowano spadek wydajnosci karotenoidéw. W celu okreslenia przyczyny tego zjawiska,
wykonano analize 'H-NMR czystego HDES oraz rozpuszczalnika po trzecim cyklu
ekstrakcyjnym (przed zastosowaniem w cyklu 1V). Zaobserwowano zmiane przesuniecia

chemicznego sygnatu protondw pochodzgcych od grup karboksylowych kwasu dekanowego
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oraz oktanowego (z 11,59 ppm w czystym HDES na 10,54 ppm po ekstrakcji). Mozna
przypuszczac, ze wielokrotnie regenerowany HDES jest zanieczyszczony jonami chlorkowymi
(pochodzgcymi z kwasu chlorowodorowego uzytego do regulacji pH), co z kolei moze sprzyjac
tworzeniu oddziatywan niekowalencyjnych pomiedzy kwasami karboksylowymi tworzgcymi
HDES a CI-21°, Dodatkowo, wykonano analize *H-NMR mieszaniny czystego HDES z NaCl, w celu
weryfikacji tego stwierdzenia. Zaobserwowano, ze sygnat protonu grup karboksylowych
rowniez ulegt przesunieciu do 10,66 ppm, co Swiadczy o ostabieniu wigzan wodorowych
wystepujgcych pomiedzy kwasem dekanowym i oktanowym w HDES. W efekcie, jego zdolnosé
jako medium ekstrakcyjnego karotenoidéw w IV cyklu procesowym jest ograniczona.
Podsumowujgc, istnieje mozliwos¢ zwiekszenia selektywnosci ekstrakcji zwigzkow
bioaktywnych poprzez zastosowanie rozpuszczalnika o odpowiedniej hydrofilowosci.
Dodatkowo, dzieki bardzo matej mieszalnosci wybranych DESs i HDESs, mozliwe jest ich
rownoczesne zastosowanie w podwdéjnym uktadzie ekstrakcyjnym, ktéry zapewnia wysoka

efektywnos¢ wydzielania poszczegdlnych grup zwigzkdéw.
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Podsumowanie i wnioski

Celem pracy byta waloryzacja lignocelulozowej biomasy roslinnej (stomy zytniej, trawy,

tupin orzecha wtoskiego, lisci pomidora oraz ptatkéw kwiatu nagietka lekarskiego) z uzyciem

cieczy gteboko eutektycznych. Transformacje obejmowaty zaréwno obrébke wstepna

biomasy, jak réowniez hydrolize enzymatyczng. Badane rozpuszczalniki zastosowano réwniez

w procesach ekstrakcji zwigzkéw bioaktywnych z wybranych roslin.

1.

Uzyskane wyniki pozwolity na wyciagniecie nastepujacych wnioskéw:

Zastosowanie DESs zbudowanych z chlorku choliny oraz wybranych kwaséw
karboksylowych (np. kwasu mlekowego) pozwala na uzyskanie wysokiego stopnia
delignifikacji biomasy roslinnej. Najwyzsze stopnie delignifikacji dla wszystkich rodzajow
badanej biomasy lignocelulozowej uzyskano stosujgc DES ChCl:LacA (1:2 mol/mol).
Dodatkowo, wyizolowana lignina moze zostaé tatwo oddzielona od DESs, co umozliwia

zastosowanie rozpuszczalnika w kolejnym cyklu delignifikacji.

. Zastosowany po raz pierwszy do delignifikacji z uzyciem DESs reaktor koszykowy

StatBioChem® pozwala na zwiekszenie ilosci usunietej ligniny, szczegdlnie w procesie
obrébki wstepnej biomasy twardej. Wprowadzenie modyfikacji w postaci
unieruchomionego ztoza biomasy (tupin orzecha wtoskiego) pozwolito na zwiekszenie
stopnia wydzielenia ligniny prawie dwukrotnie. Dodatkowo, uzycie reaktora koszykowego
utatwito rozdziat materiatu roslinnego od rozpuszczalnika, co jest szczegdlnie uzyteczne
w przypadku medium o wysokiej lepkosci. Konstrukcja reaktora koszykowego pozwala

tatwo zwiekszy¢ skale procesu, co jest istotne z technologicznego punktu widzenia.

3. W komercyjnym reaktorze koszykowym SpinChem® nastepuje agregacja czgstek biomasy,

co skutkuje obnizeniem efektywnosci proceséw zaréwno delignifikacji, jak i ekstrakcji

substancji bioaktywnych z uzyciem DESs.

4. Delignifikacja biomasy z uzyciem DESs prowadzi do zwiekszenia porowatosci oraz gestosci

usypowej materiatu, czego efektem jest polepszona efektywnos¢ nastepczego

przetwarzania materiatu roslinnego, np. poprzez hydrolize enzymatyczna.

. Wiekszos¢ DESs zbudowanych z ChCl, Bet i szeregu HBD (LacA, LevA, Glyc, GEt, U) ma

dezaktywujacy wptyw na celulazy z A. Niger, T. reesei oraz preparat wieloenzymatyczny

Viscozyme® L. Sprawia to, ze materiat roslinny po obrébce wstepnej z DESs musi zostac

57



oczyszczony z pozostatosci rozpuszczalnikdw, przed zastosowaniem enzymow
celulolitycznych. Preparat Viscozyme® L wykazuje najwyzsza odpornos¢ na negatywne
dziatanie rozpuszczalnikéw, szczegdlnie w przypadku ChCl:Glyc oraz Bet:Glyc. Jednakze,
wskazane DESs sg rzadko stosowane w celu delignifikacji biomasy, ze wzgledu na niski

stopien wydzielenia ligniny z materiatu, w poréwnaniu z DESs kwasowymi.

6. DESs mogg zostac¢ zastosowane jako alternatywa dla konwencjonalnych rozpuszczalnikéw
organicznych w ekstrakcji substancji bioaktywnych z roslin. Zaréwno w przypadku
przetwarzania lisci pomidora, jak i kwiatu nagietka, wiekszo$¢ uzytych DESs pozwala
na uzyskanie wyzszych wydajnosci zwigzkéw fenolowych i flawonoidéw, w poréwnaniu

z etanolem i metanolem. Najlepszymi rozpuszczalnikami okazaty sie ChCl:LacA i ChCl:LevA.

7. Ekstrakty z lisci pomidora wykazujg dziatanie przeciwutleniajgce, ktére moze zostac
przypisane zwigzkom fenolowym oraz flawonoidom (gtdéwnie rutynie, hesperydynie oraz
kwasowi chlorogenowemu). Dodatkowo, otrzymane ekstrakty majg dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe. Ekstrakt z lisci pomidora w ChCl:Glyc wykazuje dziatanie
grzybobdjcze, podczas gdy czysty DES jest prawie nieaktywny. Nalezy jednak wzigc
pod uwage, ze w przypadku niektérych DES dziatanie to moze by¢ zwigzane ze sktadnikami
samego DES. Przyktadowo, w przypadku ekstraktu w DES ChCl:LacA, aktywnosc

przeciwdrobnoustrojowa wynikata gtéwnie z obecnosci kwasu mlekowego.

8. Ekstrakty z lisSci pomidora w DES mogg zostaé zastosowane jako dodatki
do biodegradowalnych folii polisacharydowych, gdzie petnig podwdjna role — plastyfikatora
oraz konserwantu zywnosci. Ich dodatek polepsza wtasciwosci fizykochemiczne folii
chitozanowych (zwiekszona odpornos$¢ na zrywanie i plastycznos¢, a takze ograniczenie
przepuszczalnosci gazow). Prosta procedura przygotowania folii, wykorzystanie biomasy
odpadowej oraz DESs zbudowanych z tanich i tatwo dostepnych skfadnikéw sprawiaja,
Ze zaproponowane rozwigzanie moze znalez¢ zastosowanie do otrzymywania

biodegradowalnych opakowan do zywnosci, zapewniajgcych przedtuzenie jej $wiezosci.

10. Mozliwa jest selektywna ekstrakcja zwigzkéw o réznych wtasciwosciach, z zastosowaniem
dwufazowego ukfadu rozpuszczalnikébw DES-HDES. W zaproponowanym uktadzie
otrzymano wyzszg wydajnos¢ bardziej polarnych zwigzkéw fenolowych i flawonoiddw
w fazie DES (ChCl:LevA), natomiast karotenoidow w fazie HDES (DecA:OctA). Dodatkowo,

zastosowanie przetgczalnego HDESs umozliwia oddzielenie wydzielonych karotenoidéw

58



w postaci osadu, co réwnoczesnie pozwala na recykl rozpuszczalnika i jego ponowne

zastosowanie.

11. DESs o charakterze hydrofilowym mozna oddzielaé¢ od izolowanych substancji poprzez
ekstrakcje SPE i zawracac do kolejnych cykli procesu. Jednakze, jest to metoda kosztowna
i stosowana na skale laboratoryjng, dlatego korzystniej jest tak dobiera¢ DES, zeby
ekstrakty roslinne mogty by¢ wykorzystywane razem z rozpuszczalnikiem, jak to zostato
zaproponowane w przypadku biodegradowalnych folii zawierajgcych ekstrakt z lisci

pomidora.

Podsumowujgc, przeprowadzone badania pozwolity na opracowanie metod
waloryzacji biomasy roslinnej z uzyciem ekologicznych rozpuszczalnikdw i katalizatoréw,
co wpisuje sie w strategie zréwnowazonego rozwoju, zatozenia zielonej chemii i gospodarki
obiegu zamknietego. W przeprowadzonych badaniach uwzgledniono aspekty istotne
z technologicznego punktu widzenia, takie jak czas trwania proceséw, koniecznosc
oczyszczania lignocelulozy przed obrébka enzymatyczng oraz mozliwosé powiekszenia skali
procesu. Dodatkowo, zaproponowano zastosowanie otrzymanych ekstraktéw roslinnych
w przyktadowych produktach, czego efektem, oprécz publikacji naukowej, jest zgtoszenie

patentowe (P.451188).
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- przeprowadzenie proceséw delignifikacji biomasy w trzech reaktorach i oznaczenie stopnia
wydzielenia ligniny,

- przeprowadzenie hydrolizy enzymatycznej biomasy oraz wykonanie analizy jakosciowej
i iloSciowej mieszanin poreakcyjnych metodg HPLC,

- zastosowanie metod analitycznych: okreslenie stopnia delignifikacji biomasy, wykonanie
analizy FT-IR i NMR, wyznaczenie gestosci usypowej materiatu oraz wspoétczynnika retencji
wody,

- przygotowanie oprawy graficznej publikacji (tabele, wykresy, widma FT-IR oraz NMR, zdjecia
SEM),

- przygotowanie czesci opisowe] publikacji,

- przeprowadzenie analizy statystycznej wynikow,

- wprowadzenie zmian sugerowanych przez recenzentéw pracy,
- wspotautorstwo odpowiedzi dla recenzentéw pracy.
Publikacja [P3] 65%:

- konceptualizacja badan,

- przygotowanie przegladu literaturowego,

- przeprowadzenie reakcji hydrolizy enzymatycznej celulozy i biomasy w sSrodowisku
rozpuszczalnikdw gteboko eutektycznych,

- przeprowadzenie obrébki wstepnej biomasy i jej pdzniejszej hydrolizy enzymatycznej,
- wykonanie analizy jakosciowej i ilosciowej mieszanin poreakcyjnych metodg HPLC,
- przygotowanie czesci opisowej oraz oprawy graficznej (tabele, wykresy),

- wprowadzenie zmian sugerowanych przez recenzentéw pracy,
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- wspotautorstwo odpowiedzi dla recenzentéw pracy.
Publikacja [P4] 40%:

- konceptualizacja badan,

- przygotowanie przegladu literaturowego,

- przeprowadzenie ekstrakcji zwigzkéow bioaktywnych z uzyciem rozpuszczalnikow gteboko
eutektycznych oraz za pomocg metod konwencjonalnych,

- wykonanie analizy catkowitej zawartosci zwigzkédw fenolowych oraz flawonoidow,
- przeprowadzenie recyklu rozpuszczalnika z uzyciem ekstrakcji do fazy state;j,

- przygotowanie czesci opisowe] oraz oprawy graficznej (tabele, wykresy, grafiki),
- wprowadzenie zmian sugerowanych przez recenzentéw pracy,

- wspotautorstwo odpowiedzi dla recenzentéw pracy.

Publikacja [P5] 20%:

- przygotowanie ekstraktéw roslinnych w DESs,

- wspotautorstwo opisu czesci pracy dotyczgcej metodyki badan,

- wykonanie opisu widm FT-IR,

- wspotautorstwo odpowiedzi dla recenzentéw pracy.

Publikacja [P6] 70%:

- konceptualizacja badan,

- przygotowanie przegladu literaturowego,

- przeprowadzenie ekstrakcji zwigzkdw bioaktywnych z uzyciem rozpuszczalnikéw gteboko
eutektycznych oraz za pomocg metod konwencjonalnych,

- wykonanie analizy catkowitej zawartosci zwigzkéw fenolowych, flawonoidéw oraz
karotenoidow,

- przeprowadzenie ekstrakcji zwigzkdw bioaktywnych w systemie binarnym, z uzyciem
rozpuszczalnikdw o réznej hydrofilowosci,

- przeprowadzenie recyklu rozpuszczalnikow,

- wykonanie analizy NMR,

- przygotowanie czesci opisowej oraz oprawy graficznej (tabele, wykresy, grafiki),
- wprowadzenie zmian sugerowanych przez recenzentéw pracy,

- wspotautorstwo odpowiedzi dla recenzentéw pracy.
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Zatacznik 1. Wktad autorski wspotautorow publikacii

W Tabeli 11 przedstawiono procentowy wkiad wspdétautoréow. Deklaracje
o indywidualnym wktadzie procentowym i merytorycznym wspoétautorow publikacji

sktadajgcych sie na rozprawe doktorskg zostaty umieszczone ponize;j.

Tabela 11. Procentowy wkfad wspotautoréw publikacji.

Autor P1 [%] P2 [%] P3 [%] P4 [%] P5 [%] P6 [%]
Agata Wawoczny 70 70 65 40 20* 70
Danuta Gillner 30 15 15 10 5 15
Katarzyna Szymanska 15
Marta Przypis 20
Joanna Wilk 5 10
Divine Shyntum 5 5
Sara Shakibania 5

Katarzyna Krukiewicz 10 5
Joanna Gibas
Marcin Machulik
Joanna Ptonka
Sylwia Bajkacz
Gabriela Dudek
Justyna Jakubska 20*
Dominika Kluska
Pawet Grzybek
Andrzej Hudecki
Martyna Kotfodziej
Katarzyna Jasiak-Jaron
Abdullah
Klaudiusz Gotombek
Wojciech Pakieta
*Autorzy deklarujg ten sam udziat procentowy w publikacji [P5].
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