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I. BEVEZETES ES CELKITUZES

Az aerogélek a vilag legkisebb stlirtiségli szilard anyagai, tipustol
fliggben stiriiségiik 0,0011 és 0,5 g/cm’® kodzott van. A Debreceni
Egyetem Aerogél Kutatdcsoportja, Dr. Lazar Istvan egyetemi docens
vezetésével mar 20 éve foglalkozik ezen anyagcsalad eldallitasaval,
karakterizalasaval, kémiai modositasaval, valamint a kiilonboz6
alkalmazasi teriiletek felkutatisaval. A szertedgazd kutatdsok alapjat
elsdsorban a szilika aerogélek jelentik.

A szilika aerogélek a kis stlirliségen tul szamos tovabbi kiilonleges
tulajdonsaggal is rendelkeznek, mint példaul a rendkiviil nagy fajlagos
feliilet (500—1200 m?/g), illetve porozitas (80-98,9 %), kémiai inertség,
valamint kiemelkedd elektromos, h6- és hangszigeteld képesség. Ezen
tulajdonsagokat kihasznalva mar onmagukban is szdmos teriileten
felhasznalhatok, funkcionalizaldsukkal azonban Uj fizikai €s kémiai
tulajdonsagokat alakithatunk ki, igy lehetdség nyilik olyan teriileten is
felhasznalni az anyagokat, ahol egyébként nem lenne lehetséges.

Doktori munkam soran az aldbbi harom, jelentés felhasznalasi
potenciallal rendelkezd kutatasi teriiletbe kapcsolodtam be.

A gyogy- és fliszerndvényeket, valamint azok kivonatait évtizedek
Ota hasznaljak ételek izesitésére, a borapolasban, illetve hagyomanyos

gyogyszerként. A gyogyszerfejlesztésben manapsdg az aktiv
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komponens mellett a beadds moddja is egyre fontosabb, ezért a
hordozdanyagok fejlesztése is fontos kutatasi teriilet. Az aerogélek, fent
emlitett tulajdonsagaik miatt idedlis adszorbensek lehetnek. A doktori
munkdm soran ezért egyik célom volt a szilika aerogélek
alkalmazhatdsaganak vizsgalata kiilonbozo gyogy- és fiszernovények
aromaanyagainak adszorbeéldsara, tarolasara.

A mesterséges csontpotld anyagok eldallitdsa egyre intenzivebben
kutatott teriilet, hiszen a csontjainkat ér6 megbetegedések, illetve a
mechanikai sériilésekbdl adodo csontfolytonossagi hiany komoly
problémat jelent az ortopéd sebészet szdmara. A klinikai gyakorlatban a
beteg sajat, egészséges csontsejtjeit hasznaljak fel legelterjedtebben, de
ez az eljards sem veszélytelen, rdadasul a donorszovet mennyisége
erosen limitalt. Egyebek mellett ezen tények szolgaltatjak a mesterséges
csontpotld anyagok eldallitasanak és fejlesztésének hajtderejét és
doktori munkdm masik célkitlizését, azaz olyan aerogél alap
kompozitok eléallitdsat ¢és vizsgalatat, amelyek potencialisan
alkalmazhatoak lehetnek a klinikai gyakorlatban.

Az aerogélek, illetve aerogél alapti anyagok egy masik nagy
felhasznalasi teriilete a heterogén fazisti katalizatorok fejlesztése.
Katalizatorokra a klasszikus vegyiparban alkalmazott eljardsokon kiviil
a kornyezetvédelemben is sziikség van, hiszen komoly problémat jelent
a felszini vizek, illetve a talajban jelenlévo szennyezok artalmatlanitasa.

Ezen folyamatok soran gyakran alkalmaznak katalizatorokat a reakciok
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hatékonysaganak, illetve sebességének novelése érdekében. Ezért célul
tiztem ki, hogy vizsgaljam egyrészt az aerogélek alkalmassagat
katalitikus  aktivitassal rendelkez6 molekuldk immobilizalasara,
masrészt az igy eldallitott katalizatorok hatékonysagat egyszerii

modellreakciokban.
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II. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Karakterizalas

Az elkészitett aerogélek, illetve az azok hdkezelésével kapott
mintadarabok  feliiletét egy Hitachi S-4300 tipusu pdsztazo
elektronmikroszkop  segitségével  vizsgaltuk a  HUN-REN
Atommagkutatd Intézetben. A késziilékhez tartozd energiadiszperziv
rontgen spektroszkop (Bruker) feltét elemanalizis elvégzését is lehetoveé
tette.

Az aerogélek porozitasat (nitrogén géz adszorpcid/deszorpcid mérése
altal) egy Quantachrome Nova 2200e tipusu késziilékkel mértem meg.
A mérések a nitrogén forrdspontjan, 77 Kelvinen torténtek. Az
izotermdkbol a porusméret-eloszlasi gorbéket a NovaWin (Version
11.0, Build: 4) szoftver Barrett-Joyner-Halenda (BJH) modszerrel, a
fajlagos feliilet értékeket pedig Brunauer-Emett-Teller (BET)
modszerrel hatdrozta meg.

A fém-komplexeket tartalmazo gélek fémtartalmat, valamint a
szaritott kalcium-alginat gombok kalcium-tartalmat induktiv csatoldsu
plazma atomemisszids spektrométerrel (Agilent ICP-OES 5100 SVDV
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)) hatdroztuk meg.
Ugyanezen modszerrel mértiik meg a katalitikus reakciok lejatszodésa

utan az aerogélekbdl esetlegesen kiszabadul6 fémionok mennyiségét.
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A 'H-NMR méréseket egy Bruker 360 spektrométer felhasznalasaval
végeztem.

Az IR spektroszkopids méréseket Jasco FT/IR-4100 tipust
késziiléken végeztiik. A funkcionalizalt aerogéleket ATR feltéttel
vizsgaltuk egy Agilent tipusu késziiléken.

A Raman méréseket Renishaw InVia Raman mikroszképpal
végeztiik. Az alkalmazott 1ézer egy 532 nm-es, 50 mW teljesitményii
didda lézer volt.

Az elemanalizis varioMICRO késziilékkel tortént.

Szuperkritikus fluid kozegii extrakcio és adszorpcio

A gazkromatografidhoz kapcsolt tomegspektrometrids mérések egy
Shimadzu GCMS-QP2010 késziiléken torténtek TIC modban. A
komponenseket a NIST Standard Reference Database hasznalataval

azonositottam.

A bioaktivitas vizsgalata
A pH online mérését Metertech SP-8001 tipust UV/VIS fotométerrel

végeztem.
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Katalitikus aktivitas vizsgalata

A fenolok és klorozott fenolok oxidalasa soran a szubsztratok
késziikék) kovettem.

A klorozott fenolok esetén a bomlastermékeket nagy felbontast
tomegspektrométerrel (maXis II UHR ESI-QTOF MS, Bruker)
azonositottuk a mar HPLC-vel vizsgalt mintdkban pozitiv és negativ ion

modban is.
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III. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1 Elséként  extrahaltam  gyogy- és  fiiszernovények
aromaanyagait szuperkritikus fluid kozegii extrakcioval és
szimultan adszorbealtattam azokat hidrofil és hidrofob szilika

aerogélek feliiletén.

Ot fiiszer-, illetve gydgyndvény aromaanyagait extrahdltam a
hagyomanyos etanolos maceraldssal, valamint statikus szuperkritikus
fluid kozegli  extrakcioval (SFE), szén-dioxidot hasznalva
extrahaloszerként. Megallapitottam, hogy utébbi modszer nagyobb
hatékonysagu, hiszen a maceralassal megegyezd, vagy annal tobb
komponens extrahalddott, valamint tisztdbb extraktumot eredményezett,
mert ezzel a modszerrel a klorofill nem olddédott ki a ndvényekbdl.
Els6ként végeztem a szuperkritikus kozegili adszorpciot az extrahalassal
parhuzamosan: a névényi részek €s a szilika aerogél mintédk az 1. abran
lathato berendezés egyazon extrakcids kamrajaban tartézkodtak 24 6ran

at, statikus koriilmények kozott.
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1. abra A statikus szuperkritikus extrakciohoz hasznalt berendezés sematikus
rajza. Jelmagyarazat: A) folyékony CO; palack; B) szuperkritikus fluidot
létrehozd egység; C) extrakcids €s adszorpciods egység; D) parologtatd és

szeparalo egység; ) gyogyndvény minta; f) aerogél minta; g) nem illékony
komponensek; h) illékony komponensek elnyeletése; p1, p2) nyomasmérok;

T1-T3) elektromos fiités; SZ1-SZ5 manualis szelepek. A sziirke arnyékolas a

fiitott és hoszigetelt zonakat jeloli.

A szuperkritikus  kozegli adszorpcidé utan az adszorbedlt
komponensek vizsgélata egyértelmlivé tette, hogy az aerogélek
nagyszamu komponenst kotottek meg, de az egyszerli ,hasonld a
hasonlénak oriil” elv nem magyardzza az aerogélek adszorptiv
tulajdonsagait. Tobb faktor is meghataroz6 a folyamatban, igy a
polaritdas Onmagaban nem irja le a viselkedést ilyen Osszetett

rendszerben. Az adszorbedlodd komponensek ugyanis versenghetnek a
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kotéhelyekért, rdadasul a hidrofob aerogélek dusithatnak olyan
komponenseket, amelyek a tiszta extraktumban nem kimutathatok (1.

tablazat).

1. tablazat Az extraktumokban nem kimutathat6, az aerogélek altal dusitott

komponensek.

Kamilla Levendula

Normal Hidrofob Normal Hidrofob

linolsav X

kariofillén X X
lavandulol X X
linalil-acetat X X
linalool X X
terpinén-4-ol X X
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2 Tovabbfejlesztett, eddig még nem alkalmazott osszetételii
szimulalt testfolyadékokat allitottam el6 Kkalcium-foszfatokat
tartalmazo  szilika aerogél kompozitok bioaktivitasanak
vizsgalatara ¢és feltartam az altalanosan hasznalt teszt

megbizhatosaganak hatarait.

Az irodalomban leirt és a mesterséges csontpdtld anyagok fejlesztése
soran széles korben hasznalt szimulalt testfolyadékok a vérplazma
Osszetételét modellezik, de annak csak szervetlen komponenseit
tartalmazzék. Az ezen testfolyadékokkal végzett in vitro tesztek sorén a
vizsgalt minta bioaktivitasat aszerint allapitjdk meg, hogy feliiletiikon
adott 1d0 alatt torténik-e hidroxiapatit levalas vagy sem. A csontszovet
felépiilése, regeneralodasa azonban meglehetdsen Osszetett folyamat,
igy sziikséges a modell folyadékok tovabbfejlesztése példaul szerves
komponensek hozzaadasaval, hogy még precizebben Iehessen
szimuldlni az ¢l6 szervezetben lezajlé folyamatokat. E cél elérése
érdekében harom Uj, a hagyoméanyosan alkalmazott szimulalt
testfolyadék Osszetételétdl eltérdé modell oldatot készitettem. A
vérplazma és az alkalmazott szimulalt testfolyadékok kémiai Osszetétele

a 2. tablazatban talalhato.

10



Toth-Gyori Enikd doktori (PhD) értekezés tézisei

2. tablazat A vérplazma, valamint az alkalmazott mesterséges testfolyadékok

kémiai Osszetétele (mmol/dm?).

Vérplazma SBF SBF1 SBF2 SBF3 SBF4

Ca* 2,5 2,5 2,50 1,26 5,01 5,02
HPO4* 1 1 1,00 1,00 1,00 1,00
Na* 142 142 141,98 142,02 142,02 142,03
Cl 103 148,5 152,83 150,60 154,55 133,46
Mg?* 1,5 1,5 1,50 1,50 1,51 1,50
K* 5 5 5,01 5,02 4,99 5,02
SO4* 0,5 05 050 051 0,550 0,50
HCO;™ 27 4,2 4,19 4,19 4,20 27,00
/CO3*~

TRIS 5 5,00 5,00 5,00 5,00
Kanamycin 0,21 0,21 0,21 0,21
Gentamicin 0,11 0,10 0,10 0,11
Glutaminsav ~ 0,05-0,30 0,19 0,19
Alanin 0,31-0,38 0,36 0,36
Glicin 0,11-0,29 0,24 0,24
Prolin 0,17-0,21 0,21 0,21
Leucin 0,11-0,16 0,12 0,12
Lizin 0,13-0,18 0,17 0,17
Szerin 0,088-0,094 0,09 0,09
Valin 0,19-0,24 0,22 0,22
Szérum 35-50 40 40
albumin

@)
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2.1  Megallapitottam, hogy ha a szimulalt testfolyadék kalcium-
ionra nézve nem tiltelitett, vagy kalcium megkotésére képes
komponens van jelen a modell folyadékban, az nagymértékben

befolyasolja a teszt eredményét.

Az 1000 °C-on hdékezelt minta darabjair6l aztatas el6tt, valamint az
egyes szimuldlt testfolyadékban valdé 4aztatdas utan készitett
elektronmikroszkopos felvételeket a 2. abra foglalja dssze. A kontroll
mintdk feliiletén egyik testfolyadék esetében sem tapasztaltam
hidroxiapatit (HA) levalast, ami bizonyitja a kalciumban gazdag
kotohelyek meglétének fontossagat. A modositott Osszetételli modell
folyadékokban kezelt — a Kokubo-féle testfolyadékban egyébként
bioaktiv tulajdonsagot mutatdé — minta feliiletén nem tortént HA levalas.
Ez alapjan elmondhatjuk, hogy statikus koriilmények kozott,
pontosabban szimulalva a vérplazma Osszetételét, a korabbiaknak akar
ellentmond6 eredményeket kaphatunk. Habar a hidroxiapatit-levalas
hidnya negativnak tekinthetd a teszt szempontjabol, mégis dsszhangban
van az ¢él6 szervezet miikodésével, in vivo ugyanis pusztdn a
vérplazmaval vald érintkezés nyoman nem torténik hidroxiapatit

levalas, csak a csontszovet aktiv sejtes megujulo fazisaban.
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2. abra Az 1000 °C-on hokezelt minta feliiletérdl aztatas eldtt (legfelsé kép),
valamint az egyes szimulalt testfolyadékokban valo 4ztatas utan készitett SEM
felvételek. Csak a hagyomanyos 0sszetételli modell folyadékban (SBF1)
tortént hidroxiapatit levalas az anyag feliiletén (falevélszerli finomszerkezettel

rendelkezo globulak, narancssarga szinnel jelolve).
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2.2 Fotometrias eljarast dolgoztam ki a pH valtozas online
nyomon kovetésére az in vitro teszt soran, és megallapitottam,
hogy a lokalis pH megvaltozasa fals pozitiv eredményt

szolgaltathat.

Hagyoményos 0Osszetételii szimuldlt testfolyadékban fenolvords
indikatort oldottam fel a pH-valtozas nyomon kovetéséhez. Atcsapési
tartomanya 6,8-8,4, amely pontosan lefedi a fiziologids, 7,4-es pH
értéket, amelyen a vizsgalatokat végeztem. Az aerogél kompozitokban
alkalmazott kalcium-alginat porusképzo égetési maradékaként jelenlévd
CaO jelent6sen novelte a lokalis pH-t (3. abra). A kalcium-oxid
azonban nagy homérsékleten reakcioba léphet a jelenlévd B-trikalcium-
foszfattal, hidroxiapatitot eredményezve, igy csdkken a kalcium-oxid
mennyisége és pH-modositd hatdsa is kevésbé érvényesiil. Az Al jeld
minta nem tartalmazott B-TCP-t, ezért volt nagyon nagy a pH mar a
masodik napon. Az A2 jelii minta tartalmazott B-TCP-t a kalcium-
alginat gombokben, a pH sokkal kisebb mértékben nétt, mint az Al
minta esetében. Az A3 jelli minta a matrixban és a kalcium-alginat
gombokben is tartalmazott B-TCP-t, ennek a mintdnak a pH-ja
gyakorlatilag nem véltozott a 14 nap soran. Az A4 jeli minta a
matrixban tartalmazott B-TCP-t, itt is jelentdsen novekedett a pH az

els6 napokban. Az Al jelli minta feliiletén HA levalast ugyan nem, de

crer
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gazdag, foszfort viszont nem tartalmazé réteg levalasat detektaltam
pasztazé elektronmikroszkoppal. Az A3 és A4 jelti mintak esetén levalt
a HA, valamint utobbi minta feliiletén kalcium-karbonatot is

azonositottam (4. abra).

Al
A2
A3
Ad

ttes

pH

7.6

7,4

0 5 10 15
Id6 (Nap)

3. abra A szimulalt testfolyadékban kezelt mintak pH értékeinek valtozasa az
1d6 fiiggvényében. A pH alakulasat nagymértékben befolyasolja a B-TCP
jelenléte és hozzaférhetdsége a kalcium-oxid szamara. Az A1l jeli minta (e)
nem tartalmazott B-TCP-t. Az A2 jelii minta (m) a kalcium-alginat gdmbdkben
tartalmazott B-TCP-t. Az A3 jelti minta (A ) a matrixban és a kalcium alginat
gdmbokben is tartalmazott -TCP-t. Az A4 jelti minta (#) a matrixban
tartalmazott B-TCP-t.
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4. abra A kalcium-alginat porusképz6 gomboket tartalmazo mintak SEM-
felvételei a szimulalt testfolyadékban valo kezelés utan. Az Al feliiletén
narancssargaval szinezett levalas egy kalciumban gazdag réteg, de foszfort
nem azonositottunk benne. Az A3 és A4 mintak feliiletén megtortént a HA
levalas (narancssargaval szinezve), az A4 esetén ezen kiviil kalcium-
karbonatként azonositott réteg is kialakult (kékkel szinezve a jobb lathatosag

kedvéért).
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3 Katalitikusan aktiv, kovalens kotéssel immobilizalt fém-4-
aminofenil-porfirin komplexeket tartalmazo aerogéleket allitottam
elé és fenol, illetve klorozott szarmazékainak hidrogén-peroxiddal

valo oxidacidjanak segitségével teszteltem a hatékonysagukat.

3.1  Bizonyitottam, hogy az eldallitott réz- és vas-
5,10,15,20-tetrakisz(4-aminofenil)-porfirin komplexeket tartalmazo
aerogélek (CuPA és FePA) katalitikusan aktivak, az eredetileg
vizben nem oldhaté komplexek vizes kozegben felhasznalhatova
valtak.

Az 5. é4bra a fenol konverzido kinetikai gorbéit mutatja. A
legfontosabb jellemzd, hogy a fenol 80 %-a atalakult 3 6ran beliil még
akkor is, amikor a CuPA katalizator csak 0,33 mol%-ban volt jelen.

A vas-ion esetén, heterogén fazisban, 1 mol% mennyiségben
alkalmazva a katalizatort, a fenol tobb, mint 90 %-a elbomlott 1 6ran
beliil. Kisebb mennyiségben alkalmazva a FePA katalizdtort nem

tapasztaltam olyan nagy aktivitast, mint a CuPA esetén.
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a 1 b 1004
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5. abra A fenol konverziok kinetikus gorbéi az id6 fiiggvényében a CuPA
jelolésh katalizatort (a), illetve a FePA jelolési katalizatort alkalmazva (b). A
piros szinii gorbék mindkét esetben a szabad fémionok katalizalta bontas
gorbéi. A kisérletek soran kiilonb6z6 katalizator:fenol (1:100, 1:200, 1:300) és
fenol:H»O, (1:100 és 1:14) aranyokat alkalmaztam.

A 6. dbran a 3-klorfenol oxidacidja soran kapott kinetikai gorbék
katalizator bizonyult a hatékonyabb katalizatornak. S6t, az immobilizalt
komplex alkalmazasdval magasabb konverzidt értem el, mint a szabad
vas-ionokkal végzett reakcioban. A konverzio még abban az esetben is
megegyezett a szabad fémion katalizdlta reakcid6 sordn mért
konverzioval, amikor a szubsztrat kétszazszoros feleslegben volt a

katalizatorhoz képest.
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6. abra 3-klorfenol hidrogén-peroxiddal valé oxidacidjanak kinetikai gorbéi
CuPA (a) és FePA (b) katalizatorokat alkalmazva. A 3-klorfenol-hidrogén-
peroxid arany konstans 1:100 volt, mig a katalizator:3-klorfenol arany 1:100
és 1:200 volt. A piros gorbék a szabad fémionokkal végzett reakciok kinetikai

gOrbéi.

A 2,4-diklorfenol oxidacidja soran kapott kinetikai gorbék a 7. abran
lathatok. Ebben az esetben jelentds katalitikus aktivitas csokkenés volt
megfigyelhetd a CuPA katalizator alkalmazasakor a 3-klorfenolhoz
képest. Habar a FePA aktivitasa is csokkent, 0sszességében majdnem

olyan hatékony volt, mint a 3-klorfenol esetében.

19



Feliiletmodositott és kompozit szilika aerogélek eléallitasa, tulajdonsagaik és
specifikus alkalmazasaik

a 100 b 100

@
=
1
@
=

=&  Réx(l)-ncetit
= Cu24-DCP=1:100 == Vas(ID-szullit

= Fe:24-DCP=1:100

o
=
L

X

L
=
1
=
=

[
=
!
w
=

2 4-diklérfenol konverzid (%)
2 4-diklorfenol konverzié (%)

0 0 100 150 200 0 50 100 150 200
Idé (min) Idé (min)

7. abra 2 4-diklorfenol oxidacidjanak kinetikus gorbéi CuPA (a), illetve FePA
(b) katalizatort alkalmazva, valamint a szabad fémionok jelenlétében (piros
gorbék). A katalizator:2,4-DCP arany 1:100 volt, ahogy a 2,4-DCP:H,0»

arany is.

A katalizatorok hatékonysaganak jellemzésére meghataroztam a TOF
(turn over frequency) értékeket, melyeket a 3. tablazat tartalmaz. Ezek
alapjan az altalam eldallitott katalizatorok sszemérhetd tartomanyban
vannak az iparban mar alkalmazasban 1évd, hasonld reakciok

katalizalasara szolgal6 katalizatorok hatékonysagaval.

3. tablazat A fenol és klorozott szarmazékainak oxidacidja soran alkalmazott

immobilizalt katalizatorok TOF értékei.

CuPA FePA
fenol 1,144-10's  4,05-102s™!
3-klérfenol 5,0-102s! 5,0-102s7!

2,4-diklorfenol 1,5:103s! 2,2:102s7!
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3.2 Bizonyitottam, hogy az eléallitott Kkatalizatorok atfolyé

reaktorban is alkalmazhatok lehetnek.

A statikus koriilmények alkalmazéasan tal egy atfolyo reaktorban is
elvégeztem a fenol oxidacios kisérletet (8. abra). Ehhez a CuPA
katalizatort hasznaltam, a korilmények (homérséklet, fenol
koncentracio) a batch technikaval végzett kisérletekével megegyezett. A
kis kontaktidd ellenére jo katalizator aktivitdst mértem, habéar a

haté¢konysdg  fokozatosan, kismértékben csdékkent a reakcid

1. 2 3 4.

1d6szegmens

el6rehaladtaval.

= = o
= = =
f L

Konverzid (%)

[~
=
f

=

8. abra A rovidagyas atfolyo reaktorban végzett fenol oxidacio soran, 30

perces szakaszokban mért fenol konverzidk. A kontaktidd 9 perc volt.
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IV. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI
LEHETOSEGEI

Els6ként adszorbealtattam aromaanyagokat szilika aerogél feliiletén
szuperkritikus  fluid kozegli  extrakcidoval szimultdn  torténd
adszorpcioval és megallapitottam, hogy ez a fajta extrakci6 nagyobb
hatékonysdgu, mert gyorsabban, szerves oldoszer alkalmazasa nélkiil
ugyanannyi, vagy akar tobb komponens extrahdlhaté, mint
hagyomanyos maceralassal. Eredményeim bizonyitottdk, hogy ez a
technika 0j lehetdséget teremt hasonldé komponensek kinyerésére,
tarolasara, vagy akar dusitdsara mind a kutatds, mind a kereskedelmi
felhasznalas szdmara.

Sikeresen allitottam eld kalcium-foszfatokat tartalmazd, nagy
fajlagos feliiletli, nagy mechanikai szilardsagu, de pordzus aerogél
alapt anyagokat és vizsgalatuk soran megallapitottam, hogy az in vitro
bioaktivitast vizsgaldé moddszer eredményét jelentdsen befolyésolja, sot
ellentmondasos eredményekre vezethet a pH lokalis megvaltozésa,
valamint az alkalmazott szimulalt testfolyadék 0sszetételének kozelitése
a humén vérszérum 0Osszetételéhez. A kapott eredmények alapjan
megallapithatd, hogy nem ajanlatos a mesterséges csontp6tld anyagokat

csupan az in vitro teljesitményiik alapjan rangsorolni, vagy épp elvetni.
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Az  5,10,15,20-tetrakisz-(4-aminofenil)-porfirin = réz- és  vas-
komplexét sikeresen immobilizaltam kovalens kotések altal szilika
aerogélben egy kétfunkciés kapcsold agenst alkalmazva. Az igy
eléallitott katalizatorok nagy fajlagos feliiletliek lettek és nyitott
mezoporusos szerkezettel rendelkeztek, tovabba a funkcionalizalassal
csokkentettem a komplexek kioldodasanak ¢€s az intermolekularis
onoxidacionak a mértékét. Az eredményeim vildgosan ramutattak, hogy
az eredetileg vizben oldhatatlan porfirin komplexek kompatibilissé
valtak a vizes kozeggel, igy lehetévé valt a hasznalatuk vizes
kortilmények kozott. Mivel a kdzvetlen interakcio a katalitikusan aktiv
centrumok kozott lecsokkent a helyhez kotottséglik miatt, a
degradaciohoz a katalitikus ciklusban generalodo aktiv hidroxil gyokok
tamadasa is hozzajarulhatott. A jovObeli felhasznalas érdekében tehat
sziikséges a stabilitas novelése példaul a kapcsolodo ,.fiiggd karok”

megvaltoztatasaval.
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Eniko Toth-Gyori Summary of PhD thesis
I. INTRODUCTION AND OBJECTIVES

Aerogels are known as solid materials with the lowest density:
depending on the type, the density can vary between 0.0011 and 0.5
g/cm?’. The Aerogel Research Group at the University of Debrecen, led
by dr. Istvdn Lazar, has been studying this unique family of materials
for more than 20 years, including their preparation, characterization,
functionalization as well as the mapping of the possible application
areas. The basis of the wide-ranging research are silica aerogels.

In addition to low density, silica aerogels possess other special
properties as well, for example extremely large specific surface area
(500-1200 m?/g) and porosity (80-98.9 %), outstanding electrical-, heat
insulation and soundproofing property. Based on these properties, the
aerogels can be used in many areas by themselves. By functionalization
however we are able to create new physical and chemical properties,
expanding the number of possible applications even more.

During my doctoral work, I was involved in the following three
research areas possessing significant application potential.

Herbs and spices as well as their extracts have been used for decades
for flavoring, in skin care products or as traditional medicine.
Nowadays, during drug development, the method of administration is
nearly as important as the active component itself. As a result, the

development of drug carriers is also a major research area. Due to their

1



Surface modified silica aerogels and composites: preparation, properties and
specific applications

unique properties mentioned above, the aerogels may be ideal
adsorbents. During my doctoral work, the aim was to study the
applicability of silica aerogels for adsorption and storage of aroma
materials originating from herbs and spices.

The preparation of artificial bone substitutes is also an increasingly
important research area since bone deficiency because of diseases and
mechanical injuries denotes serious problems for orthopedic surgery. In
clinical practice, the patient’s own healthy bone cells are used most
often, although even this method may have some risk (bleeding,
infections, donor tissue limitation etc.). The above-mentioned provide
the driving force for the production and development of artificial bone
replacement materials and the other objective of my doctoral work, 1.e.
the production and study of aerogel-based composites that can
potentially be used in clinical practice as artificial bone substitutes.

The third studied application field of aerogels was the development
of heterogeneous catalysts. Catalysts are necessary not only in classic
chemical industry but in environmental protection, used for disposal of
contaminations. Heterogeneous catalysts are more beneficial to use,
since these materials can be regenerated, the catalyzed reaction
becomes more controllable, moreover the heterogeneous catalysts are
more stable under the circumstances applied in the industry. Therefore,

the third objective of my work was studying the applicability of silica
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aerogels for immobilization of catalytically active molecules, as well as

testing their catalytic performance through simple model reactions.



Surface modified silica aerogels and composites: preparation, properties and
specific applications

II. APPLIED EXPERIMENTAL METHODS

Characterization

Scanning electron micrographs (SEM) were recorded on a Hitachi S-
4300 instrument equipped with a Bruker energy dispersive X-ray
spectrometer.

Nitrogen gas porosimetry measurements were performed on a
Quantachrome Nova 2200e surface area and porosity analyzer. The
measurements were carried out at the boiling point of Nitrogen, 77 K.
The pore size distribution curves were determined by the NovaWin
(Version 11.0, Build: 4) software using the Barrett-Joyner-Halenda
(BJH) method, and the specific surface areas by the Brunauer-Emett-
Teller (BET) method.

The metal content of the aerogels before and after the oxidation of
phenols was determined by an inductively coupled plasma-optical
emission spectrometry (ICP-OES) method (Agilent ICP-OES 5100
SVDV).

The functionalization of the porphyrin ring with 3-
isocyanatopropyltriethoxysilane (3-IPTES) was monitored by NMR

spectroscopy (Bruker 360 spectrometer).
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The FT-IR spectroscopy measurements were carried out with a Jasco
FT/IR-4100 spectrometer. In case of the functionalized aerogel samples,
FTIR-ATR spectrometer was applied (Agilent Technologies).

The Raman spectra of the porphyrin ring, the complexes and the
functionalized aerogels were recorded by a Renishaw InVia Raman
microscope. The applied laser was a 532 nm, 50 mW diode laser.

The elemental analysis was carried out with a varioMICRO

instrument.

Superecritical fluid extraction and adsorption

The gas-chromatography-mass spectrometry studies were performed
on a Shimadzu GCMS-QP2010 instrument in TIC mode. The
components were identified by using the NIST Standard Reference

Database.

In vitro study of bioactivity
The online pH monitoring was carried out with a Metertech SP-8001
UV/VIS photometer.

Study of catalytic activity
Phenol oxidation and conversion was monitored by a reversed-phase
HPLC technique, the concentrations were determined by using a five-

point calibration curve and UV detection.
5
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The oxidation products of the chlorinated phenols were identified by
high-resolution mass spectrometry (HRMS, maXis I UHR ESI-QTOF

MS, Bruker), both in positive and in negative ion mode.
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III. NEW SCIENTIFIC RESULTS

1 I was the first to extract aroma components of herbs and
spices by supercritical fluid extraction method and to adsorb in situ

on the surface of normal and hydrophobic aerogels.

Aroma materials of selected spices and herbs were extracted by the
classic maceration method using ethanol and by supercritical fluid
extraction (SCFE) as well, utilizing CO: as solvent. I established that
SCFE was more efficient: it was faster, the number of extracted
components was higher in some cases, moreover it resulted in clearer
extracts in general because the chlorophyll did not dissolve in
supercritical CO;. The extraction and adsorption were carried out
simultaneously: the plants and the aerogel samples were in the same

extraction chamber for 24 hours under static conditions. (Figure 1)
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Figure 1. Schematic drawing of the laboratory setup used for static
supercritical fluid extractions (SSFE). Legends: A) liquid CO; tank with
internal dip tube; B) supercritical CO, generator unit; C) extraction and

adsorption unit; D) evaporator and separator unit; ¢) herbal sample; f) aerogel
sample; g) non-volatile components; h) volatile components; p1,p2) pressure
gauge; T1-T3) electric heating; V1-V5) manual valves. Grey shading

indicates heated and heat-insulated zones.

The study of the adsorbed molecules made it clear that the aerogels
bound high number of components, nevertheless the like rejoices in like
principle does not explain the aerogels’ adsorptive properties. More
than one factor determinate the process, so the polarity in itself can’t
describe it fully in such a complex system. Namely the components

being adsorbed may compete for the binding sites, moreover the
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aerogels are able to enrich molecules which are not detectable in the

extracts originating from the plants (Table 1).

Table 1. Components that were not detectable in the pure extracts, enriched

by the aerogels.

Chamomile Lavender

Normal  Hydrophobic =~ Normal = Hydrophobic

Linoleic acid X

Caryophyllene X X
Lavandulol X X
Linalyl X X
acetate

Linalool X X
Terpinen-4-ol X X

2 I prepared simulated body fluids with improved composition
and unfold the limits of the generally used test’s reliability.

The simulated body fluids (SBFs) — applied during development of
artificial bone substitutes — model the composition of human plasma,
but contain only its inorganic components. During the in vitro tests
using these model fluids, the bioactivity of the sample is evaluated

according to its hydroxyapatite formation ability on the surface. The
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healing and regeneration of bone tissue however is a complex progress,
therefore it is needed to improve the SBFs for example by adding
organic components, to model the processes in vivo more precisely. To
achieve this goal, I prepared three new SBFs with compositions
different from the original solution. The chemical composition of the
human plasma and the prepared SBFs can be seen in Table 2. The
indicated concentrations of the amino acids are average concentrations
in human plasma. The simulated body fluid denoted as SBF is the

original solution prepared by Kokubo et al.

10
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Table 2. Chemical compositions of human plasma and the applied simulated

body fluids in mmol/L

Human SBF SBF1 SBF2 SBF3 SBF4

plasma
Ca* 2.5 2.5 2.50 1.26 5.01 5.02
HPO4*~ 1 1 1.00 1.00 1.00 1.00
Na* 142 142 14198 142.02 142.02 142.03
ClI 103 148.5 152.83 150.60 154.55 133.46
Mg?* 1.5 1.5 1.50 1.50 1.51 1.50
K* 5 5 5.01 5.02 4.99 5.02
S04+ 0.5 0.5 0.50 0.51 0.50 0.50
HCO3™ 27 4.2 4.19 4.19 4.20 27.00
/CO327
TRIS 5 5.00 5.00 5.00 5.00
Kanamycin 0.21 0.21 0.21 0.21
Gentamycin 0.11 0.10 0.10 0.11
Glutamic 0.05-0.30 0.19 0.19
acid
Alanine 0.31-0.38 0.36 0.36
Glycine 0.11-0.29 0.24 0.24
Proline 0.17-0.21 0.21 0.21
Leucine 0.11-0.16 0.12 0.12
Lysine 0.13-0.18 0.17 0.17
Serine 0.088— 0.09 0.09

0.094

Valine 0.19-0.24 0.22 0.22
Serum 35-50 40 40
albumin
(/L)
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2.1 I established that if the simulated body fluid is not
supersaturated for calcium phosphates or it contains calcium
binding components, then the result of the test is greatly influenced.

Figure 2 shows the SEM micrographs of the samples treated on
1000 °C before and after soaking them in the SBFs. There was no
hydroxyapatite formation on the control sample’s surface which
indicates the necessity of the calcium-rich binding sites’ presence.

As a result of altering the original composition of the SBF, there was
no precipitation on the surface of the sample, which previously showed
bioactive properties in the original solution. According to the results,
we can say that under static conditions the more precise approximation
of human blood plasma may cause false negative results. Nevertheless,
the lack of hydroxyapatite precipitation is in accordance with the in vivo
conditions, since it occurs only in the cellular remodeling phase of the

living bone tissue and not just because of the contact with body fluids.

12
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Figure 2. SEM micrographs of the untreated surface of the sample S1000 (top
picture) and after soaking in the four types of simulated body fluids. The
typical cauliflower-like structure of deposited HA can be seen only on the

surface of S1000 treated in SBF1 (orange colored).
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2.2 I worked out photometric method for online
monitoring of the pH during the in vitro bioactivity test, and I
established that the change in the local pH can lead to false positive
result.

I dissolved phenol red indicator in the SBF to monitor the change of
the pH online. Its pH range (6.8-8.4) covers the applied physiological
7.4 value. Calcium oxide originating from the calcium alginate pore
forming agent in the aerogel composites, increases significantly the
local pH (Figure 3). However, B-TCP can react with CaO at elevated
temperature and give hydroxyapatite as a result, which decreases the
concentration of CaO and the pH as well. The sample Al did not
contain B-TCP, that is why the pH was so high on the second day
already. Sample A2 contained B-TCP in the calcium alginate globules.
Sample A3 contained B-TCP in the matrix and in the calcium alginate
globules as well, as a result, the pH virtually did not change. Sample A4
contained B-TCP in the matrix.

As a result, a calcium-rich layer deposited on the surface of the
sample denoted as Al with a hydroxyapatite-like morphology but
without phosphorus in it. In case of samples A3 and A4, there was
hydroxyapatite precipitation on the surfaces. In addition, calcium

carbonate also appeared on the surface of the A4 sample (Figure 4).

14
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Figure 3. The pH values of the samples monitored online by UV-VIS
photometry. The change of the pH was heavily influenced by the presence and
accessibility of B-TCP. The Sample A1 (®) did not contain B-TCP. Sample A2

(m) contained B-TCP in the calcium alginate globules. Sample A3 (A ) had -
TCP in the matrix and in the calcium alginate globules as well. Sample A4 (¢)

contained B-TCP in the matrix.
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Figure 4. SEM micrographs of the calcium alginate containing samples after
soaking in SBF. The orange-colored precipitate on the surface of sample
denoted as Al is a calcium-rich layer but not hydroxyapatite. There was

hydroxyapatite deposition on the surface of samples A3 and A4, and a calcium

carbonate layer as well in case of sample A4 (blue-colored).

16
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3 1 prepared aerogels containing catalytically active copper-
and iron-5,10,15,20-tetrakis(4-aminophenyl)-porphine complexes
immobilized by covalent bond. Their catalytic activities were tested
in mineralization reaction of phenol, 3-chlorophenol and 2,4-

dichlorophenol with hydrogen peroxide.

3.1 I demonstrated that the prepared aerogels are
catalytically active, the originally water insoluble complexes
became applicable in aqueous solutions.

Figure 5 shows the kinetic curves of phenol conversion. The main
feature is that 80 % of the phenol was converted in 3 hours even when
the copper-complex containing catalyst, denoted as CuPA, was applied
only in 0.33 mol%.

In case of iron ion, when the catalyst was applied in 1 mol% quantity,
more than 90% of the phenol was eliminated within one hour. The
FePA catalyst’s activity, when applied in a smaller amount, was not as

high as that of the CuPA.
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Figure 5. Kinetic curves of phenol conversion over time using the CuPA

catalyst (a) and FePA catalyst (b), and the free metal ions using different

catalyst-to-phenol (1:100, 1:200, 1:300), and phenol-to-H>O, molar ratios
(1:100 and 1:14).

Figure 6 shows the kinetic curves of the 3-chlorophenol conversion.
In contrast to the phenol oxidation, the catalytic activity of the CuPA
was smaller than that of the FePA catalyst. Moreover, the immobilized
complex showed higher activity than the free iron ions even when it

was applied in Fe:3-CP=1:200 molar ratio.
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Figure 6. Kinetic curves of 3-chlorophenol conversion over time using CuPA
catalyst (a) and FePA catalyst (b) in different catalyst-to-phenol molar ratios
(1:100 and 1:200), as well as free metal ions (red curves). The 3-chlorophenol-

to-hydrogen peroxide ratio was at a constant value of 1:100.

In the case of 2,4-dichlorophenol (2,4-DCP) a significant decrease in
catalytic activity of the CuPA catalyst was observed compared to the 3-
chlorophenol. Although the activity of the FePA decreased as well, it
was almost as effective as in the case of the monochlorophenol (Figure

7).
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Figure 7. Kinetic curves of 2,4-dichlorophenol (2,4-DCP) conversion over
time using the CuPA catalyst (a) and FePA catalyst (b) ) in different catalyst-
to-phenol molar ratios (1:100 and 1:200), as well as free metal ions (red
curves). The 2,4-dichlorophenol-to-hydrogen peroxide ratio was kept at a

constant value of 1:100.

To characterize the catalysts’ efficiency I calculated the turn over
frequencies (Table 3). According to the values, the catalysts’ efficiency
is comparable with that of the catalysts being already used for similar

reactions.

Table 3. TOF values of the CuPA and FePA catalysts used for oxidation of

phenol and its chlorinated derivatives.

CuPA FePA
phenol 1.144-10'st  4.05-102s7!
3-chlorophenol 5.0-102s! 5.0-102s!
2,4-dichlorophenol  1.5-107s"! 2.2:102%s!
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3.2 I proved that the prepared catalysts may be
applicable in continuous-flow reactors.

Beyond the batch experiments, a custom made continuous-flow

reactor was tested as well. Although the efficiency gradually decreased

as the reaction proceeded (Figure 8), I observed good catalytic activity

despite the short contact time (9 min).

L 2 3 4.

Time segment

&= =) ®
= < =

Phenol conversion (%)

[
=

=]

Figure 8. Conversion of phenol in a short-bed continuous-flow tubular reactor

determined for 30 min time segments. (Temperature: 90 °C).
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IV. POSSIBLE APPLICATIONS OF THE RESULTS

I extracted aroma materials by supercritical fluid extraction (SCFE)
and adsorbed in silica aerogels simultaneously. The results showed that
the SCFE method has higher efficiency than the traditional maceration
and gives cleaner extracts. I proved that this technique provides a new
method to extract, storage or even enrich such components for research
or commercial purposes.

I prepared calcium phosphate containing porous aerogel-based
composites with high specific surface area and mechanical strength and
tested their in vitro biocompatibility. I established that the change in the
local pH and the more accurate approximation of the human plasma’s
composition by the applied simulated body fluid highly influence the
result of the in vitro test or even may lead to false result. According to
the results ranking or even dismissing an artificial bone substitute based
on its in vitro performance is not recommended.

I successfully immobilized covalently the copper and iron complexes
of 5,10,15,20-tetrakis(4-ainophenyl)porphyrin in silica aerogel by a
bifunctional coupling agent. The as prepared catalysts had high specific
surface area and open mesoporous structure. By the functionalization I
prevented the dissolution of the complexes and reduced the extent and
the rate of self-oxidation. The results showed clearly that by
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immobilization, the originally water insoluble porphyrin complexes
may be usable, moreover reusable in aqueous solutions. Since direct
interaction among the stationary active centers was reduced, the
hydroxyl radicals’ attack, generated in the catalytic cycle could also
contribute to the degradation. In conclusion, increasing stability for
instance by using different functional groups on the porphyrin ring as

spacer is necessary for future use.
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