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Tartalmi osszefoglalo

A toxikus nehézfémek gyors és koltséghatékonyabb kimutatdsa, koncentraciojuk meghatarozasa viz-,
élelmiszer- vagy talajmintabol kulcsfontossagu. A bioszenzorok erre a célra kivald eszk6zok lehetnek,
hiszen akdr mdr a helyszinen, a szennyezés forrdsanal is alkalmasak lehetnek a nehézfémek detektdlasara,
megsporolva ezzel a szétterjedés kovetkezményeként sziikséges karmentesitést. A bioszenzorok
specifikussagaért a munkaelektrédon 1év6 biomolekularis érzékeléréteg felel, amelyet pl. fehérjék vagy
nukleinsavak épithetnek fel.

Kutatomunkam célja a nehézfémek kozll a kadmiumionok kimutatasara alkalmas flagellin alapu
kotéfehérjéket létrehozni bioszenzorikai alkalmazasra. A kadmium veszélyessége a fehérjékben az
mozgéasszervének f6 komponense, a flagellin egy jol funkcionalizalhatd és 6nszervezédéssel stabil
polimereket formalo fehérje, ezért kivaloan alkalmazhato bioszenzorokban. Munkamban a flagellint
a polimer felszinére es6 D3 domén helyén modositottam azzal a céllal, hogy kadmium-specifikus
megkotésére alkalmas legyen. Ehhez a szakirodalomban kadmiumkot6 fehérjéket és peptidmotivumokat
azonositottam. Megterveztem ezek beépitését a flagellin polipeptidlanc kézepén kédolt D3 domén
helyére. Génsebészeti eljardsokkal 1étrehoztam két potencidlis kadmiumkoété flagellin varidnst kddolo
plazmidvektort, és ezekrol elgallitottam és tisztitottam a fehérjéket. A kadmiumkots képesség teszteléséhez
szlikséges fehérjemennyiség eléallitdsdhoz kerestem az optimélis expresszios és polimerizacios
koriilményeket, respektalva a flagellinbe épitett fehérjekomponensek D3 domént6l eltérd térszerkezetét.
Vizsgaltam a flagellin varidnsok aranylevél-elektrod felszinére valo kot6dési képességét, valamint a vizes
oldatbdl kadmiumionokat megkotd tulajdonsagat.

Kulcsszavak: kornyezetanalitika, bioszenzorok, kadmiumkot6 fehérje, flagellin, génsebészet
Koszonetnyilvanitds: A szerzd eziton fejezi ki kiszonetét a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovdcids Hivatalnak
a 2024-1.2.6-EUREKA-2024-00001 szdmu pdlydazat keretében nyujtott tdmogatdsdért.



1. Bevezetés

1.1. Fémek és nehézfémek a kornyezetben és az é16 szervezetekben

A fémek a foldkéreghen legfé6képp ércekben és kristalyokban taldlhatoak meg. Az él6lényeknek
sziikségilik van bizonyos fémionokra az élettani funkcidikhoz, de azok tulzott bevitele, valamint drasztikus
hidanya komoly élettani problémakat, sejt- és szovetkarosodast okozhat. Mig az esszencialis fémionok
(példaul cink, vas, kalcium) nélkiillozhetetlen enzim-kofaktorok, addig a toxikus nehézfémeknek
nincs ismert pozitiv élettani hatdsuk. Az olyan elemek, mint az élom, a higany vagy az arzén,
a szervezetben felhalmozddva funkciondlis zavarokat idéznek el6 a biokémiai folyamatokban [1] [2].
A kornyezetszennyezés fokozodasaval a nehézfém-kibocsatas globalis kdzegészségiigyi veszélyt jelent.
A fémionok a légkorbdl kitilepedve kimosodhatnak a talajbdl az élévizekbe, de természeti katasztrofak,
példaul vulkankitérések soran is felszabadulhatnak. Mivel ezek az elemek perzisztensek, nem bomlanak
le, és a stabil allapotukbdl felszabadulva tartésan jelen maradnak a kornyezeti folyamatokban [3].
A kadmium el6forduldsa elemi allapotban igen ritka, leginkdbb a cink-, élom- és rézkohdszat
melléktermékeként kinyerhet6 vegyiileteiben fordul elé. Ipari felhasznalasa (akkumulatorok, pigmentek)
mellett a kornyezetbe jutva komoly egészségiigyi problémakat okozhat, kiilondsen a taplaléklancha
keriilve. Az emberi szervezetbe féként a cigarettafiisttel vagy kiilonféle tengeri ételek, gombak és
bels6ségek elfogyasztasaval keriilhet be [4] [5] [6].

A kadmium-meérgezés legsulyosabb formaja az el6szor Japanban megfigyelt ,Itai-itai” betegség.
A szennyezett vizzel 6nt6zott rizsfoldek termésének fogyasztasa tragikus elhaldlozasokhoz vezetett,
amelynek jellemz6i a csontritkulds és a csontok fokozott torékenysége; a betegek csontjai olykor mar
egy kohogeéstdl is eltorhettek [7]. A szervezetben a kadmium képes az esszencidlis cinket helyettesiteni
a létfontossagu enzimekben és a DNS-javito fehérjékben [8]. A vese- és majkarosodas mellett a kadmiumot
a humadn rakkeltd anyagok osztalyaba soroljak, mivel jelent6s genetikai elvaltozasokat (DNS-karosodast
és bazispar-mutaciot) okozhat [9][10].

1.2. Bioszenzorok

A kiilonb6z6 szennyez6 anyagok mennyiségi és mindségi standard meghatarozasara nagy teljesitményt,
fejlett analitikai miiszereket hasznalnak, amelyek laboratériumhoz kotottek és szakképzett munkaerot
igényelnek, ezért az ilyen vizsgalatok idéigényes és koltséges eljarasok. Ezzel szemben a terepen is
hasznalhato bioszenzorokkal olcson, gyorsan és a szennyezés forrasanal lehet detektalni a karos anyagokat.
Igy megtakarithato a szennyezés szétterjedése utani karmentesités koltsége, és a mintak elésziirésével
lesziikithetd a draga nagy miiszeres mérések szama. A bioszenzorok hatékony és innovativ alternativat
kinalnak a hagyomdanyos analitikai miszerek és technikdk mellett, mivel biolégiai specifikussaguk és
érzékenységiik révén lehet6vé teszik kompakt, gazdasagos és konnyen alkalmazhaté méréeszkozok
fejlesztését.

A bioszenzorok jelentésége elséként az egészségiigy teriiletén valt nyilvanvaldva, kiilénosen
a cukorbetegek szamadra vilagszerte elterjedt gliikdzmérok megjelenésével, amelyek attorést hoztak
a betegségek monitorozasaban [11]. Ezt kovetéen a mez6gazdasag is egyre nagyobb figyelmet forditott e
technologia kutatdsara, szdmos teszttel és kisérlettel vizsgaljak alkalmazhatosagukat és hatékonysagukat
[12][13]. Kérnyezetvédelmi szempontbdl a bioszenzorok jelentds elényt kinadlnak azéltal, hogy lehetévé
teszik a novényekben, talajban, levegében és vizben talalhato potencidlisan mérgez6 anyagok és toxinok
in situ észlelését és elemzését.
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1. dbra. A bioszenzorok elméleti felépitése [12]

A bioszenzor altalaban harom f6 részbdl éptl fel (1. dbra): egy biomolekularis felismerd elem, egy
jelatalakitd és egy jeler6sitével 6sszekapcsolt processzor alkotja.

Az érzékeldréteg felismeri és megkoti a vizsgalando anyagot, a jelatalakitd értelmezhetd jellé alakitja
azt, amit az erdsitd és a processzor tovabb formadl a felhasznal6 szamadra értelmezhetd eredményekké
[12][13]. A The International Union of Pure and Applied Chemistry (réviditve: IUPAC) definicidja szerint
abioszenzor: ,,Olyan eszkoz, amely izolalt enzimek, immunrendszerek, szévetek, organellumok vagy egész
sejtek altal kozvetitett specifikus biokémiai reakcidkat haszndl a kémiai vegyiiletek kimutatasara, altaldban
elektromos, termikus vagy optikai jelek segitségével.” [11]. A bioszenzorok érzékelik a munkafeliiletiikon
megkotott célmolekula koncentraciojat, és ezt mérhetd elektronikus jellé alakitjak [12][13].

1.3. A fehérjék szerepe mint kivalé érzékel6rétegek a bioszenzorokon

A fehérjék bioldgiai makromolekuldk, amelyek bonyolult térszerkezete és 6sszetett feliileti toltéssiirtiség-
mintazata finomhangolt kélcsénhatasok kialakitasat teszik lehet6vé. Ennek koszonhetéen rendkiviil
specifikus kotések kialakitasara képesek, amit példaul az immunrendszer kulecskomponensei, az
antitestek idegen anyag felismerd képessége jol szemléltet. A fehérjék specifikus kotési képességében rejlé
potencidl az érzékelésben is jol hasznosithato, ezért kiterjedt kutatdsok folynak az orvosi diagnosztikai
és példaul a kérnyezeti érzékelésben valo alkalmazhatosaguk teriiletén. Rdadasul a rekombindns
DNS-technologia eszkoztara, a nagy ateresztéképességl iranyitott evolicios eljarasok és az tjabban
a mesterséges intelligencia altal tAmogatott algoritmusok (2024, Kémiai Nobel-dij) segitségével szinte
tetszéleges célmolekuldra vagy szennyezére fejlesztheték 4j kotéfehérjék. Ezek a tulajdonsagok és
eszkoztar olyan érzékeld fehérjék létrehozasat is lehet6vé teszik, amelyek jol alkalmazhatdk bioszenzorok
érzékelOrétegeként. E tulajdonsagoknak koszonhetéen a fehérje alapu bioszenzorok sok esetben
felilmuljak a mesterséges anyagokkal ellatott szenzorokat [14].

Az érzékelbréteget alkotd komponensek, mint példaul enzimek, antitestek, receptorok vagy szintetikus
fehérjék, kémiai kolcsénhatasok soran képesek célzottan felismerni a szennyez6 anyagokat, még ha
azok rendkiviil alacsony koncentracioban is vannak jelen. Nagy szelektivitisuknak koszonhetéen egy
adott molekulat vagy vegyiiletet képesek érzékelni. Miutdn a fehérje kotédik a célmolekuldhoz, példaul
egy toxikus anyaghoz, konformdcid-, tomeg-, elektronstiriség-, illetve redoxallapot-valtozas térténik
benne, amelyek elektronikus jelet generalnak, példaul pH-valtozas, elektrokémiai dramvaltozas vagy
optikai jel formajaban. Ebb6l meghatarozhaté a szennyez6 anyag jelenléte és koncentracioja, ami valos
idejli méréseket és gyors valaszokat biztosit a kornyezet allapotardl [15] [16].

1.3.1. Kadmiumkoto fehérjék

A szakirodalomban szamos olyan kadmiumkété fehérjét irnak le, amelyek evolicidsan is erre a szerepre
alakultak ki, vagy amelyek képesek kadmiumionokat megkotni. Ezeket a fehérjéket szamos él61ény,
példaul novények és baktériumok allitjak eld, valaszként a kornyezetiikben megjelené kadmiumionokra.
Az els6 kadmiumkot6 fehérjét 1957-ben azonositottak, metallotioneint izolaltak 16 vesekéreg alacsony
molekulatomegl fehérjefrakcidjabol [17]. A metallotioneinek kis molekulatomegt fehérjék, amelyek
legf6képpen a majban és a vesében talalhatdak meg, és a kadmium-, cink- és rézionokat nagy affinitassal
kotik. Ezek a fehérjék ciszteinben gazdagok és a citoszolban talalhaték meg. Altalaban rovid lanct fehérjék,
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kivéve bizonyos gombakban, ahol az eddig felfedezett egyik leghosszabb formajukat is azonositottdk
[18]. Sok gomba- és névényfajban talalhatok olyan specialis fehérjék, mint a metallotioneinek, amelyek
kifejezetten a nehézfémek megkotésére szolgalnak. Ezek a fehérjék gyakran csak akkor kezdenek
el termel6dni, amikor a névényt nehézfém-terhelés éri. Specialis termesztéssel el lehet érni, hogy
a novényt szandékosan ilyen kornyezetbe helyezziik, igy ra lesz kényszeritve ezeknek a védéfehérjéknek
a legyartasara, hogy tulélje a mérgezést. A Lentinula edodes (shiitake) gombaban sikeriilt egy kevesebb
cisztein kot6helyet tartalmazé kadmiumkoto fehérjét (LECBP) izolalni, &m ennek térszerkezetét és pontos
kadmiumko6té mechanizmusat még nem ismer;jiik [19].

cad operon ..~

genome

2. abra. Természetes kadmium-valaszrendszerek ismertetése. A Pseudomonas putida természetes
kadmiumrezisztencia mechanizmusdnak sematikus dbrdja: kadmium jelenlétében a CadR reguldtor aktivilja
a cad operont, beinditva a CadA efflux transzporter termelését, amely eltavolitja a toxikus ionokat a sejthdl [20].

A baktériumok nehézfém-tolerancidjanak egyik legfontosabb pillére az aktiv transzportrendszer, amely
megakadalyozza a toxikus ionok, példdul a kadmiumionok sejten beliili felhalmozddasat. Ezen rendszerek
egyik komponense a P-tipusu ATP-azok csaladjaba tartozo CadA fehérje. A CadA-t el6szor Gram-pozitiv
baktériumokban, tobbek kozott a Staphylococcus aureus pI1258 plazmidjan azonositottdk, de jelenléte
kimutathatd szdmos talajlakd Bacillus és patogén Listeria fajban is [21]. A fehérje expressziojat a Cad
operon szabdlyozza, amelynek mechanizmusa fajspecifikus: mig a Staphylococcus aureus esetén egy
fémion-érzékeld represszorfehérje, a CadC szabdlyozza az operon aktivitdsat, addig mas fajoknadl, példaul
a Pseudomonas putida esetén (2. dbra) a MerR-csaladdba tartozé CadR regulator végzi az aktivalast kadmium
jelenlétében. E szabdlyozo mechanizmusok biztositjak, hogy a sejt csak sziikség esetén forditson energiat
a rezisztencia-folyamatok fenntartasara. A kadmium szallitdsaért a CadA nevi fehérje felel, amely egy
bonyolult, tobb egységbdl 4116 épitmény a sejt hartyajaban. Ha példaul a Staphylococcus aureus baktériumot
nézziik, ez a fehérje 727 aminosavhdl 4ll. Ez egy ugynevezett CPX-tipusu ATP-4az, amely onnan nyeri az
energiat a fémek mozgatasahoz, hogy lebontja az ATP-t. A folyamat k6zben egy ideiglenes kotés jon létre
(ezt hivjak foszfo-protein intermediernek), emiatt nevezik P-tipusu fehérjének is. A nevét egyébként
a szerkezetében fixen jelen 1évé prolin- és cisztein-aminosavakrol kapta, mert ezek segitenek abban,
hogy a fémionokat a fehérje csatorndjan keresztiil lehessen irdnyitani. A fehérje hatalmas szerkezete jol
elkiilonitheto részekre tagolodik. A fémek felismeréséért az tigynevezett N-termindlis fémkoté domén
felel, ami a sejt belsé oldalan taldlhato. Ez egy 6nalléan mikodd egység, ami a fehérje tobbi részétél
fuggetleniil is képes megkdtni a fémionokat. Ebben a részben van egy nagyon fontos, dllando szakasz,
ahol két cisztein-aminosav parban all egymas mellett (ez a CXXC motivum). Ez a két aminosav (példaul
al4-esés17-es pozicidban) felel azért, hogy a kadmiumot stabilan megfogja a fehérje (3. dbra). Ezenkiviil
a fehérjének van még 6-8 olyan szakasza, amely dtéri a membrant; ezek koziil a negyedik a legfontosabb,
mert ott is van egy hasonl6 (CPC) motivum, amely kozvetleniil segiti az ionok atjutdsat. Az energia

11



felszabaditasaért pedig a fehérje belsé végein taldlhaté domének felelnek. Hogy a CadA pontosan miért
ennyire hatékony, azt Prabhakaran és Thamarai (2024) legijabb szamitogépes vizsgalatai magyaraztak
meg. A 3D-modellezésiik megmutatta, hogy a fémkoto rész stabilitasa kulcsfontossdgu ahhoz, hogy ezt
a fehérjét kés6bb szenzorokhoz is fel lehessen haszndlni. Az eredményeik szerint a CadA kot6helye
jobban ,szereti” a kadmiumot, mint az élettanilag fontos cinket, még ugy is, hogy a két ion nagyon
hasonlit egymasra. Ez a szelektivitas a kot6hely pontos méretének és a kornyezo elektromos toltéseknek
koszonhetd. A szimulaciok igazoltak, hogy az aminosavak tavolsaga és szége pont a kadmiumhoz lett
Hkitalalva”. Bar mas mérgez6 fémeknek, mint a higanynak vagy az arzénnak is kénben gazdag kérnyezet
kell, a CadA méashogy miikodik: mig a higany két kénatom kozott is elvan, az arzénnak pedig harom cisztein
kell, addig a CadA-ban 1év6 két cisztein és a kornyez6 haldzat pont a kadmium méretére van optimalizalva.
Ez a kiilonleges szerkezet teszi lehet6veé, hogy a fehérje akkor is felismerje a kadmiumot, ha mas hasonlo
nehézfémek is vannak korilotte [22] [23].

3. dbra. A CadA fémkotd doménjének 3D-s szerkezeti modellje. Az dbran jol lathato a CTNC motivum
(itt: Cys14, Thri1b, Asnlé6, Cys17), amely stabil hurokstrukturat alkotva koordindlja a Cd2+ iont. Ez
a konzervdlt szerkezeti elem teszi lehetdvé a motivum sikeres integrdldsdt. [Forras: PDB:2AJ1]

Ez a stabilitas és szelektivitas teszi a CadA motivumokat idedlis jeloltté flagellin alapt bioszenzorok
fejlesztéséhez, mivel a fehérjevazba épitve is meg6rzik nagy affinitdsu kdtéképességiiket [24].

Egy masik tanulmanyban a YodA fehérjérél (4. dbra) kisérletileg igazoltak, hogy egy specidlis, lipokalinszer
felépitéssel rendelkezd fémkotd molekula. A rontgenkrisztallografiaval 1,85 A felbontasu haromdimenzids
szerkezet feltarta a YodA egyediilallé, nyolc antiparalel szalbdl all6 B-hordd doménjét. Kimutattak, hogy
a YodA kiemelkedd affinitdst mutat a két vegyértékli nehézfémionok, kiilondsen a kadmium(lI) és
a cink(Il) irdnt. Az izotermalis titracios kalorimetrias (ITC) adatok alapjan a fehérje és a fémionok kozotti
kotédés rendkiviil erds, a disszocidcids allandé a 107 -10° M kozotti tartomanyba esik. A szerkezeti
analizis pontosan beazonositotta a fémkaot6 helyet is, amelyet a His-163, His-165 és a Glu-119 aminosavak
oldallancai alakitanak ki. Ez a koordindcids szféra lehetévé teszi, hogy egy YodA monomer pontosan
egy fémiont kdsson meg, ezzel gatolva a kornyezetben jelen 1évé toxikus elemeket. A tanulmany élettani
aspektusbol is vizsgalta a fehérje szerepét az Escherichia coli életciklusaban. Megallapitottak, hogy a YodA
a baktérium periplazmatikus terében fejti ki hatasat, ahol mintegy molekularis pufferként funkcional:
megkoti a sejtbe belépd nehézfémeket, mielétt azok elérnék a kritikus citoplazmatikus enzimeket. In vivo
kisérletek alatamasztottak a fehérje fontossdgat, ugyanis kadmiumterhelés mellett a YodA expresszidja
tébb mint 50-szeresére ndvekedett a kontrollcsoporthoz képest. Ezzel szemben a YodA génnel nem
rendelkez6 mutdns torzsek novekedési rataja 30—-40%-o0s csokkenést mutatott kadmiummal szennyezett
kozegben. Az eredmények tehat bebizonyitottak, hogy a YodA a baktériumok egyik legfontosabb védvonala
a fémtoxicitassal szemben, 6tvozve a lipokalinok szerkezeti stabilitasat a specifikus fém kelatképzé
funkciéval [25] [26].
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4. dbra A YodA fehérje teljes szerkezeti képe (A) és a kadmiumion kdtéhelye (B). [Forrds: PDB: 10EE]

1.4. A flagellinrél és bioszenzorikai szempontbdl jé tulajdonsagairadl

Bizonyos baktériumok, mint példaul a Salmonella typhimurium, mozgassal tudjak elérni azt, amire
szlikségiik van, legyen szo6 tapanyag megszerzésérdl vagy egy adott vegylilet miatti elmozdulasrol. Ebben
segitségiikre vannak a kiilonh6z6 bakteridlis csillok vagy ostorok, amelyekkel helyzetet tudnak valtoztatni.
A baktériumostor bonyolult felépitési szerkezet, amely harom {6 részb6l all: a sejtmembranba agyazott
motorhol, a rugalmas kampdbdl és a tobb ezer flagellin fehérjébdl felépiilé filamentumbdl. A motor
altal generalt forgdmozgas a kampodn keresztiil adédik 4t a nanoszalnak, amely propellerként viszi elére
a baktériumot (5. abra) [27].

Filamentum sapka ~__ *

Kampoé-Filamentum &sszekdtd szakasz

Filamentum

Rogzitd gyiirt (p
Motor allorésze

Motor forgorésze

5. abra A Salmonella typhimurium flagelldris appardtusanak felépitése. [27]

Ezek a filamentumok tobb ezer flagellin fehérjébdl éptilnek fel, és meghatarozo jellemzdjiik az 6nszervez6dé
képességiik: a flagellin monomerek idedlis koriilmények kozott azonnal képesek polimerizalddni
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filamentumokka. Fontos tulajdonsaguk tovabbd, hogy a kornyezeti paramétereket figyelembe véve
képesek egymastol megkiilonboztethetd helikalis alakzatokka atrendezddni reverzibilis tGton.

DO domain
; le( D1 domain
“"ﬁ ry
Saay » ’
g
-uu'u.\
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4 - n \
; f 3 V
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CP ) (.\
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6. abra A flagellin monomer doménjei és a filamentum keresztmetszeti szerkezete. A bal oldali
dbran a filamentumot alkoto flagellin molekuldk elrendezddése lathatd, ahol a belsd, konzervdlt
régick (DO, D1) alkotjik a csatorna faldt. A jobb oldali nagyitott részlet a flagellin monomer négy fo
doménjét mutatja be. Bioszenzorikai szemponthol a legfontosabb a D3 domén, amely a filamentum
kiilsd felszinén helyezkedik el, igy genetikai modositdsokkal ide épithetdek be a kirnyezeti
szennyezoket megkdtd specifikus receptorok anélkiil, hogy a belsd vaz stabilitdsa sériilne [28].

A flagellin alkalmazasakor kiemelt jelentésége van a doménszerkezet ismeretének, mivel ez hatarozza
meg, hogy a fehérje mely részei médosithatdak (6. dbra). A molekula belsd szerkezetéért felelds
DO és D1 domének biztositjak a filamentum stabilitasat, ezért ezek épsége elengedhetetlen a szerkezet
megérzéséhez. Ezzel szemben a D3 domén a filamentum legkiilso felszinén helyezkedik el, és nem vesz
részt kozvetleniil a stabilitas fenntartasaban, igy ez a régio genetikai uton szabadon valtoztathaté. Ez azért
elényos bioszenzorikai szempontbdl, mert a D3 domén helyére olyan specifikus kétéhelyek épithetéek
be, amelyek képesek a kornyezeti szennyezd anyagok szelektiv megkotésére. A Salmonella raadasul képes
a fazisvaridcidra, vagyis valtogatni tudja, hogy a két kiilénboz¢ flagellin génje (FliC vagy FIjB) k6ziil melyik
alapjan épitse fel az ostorat. Ez a genetikai rugalmassag és a flagellin felépitése azért kulcsfontossagu,
mert a modositasokkal létrehozott filamentumok képesek kiilonbdzé molekuldk specifikus felismerésére.
Bioszenzorikai szemponthdl a flagellin kivalo valasztas, mert a filamentumok térszerkezete a célmolekuldk
megkotésére érzékenyen valtozik, ami konnyen detektalhato és mérhet6 jellé alakithatd. Mivel a szerkezet
amodositasok utan is stabil marad, segitségével pontosabb szenzorok hozhatdak 1étre vizes kozegekbdl
torténd detektalashoz. [gy a baktérium mozgasszerve programozhaté, onszervezédd nanotechnolégiai
platformma valik a kérnyezetvédelmi mérésekhez [28][29] [30] [31].

2. Célkitiizés

A kutatasom célja olyan mdédositott flagellin varidnsok létrehozasa, amelyek specifikusan és nagy
affinitdssal képesek megkotni a kadmiumionokat, igy alkalmazhatdk bioszenzorok érzékelérétegeként.
Munkamhoz elészor megtervezem a természetben el6fordulo, kadmium-detoxifikalasban szerepet jatszo
fehérjék koziil a YodA és a CadA fémkot6 szekvencidinak beépitését a flagellin szerkezetébe, megvizsgélva,
hogyan biztosithat6 a legnagyobb szelektivitas és stabilitas a késébbi mérések soran. A kivalasztott
fémkoté szakaszokat a modositott Salmonella typhimurium (SJW2536) flagellin D3 doménjének helyére
tervezem beépiteni génsebészeti uton. Ez a stratégia lehet6vé teszi, hogy a mddositasok a filamentum
kilsé felszinén jelenjenek meg, igy a kadmiumionok kdnnyen hozzaférhetnek a k6t6helyekhez, mikézben
a fehérje meg0rzi szerkezeti stabilitasat és dnszervezddd képességét. A munka sordn nemcsak a sikeres
klonozasra és a fehérjevaridnsok elallitdsara fokuszalok, hanem vizsgdlom a kialakuld nanoszalak

14



kadmiumkoto képességét és histabilitasat is. A végsé célom egy olyan gyors és érzékeny bioszenzoros
platform létrehozdsa, amely hatékonyabbd teheti a kadmiumszennyezések korai felismerését a kornyezeti
monitoring folyamatokban.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok és eszkozok

A kisérletekhez hasznalt fogyoeszkozoket (pl. Eppendorf-csovek, pipettahegyek, PCR-csovek,
tenyésztélemezek sth.), valamint a sziikséges tadpoldatokat, tdplemezeket a Sanyo Labo Autoclave
berendezésben sterilizalassal csirdtlanitottuk.A kadmiumkot6 flagellin varidnsokat kodold gének
felsokszorositasat és a PCR-kisérleteket a Biometra Thermocycler T-Gradient ThermoBlock késziilékkel
végeztem. A DNS-eket a New England Biolabs altal forgalmazott Agel, Nhel-HF, SacI-HF és Xhol restrikcios
endonukleazokkal emésztettem. A PCR-termékeket Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit #T1030, a plazmid-
DNS-t Monarch Plasmid Miniprep Kit #T1010 segitségével tisztitottam a gyarto utasitasai szerint, azzal
a kiilonbséggel, hogy az oszloprdl a terméket az elticios puffer helyett steril desztillalt vizzel (SDV) elualtam.
A DNS-minték ellendérzését és elvalasztasat agaroz gélelektroforézissel végeztem, amelyhez Cleaver
Scientific LTD Power Pro késziiléket és a Nippon Genetics Europe GmbH altal gyartott agarozt hasznaltam.
A DNS-fragmentumok lathatéva tételéhez az agaroz géleket GelRed DNA Gel Stain (Biotium) festékkel
kezeltem, a fragmensek méretének meghatarozasahoz pedig az O’'RangeRuler 20 bp DNA Ladder, valamint
a GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) szolgalt molekulatomeg-markerként. A célplazmidokat
Bio-Rad GenePulser Xcell elektroporator segitségével juttattam be a flagellin-deficiens Salmonella
typhimurium SJW2536 baktériumtorzsbe. A baktériumok szilard fazisa tenyésztéséhez hasznalt LB/
Amp taptalajt AppliChem gyartmanyu 6sszetevékbdl (tripton, élesztékivonat, natrium-klorid és agar-
agar), valamint Sigma-Aldrich ampicillinbél allitottam 6ssze (100 mg/ml-es térzsoldat hasznélataval).
A steril munkakoriilményeket és a sejtek atoltdsat Merck Novagen Calbiochem Biosciences lamindris
fiilke biztositotta. Az inkubécids folyamatokhoz IKA KS 4000 i control és MRC orbitalis razéinkubatorokat
hasznéltam. A mintdk szétvalasztdsahoz és tisztitisahoz a sziikséges sebességtartomanytol fliggéen
Beckman Coulter Optima™ (MAX-XP és MAX-E), valamint Sorvall Discovery 90SE ultracentrifugakat,
kisebb volumenekhez pedig Heraeus (Biofuge Primo R, Multifuge 3S-R) és Eppendorf 5415R késziilékeket
vettem igénybe. Az ultracentrifugdakkal kompatibilis Beckman Coulter MLA-80, TLA-100.3, TLA-
120.2 rotorokat hasznéltam térfogattol fiiggéen. A fehérje-filamentumok monomerizalasat 70 °C-on,
Lab-Line Multi-Blok blokkf(itében hajtottam végre. A sejtek morfoldgiai jellemz&it Olympus B201
sotétlatdterti optikai mikroszkoppal vizsgaltam. A fehérjeszuszpenzidk optikai slirtiségét Jasco V-630
spektrofotométerrel ellendériztem. A fehérjék azonositasat és elvalasztasat SDS-PAGE gélelektroforézissel,
Bio-Rad Mini-PROTEAN II rendszerben végeztem, ahol a fragmensek méretének meghatarozasdhoz
PageRuler Prestained Protein Ladder (10-180 kDa) szolgalt markeriil. A gélek dokumentalasa és
kiértékelése Bio-Rad Gel Doc EZ Imager berendezéssel tortént. A plazmidok felsokszorositdsdhoz az
Agilent altal forgalmazott Escherichia coli XL10 Gold, TOP10 torzset, a kadmiumkété flagellin variansok
eldallitasahoz Salmonella enterica serovar Typhimurium AfliC STW2536 torzset alkalmaztam [32].
A transzformalt sejtek megfeleld szelekciojat a plazmidokon taldlhaté ampicillin-rezisztencia gén
biztositotta [33] [34].

3.2. Agaroz- és SDS-PAGE (natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid) gélelektroforézis

A mintak analiziséhez DNS és fehérje elektrokémiai elvalasztast alkalmaztam. A DNS-mintak
ellenérzéséhez 1 és 3%-0s agaroz gélt hasznaltam, 100 V fesziiltségen. A fehérjék azonositasara
és tisztasaguk ellendérzésére natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE)
alkalmaztam. A mérésekhez 12,5%-os poliakrilamid gélt hasznaltam, melyet 30 mA/gél aramerésségen
futtattam le. Az elvalasztast kovet6en a fehérjesavokat Coomassie Brilliant Blue festéssel tettem lathatéva
[35][36].
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3.3. Elektrokémiai mérések és a potenciosztat

A fehérjék kadmiumkoté képességének vizsgalatahoz elektrokémiai modszereket, elsésorban impedancia-
spektroszképiat alkalmaztam. A mérésekhez PalmSens4 potenciosztatot haszndltam, ami egy olyan
precizios miiszer, amely képes szabalyozni és mérni az elektromos potencidlt és az aramerdsséget
a munkaelektrod feliiletén. A mérések megkezdése el6tt a rendszert kalibralni kellett, amit ciklikus
voltammetriaval (CV) végeztem el. Ehhez egy ismert redox oldatot (kdlium-ferro-/ferricianid) hasznéaltam.
A voltammetria sordn a feszliltséget oda-vissza valtoztatjuk, és figyeljiik a kapott aramcsucsokat. Ha
a csucsok szimmetrikusak, és a tavolsaguk megfeleld, az azt jelzi, hogy az arany-munkaelektréd feliilete
tiszta, és a rendszer készen all a mérésre [37].

A kutatdsom soran az elektrokémiai impedancia spektroszkopiat (EIS) haszndlom, ami egy nagyon
érzékeny és roncsoldsmentes mérési modszer. Az EIS nagy elénye a hagyomanyos egyendramu
modszerekkel (példaul a kronoamperometriaval) szemben, hogy nemcsak egy 0sszesitett ellenallast
meér, hanem képes szétvalasztani a rendszerben zajlo kiilonb6zé folyamatokat, mint példaul az oldat
ellendllasat, a diffuzidt vagy a toltésatvitelt. A mérés soran egy kis amplitudoja (5-10 mV-os) valtakozo
feszlltséget kapcsolunk a munkaelektrédra egy széles frekvenciatartomanyban. Ez az alacsony fesziiltség
nagyon fontos a bioszenzoroknal, mert igy elkeriilhet6, hogy a feliiletre felvitt flagellin filamentumok
levaljanak vagy szerkezetileg karosodjanak, mikdzben a mérés linearis marad.
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7. abra Modellaramkorék Nyquist-fazisszégdiagramjai. RO = R1 = R2 = 1 kOhm [38]

Az impedancia lényegében egy komplex ellendllds, amit leggyakrabban Nyquist-diagramon abrazolunk
(7. &bra): itt a gorbe magas frekvencias része egy félkort alkot, ami az elektréd feliiletén térténd
folyamatokat mutatja. Az adatok kiértékeléséhez az igynevezett Randles-féle ekvivalens aramkort
haszndlom. Ebben a modellben kiilén paraméterek felelnek az oldat ellendllasdért, a hatarfelileti
kapacitasért és a diffuzidért. A szenzorom szempontjabdl a legfontosabb adat a téltésatviteli ellenallas.
Ez azt mutatja meg, hogy a redox-indikator molekuldk (példaul a ferri-ferrocianid) milyen nehezen tudjak
atadni az elektronokat az aranyelektrodnak. A kadmiumszenzor miikodése pont ezen a toltésatviteli
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ellenallas-valtozason alapul. Amikor a flagellin filamentumok ratapadnak az aranyelektrodra, egyfajta
bioldgiai szigeteléréteget alkotnak, ami gatolja az elektronatvitelt, igy a Nyquist-félkor atmérdéje megnd.
A szenzor szelektivitasat a flagellin D3-doménjébe épitett fémkoté motivum adja: amikor a kadmiumionok
megkotédnek, megvaltozik a fehérjeréteg szerkezete és toltése. Ez a molekularis valtozas tovabb modositja
az impedanciat, ami a kadmium koncentracidjatdl fligg, igy lehet6vé teszi a toxikus fémionok pontos
mérését [38] [39] [40].

3.4. A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia elve

A CD-spektroszkopia egy olyan vizsgdlomddszer, amivel a fehérjék térszerkezetét, azon belil is
a masodlagos szerkezeti elemek (példaul hélixek vagy red6k) aranyat tudjuk meghatdrozni. Az eljaras
fizikai alapja az, hogy a fehérjéket felépit§ aminosavak kiralisak, igy a balra és a jobbra cirkuldrisan
polarizalt fényt eltéré mértékben nyelik el. Ebbél a kiillonbséghdl kapunk egy jellegzetes spektrumot
a tavoli UV-tartomanyban, altalaban 190 és 250 nm kozott. A fehérjék kiilonbo6z6 szerkezeti egységei
mas-mads ,lenyomatot” hagynak a grafikonon: az a-hélixekre két hatdrozott minimum jellemzd 208 és
222 nm-nél, a B-reddk egyetlen minimumot mutatnak 215-218 nm kornyékén, mig a rendezetlen
szerkezetl fehérjéknél 200 nm alatt 1athaté egy erds negativ csucs (8. abra).
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8. dbra A CD-spektroszkopia miikodési elve. A linedrisan polarizalt fény cirkuldris
komponensekre (bal és jobb) bomlik. Az optikailag aktiv minta (pl. fehérje) ezeket eltérd
mértékben nyeli el, ami a kilépd fenynél elliptikus polarizdaciot eredményez. Ezt az ellipticitdast
méri a miiszer a fehérje madsodlagos szerkezetének meghatdrozdsdhoz [41].

Ebben a kutatdsban a CD-spektroszkopia alkalmazasa azért valik fontossa, mert a flagellin nanoszalak
stabilitdsa alapfeltétele a jol miikod6 szenzornak. A mddszer érzékenysége lehetévé teszi, hogy
ellenérizziik, a D3-domén helyére beépitett kadmiumkdté motivumok mennyire zavarjdk meg a fehérje
masodlagos szerkezetét, azon beliil a hélixekben gazdag felépitését. Emellett a technika kivaléan alkalmas
stabilitds vizsgalatokra is, hiszen a hémérséklet emelésével nyomon kévethet6 a fehérje szerkezetének
,kibomldsa”. Ezaltal pontos képet kapunk arrdl, hogy a kadmiumionok megkétése hogyan moédositja
a nanoszal szerkezeti stabilitdsat, ami kdzvetlen visszajelzést ad a szenzor miikdd6képességérol [42].
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4. Elvégzett kisérletek és értékelésiik
4.1. A kadmiumk6té motivumokat kodolé DNS-ek létrehozasa

4.1.1.1. A YodA és CadA inzertek létrehozasa és emésztése

A kadmiumkot6 YodA (PDB ID: 10EE) fehérje 3D-s szerkezetében a Protein Data Bank (PDB) adatbazis
segitségével kerestiink egy olyan fehérjeszakaszt, amelyben a kadmiumkd&tésben részt vevé aminosavak
azonos polipeptid szakaszon vannak, és a kotémotivum a kérnyezo stabilizalé masodlagos szerkezeti
elemekkel egyiitt nem tul nagy méretii. Tovabbi elvaras volt, hogy a kivalasztott kadmiumko6té motivum
termindalis aminosavai kb. 6 Angstrém tavolsagra legyenek egymastol, hasonléan a helyettesitendé
flagellin D3-domén terminéalisaitdl. Ezzel biztositani szeretnénk, hogy a flagellin szerkezetét minél jobban
meg tudja tartani természetes formdjaban, igy a feltekeredése és ezaltal a polimerizacids képessége is
megmaradjon.

Ezutdn a kivalasztott YodA fehérjeszakaszt kédold gének beépitéséhez a génsebészet modszereit
alkalmaztuk. A munkank soran a pKOT-FliC-delD3 plazmidba terveztiik beépiteni a YodA kivalasztott
szakaszat. Ez a plazmid a szalmonella baktérium szamara megfelel6 szabalyozé régiok mellett egy
olyan modositott flagellin gént tartalmaz, melyben a D3-domént kédold génszakasz helyére tébbszoros
klonozohelyet épitettek. A flagellin D3-domén delécios varidnsanak DNS-szekvencidjaba a YodA szakaszt
az Xhol-Sacl restrikcios enzim vagohelyekkel épitettiik be. Mivel az eredeti YodA-fehérje szekvencidjat
korabban megszintetizaltattuk, és igy a rendelkezésiinkre allt, ebb&l PCR-reakcio segitségével sokszoroztuk
fel az adott kadmiumkoté motivumot, egybél hozzaépitve a sziikséges restrikcios vagohelyeket és az azok
megfelelé miikodését elésegité nukleotidszekvenciat.

A kivalasztott kadmiumkoté motivumot kédold DNS nukleotidsorrendje 5’-3” irdnyban a YodA fehérje
génszekvencidja alapjan:

acatCTCGAGAAGTACATCCAATTCTCTGATCACATTATTGCGCCTCGTAAGTCTTCACATTTTCACATCTTTAT
GGGAAACGAGCTCatgt

(Tvtart6 az enzimhez-Xhol restrikciés enzim végohelye- Cd kot helyet tartalmazo inzert -Sacl restrikciés
ENZImVAgohelye- tavtarto az enzimhez)

A hozza tartozo reverz komplementer szal 5’-3” irdnyu nukleotidsorrendje:

acatGAGCTCGTTTCCCATAAAGATGTGAAAATGTGAAGACTTACGAGGCGCAATAATGTGATCAGAGAATTG
GATGTACTTCTCGAGatgt

A primerek megtervezéséhez a NEB Tm Calculator [43] segitségével, a rendelkezésre all6 Q5 DNS-
polimerazra bedllitva optimalizaltam a primer 1 és primer 2 szekvenciajat. A tervezés soran figyeltem
arra, hogy a két primer minimum 15 nukleotid hosszu, a kotémotivumhoz tapadd résszel rendelkezzen,
illetve hogy a két primer tapadasi hdmérséklete (Tm) kozotti kiilonbség 5 °C alatt legyen, a CG-aranyuk
pedig lehetbleg 40-60% kozotti.

Fentiek alapjan a kovetkez6 két oligonukleotidot szintetizaltattuk:

. YodA Cd fw: ACA TCT CGA GAA GTA CAT CCA ATT CTC TG
Hossz: 19 nt, GC-tartalom: 37%, szamitott olvadaspont (Tm): 55 °C
« YodA Cd rev: ACA TGA GCT CGT TTC CCA TAA AGA TGT GA
Hossz: 19 nt, GC-tartalom: 37%, szamitott olvadaspont (Tm): 56 °C

s s

amelyek 10x-es higitdsa oldatabol (10 uM) pipettaztam a PCR-reakcioelegyhez.
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https://tmcalculator.neb.com/#!/main

A PCR-reakcidelegy és kisérleti paraméterek: A PCR-reakcié paraméterei:

10 ul Q5 puffert

« 98°C30s
5 ul 2 mM dNTPs L L o
X e« 98°C10s,a2-4.1épések kozott 30 ismétléssel

2,5 ul YODA Cd fw primer

. « 56°C30s
2,5 ul YODA Cd rev primer
1 ul DNS-templat (YodA gén) T 7270308

-templat (Yo én,
" P g . 72°C120s

0,5 ul Q5 DNA polimeraz
28,5 ul steril desztillalt viz

Osszesen: 50 pl

0’RangeRuler™ 20 bp
DNA Ladder, ready-to-use
b
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9. abra A PCR-termék elvdlasztdasanak eredménye agaroz gélen. Bal oldalt
a minta lathato, jobb oldalt az O’RangeRuler 20 bp DNA Ladder [42].

A reakcié eredményét 3%-os agaroz gélen, gélelektroforézissel ellendriztem 2 pl reakcioelegybdl vett
mintan. Az elvalasztas eredménye a 9. dbran lathato, ez alapjan a PCR-termék (melynek szamolt mérete
84 bp) nagysagrendileg a 80—-100 bazispar tartomanyba esik, tehat sikeres volt a reakcio.

A CadA fehérje szekvenciajabdl a kordbban ismertetett szempontok alapjan egy 80 aminosav hosszusagu
szakaszt valasztottam ki, amely tartalmazza a szelektivitasért felelgs, konzervalt CTNC motivumot.
A génre a Salmonella typhimurium-ra jellemz6 kodonoptimalizalast alkalmaztam, és egy Nhel restrikcios
vagohelyet is beépitettem a szekvencidba egy csendes mutacio segitségével, amit késébb a gén kisérleti
ellenérzésére tudtam hasznalni. A megtervezett inzert DNS-szekvencidja a kovetkezd:

CTCGAGTATGCGGATACCGCGGAAAAAACCGTGTATCGCGTGGATGGCCTGAGCTGCACCAACTGCGCGGC
GAAATTTGAACGCAACGTGAAAGAAATTGAAGGCGTGACCGAAGCGATTGTGAACTTTGGCGCTAGCAAAA
TTACCGTGACCGG CGAAGCGAGCATTCAGCAGGTGGAACAGGCGGGCGCGTTTGAACATCTGAAAATTATT
CCGGAAAAAGAAGCGGATGTGAAAAACGTGCAGGTGGAGC
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Ennek reverz komplementere:
GAGCTCCACCTGCACGTTTTTCACATCCGCTTCTTTTTCCGGAATAATTTTCAGATGTTCAAACGCGCCCGC
CTGTTCCACCTGCTGAATGCTCGCTTCGCCGGTCACGGTAATTTT GCTAGCGCCAAAGTTCACAATCGCTT
CGGTCACGCCTTCAATTTCTTTCACGTTGCGTTCAAATTT CGCCGCGCAGTTGGTGCAGCTCAGGC CATCCA
CGCGATACACGGTTTTTTCCGCGGTATCCGCATACTCGAG

(Xhol restrikcidés enzim vagoéhelye — CadA inzert- NREIFestrikeiosenzimvagohelye - Sacl restrikcios

enzim vagohelye)

Mivel a CadA inzert mérete meghaladta a koltséghatékonyan, egyetlen szakaszban szintetizalhato
oligonukleotidok hossztartomanyat, a teljes szekvenciat négy darab, egymast atfedd oligonukleotidbdl
allitottam 6ssze. A megrendelt szdlak kozil a CadA fwl (132 bp) és a CadA fw2 (121 bp) adta ki a teljes
kddolo szekvenciat.

. CadA fwl (132 bp):

TCGAGTATGCGGATACCGCGGAAAAAACCGTGTATCGCGTGGATGGCCTGAGCTGCACCAACTGCGCGGCGA
AATTTGAACGCAACGTGAAAGAAATTGAAGGCGTGACCGAAGCGATTGTGAACTTTGGCG
Hossz: 132 nt, GC-tartalom: 53%, szamitott olvaddspont (Tm): 90 °C

. CadA fw2 (121 bp):

CTAGCAAAATTACCGTGACCGGCGAAGCGAGCATTCAGCAGGTGGAACAGGCGGGCGCGTTTGAACATCTG
AAAATTATTCCGGAAAAAGAAGCGGATGTGAAAAACGTGCAGGTGGAGCT

Hossz: 121 nt, GC-tartalom: 50%, szamitott olvadaspont (Tm): 88 °C

Ezeket egészitette ki a két reverz komplementer szal, a CadA revl (132 bp) és a CadA rev2 (113 bp), melyek
szintén a specifikus bazissorrendet tartalmaztak a megfelel6 atfedésekkel.

« CadArevl (132 bp):

CTAGCGCCAAAGTTCACAATCGCTTCGGTCACGCCTTCAATTTCTTTCACGTTGCGTTCAAATTTCGCCGCG
CAGTTGGTGCAGCTCAGGCCATCCACGCGATACACGGTTTTTTCCGCGGTATCCGCATAC
Hossz: 132 nt, GC-tartalom: 53%, szamitott olvadaspont (Tm): 90 °C

. CadArev2 (113 bp):

CCACCTGCACGTTTTTCACATCCGCTTCTTTTTCCGGAATAATTTTCAGATGTTCAAACGCGCCCGCCTGTTC
CACCTGCTGAATGCTCGCTTCGCCGGTCACGGTAATTTTG
Hossz: 113 nt, GC-tartalom: 50%, szamitott olvaddspont (Tm): 88 °C

A gyakorlati megvaldsitas soran a CadA inzert beépitése a plazmidba jelent6s kihivasok elé allitott.
A hosszu inzert és a tobb 1épcsds Osszeillesztés miatt szamos ligalasi kisérletre volt sziikség, melyek
sordn szisztematikusan valtoztattam a reakcio paramétereit, példdul a vektor-inzert aranyt, a ligalasi
hémérsékletet és az inkubdacids id6t. A beépités sikerességét folyamatosan koldnia-PCR mérésekkel
ellenériztem, hogy kideritsem, melyik 1épésnél akadt el a folyamat. Bar a kisérlet e szakasza hosszas
optimalizalast igényelt, a modszertani finomhangolasok végiil eredményre vezettek.

A PCR-amplifikaciot kévetéen a DNS-szakaszokat tisztitottam. A reakcidelegyek tisztitdsat, valamint
a plazmid izolalasat a gyarto altal el6irt protokoll szerint, adszorpcids oszlopok segitségével végeztem.
A megtisztitott DNS-szakaszokat rovid inkubdaciét kovetéen 30 uL. SDV-vel eludltam. A DNS koncentraciojat
a NanoDrop Lite spektrofotométerrel mértem meg.

4.1.2. A kadmiumkato flagellin variansokat kodolé plazmidok létrehozasa

A kadmiumkotd motivumokat (YodA és CadA) kédold inzert-DNS-eket és a plazmidot Xhol és Sacl-HF
restrikcids enzimekkel, valamint CutSmart pufferrel és steril desztillalt vizzel emésztettem 37 °C-on
masfél 6ran at. Mig a YodA motivum esetében a folyamat viszonylag gordiilékenyen zajlott, a CadA varians
elééllitasa soran ez a szakasz joval tobb optimalizalast igényelt. A CadA inzert 6sszetettsége és hossza miatt
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a beépitési paraméterek optimalizdldsara volt sziikkség. A restrikcios emésztések hatékonysagat, valamint
a szekvencia sikeres beépiilését rendszeresen ellenériztem Nhel-HF enzimmel végzett probavagasokkal.
Mivel az Nhel-HF hasitasi hely specifikusan a CadA inzert részét képezi, a vigas megjelenése megerositette
a helyes konstrukcio 1étrejottét a ligalasi kisérletek soran. Az emésztési elegyekbdl a DNS-terméket
Monarch PCR & DNA Cleanup Kittel tisztitottam. A DNS-szakaszok tisztitdsa sordn a puffer ardnyat
a komponensek méretkiilénbségéhez igazitva, a gyartdi protokoll szerint hasznaltam a kinyerés érdekében.
A tisztitott mintdk koncentraciojat és tisztasdgat minden esetben NanoDrop spektrofotométerrel
260/A280
ligdlashoz, és nem tartalmaznak-e enzimgatld szennyezddéseket. Az emésztett inzert- és plazmid-DNS-

ellenériztem. Az A aranyok mérésével gy6zédtem meg arrol, hogy a mintak elég tisztak-e a sikeres
eket T4 DNS-ligaz enzim segitségével ligaltam. A ligdlds soran a legnagyobb kihivast a vektor és az
inzert optimdlis mennyiségi ardnyanak megtaldlasa jelentette. Mivel a plazmid nagy mérete és az inzert
sajatossagai miatt a standard ardanyok nem mindig garantaltdk a sikeres beépiilést, tobbféle elegyet is
Osszeallitottam, hogy kisérleti iton hatarozzam meg a leghatékonyabb Osszetételt.

A YodA motivum esetében két kilonb6z6 molaris aranyt teszteltem: egy 1:6-0s és egy 4:3-as vektor-inzert
elegyet készitettem. A reakciokhoz Rapid ligdzpuffert hasznaltam, az inkubdaciot pedig 22 °C-on végeztem
10 percig. Ezzel szemben a CadA varidns ligdlasa joval komplexebb feladatnak bizonyult. A korabban
emlitett hosszu inzert és az atfed6 oligok természete miatt a standard ardnyok nem vezettek azonnali
sikerhez. Emiatt ennél a konstrukcional kiterjedt optimalizaldsi sorozatot végeztem: valtoztattam az
inkubacids id6t (rovid 10 percesrdl 16 oras, 14 °C-os ,,overnight” ligalasra), és tobb koztes vektor-inzert
aranyt is kiprobaltam. Végiil a CadA esetében is a 22 °C-on végzett, 10 perces ligdlas hozott eredményes
beépiilést. Az optimalizalds sordn meghatdrozott vektor-inzert ardnyok és az 5x Rapid ligazpuffer
alkalmazasa tette lehet6vé a stabil konstrukcié létrehozasat, ami alapjat adta a tovabbi transzformacios
lépéseknek.

4.1.3. A ligatumok transzformalasa E. coli TOP10 és XL10 Gold klonozd torzsekbe

A ligdlas sordn keletkezett plazmidokkal kompetens E. coli baktériumokat transzformaltam. A YodA
varians esetében XL10 Gold E. coli sejteket hasznaltam, mig a CadA-nal TOP10 E. coli térzzsel dolgoztam.
Mindkét esetben a sejteket a 80 °C-os fagyasztébdl kivéve 10 percig jégen kiolvasztottam, majd 5-5
ul ligalasi elegyet adtam hozzajuk, és tovabbi 30 percig jégen hagytam 6ket. Ezutan az elegyeket
madsfél percig 42 °C-on inkubaltam, majd 2 percre visszaraktam a jégre. A sejtek regeneraloddsahoz
500 pl elémelegitett SOC (gliikozzal kiegészitett SOB) tapoldatot adtam, majd a szuszpenziot
45 percen at 37 °C-on, 200 rpm fordulatszamon rdzattam. Végil a szuszpenziot ampicillint
tartalmazo LB-lemezekre szélesztettem, és egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltam. Masnapra minden
lemezen rengeteg kolonidt észleltem. Mig a YodA-nal egyszerlien kivalasztottam 2-2 koldniat
a tovabbi felszaporitashoz, a CadA varidnsnal a korabbi beépitési nehézségek miatt ovatosabb
voltam, és kolonia-PCR-rel ellendriztem, hogy melyik telep tartalmazza valéban a CadA motivum
génjét. A kivalasztott kolonidkat végil ampicillinnel kiegészitett LB-tdpoldatba oltottam le, és
16 6ran keresztiil 37 °C-on rdzattam.

A tenyészetek fenntartdsa céljabdl azok 500 ul-ébdl 15%-os glicerintartalommal térzseket tettem el - 80
°C-os fagyasztoba. A plazmid-DNS kinyerését mindkét varians esetében a Monarch Plasmid Miniprep
Kit segitségével végeztem el, a gyarto altal eldirt leirds szerint. A protokolltél annyiban tértem el, hogy
a plazmidokat 30 pl SDV-vel eludltam, 6 perces inkubacioé utan.

Restrikcios emésztéssel ellendriztem, hogy a kadmiumkotd motivumokat kédold DNS-ek megfelel6en
éptiltek-e be a plazmidokba. A két varidnsndl kiilonb6z6 enzimparokat hasznaltam: a YodA esetében
Agel-HF és KpnI-HF, mig a CadA varidnsndl Xhol és SacI-HF enzimekkel emésztettem.
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10. dbra Prébaemésztés utani gélelektroforézis eredményei Jelmagyardzat balrol jobbra
haladva: YodA 3%-os agardzgélen: NT045 plazmid, M- GeneRuler 1 kb DNA Ladder, minta
1-t6l 4-ig, CadA 1%-os agarozgélen: Ve- emésztett vektor, le-emésztett inzert, M-GeneRuler

1 kb DNA Ladder, minta 1-t6l 4-ig, M2- O’RangeRuler 20 bp DNA Ladder.

Az ellen6rzés elve mindkét esetben hasonlo volt: amennyiben sikeresen beépiilt az inzertmotivum, az
eredeti plazmidban 1évé egyik vagohely (YodA-nal az Agel) mar nincs jelen, igy az emésztés soran a plazmid
csak felnyilik, és egyetlen linearis DNS-t kapunk a gélen. Ha nem épiilt volna be az inzert, a plazmid két
darabra vagodott volna. Az emésztés 1 6ran keresztiil 37 °C-on tortént. Az agaroz gélelektroforézissel
végzett ellenérzés (10. dbra) mindkét konstrukcional igazolta a beépiilést, mivel a plazmidok csak egy
helyen nyiltak fel. A PCR-reakcio utani eredmények szintén megerdésitették a megfelel6 méretet.

A kinyert plazmidokat DNS-szekvendlasra kiildtiik, melynek eredményét 6sszehasonlitottam az
elméletileg megtervezett szekvencidkkal (11. dbra).

Az eredmények alatdmasztjak, hogy mind a YodA, mind a CadA kadmiumkotd peptidmotivumok flagellinbe
épitése sikeres volt, mivel az elméleti és a gyakorlati szekvencidk megegyeznek.
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11. dbra A DNS-szekvendldsok eredményének (_clipseq — CadA plazmidminta, seq21C1ZAB236 — YodA
plazmidminta) és az elméleti DNS-szekvencia (pKOT-FliC-delD3-CadA, pKOT-FliC-delD3-YodA) dsszehasonlitdsa.

4.2. YodA és CadA motivumot tartalmazo plazmidok elektroporalasa flagellin deficiens
szalmonella sejtekbe

A YodA és CadA fémkoté motivumot tartalmazo flagellin varidnsok génjét hordozé plazmidokat
elektrokompetens SJW2536 flagellin deficiens Salmonella gazdasejtekbe juttattuk be. Ehhez
a plazmidokat, az elektrokompetens sejteket és az eljarashoz sziikséges elektroporacios kiivettat
10 percig jégen inkubaltam. 1 pl plazmidot adtam 50 ul sejthez, 6vatosan homogenizaltam, majd
1 percig még jégen hagytam, és a kiivettaba pipettazva (a Bio-Rad Gene Pulser Xcell Microbial System
tipusu késziiléken 2500 V fesziiltséggel, 10 ms-os id6konstans mellett, 2 mm-es 16késkozi kiivettaban)
elektropordaltam. A fesziiltségimpulzus utdn azonnal 500 pl SOC tapoldatot adtam a sejtekhez, hogy
azok tudjanak regeneralodni. A sejteket 37 °C-on 45-60 percig 275 rpm-en razattam. A sejtekbél 50 és
450 pl térfogatokat LB-ampicillin-taplemezre szélesztettem, és 16 éran keresztiil 37 °C-on inkubéltam.
A sikeresen transzformalt YodA motivumot tartalmazé telepek kozil kivalasztott 4 db koléniat 5 ml
ampicillinnel (AMP) kiegészitett (5 ul antibiotikum/5 ml tapoldat) folyékony tapkozegbe oltottam at, majd
37 °C-on, 275 rpm razatas mellett novesztettem 16 6ran keresztiil a fehérje-expresszidhoz sziikséges
sejttomeg eléréséig.

A CadA varians esetében, mivel a beépités nehezebben ment, egy plusz ellenérzési 1épést is végeztem
a munkafolyamatban. Kézvetleniil a lemezekr6l 12 kiilonb6z6 koldniat valasztottam ki, és egy gyors
eljarassal, 12,5%-0s SDS-PAGE gélen ellenériztem (12. dbra), hogy egyaltalan van-e fehérjetermelés.
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Ez alépés segitett abban, hogy csak azokkal a telepekkel haladjak tovabb a nagyobb volument tenyésztések
felé, amelyeknél a flagellin expresszidja egyértelmtien, koncentraltan lathato volt a gélen. A sikeresen
transzformalt telepek kozil kivalasztott kolonidkat végiil folyékony tapkozegbe oltottam at, hogy elérjik
a fehérje-expressziohoz sziikséges sejttomeget.
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12. dbra Kozvetleniil vizsgalt, 12 CadA motivummal rendelkezd koldnidkbol szdarmazo mintdk
Magyardzat: M — PageRuler Prestained Protein Ladder (10-180 kDa) és sorrendben
az 1-12. koldnia. A piros rész jeldli a CadA varidnst (52 kDa,).

4.3. A FliC-YodA és FliC-CadA motivumot tartalmazd flagellin filamentumok izolalasa

4.3.1. A F1iC-YodA és FliC-CadA variansok termeltetése és izolalasa kis térfogatban

A kisérlet soran a tenyésztett Salmonella sejtekbdl a flagellin filamentumokat és monomereket
differencidlcentrifugalassal kiilonitettem el.

13. dbra A FliC-YodA varidnsokat termeld S. typhimurium SJW2536 sejtek fénymikroszkopos képe.

A folyamat 1épéseit az aldbbiakban részletezem: A tenyészetekbdl 500 pl mintat vettem, amelyet 116 pl
80%-o0s glicerinoldattal elegyitettiink a hosszu tavu tarolas érdekében.

e

ellendriztem 1 pl szuszpenzio felhasznaldsdaval. Megdllapitottam, hogy mind a FliC-YodA, mind a FliC-CadA
konstrukciokat hordozé sejtek aktiv mozgast mutattak, az osztodasi hibdk aranya pedig elenyészo volt.

homogenitasat azonositottam. A sejtsliriséget 600 nm-en végzett Jasco V-630 spektrofotometrias
meéréssel (OD600) hataroztam meg.
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A sejtek elvalasztasahoz (14. abra) 2 ml tenyészetet 6000 g gyorsulassal, 6 °C-on 30 percig centrifugaltam,
majd a feltiluszét és a csapadékot 6vatosan kiilonvalasztottam.

Sététben latd
mikroszkop minta

(1)

0OD600 mérés
Flagelinek
(1 ml) 167 filamentum
A0S formdl 2
W 2Ouliris M Monomerizdls Uitracentrifuga’la’s . 32
T I pufferben oldas termoblokban Csap,
Centrifugalas (‘530 adél('\ 200 pl Tris
) P

pufferben oldas
%%_ 40 il minta
R Ll pufferben oldss
O\ [ —— o s3
Over night acentrifugalas <F9
S4

v i iy,
i< t it
gnyazoemr]mn a U‘?g\ flagellin
Sl

monomerek

Sejt minta

14. dbra Mini filamentum prepardcio lépései és mintavételezési helyei (S1-S2-S3-54-S5).

A feltiluszé fazist, amely a sejtekrol letort filamentumokat és tdpkozegbe jutott monomer flagellineket
tartalmazta, tovabbi tisztitasnak vetettem ala: 70 000 rpm-en, 10 °C-on 30 percig ultracentrifugaltam,
amelynek eredményeként elktlonitettem a letort filamentumokat (S3 frakcio), valamint a monomer
flagellineket (S4). A mintdkat degradécio elkeriilése érdekében 1:1 ardnyban Laemmli-tipusu
mintapufferrel stabilizaltam. Az els6 centrifugalasbol szarmazoé csapadékot Tris-pufferben (20 mM
trisz(hidroximetil)aminometan, 150 mM natrium-klorid oldat, pH: 7,7-7,8, a dolgozat tovabbi részében is
igy hivatkozom erre az 6sszetételli oldatra) reszuszpendaltam, majd 10 percig 70 °C-on monomerizaltam.
Ezt kovetben ultracentrifugaltam (70 000 rpm, 10 °C, 30 perc). Eredményiil a tisztitott, filamentum
formaju flagellint (S2 frakcid), valamint a visszamaradé sejttomeget tartalmazo tiledéket (S5) kaptam.
Az 6sszehasonlithatosag és a nyomon kovethetéség érdekében a kiindulasi tenyészethbdl is kiilonitettem
el egy kontrollmintat (S1), amelyet kozvetleniil mintapufferrel elegyitettem a késébbi elektroforetikus
vizsgélatokhoz.

A kinyert frakciok (S1-S5) 6sszetételét 12,5%-0s SDS-PAGE gélen vizsgaltam. Az elvalasztast allando
aramerdsségen (60 mA), koriilbeliil 30 percig végeztem. A vizualizalashoz a géleket Coomassie Brilliant
Blue R-250 festékoldatban (metanolos-ecetsavas kozeg) festettem 15-30 percig, majd a felesleges festéket
el6hivé oldattal tavolitottam el. A géleket géldokumentécids rendszerben digitalizaltuk és elemeztiik.
A kinyert frakciok (S1-S5) osszetételét 12,5%-0s SDS-PAGE gélelektroforézis segitségével vizsgaltam.
A futtatast allando aramerdsségen (60 mA), koriilbeliil 30 percig végeztem. A vizualizédlashoz a géleket
Coomassie Brilliant Blue R-250 festékoldatban (metanolos-ecetsavas kozeg) festettem 15-30 percig, majd
a felesleges festéket ,,destaining” oldattal tavolitottam el 25—35 perc alatt. A kész géleket géldokumentécios
rendszerben (Gel Doc) digitalizaltuk és elemeztiik.

15. dbra A vizsgalt FliC-CadA-t termeld kolonidk S1-S2-S3-S4-S5 mintdi 12,5%-0s SDS-
PAGE gélen Magyardzat: M — PageRuler Prestained Protein Ladder (10-180 kDa)
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16. dbra A vizsgalt FliC-YodA-t termeld kolonidak S1-S2-S3-S4-S5 mintdi 12,5%-0s SDS-
PAGE gélen Magyardzat: M — PageRuler Prestained Protein Ladder (10-180 kDa)

A 15-16. dbran lathat6 gélképek alapjdn megdallapitottam, hogy a flagellin termelés mindegyik vizsgalt
kolonia esetében sikeres volt, azonban a sadvok intenzitasa eltérd. A tisztitasi folyamat frakcioit vizsgalva
lathatd, hogy a célfehérje legnagyobb mennyiséghen az S3 (tisztitott filamentumok) és S4 (monomer
flagellinek) mintdkban jelenik meg, de a maradék szennyez6 fehérjék jelenléte miatt a folyamat
hatékonysaga tovabbi optimalizalast igényel.

A korabban vizsgalt CadA motivumot tartalmazdé 12 koloniabdl (12. dbra) a gélképek intenzitdsa alapjan
a 3., 4., 9. és 10. kolonidkat valasztottam ki a tovabbi munkahoz. Azért ezekkel a mintakkal végeztem
a nagy térfogatu flagellin izolalast, mert ezeknél mutatkozott a legkifejezettebb expresszioé a screening
soran.

4.4. A FliC-YodA és F1iC-CadA motivumot tartalmazd flagellin filamentumok izolalasa nagy
térfogatban

A tovabbiakban a célom az volt, hogy a FliC-YodA és a FliC-CadA variansokbdl elegendd mennyiségi
filamentumot allitsak el6 a bioszenzoros, valamint a stabilitasvizsgalati mérésekhez. A hatékony
fehérjetermeltetés érdekében a FliC-YodA varidanst hordozo sejtekkel nagy volument (2 literes)
tenyésztéseket végeztem LB-tapoldat alkalmazdsaval.

A FliC-CadA varidnst termel$ sejtekkel hasonléan jartam el. 5 ml LB-tdpoldatban 16 6ran at
275 rpm-en rdzattam 37 °C-on, 5 pl ampicillin jelenlétében. Ebb6l 100 ml tdpoldatba oltottam at, amihez
100 pl ampicillint adagoltam, majd a 37 °C-on, 6 6ras razatast (200 rpm) kdvetSen oltottam at a végleges,
2 literes tapoldatba. Itt 400 pl habzasgatlét és 2000 ul ampicillint adtam a rendszerhez, majd folyamatos
levegéztetést biztositottam a baktériumok szdméara a 37 °C-on a 16 éras kevertetés (100 rpm) mellett.
Mésnap reggel mintat vettem SDS-PAGE-re. Ezutan a 2 literes lombikba 2%-0s PEG 6000-et és 1%-0s
NaCl-ot tettem, majd az egészet 37 °C-on, lassan razattam (kb. 50-75 rpm) 45 percig. Ez a kezelés segiti
a sejtekrdl letort filamentum kotegekbe rendezédését, és igy a kés6bbi elvalasztast. Innentdl kezdve
minden egyes részlépésnél vettem mintat SDS-PAGE-re, hogy kovetni tudjam a fehérjetermelédését és
tisztasdgat. A sejttenyészetet lecentrifugaltam (4500 rpm, 30 perc, 6°C). A centrifugalds utan a feliiliszot
ledntottem, a megmaradt sejtcsapadékot pedig 40 ml Tris- pufferben szuszpendaltam. A filamentum
szalakat intenziv fizikai kezeléssel tavolitottam el a sejtfelszinrél: 1 percig vortexeltem a mintat, majd
2 percre jégre tettem, és ezt még hatszor ismételtem meg. Ezutan Gjra centrifugdltam a szuszpenziot
(8500 rpm, 30 perc, 6 °C), majd a felliltiszobdl és a sejtiilledékbdl kiillon-kiilon igyekeztem kinyerni minél
tobb fehérjét. A feliiliszot 40 000 rpm-en ultracentrifugdltam 30 percig 10 °C-on, majd az igy kapott,
filamentumokat tartalmazé csapadékot 1-1 ml Tris-pufferben szuszpendaltam. Egy 6ra jégen inkubdalas
utdn 70 °C-os vizfiirdében 10 percig monomerizaltam, majd ujra ultracentrifugdltam (70 000 rpm,
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20 perc, 10 °C). A tiszta feliiluszok térfogatat figyelembe véve a flagellin variansokat 1 M végkoncentracioju
ammonium-szulfattal polimerizaltam.

A csapadékbol hasonlo mdédon nyertem ki a fehérjét. 10 ml Tris-pufferben 1 db Roche Protease Inhibitor
(with EDTA) cOmplete tablettat feloldottam, majd a csapadékot ebben szuszpendaltam. 1 6ra jégen
inkubdlas utdn 70 °C-on 15 percig monomerizaltam, majd tjabb 8500 rpm-es centrifugaldssal még
egyszer atmostam a sejteket, hogy minden maradék fehérjét kinyerjek. A feltiliszot 70 000 rpm-en
ultracentrifugaltam.

Mivel a CadA motivum ciszteint tartalmaz, igy a polimerizalas el6tt hozzaadtam 1 M ditiotreitol
redukaldszert (roviditve: DTT), hogy a diszulfid hidakat redukalja. A centrifugélas feliiluszojanak térfogatat
szamitasba véve 1 M végkoncentracidju ammonium-szulfattal polimerizaltam vissza. Minden egyes
1épésnél — ahogy a folyamatabran is latszik (17. abra) — mintakat vettem az SDS-PAGE ellen6rzéshez,
hogy pontosan lassam, melyik fazisban hol tart a tisztitas, és mennyi fehérjém maradt.

16 6ra inkubalas
2 liter — 1. mintavétel

4500 rpm 30 perc 6°C-on
—
—
) . feltiliszo
csapadékot szuszpendalni (eltavolitas) —

Tris pufferben végtérfogat: 40 ml

—

2. mintavétel

6x1 percig vortexelés és 2 percig
a mintdkat jégen inkubélas — 3. mintavétel

8500 rpm
30 perc, 10°C-on
| 1
csapadék szuszpendalas —
5. mintavétel 4. mintavétel
S . 214 40.000 rpm
1 6ran jégen inkubalas 35 perc 10°C
L [ —

csapadék szuszpendalas — Feliiltszoé —
7. mintavétel 6. mintavétel

[ [

8500 rpm 20 perc 6°C 1 dra jégen inkubalas

\

feltiliszo — 8. mintavétel

T [

72°C 15 perc hékezelés

72°C 10 perc hékezelés

A 70.000 20 10°C
70.000 rpm 20 min 6°C TDOBDOIC
T T
feltilisz6 + 1 M Ammonia-szulfat csapadék — feliiltisz6 + 1 M Ammonia-szulfat 1853[],3 thkft 1
(3,1 mD - 11. mintavétel 12. mintavétel (0,333 ml) - 9. mintavétel b IIES S

17. dbra. A FliC-YodA és FliC-CadA flagellin varidnsok izoldldsanak és tisztitasanak
folyamatdbrdja. Az abra bemutatja a differencidlcentrifugdldson és hokezelésen alapulo
tisztitdsi lépéseket, valamint a mindségellendrzéshez sziikséges mintavételi pontokat.
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Az 1 M ammoénium-szulfatos, 1. polimerizalt FliC-YodA és FliC-CadA legalabb 16 o6ras inkubalasa
utdn kovetkeztek az ujabb tisztitdsi lépések. El6szor mindkét varidans ammonium-szulfatos
polimerjébdl mintat vettem, majd intenziv tisztitdsi sorozatba kezdtem: két egymadst kovetd
ultracentrifugalést, egy 10 perces, 70 °C-os monomerizaciét, majd egy harmadik ultracentrifugalast
végeztem el. A csapadékot minden lépésnél Tris-pufferben vettem fel, és ezzel haladtam tovabb
egészen a folyamat végéig. Az utolso ultracentrifugdlas utan a fehérjecsapadékot mar célzottan
olyan mennyiségli pufferrel oldottam fel, hogy a fehérjeoldat koncentracidéja megkozelitéleg
1 mg/ml legyen. Erre azért figyeltem kiilonosen, hogy a késébbi fotometrids mérés soran ne kelljen
higitanom a mintat, mert az felesleges fehérjeveszteséggel jart volna.

Végiil mindkét monomerfehérje-minta esetében spektrofotometridval megmértem a feltiluszok
abszorbancidjat 280 nm-en, amib6l kiszamitottam a pontos fehérjekoncentraciokat. A flagellin variansokat
0,8 M végkoncentracioju ammonium-szulfat oldattal polimerizaltam, igy kaptam meg a szenzoros €és
stabilitdsi mérésekre kész filamentumokat. Amennyiben a tovabbi mérések (pl. bioszenzoros vizsgalatok)
nagyobb tisztasdgu alapanyagot igényeltek, a tisztitasi eljarast még egy alkalommal megismételtem
a maximalis tisztasag elérése érdekében. A kinyert tiszta monomerekbdl spektrofotométerrel hataroztam
meg a pontos koncentraciét 280 nm-en (1. tablazat).

A mérések lezarasaként a fehérjéket 0,8 mM végkoncentracioju ammonium-szulfat hozzaadasaval
polimerizdltam vissza filamentum formdaba.

A FliC-CadA varians esetében a tisztitast kétféle modon is elvégeztem, hogy vizsgalni tudjam
a diszulfidhidak hatasat a kés6bbi méréseknél. Készitettem egy kontrollmintat, amelyet csak standard
Tris-pufferben mostam és polimerizaltam, illetve egy masik mintat, amelynél a mosasi 1épések és
a polimerizdacio soran is 1 M-os TCEP redukaldszert alkalmaztam. Ez utdbbira azért volt szlikség, hogy
a CadA motivumban 1év§ ciszteinek redukalt formaban maradjanak, és ne alakuljanak ki nemkivanatos
intermolekuldris diszulfidhidak, amelyek fehérje-aggregaciohdz vezethetnek.

1. tabldazat A monomer koncentrdaciok a mérésre szant mintdimban

FliC-YodA varians 3. monomer minta koncentracio 3,05 mg/ml
FliC-CadA varians 3. monomer Tris-pufferes minta koncentracio 2,18 mg/ml
FliC-CadA varians 3. monomer Tris-puffer + TCEP minta koncentracio 1,83 mg/ml

4.5. A Cd-kot6 filamentumok el6készitése stabilitasi és bioszenzoros vizsgalatokhoz

Az elézéekben leirt flagellin varidnsok kadmiumkété képességét elektrokémiai impedancia-
spektroszkdpiaval (EIS), a felhaszndlasukkal preparalt filamentumok stabilitdsat pedig cirkularis
dikroizmus (CD) spektroszkdpidval vizsgdltam. Ezekhez el6készitettem a mddositott flagellin variansokat
(FliC-YodA és FliC-CadA), figyelembe véve az egyes variansok polimerizacios hajlamat és a mérési
moadszerek specifikus igényeit.

A FliC-YodA mintdkbdl a harmadik polimerizacios 1épés utan centrifugdlassal eltavolitottam az
ammonium-szulfatot. A kordbbi kisérletek alatt azt tapasztaltuk, hogy a FliC-YodA énmagaban nem
polimerizalédik elég jol, és azt feltételeztiik, hogy ebben a flagellin D3-doménjének helyére épitett
YodA motivum alakjabdl fakado térigénye jatszhat szerepet. Ezért a stabilitds javitdsa céljabdl olyan
flagellin varidnssal keverve polimerizdltam, amelybdl korabban eltavolitottdk a D3-domént (Pme2).
A CD-méréshez 1,5 ml FliC-YodA-hoz (koncentracio: 0,5 mg/ml) 1:1 molardnyban Pme2 varianst adtam.
Az elektrokémiai méréseknél arany elektrodot hasznaltunk, ezért a polimerizdlando keverékhez 5%
ardnyban olyan flagellin varidnst (T239C) is adtam, amely a filamentum feliiletén ciszteint jelenit meg.
Mivel a CadA motivum ciszteineket tartalmaz, az aggregacio elkeriilése érdekében a FliC-CadA varianshoz
a monomerizalas el6tt TCEP redukaldszert adtam. A tisztitott fehérje koncentracidjat spektrofotométerrel
meértem meg (koncentracié: 2,00 mg/ml), majd a FliC-YodA-hoz hasonléan 20:1 ardnyban kevertem hozza
a T239C varianst. Bar a korabbi tapasztalataim szerint a FliC-CadA 6nmagaban is jol polimerizalodik,
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amérések sordn tapasztalt aggregacio és a tobbnapos tarolas alatti instabilitds miatt végiil sziikségesnek
lattuk a Pme2 varidns jelenlétében torténd polimerizaciot. A mintakat 0,6 mM ammonium-szulfat
hozzdaddsaval polimerizaltam.

4.6. A flagellin variansokokbdl késziilt polimerek szerkezeti stabilitasanak vizsgalata
CD-spektroszkopiaval

A modositott flagellin nanoszalak szerkezeti integritasa alapvetd feltétel a bioszenzoros alkalmazdsokban.
A FliC-YodA és FliC-CadA variansokbol preparalt kevert filamentumok termikus stabilitdsat a masodlagos
szerkezeti elemek jelenlétén keresztiil, h6mérséklet-gradiens alkalmazdsaval, tavoli UV cirkuldris
dikroizmus (CD) spektroszkopiaval hatdroztuk meg. A méréseket a kutatocsoport tagja, Sara Sardou
PhD-hallgaté végezte el.

4.6.1. Masodlagos szerkezetanalizis

Annak érdekében, hogy ellendrizziik, a fémkoté motivumok beillesztése befolyasolta-e a fehérje nativ
szerkezetét, a CD-spektrumokat a 200-250 nm-es tartomanyban rogzitettiik. A vad tipusu flagellin
polimerizacidért felelés DO és D1 doménjei filamentum formdban szinte teljes mértékben a-helikalis
szerkezeti elemekbdl épiilnek fel, és az ezeknek megfelel6 polipeptid-szekvencidkat a varidansokban
véaltozatlan formaban 6riztiik meg.

FliC-YodA+Pm2 varidns mix minta FliC-CadA+Pme2 varians mix minta
: spektruma spektruma
0 0
g i
T go!
5-4 22
S-6 8 3
-8 4
10 200 210 220 230 240 250
200 220 240 Hulldmhossz (nm)
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18. abra. A FliC-CadA és FliC-YodA variansok tavoli UV CD-spektruma.

Ahogy az a 18. dbran megfigyelhetd, a gorbék lefutdsaban azonosithaték a flagellin filamentumok
dominans a-helikdlis szerkezetére utald jellegzetes vallak és lokdlis minimumhelyek (210 nm és 225 nm
kornyékén). Bar a spektrumok abszolut intenzitdsa és a csucsok élessége elmarad az idedlis modelltdl],
a karakterisztikus hélixtartalomra utald jegyek felfedezhet6k. Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy a YodA
és CadA motivumok beillesztése nem vezetett a globalis szerkezet teljes felbomlasahoz, és a nanoszalak
alapvet6en megdrizték rendezett, polimerizalt felépitésiiket.

4.6.2. Termikus stabilitas és renaturacio

A filamentumok termikus stabilitdsanak, valamint a h6hatast kovetd szerkezeti regeneracios készségének
vizsgdlatara a FliC-YodA/Pme2 komplexet alkalmaztuk. Bar a kutatéomunka sordn mindkét varidns
eléallitdsa megtortént, a dolgozat lezarasaig a FliC-YodA varians esetében allt rendelkezésre megfeleld
tisztasagu és stabilitdsi minta a teljes hdmeérsékleti profil (felfitési és visszahtitési ciklus) méréséhez.
AFIliC-CadA varians mérése soran tapasztalt mintainstabilitas (aggregacio) miatt a stabilitasi vizsgalatoknal
a YodA varidnst tekintettiik reprezentativ példdnak a flagellin alapu rendszer termikus viselkedésének
bemutatdsara. A mérések soran a CD-jel valtozasat kovettiik 222 nm-en a hdmérséklet emelése (felftitési
ciklus), majd visszahtitése (visszahttési ciklus) sordn a 20-80 °C-os hdmérseéklet-tartomanyban.
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FliC-YodA+Pme2 varians mix

minta felf(itési diagram FliC- YodA+Pme2 varians mix
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19. dbra. A FliC-YodA/Pme2 komplex termikus denaturdcios és renaturdcios gorbéje.

A felf(itési gorbe (19. abra) alapjan meghatarozott olvadaspont a FliC-YodA/Pme2 komplex esetében
38,66 °C. Ez az érték elmarad a vad tipusu flagellin irodalombol ismert stabilitdsatél (kb. 57 °C), ami
arra utal, hogy a YodA-motivum beillesztése destabilizalta a filamentum hélixszerkezetét. Bar ez
a stabilitds alacsonyabb a vartnal, a bioszenzoros alkalmazas szempontjabol kritikus informdciot hordoz:
a méréseket szigoruan szobahémeérsékleten (vagy az alatt) kell végezni, mivel a testhémérséklet kornyékén
a fehérjeréteg szerkezeti integritdsa mar meghomlik. Ez az eredmény ravilagit arra, hogy a jévébeni
fejlesztések sordn a motivum beillesztési pontjanak vagy a linker szekvencidknak az optimalizaldsa
sziikséges a termikus stabilitds névelése érdekében.

Bar a FliC-CadA varidns esetében a mérések soran tapasztalt mintainstabilitds (aggregacio) nem tette
lehetéveé a termikus profil szdmszer( kiértékelését, a FliC-YodA varidnson végzett visszah(itési ciklus
egyedi példat szolgaltat a Pme2 jelenlétében tapasztalhatd szerkezeti regeneraciora. A CD-jel részleges
visszaallasa a hlités soran a vizsgalt varians figyelemre mélté regeneracids készségét mutatja, még ilyen
alacsony olvaddspont mellett is.

4.7. Bioszenzoros feliilet kialakitasa FliC-YodA és FliC-CadA filamentumok immobilizalasaval
és a Cd-kotés elektrokémiai detektalasa

A munkam soran létrehozott flagellin varidansok (FliC-YodA és FliC-CadA) kadmiumion-koté képességét
elektrokémiai impedancia-spektroszkopia (EIS) alkalmazdsdval vizsgaltuk. A méréseket a Pannon
Egyetem Bio-Nanorendszerek Kutatélaboratériumaban Toth Eva tanszéki mérnok és tarstémavezetd
végezte el, az elektrodok elékészitése és a fehérje-immobilizalas pedig kozos munka keretében valésult
meg. A kadmium ivovizekre vonatkozo egészségiligyi hatarértékét a nemzetkozi szabalyozasok (pl. WHO,
EU) 5 pg/l szinten hatarozzak meg, ami 5 ppb (parts/billion) koncentracionak felel meg [44].

A mérésekhez specidlis, aranyalapu elektrédokat haszndltunk. Ezek gyartdsa sordn a szerb BioSense
Intézet munkatarsai egy tobbrétegli PVC-hordozofeliiletre lamindalassal vittek fel arany lapokat, majd
precizids lézervagassal alakitottak ki az elektrédok végsé geometridjat. A mérések megkezdése elott
a szenzorok feliiletét ciklikus voltammetridval tisztitottuk meg a gyartasi szennyezédésekt6l. Ehhez
0,5 M kénsavat alkalmaztunk, és 10 cikluson keresztil, -0,2 és +1,5 V kozotti tartomanyban, 500 mV/s
potencialvaltoztatasi sebességgel végeztiik el a feliilet elektrokémiai ,polirozasat”. A tisztitast kovetéen
a feliiletmodositas minden 1épését EIS-méréssel kovettiik nyomon, 10 mM kdlium-ferri/ferrocianid
redoxrendszer jelenlétében. A tiszta aranyfeliilet karakterizaldsakor a Nyquist-diagramon egy minimalis
atmérdji félkor volt lathato, ami az alacsony toltésatviteli ellendllast és a gyors elektronatvitelt igazolta.
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4.7.1. FliC-CadA varians kadmiumkétés-vizsgalata

A tisztitott FliC-CadA polimer filamentumokat 1 mg/ml koncentracioju szuszpenziébol immobilizaltuk
a szenzor felszinén. A rogzitési folyamatot kovetéen az impedanciavalaszban bekdvetkezd valtozas
egyértelmiien jelezte a bioszenzoros réteg kialakulasat a munkaelektrodon.
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20. dbra. FliC-CadA fehérjeminta Nyquist-diagramja: vilagoskek — iires aranyelektrod;
sotétkék — fehérjeréteg (1 mg/ml); fekete — kadmiumion adagoldsa (5 ppb és 500 ppm).

A kadmiumion-kotd képesség vizsgdlata soran azt tapasztaltuk, hogy a szenzor mar rendkiviil alacsony,
5 ppb koncentracional is detektalhato valaszt adott, az ellendllas novekedése pedig 500 ppm-nél még
jelent6sebb volt (20. abra). Ez bizonyitja, hogy a CadA motivum megérzi fémkotd affinitasat a flagellin
nanoszdalba épitve is, és a szenzor képes koncentraciofiiggé valaszra. Mivel a CadA motivumban talalhato
ciszteinek feltételezéseink szerint az aranyfeliilet szdmadra korlatozottan hozzaférhetdek, teszteltiik,
hogy a T239C feliileti ciszteint tartalmazo flagellin varidnssal kopolimerizalva javithaté-e az arany
feltilet funkcionalizdlasa, és igy az elektrod érzékenysége kadmiumra. Ezért a kordbbiakhoz hasonléan
teszteltiink egy F1iC-CadA:T239C (20:1 mélaranyban) kevert polimert is.
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21. dbra. FliC-CadA:T239C fehérjemixminta Nyquist-diagramja: vildagoskék — tires
aranyfeliilet; sotétkek — fehérjeréteg; fekete — kadmiumion (5 ppb) hatdsa.
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Bar a fehérje kikotése sikeres volt, az egyenetlen boritottsag miatt ennél a konstrukciondl a valaszjel
nem mutatott stabil koncentraciofiiggést, ami a jov6beni feliiletmddositasi protokoll finomhangolasat
teszi sziikségessé (21. abra).

4.7.2. A FliC-YodA varians és a kevert filamentum kadmiumkoété képességének vizsgalata

A FliC-YodA varians esetében a specifikus rogzités és a megfeleld stabilitds elérése érdekében
haromkomponenst, kevert polimerizacioval el6allitott filamentumokat alkalmaztunk. A mérési elegyet
FliC-YodA, Pme2 és T239C variansok alkottak 1:1,25:0,065 mélaranyban (mely megfelel a korabban
optimalizalt 4:5:0,26 tomegaranynak), 0,926 mg/ml 6sszkoncentracioban.
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22. dbra. YodA:Pme2:T239C fehérjemixminta Nyquist-diagramja: vildgoskék — csupasz
elektrod; sitétkék — komplex fehérjeréteg; fekete — kadmiumion (5 ppb) adagoldsa utdan.

Az EIS-mérések alapjan (22. dbra) megallapithaté a stabil fehérjeréteg kialakuldsa, azonban a gérbék nem
mutatnak egyértelm(i kadmiumion-koncentracioéfiiggést. Ez feltételezhetéen a YodA-motivum alacsonyabb
fémkotd affinitdsara vagy a komplex mérési elegyben fellépd térbeli (sztérikus) akadalyozottsagra
vezethet6 vissza.

Utobbi esetben a filamentumba épitett nagyméreti Pme2 vagy a szomszédos flagellin szalak strd
elrendezédése arnyékolhatja a fémkotd helyeket, fizikailag korlatozva a kadmiumionok hozzaférését.
Az egyes szenzorok kozotti meérési szoéras a feliileti boritottsag kismértékd inhomogenitadsara utalhat.

5. Osszefoglalas

A nehézfémszennyezés, koztiilk a kadmium detektalasa kiemelt feladat, amelyre a bioszenzorok
koltséghatékony és gyors alternativat kindlnak. Kutatdsom célja médositott flagellin alapti nanostrukturak
fejlesztése és karakterizaldsa volt, a WHO/EU altal meghatarozott 5 pg/1 (5 ppb) egészségiigyi hatarérték
detektalasat célozva. A flagellin fehérjét ugy funkcionalizaltam, hogy a feliileti hozzaférhetéségért felelds
D3-domén helyére két kiilonbozé fémkoté motivumot terveztem: a természetes fémkot6 képességii YodA
fehérjét, illetve a nagy affinitdst CadA motivumot. A varidnsokat hordozo6 plazmidokat rekombindns
DNS-technolodgidval sikeresen eldallitottam, amit a szekvenalds igazolt. A fehérjéket flagellin-deficiens
Salmonella typhimurium térzsben termeltettem, majd differencidlcentrifugalassal, PEG-csapadékos
el6tisztitdssal és mechanikai levalasztassal tisztitottam.

Mivel a FliC-YodA varianshél 6nmagaban nem sikeriilt tiszta filamentumokat el6allitani, azt a stabilitast
segité Pme2 varidnssal 1:1 mdlaranyban keverve polimerizaltam.
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A cirkularis dikroizmus (CD) mérések a 210 és 225 nm-es tartomanyban azonosithaté spektralis jegyek
alapjan a domindns a-helikalis szerkezet meglétére utalnak. A termikus denaturacio soran meghatarozott
olvadaspont Tm = 38,66 °C, amely elmarad a vad tipusu flagellin irodalmi értékétél (kb. 57 °C), jelezve, hogy
a nagyméreti motivum destabilizalta a szalat. A visszahtitési ciklus soran tapasztalt CD-jel visszaallasa
alapjan feltételezhet6, hogy a Pme2 jelenléte elésegiti a szerkezeti regeneraciot (renaturaciot).

Az elektrokémiai impedancia-spektroszképias (EIS) vizsgalatok soran a FliC-CadA varidns mar
a kritikus 5 ppb koncentracié mellett is egyértelm valaszt adott, igazolva alkalmassagat a hatarértékszint(
detektalasra. Ezzel szemben a FliC-YodA esetében ennél a koncentracional nem volt tapasztalhato
egyértelm jel, ami a YodA alacsonyabb affinitdsara vagy térbeli akadalyozottsdgra utalhat (ahol a Pme2
vagy a szomszédos szalak arnyékolhatjak a kot6helyeket).

Tovéabbi terveim kozott szerepel a feliileti boritottsag optimalizalasa (T239C varians), a koncentraciofiggd
kalibracio pontositasa, valamint a szenzor specifikussagdnak igazoldsa mas fémionokkal szemben végzett
keresztszelektivitasi tesztekkel.

6. Koszonetnyilvanitas

Elsésorban szeretném megkdszonni témavezetémnek, Dr. Jankovics Hajnalkdnak a szakmai irdnyitast
és a dolgozatom elkészitéséhez nyujtott folyamatos, tiirelmes segitségét. Kiilon készonet illeti Téth Eva
tanszéki mérnokot és tarstémavezetémet a rengeteg gyakorlati tAimogatasért, a tenyésztések és tisztitasi
folyamatok sordn nyujtott nélkiillozhetetlen segitségéért, valamint az elektrokémiai (EIS) mérések
kivitelezéséért. Kdszonettel tartozom tovabba Sara Sardou PhD-hallgatonak a cirkuldris dikroizmus
(CD) mérések elvégzésében nyujtott segitségéért és iranymutatasaért.

Nem utolsésorban halamat fejezem ki a Bio-Nanorendszerek Kutatélaboratérium, valamint a BioSense
Intézet minden munkatdrsanak a tdimogatd kdzegért, a biztatd szavakért és a kisérletek alatt biztositott
jo hangulatért.
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Tartalmi osszefoglalo

A metdn—-szén-dioxid gazelegyek elvdlasztisa fontos szerepet jatszik a biogdz tisztitdsdban és
energetikai hasznositasaban. A membranos eljarasok igéretes alternativat jelentenek a hagyomanyos
technoldgidkkal szemben, mivel alacsony energiaigénytiek, és folyamatos tizemi rendszerekben is
alkalmazhaték. A dolgozat célja a CO,/CH, biner gazelegy elvalasztisdnak vizsgdlata poli(dimetil-
sziloxan) (PDMS) membranokon. A Kkisérletek soran 50,2% CHa 49,8% CO: Osszetételli gazelegyet
haszndltam.

A kisérletek soran kétlépcs6s membrankaszkad-rendszert alkalmaztam, amelyben két azonos PDMS
membranmodul m{ikddott soros elrendezésben. Meghatdroztam a permedtum- és retentatum frakciok
térfogataramat és 6sszetételét, majd ezek alapjan modulonként permeabilitasi és szelektivitasi értékeket
szamitottam. Az eredmények azt mutattak, hogy a PDMS membran a szén-dioxid permedcidjat részesiti
elényben: a CO,/CH, szelektivitas a vizsgalt korilmények mellett az elsé modul esetében 3,26 és 4,04,
a masodik modulndl pedig 3,24 és 4,41 értékek kozott mozgott. Az anyagmérleg-hibak minden esetben
alacsonyak voltak (0,3-4,6%), ami a mérési eredmények megbizhatosagat igazolja.

A legkedvezébb mérési eredmények 3,4 bar betdpldlasi nyomads, 22 °C szepardcidos hémérséklet és
1 bar permedatum oldali nyomads mellett adédtak. Ebben az esetben az elsé modul R/F aranya (vagyis
a retentatum térfogatarama a betaplalt gazaramhoz képest) 0,75, a masodiké 0,69 volt. A végsé
retentdtum metantartalma megkozelitette a 77%-ot. Ez 27,6 MJ/m?3-nek adddott, ami eléri a 2S foldgaz
mindséget, igy lehetéséget biztositva foldgazalternativaként vald felhasznalasra.

A modell-gazeleggyel végzett kisérletek eredményei alapjan a PDMS membrankaszkad alkalmas lehet
metan—-szén-dioxid gazelegyek elvalasztasara és a biogdz minéségének javitasara.

Kulcsszavak: metan, szén-dioxid, membran, PDMS, permedtum, retentatum
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1. Bevezetés

A fosszilis energiahordozok készleteinek csokkenése, valamint a névekvé tiveghdzhatasugaz-kibocsatas
altal kivaltott éghajlatvaltozas egyre siirget6bben hivja fel a figyelmet arra, hogy fenntarthatébb
energiaforrasok és hatékonyabb technologidk alkalmazasara van sziikség. Ennek egyik fontos iranya
a megujuld energiaforrasok hasznositdsa és a hulladékalapu energiatermelés elétérbe kertilése.

A biogaz ebben fontos szerepet jatszik, mivel kiillonb6z6 szerves hulladékok lebontésdaval allithato eld,
igy egyszerre jelenthet megoldast a hulladékkezelésre és az energiatermelésre is. A nyers biogaz féként
metant és szén-dioxidot tartalmaz. Ahhoz azonban, hogy féldgdzhoz hasonlé minéségili energiahordozot
kapjunk, a szén-dioxidot el kell tavolitani. A szén-dioxid eltavolitdsa nemcsak a flitGértéket néveli, hanem
a szén-dioxid-kibocsatas mérséklésével 6sszességében a klimavédelmi célok megvalositasat is tAmogatja.
A CO,/CH, elvalasztas t6bbféle mddszerrel is megoldhaté. A hagyomdnyos eljarasok — példaul az
abszorpcid vagy az adszorpcié — azonban gyakran energia- és vegyszerigényesek. Ezzel szemben
a membranszeparacio egyre nagyobb figyelmet kap, mivel kompakt, jél automatizalhato és altaldban
kisebb kornyezeti terheléssel jar. A polimer membranok koéziil a poli(dimetil-sziloxan) (PDMS) kiemelkedik
jo gazateresztd tulajdonsagaval és kémiai stabilitdsaval, ezért alkalmas lehet metan—szén-dioxid
gazelegyek elvalasztasara.

Ebben a dolgozatban metan- és szén-dioxid-tartalmu gazkeverékek elvalasztasat vizsgdlom PDMS
membranokon. A célom annak feltarasa, hogy az tizemi paraméterek — nyomads és retentatumelvételi
ardny (R/F) - hogyan befolydsoljak a CO, és CH, permeabilitast és a CO,/CH, szelektivitast, illetve, hogy
a kaszkddmembranos rendszerek mennyiben javithatjak az elvalasztas hatékonysagat. Az eredmények
hozzajarulhatnak olyan membranos technolégiak fejlesztéséhez, amelyek a biogdz metdntartalmanak
novelésével egyszerre szolgalhatnak gazdasagi és kornyezeti szempontokat.

2. Irodalmi attekintés
2.1. A biometan jellemz6i és jelentGsége

2.1.1. A biometan szerepe

Abioenergia fontos szerepet tolthet be a nehezen dekarbonizalhatd agazatok kibocsatascsokkentésében,
azonban alkalmazésa csak akkor tekintheté hosszu tavon életképesnek, ha 6sszhangban van
a fenntarthatosagi szempontokkal. A bioenergia kiilénb6z6 biomassza-alapanyagok; mezégazdasagi
melléktermékek, erdészeti maradvanyok és egyéb szerves hulladékok energetikai hasznositasat
jelenti, amelyekbd&l ho-, villamos energia vagy tizemanyag allithato el6, ezzel lehetévé téve a fosszilis
energiahordozok részleges kivaltasat, ami hozzajarulhat a karbonsemleges vegyipar és mezégazdasag
kialakitasahoz. A vilag biogaz termelésének donté része Eurépaba, Kindba és az Egyesiilt Allamokba
koncentralodik. Eurdpa kiillonésen meghatarozo szerepet tolt be ezen a teriileten, amit a foldgaz iranti
magas kereslet és a haborus helyzet is 6sztonoz. [1], [2]

2.1.2. Technolédgia

Az anaerob lebontas sordn kiilonbo6zé baktériumok és archedk dolgoznak egyiitt: el6szor a hidrolizis
soran a komplex szerves anyagokat egyszeri molekuldkka bontjak, majd az acidogén baktériumok
fermentaljak ezeket savakka, alkoholokkd, szén-dioxidda és hidrogénné. A hosszabb szénlancu savakat
az acetogének acetattd és hidrogénné alakitjak, végiil a metanogének biogdzt termelnek ecetsavhol
vagy hidrogénbdl és szén-dioxidbol. A metanképzdék szaméara a mezofil és termofil kornyezet az ideélis.
A hémérséklet emelkedésével a termelés né. Az anaerob fermentorban két fontos retencios id6 van:
a szilard anyagok retencios ideje és a hidraulikus retenciés id6. Ha a kett6 nem valik el egymastol,
a biomassza-kimosddas kockazatos lehet. A folyamat elején a fermentor pH-ja csékken a savak képzédése
miatt, majd a metanogén archedk ezeket fogyasztva 7-8,5 kortli pH-ra stabilizaljak a rendszert. A biogazt

38



altalaban roviddel a keletkezés utan felhasznaljak, de lehetéség van gaztarolasra is, amely altalaban egy
kiilén utoéfermentorban/gazsapkaban torténik néhany oranyi kapacitas erejéig, ami kiegyenstlyozza a
biogaztermelés esetleges hektikussagét, illetve a felhasznalast (pl. gazmotorban torténd elégetés). [3]
Az anaerob fermentorok megfelel tervezéssel és tizemeltetéssel biztonsdgosan mikodtetheték, de magas
koltségekkel jarnak. Egy 1 MW teljesitmény( biogaziizem beruhdzasi kéltsége 6sszesen mintegy 3 703 100
euro, amely magaban foglalja a tervezési munkékat (65 000 eurd), a technoldgiai részt (1 720 800 euro),
az épitési munkalatokat (1 877 300 euro), valamint a gépek és berendezések koltségeit (40 000 eurd). [4]
A biztonsag érdekében célszerli gazérzékeldt és riasztokat telepiteni, mivel a metan zart térben
kiszorithatja az oxigént, ami fulladdst és robbandasveszélyt okozhat. [2]

2.1.3. Foldgazhaldézatha és jarmiivekbe valé betaplalas

A biometan biogazbdl térténé eldallitdsa soran a biogazt tisztitjak és dusitjak, eltavolitva beléle a vizet,
a szennyezd komponenseket — kiilonods tekintettel a hidrogén-szulfidra — , majd végil a szén-dioxidot,
igy foldgazmindségli biometdn allithatd elé. [5]

A 2009/73/EK iranyelv el6irja, hogy a tagdllamoknak tdmogatniuk kell a biogaz terjedését, és kotelességiik
biztositani a termel&k hozzaférését a gazhalézathoz. Az EN 16723-2 szabvany meghatdrozza a biometan
jarmiiizemanyagként vald felhaszndldsdnak kdvetelményeit, valamint eléirja, hogy a gdznak meg kell
felelnie a vonatkozdé mindségi szabvanyoknak. [6]

Két f6 mddja van a biometan foldgazhaldzatba torténd taplalasanak: vagy a nyersanyagot gyujtik egy
kozponti izemben, ahol a lebontds, a tisztitas és a betaplalas torténik, vagy a biogazt kiilén tizemekben
allitjak el6, majd egy kozponti betdplalo allomasra szallitjdk. A kdzpontositott rendszer altaldban
gazdasagosabb és konnyebben ellendrizhetd. [7]

2.2. Membranos gazszeparacio

2.2.1. A gazelvalaszté membrantechnoldgia fejlédési utvonala

A gdzelvalasztd membranok ipari alkalmazdasa az 1980-as években indult. Az els6, iparban is alkalmazhato
celluléz-acetdt alapu szintetikus membrant Zsigmondy Richdrd magyar szarmazasu Nobel-dijas vegyész
allitotta elé. Ezt hamar koévették a poliimid- és poliaramid alapu membranok. Az 1990-es években
a Pakisztanba telepitett nagyméret(i CO2/CHa-szétvalaszté lizem igazolta a skalazhatdsagot. A 2000-es
évektdl kompozit és nagy teljesitmény(i rendszerek jelentek meg. A fejlédés {6 irdnyai az 0j polimeranyagok
bevezetése, a permeabilitds és a szelektivitds javitdsa, valamint a rendszer ipari optimalizaldsa voltak.
(81,191

2.2.2. A membranos gazszeparacio alapjai

2.2.2.1. A nem porézus membranok miikédési alapelve

A porusmentes membranokon — mint amilyen a PDMS is — keresztiili gdzszeparacio soran az elvalasztas
alapvet6 hajtoereje a membran két oldala kozott kialakuld koncentraciokiilonbség, a gyakorlatban azonban
a muveletet legtobbszor nyomaskiilonbséggel valositjdk meg. A gaztranszport legegyszertibben a Fick-
féle elsd diffuzids torvény segitségével irhatd le. Egy dimenzioban a diffazids fluxus a kévetkezéképpen
adhato meg:

_ Ddc o
/= dx
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ahol Jaz anyagfluxus, D a diffuzios koefficiens, c a komponens koncentracidja, x pedig a térbeli koordinata
a membran vastagsaganak irdnyaban. Stacioner allapotban a koncentraciogradiens a membran
vastagsagan keresztlil kozel linedrisnak tekinthetd, igy az egyenlet integraldsaval az i komponens fluxusa
a kovetkezd formaban irhato fel:

D;
Ji = T (Ccoi — C1,0) @

ahol ¢,;az i komponens koncentracioja a betdplalasi oldalon, ¢,;az i komponens koncentracidja
a permedtum oldalon, I pedig a membran vastagsaga. A membranban kialakuld koncentracié kapcsolatba
hozhaté a gz parcidlis nyomdasaval, amelyet a Henry-térvénnyel irhatunk le:

¢ =S5pi @)

ahol S, az adott komponens oldhatdésagi koefficiense a membran anyagaban, p, pedig az adott komponens
parcialis nyoméasa. Ha a koncentraciokat a parcidlis nyomasok segitségével fejezziik Ki, és ezt beirjuk
a diffuzids egyenletbe, akkor az i komponens fluxuséara a kdvetkez6 0sszefiiggést kapjuk:

D;S;
Ji= % (Po,i — D1i) @)

Az egyenletbdl lathato, hogy a membranon keresztiili transzportot két anyagi tulajdonsag hatarozza
meg: a diffuziés koefficiens és az oldhatosagi koefficiens. Porusmentes membranok alkalmazdsa esetén
a gazok membranon keresztiili athaladdsa az ugynevezett oldodas—diffuzié mechanizmus alapjan torténik.
A folyamat elsé lépéseként a gdzmolekuldk a membran betdplalasi oldaldan adszorbealédnak, majd
feloldédnak a membran anyagaban. Ezt kovetéen a molekuldk diffuzioval vandorolnak at a membranon,
végil a permeatum oldalon deszorbealddnak. A diffuzios és az oldhatésagi koefficiens szorzata egy 4j
paraméterként is definidlhato, amelyet permeabilitasi koefficiensnek neveziink:

®)

A fluxus egyenlete igy egyszertibb formdaban is felirhato:

P;
Ji= T (Po,i - Pl,i) (6)

Az egyenlet alapjdn megdllapithato, hogy a membranon keresztiili anyagaram egyenesen aranyos
a membran két oldala kozott fennallo parcialis nyomaskiilonbséggel, és forditottan aranyos a membran
vastagsagaval. Ezért a gazszeparacios membranok tervezésénél kiemelt cél a lehetd legvékonyabb szelektiv
réteg kialakitdsa, amely nagy fluxust biztosit, mikozben az elvalasztasi képesség is megmarad.

2.2.2.2. A permeabilitas/szelektivitas kompromisszum viszonyainak alapjai

A polimer gdzszeparacids membranok teljesitményét alapvetéen a permeabilitds és a szelektivitas
jellemzi. A permeabilitas azt mutatja meg, hogy a hajtoerot és a feliiletet figyelembe véve egy adott gaz
milyen gyorsan képes athaladni a membranon, mig a szelektivitas azt fejezi ki, hogy a membran mennyire
képes elvalasztani két kiilonb6z6 gadzkomponenst. A két tulajdonsag kozott altaldban kompromisszum

40



figyelheté meg: a nagy permeabilitdsu polimerek gyakran alacsonyabb szelektivitassal rendelkeznek, mig
a nagy szelektivitdst anyagok kisebb atereszt6képességet mutatnak. A permeabilitds és a szelektivitas
kozotti kapesolatot egy egyenes irja le (Robeson-féle upper bound), amely azt jelzi, hogy egy adott gazpar
esetében milyen teljesitmény érheté el polimer membranokkal. A permeabilitds meghatarozasahoz
a fluxus egyenlete hasznalhato:

Pi
Ji = 7 (Poi — PLi) )

ahol J,az i komponens fluxusa, P, az i komponens permeabilitdsa, | a membran vastagsaga, p,; €s p;
pedig az i komponens parcidlis nyomasa a membran két oldaldn. Ha a membran vastagsaga nem
ismert pontosan, a permeabilitdst gyakran GPU-ban (Gas Permeation Unit) adjak meg, amennyiben
pedig ismert, abszolut egységben, Barrerben fejezik ki. A membran elvalasztasi képességének masik
fontos jellemzdje a szelektivitds, amely megmutatja, hogy a membran mennyire kiillénbozteti meg az
egyes gdzkomponenseket. Idedlis esetben a szelektivitas két komponens permeabilitdsi koefficiensének
hanyadosdaval adhaté meg:

P;

@ij = P, ®

ahol a;;az i és j komponensek kozotti szelektivitas, P; az i komponens permeabilitdsa, P; pedig a j
komponens permeabilitdsa. Ez az érték az ugynevezett idedlis szelektivitas, amely tiszta gdzokkal
végzett mérésekbdl hatarozhatd meg. A valds rendszerek azonban gyakran eltérnek ettél, mivel nagy
nyomas alkalmazdasakor kélcsonhatds alakulhat ki a gazkomponensek és a membran anyaga kozott, ami
modosithatja a membran szerkezetét. Ilyenkor altalaban a permeabilitds n6, mikdzben a szelektivitas
csokken. Az idedlis modelltél vald eltérést okozhatja még a koncentracidpolarizacié (a membran feliiletén
avisszatartott anyagok feldusulnak) vagy a membranhibdk. A szeparacié hatékonysaga altaldban magasabb
betaplalasi nyomassal és alacsony permeatumoldali nyomassal vagy vakuummal névelhet6. Ha egyetlen
membranmodul nem biztosit elegendd elvalasztast, akkor mas megoldasok is lehetségesek, pl. tobb egység
sorba kapcsolasa vagy permeatum visszaforgatasa egyfokozatu rendszerbe. Ezeket kaszkadrendszereknek
nevezziik, amelyek lehet6vé teszik a nagyobb tisztasag elérését, a jobb komponens-visszanyerést
(a célkomponens nagyobb aranyu kinyerése) és a hatékonyabb szeparaciot. [10]

2.2.2.3. Transzportfolyamatok

A keresztaramu (cross-flow) membranos gdzszeparacié soran altaldban az a cél, hogy a betaplalt
gazelegyhdl két kiilonboz6 0sszetételd aram jojjon 1étre: egy retentdtum, amely szegényebb a nagyobb
permeabilitisu komponensben, valamint egy permeatum, amely dusabb abban. A modell feltételezi,
hogy a polimer matrix szerkezete stabil, nem duzzad és nem bomlik, igy a transzportot féként
a diffuzio sebessége és az oldodasi folyamatok hatarozzak meg. Az elvalasztas hatékonysagat az egyes
gazkomponensek membranban valo oldhatésaga, diffundaldsi sebessége és a membranszerkezet
hatarozza meg. A polimerek belsé szerkezetében kisebb-nagyobb szabad térfogatok talalhatok, amelyek
lehetévé teszik a gazmolekulak mozgasat. Az atjutasukat az oldhatdsag és a diffuzid egyiittesen hatarozzak
meg. A membranos szeparacié fontos jellemzé paramétere még a stage-cut (permeatumelvételi arany),
amely a permedtumdaram és a betaplalt &ram ardnyat jelenti. Ez az érték megmutatja, hogy a betaplalt
gaz mekkora része halad a4t a membranon. [10], [11], [12]
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2.2.2.4. Membranok tipusai

A membran egy vékony hatarfeliilet, permszelektiv gat, amely szabdlyozza a vele érintkez6 anyagok
athaladasat. Ez lehet molekularisan homogén, azaz 6sszetétele és szerkezete teljesen egyenletes,
vagy fizikailag, kémiailag heterogén; porusokat vagy réteges szerkezetet tartalmazhat. Ezek alapjan
a membranok kiillonboz6 kategéridkba sorolhatok: anyag szerint (polimer, kerdmia, fém, szén,
folyadékmembran), szerkezet szerint (izotrép, anizotrép, szimmetrikus, aszimmetrikus, kompozit), fazis
szerint (szilard, folyadék), pérusszerkezet szerint (porézus, nem porézus), elvalasztasi mechanizmus
szerint (szlirés, oldodas—diffuzid, téltésalapu elvalasztas, facilitalt transzport), technolégiai folyamat
szerint (mikroszirés, ultraszilirés, nanoszurés, forditott ozmozis, pervaporacio, gazszeparacio), gyartasi
modszer szerint (track-etch, expandalt filmmembran). A vizsgalt PDMS egy polimer, nem pordzus
membran, amelyet jelen esetben gazszeparaciohoz hasznéalunk fel. [13]

A polimer membranokat jellemzéen aszimmetrikus kialakitasban allitjak el6, nagyon vékony, stri
elvalaszté réteggel porozus hordozon, hogy nagy permeabilitas és megfelel6 mechanikai stabilitas
egyidejlileg biztosithaté legyen. Gazateresztd képességiik rendkiviil széles tartomanyban valtozhat,
akar tobb nagysagrend kiilonbséggel is az egyes anyagok kozott. A polimerekben idével fizikai 6regedés
figyelheté meg, amely a szabad térfogat csokkenéséhez vezet. Az ezzel szembeni ellendllds javithato
példaul a polimerlancok kézotti kolesonhatasok novelésével, hidrogénkotések kialakitasaval vagy
térhalositassal. [14], [15], [16], [17]

A nem pordzus membranok tomor szerkezet( filmekbdl dllnak, amelyekben az anyagok athaladdsa
diffuzidval torténik. A transzportot a koncentraciokiilonbség hajtja. Emiatt még hasonlé méreti
molekuldkat is képesek elvalasztani, ha azok oldhatésaga jelentésen kiillonbozik a membranban. Széles
korben alkalmazzak 6ket gazszeparacids, pervaporacios és forditott ozmoézisos eljarasokban. [13]

2.3. A poli(dimetil-sziloxan) (PDMS)

2.3.1. APDMS tulajdonsagai

Hgl HsC CHg CHy
Hac\éi S si:/CHa
/ \xo/ B b P \

o)
HyC CHj
- -“n

1. dbra: A sziloxdn szerkezete

A PDMS egy sziloxdanalapu gumi polimer. Gerince ismétl6d6 —Si—0-Si— egységekbdl all, ezt az
1. dbra szemlélteti (https://elveflow.com/microfluidic-reviews/the-polydimethylsiloxane-pdms-and-
microfluidics/). A gerinc nagyfoku flexibilitdssal rendelkezik, igy a metilcsoportok a lancok felszinén
konnyen atrendezddhetnek. A szilicium-oxigén kotés nagy kotési energidja biztositja a jo termikus és
kémiai stabilitast, ami elényds magas hémérsékleti alkalmazasok esetén. Kémiailag inert, termikusan
stabil, optikai atlatszosaga kivalo, jo diffizids, izotrép és homogén tulajdonsagt anyag. Uvegesedési
hémérséklete alacsony, mintegy —125 °C, ami jol mutatja gumiszer( jellegét szobahémérsékleten.
Biokompatibilis, alacsony feliileti szabadenergiaval rendelkezd, hidroféb, elektromosan nem vezetd
anyag. Magas permeabilitasi egylitthatoval rendelkezik, és j6 szelektivitdst mutat a kondenzalhato gazok
irdnt. Szerves gézok és nitrogén elvalasztadsakor ezek a membranok praktikusan a szerves molekuldkat
engedik at nagyobb mértékben. Elényei kdzé tartozik még az alacsony koltség, a gyors prototipuskészités,
valamint az, hogy nem térékeny, mint az iivegalapu eszk6zok. Ugyanakkor erds hajlitas vagy tul nagy bels6
nyomds hatdsara deformalodhat, és szamos szerves oldoszerrel érintkezve duzzaddsra hajlamos. [18],[19]
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2.3.2. El6allitasa

El6allitdsa monomer és térhalositdszer keverésével torténik, amelyeket altaldban 10:1 tomegaranyban
kombindlnak. Az elegyet 6sszekeverik, gaztalanitjak, kiontik, kemencében kikeményitik, majd
eltavolitjak a formahdl. [20] A hékezelés sordn a hdmérséklet névelésével a kikeményitési id6 jelentésen
csOkken. 25 °C-on a folyamat akar 48 drat is igénybe vehet, mig magasabb hémérsékleten, példaul
100-150 °Ckozott, mar 10-35 percis elegendd a teljes térhalésodashoz. Mivel a permeécios fluxus forditottan
aranyos a membran vastagsagaval, a vékony membranok eléallitasa kiemelten fontos. A terminélis csoport
a polimerlanc végén taldlhato funkcids csoport (pl. ~OH vagy —CHs), amely meghatarozza a térhalésodas
lehet6ségét és a membran szerkezetét. Ezenkiviil a membran teljesitményét befolyasolja még a PDMS és
a térhdaldsitd aranya, a térhalosodas siirtisége, azaz az, hogy mennyi keresztkotés van egységnyi térfogatban
(mol/m?3), és a polimerlanc hossza is, amelyet leggyakrabban molekulatomegben adunk meg (g/mol). [21]

2.3.3. Alkalmazasa

A kiilénbo6z6 gazszeparacios eljarasokon kiviil f6 alkalmazasi teriiletei kozé tartozik a szévettervezés,
a DNS-szekvenalas, a klinikai diagnosztika, az implantatumok, a mikroeszkozok, a gyogyszeradagolasi
rendszerek, valamint a textilipari adalék- és feliiletkezel6 anyagok készitése. Szamos haztartasi termék
osszetevlOje (sampon, dezodor), valamint érzékel6kben is hasznalatos, pl. biogaz-monitorozésra és
szén-dioxid-detektalasra. [20], [22] Az UV-lathaté tartomanyban valé UV-ateresztéképessége miatt
alkalmas optikai és bioanalitikai alkalmazasokra, példaul fénymikroszkopos megfigyelésekhez, atlatszo
elektrodédkhoz és napelemekhez. [19]

2.4. Kutatasi rés a C0,/CH, membranos szeparacio teriiletén

A CO,/CH, membrantechnolégidval vald elvdlasztasa az utébbi években egyre hangsulyosabb kutatdsi
teriiletté valt. A szakirodalomban szamos tanulmany foglalkozik kiilonb6z6 membrananyagok
permeabilitasi és szelektivitasi jellemzdivel, valamint az izemi paraméterek hatasaval. A legtobb vizsgalat
azonban egyszer(, binaris CO,/CH, gazelegyekre és egyfokozatu (single-stage) rendszerekre korlatozddik.
Bér ezek az eredmények fontos informaciokkal szolgalnak, a kaszkddrendszerekre vonatkozo publikaciok
szama viszonylag korlatozott, annak ellenére, hogy az ipari kérnyezetben a kivant metantisztasag
eléréséhez jellemzben tobblépcsds alkalmazas sziikséges. Emellett kevesebb adat all rendelkezésre arrol,
hogy a kiilonb6z6 nyomésviszonyok milyen mértékben befolyasoljak a permeabilitast és a szelektivitast.
Ezek a hidnyossagok indokoljék olyan vizsgalatok elvégzését, amelyek a CO,/CH, szeparaciot dsszetettebb
rendszerelrendezésben és valtozd tizemi feltételek mellett értékelik. [23]

3. Célkitiizés

A dolgozat célja metan—szén-dioxid-tartalmt modell-gazelegy elvalasztdsanak vizsgalata poli(dimetil-

sziloxan) (PDMS) membranokon. A vizsgalatok soran azt szeretném felmérni, hogy a PDMS membran

hogyan viselkedik adott dsszetételd CO,/CH, elegyek esetén, illetve milyen mértékben képes a két

gazkomponens szétvalasztasara. A kisérletek soran arra torekszem, hogy:

« meghatarozzam a metan és a szén-dioxid permeabilitasat a PDMS membranon.

« megvizsgdljam az elvalasztdsi paraméterek (nyomads, retentatumelvételi ardny) hatasat a gaz
permeadcios tulajdonsagokra.

+ értékeljem a kaszkadmembranos elrendezés alkalmazhatdsagat a szeparacid hatékonysaganak
javitasara.

A méréseket a Pannon Egyetem Biomérnoki, Membrantechnolégiai és Energetikai Kutatdécsoport

laboratériumaban végeztem, a rendelkezésre allé PDMS membranmodulok és gazszeparacids berendezés

felhasznalasaval, amelynek kialakitasaban én is részt vettem. Az eredmények a metan—szén-dioxid

elegyek membréanos elvalasztasanak jobb megértését szolgaljak, kiilonods tekintettel a biogaz tisztitasanak

lehet6ségeire.
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4. Anyagok és modszerek

Kisérleti koriilmények

A kisérletek soran a betdpnyomast szisztematikusan és kontrolladlt médon valtoztattam absz. 2,6—
3,4 bar tartomdanyban. A betaplalt gaz 6sszetétele 50,2% metan és 49,8% szén-dioxid. A betapnyomast
két reduktorral szabalyoztam. A mérések laborh6mérsékleten torténtek, igy a belépd gaz hémérséklete
és a szeparacios hémeérséklet azonos volt.

Az elején a membranmodulokban az dsszetétel még valtozik, amely nagyjabdl egy ora elteltével
stabilizalédik, azaz a térfogataramok, a retentdtum és a permeatum 6sszetétele egyarant valtozatlanna
valik. Ekkor kezdddhet a mérési eredmények rogzitése, illetve a mintavételezés a gazszeparacio
folyamatéanak jellemzésére.

A berendezés a CO,/CH, keverékek membranos elvalasztdsanak vizsgéalatdra alkalmas, kiilondsen
a permeatum- és retentdtumaramok osszetételének, a modulok kozotti térfogatdram-megoszlasnak és
a kaszkadrendszer szeparacios teljesitményre gyakorolt hatasanak vizsgalatara.

4.2. A rendszer felépitése, 6sszedllitiasa és megfelel6 miikodésének ellenérzése

A rendszer (10. dbra) folyamatos tizem{, stabil betdp-, permeatum- és retentitumnyomasok mellett.
Felépitése a kovetkezo: egy gazellato és nyomasszabalyozo blokk, két membranmodul soros elrendezésben,
buborékmeérd, gazkromatograf, adatgytijté- és kiértékel6 szamitogépes program (Clarity).

A mérés el6tt ellenériztem a betdplald gazpalackban 1év6 gazelegy nyomasat és Osszetételét,
a manométer miikodését, valamint a csovek csatlakozasanak megfeleld tomitettségét szappanoldatos
szivargasvizsgalattal. A rendszert a kisérletek elejétél a mérdgazzal hasznéaltam, és vartam, hogy adott
bedllitasok mellett stabilizalédjanak a térfogatdramok, valamint a permeatum- és retentatum-osszetételek.

Buborékmérd alkalmazasa

A permedtum- és retentatumoldali térfogatdaram mérése buborékmeérd segitségével tortént. A modszer
1ényege, hogy a kalibralt térfogatu tivegcsében elmozdul6 szappanfilm idébeli valtozdsanak kévetésével
kiszamithaté a térfogataram.

2. dbra: Buborékmérd
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V= )
t

ahol: V_, az ismert térfogat (mL), t a szappanfilm 4thaladasi ideje (s).

A mérés soran a szappanhdartyat kézi nyomassal a csébe kell juttatni. A gdzaram hatdsara a film egy
elére kalibralt térfogati cs6szakaszon mozog, amelyen 1, 10 és 100 ml-es beosztasok szerepelnek.
A megteendo térfogategységre vonatkozo idéintervallumot a haladasi sebesség alapjan valasztom Kki.
Az elmozdulasahoz szlikséges id6t stopperrel mértem.

Mind az els6, mind a masodik modul d&ramaira kiilon méréseket végeztem. Minden mérési ponton harom
egymast kovetd mérést végeztem, és azok atlagértékeit hasznaltam a tovabbi szdmitasokhoz.

Gazkromatograf a gazosszetétel meghatarozasahoz

A kisérletek alatt mintdkat vettem, hogy ellenérizzem a steady-state mtikodés elérését, és a vonatkozo
adatokbol kiindulva jellemezzem a gazszeparacio folyamatat.

A gazanalizist egy HP 5890 tipusu gazkromatograffal végeztem, amely hévezetéképesség-detektorral
(TCD) volt felszerelve. A mérés soran az oszlop hémeérséklete 90 °C, az injektor hdmérséklete 110 °C,
a detektor hémérséklete 130 °C volt. A gazkromatograf kalibralasa tiszta szén-dioxiddal és metannal
tortént.

3. dbra: Gazkromatogrdf

A vizsgalat soran Carboplot kolonnat hasznaltam, amelynek hossza 60 m, belsé atmérdje 0,32 mm,
filmvastagsaga pedig 1,5 um. A vivégaz 4.5-0s tisztasadgu nitrogén volt, amely 30 ml/perc aramlasi
sebességgel haladt 4t a kolonnan. A minta 50:1-es split aranyban keriilt be a rendszerbe. A gdzmintakat
manuadlisan injektaltam egy Hamilton-fecskendd segitségével.

A TCD (hévezetoképesség-detektor) miikodése azon alapul, hogy a kiilénb6zé gazok hévezetd képessége
eltér egymadstél. A detektor a mintagaz és a vivégaz hévezetd képessége kozotti kiilonbséget érzékeli,
és ezt elektromos jellé alakitja. A mérések sordn a metan és a szén-dioxid eltér6 hévezetd képességgel
rendelkezik a vivogazként haszndlt nitrogénhez képest, ezért a detektor jelében kiilonboz6 valtozasokat
okoznak. A metan pozitiv irdnyu cstcs formajaban jelenik meg a kromatogramon, mig a szén-dioxid
csucsa negativirdnyban lathato. A kromatogramon a két komponens eltérd retencios idével jelenik meg,
amilehet6vé teszi a metan és a szén-dioxid egyértelmii azonositdsat. A csucsok teriilete aranyos az adott
komponens mennyiségével, igy a mért kromatogram alapjan meghatarozhato a gazkeverék dsszetétele.
Egy teljes kromatografids mérés 7—-8 percig tartott. Az alabbi dbrakon egy mérés kromatogramja és
a Clarity program altal kiértékelt tablazatos 0sszefoglalasa lathatd. Az 5. dbran bemutatott kromatogramon
jol elkiiloniilnek az egyes komponensek csucsai.
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4. dbra: A Clarity program kiértékeld feliilete

Result Table (ESTD - niki_20250423_1perm_3__23-apr.-2025Instrument 1 - 2025.04.23. 14_02_16 - Detector 1) Common for All Signals
Reten. Time e Amount Amournt Peak | Compound| Calibration File (Peak Table) Calculation
fmin] mg] 1) el itane [V-cal 20250326 C02_CHé_H2 [eso ]
5,603 2,850 0,396 0,1 Ordnr H2
5,680 0,584 0,000 0,0 Set... | None | View |
5,730 501,766 225,245 66,0 ordnr CH4
6,147 67,022 115,769 33,9 Ordnr co2 Report in Result Table Unidentified peaks
6,570 0,643 0,000 0,0 & Al Peaks
Total 341,411 00,0 ( o e e [&m © s

— niki_20250423_Tperm_3_23-3pr.-2025instrument 1- 2025.04.23. 14_02_16 - Detector 1

560H2 1

657 5

A 4. dbran a Clarity program kiértékel6 feliilete 1athatd, ahol a méréshez tartozé kromatografids adatok
keriilnek feldolgozasra. A tablazatban megjelenik az egyes komponensek retencios ideje, a detektorvélasz,
valamint a szamitott mennyiségek és a szazalékos 0sszetételek. A teljes injektalt mintamennyiség 300 uL
nagysagrend(i, amelybdl a kiértékelés alapjan a metan és a szén-dioxid aranya meghatarozhatoé. A tdblazat
szerint a minta kb. 66% metant és 34% szén-dioxidot tartalmazott. A mérés kalibralt modszerrel tortént,
amely biztositja, hogy a csticsokhoz tartozé teriiletekbél megbizhato koncentracidértékek szamithatok.

3

Time.

H

5. dbra: Kromatogram

Az aldbbi abrakon a rendszer elemei talalhatok:

8. dbra: Puffertartdly

46

9. abra:

[min.]

Nyomdsmérd



A teljes rendszer vazlatos dbrazoldsa az alabbi dbran lathato.

Permeatum 1‘ Permeatum 2’

|

Retentatum 1

I S | = —’g

P
2=
i

—

-

Retentatum 2

Bemend
gaz

10. dbra: A gazszepardcios rendszer vizlatos dbrdja (sajdt dbra)

Miutéan a rendszer stabilizdlodott, megkezdtem a permedtum- és retentdtumaramok mintavételezését.
A mintavételek soran Hamilton-fecskend6vel 300 mikroliteres mintakat vettem a szabad permeatum és
aretentatum csonkra rogzitett csévekb6l. A mintavétel mind a permeatum, mind a retentatum esetében
oranként 1-2 alkalommal tértént. Ezzel szemben a betaplalasi gaz 0sszetételét csak a mérési napok végén
ellendriztem. Feljegyeztem a mért koncentraciokat és térfogataramokat, és az igy keletkezett adatok
szolgéltak alapul a permeabilitds és a szelektivitas szamitasdhoz.

4.3. APDMS membranmodul leirasa és bemutatasa

A kisérletek soran két, azonos felépités, kisméreti PDMS membranmodult alkalmaztam. A felhasznalt
modul a PermSelect PDMSXA-10 Tiny Module tipusnak felel meg, amelyet laboratoriumi gazszétvalasztasi
vizsgalatokhoz fejlesztettek ki. A gyarté altal megadott adatok alapjan a PDMSXA-10 modul a kévetkez6
jellemzoékkel rendelkezik:

— membrananyag: PDMS (szilikon)

— modul tipusa: stiriszalas modul

— felépités: 32 db stirQ szdl, végeiken poliuretan kotéssel

— effektiv membranfeliilet: 10 cm?

— burkolat: polikarbonat haz

— maximalis transzmembran nyomas: shell to lumen 1 bar, lumen to shell 3 bar
— maximalis izemi hémérséklet: 60 °C

— csatlakozds: 1/8” csatlakozd

A gyarto széles kori felhasznaldsra gyart membranokat. Az aldbbi dbran az egyik membrancsalad lathato,

amelyen bekarikaztam az altalam hasznalt membrant:
(A11.és 12. abrak a PermSelect hivatalos oldalarol szarmaznak (https://www.permselect.com/).)
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11. dbra: PermSelect membranjai

4.33 '

12. dbra: A hasznalt PDMS membrdanmodul szerkezete

A két PDMS modul soros kaszkadelrendezésben keriilt 6sszekotésre:

Az elsé modul betaplaldsa a CH,/CO, gazkeverék volt.

Az els6 modul permedtuma a szén-dioxidban dus frakcio volt.

Az els6 modul retentdtuma, amely a betdphoz képest mar metanban dasabb volt, kdzvetleniil
a masodik modul betépjara keriilt.

A masodik modul permedatuma szén-dioxidban dus volt.

A masodik modul retentdtuma tartalmazta a metdnban dus maradékdramot.

A rendszerben nem alkalmaztam recirkuldciot, tehat sem a permedtum, sem a retentatum visszakeverése
nem tortént. Ez a kialakitds lehet6vé tette a két membranmodul miikddésének egyértelmi vizsgalatat,
valamint a modulok k6zotti térfogatdram-megoszlas elemzését.

4.4, Altalanosan alkalmazott 6sszefiiggések

Ebben a részben a mért adatok kiértékelése sordn hasznalt 6sszefliggéseket mutatom be. Az egyes
komponensekre vonatkozo permeabilitds Barrerben a kdvetkez6 0sszefiiggéssel szamithatd:

]
p =t g0 (10)

Ap;
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J; az i-edik komponens fluxusa (cm?-cm2-s'), | a membran vastagsaga (cm), Api pedig az i-edik
komponensre vonatkozo parcidlis hajtéerd (Hgecm). A permeabilitds leggyakrabban hasznalt
mértékegysége a szakirodalomban a Barrer. Egy Barrer a definicio szerint:

10°cm3(STP) - em
cm? - s - cmHg

1 Barrer = (11)

A fluxus képlete:

_ Qpsre - C4/100

Ji I (12)

Qysrra normaléllapotra dtszamitott térfogataram, ¢; azi-edik komponens koncentracioja a permeatumban,

A pedig a membran aktiv feliilete. A membranon torténd athaladast az egyes komponensek parcidlis
nyomdskiilonbsége hajtja. A jelen szamitdsokban a hajtéerét az adott komponens betdp- és
retentatumoldali atlagos koncentracidja, a permedtumoldali koncentracid, valamint a nyomas alapjan
egylittesen hataroztam meg:

cichk

Ai=Fr 700~ 100

3)

Pr és P, a betap- és permeatumoldali nyomas, C, ¢i, Ci az i-edik komponens koncentracidja
a betdp-, retentdtum- és permedtumaramban térfogatszazalékban. A szdmitds soran feltételeztem,
hogy a retentdtumoldali nyomds megegyezik a betapnyomassal. A mérési adatok meghizhatésadganak
ellenérzésére komponens-anyagmérleget alkalmaztam:

ahol Vg, Vg, V, a betdp, a retentatum és a permedtum térfogatdrama, Cf, Cj és ¢}, pedig az i-edik komponens
koncentraciéi a megfelelé aramokban. Ezenkiviil az anyagmérleg hibaja a kovetkezd 6sszefiiggéssel
szamithato:

Vo7
hiba; = M 100 (15)
Vhe,i

aholV,,; az i-edik komponens belépé térfogatdrama, V;; az i-edik komponens kilép6 térfogatdrama.
A membran elvilasztoképességét a szelektivitassal lehet jellemezni, amely a két komponens
permeabilitasanak hanyadosa. Megmutatja, hogy a membran mennyivel részesiti elényben az egyik
komponens permedacidjat a masikhoz képest.

_ Peo,
Xco,/cH, = _PCH (16)
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4.5. Szamitasi modszer részletezése egy valasztott mérési pont esetén

A kovetkezOkben egy konkrét mérési pont példdjan keresztiil mutatom be a szdmitds menetét. A valasztott
mérés soran a hémérséklet 22 °C, a betapldlasi nyomas 2,6 bar(a), a permedtumoldali nyomas pedig
allando, 1 bar(a) volt.

A permeabilitds Barrerben torténé megadasdhoz a permeatum térfogatdaramat normalallapotra
kell atszdmitani, mivel a gazok térfogatanak nyomas- és hémérsékletfliggése miatt igy kaphatunk
0sszehasonlithato eredményeket. A szamitas soran a normalallapotot 273 K és 1 bar értékekkel vettem
figyelembe. Az atszamitas a Gay—-Lussac-torvény alapjan torténik:

1244 _ 1AL
Ty T,

a7

Mivel a permeatumoldali nyomas kézel azonos a normalnyomaéssal, az 6sszefiiggés egyszertisitheto:

Tsrp
Qp,stp = Qp ._T (18)

ahol Q,srra normaldllapotra dtszamitott permedtum térfogatdrama, Q,a mért permedtum térfogataram,
Tsrp @ normadlallapotra vonatkozd hémeérséklet, T a mérési hdmérséklet Kelvinben. A mérési pont
jellemzésére a retentatum/betap aranyt modulonként hataroztam meg. A mért térfogataramok:

Vp, = 0,7692 mL/min
Vp, = 0,7500 mL/min
Vg2 = 0,9375 mL/min

A mdasodik modul betdpja az els6 modul retentatuma, ezért:
VF =0,7692 + 0,7500 + 0,9375 = 2,4567 mL/min (19)

A teljes betaparam:

Vg1 = 0,7500 + 0,9375 = 1,6875 mL/min (20)

Az els6 és masodik modulra vonatkozé R/F-ardny:

R/F, = L6875 _ 0,6869

/ 1= 2,4567 - Y (21)
R/F, = 09375 _ 0,5556

/Fa= 1,6875 (22)

Mivel a Retentatum 1 6sszetétele nem keriilt kozvetlentl mérésre, azt az elsé modulra felirt szén-dioxid-
anyagmeérleghdl szamitottam:

VF ° CFC:OZ = VPl - leloz + VRl ° Clgloz (23)
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CO,

ahol ¢f% a betap szén-dioxid-koncentracidja, C5* az elsé permeatum szén-dioxid-koncentracisja, €52

az els6 retentatum szén-dioxid-koncentracioja.
Innen:

y CO, y CO,
Ccoz _ V- CF — Vpy - CPl
R1 — ;
Vr1

co, 24567 -0,50 —0,7692 - 0,65 .
CR = 5 =0,4316 = 43,16%

A metankoncentracio biner elegy révén az egészbdél valo kivonassal szamithato:
Cil* = 100 — 43,16 = 56,84%

Az anyagmeérleg-hibat a komponens-térfogatdramokkal szamitom: V; = V - C;

Veco, = 2,4567 - 0,50 = 1,2284 mL/min
Vp1,co, = 0,7692 - 0,65 = 0,5000 mL/min
Vpa,co, = 0,7500 - 0,573 = 0,4298 mL/min
Via,co, = 0,9375 - 0,323 = 0,3028 mL/min

Viico, = 0,5000 + 0,4298 + 0,3028 = 1,2326 mL/min

. [ 1,2326 — 1,2284 |
hlbacoz = 12284 -100 = 0,34‘%

Vecn, = 24567 - 0,50 = 1,2284 mL/min
Vpach, = 0,7692 - 0,346 = 0,2661 mL/min
Vpa,cu, = 0,7500 - 0,427 = 0,3203 mL/min
Via,ch, = 0,9375 - 0,677 = 0,6347 mL/min

Viicu, = 0,2661 + 0,3203 + 0,6347 = 1,2211 mL/min

) [ 1,2211 — 1,2284 |
hlbaCH4 = 12284 -100 = 0,59%
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Az els6 modul: a Permeatum 1 térfogatdrama, normadlallapotra atszamitott térfogataramok, fluxusok,
parcidlis hajtoerdk, permeabilitasok és a szelektivitas:

0,7692
p1 = ——— = 0,01282 mL/s (40)
60
273
Qp1srp = 0,01282 - =—— = 0,01186 mL/s (41)
‘ 295
0,01186 - 65,3/100 _ o
Jeo, = T =7,75-10"* mL(STP) - s~ - cm ™2 (42)
0,01186 - 34,7/100 » L,
_ o =4,12-10*mL(STP) - s~ - cm 43)

A parcialis hajtéer6 kiszamitdsahoz el6szor a nyomdasokat atvaltom:

1 bar = 75,006 Hgem; P = 2,6 - 75,006 = 195,02 Hgem; P, = 1,0 - 75,= 75,01 Hgem

49,8 + 42,73 65,3

A = 195,02 - 75,01 - —— = 41,25 H (44)
pCOZ ’ 200 ) 100 ’ gem
50,2 + 57,27 3
A =19502 - ——— —7501-——=78,76 H (45)
Pe, ’ 200 SEEETT Rt
0,000775-0,0055
co, = 2125 - 10" = 1033,0 Barrer (46)
0,000412 - 0,0055 .
= -101° = 287,5 Barrer 47)

CHa 78,76

Végiil a komponensek permeabilitdsdnak ismeretében a szelektivitas kiszamithato. A teljes szelektivitast
az elsé modul permeabilitdsabdl szamoltam, mivel a masodik modul mar részben szeparalt gazt kap.

1033,0
Aco,/CHy1 = 2875 = 3,59 (48)

A méasodik modul: a Permeatum 2 térfogatdrama, standard allapotra atszamitott térfogataramok, fluxusok,
parcialis hajtoerdk, permeabilitdsok:

0,7500
Qpz = 55— = 0,01250 mLs (49)
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273
Qpastp = 0,01250 - —— = 0,01157 mL/s (50)

295

0,01157 - 57,0/100 B B

co, = T =0,000659 mL(STP) - s~! - cm~2 (51)
0,01157 - 42,7/100 ~ ~
cH, = o = 0,000494 mL(STP) - s~* - cm™2 (52)
42,73+ 31,9 57,0

Apco, = 195,02 00 75,01 "To0 = 30,02 Hgem (53)
57,27 + 67,7 42,7 (54)

ApCH4 = 195,02 - T —75,01- m = 89,83 chm

_0,000659 - 0,0055

o, = 30,02 -10'° = 1208,0 Barrer (55)
0,000494 - 0,0055
_o 0055 1 g10 = (56)
CH, 89.83 10 304,0 Barrer
1208,0 _

QAco,/cHy = 3040 - 3, (57)

5. Eredmények és kiértékelésiik

A kovetkez6kben részletesen bemutatom a kétlépcsés PDMS-membranmodulos kaszkadrendszerrel
végzett mérések eredményeit, a kapott adatok értékelését és az ezekbdl levonhatd kovetkeztetéseket.

5.1. Stabilitas

A mérési eredmények megbizhatosaganak alapfeltétele a rendszer stabil miikodése. A térfogataramok,
a metankoncentraciok és a nyomasok idébeli alakuldsa alapjan minden mérésnél stabil allapot alakult ki.

5.2. Permeabilitas és szelektivitas vizsgalata

A PDMS-membrén CO,/CH, szelektivitdsanak meghatarozasa alapvet6 fontossagu annak megértéséhez,
hogyan mikédik a membrénos elvélasztds a CO,/CH, rendszerekben.

Permeabilitasi eredmények értékelése

Az els6 modulban a szén-dioxid permeabilitasa 881 és 1532 Barrer kozott volt, mig a metan permeabilitdsa
246 és 379 Barrer kozé esett. A masodik modulban a szén-dioxid permeabilitdsa 733 és 1791 Barrer,
a metdn permeabilitdsa pedig 197 és 442 Barrer tartomdanyban alakult. Minden mérési pontban a szén-
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dioxid permeabilitdsa volt nagyobb, ami megerésiti, hogy a PDMS-membran szén-dioxidra nagyobb
permeabilitassal rendelkezik, mint metanra. Az els6 modul esetében a betdp-gazelegy érintkezik el§szor
a membrannal, ezért az els6 modulra betaplalt elegy szén-dioxidban dusabb. A masodik modul betapja
ezzel szemben mar az els6 modul retentatuma, vagyis metanban dusabb és szén-dioxidban szegényebb
aram, ezért a masodik modulban a szeparacio hajtéereje ennek megfeleléen valtozik. Azonban a méasodik
modulban is minden esetben a szén-dioxid maradt a gyorsabban permeal6 komponens.

A permeabilitasi értékekbdl az is megfigyelhetd, hogy a nyomads névelésével dltalaban nétt a permeabilitas,
kiilénosen a szén-dioxid esetében. A 3,4 bar nyoméason meért értékek dtlagosan magasabbak voltak, mint
a 2,6 bar-os pontoknal. Ez arra utal, hogy a nagyobb nyomaskiilonbség kedvezdbb transzportfeltételeket
biztositott a gdzok membranon torténd athaladasahoz.

Az els6 modul permedtuma — szén-dioxidban dus aram

A PDMS-membran tulajdonsagai miatt a permeatumoldalon els6sorban a szén-dioxid jelenik meg nagyobb
mennyiségben. Ennek oka, hogy a CO: permeabilitdsa nagyobb, mint a metané, ezért konnyebben jut at
amembranon. A mérési eredmények alapjan az els6 modul permedtumaban a szén-dioxid koncentracioja
dominal, mig a metan aranya alacsonyabb marad.

Az els6 modul retentatuma — metanban dusulé dram

Az els6 modul retentatuma a metanban dusul6 gazaram. A mérések alapjan a metantartalom itt mar
nagyobb, mint az els6 modul permeatumdaban, azonban még nem éri el a kivant, biometan eléallitdsahoz
szlikséges metantisztasagot. Ez jol mutatja a kaszkadrendszer szerepét, hiszen a masodik modul ezt
a mar részben metandus retentatumot kapja meg, és ezen végzi el a tovabbi dusitast.

A méasodik modul permeatuma — tovabbra is szén-dioxidban dus frakcid

A masodik modul permedtuma szintén szén-dioxidban koncentralt marad. Ez megfelel a PDMS-membran
miikédésének, mivel a szén-dioxid tovabbra is kénnyebben permedl a membranon, mint a metan.

A masodik modul retentatuma — a rendszer legnagyobb metantartalmu frakcioja

A masodik modul retentatuma adja a rendszer végs6, metanban leginkabb dusitott gazaramat. A mérések
alapjan ebben az dramban volt mérhetd a legmagasabb metankoncentracio. A szén-dioxid jelentds része
a két modul permedtumoldalan tavozik, igy a retentatum fokozatosan metanban dusul. A két egymast
koéveté modul tehat kétlépesds dusitast hoz létre, amely hatékonyabb elvalasztast eredményez, mint
egyetlen membranmodul alkalmazasa. Ez az elsé modul esetében 1,23, a masodik modul esetében
1,53-szoros érték a kiindulasi gazelegyhez képest.

Az alabbi tdbldzat a permeabilitasi értékeket tartalmazza modulonként.

1. tabldzat
Modul CO2-permeabilitas (Barrer) CH4-permeabilitas (Barrer)
1. modul 881-1532 246-379
2. modul 733-1791 197-442

Szelektivitas értékelése
Az elsé modul CO2/CHa szelektivitasa 3,27 és 4,06 kozott alakult, mig a masodik modulban 3,17 és
4,42 kozotti értékek adédtak. Ezeknek az értékeknek az dsszefoglalasat a 2. és 3. tablazat mutatja

be. Ennek megfeleléen az elsé modul szelektivitasa elsésorban azt tiikrézi, hogy a nyers betapbol
milyen hatékonysaggal tavolithaté el a szén-dioxid, mig a masodik modul szelektivitdsa mar a részben
metandusitott &ram tovabbi finomitasat jellemzi. A kétlépcsOs alkalmazas tehat kedvezébb eredményt
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biztosit, mivel a kiindulasi 50,2%-0s metantartalom 77%-ra novekedett, ami 1,5-szeres dusuldsnak felel
meg, mikozben a szelektivitas értékei tovabbra is 3,2—4,4 tartomanyban maradtak. Ez 6sszhangban van
a PDMS vart viselkedésével. A szelektivitasi értékek jol illeszkednek a PDMS-alapi membranokra jellemzé
irodalmi tartomanyhoz, ugyanakkor elmaradnak a fejlettebb, példaul kompozit vagy kevert matrixu
membranok altal elérhetd értékektdl.

5.3. Anyagaramok elemzése

A CO,/CH, permeabilitdsnak megfelel6en az R/F-arany jol mutatja a kétlépcsds kaszkad mitkodését.

Az elsé modul retentdtuma képezi a masodik modul betapjat. Ezért fontos, hogy az elsé modul R/F-
aranya megfelel6 tartomanyban legyen. Ha az R/F tul alacsony, akkor tul nagy gdzmennyiség keriil
a permedtumoldalra, ami csokkentheti a metankihozatalt a retentdtumban. Ha nagy az R/F-arany, akkor
a permedtum szén-dioxidra nézve dusabb, a retentdtum metdntartalma viszont a betdphoz képest relative
»Kkicsit” valtozik csak.

Az R/F-arany elemzése

Az R/F-ardny azt mutatja meg, hogy a betdp mekkora része marad a retentatum oldalon. Ez a paraméter
kiilonosen fontos, mert a metdnban dusitott termék a retentatum oldalon jelenik meg.

Az els6 modulban az R/F-értékek azt mutatjak, hogy a betap jelentds része retentdtumként tovabbhalad
a masodik modulba. Ezeket az értékeket a 2. és 3. tdbldzat mutatja be. Ez lehetévé teszi, hogy a masodik
modul tovabb novelje a metantartalmat.

A masodik modulban a retentdtum aranya nagyobb, mivel a metanban dusabb betap alacsonyabb
CO:-tartalma kisebb permedaciét eredményez.

Kovetkeztetések a R/F-aranyok alapjan

A kapott eredmények alapjan a kétlépcsds kaszkad megfeleléen mikddott, és az elvart eredményeket
produkalta, vagyis foldgazalternativaként alkalmas gazt kaptunk. Az elsé modul elsésorban eléelvalasztasi
Ez a PDMS-membranokra jellemz6 viselkedés, amely a szén-dioxid jobb oldhatésagaval magyarazhato.
Akétlépcsds kaszkadrendszer igy hatékonyabban képes a metan dusitasara, mint egyetlen membranmodul
alkalmazasa.

Az aldbbi dbrakon kiilénbozd paraméterekre illesztett grafikonokat és 3D feliileti 4brdkat lathatunk:

CO,/CH, szelektivitas a betapnyomas
faggvényében
4,3
4,2
4,

3,9
3,8
3,7
3,6
3,5
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
betapnyomas (bar)

szelektivitas

—&— 1. modul —&— 2. modul

13. dbra: CO:/CHa szelektivitds—betdpnyomds grafikon, modulonként
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Retentat CH,-tartalom a betapnyomas
flggvényében
80

" jap—

50
40
30
20

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
betdapnyomas (bar)

retentatum CH,-tartalom (%)

—e— 1. modul —e—2. modul
14. dbra: Retentdtum 2 CHa-tartalom—betdapnyomds grafikon

Az aldbbi tablazat a nyomast, R/F-aranyokat és a szelektivitast foglalja 6ssze modulonként:

2. tabldzat: 1. modul

Nyomas (bar) R/F Szelektivitas
2,6 0,6869 3,59
3,4 0,6500 3,90
3,0 0,7098 4,02
2,6 0,8298 3,26
3,4 0,7500 4,04

3. tabldzat: 2. modul

Nyomas (bar) R/F Szelektivitas
2,6 0,5556 3,97
3,4 0,4231 4,41
3,0 0,6048 4,05
2,6 0,7949 3,24
3,4 0,6863 4,19

A nyomas novelésével n6 a szelektivitas, mig alacsonyabb R/F-arany mellett hatékonyabb szeparacio
figyelheté meg. A masodik modul minden esetben jobb elvalasztasi teljesitményt mutat.
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5.4. Anyagmeérleghibak

Az 6sszes mérésemet figyelembe véve a kovetkez6 anyagmeérleg-hibdkat kaptam:

+ CO:zesetén a minimum: 0,29%

+ CO:zesetén a maximum: 4,61%

+ CHaesetén a minimum: 0,49%

+ CHa esetén a maximum: 4,01%
A kapott alacsony anyagmérleg-hibaértékek alapjan az dsszes kiértékelt mérési pont konzisztensnek és
meghbizhaténak tekinthet6.

5.5. Osszefoglal6 értékelés

A mérések soran alkalmazott kétlépcsés membrankaszkadrendszer lehet6vé tette a metdn fokozatos
dusitasat a retentatumaramban. A kiindulasi gazelegy kozel azonos ardnyban tartalmazott metant és szén-
dioxidot (=50-50%), amely jol reprezentdlja a biogaz 6sszetételét. Az elsé membranmodul miikodése soran
a permeatum jelentésen szén-dioxidban dusult (akar 70% CO2), mig a retentatum metantartalma mar
ebben a lépcs6ben is ndvekedett. A masodik membranmodul alkalmazasa tovabb javitotta a szeparacio
hatékonysagat, amelynek eredményeként a végsé retentatum metantartalma elérte a 77%-ot. Ez jol mutatja
a kaszkad elrendezés elényét, mivel egyetlen membranmodulhoz képest magasabb metandusitas érhetd
el tobb lépcs6 alkalmazdsaval. A vizsgalt izemi paraméterek koziil a nyomaskiilonbség és az R/F-arany
jelentds hatassal volt a szeparaciora. Alacsonyabb R/F-értékek mellett nagyobb mértéki metandusulas volt
megfigyelhet6 a retentdtumban, ami arra utal, hogy a permeatum aranyanak névekedése kedvez a szén-
dioxid eltavolitdsanak. A rendszerben a maximalis metantartalom (77%) elérése 2,4 bar nyomaskiilonbség
mellett volt megfigyelhet6, amelyhez az elsé modulban 0,75, a masodik modulban 0,69 R/F-arany tartozott,
jelezve, hogy a kaszkad rendszer hatékonyan noveli a metdnkoncentraciot. A szamitott flit6érték alapjan
a 2. membranmodul retentatumanak fitéértéke koriilbelill 27-28 MJ/m? tartomanyba esett, ami mar
megkozeliti a 25 foldgaz minbdségét. Ez azt jelzi, hogy a membranos eljaras nemcsak a komponensek
elvalasztasara alkalmas, hanem energetikai szempontbdl is relevans mindségjavulast eredményez.
Az els6 kisérletek biztatoak, igy a kdvetkezé 1épés a valds biogaz tesztelése.

6. Konkluzio

A metan—szén-dioxid gazelegyek elvalasztdsa kulcsfontossagu a biogaz energetikai hasznositasa
szempontjabol, mivel a szén-dioxid eltavolitdsdval novelheté a gaz fltéértéke, és javithato
a felhasznalhatdsaga. A dolgozat célja egy poli(dimetil-sziloxan)- (PDMS) alapti membranrendszer
vizsgalata volt CH4/CO: elegyek elvalasztasdra, kiilonos tekintettel az tizemi paraméterek hatésara és
a kaszkad elrendezés alkalmazhatdsagara.

részesiti elényben, ennek kovetkeztében a permeatum minden esetben COz-ban ddsult, mig a retentatum
metanban gazdagodott a kiinduldsi gazelegyhez képest. A kétlépcsés membrankaszkad alkalmazdsa
lehetévé tette a metdn fokozatos dusitasat, amelynek eredményeként a végso retentatumban jelentds
metdntartalom-novekedés volt elérheté.

Avizsgdlt izemi paraméterek koziil a nyomaskiilonbség és az elvételi arany meghatarozd szerepet jatszott
a szeparacié hatékonysagdban. A nyomas novelése altaldban kedvezéen hatott a permedciora, kiilondsen
a szén-dioxid esetében, mig az alacsonyabb R/F-értékek mellett nagyobb mérték(i metandusulas
volt megfigyelhetd. A szdmitott anyagmeérleg-hibdk alacsony értékei igazoltak a mérési eredmények
meghizhatdsdgat és a rendszer stabil miikodését.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a PDMS-alapi membrankaszkad alkalmas lehet CO,/CH, gazelegyek
elvilasztasara, és megfelel6 miikddési paraméterek mellett hatékonyan alkalmazhatd biogaz-feljavitasi
folyamatokban. A vizsgalt rendszer jol szemlélteti, hogy tobb 1épcsé alkalmazasaval a membranos
szeparacio hatékonysaga tovabb novelheté.
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A tovabbi vizsgalatok soran érdemes lenne a hémérséklet hatasat részletesebben elemezni, valamint
a rendszer optimalizalasara és nagyobb léptékil alkalmazhatosagara irdnyuld kutatasokat végezni.

A kapott eredmények alapjan a PDMS-membrankaszkad eddig csak laboratoriumi koriilmények
kozott bizonyult hatékonynak, azonban megfelel6 optimalizalas mellett valos ipari biogaz-feljavitasi
alkalmazdsokban is igéretes megoldast jelenthet.

7. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretném koszonetemet kifejezni témavezetémnek, Dr. Bakonyi Péternek a kutatas soran nyujtott
szakmai irdnymutatasaért, tAmogatasaért, tiirelméért és biztatasaért. Nélkiile nem valdsulhatott volna
meg ez a dolgozat.

Koszénom Dr. Nemestothy Béla Nandor Tanar Urnak, hogy segitett kivalasztani a dolgozatom témajat, és
lehetévé tette szdmomra, hogy azt a Pannon Egyetem, Biomérnoki, Membrantechnoldgiai és Energetikai
Kutato Intézetében készithessem el.

Koszonettel tartozom tovabba a Biomérnoki, Membrantechnolégiai és Energetikai Kutatocsoport
valamennyi tagjdnak a hasznos szakmai tandcsokért, a mérésekben nyujtott segitségért, valamint az
egylittm(ikod6é munkéért.

Munkdam sikerességét tovabbd a Pannon Egyetem Mérnoki Karanak TDK-0sztondija is timogatta, amelyet
ezuton is haldsan koszonok.
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1. Bevezetés

A vizszennyezés globdlis szinten egyre sulyosabb kornyezeti és kozegészségligyi problémat jelent,
kiléndsen a szerves mikroszennyezdk — peldaul gyogyszermaradvanyok, névényvédd szerek és ipari
vegylletek — jelenléte miatt. Ezek a vegytiletek gyakran biologiailag aktivak, perzisztensek, és mar kis
koncentracioban is toxikus hatasuak lehetnek, rdadasul a hagyomanyos vizkezelési eljarasokkal (pl.
ulepités, szlirés, klorozas) nem tavolithatok el hatékonyan.

Az elmult évtizedekben igéretes alternativava valt a heterogén fotokatalizis, melynek sordn fém-oxidok
(pl. TiO,, ZnO) fotokatalitikus jellegét hasznalhatjuk ki szerves szennyezdk bontaséra. Ezek az oxidok
a kornyezetre nézve artalmatlanok, rdadasul koltséghatékonyabbak, mint a hagyomanyos vegyszerek.
Az egykomponenst oxidok hatékonysaga novelhet6 tigy, hogy kett6 vagy tobb fém-oxid kompozitrendszerét
alakitjuk ki. Ezzel javithatok a feliileti tulajdonsagok (pl. fajlagos feliilet, porusszerkezet), visszaszorithato
az aggregacio, tovabba novelhet6 a fotonhasznositas, igy a miikédési tartomany az UV-bdl a lathatd
tartomdnyba tolhato.

A ZnO fotokatalitikus tulajdonsdga régdta ismert, hatékonysaga a mar széles kérben alkalmazast nyert
TiO,-éval egyenértékd [1]. Gerjesztéséhez azonban nagyobb energidju UV-fotonok sziikségesek, igy
a kornyezeti fény kis hanyadat képes csak hasznositani. Ezen hatranyok feltételezhetéen kikiiszébolhet6k
In-oxiddal térténé kombindlassal [2].

A halloysit nagy fajlagos feliilete, csészeri morfoldgiaja és kivalo diszperzios képessége révén fokozhatja
a katalizator hatékonysagat. Ezenkiviil sajat fotokatalitikus tulajdonsdggal is rendelkezik [3, 4].
Kutatdsom célja ezen harmas kompozitrendszerek vizsgdlata, kiilonos tekintettel azok alkalmazhatdsagara
szerves szennyezOk lebontasaban. Az anyagrendszer tanulmanyozdsa nem csupan anyagtudomanyi
szempontbol indokolt, de hozzdjarulhat a fenntarthato vizkezelési technoldgidk fejlesztéséhez is.

A kutatds kezdeti szakaszdban az In,0,-ZnO rendszer optimélis Osszetételét kerestiik, majd ezt
kozvetleniil agyagasvany feliiletére (halloysit, kaolinit) égettiik, és vizsgaltuk a kiilénb6zé ardnyu
keverékek fotokatalitikus aktivitdsat. A Zn-oxidot Zn(NO,), - 6H,0 prekurzorbol, mig az In-oxidot In,(SO,),
prekurzorbdl allitottuk eld.

A kompozitok Osszetételét termikus analizissel, rontgendiffraktometriai és IR-spektrometriai
modszerekkel, illetve elektronmikroszkdp segitségével (SEM, TEM) vizsgaltuk; a fotokatalitikus
hatékonysagot pedig kumarin tesztvegytilettel vizsgaltuk vizes fazisban, UV-fénnyel térténé bevilagitas
mellett. Abomldstermék intenzitadsvaltozasat fluorimetrias technikaval hataroztuk meg. Vizsgaltuk tovabba
a tiltott sav szélességét, illetve végeztiink BET-feliiletvizsgalatot a fajlagos feliilet és a porusszerkezet
meghatarozasara.

2. Szakirodalmi 6sszefoglalo

2.1. A vizsgalt rendszer

Kutatdsunk célja egy optimalis 6sszetételd, hatékonyan mtikod6 ZnO-In,0,-agyagasvany kompozit
rendszer el6allitasa. Ahhoz, hogy megértsiik, az egyes alkoték milyen szerepet jatszanak a rendszerben,
és milyen szempontok szerint lettek kivalasztva, el6szor érdemes kiilon-kiilén emliteni 6ket.

2.1.1.Zn0

A ZnO fehér por megjelenésti szervetlen vegytilet. A természetben a cinkit 4svanyban taldlhaté meg nagy
mennyiségben. N-tipusu félvezetd, 3,3 eV szélességl tiltott savval és jo adszorpcids tulajdonsagokkal
rendelkezik [5]. Ezen tulajdonsagok alkalmassa teszik fotokatalizatorként torténd alkalmazasra.
Mar a 2000-es évek elején kimutattdk, hogy szerves vegyiiletek és szinezékek lebontasdara legalabb
olyan hatékony, és jelent6sen olcsobb, mint a széles kérben alkalmazott TiO, [6, 7]. Ezenkiviil jobb
elektronmobilitadssal rendelkezik, és kisebb a rekombinécios vesztesége, mint a TiO,-€. Az elmult
evtizedben jelentds ugras figyelheté meg a ZnO-dal, mint fotokatalizdtorral foglalkozo kutatdsok
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szamaban. A fotokatalitikus folyamatban azonban a ZnO gerjesztett téltéshordozoinak rekombinacios
folyamata sokkal gyorsabb, mint a transzportfolyamataik, ami csokkent fotokatalitikus hatékonysaghoz
vezet. Ezenkiviil a ZnO széles tiltott sdvja miatt csak nagy energiaju UV-fotonokkal gerjeszthetd, vagyis
a lathato fény csupan 5%-at képes hasznositani.

Ezen hatradnyok kikiiszobolésére iranyul a Cu- vagy Ni-oxiddal torténé kombindalas [8]. Feltételezhet6en
hasonlo6 hatasok érheték el In-oxid-tartalmu kompozittal is [2].

2.1.2.In,0,

Optikai tulajdonsagai és magas vezet6képessége miatt az In,0, széles korben alkalmazott vegyiilet,
féként az (opto)elektronikai iparban és szenzorokban. On-oxiddal kialakitott kompozitjat (ITO)
érintéképerny6ékben, illetve napelemekben hasznaljak [9]; 6nmagaban pedig optikai és antisztatikus
bevonatként [10], valamint gazérzékel6kben [11, 12, 13].

Fotokatalizatorként valo alkalmazdasat az elmult években kiemelt figyelemmel kutatjak. Ez féként az
n-tipusu félvezetd széles tiltott sdvjanak koszonhetd. Az In,0, indirekt tiltott savra vonatkozé irodalmi
erték 2,7-2,8 eV, mely lehet6séget biztosit a lathato fény hulldimhossztartoméanyaban torténd aktivalasra
[9, 14]. Innen feltételezhetjiik, hogy a ZnO-val torténé kombinalas soran jobb fotonhasznositast érhetiink
el alathaté tartomanyban. A vegyes oxid alkalmazasaval tovabba javithatok a feliileti tulajdonsagok (pl.
fajlagos feliilet, porusszerkezet), visszaszorithat6 a fotokorrozié és az aggregacio.

2.1.3. Agyagasvanyok — halloysit, kaolinit

A kaolinit kétrétegii (TO 1:1 tipusu) dioktaéderes agyagasvany. Szerkezetét tekintve egy tetraéderes
Si0, réteghdl és egy oktaéderes Al-oxid-réteghdl all, kristélytani keéplete: [AL,Si,0,(OH),. A halloysit
szerkezete annyiban kiilénbozik a kaolinitétél, hogy az egyes TO-rétegek kozott monomolekularis vizréteg
taldlhato (1. dbra). Tulajdonképpen viztartalmu kaolinit, kristélytani képlete: [Si,0, AL (OH), - 4H,0. A két
rétegszilikat morfoldgidja a hasonlo szerkezet ellenére jelentésen eltér egymastol. Szobahémérsékleten
a kaolinit lemezes, mig a halloysit felcsavart, csoves szerkezet(i. Ennek oka, hogy a halloysitben a rétegkozi
molekularis viz meggatolja a H-kotések kialakuldsat, ennek kovetkeztében pedig az eltérd méret(
rétegek kozott fesziiltség alakul ki, felcsavarodik. Amint rétegkozi vizét elveszti, a csdvecskék szétesnek,
50-60 °C-on mar lemezes szerkezet a jellemzé.

Kaolinite Halloysite-(10A)
ALSi,0,(OH), Al,Si,0,(OH),*2H,0
7A
10A
sfeRoRede R
Oo UHo AI
® oH Si

1. dbra. A kaolinit és a halloysit szerkezete [15]

A halloysit a természetben leggyakrabban vulkani kézetek (pl. andezit, bazalt, riolit) malldsa sordn
keletkezik, kiilonosen olyan koérnyezetben, ahol a nedves, tropusi vagy szubtrépusi klima el6segiti az
intenziv mallast. A kaolinit is hasonl6 kornyezetben talalhaté meg, féként granit, gneisz és pegmatit



mallasanak kovetkeztében. Mindketté gyakori 0sszetevéje a lateriteknek és az agyagk6zeteknek;
tarsulhatnak illittel, kiilonb6z6 szmektitekkel és zeolitokkal.

A halloysitet a 2000-es évek eleje 6ta alkalmazzak kornyezetvédelmi célt adszorbensként, de az intenziv
kutatasok és ipari érdekl6dés az elmult évtizedben igazan felgyorsult [16, 17]. Szdmtalan felhasznalasi
lehetdsége nyilt meg, koszonhetéen kedvez6 tulajdonsagainak, mivel természetes, nem mérgezo és
biokompatibilis asvanyi anyag, finom szemcsemérettel, nagy fajlagos feliilettel, kivalé diszperzioval és
nagy kationcseréld képességgel rendelkezik [18]. Hatékonyan adszorbedlja a nehézfémeket, szinezékeket
és szerves szennyezoket, igy ezek eltdvolitasara is alkalmazhato; ezzel kivalthato a joval dragabb aktiv szén
vagy szilikagél hasznalata. Alkalmazhato tovabba gyogyszerhordozoként, adalékanyagként polimerekben
és miianyagokban, matrixanyagként kompozitokban, valamint az élelmiszeriparban és kozmetikai
termékekben [15].

Hasonlé megkozelitést kovetve Chen és munkatarsai egylépcsds szolvotermikus modszerrel TiO,
nanorészecskéket helyeztek el halloysit nanocsdvek kiilsé feliiletén. A szerzék az eléallitott nanokompozitot
metanol és ecetsav bontdsahoz hasznaltak. A rendszerek magas fotokatalitikus aktivitdst mutattak mind
a metanol, mind az ecetsav lebontasdban [19]. Egy méasik kutatasban Jiang és munkatarsai szénnel
adalékolt TiO,~halloysit-nanoszalakat javasoltak fotokatalizdtorként szerves anyagok (metilénkek, toluol)
lebontdsahoz. A kisérleti eredmények ravilagitottak, hogy a nanoszdalak lathato fényben valo fotokatalitikus
hatékonységa messze meghaladta a kereskedelmi forgalomban kaphatd anatdz (TiO,) hatékonysagat [20].
Az elmult években a ZnO egyre szélesebb kori fotokatalizatorként torténd alkalmazasanak készénhetéen
tobb kutatds is vizsgalni kezdte a halloysit-ZnO rendszert heterogén katalizis szempontjabdl. Massaro és
munkatdrsai ZnO nanorészecskéket rogzitettek halloysit nanocsovek feliiletére egylépcsds szintézissel [21].
Akifejlesztett anyagot fotokatalizatorként tesztelték szerves anyagok lathato fény alatt térténd lebontasdra,
valamint katalizatorként szojababolaj dtészterezési reakcidjaban biodizel el6allitdsara. Mindkét reakcidban
jo katalitikus aktivitast és ujrahasznosithatdsagot mutatott az anyag. A kutatécsoportunkban kordbban
szintén vizsgdaltdk a halloysit-ZnO nanokompozitok fotokatalitikus tulajdonsdgait. A kutatds soran
a kompozitok fokozott fotokatalitikus aktivitast mutattak a 4-nitrofenol tesztvegyiilet lebontasaban,
a tiszta cink-oxid nanorészecskékhez és a halloysit nanocsévekhez képest is [1].

2.2. Heterogén fotokatalizis

A heterogén fotokatalizis egy hatékony, olcsé és kornyezetbarat technoldgia, melyet kiilonh6z6 bioldgiailag
nem, vagy csak lassan lebomlé szerves és 1égszennyezé anyagok lebontasara alkalmaznak. A katalitikus
reakciok a szilard fazisu katalizator feliiletén zajlanak, folyadék- vagy gazfazisu reakciokézeghen; szemben
a homogén fotokatalizissel, ahol a katalizator és a reaktdnsok ugyanolyan fazisban vannak. A heterogén
katalizis el6nye, hogy a katalizator konnyen elvalaszthato, Gjra felhasznalhatd, stabil, és feltiletének
modositadsaval javithato a hatékonysag.

A félvezetd anyagok elektronszerkezetiikbél adodo savszerkezetiik folytan alkalmasak kémiai folyamatok
ilyen modon torténd katalizadlasara. Szerkezetiikben a legnagyobb energidju betoltott (HOMO) és
a legkisebb energiaju betoltetlen (LUMO) molekulapalydk kézott un. tiltott sav helyezkedik el, melyen
beliil nincsenek diszkrét elektronallapotok.

Ez azt jelenti, hogy ahhoz, hogy egy elektron a vegyértéksavbol a vezetési savba keriiljon, meghatdrozott
nagysagu minimalis energia befektetése sziikséges. Ez a gerjesztési kiiszobenergia (bandgap energy),
ami megfelel a HOMO és LUMO palyak energiaszintjei kozotti kiilonbségnek, értéke jellemzéen 0,5-4 eV.
A fotokatalitikus folyamat soran a félvezet6 anyag elnyeli a megfeleld energidju fotont, amely elektronokat
gerjeszt a vezetési savba, mikézben a vegyértéksavban pozitiv toltésfelesleg (Iyuk) alakul ki. Ezek az
elektron-lyuk parok inditjak el a redoxreakciokat, mivel az elektron redukalo agensként, a lyuk pedig
oxidalo agensként mikodik. Az elektron—-lyuk par gyors rekombindcioja a félvezetd belsejében és
a félvezet6 feliiletén is bekovetkezhet. Ahhoz, hogy a rendszerben redoxreakciék mehessenek véghe,
a toltésatmenetnek gyorsabbnak kell lennie, mint az elektron—lyuk par rekombindciojanak [22].
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2. dbra. A félvezetd anyagok elektronszerkezetének viltozasa a részecskét alkoto molekuldk
szamanak fiiggvényében, illetve a gerjesztés kivetkeztében lejdtszodo folyamatok [22]

A heterogén fotokatalizis tehdt egy olyan redox-alapt folyamat, amelyben a félvezetd anyag fény
hatasara aktivalddik, és reaktiv gyokok segitségével lebontja a szennyezd anyagokat. Kiillonboz6 tipusu
és szélessegl tiltott savval rendelkezd félvezet6k kombindldsa lehetdséget ad a fotokatalitikus teljesitmény
optimalizaldsara.

2.3. A f6 vizsgalati modszerek

2.3.1. Termoanalitika

A termoanalitikai mdédszerek alkalmazasakor a vizsgalt anyag hdmérsékletét adott program szerint
valtoztatjuk, s ekdzben valamely tulajdonsagat (dltalaban tomeg, hémérséklet-kiilonbség vagy héaram)
vizsgaljuk az id6, illetve a hémérséklet fiiggvényében.

TG/DTG - (derivativ) termogravimetria

A TG/DTG mérések soran a minta hémérsékletvaltozas hatasara bekovetkezd tomegvaltozasarol, illetve
termikus stabilitdsarol kaphatunk informacioét.

A mérés egy flithetd termomérlegen torténik, erre helyezziikk a mintat tartalmazdé tégelyt. Ezt elektromos
kemencében, adott atmoszféraban (altaldban Ar) elére meghatarozott egyenletes sebességgel hevitjik.
A hevités soran lejatszodo reakciok kovetkeztében a minta tomege valtozik. Ennek hatasara a mérleg
elmozdul, amit regisztralva a TG-gérbéhez jutunk.

A DTG-gorbe a TG-gorbe adatpontjaibol szoftveresen szamolt derivalt gorbe, a ketté egyszerre kertil
regisztralasra. A gorbe alakjat befolyasolo tényezdk:

+ kemence flitési sebessége

» kemence atmoszféraja

+ mintatarto geometriaja

+ minta mennyisége, szemcsemeérete, tomoritettsége, hévezet6 képessége.

DSC - differencialis pasztazo kalorimetria
A DSC-késziilékek a h6aramot regisztraljak a hémeérséklet vagy ido fliggvényében. A modszer alkalmas
fazisatalakuldsok, disszociacids reakciok entalpiavaltozasanak meghatdrozdsdra, szilard fazisu reakciok
tanulmanyozdasara, illetve kinetikai vizsgalatokra. A termogravimetridhoz hasonloéan itt is egyenletes
felftitést alkalmazunk, viszont a minta mellett inert anyagot is hevitiink referenciaként. Attol fliggéen,
hogy a két anyag azonos vagy két kiilon kemencetérben helyezkedik el, megkiilonboztetiink:

« teljesitménykompenzacios DSC-t

+ éshdéaram-DSC-t.
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A teljesitménykompenzacids DSC esetében a minta és az inert anyag két kiilonb6zé kemencében
helyezkedik el. A rendszerben két kiilonallé flitéelem talalhatd, melyek flitételjesitményét a késziilék
folyamatosan szabalyozza, hogy a két cella h6mérséklete mindig azonos legyen. Az energia kiillonbsége
(teljesitmény) biztositja a pontos héarammeérést. A h6aram-DSC-nél a mintat és a referenciaanyagot
egy kozos flitéelemmel melegitik. A hé egy hévezetd lemezen keresztiil aramlik a kemence és a tégelyek
kozott. A kialakulo hémérséklet-kiilonbséget két termoelem méri, amelybdl kiszamithaté a minta altal
felvett vagy leadott héenergia.

2.3.2. IR-spektroszkopia

Az infravords spektroszkdépia mindéségi és mennyiségi analitikai mdédszer, a molekula és az
elektromagneses sugarzas kolcsonhatdsan alapszik. Szilard, folyékony és gaz-halmazallapotd mintak
vizsgalatara is alkalmas, de altaldaban szilard anyagok mérésére alkalmazzak. El6nye, hogy a vizsgalat gyors
és roncsoldsmentes. Az IR-tartomanyba es6 elektromagneses sugarzas energidja elektrongerjesztésre
nem elegendd, a kolcsonhatas sordn a molekuldk rezgési és forgasi viszonyai valtoznak meg.
A sugdrzastartomanyt hdrom részre szokas bontani:

+ tavoli IR: 12500-4000 cm* (FIR)

» kozepes IR: 4000-400 cm™* (MIR)

« kozeli IR: 400-10 cm™* (NIR).

Az IR-aktivitds feltételei, hogy a sugarzas frekvencidja megegyezzen a molekula rezgési frekvenciajaval,
illetve hogy a rezgés soran a molekula dipélusmomentuma valtozzon. A szimmetrikus vegyértékrezgéseknél
nem lép fel dipédlusmomentum-valtozas, ennélfogva ez a rezgés nem infravoros aktiv.

A molekuldk rezgési mddjait két csoportba sorolhatjuk:
+ vegyértékrezgés: a kotéstavolsag valtozik a rezgés soran
+ deformacids rezgés: a kotéstavolsadg nem valtozik, csak a kotésszog.

Az IR-spektroszkopidban a hulldimhossz helyett annak reciprokjat, a hullimszdmot (cm™) hasznaljuk
a sugdrzas jellemzésére. A spektrumon az abszorbanciat dbrazoljuk a hulldimszam fiiggvényében
(altaldban 4000-400 cm™ tartomdanyban). A 4000-1000 cm™-es tartomdanyban jelennek meg a vizsgalt
molekula funkcios csoportjaira jellemzé csoportrezgések. Az 1000-400 cm-es tartomanyt ujjlenyomat-
tartomanynak nevezziik, hiszen ez minden anyagra egyedi megjelenés.

2.3.3. Rontgendiffrakcié (XRD)

A rontgendiffrakcid egy hatékony, roncsoldsmentes analitikai modszer, amellyel tobbek k6zott az anyagok
fazisosszetétele, szerkezete és texturdja jellemezhetd. F6 alkalmazasi teriiletei a minéségi és mennyiségi
fazisosszetétel meghatarozasa; a hémeérséklet, a nyomads és a nedvesség hatdsanak vizsgalata; valamint
az anyag mikro- és makroszerkezetének jellemzése (krisztallitméret, kitlintetett orientacio, marado
fesziiltség).

A rontgen-pordiffraktométerben az izzokatddos rontgencs6bél kilépd rontgensugarzdas keresztiilhalad
az elsédleges optikai elemeken (F-fokusz, SS1-Soller-rés, DS-divergenciarés), besugdrozza a mintat,
diffraktalodik a mintdban 1év6 fazisokon, majd dthalad a méasodlagos optikai elemeken (SS2-Soller-
rés, RS-vevérés, C-monokromator, f-szir6, pulzusmagassag-kivalaszto, AS-szérast csokkentd rés), és
végiil belép a detektorba. Valtozé diffrakcios szogeknél mérjiik az intenzitdst, melyet vagy a rontgencso,
vagy a minta és a detektor mozgatdsdaval valdsithatunk meg. A diffraktalt sugarzas intenzitdseloszlasat
a diffrakcids szogek (26) fliggvényében dbrazolva megkapjuk a diffrakcids felvételt.
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3. dbra. A rontgendiffraktométer Bragg—Brentano-féle geometridja

A minta kristalyrdcsan elhajlo hulldimok egymadssal interferalnak: erdsités csak Kitlintetett, az adott

fazisra jellemz6 irdnyokban kovetkezik be. Egyéb irdnyokban a hullamok kioltjak egymadst. Az erésités
létrejottének feltételét a Bragg-egyenlet adja meg:

0s=2-d-sinf=n-\ (&)

n - a szoras rendje (egész szam)

A - a beesd sugarzas hullamhossza

d - a szdro kristaly racssikjai kozotti tavolsag
- a diffrakcid szoge.

3. Célkitiizés

Kutatdsunk célja a Zn-In-agyagasvany rendszerek eldallitasa és vizsgalata fotokatalitikus aktivitas

szempontjabdl, valamint az optimalis nanokompozit-6sszetétel megtalalasa. Ehhez el6szor vizsgdlnunk
kell az In,(SO,),-ot mint prekurzort a kozvetlen felhasznalas céljabol. Lehetséges-e pusztan termikus tton
elérni az In,0;-ot, és milyen magas hémérséklet(i h6kezelés sziikséges ehhez?

Ezt kovet6en eltéré tomegaranyban 0sszedllitott ZnO-In,0, vegyesoxid-kompozitok preparaldsara
van sziikség. Osszetételiik, feliileti tulajdonsagaik és aktivitasuk jellemzésére a kévetkezd vizsgalatok
elvégzésére kertil sor: termikus analizis (TG/DTG), rontgendiffrakcio (XRD), infravoros spektroszkopia
(FTIR-ATR), fajlagos feliilet- és porozitasvizsgalat (BET), band-gap mérése, valamint fotokatalitikus tesztek.
A vizsgdlatok eredményei alapjan varhatéan meghatarozhato az optimalis ZnO-In,0, arany, valamint
megallapithato, hogy az In,0, varakozédsainknak megfelelen noveli-e a fajlagos feliiletet, illetve eltolodik-e
a gerjeszthet6ség tartomanya.

Kovetkezo célunk a legigéretesebb ZnO-In,0, 6sszetétel agyagasvanyokkal (kaolinit, halloysit) torténd
pérositasa kiilonb6z6 ardnyokban, majd ezek fentiekkel analdg vizsgélata és jellemzése. Ahhoz, hogy
teljesebb képet kapjunk a lejatszodo mechanizmusrol és arrol, hogy a gyokbefogd reakcié milyen ardnyban
vesz részt ebben, érdemes a kumarin koncentraciévaltozasat is nyomon kévetni. Ezt a fényelnyelési
szinkép segitségével, abszorpcios spektroszkdpiaval hatarozhatjuk meg, kalibrald oldatsor felvételével.
A tovabbiakban érdemes a reakcidésebességek alapjan is vizsgalni az eléallitott katalizatorok hatékonyséagat.
Ez nem targya a jelen dolgozatnak, azonban a kutatas tovabbi részében tervezziik részletesen vizsgalni.
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4. Kisérleti munka

4.1. Alkalmazott vegyszerek

1. tabldzat. A felhaszndlt vegyszerek adatai

Név Képlet Tisztasag Szarmazas
Cink-nitrat-hexahidrat Zn(NOs), 6H,0 >99% Sigma-Aldrich
Indium-szulfat In,(SO,)5 >98% Fluka A. G.
Natrium-hidroxid NaOH 99% Scharlab

torok banyahalloysit Balikesir,

Halloysit S1,0,0JAl,(OH)s - 4H,0 >95%
Y [51,010/AL(OH); > ? Turplu (Térokorszag)
. . Sigma-Aldrich - Fluka
Kaolinit AL, 0,Si, - 2H,0 91,2% . i i
Analytical (Németorszag)
Kumarin C,H,0, >99% Acros Organics

4.2. Vizsgalati modszerek és paramétereik

Termikus analizis (TA, TG, DTG):
A kutatas soran egy NETZSCH gyartmanyu TG-MS késziilékkel dolgoztunk, melynek derivatograf része
onalldan is haszndlhato. Ezzel a miiszerrel lehetdéség van szimultdn TG/DTG-DTA/DSC-mérésre, igy
a mérési eredmények egymadssal 0sszevetheték. Ha kiilonb6z6 eszkdzokkel mérjik az egyes
tulajdonsagokat, akkor ezt nem tehetjiik meg az eltéré késziilék- és mintatényezékbél kifolyolag.

A mérések altaldnos adatai:

- Referencia: iires tégely

- Minta: =20 mg

- Mintatarto: nyitott keramiatégely

« Felf(ités: 10 °C/min, 20-1000 °C

« Atmoszféra: Ar.

Infravéros spektroszkopia:
Az IR-vizsgalatokat egy ATR-feltéttel ellatott, Bruker gyartmdanyu infravoros spektroszképpal végeztik.
A felvételek soran az aldbbi beallitdsokat alkalmaztuk:

« MIR-ATR mod

« DTGS-detektor

« Scanszam: 512

« 2-es felbontas.

Minden mérés el6tt felvettiik a hattérspektrumot annak zavaro hatdsanak kompenzaldsara, a jel/zaj
viszony javitdsara. A kristalylapot és a mér6tiiskét minden mérés elétt alaposan megtisztitottam, majd
ugy helyeztem a (por)mintat az alaplapra, hogy a kristalyt teljesen befedje. Ezutan a tiiskét rdengedtem
a mintdra, majd a program segitségével a fenti bedllitdsokkal elinditottuk a mérést.
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Rontgendiffrakcios analizis (XRD):
A fazisosszetétel ellenbrzése céljabol készitett XRD-méréseket a Pannon Egyetem Miszaki Tudoméanyok
Kutato-Fejleszté Kozpontjanak Anyagmérndki Intézeti Tanszékén végezték, egy Philips PW 3710 tipusu
késziiléken, az alabbi mérési paraméterekkel:

. Anod: Cu (A, = 1.54056 A)

+ Gyorsitofesziiltség: 50 kV

+ Rontgencséaram: 40 mA

+ Lépéskoz: 0,02 °/s

+ Adatgytjtésiid6: 1 s.

Tiltott siv meghatarozasa:
A preparalt mintak tiltott savszélességének meghatarozasdban a Pannon Egyetem Természettudomanyi
Kozpontjanak Kornyezeti és Szervetlen Fotokémia Kutatocsoportja volt segitségemre. A mintael6készités
sordn a mintakbol vizes szuszpenzid késziilt barium-szulfattal egy iveglapon, majd ezt beszaritva keriiltek
a késziilékbe. A BaSO, standardként szolgalt a mérés sordn. A diffuz reflektancia-spektrumokat UV-Vis—
NIR spektrofotométer segitségével vettek fel az aldbbi bedllitasok mellett:

« Hullamhossztartomany: 600-1800 nm

« Letapogatasi sebesség: kozepes

« Mintavételi lépéskoz: 1,0 nm

+ Racsvaltds hulldmhossza: 720 nm

+ Detektorvaltas hullamhossza: 830 nm.

A tiltott sdv pontos értékét a reflektancia-spektrumok alapjan Tauc-modszerrel hataroztak meg. Tauc,
Davis és Mott 6sszefliggése:

(hva)'" = A(hv — E,) @

Ahol:

+ h - Planck-allando

« v-hulldmhossz

» « - abszorpcids koefficiens

- E, - tiltott sdv energidja (eV)

+ A - proporcionalis alland6

+ n=1/2, kdzvetlen engedélyezett atmenet esetén.

A mért reflektancia spektrum az aldbbi 6sszefliggéssel alakithato Kubelka—Munk-fliggvénnyé:

(hvF(Ry))* = A(hv — E,) (3)

A (WF (R,))*-t dbrazolva a hv fliggvényében olyan gorbét kapunk, amelynek inflexiés pontjdhoz huzott
érintéjének vizszintes tengelymetszete megadja a tiltott sav szélességét (eV). [23, 24]

Fajlagos feliilet- és porozitasvizsgalat (BET):

Az N, adszorpcios/deszorpcios izotermakat a Pannon Egyetem Bio-, Kérnyezetvédelmi és Vegyészmérnoki
Kutato és Fejleszté Kozpont Fenntarthaté Megoldasok Kutatd Laboratéoriumaban, egy Micromeritics
3Flex 3500 miiszerrel, folyékony nitrogén felhaszndlasaval mérték. A mintdkat a mérés megkezdése elott
vakuumkemencében 80 °C-on, 5 6ran keresztiil el6kezelték, ezutan a miiszerbe helyezve vakuumban,
30 °C-on, 30 dran keresztiil végezték a vizsgalatot. A fajlagos feliiletet Brunauer-Emmett-Teller (BET)
modszerrel, a porustérfogatot és a pérusmeéret-eloszlast (1,7-100 nm tartomanyban) pedig a Barrett—
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Joyner—Halenda (BJH) elmélet alapjan hataroztdk meg az izotermakbdl —196 °C-on. A mikroporusfeliilet
(S, €s @ mikropoérustérfogat (V,,;,,,) adatai t-plot modszerrel keriiltek meghatarozasra.

Transzmisszios elektronmikroszkdépia (TEM):

A dolgozatban szereplé TEM-felvételeket a Pannon Egyetem Nanolab kutatolaboratériumaban készitették,
egy Talos F200X G2 elektronmikroszkoppal, amely négydetektoros Super-X energiadiszperziv
rontgenspektrométerrel van felszerelve. TEM moédban vildgos latéter( és nagyfelbontasu felvételeket,
valamint elektrondiffrakcids felvételeket készitettek. Emellett STEM modban HAADF-felvételeket és
EDS-elemtérképeket is készitettek. A mintael6készités soran az agglomeralt részecskéket tartalmazo
mintakat Milli-Q vizben szuszpendaltak, majd koriilbeliil 1 percig ultrahangos fiird6ben (20-35 kHz)
homogenizaltak. A keverékbd6l néhany mikrolitert 3 mm atmérdjli, amorf szénnel bevont, 200 mesh
tipusu arany grid mintatartora pipettaztak. Szaritas utan keriilt sor a minta TEM-vizsgéalatara.

Fotokatalitikus tesztek:

A fotokatalitikus aktivitas jellemzésére kumarin tesztvegyiilettel, UV-besugarzas mellett végeztiink
teszteket. A kumarin bomlasi folyamatai sokréttiek, lebomlasat f6ként elektronok (e), szuperoxid-
aniongyokok (-0z ) és hidroxilgyokok (-OH) segitik eld. A lejatszodo f6bb reakciok:

e + kumarin - nem fluoreszcens termékek @
-O2+ kumarin - nem fluoreszcens termékek (5)
-OH + kumarin - 7 - OHC + OHC (6)

Bar a hidroxilgyok altali bomlas a teljes bomldsi mechanizmusnak csak kis hdnyadat teszi ki,
a bomlastermékek koziil csak a 7-hidroxi-kumarin (7-OHC) rendelkezik erds, jol mérheté fluoreszcenciaval,
igy kutatdsom erre a reakcioutra fokuszal. A teszt sordn a besugarzas hatasdra a katalizator feliiletén keletkezd
elektron-lyuk parok (;,+ €;) reakcioba lépnek a vizmolekulakkal, és reaktiv -OH gydkoket hoznak 1étre. A kumarin
-OH- gyokbefogoként széles kdrben alkalmazott tesztvegyiilet, igy reakcioba 1ép a keletkezett hidroxilgyokokkel.
A teljes folyamat:

katalizator + hv - katalizator(i'+ e;) ?)
h;b+ H,0 - -OH + H* (8)
o -0 HO. = (o] _0
+ 2°OH —_— \C’r + H0
F S~
Kumarin 7-Hidroxikumarin

4. abra. A kumarin bomldsa

A képz6d6 7-hidroxi-kumarin intenzitdsanak valtozasa fluorimetriaval kovethet; mennyisége aranyos
a fotokatalizatorok szervesanyag-bontd képességével. Ennélfogva ez a mddszer jol hasznéalhato
a fotokatalizatorok jellemzésére. Fontos azonban megjegyezni, hogy ezzel a mddszerrel csak
a hidroxilgyokbefogd mechanizmussal lejatszodd bomlés jellemezhetd.

A tesztekhez 50 ml 10-* M-os kumarinoldatot és kb. 50 mg katalizatort mértem be egy 60 ml-es Pyrex
iivegreaktorba. A bemérést kovetéen a reaktort a magneses keverére helyezve 20 percig, fénytél elzartan
kevertettem a mintat annak érdekében, hogy az adszorpcids folyamatok megfelel6en lejatszodjanak.
Ez azid6 a kutatdcsoport korabbi tapasztalatai és mérései alapjan elegendének bizonyult az adszorpciéhoz
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a kumarin tesztvegylilettel végzett fotokatalitikus tesztek soran. Ezutan kezdtem meg a bevilagitast UV-
fénnyel, melyet 5 6rdn keresztiil végeztem. Minden teszt esetében ugyanazzal a reaktorral és bevilagitasi
elrendezéssel (5. abra) dolgoztam, leveg6tol elzart rendszerben.

A teszt soran a bevilagitas 365 nm-es UV-fénnyel tortént, két forrasbol. A két UV-lampa egyenld tavolsagra
helyezkedett el a mintatol, a reaktor két szemkozti oldalan. A mintat egy magneses keverd folé fogattam,
melynek segitségével a teljes teszt folyaman homogenizaltam a mintat (5. dbra). A berendezés egy fénytél
elzart helyiséghen talalhatd, igy csak a lampakbol érkezé UV-fény érte a mintat. A reaktorbdl 6ranként
mintat vettem, hogy kés6bb vizsgalhassuk a reakcio lefolyasat. Ezeket a mintakat fényt6l védett helyen,
httve taroltuk a fluorimetrias vizsgalatokig.

5. dbra. A bevildgitas vazlatos rajza (https.//BioRender.com)

UV-VIS fluoreszcencia spektroszkdpia:

fluoreszcencia spektroszkopia segitségével hataroztam meg. A méréseket a Pannon Egyetem,
Természettudomanyi K6zpont, Kornyezeti és Szervetlen Fotokémiai Kutatocsoport laborjanak PerkinElmer
LS-50B tipusu spektrofluoriméterén végeztem a kévetkezé mérési paraméterekkel:

« meérési tartomany: 360-600 nm

« letapogatasi sebesség: 5 nm/s

« koaddicio: 2

. gerjesztés: 332 nm.

4.3. Az In,(S0,), vizsgalata

Kezdetben az In-szulfat termikus viselkedését és In-hidroxiddd valo alakitasanak lehet6ségét vizsgaltuk.
Cél az In-oxid kozvetlen, hevitéssel torténd eldallitdsa volt In,(SO,);-bol.

Mivel a kés6bbiekben a vegyesoxidokat agyagasvanyokkal tervezziik kombinalni, ezért a kezelési
hémeérséklet nem lehet tulsdgosan magas. A legtobb agyagasvany esetén 400 °C felett mar megkezdddik
a rétegek dehidroxilacidja, majd a fazisatalakuldsok [25], melyek az agyagdsvanyok fotokatalitikus
tulajdonsagainak megérzése szempontjabdl nem elényosek. igy el6szér azt vizsgaltuk, hogy az In,(SO,),
pusztan termikus tUton atalakithat6-e 400 °C alatt In,05-da. Ehhez termoanalitikai és infravoros
spektroszkopids méréseket végeztiink.
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A termogravimetrias felvételen (6. abra) lathaté els6 bomlasi 1épcsék (125-260 °C) a szerkezeti viz
tavozasat jelzik (az elvileg vizmentes kiindulasi In,(SO,),-bdl). Ezt kévet6en a minta atalakuldsa csak
675 °C felett kezdddik, ez viszont — ahogy fent emlitettem — a kés6ébbi kisérleti munka szempontjabol
elénytelen. Igy a kozvetlen termikus atalakitast kizartuk, hidroxidos forman keresztiil kell elérniink
a kivant In-oxidot.

—TG - -DIG —DSC

100

0,8

0,6

Tomeg [%]
DSC [pV/mg]

0,4

0,2

0,0

-0,2

40 -0,4
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Hémérséklet [C°]
6. dbra. Az In,(SO,), termoanalitikai gorbéi

Az IR-mérések sordn vizsgaltuk a kiinduldsi tiszta In,(SO,);-ot, valamint a 400 °C-ig és az 1000 °C-ig
hevitett mintdkat, hogy nyomon kdvethessiik a hevités soran végbemend dsszetétel-valtozasokat (7. dbra).
Akiindulasi anyagunk elvileg vizmentes, szilard In,(SO,), volt. A felvételek alapjan megallapithatjuk, hogy
a sé mégis tartalmaz vizet, rdaddsul szerkezetében kétféleképpen megkéotve. A feliileten és a szerkezetben
kotott OH-csoportok csucsai az 1700-1600 cm-es hullaimszdm-tartoméanyban lathatok, amelyek
400 °C-os hevités hatdsara eltlinnek. Ezt a TG-felvételeink is igazoljak. Az 1000 °C-os kihevités utdn
a szulfat oxidda alakult, melyet az 1300-900 cm-es csucs eltlinése jelez. Ez szintén megfigyelhetd
a TG-gorbén.
014 — 1000 C°-ig hevitett In-szulfét 55

—400 C°-ig hevitett In-szulfat
o012 —Eredetiin-szulfat

01
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7. abra. Az In,(SO,), IR-felvétele

Megallapitottuk, hogy az In,(SO,), termikusan szamunkra til magas hémérsékleten bomlik oxidda, igy
a mintak el6készitését a fotokatalizatorok eléallitasara széles korben alkalmazott csapadékképzéses
eljarassal végeztiik [26].
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4.4. Az optimalis Zn0O-In,0, 6sszetétel meghatarozasa

A Kkisérleti rész elsé szakaszaban harom kiilonbo6z6 oxidosszetételt (50%—-50%, 90%—-10%, 99%—1%) és
a tiszta In-oxidot vizsgaltuk. Ezutan készitettiink tovabbi két 6sszetétell (95%—-5%, 93%—7%) preparatumot,
két-két parhuzamos sarzzsal (2. tdblazat), majd elvégeztiik vellik ugyanazokat a vizsgalatokat, mint
a korabbi mintdk esetében. Célunk az optimalis oxiddsszetétel meghatarozasa volt.

4.4.1. Preparacio

A ZnO-t Zn(NO,), - 6H,0 prekurzorbdl, mig az In,0,-ot In,(SO,), prekurzorbol allitottuk elé.
A preparaciéhoz sziikséges volt egy 0,1 M-os In,(SO,), oldat készitése. Ebb6l 200 ml-t készitettem,
10,3161 g kristalyos In,(SO,); bemérésével. A szilard anyagot analitikai mérlegen mértem ki egy
féz6pohdarba, majd azt ultratisztasagu Milli-Q vizzel feloldottam, és maradék nélkiil atvittem egy
200 ml-es mérélombikba. Ezutan a lombikot Milli-Q vizzel jelre toltottem és homogenizaltam. Hasonlo
modon készitettem 500 ml Zn(NO,),-oldatot is 148,73 g kristalyvizes s6 bemérésével. Tekintve, hogy az
In,(S0,), vizsgalatakor kideriilt, hogy nem vizmentes a kiindulasi anyagunk, korrigalni kellett ezen oldat
molaritasat. Ez 0,0916 M, a tovabbiakban ezzel szamoltam.

A szazalékos értékek a végleges, kiégetett oxidosszetételére vonatkoznak (m/m%). A célunk mindegyik
esetben 1 g oxidkeverék elédllitasa volt, melyhez a kiinduldsi anyagok mennyiségét szamolassal
hataroztam meg. Szamitasok az 50%—-50%-0s Osszetétel esetén: A preparalds soran lejatszodé reakciok:

In,(SO,); + 6 NaOH - 2 In(OH), + 3 Na,SO, )
Zn(NO,), + 2 NaOH —2 NaNO, + Zn(OH), (10)
Sziikséges:

M ZnO—IngOq — lg

Mmyno = 500myg Ming0s = 500myg
Myz,0 = 81,38mg/mmol M0, = 277, 64mg /mmol
nzno = m/M = 6,1440mmol Nine0s = m /M = 1,8009mmol
Hevités: Hevités:
Zn(OH); — ZnO + H,0 2In(OH)3 — InyO3 + 3H,0
NZnO = NZn(NOg)es6H20 = 0, 1440mmol Nny0y = Ming(804); = 1, 8009mmol
CZn(NO3)as6 0 = 0, 1M Cra(oms = 0,09161
Vn(NO)as6i1,0— 61,44 cm® Vino),=19,66 cm®

nyeon = 6, 144mol - 2 + 1, 8009mol - 6 = 23, 09mol
cnaon = 0,2M

VNaOH=115,47 cm?

A preparalds menete a kovetkezd volt: A sziikséges mennyiségli In2(SO,),- és Zn(NO,),-oldatot minden
preparatumndl méréhengerrel mértem ki, majd ezt magneses keverdre helyezve lassan, cseppenként
adagoltam hozza a — szintén méréhengerrel kimért — NaOH oldatot. Ezutdn 30-40 percig hagytam
kevertetni, hogy a reakcio megfelel6en lejatszddjon.

Az elegybdl centrifuga segitségével elvalasztottam a szilard fazist. Kézzel dekantaltam a folyadékfazist,
majd Milli-Q vizzel haromszor atmostam, és minden atmosds utdn djracentrifugaltam, hogy az esetleges
Na,SO,-maradékokat eltavolitsam. A megmaradt szilard fazist hagytam levegén kiszaradni, majd
poritottam.
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2. tabldzat. A készitett prepardtumok esetén bemért mennyiségek

KOMPONENSEK PREPARATUMOK [cm?]
ZnO : In,04 arany [%] 0:100 | 50:50 | 50:50 [ 90:10 | 93:7 93:7 95:5 95:5 99:1
In,(S0O,), (0,0916M) 30 20 20 4 3 3 2 2 0,4
Zn(N03)2-6 H,0 (0,1M) - 61,5 61,5 110 115 115 117 117 122
NaOH (0,2M) 90 120 120 125 125 125 125 125 125

4.4.2. Termoanalitikai vizsgalat

Minden mintarél készitettiink termogravimetrias felvételt (8., 9. dbra). A mérésekbdl két kérdésre vartunk
valaszt: Milyen hdmérsékleten égessiik oxidda a hidroxidos format? Illetve a kiégetés soran valoban teljes

meértékben oxiddéa alakult-e a minta?

A kiégetés el6tti, hidroxidos formak felvételei a 8. és 9. dbrak fels¢ diagramjain lathatok, kék, illetve lila
szinekkel. E felvételekbdl egyértelmiien latszik, hogy minden atalakulas lejatszédik 400 °C-ig, ezért ezt

az értéket valasztottuk a kiégetés hdmérsékletének.
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8. dbra. A hidroxidos (fent) és oxidos (lent) formdk TG-gorbéi
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9. dbra. A hidroxidos (fent) és oxidos (lent) formdk DTG-gorbéi. A jelmagyardzat megegyezik a 8. dbraéval.

A mintdkat tehdt 400 °C-on, 2 éra hdntartdssal kemencében kiégettiik, ezutan ajbol készitettiink
a mintdkrol TG-felvételeket. Ezek az dbrak alsé diagramjain lathatok

z6ld/sarga szinekkel.

A termogravimetriai mérések utdn megbizonyosodhattunk arrél, hogy a hidroxidok teljes oxidda alakuldsa
megtortént, hiszen a 400 °C alatti bomldsi 1épcsdk a kiégetés utdni felvételeken mar nem lathatok, a
tomegveszteség atlagosan csupan 5%.

Mivel a kristdlyos indium-oxid sargas szinf, a kiégetés utdni mintdk szinén szabad szemmel is jol
megfigyelheté az In,0,-tartalom valtozasa (10. dbra).

10. dbra. In,0O4-tartalom balrol jobbra: 50%, 10%, 1%
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Jogos kérdésként mertilhet fel, hogy a TG-mérések tomegveszteségei vajon mennyire reprezentativak
a kiégetésre nézve. Ennek szemléltetésére kigytijtottem a kiégetés tomegveszteségét, valamint a TG-
felvételeken 400 °C-ig jelentkez6 tomegveszteségeket minden minta esetében (3. tdblazat). A két adatsor
kozotti atlagos eltérés 1,2%.

3. tabldazat. Tomegveszteségek a kiégetés és a termogravimetriai mérések sordn

MINTAK 50%ZnO0- | 50%Zn0- | 90% ZnO- | 93% ZnO- | 93%ZnO- | 95% ZnO- | 95% ZnO- | 99% Zno-
50% In,0, | 50% In,0,/2 | 10%1In,0, | 7%In,0; | 7%1In,05/2 | 5%1In,0; | 5%In,05/2 | 1% In,0;
Ke“‘e“"(‘f;)esmseg 22,8% 25,4% 13,8% 21,6% 22,0% 18,8% 10,6% 24,2%
TG veszteség
et o 24,4% 25,1% 15,3% 15,3% 15,3% 22,2% 8,5% 23,3%
Eltérés -1,6% 0,4% 1,5% 6,3% 6,7% -3,4% 2,1% 0,9%

4.4.3. Rontgendiffrakcios mérések (XRD)

A kristadlyszerkezet vizsgdlatdra és a fazisvaltozdsok kovetésére rontgendiffrakcidos méréseket
készittettiink. A felvételek elsédleges célja, hogy alatamasszak a hidroxid—oxid atalakulast, igy megerdsitve
a TG-felvételek eredményeit.

A felvételeken jol definidltan megjelennek a ZnO reflexids csucsai, azonban az In,0, csucsai —
feltehet6leg a magas ZnO arany miatt — nem lathaték. Az eredmények koziil az 50%—50%-0s kompozit
felvétele érdekes. Nem figyelhet6k meg rajta sem az In,0,, sem a ZnO, csucsai, ezért a mérést
megismételtiik. Az eredményeket reprodukalni tudtuk, ennek okai tovabbi vizsgélatot igényelnek.
A tobbi felvételen azonban jol kivehet6en megjelennek az oxidos 0sszetételre jellemzé reflexios csucsok,
amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy valéban sikeriilt el6allitani a kivant oxidkompozitokat.

Zn-oxid 99% Zn-oxid : 1% In-oxid —95% Zn-oxid : 5% In-oxid /1.
40000 |=95% Zn-oxid : 5% In-oxid /2. —93% Zn-oxid : 7% In-oxid /1. —93% Zn-oxid : 7% In-oxid /2.
90% Zn-oxid : 10% In-oxid ~ —50% Zn-oxid : 50% In-oxid ~ —In-oxid
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11. dbra. A vegyesoxidok, valamint a tiszta Zn- és In-oxid XRD-felvételei

4.4.4. Valos oxidosszetételek - SEM-EDX

A termoanalitikai, illetve rontgendiffrakcios vizsgalatokbol lathattuk, hogy az oxidacio feltételezhet6en
megtortént a kiégetés soran. Azonban ezekbdl még nem kdvetkezik, hogy az eldallitott minta valds
Osszetétele megegyezik a névleges oxidosszetétellel. Ennek ellen6rzésére elektronmikroszkdépos
felvételeket készitettiink. A SEM-EDX mérések alapjan szamolt oxidosszetételek a 4. tablazatban lathatdk.



4. tabldazat. Valos oxiddsszetételek az energiadiszperziv rontgenspektroszkopidas mérések alapjin

_.NEVLE(}ES 50%ZNO - 50% ZNO - 93% ZNO - 93% ZNO - 95% ZnO - 95% ZnO - 99% ZnO -
OSSZETETEL 50%IN,0;/I. | 50% IN,O5/IL. | 7% In,0,/I. | 7% In,0;/II. 5% In,0,/1. 5% In,0,/II. 1% In,0;
Iy In,0; 41,48 41,56 6,04 5,89 4,36 4,60 0,94
2
G
= ZnO 55,35 54,53 89,92 90,12 94,32 94,46 98,57

A valds Osszetétel tehat lathatéan jol kdveti a névlegeset, az atlagos relativ hiba 5,6%. Az eltérések
a preparacié hibaibdl adédhatnak, kiiléndsen a kis In,0,-tartalmu mintaknadl, ezért érdemes minden
minta valos dsszetételét ellendrizni a jovében is.

4.4.5. TEM-analizis - 50% Zn0-50% In,0,

A rontgendiffrakcios mérések elemzése soran korabban emlitett 50% ZnO—-50% In,0, 6sszetételi minta
érdekes, amorfjellegl diffrakcids felvétele tovabbi vizsgalatra adott okot. Annak érdekében, hogy teljesebb
képet kapjunk a minta szerkezetérél, mindkét parhuzamos mintat elktldtiik TEM-elemzésre. A méréseket
a Pannon Egyetem Nanolab kutatélaboratériumaban végezték.

A mérések sordn a mintdkban haromféle morfolégiaju terméket taldltak: nagyméreti (150-200 nm
atmérdjli), szabdlytalan alaku szemcséket (A), tliszert nanokristalyokat (B), illetve kristalylapokkal hatarolt
nanorészecskéket (C) (12. abra). Altalénosségban elmondhatdé, hogy a Zn—-In-eloszlas a mintan beliil
inhomogén, az indium jelenléte inkabb a nagyobb, amorf szerkezet(i agglomeratumokban jellemz6.
A tliszer( nanokristalyokat és a nanorészecskéket szinte kizarolag kristalyos ZnO alkotja. Ez tovabbi
magyarazattal szolgdlhat arra, hogy a rontgendiffrakcios felvételeken miért nem lattunk a kristalyos
In-oxidra jellemzd reflexiokat. Ezenkiviil az amorf szemcsék nagy ardnyu jelenléte magyarazza az XRD-
felvételeken a diszkrét csucsok hidnyat.

e o 1A, e

12. dbra. TEM-BF-felvételek, amelyek a mintdra jellemzd részecskéket mutatjdk.

A nagyméret(i szemcsékrol (150-200 nm) kijelenthetd, hogy tobb nanorészecske agglomeracioi.
A nanorészecskéket 5-12 nm atméro jellemzi. A vizsgalt agglomeratumok 6sszetétele homogénnek
tekinthetd, Zn:In ardnyuk atlagosan 52:48 (13. dbra). (A névleges arany 50:50.) Ez 6sszhangban all az
el6zé szakaszban targyalt SEM-EDX mérések alapjan szamolt oxiddsszetétellel.
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13. dbra. Egy In-dus szemcse TEM-analizise. A) TEM-BF-felvétel tobb amorf agglomerdtumrdl,
B) a szemcsérdl késziilt SAED-felvétel, jelezve a részecskéhez tartozd jeleket (1,64 A, ill.
2,71 4). C) HRTEMfelvétel a C jelii teriiletrdl, amely mutatja az agglomerdtumot képezd
egyedi szemcséket és D) TEM-EDS-analizis a C teriiletrdl (0:Zn:In = 58:22:20).

4.4.6. Tiltott sav mérése

Egy fotokatalizator tiltott savszélessége nagyban meghatarozza annak hatékonysagat. A tiltott sav
(Band Gap) az az energiatartomany egy félvezetében, ahol nincsenek megengedett elektronallapotok.
Ez hatarozza meg, hogy mekkora energiaju fotonra van sziikség ahhoz, hogy egy elektron a vegyértéksavbol
a vezetési savba ugorjon, vagyis hogy a fotokatalizator aktivalddjon. Ezért minden altalunk eldallitott
kompozit esetében meghataroztuk a band-gap értékeket, vagyis az adott kompozit aktivalasahoz
sziikséges foton energiat (eV), illetve az ennek megfeleld elektromagneses sugarzas hullimhosszat (nm).
Az eredményeket a 5. tdblazat tartalmazza.

Megfigyelhet6, hogy az In,0, a varakozasoknak megfeleléen valoban a lathaté fény hullimhossztartomanya
felé tolja el a kompozitok tiltott sav értékeit. Ez azt jelenti, hogy kisebb energiaju sugarzas is elegendd
a gerjesztéshez, igy ezek a kompozitok hatékonyabbak lehetnek kdrnyezeti fény mellett.

5. tabldzat. Band-gap mérés eredményei

Minta Tiltott sav

eV nm
In,0, 3,00 413
Zn0:In,0, 50%-50% 3,15 394
Zn0:In,0, 50%-50%/2 3,18 390
Zn0:In,05 90%-10% 3,23 384
Zn0:In,05 99%-1% 3,23 384
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4.4.7. BET-feliilet meghatarozasa

A fotokatalizatorok masik kulcsfontossagu jellemzdje a fajlagos feliilet nagysaga. A nagyobb fajlagos
feliilet nagyobb aktivitast és jobb hatékonysagot eredményezhet. Az alabbi tdblazatban (6. tablazat)
lathato az egyes fotokatalizatorok BET-feliilete (S, ), mikroporus-feliilete (S,,,,,), teljes porustérfogata (V),
mikroporus-térfogata (V,,..,) és dtlagos pérusatmeérdéje (Dtl.). A/2-es mintaazonositok az adott 0sszetétel
parhuzamos sarzsait jelolik, az azonos szinli adatsorok pedig egyazon minta parhuzamos BET-méréseit.
A mérések megismétlésének célja az eredmények reprodukalhatésdganak vizsgalata.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az In,0, kisebb porusméretébdl adodoan csokkenti
az atlagos porusatmérot. A BET-feliilet értékeit vizsgalva egyértelmi tendencia figyelheté meg: az
In,0, valéban jelent6s feliiletnéveld hatassal bir. A vizsgdlt 6sszetételek koziil e tekintetben az 50%—
50%-o0s kompozit emelkedik ki, amelynek fajlagos feliilete szignifikdnsan meghaladja mind a tiszta ZnO,
mind pedig a tiszta In,0, értékeit. Ugyanez az optimum figyelheté meg a mikroporus-feliilet értékeinél
is. Az ismételt mérések kis szérdssal reprodukalhatd eredményeket adtak, ez megerdsiti az adatok
megbizhatosagat. Itt megemlitendd, hogy éppen ezen dsszetétel XRD-felvételén nem figyelheté meg
hatarozott reflexiés cstics, amelyet szintén tudtunk reprodukalni. Ezen eredmények kozotti 6sszefliggés
tovabbi vizsgélatot igényel.

A BET-feliilet tekintetében tehat az 50%-50%-0s 0sszetételnél optimum figyelhet6 meg, ez azonban nem
feltétleniil teszi ezt a kompozitot a leghatékonyabb fotokatalizatorra. A fotokatalitikus aktivitas masik
jelentés mutatoja a reaktiv gyokfejleszté képesség; ezt kumarin tesztvegylilettel vizsgaltuk.

6. tabldzat. Fajlagosfeliilet-mérés eredményei

Minta Sper [m?/g] Siero [M?/81 V [em?/g] V,.2,0 [em?/g] D, [nm]
In,0, 76,6 5,5 0,2644 0,00220 9,7
In,0, 76,7 6,1 0,2643 0,00249 9,8
Zn0:In,0, 50%-50% 82,2 9,4 0,5438 0,00400 20,8
Zn0:1n,0; 50%-50% 82,1 10,1 0,5421 0,00429 21,1
Zn0:In,0; 50%-50%/2 89,6 7,6 0,5032 0,00328 18,2
Zn0:1n,0; 90%-10% 48,8 6,9 0,4234 0,00293 29,7
Zn0:In,0, 93%-7% 52,8 8,1 0,4739 0,00349 30,7
Zn0:1n,0; 93%-7%/2 47,6 7,6 0,4420 0,00327 32,0
Zn0:In,0; 95%-5% 29,7 5,3 0,2362 0,00226 34,3
Zn0:In,0; 95%-5%/2 18,7 3,2 0,1266 0,00138 29,8
Zn0:In,0, 99%-1% 33,0 41 0,2668 0,00177 32,0
Zno 29,9 4,7 0,2863 0,00207 39,1
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4.4.8. Fotokatalitikus aktivitas vizsgalata

Az eléallitott vegyesoxid fotokatalizatorok szervesanyag-lebonté képességét kumarin tesztvegyiilet
segitségével vizsgaltuk vizes fazisban. A -OH-gyokképzddési reakcié soran a kumarin mint gyokbefogo
viselkedik, igy a mért aktivitdsok ezen mechanizmusra nézve reprezentativak. A 14. dbran a 7-hidroxi-
kumarin koncentraciovaltozasa figyelheté meg a 90% Zn0:10% In,0, katalizator jelenlétében.
A bomlastermék izobesztikus pontjan (449 nm) mért intenzitdsokat a bevilagitasi idé figgvényében
abrazolva a 15. dbra mutatja.

7-hidroxi-kumarin intenzitasvaltozasa a
bevilagitasi idé fliggvényében

300 perc
| \
140 / \ ~—240 perc
| \
120 / ——180 perc
8
E’ 100 ~120 perc
c
9 ——60 perc
€ 80

0 perc

360 410 460 510 560
Hulldmhossz [nm]

14. dbra. A 7-hidroxi-kumarin emisszios savianak intenzitasvdltozdasa a 90%—10%-os oxidosszetételnél

250 In-oxid

—=—50% Zn-oxid : 50% In-oxid
——50% Zn-oxid : 50% In-oxid /II.
——90% Zn-oxid : 10% In-oxid
~+-93% Zn-oxid : 7% In-oxid

—4-93% Zn-oxid : 7% In-oxid /II.

Intenzitds 449 nm-en

—+-95% Zn-oxid : 5% In-oxid

——95% Zn-oxid : 5% In-oxid /Il.

——99% Zn-oxid : 1% In-oxid

Zn-oxid
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15. dbra. Fotokatalitikus aktivitasok az dsszes elddllitott Zn—In-oxid esetében

A kezdeti mérési sorozatban a két leghatékonyabb 6sszetételi mintanak az 1%-os és a 10%-0s In,0,-
tartalmu kompozit bizonyult, igy a kettd kozé tovabbi két 6sszetételnek megfeleld (5% és 7% In,0,-
tartalmu) mintdkat preparaltunk, hogy megtalaljuk az optimalis 6sszetételt. Az 6sszes Zn—In-oxidkompozit
fotokatalitikus aktivitdsdnak dsszevetését a 15. dbra tartalmazza.

A grafikon alapjan altalanossagban elmondhato, hogy az In,0,-koncentracio csokkenésével az aktivitas
né, viszont négy killonbozé dsszetételnél és a tiszta ZnO-ndl is lathatd egy intenzitdsesés. Ennek
oka lehet, hogy a kumarin mar elbomlott, miel6tt még be tudta volna fogni a hidroxilgyokot, esetleg
a 7-hidroxi-kumarin kezdett el tovabbalakulni. Ezen okok alatdmasztasdra és tisztdzasara érdemes lenne
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reakcidelegyet HPLC-vel vizsgdlni. Intenzitds tekintetében az 5%-os In,0,-tartalmu minta mutatja a
legnagyobb értékeket, illetve a végpontban mért intenzitasa is ennek a legmagasabb.

4.5. Tarsitas agyagasvanyokkal

A vizsgalt ZnO-In,0, 0sszetételek vizsgalati eredményeinek 0sszevetése alapjan a leghatékonyabbnak
a 95% Zn0-5% In,0, aranyu kompozit bizonyult, igy a tovabbiakban ezzel az 6sszetételli Zn—In-oxiddal
dolgoztunk. Ezen kompozit halloysittal és kaolinittel torténé tarsitasat, valamint az eléallitott mintak
vizsgdlati eredmeényeit targyalja a kovetkezo fejezet.

4.5.1. Preparacio

Az agyagasvany-tartalmu mintak esetében a preparaciot a korabbiakhoz hasonldo médon végeztem.
A cél tovabbra is 1 g katalizator eldallitasa volt. Az egyik mintasorozatban Essen-halloysitot (EH),
a masiknal kereskedelmi forgalomban kaphaté kaolinitet (Fluka) haszndltam. A megfelel6 mennyiségi
agyagasvanyt a csapadéklevalasztasi és kevertetési 1épés utdn adagoltam az elegyhez, majd tovabbi
kb. 0,5-1 oran at kevertettem a magneses keverén a megfelel6 homogenizalas érdekében. Ezutan a
centrifugdlas, a szaritas és a 400 °C-os kiégetés a szokott modon tortént. A pontos bemért mennyiségeket
a 8. tdblazat részletesen tartalmazza.

7. tablazat. Halloysit-tartalmu prepardtumok

KOMPONENSEK PREPARATUMOK
EH : ZnO-In-oxid arany [%] 90:10 70:30 50:50 30:70 10:90
In,(S0,), (0,0916M) [cm®] 0,20 0,59 0,98 1,38 1,76
Zn(NO,), -6 H,0 (0,1M) [cm?] 12 35 59 82 105
NaOH (0,2M) [em?] 13 37 70 91 112
Essen-halloyist [mg] 899,0 698,4 498,9 308,6 98,5
8. tabldzat. Kaolinit-tartalmu prepardtumok
KOMPONENSEK PREPARATUMOK
Fluka : ZnO-In-oxid arany [%] 90:10 70:30 50:50 30:70 10:90
In,(S0,), (0,0916M) [cm®] 0,24 0,71 1,2 1,65 2,2
Zn(NO,), -6 H,0 (0,1M) [cm?] 14 42 70 98 127
NaOH (0,2M) [em?] 16 46 75 105 133
Fluka kaolinit [mg] 1082,7 840,1 603,6 360,7 123,4
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4.5.2. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalat

Hogy meggy6z6djiink a valos oxiddsszetételek helyességérol, a halloysittel tarsitott mintakat elkiildtiik
SEM-EDX-elemzésre. A vizsgalatokat a Pannon Egyetem Anyagmérnoki Intézeti Tanszékén végezték.
Az eredmények alapjan ez esetben is megallapithato, hogy a valds Osszetétel jol koveti a névlegeset, az
atlagos relativ hiba 3,3%. Az eltérések a preparacié hibaibol adédhatnak, kiillénésen az In,0,-tartalom

esetében, ezért érdemes minden minta valds 6sszetételét ellendrizni a jovében is.

9. tabldzat. Valos oxiddsszetételek az energiadiszperziv rontgenspektroszkopids mérések alapjan

MINTA 10EH 30EH 50EH 70EH 90EH
Osszetétel névleges | valédi | névleges | valédi | névleges valodi névleges valédi névleges valédi
halloysit 10 10,99 30 28,88 50 49,24 70 68,41 90 88,74
ZnO 85,5 82,62 66,5 67,86 47,5 48,06 28,5 29,38 9,5 8,57
In,0; 4,5 4,16 3,5 3,03 2,5 2351 1,5 1,62 0,5 0,88

Morfolégia Az elektronmikroszkopos mérések soran felvett, szekunder elektronokkal készitett
képekbdl topografiai informdciot is nyerhetiink az eldallitott katalizatorokrol. A felvételeken nagyon jol
megfigyelhetd a ZnO nanorudas, nanoviragos szerkezete, amely kiilonosen a csapadékképzéses preparacio

esetén jellemzd.

10% EH - 90% Zn-In-oxid

i soa_ETD St

70% EH - 30% Zn-In-oxid

16. dbra. Haromféle dsszetételii minta kiilonbozo nagyitdst elektronmikroszkdpos felvételei

A kaolinites mintdk SEM-elemzése még folyamatban van.
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4.5.3. Termoanalitikai vizsgalat

A halloysit-tartalmu mintdk esetében is ugyanazon késziilékkel és paraméterekkel végeztiik el a TG-
meéréseket, mint kordbban. A kaolinittartalmu mintdkat azonban technikai okokbol derivatograffal mértiik
meg.

A halloysit hordozot tartalmazo mintak TG-felvételeit a 17. dbra mutatja. A kiégetés el6tti (felsé,
kék/lila) felvételeken lathatd 500 °C korili drasztikus (kb. 7-10%-0s) tomegveszteség a halloysit
dehidroxilez6désének tulajdonithato, amely sordn szerkezeti OH-csoportokat veszitve 2:1 beidellite-é
alakul [27]. Ezutan tortént a mintdk 400 °C-os kiégetése kemencében. A kiégetés utani mintak felvételein
(alsok) is valtozatlanul megfigyelhetd a beidellitnek tulajdonitott bomlasi lépcso, igy feltételezhetd, hogy
a kiégetés soran a halloysit szerkezete nem sériilt. Ezen atalakulason kiviil azonban a kiégetés utani
felvételeken nem lathatok egyéb bomlasi lépcsék, ebbdl arra kovetkeztethetlink, hogy a hidroxidok oxidda
torténé atalakulasa maradéktalanul lezajlott a 400 °C-os kiégetés soran.

100
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P —580% EH : 10% Zn-In-hidroxid
—70% EH : 30% Zn-In-hidroxid
" —50% EH : 50% Zn-In-hidroxid
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17. dbra. A halloysit-tartalmui hidroxidos (fent) és oxidos (lent) formdk TG-gorbéi
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18. dbra. A halloysit-tartalmu hidroxidos (fent) és oxidos (lent) formdk DTG-gorbéi

A kaolinit tartalmt mintak termoanalitikai elemzését egy MOM gyartmanyu Derivatograph-C tipusa
késziilékkel végeztiik. Statikus leveg6 atmoszféraban 10 °C/perc felfiitéssel, nyitott keramia mintatartoban
zajlott a mérés. Az eredményil kapott gérbék a 19. és 20. dbrakon lathatdk. Az els6, 140 °C koriil jelentkezd
kisebb 1épcsok a szerkezeti vizveszteséget jelzik; a 200-300 °C-os tartomanyban lathato tomegveszteségek
a Zn-In-hidroxidok oxidda alakuldsdhoz tartoznak. Az 550 °C és 600 °C kozott pedig a kaolinit atalakulasa
torténik meg metakaolinitta. [d6 hianyaban csak a kemencében torténd kiégetés el6tti (hidroxidos) forméak
meéréseit végeztiik el a derivatograffal, azonban feltételezhetd, hogy az oxidos formak esetében is hasonld
eredmények sziiletnének, mint a halloysit-tartalmu mintdk esetében.
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19. dbra. A kaolinit-tartalmu hidroxidos formdk TG-gorbéi
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20. dabra. A kaolinit-tartalmu hidroxidos formak DTG-gorbéi
Tomegveszteségek:

Az agyagdsvany-tartalmu mintdk esetében is érdemes 6sszehasonlitani a TG-mérések és a kiégetés sordn
bekévetkezd tomegveszteségeket. Ezek a 10. és a 11. tdblazatban lathatdk. Az adatok alapjan a kétféle
hevités kozotti atlagos eltérés a halloysitos mintdk esetében -1,4%, a kaolinites mintak esetében 0,3%.

10. tablazat. Tomegveszteségek a kiégetés és a termogravimetriai mérések sordn (halloysitos mintdk)

MINTAK 10% EH 30% EH 50% EH 70% EH 90%EH
Kemenceveszteség (%) 18,8% 10,2% 11,4% 9,9% 8,0%
TG veszteség 400 °C-ig (%) 21,0% 11,3% 11,9% 11,0% 9,9%
Eltérés -2,2% -1,1% -0,5% -1,1% -1,9%
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11. tablazat. Tomegveszteségek a kiegetés és a termogravimetriai mérések sordn (kaolinites mintdk)

MINTAK 10% Fluka 30% Fluka 50% Fluka 70% Fluka 90%Fluka
Kemenceveszteség (%) 20,4% 15,9% 12,8% 8,1% 1,4%
TG veszteség 400 °C-ig (%) 20,22% 15,78% 12,55% 7,81% 0,98%
Eltérés 0,2% 0,1% 0,3% 0,3% 0,4%

4.5.4. Rontgendiffrakcios mérések (XRD)

Az oxidatalakulds ellenérzésére készitett rontgendiffrakcios felvételeken jol megfigyelhetd az
agyagasvanyok jelenléte a mintakban. Jellemzd reflexioik intenzitdsa a mintdban elfoglalt hanyadukkal
egyenes ardnyban valtozik. A ZnO reflexios csucsai minden felvételen lathatéak mindkét agyagasvany
esetében.
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21. abra. A halloysit-tartalmu mintak XRD-felvételei a jellemzd reflexickkal
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22. dbra. A kaolinit-tartalmu mintdk XRD-felvételei a jellemzd reflexiokkal
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4.5.5. BET-feliilet meghatarozasa

A konnyebb atlathatosag érdekében itt csak a szdmitott BET-feliiletet (S, ) és az atlagos porusatmeérot
(Dy) tintettem fel a 12. tabldzatban. Ezek az adatok jellemzik legjobban a mintdk feliileti tulajdonségait,
amelyek hatassal lehetnek a fotokatalitikus aktivitasra. Az agyagasvanyok vart feliiletndvel$ hatasa
megfigyelhet6, azonban az dtlagos pérusmeéret értékein nem figyelheté meg tendencia.

12. tablazat. Fajlagosfeliilet-mérés eredményei

Minta Sper [M?/2] D, [nm]
0% EH 24,2 32,05
10% EH : 90% Zn/In-oxid 31,1 23,3
30% EH : 70% Zn/In-oxid 43,5 21,0
50% EH : 50% Zn/In-oxid 46,3 19,6
70% EH : 30% Zn/In-oxid 48,0 16,7
90% EH : 10% Zn/In-oxid 53,0 14,0
100% EH 85,8 12,0
0% Fluka 24,2 32,05
10% Fluka : 90%Zn/In-oxid 8,8 23,9
30% Fluka : 70%Zn/In-oxid 25,0 28,3
50% Fluka : 50%Zn/In-oxid 34,7 33,1
70% Fluka : 30%Zn/In-oxid 48,0 28,9
90% Fluka : 10%Zn/In-oxi 58,1 31,2
100% Fluka 7,9 28,3

4.5.6. Fotokatalitikus aktivitas

A fotokatalitikus teszteket a korabbiakkal analég modon végeztiik. A bevilagitas soran levett mintakat
fluoriméteren megmeérve az oxidoknal bemutatotthoz hasonlo intenzitasérték-diagramokat kaptunk.
Azonban ez esetben itt nem alltunk meg, ezért nem ezeket a grafikonokat mutatom be.

Annak érdekében, hogy tisztdbban ldssuk a konkrét koncentracio-viszonyokat kalibraciot készitettem.
ezek intenzitdsspektrumat a teszteknél is hasznalt fluoriméteren. A koncentraciok, amelyekkel dolgoztam:
1,5-10-7M, 3 -10-7M, 4,5 - 10-7M, 6 - 10-7M, 7,5 - 10-7M, 1, 5 - 10-6M. A kalibraciés egyenes
meghatarozasahoz az abszorpciés maximum hulldimhosszan (449 nm) mért intenzitasértékeket
hasznaltam. (Ezt a hullaimhosszértéket vettem figyelembe a tesztek soran vett mintak esetében is.)
Az igy meghatarozott kalibralo egyenes (23. dbra) segitségével a tesztek soran mért 7-hidroxi-
kumarinintenzitdsok atszamolhatok valds koncentraciokka. Ezek az értékek lathatok a 24. és a 25. 4bran
a bevilagitasiid6 figgvényében. A grafikonkép és a tendencidk nem valtoztak az intenzitasdiagramokhoz
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képest, azonban informaciot nyertiink a tényleges koncentracidvaltozasokrél, amelyekbdl késébb
akar reakciésebesség is szamolhato. Ezenkiviil a kumarinra is elvégezve a kalibracidt, kovethetjiik
annak intenzitdscsokkenését, valamint meghatarozhatjuk, hogy ehhez hany szazalékban jarul hozza
a hidroxilgyokos bomlési folyamat. Errél a késébbiekben lesz szo.

900

7-hidroxi-kumarin kalibracids egyenese
800 —7.5E-07 800
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23. abra. A 7-hidroxi-kumarin kalibrdcios oldatsoranak fluorimetrids felvételei és a kalibracids egyenes
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. . ) s . . =+-Kiindulasi Zn-
1d6 [ora] In-oxid

24. abra. A halloysittal prepardlt mintdk és a 95%—5%-os Zn-In-oxid

koncentraciovaltozdsa a bevilagitdsi idd fiiggvényében.

A 24, és 25. dbran tehat a 7-hidroxi-kumarin koncentraciévaltozadsa van feltiintetve az idé fiiggvényében.
Lathato, hogy sem a halloysittal, sem a kaolinittel tarsitott mintakkal nem sikeriilt elérni az eredeti
95%—5%-0s minta hatékonysagat, de detektalhato a -OH-képzddés, és a halloysit nagy fajlagos feliilete
feltételezhet6en kedvez6bb diszperziot eredményez. Néhany osszetételnél (pl. 10% Essen-halloysit)
itt is lathato intenzitasesés a teszt elérehaladtaval, de 6sszességében kevéshé jellemz6, mint az
oxidkompozitoknal volt.

Ebbdl kifolydlag a teszt végpontjaban mért koncentraciokkal jol szemléltethetd és 6sszevethetd
a katalizatorok aktivitasa. Ez a 26. dbra oszlopdiagramjan lathato.
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25. dbra. A kaolinittel preparalt mintdk és a 95%—-5%-o0s Zn—In-oxid
koncentrdaciovdltozdsa a bevilagitdsi idd fiiggvényében.
3.00E-07 7-hidroxi-kumarin koncentracioja 5 6ranal
M Kaolinites mintak
2,50E-07
M Halloysites mintak
2,00E-07
1,50E-07
1,00E-07
5,00E-08
0,00E+00

10% agyagésvany ~ 30% agyagdsvany  50%agyagdsviny  70% agyagdsvany  90%

yag

26. dbra. A halloysittel (narancs) és kaolinittel (kék) tarsitott fotokatalizdtorok
vegponti koncentracidja az egyes dsszetételeknél

A halloysites mintdkat tekintve az adagoldsnak van egy optimuma, ahol a hidroxilgyok-képzodés
a legnagyobb, ez pedig az 50% EH-50% Zn—In-oxid 6sszetétell rendszer. A kaolinites mintak esetében
ilyen tendencia nem figyelheté meg, azonban egyértelmtien megdllapithato, hogy a 90%-os kaolinit-
tartalma mintanal keletkezett a legtobb 7-hidroxikumarin a teszt végére.

Azonban, ha nem a végponti intenzitdsokat, hanem a kezdeti felfutdst vizsgaljuk, akkor mindkét
mintasorozat esetében a 10% agyagasvanyt tartalmazé katalizdtor mutatta a legnagyobb aktivitast.
Ez kifejezetten a halloysit-tartalmu minta esetében jelentds, viszont a mar emlitett letdorés miatt
a végpontban kozel nulla a mérheté koncentracio. Ennek okait még keressiik, ahogy azt is, hogy melyik
szempont mérvadobb a legaktivabb katalizator kivdlasztdsakor.
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s rer

Kumarin koncentraciojanak vizsgalata

Ahogy korabban emlitettem, foglalkoztunk a kumarin fogyasanak vizsgalataval is. A 7-hidroxi-
kumarinhoz hasonloan kalibralé oldatsorozatot készitettem 2, 5-10-°M, 5-:10°M, 7, 5 - 10-°M és 10*M
koncentracioju kumarin-oldatokbol. Fotométeren mért intenzitasaik a 27. abran lathatdak, valamint
a 279 nm-en mért intenzitasokbdl meghatarozott kalibracios egyenes is.

Kumarin kalibraciés egyenese
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27. dbra. A kumarin kalibrdcids oldatsordnak fotometrids felvételei és a kalibrdcios egyenes

Ezt a vizsgalatot csak a kaolinites mintdk esetében végeztiik el. Ez esetben a tesztek soran vett mintdkat
nemcsak fluoriméteren, hanem fotométeren is mértiik. Az igy kapott kumarin-intenzitasok a kalibraciés
egyenes egyenletének segitségével atszamolhatok koncentraciokkd. Ezeket a bevilagitasi idé fliggvényében
egy grafikonon dbrazoltam a 7-hidroxi-kumarin koncentraciévaltozasaval; igy kaptam a 28. dbrat. Fontos
megjegyezni, hogy az dbrdn a két vegyiilet koncentracioja kiilon skalan van jelélve a szemléletesség
kedvéért. A valosaghan — ahogy az az értékekbdl is kiolvashato — tobb mint két nagysagrendnyi kiillonbség
van az adatok kozott.
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28. abra. A kumarin és a 7-hidroxi-kumarin koncentrdcioviltozdsai a tesztek sordn
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Az adatokat tovabb értékelve meghatarozhatd, hogy a kumarin koncentracid-csokkenésének mekkora
hanyadat okozza a hidroxilgyokos bomlési folyamat. Ehhez a kévetkez6 képlettel szamoltam minden
Osszetétel esetén:

C7-hidroxi-k. végsé

- 100 = [%]
Ckumarin kezdeti — Ckumarin végsé

Az eredményeket a 13. tablazat foglalja 6ssze.

13. tdbldzat. A 7-hidroxi-kumarinos bomldsi reakcio szdzalékos hozzdjdruldsa a kumarin fogydsahoz

10% Fluka : 90%Zn/In-oxid 0,167%
30% Fluka : 70%Zn/In-oxid 0,257%
50% Fluka : 50%Zn/In-oxid 0,217%
70% Fluka : 30%Zn/In-oxid 0,283%
90% Fluka : 10%Zn/In-oxid 0,498%

5. Osszegzés

Az In(11T)-szulfat magas hémérsékleten valé bomlasabol kifolyolag 6nmagaban nem, viszont hidroxidda
alakitva prekurzorként haszndlhaté In,0, eléallitasara.

Kutatdsom sordn sikeresen elédllitottam kiilonboz6 6sszetételd ZnO-In,0, s ZnO-In,0;-halloysit
kompozitokat. Band-gap értékeiket tekintve egyértelmi tendencia figyelhet6 meg: az In,0, hatdsara
a tiltott sav a lathato tartomdany felé tolodik el. Ezen tul az In,0,-nak fajlagos feliiletnéveld hatasa is
van. A vizsgalt 6sszetételek koziil az 50%—-50%-0s Zn0O-In,0;-ndl optimuma van a BET-felliletnek.
A ZnO-In,0, vizsgalati adatait 6sszevetve, elsésorban a fotokatalitikus aktivitast szem el6tt tartva, a 95%
ZnO0 : 5% In,0, bizonyult a legigéretesebb osszetételnek.

Ezt az oxidkompozitot felhasznalva sikeresen kialakitottam 6t kiillonb6zé aranyd ZnO-In,0,—halloysit
harmas kompozitrendszert, amelyek koziil az 50%-os halloysittartalmu minta katalizalta a legnagyobb
meértéki hidroxilgyok-képzédést a reakcio végpontjan.

Szintén kialakitottam 6t kiilonb6zé dsszetételli ZnO-In,0,—kaolinit kompozitrendszert, amelyek koziil
a reakcié végpontjdban a 90% kaolinit-tartalmu katalizator mutatta a legnagyobb aktivitast, kezdeti
felfutdsban azonban a 10% kaolinit-tartalmu.

A kutatas tovabbi szakaszdban érdemes a fotokatalitikus teszteket a bomlasi reakciosebességek
szempontjabol még egyszer megvizsgalni, igy pontosabb képet kaphatunk a katalizatorok aktivitasarol.
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