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Elosz6

Napjaink rohano vildgaban egyre inkabb fontossagot nyer az utanpoétlas-nevelés, legyen szo barmilyen
tertletrél. Nincs ez masként a tudomanyos utanpoétlas-nevelés esetén sem, amelynek az elmult
id6szakban jelent8s kihivasokkal kellett megbirkdznia. A Tudomanyos Didkkéri (TDK) mozgalom egyik
alapveté célja, hogy lehetdséget biztositson tehetséges, elhivatott, munkajukra igényes fiataloknak,
akiket vonz az ismeretlen, és amelynek megismerése nem megijeszti, hanem inkabb batoritja 6ket.

A TDK-mozgalomban valé részvétel mar az egyetemi tanulmanyokat megel6zéen, a kdzépiskolaban is
elkezd6dhet. Az elért eredmények bemutatasara a Mérnoki Kar minden félévben konferenciat szervez,
ahol mind az alap-, mind az alkalmazott tudomanyokhoz kapcsoldéddan lehetéségiik van a résztvevéknek
eredményeik bemutatasara. A bemutatott tudomanyos munkakat kutatdsi terileteiken elismert
kutatokbol allo tudoményos bizottsdgok értékelik, és javaslatot tesznek az orszagos konferencian
vald részvételre. A Mérnoki Karon hagyomanyosan a Bioldgia, Fizika, Foldtudomanyok és Matematika,
a Kémiai és Vegyipari, valamint a M(iszaki Tudomanyi szekciokhoz tartozé tudomanyterileteken keriil
megrendezésre a konferencia.

2018-ban azért hivtuk életre ezt a kotetet, hogy a Karon végzett TDK-munkak kozil
a legkiemelked6bbeket bemutassuk, és ezzel is kedvet csinaljunk azoknak a hallgatdknak, akik szivesen
végeznének ilyen munkat, de nem feltétlenil tudjak, hogy mi az, ami leginkabb érdekelné &ket.
Kotetlinkben a 2025. november 26-an megtartott Intézményi TDK Konferencian elsé helyezést elért
palyamunkak koziil azokat mutatjuk be, amelyek szerz6i ehhez hozzajarulasukat adtak.

Ezuton is szeretnénk megkdszonni a TémavezetOknek, Biraloknak, Bizottsagi Tagoknak a munkat,
valamint természetesen a Hallgatoknak az elhivatottsagot, lelkesedést és alazatot, amely ahhoz vezetett,
hogy tudomanyos kutatast végezzenek, és annak eredményeit ilyen magas szinvonalon bemutassak.

Az olvasodnak pedig jo szérakozast kivanunk. Reméljlk, hogy kotetiink inspiracidul szolgal a jové kutatdi
szamara.

A szerkeszt6k
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Tartalmi 6sszefoglalé

A higany az emberi tevékenységek kovetkeztében a levegében, a talajban és az élévizekben is
eléfordul elemi, szerves, illetve szervetlen vegylletek formajaban. Az él6 szervezetekbe kdnnyen
bejut, ott felhalmozddhat, és toxikus hatast fejt ki a boérre, a vesékre, illetve az idegrendszerre.
Emiatt kulcsfontossagl olyan modszerek fejlesztése, aamelyekkel detektalni lehet a higanyt mar
alacsony koncentracioban is. Az elektrokémiai bioszenzorok olyan analitikai eszkozok, aamelyek
a bioldégiai valaszreakciot elektromos jellé alakitjak at. El6nyeik kozé tartozik, hogy specifikusak és
érzékenyek a célmolekuléra, illetve lehet6vé teszik a helyszini gyors detektalast.

Atermészetben kiilonb6z6 szervezetekben megtalalhatdk olyan, higany megkdtésére alkalmas fehérjék,
amelyek alapul szolgalhatnak annak detektalasara. Ezeknek a stabil komplex struktirak épitésére
alkalmas fehérjékkel valé kombinalasa alkalmassa teheti Oket bioszenzorok érzékelérétegeinek
kialakitasara. Ilyen énszervez6d6 mddon hosszu filamentumok képzésére alkalmas segédfehérje lehet
a Salmonella baktériumok mozgasszerveinek f6 alkotoeleme, a flagellin. A filamentumok felszinén
jelenik meg a flagellin D3 doménje. Ezt mas fehérjékkel helyettesitve vagy modositva eléallithatok olyan
flagellin varidnsok, aamelyek a megfeleld célmolekuldkat kotik, és ezekbdl flagellaris filamentumok
épithetdk, felszinlikon tobb tizezer kotéhellyel.

A munkam célja olyan flagellin variansok fejlesztése, amelyek polimerizalva és egy bioszenzorra rogzitve
képesek a higany kilonb6zé formainak detektaldasara kis koncentracioban viz- és talajmintakban.
A kutatdsom soran azonositottam a szakirodalomban 6t, a higany kétésére alkalmas fehérjemotivumot,
majd megterveztem és létrehoztam a potencialis Hg-kotd flagellin varianst kodold génkonstrukcidkat.
Mindegyik varians esetén vizsgaltam a fehérje termelédését és polimerizaciés képességét.
A filamentumképzésre alkalmas variansok higanykoté képességét aranyelektréd fellletére rogzitve,
elektrokémiai impedanciaspektroszkopiaval vizsgaltuk, amellyel azonositottam azt a varianst, amely
a leginkabb alkalmas a szenzorikai alkalmazasra.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A higany eléfordulasa, kérforgasa és hatasa

A higany az egyetlen olyan fém, amely szobahémérsékleten folyékony halmazallapotban van jelen.
Alacsony olvadasponttal (-38,8 °C) és magas forrasponttal (356,7 °C) rendelkezik. Egy olyan nehézfém,
amely a természetben a foldkéreg kdzeteiben taldlhatd meg [1]. Ugyanakkor a koérnyezetiinkben,
a leveglben, a talajban és az élévizekben is el6fordul mint szennyezé komponens, elemi, szerves,
illetve szervetlen vegyliletek formajaban. Természetes Uton vulkani folyamatok, kézetek mallasa és
erdétlizek nyoman szabadul fel, azonban a higanyszennyezések féként olyan emberi tevékenységekbdl
erednek, mint példaul a banyaszat, fosszilis tlizeléanyagok égetése, natrium-hidroxid eléallitasa, illetve
a higanytartalmud hasznalati cikkekbél: hémérékbol, nyomasmérdkbol [1,2]. A higany korforgasat és
megjelenésiformaittehat mind azemberiaktivitas, mind atermészetifolyamatok befolyasoljak (1.1. dbra).
A levegbbe parolgas révén jutd higany tébbségében elemi formaban van jelen, azonban napsugarzas
hatasara szervetlen higanyvegyiletekké alakulhat, és igy hosszu tavolsagokat képes megtenni.
Végiil nedves vagy szaraz llepedéssel jut le a foldfelszinre, igy keril a vizekbe és a talajba. Ezekben
a kérnyezetekben egyes mikroorganizmusok atalakitjak toxikus metil-higannya.

A higany a szervezetbe keriilve azért nagyon veszélyes, mivel az élélényekben felhalmozddik, ami
biomagnifikacidhoz vezet. Koztudott példaul, hogy a metil-higany a tengerben él6é halakon keresztiil,
a taplalkozas soran az emberi szervezetbe is bejut, toxikus hatast kifejtve az idegrendszerre,
a vesékre, illetve terhesség esetén a magzatra. A szervetlen higanyvegyiiletek a legnagyobb mértékben
a vesébdl mutathatok ki. Osszességében a karos hatasok attdl fiiggenek, hogy mekkora mennyiségi,
milyen tipusy higanyvegylletnek, mennyi ideig, milyen Uton volt kitéve az adott személy.

A higanyszennyezés csokkentésére, ezaltal a kdrnyezet és az élélények védelme céljabol jott létre
a Minamata Egyezmény, amelyet az orszagok 2013-ban irtak ald. Ennek keretében olyan intézkedéseket
hoztak, amelyekkel a higanykibocsatas korlatozasa és hasznalatanak minimalizalasa, megsziintetése
valésulhatott meg.

1.1. dbra: A higany kérforgdsa [3].
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1.2. A higanyhoz valé alkalmazkodas biokémiaja

A higany toxikus hatdsa ellen egyes mikrobdk megtanultak alkalmazkodni, méghozza a mer operon
rendszeriik segitségével [4,5]. Ez a rendszer olyan génekbdl all, amelyek altal kodolt fehérjék segitik
a higannyal szemben valo ellenallast, mégpedig a toxikus Hg?* ionok fémes higannya alakitasaval.
A mer operon a sejten belil tobbféle helyen is elhelyezkedhet, példaul plazmidban, transzpozonok-
ban vagy a genomialis DNS-ben. Higanymentes kornyezetben a MerR fehérje represszorként
mikodve gatolja az operon fehérjéinek kifejezédését egészen addig, amig Hg?* ionok koétédnek
hozza; ekkor atirédhatnak a strukturgének, ezaltal termelédhetnek a rezisztencia kialakitasaban
részt vevé fehérjék, amelyek mlikodését az 1.2. dbra szemlélteti. A kotéfehérjék kozil a MerP
a periplazmaban, a MerC, MerE, MerF és a MerT transzporterek a belsé membranban helyezkednek
el, amelyek feladata, hogy a Hg?* ionokat a MerA fehérjének tovabbitsak. A MerE még a metilhigany,
a MerC, MerF és a MerT pedig a fenilhigany transzportjaért felelés. A MerG szintén a periplazmaban
talalhato, és a fenilhigany bejutasat gatolja oly mdédon, hogy a sejt ateresztGképességét csokkenti.
A MerB acitoplazméaba keriilé metilhigany C-Hg kotését hasitja, és azigy keletkezé Hg?* ion szintén a MerA
fehérjéhez keriil. A homodimer protein MerA (higany reduktaz) az operon mikddésében kulcsszerepet
jatszik: a Hg?* redukciojat végzi, amely folyamat befejezéseként a Hg® el tud tavozni a sejtbol.

3 Hg* ;- r
R-Hg Hg* 9 Extracelluldris tér

A AARAAAAAADELAARAA

(AAARRAAR0031 2%
0000 OO

SAAAAAABRAAAADADNA A LBATR
PUUUIRUTUUIIUuyL Ly

Peripl
*‘ eriplazma

WAAALT P 5 4 Ah, : \‘.?‘ i A RS EAAARAA
UYBUYEURUNE Ry uy U oW N Ay
bttt ittt S bt ARRARL RN

v /@\ -

R NADP'H' NADP*
1.2. abra: A mer operon rendszer fehérjéi, azok sejten beliili el6forduldsa
és a Hg-detoxifikaldsban betéltétt szereplik sematikus dbrdzoldsa [5].

Citoszol
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1.3. Higanykoto fehérjék

A higany a fehérjékhez preferaltan azok cisztein oldalancain keresztll kapcsolédik, mivel a fém
nagy affinitdssal kotddik tiolcsoportjaikhoz [6]. Ez a kotés szerepet jatszik kiilonbozd élélényekben
a toxikus hatas kialakitasaban, ugyanakkor ennek kdszénhetdk egyes organizmusokban a detoxifikacios
mechanizmusok is.

1.2. Higanykoté motivumok a Mer csalad fehérjéiben

Az 1.2 fejezetben bemutatott Mer csalad fehérjéinek tobbsége kimondottan a higany megkotéséért
felel6s, és a feladatuk innent6l agazik el vagy a nehézfém tovabbitasara, vagy az atalakitasara.
A higany reduktdz egy homodimer enzim, amelyben mindkét lanc harom par ciszteint tartalmaz, ezek
biztositjdk a higany megkotéséhez és redukcidjahoz sziikséges helyet [7]. A fehérje N-termindlis
doménje, az NmerA (1.3. dbra) kéti meg el6szor a higany(Il)iont két ciszteinjén (C11, C14) keresztiil,
majd tovabbitja azt a masik monomer C-terminalis cisztein parjahoz (C558’, C559’). Ezt kdvetben
ahigany eljut afehérje belsejébe, és tovabbi két cisztein (C136, C141), NADPH és FAD kozrem(ikodésével
redukalodik.

1.3. dbra: (A) A higany reduktdz enzim 69 aminosavat tartalmazé NmerA doménje, sziirkével
a higany(II) jelélve. (B) Az enzim kétémotivuma. A Hg-kété peptid szekvencidja:
GMTCDSC (PDB ID: 2KT3) [8].

A Mer operonrol expresszalodd tobbi fehérjéjében is ciszteinek kotik a nehézfémet: a 72 aminosav
hosszU MerP esetében a kotémotivum a GMTCXXC szekvencia (1.4. dbra), a dimer szerkezet(
MerR-ben az egyik lanc 117., 126., valamint a masik lanc 82’. ciszteinje vesz részt a kotésben [9].
A transzmembran MerT, MerF és MerC fehérjék N-terminalisdn, a membranon belil szintén egy
cisztein par talalhatd, tovabba egy masik par a citoplazmaba benyulé hurokban helyezkedik el.
A metilhigany demetilacidjat végzé MerB enzim kotdhelye két er6sen konzervalt ciszteint (C96, C159)
tartalmaz, illetve egy aszparaginsavat [10]. A fehérje szekvenciajaban a 160. poziciéban talalhaté még
egy cisztein, azonban kutatdsok szerint a szerinnel valé helyettesitése csak mérsékelten csokkenti az
aktivitast [11].

12



C-terminlis D >

1.4. dbra: (A) A MerP kétéfehérje. (B) A fehérje higanykété motivuma.
(PDB ID: 1AFJ) [9,10].

1.3.2. A lakkaz fehérje higanyko6té motivumai

A Protein Data Bank adatbazisban elérhet6k olyan fehérjék, amelyek nativ formajukban mas
fémionokat kotnek, de higany ionokkal is sikeriilt ezeket kristalyositani és szerkezetiiket
meghatarozni. Erre példa a lakkaz enzim, amely egy réztartalmu oxidaz, és aromas vegyileket oxidal,
mikdzben a molekularis oxigént vizzé redukalja [12]. Egy kutatdsban a fehérje kikristalyositasa
soran HgCl,-ot adtak hozza, amelybdl a higany(II)iont megkdtotte tobb helyen is (1.5. dbra).
Az egyik kotdmotivum egy hurokrégioban foglal helyet, ahol metionin koordinalédik a higanyhoz. A masik
motivum ciszteint tartalmaz, és a fehérje belsejében helyezkedik el.

A

1.5. dbra: (A) A lakkdz fehérje térszerkezete. (B) Az elsé kétémotivum
figyelheté meg, ahol a metionin télti be a k6t6 aminosav szerepét.
(C) A fehérje belsejében elhelyezkedd k6térégio. (PDB ID: 2XVB) [12].

13



1.3.3. Putativ higanykot6 fehérjék

A putativ fehérjék olyan fehérjék, amelyek funkciéjat génszekvencia alapjan feltételezik, azonban
kisérletesen még nem igazoltak. Ilyen fehérjeszerkezetek tobb adatbazisban is megtalalhatdk,
mint példaul az AlphaFoldban [13,14] vagy az UniProtban [15]. Az AlphaFold oldalon talalhato
egy Ugynevezett putativ higanytranszporter periplazmikus fehérje (1.6. dbra), amelynek az
elméleti kétémotivuma a GMHCQGC, és amely a Salinisphaera shabanensis E1L3A baktériumban
termel6dik [16].

1.6. abra: Az AlphaFold dltal jésolt putativ
higanykété fehérje térszerkezete, sdrgdval
bekarikdzva a valészindsitheté
kétémotivummal [16].
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1.4. A bakterialis ostor

A baktériumok mozgasszervei a flagellumok (1.7. dbra), amelyek szerkezetét egy sejtmembranba
agyazott nanomotor, egy nagyjabél 130 fehérjealegységhdl allé kampo és a hozza kapcsolddo filamentum
alkotja [17]. Minden egyes motorhoz egy filamentum csatlakozik, melyek a baktérium Uszasakor
képesek Osszeallni és masodpercenként széttekeredni. A nagyjabdl 50 ym atmeéréji flagellaris motor
hengerszimmetrikus szerkezet(, és protonok hajtjak; a forgas fordulatszama elérheti a 100 000/percet
is. Fontos tulajdonsaga, hogy mindkét iranyba képes forogni, ezaltal lehetévé téve az iranyvaltast
a baktérium szamara.

Filamentum
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HAP1
- Kampo
- Tengely
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FliN ) Exportrendszer
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1.7. abra: A bakteridlis flagellum szerkezete [17]

1.5. Bakterialis filamentumok

A bakteridlis flagellum 6 szerkezeti elemei a flagellaris filamentumok, amelyek koriilbeliil 20-20 pm
hosszlak, atméréjik 23 nm, és mintegy 10 000 flagellin alegységhdl épiilnek fel [17]. Az alegységek
11 protofilamentumba rendezédnek, melyek kétféle stabil konformaciot vehetnek fel. A filamentumok
onszervezédd rendszerek. In vivo szervezddéskor az alegységek valoszinlleg részlegesen kitekert
allapotban, egy szlk belsd csatornan keresztiil jutnak ki a sejthél, és épiilnek be a filamentumok
végére. A beéplilést az 5 alegységhdl allo HAP2 molekularis sapkafehérje segiti, amennyiben ez nincs
jelen, a monomer fehérjék szimplan eldiffundalnak a tapkozegbe. A filamentumok képzddése in vitro is
lehetséges, ha a sejtektdlizolalt monomer fehérjékhez ammonium-szulfatot vagy — akar mas baktérium-
torzsbél szarmazo — filamentum kezdeményeket adagolunk. Ez a folyamat reverzibilis: h6kezelés vagy
sav hozzdadasara a filamentumok monomerizaldédnak.
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1.6. A Salmonella flagellin szerkezete és tulajdonsagai

A Salmonella typhimurium baktérium helikdlis filamentumait felépité flagellin monomer
494 aminosavbol all (1.8. dbra), molekulatomege 51,5 kDa [17-19]. Rendezetlen, konzervalt
termindlis régidinak szerepe annak megakadalyozadsa, hogy a filamentum képzdédés mar
a sejt citoplazmajaban elkezdédjon. A flagellin alegységet négy domén alkotja: a polipeptidlanc
N-terminalisa a DO doménbél indul, a D1-D3 egységeken halad at, majd a D2 és D1 régiokon tér
vissza, és a C-terminalisa ismét a DO-ban végzédik. Bar a doméneket révid antiparallel lancparok
kotik 6ssze, a DO és a D1 kozotti 0sszekotd régio hosszabb a tobbinél. A szerkezeti alegységek koziil
a D3 domén - amely a polipeptidlanc 189-284. aminosavmaradékait foglalja magaban -
a filamentum felszinén helyezkedik el, és a szomszédos alegységekkel nincs kélcsénhatasban. Eppen
ezért a D3 domén mas fehérjékkel valo helyettesitésével vagy mddositasaval eléallithatok olyan flagellin
variansok, amelyek a megfelelé célmolekulakat kotik — illetve alakitjak at —, és ezekbdl flagellaris
filamentumok épithet6k. El6nylik nemcsak a polimerizacionak koszénhet6 fokozott stabilitas, hanem
a fellileten lévé nagy kotéhelys(irliség is.

A flagellin tulajdonsagait tobb korabbi kutatas is kihasznalta a fehérje funkcionalis mdédositasara, a D3
domén helyettesitésével. Mivel a polipeptidlanc kdzepe kerll modositasra, ezért idegen motivumok
beépitésekor gyakran linker peptideket alkalmaznak a polimerizacidés képesség és a beépitendd
motivum funkcidjanak fenntartasa érdekében. A kutatécsoport kordbban példaul sikeresen xilanaz
enzimet épitett bele ebbe a régidéba, amely megtartotta a katalitikus aktivitasat, valamint nikkel- és
arzénkotd motivumot is, amelyek mindkét esetben megérizték a fémkotd képességiiket, mikdzben
a polimerizacids tulajdonsag is valtozatlanul megmaradt [20-22].

1.8. dbra: A flagellin szerkezete [18].
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1.7. Bioszenzorok

A bioszenzorok olyan analitikai eszkozok, amelyekben biologiai elemeket alkalmazunk a mintaban
egy adott komponens jelenlétének vagy mennyiségének meghatarozasara [23,24]. M(ikédésiik alapja
(1.9. dbra), hogy a bioreceptor —amely lehet példaul fehérje, sejt vagy aptamer — megkoti, és amennyiben
a funkciéjahoz tartozik, atalakitja a célvegyiiletet.

Ezt kovet6en a transzducer a keletkezd biokémiai valtozast mérhet6 jellé konvertalja, amelynek
meghatarozasa. A bioszenzorok a jelatalakitas modja alapjan tobbféle csoportba sorolhatok, példaul
elektrokémiai, optikai vagy egyéb elven m(ikodd rendszerekbe. Ezeknek az analitikai eszkozoknek az
elénye, hogynagymértékbenspecifikussaésérzékennyétehetékadottcélmolekulara, tovabbakis méretiik
és az egyszerl detektalasi modszer révén hordozhatok, és gyors, helyszini érzékelést tesznek lehetévé
[25]. A bioszenzorok egyik nagy csoportjat az elektrokémiai elven miikodd eszkézok alkotjak, amelyek
a bioreceptor altal adott valaszt elektromos jellé alakitjak at. A detektalt jel tipusa lehet példaul
fesziiltség, aramerdsség vagy impedancia, a valasztott technikatél fliggben.
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1.9. dbra: A bioszenzorok miikédeési elve [24].
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1.8. Higany kimutatasa

e

Az Eurdpai Unidban a megengedett maximalis higanykoncentracio 1 pg/l. Mivel ez a nehézfém mar kis
mennyiségekben is karos biologiai hatast fejthet ki, ezért kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara
tobbféle analitikai modszer alkalmazhatd, mint példaul az atomabszorpcios, a fluoreszcencia- és
UV-Vis spektroszkdpia [26]. Ezen mddszerek hatranya azonban, hogy mintaelékészitést igényelnek,
a muszerek koltségesek, és nem alkalmasak hordozhaté alkalmazasra. Ennek kikliszobolésére szamos
kutatas foglalkozik higanykdt6é bioszenzorokkal. A szakirodalomban a kiilonb6z6 tipusu Hg?* ionok
megkotésére alkalmas bioszenzorokat irnak le: DNS- és enzimalapu, vagy sejtes érzékelérétegeket
[27-29]. A DNS-alapu bioszenzorok azon az elven muikddnek, hogy a Hg?* ionok beékelédnek
a helyteleniil parosodott timin-timin bazisparok kozé, ezaltal stabil T-Hg?*-T komplexet hozva létre.
Cl vagy CN-ionok hatasara a DNS reverzibilisen visszaalakul. Ezen szenzorok, habar stabilan, de
kis mennyiségli Hg?>* ion megkotésére képesek, ami korlatozza az érzékenységiiket. A probléma
kikliszobolésére kidolgoztak érzékenységnoveld stratégiakat, példaul arany nanorészecskéket vontak
be oligonukleotidokkal, amelyeket linker molekulak segitségével rogzitettek a szenzor arany fellletére.
Ezzel a mddszerrel sikeriilt csékkenteni a kimutatasi hatart: 0,5 nM detektalasi minimumot sikerdilt
elérniiik. A bioszenzorok masodik tipusat az enzimalapuak alkotjak, amelyekben a bioreceptor szerepét
egy enzim tolti be, aamelyet a munkaelektrod felliletére régzitenek. Mlkddésiik azon alapul, hogy
a Hg?* ionok gatoljak az enzim mukddését. Ilyen enzim lehet példaul a gliikoz-oxidaz. A katalizalt reakcid
terméke a hidrogén-peroxid, amelynek mennyisége amperometridsan meghatarozhaté. Amennyiben
amintdban Hg?* ionok vannak jelen, akkor azok inhibiciot okoznak, és ez az aramerésség csokkenésében
nyilvanul meg. A maoddszer hatranya, hogy a mintaban mas inhibitormolekula is jelen lehet, illetve
nem szelektiv a Hg?* ionokra. Ezenkiviil az enzim stabilitdsanak megdrzése is problémakba itkozik.
A harmadik tipusba a sejtes bioszenzorok tartoznak, amelyek alapja, hogy egyes baktériumok képesek
a nehézfémek toxikus hatasaval szemben ellenallni azaltal, hogy azokat kevésbé mérgezd formaba
alakitjak at. A higany esetében ezt a folyamatot a mer operon szabalyozza. E. coli-val végzett kisérletek
alapjan a kimutatasi hatar viszonylag magas (0,1 mM), igy csak korlatozottan alkalmazhatdk.

Ezzel szemben az algasejtekkel végzett kutatasokban lényegesen alacsonyabb hatarértéket sikerlt
elérni. Az él6 sejtes bioszenzorok hatranya, hogy érzékenyek a kornyezeti feltételekre. Habar jél
érzékelik a Hg?* ionokat, mas nehézfémek jelenlétében is reagalhatnak, ezért a mérés szelektivitasa
nem meghbizhato. Amennyiben a mikroorganizmusokat genetikailag modositjak annak érdekében, hogy
egyedil a célvegyiiletet kossék, akkor a fejlesztésiik és kiilondsen a terepi hasznalatuk engedélykoteles
tevékenységnek mindsil az aktualis jogszabalyok alapjan. Terepi kérnyezetben alkalmaznak még ipari,
hordozhato miszereket is. Példaul a NIC EMP-3 ,,Portable Mercury Survey Meter” egy olyan, kifejezetten
gazfazisi Hg® mérésére fejlesztett eszkdz, amely 0,1 pg/Nm?3 érzékenységgel bir [30]. Ugyanakkor
a Lumex RA-915M ,Multifunctional Mercury Analyzer” egy hordozhaté atomabszorpcios spektrométer,
amely levegbben, folyadékban és szilard mintdkban is alkalmazhato, és kimutatasi hatara mintankeént
eltéré (példaul a viz esetén csupan 1 ppb) [31].
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2. Célkitiizés

A kutatdsom célja olyan higanykotd flagellin variansok fejlesztése, melyekbél eldallitott polimerek
szennyezésének kimutatasara, foként viz- és talajmintak esetén. A kutatasi munkam elsé lépése
a szakirodalomban ismert higanykoté fehérjék és peptidmotivumok felkutatdsa, majd ezekbdl
a kotbhelyet tartalmazo fehérjerész atalakitdsa oly médon, hogy beépithetd legyen mind méret, mind
morfoldgiai szempontbol a flagellin fehérje D3 doménjének helyére.

A gyakorlatban el6szér a modositott fehérjét kodold gént kell létrehoznom, és olyan formara
alakitanom, hogy abbol a fehérjét Salmonella baktériumban termeltetni tudjam. Ennek elsé
lépése a megfelelé plazmidok megtervezése és |étrehozasa génsebészeti eljarasokkal.
Ezt kovet6en célom a plazmidok altal kddolt rekombinans flagellin variansok expresszalasa Salmonella
baktériumokban és a fehérjetermelés optimalizalasa. A polimerizacidra képes tisztitott varidnsokbol
a szenzorra rogzitést el6segitdé flagellin varianssal elegyitett kiilénb6z6 aranyl és kotétulajdonsagu
polimereket készitek, amelyek higanykot6 képességét a szenzoron valo immobilizalas utan vizsgalom.

i
Ginmodositis s . Filamentumak izolalasa
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Salmonella Salmonella

Régzites
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2.1. abra: A Hg?* ionok detektdldsdahoz vezetd dt.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok és eszk6zok

A kisérleteim soran hasznalt eszkozoket és tapoldatokat a Sanyo Labo Autoclave-val sterilizaltam.
A fehérjemotivumokat kodold szekvenciakat a pKOT-delD3-mcs plazmidba épitettem be, amelyet
korabban a kutatécsoport hozott létre [20]. A PCR-reakcidt a Biometra T-personal késziilékkel
végeztem. A DNS-ek restrikciés emésztéséhez a New England Biolabs altal gyartott Xhol-, Agel-
HF- és Sacl-restrikciés endonukledzokat, valamint a hozzajuk tartozd puffereket alkalmaztam.
A PCR-termékek tisztitasdhoz a Monarch PCR&DNA Cleanup Kit-et (New England Biolabs) hasznaltam.
Az agardz gélelektroforézishoz a Cleaver Scientific LTD Power Pro késziiléket alkalmaztam, amelyhez
az altalam felhasznalt agarézt a Nippon Genetics Europe GmbH gyartotta. A géleket GelRed
DNA Gel Stain (Biotium) festékkel festettem meg. Markerként a GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific) szolgalt.

A munkam soran a plazmidokat TOP 10 Escherichia coli sejtekbe transzformaltam. A plazmid
DNS-ek kinyerését a Monarch Plasmid Miniprep Kit (New England Biolabs) segitségével végeztem
el. Elektroporalas soran a géneket a Bio-Rad GenePulser Xcell elektroporator késziilékkel a
flagellin deficiens Salmonella typhimurium SJW2536 baktériumtorzsbe juttattam. A baktériumok
lemezen vald tenyésztéséhez LB/Amp taptalajt hasznaltam (Luria Bertani - AppliChem és Ampicillin
Sigma-Aldrich; Amp toérzsoldat koncentracio: 100 mg/ml). Az anyagokat az Ohaus Explorer analitikai
és a Kern PCB taramérleggel mértem ki. A sejtek atoltasat a Merck Novagen Calbiochem Biosciences
laminaris fllke alatt hajtottam végre. Az inkubaciés lépésekhez az IKA KS 4000 i control, illetve
egy MRC gyartmanyu orbitalis razdinkubatort hasznaltam. A tenyésztett sejtek mennyiségérél
a Jasco V-630 spektrofotométert alkalmazva nyertem informaciot. A mintak centrifugalasahoz
a Beckman Coulter Optima™ MAX-XP, a Beckman Coulter Optima MAX-E és a Sorvall Discovery
90SE (Hitachi) ultracentrifugdkat, valamint Heraeus Biofuge Primo R, Heraeus Multifuge 3S-R és
Eppendorf 5415R centrifugakat hasznaltam. A filamentumok a Lab-Line Multi-Blok Block Heaterben
keriiltek monomerizalasra 70 °C-on.

A mikroszképos  vizsgalatok az Olympus B201 optikai  mikroszképpal torténtek.
A fehérjéket SDS-PAGE gélelektroforézissel a Bio-Rad Mini-PROTEAN II késziilékkel valasztottam
el egymastol, markerként a PageRuler Prestained Protein Ladder (10-180 kDa) hasznaltam.
A géleket a Bio-Rad Gel Doc EZ Imager segitségével értékeltem ki.

3.2. Rekombinans DNS létrehozasa

A biotechnoldgidban széles korben alkalmazzak a rekombinans DNS-technoldgiat, amelynek
eszkoztara lehetévé teszi Uj genetikai konstrukcidk létrehozasat, rekombinans fehérjék eldallitasat,
valamint gének mennyiségi felszaporitasat és szekvencidjuk meghatarozasat [32]. A rekombinans
DNS egy a vektorbol (hordozdébol) és az abba beépitett inzertbdl all. Bakteridlis expresszids
rendszerekben a vektor altalaban egy plazmid, amely egy kétszalu, cirkularis DNS-molekula.
A rekombinans technika fontos elemei a restrikcidés endonukleaz enzimek: ezek a fehérjék felismernek
egy specifikus, legtobbszor palindrom jellegli, 4-8 bazispar hosszlsagl DNS-szekvenciat, és
ameghatarozott helyen elhasitjak a DNS mindkét szalat. A hasitas eredményeképp a szalak végeilehetnek
tompak, illetve tulnyulé nukleotidszakasszal rendelkezé ragados végek is kialakulhatnak. Az utobbi
esetben, ha a vektort és az inzertet egymastdl elkiilonitve, de ugyanazzal a restrikcidés endonukleazzal
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hasitjuk el, akkor a két DNS-vég komplementer modon bazisparosodasra képes. A kapcsolodashoz
DNS-ligadz enzimet szlikséges hasznalni, amely kovalens kotés létrehozasaval 0sszekoti a szalon belll
a szomszédos nukleotid egységeket.

En vektorként a kutatécsoportban kordbban kialakitott pKOT-delD3-mcs plazmidot hasznaltam [20],
és ebbe a higanykotd peptidmotivumokat kddold géneket az Xhol (felismert szekvencia: C’'TCGAG) és
a Sacl (vagohely: GAGCT'C) restrikcios endonukleazok hasito helyei kdzé épitettem be. Ez a pBR322-
alapu plazmid a Salmonella typhimurium baktérium génexpresszids szabalyozo régioin kivil tartalmaz
egy olyan flagellin gént, amelyben a D3 domént kddold régio helyére egy tobbszords klénozd helyet
épitettek (Multiple Cloning Site, MCS).

3.3. Polimeraz-lancreakcié

A polimeraz-lancreakcio alapelve, hogy egy egyszalu templat DNS tetszlleges részére komplementer
szalat lehet szintetizalni, ezaltal pedig az adott DNS-szakaszt felsokszorositani [33]. A folyamatot
harom részre lehet osztani: denaturdlasra, anelldldsra és polimerizaciora. Az elsd |épésben
92-98 °C-os hémérsékleten a DNS-t denaturaljuk, azaz a kettés hélixet szétvalasztjuk. A folyamat
azért megy végbe, mivel hé hatasara a szalak kozotti hidrogénkotések felszakadnak. A masodik
lépésben, az anellalas soran a primerek odatapadnak a DNS-hez, amelynek hémérséklet optimuma
az 55-65 °C-os tartomanyba esik. Végil a polimerizacié lépése kovetkezik: a lanchosszabbitas
sordn a DNS-polimeraz enzim a primer 3’ végérdl indulva beépiti a soron kdvetkezé komplementer
nukleotidokat. Ezt a lépést a polimerdaz enzim mikodéséhez optimalis hémérsékleten, tipikusan
68-72 °C-on hajtjuk végre. A harom lépést 25-35-sz6r ciklikusan ismételjik, és a felsokszorositani
kivant DNS mennyisége minden ciklusban megdupldzodik. A PCR sordn ma mar hdstabil
baktériumokbdl izolalt DNS-polimerdaz enzimeket alkalmazunk, amelyek képesek ellenallni
a denaturacios szakasz magas hOmérsékletének, ennek kdszonhetéen nem szilkséges minden ciklus
utan Uj enzimet adni a rendszerhez. A mddszer soran egy forward és egy reverz primerre van sziikség.
Mivel a forward és reverz primert egy reakcidéban hasznaljuk, fontos, hogy a két oligonukleotid tapadasi
hémérséklete kozel egyenld legyen, illetve guanin-citozin szazalékos aranyanak 40—-60%-os tartomanyba
szlikséges esnie a megfeleld stabilitas érdekében.

3.4. Hasznalt génbeviteli eljarasok

A génbeviteli eljarasok soran DNS-t juttatunk valamilyen modon a sejtekbe [34]. Ezen modszerek koziil
a kisérleteimhez kettére volt szlikség: a h6transzformalasra és az elektroporalasra.

3.4.1. Hétranszformalas

A hétranszformalas egy elterjedt modszer a plazmid DNS baktériumokba toérténé bevitelére.
A folyamat soran kompetens sejteket hozunk létre: a sejtek CaCl,-os kezelése kdvetkeztében
a Ca?* ionoktol pozitiv toltések lesznek a sejtfelszinen, amelyek odavonzzdk a negativ toltési DNS-t.
Ezt kdvetden a sejteket rovid ideig magas hémérsékletre kell helyezni, amely hésokkot idéz eld;
a membran fluiditdsa fokozodik, és a DNS bejut a sejtplazmaba. A baktériumok regeneralddasa
utan szelektiv taptalajon tenyésztjik Oket, hogy biztosan csak azon kolonidk jelenjenek meg
a lemezen, amelyek befogadtak a plazmid DNS-t, amely a taptalajnak megfelel6 rezisztenciagéneket is
hordozza.
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3.4.2. Elektroporalas

s

technika, az elektroporalas alkalmazasa valik sziikségessé. Az elektroporalas soran a sejteket révid
ideig (~10 ms), 2-3000 V fesziiltségnek tessziik ki, amelynek hatasara a sejtfalban és a sejtmembranban
atmenetileg lyukak keletkeznek, amelyeken keresztiil a DNS-molekulak bejuthatnak a sejtekbe. Ezutan
a sejteket azonnal tdpoldatba helyezziik a regeneralédas érdekében. Ezt a génbeviteli folyamatot az
elektroporator nevii késziilékkel végezziik. A modszernél kifejezetten figyelni kell az elektromos impulzus
hosszara és intenzitdsara, illetve a sdkoncentraciora. Az elébbiek, ha nincsenek jol megvalasztva,
a sejteken lyukakat idéznek eld, az utobbi pedig, ha tul magas, elektromos kisliléshez vezethet.

3.5. Gélelektroforézis

Az elektroforézis egy olyan eljaras, amelynek alapja, hogy elektromos térben az ionok vandorlasi
sebessége toltésiik, alakjuk és méretiik miatt eltérd, ennek kdszonhetéen ezeket el tudjuk valasztani
[35]. Feltétele, hogy az elvalasztandd molekula vagy elektromos toltéssel rendelkezzen, vagy
ionizalhato legyen. Az elektroforézis a biologiai makromolekulak, mint példaul a DNS és a fehérjék,
méret szerinti elvalasztasara is szolgal. A gélelektroforézis sordn térhalos géleket alkalmazunk,
amelyek feladata, hogy a diffuzié mértékét minimalizaljak, illetve a részecskék mozgasat lassitsak.
Az utdbbibdl kdvetkezik, hogy a gél porusméretét az elvalasztandd molekula méretéhez kell igazitani.

3.5.1. Agaroz gélelektroforézis DNS elvalasztasara

Az agardz gélelektroforézist tipikusan nukleinsavak elvalasztasara hasznaljuk [36,37].
A modszer azon az elven alapul, hogy megfeleld6 pH-n (~8) a DNS-molekuldk bazisonként egy-
egy negativ toltést hordoznak, tehat a toltésiik aranyos a méretlikkel, ezért a gélben a pozitiv
toltésl andd felé vandorolnak. A kisebb fragmentumok a gélben adott id6é alatt messzebbre jutnak,
mint a nagyobbak. A nukleinsavak méretiik miatt akrilamid gélben nem valaszthatok el, helyette
hordozoként a nagyobb pdrusméretet biztositd agardzt hasznaljuk, amelynek koncentracioja
hatarozza meg a porusméretet. A térhalds szerkezetet masodlagos kolcsdonhatasok alakitjak ki.
A DNS-molekuldk mozgasat a konformaciojuk és a méretliik egyarant befolyasoljak; a linearis
formak esetén a vandorlasi sebesség forditottan ardnyos a molekulatomeg logaritmusaval.
Az elvalasztandd DNS-molekuldk méretének meghatarozasara molekulalétrat hasznalunk.
A detektalashoz a gél készitése soran olyan fluoreszcens festéket adunk, amely a DNS-t UV-fényben
lathatova teszi.

3.5.2. SDS-PAGE gélelektroforézis fehérjék elvalasztasara

A PAGE, azaz a poliakrilamid gélelektroforézis soran a gélképzd anyag az akrilamid, amely egy
gyokképzd anyag hatasara polimerizalodik [35,38]. A folyamat katalizator hozzaadasaval gyorsithato,
a térhalos polimer szerkezetet pedig bis-akrilamid hozzaadasaval tudjuk kialakitani. Ahhoz, hogy
a fehérjéket kizarolag méret szerint tudjuk elvalasztani, a fehérjemintdkat elé kell kezelnlink
valamilyen redukaloszerrel, példaul B-merkaptoetanollal a diszulfidhidak felbontasa érdekében,
illetve SDS-sel (natrium-dodecil-szulfattal), amely nemcsak kitekeri a fehérjéket, hanem azokat
a lanc hosszaval aranyos mennyiségl negativ toltéssel latja el. Ilyenkor a negativ toltésl fehérjék
vandorolnak a pozitiv andd felé, és mozgasuk sebessége forditottan aranyos a molekulatomeg
logaritmusaval. A mintak méretét egy viszonyitasi alapot szolgalé molekulalétra segitségével tudjuk
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meghatarozni, aamelyet a fehérjemintakkal azonos gélen sziikséges lefuttatni. Az elvalasztds végén
a fehérjéket megfestjiik, és méretiik alapjan azonositjuk azokat. Munkam soran 12,5%-os géllel
dolgoztam, amelynek elkészitésének protokolljat a Fliggelék F.1 pontjaban feltliintettem. A hasznalt
aramerésség egy gélre 30 mA volt.

3.6. Elektrokémiai vizsgalati modszerek

Az el6allitott fehérjéket arany szenzorfeliileten immobilizaltuk, és igy vizsgaltuk a higanykoté
képességliket. A szenzor megtisztitdsahoz, karakterizaldsdhoz és a feliiletmodosuldsok — mint
afehérje rogzitése, higany kotédése — detektalasahoz két elektrokémiai technikat alkalmaztunk: ciklikus
voltammetriat (CV) és elektrokémiai impedancia spektroszkdpiat (EIS).

3.6.1. Ciklikus voltammetria

A ciklikus voltammetria (CV) egy olyan elektroanalitikai modszer, aamelyet redox folyamatok
vizsgalatara alkalmaznak [39]. A mérés soran harom elektrodot hasznalnak: a munka-, referencia-
és a segédelektrodot. A technika alapelve, hogy a munkaelektréd potencialjat egy meghatarozott
tartomanyban folyamatosan novelik, majd visszaforditjdk a kiindulasi értékre, mikdzben az
atfolyd aramot mérik. Munkam sordn a szenzor arany felliletének megtisztitasa és karakterizalasa
CV-vel tortént. A folyamat soran az arany felllet el6szor oxidalédik (Au,0, képzédik), majd
a potencial visszaallitasaval redukalodik, és tobb ciklus lefuttatasa utan a felilet teljesen tiszta és
elektrokémiailag aktiv lesz. Ezen folyamatok a ciklikus voltammogramon kévetheték nyomon, amelyen
az oxidacios és redukcios csucsokat lehet elkiloniteni.

3.6.2. Elektrokémiai impedancia spektroszkopia

A bioreceptor fehérje feliiletre rogzitésének hatékonysagat, illetve a higany kotését elektrokémiai
impedancia-spektroszképiaval (EIS) vizsgaltuk, amely a rendszer ellenallasarol és kapacitiv
tulajdonsdgairdl ad informaciét [40,41]. A mérés soran a kicsi, szinuszosan valtakozo fesziiltség
alkalmazasara a rendszer altal valaszként adott aramot mérjiik, és a kisérletet tobb frekvencian
megismételjik. A kapott eredményeket egy impedanciagérbén, az ugynevezett Nyquist-diagramon
lehet leolvasni. A jel értelmezésében fontos szerepet jatszik a toltésatadasi ellenallas, amely arrdl ad
informaciot, hogy milyen mértékben gatolt az elektronatadas az elektrolit oldat és az elektrod kozott.
Ennek értéke aranyos a feliilet boritottsagaval. Minél nagyobb a t6ltésatadasi ellenallas, annal lassabb
az elektrontranszfer, aamelyet a gorbe nagyobb atmérdje jelez.
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4. Elvégzett kisérletek és eredmények

4.1. Higanykoto fehérjék keresése és flagellinbe épitésiik megtervezése

A flagellaris filamentumokat alkoté flagellin alegységek négy doménbdl épiilnek fel, amelyek koziil
a D3 domén a filamentum felszinén helyezkedik el. Mivel ez a domén nem jatszik szerepet a monomerek
polimerizaciéjaban, ezért modosithatjuk vagy mas fehérjékkel, peptidekkel helyettesithetjiik, ésilymdédon
funkcionalizaljuk. A Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium flagellin fehérjéjében a D3
domén a 190-284. aminosavak kdzé esik [20]. Ha ennek helyére mas fehérjét szeretnénk beépiteni ugy,
hogy a polimerizaciéra vald képességet nem befolyasoljuk, a helyettesitd fehérje vagy peptid terminalis
aminosavai kdzti tavolsagnak a lehetd legkdzelebb kell lennie a D3 domén terminalisainak tavolsagahoz.
A Salmonella flagellin térszerkezete ismert [18], a Protein Data Bank (PDB) adatbazisban azonositoja:
1UCU. A szerkezeti dbra és az adatbazis altal nyujtott lehetéségek segitségével egy fehérjén beliil
meghatarozhato tetszéleges aminosavak tavolsaga. Igy meg tudtam mérni, hogy a flagellinben
a 189. pozicidban lévé glicin és a 285. aminosav, az aszparagin tavolsaga 6,21 A (4.1. dbra).

4.1. dbra: (A) A flagellin szerkezete, pirossal jelélve a D3 domén kapcsoloddsi helye a fehérje
tébbi részéhez. (B) A Gly189 és Asn285 tavolsdga. PDB ID: 1UCU [18].

A flagellin funkcionalizalasdhoz olyan higanykdtdé fehérjéket, illetve fehérjemotivumokat kerestem,
amelyek mérete hasonlo vagy kisebb a D3 doménéhez. A nativ filamentumok felszinén a D3 domének
szorosan, slrlin pakolva helyezkednek el (4.2. dbra), ezért ha tul nagy a beépitett motivum, akkor
a flagellin varidns monomerei nem tudnak megfeleléen polimerizalédni. A membranfehérjéket kizartam
a keresésbdél, mivel azok hidroféb tulajdonsaga vélhetbleg csokkentené a flagellin varians oldhatosagat
vizes pufferoldatban, ami a polimerizacié kozege.
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4.2. dbra: A filamentum krio-elektronmikroszkdpos szerkezete.
Ldthatd, hogy a felszini D3 domének stir(in pakoltak [42].

A fenti szempontok alapjan az 1.3 fejezetben bemutatott higanykoté fehérjék kozil négyet
valasztottam ki: az NmerA-t és a MerP-t, illetve a putativ Hg-koté fehérjét és a lakkaz enzimet.
A fehérjékben olyan Hg-kot6helyet tartalmazé aminosavszekvenciakat kerestem, amelyekben
az elsé és utolsd aminosav egymastol vald tavolsdga a 6,21 A tavolsagnak a kozelében van
(1. tabldzat). Ugyeltem arra is, hogy a D3-deficiens flagellin és a koétdmotivum Osszeillesztése
a legkisebb hatassal legyen a kétéhely kornyezetének feltekeredésére. Ehhez a flagellinbe illesztendé
fehérjerészt Ggy valasztottam, hogy a koétémotivum minél messzebb legyen annak terminalis
aminosavaitol. A természetes fehérjékben a higanyt preferaltan koté aminosav a cisztein. A cisztein-
tartalmu fehérjékkel valé munka (kiilonésen, ha azok nem a térszerkezet kialakitasahoz sziikséges
diszulfidhidas kétésben, hanemszabadon fordulnakeld) nehézségekbe litkbzhetafehérjék aggregalddasa
miatt, ami a bioszenzorikai alkalmazasi lehet6ségeket is korlatozhatja. Ezért a lakkaz enzimbél azt
a szekvenciat is kivalasztottam, amelyben cisztein helyett metionin kéti a higanyt, ezt egyes szammal
jeloltem.

1. tabldzat: A Hg-ké6té fehérjekbdl a D3 domén helyére beillesztésre
kivdlasztott k6t6motivumok és bennliik a termindlis aminosavak tdvolsdga

Fehérje Szekvencia Tavolsag
NmerA Thr 2-Ile 44 5,88 A
MerP Ala 1-Asp 48 5,33 A
Putativ Hg-k&té fehérje Leu 6-Pro 69 5,79 A
Lakkaz 1 Glu 255-Ala 297 5,70 A
Lakkaz 2 Asp 349-Gly 434 6,23 A
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A kivalasztott Hg-koété peptidmotivumok és a D3-deficiens flagellin szekvencidja alapjan
létrehoztam a szintetizadlandd variansok polipeptidlancat, és ezek valdszinlsithet6 térszerkezetét
az AlphaFold Server adatbazis segitségével [43] modelleztem, aamelyet a 4.3. dbra szemléltet.
A beépitendé szekvencidk mindegyikében a két termindlis aminosav tavolsdga megkozelitleg
6,21 A, illetve a kétdmotivumok a lancvégekhez képest a lehetd legtavolabb helyezkednek el. Ennek
koszénhet6en ezek a motivumok szerkezetileg alkalmasak a D3 domén helyére torténd beépitésre, ezért
szintetizaltattuk a teljes fehérjék E. coli-ra kodonoptimalizalt génjeit.
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4.3. dbra: Az AlphaFold dltal modellezett médositott flagellin
fehérje térszerkezetek, amelyeken a D3 domén helyére beépitendd
Hg-kdté peptidmotivumokat pirossal karikdztam be [43].
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4.2. A potencialis Hg-koto flagellin variansokat kodolo plazmidok létrehozasa génsebészeti
eszkozokkel

Az 5 potencidlis higanykdté motivum mindegyikét beépitettem a pKOT-delD3-mcs plazmid tébbszéros
klonozé helyére, amelynek lépéseit a kdvetkezé alfejezetekben taglalom.

4.2.1. A higanykoto szekvenciakat kodolo gének felsokszorozasa PCR modszerrel

A higanykotd szekvencidkat kdédolo géneket egy olyan, a kutatécsoportban kordbban kifejlesztett
pBR322-alapu plazmidba épitettem be, amely a Salmonella baktériumban vald fehérje-expressziot
szabalyozd régidk mellett egy olyan flagellin varians génjét tartalmazza, amelyben a D3 domént kodold
génszakasz helyén egy tobbszords klonozé hely (MCS) talalhatd (pKOT-FLiC-delD3 mcs) [44]. A kodold
DNS-szekvenciakat az MCS Xhol- és Sacl-restrikcios enzimek hasitohelyei kdzé terveztem beépiteni,
ezért a PCR-felsokszorositashoz olyan primereket terveztem, melyek a szekvencidk megfelel6 végeire
Xhol- és Sacl-endonukledzok hasitohelyeit flizik. Az enzimek optimalis m(ikodéséhez a vagohelyek
elé egy négy nukleotidbol allé egységet helyeztem. A lehetséges primerek tapadasi hOmérsékletét
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és a guanin-citozin aranyat a NEB Tm Calculator weboldal segitségével optimalizaltam [45].
Az oligonukleotidokat az Integrated DNA Technologies-tél rendeltik meg. A fehérjéket kodold
liofilizalt géneket feloldottam 100 pl steril desztillalt vizben, a primereket pedig 100 pmol/l
térfogatra higitottam, majd mindegyiket vortexeltem és centrifugaltam. A kovetkezd [épésben
a primerekbél készitettem egy tizszeres higitast 100 pl végtérfogatban. Ezutan &sszeallitottam
a PCR-hez szlikséges elegyeket, amelyek 28,5 pl steril desztillalt vizbél, 10 pl Q5 pufferbdl, 5 pl
2 mM dNTP-bél, 2,5-2,5 pl forward és reverz primerbdl, illetve az 1 pl templatbdl és 0,5 pl Q5-
DNS-polimerazbdl alltak. A reakcidé soran a DNS denaturalasat 98 °C-on 30 masodpercig végeztiik,
majd a program 30 cikluson keresztll ismétlédott, amely 98 °C-on 10 masodperces denaturalasbal,
a merA, merP, lakkdz 1 gének esetében 65 °C-o0s, mig a putativ higanykétd varidns és a lakkdz 2 esetén
69,5 °C-os, 30 masodperces anellalasi lépésbdél (a Q5-DNS-polimerazra optimalizalt hémérsékletek
a NEB Tm Calculator oldal alapjan meghatarozva), valamint egy 72 °C-on 30 masodpercig tartd
polimerizaciés szakaszbdl allt. A reakciot végil egy 72 °C-on, 120 masodpercig zajlo végso lépés
zarta le.

Miutdn a reakcid végbement, annak eredményét 1,2%-o0s agardoz gélen elvalasztva ellenériztem
(4.4. dbra). A 2. tdbldzatban 0Osszefoglaltam, hogy melyik varians hany bazispart tartalmaz
a reakcidt kdvetden.

2. tabldzat: A PCR-termékek bazispdrjainak a szama

PCR-termék nmerA merP putattv htgqnykoto lakkdz 1 lakkdz 2
fehérje
, . Merete 149 164 212 149 278
[bazisparok szamal]
Bp
i
1500
1000
750
500
()

4.4. dbra: A PCR eredményeképp létrejGtt higanykdts genszekvencidak agardz gélen lefuttatva.
Jelmagyardzat: L a GeneRuler 1 kb DNS-létra, A: nmerA, P: merP, U: putativ Hg-k6t6,
1: lakkdz 1, 2: lakkdz 2 higanykété génszakasz.

A gélkép szerint minden PCR-termék a megfelel6 mérettartomanyba esett, tehat a 149-278 bazisparnyi
intervallumba.
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4.2.2. A pKOT-delD3-mcs plazmid és a Hg-ko6t6 peptideket kodolo inzertek restrikcios
emésztése és ligalasa

A PCR-termékek megtisztitasat a Monarch PCR&DNA Cleanup Kittel végeztem el a gyarto altal megadott
protokoll szerint. A pufferrel 5:1 ardnyban elegyitettem, a mosashoz a végén 30 pl steril desztillalt vizet
hasznaltam.

Ezt kovetben a Hg-kotd flagellin variansokat kodold plazmidok létrehozdasahoz az inzert DNS-
eket és a pKOT-delD3-mcs plazmidot Xhol- és Sacl-restrikcios enzimekkel emésztettem.
Az emésztési elegyek 6sszetételét a 3. tdbldzatban tiintettem fel. Azemésztés 37 °C-on 1,5 éraig tartott.

3. tabldzat: A restrikcié emésztéshez sziikséges elegyek

Steril CutSmart
Név desztillalt viz puffer Sa;:ll-]H F )ihfll ?le

[t [utl H u H
nmerA - 1 1 1 7
merP - 1 1 1 7
put. Hg-kc’ito i 1 . . ,

fehérje
lakkdz 1 - 1 1 1 ;
lakkdz 2 - 1 1 1 7
plazmid 1 1 1 1 6

Mésfél dra elteltével az emésztett termékeket Monarch PCR&DNA Cleanup Kittel megtisztitottam, az
aranyokat a leirasban javasoltak szerint alkalmaztam. A tisztitott, emésztett oligonukleotidokat ezt
kovetben a ligalasi reakciohoz hasznaltam fel. A plazmid és az inzertek ligalasat mind az 6t varians
esetében parhuzamosan végeztem el. A kdvetkez6 elegyeket allitottam Ossze:

« 5 pul emésztett inzert

» 2 pl emésztett vektor

e 2 pl 5x Ligation Rapid Buffer

e 1 ul T4 DNS-ligaz
A ligalas 22 °C-on, 10 percig zajlott.
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4.2.3. TOP10 E. coli sejtek transzformalasa a modositott plazmidokkal

A ligalassal létrehozott plazmidok felsokszorozasahoz azokkal TOP10 E. coli sejteket transzformaltam.
Ehhez a kompetens TOP10 E. coli sejteket 10 percre jégre tettem, majd minden ligalasi elegybdl
5 pl-t tettem egy-egy sejt alikvothoz. Ezutan jégre tettem 6ket 30 percre.

Az id6 letelte utan 1,5 percre a 42 °C-os vizfirdébe tettem a sejtes plazmidos elegyet, aztan 2 percre
jégre, majd 500 plmeleg SOC tapoldatot adtam hozzajuk, és 60 percen at, 275 rpm-en, 37 °C-on razattam
az elegyet. A kdvetkezd lépésben steril flilke alatt ampicillint tartalmazo LB-lemezekre szélesztettem a
mar elméletileg 6t fajta plazmidot tartalmazo sejtekb6l 100 pl-t, végiil ezeket egy éjszakan at inkubaltam
37 °C-on.

A transzformacié eredményeként masnap mind az 6t lemezen rengeteg koloniat lattam. Mindegyik
lemezrél valasztottam harom koloniat, amelyeket atoltottam 5 pyl ampicillint tartalmazé 5 ml LB-be, és
16 6ran keresztiil razattam 37 °C-on.

4.2.4. Plazmidok izolalasa a koloniakbél

A sejtekbél a plazmid tisztitdst a Monarch Plasmid Miniprep Kit segitségével végeztem el, a gyartd
utasitasait kdvetve. Az ellicios [épésnél 30 pl steril desztillalt vizet hasznaltam.

A ligalas sikerességérol ellen6rzé emésztéssel gy6zédtem meg. Ehhez Agel-HF restrikcios
enzimet hasznaltam, amely csak azokat a plazmidokat hasitja, amelyekbe nem épiilt be inzert.
Az emésztés eredményét agaroz gélelektroforézissel ellendriztem. Az emésztéshez 2 pl plazmidot,
1-1 pl Agel-HF enzimet és CutSmart puffert, illetve 6 pl steril desztillalt vizet hasznaltam fel, és
1 6éran at 37 °C-on emésztettem. Ezt kdvetéen az emésztési elegyet 0,8%-0s agardz gélen valasztottam
el. A gélkép (4.5. dbra) alapjan csak az ,A/2” jell plazmid nyilt fel az Agel emésztés hatasara, igy
a tobbib6l minden tipusbdl kettdt kiildtiink DNS-szekvenalasra.

A szekvenalassal meghatarozott szekvenciak egyértelmUen igazoltak, hogy minden esetben helyesen
épllt be az inzert DNS a plazmidba.

TRl DA A Ao hadad A A LA & A
B- - - - - - - e e B e -

P ¥ A0 A2 AR P1 P2 P2 UA U2 U2 14 12 132 24 22 23
-

-

-

L

4.5, dbra: A TOP10 E. coli kolénidkbdl kitisztitott és Agel enzimmel emésztett plazmid
DNS-ek agaroz gélen elvadlasztva. Jelmagyardzat: A P az emésztett pKOT-delD3-mcs plazmidot
jeléli, az L a GeneRuler 1 kb DNS-létrdt, az A az NmerA, P a MerP, az U a Putativ Hg-kété, az 1

a Lakkdz 1, és a 2 a Lakkdz 2 varidnst kédolo plazmidok, a ,,/” karakter utdn a koldnidk sorszama
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4.2.5. Elektrokompetens flagellin deficiens SJW2536 Salmonella sejtek készitése

Az elektrokompetens flagellin deficiens SIJW2536 Salmonella sejtek elkészitéséhez készitettem
60 ml LB-tapoldatot egy 250 ml-es lombikba, illetve 55 ml 10%-os glicerinoldatot. Ezt kdvetben
minden kelléket, tehat a pipettahegyeket, pipettdkat, Eppendorf cséveket és a két elkészitett
oldatot sterilizadltam autoklavban 121 °C-on 30 percig. A fagyasztobol kivett sejteket steril
fulke alatt 20 ml LB-tapoldatba oltottam at. Ezutan 16 o6raig 250 rpm-en razattam 37 °C-on.
A kovetkez6 nap a tenyészetbhdl 300 pl-t atoltottam 60 ml LB-be, majd 2,5 6raig razattam
37 °C-on. Amikor az id6 lejart, steril flilke alatt két Falkon csébe elosztottam egyenlé aranyban
a sejtes elegyet, majd 6 °C-on 10 percig, 4000 rpm-en centrifugaltam. Utdna ismét laminaris
filke alatt dolgoztam: a felliluszot eltavolitottam, és a sejteket 10-10 ml, 4 °C-ra h{tott
glicerinoldatban szuszpendaltam, majd ismét centrifugaltam. Ezt a [épést megismételtem:
a felllUszot lepipettaztam, és a csapadék glicerines oldasa utan a két Falkoncsévet a centrifugaba
tettem. Ezutan eltavolitottam a felliliszdt, azonban mar csak 5-5 ml glicerin oldattal szuszpendaltam.
Centrifugdlas utan a fellluszot lepipettaztam, és a sejtcsapadékot 600 pl glicerinoldattal
szuszpendaltam, végil azt 50 pl-es egységenként 1,5 ml-es Eppendorf csévekbe adagoltam, és
a -80 °C-os fagyasztéba tettem.

4.2.6. Plazmidok elektroporalasa SJW2536 Salmonella sejtekbe

Mivel a cél a modositott filamentumok Salmonella sejteken torténd termeltetése volt, ezért az 6t varianst
kodold plazmid DNS-t elektroporalassal juttattam elektrokompetens SJW2536 sejtekbe. Az SJW2536
sejteket, a plazmid oldatat, az elektroporalashoz sziikséges kiivettat és az 500 pl SOC tapoldatot
jégen inkubaltam. 1 pl plazmidot pipettaztam 50 pl elektrokompetens sejtre, és dvatosan elkevertem
a pipettaheggyel, majd 1 percig pihentettem jégen. Ezt kovetéen az elegybél 53 pl-t pipettaztam
a kiivettaba, és beraktam a késziilékbe, majd 10 ms-ig 2500 V-on elektroporaltam. Ezutan azonnal SOC-
tapoldatot adtam hozza, szuszpendaltam Eppendorf csében, 60 percig inkubaltam 37 °C-on, 275 rpm
razatassal. Miutan letelt az egy 6ra, a sejtekbdl 50 és 450 pl-t szélesztettem a lemezekre, és 16 6ran
at inkubaltam 6ket 37 °C-on. E protokoll szerint dolgoztam mind az 6t kiilénb6z6 genetikai informaciot
tartalmazo plazmid esetén. Masnapra lathatéva valtak a koloniak a lemezeken.

4.3. A potencialis higanykoto flagellin variansok termeltetése és polimerizacios
képességének vizsgalata

Ebben a fejezetben a potencidlis higanykotd fehérjevaridnsok expressziojat és filamentumképz6
képességét mutatom be. A kisérleteket eldszor kis térfogatl tenyészetekben végeztem el, majd
ugyanezeket a vizsgalatokat a koriilmények modositasaval is megismételtem, az optimalis termelési
paraméterek meghatarozasa érdekében. Ezt kdvetéen a legigéretesebb korilmények mellett nagy
térfogatban is el8allitottam filamentumokat.

4.3.1. A flagellin variansok termelodésének tesztelése kis térfogatu tenyészethen

A vad tipusu flagellin monomer a Salmonella baktérium felszinén filamentumma polimerizalédik.
A D3 domén mas fehérjével valdo helyettesitése azonban befolyasolhatja a flagellin varidns
polimerizacidés képességét. Ennek kdvetkezményeképp azok a sejtben maradhatnak monomer vagy
aggregalt formaban, vagy nem képesek beépiilni a sejtfelszini filamentumba, és ezért kikeriilnek
a tapoldatba szintén monomer vagy letort filamentum darabok formajaban. Ezekkel az eshetéségekkel
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szamolva kis térfogatu tenyészetekben minden higanykoté variansra megvizsgaltam, melyik esetben hol
és milyen formaban halmozddik fel a fehérje. Ezeket a vizsgalatokat minden variansra hasonlé médon,
az alabbiak szerint kiviteleztem.

El6szor atoltottam a Salmonella sejteket 5 ml ampicillint tartalmazo LB-tapoldatba, és 16 éran at
razatva inkubaltam 37 °C-on, 275 rpm-en. Masnap a tenyésztett sejtszuszpenzidkbdl 500 pl-t 15%-0s
glicerines kdzegben -80 °C-on eltaroltam a torzs fenntartasa érdekében.

A sejtszuszpenzidkbdl kivettem 20 pl-t, és ezt ugyanennyi SDS-PAGE mintapufferrel féztem ki
10 percig (S1 minta az elektroforézishez). Ugyanigy készitettem eld elektroforézisre minden késébb,
a fehérjetermelés soran vett mintat.

A sejtszuszpenziokbol vett mintdkban sotét latdter(i mikroszkoppal vizsgaltam az adott baktériumok
Uszasi képességét, amelybdl a sejtfelszini filamentum képzddésre lehet kdvetkeztetni.

A tenyészetek optikai denzitasat 600 nm-en (0D, ) spektrofotométerrel hataroztam meg, amelyet

600
a termeldédott fehérje mennyiségével 0Gsszehasonlitva tudtam kovetkeztetni az expresszié
hatékonysagara.

Végil a tenyészet 2 ml-ét arra hasznaltam, hogy meghatarozzam az adott flagellin varians
felhalmozodasanak helyét. Ezeket a mintakat 6000 g-n, 6 °C-on fél éraig centrifugaltam, majd
a csapadékot (amely a sejteket és a rajtuk lév6 filamentumokat tartalmazza) és a felliluszot (amely
a monomereket és a letort filamentumokat tartalmazza) kilon vizsgaltam tovabb.

A csapadékot 200 pl Tris (20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,8) pufferben szuszpendaltam,
majd 70 °C-on 10 percig hékezeltem a filamentumok monomerizalasa céljabol. Ezt kovetben
70 000 rpm-en, 10 °C-on fél odran at ultracentrifugaltam a mintakat (TLA-120.2 rotorral).
A felliluszot SDS-PAGE mintapufferrel elegyitve és fézve el6készitettem az elektroforézisre
(S2 minta). Ez tartalmazta az eredetileg sejteken lévd filamentumokat; igy a flagellin legnagyobb
koncentracidéja ebben volt varhatd az osszes frakcié kozil. A csapadékrész tartalmazta
a baktériumokat, ehhez 200 pl puffert adtam és el6készitettem gélelektroforézisre (S5).

A kiindulasi tenyészet els6 centrifugalasabdl nyert felliliszét ultracentrifugaltam, szintén 70 000 rpm-
en, 10 °C-on fél oraig. Az igy kapott csapadék tartalmazta a letort filamentumokat; a feliiliszo pedig
a termelés soran a tapkozegbe kijutott flagellin monomereket. Mindkett6t mintapufferrel kevertem, és
10 percig f6ztem; elébbit $3-nak, az utébbit S4-nek neveztem el.

Az S1,S2, S3, S4, S5 mintakat SDS-PAGE gélelektroforézissel valasztottam el. A tovabbiakban az egyes
variansokra kapott eredményeket mutatom be.

4.3.2. Az NmeraA flagellin varians termelédésének vizsgalata

Az NmerA flagellin varidns molekulatomege 47 kDa. A filamentum termelés vizsgalatdhoz négy
kiilonb6z6 sejttenyészetet hasonlitottam 0Ossze. A sotét latoterld mikroszkopos vizsgalat alapjan
azt talaltam, hogy a harmas és a négyes tenyészet kevesebb sejtet tartalmazott, ugyanakkor
a baktériumok gyenge motilitasa (porgés) arra utalt, hogy a sejtek életképesek, és flagellummal
rendelkeznek. A sejttenyészetek optikai denzitdsat is lemértem haromszoros higitassal, majd
a legvégeén visszaszamoltam beléle, ezen eredményeket a 4. tdbldzatban jelenitettem meg. Mivel
a tenyészetek abszorbancia értéke kozel azonos volt, feltételezhetd, hogy a sejtszamok nem térnek el
jelentdsen, igy az esetleges expresszios kiillonbségek nem a sejts(ir(iségbdél adodnak.

31



4. tabldzat: Az NmerA fehérjevaridnst termelé
sejtek tenyészeteiben mért optikai denzitds

Minta elnevezése | ODsoo [-]
Al 2,5
A2 2,5
A3 2,5
Ad 2,4

A kisérletsorozatban 6sszegy(jtott mintakat SDS-PAGE elektroforézissel elvalasztottam (4.6. dbra).

4.6. dbra: Az NmerA flagellin varidns termelédésének vizsgdlata SDS-PAGE-n. S1 a sejttenyészet,
S2 a sejtek felszinérdl szarmazo filamentumok, S3 a letért filamentumok, S4 a monomerek,
S5 a baktériumokat tartalmazdé minta. A # a koldnidkat jeléli. Piros szinnel jel6ltem azokat a

mintdkat, amelyekben csak a sejten képzddott és arrdl izoldlt filamentumokat vdrjuk.

A gélképeken megfigyelhetd, hogy a tenyészetek filamentum termelése kdz6tt nem volt jelentds
kiilonbség. Fontos megjegyezni, hogy az S1 tenyészetes mintakhoz képest az S3 mintak szazszoros,
az S2, S5 mintak tizszeres toménységliek. Az S2 mintaknal minden tenyészetben megfigyelhet6
egy markans sav, amely 40-55 kDa kozé esik. Ez az érték 6sszhangban van azzal, hogy az NmerA
flagellin varians 47 kDa nagysagl. A savok méretének és intenzitasanak hasonlésaga megbizhato
és egyenletes expressziot jelez. Ez adja a legerételjesebb jelet az egész gélképen, amely arra utal,
hogy a filamentumok legnagyobb mértékben a sejtekhez kototten termeldédtek. A gél eredményei
alapjan az is megallapithatd, hogy a letort filamentumokat tartalmazé frakcié (S3) volt jelen
a legkisebb aranyban, amit a savok gyenge intenzitasa tamaszt ala. A fehérjék monomer formaban is
(S4) kikeriltek a tapoldatba, azonban ezek mennyisége nem szamottevé. A baktériumos frakciéban
amegfeleld elvalasztasnak készonhetéen mar nem detektalhatok a flagellin fehérjék. A gélkép megerdsiti
amikroszkopos megfigyeléseket, amelyek szerint a sejtek enyhe motilitdsa a flagellumok jelenlétére utal.
Azeredmények 6sszességében aztigazoljak, hogy azNmerAflagellin varians megfeleléen expresszalddott
a sejtfelszinre.

32



4.3.3 MerP varians termelédésének vizsgalata

A 47,5 kDa méretli MerP fehérje expresszidjat négy kiilonb6z6 tenyészethdl szarmazd
sejttenyészetben vizsgaltam. Sotét latoterl mikroszkoppal végzett megfigyeléseim alapjan
mindegyik tenyészet sok, hasonld méret(i sejtet tartalmazott, amelyek porgése a flagellumok
jelenlétét jelezte. Az optikai denzitdst az 5. tabldzatban rogzitettem. A P1 és a P4 sejtmintakbol
négyszeres higitassal, a P3-bol haromszoros és véglil a P1-bél kétszeres higitassal mértem.
Az eredmények alapjan arra kovetkeztettem, hogy az elsé és a negyedik tenyészet tartalmazta
a legtobb sejtet, amely indokolhatja az esetlegesen eltérd fehérje expressziot.

5. tdbldzat: A MerP fehérjevaridnst termeld
sejtek tenyészeteiben mért optikai denzitds

Minta elnevezése | ODsoo [-]
P1 3,0
P2 2,0
P3 2,7
P4 3,2

Az elkészitett mintak fehérjéit elvalasztottam SDS-PAGE gélelektroforézissel (4.7. dbra).
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4.7. abra: Az MerP flagellin varidns termel6désének vizsgdlata SDS-PAGE-n. S1 a sejttenyészet,
S2 a sejtek felszinérél szdrmazé filamentumok, S3 a letdrt filamentumok, S4 a monomerek.
A # a koldnidkat jeléli. Piros szinnel jeléltem azokat a mintakat, amelyekben csak
a sejten képzGdétt, és arrdl izoldlt filamentumokat vdrjuk.

A gélképen az S2 mintdk, habar nem olyan erds intenzitassal, de megfigyelheték a megfeleld
mérettartomanyban, 40-55 kDa kozott. A savintenzitasok alapjan a masodik tenyészetben épiltek
ki a sejtek felszinére a legnagyobb mértékben a filamentumok. A letdrt polimerek kis aranyban
voltak jelen a tapoldatban, és a fehérjék monomer formaban is kijutottak a sejtek kdrnyezetébe.
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A mikroszkdépban latott gyenge motilitas 6sszhangban all a gélképpel, miszerint a sejtek rendel-
keztek bakteridlis ostorral. Az optikai denzitas eredményekkel 6sszevetve, a MerP flagellin variansnal
ugy tlnik, hogy hidba a masodik tenyészet sejts(irlisége volt a legkisebb, a filamentum termelés mégis
fokozottabban m(ikodott. Ez azzal magyarazhato, hogy az alacsonyabb sejtszam miatt a tapanyag-
ellatottsdg kedvezdbb lehetett, amely intenzivebb fehérje-elballitast tett lehetévé. Osszességében
megallapithato, hogy habar a MerP flagellin varians termelédése igazolhatd, ugyanakkor a termelési
paraméterek optimalizalast igényelnek a nagyobb hozamu fehérjetermeléshez.

4.3.4. Putativ higanyk6t6 varians termelédésének vizsgalata

A putativ higanykotd varidns 49,2 kDa nagysagu. Ismét négy tenyészetet vizsgaltam. A sotét latdter(
mikroszkdpos vizsgalat soran mindegyik mintam, kiilondsen a negyedik esetén sok sejtet figyeltem
meg. A sejtek nem Usztak, csak forgd és vibrald mozgast végeztek, amely jelezte az életképességiiket
és valdszinlsithetéen a filamentumok jelenlétét. Az OD-mérést az U1-U3 mintaknal haromszoros, az
U4 mintandl négyszeres higitassal végeztem, majd visszaszdmoltam az értékeket. Az eredmények
alapjan (6. tdbldzat) arra kovetkeztettem, hogy a legkevesebb mennyiségl sejtet szintén a harmadik

minta tartalmazta.

6. tdbldzat: A putativ Hg-k6té fehérjevaridnst
termel6 sejtek tenyészeteiben mért optikai denzitds

Minta elnevezése | ODsoo [-]
Ul 2,6
u2 2,6
u3 2,2
ua 3,6

A mintakat gélelektroforézissel elvalasztottam (4.8. dbra).
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4.8. abra: A putativ higanyké6té flagellin varidns termelédésének vizsgdlata SDS-PAGE-n. S1 a
sejttenyészet, S2 a sejtek felszinérél szarmazo filamentumok, S3 a letért filamentumok, S4 a monomerek,
S5 a baktériumokat tartalmazdé minta. A # a koldonidkat jeléli. Piros szinnel jeléltem azokat a mintdkat,
amelyekben csak a sejten képzédétt és arrdl izoldlt filamentumokat varjuk.
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A gélképen lathato, hogy a sejtek felszinén felépilt filamentumokat tartalmazoé frakciok a megfelel6
mérettartomanyban helyezkednek el, és a harmadik tenyészetb6l szarmazé minta tartalmazta
a legtobb mddositott flagellin fehérjét. A sejtekrél mind a négy tenyészet esetén tortek le filamentumok,
azonban csupan kis aranyban. A tapoldatba keriilt monomerek mennyisége mindegyik frakcié esetén
hasonlo. A putativ higanykotd varidns esetében, ahogyan az el6zé alfejezetben bemutatott MerP
varians esetében is, ismét az a tenyészet termelte a legtobb fehérjét, amelyikben a sejtszam vélhetden
a legkisebb volt.

4.3.5. Lakkaz 1 varians termelédésének vizsgalata

A 47 kDa nagysagl Lakkdz 1 fehérjevarians kisméret(i termeltetésénél ismét négy tenyészetet
hasonlitottam Gssze. A sotét latoteri mikroszkdpos megfigyelések alapjan a baktériumok porogtek
maguk koril, ami a flagellaris nanomotor miikodésére utal. A sejtek optikai denzitasat is megmeértem,
amely soran négyszeres higitast alkalmaztam. A 7. tdbldzat a visszaszamolt értékeket tartalmazza.
Az értékekbdl azt feltételeztem, hogy az elsé tenyészetben kisebb sejtsirliség alakult ki, mint a tébbi
haromban. Korabbi megfigyeléseim alapjan ez fokozottabb filamentum termelésre utalt.

7. tdbldzat: A Lakkdz 1 fehérjevaridnst termel6
sejtek tenyészeteiben mért optikai denzitds

Minta elnevezése | ODsoo [-]
1. 3,0
2. 3,8
3. 3,8
4. 3,0

A mintakban lévé fehérjéket gélelektroforézissel elvalasztottam (4.9. dbra).

4.9. dbra: A Lakkaz 1 flagellin varidns termelédésének vizsgalata SDS-PAGE-n. S1 a sejttenyészet,
S2 a sejtek felszinérdl szarmazo filamentumok, S3 a letért filamentumok, S4 a monomerek,
S5 a baktériumokat tartalmazd minta. A # a koldnidkat jel6li. Piros szinnel jeléltem azokat
a mintdkat, amelyekben csak a sejten képzddott, és arrdl izoldlt filamentumokat vdrjuk.

35



A gélfuttatds eredményei némileg ellentmondasosnak bizonyultak: mig a 2—-4. tenyészetes koloniak
esetében (S1#2-S1#4), a flagellinre jellemz6, ~47 kDa korili sav markansan megjelent, ugyanakkor
a tobbi (S2-S5) frakciéban a fehérje mennyisége jelentésen csokkent, vagy egyaltalan nem volt
detektalhatd. Kilondsen érdekes, hogy a masodik tenyészetbdl, amelybél az S1 minta alapjan elvileg
a legtobb flagellin varians termelddott, a sejt felszinére felépiilt, és az arrdl letért filamentumok
rendkivil kis mennyiségben, monomerek pedig szinte egyaltalan nem jutottak ki a tapoldatba.
A monomerek egyediil az elsé sejttenyészetben voltak jelen. Meglepd tovabba, hogy az S2 frakciok
kozil a legintenzivebb savot az elsé sejttenyészet adja, amelynek az optikai denzitasa a legkisebb
értékkel birt, azonban ez ellentétben all a sejttenyészetes minta eredményével (S1#1). Osszefoglalva,
habar a Lakkdz 1 flagellin varians valamilyen szinten képzddott a sejtekben, a kimutathato fehérjék
jelentés mennyisége a frakcionalas utan elt(int, ez valamilyen, az elvalasztasi folyamatok soran
bekovetkezett hibara, a filamentumok instabilitasara vagy a feldolgozas kozbeni degradaciora utal.
Az ellentmondasok miatt ez a kisérlet ismétlést igényel.

4.3.6. Lakkaz 2 varians termelédésének vizsgalata

Az 52,4 kDa méret( Lakkaz 2 varianst termeld sejttenyészetekbdl 6sszesen négyet vizsgaltam. A sotét
latéter( mikroszkopos vizsgalattal azt tapasztaltam, hogy a sejtek forogtak maguk koriil, valamint
lathatdan a 3., 4. tenyészet sejttartalma volt a legkevesebb. Az optikai denzitasukat is megvizsgaltam
haromszoros higitassal OD, -on, és a 8. tdbldzatba foglalt eredményeket kaptam. A mikroszkopban
latottakat alatamasztjak az értékek, hiszen bar nem jelentés mértékben, de az optikai sirlisége a 3.,
4. sejttenyészetnek volt valdban a legalacsonyabb.

8. tabldzat: A Lakkdz 2 fehérjevaridnst termel6
sejtek tenyészeteiben mért optikai denzitds

Minta elnevezése | ODeoo [-]
1. 2,3
2. 2,8
3. 2,0
4. 2,2
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SDS-PAGE gélelektroforézissel elvalasztottam a mintdkban a fehérjéket (4.10. dbra).

4.10. dbra: A Lakkaz 2 flagellin varidns termelédésének vizsgdlata SDS-PAGE-n.
S1 a sejttenyészet, S2 a sejtek felszinérél szarmazo filamentumok, S3 a letért filamentumok,
S4 a monomerek, S5 a baktériumokat tartalmazé minta.
A # a koldnidkat jel6li. Piros szinnel jel6ltem azokat a mintdkat, amelyekben csak a sejten
képzddott és arrdl izoldlt filamentumokat vdrjuk.

A gélen lathato, hogy az S2 mintak mindegyikében megjelenik egy sav, amely az 55 kDa kozelében
helyezkedik el, ezek az 52,4 kDa méret(i Lakkaz 2 flagellin variansok. A sejtek felszinére kivalasztott és
felépult filamentumok mennyisége k6zott nem volt szamottevé kiilénbség a négy sejttenyészet esetében,
azonban a savok alacsony intenzitasa a termelés alacsony hatékonysagara utal. Ennek magyarazata az
is lehet, hogy egy viszonylag nagyobb méretd, a tobbi varianshoz képest 6sszetettebb fehérjemotivumot
épitettem be a D3 domén helyére, amelynek sejtbdl a sejtfelszinre torténé exportalédasa nehézségekbe
litkozott.

A masodik sejttenyészetben a letdrt filamentumok ardnya magasabb volt, mint a tébbiben. Monomer
formaban a fehérjék egyaltalan nem jutottak ki a tapkozeghbe. Osszességében habar a filamentum
képzbédés alacsony mértékben sikeres volt, a jobb hatékonysagu termelés érdekében a koérilmények
optimalizalasa valik szlikségessé a jovében.

4.3.7. A kiilonbo6z06 flagellin variansok termelési hatékonysagat fokozo paraméterek
keresése

A higanykotd flagellin variansok tervezett bioszenzorikai alkalmazasahoz azokra polimer formaban
van szlikség, ezért a kovetkez6 kisérleteimben arra torekedtem, hogy bakteridlis el6allitasukhoz
olyan korilményeket taldljak, amelyeket alkalmazva a legnagyobb aranyban keletkeznek sejtfelszini
polimerek. Természetesen a mas formaban termelédé fehérjék tisztitdsara és polimerizacidjara is
lehet esély utolag, de a kutatdcsoport korabbi tapasztalatai alapjan ezek az eljarasok aranytalanul sok
er6feszitést igényelnek, sikerességiik bizonytalan, és nagy fehérjeveszteséggel jarnak.

Kisérleteim soran kiilonb6z6 paramétereket valtoztattam, mint példaul a hémérsékletet vagy
a tapoldat Gsszetevéit, és minden esetben meghataroztam a valtoztatas hatasat. Id6 hianyaban az
optimalizalasi vizsgalatokat kizarélag azokra a flagellin-varidnsokra végeztem el, amelyekrél friss
tenyészlemez éppen rendelkezésre allt. Emellett feltételeztem, hogy az optimalizalasi paraméterek
hatasa hasonlé modon érvényesiil az egyes variansokra, hiszen a kiilonbség koztiik csak a D3 domén
helyére beépitett fehérjemotivum. Igy, ha azadott médositott paraméter nem befolyasolta szamottevéen
az expresszidt, akkor valdszin(isithetd, hogy a tobbi variansra sem gyakorolt volna jelentés hatdst.
Az 6sszes ilyen kisérletet a 4.3.1. alfejezet alapjan végeztem el kis térfogatban.
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4.3.7.1. H6mérséklet-valtoztatas hatasa a Lakkaz 1 fehérjevarians termelodésére

A Lakkdz 1 fehérjevaridns kis térfogati termelését az ellentmondasos eredmények miatt
(4.3.5. fejezet) megismételtem, és egyidejlileg az optimalizalasi vizsgalattal is O6sszekapcsoltam:
a kisérletem célja annak meghatarozasa volt, hogy a termeltetés homérsékletének valtoztatasa
hatassal van-e a fehérje termel6désének mennyiségére. Ennek vizsgalatdhoz két koldniarol
5-5 ml LB-tapoldatot oltottam be, majd inkubaltam razatassal 16 6éran at 34 °C-on, illetve ahogy
korabban, 37 °C-on, ugyanis feltételeztem, hogy esetleg az alacsonyabb hémérséklet a sejtosztdédast
lelassitja, és a fehérjék termelésének kedvez. A tenyészetbdél mintat vettem, és sotét latoter(
mikroszkép segitségével tanulmanyoztam. Mindkét minta esetén azt tapasztaltam, hogy a sejtek
sodrodtak, maguk koril forogtak, igy meggy6z6dtem réla, hogy a sejtek a modositott hémérséklet
hatasara is életképesek maradtak, és valdszin(ileg flagellummal is rendelkeznek. Megmeértem az
optikai denzitdst haromszoros higitassal, amely érdekessége az volt, hogy a visszaszamolt értékek
a 34 °C-os mintdk esetében magasabbnak bizonyultak, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ezen
a hémérsékleten a sejtosztddas intenzivebben zajlott. Végil a vett mintakbol gélelektroforézissel
elvalasztottam a fehérjéket (4.11. dbra).

- " 3 ’ = " o
. * N
| S3#1A S3%1 S3#2A S32B S441A S4#1B S4#2A S4£2B SSF1A SS5H1B S542A SS5H2B

4.11. dbra: A Lakkdz 1 flagellin varidns kiilonb6z6 h6mérsékleteken vald termeltetésének eredménye.
S1 a sejttenyészet, S2 a sejtek felszinérél szarmazd filamentumok, S3 a letért filamentumok,
S4 a monomerek, S5 a baktériumokat tartalmazo minta. A # a kolénidkat jel6li. Piros szinnel jel6ltem
azokat a mintdkat, amelyekben csak a sejten képzédott és arrol izoldlt filamentumokat vdrjuk.
A=34°C; B=37 °C

A gélen lathatd, hogy a tenyészeti mintdkban megtaldlhaték a flagellin varidnsok. Azonban
ahogy a sima, kis térfogatos termelddési vizsgalatban, itt is megfigyelhetd, hogy a tébbi frakcio
a tenyészethez képest kevesebb varianst tartalmazott. Ezenkiviil azt a kdvetkeztetést vontam le,
hogy a hOmérséklet-valtozds nem valtoztatott a tdpoldatba kijuté monomer és a baktériumok
felszinére épiilt filamentumok aradnyai kézétt. Osszefoglalva: habar valamennyi Lakkaz 1 flagellin
varians termel6dott, a hémérséklet-valtoztatassal nem sikeriilt névelni a filamentum képzédési
hatékonysagat. A kisérlet meger@siti a kordbban tett megfigyelésemet, miszerint a filamentumok
valoszinlileg valamilyen koriilmény hatasara degradalodnak. Ennek a jelenségnek az okait
a jovOben tovabbi vizsgalatokkal szeretném feltarni.
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4.3.7.2. Kiilonb6z6 tapoldatok hatasa a Lakkaz 1 és a putativ higanykoto flagellin varians
termelddésére

A Lakkdaz 1 és a putativ Hg-koté flagellin variansra a filamentum termelédését 6t kilonbozo
tapoldatban is megvizsgaltam: LB, TB, Dinamit, BRM, 4YT [46]. Az LB egy alap-6sszetételli médium
(triptont, élesztékivonatot és NaCl-ot tartalmaz), a 4YT ennek a dusitott valtozata, amelynek nagyobb
a tapanyagtartalma. A TB, a BRM és a Dinamit gazdagabb tapkdzegek, amelyek kozil az utdébbi
ketté glikozt is tartalmaz. Minden esetben ugyanabbol a kolénidbol leoltva 16 o6raig inkubaltam
a tenyészeteket 37 °C-on razatva. A Lakkaz 1 varianst termeld sejtek sotét latoterl mikroszkopos
képén azt lattam, hogy a sejtek forogtak, illetve a TB-tapoldatban voltak osztédashibasak [47,48],
amelyek nagyjabdl négyszer olyan hosszuak voltak, mint az egészséges sejtek. Ez utdbbi arra utal,
hogy a sejtosztodas zavara nem a genetikai modositassal, hanem a tapanyag-osszetétellel volt
Osszefliggésben. Megmértem az optikai denzitast: az értékek alapjan azt allapitottam meg, hogy az
LB-tapkozeghen osztodtak a legkevésbé a sejtek, azonban ahogy az eléz6 kisérletekbdl is kiderdilt,
a sejtszam nem aranyos a filamentum képzédés hatékonysagaval.

A gélkép alapjan (4.12. dbra) a legnagyobb sejts(irliséget a TB-tapoldatban lehetett elérni, amely
megerdsiti az optikai denzitds mérést. A filamentum termelés hatékonysaga a 4YT-tapoldatban
bizonyult a legjobbnak, meghaladva a tobbi vizsgalt tapkozegben tapasztalt termelédést, mivel ebben
az esetben az S2 és az S4 frakcidban megfigyelheté a legnagyobb savintenzitdas. A BRM-kdzegben
razatott sejttenyészet esetében Ugy tlinik, termelédtek flagellinek, azonban a tobbi frakcioban ez
mar nem nyer megerdsitést, mivel a savok intenzitasabol nem mutathato ki. Ez a jelenség ismét
a Lakkdz 1 variansnal egy Uujabb ellentmondasra utal, amely tovabbi tanulmanyozast igényel
a jovBben. Osszességében arra a kdvetkeztetésre jutottam, hogy ezt a fehérjevarianst érdemes lenne
a tovabbiakban a 4YT-tapoldatban termeltetni, valamint a kisérletet BRM-tapkozegben megismételni.

4.12. dbra: A kiilénbézé tapoldatok hatdsa a Lakkdz 1 fehérjevaridns termeltetésére.
A Dinamit tdpoldatot D-vel jelbltem. S1 a sejttenyészet, S2 a sejtek felszinérél szdarmazd filamentumok,
S3 a letért filamentumok, S4 a monomerek, S5 a baktériumokat tartalmazd minta. Piros szinnel jeléltem
azokat a mintdkat, amelyekben csak a sejten képzédott és arrdl izoldlt filamentumokat vdrjuk.
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A putativ Hg-kot6é varidnssal is elvégeztem ezt a kisérletet. Ismét megvizsgaltam a sejteket sotét
latéter(t mikroszkép alatt. A Dinamit tapoldat alig tartalmazott sejteket. Az LB-ben és a TB-ben
osztodashibas sejteket is megfigyeltem. Mindegyik tapoldatban forogtak a sejtek maguk koril.
Az optikai slrliségeket megmértem, és a Dinamitra kapott eredmény aldtdmasztotta
a mikroszkoppal latottakat. Mivel nagyon kevés sejtet tartalmazott (ABS=0,2442), mar valdszinUsithet6
volt, hogy a filamentumok termelése ezzel a tapoldattal nem lesz sikeres.

Az SDS-PAGE gélen megfigyelhetd (4.13. dbra), hogy a Dinamit tapoldat valéban nem kedvezett
a sejtek novekedésének, aamelyet alatamasztott a mikroszkopos kép és az optikai slirliség értéke is.
Mivel a sejtszam rendkiviil alacsonynak bizonyult, ezért a variansok sem termel6dtek. A filamentum
termelés mértéke ennél a variansnal az LB- és a 4YT-tapoldatban volt a legnagyobb. A tapoldatba
nagyon kevés monomer kerdlt ki. Tovabba a gélen az is lathato, hogy az LB-, TB- és a 4YT-kdzegben
a letort filamentumok magasabb ardanyban voltak jelen, mint a masik két tapoldatban.

4.13. dbra: A kiilénb6z6 tdpoldatok hatdsa a putativ Hg-k6té fehérjevaridns termeltetésére.
A Dinamit tdpoldatot D-vel jeléltem. S1 a sejttenyészet, S2 a sejtek felszinérdl szarmazd filamentumok,
53 a letért filamentumok, S4 a monomerek, S5 a baktériumokat tartalmazé minta. Piros szinnel
jeléltem azokat a mintdkat, amelyekben csak a sejten képzddétt és arrdl izoldlt filamentumokat vdrjuk.

Osszefoglalva a tapoldat-optimalizalast: a 4YT mindkét variansnal igéretesnek tlinik, ezért érdemes
a masik harom fehérjére is elvégezni a kisérleteket a jovében. A putativ higanykoté variansra az LB-
tadpoldat is ugyanolyan hatassal birt, mint az emlitett 4YT.

4.3.7.3. A cink(II)ionok hatasanak vizsgalata a filamentum képz6désre

Az el6z6 kisérletekben a 4YT-tapoldat igéretesnek tlint, ezért azzal is folytattam a kisérleteimet.
Mivel mind a négy variansom ciszteint tartalmaz (NmerA, MerP, putativ higanykotd, Lakkaz 2),
ezért a diszulfidhidak kialakulasanak elkeriilése érdekében adtam mind a pH 7-es 4YT- és az LB-
tapoldathoz is 50 pM ZnCl, oldatot, hogy megvizsgaljam, befolyasolja-e a filamentumok képzddését.
A vizsgalatot elészor az NmerA és a MerP varianssal végeztem el, id6 hidnydban azért ezt a kett6t
helyeztem el6térbe, mert ezen fehérjéknek a funkcioja alapbdl a higany(Il)ionok megkotése.
Az NmerA abszorbancia értékeit megmértem és a két 4YT-s minta tartalmazta a legtobb sejtet.
A sotétlatoterl mikroszkdpos kép alapjan a sejtek életképesek voltak, ugyanugy, ahogy az eredeti két
kisérletben: gyenge motilitast mutattak.

A gélelektroforézissel vald elvalasztast kovetben (4.14. dbra) azt a konkluziét vontam le, hogy
a filamentum képzédés a 4YT-tapoldat esetén hatékonyabb volt, illetve a monomerek mennyisége
a 4YT+ZnCl, tapoldatban a gélen jelentésen nagyobb aranyban volt jelen, mint a masik harom
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esetben. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy mivel a tenyészetmintdban, aamelyet mindig
a vizsgalat elején vettem, ez a sav nem latszik ilyen intenzitdssal, ezért valdszinlsithet6, hogy
a centrifugacsOben az el6z6 hasznalathdl eredden filamentum maradék volt, amely belekeveredhetett
a mintadba. Ennek megerdsitése a jovében a kisérlet ismételt elvégzését igényli.

4.14. dbra: A cink(Il)ionok és a pH 7 hatdsa az NmerA varidns termelésére. S1 a sejttenyészet,
S2 a sejtek felszinérdl szarmazo filamentumok, S3 a letért filamentumok, S4 a monomerek,
S5 a baktériumokat tartalmazé minta. Piros szinnel jelltem azokat a mintdkat, amelyekben

csak a sejten képzdd6tt és arrdl izoldlt filamentumokat vdrjuk.
Jelblésrendszer: #1=LB; #2=4YT; #3= LB+ZnCl,; #4=4YT +ZnCl,

A kisérletet elvégeztem a MerP varidanssal is. A mért optikai denzitdas értékek kozll, ahogy az
NmerA-ndl, itt is a két 4YT-ben inkubalt sejttenyészet slir(isége emelkedett. Ezenkiviil a sejtek a két 4YT-
s valtozatu tapoldatban csomodkat képeztek, és ahogy eddig mindig, mindegyik tapoldatban porogtek.
Az elébbinek az oka lehet példaul, hogy a sejtek Osszetapadtak a sejtfelszini kolcsonhatasok miatt.
Az elektroforézis alapjan azt allapitottam meg (4.15. dbra), hogy a 4YT-ben razatott sejtek tobb
filamentumot termeltek. Nincs jelentés kiilonbség a cinkes és a cink nélkdili valtozat k6zott.

4.15. dbra: A cink(Il)ionok és a pH 7 hatdsa a MerP varidns termelésére. S1 a sejttenyészet,
S2 a sejtek felszinérdl szarmazo filamentumok, S3 a letért filamentumok, S4 a monomerek,
S5 a baktériumokat tartalmazdé minta. Piros szinnel jeléltem azokat a mintdkat, amelyekben
csak a sejten képzGdétt és arrdl izoldlt filamentumokat vdrjuk.
Jelblésrendszer: #1=LB; #2=4YT; #3=LB+ZnCl,; #4=4YT +ZnCl,
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Osszefoglalva, sikeriilt megvizsgalnom, hogy hogyan hat a 16 6rds inkubacié hémérsékletének
37 °C-rél 34 °C-ra valtoztatdsa a Lakkaz 1 fehérjevarians termelédésére (9. tdbldzat). Ezen kivil
ot féle tapoldattal is elvégeztem két kisérletet a Lakkaz 1 és a putativ higanykot6 variansra: az LB-vel,
aamelyet alapesetben hasznaltam, illetve TB-vel, Dinamittal, BRM-mel és a 4YT-vel. Végsd soron pedig a
cink(Il)ionok tapkozeghez vald hozzaadasaval probalkoztam az NmerA és MerP flagellin varians esetén.

9. tdbldzat: A vizsgalt paraméterek hatdsa a filamentumok termelédésének hatékonysdagdra

Paramétervaltoztatas Vizsgalt varians Kovetkeztetés
Hémérséklet Lakkaz 1 Nem volt hatasa
Lakkaz 1 A AYT igéretesnek tlint
Tapoldat

Az LB, 4YT mindkett6 ugyanolyan

Putativ higanykoto hatékonynak bizonyult

A 4YT-ben jobb volt a termelés,

NmerA mint az LB-ben
Clr‘:zalgjlgg Otl;eaB(_ eHS—L;\)(T_ A 4YT-ben jobb volt a termelés, mint
P g pH= MerP az LB-ben, de nincs kildnbség a cink(II)

jonokat tartalmazo és nem tartalmazé
k6zott

Mivel 6t varidnsom volt, és rengeteg paraméter-kombinéacios lehetdség, ki kellett valasztanom néhanyat,
amelyeknek vizsgalata el6szor és kénnyen kivitelezhet6. Habar csak a 4YT-tapkozeggel sikerllt némi
valtozast elérni, a jov6ben azokra a variansokra, amelyek képesek kotni a higany(II)ionokat, szeretném
tovabb vizsgalni, hogy a polimerek termelése milyen koriilmények kdzott éri el a maximalis hozamot.

4.4. Kiilonb6z6 flagellin variansokbol filamentum termelése nagyobb térfogatban

A nagy térfogatu filamentum termelés célja, hogy a szenzorra valé immobilizalashoz elegendé fehérjét
tudjunk eldallitani.

El6szor egy taplemezrél egy baktériumkoldniat oltottam at 5 ml tapoldatba 5 pl ampicillinnel, és ezt
16 éran &t 37 °C-on és 275 rpm-en razatva inkubaltam (starter).

Masnap 100 ml tapoldatba atoltottam a startert, miutan 100 pl antibiotikumot tettem bele.
Ezt kovetéen nagyjabdl 6 éran at razattam a sejteket 37 °C-on és 200 rpm-en. Ezutdn az egész
sejttenyészetet atoltottam a 2 literes tapoldatba, és 2 ml ampicillin és 400 pl habzasgatlo hozzaadasa
utan, a levegbztetd rendszer racsatlakoztatasaval ismét 16 oran keresztil inkubaltam a tenyészetet
37 °C-on és 100 rpm-en.

Mésnap reggel el6szor a feln6étt tenyészetbdl vettem 20 pl mintat, aamelyet ugyanennyi
mintapufferrel elegyitettem, és az SDS-PAGE gélelektroforézishez 10 percen at kiféztem.
Ezt kovet6éen minden részlépés utan mintat vettem. A lombikba adtam 2%-os PEG 6000-et és
1%-0s NaCl-ot, és inkubaltam a rendszert 37 °C-on, 50-75 rpm-en 45 percig, majd centrifugaltam
a sejttenyészetet 4500 rpm-en, 30 percig, 6 °C-on. A felliliszét elvalasztottam a sejtektél.
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A csapadékot 40 ml, 50 mM DTT hozzaadasaval késziilt Tris pufferben oldottam fel, majd a keletkezé
szuszpenziét 1 percig vortexeltem, és 2 percre jégre tettem. Ezt a folyamatot hatszor ismételtem meg,
hogy biztosan letérjenek a filamentumok a sejtek felszinér6l. Utana ismét centrifugaltam, ezuttal
8500 rpm-en fél oraig, 6 °C-on. Innentdl kezdve kettévalt a folyamat. A felliliszét elvalasztottam,
és 30 percig ultracentrifugaltam 40 000 rpm-en és 10 °C-on. Az ekkor keletkezett csapadék
a filamentumokat tartalmazta, ezzel dolgoztam tovabb: feloldottam 50 mM DTT-t tartalmazoé Tris
pufferben, és proteazgatlo tablettat tettem az oldatba. Az elegyet 1 érara szobahOmérsékleten hagytam,
majd vizflirdébe tettem 10 percre 70 °C-ra monomerizalni a filamentumokat. Ezt kbvet6en a frakciot
20 percig ultracentrifugaltam, melynek paraméterei: 70 000 rpm, 10 °C. A felliluszoval dolgoztam
tovabb: 1 M NH,SO,-tal polimerizaltam a flagellin monomereket, majd minimum egy éjszakan at hiitben
inkubaltam a mintat.

A csapadékag a 8500 rpm-es centrifugalas utan ugyanugy folytatédott, mint a feliiliszds ag
a 40 000 rpm-es ultracentrifugalas utan, annyi kilénbséggel, hogy a 70 000 rpm-es ultracentrifugalas
el6tt a sejteket egy 20 perces, 8500 rpm-es centrifugalassal valasztottam el. Az elsd polimerizacioig
a lépéseket az F.2. fliggelék szemlélteti.

A minimum 16 6ra letelte utdn tisztitasi lépésekkel folytattam a kisérletet. El6szor mindkét ag
eléz6ekben polimerizalt mintajabol mintat vettem, majd két ultracentrifugalds, egy 10 perces,
70 °C-os monomerizacio és a harmadik centrifugalas kovette egymast. A csapadékot minden
esetben Tris pufferrel, TCEP hozzaadasaval oldottam fel, és egészen az utolsé centrifugalasig azokkal
haladtam tovabb.

Az utolsd ultracentrifugalas utan a csapadékot olyan mennyiségli pufferrel oldottam fel, hogy
a fotometrias koncentraciomérés soran a mintat higitani kelljen, ami fehérjeveszteséggel jart volna.
Zarélépéskeént mindkét ag esetén az utolsé feliiluszd abszorbancidjat 280 nm-en megmértem és az
értékek alapjan kiszamitottam afehérjekoncentraciot. Ezt kovetéen polimerizaltam a flagellin variansokat
0,8 M végkoncentracidban adagolt ammaoénium-szulfat oldattal.

A fentiek alapjan ez idaig harom varianshol termeltettem filamentumot: az NmerA-, a MerP- és
a putativ higanykoté fehérjével. Az elsé kettd esetén az optimalizalasi kisérlet eredményének
megfeleléen 4YT-vel (pH=7), a legutdbbinal LB-tapoldattal dolgoztam. Mindegyik polimerbdl sikerdilt
annyit termelnem, hogy a szenzorra lehessen rogziteni és megmérni a higanykotd képességet.
A fehérjetermelés soran a Putativ Hg(II) kot6 variansbél 9 mg, a MerP-bél 0,46 mg, mig az NmerA-
bol 1 mg tisztitott fehérjét sikerilt kinyerni. A legutdbbi esetében a kisebb hozam részben technikai
veszteségre vezethetd vissza, mivel a feldolgozas soran a minta egy része elveszett. A hozamok alapjan
megallapithatd, hogy bar a mennyiségek elegendéek néhany bioszenzoros vizsgalat elvégzéséhez,
a termelési feltételek tovabbi optimalizalasa indokolt a jovében.

4.5. A kiilonb6z6 variansokbol készitett filamentumok szenzor feliiletre rogzitése
és higanykoto képességiik mérése elektrokémiai impedancia spektroszkopiaval (EIS)

A higany(II)ionok kimutatdsara szolgald bioszenzorok fejlesztésére olyan feliiletet kellett valasztani,
amely biztositja a fehérje variansok stabil rogzitését, mikozben alkalmas az elektrokémiai mérések
kivitelezésére is.

A szenzorikai részeket (a szenzorok gyartasat, elOkészitését, az elektrokémiai méréseket)
a szerb BioSense Intézettel egyittm(ikodésben valdsitottuk meg, Ivana Milosevic PhD-hallgato
kozrem(ikodésével, részben a Pannon Egyetemen, amikor vendéghallgatéként nalunk kutatott,
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részben Szerbidban. A mérésekhez aranyalapu elektrédokat hasznaltunk (Gold Layer Electrode),
amelyeket a BioSense Intézetben gyartottak. Ennek soran egy négyrétegli PVC-féliabol allé feliletre
arany lapokat vittek fel laminalads segitségével, majd lézervagassal alakitottak ki az elektrdd
mintazatat. A gyartds soran az elektrédokat négyzet alaku lemezeken alakitottdk ki, majd a kész
egységeket egyenként vagtak le roluk (4.16. dbra). Az igy elkészitett szenzor elve, hogy a feliletre
immobilizalt fehérjevarians a cisztein aminosavak egy részével stabilan kotédik az aranyhoz.
A higany(ITI)ionok megkdtésével a feliileti boritottsag né, amely EIS-méréssel detektalhato.

4.16. dbra: Az elkészlilt szenzorok még a kivagds elétt

A szenzorra rogzitéshez a polimerizalt potencidlis higanykoté variansokat alaposan kimostam az
ammonium-szulfatbol. Ezt két ultracentrifugaldssal és ezek kozott pufferben szuszpendaldssal
végeztem, 70 000 rpm-en, 20 percig és 10 °C-on. A végén a csapadékot a mennyiségétol fliggden olyan
fehérjeoldatot kapjak.

A szenzor fellletét ciklikus voltammetriaval tisztitottuk meg, miutan 80pul 0,5 M
kénsavat cseppentettiink rd. A tisztitds 10 cikluson &t tortént, -0,2—+1,5 V tartomanyban,
500 mV/s potencialvaltoztatasi sebességgel, majd a szenzort desztillalt vizzel mostuk. Ezutan
a fellletmodositas minden lépését EIS-technikaval kovettiik nyomon. A méréseket 10 mM kalium-
ferri/ferrocianid redox rendszert tartalmazo, ekvimolaris oldatban végeztiik, amely lehetévé tette
a toltésatadasi ellenallas vizsgalatat. Els6 lépésként a szenzor feliiletét karakterizaltuk. Ezt kdvetéen
a flagellin varians rogzitéséhez a szenzor feliiletére 10 pl fehérjeoldatot cseppentettem, majd
15 perc inkubacié utan a feliiletet lemosassal tisztitottam meg a nem kotott fehérjétdl. A szenzorra
ezutan 80 pl redox-elektrolit oldatot juttattam, és az EIS-mérés alapjan értékeltem az immobilizalas
sikerességét.

A filamentumok higanymegkdtd képességének vizsgalatat a BioSense Intézetben végezték, ahol
a kulonbozé fehérjevariansokat tartalmazd szenzorokat 10 pl higany(II)-ion oldattal inkubaltak
30 percig, majd a méréshél kapott Nyquist-diagrambol kdvetkeztettiink a kotés mértékére.

A mérések kozil a legsikeresebbnek a MerP varians bizonyult (4.17. dbra). Az lres aranyelektrod
karakterizalasa nyoman a Nyquist-diagramon egy kisméret( félkor figyelheté meg, amely az alacsony
toltésatadasi ellenallasra utal. Ez azt jelzi, hogy a redox-préba és a tiszta, jol vezet6 aranyfeliilet kdzott
az elektronatvitel gyors és akadalytalan.
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A modositott flagellin fehérje kovalens rogzitését kovetden jelentds valtozds tapasztalhatdo az
impedanciaspektrumban: a félkor jelentésen megnétt, ami a toltésatadasi ellenallds novekedését
jelzi. Ez annak koszonhetd, hogy a kialakult fehérjeréteg szigetel6ként viselkedik, és fizikai gatat képez
a ferri/ferrocianid redoxrendszer és az elektrod fellilete kozott, ezaltal lassitva az elektronatvitelt.
A gbrbe igazolja a varians sikeres immobilizalasat. Végil a higany(II)ionokkal valo kélcsdnhatas lathato
a diagramon: a célmolekulak a MerP kot6helyeihez kapcsolddtak, amelynek hatasara a felileti réteg
higanyvegyiileteket megmérve a szenzor mar a 100 ppt (100 ng/l) koncentraciot is érzékelte, amely egy
nagysagrenddel az ivovizre megadott 1 pg/l egészségligyi hatarérték alatt van.

Avizsgalatok alapjan az ellenallasértékek és a higany(II) ion koncentracidja kdzott a mért tartomanyban
linearis 6sszefliggés all fenn, amilehetdvé teszia MerP flagellin alapl bioszenzor szamara, hogy ne csupan
detektalja az egészségiigyi hatarérték tullépését, hanem pontos mennyiségi adatot is szolgaltasson
a higany(II) jelenlétérdl.
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4.17. dabra: (A) MerP flagellin varidns higanykété képességének vizsgdlata.
A legkisebb Nyquist-diagram az lires aranyelektrédra, a kézvetlentil felette lévé pedig a kirégzitett
bioreceptorra adott jel. A felsé gérbék kiilénbéz6 higanykoncentrdcidkra adott vdlaszokat mutatjdk.
(B)A téltésatadadsi ellendllds a higany(II) koncentrdcio fiiggvényében.
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A tovabbi mérési eredmények szerint az NmerA varians Hg(II) kotésérél alig detektalhatd jelet kaptunk.
Ez a higanykoncentracidé névelésével sem javult.

A Putativ Hg-kot6 varians nem kototte a higany(Il)ionokat, ami megerdsiti, hogy e fehérje higanykoté
funkcidja csupan feltételezés volt.

Osszességében elmondhatd, hogy az eredeti funkcidjuk szerint higanykdté — fehérjék
megfeleléen a flagellinbe épitve alkalmas jeloltek lehetnek bioszenzorikai alkalmazasokhoz,
mig a polipeptid szekvencidja alapjan feltételezett fehérjér6l ugyanez nem mondhato el.
Atovabbiakban a Lakkaz 1 és 2 flagellin varianst is szeretném immobilizalni a szenzorra, és megvizsgalni
a higany(II) kotési képességiiket.
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5. Osszefoglalas

Munkam célja olyan flagellin variansok tervezése, el6allitasa és tesztelése volt, melyek bioszenzorok
érzékeld rétegeként alkalmasak higanyszennyezés detektalasara. Ennek megfeleléen a szakirodalom
alapjan kivalasztott higanykoté fehérjék felhasznaldsaval oOtféle potencidlis higanykotd flagellint
terveztem, és sikeresen létrehoztam mindegyik varianst kodold génkonstrukcidt, expresszids plazmidba
épitve. A variansokat flagellin deficiens Salmonella térzsben expresszaltam, és vizsgaltam a fehérjék
termeldédését és polimerizacids képességét, kiilonboz6 korllmények kozott. A vizsgalatok alapjan
megallapitottam, hogy a 4YT tapkozeg bizonyos esetekben elbsegiti a filamentum képzédést az LB
tapoldathoz képest, azonban egyelére nem sikerilt mas olyan moédositd koérilményt talalni, amely
jelentés mértékben fokozta volna a termelést.

A szenzorikai mérésekhez eddig harom variansbél sikeriilt készitenem tiszta filamentum mintakat:
a MerP-bél, az NmerA-bél és a Putativ Hg-kotébél. Az eddigi mérésekbdl azt kaptuk, hogy a MerP
a Hg(II) kimutatasara. Az NmerA flagellinnel funkcionalizalt elektrdd is reagalt a célmolekula jelenlétére,
azonban ez a jelalak nem volt megfeleld szenzorikai alkalmazasra. A putativ Hg-koté flagellin varians
esetén nem tudtuk detektalni a Hg(II)-t.

Azeddigieredményeim alatamasztjak, hogy az eredetifunkciojuk szerint higanykoté fehérjek megfelel6en
a flagellinbe épitve alkalmas jeloltek lehetnek bioszenzorikai alkalmazdsokhoz, mig a polipeptid
szekvencidja alapjan feltételezett fehérjérél ugyanez nem mondhaté el. Ugyanakkor mindharom fehérje
cisztein oldallancokon keresztiil koti a Hg(II)-t, ami — ahogy én is megtapasztaltam — megneheziti
a fehérjék eldallitasat és kezelését, és negativ hatassal van a kitermelésre. Ezért nagyon érdekes lesz
megvizsgalni, hogy az eredetileg nem higanykotd, de Hg(Il)ionokkal kristalyositott lakkaz fehérjébdl
kivalasztott kdétémotivumokkal moddositott flagellin varidnsok kitermelés, érzékenység és specifitas
szempontjabol alkalmasak-e bioszenzor-érzékeld rétegnek.

A tovabbiakban a célom a Lakkaz variansok nagyobb mennyiségben vald termeltetése, majd a szenzor
felliletére rogzitése és higany(II)ionokhoz valé kot6képességiik vizsgalata. Emellett szeretném folytatni
és kifejleszteni a MerP flagellin varidns termeltetési koérlilményeinek optimalizalasat. Végil pedig
a kotéfehérjék szelektivitasat is szeretném vizsgalni.
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Fiiggelék

F.1. A 12,5%-0s SDS-gél elkészitése

« Alsé gél:
« 4 ml,szeparald gél” oldat, amelyben:
« 2,8 mlA puffer (4 g/L SDS+ 182 g Tris-HCl, pH=8,8)
e 15,75 ml 40%-os akrilamid oldat
« 21,75 steril desztillalt viz
e 30 pl 10 tomegszazalékos APS (ammaodnium-perszulfat oldat)
» 3 ul TEMED (tetrametil-etilén-diamin)
» Felso gél:
« 1,67 ml,koncentralé gél” oldat, amelyben:
« 6,3 ml B puffer (4 g/L SDS+ 61 g Tris-HCl, pH=8,8)
e 2,825 ml 40%-os akrilamid oldat
« 15,9 ml steril desztillalt viz
» 30 pl 10 tomegszazalékos APS (ammaodnium-perszulfat oldat)
» 3 ul TEMED (tetrametil-etilén-diamin)
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F.2. Lépések az els6 polimerizacidig a nagy térfogatu filamentum termelésben

2 | sejttenyészet

¥

Inkubécio (PEG6000, NaCl)

Centrifugalas
4500 rpm

Feliiliszo (tapoldat) |

Csapadék (sejtek+filamentumaok)

{Feloldas Tris pufferben DTT-vel), 1 perc vortex 2 perc jég (6 ismétiddéssel)

Feliluszo (feliliszo ag)

Feliliszd

ltracentrifugala
40000 rpm

Centrifugdlas
8500 rpm

Csapadék (csapadék ag)
Feloldas DTT-vel és proteazgatioval,
1 ora inkubacio

¥

Monomerizacio 70 *C-on 10 percig

Csapadék

Feloldés DTT-vel &5 protedzaatioval, 1 dra

inkubacio

A A

Monomerizacio 70 *C-on 10 percig

Centrifugalas
2500 rpm

Feliliszo

"
b
Y

Csapadek
{Feloldas, mintavétel)

ltracentrifugala
70000 rpm

Fellldsza (filamentumok)

¥

1. Polimerizacid ammaonium-szulfattal

16 oras inkubacid
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Tartalmi 6sszefoglalé

A kaolinit az agyagasvanyok kozé tartozo kétrétegli rétegszilikat. A kaolinit szerkezeti felépitése
a kettOs rétegek kozotti térbe megfelelé molekuldk beépitésével és helyettesitésével megvaltoztathato.
Ezt a mdlveletet interkalaciénak nevezik, amihez altaldban szerves molekuldkat hasznalnak fel.
Ha tobb egymast kovetd interkalacidval a rétegeket térben kelléen elvalasztjuk egymastol, akkor
azok tekercseket formalnak. A kaolinit nanotekercseknek fontos szerepilk van tobbek kozott
a katalizatorok, miianyagok, elektroreoldgiai folyadékok és gydgyszerek fejlesztése szempontjabdl.
Kutatdasommal a kaolinit nanotekercsek el6allitasat kivanom fejleszteni. Célom, hogy Kkisérleti
Uton Osszefliggéseket figyeljek meg a kiindulasi kaolinit kristalyosodottsagi foka és a kialakult
nanotekercsek mindsége kozott. Tovabba azt is szeretném jobban megismerni, hogy az el6bbiek
hogyan befolyasoljak az interkalacid egyes lépéseit. A kialakitott prekurzorok és termékek
elemzése rontgendiffrakciéval (XRD), Fourier-transzformacios infravordés  spektroszkopiaval
(FT-IR), termikus analizissel (TA) és transzmisszids elektronmikroszképpal (TEM) tortént.

A kaolinit nanotekercsek eldallitasat harom nyersanyag felhasznalasaval végeztem: surmini,
zettlitzi és szegi kaolinnal. Ezekben a kaolinit asvany kristalyosodottsagi foka nagy mértékben
eltér egymastol. Ezeket a kaolinokat ugyanazon interkalacidés lépéseknek vetettem ald, hogy
a kialakitott nanotekercsek tulajdonsagai j6l 6sszehasonlithatok legyenek. Elsé lépésben a mintat 9:1
tomegaranyu dimetil-szulfoxid-viz oldattal elkevertem, és 60 °C-on 24 6ran at allni hagytam. Az igy
kapott prekurzort ezutan metanollal interkalaltam 130 °C-on, haromszor 9 6ras kezeléssel. A mintat ezek
utan cetil-trimetil-ammonium-klorid oldataval kezeltem 80 °C-on, 48 o6ran keresztiil. Az eljaras végén
a mintaimat etanollal, ultrahangos kevero segitségével mostam.

A vizsgalatok alapjan elmondhaté, hogy mindharom kaolinitbél sikerllt minden [épéshen
a megfeleld interkalacios komplexet elGallitani. Megallapithatd, hogy a kristalyosodottsagi fok
csOkkenésével kismértékben romlik az interkalacié foka, de a legrosszabb esetben is 87%-o0s érték
érhetd el. A kezelések eredményeként mindharom kaolinitb6l nagy szamban keletkeztek nanotekercsek.
A tekercsek hossza és rendezettsége a kristalyosodottsag csokkenésével szintén csékken.
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1. Bevezetés

A természetben el6forduld, nanoméretli csoves szerkezettel rendelkezd aluminoszilikat asvanyok
(pl. halloysit, imogolit) sok kutatd érdeklédését felkeltették az elmult évtizedekben. A kutatasok célja
adszorbensek, katalizatorok és agyag-polimer nanokompozitok fejlesztése volt. A halloysit kiilonos
figyelmet kapott egyedi, nanocsoves szerkezete miatt (1. dbra). [1]

1.

1. dbra Halloysit. 1. Henger alakt lemezszerkezet képe.
2. A henger keresztmetszete a kristdlytani iranyok és sikok bejelélésével. [2]

Halloysit lel6helyek a Fold csaknem minden kontinensén eléfordulnak. Ezek altalaban kaolinit lel6helyek
kozelében taldlhatok meg, és nagy mennyiségben banyasszak kerdmiaipari felhasznalas céljabol.
A halloysit morfologiaja és a csovek megfeleld min6sége nagy jelentéséggel bir az ipari hasznosithatdsag
szempontjabol. Azonban a természetes halloysit gyakran tartalmaz szennyezédéseket, és a szerkezeti
felépitése (a csovek hossza, kiilsé és belsé atmérdje) a leléhelytdl fliggden valtozik. Emiatt kezdték el
keresni a lehet6ségeket halloysit-szer(i nanocsévek mesterséges eldallitasara. [1]

Erre a célra a kaolinit bizonyult a legmegfelelébb valasztasnak, mivel nagy mennyiségben, jo minéségben
és alacsony aron hozzaférheté. 1996-ban Singh és Mackinnon [3] sikeresen allitott el6 halloysithoz
hasonlo nanotekercseket kaolinitb6l kalium-acetattal, tobb interkalacios lépés segitségével. [1]
Dolgozatomban azt vizsgalom, miképp befolyasolja a kaolinit kristalyosodottsagi foka az egyes
interkalacios lépéseket és a kész nanotekercsek tulajdonsagait. A prekurzorokat és a termékeket
réntgendiffrakcioval (XRD), Fourier-transzformacios infravords spektroszképiaval (FT-IR), termikus
analizissel (TA) és transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM) jellemzem.
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2. Irodalmirész

2.1. Kaolinit

Az agyagok és agyagos kézetek fontos elegyrészei az agyagasvanyok. A szamos koézos vonasuk miatt
az asvanycsoport tagjai csakis szerkezeti vizsgalatok segitségével tanulmanyozhatdk és ismerheték
meg alaposabban. Kevés kivétellel rétegracsok, amelyek a filloszilikatok tetraéderes-oktaéderes
koordinaciéju haldzataibdl épiilnek fel. Altalanos sajatossaguk a racsban a szilicium-aluminium és
az aluminium-magnézium arany. Jellemzé a rétegkozi viz jelenléte és hd hatasara a dehidratacio,
a kationmegkoto-, illetve -cseréléképesség. [2, 4]

2. dbra Kaolinit szerkezete [5]

A kaolinit az agyagasvanyok szerkezetileg legegyszerlibb és legismertebb csoportjaba tartozik
(2. dbra). Kristalyszerkezetében a tetraéderes [Si, O, ]-kételékhez Al(OH),-réteg csatlakozik, igy
a kiegyenlitett 0sszetételben két réteg, egy tetraéderes és egy oktaéderes haldzat kapcsolodik Ossze.
Ezeket a kettOs rétegeket ,kaolinrétegnek” is szokas nevezni. A rétegekben aluminiumiononként két
hidroxidion szerepel, igy a képlete leegyszerisitve ALSi,0.(OH),. A gyakorlatban hasznalt oxidos alakja
pedig AL,O,-Si0,-2H,0. Akaolinréteg, ahogyan a tapasztalati képletbdlis latszik, elektromosan semleges.
Az egymassal szomszédos rétegek féként hidrogénkotésekkel kapcsolddnak. Ehhez az egyik réteg
alapsikjanak oxigénje szorosan meg kell, hogy kozelitse a szomszédos réteg hidroxilcsoportjat, ami csak
a kaolinrétegek megfeleld elcsuszasaval valosulhat meg. Emiatt az oxigén- és hidroxidionok egymas
folotti helyzetében bizonyos szerkezeti variacidék alakulhatnak ki, ami az egymast kovetd rétegek
relativ helyzetének megvaltozasat és az elemi cella szogeinek valtozasat okozza. Ebben a kétrétegl
szerkezetben az oktaéderes és a tetraéderes réteg elemi celldjanak b-iranyd mérete eltér egymastol.
Az oktaéderes rétegnel b =8,62 A, mig a tetraéderes réteg esetén b,=8,93 A. Az egyenlétlen méretek
miatt az oktaéderes réteghen huzéfesziiltség, a tetraéderes rétegben pedig nyomoéfesziiltség [ép fel.
Akaolinrétegek kozott hato hidrogénkotések azonbanelégerésekahhoz, hogy megakadalyozzak arétegek
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deformaciojat. Erre alapozva a hidrogénkotések felszakitasaval és a kaolinrétegek szétvalasztasaval
lehet kisérleti Uton nanotekercseket eldallitani. [2, 4]

A kaolinit triklin rendszerd, és celldja c-iranyban egyetlen kaolinréteghdl all. Kristalyai apro, vékony
alhatszoges lemezkék. Hasadasa tokéletes, lemeze hajlithatd, de rugalmatlan. Szine fehér, sziirkés,
idénként vordses, barnds, kékes arnyalattal. Langban nem olvad, szerkezeti hidroxilcsoportjait
500 °C koriil vesziti el. Tomény kénsavoldatban oldodik, a s6sav viszont elbontja. A keramiagyartasban
alkalmazott kaolin fehér, foldes megjelenés(i kézet, amely féleg kaolinit asvanyt tartalmaz. Ebben
a kézetben fénymikroszkoppal is észrevehetbk a szintelen, vékony, pikkelyes kristalyok. [2]

2.1.1. Hinckley-index

A Hinckley-index (HI) kaolinok kaolinit asvanyanak kristalyosodottsagi fokdnak meghatarozasara szolgal.
A mddszer David N. Hinckley nevéhez flizédik, aki amerikai (Georgia és Dél-Karolina) kaolin lel6helyek
mintait vizsgalta rontgendiffrakcidval. [5]

A modszere egyszerl, és a rontgendiffraktogramon grafikusan megoldhaté. El8szor meg kell
mérniink a kaolinit 1-10 és 1-11 reflexidinak magassagat (3. dbrdn jellemzett modon A és B). A két
magassag Osszeget ezutan elosztjuk az 1-10 reflexio hattért6l mért magassagaval (A), igy megkapjuk
a HI értékét. [6]

A kaolinitek ilyen mddon harom csoportba sorolhatdk (lasd 1. tdblazat). Ennek a mddszernek két nagy
elénye van a hasonlo vizsgalati modszerekhez képest. El6szor a HI szélesebb tartomanyban sorolja be
a vizsgalt asvanyokat, igy azok konnyebben 6sszehasonlithaték. Masodszor a felhasznalt csucsok kis
szogtartomanyon belil talalhatok, ami lerdviditi a vizsgalatok idejét. A HI meghatarozasat mas fazisok
jelenléte zavarhatja (pl. kvarc, foldpat, goethit, illit, szmektit, illetve halloysit). [6, 7]

1. tablazat A kaolinit kristdalyosodottsaga a HI és az AGFI alapjdn [7, 8]

Kristalyosodottsag HI AGFI

jo (low defect) 0,90< 1,25<

kdzepes (medium deffect) 0,50-0,90 0,90-1,25

rossz (high deffect) <0,50 <0,90

4190

. HI A+B -

3690 3190

3190 2690

2690 2190

2190 1680

1690
1190

1190 590

690

19145 20,145 21145 22145 23145 24145 25145 26145

19,145 20,145 21,145 22,145 23,145 24,145 25,145 26,145 °2 Theta
2 Theta

(a) (b)

3. dbra A (a) Hinckley- és (b) Aparicio-Galdn—-Ferrel-index szamitdsa [7, 8]
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2.1.2. Aparicio—Galan-Ferrell-index

A kaolinitek kristalyosodottsagi fokat nemcsak egyféleképpen lehet meghatarozni. Ezek kozil az
egyik legujabb, amelyet hasonld szogtartomany alapjan lehet szamitani, az Aparicio—Galan—Ferrell-
index, réviden AGFI. A HI grafikus meghatarozasatol eltéréen az AGFI-nél profilillesztést hasznalnak
(3. dbra, 1. tabldzat). Eza mddszer természetesen fligg az illesztés josagatol, de a HI-hez képest kevéshé
befolyasoljak az egyéb jelenlévd fazisok az eredményt. [7]

2.2. Dimetil-szulfoxid

A dimetil-szulfoxid (réviditve: DMSO) egy szintelen, szagtalan, szerves kénvegyiilet. Osszegképlete:
C,H,0S. Vizzel és szerves oldoszerekkel jol elegyedik. Részletes fizikai tulajdonsagait a 2. tabldzat
tartalmazza. Polaris, aprotikus olddszer, amely polaris és apolaris molekulak széles skalajat képes
feloldani. Toxikologiai tulajdonsagai kedvezbéek, emberre és a kornyezetre nem artalmas. Fontos
tulajdonsaga, hogy megkdnnyiti az anyagok athatolasat a bdéron és a novényi membranokon.
Az iparban dimetil-szulfid oxidacidjaval allitjak elé. [9, 10]

A vegyiparban féleg olddszerként hasznaljak, de alkalmas gyokok semlegesitésére is. A gydgyszeripar
laz- és fajdalomcsillapitok, valamint gyulladascsokkentdk készitésére hasznalja fel.Ezen a teriileten
hasznos tulajdonsaga, hogy nincs tudatmodosité hatasa, és nem okoz fliggéséget. [9, 10]

2. tdbldzat DMSO, metanol és CTAC alapadatai [9, 10]

DMSO Metanol CTAC
Osszegképlet C,H,0s CH,OH C,H,,CIN
Megjelenés Szintelen, sz’agtalan Szinteleln, jelleggetes Sargasfehér szilard
folyadék szagu folyadek anyag
Molaris tomeg (g/mol) 78,13 32,04 320,00
Siirliség (g/cm3) 1,1 0,791 0,968
Olvadaspont (°C) 16-19 -98 234
Forraspont (°C) 189 64,7 475

2.3. Metanol

A metanol (mas néven metil-alkohol vagy faszesz) egy szerves vegylilet, a legegyszer(ibb telitett alifas
alkohol. Osszegképlete: CH,OH. Kis slirlseg(, illékony, gyulékony, szintelen folyadék. Részletes fizikai
tulajdonsagait a 2. tdbldzat tartalmazza. Jellegzetes alkoholos illata miatt konnyen 6sszetéveszthetd az
etanollal. Vizzel, mas alkoholokkal és éterrel korlatlanul elegyitheté. Kivalé oldoszer. Er6sen mérgezé
vegylilet, amely a b6ron at is képes felszivodni. A szervezetbe kerlilve karositja a majat, az idegrendszert
és a keringést. Kis mennyiségben vaksagot okoz, nagyobb mennyiségben halalos. Szintézisgazbol
(hidrogén és szén-monoxid keverékébdl) allitjak el6 katalitikus reakcioval. [9, 10]

Fontos vegyipari alapanyag. Ecetsavat, formaldehidet, metil-terc-butil-étert (MTBE) és dimetil-étert
allitanak el6 bel6le. Ma mar lizemanyagot is gyartanak bel6le. [9, 10]
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2.4, Cetil-trimetil-ammoénium-klorid

A cetil-trimetil-ammonium-klorid (mas néven CTAC, cetrimdnium-klorid, hexadecil-trimetil-
ammaénium-klorid) egy hosszu szénlancu, kis slrliségli kvaterner ammoniumsé, erés feliletaktiv
anyag. Szobahémérsékleten fehér, sargasfehér szinli szilard anyag. Részletes fizikai tulajdonsagait
a 2. tabldzat tartalmazza. Felhasznaljak kiilonb6z6 kozmetikai cikkek (pl. samponok, hajapolok, rizsok)
alapanyagaként. Fert6tlenitészerként is szolgal. Gyakran vizes oldat formajaban hozzak forgalomba.
[9, 10]

2.5. Interkalacio

Az agyagasvanyok egy része a szerves vegylletek tobb tipusat is meg tudja kétni rétegei kozott.
A kaolinit-félék is képesek kiilonb6zé vegylileteket adszorbealni a rétegeik kozott. A folyamatot,
amelynek soran a szerves molekuldk behatolnak a kaolinrétegek kozé, interkalacidonak nevezik
(4. abra). Az interkalalt vendégmolekulak helyettesitheték mas, erre alkalmas molekulakkal.
A nagyméret(i molekulak koziil gyakran alkalmazzak a kvaterner ammonium-vegyileteket. [10]

i I - T Y Y,
_ .A.A.A.A.L.‘:. —
IR I
Interkaldcio Helyettesités

4. dbra Interkaldcio [11]

Az interkalacids reakciok egyik fajtdja az oltds (,grafting”). A reakcid soran a szerves vegylilet
kovalens kotéseket alakit ki a kaolinréteg felszini reaktiv SiO- és AlOH-csoportjaival. Ahhoz, hogy
a reagens hozzaférjen ezekhez a csoportokhoz, megel6zé interkalacids lépésekkel a kaolinrétegeket
térben kelléen el kell valasztani. [11]

A legtobb vendégmolekula konnyen eltavolithatd mosassal vagy hevitéssel, mivel a rétegkozi tér
telitettsége csak akkor érhet6 el, ha a vendégmolekulak feleslegben vannak jelen a rétegeken kivdl.
A felesleges molekuldk eltavolitdsakor az interkalalt részecskék egy része is tavozik. Emiatt az
interkalatumok tobbségének 0sszetételét csak becsiilni lehet. [11]

Az interkalatumok elkészitéséhez a kaolinitet és az interkalaloszert olvadék, témény oldat vagy
szuszpenzié formajaban elegyitik egymassal, altaldban 60-80 °C hémérsékleten. Az interkalacio egy
lassu folyamat, akar tobb napot is igénybe vehet.

A reakcidésebesség nemcsak a vendégmolekuldk minéségétdl és mennyiségétol, a hémérséklettdl
és (oldatok esetén) a koncentraciétol fligg, hanem a kaolinit tipusatol és szemcseméretétél is. [11]
A reakcid az interkalaciofokkal (a) jellemezhet6, amely a nem interkalalodott kaolinit és az interkalalt
kaolinit réntgendiffraktogramon szerepl6 001 reflexidinak intenzitasabol/teriiletebdl (I, I) szamolhato
ki (1). [11]

o= 11 (1)

T I+
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Weiss és tarsai [12] megallapitottak, hogy az interkalacids reakcid a kiils6 fellleten adszorbealédott
vendégmolekuldk dipélusmomentumanak hatasara bekovetkezé protonok vandorldsa vagy
hidroxilcsoport-atrendez6dés miatt kezdddik el. Ez az esemény a szemcse szélén a kaolinréteg rugalmas
deformacidjahoz vezet, ami megnyitja a rétegkozi teret a vendégmolekulak szamara (5. dbra). Az elsé
vendégmolekuldk csak akkor tudnak behatolni, ha az egyik vagy mindkét szomszédos réteg elkezd
meggorbiilni. A rétegek szétnyilasa eldsegiti tovabbi molekulak bejutasat, és a reakciéfront a szemcse
belseje felé halad. Egy adott szemcsében az atalakulds toébb fronton is végbemehet, ezt a szemcse
mérete és a kaolinit minésége hatarozza meg. Minél nagyobbak a szemcsék és minél rugalmasabbak
a kaolinrétegek, annal gyorsabb a reakcio és annal nagyobb az interkalaciéfok. [11]

i
»
4
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.
v

1 N —

5. dbra Interkaldcié mechanizmusa.
Alul a nyilak a reakciéfront haladdsi iranyadt jelélik. [11]

Az interkalacios reakciokat felhasznaljak az agyagasvanyok azonositasara, a kaolinrétegek fellletének
modositasara és a kolloid tulajdonsagainak befolyasoldsara. A kaolinit szerves szarmazékai jo
adszorbensek, amelyeket kdrnyezetszennyezés elleni védelemre is hasznalnak. Szerves monomerek

e

2.5.1. Kaolinit-DMSO organokomplex

Kristof és tarsai [13] szegi kaolinitet interkalaltak DMSO-val. A kaolinbdl 500 milligrammot 5 cm?
vizmentes DMSO-ban kevertettek egy zart edényben 80 oran keresztiil, szobahémérsékleten.
A kezelés utan centrifugalassal elvalasztottdk a szilard fazist a folyadéktol, majd egy hétig levegdn
szaritottak. Rontgendiffrakcids vizsgalattal megallapitottak, hogy a kaolinit rétegismétlédési tavolsaga
7,2 A-r6l 11,2 A-re ndvekedett, csaknem 100%-o0s interkalaciéfok mellett. Termoanalitikai vizsgalatokkal
megfigyelték, hogy a DMSO hevités hatasara két lépésben tavozik az interkalacios komplexbdl.
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Yuan és tarsai [1] 10 g kaolint kevertek el DMSO vizes oldataban. Az oldat 60 ml DMSO-t és 10 ml
vizet tartalmazott. Az elegyet 150 °C-on 12 6ran keresztiil kevertették. A kezelés utan a keveréket
szobahOmérsékleten 12 oéran keresztil allni hagytak. A mintat centrifugalassal valasztottak el az
oldattél, majd haromszor mostak 1,4-dioxannal és izopropanollal, hogy eltavolitsak a feleslegben maradt
DMSO-t a mintabdl. A mosas utan a mintat egy napig szaritottak 60 °C-on. A mintat rontgendiffrakcidval
vizsgaltak. A komplexben a kaolinrétegek kozotti tavolsag 11,2 A-re nétt, és 95%-os interkalaciofokot
sikerdlt elérnilk.

Makoé és tarsai [14] zettlitzi  kaolinbdl  Aallitottak  el6  kaolinit-DMSO  komplexet.
A kaolint achat mozsarban nedvesitették DMSO vizes oldataval, majd a keveréket zart mintatartéban
allni hagytak. A minta réntgendiffraktogramjan latszott, hogy a rétegismétlédési tavolsag 11,2 A-re nétt.
95%-o0s interkalaciéfokot értek el.

Li és tarsai [15] kaolinit-DMSO komplexet készitettek 50 g kaolin és 100 ml DMSO-oldat felhasznalasaval.
Az oldat 9%(m/m) vizet tartalmazott. Réntgendiffrakcioval vizsgaltak a kapott mintat, és a fentiekhez
hasonldan 11,2 A-6s bazislaptavolsagot mértek.

2.5.2. Kaolinit-metanol organokomplex

Yuan és tarsai [1] kaolinit-DMSO komplexbdl kiindulva allitottak eldé kaolinit-metanol komplexet.
A prekurzor 5 g-jat 100 ml metanolban kevertették egy hétig. Az eljarast kovetéen a két fazist
centrifugalassal valasztottak el egymastol. A minta egy részét a metanolban hagytak, a masik részét
60 °C-on 24 6ran at szaritottak.

Az eljarassal 93,4%-o0s interkalaciéfokot értek el. Rontgendiffrakcios vizsgalattal megallapitottak, hogy
a komplexben a rétegismétlédési tavolsag 8,5 A volt.

Li és tarsai [15] DMSO-val kezelt kaolinitb6l készitettek kaolinit-metanol komplexet. A kiindulasi
anyaghol 25 g-ot 500 ml metanollal mostak tiz alkalommal.

A minta rontgendiffraktogramjan a kaolinit-metanol komplex bazislaptavolsaga 9,2 A kériil volt.

2.5.3. Kaolinit-CTAC organokomplex és nanotekercs

Yuan és tarsai [1] kaolinit-metanol komplexbdl allitottak el6 kaolinit-CTAC komplexet. 40 ml metanolos
CTAC-oldatban(1M)diszpergaltak1gnedveskaolinit-metanolkomplexet, majd 24 6ranatkevertették. Tobb
mintat is készitettek, amelyeket kiilonb6z6 hdmérsékleteken kevertettek. A szilard fazist centrifugalassal
valasztottak el az oldattél. A mintdkat hatszor mostak etanollal, és 80 °C-on egy napig szaritottak.
Rontgendiffrakcids vizsgalattal megfigyelték, hogy a CTAC interkaldlhatd a kaolinrétegek karositasa
nélkiil, nagy (96%) interkalaciofok mellett. A mintakban a rétegismétlédési tavolsaga mosas elétt 39,5 A,
mosas utan pedig 8,5 A volt. Transzmisszids elektronmikroszkdpos felvételeket is készitettek a mintakrol.
A mintdkban mosas el6tt és utan is jol lathatdk voltak a kaolinitbdl kialakult nanotekercsek. Méréseik
soran azt is megallapitottak, hogy a CTAC-s kezelés hatékonysaga a h6mérséklet novelésével 80 °C-ig
nott.

Makd és tarsai [14] két lépésben készitettek CTAC-komplexet kaolinit-DMSO és kaolinit-karbamid
prekurzorokbol. A kaolinit-DMSO komplexet tiszta metanolban kezelték egy 100 cm3-es szolvotermalis
reaktorban, 100 °C-on 24 6raig (6 éranként frissre cserélve a metanolt), hogy 80% feletti interkalaciot
érjenek el. Ugyanakkor a kaolinit-karbamid komplexnél hasonlé kezelés esetén a nagy interkalaciofok
eléréséhez elegendd volt 18 oras kezelés, a metanol cseréje nélkiil.

Li és tarsai [15] szintén kaolinit-metanol komplexbhdl allitottak elé kaolinit-CTAC komplexet.
5 g prekurzort elegyitettek 500 ml CTAC metanolos oldataval. Kisérleteik soran az interkalaciét
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ultrahangos keveréssel prébaltak elésegiteni. Megallapitottak, hogy az ultrahangos kezelés eldsegitette
az interkalaciéfok novekedését és a kaolinrétegek feltekeredését. Mintaik rontgendiffraktogramjan
a CTAC-komplexben a bazislaptavolsag 39,1 A és 38,7 A kozott volt.

Zsirka és tarsai [16] surmini, zettlitzi és szegi kaolinitekb6l két kilonbdzd reakciouttal
(1. kezelés karbamiddal, trietanol-aminnal, tetraalkil-ammaonium soéval, natrium-poliakrilattal; 2. kezelés
kalium-acetattal, etilénglikollal, n-hexil-aminnal) készitettek kaolinit nanotekercseket. Megallapitottak,
hogy a kialakulo nanotekercsek szerkezete fligg a prekurzorok eléallitdasanak modjatol, a h6kezeléstol és
a kiindulasi kaolinit szerkezetétél. A jobb kristalyosodottsagi fok elésegiti a nanotekercsek kialakulasat.

2.6. Kaolinit és kaolinit-organokomplexek vizsgalati modszerei

2.6.1. Rontgendiffrakcio

A polikristalyos anyagban jelen lévé kilonb6zd kristalyos fazisok jellegzetes rontgendiffrakcios
képet adnak. A rontgendiffrakcios vizsgalat lehetévé teszi a fazisok minéségének és mennyiségének
meghatarozasat a minta roncsolasa nélkiil. [17]

A rontgensugarzast altalaban izzékatodos rontgencsdben allitjak elé. Az izzokatddbdl a nagy fesziiltség
hatasara elektronok lépnek ki, és nagy sebességgel a fém anddba ltkdznek. Az anodfém atomjai
gerjesztédnek, majd a relaxacioé soran az elnyelt energiat karakterisztikus rontgenfotonok formajaban
sugarozzak ki. Ezenkiviil az elektronok fékezdédése miatt folytonos réntgensugarzas is keletkezik.
A réntgensugarzas a fokuszon és a berillium ablakon keresztiil ép ki, aamelyet Ugy alakitanak ki, hogy
megszabott irdnyu és nagysagu nyalabot kapjanak. [17]

Szilard mintak vizsgalatdhoz a mintatartoban nagyszamdu, véletlenszerien elhelyezkeddé kristaly
szemcsére van sziikség, ami a minta megfeleld poritasaval és betoltésével érhetd el. [17]

A kristalyos fazisok azonositasa a Bragg-torvény (2) szerint az elhajlitott sugarzas erésitési helyeinek
ismeretében kialakuld, a kristalyos vegyiiletekre jellemzd, jellegzetes diffrakcios kép azonositasa alapjan
torténik.

2:d-sin6=n-21 )

, ahol d - racssiktavolsag, 0 - a sugarzas beesési és elhajlasi szoge, n — egész szam, amely reflexié
rend(iségét adja meg, A- a sugarzas hullamhossza. [17]

Az elhajlas szogébdl a kristalyt felépité racssikok kozotti tavolsag, az elhajlitott sugarnyalab
intenzitdsabol pedig az atomok/ionok kdlcsdnos térbeli helyzete, a pontos kristalyszerkezet hatarozhato
meg. A rontgendiffraktogram a kiilonb6z6 kristalyos fazisokra mas és mas. A fazisok azonositasa azon
alapul, hogy azismeretlen minta rontgendiffraktogramjat egy referencia-adatbazissal (rontgenkartyaval)
hasonlitjuk 6ssze, ami tartalmazza a tiszta kristalyos fazisok d-értékét és relativ intenzitasait. [17]
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2.6.3. Infravoros spektroszkopia

Az infravoros spektroszkopia a molekulak és az 6ket alkotd atomok rezgéseinek vizsgalatan alapuld
analitikai kémiai technika. A vizsgalt minta és az infravoros sugarzas kdlcsdnhatasabol kovetkeztetéseket
lehet levonni a komponensek minéségérdl és mennyiségérol. [18]

Az elektromagneses spektrum infravoros tartomanyat harom részre szokas felosztani: kozeli, kozepes és
tavoli infravoros tartomanyra. Ezek a lathato fényhez viszonyitott elhelyezkedésiikrél kaptak a neviiket.
A kozeli 12 820-5000 cm?, a kozepes 5000-400 cm?, a tavoli infravords tartomany pedig 400-33 cm™?
kozott helyezkedik el. [18]

Az infravoros sugarzas teljes tartomanya nem képes gerjeszteni a kémiai részecskék elektronjait.
Energidja tobbnyire csak a molekuldkban kotott atomok rezgési és forgasi energiaszintjeinek
gerjesztésére elegendd. A modszer abszorpcion alapszik, azaz a minta spektrumat az elnyelt infravoros
sugarzas mennyisége alapjan kapjuk meg. [18]

A kaolinit organokomplexeinek vizsgalatanal az infravordos spektrumok jol hasznalhatok
(3. tdbldzat). A kaolinit szerkezeti hidroxilcsoportjainak és az interkalalészereknek kolcsénhatasarol
adnak tajékoztatast. [18]

3. tdbldzat A kaolinit és organokomplexeinek jellemzé infravérés rezgési savjai [19, 20]

Hullamszam (cm-?) Hozzarendelés
3693
3669 kaolinréteg belsé fellileti OH-csoport vegyértékrezgése
3653
3660 DMSO0-hoz hidrogénkotéssel kotédd belsé fellileti OH-csoport vegyértékrezgése
3619 kaolinréteg belsé OH-csoport vegyértékrezgése
3536 R o e e - .
3504 DMSO0-hoz hidrogéenkotessel kotddo belsd fellileti OH-csoport vegyértékrezgese
3534 metanolhoz hidrogénkd&téssel kotédd belsd fellileti OH-csoport vegyértékrezgése
3032 CH, aszimmetrikus vegyértékrezgés (CTAC)
3022 CH aszimmetrikus vegyértékrezgés (DMSO)
3018 CH, szimmetrikus vegyértékrezgés (CTAC)
2950 CH,-R aszimmetrikus vegyértékrezgés (CTAC)
2936 CH szimmetrikus vegyértékrezgés (DMSO)
2916 CH, aszimmetrikus vegyértékrezgés (CTAC)
2872 CH,-R szimmetrikus vegyértékrezgés (CTAC)
2849 CH, szimmetrikus vegyértékrezgés (CTAC)
1112 Si-0 vegyértékrezgés
1032 Si-0 vegyértékrezgés
1008 Si-0 vegyértékrezgés
935 belsé fellileti Al-OH deformacios rezgés
912 belsé Al-OH deformacids rezgés
796 OH transzlacids rezgés
789 OH transzlacids rezgés
755 OH transzlacids rezgés
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2.6.3. Termikus analizis

A termikus analizis olyan analitikai kémiai technika, amely soran hé hatasara bekdvetkezd atalakulasi
folyamatok vizsgalhatdk. Minden olyan modszert, ahol a hdmérséklet és az idé fliggvényében vizsgaljuk
az anyag valtozasat meghatarozott atmoszféraban, termoanalitikai moédszernek tekintiink. [21]
Legelterjedtebb formai a termogravimetria (TG), amely soran a minta tomegveszteségét vizsgaljuk
a hémérséklet fliggvényében, és a differencial-termoanalizis (DTA), amellyel az entalpiavaltozassal jard
folyamatok vizsgalhatok. A csatolt technikak alkalmazasa, amikor ugyanazzal a mintaval szimultan tébb
vizsgalatot végziink, rendkiviil hatékony tud lenni. Altalaban infravorés- vagy témegspektroszképiaval
egészitik ki a termoanalitikai vizsgalatot. [21]

TG-mérésnél a hevités hatasara bekovetkezd tOmegvaltozast termomérleggel, egyenletes flitési
sebességgel mérjiik. Tomegvaltozast okozhat a vizvesztés, az oxidacios és bomlasi reakciok. Minségi
és mennyiségi analizisre is hasznalhato. [21]

Derivativ termogravimetriai (DTG) analizist olyan esetben alkalmaznak, amikor a TG-mérést mar nehéz
kiértékelni. A tomegvaltozas sebességérol szolgaltat informaciot, ezaltal az egymashoz idében kozel es6
TG-részfolyamatok elkiilonithet6k lesznek. [21]

A DTA-vizsgalatnal inert anyagot (pl. korrundport) hasznalnak, amit a mintaval egy id6ben egyenletesen
hevitenek. A minta és az inert anyag hémérséklet-kilonbségét regisztralva a reakcidk exoterm vagy
endoterm mivoltardl kapnak tajékoztatast. [21]

2.6.4. Transzmisszios elektronmikroszkopia

A transzmisszids elektronmikroszkopia (TEM) anyagvizsgalati modszernél a minta atvilagitasa
és gerjesztése elektronokkal torténik. A TEM-késziilékek fontos egységei: az elektronagyu,
a kondenzor, az objektiv lencse, a mintatarté és a vetitérendszer.

Az  elektrondgyubdl  kilépé  nyalab  elektromagnesekkel — terelhetd  és  fokuszalhatd.
A kondenzor lencsével tudjak az elektron-nyalabot a targysikba vetiteni. Az objektiv lencsével lehet
a hatso fokuszsikban létrehozni az elsédleges, mar nagyitott, koztes képet. A kdztes és vetit6 lencsével
tovabb tudjuk nagyitani az elsédleges képet.

A mintdhoz érkezd sugarak egy része athalad, a masik része pedig kolcsdnhatasba ép vele
(pl. valtozik az iranya, rezgéssikja, hullamhossza). Képalkotasra a mintan valtozatlanul atmend és
rugalmatlanulszérodo sugarakat hasznaljak. Avégsé képetaképfelfogd ernydn ésaképrogzité rendszeren
alakitjak ki. Az elektronnyaldb szabad terjedéséhez vakuumban végzik az elemzést. Ezenkivil h(it6- és
fesziiltségstabilizald rendszereket hasznalnak a mikroszkop allando és biztonsagos miikodéséhez. [22]
A kaolinit, a kaolinit organokomplexeinek és a kaolinit nanotekercsek morfoldgiai vizsgalatahoz
rendszeresen hasznaljak ezt a modszert. A felvételekbdl megallapithaté a tekercsek kiilsé és belsé
atméroje, hossza, rendezettsége és relativ gyakorisaga. [1, 3, 14, 15]
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3. Kisérleti rész

3.1. Kutatasi terv

A nanotekercseket a kaolinrétegek kozotti térbe megfeleld, pl. szerves molekuldk beépitésével és
helyettesitésével (interkalacioval), valamint deinterkalacioval kivantam eléallitani a tanszéken mar
korabban alkalmazott médszerekbdl kiindulva [14]. A nanotekercsek eléallitdsi mddszereinek vizsgalata
és fejlesztése hosszabb tavon kutatasom részét képezi.

A jelenlegi kutatasom célja, hogy kisérleti Uton Gsszefliggéseket figyeljek meg a kiindulasi kaolinit
kristalyosodottsagi foka és a kialakult nanotekercsek tulajdonsagai kdzott. Tovabba azt is szeretném
jobban megismerni, hogy az elébbiek hogyan befolyasoljak az interkalacié egyes lépéseit.

A kutatas soran harom kilonbozé kristalyosodottsagu kaolinittel dolgozom. Mindegyik kaolinitet
ugyanazzal a harom interkalacidés lépéssel alakitom at nanotekercsekké [14]. Az elsd lépésben
a kaolinit rétegkozi tereibe DMSO-t viszek be. A masodik lépésben a DMSO-t metanollal helyettesitem.
A harmadik lépésben a rétegek kdzé CTAC-t viszek be, majd intenziv etanolos mosassal eltavolitom.
Rontgendiffrakciés (XRD) vizsgalatokkal igazolom a komplexek kialakuldsat, és mérem az
interkalacios lépések hatékonysagat. Infravords spektroszkdpiaval (FT-IR) és termogravimetriaval
(TG) alatamasztom a kaolinit organokomplexek kialakulasat. A TG-mérésekkel a komplexek
termikus stabilitdsat is vizsgalom. Transzmissziés elektronmikroszkopiaval (TEM) jellemzem
a nanotekercsek szerkezetét.

3.2. Alkalmazott eszkdzok és miiszerek

A rontgendiffrakcios felvételeket Philips PW3710 tipusu diffraktométerrel, monokromatikus CuKa
(50 kv, 40 mA) sugarzassal és Xe gazzal toltott proporciondlis detektorral mértem. A kezeletlen,
a DMSO-val és a metanollal kezelt kaolinrél 0,02 °26/s sebességgel (0,02 °20 lépéskozzel és
1 s lépésenkénti varakozasi idbvel), 1°-os divergencia- és szorascsokkenté résekkel késziltek
a felvételek. A CTAC-val kezelt mosatlan és mosott mintak felvételeit 0,004 °26/s sebességgel
(0,02 °20 lépéskozzel és 5 s léptetési idovel), ¥ °-os résekkel készitettem. A mérendd mintat elészor
achat mozsarban poritottam, majd betoltdéttem az aluminium mintatartoba, és liveglapok segitségével
sik felliletet alakitottam ki. A mérési adatok gy(ijtése és a késziilék vezérlése az X’Pert Data Collector
programmal tortént. A mérés végeztével az X’Pert Data Viewer programmal, a kaolinit PDF00-014-164
és a kvarc PDF00-033-1161 réntgenkartyaja segitségével meghataroztam a pontos csucspozicidkat és
a sziikséges korrekciot. Az interkalaciofok szamitasahoz sziikséges integralt intenzitasokat (teriileteket)
az X’Pert HighScore Plus programmal hataroztam meg.

Az infravoroés spektroszkdpiai mérések Bruker Vertex 70 Fourier-transzformaciés infravords
spektrométerrel, Platinum ATR optikaval, DTGS detektorral, szobah6mérsékleten zajlottak. Minden
mintanal 512 spektrum 2 cm? felbontassal késziilt. A spektrumokat 0sszegeztiik a jel-zaj viszony
javitasa érdekében.

A mintak termikus analiziséhez Netzsch 409 STA (Netzsch, Németorszag) szimultan TG(DTG)-DSC
késziiléket alkalmaztunk. A mintakat nyitott keramiatégelybe helyeztem, majd Ar atmoszféraban,
10 °C/min felflitési sebességgel mértik.

A TEM-vizsgalatokhoz vizben (10-20 s) ultrahangozassal diszpergaltuk a minta szemcséit, majd
folytonos amorf szénhartyaval bevont Cu mikrorostélyra (grid) cseppentettiink a szuszpenziobol.
A méréseket egy Talos F200X G2 (Thermo Fisher) tipust, 200 kV gyorsitéfesziltséggel izemeld
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elektronmikroszkoppal végeztiik. A kristalyhalmazokrél vilagos latoterl, amplitiddkontrasztos
képeket készitettiink kilonboz6é nagyitasokon. Az egyedi szemcsék jellemzését a fent leirtakkal
megegyezd modon, de ultravékony szénhartyaval ellatott arany gridre preparalt mintan végeztik.
A minta szemcseéir6l nagyfelbontasu, faziskontrasztos TEM- (HRTEM-) felvételek késziiltek. A HRTEM-
képek azonos nagyitas mellett, egy masodperces expoziciés idé, ~67 pA sugararam és ~50 e’/A%s
elektrondozis mellett készlltek.

A kisérletek soran hasznaltam egy POL-EKO-APARATURA markaju, SLW 53 Smart tipusu szarito
szekrényt. Maximalis lizemi hémérséklete 300 °C, és 1700 W teljesitmény leadasara képes.

A mintak etanolos mosasanal a laborban Elma-Hans Schmidbauer GmbH markaju, Elmasonic S60
tipust ultrahangos kever6t hasznaltam. Mikddése kozben 150 W teljesitmény leaddsa mellett
37 kHz frekvenciaju ultrahangot allit elé.

3.3. Alkalmazott kaolinok és interkalalészerek

Vizsgalataimhoz harom kiilénb6z6 kaolint hasznaltam fel: surmini, zettlitzi és szegi kaolint.

A surmini kaolin Lengyelorszaghdl szarmazik, és 83%(m/m) kaolinitet tartalmaz. Kaoliniten kiviil
12%(m/m) kvarcot és 7%(m/m) muszkovitot tartalmaz. Oxidos Osszetétele a 4. tdbldzatban
talalhato. A kaolinitre szamitott HI 1,40, az AGFI 1,27, ami 6sszevetve az irodalmi besorolassal
(1. és 2. tabldzat) jol kristalyosodott kaolinitnek felel meg.

A zettlitzi kaolin Csehorszaghol szarmazik, és 91%(m/m) kaolinitet tartalmaz. Ezen kivil 2%(m/m)
kvarcot és 7%(m/m) muszkovitot tartalmaz. Oxidos Osszetételét a 4. tdbldzatban tlintettem fel.
A kaolinitre szamitott HI 0,91, az AGFI 0,90, ami 6sszevetve az irodalmi besorolassal (1. és 2. tdbldzat)
kdzepesen kristalyosodott tipust jelent.

A szegi kaolin magyar leléhelyrél szarmazik, és 46%(m/m) kaolinitet és 49%(m/m) halloysitot
(7 A) tartalmaz. Ezen kiviil 3%(m/m) kvarcot, 2%(m/m) albitot és ortoklaszt tartalmaz. A szegi kaolin
oxidos Osszetétele a 4. tdblazatban talalhato. A szamitott HI 0,36, az AGFI 0,74, ami 6sszehasonlitva az
irodalmi adatokkal (1. és 2. tabldzat) rosszul kristalyosodottnak felel meg.

A kisérletekhez interkalaldoszerként DMSO-t (Sigma-Aldrich, puriss), metanolt (Scharlab Mo. Kft., a.r.),
valamint CTAC-t (Alfa Aesar) hasznaltam fel.

4. tdbldzat A felhaszndlt kaolinok oxidos 6sszetétele

Kaolin
Oxidok
Szegi Zettlitzi Surmini

Si0, %(m/m) 46,74 46,23 52,1
ALO, %(m/m) 33,12 36,74 34,1
Fe,O, %(m/m) 2,96 0,88 0,6
Ca0 %(m/m) 0,37 0,8 0,1
K,0 %(m/m) 0,27 0,66 0,6

Na,0 %(m/m) 0,12 - -
MgO %(m/m) 0,26 0,28 0,1
TiO, %(m/m) 0,03 0,05 0,6
1zzitasi veszteség 15,5 13,36 11,8
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3.4. Kaolinit-organokomplexek eléallitasa

Mindharomkaolinitb6lugyanazonaharominterkalacids [épésen keresztiil allitottam el nanotekercseket.
A kiindulasi anyagokbdl és a reagensekbdl is azonos mennyiségeket hasznaltam fel, amelyeket
taramérlegen mértem be szazadgrammos pontossaggal.

Az elsé lépésben a kaolinitet DMSO-val interkalaltam Makd és tarsai [23] altal megadott
homogenizdciéos modszerrel. A DMSO-bdl 9:1 tOmegaranyl vizes oldatot készitettem. Az oldat
0,84 grammjat achatmozsarban 2,16 gramm kaolinnal kevertem el, majd a keveréket centri-fugacsébe
toltottem. A mintat szaritdoszekrényben 60 °C-on 24 6ran keresztll allni hagytam.

A masodik lépéshen az elézbleg kapott prekurzort metanollal kezeltem, hogy a DMSO-t eltavolitsam,
és ekdzben a metanollal interkaldljam a kaolinitet. A mintabol 2 grammot 75 ml metanolban
szuszpendaltam. Az elegyet egy teflonbéléses autoklavban (reaktorban), szaritdészekrényben
9 oran keresztiil 130 °C-on kezeltem. Miutan elkésziiltem, a szuszpenziét centrifugaltam, majd
a hasznalt metanolt tisztara cseréltem, és megismételtem a kezelést. A kezelést mindegyik mintaval
haromszor végeztem el Viola [24] kisérleteinek megfelel6en.

A harmadik lépésben a kaolinit-metanol komplexet cetil-trimetil-ammonium-kloriddal (CTAC)
interkalaltam Yuan és tarsai leirdsa szerint [1]. A szilard CTAC-bol 12,4 grammot lombikba mértem,
majd ebbe metanollal &tmostam 1 gramm kaolinit-metanol komplexet Ugy, hogy a lombikban lévé anyag
mennyisége 0sszesen 40 ml legyen.

A lombikban [év6 mintat magneses keverd segitségével 80 °C-on, 100 1/perc fordulatszammal
48 oran keresztiil kevertettem, majd centrifugaltam, végil a fennmarado6 CTAC-oldatot ledntottem rola.
A kaolinit nanotekercseket a kaolinit-CTAC komplexbdl a CTAC-molekuldk deinterkalacidjaval allitottam
eld, ami a komplex etanolos moséasat jelenti [1].

A harmadik lépésben kapott mintat 20 ml etanolban szuszpendaltam, majd ultrahangos flird6ben
5 percig mostam, majd centrifugaltam. Ezt a miiveletet hatszor ismételtem meg.

3.5. Rontgendiffrakcios vizsgalatok

A kaolin mintdkon kezeletleniil, minden interkalacios lépés utan, és végil az etanolos mosast
(deinterkalaciot) kovetden rontgendiffrakcios vizsgalatokat végeztem.

A rontgendiffraktogramokon (6., 7. és 8. dbra) nyomon kdvetheté a kaolinit rétegismétlodési
tavolsaganak valtozdasa az eljards soran, ami jelzi a kaolinit-organokomplexek kialakulasat.
A kezeletlen mintaknal jol lathaté a kaolinitre jellemzé reflexio (7,2 A). Ennek a cstcsnak az integral
intenzitasa (terilete) aranyos a nem interkalalodott kaolinit mennyiségével, amit az interkalaciofok
szamitasara hasznaltam fel. Az &sszesitett abrakon (6.,7. és 8. dbra) jeloltem a rétegismétlédési
tavolsagokat és az interkalaciéfokokat.

A 6. dabrdn a szegi mintak rontgendiffrakcios felvételei szerepelnek. Az (A)-val jelolt kezeletlen kaolinrél
készilt felvételen jol lathatd, hogy a 7,2 A-6s cslics széles és aszimmetrikus. Ennek oka a kaolinit és
a halloysit (7 A) egyiittes jelenléte, valamint rossz kristalyosodottsaga. A felvételen megfigyelhetd, hogy
mindeninterkalacids kezelés utan marad at nem alakult kaolinit fazis, amelynek cslicsa valtozatlan helyen
(~7,2 R) lathato. A DMSO-kezelésnél (B) a kaolinit-DMSO komplex kialakulasat bizonyitja a 11,2 A-6s
csucs megjelenése [1]. Ebben a lépéshen 96%-o0s interkalaciofokot értem el. A metanolos kezelésnél
(C) a metanol sikeres interkalacidjat a 8,6 A-6s cstics megjelenése igazolja [1]. Az interkalaciofok
ebben a [épésben 94% lett. Az utolsé interkalacios lépésben (D) a CTAC beépiilését a 39,8 A-Os cstics
jelzi [1]. Ennek a lépésnek az interkalaciofoka 98%. A deinterkalaciot (etanolos mosast) kdvetéen (E)
a nanotekercsek kialakulasat a 8,17 A-6s cstics megjelenése jelzi [1].
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26 (°)

6. dbra Szegi kaolin mintdk réntgendiffraktogramjai
A: kezeletlen, B: DMSO-val kezelt, C: metanollal kezelt,
D: CTAC-val kezelt, E: etanollal mosott

Ez az érték 0,33 A-mel marad el az irodalmi értéktél (8,5 A). A szamitott interkalaciéfok ebben az esetben

87%, bar az illesztést er6sen nehezitette a cslcsok atlapolodasa és kiszélesedése. Osszességében
minden [épésnél nagy interkalaciéfokot (87-98%) értem el.
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7. dbra Zettlitzi kaolin mintdk réntgendiffraktogramjai
A: kezeletlen, B: DMSO-val kezelt, C: metanollal kezelt,
D: CTAC-val kezelt, E: etanollal mosott

A 7. dbrdn lathatok a zettlitzi mintak rontgendiffrakcids felvételei. A szegi kaolinnal 6sszehasonlitva
a kezeletlen kaolinit (A) 7,2 A-6s cslcsa szimmetrikusabb és élesebb, ami a kaolinit jobb
kristalyosodottsagat jelzi. A masodik [épésben (B) 11,2 A-nél mutatkozik a kaolinit-DMSO komplexre
jellemzd csucs, ugyanugy, mint a szegi minta esetén [1]. Az interkalaciéfok is hasonlé: 95%.

A metanolos kezelésnél (C) a 8,59 A-G6s cslics megjelenése bizonyitia a komplex kialakulasat
[1]. Ennek a lépésnek az interkalacié foka a szegi mintaval 0sszehasonlitva kicsivel tobb: 96%.
A CTAC-kezelés soran kialakult komplex jelenlétét a 40,71 A-6s cslcs igazolja [1]. Ebben a lépésben
98%-0s interkalaciéfokot értem el. Az etanolos mosas utan a nanotekercsekre jellemz6 csucs
8,49 A-nél jelent meg [1]. Ez kdzelebb all az irodalmi értékhez (8,5 A), mint a szegi mintanal mért érték.
Az interkalaciéfok is nagyobb: 95%.

A rontgendiffraktogramon megfigyelhetd, hogy a DMSO-s, metanolos és CTAC-s kezelés soran
szamitott interkalacidfokok kozel azonosak a szegi mintakéval. Az etanolos mosas utdn azonban
a zettlitzi mintanal nagyobb interkalaciofokot tudtam elérni.

70



Intenzitas (belitésszam)

(E)
(D)
(©)
(B)

A)

206 (°)

8. dbra Surmini kaolin mintdak réntgendiffraktogramjai
A: kezeletlen, B: DMSO-val kezelt, C: metanollal kezelt,
D: CTAC-val kezelt, E: etanollal mosott

A 8. dbrdn a surmini mintak réntgendiffraktogramjai szerepelnek. Osszehasonlitva a kezeletlen
surmini kaolin XRD-felvételét (A) a szegi és a zettlitzi kaolinéval, itt a legszimmetrikusabb,
legélesebb és legnagyobb intenzitasi a kaolinit 7,2 A-6s csucsa, mivel a harom kaolin koziil
ebben van a legjobban kristalyosodott kaolinit. A DMSO-kezelésnél (B) a komplex kialakulasat
a 11,16 A-6s cstics megjelenése bizonyitja [1]. Ebben a lépésben 97%-os interkalaciofokot értem el.
A metanolos interkalacié (C) utan a kaolinit-metanol komplexre jellemzd cstcs 8,49 A-nél jelent meg
[1]. Ebben a lépéshen 97%-os interkalacidfokot sikeriilt elérnem. A CTAC-kezelés (D) soran kialakult
komplex jelenlétét a 37,75 A-6s csucs mutatja [1]. Ez eltér az irodalomban irt 39,5 A-6s értéktol.
Az interkalaciofok 98% lett. A deinterkalaciot (E) kovetéen a nanotekercsekre jellemzé csucs
8,5 A-nél jelent meg, ami pontosan megegyezik az irodalmi értékkel [1]. Ebben a lépésben ezzel
a kaolinnal értem el a legnagyobb hatasfokot, ami 98%-os interkalaciofokot jelentett.

Osszegezve az eredményeket, megallapithatd, hogy az egymast kdvet6 DMSO-s, metanolos
és CTAC-s interkalacios lépésekben a kaolinit kristalyosodottsagatél flggetlenil igen hasonld,
nagy interkalacidofokokat (94-98%) értem el. A kaolinit-DMSO és a kaolinit-metanol komplexek
rétegismétlédési tavolsaga kozel azonos volt, mig a kaolinit-CTAC komplex rétegismétlédési tavolsaga
kozott kisebb eltérés mutatkozott.
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3.6. Infravoros spektrometriai vizsgalatok

Az elkészitett interkalatumok molekularis szerkezetét, a kaolinit és az interkalaldszer kozott kialakitott
kapcsolatokat FT-IR-spektrometria segitségével vizsgaltam. Ez fontos informaciét szolgaltat az
interkalacios komplexek szerkezetének jellemzéséhez.

A felvételekrél Osszesitett abrakat (9., 10. és 11. dbra) készitettem, amelyeken 3800-2800 cm™ és
1200-700 cm™ hulldmszam kozott lathatok a spektrumok. A kiilonb6z6 kaolinokrol kezeletlentil, az
egyes interkalacios lépések és a deinterkaldcid utan késziiltek mérések. Az abrakon szaggatott vonallal
jeloltem a kiindulasi kaolinit jellegzetes rezgési savjait.

A 9. dbra a szegi kaolinbol készllt mintdk infravords spektrumait tartalmazza. Az (A) jel( spektrum
a kezeletlen szegi kaolinrol késziilt. Rosszul kristalyosodott kaolinitek esetén, mint amilyen
a szegi kaolinit, a belsd hidroxilcsoportokra jellemz6 3620 cm™ hulldmszamu rezgési sav a belsé
fellleti hidroxilcsoportokra jellemz6 3692 cm™ hulldmszamuhoz viszonyitva kisebb intenzitasu,
valamint a 3669 cm™ és 3653 cm™ hullamszamnal [évé bels6 feliileti hidroxilcsoportokra jellemzd
savok alig vagy egyaltalan nem kilonilnek el [25]. Az interkalacio és a deinterkalacio hatasara
a 3620 cm™ és 3692 cm?, a 937 cm™ és 909 cm? (belsd fellileti és belsé Al-OH deformécios
rezgési) savok intenzitds aranya megvaltozik [1, 16]. Az is megfigyelhetd, hogy az interkalacid és
a nanotekercsek kialakuldsa soran az Si-O vegyértékrezgési savok (1116 cm™®, 1025 cm¥,
1002 cm?) kiszélesednek, Osszeolvadnak és eltolodnak. A DMSO-val kezelt minta spektruman
(B) 6t Uj rezgési sav jelenik meg. A DMSO-molekula CH szimmetrikus (2939 cm™) és aszimmetrikus
(3025 cm™) rezgési savjai, és a DMSO-hoz hidrogénkotéssel kotédd belsé felileti hidroxilcsoport
vegyértékrezgési savjai (3504 cm?, 3540 cm?, 3664 cm?) [1]. Az utdbbiak jelzik a DMSO sikeres
A metanolos kezelés utan (C) egyetlen rezgési sav megjelenése igazolja a metanol beépiilését,
a metanolhoz hidrogénkotéssel kotédd belsé felileti hidroxilcsoport  vegyértékrezgése
(3534 cm™) [1]. A CTAC interkalaciojat kovetéen (D) tobb Uj rezgési sav is megjelenik. A CTAC-
molekuldk CH,-R szimmetrikus és aszimmetrikus vegyértékrezgési savjai (2868 cm?, 2946 cm
), a CH, szimmetrikus és aszimmetrikus vegyértékrezgési savjai (2849 cm™, 2914 cm™), valamint
a CH, szimmetrikus és aszimmetrikus vegyértékrezgési savjai (3014 cm™, 3030 cm™) [1]. Ebbdl
is latszik, hogy a CTAC dipdlus-dipolus kolcsonhatas révén kapcsolodik a kaolinrétegekhez.
A deinterkaladcio utani infravorés spektrumon (E) latszik, hogy a mosassal alapvetden sikerdilt
eltavolitanom az interkalaloszert, mivel a CTAC-re jellemz0 rezgési savok szinte teljesen eltlintek. Az is
megfigyelhetd, hogy a kaolinitre jellemz0 rezgési savok intenzitas aranya megvaltozott és kiszélesedett.
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9. dbra Szegi kaolin mintdk infravérds spektrumai (3800-2800 cm™ és 1200-700 cm™)
A: kezeletlen, B: DMSO-val kezelt, C: metanollal kezelt,
D: CTAC-val kezelt, E: etanollal mosott

A 10. dbra a zettlitzi kaolinbdl készllt mintdk infravordés spektrumait tartalmazza.
A kezeletlen kaolinit (A) jobb kristalyosodottsagat az jelzi, hogy a 3619 cm™ hullamszamul sav
a 3687 cm™ hullamszamu savhoz viszonyitva nagyobb intenzitasu, valamint a 3669 cm™ és 3653 cm™
hullamszamnal lévé savok megjelennek [25].

1114
- - -1025
999
935
910
—T3
787
749

Abszorbancia
Abszorbancia

*) n n I n " Ly
3800 3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3000 2600 2800 1200 1100 1000 900 800 700
Hullamszam (cm-1) Hullamszam (cm™)

10. dbra Zettlitzi kaolin mintdk infravérés spektrumai (3800-2800 cm™ és 1200-700 cm™)
A: kezeletlen, B: DMSO-val kezelt, C: metanollal kezelt, D: CTAC-val kezelt, E: etanollal mosott

Az interkalacié hatasara a 3619 cm™? és 3687 cm™? savok intenzitas aranya megvaltozik, és
a 3669 cm™ és 3653 cm™ hulldmszamnal lévé savok eltlinnek [1]. A szegi kaolinhoz hasonldan
a 935 cm™ és 910 cm™ deformacios rezgési savok intenzitas ardnya is megvaltozik az interkalacié
hatasara [16]. Emellett az Si-0 vegyértékrezgési savok kiszélesednek, és nagyobb hullamszamu iranyba
tolédnak el az interkalacio hatasara. A DMSO-val kezelt minta spektruman (B) az interkalalészerre
jellemzd rezgési savok jelennek meg. A CH szimmetrikus és aszimmetrikus rezgési savjai (2936 cm,
3022 cm™) és a DMSO-hoz hidrogénkotéssel kotédé belsé fellleti hidroxilcsoport vegyértékrezgési
savjai (3501 cm™, 3536 cm™, 3661 cm™) [1]. Az utébbiak a DMSO beépiilését mutatjak.
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A metanolos kezelés utan (C) a metanolhoz hidrogénkotéssel kotédé belsd feliileti hidroxilcsoport
tobb Uj rezgési sav is megjelent.

A CTAC-molekuldk  CH,-R  szimmetrikus ~ és  aszimmetrikus  vegyértékrezgési  savjai
(2870 cm?, 2949 cm?), a CH, szimmetrikus és aszimmetrikus vegyértékrezgési savjai
(2849 cm™, 2914 cm™), valamint a CH, szimmetrikus és aszimmetrikus vegyértékrezgési savjai
(3011 cm™, 3030 cm™) [1]. A deinterkalacio utani infravoros spektrumon (E) latszik, hogy a mosassal
nagyrészt sikerilt eltavolitanom a CTAC-t, mivel az erre jellemz6 rezgési savok szinte teljesen eltlintek.
Tovabba az is lathatd, hogy a kaolinitre jellemz6 rezgési savok intenzitas aranyai megvaltoztak, és
szélességiik megnott.
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11. abra Surmini kaolin mintdk infravérés spektrumai (3800-2800 cm™ és 1200-700 cm™)
A: kezeletlen, B: DMSO-val kezelt, C: metanollal kezelt, D: CTAC-val kezelt, E: etanollal mosott

A 11. dbra a kezeletlen és a kezelt surmini kaolin mintdk infravorés spektrumait mutatja.
A kezeletlen kaolinit (A) j6 kristalyosodottsagat az jelzi, hogy a 3619 cm™ hullamszamu sav nagyobb
intenzitasy, mint a 3686 cm™ hulldamszamu sav, és a 3669 cm™ és 3653 cm™* hulldmszamu savok jol
lathatok [25].

A masik két kaolinhoz hasonléan az interkalacié hatasara itt is megvaltozik a 3619 cm™, 3653 cm™,
3669 cm™* és 3686 cm™, valamint a 937 cm™ és 911 cm™ rezgési savok intenzitas aranya [16].
Az interkalacio soran az Si-O vegyértékrezgési savok kiszélesednek, és nagyobb hullamszam iranyaba
tolédnak el. A DMSO-val interkalalt minta spektruman (B) megjelennek a DMSO CH szimmetrikus és
aszimmetrikus vegyértékrezgési savjai (2935 cm™, 3021 cm™®) és a DMSO-hoz hidrogénkéotéssel
kot6do6 belso fellleti hidroxilcsoport vegyértékrezgési savjai (3501 cm™, 3537 cm, 3659 cm™) [1].
Ezek a savok jelzik a sikeres interkalaciot. A masodik interkalacids lépést kovetéen (C) a metanolhoz
hidrogénkotéssel kotédd belsd felileti hidroxilcsoport vegyértékrezgési savja (3522 cm™) mutatja
szimmetrikus és aszimmetrikus vegyértékrezgési savjai (2874 cm™, 2944 cm™), a CH, szimmetrikus
és aszimmetrikus vegyeértékrezgési savjai (2849 cm?, 2915 cm™), valamint a CH, szimmetrikus
és aszimmetrikus vegyértékrezgési savjai (3014 cm™, 3027 cm™) [1]. Az etanolos mosas hatasara
az infravorés spektrumon (E) a CTAC-re jellemzd rezgési savok szinte teljesen eltlintek, valamint
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a kaolinit rezgési savjai intenzitds aranyukban és szélességiikben is megvaltoztak a nanotekercsek
kialakulasa miatt.

3.7. Termogravimetriai vizsgalatok

Termogravimetriai vizsgalatokat a kiilonb6z8 kaolinokrél kezeletlenll, az egyes interkalacids
lépések és a deinterkalacio utan végeztem el. A vizsgalatoknal a DTG-gorbék (12., 13. és 14. dbra)
jol jellemzik a mintadkban hevités hatdsara végbemend, toOmegvaltozast okozo részfolyamatokat.
Az abrakon feltlintettem a lejatszédd folyamatok csucshémérsékletét, illetve a 350 °C (az abrakon
vOrés szaggatott vonal) alatti (30-350 °C) és feletti (350-1000 °C) toémegveszteség szazalékos
értékeit is.

9,80%! 18,19% (E)
WW
| 496°C
I
|
|
61,89%, 7.64% (p)
I
70°C ! 460°C
|
I
I
|
9,20%! 17.96% ()
- |
E 1
£ ! 483°C
'U I
I
252°C |
23,82%! 10.79% g
W !
| 502°C
209°C !
I
|
|
4,00%5 13,29% ()
|
: 510°C
I
1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Hémérséklet (°C)

12. dbra Szegi kaolin mintdk DTG-gérbéi
A: kezeletlen, B: DMSO-val kezelt, C: metanollal kezelt, D: CTAC-val kezelt, E: etanollal mosott

A kezeletlen kaolinok DTG-gorbéin (12., 13., 14. dbra) 100 °C alatt megfigyelhet6 kis tomegveszteség
mutatja meg a minta adszorpcios viztartalmat. 510-527 °C koril joval nagyobb tomegveszteség
jelentkezik, amit a kaolinit dehidroxilacidja, vagyis a kémiailag kotott viz tavozdsa okoz.
Az adszorpciés viz és a hidroxilcsoportok jelen vannak a kaolinit-komplexekben és a kialakult
nanotekercsekben is, igy ezek a folyamatok a kezelt mintak DTG-gorbéin is megjelennek. [26]

Osszehasonlitva a harom kezeletlen kaolint, megallapithatd, hogy a szegi kaolin tartalmazza
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a legtobb adszorbedlt és kémiailag kotott vizet. Ennek egyik oka, hogy a szegi kaolin halloysitot is
tartalmaz, amelyben kisebb mennyiségl rétegkdzi viz is jelen van. Ennek masik oka, hogy a szegi kaolin
0sszességében 95%(m/m) kaolinitet és halloysitot tartalmaz, mig a masik két kaolinnak 90%(m/m) alatt
vanakaolinittartalma. Megfigyelhetd tovabba, hogy akémiailag kotott viztavozasanak (dehidroxilacionak)
a DTG-csucshémérséklete a kristalyosodottsagi fok csokkenésével csokken.

A kaolinit-DMSO komplexeket tartalmazé mintaknal a DTG-goérbén az interkalaloszer tavozasaval
egésziilnek ki a tdmegvaltozast okozd részfolyamatok (12., 13., 14. dbra). A szakirodalom leirasanak
megfeleléen a komplex 200 °C-ig képes megbrizni a stabilitasat. A DMSO két jol elkllonild
lépésben deinterkalalodik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az interkalaldszer két kiilonb6z6
orientacioban kapcsolodik a kaolinrétegek felliletéhez. A gyengébben kotott molekuldk az interkalalt
DMSO ~15%-at teszik ki, és 25-125 °C kdzo6tt tavoznak. Az er6sebben kapcsolddé része a molekulaknak
125-250 °C kozott tavozik a rétegek kozil. [21]

A kaolinit-metanol komplexek DTG-gorbéin (12., 13., 14. dbra) lathatd, hogy a kezelés hatdsara
a DMSO-t sikeriilt eltavolitanom, mert a DMSO-ra jellemzd 250 °C alatti DTG-cslcsok eltlinnek.
Az interkalacio soran a metanol egy része a kaolinrétegek felliletén adszorbealodik, a masik része pedig
a fellleti OH-csoportok helyére épil be [1]. A metanol ezért két lépésben, az adszorpcids vizzel és
akémiailagkotottvizzelegylitt tavozik. Emiattjelenléteamintdbancsakatémegveszteségndvekedésében
figyelhetd meg. A szegi kaolinbdl késziilt minta esetén nagyobb tomegveszteséget kaptam a masik két
kaolinbol késziilt mintahoz képest.

A CTAC-vel kezelt mintak DTG-gorbéin (12., 13., 14. dbra) jél lathatdk az interkalaldszerre jellemzé
DTG-csucsok 250 °C koril. A mintak 170-350 °C kozotti tomegveszteségét 6sszehasonlitva a tiszta
CTAC azonos hdOmérséklet-tartomanyban mért tomegveszteségével kiszamolhaté a mintdk CTAC-
tartalma [14]. Ebben a hémérsékleti tartomanyban a szegi kaolinbdl késziilt minta tdmegvesztesége
56,61%, a zettlitzi kaolinbol késziilt minta témegvesztesége 57,44%, és a surmini kaolinbol késziilt
minta tdmegvesztesége 48,94%. Az 1:1 aranyd CTAC-korund (ALO,) keverék tomegvesztesége
170-350 °C kozott 49,53%. Ezekbdl az adatokbol a CTAC-s kezelések interkalacidfokat figyelembe
véve azt kaptam, hogy a szegi minta ~57%, a zettlitzi minta ~58%, a surmini minta pedig
~49% CTAC-t tartalmazott.

Az etanollal mosott mintak DTG-gorbéi (12., 13., 14. dbra) hasonldak a metanollal kezelt mintakéhoz,
a lathaté tomegveszteség-novekedést a mosas utan visszamaradd CTAC, metanol és metoxi-csoportok
okozzak.
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13. dbra Zettlitzi kaolin mintak DTG-gérbéi
A: kezeletlen, B: DMSO-val kezelt, C: metanollal kezelt,
D: CTAC-val kezelt, E: etanollal mosott

Akilonbozé komplexek a hevités hatdsara hasonldéan viselkednek, és a meghatarozott tomegveszteségek
is kozel azonosak. Az abrakon megfigyelheté, hogy a DMSO-s, metanolos és CTAC-s interkalacids
lépések soran (B, C, D), ahol a kaolinrétegeket egyre jobban elvalasztjuk egymastoél, egyre kisebb lesz
a dehidroxilacios DTG-cslcs hdmérséklete. A nanotekercsek kialakulasa utan pedig megnd, de nem éri
el az eredeti h6mérsékletet.
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14. abra Surmini kaolin mintak DTG-gérbéi
A: kezeletlen, B: DMSO-val kezelt, C: metanollal kezelt,
D: CTAC-val kezelt, E: etanollal mosott
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3.8. Transzmisszids elektronmikroszkopos vizsgalatok

Transzmisszios elektronmikroszkopos felvételek a kezeletlen kaolinokrol és az etanollal mosott
(deinterkalalt) mintakrol késziltek. A képeken észrevehetd a kisérleteim hatasara bekovetkezett
szerkezeti atalakulds mindharom kaolinit esetén.

Afelvételek lehet6séget adnak arrais, hogy megfigyeljem a kiilénb6z6 kaolinokbol késziilt nanotekercsek
kozotti morfologiai eltéréseket. A nanotekercsek atlagos hosszanak megallapitasara mintanként
20 darabot mértem meg.

A 15. dabrdn a kezeletlen szegi kaolinrol készilt TEM-felvételek lathatok. A kaolinit rossz
kristalyosodottsaga miatt a kristalyai nehezen azonosithatok, viszont feltlinnek a halloysitra jellemz6
keskeny, gylrott, gorbiilt kristalyok.

15. dbra Kezeletlen szegi kaolin TEM-felvételei

A 16. dbran a szegi kaolinrél a deinterkalaciét kovetéen késziilt TEM-felvételek lathatok. A kezelés
hatasara jelentés morfolégiai valtozas tortént. Sok nanotekercs keletkezett, melyek lathatdan
toredezettek vagy gorbiltek. A tekercsek rendezetlenill allnak, csak elvétve alkotnak kotegeket.
A tekercsek atlagos hossza 190 nm.

16. dbra Deinterkaldlt szegi kaolin TEM-felvételei
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A 17. abran a kezeletlen zettlitzi kaolinrél késziilt TEM-felvételek lathatok. A szegi kaolinnal
6sszehasonlitva a kaolinit pikkelyszer(, alhatszoges kristalyai jol kivehet6k, de a kristalyok szélei
majdnem minden esetben téredezettek, csipkézettek.

17. dbra Kezeletlen zettlitzi kaolin TEM-felvételei

A 18. dbran a zettlitzi kaolinrél a deinterkalaciét kovetéen készilt TEM-felvételek lathatok.
Az eljaras hatasara a kaolinit kristalyok jelent6s szerkezeti valtozason mentek keresztiil. A keletkezett
nanotekercsek hasonléan a szegi kaolinhoz jelentés mennyiségben lathatdk. Eléfordulnak torott
tekercsek és csak részlegesen feltekeredettek is. A tekercsek kotegeket alkotnak. A tekercsek atlagos
hossza 484 nm. A kétegek kdzel azonos darabszamu tekercsbol allnak. Az egy kotegben lévé tekercsek
paraméterei kozel azonosak.

18. dbra Deinterkaldlt zettlitzi kaolin TEM-felvételei
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A 19. dbrdn a kezeletlen surmini kaolinrél késziilt TEM-felvételek lathatdk. A kaolinit pikkelyszer(,
alhatszoges kristalyai jol kivehet6k. A kaolinit nagy kristalyosodottsagi foka abban jelenik meg,
hogy a kristalyok szélei élesek és egyenesek, kevés helyen taldlhatd toredezett vagy csipkézett
szél( kristaly.

19. dbra Kezeletlen surmini kaolin TEM-felvételei

A 20. dbran a surmini kaolinrél a deinterkalaciét kovetden késziilt TEM-felvételek lathatok.

A kezelések hatdsara a lemezes kaolinit kristalyok jelent6s része feltekeredett. A keletkezett
nanotekercsek nagy aranyban vannak jelen az at nem alakult lemezes kaolinit kristalyokhoz képest.
A tekercsek a masik két kaolinithez viszonyitva hosszabbak, és kotegekbe rendezddtek. A tekercsek
atlagos hossza 797 nm. A felvételeken az is megfigyelhetd, hogy az egy kotegben lévé tekercsek
paraméterei (hossz, atmérd) kozel azonosak.

20. dbra Deinterkaldlt surmini kaolin TEM-felvételei

Ezek utan nagyfelbontast transzmisszids elektronmikroszkdépos (HRTEM) felvételeket készitettiink
a mintakrol (21. dbra). Ezeken megfigyelhetd az egyes kaolinitekbdl kialakult nanotekercsek
morfoldgidja, valamint lehet6séget adnak a nanotekercsek tdbb paraméterének mérésére.
A képeken a Velox Lite szoftverrel végeztem a méréseket, és mintanként ~20 darab nanotekercset
vizsgaltam meg.

81



A 21. dbrdn a szegi kaolinbdl kialakult nanotekercsek HRTEM-felvételein jol megfigyelheték
a kilonboz6é morfologiai hibak. A tekercsek atmérdje és falvastagsaga (a rétegek szama) is gyakran
valtozik a tekercs hossza mentén. Ennél a kaolinnal szakadasok és torések is megfigyelhetdk a tekercsek
faldban. A tekercsek atlagos kiilsé atméréje 30,3 nm, belsé atméréjik 17,8 nm, falvastagsaguk
12,5 nm, a rétegek szama a tekercsek falaban atlagosan 15.

A 21. dbran a zettlitzi kaolinbol eléallitott nanotekercsekrél készllt HRTEM-képeken is lathatdk kisebb
szerkezetbeli hibak és eltérések a rendezettségben. A tekercsek atméréje a legtébb esetben nem
valtozik hossziranyban, de a tekercsek vége felé a faluk elvékonyodik. A tekercsek atlagos kils6é atmérdje
29,0 nm, belsé atmérdjik 18,8 nm, falvastagsaguk 10,2 nm, a rétegek szama a tekercsek faldban
atlagosan 12.

A 21. dbrdn a surmini kaolinbol késziilt nanotekercsek HRTEM-felvételein lathatd, hogy a tekercsek
atmérbéje nem valtozik a tekercs hossza mentén, és végig megtartjak falvastagsagukat. Ezeken
a képeken jol mérhetd a kiilsé és bels6é atmérd, a falvastagsag és a rétegek szama a tekercsek falaban.
A tekercsek atlagos kiils6 atméréje 31,3 nm, belsé atmeéréjik 18,7 nm, falvastagsaguk 12,6 nm,
a rétegek szama a tekercsek falaban atlagosan 15.
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21. dbra A kiilénb6z6 kaolinokbdl késziilt nanotekercsek HRTEM-felvételei

A nanotekercsek paramétereinek mérésével kapott eredményeimet az 5. tdblazatban foglaltam
ossze. Osszehasonlitva a kiilénbdz6 kaolinokbdl eléallitott nanotekercsek paramétereit,
megallapithatd, hogy a kapott adatok kozil egyediil a tekercsek hosszaban van jelent6s eltérés,

ami a kristalyosodottsag csokkenésével csdkken.

5. tdblazat Az eléallitott nanotekercsek dtlagos paraméterei és (tartomdnyuk)

. Hossz Kiils6 atmér6é | Bels6 atmér6é | Falvastagsag Rétegek
Kaolin .
[nm] [nm] [nm] [nm] szama [db]

Szesi 190 30,3 17,8 12,5 15
8 (264-107) (42,9-22,0) (24,2-13,8) (21,0-6,6) (25-8)

Zettlitzi 484 29,0 18,8 10,2 12
(796-241) (40,6-17,9) (29,2-12,0) (18,6-3,8) (22-4)

Surmini 797 31,3 18,7 12,6 15
(1296-537) (46,0-22,2) (30,1-13,0) (21,8-5,2) (27-6)
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4. Osszefoglalas

A rosszul kristalyosodott szegi, a kdzepesen kristalyosodott zettlitzi és a jol kristalyosodott surmini
A vizsgalatok eredményeként megallapithatom, hogy mindharom kaolinitet nagy interkalaciofokkal
tudtam atalakitani kaolinit-DMSO-, kaolinit-metanol- és kaolinit-CTAC-komplexekké, majd
a deinterkalaciot kovetéen jelentés szamu nanotekercs képzddott. A nanotekercsek kiilsé és belsé
atmérdje, falvastagsaga és a rétegek szama a tekercsek falaban kdzel azonos volt. A tekercsek hossza
és rendezettsége azonban eltér, és a kristalyosodottsag csdkkenésével csokken. Minél gyakoribbak
a racshibak a kiindulasi kaolinitben, annal tobb torott, hajlitott és részlegesen atalakult tekercs jelenik
meg a termékben.

Kilon-kiilon vizsgalva a nanotekercseket, az allapithatd meg, hogy az ugyanabbdl a kaolinitbdl elkészilt
tekercsek paramétereiben és rendezettségében nem mutatkozik nagy kiilénbség. A kivant minéségi
tekercsek reprodukalhatdék, ami elésegiti a felhasznalast.

84



Irodalomjegyzék

[1] Yuan, P.; Tan, D.; Annabi-Bergaya, F.; Yan, W.: ,,From platy kaolinite to aluminosilicate nanoroll via one-
step delamination of kaolinite: Effect of the temperature of intercalation”, Applied Clay Science, 83-
84,2013, 68-76, http://dx.doi.org/10.1016/j.clay.2013.08.027

[2] Koch, S.; Sztrokay, K. I.: Asvanytan, II. kotet, Tankonyvkiado, Budapest, 1989.

[3] Singh, B.; Mackinnon, I. D. R.: ,,Experimental transformation of kaolinite to halloysite”, Clays and Clay
Minerals, 44, 1996, 825-834, https://doi.org/10.1346/CCMN.1996.0440614

[4] Nemecz, E.: Agyagasvanyok, Akadémiai kiadd, Budapest, 1973.
[5] Sz6kefalvy-Nagy, Z.: Asvany- és kdzettan, Tankonyvkiadd Vallalat, Budapest, 1992.

[6] Hinckley, D. N.: ,Variability in "crystallinity" values among the kaolin deposits of the coastal plain of
Georgia and South Carolina”, Clays and Clay Minerals in 11th Nat. Conf. Pergamon Press, Oxford,
1963.

[7] Aparicio, P., Pérez-Bernal, J.L., Galan, E., Bello, M.A., Kaolin fractal dimension. Comparison with other
properties, Clay Minerals, 39, 2004, 75-84.

[8] Aparicio, P.; Galan, E.: ,,Mineralogical interference on kaolinite crystallinity index measurements,” Clays
and Clay Minerals, 47, 1999, 12-27, https://doi.org/10.1346/CCMN.1999.0470102

[9] Neumdiller, O. A.: ,,ROmpp vegyészeti lexikon”, Mliszaki Kényvkiadd, Budapest, 1981.
[10] www.chemspider.com [Online]

[11] Bergaya, F.; Lagaly, G.: ,,Handbook of Clay Science,” in Developments in Clay Science, Elsevier,
Amsterdam, 2006.

[12] Weiss, A.; Choy, J. H.; Meyer, H.; Becker, H. O.: ,Hydrogen reorientation, a primary step of intercalation
reactions into kaolinite”, in: Proceedings of the International Clay Conference, Bologna, Pavia, 1981,
331.

[13] Kristof, J.; Frost, R. L.; Kloprogge, J. T.; Horvath, E.; Gabor, M.: ,Thermal behaviour of kaolinite
intercalated with formamide, dimethyl sulphoxide and hydrazine”, Journal of Thermal Analysis and
Calorimetry, 56,1999, 885-891, https://doi.org/10.1023/A:1010139113778

[14] Mako, E.; Kovacs, A.; Antal, V.; Kristof, T.: ,One-pot exfoliation of kaolinite by solvothermal
cointercalation”, Applied Clay Science, 146, 2017, 131-139, http://dx.doi.org/10.1016/].
clay.2017.05.042

[15] Li, X.; Liu, Q.; Cheng, H.; Komarneni, S.: ,,High-yield production of mesoporous nanoscrolls from
kaolinite by ultrasonic assisted exfoliation”, Microporous and Mesoporous Materials, 241, 2017, 66-
71, http://dx.doi.org/10.1016/j.micromeso0.2016.12.006

[16] Zsirka, B.; Horvath, E.; Maké, E.; Kurdi, R.; Kristof, J.: ,,Preparation and characterization of kaolinite
nanostructures: reaction pathways, morphology and structural order”, Clay Minerals, 50, 2015, 329-
340, http://dx.doi.org/ 10.1180/claymin.2015.050.3.06

[17] Klug, H., P.; Alexander, L. G.: ,X-ray Diffraction Procedures for Polycrystalline and Amorphous
Materials,” John Wiley & Sons, London, 1972.

[18] Kloprogge, J. T.: ,,Spectroscopic Methods in the Study of Kaolin Minerals and Their Modifications”,
Springer, Cham, 2019.

[19] Frost, R.L.; Fredericks, P.M.; Bartlett, J.R.: Fourier transform Raman spectroscopy of kandite clays,
Spectrochim. Acta 49A, 1993, 667-674.

85


http://www.chemspider.com

[20] Li, Z.; Jiang, W-T.; Hong, K.: ,,An FTIR investigation of hexadecyltrimethylammonium intercalation into
rectorite”, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 71, 2008, 1525-
1534. https://doi.org/10.1016/j.saa.2008.05.015

[21] Wendland, W. W.: ,, Thermal Methods of Analysis”, Wiley & Sons, New York, 1974.
[22] Williams, D. B.; Carter, C. B.: ,Transmission Electron Microscopy”, Springer, New York, 2009.

[23] Makd, E.; Kovacs, A.; Kristof, T.: »Influencing parameters of direct homogenization intercalation of
kaolinite with urea, dimethyl sulfoxide, formamide, and N-methylformamide”, Applied Clay Science,
182, 2019, 105287, https://doi.org/10.1016/j.clay.2019.105287

[24] Viola, T.. ,Kaolinit-metanol organokomplex szolvotermalis eldallitasa”, Szakdolgozat, Pannon
Egyetem, Veszprém, 2021.

[25] Frost, R. L.; Horvath, E.; Makoé, E.; Kristof, J.: ,,Modification of low- and high-defect kaolinite surfaces:
implications for kaolinite mineral processing”, Journal of Colloid and Interface Science, 270, 2004,
337-346, https://doi.org/10.1016/j.jcis.2003.10.034

[26] Cheng, H.; Liu, Q.; Yang, J.; Ma, S.; Frost, R., L.: ,The thermal behaviour of kaolinite intercalation
complexes-A review”, Thermochimica Acta, 545, 2012, 1-13, http://dx.doi.org/10.1016/].
tca.2012.04.005

86


https://doi.org/10.1016/j.jcis.2003.10.034
http://dx.doi.org/10.1016/j.tca.2012.04.005
http://dx.doi.org/10.1016/j.tca.2012.04.005

Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Vagvolgy Veronikanak és Dr. Zsirka Balazsnak a kutatasom soran
nyUjtott segitségikért.

Koszonettel tartozom Pekker Péternek a TEM-felvételek elkészitéséért. A TEM-vizsgalatok a Pannon
Egyetem Nanolab transzmisszids elektronmikroszkopos laboratériumaban, az Eghajlatvaltozas
Multidiszciplindris Nemzeti Laboratérium (RRF-2.3.1-21-2022-00014) palyazat tamogatasaval
késziiltek.

Végezetiil szeretném megkdszonni témavezetémnek, Dr. Kristéfné dr. Maké Eva tanarnének
a tirelmét, a kutatdsom soran nyujtott segitségét és Utmutatasat.

87






