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Eloszo

Napjaink rohan6 vilagdban egyre inkabb fontossagot nyer az utdnpdétlas-
nevelés, legyen szd barmilyen teriiletrél. Nincs ez masként a tudomanyos
utanpotlas-nevelés esetén sem, amelynek az elmult idészakban jelentOs
kihivasokkal kellett, hogy megbirk6zzon. A Tudoményos Didkkdéri (TDK)
mozgalom egyik alapvetd célja, hogy lehetOséget biztositson az olyan
tehetséges, elhivatott, munkdajukra igényes fiataloknak, akiket vonz az
ismeretlen, amely megismerése nem megijeszti, mint inkabb batoritja oket.

A TDK mozgalomban vald részvetel mar az egyetemi tanulmanyokat
megelézéen, a kozépiskoldban is elkezdddhet. Az elért eredmények
bemutatasara a Mérnoki Kar minden félévben konferenciat szervez, ahol mind
az alap-, mind az alkalmazott tudomanyokhoz kapcsolodoan lehetéségiik van
a résztvevoknek az elért eredményeik bemutatdsira. A bemutatott
tudomanyos munkakat kutatasi teriileteiken elismert kutatokbol allo,
tudomanyos bizottsdgok értékelik ¢€s javaslatot tesznek az orszagos
konferencian val6 részvételre. A Mérnoki Karon hagyomanyosan a Bioldgia,
Fizika Foldtudomanyok és Matematika, a Kémiai és Vegyipari valamint a
Miiszaki Tudoményi szekciokhoz tartoz6 tudomanyteriileteken.

2018-ban azért hivtuk életre ezt a kotetet, hogy a Karon végzett TDK
munkak koziil, a legkiemelkeddbbeket bemutassuk ¢€s ezzel is kedvet csindlva
azon hallgatoknak, akik szivesen végeznének ilyen munkat, de nem feltétlen
tudjak, hogy mi is az, ami leginkabb érdekeln¢é dket.

Kotetiink két 6 részre bonthato. Az els6 felében a 2018. november 21-én
megtartott Intézményi TDK Konferencian bemutatott palyamunkak rdévid
Osszefoglaldit mutatjuk be, mig a masodik felében az elsd helyezett
palyamunkék koziil azokat, amelyek szerzdje ehhez hozzdjarulasat adta.

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

Az olvasonak pedig jo szorakozast kivanunk. Reméljiik, hogy kotetiink
inspiracioul szolgél a jovO kutatdi szamara.

A Szerkesztok
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Urbanizacio hatasa vizfolyasok halkozosségeinek sokféleségére

Készitette: Kern Bernadett
Kornyezettudomdny mesterszak
Mérnoki Kar, Kornyezettudomanyi Intézet, Limnologia Tanszék

Témavezetod: Dr. Erds Tibor, Dr. Seress Gabor

A természetes ¢élohelyek nagyfoku atalakitasa agrar, és urban teriiletekké nem csupan a szarazfoldi élovilag
sokféleségét befolyasolja, hanem nagymértékben kihathat a vizfolydsok bioldgiai sokféleségére és 6koldgiai allapotara
is. Hianyos ismeretekkel rendelkeziink azonban arrol, hogy a tajhasznalatban torténd nagy 1éptéki valtozasok miként és
milyen mértékben befolyasoljdk az éldlénykozosségek szerkezetét vizfolydsokban. Ezen ismeretek hidnya pedig
jelentds mértékben korlatozza az 6koldgiai allapotot javitod intézkedések hatékony megvaldsitasat.

Kutatasunk célja, hogy feltarjuk, milyen modon befolyasolja a demografiai ndvekedéssel egyiitt jard urbanizaci6 a
vizfolyasok halk6zosségeinek Osszetételét és a vizfolyasok Okoldgiai allapotat a halak szerkezeti és funkcionalis
valtoz6i alapjan. Ennek érdekében meghatarozzuk, hogy mi jellemzi a haldllomany szerkezetét és bioldgiai integritasat
(az okologiai allapotot indikalé halbioldgiai index értékét) urban teriileteken athalado vizfolyasszakaszokon.
Elemzéseink ravilagitanak arra, hogy milyen hatasa van az urbanizacioval egyiitt jar6 tajatalakitasnak az ¢l6hely fizikai

¢és kémiai jellemvonasaira és ezen keresztiil a halk6zosségek szerkezetére.
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Assessment of the Physical-Chemical Water Quality Parameter of Lake
Balaton

Student name: Mesfin Alameraw
Environmental Engineering MSc
Institute of Environmental Engineering, Faculty of Engineering,

Supervisors: Dr. Tatjana Juzsakova, Dr. Zs6fia Kovacs

In order to retain the good ecological status of the surface water of the Lake Balaton, the evaluation of the
surface water quality parameters needs to be done at certain intervals with the goal to follow the water quality changes
in the function of time. When the surface water has sever exposure due to human activities, either from recreational or
economic activity the vulnerability becomes high and the surface water quality is compromised in significant extent. In
the case of Lake Balaton, which is a shallow lake, and since it has been being used for recreational purpose by local
residents as well as international tourists, there are plenty of activities which can cause the disturbance of the water
dynamics. As it has been discussed in the literature the quality of the water has exhibited an improvement regarding the
physical-chemical parameters during the recent years. In this study, the physical-chemical parameters of the water of
the Lake Balaton have been assessed and the results have been compared with the previous year data and limit values.
Fifteen sampling sites have been selected around the Lake, which have considered as the representative for the
waterbody. The sample collection as well the site measurements have been done according to Hungarian National
Standard (MSZ ISO 5667-4:1995). The following parameters have been measured at site by using Ponsel Odeon
advance digital meter: pH, turbidity, electric conductivity, temperature, dissolved oxygen content and oxygen
saturation. The following measurements have been carried out at the laboratory of the Institute of Environmental
Engineering, University of Pannonia, Veszpém such as BOD, COD, NH,", NO,, PO,, TP and TOC/DOC. The
comparisons of the measured parameters with limit values have been accomplished and the aquatic environment
assessment procedure was implemented to assess the entire water body of Lake Balaton for 2018 year.

Keywords: Surface Water Quality, Lake Balaton, Physical-Chemical Parameters, Aquatic Environment
Assessment
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A human entorhinalis kéreg proteomikai jellemzése az Alzheimer-kor
kiilonb6z0 stadiumaiban

Keszitette: Szeitz Bedta
Vegyész mesterszak
Lund University, Faculty of Engineering, Dept. of Biomedical Engineering
Meérnoki Kar, Kemia Intézet, Analitikai Kémia Intézeti Tanszék

Témavezetok: Dr. Rezeli Melinda, Erika Velasquez, Dr. Horvath Krisztian

Az Alzheimer-kor egy gyogyithatatlan neurodegenerativ betegség, kialakuldsanak okat és a betegség pontos
mechanizmusat a mai napig intenziven kutatjdk. Fontos szerepet kap ebben a kutatdsban a proteomika
tudomanyteriilete. A fehérjekészletben, valamint a fehérjék poszt-transzlacios modosulasaban bekovetkezd valtozasok
vizsgalata révén jobban megérthetjiik a betegség soran lezajlé folyamatokat, valamint potencidlis biomarkerek
azonositasara nyilik lehetdség.

Munkank soran az Alzheimer-kér korai stddiumaban érintett agyteriilet, az entorhinalis kéreg proteomikai
analizisét végeztiik el. A fehérjék foszforilacigjaban, valamint a total proteomban bekovetkezd valtozasokat vizsgaltuk a
betegség eltérd stadiumaiban. Osszesen 22 humén post mortem agyszdvet elemzésére keriilt sor, csoportositasuk a
Braak-féle felosztas szerint tortént (kontroll, Braak I-1I, IlI, IV, V-VI). A mintdkat a Human Agyszovet Bank
(Semmelweis Egyetem, Budapest) biztositotta szamunkra.

A fehérjeextrakciot SDS-tartalmt pufferrel, az emésztést tripszinnel végeztiik. A foszfopeptidek szelektiv
feldusitasa immobilizalt fémion-affinitas kromatografiaval tortént (Agilent Bravo AssayMap rendszer). A méréseket
nano folyadékkromatografiaval csatolt tandem tomegspektrometriaval végeztiik (Ultimate 3000 nanoLC és Q Exactive
HFx MS). A foszfopeptidek tomegspektrometrids analizisére DDA (adatfiiggd), a nem foszforilalt peptidek analizisére
pedig DIA (adatfiiggetlen) rogzitési mddszert alkalmaztunk. Az automatizalt dusitasi protokoll szelektivitasat és
reprodukalhatésagat technikai ismétlésekkel ellendriztiik.

Az adatok kiértékeléséhez a Proteome Discoverer v2.2, a Spectronaut Pulsar X v12 és a Perseus v1.6.2.2
szoftvereket hasznaltuk. A betegség kiillonb6zo fazisaiban eltérden expresszalodd fehérjéket azonositottunk, melyek

tovabbi vizsgalata a kés6bbiekben hozzajarulhat az Alzheimer-kor jobb megértéséhez.
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Magneses nanoszalak eléallitasa magnetit-koto flagellaris filamentum
templatok alkalmazasaval

Készitette: Papp Lejla
Biomérndk alapszak
Meérndki Kar, Bio-nanotechnologiai és Miiszaki Kémiai Kutatdintézet, Bio-nanorendszerek
Kutatolaboratorium

Témavezetok: Dr. Vonderviszt Ferenc, Husztiné Dr. Nagy Georgina

A baktériumok uszoképességét biztosito flagellaris filamentumot a flagellin fehérje tobb tizezer alegysége €piti fel,
melynek jellemz6 tulajdonsaga, hogy felszini doménje szabadon varialhatd az dnszervez6doképesség zavarasa nélkiil.
Helyére tetszdleges kotomotivumok épithetdk, és eredményiil jol szabalyozhatd tulajdonsagh, nagy kotéhely stirtiséggel
rendelkez6, konnyen kinyerhet6 fehérje nanoszalakat kapunk.

A magneses nanokristalyoknak jo néhany miiszaki és orvostudomanyi alkalmazasa ismert. Szamos bioldgiai
rendszerben a nanokristalyok mérete és alakja fehérjék és egyéb mechanizmusok altal pontosan szabalyozva van. A
kutatomunka egyik kiinduldé gondolata, hogy - e fehérjék mintdjara- a flagellin varidbilis doménjét magneses
nanorészecskéket koté motivumokra cserélve, magneses nanoszalakat hozzunk Iétre.

Munkam soran génsebészeti modszerekkel harom kiilonbdzé magnetitkdtd oligopeptidet épitettem be a flagellin
fehérje felszini doménjének helyére. A proteinek expressziojat Salmonella typhimurium torzsekkel végeztem és
vizsgaltam a képzddo mutans flagellin tulajdonsagait. A modositds mind a harom varians esetében pozitiv eredményt
hozott, a baktériumok képesek voltak hosszu filmentumokat képezni. Ennek megfeleléen sotétlatoterii mikroszkdp
segitségével és motilitds lemezen is jol Uszd egyedeket figyeltem meg. Ezt a moddositott baktériumokrdl késziilt
transzmisszios elektronmikroszkop felvételek is megerdsitették. Probaexpresszié soran is megallapitottam, hogy a
flagellin termelése legnagyobb mértékben a sejtek felszinén torténik, ezért egyszeriien, viszonylag nagy mennyiségben
termeltethetd, tisztithato a fehérje.

Magneses szelekcios eljarassal kivalasztottam azt a peptidet, amelyhez a magnetit a legnagyobb affinitassal képes
kotddni. Mindharom konstrukciot termeld baktériumot, illetve a bel6liik preparalt filamentumot transzmisszios
elektronmikroszkdp segitségével vizsgaltam, hogy bizonyitsam a magnetitk6tés meglétét vagy hianyat. A vizsgalatok
alapjan elmondhato, hogy az MB1 konstrukcio koti leginkdbb a magnetitet, az MB2 és MB3 jelii peptidek pedig
kevésbé. A munka az ERA-CHEMISTRY NN-117642 és a BIONANO GINOP-2.3.2-15-2016-00017 projektek

tamogatasaval késziilt.
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A glikoproteinek diagnosztikai analizise soran hasznalt peptid-N glikozidaz
F enzim termeltetése és tisztitasa

Keszitette: Kovacs Noémi
Vegyészmérnok mesterszak
Meérndoki Kar, Bio-nanotechnologiai és Miiszaki Kémiai Kutatdintézet, Bio-nanorendszerek
Kutatolaboratorium

Témavezetd: Dr. Jankovics Hajnalka

Az 0Osszetett cukrok vagy glikdnok strukturalis, fizikai és metabolizmusbeli szerepe a bioldgiai rendszerekben
rendkiviil jelent6s. Egyik fontos csoportjuk az N-glikanok, melyek a fehérjék aszparagin aminosavahoz kapcsolodnak a
proteinek poszttranszlacios modosulasat kovetGen. Fontos szerepet toltenek be a sejt-sejt, illetve receptor-ligandum
kolcsonhatasokban, mivel befolyasolhatjdk a fehérjék feltekeredését, illetve biologiai aktivitdsukat. Ez utobbi a
fehérjealapu gyogyszerek esetén fontos, hiszen a nem megfeleld cukormintizattal rendelkezé készitmények akar
egészségkarosodashoz is vezethetnek. Emellett a glikanok diagnosztikai biomarker szerepe is fontos, mivel a
fehérjékhez kotott és a sejtek felszinén talalhatd cukrok Osszetétele, strukturaja bizonyos betegségekre, elvaltozasokra
specifikus lehet. Egy jelenleg kidolgozas alatt allé diagnosztikai eljarasban a glikdnokat enzimek segitségével kisebb
egységekké hasitjak, majd kapillaris elektroforézissel elvalasztjdk. Az igy kapott elektroferogramrol mindségi
informacio nyerhetd az adott sejt, fehérje cukordsszetételérdl, mintazatardl. Az eljaras elsé 1épése a teljes glikan
szerkezet elvalasztasa a fehérjétdl, melyet az aszparaginhoz kotott N-glikdnok esetén a peptid-N glikozidaz F (PNGase
F) enzimmel lehet megvaldsitani.

Munkam célja a PNGase F enzim nagy mennyiségben, olcson, szilard hordozora rogzithetd formaban valo
eléallitasa volt, aktivitasanak megérzése mellett. A 6His-TEV-PNGase F génkonstrukcid 1étrehozasa utan a fehérje
hagyomanyos E. coli torzsekkel valod termeltetése soran azt tapasztaltam, hogy az oldhatatlan formaban halmozddik fel
a sejtek citoplazmajaban, mely valoszinlileg a megfeleld feltekeredéshez sziikséges 3 diszulfid hid helytelen
kialakulasara vezethetd vissza. A problémat a SHuffle baktérium torzzsel vald fehérjetermeltetés koriilményeinek
optimalizalasaval oldottam meg. A Ni?*-affinitis kromatografiaval tisztitott fehérjér6l kimutattuk, hogy annak aktivitisa
Osszemérhetd a kereskedelmi forgalomban kaphatoval, és ezt a hosszatava tarolashoz sziikséges glicerin hozzaadasa

sem csokkenti.
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Aldehidek vaskatalizalt deformilezési reakcioi

Keszitette: Csendes Viktoria Flora
Vegyészmérndk alapszak
Meérnoki Kar, Kémia Intézet, Szerves Kemia Intézeti Tanszék

Témavezetok: Dr. Kaizer Jozsef, dr. Kripli Balazs

Koordinacios kémiai szempontbdl, a nem-hem tipusu vastartalmi oxidoreduktdz enzimek modellezése novekvd
érdeklddésnek orvend, ahogy egyre tobb enzim kertil karakterizalasra. Hidrogén-peroxiddal valé terminalis oxidacidjuk
soran azonban egyméssal parhuzamosan két reakciout feltételezhets. Egyrészt Fenton-reakcio, mely Fe'/Fe"' rendszert
és rendkiviil reaktiv hidroxil-gyokot képez, masrészt pedig nagy-vegyértékii Fe'V=0 intermedier képzoédése, mely jo
kihozatallal szelektiv termékeket ad. Tehat vastartalmii metalloenzimek esetében dilemma, hogy az adott oxidacios
folyamat milyen intermedieren keresztiil valosul meg.

A természetben szamos enzim miikddik hasonlé elven, melyek zsirsavakat és aldehideket szénhidrogénekké
szintetizalnak. Jelen korunk energiagazdalkodasat tekintve, ezen enzimfolyamatok mechanizmusanak feltérképezése
kulcsfontossagl lehet az iizemanyagipar szdmara is.

Az chhez hasonlatos enzimek aktiv centrumanak funkcionalis modelljei az olyan vas-kozponttal rendelkezd
metalloenzimek, melyek koré N- és O-kotd ligandumok koordindlédnak. Ezek az enzimutanzé komplexek hidrogén-
peroxiddal valé reakcid soran olyan intermediercket képeznek, melyek meghatarozott koriilmények kozott az
enzimatikus reakcioknak megfeleléen viselkednek.

Vizsgalataink soran tehat ilyen paraméterekkel rendelkezé bioutanzo rendszereket dolgoztunk ki. Modelljeinkhez
jol definialt [u-1,2-0x0], [u -0x0-1,2-peroxo] és Fe''=0 komplexeket valasztottunk, melyeken keresztiil vizsgaltuk a
hidrocinnamaldehid, mint szubsztratum oxidacios reakcidjat. Katalitikus és sztdchiometrikus oxidacios reakcidok
kidolgozasaval, tovabba a részletes reakcidkinetikai méréseken keresztill javaslatot tettiink a vizsgalt reakcidok
lehetséges mechanizmusara, és ezen ismeretek birtokdban az enzim hatdsmechanizmusara. Kutatisaink egyrészt
alapkutatas jellegliek, masrészt ipari felhasznalassal is kecsegtetnek.
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Funkcionalis aldehid deformilaz enzim modellek eloallitasa

Keszitette: Torok Patrik
Kémia alapszak
Meérnoki kar, Kémia Intézet,Szerves Kemia Intézeti Tanszék

Témavezetd: Dr. Kaizer Jozsef

Kutatomunkam soran a természetben fontos szerepet bet6ltd nemhém-tipusu cianobakterialis aldehid deformilaz
enzimet modellezem és kiilonb6zé szubsztratvegyiiletekkel vizsgalom az enzimmodell deformilezési reakcidjat.
Kiindulasként Fe(IT) prekurzor komplexeket hasznalok, melyekbdl in situ képzem, H,0, hozzaadasaval, a modellként
szolgald kétmagva Fe(IIl) peroxo komplexet. Szubsztratként fenilacetaldehidet és 2-fenil-propionaldehidet hasznalok.
A lejatszodo reakciot UV-Vis spektroszkopiaval kdvetem, illetve a katalitikus reakciot GC-MS technikaval vizsgalom.

Ezen eredmények segitségével kdzelebb juthatunk az oxidoreduktaz enzimek miikodésének megértéséhez.
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Aminokarbonilezési reakciok vizsgalata magnesesen elvalaszthaté palladium
katalizatorok jelenlétében

Keészitette: Fiityu Julia
Vegyészmérnok alapszak
Meérnoki Kar, Kemia Intézet, Szerves Kémia Intézeti Tanszék

Témavezetd: Papp Maté, Skodané dr. Foldes Rita

Az elmult években szamos cikk foglalkozott a Pd katalizalt aminokarbonilezési reakciokkal, melyek jol
alkalmazhatok kiilonféle amidok és a-ketoamidok eldallitasara. Mindkét vegyiilettipus funkcids csoportja megtalalhato
kedvezO biologiai aktivitdssal rendelkezd szarmazékokban, igy a reakcidé hatékonysaganak ndvelése gyakorlati
szempontbol is fontos. A Szerves Kémia Intézeti Tanszéken folyamatosan végeznek 11j vegyiiletek eldallitasara iranyuld
kisérleteket, melyek elvégezhetdk homogén és heterogén katalitikus uton is. A heterogén katalizatorok konnyebben
visszanyerhet6k ¢s Gjrahasznosithatok, az utdbbi idében pedig a szelektivitasuk is jelentds javulast mutat.

Munkam soran olyan katalizatorokat készitettem és vizsgaltam, amelyeknél az elézdektdl eltéréen a szilard
hordozé magneses nanorészecske volt, erre rogzitettem az ionfolyadékot és a megfeleld palladium vegyiiletet. Ezen 1j
hordozdk nagy eldnye a korabbiakkal szemben, hogy a nanorészecskék magnesességének kdszonhetden a katalizator
er6s magnes segitségével konnyen elvalaszthaté a termékelegytdl. Az elkészitett katalizatorokat jodbenzol és morfolin
reakcidjaban, DMF oldészerben, CO atmoszféra alatt, trietil-amin bazis jelenlétében vizsgaltam. J6 hozammal és nagy
szelektivitassal nyertem ketts karbonilezett terméket. A katalizator 10 koron keresztiil felhasznalhatonak mutatkozott
az aktivitds csokkenése nélkiill. Tovabbd megvizsgaltam a hozamok alakulasat és a szelektivitast kiillonb6zo

szubsztratumok jelenlétében.

A Kkatalizatorok palladium-tartalmat ICP-AES moddszerrel hataroztdk meg. A termékek szerkezetét GC-MS

méréssel igazoltuk, a hozamok megallapitasa gazkromatografias modszerrel tortént.
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Arzén(IIT) megkotésére kifejlesztett flagellaris fehérjék létrehozasa és
jellemzése bioszenzorikai alkalmazasra

Készitette: Szeker Patrik
Vegyészmérnok mesterszak
Meérnéki Kar, Bio-nanotechnologiai és Miiszaki Kémiai Kutatdintézet, Bio-nanorendszerek
Kutatolaboratorium

Témavezetd: Dr. Jankovics Hajnalka

A Salmonella baktérium mozgasaért felelés flagellum legnagyobb részét a flagellin fehérjébdl Onszervez6do
modon felépiild filamentum alkotja. A flagellin polimerizacidjaért csak a fehérje termindlis végei feleldsek, mig a
polipeptid lanc kozépsd szakasza altal meghatarozott D3 domén a filamentum felszinén helyezkedik el. A flagellin
fehérje atalakithatd oly modon, hogy azt molekularis felismerd funkcioval ruhazzuk fel a D3 domén megfeleld idegen
kotéfehérjével vald helyettesitésével, a polimerizacios képesség hatranyos befolyasolasa nélkiil. Szamos
mikroorganizmusban talalhatok olyan fehérjék, amelyek az arzén(IIl) erds, szelektiv megkdtésére képesek és sok
arzénkotd fehérje esetében ismertek azok a szerkezeti motivumok is, amik meghataroz6 szerepet jatszanak a
célmolekula felismerésében és megkdtésében. A rendelkezésre allo informaciok innovativ felhasznalasaval flagellin
alapu arzénkotd fehérjéket hoztam létre, melyek képesek lehetnek a természetes vizekben talalhatd arzénszennyezés
megkotésére és igy kimutatasara. Ezeket polimerizalva rendkiviil nagy feliileti kot6helystiriségli filamentaris nanorudak
készithet6k, melyek bioszenzorok érzékeld elemeként szolgalhatnak. Az Acidithiobacillus ferrooxidans ArsR represszor
fehérjébdl szarmazo 10 aminosavbol alld oligopeptidet (ArsR10) és az Escherichia coli ArsR 15 aminosavbol allo As-
koto, ciszteineket tartalmazé motivum roviditett valtozatait (ArsR6/7/9) épitettem be a D3 doménjének helyére. Ezeket
vizsgaltam meg As(II)-koté és polimerizacids képesség szempontjabol. Utdbbi alapjan, a legigéretesebb jelolt a 9
aminosav hosszii motivumot tartalmazo flagellin (FIiC-ArsR9) lett. Ennek nagy mennyiségli el6allitasara, annak
cisztein tartalmat is figyelembe véve optimalizaltam egy fehérje termelési is tisztitasi protokollt, amit az FliC-ArsR10-
re is végrehajtottam. As(II)-koté képességet izotermalis titracidos mikrokalorimetriaval és elektronmikroszkopos
elemanalizissel vizsgaltam. A FliC-ArsR9-t filamentum formaban chip feliiletre rogzitettiik és az altalam javasolt
reakciokoriilmények alkalmazasaval elvégzett ciklikus voltametrias mérések igazoltak az As(III)-kotést. Kutatdsunkat
az OTKA NN117849 és a BIONANO_GINOP-2.3.2-15-2016-00017 palyazat timogatta.
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Halloysit-TiO, hibridek eléallitasa, vizsgalata és alkalmazhatésaga modell
szennyezoanyag bontasaban

Keszitette: Harta Péter
Vegyészmérndk alapszak
Meérnéki kar, Kérnyezetmérnoki Intézet

Témavezetd: Dr. Kristof Janosné Dr. Horvath Erzsébet, egyetemi tanar

Dr. Zsirka Balazs, tudomanyos munkatérs

Napjainkban a kornyezetvédelmi torekvések megvaldsitdsa vildgszerte kiemelt feladat. A kdrnyezeti elemek
tisztitdsaban, igy a korszeri kornyezeti- és karelharitasi technoldgidkban is igény mutatkozik az olcso, természetes
eredetii katalizatorok hasznalatara. A halloysit egy 1:1 tipust filloszilikat, amely az iparban alkalmazott, olcson
hozzaférhetd, természetes, kornyezetbarat alapanyag. A kdzelmultban az 1:1 tipusu agyagasvanyok €s nanostrukturaik
onalloé fotokatalitikus aktivitdsanak vizsgalata kutatott teriiletté valt, a potencidlisan katalizdtorként hasznalhatd
agyagasvanyok aktivitasa feliiletmodositassal jelent6sen javithato [1-2]. A titan-dioxid egy jol ismert, intenziven
kutatott félvezetd fotokatalizator, amely agyagasvany hordozo felilletére deponalhato és igy agyagasvany-titan-dioxid
hibrid rendszerek hozhatok 1étre.

A dolgozatom célja egy kereskedelmi forgalomban kaphatod halloysit és egy természetes lelohelyrdl szarmazo
halloysit felhasznaldsaval halloysit-titan-dioxid hibrid rendszerek szintézise, majd ezek szerkezeti jellemzése és
potencialis katalizatorként valé alkalmazhatosaguk vizsgalata.

A halloysit-titan-dioxid preparacié folyamatat termikus analizissel (TG/DTG és DTA) kovettem nyomon. A
prekurzor gél és az eldallitott nanohibridek szerkezetét infravords spektroszkopiaval (FTIR-ATR) vizsgaltam. A
felilleten kialakitott titan-dioxid jelenlétének igazolasat és polimorf modosulatdinak meghatarozasat Raman
spektroszkopidval végeztem el. A fotokatalitikus aktivitas vizsgalatdhoz 365nm-es UV bevilagitast és tesztvegyiiletként
oxalsavat hasznaltam, amelynek a reakcidé utdni mennyiségi meghatarozdsdhoz permanganatos titralasi eljarast

alkalmaztam.

[1] D. Kibanova, M. Trejo, H. Destaillats, J. Cervini-Silva: Catalysis Communications, 2011 (12), 698-702.
[2] P.Szabo, B. Zsirka, D. Fertig, E. Horvath, T. Csizmadia, J. Kristof : Catalysis Today, 2017 (287), 37-44.
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Modositott TiO, fotokatalizatorok eloallitasa és aktivitasuk vizsgalata a
lathaté fény tartomanyaban

Készitette: Fonyo Maté
Kémia alapszak
Meérnoki Kar, Kémia Intézet, Altalanos és Szervetlen Kemia Intézeti Tanszék

Témavezetd: Szaboné dr. Bardos Erzsébet

A heterogén fotokatalizis kulcsfontossagu eleme a kis méretii félvezetd, melyet a tiltott sdvjanal nagyobb energiaju
fénnyel gerjesztve elektron-lyuk par keletkezik. A részecskepar rekombinacidjaval versenghetnek a feliileten lejatszodo
toltésatviteli folyamatok. Vizes kdzegben, oldott molekularis oxigén jelenlétében nagy oxidacios potenciali gyokok,
gyokionok keletkeznek. A félvezetdk ezen tulajdonsagat hasznalhatjuk a szennyviztisztitasban, a 1égtisztitasban vagy
akar Ontisztulo, illetve antibakterialis feliiletek 1étrehozasakor is.

A modszer hatranya, hogy a legalkalmasabb félvezet6 oxid, a titdn-dioxid nagy energiaji UV fénnyel gerjesztheto,
igy a napsugarzasnak csak kicsiny részét (4-5%) tudja hasznositani. Ahhoz, hogy a katalizatort lathatd fényben is
aktivva tegylk, s tulajdonsagait tovabb javitsuk, egyik megoldas, ha a félvezet6t kiillonbozo nemfémes illetve fémes
elemekkel médositjuk (dépoljuk).

Munkéam soran lathato fénnyel is gerjeszthetd titan-dioxid eldallitasa volt a célom, melyhez a félvezetot szol-gél
eljarassal, bor és bizmut modositd elem alkalmazasaval allitottam el6.

Termikus analizissel kdvettiilk nyomon a kalcindlds soran végbemend folyamatokat. Raman spektroszkopiaval és
rontgendiffrakcioval vizsgaltuk a katalizatorok fazisdsszetételét, valamint meghataroztuk fajlagos feliiletiiket és
gerjesztési kiiszobenergidjukat is. Fotokatalitikus aktivitasukat egyrészt a hidroxilgyok képzodési sebességével
jellemeztiik, masrészt a lebontasi kisérletekben modellvegyiiletként oxalsavat és titansargat alkalmaztunk.

Megallapitottuk, hogy a bizmut jelenléte ndveli a katalizatorok fajlagos feliiletét, valamint visszaszoritja a
kalcinalas hatdsara végbemend anatdz-rutil fazisatalakulast. A modositd elemeket egyiitt alkalmazva jelentdsen
csokkent a gerjesztési kiiszobenergia, mely a lathaté fény hasznositasat valoszintsiti.

Ultraibolya tartomanyban a hidroxilgyok képzodése borral ¢és bizmuttal modositott katalizatorokon
nagysagrendekkel kisebb a Degussa P25 TiO,-hoz képest, mig az oxalsav bomlasi sebessége mar dsszemérhetd volt a
referencia katalizator alkalmazasakor mért értékekkel. Lathato tartomanyban nem tapasztaltunk hidroxilgydk képzddést,
és gyakorlatilag az oxalsav sem bomlott. Titansargat alkalmazva modellvegyiiletként, a bevilagitott mintak

fényelnyelése csokkent, azaz a festékanyag atalakult.

A kutatas az EFOP-3.6.1-16-2016-0001 projekt és az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-18-1 kédszami Uj Nemzeti
Kivalosag programjanak tamogatasaval késziilt.
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Mesterséges és természetes hidroxiapatit adalékokbol eloallitott
bioiivegkeramiak vizsgalata

Készitette: Czédli Diana
Anyagmeérnok alapszak
Mérnoki Kar, Anyagmérndki Intézet

Témavezetd: Eniszné dr. Bodogh Margit

Az emberi test egyes részeinek, bizonyos funkcidinak helyettesitésére, illetve kezelésére kiilonb6z6 bioanyagok
szolgalnak. Az emberi csontszdvetek potlasat az ahhoz hasonlo osszetételii Ca-foszfatokkal tudjak megoldani, melyek a
testnedvekben feloldodva lehetové teszik a feliiletiikon a kozvetlen csontképzddést. Az orvosi gyakorlatban az egyik
leggyakrabban hasznalt ilyen anyag a hidroxiapatit (HA), amely biokompatibilis az emberi szovettel. [1]

Kisérleteim soran olyan bioaktiv iivegkeramidkat készitettem, melyeknél az el6zetesen fritteléssel eldallitott
bazisliveghez egyrészt CaF, adalékot tartalmazé csapadékos modszerrel eldallitott HA  géllel, masrészt
fehérjementesitett allati csontok hokezelésével nyert hidroxiapatit és B-whitlockit tartalmu érlemények hozzaadasaval
torténik a kalcium és a foszfor bevitele. Munkam soran a 65%(m/m) poritott bazisiiveg-frittet és 35%(m/m) kiilonb6z6
szemcseméretlire poritott csapadékos modszerrel nyert HA 6rleményt és gélt, illetve kezelt allati csont Grleményt
tartalmazd homogenizalt keverékekbdl hidraulikus préseléssel probatesteket formaztam. A kalcium-fluorid tartalmu
mintak esetén a hidroxiapatit adalékok rovasara 0,5%(m/m) CaF;-ot adagoltam a keverékekhez. Az 1050°C és 1100°C
csucshomérsékleten hokezelt mintak tulajdonsagainak Osszehasonlitasat a fazisdsszetétel, morfologia és porozitas
vizsgalata alapjan végeztem.

A kutatdsom célja tehat a kiilonbozd Ca-foszfat kristalyos fazist tartalmazd bioaktiv iivegkeramiak
tulajdonsagainak vizsgélata a kristalyos fazis szemcseméretének fiiggvényében, s ezek alapjan a legkedvezébb

oldhatdsagot, beépiilési sebességet és mechanikai szilardsagot eredményez6 osszetétel kivalasztasa.

[1] Hulbert, S. F., Hench, L. L., Forbers, D., & Bowman, L. S. (1982). History of bioceramics. Ceramics
international, 8(4), 131-140.
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Korrozios inhibitorok védohatasanak és a védohatas idofiiggésének a
vizsgalata savas kozegben

Keszitette: Orban Lehel
Vegyészmérnok alapszak
Meérnoki Kar, Kemia Intézet, Fizikai Kemiai Intézeti Tanszék

Témavezetok: Dr. Lukacs Zoltan, Dr. Kristof Tamas

A vegyiparban jelentés gondokat okoz a fémek korroziodja, ezért az ipar egyik fontos teriilete a korrézidvédelem.
Szamos modszer ismeretes a korrézid mértékének csokkentésére. Az egyik legfontosabb eljaras az inhibitorok
alkalmazéasa. A korrdzids inhibitorok olyan anyagok, amelyek a korr6zids kdzeghez kis koncentracidban adagolva a
korrozidsebességet szamottevoen lecsdkkentik. Az inhibitorok alkalmazasa megoldast jelenthet mind korrézidvédelmi,
mind gazdasagi szempontbdl a csévezetékek, reaktorok és egyéb berendezések allaganak megovasaban. Az inhibitoros
korréziévédelem legnagyobb felhasznaldi a kdolaj- és foldgaztermelés, -szallitds és -feldolgozas, az erdmiivek, és
minden olyan vegyipari teriilet, ahol vizes hdcserélok lizemelnek.

Munkam sordan az urotropint, mint kdzismert korrézids inhibitor hatéanyagot vizsgaltam elektrokémiai és
tomegveszteség-mérési modszerekkel, Gsszehasonlitva a BPR81100 és LOSALT LS1508 kereskedelmi mindségii
inhibitorok véddhatasaval, amelyeket az ipari kdrnyezetben tipikusan fémfeliiletek tisztitasara hasznalt 10%-os sosav
korrozids hatdsanak a csokkentésére alkalmaznak. A kiilonb6zé moddszerekkel kapott korrdzidsebességek jol
korrelaltak. Az eredmények szerint az urotropin adta a legjobb védéhatast akkor, ha hosszabb ideig hagytuk reagalni a
savas kozeggel. Az irodalom szerint az urotropin bomlastermékei kozott szerepel a metilamin, aminek homoldgjai
kozismerten jo korrdzids inhibitorok.

Az eredmények alapjan sziikségesnek lattam tovabb vizsgalni az urotropin véd6hatasanak idofiiggését. Ezen
méréseket a NACE TM 0169 szerint végeztem el, hogy arnyaltabb képet kapjunk a bomlassal kapcsolatban. A vizsgalat
iddspecifikus tdmegveszteség-mérésbdl és impedancia spektroszkopiai mérésekbdl allt. A vizsgalat eredményei alapjan

megallapithato, hogy a védéképesség javulasa az elsé oraban bekovetkezé folyamatoknak az eredménye.
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Biogaz eloallitasa elektrofermentacios uton

Keszitette: Takacs Piroska
Vegyészmérnok mesterszak
Meérnoki Kar, Biomérnoki, Membrantechnologiai és Energetikai Kutatointézet

Témavezetd: Dr. Nemestothy Nandor

Az elektrofermentacio a hagyomanyos fermentacios technologiat elektrokémiai rendszerrel 6tvozd eljaras,
melynek Iényege, hogy egyfajta medialt elektrontranszfer révén eldsegiti kiillonbozd vegyiiletek mikrobialis atalakitasat.
A fermentorban elhelyezett elektrédokkal szamunkra kedvezé mddon befolyasolhatjuk a fermentacids kozeg redox-
potencialjat, ezen keresztiil pedig a mikroorganizmusok NADH/NAD+ egyensulyat, ami jelent6s hatdssal van a
keletkez6 termékek Gsszetételére, novelhetd az atomhatékonysag illetve a mikrobialis novekedés is serkenthetd.

Az clektrokémia és a fermentdcidé ilyen jellegli Osszekapcsolasaval csupan az utébbi néhany évtizedben
foglalkoztak a kutatok. Bar a kezdeti eredmények igen igéretesnek bizonyultak, szdmos tisztazandd kérdés és
megoldasra varo probléma meriil fel a technologiaval kapcsolatban.

Kutatasom egyik témadaja a biogdz elektrofermentacidval torténd eldallitisa. Munkdm sordn az elektrokémiai
folyamatoknak a termékosszetételre és a termelés hatékonysdgara gyakorolt hatdsat vizsgdlom a hagyomanyos

fermentaciot hasznalva kontrollként.

EMBERI EROFORRASOK

wmnisziwons Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-18-2 kédszami Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak
tamogatasaval késziilt.
A kutatomunkat a GINOP-2.3.2-15-2016-00016 nyilvantartasi szamu, ,,Vizbazis-védelem, modularis, mobil
vizkezeld rendszerek és szennyvizkezeld technologiak fejlesztése a Pannon Egyetem bazisan hazank dinamikus export
novekedésének eldsegitése érdekében” cimii projekt tamogatta.
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lonos folyadékot tartalmazé tamasztoréteges folyadékmembranok stabilitas
vizsgalata gazszeparacio soran

Készitette: Ecker Janos AndrasBiomérndk alapszak
Mérnoki Kar, Biomérnoki, Membrantechnologiai és Energetikai Kutato Intézet

Témavezetd: Dr. Nemestothy Nandor

Manapsag egyre inkabb eldkeriil a fenntarthaté fejlodés, az eddigi kémiai, ipari modszerek kivaltasa/kiegészitése
ugynevezett ,,z0ld technologidkkal”. A membranok a hagyomanyos elvalasztas technikdkhoz képest, mint példaul az
ad/abszorpcio, desztillacid, extrakcid, szamos elonnyel rendelkeznek, tobbek kozott egyszeri miikodéssel,
kompaktsaggal, nagy energiahatékonysaggal és kicsi kornyezetterheléssel. Az ionos folyadékok hasonléan jo
tulajdonsagokkal rendelkeznek és benniik az anion és kation megfeleld kivalasztasaval az adott felhasznalasi célra
optimalizalhatok.

Munkam soran két kiilonb6z6 ionos folyadékkal készitett tamasztoréteges folyadékmembran stabilitasat
vizsgaltam membranos gazszeparacio (He és CO,) soran. A tdmasztoréteges membranok elkészitéséhez hidrofob PVDF
membrant hasznaltam tamasztorétegként, ionos folyadéknak pedig [Bmim][PF¢]-ot és [Bmim][NTf;]-t hasznaltam. A
gazszeparacios méréseket He, CO, tiszta gazokra, valamint He/CO, biner gazelegyre végeztem szakaszos és folyamatos
rendszerben. Fontos megemliteni, hogy folyamatos rendszerben az ionos folyadékkal torténd gazszeparacié eddig még
nem vizsgalt teriilet. Vizsgdltam a membranok adott gazokra vonatkozd permeabilitas értékeit, valamint kiilonb6z6
nyomasokon a membranok stabilitasat az id6 fiiggvényében. Kevert gaz esetén az elvalasztas hatékonysagara végeztem
a kisérleteket, valamint a permeat és a retentat arambol vett mintdk Osszetételét gazkromatograf segitségével
elemeztem.

Az eredményekbdl latszik, hogy a membranok a hasznalat sordn vesztenek a stabilitdsukbol €és a membran két
oldalan a nyomas kozel egyforma lesz. A nyomdasvaltozas a membran két oldala k6zott CO, esetén exponencialis, mig

He esetén linearis.
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Homogenizalodas és aramlas vizsgalata recirkulacios keverédtartalyokban

Készitette: Tarcsay Balint Levente
Vegyészmérnok mesterszak
Mérnoki Kar, Vegyészmérnoki és Folyamatmérndki Intézet, Vegyipari Miiveleti Intézeti
Tanszék

Témavezetd: Rippelné Dr. Pethd Dora, adjunktus, intézeti tanszékvezetd

Konzulens: Bobek Janka, PhD hallgato

A mérnoki gyakorlatban fontos feladat a homogenizalas. A kiilonb6zd vegyipari miiveletekhez homogenizalassal
alakitanak ki alap és segédanyagokat, melyeknek az adott folyamat soran inhibitor, moderator, katalizator, szolvens, stb.
szereplik lehet. Amennyiben az elegyek homogenitasa nem megfeleld az a termék mindségének romlasahoz, késébbi
feldolgozasi vagy hasznositasi 1épések soran pedig iizemzavarhoz vezethet.

A munka soran egy specialis alaku tartalyban vizsgalom a homogenizalodast, recirkulacios kevertetés mellett. Az
4ltalam vizsgalt folyamatban szakaszosan érkezik adott mennyiségli, tomény (29,16 gl™), vizes borax oldat a
keverétartalyba. A feladat az 0j adagnak a mar a tartilyban 1évé higabb borax oldattal (6,24 gl™) valé elegyitése,
melyhez a tartdlyban 1év0 oldatot folyamatosan recirkuldltatom egy szivattyl segitségével. Probléma, hogy a
rendszerben 1évé anyag az oldatok fajsuly kiilonbségébdl kifolydlag rétegzédésre hajlamosak, mely neheziti a
homogenizalast. A kutatds soran a tartalyba egységugras fliggvénnyel juttattam kiilonboz6 toménységli borax oldatot,
felvettem a rendszer tartdzkodasi id6 stirliség és eloszlasfiiggvényét, hogy kovetkeztethessek a tartalyban kialakuld
jellegének megismerése utan az anyagot jovObeli vizsgalatok soran recirkulaltatni fogom, a megfeleld kevertetési id6
meghatarozasahoz, mellyel biztosithato az elegy homogenitasa.

A dolgozat folyaman tobb, kiilonbdzé konstrukeidji tartalyban elvégeztem a méréseket, hogy megvizsgalhassam
a geometria hatdsait a rétegzodésre illetve homogenizalasra. A homogenizalas vizsgalatara szolgalo
modellberendezésekkel végzett mérések eredményeit alapul véve, kiilonb6zé matematikai modellekkel kozelitem a

tartalyokban kialakul6 aramlasi illetve keveredési viszonyokat.
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Diffiizios folyamatok vizsgalata sztirol-divinil-benzol kopolimerben

Készitette: Berzeviczy Gergely
Vegyészmérnok mesterszak
Mérnoki kar, Vegyészmérnoki és Folyamatmérnoki Intézet ,Vegyipari Miiveleti Intézeti Tanszék

Témavezetd: Rippelné Dr. Pethé Dora

Napjainkban széles korben elterjedtek a sztirol-divinil-benzol alapi ioncseréld gyantak a vegyipar, a rokon
iparagak és a kornyezetvédelem teriiletén. Jelentdségiik egyre inkdbb nd a kémiai szeparacié teriiletén is (értékes
komponensek kinyerése, izotopok, ritkafoldfémek, optikai izomerek elvalasztasa). Elonyiik, hogy szelektiven képesek
megkdtni pozitiv illetve negativ ionokat, a kopolimer anyagi mindségétdl fliggéen, és azokkal egyenértékii, de mas
anyagi minOségli ionokat az oldatba juttatni. Az ilyen tulajdonsagi gyongypolimereket leggyakrabban a
vizkezelés/viztisztitds teriiletén alkalmazzak.

A Pannon Egyetem Vegyipari Miiveleti Intézeti Tanszékén korabban mar végeztek kutatasokat kiilonbozo
tulajdonsagu és eltérd funkcids csoportokat tartalmazd kopolimerek eldallitdsara, azok szulfonalasi reakciodira, a
szulfonalas soran visszamaradd kénsav oldatok hasznositasara és a gyantdban keletkezd szennyezd komponensek
vizsgalatara.

Munkam soran a kopolimer diffuzids tulajdonsagait vizsgaltam kiilonbozé oldoszerekkel torténd érintkeztetés
soran. Meghataroztam a kopolimer halmaz térfogatvaltozasat és tobb kordon keresztiili felhasznalhatosagat.
Osszehasonlitottam a duzzasztas sebességét nyugvo illetve kevertagyas berendezések esetén is. A kopolimer

duzzasztasanak jelentds szerepe van a szulfonalasi reakcid soran €s a visszamaradt szennyezett kénsav dsszetételében is.
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Komposztalasi technologian alapuld vizhasznositas — A fejlodé orszagok

megsegitésére

Készitette: Szaloki Laura
Vegyészmeérnok alapszak
Mérnoki Kar, Kornyezetmérnoki Intézet

Témavezetd: Dr. Domokos Endre

Munkdm soran egy olyan komposztald szerkezet tervezésével foglalkoztam, amelynek az els6dleges funkcidja
nem a komposzt készitése, hanem a folyamat soran keletkezd és a felhasznalt hulladékokban 1év6 viz kinyerése. A
tervezés folyaman fontos szempont volt, hogy a szerkezet megépitése és mitkodtetés a lehetd legkisebb koltségbol
valdsulhasson meg, hiszen ezt a szerkezetet fejlédd orszagokba terveztem.

Mivel sokat hallhatunk a kialakult vizvalsagrol, a korlatozasokrol, illetve egyes orszagok teljes kiszaradasanak
veszEly€rol, ezért valasztottam ezt a témat. Ebbodl kovetkezden megvizsgaltam a veszélyeztetett orszagok gazdasagi
helyzetét és a vizgazdalkodasukat, ez alapjan kovetkeztetve arra, hogy milyen szintli beavatkozasra van sziikség. Ezt
kovetdéen felmértem a vizsgalt orszagokban azokat a szerves hulladékokat, melyek alkalmasak vizkinyerd
komposztalasra. A komposztalo tervezése soran fontos szempont volt a gazdasagossag mellett a mobilitas és a kdnnyti
kezelhetOség, igy ezek alapjan készitettem el a végleges tervet. A terv alapjan készitettem egy kicsinyitett modellt, hogy
valds adatokbdl szamitasokat végezhessek, melyekbdl a késziilék hatékonysaga kozelitdleg megadhatd. Emellett a
kinyert folyadék Osszetételi vizsgalatabol is jol kozelito értékeket kapunk a célorszagokban kinyerhetd viz lehetséges
tisztasagarol. A késobbiekben céljaim kozé tartozik a komposztald fejlesztése, a kinyerhetd folyadékmennyiség

ndvelése egyidejiileg a keletkezd komposzt mindségének javitasaval.
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Analysing environmental awareness of students studying at University of
Pannonia

Made by: Vafa Shikhiyeva
Environmental Engineering MSc
Faculty of Engineering, Institute of Environmental Engineering

Supervisor: Dr. Nagy Georgina

Climate change is a worldwide phenomenon which needs a plenty amount of publicity and measures in order to
alleviate its significant impacts on climate, built environment and on the society. There are many factors that will be
affected by climate change including rising sea levels, drought, and loss of agricultural land. Nowadays and also in the
close future, humanity has to face the biggest environmental challenge that they have ever seen. Therefore,
environmental education plays a crucial role. Thus, the well-educated and informed public will be able to make more
sensible and precise decisions and react to climate change concerns. Environmental education is about joining members
of the community, students, policymakers, the old and young with the aim of authorizing, improving skills and give
opportunities for action and it also open doors to increase the public awareness and knowledge about environmental
issues.

In this research, the level of awareness about climate change was examined by the help of a questionnaire between
the Hungarian and International students of the University of Pannonia in Veszprem city. Questionnaire titled “Climate
Change in view of you” and contains 6 sections and 15 questions. The study allows us to examine the climate change
perception of the young generation and see the difference of knowledge level between local and international students.
During the examination process, climate change awareness of different age groups and gender were distinguished
amongst both Hungarian and International students. Moreover, the outcomes of the research also compared with other
similar studies. According to the achieved results in the close future, it is estimated to organize workshops and
roundtable discussions with the aim of providing more detailed information on the topics where students do not have

adequate knowledge.
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Kisméretii vizeromii tervezési szempontjai és gyakorlati
alkalmazhatosaganak vizsgalata

Készitette: Horvath Matyas
Kornyezetmérnok alapszak
Meérnéki Kar, Kornyezetmérndki Intézet

Témavezetd: Sebestyén Viktor

Az elmtlt 25 évben a vilag energiafogyasztisa folyamatosan novekedett. Mig 1992-ben 93 000 TWh volt, 2017-
ben mar a 157 000 TWh-t is elérte, amely alapjan elmondhato, hogy a 90-es évek o6ta tobb, mint masfélszeresére nott az
energiafogyasztds. A fosszilis energiahordozé (koolaj, foldgaz, nukledris) készletek korlatossagukbol addddan
megkérddjelezhetdveé teszik a jovo generaciok energiasziikségletének kielégitését. Jo alternativa lehet ezek kivaltasara a
megujuld energiaforrasok alkalmazasa, melyek hasznalata napjainkban egyre inkabb terjed.

A megujuld energiaforrasok koziil az egyik legrégebben hasznalt és legmegbizhatobb a vizenergia hasznositasa.
Fontos elonye, hogy a folyok, patakok aramlasa bizonyos ingadozasok mellett mindig jelen van napszaktdl €s évszaktol
fiiggetleniil.

Jelen munka célja egy olyan alulcsapasos kisteljesitményli ugynevezett ,torpevizerdémi” megtervezése és
kivitelezése, amely a vizfolyasok felszinén 0sz6 helyzetben végzi a villamos energia eldallitasat, ezaltal érzéketlen a
vizallas — akar hirtelen térténé — megvaltozasara. A tervezés soran fontos szempont volt, hogy a vizerdmii konnyen és
gyorsan telepithetd legyen barmilyen vizfolyasra és alkalmazhatd legyen extrém alacsony vizallasok esetén is, amelyet
a jarokerék allithatd bemeriilése tesz lehetdvé.

A munka soran ismertetésre keriil a vizerdmii tervezési folyamata és annak szempontrendszere, valamint az
elérhetd teljesitmény bemutatasa céljabol terepi méréseket is végeztem. A terepi mérések céljara a Veszprémi-Séd
patakot valasztottam, mely atlagos mélysége — a sokéves atlagos vizhozamra vetitve — 36 cm. A mérések soran a patak
aramlasi sebességét, az erémi jarokerekének fordulatszamat és a megtermelt villamos energia mennyiségét vizsgaltam.

Az altalam tervezett és megépitett torpe vizerémi egy olyan kdrnyezetbarat villamos energia termelési alternativat

jelent, amely nem eredményez 6kologiai karokat és a kis méret(i vizfolyasokon univerzalisan alkalmazhato.
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A kaolin bolygo és keveromalomban végzett mechanokémiai aktivalasanak

vizsgalata

Készitette: Korona Gabor
Anyagmeérnoki mesterszak

Meérnoki kar, Anyagmérnoki intézet
Témavezetd: Dr. Kristofné Dr. Maké Eva

A kaolin felhasznalhatosaga a kaolinit asvany tulajdonsagaitol fligg, amelyeket a mechanokémiai aktivalas
nagymértékben megvaltoztat: a kaolinit amorfizalodik, a hidroxil-csoportok ,,gélviz’-z¢ alakulnak at. Napjainkban
tobbek kozott a mechanokémiailag aktivalt kaolin puccolanos helyettesité anyagként vald alkalmazhatosaganak
vizsgalata igéretes gazdasagi és kornyezetvédelmi szempontokbdl pl. a cementgyartasnal. A mechanokémiai aktivalas
az un. nagy energias{iriségli malmokban pl. rezg6-, bolygo- és keverdmalomban végezhetd.

Dolgozatomban a kaolin bolygd- és keverémalomban végzett mechanokémiai aktivalasat vizsgaltam intenziv
széraz 6rléssel. A bolygomalommal 1:11 érlemény:6rlétest tdmegarannyal, 400 min™ fordulatszamon, 30, 60 és 90
percig végeztem az Orlést. A kiilonboz6 idejii Orlések energiasziikséglete 132 Wh, 259 Wh és 385 Wh volt. A
keverdmalmi 6rlést ugyancsak 1:11 érlemény:6rl6test tomegarannyal, és 132 Wh, 259 Wh és 385 Wh energiaigénnyel
végeztem. A kétféle malomban aktivalt kaolin tulajdonsagait rontgendiffrakcioval, termikus analizissel, pasztazd
elektronmikroszkoppal, infravords spektroszkopiaval, fajlagos feliilet és szemcseméret-eloszlas meghatarozasaval
vizsgaltam.

Megallapitottam, hogy a kaolinit hasonléan amorfizalodik a kétféle aktivalas soran, melyet szerkezetében a
kotések felszakadasa €s a szerkezeti OH-csoportok gélvizzé alakulasa kisér. A kaolinit legnagyobb mértékben a 385 Wh
energia befektetésnél amorfizalodott, itt a bolygoémalomnal 88%, mig a keverdmalomnal kicsit kisebb 78% volt a
kaolinit amorfizacios foka. Tehat a féliizemi, lizemi méretekben is alkalmazhatd kever6malommal, megkozelithetd a
laboratériumban alkalmazhaté bolygémalommal elért amorfizacids fok, amely a mechanokémiailag aktivalt kaolin

puccolanos aktivitasa szempontjabol fontos.
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Bicikli-ABS miikodésének vizsgalata és fékteljesitményének mérése sajat
tervezésii tesztpadon

Készitette: Viola Gergely
Mechatronikai mérnék mesterszak
Meérnoki Kar, Gépészmérnoki Intézet, Jarmiimechatronika Intézeti Tanszék

Témavezetd: Dr. Fodor Dénes

A dolgozat célja egy olyan méréberendezés tervezése €s megépitése, amely alkalmas a kerékparokon hasznalt
hagyomanyos — hidraulikus és bowdenes — tarcsafékek, valamint egy nemrég kifejlesztett, elektronikus ékféek
mechanizmus mikodésének vizsgalatara. A berendezés alkalmas a fékek altal kifejtett fékez6 nyomaték mérésére,
valamint képes az ABS-el szerelt ékfék szamara a fék szempontjabdl valésagosnak tiind kornyezetet emulalni.

A dolgozat kitér a fékezés folyamatdnak matematikai leirasara, a fellépd erdk és nyomatékok kiszamitasanak
modjara és varhato értékére, melyek a szerkezet mechanikai méretezésének alapjait adjak. Bemutatasra keriil az 0jszer(i
”brake-by—wire” ékfék mechanizmus és az ABS rendszerek mitkddése, abbol a megfontolasbol, hogy kidomborodjon
egy specialis méropad megépitésének sziikségessége vizsgalatukhoz.

A dolgozat elején lathatd a tervezési fazisban késziilt CAD modell, mely alapjan az alkatrészek legyartasra
keriiltek. A szerkezet legbonyolultabb része a lanckerekes hajtomii, mely a hajtashoz hasznalt villanymotor
fordulatszdmat a megfelel6 mértékre csokkenti, illetve a leadott nyomatékot kelléképp megsokszorozza. Az itt
felhasznalt szamitasok részletesen bemutatasra keriilnek.

A berendezés muikodtetését két kiilonb6z6 platformon futd szinkronizalt program végzi. Az egyik program egy
mikrovezérlon fut, szerepe a felhasznalt érzékeldk jeleinek begyijtése, feldolgozasa és tovabbitasa a szamitdgép felé,
valamint a hajtémotor vezérld jeleinek eldallitasa is. A masik program a szamitégépen fut és LabVIEW-ban irodott.
Kezeldfeliiletén a felhasznalo latja az aktualis fékez6 nyomaték, fordulatszam és fékteljesitmény értékeket, valamint
beallithatja a blokkolasi féknyomatékot az ABS mikodésének vizsgalata esetén. Tovabba a hattérben végzi a
mikrovezérl6tdl érkezd adatok feldolgozasat és a sziikséges szamitasokat.

A berendezés miikddoképességét mérések hitelesitik, és megegyeznek az elvardsokkal. Az ékfék nyereg még
gyartas alatt van, igy ABS fékezés emulalasat csak kozvetetten tudtam vizsgalni, de az eredmények alapjan allithato,

hogy a berendezés alkalmas a kitiizott feladatra.
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Egyedi tervezési 3D szkenner pontossaganak novelése paraméter
optimalizalassal

Keszitette: Néemeth Sandor Zsolt
Mechatronikai mérnok mesterszak
Meérnoki Kar, Gépészmérnoki Intézet, Jarmiimechatronika Intézeti
Tanszék

Témavezetd: Dr. Fodor Dénes

A gyakorlatban vagy az iparban sokszor eléfordul olyan szitudcid, hogy bizonyos alkatrészekrél nem allnak
gyartasi modellek rendelkezésiinkre. Ha poétolni vagy utangyartani kell ilyen alkatrészeket, akkor az idkorlatok miatt
3D szkennereket hivnak segitségiil, melyekkel a 3D modellek tervezését nagymértékben felgyorsithatjuk.

A dolgozat célja egy olyan szamitasokkal alatamasztott 3D szkenner tervezése, amely csak lézert és kamerat
alkalmaz a leképezéshez. Célkitlizés tovabba a tervezett rendszer szimulaciokkal torténd tesztelése, melynek soran az
eszkdz optimalis paraméterei keriilnek meghatarozasra.

A dolgozat kitér a 3D szkenner részletes bemutatasara, illetve a teljes rendszer matematikai modelljének felirasara
és a modell LabVIEW programozasi kornyezetben torténd megvaldsitdsdra. A modell egyszerli trigonometrikus
Osszefiiggésekre, illetve éldetektalason alapuld képfeldolgozasi technikdkra épit. A képfeldolgozasi algoritmusok

A dolgozatban felsorolasra keriilnek azok a szempontok, amelyek a beallitdsi paraméterek megvalasztasanal nagy
jelentdséggel birnak, és befolyasoljak a leképezés pontossagat. Ezen pontatlansagbol ad6doé hibak kikiiszobolésére
javaslatokat tettem a dolgozatban.

A 3D szkenner mechanikajanak tervét is elkészitettem az Autodesk Inventor tervezdszoftver segitségével. A
tervezés soran figyelembe vettem a szkenner miikddtetését befolyasold tényezoket (pl. méretek, fényviszonyok...). A
kamera és lézer fej linedris mozgasahoz léptetomotort €s linedris megvezetést alkalmaztam, melynek meghajto
aramkorét EAGLE szoftver kdrnyezetben terveztem meg.
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Gépjarmiivekben alkalmazhato vibracios adatgyiijto rendszer tervezése,
épitése, programozasa és tesztelése

Készitette: Nagy Roland
Mechatronikai mérnék alapszak
Mérnéki Kar, Mechatronikai Képzési és Kutatasi Intézet, Zalaegerszeg

Témavezetd: Dr. Szalai Istvan egyetemi tanar

A tisztan elektromos meghajtasu autdk terjedésével tobb 1j probléma is megjelent, egyik azok kis hatotavolsaga.
Ezen jarmiivek hatdtavolsidga a mai technikai fejlettségi fokon is csak atlagosan 150-300 km. Minden olyan eljaras,
amivel elektromos energidt takaritunk meg vagy nyeriink vissza noveli ezt a hatotavolsagot. Egyik ilyen energia-
visszanyerd eszkdz az uthibakbol adodo rezgésekbdl, a gépjarmii lengéseibdl allit elé elektromos energiat. Az ilyen
eszkozok tervezéséhez tudnunk kell, hogy a futdomiben mekkora vibraciok keletkeznek egy-egy ut sordn.
Dolgozatomban egy ilyen vibracios adatgy(ijté rendszer megvaldsitasat és a segitségével elvégzett, gépjarmiives mérési
eredményeket mutatjuk be. Célunk, hogy a megépitett egység megbizhatdan mikodjon, stabil legyen és a valésagnak
megfeleld adatokat mérje. A rezgések érzékelésére egy gyorsuldsérzékeld szenzort hasznaltunk, tovabba az id6- és
helyadatok gytijtésére egy GPS modult alkalmaztunk.

Az elméleti attekintés utan kivalasztottuk az aramkorokhoz sziikséges elemeket és szenzorokat. Ezek utan
kovetkezett a rendszer Osszeallitasa, majd optimalizalasa, hogy a lehetd legjobb miikodést érjiikk el. Ekozben
laboratoriumi koriilmények kozott egy vibracids berendezés segitségével tobb probamérést is végeztiink. A kisérletek
folytatasaként az adatgy(ijté rendszert egy gépjarmt futdmiivéhez rogzitettikk, igy valos koriilmények kozott tobb
vizsgalatot is el tudtunk végezni. Az igy megvalositott méréseket az eredmények kiértékelése és elemzése kdvette.

Bizunk benne, hogy sikeriilt egy, a jovoben is jol hasznalhaté adatgyiijt6 rendszert megvaldsitani, amely
segitséget nyujthat az energia-visszanyerd eszkozok tervezésében. Az ilyen alkalmazasok mellett az adatgytijtd

alkalmasnak tlinik az utviszonyok minéségének felmérésére is.
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Forgocellas adagoléo GPU-val gyorsitott DEM szimulacidja

Készitette: Fiivesi Baldzs
Vegyészmérndk alapszak
Meérnoki Kar Folyamatmérnoki Intézeti Tanszék

Témavezetd: Dr. Ulbert Zsolt

Szilard szemcsés anyagok silobol torténd kontrollalt kitiritésére a legelterjedtebb megoldas a cellds adagolok
alkalmazésa, melyet nem csak a vegyiparban, de szinte minden olyan teriiletén hasznalnak, ahol szilard, szemcsés
anyagok adagolasara van sziikség, mint példaul gyogyszer-, élelmiszer-iparban, mezégazdasagban, banyaszatban, vagy
akar szilard tiizelésti erdmiiveknél stb. Mivel a cellas adagolokat szilard anyagok kontrollalt mozgatdsara hasznaljak
fontos, hogy azok miikddési jellemzoi ismertek legyenek és, hogy jol lehessen hasznalni a felmeriil6 iranyitasi feladatok
végrehajtasara.

A Dberendezések kisérleti vizsgalata sokszor nehézségekbe {itkdzhet, mivel a méréshez hasznalt eszkdzok
megvaltoztathatjdk a berendezés miikodését. A Diszkrét Elem Modszer segitségével a szilard szemcsés anyagok
viselkedése jol szimuladlhato, vizsgalhat6é, ugyanakkor a szemcsék szdmanak novekedésével a szamitasi igénye
jelentdsen novekszik. A napjainkban egyre inkabb fejlédd, viszonylag olcson és egyszerilien elérheté sokszor HPC-s
teljesitményre is képes videokartyak segitségével ezek a szimulacidk a berendezés komplexitasatol és részecskeszamtol
fiiggden gyorsan elvégezhetdk, a kordbbi soros végrehajtasu programok tobb hetes futasi ideje néhany orara rovidithetd
parhuzamos végrehajtast programok alkalmazasaval.

A munkam soran forgocellas adagold geometriai és miiveleti paramétereinek hatasat vizsgaltam az adagolo
tomegaramara. A cellas adagold atmérdjének és fordulatszamanak valtoztatasan kiviil vizsgaltam a silé kupszdgének
hatasat a tomegaramra. A fordulatszam valtoztatasaval sikeriilt megallapitani egy olyan tartomanyt, ahol a tdmegaram
linearisan valtozik a fordulatszammal, majd a fordulatszam tovabbi novelésével a tomegaram egy maximumot ér el,
ennek fontos szerepe lehet a cella {iritéséhez kapcsolodo iranyitasi feladatokhoz. A szimulaciokat altalam fejlesztett

GPU-ra optimalizalt DEM programmal végeztem.
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Utépitési kotéanyagok minéségjavitasi lehetségeinek vizsgalata

Készitette: Tdlosi Gréta
Vegyészmérnok alapszak
Meérnéki Kar, MOL Asvanyolaj- és Széntechnologiai Intézeti Tanszék

Témavezetd: Dr. Holld6 Andras

Konzulens: Gergo6 Péter

Napjainkban nagymértékben fokozddnak a kozuti kozlekedésben alkalmazott utépitési kdtdanyagok
teljesitményével szemben tamasztott kovetelmények. Intenziven kutatott teriiletté valt a nagyobb forgalmi
terhelhetdségli, hosszabb élettartam(i aszfaltok kifejlesztése, melyeket nagyobb teljesitményli koétdanyagok
kifejlesztésével lehet elérni.

Emellett a kdrnyezetvédelmi torekvésekre valaszolva az utdbbi idében tobb kutatd vizsgalta kiilonb6z6 bio eredetii
alapanyagok — ezek kozt biomassza pirolizis folyadékok, bioolajok modositd hatasat bitumen elegyekre. Ugy talalték,
hogy megfeleld mindségjavitasi Iépések utan kedvezd lehet a felhasznalasuk, mivel javithatjdk a bitumenes
kotdanyagok deformacioval szembeni ellenalloképességét. Egy masik szempontbol megkozelitve, a fenntarthatod
fejlodés jegyében a nem fosszilis eredetli alternativ alapanyagok hasznalata lehet az egyik hossza tavii megoldas a
kéolaj eredetli bitumenek részleges helyettesitésére.

Jelen tudomanyos didkkori dolgozatomban célul tliztem ki olyan koétdéanyag kompoziciok eldallitasat és
vizsgalatat, melyek tartalmaznak biokomponenst is, valamint mar dnmagukban vagy egyiittesen mas modositoszerekkel
az alapbitumenhez képest jobb alkalmazastechnikai tulajdonsagokat biztosithatnak.
lehetdségeit vizsgaltam. A kisérletek soran biomassza eredetil, pirolizisb6l szdrmazé €s utdlagosan mindségjavitott
biokomponens modositd hatasat vizsgaltam az alapbitumen esetén. Tovabba gumidrleménnyel, illetve sztirol-butadién-
sztirol blokk kopolimerrel (SBS) egyiittesen alkalmazva is végeztem vizsgalatokat. Biokomponensként egy
kereskedelmi forgalomban is beszerezhetd bioolaj nagyhdémérsékletli mindségjavitasa soran nyert nehéz terméket

(maradékot) alkalmaztam.
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1. Irodalmi attekintés

A Dbioanyagok specidlis fizioldgiai viselkedésiik alapjan hasznalhatok az emberi és allati
szervezet egyes részeinek helyettesitésére €s kezelésére, mivel képesek kotéseket 1étrehozni
az implantatum és a kornyezd szovetek kozott. Ezen anyagok biokompatibilisek, azaz a

szervezetben nem valtanak ki semmiféle karos szOveti reakciot, nem vezetnek akut

crcr

Bioanyagok

Szerves bioanyagok | |Szervetlen bioanyagok

Inert bioanyagok Bioaktiv bioanyagok
Fémes bioanvagok Nemfémes Feliiletaktiv Oldhato
yag bioanyagok bioanyagok bioanyagok
I I
Bioinert biokeramiak Biokeramiak ‘Oldh’at('.),
biokeramiak

— Bioiivegkeramiak

Biotivegek

1. abra: A bioanyagok csoportositasa.

1.1. Inert bioanyagok

Bioinertnek nevezziik azokat az anyagokat, melyek a szervezetbe vald beiiltetéskor a

kornyezé szovetekkel csak minimalisan 1épnek kolcsonhatasba, azokkal mechanikai
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kapcsolatot l1étesitenek porozitasuk, illetve feliileti egyenetlenségeik révén. Ebbe a csoportba
tartoznak a fémek és az inert biokeramiak (pl. Al,O3, ZrO,). A szervezetben hossza ideig nem
valtoznak, viszont a fémek vékony feliileti oxidrétege sériilékeny. Mechanikai vagy kémiai
hatasra bekovetkezd sériilésiiknél azonban nem keletkezik karos termék. Inert bioanyagok
hasznalhatok tobbek kozott terhelésnek kitett helyeken, példaul a csont implantatumoknal, a
csont hézagpotlasoknal és az iziileti potlasoknal. fgy példaul az aluminium-oxid (Al,O3)
keramiakat leginkdbb combnyak-protézisek készitésére hasznaljak nagy mechanikai

szilardsaguk, kopasallosaguk és kémiai stabilitasuk miatt. (2)

Az inert bioanyagok kornyezetében iddvel rostos, legfeljebb néhany um vastag szovetek
képzddnek, melyek az implantatumot mechanikailag rogzitik. Az implantatumok beépiilését
elosegitik a feliiletiikkon kialakitott bioaktiv (hidroxiapatit, bioliveg, bioilivegkeramia)

bevonatok. (1)

1.2. Bioaktiv anyagok

A bioanyag akkor aktiv, ha a bioldgiai folyamatok kovetkeztében a csontszovetekbe részben
vagy teljes mértékben beépiil. A bioaktiv anyagok tehat részben oldhatéak és feliiletiikon
keresztiil bizonyos fok(l ionaramlas is lehetséges. Az emberi csont foként kalciumfoszfatokbol
all. Kémiai 0Osszetételiiket tekintve, a teljesen felszivodd implantatumok a természetes
csonthoz hasonloak, mivel olyan elemek (Ca, P) épitik fel, amelyek a csontokban és a

kornyez6 szovetekben is megtalalhatok. (2, 3)

1.2.1. Feliiletaktiv anyagok

A feliiletaktiv bioanyagok (bioiivegek, bioiivegkeramiak) atmenetet jelentenek az inert és az
oldhat6 bioanyagok kozott. A specialis Osszetételll iivegek mind a csontokkal, mind pedig a
lagy szovetekkel képesek biokémiai kotés 1étrehozasara. A feliileten kialakult kotés védi az
implantatum anyagat a tovabbi kéarosodasoktol. Foként csontok potlasara hasznaljak

protézisként, valamint inert implantatumok feliileti bevonataként. (1)
1.2.1.1. Bioaktiv iivegek

Hosszt éveken keresztiil ugy vélték, hogy az €16 szervezetbe keriil6 iiveget a védelmi reakcio
eredményeként rostos szovetek védoburka veszi koriil. Az 1970-es években fedezték fel, hogy
bizonyos Osszetételi kalcium-foszfat-szilikat bazisu ilivegek nem képeznek ilyen
védOszovetburkot, hanem egy erds hatarfeliileti kotést hoznak létre a csonttal. Ennek a

hatarfeliileti kotésnek az eréssége azonos, vagy nagyobb a csontban 1€v6 kotés erdsségénél.

42



Els6 helyezett palyamiivek
Czédli Didna: Mesterséges ¢€s természetes hidroxiapatit adalékokbol eldallitott biotivegkeramiak vizsgalata

Ezek az livegek specialis aranyban tartalmaznak SiO,, Na,O, CaO és P,0Os komponenseket..
Ezen iivegek Osszetétele harom alapvetd eltérést mutat a nem biokompatibilis, hagyoméanyos
mész-alkali-szilikat tivegek 0sszetételéhez képest. A bioiivegek 60 n/n%-nal kevesebb SiO,-o0t
tartalmaznak, és nagy (akar 30 n/n%) a Na,O és CaO tartalmuk, valamint nagy benniik a Ca/P
arany. Ezek a tulajdonsdgok kovetkeztében nagy feliileti reaktivitassal rendelkeznek vizes
kornyezetben, és ekkor a feliiletiikon hidroxi-karbonat-apatit képzddik. Mindez lehet6vé teszi

az ¢l6 csonttal valo kotés 1étrehozasat, vagyis bioaktiv viselkedést mutatnak. (4)

1.2.1.2. Bioaktiv iivegkeramiak

A bioiivegkeramidk a biotlivegeknél kisebb Na,O tartalmukbdl adoéddan kevésbé oldodo

tivegfazist tartalmaznak az apatit és a kiilonb6z6 kristalyos fazisok mellett. (5)

A Si0,-Ca0-P,0s5-Na,O alapu bazisiivegbdl kiinduld iivegkeramiak voltak az elsé bioaktiv
iivegkeramiak, ahol hoékezelés sordn az apatit térfogati kristalyosodassal képzodott. Ezek
sikeresen alkalmazhatok az emberi gydgyaszatban a csontok helyettesitésére és potlasara,
mivel kozvetlen kotést hoznak Iétre az implantditum ¢€s az €16 csont kozott. Az
biolivegkeramidk oldoddsi mechanizmusat bemutatdo 2. 4abra szerint az ¢érintkezd
testfolyadékkal lejatszodé Ca®* | H* ioncsere hatisara megnd a testfolyadék kalciumion
tartalma, ami a testnedvben levo foszforral reagalva amorf, majd kristalyos apatit fazist képez

az implantatum feliiletén, igy lehetdvé teszi az €16 csonttal valo kdzvetlen kapcsolodast.

Body fluid
Nat K+ Mg Cl- HCO - SO‘ &=
P (V) ca() P (V) ca(y)
Ca(ln
\ /\ /—\ /\/—\ /-\ "
ca() o ca() A
.ﬁ,
\ O ~H
Hs o I -0 ~ Si =
Sl — O H Si paadhi
/ & 2 o H—O \
l Ny
(o] 0 (o)
\Si o N 0 l
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2. abra: A CaO-SiO; bazist tivegkeramia feliiletén az emberi testben lejatszodo apatit

képz6dés sematikus abrazolasa. (5)
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Az utébbi idékben a bioiivegkeramidkat egyre szélesebb korben alkalmazzak
implantatumokként, mivel konnyen formdzhatok (pl. Ontéssel, préseléssel), kémiai
Osszetételiik tag hatarok kozott valtoztathatd, tovabba izotrop tulajdonsagaik is eldnyodsek
lehetnek. Kiilonosen elterjedtek az apatit/wollasztonit (A/W) kristalyos fazist tartalmazo
iivegkeramiak, melyek eldsegitik az élocsontokkal vald kozvetlen csontképzddést, erds
kotéseket 1étrehozva az implantatum és csont kozott. Ezen biotivegkeramiak sokkal nagyobb
bioaktivitassal, gyorsabb csontképzddési képességgel rendelkeznek, mint a szinterelt
hidroxiapatit implantatumok. A kalcium-foszfat kristalyok mellett a megfelel6 méretii szalas
szerkezetli wollasztonit (CaSiO3) kristalyok kedvezObb mechanikai tulajdonsagokat

eredményezhetnek. (6)

1.2.2. Oldhaté bioanyagok

Az oldhato bioanyagok egy meghatarozott id6 eltelte utan beleoldodnak az Oket koriilvevo
szovetbe. Szerkezetiikket tekintve kizardlag olyan elemeket (pl. kalcium ¢és foszfor)

tartalmaznak, amelyeket konnyen fel tud dolgozni a szervezet anyagcsere utjan. (1, 2)

Egy kritikus méret felett a csonthibakat bioanyaggal kell feltolteni, mivel egyébként ezekbe a
hézagokba kotészovetek épiilnek be, ahelyett, hogy csontképzidés révén lehetséges lenne a
begyogyulasuk. Az 6ntoltd szovetek alkalmazasa korlatozott és a donor oldalon komplikacidkhoz
vezethetnek, mert az allogén (kiviilrdl bevitt) szovetek fert6zés veszélyét és az immunrendszer
karosodasat jelenthetik. Az utdbbi idében szamos bioanyagot fejlesztettek ki ilyen célra,
koziilik a hidroxiapatit kerdmidkat hasznaljak széles korben csontpotldo anyagként. A
hidroxiapatit biokompatibilis, csontképzd €s konnyen eldallithatd 6sszekapcsolddo porusokat
tartalmazo szerkezettel rendelkezik, ami lehetové teszi a csont bendovést. A szinterelt tomor
hidroxiapatit szinte vizoldhatatlan és emellett biodegradalodik, azonban csak nagyon lassu
sebességgel. A kapott hidroxiapatit keramidk legfontosabb tulajdonsdgait a szinterelés
homérséklete, a szinterelés idOtartama €és az anyagdsszetétel hatarozza meg. A Ca/P aranytol
fliggden tiszta hidroxiapatit, vagy hidroxiapatit és Caz(PO4), (whitlockit) keveréke képzodik.
A tiszta hidroxiapatitnal a Ca/P atomarany 1,67. Leginkabb az arci-alli sériilések gyogyitasara
¢s az iny-fogak kozti hézagok kitoltésére hasznaljak. (1, 7)

Jelentds kiilonbség van a keramia és a természetes csont kozott, ugyanakkor a legfontosabb
tulajdonsagok, melyek a csonthianyok feltoltésére haszndlatos biokeramiaval szemben
tamasztandok, vagyis a nagy (=57 + 2 V/V%) porozitas, valamint az Osszekapcsol6dd

pérusrendszer, fennallnak. A porozitds fontos szerepet jatszik a sejtcellak viselkedése
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szempontjabol, megfeleld porusméret és Osszekapcsolddd porusszerkezet sziikséges a
csontszovetek bendvéséhez. A poérusszerkezet mellett a kémiai Osszetétel is befolydsolja a
pordzus hidoxiapatit keramiak atalakuldsat. A nagy kristalyhidak és a nagy CaO tartalom
csokkenti a biokompatibilitdst. A hidroxiapatit mellett 1évé bizonyos melléktermékek
megvaltoztathatjdk a pH értéket, ami befolyasolhatja a stabilitast, az oldhatdsagot és a fehérje

adszorpciot. (7)

A kalcium-foszfat bazist bioanyagok nagy jelentdséget kaptak, midta tudjuk, hogy az emberi
csont szervetlen komponensének f6 Osszetevéje a hidroxiapatit. A kalcium-foszfat bazist
keramia bioanyagok, mint a hidroxiapatit (HA), a B-trikalcium-foszfat (B-TCP, B-whitlockit),
valamint ezen két fazist kiilonbozd ardnyban tartalmazéd bifazist kalcium-foszfat (BCP)
kivalo biokompatibilitdst mutatnak a keményszovetekkel, és bioaktiv tulajdonsagokkal
rendelkeznek. A trikalcium-foszfatnak (TCP, Ca3(POa)2) harom polimorf mddosulata ismert:
B-TCP, a-TCP, o’-TCP. (8)

Az implantatum beiiltetésekor az 0ij csont a hidroxiapatittal (Cajo(PO4)s(OH),) kozvetleniil
¢érintkezve alakul ki. Ahhoz, hogy a frissen kialakult csont teljesen beépiiljon, a
hidroxiapatitnak a leheté legnagyobb porozitassal és Osszefiiggd porusszerkezettel kell
rendelkeznie. A nagy porozitas hatranya, hogy torékeny lesz a szerkezet. Mérések alapjan
elmondhatd, hogy a kerdmidk mechanikai szilardsdganak ndvelésére a porozitas és a porusok
atmérdinek csokkentése megoldast jelent, de ez megakadalyozza szamos csontképzd anyag
miukodeését. Egy lehetséges megoldas, hogy egy relativ kis porozitasu anyagot készitiink,
amely egy relativ nagyobb porozitasti anyaggé alakul betiltetés utan. A keramia feliiletének
felszivodasaval alakul ki ez a nagyobb porozitassal rendelkezd szerkezet, amely mint egy
Osszekotd elem funkciondl a csont és az implantatum kozott, és fokozatosan novekszik. A
kisebb Ca/P = 1,5 atomaranynak megfeleléen a B-trikalcium-foszfat jobban oldodik, mint a
hidroxiapatit, azonban az oldddasi sebességet a porozitas is befolyasolja. Nagyobb szilardsagu
csontpotld anyag allithatd eld a hidroxiapatit és a B-TCP kiilonb6zd ardnyban vald (pl.:
33 m/m% B-TCP és 67 m/m% HA) egyiittes felhasznalasaval. (9)

1.2.2.1. Allati csontbol eléallitott kalcium-foszfat bioanyagok

A szintetikus hidroxiapatit a legtobbet vizsgalt, leggyakrabban hasznalt klinikailag tesztelt
bioaktiv anyag. Kiilonb6z6 csontok helyettesitésre, potlasara, tovabba fogészati
rekonstrukcidra vald felhasznédldsat az emberi csont és a fogzomdnc szervetlen dsvanyi

komponenseihez valo fizikai és kémiai hasonlésaga indokolja. Ugyanakkor a szintetikus HA
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tobbnyire nem tartalmazza a természetes hidroxiapatitban talalhaté egyéb, csontképzés
szempontjabol fontos elemeket (pl.: Na, Mg, Al). Egy alternativ megoldas lehet az allati
eredetii anyagokbol (pl. szarvasmarha csontbol, tojashéjbol) nyert kalcium-foszfatok
felhaszndlasa, melyek kémiai Osszetétele és szerkezete sokkal inkdbb megkozeliti az emberi
csontét, ami kedvezden befolyasolja a csontképzést. A hidroxiapatit természetes anyagokbol
valo eldallitasanal elonyt jelent, hogy a kapott anyag megdrzi az eredeti anyag bizonyos
tulajdonsagait, igy példaul a porusszerkezetét, tovabba vizzel, valamint szerves oldoszerekkel

jol nedvesithet6. (7, 10)

A csont hierarchikusan strukturalt szerkezetii kompozit anyag, ami biopolimert (kollagént),
asvanyi fazist (els6dlegesen karbonat-hidroxiapatitot) és vizet tartalmaz. Ezen kiviil talalhato
benne bizonyos mennyiségli nem-kollagén protein is, ami Osszetartja a kollagén széalakat és
hozzéerdésiti az dsvanyi anyagokat a kollagénhez. Néhany milliméter nagysagrendi
makroszerkezetes és néhany mikrométeres nagysagrendi mikroszerkezetes tartomanyok
talalhatok benne, ezek tartalmazzak a nanoméretli hidroxiapatit kristdlyokat és a kollagén
rostokat. A kortikalis (kérges) csontok mechanikai tulajdonsagai a csont kiilonb6z6
novekedési iranyaiban anizotropiat mutatnak, igy a rugalmassagi modulus hossziranyban a

legnagyobb. (11)

A fehérjementesitett allati csont 600 °C és 1000 °C kozotti hdmérséklet tartomanyban torténd
szinterelésével pordzus hidroxiapatit allithatd el A hdmérséklet ndvelése a relativ siirliség és

az azzal 6sszefliggésben 1év6 Vickers-féle keménység novekedését eredményezi. (12)

Az szarvasmarha csontbol eldallitott minta égetésével eltavoznak a szerves Osszetevok, és
lényegében csak a karbonat-hidroxiapatit marad vissza. A mikrofeliiletek vizsgalata szerint az
égetett csont porozitdsa a szerves anyagok bomlasa miatt tobbszordse a nyers csonténak. Az
égetési hdmérséklet befolyasolja a szemcsendvekedés sebességét. Magasabb homérsekleten a
szemcseméret novekedése figyelhetd meg. Az égetési hdmérséklet €s a csont szemcsemérete
meghatdrozza a természetes hidroxiapatit szerkezetét, kristdlyosodasat, és a kristalyok
méretét. 700 °C-ig a szerves anyagok kiégnek, de karbonat csoportokat még tartalmaz a HA.
Novelve a hdmérsékletet, 1100 °C-on mar nagyobb kristdlyméretek figyelhetok meg. Nincs
jelentds kiilonbség a kristalyok méretében, ha a kiilonb6z6 szemcseméretii csontokat égetiink
ki azonos hdomérsékleten. Elmondhato, hogy 700 °C homérséklet feletti égetés esetén

szervesanyagmentes kristalyos természetes hidroxiapatit allithato el6. (10)
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1.3 Kalcium-fluorid adalékok hatasa a bioiivegkeramia

tulajdonsagaira

A Dbiotlivegkeramidkban egy szabalyozott kristalyositas valosithatd meg CaF, adalék
hozzaadasaval. Az igy készitett iivegkeramiakhoz 0,5-3 m/m% CaF, hozzaadasa sziikséges,

ennél nagyobb mennyiség mar a tulajdonsagok romlasat eredményezi.

A fluorapatit (Cas(PO,)sF) képzddése a CaO-ban, P,0Os.ban és a F-ban dus cseppfazison beliil
homogén nukleacio szerint zajlik, 750-1000 °C hémérsékleti tartomanyban. A fluorapatit
novekedése a cseppfazisban megall az iiveges csepp hataranal, tehat egy cseppfazisban egy
kiilonalld apatit kristdly jon létre. A nukleédcio €és a kristalyosodas végsd eredményeképp

jellegzetes hexagonalis szerkezetii fluorapatitot kapunk.

A fluorapatit kristalyositasat egy kétszeresen kontrollalt mechanizmus jellemzi annak
érdekében, hogy az iivegkeramidk esetében kedvezd tulajdonsagokat tudjunk elérni, mint

példaul a megfeleld bioaktivitast és megmunkalhatosagot. (5)
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2. Kisérleti rész

Kisérleteim soran vizsgéltam a csapadékos modszerrel eldallitott hidroxiapatitbol (HA),
valamint természetes forrasbol szarmazo bioldgiai hidroxiapatitbol (BA) és bazisiiveg frittbdl
eldallitott biolivegkeramidkat. Célom a kiilonbozé Ca-foszfat kristalyos fazist tartalmazo
bioaktiv iivegkeramidk tulajdonsagainak vizsgdlata a kristalyos fazis szemcseméretének
fliggvényében, s ezek alapjan a legkedvezdbb oldhatdsagot, beépiilési sebességet ¢és
mechanikai szilardsagot eredményezé Osszetétel kivalasztasa. A keverékekbdl henger alaku
mintakat (pasztillakat) formaztam hidraulikus préseléssel. Az igy kapott probadarabokon, az
1050 °C ¢és 1100 °C-os csuicshémérsékleten torténd hokezelés utan rontgendiffrakcios (XRD),

porozitas ¢s morfologiai vizsgalatokat végeztem.
2.1. Mintakészités

2.1.1. Bazisiiveg fritt jellemzése

Az Anyagmérnoki Intézetben a korabbi vizsgalatoknal is alkalmazott Osszetételli bazisiiveg
fritt felhasznalasaval készitettem el a probadarabokat, melynek osszetétele az 1. tablazatban

talalhato.

1. tablazat: Az iivegfritt Gsszetétele.

Alapanyag Osszetétel (M/M%b)
SiO, 58,9
CaCOg; 24,2
MgO 34
Na,COs 11,8
K,CO3 1,7

Az adott Gsszetételli keverék olvasztasa meghatarozott flitési program szerint toértént korund
tégelyben 1350 °C-on, majd az olvadék vizbe torténd ontésével allitottuk eld a frittet. A frittet
porceldan golydsmalomban val6 szdraz Orléssel (minta:6rlétest 1:1 tomegarany

alkalmazaséaval) 100 pm alatti szemcseméretiire poritottuk.

Az tivegfrittrdl késziilt rontgendiffrakcios felvételen (3. abra) lathato, hogy a kapott anyag
liveges, amorf szerkezetli, csupan egyetlen kristalyos fazisra utald csucs talalhato rajta. Ez a

csucs valosziniileg a korund tégelybdl a mintaba keriilt szennyezddésbol ered.
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3. abra: Az tivegfritt XRD felvétele.

A bazisiiveg fritt MHO-2 Zeiss tipusu hevitdmikroszkoppal torténd vizsgalata alapjan a minta
olvadasa 860 °C-on kezdddik. Az olvadaspontra jellemzd félgomb pont a frittnél 1220 °C-on
figyelhet6 meg. (13)

Mindez arra utal, hogy az adott fritt felhasznalasaval készitett hidroxiapatit, illetve allati csont
Orleményt tartalmazo iivegkeramidk hokezelését 900 °C feletti homérsekleten célszerli

végezni a megfelel6 kotderdk kialakitasahoz.

2.1.2. Csapadékos mddszerrel eldallitott hidroxiapatit jellemzése

A hidroxiapatit eldallitasa az Anyagmérnoki Intézetben csapadékos modszerrel tortént a

kovetkez6 reakcidegyenlet szerint.
5 Ca(NO3), + 3(NH,),HPO, + 4NH,0H - Cas(P0,);0H + 10NH,NO; + 3H,0 (1)

A (1) reakcidegyenlet értelmében kapott csapadékot sziirve egy gél allagi anyagot kapunk. A
kiindulasi anyagként hasznalt hidroxiapatit gélt szaritds utan achit mozsarban 63 pm-nél
kisebb szemcseméretiire poritottam ¢és fazisosszetételét Philips PW3710 tipusu
rontgendiffrakcios berendezéssel vizsgaltam. A kiinduldsi HA gélben kristalyos fazisként

kizarolag hidroxiapatit van jelen. (4. abra)
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4. abra: A csapadékos maodszerrel eldallitott hidroxiapatit gél XRD felvétele.
Szilard hidroxiapatit eléallitasahoz az (1) reakcid értelmében kapott hidroxiapatit csapadékot
sziirik, 80 °C-on szaritjak, granulaljak, majd 950 °C-on 1 6ras hontartassal égetik. (14)

A 950 °C-on hdkezelt hidroxiapatit szemcseméret eloszlasat Fritsch Analysette 20 tipusu
1ézeres szemcseanalizatorral vizsgéaltam a desztillalt vizben vald keveréssel és ultrahangos

diszpergalassal homogenizalt mintak esetén.
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5. abra: Szemcseméret eloszlds csapadékos modszerrel eldallitott, 950 °C-on hdokezelt

hidroxiapatit esetén.
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A mérési eredmény alapjan (5. abra) a minta 100-500 pum-es mérettartomanyba eso
szemcséket, illetve szemcse-aggregatumokat tartalmaz. Ezen szemcseméretii mintan kiviil,
tovabbi golyosmalomban torténd 6rléssel (1, 4, 6 oras Orlési id6vel) eldallitottam finomabb

szemcséket tartalmazo hidroxiapatitot is.

A szintén kiindulési anyagként hasznalt 950 °C-on hékezelt hidroxiapatitot achat mozsarban
63 um-nél kisebb szemcseméretiire poritottam a fazisosszetétel Philips PW3710 tipusu
rontgendiffrakciés berendezéssel torténd vizsgalatahoz. A mérési eredményekbdl (2.
tablazat) lathat6, hogy az adott minta a hidroxiapatit mellett kis mennyiségti f-whitlockitot

tartalmaz.

2. tablazat: A csapadékos modszerrel eldallitott, 950 °C-on hékezelt hidroxiapatit

fazisosszetétele, €s a kristalyos fazisok jellemzd reflexidinak intenzitasa.

Kristalyos fazis dA) Intenzitas (Cts)
Hidroxiapatit 2,83 3506,09
B-whitlockit 2,88 330,63

2.1.3. Bioldgiai apatit jellemzése

A biologiai apatit tartamu livegkeramidk eldallitaisahoz az Alfalox Bt. éltal rendelkezésemre
bocsatott alapanyagot hasznaltam. A Kiindulasi anyag marhalabszarcsont, melyet 10-15 cm
hosszlisagu darabokra vagtak. A csontokat ezutdn tobbszor tripszin, ill. pepszin tartalmu
vizben kifézték. A tobbszori vizes mosassal tisztitott alapanyag hokezelése korund tokokba
téve 950 °C-on, 1 6ras hontartassal, erdsen oxidaldo atmoszféraban, kelld elszivas mellett
tortént. A kapott anyag f6 tomegében hidroxiapatit (Cas(PO4)30OH), amely azonban ebben a
formaban még nem hasznalhatd csontpétlasként, mert kevés kalcium-oxidot is tartalmaz. A
fehérjementesitett csontot ezutan foszforsavas kezeléssel és tobbszori mosassal tovabb
tisztitottak. A kivant hidroxiapatit és B-whitlockit tartalmat adott homérsékleten torténd

hékezeléssel allitottak be.

A rendelkezésemre bocsatott kezelt szarvasmarha combcsontot a bazisiiveg frittnél mar
korabban ismertetett modon poritottam golydosmalomban torténd szaraz Orléssel. Ezzel
rendelkezésemre 4allt a természetes eredetli, kis mennyiségli P-whitlockitot tartalmazé

hidroxiapatit.
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A biologiai apatit szemcseméret eloszlasat szintén Fritsch Analysette 20 tipusu lézeres
szemcseanalizatorral vizsgaltam desztillalt vizben valdé keveréssel ¢és ultrahangos

diszpergalassal homogenizalt mintak esetén.
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6. abra: Szemcseméret eloszlas allati csontérlemény esetén.

A mérési eredményb6l (6. abra) lathatd, hogy a természetes csont lényegesen nagyobb
mennyiségli finom szemcsét tartalmaz, ami nagyobb fajlagos feliiletet, ezaltal véarhatoan

nagyobb reaktivitast, tomorebb szerkezetet eredményezhet.

A csontdrleményt szintén a Philips PW3710 tipusu rontgendiffrakcios berendezéssel
vizsgaltam a fent emlitett moédon. A 3. tablazatban kozolt adatokbdl lathato, hogy az adott
kezelt csontérleményben a hidroxiapatit mellett csak minimalis mennyiségii p-whitlockit

kristalyos fazis talalhato.

3. tablazat: A biologiai apatit fazisosszetétele, €s a kristalyos fazisok jellemzd6 reflexidinak

intenzitasa.
Kristalyos fazis dA) Intenzitas (Cts)
Hidroxiapatit 2,81 3365,82
p-whitlockit 2,87 95,04
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2.1.4. Bazisiiveg-hidroxiapatit és bazisiiveg—biolégiai apatit keverékek eloallitasa

Az elézokben ismertetett Orolt bazisiiveg fritt, a csapadékos modszerrel gyartott hidroxiapatit,
a hidroxiapatit gél, illetve az allati csontbol nyert bioldgiai apatit felhasznalasaval azonos

mennyiségll (65 m/m%) frittet tartalmazo keverékeket allitottam el6. (4. tablazat)

A tovéabbiakban a mintadknal az Osszetételre vonatkozo (HA, BA) betiik utdn az Orlés idejét
(h), majd az égetési homérsékletet (°C) tiintetem fel. A GA és GFA jelii mintak esetében csak
az égetési homérsékletet jelolom. Ezen 0sszetételli mintak esetén folyékony HA-gélbe szilard
bazisiiveg frittet keverve, 100 °C-on széritva majd achat mozsarban poritva készitettem el a
porkeverékeket. A GA 0Osszetételi mintdk esetében S jelolés mutatja, amikor is a HA-gélt

szaritottam ki és por forméjaban homogenizaltam a keveréket.

4, tablazat: A keverékek Gsszetétele.

HA 65 m/m% 6rolt fritt + 35 m/m% 6rolt, csapadékos
modszerrel eldallitott, 950 °C-on hékezelt HA

BA 65 m/m% Orolt fritt + 35 m/m% 6rolt, kezelt szivacsos

marhacsont
65 m/m% Orolt fritt + 35 m/m% csapadékos modszerrel
GA w11 .
eldallitott, HA gél
GEA 65 m/m% o6rolt fritt + 34,5 m/m% csapadékos modszerrel

eléallitott, HA gél + 0,5 m/m% CaF;

2.1.5. Uvegkeramia mintak formazasa

Az el6zdekben ismertetett modon készitett keverékekbdl a probatestek formazasat hidraulikus
préseléssel végeztem. Hidraulikus préssel 50MPa nyomast alkalmazva készitettem a 25 mm

atmérdji, 3-5 mm magas henger alaku probatesteket (pasztillakat).

2.1.6. Mintak hokezelése

A préseléssel eldallitott mintdkat elektromos flitésti laboratoriumi kemencében az alébbi

kétlépcsds hokezelési program szerint égettem Kki.

Az elsd 1épcsd az livegfazisban a nukleacid eldsegitése érdekében 300 °C/h fiitési sebességgel
760 °C-ig tartd hevitést, majd ezen a hdmérsékleten 1 6ra hdntartast jelentett. Ezt kvetden a
kristalynovekedéshez az egyik esetben 300 °C/h sebességgel 1050 °C-0s, a masik esetben
1100 °C-os cstucshomérsékletre tortént a tovabb hevités. Az adott csucshémérsékleteken
mindkét esetben 1 6ra héntartast alkalmaztam. Az igy elkésziilt mintakkal végeztem a tovabbi

vizsgalatokat.
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2.2. Fazisosszetételek vizsgalata

A két kiilonbozd csticshémérsékleten kiégetett mintakat kézi achat mozsarban 63 pum-nél
kisebb szemcseméretiire poritottam, s fazisOsszetételilket Philips PW3710 tipust
rontgendiffrakcios berendezéssel vizsgaltam. Az egyes kristalyos fazisok mennyiségére azok
jellemzo reflexioi alapjan, a fobb cstcsok intenzitasanak dsszehasonlitasaval kovetkeztettem. Az

amorf/iiveg fazis mennyiségérol a hattérintenzitas ad informaciot.

A rontgendiffrakcios felvételek alapjan elmondhatd, hogy minden keverék esetén a jelenlévo
kristalyos fazisok a wollasztonit, a B-whitlockit, a hidroxiapatit, a B-kvarc, a krisztobalit és a

pszeudowollasztonit.

Az alabbi tablazatok (5. tablazat,
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6. tablazat) adatai alapjan megfigyelhetd, hogy az égetési csticshémérséklet ndvelésével a

HA jelii mintaknal az oldddasbol adodoan csokken a kvarc kristalyos fazis mennyisége, s

ezzel egy idoben az olvadékbol wollasztonit kristdlyosodik, ami a wollasztonit csucsok

intenzitas novekedését eredményezi. (13. abra) Az égetési homérséklet novelésével csokken

a hattérintenzitas, tehat az tiveges/amorf fazis részben kikristalyosodik, ez aldl csak a HA/0

jelt minta képez kivételt.

5. tablazat: A mintak fazisosszetétele és a kristalyos fazisok jellemzo reflexioinak intenzitasa

az 1050 °C-o0s csucshomérsékleten torténo hokezelés esetén.

Kristilyos Intenzitas (cts)

tizis 1@ HAO | HA/L HA/4 HA6 BAO = GA | GAS  GFA
Hidroxiapatit | 2,81 | 910,13 802,9 621,55 636,97 44812 189,03 35041 237,32
B-whitlockit | 2,88 = 418,13 = 422,5 | 42045 320,63 75324 554,81 31517 @ 437,49
Wollasztonit | 2,97 | 7798 | 871,17 983,00 991,83 1399,91 136699 1301,25 141101
B-kvarc | 425 13153 16351 29496 28671 198,35 = 2019 | 28416 = 4406
Krisztobalit | 4,05 | 102298 958,65 1387,6 1692,9 134625 138873 185944 134337
Wzlsé‘?;‘f;;it 320 | 281,18 240,33 254,85 272,28 37478 27893 160,78 222,17
Hattér 6374 6169 61,15 6446 7032 5689 5694 5204
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6. tablazat: A mintak fazisdsszetétele és a kristalyos fazisok jellemzo reflexioinak intenzitasa

az 1100 °C-os csucshomérsékleten torténo hokezelés esetén.

Intenzitas (cts)

Kristalyos d (&)
fazis HA/0 HA/1 HA/4 HA/6 BA/O GA GA/S GFA

Hidroxiapatit | 2,81 | 771,77 | 780,26 | 470,5 | 303,06 | 223,24 | 130,75 | 141,96 | 229,12
B-whitlockit | 2,88 | 575,38 | 712,15 | 676,06 | 54532 | 907,27 | 818,37 | 641,74 | 519,67
Wollasztonit | 2,97 | 1025,18 | 578,89 | 1438,56 | 1472,94 K 1577,07 | 1843,21 | 1637,49 | 1518,02

B -kvarc 3,34 | 164,15 | 109,31 | 191,06 | 156,02 | 189,35 | 229,65 | 214,86 | 212,05
Krisztobalit | 4,05 | 852,84 | 660,14 | 134591 | 1322,05 | 1267,3 | 1593,89 | 1708,54 | 1593,92

Pszeudo—_ 3,20 346,1 | 416,66 @ 287,14 | 324,16 | 384,39 | 444,37 | 298,38 | 303,69
wollasztonit
Hattér - 74,82 44,37 57,83 50,46 62,81 53,30 51,69 50,35

A rosszul kristalyosodott, jelentds mennyiségli amorf fazist tartalmazé hidroxiapatit gélbdl
készitett, hokezelt mintdk rontgendiffrakcids felvételén a HA csucsok lényegesen kisebb
intenzitassal jelentkeznek, mint az eldzetesen 950 °C-on hokezelt HA gélt, ill. allati
csontOrleményt tartalmazé mintaknal.(7. abra, 8. abra) Megfigyelhetd tovabba, hogy a gélt
tartalmaz6 mintak esetén a wollasztonit fazis reflexidi lényegesen nagyobb intenzitastak,
mint a tobbi hdkezelt mintanal. A természetes hidroxiapatit jelentds hanyadban a nagyobb
oldhatosagi B-whitlockittd alakul 4at, ami csokkentheti az implantatum kotéserdsségét,
ugyanakkor az erOsitd fazisként szolgald wollasztonit fazis kristdlyosodasa ndvelheti az
implantatum szilardsagat. (11. abra, 12. abra, 13. abra) Ezen kristalyosodasi folyamatok
lejatszodasanak pontosabb tisztdzasdhoz sziikséges vizsgalatokat a késdbbiekben szeretném

elvégezni, tobbek kozott mennyis€gi fazisosszetétel meghatarozas segitségével.
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Q-B kvare

8 - B-whitlockit

H - hidroxiapatit

K - krisztobalit

W - wollasztonit

P - pszeudowollasztonit

Intensity {counts)

900

£

400

100

2Theta (%)

7. abra: XRD felvétel a BA/0/1050 jelt mintarol.

K Q-B-kvarc

w 6 - B-whitlockit

H - hidroxiapatit

K- krisztobalit

W - wollasztonit

P -pszeudowollasztonit

Intensity {oounts)

900

400

=]

100 o

2Theta ()

8. abra: XRD felvétel a GA/1050 jelii mintardl.
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Fazisok intenzitas értékei (1050 °C)
2000

1800
1600

1400
1200
1000

80

60

40

20

HA/0  HA/1  HA/4  HA/6  BA/O GA/S GFA

Intenzitas (cts)
o o [e=]

o

o

m Hidroxiapatit ® 3-whitlockit = Wollasztonit ™ -kvarc ® Krisztobalit = Pszeudowollasztonit

9. abra: Az 1050 °C csucshémérsékleten hokezelt livegkeramiak fazisdsszetétele.

Fazisok intenzitas értékei (1100 °C)
2000
1800
1600

1400

1200

1000
80
60
40
20

HA/0  HA/1  HA/4  HA/6  BA/O GA/S GFA

Intenzitas (cts)
[e=] o o [e=]

o

B Hidroxiapatit ® 3-whitlockit ® Wollasztonit ® 3-kvarc ® Krisztobalit ® Pszeudowollasztonit

10. abra: Az 1100 °C csucshémérsékleten hokezelt tivegkeramiak fazisdsszetétele.
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A hidroxiapatit csticsok intenzitasvaltozasa
2000
1800
1600
1400

1200
1000 = 1050°C

800 ®1100°C

600
: lhhal
1= s NI

HA/0 HA/1 HA/4 HA/6 BA/0O GA  GA/S GFA

Intenzitas (cts)

o o

o

11. abra: Az égetési csucshdmérséklet hatasa a hidroxiapatit csucsok intenzitdsara.

A B-whitlockit csticsok intenzitasvaltozasa
2000
1800
1600
1400

1200
= 1050°C
®1100°C

1000

800

600
40
20

HA/0 HA/1 HA/4 HA/6 BA/JO GA  GA/S GFA

Intenzitas (cts)

o o o

12. abra: Az égetési csucshomérséklet hatasa a f-whitlockit csticsok intenzitasara.
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A wollasztonit csucsok intenzitasvaltozasa
2000
1800

1600

1400
1200
1000 =1050 °C
80 =1100°C
60
40
20
0

HA/0O HA/1 HA/4 HA/6 BA/0 GA  GA/S GFA

Intenzitas (cts)
o o o

o

13. abra: Az égetési csucshdmérséklet hatasa a wollasztonit csucsok intenzitasara.

2.3. Porozitas vizsgalat

o

A két kiilonb6z6 csicshomérsékleten (1050 °C, 1100 °C) hékezelt probatestek teststirliségét,
vizfelvételét és latszolagos porozitasat az ismert tomegl (ms;) mintdk desztillalt vizben
negyed oran at torténd forralasa utan hataroztam meg. Ezt kovetéen lemértem a vizzel telitett
mintdk tomegét (my), mig a mintak térfogatanak meghatarozasa hidrosztatikai modszerrel

tortént. Ennek soran mértem a vizzel telitett és a vizbe meritett mintak tomegét (my).

rror

Ezekbdl az adatokbdl meghatarozhatd a teststirliség (py), a vizfelvétel (W) és a latszolagos

porozitas (P ) a kovetkez6 képletek alapjan. (py a viz stirtisége.) (15)

31 — Msz__,
pelg/cm?] mo—m, P (2
Wm/m %] = % 100 ©)

PIV/v o] =2 (@)

v

A mérési eredményeket a 7. tablazatban foglaltam Gssze.
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7. tablazat: A hokezelt minték testsiirisége, vizfelvétele €s latszolagos porozitasa.

Minta | p(g/em®) | W (m/m%) | P_ (V/V%)

HA/0/1050 1,67 21,91 36,64
HA/0/1100 1,72 21,35 36,81
HA/1/1050 1,65 22,10 36,55
HA/1/1100 1,98 15,00 29,69
HA/4/1050 1,61 25,05 40,35
HA/4/1100 1,53 28,17 43,06
HA/6/1050 1,56 23,79 37,18
HA/6/1100 1,56 27,30 42,58
BA/0/1050 1,57 25,33 39,76
BA/0/1100 1,46 32,07 46,74

GA/1050 1,49 27,38 40,88

GA/1100 1,62 24,41 39,48
GA/S/1050 1,49 23,84 35,42
GA/S/1100 1,37 36,28 49,77
GFA/1050 1,41 34,55 48,72
GFA/1100 1,68 22,15 37,28

A kiilonb6zé szemcseméreti HA jelii hokezelt henger alaku probatestek latszolagos
porozitasat dsszehasonlitva az adodik, hogy az 1050 °C-on hdkezelt mintak atlag értékétdl
39,44 + 2,89 V/V%-kal térnek el a kilonb6zd szemcseméretl keverékekbdl készitett
probatestekre kapott értékek. Az 1100 °C-on égetett mintaknal ennél valamivel nagyobb,
40,68 + 10,98 V/V% értékek adodtak.
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Latszolagos porozitas értékek

m1050°C
m1100°C

HA/0O HA/1 HA/4 HA/6 BA/O GA  GA/S GFA

60

[
o

B
o

w
o

2

Latszolagos porozitas (V/V%)
o

=
o

o

14. abra: A két csucshomérsékleten kiégetett, eltérd dsszetétell probatestek latszolagos

porozités értékeinek 6sszehasonlitdsa.

Az 1050 °C ¢és 1100 °C homérsékleten égetett tivegkeramidk testsiirliségének és porozitdsanak
valtozasa azt mutatja, hogy az azonos alapanyagbol késziilt mintdk esetén is vannak jelent6s
valtozasok a kiilonb6z6é csucshémérsékleteken torténd hokezelés hatdsara. Szinte minden
minta (kivéve HA/1, GFA) esetén a magasabb égetési csucshomérséklettel sikeriilt nagyobb
porozitast elérniink. Kiemelkednek az értékek koziil a hidroxiapatit gél tartalmt probatestek
latszolagos porozitas értékei. Osszehasonlitva az azonos alapanyagbol késziilt, csupén a CaF,
adalék hozzdadéasaban eltéré GA és GFA jeli mintdkat, megjelenik a fluor adalék hatasa. Az
1100 °C-on égetett GFA jelti minta Kisebb porozitasat feltehetdleg a CaF, olvadékképzd,
Oomlesztd hatdasa okozza. A biologiai apatit alapanyagbol készitett biokeramiak porozitdsa a
csapadékos modszerrel eldallitott hidroxiapatitbol és a hidroxiapatit gélbdl készitett mintak
értékei kozott mozog, ami feltehetden az eltérd morfolégia’wal ﬁigg 0ssze. Az egyes mintak

cres

1év6 eredményeket kaptam, melyeket a dolgozat tovabbi fejezeteiben (2.4.2) ismertetek.

Mindez a késObbiekben vizsgalandé oldhatosagot, ezaltal az implantdtum beépiilési

sebességét is befolyasolhatja. A nagyobb porozitas kedvezObb oldhatdsagi tulajdonsagokat

eredményezhet.
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2.4. Kiilonb6zo csucshéomérsékleten hokezelt mintak morfologia

vizsgalata

2.4.1. Fénymikroszkopos vizsgalat

A kiilonbozé csucshomérsékleten hokezelt probadarabokat Keyence VHX 2000 tipust

digitalis fénymikroszkoppal vizsgaltam. A felvételeket a darabok toretfeliiletérdl készitettem

el szaz-, ill. haromszazszoros nagyitasban.

A felvételek alapjan elmondhatd, hogy a legfinomabb szemcsemérettel rendelkezd
hidroxiapatit gél alapt mintdk a legtomorebbek, benniik nincsenek elkiiloniilé nagymeéretii
szemcsék. A GA jelli mintdk mellett a BA Osszetételli keramidk is egy tomorebb szerkezetet
mutatnak, de kozel sem annyira tomorek, mint gélbdl késziiltek. (19. abra, 20. abra) A
durvabb szemcsékkel rendelkezé HA jelii mintak esetén nem ilyen egyontetli a szerkezet,
ekkor lathatok nagyobb porusok és szemcsék is. (15. abra, 16. abra) A HA/6/1100 jeli
mintardl készitett felvételen feltehetdleg egy koriilbeliil 100 um-es hidroxiapatit szemcse
lathato.(21. abra)

15. abra: Fénymikroszkdpos felvétel a HA/0/1050 jelti mintarol.
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16. abra: Fénymikroszkopos felvétel a HA/0/1100 jelti mintarol.

17. abra: Fénymikroszkdpos felvétel a GFA/0/1050 jelti mintérol.
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18. abra: Fénymikroszkdpos felvétel a GFA/0/1100 jelii mintardl.

19. abra: Fénymikroszkopos felvétel a BA/0/1050 jelti mintarol.
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20. abra: Fénymikroszkdpos felvétel a BA/0/1100 jelt mintarol.

21. abra: Fénymikroszkopos felvétel a HA/6/1100 jelti mintardl.

2.4.2. Pasztazo elektronmikroszképos (SEM) vizsgalat

A kiilonb6z6 csticshdmérsékleten hékezelt mintakat Thermo-Fischer Apreo S tipusu tipust
pasztazo elektronmikroszkoppal is megvizsgaltam a morfologia pontosabb tisztdzasa

érdekében, mivel a fénymikroszkopos felvételek nem adtak elég pontos képet a probadarabok
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morfologiai szerkezetérél. A mérés soran nagyvakuum lizemmodban szekunder elektron (SE)

detektoros felvételek késziiltek, az alkalmazott gyorsito fesziiltség 2 kV értéki volt.

A SEM felvételek elkészitésénél szerettem volna Osszehasonlitani a mesterséges, ill.
természetes kiindulasi anyagbol késziilt darabok szerkezetét. Ezentul a fent emlitett fluorid-

adalék hatésa is érdekes lehet, igy a CaF; tartalmu mintét is alavetettem a vizsgalatnak.

Az eredmények Osszhangban voltak a porozitas vizsgalatnal tapasztaltakkal, miszerint a
legnagyobb porozitdssal a mesterséges hidroxiapatit Orleményt tartalmazd mintdk
rendelkeznek, mig a HA g¢l tartalmu darabok adjak a legtomorebb szerkezetet. (23. abra, 24.
abra) Jol lathat6, hogy a fluor-adalék is szerepet jatszik a kevésbé pordzus, tomor szerkezet
kialakitasaban. (23. abra) A HA/6/1100 jelii mintarol 2000-szeres nagyitasban késziilt
felvételen 3-20 pm-es mérettartomanyba esé kalcium-foszfat kristalyokat (Cas(PO4)a,
Cas(PO4)30H) lathatunk. (25. abra)

HY det | mode usecase WD 'm'a'g‘n HFW
2.00kV LVD SE Standard 9.5mm 250x 508 pm

22. abra: A BA/0/1100 jelti minta SEM képe.
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.det mv:-de.' L
LVD SE Standard | 10.2 mm 250 x 508 pm

24, abra: A HA/6/1100 jelti minta SEM képe.
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i

-

18 HvV det mode usecase WD mag 2 HFW p——10 pm——o
M 2.00kV |[LVD SE Standard 10.2mm 2000x 63.5 um 2535 267

>
P

25. abra: A HA/6/1100 jelt minta SEM képén lathato kalcium-foszfat kristalyok.
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3. Osszefoglalas

Kisérleti munkdm célja olyan bioaktiv tivegkeramia eldallitdsa volt, melynél a kalcium és
foszfat csoportok bevitelére egyrészt hidroxiapatit mellett kis mennyiségii B-whitlockitot
tartalmazé allati csontérleményt, masrészt csapadékos modszerrel eldallitott - B-whitlockitot
ugyancsak tartalmazo — hidroxiapatitot, ill. hidroxiapatit gélt hasznaltam. Az eléallitas soran
35 m/m% adott Ca-foszfat tartalmu alapanyagbol és a fritteléssel eldallitott, 100 um-nél
kisebb szemcseméretiire poritott 65 M/m% bazisiivegbdl allo keverékeket készitettem. A
kalcium-foszfat tartalom rovasara bizonyos mintdkhoz 0,5 m/m% CaF, adalékot is
hozzaadtam. Vizsgaltam a homogenizalt keverékekb6l 50 MPa nyomassal hidraulikusan

préselt 25 mm atmérdji és 2-3 mm magas pasztillak, 1050 °C és 1100 °C csticshOmérsékleten

crer

A 860 °C-0s olvadasi hémérséklettel rendelkez6 bazisiiveg fritt (13) felhasznalasaval készitett
hidroxiapatitot, illetve allati csont érleményt tartalmazo livegkeramiak hékezelését minimum
900 °C homérsékleten célszerli végezni a megfeleld kotderd kialakitasahoz. Korabbi
kisérleteim utan, melyekben 900 °C és 1000 °C csucshémérsékleten hokezelt probatesteket
vizsgaltam, most az 1050 °C és 1100 °C csucshdmérsékleten hékezelt, allati csontot (BA), és
csapadékos modszerrel eldallitott hidroxiapatitot (HA) tartalmazoé iivegkeramiakat

tanulmanyoztam.

A fazisosszetételt vizsgalva elmondhatd, hogy a homérséklet novelésével a hidroxiapatit
bomlasabol adoddan nétt a B-whitlockit mennyisége, a hidroxiapatit tartalom pedig ezzel
parhozamosan csokkent. Magasabb hémérsékleten a kvarc oldodasa miatt csokkent a f-kvarc
kristalyos fazis mennyisége. A HA gélbdl késziilt mintdk esetében a HA csticsok 1ényegesen
kisebb intenzitdsdt az okozhatja, hogy a kiindulasi hidroxiapatit gél egy kevésbé
kristalyosodott hidroxiapatitot tartalmaz az el6zetesen 950 °C-on hékezelt alapanyagokhoz
képest. Ezen kristalyosodasi folyamatok lejatszodasanak pontosabb tisztdzadsanak érdekében

tovabbi vizsgalatokat kivanok elvégezni a késobbiekben.

A porozitas vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy a kiilonb6z6 csucshémérsékleteken
torténd hokezelés hatdsa jelentds az azonos alapanyagbdl készitett probadarabok esetében is.
Elmondhat6, hogy magasabb ¢égetési csticshdmérséklettel sikeriilt nagyobb porozitést
elérniink. Kiemelkednek az értékek koziil a hidroxiapatit gél tartalmt probatestek latszolagos
porozitas értékei. A bioldgiai apatit alapanyagbol készitett biokeramiak porozitasa a

csapadékos madszerrel eldallitott, 950 °C-on hdkezelt hidroxiapatitbol és a hidroxiapatit
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gélbdl készitett mintak értékei kozott mozog, ami feltehetéen az eltérd morfologiaval
magyarazhat6. A vizsgalati eredményeket Osszefoglalva, mindez befolyasolhatja a
késObbiekben vizsgalandd oldhatdsagot, ezaltal az implantatum beépiilési sebességét is. A
nagyobb porozitas kedvezdbb oldhatosagi tulajdonsagokat eredményezhet, s igy eldsegitheti

az ¢ldszervezetbe vald hatékonyabb beépiilést.

A morfoldgia vizsgalatanal a fénymikroszkopos felvételek nem adtak megfeleld eredményt, igy a
pasztazd elektronmikroszkopi képeket emelném ki. Ezek a SEM képek 6sszhangban voltak a
porozitas vizsgalatnal tapasztaltakkal, miszerint a legnagyobb porozitissal a mesterséges
hidroxiapatit drleményt tartalmazé mintak rendelkeznek, mig a HA gél tartalmu darabok adjak a
legtomorebb szerkezetet. A kevésbé pordzus, tomor szerkezet kialakitasaban a fluor-adalék is

szerepet jatszik.

A tovabbiakban szeretném részletesebben megvizsgalni a CaF, adalék hatdsat a
biodlivegkeramidk tulajdonségaira. Ehhez tobb kiilonbozd Osszetételi minta elkészitését
tervezem 0,5-3 m/m%-0s kalcium-fluorid tartalommal. Emellett a szemcseméret hatasara
fokuszalva szeretnék tobb BA ¢és HA tartalmu probadarabot elkészteni. A vizsgélati
modszerek sorat bévitve Vickers-féle mikrokeménység és szimulalt testfolyadékban térténd

kioldodas vizsgalat (SBF) elvégzését tervezem.
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1. Bevezetés

A mai vilagban egyre égetdbbek a kornyezettel kapcsolatos probléméak. A mezdgazdasag, az
intenziv ipar, a fogyasztoi tdrsadalom mind karositjadk valamilyen modon a természetet. A
kornyezetvédelem egyik leghangsulyosabb része a vizek védelme. A Foldon csak korlatozott
mennyiségben all rendelkezésiinkre édesviz, am a mindennapokban szamos médon keriilnek
bele szerves vagy szervetlen anyagok, melyek a hagyomanyos viztisztitasi modszerekkel
gyakran nem tavolithatok el teljes mértékben. A vizben marad6 szennyezdk a természetbe
Kijutva atalakulhatnak toxikusabb vegyiiletekké, akkumulalodhatnak az allatokban és a

novényekben, ¢s igy akar az emberhez is eljuthatnak.

Ezért sziikséges a kémiai uton végrehajtott viztisztitasi modszerek fejlesztése. Fontos, hogy az
eljarasok gazdasagi, technologiai és egészségiligyi okok miatt csak korlatozott szamu és
mennyiségli kémiai adalékot haszndljanak fel, s féként olyanokat, amelyeknek
bomlastermékei természetes anyagok. Tovabbi elvaras, hogy kis energiafelhasznalas mellett a

szennyezOk széles skalajaval szemben eredményesen bevethetok legyenek.

Ezeknek a kihivasoknak felelnek meg az Gn. nagyhatékonysagu oxidacios eljarasok. Kozos
jellemzdjiik, hogy a napenergia vagy mas energia felhasznalasdval oxidativ szabadgyokoket,

fokeént hidroxilgyokoket generalnak, amelyek a szerves anyagok széles korét oxidaljak.

A nagyhatékonysagli oxidacios eljarasok kozé tartozd heterogén fotokatalizis a 20. szazad
végeén valt intenziv kutatasi teriiletté. Nemcsak a kornyezetvédelem, a viz- és a levegotisztitas
terén rejlik benne hatalmas potencidl, de az élet sok mas teriiletén is alkalmazhato.
Napjainkban szamos kutatdcsoport vizsgalja mind laboratoriumi, mind féliizemi kisérletekben

a félvezetd anyagok fotoaktivitasan alapuldo modszert.

Szakmai munkamat a Pannon Egyetem Altalanos és Szervetlen Kémia Intézeti Tanszékén
végzem. A Kkutatocsoport célja a fotokatalizis elvén mikodo Ontisztuld padloburkolat
létrehozasa. Feladatom beltéren is alkalmazhato, lathaté fénnyel gerjeszthetd fotokatalizator

eldallitasa, amely hatékonyan képes lebontani a szennyezdanyagokat, korokozokat.
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2. Irodalmi attekintés
2.1 Nagyhatékonysagu oxidacids eljarasok

Nagyhatékonysagu oxidacids eljarasoknak (,, Advanced Oxidation Processes”) nevezzik
azokat a kémiai folyamatokat, amelyek reaktiv oxidalé részecskéket, foleg hidroxilgyokoket
generalnak. A hidroxilgyok rovid élettartamu, elektrofil karakterti, kiilondsen erds, nem
szelektiv oxidald agens (oxidacios potencialja 2,8 eV, amelynél csak a fluoré nagyobb) [1].

Hidroxilgyokok eldallitasara tobbféle modszer ismert, példaul:

— Hidrogén-peroxid fotolizis
— Fenton reakcid

— Foto-Fenton reakcid

—  Ozon alkalmazasa

— Heterogén fotokatalizis

2.1.1 Hidrogén-peroxid fotolizis

A szennyezOdést tartalmazo oldatot HpO, jelenlétében sugarozzak be UV fénnyel. A

280 nm-nél rovidebb hullamhosszu sugarzas a hidrogén-peroxidot két hidroxilgyokre bontja.

hv
H,0, —» 2°0H 1)
A folyamat erdsen pH-fiiggd. E modszer eldnye, hogy a hidrogén-peroxid alkalmazasa
egyszerl. Hatranya, hogy a reakcié végbemeneteléhez nagy energia sziikséges [2].
2.1.2 Fenton reakcié

A XIX. szazadban felfedezett reakcid igéretesnek tiinik a szennyviztisztitasban, ugyanis a
Fenton-reagenssel sikeriilt példaul — az egyébként viszonylag nehezen bonthato — fenolokat is

degradalni [3]. A hidroxilgyokok képzddésének utja:

Fe?* + H,0, » Fe3* + OH™ + "0H )

2.1.3 Foto-Fenton reakcio

A foto-Fenton reakcié annyiban kiilonbozik a fent emlitett Fenton reakciotol, hogy a
keletkezd Fe®* ionok (2) mar 300 nm-nél nagyobb hullimhosszisagh fény hatasara is

redukalodnak, igy az UV és a lathatd fény tartomanydba es sugarzas jelentésen gyorsitja a
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reakciot. A folyamat soran hidroxilgyok képzédik (3), valamint a regeneralodott Fe™* ismét
képes reakcioba 1épni a hidrogén-peroxiddal (2) [2].

h
FeOH?** = Fe?* + *OH 3)

A foto-Fenton reakcioban a Fe(ll) oxidalodik, majd fény hatasara redukalodik, azaz nem fogy
el a rendszerbdl, igy allando Fe(ll) koncentraci6 érhetd el. Az eljaras technologiai
alkalmazasa mellett sz6l olcsdsaga és az egyszerii izemvitel. Hatranya, hogy az alkalmazott

vas-sOk az oldatban maradnak.

2.1.4 Ozon alkalmazasa

Az 6zon 6nmagaban is erélyes oxidaldszer, hatasa azonban fokozhatd, ha ultraibolya fénnyel
sugarozzuk be, elésegitve a gyokképzodést. Ilyenkor az 6zon reakcidba 1ép a vizzel, és
hidrogén-peroxid keletkezik (4). Az UV sugarzas gyokkoncentracio noveld hatasa a hidrogén-

peroxid bomlasanak készonhetd (1).

h
05 + H,0 - 0, + H,0, 4)

Az 6zon ¢és az UV fény egyiittes alkalmazéasa széles korben elterjedt: szennyezett vizek

kezelésére és az ivoviz fertdtlenitésére is hasznaljak [4, 5].
2.2 Heterogén fotokatalizis

A heterogén fotokémiai rendszerek kulcsfontossdgu alkotdrészei a kisméretli félvezetd
(semiconductor, S) részecskék, melyeket specialis elektronszerkezetiik tesz alkalmassa a
fotokémiai folyamatok katalizalasara. A betoltott — altaldban molekulapéalya karakteri —
vegyértéksavot (valence band, vb) meghatarozott, az anyagi mindségre jellemz6
energiaszélességli tiltott sav valasztja el a betdltetlen — tobbnyire nemko6td molekulapalya

karakter(i — vezetési savtol (conduction band, cb).

Ha a gerjesztés fénnyel torténik, a foton energidjanak el kell érnie a vegyértéksav €s a vezetési
sav energiaszintjének kiilonbségét (gerjesztési kiiszobenergia, E;). Amennyiben ez teljesiil,
akkor a sugarzas hatasara elektronok keriilnek at a vegyértéksavbol a magasabb energiaszintli

vezetési savba, pozitiv lyukakat (h*) hagyva maguk utan (5) (1. abra).

Az elektron-lyuk par gyors rekombinacidja a félvezetd belsejében és a feliiletén is
bekovetkezhet, ekkor ho termelddik (6). Ha csak ezek a folyamatok jatszodnak le, a félvezetd

nem mutat fotoaktivitast. A rekombinacioval verseng a feliileten lejatszodo toltésatvitel. A
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vezetési sav alsd energia szintje az elektron aktualis redukcids potencialjat, mig a
vegyértéksav felsd energiaszintje a lyuk oxidalé képességét hatdrozza meg. A feliileten
adszorbealodott molekulat (A,zs) a vezetési sav  elektronja redukalhatja, ha a
redoxipotencialja pozitivabb, mint a vezetési sav potencialja (7). A lyuk akkor oxidalhat
(vehet fel elektront), ha negativabb az adszorbealddott anyag (D,4s) redoxipotencialja, mint a

vegyértéksav potencialja (8) [6].

hv>E,
f e B
| /Thr |
1+ VBZi
e« * h_ — e Red
Ox ¢ o b
« = D,
A, e +h h ~
Ox * Red

1. abra: A gerjesztett félvezeton végbemend folyamatok.

% Slem + hiy) 5)
S(eqp + hyp) = S+ hé (6)
S(ecp) + Agas = S+ "Aggs (7
S(hip) + Dags = S+ *Days (8)

Elektronakceptor molekula altaldban az oldott oxigén, jelenlétében a hatékony
elektronbefogas kovetkeztében kicsi az elektron-lyuk rekombindcié valdsziniisége. A

reakcioban szuperoxid-gyokanion keletkezik (9).
SCecy) + 03,5 = S+°07 9)
Elektrondonor molekula lehet a katalizator feliiletén adszorbealodott OH /viz (10, 11).
S(hyp) + OHggs = S + "OHggs (10)
S(hip) + HyOqqs » S+ HT + "OH 4 (12)

A heterogén fotokatalizis nagy hatékonysaga abban rejlik, hogy mind az anddos, mind a
katodos reakcioban erélyes oxidalo részecskék (hidroxilgyok és szuperoxid-gydkanion)

keletkeznek, melyek képesek a szennyezok széles skalajat lebontani.
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2.2.1 Titan-dioxid

A félvezetd anyagok atmenetet képeznek a vezetd €s a szigeteld anyagok kozott. Nagyon
alacsony hémérsékleten (a vegyértéksav €s a vezetési sav helyzetébdl adodoan) szigeteloként
viselkednek, a homérséklet emelésével azonban vezetOképességiik exponencialisan

novekszik.

A fotokémiai reakcidkban alkalmazott félvezetd katalizatoroknak szdmos kovetelményt kell
kielégiteniiik. Megfeleld fotoaktivitassal kell rendelkezniiik, képesnek kell lenniiik a lathato
¢és/vagy az UV fény hasznositasara. Lényeges tulajdonsag a biologiai és a kémiai inertség is.
A bevilagitas soran kialakulo specialis koriilményeket is birniuk kell, azaz fontos, hogy
fotostabilak legyenek, fotoanddikus korrézidra ne legyenek hajlamosak. Emlitésre méltd
szempont az alacsony eldallitasi ar, a visszanyerhetdség €s a tobbszori felhasznalhatosag is.
Az eddigi kutatasok azt mutatjak, hogy az itt felsorolt kritériumok alapjan a titan-dioxid az
egyik legmegfelelobb katalizator, de azt is meg kell emliteni, hogy egyéb felvezeté oxidok
(példaul Cu,O, ZnO, Mo00O3;) és szulfidok (példaul PbS, CdS) fotokatalizatorként torténd

alkalmazhatdsagat is széles korben vizsgaljak [7].

A titan-dioxid fehér szinii félvezetd anyag, melynek harom polimorf modosulata ismert: a

rutil, az anataz és a brookit.

2. abra: Rutil. 3. abra: Anataz. 4. abra: Brookit.

— A rutil (2. abra) tetragonalis kristalyrendszer(i, vorosbarna, vords vagy sarga szini
kristaly. Féleg magmas kdzetek jarulékos dsvanya, am gyakran képez zarvanyokat is
kvarcban vagy korundban. A természetben eléforduld kristalyok szinét a szennyezd
niobium(V) és vas(Ill)ionok okozhatjak.

— Az anataz (3. 4bra) barna, sotétkék vagy fekete szinii, tetragonalis kristalyrendszert
alkot. Metamorf és magmas kdzetekben is megtalalhatdo. Magasabb homérsékleten a

termodinamikailag stabil rutil modosulatta alakul.
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— A brookit (4. abra) barna, sargasbarna szinii ortorombos kristily. Az anatazhoz
hasonléan hevités hatasara atalakul rutilla. Magas eldallitasi koltségei miatt nem

hasznaljak fotokatalizatorként.

A harom moédosulat koziil fotokatalitikus reakciokban az anatdz aktivitdsa a legnagyobb, am
kis mennyiségii rutil is szilikséges a még jobb hatékonysag eléréséhez. A kereskedelmi
forgalomban kaphat6 titan-dioxid termékek koziil a Degussa P25 rendelkezik a legjobb
fotokatalitikus tulajdonsadgokkal. Ez a katalizator 80% anataz és 20% rutil fazist tartalmaz,

fajlagos feliilete 50 m%/g.

A titan-dioxid egyik legnagyobb hatranya, hogy meglehetdsen széles a tiltott sdvja (az anatazé
3,2 eV), igy csak nagy energiaju (UV) sugarzassal lehet gerjeszteni. Mivel a Fold felszinére
érkez6 fénynek csupan mintegy 5%-a ibolyantali sugarzas, ezért a titan-dioxid a

napenergianak csak kis hanyadat tudja hasznositani.

Ha sikeriilne a lathat6 tartomanyban is jol mitkodo, hatékony katalizatort eldallitani, akkor ez
az eredmény nemcsak kornyezetvédelmi, de gazdasagi szempontbdl is elényos lenne, hiszen
egy megujuld energiaforras kozvetlen felhasznalasaval lehetne olyan problémakat megoldani,
amelyek eddig koltséges berendezéseket igényeltek. Lathatd fénnyel is gerjeszthetd
katalizator birtokdban példaul lehetdség nyilhat a fotokatalizis széleskorli beltéri

felhasznalasara is, ahol gyakorlatilag nincs ibolyantuli sugarzas [6].
2.3 A heterogén fotokatalizis alkalmazasi lehetoségei

Fujishima és Honda felfedezése ota [8] a heterogén fotokatalizis széleskorlien kutatott
teriilett¢ valt. Napjainkban mar egyre tobb helyen hasznaljak: kivaléan alkalmazhaté a
szennyviz- és a levegltisztitasban, vagy akar a fotokatalizis elvén mikodoé oOntisztuld és
onfertdtlenitd feliiletek 1étrehozésaban is. A leggyakrabban alkalmazott katalizator — a titan-
dioxid — felhasznalhato cseppmentes, hidrofil feliiletek eldallitasara, melyeket az épitészetben
¢és a kozlekedésben egyarant lehet hasznositani, valamint kutatjdk a daganatos elvaltozasok

heterogén fotokatalitikus kezelésének lehetdségét is [9].

2.3.1 Szennyviz- és levegotisztitas

A technoldgia fejlédésével parhuzamosan egyre nagyobb hangstly helyezddik a természet
megovasara, igy a vizek védelmére is. Habar a mai viztisztitdsi modszerek megfeleléen
fejlettek ahhoz, hogy a csatornaba befolyd vizet ujra fogyaszthatova tegyék, mégis gyakran

eléfordul, hogy a vizben olyan szennyezOk maradnak, melyek a kornyezetre vagy az
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emberekre artalmasak. Ezek eltavolitdsira a heterogén fotokatalizis egy egyszerd,

kornyezetkiméld megoldast jelenthet [9].

A katalizator bevilagitasakor keletkez6 reaktiv hidroxilgyokok és szuperoxid-gydkanionok
szamos vegyiiletet képesek degradalni. A hatékonysag természetesen fligg a katalizator
aktivitasatdl és mennyiségétdl, a bevilagitasi 1d6tdl, az oxigén koncentracidjatdl, valamint a
szennyezOanyag mindségétdl és mennyiségétél. A heterogén fotokatalizis el6nye, hogy
megujuld eréforras (napenergia) felhasznalasaval lehet megtisztitani a szennyvizet, illetve a

katalizator egyszerti sziiréssel eltavolithato €s jrahasznosithato6.

A nagyvarosok egyik legfontosabb problémaja a levegd tisztan tartdsa. Ma mar tobb olyan
légtisztitd berendezést is hasznalnak — akar kortermekben vagy mitékben — melyek a
fotokatalizis elvén miikddnek. A levegdét TiO; szemcsék kozott atdramoltatva a karos anyagok
(pl. NOy, SOy, CO, CH,0, koérokozok) adszorbealddnak a katalizator feliiletén, majd UV fény
hatasara a reaktiv részecskék oxidaljak a szennyezdket, melyek igy kevésbé artalmas

vegyiiletekké alakulnak (pl. CO; és H,0O) [10].

2.3.2 Szuperhidrofil tulajdonsag

Ha titan-dioxiddal modositott feliiletet ibolyantali sugarakkal vilagitunk be, megné a feliileti
hidroxilcsoportok szama, igy jelentdsen né a hidrofil jelleg. Ez abban mutatkozik meg, hogy a
feltileten 1évo vizcsepp nedvesitési szoge egészen 0°-ra lecsokken. Abban az esetben, ha a
TiO,-ot szilicium tartalmu anyagra viszik fel, akkor a hidrofil feliilet sotétben akar napokig is

megtarthatja ezt a tulajdonsagat [10].

A szuperhidrofil karakteri TiO; jelentds szerepet jatszhat a jovOben a kozlekedésben: a
jelzotabléakat, tiikroket, szélvéddket bevonva olyan feliiletek hozhatok 1étre, amelyeken a viz
egybefliggd réteget alkot, igy javulnak a latasi viszonyok. Az ablakokat titan-dioxiddal
bevonva megelézhetd a bepardsodas és a cseppképzddés, ezért példaul iiveghdzakon

alkalmazva néhet a bejutd fény mennyisége.

2.3.3 Ontisztulo feliiletek

Ha egy feliiletet — legyen az textil, csempe, beton vagy tiveg — TiO,-dal modositunk, akkor
olyan tulajdonsagi anyaghoz jutunk, amely akar onmagatol is megtisztulhat. A fénnyel
torténd gerjesztés hatasara keletkezd reaktiv részecskék képesek lebontani a feliileten
talalhaté szennyezddéseket, kémiai anyagokat. Textilen alkalmazva példaul megfeleld

bevilagitas esetén szemmel lathatoan halvanyul a borfolt (5. abra) [10].
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5. abra: Borfolt degradacioja TiO,-dal kezelt textilen [10].

(A fels6 sorban a kezeletlen textil, alatta a TiO,-dal kezelt minta lathato.)

A fotokatalitikus iiveget fel lehet hasznalni példaul felhdkarcolokon, ugyanis az {ivegre
lerakodott szennyezédés bonthatd a napfényben talalhaté UV sugarak segitségével. Ezzel a
technikaval sporolni lehet az ablaktisztitas koltségein, mely ekkora épiiletek esetén mar igen
jelentds. Csempéken vagy betonon alkalmazva egyszeriibb lesz a feliiletek tisztan és sterilen

tartasa, amely egészségiigyi szempontbdl nagyon fontos.

Az oOntisztuld felilleteknek szamos kritériumnak kell megfelelniiik. Lényeges, hogy a
félvezetd gerjesztési kiiszobenergidja alacsony legyen, mivel beltéri alkalmazis esetén
kizardlag lathato fénnyel torténhet a gerjesztés. A fotokatalizatort megfelelden kell rogziteni a
feliilethez: a matrix, amelybe beagyazasra keriil nem akadalyozhatja a katalitikus reakciokat,
valamint a rogzitd anyagnak ellenallonak kell lennie a reaktiv részecskeék oxidald hatasaval
szemben. Szem el6tt kell tartani azt is, hogy a bevonattal ellatott feliiletnek simanak kell
lennie, hogy a degradalodott szennyezdket és korokozokat egyszerli oblitéssel el lehessen
tavolitani. Lényeges a kopasallosag is, hiszen ellenkezd esetben csdkkenne a hatékonysag,

illetve a fotokatalizatort id6rdl idore potolni kellene, amely gazdaséagilag szintén nem eldnyos.
2.4 A TiO, hatékonysaganak novelése

A félvezetd fotokatalizator hatékonysaganak javitasara szamos modszer ismert. Ide tartozik a
fényérzékenyités, a katalizator feliiletének modositasa, valamint kiillonbozé vegyiiletekkel
adalékolt katalizator eldallitasa.

2.4.1 Fényérzékenyités

Fényérzékenyitésrol akkor beszéliink, ha a fény nem kozvetleniil a szilard félvezet6t gerjeszti,

hanem valamilyen, a feliileten adszorbealddott, Kiterjedt i elektronrendszerrel rendelkezé fém
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komplexet (6. abra). gy a gerjesztéshez Iényegesen Kisebb energia sziikséges, lehetévé téve a

lathat6 fény hasznositasat is.

\[
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6. abra: A fényérzékenyités folyamata [11].

Vinu és munkatdrsai EosinY-nal és fluoreszceinnel érzékenyitették a titan-dioxidot, s
vizsgaltak a fenol, valamint a kiilonb6zd klorral szubsztitudlt fenolok lebomlédsat a lathatéd
fény tartomanyaban [12]. A kisérletek sordn a festékmolekuldk jelentds adszorpcidjat
tapasztaltak (85%), mig a fenol feliileti megkotddése csak 5%-os. Szamottevd a kiilonbség az
aktivitasokban a Degussa P25-hoz képest: 5 oOra alatt az érzékenyitett katalizator a fenol
66%-at lebontotta, ez az érték a referencia katalizator esetén minddsszesen 15% volt. A

klérszarmazékok lebomlasa az EosinY-nal érzékenyitett katalizatorokon elérte a 75%-ot.

Fung és munkatdrsai [trisz(3-(2’-piridil)-pirazol)-ruténium(Il)]-komplexet rogzitettek szilil-
kotésekkel a TiO, feliletéthez [13]. A fényérzékenyitett katalizatort szén-tetraklorid
elektrondonor jelenlétében (7. abra). 3 oras bevilagitas alatt a CClg-dal telitett oldatban a
modellvegyiilet koncentracidja 3,2 ppm-rdl 0,4 ppm-re csokkent, mig TiO, vagy bevilagitas

nélkiil a koncentracié nem valtozott.

Ru(ll)#*_
— ez \\“‘\
CCly . ‘ b hv Ru(11T)
:I CB rd
S reyant

ccly+c- =< | | Rudh
] . ]
.CClh +2C1- | Ti02 |

II II I 3_

/
) /

7. abra: Ru-tartalmu fényérzékenyitd miikodése és a CCly degradacidja [12].
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2.4.2 Feliileti modositas

A katalizator feliilletének modositdsa hasonld elven miikddik, mint a fényérzékenyités: a
modszerrel novelhetd a katalizator altal elnyelt fényhanyad. Ebben az esetben a szilard TiO,
feltiletére felvitt fényelnyeld anyag nem kertiil az oldatfazisba, igy az érzékenyitett katalizatort
kiilonb6z6 bevonatokban is lehet alkalmazni. Ehhez viszont olyan érzékenyit6t kell taldlni,
amely megfeleléen kotddik a félvezetd feliiletéhez, nem kopik le, biztositott a megfeleld
toltésatvitel, illetve amelyet a fotokatalitikus folyamatokban keletkez6 reaktiv részecskék nem

degradalnak.

Znad és Kawase tiokarbamid felhasznalasaval kénnel modositottak a Degussa P25 TiO,-0t
[14]. Kalcinalas utan a kén megjelent a titan-dioxid feliilletén, amely ndvelte a katalizator
fotoaktivitasat. A mddositas sordn a gerjesztési kiiszobenergia 3,2 eV-rol 2,8 eV-ra csokkent,
a modellvegyiiletként hasznalt Orange II napsugarzas hatasara 23%-kal gyorsabban alakult at
a modositatlan Degussa P25 TiO,-hoz képest, az oldat TOC értéke 75%-kal csokkent.

Sharma és munkatarsai rézklaszterekkel modositottak a titan-dioxid feliiletét [15]. Kiilonboz6
modszerekkel vizsgaltak a katalizatorok optikai tulajdonsagait: DFT modellezéssel, UV-Vis
spektroszkopiaval, XPS analizissel ¢és fotoelektrokémiai technikaval. Az eredmények
egyértelmiien bizonyitottdk, hogy a réz klaszterek csokkentik a félvezetd gerjesztési
kiiszObenergiajat, azaz az abszorpcios spektrum vordseltolodasat okozzak. Emellett a szerzok
hangsulyozzak a szamitdgépes tervezésben rejlé nagy potencialt, mely alkalmas lehet 1j,

hatékonyabb fotokatalizatorok tervezésére.

2.4.3 Adalékolt katalizator eldallitasa

Katalizatorok eldallitdsara gyakori modszer az ugynevezett szol-gél eljards. Az altalaban
szerves oldoszerben (pl. abszolut etanolban) végzett folyamat soran valamilyen titan
perkurzor (pl. titan(IV)-etoxid, titan(IV)-izopropoxid, titan(IV)-butoxid) savas hidrolizisével a
kolloid mérettartomanyu részecskék eldszor szolt képeznek, majd az oldatot fokozatosan
beparolva alakul ki a nagyobb viszkozitasu Ti(OH)s gél. A TiO, atomracsos szerkezete
hokezelés hatasara képzodik: a Ti-OH csoportokbdl vizkilépéssel Ti-O-Ti kapcsolatok jonnek
1étre, valamint magasabb hémérsékleten (600-650 °C koriil) bekdvetkezhet az anataz-rutil

fazisatalakulas is.

Ha a hidrolizis el6tt kiilonb6z6 modositd elemek vegyiileteit adagoljak az elegyhez, akkor
kalcinalas soran az beépiilhet a katalizator szerkezetébe (mind szubsztitucios, mind

intersticidlis helyzetben), vagy felhalmozodhat a feliilleten. Ez az eljaras megvaltoztatja a

86



Els6 helyezett palyamtivek
Fony6 Maté: Modositott TiO, fotokatalizatorok eldallitasa és aktivitasuk vizsgalata a lathatd fény tartomanyaban

katalizator elektronrendszerének tulajdonsdgait, igy a fotokatalitikus folyamatok

szempontjabol pozitiv hatasok érhetdk el.

Mobdositas fémekkel

Wu és munkatarsai fémmel modositott katalizatorok aktivitasat hasonlitottdk 6ssze az UV

tartomanyban [16]. Az eredményeik alapjan a rézzel és az eziisttel modositott TiO, mutatta a

crcr

Asiltiirk és munkatdarsai Fe®" ionokkal modositott TiO,-ot allitottak ¢ld, és vizsgaltak a
malachitzold lebomlasat az UV és a lathatdo fény (1>400 nm) tartomanyaban is [17].
120 perces lathato fénnyel torténd bevilagitas soran a festékanyag mintegy 75%-a lebomlott,

UV sugarzas hatasara is hasonlé mértéki volt a degradacio.

Fémes elemmel adalékolt katalizatorok esetén az elnyelt fény hullamhossza kiterjed a lathato
fény tartomanyaba is, valamint né a toltésatviteli reakciok sebessége. A toltésszeparacid
modositd anyag mar rekombinacios kozpontként kezd viselkedni, ¢és csokkenti a

hatékonysagot [18, 19].

Sok esetben tapasztalhatd, hogy a fémionok (pl. Ag® ionok) fény hatisira levalnak a
katalizator feliiletére, ahol elektroncsapdaként viselkedé fémklaszterek képzédnek. Ekkor

megnovekedik a toltésszeparacio mértéke, igy a fotokatalizator hatékonysaga is n6 [19].
Félfemek

Simsek kiilonb6zo gyodgyszerhatdoanyagok és hormonzavard hatasu vegyiiletek lebomlasat
vizsgalta borral modositott katalizdtoron 400 nm-nél nagyobb hullamhosszisagu fény
hatasara [20]. A modellvegyiiletek savas oldataban a Biszfenol A lebomlasa 240 perc alatt
mar gyakorlatilag teljes volt, mig az oldat TOC értéke 79%-kal csokkent.

Leggyakrabban bort €s sziliciumot alkalmaznak félfémmel modositott TiO, eldallitasahoz. A
bor nagy szerepet jatszik a katalizator struktirdjanak (példaul a fajlagos feliilet vagy a
kristalyméret) kialakitasaban. A bor mind az oxigént, mind a titant helyettesitheti a racsban,
amely vordseltolodast okoz az abszorpcids szinképben. A szilicium — sok mas elemhez

hasonléan — noveli az anataz fazis stabilitasat, gatolja a fazisatalakulast [18].
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Nemfémes elemek

Nassoko és munkatarsai nitrogénnel modositott katalizatort allitottak el [21].
Nitrogénforrasként EDTA-t alkalmaztak, a fotoaktivitast lathato fényben (A>420 nm)

crer

alatt 80%-0s volt.

Li és munkatarsai szénnel modositott mikrogdmbdk fotokatalitikus tulajdonséagait vizsgaltak,
melyeket titan(IV)-butoxid, glikoz és HF felhasznalasaval allitottak eld hidrotermalis
modszerrel [22]. A modositas hatdsara a katalizator fényelnyelése szignifikansan megnétt a
lathatd tartomanyban. A modellvegyiiletként alkalmazott metilénkék jelentds mértékben
adszorbealddott, majd 6 oras lathatd fénnyel vald bevilagitas alatt a koncentracioja 85%-kal

csokkent.

Nemfémes elemekkel torténd modositas altaldban eldsegiti a toltésszeparaciot, noveli a
katalizator fajlagos feliiletét, csokkenti a kristalyméretet. A moddositas noveli az anataz fazis
aranyat, valamint befolydsolja az abszorpcidés spektrum vordseltolodasat. Ez annak
koszonhetd, hogy a nemfémes elemek vegyértéksavia a TiO, vegyértéksavija felett

helyezkedik el, igy csokken a tiltott sav szélessége [18].

Mobdositas félvezetokkel

Szamos kutatas foglalkozik a titan-dioxid és mas félvezeté tulajdonsagu vegyiiletek
Osszekapcsolasaval. A modszer sordn adalékként kiilonboz6é félvezetd oxidokat vagy
szulfidokat hasznalnak (pl.: SiO,, M0Os;, CdS, MgO, WOs3, SnO,, In,03, Zn0O), melyek
novelik a toltésszétvalas mértékét, azaz az elektron-lyuk par élettartamat. Leggyakrabban a
Zn0O-ot alkalmazzak a TiO; mellett, mivel a két félvezetd jol kiegésziti egymast. A titan-
dioxidon kisebb a rekombinaci6 mértéke, kémiai stabilitisa nagy, mig a cink-oxid
konnyebben nanostrukturalhatd és a vezetoképessége is nagyobb [18]. A TiO; hatékonyan
nyeli el a rovidebb hullamhosszti UV-B sugarzast, a ZnO pedig az UV-A tartomanyba esé
fotonokat abszorbedlja nagymértékben. Ennek, és a két anyag kémiai és biologiai

inertségének koszonhetden széleskoriien alkalmazzak keverékiiket példaul naptejekben [23].

,.Co-doping”

Az tgynevezett ,,co-doping” lényege, hogy a TiO,-ot egyszerre tobb anyaggal mddositjak.

Altalaban a fémek mellett félfémeket és nemfémes elemeket is adalékolnak a katalizatorhoz.
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A kiilonb6z6é anyagokat egyszerre alkalmazva azok kiegészitik egymas tulajdonsagait, s igy

szinergikus hatés érhet6 el [18].

Devi és munkatarsai nitrogénnel és eziisttel modositott titan-dioxid katalizatorokat allitottak
elé [24]. A fotokatalitikus aktivitast napfény hatasara vizsgaltak, modellvegyiiletként fenolt
alkalmaztak. A nitrogénnel és az eziisttel torténd adalékolaskor szinergikus hatas 1épett fel: A
modellvegyiilet degradacidja 3 oras kisérlet soran a N-TiO, katalizatorra levalasztott eziist

hatasara 75%-rol 90%-ra nott.

Bagwasi és munkatdrsai borral és bizmuttal modositottak a TiO,-0t [25]. A morfologiai és
fizikai jellemzés mellett részletesen vizsgaltak az Acid Orange 7 (AO7) nevezetl festékanyag
¢és a 2,4-diklorfenol (DCP) degradaciojanak sebességi viszonyait lathatdo fénnyel torténd
bevilagitas soran (A>420 nm). 4 ora alatt az AO7 mintegy 98%-a degradalodott, mig a
2,4-diklorfenolnak csupan 30%-a. Meg kell viszont jegyezni, hogy 5 oras bevilagitas mellett
az AO7 oldat TOC értéke csupan 64%-kal csokkent. Ez azt jelenti, hogy az AO7 atalakult, de

nem mineralizalodott teljes mértékben.

Borzyszkowska és munkatdrsai szintén borral és bizmuttal adalékolt titan-dioxidot allitottak
el6, a katalizator aktivitasat rakellenes gyogyszerek lebontasaban vizsgaltak [26]. 420 nm-nél
nagyobb hulldmhosszusagti lathatdé fény hatdsara az ifoszfamid nevli hatéanyag
koncentracidja a katalizator jelenlétében 3 ora alatt gyakorlatilag 0 mg/l-re csokkent, mig
katalizator nélkiill nem valtozott az oldat Osszetétele. Szimuldlt napfényt alkalmazva a

crer

alkalmazésa mellett vizsgaltak, munkéjukban javaslatot tettek a koztitermékek szerkezetére is.
2.5 A fotokatalitikus aktivitas jellemzése

A katalizatorok fotoaktivitdsanak jellemzése kiilonb6zé modellvegyiiletek segitségével
torténhet, melyek csupan kiragadott példak a koziil a sok szerves szennyezd koziil, amelyek a
vizekbe keriilhetnek. Mivel minden modellvegyiilet masképp viselkedik adott koriilmények
kozott, fontos, hogy az aktivitas meghatarozasahoz legyen egy olyan mérési modszer, amely

széles korben elfogadott, és egyértelmii informéciot ad a katalizatorrol.

A heterogén fotokatalizis kulcsfontossdgu szerepldje a hidroxilgyok, mely az elsddleges
elektronatadasi folyamatokban, illetve az azokat kiséré termikus reakciokban a katalizator

felilletén vagy a folyadékfazisban is képzOdhet. Fontos informaciot jelenthet a katalizator
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fotoaktivitasanak megitélése szempontjabol, ha ismerjiik a hidroxilgyok képzoédésének a
mértékét.

A kumarin kivaléan alkalmas a hidroxilgyokok befogasara, a keletkezé egyszeresen
hidroxilez6do6tt kumarin szarmazékok képz6édési aranya gyakorlatilag allandé (3-hidroxi-
kumarin: 2%, 4-hidroxi-kumarin: 11%, 5-hidroxi-kumarin: 41%, 6-hidroxi-kumarin: 12%,
7-hidroxi-kumarin: 29%, 8-hidroxi-kumarin: 5%) [27, 28]. Koéziilik a 7-hidroxi-kumarin
(8. 4abra) intenziv fluoreszcencids emissziét mutat 453 nm-en, ha 332 nm-es fénnyel

gerjesztjiik, ezért detektalasa konnyen elvégezheto.

0 O o) o OH
+ 2°0H + Hy0
T — T

kumarin 7-hidroxi-kumarin

8. abra: A 7-hidroxi-kumarin képzdédése.

Kalibralo oldatsorozat segitségével az emisszid intenzitasabol szamolhatd a hidroxilezddott
vegyiilet koncentracioja, igy megadhato egy, a keletkezd hidroxilgyokok mennyiségével

aranyos érték.

Igen kedvelt és gyakran hasznalt modellvegyiilet az oxalsav. Népszeriiségének oka, hogy
TiO, jelenlétében végzett fotokémiai lebontasakor stabil intermedier képzddése nélkiil,
teljesen mineralizalodik: szén-dioxidda és vizzé alakul. Aktualis koncentracigjanak
meghatarozasa torténhet kromatografidsan vagy a reakcidelegy teljes szerves széntartalmanak
(TOC) méréseével, de akar egyszerli permanganometrias titralassal is. Emellett informaciot
szolgaltat a degradaciordl a folyadékfazis pH-ja is, hiszen a folyamat soran csokken a sav

mennyisége, igy a pH novekszik.
A vegyiilet fotokatalitikus bomlasara tobb mechanizmust is javasoltak.

Hermann és munkatarsai szerint a lebontast a katalizator feliletén adszorbealodott

oxigénmolekulabol keletkezd gerjesztett oxigénatomok végzik [29]:
0* + H(C00); - COO(OH)™ + CO, (12)

COO(OH)™ + H* - CO, + H,0 (13)
Kosanié¢ a lebomlast a CO, képzddésének kovetésével vizsgalta [30]. Eredményei alapjan a

TiO, gerjesztésekor keletkezé lyuk és a feliileten adszorbealodott H,O/OH™ reakcidjaban
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képzddd hidroxilgydk tamadja meg a C-C kotést, a keletkezd karboxilgydk oxigénnel

reagalva tlinik el.
HC,0; +°0OH - OH™ + "COOH + CO, (14)
*COOH + 0, - HO; + CO, (15)

Az oxalsav hatékony lyukbefogd, a hidrogén-oxalat ionrdl a fotogeneralt lyukra iranyulo
elektronatadas szén-dioxid gydkanion képzOodéséhez vezet, a reakcid elofeltétele a HC,O4

adszorpciodja a katalizator feliiletén [31]:
HC,05 . + TiO,(h},) = Ti0, + *CO5 + CO, + H* (16)

A keletkezett *CO; is reagalhat a lyukkal (17), bimolekularis reakcioban atalakulhat hidrogén-

oxalatta (18), vagy diszproporcidval szén-dioxidda és formiationna (19).

‘€05 + ki, - CO, (17)
2°C0; + H* > HC,0; (18)
2°C0; + H* > HCO0™ + CO, (19)
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3. Célkitlizés

A titan-dioxid kivaloan alkalmazhato fotokatalizatorként, kémiailag és bioldgiailag inert,
gazdasagos, konnyen hozzaférhetd, nem igényel kiilonleges bandsmodot. Fotokatalitikus
reakciokban szdmos szennyezdanyagot képes lebontani, am ehhez nagy energiaja UV
sugarzas sziikséges (Eg=3,2 eV, A<388 nm). Ha kiilonbozd modszerekkel csokkentjiik a
félvezetd tiltott savjanak szélességét, valamint noveljiik a toltésszeparacids és a toltésatviteli
folyamatok hatékonysagat, elérhetjiik, hogy a katalizator akar lathat6 fény hatdséra is jelentOs

aktivitast mutasson.

Az ilyen tulajdonsagokkal felruhazott katalizatort az élet szamos teriiletén kivaldan lehet
alkalmazni: a szennyviztisztitastol kezdve az Ontisztuld bevonatokon at az antibakterialis

feliiletekig.

A projekt célja, amelybe az Altalanos és Szervetlen Kémia Intézeti Tanszéken
bekapcsolodtam, egy olyan, a fotokatalizis elvén mikodé ontisztuldé mipadlo elballitasa,
amely beltéren is, lathato fény segitségével hatékonyan elpusztitja a korokozokat, lebontja a
szennyezddéseket. Nagy igény mutatkozhat a hasonld elven mitkédé padloburkolatok irant,
hiszen szamos helyen Iehetne azokat el6nydsen felhasznalni, példaul korhazakban,
iskoldkban, 6vodékban, tomegkozlekedési eszk6zokon, edzOtermekben, valamint
mellékhelyiségekben.

Szakmai munkam soran feladatom volt, hogy lathatd fényben is aktiv, borral és bizmuttal

crer

aktivitasat fotokatalitikus reakciokban mind UV, mind a lathat6 fény tartomanyaban.
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4. Kisérleti rész

4.1 Felhasznalt anyagok

A katalizatorok eléallitasahoz és a fotokatalitikus kisérletekhez a kovetkezd vegyszereket
hasznaltam: titan(IV)-butoxid (Ti(C4HgO)4, Aldrich), 96% etanol (C,HsOH, VWR), 37%
sosav (HCI, Reanal), bizmut(III)-nitrat pentahidrat (Bi(NO3)3-5H,0, Reanal), borsav (H3BOs3,
Reanal), kumarin (CgHgO,, Carlo Erba), 7-hidroxi-kumarin (CgHgOs, Aldrich), oxalsav
dihidrat ((COOH),-2H,0, Carlo Erba), titansarga (CsHi19NsNa,OsS4, Reanal), titan-dioxid
(TiO,, Degussa), Milli-Q viz.

4.2 A katalizator eloallitasa

A Dborral és bizmuttal mddositott katalizatorokat Bagwasi és munkatdrsai receptje alapjan,
egyszerii szol-gél eljarassal készitettem (9. abra) [25]. Feloldottam 31 mg borsavat 40 cm®
abszolut etanol, 1,2 cm® Milli-Q viz, valamit 0,3 cm® tdmény (37%) HCI elegyében (A oldat).
Ezutan a keverékhez 364 mg kristalyvizes bizmut(IIl)-nitratot adagoltam, s az oldatot
35 °C-on kevertettem, mig a kristalyok fel nem oldodtak. Ekdzben elkészitettem a B oldatot,
amely 15 cm® abszolut etanolt és 8,5 cm® 97%-os titan(IV)-butoxidot tartalmazott.

A 0,5 mmol H;BO,
0,75 mmol Bi(NO,);-5H,0
40 ml etanol
0.3 ml oc. HG \ Kevertetés Szaritas Kalcinalas
2 mi 35°C, 4 6ra 25 °C, 60 6ra 450, 550, 650 °C
70 °C, 2 éra 50 °C, 12 dra 4 ora
B 55 mmol Ti(0Bu),

15 ml etanol

9. abra: A katalizatorok el6allitasa.

Folyamatos kevertetés mellett a B oldatot lassan hozzaadtam az A-hoz. A kapott elegyet
4 6ran at 35 °C-on, majd 2 6ran at 70 °C-on kevertettem. A keletkezett gélt egy kristalyositd
talban 60 oOrdig szobahdmérsékleten allni hagytam, majd a terméket apritds utan 12 6ran at
50 °C-on szaritottam. A finom porra drlést kovetden 4 oran keresztiil 450, 550 és 650 °C-on
kalcinaltam a katalizatorokat Nabertherm kemencében, a felfiitési sebesség 2 °C/perc volt. A

kalcinalt mintakat mértem ¢€s poritottam.
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A felhasznalt bizmut mennyisége a titinhoz viszonyitva 3 mol% volt, a bor mennyisége pedig
2 mol%-nak felelt meg. Mddositatlan katalizatorokat borsav és bizmut(I1I)-nitrat hozzaadasa
nélkiil allitottam eld, mig a csak borral, illetve a csak bizmuttal modositott valtozatok

esetében az A oldat a megfelel6 elem vegyiiletét tartalmazta.

A katalizatorokat a modositd elemek ¢és a kalcindlasi hdmérséklet megadéasaval azonositom,
példaul a 450 °C-on kalcinalt, boérral ¢és bizmuttal adalékolt katalizator jelolése:

B-Bi-TiO, (450 °C).
4.3 Fizikai jellemzés

4.3.1 Termikus analizis

A termikus analitikai vizsgalatok lehetOséget adnak arra, hogy felderitsiik a hékezelés alatt
végbemend folyamatokat. A mérések soran rogzitettik a nyers, kalcinalatlan mintak
tomegvaltozasat a homérséklet fliggvényében, igy megkaptuk a mintdk termogravimetrias
(TG) gorbéjét. A DTG gorbe segitségével (amely a TG gorbe derivaltja) pontosithato, hogy az
egyes tomegvaltozdssal jard folyamatok milyen hdmérsékleten mennek végbe. Derivativ
termikus analizissel (DTA) rogzitettiik a hevités hatasara lejatsz6dd hoeffektusokat. Ehhez a
minta és egy referencia anyag hOmeérsékletkiilonbségét mértiikk. A kapott DTA gorbérdl
leolvashato, hogy milyen homérsékleten jatszodnak le endoterm, illetve exoterm folyamatok,

igy akar a fazisatalakulas is azonosithato.

A vizsgalatok MOM Derivatograph Q 1500D tipusu késziilékkel torténtek, platina tégelyben,
levegd atmoszféraban 10 °C/perces felfiitési sebességgel. A DTA mérésekhez a referencia
anyag korund volt. A mérési adatokat a DERILL adatgy(ijt6 tarolta. A vizsgalatokhoz

atlagosan 190 mg minta keriilt bemérésre.

4.3.2 Pasztazé elektronmikroszkoépia

A pasztaz6 elektronmikroszkopia (SEM) egy olyan képalkoté eljaras, amelyben a vizsgalando
mintdt nagy energiaji, monokromatikus elektronnyaldb segitségével elemezziik. Az
elektronsugar és az anyag kolcsonhatdsabol szarmazd jeleket detektilva a minta szamos
tulajdonsdga meghatdrozhat6. A visszaszort és a szekunder elektronok (lazan kotott
elektronok, melyeket az elektronnyaldb 16kott ki) detektalasa alkalmassa teszi a berendezést
kiilonb6z6 nagyitasu felvételek készitésére, melyek informaciot nyujtanak a feliilet

morfologiajarol.
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Ha egy atomot nagy energidju elektronnal megloviink, akkor az képes az atom belsd héjairdl
elektronokat kilokni, majd, amikor a magasabb fokvantumszamu héjrol egy elektron az
alacsonyabb energidju héjra kertil, karakterisztikus rontgensugarzast bocsat ki. A sugarzas
energidja aranyos a két héj kozotti energiakiilonbséggel, amely az adott atomra jellemzd érték.
Ha a detektalt jeleket szétvalasztjuk a keltett sugarzas energidja szerint, a spektrumbol

mindségileg és mennyiségileg meghatarozhatd a minta felsd rétegének elemosszetétele.

A felvételeket FEI Apreo S mikroszkoppal készitettiik, kis vakuum lizemmodban 10 kV
gyorsitofesziiltség mellett detektaltuk a szekunder elektronokat. Az elemdosszetétel
meghatarozasa 20 kV gyorsitofesziiltség alkalmazasaval, 126 eV felbontassal késziiltek. Ilyen

koriilmények kozott a mintak 0,1-5 um vastag rétegérél nyerhetiink informéaciot.

4.3.3 Raman spektroszkopia

A Raman aktivitas feltétele, hogy a vizsgalni kivant anyag kotéseinek polarizalhatdsaga
energiakozlésre megvaltozzon. Monokromatikus sugarzas hatdsara a minta alapallapoti
elektronjainak egy része egy virtualis energiaszintre gerjesztodik, majd a gerjesztd sugarzas
energiajaval megegyez0 energidju sugarzas kibocsatdsa mellett relaxdl. Ezt nevezziik
Rayleigh-szorasnak. Kismértékben megfigyelheté az a folyamat is, amikor az alapallapotu
elektronok a gerjesztést kovetden a virtualis energiaszintrdl egy, az alapallapotnal magasabb
energidju vibracios energiaszintre relaxalnak. Ekkor a gerjesztd sugarzasnal kisebb energiaju
sugarzast lehet detektalni (Stokes-vonalak). Még kisebb valdszinliséggel jatszodik le az a
folyamat, amikor az alapallapotnal magasabb vibracios szintr6l gerjesztédnek az elektronok, s
relaxacid sordn az alapallapotba térnek vissza, mikdzben a gerjesztd energianal nagyobb
energidju sugarzast bocsatanak ki (anti-Stokes vonalak). A spektrumon megjelend csucsok
helyébdl és intenzitdsdbol mindségi és mennyiségi kovetkeztetéseket lehet levonni az anyag

Osszetételére, szerkezetére vonatkozoan.

A Raman spektrumok felvétele Bruker RFS 100/S FT-Raman késziilékkel tortént szilard
fazisban, 2 cm™-es felbontassal, 128 spektrum 4tlagolasaval. A fényforrds 1064 nm-es

Nd-YAG lézer, teljesitménye 50 mW.
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4.3.4 Rontgendiffrakcios vizsgalat

A rontgendiffrakcio (XRD) egy hatékony, roncsolasmentes analitikai modszer, amellyel

tobbek kozott az anyagok fazisdsszetétele, szerkezete €s texturaja is jellemezheto.

A rontgen pordiffraktométerben az izzdokatdodos rontgencsébdl kilépd sugarzéas elhajlik
(diffraktalodik) a mintaban levé fazisokon, majd belép a detektorba. A rontgencsé vagy a

minta, illetve a detektor mozgatasaval valtozo diffrakcios szogeknél mérjiik az intenzitast.

A vizsgalat soran rogzitjik a diffraktalt sugarzas intenzitas eloszlasat a 20 diffraktalt szog
fliggvényében. Minden egyes cstics egy-egy (hkl) Miller-indexti racssikseregnek felel meg,

azaz a rontgendiffraktogram a kiilonb6z6 kristalyos fazisokra mas és mas.

A mért adatokbol a fazisosszetétel mellett kovetkeztethetiink a krisztallitméretre:
altalanossagban elmondhatd, hogy nagyobb intenzitds, keskenyebb csticsok a nagyobb
krisztallitméretre, a kristdlyosabb jellegre utalnak, mig a szélesebb, kisebb intenzitasu csucsok

a kisebb krisztallitméreti halmazokra jellemzok.

A rontgendiffrakcios mérések PHILIPS PW3710 tipusu diffraktométerrel, Cu-K, sugarzassal
(50 kV, 40 mA), és 0,02 °20/s sebességgel késziiltek. A fazisosszetétel meghatarozasa a

Rietveld-féle teljes profilillesztéses modszerrel tortént.

4.3.5 Fajlagos felulet

A fajlagos feliilet a fotokatalizatorok jellemzése szempontjabol igen fontos adat, hiszen a
toltésatviteli folyamatok a fotoindukalt részecskepar és a katalizator feliiletén adszorbealodott
molekuldk kozott jatszodnak le. Minél nagyobb egy anyag fajlagos feliilete, annal tobb
lehetdsége van egy molekulanak az aktiv centrumokon valé megkotddésre, €s igy a reakciora.
Fontos azonban hangstlyozni, hogy a fajlagos feliilet nem hatdrozza meg egyértelmiien a

katalizator aktivitasat.

A fajlagos feliilet kisérleti meghatarozasa ASAP 2000-es késziilékkel, alacsony hdmérsékletii
(77 K) N2 gaz adszorpciojanak és deszorpcidjanak mérésével tortént. A mintakat 160 °C-on
vakuum alatt kezeltiik eld, kozben a nyomas 0,011 Hgmm ala csokkent a mintatartd
edényben. A mért adszorbealt térfogat és relativ nyomas értékparokbol Brunauer-Emmett-
Teller (BET) egyenlete alapjan szamitottuk a mintak fajlagos feliiletét. Az eredmények
alapjan meghatarozhat6 a katalizatorok atlagos porusatmérdje és a porustérfogat is, amelyeket

Barrett, Joyner és Halenda (BJH) elmélete alapjan szamoltunk.
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4.3.6 Gerjesztési kiiszobenergia meghatarozasa

Az eldallitott katalizatorok fontos paramétere a gerjesztési kiiszobenergia, melyet diffuz
reflexiés szinképek alapjan hataroztam meg. A szinképeket Perkin Elmer LS50 B
spektrofluoriméterrel vettem fel szilard fazisban 250-600 nm hullamhossz tartomanyban. A
minta feliilletére érkez6 monokromatikus sugdrzas az energidjatél fiiggéen vagy
abszorbealddik, vagy visszaverddik a feliiletr6l. A detektalds a gerjeszté fénysugarhoz képest
90°-0s szogben torténik. Referenciaként BaSOy4-ot alkalmaztam, amely gyakorlatilag a beesé
fény egészét visszaveri, igy a szinkép a xenon-lampa karakterisztikajat adja vissza (10. abra).
A katalizatorok diffuz reflexiés szinképei alapjan megadhatd, hogy a minta milyen

hullamhosszsagu fényt nyel el.

800

600 A

Intenzitas
N
o
o
L

0

250 300 350 400 450 500 550 600
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—— Referencia —— Minta

10. abra: A referencia BaSO, és a szol-gél eljarassal el6allitott, 450 °C-on kalcinalt TiO,
minta (TiO; (450 °C)) diffaz reflexids spektruma.

Kubelka-Munk transzformacio

Elosztva az adott minta esetén mért intenzitdsokat a referencia intenzitds értékeivel
megkaphato az ugynevezett reflektancia (11.a abra). Ahhoz, hogy a visszaszort fotonok
relativ mennyiségébdl a fényelnyeléssel aranyos mennyiséget kapjunk, alkalmazni kell a
Kubelka-Munk transzformaciét (20), ahol a a Kubelka-Munk fiiggvény, R pedig a
reflektancia [32].

(1-R)?
a=— (20)
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Félvezetdk esetén a Kubelka-Munk fliggvény és a gerjesztési kiiszobenergia kozott a

kovetkez6 Osszefiiggés all fenn (21):

(ahv)™ = A(hv — Ej) (21)
hy = == (22)

Az egyenletben a a Kubelka-Munk fiiggvény, E, a gerjesztési kiiszobenergia, A konstans, hv
a foton energiaja, amely a (22)-es egyenlet alapjan szamithaté a hullamhosszbol, m pedig a
vegyértéksav €s a vezetési sav kozti elektronatmenet jellegére utal. Indirekt félvezetdk esetén,
azaz, ha a vezetési sav minimuma ¢és a vegyértéksav maximuma kézt momentum kiilonbség

van, akkor m = %, mig direkt félvezetok esetén (m = 2) nincs momentum kiilonbség [10].

Abréazoltam az (ahv)™ osszefiiggést hv fiiggvényében (TiOy: m = %), igy a gerjesztési
kiiszobenergia kozelében lineéris dsszefliggést kaptam. A tiltott sav szélességét az egyenes ¢€s

az x tengely metszéspontja adja meg (11.b abra) [7].

a) 10 - b) s -
< 08 1 4 -
'S N E,=3,02eV
S 0.6 1 3.3 -
< g
= 0.4 - S 2 A
iz
0.2 1 1 -
0-0 T T T 1 0 T T T 1
200 300 400 500 600 2.0 2.5 3.0 35 4.0
Hullamhossz (nm) Energia (eV)

11. abra: a) A TiO; (450 °C) minta reflektancigja a hullamhossz fiiggvényében.

b) A szamitott Kubelka-Munk fliggvény alapjan a gerjesztési kiiszobenergia meghatarozasa.
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4.4 Fotoaktivitas vizsgalata

4.4.1 Kisérleti korilmények
Reaktor

A kisérleteket 100 cm?® térfogatu, 2 cm vastag, henger alaku reaktorban hajtottam végre
(12. abra), amely a fényforrastol UV LED esetén 10 cm-re, mig Vis LED esetén 15 cm-re
volt. A szeptummal ellatott csonkok egyikén vezettem be a levegét 10 dm®/h aramlasi
sebességgel. A betaplalt levegd tartotta aramldsban a szuszpenziot, és biztositotta a
folyamathoz sziikséges oxigént. A masik csonkon keresztiil tortént a mintavétel, illetve itt

tavozott a levegd. A kolloid oldat homogenizalasat magneses kevertetéssel is eldsegitettem.

12. abra: A fotokémiai reaktor.

Fényforrés

A fotokatalitikus kisérletekben fényforrasként 60 W-os UV LED-et, illetve 3 darab 7 W-o0s

Vis LED-et alkalmaztunk, kisugarzasi szinképiiket a 13. abra mutatja.

1200 9 000 im

900 -
£ 455 nm
S 600 -
2
=

300 -

O T T T

350 450 550 650 750
Hullimhossz (nm)

—UV LED —Vis LED

13. abra: A fényforrasok kisugéarzasi szinképei.
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A reakcioelegy homérséklete nem valtozott szignifikansan, 120 perces bevilagitas alatt

mindosszesen 3 °C-kal emelkedett (1. mell¢klet).

A fényforras aktinometralasa

Ahhoz, hogy egy fotokémiai folyamatban feltarjuk a kvantitativ viszonyokat is, sziikséges
tudni az egységnyi id6 alatt a reaktor térfogategységébe jutdé fotonok mennyiségét. Erre
alkalmas rendszerek a fizikai vagy kémiai aktinométerek. Az egyik leggyakrabban hasznalt
kémiai eljaras a ferrioxalat-aktinometria, a fényérzékeny kalium-[trioxalato-ferrat(IIl)]
vegyliletet tartalmazo oldatban lathatdo fény és UV sugarzas hatasara a komplex ionok
fémcentruma

vas(I1)-vé redukalodik, mikézben a ligandum szén-dioxidda oxidalodik (23-26) [33].

[Fe(C,0,)3 1 5 [Fe(C,0,)31°~ (23)
[Fe(C,04)3]3~" = [Fe(C,04),]> + C,05 (24)
[Fe(C,04)3]3™ + C,0;5 — [Fe(C,04)5 1%~ + C,03~ (25)
[Fe(C;04)3)% = [Fe(C,04),]1% + 2 CO, (26)

A vas(Il) fényelnyelése elhanyagolhato a +3-as oxidacids szamuéhoz képest, ezért ezzel nem

kell szamolni a mérés folyaman.

A bevilagitott mintakat natrium-acetat és 1,10-fenantrolin tartalmt oldathoz kell adagolni, igy
a keletkezett vas(ll)ionok az aromas vegyiilettel voros szinli komplexet alkotnak, amelynek
fényelnyelése 510 nm-en mutat maximumot. A fényelnyelési értékekbdl meghatarozhato a
vas(I)komplex keletkezési sebessége, melybdl az egységnyi id6 alatt egységnyi térfogatba

érkez6 fotonok mennyisége szamolhato.

Az aktinometralashoz sziikséges anyagok ¢€s oldatok elkészitésének részletes leirasat a

2. mellékletben adom meg.

A fényforras intenzitdsdnak meghatarozasakor ugyanazokat a koriilményeket alkalmaztam,
mint a lebontasi kisérletekben: az oldatba 10 dm®/h sebességgel levegét aramoltattam,
valamint kevertettem is. A fényforrast a kisérlet megkezdése el6tt 20 perccel bekapcesoltam,

hogy allandosuljon a fénykibocsatasa és a hdmérséklete.

A mérés soran 15 masodpercenként vettem mintat 3, illetve 5 percig. A mintak 0,5 cm®-ét
25 cm®-es normallombikba adagoltam, majd 5 cm® acetat-pufferrel beallitottam az oldat

pH-jat. 2 cm® fenantrolin reagenssel a vas(ll)-ionokat trisz-fenantrolin komplexszé
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alakitottam. Az oldatot ezutan 25 cm®-re toltottem desztillalt vizzel, majd sotétben allni
hagytam
kb. 20 percen at. Az oldatok fényelnyelési szinképeit a 14. abran mutatom be, az 510 nm-en

mérhetd fényelnyelési értékek idobeni valtozasat a 15. dbra szemlélteti.

UV LED 1d6
0.8 1 (masodperc)
—150
—135
.E 0.6 7 120
= 105
'cé 0.4 A 90
S —75
a8 —60
< 0.2 - ——145
30
O T T _35
300 400 500 600

Hullamhossz (nm)

14, abra: A [trisz(1,10-fenantrolin)-vas(II)] komplex fényelnyelésének valtozasa.

a) 08 - b) o4 -
y =0.0049x + 0.0299 y =0.0011x + 0.0154 .-".

—~ 0.6 A X ) - 0.3
£ rS S 3
c ...- g
= 04 - o o 0.2 - -~
I e’ J ~®
< ."' < __..
<021 ¢ <011 o°
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1d6 (s) 1d6 (s)

15. abra: Az 510 nm-en mért fényelnyelés az id6 fiiggvényében.
a) UV LED b) Vis LED

Az 510 nm-en mért értékekre egyenest illesztettem, a meredekségbdl meghataroztam az

idéegység alatti abszorbancia-valtozast a higitott mintakban, melybdl a Lambert-Beer torvény

crcr

d[Fe?*] 1 (dA)
dt  le\dt

(27)

Az egyenletben [ az optikai Gthossz, mely ezesetben 1 cm, € a [trisz(1,10-fenantrolin)-vas(I1)]

komplex molaris fényelnyelési egyiitthatoja 510 nm-en, értéke: £=11000 M 'em™. Figyelembe
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véve a higitast — 0,5 cm® mintat higitottam 25 cm?®-re, azaz h=50 — megkapjuk a vas(l1)
szamitasahoz, sziikséges tudni, hogy a fotonok hanyad része hasznosul az egymast kovetd
fotokémiai vagy fotofizikai folyamatokban, ezt a kvantumhasznositasi tényez6 (Pge(y)) adja
meg. Az UV LED 372 nm-nél mutat maximalis intenzitast, ezen a hullamhosszon
®rean = 1,21 [33], a lathatd fényt kibocsato LED maximalis intenzitdsa 455 nm-nél van, a
kvantumhasznositasi tényezé értéke 0,93 [33]. A fény intenzitisa a (28)-as egyenlet alapjan
szamolhato:

[ = 1 d[Fe?*]
Pre(in) dt

(28)

I(UV LED) = 1,09-10" mol foton dm™ min™

[(Vis LED) = 3,16-10"* mol foton dm™ min™.

4.4.2 A kisérletek végrehajtasa

A lebontéasi kisérletekben a katalizator koncentracidja minden esetben 1 g/dm® volt. Az
altalam készitett katalizatorok kevertetés €s levegd-bevezetés ellenére is szemmel lathatoan
letilepedtek. Valoszinii, hogy a kalcindlas soran a részecskék dsszetapadtak, s a szuszpendalas
hatasara sem valtak szét. A probléma megoldasa lehet az ultrahangos kezelés, amely soran az
Osszetapadt szemcsék diszpergalddnak. Azonban figyelembe kell venni azt a tényt, miszerint a
viz ultrahangozasa soran hidroxilgyok keletkezik [34]. Ez a jelenség meghamisitana a mérési
eredményeket, ha a modellvegyiilet jelenlétében végezném a diszpergélast, ezért gy jartam
el, hogy a kisérlet el8tt egy nappal a kimért katalizatort (100 mg) 10 cm?® vizben 40-45 percig
ultrahangos flirddbe helyeztem, majd egy éjszakan at kevertettem az immar homogénebb
szuszpenziot. Az ultrahangos kezelés soran képz6dé gyokok rovid élettartamuak, igy

gyokbefogo hianyaban rekombinalddnak.

Az elBkészitett katalizatorbol 100 cm® szuszpenziot készitettem megfeleld modellvegyiilet
koncentracioval, amelyet homogenizalds, valamint az adszorpcids-deszorpcids egyensuly
elérése céljabol a reaktorban 20-30 percig kevertettem bevildgitds nélkiil. Ekozben a
fényforrast is bekapcsoltam, hogy felmelegedjen, S a bevilagitas alatt allando intenzitassal
sugarozzon. Természetesen kdzben a szuszpenzidval megtoltott reaktort alaposan elzartam a

fénytol.
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A kisérletek soran meghatarozott id6kozonként 4 cm® mintat vettem az oldatbol. Az analitikai
vizsgélatok eldtt Millipore Millex-LCR 0,45 um-es sziird segitségével valasztottam el a

szuszpenzi6 szilard részét a folyadéktol. A mintakat kisméretii, sotét tivegben taroltam.

crer

A hidroxilgydk képzédési sebességének meghatarozasakor 10 mol/dm® koncentracidja
kumarin szuszpenzidt vilagitottam be, a mintdk fényelnyelését SCINCO S-3100-as
spektrofotométerrel rogzitettem. A fotokatalitikus folyamatokban képzddé 7-hidroxi-kumarin
emissziojat Perkin Elmer LS50 B spektrofluoriméter segitségével 332 nm-es gerjesztés
mellett 453 nm-en mértem.

crer

5 cm?® 10%-os kénsav oldatot, kevés desztillalt vizet adtam, majd 1,6:10"* mol/dm3-es KMnO,

oldattal titraltam az el6zéleg 50-60 °C-ra melegitett elegyet.

A bevilagitott mintadk pH-jat VWR univerzalis pH elektroddal mértem, amelyet Consort C561
késziilékhez csatlakoztattam. A pH-mérét mérés eldtt 7-es és 4-es pH-ja pufferoldatokkal

kalibraltam.

A titansarga bevilagitisakor 5-10° mol/dm®-es oldatot alkalmaztam. A modellvegyiilet
fotobomlasat a mintdk fényelnyelési szinképének rogzitésével (SCINCO S-3100-as

spektrofotométerrel) kovettem.
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5. A kisérleti eredmények értékelése

5.1 Fizikai jellemzés

5.1.1 Termikus analizis

A kalcindlas alatt végbemend folyamatokat derivatografids vizsgalatokkal azonositottuk. A
minta tdmegét a hevités soran a homérséklet fiiggvényében rogzitettiik, az igy kapott TG
gorbe derivaltja a DTG gorbe. A 16. abra a szol-gél eljarassal eléallitott modositatlan TiO;
termikus analizisének eredményeit mutatja. 3 bomlasi 1épcso figyelheté meg, az elsé 124 °C-
nal jelentkezik, ekkor a bemért 190 mg minta tomege 33,9 mg-mal csokkent, amely 17,8%-0s
valtozast jelent. A masodik, meredekebb 1épcs6é 244 °C-nal talalhato, itt a tomegcsokkenés
22,3 mg (11,7%). A harmadik cstcsot 384 °C-nal regisztraltuk, melyhez 10,5 mg (5,5%)

tomegveszteség tartozik. A teljes folyamat soran a minta tomege 67,1 mg-mal (35,3%)

csokkent.
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E - 04 =
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16. abra: A mddositatlan katalizator TG és DTG gorbéje.

A hevitési maradék tomege 114,9 mg, amely 1,44 mmol TiO,-nak felel meg. Feltételezve,
hogy a kiindulasi minta ekvivalens mennyiségii, azaz 166,6 mg Ti(OH),-ot tartalmazott, a

tapado nedvesség €s a még jelenlévd szerves anyag tomege 23,4 mg.

Az egyes bomlési 1épcsOk tomegveszteségébdl kovetkeztetni lehet a tdvozd anyag
mennyiségére. Az els6 1épcsdben (124 °C) a tapadd nedvesség, illetve a maradék olddszer,

valamint 0,58 mmol szerkezeti viz tavozik. A masodik bomlasi 1épcsdben megkdzelitdleg
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1,24 mmol szerkezeti vizzel, mig a harmadik 1épcsében 0,58 mmol vizzel csokken a minta

tomege.

A Ti(OH); hevités hatasara TiO,-da alakul, mikdzben 2 mol viz tavozik. A Kkapott
eredmények alapjan valoszintsitjiik, hogy adott mérési koriilmények k6zott a folyamat harom
1épcsdben jatszodik le: elészor 0,5 mol, majd 1 mol, végiil ismételten 0,5 mol viz tavozik a

kondenzacios reakciokban (29).

—0,5 H,0 — H,0 —0,5 H,0

Osszehasonlitottam a kiilonb6zd katalizatorokra meghatarozott DTG gdrbéket (17. abra), az

egyes csticsokhoz tartozd hémérsékleteket az 1. tablazatban foglalom 6ssze.

120 °C-on valdszintileg a maradék szerves oldoszer, a kotott nedvesség és a szerkezeti viz egy
része, mig 245 °C-on és 380-390 °C koriil a Ti-OH csoportok kondenzacios reakciojaban
képzo6do6 viz tavozik. A szakirodalom szerint a Ti(OH)4 termikus bomlésa 2 1épésben torténik,
elészor 112 °C-on a tapadd nedvesség, majd 112 °C és 350 °C kozott a szerkezeti viz tdvozik

a rendszerbdl [35].
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17. abra: A katalizatorok DTG gorbéi (fiiggdleges eltolas: -0,4 mg).

1. tablazat: A bomlési [épcsdkhdz rendelhetd hdmérsékletek.

TiO, B-TiO; Bi-TiO, B-Bi-TiO,
124 °C 120 °C 114 °C 124 °C
156 °C 153 °C
244 °C 245 °C 247 °C 240 °C
384 °C 392 °C 383 °C
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A TiO; és a B-TiO, DTG gorbéje kozel azonos, azaz a boérsav bomlasara utald jelek nem

lathatok, amelyet a borsav DTG gorbéjével vald 6sszehasonlitas is alatamaszt (18.a abra).

A bizmutot is tartalmazé mintakrol késziilt felvételeken egy 4j csucs figyelheté meg 155 °C
kortl (17. abra).

Kodama a BisO;NO; dsszegképletii vegyiilet eldallitasa céljabol vizsgalta a bizmut(l11)-nitrat
pentahidrat termikus bomlésat [36]. Eredményei szerint 230 °C alatt csak viz tdvozik a
vegyliletbdl, 230 °C felett viszont mar a NO3 bomlasa is megfigyelhetd. A termogrammon

U150 °C-nal megjelend éles cstcsot a kristalyviz tavozasahoz rendelte.

Duval munkdjaban arrdl szamolt be, hogy a bizmut(lll)-nitrat pentahidrait TG gorbéje
fokozatosan ereszkedik 600-650 °C-ig, majd allanddsul a tomeg, s a rendszerben csak BiyO3
talalhato, azaz a nitrat mar 600 °C alatt elbomlott [37].

Az altalunk alkalmazott mérési koriilmények kozott a kristalyvizes bizmut(Ill)-nitrat TG és
DTG gorbéjét a 18.b abra szemlélteti. A termogrammon 7 bomlasi 1épcsé figyelhetd meg, a
hozzéjuk tartozé homérsékletek: 110, 147, 224, 309, 423, 492 és 558 °C.

a) 320 - — 0.0 b) 210 - 0
280 - - 040 180 - L1 O
= > o S
E 240 | L 08 & E150 - - §
. < E <
200 - -1.2 g 120 L .3 5
160 T T T r -1.6 90 r T T r -4
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Hémérséklet (°C) Hémérséklet (°C)
—TG —DTG —TG —DTG

18. abra: A modosito vegyiiletek TG és DTG gorbéje.
a) H3BO3; Db) Bi(NO3)3-5H,0
A hevitési maradék mennyiségébdl és az egyes bomlasi [épcs6knél mért tomegveszteségekbol
kovetkeztetni probaltunk a lejatszodd folyamatokra. A bemért 210 mg Bi(NO3);-5H,0
hevitése soran 93,1 mg Bi,O3 maradék keletkezett, amelybdl visszaszamolva a kristalyvizes
s6 tomege 193,8 mg. Ez megegyezik az els6 bomlasi 1épcsé végén mért tomeggel, azaz a
110 °C-os lépcsében a tapadd nedvesség tavozott a rendszerbdl. A vizsgalt minta 36 mg
kristalyvizet tartalmazott, &m a masodik bomlasi Iépcsében 146 °C-on 70,9 mg-mal csdkkent

a tomeg. Ez azt jelenti, hogy 150 °C koriil nemcsak a kristalyviz tavozik, hanem mar a
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NOj3 ionok egy része is elbomlik. Szamitasaink szerint a 2. bomlasi 1épcsd utan visszamarado

anyag BiO(NOz3)-H,0 képlettel jellemezheto.

Tudjuk jol, hogy a pontos Osszetétel meghatarozasa csupan a tomegcsokkenésekbdl nem
lehetséges, ezért tervezziik, hogy a méréseket a tavozod gaz analizisével egybekotve is
megismételjik. Ez azért is sziikséges, mert a Bi-TiO, DTG gorbéje eltér a tobbi
katalizatorétol, 500 °C koriil széles bomlési 1€pcséd figyelheté meg, melyet eddig még nem

sikerilt azonositani.

A hevités soran rogzitettiik a hdmérsékletkiilonbséget a minta és a referencia anyag kozott, az

igy kapott DTA gorbéket a 19. dbrdn mutatom be.
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19. abra: A katalizatorokra jellemz6 DTA gorbék (fliggdleges eltolas: 5 °C).

125 °C kortiil (TiO, — 145 °C) egy endoterm cstcs figyelheté meg, valdsziniileg az elparolgd
viz és a szerves olddszer hét von el a mintatdl, igy csokken a hdmérséklete a referencidhoz
képest. A 270 °C koriil megjelend exoterm csucs a stabilabb, alacsonyabb energiaja Ti-O-Ti
kotések kialakulasaval magyardzhato [35]. Erdemes megemliteni, hogy az eredmények
alapjan nem lehet egyértelmiien azonositani az anataz-rutil fazisatalakulds exoterm csucsat,
egyediil a B-Bi-TiO; esetén figyelhetd meg 785 °C-nal egy minimalis csucs. Hanaor és Sorrel
Osszefoglalojukban emlitik, hogy a fazisatalakulas altalaban 600 °C koriil, lassan indul meg,
igy a nagy felfitési sebesség miatt a csucsot csak magasabb homérsékleteken lehet rogziteni
[38]. A hoeffektus detektalasat neheziti az is, hogy az anataz atalakulasanak elérehaladtaval

csokken a fazisatalakulds sebessége, igy a latens hd is.
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Yang és munkatarsai szol-gél eljarassal készitett titan-dioxid fazisatalakulasat vizsgaltak [39].
A titan(IV)-izopropoxidbdl eldallitott gél derivativ termikus analizise soran 787 °C-on

hataroztak meg a fazisatalakulashoz tartozé exoterm csucsot (felfiitési sebesség: 10 °C/min).

5.1.2 Morfolégiai vizsgalatok

A pasztazd elektronmikroszkoppal késziilt felvételek alapjan a szemcsék alaki

tulajdonsagair6l és elemi Osszetételérdl kivantunk informéaciot nyerni.

A 20. abra a 650 °C-on kalcinalt, majd poritott katalizatorok pasztazo elektronmikroszkopos
felvételeit mutatja 5000-szeres nagyitdsban. Megfigyelhetd, hogy a nagyobb szemcséken
apro, mikro-, illetve nanoméretii részecskék helyezkednek el, azaz az eldallitott katalizatorok
polidiszperzek. A B-Bi-TiO; felvételén (20.d abra) pehelyszerli, vilagos nanoméretii

kristalyok lathatdak a nagyobb szemcséken.

20. abra: A 650 °C-on kalcinalt katalizatorok 5000-szeres nagyitasban.
a) TiO, b) B-TiO; c¢) Bi-TiO, d) B-Bi-TiO;

A mintdk elemdsszetételét energiadiszperziv rontgen spektrometrids modszerrel (EDS)
vizsgaltuk. A kapott spektrumokon (21. abra) jol megfigyelhet6 4,52 és 4,94 keV-nal a titan

K, és K vonala, valamint 0,5 keV koriil az oxigén K vonala. A bizmutot tartalmazo
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mintdkban 2,44 ¢és 2,52 keV energianal egyértelmiien megjelennek a bizmut M csucsai,
10 keV felett pedig a Bi L vonalakat lehet detektalni. A borra jellemz6 sdvokhoz tal alacsony

energia tartozik, ezért nem azonosithatok a spektrumon.

A mintakban 2,67 keV-nal kis intenzitast sav talalhatd, mely a klor K csucsahoz rendelhetd,
¢s valdszinlileg a savas hidroliziskor alkalmazott s6savbol maradt vissza. Az 1,5 keV koriili

csucs az aluminium mintatartobol szarmazik.
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21. abra: A 450 °C-on kalcinalt katalizatorok ED spektruma.

A csucsok alatti teriiletekbdl kovetkeztetni lehet a katalizatorok elemdsszetételére. Az igy
meghatarozott mol%-ban megadott értékeket a 2. tablazat tartalmazza. A mérés hibaja a

titanra =1,4%, az oxigénre £10%, a bizmutra 7%, amely a csticsok atfedésébol adodik.

Az adatok alapjan a Ti:O molarany 1:2,07-nek adodott, az egyes katalizatorokra kapott
eredmények nem mutattak jelentds eltérést. A mintdk Osszetétele: 31,4-32,5% titan, 66,7-
67,4% oxigén. A bizmut elemaranya a 450 °C-on kalcinalt Bi-TiO; katalizatorban 1,08%, a
bort is tartalmazo, azonos hémérsékleten kalcinalt mintaban 1,13%. Ezek az értékek a
titanhoz viszonyitva 3,35 ¢és 3,60%-nak felelnek meg. A klor mennyisége nem volt

szamottevd, csupan 0,08-0,1%, itt a meghatarozas hibaja +4%.

2. tablazat: A 450 °C-on kalcinalt mintak elemdsszetétele mol%-ban megadva.

Ti O Bi
TiO, 32,47% 67,43%
B-TiO, 32,51% 67,40%
Bi-TiO, 32,21% 66,71% 1,08%
B-Bi-TiO, 31,38% 67,49% 1,13%

109



Els6 helyezett palyamtivek
Fony6 Maté: Modositott TiO, fotokatalizatorok eldallitasa és aktivitasuk vizsgalata a lathatd fény tartomanyaban

5.1.3 Fazisok azonositasa

Raman spektroszkopia

A Raman spektrumok alapjan a kalcinalaskor bekovetkezd fazisatalakuldst kovetjiik nyomon.

A fazisokat a tiszta anataz, rutil és brookit Raman spektrumai alapjan azonositottuk (22. abra),
melyeket a rruff.iinfo online adatbazisbol toltottiink le (RRUFFID=R060277, R110109,
R050363). A megfigyelhet6 jellegzetes rezgések:

— anataz: 144,398, 517, 637 cm™,
— rutil: 143, 236, 447, 611 cm™,
— brookit: 124, 151, 192, 247, 318, 409, 542, 638 cm™.

Az alacsonyfrekvencias (144-147 cm™) rezgések a Ti-Ti rezgésekhez rendelheték, mig a tobbi

csucs a Ti-O racsrezgéshez tartozik.
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22. abra: Az anataz, a rutil és a brookit Raman spektruma.

A szol-gél eljarassal eléallitott, kiilonbdzé hofokon kalcinalt modositatlan titan-dioxid Raman
spektrumai alapjan megallapitottuk (23. abra), hogy a kalcinalasi hémérséklet emelésével
parhuzamosan elkezdddik az anataz-rutil atalakulas. Megjelenik a rutilra jellemz6 447 cm™-es
cstcs, valamint 611 cm™ koriil kialakul egy vall. A modositott katalizatorok spektrumain a
hokezelés hatasara bekdvetkezd fazisatalakuldsra utald rezgések nem figyelhet6k meg, csak

az anatdzhoz tartozo csucsokat lehet megbizhatoan azonositani (23. abra).
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1000 750 500 250 O 1000 750 500 250 O 1000 750 500 250 O
Raman eltolédas (cm™?) Raman eltolédas (cm™?) Raman eltolédas (cm™?)

—450°C 550°C —B50°C

23. abra: a) TiO, b) Bi-TiO, c) B-Bi-TiO, Raman spektrumai.

XRD eredmények

Ahhoz, hogy a pontos fazisosszetételt meghatarozzuk, rontgendiffrakcios méréssel vizsgaltuk
az eléallitott katalizatorokat. A kapott eredmények, melyeket a 3. tablazatban foglalok 6ssze

jO egyezést mutatnak a Raman spektroszkopia eredményeivel.

Az adalékmentes TiO, 450 °C-os hokezelés utan csak anataz modosulatot tartalmazott. Az
550 °C-on hdkezelt mintdban mar megjelent a rutil fazis is, majd ardnya a 650 °C-0S
kalcinalas hatasara tovabb nétt (3. melléklet), de még nem ment végbe a teljes fazisatalakulas.
Az adalékolt katalizatorok mindegyike még 550 °C-os hdékezelés utan is csak anataz fazist
tartalmazott. A 650 °C-on kalcinalt katalizatorokban mar kis mennyiségben megjelent a rutil

fazis is. Eredményeink jol mutatjak, hogy a bor és a bizmut jelenléte gatolta a fazisatalakulast.

3. tablazat: A kiilonb6z6 héfokon kalcinalt mintak fazisosszetétele (hiba: +1-2%).

450 °C 550 °C 650 °C
Anataz Rutil Anataz Rutil Anataz Rutil
TiO, 100% 98,3% 1,7% 73,4% 26,6%
B-TiO, 100% 100% 85,9% 14,1%
Bi-TiO, 100% 100% 95,3% 4,7%
B-Bi-TiO, 100% 100% 95,4% 4,6%

Errdl a jelenségrol kiilonbozé modositott TiO, katalizatorok vizsgalatakor mar mas kutatok is
beszamoltak. Wu és munkatarsai nitrogénnel és fluorral modositott titan-dioxid eldéallitasakor

figyelték meg, hogy az adalékanyagok gatoljak az anataz-rutil atalakulast [40].
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Bagwasi és munkatarsai azt tapasztaltdk, hogy az altaluk készitett borral és bizmuttal
modositott katalizatorokban 650 °C-os kalcinalas hatasara sem tortént meg az anataz rutilla
alakulasa. 750 °C-on viszont lejatszodott a fazisatalakulas, valamint Bi,Oz és BiyTiOy
megjelenését tapasztaltak [25]. Megvizsgaltuk, hogy az altalunk eldallitott katalizatorok
fazisosszetétele hogyan valtozik magasabb homérsékletii kalcinadlds hatisara. 4 oran at

750 °C-on hdkezeltiik a borral és bizmuttal modositott titan-dioxidot.

A rontgendiffrakcios felvételek valtozasat a kalcinalasi homérséklet fiiggvényében a 24. abra

mutatja.
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24. abra: A B-Bi-TiO, mintak XRD felvételei (A: anataz, R: rutil).

Jol lathato, hogy a 750 °C-on kalcinalt B-Bi-TiO, katalizatorban a fazisatalakulas megtortént.
A minta 88,5%-nyi rutil médosulat mellett 11,5%-nyi a-Biy(Ti4O11) fazist is tartalmazott. Az

Osszetétel jO egyezést mutat Bagwasi és munkatarsai eredményével [25].

5.1.4 Fajlagos feliilet

A katalizatorok fajlagos feliiletének meghatdrozasa nitrogén adszorpcid/deszorpcido mérésével
tortént -196 °C hoémérsékleten ¢és alacsony nyomason. A felvett izotermakon jol

megfigyelhetd a deszorpcios hiszterézis, amely mezopdrusos anyagra utal (25.a abra).

A fajlagos feliiletet a linearizalt BET egyenlet alapjan szamoltuk (30), ahol p, = p/p, a
relativ nyomas, V},, a monomolekulds boritottsdghoz sziikséges adszorptivum mennyisége
cm®-ben kifejezve (273,15 K, 101325 Pa), V az adott relativ nyomason adszorbealddott anyag

mennyisége (cm®), és C allando.
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pr 1 c-1
V-(1-py) Vm'C Vi€

pr (30)

Kis relativ nyomas értékek (0,05 < p, < 0,35) fliggvényében abrazolva a (30)-as egyenlet
bal oldalat (25.b abra) olyan egyenest kapunk, melynek meredekségébdl és

tengelymetszetébol kiszamithaté a monomolekulas boritottsaghoz sziikséges N, mennyiség.
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25. abra: a) A Bi-TiO; (450 °C) adszorpcids/deszorpcids izotermaja.

b) A mérési pontokbdl szamitott linearis 6sszefliggés a Bi-TiO, (450 °C) katalizatorra.

A fajlagos feliilet az egy adszorbealt molekula felilletigényének ismeretében szamithato (31),

ez az érték nitrogénre 0,162 nm?.

F = mlad (31)

T m-22410

A (31)-es egyenletben F a fajlagos feliilet (m%g), N, = 6,022 - 10%> mol™ az Avogadro-
allando, a az egy adszorbedlt molekula feliiletigénye (mz), €s m a bemért minta tomege (g). A

22410 dm>mol™ érték 1 mol idealis gaz térfogatabol adodik normal kériilmények kozott.

A 450 °C-on kalcinalt katalizatorok fajlagos feliiletét, valamint porustérfogatat és atlagos
porusatmérdjét a 4. tablazat tartalmazza. A B-TiO, katalizatorhoz nem all rendelkezésre
altalunk mért adat, a feltiintetett értékek szakirodalmi adatok [25]. Elmondhato, hogy a
modositd elemek jelenlétében kis mértékben nétt a katalizatorok fajlagos feliilete, ezzel
parhuzamosan a porustérfogat is, mig az atlagos porusatmérd csokkent. Az értékek hasonloak
a Bagwasi és munkatdrsai altal meghatarozottakhoz, esetiikben a B-Bi-TiO, fajlagos feliilete

56 m?/g volt [25].
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4. tablazat: A 450 °C-on kalcinalt katalizatorokra vonatkozé adatok.

TiO, B-TiO, Bi-TiO, B-Bi-TiO;
Fajlagos feliilet (mzlg) 14,7 28,0[25] 45,0 34,4
Pérustérfogat (cm®/g) 0,0322 0,0450[%! 0,0792 0,0599
Atlagos porusatméro (nm) 6,65 - 5,32 5,20

Vizsgaltuk a hokezelés hatasat a fajlagos feliiletre (5. tablazat). A kalcinalasi hémérséklet
emelésével fokozatosan csokken az értéke, a 750 °C-on hokezelt minta esetén mar csak
2 m?/g. A pérustérfogatban is csokkend tendencia figyelhetd meg, mig az atlagos porusatmérd

a homérséklet emelésével no.

5. tablazat: A kalcinalasi hdmérséklet hatasa a B-Bi-TiO, feliileti paramétereire.

450 °C 550 °C 650 °C 750 °C
Fajlagos feliilet (mzlg) 34,4 16,2 6,7 2,0
Pérustérfogat (cm®/g) 0,0599 0,0460 0,0304 0,0086

Atlagos porusatméré (nm) 5,2 7.9 18,2 15,6

5.1.5 Gerjesztési kiiszobenergia meghatarozasa

A gerjesztési kiiszobenergia meghatarozasa a 4.3.5. pontban leirtak szerint tortént. Felvettem
a referencia (BaSQ,), az cléallitott katalizatorok, valamint a Degussa P25 TiO, diffuz

reflexids szinképeit, majd az adatokbol képeztem a Kubelka-Munk fiiggvényt.

Az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a vonatkoztatasi katalizatornak tekintett Degussa
P25 TiO, gerjesztési kiiszobenergiaja értéke 3,21 eV, amely pontosan visszaadja a
szakirodalomban talalhato, altalanosan elfogadott 3,2 eV-ot [10].

6. tablazat: A szamitott gerjesztési kiiszobenergia értékek (a meghatarozas hibaja +£6-7%).

450 °C 550 °C 650 °C
TiO, 3,01eV | 412nm | 3,05eV | 407nm | 2,98eV | 416 nm
B-TiO, 3,0leV | 412nm | 3,01eV | 412nm | 2,97eV | 418 nm
Bi-TiO, 282eV | 440nm | 2,75eV | 451 nm | 2,80eV | 443 nm
B-Bi-TiO, | 2,82eV | 440nm | 2,90eV | 428nm | 2,96eV | 419 nm
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A modositatlan, szol-gél eljarassal eldallitott TiO, gerjesztési kiiszobenergiaja 3 eV koriil van,
amely a 412 nm-es fény energiajanak felel meg (6. tablazat). Ha borral modositjuk a
félvezetot, akkor nem tapasztalhatd jelentds kiilonbség a szamolt értékek kozott, az eltérés
mérési hiban beliili (6. tadblazat). A masik moddositd elem, a bizmut hatdsara azonban
jelentésen megnd a katalizator fényelnyelése a lathaté tartomanyban, azaz csokken a
gerjesztési kiiszobenergia

(6. tablazat).

A Dborral és bizmuttal egyiitt moddositott katalizatorok gerjesztési kiiszObenergiajanak

meghatarozasat a 26. dbra szemlélteti.
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26. abra: A 450 °C-on és a 650 °C-on kalcinalt B-Bi-TiO, mintak esetén szamitott

Kubelka-Munk fiiggvények ¢és a gerjesztési kiiszobenergia meghatarozasa.

Jol lathat6, hogy az alacsonyabb hdmérsékleten kalcindlt minta szélesebben kiterjed a lathato
tartomanyba (hv<3,1 eV), kevésbé meredek az abszorpcios vall, igy kisebb a gerjesztési
kiiszobenergia értéke. A 650 °C-on hokezelt minta esetén éppen ennek az ellenkezbje

figyelhetd meg, ezért csak nagyobb energiaval gerjeszthetd (2,96 eV).

A kapott eredmények (6. tdblazat) és a fazisarany (3. tablazat) kdzo6tt nincs szoros korrelacio,
azaz a gerjesztési kiiszobenergia értékét a kis szazalékban megjelend rutil modosulat mellett
mas tényezd is befolyasolja.

A B-Bi-TiO; (750 °C) minta gerjesztési kiiszobenergiaja 2,93 eV-nak adodott. A jelentds
mennyiségll rutil €s a megjelend bizmut-titanadt nem modositotta nagymértékben a tiltott sav

sz¢lességét az alacsonyabb hdmérsékleten kalcinalt katalizatorokhoz képest.

A szol-gél eljarassal eléallitott TiO, és B-TiO, katalizatorok fehér szintiek voltak,

fényelnyeléstik kicsi a lathatd fény tartomanyaban. A bizmutot is tartalmazo6 katalizatorok
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kalcinalasakor az eredetileg fehér por szine narancssargara valtozott (450 °C és 550 °C).
Magasabb hoémérsékleten hevitve a katalizatorokat, sziniik fakult, a 650 °C-on és

750 °C-on hokezeltek mar halvanysarga szintiek voltak (27. abra).
Bi-TiO, (550 °C)

'

Bi-TiO, (650 °C)

-

B-Bi-TiO, (450 °C) B-Bi-TiO, (550 °C) V B-Bi-TiO; (650 °C) B-Bi-TiO, (750 °C)
. e A ,

27. abra: Az eloallitott katalizatorok.
5.2 Fotokatalitikus aktivitas

Az eldallitott katalizatorok aktivitdsanak értékeléséhez sziikség van referencidra, amelyhez
viszonyitani lehet a kisérletekben kapott eredményeket. A Degussa P25 TiO, (DP25 TiOy)
egy széleskortien alkalmazott fotokatalizator, az UV tartomanyban jelentds, mig a lathato

tartomanyban kisebb aktivitast mutat, kivaldéan alkalmazhat6 referenciaként.

A fotokatalitikus kisérleteket eldszor az ibolyantali tartomanyban végeztiik el, majd ezutdn

tértlink at a lathato fénnyel torténd gerjesztés hatasara lejatszodo folyamatok vizsgalatara.

5.2.1 Aktivitas UV fényben

A hidroxilgyok képzodése

A fotokémiai reakciokban kulcsfontossagu részecske a hidroxilgyok. Képzdodését a 2.5.
fejezetben leirt modszer alapjan vizsgaltuk. Gyokbefogoként kumarint alkalmaztunk, melynek

atalakulésat eldszor a referencia katalizdtoron mutatom be.

A folyamatot nemcsak a keletkezé 7-hidroxi-kumarin emissziojanak mérésével, hanem a

kumarin fényelnyelésének valtozasaval is nyomon lehet kovetni (28. abra).
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28. abra: A kumarin fényelnyelésének valtozasa.

co(kumarin): 10 M, levegéaram: 10 dm® h™, 1 g dm™ DP25 TiO,, ¢ 1 cm

A gyodkbefogd abszorpciés maximuman (278 nm) a hidroxivegyiilet molaris fényelnyelési
egylitthatoja lényegesen kisebb, mint a kiindulasi vegyiileté¢ (4. melléklet), ezért a kis
koncentracioban (c~107 M, 31. abra) keletkez$ 7-hidroxi-kumarin nem modositja jelentésen
a fényelnyelést 278 nm-en, valamint 324 nm-en sem torzul a szinkép (28. abra). A
7-hidroxi-kumarinra (és valdsziniileg a tobbi hidroxilez6dott szarmazékra is) utald jelek
csupan 350 nm kornyékén figyelhetok meg, ahol a kumarin moléris fényelnyelési
egyiitthatdja

110 M*em™ koriili érték, mig a 7-hidroxi-kumarin & értéke még mindig relative nagy
(4400 M?'cm™). Itt a fényelnyelés kezdetben névekszik, majd csokken a kumarin

hidroxilez6désének, s az azt kdvetd tovabb alakulasanak eredményeképp (29. abra).
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29. abra: A fényelnyelés valtozasa kiillonb6zé hullamhosszakon.

co(kumarin): 10* M, levegdaram: 10 dm> h™, 1 g dm™ DP25 TiO,, ¢ 1 cm
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A Degussa P25 TiOz-ot tartalmazd szuszpenzidban a 278 nm-en fényelnyelést mutatd

komponensek koncentracidja 36 perces bevilagitas alatt gyakorlatilag nulléra csokkent.

A fotokatalitikus folyamatokban keletkez6 7-hidroxi-kumarin lumineszcencia spektrumanak
valtozasat a 30. abra szemlélteti. Az emisszid intenzitidsa az els6 15 percben nétt, majd
fokozatosan csokkent. Ez azzal magyarazhatd, hogy a feleslegbe keriild hidroxilgyokok,
illetve a termikus reakciokban képzdodé egyéb gyokok reagaltak a 7-hidroxi-kumarinnal, és

olyan vegyliletek keletkeztek, amelyek mar nem mutatnak fluoreszcenciat.

350 1 1d6 (perc) 350 1 1d6 (perc)
—15
300 - 13 g 300 A —15
= —_12 c 18
o 250 - —11 B 250 - 21
< —9 24
b 1
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— ;“
3 = —30
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E —5 § —33
E 100 - 4 =00 — %
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0+ : 0 0
400 500 600 400 500 600
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30. abra: A 7-hidroxi-kumarin emisszios spektrumanak valtozasa.

co(kumarin): 10 M, levegdaram: 10 dm® h™, 1 g dm™ DP25 TiO,, Agerj: 332 nm, & 1 cm

A folyamat fontos paramétere a 7-hidroxi-kumarin kezdeti képzédési sebessége, mely aranyos

a hidroxilgyok képzodésének sebességével. Ennek meghatarozéasara kalibracios gorbét vettem

cre

crer

abrazolva (31. abra), a gorbe O iddpillanathoz tartoz6 meredeksége megadja a
7-hidroxi-kumarin kezdeti képz6dési sebességét, melyre a Degussa P25 TiO,-ot tartalmazo

szuszpenzidban 1,07-107 M min™ értéket hataroztam meg adott kisérleti koriilmények kozott,
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31. abra: A 7-hidroxi-kumarin koncentraciojanak valtozasa.

co(kumarin): 10 M, levegéaram: 10 dm® h™, 1 g dm™ DP25 TiO;, Agerj: 332 nm, & 1 cm

Az eléallitott katalizatorokat tartalmazd szuszpenzidkban is meghataroztuk a hidroxivegyiilet
kezdeti képz6dési sebességét, értéke a borral modositott katalizatorok jelenlétében volt a

legnagyobb (6. melléklet, 32.a abra):

B-TiO, (450 °C) — 1,12-10® M min™, B-TiO, (550 °C) — 1,53-10® M min™*
B-TiO, (650 °C) — 2,76-10° M min™

A Bi-tartalmu katalizatorok gerjesztésekor csekély mennyiségii 7-hidroxi-kumarin képzodott,
a meghatarozott kezdeti képzddési sebességek 1070 nagysagrendiiek. A koztitermék aktudlis
mennyisége 240 perces bevilagitds alatt is csak 1,3-107 mol/dm®-re nétt (32.b abra). A

referencia katalizatort tartalmazo szuszpenzidkban kb. 1 perc alatt érhetd el ez a koncentracio.
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T T T 1 000 ‘. T T T T 1
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Bevilagitasi idé (perc) Bevilagitasi idé (perc)

e 450 °C 550°C e650°C
32. abra: A 7-hidroxi-kumarin atalakulasa a kiilonbozd katalizatorokon.

a) B-TiO, b) B-Bi-TiO,.

co(kumarin): 10 M, levegdaram: 10 dm?® ht 1 g dm katalizator, Agerj: 332 NM, ¢: 1 cm
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Az eredmények Osszehasonlitdsakor (33. abra) minden esetben azt tapasztaltuk, hogy a

modositott katalizatorok hidroxilgyokképzo sebessége joval kisebb a referencia katalizatorra

meghatarozottnal (kb. 3%). Kivételt jelentenek ez aldl a 450 °C-on és az 550 °C-on kalcinalt

B-TiO; katalizatorok, ahol 10,5%-0s és 14,3%-0s a 7-hidroxi-kumarin kezdeti képzodési

sebessége a DP25-h6z viszonyitva.

W Degussa P25 m450 °C

550°C m650°C
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£ 0.50
€ 60 -
s 0.25 -
=
~ 40 - 0.00 -
> Bi-TiO, B-Bi-TiO,

20 -
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33. abra: A kezdeti 7-hidroxi-kumarin képz6dési sebességek (a meghatarozas hibaja +4-5%).

Az oxalsav degradacioja

A katalizatorok fotoaktivitasanak mindsitésére egy masik lehetdség, ha modellvegyiiletként az

oxalsavat alkalmazzuk.

A referencia katalizatort tartalmazd szuszpenziokban gyakorlatilag 20 perc alatt teljesen

lebomlott az oxalsav, mikozben az oldat pH-ja 2,72-r61 4,93-ra nétt, a szamitott kezdeti
bomlési sebesség: 4,88:10° M min™ (34. 4bra).
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34. abra: Az oxalsav bomlasa Degussa P25 TiO,-on.

co(oxalsav): 103 M, levegdaram: 10 dm® h?, 1 g dm™ katalizator
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A 450 °C-on és az 550 °C-on kalcinalt B-TiOs-ot, illetve Bi-TiOs-ot tartalmazo
szuszpenziokban a modellvegyiilet koncentracioja 60-90 perc alatt (a pH ndvekedése mellett)
a kimutathatosagi hatar ala csékkent (35. abra). A 650 °C-on kalcinalt B-TiO, fotoaktivitasa

csekély, gerjesztését kovetden alig degradalddik a dikarbonsav (35.a abra).
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09 {5000 00 o 09 {'e2° e,
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35. abra: Az oxalsav degradacidja a) B-TiO; b) Bi-TiO; katalizatorokon.

co(oxalsav): 102 M, levegdaram: 10 dm® h, 1 g dm™ katalizator

Sok esetben megfigyeltem a koncentracidé - id6 grafikonokon, hogy a bevilagitas kezdeti

szakaszaban a modellvegyiilet aktudlis koncentracidja alig valtozott, példaul a
Bi-TiO; (650 °C) katalizator jelenlétében 75 perc alatt a kiindulasi 10 mol/dm? értékré] csak
8,3-10" mol/dm?-re csdkkent, majd ezutan 45 perc alatt 2,2-10™ mol/dm®-re (35.b 4bra). E
jelenség szamszerlsitése c€ljabol definidltam egy ugynevezett atlagos bomlasi sebességet,
amelyet a 90%-os degradaciohoz tartozé koncentraciovaltozas és az ehhez sziikséges id6
hanyadosaként szdmoltam. A két sebességi adat dsszehasonlitasabol kovetkeztetni lehet a
kezdeti, kisebb bomlasi sebességgel jellemezhetd fazis jelenlétére (36. abra).
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DP25 TiO,

450 °C

B-TiO,

B kezdeti bomlasi sebesség

550 °C
650°C  450°C

Bi-TiO, B-Bi-TiO,

B atlagos bomlasi sebesség

36. abra: A kezdeti és az atlagos oxalsav bomlasi sebességek az egyes katalizatorokon.

(A meghatarozas hibaja +4%.)
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A 37. abran a moédositott katalizatorok esetén szamolt kezdeti 7-hidroxi-kumarin képzédési
(v7nk) és az atlagos oxalsav bomlasi sebességeket (V,x415q1) hasonlitottam Gssze a Degussa
P25 esetén meghatarozott sebességi adatokhoz viszonyitva (32). E két jellemz6 valasztasa
azért tlnik célszertinek, mert igy egyrészt a tobbszori hidroxilezdédés, masrészt az oxalsav

bomlasa elején megfigyelhetd lassabb szakasz modositod hatéasa is kikiiszobolheto.

va, oxalsav(k liz4
Relativ hatékonysag = —Ztk vagy oxil (katalizitor) 10 (32)
V7hk vagy oxalsav(Degussa)
30% -
CI 550 °C
3 25% A
S 200
g 20% -
£ 15% -
Z
= 10% 1 650°C  450°C
)
[~

5% -
0% -

B-TiO, Bi-TiO, B-Bi-TiO,
W kezdeti OH-gyok képzodési sebesség M atlagos oxalsav bomlasi sebesség

37. abra: A katalizatorok relativ hatékonysaganak 6sszehasonlitasa.

(A meghatarozas hibaja +4%.)

Ha az oxalsav atalakulasaért csak a hidroxilgyok lenne a felelds, akkor adott katalizator esetén
a relativ hatékonysadgok megegyeznének. Ezzel szemben a 37. &bran jol latszik, hogy az
oxalsav bomlasi sebessége szinte minden esetben nagyobb a referencidhoz viszonyitva, mint a
7-hidroxi-kumarin képzodési sebessége. Ebbol arra kovetkeztetiink, hogy a dikarbonsav
lebomlasdban nemcsak a hidroxilgyok, hanem a szuperoxid-gydkanion és kozvetleniil a lyuk
is szerepet jatszik, azaz a degradécioért tobb reaktiv részecske is felelds. Annak feltarasara,
hogy melyik milyen mértékben jarul hozza a lebomlashoz tovabbi kisérletek sziikségesek.
Egyik lehetséges ut, ha a bevilagitast argon atmoszféraban végezziik el, s tigy vizsgaljuk a
reakcid sebességi viszonyait. Masik megoldas a szuperoxid-gyokanion képzdodési
sebességének meghatarozasa, am ez a gyokanion nagy reakciokészsége miatt igen nehéz

feladat.
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5.2.2 Aktivitas lathaté fényben

Vizsgaltam a katalizatorok aktivitasat a lathaté fény tartomanyéban is, ugyanolyan kisérleti

koriilményeket alkalmaztam, mint az UV fotoaktivitas tanulményozasakor.

A bevilagitasi kisérletek nem adtak pozitiv eredményt. A kumarin oldatban a hidroxilgyok

képzddése gyakorlatilag elhanyagolhat6 volt, és az oxalsav sem bomlott.

Bagwasi és munkatarsai a borral és bizmuttal modositott katalizatorok hatékonysaganak
megallapitasakor modellvegyiiletként festékanyagot alkalmaztak (AO7) [25]. Kisérleti
munkdm kovetkezd szakaszaban megvizsgaltam, hogy mi torténik egy hasonld szerkezetii

vegyiilet, a titansarga (38. abra) oldatanak bevilagitasakor.

38. abra: A titansarga szerkezete.

Az el6kisérletek alapjan a modellvegyiilet optimalis koncentracidja 5:10° mol/dm?3-nek
adodott. Fényelnyelési szinképében 322 és 407 nm-nél talalunk abszorpciés maximumot
(7. melléklet), 407 nm-en a moléris fényelnyelési egyiitthato: & = 20283 M™* cm™. A vegyiilet
fényelnyelése katalizator nélkiili oldatok Vis LED-del torténd besugarzasakor nem valtozott,

azaz a titdnsarga nem bomlott.

A titansarga adszorpcioja, degradacidja

cres

A bevilagitas el6tti 30 percben az adszorpcid nyomon kovetése céljabol mintat vettem a
szuszpenziobol. A modositatlan és a borral adalékolt katalizdtorokon nem tapasztaltam
jelentds adszorpciot, mig a Bi-tartalmu titdn-dioxid mintdkon a festékanyag koncentracidja
fokozatosan csokkent (8. melléklet). 25-30 perc alatt alakult ki az adszorpcids egyensuly, a
felilleti megkotédés 9-10%-0s volt (7. tablazat). Ez a tendencia Osszhangban van a
katalizatorok fajlagos feliiletének nagysagaval, a legnagyobb értékeket a bizmut-tartalma
mintakra kaptuk (4. tablazat).
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7. tablazat: Az adszorpcio mértéke a kiilonb6z6 katalizatorokon.

(450 °C) Adszorpcio (AA/A)
TiO; 0%
B-TiO, 1%
Bi-TiO, 9%
B-Bi-TiO; 10 %

A modellvegyiilet fényelnyelési szinképének valtozasat a 450 °C-on kalcinalt B-Bi-TiO,-ot
tartalmazd szuszpenzio bevilagitasakor a 39. abran szemléltetem. Jelentds valtozasok
figyelhetdek meg: 407 nm-en az abszorbancia csokkenése intenziv, amely a modellvegyiilet
atalakulasara enged kovetkeztetni. Koztitermék(ek) keletkezésére utal a fényelnyelés
novekedése 322 nm-en, itt a sav maximuma Kis mértékben el is tolédik a nagyobb
hullamhosszak felé, 380 perc utan a maximum mar 328 nm-en jelentkezik. Ugyancsak

koztitermék(ek) képzddésére utal az 520 nm koriil tapasztalhatd fényelnyelés ndvekedése.

1d6 (perc)
1.0 - 0 - ads
5 - ads
10 - ads
0.8 - ]» adszorpcid 15 - ads
© —30 - ads
[&]
e S
306 - _i5
§ f —30
< —60
0.4 1 90
v 120
0.2 150
T —210
i 380
0.0 . . . .
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39. abra: A titdnsarga fényelnyelési szinképének valtozasa.

co(titansarga): 510 M, levegéaram: 10 dm®h?, 1 g dm™ B-Bi-TiO, (450 °C), ¢ 1 cm
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Habér a spektralis valtozasok a titansarga atalakulasara utalnak, az oldat szerves széntartalma

(TOC értéke) nem csokkent.

A fotoindukalt folyamatokban elsé 1épésben feltehetéen a koénnyen tdmadhaté azo-amino-
csoport 1ép reakcidba, s ez eredményezi a tapasztalt szinképi valtozasokat, am az atalakulas

pontos ismeretéhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Osszehasonlitottam a kiilonbozé (450 °C-on kalcindlt) katalizatorokon a titansarga boml4sat,

a 407 nm-en mérhet6 abszorbancia id6beni valtozasat a 40. abran mutatom be.

A modositatlan katalizator jelenlétében a modellvegyiilet bomlasa lathaté fény hatasara
minimalis. A borral adalékolt TiO,-0t tartalmaz6 szuszpenzidokban 3,5 ora alatt 32,9%-kal
csokkent a fényelnyelés, bizmuttal modositott katalizatorok jelenlétében nagyobb a valtozas:
Bi-TiO, — 75,3%, B-Bi-TiO, — 65,4% (40. 4abra). Osszehasonlitva az aktivitasbeli sorrendet a
fajlagos feliilet értékeivel, szembetlind az Osszefiiggés: a fajlagos feliilet (4. tablazat)

novekedésével nd az aktivitas.
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<
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Bevilagitasi idé (perc)
e fotolizis e TiO, B-TiO, eBIi-TiO, B-Bi-Ti0,
40. abra: A titansarga bomlasanak 0sszehasonlitdsa a kiilonbozo katalizatorokon.

co(titansarga): 5-10° M, levegéaram: 10 dm® h?, 1 g dm™ katalizétor, ¢ 1 cm

Ezutan vizsgaltam a kalcindlasi hdmérséklet hatasat. Azt tapasztaltam, hogy mindkét

katalizator (Bi-TiO;, B-Bi-TiO;) esetén a 450 °C-on hokezeltek fotoaktivitasa volt a

crer

mértéke (41. abra). Ez szintén Osszefiiggésbe hozhaté a fajlagos feliilet értékeivel (5.

tablazat), valamint a gerjesztési kiiszobenergiaval (6. tablazat) is.
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41. abra: A kalcinalasi hdmérséklet hatdsa a titdnsarga bomlasara.
a) Bi-TiO; b) B-Bi-TiO,

co(titansarga): 5-10° M, leveg8aram: 10 dm® ht, 1 g dm™ katalizator, ¢ 1 cm
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A 8. tablazatban a szamitott kezdeti bomlasi sebességeket hasonlitottam dssze. Alacsonyabb

kalcinalasi hdmérsékleten (450 °C) a Bi-TiO, katalizator fotoaktivitasa kissé nagyobb, mint a

B-Bi-TiO,-¢, magasabb homérsékleten (650 °C) a B-Bi-TiO, tlinik hatasosabbnak.

8. tablazat: Kezdeti bomlasi sebességek (a meghatarozas hibaja +4%).

(min™) 450 °C 550 °C 650 °C
Bi-TiO, 1,0-102 3,0-10° 9,010
B-Bi-TiO, 7.310° 3,3-10° 2,1-10°

crer

tapasztalt aktivitas oka, hogy a festékmolekula fényérzékenyitoként is viselkedhet a

rendszerben. Ekkor a lathatd fény elnyeléséért a festékmolekula a felelés. A gerjesztést

kovetden az elektron a félvezetdre vandorol, majd a toltésatviteli folyamatok soran képz6dd

gyokok reagalnak a feliileten adszorbealddott festékmolekuldval.
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6. Terveim a folytatasra

Fontos tapasztalat, hogy a szakirodalmat minden esetben fenntartdsokkal kell kezelni.
Szembetlind, hogy a cikkek tobbségében a katalizatorok lathato tartomanybeli aktivitdsanak
tesztelésekor kiilonb6zo festékanyagokat alkalmaznak modellvegytiletként, s kevés példa van
kovetkeztetésre jutottak Bagwasi és munkatarsai 1s. Cikkiikben leirtak, hogy azért
valasztottadk modellvegyiiletnek a 2,4-diklorfenolt, hogy kikiiszoboljék a fényérzékenyités
lehetoségét [41].

Megfeleld modellvegyiilet lehet a fenilalanin, amely nem szines, ezért nem érzékenyiti a
katalizatort. Aromas gytrije és alifds oldallanca lehetdséget nyujt, hogy arnyaltabb képet
kapjunk a katalizatorok aktivitasarol [42]. Az aminosavak amino-, illetve karboxilcsoportja
reakcioba léphet a félvezetd gerjesztésekor képzOdd részecskepar redukald és oxidald
komponensével is, valamint a viz- és az oxigénmolekulakbdl elsddleges elektronatadasi
folyamatokban képz6do kiilonb6zo reaktiv gyokokkel. Ezen reakcidkon tul, azt is figyelembe
kell venni, hogy az elektrofil tulajdonsaga hidroxilgyok megtaimadhatja a fenilcsoportot: a

molekula hidroxilezédhet, ezt kovetden pedig megtorténhet a gylirti felnyilasa is.

Tovébbi terveim kozott szerepel U modositd elem(ek) alkalmazasa. Az eldkisérlet soran
Vaiano és munkatdrsai médszere alapjan nitrogénnel mddositott TiOz-ot (NO1) allitottam eld

(42. abra) [43].

25 ml cc. NH; oldat
0 OC - o L - sy or
} Kevertetes 5 Szures, szaritas 5 Kalcinalas

0 °C, 10 perc 40 °C, 24 6ra 450 °C, 30 perc

6,25 ml titén(IV)-izopropoxid

42. abra: A N-TiO; eléallitasi modja.

6,25 ml titan(IV)-izopropoxidot intenziv kevertetés kozben 25 ml 0 °C-ra el6hiitott 25%-0s
ammonia oldathoz ontottem. A fehér csapadék azonnal kivalt, melyet 10 perc kevertetés utdn
tivegszlirdn lesziirtem, desztillalt vizzel mostam és szaritoszekrényben szdritottam. Az igy
kapott anyagot poritottam, és a korabbiaktol eltéré mddon csupan 30 percig kalcinaltam
450 °C-on. A folyamat végén halvanysarga port kaptam, melynek gerjesztési kiiszobenergiaja
3,11 eV-nak adodott.

Vis LED alkalmazasa mellett vizsgaltam a kumarin atalakulasat. A 7-hidroxi-kumarin

képzodését a 43. abra szemlélteti.
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43. abra: A 7-hidroxi-kumarin lumineszcencia intenzitasanak valtozasa.

co(kumarin): 10 M, leveg6aram: 10 dm®h? 1 g dm? katalizator, Agej.: 332 nm, ¢: 1 cm

Az eredmények jol mutatjak, hogy az eldallitott katalizator jelentds aktivitassal bir a lathatd
tartomanyban: A N-TiO; esetén 300 perces bevilagitas alatt tobb mint 10-szeres mennyiségi
hidroxilgyok képzddott, mint a Degussa P25 jelenlétében. Azonos koriilmények kozott a
B-Bi-TiO, mellett nem képz6dott hidroxilgyok.

Vizsgaltuk az eredmények reprodukdlhatésagat is. Péarhuzamos mérések sordn a
meghatarozott kezdeti képzOdési sebességek eltérése csupan 3%. Ezzel szemben uj
katalizatort eléallitva, annak aktivitasa lényegesen Kisebb volt (eltérés: 51%). Ez arra hivja fel
a figyelmet, hogy a preparalasi koriilmények legaprobb megvaltozasa is jelentdsen

befolyasolja a katalizator mindségét, fotoaktivitasat.

A nitrogén igéretes, €s széleskorlien kutatott adalékold elem: a szakirodalomban gyakran lehet
olyan cikkeket olvasni, melyekben nitrogénnel modositott TiO, fotokatalitikus
tulajdonsagainak vizsgalatarol szamolnak be [18, 21, 24]. Az elvégzett elékisérlet is

alatamasztja, hogy érdemes a nitrogénnel, mint adalékolo elemmel foglalkozni.

Célom, hogy vizsgaljam a nitrogénnel modositott titdn-dioxid fizikai jellemzdit, illetve

fotoaktivitasat kumarin és fenilalanin modellvegyiilet segitségével a lathato fényben.

A jovdben tervezziik, hogy a katalizatorok szerkezetét transzmisszids elektronmikroszkoppal
is megvizsgaljuk, valamint sok informacioval szolgalhat, ha tudjuk, hogy a modositd elem
milyen formaban ¢€s milyen pozicidban talalhato a katalizitorban. Ennek meghatirozasa
rontgen fotoelektron spektroszkopiai (XPS) moddszerrel lehetséges, az analizis elvégzése

tavlati célunk.
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7. Osszefoglalas

Szakmai munkam soran boérral és bizmuttal modositott katalizatorokat allitottam eld, majd

tanulmanyoztam szerkezeti és fotokémiai tulajdonsagaikat.

A termikus analizissel a kalcinalas alatt végbemend folyamatokat vizsgéltuk.
Megallapitottuk, hogy a Ti-O-Ti kotések valoszintileg 245 °C koriil alakulnak ki, ez a
folyamat a DTA gorbén exoterm csucsot eredményezett. A TG és DTG gorbék alapjan
valoszinisitettiik, hogy a bizmut-tartalmi mintak kalcinalasakor a NOs ionok egy
része mar 150 °C koriili homérsékleten elbomlik. Az anatdz-rutil fazisatalakuldst nem

lehetett azonositani a gyors felfiitési sebesség és a kis latens hd miatt.

Az energiadiszperziv rontgen spektrometrids mérések kimutattdk, hogy a bizmuttal
modositott katalizatorok kb. 1,1 mol%-a bizmut, amely a titdnhoz viszonyitva kicsivel

tobb, mint 3%.

A Raman spektrumok ¢és a rontgendiffrakcios eredmények alapjan elmondhato, hogy a
modositatlan TiO; kalcindldsakor a hdmérséklet emelésével parhuzamosan megtorténik
az anataz rutilld alakuldsa. A bor kis mértékben, a bizmut pedig teljesen
visszaszoritotta a fazisatalakulast. A 650 °C-on kalcinalt, borral és bizmuttal modositott
katalizdtor ugyan tartalmazott kis mennyiségli rutilt, 4m nem szamottevd

mennyiségben.

A borral és bizmuttal torténd modositas hatdsara nott a katalizator fajlagos feliilete, a
kapott értékek jO egyezést mutatnak a szakirodalomi adatokkal. A kalcindlasi

homérséklet emelésével jelentdsen csokkent a fajlagos feliilet.

A borral torténd adalékolds nem csokkentette a tiltott sav szélességét. Abban az
esetben, ha a modositd elem bizmut, jelentésen ndtt a katalizator fényelnyelése a

lathato tartomanyban, a gerjesztési kiiszobenergia 3,01 eV-rdl 2,82 eV-ra csokkent.

A 750 °C-on kalcinalt B-Bi-TiO, katalizator 88,5%-nyi rutil modosulat mellett

11,5%-nyi a-Biy(Ti,O11) fazist is tartalmaz, gerjesztési kiiszobenergiaja 2,93 eV.

Vizsgaltam az eldallitott katalizatorok aktivitdsat az UV tartoméanyban. A bevilagitas
soran keletkez6 7-hidroxi-kumarin képzddési sebessége minimalis a Degussa P25 TiO;

esetén mért értékekhez képest, mig az oxalsav bomlési sebessége Osszemérhetd a
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referencia katalizatoron mért adatokkal. Ennek oka, hogy az oxalsav atalakulasaért

tobb részecske is felel6s.

— Lathato fény hatdsara a hidroxilgyok képzddése gyakorlatilag elhanyagolhato, valamint

az oxalsav sem degradalodott az adott koriilmények kozott.

— Titansargat alkalmazva modellvegyiiletként, a moddositott kataliztorokat tartalmazo
szuszpenzidban az oldat fényelnyelése szignifikansan csokkent a lathaté fénnyel
torténd bevilagitas sordn, azonban a reakcidelegy szerves széntartalma nem valtozott.
Val6szintsitettiik, hogy a spektralis valtozast a katalizator feliiletén adszorbealddott

festékmolekula kotésrendszerében bekovetkez6 atalakulasok okoztak.

— UV fénnyel torténd bevilagitas soran a borral adalékolt, mig lathaté fény hatasara a
bizmutot is tartalmazé katalizatorok mutattak nagyobb fotoaktivitast. Az eltérd
viselkedés valdszinlileg a gerjesztési kiiszObenergidk kozotti  kiilonbséggel
magyarazhatd, de a katalizdtor egyéb paraméterei is befolyasolhatjdk a gerjesztést

kovetden lejatszodo folyamatokat.
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Mellékletek

1. melléklet: A reakcioelegy homérsékletének a valtozésa.
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2. melléklet: Az aktinometralashoz sziikséges anyagok és oldatok elkészitése.

10 gramm kalium-[trioxalat-ferrat(I11)] (Ks[Fe(C,04)3]-3H,0) eldallitasa:

FEC|3 + 3 Ky,C,04 = K3[F€(C204)3] + 3KCI

A szamitott mennyiségli FeCls-6H,0-bol 20%-o0s oldatot kell késziteni, majd keverés
kozben hozza kell adni 10%-kal tobb K,C204-H20 30%-o0s oldatahoz. Az elegyet 10-15°C-ra
kell hiiteni, hogy a termék kikristalyosodjon. A kivalt kristalyokrdl az anyaltigot ledntése
utdn, atkristalyositas céljabol 20 cm® meleg vizben ujra fel kell oldani. Az oldatot lehiitése
utan a kivalt anyagot szivotdlcséren leszlirjiik. Néhany cm’® jeges vizzel, majd néhany cm’®
éterrel mossuk, levegén szaritjuk és mérjiik. A z0ld szinll kristalyok fényérzékenyek, ezért

sotét tivegben kell tarolni.

Aktinometralashoz hasznalt oldatok Osszetétele

1.) Ferrioxalat aktinométer oldat: 0,006 mol dm™ Ks[Fe(C204)s]-3H0, 0,05 mol dm™ H,S0,
vizes oldata

2.) Fenantrolin oldat; 1,10-fenantrolin 0,1% (m/m) vizes oldata.

3.) Natrium-acetat-ecetsav puffer oldat: 600 cm® 1 mol dm™ NaCH3;COO és 10,0 cm® 20%

cyey

Az 1.) és 2.) oldat fényérzékeny, ezért sotétben kell tarolni.
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3. melléklet: A modositatlan TiO, XRD felvételei (piros: anataz, kék: rutil).
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4. melléklet: A kumarin és a 7-hidroxi-kumarin fényelnyelési szinképe és a molaris

fényelnyelési egyiitthatok.
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5. melléklet: A 7-hidroxi-kumarin emisszidjanak valtozas a koncentracio fiiggvényében.
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6. melléklet: A kumarin fényelnyelési szinképének, illetve a 7-hidroxi-kumarin

emisszidjanak valtozasa a B-TiO, (450 °C) katalizatort tartalmazo szuszpenzidkban.
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7. melléklet: A titinsarga fényelnyelési szinképe (¢ = 1, €407 nmy = 20283 M™ cm™).
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Tartalmi kivonat

Szilard szemcsés anyagok silobol torténd kontrollalt kiiiritésére a legelterjedtebb
megoldas a cellas adagolok alkalmazasa, melyet nem csak a vegyiparban, de szinte minden
olyan teriiletén hasznalnak, ahol szilard, szemcsés anyagok adagoldsara van sziikség, mint
példaul gyogyszer-, élelmiszer-iparban, mezdgazdasagban, banyaszatban, vagy akar szilard
tiizelési erémiiveknél stb. Mivel a cellas adagolokat szilard anyagok kontrollalt mozgatasara
hasznaljak fontos, hogy azok miikddési jellemz6i ismertek legyenek ¢€s, hogy jol lehessen

hasznalni a felmeriil6 iranyitasi feladatok végrehajtasara.

A berendezések kisérleti vizsgalata sokszor nehézségekbe iitkdzhet, mivel a méréshez
hasznalt eszk6zok megvaltoztathatjadk a berendezés mukodését. A Diszkrét Elem Modszer
segitségével a szilard szemcsés anyagok viselkedése jol szimulalhato, vizsgalhato,
ugyanakkor a szemcsék szdmanak novekedésével a szamitasi igénye jelentdsen novekszik. A
napjainkban egyre inkabb fejlédd, viszonylag olcson és egyszertien elérhetd sokszor HPC-s
teljesitményre is képes GPU kartydk segitségével ezek a szimulaciok a berendezés
komplexitasatol ¢és részecskeszamtdl fiiggéen gyorsan elvégezhetdk, a kordbbi soros
végrehajtasi programok tobb hetes futdsi ideje néhany Orara rdvidithetd parhuzamos

végrehajtasu programok alkalmazasaval.

A munkam soran a forgocellds adagold geometriai €s miiveleti paramétereinek hatdsat
vizsgaltam az adagol6 tomegaramara szimuldcios Uton. A részecskék mozgasanak leirasara €s
szimulacidjara a diszkrét elem modszert alkalmaztam. A szimulacios vizsgalatokban a cellas
adagold atmérdjének és fordulatszdmanak hatdsat vizsgaltam az adagold éltal atbocsatott
tomegaramra. A fordulatszdm valtoztatasaval sikeriilt megallapitani egy olyan tartomanyt,
ahol a tomegaram linedrisan valtozik a fordulatszdmmal, majd a fordulatszdm tovabbi
novelésével a tomegaram egy maximumot €r el. Ennek fontos szerepe lehet a cella tiritéséhez
kapcsolodo irdnyitasi feladatok végrehajtdsdban. A szimulacids vizsgalatokat egy altalam
fejlesztett GPU-ra optimalizalt programmal végeztem.
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1. Bevezetés

A szilard anyagok kezelése szamos ipari technologia részét képezi a vegyiparban,
gyogyszeriparban, élelmiszeriparban stb. Az egyszerlibb tarolasi (pl. silos tarolas) és szallitasi
miiveletektdl (pl. pneumatikus szallitas) kezdve a gaz-szilard vagy folyadék-szilard kétfazisu
muveletekig (pl. gaz-szilard fluidizacio, gaz-szilard katalitikus reakcio) szamos technologiai
miuveletben taldlkozhatunk a szilard szemcsés anyagok felhasznalasaval. A szilard
részecskéket is magéaban foglald kétfazisi miiveletek, aramlasok kozds jellemzoje, hogy a
szilard és gaz fazis kozotti kolcsonhatas hatékony faziskeveredést, intenziv tomeg és
hoatadast tud biztositani a legkiilonb6z6bb miiveleti célokra (pl. gaz-szilard kémiai reakcio).
A szilard fazis mozgasa a részecskék kozotti litkozések és a légdram nyomo vagy huzo
hatdsdnak mértékétél fiiggden kiilonbozd 4aramlasi mechanizmust és dramlasi képet
eredményezhet. A szilard anyagokat tartalmazé miiveletek kisérleti vizsgalata id6 és
koltségigényes, a vizsgdlatokkal kapott eredmények sokszor nem teljes kortiek kdszonhetéen
a mér6eszkozok korlatjainak és annak, hogy nehéz a méréeszkoz elhelyezése a szilard aramlo
fazisban gy, hogy ne véltoztassuk meg annak aramlasi tulajdonsagait. Bar szamos fejlett
mérési technika létezik mar a szilard aramlasok tulajdonsadgainak mérésére, mint példaul a
fazis-doppler részecske analizator, a nagysebességii video feldolgozas, a magneses rezonancia
tomografia, a pozitron emisszids részecske kovetés stb., amelyek hasznos informacidkat
nyUjtanak a részecskék mozgasarol, azonban szamos olyan tényezd, amelyek az aramlas
strukturajat jelentdsen befolydsoljak, mint pl. az iitkdz6 részecskeék kozotti er6hatdsok, még

nem allnak rendelkezésre.

A kisérletek azonban kdnnyebben elvégezhetdk szimulacids vizsgalatok felhasznéalasaval, ha
megfelelden részletes modell all a rendelkezésiinkre a vizsgalt rendszerrel kapcsolatban. A
szilard szemcsés anyagok aramlasanak modellezése és szimulacidja egyre népszeriibbé valik
¢és intenziv kutatomunka lathatd e teriileten a vonatkozd irodalomban. A szilard szemcsés
anyagok aramldsa minden esetben parosul valamilyen géz vagy folyadék fazis dramléséaval,
igy a szilard részecskéket tartalmazo éaramlds mindenképpen egy kétfazisi aramlasnak
tekinthetd, amelynek leirasdra minden fazis esetében a megfeleld kolcsonhatasi tagokkal
kiegészitett aramléasi egyenletek hasznalhatoak. A gaz vagy folyadék fazis hatdsa a szilard
részecskékre azonban kiilonb6zé mértékii lehet az egyes esetekben. Példaul a silokbol torténd
szilard anyag elvétel esetében a gazfazis hatdsa elhanyagolhato a részecskék mozgasara ezért

nem sziikséges a szilard részecskek és a gazfazis kozotti kolesonhatds szamitasa €s igy az
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aramlasi egyenletek alkalmazasa a gazfazis tulajdonsdgainak szamitasara. Ellentétes példa
lehet a szilard anyagok pneumatikus szallitdsa, amely esetben a két fazis kolcsonhatdsa
jelentds és ezért az aramlds leirdsdban mind a szildard mind a gazfazis tulajdonsagainak

modellezése sziikséges.

A szerzOk az irodalomban a szilard-fluidum aramlasok leirasara két f6 modszert javasolnak a
szilard részecskék kezelését illetéen. Az egyik modszerben az ugynevezett Euler modszerben
mind a szilard és fluidum fazisokat folytonos fazisnak tekintik és ezeket a modszereket, mint
két-folyadék modellként (two fluid model, TFM) hivatkozzédk. Ezekben a modellekben
mindkét fazist az aramlasi egyenletekkel irjak le, amelyek kiegésziilnek a két fazis
kolcsonhatasat leird tagokkal. A hatranya ezen modszereknek az, hogy mivel a szilard
részecskéket folytonos fazisként kezeli nem kapunk semmilyen informéciot az egyes
részecskék 6nalld6 mozgasaval kapcsolatban. A mésik mddszerben a szerzok a fluidum fazist
szintén folytonos féazisként kezelik és aramléasi egyenletekkel irjak le, azonban a szilard
részecskéket onallo rendszerként, elemenként kezelik, amelyeknek 6nallé tomege és 6nalld
mozgasa, sebessége van. A fluidum fazisra felirt aramléasi egyenletek ebben az esetben is
tartalmazzdk a szilard és fluidum fézis kolcsonhatasat leird tagokat. A részecske-részecske €s
részecske-fal litkzésekbdl adodd er6k modellezésére €s szamitasara rugalmas és rugalmatlan
titk6zési modelleket ajanlanak a szerzok. Ezeket a modszereket, mint Euler-Lagrange, Euler-
diszkrét elem modszerként (EULER-DEM) vagy CFD-DEM modellként hivatkozzak a
vonatkoz6 irodalomban. Amennyiben a fluidum fazis hatasa elhanyagolhaté a részecskék
mozgéasanak szadmitdsa Onalléan a diszkrét elem modszerrel torténhet a fluidum fézis
tulajdonsagainak szamitdsa nélkiil. A diszkrét elem modszereknek az eldnye, hogy
eredményként részletes informacidt nyljtanak a szilard koézeg aramlasarol. A hatranyuk
azonban az, hogy mivel minden részecskét onalldan kezel, nagyszadmu részecske halmaz

esetén nagy szamitasi eréforrasokat igényel.

A két-folyadék elmélet alkalmazasa kapcsan Anderson és Jackson (1967) vezettek be eldszor
olyan kolcsonhatasi tagokat a Navier-Stokes egyenletben, amellyel a részecske-fluidum és a
részecske-részecske kolcsonhatasokat vették figyelembe a modellben. A kilencvenes években

jelentds eredményeket értek el a TFM modellek felhasznaladsaval a fluidagyak két-fazisu

crer

Gidaspow (1990), Kuipers és tarsai (1991, 1992, 1993), Gidaspow (1994) valamint
Nieuwland és tarsai (1996). McKeen ¢és tarsai (2003) katalizator szemcsék mozgasat

szimulaltak egy fluidagyas katalitikus krakkold reaktorban. Wang és tarsai (2009) egy olyan
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TFM modellt fejlesztettek ki, amely homogén ¢és heterogén reakciok leirdsara alkalmas
tagokat tartalmaz. Pougatch és tarsai (2010) részecske aprozodast szimulaltak fluidagyban.
Osszességében elmondhatd, hogy a két-folyadék modellek bar sszetettek, azonban nem

képesek a diszkrét részecskék dinamikajanak és aramlasi tulajdonsagainak a leirasara.

Az utobbi évtizedekben mutatkozo gyors fejlodés a szamitastechnikdban és parhuzamos
szamitasban tette lehetové a diszkrét elem modszerek elterjedését és gyors fejlodését a szilard
modszerben az aramld szilard részecske halmaz minden részecskéjének mozgésat kiilon
szamitjuk. A részecskék mozgasat a Newtoni mozgastérvények alapjan szamitjuk figyelembe
véve a részecskékre hatd erdket, amelyek mas részecskékkel torténd iitkozésbol vagy a mozgo

fluidum fazis nyomo illetve hiz6 hatasabol adodik.

Attanulményozva az irodalmat megallapithatd, hogy az utobbi két évtizedben szamos
publikacié sziiletett a diszkrét elem modszer alkalmazasaval kapcsolatban. A gaz-szilard
Kawaguchi tarsai (1998, 2000), akik a szimuléacios vizsgalataikban rugalmas {itk6zési modellt
(Cundall és Strack, 1979) hasznaltak és a részecskék keveredését vizsgaltak egy fluidagy
belsejében. Hoomans ¢és tarsai (1996, 2000) rugalmatlan {itk6zési modellt hasznéltak a
szimulacids vizsgalataikban, amelyekben a gazsebesség hatasat vizsgaltak a részecskék
aramldsara szintén egy fluidagyban. Kaneko és tarsai, (1999) CFD-DEM szimulacios
sebessége mellett szamitottak a hdmérséklet mezot és ezek felhasznalasaval minden részecske
esetében a polimerizacids reakcid kinetikajat és a reakciohdt. Ulbert €s tarsai (2000) egy
olyan CFD-DEM szimulaciés tanulmanyt mutattak be, amelyben egy reaktiv gaz-szilard
kétfazisu aramlast szimulaltak egy Mediator Recirculation Integration Technology (MERIT)
cirkulaciés fluidagyas égetd berendezésben. A szerzOk 4ltal javasolt modell tartalmazza a
reakci6 komponensek megmaradasi egyenleteit. A gédz-szilard kémia reakcio leirdsira a
shrinking-core modellt alkalmaztak a szerzok minden részecske esetében. Tsuji és tarsai
felhasznalva. Yang és tarsai (2013) a kiilonb6zé aramlési tipusok kozotti atmeneteket
vizsgaltak egy fluidagyban a részecskék feliileti energidjanak fliggvényében. Fan és tarsai
vizsgaltak és ennek megfelelden figyelembe a kolcsOnhatasi erdk szamitasanal figyelembe

vették a részecskék feliileti kohézids kolcsonhatasat. Hou és tarsai (2016) egy olyan
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fluidagyat szimulaltak a CFD-DEM modszer alkalmazasaval, amely hdatado csoveket
tartalmaz. A szerzok a csovek és a fluidagy kozotti hdatadast vizsgaltak. Hou ¢€s térsai, (2017)
a részecske-fluidum kolcsonhatas, a részecske-részecske iitkozés, a gravitacios erd, valamint a
surlédas altal a részecskék kozott 1étrejovo energia atadast vizsgaltak szilard szemcsés €s

fluidum-szilard kétfazisu aramlasok esetében.

A fenti példakbol lathato, hogy a diszkrét elem modszer alkalmazasaval nemcsak 6nmaga a
fluidum-szilard aramlasok mindsége vizsgalhatd, de lehetéséget nyljt mas folyamatok, mint
pl. gaz szilard kémiai reakcio, figyelembe vételére és a diszkrét részecske tulajdonsagok
kezelésére, mint pl. a hdmérséklet, koncentracio stb.

A jelen TDK dolgozat téméaja a silos szilard anyag taroldsdhoz szinte minden esetben tarsuléd
cellas adagolo berendezés szimulacidja. A silokbol torténd szilard anyag elvétel esetében a
gazfazis hatdsa elhanyagolhaté a részecskék mozgéisira ezért nem sziikséges a szilard
részecskék ¢és a gazfazis kozotti kolcsonhatds figyelembe vétele. Az irodalomban szdmos
(2000) silo toltését és dritését szimulaltak diszkrét elem modszerrel. A szimulacids
vizsgalataikban a részecskék mechanikai paramétereinek hatdsat vizsgaltdk a részecskék
aramldsara. Megmutattdk, hogy a részecskék surlodasanak ¢és rugalmassagi tényezdjének
jelentds hatasa van az aramlési tulajdonsagokra. Yang és Hsiau (2001) sil6 toltését €s tiritését
szimulaltdk. Kiilonb6z6 tipust inzert elemeket hasznaltak és azt vizsgaltdk, hogy hogyan
javithato a silobol torténd szilard anyag kiaramlas mindsége. Goda és Ebert (2005) egy olyan
szimulacids tanulmanyt mutattak be, amelyben a részecskék falra gyakorolt hatasat vizsgaltak
a diszkrét elem modszer felhasznalasaval. Gonzalez-Montellano és tarsai (2011) egy
laboratoriumi méretli silot vizsgaltak kisérleti és szimulacios uton, amelyben a részecskék
surlodasi tényezdjét identifikaltdk a kisérletek altal. Zeng és tarsai (2017) a részecskék
soran. Megmutattak, hogy a sebesség fluktuacio a strlddasi tényezd egy kritikus értéke felett

jelentkezik.

A silok ritését biztositd cellds adagolok kisérleti és szimulacios vizsgalatara kevés
kozlemény talalhatd a témahoz tartozé irodalomban. Egy silohoz kapcsolodo cellas adagolot
vizsgalt kisérleti iton Al-Din és Gunn (1983). A szerzOk a cellds adagolo altal szallitott
részecske tomegaramot vizsgaltdk a cellas adagold fordulatszaménak fiiggvényében ¢&s
megallapitottak, hogy a fordulatszdmnak csak egy bizonyos tartomdnydban linedris a

kapcsolat a fordulatszam és tomegaram kozott. Kirkwood ¢€s tarsai (1998) cellas adagoloval
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tartozkodasi id0 analizissel. Megallapitottak, hogy alacsony adagold fordulatszamnal a
részecskék szegregalodnak a silon beliil és holtterek alakulnak ki, amelyben a részecskék
jelentésen lassabban mozognak lefelé. Magasabb fordulatszamnal azonban a sild teljes
szemcsehalmaza egyenletesen mozog lefelé biztositva ezaltal azt a kovetelményt, hogy a

siloba taplalt szemcserétegek ne keveredjenek.

A cellas adagolod alkalmazasa minden ipari teriileten eléfordul, ahol a szilard anyagokat
sildban taroljak. A silok tartalmanak szabalyozott iiritése fontos a technologiai ¢s
iranyitastechnikai szempontok miatt és ezért a cellas adagolok miikodésének minél mélyebb
megértése jelentésen hozzajarulhat annak sikeres tervezéséhez mind geometriai mind
muveleti értelemben. A TDK dolgozatban a hangsulyt a cellds adagold szimulacidjara
fektetjiik, és nem vizsgéaljuk a siléban létrejové éaramlas tulajdonsigait. A szimulaciods
vizsgalatokban alkalmazott mddszer a diszkrét elem moddszer, amellyel részletes bepillantas
nyerhetd cellds adagolon beliili szilard fazis aramlasarol. A szimulacids vizsgalatok célja
annak megallapitdsa, hogy a cellas adagold geometriai és miveleti tervezési paraméterei

hogyan befolyasoljak a cellds adagolon ataramlo szilard anyag tomegaramat.

A dolgozat kovetkez6 részeiben ismertetésre keriil a szilard aramlé kdzeg modellezésében és
szimulaciojaban alkalmazott diszkrét elem modszer, a diszkrét elem modszer alkalmazasahoz
kapcsolododan a részecske és fal litkozések kezelésében alkalmazott hdromszoges geometriai

reprezentacios modszer, a szadmitasokban alkalmazott GPU és parhuzamos programozas fobb

crer
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2. A Diszkrét Elem Modszer

A Dberendezések kisérleti vizsgalata sokszor nehézségekbe {itkozhet, mivel a méréshez
hasznalt eszk6zok megvaltoztathatjdk a berendezés miikddését, ilyen esetekben szimuldcids
vizsgalatokkal lehetséges a benniik lejatszodd folyamatok megismerése. Egy a valosagot jol
leir6 modell hasznalata, akkor is elony0ds lehet, ha egymast kovetd sok, kiillonb6zo paraméterti
vizsgalatot szeretnénk elvégezni, mivel a modellben megvaltoztatni egy paramétert

egyszerlibb lehet, mint 0j kisérleti berendezést késziteni.

A DEM (Discrete Element Method — Diszkrét Elem Mddszer) egy olyan numerikus szamitasi
modszer, melynek segitségével nagyszamu részecske mozgésat, viselkedését lehet modellezni
¢s szimulalni. A DEM hasznalataval a részecskék és a berendezés falai kozotti kdlesonhatasok
Newton masodik mozgastorvényével irhatok le. Napjainkban a DEM széles korben
elfogadott, hatékony modszer szemcsés, illetve nem folytonos anyagok mozgasanak leirasara
a kiilonboz6 mérndki feladatok megoldéasakor. Alkalmazésa egyre jobban elterjed az ipar tobb
teriiletén, mint példaul vegyiparban, gyogyszeriparban, épitdiparban, élelmiszeriparban, vagy
akar a banyaszatban, kohdszatban, mez6gazdasagban stb. A szadmitastechnika fejlédésével
lehetdség nyilik akar tobb millié részecskébdl allo szemcsehalmaz mozgasanak szamolasara.
Ugyanakkor a DEM nagy szamitdsigénye miatt a mdodszernek korlatot szab a részecskeszdm
¢s a szimuldlt jelenség ideje, ezért a szimuldci6 futdsi idejének csokkentése érdekében
célszerli valamelyiket alacsonyan tartani. A DEM el6nye, hogy segitségével szemcsés
aramlasok széles kore vizsgalhato, segitségével jol modellezhetdk a kisérletileg megtigyelt
jelenségek nem csak a szemcsés aramldsokban, de a mérnoki alkalmazasok olyan mas
teriiletein is mint, adhézids finom porok, talaj mechanika. DEM segitségével a szemcsés
halmazok mikroszkopikus viselkedése sokkal részletesebben vizsgalhatd, mint az kisérletileg
sokszor lehetséges lenne. Példaul a szemcsék egymasra hatdsa folytdn a kozottiik kialakuld
3D er6hatdsok haldzata nagyszdml szemcsés halmazban. Hatranya, a mar elézéekben
emlitett, nagy szamitasi igény, melybdl adoddan vagy nagy részecskeszdmu halmaz rovid
iddbeli viselkedése, vagy kevesebb részecskébdl allo rendszer hosszabb iddbeli viselkedése
szimuldlhat6 csak a szimuldcio futdsi idejének alacsonyan tartasa miatt. Ugyanakkor ez a
hatrany a szamitastechnikai eszk6zok fejlodésével egyre jobban csokken. Kiilondsen az egyre
gyorsabb ¢és tobb memoridval rendelkez6 GPU-k megjelenésével, melyek parhuzamos
szamitasi lehetdségeit kihasznalva a szimulaciok futasi ideje csokkenthetd, a részecskeszam

és a szimulalt 1d6 novelhet6.
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2.1. A Newtoni mozgdsegyenletek

A DEM szimulaci6 soran a részecskék egy kezdeti allapotbol kiindulva, azok kélcsonhatasait
figyelembe véve a részecskék mozgasat hatarozzuk meg, amelyhez a részecske 3 f0
tulajdonsaga keriil kiszdmitadsra minden egyes iteracios 1épésben, a pozicid, a sebesség és a
részecske forgd mozgésat jellemzd szogsebesség (Tsuji és tasai, 1993). Ezeken kiviil a
szimulalt jelenségtdl, és a modell Gsszetettségétol fiiggden mas részecske tulajdonsagok
szamitasa is lehetséges, mint példaul a hémérséklet, a komponens koncentracio, a feliileti

bevonas mértéke, elektromos toltottség stb.

A részecskék mozgéasanak meghatarozasahoz a DEM a részecskéket kiilon elemként kezeli és
figyelembe veszi a koztiik 1étrejové kolesonhatdsokat. A részecskék kozotti kolcsonhatas az
itk6zés formdjaban valésulhat meg. Az iitkdzés torténhet egy madsik részecskével, a
berendezés mozgd vagy allo falaval. Az iitkdzés hatdsdra a vizsgalt két részecske vagy a
részecske ¢és a fal kozott ellentétes iranyu erd keletkezik. A részecskék mozgasara ezenkiviil
hatassal van az {itk6zésektdl fliggetlentil hatdo erdtér, példaul a graviticio, (kiilonbozo
mozgasa kétféleképpen jellemezhetd, egyenes vonalu haladd és forgd mozgassal. Az egyenes
vonalu haladé mozgést befolyasolja az iitkozési erd, az erdtér pl. gravitacid, valamint, ha nem
elhanyagolhato, akkor kétfazisu rendszer esetén a kozegellenallasi erd. A forgd mozgasra csak
az Utkozési erdk hatnak. A részecskék egyenes vonalu halad6 valamint forgd mozgasat leird

Newtoni mozgéstorvények:

i=q
Mia; = Z(fcn,ij + fct,ij)+ m;g 1)
-1

i=q

1=G;
o, = 3T, =3 (1 xf,,) @)

i ij
i= i=

Ahol
— m; az i részecske tomege
— @jaz i részecskére hat6 gyorsulas vektor
— Qi az i részecskével iitkdzésben levo részecskék szama
— fenijj @z 1 és j részecske kozott létrejove iitkozési erd vektor normal irdnyu

komponense
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— feij az 1 és ] részecske kozott 1étrejove iitkdzési erd vektor tangencidlis iranyu
komponense

— g azirészecskére hatd gravitacios gyorsulas vektor

— | az i részecske tehetetlenségi nyomatéka

— @, az i részecskére hatd szoggyorsulas vektor

— Tijaziés j részecske kozott az iitkdzési pontban fellépd forgatonyomaték vektor

— T az ltkdzési pont és az i részecske kozéppontjanak tavolsagat megado vektor

A szimulécio6 iteracids 1épései soran ezeknek a hatdsoknak a kiszamitasa torténik minden

részecskére kiilon-kiilon. Miutan a gyorsulds vektor és szoggyorsulds vektor meghatarozasa
megtortént kiszamithato az i részecske szogsebesség vektora (M), sebesség vektora (Vp i) és

pozicid vektora (p;) a kovetkezd differencialegyenletek numerikus megoldasaval:

dv,; _ Vpieeat " Vpir _ a (3)
dt At

dw, _ W; At — Wi =, (4)
dt At

dp, _ Pitat —Pig =v,, (5)
dt At '
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2.2. Részecske-részecske iitkozések kezelése rugalmas iitkozési modellel

Elsésorban a részecskék fizikai tulajdonsagaitol, mint példaul a részecske rugalmassagatol és
feliilleti surlodasi tényezdjétdl, fliigg a részecske-részecske és részecske-fal iitkdzések
mechanikéja. Az objektumok kozotti {itkozés lehet rugalmas és rugalmatlan. Mindkét {itkozés
tipus modellezésére szamos Tlitkdzési talalhatd a vonatkozo irodalomban. A dolgozatban
bemutatott szimulacids vizsgalatokban egy rugalmas litk6zési modellt hasznalunk ¢és az
iitkozé részecskéket rugalmas gombnek tekintjiik (Cundall és Strack, 1979). Tovabba
feltételezziik, hogy a részecskék feliilete kozotti adhézios erd elhanyagolhatod, valamint a

4

részecskék feliilete kozott fellépd surlddast a Coulomb-féle surlddasi torvény irja le.

A részecskék mozgasat befolydsolo iitkdzési erdk az titkdzések soran normadl és tangencialis
iranyban hatnak a részecskékre. Az {itk6zési erfk szdmitdsa ennek megfeleléen 2 részre
oszthatd: normadl és tangencialis erdk szamitdsara. A normal irdnyu erdk a részecske egyenes
vonali mozgésara vannak hatdssal, mig a tangencidlis {itk6zési er6 a forgd mozgast

befolyasolja.

Az alkalmazott rugalmas iitk6zési modell az {itk6zési erék szadmitdsdhoz a rugo,
lengéscsillapitdé és csuszka mechanikai elemeket hasznalja fel. Ezek mechanikai
paramétereiken keresztiil befolyasoljak az iitkdzést. Ezek a paraméterek a rugoallando (k),
csillapitasi tényez6 (7) és a surlddasi tényezd (). A rugd elem a rugalmas litk6zés leirasara
szolgal. A lengéscsillapitd az iitkdzés soran fellépd energiaveszteséget modellezi, mig a
csuszka elem a részecskék feliileti surlodasat irja le. A normal irdnya {itkozési erdk
szamitasara a rugd és csillapitd elemek szolgalnak, mig tangencidlis iranyu erdk szamitasdhoz
mindharom elem hasznalata sziikséges. Az 1. abran a modellben felhasznalt elemek l4thatok a

normadl és tangencialis iranyu {itkdzési erdk modellezésére.

A részecske-fal litkzéseket részecske-részecske litkozésre vezetjiik vissza, amely a 2. dbran
lathato: A fal benti részére a részecskével szemben egy tiikor részecske keriil elhelyezésre, a
fal feliiletétol részecske sugarnyi tavolsagra, vagyis ugy, hogy a részecske, mint gomb ¢és a fal,
mint sik, egy pontban érintsék egymast. Valamint a két részecskét 6sszekotd njj normalvektor
a feliilet normaljaval parhuzamos. A falrészecske sebességvektor €s szogsebesség vektora allo
fal esetén egyarant egy null vektor, mozgo fal esetén csak a szdgsebesség null vektor a
sebesség vektora a fal adott pontjanak mozgasi sebességével egyezik meg. Ezutan az |
részecskére hatd erok a részecske-részecske titkozésre visszavezethetok, ahhoz hasonld

modon szamithatok.
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csillapito

(@)

..I

csillapito

(b)

1. dbra. Utkdzési modell, normal irany (a), tangencialis irany (b)

Tiikor részecske | részecske

2. abra. Részecske-fal utkozés

2.2.1. Részecske-részecske iitkozések kezelése

2.2.1.1. Normal iranyu erdk szamitasa

A valosagban két részecske rugalmas litkozésekor a részecskék kozelednek egymashoz,
Osszenyomodnak €s deformalddnak, a relativ sebességiik lecsokken, majd a késdbbiekben
visszanyerik eredeti alakjukat és kozben ellentétes iranyba kezdenek el mozogni. A

szimulacioban alkalmazott iitkdzési modell alapjan a két részecske alakjat iitkdzés soran
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valtozatlannak tekintjiik, igy az iitk6z€si pontban az {itk6zés soran a részecskek kozott atfedés
alakul ki, azaz a részecskék kozéppontja kozotti tavolsag kisebbé valik, mint a sugaraik

0sszege.

(=l p) ©

Ahol

— Ij-akétrészecske kozéppontja kozotti tavolsag i részecskére vonatkoztatott értéke
— R és R; -aziés jrészecske sugara
P; és p; -azi és j részecske pozicioja

Ha mindegyik részecskék sugara egyenld, akkor a kdvetkezd formara egyszeriisodik.

Az iitkdz¢si pontban kialakuld ¢, ;; atfedés szdmitasa a kovetkezOképpen lehetséges.

j
5n,ij:(di+dj)/2_‘pi_pj‘ (7
Ahol
— d; és d; -azi és j részecske atmérdje
— p; €s p; -azi és ] részecske pozicioja
Az i részecskére hato rugdelem altal keletkez6 eré szamitésa.
foncij = _knén,ijnij (8)
Ahol
— k, - arugéallandé normal iranyban
— 0,y - anormdl iranyu atfedés az i és j részecske kozott

— n; - anormal vektor az i és j részecske kozott, az i részecske kdzéppontjabol mutat

a j részecske kozéppontja felé

A két részecske kozott kialakuld atfedést a 3. abra szemlélteti.
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(a) (b)

3. abra. Atfedések bemutatdsa. Normal irany (a), Tangenciélis irany (b)

Az iitkdzés folyaman a részecskék veszitenek kinetikus energiajukbol. A kinetikus energidjuk
egy része az litkozés soran a deformalddas miatt elveszik. A veszteség nagysdga fiigg a
részecskék sebességétdl és fizikai tulajdonsagaitol. A veszteség az {itkozés utani kisebb

részecske sebességben nyilvanul meg.

Az energiaveszteség nagysagat a restitiicios koefficiens (e) adja meg, ami a szilard anyagok
jellemzd fizikai tulajdonsdga. Ha nincs energiaveszteség értéke 1, ha van veszteség, akkor
érteke 1-nél kisebb. Az iitk6zési modellben a részecskeiitkzés kozben fellépd
energiaveszteséget a csillapitasi elem modellezi, melynek paramétere a 7 csillapitési tényezd.

A csillapitasi erd szamitasa a kovetkezOképpen torténik.

foncsii = _77n("r,ij RLIP.LT ©)
Az egyenletben szerepld szorzas jel (-) skalaris szorzast jelent.

Ahol
— 1, -anormal irdnyu csillapitasi tényezo
Viij - a két részecske kozotti relativ sebesség

— n; - anormal vektor az i €s | részecske kozott, az i részecske kozéppontjabol mutat

a j részecske kozéppontja felé
Csillapitasi tényez0 ¢€s a restiticids koefficiens kozotti kapcsolatot a kdvetkezd egyenlet irja

le.
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n=-2:/mk e (10)
Jz+(Iney
Ahol
— 1 - acsillapitési tényezd
— M -arészecske tomege
— k aragdé allando
Az i részecskére normal iranyban kialakulo eréhatas mértéke a csillapitasi és rugbderd

0sszegzésébol adodik.

fonii = (_ kn5n,ij Ve i NG (11)
2.2.1.2. Tangencialis iranyu erdk szamitasa

A normal iranyhoz hasonldéan tangencialis iranyu {itkdzési er6 szamitasanak is az alapja az

iitkdzési pontok kozott kialakuld atfedés (8,..), amelyet a normal irdnnyal szemben egy

t,ij
vektorral adunk meg. A 3. dbrén lathaté modon az A és B iitk6zési pontok az iitkdzés elején a
tér ugyanazon pontjai, azonban a tovabbiakban a részecskék {itk6zd és forgomozgasanak
kovetkeztében a feliiletek elcsusznak, elmozdulnak, igy a kezdeti pontok helyzete
folyamatosan valtozhat, egymastol eltavolodik. A két pont kozott kialakul egy C tavolsag,
mely a tangencidlis atfedés vektor hosszaval lesz egyenertékii. Az litkdzés kozben a &, ;
atfedés vektor értéke és irdnya is folyamatosan valtozik az {itk6z6 részecskék relativ csuszasi

sebességének megfelelden, amely az iitkdzési pontok relativ sebességet jelenti. Utkozés

kozben Ny; értéke is folyamatosan valtozhat, ami az egyik részecske kozéppontjatol a masik

kozéppontja felé mutaté normal vektor. Ezt a 4. dbra szemlélteti.

S

4. dbra. Részecskék mozgésa iitkoz€s soran
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Ezen valtozds miatt az atfedés vektor értékét minden szamitasa 1épésben korrigalni kell,
amely ket 1épesben torténik. Elsként az atfedés vektor értékét korrigaljuk nj; 0j értékének
megfeleléen, majd a modositott atfedés vektor értékét korrigaljuk a pillanatnyi relativ csuszasi

sebességnek megfelelden. A 8, ;. atfedés vektor szamitasa.

tj

8, ; (t"'At): E(h'¢)6t,ij,0(t)+vrs,ijAt (12)
Ahol
— At - a numerikus id61épés
- 5“ j,o(t) - az atfedés vektor értéke t idopillanatban
— Vi - arészecskék iitkdzése kdzben fellépd relativ csuszasi sebesség
—  E(h,¢) - transzformacios matrix

Az 5. ébran lathatok az E(h, ¢) matrix megadasahoz sziikséges paraméterek.

5. ébra. Tangencidlis atfedés térbeli vektor transzformacidja.

Az E(h,¢) transzformacios matrix szamitasahoz eldszor meg kell hatarozni h normalvektor
értékét ¢s ¢ szog értékét. A h vektor szamitdsa az N;; normalvektor 0j és régi értékének
felhasznalasaval torténik.
_ M X Mo
= (13)
‘“i j <N j,O‘

Az egyenletben a (x) jel a vektorialis szorzast jeloli.

A ¢ sz06g szamitasa az alabbi egyenlet alapjan torténik.
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qﬁzasinqnij xnijyo‘) (14)
A rendelkezésre allo értékekbdl mar meghatarozhatd E(h,¢) matrix, ami 3x3-as négyzetes
matrix. A szamitasahoz sziikséges képlet, melyben h vektor a hz(hx,hy,hz) formaban

szerepel.

cosg+hi(l-cosg) hh (I-cosg)-h,sing h,h (1—cosg)+h, sing
E(h,¢)=| hh (@—cosg)+h,sing cosg+hi(l—cosg) hh,(1—cosg)—h,sin¢g|(15)
hh (L-cosg)—h,sing hh,(l-cosg)+hssing  cosg+h?(l—cosg)

A csuszasi sebesség az litkozési pontok relativ keriileti sebességétol és a részecskék relativ
sebességének tangencialis komponensétdl fiigg.

Ehhez el6szor ki kell szamolni a részecskék relativ sebességét.

Viii = Vi = Vo, (16)

Ezutan kiszamolhat6 a részecskék relativ sebességének tangencialis komponense.
Viei = Vrij _(Vr,ij 'nij) Ny (17)
Az iitkdzési pontndl létrejove keriileti sebesség (v ;) a szogsebességbOl (®;) ¢és a két
részecske kozéppontja kozotti tavolsag i részecskére vonatkoztatott értékébdl szamithato.
Vei = in ‘wi )Xnij (18)
Ezutan megadhato a relativ cstiszasi sebesség az el6zdekben kiszdmolt értekek osszegeként.
Visij = (vc,i +V )+ Vi (19)
A tangencialis atfedés vektor felhasznalasaval szamithat6 ki a tangencialis rugderd.

fct,r,ij = _kt5t.ij (20)
Ahol
— k, - arugoalland6 tangencialis iranyban
Normal iranyhoz hasonldan a csillapitasi er6t is ki kell szdmitani, ebben az esetben a relativ

csuszasi sebesség felhasznalasaval.

fct.cs,ij - _ntvrs,ij (21)
Ahol
— 1t - atangencidlis iranyu csillapitasi tényezd
A tangencidlis iranyu iitkozési erd a tangencialis rugderd €s a tangencidlis csillapitasi erd

ereddje, vagyis a kdvetkezoképpen szamithato.
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fct,ij = _kt6t,ij IV s ij (22)
2.2.1.3. Asarldodasi ero szamitasa

Két részecske titkozésekor a feliiletek egymason valé mozgésa tangencialis irany surlddasi
er6t hoz létre, ami a forgd mozgas iranyaval ellentétes iranyd, azt lassitani probalja. A

surlodas eré a Coulomb féle surlodési torvény hasznalataval szdmithaté. Minden szamitasi

ciklusban Gsszehasonlitasra kertil a kiszamolt tangencialis er6 nagysaga a uif, ;;

| kifejezés
értékével. Amennyiben a tangencialis er6 a nagyobb a tapadasi surlodasi eronél, akkor a két

feliilet kozott csuszas jon létre és a tapadasi surlodési erd helyett csuszéasi surlodasi erd

jelentkezik, ezért a tangencialis erét ujra kell szadmolni.

f

cn,ij‘

t

foiy = ij (23)
Ahol
— -1 és ] részecske kozotti surlodasi tényezo

t;; normalvektor szamitasahoz hasznalt képlet.

t; :6t,ij/‘5t,ij‘ (24)

Ezutan a §, ;; tangencialis atfedés értekét is Gjra kell szamolni.
i,
8, = Jenh (25)
’ K
t

2.2.2. Részecske-fal Uitkozések kezelése

2.2.2.1. Mozgo fal kezelése

A relativ cstszasi sebesség kiszamitdsahoz csak a részecske litkdzési pontndl 1étrejovo
keriileti sebessége ¢és a részecskék relativ sebességének tangencialis komponense sziikséges.
Mivel a tiikorrészecske szogsebessége 0, ezért az abbol szamolhato tiikorrészecske keriileti
sebessége is minden esetben 0.

Visij = Vei + Vi ij (26)
A faliitk6zés kezelésének modjabol addédodan (a sik fal normdl vektora egy sik falszakaszon

beliil allandd). A részecske-részecske ltkozessel ellentétben az litkdzés kozben Ny erteke
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nem valtozhat, ezért nincs sziikség E(h, ¢) transzformacios matrix szamitasara. A 9, ;; atfedés

vektor szamitasa a kovetkezore valtozik.
8:ij(t + At) = 8.j0(t) + vpg ;AL (27)
Ahol
— At - anumerikus id61épés

ﬁtyi j,o(t) - az atfedés vektor értéke t idopillanatban

Visij - arészecskék titkozése kozben fellépl relativ csiiszasi sebesség

2.2.2.2. All6 fal kezelése

All6 fal esetén is érvényesek a mozgo falnal leirt egyszeriisitések. Valamint azokon kiviil még
egy tovabbi egyszerisités irhatd fel. Mivel a tiikkorrészecske sebessége 0, ezért a részecskék
kozti relativ sebesség megegyezik a részecske sebességével.

Viij = Vpi (28)
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3. A szimulalt sil6 - cellas adagolé berendezés bemutatasa

A cellas adagold vizsgalatat kétféle silo alkalmazasaval terveztem. Az els6 silo konstukcio
esetén a silo kupjanak a vizszintessel bezart szoge 10° lett volna, a masodik sordn pedig 45°
fok lett volna ugyanez a szdg. Az eldzetes szimulaciok soran kideriilt, hogy a cellas adagold
viselkedése a sild kupos részének vizszintessel bezart szogétdl alig kimutathato modon fiigg,
ezért végiil ezt a két verziot elvetettem. A végleges szimulaciok soran egyféle sildé geometriat
alkalmaztam. A silot ugy toltottem fel, hogy a tetején még kicsit halmozva legyenek a
szemcsék. Az Osszes szimulaciot ebbdl a kiinduési allapotbdl inditottam. A celldsadagolo
felszerelt silo részecskékkel megtoltotott kezdeti allapotat mutatja a 6. abra, metszeti

nézetben, a cellas adagolot és a silot egy fiiggdleges sikkal elfelezve.

6. abra A silo és egy adott paraméterezésu cellas adagold kezdeti allapota, metszet.
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A cellas adagold esetében a geometriai paraméterek koziil az atmérdjét valtoztattam, a

miiveleti paraméterek koziil pedig a fordulatszamot. A cellas adagolé mindkét valtozdjanak

modositasa esetén valtozik a cellasadagolon keresztiili tomegéram,

vizsgalatokhoz ezeket tartottam meg (1. tablazat).

1. tabla. Geometriai és miveleti paraméterek.

igy a késoébbi

Sil6 magassaga [m] (a kifolyonyilas aljatol, a silo tetejéig) 0,49 m

A silo atmérdje [m] 0,2m

A sil6 kupos részének a vizszintessel bezart szoge. 45°

A celléas adagol6 atmérdje [m] 0,06-0,12m
Cellas adagold magassaga [m] (a kifolyonyilas aljatol, a befolyonyilas | 0,14 m
tetejéig)

Cellas adagol6 fordulatszama [1/s] 0,5-5,01/s

A szimulacios vizsgalatokban alkalmazott részecske tulajdonsagokat illetve a szimulacios

vizsgalatok paramétereit a 2. és 3. tablazatban foglaltam ssze.

2. tdblazat. A szimulacids vizsgaltokban alkalmazott részecske tulajdonsadgok (érvényesek a

tikkorrészecskékre is)

Sugar 0,002 m
Stirtiség 1190 kg/m®
Gordiilési ellenallas le-4
Surlodasi tényezd 0,43
Csillapitasi tényez6 normal 0,09893
Csillapitasi tényezd tangencilais 0,09893
Rogoalland6 normal 800
Rugoallando tangencialis 800
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3. tablazat. A szimulcios futtatdsok paraméterei

Szimuléacios id6lépték 5e-5s
Mentési idolépték 2e-2s
Szimuadlt 1d6 hossza 4s
Részecskék szama 245000
All6 falak széma 500-600
Mozg¢ falak szama 24

A szimulacios futtatdsokban hasznalt szamitogép és GPU adatatit a 4. tablazat tartalmazza.

A szamitogép adataibol lathatd, hogy a program képességeinek megfeleld kihasznaldsdhoz

féleg GPU teljesitményre van sziikség.

4. tablazat. A szimulaciot futtatd szamitogép adatai

CPU tipusa

Intel Core i5-3570 CPU @3.40GHz

Memoria mérete

16 GB

Alaplap tipusa Gigabyte Z77-D3H

GPU tipusa Nvidia GeForce GTX 1080 Ti
CUDA magok szdma 3584

GPU memoria 11 GB

GPU GFLOPS (Single precision) 10609
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4. A szimulalt berendezés geometria reprezentacioja

Az altalam készitett szimulacidos programban a falakat haromszogekkel lehet kozeliteni.
Ennek két nagy elénye van az altalanosan elterjedt egyenletekkel megadott falkezeléssel
szemben. Egyrészt barmilyen gorbiiletii fal konnyen megadhatd a szdmitdgépes grafikaban
kidolgozott mddszerekkel. A berendezések egy ilyen programmal elkészithetok, majd az igy
létrehozott berendezések fajlban elmenthetdk, ezutdn a szimuldcidos programomba
importalhatok. A berendezések geometriajat, anélkiil lehet a programban valtoztatni, hogy a
programkddot modositani, a programot Ujra forditani kéne. A masik elénye, hogy a GPU
akkor tud hatékonyan miikodni, ha egyszerre sok hasonlé adattal kell, hogy dolgozzon. Igy az
a kedvezo6, ha sok ugyanolyan felépitésii haromszog adatat kell, hogy feldolgozza, szemben
azzal, mintha kevesebb, de eltérd strukturaju egyenletekkel kellene szamolnia. Tovabbi elénye
a haromszoges kozelitésnek, hogy a kozelités pontossaga a sziikséges helyeken novelhetd
nagyobb adatslirliséggel, vagyis tobb haromszog alkalmazasaval. Ahol pedig kisebb az eltérés,
ott kevesebb hdromszdg hasznalata sziikséges, vagyis kevesebb adatot is kell feldolgozni. A
berendezés geometridjanak haromszogekkel torténd kozelitését a 7. abra mutatja be egy

példan keresztiil.

7. dbra példa egy sildé geometridjanak haromszogekkel torténd kozelitésére
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A falak kezelésénél, a haromszogekkel torténd kozelitésen kiviil fontos még a korabban mar
emlitett tiikorrészecske pozicidjanak meghatirozasa. A pozicidé meghatarozasdhoz, elséként
ellen6rzom, hogy az adott részecske iitkozhet-e az adott haromszoggel. Ha iitkozhet, akkor
meghatarozom a haromszognek azt a pontjat, ami a részecskéhez a legkdzelebb van, ehhez
Mark W. Jones (1995) altal kidolgozott modszert hasznalom. Ezutin az adott ponttol
részecskesugdr tavolsdgra a haromszog normalvektoraval parhuzamosan elhelyezem a
tikorrészecskét. Ezt az elhelyezést a 8. dbra mutatja részecske-fal iitkozés kozben, a

részecskék kozotti atfedés mértékét felnagyitva.

fal

v

tukorrészecske részecske

8. abra tlikorrészecske pozicidja
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5. GPU és parhuzamos szamitas alkalmazasa

A szimulacié pontos koriilményeitdl (részecskeszam, falszam, mozgo, allo falak, részecskék,
falak térbeli elhelyezkedése stb.) fiiggben tobbféle megoldast is kidolgoztam. A
legéltalanosabb soran minden részecskéhez egy GPU magot rendelek, vagyis az Osszes
részecske adata egy iteracion beliil egyidoben keriil kiszamitasra. Egy mag a hozza rendelt
részecskéhez tartozd6 memoriateriileten 1€vo adatokat tudja csak irni, de az dsszes tobbi adatot
tudja olvasni, erre a parhuzamositasbol torténd problémak elkeriilése miatt volt sziikség.
Ebbdl a megoldasbol kovetkezik, hogy minden részecskék kozotti interakcid két helyen van
eltarolva, vagyis példaul az {itk6zési adatok mind a két résztvevd részecske adatai kozott
megtalalhatok. Ez a megoldas a parhuzamos irasi problémak egyszerli elkeriilése miatt volt
sziikséges. Az olvasas mddja miatt, viszont ott is felléphetnének gondok, abban a 1épésben,
amikor az el6z0 iteracidbeli és a jelenlegi iteracidban meghatarozott adatokbol 0j adatok
meghatarozasa torténik. Ennek megoldédsara két adategységet alkalmazok, amibdl az egyik
mindig az el6z6 a mésik pedig az éppen szamolt iterdcid adatait tartalmazza. Az itt leirtakon
kiviil hasznaltam mas, hatékonyabb, de Osszetettebb megoldasokat is a parhuzamositasbol
fakadd probléméak megoldasara. Nagyobb részecskeszdm esetén el6fordulhat, hogy tobb
részecske van, mint ahany maggal a GPU rendelkezik. Ebben az esetben a magokhoz rendelt
els6 adag részecske 10 adatainak kiszdmitdsa utdn a GPU magokhoz 10 részecskék
rendelddnek és azok adatai is kiszdmitasra keriilnek, ez addig ismétlddik, amig minden
részecske adata kiszdmitasra nem kertlilnek. Ezutan torténik csak meg az iteracio novelés €s a
folyamat kezdddik elolrdl.

A GPU-val torténd parhuzamos programvégrehajtds soran fontos tovabba, hogy lehetdség

crer

crer

a szamitasokrol. Mivel a GPU memoridja €s a szamitdgép hagyomanyos memoridja kozotti
adatmasolds lasst, csokkentené a program sebességét, ezért fontos, hogy csak a
legsziikségesebb esetekben a lehetd legnagyobb savszélesség kihasznaltsaggal torténjen a két
memoria kozotti adatmésolas. Ezt a problémat ugy oldottam meg, hogy két egymasba
agyazott ciklust hasznalok. A belsé ciklus soran csak a GPU-n beliil torténik szamités, az
adott iteracioszam végrehajtasa. A belsd ciklus végeztével torténik meg az adatok masolésa a

hagyomanyos memoridra, majd onnan mentésiik fajlba, ezt a folyamatot a kiils6 ciklus
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tartalmazza.

Tovabba fontos megjegyezni, hogy a GPU-n futtatott kod végrehajtasa akkor hatékony, ha
minden GPU mag ugyan azt a szamitast végzi. Nagy figyelemmel kell lenni az elagazo
utasitdsok alkalmazéasara, mivel azok jelentdsen ronthatjdk a teljesitményt. Ha lehetséges
valamilyen mas megoldast kell helyettiik hasznalni, a sorrendjiikon, egymasba agyazasukon

valtoztatni.
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6. Szimulacios eredmények és értékelésiik

6.1. A cellas adagolo fordulatszamdanak és atmérojének vizsgalata a részecske

tomegdramra

A cellas adagoloval elérthetd tomegaram 1d6 szerint abrazolva egy pulzald, periodikus
valtozast mutat, ez a cellas kialakitds és a forgds kovetkezménye. A cellds adagolo
indulésakor, leadllasakor bizonyos geometriai, miveleti paraméterek mellet a tomegdram
iddbeli valtozasa tovabb bonyolddhat, azaz valtozhat az amplitadod, a frekvencia és a felfutés
ideje. A leirt pulzald, szinuszos tdomegaram miatt, nem beszélhetiink annak stacioner értékérdl.
Ha egy hosszabb ideig miikddtetett cellds adagold tomegaram értékeinek atlagéval
szamolunk, akkor azzal jol dsszehasonlithatok a kiilonb6z6é geometriai, miiveleti paraméterii
cellas adagolok, ezért én is ezt a megoldast valasztottam. A szimulaciot annyi ideig futtattam,
hogy a forgdcellds adagold legalabb két teljes fordulatot tegyen meg. Vagyis legalabb 12
periddus legyen, ebbdl az els¢ 1-2 periddusban altaldban még nem volt vagy kisebb értékii
volt a tomegaram, mivel a cellak az elején még nem tudtak felt6ltddni. Tehat miutdn a
tomegaram egyenletes periodikus valtozast mutatott a tomegaram értékeket atlagoltam. A
tomegaram iddbeli valtozasat gy szamoltam ki, hogy meghataroztam a cellds adagolo alatt
1év0 részecskék szamanak kiilonbségét a jelenlegi és az eldzd pillanatbeli mentésben. Az igy
kapott értéket megszoroztam a részecskék térfogataval és slirliségével, igy megkaptam, hogy a
két mentés kozott iddintervallumban mekkora tomegli anyag hagyta el a cellas adagolot. Az
igy kapott adatot osztottam az iteracidos 1d0 és a két mentés kozotti iteraciok szamanak
szorzataval, ezutdn a kapott értékeket atlagoltam a fentebb leirtak szerint, igy megkaptam az
atlagos tomegaram nagysagat kiilonbozé geometriai €és miiveleti paraméterek mellett. Az igy

kapott adatokat dbrazoltam, ezek lathatok a 9. dbran.
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9. abra. A tdmegaram valtozasa a fordulatszam fiiggvényében, kiilonboz6 adagold atmérdk

mellett.

A 9. é4bra mutatja a kiilonboz6 paraméterli cellas adagolok atlagos altal biztositott
tomegaramot. Az y-tengelyen a tomegaram, az x-tengelyen a miveleti paraméter, a cellas
adagolo fordulatszdma, taldlhat6. A gorbék kiilonb6z0 geometriai paraméterhez, a cellés
adaglo atmérdjéhez, tartoznak. Megfigyelhetd, hogy a cellas adagold atmérdjét novelve az
atlagos tdmegaram is novekszik. A fordulatszamot tekintve az elsé szakaszban megfigyelhetd
egy linearis felfutdsi szakasz, ami iranyitdsi szempontbdl jelentds. A linedris szakasznak
koszonhetden, a fordulatszam novelésével az atlagos tomegaram nagysaga is egyenletesen
novekszik, igy ipari szabalyz6 berendezésekkel a tomegaram egyszeriien szabalyozhatd a
linedris szakaszhoz tartozé intervallumban, a kivant tomegaramhoz tartozé fordulatszam

beallitasdval. A linearis felfutasi szakasszal kapcsolatban az is megfigyelhet6, hogy a
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kiilonbozé atmérdjii adagolokhoz tartozd linearis szakaszok fordulatszam intervalluma
csokken. A legkisebb, 0,06 m, atmérdjii cellahoz tartozo linearis szakasz 0,5 — 3 1/s
fordulatszam kozott alakul ki, addig a legnagyobb, 0,120 m, atmérdjli celladhoz tartozé linearis
szakasz mar csak 0,5 — 1,5 1/s fordulatszamok ko6zott alakul ki. Mivel a kivant tomegaram
beallitasa, a cellas adagold szabalyozasa annal konnyebb minél kisebb a linearis szakasz
meredeksége, ezért célszerli a cellds adagolod atmérdjét alacsonyan tartani. A kezdeti, linearis
szakasz utan, egy maximum elérése figyelhetd meg a goérbéken, aminek értéke annal nagyobb,
minél nagyobb a cellas adagold atméréje. Ez a maximalis érték azt jelenti, hogyha sziikség
van nagyobb tomegaramok elérésére, akkor az adott esetekben csak az atméré novelésével
¢érhetd el, a fordulatszam novelésével nem. A maximum elérése annal késobb kovetkezik be,
minél kisebb a cellas adagold atmérdje, ez valoszinilileg a lapathosszal magyarazhat6, a
jelenség 10. 4bran jol megfigyelhetd. A maximalis tartomany utdn egy letorési tartomany
kovetkezik, ahol az atlagos tomegaram értéke csdkkenni kezd. Mivel a maximumok elérése az
atmérd csokkenésével eltolodik, ezért ez a letori szakasz is eltolodik, de a 9. abra 4 — 5 1/s
fordulatszamt tartomanyaban mar jol latszik, hogy a letorési tartomanyban, minden atmér6;ji
cella tomegarama fokozatosan ugyan arra a tdmegaramhoz kezd tartani. A linearis és a
maximalis tartomany alapjan meghatarozhat6 egy atmérd optimum, mivel az adott tomegaram
csak megfelelden nagy atmérdjii cellas adagoldval érhetd el, viszont ennél nagyobb atmérd
alkalmazdsa nem ajanlott, mivel nagyobb &tmérdknél novekszik a linearis szakasz
meredeksége és a szabalyozas kevésébe lesz pontosan elvégezhetd. A letdrési tartomany
alapjan pedig egyértelmii, hogy folosleges egy adott atmérdjii cellas adagoldét nagyobb
fordulatszdmon miikddtetni teljesitmény fokozas céljabol, mivel maximalis értéknél ugysem

érhetd el nagyobb tomegaram vele, sOt a tomegdram még csokkeni is kezd.

6.2. Arészecskék aramldsi képének vizsgdlata a cellas adagoloban

A cellas adagold tomegiramanak vizsgdlata sordn a fordulatszamtol fiiggd jelenségek
pontosabb megértéséhez abrazoltam alland6 atmérd mellett kiillonb6zo fordulatszamoknal a
részecskék elhelyezkedését a cellas adagoloban. A 10. dbra ugyanabban az iddpillanatban
késziilt ugyan akkora atmérénél, kiilonb6z6 fordulatszdmoknal. Az iddpillanatot ugy
vélasztottam meg, hogy a cellas adagol6 lapatjai ugyan abban a helyzetben legyenek és a

tomegaram mar egyenletes periodikus valtozast mutat.
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10. abra. A részecskék elhelyezkedése a cellas adagoloban allando atmérd (0,12m), kiilonbozo

fordulatszamok mellet.

Az 4bran megfigyelhetd, hogy a cellds adagold feltoltédése folyamatosan csokken. A 0.5 1/s
fordulatszamhoz tartoz6 képen latszik, hogy a cellanak még van ideje feltoltdédnie. 1,0 — 1,5
1/s fordulatszdm kozott a kialakuld iires rész még kicsi, és a fordulatszam novekedésébol
adodo adagolasi gyorsulas valosziniileg még tudja kompenzalni. 2,0 1/s fordulatszamnal az
atlagos tomegaram eléri maximumat. 2,5 1/s fordulatszamtol a keletkezd iires rész egyre
jobban novekszik, de a részecskék még az alsd lapaton nyugszanak. 3,0 1/s egy masik
forduldpontnak tekinthetd, ugyanis ennél a fordulatszamnal a részecskék mintha lebegnének a
cellas adagolo lapatjai kozott, vagyis a lapatok gyorsasaga elérte a részecskék esés sebességét.
4,0 1/s fordulatszamnal a részecskéket mar a felsé lapatok nyomjak eldre. 5,0 1/s-nal mar alig
van ideje némi részecskének a cellas adagoloba jutni, ennél nagyobb fordulatszdmnal mar
nem is végeztem szimulacidt. Osszességében tehat az mondhatd el, hogy egy adott
fordulatszdm alatt a cellaknak még van idejiik teljesen feltelni, a tomegaram ennek hatasara

novekszik. A fordulatszdm novekedésével a cellaknak egyre kevesebb idejiik lesz megtelni,
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ezt egy ideig a fordulatszambol ad6édo adagolasi gyorsasag még tudja kompenzalni, ez utan
viszont a tdmegaram maximumot €ér el. A fordulatszdm tovabbi ndvekedésével annyira kevés
idejiik lesz a cellaknak a feltoltddésre, hogy a tomegaram csokkenni kezd. Egy fordulatszam

felett pedig mar a cellas adagolo lapatjai toljak maguk el6tt a részecskéket.

6.3. A4 cellds adagolo inditasanak vizsgdlata

A cellas adagold elindulasanak bemutatasahoz abrazoltam allandé atmérénél, minimalis (0,5
1/s) és maximalis (5,0 1/s) a cellds adagoloban a részecskék helyzetét 1/6 fordulatonként. A
cellas adagold indulasa 0,5 1/s fordulatszamnal a 11. 4bran, 5,0 1/s fordulatszamnal a 12.

abran figyelhetd meg.

0,00 (s) 0,33 (s) 0,67 (s) 1,00 (s) 1,33 (s)

Xk A K K

11. abra. A cellas adagolo indulasa 0,12 m cella atmérénél, 0,5 1/s fordulatszamnal 1/6

fordulatonként
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12. abra. A cellas adagolo6 indulasa 0,12 m cella atméronél, 5,0 1/s fordulatszamnal koriilbeliil

1/6 fordulatonként

Mindkét abranal az els6 kép a 0. idOpillanatot, a részecskék kezdeti allapotat mutatja. A 11.
abran lathato, hogy a részecskéknek van idejiik feltdlteni a cellakat, az adagold mindig tele
lesz mire a kovetkezd fazisba ér. A kiiiritési fazisndl a részecskéknek van ideje kihullani a
cellakbol. A 12. dbran megfigyelhetd, hogy a részecskéknek nincs idejiik feltdlteni a celldkat,
a cellas adagold lapatjai olyan gyorsan forognak, hogy amint egy kis részecske leesett eléjiik,
azt rogton el is ragadjak. A 12. dbranal kiilon érdekes a kitiritési fazis, a lapatok olyan erdével
toljak maguk el6tt a részecskéket, hogy kilépésnél azokat nekik csapjak a cellas adagold
kilépd csonkjanak falahoz. Az elsd par adag részecske kiliriilését ez még nem zavarja, viszont
par hatod fordulat utdn, akkora felhalmozo6das alakul ki ebben a tartomanyban, hogy az uj
részecskék nem tudnak kiiiriilni és az adagoldban maradnak. Néhany ujabb hatod fordulat
utdn az 1j részecskék elkezdik kinyomni a felhalmozodott részecskéket, az dramlasi kép

stabilizalodik és egyre kevesebb résecske kezd bennragadni a celldkban.
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6. Osszefoglalé

A diszkrét elem modszer (DEM) alkalmazasaval a cellas adagolé altal atszallitott részecskék
tomegdramat vizsgaltam kiilonb6z6 tervezési paraméterek, geometriai ¢és miveleti
paraméterek mellett. A modszer alkalmazasaval lehetéség nyilik a szilard részecskék
aramlasi képek vizsgalatara.

A szimulacids vizsgalatokkal azt kaptam, hogy az adagolon ataramlo részecskék tomegarama
periodikusan valtozik, koszonhetéen a cellas adagold kialakitasanak. A cellas adagold
fordulatszdmanak vizsgéalataval megéllapitottam, hogy a részecskék atlagos tomegirama a
vizsgalt fordulatszdm tartomanyban nem linedris. Minden adagold atmérd esetén azonban
létezik egy olyan fordulatszam tartomany, amely esetben linedrisan valtozik a tomegaram a
fordulatszammal. Ezekben a linearis fordulatszam tartomanyokban hasznalhato szabalyozasi
feladatok elvégzésére az adagolo. A linedris szakaszok utdn minden adagold atmérd esetén a
tomegaram egy maximumot ¢ér el majd csokkend tendenciat mutat. A szimulacios vizsgalatok
altal kapott részletes 4aramlasi képek segitségével lathatova valtak a kiilonbozo
fordulatszamokhoz tartozo részecske aramldsok sajatossagai, a részecskék és az adagolo
lapatjainak kolcsonhatésa.

A szimulaciés vizsgalatokat GPU-ra megirt kod segitségével végeztem. A parhuzamos
programozas segitségével a szimulacids vizsgalatok futdsi ideje tobb napos nagysagrendrol,
par Orasra csokkent. gy lehetdség volt tobb szimulacid futtatisara, tobb paraméter
vizsgalatara, azok kozilil a legigéretesebb kivalasztdsara, majd ezutan stiribb paraméter
beosztas melletti szimulacidk készitésére és azok eredményeinek bemutatasara.

A diszkért elem modszer alkalmazéasdban a részecske-fal iitkozéseket tekintve egy olyan
késziilek geometria reprezentaciot alkalmaztam, amelyben a geometriat egy haromszogekkel
megadott feliilettel kozelitettem, amely hatékonyabba tette a részecske-fal {itkozések
szamitasat és annak GPU altali kezelését.

A tomegaram fordulatszdm és atméré fiiggésének vizsgdlatdval sikeriilt olyan
megallapitasokat tenni, amelyek cellds adagoloval biztositott tdmegaram szabalyozas esetén
fontos milveleti szempontok lehetnek. A DEM szimulacids vizsgéalatok éltal rendelkezésre allo
részletes aramlasi képek tanulmédnyozédsaval lehetdség nyilt a cellds adagoloban kialakuld
aramlasok ¢és jelenségek részletes megfigyelésére, illetve a cellds adagold miikddésének jobb

megértésére.
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1 Bevezetés

A fehérjék glikozilacidja kulcsszerepet tolt be a biologiai folyamatokban, példaul a
sejt-sejt kolcsonhatasokban, a sejtek felismerésében és differencialodasaban, valamint a sejtek
¢s hormonok, baktériumok, virusok kozti kolcsonhatasban. A fehérjék glikozilacidjat végzo
enzimek expresszidja fiigg a koriilményektdl, igy a cukormintazat esetleges megvaltozasa egy
adott betegségre is utalhat, melynek diagnozisat ennek ismeretében mar a korai stddiumban
fel lehetne allitani. Emellett a glikozilacio a biofarmakoldgiai alkalmazasokban is fontos
szerepet tolt be, mivel befolyasolhatja a terapias glikoproteinek hatdsat. Ennek kdszonhetden
a glikdnok analizisének egyik fontos kutatasi teriilete a glikanok biomarkerként valo
alkalmazasa.

A fehérjék cukormintizat-valtozdsanak detektdldsdhoz nagy felbontasi és
érzékenységii analitikai modszerekre van sziikség, igy példaul a tomegspektrometria (MS), a
folyadékkromatografia (LC), az NMR spektroszkopia és a kapillaris elektroforézis (CE)
hasznalhato hatékonyan a komplex cukrok vizsgalatara. Az N-kotott (aszparagin aminosavhoz
kotott) glikdnok vizsgalatanak elsd 1épése a cukrok glikoproteinrdl vald lehasitdsa. Ezt
leggyakrabban a peptid-N-glikozidaz F (PNGase F) enzimmel valositjak meg, ami a fehérje
szénhidratk6td aszparagin aminosava és a trimannozil-kitobioz mag legbelsé N-acetil-
gliikozaminja kozti kotést bontja.

A PNGase F enzimet tobb gyart6 is forgalmazza, azonban ezek a készitmények
dragék, ami korlatot szabhat a glikanok vizsgalatat célz6 alapkutatasoknak. Ez kikiisz6bolhetd
az enzim eldallitasara alkalmazhatd gyors és olcsé modszer Kifejlesztésével. Rekombinans
DNS technologia segitségével az enzim akar szilard hordozora rogzithetd formaéra is
alakithato, igy rogzitett feliiletre immobilizalva akar tobbszor felhasznalhato, ezzel tovabb

csokkentve a koltségeket.

Munkamat a BIONANO GINOP-2.3.2-15-2016-00017 ¢és az OTKA NN117849 projekt

tamogatta.
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2 Roviditések jegyzéke

PNGase F
GIcNACc

EC number

PCR

SDV

bp, kbp
LB/Amp
LB/Tetr
LB/Chl

ON tenyésztés
SDS PAGE
C+RIL
IPTG

MQ viz
»A” puffer
,B” puffer
,,C” puffer
,D” puffer
Cv

RFU

muU

APTS

peptid-N-glikozidaz F
N-acetil-gliikozamin

,Enzyme Commision number”, az enzimek osztalyozasara szolgalod
rendszer

polimeraz lancreakcio

0,20 um-es porusatmérd;jii steril membranon szlirt nagytisztasagu viz
bazispar, kilobazispar

100 pg/ml ampicillint tartalmazé LB tapoldat

15 pg/ml tetraciklint tartalmaz6 LB tapoldat

30 pg/ml kloramfenikolt tartalmaz6 LB tapoldat

a baktériumkultirak egy éjszakan at torténd tenyésztése
natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
BL21-CodonPlus-RIL baktériumtorzs

Izopropil-B-D-tiogalaktozid

kétszer ioncserélt, 0,20 um-es porusatmérdjii membranon szlrt viz
20 mM NaH,PO4, 500 mM NacCl, 50 mM Imidazol, pH=7,4 puffer
20 mM NaH,PO4, 500 mM NacCl, 500 mM Imidazol, pH=7,4 puffer
100 mM K;HPO,4, 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol pH=8,0 puffer
100 mM K;HPO,, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol pH=8,0 puffer
oszloptérfogat (column volume)

relativ fluoreszcens egység (relative fluorescence unit)

milliUnit

Unit, egység, a PNGase F eseténl Unit az az aktivitas, amely soran 1 pl
CarboClip (az 500 U aktivitasu liofilizalt enzim 150 ul H,O-ban
feloldva) 1 mg Ribonukle4dz B >95%-at bontja el <20 perc alatt

8-aminopirén-1,3,6-triszulfonsav, fluoreszcens festék
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3 Irodalmi attekintés

3.1 A glikanok

A cukrok (mas néven szacharidok) fontos szerepet toltenek be a biologiai
rendszerekben, mivel strukturélis, fizikai és metabolizmusbeli szerepiik is jelentds. A
kiilonb6zé egyszeri cukrok, azaz monoszacharidok hidroxilcsoportjaikon keresztiil
glikozidkotésekkel sokféle modon, elagazd kotésekkel kapcsoldodhatnak Ossze, igy jonnek
létre a glikanok vagy mas néven poliszacharidok. Ezek a komplex cukrok a fehérjék
poszttranszlacios modosulasa soran a proteinekhez kapcsolodhatnak (ez a glikozilacio), igy
létrejonnek  a  glikoproteinek, amik befolyasoljak a sejt-sejt, receptor-ligandum
kolcsonhatasokat, a fehérjék feltekeredését, stabilitasat, illetve bioldgiai aktivitasukat [1,2,8].
Az eml0s szervezetekben a glikozilacionak két f6 tipusa van, az N- és az O-glikozilacio. Az
N-kotott glikdnok az aszparagin  aminosav (Asn) oldalcsoportjanak nitrogénjéhez
kapcsolodnak, mig az O-kotott cukrok a szerin (Ser) vagy treonin (Thr) oldallaincaban a
hidroxil-csoport oxigénjéhez kotddnek. Osszetettségiiket vizsgalva megallapithato, hogy az
N-glikanok komplex, sokszor elagazd, mig az O-glikanok kisebb, egyszerlibb szerkezettel
rendelkeznek (1. abra) [3,5,4,9].
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N-kotott glikanok

Asn Asn Asn

Komplex Hibrid Mannoz

0-kotott glikanok

Y

Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr

Core 1 Core 2 Core 3 Core 4

B GlcNAc @ Manndz () Galaktéz @ Szidlsav A\ Fukdz [ | GalNAc

1. dbra: Az N- és O-glikanok szerkezetének sematikus dbrdi [1. alapjan)

A glikdnok fehérjékhez kapcsolasat kiillonboz6é specifikus enzimek, példaul
transzferdzok, glikozidazok végzik. Ezek szekvencidja a genomban kodolt, azonban
expressziojuk, aktivitdsuk kornyezetfliggd, ezért bizonyos hatdsokra bizonyos proteinek
egyedi cukormintazata megvaltozhat [10]. Ez a heterogenitas kialakulhat betegségek hatasara
is, ami lehetévé teszi, hogy a fehérjék, sejtek sajatos cukormintazatdt biomarkerként
hasznaljuk fel, amelyek segitségével akar a korai stddiumu, hagyomanyos technikdkkal még
nem kimutathato betegségeket diagnosztizaljuk [7,8]. Mindezek mellett a glikozilacionak a
fehérjealaptt gyodgyszerek esetén is jelentds szerepe van, hiszen a nem megfeleld
cukormintazattal rendelkezé készitmények akar egészségkarosodashoz is vezethetnek, vagy
novelhetik ezek hatdsat, aminek koszonhetden kevesebb hatdanyaggal is elérhetd lehet a
kivant hatas [8].

A glikanok fent emlitett jelentésége miatt napjainkban a cukrok szerkezetének és

Osszetételének vizsgalata az analitika egyik gyorsan fejlodé agava valt [1]. A biokémiai
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folyamatokban az N- és O-glikozilaci6 egyarant fontos, azonban egyelére csupan csak az N-

glikanok vizsgalatara alkalmas enzimek allnak a rendelkezésiinkre [5,6,8].

3.1.1 Az N-glikdnok és szerkezetiik

Az N-glikozilacio a fehérjék azon poszttranszlaciés modosulasa, mely soran a glikanok a
proteinek aszparagin aminosavanak (Asn) oldallancahoz kapcsolodnak kovalens kotéssel. Ez
a kotés egy N-acetil-gliikozamin (GIcNAc) monoszachariddal jon 1étre, ha az Asn-Xxx-Thr/
Ser szekvencia jelen van, amiben az Xxx prolin kivételével barmilyen aminosav lehet [1,8,9].

Az N-kotott glikanoknak harom tipusat kiilonboztetjilk meg, melyek mind egy kozos
trimannozil-kitobidz alapstruktirat vagy ,,core” (mag) struktirat (Manal-3(Manal-6)Manf31-
4GlcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr) tartalmaznak. Ehhez a két GlcNAc-bol és harom
mann6zbol 4ll6 maghoz kapcsoldodnak a kiilonb6zé monoszacharidokbol felépiild, elagazo
szénhidrat karok. A manndz tipusu N-glikdnoknal a karokat mannéz egységek, a hibrid tipus
esetén a Manal-3 kart komplex cukrok, mig a masik Manal-6 kart csak mannéz épiti fel. A
harmadik, komplex tipus esetén GICNAc kapcsolodik antennaszerlien az alapstruktarahoz.
Emellett mas cukrok is kapcsolodhatnak ehhez a struktirdhoz, példdul a mag mannédz
szerkezetéhez fukdz, valamint a komplex glikdnok esetén a lanchosszabitd vagy lanczard

1épéseknél szidlsav vagy fukdz épiilhet be a szerkezetbe [4,5,8,9] (3. dbra).
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3.2 A peptid-N-glikozidaz F (PNGase F) enzim

A peptid-N-glikozidaz F (EC 3.5.1.52) az egyik leggyakrabban hasznalt enzim a
glikanok vizsgélataban. Feladata az analizis elsO 1épésének megvaldsitasa, azaz az N-glikanok
glikoproteinekr6l valo lehasitasa [8,11].

Az enzimet Elder és Alexander azonositotta [12] endoglikozidazként (Endo F) a
Gram-negativ Flavobacterium meningosepticum (Elizabethkingia miricola) baktérium
tenyészetének feliiluszojabol [13,14]. Késobb azonban kideriilt, hogy a fehérje
prepardtumédban  az  amiddz  aktivitdsG  enzim, a  peptide-N*-(N-acetyl-p-D-
glucosaminyl)asparagine amidase F, azaz PNGase F enzim talalhato. A fehérje a polipeptid
lanchoz, a bels6 di-N-acetilkitobiéz maghoz kotddik, majd hasitja az N-acetilgliikozamin és
az aszparagin aminosav kozti kotést az N-glikanokban, igy 1étrehozva egy aszparaginsavat,
ammonia molekulat és szabad, redukalt oligoszacharidot (2. abra). A PNGase F tovabbi
sajatossaga, hogy az N-glikdnok Osszes osztalyat képes hidrolizalni glikoprotein és
glikopeptid szubsztratok esetén is, aminek kdszonhetéen az N-kotott cukrok vizsgalatanak

fontos eszk6zévé valt [15].

R\—Asn—R; — R,—Asp—R; + oligosaccharide—GleNAe—GIlcNAe + NH,

|
NH

|
GleNAc

|
GleNAc

oligosaccharide

2. abra: A PNGase F adltal katalizalt reakcio, ahol az R1 és R2 aminosavak [14]

3.2.1 A peptid-N-glikozidaz F szerkezete, miitkodése

Szerkezeti tulajdonsagait tekintve a peptid-N-glikoziddz F 354 aminosavbol all. A
fehérje elsé 40 aminosava egy szignalpeptid, ami a szekrécid sordn lehasad, igy a fehérje
funkcionalis része a 314 aminosav hosszu 41-354 szegmens, melynek molekulatomege 34,8
kDa. A protein feltekeredése soran két domént alakit ki, melyek egy-egy 8 szalu antiparallel

B-szendvics motivummal rendelkeznek. Mindkét PB-szendvicsben megtaldlhatdo egy-egy
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parallel fétengely, amik parhuzamosan egymds mellett helyezkednek el. A domének kozott
kovalens kotés létesit kapcsolatot a molekula csticsan, valamint a domének az érintkezési
feliiletiik teljes hosszaban kiterjedve hidrogén-kotések alakulnak ki. Kezdetekben az enzim
aktiv centrumat a domének érintkezési feliiletének harom kiilonbo6zo teruletét feltételezték,
melyek a molekula feliiletén egy koriilbeliil egy-egy 20 A 4tmérdjii hidrofob mélyedést
alakitanak [16,17,18] (3. abra).

Késébb azonban azonositottak az enzim katalitikus pontjat (domének kozti feliileten
egy mélyedés formajaban), melyben az Asp-60, Glu-118 ¢és Glu-206 aminosavak
nélkiilozhetetlenek a reakcid lejatszodasdhoz. Az Asp-60 aminosav hidrogénkotéssel
kapcsolodik a redukalt végli GIcNAc-hez, valamint ez végzi az aszparagin N atomjanak az
eltavolitasat a szubsztratban, ezért elsddleges fontossdgi a reakcidban, hidnya az enzim
aktivitasanak teljes megsziinésével jar. A Glu-206 nincs kdzvetlen kapcsolatban a termékkel
igy feltehetéen masodlagos szerepet tolt be, mint a koztitermék stabilizalasa, vagy az
aszparagin szubsztrattal vald kolcsonhatas. A Glu-118 pedig a szubsztrat stabil megkotésében
jatszik fontos szerepet. Azonban mindezek ellenére a reakcio, illetve ennek mechanizmusanak

pontos feltarasa, leirasa még tovabbi kutatasokat igényelnek [18].

3. abra: A PNGase F 3D-s szerkezete N-acetil-gliikézaminnal [21]
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3.2.2 A peptid-N-glikoziddz F termeltetése, eldallitisa

A fehérje nagy mennyiségben torténd eldallitisa a kezdetekben nehéz és iddigényes
volt, mivel az enzimet a Flavobacterium tenyészetének feliiliszojabol (50-60 liter) sziiréssel
tisztitottdk. Az igy kapott preparatumok kis mennyiségiiek voltak, és a tenyészetben 1€vo
proteazok néha degradaltak az enzimet, ha nem hasznaltak elleniik inhibitorokat [14]. A fenti
problémak miatt az enzim utdnpo6tlasa limitalt volt, ezért meghataroztak az enzim aminosav és
nukleinsav szekvencidjat, igy lehetévé téve a fehérje egyszeriibb, rekombinans ton torténd
eldallitasat. Azonban mindezek ellenére az enzim intracellularis termeltetése baktériumokban
nehézkes, mivel az enzim 6 cisztein aminosavat tartalmaz, aminek kdszonhetéen kdnnyen
aggregalodhat, inkluzios testeket vagy zarvanyokat képezve a sejtek citoplazmajaban. Emiatt
az aggregalddott, inaktiv fehérjét gyakran a zarvanyok denaturalasaval, majd renaturalasaval
hozzak aktiv formaba. Mas megoldas lehet az intracellularisan termel6d6 fehérje
periplazmatikus térbe vald kivalasztasa, amikor a citoplazmaban termel6d6 protein a
membran periplazmatikus terébe valasztodik ki. Igy kis mennyiségii, de megfeleléen
feltekeredett aktiv enzim allithato el6 [13, 16]. Biologiailag aktiv PNGase F enzimet E. coli
citoplazmajaban Su és munkatarsai 15 mg/l sejtkultira mennyiségben tudtak eldallitani,
rekombinans DNS technikat alkalmazva [19,20].

A PNGase F enzim jelentdségét az is mutatja, hogy azt szdmos biotechnoldgiai cég
forgalmazza (pl. Asparia Glycomics, New England Biolabs, Prozyme, QA Bio, Sigma,
Promega, Clontech). Ezek koziil tobb terméket N-terminalis 6His toldalékkal latnak el, a
konnyebb tisztithatosag érdekében. Termékeik enzimaktivitdsat a kiilonbozd gyartok eltérd
madszerrel hatdrozzak meg, melyek koziil néhany Osszehasonlithatosagara a New England
Biolabs egy konverzids tablazatot hozott 1étre [22]. Ezek az aktivitas adatok azonban minden
esetben szabad, oldott enzimre vonatkoznak, pedig a tag-elt fehérjéknél lehet6ség lenne ra,
hogy a molekuldkat a 6His toldalékuk segitségével rogzitve is hasznaljuk, azonban az
immobilizalt PNGase F-re egy cég sem adja meg az enzimaktivitast.

Az eddigi eredményekbdl kovetkezik, hogy a PNGase F enzim aktiv formaban, nagy
mennyiségben, olcson torténd eldallitasa, illetve tobbszori felhasznalhatosaga tovabbra is
kihivas, mikozben iranta az igény mind az alapkutatasban, mind a diagnosztikai

alkalmazasban jelentds.
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4 Célkituzés

Az N-glikanok fontos szerepet jatszanak a fehérjék feltekeredésében ¢€s biologiai
funkciojaban. A poszttranszlacids modosuldsok utdn a proteinek sajat, specifikus
glikdnmintazattal rendelkeznek, amelyek akar biomarkerként alkalmazhatdak, mivel
megvaltozasuk egyes betegségekre utalhat. Emellett a glikolizacionak a biofarmakonok esetén
is nagy jelentdsége van, mivel a nem megfeleld cukormintdzattal rendelkezd molekulak
befolyasolhatjak a készitmény hatéasat.

A fehérjék cukormintazat-vizsgalatanak elsd 1épése a komplex cukrok levalasztasa a
fehérjérél a peptid-N-glikozidaz F (PNGase F) segitségével. Az enzimet tobb gyartd is
forgalmazza, azonban ezek a készitmények dragdk, ami korlatozza az enzim nagyobb
mennyiségli felhasznalasat. Ugyanakkor a PNGase F termeltetésér6l az irodalomban eddig
publikalt modszerek sem tul hatékonyak. Ezért munkam céljaul tliztem ki egy olyan PNGase
F varidns tervezését és létrehozéasat, mely bakteridlis Gton nagy mennyiségben, olcson
elballithato, konnyen tisztithatd, valamint aktivitasait megérizve feliiletre vagy hordozora
rogzithetd, igy eldsegitve az enzim hosszabb tava felhasznaladsat, és az analizis

gazdasagosabba tételét.
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5 Felhasznalt anyagok, eszkozok és alkalmazott médszerek

5.1 Felhasznalt anyagok, eszkozok és berendezések

A tépoldatokat és az eszkdzoket Sanyo Labo autoklavban sterilizaltam. A primereket az
Invitrogen VectorNTI programmal terveztem, majd az IDT, Integrated DNA Technologies
cég szintetizalta. A PCR-hez a Strategene Pfu polimeraz enzimét, Pfu pufferét és a Novagen
,»2 MM each” dNTP oldatat hasznaltam, a PCR késziilék a Biometra gyartmanya. Az agardz
gélelektroforézist a Cleaver Scientific rendszerével végeztem. Az agar6z gélt a Sigma
agardzaval a Biotium GelRed festékével készitettem el. A DNS agar6oz gélbdl valo izolalasat
az lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit-tel valdsitottam meg. A
nukleinsavak emésztéséhez a New England Biolabs enzimeit, a ligalashoz a Fermentas T4
ligdz enzimét és ligaz pufferét hasznaltam. A plazmidokat a Viogene Mini Plus Plasmid DNA
Extraction System segitségével nyertem ki a sejtekbdl.

A 6His-TEV-PNGase F enzim tulajdonsagait az EXPASyY ProtParam [23] alkalmazasaval
hataroztam meg. A baktériumok tenyésztésé¢hez hasznalt LB, LB-agar tapanyagokat a
Scharlau gyartotta, a szelektalashoz hasznalt ampicillin az AppliChem Panreac, a
kloramfenikol a Sigma, a tetraciklin a Calbiochem terméke volt. A sejtek tenyésztéséhez a
koriilményeket az IKAR KS 4000 i control inkubator biztositotta. A fehérje termeltetésének
indukalasat a Biosynth AG altal gyartott IPTG-vel valositottam meg. A sejtek elvalasztasdhoz
a Heraus Biofuge primoR centrifugajat és a Beckman Coulter OptimaT'VI MAX-E
ultracentrifugajat hasznaltam. A sejteket a Cole Parner Ultrasonic Processor szonikéatoraval
tartam fel.

A protedzok ellen a Roche Complete EDTA-free Protease Inhibitor Coctail proteazgatlot
hasznaltam. Az affinitds kromatografids elvalasztashoz a GE Healthcare 5 ml térfogati
HiTrap Chelating oszlopa allt rendelkezésemre. A dializishez a Sigma 1,6 in. 12400MWCO
celluloz dializismembranjat hasznaltam. A sejtek optikai denzitdsdnak és az enzim
PAGE-hez hasznalt géleket a BioRad 40%-os (37,5:1) akrilamid oldatabol készitettem,
fehérjék elektroforézissel vald vizsgalatdhoz a Thermo Scientific Pierce™ Prestained Protein
MW Marker-t és a BioRad Prestained Precision Plus markerét hasznaltam. A fehérje

mintdimat a Fluka BioChemika Lidmmli pufferével készitettem el.
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5.2 Alkalmazott modszerek

5.2.1 Rekombinans DNS technika, génsebészet

crer

A génsebészet napjaink biotechnologidjanak elengedhetetlen technikdja, mellyel
vizsgalhatdo az élolények egyes génjeinek miikodése, szerepe. Segitségével mutacidkat
hozhatunk létre ezekben, vagy akar teljes mértékben el is tavolithatjuk a genombdl. Ezzel a
technikaval idegen géneket is vihetiink be az organizmusokba, hogy igy vizsgaljuk pl.
fehérjék termelddését, miikodését [29].

A génmanipulaciohoz sziikség van egy vektorra, ami egy hordozd6 DNS molekula, amibe
be lehet épiteni a vizsgalandd gént (inzertet). A folyamat roviden az alabbi 1épésekbdl all (4.
abra): Eldszor az inzert (vagy inzert) mennyiségét felszaporitjuk, majd a vektort (altalaban
plazmid) és az inzertet ugyanazzal a restrikcidos endonukledzzal emésztjiik, igy a 1étrejovo
DNS fragmentumok végei komplementerek lesznek egyméssal. Emésztés utan a molekulakat
megtisztitjuk a szennyezdktdl (lehasitott nukleotidok, enzimek, stb.), majd Osszekeverjiik,
megfelelden pufferalt koriilmények kozott ligdz enzimet adunk az elegyhez, ami a vektor és
az inzert egyesitésével 1étrehozza az j rekombinans DNS-t. Ezzel a molekulaval valamilyen
klonozo baktérium torzset (altalaban Escherichia coli) transzformalunk, melyben
felszaporithatd a nukleinsav. A sejtekbdl kinyerjiik a rekombinans DNS-t, szekvenalassal
ellendrizziik az 0sszeépiilés helyességét, majd egy fehérje termeld baktériumba juttatjuk be, és

vizsgaljuk a gén altal kodolt protein expressziojat, tulajdonsagait [26,27,28,29].
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1. dbra: A rekombindans DNS technika folyamata [29].

5.2.2 Polimeraz lancreakcidé (PCR)

A polimeraz lancreakcid, roviden PCR (polimerase chain reaction) a génsebészet egyik

alapvetd technikaja. Segitségével in vitro modon, hatékonyan és specifikusan tudunk DNS

szakaszokat felsokszorozni. Elve nagyon egyszerii: a kétszalt DNS molekuldkat hé

segitségével denaturaljuk, majd miutan a felsokszorozandd6 DNS szakasz megfeleld végeihez

hibridizalnak a polimerizacid kezdetét kijelold primer oligonukleotidok, a DNS polimeraz

enzim szintetizalja a komplementer szalakat. Ezt ciklikusan ismételve gyorsan, exponencialis

modon felszaporithatjuk a nukleinsav mennyiségét [28,29].
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A PCR-hez sziikséges anyagok:

e Templat: Az a kétszala DNS, melynek egy adott szakaszat felsokszorozzuk a reakcid
soran.

o Primerek: Szintetikus oligonukleotidok, melyekkel a DNS molekula felsokszorozandé
szegmensét specifikusan kijeloljiikk. A szakasz 5’ végét meghatdrozé primert
»forward’-nak, a 3’ végét kijelolét reverse”-nek hivjuk. A megfeleld tapadashoz a
primerek 3’ vége teljes mértékben komplementere a templatnak, mig az 5 végiik akar

o Dezoxiribonukleotid-trifoszfatok (dNTP-k): A komplementer szal létrehozasahoz
sziikséges dezoxiriboadenozin-trifoszfat (dATP), dezoxiribotimidin-trifoszfat (dTTP),
dezoxiribocitidin-trifoszfat  (dCTP) és  dezoxiriboguanozin-trifoszfat  (dGTP)
molekuldk.

e Polimeraz enzim: Azok a specifikus enzimek, melyek létrehozzdk a komplementer
DNS szalat az egymast kovetd nukleotidok kovalens dsszekapcsolasaval.

e Puffer: Biztositta a polimerdz enzim optimdlis miikodéséhez sziikséges

koriilményeket, azaz a megfeleld pH-t és ionokat (pl. Mg®*, K*) [28,29].

A PCR az alabbi 1épésekbdl all:

1. Denaturalés: Ez a reakci6 kezdeti szakasza, mely soran a reakcidelegyet felmelegitjiik
a denaturalasi hémérsékletre (92-98°C, ~0,5-1 perc). H6 hatasara a DNS kettds hélixét
Osszetartd hidrogénhid kotések felszakadnak, igy a kétszalu lancok szétvalnak. A
keletkezd DNS szalak a tovabbi 1épések templatjaiként szolgalnak.

2. Anellacio: A denaturalast kovetéen a reakcioelegyet lehiitjiik a primerek tapadasi
hémérsékletére (55-65°C-ra, ~0,5-1 percig), hogy azok a bazisparosodas alapjan
megtapadjanak a komplementer templat szakaszon.

3. Elongécié vagy lanchosszabbitds: A primerek megtapadasaval 1étrejott kétszali DNS
szakaszhoz kapcsolodik a polimeraz enzim, majd a primerek 3’ végétdl kezddédden 5°-
3’ irdnyban létrehozza a komplementer szalakat (70-96 °C, ~1 perc).

4. Ismétlés: A lanchosszabbitds utdn a folyamat a denaturdciotdl ujrakezdddik. Ez a
ciklus 20-30-szor ismételjilk meg, a kivant termék mennyisége exponencialisan n6 az

egyes ciklusok alatt (5. abra).
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2. abra: A PCR termék mennyiségének exponencialis novekedése: Az elso ciklusban un.
félszalak keletkeznek, melyek 5° végét valamelyik primer hatdarozza meg, mig 3’ iranyba a
lancok tetszoleges hosszusdagban szintetizalodnak, mig az elongacio tart. A kovetkezo
ciklusban a megfelelo hosszusagu félegyeneseken megtapad a masik primer, igy mar csak a
primerek kozti DNS szakasz fog szintetizalodni, ami a reakcio célterméke [28].

5. Befejezd lanchosszabbitas: Az elongacid hémérsékletén hosszabb ideig (~10 percig) tartd

inkubacio, mely lehetévé teszi minden folyamatban levé szintézis lezarulasat [28,29].

5.2.3 Nukledz enzimek

A nukledzok olyan enzimek, melyek katalizaljdk a nukleinsavak nukleotidokka,
mely részén hasitanak, igy megkiilonboztetiink exo- és endonukledzokat. Az exonukledzok a
lanc két végérdl, mig az endoukledzok a lancon beliil képesek elhasitani az foszfodiészter
kotéseket. Az enzimek vagasi helye lehet aspecifikus, amikor a szal barmely pontjan képesek
hasitani, vagy specifikus (restrikcidos endonukleazok), azaz csak egy adott szekvencianal
hasitanak. Az enzimek un. tompa végeket (blunt end), illetve ragados végeket (sticky end)
alakithatnak ki a széalak végein. A kiilonbség, hogy a ragados végeknél az egyik szalon egy
rovid tulnyulo6 szakasz jon l1étre, mig tompa végek esetén mindkét szalat egy adott bazisparnal,

olloszeriien hasitjak [28].
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5.2.4 Ligalas

A ligalas a rekombinans DNS létrehozasanak utolso 1épése, melynek soran a ligdz enzim
kovalens kdotéssel osszekapcsolja az egyik DNS molekula 5 végén 1évo foszfatcsoportot egy
masik molekula 3’ végének hidroxilcsoportjaval. A kotés kialakitasahoz biztositanunk kell az

enzimnek az energiaforrast (ATP-t vagy NAD™-t) [27, 29].

5.2.5 Kompetens sejtek

Azokat a sejteket, melyek képesek a kornyezetiikb6l DNS-t felvenni, kompetens
sejteknek nevezziik. Ehhez a sejtek kompetenssé tehetok, azaz sejtmembranjuk atjarhatova
valhat a DNS szamara.

Kétféle kompetens sejtet kiilonboztetlink meg, az elektrokompetens és a kémiai
kompetens sejteket. Az elektrokompetens baktériumok esetén a transzformaciod
elektroporalassal, azaz rovid idejii, nagyfesziiltségii arammal torténik. A kémiai kompetens
baktériumok 1étrehozasahoz a sejteket Ca?*-, illetve Mg?*-ionokat tartalmazé jéghideg
oldatokkal mossuk egymas utin, igy a mikrobdk kompetenssé¢ valnak, st a baktériumok
sejtfaldhoz kotddd Ca?*-ionok a transzformalas soran magukhoz vonzzék a negativ toltésii
DNS-t, igy az nagyobb valosziniiséggel bejut a sejtekbe. Ezeket a baktériumokat (pl. E. coli)
hdsokkal transzformaljuk [28,29].

5.2.6 Transzformalas

A transzformaldas a DNS baktériumokba vald bejuttatdsat jelenti. Két fajtajat
kiilonboztetjiik meg, a hdsokkal valo transzformaciot és az elektroporaciot.

Hoésokk esetén a kompetens sejtekhez adjuk a vizsgalando DNS-t, majd hagyjuk, hogy
difftzioval elkeveredjenek egymadssal, valamint a negativ t6ltésti DNS-molekuldk a pozitiv
ionokkal kezelt sejtek felszinéhez asszocidlodjanak. Ezt kovetéen rovid idére hdsokknak
vetjlik ald a baktériumokat, emiatt a sejtfalukba 1évo porusok kitagulnak, igy a DNS molekula
diffuzioval bejut a sejtekbe. Ez utan a mikrobdkat ismét jégen hiitjiilk, hogy a pdrusok

Osszehuzodjanak. A sejteket regeneraljuk, hogy elkezdddjon a bejuttatott DNS-ben kodolt
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fehérjék (pl. az antibiotikum rezisztencidért felelds proteinek) expresszidja. A tenyészetet

végiil taplemezre szélesztjiik, hogy a baktériumok elszaporodjanak [29].

5.3 Bakterialis expresszio

A rekombinans fehérjék eldallitasdhoz altalaban a baktériumokat hasznalunk, melyek
segitségével gyorsan, olcson nagy mennyiségii proteint tudunk termeltetni.
Az egyik gyakran hasznalt organizmus a Gram-negativ Escherichia coli (E. coli).
Nagy eldnye, hogy a legtobb vektorrendszerrel hasznalhatd, gyorsan osztddik, igy olcson és
egyszerlien fenntarthaté. Genomja teljesen ismert, aminek koszonhetden a génmérndkség
segitségével a torzs szamos valtozatat hoztadk mar 1étre, amelyek a proteinek hatékonyabb
termeltetését teszik lehetové. A biotechnologidban, a kutatasok soran, valamint a proteinek
expresszidjahoz foként az E. coli BL21(DE3) vagy K12 altorzseket hasznaljuk.
A fehérjék termeltetéséhez a baktériumtenyészetet a kozépso log fazisig (ODggo=0,6-0,8)
tenyésztjiik, ekkor a kultura készen all az indukciora. Ekkor megfeleld mennyiségli induktort
adunk a tenyészethez (altalaban IPTG-t), majd folytatjuk a sejtek tenyésztését a

fehérjetermeléshez sziikséges ideig az optimalis hdmérsékleten [29].

5.4 Gélelektroforézis

A gélelektroforézis az egyik leggyakrabban alkalmazott elvéalasztdsi modszer a
molekuléris biologidban. Segitségével a toltéssel rendelkezd bioldgiai makromolekulékat,
példaul fehérjéket, nukleinsavakat tudjuk elvalasztani méret, alak vagy toltés alapjan.
Lényege, hogy agar6zbol vagy akrilamidbol térhalds szerkezetli gélt készitiink, amiben
megtorténik a molekuldk elvéalasztdsa a bedllitott aramerdsség vagy fesziiltség hatdsara
[24,26].
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5.4.1 Agardz gélelektroforézis

Az elektroforézis e tipusat altalaban nukleinsavak méretszerinti (néhany 10 bp-tdl tobb 10
kbp-ig) elvalasztasara hasznaljuk. A szeparalashoz hasznalt gél alapanyaga az agar6z, ami az
agar-agar egyik alkotdja, amit elvalasztando molekulak méretét6l fiiggden 0,7-4 %-ban (w/v)
alkalmazunk.

A gél elkészitésé¢hez a por alapu agardzt TAE (Tris -Acetat-EDTA) vagy TEB (Tris-
EDTA- Borsav) pufferben forrasig melegitjiik, aminek hatasara az agardz hidrolizalodik, igy
az oldat lehiilésével kialakul a masodrendii kotésekkel Osszetartott térhdlos szerkezet. A
meleg oldatba interkaldlod fluoreszcens festéket keveriink, ami a nukleinsavak detektalasat
teszi lehetové. Az elvalasztas horizontalis iranyban torténik. A mintdkat és a molekulalétrat
felvissziik a horizontalis gélre, majd fesziiltséget kapcsolunk a futtatokadra, igy elkezdddik a
negativ toltéssel rendelkezd nukleinsavak vandorldsa a gélben a katdd feldl az anod felé,
mikozben a molekuldk méret és konformacié (alak) alapjan elvalnak egymastol (6. abra)

[24,25,28].
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3. dbra: Az agaroz gélelektroforézis folyamata: A mintdik mellett un. DNS markert, avagy
molekula létrat is visziink fel a gélre. Ez olyan ismert nagysagu és mennyiségii nukleinsav
molekuldkat tartalmazo oldat, amely segitségével megbecsiilhetoek az elvalasztott
fragmentumok méretei [30].
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A nagyobb méretli, relaxalt cirkularis, illetve linearis DNS molekulak lassabban, mig a
kismérettli, szuperhelikalis molekulédk gyorsabban képesek haladni a pérusokban [19]. A gélt
UV fénnyel megvilagitva a DNS-hez specifikusan kotott fluoreszcens festék gerjesztddik, igy
az elvalasztas eredménye egyértelmiien detektalhatd és a sziikséges fragmentumok akar

izolalhatoak [24,25,26,28].

5.4.2 Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A poliakrilamid gélelektroforézist (PAGE) altalaban a fehérjék méret, toltés vagy nativ
konformécio szerinti elvalasztdsara hasznaljuk. Az elnevezés azoknak az elektroforézis
technikdknak a gytiijtdneve, melyek sordn az elvalasztdshoz hasznalt gél az akrilamid és a
biszakrilamid polimerizacidjanak az eredménye. Ehhez a géleket akrilamid-biszakrilamid
oldatbdl Tris-HCI pufferbdl és desztillalt vizbdl készitjiikk, melyekhez a polimerizalasért
felelés TEMED-et (tetrametilén-diamin), valamint APS-t (ammonium-perszulfat) adunk. Az
APS vizes kozegben spontan elbomlik, igy szabad gyokok keletkeznek, amik katalizaljak a
TEMED elbomlasat. A TEMED bomlasakor 1étejovo szabadgyokok pedig képesek elinditani
az akrilamid és a biszakrilamid polimerizacidjat (inicidcid). A polimerizacid soran a
biszakrilamid keresztkotéseket alakit ki az akrilamid lancok kozott és azokon beliil, ami a
porusok kialakulasahoz vezet.

A PAGE esetén az elvalasztas vertikalisan torténik egy vékony (0,75-1 mm) kétfazisu
gélben. Az elvalasztas a kisebb porusméretli alsé fazisban (7,5-20% akrilamid koncentracio),
a szeparalo/futtatdo gélben torténik. A felsd tomoritd/koncentrald gél a fehérjéket a két fazis
feliiletén koncentralja, igy azok 1ényegében egyszerre 1épnek be a szeparald gélbe. Ebbdl a
célbol nagyobb pérusmérettel rendelkezik, akrilamid koncentracioja 4-5%. A kétfazisu gélhez
elészor a szeparald/ futtatd gélt készitjlik el, majd megdermedése utan erre polimerizaltatjuk a
tomorité/ koncentrald gélt, amiben a mintak felviteléhez sziikséges zsebeket talaljuk [28]. A
szeparalast kovetden az eredményt a gél megfestésével vagy blottolassal (antitestekkel vald

specifikus kimutatasi eljaras) detektalhatjuk [24,25,28,29].
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5.4.2.1 SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS PAGE)

A poliakrilamid gélelektroforézisnek tobbféle valtozatat is kifejlesztették, melyek
kiilonboz6 célokra alkalmasak. A fehérjék méret szerinti elvalasztasara az SDS-poliakrilamid
gél elektroforézist (SDS PAGE) hasznaljuk.

Ennél a mddszernél a gél készitéséhez €s az elvalasztashoz hasznalt pufferekhez natrium-
dodecil-szulfatot (SDS) adunk, valamint a mintdkat B-merkaptoetanol és SDS tartalma
mintapufferrel forraljuk. Az SDS egy detergens, ami a fehérjék hidrofob aminosavaihoz
kotodik, és negativ toltéssel ruhazza fel az egyes molekuldkat. A mintapufferben talalhatod
merkaptoetanol egy redukaloszer, ami képes redukélni a fehérjéken beliili, illetve a fehérjék
kozti diszulfid hidakat. Ezeknek koszonhetéen a proteinek elveszitik nativ szerkezetiiket
(denaturaloédnak), igy egységes alakot vesznek fel, és kizardlag a méretiik alapjan valnak el

egymastol (7. abra) [24,26,28].

SDS PAGE
Két alegységbdl allo fehérje.
A &= B alegységeket Egy alegységbdl alld
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4. abra: Az SDS PAGE: Az abran lathato az SDS és a merkaptoetanol denaturalo hatdsa,
illetve a fehérjék elvalasztasa az akrilamid gélben [31].

Poliakrilamid
gélelekiroforézis
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5.4.2.2 Kapilldris gélelektroforézis (CE)

A Kkapillaris elektroforézist (CE) tobbek kozt a nukleinsavak szekvenalasanal és
glikanok vizsgéalatdhoz alkalmazzadk. Az elektroforézis ezen tipusanal az elvalasztds nem
vertikalisan vagy horizontalisan, hanem egy vékony kapilldrisban torténik, amiben egyidében
csupan egyetlen minta vizsgalata lehetséges. A molekuldk szeparalasa tobbféle modon
torténhet, példaul a fent emlitett elektroforézis technikakhoz hasonléan a kapillaris is
tartalmazhat gélmatrixot, ekkor kapillaris gélelektroforézisrdl besz¢liink Ezzel a technikéval a
kiilonb6zé nagysagu ¢és toltésii a molekuldkat tudjuk hatékonyan, nagy felbontasban
elvalasztani, igy példaul a nukleinsavak szekvendldsakor alkalmazzuk, hiszen az egy
nukleotidnyi kiilonbségli molekuldkat is képesek vagyunk a segitségével szepardlni. Az

elvalasztas detektalasa detektorral torténik (pl. fluoreszcens, fénydetektor) [29].

5.4.3 Affinitas kromatografia

A kromatografia a molekuldk mindségi és mennyiségi meghatdrozasanak egyik modszere,
mely az anyagok eltérd fizikai és kémiai tulajdonsagan alapul. Elve, hogy az egyes
komponensek kiilonb6z6 mddon oszlanak meg egy allo és egy mozgod fazis kozott, igy
elvalnak egymadstol. A szepardciot a fazisok és a molekuldk kdlcsonhatdsa hatarozza meg
[26,28].

A biologidban elterjedt valtozata az affinitds kromatografia, mely a fehérjék
elvalasztasanak egyik specifikus moddszere. Lényege, hogy a matrixhoz (all6fazishoz) egy
olyan anyagot rogzitiink, amely szelektiven megkoti a tisztitando fehérjét. Ilyen lehet példaul
valamilyen antitest vagy enzimek esetén azok szubsztratja, de akar olyan molekula is, ami a
fehérjéhez fuzionalt un. ,,cimkét” (His-, GST-, MBP-tag) képes reverzibilisen megkdtni. Az
allofazison megkotott fehérjék eludlasa altalaban az ionerdsség, pH valtoztatasaval, vagy
kompeticié alapjén (a proteint egy, a matrixhoz jobban kot6dé komponenssel valasztjuk le)
torténhet.

A rekombinans fehérjéket gyakran un. cimkékhez kapcsoljak, melyek segitik a proteinek
szelektiv tisztitasat. Ezek koziil az egyik legelterjedtebb a 6-10 hisztidin aminosavboél allo
His-tag, ami a molekula valamely terminalis végén talalhat6. Az elvalasztas soran a hisztidin

aminosavak reverzibilis mdédon, nagy affinitdssal kotddnek a Ni?*-ionhoz, mivel az egy-egy
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koordinacids kotést alakit ki egy-egy hisztidin aminosav oldalldncanak az imidazol
gytrtjével. Az igy megkotott fehérje elucioja altalaban a kompeticid elvén alapszik, melyhez

az oszlopot imidazol tartalmu (50-500 mM) pufferrel mossuk [28,29].

5.4.4 Dializis

A dializis a fehérjék (és mas makromolekuldk) kisméretli szennyezdoktol, ionoktdl vald
elvalasztasanak egyik modja. Lényege, hogy a fehérjéket egy adott porusméretii membranbol
késziilt dializis zsdkba, zacskdba toltjiik, amit ezutdn az eltavolitandd6 komponenst nem
tartalmaz6 pufferbe vagy oldatba helyezziik. Ekkor a koncentraciokiilonbség hatasara az
eltavolitandd komponensek a dializis oldatba diffunddlnak, mig az egyensuly bedll a
membran két oldala kozt. Ezt a modszert gyakran alkalmazzuk az oldatok

crer

eltavolitasahoz [28].

6 Az elvégzett kisérletek és azok eredményeinek kiértékelése

6.1 A 6His-TEV-PNGase F gén és fehérje felépitése, létrehozasa

Munkdm célja egy olyan PNGase F enzim nagy mennyiségben és tisztasagban vald
eléallitdsa volt, amely szilard hordozora rogzithetd, mikozben megdrzi enzimaktivitasat.
Ehhez megterveztem a 6His-TEV-PNGase F fehérje génjét, melybdl a protein bakterialisan
termeltethetd, majd Ni**-affinitas kromatografiaval tisztithatd. A fehérje az alabbi részekbdl

épiil fel (8.4bra):

e OHis: 6 hisztidin aminosavbol all6 cimke, ami lehetdvé teszi a fehérje affinitas
kromatografidval torténd tisztitdsat a sejtlizatumbdl, illetve biztositja a fehérje
megfeleld feliiletre vagy hordozohoz valo rogzitését.

e TEV: A TEV protedz enzim vagohelyének szekvencidjat jeloli, amely segitségével
szilikség esetén eltavolithato a 6His cimke a fehérjérdl.

e PNGaseF: A peptid-N-glikozidaz PNGase F enzim szekvenciajat jeloli.
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5. abra: A pET17b-6His-TEV-PNGase F plazmid és a 6His-TEV-PNGase F gén

felépitésének sematikus rajza

6.1.1 A pET17b-6His-TEV-PNGaseF plazmid létrehozésa

A célfehérjét kodolo DNS konstrukcié Osszeallitasahoz a PNGase F génjét be kellett
¢pitenem egy pET17b vektorba, a benne kdédolt N-terminalis 6His affinitds cimkét és TEV
proteaz vagohelyét kodold szekvencia utan (8. abra), egy masik gén helyére. A klonozashoz
polimeraz lancreakcioval felsokszoroztam a PNGase F gént egy olyan templat plazmidrol,
mely az enzim szekvencidjat hordozta. A reakcidhoz sziikséges primereket 5°-3 irdnyban

terveztem €s szintetizaltattam meg:
o PNGaseF Agel fw primer:

5’- ACATACCGGTGCTCCGGCAGATAATACCGTAAATATTAAAACATTCG- 3
e PNGaseF Sacl rev primer:

5’- TACAGAGCTCTTAGTTTGTAACTACCGGAGCACTAATAGGTGTATTAC- 3’
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Az alahtuzott ACCGGT és GAGCTC szegmensek a klonozashoz hasznalt Agel és Sacl
restrikcios endonukleazok vagohelyeinek szekvenciai, melyek a PNGase F gén plazmidba
épitéséhez szlikségesek. A dolt betiivel jelzett ACAT és TACA bazisok a vagéhelyek szalon
beliili, ,endo” helyzetének kialakitasahoz sziikségesek, mivel ezek hianyaban az
endonukleazok nem képesek elvagni a DNS szalakat. A tovabbi nukleotidok a PNGase F

génhez tapado, annak megfeleld szalaval komplementer szekvencidkat jelentik.

6.1.2 A PNGase F gén felsokszorozasa PCR reakcioval

A primereket liofilizalt formaban kaptam meg, igy el6szér 100 uM torzsoldatokat
készitettem bel6liik SDV-zel, majd ezek kis térfogatat 10 uM oldatta higitottam a PCR-hez.

A reakciohoz az alabbi elegyet allitottam 0ssze:

e 36 ulSDV

e 5 ul 10x Pfu Buffer

e 5 ul2mM each ANTP mix

e 1 ul 10xhig (Viogene Mini Plus Plasmid DNA Extraction System-mel tisztitott) pGEX-3x-
PNGase F, templat plazmid

e 1 pul 10 uM PNGase F Agel fw primer

e 1 ul 10 uM PNGase F Sacl rev primer

e 1 ul Pfu Ultra HF polimeraz enzim (2,5 U/ul)

A reakciohoz hasznalt program a kovetkezo volt:

Lépés Homérséklet Ido
1. Iniciacid 95 °C 2 perc
2. Denaturalas 95 °C 30 masodperc
3. Anellalas 54,8 °C 30 masodperc
4. Polimerizécio 72 °C 1 perc
5. Ismétlés 2-4. Lépés ismétlése még 24-szer
6. Végso polimerizacid 72 °C 10 perc
7. Reakcid vége 4°C 16 ora
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A reakcioelegyet 1%-os agar6z gélen futtattam meg 100 V fesziiltséget alkalmazva,

hogy a szintetizalt PNGase F inzertet (PCR terméket) elvalasszam a reakcidelegy tobbi

komponensétdl, mint az enzimt6l, a megmaradt nukleotidoktol, puffertdl.

~ 1500 bp

~ 1000 bp
~ 750 bp

~ 500 bp

~250 bp

6. abra: A PNGase F gén PCR reakciojanak gélképe

A 9. abran jol lathato, hogy a PCR soran nagy mennyiségli PNGase F inzert képzddott (965

bp), amit izolaltam a gélbol.

6.1.3 A pET17b vektor és a PNGase F PCR inzert restrikcids emésztése

A PNGase F gén plazmidba épitéséhez a vektort és az inzertet ugyanazon restrikcios
enzimekkel emésztettem meg, hogy azok komplementer ragados végein keresztiil a ligaz
enzim segitségével sszeépiilhessenek. A klonozas soran az Agel és Sacl restrikcios

endonukledzokat haszndltam, és az alabbi emésztési elegyeket allitottam Gssze:

PNGase F inzert Vektor (pET17b-FlgD) plazmid

e 1,5 ul 10x CutSmart puffer

e 1 pl 10x CutSmart puffer
e 12,5 ul pET17b-FIgD plazmid

e 8 ul PNGase F PCR termék

e 0,5 ul Agel HF enzim (20 000U/ ml)
e 0,5 ul SacI HF enzim (20 000 U/m

e 0,5 pl Agel HF enzim (20 000 U/ml)
e 0,5 pul Sacl HF enzim (20 000 U/ml)
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Negativ kontrollként, hogy ellenérizzem a plazmid emésztését, dsszedllitottam egy olyan

oldatot is, mely az alabbi OsszetevOket tartalmazta:

e 1 ul 10x CutSmart puffer
e 1pulSDV
e 8 ul vektor (pET17b-FIgD plazmid)

A DNS-ek enzimatikus emésztése 37 °C-on 1 oran keresztiil tartott. Ezt kovetden az
oldatokban 1évd emésztett PNGase F inzertet és vektort 1,2%-0s agardz gélen valasztottam el

a tobbi nukleinsavtdl, illetve a nem emésztddott plazmidoktol (10. abra).

S— -

Marker
~ 3000 bp - ‘ —
S— vontroll Emésztett
Emésztetelen PET17b vektor
¥ 1000 bp s DET17b-FlgD {3237 bp) —_—
750 bp s  plazmid —_— Emésztett
Kivagott PNGase F
~ 500 bp | —— FlgD gén inzert
(718 bp) (955 bp)
- -

1. abra: A pET17b vektor és PNGase F gén emésztésének gélképe

A 10. abran az enzimatikus emésztés gélképe lathatd. A vektor esetén megfigyelhetd,
hogy az enzimek sikeresen kivagtak a plazmidbol az FlgD fehérjét kodold ~718 bp-nyi gént,
melynek helyére kell a PNGase F gént beépiteni. Az emésztett plazmidot és gént izolaltam az

agardz gélbol.

6.1.4 Az emésztett pET17b vektor és PNGase F inzert O0sszeépitése, ligalasa

Az emésztett, ragados, komplementer végli nukleinsavakat a T4 ligdz segitségével

egyesitettem. Ehhez a kovetkezd oldatot allitottam Ossze:
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e 2 ul 5x Rapid Buffer

o 6 ul emésztett PNGase F inzert
e | pl emésztett pET17b vektor
e [ pl T4 ligdz enzim (500 U)

A ligélas 22 °C-on 10 percig tartott. Az igy kapott, kiilonbozé nukleinsavakat tartalmazo
oldattal 50 ul-nyi kompetens E. coli TOP10 sejtet transzformaltam. A regeneralt sejteket egy

LB/Amp lemezre szélesztettem, amit aztan egy éjszakan at 37°C-on inkubaltam.

6.1.5 A pET17b-6His-TEV-PNGase F plazmid ellendrzése

A transzformalt sejtek taplemezén szamos egyedi koldniat kaptam. Mivel a ligalasi
elegyben a sziikséges plazmidon kiviil mas melléktermékek is keletkezhetnek (pl. tobb inzert
is beépiilhet egy plazmidba), ellendriznem kellett, hogy a kivalasztott kolonidkbol izolalt
plazmidok koziil melyik tartalmazta az altalam Osszeéllitani kivant konstrukciot. Ennek
igazolasahoz leoltottam a lemezrdl 2 koloniat 12 ml LB/AMP tapoldatba (tenyésztés: 37°C,
ON, razatas mellett). A feln6tt tenyészetekbdl 1-1 glicerines torzset készitettem, a megmarado
mennyiségekbdl pedig kitisztitottam a plazmidokat. A nukleinsavak josagat a génsebészet
soran hasznalt Agel, Sacl restrikcios enzimekkel vizsgaltam. Kontrollként a konstrukcio
1étrehozasahoz hasznalt pET17b-6His-FIgD plazmidbol is készitettem mintakat. Az ellen6rzé

restrikcids emésztéshez a kovetkezo oldatokat mértem Ossze:

Emésztetlen mintak Emésztett mintak
(koncentracio ellenérzéshez és kontrollnak)  (a plazmidok josaganak ellendrzéséhez)

e [ pl 10x CutSmart puffer o 1 ul 10x CutSmart puffer

e 2 ulplazmid
e 7ulSDV

4 ul plazmid

e 44ulSDV

e 0,3 ul Agel HF enzim
e 0,3 ul Sacl HF enzim
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Az emésztési elegyeket 1 oran keresztiil 37 °C-on inkubéltam, majd 1%-os agaréz gélen

valasztottam el (11. abra).

8. dbra: A létrehozott plazmidok josaganak ellendrzése 1%-os agaroz gélen

A 11. abran lathatdo az ellendrz6 emésztés eredménye. Az enzimek sikeresen
kihasitottak az FlgD és PNGase F gént a plazmidokbol. A kontrollhoz viszonyitva
megfigyelhetd, hogy a génsebészet sikeres volt, a plazmidok a PNGase F enzim génjét
tartalmazzak. A tovabbi munkdmhoz a pET17b- 6His-TEV-PNGaseF #2 plazmidot
valasztottam.

Mivel a génsebészet soran mutaciok is keletkezhetnek a nukleinsavak
szekvenciajaban, a plazmid szekvenciajat, kiilonos tekintettel a PNGase enzim beépiilési
helyére szekvenaltatassal is ellendriztem. Az eredményként kapott szekvenciat az elméleti
szekvenciaval Osszehasonlitva az teljes egyezést mutatott, azaz sikeresen létrehoztam a
pPET17b-6His-TEV-PNGase F konstrukciot.

6.2 A 6His-TEV-PNGase F enzim expresszioja E.coli BL21 torzsekben
A génkonstrukcio létrehozdsa utdn a célom a fehérjetermeltetés koriilményeinek
optimalizalasa volt. A laboratoriumunkban négyféle E.coli BL21 B torzs, a DE3, Gold(DE3),

Codon Plus-RIL (C+RIL) és pLysS allt rendelkezésemre, amelyeket az enzim termeltetéséhez

206



Els6 helyezett palyamiivek
Kovacs Noémi: A glikoproteinek diagnosztikai analizise soran hasznalt peptid-N-glikozidaz F enzim
termeltetése és tisztitdsa

hasznalhattam. Els6 1épésként mindegyik térzsbol 50 pl-nyi kompetens sejtet 0,5 ul pET17b-
6His-TEV-PNGase F #2 plazmiddal transzformaltam. A sejteket regeneralas utan 1-1
LB/Amp lemezre szélesztettem, majd ezeket egy ¢éjszakan at 37 °C-on inkubaltam, igy
szamos egyedi koloniat kaptam.

Hogy megtudjam, melyik torzs milyen mértékben képes szabalyozott koriilmények kozott
a PNGase F enzimet termelni, probaindukcios kisérletet végeztem. A vizsgalathoz mindegyik
torzsbol 3-3 koloniat valasztottam, és leoltottam a DE3 lemezrél 2-2 ml LB/Amp, a GOLD-
rol 2-2 ml LB/Amp/Tetr, a C+RIL-r61 és a pLysS-r6l 2-2 ml LB/Amp/Chl tapoldatba
(Tenyésztés: ON, 37°C, razatas mellett). A DE3-as tenyészetek koziil 1 kultara, a pLysS-ok
koziil 2 sajnos nem noétt fel. A tenyészetekkel beoltottam 4,1 ml LB/Amp tapoldatot (0,5% v/iv
innokulum), majd folytattam a tenyésztést 37°C-on razatas mellett koriilbeliil 3 oran at, igy a
sejtek mennyisége elérte a fehérjetermeltetés indukalasahoz sziikséges 0,6-0,8-as 600 nm-en
mérheté optikai denzitas értéket. Ezutan a tenyészetekbdl 3x1 ml-eket pipettaztam steril
tenyészcsovekbe, majd ezekhez 0,5 mM végkoncentracioban IPTG-t adtam. A tenyészetek
koziil 1-1 IPTG-s és a kontroll, indukalészert nem tartalmazd tenyészeteket tovabb
tenyésztettem (37°C-on, 3-4 ora rdzatds mellett) a tobbit hiitébe tettem, majd 1-1 csdvet 37
°C-on a tobbit pedig 30 °C-on inkubaltam rdzatas mellett egy éjszakan at. A tenyésztéseket
kovetéen a kultirdkbol mintat vettem SDS-poliakrilamid gélre, majd elektroforézissel

elvalasztva a mintdimat megkaptam a kisérlet eredményét (12. abra).
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C+RIL #2 C+RIL #3
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Nem indukalt
37°C 34 6ra
30°C éjszaka
37°C éjszaka
Marker

Nem indukalt
37°C 34 6ra
30°C éjszaka
37°C éjszaka
Nem indukalt
37°C 3-4 6ra
30°C éjszaka
37°C éjszaka

~50 kDa

~37 kDa
6His-TEV-
PNGase F
(36,9 kDa)

~25kDa

12. dbra: Az E.coli (A) DE3 és pLysS, (B) Gold és (C) C+RIL tenyészetek probaindukcios
vizsgalata 12%-os poliakrilamid gélen

A 12. A é4bran a DE3 és pLysS probaindukcidja soran vett mintdk gélképe lathatd. A

gélkép alapjan megallapithato, hogy a vizsgalt tenyészetek nem képesek jelentds
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mennyiségben a 6His-TEV-PNGase F enzim eléallitasara. A 12. B és C abran a Gold és
C+RIL torzs kulturaibol vett probaindukcidés mintdk lathatok, melyek szerint mindegyik
kolonia képes termelni a fehérjét. A Gold#1 és a C+RIL kolonidk 30 °C-on, egy éjszakan at
torténd tenyésztés soran képesek produkalni a legtobb fehérjét, mig a Gold#2 és Gold#3
esetén a 37 °C-on egy ¢€jszakan at valo indukalas bizonyult hatékonyabbnak. Mivel ez utobbi
torzsek képesek a 6His-TEV-PNGase F eloallitasara, ezért a DE3 és a pLysS esetén nem

ismételtem meg a kisérletet.

6.2.1 A 6His-TEV-PNGase F enzim termeltetése és tisztitdsanak kisérlete

A sikeres probaexpresszios kisérlet eredményére alapozva megprobaltam fehérjét
termelni és tisztitani nagyobb térfogati baktérium kultirabol. Ehhez a C+RIL#2 koloniabol
novesztettem egy 3,5 ml-s elékulturat (tenyésztés 37°C, ON, razatas mellett). Ezt kvetéen a
tenyészettel beoltottam 500 ml/Amp/Chl tapoldatot (0,5% v/v innokulum). A sejteket tovabb
novesztettem 37 °C-on razatas mellett, amig az ODgqp érték elérte a ~0,6-o0t, ami megfelel6 a
fehérjetermeltetés indukalasahoz, majd 0,5 mM végkoncentracioja IPTG-t adtam a
kultardhoz. A lombikot hiitébe tettem, hogy az indukcid a probakisérlet alapjan, egy éjszakan
at 30 °C-on torténjen.

A tenyésztés soran felszaporodott sejteket centrifugalassal valasztottam el a tapoldatbol
(4500 rpm, 30 perc, 6 °C). Az igy kapott sejtmentes feliiliszot ledntéttem a baktérium
csapadékrol. A sejteket ezutan 30 ml-nyi ,,A” (20 mM NaH,PO4, 500 mM NaCl, 50 mM
Imidazol, pH=7,4) pufferben felszuszpendaltam, majd Gjra centrifugaltam (8500 rpm-en 30
perc, 6 °C), hogy kimossam a sejtpelletben maradt tapoldatot. A feliilisz6 mentes csapadékot
lefagyasztottam, igy segitve a baktériumok feltarasat. Ezt kovetden a pelletet 20 ml Rosche
EDTA free protedzgatlot tartalmazo ,,A” pufferben szuszpendaltam fel, majd a szuszpenziot 1
oran at jégen hiitottem, hogy a proteazgatld ki tudja fejteni a hatasat. A sejteket ezutan 2%
(w/v) 0,5 mm atmérdjii liveggyongy hozzaadasa utan ultrahanggal tartam fel. Ehhez 7-szer 1
percig szonikaltam a sejteket 7W teljesitménnyel, az egyes kezelések kozott 1 percig jégen
illetve a fokoz6dd Brown-mozgds miatt a szonikalas hatékonysaganak csokkenésével jart

volna.
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A sejttormelékeket, illetve a fel nem tart sejteket centrifugaldssal valasztottam el a
vizoldhat6 fehérjéket tartartalmazé puffertdl (8500 rpm, 30 perc, 6°C). A sejtlizatumot ismét
centrifugaltam (40000 rpm, 30 perc, 10°C), a feliiluszot pipettaval leszivtam, majd 0,45 um
porusatmérdjii PES membranon sziirtem, igy megkaptam azt a mintat, amit mar felvihettem a
Ni**-affinitis oszlopra anélkiil, hogy az oldatban 1évé esetleges nagyobb részecskék
blokkolnak az oszlopot. Az oldatot tovabbi felhasznalasaig jégen taroltam.

Az affinitas kromatografia soran a GE Healthcare 5 ml-es HiTrap Chelating HP oszlopat
hasznaltam. Az elvalasztashoz el0szor regeneraltam az oszlopot, azaz 5 CV (oszloptérfogat)
MQ vizzel, majd 5 CV 50 mM EDTA-t tartalmazo6 ,,A” pufferel mostam az oszlopot, igy
eltavolitva rola a kikétott Ni“*-ionokat és minden egyéb szennyezddést. Ezutan ujabb MQ
vizes mosas kovetkezett, majd az oszlopra felvittem 3 ml 0,1 M NiSO, oldatot, igy az
oszloptéltetre Ujra felkotodtek a Ni**-ionok. Végso Iépésként 5 CV ,,A” pufferrel mostam at
az oszlopot. Ezt kovetSen felvittem a sejtlizatumot. Az oszlopon atfolyt oldatot, mint ,, Ates6”
frakciot gyijtéttem. Az oszlopon fennmaradd szennyezddéseket, mas fehérjéket 6 CV-nyi

,»A” pufferrel tdvolitottam el, majd kdvetkezett az elticio:

1. 3CV 80%,,A” és20% (v/v) ,,B” puffert tartalmazo oldattal (,,20% B” frakcio)
2. 3CV 60% ,,A” és 40% (v/v) ,,B” puffer dsszetételii oldattal (,,40 % B” frakcio)
3. 5 CV ,B” pufferes mosassal (,,100% B” frakcio) eludltam a még oszlopon maradt

fehérjéket

A tisztitds minden 1épésénél mintdkat vettem, majd ezek Osszetételét SDS PAGE-el

vizsgaltam (13. abra).
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13. dbra: A C+RIL E. coli torzsben termeltetett 6His-TEV-PNGase F fehérje termeltetése és

Ni**- affinitds oszlopon valé tisztitdsanak eredménye 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen

A 13. abran lathato a sejtfeltaras és az enzim Ni* -affinitas kromatografias tisztitdsanak
gélképe. A gélen egyértelmiien lathatd, hogy a fehérje a feltarast koveté 8500 rpm-es
centrifugalds csapadékaban maradt, és az oszlopon egyaltalan nem ko6tédott ki a 6His-TEV-
PNGaseF enzim. Ennek valésziniisithetd oka, hogy a fehérje aggregalodik a sejteken belil,
igy vizoldhatatlan inklazios test, avagy zarvanytest formajaban van a citoplazméban. Ez a
jelenség a ciszteint tartalmazo fehérjék esetén gyakran eléfordul intenziv expresszio soran. A
nagy mennyiségben termelddd fehérje rosszul tekeredik fel, majd vizoldhatatlan
zarvanytestekké, aggregatumokka all 6ssze. Ez a jelenség PNGase F-nél sem meglepd, hiszen
polipeptid lanca 6 ciszteint tartalmaz.

Az inkluzios testben 1évo fehérjét az aggregatum denaturalasaval, majd a denaturalo
agens eltavolitasaval a fehérje Gjboli feltekeredésével, renaturalasaval lehet ujra funkcionalis,
vizoldhat6 formaba alakitani. Ez a médszer azonban nem mindig eredményez jol feltekeredett
fehérjét, foleg a tobb ciszteint tartalmazo, illetve tobb doménbdl alloé proteinek esetén, igy ez
valoszinlileg PNGase F-re is igaz lehet, hiszen a benne 1évé 6 cisztein aminosavnak

koszonhetden a protein nagyon sok variacioban alakithat ki diszulfid hidakat. Emiatt az
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inklazios testbdl valod fehérjetisztitast elvetettem, helyette célravezetdbbnek talaltam a fehérje
termelését az oldhaté forma iranyaba eltolni az expresszid intenzitdsdnak enyhitésével,

példaul a tenyésztési homérséklet, id6, indukaloszer mennyiségének csokkentésével.

6.2.2 A 6His-TEV-PNGase F oldhatdésidganak vizsgalata

A affinitads kromatografiés tisztitds eredményébdl lathato, hogy a 6His-TEV-PNGase F
enzim oldhatatlan formaban halmozodik fel a C+RIL sejtekben. A 13. abran megfigyelhetd,
hogy a nem indukalt sejtekben is van fehérje, ami arra utal, hogy a promoéter nem szabalyozza
megfeleléen a fehérje atirodasat, igy a protein indukdloszer nélkiil is termelddik kis
mennyiségben. Ebben az esetben eldfordulhat, hogy az igy termel6édd fehérje még oldott
formaban van a sejteken beliil, ami megoldas lehet — bar kisebb mennyiségben — a
megfelelden feltekeredett fehérje eldallitdsara. Emellett még megvizsgaltam, hogy a Gold
torzs milyen formdban allitja el6 a proteint.

A kisérletekhez egy-egy eldkultiraval (Gold#3, C+RIL#3 koloniakbodl) beoltottam
200-200 ml LB/Amp/Tetr és LB/Amp/Chl tépoldatokat. A Gold tenyészetet ODgyo = 0,78
érteknél 0,5 mM IPTG-vel indukaltam, mig a C+RIL-t indukalas nélkiil ndvesztettem még 3
orat 37 °C-on 255 rpm razatassal. A sejteket centrifugéalassal vélasztottam le (4500 rpm, 30
perc, 6 °C), majd a baktérium csapadékokat lefagyasztottam. A pelleteket 5-5 ml
proteazgatlét tartalmazo 20 mM NaH,PO, 500 mM NaCl, 50 mM Imidazol, pH= 6,3
pufferben vettem fel, majd hiitottem 1 orat jégen. A szuszpenziokhoz 2% (w/v) liveggyongyot
adtam, majd ultrahang segitségével feltartam a sejteket. A szonikdlas soran 30 masodpercig 7
W teljesitménnyel jégen tartam fel a sejteket, majd 1 percig jégen hiitottem a csoveket. Ezt a
Gold esetén 6-szor, a C+RIL-nél pedig 7-szer — a sejtpellet nagyobb mennyisége miatt —
ismételtem meg. Feltaras utan a szuszpenziokat 40 ezer rpm-en 30 percig, 10°C-on
centrifugaltam. Az igy kapott oldott fehérjéket tartalmazé feliiluszobodl, illetve a

csapadékokbol mintat vettem és 15%-0s SDS akrilamid gélen valasztottam el (14. abra).
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14. dbra: A BL21 (DE3) Gold és CodonPlus-RIL torzsekben termelédo 6His-TEV-PNGase F

feherje felhalmozodasi formajat vizsgalo kisérlet eredménye SDS-poliakrilamid gélen

A gélen a C+RIL és Gold baktériumtorzs fehérjemintazata lathatdo, amin
megfigyelhetd, hogy mindkét esetben a baktériumcsapadékban maradt a 6His-TEV-PNGase F
enzim, mig a feliiluszoban oldott fehérje nem detektalhatdé szamottevd mennyiségben. Az
eddigi kisérleteim eredményei alapjan kimondhatd, hogy a Gold és C+RIL baktériumtorzs
feltehet6en nem képes oldott allapota 6His-TEV-PNGase F enzimet termelni, hanem a protein
zarvanytest formajaban van jelen a sejtek citoplazméjdban, amit nem lehet kozvetleniil
felhasznalni.

Az eddigi tapasztalataim alapjan ugy gondoltam, hogy valdszinlileg a DE3 és pLysS
torzsek sem lennének képesek az enzimet aktiv formdban eldéllitani, ezért tigy dontdttem,

inkdbb mas, célravezetobb megoldast keresek aktiv PNGase F eldallitasara.
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6.3 A 6His-TEV-PNGase F enzim termeltetése a SHuffle baktériumtorzsben

A tobb ciszteint tartalmazo fehérjék rekombinans termeltetése gyakran sikertelen,
mivel ezek a proteinek aggregalodnak a sejtek citoplazmajdban, azaz vizoldhatatlan inkltzios
testeket, zarvanyokat alkotnak. Ezekbdl az aggregatumokbdl bonyolult funkcionalis fehérjét
létrehozni, igy a gyakorlatban ezt a problémat tobbféleképpen probaljak orvosolni [29].

Az egyik lehetdség az expresszios koriilmények optimalizalasa, ami viszont gyakran
sok alapanyag ¢és 1d6 befektetésével is csak kis mennyiségii funkcionalis fehérjét eredményez.
Emellett a proteint akar egy masik cimkéhez is kapcsolhatjuk, mely ndveli annak a
citoplazmaban val6 oldhatosagat, illetve segiti a helyes feltekeredését (pl. GST, MPB
cimkék). Ha egy fehérje helyes feltekeredéséhez diszulfid hidak kialakitaséra is sziikség van,
segithet, ha azt a citoplazmanal oxidativabb kdzeget biztositd periplazmaban termeltetjiik.
Ebben az esetben a fehérjéhez egy szignal szekvenciat kapcsolunk, ami segitségével a
fehérjék a sejtmembran kiilsé és belsé membranja kdzti, un. periplazmatikus térbe jutnak ki,
ahol kedvezobb a S-S hidak kialakulasanak és igy a helyes feltekeredés lehetdsége. Harmadik
esetben pedig hasznalhatunk olyan génmérndkséggel 1étrehozott baktériumtérzseket vagy mas
organizmusokat, melyek képesek a cisztein tartalmu fehérjéket is oldott, funkciondlis
formaban termelni, példaul a New England Biolabs altal forgalmazott E.coli B altorzset, a
SHuffle-t. Ez az organizmus a DsbC diszulfid izomeraz dajkafehérjét expresszalja, ami segiti
a fehérjék jo feltekeredését a diszulfid-kotések megfeleld kialakitasaval, valamint kijavitja a
mar rosszul feltekeredett proteinek szerkezetét. Emellett a torzs deficiens a Lon és OmpT
proteazokra nézve, igy a termelt fehérjék nem bomlanak el a citoplazmaban [32,33].

A munkam soran egyiittmiik6dé partnereink részére 6His cimkével ellatott enzimet
kellett eléallitanom, hogy az késobbi felhasznalasa soran ezaltal Ni* -affinitas feliiletre
rogzithetd legyen, igy nem allt médomban mas — a helyes feltekeredést segitd — cimkét
hasznalni. A periplazmatikus termeltetéshez sziikséges eszkdozok sajnos nem alltak
rendelkezésemre a laboratoriumban, ezért ezen a modon sem tudtam a PNGase F
aggregalodasat kikiiszobolni. Raadasul a szakirodalomban tobb olyan kozleményt taldltam,
melyekben az ezzel a stratégidval termeltetett PNGase F mennyisége meglehetdsen csekély
volt [13,20]. A laboratoriumunkban korabban mar probaltak diszulfid hidakat tartalmazo
fehérjéket SHuffle E.coli torzzsel oldhaté formaban eldallitani és igy ez rendelkezésre allt,

megprobaltam ezzel a 6His-TEV-PNGase F termeltetését.
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6.3.1 A 6His-TEV-PNGase F probatermeltetése SHuffle baktériumtorzsben

A kisérlet els6 1épéseként 0,5 pl pET17b-6His-TEV-PNGase F#2 plazmiddal
transzformaltam 50 pl kompetens SHuffle sejtet. A baktériumokat regeneralas utan egy
LB/Amp lemezre szélesztettem, amit egy éjszakan at 30°C-on inkubéltam. A felndtt kolonidk
kozill harmat leoltottam 2 ml LB/Amp tapoldatba (tenyésztés: 30°C-on, ON, razatas mellett).
A felnétt tenyészetekkel beoltottam 3,1 ml LB/Amp tapoldatokat (1% v/v innokulum). A
sejteket 4 oran at 30 °C-on razatds mellett ndvesztettem, igy elérték az indukalashoz idealis
optikai denzitast. A tenyészetekbdl 2x1 ml-eket pipettaztam steril tenyészcsovekbe, majd
ezekhez 0,4 mM végkoncentracioban IPTG-t adtam. A nem indukalt sejteket, illetve 1-1
IPTG-t tartalmazé kultardt 250 rpm razatds mellett 30°C-on 3-4 6rdn at, mig a tobbi
tenyészetet egy ¢jszakan at 16°C-on razatas mellett tenyésztettem tovabb, igy eldsegitve az
enzim termelését. A novesztéseket kovetGen mintat vettem a kultdrakbol, amiket 12%-0S

SDS-poliakrilamid gélen valasztottam el (15. abra).
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15. abra: A 6His-TEV-PNGase F probatermeltetése a SHuffle torzsben

A 15. abran lathatdo az enzim SHuffle-ben vald probaindukciojanak eredménye.

Megfigyelhetd, hogy mindegyik tenyészet sikeresen termelte a fehérjét, a legjobbnak az #1
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koloénia tiinik 30°C-0s 3-4 6ras indukalési koriilmények kozott. Itt is megfigyelhetd, hogy a
promoter nem képes teljesen szabalyozni a fehérje termelddését, ezért célszerinek lattam

megvizsgalni az indukalt és a nem indukalt tenyészet altal produkalt protein mindségét.

6.3.2 A 6His-TEV-PNGaseF fehérje forméjanak vizsgalata a SHuffle torzsben

A SHuffle altal termelt fehérje tisztitasa el6tt meg akartam gy6z6dni arrdl, hogy az
enzimet oldott formaban képes elGallitani a térzs. Ehhez a SHuffle-6His-TEV-PNGase F #1
tenyészetbdl szarmazo glicerines torzsbol leoltottam LB/Amp tipoldatba egy eldkultarat
(tenyésztés: 30°C-on, ON, razatas mellett). A reggelre feln6tt kultarakkal tovabboltottam 4-
szer 200 ml LB/Amp tapoldatokat (0,5% innokulum). Folytattam a tenyésztést 30°C-on
razatas mellett, mig az egyik kulttira 600 nm-en mért optikai denzitasa (ODggp) elérte a 0,62-
es értéket. A tenyészetek koziil kettéhoz 0,4 mM végkoncentracioban IPTG-t adtam, mig a
masik kettdhoz nem. Ez utobbiaknal az indukaloszer nélkiil termelddd fehérjét akartam
megvizsgalni. Egy indukalt és nem indukalt kultarat még 3-4 6rat 30 °C-on razatas mellett,
mig a masik kettdt egy ¢jszakan at 16°C-on razatas mellett ndvesztettem.

A tenyésztések utan mintakat vettem gélre, majd a sejteket centrifugdlassal valasztottam
el (8500 rpm, 30 perc, 6°C). Ezt kovetden a sejtcsapadékokat lefagyasztottam. A pelleteket 5-
5 ml proteazgatlot tartalmazo ,,C” (100 mM K;HPO,4 500 mM NaCl, 10 mM Imidazol,
pH=8,0) pufferben szuszpendaltam fel, majd egy oraig jégen inkubaltam. Ezutan a sejteket
szonikalassal tartam fel (6.2.1.fejezet), majd a szuszpenzidkat 40 ezer rpm-en centrifugaltam
le 10°C-on 30 perc alatt. A feliiluszokbdl ¢€s pelletekbdl mintat vettem, majd Osszetételiiket

SDS PAGE-e¢l vizsgaltam (16. abra).
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16. abra: A SHuffle torzs altal termelt 6His-TEV-PNGase F mindségi vizsgalatanak

eredménye

A 16. abra alapjan lathato, hogy a SHuffle térzs képes nagy mennyiségben oldott
formaban termelni a 6His-TEV-PNGase F enzimet, igy sikeriilt megoldanom a fehérje
3 esetén jelentds mennyiségli oldott enzim termelddik a sejtekben, ami valosziniileg jol
feltekeredett, aktiv formaban van jelen a citoplazmaban. Ez utobbi oldatokhoz 50% (v/v)

glicerint adtam, majd a sejtlizdtumokat lefagyasztottam a feldolgozasukig.

6.3.3 A 6His-TEV-PNGase F enzim tisztitasa affinitds kromatografidval:

Az enzim oldott forméban valo sikeres termeltetését kovetden kitisztitottam a fehérjét a
lefagyasztott lizatumokbol. Ehhez az oldatokat egyesitettem, majd koriilbeliil kétszeresére
higitottam ,,C” pufferrel, hogy cs6kkentsem a glicerin miatti nagy viszkozitast. Az oldatot
0,45 um-es fecskenddsziirén atsziirtem, majd 45-50 ml-ét felvittem az el6készitett oszlopra
(5.4.3. fejezet) (,,Atess” frakci6). Ezutan 6 CV ,,C” pufferrel mostam az oszlopot (,,Mosés”

frakcio), majd elualtam a fehérjét a kovetkezd gradienssel:
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1. 3CV20%,D” 80 %..C” oldattal (,,20% D" frakcié)
2. 3CV40% ,D” - 60% ,,C” pufferrel (,,60% D” frakcid)
3. 3CV 100% ,,D” pufferrel (,,100% D” frakci6)

A frakciokbol mintakat vettem, majd 12%-0s SDS-poliakrilamid gélen valasztottam el a

benniik 1évo fehérjéket (17. abra).
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17. dbra: A 6His-TEV-PNGase F Ni2+-aﬁinitds kromatogrdfias tisztitasanak eredménye

A 17. 4bran a tisztitds végeredménye lathatd. A gél alapjan a ,,20% D” frakcidban
nagy mennyiségii fehérjét sikertilt tisztitanom, ezen kiviil pedig még a ,,40% D’ mintaban volt
mértem meg 280 nm hullamhosszusagon, majd a kapott értékbdl a Lambert-Beer torvény altal
hataroztam meg a koncentraciot, ami alapjan ~72 mg-nyi fehérjét sikeriilt tisztitanom 800 ml

sejttenyészetbol.

A tisztitott fehérjét két porciora osztva 2000 ml 20 mM Tris-HCL, 50 mM NacCl, 5
mM EDTA pH 8,0 pufferben dializaltam, igy egy 2,7 mg/ml-s (48,6 mg Gsszesen) és egy ~3,4

enzimoldatokat a tovabbiakban hiit6ben taroltam.

218



Els6 helyezett palyamiivek
Kovacs Noémi: A glikoproteinek diagnosztikai analizise soran hasznalt peptid-N-glikozidaz F enzim
termeltetése és tisztitdsa

6.4 A 6His-TEV-PNGase F aktivitisanak meghatarozasa

A munkam soran eléallitott és tisztitott 6His-TEV-PNGase F enzim (2,7 mg/ml-es
koncentracioju  oldat) aktivitdisat a  Pannon Egyetem  Transzlaciés  Glikomika
Kutatolaboratoriumanak munkatérsai segitségével hataroztam meg. Referenciaként az Asparia
Glycomics altal gyartott PNGase F (CarboClip, 500 IUB mU, IUB International Union of
Biochemistry), C-terminalisan 6His toldalékot hordozé enzimet hasznaltam [34]. Az
Osszehasonlitas soran az enzimekkel szabad, illetve a rogzitett formaban végeztem a human
immunoglobulin G1 (hlgG1) antitesthez (100 pg) kotott N-glikanok specifikus lehasitasat
50°C-on 20 perc alatt. A glikdnokat ezutan APTS fluoreszcens festékkel jeldltem, a
feleslegben felhasznalt festéktdl magneses mikrorészecskék alkalmazasaval tisztitottam meg a
mintakat. A glikdnok analizisét kapillaris gélelektroforézissel végeztem (Fast Glycan Kit,
Sciex), majd az igy kapott elektroferogramok alapjan becsiiltem meg a kétféle 6His-TEV-
PNGase F aktivitasat.

6.4.1 A szabad enzimek aktivitdsdnak vizsgilata

A 6His-TEV-PNGase F szabad, oldatformaban mérhetd aktivitasat az enzimoldatok 1-
1 pl-ének felhaszndlasaval lehasitott glikanok mennyiségébdl kovetkeztettem. Fontosnak
tartottam, hogy a 6His-TEV-PNGase F a hosszabb tava felhasznalas céljabol fagyasztva is
tarolhatd legyen, igy glicerint adtam az enzim oldatdhoz 1:1 térfogatardnyban az esetleges
fehérjekicsapodas megeldzése érdekében, majd vizsgaltam az enzim aktivitasat tobb honapnyi

fagyasztas utan (18. abra).
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18. dbra: A 6His-TEV-PNGase F és a CarboClip enzim dltal a hIgG1 antitestrol lehasitott

glikanok elektroferogramjai

Az 18. abran a hIgGl antitestr6l lehasitott, majd kapillaris elektroforézissel

elvalasztott glikanok elektrofrogramjain jol lathatd, hogy a munkdm soran eldallitott €s
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tisztitott glicerinmentes 6His-TEV-PNGse F szelektivitdsa azonos, mig aktivitdsa szinte
megegyezik az Asparia Glycomics altal forgalmazott CarboClip (500 mU) enzimével. A
glicerinnel fagyasztott enzim esetén — korrigalva a hozzaadott glicerin miatti kétszeres higitast
— megfigyelhetd, hogy a fagyasztva tarolt enzim aktivitdsa és szelektivitdsa tobb honap utan
sem valtozott meg jelentdsen. A kisérlet eredménye alapjan megallapitottam, hogy a 6His-
TEV-PNGase F alkalmas a glikanok vizsgalatara.

Az elektroferogramokon lathat6 nagyobb intenzitdsu csticsok Gsszehasonlitdsaval a
glicerinmentes 6His-TEV-PNGase F enzim aktivitasat 1,37 IUB mU/ul, azaz 50,7 1UB
mU/mg enzimre, mig a fagyasztott enzimét 1,25 IUB mU /ul, vagyis 46,3 IUB mU/mg

enzimre becsiiltem.

6.4.2 A rogzitett enzimek aktivitasanak Osszehasonlitdsa

Az enzimek rogzitett formaban torténd Osszehasonlitdsdhoz a fehérjemolekuldkat
PhyNexus Ni-IMAC (1000 pl-es pipettahegy, 80 ul gyantaval) oszlopokra rogzitettem, a sajat
6His-TEV-PNGase F-t az N-terminalisan, a CarboClip enzimet pedig C-terminalisan 1évé
6His cimke altal. A felkotés soran az enzimoldatok 2-2 pl-ei 100-100 pl pufferhez (Tris-HCI)
adva kertiltek felhasznaldsra (20 perc, szobahdmérséklet). Az Osszehasonlitast a szabad
enzimes kisérletekkel azonos koriilmények kozott végeztem, mind az emésztés koriilményeit,
mind a fluoreszcens jelolést és tisztitast, valamint a kapillaris gélelektroforézissel torténd

elvalasztas paramétereit illetéen. A kapott eredmények a 19. abran lathatoak.
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19. abra: A rogzitett 6His-TEV-PNGase F és CarboClip altal lehasitott és kapillaris

elektroforézissel elvalasztott glikanok elektroferogramja
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A 19. A ¢és B abrakon megfigyelhetd, hogy a 6His-TEV-PNGase F felhasznalasa soran
kapott csticsok intenzitasa szignifikansan nagyobb a CarboClip-éhez képest, ami eltér a
szabad, oldatformaban vizsgalt enzimeknél tapasztaltaktol. Az eredmény mélyebb
értelmezése céljabol a tomény enzimoldatokat, valamint a felk6tés utani maradékokat SDS-

polakrilamid gélen futtattam meg (20. abra).

Hig 6His-TEV-PNGase F

6His-TEV-PNGase F
rogzités utan
Tomény CarboClip
Hig CarboClip
rogzites utan

Tomény

.' t Marker

~50 kDa ~
~35 kDa '. .-

~25 kDa .

20. abra: A tomény enzimoldatokbol és a régzités utan maradt oldatokbol vett mintak 12%-0S

SDS-poliakrilamid gélen

A 20. dbran az aktivitasméréshez hasznalt tomény, illetve a beldliikk készitett (~50-
szeres higitassal) enzimoldatok rogzités utani fehérjetartalma lathatd. A tomény mintakbol
kapott jeleket tekintve megallapitottam, hogy a 6His-TEV-PNGase F fehérje-koncentracidja
sokszorosa volt a CarboClip-ének, a rogzités utani futtatasok alapjan pedig elmondhato, hogy
az enzimek mindkét esetben maradéktalanul megkotddtek a Ni-IMAC oszlopokon.

Feltehetéen ez lehet a jelintenzitas kiilonbség f6 oka, hogy a 6His-TEV-PNGase F
oldat a benne 1évé nagyobb mennyiségii enzim miatt jobban telitette az oszloptdltetet, mig a
higabb CarboClip erre nem volt képes, ezért kaphattunk kisebb jeleket a gyari enzimnél. A

koncentracio-kiilonbség mellett a masik magyarazat a rogzitésben keresendd. Feltételezhetd,
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hogy a 6His-TEV-PNGase F szerkezete stabilizalodik rogzitéssel, igy a fehérje aktivitasa
megnd. Emellett a rogzitéssel lehetséges, hogy az N-terminalist 6His toldalékkal megktddo
6His-TEV-PNGase F aktiv centruma hozzaférhetébb a szubsztratok szdmara, mint a C-
terminalisi 6His cimkével megkot6dé CarboClip. A rogzitett enzimek aktivitasa alapjan
megallapitottam, hogy a kisérlet soran beallitott koriilmények kozott a 6His-TEV-PNGaseF

alkalmasabb volt a glikanok vizsgalatara, mint a forgalomban kaphaté CarboClip enzim.

7 Osszefoglalas

A fehérjékhez kapcsolodd N-glikdnok vizsgalatdnak fontos eszkdze a peptid-N-
glikoziddz F (PNGase F) enzim, amely a cukrok proteinr6l vald eltdvolitasat végzi. A
kereskedelmi forgalomban hozzaférhetd PNGase F enzimek dragdk, ami korlatozza
felhasznalasukat. Ezért munkam célja egy olyan PNGase F varians létrehozasa volt, amely
nagy mennyiségben, olcson, bakteridlis uton eldallithatd, valamint szilard hordozora
rogzithetd €s igy tobbszor felhasznalhato.

Munkam els6 1épéseként megterveztem, majd létrehoztam a 6His-TEV-PNGase F
génkonstrukciot, amelyr6l a fehérje termeltethetd és az enzim N-terminalisan 1évé 6His
toldaléknak koszonhetéen Ni**-affinitas kromatografidval tisztithatd és rogzithetd. Az enzim
szabalyozott eldallitasat eloszor négyféle E.coli BL21 torzzsel probaltam meg. Probaindukcios
kisérletekb6l kideriilt, hogy a proteint a Gold(DE3) és CodonPlus-RIL sejtek képesek
termelni. Az legigéretesebbnek tiing CodonPlus-RIL koldnia tenyészetébdl megkiséreltem az
enzim tisztitasat Ni**-affinitas kromatografiaval, azonban kideriilt, hogy a protein inklizios
test formdjaban halmozodik fel a sejtek citoplazméjaban. A problémat tobbféle mddon
probaltam megoldani, végiil a SHuffle baktériumtdrzsben termeltetve sikeriilt jol feltekeredett,
oldott aktiv enzimet elGallitanom. A kitermelés hatékonysaga (90 mg tiszta PNGase F/I
sejtenyészet) az irodalomban eddig kozolt baktériumban termelt legnagyobb kitermelést
tobbszordsen feliilmulja.

Az igy eldéllitott enzim aktivitdsat Szigeti Marton (PE Transzlacios Glikomika
Kutatolaboratorium) segitségével teszteltiik, szabad, illetve rogzitett formaban a PNGase F
(CarboClip, Asparia Glycomics) enzim aktivitasahoz hasonlitva. A kisérlet soran mindkét
enzim lehasitotta a hlgGl antitesthez kotott glikanokat, melyeket kapillaris
gélelektroforézissel valasztottunk el. Az eredményként kapott elektroferogram alapjan

egyértelmiien kideriilt, hogy az altalam tisztitott enzim aktivitdsa a szabad fehérjék esetén
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kozel azonos a referencia enzimével. Ezen kiviil a fagyasztva tarolt enzim aktivitdsa ¢€s

szelektivitasa tobb honap utdn sem valtozott meg jelentdsen. A rogzitett enzimek kozil a

6His-TEV-PNGase F szignifikansan nagyobb aktivitast mutatott, mint a gyari. Ennek egyik

oka az enzim rogzitéséhez hasznalt oldat nagyobb koncentracidja, masrészt a rogzitéshez

c sy

TEV-PNGase F enzim mind szabad, mind rogzitett formaban kivaléan hasznalhatdo az N-

kotott glikanok vizsgalatahoz.
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10 Melléklet

A 6His-TEV-PNGase F gén szekvenciaja

atgcatcaccaccaccatcacgaaaacctgtattttcagggaagtcacaccggtgctccggeagataataccgtaaatattaaaacattc

gacaaagtaaaaaatgcctttggtgacggattgtcccaaagtgcagaaggaacctttacatttccggcagatgtaacaactgtaaaaacy
attaagatgttcatcaaaaatgaatgtcctaataaaacctgtgatgaatgggatcgttatgccaatgtttatgtaaaaaataaaacaacagg

agaatggtatgaaataggacgctttattactccatattgggtgggtacggaaaaattacctcgtggactggaaattgatgttaccgatttca

aatctttactgtccggaaatacagaacttaaaatttatacggagacttggttggccaaaggaagagaatacagtgtagactttgatattgtat
atggtacaccggattataaatattcggcagtagtacctgtaatccaatataacaaatcatccattgatggtgttccttatggtaaagcacata
cactgggattaaaaaagaatattcagttaccaacaaacacggaaaaagcttatcttagaactactatttccggatggggacatgccaage
catatgatgcgggaagcaggggctgtgcagaatggtgcttcagaacacatactatagcaataaataatgcgaatactttccaacaccag

ctgggtgctttaggatgttcagcaaaccctattaataatcagagtccgggaaattgggctcectgacagagcagggtggtgtccgggaat

ggcagtgccaacacgtatagatgtgttgaataactctttaacgggtagtacttttagttatgaatataagttccagagttggacaaacaacy

gaaccaatggagatgctttttatgcaatttccagttttgtgattgcaaaaagtaatacacctattagtgctccggtagttacaaactaa

A 6His-TEV-PNGase F enzim tulajdonsagai (ProtParam alkalmazassal [23] meghatdrozva)

A 6 His-TEV-PNGase F enzim szekvencidja:

mhhhhhhenlyfqgshtgapadntvniktfdkvknafgdglsgsaegtftfpadvttvktikmfiknecpnktcdewdryanvy
vknkttgewyeigrfitpywvgteklprgleidvtdfkslisgntelkiytetwlakgreysvdfdivygtpdykysavvpvigqynk
ssidgvpygkahtlglkkniglptntekaylrttisgwghakpydagsrgcaewcfrthtiainnantfghglgalgcsanpinngsp
gnwapdragwcpgmavptridvinnsltgstfsyeykfgswtnngtngdafyaissfviaksntpisapvvtn™®

A 6 His-TEV-PNGase F enzim tulajdonsagai ExPASy ProtParam alkalmazadssal
meghatdrozva

e Aminosavak szdma: 332 (+ STOP)

e Molekulatomeg: 36,9 kDa

e lzoelektromos pont (pl): 7,65

e Extinkcios koefficiens, a cisztein aminosavak cisztin formdja esetén: 75205 M™*cm™

e Extinkcios koefficiens, redukalt cisztein aminosavak esetén: 74830 Mxem™
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1. Irodalmi attekintés

Ebben a fejezetben részletesen bemutatasra keriili a munkam targyat képezd

szupramolekularis rendszer szerkezete és szerepe, valamint a felhasznalasi lehetosége.

1.1. A bakterialis flagellum

A bakterialis flagellum (ostor) egy sokrétli funkcioval rendelkezd sejtszervecske.
Korabban ugy gondoltak, hogy e mozgasszervek feladata kizardlag a motilitas biztositasa,
azonban az elmult évtizedekben fény deriilt egyéb Osszetett funkcidjukra is, mint az adhézios
képesség, a biofilmmé torténd differencialodas €s a szovetekbe torténd penetracido mellett a
fagocitdzis aktivaldsa is. A flagellumok elhelyezkedése ¢és szerkezeti elemei kiilonbdzo
baktériumfajok kozott bizonyos mértékben eltérdek, ezért szerkezetiik ismerete segit egyes
baktériumok azonositasaban. A Salmonella typhimurium peritrich ecloszlasban épit
flagellumokat, melyeket 26 féle fehérje épiti fel [1]. A teljes mozgasszerv harom részbdl all,
egy sejtmembranba agyazott motorbol (bazalis test), egy helikélis filamentumbol, valamint a

kett6t 6sszekoté kampobol, melyet az 1.1. abra szemléltet [2].
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1.1. abra: A bakteridlis flagellum felépitése [2]
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Ezen apr6 molekularis gépezetek tobb szempontbol is figyelemre méltdéak: a minddssze 50
nm atmérdji protonok altal hajtott motor akar 90 ezres percenkénti fordulatszdmot is elérhet,
a flagellin monomerekbdl felépiild filamentum pedig polimorfikus ¢és Onszervezddo
képességgel rendelkezik. A kampd 130 db hook fehérjébol all, mely kardancsukloként
funkciondlva lehetévé teszi a forgastengely iranyanak megvaltoztatasat, igy a baktérium
pillanatszert iranyvaltoztatasat. Ezt a motor mobilis részének az ora jarasaval megegyezo ¢€s
ellentétes forgasi képessége, illetve a filamentumoknak a motorra nagyjabol merdleges, sajat
hossztengelyiik koriili forgasa teszi lehetdvé. A flagellumot alkotd fehérjekomponensek a
citoplazmaban szintetizaldédnak. Morfologiai szempontbdl feloszthatok az elsdsorban motort
alkotd gylirii alaku képzédményekre €és egy ugynevezett axidlis struktirara, ami magédba
foglalja a motor tengelyét alkotd otféle rod fehérjével (FIiE, FigB, FlgC, FlgF, FigG) egyiitt a
hook, HAP, illetve flagellin fehérje alegységeket. A gyliri alaka rész belsejében helyezkedik
el a flagellaris exportrendszer, ami képes a filamentumot alkotd fehérjemonomerek
felismerésére és azok sziik, 3 nm atmérdjii csatornan keresztiili kijuttatisara. A szerkezet
jellemzése soran szot kell ejteni a HAP (hook associated proteins) fehérjékrol is. Koziiliik két
fajta, a HAP1 és a HAP3 néhany kopiaja révid kapcsoloréteget képez a kampo és a
filamentum kozott, mig a HAP2 fehérje molekularis sapkaként végigkisérve biztositja a teljes

szal in vivo feléptilését [3].

1.1.1. A filamentum és monomere a flagellin jellemzése

Az akar 15 pm hosszasagot is elérd flagellaris filamentumok szerkezetét flagellin
alegységek alakitjak ki Onszervez6dd, melyek kozotti erds kolcsonhatasok stabilizaljak a
nagyjabol 23 nm atmérdji struktarat [4]. A veliik rendelkez6 baktériumok uszésa ugy valosul
meg, hogy, a sejttestiik mogott ezekbdl a filamentumokbol a motor forgasanak kovetkeztében
létrejon egy propellerként funkcionald koteg [S, 6]. A Kkiilonbozé fajokbol szarmazd
flagellinek molekulatdomege széles hatarok kozott mozog. A centrdlis régid méretének
nagymértékii valtozékonysaga kovetkeztében eléfordulnak 28, de akar 65 kDa nagysagu
fehérjék is [7]. Ezzel ellentétben a kiillonb6zé organizmusokbdl szarmazo flagellinek
polipeptidlanc végei nagyfokl szekvencialis homologiat mutatnak. Ezek a konzervalodott

részek nagyjabol 180 N-termindlis és a 100 C-terminalis aminosavat érintenek.
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14 nm

11 nm

1.2. abra: A flagellin szalagmodellje. DO, D1, D2 és D3 jeloli a fehérje négy doménjét

A vad tipusu Salmonella typhimurium (SJW1103) szarmazé flagellin polipeptidlancat 494
aminosav alkotja, melynek szerkezetét a 1.2. abra mutatja [8]. Rontgendiffrakcios és
elektronmikroszkdpos vizsgalatokkal vertikalisan 14 nm, horizontalisan nagyjabol 11 nm a
fehérje mérete [2]. Masodlagos szerkezeti elemeket tekintve meglehetdsen valtozatos a

molekula, melyet a 1.3. abra szemléltet.

Secondary structure

: 1 (LI B 1 495

Legend: Helix ] Turn | Beta strand

1.3. abra: A masodlagos szerkezeti elemek elhelyezkedése a flagellin polipeptid lancaban.
Zold szinnel jelezve a f-szalak, kékkel a hélixek, rozsaszinnel pedig a kanyarok. A sziirke

szinii szakaszok nem mutatnak mdsodlagos szerkezeteket [9]

A teljes polipeptid lanc négy doménra oszthato (DO, D1, D2, D3). A DO magaba foglalja
az N-terminalis végtdl induld els6 43 és a C-terminalis végig terjedd utolsé 40 aminosavat. Itt
talalhatd egy szupermasodlagos struktira, nevezetesen az a-helikélis kétlancu szuperhélix
(coiled coil), amely a monomer fehérjében oldatban nem mutat kompakt, stabilis
térszerkezetet. A kovetkezO szerkezeti egység a 44. aminosavtol 176-ig és a 406-t0l 454-ig
tartd szegmenseket tartalmazé D1. FellelhetOk benne mésodlagos struktardk, mint példaul
harom o-hélix (57-99, 104-126, 406-447), valamint egy egyediilallé p-kanyar (131-134) /-
hajtii (140-160) /a-hélix (163-168) motivum. Az utébbi domén hasonlé hidrofob belsé magot
alakit ki a kozépsod tengely mentén, mint egy a-hélixbdl 4ll6 koteg, azzal a kiilonbséggel,

hogy itt a hidrofob oldallancok pakoltsaga meglehetésen laza [3]. A D2-t (Lys177-Gly189,
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Ala284-Glu405) foként f-szalak alkotjak, kivéve egy rovid 310-hélixet (288-298) és egy a-
hélixet (284-298). Ezek a f-szalak egyedi hajtiiket és béta lemezeket hoznak 1étre, melyek
hidrofob régidi altal tovabbi két kompakt szubdoménre oszthatok (D2a, D2b). Valoszintileg a
két szubdomén kolcsonhatasanak fontos szerepe van a D2 és a soron kdvetkezé D3 egymas
kozotti viszonyaban. A centralis régioba tartozo hipervariabilis D3 domén (190-283) a
filamentum kiils6 felszinén helyezkedik el. Ez a rész, habar szerepe van a D1 és D2 domének,
igy a fehérje és a teljes filamentum stabilizalasaban [3,10], a szomszédos alegységekkel nincs
kapcsolatban. A D3 egy kiilonleges f-hordd szerkezeti domén, amely tartalmaz egy sor f-
hajtti altal kialakitott iigynevezett f-folium struktarat és egy rovid helikalis szakaszt, ami igy

15 hidroféb oldallancot foglal magaba [11].

1.4. abra: A flagellin fehérjék és doménjeinek egymashoz képesti elrendezodése a
filamentumban [8]
A kiilonboz6 fajokbol szarmazod flagellinek centrélis és termindlis régiok valtozékonysaga
kozotti kiilonbség abbol adddik, hogy a filamentum képzésben csupan a terminalis régiok
vesznek részt hidrofob aminosavak hetes ismétlodese altal 1étrehozott a-helikalis kotegeket
képezve. Ezzel szemben a centrélis részt alkotd D3 domén valtozékonysaga szelekcios elonyt
biztosit a baktérium szdmara azzal, hogy az 1.4. dbran lathatd, legkdnnyebben hozzaférhetd
részének karakterisztikdja modosulhat, amivel elkeriilheti adott esetben a gazdaszervezet
immunvalaszat [11]. Mivel ezen domén az Onszervez6dd képesség megzavarasa nélkiil
szabadon valtoztathatd, jo célpontot nyujt a génsebészeti beavatkozasok szamara. Mar
létrehoztak olyan flagellin deficiens baktériumokat is, melyek genomja nem rendelkezik
flagellin fehérjét kodold génnel. llyem az SJW2536 Salmonella torzs, amelybe egy
megtervezett és létrehozott plazmid bejuttatdsat kovetéen a szamunkra kivanatos médositott

flagellin termeltethetd.
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1.2. Metalloproteinek

Metalloproteineknek hivjuk azokat a fehérjéket, melyeknek fémionokra van sziikségiik,
funkciojuk betdltéséhez és/vagy szerkezetiik kialakitasahoz [12]. A természetben fellelhetd
fehérjék nagyjabol fele sorolhaté ide. A metalloproteinek katalizaljak a legfontosabb biologiai
reakciokat, példaul a fotoszintézist, respiraciot, viz oxidaciot, molekularis oxigén redukciot és
a nitrogén fixaciot [13]. Tarold és transzport funkcidkat tolthetnek be, valamint egyes
fémkoto fehérjéknek fontos szerepiik van fertézéses betegségek lefolyasaban is. A fémionok
koordinacios kotéssel kapcsolodnak altalaban a fehérjék struktirajat alkotdé aminosavak
oldalldncainak oxigén, nitrogén ¢és kén atomjaihoz. Egyes esetekben a félanc is biztosit donor
atomokat, de ezek szdma ¢és jelentdsége joval kisebb. Habar joforméan az Osszes aminosav
képes bizonyos mértékben fémek koordinacidjara, egyeseknek mégis kiemelt a fémkotod
hajlama. Ilyen példaul az imidazol oldallanccal rendelkez6 hisztidin, a tiol csoportot
tartalmazo6 cisztein, valamint a karboxil csoporttal bird aszparaginsav és glutaminsav [14]. Az
evolucio soran Kialakult, kifinomult érzékelési mechanizmusok segitik a fémionnak a fehérje
aktiv centrumahoz kotését, melyben kulcsfontossagii a fémion vegyértéke és a donor
atomokat biztosito aminosavak pozicidja. A fémkoté fehérjék feladata sokszor egy
meghatarozott vegyértékii fém specifikus és erds kotésén keresztiil biztositani egy Osszetett
biokémiai folyamat végbemenetelét. A fémek fehérjékhez valo kotddése bizonyos esetekben
nem kivant folyamat, kiilondsen, ha nehézfémekrél van sz6. Bar egyes betegségek
kezelésében létezik terapias felhasznéalasuk és néhany allatnak is sziiksége van ezekre a
novekedéshez, altalaban negativ hatasokrol szamol be az irodalom [15].

Az arzénrdl, kifejezetten a harom vegyértékii szerves és szervetlen formair6ol mar régota
ismert, hogy képesek fehérjékhez kotddni. Ezt a tulajdonsadgat mar az elsd vilaghaboruban is
kihasznaltak, el6szor 1904-ben szintetizalt lewisitet (2-kloretenilarzénessav-diklorid) vetettek
be pusztitd vegyi fegyverként. Egészségkarositd hatdsat a fehérjékben 1évd cisztein
aminosavak szulfidril csoportjaival szembeni nagy affinitasa okozza [16]. A kotddés
szerkezeti valtozasokat indukdl, melyek hatdsara a protein nem tudja betdlteni eredeti
funkciodjat, ami a DNS ¢s teljes anyagcsere folyamatok karosodasat is okozhatja. E hatdsok
elkeriilése érdekében szinte minden sejt rendelkezik szabéalyoz6 mechanizmusokkal, melyek
segitségével bizonyos hatarok kozott tudjak tartani az intracellularis térben 1évé fémionok
koncentraciojat. Ezt a feladatot szolgaljak példaul a kiilonb6z6é metallotioneinek,

metallochaperonok, metalloenzimek €s transzpripcios regulator fehérjék is.
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1.2.1. Transzkripciés fémregulator fehérjék

Fém-érzékeld transzkripcids reguldtor fehérjék az éldvilag tobb agéaban is eldfordulnak.
Jelen vannak élesztdgombakban, baktériumokban, archedkban, de allati szervezetekben is
felfedeztek mar egyet [17]. Funkcionalis diverzitisuk abban rejlik, hogy mig bizonyos
proteinek csak egyfajta fémet, addig mas fehérjék tobbféle fémiont is képesek kotni eltérd
szelektivitassal, ezaltal kiilonb6zo fiziologias feladatokat latnak el az adott organizmus
homeosztazisanak fenntartdsdhoz. A legintenzivebben kutatottak a bakteridlis és archea
eredetli transzkripcios fémregulator fehérjék. Ezek kozott megkiilonboztetink de-
represszorokat (ArsR/SmtB, CsoR/RcnR, CopY, TetR, PerR, MarR), ko-represszorokat (Fur,
NikR, DtxR, LysR) és fém aktivatorokat (MerR). A szerepiik, rendkiviili érzékenységiiket
sziikséges ~membranfehérjék, intracellularis kelatorok, fém detoxifikaldé enzimek,
metallotioneinek és bakterioferritinek szintézisének szabalyozasan keresztiill fémionokat
tavolitanak és kiilonitenek el az intracellularis térb6l [18, 19]. A szenzorcsaladok
meghatarozott fémek érzékelésére ¢és olyan gének expresszidjanak szabalyozasara
specializalodtak, melyek néha kiilonb6z6 organizmusokban azonos funkciot latnak el. Ez a
tulajdonsag valosziniileg a horizontalis géntranszfernek és a konvergens evolicionak
koszonhetd. A fehérjék sokszor tobbféle fémiont is képesek megkdtni, specifikussaguk abban
rejlik, hogy ezek koziil 4ltalaban csak egy képes eldidézni azt a szerkezeti valtozast, melynek
hatasara a fehérje disszocial a DNS-r6l [18].

Az ArsR /SmtB csalad képviseli a transzkripcids fémregulator fehérjék legintenzivebben
tanulmanyozott és legnépesebb csoportjat. Joforman minden baktérium genomja kddol
legalabb egyet koziililk, ahol az organizmust terheld két- és tobbértékli nehézfém ionok
detoxifikaldsdban €s exportdlasaban jatszanak szerepet. Ezek az 1.5. abran szemléltetett,
atlagosan 100-150 aminosavbdl all6 homodimer szerkezetli fehérjék megfeleld operonok
gatoljak a downstream gének transzkripciojat. Amennyiben a sejt citoplazmajaban az adott
fém/félfém koncentracio (pl: As(III)/Cd(II) stb.) elér egy bizonyos értéket, kotodik a
represszorhoz és az altala indukalt konformacidvaltozas hatdsara disszocidl a DNS-rdl. Az
indukalt de-represszio lehetdséget ad az operon génjeinek atirasara és az igy szintetizalddott
fehérjék kozremiikodésével a méregtelenitésre [20]. Minden ilyen fehérjében talalhato egy
szerkezetileg jol elkiilonithetd DNS-kot6, és egy fém-érzékeld rész, ami alapjan idaig 13 féle

egyedi fém-érzékeld motivumot sikeriilt azonositani (a3, a3N, a5, a3N- a5, aSc, a53, a4c,
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o4c2, a3N-2, a5-4, a55, a2- a52, a3-4). Ezek elnevezése a koordindcios kotés 1étrehozasaban
szerepet jatszd aminosavak, al- a2- a3- a4-B1-B2- a5 elrendezéslti masodlagos szerkezeti

elemeiben elfoglalt helye alapjan torténik [21].

o5 oldal

a3N oldal

1.5. dbra: ArsR/SmtB csalad homodimer represszoranak dltaldnos szerkezete [21]

Egyes tagok virulencia faktorokat, biofilm képzddést, biolumineszcenciat szabalyoznak,
valamint két fémkotésre nem alkalmas motivumon keresztil (02-a3,033) redox
kapcsolasokkal is képesek lehetnek a transzkripcios kontrollra. A tébb mint 82 000 tagot
szamlalo ArsR /SmtB csalad sokféle fémion érzékelésére képes, mint példaul az As, Sb, Bi,

Cd, Zn, Pb, Co, Ni, Cu és Ag [21].

1.2.2. Az ArsR represszor fehérjék

Az ArsR /SmtB csalad egyik névaddja az Escherichia coli R773 plazmidjanak
arsRDABC operonja altal kodolt ArsR fehérje, mely az As(I1I), Sb(III), és Bi(III) citoszolbeli

crer

koncentraciojanak érzékelésére alkalmas, az a3 hélixben elhelyezkedd

Cys32-Val-Cys3*-Asp-Leu-Cys3” motivummal rendelkezik [22]. Ezzel megegyezd
kotémotivumot tartalmaz az Escherichia coli R46 plazmidja és a kromoszomaja altal kodolt
ArsR protein is azzal a kiilonbséggel, hogy itt csak az arSRBC operon all rendelkezésre. A
harom protein szerkezete szinte azonos, bar az aminosavak sorrendjében helyenként eltérnek,
a kromoszomalis eredetli példaul négy egységgel rovidebb is a masik kettonél.

Az R773 ArsR (1.6. abra) egy 117 aminosavbdl all6 homodimer szerkezetii fehérje. Az
érzékelésért a polipeptidlanc egy kisebb szakasza felelds, melyben a konformacidvaltozas
szempontjabol a 32-es és a 34-es cisztein aminosav esszencialis, a 37-es nem. Tehat legalabb
a 32. és 34. aminosavval kotést kell 1étesiteni az arzén-ionnak ahhoz, hogy a DNS-rél valo
levalas utan az RNS polimeraz meg tudja kezdeni a transzkripcidt. A transzlacio
eredményeként 1étrejové négy fehérje, az ArsA, ArsB, ArsC és ArsD végzi a baktérium

detoxifikalasat, melyek koziil az ArsD egy metallochaperon, ami az ArsA és az ArsB felé
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torténd transzportért felelds. Utobbi kettdé egy efflux rendszert képezve végzi a tényleges

eltavolitast, az ArsC pedig az arzenat As(V) redukcidjat katalizalja arzenitté As(III) [20].

32. 34. 37.
SGELSVEDLEIALDOQ

R773 ArsR

1.6. dabra: Az Escherichia coli R773 ArsR fehérje dimer szerkezete és az As(l11)-kotésért

felelés motivum aminosav szekvencidaja [23]

A kiilonb6z6 baktériumokbdl és archedkbol szarmazo harom vegyértékii arzén érzékelésére és
kotésére alkalmas motivumok foként a DNS kot hélix-hurok-hélix domén elsé a3 nevii
hélixében foglalnak helyet, de eléfordulnak olyan ArsR fehérjék is, ahol a3N, a3N-2, a55, és
a5-4 elrendezésben talalhatok [20]. Ilyen az Acidithiobacillus ferrooxidans proteobaktérium
118 aminosavbol felépiild ArsR represszora (1.7. abra) is, ahol az érzékelé motivum mar a5-4
elrendezésben szerepel. Ez azt jelenti, hogy két cisztein aminosav taldlhaté az a5 hélixben
egymas mellett a 95. és 96., egy pedig tdliikk 6t aminosav tavolsagra a 102. pozicidban. Ezzel
az irodalomban atipikusnak nevezett CCXsC ko6td motivum elrendezéssel egyedi, az 1.8.

abran szemléltetett haromlépéses mechanizmus utjan térténhet az As(IIl) koordinacio [24].

95.96. 102.

S8 G TRDS

1.7. abra: Az Acidithiobacillus ferrooxidans ArsR fehérje dimer szerkezet és a kétésért felelds

motivum aminosav szekvencidaja [24]

1.8. abra: Az Af ArsR fehérje As(Ill) koordindaciojanak lépései [24]
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Az arsCRBH operon génjeinek expresszidjat szabalyozo fehérjéhez az arzén els6 1€pésként a
Cys®® vagy Cys®°-hez kotédik, ezt kovetden a hélix eltekeredése lehetévé teszi a masodik

cisztein csatlakozasat, majd végiil a Cys'%? is kolcsonhatasba 1ép az As(11I)-al

1.3. Az arzén elofordulasa a természetben

Az ATSDR - Toxikus Anyagok és Megbetegedések Nyilvantartasi Ugyndkségének
listajan is els6 helyen tartjak szdmon az arzént, mint a l1étezd legveszélyesebb elem [25]. A
foldfelszinen talalhat6 arzén koncentracioja nagyjabol 5 ppm-re tehetd. Allotrop modosulatai
koziil a fényes, sziirke szinli torékeny, hatszogl kristalyrendszert alkotdé formdja tekinthetd
stabilnak. Ezenkiviil joval kisebb mennyiségben ugyan, de eldfordul molekularacsos
szerkezetli sarga és atomracsos fekete moddosulat is. Kiilonbozd természeti jelenségek,
mesterséges tevékenységek és a mineralizacid kovetkeztében bizonyos helyeken kijuthat és
felhalmozodhat a kornyezetben [23]. Az elemi arzén vizben oldhatatlan és az
emésztorendszeren keresztiil sem tud felszivodni, azonban a természetben foként szerves és
szervetlen molekuldk formajaban van jelen, melyek koziil az utobbiak okozzak a legnagyobb
egészségligyi kockdzatot. Gyanutlanul keriiliink veliik kapcsolatba, példaul bizonyos ételek
fogyasztasa, dohdnyflist és a kipufogdgazok belégzése sordn, de az ivovizen keresztiil is. Mig
a taplalékkal felvett arzén altalaban szerves, addig a vizekben el6forduld foként oldott,
szervetlen formaban van jelen. Ezen beliil vegyértékeétdl fiiggden sokféle molekulat képezhet,
oxidativ kdrnyezetben az arzenat As(V), redukald koriilmények kozott az arzenit As(111) alak
a dominans. A harom vegyértékii arzénnel képzett vegyiiletek sokkal mérgez6bbek, mint az 6t
vegyértékiiek, ugyanis sokkal jelentdsebb kovalens reaktivitast mutatnak a tiolcsoportok irant
[26]. Az €16 szervezetekbe jutott As(V) molekulakbol meglehetdsen instabil észterek és
anhidridek képzddnek, de mérgezd hatasukat mégis az anyagcsere-folyamatok soran képz6do
As(IlII) metabolitokon keresztiil fejtik ki [27]. A taplalékkal felvett arzén nagyrészt a
novényeken keresztiil jut el hozzank, ett6l azonban nem igazan kell tartani, ugyanis a
felhalmozott arzén szdmukra is végzetes, ezért elpusztulndnak mieldtt rank is veszélyes
koncentraciok alakulhatnanak ki [28]. A Fold kiillonboz6 részein eltéré mértékben ugyan, de
vilagszerte tobb mint 200 milli6 embert érintenek az arzénnel szennyezett ivovizek
fogyasztasanak kockazatai [29]. Szamos betegség kialakulasaval hozhatok Osszefiiggésbe,
mint példaul a tiid6-, hugyholyag- vagy a borrak. Szintén fontos kockazati tényezot jelent
tobbek kozott kardiovaszkularis betegségek, diabétesz és a gyerekek mentalis retardacioja

esetében. Kifejezetten a rdkos megbetegedéseknél 30-300-szor nagyobb kockazati tényezdnek
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szamit barmely mas ivovizekben fellelhetd karcinogénnél [30]. Az ivovizek mindségére a

vildg minden t4jan szigort kdvetelmények vonatkoznak. A fejlett orszagokban az ivoviz arzén

crer

crer

mindegyiknek megvannak a maga eldnyei és hatranyai. Az analitikai modszerekre altalanosan
elmondhat6, hogy rendkiviil kis kimutatéasi hatarral dolgoznak, azonban meglehetdsen dragak,
lassuak ¢és bonyolultak, ezért manapsag a klasszikus kémiai meghatdrozasok mellett egyre

nagyobb teret nyer a bioelektronika és a bioszenzorika [31].

1.4. A mddositott flagellin alapt bioszenzorokban rejlé lehetéségek

A szenzorok két szerkezeti egységbdl épiilnek fel, az érzékeld elembdl és a
jelatalakitobol. A szenzoroknak sokféle kovetelménynek kell megfelelniiik, mint példaul a
nagy ¢érzékenység, hordozhatosdg, kis mintaigény és a konnyli, gyors hasznéalhatosag.
Biologiailag aktiv anyagbol nehéz érzékeldelemet 1étrehozni és azt optimalizalni. Bioldgiailag
aktiv anyagok alatt enzimeket, oligonukleotidokat és teljes sejteket értiink. lde tartoznak
egyszerli fehérjék is, példaul a mesterséges fémkotd tulajdonsagu flagellinekbdl felépiild
filamentumok ugyancsak kitiin6 alternativaul szolgalhatnak [31].

A géntechnologia folyamatos fejlddésével rutin feladattd valt az egyes tulajdonsagokat
meghataroz6 gének azonositasa, jellemzése és manipuldcigja. Ugyanakkor egy fehérje
modositasa a meghatarozott célra a mai napig nem trivialis feladat. Habar a bioinformatika és
a tapasztalati megfigyelések nagy segitséget nyujtanak, a proteinek pontos szerkezetének
kialakuldsa még mindig nem teljesen tisztazott folyamat. Ez kiilondsen fontos abban az
esetben, amikor specifikus kotd motivumokat terveziink bizonyos fehérjék meghatarozott
részeire, ami altal j funkcioval kivanjuk Oket felruhdzni, mikézben biztositani akarjuk az
eredeti fehérjevaz kulcselemeinek szerkezeti intaktsagat. Fontos az is, hogy a létrehozott
fehérjéket megfelel6 mennyiségben ¢és tisztasdgban lehessen eldallitani (fermentélni),
egyszertien, 1d0 €s koltséghatékony mdédon. Amennyiben sikeriil bizonyitani a fehérje kotési
tulajdonsagat, az érzékeld elemek felvihetdk chipek feliiletére, ahol kiillonbozé elektrokémiai
és spektroszkopiai modszerekkel vizsgalhato az protein—ligandum kdlcsonhatés.

A mesterséges flagellin alapl filamentumok érzékeld elemként torténd haszndlatdnak
nagy elonye, hogy a fehérjék a baktériumok feltardsa nélkiil nagy mennyiségben

termeltethetok, tovabba nincs sziikség bonyolult rogzitési mddszerekre se a filamentumok
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chip feliiletén torténé megkotéséhez, mikdzben nagy kotOhely siirliség biztosithatd altaluk

[32].

2. Célkitiizés

A baktériumok flagellaris filamentumait felépité flagellin fehérje D3 doménje a
filamentaris szerkezet kialakitdsaban nem jatszik szerepet. A flagellin e doménjének
helyettesitése megfeleld oligopeptidekkel kitlin lehetdséget nywjthat atmeneti fémek és
nehézfémek erds €s szelektiv megkotésére képes receptor fehérjék létrehozasara. Az igy
modositott fehérjékbdl az Onszervezddd képesség gatlasa nélkiil akar 10-15 pm hossza
filamentaris nanoszerkezetek készithetok, melyek rendkiviil nagy kotOhelysiiriiséget
biztositva bioszenzorok érzékeld eleméiil szolgalhatnak.

Munkam soran olyan flagellin génkonstrukciok megtervezését és létrehozasat tiiztem ki
célomul, melyek a fehérje D3 doménje helyett As(I11)-k6td motivumokat kdédoldé DNS
szakaszokkal rendelkeznek. Ehhez génsebészeti eljardsok alkalmazasaval, egy D3 nélkiili
a D3 helyére terveztem beépiteni az Acidithiobacillus ferrooxidans ArsR represszor
fehérjébol szarmazo 10 aminosavbol allo oligopeptidet (ArsR10) és az Escherichia coli ArsR
15 aminosavbol allo arzén-kotd, ciszteineket tartalmazd motivum roviditett valtozatait
(ArsR6/7/9) kodolo DNS szakaszokat.

A DNS-kontrukciokat génbeviteli eljarasokkal, flagellin deficiens salmonella
baktériumokba terveztem bejuttatni, majd azok expresszidjat kovetden a létrehozott fehérjék
in vivo és in vitro polimerizacios képességét vizsgalni. A vizsgalatot kovetden célom a
legigéretesebb varians kivalasztasa volt, melyre annak cisztein tartalmat is figyelembe véve
optimalizalni kivantam egy fehérje termelési és tisztitasi protokollt, amit egy masik
modositott valtozat nagy mennyiségii eldallitdsara is terveztem alkalmazni.

A legigéretesebb varians As(III)-kotd képességét izotermalis titracios mikrokalorimetriaval
és elektronmikroszkdpos elemanalizissel kivantam vizsgélni.
Tovébbi céljaim kozott szerepelt a legigéretesebb valtozat chip feliiletre rogzitése, majd az

As(IIT) kotés vizsgalata ciklikus voltammetriaval.
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3. Felhasznalt anyagok és modszerek

Ebben a fejezetben részletesen szot szeretnék ejteni a felhasznalt anyagokrol és

modszerekrol.

3.1. Rekombinans DNS technolégia

A kiilonb6z6 ¢€lolények teljes genetikai allomanyat ismerve meghatarozott helyeken
konnyedén létrehozhatunk mutéaciokat, de akar teljes géneket tavolithatunk el és vihetiink be
az organizmusokba. Baktériumokba bevitt specidlis idegen DNS szakaszt (inzert) tartalmazé
hordoz6 DNS molekuldk (vektor) felsokszorositasaval és expressziojaval a kiilonbozo
ipardgak szamdra hasznos termékek allithatok eld, mint példaul az inzulin vagy egyéb
gyogyszer hatdéanyagok. A hordozd molekulaként alkalmazott cirkularis plazmid vektorok
olyan extrakromoszomalis elemek, melyek az organizmus enzimrendszerét felhaszndlva, a
baktériumsejtekben 6nallo replikaciora képesek. A megtervezett és elkészitett rekombinans
DNS molekularis klonozasan beliil megkiilonboztethetiink in vivo (pl. E.coli-ban) és in vitro
(pl. PCR-el) modszereket [33].

3.2. Alkalmazott enzimek

Egy rekombinans fehérje létrehozasdhoz az elsé 1épés, hogy a sziikséges DNS
molekuldkat megfeleld formaba kell hozni. Erre a célra altaldnosan alkalmazott, kiilonb6zd
mikroorganizmusokbdl szdrmazd enzimek funkcidjukat tekintve harom {6 csoportra
oszthatok. Egyes fajtdik a DNS masolasat hajtjak végre, masok DNS szalak szétvagasat

katalizaljak, harmadik csoportjuk pedig azok 0sszekapcsolésat teszik lehetove.

3.2.1. Restrikcios endonukleazok

A baktériumoktol kezdve a virusokig szdmos €l és élettelen rendszerben talalhatok
restrikcios endonukleazok. Ezek az enzimek extrém pontossaggal ismernek fel meghatarozott
szekvencidkat a DNS kettds szalon és egy meghatarozott pozicidoban hidrolizaljak a
foszfodiészter kotéseket. A csoportba tartozo enzimek koziil a Il-es tipusu, Mg?*-ot igényld
restrikcidés endonukleazok olyan enzimek, melyeket a prokariotdk termelnek bakteriofagok
elleni védekezéshez [34]. A felismerd helyiik altalaban egy nagyjabol 4-8 bazisparbol alld
palindrom szekvencia. A Kettés szala DNS hidrolizisének eredménye hasitohelyt6l fliggden,
lehet ragadds vagy tompa vég. Ezen tulajdonsagok felismerése tette lehetdvé a célzott

génsebészet kialakuldsat. A modositani kivant DNS szekvencigjaban 1évd vagohelyek
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ismeretében lehetdéség nyilik annak emésztésével mas organizmusokbdl szarmazd inzertek

beépitésére. Ehhez a tobb mint 4000 tagot szamlaloé csoporthoz tartozik az Xhol, Sacl, Agel is.

3.2.2. DNS ligazok

A DNS ligazok feladata foszfodi¢szter kotések kialakitdsa. Ehhez az energiaigényes
folyamathoz a bakterialis DNS-ligazoknak NAD"ra, az eukariotakbol, bakteriofagokbol és
virusokbol szarmazoknak pedig ATP-re van sziiksége a megfeleld6 mikodéshez. Az egyik
legszélesebb korben alkalmazott enzim a T4-igaz, amely egy T4 bakteriofdggal fert6zott
Escherichia coli baktériumbol izolalt enzim. Kiilonleges tulajdonsagai kozé tartozik, hogy
eredetével ellentétben ATP-t hasznal kofaktorként. Ez az enzim kivaldéan alkalmas egyarant

tompa és ragados végek Osszeillesztésére. Stabil miikddéséhez pH 7,8-re van sziikség.

3.3. Plazmid DNS izolalas

A legtobb baktériumokkal végzett géntechnologiai kutatdbmunka, ami ) génkonstrukciok
l1étrehozasan alapul, plazmid DNS izoldldssal kezdddik. A kereskedelemben mar szamos kit
megvasarolhatd, amelyek segitségével nagy tisztasdgban és mennyiségben nyerheté ki a
plazmid DNS. Példaul az altalam is hasznalt Mini PlusTM Plasmid DNA Extraction
System kittel nagyjabol 1-40 ul plazmidot (koncentracié sejttomeg fiiggd) lehet kinyerni 1-5
ml baktérium tenyészetbdl. A régebbi DNS tisztitdsi modszerekkel ellentétben ezek az
alkalikus lizis utan kovetkezd fenolos extrakcios 1épés helyett egy szilikat tartalmu oszlopon
(jelen esetben membranon) torténd tisztitast alkalmaznak. Kiilonb6z6 centrifugélési 1épések
eredményeként létrejovo plazmidot tartalmazo feliiluszot az oszlopra juttatva centrifugalas
segitségével nagy ionerdsségnél megkotjiik, ezt kovetden magas etanol tartalmu oldatokkal

mossuk, majd végil steril desztillalt vizzel eludljuk és -20 °C-on taroljuk.

3.4. Alkalmazott gélelektroforetikus technikak

A gélelektroforézis lényege, hogy két elektrod kozott (anod, katod) elektromos
potencialkiilonbséget hozunk 1étre, és ennek hatasara a tartalyok kozott kapcsolatot l1étesitve
elektronok kezdenek el vandorolni a katod felé, akarcsak a negativan toltott DNS molekulak.
Az elektroforézishez hasznalt gélek gyakorlati haszna, hogy a molekuldk mozgasaval
szemben nagyobb ellenallast biztositanak, csokkentik a diffuzié mértekét és megakadalyozzak
a homérsékletkiilonbségek hatasara kialakuld folyadékaramlasokat. A futtatott minta ismert

vagy becsiilt méretét figyelembevételével osszedllitott géleknek szdmos kovetelménynek kell
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megfelelniiik. Hordozniuk kell toltéseket, kémiailag stabilnak, fizikailag ellenallonak és

atlatszonak kell lenniiik reakcidképesség nélkiil.

3.4.1. Agaroz gélelektroforézis

Az agaroz egy linearis agarobidz diszacharid az 1,3 kapcsolt f-D-galaktopiranoz és 1,4
kapcsolt 3,6-anhidro-a-L-galaktopirandz Osszekapcsolodasabol all. A DNS UV fény alatti
detektalasdhoz interkalald fluoreszcens festék hozzdadasa is sziikséges. A horizontalis
elrendezésti agar6z gélelektroforézis, a hasznalt gélek relative nagy porusméreténél fogva a
biomolekuldk koziil a nagyobb méretii nukleinsavak (100bp-10kbp) toltés vagy alak szerinti
szétvalasztasara alkalmas modszer. Pufferként hasznalhatdé Trisz-borsav-EDTA vagy Trisz-
acetat-EDTA, melynek ioneréssége és az alkalmazott fesziiltség meghatarozé az
elektroforetikus mobilitas szempontjabol. Az elvalasztandé mintakhoz hozzaadott festéoldat
glicerint, EDTA-t és kétféle festéket tartalmaznak, megfeleléen pufferalt koriillmények kozott.
1 %-os gélben a bromfenolkék 300 bp, a xilén-cianol kb. 4 kbp méretii linearis DNS-sel
azonos sebességgel fut. Ha az andd és a katéd kozott elektromos potencialkiilonbséget
(fesziiltséget) hozunk létre, akkor a zsebekbe betdltott DNS mintak negativ toltésiik nagysaga,
méretiik és alakjuk fliggvényében meghatarozott sebességgel vandorolnak a pozitivan toltott

anod iranyaba, majd a gélen elvalasztott DNS-ek UV fény alatti vizsgalhatok.

3.4.2. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

Az akrilamid megfeleld iniciator (tetrametil-etiléndiamin) ¢és katalizator (peroxo-
diszulfat) jelenlétében gyokos polimerizacidval linearis polimerré, poliakrilamiddéd alakul.
N,N’-metilénbiszakrilamid és megfeleld pH értékli pufferoldat hozzdadasa utan kovalens
keresztkotések kialakulasaval térhalds szerkezetli gél jon 1étre, melynek pérusmérete széles
tartomanyok kozott valtoztathatd. A vertikdlis elrendezésii PAGE-t altalaban fehérjek és
kisebb nukleinsavak elvalasztasdhoz hasznaljak. Mivel a kiilonb6z6 fehérjék eltérd
izoelektromos ponttal rendelkezhetnek, ezért kiilondsen fontos az optimalis pH beallitdsa. A
puffer nem csak a kémhatast stabilizalja, hanem ionjai segitségével biztositja az aramvezetést
is. Idedlis esetben a fehérjék az aramvezetésben csak csekély mértékben vesznek részt, ez
azonban optimalisnal alacsonyabb puffer koncentracido esetén megnovekszik, €s elkenddott
savokat eredményez. Ellenkezd esetben a diffiizio felersodhet. Diszkontinuus rendszernél két

crer

allitjuk 6ssze, hogy a 8,8-9,0 pH-ju szeparald (,,lower”) gél tetejére polimerizaltatjuk a 6,5
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pH-ju koncentralo gélt. A fels6 gél feladata az elvalaszto gél elott koncentralni a mintékat, a
jobb felbontas érdekében, ugyanis itt az alacsony akrilamid koncentracié miatt az elvalasztas
még nem kezdddik meg. A harmadik puffer pedig a futtatokad feltdltésére szolgal és lugos
kémhatasanal fogva deprotonalja a fehérjék oldallancait, ezaltal negativ toltéstivé teszi azokat.
A fehérjék elvalasztasara hasznalt SDS-PAGE Iényege, hogy mindharom puffer tartalmaz
natrium-docecil-szulfatot, ami aspecifikusan kotédik és kitekeri a fehérjéket, majd azoknak,
ionos tulajdonsaganak koszonhetden méretiikkel aranyos fajlagos negativ toltést biztosit. A
mintakhoz SDS mellett redukédld szert is adunk, melyek melegités kozben redukaljak a
fehérjén beliili diszulfidhidakat. A ,,Jower” gélben, a nativ térszerkezet teljes megsziinése altal
kizardlag molekulatomeg szerinti sebességgel fognak vandorolni a komponensek. A
fehérjesavok lathatova tételéhez érzékenysége miatt altalaban Coomassie Brilliant Blue R-250
festéket szokas alkalmazni, ami a fehérjékhez kotédve akar 0,1 ug mennyiséget is képes

detektalhatova tenni.

3.5. Transzformalas

A transzformaldas a génbeviteli eljarasok egyik fajtdja, melynek segitségével
baktériumokba tudunk bejuttatni és sokszorositani mesterséges plazmidokat. Az Escherichia
coli K-12-es torzsébe tartozo egyik leggyakrabban hasznalt altorzs, az XL1-BLUE konnyen
kompetenssé teheté és rendkiviil jol transzformalhato. A kompetensé tett baktériumok
képesek a kornyezetbdl a plazmid DNS molekulékat felvenni. E baktériumok szuszpenziok 4
°C-rol 42 °C-ra (0,5-1 percig) melegitése a sejtmembranjukat fluidabba teszi, ami altal a DNS
be tud jutni a citoplazmaba. Ezutan a sejteket friss tdpoldat hozzdaddsa utan hagyjuk
regeneralodni (45-60 percig), majd végiil a megfeleld antibiotikumot tartalmazoé taptalajra
szélesztjiik Oket. A transzformacios hatékonysag kiszamithatdé a kb. 1 ng plazmid
transzformalasa utan felndtt kolonidk megszamoldsaval. A kapott szamértéket 1 pg-ra
vonatkoztatva kideriil, hogy milyen mértékli kompetenciat sikeriilt elérni (>107 telep/pg

plazmid nagynak szamit).

3.6. Elektroporalas

A cirkularis DNS baktériumokba juttatdsanak egyik leghatékonyabb modszere az
elektroporacio. A modszer elve, hogy par ms-ig, rendkiviil nagy fesziiltséget (2-100 ezer
V/cm) adva a baktérium szuszpenzidra hirtelen megnd a térerdsség, és atmenetileg lyukak

képzddnek a sejtmembranon, amiken keresztiil a vektor be tud jutni a citoplazmaba. Miutan a
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membran toltottsége hirtelen megszlinik, a foszfolipid kettdsréteg ismét bezarul és a DNS
bent marad a sejtben. A fesziiltség rdadasanak iddtartama fligg az elektroporalandé sejtek
mindségétdl és mennyiségétdl is. A transzformalashoz hasznalt kémiailag kompetens sejtek
helyett itt elektrokompetens baktériumokra van sziikség. Eldallitdsukhoz a kivalasztott vad
torzset tartalmazo6 tapoldatot desztillalt viz €s glicerin elegyére cseréljiik. A glicerin biztositja
a sejtek fagyallo képességét, (fagyasztva, -70 °C-on tarolhatoak), valamint nem ionos anyag
1évén, nincs hatdssal az ionkoncentraciéra. Amennyiben til magas ez az érték, elektromos

kistilések hatasara, nagymértékii sejtpusztulast idézhet eld.

3.7. A fermentacié alapjai

A fermentacid olyan biotechnologiai folyamatokat és miiveleteket jelent, melyek soran €16
sejteket tenyésztiink adott termék eldallitdsa, vagy adott anyag lebontasa érdekében, de az is
lehet, hogy a sejt maga a termék. Attol fliggden, hogy milyen el6 sejtekkel dolgozunk, eltérd
koriilményeket kell biztositani, az optimalis mikodés érdekében. A kivalasztott
mikroorganizmus sziikségletei alapjan kell bedllitani a hdmérséklet, pH, tépanyag
viszonyokat, ami mellett kiemelten fontos a steril munkavégzésre valo odafigyelés és az
esetleges inhibitorok kizérasa. Az optimalis hémérséklet alapjan megkiilonboztetiink
pszichrofil (<20°C), mezofil (20-45°C), termofil (>45°C) mikroorganizmusokat. A pH-t
tekintve elmondhatd, hogy mig a baktériumok 4ltaldban a semleges/enyhén ligos, addig a
gombak a gyengén savas koriilményeket kedvelik. Anyagcsere tipusok alapjan
elkilonithetiink fototr6f és kemotroéf valtozatokat, és ezeken belill is lehet tovabb
csoportositani az elsddleges elektron donorok alapjan. Az organotrofok szerves molekulédkat,
a litotr6f mikroorganizmusok pedig szervetlen molekuldkat hasznalnak elsddleges elektron
donorként. A végsd elektron akceptor alapjan pedig (szervetlen esetben) lehetnek aerob és
anaerob légzOk. A légzési tipusokat lehet az alapjan is csoportositani, hogy a baktériumok
hogyan viselkednek az oxigénnel szemben. Ez alapjan el lehet kiiloniteni obligat aerob,
obligdt anaerob, fakultativ anaerob, mikroaerofil és aerotolerans egyedeket, amit a
tapoldatban val6 elhelyezkedés jol szemléltet.

A Salmonella typhimurium torzs példaul egy, a gamma-proteobaktériumok osztalyaba
tartoz6, Gram-negativ, mezofil, fakultativ anaerob baktérium, tehat az optimalis
tenyésztéséhez sziikség van levegdztetésre. Légzésiiknél fogva a tapoldatban egyenletesen
helyezkednek el, ami nagy sejttomeg elérését teszi lehetévé. Tapanyag igényiiket tekintve

viszonylag egyszeri kozegre van sziikségiik, kizarolag citratot hasznalnak fel
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szénhidratforrasként, a gliikozt pedig fermentaljak, ezért igynevezett minimal (semi defined)
taptalajok elegenddek a szdmara. Ilyen példaul a sorgyartasbol hatramaradt €lesztd szaritott-
porlasztott valtozata az élesztokivonat (YE) is, ami nyers (komplex) nitrogénforrasként
funkcional amellett, hogy szerves foszfort és egyéb mikro anyagokat is tartalmaz. A tapoldat
kivalasztasanal tobb szempontra is oda kell figyelni, melyek néha ellentmondasban vannak
egymassal. Egy fermentacios folyamatban a sejt novekedésén, szaporodasan tal segiteni kell a
termék képzddését, mikdzben olcsoénak kell lennie és nem szabad megnehezitenie a
fermentacido mivelettani 1épéseit, mint példaul a levegdztetés, a sterilezés és a legfontosabbat

a termék tisztitasat.

3.8. Izotermalis titracios kalorimetria

A fehérje-ligand kolcsOnhatas vizsgalatara szamos megoldas 1étezik, példaul az affinitas
kromatografia, a voltammetria, a Western blot analizis, kiillonbdz6 spektroszkopiai
modszerek, és a kalorimetria.

Az izotermalis titracids kalorimetria egy direkt mérési modszer, melynek 1ényege, hogy
kozvetlen reakciohd mérésen keresztiil vizsgalhatok vele az oldatban lejatszodo exoterm vagy

endoterm kémiai reakciok.
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3.1. dbra: (a) Az izotermalis titracios kaloriméter felépitése és a (b) titraldsi gorbe, a beldle

kinyerheté adatokkal [35]

A titrdlds soran mért reakciohdk ismeretében meghatdrozhatéak a 3.1. é&bran lathato
termodinamikai paraméterek, mint példdul az entalpia, szabadentalpia, entropia €s az allando
nyomason mért hdkapacitds kiilonbségek, emellett az egyensulyi allandordl és a kotdhelyek
szamardl is informdacidhoz jutunk. Mérés kozben a miiszer a benne 1évd referenciacellat
folyamatosan nagyon kis teljesitménnyel fiiti, mikdzben a mintacellat ezred celsius fokos

pontossaggal azonos hdmérsékleten tartja. Ha a mintacelldban nem jatszodik le reakcio, akkor
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azt értelemszeriien ugyanazzal a teljesitménnyel fiiti (ukcal/s). Exoterm reakcio lejatszodasa
esetén kevésbé, mig endoterm reakcid esetében jobban kell fliteni a mintacellat a megegyezo
hémérséklet fenntartasa érdekében. A mérési folyamat kdzben, a titralds utan mért hovaltozas
egyenesen aranyos a ligandum kotédés mértékével. A mérés nyers adataiban kirajzolt cstucsok
alatti teriilet adja az injektalasokhoz tartozé reakciéhot, amibdl az entalpia és az egyensulyi
alland6 az alabbi egyenlettel szamolhat6.

Q=VAH, [M] K, [L]/(1+K,[L]) 3.1)
( Ahol Vy a cella térfogata, AH,, 1 mol ligandum koétédéséhez tartozo entalpiavaltozas, [M], a

teljes makromolekula koncentracid a cellaban, K; a kotési allando, [L] a szabad ligandum
koncentracioja.)

A modszer kimutatasi hatara 1078W teljesitményben, az egyenstlyi allandot tekintve pedig
102-10° dm3/mol. A médszer egyik elénye, hogy a mérést oldatban lehet elvégezni, ahol
nem okoz problémat a turbiditds és a fényelnyelés. Fenntartasi koltségei alacsonyak és
egyszerli a mérés. Hatranya a viszonylag nagy anyagigény és az esetleg felmeriilé oldhatosagi
problémak, valamint hogy bizonyos ligandumok (pl. vas-ionok) esetén a miszer
anyaghasznalata miatt nehézkes lehet a tisztitisa. A moddszer nagy elénye, ami fehérje
munkanal kiemelt fontossaggal bir, hogy nincs sziikség immobilizalasra és nem kell jelolést
hasznalni, vagy egyéb modositast végezni a komponenseken. Ez nagyban megkonnyiti a

mérési eldkeészitést, mondjuk egy affinitas kromatografiaval szemben.

3.9. Elektronmikroszkopia

Az  elektronmikroszkopos  vizsgédlat alkalmas  biologiai mintdk  sejtszinti
tanulmanyozasara  alkalmas.  Segitségével  kikiiszobolhetd6 a  fénymikroszkdpia
felbontoképességi korlatja, ami lehetévé teszi a um-es tartomanyba es6é baktériumok és azok
felszini képzodményeinek megfigyelését is. A megfelelden elkészitett mintakat igy fény
helyett elektronsugarral lehet vizsgalni, aminek az anyaggal vald kdlcsonhatasa alapjan
megkiilonboztethetlink atvilagitd (transzmisszios) €s pasztazd (scanning) tizemmodot. A két
tizemmod manapsag mar egy késziilékben is megvaldsithato, s6t vannak olyan mikroszkopok
IS melyekben anyagdsszetétel meghatarozast is végre lehet hajtani. Mig a transzmisszios
elektronmikroszkopia (TEM) gyenge athatoloképességii elektronjai miatt a vékony, 50-100
nm vastag mintak analizisére, addig a scanning elektronmikroszkopia (SEM) a vastagabb
mintak vizsgéalatara 1s alkalmas. F& részeik az elektronforras, elektrongyorsito,

vakuumszivattyl, megvilagitd lencserendszer és a képalkotast biztositd eszkozok. Alapvetd
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kiilonbség a kettd kozott, hogy a SEM-bol hianyzik a képalkoto optika, ugyanis ez a modszer,
az anyag-elektronsugar kolcsonhatds vizsgalatdra nem alkalmas. A  kolcsonhatas
megnyilvanulhat rugalmasan és rugalmatlanul szorodott elektronok formajaban, de Kis
energiaju masodlagos elektronok ¢és rontgen fotonok is keletkezhetnek. A rugalmasan
szorodott elektronokra jellemzd, hogy energidjuk megtartdsa ¢€s az eredeti iranyuk
nagymértékli megvaltozdsa mellett tovabbhaladnak, vagy visszaszorodnak. A TEM
képalkotas lényege, hogy a rugalmasan szorddott elektronokat kirekesztjiik mikoézben a
rugalmatlanul szérédokat detektaljuk, igy a mintaban 1évé nagy rendszdmu elemek arnyékot
adnak, mikozben a kis rendszamu elemek helyén vilagos részek keletkeznek a kapott képen.
Pasztazo lizemmodban ezzel szemben a masodlagos elektronok mennyiségiiktél és kilépési
iranyuktol fiiggden bonyolultabb Gsszefiiggések mentén szolgaltatnak informaciot a minta
feliileti topografiajarol.

Egy elektronmikroszkopos minta eldkészitése tobb 1épésbdl all. A vizsgalni kivant
anyagot rogziteni, mosni, vizteleniteni, sziikség esetén bedgyazni és faragni is kell. Az
elokészitési 1épések utan a mintdk targytartora, a 3.2. abran szemléltetett mikrorostélyra (grid)
kertilnek. Sokféle kialakitast és anyagbol késziilt grid 1étezik, a rutin vizsgalatokra hasznaltak

tobbnyire rézbdl késziilnek, vékony szén hartyaval a feliiletiikon.

80 pm

ice embedded
plotan‘pamdes

support/substrate continuous film

Grid materials Foil materials Film materials
Copper Gold Amorphous carbon Amorphous carbon
Nickel CuRh Gold Graphene
Titanium Molybdenum TiSi  SiN Graphene oxide
Silicon Aluminum Si0, SiC TiSi
Tungsten

3.2. dbra: A grid kialakitdsa és lehetséges szerkezeti anyagai [36]

A bioldgiai mintdk meglehetdsen transzparensek, és onmagukban gyengén kontrasztosak
ezért a megfeleld képalkotashoz altalaban negativ festésre van sziikség. Ez nehézfémsok
hasznalataval érhet6 el, mely a vizsgalt anyaghoz/sejthez nem kotédik, kérnyezetét viszont

elektronszordva teszi.
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3.10. Ciklikus voltammetria

A ciklikus voltammetria egy olyan potenciosztatikus elektrokémiai modszer, mely
elektrokémiailag aktiv (oxidalhat6 vagy redukalhatd) komponenseket tartalmazé oldatok
jellemzését és redoxi, valamint kinetikai tulajdonsagainak vizsgalatat teszi lehetové. A mérés
Iényege, hogy meghatarozott polarizaciés sebességgel linearisan valtoztatjuk a munka
elektrodon a potencialt egy meghatarozott végpotencial értékig, majd onnan vissza a
kiindulasi értékig. Ekozben pedig mérjiik a cellan atfolyd aram nagysagat. Ha a vizsgalt oldat
elektrokémiailag aktiv 0OsszetevOket tartalmaz, potencialvaltozas hatdsara toltésatlépés
jatszodhat le. Az elektronatlépési reakcid csak akkor megy végbe, ha a potencial értéke eltér
az egyensulyi potencialtol. Ekkor aram fog atfolyni a rendszeren. A mérés soran kapott
aramerdsség értékeket a potencial fiiggvényében abrazolva, reverzibilis reakcid esetén

megkapjuk a 3.3. abran lathato voltammogramot.

-

0.2 potencial / V

3.3. dbra: Ciklikus voltammogram E,,: anédos csucs (potencidl);
E,,: katodos csiics (potencial), Ly’ anddos dram; i,.:katodos aram [37]
A Kkaptott voltammogramrol leolvashatjuk a cstcsaramok nagysagat, a cstcspotencialok
értekeit €s az andd-katdd csticsaram aranyat, amikkel szdmitasokat végezhetiink az oldatban
zajlé reakcidra vonatkozdan. A katdédos csucsnal folyd reakcido a redukcid, azaz az
elektronfelvétel (katodos aram, negativ aram), az anddos csucsnal pedig az oxidacio zajlik

(ekkor kapunk anodos aramot, ami pozitiv aram).
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4. Elvégzett kisérletek

A kovetkezé fejezet a munkdm sordn elvégzett kisérleteket mutatja be DNS-szintrdl

indulva a fehérje- ligandum kdlcsonhatas méréséig.

4.1. A modositott flagellineket kddold génkonstrukciok el§allitasa 4.1.7. Génkonstrukcidk
ellendrzése

4.2, Modositott plazmidok bejuttatasa
Salmonellabaktériumokba

4.3. In vivo polimerizacios képesség vizsgalata Fénymikroszképos vizsgalatok

Malapaka-féle motilitas tesztek
4.4. Arzen(I)-kotd flagellinek termelddésének és

felhalmozddasi helyének meghatarozasa

Elektronmikroszkopos vizsgal atok

Legigéretesebb flagellin varians kivalasztasa

1

FliC-ArsR9flagellin

4.5. Nagy mennyiséglifehérje termeltetés és izolalas Tisztitasi protokoll kidolgozasa

Kiprobalni FliC-ArsR910flagellinre

4.6. Izotermalistitracids kalorimetria

FliC-ArsR9-As(lll) kil csonhatas vizsgalata
4.7. Elektronmikroszkdpos elemanalizis

4.8. Filamentumok rogzitése szenzorikai chip feliileten Ciklikus voltammetria

4.1. dbra: A elvégzett kisérletek folyamatabraja
4.1. A modositott flagellineket kodolo génkonstrukciok eloallitasa

Alabbi fejezet a FIliC-ArsR6, FIliC-ArsR7, FIliC-ArsR9, FIiC-ArsR10 fehérjék

termeléséhez sziikséges DNS szakaszok létrehozasanak folyamatat mutatja be.

4.1.1. Cirkularis plazmid vektor kivalasztasa és felszaporitasa

A replikalodni képes, rekombinans DNS-ek létrehozasdhoz sziikség volt egy hordozé
DNS molekulara. Valasztasom a pBR322 alapi pKOT-delD3-mcs short klonozo vektorra
esett (4.2.(a) abra), melyben megtalalhato tobbek kozott a Salmonella typhimurium-ra
jellemzé replikacios origd, egy hianyos (D3 nélkiili) flagellin fehérjét kodold génszakasz és
annak promotere, egy ampicillin rezisztencia gén, valamint az rop gén, melynek terméke a

plazmid replikaciojat szabalyozza.
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4.2. dbra: (a): Flagellin fehérje, (b): Modositott pBR322 vektor

A ,hianyos flagellin” elnevezés azt jelenti, hogy a polipeptidlanc D3-as doménjét kodold
DNS szakasz hidnyzik a flagellin fehérje génjébdl (4.2.(b) éabra). Korabbi kutatasok
megallapitottak, hogy e domén eltavolitdsa, a filamentum Onszervezddd képességét nem
gatolja, igy a baktérium képes marad a filamentum épitésre [10]. A kitdrolt DNS szakasz
helyén egy tgynevezett Multiple Cloning Site (MCS), magyarul tobbszorés klonozd hely
talalhatd. Ez egy olyan 24 bazisparbol all6 DNS szakasz, ami kozvetve lehetévé teszi egy
altalunk valasztott oligopeptid beillesztését, melynek segitségével molekularis felismerd
funkcioval ruhazhatok fel az atir6do fehérjék. A laboratériumban rendelkezésemre allt egy
Salmonella typhimurium baktérium torzs (NT045), mely tartalmazza a pKOT-delD3-mcs
short plazmidot. A vektor felszaporitasanak céljabol laminaris aramlasu fiilke alatt 5 ml
folyékony LB tapoldathoz hozzaadtam 5 pl ampicillint és NT045 inokulumot, majd az
elkészitett oldatot 16 Orara razé inkubétorba helyeztem 37 °C-ra, 275 rpm-es razatas mellett.
Az antibiotikum hozzaadasa biztositja a szelektivitast, ugyanis csak azok az egyedek lesznek

életképesek, melyekben megtalalhato a fentebb emlitett vektor DNS.

4.1.2. Plazmid DNS izolaldsa sejtekbol

A kovetkezd 1épés célja a felnovesztett mikroorganizmus modositott pBR322 vektoranak
kinyerése volt. Ezt Mini Plus Plasmid DNA Extraction System segitségével hajtottam
végre, amely alkalmas kis mennyiségili plazmid DNS alkalikus lizisen alapul6 kivonasara. A
hatékonysag szempontjabol fontos volt, hogy a sejtek inkubalasa ne tartson 16 6ranal tovabb,
mivel a tilndtt sejtek elpusztulnak és DNS-iik kikeriil a feliilluszoba. A kész baktérium
szuszpenziot 2 percig centrifugdltam 15600 Xg-n, majd eltdvolitottam a feliiluszot.

Hozzaadtam 200 pul MX1 puffert és fel- le pipettazassal addig szuszpendaltam a sejteket, mig

254



Els6 helyezett palyamiivek
Szekér Patrik: Arzén(IIl) megkotésére kifejlesztett flagellaris fehérjék létrehozasa és jellemzése bioszenzorikai
alkalmazésra

teljesen homogén lett. Tovabbi 250 ul MX2 puffert pipettaztam a csovekbe és 6vatos 8-10-
szeri fejre forditast kovetden 4 percig szobahOmérsékleten allni hagytam Oket. Ekozben
megtortént a sejtfaluk roncsolasa kovetkeztében a sejtek lizise. Az igy keletkezd tiszta és
viszkozus lizatumhoz 350 pl MX3 puffert adtam. Ennek hatasa, hogy neutralizélja a
lizatumokat és a sejtalkotok DNS kivételével fehér csapadék formajaban kivalnak. A masodik
centrifugalast 15600 xg-n, 10 percig végeztem. DNS-ko6td oszlopra toltdttem a feliiluszot.
Ujabb centrifugalasi 1épések kovetkeztek, amik sordn elészor 7500 xg-n, 1 perc alatt a
plazmid DNS az oszlopra kot6édott. A kovetkezd 1épésben 0,5 ml WN pufferrel, majd 0,7 ml
WS pufferrel mostam az oszlopokat, ezutan 7500 Xxg mellett 3 percig centrifugalva
eltavolitottam az oszlopon maradt mosopuffert. A WN és a WS puffer is tartalmaz etanolt,
ezért ennek teljes eltavolitasa érdekében tovabbi 13000-es percenkénti fordulatszamon (15600
Xg) 3 percet centrifugaltam az oszlopokat tartalmaz6 kollektor csoveket. Az oszlopokat
athelyeztem egy 10 1,5 ml-es centrifugacsébe ¢és 55 pl steril desztillalt vizzel
szobahdmérsékleten, 8 perc nedvesedés utan 15600 xg-n eludltam a plazmid DNS-t az
oszloprél. A kinyert DNS-t -20 °C-on taroltam.1%-os agaréz gélen ellendriztem a kinyert
DNS-t. Gél készitéséhez 35 ml TEB (Trisz-Borsav-EDTA) puffert és 0,35 g agarozt
Erlenmeyer lombikba mértem, majd mikrohulldmu siit6ben melegitve feloldottam az agardzt.
Miutan hidegviz alatt 50 °C-ra hiitéttem, hozzaadtam 3,5 ul GelRed Nucleic Acid Gel Stain,
10,000X in water nevii fluoreszcens festéket és gyorsan atvittem a gélonté formaba. Fél ora
allas utan a megdermedt gélt belehelyeztem a TEB pufferrel feltoltott futtatokadba.
Markerként Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder nevezeti DNS létrat
hasznaltam, a tobbi zsebbe pedig kiilon- kiilon 3 pl desztillalt vizet, 2 pl mintat és 1 pl
6xOrange DNA Loading Dye festéket tartalmazo folyadékelegyet pipettaztam. Az
elektroforézist 100 V-os fesziiltségen végeztem, majd koriilbeliil 20 perc futtatds utan

leallitottam.

4.1.3. Oligo tervezés

A helikdlis format épit6é flagellint kodold plazmid tobbszords klonozo helyére
beépitettem az arzén-kotd oligopeptideket kodoldo DNS szakaszokat Xhol és Sacl restrikcios
endonukledzok segitségével. Mivel a kivalasztott fehérjék arzénkotd polipeptidlancai rovidek
(6-10 aminosav), ezért a hagyomanyos PCR-el végzett beépités helyett egy ugynevezett oligo
anellalason alapuld inzert elGallitast alkalmaztam. A D3 domén helyére szant négy

oligopeptid koziil az egyik az Acidithiobacillus ferrooxidans ArsR represszor fehérjébdl
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szarmazo 10 aminosavbol allo (ArsR10), a tobbi pedig az Escherichia coli ArsR 15
aminosavbol all6 As(III)-kotd, ciszteineket tartalmazoé motivum roviditett valtozatai, az
ArsR6, ArsR7 és az ArsR9 voltak. A dezoxiribonukleinsav szalak tervezéséhez VECTOR
NTI programot alkalmaztam, melynek segitségével (aminosav szekvencia ismeretében)
Salmonella typhimurium-ra optimalizaltan megterveztem a sziikséges bazissorrendet. A PCR
primerként megrendelt, oligopeptideket kodold gének forward és a reverse szalat 5°—>3’

iranyba felirva a 4.3. dbra szemlélteti.

ArsR6 oligok
fw. 5' TCGAGTGCGTGTGCGATCTGTGCGAGCT 3'
rev. §' CACGCACACGCTAGACACGC 3'

ArsR7 oligok
fw. 5' TCGAGCTGTGCGTGTGCGATCTGTGCGAGCT 3'

rev. 5' CGACACGCACACGCTAGACACGC 3'

ArsR9 oligok
fw. 5' TCGAGGGCGAACTGTGCGTGTGCGATCTGTGCGAGCT 3'
rev. 5' CCCGCTTGACACGCACACGCTAGACACGC 3'

ArsR10 oligok
fw. 5' TCGAGAACTGCTGCCATGGCACCCGCGATTGCGCGGAGCT 3'
rev. 5' CTTGACGACGGTACCGTGGGCGCTAACGCGCC 3'

4.3. dbra: Az elkészitett oligok szekvencidaja (sargdval kiemelve a vagohelyek)

4.1.4. Oligok anellalasa

A tervezés alapjan megrendelt DNS szakaszok Osszeillesztéséhez beldliik higitassal 0,1
M koncentracioji primer torzsoldatokat készitettem. A reakcioelegy elkészitéséhez minimum
2 pg-ot kellett rakni mindkét DNS-szalbdl (forward, reverse), ekvimolaris koncentracidoban.
Ezt kovetden az igy Osszeallitott oldatokat ki kellett egésziteni, ugynevezett anellacios

pufferrel (10 mM Trisz, pH=7,5-8, 50 mM NaCl) 50 pl-re.
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ArsR6 fw.: M=2668 g/mol . 1=26 nmol 260pl > 0,.22mg =220 g

2,364 ul € 2ng
+
0,1 € +260 ul SDV 333 ul . +333 ul rev

+43,34 ul A. puffer
ArsR6 rev.: M=6,041g/mol ; n=26,6 nmol 266 ul 20,16 mg =160 pg

0,1M € +266 ul SDV 3325ul € ug
py
ArsR7 fw.: M=95902 gimol ; n=22,2 nmol 222 4l > 0.21 mg = 210 pg
0,1M € +222 pl SDV «
2,114l € 2ug 2,92 ul fw, +2.92 ul rev.

+ 44,16 ul A. puffer
ArsR7 rev.: M=6973gfmol ; n=233nmol  233ul 90,16 mg =160 pg

0,1M € 4233 pl SDV 291251 € 2pug

—

ArsR9 fw.: M=11493gimol; n=283nmel 2831 > 0,33 mg =330 pg ]
0,1M € +283 pl SDV 1,6969 ul € 2pg

2,26 nl fw. + 2,26 nl rev.

+46 48 ul A. puff
ArsRO rev.: M=8777gimol, 1=248nmol 24841 S 0,22mg=220 g AP

0,1M € +248 yl SDV 2,2545 1l € 2ug

ArsR10 fw.: M=12,299 g/mol ; n=23.6 nmol 236 ul = 0,29 mg =290 ug—
0,1M €236 ul SDV 16311 > 2 g

L 2ulfw. + 2 udrev.
+46ul A puffer
ArsRi0rev.: M=9.827 g/mol; n=18,1 nmol 181 yl 2 0,18 mg = 180 pg
0,1M —=>+181 ul SDV 2,0lul €2 g

—

4.4. dbra: A szamolas menete az oligok anellalasahoz

A 4.4. abran kékkel jelzett térfogatok Osszemérése utdn a csoveket lezartam és 95 C°-on
fiitoblokkban 5 percig inkubaltam. A blokkot kikapcsoltam és hagytam lassan lehiilni 50
percig. Lehiilés kozben a 4.5. abran lathatd modon kialakulhattak a szdlak kozotti

hidrogénkotések és igy a tapadds végekkel rendelkezd kész inzertek.

ArsR6 gén
f. § TCGAGTGCGTGTGCGATCTETGEGAGET
rev. 5S'CACGCACACGCTAGACACGC 3'
ArsR7 gén
fw. 5 TCGAGCTGTGCGTGTGCGATCTGTGCGAGCI' 3
rev. 5' CGACACGCACACGCTAGACACGC 3

ArsR9 gén
fw. 5' TCGAGGGCGAACTGTGCGTGTGCGATCTGTGCGAGCT 3'

rev. 5' CCCGCTTCACACGCACACGCTAGACACGE 3

ArsR10 gén
fw. 5'TCGAG-\-\CTGCTGCC -\TGGCACCC(I}(I:G-\TTGCGCGGAGCT 3
rev. s CTTGACG-\CGGT ACCGTGGGCGCTAACGCGCC 3

4.5. abra: A négy rovid oligopeptidet kodolo inzert (gén)

4.1.5. A plazmid restrikcios emésztése

A 4.1.2. fejezetben leirt modon kinyert plazmidban (4.2.(b) abra) négy darab vagoéhely
talalhato (Xhol, Agel, Smal/Xmal, Sacl). Mivel a beépiteni kivant DNS szakaszokat Xhol és
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Sacl-re terveztem meg, ezért a befogadd cirkularis vektort is ezzel a két enzimmel kellett
megemésztenem. Ezt gy hajtottam végre, hogy parhuzamosan 1-1 PCR-csdbe bemértem az
alabbi térfogatokat, 4 ul vektort, 4 pl steril desztillalt vizet, 1 pl Cut Smart puffert, tovabba
0,5 ul Xhol ¢és 0,5 ul Sacl enzimet. Az enzimeket folyamatos jégen (0 C°) tartottam ¢€s a
hasznalat utani gyorsan visszahelyeztem -20 C°-ra. Az Osszeallitott eclegyeket PCR
késziilékbe helyeztem ¢és 1,5 o6ran keresztiil 37 C°-on inkubdaltam, majd agar6éz gélen

megfuttattam a mintakat.

4.1.5.1. Emésztett termék Kkinyerése

A PCR csoveket jégre raktam és mindegyikhez hozzdadtam 2 pl 6x Orange DNA
Loading Dye festéket, majd az egyenkénti 12 pl térfogati mintakat agar6z gél zsebeibe
pipettaztam. 1%-0s gélben 100 V-on futtattam. A ligalas el6tt az emésztett plazmidokat Ki
kellett nyernem agaroz gélb6l. Az agaroz gélbdl UV fénnyel alulrol megvilagitva kivagtam a
megfeleld savokat (5.1. abra, Xhol Sacl sav), majd azokat Illustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit direkt agardz gélbdl vald plazmid kinyerésre alkalmas protokolljat
kovetve végeztem el a tisztitdst. Ehhez elsOként meg kellett hataroznom a kivagott gél
darabok tomegét, és ennek megfelelé mennyiségli Capture puffert type 3—t hozzaadva 60 °C-
os vizfirdébe helyeztem a gél teljes felolvadasaig. Ezutdn a kitben taldlhatd oszlopra
pipettaztam a felolvasztott gél teljes térfogatot. 60 s varakozas utan 30 masodpercig 15600 g-
n centrifugaltam, majd eltavolitottam az atfoly6 oldatot. Az oszlopra vittem 500 ul Wash
puffer type 1-t és tovabbi 3 percig centrifugaltam szintén 15600 g-n. Az oszlopot atraktam
egy Uj mikrofuga cs6be és 35 pl steril desztillalt vizzel 13000-es percenkénti fordulatszdmon

60 masodperc alatt elualtam a plazmid oldatot (4.6. abra).

\ 1. - 2 ) 4
Gél Felolvadt minta y §
i i W ﬂShl])llffEl" Tj mikrofuga cs6 i
Capture puffer - oszlop, = e ‘ KESE

type 3 kollektor cs6 1 3 min, 13000rpm - SDV ($min)

30s, 1300 rpm ’ 60s, 13000 rpm
4.6. abra: Geélbol valo plazmid kinyerés fo lépései

4.1.6. Ligalas és transzformacio

Az Osszetapadt oligok tizszeresre higitott oldataibdl és a kordbban eldallitott emésztett
vektorbol 1:6-os és 4:3-as molaranyu keveréket hoztam létre a ligalasi reakciohoz. Ennek
menetét a 4.7. abra szemlélteti. A pH stabilizdlasa érdekében az enzim hozzéadasat

megel6zéen minden PCR csdbe beleraktam 2 pl puffert.
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ArsR6 ArsR7 ArsR9 ArsR10
pKOT-delD3-
v mcs short v v
- = = el el i \/.Hrr‘ i
H
/ | \ / \/ ] \ ]
Y v \ R v Y U U
[#3] [16] (3] [1:6) [4:3] [1:6] [4:3] [1:6]
+4 plvektor  +1 pl vektor +4 ul vektor +1 ul vektor +4 pl vektor +1plvektor +4 ul vektor  +1 pl vektor

+3 plinzert  +6 plinzert +3 ulinzert +6 nlinzert +3 plinzert +6 plinzert  +3 pl inzert +6 pl inzert

4.7. abra: Ligalasi aranyok ésszeallitasa

A nukleinsav fragmentumok kozotti foszfodiészter-kotések 1étrehozasahoz T4-ligazt
hasznaltam, melyb6l 1ul-t raktam az elegyekhez, majd 22 °C hémérsékleten, 10 percig
ligaltam. A ligalas utan az oldatbol 5 pl-t hozzaadtam, 50 pul TOP10 szuperkompetens
sejtekhez. A ligalas terméket és az E.coli sejteket tartalmazo Eppendorf csovet, 30 percre
jégre tettem, majd hirtelen athelyeztem 42 °C-ra, 1 perc 30 mésodperc erejéig. Az igy keltett
hésokk hatasara a kompetens baktérium sejtmembranja fluidabba valik, amely lehet6vé tette a
DNS, citoplazméba jutasat. Ennek id6tartamat és sikerességét nagyban befolyéasolja a hasznalt
csO mindsége ¢€s vastagsdga. A 42 °C-os hdsokk utan a szuszpenziot ujra visszahelyeztem
jégre tovabbi 2 percre, hogy a sejtmembran visszadllhasson eredeti allapotaba €s a bejuttatott
plazmid ne tudjon kifelé diffundalni. A 2 perces jégen torténd inkubalas utan 500 pl 42 °C-0s
SOC tapoldatot veszteség nélkiil hozzatettem a transzformalt elegyekhez, majd 45 percre 37
°C-ra razo6 inkubatorba tettem (280 rpm) 6ket. Utolso 1épésként laminaris boksz alatt a teljes
elegyet atvittem szilard, ampicillines LB taptalajra. A baktérium szuszpenziok megfeleld
szélesztése utan pedig 16 o6ran at 37 °C-on inkubaltam a taplemezeket. A taplemezekrol
atoltottam 2 ml, 0,1%(v/v) ampicillint tartalmaz6 folyékony LB tapoldatba. 15 éras novesztés
utan minden 500 pl sejttenyészethez 116 pl 80% (v/v) glicerint adtam, majd -80°C-on

taroltam a sejteket.

4.1.7. Génkonstrukciok ellendrzése

A -80 °C-on tarolt glicerines torzsekbdl atoltottam folyékony ampicillines LB tapoldatba,
ahonnan 16 Oras novesztést kovetden ujabb plazmid DNS tisztitdst végeztem. A négy
modositott plazmidbol 3-3 parhuzamos mintaval végeztem el az emésztést. Minden PCR

cs6hoz hozzaadtam 2 pl-t a megfeleld vektorbol, 6,5 ul steril desztillalt vizet, 1 pul Cut Smart
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puffert és a jégen tartott enzimeket. Az elegyeket ugy allitottam 0Ossze, hogy egyféle
plazmidot tartalmaz6 mintakhoz kiilon PCR csovekbe egyenként 0,5 pul egyfajta restrikcios
endonukledzt pipettaztam. A megfeleld hdatadas érdekében PCR késziilékben végeztem az
emésztés (37 °C, 1 6ra). Ezutan a csovek tartalmahoz 2ul 6xOrange DNA Loading Dye-t
adtam hozza. Az emésztés eredményét agardz gélelektroforézissel ellendriztem 1%-os gélen.
Minden emésztett minta mellé raktam negativ kontrollt az emésztetlen vektorbol is (2 pl
vektor, 3 ul SDV, 1 ul 6xOrange DNA Loading Dye). Fél 6raig 100mV-on futtattam mindkét
gélt Thermo Scientific™ O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder marker mellett. A gélkép alapjan
megfelelonek latszd génkonstrukciok koziil mind a négy varidnsbdl a teljes bizonyossag
érdekében egyet-egyet elkiildtem szekvenalni. Ehhez Eppendorf csdvekbe pipettaztam 5-5 ul
FIliC D szp primert és hozzaadtam ugyanakkora térfogatot (5 pl) a szekvenalni kivant

plazmidokbol.

4.2. Médositott plazmidok bejuttatisa Salmonella baktériumokba

A DNS kinyerés (4.1.2. fejezetben leirtaknak megfelelden) és annak ellendrzése utan
kovetkezhetett a vektorok flagellin deficiens Salmonella (SJW2536) baktériumokba juttatasa.
Elsoként jégen elohiitottem a kivett baktériumokat ¢s a DNS oldatot, a kiivettat és 0,5ml LB
tapoldatot. Két perc elteltével mind a négy varians esetében 50 pl elektrokompetens
SJW2536-hoz 2 pl plazmidot pipettaztam, majd 6vatosan homogenizaltam és ismételten jégre
tettem. Ujabb egy perc elteltével a teljes térfogatot Ovatos szuszpendaltatis mellett
atpipettaztam az el6hitott kiivettaba. Elektromos iv-kisiilés elkeriilésének érdekében az
oldalait, kiilonosen a fémes részét gondosan széarazra toroltem. A miiszeren beéllitottam a
megfeleld programot (2500 V, 10 ms, 2mm, Time Constant), majd a sikeres fesziiltség
impulzus utan hozzdadtam 500 pl LB tapoldatot €és a teljes szuszpenzid tartalmat
atpipettaztam egy steril tenyé€szcsdbe. Ezutan 37 °C-on, 60 percig inkubaltam 275 rpm razatas
mellett. A szélesztéshez Petri-csészére a szuszpenzid kb. 50-400 pl ardnyaval oltottam at
laminaris box alatt, majd 16 6ran keresztiil ndvesztettem a sejteket 37 °C-on. Végiil a 4.1.6.

fejezetben leirt modon ezekbdl is raktam el glicerines torzseket.

4.3. In vivo polimerizacios képesség vizsgalata

A Salmonella baktériumok a tapkdzegben csak akkor képesek uszni, ha az As(l111)-koté
motivumokat tartalmazoé flagellinek filamentumma tudnak polimerizalodni a sejtfelszinen. A

baktériumok mozgdsa mar negyvenszeres nagyitasban is jOl latszik, ezért sotétlatoterti
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fénymikroszkoppal vizsgalhatd. Ennek tanulményozésara a modositott fehérjéket kodolo
plazmidokkal elektroporaltam (4.2. fejezetben leirtak alapjan) flagellin deficiens Salmonella
typhimurium (SJW2536) torzset, melyet aztan ampicillines agarlemezre szélesztettem. Ezt
kovetden mindegyik taplemezrdl atoltottam 2-2 koldniat, egyenként 5 ml folyékony LB-t és 2
ul ampicillint tartalmazé tenyészcsovekbe, majd 37 °C-on és 275 rmp-en inkubaltam 6ket. 15
ora elteltével, sotétlatoterti mikroszkoppal vizsgaltam a baktériumok iszasi képességét.

A vizudlis vizsgalat alatamasztdsara Malapaka és munkatarsai altal leirt motilitas tesztet
végeztem el [38]. Ehhez folyékonyabb allagu, specialis dsszetételii 10 g/l tripton, 5 g/l NaCl,
¢és 0,3% (w/v) agart tartalmazé taplemezeket készitettem el. A kisérletek soran FliC-ArsR10,
FIiC-ArsR9, FliC-ArsR7 és FliC-ArsR6 flagellint termeld baktériumok uszasi képességét
vizsgaltam meg. A tesztekhez pozitiv kontrollként motilis, D3 domén nélkiili flagellinnel
rendelkezé Salmonella typhimurium torzset hasznaltam. Negativ kontrollként pedig szintén
egy Salmonella typhimurium torzset alkalmaztam, melynek flagellinje egyenes filamentumot
épit, ezért nem képes az uszasra. Az imént felsorolt baktériumok elrakott glicerines térzseibol
2 ml ampicillines LB tapoldatba oltottam at, majd 15 6éras (37°C, 275 rpm) novesztés utan
megmértem azok optikai denzitdsat. A kapott abszorbancia értékek alapjan a sziikséges
esetekben higitasokat végeztem, majd a sejttenyészetekbdl 3 ul-t cseppentettem a motilitas
lemezek harom/négy egymastol tavol eso részeire, ugy hogy minden lemez tartalmazzon egy
pozitiv és egy negativ kontrollt is a vizsgalandé minta mellett. Ezt kdvetéen 37°C-on 14 6ran
keresztiil inkubaltam a lemezeket.

A Dbaktérium felszinén torténd filamentum  épités direkt megfigyeléshez
elektronmikroszkopos vizsgalatokat is végrehajtottam. A FliC-ArsR9 ¢és FliC-ArsR10
flagellint termel6 baktériumokat ndvesztettem 1 ml LB tapoldatban (15 6ra, 37 °C, 275 rpm).
A baktérium szuszpenziokat 3000 g-n 4 perc alatt lecentrifugaltam és a kapott csapadékokat
somentes foszfat pufferrel szuszpendaltam (PB, 7,00 pH). A rézbdl késziilt, szén hartyaval
rendelkezd gridek feliiletére az enyhén opalos szuszpenziokbol és a negativ festéshez hasznalt
2%-0s PTA (foszfor-wolframsav)-bol is 5 ul-t cseppentettem. Két perc varakozas utan
szlir6papirral leitattam feliileten 1év6é folyadékot, végezetiil pedig 1 percig infravords lampa
alatt tartva a maradék nedvessége is eltavolitottam. Az elkészitett mintakat Talos F200X G2
tipusit FEG S/TEM elektronmikroszkoppal vizsgaltuk TEM lizemmodban.
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4.4, Arzén(IIT)-koto flagellinek termelddésének és felhalmozodasi helyének

meghatarozasa, probaexpresszio

Ampicillint tartalmazé 3 ml LB tépoldatot atoltottam az elkészitett plazmidokkal
elektroporalt flagellin deficiens Salmonella baktérium torzzsel. A felnévesztést kovetéen a
baktérium szuszpenziobol atpipettaztam 1,5 ml-t ultracentrifuga, 1 mi-t pedig Eppendorf
csdbe.

A 15 ml-es mintat 266000 xg-n (70 000 rpm) (10C°-on) 15 percig centrifugaltam,
melynek soran a baktériumok és a leszakadt filamentumok, valamint a filamentum kotegek is
letilepednek. A feliiliszoban igy mar csak monomer formaban maradhattak fehérjék. A
feliiliszd 1 ml-éhez hozzaadtam 67 pl triklor-ecetsav oldatot (57,1 g TCA, 25,9 ml H,0),
majd az elegyet 15 percre jégre raktam. A TCA-val irreverzibilisen denaturaltam a fehérjéket,
majd az oldatot 10000 xg-n 5 percig centrifugaltam 6 °C-on és a keletkez6 csapadékot kétszer
atmostam 300 pl acetonnal. Mindkét acetonos mosas utan 10000 xg-n 5 percig centrifugaltam
¢és a feliiluszo eltavolitasat kovetden 37 °C-os inkubatorban hagytam teljesen elparologni a
hatramaradt aceton nyomokat. A szaritott csapadékot végezetiil feloldottam 18 pl SDS minta-
¢és 2 ul Trisz-EDTA (pH=8) pufferben.

A baktérium szuszpenziobdl vett 1 ml-es mintabol meghataroztam, hogy épiilnek-e
filamentumok a baktériumok felszinén. Fél 6ras centrifugélassal 6000 xg-n csapadékba vittem
a sejteket, eltavolitottam a feliiliszot, majd felszuszpendaltam a baktérium csapadékot 195 ul
(20 mM Trisz, 150 mM NaCl, 7,8 pH) pufferrel, 2 mM DTT (ditiotreitol, 1,4-bisz-(szulfanil)-
butan-2,3-diol) redukaloszer mellett. A sejtek felszinén maradt filamentumokat 10 perc alatt,
70 °C-os vizfirddben monomerizaltam, és 266000 xg-n (70000 rpm) 30 percig
centrifugaltam. Ekkor a baktérium csapadékban mar csak az a fehérje maradhatott, ami nem
jutott ki a sejtbdl. A feliiluszoba keriilt fehérjék mennyisége pedig mutatni fogja a baktérium
felszinén filamentum formaban 1évo flagellinek mennyiségét. A csapadékot feloldottam 200
ul (20 mM Trisz, 150 mM NaCl, 7,8 pH) pufferrel, amibdl kivettem 20 pl-t. Ehhez és a
feliilaszo 20 pl-€¢hez hozzdadtam 20 pl SDS mintapuffert, ezt kovetdéen pedig a TCA-S
kicsapas eredményéiil kapott eleggyel egyiitt lobogd vizfiirddben 10 percig forraltam az
oldatokat, amivel denaturaltam a benniik 1évé fehérjéket az SDS-PAGE-hez. Az 12,5%-0s
szeparald gélhez 6sszemértem 12,5 ml, literenként182 g Trisz-HCI-t és 4 g natrium-dodecil-
szulfatot tartalmaz6 oldathoz (A oldat, 8,8 pH) 15,75 ml 40%-os akrilamid oldatot (C oldat),
valamint 21,75 ml desztillalt vizet. Ebbdl egy gél elkészitéséhez kivettem 4 ml-t és

hozzdadtam 2 pul TEMED-et és 20 pl 10%-0s ammonium-perszulfatot (APS), majd a két
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iiveglap kozé pipettaztam a homogenizalt oldatot. A felsé gélhez sziikségem volt 6,3 ml,
literenként 61g Trisz-HCI-t és 4 g SDS-t tartalmazo6 B -, 2,825 ml C oldatra és 15,9 ml H,O -
ra. Ennek 1,67 ml-éhez hozzamértem 2 ul TEMED-et, 10 ul APS-t, amit aztin a megkotott
also gél folé rétegeztem ¢és belehelyeztem a ,,fésiit”. A megkotott gélt futtatokadba helyeztem
¢s feltoltdttem futtatd pufferrel. A gél elsé zsebébe 3 ul Pierce™ Prestained Protein MW
Markert, a tobbibe pedig a forralt mintakbol egyenként 8 ul-t pipettaztam. Az elektroforézist
30 mA-en végeztem, 36 percig. A gélt ezutan 1,5 orara athelyeztem festd oldatba (Coomassie

R-250), végezetiil pedig tovabbi 1 érara el6hivo oldatban tartottam a gélt.

4.5. Nagy mennyiségii fehérje termeltetés és tisztitas, mint aerob fermentacio

A modositott flagellin fehérjék nagy mennyiségli eldallitasa és kinyerése egy egyszerii

aerob fermentacidonak tekintheto.

45.1. Az elvégzett aerob fermentacié ,,UPSTREAM” szakasza

Egy fermentacios folyamat els§ 1épése mindig a megfelelé mikroba kivalasztasa.
Munkam soran a FliC-ArsR9 flagellint termelé Salmonella torzzsel dolgoztam. Mivel ez
esetben a sejtndovekedés/szaporodds megegyezett a kivant termék képzddésével és a
baktérium tapanyagigénye is viszonylag egyszerl volt, ezért 3% ¢€lesztdkivonatot tartalmazo
tapoldatban végeztem a baktériumok ndvesztését.

A taptalaj kivalasztasat kovetden elkezdtem az inokulum készitést. Eldszor 5 ml
tapoldatot oltottam 4t a -80°C-on tarolt glicerines torzsbdl, majd igy végeztem novesztést
37°C-on 250 rpm razatas mellett 15 oran keresztiil. Az igy felndtt sejttomeget atraktam 100
ml tapoldatba, amit az el6zdvel megegyezd homérséklet és razatas mellett torténd 5 Oras
ndvesztés utan vittem tovabb. A végso, nagy térfogati novesztést frissen sterilezett 5% YE-t
tartalmazo6 2 literes tapoldatban végeztem el 90 rpm kevertetés és 37°C homérséklet mellett
14 ora alatt, amihez inokulumként a 100 ml-nyi sejttenyé€szetet hasznaltam. Itt mar kiilsé
levegdztetésre volt sziikség, ezért az ehhez hasznalt eszkozok (csovek, illesztd alkatrészek,
sziird) sterilitasarol is gondoskodnom kellett. Az Osszes ndvesztési 1épésben ampicillin
antibiotikumot hasznaltam a megfeleld szelektdlds érdekében. Ehhez 100 mg/ml, szlrt
ampicillin torzsoldatot készitettem, amit aztan 0,1 v/v % ardnyban alkalmaztam a folyamat
soran. UV-VIS spektrofotométerrel torténd monitorozassal folyamatosan nyomon kdvettem
az oldat optikai denzitasat, ami a kialakult sejttomegrél nyujtott informaciot. Ezen kiviil az

inokulum készités kozben és a fermentacid végén is ellendriztem a sejtek allapotat
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sotétlatoterti fénymikroszkop segitségével. A fermentacios folyamat upstream szakasza a
nagyjabol 1,2-es abszorbancia érték elérése utan zarul, ekkor allitottam le a levegdztetést és a

razatast.

4.5.2. Az elvégzett aerob fermentacié ,,DOWNSTREAM” szakasza

A fermentacios folyamat downstream szakasza jelenti a ,,vagéas” utani Iépéseket, tehat a
termék kinyerését, tisztitasat, felhasznalhato allapotba hozasat. A fehérje izolalas elsd
Iépéseként 10°C-on és 4300 xg-n (4500 rpm), 30 percig centrifugaltam a sejteket. A
levélasztott feliilisz6hoz hozzidadtam 2% polietilén-glikolt (PEG6000) és 1% natrium-
kloridot, amit aztan 20°C-ra helyezve 50 rpm-en kevertettem 40 percig. Ezzel a 1épéssel
célom a leszakadt polimerek ,,0sszegytijtése” volt, amiket 10°C-on, 15 percig tarto 22000 xg-s
(12000 rpm) centrifugalassal nyertem ki csapadék formajaban. A tisztitasi folyamat
szuszpendalasi 1épéseihez 7,8 pH-ju, puffert (20 mM Trisz, 150 mM NacCl) alkalmaztam 50
mM DTT hasznalata mellett. Erre a redukaldszerre azért volt sziikség, mert a moddositott
fehérjék As(IlD)-kotéséért felelés részén harom cisztein aminosav taldlhatd, melynek
oldallancan 1évé SH-csoportok oxidacidja kovetkeztében egyébként diszulfid-hidak
képzddnének, amik nehezitenék a késdébbi tisztitasi folyamatot. A centrifugalt sejteket 100 ml
pufferben vettem fel, majd pedig egy tobbszords turmixoldsi megoldassal tavolitottam el
roluk a filamentumokat. Annak érdekében, hogy a sejtek fala lehetdleg minél kevésbé
sériiljon a talheviilés kovetkeztében, minden turmixolds kozott 2 percre jégre helyeztem a
sejteket. Az igy kezelt sejt szuszpenziot 6 °C-on, 10000 xg-n (8500 rpm) fél oraig
centrifugaltam és a feliiluszoval dolgoztam tovabb, amit 10°C-on, 178000 xg-n (40 000 rpm)
ismét lecentrifugaltam 35 perc alatt. Ezzel hozzajutottam a 4.8.(a) abran lathatd, baktérium
tormeléket részben tartalmazd, a baktérium felszinén filamentumot épitd fehérjékhez
csapadék formaban, amit aztan ujra felvettem 10 ml pufferben és 10°C-on 266000 xg-vel
(70000 rpm), 30 perc alatt lecentrifugaltam. A PEG-ezés utan kapott csapadékot 30 ml
pufferben vettem fel, majd 10000 xg-vel (8500 rpm), 6°C-on centrifugaltam 40 percig. A
munkasorozat itt két részre bomlott, ugyanis a feliiliszot és a csapadék felszinén 1évd nyalkas
réteget is tovabbvittem. A feliiluszot ismét 178000 xg-n (40 000 rpm), 10 °C-on, 35 percig
centrifugaltam igy megkaptam a 4.8.(b) abran lathat6 eredmény.
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4.8. abra: A 40 000 rpm-en (178000 xq) torténd centrifugadlasok eredményei

Az ezt kovetd 1épéseket egységesen mindharom esetben ugyanugy végeztem el. A csapadék
felszinérdl leszivott ,,nyalkas réteget” €s a két uton kapott csapadékokat is 10 ml pufferben
vettem fel, amiben egy-egy Complete tablettat is feloldottam. A fehérjék ezen a ponton mind,
kiilonb6zd meéretli filamentum formaban voltak jelen, ezért ligyeltem arra, hogy kell6 1d6t
biztositsak a Complete tablettadkban 1€v6 protedz inhibitoroknak, hatasuk kifejtéséhez, ezzel
elkeriilve a nem kivan fehérje degradaciot. Ez utan egy 70°C-on torténd 10 perces
monomerizalast hajtottam végre, amit egy 266000 xg-s (70 000 rpm) fél 6ras centrifugalas
kovetett. Ennek sordn az oldatban a fehérje monomereken kiviil minden egyéb Osszetevd
letilepedett, igy a feliiliszoval tovabb dolgozhattam. A kovetkezd 1épésben ammoénium-
szulfatot adtam a monomereket tartalmazo oldathoz 1 M koncentracidoban, aminek hatasara

megindult a polimerizéacid, melyen folyamatat a 4.9. abra szemlélteti.

. BE

4.9. abra: (a): A’ ’nyalkas rétegbdl” kinyert fehérjékbol kialakulo polimerizacios gyokok; (b):
A masodik 10000 xg-s centrifugalasbol tovabbvitt feliiloszobol kapott fehérjékbol kialakulo
polimerizacios gyokok ; (c): A 4300 xg-s centrifugalas csapadéjabol kinyert fehérjek teljesen

polimerizalodott oldta
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A nagyjabol 3 o6ra alatt lejatszod polimerizacié utan létrejové filamentumokat ismét
lecentrifugaltam 70 000-es percenkénti fordulatszamon (266000 xg) fél ora alatt (4.10. abra)
¢és felszuszpendaltam 6ket a megfeleld mennyiségii pufferrel (a nyalkas réteg esetén ezt

kétszer végeztem el).

4.10. abra: A 70 000 rpm-el (266000 xq) centrifugalt polimer csapadékok

Utobbi két 1épést Gjra megismételtem a megfeleld tisztasdg elérése érekében, majd ismét
monomerizaltam a polimereket a korabban leirt médon. Végiil a monomerizalt oldatokat
beraktam egy 70 000 rpm-es (266000 xg), 20 perces centrifugalasra, ami utan a feliiliszoéban
1évo fehérje mennyiséget UV-VIS spektrofotométerrel mértem meg. Ezt kovetéen ujra
polimerizaltam a fehéréket 0,8M ammonium-szulfattal és ebben a formaban taroltam a
késobbi felhasznélésig.

A leirt fermentacios folyamatot FliC-ArsR10 flagellint termelé Salmonella torzs esetén is
elvégeztem, azzal a kiilonbséggel, hogy 2000 ml helyett 1000 ml térfogatban végeztem el a
sejtek novesztését és a keletkezett csapadékok mennyiségeknek megfeleld térfogatii pufferrel
szuszpendaltam fel azokat. A centrifugalasi 1épések kozben mindkét esetben folyamatos
mintavételezés mellett kisértem figyelemmel a tisztitasi folyamatot, hogy nyomon kdvessem

az esetleges veszteségeket.

4.6. FIiC-ArsR9-As(IIl) kolcsonhatas vizsgalata izotermalis titracios kalorimetriaval

Izotermalis titracios kalorimetridval probaltam kimérni a FliC-ArsR9 flagellin és a hdrom
vegyértékii arzén kozotti kolcsonhatast. Munkam soran egy VP-ITC (MicroCal Inc.,
Northampton, MA, USA) tipust kaloriméterrel dolgoztam. A mérés el6tt a referencia cellaban
1évé MQ vizet kicseréltem, majd elkészitettem a sziikséges oldatokat. A teljes kotési izoterma
meghatarozott injektalason beliili megszerzéséhez fontos volt, hogy a titralo oldat a lejatszodo
reakciot tekintve tizenkétszeres molaris feleslegben legyen a titralandohoz képest [. A fehérje

tisztitas soran hasznalt redukaldszer, a DTT ITC-s mérésnél nem alkalmazhatdé. Mar kis
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koncentracioban is (1 mM) jelentds alapvonali miterméket okoz, ami a titralas kozbeni hattér
oxidacionak koszonheté [39]. Helyette a diszulfid hidak kialakulasat megakadalyozando
TCEP-t hasznaltam. Tovabbi elénye a TCEP-nek, hogy nincs elnyelése 280 nm-nél, igy nem
zavarja a pontos fehérjekoncentracié meghatarozast.

A mérés kontrolljaként a szamitégéppel vezérelt automata titratorral arzén-trioxidot
(As,0O3) tartalmazé (0,399 mM) puffert adagoltam a mérdcelldban 1évé fehérje nélkiili
pufferhez. Ezt kdvetden 1:12 molaris ardnyt tartva monomer formaban 1évd fehérjéket
tartalmazoé (2,4623 mg/ml) puffert titraltam arzén-trioxidot tartalmazé (0,399 mM) pufferrel.
A fehérjét és az As,O;-t is azonos pufferben (2 mM TCEP, 100 mM HEPES, 150 mM NacCl,
pH=7,00) oldottam fel.

A tapasztalt miithibak elkeriilése érdekében a kovetkezO méréshez a puffert és a
fehérjeoldatot (2,08 mg/ml) dializissel készitettem elé. Ehhez a flagellin monomereket 20
kDa-os dializis membrancsében puffer oldatba helyeztem és lassu keverés mellett 16 6ran
keresztiil dializaltam Oket. Kontroll mérésként monomer formaban 1év6 fehérjéket tartalmazo
puffert titradltam sima pufferrel, majd szintén a fehérjés puffert titraltam, de mar arzén-
trioxidot is tartalmazo (0,2868 mM) dializis pufferrel. A fehérjét és az As,Os-t itt is azonos
pufferben (1 mM TCEP, 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, pH=7,00) oldottam.

Az oldatokat betoltés elott vakuumozassal 1égtelenitettem, az ITC-t vezérld programban
pedig az alabbi paramétereket allitottam be:

e Osszes injektalas szama: 15 db

e varakozas két injektalas kozott: 300s

e injektalasi idtartam: 10 s

e elsd injektalas mennyiség: 4 pl

e injektalt mennyiségek: 20 pl

e referencia fiitési teljesitmény: 15 pCal/s

e cella (mérés) homérséklete: 25 °C

A kapott mérési eredmények alapjdn modositottam a program paraméterein €s Ugy 1is
elvégeztem a kisérleteket. Exoterm reakcidnak megfeleld, egymast kovetd injektaldsokbol
szarmaz6 hdvaltozasokat detektdltam. A kontroll kisérletekkel a higulasokbdl szarmazo

hoévaltozasokat hataroztam meg.
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4.7. FliC-ArsR9-As(III) kolcsonhatas vizsgalata elektronmikroszkopos

elemanalizissel

A FliC-ArsR9 flagellin és az arzén kolcsonhatasat elektronmikroszkopos elemanalizissel
kiséreltem kimutatni. A fehérjéket a nem kivant sokristalyképzodés elkeriilése érdekében PB
pufferben (pH=7,00) szuszpendaltam 1 mM TCEP mellett. A rézbdl késziilt szénhartyaval
t vittem fel. Két perc varakozas utan szlirOpapirral leitattam a feliileten 1évé folyadékot, majd
kétszer mostam MQ vizzel. Az IR ldmpa alatt megszaritott gridre hétszeres molaris
feleslegben Na;AsO; oldatbol (3,09 pg/ml) 3 pupl-t cseppentettem. Harom perc utan
eltavolitottam az oldatot a mikrorostélyrdl, majd azt kétszer atmostam MQ vizzel ¢&s
megszaritottam. Talos F200X G2 tipust FEG elektronmikroszkoppal felvételeket készitettiink
a mintardl és olyan teriileteket kerestiink, ahol sok filamentum lathat6. Ezeket a teriileteket a
filamentum nélkiiliekkel Osszehasonlitva lokalis Osszetétel-meghatarozast végeztiink el. Azt
vizsgaltuk, hogy mérheté-e koztik szignifikdns eltérés az arzénre vonatkozdan. A
meghatarozads a minta-elektronsugar kdlcsonhatdsa soran keletkezd karakterisztikus rontgen
sugarzasok detektalasa alapjan tortént.

A mérést ugy is elvégeztem, hogy a fehérjéket az el6zével megegyezé molaris aranyban
45 percig inkubdltam Naj;AsOs-et tartalmazo PB pufferben 1 mM TCEP mellett. Az igy
elkészitett oldatbol 3ul-t juttattam a mikrorostélyra, amit 2 perc varakozas utdn lemostam és

megszaritottam.

4.8. Filamentumok rogzitése szenzorikai chip feliileten gyakorlati alkalmazashoz

A FliC-ArsR9 flagellint filamentum formaban rogzitettiik arannyal boritott chipek

felszinére (4.11. abra).

4.11. abra: A rogzitéshez hasznalt chipek
Keresztkotd agensként DSP-t (Ditiobisz-(szukcinimidil-propionat) hasznaltunk, amit
100% DMSO-ban oldottunk fel 10 mg/ml koncentracioban. A chipeket a kezelendo feliilettel
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lefelé 2 ml-es Eppendorf-csovekbe helyeztiik, és rajuk pipettaztuk a DSP oldatot. Lassu
forgatas mellett 90 percig hagytuk, hogy a DSP tiol csoportjain keresztiil hozzakotédjon a
feliilethez. Ezutan eldszér DMSO-val, majd MQ vizzel mostuk a chipek kezelt feliiletét, majd
lefujtuk 6ket nitrogénnel. A mosast kdvetden a mintakat ismét 2 ml-es Eppendorf-csévekbe
helyeztiik és raontottiik az 1 mM TCEP-t tartalmazé, PBS pufferben (pH=7,4) 1év6 0,5 mg/ml

cre

valo kotodése (4.12. abra).

0 0
i
s-cuz—c—o—N;}j] s-cHz—é—o— S— CHz—C—O NH-R + uo—nb
. R—NHZ

fo! Reduction o

| Au
S—CHZ—C—O—Ngj —CHz—C-O— —CH;-C—O—NH—R + HO—Nb
o]

4.12. abra: A DSP arany feliilethez kétese s a fehérjek mobilizalt DSP-hez kapcsolodasa

ONERONCY

Harom oran at tartd6 170 rpm-es forgatas utan haromszor atmostuk a chipeket PBS
pufferrel minden 10 perc forgatas utdn puffert cserélve. A 1étrehozott chipeket PBS pufferrel
feltoltott Eppendorf csdvekben taroljuk.

Az As(lll) — FliCArsR9 kolcsonhatast filamentumokkal boritott chipeken ciklikus
voltammetriaval tesztelték az MTA EK Miiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézetében. A
méréseket az altalunk javasolt paraméterekkel, 100 mM HEPES, 150 mM NaCl pufferben
(pH=7,00) 1 mM DTT jelenlétében végeztek. Segédelektrodként platina, referencia
elektrodként Ag/AgCl elektrodot hasznaltak. A mérés soran alkalmazott kezdeti és vég
potencialértek  -0,7 és  +0,7 V volt az Ag/AgCl elektrodhoz  viszonyitva.
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5. Eredmények és azok kiértékelése

A kovetkezd fejezetben a munkdm soran elvégzett kisérletek eredményeit és azok

kiértékelését fogom bemutatni.

5.1. A modositott flagellineket kédolo génkonstrukciok eléallitasanak eredményei

Alabbi fejezet a FIliC-ArsR6, FIliC-ArsR7, FIliC-ArsR9, FIiC-ArsR10 fehérjék

termeléséhez sziikséges DNS szakaszok létrehozasanak eredményeit mutatja be.

5.1.1. A plazmid izolalas és az emésztett termék kinyerésének eredménye

A pBR322 alapu plazmid, mely a flagellin génjét hordozza, a D3 domént kodolé DNS
szakasz helyén egy tobbszoros klonozd hellyel 6088 bazisparbol all. UV fény alatt
megvizsgalva lathatdo volt (5.1. abra (E)), hogy megfeleld mennyiségii vektort sikeriilt
kinyerni a ,,miniprep” segitségével. Ahhoz, hogy az anellalt oligonukleotidokat be lehessen
¢épiteni az izolalt plazmidokba, elészor 1étrehoztam a megfeleld ragados végekkel rendelkezo

vektorokat.

GeneRuler 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

5.1. dbra: Emésztetlen (E), és az emésztett vektorok savjai (Xhol, Sacl)

Az Xhol és Sacl restrikcidés endonukledzokkal végzett emésztés eredményét az 5.1. dbra
(Xhol, Sacl) szemlélteti. A gélt megvizsgalva észrevehetd, hogy az Xhol és a Sacl is elvagta a
vektorokat, ugyanis a linearissa valt egy csikot ado DNS gyorsabban tud haladni gélben, mint

a sima cirkuléris és lassabban, mint a szuperhélix forma.

5.1.2. Enzim vagéhelyek ellendrzésének eredményei

A szekvenalas el6tt meg szerettem volna gy6zddni arrdl, hogy a ligalast kdvetden az
As(I11)-k6t6 motivumot kodold génszakasz valoban beépiilt a plazmidba. Ezért 3 kiilonb6z6

restrikcids endonukledzt adtam a vektort tartalmazé oldatokhoz. Ezek koziil kettonek (Xhol,
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Sacl) kell, egynek (Agel) pedig nem szabad emészteni a helyesen 0Osszeépiilt

génkonstrukciokat.
Xhol Sacl
| — ArsR6
s CGA‘.‘????‘.‘?T???‘;‘??.’?’.‘?C&W X
rev. §' CGCACACGCTAGACAC 3

MCS / ArsR7
o S ] e o I

Xhol Smal I Sacl \ ArsR9
fw. 5' %@ccucrc‘rccc’rc’rcccncrc’rcc 3
rev. 5' CCGCTTGACACGCACACGCTAGACAC 3
ArsR10
fw. 5'6TC GA‘;‘?T?????C.‘?T???‘???‘F??‘?‘?TT?C.?C.QM 3
rev. §' CGACGGTACCGTGGGCGCTA 3

5.2. abra: Vagohelyek valtozdasa az inzertek beépitesét kovetoen

Ennek oka, hogy a négyféle polipeptidet kodold két DNS szakaszok az eredeti vektor MCS
régiojanak legszEéls® vagohelyei segitségével keriiltek beépitésre (5.2. abra), aminek
kovetkezményeképp az 10j konstrukciobol hidnyoznia kell a kiinduldsiban meglévd 3

vagohelynek, nevezetesen az Smal, Xmal és Agel-nek.

- OOV D DN- D
.0 -

o oo

N 6
0 6
70 14
0 6
0 6
3 6
g §
% 5
60 12
2% 5
% 5
2% 5

5.3. dbra: Az emésztett (Xhol, Sacl, Agel) és emésztetlen (E) modositott vektorok savjai.
(a) FliC-ArsR9-t kodolo vektor; (b) FIiC-ArsR7-¢ kédolo vektorok
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
bp ng/0.5pg %
30 6
30 6
70 14
30 6
30 6
30 6
g &
25 5
60 12
25 5
25 5
25 5

GeneRuler 1 kb DNA Ladder, b i
b E  Xhol Sacl Agel| E XhlSacIA(glE Xhol Sacl Agel
« B e
2 6 - e ™ e -
70 14 "
30 6
30 6
0 6
70 14
2 3
25 5
60 12
25 5
25 5
25 5

5.4. abra: Az emésztett (Xhol, Sacl, Agel) és emésztetlen (E) modositott vektorok savjai.
(a) FliC-ArsR6-t kodolo vektor; (b) FIiC-ArsR10 flagellint k6dolo vektor

A gélképeken (5.3. és 5.4. abra) megfigyelhetd, hogy mig Xhol, Sacl-nek igen, addig Agel-
nek nem sikeriilt elmetszenie a konstrukciokat. Ez abbol latszik, hogy az Agel-el kezelt

mintak savjaiban a cirkularis forma két konformacioja jelent meg.

5.1.3. A szekvenalas eredményei

A plazmidokhoz hozzaadott FliC Dszp egy forward szekvenald primer, ami a (pKOT-
delD3-mcs short) vektor 5076. bazistol szamitott 20 nukleotidhoz tapad. Mivel az inzertek
vart beépiilése az 5309. bazistol kezdddik, ezért ez éppen idedlisnak bizonyult. A
szekvenalasok eredményét az érintett régidban az 5.5. abra mutatja, amik megerdsitették,
hogy a génkonstrukciok megfeleléek és az ArsR6/ArsR7/ArsR9/ArsR10 motivumokat kodolo

DNS szakaszt sikeresen klonoztam a flagellin gén D3 doménjének helyére.
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ArsR6
fw. 5 BTCGAGTGCGTGTGCGATCTGTGCGAGCTE 3'
< 7 W T Y O U O T [ L B R B T
rev. 5' AGUHCACCCACACGCTAGACACGEIGEAG 3
ArsR6
a, 210 220 230
FACTCGAGTGCGTGTGCGATC TGTGCGAGCTCGC
A
y ArsR7
fw. §' grc Agcrcrcc TGTGCGATCTGTGCGAGCTE 3'
rev. 5' Aéﬁ'f GACACG%ACACGHAGACACG SCAG 3
ArsR7
b, 210 220 230 240
GACTCGAGCTGTGCGTGTGCGATCTGTGCGAGCTCGC
e M il
,/_\J_Ld\,\ I AV VA
ArsR9
fw. 5' CTCGAGGGCGAACI‘GTGCGTGTGCGATCTGTGC?AGCI‘C 3
rev. 5'GAGCT CCCGCTTCACACGCACACGCTAGACACGCIEGAL 3
ArsR9
c, 210 220 230 240 250
GACTCGAGGGCGAACTGTGCGTGTGCGATCTGTGCGAGCTCGCAAATL
ArsR10
fw. 5'g"l‘CGAi\GAACTGCTGCCATGGCACCCGCGATTGCGCG(I;AGC'{C 3
rev. 5' GAGETCTTGA CGA CGGTACC GTGGGCGCTAACGCGCCHEGAL 3
ArsR10
d’ 210 220 230 240 250
GACTCGAG CTGCTGCCATGGCACCCGCGATTGCGCGG AGCTCGCAA
/\ M ‘ \ JUYY \ HJ/\-"A/\/'&

5.5. abra: A négy plazmid szekvencidja a valtoztatds helyén.
(a) ArsR6; (b) ArsR7; (c) ArsR9; (d) ArsR10 motivumot kédolé DNS szakaszok szekvencidja a
vektorokban (zélddel aldhuzva).

5.2. Az in vivo polimerizaciés képesség vizsgalatanak eredménye

Sotét latoterti fénymikroszkop alatt vizsgalva azt tapasztaltam, hogy a vad torzsekhez
képest a modositott flagellineket termelok kevésbé mozgékonyak. Nagyrészt egyhelyben
forgd ¢és mocorgd egyedek voltak lathatok, azonban a négy génmodositott baktérium koziil
FIiC-ArsR9 flagellinnel rendelkez6k esetén jelent6s szamban megfigyelhet6k voltak Gszasra
képes egyedek is. A jelenségnek tObb magyarazata is lehet. Az egyik lehetdség, hogy a sejt

filamentumot épit a modositott flagellinbdl, azonban az letorik igy a baktérium nem képes
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uszni, vagy kitapad a targylemezre, ezért egyhelyben forog. Az is lehet, hogy a fehérje bar
termelddik, de nem tud exportalédni €s bent marad a citoplazméban. Az is eléfordulhat, hogy
a flagellin monomer forméban kijut a sejtb6l a tdpkozegbe, filamentum képzddése nélkiil.

A fénymikroszkép alatt latottak aldtdmasztasa érdekében eclvégzett Malapaka-féle

motilitas tesztek eredményei az 5.6. és 5.7. dbran lathatok.

n FliC-ArsR10 FliC-ArsR6

5.6. abra: A Malapaka-féle motilitas tesztek eredményei. (&) FIiC-ArsR10; (b) FIiC-ArsR9;
(c) FliC-ArsR7; (d) FliC-ArsR6 flagellint termeld baktérium
(M) minta; (-) negativ kontroll; (+) pozitiv kontroll

5.7. abra: A Malapaka-féle motilitas tesztek eredményei. (a) FIliC-ArsR6; (b) FIiC-ArsR7;
(c) FliC-ArsR9 flagellint termeld baktérium
(M) minta; (-) negativ kontroll; (+) pozitiv kontroll

A tesztek eredményei alapjan is a FIiC-ArsR9 flagellint termel6 baktériumok bizonyultak a
leginkabb motilisnak és az is lathato, hogy ugyan kisebb mértékben, de a FIliC-ArsR6
flagellinnel rendelkezd torzs is képes Uszni. A maradék két tdrzs nem mutatott Uszasi
képességet.

Két kiilonb6zé (FIIC-ArsR10: CCXsC és FliC-ArsR9: CXCX,C) fémkotdé motivummal
rendelkezd flagellint termeld baktérium esetén, elektronmikroszkdp alatt is megvizsgaltam a

sejtfelszini filamentum épitési képességet.
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5.8. dbra: FIiIC-ArsR9 flagellint termelé Salmonella typhimurium baktériumok (a, b) és a
leszakadlt filamentum kotegeik (C) vilagos latoterti TEM felvételei

Az 5.8. éabran lathato, FliC-ArsR9 flagellint termelé baktériumok transzmisszios
iizemmodban készitett, vilagos latoterti elektronmikroszkopos képei alapjan bizonyossagot
nyert, hogy a moédositott fehérjékbdl nagy mennyiségben épiilnek hosszu filamentumok a
baktériumok felszinén. A felvételek alapjan az is latszik, hogy a filamentumok egy része
leszakad a sejtekrdl, majd az oldatban egymassal taldlkozva nagy kotegeket hoznak létre.
Utobbi jelenség oka lehet, hogy az As-k6té motivumok mindegyike tartalmaz harom ciszteint,
melyek kozott oxidativ tapkoézegbe jutva akar intermolekularis diszulfidhidak is
kialakulhatak. Ez elvezethet a kialakulo filamentumok Osszetapadasahoz, ami pedig a

flagellaris motor forgésa kovetkeztében a polimerek letorését is okozhatja.
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5.9. dbra: FliC-ArsR10 flagellint termel6 Salmonella typhimurium baktérium (a, b) és a
leszakadt filamentum kotegeik (c) sotét és vilagos latoterii S/TEM felvételei

A FliC-ArsR10 flagellint termel6 baktériumokrol készitett elektronmikroszkopos képek
(5.9. abra) alapjan az latszik, hogy a FliC-ArsR9-hez képes joval kevesebb és kisebb
filamentum van jelen a sejtek felszinén, ami magyarazatot ad a motilitas teszteknél tapasztalt
kisebb mozgékonysagra. Szintén kisebb mértékben, de itt is észlelheték voltak a leszakadt

filamentum kotegek. Ez azt jelenti, hogy a baktérium nagy mennyiségben termeli és
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exportalja a FliC-ArsR10 fehérjét, ami képes filamentumma polimerizalédni. Ez a

megfigyelés jo kiindulds egy hatékony fehérjetisztitasi stratégia kidolgozasahoz.

5.3. Arzénll1l)-koto flagellinek termelédésének és felhalmozodasi helyének

meghatarozasa, probaexpresszio eredménye

A flagellin variansok molekulatomegét ismerve (5.1 tablazat), az SDS-PAGE eredménye

(5.10. abra) alapjan szembetlind, hogy mind a négy AS(II)-k6té varians esetén

mennyiségben termelddnek a fehérjék.

-~120
- ~8

- 50

- ~35
- ~25

s

.

Gel

Gel

5.10. dbra: (a) FliC-ArsR6-re; (b) FliC-ArsR7; (c) FliC-ArsR69; (d) FIiC-ArsR10-re
kapott gél kép (1) Baktérium citoszoljaban; (2) Baktérium felszinén filamentumként

(3) Tapkozegbe kijutott fehérjék

Flagellin neve: Molekulatomeg
FliC-ArsR6 43163.61 Da
FliC-ArsR7 43276.77 Da
FliC-ArsR9 43462.94 Da
FliC-ArsR10 43587.99 Da

5.1. tablazat: A négy flagellin varians molekulatomege
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A géleket Osszehasonlitva lathatd hogy mind a négy moddositott flagellin foként a
tapoldatban halmozodik, monomer vagy leszakadt polimer formajaban, ami a FliC-ArsR9
esetén a tobbihez képest jelent6sebb filamentum képzd képességet is mutat a baktérium

felszinén. Ez a késObbi nagy mennyiségli fehérjetisztitds szempontjabdl fontos informéacio.

5.4. Nagy mennyiségii fehérje termeltetés és tisztitas eredménye

Mivel a fénymikroszkopos és elektronmikroszkopos vizsgalatok, valamint a motilitas
tesztek és a gélképek alapjan is FIiC-ArsR9 bizonyult a legigéretesebbnek filamentum képzés
szempontjabol, ezért az ezt termeld baktérium torzzsel végeztem el az elsd fermentaciot, és e
fehérje izolalasara optimalizaltam egy tisztitasi protokollt (5.11. abra). A késObbi arzén-
fehérje kolcsonhatas mérése érdekében ugyanezt a protokollt FIiC-ArsR10 esetén is
alkalmaztam, hogy rendelkezésemre alljon olyan As(lll)-k6té fehérje is, amelyben mas
elrendezésben vannak jelen a fémkoordinaciot biztositd cisztein aminosavak.

Mivel a FliC-ArsR9 fehérjérdl kideriilt, hogy nagy mennyiségben termelddik, és a foként
tapoldatban halmozdodnak fel monomer és leszakadt filamentum formaban, de a baktériumok
felszinén is jelentds mértékben képeznek filamentumot. Ezért egy olyan fehérjetisztitasi
modszert alkalmaztam, amelynek segitségével a baktériumok felszinén és az oldatban 1évo
leszakadt filamentum formaban 1évé fehérje kinyerhetd. A vad tipusu flagellin tisztitasara
kidolgozott protokollt hasznaltam kiindulasként és modositottam a minél nagyobb kitermelés
elérése érdekében. A tisztitdsi folyamat lényege, hogy a fermentlébdl lecentrifugaljuk a
sejteket €s turmixolassal eltavolitjuk roluk a filamentumaikat. Az sejttenyészetben azonban
nem csak a baktériumok felszinén vannak fehérjék, hanem a tapoldatba is kikeriilnek
monomer ¢€s leszakadt polimer formdjaban. Utobbiak a sejtek centrifugéldsa utan hatramaradé
feliliszobol, PEG6000 (polietilén-glikol) hozzaadasaval aggregalhatok és 12000 rpm-en
(22000 xg) csapadék formaban kinyerhet6k némi sejt/sejttormelék mellett. A levalasztott
filamentumok el8szor a 8500 rpm-es (10000 xg) centrifugalas hatdsara a feliiluszoban
maradnak, majd a feliiliszo 40000 rpm-es (178000 xg) centrifugalasat kovetden a
csapadékba keriilnek. A PEG-ezés utan ez nem teljesen valosul meg, mert akkora filamentum
kotegek is keletkeznek, melyek a 8500 rpm-es centrifugalds sordn a sejtek utan szintén
kiiilepednek. Igy alakitjak kis a csapadék felszinén 1évé ,nyalkas” réteget. A Kkapott
csapadekok ¢€s az tigynevezett nyalkas réteg ekkor még tartalmaznak baktérium tormelékeket.
Itt kovetkezik a tisztitasi folyamat legfontosabb 1épése, nevezetesen, hogy a flagellaris

filamentum szerkezet 10 perces, 70°C-os hdkezelés hatdsara monomerjeire esik szét. Igy a
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szuszpendalt csapadékok és a nyalkas réteg 70 000 rpm-es (266000 xg) centrifugalasakor a
fehérjék a feliilluszoban maradnak, mikdzben csapadék formajaban kiiilepednek a szennyezd
anyagok. A feliiliszoban marad6é fehérjék pedig Gjra polimerizalhatok oldatban ammonium-
szulfat hozzaadasaval. Ezt kovetéen a filamentumok tobbszori mosasaval, majd a

monomerizacios-polimerizacios 1épést megismételve kello tisztasagban izolalhatok a fehérjék.

5 ml 3% YE beoltasa = Inkubalas 15 éra. 37°C *Mikroszkoppal ellenérizni

5 ml-es tenyészettel atoltani 100 ml 3%-0s YE = Inkubalds 5 éra. 37°C, 250 rpm = Mikroszképpal
ellendrizni

100 ml-es tenyészettel beoltani 2000ml1 5%-os YE

= Inkubalas 15 éra. 37 °C. 90 rpm & Mikroszképpal cllenérizni & OD mérés : [ 1.235] Altenyészet)

Nagy centrifuga 4 500 rpm, 30 pere, 10°C B(F1U)

P

CSAPADEK oldisa 100 ml pufferrel + 50 mM DTT FELULUSZO + PEG6000 40g. NaCl 20g,
(Pudffer: 20 mM Tris. 150 mM NaCl. pH=7.8) 50 pere, 50 rpm, 30 °C
3*1 perc turmixolas kdzsititk 1 pere jégen Centrifugalas 12 000 rpm. 15 pere, 10°C D(FU)
(Falcon csévekbe atrakni ) c CSAPADEK tarolisa 4°C
8 500 rpm. 30 pere. 6°C Fu)
FELULUSZO centrifugélasa 40 000 rpm. 35 pere. Csapadék felszuszpendalasa 30 ml Puffer + 50 mM DTT
10°C
CSAPADEK tirolasa 4°C Centrifugalds 8500 rpm. 40pere. 6°C
csapadék szuszpendaldsa 10 ml puffer + FELULUSZO CSAPADEK [felszinén nyalkas réteg]
S50 mM DTT 40 000rpm, 35 pere, 10°C G(FU) leszivni a réteget Hréteg)
Centrifugdlds 70 000 rpm. 30 perc. 10 °C BB <ouszpendilisa
s pm. 24 pere. 10 ml pufferrel + 50 mM DTT+ Szuszpendalni a leszivott réteget 8 ml
EFD) complete tabletta [1 ora]  L(ME) pufferrel + 50 mM DTT + complete
monomerizalas 70 °C. 10 perc tabletta [1éra
— __ P abletta [16ra] 1 i
Csapadék szuszpendalasa 5 ml pufferrel
+50 mM DTT+ complete tabletta [1 éra] Centrifugalas 70 000 rpm, 30 pere, monomerizilas 70 °C. 10 perc
10 °C MFT) S
monomerizalas 70 °C. 10 pere FELULUSZO polimerizaslasa 1M
= UP AS Centrifugalas 70 000 rpm. 30 pere. 10
“C
Centrifugalas 70 000 rpm. 30 pere, 10 °C KFD
FE) FELULUSZO polimerizalasa IM AS
FELULUSZO polimerizalasa 1M AS I

v v

(frissen hozzdadni a polimerizilt oldathoz +30 mM DTT) Centrifugélis 70 000 rpm, 30 pere, 10 °C
QFU) [ PEU) \ NEU)
CSAPADEK szuszpendalisa 10 ml/5 ml pufferrel + 50 mM DTT
Centrifugilis 70 000 rpm, 30 pere, 10 °C
Sz(FU); BiCs) [ STM); T(CS) [ RIU); T(CS)
CSAPADEK szuszpendilisa 10 ml/5 ml pufferrel + 50 mM DTT
misodik monomerizalas 70 °C, 10 perc
Tiszta FHC. ATSRS o Centrifugalas 70 000 1pm, 20 pere, 10 °C > [KONCENTRACIOMERES]

oldatok l X(FU) | WED) | V{FU) |
FELULUSZO polimerizilisa 0,8 M AS

5.11. dbra: A FliC-ArsR9 tisztitasara kidolgozott végleges protokoll osszefoglaloan

A folyamat soran vett mintak pirossal jelezve: (FU) feliiliiszobol vett minta; (MU)
monomerizdlas eldtt vett minta, (ME) monomerizalas utan vett minta, (CS) csapadékbol vett

minta

A tisztitds soran vett mintak gélképei az 5.12. abran lathatok.
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5.12. dbra: A FliC-ArsR9 flagellin tisztitasa soran vett mintak 12,5 %-0s SDS poliakrilamid

gélen

UV-VIS spektrofotometriéval hataroztam meg tisztitott a FIliC-ArsR9 oldatok
nm hullamhossztartomanyban végeztem el, ahol a fehérjék elnyelési maximumat jelentd 280
nm-en mért abszorbancia alapjan szamitottam ki a végso fehérje koncentraciot. Erre az alabbi
képletet (5.1) hasznaltam, az 5.2. tablazatban szerepld adatok és fehérjére jellemz6
paraméterek behelyettesitésével. A FliC-ArsR9 flagellin molaris abszorpcios koefficiense

10555 M1cm?, molekulatdmege 43462,94 Da.
¢ (mg/ml) = [(Abs{280 nm}-Abs{330 nm)}) My/E H]/I (5.1)

[A=abszorbancia, e=extinkciés koefficiens (Mlcm™), My=fehérje molekulatomege (Da),

H=higitas mértéke, I=optikai uthossz (1 cm)]

Minta H | Abs{280nm} | Abs{330nm} | ¢ (mg/ml) | V (em?®) | m (mg)
\ 3X 0,5505 0,0576 6,088 10 60,88
W 1X 0,7666 0,0158 3,092 10 30,92
X 1X 0,9376 0,0291 3,741 5 18,7

5.2. tablazat: A kinyert FIiC-ArsR9 mennyiség szamitdsahoz haszndlt adatok.

A fehérje tisztitas eredményeként 6sszesen 110,5 mg FliC-ArsR9 flagellint sikeriilt kinyernem
2 liternyi térfogatban felndtt sejttenyészetbdl. Ez egy meglehetdsen jo eredménynek szémit,
1évén hogy egy flagellin alapil bioszenzor érzékeld elemének elkészitéséhez minddssze par

milligramm fehérjére van sziikség.

FIiC-ArsR10 flagellin tisztitasa kozben, habar kisebb mértékben, de ugyanazokat a
jelenségeket tapasztaltam, mint FliC-ArsR9 esetén. Az elsé polimerizacid utani centrifugalast

kovetd szuszpendalaskor egyesitettem a harom részbdl kinyert fehérjéket. A tovabbiakban egy
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crcr

(5.3. tablazat).

Minta H | Abs{280nm} | Abs{330nm} | ¢ (mg/ml) | V (cm?)
FIiC-ArsR10 | 2X 0,643 0,0321 5,046 3,5
5.3. tablazat: A kinyert FliC-ArsR10 mennyiség szamitasahoz hasznalt adatok.

m (mg)
17,66

A szamitashoz itt is az (5.1.) képletet alkalmaztam a fehérje adatait behelyettesitve (M =

43587.99 Da, € = 10555 M lcm™), melyek alapjan 17,66 mg fehérjét sikeriilt izoldlnom 1
liter sejttenyészetbdl. Ez nagyjabol 32,11%-a FIiC-ArsR9 kitermelésének.

5.5. Az izotermalis titracios kalorimetrias mérések eredményei

A fehérje-As(IIl) kolcsonhatds vizsgalatahoz optimalis reakcidokoriilményhez a tisztitott
fehérjéket 10/100 mM HEPES (pH=7,00) pufferben oldottam 1/2 mM TCEP redukaldszer
hasznalata mellett. UV-Vis spektrofotométerrel meghataroztam az abszorbancidkat és 5.1.

egyenletbe behelyettesitve kiszamoltam a mérd cellaban 1évé fehérjeoldat koncentracidjat

(5.13. abra).

Abs 04

a,

1

06
100 mM HEPES b
150 mM NaCl ,

\ 2 mM TCEP

pH=7.00

\F1iC-ArsR9= 2,462 mg/ml

H=1 041

Abs

02

1 1 1

[ 10 mM HEPES
N 150 mM NaCl
\ 1 mM TCEP

pH=7.00

| FliC-ArsR9= 2,08 mg/ml
\ g
\ H=1

1 1

0
250

260

0
280 300 320 330 250 260
Wavelength [nm)]

280 300 320 330

Wavelength [nm]

5.13. dbra: Az ITC-s mérésekhez hasznalt FIiC-ArsR9 flagellin oldatok abszorpcios

spektruma higitas elott (a): elsé méréshez; (b): masodik méréshez

A ITC-s mérés eredményét az 5.14. dbra szemlélteti.
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5.14. dbra: Az ITC-s mérés soran kapott nyers gorbék (a): Puffer (2 mM TCEP, 100 mM
HEPES, 150 mM NaCl, pH=7.00) titraldsa As,0;-ot tartalmazo pufferrel;
(b): Monomer FliC-ArsR9 puffer oldat titralasa As,03-ot tartalmazo pufferrel

Az injektalasokhoz tartozd hOmennyiségeket dbrazolva a komponensek moléris ardnyanak
fliggvényében a kdlcsonhatésra jellemz6 kotési izotermat kapjuk, amibdl kiértékelé program
segitségével a kolcsonhatas termodinamikai paraméterei kalkulalhatok. Ez azonban itt nem
teheté meg, mert az injektalasok kozott kapott jel nem tért vissza az alapvonalra, s6t maga az
alapvonal is eltolddott az 5. injektalas utan.

pedig 10 mM HEPES-re csokkentettem. A célom az volt, hogy megvizsgaljam vajon a TCEP,
vagy a HEPES okozza-e az anomaliat. Ezenkiviil az esetleges, titrald és titralando oldat
kozotti NaCl és TCEP koncentracio kiillonbség elkeriilése érdekében a mintakat mérés eldtt

ugyanabba a pufferbe dializaltam. Az igy elvégzett mérés eredménye az 5.15. abran lathato.

14.16 13.10
a, ! | b, A /”“N«\A
14.14 .\ 13.05 / L
' ! '\
| f [T,
14.12 \‘ 13.00 - /, ™
\ | /
14.10 \ //
12.95 /1Y
§ 14.08 \ 3 { i / 1/
2 £ 1290 NN Y
8 1408 3 ‘ I
2 | 3 { (1]
AN 12.85 | ANl
14.04 | »-\)\IM !
| $ |
a6 | | MMM‘WM,"\‘“\#‘\M’\ 12.80 -
AL O A O O ‘ [V
14.00 12.75 - /
13.98 T 12.70 - 1
11667 000 1667 3333 5000 6667 8333 10000 11667 133.33 1667 000 1667 3333 5000 6667 8333 10000 11667 133.33
Time (min) Time (min)

5.15. abra: A \'TC-s mérés soran kapott nyers gorbék (a): Monomer FIiC-ArsR9 puffer oldat
titrdalasa pufferrel (1 mM TCEP, 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH=7.00)
(b): Monomer FliC-ArsRY puffer oldat titraldasa As,03-ot tartalmazo pufferrel

282



Els6 helyezett palyamiivek
Szekér Patrik: Arzén(IIl) megkotésére kifejlesztett flagellaris fehérjék létrehozasa és jellemzése bioszenzorikai
alkalmazésra

A problémat okozo jelenséget igy sem sikeriilt teljesen eltiintetni, ezért az adatokbol nem
lehetett biztosan beazonositania kolcsonhatast, és a kotési allandokat meghatarozni. A
kontroll titralasoknal (5.14.(a) és 5.15.(a) abrak) a varakozasoknak megfelelden nem
tapasztaltam kolcsonhatast. Kideriilt, hogy a titralasi gorbe kizarolag az As(III) adagolasanak

hatasara valtozott, ami arra utal, hogy van koélcsonhatas az As(I11) és a FIiC-ArsR9 kozott.

5.6. Az elkészitett chipek és a ciklikus voltammetrias mérés eredménye

A chipek feliiletére 4.8. fejezetben leirtak szerint sikeresen kikotottiik a filamentumokat.
A voltammogramokrol jol latszik, hogy az arzén egészségiigyi hatarértékének koriilbeliil
OtszOros értékénél mar szignifikdns eltérést mutat a gorbe az arzénmentes oldatban mérttdl,
ami biztatd jele annak, hogy a FliCArsR9 filamentum formaban hasznalhaté As(III)
detektalasara. Ugyanakkor ezek a mérések még tovabbi finomitasra, illetve

referenciamérésekkel vald alatamasztasra varnak.

B
Potencial / mV e
o - 5
g
/ @SS o Arsenic

' 5x
10x

100x Arsenic

5.16. abra: A FliCArsR9 fehérjebol chipre rogzitett filamentumok As(I1l)-kétésének vizsgalata

ciklikus voltammetriaval, arzén-mentes és az arzén egészségiigyi hatarértek 5, 10 illetve 100-

7.

5.7. Elektronmikroszkopok elemanalizis eredményei

Az elektronmikroszkopos elemanalizishez a fehérjéket PB pufferben (pH=7.00, 1 mM

TCEP) vettem fel, ami egyben a filamentumok rogzitésére is szolgalt.
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5.17. abra: A PB pufferben felvett FIiC-ArsR9 oldat elnyelési szinképe

A mikrorostélyra filamentum formaban vittem fel a fehérjéket, de azok koncentraciojat
monomer formaban mértem meg (5.17. abra). Ezt kovetéen a 0,1 mg/ml-re higitott
filamentum szuszpenziét sikeresen rogzitettem a grid felszinére, melyek az 5.18. abran a

negativ festés hidnya miatt kontrasztszegényen ugyan, de jol lathatok.

5.18. dbra: A FliC-ArsR9 filamentumokrol késziil TEM felvételek (1., 2.) filamentumokat

tartalmazo teriiletek; (3.) filamentum nélkiili teriilet
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5.19. abra: Az 1. szamu teriileten végzett lokdlis 6sszetétel-elemzés eredménye
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5.20. abra: Az 2. szamu teriileten végzett lokalis sszetétel-elemzes eredménye
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5.21. abra: A 3. szamu teriileten végzett lokalis dsszetétel-elemzés eredménye
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Az 5.19. 5.20., 5.21. abra alapjan egyértelmiien latszik az arzén jelenléte, azonban
kvantitativ elemzéshez sziikséges mértékben nem tértek el a kiilonbozo teriileteken mért

arzénre kapott jelek .

5.22. dbra: A FliC-ArsR9 filamentumokrol késziilt TEM felvételek (5.) filamentumokat

tartalmazo teriilet, (4.) filamentum nélkiili teriilet

Az inkubalassal elkészitett minta TEM felvételeit az 5.22. abra szemlélteti. Igy is sikeriilt a
filamentumok rogzitése, az elemzés eredményei is hasonloak lettek.

A mérési modszert egyelére nem sikeriilt kelléen kidolgozni, viszont tobb ponton is
javithatonak tinik. Egyik lehetoség a reakciokoriilmények optimalizalasahoz savasabb
pufferben dolgozni vagy oxigénmentes koriilményeket biztositani. De az arzén és a fehérje

koncentracio novelése is sokat segithet a kiértékelésben.

6. Osszefoglalas

A Salmonella typhimurium baktérium flagellaris filamentumaibol génsebészeti
eszkozokkel specifikus felismerésre képes struktirak hozhatok létre. Ezek a szerkezetiikbdl
adddoan rendkiviil nagy kotohelysiiriséggel rendelkez6 23 nm atmérdjli, és akar 15 pm
hosszusagot is elérd nanorudak kitlin alternativaul szolgalhatnak bioszenzorokban érzékeld
elemként.

Munkam soran megterveztem és elkészitettem négyfajta (F1iC-ArsR6, FIiC-ArsR7, FliC-
ArsR9, FliC-ArsR10) As(l11)-koté flagellin varians termeltetéséhez sziikséges gént. Ezt tigy
végeztem el, hogy a hdrom vegyértékii arzénkotd funkcidt biztositd oligopeptid szakaszok
(ArsR6, ArsR7, ArsR9, ArsR10) az eredeti fehérje (F1iC) D3 doménjének helyére épiiljenek
be.
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A létrehozott gént tartalmazé plazmidokat flagellin deficiens Salmonella baktériumokba
(SJW2536) juttattam, majd megvizsgaltam a fehérjék termelddésének mértékét. Ezzel
parhuzamosan azt is kideritettem, hogy fehérjék hol taldlhatok a fermentlében. Sotétlatoterti
fénymikroszkopos vizsgalatok és a Malapaka-féle motilitas tesztek eredménye alapjan két
modositott  flagellin  valtozatot (FliC-ArsR9, FIliC-ArsR10) termelé baktériumokrol
elektronmikroszkopos felvételeket is készitettem. A latottak aldtdmasztasara probaexpressziot
is végrehajtottam mind a négy flagellin varians esetén. Az elvégzett kisérletek alapjan
megallapitottam, hogy mind a négy flagellin véltozat foként a tapoldatban halmozddik fel
monomer ¢s leszakadt filamentum forméban, azonban FliC-ArsR9 a tobbihez képest jelentds
filamentum képzd képességet is mutatott a baktérium felszinén.

Mivel az Osszes vizsgalat alapjan FIIC-ArsR9 bizonyult a legigéretesebbnek filamentum
képzés szempontjabol, ezért az ezt termeld baktérium torzzsel végeztem el az elsd
fermentéciot, valamint e fehérje izolalasara dolgoztam ki egy tisztitasi protokollt is. A késdbbi
arzén-fehérje kolcsonhatas mérése érdekében az optimalizalt protokollt FIiC-ArsR10 esetén is
alkalmaztam, hogy rendelkezésemre alljon olyan As(IIl)-koté fehérje is, amelyben mas
elrendezésben vannak jelen a fémkoordinaciot biztositd cisztein aminosavak.

A FliC-ArsR9 flagellin As(l11)-koté képességét izotermalis titracios kalorimetriaval és
elektronmikroszkopos elemanalizissel vizsgaltam. Ezen mérések koriilményeit a pontos
kvantitativ elemzéshez még nem sikeriilt optimalizalni. A FliC-ArsR9 fehérjébdl felépiild
polimereket elektrokémiai vizsgdlatokhoz alkalmas chipek arany feliiletére is rogzitettiik,
melyekkel az altalam javasolt reakciokoriilmények hasznalata mellett elvégzett ciklikus

voltammetrias méréssel sikeriilt igazolni e flagellin varians As(IIT)-k6td képességét.
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Absztrakt

Az elektrofermentici6 a hagyomdnyos fermentacids technologiat -elektrokémiai
rendszerrel 6tvoz6 eljaras, melynek 1ényege, hogy egyfajta medialt elektrontranszfer révén
elosegiti kiilonb6zé vegyiiletek mikrobialis 4talakitasat. A fermentorban elhelyezett
elektrodokkal szamunkra kedvezd modon befolyasolhatjuk a fermentacidés kozeg redox-
potencialjat, ezen keresztiil pedig a mikroorganizmusok NADH/NAD+ egyensulyat, ami
jelentds hatassal van a keletkezd termékek Osszetételére, ndvelhetd az atomhatékonysag
illetve a mikrobidlis novekedés is serkenthetd.

Az elektrokémia és a fermentacio ilyen jellegli 6sszekapcesolasaval csupan az utdbbi né-
hany évtizedben foglalkoztak a kutatok. Bar a kezdeti eredmények igen igéretesnek
bizonyultak, szamos tisztazando kérdés és megoldasra vard probléma meriil fel a
technologiaval kapcsolatban.

Kutatasom egyik témaja a biogaz elektrofermentacioval torténd eldallitdsa. Munkam
soran az elektrokémiai folyamatoknak a termékosszetételre és a termelés hatékonysagara
gyakorolt hatasat vizsgalom a hagyomanyos fermentaciot hasznalva kontrollként.

Kulcsszavak: bio-elektrokémia, fermentacio, biolizemanyagok
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1 Bevezetés

A novekvd kornyezetszennyezés és a globalis felmelegedés miatt egyre fontosabba
valnak a fenntarthato fejlodés altal kinalt megoldasok korunk kdrnyezetvédelmi problémaira.
A kutatasok egyik iranyvonala a kiilonb6z6 hulladékdramokban rejlé kémiai energia
kinyerését és felhasznalasat célozza meg. Ilyen technolédgia példaul a szennyviz-alapu biogaz-
eléallitds, melynek ipari megvalositasara szamos példat lathatunk. Ugyanakkor a
hagyomanyos fermentacids eljaras hatékonysagat tobb tényezd korlatozza, ezért tovabbi
fejlesztések sziikségesek a magasabb energia-kihozatal érdekében.

A Dbio-elektrokémiai rendszerek egyik leglijabb tipusa az elektrofermentacio, mely a
hagyomanyos fermentacios technologiat 6tvozi elektrokémiai modszerekkel. A kiilséleg
biztositott tapfesziiltség segitségével nagyban fokozhatd a mikrobidlis aktivitas, nd a termelt
biogdz mennyisége, valamint az anyagcsere-utvonalak irdnyitasaval megnovelt metantartalom
révén mindségi javulas is elérhetd. Az elektrofermentacioval kapcsolatos publikaciok szama
azonban még korlatozott, éppen ezért szdmos tovabbi kutatds sziikséges az eljards pontos

mechanizmusdnak megértéséhez és gyakorlatban val6 elterjedéséhez.
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2 Irodalmi attekintés

2.1 Bio-elektrokémiai rendszerek

A bio-clektrokémiai rendszerek lényegében specialis bioreaktoroknak tekinthetok,
melyekben a bioldgiai és elektrokémiai folyamatok Otvozésével allathatd eld elektromos
aram, bio-lizemanyag vagy egyéb fermentacios termék, ezzel parhuzamosan pedig bizonyos
esetekben hulladéklebontas, szennyezd anyagok eltavolitasa is megvaldosulhat. Az emlitett
rendszereknek szamos valtozata létezik, melyek felépitésiiktél és az lizemeltetési
paraméterektdl fliggden igen széles felhasznalasi korrel rendelkeznek [1].

A mikrobialis elektrokémiai rendszerek alapjat Potter 1911-ben publikalt megallapitasa
jelenti, miszerint bizonyos mikroorganizmusok anyagcsere-folyamatait elektromos aram
termelésére lehet hasznositani [2]. Felfedezése néhany évtizedre feledésbe meriilt, mignem a
hatvanas években a NASA bio-lizemanyagok ¢és elektromosaram-termelés iranti igényének
kdszonhetden ujra eldtérbe keriilt. Ekkor késziilt el az els§ mikrobidlis iizemanyagcella, mely
a kés6bbiekben is a bio-elektrokémiai rendszerek legintenzivebben kutatott valtozata maradt.
Az ezt kovetd évtizedekben ujabb és Ujabb tipusok jelentek meg, szdmos tudomdanyos
publikacié sziiletett, melyek a biologiai és elektrokémiai hattér megértésével, valamint a
gyakorlati megvalositas soran fellépd problémakkal foglalkoznak [3].

Bar a kiilonb6zd bio-elektrokémiai folyamatok vizsgdlata soran az elektrofermentacio
alapjaival is foglalkoztak a kutatok, a kétezres évek eldtt igen kevés publikacio sziiletett
ebben a témaban [3]. Park és Zeikus 1999-ben megjelent munkaja azonban uttord
jelentéségiinek bizonyult [4]. Eredményeik ugyanis azt mutattak, hogy az elektrodok altal
biztositott redukald eré a metabolikus utvonalak iranyitasara hasznalhatd, mind tiszta mind
kevert kultiras tenyészetek esetében. A felfedezés hatdsara kezdték el vizsgalni a kutatok az
ipari fermentaciok elektrokémiai iton torténd hatékonysag-novelésének lehetségét [3]. Az
elektrofermentacio kifejezést elészor Rozendal és munkatarsai hasznaltak egy 2010-ben
megjelent publikacidjukban [5], de azdta sem sikeriilt minden esetben egyértelmiien tisztazni
a kiilonbséget elektrofermentacio, elektroszintézis és egyéb rokon fogalmak kozott [3].

Barmely tipusrol beszéliink, a bio-elektrokémiai rendszerek mitkddésének alapjat minden
esetben az exoelektrogén mikroorganizmusok jelentik [3]. Az exoelektrogén baktériumok
olyan mikroorganizmusok, melyek a szubsztrat lebontasa kozben termelddott elektronokat
képesek az extracellularis térbe juttatni. Az igy keletkezd elektronokat hasznosithatjuk

elektromos aram termelésére vagy valamilyen termék eldallitasara. A kutatdsoknak
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koszonhetden szamos exoelektrogén fajt sikeriilt azonositani, melyek tiszta kultaraként is
alkalmazhatoak: Geobacter sulfurreducens, Esherichia coli, Shewanella putrefaciens, stb. [6].

Elterjedtebb azonban a kevert kultirdk haszndlata, hiszen nem kell nagyfoku sterilitast
biztositani, valamint kevésbé érzékenyek a kornyezeti paraméterek valtozasaira (alacsony
illetve valtozo homérséklet esetén is mikodtethetd a cella). Emellett a szubsztratok szélesebb
korét képesek hasznositani, igy az egyik legfontosabb alkalmazasi teriiletiik a kiilonb6z6
szennyvizek ¢€s szerves hulladékok kezelése, amely kozegekben természetes koriilmények
kozott is megtalalhatéak [7, 8]. A mikrobakonzorciumok fermentativ és acidogén
baktériumokat is tartalmaznak, melyek a nagy molekulaja, Osszetett szerves anyagokat
hidrolizaljak és konnyen bonthat6 vegyiiletekké alakitjak, elésegitve ezaltal az exoelektrogén
baktériumok tapanyagfelvételét és metabolizmusat [6]. Az adaptaciés folyamat soran - a bio-
elektrokémiai rendszer miikddésének kezdeti fazisdban - a konzorcium Osszetétele
megvaltozik: az adott kornyezetben a leghatékonyabb anyagcserét folytaté baktériumok
fognak elszaporodni [8].

Az extracellularis elektrontranszport jelenleg ismert mechanizmusai két f6 tipusba sorol-
hatok [7]:

— medialt elektrontranszfer, melynek soran valamilyen biogén transzfervegyiilet
szallitja az elektront az andd feliiletére;

— direkt elektrontranszfer, melynél az elektronok szallitasat a sejtek kiilso
membranjaban talalhaté citokrom fehérjék vagy a baktériumok altal ndvesztett
pilusok teszik lehetdve.

Az elektrontranszportra iranyuld kezdeti kutatdsok soran kiilonboz6 mediator
molekuldkat alkalmaztak, ezek azonban egészségkarositonak ¢és igen koltségesnek
bizonyultak. A kés6bbi kisérletek soran szdmos olyan mikroorganizmust sikeriilt azonositani,
melyek nem igényelnek mesterségesen hozzaadott mediator vegyiiletet, igy hasznalatuk
hattérbe szoritotta a korabban alkalmazott torzseket. Ezek a baktériumok vagy sajat maguk
altal termelt vegyliletekkel juttatjdk az elektronokat az anddra, vagy bakterialis pilusokkal
kapcsolodnak az elektrod anyagahoz, és ezeken keresztiil valosul meg az elektrontranszfer
[6]. Eléfordulhat olyan eset, hogy az elektronokat termelé mikroorganizmus nem képes ugyan
az elektrodhoz torténd elektrontranszferre, mas mikroorganizmusok azonban medidtorként

szolgalnak, igy nincs sziikség mesterséges kozvetitd vegyiiletre [3].
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2.2 Hagyomanyos és elektrofermentacio

A fermentacié fogalma alatt olyan biotechnoldgiai eljarast értiink, melynek soran é16
sejteket tenyésztenek valamilyen anyag eldallitisa vagy lebontdsa érdekében. Szadmos
teriileten alkalmaznak fermentacios eljarasokat: ide tartozik a kiilonbozd élelmiszeripari
termékek eldallitdsa és tartositasa, gyodgyszergyartds, ilizemanyag-termelés, de akar a
szennyviz-kezelés is. Ipari jelentdségének koszonhetden szdmos tanulmany sziiletett, melyek
a kiilonb6zé metabolikus Utvonalak megismerését és iranyitasat célozzadk, hogy minél
hatékonyabban lehessen eldallitani a szamunkra kedvez6 termékeket [9].

A heterotr6f mikroorganizmusok szerves vegyiiletek lebontdsa soran nyerik az
¢letmikddésiikhoz sziikséges energiat. A gliikoz — mint altaldnos szénforrds — lebontasanak
elsé szakasza a glikolizis, melynek soran piruvat, szén-dioxid, ATP (adenozin-trifoszfat) és
NADH (nikotinamid-adenin dinukleotid) keletkezik. A NADH a katabolikus anyagcsere-
folyamatokban résztvevd redukélt koenzim, melynek regenerdldsa (visszaoxidaldsa)
elengedhetetlen a glikolizis folytonossaganak biztositasa céljabol. Oxigén jelenlétében a
NADH az oxidativ foszforilacié soran regeneralodik, a sejtek szamara ez a f6 energiatermeld
folyamat. Anaerob koriilmények kozott a redukalt koenzim csak erjedési reakcioban tud
regeneralodni, mely az oxidativ foszforilacidhoz képest joval kevesebb ATP eldallitasaval jar.
A piruvat keto- és karboxilcsoportot egyardnt tartalmazd szerves vegylilet, az adott
mikroorganizmus metabolikus tutvonalatol fliggéen szamos végtermék kiindulasi anyaga
lehet, pl. etanol, butanol, karbonsavak, rovid szénlanct zsirsavak, stb [3].

A fermentaciés folyamatok alapjat tehat a redox reakcidok jelentik. A szerves
vegyliletekben a szén oxidacios allapotat konnyen meghatarozhatjuk, hiszen a hidrogén
oxidacios szama +1, az oxigéné -2, ha pedig a teljes vegyliletre nézve Osszegezziikk az
oxidacios szamokat, a molekula vagy ion toltésével megegyezd értéket kapunk. A szén
oxidacios allapota alapjan sorba rendezve a vegyiileteket megéllapithatjuk, hogy a szén-
hidrogének rendelkeznek a legalacsonyabb, a szén-dioxid pedig a legmagasabb oxidacios
fokkal. Ennek megfeleléen nem lehet a szén-dioxidot tovabb oxidalni, a szén-hidrogéneket
pedig tovabb redukalni [10].

A hagyomanyos fermentaciods technoldgiakkal kapcsolatban tobb probléma is felmeriil,
melyek koziil az egyik legnagyobb a redox egyensuly felboruldsa, aminek kdvetkeztében
csokken a kivant termék mennyisége, illetve egyéb melléktermékek keletkeznek. Az egymast
kovetd redukcios €s oxidacios reakciok bar tobbnyire termodinamikailag kedvezd, spontan

folyamatok, szigort bioldgiai szabalyozas alatt allnak, melyet az adott sejt sziikségletei és a
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mikroorganizmusok egymas kozotti interakcioi hataroznak meg. A metabolikus tvonalat az
egyéb kornyezeti paraméterek mellett jelentdsen befolyasolja az oxidéacios-redukcios
potencial (ORP). A tapoldat oxidacios-redukciés potencidlja (extracellularis ORP) a kdzegben
talalhato elektronok aktivitdsanak feleltethetd meg (mint ahogy a pH a protonaktivitasrdl ad
informaciot). Az extracellularis ORP értékét, melyre hatassal van a kozeg kémiai Gsszetétele
¢s hémérséklete is, egy ORP szenzor segitségével konnyen mérhetjiik. Az intracellularis ORP
a sejten beliili redox allapotot jellemzi, értéke a NADH / NAD" arany alapjan becsiilhetd [3].

Egy redox reakcio lejatszodasahoz sziikség van egy redukaldszerre, amely elektront ad at
az oxidaloszernek. Minden redoxparhoz tartozik egy, a standard hidrogénelektrodhoz
viszonyitott ORP, amely nagyobb elektron-affinitas esetén magasabb értéket vesz fel. Egy
sejten bellil egymassal parhuzamosan tobb oxidacios €s redukcids reakcid is zajlik, ebbdl
kifolyolag az extracellularis kozegben mért ORP a sejten beliili folyamatok Osszességét
jellemzi, nem az egyes reakciokat [11].

Az oxigén / viz redox-par standard ORP értéke a legmagasabb a metabolizmusban
eléforduld dsszes redox-parhoz képest. Eppen ezért az oxigén az elsddleges elektronakceptor
a sejten beliili reakciokban, még akkor is, ha koncentracidja joval alacsonyabb a tobbi
metaboliténal. Anaerob fermentacioknal azonban - oldott oxigén hidnyaban - a szubsztratok
és a tapkozegbe bocsatott metabolitok befolyasa az ORP értékre szamottevéveé valik [11].

A sejtekben lezajlo biokémiai folyamatok enzimatikus szabalyozas alatt allnak, igy a
redox viszonyok génexpressziora ¢s enzimszintézisre gyakorolt hatdsa nem elhanyagolhat6 a
metabolikus utvonalak megértése és irdnyitasa soran. Mivel az intracellularis ORP mérésére a
gyakorlatban nehezen kivitelezhetd, a citoplazmaban talalhato adott redoxparokat hasznalnak
az ORP jellemzésére. A legcélravezetébb a NADH / NAD™ molekulk vizsgalata, mivel ezek
a kofaktorok szdmos oxidacios-redukcids reakcioban részt vesznek, igy felhasznalhatoak a
sejt metabolikus viszonyainak reprezentativ jellemzésére [11]. A fermenticid hozama
novelhetd a kofaktorok sejten beliili mennyiségének modositasaval, amely géntechnologiai
eljarasokkal is megvaldsithato. Példaul Berrios-Rivera kutatocsoportja egy Escherichia coli
tenyészet genetikai modositasaval fokozta a NAD" kofaktort igénylé formiat-dehidrogenaz
expresszidjat, igy nétt a NADH mennyisége és hatékonyabba valt az etanol-eldallitas [12].

A sejten beliili folyamatok irdnyitasdhoz nem feltétlen sziikséges a génszintli
beavatkozas. Az extracellularis ORP szabalyozasaval is befolyasolhatjuk az intracellularis
ORP-t, igy eldsegithetjiik a szamunkra fontos céltermék képzodését. Erre ad lehetdséget a
bio-elektrokémiai rendszerek egyik legujabb tipusa, az elektrofermentacid. Az eljaras alapjat

a tapoldatba helyezett elektrodok és a rendszerre kapcsolt tapfesziiltség jelentik. Az
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elektrédok elektrondonorként vagy akceptorként viselkednek. Katddos elektrofermentacio
esetén a szubsztrat a katdd altal biztositott elektronok felhasznéldsaval, egy redukaltabb
allapota vegyiiletet képez. Ha a termék a kiinduldsi szubsztratndl magasabb oxidacids
allapott, a reakcio soran keletkezd elektronok az anodra keriilnek, ezt nevezziik anodos
elektrofermentacionak [1].

Fontos megjegyezni, hogy a célparaméter nem a katddos elektrofermentacidoban termelt
aram, mint ahogy az alkalmazott tapfesziiltség sem a f6 energiaforrdsa a fermentacionak. A
cél az extracellularis ORP szabalyozasan keresztiil befolyasolni a NADH / NAD" aranyt és
fenntartani a megfeleldé redox egyensulyt. A hagyomanyos fermentacid soran az elektron-
akceptorok hianya a reakciosebesség csokkenéséhez vagy a célterméktdl eltéré vegyiilet
képzodéséhez vezethet. Ezt lehet elkeriilni egy kiilsé elektronakceptorként alkalmazott
elektroddal. Hasonl6 modon a mikroorganizmusok fel is vehetnek elektronokat az elektrodrol,
igy képesek redukalni a szubsztratot. Az anodtérben a szerves vegyiiletek oxidacidja soran
keletkezett elektronok az anddrol a katddra keriilve felhasznalhatok a redukcios
folyamatokban. Az andd- és katodtér szeparalhatd egymastdl valamilyen szelektiv membran

(pl. ioncserélé membran) alkalmazasaval, de egycellas kivitelezés is megvalosithato [3].

(A) (B) ()

szubsztrat szubsztrat

mellék- szubsztrat

termék

termék termék termék anéd
Kozvetlen konverzid ORP kontroll Fajok kozotti interakcio
- 57¢N === elektron G kedvezétlen reakciout @ kedvez6 reakcio

2.1. abra: Elektrofermentacio lehetséges mechanizmusai [1]

A 2.1. abraan lathatéak az elektrofermentacio anddjan végbemend elektrontranszfer
lehetséges mechanizmusai.

(A) A szubsztrat atalakitasa kozben keletkezd tobblet-elektronok kozvetleniil az

anod feliiletére kertilnek valamilyen extracellularis elektrontranszfer révén (lasd

2.1 fejezet).
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(B) A termelt elektronok feleslege csak részben keriil az anddra, egy része egyéb
melléktermékek képzddése sordn hasznosul. Az andd elektron-felvételének
kovetkeztében csokken a NADH / NAD' arany, a sejt pedig ennek
ellensulyozéasara torekedve olyan anyagcsere-utvonalakat preferal, melyek a
NADH regeneralasaval jarnak, tehat az altalunk kivant céltermék képzdodését
segithetjiik eld ily médon.

(C) Eloéfordulhat, hogy a fermentaciét végzé mikroorganizmus nem képes az
elektréd feliiletére juttatni az elektronokat. Ilyenkor egy exoelektrogén mikroba
mediatorként szolgalhat a szubsztrat lebontasat végz6é sejt és az anod kozott [1].

Biogaz elballitasa

A biogdz olyan gazelegy, mely szerves anyagok mikroorganizmusok altal végzett
lebontdsa soran keletkezik anaerob koriilmények kozott. Osszetételét tekintve f6 alkotoi a
metan (50-75%) és a szén-dioxid (25-50%), emellett nyomokban tartalmazhat vizgézt, kén-
hidrogént, nitrogént, ammoniat, stb. Mind a teljes biogaz-hozamot, mind az Osszetételt
jelentdsen befolyasolja a feldolgozott alapanyag, amely lehet allati tragya, mezdgazdasagi
hulladék, élelmiszeripari melléktermék vagy kommundlis hulladék. Ezek koziil kiemelném a
szennyviziszapot (mivel kisérleti munkam soran ezzel dolgoztam), amelynek biogaz-hozama
35 - 280 m?/ t, a keletkez8 gaz metantartalma pedig 60-72 % [13].

Az alapanyag Osszetétele mellett tobbek kozott a szarazanyag-tartalom, lizemeltetési
homérseéklet, térfogati szervesanyag-terhelés €s a mikrobakonzorcium diverzitasa is hatassal
vannak a gazképzddési eredményekre. Uzemeltetési hémérséklet szempontjabol kétféle
technologiat alkalmaznak a gyakorlatban: a mezofil eljarasnal a hdmérsékleti tartomany 35-40
°C, a termofil esetben pedig 50-55 °C. Termofil technologiaval magasabb gazkihozatal és
rovidebb tartozkodasi idé érhetd el a mezofil eljarashoz képest, ugyanakkor a termofil
fermentaciot végz0 mikroorganizmusok érzékenyebbek a hdmérsékleti és az alapanyag
mindségbeli ingadozasara. Tovabba a magasabb homérséklet miatt az eljaras energiaigénye is
nagyobb, ami gazdasagi szempontbol sem elhanyagolhat6 [14].

A biogaz fermentacioja harom f6 1€pésbdl all: hidrolizis, savképzddés €s metanképzodeés.
A nagy molekulaméretli szerves polimerek (keményitd, celluloz, stb.) a mikroorganizmusok
szamara kozvetlenlil nem felveheték, elébb a fermentdcios kozegbe juttatott, un.
extracellularis enzimek monomerekre (esetleg oligomerekre) bontjdk. A kiilonb6zo

tapanyagok hidroliziséhez eltérd enzimek sziikségesek, egy adott mikroba viszont csak
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bizonyos tipusu exoenzimeket termel. A sokféle polimert tartalmazo, Osszetett szubsztrat
lebontasahoz éppen ezért megfelelden diverz mikrobakonzorcium sziikséges [13].

A hidrolizis soran nyert monomerekbdl a fermentacié masodik fazisaban szerves savak és
alkoholok, valamint szén-dioxid ¢s hidrogén keletkezik. A savképzd (acidogén) baktériumok
altal eloallitott termékek a metanogén sejtek szamara szubsztratként szolgalnak a fermentacio
utolsd, metantermeld fazisaban. Ecetsavbol erjedéssel metan és szén-dioxid keletkezik, a
tobbi szerves sav pedig ecetsavva alakul, szintén biogdz-termelés mellett. Metan létrejohet
hidrogén ¢és szén-dioxid felhaszndlasaval, valamint metil-csoporttal rendelkezd
szubsztratokbol is [13].

Bar a biogaz-termelés viszonylag régi technologianak mondhatd, energia-kihozatal
szempontjabol azonban még tovabb optimalizalhat6. A biogdz metan / szén-dioxid aranyat
alapvetden meghatdrozza a szubsztrat szénatomjanak oxidéacios allapota, amely jorészt az
anyagi mindség fliggvénye. A gyakorlati felhasznalast tekintve a minél magasabb
metantartalom a kedvezd, ezért szamos eljarassal probaljak ndvelni a biogazban 1évé metan
aranyat. A szén-dioxid kémiai vagy fizikai szeparacidjaval ugyan elérhetd az emlitett cél, a
modszerek tobbsége jelentds koltségekkel jar [15].

A metdn mennyiségi novekedése a metabolikus utvonalak befolyasolasdval is elérhetd,
ezt probaljak megvaldsitani bio-elektrokémiai modszerrel az elektrofermentacid soran. Az
fermentacios kozegben biztositott tapfesziiltség révén a mikroorganizmusok anyagcseréje
szamunkra kedvez0 iranyban modosithatd. Az elektrofermentacioval tehat a biogaz eldallitasa
képest joval olcsobb ¢€s kisebb energiaigényili. Az utébbi négy-6t évben tobb publikacid is
sziiletett, melyekben sikeresen megnovelt metantermelésrél szamolnak be, ugyanakkor a
kiilonboz6 lizemeltetési paraméterek €s az alkalmazott fesziiltség nagysaganak optimumarol
még korlatozott informacid all rendelkezésre. Nem tisztazott az sem, hogy pontosan milyen
hatassal van a kiils6 fesziiltség a baktériumok novekedésére és aktivitasara [15]. A felmeriilt

kérdések tisztazasa érdekében tovabbi kutatdsok sziikségesek.
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3 Anyagok és médszerek

3.1 Konstrukcio és méréstechnika

A 3.1. dbraan lathat6 az elektrofermentacios rendszer kialakitasa. Reaktorként egy liter
hasznos térfogatl, hdromnyaku iivegedényt hasznaltam, a két oldalsdé csonk szolgalt az
anodok kivezetésére. Az edény kozépsO nyakat lezard kupakon két nyilds talalhato, ezek
koziil az egyik a katod, a masik pedig a keletkezé gazok kivezetését tette lehetéve. Katodként
28 cm? feliilet(i rozsdamentes acélhalot, anodként pedig két darab, egyenként 32 cm? feliiletii
szénszovetet alkalmaztam, az elektrodokhoz erésitett titdnszal biztositotta az elektromos
kivezetést. Az elektrodok kozé erdsitett tavtartd megakadalyozta, hogy az lizemeltetés soran

Osszeérjenek az elektrodok.

3.1. abra: Elektrofermentacios rendszer felépitése

A kontroll rendszer felépitésében, lizemeltetési koriilményeiben, az alkalmazott inokulum
¢€s tapoldat-Osszetétel tekintetében egyarant megegyezett az elektrofermentacios rendszerrel.
Az egyetlen kiillonbség a két berendezés kozott, hogy a kontroll nem tartalmazott

elektrédokat, ennek megfelelden tapfesziiltséget sem alkalmaztunk ebben az edényben.
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A keletkezett biogdz mennyiségének méréséhez egy modositott U-csévet hasznéltam,
melynek bal oldali szarat a reaktor gazkivezetd nyildsdhoz csatlakoztattam egy szilikoncsd
segitségével, a jobb oldali szara pedig feliil nyitott volt. Az eszkdzbe csapvizet toltdttem, a
szarakba pedig egy-egy fémdrotot helyeztem tigy, hogy alaphelyzetben a baloldali szarban
beleérjen a vizbe, a jobb oldaliban viszont szdrazon legyen. A fermentacio soran termelddo
géz fokozatosan kiszoritotta a vizet a bal oldali szarbol, ennek megfeleléen nétt a vizszint a
jobb oldali szarban, illetve a két szar kozott talalhatd atvezetd csOszakaszban. Amikor a viz
elérte a jobb oldali elektrédot, az aramkor zarult. Tovabbi gaztermelddés hatasara az atkotod
csObdl teljesen kiszorult a folyadék, igy a nyomaskiilonbség kiegyenlitodott a két oldal kozott
€s a vizszint visszadllt az eredeti allapotba. A két allapot kozotti valtozas altal generalt
elektromos jelet adatgylijté segitségével mértem és rogzitettem. A nyitott-zart ciklusok
szamabol megfeleld kalibracio utan a keletkezett gaz térfogata kiszamolhato.

A termelt gaz Osszetételét hdvezetdképesség-mérd detektorral (TCD) ellatott
gazkromatograf segitségével analizaltam. A méréshez a gaztérbol Hamilton fecskenddvel
vettem mintat, az alkalmazott vivégaz nitrogén volt. A kapott kromatogramokat a kalibracios

adatok felhasznalasaval elemeztem.

3.2 Uzemeltetési paraméterek

Inokulumként a BAKONYKARSZT Viz- és Csatornami Zrt. veszprémi szennyviztisztitd
telepérdl szarmazd mezofil, anaerob iszapot alkalmaztam. A fermentéacidos folyamat
beindulasanak eldsegitésére 100 mL vegyes tdpanyag-Osszetételii, jol metabolizalhatd oldatot
adtam a 0,5 L inokulumhoz. Az oldat az alabbi komponenseket tartalmazta:

— 25 g/L gliikoz

10 g/L keményitd

10 g/L élesztOkivonat
— 5¢/L NaCl
— 10 g/L kukoricacsira-olaj
A kukoricacsira-olaj amellett, hogy a mikroorganizmusok szénforrasként hasznosithatjak,
habzasgatld tulajdonsagu, igy hozzdjarul a habképzddés ¢€s az ezzel jard esetleges
eltomoédések megakadalyozasahoz.
Az anaerob koriilmények biztositasa céljabol tiz percen keresztiil nitrogént dramoltattam

at az oldaton, hogy a géaztérben 1évo és a folyadékfazisban oldott oxigén egyarant tdvozzon a
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rendszerbdl. A fermentorokat 37°C-on termosztaltam, mely megfelelt a biogaz termeléséért
felelds mikroorganizmusok hémérsékleti optimumanak.

A mérés inditasakor a két fermentor lizemeltetési paraméterei mindenben megegyeztek,
az elektrofermentacids rendszerre sem kapcsoltunk tapfesziiltséget. Kezdetben kiilonb6zo
sebességgel termelddott a biogaz a két rendszerben, majd az adaptacidt kovetden beallt egy
viszonylag egyenletes ¢és a két rendszerre nézve azonos gazképzOdési sebesség. Az
elektrofermentorban az inditds utdni huszonnegyedik o6ratdl 0,4 V fesziiltséget tartottunk
potenciosztattal az andd és a katdd kozott. Adatgyljtd segitségével mértiik az elektrédok
kozott kialakulo fesziiltséget, melybdl az éaramkorbe kotott 1,6 Q nagysagu ellenallés
segitségével kiszamolhato az aramerdsség.

Kutatasom soran vizsgalni akartam az alkalmazott fesziiltség nagysdganak hatdsat, igy a
95. o6ra utan a 04 V fesziiltséget atallitottam 0,8 V-ra. A kiils6leg biztositott
potencialkiilonbség értékét Zhen és munkatarsai publikacidja [16] alapjan valasztottam meg.
Bar az altaluk hasznalt reaktor konstrukcidja, illetve az inokulum és a szubsztrat tipusa is az
enyémtdl részben eltért, a cél az 6 esetiikben is biogaz eldallitdsa volt, valamint a méret €s a
fobb tlizemeltetési paraméterek hasonlosdga miatt felhasznaltam adataikat a kisérlet tervezése
soran. Kezdetben én is 0,4 V fesziiltséget alkalmaztam, mely a publikacié szerint pozitiv
hatdssal van a géaztermelésre. Ezt kovetéen a cikk ir61 0,6 V-ra allitottdk a
potencialkiilonbséget, ami gatolta a mikrobdk metabolizisét, valamint instabilla tette a
rendszert. Hozzajuk hasonloan Ding kutatocsoportja [17] is azt tapasztalta, hogy a
metanogenezisre karos hatassal van a tal magas (0,8 V feletti) fesziiltségérték. Ahogy a
kedvezonek igérkezd 0,4 V, ugy a kordbbi mérésekben negativ eredményt hozé 0,8 V
fesziiltséget azért valasztottam, mert meg akartam vizsgéalni, hogy egy részben eltérd

rendszernél is a masok altal publikalthoz hasonl6 eredményre jutok-e.
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4 Eredmények és értékelés

A 4.1, abraan lathatd a kisérlet teljes id6tartama alatt Gsszesen képzOdott biogaz

mennyisége. (A tovabbiakban a diagramokon EF roviditéssel jelolom az elektrofermentéacios

rendszerre vonatkozo mérési eredményeket.)

7000

Gaztérfogat [ml]

100 150 200
1d6 [h]

» EF @ Kontroll

250

4.1. abra: Osszesen képzédott biogaz mennyisége

A fermentacié lefutdsa mindkét esetben kozel azonos: a kezdeti adaptacios iddszakot

kovetden gyorsabban és viszonylag egyenletes mértékben termelddott biogaz, majd a

szubsztrat fogyasaval a keletkezé termék mennyisége is csokkent. A kisérlet végére az

elektrofermentéacidval kozel 20 %-kal tobb biogéazt sikeriilt a kontroll rendszerhez képest.

A reaktorok térfogatira €s a mérés teljes idOtartamara vonatkoztatva megadhatd a két

rendszer biogaz-kihozatala:

Y, = Vbiogiz _ 0,005 m3 _ m3
N Vreaktor*t a 0,001 m3*9,4 nap - ! m3 *nap
Yoo = Vbiogiz 0,006 m? . m3
EF Vreaktor*t 0,001 m3%9,4 nap "7 " m3xnap

(4.1)

(4.2.)

A potenciosztattal biztositott tapfesziiltség értéke alapjan a mérés harom szakaszra

oszthato:
— 0-24. 6ra: zérus tapfesziiltség,
— 25-95. ¢6ra: 0,4 V tapfesziiltség,
— 96-225. 6ra: 0,8 V tapfesziiltség.
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A kovetkezOkben a harom iddszak biogdz-termelési eredményei kiilon-kiilon keriilnek
bemutatésra.

Ahogy azt a 3.2 fejezetben leirtam, a kisérlet inditasat kdvetd egy napban nem
alkalmaztam tapfesziiltséget az elektrofermentaciés rendszerben, igy a két reaktor
tizemeltetési koriilményei teljesen azonosak voltak. A 4.2. abraan jol lathato, hogy a kontroll
rendszer esetében a kezdeti gaztermelés elmarad az elektrofermentorhoz képest, majd a 19.

oratol a keletkezett gdz mennyisége a két reaktorban azonosnak mondhato.

800
700 > o
P o
__ 600 @
< 500 g .o'.‘
- @
[y ..
& 400 o’
5 o°
< 300 o
8 o ® ¢
200 Lo
100 L
£?
&®
o &
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EF e Kontroll

4.2. abra: Kezdeti biogaz-termelés

Mivel az iizemeltetési paraméterek megegyeztek, az inditast kovetd gaztermelési
kiilonbség a mikrobakonzorciumnak tudhato be. Bar egyforma mennyiségii, ugyanolyan
eredetil inokulumot alkalmaztam, a tiszta kultirakkal ellentétben az anaerob rothasztébol
szarmaz$ iszap esetében sem azonos sejtszdmot, sem azonos Osszetételt nem lehetett
biztositani. A szubsztrathoz vald adaptacid végére azonban lényegében ugyanannyi biogaz
keletkezett a két rendszerben, ami lehetdvé tette az elektrokémiai eljards hatasanak

vizsgalatat, ezért a 24. 6ratol 0,4 V tapfesziiltséget alkalmaztam.

306



Els6 helyezett palyamiivek
Takdacs Piroska: Biogdz eldallitasa elektrofermentdcids uton

3500

3000

2500

2000

1500

Gaztérfogat [ml]

[y
o
o
o

500

20 30 40 50 60 70 80 90 100
1dé [h]

® EF e Kontroll

4.3. abra: Gaztermelés 0,4 V tapfesziiltség mellett

A kisérlet masodik fazisahoz tartozo biogaz-termelés eredménye lathat6 a 4.3. dbraan. A
kiilséleg biztositott potencialkiilonbség az elsé mintegy 16 6raban nem volt pozitiv hatassal a
fermentaciora.  Feltehetéleg ennyi id6 kellett hozzad, hogy az exoelektrogén
mikroorganizmusok szdmottevOen elszaporodjanak a rendszerben, bar ez az id6 az elmélet
alapjan varthoz képest meglepden rovid. Ezt kovetden egyre latvanyosabb eltérést
tapasztaltam a keletkez6 biogaz mennyiségében: a 70. 6raban 500 ml-rel tobb gazt termelt az

elektrofermentor, a 90. 6rara pedig ez a kiilonbség elérte a 700 ml-t.
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4.4, abra: Gaztermelés 0,8 V tapfesziiltség mellett
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Azért, hogy megvizsgaljam, milyen hatassal van a rendszerre az elektrodok
potencialjanak valtoztatdsa, a 95. draban a fesziiltséget atallitottam 0,8 V-ra, ennek eredménye
lathatd a 4.4. dbradn. Mivel a gorbék kozotti tdvolsdg nem valtozott szamottevéen, a két
rendszerben a fesziiltségallitast kovetden nem volt lényeges kiilonbség a keletkezd gaz
mennyiségét illetéen. (Az elektrofermentornal lathatd magasabb értékek igy csupan a 0,4 V-
os tapfesziiltség alkalmazasanak tudhatok be.) Bar a magasabb fesziiltség nem jart pozitiv
hatassal, a vonatkoz6 szakirodalomban [16, 17] leirt gatld hatast €s instabilitdst nem

tapasztaltam.
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4.5. abra: Metan és szén-dioxid mennyisége a termelt biogazban

Az eldallitott biogdznak nem csupan a mennyisége, hanem a metantartalma is
meghatarozo jelentdségli a gyakorlati felhasznalas szempontjabol. A 4.5. abra a kisérlet soran
keletkezett metan és szén-dioxid mennyiségét mutatja be mindkét reaktor esetében. A
diagramon lathato eltérés csak a biogaz-termelés mértékében tapasztalt kiilonbségre vezethetd
vissza, a gazkromatografias mérés alapjan ugyanis a biogdz metantartalma a hagyomanyos és
az elektrofermentacids esetben is atlagosan 80 % volt a kisérlet teljes id6tartama alatt. (Ez
egyébként az irodalom alapjan vart 65-70 %-hoz képest viszonylag magas metantartalmat
jelent.) Az adatok alapjan megallapithato, hogy sem a 0,4 V, sem a 0,8 V értékll kiilsé
potencial nem volt hatdssal a keletkezd biogdz Osszetételére, bar az utobbi néhany év

publikacidi alapjan megndvekedett metantartalmat vartam az elektrofermentorban.
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4.6. abra: Biogaz képzddési sebessége

A biogaz mennyisége ¢&s Osszetétele mellett fontos jellemzdje a rendszernek a

gazképz6dési sebesség alakulasa a fermentacié soran, ezt mutatja be a 4.6. abra. A diagramon

lathatd, hogy a kontroll esetében tobbszor tapasztaltam extrém magas sebességet, ugyanakkor

alapvetden alacsonyabb értékek jellemzik ezt a reaktort. Mivel a pillanatnyir gazképzddési

sebességet a rendszer érzékenysége folytan szamos koriilmény befolyasolhatja, az egyes kiug-

ro értekekbdl illetve az ingadozasbol nem vonhaté le kelld biztonsaggal altalanos konkluzid.

Tovéabba a nagy adatszdm rontja a diagram attekinthetdségét is. A gazképzddési sebesség ten-

dencidjanak megfigyeléséhez ezért 6toranként atlagoltam a sebességértékeket, az igy készitett

diagram lathat6 a 4.7. dbraan.
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4.7. abra: Atlagos gazképzOdési sebesség
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A diagram alapjan elmondhato, hogy a kontroll rendszer atlagos gazképzddési sebessége
szinte a teljes kisérlet soran alacsonyabb volt az elektrofermentacional mérthez képest, ami
megfelel az Osszesen termelddott biogdz mennyiségében megmutatkozo kiilonbségnek. A
kezdeti szakaszra jellemz6 ingadozasok utan az elektrofermentaciot egy viszonylagos stabili-
tas jellemzi, mig a kontroll rendszerben tobb kiugré értéket lathatunk a szazadik ora utan. Ez
alapjan feltételezhetd, hogy a kiilsé tapfesziiltségnek stabilizalo hatasa van a mikroorganiz-
musok metabolizisére, ezaltal pedig egyenletesebb biogaz-termelés érheto el.

Annak érdekében, hogy megallapitsam, valoban szignifikansan eltér-e egymastol a két
rendszerben az atlagos gazképzddési sebesség, az adatsorokat t-probaval elemeztem. Az egy-
sz€1u t-probat kiilon végeztem el a 0,4 V és a 0,8 V tapfesziiltség soran mért sebességértékek-
re, igy az alabbi eredményt kaptam:

tosv = 0,028
togy = 0,030

A kapott értékek alapjan megéallapithatd, hogy mindkét fesziiltségtartomanyban 97 % a

valosziniisége annak, hogy a két adatsor kozti eltérést nem a véletlen okozza, tehat statisztika-

ilag is szignifikdnsnak mondhat6 a kiilonbség.
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5 Osszefoglalas

Kutatasom a biogdz hagyomanyos fermentacioval illetve elektrofermentacidval torténd
eloallitasanak vizsgalatara iranyult. A termelt biogdz mennyisége, valamint metan - szén-
dioxid aranya mindkét eljaras esetében kozelitéleg megegyezett az szakirodalmi értékekkel.
Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a 0,4 V tapfesziiltség hatdsara a biogaz-termelés
jelentdsen novekedett, 0,8 V alkalmazasanal az eldallitott gdz mennyiségét nem befolyasolta a
fesziiltség. A gazképzOdési sebességre a tapfesziiltség mindkét esetben stabilizald hatassal
volt, ugyanakkor a biogdz Osszetétele végig megegyezett az elektrofermentécios €s a kontroll
rendszerben, igy a metantartalmat nem sikeriilt kiilsé potencial alkalmazasaval ndvelni.

A tovabbiakban tervezem ujabb kisérletekkel megallapitani az optimalis fesziiltség-
tartomanyt, valamint meghatarozni az elektrofermentacié hatékonysagat meghataroz6 egyéb

paramétereket.
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Roviditések jegyzéke

APA: asphalt pavement analyzer — aszfalt analizator
DSR: dinamikus nyiréreométer

|G*|: komplex modulusz

|G*|/sin &: termikus stabilitas (nyomvalytisodasi hajlam)
GmB: gumibitumen

HDO: hidrogénez6 oxigéneltavolitas

HPTT: magas nyomast hdkezelés

LVE tartomany: linearis viszkoelasztikus tartomany
m: kiszassebesség

MSCR: ismételt kiszas-relaxacio vizsgalat

PmB: polimerrel médositott bitumen

RTFOT: rolling thin film oven test — forgé vékony filmes Oregitési teszt
S: kliszasi merevség

SBS: sztirol-butadién-sztirol blokk kopolimer

0: fazisszog

y: deformacio
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1. Bevezetés

A vildag bitumengyartasa novekvé kihivasokkal néz szembe. Napjainkban
nagymértékben fokozddnak a kozuti kozlekedésben alkalmazott utépitési kotdanyagok
teljesitményével szemben tamasztott kovetelmények, melyek szigoroddsa magaval hozta uj,
nagyobb teljesitményli, kornyezetbarat, de draga kotéanyagok felhasznalasat is. Ennek
kovetkeztében intenziven kutatott teriiletté valt a nagyobb forgalmi terhelhetdségili, hosszabb
¢lettartamu  aszfaltok  kifejlesztése, melyet nagyobb teljesitményli kotdanyagok
kifejlesztésével lehet elérni. Ezek legfontosabb képvisel6i a kiillonb6zé polimerekkel
modifikalt bitumenek, illetve a gumibitumenek, melyek hosszabb élettartamot, nagyobb

terhelhetdséget, jobb tapadast és kozlekedésbiztonsagot nyujtanak [1][2][3].

Az utobbi évek kornyezetvédelmi torekvéseire valaszolva tobb kutatd vizsgalta
kiilonb6z6 bio eredetli alapanyagok — ezek kozt biomassza pirolizis folyadékok, bioolajok
modositd hatasat bitumen elegyekre. Azt talaltak, hogy kiilonb6z6 bioolajok megfeleldek
lehetnek bitumen elegyek modositasara, illetve helyettesitésére [4]. A feldolgozott biomassza
alapjaul szolgalt mar mikroalga [5], allati eredetli hulladék [6][7], kukoricakoro [8], Kerti
hulladék [9], tea [10] és kavé maradék [11], repce [12] és szoOjabab, stb. [13]. Megfeleld
mindségjavitasi 1épések utan kedvez$ lehet a kiilonb6z6 bioolajok felhasznalasa, mivel

javithatjak a bitumenes kotéanyagok deformacioval szembeni ellendlld képességét.

Egy masik szempontbol megkozelitve, a fenntarthato fejlodés jegyében a nem fosszilis
eredetli alternativ alapanyagok hasznalata lehet az egyik hossz tavii megoldas a kdolaj
eredetli bitumenek részleges helyettesitésére. A 2009/28/EK iranyelv, a megljulod
energiaforrasbol eldallitott energia tamogatasarol szold EU direktiva szerint a fosszilis eredetii
energiahordozok aranyat csokkenteni kell. 2020-ig az EU energiaigénynek legalabb 20%-at
megujuld forrasbol kell fedezni, legalabb 10%-0t a motorhajtdbanyagok nem fosszilis eredetii
alternativakkal torténd helyettesitésével kell elérni [14]. A legujabb javaslat szerint 2030-ra
32 energia %-ot kell fedezni megujuld forrasbol [15]. Bitumenekre eddig ilyen eldirasok,
javaslatok még nem voltak. Azonban, ha ezt az iparagat is elérik az 0j szabalyozasok, illetve
az esetleges koolaj felhasznalds csokkenése magaval vonja a rendelkezésre allo bitumen

mennyiségének csokkenését, akkor a bioolajok alkalmazasa jo6 alternativa lehet.

A fa pirolizis folyadékbdl vizmentesitést kovetd tovabb feldolgozasaval
(desztillalassal) nyert bioolaj nehéz maradékanak bitumenadalékként vald hasznosithatosaga

jelenleg még nem tisztazott teriilet. A polimerrel moddositott bitumenek, valamint a
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gumibitumenek alkalmazdsa mar széles korben elterjedt, azonban nem késziilt még
Osszehasonlitd elemzés a bioolaj nehéz maradék moddositd hatdsaroél gumibitumenes, illetve
polimerrel modifikalt bitumenes kotdéanyag-rendszerekben. Ezért dolgozatomban célul tiiztem
ki olyan kotdanyag kompoziciok eloallitasat és vizsgalatat, melyek tartalmaznak
biokomponenst is, valamint mar énmagukban vagy egyiittesen mas modositoszerekkel az

alapbitumenhez képest jobb alkalmazastechnikai tulajdonsadgokat biztosithatnak.

Szakmai munkam soran kereskedelmi forgalomban kaphat6 50/70 fokozat utépitési
alapbitumen mindségjavitasi lehetdségeit vizsgaltam. A kisérletek soran biomassza eredettl,
pirolizisb6l szarmazd és utdlagosan mindségjavitott biokomponens modosité hatdsat
vizsgaltam az alapbitumen esetén. Tovabba gumidérleménnyel, illetve sztirol-butadién-sztirol
blokk kopolimerrel (SBS) egylittesen alkalmazva is végeztem vizsgalatokat.
Biokomponensként egy kereskedelmi forgalomban is beszerezhetd bioolaj nagyhdmérsékletii

mindségjavitasa soran nyert nehéz terméket (maradékot) alkalmaztam.
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2. Irodalmi attekintés

Dolgozatom irodalmi részében attekintem TDK munkam szakirodalmi hatterét. Ezek
kozott a bitumenek fajtait, azok Osszetételét, mindségjavitasuk lehetdségeit. Ezen beliil
kitérek a polimerrel modositott bitumen ¢és a gumibitumen alkalmazasanak eldnyeire.
Foglalkozom tovabba a biomassza pirolizisével nyerheté folyadékokkal, azok
mindségjavitasanak  sziikségszeriségével, majd  targyalom  felhasznalhatosagukat

bitumenekben.

2.1. Bitumenek és minéségjavitasuk

A kéolajfinomitokban a legnagyobb volumenben felhasznalt bitumengyartasi
alapanyag a vakuum desztillalo kolonna maradéka, a gudron. A gudront leggyakrabban
atalakitjak fehéraruva kiilonbozé konverzios technoldgiakkal. Azonban a fiitdolajok ¢s
bunkerolajok mellett a legnagyobb volument direkt alkalmazas az épitdiparban torténd
felhasznalas [3]. Bitumenként emellett felhasznalhatok még a kiilonb6z6 hdébontasos
technologiabol nyert maradék aramok. Példaul viszkozitastoré iizemek nehéz maradékabol is
allithatok el bitumenfrakciok. Egyes finomitokban a gudron konnyli paraffinokkal végzett
aszfalténmentesitésének maradékat vagy a maradék hidrokrakkold iizemek at nem alakult
vakuummaradékat is felhasznaljak kiilonbozd alkalmazasi célii bitumenek eldallitasara. A
bitumeneket foként nagy molekulatomegli paraffinos, nafténes és aromas szénhidrogének
alkotjak, de sok molekula tartalmaz heteroatomokat, igy ként, nitrogént, oxigént és kiilonb6z6
fémeket is. A bitumeneket aszfalténes és malténes (telitett, aromas, gyantas)
anyagcsoportokra bonthatjuk. Az aszfaltének alkotjak a bitumenek vazat, ezért a bitumenek
jellemzd tulajdonsdgai — példaul viszkozitds, hdérzékenység — fOként ettdl a
vegyitiletcsoporttol fliiggenek. A bitumenek osszetételiiket tekintve 80-85%-ban szénbdl, 9-
10%-ban hidrogénbdl és heteroatomokbol allnak [1][16][17].

A bitumenek a vizsgélati hémérséklettdl fliggden viszkdzus vagy viszkoelasztikus
jellegli anyagok lehetnek. Melegités hatasara meglagyulnak, majd folyékonnya valnak. A
sz¢éles homérseklettartoméanyban viszkoelasztikus tulajdonsagokat mutatd bitumenek folyasi
tulajdonsagai reologiai mérésekkel vizsgalhatok. A bitumenek reoldgiai jellemzése lehetdvé

teszi teljesitményelvii osztalyozasukat is [1].

A bitumeneket legnagyobb mennyiségben Utépitési célra hasznaljak fel. A bitumen az

aszfaltburkolatok ¢és bitumenes palyaszerkezeti rétegek kotdanyaga, amely az aszfalt
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szervetlen komponenseit — homok, kézuzalékok, toltbanyag (mészkdliszt) — tartja dssze. Az
aszfalt utakkal szemben tamasztott kovetelmények szigorodasa magaval hozta nagyobb
teljesitményti, kornyezetbarat, de nagyrészt draga kotdanyagok felhasznalasat is. Igy az

alternativ, olcsobb kotéanyagok fejlesztése intenziven kutatott teriiletté valt [1][18].

2.1.1. Polimerek felhasznalasa bitumenekben

A specidlis igényeket kielégité bitumen eldallitds egyik modja a modifikalas,
modositas, leggyakrabban kiilonb6z6 polimerekkel. A moédositoszer fajtajanak és
¢lettartamuk és szélesebb homérsékleti tartomanyok kozott hasznalhatok fel, mivel
alacsonyabb homérsékleten kovetkezik be ridegtorésiik, illetve magasabb a lagyulaspontjuk,
mint a modositas nélkiili kereskedelmi, ugynevezett alapbitumeneknek. Az adalékanyagokkal
torténd komplex modifikalasnak koszonhetéen a kotdanyag fizikai és mechanikai
tulajdonsagai szignifikdnsan javulnak, igy biztosithatd az elvart mindség és tartossag.
Technikai szempontbdl a bitumen alapt kompozit rendszerek eldallitasakor a kovetkezd
kovetelményeket kell figyelembe venni [1][19]:

— az adalék ne bomoljon az aszfalt keverési hdmérsékletén,

— 0Osszeférhetd legyen a bitumennel a keverési folyamat alatt a hagyomanyos
berendezésekben az adott homérsékleten,

— nyaron novelje a bitumen deformacidval szembeni ellendllasat anélkiil, hogy a
viszkozitast a keverési és teritési hdmérsékleten névelné, tovabba ne okozzon
ridegtorést alacsony hdmérsékleten,

— legyen kémiailag és fizikailag stabil, ne valtozzanak a tulajdonsagai a szallitas, tarolas,

feldolgozas alatt és az tizemelési koriilmények kozott.

A modifikdlo szerként haszndlatos polimereket négy osztalyba sorolhatjuk azon
tulajdonsagaik alapjan, amelyek meghatdrozzak a bitumenre gyakorolt modositd hatasukat €s
az eljarasi modot a polimerrel modositott bitumen (PmB) eléallitasara. Eszerint
megkiilonboztetiink elasztomereket pl. gumidrlemény; hére lagyuld elasztomereket pl. SBS;
hére keményedd polimereket pl. epoxigyanta; illetve hore lagyuld polimereket pl. polisztirol,

PVC [19].

Yildirim Osszefoglalta kiilonb6zé polimerek modosité hatasat bitumen elegyekre.
Megallapitasa szerint a természetes gumik csokkentik a nyomvalyu képzddési hajlamot és

novelik a duktilitdst, azonban termikusan degraddlodhatnak és gyakran kompatibilitasi
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problémak léphetnek fel bitumenben torténd alkalmazasuk esetén. A sztirol-butadién kaucsuk
(SBR) polimer javitja a keverék duktilitasat, a rugalmas tulajdonsagokat és az aszfalt
adhézios-kohézids tulajdonsagait. Az SBR-t kés6bb a sztirol-butadién sztirol (SBS) kopolimer
valtotta fel, mely az el6zonél szélesebb korokben alkalmazhaté és nagyobb a
szakitoszilardsaga, napjainkra pedig a leggyakrabban alkalmazott modifikalo szerré valt. Az
SBS, mely polisztirol és polibutadién blokkokbol (polisztirol-polibutadién-polisztirol)
felépiilé kopolimer javitja a bitumen elasztikus tulajdonsagait, valamint jobb tapadast biztosit
a kdzethez, alkalmazasaval nagyobb kohézid és nagyobb komplex modulusz érhetd el, illetve
noveli a terhelhetdséget. Tovabbad mérsékelten javitja a bitumen faradéasi és hidegoldali
(termikus repedés, stb.) karakterét, emellett az SBS-sel modositott bitumenes kotéanyagot

tartalmaz6 aszfalt Gjrahasznosithato [1][20].

A Dupont altal kifejlesztett Elvaloy® egy olyan médositoszer, mely kémiai kotéseket
alakit ki a bitumennel, igy alkalmazasa esetén stabilitdsi, szeparacidos problémdk nem
meriilnek fel. Az Elvaloy® egy elasztomer terpolimer, azaz egy harom kiilonb6z6
monomerbdl szintetizalt polimer, mely lancvégi propilén-oxid csoporttal rendelkezik. A
feltételezett reakciomechanizmus szerint ez a csoport reagdl az aszfaltén molekula karboxil
csoportjaval, kialakitva igy egy észter kotést. Az Elvaloy® elénye még, hogy javitja a

bitumen reoldgiai tulajdonsagait nagy homérsékleteken [21][22].

Bulatovi¢ és tarsai 70/100-as fokozati alapbitumen mindségjavitasat vizsgaltak
lineéris, valamint radidlis SBS blokk kopolimer modositoszerekkel. A mintak 2, 3, 4, 5,
valamint
7 m/m% adalékot tartalmaztak, melyeken hagyomanyos vizsgalatokat hajtottak végre oregités
elétt, majd RTFOT (rolling thin film oven test) Oregités utan, igy mérték a penetraciot,
lagyulaspontot, duktilitist és a Fraass toréspontot. Tovabba reoldgiai vizsgalatokat is
végeztek, melyekbdl megallapitottdk a dinamikus nyirdmoduluszt (|G*|) — mely a faradasi
tulajdonsagrol és a repedések keletkezésével szembeni ellenalloképességrdl nydjt informaciot
—, a fazisszoget (8) — mellyel a viszkoelasztikus tulajdonsag allapithatd meg —, illetve a
|G*|/sind tényezOt — mely a termikus stabilitasrél ad informacidt. A mérési eredményekbdl
megallapitottak, hogy mindkét tipusi SBS javitotta az alapbitumen reoldgiai tulajdonségait,
utdn valamennyi minta keményedett, azonban a polimert tartalmazé mintdk esetén kisebb

mértékben, legjobb eredményeket a radialis SBS-t tartalmazo mintak esetén érték el [23].
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Egy masik kutatd, Airey, linearis SBS polimer alkalmazhatésagat vizsgalta kiilonbozo
koolaj eredetli bitumenekben. Az egyik bitumen paraffinos, mig a masik nafténes kdolajbol
szarmazott. Megallapitotta, hogy kiemelked0 fontossagi a reologiai tulajdonsagok
tekintetében, hogy milyen forrasbol szarmazik a bitumen, valamint milyen kotések, matrix-
adalékanyag kolcsonhatasok jonnek létre a bitumen és a polimer kozott. Minél magasabb SBS
koncentraciot alkalmazott, valamint minél nagyobb volt a bitumen aromastartalma, annal
nagyobb lett a viszkozitds a kialakulo elasztikus halozat kovetkeztében, nétt a komplex
modulusz (|G*|) értéke és az elasztikus hajlam, kivaltképpen magas homérsékleteken.

Bulatovi¢ékhoz hasonloan Airey is azt tapasztalta, hogy az eclasztikus hajlam csokken az

crer

2.1.2. Gumiérlemény felhasznalasa bitumenekben

Az alternativ kotéanyagok egyik legfontosabb képviseldje a gumibitumen. A
gumibitumen egy utépitési kotdanyag, melyet bitumenbdl és hasznalt gumiabroncsokbol
szarmaz6 gumidrleménybdl, esetleg egyéb adalékanyagok felhaszndldsaval allitanak eld. A
gumibitumenek mintegy 10-20% gumidrleményt tartalmaznak tipustol fliggéen. A
gumibitumen alkalmazasanak fébb elonyei a kdvetkezok [2][3][18][25]:

— hosszabb élettartam az Gtépitési alapbitumenes uthoz képest,

— kivalo faradasi tulajdonsag, igy kisebb hajlam a termikus repedések kialakulasara,

— nagyobb terhelhet6ség, kisebb nyomvalyu képz6dési hajlam,

— kivalo tapadas az asvanyi kdzethez, csokken a katyuk kialakuldsanak esélye,

— ahosszabb élettartam és jobb ellendllo képesség miatt alacsonyabb fenntartasi koltség,
— kisebb menetzaj,

— jobb vizelvezetd képesség és tapadas a gépjarmii abroncs és az utfeliilet kozott, igy

nagyobb kozlekedésbiztonsag.

A gumidrlemény bitumenadalékként valo alkalmazhatosdganak kérdéskorét jarta
korbe Gawel munkatarsaival. A hasznalt gumiabroncsok ujrahasznositasanak egyik
leghatékonyabb  modjaként tartjdk szamon a  bitumenes kotdanyagokban  vald
felhasznalasukat. Gazdasagi szempontbol tekintve pedig olcsobb alternativai lehetnek a tobbi
hagyomanyos polimer modositoszernek. Tanulmanyuk szerint a gumiérlemény-bitumen
interakcid egy diffuzids jelenség. A gumidrlemény részecskék abszorbedljdk a bitumen
azonos oldhatosagi komponenseit, és megduzzadnak. A duzzadas mértéke fiigg a bitumen

kémiai Osszetételétdl és viszkozitasatol, a gumidrlemény koncentracidjatol, az drlemény
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szemcséinek méretétdl és Osszetételétdl, valamint a keverési hémérséklettél és annak
idOtartamatol. A gumidrlemény-bitumen interakcidé nagy mértékben befolyasolja a keletkezett
kotdanyag-rendszer teljesitOképességét. Az igy eldalldo gumibitumen jo technologiai
jellemzokkel bir és hosszu az ¢lettartama. Gazdasagi szamitasok is aldtamasztjdk a

gumibitumen felhasznalasanak jelentdségét [26].

Geiger ¢és munkatarsai részletes vizsgalatokat, tobbek kozott életciklus-analizist
végeztek a 2013-ban piacra vezetett MOL gumibitumennel eléallitott aszfalt koporétegen,
majd Osszevetették az eredményeket a Magyarorszagon legnagyobb mennyiségben
hasznalatos 50/70 fokozatu utépitési alapbitumen esetén mért értékekkel. Az 0sszehasonlitas
eredményeit az 1. tablazat mutatja be. Megallapitottadk, hogy a gumibitumen hasznalata
novelheti a kornyezettudatossagot és a vallalatok kozosségi szerepvallalasat demonstralhatja,
mivel egy olyan hulladékanyag felhasznalasaval allit el a kovetelményeknek megfeleld €s
kedvez0 ar/érték arannyal rendelkez6 terméket, mely sulyos problémakat vet fel napjainkban

(hulladék gumiabroncsok helyzete) [27].

1. tablazat: Gumibitument és alapbitument tartalmazé aszfaltrétegek dsszehasonlitasa [27].

Tulajdonsag Kiilonbség
Eléallitasi koltseg™ +3-4%
Elettartam +50 %
Teljes élettartam soran felmeriil koltségek -29-32%
CO, emisszio teljes életciklus alatt’® -25-30 %
Féktavolsag -5-10 %
Kozlekedési zaj - 3dB (-50 %)

@ MOL gumibitumen piaci 4réval szamitva. A gumibitumen tonnaja 10000 Forinttal dragabb, mint az 50/70 fokozati itépitési bitumennek.
@ Minden forrast beleszamitva (kotéanyag eldallitasa és szallitasa, aszfalt elegy eldallitasa, szallitisa és fektetése, és aszfalt koporéteg

eltavolitasa. +50% élettartammal szamitva.

Mashaan €s tarsai a gumibitumen keverési koriilményeinek hatésat, illetve kiilonb6z6
tipust gumidrlemény szemcsék felhasznalasat vizsgaltdk bitumen mindségjavitasi célzattal.
Dinamikus nyiroreométerrel végeztek reologiai vizsgalatokat, illetve lagyulaspont mérést
hajtottak végre az egyes, kiilonb6z6 keverési idétartamtl és keverési hémérsékletli mintakon.
Vizsgalataik alapjan megallapitottdk, hogy a szemcse tipusa €és a keverési homérséklet
nagyban befolyasolja a gumibitumen tulajdonsagait, azonban a keverési idének nincs jelentds
hatdsa. A homérséklet novekedésével nétt a komplex modulusz és a lagyulaspont, valamint
csokkent a fazisszog. Tanulmanyukban beszamoltak egy Osszefliggésrol a fizikai-mechanikai
tulajdonsagok becslésére, mely fliggetlen a keverési korilményekt6l. Ebben a reoldgiai

paraméterek (|G*|, 8) és a lagyuldspont kozotti kapcsolatot targyaljak, miszerint a fazisszog és
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a lagyulaspont korrelal, a korrelacids koefficiens R’=0,95. Tehat a lagyulaspont értékébél

becsiilhetdvé valik a kdtéanyag elasztikus tulajdonsaga [28].

Kok és Colac kutatasuk soran gumidrleménnyel és SBS-sel egyiittesen modositott
bitumenes kotdanyag-rendszereket hasonlitottak Ossze. Hagyomanyos ¢és reoldgiai
vizsgélatokkal vetették Ossze a két adalék hatdsat. A hagyomanyos bitumen vizsgalatokbol
megallapitottdk, hogy mind az SBS, mind pedig a gumidrlemény esetén csokkent a
viszkozitds homérsékletfiiggése, az SBS esetén nagyobb mértékben. A reologiai mérések
eredményeibdl megallapitottak, hogy magasabb frekvencia értékek esetén a két adalékanyag
kozel azonos mindségjavulast indukalt. A gumidrlemény kisebb fazisszoget eredményezett
azonos komplex modulusz esetén alacsony frekvencian, azaz elasztikusabb modositoszerként
viselkedett. Eredményeik alapjan legfeljebb 8%-o0s gumiérlemény koncentraci6 alkalmazasat
javasoljak modositoszerként. A 8% gumidrlemény tartalmi minta kozel azonos
tulajdonsagokat eredményezett, mint a 4% SBS tartalmu minta, az alapbitumenhez képest
pedig 50%-kal nétt a merevség, a komplex modulusz értéke. A gumiérlemény hasznalataval
jelentds koltségmegtakaritast lehet elérni az SBS-sel modositott bitumenhez képest, valamint

segithet megel6zni a hasznalt gumiabroncsok felhalmozodasanak kornyezeti problémajat is

[29].

2.2. Bioolajok és mindségjavitasuk

A pirolizis biologiai eredetli szerves alapanyagok, kommunalis- és mas, példaul
milanyaghulladékok termokémiai bontdsa oxigénmentes kozegben, szabalyozott koriilmények
kozott. A folyamat sordn tobb termék keletkezhet: szilard fazisu piroliziskoksz, viztartalmua
szerves folyadék fazis, vagy kiilon szerves és vizes fazis, illetve gaz. Az alacsony hémérséklet
¢és hosszt tartozkodasi id6 a kokszképzdédésnek kedvez, a magas homérséklet és hossza
tartdzkodasi 1d6 a gazképzddést segiti eld, mig kdzepes hdmérseklet és rovid tartdzkodasi 1d6

alkalmazasaval a folyadékhozam maximalizalhato [30].

A biomassza pirolizisével el6éallitott biofolyadékok, bioolajok kiilonb6z6 molekulak
komplex keverékei, melyek tobb, szimultan lejatszodo vagy versengd reakcid eredményeként
keletkeznek. A sokszinii kémiai Osszetétel jelentds kihivast jelent a bioolaj hasznositasa
szempontjabol. A bioolaj kedvezdtlen tulajdonsagai kozé tartozik annak nagy viz- és
oxigéntartalma, savas kémhatdsa a jelenlévd karbonsavak miatt, bomlékonysaga a reaktiv
komponensek kovetkeztében, és lerakodasi hajlama csévezetékekben, reaktorokban az adott

koriilmények kozott kialakuld oligomer, polimer részecskék miatt [30][31].
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A jelenlévd oxigéntartalmu szénhidrogének miatt a bioolaj mindségjavitasanak az
oxigéntartalom csokkentését magaban Kell foglalnia. Tobbféle mindségjavitasi modszert
tanulmanyoztak eddig a kutatok; ezek koziil a legfontosabbak a hidrogénez6 oxigéneltavolitas
(HDO), a katalitikus krakkolas és a nagy nyomasu hékezelés (HPTT). A HDO reakcio soran
nagy hidrogénnyomast alkalmaznak katalizator jelenlétében, a folyamat soran az oxigén viz
formdjaban tavozik. A katalitikus krakkoldst atmoszférikus vagy néhdny bar nyoméson
végzik savas katalizatorok (példaul zeolitok) jelenlétében. A HPTT eljaras esetén a pirolizis
olajat, folyadékot nagy nyomason hokezelik a magasabb energiastiriiség elérése érdekében

[32].

Hossain és munkatarsai Osszefoglaltdk a kiilonbozd biomasszabdl nyert pirolizis

technikakat, termékeket és azok felhasznalhatosagat (2. tablazat) [33].

2. tablazat: A pirolizis kiillonb6z6 modszerei [33].

. Homérséklet, ; e Folyadék Koksz Gazhozam,
Technika oC Tartézkodasi idé AT, O AT, O %
Gyors pirolizis 500 Rovid forrd gz tart. 75 12 13
id6 ~1 s

Forro gbz tart. idd: 10-
Kézepes pirolizis 500 orro gozgtg‘r; id6: 10 50 25 25
Lasst-porkolés 290 Szilard tart. id6: 30 min - 82 18
Lassu-karbonizacid 400 Nag.y()fl }}o,sszu goz tart. 30 35 35

1d6: érak-napok

Rovid szilard tart. id6:

Flash pirolizis 400 oVt Szigrs Sar 190 65 24 10

Papari és munkatarsai Osszevetették a kiilonboz6é tipust fa alapi biomasszakbol
eldallitott bioolajok fobb fizikai és kémiai jellemzdit. A fas biomassza {6 0sszetevdi a lignin
(20-30%), a celluloz (40-45%) és a hemicellulozok (25-35%). Koziiliik a kémiai lebomlasnak
foleg a lignin all ellen, ezért elénydsebb a minél kisebb lignintartalmt biomasszat atalakitani

[34].

A szakirodalmi kozlemények alapjan megéllapithatd, hogy a kiilonb6zd bioolajok
hozama és fobb jellemzdi legnagyobb mértékben a pirolizalo reaktor tipusatol, az alkalmazott
homérséklettdl, az alapanyag mindségétdl és annak szemcseméretétdl fiiggenek. A biomassza
pirolizisével kapott termékek oxigéntartalma nagy, igy nem megfeleld a fiitéértékiik, tovabba
nagy a viszkozitdsuk, a slrliségilk és a savszdmuk. Ezekbdl kovetkezden kis értékili
energetikai termékek. Kozvetleniil motorhajtéanyag keverékomponensként nem hasznalhatok

fel, mindségjavitasra szorulnak. A tovabbi feldolgozas sordn a pirolizis folyadékbol
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visszamaradhat egy nehéz, aszfalténekben dus szerves fazis, melynek a hasznositdsa jelenleg
még nem megoldott. Ezért az utodbbi idében tobb kutatdocsoport kezdte meg ezen frakcid

bitumenben torténd felhasznalasanak tanulméanyozésat.

2.2.1. Bioolajok felhasznalasa bitumenekben

A bioolajok gyakorlati felhasznalasat tekintve nagy jelentéségiick lehetnek a
biomotorhajoanyag eldallité iizemek. Ezekben melléktermékként nagy lignintartalmt
folyadék (bioolaj) keletkezik. Ezen bioolajoknak tobb hagyomanyos felhasznalasi médja is
ismert, ezek beton-adalékanyag, kotéanyag, furdiszap, diszpergald anyag. A lignin, mely egy
biopolimer, a nagy fenoltartalma miatt antioxidans hatasu. Néhany vizsgalat eredménye
alapjan kideriilt, hogy a lignin felhasznalhat6 bitumen adalékanyagként anélkiil, hogy

kedvezétleniil befolyasolna annak teljesitOképességét [35].

Vignesh ¢és munkatarsai Osszefoglaltdk a biokomponenst is tartalmazd bitumen

felhasznalasanak elényeit, melyek a kovetkezok [36]:

— hazai, nem élelmiszeralapu forrasokbol allithaté el6,

— csokkentheti az importalt kbolaj mennyiségét,

— helyettesiteni tudja a kdolaj alapt bitument, mint adalékanyag, modositoszer,

— csokkenti az 6koldgiai labnyomot,

— csokkenteni tudja a bitumen keverési hdmérsékletét, igy az Gtépitési koltségeket is,

— csokkenti az liveghdzhatasu gazok kibocsatasat a kisebb energiaigény miatt,

— antioxidans hatast, mely kovetkeztében novelheti az utak élettartamat,

— arkategodriaban versenyképes lehet.

Tovéabbi szempont lehet, hogy a maradékfeldolgozé technologidval rendelkezd
kdolajfinomitok szabad kapacitds esetén a bitumenként/flitdolajként nem értékesitett

gudronbol értékes fehérarut allithatnak eld.

Metwally és munkatarsai megallapitottak, hogy a bioolajokat nem lehet felhasznalni
bio-kotdanyagként vagy utépitési anyagként elzetes hokezelés vagy mindségjavitas nélkiil a
magas viz- ¢és illékony anyag tartalma kovetkeztében. Az eldzetes kezelés vagy
mindségjavitas modjat annak alapjan kell megvalasztani, hogy milyen forrasbol szarmazik a
bioolaj és milyen moédszerrel allitottak eld, mivel ezek hatdrozzak meg a bioolaj kémiai
Osszetételét. Tovabba ravilagitottak arra is, hogy a bioolajok viszkozitasi tartomanya
alacsonyabb, mint a bitumeneké. A bio-kétéanyagok magas homérsékleti tartomanyban nem

modositjak jelentds mértékben a bitumen tulajdonsagait, azonban alacsonyabb hdmérsékleten
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a magas oxigéntartalom kovetkeztében szignifikans hatassal lehetnek a teljesitoképességre
[37].

Yang és munkatarsai fa piroliziséb6l szarmazo bioolaj hatasat vizsgaltak bitumen
elegyek mechanikai teljesitoképességére. 5, illetve 10 m/m%-ban kevertek kezeletlen
bioolajat, vizmentesitett bioolajat és polimerrel modositott bioolajat bitumenbe, melyet ezutan
és kiilonboz6 vizsgalati modszerekkel mindsitettek. APA (asphalt pavement analyzer) tesztet,
négy-pontos hasabhajlito faradasi tesztet, dinamikus modulusz tesztet és kozvetett
szakitoszilardsag tesztet hajtottak végre a nyomvalya képzodéssel €s a faradassal szembeni
ellenalloképesség, a dinamikus merevség és a szakitoszilardsag mérésére. A biokomponens
hozzdadasaval a merevség nem valtozott jelentés mértékben, ahogy a nyomvalyusodasra
gyakorolt hatas is minimalis volt, azonban ezeket kismértékben negativ iranyba befolyasolta.
Nem kedvezett a bioolaj a szakitoszilardsagnak sem, a faradasi jellemz6é azonban jelentds
mértékben javult. A legjobb eredményeket a polimerrel modositott elegynél tapasztaltak,
Osszességében pedig a 10% biokomponens koncentracidé bizonyult a legkedvezébbnek [4].
Meg kell jegyezni, hogy a vizmentesitett bioolaj lobbanaspontja is még tal alacsony, igy a
bitumen eldéllitdsa és taroldsa sordn kornyezetvédelmi és biztonsagtechnikai problémak
meriilhetnek fel. igy a bioolaj konnyebb részét érdemes motorhajtoanyag- vagy vegyipari
alapanyag gyartasra felhasznalni. Mig a feldolgozas soran keletkez6 bioolaj maradék lehet

példaul a jovo bitumengyartasanak egyik alapanyaga.

Yang egy késobbi kutatasaban folytatta a harom tipusu — kezeletlen, vizmentesitett,
polimerrel modositott — 5 és 10 m/m%-ban bekevert kdtéanyagok vizsgalatat. Célja a bitumen
kompoziciok melegoldali folyasi tulajdonsagainak meghatarozasa volt nyiréreométer (DSR)
segitségével. A kisérletek soran mérték a dinamikus nyiromoduluszt (|G*|), a fazisszoget (9),
illetve a |G*|/sind tényez6t. Ismételt kuszasrelaxacio vizsgalat (MSCR) segitségével pedig a
kotéanyagok rugalmas tulajdonsagat hataroztak meg. A biokomponens hozzdadasaval a |G*|
érteke nott, a vizmentesitett és a polimerrel modositott mintak esetén nagyobb mértékben. Ez
a faradasi tulajdonsagnak kedvez. A d értéke csokkent, a legnagyobb hatadst a vizmentesitett
bioolaj esetén tapasztaltdk. Ebbdl adodoan a minta merevebb lett. A termikus stabilitas
(IG*|/sin o) tehat Osszességében a nagyobb nyiromodulusz és a kisebb fazisszog
kovetkeztében nétt. Az MSCR mérések soran is pozitiv eredményeket kaptak, a marado
deformacio értéke csokkent és a visszaalakulds szdzalékos értéke nétt. Osszességében a
vizsgalt kotéanyagok elasztikus tulajdonsaga javult, igy a bioolajjal mddositott bitumenek

jobban ellenallhatnak a deformacionak [38].
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Egy masik tanulmanyban Zabelkin €s munkatarsai a pirolizis folyadék vizben nem
old6do frakcigjat keverték 0, 10, 20, 30, 50 és 100%-o0s aranyban bitumenbe, és vizsgaltak az
igy kapott kotéanyag €s a beldle, illetve homokbol és soderbol, valamint zizott kébol késziilt
aszfalt tulajdonsagait. A kompozit kotdéanyag esetén mérték az adhézids erét Kisilyov
modszerrel, kiilonb6zd koncentraciok és flitési korok esetén. Egy flitési kor sordn a mintat
felmelegitették 120°C-ra 30 percig, majd lehttotték és hagytdk egy estét stabilizalodni. A
legjobb értékeket a harmadik felfiités utan tapasztaltak 10% biokomponens tartalom esetén.
Megvizsgaltak tovabba a penetracio valtozasat is szabvanyos tlipenetracids vizsgalattal. A ti
behatolasanak mértéke 30% koncentracidig alig valtozott, majd utdna csokkent a felfiitési
korok szamaval. Az aszfaltmintdk esetén tomegméréssel allapitottdk meg azok
vizabszorpciojat. Ez 50%-ig kismértékben csokkent, majd utdna jelentds mértékben nétt. Ugy
vélték, hogy a csokkenés azzal magyardzhato, hogy a bioolaj frakcid feliiletaktiv anyagként
javitja az asvanyrészecskék matrix (bitumen) altali boritottsagat. Vizsgaltak tovabba a szaraz,
illetve a vizzel telitett mintak merevségét toréspont meghatarozasaval. A merevség 20% kortil
maximumot vett fel, majd ennek értéke csokkent. Az optimalis értékeket 10-20% esetén
kaptak [39].

Egy masik tanulméanyban Sun és tarsai hasznalt siit6olaj feldolgozasabdl szarmazo
bioolaj hatasat tanulmanyoztak. ElGszor a felhasznalt alapanyagok kémiai Osszetételét
allapitottak meg négy komponenses szeparacios teszt segitségével, majd a fizikai, mechanikai
¢s folyasi tulajdonsidgokat tanulmédnyoztdk tobbek kozott penetracid vizsgalattal,
viszkozitasméréssel és reologiai vizsgalatokkal. A szeparacids teszt alapjan a bioolaj foként
aromasokbol, gyantakbol és telitett vegyiiletekbdl allt. Azt tapasztaltak, hogy a bioolaj
hozzaadasaval a lagyuldspont és a viszkozitads csokkent, a penetracid és a duktilitas értéke
pedig nétt a referencia mintahoz képest. A biokomponens hatasara csokkent a merevség (|G*|)
értéke és a kuszasi merevség (S), illetve nétt a fazisszOg és a klszassebesség (m), azaz
csokkent a deformdacioval szembeni ellendlloképesség €s ezzel egyiitt javult a kuszasi
tulajdonsag. Ez nagyobb ellenallast eredményez a termikus repedések kialakulasaval
szemben. Tehat e kisérlet azt mutatta ki, hogy a felhasznalt bioolaj hozzaadasa kedvez a

bitumen hidegoldali jellemzdinek [40].
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Su ¢és munkatarsai Osszefoglaltdk a biobitumenek eldallitasat és alkalmazasat.
Tanulmanyukban a kovetkez6 teriiletek kutatasara tettek javaslatot [41]:

— a biobitumen teljesitoképessége és kémiai Osszetétele kozti kapcsolat modellezése,

— abiobitumen polimerrel (SBR) valé modifikéalasi mechanizmusénak tanulmanyozasa,

— a gumidrlemény szemcsék, a bioolaj komponensek €s a matrix kétdanyag kozti
interakciok vizsgalata molekularis szinten,

— kiilonb6z6 biobitumen modositd hatdsanak felmérése gumibitumenre,

— abiobitumenes kdtéanyag €s az abbol eldallitott aszfalt elegy teljesitOképessége kozti
kapcsolat megallapitasa,

— kiilonbozd biobitumenekbdl eldallitott aszfalt elegyek teljesitményének vizsgalata,

— tobb biobitument felhasznald technoldgia kifejlesztése,

— abiobitumen ¢s a hagyomanyos, kdolajbol szarmazo bitumen reologidja kozti
kiilonbségek megallapitasa,

— az optimalis biobitumen tartalom meghatarozasa.
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3. Kisérleti rész

Dolgozatom kisérleti részében megfogalmazom célkitlizésemet, attekintem a
felhasznalt alapanyagokat, a kisérleti mintdk Osszetételét, illetve az alkalmazott vizsgalati

modszereket. Végiil targyalom szakmai munkam kisérleti eredményeit.

3.1. Célkitlzés

Tudomanyos didkkori dolgozatomban célul tliztem ki olyan kdtdanyag kompoziciok
eloallitasat és vizsgalatat, melyek tartalmaznak biokomponenst is, valamint mar énmagukban
vagy egyiittesen mas modositdszerekkel az alapbitumenhez képest jobb alkalmazastechnikai
tulajdonsdgokat biztosithatnak. Szakmai munkdm soran kereskedelmi forgalomban kaphato
50/70 fokozatu utépitési alapbitumen mindségjavitasi lehetdségeit vizsgaltam. A kisérletek
soran biomassza eredeti, pirolizisbdl szarmazd és utdlagosan mindségjavitott biokomponens
modositd hatdsat vizsgaltam az alapbitumen esetén. Tovabba gumidrleménnyel, illetve
sztirol-butadién-sztirol blokk kopolimerrel (SBS) egyiittesen alkalmazva is végeztem
vizsgalatokat. Az adalékként alkalmazott komponensek kiilonb6z6 mindségi paraméterekre
gyakorolt hatasat kivantam meghatarozni alapvizsgalatok, valamint dinamikus nyiréreométer
(DSR) segitségével. Fontos volt annak meghatarozasa, hogy az adalékolas milyen mértékben
valtoztatja meg a bitumen paramétereit, folyasi jellemzoéit, a vizsgalt biokomponenst milyen

koncentracidoban lehet bekeverni.

3.2. Felhasznalt alapanyagok

A kovetkezOkben ismertetem kisérleti munkdm alapanyagait, azok kisérleti
szempontbol relevans tulajdonsagait, valamint ahol sziikséges, azoknak a szakmai munkahoz
torténd elékészitésének folyamatait.
3.2.1. Alapbitumen

A vizsgalt bitumenmintak alapanyaga kereskedelmi forgalomban beszerezheté 50/70
3.2.2. Gumibitumen

A gumibitumen mintdk az elézdekben targyalt alapbitumen mddositasaval késziiltek,
Geiger ¢és munkatarsai kutatdsai alapjan 15 m/m% gumidérlemény adalékanyag

felhasznalasaval [42].
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3.2.3. Polimerrel moédositott bitumen

A polimerrel modositott bitumenmintak alapanyaga a mar bemutatott 50/70 fokozata
utépitési bitumen volt, melynek modositasara kereskedelmi forgalomban elérhetd, linearis

sztirol-butadién-sztirolt (SBS) alkalmaztam, 4% koncentracidban.

3.2.4. Bioolaj nehéz maradék

Kisérleti munkdm soran biokomponensként egy kereskedelmi forgalomban is
beszerezhetd, feny6fa gyorspirolizisébdl szarmazo (gyartd: BTG-BTL, Hollandia) bioolaj

nagyhémérsékletii mindségjavitasa soran nyert nehéz terméket (maradékot) alkalmaztam.

A nyers bioolaj soOtétbarna, erds szagu; viz, szerves savak, szénhidratok és
szénhidrogének elegye. Kezd6 forraspontja 100°C alatti, lobbanaspontja 35°C feletti, de nem
képes fenntartani az égést. 150°C felett konnyen polimerizalédik. Mivel a modositott
bitumenek esetén a termék gyartasa, illetve a termékbdl torténd aszfaltkeverés 180°C koriili
érték, igy a bioolajat a megfeleld mindség és a biztonsagtechnika eldirasok teljesitése
érdekében kezeltiik. Emellett az aszfaltkeverés hoéfokan illo bioolaj komponensek
eltdvoznanak a kotdanyag-rendszerbdl, igy a bioolaj koncentracidja véltozna, ami az aszfalt
tulajdonsagait is modositand. A bekeverés elbtt a bioolajrol 220°C-on végzett desztillacidval
eltavolitottuk a desztillalhato viztartalmat; ekkor a 220°C-ig forr6 illékony komponensek is

eltavoztak. A bioolaj fobb tulajdonsagait a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat: BTG-BTL pirolizis olaj tulajdonsagai [43].

Tulajdonsag Mértékegység Erték
C m/m% 46
H m/m% 7
N m/m% <0,01
0] m/m% 47
Viztartalom m/m% 25
Hamutartalom m/m% 0,02
Szilard anyag m/m% 0,04
Striiség ka/l 1,2
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3.3. A kisérleti mintak osszetétele

A Kkisérletsorozatomban egyrészt vizsgaltam az alapbitumen biokomponenssel torténd
modositasanak lehetdségét Emellett ugyanezen biokomponens modositd  hatasat
gumidrleménnyel, valamint mas esetben polimerrel (SBS) moddositott bitumen alapanyag
esetén is tanulmanyoztam. A biokomponens koncentracioja a vizsgalt mintak esetén rendre 1,
5 és 10 m/m% volt. A tovabbiakban a biokomponenst nem tartalmazd mintdkra mint
referencidkra ,,ref” roviditéssel, a bioolaj nehéz maradékra pedig a mintak nevében ,,bio”
roviditéssel hivatkozok. A mintak nevében [évé szam pedig a minta m/m%-ban kifejezett

biokomponens tartalmara utal. A mintak Osszetételét a 4. tablazatban foglaltam 6ssze.

4, tablazat: Mintak Gsszetétele.

ViliE e Alapbitumen, SBS, Gumiérlemény, Biokomponens,
m/m% m/m%o m/m%o m/m%

Bref 100 - a -
Bbio01 99 . ) 1
Bbio05 95 - 3

Bbiol0 90 i ) 10
Gref 85 _ 15 -
Ghio01 84 i 15 1
Ghio05 80 i 15 5
Ghiol0 75 . 15 10
Pref 96 4 ; -
Pbio01 95 4 ) 1
Pbio05 91 4 ) 5
Pbiol0 86 4 } 10

3.4. Vizsgalati médszerek
3.4.1. Alapvizsgalatok

A mintdk tulajdonsagait eldszor szabvanyos alapvizsgalatokkal tanulmanyoztam.
Meghatdroztam a mintdk lagyuldspont, valamint penetracid értékeit oOregités eldtt, majd

vékony filmes oregitési teszt (RTFOT) utan.
e Lagyulaspont

A lagyulaspontot gytlirlis-golyds modszerrel hataroztam meg Petrotest RKAS tipust
félautomata lagyulaspontmérd berendezéssel az MSZ EN 1427 szabvany szerint. A mérés
soran egy vizzel toltott f6zopoharba helyeztem az elokészitett mintat tartalmazo gytrtit és erre
egy szabvanyos 3,5 grammos golyot helyeztem. A vizflird6t 5°C/perc sebességgel flitottem
5°C kiindulasi hémérséklettdl, majd megmértem azt a hdmérsékletet, amikor a golyo a minta

nyulasa kovetkeztében megtesz 25 mm tavolsagot.
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e Penetracio

A mintdk penetracié értékét Petrotest PNRI12 tipusii automata penetrométer
segitségével hataroztam meg az MSZ EN 1426 szabvany szerint. A vizsgalat soran 25°C-ra
temperalt mintan mértem egy szabvanyositott 100 grammos tii behatoldsanak mértékét 5

masodperc alatt.
¢ Rolling thin-film oven test (RTFOT)

Az RTFOT, azaz forgd vékony filmes Oregitési teszt folyamatat az MSZ EN 12607-1
szabvany irja le. Az RTFOT az aszfaltkeverés koriilményeit modellezi, a vizsgalat soran a
bitumen minta Oregitése ho és levegd segitségével torténik. A meghatarozott mennyiségi
mintat egy hengeres livegedénybe ontjiikk, majd ezt egy forgd tartoba helyezziik, mely egy
flithetd kemencében helyezkedik el. A kemencében a forgd tartd a mérés kdzben 85 percen
keresztiil, 163°C homérsékleten 15 RPM sebességgel forog, igy a minta az {ivegedényben a
forgatas hatisara vékony film rétegben eloszlik. A mérés soran 4000 cm®/min levegét
aramoltatunk az tivegedényeken keresztiil. Az Oregités utan kapott tomegveszteség értekébol
kovetkeztetést vonhatunk le az illékony komponens veszteségének mértékérél, mely a

bitumen viszkozitasanak novekedését vonja maga utan.

3.4.2. Reoldgiai vizsgalatok

A reoldgiai vizsgalatokat a Pannon Egyetem MOL Asvanyolaj- és Széntechnologiai
Intézeti Tanszékén rendelkezésre 4ll6 Anton Paar MCR301 tipusi dinamikus
nyiroreométerrel (DSR) végeztem el. Ezek kozt szabvanyos, illetve nem szabvanyos
vizsgalati modszereket is alkalmaztam, mellyel meghataroztam a modositd komponens

alkalmazéasanak hatasat a folyasi tulajdonsagokra.
e Amplitudo terhelés-léptetés (amplitude sweep)

Az amplitad6 terhelés-1éptetés vizsgalat soran a vizsgalt minta lineéris
viszkoelasztikus tartomanyat hataroztam meg (LVE tartomany). A mérés soran a frekvencia
alland6 10 s™ értékii, az amplitadé pedig valtozik. A mérési eredmény a minta szerkezetének
erdsségérdl nyljt informaciot. Az LVE tartomédny azt a tartoményt jelenti, ahol a minta
szerkezete nem szenved el marad6 deformaciot. A tartomany felvétele sziikséges az
oszcillaciés mérések eldtt a megfeleld paraméterek kivalasztasdhoz. Az amplitudé terhelés-
Iéptetés vizsgalatot 10 és 60°C-on egyarant elvégeztem, igy kaptam a megfeleld vy

(deformacio) értékeket szazalékban.
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e Frekvencia terhelés-léptetés (frequency sweep)

A frekvencia terhelés-1éptetés vizsgalatot szintén 10 ¢és 60°C-on végeztem el,
0,01-100 Hz frekvencia tartomanyban. A két hdmérséklet a hazai éghajlati koriilményeknek
megfeleld kozepes és magas aszfalthdmérsékletet jellemzi. A magas frekvenciatartomany a
nagy forgalmi terhelést reprezentdlja, amely elsésorban a nagyobb sebességli vagy nagy
terheléssel jard forgalmat jellemzi. A kis frekvenciatartomany a kis sebességii forgalmat
jelképezi. A mérés a minta komplex moduluszanak (|G*|) frekvenciafiiggésérol ad
informaciét. EbbOl a minta faraddsi tulajdonsdgara és repedéssel szembeni ellendlld

képességére vonatkozoan vonhatunk le kovetkeztetéseket.
o Ismételt kuszas-relaxacio (MSCR, multiple stress creep recovery)

Az ismételt kuszas-relaxdcios vizsgalat a mintak elasztikus, rugalmas tulajdonsagarol
ad informdcidt. A mérést 60°C-on végeztem el, 10 ciklusban az MSZ EN 16659 szabvany
szerint. A vizsgalat soran 1 masodpercig 100 N erdvel terheltem a mintat, majd ezt egy 9
masodperces relaxacios szakasz kovette. A 10. ciklus utan a terhelé erét 3200 N-ra emelve
ujabb 10 ciklust hajtottam végre. A mérési adatokbol szamithatd a visszaalakulas szazalékos
értéke. Az eredmények az aszfaltburkolat deformaciojarol, a katyuképzddési hajlamrol adnak

tajekoztatast.
e Homérséklet terhelés-1éptetés (temperature sweep)

A vizsgalt mintdk folydsi tulajdonsidgainak hoémérsékletfiiggését 10-70°C
hémérséklettartomanyban, 1°C/perc fiitési sebességgel 1 Hz allandd frekvencia mellett
hatdroztam meg. A mérés soran a komplex modulusz, azaz a merevség és a komplex

viszkozitas értékének valtozasat kovettem nyomon.
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3.5. Kisérleti eredmények és értékelés

A kovetkezOkben a vizsgalt mintakon végzett kisérletek eredményeit és azok
értékelését mutatom be, valamint az egyes mintdk eredményeinek Osszehasonlitasat
targyalom.

3.5.1. Alapvizsgalatok
A vizsgalt mintdk alaptulajdonsidgainak mért értékeit oregités elott, illetve RTFOT

utan az 5. tablazat foglalja 6ssze.

5. tablazat: Mintak alaptulajdonsagainak vizsgalata RTFOT el6tt és utan.

Lagyulaspont Penetracio RTEOT Tomegvaltozas Lagyulaspont  Penetracio

(°O) (0,2 mm) (%) (°O) (0,1 mm)
Bref 51,0 56 -0,02 56,9 38
Bbio01 51,1 54 0,006 53,2 41
Bbio05 51,2 53 -0,3 55,1 41
Bbiol0 51,4 52 -0,5 56,1 37
Gref 56,3 49 0,06 62,5 43
Gbio01 58,3 45 -0,06 61,2 39
Gbio05 58,8 44 -0,2 61,8 39
Gbiol0 59,2 42 -0,4 62,1 38
Pref 72,5 35 0,04 75,1 29
Pbio01 74,1 32 0,01 77 31
Pbio05 77,0 31 -0,01 80,1 29
Pbiol0 79,7 29 -0,02 82,9 29

A lagyulaspont vizsgalatok eredményeit tekintve megallapithato, hogy minden
modositott bitumen (mind a gumidérleménnyel, mind az SBS polimerrel adalékolt) érteke
nagyobb volt. Tovabbi novekedést tapasztaltam ebben az értékben mind az alapbitumen, mind
a gumibitumen (GmB), mind pedig a polimerrel moddositott bitumen (PmB) alapi mintak
esetén a biokomponens alkalmazasaval. A novekvd hatas a biokomponens koncentracidjanak
novelésével tendencidozusan novekedett, a csak biokomponens adalékot tartalmazd mintak
esetén azonban csak elhanyagolhatd mértékben. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy a
biokomponens ¢és a gumidrlemény, illetve az SBS adalékanyag egyiittes alkalmazasa

felerdsitheti egymas lagyulaspont-ndveld hatasat, szinergia 1ép fel.

A penetracid vizsgalatok sordn a lagyulaspont méréshez hasonld tendenciat
tapasztaltam. A biokomponens adagolasa tovabb keményitette a mintat, ezt elsdsorban a

merevebb, keményebb polimerek bevitele okozhatta.
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A vékony filmes Oregitési teszt soran nyert eredményekbdl megallapitottam, hogy az
Oregités hatasara a lagyuldspont valamennyi minta esetén novekedett. Ennek megfeleléen a
penetracié értéke csokkent valamennyi esetben. Tovabba megallapitottam, hogy a GmB ¢és
PmB mintak esetén kisebb volt az Oregités hatisa a mintak tulajdonsagaira, koztik a
penetracio értékére. Ezen mintak esetén a biokomponens tartalom novelésével a mintak
keményedéssel szembeni ellendlloképessége jelentdsen javult, 10 m/m% bioolaj nehéz
maradék tartalom esetén nem tapasztaltam valtozast az Oregitetlen mintdhoz képest a

penetracié értékét tekintve.

Az igy nyert mérési eredményeket Osszevetettem a Magyarorszdgon jelenleg
érvényben 1évé utligyi miszaki eldirasokkal. A csak biokomponens adalékot tartalmazo
mintak esetén valamennyi minta teljesitette az 50/70 fokozata utépitési bitumennel szemben
tdmasztott MSZ EN 12591 szabvanyban foglalt kdvetelményeket — természetesen csak a
vizsgalt tulajdonsagokra vetitve. Magyarorszagon a gumibitumenek kévetelményeit az MSZ
930:2015 szabvany targyalja. A GmB alapu mintak esetén az 5 és 10 m/m% biokomponens
adalékot tartalmazé mintak penetracio értékei kevéssel az eldirt érték alatt maradtak (45-80
0,1 mm), a lagyulaspont és a keményedéssel szembeni ellenalloképesség tekintetében
azonban valamennyi GmB alapu minta teljesitette a kovetelményeket. A polimerrel
modifikalt bitumenek kovetelményeit az MSZ EN 14023 szabvany foglalja magaban.
Magyarorszagon a két legnagyobb mennyiségben hasznalt PmB  (10/40-65,
25/55-65) kotelezben eldirt mindségi paramétereivel vetettem Ossze a PmB alapti mintak
mérési eredményeit. Megallapitottam, hogy valamennyi PmB alapt minta teljesitette ezen

kovetelményeket.

3.5.2. Reoldgiai vizsgalatok

A kovetkezOkben a mintdkon végzett reoldgiai vizsgalatok eredményeit és azok

értékelését mutatom be.
e Amplitudo terhelés-léptetés (amplitude sweep)

Az amplitudo terhelés-1éptetés mérés eredményeibdl megallapitottam, hogy kozepes
aszfalthémérsékleten (10°C) mind a gumidrleménnyel, mind az SBS polimerrel modositott
mintdk esetén novekedett az elérhetd deformécid értéke, azaz szélesedett a linearis
viszkoelasztikus (LVE) tartomany. Ez a kiugré érték azonban a PmB alapu mintak esetén a
biokomponens adalékolasaval mérséklodott. A biokomponens hozzaadasa valamennyi

esetben szilikitette az LVE tartomanyt, azaz a merev komponens bevitelével a deformacionak
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kevésbé ellendllo, merevebb szerkezeti anyag jott létre. A csokkenés mértéke a
biokomponenssel modositott alapbitumen esetén jelentds volt, mig a GmB, illetve a PmB
alapti, biokomponens adalékot is tartalmaz6 mintdk esetén ez kevésbé volt szamottevd és a
koncentracid novelése sem volt szignifikdns hatassal ezen tulajdonsagra. Azaz ebben az

esetekben a bitumen matrix kedvezden tudta ellensulyozni a bioadalék hatasat.

A 60°C-on végzett vizsgalatok kisebb mértékii elérhetd deformacid értéket
tapasztaltam. A GmB és PmB alapt mintak esetén azonban — hasonléan a 10°C-on végzett

mérések eredményeihez — nem tapasztaltam jelentdés csokkenést a biokomponens

koncentraciojanak novelésével.
A mintak amplitado terhelés-1éptetés vizsgalatanak eredményeit az 1. abra mutatja be.
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1. abra: Mintdk LVE tartomanya - a) 10°C-on, b) 60°C-on.
e Frekvencia terhelés-léptetés (frequency sweep)

A frekvencia terhelés-1éptetés vizsgalatok eredményeibdl 10°C-on a 25 Hz, 60°C-on a
30 Hz vizsgald frekvenciahoz tartozo értékeket abrazoltam és értékeltem. A frekvencia

terhelés-1éptetés vizsgalat eredményeit a 2. abra mutatja be.

Megallapitottam, hogy 10°C-on valamennyi moédositott kompozicié esetén (Gref és
Pref) eldnyodsen nagyobb volta komplex modulusz (|G*|), azaz a merevség értékét a referencia

alapbitumen mintdhoz (Bref jellt) képest. A csak biokomponens adalékot tartalmazo mintak

crer

%) esetén mar a referenciaval megegyezb’ értéket
mértem. A GmB ¢és a PmB alapi mintdk esetén azonos viselkedést figyeltem meg, a
biokomponens adalékolasaval kis koncentracioban — Gbio05 és Pbio05 jelli mintakig
(5 m/m%) — csokkent a merevség, azonban ezzel 6sszhangban a faradasi tulajdonsag javult. A
biokomponenst legnagyobb koncentracioban tartalmazé GbiolO és PbiolO jeli mintak

(10 m/m%) merevség értéke mar megfelel a referencia gumibitumen és polimerrel modositott
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bitumen mintak (Gref és Pref jelll) értékeinek, igy az aszfaltmerevség is megfelel6 lehet
10 m/m% biokomponens koncentraciéo esetén. Ez a kovetkeztetés a BbiolO jeli minta
(10 m/m%) esetén is elmondhatd. Azonban ezt a nem tendencidzus valtozast a késdbbiekben

tovabbi vizsgalatokkal sziikséges tanulmanyozni, a hatas mélyebb megértésének érdekében.

A magas aszfalthdmérsékletnek megfeleld6 60°C-on végzett vizsgalatokbol
megallapitottam, hogy a komplex modulusz értékét a gumidrlemény és az SBS adalékolasa is
kedvezéen novelte, utobbi adalék nagyobb mértékben. A csak biokomponens adalékot
tartalmazo mintak esetén nem tapasztaltam jelentds valtozast a referencia mintahoz képest,
elhanyagolhato volt az adalék tulajdonsdgmodosité hatasa. A GmB és PmB alapi mintédk
esetén a biokomponens koncentracidjanak novelésével tendencidzusan novekvO merevség
értéket figyeltem meg. A Pbiol0 jelti minta (10 m/m%) esetén szignifikansan nétt a komplex
modulusz értéke a referencia polimerrel modositott bitumen mintdhoz képest, igy az

aszfaltmerevség is jelentds mértékben no.
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2. abra: Komplex modulusz frekvenciafiiggése — a) 10°C, 25 Hz frekvencia, b) 60°C, 30 Hz
frekvencia.

e Ismételt kuszas-relaxacio (MSCR, multiple stress creep recovery)

Az adalé¢kok a kompozici6 deformécidval szembeni ellendllasara és rugalmassagara,
rugalmas visszaalakulasara gyakorolt hatasat az ismételt kuszas-relaxacid vizsgalattal
hatdroztam meg. A kovetkezOkben elébb az alapbitumen, a GmB és a PmB alapi mintakat

kiilon-kiilon targyalom, végiil 6sszevetem a kapott értékeket valamennyi minta esetén.

A csak biokomponens adalékot tartalmazo mintak esetén megallapitottam, hogy a
kisebb adalékkoncentraciok esetén (1 és 5 m/m%) a biokomponens eldnydsen befolyasolta a
rugalmas tulajdonsagot. Kis terhelé er6 (100 N) esetén, novekedett a mintak rugalmas
visszaalakulasanak értéke. A Bbiol0O jelli minta (10 m/m%) esetén azonban csokkent a

rugalmas visszaalakulas a referencia mintahoz (Bref jelt) képest, azaz a kisebb szerkezeti
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erdsségli — melyre az amplitudo terhelés-1éptetés vizsgalat soran is lehetett kovetkeztetni —
biokomponens adalék nagyobb mennyiségben torténd bekeverésével novekedett a minta
deformaciora vald érzékenysége. Azaz ebben az esetben mar a merevebb szerkezetl
biokomponens hatasa lehetett a dominans. Az MSCR vizsgalat szabvanyanak megfelelden,
nagyobb terheld erd, 3200 N esetén is elvégeztem a vizsgalatot 10 mérési ciklust lefolytatva.
3200 N mellett a maximalis deformacio értéke valamennyi minta esetén novekedett, azaz az
alapbitument kedvezotleniil befolyasolta a biokomponens adalék. A mintdk rugalmas
visszaalakulasa elhanyagolhatéan csekély volt, a mintdk rugalmas tulajdonsaga gyakorlatilag

megsziint az adott vizsgalati koriilmények kozott, teljesen a viszkozus karakter dominalt.

A biokomponens adalékot tartalmazé alapbitumen mintak MSCR  vizsgalatanak
eredményeit a 3. abra mutatja be. A mérés 10 ciklusaban elvégzett, egymast kovetd
terheléses és relaxacios szakaszait a bal oldali diagramokon, a rugalmas visszaalakulas

szazalékos értékeit az 1. és a 10. ciklus végén pedig a jobb oldali diagramokon abrazoltam.
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3. abra: A biokomponenst tartalmazo alapbitumen mintak 60°C-on végzett MSCR
vizsgélatanak eredményei - a) 100 N, b) 3200 N terheld erd esetén.

A GmB alapt mintdk 100 N terheld6 er6 mellett végzett vizsgalata esetén

megallapitottam, hogy a maximalis deforméci6 kezdetben nodvekedett a biokomponens

crer

figyeltem meg. A GBIio010 jelii minta (10 m/m%) esetén mar a referencia Gref jelii mintanal
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kisebb maximalis deforméci6 értéket mértem, kedvezden javult ennek értéke. Feltételeztem,
hogy ebben az esetben a nagyobb merevséget biztositd adalék kedvezd hatassal birt ezen
tulajdonsagra. A rugalmas visszaalakulds valamennyi minta esetén csokkent, azonban a
GBio010 jelii minta esetén kisebb mértékben. A 3200 N terhel6 er6 mellett végzett vizsgalatok
eredményeibdl megallapitottam, hogy a maximalis deformacié értéke valamennyi esetben
kedvezden csokkent, azonban a rugalmas visszaalakulas szazalékos értéke is csokkent a

merev szerkezetli biokomponens adalékolasaval.
A GmB alapu mintak MSCR vizsgalatanak eredményeit a 4. abra mutatja be.
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4. abra: A GmB alapt mintak 60°C-on végzett MSCR vizsgalatanak eredményei - a) 100 N,
b) 3200 N terhel6 erd esetén.

A PmB alapti mintdk 100 N terheld eré mellett végzett vizsgalatanak eredményeibdl
megallapitottam, hogy a biokomponens adalék valamennyi esetben kedvezden befolyésolta a
rugalmas tulajdonsagot. Csokkent a maximalis deformaci6 értéke az adalékolas hatdséra, a
rugalmas visszaalakulas pedig ezzel 6sszhangban novekedett, ezek kovetkeztében a mintak
kedvezébb nyomvalyt képzddéssel szembeni ellenalloképességgel rendelkeztek. Az
Nagyobb terhel6 erd esetén hasonld tendencia figyelhetd meg, azzal a kiegészitéssel, hogy a

rugalmas visszaalakulas szazalékos értéke csokkent a Pbiol0 jelli minta (10 m/m%) esetén a
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tobbi biokomponens adalékot tartalmazé mintdhoz képest, azonban még ennél a mintanal is

kedvezd, a referencia Pref jelli mintaval kdzel megegyez6 értéket mértem.

A PmB alapti mintdk kedvezd értékei azzal magyarazhatok, hogy a biokomponens
adalék nem befolydsolta a PmB matrix rugalmassagat, mig merev szerkezetével — ismét
visszautalva az amplitddo terhelés-1éptetés vizsgalat soran a biokomponenssel kapcsolatos

tapasztalatokra — csokkentette a deformaciora vald hajlamot.

A PmB alapu mintak 60°C-on végzett MSCR vizsgalatanak eredményeit az 5. abra
mutatja be.
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5. abra: A PmB alapu mintak 60°C-on végzett MSCR vizsgalatanak eredményei - a) 100 N,
b) 3200 N terheld erd esetén.

Valamennyi minta mért értékeit 6sszevetve megallapitottam, hogy a gumidrleménnyel
¢s az SBS polimerrel modositott mintdk rugalmas tulajdonsaga jelentésen kedvezdbb az
alapbitumen mintahoz képest. A napjainkban megndvekedett igényli miiszaki gyakorlatnak
megfeleld, alacsony nyomvalyu képzddési hajlammal rendelkezd kdtdanyag kompoziciod
létrehozasahoz feltétleniil sziikséges az adalékolds. A mérési eredményekbdl arra
kovetkeztettem, hogy a biokomponens adalék onmagdban nem nyujt megoldast erre a

problémara, azonban gumidrleménnyel vagy SBS polimerrel egyiittesen alkalmazva kedvezd

adalékanyag lehet.
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e Homérséklet terhelés-léptetés (temperature sweep)

A hoémérséklet terhelés-1éptetés vizsgalat soran a komplex modulusz, valamint a
komplex viszkozitas hémérsékletfiiggését kovettem nyomon. A komplex modulusz

hémérsékletfiiggését a 6. abra mutatja be.

A mért adatokat elemezve megallapitottam, hogy a csak biokomponens adalékot
tartalmaz6 alapbitumen mintak esetén a referencia Bref jelii mintdhoz képest a Bbio05 jeli
mintaig (5 m/m%) csokkent a komplex modulusz értéke. A 10 m/m% biokomponens adalékot
tartalmazo Bbio10 jelii minta esetén azonban mar a referencia mintaval kozel megegyez6 |G*|

értékeket mértem.

A Gref jell minta komplex moduluszdnak értéke alacsonyabb hdmérsékleti
intervallumban elmaradt az alapbitumenhez képest (Bref jelli minta) mintegy 28°C-ig,
magasabb homérsékleti tartomanyban azonban ndvekedett a merevség értéke a gumidrlemény
adalékolasanak hatdsara. A GmB alapu mintdk |G*| értéke kisebb biokomponens tartalom
esetén kis mértékben novekedett a referencia Gref jelii mintdhoz képest, igy kedvezdbb lehet
az aszfaltmerevség. A Gbiol0 jeli minta (10 m/m%) esetén alacsony hdOmérsékleti
tartomanyban mintegy 17°C-ig csokkent a merevség értéke, ezt kdvetden azonban ennél a

mintdnal is ndvekedést tapasztaltam a referencia mintdhoz képest.

A PmB alapu mintadk eredményeit tekintve megallapitottam, hogy valamennyi minta
esetén novekedett a komplex modulusz az alapbitumenhez képest. A biokomponens adalék

crer

az aszfaltmerevség ezen kompoziciok esetén is kedvezd lehet.

A mérések soran a komplex viszkozitds homérsékletfiiggését is nyomon kovettem.
Ezen mérések eredményeképpen a komplex modulusz hémérsékletfiiggéséhez hasonlo

tendenciat figyeltem meg. A mérési eredményeket a 7. abra mutatja be.

Az eredményeket tekintve megallapithatd, hogy biokomponens adalékoldsa soran
megfigyelhetd tendencia azonos volt a komplex modulusz hdmérsékletfiiggésénél leirtakkal.
A PmB alapt mintak esetén a komplex viszkozitas jelentdsen nétt az alapbitumenhez képest a

polimerrel, illetve biokomponenssel torténd adalékolds hatasara, a biokomponens

crer
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a) ——Bref Bbio01 —— Bbio05 Bbiol0 b) ——Gref ——Gbio01 —— Gbio05 Gbiol0

@
8
=]

6000

g
o

5000

Y

8

=]
B
8
=]

g
o

2000

Komplex modulusz (kPa)
w
8
o

8
o

Komplex modulusz (kPa)
= w
8 8
Q Q

N

10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70

Hémérséklet (°C) Hémérséklet (°C)

[=}
o

a

——Pref ——Pbio01 Pbio05 Pbio10

12000

10000

8000

6000

4000

2000

Komplex modulusz (kPa)

10 20 30 40 50 60 70
Hémérséklet (°C)

6. abra: Komplex modulusz hdmérsékletfiiggése - a) csak biokomponenst tartalmazo
alapbitumen mintak esetén, b) GmB alapt mintak esetén, ¢) PmB alapi mintak esetén.
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7. abra: Komplex viszkozitas hdmérsékletfiiggése - a) csak biokomponenst tartalmazo
alapbitumen mintak esetén, b) GmB alapt mintak esetén, ¢) PmB alapt mintak esetén.
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4. Osszefoglalas

A koéolajbol szarmazo6 bitumenek részleges helyettesitésére az egyik hossza tava
megoldas lehet a nem fosszilis eredetii alternativ alapanyagok hasznalata, mely hozzajarulhat
a fenntarthato fejlodéshez. Az utdbbi idében tobb kutatd vizsgalta kiilonbozo eredetli pirolizis
olajok felhasznalhatosagat bitumen elegyek adalékanyagaként. Ugy talaltak, hogy megfeleld
mindségjavitasi 1épések utdn kedvezd lehet a felhasznédlasuk, mivel javithatjdk a bitumenes

kotéanyagok deformacioval szembeni ellenallo képességét.

A kornyezetvédelmi torekvések mellett figyelmet kell forditani a napjainkban
nagymértékben fokozodo utligyi miiszaki kovetelményekre, melyek kovetkeztében a nagyobb
forgalmi terhelhetdségli, hosszabb ¢lettartamu aszfaltok kifejlesztése intenziven kutatott
teriiletté valt. Ezen kovetelményeket nagyobb teljesitményii kdtdanyagok kifejlesztésével
lehet elérni, ilyen kotdanyag kompoziciok példaul a kiilonb6z6 polimerekkel modifikalt

bitumenek, valamint a gumibitumen.

rrrrrr

Szakmai munkam soran 50/70 penetracio fokozath utépitési alapbitumenben, 4 m/m%
linearis SBS-tartalmii modifikalt bitumenben, valamint gumibitumenben alkalmaztam
adalékkeént fa pirolizisébdl szdrmazo kezelt bioolaj nehéz maradékot, 1, 5, illetve 10 m/m%-0s
koncentracioban. Célom volt a komponensek bitumenre gyakorolt tulajdonsagmodositd

hatdsanak vizsgalata hagyomanyos alapvizsgalatok, valamint reoldgiai mérések segitségével.

Az alaptulajdonsagokat tekintve, a lagyulaspontot a gumidrlemény, az SBS polimer,
illetve a biokomponens egyarant novelte, két adalék egyiittes alkalmazasa esetén szinergikus
hatast is tapasztaltam. Ezzel Gsszhangban a penetracié értékek valamennyi adalék hatasara
csOkkentek, keményedtek a mintdk. Az oregités utani eredményekbdl megallapitottam, hogy a
gumibitumen és a polimerrel modifikalt bitumen alapi mintdk esetén a biokomponens
javitotta a keményedéssel szembeni ellendlld képességet. Két minta kivételével
(5 és 10 m/m% biokomponens adalékot tartalmazé gumibitumen mintak) valamennyi

teljesitette a Magyarorszagon jelenleg érvényben 1évo utligyi miiszaki eléirasokat.

Megéllapitottam, hogy a linedris viszkoelasztikus tartomanyt a bioolaj nehéz maradék
valamennyi esetben sziikitette, a merev komponens bevitelével a deformacionak kevésbé
ellenalld, merevebb szerkezeti anyag jott 1étre. A biokomponens gumidrleménnyel vagy SBS

polimerrel torténd egyiittes alkalmazasaval azonban ez a hatas elhanyagolhaté mértéki volt.
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A frekvenciafliggést vizsgalva kozepes aszfalt hdmérsékleten (10°C) megallapitottam,
hogy a biokomponenst kis koncentracidkban tartalmazé mintak esetén csokkent a komplex
modulusz, azaz a merevség, azonban ezzel egyiitt a faradasi tulajdonsag javult. A 10 m/m%
biokomponens adalékot tartalmazdé mintdknal az adott referencia bitumennel megegyezo
értekeket mértem. A 60°C-on végzett vizsgdlat sordn valamennyi mintdnal novekedést

Osszességeben megallapitottam, hogy az aszfaltmerevség kedvezo lehet.

A rugalmas tulajdonsagokat tekintve, a bioolaj nehéz maradék Oonmagaban torténd
adagolasa nem elegendd az 50/70 fokozati alapbitumen rugalmas tulajdonsagainak
javitasdhoz, azonban mind gumidérleménnyel, mind pedig SBS polimerrel egylittesen

megfeleld nyomvalyd képzddéssel szembeni ellenalloképességii kompoziciot kaphatunk.

A homérsékletfiiggést vizsgalva megallapitottam, hogy magasabb hdmérsékleti
tartomanyban a két adalékot egylittesen tartalmazd mintdk esetén novekedett a komplex
modulusz értéke a referencia mintdhoz képest, a polimerrel modifikalt bitumen alapi mintak

esetén jelent6sebb mértékben.

A célkitiizésnek megfeleléen elmondhatod, hogy ezen mérési eredmények alapjan a
bioolaj nehéz maradék 10 m/m%-ban hozzakeverhet6 lehet az altalam vizsgalt bitumenekhez.
Nem hanyagolhato el a tény, hogy gazdasagi és kornyezetvédelmi szempontbol tekintve a
hulladék gumiabroncsokbdl eldallithatd gumidrlemény hasznositdsa a kedvezményezett mas
polimer modositoszerekkel szemben. A miszaki és gazdasagi tekintetben legjobb kétdanyag
kompozicio pontos és hiteles megéllapitasahoz tovabbi ellendrzd tesztek elvégzése sziikséges,
koztiik a stabilitas vizsgalat is. Emellett meg kell vizsgéalni a biokomponens beadagoldsanak
¢s a biokomponens eldkezelésének tovabbi mddjait, mely lehetdvé teheti jobb mechanikai
tulajdonsdgu  kotdanyag, esetlegesen nagyobb biokomponens részarannyal, torténd
eldallitasat. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a kdolajbol, polimerbdl, gumidrleménybdl,
valamint biomasszabol eldallitott komplex rendszerek tudomanyos-gazdasagossagi

Osszefiiggéseinek mélyebb feltarasahoz is.
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1. Motivacio

A Pannon Egyetem Jarmiimechatronika intézetében kiilonb6zd fékmechanizmusokkal
és ABS szabalyozo algoritmusokkal kapcsolatos kutatasok folynak. Az eddig elkésziilt
elméleteket, terveket, modelleket szerettiilk volna a gyakorlatban is kiprébalni, erre kerestem
megoldast. Amennyiben egy Uj fékmechanizmust egy igazi kerékparra szereliink fel, az
adatok kiolvasdsa nehézkes és a mérést rengeteg tényezo (a kerékpar, a gumik, a fékrendszer
allapota, az aszfalt mindsége, a kornyezeti hémérséklet, a nedvesség, a vezetd személye,
fizikai allapota, stb.) befolyasolja. Ezek Osszessége azt okozza, hogy a mérés megismétlése
esetén nem biztos, hogy az eredmény ugyanaz lesz, tehat nem teljesen reprodukalhatd, a
mérések hitelessége igy megkérddjelezhetd. Egy prototipus esetén nem zarhaté ki a
rendellenes miikodés sem, a hibasan miikodo fék a kerékparos sériilését is okozhatja. Ezekbdl
kifolydlag célszeriinek tlint egy olyan teszteszkdz megépitése, amelyikkel a fékek mitkodése
minél egyszeriibben, biztonsdgosabban, pontosabban vizsgalhato.

Ehhez a feladathoz terveztem egy olyan berendezést, melyen egy forgd féktarcsat
fékeziink, a fékezés kdzben fellépd fékezé nyomatékot mérhetjiik, és a mérés adatait konnyen
feldolgozhatjuk. A berendezést ugy terveztem, hogy hasznalhatd legyen a féknyomaték
mérésére is, illetve alkalmas legyen ABS algoritmusok vizsgélata esetén kiilonbozo
koriilmények emulalasara.

A dolgozatban bemutatom a tervezés lépéseit, az alkalmazott szamitasi elveket, a
megvalositds folyamatat, és néhany egyszerli mérés eredményét. Kitérek az ékfék
mechanizmus ¢és az ABS rendszerek miikodésének ismertetésére is, ennek kapcsan
magyarazva el, miért ezt a konstrukciot valasztottam. Annak bizonyitasara, hogy a
tesztberendezés megfeleldségét bizonyitsam, elvégeztem néhany mérést, hogy az
eredményeket Osszevetve a tervezés soran kiszamitott értékekkel bizonyithassam az elkésziilt
berendezés miitkddésének helyességét.

A dolgozatom felépitésében ¢és nyelvezetében torekszem az egyszerliségre, és a
konnyen érthetd megfogalmazasra, igyekszem mindent pontosan, érthetden, mégis kelld

tudoményossaggal elmagyarazni.
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2. A fékezés matematikai leirasa A fékezés soran haté erok szamitasa

Ahhoz, hogy a munkat elkezdjem, sziikséges volt meghatarozni, hogy milyen erdk,
nyomatékok hatnak egy kerékpar fékezése esetén. Szamitdsaimat azzal kezdtem, hogy
meghataroztam bizonyos kiindulasi feltevéseket, amelyek egy atlagos kerékpar fékezése
kozben koriilbeliil helytallok lehetnek [3].

A szamitasok elvégzéséhez az alabbi adatokat vettem alapul:

1. tablazat - A szamitasok alapjaul szolgalo adatok

A kerékpar tomege (Myerekpar) 20 kg
A kerékparos tomege (Myerépiros) 80 kg
Az els6 kerékre jutd tomeg (Meyys) 33,3 kg
A hatsé kerékre jutod tomeg (Mps0) 66,6 kg
A tomegkdzéppont magassaga (h) 1,2m
A kerékpar kerekének sugara (Fer) 0.33m
A kerékpar tengelytavija (L) 1,2m
A kerék és az aszfalt kozotti tapadasi egylitthatd () 0.8

A megengedhetd maximalis lassulas (amax) 3 m/s?
A kerékpar kezdeti haladasi sebessége (Viezq) 10 m/s

A téblazatban felsorolt értékek kozelitd jellegiiek, sok mindentdl fiigghetnek, de jo
alapot adnak olyan altalanos szdmitasok elvégzéséhez, amik segitségével kiszamithatd, hogy
milyen nagysagrendii er6kkel és nyomatékokkal kell szamolni egy kerékpar fékezése esetén.

A kerékpar haladasakor — sik Uton, alland6 sebességgel haladva, a 1égellenallast és a
gordiilési ellenallast elhanyagolva — csak fliggdleges erdk hatnak. A kerékparos tomegébdl és
a gravitdcos gyorsulasbol adédd nyomoerd (Fy) lefelé hat, ennek tart ellen a kerekek és az
utfeliilet érintkezési pontjaiban ¢ébredd Fly és F2y er6. Az Fly és F2y erdk aranya a
tomegkozéppont helyzetébdl adodik, ami fiigg a kerékpar méretétdl, tipusatol, a vezetd
személyétdl és a testhelyzetétdl is, de altalanossdgban elmondhatd, hogy a vezetd tomege az
elsd és a hatso kerék kozott 1/3 — 2/3 aranyban oszlik el, ugy, hogy a nagyobb teher a hatso

kerékre jut.
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fgy felirhato az egyensiilyi helyzetre az alabbi eréegyenlet:
—Fy+ Fly + F2y = 0N 1

F2y F1y

1/3L 2/3L

L

1. abra - A kerékpar fékezésekor fellépé erdk

A fiiggbleges iranyu erdk kiszamitasa:

Fy = (mkerékpér + mkerékpéros)g =981 N 2
Fly =<Fy = 327N 3
F2y ==Fy = 654 N 4

A fékezés soran a fékszerkezet a fékbetéteket a tarcsdnak szoritja, az Osszeszoritd erd
miatt az alkatrészek kozott surlodasi erd 1€p fel, mely a tarcsa sugaraval egyenld karon hat,
igy forgatonyomatékot hoz létre. Ez a fékezé nyomaték a forgd kereket igyekszik megallitani.
Mivel a kereket a vezetd és a kerékparos tomege az aszfalthoz nyomja, az nem all meg, a
kerék megallasat az aszfalt és a gumiabroncs kozott fellépd surlodasi eré akadalyozza meg.
Ez az er6 a kerék sugardval egyenld karon hat, igy nyomaték ébred, mely nagysagat tekintve
egyenld a fékezd nyomatékkal, de értelme ellentétes. A fékezés soran ez a két nyomaték
ellentart egymasnak, tehat egyensulyban van. [5]

Ha a fékezéskor bekdvetkezd bolintési jelenséget elhanyagolnank, az atvihetd fékezo

erd az alabbi modon lenne szamithato:
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Flx = Flyu =261,6 N 5
F2x = F2yu =523,2N 6

Ezt 6sszeadva megkaphatjuk a teljes atvihet6 fékezo erdt:
Femax = Flx + F2x = 784,8 N 7

Mivel ezt az erd a kerékpar kerekének sugaraval egyenld karon hat, kiszamithatd, hogy
ez mekkora fékezd nyomatékot jelent:

Msekezs = FemaxTkerek = 259Nm 8
Newton masodik torvénye (F = ma) alapjan ekkor kiszdmithatjuk az elérhet6 lassulast:
oy = 225 = 78487 = 0,8 g 9

Ez akkor lenne helytalld, ha a tomegkdzéppont megfelelden alacsonyan lenne, de a
valosagban figyelembe kell venniink a kerékpar szerkezeti felépitésébdl adddod fizikai
jelenséget, a bolintast. Ez azt okozza, hogy a fékezés soran a terhelés az elsd keréken megno,
a hatso keréken pedig csokken, igy a kerekeken atvihetd erd is valtozik (az elsé keréken
nagyobb fékezd erdt vihetiink at, a hatson kisebbet). Mivel a fékezés sordn a vezetd és a
kerékpar egylittes tomege a kerékpart igyekszik vizszintes iranyban tovabb mozgatni, fellép
egy tehetetlenségi erd (EX). Ez az er6 a lassulas mértékével és a tdomeggel aranyos. Newton 2.
torvényét ismét felhasznalva felirhatjuk, hogy:

Fx = (Myersipsar + Mierékparos) @ 10
Ahol ,,a” a kerékpar lassulasa.

Ez az erd tehat a lassuldssal aranyosan novekszik. Mivel a tomegkozéppont €s a talaj
kozott tavolsag van, ezért a tehetetlenségi erd olyan forgatonyomatékot okoz, amelyik a
kerékpart igyekszik a haladas iranyaba forgatni, tehat ez okozza az elsd kerékre jutd terhelés
megnodvekedését, és a hatsora jutd csokkenését.

A forgatonyomatek értéke az alabbi modon szamithato ki:

M = F.h 11

Ez a forgat6 hatas oly mértékii is lehet, hogy a hatso kerékre jutd fliggdleges iranyu erd
0. Ez az allapot a hatarhelyzet, amikor mar nem ndvelheté tovabb a lassulds, mert a
kerékpéros elére bukna. Ekkor az erék egyensulya alapjan a fiiggéleges erdk az alabbi mdédon
egyenlitik ki egymast:

—-Fy+Fly =0 12
A hatéarhelyzetben a hatso kerék és a talaj érintkezési pontjara felirhatjuk az alabbi

nyomatéki egyenletet:

—Fy=L+FlyL —M =0 13
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A 12. egyenlet alapjan (Fly = Fy):
Fy=L—M =0 14
Fy>L=M 15
A 15. egyenletbe a 2, 10. és 11. egyenleteket behelyettesitve és atrendezve:

(Myerskpar + mkerékpéros)gg L = (Myererpsr + Mierékparos) Ah 16
Ezt egyszerisitve és atrendezve lathatod, hogy a maximalisan elérhetd lassulas:
a=g= = 654 17

Ez a kerékpar felépitésébdl adoddo maximum. Ez az érték valtozhat a kerékpartol és
kerékparos személyétdl fliggden, de lathatd, hogy jo tapadasi koriilmények kozott ez a
meghatarozo érték, ennél nagyobb lassuldst sesmmiképp sem érhetiink el.

Hogy ezt a lassulést elérjiik, Newton II. torvényét felhasznélva kiszamithato, hogy

Fsarioass = (Mierekpar + Mierekparos)@ = 654 N 18
fékezd erdt kell kifejteniink a kerékparra és a kerékparosra egylittesen.

A kerékpar kivant mértékben torténd lelassitasahoz tehat a mozgo tomegre ezzel az
erovel kell hatni. A sziikséges fékez6 er6t azonban nem kozvetleniil a kerékparra vagy a
kerékparosra fejtjiik ki. Az erd talaj és a kerék érintkezési pontjaban 1ép fel, és a kerék
kozvetiti, mégpedig ugy, hogy a kerékparra szerelt — tehat a mozgd tomeghez rogzitett —
fékkel a forgo féktarcsat szoritjuk, igy ott a tarcsa sugaraval (Trexrarcsa) €gyenld karon a
féknyereggel erét fejtiink ki (Ffey), tehat egy fékezd nyomatékot (Mrskezs) hozunk létre.
Amennyiben egy levegdben forgo kereket fékeznénk, a forgasi sebesség csokkentéséhez csak
a keré¢k tehetetlenségét kéne legydzni, de mivel itt a kerék egy mozgo tomeghez van rogzitve,
a forgési sebességének csokkentésehez azt az erdt is le kell gydzni, ami a forgasat okozza. Ez
az ok pedig nem mas, mint hogy a mozg6 kerékpar és kerékparos egyiittes tomege a kereket a
talajhoz szoritja, és a talaj és a kerék érintkezésénél emiatt fellépd surlodasi erd a kereket
forgasba hozza. A kerék fékezése soran tehat a kerékpar a tehetetlenség miatt igyekszik az
eddigi sebességével tovabb haladni, igy a kerék nem tud hirtelen lelassulni a fékezd hatas
miatt és a talaj érintkezési pontjanal olyan surlodasi eré ébred (Fgri64ss), melynek mértéke
aranyos a kifejtett fékez6 nyomatékkal és a kerék sugaraval (rye-¢x) egyenldé karon hat,
iranyat tekintve pedig olyan, hogy a kerék forgasat fent tartsa. Tehat itt iS egy nyomaték 1ép
fel, mely egyensulyt tart a fekez6 nyomatékkal (Mpqjss).-

A fent emlitett jelenséget az alabbi egyenletekkel irhatjuk le:

A nyomatékok egyensulya:
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Mpskerzs = Mpgjts 19
A kereket fékezé nyomaték:
Mpskezs = FrexTrektarcsa = 215 Nm 20
A tarcsa €s a betét Osszeszoritdsanal ¢bredd fékezd erd:
Frek = Fryomo Ufekbetét—tarcsa 21
A kerékpar mozgéasabol adodo, a kereket tovabbra is forgatni igyekvo nyomaték:
Mpgjts = FsarioassTrerék 22
Az abroncs és az aszfalt kozotti surlodo erd:
Fotrisass = Fnyomslt 23
Az abroncs és az aszfalt kozott fellépd nyomoerd:
Fryoms = Mg 24
A maximalisan elérhetd fékezd nyomaték szerkezeti felépités okozta korlatja tehat 215
Nm. Kiszdmithatd, hogy ekkor a feliileteket Gsszeszoritdé erd és a fellépd strlodasi erd

hanyadosa:

p > Zirlsdis — 7 25

y

Ez az a kritikus strlodasi tényezd, amely folott az eldre billenés miatt nem lehet
nagyobb fékez0 nyomatékot kifejteni, ez alatt pedig a surlddési tényezd hatdrozza meg a
kifejthetd nyomaték értékét, til nagy fékezé nyomaték esetén megcsuszik a kerék, ami a
jarmi instabilitdsat okozza, a kerékpar irdnyithatatlansdgahoz, borulashoz vezetve.

Ezek az elméletben elérhetdé maximumok, de a gyakorlati mérések azt bizonyitjak,
hogy egy atlagos kerékparos 0,3g koriili lassulast itél komfortosnak, biztonsdgosnak. Az
ekkor hat6 erdk és nyomatékok az alabbi modon szamithatok ki:

A fékezéshez sziikséges erd:
Fx = (Myerekpar + Mierékparos)a = 327 N 26

Ekkor a kerékpar mindkét kereke a talajon van, tehat mindegyik visz at fékezo erdt, és
az atvitt er6 mértéke messze van attdl, ahol a kerék megcsuszik, tehat feltételezhetjiik, hogy a
kerékpar mindkét kerekét egyforma fékerdt visz at.

Flx = F2x = 1655 N 27

Ez az er6 a kerék sugaraval egyenld karon hat, tehat a fékezé nyomaték:

Mpex = FixTierare = 54,6 Nm 28
Az ilyen mértékii lassulas eléréséhez sziikséges minimalis tapadasi tényezd:
©> Fsurlodas =017 29
Fy
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A szamitasok alapjan olyan berendezés tervezésébe kezdtem, mely képes ezeknek az erdknek,
nyomatékoknak a mérésére. A célom az volt, hogy a mérések minél nagyobb tartomanyban
elvégezhetdk és minél pontosabbak legyenek.
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3. A tervezés lépéseinek bemutatasa Az ékfék mechanizmus

mikodésének ismertetése

Az éltalam tervezett mérdberendezésnek alkalmasnak kellett lennie a hagyomanyos
fékrendszerek és egy ujszeri ékfék mechanizmussal mikodd féknyereg miikddésének
vizsgélatara is. Hogy a teszteléshez megfeleld eszkdzt készithessek, elengedhetetlen volt az

¢kfék mechanizmus megismerése.

A tarcsa forgasi iranya

Az ék kismeértékd
| ‘ elmozdulasa
. ‘ e

A féktarcsara
kifejtett nagy
nyomaoerd

2. abra - Az ékfék mechanizmus miikédési elve

Az ékfék elénye a hagyomdnyos rendszerekkel szemben, hogy széaraz, tehdt nem
szlikséges se fékfolyadék, se fékcsovek, se munkahengerek. A mikddéséhez csak megfeleld
tapellatasra €s elektronikus vezérlésre van sziikség. A miikodése azon alapszik, hogy az ék
alaku fékpofa a golyokkal ellatott felilleten elmozdul, igy kozelebb keriil a féktarcsahoz. A
hagyomanyos fékeknél a fékdugattyt a féktarcsara merdleges nyomast fejt ki, ezzel szemben
az ékféknél az ék erdsitd hatasat hasznaljak ki, ami azt jelenti, hogy a fékpofa a golyokkal
érintkezd ferde feliilet mentén egységnyit mozdul el, a tdrcsara merdleges irany elmozdulés
ennek csak toredéke lesz. Amennyivel kevesebbet mozdul el a tarcsara merdlegesen, mint a
ferde feliilet mentén, annyival nagyobb erdt képes kifejteni ebbe az iranyba, mint amennyi az
elmozditasahoz sziikséges volt. Ez az arany az ék szogétol fiigg, nagyobb ékszog esetén
azonos fékezd er6hdz nagyobb mozgatd erd sziikséges, mig kisebb ¢kszog esetén kisebb. Az
¢k szoge csak bizonyos meértékig csokkenthetd, mert a kupok kb. 3° alatt onzaroak (pl.

szerszamgépek esetén Morse kupok), ez azt jelenti, hogy a kupos feliiletek 0sszeszorulnak,
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igy a visszamozditashoz nagyon nagy er¢ sziikséges, a fékmechanizmus ,,beszorul”. [6], [7],
[8]. [9]
3.2. A koncepcio kialakitasa

A szamitasok elvégzése utan mérlegeltem, hogy mik azok a fontos szempontok,
kritériumok, amelyeket a tesztberendezésnek teljesitenie kell, hogy a fék vizsgalatara
alkalmas legyen, illetve az ABS algoritmusok tesztelhetok legyenek rajta. Az ABS
miikddésének legfontosabb alapelve az, hogy képes detektalni a blokkold kereket, €s ilyen
esetben a fékerdt csokkenteni. A kerék blokkolasa kiillonb6z6 koriilmények esetén kiilonb6zo
féknyomatéknal kovetkezik be. Igy olyan berendezésben kezdtem gondolkozni, ami a
féknyomaték mérésére alkalmas, valamint képes emulalni a kerék megcsuszasat.

A fékezéshez sziikséges teljesitmény vizsgalatdhoz hatalmas teljesitményii berendezést
kellett volna épitenem, ez kizardlag annyiban tudott volna tobbet, hogy a fék valdoban ugy
melegedett volna, ahogy a fékezés sordn, de az ABS miikodése nem a fékbetét
hémérsékletétdl fiigg, ezért ennek mérését masodlagosnak tekintettem.

A féknyomaték mérésének legegyszeriibb és legelegansabb moddja az lett volna, ha a
féktarcsa tengelye €s a hajto tengely kozé egy tengelyek kozé szerelhetd nyomatékmérot
szereltem volna, de az ilyen eszk6zok ara nagyon magas, igy mas megoldast valasztottam.

A megvalositasra kertilt 6tlet 1ényege, hogy egy villanymotorral egy allételen at egy
féktarcsat forgatok, majd azt fékezem. A féknyereg egy elfordulni képes konzolra van
felerdsitve, igy a fékezéskor a forgd tarcsa igyekszik a féknyerget €és a tartd konzoljat is
magaval forgatni. A konzolra egy hosszu kar is rogzitve van, amelyiknek a masik vége egy
erdmérd cellat nyom. Az erémérd cella adataibdl és a kar hosszabdl igy mar kiszdmithato,
hogy mekkora fékezé nyomaték ébred. Bar kozvetleniil nem mérjiik, az is kiszamithato,
(illetve a surlodasi egylitthatok pontos értékének hidnyaban becsiilhetd), hogy mekkora erdvel
nyomja a fékbetét a tarcsat. A megoldas hatranya, hogy nem alkalmas melegedési és kopasi
vizsgélatokra, mert a tarcsa lassabban forog, mint ahogy egy valodi kerékparon hasznalva
forogna [1].

A téarcsa meghajtasara DC motort hasznaltam az egyszerti szabalyozhatosaga miatt, az
adatok gytijtésére Arduinot, a szamitogépen futd program megirasara pedig LabVIEW-t, mert

volt mar veliik tapasztalatom, illetve a kommunikacié konnyen megvalosithato a kettd kozott.
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i

3.3. A berendezés felépitése

3. abra - Az elkésziilt szerkezet 3D modellje

A mér6épad az alabbi részegységekbdl all ossze:

1. Asztalkeret az asztallappal — Szerepe a berendezés tobbi elemének stabil helyzetben
tartasa

2. Villanymotor — 24 V-0s, 250 W teljesitményii kefés DC motor, mely a hajtast biztositja.

3. Hajtomli — A villanymotor altal leadott teljesitményt a féktarcsa forgatasahoz és a
méréshez megfeleld mértékben alakitja at.

4. Féknyereg tartdé konzol — A féknyereg megfeleld rogzitését és az erdmérd cella nyomasat
biztositja.

5. Fékkar tartd — A rendszert miikodtetd fekkar rogzitésére kialakitott hely.

6. Eroméro cella — A féknyereg tartojara rogzitett kar altal nyomott erdméro.

7. Mikrovezérld — Arduino nano, az eréméro cella és a fordulatszdmmérd adatait dolgozza
fel és kiildi a szamitdgépnek, valamint a szamitogéptdl kapott informécidk alapjan jelet
ad a motorvezérlének (nem szerepel a rajzon)

8. Motorvezérld elektronika — a mikrovezérld jelének megfeleléen valtoztatja a motorra
adott fesziiltséget (nem szerepel a rajzon)

9. Fordulatszammérd — Optikai enkoder, mely a kimenetén magas, vagy alacsony jelet ad
ki, attol fliggden, hogy a keréknek épp lyukas vagy teli része all a LED és a

fototranzisztor k6zott (nem szerepel a rajzon)
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3.4. A lanckerekes attételek szamitasa

A kerékpar lassitasara hasznalt fék egy atlagos fékezéskor a fékezett keréken mérve Kb.
50 Nm lassitdo nyomatékot hoz létre. A méréshez arra van sziikség, hogy a motor ekkora, vagy
nagyobb hajté nyomatékot biztositson. Ezt a tengelyén mérve egy 24 V-os DC motor nem
tudja eldallitani. Hogy ekkora nyomatékot tudjak elérni, attételre van sziikség. Az attétel
megvaldsitdsa tobb modon lehetséges, én a lancos megoldas mellett dontéttem egyszerii
megvaldsithatosaga €s alacsony dara miatt. A fordulatszdm csokkentését €s a nyomaték

novelését egy haromfokozatu lancos attétel biztositja, mely az alabbi abran lathato:

4. abra - A lancos attétel

3.5. Az attétel felépitése, miikodése

A berendezés meghajtasara egy 250 W teljesitményli 24 V-os DC motort hasznaltam,
melyet részletesebben a fejezetben mutatok be. Ez a motor a kihajtd tengelyén 04B
fogaskerékkel rendelkezik, igy az elsé attételnél a lanc tipusa adott volt mar.

A lanckerekes hajtds megtervezésénél eldszor kiszamitottam a sziikséges végalltételt,
tehat abbol indultam ki, hogy a motor altal leadott nyomatéknak hanyszorosara van sziiksége
a mérésekhez. A szdmitasok alapjan arra jutottam, hogy koriilbeliil 50 szeresére kell ndvelni a
motor nyomatékat, ezt pedig egy fokozattal lehetetlen megoldani, hiszen a motor tengelyén 11
fogu fogaskerék volt, ez azt jelentené, hogy a megfeleld attétel biztositdsdhoz a masik oldalon
550 fogura lenne sziikség. Ez nyilvanvaldéan nem jarhat6 ut. Ezutan a kereskedelemben
kaphato lanckerekeket tanulményozva, €s a geometriai szempontokat is figyelembe véve arra

jutottam, hogy harom fokozatu lanckerekes hajtomiivet épitek. Az attételek meghatarozasa
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utan kiszamitottam az egyes lanckerekek fordulatszamat, a tengelyeken ébredé nyomatékokat,
a lancokat terheld huzoderdket. A lanckerekes hajtas adatait az alabbi tdblazat tartalmazza:

2. tablazat - A lanckerékattételhez hasznalt lanckerekek adatai

Megnevezés | Tipus | Fogszam | Osztokor | Fordulatszim
1. Lanckerék | 04B 11 21,30 2750

2. Lanckerék | 04B 50 95,55 605

3. Lanckerék | 06B 8 24,89 605
4.Lanckerék | 06B 16 48,82 302

5. Lanckeré¢k | 06B 8 24,89 302

6. Lanckerék | 06B 50 151,69 48

Az elsé attétel tehat egy 11/50-es, a masodik egy 8/16-0s, a harmadik pedig egy 8/50-es
attétel. Ez igy Osszesen 0,0176-os attétel, tehat a fordulatszam 0,0176-od részére csokken
(ami a névleges fordulatszdm esetén percenként 48,4-es fordulatszamot jelent), a nyomaték
pedig 56,8-szeresére n6 (mely a névleges nyomaték esetén 49,4 Nm-t jelent).

Ezek a névleges értékek, de a motor a névlegesnél nagyobb terhelés esetén a
fordulatszdm csokkenése és a felvett dram ndvekedése mellett a névleges nyomaték
tobbszordsét is képes leadni, tehat elegendd lesz a kerékparok fékberendezései altal leadott
fékez6 nyomaték legydzésére.

A lanchajtas tervezésénél kiszamitottam, hogy az egyes fordulatszdm és nyomaték
értékek ismeretében milyen erd terheli a ldncot. Szdmitdsaimat arra az esetre alapoztam, hogy
150 Nm fékezé nyomatékot hozok létre a féktarcsa tengelyén. Az erdk és fordulatszdmok
meghatarozasa utan egy katalégus ajanlasa alapjan lanctipust valasztottam. A magasabb
fordulatszamon forgo, de kisebb terhelésli attétel esetén, a motor tengelyén 1évo lanckerék
adott volt, igy az els6 lanc tipusat ez alapjan valasztottam. A masik két — Kisebb
fordulatszamt, de nagyobb nyomatéka — attételhez erdsebb, 06B tipust lancokat és
lanckerekeket hasznaltam. Az altalam hasznalt lancok erésen tul vannak méretezve, de mivel
egy kisérleti eszk6zok mérésére 1s hasznaland6 fékpadrdl van sz, igy eléfordulhatnak nem
vart esetek is. [4] A mikodés kozben fellépd erdket és nyomatékokat az alabbi tablazat
tartalmazza:

3. tablazat - A hajtomii tengelyein ébredoé nyomatékok

Tengely Tengelyen haté nyomaték
3.Tengely 150Nm
2.Tengely 24Nm
1.Tengely 12Nm

Motor tengelye 2,64Nm
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4. tablazat - A hajtomii lancaira hato erok

Lanc | Tipusa | Megengedett terhelés | Fellépo terhelés
1.Lanc | 04B-1 3000N 264N
2.Lanc | 06B-1 9000N 1200N
3.Lanc | 06B-1 9000N 2500N

3.6. A méroeszkoz elektromos rendszere

Az elkésziilt berendezés villamos szempontbol elég egyszerl, egy tdpegységbdl, egy
mikrokontrollerbdl, egy erémérd cellabol, egy A/D konverterbdl és egy fordulatszammérd
egységbdl all.

Az attekinthetdség kedvéért és az esetleges javitdsok, modositdsok egyszeriibb
elvégezhetdsége érdekében készitettem egy sematikus abrat, mely bemutatja az eszkoz

villamos hal6zatanak felépitését.

230V AC Tapegyséeg

Motorvezerlo Villanymotor

Fordulatszammeéro - Arduino nano

A/D konverter

Eromeéro cella

5. dbra - A mérdpad villamos rendszerének sematikus abraja
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Az abran a tapvonalakat pirossal, az adatvonalakat feketével jeloltem. Ahogy a képen
lathatd, a motor tapellatasat a tapegység biztositja, a méréeszkdzoknek pedig elég a laptopbol
az USB csatlakozon keresztiil érkezd aram. A tapegység egy kapcsoloiizemi tdpegység, mely
a halozati 230 V-bol 12 V egyenfesziiltséget allit elo, és legfeljebb 20 A-t képes leadni. Ez
csatlakozik a motorvezérld bemend felére, igy tehat annak kimend oldaldn tehat ez a
maximalisan kivehetd aram és fesziiltség (a motorvezérld aramkor veszteségeitol eltekintve).

A mikrokontroller a szamitogép USB csatlakozojan keresztiil kapja a tapellatast, a
tobbi eszkoz pedig a mikrokontrollertdl. A fordulatszammeéronek tapként 0 és +5 V kell, igy a
kimenetén is 0 vagy +5 V jelenik meg, attdl fliggben, hogy az enkddertarcsa teli vagy lyukas
része van épp az optokapu elétt. A mikrokontroller ezekbdl az adatokbdl szadmitja ki a
fordulatszamot. Az A/D konverternek szintén 0 és +5 V fesziiltség kell, valamint egy orajel és
egy adatvonal. Ehhez csatlakozik az erémérd cella, mely valojaban 4 nyalasmérd bélyeg
Wheatstone hidba kapcsolva.

Mivel a motorvezérld aramkort is a mikrokontrollerrdl vezérlem, a két kiilon aramkori

rész foldjeit kozositettem.
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4. A miikodéshez sziikséges szoftverek

4.1. A mikrokontrolleren futé program

A mechanikai tervezés befejezése utan nekilattam az Arduino program

megtervezésének €s megirasanak. A programot a lehetd legegyszertibbre probaltam késziteni.

A program 6 jol elkiilonitheto részbdl all. Ezek mindegyike kiilonb6z6 feladatot 1at el.

A programban szerepl6 valtozok létrehozasa, inicializalasa

A mikrokontroller és a szamitégép kozotti kommunikacios bedllitdsok
elvégzése

Foprogram, melyben a megirt fliggvényeket meghivom

Az er6dmérd cella adatait feldolgoz6 fiiggvény

A fordulatszamot szamito fliggvény

A motor vezérlését biztosito fiiggvény

4.2. A LabVIEW program bemutatasa

A programhoz egy olyan felhaszndloi feliiletet készitettem, amirdl minden lényeges

informéacio leolvashatd, mégis egyszeriien attekinthetd.

Viola Gergely

Port kivalasztasa [ {d = Nincs kommunikacios hiba

Pannon Egyetem

2018
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6. dbra - A LabVIEW program felhasznaléi feliilete

A feliileten bal oldalt feliilr6l lefelé haladva az alabbi elemek talalhatok:

e A blokkolasi nyomaték bedllitasara szolgalo adatbeviteli mez6 — Az ABS miikodésének

szimulacidja ugy valosithatd meg, ha a féktarcsa forgasa ténylegesen ledll. Az, hogy a
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valésdgban a kerék mekkora fékezé nyomaték esetén blokkol, a 2. fejezetben targyalt
modon szamithatd ki. Amennyiben kiszamitottunk egy bizonyos értéket, és ezt az adott
helyzetet szeretnénk emulalni, a kiszamitott nyomatékot ebbe a mezébe irjuk be. Ekkor
ennek az értéknek az elérésekor a tarcsa tényleg allora fékezddik, ahogy az a valdsagos
kerékpar esetén torténne, amikor a kerék megcsuszik. Ha a fékkart visszaengedjiik, a
féktarcsat szoritd erd csokken. Amint ez az erd a kritikus érték ald ér, a tarcsa Gijra forgasba
jon, ahogy a valdsagos kerékpar esetén is ismét forogni kezd a kerék, ha a féker6t
csokkentjiik.

e Kijelz6 mezék — Ezekben a mezOkben lathatjuk a mérés eredményét. A pontosabb
eredmény és a konnyebb leolvashatdsag érdekében a program nem a pillanatnyi értéket
jelzi ki, hanem egy fut6 atlaggal simitott értéket, amelynek 1ényegét a késobbiekben fejtem
ki. A legfontosabb mért jellemz6 a fék altal kifejtett fékezé nyomaték, ez keriilt feliilre.
Alatta a fékteljesitmény, ami 1ényegesen alacsonyabb, mint a tényleges fékezéskor, hiszen
a tarcsa koriilbeliil tized akkora fordulatszamon forog. Az eredmény azonban alkalmas a
mért fordulatszam és nyomaték adatok valdssaganak 0jboli ellendrzésére, mert a motor
teljesitménye ismert (250 W), és mivel a 24 V-os fesziiltség helyett csak 12 V-rdl taplalom
meg, 125 W a maximalis teljesitmény, ami kivehetd beldle. Ebbdl még lejonnek a lancos
attételek és a csapagyak gordiilési, surlodasi veszteségei, igy dsszesen koriilbeliil 100 W
teljesitményt tud leadni a rendszer. A mérések soran a fékteljesitmény értéke 100 W alatt
volt, igy ez is igazolja, hogy a mért nyomaték €s fordulatszam értékek hihetd tartomanyban
vannak.

e A korrekciokeért felelds részek — Az elsé a null korrekcio, erre azért van sziikség, mert az
alkatrészek pontatlansaga miatt van egy kis litése a féktarcsanak, amely igy idénként akkor
is minimalisan hozzaér a fékbetéthez, amikor a fékkar elengedett allapotaban van. Ez 1-2
Nm eltérést jelent, ami nem nagy eltérés, de jobbnak lattam egy ilyen korrekcids lehetdség
bevezetését.

A masik a blokkolasi nyomaték korrekcigja. A beéllitott nyomaték elérése esetén torténd
blokkolast tigy valositom meg, hogy egy kalibracios folyamat soran meghataroztam, hogy
az egyes PWM Kkitoltési tényezOk esetén milyen maximalis nyomaték leadasara képes a
motor. Ezekre az adatokra egyenest illesztettem, majd a képletet atalakitva visszakaptam,
hogy a kivant maximalis nyomaték eléréséhez milyen kitdltési tényezodt kell bedllitanom.
Az egyenes illeszkedésének pontatlansaga, és az alkatrészek melegedésébdl adodo,
miikddés kozben bekovetkezd valtozasok miatt eléfordulhat, hogy a szerkezet nem a

beallitott nyomaték esetén fékezddik allora. Ennek elkeriilése érdekében egy korrekcios
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lehetdséget adtam hozzd, amellyel precizen beallithato, hogy a szerkezet mindig pontosan
a kivant nyomaték esetén fékezze allora a tarcsat.
Akciogombok

o Nullazas — Az elébb emlitett null korrekcio automatikus elvégzése. A gombra torténd
kattintds utan a program automatikusan elvégzi a korrekcidzast. Addig allitja magat,
amig a hiba a programban elore definialt hatarok k6z¢é nem keriil

o Korrekcio — A gomb alkalmas a tarcsa blokkolasa esetén a blokkolasi nyomaték
finom korrekcidjara. A hasznélatdhoz a tarcsat alléra kell fékezni, majd a gombot
nyomva tartani.

o Adatok mentése — A harom grafikonon lathaté adatok Excel tdblazatba mentése. Az
adatok kimentése .csv formatumban torténik, amely késébb konnyen kezelhetd
Excelben az adatok feldolgozasa, a mérés kiértékelése szempontjabol.

o Forog — Ez egy indikator. Ha a tarcsa megallt, a szine és a felirata megvaltozik,
jelezve, hogy a féknyomaték elérte a beallitott értéket.

o Stop — A program megallitasa, ekkor a program a motort is leallitja.

Port - A program inditasa el6tt itt kell kivalasztani, hogy a szamitogépen melyik COM
portra van csatlakoztatva a mikrokontroller. Amennyiben a csatlakozas megfeleld, a
program zo6lddel kiirja, hogy ,,nincs kommunikécios hiba”, ha nem megfeleld portot
valasztottunk, pirossal irja, hogy ,. kommunikacioés hiba”

e Diagramok — Mindharom diagramban ko6zos, hogy két adatsor lathato rajtuk
egyidejlileg. Az egyik a pillanatnyi érték (pontokkal jelolve), ami a mikrokontrollerb6l épp
érkezik. Ez gyorsabban koveti a valtozasokat, de zajjal terhelt, ezért alkalmazom a
masodik gorbét (folytonos vonal), amely egy mozgo atlaggal simitott érték.

e A fels6é diagramon a fékezd nyomaték lathatd. A berendezés alapvetden a fekezd
nyomaték mérésére valo, ezért ez a legfontosabb mérendd mennyiség, ezt tettem a
kozéppontba. A fiiggbleges skala 0-100 Nm, mert nagyjabol ebben a tartomanyban
varhatoak az eredmények.

A bal als6 diagram a féktarcsa fordulatszamat mutatja. A mikrokontroller a lanckerekes
hajtomil k6zépso tengelyének fordulatszamat méri és kiildi a szamitogép felé, de az attétel
ismeretében ebbdl mar konnyen kiszamithato a féktarcsa fordulatszama, és ezt a
fordulatszamot mutatja ez a grafikon.

A jobb also diagramon a fékteljesitmény lathatd. A mérés soran a féktarcsa fordulatszama

végig meglehetdsen alacsony, igy a fékteljesitmény is Kicsi.
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5. A megépités 1épéseinek bemutatasa

5.1. A vaz és a hajtomii elkészitése

A tervek elkésziilte utan koltségtervet készitettem, majd a kereskedelemben kaphato
alkatrészeket megrendeltem, a vézszerkezethez ¢és a hajtoml tengelyeihez pedig
megvasaroltam az alapanyagokat. A vazszerkezetet én magam gyartottam le, ahogy a hajtomi
tengelyeit is. A vazszerkezetet a JK-Horsetrucks kft. hegesztémiihelyében készitettem el,
ahogyan az asztalldbakat és a féknyereg felfogatojat, és az ahhoz csatlakozo kart is. Az

esztergalyos ¢€s szerelési munkakat az egyetem miihelyében végeztem.

7. abra - A lanckerekes hajtomii gyartasa

A vazszerkezetet a rajzoknak megfelelden készitettem el, az asztal aljan rovid,
zartszelvénybdl késziilt csonkokat helyeztem el, ezekre csatlakoznak az asztal labai, igy a
szerkezet szétszedheto, szallithato.

A tengelyek elkészitése utan a lanckerekeket is meg kellett munkalni, mert ezek
gyarilag egy adott méretli furattal késziilnek, ezt esztergan a megfelelé méretiire bovitettem.

A kovetkezd 1épés a csapagyhazak elkészitése volt, ezeket a terveim alapjan az

egyetemi miihelyben készitették el. Ezzel parhuzamosan elkészitettem a fa asztallapot.
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5.2. Osszeszerelés és festés

A szerkezetet elkésziilte utdn darabjaira szedtem, lefestettem, majd ismét
Osszeszereltem. A festés és 0sszeszerelés utan rajottem, hogy a mérdcelldt nyomo kar, melyet
35x3mme-es szerkezeti acélbol készitettem, ezen a hosszon képes oldalirdnyban kihajlani, igy
az erdbméro cellat nem mindig pontosan ugyanott nyomja, igy az nem azonos mértékben hajlik

le, ezért hamis eredményt mutat.

8. abra - Az erémérés pontossagat noveld lemezek

A pontossag javitdsa érdekében az erdmérd cellara egy pozicionald furattal ellatott
lemezt erdsitettem, az azt nyomo karra pedig egy tiiske alakit. A mérés sordn a nyomotiiske
beleiil a pozicionalo furatba, igy mindig pontosan ugyanott nyomja a cellat, igy azonos erd —
tehat azonos fékez6 nyomaték — hatasara mindig azonos mindig ugyanannyit hajlik le az
erdmérod, igy ugyanazt az értéket mutatja.

A lancos hajtas megfelel6 miikodéséhez sziikséges a lanc megfeleld feszességének
beallitasa. A hajtomiiben az elso tengely (amelyikre a féktarcsa rogzitve van) rogzitett helyen
van, a masik két tengelyt tartd csapagyhazak alatt a sinen azonban ovalis furatok vannak,
melyek lehetséget biztositanak arra, hogy a tengelyeket elmozditsuk. Igy beallithato az

egyenes futas €s a lancfeszesség is.

9. dbra - A lancfeszesség beallitasa

Az Osszeszerelés soran kideriilt, hogy a harom ladnc feszességének megfeleld

beallitasahoz sziikséges a motor mozgathatosaga is, igy a motort egy dontheté lemezre
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helyeztem. A ddlésszog megvaltoztatasaval valtozik a lanc feszessége. A lemezt jobban
megdontve a lanc lazabb lesz, kisebb sz0g esetén pedig feszesebb.

A festés és Osszeszerelés utan felhelyeztem az enkodert és elvégeztem az elektromos
bekotést, illetve rogzitettem az elektronikus alkatrészeket az asztallaphoz. Ezutan egy plexibdl
késziilt védoburkolatot készitettem a lanckerekes hajtomii koré az esetleges balesetek

elkertiilése érdekében.

10. abra - Az elektronikus alkatrészek és a védoburkolat

Utolso 1épésként elkészitettem és lefestettem a berendezés labait, melyek konnyen le és

felszerelhetdk, igy az eszk6z kdnnyen tarolhato, szallithato.

11. abra - Az elkésziilt méréberendezés le- és felszerelt labakkal

A berendezés igy konnyen Osszeallithatd, egy mérés megkezdéséhez csupan fel kell

szerelni a labakat, elektromos halozathoz csatlakoztatni, €s a szamitdgéppel 0sszekdtni.
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o re

6. A berendezés kalibracioja

6.1. A mérocella kalibraciojanak bemutatasa

Az egész berendezés mitkodése a mérobélyeg altal szolgaltatott adatokon alapszik, ezért
elengedhetetlen, hogy minél pontosabban kalibraljuk, minél pontosabban dolgozzuk fel az
abbol kijovo adatokat. Ebben a fejezetben bemutatom, hogy milyen modon kalibraltam a
mérobélyeget.

A kalibracio ebben az esetben annak meghatarozasat jelenti, hogy az A/D konverterbol
kapott nyers adatok és a cella terhelése kozott milyen 0Osszefiiggés van. Ennek
meghatarozashoz eldszor az sziikséges, hogy a cellat kiilonbozo, ismert tomegekkel
terheljiik és leolvassuk az A/D konverterbdl kapott értéket, majd a kettdt tablazatba

mentsik.

Az erdmérd cella kialakitasa és mérete miatt nem egyszer(i sulyokat helyezni ra, ezért a
kalibraciohoz egy segédeszkozt készitettem. A segédeszkdz egy harom ldbon 4ll6 hdromszog,
melynek harom laba koziil kettd egyforma, a harmadik pedig hegyes €s annyival révidebb,
hogy amikor ez az erOmérd cellara szerelt lemez poziciondld furataba van allitva, a
haromszog egyenesen alljon. Abban az esetben, ha a terhelés a haromszoget a kozepén éri,
egyenletesen oszlik el a harom 1ab kozott. Ennek elérésére egy olyan laminalt lapot
készitettem ¢és ragasztottam a haromszogre, melyen koncentrikus kordk vannak, igy a
kalibraci6hoz hasznalt suly konnyen kdzépre helyezhetd.

Masodik 1épésként készitettem egy egyszerti LabVIEW programot, amely az erdmérd
cella adatait beolvassa, kiirja és grafikonon is abrazolja. Az Arduino kiolvassa az A/D
konverter altal kiildott adatokat, majd tovabbitja a szamitogép felé, ahol egy LabView
feltileten jelenitem meg Oket. A mérdcellabol jovo nyers adatok zajjal terheltek, ezért hogy

kisimitsam a jelet, az utols6 husz adatbol mozgd atlagot szamoltatok a programmal, az igy
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kapott jel mar nem zajos. A mérések soran hasznalt program esetén 10 pontbol készitem a
mozgd atlagot, mert ott cél, hogy a kijelzett szamérték és a képernyén megjelend éabra
megfeleléen gyorsan kovesse a valésagban bekovetkezd valtozasokat. A kalibracios folyamat
soran ezzel szemben statikus terhelést alkalmaztam, igy a cél a zaj minimalizalasa volt, ezért

nagy mintaelemszamu szlrést alkalmaztam.

VISA resource name drawdata  Raw data current value
oathed raw data value based on last 20 data poin

8.662E+6

8.66E+6
8.,658E+6
8,656E+6
8.654E+6
8.652E+6

8.65E+6
8,648E+6

8,646E+6

k|
3
z
5
]
g
A

8,644E+6
8,642E+6

8.64E+6
8.638E+6
8,636E+6
8,634E+6

s R e
34234576

13. dbra - A szenzor kalibrdldsdra készitett program

A 13. abra mutatja az elkészitett program felhasznaloi feliiletét. Az abran azt az
atmenetet lathatjuk, amikor egy nagyobb sulyt helyezek a mérébélyegre. A zdld keresztek
jelolik a szenzor pillanatnyi adatait, a piros vonal pedig a simitott értéket. Megfeleléen hosszu
1d6 eltelte utdn ez beall egy jo kozelitéssel allandonak mondhaté értékre, ezt feliil kdzépen
egy kijelzon jelenitettem meg.

A kalibraciés folyamat soran egy Excel tablazatot készitettem, melybe feljegyeztem a
haromszogre helyezett sulyt, és a hozza tartozo nyers adatokat.

A kalibraciot két kiillonbozo stlykészlettel végeztem el.
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Elészor egy mérOpoharat helyeztem a haromszogre, feljegyeztem az iires allapotaban
kapott adatokat, majd kiilonbdzd, ismert mennyiségli vizet toltdttem bele, és az igy kapott
adatokat is feljegyeztem. Mivel a viz siirlisége jo kozelitéssel 1 kg/dm?, ezért megfelelének
tlint a kalibracio elvégzéséhez. A mérdpoharon az osztasok 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500 és
600 ml-nél voltak, igy egy finom osztasu skalat kaptam, viszonylag kis 1épéskozzel, egy kis
tartomanyon.

A masodik modszeremhez egy sulyzokészletet hasznaltam. A haromszoget ugyanugy
megtartottam, majd a sulyzokészletbdl dsszeallitott kiilonbozé nagysagu sulyokat helyeztem
rd. A sulyzokat 6sszesen hatféleképpen tudtam Osszerakni, igy 1.25, 2.5, 3.3, 5, 6.25 és 7.7
kg-nal tudtam mérni.

Az Osszes eredményt egy Excel tdblazatba jegyeztem fel. Kiilonvettem az els6 ¢és a

masodik mérés adatait, mindkettébdl diagramot készitettem, majd ezeket 6sszehasonlitottam.

6.2. A mérések kiértékelése és a kapott adatok feldolgozasa

Az adatok tarolasahoz és kiértékeléséhez az alabbi tablazatokat készitettem:

5. tablazat - A kalibracios folyamat soran vegzett mérések eredményei

Kis tomeggel (vizzel) valé mérések
Terhelés ami A tomeg az A nullinal 1évé A bélyegen A hiromszog és a
Allapot/terhelés SzAm T::’:] . @EEl e A EEOAKIR i adattal 16v0 Swsoes pohér tiim;ggét SRy AnElints
g [kel Kkeriil EIED e visszaszimolva korrigilva tomeg kivonva W NIEGEGEE
Uresen 8619750 - - -8200 -0,0635 -0,0716 0,0000
Rajta van a hiromszog 8624480 = = -3470 -0,0222 -0,0303 0,1239
Rajta van a mérépohar 8627950 0 0,00 0 0,0081 0,0000 0,2148 - - -
50ml 8628440 0,05 0,02 490 0,0124 0,0043 0,2276 0,0128  74,3% -0,0372!
100ml 8630500 0,1 0,03 2550 0,0304 0,0223 0,2816 0,0668  33,2% -0,0332
200ml 8634290 0,2 0,07 6340 0,0635 0,0554 0,3809 0,1661  17,0% -0,0339
300ml 8638280 0,3 0,10 10330 0,0983 0,0902 0,4854 0,2706 9,8% -0,0294
400ml 8642470 0,4 0,13 14520 0,1349 0,1268 0,5952 0,3804 4,9% -0,0196
500ml 8646530 0,5 0,17 18580 0,1704 0,1622 0,7015 0,4867 2,7% -0,0133
600ml 8649760 0,6 0,20 21810 0,1986 0,1904 0,7861 0,5713 4,8% -0,0287
Nagy tomeggel (sulyzékkal) mért értékek
Allnpnt/te rhelés Szam Te.!jes (acitelty T: l:léel;’éesg?enli Mutau,)tt é‘nélf I ‘:Ji::ﬁﬁ:lz . n“al(l;:;’ti’:lllé‘]ﬁ l[zvl:")égsesg;: LA . GElTneotS .‘ ) ‘Az el

tomeg [kg] Keriil a nullat kivonjuk visszaszamolva Korrigélva tomeg kivonva hiba  kilogrammban
Uresen 8619750 - - -4730 -0,0658 -0,0444 0,0000 - -
Rajta van a haromszog 8624480 0 0,00 0 -0,0214 0,0000 0,1333 0,0000 - =
1,25kg 8670380 1,25 0,42 45900 0,4097 0,4311 1,4266 1,2933 -3,5% 0,043286
2,5kg 8717450 25 0,83 92970 0,8518 0,8732 2,7528 2,6195 -4,8% 0,119537
3,75kg 8762950 3,75 1,25 138470 1,2792 1,3005 4,0348 3,9016 -4,0% 0,151553
5kg 8804250 b) 1,67 179770 1,6671 1,6884 5,1985 5,0652 -1,3% 0,065228
6,25kg 8848640 6,25 2,08 224160 2,0840 2,1053 6,4492 6,3160 -1,1% 0,065967
7,5kg 8890770 7,5 2,50 266290 2,4797 2,5010 7,6363 7,5030 0,0% 0,003029

A kalibraciohoz el6szor meg kellett hataroznom a 0 terheléshez tartozo értéket. Mivel a
mérést az elsd esetben ugy hajtottam végre, hogy a haromszog ¢és a mérdpohar is
folyamatosan rajta volt az eszk6zon, azt vettem 0 értéknek, amikor a mérépohar rajta volt a
haromsz6gon, de iires volt. A masodik esetben azt az allapotot neveztem 0-nak, amikor az

iires haromszog terhelte a berendezést. Erre azért volt sziikség, mert a haromszog, illetve a
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mérOpohar tdmege ismeretlen volt, igy amennyiben a terheletlen eszkdzt vettem volna 0
értéknek, az Gsszes rahelyezett sulyhoz még hozzé kellett volna adni egy ismeretlen értéket.
Ezzel a modszerrel azonban fel tudtam venni egy megfeleld kalibracios egyenest, ami alapjan
utolag kiszamitottam a mérépohar és a haromszog tomeggét.

Mivel lineéris az 0sszefliggés az eszkozre helyezett tomeg és a mutatott érték kozott, az
eljaras nem torzitja a mérési eredményt, a kalibracios egyenest csupan el kell tolni, hogy a
terheletlen eszk6zhoz képesti valds adatokat mutasson.

A kovetkezd 1épésben a sulyt elosztottam hdrommal, hiszen a haromszog alaku lap
miatt csak a harmada jut az erémérd cellat terheld labra.

Ezutan a nulla (a mérdpohar esetén az iires mérépohar, a sulyok esetén az iires lap)
terheléshez tartozo értéket kivontam minden értékbdl.

A mért adatok alapjan elkészithettem a grafikonokat, amik megmutatjak az

Osszefliggést a terheld tomeg és az erdméro cella altal mutatott érték kdzott:

Kis stlyokkal végzett mérések

i}
°
8
a
]
i)

0,08 0,10 0,12

Terhelés amérébélyegen [kg]

15. abra - A vizzel végzett mérések alapjan készitett egyenes
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Nagy sulyokkal végzett mérések

1,00 1,50
Terhelésa mérdbélyegen [kg]

16. dbra - A sulyzokkal végzett mérések alapjan készitett egyenes

A diagramokon latszik, hogy az 6sszefiiggés a vartnak megfelelden linedris. A pontokra
trendvonalat illesztettem, melynek az illeszkedését is kiirattam. A trendvonal illeszkedése a
kis stlyokkal tortén6é mérés esetén is jonak mondhato (0,9967), de a nagyobb sulyokkal
torténd mérés esetén az illeszkedés még pontosabb (0,9996), ebbdl sejthetd volt, hogy ez az
egyenlet jobb eredményt fog adni, a késdbbi szdmitdsaim sordn ez be is bizonyosodott.

Az y = mx + b alaku egyenletet x-re rendezve (x = (y - b) / m alakra alakitva)
visszaszamolhattam, hogy az az egyenlet alapjan az erdmérd adatai mekkora stulynak felelnek
meg.

A képletbe a terheletlen erdmérd bélyeg adatait behelyettesitve a vart 0 eredmény
helyett a trendvonal tokéletlen illeszkedése miatt nem nullat kaptam, ezért az itt kapott
értékkel korrigaltam az 6sszes adatot.

Ekkor mar megkaptam a felvett nullahoz képest az igazi nulla (a terheletlen bélyeg)
értékét, ez mindkét sulykészlettel torténd mérés esetén a varakozdsoknak megfeleléen egy
negativ szdm lett. Ezt kivonva ¢és harommal az egészet megszorozva (a haromldbu tarté miatt)
megkaptam, hogy a nulldhoz képest mekkora suly terheli a berendezést, ez minden esetben
miikddik, akkor is, amikor csak az iires haromszog van a berendezésen, €s akkor is mikor a
haromszog és a mérépohar, igy azoknak a tomege is meghatarozhato.

Ezekre az aldbbi eredményeket kaptam:

6. tablazat - A kalibraciohoz hasznalt eszkozok tomege

Kis sulyokkal Nagy sulyokkal ‘
. - . - Atlag
vegzett meres vegzett meres
A haromszog tomege
[ka] 0,124 0,133 0,1285
A mérépohar tomege
[ka] 0,0909 - -
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Ezutan az 0Osszes mérési eredménybdl kivontam az adott mérésnél a nullpont
eltolasahoz sziikséges eszkozok tomegét (a haromszog, illetve a haromszdg és a mérépohar
egyiitt). Igy megkaptam, hogy a kapott adatokbol az altalam meghatarozott egyenlettel
visszaszamolva mekkora lehetett az egyes esetekben a bélyegre helyezett stly.

Az igy kapott adatokbol és az eredeti adatokol kiszamoltam a koztiik 1€v6 eltérést, majd

diagramon &brazoltam:

Az abszolut hiba a mért tomeg fliggvényében

0,1500

0,1000

Abszoluat hiba [kg]

Mért témeg [kg]

Az abra alapjan tgy tlinik, hogy a kis tomeggel tortént mérések pontosabbak, de az abszolut
hiba szamitasanal megfelelobb modszer a szédzalékos hiba szamitdsa, mely megmutatja, hogy

mekkora az eltérés a terheléshez viszonyitva.

A szazalékos hiba a mért tomeg fliggvényében

o
=
£

]

S
=

[}

N

N
w

.

Meért tomeg [kg]

Az abran lathato, hogy a nagyobb tomegekkel (a stlyzokészlettel) végzett mérések
esetén joval kisebb a szazalékos hiba. Ezért, az adatsor nagyobb tartoményon torténd
eloszlasa miatt, és az illesztett trendvonal jobb illeszkedése miatt az ezekre az adatokra

illesztett egyenest hasznaltam fel a LabView kdédom készitésénél.

380



Els6 helyezett palyamiivek
Viola Gergely: Bicikli-ABS miikodésének vizsgélata és fékteljesitményének mérése sajat tervezésii tesztpadon

A nyers adatok kilogramma alakitasat az alabbi Osszefliggéssel irhatjuk le:

Nyersadat—8619750—2273,9
106473

30

Kilogramm =

6.3. A hitelesitéshez készitett LabVIEW kod

Miutan a nyers adat és a terheld tomeg kozotti Osszefliggést meghataroztam,
készitettem egy LabVIEW programot, amely mint egy mérleg miikddik az elobbi 6sszefiiggés
alapjan, tehat a haromszogre egy mérendd targyat helyezve meghatjuk annak tomegét. A
mérés inditasa utan elészor a haromszoget helyezziikk a helyére, majd nyomjuk meg az
»autoset” gombot. Ekkor megtorténik a nulldzas, ez a terhelés lesz a kiindulasi helyzet, ami a
0 kg terhelésnek felel meg, a program is 0 kg-t fog mutatni. Ezutan helyezziik el a sulyt
kozépen, majd varjunk, amig a program altal mutatott érték megall (a hossza zajsziirési ido

miatt ez par masodperc). Ekkor a kezel6feliiletrdl leolvashatjuk a rahelyezett targy tomegét.

Viola Gergel - . e e . Pillanatnyi érték .
9ely k Nincs kommunikéciés hiba Az utolsé 20 adat alapjan szamitott mezgé atlag értéke
Pannon Egyetem
2018
Rahelyezett tomeg [kg]

0,5174
Null korrekcié [kg]
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0,15-
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=
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STOP

19. dbra — 0,5kg-os sully mérésének eredménye

A méréshez egy 0,5 kg-os sulyt helyeztem a haromszogre, majd megvartam, amig a
kijelz6 allandé értéket mutatott. A 0,5 kg-os sulyt 0,5174 kg-nak mértem, ez nagyon jo

pontossag, boven elég a kivant feladatom elvégzésére.
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6.4. A blokkolasi nyomaték kalibracioja

Az ABS miukodésének teszteléséhez sziikség van egy blokkold kerék emuléalasara.
Kiilonb6z6 helyzetekben kiilonbozé az a fékezd nyomaték, amelynél a kerék blokkol. Ahhoz,
hogy az ABS miikddését kiilonboz0 nyomatéktartomanyokban vizsgalhassuk, olyan
berendezés sziikséges, amelynél a tarcsa allithatdo moddon, kiilonb6zd féknyomaték esetén
blokkol.

Az altalam készitett eszkéznél a blokkolas a villanymotor lefojtasat jelenti. A
villanymotor altal kifejthetd nyomaték leginkabb a motoraramtol fiigg, amely pedig a motor
kapcsaira adott fesziiltségt6l. A mikrokontrollerrel kiadott PWM jel Kitoltési tényez6jének
novelése egyenértékli a motorvezérld vezérld jelének novelésével. A vezérld jel ndvelése
esetén az aramkor kimend fesziiltsége is nagyobb lesz, a motor tehat nagyobb erdt képes
kifejteni, miel6tt blokkolna.

Olyan 0Osszefiiggést kellett talalnom, amely megmutatja, hogy a mikrokontrollerrel
milyen jelet kell kiildenem a motorvezérlonek, hogy a megfeleld fékezd nyomaték esetén
blokkoljon a féktarcsa. Az Osszefliggés meghatarozasahoz a mikrokontroller kimend jelét
fokozatosan noveltem, majd kézzel allora fékeztem a tarcsat, és ekkor leolvastam a kifejtett

fékezd nyomatékot. A mérések alapjan az alabbi grafikont készitettem:

A PWM jel és az elérhetd nyomaték kozotti 6sszefiiggés

R
2
o
=

PWM jel

20. dbra - Az ABS kalibracidja

Az adatpontokra egyenest illesztettem, majd kiirattam az egyenletét, igy
meghatdrozhattam, hogy mekkora PWM jelhez mekkora maximalisan kifejthetd nyomaték
tartozik. Mivel a kezel6feliileten az elérni kivant nyomatékot adjuk meg, ezt az Gsszefiiggést

is at kell rendezni x = (y - b) / m alakra.

Nyomaték+4,2338
0,373

PWM = 31
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fgy a kezelofeliileten beallitott nyomaték értékbél a LabVIEW program kiszamitja,
hogy a mikrokontrollernek milyen iizenetet kell kiildenie ahhoz, hogy a motor a kivant
nyomatéknal blokkoljon. Az elérheté nyomaték igy legfeljebb 90 Nm.
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7. Probamérések

A Dberendezés elkésziilte utan végeztem néhany mérést, annak igazolasara, hogy a
berendezés képes a tervezett feladatok ellatdsara. Harom mérést fogok bemutatni, az els6 egy
altalanos fékezés, a masik a fék karakterisztikdjanak felvétele, a harmadik pedig az ABS
miikodés vizsgalata. A harmadik mérés esetén valédi ABS-el szerelt fék hidnydban magam
huztam be, engedtem vissza a fékkart a tarcsa blokkoldsakor, igy szimuldlva az ABS
miikodését.

7.1.Egyszeri fékezés esete

A berendezés miikodése legjobban egy egyszeri fékezés szimuldlasaval tesztelhetd. Az
elérhetd fékez6 nyomatékot a maximalisra allitva és a fékkart huzva folyamatosan lathatjuk a
fékezd nyomaték és a fordulatszam értékét. A mérés soran a kezeldfeliileten az alabbihoz

hasonl6 eredményeket lathatunk:

Viola Gergely
Pannon Egyetem
2018

Port kivélasztésa | - Nincs kommunikéciés hiba

I1dé

Pillanatnyi érték Mozgd dtlaggal simitott adatsor értéke Pillanatnyi érték Mazgé dtlaggal simitott adatsor értéke /|
50- 100-

S
e

Fordulatszam [1/perc]
Teljesitmény [W]

e wao s B 88
DA A S A S R

21. dbra - Egyszerii fékezés vizsgdlata
Lathato, hogy az értékek az elvart tartomanyban mozognak, illetve ahogy a nyomaték
novekedésekor csokken a fordulatszam. Az adatokat Excelbe exportalhatjuk, majd
elemezhetjiik. Ekkor attol fiiggden, hogy milyen eredményekre vagyunk kivancsiak,
kiilonb6z6 diagramokat, kimutatasokat készithetiink.
Az adatok legegyszeriibb, idd szerinti abrazolasa esetén, a vizszintes tengelyen az id6t,
a fiiggbleges tengelyen pedig a hdrom mért mennyiséget lathatjuk. Mivel szdmszeriileg

hasonl6 értékiiek, k6zos diagramon is abrazolhatjuk dket.
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Mérési eredmények

22. dbra - Egyszerii mérés eredménye Excelben feldolgozva

Itt is lathat6, hogy a nyomaték csokkenésével aranyosan né a fordulatszam, valamint
hogy a mozg¢ atlaggal torténd zajsziirés mennyit valtoztat a mérés eredményén.
Amennyiben a vizszintes tengelyen a fékez6 nyomatékot abrazoljuk, a fiiggélegesen
pedig a masik két mennyiséget, az alabbi diagram készitheto:
A fordulatszam és a fékez6 nyomatéék alakulasa a fékezé nyomaték fiiggvényében

t m [1/perc A

23. dbra - A fékezé nyomaték, a fordulatszam és a teljesitmény

Az 4bran lathatd, hogy a fordulatszam a nyomaték novekedésével ardnyosan csokken.
A teljesitmény azonban egy bizonyos ideig nd, majd csokkenni kezd. Mivel a berendezést egy

DC motor hajtja, a gorbék egy DC motor tipikus karakterisztikajat rajzoljak ki.
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7.2. Fék karakterisztika mérése

Az altalam épitett méréeszkoz lehetséget ad a fék karakterisztika felvételére is. A

oo

méréshez egy olajszlird leszeddt és egy, annak rogzitésé¢hez készitett tartdt hasznaltam.

24. dabra - A fék karakterisztika mérése

A karakterisztika felvételéhez a menetes rész végére egy jelolést készitettem, majd
egész fordulatokat tekertem rajta és leolvastam a program altal jelzett eredményeket. A
menetes orsé menetemelkedése 2 mm volt, tehat minden teljes fordulat 2 mm behuzasnak
felelt meg. A kapott adatokat feljegyeztem és diagramot készitettem bel6liik.

A Schimano hidraulikus tarcsafék karakterisztikaja

 J—

25. dbra - A Shimano hidraulikus fék karakterisztikaja

A féket kézzel huzva is érezheté, hogy egy darabig konnyl behuzni, majd
felkeményedik, igy exponencialis karakterisztikat sejtettem, a diagramon latszik, hogy ez
bebizonyosodott, a mért adatokra valoban jol illik egy exponencialis gorbe. A mérés tartalmaz

hibakat, lehetett volna pontosabban kivitelezni, tobbszor ismételni, kisebb 1épéskozzel
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dolgozni, de a célom a méréssel nem a fék tokéletes karakterisztikajanak felvétele volt, hanem

a berendezés vizsgalata, annak bizonyitdsa, hogy alkalmas a feladatra.
7.3. ABS miikodés vizsgalata

A berendezés alkalmas az ABS-el szerelt fékek vizsgalatara. Ehhez arra van sziikség,
hogy az ABS szamara valdsagosnak tiind kdrnyezetet teremtsen. Az ABS szdmara valosagos
kornyezetnek tekinthetd az az eset, amikor egy meghatarozott mértékii fékezé nyomaték
esetén a tarcsa blokkol. Mivel a berendezésen nincs allithato csuszd tengelykapcsolo, ezt ugy
¢érhetjiik el, hogy a motort lefojtjuk. A kezel6feliileten eldre bedllitott fékezd nyomaték esetén
fog a motor leallni. Az ABS vezérlo érzékeli, hogy a tarcsa ledllt, igy csokkenti a fékerdt. A
csOkkend fékerd hatdséra a tarcsa ijra forgasba jon, amit a vezérld ismét érzékel, igy noveli a
fékerot.

Ennek a szakszeri vizsgalatdhoz sziikségem lett volna egy miikodé, ABS-el szerelt
fékre, mely sajnos nem allt rendelkezésemre, igy a féket kézzel htiztam, mig a tarcsa megallt,
majd visszaengedtem, igy utdnozva egy ABS beavatkozést. A mérést tobbszor is elvégeztem,
két mérés eredményét mutatom be:

Lassu beavatkozas

Lassu miikodési ABS szimulacidja

Féke aték [Nm] - Fordulatszam [1/perc]
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Mintavétel idépontja

26. dbra - Kis fékezé nyomaték és lassui ABS beavatkozas

Az elsd esetben a blokkolasi nyomatékot 20 Nm-re éallitottam, és a blokkolaskor a féket
tovabb huzva tartottam, visszaengedés utan pedig egy kis ideig hagytam forogni a motort,
mieldtt Gjra noveltem volna a fékerét. A mérés alapjan készitett diagramon tisztan latszik,
ahogy a fékerd eléri a beallitott értéket, a tarcsa blokkol, amikor a féknyomaték csokken, a

tarcsa ujra forogni kezd.
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Gyors beavatkozas

A masodik esetben a mérést nagyobb blokkoldsi nyomatékkal végeztem ¢€s a
beavatkozas gyorsasagat is noveltem, igy a diagramon lathato eredmények kevésbé tisztak, de
ez a viselkedés jobban kozeliti egy valés ABS beavatkozas milyenségét.

A mérés soran a LabVIEW program felhasznaloi feliiletén az alabbi képet lathatjuk:

Nincs kommunikacios hiba

adat alapjn szémit:

Fordulatszam [1/perc]
-
Teljesitmény [W]

s

e w

27. dabra - A kezeloi feliilet ABS fék vizsgalatakor
A felhasznaloi feliileten lathatdak a mérés eredményei, de én a jobb elemezhetdség

érdekében az Excel-be exportalt adatok koziil kiemeltem a sarga négyzettel jelolt részletet.

Gyors mikodésu ABS szimulacioja
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28. dbra - Nagyobb fékezé nyomaték és gyors ABS beavatkozas
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Az abran a fékez6 nyomaték és a fordulatszdm pillanatnyi és mozgd atlaggal simitott
értékei is lathatdak. Lathatd, hogy az egyszerii féknyomaték mérésnél hasznalt, jol miikodo
atlagolasi modszer itt nem megfeleld, mert tal lassan koveti a jel valtozasat. Az ABS-nek a
tarcsa megallasa utan amilyen gyorsan lehet, be kell avatkoznia, tehat vagy a pillanatnyi érték,
vagy valamilyen mas sziir6 algoritmussal szilirt adat alapjan kell, hogy miikodjon.

A mért adatok alapjan megvizsgaltam, hogy mennyire pontosan a bedllitott fé¢kezd
nyomaték értékének elérésekor blokkol a tarcsa. Ennek megallapitdsara egy diagramot
készitettem, mely megmutatja a fékez6 nyomaték ¢és a fordulatszam kozotti 0sszefiiggést az

ABS beavatkozas k6ézben.

A fordulatszam és a nyomaték kozotti 6sszefliggés
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29. dbra - A fordulatszam és a nyomaték kozotti dsszefiiggés

A diagram alapjan lathato, hogy a fékezd nyomaték novekedésével csokken a
fordulatszam, majd egy bizonyos érték elérése esetén a tarcsa blokkol. A blokkolaskor mért
fekezd nyomaték értékek szornak bedllitott 50 Nm koriil. Ennek oka lehet a szerkezet forgo
részeinek pontatlansaga, {itése, a motor felépitésébdl adodo, kiilonbozd szogben megallitott
rotor esetén kiilonbozd kifejthetd nyomaték, a felhasznalt méréeszk6zok pontatlansaga, illetve

az is, hogy a tényleges ABS beavatkozas helyett én mozgattam kézzel a fékkart.
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8. Osszefoglalas

A munka sordn megterveztem és megépitettem egy olyan berendezést, mely alkalmas a
kerékparokon hasznalt tarcsafékek altal kifejtett fékez6 nyomaték mérésére, illetve arra, hogy
ABS-el szerelt rendszerek esetén olyan kornyezetet biztositson, amelyben az ABS miikddése
vizsgalhatdo. A munka kezdetén megismertem a kerékpar fékezésének fizikajat, az ekkor
fellépd erdket, nyomatékokat és az ezeket leird egyenleteket, igy ezeknek tudatdban kezdtem
a szilardsagi méretezésbe. A szerkezet egy acél vazra épiil, melyen egy DC motor lanckerekes
attételen keresztiil forgatja a féktarcsat. A féknyereg egy karral ellatott, egy csap koriil
elfordulni képes konzolra van rogzitve. A miikddés soran a féknyereg szoritja a forgd tarcsat,
igy az igyekszik magéval forditani a nyerget és a tartdé konzoljat. A konzolt a raszerelt kar
akadalyozza az elfordulasban, melynek vége egy erdméré cellait nyom. Az erémérd adatait
egy mikrokontroller beolvassa és tovabbitja a szamitogép felé. A mikrokontrollertdl jovo
adatokat a szamitogépen egy LabVIEW program fogadja és dolgozza fel.

A berendezés megépitése €és a szoftverek megirdsa utan elvégeztem a sziikséges
kalibracios folyamatokat, hogy a mért nyers adatokbol valddi, a mérés szempontjabodl érdekes
eredményeket szamithassak.

A berendezés a féknyomaték mérésén kiviil alkalmas arra is, hogy az ABS miikdodése
szempontjabol valdsdgosnak tlind kornyezetet biztositson. A kiilonbozd helyzetekben,
kiilonb6z6 tapadasi tényezok esetén torténd fékezeések soran a megesuszas kiilonbozd fékezo
nyomaték esetén kovetkezik be, ennek emulalasdra az eszkoz kezelofeliiletén beallithato,
hogy a féktarcsa milyen fékezé nyomaték esetén fékezddjon allora.

Az eszkdz miikodOképességének vizsgalatara elvégeztem néhany probamérést,
melyeknek eredményeit Excel tiblazatba mentettem, diagramokat készitettem beldliik és a
kapott eredményeket kiértékeltem. A kiértékelés soran megallapitottam, hogy a mérés soran
fellép6 er6k, nyomatékok, fordulatszam értékek a vartaknak megfelelnek, a berendezés

alkalmas a kitlizott feladat elvégzésére.
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