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1. BEVEZETES

A modern vilag egyik nagy kihivdsa a ndvekvd villamosenergia sziikséglet kiszolgalasa. A
hagyomanyos moddszerek zome ezt értékes energiahordozok fogyasztadsaval éri el. Az
elterjedében 1évé megujuld energiaforrdsok alkalmazasa nem minden koriilmények kozott
elérhetd.

A mikrobidlis energiatermelés kiilonleges elénye, hogy ipari melléktermékekbdl, akar
szennyviz felhasznalasabol is, nyerhetd vele elektromos aram. Ezen energiacellak rdadasul
hasznos, vagy kornyezetileg kozombds végtermékeket allithatnak elo.

A mikrobidlis energiacella nem ujkeleti kutatasi tertilet, &m a kezdeti technoldgiai akadalyok
miatt kevés figyelmet kapott. Noha a technologia a természettudatos energiagazdalkodas
elérésének jelentés mérfoldkovét jelentené, €s ambar kutatdsa szamos elOrelépést ért el
napjainkig, a sikeres lizemi alkalmazhat6saghoz még nem érkezett el a sziikséges attorés.

A technoldgia hatékonysdganak noveléséhez a szamos egyéb technikai részlet finomitisa
mellett az alkalmazott mikroba faja, sdt torzse a legmeghatarozobb. Tanszékiink hosszabb
ideje foglalkozik a témaval, melynek nyoméan, kisérletem egy Shewanella xiamenensis

baktériumtorzs szubsztratum felhasznalasara fokuszalt.



2. CELKITUZES

A zoOldenergia irdnti ndvekvd igény kielégitésére az egyik megoldds az iizemanyagcella
technologidja lehet. A biotechnika rohamosan fejlddd tudomanyaga Ujszerli megoldasokat
keres a modern vilag kihivasaira. Az lizemanyagcellak hatékonysagat mikrobak beépitésével
novelhetjiik. A mikrobidlis lizemanyagcelldkban igéretes lehetdségek vannak, de gyakorlati
alkalmazasa tovabbi kutatdst igényel. A legsarkalatosabbak koziil az egyik a nagy
teljesitményti mikroba torzs megtaldlésa, fejlesztése és alkalmazasa.
Munkdm az egyetemen folyd mikrobidlis lizemanyagcella-kutatds része. Szollosi Attila
doktori munk4ja alapozta meg a témat a tanszéken, és kutatasai nyoman szamos szakdolgozat
is elkésziilt. Egy, korabbi vizsgalatok szerint kiemelkedd, elektrogén tulajdonsdgokat mutatd
Shewanella xiamenensis torzset tanulmanyoztam a doktori disszertacioban hasznalt,
modositott analitikai modszerek alkalmazdsdval. F6 célom a szubsztrdtum hasznositas
Vizsgélatom az alabbi részfeladatokbol allt:

® A torzs vas-redukcios képességének igazolasa

o (Gél-andd létrehozasa

e A gél-anddot tartalmazd mikrobidlis iizemanyagcella lizemeltetése ¢és a leadott

fesziiltség mérése a szubsztratum valtoztatasa mellett

o Kiegészitd vizsgalatok az andd cella allapotanak kovetésére



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Aziizemanyagcella jelentésége

A nemzetkozi energiaiigynokség (International Energy Agency, 2021) 1973 és 2019 kozotti,
vilag szintli energia statisztikdja alapjan megallapithato a vilag energiaigényének folyamatos
novekedése. Szembetlind, hogy a fosszilis ilizemanyagok felhasznaldsanak ndvekedése
lelassult. A jelentés adatai alapjan lathatd, hogy ezen energiahordozok kihasznaltsaga nehezen
fokozhat6. A szervezet kimutatisa szerint a biolizemanyagok és a szerves hulladékok

felhasznaldsa jelentds hanyadat teszik ki az energiaforrasoknak.

Share of world total energy supply by source, 1973 and 2019

1973 2019
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Hydro and waste 0.1% and waste 299,
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1. Abra: A vilag elsédleges energiaforrasai energiahordozok szerint szazalékos
eloszlasban és exaJoule-ban megadva (International Energy Agency, 2021)

A mikrobidlis {izemanyagcellak (Microbial Fuel Cell, avagy MFC) olyan modern
mikrobiologiai rendszerek, melyek jelentds, fenntarthat6 alternativ energiaforrassa valhatnak.
Az MFC-k kiilonbdzd szénhidratokon tul Osszetett szubsztratumokkal is képesek lizemelni,

mint amilyen a szennyviz is (Pant et al., 2010).



Az 1995. évi LIIL torvény rendelkezik ,,a kornyezet védelmének 4altalanos szabalyairol”, azaz
a csatorndba engedhetd szennyviz mindségérdl. A szennyviztisztitdsra szamos eljaras ismert,

melyek némelyike energiakinyerést is eredményezhet (Wolters Kluwer, 2020).

3.2. Aziizemanyagcella torténelme

Az els6 lizemanyagcellardl az 1838-as The London and Edinburgh Philosophical Magazine
and Journal of Science-ben szamol be William Grove. Kisérletében vizet elektrolizalt, majd
platina katalizator jelenlétében figyelte meg az oxigén és hidrogén gazok ujra egyesiilését
kisér6 fesziiltséget (Larminie & Dicks 2003).

Francis Thomas Bacon 1932-t6l tart6 20 éves munkassaga nyoman valt els6ként gyakorlatban
alkalmazhatd energiaforrassd az altala tokéletesitett alkali {izemanyagcella. Késobb a
sikertelen Apollo 13-as Urprogram hasznalta el0szor a Bacon modelljén alapul6 alkali
iizemanyagcellat, az elsd kereskedelmi alkalmazast lizemanyagcellava téve azt. 1955-ben W.
Thomas Grubb, a General Electric kémikusa membrant alkalmazott cellafelépitésében, ezzel
feltalalva az els6 protoncsere membranos cellat. 1958-ban a General Electric masik
alkalmazottja, Leonard Niedrach platina film hozzdadasaval tovabbfejlesztette az
ion-ateresztd membrant. Az igy kapott lizemanyagcella fejlesztését a General Electric tovabb
folytatta. Ezek a modellek is tovabbi szerepet kaptak a NASA Gemini lrprogramjaban
(Owens, B. 2016).

Az ¢lolényekben fejlodo elektromos aramot mar a 18. szazad elején észlelte Luigi Galvani
(Galvani, L. 1791). A mikrobialis energiatermelés 6tlete azonban majd csak 1911-ben meriilt
fel a novényi és egysejtli ¢€ldlények biologiai folyamataiban megfigyelt elektropotencial
valtozasok alapjan (Potter, M., C. 1911). 1931-ben Barnett Cohen létrehozta az elsd
mikrobidlis lizemanyag fél-cellat (Cohen, B. 1931). 1977-ben (Karube et al., 1977) sikeresen
hoztak létre mikrobidlis hidrogén iizemanyagcellat gliikoz fermentdcioval. A reakcidt a

felhasznalt mikroorganizmus akrilamid gélbe zarasaval stabilizaltak.

3.3. Aziizemanyagcellak tipusai és jellemzésiik

Az lizemanyagcellak hatékonysagat két alapvetd tényezo korlatozza:
e areakci6 lefolydsanak lassisaga €s az ebbdl szarmazo alacsony fesziiltség

e illetve, a szabad hidrogén jelenlétének biztositasa.



Ezen kihivasok lekiizdésére kiilonbozo tipusait hoztak 1étre az tizemanyagcellaknak.

Alkali iizemanyagcella: Mivel a legkorabbi tipus, szdmos valtozata 1étezik kiilonb6z0
iizemi hdmérsékleten és nyomason. K6zds benniik, hogy az elektrolit ltg, NaOH vagy
KOH a viszonylagosan alacsony koltségiik miatt. A reakcid pordzus elektrodak és
platina katalizator segitségével gyorsithatd. Egyes esetekben magas (200°C) iizemi
homérsékleten és nyomason is mukodtetik, ezzel is javitva a hatasfokot. Hatranyuk az
alacsony energiatermelés ¢€s hogy akadalyozza a miikddését a keletkez6 CO,
reakciotérbe keriilése. Népszerliségiik jelentdsen csokkent a protoncsere membranos
iizemanyagcelldk megjelenésével. Elonylik a késobbi, jellemzden savas elektrolittal
ellatott tipusokkal szemben, hogy naluk alacsonyabb homérsékleten is képes miikddni.
Tovabbi elonye, hogy olcsé anyagokbol dsszeallithato.

Protoncsere membranos iizemanyagcella: Elénye az egyszert felépitésében rejlik. Ezt
szilard polimer elektrolitjanak koszonheti, amelyen a protonok szabadon atjarnak.
Alacsony homérsékleten csak kifinomult szerkezeti elektrodak és katalizatorok
segitségével érhet el magasabb fesziiltséget. Tovabbi hatranya, hogy hidrogén ellatasra
van sziiksége.

Direkt metanol membranos iizemanyagcella: A  protoncsere membranos
lizemanyagcella modositasa, ahol a hidrogént a metanolbdl kozvetleniil nyeri a cella.
Hatranya, hogy alacsony aramerdsséget képes csak kozdlni. Jelentdsége a hordozhatd
elektronika alacsony fogyasztdinak kiszolgalasaban lehet a kompakt mérete miatt.
Foszforsav lizemanyagcella: Az elsé tomeggyartott lizemanyagcella tipus. Akéar 200
kW-os teljesitményt is képesek elérni, melynek érdekében porozus elektrodakat,
platina katalizatort és viszonylag magas tizemi hdmérsékletet (~220°C) hasznalnak. A
hidrogén ellatast egy kiilon egységben foldgaz hidrogénné és szén-dioxidda
alakitdsdval nyerik, mely jelentésen bonyolitja a felépitésiikket és dragitja a
legyartasukat. Elonyiik a megbizhatosaguk és alacsony karbantartasi koltségiik.

Szilard oxid ilizemanyagcella: Magas, 600-1000 °C-os hdmérsékleten iizemelve
lehetové teszi a foldgaz celldban valod hidrogénné reagalasat koltséges katalizatorok
hasznalata nélkiil is. Az extrém koriilmények biztositasahoz sziikséges szerkezeti
keramiak koltségesek, akarcsak a fiité €s hiité elemek tizemelése.

Olvadt karbonat iizemanyagcella: Szemben a szilard oxid {izemanyagcellaval
alacsonyabb homérsékleten miikodik (~650°C), igy sziiksége van katalizatorra. Ezen

a homérsékleten olcsobb nikkel katalizator hasznalataval is elérhetd6 magas



reakciosebesség. Eldnye szintén, hogy a celldn beliil lehetséges a foldgazbol vald
hidrogén kinyerés. Hatranya, hogy szemben a szilard oxid lizemanyagcelldval a
nikkel katalizator része egy olvadt, korroziv fémelegy-elektrodanak, ami megnoveli a

karbantartasi koltséget (Larminie & Dicks 2003).

3.4. A mikrobialis iizemanyagcella felépitése és miikodése

A mikrobidlis {izemanyagcelldk (MFC) olyan bio-elektrokémiai rendszerek, amelyek
baktérium anyagcsere folyamatokat kiaknazva hoznak létre elektromos aramot kiilonb6zo
szubsztratumokbol (Pant et al., 2010). A mikrobak alkalmazasa az enzimatikus folyamatok
olcsobb felhasznalasat teszi lehetdvé.

A mikrobak 1égzési folyamatuk soran ATP molekuldkat hoznak 1étre és elektronokat adnak le
a folyamat terminalis elektron akceptorjanak. Aerob koriilmények kozott az elektron akceptor
az oxigén. Egyes mikrobak képesek vizben nem oldhatd, fémes anyagoknak leadni
elektronjaikat. Ha a redukalodé anyag redox potencidlja kisebb az oxigén redox
potencialjanal, akkor a kiilonbozet kinyerheto elektromos aramként az iizemanyagcellabol.

Az MFC nélkiilozhetetlen harom alapeleme az andd, a katod és az elektrolit. A 1égzési
folyamat soran felszabadul6 elektronokat egy kiilsd aramkor az anddrdl a katodra vezeti ezzel
elektromos dramot hozva létre. Az aramkor fenntartdsdhoz az elektroliton keresztiil protont
kell juttatni a katod feliiletére. A katddon a toltések reakcioba lépnek a terminalis elektron
akceptorral, rendszerint oxigénnel. Az elektromos potencidl novelhetd az oxigént specialis
anyagokkal helyettesitve, mint amilyen a ferrocianid is (Logan & Regan, 2006). Maga a katod
folyamat is kiakndzhatd hasznos melléktermékek eldallitasara. (Pant et al., 2010).

A nem kivéanatos folyamatok elkeriilése végett és valtozatosabb elektrolitok alkalmazasaért a
rendszerbe a katdd €s az andd reakcidteret elvalasztd protondteresztd membran (PEM) is

beépithetd. Ez a membran a klasszikus, kétkamras tizemanyagcellak elengedhetetlen része.
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2. Abra: Tipikus kétkamras mikrobialis iizemanyagcella sematikus rajza

(EIMekawy et al., 2013).

A lebontani kivant szerves szubsztratum barmi lehet, a vegytiszta, egyszerli szénhidratoktol
kezdve az Osszetett ipari szennyvizekig. Gluk6z szubsztratummal szemléltetve a kovetkezd

két kémiai egyenlet irhato fel az elektrédokra:

e Anod real<ci('):C6H1206 + 6H20 —>6C02 + 24H" + 24e

e Katod reakeio: 60, + 24H" + 24e —12H0

Az elektrdda és a mikroba kozotti kolecsonhatas kétféleképpen alakulhat ki. Kozvetlen, avagy
mediator nélkiili kapcsolat esetén a mikroba enzimek aktiv centruma vagy vezetd képletek
kozvetleniil reagalnak az elektroda feliiletével. Medialt kapcsolat esetén természetes vagy
mesterséges kozvetitok vesznek részt a szerves anyagok bontidsanak redox reakcidiban. Az
utobbi moddszer elsésorban a korai iizemanyag cellakra jellemzd, alacsonyabb hatasfoku

modszer (Logan & Regan, 20006).

3.5. A mikrobiailis iizemanyagcella felhasznalasi lehetoségei

Bar a mikrobialis izemanyagcella technologia alkalmazasa még gyerekcipdben jar, ezért az
energiaipar megreformalasara még nem megfeleld, de mar talalhatok alkalmazasi lehetdségek,

melyeknél egyedi elénydkkel szolgal.



Legszemléletesebb elénye a szennyviztisztitds teriiletén figyelheté meg. A szennyviz, mint
bdéségesen rendelkezésre allo szerves szubsztratum energiagazdag tdpanyagot szolgaltat az
MFC miikddéséhez. Egyes becslések szerint a kommundlis szennyviz 9,3-szer annyi energiat
tartalmaz, mint amennyi a kezeléséhez sziikséges. A technoldgia ezzel nem csak energiat
termel, de a szennyviz kezelés egyes szakaszait is képes atvenni. Az MFC a magas
hémérsékleten iizemeld bioreaktorok idedlis helyettesitdje lehet. Ennek a felhasznalési
modnak a feltétele az MFC léptéknovelése €s az ehhez sziikséges anyagok meghatarozasa.
Kis 1éptékben azonban mar alkalmas hazkoriili alkalmazasra szennyviztartaly helyett.

Az MFC helyben torténd aram termelése kornyezeti érzékeldk lizemeltetését is egyszerlibbé
teheti. A folyd menti vagy mélytengeri érzékeldk esetében az iszap szervesanyag tartalma
elégségesnek bizonyulhat rovid lizemi szakaszok energiaellatdsdhoz. A modszer bioérzékelok
esetében gyogyaszati késziilekek €s érzékelok aramellatasat is biztosithatja.

Az MFC rendszer modositasaval létrehozhatd olyan két elektrodos rendszer is, amellyel
bioremediacio valosithato meg. Ez a rendszer a kornyezet szdmunkra értékes folyamatainak
katalizalasara képes akar energiatermelés mellett is.

Ha az MFC-t a terminalis elektronakceptor elhagyasaval és dram betaplalassal modositjuk,

akkor hidrogéngazt termeld elektrolizis cellahoz jutunk (Logan & Regan, 2006).

3.6. Shewanella nemzetség

Az Alteromonadales rendbe tartoz6 Shewanellaceae csaladban egyediil a Shewanella
nemzetség foglal helyet. A nemzetség legtobb faja Gram-negativ, palcika alakq, flagellummal
mozog. Fakultativan anaerob, oxiddz ¢és katalaz reakcidra pozitiv eredményt ad. Az aerob
novekedés soran az oxigént hasznaljak elektron-akceptorként. Egyes Shewanella fajokrol
ismert, hogy sajatsagos anyagcsere jellemzdik vannak, beleértve a mangan, a vas-oxid és mas
fémvegyiiletek redukcidjat. A nemzetség tagjai széles korben elterjedtek a természetben.
Kimutattak tengeri kornyezetben, tengeri szervezetekben, mélytengerekben, a fagyasztott
halban, fehérje tartalmi élelmiszerekben és esetenként klinikai mintdkban is. Néhany
Shewanella faj jelentds szerepet tolt be a tengeri eredetli élelmiszer alapanyagok romlasaban.
Fémredukcios tulajdonsagaik és egyszert fellelhetdségiik miatt ezek a baktériumok jol
alkalmazhatok mikrobialis lizemanyagcellaban elektromos aram eldéllitdsara. A nemzetség
egyes fajai patogén életmodot is folytathatnak. A S. algae szerepet jatszhat bakterémia,

szepszis létrejottében. A 16S rRNS génszekvencia-analizis alapjan nagyjabol harom {6



csoportot kiilonitettek el a nemzetségben: egy magas GC-tartalmt, egy hidegtlird de nem
sotlird csoportot, valamint egy hidegkedveld, natriumion-igénylé csoportot. A DNS mol%
G+C ¢értéke 38-54. Egy Shewanella genom nagysdga atlagosan 5 Mb-os egyes fajok
teljes-genom vizsgalata alapjan. (Satomi M., 2014)

3.6.1. A Shewanella xiamenensis

A Shewanella xiamenensis fajt a kinai Xiamen tartoméanyban a tengerparti iszapbdl izolaltak
Huang et al., 2010-ben. A sejtek egyetlen polarisan elhelyezkedd flagellum segitségével
mozognak. Sporat nem képzd, kemoheterotrof baktérium. A 2216 Marine agaron 1évo telepek
simdk, kor alakuak, kissé barnasak, dombortak ¢€s éles hatarvonaluak. Telepnovekedést

4-37 °C kozott tapasztaltak, 6,0-9,0 pH-tartomanyban 7,0 pH optimummal. Natriumionok
nem sziikségesek a novekedéshez. Sotlirését NaCl kozegben vizsgalva 0-4% sdkoncentracio
mellett szaporodott. 1-2%-0s sokoncentracid mellett érte el a legnagyobb novekedést (Huang

et al., 2010).

3.6.2. A Shewanella nemzetség felhasznalasi teriiletei

e Hasznos anyagok elekroszintetizalasa
A Shewanella fajok korabban vizsgalt egyéb nemzettségek tagjainal hatékonyabban
allitottak eld bioelektromos reaktorokban hasznos vegyiileteket, mint példaul

izobutanolt és hangyasavat (Zou et al., 2018).

e Bioremediacio
Talajba épitett MFC rendszerben egyes Shewanella fajok, mint a S. oneidensis
eredményesen alkalmazhatok szennyezd festékanyagok ¢és fémes vegyiiletek
k6zOmbositésére aramtermelés kiséretében (Zou et al., 2018).
MFC rendszeren kivill is alkalmazhatok a Shewanella nemzetség tagjai
kornyezetszennyezdk semlegesitésére. Viz és talaj remediéciora is alkalmas grafén
vazra rogzitett S. xiamenensis biofilm lemezekkel is kisérleteznek, melynek nagy

elénye, hogy tobbszor hasznalhato (Luo et al., 2019).



o Bio érzékelok és bio szamitastechnika
Kornyezeti és bioldgiai érzékelésre hasznalhatok a nemzettség tagjainak elektromos
jelei. BOI, toxikologiai értékek és egyes szerves anyagok specifikus érzékelésével is
kisérleteznek. Ezen elektromos valaszreakciok jelentds szerepet jatszanak a bio
szamitastechnikai kisérletekben is, felvaltva a korabbi biolumineszcens valaszreakciot

(Zou et al., 2018).

e Nano-részecskék eloallitasa
A Shewanella nemzetség fémredukcids tulajdonsdgai révén lehetéség nyilik
kornyezetbarat modon eldallitani optikai, elektronikai és gydgyaszati teriileteken
felhasznalt nano-részecskéket. Ez magaban foglalja a napjainkban nagy kornyezeti
artalomhoz vezetd litium akkumulatorok eldallitasat is. Az elektromos eszk6zok
ekként valo "zold"-eldallitasanak tovabbi elonye a mikrobak altal 1étrehozott nano-szal

struktura, melyek segitik az elektromos vezetéképességet (Kim et al., 2018).
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3. Abra: Elektronmikroszképos felvételek Shewanella sp. nanocsovekrél

(Kim et al., 2018)

3.6.3. Gélbe zaras

Az enzimatikus folyamatok ipari alkalmazasdban szamos elénye van a felhasznélt enzim

rogzitésének. A rogzitett enzim lehetdséget biztosit a termék szennyezettségének



csokkentésére, a koltséges enzimek visszanyerésére és Ujra felhasznalasara, valamint a
rogzités lehetdvé teszi az enzim folyamatos iizemili rendszerekben vald alkalmazasat.
Jarulékos eldnyként jelentkezik az enzimek jobb ellenalloképessége a szélsdségesebb lizemi
kornyezetnek, hoé vagy oldodszerek denaturald hatdsanak (Sheldon R., 2007).

A sejtrogzités a rogzitett enzimek eldnyein feliil tovabbi kedvezd lehetdségeket is biztosit.
Alkalmazéasaval a koltséges, illetve korliilményes enzim kinyerési és tisztitasi 1épésekre
nincsen sziikség. Megfeleld rogzitési modszerekkel teljes anyagesere Utvonal felhasznalésa is
lehetévé valik, melyben a sejt regeneralja a kofaktorokat és az ATP-t. Ennek kdszonhetden a
sejtrogzités alkalmazasa kiilonosen hatékony azokndl a folyamatokndl, amelyek
sztereospecifikus reakciokat, instabil enzimeket és koztes termékeket tartalmaznak, mivel
ezen folyamatok a természetes, sejten beliili kornyezetiikben, védve zajlanak le. Egyes
esetekben, mint példaul a sejthartydhoz kotott enzimeknél, az enzim kinyerhetetlen aktiv
form4jaban, igy a rogzitett enzimes folyamat nem szolgél alternativaként.

Kezdetben sejtrogzitéshez gyakran hasznaltdk az akrilamidot. Azonban az akrilamid
polimerizacidja soran hé és szabad gyokok keletkeznek, melyek rontjak a gél kémiai
atjarhatosagat €s roncsolhatjak a kozbezart sejtek enzimaktivitasat. A poliakrilamidba kotott
sejt granulatumok lagyak és szabdlytalan alakuak, ezért nagyobb kolonnikban koénnyen
morzsolodnak és egyenetleniil tomorodnek.

Az alginat géleket elsdsorban az élelmiszeripar hasznalja sirité anyagként,
stabilizaloszerként, zselésitd anyagként. Az algindt gélekben a B-D-mannuronat és az
a-L-guluronat blokk kopolimert alkotnak kalcium ionok jelenlétében. A kalcium hatdséara

inert térbeli haloszerkezet jon 1étre, amely a sejteket koriilzarja.
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4. Abra: Az ion jelenlétében létrejott, tojastarto-szerii, alginat gélszerkezet
(Abasalizadeh et al., 2020)

A gél porusainak mérete a polimerizaciohoz hasznalt fém ion és a monomerek aranyaban
valtozik. A gél keménysége az a-L-guluronat ardnyaval novekszik, ezzel iizembiztos kemény

gélek eldallitasa is lehetséges (Cheetham et al., 1979).
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5. Abra: A magas mannuronat tartalmu gélek rugalmasak, mig a magas guluronat
tartalmu gélek kemények és torékenyek (KIMICA Corporation 2023)

\B

6. Abra: Az alginat gél jelentésen meghaladja az élelmiszeriparban hasznalt tobbi
zselésitbanyag hdéstabilitasat (KIMICA Corporation 2023)

Ezen tulajdonsagai alapjan az alginat gél alkalmazasa elonyds a kisérlet pontossaganak

noveléséhez és sokoldaltisaga a kisérleti beallitds rugalmassagat is javitja.

3.6.4. LB tapkozeg

Az LB egy manapsag széles korben hasznalt baktérium tapkozeg, aminek eredete bakteriofag

genetikai kutatdsra vezethetd vissza. Guiseppi Bertani fejlesztette ki az LB recepturat,
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bakteriofag kisérlete soran, amikor egy Shigella torzs plakk képzddését probalta
optimalizalni. Az eredeti publikdcié nyomén a tdpkozeg “LB” roviditését tobbféleképpen is
értelmezték. Ezek kozott szerepel (a szerzok nevére utalva) a “Luria-Bertani” tapkozeg
elnevezés is. Noha Bertani egy késobbi cikkében ravilagitott az LB tapkozeg valds
elnevezésére (Lysogeny Broth), szakdolgozatomban — a tanszéken, a témaban késziilt tobbi
munkat kdvetve — én is a “Luria-Bertani” elnevezést hasznalom. Az LB tapkozeg ma mar az
Escherichia coli és més enteralis baktérium fajok els6dlegesen hasznalt tapkdzegéve 1épett eld

(MacWilliams & Liao, 2006).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérletemben protoncsere membranos iizemanyagcellat alkalmaztam. Ennek a cella tipusnak
egyedi elénye az alacsony tizemi hdmérséklet, mellyel a beépitett baktérium torzs 1étfeltételeit

biztositani tudtam. A mikroorganizmus a gélbezarasat kovetden az anod cella elektrodaja lesz.

4.1. Felhasznalt mikroorganizmus

Kutatdsomban a Mez0gazdasagi ¢és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteménye
(NCAIM) torzsgytijteménybdl szarmazod Shewanella xiamenensis, NCAIM B.0259 torzset
hasznaltam. Tanszékiinkon végzett szakdolgozataban (Rogzitett sejtes bioanddos mikrobialis
energiacella teljesitményének vizsgalata) Németh Krisztina (2016.) allapitotta meg a torzs

kiemelkedd vas-redukcids, és gyors szaporodasi képességét.

4.2. Tapkozegek és elkészitési modjuk

A Shewanella xiamenensis torzset steril Luria-Bertani tapkdézegben szaporitottam fel. A

kisérlet soran is Luria-Bertani taplevest alkalmaztam valtoz6 cukorkoncentraciok mellett.

1. Tablazat: Luria-Bertani tipkozeg komponensei 1 literre

Komponens Mennyiség
NaCl 10g
Tripton 10g
Elesztékivonat Sg

4.3. Torzs szaporitasa és tarolasa

A tarold ampulla szakszeri felbontdsat ¢és a rehidratilast kovetéen a mikroba torzset
Luria-Bertani taplevesbe oltottam. A hiitében légmentesen tarolt inokulumot 2-3 honap

elteltével atoltottam a torzs fenntartasa céljabol.

4.4. Mikroorganizmus gélbezarasa

A szakirodalmazasban olvashattunk a protoncsere membranos iizemanyagcelldk harom
hatranyarol, melyekre a gélbezart mikroba alkalmazasa megoldést nytjthat:

o A sziikséges hidrogén ellatast az egysejtli metabolizmusa szolgaltatja.
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e FEnzimatikus folyamatok 1tjan, a mikréba katalizalja a celldk kozotti
potencialkiilonbséghez sziikséges anyagcsereutat.

e Azzal, hogy a grafit elektrodat kozvetleniil a mikroba feliiletére juttatott gélbe
helyeztiikk a mikroba anyagcsere feliiletét és az elektroda reakcio feliiletét egyszerre
biztositottuk.

A Shewanella torzs gélen vald rogzitése tovabba a kimosodas minimalizalasat is célozta. A
mikroba torzset Szollosi Attila (2015.) kisérletei alapjan hidrogélbe zartam.

A hidrogél szerkezeti alapjat a Na-alginat adja. 0,1 g Na-alginathoz 10 ml desztillalt vizet
hasznaltam fel. A desztillalt viz egy kisebb részét megtartottam, a nagyobbik részben a
Na-alginatot alaposan elkevertem. Mivel az alginat finomszemcsés, konnyen csomdsodo por,
a maradék vizben a keveréshez hasznalt spatulat lemostam, majd dsszedntdttem a két elegyet.
A hidrogél vezetd képességéért felelds anilinbél 0,22 g-ot adtam hozza, mely sarga
cseppekként kiiloniilt el. Az anilin beépiilését az alginat-vazba 2 O6ras ultrahangos
homogenizéalassal végeztem. Ehhez a miivelethez a kivant 10 °C-os hdmérsékletet az

ultrahangos kédba jég hozzdadéasaval igyekeztem biztositani.

7. Abra: Clifton ultrahangos kad

Csomosodasgatloként 0,1 g TiO,-ot, a polimerizacid  gyorsitasdhoz 0,1 g
ammonium-perszulfatot adagoltam a folyadékba. Az ammonium-perszulfat a folyadékban
aggregalodott, ezért Ujabb 2 ords, 10 °C kozeli ultrahangos kezelést alkalmaztunk.

Elektrodaként 0,5 g grafit port alkalmaztam. Ezutin 0,5 ml Shewanella xiamenensis
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inokulum-ot centrifugaltam le 10000 rpm fordulatszamon 10 percen keresztiil, majd oldottam
vissza 0,5 ml-re fiziologias sdoldattal.

Az elektrogén baktérium szuszpenzié hozzdadasa utan az elkésziilt elegyet egy fecskendével
felszivva csappal szabéalyozhaté gumicsdvon keresztiil 0,1 M CaCl-oldatba csepegtettem. A
cél egységes, nagy feliiletli cseppek kialakitasa volt. A CaCl oldatba érve a cseppek formaja
rogzilt (8. abra), az oldatot hiitészekrénybe téve néhany nap alatt kialakult a kompozit

gélszerkezet.

8. Abra: A CaCl oldatba csepegtetve az alginit szabalyos gombokké zselésedik

Az igy kapott gélgydngydk a tanszek korabbi kisérletei alapjan vartakhoz képest szabalyosabb
alaktiak lettek. Ennek oka feltehetdleg a higabb polimer elegy, a bévebb anilin adagolés
lehetett (a recept 0,2 g hozz4adasat irta eld).

4.5. A mikrobialis iizemanyagcella osszeallitasa

A kisérlethez szendvics szerkezetli lizemanyagcellat alkalmaztam, mert eldnyei koz¢é tartozik

az egyszerl felépitése és a nagy reakcio feliilete kis belsd térfogat (kb. 24 cm®) mellett.
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9. Abra: Az bsszeallitott szendvics szerkezetii iizemanyagcella

A két kamras kialakitas falaiul atlatszo plexi elemek szolgaltak, melyeket neoprén tomitd
elemekkel lattam el. Az andd és katdd kamrat Nafion 117 proton-szelektiv membrannal
valasztottam el. Az anod cellaba helyeztem el a gélbezart mikrobdkat melyek kozé egy
szétbontott végl drotkdteg szalait vezettem. A katdd kamra falanak maradék két furatdba egy

csappal zarhatdé kivezetd csovet, illetve egy szivattyura csatlakoztatott bevezetd csovet

kotottem.

10. Abra: A cellaba kotott pumpa és csovek elrendezése

A katod celldba droton atvetett grafit szovetlapot helyeztem. Kalium-hexaferrocianatot 0,1
M-os NaCl oldattal 0,1 M-ra higitottam. A katdd cellat a szerkezet Osszecsavarozasat

kovetden, ezzel az elektrolit oldattal toltottem fel. Az andd cella ezt kdvetden LB tapoldattal
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keriilt feltoltésre. A katdod és anod cella rézvezetékeit fesziiltség mérésre allitott

multiméterekre (Voltcraft-820) kotottem.

11. Abra: A Kisérleti beallitas a csatlakoztatott multiméterekkel

Az aramkoron 500 Q ellenallast alkalmaztam. A multimétereket az adatok rogzitése végett
szamitogépre csatlakoztattam. Az adatok rogzitését tanszéki szoftver alkalmazasaval

végeztem.

12. Abra: A multiméterekbdl szirmazo fesziiltség értékek rogzitését végzo tanszéki
szoftver nyité oldala
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4.6.  Vas-redukcios vizsgalat

Az alkalmazott mikroba torzs fémredukcios képességét a MSZ 318-14:1987 hivatkozasi
szdmu vas-redukcios vizsgalattal igazoltam. A vizsgalatban hasznalt ammodnium-rhodanid
(NH,SCN) és vas(Ill)-citratbol szarmazo Fe 3" ionok savas kozegben vorés komplexet
képeznek. A szinvaltozas fotometrikus mérésével igazolni tudom a mikroba vas redukald
oltottam a tdrzset. Az oltastol szamitott 0., 24. ¢és 48. oOrdban végeztem el az
ammonium-rhodanidos festést.

A vizsgalatok soran 100 pl mintdhoz 900 pl kénsavat adagoltam. A savanyitott oldat 50
pl-¢hez 500 pl, 1,32 M-os ammoénium-rhodanid oldatot adtam és desztillalt vizzel
egészitettem ki a fotometrids méréshez sziikséges 1 ml-re. A pontos eredmény érdekében a
mintdk 460 nm-es hullamhosszon mért abszorbanciajat 5 percen beliil sziikséges

meghatarozni.

4.7. Fehérje mérés

A mintdk fehérje-tartalom méréséhez a BioRad Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining
Solution termékét hasznaltam. A kit a Bradford-moédszer alapjan miikodik, mely szerint a
Coomassie Brilliant Blue R-250 fest¢ék savas kozegben a kezdeti barnabol, fehérje
jelenlétében, kék szinre valtozik. A festett minta oldat abszorbancia értékeit 595nm-es
hulldmhossz tartomanyban mérjiik. Az abszorbancia értékekb6l BSA-val felallitott kalibracios
egyenes segitségével szamithatok ki a fehérjekoncentraciok.

A mintdkat 14000 rpm fordulatszamon 10 percen at centrifugiltam majd a festékoldatbol,
OtszOrds higitds utan, 1-1 millilitert adagoltam 20-20 pl mintadhoz. Az 5 perces reakci6idd
lejartaval desztillalt vizre nullazott spektrofotométerrel 600 nm-en lemértem a festett oldatok
abszorbancia értékét. Kalibracidos egyenesként GyOrfi Emese szakdolgozatanak értékeit

alkalmaztam.
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13. Abra: Kalibraciés egyenes a fehérje koncentricio meghatarozasihoz

(Gyérfi, E. 2016)

4.8. pH és vezetoképesség mérés

A mintdk pH és vezet6képesség mérését METTLER TOLEDO SevenMulti™ S47 késziilék
megfeleld szondaival végeztem. A parhuzamos pH mérés eredményei kozott latvanyos, akar
0,1-es eltérést is jelentkezett. A kis mennyiségekben rendelkezésre alloé mintak mérése a
konduktométer kialakitasa miatt koriilményesnek bizonyult, ¢és igy néhany esetben
légbuborékok 4ltal eldidézett hibds eredmény sziiletett. A késObbi mérések alkalméval a
mintavétellel parhuzamosan, a szonddknak megfeleld mennyiségli anyag rendelkezésre

allasakor javasolt a pH és vezetdképesség mérést elvégezni.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1.  Vas-redukcids vizsgalat

A vélasztott mikroba torzset MFC-ben vald alkalmazhatdsaganak igazolasara Fe(Ill)-citrat
tartalma tidpoldatba oltottam. A tenyészet Fe(Ill)-tartalmat komplex-képzé reakcidval
festettem és spektrofotométerrel vizsgaltam. A kapott abszorbancia értékek és a Fe'* ion

koncentracidja egyenes aranyban allnak, amit a 14. abra kalibracids egyenese szemléltet.

12
- v=61119x+ 0.1061
= 10 R*=10.9991 i
L
Z B
E.
=
&
E 6
=
= -~
; 4
= .
ol

=
0=
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
Abszorbancia (460 nm)

14. Abra: Vas-redukcios kalibraciés egyenes (Hegyi, L. 2015)

A tenyészetbdl harom egymast kovetdé napon mintat vettem. A kalibracidos egyenes

felhasznalasaval megallapitottam a mintak Fe** koncentracioit.
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15. Abra: A Fe(IIT) koncentracié valtozasa az id6 fiiggvényében

A Fe(Ill)-citrat redukcidjara kovetkeztethetiink a Fe*" ion csokkend koncentraciobol, ezzel
igazolva a mikroba vas-redukcios képességét. A csokkend redukcid a mikroba tenyészet

tapanyag hianyanak tudhato be.

5.2. A kémbhatas valtozasa

A két kisérletsorozat tapkozegének pH értékeit betaplalas eldtt és lefejtés utdn mértem. A
maltéz szubsztrdtum mérési eredményei kisebb ingast mutatnak, de a kisérletsorozat
idorendjével Osszefiiggésben nem fedezhetd fel fokozatos eltolodés a savasabb tartomanyba,

vagyis nem utal kevert savas erjedésre.
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16. Abra: A maltéz tapoldat kémhatasanak valtozasa a kisérlet soran

A laktéz tartalmi szubsztratum mérési eredményeiben nincs a maltéz tartalmu
szubsztratuméhoz hasonld ingadozas. A befertdzddés itt is kizarhat6, mivel itt sem

tapasztalhatd savanyodas a tapkozegben.
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17. Abra: A laktéz tapoldat kémhatisanak valtozasa a kisérlet sorin
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5.3.  Vezetoképes fehérje tartalom 6sszehasonlitasa

A maltoz és a laktoz tartalmu tapkozegekkel valo taplalas soran mértem a fehérje mennyiségét
és a vezetOképességet extracellularis elektron kozvetitoket keresve. Egyes esetekben az
elektrogén mikrobak kozvetett elektron kozvetitd fehérjek termelésével javitjak fém redukalod
képességiiket. Amennyiben a fehérjék mennyisége Osszefliggést mutat a tapkozeg
vezetOképességének valtozasaval, akkor ezt figyelembe kell vegyiik a tapkozeg cseréjénél.
Ugyanis ezen fehérjék eltavolitasa a reakciotérbdl jelentésen hatraltatnd a mikroba
metabolizmusat.

Mindkét esetben kimutathatd, hogy nincs szignifikans Osszefliggés a fehérje tartalom és a

vezetOképesség kozott.
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18. Abra: A fehérjetartalom és a vezetoképesség viszonya a maltéz tapkozegben
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19. Abra: A fehérjetartalom és a vezetoképesség viszonya a laktoz tapkozegben

A vizsgalat idOtartama alatt nem feltételezhetd vezetdképes fehérje termelddés egyik

tapkozegben sem. Feltételezhetden a mikroba kozvetlen kapcsolatot 1étesitett az elektroddal.

5.4. A maradék cukor és az elektromos teljesitmény valtozasa

Ez a kisérletek szempontjabol a legmeghatarozobb mutato. Mértem a Shewanella xiamenensis
energiatermelésének valtozasat a szubsztratum cukor koncentracio valtoztatasanak hatdsara. A
teljesitményt a multiméterekkel mért, a tanszéki szoftver altal rogzitett fesziiltség adatok és a

beallitott ellenallas alapjan szamitottam ki.

2. Tablazat: A fesziiltség, aramerdsség és elektromos teljesitmény alakulasa a
maltoz tartalmu tapkozegben

Maltéz tartalom (%) |Atlag fesziiltség (mV)| Aramerdsség (mA) | Teljesitmény (mW)

0 0,0008 1,54*10° 0,3

1 0,0004 6,96*10” 0,06
2 0,0013 2,59%10” 0,84
3 0,0028 5,66%107 4,01
4 0,0027 5,46*10” 3,72
5 0,0009 1,85%10° 0,43
6 0,0027 5,38*10° 3,62
7 0,0028 5,52*107 3,81
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Maltoéz tartalom (%) Atlag fesziiltség (mV) Aramer(’isség (mA) | Teljesitmény (mW)
8 0,0022 4.45%107° 2,48
9 0,003 5,93*%10° 4.4
10 0,0017 3,44%107 1,48

3. Tablazat: A fesziiltség aramerdsség és elektromos teljesitmény alakulasa a laktéz

tartalmu tapkozegben

Laktoz tartalom (%) Atlag fesziiltség (mV) Aramert’isség (mA) | Teljesitmény (mW)
0,5 0,00582 1,16¥10% 16,93
1 0,00612 1,22%10% 18,72
1,5 0,00531 1,06%10% 14,08
2 0,00547 1,09%10% 14,95
2.5 0,00602 1,2%10°% 18,1
3 0,00609 1,22%10% 18,53
3.5 0,00582 1,17*10% 16,96
4 0,00525 1,05*10% 13,76
4,5 0,00542 1,08*%10% 14,67
5 0,00520 1,04*10 13,53
5.5 0,00501 1*%107°® 12,56
6 0,00699 1,4%10% 24,43
6,5 0,00529 1,06%10% 14
7 0,00588 1,18*10™ 17,3
7.5 0,00517 1,03*10% 13,37
8 0,00624 1,25%10™% 19,45
8.5 0,00568 1,14*%10% 16,13

A tobb tizezer mért fesziiltség értékbdl szamitott atlag fesziiltségekbdl lathatd, hogy kicsi
koztiik a kiilonbség, ezért nehéz beldliik kovetkeztetéseket levonni.

A fesziiltség adatokat egy és masfél percenként parhuzamosan mérésbol rogzitettem. Az igy
kapott adathalmaz mérete rendkiviil nehezen kezelhetdvé tette az adatfeldolgozast. Ritkabb
adatvételezés is elegendd informacidt szolgaltathat a fesziiltségvaltozds pontos nyomon
kovetéséhez.

A fobb elektromos tulajdonsagok értékeinek kiszdmitasat kovetden az elektromos
teljesitmény valtozasaban tapasztaltam szabalyszertiséget. Ezért ezt a jobban elemezhetd
elektromos jellemzot vizsgaltam. A cukorfogyas és az elektromos teljesitmény viszonyat az
alabbi diagramon abrazolom. A legkisebb cukorfogyas mellett a legnagyobb teljesitményt

kivalté cukorkoncentraci6 az optimalis.
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20. Abra: A cukorfogyis és az elektromos teljesitmény valtozisa a maltoz
tapkozegek vizsgalata soran

cre

hasznositasanak ¢és az elektromos teljesitménynek az optimumat. Az energiatermelés
maximuma is ennél az optimalis koncentracional talalhato. Ebbdl a magasabb maltéz
koncentraciok limitalo szubsztratum hatdsara kovetkeztetek. A 9% maltdz tartalmu tapkozeg
vezetOképesség vizsgalata szintén a legmagasabb eredményt mutatta.

A méréseim nem adnak magyarazatot a vezetOképesség novekedésére. A jelenség hatterének

vizsgalata az energiatermelés hatékonysaganak ndveléséhez vezethet.

27



30

6%
25 4
1%
20 7%
= L il o | 0.5% 8%__ W 3.5%
E M 65% 3% 4%
25% g =
E 15 i * s
£ T 8.5% ?E% 45%
) 1.5% '
s 10 ' 5.5%
5
0
0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1 12 13

Cukor fogyas [mg/]

21. Abra: A cukorfogyss és az elektromos teljesitmény valtozasa a laktoz tapkozegek
vizsgalata soran

A tapkozegek készitése soran tapasztaltam, hogy 8,5 % feletti koncentracioknal a laktoz oldat
tultelitddott, ezért a vizsgalatot csak eddig a koncentracidig végezhettem. A teljesitmény
értékek alacsony szorassal a 16 mW-os atlag koriil rendezédnek el. A legnagyobb elektromos

teljesitményt a 6%-os szubsztratumnal mértem. A cukorhasznositast is figyelembe véve az

optimalis energiatermelést az 1%-o0s tapkozeggel sikeriilt elérni.
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22. Abra: A cukorfogyas valtozasa a laktoz tapkozegek vizsgalata soran
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A laktéz tapkozegek esetén a limitald szubsztratum hatas a 6%-os koncentraciotdl kezdédéen
feltételezhetd a cukorfogyas értékek alapjan. Az 1%-os koncentracid hatékonysagat a
cukorfogyas nem magyarazza, azonban mivel a 3% alatti koncentraciok rendre jobb
hatékonysagot értek el, mint a cukorhasznositasi maximum kozelében 1évé koncentraciok,
feltételezhetd, hogy az eredmény nem hibas mérés kovetkezménye. A jelenség hatterét
tovabbi kisérletek tarhatjak fel.

A laktéz tartalmi szubsztrdtumban a Shewanella xiamenensis torzs altal létrehozott
elektromos teljesitmény jelentésen meghaladja a malt6z szubsztratumoknal tapasztaltat. A két

tapkozeg kozil a laktoz tartalmti bizonyult kedvezébbnek energiatermelés szempontjabal.
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6. OSSZEFOGLALAS

Szakdolgozatom a tanszéken végzett kordbbi kutatomunkara alapoztam, amely az
lizemanyagcelldk hatdsfokanak javitasat célozta kommundlis és élelmiszeripari szennyviz
hasznositasara. A tanszéken kifejlesztett mérési modszereket felhasznéalva tobb szakdolgozat
késziilt a bioanddos iizemanyagcelldk kutatdsanak témajaban. A kisérletemben a Shewanella
xiamenensis fajt hasznaltam, melyr6él korlatozottak a tudomanyos ismeretek, igy
eredményeimmel hozzajarulok részletesebb jellemzéséhez. Az alkalmazott torzs kordbbi
kutatdsok alapjan elényds elektrogén profilt mutatott, ami indokolja a kisérletemben valo
hasznalatat. A torzs 4ltal lizemanyagcellaban termelt elektromos teljesitményt vizsgaltam
olyan Osszetett cukrok jelenlétében, melyek el6fordulasa gyakori a kommunalis ¢és
¢élelmiszeripari szennyvizekben. Megel6z0 kisérletekkel igazoltam a felhasznalt torzs
alkalmassagat bioanddként. Tovabbad méréssel igazoltam a cella zavartalan miikodését pH
energiatermelés  szempontjabol  eldnydsebb cukrot. Az  energiatermelés tovabbi
optimalizalasahoz kutatési lehetdségeket azonositottam mindkét cukornal:

e A maltoéz tapkozeg alkalmazdsdnal a fermentlé vezetoképességének nodvekedését
ismeretlen mechanizmus okozza.

o A laktéz tapkozegnél a telitési gorbére nem illeszkednek a teljesitmény adatok. Az
alacsony koncentracidoknal kis cukorfogyas mellett kiemelked6 teljesitmény értékeket
mértem.

A vizsgalati tapasztalatokbol javaslatokat tettem a vizsgalat javitasara: gél alak javitasa,
mintak mennyiségének és a szondak kialakitasanak egyeztetése €s a fesziiltség adatvételezési
gyakorisag csokkentése.

A kisérletek ravilagitottak a Shewanella xiamenensis cukor hasznositasanak perspektivéira.
Az alacsony energiatermelés nem mutat lehetdséget a széleskorii alkalmazasra, azonban

specialis koriilmények kozott kis energiaigényii fogyasztok ellatasara alkalmas lehet.
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