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ROVIDITESEK JEGYZEKE

CNT: Carbon Nanotube- szén nanocso

MFC: Microbial Fuel Cell — mikrobidlis iizemanyagcella

PAFC: Phosphoric Acid Fuel Cell — foszforsav lizemanyagcella
SOFC: Solid Oxide Fuel Cell — szilard oxid tizemanyagcella

PEMEFC: Proton Exchange Membrane Fuel Cell — proton szelektiv membran {izemanyagcella
DMEFC: Direct Methanol Fuel Cell — direkt metanol iizemanyagcella
PEM: Proton Exchange Membrane — proton szelektiv membran

MUC: Mikrobialis Uzemanyagcella

MCFC: Molten Carbonate Fuel Cell — olvadt karbonat iizemanyagcella
Foto-MUC: fotoszintetikus mikrobidlis lizemanyagcella

OD: Optikai Denzités

PANI: Polianilin

MSE: Mean Square Error — atlagos négyzetes eltérés

RMSE: Root Mean Square Error — atlagos négyzetes eltérés gyoke
DW: Durbin-Watson

TKE: Telepképz6 Egység
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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A vildg népességének novekedése €s ezzel egyidejiileg az emberi sziikségletek valtozasa
egyre nagyobb terhet r6 tobb ipardgazatra, elsdsorban a mezdgazdasagra, az élelmiszeriparra, ipari
¢s kommunalis szennyvizkezelésre, valamint az energia szektorra. Tovabbi problémat jelentenek
a nagymértékli fosszilis energiafogyasztasbol szarmazé kornyezetszennyezés és klimavaltozas
altal okozott kéarok, valamint a javak egyenl6tlen eloszlasa miatt felgyiilemlett szamos tarsadalmi,
politikai, gazdasagi ¢és vallasi felsziiltségek. A problémdk kezelésére, eliminalasara és a
fenntarthatd életmindség biztositdsdnak érdekében globalis €s rendszerszintii gondolkodas,
valamint stratégiai eldrelépések sziikségesek, amelyek nem johetnének létre az intenziv
tudomanyos ¢€s technoldgiai hattérismeretek boviilése nélkiil.

Pozitiv jelként mutatkozik, hogy vilagszerte szamos kormany felismerte és intenziven be
is kapcsolodott a megoldasok keresésébe kiilonbozo atfogd programok inditasaval. A megvaldsitas
soran elétérbe keriiltek azok a szén-dioxid kibocsajtas szempontjabol semleges technologiak,
amelyek altalaban a biomassza hasznositdson alapulnak. Ilyen lehet az ipari melléktermékekbdl
torténd elektromos és hdenergia, vagy a lignocelluloz alapt bioetanol eldallitdsa, a biomassza
gézositasa vagy a biogaztermelés technologija.

A fenntarthaté fejlddés érdekében elengedhetetlen a kiilonbdzd ipari és kommunalis
szennyvizek megfeleld kezelése. A szennyviztisztitdsi technologidk egyre nagyobb
hatékonysaggal miikodnek. A legtobb technologia azonban még mindig energia és erdforras
igényes, ami jelentds kdoltségeket von maga utdn és gatja lehet alkalmazasuknak. Ezekhez a
kutatasokhoz tartozik a mikrobidlis lizemanyagcellak fejlesztése is, amely hozzdjarulhat a varosok
megndvekedett szennyviz és szerves hulladék artalmatlanitdsadhoz, kezeléséhez. A konvencionalis
szennyviztisztitasi technologidkhoz hasonléoan a mikrobidlis tizemanyagcellakban 1évé mikrobak
lebontjak a szerves anyagokat és ezzel csokkentik a szennyvizkibocsajtas karos hatédsait. A
mikrobidlis lizemanyagcellaban a mikroorganizmusok az anyagcseréjiik soran nem csupan szén-
dioxidot és biomasszat termelnek, hanem képesek kozvetleniil elektromos dramot is létrehozni. A
fejlesztett elektromos aramot ezutan tetszés szerint felhasznalhatjdk egyendramii gépek
iizemeltetésére vagy fejlettebb infrastruktura esetében (atalakitok, tarolok, stb.) valtdaramot
hozhatnak Iétre, ami akdr az elektromos haldézatba is taplalhatd. Természetesen az
tizemanyagcelldk alkalmazasat nem korlatozhatjuk csupdn a szennyviztisztitasra, szdmos mas
teriileten is hasznalhatok, mint példaul a fejlett infrastruktaratol tavol esd helyeken (meteorologiai,
szeizmologiai miiszerek, stb.).

A mikrobidlis iizemanyagcella technologia egy gyorsan fejlédé és rendkiviil igéretes

alternativ energiaforrds és szennyvizkezelési lehetdség. Meg kell emliteni, hogy a mikrobak
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elektromos aramtermeld képességének kiaknazdsa nem ujkeltli gondolat. Az elsé redox
mediatorral miikddé mikrobidlis lizemanyagcella az 1910-es években latott napvilagot, és a 60-as
évek elején mar mediator nélkiili valtozatokat is 1étrehoztak. Az akkori iddre jellemzden alacsony
fosszilis energiahordozé arak és az lizemanyagcella magas fajlagos koltsége miatt nem indultak
atfogd fejlesztések ezen a teriileten. A tudomanyos ismeretek bdviilése (anyagtudomanyi,
mikrobiologiai, bioinformatikai, molekularis biologiai, stb.), valamint szdmos Uj taldlmany
(proton-szelektiv membrén, grafitszalas elektrodok, nanotechnologias anyagok, stb.) lehetéve
tették, hogy a mikrobialis lizemanyagcelldk uj, hatékonyabb format olthessenek. A mikrobialis
iizemanyagcella kutatasaban élenjard orszagok kozott taldlhaté az Amerikai Egyesiilt Allamok,
Kanada, Ausztralia, Kina, Egyesiilt Kirdlysag, Japan, Németorszag és Dél-Korea. Eddig
Ausztralidban miikodott a legnagyobb teljesitményti féliizemi méretli mikrobidlis tizemanyagcella,
valamint az Amerikai Egyesiilt Allamokban (kisérleti iizemben). Ezek az iizemanyagcelldk a
Queensland-i sorgyar szennyviz kezelésében toltenek be szerepet, valamint az Oakland-en a
borészati szennyvizkezelésében vesznek részt.

Az intenziv kutatas és fejlesztés ellenére a mikrobialis izemanyagcella technologianak
még mindig szdmos akadalyt kell lekiizdenie. Elterjedését nagymértékben gatolja a léptékndvelés
nehézsége. A megoldandd problémak kozé tartozik az anodtér teljes térfogatanak kihasznalasa, a
protonok intenzivebb anddtérbdl katodtérbe juttatasa, a mikrobak és az elektrod kozti elektromos
kapcsolat javitasa, az elektromos fesziiltség novelése, a katodtér levegdztetésének elhagyasa, stb.
Szintén problémat jelent, hogy a mikrobdk anyagcsere-tulajdonsdgai még torzsenként is
nagymértékben kiillonbozhetnek, ami nagy hatassal van az lizemanyagcella teljesitményére. A
megfeleld termeld torzs(ek) kivalasztasa és fejlesztése nélkiilozhetetlen a sikeres mikrobialis
lizemanyagcella technolégia kidolgozasaban. Tovabba a kiilonb6z6 mikroba fajok elektrogén
tulajdonsagainak megismerése, valamint Uj tipusu elektrod-kialakitasok elengedhetetleniil
fontosak egy stabil és nagy hatékonysagti MUC-rendszer létrehozasahoz. Kapcsolodva a témahoz
a doktori kutatasomban a MUC-rendszerek teljesitményének novelését tiiztem ki célul.

A részletes célkitiizéseim a kovetkezdk voltak:

e Gyors mddszer kidolgozésa, melynek segitségével kiilonboz6 mikroba torzsek elektromos
aramtermeld képessége becsiilhetd és modellezhetd.

e Moddszer kidolgozasa a mikroorganizmusok elektrogén profiljanak meghatarozasahoz.

e A Geobacter toluenoxydans DSMZ 19350 torzs elektrogén profiljanak meghatarozasa:
szaporodasi és vas(IIl)-redukcios tulajdonsagainak feltardsa és modellezése mikrobidlis

lizemanyagcellaban val6 alkalmazas céljara.



DOI: 10.14267/phd.2015056

o A Shewanella xiamenensis DSMZ 22215 torzs elektrogén profiljanak meghatarozasa:
szaporodasi ¢és vas(Ill)-redukciés tulajdonsdgainak, feliiletekhez wvalé tapadési
képességének, valamint redox-mediatorok termelésének és tapkozeghez adas hatdsdnak
vizsgalata mikrobidlis tizemanyagcellaban valo alkalmazasra.

e FElektromosan vezetOképes gél-anodd konstrukciod l1étrehozasa és alkalmazasa kiilonbozo
tizemti (szakaszos, fél-folytonos és folytonos) mikrobidlis tizemanyagcella-rendszerekben.

e Nem-nemesfém alapu lég-katod katalizator konstrukcidé Iétrehozasa és egykamrés

mikrobidlis lizemanyagcella-rendszerekben val6 alkalmazasa.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Uzemanyagcella tipusok és csoportositasuk

Az lizemanyag- vagy energiacellak olyan specidlis eszkdzok, amelyek képesek a kémiai
energiat kozvetleniil elektromos energiava alakitani kiilonb6z6 oxidacios-redukciods reakciokon
keresztiil (STAMBOULI €s TRAVERSA, 2002). Az lizemanyagcellakban energiaforrasként kiilonb6z6
szerves vagy szervetlen anyagokat, mint példaul természetes gazokat (hidrogén, szénhidrogének,
biogaz stb.) vagy alkoholokat (metanol, etanol, butanol, stb.) haszndlnak (KIRUBAKARAN et al.,
2009). Bér az iizemanyagcelldk és akkumulatorok egyarant a villamos energia ellatasért felelnek,
mitkodési elviik alapvetden kiilonbozik egymastol. Amig az akkumulatorok csak energiatarolok
(kiils6 energiaforras sziikséges a feltoltéshez) ¢€s szakaszos mikodéstiek, addig az
lizemanyagcellak folytonosan termelnek elektromos aramot lizemanyag felhasznalasaval.

Az iizemanyagcellak szerkezeti felépitésiiket tekintve hasonldak az akkumulatorokhoz,
miszerint tartalmaznak két elektrodot (anod és katod). Az tizemanyagcelldk elektrodjai viszont, a
potencidlkiilonbség kialakitdsa érdekében, szeparadtorral vannak egymastol elvalasztva és nem
oldédnak bele az elektrolitba a reakciok sordn. Ez a szeparator a legegyszeriibb esetben lehet
elektrolit oldat, s6hid vagy ijabban proton-szelektiv membran. A hidrogén alapu lizemanyagcella
esetében a mitkddtetéséhez hidrogén és oxigén (levegd) sziikséges, mig az alkohol alapu
izemanyagcelldkhoz metanolt, etanolt vagy butanolt hasznalnak. A miikddési elv a kdvetkezo:

e Az andd feliiletére iizemanyagot, mig a katod feliiletére oxigént dramoltatnak.

o Katalizator segitségével a hidrogén protonokra és elektronokra, az alkoholok protonokra,
elektronokra és szén-dioxidra bomlanak.

e A protonok a szeparatoron keresztiil aramlanak.

e Az elektronok elektromos fogyasztokon ataramolva érik el a katddot.

o A katddra érkezd elektronok a katod feliiletén 1évo katalizator segitségével egyesiilnek a

protonokkal és az oxigén molekulakkal vizet hoznak Iétre.

A folyamat sordn elektromos aram és ho termelddik. A berendezés egyenaramot termel, de
megfeleld aramkori elemek (pl. inverter) kozbeiktatasaval jol hasznosithatd valtakozd dramma
alakithat6. Mivel az ilizemanyagcella rendszer nem égésen alapuld energiaforras, hanem
elektrokémiai reakcidkon keresztiil hozza létre az elektromos aramot, a karos anyag emisszioja

mindig joval kisebb, mint az égési folyamatokon alapul6 energiaforrdsoké (HAILE, 2003).
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1.abra: Kémiai iizemanyagcella tipusok csoportositasa és alapveté mitkodési elviik
(STEELE és HEINZEL, 2001)

A kialakitasuk szempontjabol szamos iizemanyagcella tipus létezik. Csoportositasuk
alapvetden a szeparator tipusa alapjan torténik, ami jellemzéen meghatarozza az tizemanyagcella
kialakitasat, a felhasznalhatd iizemanyagokat, az alkalmazhat6é katalizatorokat, valamint a
miikddési paramétereket. A kiilonbozo lizemanyagcella tipusokat és miikodési paraméteriiket az

1. abra és 1. tablazat szemlélteti.

2.1.1 Kémiai iizemanyagcellak

A legrégebb ota alkalmazott kémiai lizemanyagcella tipus az alkalikus lizemanyagcella
(AFC), amit elsdsorban az tirkutatasban hasznalnak. Szeparatorként jellemzden kalium-hidroxid
vagy natrium-hidroxid oldatat alkalmazzék. A szeparator tipusa lehetdvé teszi a viszonylag
alacsony homérsékletli reakcid koriilményeket (60-240 °C) és a platina katalizator hasznalat.
Uzemanyagként ebben a cellatipusban csak tisztitott hidrogén hasznalhatd. Tovabbi hatranya
ennek a cella tipusnak, hogy a korroziv elektrolit altal okozott amortizacid és az {izemanyag
szennyezések, elsdsorban a szén-monoxid és szén-dioxid, az elektromos teljesitmény
csOkkenését okozhatja (BAGOTZKY et al., 2003).

A proton-szelektiv membran celldk viszonylag alacsony hdmérsékleten (80-100 °C)
mitkddnek nagy hatékonysaggal. Elonyei kozé sorolhatd a korr6zidval szembeni ellenallas, az

elektrolit kezelés egyszerlisége és a gyors lizembe helyezés. Hatranya viszont a rendszer

8
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érzékenysége a szennyezésekre, valamint a membran és a tisztitott hidrogén eldallitasanak a
magas koltsége (APPLEBY, 1996).

A foszforsav cella az elsd¢ lizemanyagcella, amellyel iizemi szinten hoznak létre
elektromos aramot és meleg vizet (KIRUBAKARAN et al., 2009). A legnagyobb reaktor Tokid
mellett mitkddik, mely 11 MW/¢v elektromos teljesitményti. A kialakitas jellegzetessége, hogy
szeparatorként folyékony foszforsavat alkalmaznak teflon és szilikon-karbid matrixban. A
porozus elektrodokon platina katalizatort hasznalnak a reakcid eldsegitésére. A megfeleld
milkddtetés homérsékleti tartomanya 100-250°C (BAGOTZKY et al., 2003). A tipus hatranya,
hogy a platina katalizator miatt az ilizemanyagként hasznalt hidrogént a szén-monoxidtol

mentesiteni kell.

1. tablazat: Kémiai iizemanyagcella tipusok (KIRUBAKARAN et al., 2009)
Uzemtzl’ll;ll)lf:agcella Szeparator E:le;(tt;’:'s(}:)nko s Uzemanyag Alkalmazas
- T
Alkqhkus ?.’O & kahum elméleti: 70% Katonasag,
elektrolitos cella hidroxid oldat, . o Ha P .
(AFC) o6l gyakorlati: 62% trkutatés
Proton-szelektiv protonateresztd elméleti: 68% Biztonsagl &5
membran cella membran akorlati: 50% H> hordozhat6
(PEMFC) cmbra gyakoriatt ? energiatarold
Direkt alkohol cella  protonateresztd elméleti: 30% metanol, Feilesztés alatt
DAFC) - membran akorlati: 26% etanol CJIeszLes
( gy,
Foszforsavas cella tomény elméleti: 65% 0 Eloszto
(PAFC) foszforsav gyakorlati: 60% 2 rendszerek
Olvadt karbonat littum-karbonat, elméleti: 65% H,, f6ldgaz, Elel;‘;g(;?[gs ©s
cella (MCFC) kalium-karbonat  gyakorlati: 62% biogaz
rendszerek
Kiegészitd
Szilard-oxid cella ittrium-cirkon elméleti: 65% H,, f6ldgaz, energiaforras,
SOFC oxidkeramia akorlati: 62% biogaz elektromos
( gy g
alkalmazas

A magas hdmérsékletli tizemanyagcellak koz¢ az olvadék karbonat és szilard-oxid cella

tipusok tartoznak, amelyek 650 °C-on illetve 800-1000 °C-on iizemelnek (APPLEBY, 1996). Az

olvadék karbonat cella esetében a szeparatort kiilonbozd olvadt karbonat sok alkotjak litium-

aluminium-oxid matrixba zarva, mig a szilard-oxid cella esetében nem-pordzus kerdmia biztositja

az anod ¢és katodtér elvalasztasat. A magas hdmérsékletnek kdszonhetden a hidrogénen kiviil

egyéb gazok is felhasznalhatok. Ezek nem érzékenyek az iizemanyag tisztasdgara, valamint nem

sziikséges nemesfém katalizatorokat alkalmazni. Magas hdmérsékleten a kiilonboz6 fémoxidok

(pL. NiO2, FeO) is megfelelden katalizaljak a hidrogén és egyéb gazok bomlasi reakcidjat, amit

bels6 reformalasnak neveziink (APPLEBY, 1996). Hatranyuk azonban, hogy a magas hdmérséklet
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jelentdsen noveli az lizemeltetési koltségeket, a felhasznalt vazanyagok koltségeit és csokkenti a
cellak élettartamat (APPLEBY, 1996; STEELE és HEINZEL, 2001).

A metanolt iizemanyagként hasznositd ilizemanyagcelldban membran szeparatort
alkalmaznak (KIRUBAKARAN et al., 2009). A cella jelentésége abbodl ered, hogy a folyékony
iizemanyagok nagysagrendekkel nagyobb energiastiriséglick, szallitasuk ¢€s raktarozasuk
egyszeriibb, olcsobb €s biztonsadgosabb, mint a gazoké (BAGOTZKY et al., 2003). A technoldgia
rendelkezik minden elénnyel és hatrannyal, amivel a proton-szelektiv membran celldk
rendelkeznek. Jelenleg intenziv kutatdsok folynak ezzel a cellatipussal kapcsolatban (OLAH et al.,

2007).

2.1.2 Mikrobialis iizemanyagcella

A mikrobialis fizemanyag- vagy energiacella (MUC vagy MEC) az lizemanyagcellak egy
specidlis valtozata, ahol a mikroorganizmus altal katalizalt oxidaciés folyamatok hozzak létre az
elektromos aramot. A szubsztratumként szolgaldé szerves €s szervetlen anyagokat az egyes
mikrobdk kiilonbozé anyagcsere utakon elektronokkd, protonokka és széndioxiddé alakitjak at
(LOVLEY, 2006a). A megtermelt elektronok kiilonb6zd transzport folyamatok révén, a sejtfalon
kiviilre jutnak, majd az lizemanyagcella anddjara keriilnek. Az an6drdl az elektronok a katodra
aramlanak, mikozben kiils6 fogyaszton haladnak keresztiil, igy létrehozva a felhaszndlhatd
elektromos dramot. A protonok a szeparatoron keresztiil jutnak a katodtérhez, ahol elektronokkal
¢és oxigénnel talalkozva vizz¢ egyesiilnek.

AMUC felépitését tekintve, a kémiai iizemanyagcellakhoz hasonloan, tartalmaz egy anod-
¢s egy katodteret, amelyeket proton-szelektiv membrannal vagy sohiddal kiilonitenek el
egymastol. Az anddtérben talalhatd az anod, a katddtérben pedig a katdd. Az elektrodterekben a
kovetkezd reakcidk jatszodnak le acetat illetve gliik6z szubsztratum esetében (LOVLEY, 2006b):
Acetat szubsztratum (szennyvizre jellemzd) (2. abra)

Andd reakcid: CH3COO +2H,0 - 2CO, +7H" +8 ¢
Katdd reakcio: O,+4e¢ +4H -2 H,0

Gliik6z szubsztratum (CHAUDHURI és LOVLEY, 2003):

Andd reakcio: CsH1206+ 6 HHO - 6 CO, +24 H + 24 ¢~
Katdd reakcio: 60, +24 ¢ +24 H—12 H,O

10
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2. abra: A mikrobialis iizemanyagcella felépitése és miikodési elve az acetat
szubsztratum példajan (LOVLEY, 2006b)

A MUC miikodésére, jellegébdl adododan, szamos biotikus és abiotikus tényezd hatéassal
lehet. A kornyezeti paramétereken (hodmérséklet, pH, tapkozeg Osszetétel, stb.) tal kiemelt
jelentdségli az alkalmazott mikroorganizmusnak vagy mikroba kozdsségnek a tulajdonsagai

valamint a reaktor kialakitasdnak és dsszetevéinek mindsége (GIL et al., 2003).

2.2 Mikrobialis iizemanyagcella kialakitasok

Az iizemanyagcellak kialakitasukat tekintve két fobb tipusba sorolhatok: kétkamras vagy
egykamras mikrobidlis iizemanyagcellak. A kétkamréds lizemanyagcelldk esetében van kiilon
anod- és katodtér, mig az egykamras kialakitasnal a katod kozvetleniil érintkezik a levegével (DU
et al., 2007).

Kezdeti kutatdsokban elsésorban az tn. ,,H-formaja” MUC-t alkalmaztak, mivel ezeket az
eszkozoket viszonylag kis atalakitdssal laboratoriumi iivegeszkdzokbol is 1étre lehet hozni (3. dbra,
A). Hatranyuk azonban, hogy még proton-szelektiv membran hasznalata esetén is nagy a belsd
ellenallas, mivel a két elektrdd viszonylag messze helyezkedik el egymastol.

A ,;szendvics-forma” MUC a legelterjedtebb iizemanyagcella kialakitds, mind mikrobidlis
mind kémiai lizemanyagcellak esetében (3. dbra, B). Elonye a kompakt kivitel, kis belsd ellenallas
¢és az egyszerl bovithetdség tovabbi cellakkal. Hatranya, hogy a cella hasznos térfogata kicsi és

léptékndvelése nehéz.

11
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Also betaplalast MUC esetében a katodtér az anodtér f61ott helyezkedik el. A katodtér akar
nyitott is lehet az oxigén szabad bedramlasa érdekében (3. abra, C). Ezek a reaktor tipusok mar
léptéknovelésre is alkalmasak, ¢és jol hasznosithatok szennyviztisztitasi folyamatok
kiegészitéseként (HE et al., 2005; 2006). A megfeleld mértékli szerves anyag eltavolitas
érdekében, a szennyviztisztitdsi alkalmazasoknal recirkuldciét is hasznalnak, azonban a
folyadékaramoltatds energiakoltségei meghaladjdk az izemanyagcella energia kihozatalat, ezért
az ilyen kialakitds elsddleges funkcidja inkdbb a szennyvizkezelés és nem az elektromos
aramtermelés.

Az alsé betaplalast MUC-rendszer egy masik altipusanal, amikor a katédrész U-alakban
bemeriil a cellaba, és ezt a részt levegéztetik (3. abra, D). A H-forma MUC esetében a belsd
ellendllas nagyon alacsony, mivel az andd és a katdd kozel helyezkednek el, csupan egy proton-
szelektiv membranfeliilet valasztja el a két térrészt.

Az egyik legijabb MUC konstrukci6 az Gn. multi-andéd MUC-rendszer, aminek lehet egy-
¢s kétkamras kivitele is. Ez a reaktor tartalmaz egy hengeres testet, amiben tobb grafit rad anddot
helyeznek el koncentrikusan a koézepén 1évo katodtér koriil, proton-szelektiv membrannal
elvalasztva (3. abra, E). A katodtér lehet porozus szerkezetli, amin folyadékot vagy kozvetleniil

leveg6t aramoltatnak keresztiil (LIU ef al., 2004).
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3. abra: Kiilonbozo kétcellas MUC kialakitasok (A: H-forma MUC; B: Szendvics-
forma MUC; C: Alsé betaplalasu MUC; D: U-forma MUC; E: multi-anod MUC)
(DU et al., 2007)

Egykamras MUC kialakitasok koziil a legegyszeriibb kivitelii az Gn. ,ablakszer(i”
légkatdodos ilizemanyagcella, ahol a reaktor falara vagott nyilasra illesztik a proton-szelektiv
membrant, amely kdzvetleniil érintkezik a légkatdddal (4. abra, A). Ezt a tipust csak laboratoriumi
kisérletekben alkalmazzék mivel nehéz a léptéknovelése és a belsd ellenallasa is nagyobb a tobbi
MUC kialakitassal 8sszehasonlitva.

Laboratoriumi kisérletekben gyakori a ,,csészerli” MUC, ahol a kamra egyik végében

talalhaté az an6éd a masik végében membrannal elvalasztva a katdéd (4. ébra, B). Az anod

13
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kozvetleniil nem érintkezik a levegdvel, mig a katod igen. Ez a kialakitas egyszerli, azonban az
elektrodok messze helyezkednek el egymastol, igy jelentds belso ellenallast.

Az egykamras kialakitasok koziil a legegyszeriibben 1éptéknovelhetd kivitel az atfolyd
anodteri (flow-cell) MUC. Ebben a MUC rendszerben a reaktortest oldala perforalt, ezzel
biztositva a proton gradienst a membranon keresztiil a két elektrod kozott. A cella anoddja pordzus
vagy granulatum szerkezetii, hogy a tdpkozeg athaladéasat biztositsa a reaktor tolteten keresztiil (4.

abra, C).

A + Eetip ¢
Elvezetés T
I
mérdmiiszer / \\\
Pardmus PEM
< legkatod
katdd
PEM
gramualt
amad A
B
Andd Eerp Pordzus
b-:-rﬂas; leg-katdd T Betip
an i FEM

4. abra: Kiilonbozé egykamras MUC kialakitasok (A: ablak-forma MUC; B: csé-
forma MUC; C: atfoly6 anodterit MUC) (DU et al., 2007)

A felsorolt lizemanyagcella konstrukciok nagy része képes szakaszos, fél-folytonos és
folytonos lizemmodban is miikodni. Az elektrontranszfer vonatkozasaban alapvetden két tipust
kiilonboztetiink meg: elektronkdzvetitdvel (medidtor) ellatott lizemanyagcelldk és kozvetitd
nélkiiliek. Az elektronkdzvetitd anyagok (medidtorok) abban az esetben alkalmazandok, ha a
mikroba kultira nem képes az anddnak kozvetleniil atadni az elektronokat (LOGAN et al., 2006).
A medidtor nélkiili MUC esetében olyan baktériumokat hasznalnak, amelyek képesek a
megtermelt elektronokat beavatkozas nélkiil az lizemanyagcella elektrodjara eljuttatni (REGUERA
et al., 2005). Természetesen a medidtorok alkalmazasa nagymértékben megneheziti a folytonos
rendszer kialakitdsanak lehetdségét, hiszen az elhasznalt lizemanyag mellett a medidtor molekulak

1s eltavoznak a reaktortérbdl.

14



DOI: 10.14267/phd.2015056

A membran nélkiili mikrobidlis iizemanyagcelldk egy kiilonleges csoportot képeznek. A
,konvenciondlis” MUC-cel ellentétben ezek a kialakitasok nem rendelkeznek membrannal vagy
sohiddal, igy az anolit szabadon aramolhat 4t a katodtérbe. Az andd a cella aljan a katod pedig a
tetején helyezkedik el. A kialakitds 1ényege, hogy az andd- és a katodtér tiveggyongyokkel és
iiveggyapottal van elvalasztva, ami nem engedi a katodtérbe vezetett levegd/oxigén buborékokat
az anodhoz, igy tartva meg a potencial kiilonbséget a két tér kozott (5. abra) (GHANGREKAR ¢€s
SHINDE, 2007). A szeparator nélkiili kialakitasoknal, ahol semmit nem hasznalnak az andd- és
katodtér elvalasztasara, a tapkozeg és a bevezetett oxigén ellendrama altal okozott diffuzid
gatolodasanak koszonhetden oxigén gradiens alakul ki, amely biztositia a MUC megfeleld
mitkodését. Egyes esetekben inert gazt is vezethetnek az anodtér felsd részébe, hogy az oxigén

bearamlasat meggatoljak (JANG et al., 2004).
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5. abra: Membran nélkiili MUC kialakitas (GHANGREKAR ¢€s SHINDE, 2007)

A membran nélkiili MUC létrehozasat a proton-szelektiv membranok magas koltségei
0sztondzték, mivel az lizemanyagcelldk koltségeinek jelentds részét a membran teszi ki. A
membran nélkiili konstrukciok lehetdséget nyhjtanak a léptékndvelésre, valamint kifejezetten
alkalmas szennyviztisztitdsra, mivel membran hidnydban a korroziv anyagok okozta degradacio
elhanyagolhat6. Ez a konstrukcio csak folytonos iizemben alkalmazhat6 €s lehetdséget nyljt a
léptékndvelésre, valamint kifejezetten alkalmas a szennyviztisztitasra, hiszen membran hidnyaban
a korroziv anyagok okozta degradacié elhanyagolhatd. A folytonos gz (inert vagy levegd) és
szubsztratum dramoltatas jelentds energiafelhasznalast igényel (DU et al., 2007).

Azokat az lizemanyagcellakat, ahol a napfényt a mikroorganizmus elektromos aramma
alakitja, a szakirodalom fotoszintetikus mikrobialis {izemanyagcelldknak nevezi (ROSENBAUM et
al.,2010). A foto-MUC-nek tobb tipusa is ismeretes. Elséként az in. mesterséges mediatoros foto-

MUC-t fejlesztették ki, ahol fdleg Cianobacter fajokat alkalmaztak bio-katalizatorként,
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mesterséges redox medidtor hozzaaddsaval. A medidtoros foto-MUC miikddési elvét a 6. 4bra

szemlélteti.
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6. abra: A mediatort hasznalo foto-MUC miikodési elve
(ROSENBAUM et al., 2010)

A mikddés soran fény és sotét fazis kiilonithetd el. A fény fazisban a fotoszintézisre képes
mikrobdk szénhidratokat allitanak elé szén-dioxidbol és vizbél, mikozben oxigént szabaditanak
fel. A sotét fazisban a mikroorganizmusok eloxidaljak a szintetizalt szénhidratokat és a mediator
altal 1étrehozott elektrontranszportlanc segitségével az elektronok az anddra keriilnek, 1étrehozva
az elektromos aramot (ROSENBAUM et al., 2010). A foto-MUC-nek tobb tipusa létezik, mint a
mediator nélkiili alga reaktor, vagy a szepardlt foto-MUC konstrukcioknak, amelyek esetében
kiilon bioreaktorban algdkat szaporitanak, majd az alga biomasszat kiszaritjadk, megorlik és
szubsztratumként hasznaljik fel az iizemanyagcellaban. A foto-MUC reaktorok elénye, hogy
kornyezetkiméld modon képesek elektromos dramot Iétrehozni, azonban még nagyon alacsony

hatasfok a tobbi mikrobialis lizemanyagcellahoz képest is.

2.3 Mikrobialis iizemanyagcella elektrod kialakitasok

2.3.1 Andd kialakitasok és fejlesztési lehetoségek

A mikrobidlis ilizemanyagcella andédja az elektrobioldégiai rendszer egyik
legmeghatarozobb része, mivel a mikroorganizmusok az anyagcseréjiikbol szarmazo

elektronjaikat az andd feliiletén keresztiil tudjak tovabbitani mas részekhez. Az iizemanyagcella
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teljesitményének novelése érdekében érdemes az anddkonstrukciot optimalni a kovetkezd

szempontok figyelembe vételével (KUMAR et al., 2013):

Az anod kialakitdsa sordn az egyik legfontosabb szempont, hogy jo elektromos
vezetoképességgel rendelkezd anyagbol keriiljon kialakitasra (LOGAN, 2008).
AELTERMAN ¢és munkatarsai (2008) a mikrobidlis lizemanyagcella ellenallasainak
vizsgalata soran megallapitottak, hogy a belsd ellenallas jelentds része szarmazhat az
an6dbol ¢és jelentésen novelhetdé a teljesitmény az elektrodok elektromos
vezetoképességének novelésével.

Habar az anddtérben dontdrészben anaerob viszonyok uralkodnak, mégis egyes
kialakitasok esetén oxigénnel vagy mas korroziv anyaggal érintkezhet az elektrod, tovabba
a MUC biologiai rendszer, ezért érdemes nem korrodalédé biologiailag nem degradalodo
anyagokat alkalmazni.

Kiemelt fontossagli, hogy az andd anyagat tekintve ne legyen toxikus hatasu a
mikroorganizmusokra, mert jelentds hatdsa van az energiatermeld folyamat
katalizatorainak miikodésére. Tehat példaul rézelektrodok és antimikrobés feliiletkezelési
modszerek nem alkalmasak (GRASS et al., 2011).

Jelentds mértékben eldsegiti az elektromos aramtermelést, ha az an6d nagy fajlagos
feliiletii, mivel egyidében nagyobb mennyiségii mikroba képes részt venni a reakcidokban,
valamint nagyobb az esély a mikrobasejt-elektrod interakciok kialakuldsara. A nagy
fajlagos feliilet tobb moddon is elérhetd. Az anod feliiletének érdesitésével, perforacioval,
bevonatok készitésével, granulatumok alkalmazasaval, vagy vezetOképes matrixok
(haromdimenzids elektrodok) hasznalataval. A kiilonb6zé megoldasokra szamos példat
talalhatunk a szakirodalomban, azonban a kozeljovoben a haromdimenzids elektrodok
elterjedésére lehet szadmitani, hiszen ezen elektrod kialakitdsok hatékonysadga egy
nagysagrenddel nagyobb lehet, mint csupén a sik elektrodlapokkal miik6dé konstrukcioké
(AELTERMAN et al., 2008).

A kiilonbdz6é konstrukciok kiilonbozé anddkialakitast igényelnek, igy fontos tovabbi
tulajdonsag a konnyii megmunkalhatosag ¢s a kellden nagy mechanikai ellenallas (WEI
etal.,2011).

A kovetkez0 nem elhanyagolhatd szempont, hogy az alkalmazott anyag konnyen és
alacsony koltségekkel beszerezhetd legyen, valamint, hogy a léptékndvelésre is alkalmas
megoldasokat lehessen beldle kialakitani. Ezen tulajdonsag elengedhetetlen a relevans

ipari rendszer 1étrehozdsdhoz (OLIVEIRA et al., 2013).
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2.3.1.1 MUC anéd anyagok

A grafit anéd altalanosan elterjedt a MUC-rendszerekben, mivel viszonylag alacsony
koltséggel létrehozhatd, konnyen megmunkalhatd és jo elektromos vezetoképességii, tovabba
megfelelden ellendll a korrdzidnak és biodegradacidnak. Mikrobialis tizemanyagcelldkban lemez
¢s szovet formaban (7. abra, G, H, E és F) a legelterjedtebb, azonban granuldtumokkal,
szénkefékkel (7. dbra, A), halokkal (7. abra, C), szénhabokkal (7. abra, B), és szén-nanocsdvekkel
(7. abra, D) is folynak kutatasok az anddként val6 alkalmazas érdekében (WANG ef al., 2009a).

7. abra: Kiilonboz6 kialakitasu grafit elektrédok (KRIEG ef al., 2014)

A kiilonbozé grafitalapi anddok szamos elényds és hatranyos tulajdonsaggal
rendelkeznek. A grafitrad vagy -lap jo elektromos vezetdképességii, alacsony koltségii és konnyen
beszerezhetd. Hatranyuk azonban, hogy viszonylag kis fajlagos feliiletliek, amelyet nehéz
modositani.

A grafitrost kefék (szénkefék) elonyds tulajdonsdgai kozé tartozik, hogy nagy fajlagos
feliiletiick és egyszertien eléllithatok. Folytonos iizemii MUC-rendszerekben azonban kénnyen
eltomddhetnek. Els6ként LOGAN és munkatarsai (2008) szamoltak be errél az andd kialakitasrol.
A tanulmanyban létrehozott grafit kefével 2,4 W/m? fajlagos teljesitményt tudtak létrehozni 95%-
os porozitasu anoddal. A siiriibb kialakitasu kefék esetén sem voltak képesek nagyobb kihozatalt
elérni, ami feltételezhetden a szalak 6sszetapadasa miatt kovetkezhetett be.

A grafit lapok utan a grafit szovet a leggyakrabban alkalmazott andd anyag. Nagy fajlagos
porozitastiak (nagy feliiletiiek), igy 1ényegesen tobb mikroba képes megtelepedni a feliiletiikon,
azonban eldallitasuk koltséges, és mechanikai tulajdonsagaik sem teszik lehetévé a hossza tava
hasznalatukat (WEI et al., 2011).

A szénhab kialakitasu elektrodok rendkiviil nagy fajlagos feliiletiiek, azonban kénnyen

eltomddnek, valamint merevek és torékenyek. A grafit habositdsa energiaigényes eljaras, ami
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tovabb csokkenti az elterjedését (WEI ef al., 2011). Az anodtér nagy része kihasznalhato, ha grafit
granuldtumot alkalmazunk elektrédként, igy létrehozhatd a toltott dgyas reaktorhoz hasonlo
kialakitds (rendezett vagy rendezetlen toltet). A rendezett granulatumok, a szabalyozott
elhelyezkedés miatt, jobb elektromos vezetOképességiiek, azonban igy csokken a fajlagos
feliiletiik. A szabalytalan alaku toltetekkel nagyobb feliileten valo elektrontranszfer kialakitasa
lehetséges, viszont nagyobb a belsd ellenallasa. A toltetek hatranya, hogy fennall az eltémddés
veszélye. Errdl a kialakitasrol elséként RABAEY és munkatarsai (2005a) szamoltak be. MUC-
rendszeriikkel 95 W/m® fajlagos teljesitményt tudtak elérni.

A fémes anyagok jobb elektromos vezetOképességliek, mint a szénalaptak, azonban
mégsem hasznosithatok olyan széleskorien a mikrobidlis lizemanyagcella rendszerekben. A
fémek tobbsége nem johet szdmitdsba, a korr6zidoval szembeni nem megfeleld
ellendlloképességiik, valamint antimikrobas tulajdonsdguk miatt. Egyes kutatd csoportok
rozsdamentes acélokat (DUMAS et al., 2007), aluminiumot (OUITRAKUL et al., 2007), titdnt és mas
mikrobdkra artalmatlan fémeket (AKMAN ef al., 2013) hasznaltak anddként. Kis feliileti
érdességiik miatt még kiilonbozo kezelésekkel egyiitt is kisebb a fajlagos feliiletiik, mint a grafit
elektrodoké. Ez jelentésen rontja a mikrobdk megtapadasdnak és a biofilm kialakuldsanak
lehetdségét (WEL ef al., 2011).

Uj tipust anédként megjelentek a kiilonbozé Otvozetek és fémbevonati nemfémes
elektrodok. Ezeket g6zoléssel vagy galvanizéldssal hozzak Iétre, igy egy olcsobb azonban,
mikrobdkra toxikus hatasu anyagot is elektrodként lehet alkalmazni (pl. rézre titdn bevonat) (WEI
etal.,2011).

2.3.1.2 Anodok fizikai és kémiai feliiletkezelése

Szdmos tanulmany beszamol arrdl, hogy az andd feliiletének moddositasaval jelentdsen
novelhetd a MUC teljesitménye (WEI et al., 2011; ZHOU et al., 2011). A feliileti médositasok
lehetnek fizikai, kémiai természetieck vagy ezek kombinacioi. Fizikai moddositdsok soran
hokozléssel, elektrokémiai oxidacioval vagy dorzsoléssel kisérlik meg ndvelni az elektrod feliileti
érdességét (WANG et al., 2009a).

Kémiai modositasok elsdsorban savas (sosavas, kénsavas, salétromsavas, citromsavas,
stb.) vagy ammonids kezelésbol allnak, de mas anyagokat is rogzithetnek az andd felszinére az
elektrontranszport megkdnnyitésére (pl. fém-oxidokat, antrakinont, stb.)(LOWY et al., 2006). Ha
fém elektrodot alkalmazunk, a kezelés hatdsara a fém feliiletét a sav megmarja, igy novelve a
feliilet nagysagat, vagy példaul salétromsavas kezelés hatdsara NOs3-gyokok keletkeznek a

feliileten, amihez a mikrobak kdnnyebben tudnak tapadni (CAI et al., 2013).
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A feliiletkezelés sikerességét jol mutatja FENG és munkatarsainak (2010) tanulmanya,
amelyben fizikai (h6), kémiai (ammonia) kezeléseket, valamint ezek kombinéciojat alkalmaztak a
grafit-kefe anod médositasara. A hokezelés hatasara csupan 7%-kal novekedett az tizemanyagcella
teljesitménye, mig az ammonia kezelés mar 25%-kal novelte a kinyerhetd elektromos aramot. A
két kezelés 6tvozése azonban mar 34%-kal novelte a fajlagos elektromos teljesitményt (1,02-r61

1,37 W/m?-re).

2.3.1.3 Nanotechnologiai és nanokompozit anodkialakitasok

Az anod nanostrukturalis anyagokkal torténé modositasa és tanulmanyozasa széleskoriien
elterjedté valt a MUC alkalmazasok esetén. Nanostruktirilis anyagok segitségével novelhetd az
elektrodok fajlagos feliilete, ami kedvezden befolydsolja a rendszer teljesitményét. A bio-
kompatibilitds az egyik fo kitétel az anddok moddositdsa tekintetében, igy elkeriilhetetlen a
nanopartikulumok mikrobék életképességére gyakorolt hatdsanak vizsgalata (KUMAR et al., 2013).
Az elmult években szdmos andd-nanokompozit kialakitast hoztak 1étre, amelyek alkalmazésa
jelentdsen novelte a mikrobidlis tizemanyagcella teljesitményét.

Elterjedt megoldas az ilizemanyagcella anddjanak szén nanocsovekkel (CNT) torténd
modositdsa. A CNT-k bizonyitottan megfeleld kozvetitd anyagként szolgalnak a mikrobak és az
anod kozott. A szén nanocsdvek a szénnek egy specidlis modosulata, amelyek 1-2 nm atméréjiiek,
de akar tobb mikrométer hosszsagot is elérd, csdveket alkotd szénhalok is lehetnek. Az anyag
szerkezeti tulajdonsagaibdl szarmazoan jo elektromos vezetoképességii €s nagy fajlagos feliileti.
A szén nanocsoveket az elektronika szamos teriiletén eldszeretettel alkalmazzak (MINTEER et al.,
2012). A mikrobidlis iizemanyagcella alkalmazasai is ismertek annak ellenére, hogy a kozel
multban egyes szén nanocsd modosulatok citotoxikus hatasat bizonyitottdk (FLAHAUT et al.,
2006). A citotoxicitds kikiiszobolése érdekében mas anyagokkal egyiitt hasznaljak ezt a
komponenst példaul szén nanocsd/polianilin kompozittal (QIAO et al., 2007).

Az tijonnan létrehozott nanokompozit anyagok koziil a grafén jelentdsége ndvekedett a
leginkabb a 2004-es felfedezése Ota. A grafén planaris hatszogletii lapokat alkotd sp2 hibridizalt
szénatomokbol épiil fel, ami figyelemre mélto fizikai tulajdonsagokat, példaul jo ho és elektromos
vezet8képességet és rugalmassagot, kolcsondz az anyagnak. Osszehasonlitasképpen a grafén
becsiilt fajlagos feliilete tobbszordse mas szén-nanokompozit anyagénak (ZHU és DONG, 2013).
Ezek a kiilonleges tulajdonsagok teszik lehetévé hasznalatukat a mikrobidlis iizemanyagcella
fejlesztésében. Elektrodként vagy feliiletmodositoként alkalmazva jelentdsen noveli a feliiletet,
mikodzben az anod elektromos ellendllasa csokken, igy ndvelhetd a kinyerhetd elektromos energia

(YUAN és HE, 2015). Grafént legtobbszor konduktiv polimerekkel, (polianilinnal, polipirrollal,
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stb.) 6tvozik, hogy a polimerrel egyiitt nagyfeliiletli porozus elektrodot hozzanak létre, igy egy
rendkiviil jol hasznosithato MUC elektrod kialakitdsa valik lehetdvé. Ez a technologia
kidolgozasa azonban még csak kezdeti fazisban van, igy tovabbi kutatds sziikséges a stabil
rendszer kialakitdsdhoz.

A polimerhalok jellegzetesen nagy fajlagos feliiletliek azonban, tobbségiik elektromosan
szigeteld tulajdonsagu. Egyes esetekben a szigeteld polimerek feliiletére fémet gézdlnek, vagy
kondenzalnak, olyan bevonatot képezve, ami kivaloéan alkalmazhaté andédként (ZHOU et al., 2011).
Léteznek anodkonstrukciok, amelyeket elektro-konduktiv polimerek segitségével hoznak létre és
hasznalnak iizemanyagcella elektrodként. Szamos ipari teriileten alkalmaznak konduktiv
polimereket, koziilik az orvosi és diagnosztikai felhasznalasuak a legjelentésebbek (pl. polipirrol,
polianilin, stb). Ezen polimerek konjugalt kettés kotéssel kapcsolodd monomer egységekbdl
épiilnek fel, amelyeken keresztiil az elektronok képesek tovabb haladni (GUISEPPI-ELIE, 2010). A
MUC rendszerek szempontjabol a konduktiv polimerek kozott kiemelt jelentéségii a polianilin.
Anoddkonstrukciokban a polianilint altaldban nem oOnmagaban, hanem mas vezetOképes
anyagokkal kiegészitve alkalmazzak. Leggyakrabban a kiilonb6zd grafit elektrod tipusok
feliiletére kondenzaljak vagy a grafit szovetet egészitik ki ezzel az anyaggal. PRASAD és
munkatarsai (2007) kutatasukban grafit szovet anod feliiletére rogzitettek polianilin/platina
kompozitot, ami tdbb mint négyszeresére ndvelte a MUC-rendszer fajlagos elektromos
teljesitményét a kezeletlen elektrodhoz képest (0,69-r61 2,9 W/m?>-re).

A polipirrollal végzett kisérletek is hasonldéan igéretesnek mutatkoztak. Anddként
alkalmazott grafit lapok polipirrollal val6 modositisa 452 mW/m? fajlagos teljesitményt
eredményezett, ami kétszerese a kezeletlen grafit lemezen mért eredményeknek (YUAN és KiMm,

2008).

2.3.2 Katadd kialakitasok és fejlesztési lehetéségek

A katod kialakitasa a MUC szerkezetének egyik legnagyobb kihivasa, mivel a MUC
katddja egy haromfazist reakcié helyszine. Az oxigén (gaz), vizben 1évd protonok (folyadék) és
elektrédon halado elektronok (szilard) a katod feliiletén reagalnak egymassal €s hoznak 1étre vizet,
ami zarja az lizemanyagcella dramkorét. A nem megfeleld katéd kialakitds drasztikusan
korlatozhatja a cella elektromos teljesitményét (GIL et al, 2003; LOGAN, 2010). A katdd
létrehozasakor érdemes figyelembe venni a kdvetkezo tulajdonsagokat:

e Ha a katod jo vezetoképességgel rendelkezd anyagbodl késziil, az eldsegiti, hogy az elektronok

a lehet6 legkisebb veszteséggel jussanak a katodtérbe (ZHOU et al., 2011).
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e Areakcid szempontjabol érdemes nagy feliiletli katodot létrehozni, hogy a megndvelt feliileten
egyiddben tobb reakcid tudjon végbe menni. CHENG és munkatérsai (2011) kutatdsukban a
katod feliiletének megkétszerezésével 62%-kal novelték a MUC-rendszeriik teljesitményét.

o A Iéptékndvelés szempontjabol nélkiilozhetetlen a katod eldallitasi koltsége. Ebbdl a
szempontbol tobb kialakitds esetében is fémeket hasznaltak, melyek kisebb koltségekkel
Iétrehozhatok és alakithatok (SELEMBO et al., 2009).

e A katddtérben oxidaloszereket (pl. oxigén, kalium-permanganat) alkalmaznak a
potencialkiilonbség kialakitas érdekében, igy a katodnak ellendllonak kell lennie a korrozioval

szemben (CHENG et al., 2006a).

Az lizemanyagcella kialakitasa szerint a katod lehet elektrolitba mertild, ami a kétkamras
tizemanyagcelldkra jellemzd, vagy kozvetleniil a levegd oxigénjét hasznosito, 1égkatod jellegli,
ami az egykamréas lizemanyagcellak elengedhetetlen tartozéka. Mindkét kialakitdsnak vannak
elényei és hatranyai. A folyadékba meriild katod eldnyeihez sorolhatd, hogy kialakitasa
egyszeriibb, a kisebb oxigén jelenlét miatt kevesebb oxigént enged 4t az anddtérbe, valamint az
oxigén helyett mas oxidaloszerek alkalmazasat (kdlium-permanganat, kalium-hexaferro-cianat,
stb.) is lehetdvé teszi az lizemanyagcellaban. Ugyanakkor a folyadékkozegek miatt a cella belsd
ellenallasa nagyobb, valamint a vizben oldott oxigén koncentracidjat csak koltségesen lehet
megfeleld szinten tartani (KIM et al., 2007).

Ezzel szemben a 1égkatod kialakitas nem igényel levegdztetést, mivel a levegd oxigénjével
kozvetleniil érintkezik és az ilizemanyagcella helyigénye is kisebb (csak egy kamrabol all).
Létrehozasa azonban kihivasokkal teli mérnoki feladat, mely sordan meg kell oldani, hogy a
membranon keresztiil &ramlo protonok, az elektrodrol érkezd elektronok és a levegd oxigénje
egyesiilni tudjon, kdzben ne keriiljon oxigén az anddtérbe és az anddtérbdl minél kevesebb viz
tavozzon. Az oxigén €s a nedvesség visszatartasara kiilonbozo teflon szigeteléseket alkalmaznak

(LIU et al., 2012a), ami viszont ronthatja az oxigén elektrod feliiletére jutasat (ZHOU et al., 2011).

2.3.2.1 MUC katéd anyagok

Jelenleg 4ltalanosan elterjedt a grafit lap, szovet és folia alkalmazasa a mikrobialis
iizemanyagcella katodjaként, mind a folyadékba meriild, mind a légkatod kialakitasokban. Az
anyaghasznalatot tekintve megoszlik a kutatok véleménye. Kutatok egyik csoportja a nagy feliileti
érdességli szénalapt anyagokat részesitik elonyben, mig masik fele a fémek hasznalatat javasolja.
YoU és munkatarsai (2011) tanulmanyukban egy 0j tipusti, membranhoz kotott légkatodot hoztak
létre, amelynek az alapjat rozsdamentes acélhalobol alkottak. Ezzel a katdd-kialakitassal hasonlo
teljesitményt értek el, mint a grafit szovetet hasznaldé katéddal. Tovabbi kutatdsok is arrdl
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szamolnak be, hogy a katdd alapanyagaul érdemesebb fémes anyagokat valasztani, mivel
konnyebben megmunkalhatok, hosszutdvon is stabilak és ellenalléak, valamint elektromos
tulajdonsagaik is kivaloak (WEI et al., 2011). A fémek koziil elsé sorban a rozsdamentes acélt,
aluminiumot, mangant, nikkelt és titant preferaltak, mivel ezek a fémek jo elektromos vezetd és
megmunkalhatosagi tulajdonsdgokkal rendelkeznek, azonban tobbségiik csak dragan szerezhetd
be, ami koltségessé teszi alkalmazasukat. Az olcsobb, de kevésbé hatékony és a koltségesebb, de
megfelelobb tulajdonsagu fémek 6tvozésével (pl. acél/mangan vagy acél/nikkel) megfeleld katod

kialakitasok érhetdk el (SELEMBO et al., 2009).

2.3.2.2 Katod katalizatorok

Egyes szerzok szerint a katod-reakcid nem megy végbe megfeleld sebességgel, ha csupan
grafit lemezt vagy szdvetet alkalmazunk lizemanyagcella katddjaként (KM et al., 2007) ezért azok
katalizatorokkal valo bevonasa sziikséges. A leghatékonyabb elektromos aramtermelést eddig
nemesfém-alapu katalizatorokkal (platina, palladium, ruténium és ezek o6tvozetei) tudtak elérni.
PHAM és munkatarsai (2004) szerint a platinaval modositott grafit elektroddal 4-szer nagyobb
teljesitményt értek el, mint csupan grafitot haszndlva katodként. A nemesfémek magas ara miatt
azonban koltséges a hasznalatuk, ami megneheziti a katdd gazdasadgos 1éptéknovelését. Emiatt
platina és egyéb nemesfémek helyettesitésére a kutatok olyan katdd-katalizator alternativakat
keresnek, amelyek hasonléan nagy hatékonysaggal képesek segiteni az oxigén felhasznalasat.
Kutatasok iranyulnak az olcsébb, viszont hasonlo katalizist produkdldé anyagok és kompozitok
létrehozasara (BEN LIEW et al., 2014). A nemesfémek helyettesitésére kiillonbozo dtmeneti fémek
(LEFEVRE ¢s DODELET, 2003), fémotvozetek (SELEMBO et al., 2009), fém-oxidok (ZHANG et al.,
2009), nanokristalyos fémek, konduktiv polimerek (ZHANG et al., 2007), médositott grafén (ZHU
¢s DONG, 2013) és szén-nanocsovek (LI ef al., 2011) alkalmazasaval probalkoztak. Ezeknek a
katalizatoroknak a hatdsfoka jelentdsen kisebb volt, mint a nemesfémeké (BEN LIEW et al., 2014).
Tovabbi kutatasok beszdmolnak vas(III)-r6] (PARK és ZEIKUS, 2002), mangéan-oxidrél (RHOADS
et al., 2005), vas-komplexekrdl (ZHAO et al., 2006), kobalt komplexekrél (CHENG et al., 2006b)
¢s nikkelrdl (LIU et al., 2012b), mint lehetséges alternativakrol (WATANABE, 2008).

Az anddkialakitdsokhoz hasonldéan egyre tobb kutatds témaja az 0j tipusu nanokompozit
anyagok katodként valo alkalmazésa. A kiilonbdzd katalitikus tulajdonsadgu anyagok egyesitésével
a mikrobidlis lizemanyagcella teljesitménye eredményesen ndvelhetd. A kiilonbdz6 mangan-oxid
modosulatokbdl (a, B és y) és a szén nanocsovekbdl 1étrehozott kompozit anyag ugyan nem érte el
a platina bevonatu katod teljesitményét, de megkozelitette, és az 6sszetétel optimalasaval tovabb

csokkenthetd a kiilonbség (LU et al., 2011). Egykamrds MUC-rendszer esetében vizsgaltdk a
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kobalt-tetrametoxi-fenilporfrin  (CoTMPP) nanokompozit katéd katalizator elektromos
aramteremlésre gyakorolt hatdsat és 6sszehasonlitottak a platina katalizatort haszndld beallitassal
(CHENG et al., 2006a). A kutatas eredményeként megéllapitottdk, hogy a nanokompozit katalitikus
aktivitdsa hasonld a platindéhoz, igy van lehetdség nemesfém nélkiili nagy teljesitményti katod
kialakitas létrehozasara egyéb nem-nemesfémek alkalmazasaval. Tovabbi kisérletekben a
CoTMPP kompozitot mas vegyliletekkel is mddositottak (mint pirolizalt vas(Il)-ftalocianin),
amellyel tovabb ndvelték a cella elektromos teljesitményét (WATANABE, 2008).

Az 1j tipusu anyagok, mint a grafén, hasznalata a katod kialakitasokban is egyre nagyobb
szerepet kapnak. A grafén igéretes katdd-katalizator Gsszetevonek bizonyult szdmos esetben,
mivel nagyszerli elektromos vezetési és feliileti oxigén redukcids képességli. Hatranya azonban,
hogy még nem 4all rendelkezésre gazdasdgos grafén eldallitdsi modszer, igy egyelére csak
laboratoriumi kisérletek folynak ezzel az anyaggal (YUAN és HE, 2015). Egykamras MUC
rendszerben a grafén/polianilin nanokompozittal létrehozott katodkialakitas kétszeresére novelte
az lizemanyagcella teljesitményét (ANSARI et al., 2014).

A kémiai katalizis mellett forradalmi megoldasként jelentek meg az tigynevezett bio-
katdédok, amelyeknél az anddhoz hasonléan mikrobas katalizis végzi a végsd oxidacidt. Az
abiotikus katodok nagy koltségével, nehézkes kialakitdsaval, kornyezetre artalmas
tulajdonsagaival szemben a bio-katédok megfeleld alternativaként jelentek meg. Annak ellenére,
hogy az andd-mikroba kozti elektrontranszfert szamos mikroba esetében kutattdk és leirtak, a
katdd és a mikrobak kozti elektrondtadasrol jelenleg kevés informacioé all rendelkezésre. A bio-
katédok jelentésége a viszonylag alacsony koltségeiben, megfeleld stabilitdsaban és
multifunkcionalis tulajdonsagaiban (pl. bio-katdd esetében a katodtér is alkalmazhatd szennyviz
tisztitasra) mutatkozik meg, ezért ez a kutatasi teriilet egyre nagyobb figyelmet kap (WEI et al.,
2011). Altalanossagban a bio-katodokat két csoportba soroljak: aerob és anaerob bio-katddok.
Aerob bio-katodok esetén a termindlis elektronakceptor az oxigén, mig az anaerob bio-katddok
esetén nitrat vagy szulfat vegyiiletek szolgalnak elektron-akceptorként (BEN LIEW ef al., 2014).
Jelenleg bio-katodként foleg szén-alapi kompozit anyagokat hasznalnak, hasonldéan az anod
anyagokhoz (pl. grafit lapot és granulatumot, vagy rozsdamentes acélt), katalizator
mikroorganizmusként pedig elsésorban kevert kultardkat, melyek szennyviztisztitd vagy biogdz
telepekrél szarmaznak (HUANG et al., 2011). A bio-katédok hatranya, hogy a katalizis ebben az
esetben biokémiai folyamat, amit szamos tényez6é befolyasolhat, tovabba, hogy a katodtérben a
mikrobdk szdmara megfeleld kornyezetet kell kialakitani (hdmérséklet, pH, tapanyagok, stb.). A
bio-katéd kialakitdsok alkalmazasira példaként emlithetd6 RABAEY ¢€s munkatarsai (2008)

kutatdsa, melyben abiotikus és biotikus katddok hatdsat vizsgaltak. Sphingobacterium fajokat
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alkalmazva katéd Kkatalizdtorként a MUC maximdlis fajlagos teljesitménye hiromszorosa

(49 mW/m?) volt az abiotikus katédénak (15 mW/m?).

2.3.3 A mikrobialis iizemanyagcella teljesitménye

A mikrobidlis energiacellaban képzddd fesziiltség a rendszerben 1évé elektrondonor és -
akceptor kozti potencial kiilonbségbdl adodik. Altalanossigban az iizemanyagcellaban képzédd
fesziiltséget csak csekély mértékben tudjuk befolyasolni, hiszen a szubsztratumként szolgald
vegyiiletek a mikroba anyagcseréje soran redukalt koenzimekké alakulnak (NADH, FADH), igy
lényegében a maximalisan megtermelhetd fesziiltség fiiggetlen a szubsztrdtum mindségétol.
Legnagyobb mértékben a katodtérben alkalmazott oxidaloszer (levegd, oxigén, kalium-
permanganat, stb.) megvalasztasaval, valamint a cella belsd ellenallasanak csokkentésével tudjuk
befolyasolni a potencial kiilonbséget.

A mikroba szdmara rendelkezésre allo elektronakceptortdl fliggden a potencial kiilonbség
nagymértékben megvaltozhat az {izemanyagcella-rendszerben. A MUC anédtérben nem 4ll
rendelkezésre oxigén, igy az ott talalhaté anod biztositja a mikroorganizmusok szdméra a potencial
kiilonbséget a redukalt koenzimek regeneraldsdhoz (THAUER et al., 1977).

Az elektrodokon keresztiil az elektron a katodtérbe jut, ahol az oxigénnel egyesiilve vizzé
alakul. Az 2. tablazatban szerepld potencialkiilonbségek alapjan kiszamithatd, hogy gliikoz
alkalmazasa esetén a maximalisan kinyerhetd fesziiltség koriilbeliil 1,2 V lehet (-320 mV-840

mV=-1140 mV) (RABAEY és VERSTRAETE, 2005; TORRES et al., 2010).

2. tablazat: Potencialkiilonbségek az egyes redox reakciok soran
(RABAEY és VERSTRAETE, 2005)

Redox reakcio E'0 (mV)
NAD"+ H"+2¢ -NADH -320
Citokrém b (Fe**) + e —Citokrom b (Fe*") +75
Citokrom ¢ (Fe*") + e —Citokrém ¢ (Fe*") +254
Oxt4 H+ 4 e —2 Hx0O +840
Fe’"+e —Fe?" +772
NO3; +2 H+ 2 e -»NO> + H,0 +433
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—VWWAH

=

-320
8. abra: Potencialvaltozas a mikrobialis iizemanyagcellaban
(RABAEY és VERSTRAETE, 2005)

Ez a maximalis potencialkiilonbség csak idealis koriilmények kozott érhetd el, vagyis ha
nem lépnek fel veszteségek €s nem folyik dram az anddrdl a katod felé (iiresjardsi fesziiltség).
Szamos tényezd okozhat veszteségeket, amelyek koziil néhanyat a 8. dbra mutat. A mikrobialis
lizemanyagcella belsé ellenallasa tobb dsszetevobdl szarmazik:

Legnagyobb befolyassal rendelkezd tényezd a mikroba és az andd kozotti elektrontranszfer
hatékonysaga (1), az elektrolit (2), az anod (3), a szeparator (4) és a katod (5) ellenallasa, valamint
az elektronakceptor redukcidjanak hatékonysaga (6). Ha az elektrddokon aram folyik, akkor a
fesziiltség tovabb csokken, ezért a mikrobidlis lizemanyagcella mikodtetési paramétereit
optimalni kell az egyes feladatokhoz (RABAEY és VERSTRAETE, 2005). BOND és LOVLEY (2003)
kutatasuk soran képesek voltak 0,5 V fesziiltséget eldallitani kiils6 ellenallasra kotott mikrobidlis
lizemanyagcellaval, tovabba MOON és munkatarsai (2006), mar 0,7 V fesziiltség értéket is elértek.

Az aramerdsséget egy vezetd keresztmetszetén egy szekundum alatt athalado toltések
mennyisége hatdrozza meg, tehat a MUC 4dramerdssége az 1 szekundum alatt 4tadott elektronok
mennyis€gébdl szdrmaztathatdo. Az iizemanyagcella aramerdssége az elektrontranszferben
résztvevo mikrobak mennyiségének fiiggvénye. Ez novelhetd olyan modszerekkel, amelyek soran
novelhetd a mikrobak egyidejii elektron leadasa (pl. mediatorok vagy elektrod feliilet novelése).
A szakirodalomban fellelhetd publikdciok megtévesztoek lehetnek, mivel a kutatdk egy része a
katodfeliiletére vonatkoztatjak az elektromos dramteremlést, mig masok az andd feliiletére. Egyes
kutatasok beszamolnak akar 1000 mA/m? anod feliiletre vonatkoztatott aramerdsségrol is (LOGAN,
2009). YOU és munkatarsai (2006) altal kdzzé tett tanulmanyban két-kamras MUC rendszerben
2060,19 mW/m?®, mig egykamras MUC rendszerben 6817,4 mW/m? teljesitményt tudtak elérni.
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Ezen eredmények sajnos csak kis elektrod feliileti cellakban érhetdk el. A probléma még mindig
a 1éptéknovelésnél Iéphet fel.

A MUC energiaforrasként vald alkalmazisihoz sziikséges a cellakat sorba illetve
parhuzamosan kotni. Soros kapcsolasnal az egyik cella pozitiv polusat (katod) kotik a masik cella
negativ pdlusahoz (anodd). Parhuzamos kotésben a kiilonbozd cellak anddjait és katodjait kotik
Ossze. Més energiaforrdsokhoz hasonléan a MUC-ak sorba kapcsolasa a fesziiltség ndvelését
eredményezi, mig parhuzamos kotése az aramerdsséget noveli. Parhuzamosan csak azonos
fesziiltségti MUC-t lehet kétni, ellenkezd esetben a kiegyenlité dramok miatt jelentdsen csdkken
a cellak teljesitménye (GURUNG és OH, 2012). Szamos kutatds beszdmol a sorba kotott
iizemanyagcellak teljesitmény ndvekedésérél (AELTERMAN et al., 2006; GURUNG et al., 2012;
RAHIMNEJAD et al., 2012a). Sorosan kapcsolt iizemanyagcellaknal megfigyelték, ha az 6sszekotés
miatt az andd-potencial nagyobb, mint a katdd potencidlja, az egyes cellak anodtér potencialja
ellentétes eldjeliivé valik. Ez a jelenség a fesziiltség reverzid (voltage reversal), ami sulyosan

kérosithatja a MUC elektrogén mikroba kultardjat (WANG et al., 2014).

2.4 A mikrobialis iizemanyagcella mikrobiologiaja

2.4.1 Extracellularis elektronokat termeld anyagcsere folyamatok

Ahhoz, hogy a mikrobidlis energiacella milkodését teljes mértékben megérthessiik,
ismeretében BOND és LOVLEY (2003) kutatatdsaikban megallapitottak, hogy szdmos vas(III)-at
redukalo baktérium képes kozvetleniil, az anaerob anyagcseréje sordn, kiilonbozd anyagl és
kialakitasu elektrodokat hasznalni elektron-akceptorként. Ez annak a megfigyelésnek kdszonhetd,
hogy a vas-redukalo baktériumoknal az elektron atadasa a vas(Ill)-ionoknak megegyezik azzal a
folyamattal, amely végbemegy a mikroba ¢és az ilizemanyagcella elektrodja kozt (FENG et al.,
2013). Ezért a mikrobidlis iizemanyagcella elektromos dramtermeld folyamatdnak megismerése
céljabol érdemes a mikrobidlis vas(Ill)-redukcid anyagcsere-folyamatait attekinteni.

A mikroorganizmus energiatermeld anyagcsere folyamatai sordn az életmiikodés
szempontjabol fontos vegyliletek (ATP, NADH, NADPH, stb.) meghatarozott sztdchiometriai
aranyban képzddnek, jol lehet a mikroorganizmus egyes ¢életszakaszaiban az igények jelentds
redukalhaté koenzimek (NAD', FAD") mennyisége egyértelmiien meghatarozza. Tehat a redukalt
kofaktorok visszaoxidalhatosaga az életben maradas elengedhetetlen feltétele. Ennek a
probléméanak a feloldasara kiilonboz0 alternativ elektrontranszport-rendszerek szolgélnak.

Feladatuk a tulélés biztositdsa, igy kozos jellemzdjik a dehidrogénezési folyamatok kozben
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megjelend redukalt kofaktorok regeneralasa, lehetdleg toxikus peroxidok képzddése nélkiil.
Szamos példat taldlunk a mikroszervezetekben az ,anaerob légzésnek™ nevezett kofaktor-
regeneralasi folyamat miikodésére. Elektron-akceptorként szerepelhet anaerob koriilmények
kozott a nitrat, illetve a szulfat, valamint barmely redukalhaté fémion, igy a harom-értékii vasion
is. Ilyen esetben a kornyezetben fellelhetd elektron-akceptorként szolgald vegyiiletekre keriil az
anyagcsere soran képzddott ,,felesleges” elektron (SZENTIRMAL 1996).

A vas(Ill)-redukdld baktériumfajok jellemzéen obligdt vagy fakultativ anaerob
mikroorganizmusok. K6zo6s jellemzdjiik a széleskorti elektron-akceptor hasznositasi képesség
(LENTINI et al., 2012), igy a vas(Ill)-ionok redukaldsa is. Az elektron-akceptor mindségének
fiiggvényében tobbféle anyagcsere is lejatszodhat.

A vas-redukciora  képes mikroorganizmusok  szénhidratalapt  energiatermeld
metabolizmusa a glikolizis enzimes reakcio-sorozataval veszi kezdetét. A keletkezd piruvat
dekarboxilezését kdvetden az acetil-koenzimA a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklusba keriil (ESTEVE-
NUNEZ et al., 2005; FREDRICKSON et al., 2008). Ezt kovetden a folyamat soran keletkezett redukalt
koenzimek bekapcsolodnak az elektrontranszport rendszerbe, ami legfoképpen c-tipust
citokromot és menakinont (K>-vitamin) tartalmaz (GASPARD et al., 1998; LLOYD et al., 1999;

SEELIGER et al., 1998).
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9. abra: A Geobacter és Shewanella fajok Fe**-ionokat hasznalo légzési iitjanak
terminalis szakaszai (WEBER et al., 2006)
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A vas-redukciora képes mikroorganizmusok szdmos sejtfunkcidja, mint a 1égzési elektron
lanc is a citoplazma membranhoz kotédve miikddik. Oldhato elektron-akceptorok, mint az oxigén
molekula vagy a nitrat vegyiiletek, passziv diffiizié révén jutnak a sejtbe. Semleges koriili pH-n
azonban a Fe(III) rosszul oldddik vizben, igy nem képes a sejtbe diffundalni. A Gram-negativ
baktériumoknak a vas(III) vegyiiletek redukcidjahoz valamiképpen at kell hidalniuk az oldhatatlan
fémionok és a citoplazma membran elektrontranszport rendszere kozti tavolsagot (LUU és
RAMSAY, 2003). Shewanella putrefaciens MR-1 torzs vizsgélata sordn megfigyeltek c-tipusu
citokrom vegyiileteket a mikroba kiils6 membranjaba 4dgyazva, melynek kdszonhetden képes
potencialis kapcsolatot létrehozni a nem oldatban 1évé Fe(IIl) vegyiiletekkel. (BELIAEV et al.,
2001; MYERS és MYERS, 1992, 1997) (9.4bra). Jol mutatja a membranba agyazott c-tipusu
citokrom szerepét, hogy abban az esetben, amikor a Shewanella putrefaciens aerob koriilmények
kozott lett szaporitva, a citoplazma membran citokroém tartalma nagy volt, mig anaerob
kornyezetben inokulalt tenyészet esetén, megkozelitdleg a citokrom tartalom 80%-a a kiilsé
membranban helyezkedett el (MYERS ¢és MYERS, 1992). Anaerob tenyészetek esetén
megfigyelhetd volt jelentds mennyiségli periplazmas citokrom, ami 6sszekottetésként szolgalhat a

citoplazma membran és a kiilsé membran elektron-transzport rendszerek kozott. Kiilonbozd
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kutatasok beszamoltak Shewanella putrefaciens torzsek kiilsé membranjanak vas(IIl)-reduktaz
aktivitasarol, azonban ez az enzimaktivitas csak az anaerob koriilmények kozott tenyésztett sejtek
esetében volt megfigyelhetd. GASPARD és munkatarsai (1998) Geobacter sulfurreducens esetében
is megfigyelték a vas(Ill)-reduktaz aktivitast a kiilonb6zé membran frakciokban, legfdképpen a
kiilsé membran frakcidban. MAGNUSON ¢és munkatarsai (2000; 2001) szerint feltételezhetden ez a
reduktdz-komplex c-tipusu citokromot tartalmaz ¢és NADH koenzimre van sziiksége a
milkddéshez. Ez az enzim-komplex képes re-oxidalni Fe(IIl) jelenlétében a lebontdst soran
keletkez6 redukalt koenzimeket (NADH, NADPH ¢és ferredoxin). Ez szintén arra utal, hogy ez

csatornaként szolgél a belsd elektron-rendszer ¢és a kiilvilag kozott.

2.4.2 Az elektrontranszfer modjai

A mikroorganizmusok a szubsztraitumok lebontasa soran keletkezd elektronokat a

crevs

eljuttathatja az elektrodhoz az extracelluléris elektronokat.

Az elektrontranszfer modjait a sejtekrdl az elektrod feliiletére a 10. dbra szemlélteti.
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10. abra: Elektronatadas modjai a mikrobasejt és az elektrod kozt
(LOVLEY, 2008)

A legegyszeriibb elektronatadasi mod (10. dbra, A) amikor a mikroba kozvetleniil az
elektrodnak adja at az elektronjat a kiils0 membranjadban 1évd c-tipusii citokrom fehérje
segitségével. Ez a tipusu elektrontranszport lehetdvé teszi az iizemanyagcella kialakitasat, viszont
nehézkessé teszi az aramerdsség novelését, mivel legfeljebb egy sejtsornyi réteg tud kialakulni az

elektrod feliiletén.
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Szamos elektrogén mikroorganizmus rendelkezik olyan sejt-organellumokkal, melyek
segitségével képes az extracellularis elektronjait akar nagy tavolsagokra (1-2 um) is eljuttatni (10.
abra, B). Ezeket a sejtszerveket elektro-konduktiv pilusoknak vagy nano-drotoknak (angolul nano-
wire) nevezik, melyek fehérje természetiik ellenére jo elektromos vezetoképességgel
rendelkeznek. A konduktiv pilusok lehetévé teszik, hogy a mikrobak tobb rétegii biofilmet
képezzenek, mivel nem csak kozvetleniil az elektrodhoz kapcsolt mikrobak képesek
megszabadulni elektronjaiktol, hanem a tavolabbi rétegek sejtjei is. Ez jelentdsen megndvelheti a
MUC aramtermelését, teljesitményét és hatékonysagat.

A jellemz6 transzport folyamat az (10. dbra, C), ahol a biofilmet képzé mikrobak c-tipust
citokrom fehérjékben gazdag tokanyagot képeznek. A konduktiv tokanyag kozvetiti az
elektronokat az elektrodra. Az elektrontranszportnak ez a méddja szintén lehetévé teszi, hogy
nagyobb szamu mikroba tudjon egy id6ben elektronokat leadni, igy novelve az elektromos dramot
¢s a cella teljesitményét. A tulzott tokanyag termelés azonban meggatolhatja a mikroba tapanyag
ellatasat.

A mikrobidlis iizemanyagcella szempontjabdl kiemelt jelentdségliek azok a torzsek (10.
abra, D), melyek képesek elektronkdzvetitd vegyiilet segitségével 1étrehozni az elektronatadast.
Ebben az esetben nem sziikséges, hogy a mikroorganizmus kozvetleniil az elektrédhoz
csatlakozzon, ami megnovelheti az lizemanyagcella flexibilitasat. A kozvetité vagy mas néven
mediator lehet a mikroba altal termelt vegyiilet (pl. piocianin vagy flavin vegyiiletek) (BRUTINEL
€s GRALNICK, 2012; VELASQUEZ-ORTA et al., 2011) vagy alkalmazhatunk mesterséges
medidtorokat (metilén-kék, metil-vords, rezazurin, stb.) (BABANOVA et al., 2011), melyek
hatasosabb elektronataddst eredményeznek, azonban szamos negativ tulajdonsaggal is

rendelkeznek (LOVLEY, 2008).

2.5 Biofilm képzés a mikrobialis iizemanyagcellaban

A biofilmek, olyan kiilonbozo feliileteken kialakult mikroba kozosségek, melyek a maguk
altal képzett extracellularis poliszacharidba (EPS) agyazodtak. Altalanosan elfogadott elmélet
szerint a biofilm szerkezetek kialakuldsa harom részre oszthat6: kezdeti megtapadas, biofilm érése
¢s leszakadas a feliiletrdl. Az EPS fizikailag immobilizalja a baktrérium sejteket, mikdzben
lehetdséget biztosit a sejt-sejt kontaktus kialakitasara és a kommunikaciora (READ et al., 2010). A
mikrobidlis lizemanyagcellak esetében a biofilmeknek elektromosan vezetéképes anyagokbol kell
létrjonniiik, hiszen a biofilm kiils6 rétegeiben I1€v0 sejtek nem lennének képesek atadni

elektronjaikat az anodnak.
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Tobb kutatomunka is beszamolt a mikrobialis tizemanyagcella anddjan kialakuld biofilmek
elektromos aramtermelésre gyakorolt jelentds hatdsarol, azonban a legnagyobb ismeretanyag a
Geobacter sulfurreducens biofilm- és vezetoképes pilus képzésérdl all rendelkezésre (LOVLEY et
al., 2011). Reguera és munkatarsai (2006) Geobacter sulfurreducens MUC-ben kialakuld
biofilmeit vizsgaltak. A mikroba 4ltal képzett biofilm tobbrétegben alakult ki a MUC elektrodjan.
A sejtek az anddtdl tavolabbi rétegekben is életképesek maradtak és a biofilm vastagsdganak
novekedésével nem csokkent a képzett elektromos dram mennyisége, igy feltételezhetd, hogy a

biofilm megfeleld elektromos vezetoképességgel rendelkezett.

2.6 Mikrobialis iizemanyagcellaban alkalmazott mikrobak

A baktériumok szdmos vegyiiletet képesek elektron-akceptorként hasznositani, azonban a
mikrobidlis iizemanyagcella szempontjabol azok a mikrobdk jelentések, amelyek képesek
elektronokat juttatni a sejtfalukon kiviilre. Ezeket a mikrobakat a szakirodalom exo-elektrogén
(exoelectrogenes) mikroorganizmusnak nevezi. Ezeknek a mikrobadknak a kozds jellemzdjiik,
hogy képesek oxigén jelenléte nélkiil is életben maradni és szaporodni (anaerobok és fakultativ
anaerobok), valamint képesek az anyagcseréjiik soran képzddott elektronfelesleget mesterséges
indukci6 nélkiil (mediatorok) a sejtfalukon keresztiil a kornyezetbe juttatni. Ez torténhet konduktiv
pilusok, a mikroba altal termelt tokanyagok vagy sajat maguk altal 1étrehozott mediatorok
segitségével. Szamos kutatds allitotta kozéppontjaba az elektrokonduktiv pilusok termelésének
novelését, emellett az energiatermelésen til, a kutatok mas teriileteken is felvetitik e
sejtorganellumok potencialis alkalmazasat (pl. miniatlir elektromos eszk6zok) (REGUERA et al.,
2005).

Eldnyt jelenthet, ha a mikroba sejtek jol tudnak tapadni kiilonboz6 elektrdédok feliiletéhez,
igy biztositva a gyors és hatékony elektronatadast, valamint képesek biofilmet képezni, hogy tobb
rétegnyi mikrobatomeg tudjon részt venni az elektromos dramtermelésben.

Az MUC-ben val alkalmazis megkivéanja, hogy az felhasznalni kivant mikroorganizmus
konnyen szaporithaté legyen, ilyen szempontbdl a fakultativ anaerob anyagcseréjii torzsek
elényosebbek az obligat anaeroboknal, mivel az aerob tenyésztés jelentOsen sziikitheti az
inokulalas idejét.

A szennyviz-alapon miikodd6 MUC kialakitasok esetében, tovabbi kritériumok
fogalmazhatok meg az alkalmazandd mikrobaval szemben: pl. széleskorli szubsztratum
hasznositasi képessége, az anyagcsere gyorsasdga ¢és a hasznositds hatasfoka. Egyes mikroba
torzsek képesek a kornyezet szadmara toxikus vegyiileteket is degradalni és szén- vagy nitrogén-

forrasként hasznositani. J6 példa erre a Geobacter toluenoxydans mikroba, amely kiillonb6zo
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heterociklusos vegyiileteket bont le és asszimilal (KUNAPULI et al., 2010). Ezt a képességet
kihasznalva bioremediaci6 végrehajtasara is alkalmassa teszi a MUC technologiat.

Szamos torekvés iranyult az elektrogén mikroorganizmusok anyagcsere sebességének
novelésére és ezaltal az elektromos aram kihozatalanak fokozasara. Itt elsdsorban géntechnologiai
beavatkozasok segitségével hoztak létre gyorsmetabolizmusi mutansokat (IZALLALEN et al.,
2008).

Altalaban a fent emlitett kritériumoknak csak néhany mikroorganizmus felel meg
hidnytalanul. Ennek ellenére szamos mikrobialis iizemanyagcellat miikodtettek mar nem
elektrogén kultaraval. A 3. tdbldzatban tobb mikrobatdrzs is felsoroldsra keriilt azonban mediator
nélkiili rendszerben csak néhany mikroba alkalmazhaté hatékonyan. Jelenleg mediator nélkiili
lizemanyagcella rendszerekben elsdsorban Geobacter (G. sulfurreducens, G. metallireducens, G.
lovley, G. hygrophillus, stb.) és Shewanella (S. putrefaciens, S. oneidensis, S. algae, S. baltica, stb.)
fajokat alkalmaznak tiszta tenyészetben (FRANKS és NEVIN, 2010), de gyakran kevert kultardkat és
kiilonbozd szennyviztisztitasi folyamat soran kialakult mikroba kozdsségeket is hasznalnak bio-
katalizatorként. Ritkabb esetben élesztd torzseket is felhasznalnak (Saccharomyces cerevisiae,
Hansenula anomala, stb.) (SAYED et al., 2012), azonban az élesztok lassabb anyagcseréje ¢és az

elektronatadas nehézségei miatt csak kivételes esetekben indokolt a hasznalatuk.
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3. tablazat: Mikrobialis iizemanyagcellikban alkalmazott mikrobak (REDDY et al., 2010)

Mikrobak Szubsztratum Alkalmazas
Actinobacillus succinogenes  Gliikoz Metil-vords vagy tionin mediatorral
Aeromonas hydrophila Acetat Mediator nélkiili MUC
Alcaligenes faecalis Gliikoz MUC kozdsségbdl izolalva
Enterococcus gallanarum Gliikoz MUC kozdsségbél izolalva

Pseudomonas aeruginosa
Clostridium beijerinckii
Clostridium butyricum

Keményito, gliikoz
Keményito, gliikkoz, laktoz
Keményito, gliikdz, laktoz

MUC kozdsségbél izolalva
MUC kozdsségbél izolalva
Szulfat/szulfid mediatorral

Desulfovibrio desulfuricans  Szachar6z Vas-kelat komplex mediatorral
Erwinia dissolven Gliikoz Vas-kelat komplex mediatorral
Escherichia coli Gliko6z, szacharoz Metilén-kék mediatorral
Geobacter metallireducens ~ Acetat Mediator nélkiili MUC
Geobacter sulfurreducens Acetat Mediator nélkiili MUC
Gluconobacter oxydans Gliikoz Rezazurin vagy tionin mediatorral
Klebsiella pneumoniae Gliikoz Mangan-oxid mediatorral
Lactobacillus plantarum Gliikoz Vas-kelat komplex mediatorral
Proteus mirabilis Gliikoz Tionin mediatorral

Piocianin és fenazin-karboxamid
Pseudomonas aeruginosa Gliikoz mediatorral
Rhodoferax ferrireducens Gliikoz, tejsav, xiloz Mediator nélkiili MUC
Shewanella oneidensis Gliikoz Antrakinon-diszulfonat mediatorral
Shewanella putrefaciens Gliikoz, tejsav, xiloz Mediator nélkiili MUC
Streptococcus lactis Gliikoz Vas-kelat komplex mediatorral

A Geobacter genus a proteobakterek azon csoportja, amelyik obligat anaerob légzésii
mikroorganizmusokbol 4all, valamint potencidlisan alkalmazhatok bioremediacios feladatok
ellatasara (CACCAVO et al., 1994). A legtobb Geobacter fajt mélytengeri iiledékbodl izolaltak, igy
j61 viselik az ott uralkod6 kornyezeti feltételeket. A Geobacter fajok kozil keriiltek ki az els6
mikrobdk, amelyek alkalmasnak bizonyultak a kornyezetre artalmas anyagok semlegesitésére, igy
olyan szerves anyagokéra, mint a petroleum vagy kiilonbozé radioaktiv fémek. Elektron-
akceptorként vald hasznositési tulajdonsaguknak kdszonhetéen Geobacter fajokat széles koriien
alkalmaznak mikrobialis lizemanyagcella rendszerekben, és az eddigi legnagyobb fajlagos
elektromos aram mennyiséget G. sulfurreducens (1143 mA/m2) (BOND és LOVLEY, 2003)
esetében érték el. A mikrobidlis elektromos aramtermelés tekintétben a legtobb kutatds a
Geobacter-ek elektron-lancanak felderitésére iranyult. ElsOként a G. sulfurreducens esetében
fedeztek fel konduktiv pilusokat a mikroba szamdra hasznos hosszll tava elektron-kozvetités
ami fontos feltétele a

elésegitésére, valamint a elektromosan vezetdképes biofilmet,

nagyhatékonysdgi MUC rendszerek kialakitdsanak (SHARMA és KUNDU, 2010).
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11. abra: A Geobacter metallireducens elektronmikroszkopos képe (LOVLEY, 2012)

Shewanella fajok mikrobialis izemanyagcellakban valo alkalmazasarol szdmos tanulmany
beszamolt. A leggyakrabban a S. putrefaciens-t és a S. oneidensis-t (12. 4bra) hasznaltak az
iizemanyagcellak bio-katalizatoraként (BIFFINGER et al., 2008; MANOHAR et al., 2008). K6z0s
jellemzéjiik, hogy Gram-negativ tengeri baktériumok fakultativ anaerob anyagcserét folytatnak és
rendelkeznek vas- és mangan-redukcidos metabolizmussal, tehat képesek vas- és mangan-ionokat
termindlis elektron-akceptorként hasznositani. A Shewanella nemzetség tagjai gyorsan
szaporodnak szilard és folyadék tapkozegekben egyarant.

KiM és munkatarsai (2002) kutatomunkdjuk soran S. putrefaciens torzseket alkalmaztak
mediator nélkiili mikrobidlis lizemanyagcellaban és vizsgaltak a kiillonb6zd torzsek kozvetlen
elektronatadd képességét a mikrobasejt és az lizemanyagcella elektrodja kozott. A kutatds soran
megfigyelték, hogy az anaerob korilmények kozott inokuldlt S. putrefaciens sejtek
elektrokémiailag aktivnak mutatkoztak, mig ez az aktivitds nem volt megfigyelhetd az aerob
modon tenyésztett sejtek esetében. Tovabbi elonyt jelent a jelentds extracellularis elektron-
kozvetitd képzési képesség, amit szamos Shewanella faj esetében megfigyeltek (BRUTINEL és

GRALNICK, 2012).
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12. Abra: A Shewanella oneidensis elektronmikroszkopos képe (RODEN et al., 2010)

Mikrobialis lizemanyagcella bio-katalizatoraként Pseudomonas fajokat is sikerrel
alkalmaztak. Az eddigi legeredményesebb Pseudomonas faj a P. aeruginosa volt. Ez a baktérium
a Gram-negativ, aerob, palca alaki mikroorganizmusok kozé tartozik. HABERMANN ¢s POMMER
(1991) alkalmaztak eldszor ezt a fajt mikrobialis lizemanyagcellaban. Kutatasuk soran létrehoztak
egy alacsony koltségli lizemanyagcella rendszert, amely hosszi tdvon is stabilan mikodott
megfeleld hatékonysaggal. RABAEY ¢s munkatarsai (2005a) tanulmanyukban bemutattak egy
mediator hozzaaddsa nélkiili MUC rendszert, valamint a cella anolitjaAban kimutattak a kulttira altal
termelt (endogén) kémiai mediatorokat (példaul piocianint). Az tdpkdzegbe nagymennyiségben
elsOként szekretalt redox-mediatorokat 1étrehozo kevert kultura elsédlegesen P. aeruginosa
torzseket tartalmazott, igy tovabbra is alkalmazzak az elektrogén kultarakban kiegészitd

mikroorganizmusként (SHARMA és KUNDU, 2010).

2.7 Mikroba-szelektalé médszerek MUC alkalmazasra

A mikrobdk anyagcseréje még nemzetségen beliil is nagymértékben kiilonbozhet, igy
lényeges, hogy milyen mikrobdkat vagy mikroba kozosségeket alkalmazunk MUC
rendszeriinkben. Sziikségessé valt tehat olyan gyors modszerek kifejlesztése, melyek segitségével
a kiilonbozé mikroorganizmusok elektromos aramtermeld képességét 0ssze lehet hasonlitani
kiilonb6z6 szubsztratum molekulak esetében. A gyors modszerek eldnye az iizemanyagcellaval
valo sziiréssel szemben, hogy a mérések szamat nem korlatozza a rendelkezésre 4llo
iizemanyagcelldk mennyisége, valamint a kisebb reakcidtérfogat intenzivebb anyagcserét
eredményez, igy az egyensulyok hamarabb képesek kialakulni és a folyamatok végbemenni.
Néhany modszer mar ismert az elektrogén mikroorganizmusok elektrokémiai szkrinelésére. Ezek

a modszerek miikddési elviik szerint harom csoportba sorolhatok.
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Az egyik mobdszercsoport alapja, hogy a mikrobidlis lizemanyagcelladk méretének
csokkentésével kivanjak elérni, hogy olcsd és gyors eszkozt tudjanak 1étrehozni. RINGEISEN és
munkatarsai (2006) olyan mikro-MUC rendszert hoztak létre, ahol az anodtér hasznos térfogata
megkozelitdleg 1,2 ml volt, ami egy nagysagrenddel kisebb, mint a korabb alkalmazott MUC
rendszerek anoddtere. Tovabbi méretcsokkentést ért el CAO ¢és kutatdcsoportja (2009) a
Quickscreen nevil eszkdzzel, ahol az anodtér térfogata egy nagysagrenddel kisebb (200 pl), mint
a korabbi miniatiirizalt MUC-rendszerek. Hasonl6 elven miikodik HOU és kutatocsoportja (2009)
altal 1étrehozott rendszer, ami egy MUC matrixbol tevodik dssze. A matrixnak egy 24-féréhelyes
microplate lemez képezi az alapjat, amelybe beagyaztdk az anod és katod egységeket, igy 24
egymastol fiiggetlen mini-MUC-6t hozva létre Egy cella hasznos térfogata 150 pl. Ezeknek a
konstrukcioknak a kis méretiikk miatt kisebb az anyagigényiik, igy olcsobbak, valamint az
elektrokémiai egyensulyok és a biofilm réteg is hamarabb kialakul, mint nagyobb iizemanyagcella
rendszerek esetében.

A masik modszercsoport a mikrobak elektronatado-képességét haszndlja ki, azonban nem
az lizemanyagcella elektrodjanak, hanem egy masik anyagnak, aminek a mennyiségét szelektiven
nyomon lehet kdvetni. A szakirodalomban csak néhany ilyen modszer ismert. A legelterjedtebb a
volfram-oxid nano-klaszter proba (YUAN et al., 2013). A modszer azon alapszik, hogy a mikrobak
a szubsztratumok oxidalasa révén nyert elektronokat a volfrdm-oxid részecskéknek adjak at,
amelyek ennek hatdsara megvaltoztatjak sziniiket, igy fotometridsan kovethetd a valtozas. A
modszer eldnye, hogy rendkiviil gyors, akar néhany perc alatt is észlelhetd a valtozas. A hatranya,
hogy nehezen alkalmazhat6 mennyiségi meghatirozasra és a volfrdm-oxid kolloid nehezen
beszerezhetd.

Szamos kutatds szamol be arr6l a jelenségrdl, hogy a vasredukald baktériumoknal az
elektron atadasa a vas(IIl) ionoknak megegyezik azzal a folyamattal, amikor a mikroba az
lizemanyagcella elektrodjanak kozvetiti az anyagcserébdl szarmazod elektronjait (FENG et al.,
2013). A tanszéken folyokutatasok ezt a feltevést megerdsitették (SZOLLOSI et al., 2015b).

Kutatok szamara kedvelt a kiilonboz6 elektrokémiai modszerek alkalmazésa, mely soran a
mikroorganizmus elektrogén képességeit vizsgaljak. A mikrobidlis {izemanyagcelldk esetében
leggyakrabban ciklikus voltammetriai modszert alkalmaznak, mivel ez a modszer gyors és
megbizhatd lehetdséget nyujt a mikrobdk medidtor termelésének, valamint kdzvetlen
elektrontranszfer képességének kimutatdsara. A moddszer hatranya, hogy tobbnyire kvalitativ
informécié kinyerésére alkalmas, igy a mikrobak mas elven miikodé médszerekkel vald tovabbi

tesztelése sziikséges.
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2.8 A mikrobialis iizemanyagcella alkalmazasi lehetdoségei

A mikrobidlis ilizemanyagcelldk hasznukat tekintve kettds tulajdonsadguak. Egyrészt
elektromos dramot termelnek szerves anyagok felhasznaldsaval, masrészt a tapoldat biologiailag
aktiv anyag tartalmat csokkentik.

A 1995. évi LIII. torvény értelmében csak a megadott hatarértékeknek megfeleld szennyviz
keriilhet a csatornaba, igy az ipar koteles a szennyvizeit artalmatlanitani. A modern biotechnologia
szamos megoldast ismer ¢s alkalmaz a szennyvizek artalmatlanitdsara és egyes esetekben energia
visszanyerésre. Az iparban leginkdbb eleveniszapos technikat alkalmaznak szennyviztisztitasra,
amely soran a biologiailag lebonthatd anyagokat tartalmazé szennyvizet kevert baktérium és
gomba kultaraval hozzak kapcsolatba, ami oxigén jelenlétében a szerves anyagok jelentds részét
lebontja. Ennek a szennyviztisztitadsi moédnak nagyon kedvezd a tisztitdsi hatasfoka, azonban a
levegdztetés miatt koltséges. Tovabbi megoldast jelenthet a szennyvizek anaerob rothasztdsa
metanogén baktériumokkal, mely sordn a szerves anyagbol biogaz képezhetd. A biogazt ezt
kovetden fiitésre vagy elektromos aram képzésre is hasznalhatjak.

A mikrobidlis lizemanyagcelldk szennyviz tisztitasi célokra vald alkalmazasa mellett
szamos ¢érv szOl. Anaerob miikddésiik miatt nem igényelnek levegdztetést, ami jelentOsen
csokkenti a technologia koltségeit, valamint miikodésiik kozben kdzvetleniil hozzak létre az
elektromos aramot, mig biogéaz esetében a szennyvizbdl nem kdzvetleniil keletkezik az elektromos
aram, hanem tobb technologiai 1épésen kell keresztiil mennie az anyagoknak, ami veszteségekkel
jar. Mig a biogaz esetében 1 kg degradalhato szerves anyagbdl 1 kWh elektromos aram termelhetd,
addig MUC esetében elméletileg 3 kWh energia termelhetd (RABAEY et al., 2005b). Ezaltal
gazdasadgosabba valhat a szennyviztisztitas és legalabb a szennyviztelep aramellatasat fedezheti az
lizemanyagcella termelte &ram. A folytonosan ¢és fél-folytonosan miikddtetett lizemanyagcellak
akar honapokon keresztiil is képesek megbizhatoan tizemelni (MOHAN et al., 2008), ami tovabb
novelheti a technologia versenyképességét. A keletkezett nagy mennyiségii sejttomeget kiszaritva
biomassza kazdnokban elégetve tovabbi hdenergiahoz juthatunk.

Az idaig kutatott mikrobidlis lizemanyagcellak elsésorban gliilkdzban gazdag szennyvizek
artalmatlanitasara alkalmasak, ami a késébbiekben valtozhat a benne felhasznalni kivant ujabb
mikroba kultirdk szamanak novelésével. Glikkozban gazdag szennyvizzel elsdésorban a soriparban
¢s a komplex kukorica feldolgozés soran talalkozhatunk (LOGAN, 2008). Féliizemi méretii
mikrobialis iizemanyagcellat hoztak létre az Amerikai Egyesiilt Allamokban Oakville-ben
(California) is, ahol boraszati szennyviz tisztitasat kivantak ezzel a technoldgiaval megoldani. Az
1 m’-es reaktor, 8sszesen 24 modulbél és 144 elektrodbol all. A 100 napos teszt sordn 7,4 A/m’
fajlagos elektromos aramtermeléssel lizemelt és az elbonthaté anyagok koriilbeliil 62%-at

hasznositotta (CUSICK et al., 2011).
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13. abra: A Queensland-i féliizemi méretii mikrobialis iizemanyagcella (LOVLEY, 2006b)

Egyes specialis mikrobialis energiacella rendszerek alkalmazhatok bio-szenzorként is
bizonyos feladatok ellatasara. Ilyen értelemben MUC alapu bio-szenzorokat alkalmaznak toxikus
anyagok kimutatasara, miszerint a mikroba szaporodast gatld anyagok jelenlétében a termelt
elektromos 4ram mennyisége is csokken. A szenzorok elektrodjanak feliiletére mikrobakat
rogzitenek, és egy membrannal védik dket. A membranon atdiffundaléd toxikus anyagok jelenléte
potencial valtozast okoz, ami nagyon pontosan mérhetd (RABAEY et al., 2005b).

Aramforrasként mikrobialis tizemanyagcellak elsdsorban a nehezen megkozelitheté vagy
az infrastruktiratol tavol esé helyeken alkalmazhatok eredményesen. Igy példaul a tengeri
kutatasok soran bdjakba vagy a mederbe telepithetik az {izemanyagcellat, ezaltal elektromos
energiaval lathatjak el az alacsony fogyasztasu mérdmiiszereket (meteorologiai méromiiszereket,

szondakat, érzékeldket, stb.), melyek tavol esnek az egyéb aramforrasoktol (LOVLEY, 2006a).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Felhasznalt mikroorganizmusok

A kutatdsaimban kiilonbdz6 mikroorganizmusokat alkalmaztam, amelyeknek egy része a
Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen (DSMZ) torzsgylijteménybdl keriilt
megvételre.

Alkalmazott Geobacter fajok:
e Geobacter sulfurreducens, DSMZ 12127,
e Geobacter toluenoxydans, DSMZ 19350,
e Geobacter metallireducens, DSMZ 7210.

Alkalmazott Shewanella fajok:
o Shewanella algae, DSMZ 9167,
o Shewanella xiamenensis, DSMZ 22215,
o Shewanella japonica, DSMZ 15915,
o Shewanella woodyi, DSMZ 12036.

A Saccharomyces cerevisiae ~WS-120 torzs a  Weihenstephan-i Egyetem
¢lesztogylijteményébdl szarmazott (Hefebank Weihenstephan, TUM, Freising, Németorszag).
A Lactobacillus plantarum 2142 torzset és az Escherichia coli ATCC 8739 torzset a

Perugia-i Egyetem (Perugia, Olaszorszag) bocsajtotta rendelkezésemre.

4.2 Alkalmazott tapkozegek

Luria-Bertrani tapkozeg (LB)

Tripton 10g
Eleszt kivonat 5g

NaCl 10g
Desztillalt viz 1000 ml-re.

Az Osszetevoket taramérleggel bemértem az edénybe és feloldottam a desztillalt vizben. A pH

ellendrzés utan (pH~ 7) 121°C-on 15 percig sterileztem.
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Marine tapagar (DSMZ 514)

Pepton S5¢g
Eleszt$ kivonat lg
Fe(IIT)-citrat 0,1g
NacCl 19,4 ¢
MgClz 5 ’9 g
NaxSO4 3,24 g
CaCl 1,8¢g
KCl 0,55 ¢g
NaHCO3 0,16 g
KBr 0,08 g
SrClL 34 mg
H3BOs 22 mg
Na-szilikat 4 mg
NaF 2,4 mg
(NH4)2NO3 1,6 mg
NaxHPOg4 8 mg
Agar I5¢
Desztillalt viz 1000 ml-re.

Az dsszetevoket feloldottam a desztillalt vizben és beallitottam pH~7-re, majd 121 °C-on 15 percig

sterileztem.

Geobacter tapkozeg 1. (DSMZ 826)

NH4Cl 1,5¢g
Na;HPOg4 0,6 g
KCI 0,lg
Na-acetat 0,82 g
Na-fumarat 8¢g
Nyomelem oldat 10 ml
Vitamin oldat 10 ml
Rezazurin 0,5 mg
Na-fumarat 8g
NaHCO;3 25¢g
Desztillalt viz 1000 ml-re.

Az elkészitésnél a Na-fumarat, a NaHCOs €s a vitamin oldat kivételével el6szor a komponenseket
oldottam fel a desztillalt vizben. Ezutan felforraltam és hozzdadtam a NaHCOs-ot. A tapkozeg pH-
jat 6,8-ra allitottam, majd N> gézzal atbuborékoltattam. Ezt kovette a sterilezés 121°C-on 15
percig. A Na-fumaratot és a vitaminoldatot sziiréssel kiilon sterileztem majd hozzaadtam a

tapkozeghez.
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Geobacter tapkozeg I1. (DSMZ 579)

Fe(IIT)-citrat
NaHCOs3

NH4Cl
NaH>POg4

KCI

Na-acetat
Vitamin oldat
Nyomelem oldat
Desztillalt viz

13,7 ¢
25¢g

I,5¢g

0,6 g

0,1g

25¢g

10 ml

10 ml

1000 ml-re.

A Fe(IlI)-citratot kimértem egy 2000 ml-es edénybe €s hozzaadtam kb. 800 ml desztillalt vizet,

majd folytonos kevertetés és melegités mellett feloldottam. Az oldodast kdvetden visszahiitdttem

szobahdmérsékletre és hozzdadtam a tobbi komponenst (a vitamin oldat kivételével). Ezt kdvetden

beéllitottam a pH-jat 6,8-ra és sterileztem 121°C-on 15 percig. A lehiilt tapkozeghez hozzaadtam

a steril vitamin oldatot, amelyet mikrosziiréssel sterileztem.

Nyomelem oldat (DSMZ 141)

Nitrilo-triecetsav
MgSO4 - 7 H20
MnSOs - H,O

NacCl

FeSO4 - 7 H20
CoSO4 - 7H20
CaCl; -2 H,O
ZnS04 - 7H0
CuSO4 - 5 H20
KAI(SO4): - 12 H,O
H3BOs3

NaMoOs - 2 H,O
NiCl, - 6 H2O
Desztillalt viz
pH=7-re allitani KOH-dal,

Vitamin oldat (DSMZ 141)

Biotin

Folsav
Piridoxin-HCI
Tiamin-HCI - 2 H,O
Riboflavin
Nikotinsav
D-Ca-pantotenat
B> vitamin
p-aminobenzoesav
Liponsav
Desztillalt viz
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I,5¢g
3g
0,5¢
lg
0,1g
0,18 g
0,1g
0,18 g
0,01 g
0,02 g
0,01 g
0,01 g
0,03 g
1000 ml-re.

2 mg
2 mg
10 mg
Smg

S mg

S mg

S mg
0,1 mg
Smg
Smg
1000 ml-re.
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A feloldast kdvetden 0,25 pm-es porus méretii sziirdvel sterileztem.

Y(E)PD tapkozeg

Eleszt kivonat 10g
Pepton 20g
Gliikoz 20¢g
Desztillalt viz 1000 ml-re.

Az OsszetevOket feloldottam a desztillalt vizben és ellendriztem a pH-t (pH~7). Majd 121°C-on

15 percig sterileztem.

Minimal tapkozeg

NaCl 6g

KCl 0,1 g
NH4Cl 0,25¢g
Na;HPO4 12 g
NaH>POg4 2,57 g
Desztillalt viz 1000 ml-re.

Az OsszetevOket feloldottam a desztillalt vizben, majd kiegészitettem a szénforrassal (gliikoz,
galaktdz, maltdz, laktdz, maltodextrin) 1 g/l koncentracidban és a pH-t 7-re allitottam. Sterilezés

121°C-on 15 percig tortént.

A Shewanella és Escherichia coli torzsek tenyésztéséhez és fenntartdsdhoz Luria-Bertani
tapkozeget és Marine tapagart alkalmaztam.

A Geobacter baktrériumok szaporitdsahoz és fenntartasahoz Geobacter tapkozegeket haszndltam
(G. sulfurreducens faj esetén a Geobacter tapkozeg 1., G. toluenoxydans és G. metallireducens
esetekben a Geobacter tapkozeg I1.)

A Saccharomyces cerevisiae élesztd szaporitasadhoz, fenntartdsdhoz és vizsgalataihoz Y(E)PD
tapkozeget alkalmaztam.

Az asszimilacids kisérletekhez Minimal tapkozeget hasznaltam, ami nem tartalmazott szerves
nitrogén- és szén-forrast, csak a vizsgalni kivant szénhidratot (gliikoz, galaktdz, maltdz, laktoz és

maltodextrin).

4.3 Vizsgalatok, modszerek
4.3.1 Szaporodas kinetikai vizsgalatok

A szaporodas kinetikai vizsgéalatoknal a megfeleld tapkozegbe oltottam a vizsgalandd
mikrobdkat. A tenyésztés soran idokozonként mintat vettem és megmértem az optikai denzitasat
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600 nm-es fényhullimhosszon spektrofotométerrel. A sejtszdmokat a kalibracids gorbe alapjan
szamoltam ki. Azt kdvetden szerkesztettem a szaporodasi gorbét és megallapitottam a szaporodasi
fazisokat. A kapott szaporodasi gorbék exponencidlis szakaszaira egyenest illesztettem, amelybol
kiszamitottam a maximalis fajlagos szaporodasi sebességet.

Kalibracios gorbe elkészitése: a mikroorganizmust tartalmazé tenyészetbdl higitasi
sorozatot készitettem, majd mindegyik higitasitaghbol meghataroztam a sejtszdmot lemezontéssel.
Ezutdn megszerkesztettem a kalibracios gorbét az ODeoo €s sejtkoncentracid dsszefliggés alapjan.
A spektrofotometrids mérések feltétele, hogy az ODgoo érték 0,100 - 0,800 kozott legyen, ezért
sziikség esetén a mintat higitottam. Vas(III)-citrat tartalmui tapkozegek esetén csak lemezontéssel

kdvettem nyomon a tenyészet sejtszamat.

4.3.2 Szubsztratum hasznositasi vizsgalatok

A szubsztratum-hasznositdsi vizsgalatoknal a baktérium kultirat a szerves szén- ¢és
nitrogénforrasoktdél mentes minimal tapkdzegbe oltottam, amit a vizsgalandé szubsztratummal
egészitettem ki. Azt kdvetden, megvizsgaltam a mikroba szaporodasi és/vagy vas(Ill)-redukcios

tulajdonsagait az ODgoonm €s/vagy 460 nm-es hulldmhosszon mért abszorbancia valtozasaval.

4.3.3 Mikrobialis vas(III)-redukcio vizsgalata

A mikrobialis vas-redukci6 vizsgalatadhoz a Fe’'-ion koncentracié valtozasat kovettem
nyomon. Az alkalmazott tapkozegek 5 g/l-es koncentracioban tartalmaztak vas(IIl)-citrat
molekulakat. Vas(Ill)-ionok mennyiségének valtozdsit ammoénium-rodanidos (NH4SCN)
modszerrel kovettem nyomon, amelyet széles korben alkalmaznak a talajmintak és szennyvizek
vastartalmdnak meghatarozasara (MSZ 318-14:1987). A moddszer azon alapul, hogy az
ammonium-rodanid savas kdzegben a vas(Il)-ionokkal sotétvords komplexet képez, amely
fotometridsan jol mérhetd. A 100 pl térfogati mintdkat eldészor 900 ul tomény kénsavval
savanyitottam (pH<2). Ezutan 50 pl mintaelegyhez 500 pl 1,32 M ammoénium-rodanidot
adagoltam, biztositva az ammoénium-rodanid felesleget. A reakcio elegyet ezt kovetéen 1 ml-re
egészitettem ki desztillalt vizzel, majd rovid id6n beliil (maximum 5 perc) megmértem az

abszorbanciat 460 nm-es hullamhosszon.
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4.3.4 Extracellularis elektron-kozvetito képzés vizsgalata

Az extracellularis mediator képzés vizsgalatdhoz BIFFINGER és munkatarsai (2011) altal
hasznalt modszereket alkalmaztam modositdsokkal. A megfeleldé mennyiségii extracellularis
elektron k6zvetit6 el6allitasahoz a mikroba kulturat 48 6ran keresztiil inkubaltam 30 °C-on aerob,
anaerob ¢és mikrobidlis lizemanyagcella rendszerben. A sejtek elvalasztasa érdekében az
inkubéciot kovetden a tdpkozeget 10 percig 15 °C-on centrifugdlam 5500 g gyorsulési erdvel, igy
a kisebb méretii extracellularis fehérjék a feliiliszo frakcidban maradtak. Ezt kdvetden a feliiliszot
0,2 um-es porusméretii poli-tetra-fluor-etilén (PTFE) szlirdvel szlirtem, és meghataroztam a
szlirletben az extracellularis elektron kdzvetitd tulajdonsdgli anyagok mennyiségét (fehérje- és

flavintartalom).

4.3.5 Mikrobak tapadasanak vizsgalata

A mikrobak kiilonboz6 feliiletekre vald tapadasanak vizsgéalatdra BEENKEN és munkatarsai
(2003) altal publikalt moédszert alkalmaztam a koriilményeknek megfeleld modositasokkal. Egy
96-lyukt microplate lemez minden zsebét megtdltottem 190 pl tapkdzeggel, majd 10 pl legalabb
107 TKE/ml koncentraci6jii 1 napos tenyészettel oltottam be. A lemezeket 48 6ran keresztiil
inkubaltam 30°C-on razatas nélkiil. Az inkubalast kdvetden eltavolitottam a tapkozeget és 0,5 M-
os Sorensen foszfat pufferrel (pH=7) tobbszor (3-4-szer) mostam. A lemez aljara tapadt sejteket
200 pl 96%-o0s etanollal rogzitettem, majd dtmostam 0,5 M-os Sorensen foszfat pufferrel. Ezt
kovetden 2 percig 200 pl 0,41 m/V%-os etanolos kristaly ibolya festék oldattal festettem, majd
ujra atmostam tobb alkalommal a 0,5 M-os Sorensen foszfat pufferrel. A kdvetkezd Iépésben 100
ul 96%-os etanollal felszuszpendaltam a rogziilt sejteket a zseb aljardl, majd megmértem az
abszorbanciajat 595 nm fényhulldamhosszon. A megtapadt sejtek mennyiségének meghatarozasara
kalibraciot végeztem. A méréseket 5 parhuzamosban hajtottam végre.

A kiilonbozo elektrodok feliiletén megtapadt mikrobak szaméanak meghatarozasara szintén
BEENKEN ¢és munkatarsai (2003) altal publikalt modszert alkalmaztam kisebb médositasokkal. Az
elektrodok egységesen négyzet alaktak (25 mm x 25 mm) voltak. Elészor a vékony elektrédokat
elhelyeztem a mikrolemez zsebében, majd hozzaadtam 4,5 ml tapkozeget és autoklavban
sterileztem. Ezt kovetéen zsebenként 500 pl 107 sejt/ml sejttenyészetet oltottam be és a 48 6ras
inkubéléas utan eltdvolitottam a tapkozeget. Az elektrodokat 0,5 M-os Sorensen foszfat pufferrel
(pH=7) tobbszor (3-4-szer) &tmostam. A sejtek fixalasara, a zsebekre 1-1 ml 96%-0s etanolt adtam,
majd 2 perc elteltével ujra dtmostam 0,5 M-os Sorensen foszfat pufferrel (pH=7). A megtapadt
sejteket 2 percig 1 ml 0,41 m/V%-os alkoholos kristaly ibolya festék oldattal festettem, majd a

46



DOI: 10.14267/phd.2015056

felesleges festéket lemostam a puffer oldattal. Ezutdn 1 ml 96%-0s etanollal leoldottam a rogziilt
sejteket €s 595 nm-en mértem a szuszpenzid abszorbanciajat. A megtapadt sejtek mennyiségének
meghatdrozdsara kalibraciot készitettem. A mérések soran 3  ismétlést végeztem

elektrodfajtanként.

4.3.6 Vezetoképes gél-anod létrehozasa

A gél-anddokat elektromossagot vezetd hidrogélbdl hoztam létre BASAVARAJA és
munkatarsai (2010a) kisérletei nyoman. A gél elkészitésé¢hez 0,1 g Na-alginatot oldottam fel 10
ml desztillalt vizben, majd intenziv keverés mellett hozzdadtam a megfelel6 mennyiségii anilint
(0-0,02 g/ml koncentracidban). Az anilin-alginat gélhdlozatot 2 6rds ultrahangos kezeléssel

alakitottam ki (37 kHz) (14. abra).
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14. abra: A gél-elektrod kialakitas 1épései (BASAVARAIJA ef al., 2010b nyoman)

A nano-kompozit szerkezet kialakitdsahoz kiilonbozé koncentracioban titan-dioxidot (0 -
100 mg/ml) és 0,01 g/ml ammoénium-perszulfatot hasznaltam, majd ismét ultrahangos kezelést
hajtottam végre 2 oran keresztiil -10°C-on (LOKESH et al., 2008). A nanokompozit végsd
kialakitasakor kiilonbdzd koncentracidban grafit port (0-0,05 g/ml) adtam az elegyhez, valamint
107 TKE/ml mennyiségii elektrogén baktérium kulttrat (Shewanella algae), majd az elegyet 10
mM-os kalcium-klorid oldatba csepegtettem. A folyamat eredményeképpen, 0,5 — 0,8 cm atmérdji

kompozit hidrogélhez jutottam (14. 4bra).
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4.3.7 Nikkel bevonatu katod létrehozasa

Rézhalora galvanizalas segitségével nikkel bevonatot készitettem. A bevonni kivant halot
90°C-o0s 0,6 M-0s Na3zPOy és 1 M-os (NH4)2COs oldattal zsirtalanitottam, majd desztillalt vizben
mostam. Ezutan az elektrodot galvan fiirddbe (0,5 M-os NiCl, oldat) meritettem és alacsony
fesziiltséggel (2 V) és aramsiirliséggel (10 mA/cm?) galvanizaltam. A katod feliilete 124 cm? volt.
A galvanizalashoz hasznalt nikkel elektrod legalabb 95%-ban tartalmazott fém nikkelt (Alfa
Aesar, USA).

4.4 Mikrobialis iizemanyagcella 6sszeallitasai

4.4.1 Két-kamras mikrobialis iizemanyagcella

Kutatdsomban ,,szendvics”-forma tipusu kétkamrads mikrobidlis iizemanyagcellat
alkalmaztam, amely kiilon-kiilon anod- és katodtérrel rendelkezik, a két teret Nafion 117 proton-
szelektiv membran vélasztotta el egymastol (15. dbra). A cella ssztérfogata 24 cm®. A mérési
beéllitasnak megfelelden kiilonbdz6 anyagokat (grafit szalakbol szott grafit lap, acéllemez vagy

aluminium lemez stb.) hasznaltam elektrodként.

15. abra: A kétkamras MUC felépitése

Az anddtérbe tapkozeget és mikrobakat juttattam 10°-107 TKE/ml beoltasi sejt
mennyiségben, vagy gélbe zart mikrobakkal (elektrod fejlesztési vizsgalatok esetén). A
katodtérben oxidaloszerként 0,1 M-os kalium-hexaferrocianat oldatot hasznaltam 0,5 M-os
Sorensen foszfat pufferben (pH=7) oldva. A beoltadst kovetden az iizemanyagcellat a
mérOmiiszerre kotdttem, amely szamitdogéphez csalatkozott (16. abra). Adatok gyiijtéséhez és
tarolasdhoz Labview (National Instruments, USA) programcsomagot hasznaltam. Az
lizemanyagcellaban keletkez6 elektromos fesziiltséget multiméterrel (Voltcraft-820) mértem. A

mérés sordn a mikrobidlis {lizemanyagcelldhoz 100-1000 € valtoztathaté ellenallast

48



DOI: 10.14267/phd.2015056

(potenciométer) kotottem, igy a kapott fesziiltég értékekbdl Ohm-torvénye alapjan szamolhattam

az aramerdséget.

MuC

Potenciométer
100-1000 Chm Multiméter

D o~

—

16. abra: A mikrobialis iizemanyagcella rendszer felépitése

4.4.2 Egykamras szakaszos iizemi iizemanyagcella

A mikrobidlis lizemanyagcella légkatod fejlesztési kisérleteihez egykamras szakaszos

tizemi, mediator nélkiili mikrobidlis izemanyagcellat alkalmaztam (17. &bra).

17. abra: Az egykamras MUC felépitése

Ez az {lizemanyagcella Osszedllitisa szerint megegyezik a kétkamrdssal, azzal a

kiilonbséggel, hogy nem tartalmaz katdd teret, igy a katodot kdzvetleniil a proton szelektiv
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membranhoz illesztettem. Az anddtérben a sz6tt grafit elektrodot hasznaltam, amelynek hasznos

feliilete 12 cm?.

4.5 Analitikai modszerek

4.5.1 Riboflavin tartalom meghatarozasa

A feliiluszo riboflavin tartalmanak meghatarozasara fotometrids modszert alkalmaztam
(European Pharmacopoeia 01/2008:0292). Barna tivegbdl késziilt, 100 ml-es mérélombikban 10
ml mintdhoz 5 ml 0,1 M-os natrium-hidroxid oldatot adtam, majd 2,5 ml tomény ecetsavat. Az
elegyet desztillalt vizzel 100 ml-re higitottam. Ezt kdvetden kivettem 1 ml mintat és hozzaadtam
1 ml 14 g/l koncentracioji natrium-acetat oldatot, majd kiegészitettem 10 ml-re desztillalt vizzel.
Rovid idejii pihentetés utan 444 nm-en megmértem az oldat abszorbancidjat. A mennyiségi
meghatarozashoz ismert koncentracioji riboflavin oldatok segitségével készitettem kalibracios

gorbét. A méréseket minden esetben 3 parhuzamossal végeztem.

4.5.2 Fehérjetartalom mérése

A mintdk fehérjetartalmdnak a mérését megelézéen egy koncentrald 1épést is
végrehajtottam. A mintdkhoz 50%-0s aranyban -18°C-os izo-propanolt (REANAL, Budapest)
adtam. A kicsapott fehérjéket centrifugéalassal (10000 rpm, 15 perc, 4°C) 6sszegytjtottem és 2 ml
0,5 M-os Na-acetat pufferben szuszpendaltam. Ezt kovetden mddositott Bradford modszerrel
(BRADFORD, 1976) hataroztam meg a fehérjetartalmat.

Az eljaras alapelve, hogy a fehérjék egy kromofor reagenssel (Coomassie Brilliant Blue G-250,
Bio-Rad, USA) szines komplexet hoznak Iétre, amely fotometriasan mérhetd. A modszer mérési

tartomanya 1 és 140 pg/ml kozott van. A méréseket minden esetben 3 parhuzamossal végeztem.

4.5.3 Fehérjék vezetoképességének meghatarozasa

A  mintdkban [€vé fehérjék vezetOképességének méréséhez egy két-elektrodos
ellenallasmérd cellat hoztam Iétre. Az ellenallas meghatarozasahoz a cella elektrddjai kozé 1 ml
fehérje oldatot injektaltam és elektromos dramot vezettem rajta keresztiil. Ohm torvénye alapjan
szamoltam az ellendllast, majd az ellenallas reciproka adta a fehérje oldat vezetoképességét. Az
eredményeket a 0,5 M-os Na-acetat puffer vezetoképességével korrigaltam. A méréseket minden

esetben 3 parhuzamossal végeztem.
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4.5.4 Elektromos paraméterek meghatarozasa

A mikrobidlis lizemanyagcella elektromos aramtermelését kiilonbozé mérdszamokkal
jellemeztem, amelyek lehettek a fesziiltség (U), az liresjarasi fesziiltség (Uoc) az aramerdsség (1),
az elektromos vezetOképesség (G), az elektromos kapacitas (Q), az elektromos teljesitmény (P), a
fajlagos dramerdsség ¢s a fajlagos teljesitmény (p). A fesziiltség és liresjarasi fesziiltség értékeket
kozvetleniil mértem. A fesziiltség esetén elektromos ellenallast (Rex) beiktatva az &ramkdrbe, mig
iiresjarasi fesziiltség esetén ellenallas nélkiil tortént a mérés. A tovabbi mérészamok a kovetkezo

képletekkel kifejezhetdk:

Vezetoképesség:
G= ! S
- R 4 [ ]
Aramerésség:
1= [A)
Rext. '
Az lizemanyagcella kapacitasa:
szl-dt,[Ah]

MUC teljesitménye:
P=U-1=12-R = U%/R, [W]

Elektrod feliiletre vonatkoztatott teljesitmény:
P

= —,[W/m?

p ==, [W/m?]

Andd térfogatra vonatkoztatott fajlagos teljesitmény:

P
p = [W/m’]
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4.6 Statisztikai vizsgalatok

A mért eredmények statisztikai értékeléséhez Microsoft Excel, Statistica 8 (Statsoft) és R-
project (Lucent Technologies, USA) szoftvereket hasznaltam.

A vas(Ill)-redukcidés tesztben mért abszorbancia valtozasok és a mikrobialis
lizemanyagcellaban mért elektromos paraméterek (fajlagos elektromos dram és kapacitds) kozti
kapcsolatot linedris korreldcioval jellemeztem. A linedris korrelacio erdsségét a Pearson-féle
korrelacios egylitthatoval (r) mértem.

Az tlizemanyagcella elektromos mérdszamai ¢és a vas-redukcios tesztben kapott
eredmények Osszefliggéseinek vizsgélatara linedris regressziés modszert alkalmaztam. Az
illesztett modellek jellemzését a regresszios statisztikaval (koefficiensek, t-proba), determinécids
egyiitthatoval (R?), az atlagos négyzetes hiba gydkével (RMSE) és Durbin-Watson autokorrelécios
teszttel végeztem.

A tobbszoros linearis regresszi6 soran a fliggd valtozot egyszerre tobb fliggetlen valtozoval
is Osszefliggésbe hozzuk. Ezt a statisztikai moddszert alkalmaztam, amikor a mikrobidlis
lizemanyagcella elektromos dramtermelését jellemeztem a vas(Ill)-redukcids teszt eredményeivel
és a beoltasi sejtszamokkal. Az illeszkedést ebben az esetben is regresszios statisztikaval,
determinacios egyiitthatoval (R?), az atlagos négyzetes hiba gyokével (RMSE) és Durbin-Watson
autokorrelacio teszttel vizsgaltam.

A determinacios egyiitthatd megmutatja, hogy a fliggd valtozd variabilitasabol a fliggd
véltoz6 mekkora részben magyardz. Ha egy kozeli az értéke (R?=1) akkor teljes mértékben
leirhat6, mig ha R*=0, akkor véletlenszerti a kapcsolat a két valtozo kozt (REICZIGEL et al., 2010).

A Dbecslések hibdjanak megadasanak egy gyakran alkalmazott mutatdja az atlagos
négyzetes eltérés (MSE) és gyoke (RMSE), a modellek josolt és valddi értékei kozti kiillonbség
kimutatasara. Az RMSE a reziduumok négyzetének atlagabol von gyokot, ezéltal egy jellemzd
eltérést kapunk a mért és becsiilt adatok kozott. Minél kisebb az RMSE értéke annal jobban
illeszkedik a modell a minta pontjaira. A méddszer eldnye, hogy konnyen magyarazhato, mivel
mértékegysége azonos a mért adatokéval (BARANYAL 2012; REICZIGEL ef al., 2010).

A megfeleld modell feltétele, hogy az egyes megfigyelésekhez tartozd reziduumok
egymassal korrelalatlanok legyenek, azaz az egyik valtozoérték melletti kis vagy nagy értékeik ne
jelentsenek semmiféle informéciot egy masik megfigyelés érték esetére, tehat egymastol
fiiggetlenek legyenek. Az elsdrendii autokorrelacios egylitthatot a regresszios reziduumokbol
becstilhetd, a Durbin-Watson proba statisztika segitségével (VARGA ¢€s SZILAGYT, 2011).

A szubsztratum hasznositas €s vas-redukcios vizsgalatok sordn a kiilonb6z6 szubsztratumok

hatésara kialakult valtozasok kiilonbségeinek megerdsitésére kétmintds t-probat alkalmaztam. A
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két csoportot Gsszehasonlitdé paraméteres probak (t-probdk) az atlagos valtozast vizsgaljak. A
nullhipotézis az, hogy a két vizsgalt sokasag atlaga azonos. A probat 95%-os szignifikancia szint
mellett vizsgaltam, kétoldali kritikus tartomannyal.

A modell alkotas soran elemeztem az egyes (kiugro) pontok torzitdé hatasat a létrehozott
modellre. Az egyes modell pontok torzitd hatasat Cook-féle tavolsaggal, valamint az adott pont
elhagyésa kovetkeztében torténd determindcios koefficiens valtozasaval vizsgaltam. A modszerek

végrehajtasahoz R-project szoftvert alkalmaztam (REICZIGEL et al., 2010).
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1 Mikrobak alkalmazhatosagi vizsgalata mikrobialis iizemanyagcella bio-
katalizatoraként

6.1.1 Gyors szelektalasi modszer a mikrobialis Fe**-redukcié alapjan

6.1.1.1 Maodszer fejlesztés

Minden mikroorganizmus anyagcsere-folyamatai soran termel elektronokat, de nem

minden mikroba képes ezen elektronokat a sejten kiviili térbe transzportalni. A mikrobak MUC-
ben vald alkalmazhatosdganak megallapitasaban fontos tényezd az elektronatadasi képesség,
amely jelenleg paradox médon csak a MUC aparatusanak alkalmazasaval mutathaté ki
megbizhatéan. E modszernek a legnagyobb hatranya, hogy id6- és miiszerigényes, hiszen minden
egyes torzs vizsgalatahoz legalabb egy MUC-re lenne sziikség, amely igy rendkiviil koltséges.
Tekintettel a mikroorganizmusok nagy diverzitasara, az ez iranyu kutatas fontos lehet a sikeres
MUC-rendszerek kialakitasaban.
Munkamban Fe**-redukcion alapuld gyors modszert dolgoztam ki. A modszer alapelve, hogy a
mikrobdk anaerob koriilmények kozott az anyagceseréjiik soran képzett redukalt koenzimek
regeneralodasa soran képzddo elektronokat a sejtfal kiilsomembran elektronlancan keresztiil a
vas(Ill)-ionoknak adjik at. Ez az elektrontranszportlanc megegyezik a MUC anddterében
lejatszodo folyamattal (FENG et al., 2013). A mikrobak tenyésztése soran a tapkozeget vas(IIl)-
citrat oldattal egészitettem ki €és 24 oOranként mintit vettem. A mintak vas(III)-tartalmat
ammonium-rodanid oldattal hataroztam meg savanyitott kdzegben (pH~2) fotometridsan.

A mérési modszer fényhulldimhosszanak meghatarozasa soran Geobacter toluenoxydans
DSMZ 19350 torzset alkalmaztam a redukcios tesztben. A kezelt mintak abszorbancidjat 300 nm
¢s 600 nm kozotti tartomanyban mértem 5 nm-es 1éptékkel. A kapott eredményeket a 18. dbra
szemlélteti. Lathatd, hogy a 300 nm hulldmhosszrél indulva 360 nm hulldmhosszig stagnalt az
abszorbancia érték. Azt kdvetden gyorsan novekedett és 440-480 nm-en érte el a maximumot,
majd jelentdsen csokkent. Az abszorbacia értékek szimmetrikus Gauss gorbét kovetnek. Ez azt
jelenti, hogy egyre kevesebb Fe*'-ion talalhatd a tapkozegben, azaz egyre tdbb ion redukalodott
el. A reakcié végbemeneteléhez sziikséges elektron mennyiséget az alkalmazott mikroorganizmus
biztositja, igy az 0sszefiiggés felirhatd az extracelluldris elektrontermeldképesség és a 440-480
nm-es tartomanyban mért abszorbancia, avagy a Fe** redukal6 képessége kozott. Mivel a 440-480
nm hulldmhosszatartomanyban nem tapasztaltam jelentds eltéréseket, igy a méréseimhez a 460

nm-es hulldimhosszt valasztottam.
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18. abra: Geobacter toluenoxydans Fe**-redukcios vizsgalatanak abszorbancia
spektruma kiilonb6zo mintavételi idopontokban

A mikrobdk szaporodasi és Fe''-redukcids képességének  Osszehasonlitasara
Saccharomyces cerevisiae torzset hasznaltam metilén-kékkel, mint redox-mediatorral kiegészitve.
A vizsgalathoz YEPD taplevest alkalmaztam kiegészitve vas(Ill)-citrattal 5 g/l-es
koncentracioban. A beoltasi dézis 10° TKE/ml sejtkoncentracid volt. A kapott szaporodasi és
vas(Ill)-redukcids gorbéket a 19. abra szemlélteteti. A szaporodasi gorbén megfigyelhetdek a
jellemzé szakaszok: lag, gyorsuld, exponencialis, lassuld és stacioner fazis moddosulasokkal.
Anaerob koriilmények kozott a Saccharomyces cerevisiae élesztonek koriilbeliil 5-10 6rara van
sziiksége, hogy a lag-fazisbdl az exponencialisba Iépjen. A mddositott tapkozeg esetén azonban az
¢lesztd anyagcseréje is valtozott, mely kovetkeztében a lag fazis 15-20 h orara nyult. Az
exponencialis szakasz megkozelitéleg 24 oran keresztiil tartott.

Az élesztd Fe*'-redukald képessége mar 10° sejt/ml beoltast kdvetden is detektalhatd volt
(19. abra) és folyamatosan novekedett a stacioner fazisig. Ennek értelmében kapcsolatot
feltételezek a vas(Ill)-redukcié €s az €16 sejtek szama kozott. Erre a jelenségre magyarazattal
szolgalhat, hogy a leadott extracellularis elektronok az elsddleges anyagcsere soran keletkeznek,
ami szorosan kapcsolodik a mikroba szaporodasi képességéhez. Ez eredményeim hasonloak

KASHEFI és munkatarsai (2008) altal kozolt megfigyelésekkel.
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19. abra: Saccharomyces cerevisiae szaporodasi és vas(III)-redukcios tulajdonsagai

A kiilonboz6 kezdeti sejt koncentracidk vas-redukcidra gyakorolt hatdsanak vizsgalathoz
vas(III)-citrattal kiegészitett tapkozegeket 10°, 10%, 10° és 10° TKE/ml élesztd sejtmennyiségekkel

oltottam be. A vas-redukcid idObeni valtozasat a 20. abra szemlélteti.

Absz vialtozas 460 nim-en

0 30 100 150 200

Telds, dhra
20. abra: A beoltasi sejtmennyiség hatisa a Saccharomyces cerevisiae Fe**-redukciéjara

Azt tapasztaltam, hogy a 10° sejt/ml sejtkoncentracioval végzett inokulécié nagyobb
mértékben okozott a tapkozegben vas(Ill)-ion tartalom csokkenést. Ebben az esetben 50 oras
tenyésztés utan a 460 nm-en mért abszorbancia valtozas elérte a 0,5 koriili értéket majd ezt

kdvetden az értékek stagnaltak. Ennél kisebb sejtkoncentracidval (10° sejt/ml vagy kisebb) torténd
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beoltas esetén hatarozottan tapasztalhaté ,,lag-szakasz” kialakuldsa a Fe**-redukcios gorbén is,
ezekben az esetekben csak kismértékben detektalhatd a vas-redukci6é intenzitdsanak névekedése.
A 103-10* TKE/ml beoltasnal akar 100 drara is sziikség van az egyértelmii vas-redukcios képesség
kimutatasahoz. Az eredmények alapjan megallapitottam, hogy a beoltasi sejtkoncentracio
jelentésen befolyasolja mikroba Fe**-redukciojat.

A vas(III)-rodanid komplex abszorbancidja nagymértékben fiigg a reakcié koriilményeitdl,
mint a hdmérséklet, pH, mérési id6 hossza és az idegen ionok jelenléte (TARAFDER és THAKUR,
2005). Ezen faktorok koziil a hdmérséklet, a pH €és a mérési id6 egyszerlien szabalyozhatoak.
Néhany kation (titan, vanddium, nobélium, tantal, cirkonium, krom, molibdén, cézium és volfram)
befolyasolhatja a vas-rodanid-komplex kialakuldsat, azonban 4altaldban a tenyésztési
tapkozegekben ezeknek a kationoknak a koncentracidja csekély, igy nincs hatdsuk a mérések
kimenetelére. A kutatok azt tapasztaltdk, hogy 10 mg/l idegen ion koncentracio kb. 2%-os hibat
okozhat 1 mg/l vas(Ill) kimutatasanal, igy ez a hibatényez0 is elhanyagolhatdé (HAYASHI et al.,

1986; TARAFDER ¢s THAKUR, 2005).

6.1.1.2 Néhany mikroorganizmus vas(IIl)-redukcios tulajdonsaga

A kutatdsomban megvizsgaltam kiilonb6zé mikroorganizmusok vas(IIl)-redukcios
képességét az altalam kidolgozott Fe**-redukcion alapuld gyors szelektalé modszerrel metilén-kék
medidtor jelenlétében és hianyaban. A MUC szempontjabol olyan mikroba fajok relevansak,
melyek kozvetleniil képesek az elektronjaikat sejten kiviilre transzportdlni és atadni az
elektrodnak. Ebbdl a szempontbdl eldnyds olyan kultirakat felhasznalni, amelyek nem igénylik
medidtor(ok) alkalmazasat. A vizsgalatokhoz kiilonb6zé potencidlisan vas-redukald és nem-
vasredukdlé mikrobdkat hasznaltam fel. Mediator (metilén-kék) jelenlétében csak azokat a
mikrobédkat vizsgaltam, amelyek feltételezhetden mediator nélkiil nem képesek az extracellularis
elektron transzferére. Ez alol kivételt képez a Shewanella algae, melyrdl feltételeztem ezt a
képességet. A modszer fejlesztésében S. algae-t alkalmaztam pozitiv kontrollként. A mérés

eredményeit a 4. tablazat szemlélteti.
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4. tablazat: Vas(IlI)-redukcios képesség vizsgalata kiilonb6zo mikrobak esetében
(SzOLLOSI et al., 2015b)

Mikrobak Vas(III)-redukeié
Mediator jelenlétében
Shewanella algae +++
Saccharomyces cerevisiae +++
Escherichia coli +++
Lactobacillus plantarum +++

Mediator nélkiil

Shewanella algae 4+
Shewanella woodyi +++
Shewanella xiamenensis +4++
Saccharomyces cerevisiae ++
Escherichia coli +++

Lactobacillus plantarum -

Geobacter sulfurreducens +++
Geobacter toluenoxydans +++
Geobacter metallireducens +++

*Vas(III)-redukcio: (-) nem volt detektalhatd abszorbancia véltozas, (+) az abszorbancia valtozas
0,1 alatt maradt, (++) az abszorbancia valtozas 0,1-0,2 kozotti, (+++) az abszorbancia valtozas
tobb mint 0,2 volt 48 oras inkubacid soran. Metilén-kéket alkalmaztam mediatorként.

Megéllapitottam, hogy a Lactobacillus plantarum kivételével minden vizsgalt
mikroorganizmus jelentds Fe**-redukciot mutatott még metilén-kék redox-mediator hidnyaban is,
ami feltételezi a mikrobak extracellularis elektron termelését €s a tapkozegbe torténd szekréciojat.
Geobacter és Shewanella fajokat vas-redukal6 baktériumként tartjak szamon (WEBER et al., 2006).
Ebben a tekintetben a S. algea, S. woody ¢€s S. xiamenensis, valamint G. metallireducens, G.
sulfurreducens és G. toluenoxydans esetében mért eredmények megerdsitik a mikroorganizmusok
extracellularis elektrontermeld (elektrogén) képességét.

Lactobacillus plantarum faj esetén csak metilén-kék jelenlétében mutattam ki a Fe**-ionok
redukciojot, amely azt jelenti, hogy e faj nem képes kdzvetleniil, hanem csak medidtoron keresztiil
atadni elektronjait a sejten kiviili akceptornak.

Az E. coli faj esetében nem vart eredmények sziilettek. A vas(Ill)-redukcié rendkiviil
intenziv volt mind metilén-kék jelenlétében, mind annak hidnydban. Némely tanulméany beszdmol
E. coli torzsek MUC-ben vald alkalmazasarél, azonban ezekben a rendszerekben rendszerint
redox-medidtorok (pl. metilén-kék, metil-narancs) hasznalataval érik el a hatékony elektron
transzportot (PARK és ZEIKUS, 2000; ZOU et al., 2007). HERRERRO-HERNADEZ ¢és munkatarsai
(2013) sikeresen létrehoztak és iizemeltettek mediator nélkiili MUC-6t E. coli torzzsel (INVaF)

szennyviz szubsztratumon. gy feltételezhetd, hogy némely E. coli torzs képes a metabolizmusa
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soran képzddott elektronjait kozvetleniil az lizemanyagcella elektrodjara juttatni. A méréseimben
alkalmazott E. coli ATCC 8739 torzs feltételezhetden ezen elektrogének csoportjaba tartozik.
Saccharomyces cerevisiae élesztd esetében intenzivebb Fe**-redukciot detektaltam redox-
mediator jelenlétében, mint nélkiile. Szdmos tanulmany megemlitette, hogy élesztd fajokkal is
képesek voltak elektromos dramot létrehozni mediator nélkiili MUC-rendszerekben (PRASAD et
al., 2007; RAGHAVULU et al., 2011). Egyes feltételezések szerint élesztd-alaptt MUC esetén az
elektromos aramtermelésben csak az anoddal kozvetleniil érintkez6 mikrobak vesznek részt,
emiatt az elérhetd teljesitmény viszonylag alacsony. Tovabba, a redox koriilmények és a
szubsztratum koncentracid (Pasteur- €s Crabtree-effektus)(JAFARY et al, 2013) jelentdsen
befolyasoljak az ¢élesztok anyagcseréjét, igy az extracellularis elektron termelést is. Mediatorok
(metilén-kék vagy metil-narancs) hozzdadésaval szignifikdnsan megndvelhetd az élesztot
hasznalé mikrobialis lizemanyagcelldk elektromos aramtermelése (RAHIMNEJAD et al., 2011;
2012b). Ennek az az oka, hogy a medidtorok hatékonyan szallitjadk a megtermelt elektronokat
(olyan sejtekbdl is, amelyek nem tapadnak meg kozvetleniil az elektrodhoz) (BABANOVA et al.,
2011). A vas-redukcios tesztben a vas(Il)-ionok oldott allapotban vannak jelen, igy az intenziv
elektrontranszfer feltételezhetd. Emellett azt tapasztaltam, hogy a metilén-kék hozzdadasaval még

tovabb ndvelhetd az elektrontraszport intenzitasa.

6.1.1.3 Az aramerodsség és az elektromos kapacitas kapcsolata a mikrobas vas(I11)-
redukcioval

Az egyes mikroorganizmusok vas(Ill)-redukciés képességének ¢és a mikrobidlis
iizemanyagcella elektromos dramtermelése dsszefiiggésének feltarasara kétkamras MUC rendszert
alkalmaztam. A mérés soran mértem a képzdodott fesziiltséget, amibdl fajlagos aramerdsséget
szamoltam. A MUC elektromos kapacitdsit a 48 ora alatt mért sszes megtermelt elektromos
arambol szamitottam. A mérésekhez Saccharomyces cerevisiae élesztot metilén-kék mediatorral
¢s mediator nélkiil, Shewanella algae, S. japonica, S. woodyi, valamint Geobacter tolueoxydans,
G. sulfurreducens és G. metallireducens baktérium kulturakat hasznéltam fel. A redukcios tesztben

mért abszorbancia valtozast és MUC kapacitasokat a 21. bra szemlélteti.
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21. abra: A MUC-ben képzédott elektromos kapacitas és a 48 6ra alatt lezajlé vas(III)-
redukcio osszefiiggése

A kapott adatok alapjan korrelacié vizsgélatot végeztem Pearson-féle korrelacios
vizsgalattal, ami linearis kapcsolatot feltételez (r=0,898, n=20, a=0,05) a celldk elektromos
kapacitasa és az abszorbancia valtozas eredményei kozott. Ennek értelmében a mikrobialis
iizemanyagcella kapacitdsa becsiilhetd a vas(Ill)-redukcids teszt soran mért abszorbancia
valtozésa alapjan. Eredményeim megerdsitik FENG és munkatarsai (2013) megallapitasait,
miszerint lineéris kapcsolat feltételezhetd a termelt elektromos dram és a mikrobialis Fe*" képzés

kozott.
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22. abra: A MUC-ben képzédétt fajlagos elektromos aram és a vas(III)-redukcio
kapcsolata

Az abszorbancia valtozas eredményei és a maximalis fajlagos elektromos aramtermelés
kozott nem lehet egyértelmii kapcsolatot megallapitani, viszont, ha mind a vas-redukcids teszt,
mind az iizemanyagcella mérési adatait lesziikitjiik a szaporodas (és vas-redukcid) exponencialis
szakaszara, akkor ebben az esetben is lineéris kapcsolat (r=0,880, n=20, 0a=0,05) fedezhet6 fel (22.
abra). Ez a kapcsolat azzal magyarazhato, hogy a mikroorganizmusok 4ltal megtermelt és atadott
elektronok hozzak 1étre a vas(I1I)-ionok mennyiségének valtozasat, ugyanigy, mint a MUC-ben
képz6do elektromos dramot.

A vas(II)-redukcios tesztben kapott eredmények alapjan joggal feltételezhetd a kapcsolat
a beoltasi sejtszdm, a mért abszorbancia valtozas és a MUC-ben termelt elektromos dramerésség
kozott. A fajlagos elektromos dramtermelést és az abszorbancia valtozast a fermentacidé azonos
iddszakaban (exponencialis szaporodasi szakasz) mértem. A modell 1étrehozasahoz kétvaltozos (a
460 nm-en mért abszorbancia valtozas és a beoltasi sejtszdm logaritmusa) linedris regresszios
modszert alkalmaztam. A fliggdvaltozé ebben az esetben a fajlagos elektromos dramerdsség volt.

A regresszid analizis eredményei alapjan a kovetkezd egyenlettel (Model 1) irhato le a
mikrobidlis lizemanyagcella fajlagos dramtermelése az abszorbancia valtozds és a beoltasi

sejtszam logaritmusanak fiiggvényében:
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Modell 1: z=41,771-x + 0,726-y + 1,513
ahol,

z: fajlagos elektromos aramerdsség (mA/m?),
x: 460 nm-en mért abszorbancia valtozasa,

y: beoltési sejtszam logaritmusa (TKE/ml).

u . - ¥ . " i |
Fajlagns dramerasseg, maA/m

=<4

Abseortumen valtosas, 460 mm=-cn

23. abra: A fajlagos elektromos aramtermelés modellje a vas(III)-redukcio és a beoltasi
sejtkoncentracio fiiggvényében

Az eredmények hdromdimenzids abrazolasat a 23. abra szemlélteti. Regresszios statisztikat
végezve a t-proba szerint, mind az abszorbancia valtozas (p=0,000035, t=5,458, tki=1,725), mind
a beoltasi sejtszam (p=0,41074, t=1,842, tii=1,725) szignifikansan befolyasolta a fliggd valtozot,
igy nem hagyhatdk el a modellbol.

A modell pontokra valo illeszkedését a determinicios koefficiense (R?) és az atlagos
négyzetes hiba gyoke (RMSE) értékekkel jellemeztem. A R? értéke 0,77 az RMSE pedig
0,98 mA/m? voltak, igy a modell megfeleld illeszkedését feltételeztem a biologiai rendszerek
jellege miatt. Az autokorrelacioé ellenérzésére végzett Durbin-Watson statisztika eredménye d=2,2
lett, ami a 1,54 és 2,59 kritikus értékek kozotti (n=20, a=0,05) volt, igy megallapithato, hogy a
modell hibai egymastol fliggetlenek.

Az eredmények alapjan megallapitottam, hogy ha a kezdeti sejtszdm nagyobb, mint

10° TKE/ml, akkor szorosabb dsszefiiggés tapasztalhatd a fajlagos elektromos dramtermelés és a
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mikrobés Fe**-redukcié kdzott. Ebben az esetben a modellbél elhagyhat6 a kezdeti sejtszam. A
korrigalt modell az alabbi egyenlettel (Modell 2) leirhato.

Modell 2: z= 46,04 x + 4,17

ahol,

z: fajlagos elektromos aramerdsség (mA/m?),

X: 460 nm-en mért abszorbancia valtozasa.

A modell determinaciés koefficiense (R?) 0,834 értéket ért el, mig az RMSE értéke
0,91 mA/m? volt, ami a haromdimenziés modellhez képest jobb illeszkedést feltételez. A modell
autokorrelacio vizsgéalata d=2,3 értéket eredményezett, ami a 1,41 és 2,59 kritikus értékek kozotti
(n=20, 0=0,05) volt, igy feltételezhetd a megfelelé modell valasztas.

A mikrobidlis ilizemanyagcellaban Osszes megtermelhetd aram (elektromos kapacités)
modellezhetd a vas(I1)-redukalé képesség teljes abszorbancia valtozas értékeivel. Mivel itt a teljes
anyagcsere folyamat lezajlik igy a modell fliggetlen az id6tdl és ezaltal a beoltasi
sejtkoncentraciotdl is. Az eredmények alapjan a regresszidos modell a kovetkezo:

Modell 3: z= 988,93 x - 17,58
ahol,
z: elektromos kapacitas (mA/m?-48h)

X: 460 nm-en mért abszorbancia valtozasa

A modell determiniciés koefficiense (R*) 0,808 értéket ért el, mig az RMSE értéke
8,21 mA/m?-48h volt. Megallapitottam, hogy a modell illeszkedése megfeleld volt. A Durbin-
Watson autokorrelacios statisztika d=1,8 értéket mutatott, ami 1,41 és 2,59 kozotti (n=20, a=0,05)

volt, igy nem allapithaté meg fliggvénykapcsolat a hibatagok kozt.

A modellek validalasahoz kiillonb6z6 Geobacter (G. sulfurreducens, G. toluenoxydans, G.
metallirenucens) és Shewanella (S. algae, S. japonica, S. woody) fajokat alkalmaztam. A vas(III)-
redukcids tesztben mért abszorbancia valtozésokat beillesztettem a létrehozott modellekbe és
osszehasonlitottam a mikrobak MUC-ben létrehozott fajlagos elektromos dramtermelésével és az
elektromos kapacitasokkal. A validacié soran kapott determinacios koefficienseket és atlagos

négyzetes hiba gyok értékeket az 5. tdblazatban szemléltetem.
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5. tablazat: A validacios kisérletek eredményei

Modell R? RMSE
Modell 1. 0,855 1,91
Modell 2. 0,846 1,97
Modell 3. 0,769 8,91

Az 5. tablazat eredményei alapjan lathato, hogy mind a harom modell alkalmazéasaval
megfeleléen prediktalhaté a mikrobialis iizemanyagcella elektromos dramerdssége. Tovéabba, 10°
TKE/ml vagy annal nagyobb beoltasi sejtkoncentracio esetén a beoltési sejtkoncentracid

elhagyhat6 a modellbdl.

6.2 Mikroorganizmusok elektrogén profiljanak meghatarozasa

Az elektrogén profil az egyes mikroorganizmusok mikrobialis {izemanyagcelldban valo
alkalmazhatosagat irja le. A szakirodalomban fellelhetd tanulmanyok szadmos mikroba
tulajdonsagot hoznak Osszefiiggésbe az elektromos aramtermeléssel, mint példdul a tapadasi
(biofilm) tulajdonsagok vagy a redox mediator képzést. Kutatémunkam soran két eltérd fiziologiai
tulajdonsagh mikroba fajt (Geobacter toluenoxydans és Shewanella xiamenensis) vizsgaltam.
Azért esett a valasztds ezekre a mikroorganizmusokra, mert jelenleg nagyon kevés informacio all
rendelkezésiinkre e mikroba csoport szubsztratum-hasznositasaval, vas-redukcios képességével és
mikrobidlis iizemanyagcellaban valé alkalmazasaval kapcsolatban. A Geobacter toluenoxydans
esetében csak az anaerob szaporodasi és a vas(Ill)-redukcios képességeket vizsgaltam. A
Shewanella xiamenensis esetében a szaporodasi és vas(Ill)-redukcios képességek mellett a
szubsztratum hasznositasi, tapadasi, riboflavin és vezetOképes fehérje termelési képességeket is

vizsgaltam.

6.2.1 Geobacter toluenoxydans elektrogén profiljanak meghatarozasa

6.2.1.1 Szaporodas-kinetikai vizsgalat

Geobacter toluenoxydans esetében a szaporodas-kinetikai vizsgalatokhoz natrium-acetatot
alkalmaztam szénforrasként. A kordbban G. metallireducens és G. sulfurreducens fajokkal végzett
elézetes kisérletek tapasztalatai alapjan a Na-acetat megfeleléen hasznosult, igy feltételeztem,
hogy a G. toluenoxydans is képes erre. A vizsgalatokhoz kiilonbdz6 natrium-acetat koncentracioju
(0,5 g/1-t61 3 g/l-ig 0,5 g/l-ként ndvelve a koncentraciot) tapkdzegeket alkalmaztam. A szaporodasi
gorbék alakja, valamint a maximalis fajlagos szaporodasi sebességek jelentds kiilonbségeket
mutattak a koncentracio-ndvelés fliggvényében. A natrium-acetat koncentracio 0,5 g/l-r6l 1 g/l-re

novelése kovetkeztében jelentdsen nétt a sejtszam. A 2,5 g/l-es Na-acetat koncentracio
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esetében azonban az ODsoonm €rtékek valtozasa csupan 0,063 volt a kisérletek ideje alatt (126 6ra),
igy megallapithatd, hogy a tapkdzeg Na-acetat koncentracidjanak tovabb novelése egyértelmiien
gatolja a mikrobdk szaporodasat.

A fellépd szubsztratum inhibicid miatt az altalanosan alkalmazott Monod modell nem
képes teljes mértékben leirni a G. toluenoxydans szaporodasi kinetikdjat Na-acetat szubsztratum
esetében, ezért mas Monod 0sszefliggésen alapuld mikroba szaporodasi modelleket hasznéltam a
szaporodas leirasara. A modell illesztések statisztikai eredményei alapjan azt tapasztaltam, hogy a
LUONG ¢és munkatarsai (1987) altal kozolt Osszefliggéssel jobban irhaté le a mikrobak
szaporodasanak ¢és a szubsztratum mennyiségének kapcsolata. Az egyenlet a kdvetkezo:

S
— (1- n
KS+S( Smax)

U= Unax "

ahol,

u a specifikus (fajlagos) maximalis szaporodasi sebesség

Umax @ maximalis szaporodasi sebesség, S a szubsztratum koncentracid

Ks a Monod-konstans

Smax @ maximalis szubsztratum koncentracid, ahol a specifikus maximalis szaporodasi sebesség

nullara csokken és n az egyenlet konstansa.

Ez az egyenlet tulajdonképpen a Monod modellen alapszik egy inhibicids tényezdvel
kiegészitve. A modell 1étrehozasara nem-linearis gorbeillesztési eljarast alkalmaztam a legkisebb
négyzetek elvén (altalanositott redukalt gradiens modszer, Excel Solver bdvitmény), aminek

segitségével meghatarozhattam a modell konstansait. A létrehozott modellt a 24. dbra szemlélteti.
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24. abra: A G. toluenoxydans szaporodas kinetikai modellje Na-acetat szubsztratum
esetén

Megallapitottam, hogy az inhibicidés modell a kovetkezd kinetikai konstansokkal irhato le:
Umax = 0,100 1/6ra; Ks = 0,81 g/l; n = 1,1; Smax = 3,10 g/1.
A létrehozott modell illeszkedését regresszios elemzéssel ellendriztem. A statisztika szerint az
illesztett modell determinacids koefficiense (R?) 0,899 értékii (p=0,044) volt, ami a megfeleld
illesztést feltételezi 5%-os elséfaju hiba mellett. Az 1,5 g/l szubsztratum koncentracional kiugro
értékek figyelhetok meg. A kiugrd értékek modellre gyakorolt torzitd hatasat statisztikai
modszerekkel (Cook tavolsag, determinacios koefficiens valtozas) vizsgaltam. Megallapithattam,
hogy habar a 1,5 g/l-es értékek kiugroak voltak, mégsem torzitottak szignifikdnsan a modellt.

Eszrevehetd, hogy a Luong modell pmax és Ks konstansai jelentésen nagyobbak, mint amit
a méréseink eredményeztek. Ennek az a magyarazata, hogy a Luong modellben a pmax és Ks
konstansok nem fliggnek az inhibiciotol, igy sziikséges a maximalis szaporodasi sebesség €s a
Monod-konstans értékek korrigalasa. A korrigalt konstansok a kdvetkezdek:

Umax korr = 0,033 1/6ra,

Ksxorr = 0,205 g/1.

A Luong modell informacidoval szolgal arrdl, hogy mekkora az a szubsztratum
koncentracio, amely mar teljes mértékben gatolja a mikrobak szaporodasat (Smax). Esetemben az
tapasztalhatd, hogy ha a tapkozeg 3,1 g/l-es koncentracional nagyobb mennyiségben tartalmaz

natrium-acetatot, akkor a mikrobdk képtelenek a szaporodasra. Habar kisérleteim soran 3 g/l
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szubsztratum koncentracional még észlelhetd volt a baktrériumok szaporodasa, csak korlatozott
mértékben, igy Smax=3,1 g/l-es értéket elfogadhatonak tartom.

Geobacter fajok altalanosan fellelhetdek az oxigénhidnyos édesvizi (STRAUB et al., 2004)
¢s tengeri iiledékben (WANG et al, 2009b), amelyek fontos szerepet toltenek be az
okoszisztéméaban. Altaldban ,,lassan szaporodé” mikroorganizmusokként jellemzik (pmax= 0,01-
0,09 1/6ra) (ESTEVE-NUNEZ et al., 2005) 6ket, igy tobb tanulmany is céljaul tiizte ki a felszaporitasi
idejének csokkentését kiilonbozo tenyésztési modszerekkel (COPPI et al., 2001; KiMm és LEE, 2010;
LOVLEY ¢és PHILLIPS, 1988). Munkdmban, a G. foluenoxydans maximalis fajlagos szaporodasi
sebessége 0,033 1/6ra volt, amely hasonldé a mas Geobacter fajok (G. sulfurreducens vagy G.
metallireducens) esetében tapasztalt értékekhez. Inhibicios szaporodasi kinetikat Geobacter fajok
esetén ez idaig nem mutattak ki mas tanulményok (ESTEVE-NUNEZ et al., 2005). Ennek az lehet
az oka, hogy a vizsgélatok soran alkalmazott szubsztratum (Na-acetat) koncentracidja nem érte el

az inhibicios értéket.

6.2.1.2 Fe**-redukcids képesség vizsgalata

FENG és munkatarsai (2013) tanulmanya, valamint sajat kutatasaim (SZOLLOSI et al.,
2015b) is megerdsitik, hogy szoros kapcsolat tételezhetd fel a mikrobas vas(Il)-redukcio ¢és az
extracellularis elektrontermelés (bio-elektromos aram) kozott. Ebbol a megfigyelésbol kiindulva
kovetkeztetéseket vontam le a mikroba mikrobidlis lizemanyagcellaban valo alkalmazhatdsagarol
a Fe*'-redukciés tulajdonsagok ismeretében.

Ennek értelmében a G. foluenoxydans vas(Ill)-redukcidjat vizsgaltam kiilonb6z6 Na-acetét
koncentracioju tapkozegekben.

A 460 nm-en mért abszorbancia valtozads alapjan létrehozott vas-redukcios gorbéken
megfigyelhetdk a szaporodasi gorbék jellegzetes szakaszai (lappangasi, gyorsuld, exponencialis,
lassul6 és stacioner szakasz), azonban a szubsztratum mennyiségének hatdsara a fazisok hossza és
meredeksége jelentdsen kiilonbozik az elméleti szaporodas lefutasatél. A beoltast kovetd
iddszakban megfigyelhetd a lappangasi szakasz, ahol a vas(Ill)-ionok fogyasa mérhetd, de nem
jelentds. Az exponencidlis fazisban gyorsuld vas(I1l)-redukcio észlelhetd, azonban a szaporodasi
gorbével ellentétben nem észlelhetd tipikus stacioner szakasz. Ennek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a Fe**-redukcio6 kinetikdja nem feltétleniil a szaporodashoz kotott.

Jelentds kiilonbségeket fedezhettem fel a szaporodasi tulajdonsagokban a szubsztratum
koncentracidjanak novelésével (25. dbra). Varakozdsomnak megfelelden a tapkdzeg Na-acetat
koncentraciéjanak 1,0 g/l koncentracidig vald novelése a vas(Ill)-redukcido sebességének

novekedését eredményezte, azonban a tovabbi szubsztraitum hozzdadasa mar csokkentette ezt. Az
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eredmények alapjan a mikroba vas(Ill)-redukcidja esetében is feltételezhetd szubsztratum-
inhibicio (25. abra).

A mikroba vas(Ill)-redukcids kinetikdjanak jellemzésére szamos a szakirodalomban
publikalt modellt vizsgaltam. Megallapitottam, hogy a modellek koziil a HALDANE és munkatarsai
(1930) altal kozolt osszefiiggéssel irhatod le a legkisebb hibaval (legkisebb négyzetek modszere
alapjan) a G. toluenoxydans Fe**-redukcidja. A modell a kovetkezd:

S

max " (S + Kg)(S/Ksp)

uP=pu

ahol:

uP: specifikus Fe**-redukcios sebesség, mg/ora

1P max: maximalis Fe**-redukcids sebesség, mg/ora
S: szubsztratum koncentracio, g/l

Ks: Monod-konstans, g/l

Ksr: szubsztratum inhibicids konstans, g/l

A 1étrehozott modellt a 25. abra szemlélteti.

0,25
'Ezn 024 pP..=0,123 mgh
2 0,15
-5 ___"-—--..._|
=
[

0,05 - .
; Kg= 0,184 g/
0 ‘
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25. abra: A G. toluenoxydans vas(I1l)-redukcios modellje Na-acetat szubsztratum esetén

Az alkalmazott modell a kdvetkezd kinetikai konstansokat tartalmazza:
1max = 0,5 mg Fe**/ora,

Ks=1,103 g/l,

Ksi=1,104 g/l.
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A szaporodas kinetikai modell vizsgalatokhoz hasonloan ebben az esetben a korrekcios

szamitast is sziikségesnek tartottam. A korrigalt kinetikai konstansok a kdvetkezok:

U maxkorr = 0,123 mg Fe**/éra,

Kskor = 0,184 g/l.

A regresszios diagnosztika szerint a modell illeszkedése megfeleld, hiszen a determinacios
koefficiens (R?) értéke 0,81 (p=0,0052, 0=0,05) volt.

A Haldane modell - a Loung modellel ellentétben - arrdl a szubsztratum koncentraciorol
ad informacidt, amikor a szubsztratum inhibicid eldszor jelentkezik. Megéllapitottam, hogy a
1,104 g/l koncentracional nagyobb mennyiségli Na-acetat szubsztratum mar gatlon hat a G.
toluenoxydans mikroba vas(I1I)-redukcidjara.

A vas(IlI)-redukcios vizsgalat abszorbancia-valtozasai alapjan becsiilhetd a mikrobialis
lizemanyagcellab6l kinyerhetd maximalis fajlagos elektromos é4ram nagysdga ¢és az
lizemanyagcella elektromos kapacitdsa (SzZOLLOSI et al., 2015b). Az abszorbancia-valtozas
értékeket, a modellekbdl szarmaztatott becsléseket és az lizemanyagcellaval végrehajtott mérések

eredményeit kiilonb6z6 Na-acetat koncentraciok esetében a 6. tablazat szemlélteti.

6. tablazat: A mért vas-redukcio alapjan szamolt és mért elektromos paraméterek

Na-acetat koncentraciod 0,5 g/l 1 g/l 1,5 g/l 2 g/l 2,5 g/l 3 gl
Absz. valt. (48 ora alatt) 0,241 0,231 0,656 0,427 0,146 0,135
Absz. valt. exp. fazisban 0,126 0,145 0,426 0,241 0,120 0,042
Modell 2*, mA/m? 10,0 10,8 23,8 15,2 9,7 6,1
Modell 3** mA/m’-48
ora 220 210 631 405 127 116
Mért fajlagos
aramerdsség, mA/m? - 9,2 - 18,8 - -
Meért kapacitas,
mA/m?*-48 éra - 232 - 396 - -

*A Fe**-redukcios teszt eredménye alapjan létrehozott fajlagos elektromos dram modell az
abszorbancia valtozas fliggvényében (4.1.1.4. fejezet)

**A Fe¥'-redukcios teszt eredménye alapjan létrehozott elektromos kapacitas modell a 48 éra
alatt bekovetkezd abszorbancia valtozas fliggvényében (4.1.1.4. fejezet)

A vas(Ill)-redukcids vizsgalat soran meghataroztam a mikroba varhaté elektromos
kapacitas értékeit a 48 ora alatt bekovetkezd abszorbancia valtozas alapjan. Azt tapasztaltam, hogy
a kiilonbdz6 Na-acetat koncentraciok jelentdsen befolyasoljak a MUC kapacitasat. Mig 0,5 g/l és
1 g/l szubsztratum koncentracié esetén kozel azonos kihozatal varhato, addig a 2 g/l-es Na-acetat
tobb, mint kétszeresére, a 1,5 g/l-es pedig hdromszorosara novelheti az iizemanyagcella altal
létrehozott elektromos kapacitast. A 2,5 g/l és 3 g/l esetén a szubsztratum gatlas hatdsara a varhatd

elektromos dramtermelés alacsonyabb lett.
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Ez a trend megfigyelheté a varhato fajlagos elektromos aramerdsség értékeknél is. A
modell predikcidja szerint a legnagyobb dramerdésség (23,8 mA/m?) az 1,5 g/l-es Na-acetat
koncentraci6 esetében figyelhetd meg. Az ettdl eltérd acetat koncentraciok visszaesést tételeznek
fel a kapacitashoz hasonldan.

Az eredmények megerdsitése érdekében mikrobialis lizemanyagcella méréseket hajtottam
végre 1 és 2 g/l-es Na-acetat szubsztratum koncentraciot alkalmazva. Az eredmények megfeleld
egyezést mutattak, mind a fajlagos elektromos aramtermelés, mind az elektromos kapacitas
prediktalt és mért értéke kozott, azaz megerdsitette a kovetkeztetéseimet. Megjegyezendd, hogy a
szakirodalomban fellelhetd Geobacter fajokkal végzett kisérletek sordn Iényegesen magasabb
fajlagos elektromos aram értékeket értek el (JUNG és REGAN, 2007). Ez az ellentmondas
feloldhatd, ha ismerjiik a Geobacter-ek elektromos aramképzési tulajdonsagait. A legtobbet
kutatott Geobacter sulfurreducens esetében bebizonyitottak, hogy vastag elektromosan
vezetOképes biofilmet képes létrehozni a mikrobialis lizemanyagcella anddjanak feliiletén (BOND
és LOVLEY, 2003). amely elengedhetetlen nagyhatékonysiagi MUC-rendszer kialakitasahoz
(PICIOREANU et al., 2007). A tobb sejtsoros biofilm kialakuldsa azonban még optimalis
koriilmények kozott is akar hetekig eltarthat. Gyors médszeriink esetén a vas(Ill)-ionok komplex
kotésben voltak, igy nem alakulhatott ki rajtuk biofilm, tovabba a mérés ideje is csupan 48 ora

volt.

6.2.1.3 Szaporodasi és vas(IlI)-redukcios tulajdonsagok kapcsolata

Ahogy korabban emlitettem a mikrobék szaporodasi és Fe**-redukcios tulajdonsagai tébb
szempontbol is hasonld kinetikdt mutatnak, igy feltételezhetd kapcsolat a két élettevékenység
kozott. A szaporodas és vas(Ill)-redukcié dsszefliggéseinek kimutatasara a LUEDEKING és PIRET
(1959) altal kidolgozott eljarast alkalmaztam. Abrazoltam a termékképzési sebességet (ebben az
esetben a vas(Ill)-ionok fogyasanak sebességét) a szaporodasi sebesség fliggvényében kiilonbdzo
szubsztratum koncentraciok alkalmazasaval. Ezt kovetden regresszios egyenest illesztettem és az
egyenletek egyiitthatoival jellemeztem az Gsszefliggést.

Az illesztett egyenes meredeksége (o) azt jellemzi, hogy a vas(Ill)-redukci6 milyen mértékben
fiigg a mikroorganizmus szaporodasi sebességétol. Ha a meredekség nulla kozeli érték, akkor a
mikrobas vas(I1I)-redukciot fliggetlenek mondhatjuk a szaporodastdl, mig ha nullatol eltérd, akkor
kapcsolatot feltételezhetiink. Az egyenes ordinata-tengelymetszete () a sejtmennyiség szerepét
mutatja a vas(Ill)-redukcioban. Ha ennek az értéke nulldhoz kozeli akkor nem fiigg a sejtek
szamatol a vas(I) képzddés, mig ha szignifikdsan nagyobb, mint nulla, akkor szintén kapcsolat

feltételezhetd.
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26. abra: A G. toluenoxydans szaporodasi és vas(1II)-redukcios tulajdonsagainak
kapcsolata Na-acetat szubsztratum esetén (SZOLLOSI ef al., 2015a)

A Geobacter tuloenoxydans szaporodasi és vas(Ill)-redukci6 sebességének Osszefliggését
a 26. abra szemlélteti. A vizsgélathoz a szaporodasi és vasredukcids kinetikanal alkalmazott
szubsztratum koncentraciokat alkalmaztam (0,5-3 g/1). Az egyenes meredeksége 1,838, igy szoros
kapcsolatot feltételezhetiink a mikrobdk szaporodasa ¢és a vas(Ill)-ion fogyas kozott.
Megallapitottam, hogy az egyenes ordinata metszete nem nulla (0,0767, ami a teljes
értéktartomany 38%-a), igy feltételezhetd, hogy a sejttomegnek jelentds szerepe van a vas(III)-
ionok redukcidjaban. Az eredményeket Osszefoglalva, a mikroba szaporodasi sebessége és a
tenyészet sejttomege is jelentdésen befolyasolja az extracelluldris elektronok képzddését G.

toluenoxydans esetében.

6.2.2 Shewanella xiamenensis elektrogén profiljanak meghatarozasa

6.2.2.1 Szubsztratumok hatasa az extracellularis elektrontermelésére

A szigort anaerob koriilmények kozott vas(Il)-ionok jelenlétében torténd szubsztratum-
hasznositasi vizsgalatokat csak a S. xiamenensis esetében végeztem el. Aerob koriilmények kozott
az S. xiamenensis tipustorzs szénhidrat hasznositdsi tulajdonsagairol elsként HUANG és
munkatarsai (2010) szdmoltak be. Anaerob koriilmények esetén, kiillonbozo elektron-akceptorok
jelenlétében, atonban feltételezhetden megvaltoznak az anyagcsere utak. Munkamban kiilonb6zo
mono- (glikéz, galaktdz), di- (maltdz, lakt6z) és oligoszacharidokat (maltodextrin) alkalmaztam

elektron-donorként és Fe*'-citratot elektron-akceptorként. A szénhidrat hasznositast a vas(III)-
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ionok koncentraciojanak csokkenésével (a 460 nm-en mért abszorbancia valtozas) kovettem

nyomon (27. abra).

—— (il
0.8 i Crulakide —
Maltoz
LI, .
? i Lakioz

i Ml O xR

02

Abszorbancia valtozas 400 nm-¢n

O 5 40 &0 RO 100

Idiv, b

27. abra: S. xiamensnsis vas(I1I)-redukcidja kiilonb6z6 szubsztratumok esetében 1 g/l

szubsztratum koncentraciot alkalmazva

A kisérleteket minden szubsztratum esetén 1 g/l-es szénhidrat koncentracidval végeztem 3
parhuzamos méréssel. A kiilonb6z6 szénhidratok hatasara jelentds valtozasok figyelheték meg a
mikroba vas(Ill)-redukcids képességében. A 27. dbra jol szemlélteti, hogy az alkalmazott
szénhidratokat két csoportba lehet osztani. Az elsd 24 6raban a vas(III)-tartalom kozel azonos volt
minden szubsztratum esetében, azonban a 48 6ras mintavételnél mar jelentds eltéréseket mutatott
a vas(IlI)-ionok koncentrici6ja. Intenziv Fe?" koncentracié novekedést figyeltem meg a maltoz és
a maltodextrin esetében, mig az els6dleges energiaforrasként szolgalo gliik6z esetében kis mértékii
volt a vas-redukcid. A tobbi szénhidrat esetében a glilkdzhoz hasonld vas(Ill)-redukcid ment
végbe.

Tobb Shewanella faj esetén is megfigyelték, hogy a mikroba egyaltalan nem (pl. S. gelidimarina,
S. putrefaciens) vagy gazképzddés nélkiil képes hasznositani a gliikézt (BOWMAN et al., 1997).
Ezzel szemben a S. xiamenensis DSMZ 22215 torzs esetén nem tapasztaltam a fermentlé jelentds
pH valtozéasat, ami kevert savas fermentaciora utalna. A maltéz és a maltodextrin gliikoz
egységekbdl épiil fel és csupan polimerizaltsagi fokukban kiillonboznek egymastol, igy a gliikozon

is hasonld redukciés profilt kellett volna mutatnia a mikrobdnak, mint a maltézon és a
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maltodextrinen. Az eredmények alapjan megéllapithato, hogy a terminalis elektron-akceptorok

mindsége (oxigén, Fe* -ionok) jelentésen befolyasoljak a mikroba szubsztratum-hasznositasat.

6.2.2.2 Szaporodas-kinetikai vizsgalat

A Shewanella xiamenensis esetében két szubsztratum alkalmazasaval vizsgéltam a
mikroba szaporodas-kinetikai tulajdonsagait. Az elézetes vizsgalatok alapjan, maltézon és
gliikozon eltéré a mikroorganizmus vas(Ill)-redukcids képessége, igy ezeket a szénhidratokat
valasztottam a szaporodas-kinetikai vizsgéalatokhoz. A két szén-forrast 0,5 g/1, 1 g/, 2 g/l és 4 g/1
koncentracidban adtam a minimal tdpkozeghez. A mikrobdk szaporodasat lemezontéssel kovettem
nyomon az €16 sejtszam meghatarozasahoz.

A maximalis fajlagos szaporodasi sebességet és a Monod konstansokat Lineweaver-Burk
linearizaciés modszerrel hatdroztam meg. A modell megfeleldséget regresszios elemzéssel
ellenériztem. Gliikoz esetében R*=0,944 (p=0,005), mig maltéz esetén R?=0,908 (p=0,012)
determinécios koefficienst mutatott a statisztika, ami megfeleld illesztést feltételez. A modell
alapjan a pmax gliikkoz esetén 0,121 1/6ranak, mig maltéz esetében 0,096 1/6ranak adddott.
Megallapitottam, hogy habar eltérnek egymastdl a maximalis szaporodasi sebességek a kiilonb6zo
szubsztratumoknadl, az eltérések mégsem tekinthetdk jelentdsnek. A Monod konstansok (Ks) 0,893
¢és 1,001 g/l értékek voltak, amelyek szintén csekély mértékben térnek el egymastol.

Gliik6z szubsztratumon a specifikus szaporodasi sebesség értékek 0,041-0,087 1/6ra
tartomanyban valtoztak, mig maltéz szénforrasnal az eredmények 0,03-0,066 1/6ra kozott
talalhatoak (28. dbra). A szubsztratum koncentracié novelése a fajlagos szaporodasi sebesség
novekedéséhez vezetett, azonban 1 g/l-t meghalad6 szubsztratum koncentracio esetén mar lassuld

tendencia figyelhetd meg.
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28. abra: A S. xiamenensis szaporodas kinetikai modelljei gliikoz és maltoz
szubsztratum esetén
A kiilonbségek kimutatdsara t-probat végeztem az azonos koncentracidju gliikdzt és
maltozt tartalmazé mintak fajlagos szaporodasi sebesség értékei kozott (kétmintas z-proba,
p<0,05). A t-préba eredménye szignifikdns kiilonbséget (p=0,033) mutatott 2 és 4 g/l-es
szubsztratum koncentracioknal, igy megallapithato, hogy nagyobb a fajlagos szaporodasi sebesség

gliik6z szubsztratumon, mint maltézon.

6.2.2.3 Fe**-redukcids képesség vizsgilata

Meghataroztam a Shewanella xiamenensis vas(Ill)-redukcids kinetikai paramétereit a
gliikoz és maltdz szubsztratum esetén Lineweaver-Burk linearizaciés modszerrel. A szaporodas
kinetika eredményével ellentétben a vas(Ill)-redukcidja sordn a maltéz szubsztratum
eredményezett nagyobb maximalis redukciés sebességet (73,6 mgFe?'/6ra), mint gliikkdznal
(62,5 mgFe?**/6ra). A Ks gliikdz esetén 0,717 g/l, mig maltéznal 0,196 g/l volt. Ez azt jelenti, hogy
mikroba szdmara termékképzés szempontjabdl a maltéz szubsztratum affinitdsa kedvezdbb.
Regresszios analizissel megallapitottam, hogy a determinacios koefficiens gliikoéz esetében
R?=0,93 (p=0,005, a=0,05), mig maltéz esetén R?=0,90 (p=0,01, a=0,05) volt, igy az altalam
felallitott modellt megfeleld illesztéstinek tartom.

A vizsgalat eredményei alapjan jelentds kiilonbségek fedezhetdk fel a két szubsztratum
hat4sara létrejott vas(I1I)-redukcio kinetikajaban (29. abra). A gliik6z szénforrason a Fe**-redukci6

sebessége 26,5-54,8 mg/ora értéktartomanyban valtozott és a szubsztratum koncentracio
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novelésével a vas(Ill)-ionok fogyasa is intenzivebbé valt. A legnagyobb redukcids sebességet
2 g/l kezdeti szubsztratum koncentracional mértem (54,8 mg/6ra). Azt tapasztaltam, hogy 2 g/I-
nél nagyobb gliikdz koncentracio csak csekély hatast gyakorolt a vas(Ill)-redukciora.

Maltéz szubsztratumnal nagyobbak voltak a vas(Ill)-redukcios értékek, mint a gliikoz esetében.
Azeltérés a 0,5 g/l és 1 g/l-es szénhidrat koncentraciokban volt a legnagyobb (a kiilonbség 0,5 g/1-
es koncentraciok esetén 24,1 mg/h, mig 1 g/l-es koncentracidknal 30,7 g/1). Maltdz szubsztratumon
a vas-redukcid sebessége 50,6-69,6 mg/ora értékek kozott valtozott. A legintenzivebb redukcids
tevékenységet 1 g/l-es maltéz koncentracional tapasztaltam (69,6 mg/6ra). Tovabbi maltéz

koncentracié ndvelés nem gyakorolt jelentds hatést a mikrobiélis Fe**-redukciora.
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29. abra: A S. xiamenensis vas(I11I)-redukcios kinetikai modellje gliikkoz és maltoz
szubsztratum esetén

A vas(Ill)-redukcid sebessége mellett a vas(Ill)-ionok hasznositdsdban is jelentds
kiilonbségeket fedeztem fel a két szubsztratum esetén. Maltdz szubsztratumon csaknem a teljes
hozz4adott Fe*" mennyiség elredukalodott (kdriilbeliil 91%), gliikdz tartalmi tapkdzegekben tobb
vas(III)-ion maradt a vizsgalat végéig (koriilbeliil 42%).

Ezt a kiilonbséget kétmintds t-probaval is megerdsitettem (#-proba, p<0,05). A statisztikai
eredmények alapjan a legnagyobb eltérés a 0,5 g/l (p=0,0032, a=0,05) és az 1 g/l-es (p=0,00094,
a=0,05) szubsztratum koncentraciénal detektalhato.

A vas(Ill)-redukciés vizsgélat alapjan becsiiltem a mikrobidlis iizemanyagcellabol

kinyerhetd maximalis fajlagos elektromos dram nagysagat és az lizemanyagcella elektromos
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kapacitasat. Az abszorbancia valtozas értékeit, a modellekbdl szarmaztatott becsléseket és az

iizemanyagcellaval végrehajtott mérések eredményeit a 7. tablazat szemlélteti.

7. tablazat: A mért vas-redukcio alapjan szamolt és mért elektromos paraméterek
Szubsztratum Gliikoz Maltoz
koncentracio 05¢g1 1gl 2gl 4gl | 05g1 1gl 2g1 4 g/l
Absz. valt. 48 ora alatt 0,267 0,320 0,471 0,488 0,710 0,816 0,824 0,920
Absz. valt. exp. fazisban | 0,098 0,140 0,251 0,240 0,621 0,716 0,602 0,701
Modell 2*, mA/m? 87 10,6 15,7 14,3 32,8 37,1 31,9 36,5

*% 2,
Modell 3%, mA/m™48 | oo 299 448 465 684 789 797 892

ora

Meért fajlagos

aramerdsség, mA/m’ - 7,5 18,3 - - 33,2 34,6 -
er/tnll?zgc(l’)il& - 287 451 - i 797 801 ]

* A vas(IlI)-redukcios teszt eredménye alapjan létrehozott fajlagos elektromos aram modell az
abszorbancia valtozas fliggvényében (4.1.1.4. fejezet)

**A vas(IIl)-redukcids teszt eredménye alapjan létrehozott elektromos kapacitas modell a 48 6ra
alatt bekovetkezett abszorbancia valtozas fliggvényében (4.1.1.4. fejezet)

Az eredmények alapjan becsiilt elektromos kapacitas és fajlagos elektromos aram értékek
jelentdsen kiilonboztek a két szénforrdsndl. Az egyes szubsztratumok kiilonbozd
koncentracidjanal azonban a kiilonbségek nem olyan nagymértékiiek (7. tdblazat). Glikdz esetén
a szubsztratum koncentracio novelésével aranyosan ndvekedett a varhato fajlagos elektromos aram
mértéke is a 2 g/l-es koncentracidig. A szubsztratum koncentracié tovabbi novelése mar nem okoz
szignifikans novekedést a MUC elektromos aramtermelésében. A elektromos kapacitds értékek
esetében a szubsztratum koncentracio novelésével egyértelmiien nétt a MUC varhato elektromos
kapacitasa.

Az eredmények megerdsitésére méréseket hajtottam végre mikrobialis izemanyagcellat
alkalmazva, 1 és 2 g/l-es gliikoz €s malt6z szubsztratum koncentracioval. Megéllapitottam, hogy
mind a fajlagos elektromos aramtermelés, mind az elektromos kapacitas prediktalt és mért értékei
kozel esnek egymashoz.

A szakirodalomban fellelheté Shewanella torzsekkel végzett kisérletek hasonlod fajlagos
elektromos 4ram eredményeket (5-50 mA/m?) mutatnak (WATSON és LOGAN, 2010). Egyes
esetekben azonban az lizemanyagcella elektrod fejlesztésének kovetkeztében akar egy vagy két
nagysagrenddel nagyobb értékek is elérheték (PARK és ZEIKUS, 2003). Eredményeim alapjan
feltételezhetd, hogy megfeleld cella kialakitassal, valamint maltdz szubsztratum alkalmazésaval,

hatékony lizemanyagcella rendszer hozhato 1étre.
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6.2.2.4 Szaporodasi és vas(IIT)-redukcios tulajdonsagok kapcsolata

Megvizsgaltam a vas(III)-redukcios képesség €s a szaporodas kozotti 6sszefliggést mind a
gliik6z mind a maltéz szubsztratumon. A vizsgalathoz 0,5-4 g/l szubsztratum koncentracio
tartomanyt alkalmaztam. Az 30. abrat szemlélve megallapithatjuk, hogy az illesztett egyenesek
értékeikben nagymértékben kiilonbdznek egymastol.

Gliikoz szénforrasndl a meredekség egyértelmiien nem nulla (0,547), igy a szaporodasi
sebességnek hatdsa van az extracelluldris elektronok termelésére. Viszont az ordinata metszete
1,2 mg/6ra, ami egy nagysagrenddel kisebb, mint a legkisebb vas-redukcids sebesség értéke
(20 mg/o6ra), igy ez nullanak tekinthetd. Ennek alapjan az aktualis sejtszdm nem mutatott
szignifikans hatést a vas(Ill)-redukciora.

Maltoz szubsztratum esetén eltérd Osszefliggéseket tapasztaltam. A regresszids egyenes
meredeksége egyértelmiien nem nulla (0,48), azonban az ordinata tengelymetszete a vas(I1l)-
redukcios sebességek érték tartomanyaban van (0,037), igy ez sem tekinthetd zérusnak. Ez alapjan
megallapithaté, hogy a szaporoddsi sebesség és a tenyészet sejtmennyisége is egyarant

befolyasolja a termékképzést (vas-redukciot).
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30. abra: A S. xiamenensis szaporodasi és vas(IlI)-redukcios tulajdonsagainak
kapcsolata gliikoz és maltoz szubsztratum esetén

Az elért eredmények alapul szolgédlhatnak kiilonb6z6 tipust mikrobidlis lizemanyagcella
rendszerek tervezéséhez G. toluenoxydans és S. xiamenensis mikrobak alkalmazéasaval. Tovabba

a natrium-acetatot hasznald G. toluenoyxdans és a maltdz alap S. xiamenensis MUC-rendszerben
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a megfeleld €16 sejttomeg elérése fontos feltétel az optimalis elektromos dramtermeléséhez, mig

gliikdz esetében ez csak a szaporodastol fligg.

6.2.3 Extracellularis elektron kozvetito képzés vizsgalata

Az alkalmazhatosag egyik fontos szempontja, hogy képes-e a kivalasztott mikroba kultira
elektrokémiai kozvetitOket (medidtorokat) termelni. A mediatorok lehetnek konduktiv fehérjék
vagy flavin tipusu vegyiiletek, amelyek vizsgalatdhoz a Shewanella xiamenensis fajt alkalmaztam.
A mikrobat aerob ¢és anaerob koriilmények kozt inkubaltam, valamint mikrobidlis

lizemanyagcellaban.

6.2.3.1 Fehérje természetii elektron-kozvetito termelés

A mintak fehérjetartalmanak meghatarozasahoz a 48 o6ras inokulumok feliiliszojat
izopropanolos kicsapassal bekoncentraltam és 0,5 M-os Na-acetat pufferben reszuszpendaltam. A
mérés utan az extracellularis fehérjetartalmat 10’ TKE/ml sejtszamra vonatkoztattam. A kapott

eredményeket a 8. tdblazat foglalja 6ssze.

8. tablazat: A kiilonbo6zo tenyésztések soran mért fehérjetartalom és vezetoképesség
értékek
Fehérjetartalom Vezetoképesség, Fehérjek relativ

Minta 1g/10 TKE mS/107 TKE Vezetok;pessege,
0
Aerob tenyésztés 0,04+0,01 0,0172 100
Anaerob t“enyésztés 2,47+0,05 0,0267 163
MUC 11,71+0,05 0,176 228

Az egyes kisérleti bedllitasok kozott jelentds eltérések figyelhetok meg. Az oxigén kizarasa
a tapkozegekbdl szignifikdnsan megndvelte az extracellularis fehérjék szekrécidjat. Mig a
levegdztetett mintdk esetében 0,04+0,01 ng/10” TKE fehérje termel8dott a feliiliszoban, addig a
mikrobialis {izemanyagcella anddterében 11,71£0,05 ng/10” TKE és a Fe**-ionok jelenlétében
2,47+0,05 ng/10” TKE mennyiségli fehérje keriilt a tapkdzegbe.

A vezetdképesség méréseknél az értékeket a 0,5 M-os Na-acetat puffernél mért értékekkel
korrigdltam. Az aerob mintak elektromos vezetéképessége megkozelitdleg megegyezett a puffer
esetében mért eredménnyel (0,0172 mS/10” TKE). A vas(I1I)-ionok jelenlétében torténd inkubécio
majdnem kétszeresére novelte a minta vezetSképességét (0,0267 mS/10” TKE). A mikrobialis
lizemanyagcelldban levé minték 0,176 mS/10” TKE vezetSképesség értéket értek el, ami egy

nagysagrenddel meghaladja a levegOztetett tenyészetek értékeit.
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Az eredmények alapjan egyértelmiien megallapithato, hogy az oxigénmentes kdrnyezet
jelentdsen novelte a Shewanella xiamenensis extracellularis fehérje szekrécidjat. Ennek a
magyarazata lehet, hogy a mikrobidlis iizemanyagcelldban uralkodé redox viszonyok pozitiv
hatast gyakorolnak az extracellularis konduktiv fehérjék mennyiségére és mindségére. Az
lizemanyagcellaban kozel 6tszordsére ndovekedett az extracellularis fehérjék mennyisége a képzett
fehérjék vezet8képessége pedig 39%-kal volt nagyobb, mint a Fe**-ionok jelenlétében inkubalt

mintaké. A levegdztett mintak esetében elért eredménynek ez a 228%-ka volt.

6.2.3.2 Riboflavin termelés és hatas a MUC teljesitményére

A konduktiv fehérjetermelés vizsgalata mellett vizsgaltam a Shewanella xiamenensis
extracellularis riboflavin képzését aerob, anaerob kornyezetben vas(Ill)-ionok hozziadasaval,
valamint mikrobidlis lizemanyagcellaban is.

Megallapitottam, hogy minden tenyészet esetén kimutathaté volt a riboflavin az
extracellularis térben, azonban a mikroba 4ltal termelt riboflavin mennyisége jelentdsen valtozott
a kiilonboz8 kornyezeti tényezOk hatdsara. Oxigén jelenlétében 0,17+0,01 pg/ml-107 TKE
riboflavint mértem a tenyészetb6l, mig anaerob feltételek mellett 50-szer nagyobb
koncentriciéban volt kimutathat6 (vas(III)-ionok hatésara 8,38+0,05 pg/ml-10’ TKE, mig MUC-
ben 8,62+0,05 ug/ml-10” TKE).

Az eredmények szerint az oxigénmentes (anaerob) kornyezet indukalja a baktériumok
extracellularis riboflavin képzését. Ennek oka, hogy a mikroba az anyagcsere soran keletkezett
redukalt koenzimeket kiilonb6z6 sejten kiviili elektron-akceptorokkal tudja regeneraltatni, mivel
a fermentacios kozegben nem all rendelkezésére elegendd oxigén a termindlis oxidaciohoz. VON
CASTEIN és munkatérsai (2008) kimutattak, hogy kiillonbozd Shewanella torzsek extracellularis
riboflavin termelése indukalhaté anaerob kornyezetben, ha megfeleld mennyiségili, elektron
akceptorként szolgéld, vizben nem o0ld6do vas(Il)-ionokat adnak a tapkdzeghez. A mikrobidlis
lizemanyagcellaban val6 alkalmazas egyik fontos tényezdje lehet az extracellularis riboflavin
képzés, hiszen hatékonyabba tehetd az elektrontranszport, igy novelhetd a cella teljesitménye.

Kutatdsomban az exogén riboflavin hatasat is vizsgéaltam. Gyakorlatban riboflavint

injektaltam a mikrobidlis iizemanyagcella anodterébe.

80



DOI: 10.14267/phd.2015056

20
- Caltikie
£ |5 Aok ; ;
o Glikde + Ribofayin
-
2
R
&
=
=
3 N
o / .
L [ai]
T 0 T :

i 10 20 Al 40 0 (]
[ddr, cva

31. abra: A S. xiamenensis fajlagos elektromos aramtermelése riboflavin hozzaadasaval
és hozzaadasa nélkiil

A vizsgalat soran kétkamras mikrobidlis tizemanyagcella rendszert riboflavin nélkiil és 10
uM riboflavin hozzaadasaval alkalmaztam, amelyben a S. xiamenensis bio-katalizatorként
miikodott. A MUC miikddtetésére gliikoz szubsztratumot hasznaltam. A bedllitisok fajlagos
elektromos dramtermelését a 31. abra szemlélteti. A redox-mediator nélkiili MUC beallitasnal a
beoltast kdvetden a 8. oraban kezd6dott meg az elektromos aramtermelés és ebben az idépontban
volt detektalhat6 a maximalis fajlagos elektromos aram (7,5 mA/m?), ezt kovetSen folyamatosan
csokkent az elektromos aram mennyisége. A 40. 6raban az elektromos dramtermelés gyakorlatilag
megszint.

Amikor az anddtérben a gliikdz szubsztratumot 10 uM riboflavinnal egészitettem ki, az
elektromos aramképzés jelentdsen megvaltozott. Az aramtermelés mar a beoltast kdvetden
megkezdddott és a vizsgalat teljes ideje alatt tartott. A maximalis fajlagos elektromos 4ram
mennyisége 16,2 mA/m’re ndvekedett, ami tobb mint kétszerese a medidtor nélkiili
Osszeallitisnal mért érkékeknek. A riboflavin tartalmiit MUC beallitas esetében a maximalis
elektromos dramtermelés idétartomanya 15 6rdn keresztiil tartott.

A vas(Ill)-redukciés  vizsgalatoknal megfigyelt tapasztalatok alapjan gliikoz
szubsztratumon a S. xiamenensis kevésbé redukalta a vas(Ill)-ionokat, mint a maltézon. A
gliikozos MUC beallitasnal szintén alacsony volt a mikroba elektromos dramtermelése. HUANG és
munkatarsai (2010) publikacidjukban arr6él szamoltak be, hogy a S. xiamenensis anaerob
kortilmények kozott gazképzddés nélkiili fermentacid soran hasznositja a gliikkozt. Az eredmények

alapjan feltételezhetd, hogy a riboflavin redox-mediator hozzaadasa jelentésen megvaltoztatta a
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mikroba metabolizmusat és novelte az extracellularis elektronleadasat (VELASQUEZ-ORTA et al.,

2011).

6.2.3.3 Tapadasi tulajdonsagok vizsgalata

Az egyes mikroorganizmusok a MUC-ben valo alkalmazhatosagat jelentds mértékben
befolyasolja az elektroédhoz vald tapadési képessége €s a biofilm képzési tulajdonsaga. Ezért a
Shewanella xiamenensis tipustorzs esetében vizsgaltam a kultira tapadasi tulajdonsagét anaerob
koriilmények kozott vas(Ill)-ionok jelenlétében és hianyaban, valamint a MUC rendszerekben
kiilonbozd elektrod feliileteken.

A tOrzs tapadasi tulajdonsdganak megallapitasira a kiilonboz6 feliiletekre (polisztirol,
rozsdamentes acél, aluminium ¢és grafit lap) megtapadt sejtek mennyiségét hataroztam meg. A

kapott eredményeket a 9. tablazat mutatja.

9. tablazat: Megtapadt Shewanella xiamenensis sejtek szama Kkiilonbo6zo feliilleteken és
kornyezeti viszonyok mellett

Hordozd Kérnyezet Megtapadt sejtmennyiség,

TKE/cm?
Polisztirol ~ Vas(IlI)+anaerob 2,59+0,2-10°
Polisztirol Anaerob 4,75+0,5-10°
Acél Anaerob 4,19+0,4-10°
Aluminium Anaerob 8,34+0,7-10°
Grafit Anaerob 8,01+0,6-10°
Acél MUC 2,35+0,1-10°
Aluminium MUC 1,10+0,1-107
Grafit MUC 9,09+0,8-107

A 9. tablazatban szereplé adatok minden esetben 48 6rads inkubalast kovetden kapott
eredmények. Anaerob tenyésztésnél a rozsdamentes acél és az aluminium feliileteken csak
10° TKE/cm® sejtmennyiség tapadt meg, mig az polisztirol feliileten és a grafit lapon egy
nagysagrenddel nagyobb, 10° TKE/cm® sejtmennyiséget detektaltam. Ez a jelenség
feltételezhetéen a feliiletek eltérd érdességébdl szarmazik. A fém feliiletek érdessége a
mianyagokhoz ¢és a grafit érdességéhez viszonyitva jelent6sen kisebb, azonban a kivalo
megmunkalhatosaguk miatt feliiletkezeléssel (polirozasssal, maratéssal, stb.) a feliiletek érdessége
megndvelhetd. A grafit lemez strukturdjat tekintve préselt szalakbol épiil fel, melynek
koszonhetden konnyebb a mikroba sejt-elektrod kontaktus kialakulasa.

Anaerob kornyezetben a vas(I1l)-ionok indukciés hatasat is vizsgaltam, amelynek sorén a
tapkdzeghez 5 g/l koncentracioban vas(IIl)-citratot adtam (csak polisztirol feliiletnél). A Fe**-

ionok jelenlétében a megtapadt sejtek szama szignifikdnsan kisebb volt, mint vas(Il)-ionok
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hidnyaban (9. tablazat). Ez a megfigyelés 6sszhangban van azzal a feltételezéssel, amit FENG ¢és
munkatarsai (2013) allapitottak meg, miszerint a bio-elektromos dramképzés hasonld mikrobialis
anyagcsere utvonalon megy végbe, mint az extracellularis Fe*-redukci6. Ha a terminalis elektron-
akceptorok oldott allapotban jelen vannak a tapkdzegben, akkor a mikroba nem alakit ki kozvetlen
kapcsolatot az elektroddal, mivel a wvas(Ill)-ionok potencialis elektron-akceptorként
funkcionalnak. Ez magyarazhatja, hogy a tapkdzegben oldott vas(Ill)-ionok csokkentik a
megtapadt sejtek mennyiségét.

A vizsgalataim sordn mértem a kiilonb6zé mikrobidlis lizemanyagcella anddfeliileteken
megtapadt sejtek szamat, hogy feltdrjam az lizemanyagcellaban letrejové potencial kiilonbség
hatdsat. A rozsdamentes acél anodot tartalmazé MUC és az anaerob tenyészetek kozott nem
mutathato ki szignifikans kiilonbség a megtapadt sejtek szdmaban. Az aluminium és a grafit
lemezeknél azonban jelentds kiilonbségeket tapasztaltam (9. tabldzat). A MUC redox-potenciélja
a grafit esetében egy, mig az aluminium esetében két nagysagrenddel ndvelte az anod feliiletére
tapadt sejtek szamat, az anaerob mintakhoz képest.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a S. xiamenensis képes az elektrodfeliileteken
megtapadni. A mikrobidlis iizemanyagcelldban fellépd redox-potencial kiilonbség jelentOsen

megnodvelte a megtapadt sejtek mennyiségét.

6.3 Elektrodok fejlesztése a MUC teljesitményének novelésére

6.3.1 Elektromosan vezetoképes gél-anod létrehozasa

A mikrobidlis lizemanyagcella teljesitményének ndvelésében, a konstrikciobol adédodan,
meghatarozo tényezd az anodd kialakitdsa, igy a hatékonysag noveléséhez elengedhetetlen az anod
konstrukci6 fejlesztése. Szamos faktor befolyasolja az andd teljesitményét példaul, az alkalmazott
mikroba, az elektromos vezetdfeliilet, stb. A kiilonbozd, elektromosan vezetOképes gélek tobb
szempontbol is rendkiviili tulajdonsagokkal rendelkeznek. A gélek nagy fajlagos feliiletiiek, és a
térbeli halozatuk miatt a cella teljes térfogata kihasznalhatd. A gél-matrix védettséget biztosit a
befertdzddés ellen, valamint lehetdséget nyujt a rendszer fél-folytonos illetve folytonossa tételére.
A megfeleld vezetoképességli gélek 1étrehozasaval Uj hatékony elektrod kialakitdshoz juthatunk,

ami jelentdsen eldsegitheti a technologia elterjedését.

6.3.1.1 A gél-elektrodok vezetoképességének novelése

A vezetdképes gél-elektrod kialakitdsdhoz polianilint és grafitport adtam kiilonb6zd

koncentraciokban az algindt gélekhez. Az elektromos vezetOképességi mérések alapjan azt
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tapasztaltam, hogy az anilin és a grafitpor hozzdaddsa jelentdsen megndvelte a gélek

vezetoképességét. A PANI és grafitpor mennyiségének a vezetoképességre gyakorolt hatasat a 32.

abra szemlélteti.
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32. abra: A gélek elektromos vezetoképessége az anilin és a grafitpor koncentracio
fiiggvényében

0,01 g/ml koncentracidjii anilin hozzaaddsa mar hatszorosdra ndvelte a gél-elektrdd
vezetoképességét (3,4 S/mm-r6l 21,5 S/mm-re), mig 0,02 g/ml PANI hatasara 10-szeresre
novekedett a modositott gél vezetoképessége (35,5 S/mm-re).

A grafitpor adagolas szintén jelentdsen csokkentette az elektrodok elektromos ellenéllasat.
0,03 g/ml grafitpor mennyiség 27,8 S/mm-re, mig 0,05 g/ml grafitpor 10-szeresére (3,4 S/mm-rdl
33,3 S/mm-re) novelte a gélek vezetdképességét. Erdemes megjegyezni, hogy a polianilin és a
grafitpor egyidejii alkalmazéasa az eléz6ekhez képest is szignifikdnsan megnovelte az elektrod
vezetoképességét. 0,01 g/ml PANI és 0,03 g/ml grafitpor egyiittesen 22-szeres vezetoképesség
novekedést okozott, mig tovabbi koncentracidé novelés, 0,05 g/ml grafitpor és 0,02 g/ml PANI
koncentracid 105-szoros elektromos vezetOképesség valtozast (3,4 S/mm-r6l 366 S/mm-re)
eredményezett. Azt tapasztaltam, hogy tovabbi vezet6képességet novelé anyag hozzdaddsa a
gélszerkezet stabilitdsdnak és flexibilitdsanak jelentds csokkenését okozta.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy polianilin és grafitpor hasznalataval

jelentdsen csokkenthetd a gélek elektromos ellendlldsa. A vizsgalati eredményeim 6sszhangban
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vannak a szakirodalomban fellelhetd kutatdsokkal. RAMANA ¢és munkatarsai (2011) grafit
nanocsévek és szén-nanolemez/polianilin kompozitok elektromos vezetOképességét vizsgaltak és
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a szén nano-részecskék a polianilinnel kompozitot hoznak
létre. A komponensek szinergens hatastiak egymasra nézve, igy a létrehozott kompozit ellenallasa
kisebb, mint az egyes Osszetevoké kiilon-kiilon. A gél-elektrodok esetében alginat gélhdlon
alakitottam ki a vezetdképes PANI-grafit réteget (14. abra). Elektromos vezetOképesség
tekintetében mindkét anyag megfeleld, azonban a vezetOképesség természete eltérd, ami
hozzajarulhatott az egyiittes alkalmazasndl tapasztalt kiemelkedd hatdshoz. A grafitszemcsén
beliili szén lapocskak feltételezhetden 6sszekotd hidként szerepelnek a PANI-nal bevont alginat

hal6 kozott, igy novelve a kompozit elektromos vezetoképességét.

6.3.1.2 Kiilonb6z6 dsszetételii gél-elektrodokkal 1étrhozott, szakaszos iizemii MUC-
rendszerek vizsgalata

A vezetképesség-mérést kovetden a polianilinnal és grafitporral modositott gél-
elektrodok tovéabbi elektrokémiai tulajdonsagait vizsgaltam szakaszos tlizemii mikrobidlis
lizemanyagcella rendszerben. A kiilonbozé PANI és grafitpor-tartalma hidrogél kompozicidkba
elektrogén, Shewanella algae DSMZ 9167 tdrzs baktérium kulturat zartam és a MUC-rendszerben
val6 alkalmazhatdsagot az elektromos fesziiltség képzés révén vizsgaltam. Kiilonb6zd anilin (0;
0,01; 0,02 g/ml) és grafitpor koncentraciokat (0; 0,05 g/ml) vizsgéaltam. A kapott eredményeket a

33. 4dbra mutatja.
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33. abra: A Kiilonb6z6 dsszetételii gél-elektrodokat tartalmazé MUC-rendszerek
fajlagos teljesitménye szakaszos iizemben (G: grafit koncentracio, g/ml; A: anilin
koncentracio, g/ml)

A vezetOképesség noveld adalékok hozzdadésa, az elektromos ellenallashoz hasonloan,
jelentdsen befolyasoltak a mikrobidlis iizemanyagcellaban keletkezett elektromos aramot. Az
elektromos fesziiltség 1,5-szorosre nétt a 0,01 g/ml és tobb mint kétszeresére a 0,02 g/ml
koncentraci6ju anilin hozzéadéas hatdsara, ami az lizemanyagcella fajlagos teljesitményének két-
és haromszoros ndvekedését jelenti (1,45 W/m*-r6l 3,02 és 4,39 W/m’-re valtozott). 0,05 g/ml
koncentracioban grafitpor hozzaadasa a cella elektromos fesziiltségét kétszeresére novelte (0,17
V-161 0,34 V-re) és négyszeresére a fajlagos teljesitményt (1,45 W/m*-r615,77 W/m*-re).

Tovabba a polianilin és grafitpor egyiittes alkalmazéasa nagyobb elektromos teljesitményt
eredményezett a mikrobialis izemanyagcelldkban is. Mig a 0,01 g/ml polinanilin és 0,05 g/ml
grafitpor koncentracié 7,81 W/m’-re ndvelte az iizemanyagcella fajlagos teljesitményét, addig a
0,02 g/ml PANI és 0,05 g/ml grafitpor hozzdadas haromszorosara ndvelte a MUC elektromos
fesziiltségét (0,17 V-r61 0,44 V-re), és tobb mint hétszeresére a fajlagos teljesitményét (1,45 W/m?-
61 9,86 W/m’-ra).

A polianilin és grafitpor hozzdadasa jelentdsen csokkentette a gél-andd kompozicidk
elektromos ellenalldsat, ami megjelent a mikrobidlis {izemanyagcelldk elektromos
tulajdonsagaiban is. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a megnovelt elektromos dram kihozatal a
vezetoképes gél-elektrodok nagy fajlagos feliiletének koszonhetd, ami eldsegiti a mikroba-

elektrod interakciokat, valamint eldsegiti az elektronok elvezetését. LAI és munkatérsai (2011)
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kozoltek, hogy a grafit-alapti mikrobidlis iizemanyagcella anddjanak polianilinnel valo kezelése
jelentésen megndveli a cella fajlagos elektromos teljesitményét. Hasonloképpen CHEN és
munkatarsai (2014) bizonyitottdk, hogy az anddtérbe juttatott grafitpor képes megndvelni a
bakterialis extracellularis elektrontranszfer hatékonysagat. Megallapithatd, hogy a polianilinnel és
grafitporral torténd kezelés hatékony extracelluléris elektron-kozvetitést tesz lehetdvé, ami a

mikrobialis lizemanyagcella teljesitményének novekedésében mutatkozik meg.

6.3.1.3 Gél-elektrédokkal létrehozott fél-folytonos iizemii MUC rendszer vizsgalata

A polinanilinnel és grafitporral modositott alginat-gyongy anoddokat fél-folytonosan
miikddtetett MUC rendszerbe helyeztem. A szakaszos iizemii MUC beallitasok eredményei
alapjan kivalasztottam a legnagyobb teljesitményt nyujté gél kompoziciot és a tovabbiakban ezt
az Osszeallitdst hasznaltam. A gél 0,02 g/ml koncentracidban tartalmazott anilint és 0,05 g/ml
koncentracidban grafitport. A mérés hasonléan indult, mint a szakaszos lizemii kisérletekben,
azonban amikor az iizemanyagcella fesziiltség-termelése csaknem 0 V-ra csokkent, az
anodtartalmat eltavolitottam és 0 szubsztratum oldattal taplaltam. A 34. abra mutatja az

lizemanyagcella elektromos aramtermelését fél-folytonos lizemeltetéssel.

X -
Szubsztratum hozzaadas

6

Fajlagos teljesitmény, Wim?
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Ido, Gra

34. abra: A gél-elektrodot tartalmazé MUC-rendszer fajlagos teljesitménye fél-
folytonos mitkodtetésben

A beoltast kovetd iddintervallumban az aramtermelés folyamatosan ndvekedett. Ez az
elektromos karakterisztika hasonld, mint amit a szakaszosan miikodtetett MUC beallitasoknal is

tapasztaltunk. Miutéan a teljesitmény elérte a maximumat (7,88 W/m®) az dramtermelés gyorsan
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csokkenni kezdett. Ekkor a szubsztratumokban kimeriilt anolitot eltavolitottam és 11j tapoldatot
injektaltam az anddtérbe. A tapanyag hozzaadas eredményeként a mikrobidlis iizemanyagcella
elektromos dramtermelése ismét ndvekedni kezdett és ujra maximum kdozeli értékeket mutatott
(6,96 W/m®). Az ujratdltést tiz alkalommal megismételtem minden ciklus soran a fajlagos
teljesitmény ismét maximum kozeli értéket ért el.

Az eredményekkel Osszhangban megallapithatd, hogy a modositott gél-elektrodok
alkalmazhatok fél-folytonos iizemii MUC rendszerekben. A MUC elektromos aramképzése
megfeleld mikroba visszatartasrol taniskodik, mivel az dramerdsség az Gjratoltést kovetden ismét

elérte a maximumot.

6.3.1.4 Gél-elektréddal létrehozott folytonos iizemii MUC rendszer vizsgalata

A folytonos iizemii MUC rendszerben 0,02 g/ml anilin és 0,05 g/ml grafitpor
koncentracioval rendelkezd géleket hasznaltam. A mikrobidlis lizemanyagcella anod térfogata 12
ml volt, ezért a szubsztratum oldat betaplalasi térfogataramat 0,5 ml/6ra és 5 ml/6ra tartomanyban
valtoztattam. A 35. dbra szemlélteti az lizemanyagcella elektromos aramképzését kiillonbozo

betaplalasi térfogataramok fliggvényében.
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35. abra: Kiilonbozo betaplalasi térfogataramok hatasa a gél-elektrodot tartalmazo
MUC teljesitményére
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Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy elektromos aramképzés minden térfogataram
esetében tapasztalhato. A betéplalasi térfogataram novelésével a cella elektromos aram kihozatala
is novekedett. A betaplalds 0,5 ml/6rarol 2 ml/orara torténd emelése 2,5-szorosére novelte az
iizemanyagcella fajlagos teljesitményét (0,81-r81 3,55 W/m’-re). 3 ml/ords szubsztratum
betaplalas az elektromos aram képzés maximumat (7,92 W/m®) eredményezte és ez az érték stabil
maradt a folyamat végéig (harom napig). A betaplalasi térfogatdram tovabbi novelése mar nem
novelte jelentésen az elektromos dramtermelést azonban a maximalis teljesitményét hamarabb
elérte a rendszer. Hasonldoan a fél-folytonos vizsgalatok eredményéhez a gélek mikroba-
visszatartasa ebben az esetben is megfeleld volt, mivel a betaplalasi térfogatdram ndvelése nem
okozta a baktérium sejtek kimosodasat. Ez megerdsiti a gél-elektrodok mikroba visszatartd

tulajdonsagat.

Ha a gél-elektrodos folytonos iizemli mikrobidlis iizemanyagcella teljesitményét
Osszehasonlitjuk a leginkabb elterjedt folytonosan kevertetett tankreaktor tipusi (CSTR) folytonos
MUC-rendszerek teljesitményével (AKMAN et al., 2013; YOU et al., 2006), megallapithatjuk, hogy
gél elektrodok segitségével nagyobb fajlagos teljesitmény érhetd el. YOU €s munkatarsai (2006)
egyik tanulmanyukban 2,06 W/m® fajlagos teljesitményt értek el kétkamras, és 6,82 W/m’-t
egykamras MUC-rendszerben. LAI és munkatarsai (2011) egyik publikacidjukban pedig
5,16 W/m’-es fajlagos teljesitményrél szamolnak be polianilinnel modositott grafit elektrodokat
alkalmazva, azonban ebben a kutatdsban az iizemanyagcelldk szakaszos lizemben miikddtek.
Osszegezve megallapithatd, hogy a vezetképes gél-anddok megfeleléen alkalmazhatok folytonos
tizemli mikrobidlis {izemanyagcella rendszerekben is. A betaplalasi térfogatdram novelésével
emelhetd az iizemanyagcella elektromos teljesitménye az elektro-aktiv baktérium sejtek

kimosoddasa nélkil.

6.3.2 Katod fejlesztés - MUC rendszer nikkel katalizitorral a katod oldalon

A mikrobidlis iizemanyagcella teljesitményét szintén nagymértékben befolyasolja a
katodtér kialakitasa, mivel a katod feliiletén lejatszodd tobbfazisu reakcid is felelds az
lizemanyagcella két elektrodja kozti potencial kiilonbség kialakuldsaért.

Katdd fejlesztési kisérleteim soran nikkelt haszndltam fel, mint katalizatort, a katod
felilleteken. A nikkel réteget az elektrod feliiletére galvanizacios technikdval vittem fel.
Kisérleteimben egykamras mikrobidlis izemanyagcellat alkalmaztam grafit anéddal és rézhalot

hasznaltam katodként, valamint Geobacter sulfurreducens-et elektro-aktiv biokatalizatorként. A
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kisérletekben a katalizator nélkiil és nikkel katalizatorral is mértem az lizemanyagcella elektromos
aramtermelését.

Az eredmények alapjan (36. dbra) egyértelmiien megéllapithatd, hogy a nikkel katalizator
jelentdsen novelte az {ilizemanyagcella elektromos teljesitményét. A fém-nikkel katod
katalizatorként vald alkalmazasa 4-szeresére ndvelte a kinyerhetd maximalis fesziiltséget a
katalizator nélkiil mikddtetett beallitdssal szemben. A nikkellel bevont katdd esetén a legnagyobb
fesziiltség 330 mV volt, mig a nikkel nélkiili réz csupan 94 mV potencial kiilonbséget hozott létre.

A katoédfeliiletére vonatkoztatott fajlagos teljesitmény értékek 12-szeres ndvekedést
mutattak a nikkel bevonat hatasara. Az eredmények alapjan belathato, hogy a nikkel katalizator
alkalmazasaval ndvelhetd a MUC-rendszer hatékonysaga. Ez lehetdséget nyujt egy olcsd és
hatékony katéd koncepcié kialakitdsara, ami elengedhetetlen feltétel a mikrobidlis

lizemanyagcellak 1éptéknoveléséhez.

100 -
»-B,_ 20 Ni katalizatorral
E e Katalizitor nélkil
‘;Cf 60 -
|5
8 40 -
2
i% 20 -
E

(1] —_-__l—ﬁ%‘
0 50 100 150 200 250 300 350
Idg, dra

36. abra: Nikkel katalizator hatisa a MUC elektromos teljesitményére

A nikkel katalizatort hatékonysaganak kimutatdsara a szakirodalomban fellelhetd mas
katod katalizator konstrukciok eredményeivel 0sszehasonlitottam. Az dsszehasonlitast neheziti,
hogy a kutatok nem egységes lizemanyagcella rendszereket és beéllitdsokat alkalmaztak, igy a
teljesitmény értékek nagyban kiilonbozhetnek mas lizemeltetési feltételek fiiggvényében (pl.
mikrobak, hdmérséklet, szubsztratum, stb.).

Altalanossagban elmondhato, hogy a nemesfémek rendelkeznek legjobb Kkatalitikus
tulajdonsagokkal, igy az ezekkel a fémekkel végzett kisérletek fajlagos teljesitmény értékei
legalabb egy nagysagrenddel nagyobbak, mint az 4ltalam mért értékek (10. tablazat). A nagyobb
teljesitményt mutatd platina katalizatoros konstrukcidé (TRINH et al., 2009) iiresjarasi fesziiltsége
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kétszerese a nikkeles katddot haszndld6 MUC-rendszernek, mig fajlagos teljesitménye tobb, mint

hétszerese.

10. tablazat: A MUC teljesitményének dsszehasonlitasa korabbi tanulmanyok

eredményeivel
Katalizator Anéd Katod Uoc (mV) p (mW/m?) Hivatkozas
(L1U et al.,
Pt szénkendo Ni/W 510 680 2012a)
(ZENG et al.,
Ni/Mo/C grafit grafit 690 467 2012)
(TRINH et al.,
Pt szén-papir szén-papir 700 865 2009)
(HOSSEINI és
AHADZADEH,
Pd grafit Ti/Ti0; 500 200 2012)
Ni grafit Réz halo 450 90 Sajat adat

Uoc: a MUC liiresjarasi fesziiltsége; p: a MUC fajlagos teljesitménye

Ha azonban az anyagkoltések szempontjabdl is megvizsgaljuk az eredményeket, akkor a

nikkel katalizator sokkal kedvezdbb eredményeket mutat, mint a nemesfémek (11. tablazat).

11. tablazat: Katalizatorok koltségeinek és teljesitményének dsszehasonlitasa

Egység Pt-ra . .
Katalizator ktg m“l; m? vonatkoztatott ktg Ig%;‘;g?éoﬁgg;g Hivatkozas

EUR/g (EUR/g)/(EUR/g)p

Pt 175 800 1 4,571 TRINH et al. (2009)

HOSSEINI
Pd 126 200 0,720 1,587 ¢sAHADZADEH
(2012)
Ni 0,87 90 0,005 103,162 Sajat adat

P: a MUC fajlagos teljesitménye

A kivalasztott katalizator fémek arat a platina 4rara vonatkoztatva megallapithato, hogy a
platina kozel 500-szor dragabb a nikkelnél. A kordbban emlitett hivatkozasok teljesitmény értékei
alapjan lathat6, hogy a platinat hasznalva kozel 7-szeres elektromos teljesitmény varhat6 a
nikkelhez Osszehasonlitva. Ha a teljesitményértékeket az anyagkoltségekre vonatkoztatjuk,
feltlinik, hogy a nikkel katalizator koltséghatékonysdga 22-szerese a platindt haszndlo
rendszerekének és 65-szordse a palladium tartalmi katalizétort hasznalo6 MUC-nek. Ennek alapjan
megallapithatd, hogy a nikkel hasznalata alkalmas lehet katod kialakitasahoz, és az optimalassal
még ndvelhetd a teljesitménye, igy ezen eredmények hozzijarulhatnak a MUC-rendszerek

léptékndveléséhez és elterjedéséhez.
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6.4 UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

1.

Uj, vas-redukcion alapulé mikroba-szelektalo fotometrids médszert dolgoztam ki, amely
segitségével az adott mikroorganizmus elektromos éaramtermelése és elektronatadéasa
becsiilhetd. A modszer gyors, robusztus és nagy kapacitasu, alkalmazasaval a leendé MUC-
ben keletkezd aramstiriség a kovetkezé modellel leirhatd: dramsiiriiség = 46,77 AAssonm +

4,17, ha 10° TKE/ml beoltasi sejtkoncentraciot alkalmazunk (SZOLLOSI et al., 2015b).

Feltartam a Geobacter toluenoxydans DSMZ 19350 torzs szaporodas-kinetikai és elektromos
aramtermelése kozti 6sszefliggéseket natrium-acetat szubsztratum esetében. Megallapitottam,
hogy a szaporodasi-kinetika a LUONG modellel leirhato. Szubsztratum inhibicio figyelhetd
meg 2 g/l-nél nagyobb Na-acetat koncentraciok esetében, mind a mikroba szaporodasaban,
mind a Fe’’-redukcioban. A termékképzési (vas-redukcid) kinetika leirasira a HALDENE
modell bizonyult a legmegfelelébbnek. A szaporodas és a vas-redukcidé Osszefliggésének
leirdséra a LUEDEKING-PIRET modszer bizonyult alkalmasnak, ami szerint mind a szaporodasi
sebesség, mind a jelenlévd sejttomeg jelentdsen befolydsolja a vas-redukciot és ezaltal az

elektromos aramtermelést (SZOLLOSI ef al., 2015a).

Meghataroztam a Shewanella xiamenensis DSMZ 22215 torzs szaporodasi és vas(I1l)-
redukcios képességének 0sszefliggéseit, a szubsztratum hasznositasat, a tapadasi képességeit,
valamint az extracellularis, vezetoképes fehérje és riboflavin képzését. Vas(III)-citrat
elektronakceptort alkalmazva a malt6z és maltodextrin szénhidratok esetén szignifikdnsan
nagyobb mértékli vas(Ill)-redukcié figyelhetd meg, mint gliikéz, galaktéoz és laktoz
szubsztratumokon. Bebizonyitottam, hogy a mikroba képes megtapadni kiilonboz6 feliileteken
pl. a polisztirol, aluminium, acél vagy a grafit feliileteken. A legnagyobb sejttomeg a szalas
szerkezetli grafiton volt detektdlhatd. A tapkozeg wvas(Ill)-ionokkal vald kiegészitése
csokkentette a mikroba tapadasi képességét polisztirol feliileten. Megallapitottam, hogy
anaerob mintdk esetében a mikroba nagyobb mennyiségli extracellularis fehérjét és riboflavint
termelt, mint aerob koriilmények kozott. Tovabba, az exogén riboflavin adagolasa noveli a

mikroba elektromos dramképzését.

Uj tipusa elektromosan vezetSképes gél-elektrodot hoztam létre, ahol polianilin-alginat-
titindioxid-grafit gélbe rogzitettem az alkalmazott mikroba sejteket. Az (ij anoddal olyan MUC
konstrukciot hoztam Iétre, amely képes megnodvelt hatékonysaggal kiilonbozd modban

lizemelni (szakaszos, fél-folytonos és folytonos) (Szollosi et. al.: Formation of novel hydrogel
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bio-anode by immobilization of biocatalysts in alginate/polyaniline/titanium-dioxide/graphite
composites and its electrical performance in microbial fuel cell, Journal of Power Sources,

kozlés alatt, referencia szam: POWER-D-15-03121).
Sikeresen hoztam létre nemesfém nélkiili, nikkellel galvanizalt rézelektrodot, amely lég-

katodként funkcionalhat. Segitségével egykamras, mitkddd MUC konstrukcidk alakithaté ki,
amelyek bar kisebb teljesitményiiek, de kisebb koltségekkel megvaldsithatok.
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7. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A mikrobidlis lizemanyagcella technologia egyik meghatdrozo tényezdje a benne
alkalmazott mikrobakultura, amely felelds a tdpanyagokban kotott kémiai energia kozvetlen
elektromos energiava atalakitasaért. Az utdbbi évtizedben az intenziv kutatas ellenére még mindig
kevés ismeret all rendelkezésre mikrobak/mikroba kozosségek elektromos daramtermeld
tulajdonsagairdl, valamint azok elektromos aramtermelés szempontl szelekcidjarol. Az altalam
létrehozott gyors moédszer a mikrobak vas(Ill)-redukciojan alapul és nem igényel MUC
infrastrukturat a szelekciohoz. Az eljaras alkalmas egyidejiileg nagyszami mikroba faj/torzs
vizsgalatara, igy biztositva lehetdséget a kutatoknak a MUC technolégidban alkalmazhato
mikrobak korének bovitésére, valamint a kultirak elektromos aramtermelésének becslésére.

A szaporodasi- vas(IIl)-redukcids-, valamint a szubsztrdtum hasznositasi képesség, a
tapadasi- és biofilmképzési tulajdonsagok, az extracelluldris vezetOképes fehérjék és a redox
mediatorok termelésének vizsgdlata sordn szerzett ismeretek megfelelden hasznosithatok a G.
toluenoxydans és S. xiamenensis fajok kiilonb6z0 célu (szennyviztisztitasi vagy energiateremlési)
és kialakitdst MUC-rendszerekben val6 alkalmazasanal. Ezen informaciok nélkiilszhetetlenek az
esetleges tovabbi torzsfejlesztésekhez, amelyek sordn hatékony elektomos aramtermeld MUC
konstrukciok hozhatok létre. A S. xiamenensis DSMZ 22215 faj jol hasznositja a maltézt vagy
maltodextrint tartalmazo tapkozegeket. Ez a képesség alkalmassd teszi ezt a torzset olyan
rendszerben val6 alkalmazasra, mint nagy mennyiségli keményitdt tartalmazé szennyvizek (pl. a
sOripari, keményitdipari vagy akar papiripari szennyvizek) artalmatlanitasara.

Az elektromosan vezetdképes gél-andd konstrukcid az eddig altalanosan alkalmazott lap
elektrodokhoz képest jobb helykihasznalast biztosithat, mivel nagy fajlagos feliiletii, megndvelheti
az lizemanyagcella teljesitményét. A gél-matrix megfelelé védelmet nyujthat a befert6zddéssel
szemben is, igy létrehozhatok nem steril koriilmények kozott is monokultirds mikrobidlis
lizemanyagcella rendszerek. A gél-anddok megfelelden teljesitettek a kiillonbozd lizemeltetési
modokban, igy megfeleld alapot szolgdlhatnak a Iéptékndveléséhez, amely akar ipari
alkalmazashoz is vezethet. A nikkellel galvanizlt katod lehetdséget nyujt olyan egykamras MUC
kialakitas létrehozasahoz, amely nem igényel nemesfém katalizatort, mikdzben megfeleld
teljesitményt biztosit. Ez fontos tényez6 a gazdasigos és olcsé MUC rendszerek megalkotasahoz.
Osszegezve, PhD kutatidsom eredményei alapkutatds jellegiiek, de hozzajarulnak a MUC
technologia elterjedéséhez, igy bovitve az értékndveld szennyviztisztitasi lehetdségeket, valamint
tovabbi tavlatot nyithat mas tudomanyéagak szdmara, mint a diagnosztika, energetika vagy akar az

urkutatas szamara.
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8. OSSZEFOGLALAS

A mikrobidlis lizemanyagcella technologia egy gyorsan fejlodé és rendkiviil igéretes
alternativ energiaforrds és szennyvizkezelési lehetdség. Meg kell emliteni, hogy a mikrobak
elektromos 4ram termeldképességének kiaknazdsa nem ujkeletli gondolat. Az elsé redox
mediatorral miikodé mikrobialis iizemanyagcella az 1910-es években latott napvilagot és a 60-as
évek elején mar mediator nélkiili valtozatokat is létrehoztak.

Az elterjedését nagymértékben gatolja a 1éptékndvelés nehézsége. Tovabba a megoldandd
problémak koz¢ tartozik az anodtér teljes térfogatanak kihaszndldsa, a protonok intenzivebb
anodtérbol katddtérbe juttatdsa, a mikrobak és az elektrod kozti elektromos kapcsolat javitasa, az
elektromos fesziiltség novelése, a katodtér levegdztetésének elhagyasa, stb. Szintén problémat
jelent az alkalmazas szempontjabol, hogy a mikrobdk anyagcsere tulajdonsagai még torzsenként
is nagymértékben kiilonbozhetnek, ami nagy hatéssal lehet az tizemanyagcella teljesitményére. A
megfeleld termeld torzs(ek) kivalasztasa és fejlesztése nélkiildzhetetlen a sikeres mikrobialis
lizemanyagcella technologia kidolgozasaban. Tovabba, a kiilonboz6 mikroba fajok elektrogén
tulajdonsagainak megismerése, valamint 0j tipust elektrod kialakitasok elengedhetetleniil
fontosak egy stabil és nagy hatékonysagii MUC-rendszer 1étrehozasahoz. PhD kutatasomban ebbd]
a szempontbol ko zelitettem meg a MUC teljesitmény-novelését.

Megvizsgaltam kiilonb6zé mikroorganizmusok vas(IIl)-redukcios képességét metilén-kék
mediator jelenlétében és hianydban. Ez a képesség abban rejlik, hogy a mikrobak anaerob
kortilmények kozott az anyageseréjiikben képzett redukalt koenzimek regeneralasa soran képz6do
elektronokat a sejtfal kiils6 membran elektronlancan keresztiil a vas(Ill)-ionoknak adjak at.
Megfigyelhetd, hogy az extracellularis elektronok termelése szorosan kapcsolodik a
szaporodashoz (elsddleges anyagcsere termék), ugyanakkor a beoltasi sejtkoncentracid is
jelentésen befolyasolja a mikroba Fe*'-redukciojat. Megéllapitottam, hogy a Lactobacillus
plantarum kivételével minden vizsgalt mikroorganizmus jelentés Fe**-redukciét mutatott még
metilén-kék mediator hidnydban is, ami feltételezi a mikrobak extracellularis elektron termelését
¢s a tapkozegbe torténd szekrécidjat. Lactobacillus plantarum faj esetén csak metilén-kék
jelenlétében mutattam ki a Fe**-ionok redukcidjat, amely azt jelenti, hogy ez a faj nem képes
kozvetleniil, hanem csak medidtoron keresztiil atadni elektronjait sejten kiviili akceptoroknak.

Gyors szelektdlasi modszert dolgoztam ki, amelynek segitségével a kiillonb6z mikroba
torzsek MUC rendszerekben valé alkalmazhatosaga becsiilheté. A moédszer a mikrobak vas(III)-
redukcios képességén alapul. Megallapitottam, hogy szoros linearis korreldcié mutathato ki
(Modell 1) a mikrobak Fe**-redukci6ja, a beoltasi sejtkoncentracié és a termelt elektromos dram

kozott.
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Modell 1: 7=41,771x+ 0,726y + 1,513
ahol: z: fajlagos elektromos dramerésség (mA/m?), x: 460 nm-en mért abszorbancia valtozésa, y:
beoltasi sejtszam logaritmusa (TKE/ml).
Tovéabba megallapitottam, hogy ha a kezdeti sejtszam nagyobb, mint 10° TKE/ml, akkor szorosabb
Osszefliggés tapasztalhato a fajlagos elektromos dramtermelés és a mikrobés Fe**-redukcio kozott.
Ebben az esetben a modellbdl elhagyhatd a kezdeti sejtszam, igy a korrigdlt modell az aldbbi
egyenlettel (Modell 2) irhat6 le.
Modell 2: 7 = 46,04 x + 4,17
ahol: z: fajlagos elektromos aramerdsség (mA/m?), x: 460 nm-en mért abszorbancia valtozésa.
A modellek validalasahoz kiillonbozé Geobacter (G. sulfurreducens, G. toluenoxydans, G.
metallirenucens) és Shewanella (S. algae, S. japonica, S. woody) fajokat alkalmaztam. A vas(III)-
redukcids tesztben mért abszorbancia valtozésokat beillesztettem a létrehozott modellekbe és
osszehasonlitottam a mikrobak MUC-ben létrehozott fajlagos elektromos aramtermelésével és
elektromos kapacitdsokkal. Megallapitottam, hogy az 4ltalam kidolgozott modellek
alkalmazdsaval a mikrobialis {izemanyagcella elektromos daramerdssége megfeleléen
prediktalhato.

Megallapitottam két kevésbé ismert mikrobafaj elektromos aramtermelési tulajdonsagat. A
Geobacter toluenoxydans szaporodasvizsgalata soran Na-acetdt szubsztratumot alkalmazva
szubsztratum-inhibicidé I1épett fel 2 g/l-t meghaladé koncentracidk esetében. Ezt a szaporodasi
kinetikdt a LUONG modellel tudtam a leginkdbb leirni, amelynek kinetikai konstansai a
kovetkezOk: pmax = 0,033 1/6ra; Ks = 0,205 g/l; n=1,1; Smax = 3,10 g/1. A modell szerint a mikroba
nem szaporodik a 3,1 g/l-es koncentracional nagyobb natrium-acetatot tartalmazo tapkodzegben.

A mikroba Fe*'-redukcids tulajdonsagait tekintve, szintén szubsztratum-inhibiciot
figyelhettem meg 2 g/l-nél nagyobb Na-acetat koncentraciok esetében. Ebben az esetben HALDENE
modellt hasznilva sikeriilt a legkisebb hibaval leirni a vas-redukcios kinetikat: pPmax = 0,123 mg
Fe’'/ora, Ks = 0,184 g/l, Ksi = 1,104 g/l. Megéllapitottam, hogy a 1,104 g/l koncentracional
nagyobb mennyiségili Na-acetat szubsztratum mar gatlon hat a G. toluenoxydans mikroba vas(III)-
redukcidjara
A szaporodasi €s vas-redukcid Osszefliggését LUEDEKING-PIRET modszerrel vizsgaltam. Az
elemzés eredménye szerint mind a szaporodasi sebesség, mind a jelenlévd sejttomeg jelentOsen
befolyasolta a G. foluenoxydans vas-redukciojat €s ezaltal az elektromos dramtermelést.
Megvizsgaltam a Shewanella xiamenensis DSMZ 22215 torzs szubsztratum hasznositasat anaerob
kortilmények kozott vas(Ill)-ionok jelenlétében. A szaporodas-kinetikai kisérletek soran gliikozt
tartalmazo tapkozegekben gyorsabban szaporodtak a sejtek, mint maltézon, azonban a vas(III)-

redukcids tulajdonsadgot vizsgalva azt tapasztaltam, hogy intenzivebb vas(Il)-ionképzés
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detektalhaté maltdz szubsztratumon, mint glikkdézon. Tovabbd megéllapitottam, hogy az S.
xiamenensis szaporoddsa Monod modellel leirhat6 a kovetkezd konstansokkal:

gliikoz szubsztrdtum: umax = 0,121 1/6ra, Ks = 0,893 g/l

maltoz szubsztrdatum: Pmax = 0,096 1/6ra, Ks = 1,001 g/l
Maltéz és maltodextrin szubsztratumoknal szignifikansan nagyobb mértéki vas(I1I)-redukci6 volt
kimutathato, mint gliikéz, galaktoz és laktdz esetében. Lineweaver-Burk linearizacios modszerrel
meghataroztam a Shewanella xiamenensis vas(Ill)-redukcios kinetikai paramétereit glikoz és
maltéz szubsztritumon. Maltdz esetén a maximalis redukcids sebesség 73,6 mgFe®'/6ra, a Ks
pedig 0,196 g/l volt, mig gliikdznal a pPmax 62,5 mgFe**/6ra és a Ks 0,717 g/l volt.
A szaporodasi és vas-redukcios tulajdonsdgok dsszefliggését tekintve gliikozon csak a mikrobak
szaporodasa gyakorolt jelentds hatdst a vas-redukcidra, mig a maltdz esetében a sejtszam is
jelentdsen befolyasolta.

Megvizsgaltam a S. xiamenesis DSMZ 22215 torzs tapadési képességét kiilonbozo
természetil feliileten (polisztirol, aluminium, acél, grafit). Megallapitottam, hogy a mikroba képes
megtapadni az altalam vizsgalt feliileteken. A legnagyobb megtapadt sejttdmeg a szalas szerkezetii
grafiton, mig a legkevesebb a kevésbé érdes fémfeliileteken volt kimutathatd. A tapkdzeg vas(III)-
ionokkal val6 kiegészitése csokkentette a mikroba tapadasi képességét.

Vizsgaltam a mikroba elektromosan vezetképes fehérje és extracellularis flavin (redox-
mediator) termelését kiilonbozé koriilmények kozott (aerob, anaerob+Fe* és MUC). Anaerob
mintdk esetében nagyobb mennyiségli extracellularis fehérjetartalmat (2,47+0,05 pg/10’ TKE)
mértem és a fehérjék vezetSképessége (0,0267 mS/10” TKE) is jelentésen meghaladta az aerob
mintak elektromos vezetdképességét (0,0172 mS/107 TKE). Anaerob mintaknal szignifikdnsan
nagyobb mennyiségii flavintartalmat (8,38+0,05 ug/10” TKE) mértem a fermentlében, mint az
aerob mintak esetén (0,17+0,01 pg/10” TKE). Ez az eredmény megerdsiti a feltételezést, hogy a
flavin vegyiileteknek jelentds hatdsa van a mikrobdk elektronldncénak kialakitasaban. Oldott
oxigén jelenlétében a termindlis oxidacid a sejten beliil végbe megy, igy nem sziikséges a
mikrobdknak medidtor vegyiileteket szintetizdlni. Tovabba bebizonyitottam, hogy az exogén
riboflavin adagolasa ndveli a mikroba elektromos dramképzését.

Mikrobialis lizemanyagcella konstrukcio fejlesztését is elvégeztem, mind az andd mind a
katdd esetében. A vezetdképes gél létrehozdsdhoz alginat-polianilin kopolimert és grafitport
hasznaltam. Megallapitottam, hogy 0,01 g/ml koncentracidjii anilin hozzdadasa hatszorosara
novelte a gél-elektrod vezetdképességét (3,4 S/mm-rél 21,5 S/mm-re), mig 0,02 g/ml PANI
hatasara 10-szeresre novekedett a modositott gél vezetdképessége (35,5 S/mm-re). 0,03 g/ml
grafitpor mennyiség 27,8 S/mm-re, mig 0,05 g/ml grafitpor 10-szeresére (3,4 S/mm-rdl 33,3

S/mm-re) novelte a gélek vezetOképességét. A polianilin és grafitpor egyidejii alkalmazéasa
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szignifikansan megnovelte az elektrod vezetoképességét. 0,01 g/ml PANI és 0,03 g/ml grafitpor
egyiittesen 22-szeres vezetOképesség novekedest okozott, mig tovabbi koncentracié ndvelés, 0,05
g/ml grafitpor és 0,02 g/ml PANI koncentracio, 105-sz6ros elektromos vezetOképesség valtozast
(3,4 S/mm-r8l 366 S/mm-re) eredményezett. Azt tapasztaltam, hogy tovabbi vezetdképességet
noveld anyag hozzdadasa a gél-szerkezet stabilitasanak, flexibilitdsanak jelentds csokkenését
okozta.

Létrehoztam olyan MUC rendszert, amely alkalmazta a vezetéképes gél-anddot rogzitett
mikrobakkal (Shewanella algae DSMZ 9167 torzs). Bizonyitottam, hogy a MUC képes volt
szakaszos, fél-folytonos és folytonos lizemli miikodésre. Szakaszos iizemben az elektromos
hozzdadas hatdsira, ami az lizemanyagcella fajlagos teljesitményének két- és haromszoros
novekedését jelenti (1,45 W/m’-rél 3,02 és 4,39 W/m’-re valtozott). 0,05 g/ml koncentraci6
grafitpor hozzdadésa a cella elektromos fesziiltségét kétszeresére (0,17 V-r61 0,34 V-re) és fajlagos
teljesitményét négyszeresére novelte (1,45 W/m’-rél 5,77 W/m’-re). Tovabba a polianilin és
grafitpor egyiittes alkalmazisa szintén nagyobb elektromos teljesitményt eredményezett a
mikrobidlis {lizemanyagcelldkban. 0,02 g/ml PANI ¢és 0,05 g/ml grafitpor hozzdadas
haromszorosara ndvelte a MUC elektromos fesziiltségét (0,17 V-rél 0,44 V-re), és tobb mint
hétszeresére a fajlagos teljesitményét (1,45 W/m?-rél 9,86 W/m’-ra).

Fél-folytonos izemmoddban a beoltdst kovetd iddintervallumban az aramtermelés folyamatosan
novekedett. Miutén a teljesitmény elérte a maximumat (7,88 W/m®) az dramtermelés gyorsan
csokkent a szubsztritum fogyas hatdsara. Az Uj tdpanyag hozzdaddsa a mikrobidlis
iizemanyagcella elektromos aramtermelését ismét megnovelte.

Folytonos iizemmodban is miikddtettem a gél-elektrodos MUC-6t. Azt tapasztaltam, hogy a
betaplalasi sebesség 0,5 ml/orar6l 2 ml/érara torténd emelése 2,5-szOrdsére nodvelte az
iizemanyagcella fajlagos teljesitményét (0,81-r81 3,55 W/m’-re). 3 ml/ords szubsztratum
betaplalasa az elektromos dram képzés maximumat (7,92 W/m®) eredményezte és ez az érték stabil
maradt a mérés végéig (3 napig). Megallapitottam, hogy a betaplalasi térfogataram tovabbi
emelése mar nem novelte jelentdsen az elektromos aramtermelést, azonban a maximalis
teljesitmény hamarabb volt elérhetdé. A gélek mikroba-visszatartdsa megfeleld volt, nem volt
tapasztalhat6 a baktérium sejtek kimosddéasa. Az altalam létrehozott 1j MUC-rendszer lehet8séget
nyujt folytonos technologia kialakitdsara, valamint védelmet nyujt a befert6zddés ellen.

Nemesfém alapu 1ég-katdd katalizator helyettesitése céljabol réz elektrodra galvanizalt
nikkelt alkalmaztam. A létrehozott katdd-katalizator konstrukcid megfeleléen miikodott
egykamras mikrobidlis {izemanyagcella rendszerben. A nikkellel bevont katdéddal a legnagyobb

fesziiltség 330 mV volt, 90 mW/m? fajlagos teljesitmény mellett. Béar a termelt elektromos aram
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mennyisége még nem érte el a nemesfém katalizatorok esetében kapott eredményeket, a fajlagos
koltségeket tekintve kedvezdbb lehet ez a kialakitas.
Elért eredményeim tudomdnyos ¢és technologiai alapkutatisok, de megitélésem szerint

hozzajarulnak a mikrobidalis tizemanyagcella technologia fejlesztéséhez.
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9. SUMMARY

Microbial fuel cell (MFC) technology is a rapidly evolving and a very promising energy
source alternative. This technology also has its advantages in the wastewater treatment processes.
The history of electric current generation using microbes roots back for more than a hundred years.
The first redox mediator aided MFC was created in the 1910’s, mediator free MFCs started to
appear in the 60’s.

Despite of its recognized advantages the spread of the MFC technology is limited by the
difficulty of scaling up to industrial sizes. The main limiting issues are the large volume of anode
chamber that also requires a lot of space, the proton transport enhancement to the cathode chamber,
the electron transport enhancement between microbes and electrodes, the gas emission and
aeration of the cathode chamber, efc. The other limiting factor to the wide spread of the MFC
technology is the microbial diversity and the metabolic diversity between strains that affects
efficiency. The selection and improvement of the proper strain is essential for the creation of a
successfully operating fuel cell technology. Furthermore the information about the electrogenic
properties of different species and strains and the “know how” of a new type of electrode
manufacturing are essential to build a stable and high performance MFC-system. In my PhD work
I studied and made a performance improvement in this sense.

I examined the iron(I1I)-reduction capability of different microorganisms with and without

methylene-blue mediator. This redox phenomena is performed through the donation of electrons
to extracellular iron(IIl) ions through the coenzyme regeneration electron transport chain at
anaerobic conditions on the outer cell membrane. It is a well-known fact, that the production of
extracellular electrons is strongly correlated to the microbial propagation (primary metabolite),
and the Fe**-reduction is significantly influenced by the microbial cell concentration. I experienced
that, except of Lactobacillus plantarum, all of the examined microbes showed relevant Fe**-
reduction in the presence and in the absence of redox mediators as well. This phenomenon
proposes the production of electrons and their secretion into the extracellular matrix. In case of
Lactobacillus plantarum species Fe’'-ion reduction was detected only in the presence of
methylene-blue, which means, that this strain could not directly transports it’s electrons to
extracellular acceptors.
I developed a rapid screening method for the estimation of the adequacy properties of different
bacterial species in MFC systems. The method is based on the iron(I1I)-reduction capability by the
selected microbes. I found a strong linear correlation between the microbial Fe**-reduction (Model
1), the cell count of the inoculation and the generated electricity.

Model 1: z=41,771x+ 0,726y + 1,513
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where: z: electric current density (mA/m?), x: absorbance change on 460 nm, y: logarithm of initial

cell count (CFU/mL).
I also found that the inoculation with a higher cell count (10° CFU/mL) provides simpler, thus
more elegant models. In this case the initial cell count is negligible that it can be left out from the
model. The modified model is the following (Model 2).

Model 2: 7 =46,04 x + 4,17

where: z: electric current density (mA/m?), x: absorbance change on 460 nm.
In order to validate the models different Geobacter (G. sulfurreducens, G. toluenoxydans, G.
metallirenucens) and Shewanella (S. algae, S. japonica, S. woody) species were applied. The
absorbance change results due to the iron(IIl)-reduction in the assays were inserted in the created
models and they were compared to the electric current density and capacity results of the MFC.
My conclusion, according to the data, is that the method with the application of my models is an
adequate procedure to predict the microbial electricity generation in MFC systems.

I determined the electric current generation properties of two barely-known bacterial
species. During the experiments and the data evaluation from the propagation properties of
Geobacter toluenoxydans a substrate inhibition kinetic was discovered when higher than 2 g/L
sodium-acetate concentration was applied. This propagation kinetics can be described by the
Luong model, with the following kinetic constants: pmax = 0.033 1/h; Ks = 0.205 g/L; n=1.1; Smax
= 3.10 g/L. The microbe could not propagate when the medium contains higher Na-acetate
concentration then 3.1 g/L.

In case of the Fe**-reduction also substrate inhibition kinetics was discovered when

sodium-acetate concentration reaches a higher level than 2 g/L. In this case the Haldene model
could be used to describe the iron-reduction kinetics with the smallest error: pfmax =
0.12 mg Fe*'/h, Ks = 0.18 g/L, Ksi = 1.10 g/L. I concluded, that Na-acetate concentrations, higher
than 1.104 g/L strongly inhibit the iron-reduction ability of G. toluenoxydans.
The correlation between microbial propagation and iron(Ill)-reduction was tested and evaluated
by the Luedeking-Piret method. According to the results both the growth rate and the number of
the starter cell count have relevant effect on the iron(Ill)-reduction, this way causing the electricity
generation.

In case of Shewanella xiamenensis DSMZ 22215 strain a comprehensive electrogenic profile
analysis was performed. I studied the substrate utilization of this strain at anaerobic condition in
presence of iron(IIl)-ions. During the propagation kinetic experiments I experienced higher cell
growth rates with glucose containing media, then the similar experiences were found with maltose
too. Although when iron(I1I)-reduction kinetics was evaluated the production of iron(II)-ions were

more intense with the maltose containing media, then with glucose. Furthermore I conclude, that
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the propagation of S. xiamenensis can be described by the Monod model with the following
constants:
glucose substrate: pimax = 0.12 1/h, Ks = 0.89 g/L
maltose substrate: umax = 0.096 1/h, Ks = 1.0 g/L

Using maltose or maltodextrin substrates significantly higher iron(III)-reduction was detected,
than with glucose, galactose or lactose. I determined the parameters of iron(III)-reduction kinetics
of S. xiamenensis with glucose or maltose substrates using Lineweaver-Burk graphical method. In
case of maltose substrates the maximal reduction rate and Ks were 73.6 mgFe®"/h and 0.196 g/L,
respectively, while in case of glucose the values were 62.5 mgFe?"/h and 0.717 g/L respectively.
The evaluation of correlation between iron-reduction and growth properties suggested that only
the growth rate had a relevant effect on the iron-reduction when using glucose substrate, while
with maltose substrate both growth rate and the number of residing microbes has significant effect.

The adhesive properties of S. xiamenesis DSMZ 22215 strain were also tested on different
surfaces such as polystyrene, aluminum, stainless steel and graphite. According to the results I
confirmed the adhesive property of the microbe on various surfaces like polystyrene, aluminum,
steel or graphite. The highest attached cell count was detected on the graphite plate having fibrous
structure, while on less rough metal surfaces, the adhesion was significantly lower. The addition
of iron(II)-ions to the nutrient broth relevantly decreased the adhesive properties of the microbes.
The production of electrical conductive proteins and extracellular flavin materials (redox shuttle)
of the microbe was also studied under different incubation conditions (aerobic, anaerobic+Fe**,
MFC). In case of anaerobic samples significantly higher quantity of extracellular proteins
(2.47£0.05 pg/10’ CFU) were found and the electric conductivity of the proteins
(0.0267 mS/107 CFU) were appeared to be considerably higher than the conductivity of aerobic
samples
(0.0172 mS/10” CFU). In case of anaerobic samples significantly higher quantity of flavin content
(8.38+0.05 pg/10” CFU) was measured in the extracellular matrix, than in case of aerobic
incubation (0.17+0.01 pg/10’ CFU). These results confirm the assumption that flavin type
materials have relevant effect on the creation of electron chain of the microbes. In the presence of
dissolved oxygen the terminal oxidation takes place intracellularly, therefore the synthesis of
shuttle molecules are not necessary. This assumption was confirmed by the fact, that addition of
exogenic riboflavin to the medium has significantly increased the electricity production of the
microbe.

I performed engineering of anode and cathode structure as well. Alginate-polyaniline
copolymer and graphite powder were used to create an electrically conductive gel-type electrode.

My conclusion is that already a 0.01 g/mL of aniline could boost the electric conductivity to 6-
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folds higher (from 3.4 S/mm to 21.5 S/mm), while 0.02 g/mL addition of PANI increased the
conductivity of the gel-electrode 10-folds higher (to 35.5 S/mm). 0.03 g/mL concentration of
graphite powder increased the electric conductivity to 27.8 S/mm, while 0.05 g/mL graphite
powder to 33.3 S/mm of the modified gels. The simultaneous application of PANI and graphite
powder significantly increased the conductivity of the electrode. 0.01 g/mL PANI and 0.03 g/mL
graphite powder showed a 22-folds higher conductivity increase, while further addition of these
materials such as 0.05 g/mL graphite powder and 0.02 g/mL PANI concentrations increased the
electric conductivity 105-folds higher (from 3.4 S/mm to 366 S/mm). Further addition of these
compounds caused a considerable decrease of stability and flexibility of the gel-structure. I created
an MFC system, which utilized the conductive gel-anodes filled with electrogenic culture
(Shewanella algae DSMZ 9167). 1 tested the application of this system in batch, semi-continuous
and continuous operation modes. In batch operation the voltage increased 1,5-folds higher in case
0f 0.01 g/mL and almost double in case of 0.02 g/mL aniline concentrations, which meant a two
and three times higher power-density in the fuel cell (from 1.45 W/m?® to 3.02 and to 4,39 W/m’®).
When adding 0.05 g/ml graphite powder, the voltage of the cell increased to almost the double of
the former 0.17 V to 0.34 V, and a 4-times higher power-density (from 1.45 W/m?® to 5.77 W/m?)
was detected. The simultaneous application of polyaniline and graphite caused the increase of
electric performance of the MFC as well. The addition 0f0.02 g/mL PANI and 0.05 g/mL graphite
resulted in a 3-folds higher voltage production (from 0.17 V to 0.44 V), and in a more than 7-folds
higher power-density (from 1.45 W/m’ to 9.86 W/m?). In semi-continuous operation mode, soon
after the inoculation the electricity production constantly increased. When the electric power
reached its maximum (7.88 W/m?®) the electricity production started to decrease rapidly due to the
substrate depletion. The replacement of the nutrient media turned around the process increasing
the electron production in the MFC.

I tested the gel-electrode MFC in continuous operation mode as well. I observed that the
increase of feed rate from 0.5 mL/h to 2 mL/h resulted in a 2.5-folds higher power-density of the
fuel cell (from 0.81 to 3.55 W/m®). Having a feed rate of 3 mL/h substrate, the maximum of the
electricity performance was reached at 7.92 W/m’®. This value showed to be stable during the 3
days experiment. I found that the further increase of feed rate did not change considerably the
electric performance of the MFC, however the maximum power-density could be reached earlier.
The retention of microbes in the conductive gels were also sufficient, since no microbe wash out
could have been detected. This electrode type provides the possibility to create a continuously
operated MFC system, which protects the microbes from the infections.

In order to replace noble metal containing cathode constructions a nickel coated electrode on a

copper carrier was created. This new cathode construction worked properly in a single chamber
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MFC system. The cathode coated with nickel generated 330 mV voltage, and the power-density
was 90 mW/m?. The quantity of the produced electric current did not reach the performance of the
noble metal constructions, however the specific costs of this new cathode catalyst are more
favorable.

With my new scientific results I present the basics of the technology, these results also have a

relevant contribution to the development of the microbial fuel cell technology.
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