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1. Bevezetés

A vilagon az aluminiumbol késziilt termékekre egyre nagyobb a kereslet, hiszen
konnytifém, nagy szilardsdggal rendelkezik, jol megmunkalhato, igy elengedhetetlen az
autogyartasahoz, az épitdiparban konnyl szerkezetek kialakitasdhoz, illetve csomagoldipari
felhasznalashoz. Az aluminium-oxidot (timfoldet), mely az aluminiumgyéartas alapanyaga,
bauxitbdl Bayer-eljaras segitségével allitjak eld, melynek hulladéka a vorosiszap. Ez az
erésen lugos, magas fémtartalmt hulladék potencialisan karos hatdssal van a kornyezetre
€s az egészségre. Tarolt mennyisége évente jelentés mennyiségben, 120-150 millio
tonnaval novekszik, jelenlegi mennyiségét 4 milliard tonnara becslik. Téroldsa nagy
foldtertiletet foglal el, nem megfeleld elhelyezése esetén talaj-, illetve talajvizszennyezést
okozhat. Mennyisége, vas- és tapelemtartalma, illetve kritikus nyersanyag-tartalma miatt is
egyre nagyobb figyelmet forditanak a masodlagos nyersanyagként valo felhasznalas
kihasznalhatosagara. Tobbféle technologiai eljarast, példaul gravitacids szeparacio,
bioldgiai kioldas, szulfatalas-porkolés-lugozas alkalmaztak mar, ezek altalaban 1-2 fém,

példaul vas, titan, szkandium visszanyerésére dsszpontositottak.

A vorosiszap magas pH-értéke €s sotartalma miatt extrém €l6helynek szamit, illetve ezen
kiviil az él6lények szamara toxikus fémeket tartalmaz és alacsony a szervesanyag tartalma.
Ennek ellenére sajat mikroflordval rendelkezik, extremofil mikroorganizmusokat
izolalhatunk beldle, amelyek ebben a sz¢élsdséges kornyezetben is megélnek, mint példaul
halofil vagy halotolerans (nagy sokoncentraciot tiir6) és alkalofil vagy alkalitolerans (magas
pH-t tiir6) mikrobak. Ezeknek az él6lények olyan tulajdonsagait hasznalhatjuk ki az
iparban, mint példaul magasabb hozam termelése, toxikus anyagok lebontasa vagy akar

enzimkészletiik lugos eljarasokban val6 alkalmazasa.

Kutatasom célja gordg €s magyar vordsiszapbdl olyan mikroorganizmusok izoldldsa és
DNS-alapti azonositdsa, melyek potencialis biotechnologiai hasznositasra lehetnek
alkalmasak. Az izolalas soran létrehozott torzsgylijteménybdl hat mikroba torzs (harom
baktérium €és harom gomba) pH-, so-, illetve homérseklet-tiir6képességének, szerves sav,
exopoliszacharid (EPS) és sziderofor termelésének vizsgalatat végeztem, melyek a
késobbiekben alkalmasak lehetnek értékes fémek bioldgiai kioldaséara akar a vorosiszapbol

magabol is.



2. lrodalmi attekintés

Az irodalmi attekintés sordn bemutatom a vorosiszap keletkezését, tulajdonsagait és
Osszetételét. Attekintést irok a vordsiszap felhasznalasardl, hasznositasardl, amelyeket a
mennyiségének csokkentése érdekében alkalmaznak. Bemutatom a vordsiszap mikroflorajat,

az eddigi kutatasok sordn talalt torzsek is felsoroldsra keriilnek.

2.1. Vorosiszap keletkezése, tulajdonsagai,
osszetétele

A vOrosiszap a bauxit ércbdl torténd timfoldgyartas soran natrium-hidroxiddal magas
nyomason torténd melegités utdn visszamaradt ligos, magas fémtartalmi hulladék. A
timfoldgyartas f6 ipari technologidi kozé tartozik a Bayer-eljards, a vilagon megtalalhato

vorosiszap 90%-a a Bayer eljarasbol szarmazik.

A bauxit f6 alkot6i kozé tartoznak az aluminiumasvanyok, vasasvanyok, titanércek, illetve
szilikatok, mely kozetnek két tipusat kiillonboztetjilk meg: lateritbauxit €s karsztbauxit. A
feldolgozas sordn a bauxitot tomény lugban magas hdmérsékleten és nyomdson tarjak fel, az
érc tipusatol fliggden (laterites bauxit: 130—140 °C, 1-3 atm nyomas; karsztbauxit: 200-240
°C, 3—6 atm nyomas). Ennek kovetkeztében az aluminiumasvanyok mellett szilicium-dioxid és
titan-dioxid is reagdl a luggal, igy aluminatlug képzddik, melyben kiilonb6z6 mennyiségii
szodalit és natrium-titanat is jelen lehet. Az aluminatligot Dorr-iilepitékben két anyagaramra
valasztjak szét, az egyik az aluminatlug, mig a masik pedig a nem oldddott alkotokat tartalmazo
vordsiszap, melyet tobb 1épcsdben mosnak annak érdekében, hogy ligmentesitsék. A mosast

kovetden kivezetik a vOorosiszap tarolokba. Az eljaras folyamatat az 1. dbra szemlélteti.

Az aluminatligbol hiités, nyomascsokkentés hatasara levalasztjak az aluminium-hidroxidot,
melyet AI(OH)s oltokristaly adagolasaval segitenek eld, majd hékezeléssel timfolddé alakitjak
at. Az oldatban maradt NaOH-ot beparlast kovetéen visszavezetik a folyamat elejére a

feltarashoz (Szépvolgyi és Kotai, 2011).



Minden tonna timfold eldallitasakor 0,8—1,5 tonna vorosiszap keletkezik. A timfoldgyartas
gyors litemi fejlédése miatt a vilagon felhalmozott mennyisége meghaladta a 4 milliard tonnat
¢s az ipar megfeleld kiszolgalasa érdekében évi 120—150 milli6 tonnaval né a mennyisége (Pan

et al., 2023a).
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1. dbra: Bayer-eljaras folyamatabraja (https://korinfo.hu/en/node/13182)

A vorosiszap fizikai tulajdonsagai koziil emlitésre méltd, hogy az agyaghoz viszonyitva
nagyobb nedvességtartalommal rendelkezik, jobb a vizmegkotd képessége, illetve erdsebb a
kationcseréld kapacitasa is. A vordsiszap fajlagos feliilete eltérd lehet az ércben talalhato
asvanyi anyagok eloszlasanak, illetve racsszerkezetének kiilonbozdségei miatt, viszont jo

adszorpcios tulajdonsagait kihasznalva gyakran alkalmazzak nehézfém-ionok megkotésére.

Kémiai tulajdonsagai az dsvanyi anyagok Osszetételétdl, illetve az aluminium-oxid kinyerési
folyamatatol is fligg. A kiilonb6z6 orszagokban kiilonboz6 dsszetételll bauxit van jelen, melyet
az 1. tablazatban szemléltetek. A komponensek eloszlasa a legnagyobbtol a legkisebb
mennyiségig: Fe203, Ca0, TiOz, SiO2, Al203, Na2O (Pan et al., 2023Db).


https://körinfo.hu/en/node/13182

1. tablazat: A vilag kiilonbozé orszdagainak vorésiszap mintdiban taldalhato f6 komponensek (wt%) (Pan et al., 2023a)

Orszag Fe20s3 CaO TiO2 SiO2 Al203 Na20O

Gorogorszag 40-50 10-20 4-8 5-10 15-25 <4
Magyarorszag RIS 6-20 2-6 7-15 11-15 3-10
Ausztralia 35-60 <4 3-7 5-25 15-24 1-10
Németorszag 25-45 2-4 9-15 5-10 16-25 5-10
Olaszorszag 30-40 1-8 4-12 4-10 8-20 5-15
Spanyolorszag [0 4-6 20-25 5-10 10-20 4-5

2.2. Vorosiszap felhasznalasa, hasznositasa

A vorosiszap globalis hasznositasi aranya 15%, mely a magas termelés €s alacsony felhasznalas
mellett hatalmas foldteriileteket foglal példaul a mezdgazadasi teriiletekb6l. Felhasznalhato az
¢pitéiparban, masodlagos nyersanyagként fémek kinyerésére, katalizatorként a vegyipar
terliletén, a kdrnyezetvédelemben adszorbensként a vizkezelésben vagy fémekkel szennyezett
talajok kezelésében, mikroorganizmusok altal végrehajtott fémek bioldgiai kioldasara, talajok
javitasara.

A voOrdsiszap a kornyezetvédelemben is hasznosithato, példaul szennyviztisztitasban, ahol
nehézfémek, fenolok és festékek eltavolitasara alkalmazzak. A vordsiszap alacsony koltségii és
er6s adszorpcios képességili, amely savazassal, hdkezeléssel vagy szintézissel kezelve

hatékonyan csokkenti a masodlagos szennyezést (L. Wang et al., 2019).

Fémek altal okozott talajszennyezés esetén is alkalmazhatd, mivel a fémek kémiai
stabilizalasaval torténé immobilizalast segiti eld, ennek koszonhetden felhasznalhatod
remediacids technoldgidkban. A vordsiszapnak kdszonhetden a fémek immobilizélt, vizben
oldhatatlan, nem szallithato, illetve biologiailag nem hozzaférhetd formaban maradnak, ezaltal
kisebb kockazatot jelentenek (Feigl et al., 2012). A bauxitmaradvany talajjavité hatasu anyag a
savas talajok (homok) szamara, hiszen semlegesiti a pH-értékét a benne talalhaté magas CaCOs
tartalom, amely noveli a talaj pufferteljesitményét. Ezen kiviil javitja a talaj textarajat, illetve

noveli a vizmegkotd képességét is (Ujaczki et al., 2016).

A fémek visszanyerésére egy zoldebb és olcsobb megoldas a bioldgiai kioldas, amelyet autotrof

¢és heterotr6f mikroorganizmusok végezhetnek. Az autotréf mikrobdk szervetlen savak



jelenlétében biooxidacios-redukcios ciklusokkal mobilizaljdk az elemeket. A heterotrof
mikrobdk szerves savakat (példaul almasavat, citromsavat, borostyankdsavat) termelnek, €s
kelatok képzésével oldjak fel a fémvegyiileteket (Pedram et al., 2020). Az autotrof biologiai
kioldasra képes faj az Acidiferrobacter thiooxydans, Acidithiobacillus albertensis, mig
heterotr6f mikrobakra példa a Pseudomonas putida, Aspergillus niger, Penicillium

chrysogenum (Sarkodie et al., 2022).

A biologiai kioldas soran a szerves savakat termeld mikroorganizmusok két f6 mechanizmust
hasznalnak: acidolizist és komplexolizist. Az acidolizis, vagy proton-indukalt fémszolitacio,
kozvetett kioldasi folyamat, amelyben a mikrobdk protonokat szabaditanak fel az asvany
feliiletérol, igy a fémionok levalnak és oldodnak. Az erdsebb savak tobb protont termelnek, ami
novelheti a kioldasi sebességet. Ez a gyors és gyakori mechanizmus kiillonosen gombak ¢€s
heterotrof baktériumok esetében jellemz6 (Sarkodie et al., 2022), mint példaul Acidiphilium sp.
(Yang et al., 2013). A komplexolizis, vagy ligandum-indukalt fémszolitacio, az acidolizissel
egylittmiikddve egyensulyba hozza a fémionokat az oldatban. Ebben a folyamatban mikrobialis
kelatorok és fémek kozott komplexek képzddnek az dsvanyok felszinén, eldsegitve a fémek
felszabaduléasat és a kationos komponensek kivondsat az asvanyi racsbol. A {6 fémkelatorok
alacsony molekulatomegli szerves savak, mint a citrat, oxalat és gliikonat, amelyeket a
mikroorganizmusok bocsatanak ki (Cornu et al., 2017). A komplexképzddésre példak: az
oxalsav komplexet képez az aluminiummal, vassal és magnéziummal, vagy a citromsav a
kalciummal és magnéziummal képes komplexet képezni. A kioldasi sebességet a szerves sav
komplexitasa és a komplex stabilitisa befolydsolhatja. A komplexolizisben részt vevod
mikroorganizmusok példaul Bacillus megaterium, Pseudomonas aeruginosa (Sarkodie et al.,
2022).

2.3. Vorosiszap mikrofléraja

A vorosiszap extrém ¢€léhelynek szamit, mivel magas pH-érték és sotartalom jellemzi, illetve
toxikus fémek talalhatoak benne, rossz vizmegkdtés, szervesanyag és szdmos tapanyaghiany
korlatozhatja a mikrobialis novekedést, illetve vegetacio kialakulasat (Krishna et al., 2014).
Ennek ellenére sajat mikrofloraval rendelkeznek, melyek extremofil él6lények (Feigl et al.,
2024). A szé€ls6séges kornyezetek egyedi Okoszisztémat képviselnek, olyan kornyezetben
léteznek, ahol a fizikai vagy kémiai paraméterek a legtobb €l61ény szdmara tipikus tartomanyon

kiviil esnek (Y. Wang et al., 2024), ezeken a teriileteken extrém koriilmények uralkodnak, mint



példaul sotartalom (halofilek: 0,5-5,2 M NaCl), hémérséklet (pszikrofilek: -20 °C-20 °C,
termofilek: 60-115 °C), pH (acidofilek: pH < 4, alkalofilek: pH > 9) (Feigl et al., 2024).

2.3.1. Vorosiszapban talalhaté mikroorganizmusok

Els6ként kanadai vorosiszapbol izolaltak egy alkalofil torzset, Evensella vedderi (eredeti nevén:
Bacillus vedderi) néven, melynek optimalis novekedési hémérséklete 40 °C, optimalis pH-érték

10, sotiirése maximum 7,5 w/v% (Agnew et al., 1995).

Az alkalofil mikroorganizmusok optimalisan vagy nagyon jol ndvekednek 9-es pH-érték felett
(gyakran 10-12 pH-értékek kozott), illetve lassan vagy nem képesek novekedni a 6,5-6s, kozel
semleges pH-értéknél (Horikoshi, 1999). El6fordulnak obligat alkalofilek, melyek nem tudnak
jol novekedni 8-as pH-értéken vagy az alatt, vagy fakultativ alkalofilek, melyek jol novekednek
8-as pH-n, illetve az alatt. Az alkalitolerans mikroorganizmusok optimalis novekedése 8-as pH

alatt torténik, de képesek lugos pH-n is novekedni (Feigl et al., 2024).

Sokféle alkalofil mikroorganizmust izolaltak kiilonb6z6é kornyezetekbdl, beleértve az extrém,
illetve nem extrém él6helyeket is, koztiik azonositottak Bacillus, Micrococcus, Pseudomonas,
Streptomyces nemzetségbe tartozo baktériumokat, illetve az eukaridtdk koziil élesztoket,
fonalas gombakat is (Horikoshi, 1999). Anaerob termofil alkalofileket is izolaltak példaul
Yellowstone Nemzeti Parkbol szarmazo viz- és talajmintakbol, melyek Gram-pozitiv, palca

alaku baktériumok optimalis ndvekedési hdmérséklete 57 °C, pH-értéke 8,5 (Engle et al., 1995).

A sejteknek az extrém koriilményekhez adaptalodniuk sziikséges, alkalmazkodési stratégiat
alakitanak ki. Az alkalofil szervezetek negativ toltésti, savas masodlagos sejtfallal

rendelkeznek, natrium- és kalium antiportereket alkalmaznak, illetve savakat termelnek (Coker,
2023).

A vorosiszapban talalhatdé magas sotartalomnak koszonhetéen halotolerans alkalofilek is
megjelenhetnek az izolalt fajok kozott (Krishna et al., 2014). A halofil mikroorganizmusok két
stratégiat alkalmaznak az adaptaciohoz: sokiliritést és sofelvételt. Az acidofilek és alkalofilek
sokiliritok, amelyek nagy mennyiségli szerves ozmolitot termelnek és halmoznak fel, hogy
egyensulyt teremtsenek a membran két oldala kozott. Ez energiaigényes folyamat, de az
ozmolitokat csokkend sotartalom esetén Ujra hasznosithatjak energiaforrasként. A sofelvevok
stabil sotartalmii kornyezetben élnek, és sejtmembranjukon beliil 3 molaris vagy annal

magasabb ionkoncentracioval rendelkeznek (Coker, 2023).



2.3.2. Vorosiszap metagenom elemzése

Elséként az indiai voOrosiszap biologiai sokféleségét vizsgaltdk, ahol a tenyészthetd
baktériumokat 16S rDNS szekvenalassal elemezték, illetve a nem tenyészthetd baktériumok
esetén a voOrdsiszapbol DNS-t vontak ki és 16S rDNS klon konyvtarat hoztak létre. A
bauxitmaradvanybdl 10 baktériumfajt izolaltak, melyek mindegyike alkalitolerans, egy vagy
tobb enzimaktivitasra pozitivak voltak, képesek szerves savak termelésére, illetve képesek

széles spektrumt szénalapu szubsztrat oxidalasara (Krishna et al., 2014).

Braziliaban 3 Bacillus torzset izolaltak: B. cohnii, B. pseudofirmus, B. clarkii (Nogueira et al.,
2017). Indiaban Trichoderma szelektiv taptalajon 5 morfologiailag kiilonb6zé gombat
izolaltak, melyek kiilonb6z6 szintii tolerancidt mutattak a kiilonb6z6 nehézfémekkel. Ebbdl a
T. asperellum az egyik identifikalt faj, amely egy erdsen sds-ligos bauxitmaradvanyokkal
szennyezett teriileten fejlodé bermudafii gyokérzonajabol izolaltak (Anam et al., 2019).
Kinaban Bacillus torzseket izolaltak, B. thuringiensis (Wu et al., 2019), illetve B.
alkalicellulosilyticus torzset (Liu et al., 2021). A gomba torzsekkel kapcsolatban kevesebb
publikacio talalhato, a fent emlitett T. asperellum fajon kiviil két Penicillium torzset izolaltak:
P. oxalicum (Liao et al., 2018), P. tricolor (Qu et al., 2019).

Metagenom elemzéseket is végeztek, melynek soran a voroSiszap teljes genomjanak DNS
vizsgalatat is  elkészitették. Az elemzés soran Irorszdgban  Beijerinckiaceae,
Xanthomonadaceae, Acetobacteraceae, illetve Chitinophagaceae taxonémiai csoportokat
talaltak (Schmalenberger et al., 2013). Egy Ausztralia publikacio szerint az elemzés soran a
gombakozosségek esetén az Ascomycota és Basidiomycota taxonok, mig a baktériumok kozott
Proteobacteria és Firmicutes torzsek dominaltak (Santini, Warren, et al., 2015). Indiai
vOrésiszap tanulmanyozasa soran Kurthia, Bacillus, Paenibacillus, Ochrobactrum,
Halomonas, Pseudomonas, Slinococcus nemzetségeket talaltak (Dey, 2022). Kinai jelentés
szerint Proteobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria, Planctomycetes, Firmicutes ¢és
Actinobacteria populaciot irtak le (Wu et al., 2020). Franciaorszagi bauxitmaradvany elemzése
soran a dominald baktériumtorzsek kozott szerepelt: Proteobacteria, Actinobacteria,
Chloroflexi, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Verrucomicrobia,
Acidobacteria, Firmicutes (Macias-Pérez et al., 2022).



2.3.3. Extremofilek jelentosége

Az alkalofil és haloalkalofil fajok megtalalhatok természetes ¢és mesterséges lagos
kornyezetekben, példaul lugos tavakban, hidrotermalis nyilasokban, vagy olyan tavakban,
amelyeket emberi tevékenység, példaul acél- és bauxitfeldolgozas hozott 1étre. Ezek a mikrobak
alkalitolerans enzimek (példaul protedz, amilaz, cellulaz, lipaz, xilanaz, pektinaz) termelésére
képesek, ¢és vegyiileteket is eldallithatnak, mint antibiotikumok, szideroférok, exopolimerek,

karotinoidok, lipidek és szerves savak (Sarethy et al., 2011).

Az extremofilek a szélsdséges kornyezetekben fellépd stressz kezelésére alacsony
molekulatomegli extermolitokat termelnek, amelyek védik a makromolekulakat a denaturald
hatasoktol. Védo hatasuk miatt bérapold termékekben és napvédd krémekben is alkalmazzak
Oket, valamint fehérjék ¢és sejtek stabilizalasara is haszndljdk. Robosztus enzimeiket
lignocelluléz anyagok hidrolizisére, fermentdlhaté cukrok eldallitasara, ¢és biodizel

gyartasahoz, lipazokkal a lipidek atalakitasara is alkalmazzak (Mamo & Mattiasson, 2020).

A szideroforok kis molekulatomegii szerves vegyiiletek, amelyeket mikroorganizmusok, illetve
novények is termelnek, legféképpen a vasban szegény kornyezetben. Elsddleges funkcidjuk,
hogy megkdssék a vasat [Fe(Ill)], ezaltal elérhetvé teszik azt a mikroorganizmusok, névények
szamara. A szideroforok biokontrollként, bioszenzorként, bioremedidcios ¢és kelatképzo
agensként is miikddhetnek, illetve fontos szerepet jatszanak a talajasvanyok mallasaban,

novények novekedésének serkentésében (Ahmed & Holmstrom, 2014).

Az extracellularis polimereket baktériumok €s gombak termelik, amelyek javitjak a talélést,
tapadast, sejtek kozotti kohéziot, és védelmet nyujtanak a biocidek és szélsdséges kornyezeti
feltételek ellen. Ezek foként poliszacharidokbol, fehérjékbdl, nukleinsavakbdl és lipidekbdl
allnak. A polimerek segitik a bauxitmaradvanyok bioremedialasat, javitjak a részecskék
aggregaciojat ¢és stabil talajszerkezetet fejlesztenck (Santini, et al., 2015). Az
exopoliszacharidok  (EPS) nagy molekulatomegli  biopolimer csoport, melyek
monoszacharidokbodl épiilnek fel. A mikroorganizmusok a sejtfeliiletiikhdz kapcsolva,
kapszuldt képezve vagy a kornyezetbe kibocsatva is eldallithatjdk. Nem mérgezo,
biokompatibilis, biologiailag lebomldé anyag. Minden baktériumtérzs kiilonbozé biologiai
aktivitassal rendelkez6 EPS-t termel. A termeld torzs, a tenyésztd tapkdzeg Osszetétele,
termelési koriilmények is befolyasoljak termelt EPS mennyiségét, kémiai szerkezetét és
bioaktivitasat is. Onalléan vagy mds anyagokkal kombinalva széleskdriien alkalmazzak

biomedicinalas, illetve gydgyszerészeti teriileten (Zaghloul & Ibrahim, 2022).
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Az EPS-t az ¢lelmiszeriparban, gyogyaszatban és kozmetikdban hasznaljak, mivel gélképzok,
viszkédzusak és ellenalloak. Példaul a hialuronsav sebgydgyitasra és bor hidratalasara, a celluloz
sebgydgyaszatban, mig a xantan gyogyszerekben és kozmetikumokban hasznos. Az
¢lelmiszeriparban gellannal készitenek géleket, ehetd filmeket és dzsemeket. A jovoben
elétérbe keriilhet prebiotikus és probiotikus tejtermékek gyartasaban (Hussain et al., 2017). A
kornyezeti biotechnologidban veszélyes anyagokat tartalmazd szennyvizek kezelésére
alkalmazzak. Ilyen hulladékok k6zé tartoznak az azo festékek, vagy a mérgezd, mutagén hatésu,
leggyakoribb ipari vegyi anyagok kozé tartozo nitroaromas vegyiiletek. A szénhidrogének és
szarmazékaikkal szennyezett kornyezet helyreallitasaban is nagy szerepet vallalnak (Mamo &

Mattiasson, 2020).

A bauxitmaradvany felhasznaldsahoz a legtobb esetben sziikség van a semlegesitésére. A
bioldgiai kioldas soran nem csak értékes fémeket lehet kinyerni, hanem semlegesiteni is lehet
a pH-értéket példaul Sulfobacillus thermosulfidoxidans baktérium altal Kkatalizalt kén

oxidaciojan keresztiil (Zhang et al., 2022).

Jelenleg az Okologiai helyreallitdsi projektekben széles korben alkalmazzak a ndvényi
novekedést serkentd baktériumokat (PGPB, plant growth promoting bacteria). A PGPB-k olyan
mikroorganizmusok, melyek a ndvények gyokérzondjaban, gyokérfelszinén talalhatoak.
Képesek a ndvény szamara hasznos dsszetevOket felvenni a gyokérzona kornyezetébdl, ezzel
javitjak a novények kornyezeti ellendllosagat, mellyel tdmogatjdk a novények novekedését

(Chen et al., 2022).

Az extermofilek nagy jelent6séggel birnak az NGIB (next-generation industrial biotechnology
- kovetkezd generédcios ipari biotechnologia) teriiletén, melynek sordn alacsony koltségli
biologiai feldolgozasi technologia kidolgozasa a 1ényege, ahol extermofil sejteket hasznalnak
fel nyilt, nem steril kornyezetben. Ennek hat4sara energiat és eréforrast takaritanak meg, illetve
extrém kornyezettel szembeni ellenallosdguk miatt hatékonyabbak az ipari folyamatokban,
minimalizaljdk a toxikus melléktermékek képzddését, illetve az lizemeltetési koltségeket is

(Wang et al., 2024).
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3. Anyagok és médszerek

A méréseink soran 4 vordsiszap mintaval dolgoztunk: 3 minta a Gorogorszag egyik legnagyobb
timfoldgyarabol, illetve 1 minta a magyar Ajkai Timfoldgyar X-es kazettajabol szarmaztak. A
gorog mintak mintavétele 2024.02.06-an tortént, a friss minta (0 honapos, gorég 0M) a
szirOprésbol, az 1 honapos minta (gérdg 1M) a vordsiszap taroloban 1 honapon keresztiil allt,
mig a 3 honapos minta (gérog 3M) a taroloban 3 honapon keresztiil allt. A magyar vorosiszap
(magyar) egy magyar vorosiszap feldolgozo cégt6l szarmazott 2024. marciusabol. A fejezetben
bemutatom az Aaltalunk vizsgalt vordsiszapok jellemzdit, az alkalmazott kisérleti

Osszeallitasokat, valamint a mikrobak tulajdonsagainak vizsgélatara alkalmazott modszereket.

3.1. Vorosiszap jellemzdi, tulajdonsagai

A vordsiszapoknak meghataroztuk a pH-értékét, vezetoképességét, nedvességtartalmat az MSZ
21470/2-81 (1982) Kornyezetvédelmi talajvizsgalatokra vonatkozo szabvany szerint végeztiik

el, illetve az elemtartalmat is meghataroztuk az alabb ismertetett modszerek alapjan.
pH-és vezetoképesség mérés

A voOrdsiszap mintakbol laminaris flilke alatt — a befert6z6dés elkeriilése miatt — steril
koriilmények kozott mintat vettiink {iveg Petri-csészékbe, szobahdmérsékleten hagyva
kiszaritottunk. A szaritast kovetden mozsarban poritottuk és drotvazas finomsziird segitségével
<1 mm-es méretre szitaltuk. A pH méréshez csavaros tetejli tivegekbe 4-4 g-ot mértiink be ((3
parhuzamos mérés), 10 ml desztillalt vizet adtunk hozza, majd a szuszpenziot 30 percen at 200
rpm-en razattuk. Ezt kdvetéen a mintdkat redds szlir@papirral kémcsdébe szlirtiik, majd pH-
Electrode Sentix tipusu tivegelektroddal WTW pH 330-as tipusit mérémiiszerrel megmértiik a
mintak pH értékét. A mérés megkezdése elott két pontos (pH 4,01 és 7,00) kalibralast végeztiink

a rendelkezésre allo kalibralo pufferek segitségével.

A vezet6képesség méréshez 16 g mintahoz 40 ml desztillalt vizet adtunk, 30 percen at 200 rpm-
en razattuk, Falcon-csovekbe sziirtiik, majd WTW Cond 3110-es tipust késziilékkel mértiik

meg a mintak vezetOképességét.
Nedvességtartalom mérés

A nedvességtartalom méréshez hasznalt izzitotégelyek tomegét eldzetesen lemértiik analitikai
pontossaggal. Minden tégelybe kb. 2-2 g eredeti nedvességtartalmu vorosiszap mintat mértiink

be, analitikai pontossaggal feljegyeztiik a tomegét. A mérést 3 parhuzamos méréssel végeztiik
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el minden vorosiszap tipusra. A mintakat 105 °C-0s szaritoszekrénybe helyeztiik, majd 24 éran
at tomegallandosagig szaritottuk. Ezutan exszikkatorban lehiitottiikk a mintakat és visszamértiik

a tomegiiket. A nedvességtartalmat az alabbi képlet segitségével hataroztuk meg:

Mgzaritott — Mtégel
x =100 — 9°Y . 100

Mpemért
ahol: X = nedvességtartalom, Mg aritore = Szaritott vorosiszap és izzitotégely tomege (g), Miggely =
1zzitotégely tomege (g), Mbemert = bemért vOrdsiszap minta tdmege (g)

Elemtartalom mérés

A szobahOmérsékleten szaritott vOrdsiszap mintakat mozsarban poritottuk, majd 1 mm-es
atméroji drotvazas finomszlird segitségével liveg Petri-csészére szitaltuk, igy finom szemcsés
poritott mintakat kaptunk. A poritott mintakat atlatszo lezarhato tasakba tettiik, majd NITON
XL3t 600 hordozhato XRF (rontgen-fluoreszcencias) miiszer segitségével mértiik meg a
fémtartalmat néhany centiméter vastag mintdbol. Minden minta esetén 3 parhuzamos mérést
végeztiink, a muszeren talalhaté ravasz 135 mp-ig vald folyamatos nyomvatartasaval, a

mérések kozott razogatassal homogenizaltuk a mintakat.

3.2. Mikroba torzsekhez felhasznalt szénforrasok,
taptalajok
A vorosiszapbol torténd mikroorganizmusok izolalasat két korben valdsitottunk meg, elszor a

gorog, majd a magyar mintabol, melyeket kozdsen végeztiink el Hegedlis Henrikkel és Masa

Kingaval.

Az els0 izolalas alkalmaval 9 féle taptalajra szélesztettiik a mintakat. Malata és nutrient agarbol
9-es és 10-es, Horikoshi agarbdl 10-es €s 11-es kémhatasu, mig Ashby-féle mannitol agarbol,
Pikovskaya-agarbol és Halofil-agarbol 9-es kémhatasu taptalajt készitettiink. A taptalajok

Osszetételét a kovetkezOkben mutatom be.

Altalanos taptalajok:

Malata agar osszetétele: 20,0 g malata kivonat, 1,0 g pepton, 5,0 g gliikkéz, 20,0 g agar, 1000
ml csapviz. Nutrient-agar dsszetétele: 15,0 g pepton, 3,0 g éleszt6 kivonat, 6,0 g NaCl, 1,0 g
dextréz, 15,0 g agar, 1000 ml csapviz. Horikoshi agar osszetétele: 10,0 g glikédz, 1,0 g
élesztokivonat, 0,2 g KoHPO4, 0,2 g Mg2SO4-7H20, 10,0 g Na2COs, 20,0 g agar, 1000 ml

csapviz.
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Specialis taptalajok:

Ashby-féle mannitol agar ésszetétele: 20,0 g mannitol, 5,0 g CaCOs, 0,2 g KH2PO4, 0,2 g
MgSOQs4, 0,1 g K2SOa, 16,0 g agar, 1000 ml csapviz. Pikovskaya-agar dsszetétele: 10,0 g gliikoz,
5,0 g Ca(H2P0O4)2, 0,5 g élesztdkivonat, 0,5 g (NH4)2SOs4, 0,2 g KCI, 0,1 g MgSOa, 0,0001 g
MnSQ4, 0,001 g FeSOa, 16,0 g agar, 1000 ml csapviz. Halofil-agar dsszetétele: 10,0 g kazein
hidrolizatum, 10,0 g ¢élesztOkivonat, 5,0 g pepton, 3,0 g natrium-citrat, 2,0 g KCI, 25,0 g
MgSOQOs, 250,0 g NaCl, 20,0 g agar, 1000 ml csapviz. Sabouraud-agar odsszetétele: 10,0 ¢
pepton, 40,0 g gliikoz, 15,0 g agar, 1000 ml csapviz (2. izolalasnal alkalmaztuk).

Az altalanos taptalajokat Torok Adam szakdolgozata (Torok, 2017) alapjan készitettiik el, azzal
az eltéréssel, hogy az autoklavozas eldtti pH-értéket kiterjesztettiik 9-es és 10-es értékig, az
alkalofil mikroorganizmusok izoldldsa miatt. A nutrient agar altalanos taptalaj, egyarant
alkalmazhaté baktériumok és gombdk tenyésztésére is, a maldta agar legfoképpen gombak

szamara hasznosithatd, mig a Horikoshi agart alkalofil baktériumok tenyésztésére hasznaljak

(Horikoshi, 1999).

A specialis taptalajokkal specifikusabb mikroorganizmusok izolalasat céloztuk meg: az Ashby-
féle mannitol taptalajt nitrogén-fixalok, a Pikovskaya-agart foszfat mobilizalok (Berkl, 2018),

mig a halofil-agart (himedialabs.com) extrém halofil baktériumok tenyésztésére alkalmazzak.

A taptalaj 0sszetevOit Osszekevertiik, majd NaOH-val beallitottuk a megfelelé pH-t, amit pH-
papirral ellendriztiink. Ezt kdvetden hozzaadtuk az agart, és vizfiirddn addig melegitettiik, amig
az teljesen fel nem oldddott. Hasas pipettaval 10 ml-t adagoltunk kémcsdvekbe, majd 121 °C-

on, 1 bar nyomason 20 percig autoklavoztuk.

A masodik izolalds soran gombakat szerettiink volna izoldlni, ezért gombakra specifikus
taptalajokat valasztottunk. A malata agart kétféleképpen alkalmaztuk: egyik esetben pH 9-re
allitottuk, a masik esetben az eredeti pH-t hagytuk meg. A harmadik taptalajként Sabouraud
agart, valamint malatalevet készitettlink, amely a maléata agar Osszetételével megegyezett, de

agar nélkiil.

3.3. Mikrobak izolalasa, fenntartasa

A gbrog vorosiszapbol haromféle mintat hasznaltunk: friss, 1 honapos és 3 hénapos. Mindegyik
mintabdl steril koriilmények kozott 3 db iiveg Petri-csészébe vettiink mintat, és elvégeztiik az
izolalast ¢és fizikai-kémiai méréseket. A mintavétel eldtt steril kesztylit huztunk, és

kézfert6tlenitdt alkalmaztunk. Steril vegyszeres kanallal vettiik ki a mintat, ligyelve arra, hogy
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az izolalasra szant vorosiszap a minta belsejébdl szarmazzon. Steril lombikba 1 g vordsiszapot
mérve 10 ml 0,85%-0s NaCl oldatot adtunk hozza, majd 30 percig 180 rpm-es sebességgel
razattuk.

A razatast kovetden 10-es 1éptéki higitasi sort készitettiink. A higitashoz 4,5 ml steril 0,85%-
os NaCl oldatokat hasznaltuk. Minden oldathoz 500 ul mintat adtunk és ezt a folyamatot még
2 alkalommal megismételtiik. igy az elkésziilt a 10%, 10%, 10%, 10*-es higitési sor. melybél csak
az utébbi harom higitast hasznaltuk az izoldlashoz. Minden higitdsi mintdbol 100 pl-t
pipettaztunk mindegyik taptalajra, és szélesztobot segitségével eloszlattuk. Az elkészitett Petri-

csészéket 30 °C-on 72-96 6ran keresztiil inkubaltuk.

e ey

segitségével 1-1 telepet vettiink &s tisztitd szélesztést végeztiink. Az elsd tisztitd szélesztést
kovetéen a morfologiailag hasonlé mikrobdk koziil csak egyet tisztitottunk meg Gjra. A
masodik tisztitd szélesztés utdn, ha a tenyészetek nem voltak kevertek, ferde agarra oltottuk
oket. Az elsé izolalas soran 0sszesen 46 mikrobat sikeriilt elkiiloniteni, melyekbdl 1étrehoztuk

a torzsgyljteményt.

A masodik izolélas soran a kiilonb6zd mintakbol (gérdg vorosiszap 0, 1 €s 3 honapos, valamint
magyar vorosiszap) steril koriilmények koézott 1-1 g-ot mértiink ki, hozzdadtunk 20 ml maléta
levest és 200 pl tetraciklin antibiotikumot (50 pg/ml), majd 24 oran keresztiil razattuk dket 22
°C-on.

Készitettiink antibiotikum mentes oldatokat is, melyhez a 4 mintdbol ismét kimértiink 1-1 g-ot,
majd hozzaadtunk 10 ml 0,85%-0s NaCl oldatot. A mintdkat 30 percen keresztiil 180 rpm-en

razattuk. Ennek elkészitését az antibiotikumos razatas lejartahoz iddzitettiik

A tomény mintakbol készitettiink egy 10x-es higitast 0,85%-0s NaCl oldattal, majd 100 ul
mintat 3 féle (eredeti malata, pH=9-es malata és Sabouraud agar) agarra szélesztettiik. A
morfologiailag kiilonb6z6 mikrobakat esetén két tisztitdszélesztést végeztiink, majd ferde
agarra oltottuk at oket. Az izolalds soran 27 mikrobat kiilonitettiink el, igy Osszesen 76

mikroorganizmusbdl all a torzsgytijteményiink.

A masodik szélesztést kdvetden elnevezésre keriiltek a torzsek. A nevek elején talalhato G betii
a gordg, mig az M betli a magyar mintara utal. Ezt kovetéen 3 jegyli szamot kapott minden
mikroba, melynek elsé szamjegye azt jeldli, hogy hany honapos mintabol sikeriilt az izolalas

(0: friss, 1: 1 honapos, 3: 3 honapos). A masik 2 szamjegy a sorszamot jeloli. Példaul G322
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torzs a harom honapos gordg vordsiszapbol izolalt 22., M021 toérzs a magyar vorosiszapbol

1zolalt 21. mikroba.

A torzsgylijtemény elkészitését kovetden a tovabbi vizsgalatokat onalloan végeztiik, sajat
mikroorganizmusokkal. A meglévé mikrobak koziil kivalasztottam 3 baktérium és 3 gomba
torzset valasztottam ki. Kivalasztott baktérium térzsek: G313, G319, G322, Kivalasztott gomba
torzsek: M006, M010, M021, M023A. A nyari iddszakot kdvetéen nem sikeriilt az M023A

torzset fenntartani, igy a tovabbi mérésekhez az M006-ot valasztottam ki.

3.4. Mikroszkopikus vizsgalat

Az izolalas soran megfigyeltiik a mikroba telepek morfologiai jellemzdit: alak, méret, felszin,

telepek széle, pigmentacio.

A kivélasztott torzsek mikroszkopos vizsgalatat zsirtalanitott tdrgylemezen végeztem, egy
vizcseppbe  szuszpendalva a  mikrobakat. A vizsgalatot 400x-os nagyitassal
sztereomikroszkoppal végeztem, megfigyelve a baktériumok méretét, alakjat és szervezodését.
Gram-festést is alkalmaztam a baktériumok sejtfal szerinti osztalyozasara, igy a baktériumokat

Gram-pozitiv és Gram-negativ csoportokba soroltam.

A baktériumokat zsirtalanitott targylemezen vizben szuszpendaltam, majd lampaburan
kiszaritottam és hdvel rogzitettem. Gram-festés soran eldszor kristalyibolyaval festettem 2
percig, majd vizzel ledblitettem. Ezutan Lugol-oldattal kezeltem 2 percig, majd aceton-etanol
eleggyel tisztitottam, hogy eltavolitsam a felesleges festéket. A Gram-negativ sejtek
elszintelenedtek, mig a Gram-pozitivak kékes szinliek maradtak. Végiil szafraninnal
kontrasztfestettem 3 percig, ¢és feddlemezt helyezve 400x-os nagyitassal mikroszkoppal

megvizsgaltam a sejteket.

Gram-pozitiv baktériumok esetén sotétkékes-ibolya, mig Gram-negativ baktériumoknal
rozsaszines-pirosas szinii sejteket figyeltem meg. Az elszinezddés a sejtfal szerkezetétdl,
kiilonosen a lipoid vegytiletektdl fiigg, amelyek a Gram-negativ sejtfalban taldlhatok. A festék
komplexet a vékony, ateresztébb Gram-negativ sejtekbdl konnyen ki lehet mosni, igy azok
szafraninnal rézsasziniivé véalnak. A festést friss, 48 oOréds tenyészeteknél végeztem, mivel a

sejtek Gram-jellege a korukkal valtozhat.
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3.5. Mikrobak identifikalasa

A torzsek nemzettség és faj szerinti besoroldsahoz rRNS és ITS régiok alapjan DNS
szekvenalast végeztem. Ehhez el0szor a sejteket a Platinum™ Direct PCR készlettel lizaltam.
Készitettem egy lizis torzsoldatot 20 pl Lysis Buffer és 0,6 pl Proteinase K oldat keverékével.
20 ul torzsoldatot pipettaztam steril Eppendorf-csébe, majd 48-72 6rdn at inkubaltam 30 °C-
on. A mintat 1 percig szobahdmérsékleten, majd 98 °C-os vizfiirdében 5-10 percig inkubaltam.

A végén 13000 rpm-en 1 percig centrifugaltam.

A PCR reakcio el6tt elokészitettem a PCR Reaction Mix-et. Egy nagyobb térfogati mixet
készitettem a kdvetkezé komponensekbdl: 10 pl Platinum™ Direct PCR Universal Master Mix
(1x végsd koncentracid), 1-1 pl Forward és Reverz Primer (0,5 uM végsd koncentracio), és 7
pl nukledz-mentes viz. A mixbdl 19 pl-t pipettaztam PCR Eppendorf-csévekbe, majd
hozzaadtam 1-1 pl lizalt minta feliiliszot. Az oldatot dsszekevertem, és 10000 rpm-en néhany
masodpercig centrifugaltam. A PCR késziilékbe (Eppendorf Mastercycler Nexus Gradient) a
beallitott programot alkalmaztam. A program beallitasa (2. tdblazat) utan behelyezziik a PCR

csOveket a gépbe, elinditjuk a programot.

2. tablazat: A PCR programban beallitott ciklusszamok, homérsékletek, tartasi idok

Lépés neve Ciklusok szama Homérséklet Tartasi id6
Aktivacio 1 94 °C 2 perc
Denaturacié 94 °C 15 mp
Betapadas 40 60 °C 15 mp
Novekedés 68 °C 20 mp/kb
Tartas 1 10 °C

A PCR program futdsa alatt elOkészitettem az agardzt a
gélelektroforézishez. 1 g agar6zhoz 100 ml 1x TBE puffert adtam,
majd mikrohullamt siitében viztiszta oldatot készitettem. Lasst
csapviz alatti hiités utan 100 pl 100 pg/ml etidium-bromid oldatot

adtam hozza. A fésit a gélontd formaba helyeztem, majd

buborékmentesen beledntdttem a gélt. 20 perc alatt megszilardult, 2. dbra: A DNS agarézbol vals
kivagasa elott léthato a gél
¢s a futtatokadba tettem. 5 pl 1étrat és 20 pl PCR terméket  (bairél jobbra: létra, G106,
G110, G301, G322 térzsek PCR-
terméke)
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pipettaztam a zsebekbe, majd 80 V fesziiltséggel 1-1,5 oran at (2. dabra), futtattam, figyelve a
festek utjat.

A futtatast kovetden az Eppendorf-csovek tomegét lemértem, majd UV-fény alatt, szikével
kivagtam a géldarabokat. A vagas eldtt és utan sterilizaltam a szikét etanolba martva, leégetve.

A kivagott géldarabokat Eppendorf-csdvekbe tettem, €s Gjra lemértem Oket, korrigalva a csovek

sulyaval, hogy megkapjam a DNS-t tartalmazé géldarab tomegét.

A tisztitast NucleoSpin® készlettel végeztem. 100 mg agar6dz gélhez 200 ul NTI puffert adtam,
¢s 50 °C-on, 5-10 percig inkubaltam. Ezt kdvetden mosokolonnékba pipettdztam a mintakat,
centrifugaltam 6ket, és 700 ul NT3 puffert adtam hozza, hogy eltavolitsam a gélmaradvanyokat,

majd ujra centrifugéaltam a tisztitas érdekében.

A kovetkezo 1épésben a mosé oszlop aljan 1évo szilika membrant szaritottam, hogy eltavolitsam
a felesleges mosd puffer maradvanyokat. Ehhez 13000 rpm fordulatszdmon 1 percig
centrifugaltam a mintakat. Ezt kdvetden 1j, steril Eppendorf-csdbe helyeztem a moso6 kolonnat,
majd 20 pul NE Buffert adtam a membranra, és 1 percig szobahdmérsékleten inkubaltam. A
1épést 13000 rpm-en 1 perc centrifugalas kovette, igy az Eppendorf-csé tartalmazza az izolalt,

tisztitott DN'S mintat.

crer

a Thermo Scientific NanoDrop spektrofotométer segitségével hataroztam meg 260 nm-en. A
szekvenalashoz sziikséges oldat koncentracioja 5—10 ng/ul és 15 pl térfogat volt. Az eldallitott
kapott eredmény 200—400 bp hosszisagu szekvencidk voltak, melyek alapjan nem sikeriilt
minden torzs faji meghatarozasa. Ezt kovetéen a DNS mintakat a Eurofins BIOMI Kft-hez
kiildtiik, ahol a G313 torzset sikertilt faji szinten beazonositani, a masik kettd esetén ismét rovid

szekvencidkat kaptunk.

A Eurofins BIOMI Kft. Petri-csészére kitenyésztett torzsek esetén vallalja a szekvenalast a
PCR-reakciotol egészen a faji azonositasig a teljes folyamat végrehajtasat, igy a G319-es és
G322-es torzset ilyen modon kiildtik el szdmukra, melynek koszonhetden sikeriilt a faji

meghatarozasuk.

3.6. Sotlrés vizsgalata

A sotlrés vizsgalatot tapoldatban végeztem el Bombolya Nelli diplomamunkéjaban

(Bombolya, 2017) talalhaté modszer alapjan. Baktériumokhoz nutrient tapoldatot (10 g pepton,
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5 g gliikoz, 3 g ¢élesztd kivonat, 1000 ml csapviz), mig a gombakhoz malata tapoldatot (20 g
malata kivonat, 5 g gliikéz, 1 g pepton, 1000 ml csapviz) készitettem, majd a pH értéket 8-ra
allitottam be. A vizsgalatot a 3. tablazatban szerepld sokoncentraciok mellett végeztem. A
tesztrendszerben 20%-os a higulast, igy ezt is figyelembe véve az oldatok készitésénél a 3.

tablazatban szereplé NaCl mennyiségeket mértem be.

Elészor a tapoldat komponenseit mérélombikban dsszemértem, majd beallitottam a pH-t. A
tapoldatot 100 ml-es csavaros livegedényekbe szétmértem, majd hozzaadtam a sziikséges sokat
mind a nutrient, mind a malata tapoldathoz. Ezutan az tivegeket 121 °C-on, 1 bar nyomason 20

percen at autoklavoztam.

3. tablazat: A sokoncentraciokhoz bemért NaCl mennyisége

sokoncentracid 100 ml oldatba mért s6 = higulast figyelembe véve
[%0] mennyisége 100 ml oldatba mért s6
[q] mennyisége [g]
0,0 0,0 0,00
0,6 0,6 0,72
1,2 1,2 1,44
3,0 3,0 3,60
50 5,0 6,00
7,0 7,0 8,40
8,8 8,8 10,56
10,0 10,0 12,00
12,0 12,0 14,40
14,4 14,4 17,28
16,0 16,0 19,20

A beoltast mikrotitrator lemezben végeztem, melyet 72 oran at 30°C-on sététben inkubaltam,
ferde agarra oltott mikrobakbdl. Egy steril kémcsdbe 4 ml 0,6%-os tapoldatot mértem, majd 2
kacsnyi mikrobat szuszpendaltam benne. Az optikai denzitas (OD) mérését DIALAB EL-800
tipusu ELISA olvaséval végeztem, 0,1-0,2 OD értékre allitottam be 490 nm-en. Egy
mikrotitrator lemezbe 200 pl tapoldatot és 50 pl mikréba szuszpenzidot mértem Ossze, 4

parhuzamos mérést végeztem. Kontrollként minden lemezen beoltatlan tapoldatokat mértem

crer

A mikrobdk szaporoddsanak nyomon kovetését OD mérés segitségével végeztem 0, 24, 48 és
72 ora elteltével, mikrotitrator lemezeken 30°C-on inkubalva. A méréseket 405, 450, 490 és

630 nm-en végeztem, de a 490 nm-es eredményeket hasznaltam kiértékeléshez, mivel a sarga
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szinli tapoldatok esetén ez a legmegbizhatobb modszer a laborban. A mikrotitrator lemezen a
gombdk bendtték a mélyedés teljes feliiletét, ami megnehezitette az OD mérést, ezért
kémcsoves mérést is végeztem, hogy a gombaknak tobb helyet biztositsak a névekedéshez. A
kémcsOves mérés nem mindig volt pontos, mivel 48 6ras inkubalds utan nehéz volt homogén
mintat venni, és a gombak a tapoldat tetején kezdtek novekedni, vortexelés hatdsara sem

keveredtek jol.

A mikroba szuszpenziot a fentebb leirtaknak
megfeleléen készitettem el. Steril kémcsovekbe
kimértem 5-5 ml steril 0-16% sdkoncentracidju
tapoldatokat.  Minden  sdékoncentraciobdl — 3-3

parhuzamos mérést végeztem. A kémcsovekbe 100 pl

mikroba szuszpenziot mértem be. Kontrollként :‘ i
beoltatlan tapoldatokat alkalmaztam (3. dbra). Ezt 3.‘a'bra.' Kén{c;;;ekben egismételt s6tilirés mérés
kovetden egy mikrotitrator lemezbe 100-100 pl-t mértem ki, majd megmértem az optikai
denzitasat. A kémcsoveket 30 °C-on inkubaltam. Az OD mérést 0, 24, 48, 72 6ra inkubalas utan

ismételtem meg.

A mikrotiteres mérések kiértékelése soran az optikai denzitas atlagainak valtozasat 6 csoportba
soroltam be: <0.,4: szaporodas minimalis, 0,4-0,6: kis mértékben szaporodik, 0,6-0,8; 0,8-1,0:
kozepes mértékben szaporodik, 1,0-1,2; 1,2<: nagymértékii szaporodast mutat. A kémesdves
mérések kiértékelése soran az optikai denzitds atlagainak valtozasat 6 csoportba soroltam be.:
<0,02: szaporodds minimalis, 0,02—0,04: kis mértékben szaporodik, 0,04-0,06; 0,06-0,08:

kozepes mértékben szaporodik, 0,08-0,1; 0,1<: nagymértékli szaporodast mutat-

3.7. HOmérseklettlrés vizsgalata

crer

végeztem. A 2 kacsnyi mikrobat 4 ml tapoldatban szuszpendaltam, majd mikrotitrator lemezen
50 pl-t mértem ki, és 200 pl tapoldatot adtam hozzd. A mikrobaszaporodast 6 kiilonb6zo
hoémérsékleten vizsgaltam: 5°C-on a hiitében, 15°C-on, 22°C-on, 30°C-on, 37°C-on és 42°C-
on, a hdmérsékletekhez megfeleld inkubald kornyezetekben. A 30°C-os mérést a sotiirés esetén
az eredménye megegyezett a sotliréses méréssel. Az OD mérést a sotlirésnél ismertetett

modszer alapjan hajtottam végre.
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A mikrotitrator lemez rossz mérhetdsége miatt a gombak esetén a hdmérséklettiirés mérést is
tapoldatot mértem ki, melybe 100-100 pl gomba szuszpenziot oltottam be. Kontrollként
beoltatlan tapoldatokat hasznaltam. A mintdk inkubaldsat a mikrotitrator lemezes modszernél
ismertett hdmésrékleteken végeztem. Az OD mérést mikrotitrator lemezben végeztem, melyhez

100-100 pl mintat mértem ki az egyes kémesdvekbdl a mélyedésekbe.

3.8. A pH-tlrés vizsgalata
A pH-tirés vizsgalatahoz biologiai puffereket hasznaltam, melycket Bombolya Nelli
(Bombolya, 2017) a diplomamunkajaban alkalmazott. A pufferekkel vizsgalt pH értékek: 5, 6,
7, 8,9 ¢és 10.
A felhasznalt puffer oldatok 0sszetevoi:

Citrat-foszfat puffer:

Torzsoldatok:

A-oldat: 0,1 M citromsav-monohidrat (21,01 g/l)
B-oldat: 0,2 M NaHPO4-2H>0 (35,6 g/l)

Puffer rendszer osszeallitasa:

pH=5 esetén: 23,3 ml A-oldat + 26,7 ml B-oldat - 100 ml-re higitva tdpoldattal
pH=6 esetén: 16,9 ml A-oldat + 33,1 ml B-oldat = 100 ml-re higitva tipoldattal

Foszfat puffer:

Torzsoldatok:

A-oldat: 0,2 M NaH2PO4-H20 (27,6 g/l)
B-oldat: 0,2 M Na2HPO4-2H>0 (35,6 g/l)

Puffer rendszer osszeallitasa:

pH=7 esetén: 28,0 ml A-oldat + 72,0 ml B-oldat — 200 ml-re higitva tipoldattal

Tris-(hidroximetil)-aminometan (TRIS) puffer:

Torzsoldatok:

A-oldat: 0,2 M TRIS (24,2 g/l)
B-oldat: 0,2 M HCI

Puffer rendszer osszeallitasa:
pH=8 esetén: 50 ml A-oldat + 21,9 ml B-oldat — 200 ml-re higitva tapoldattal.
A recept alapjan 6sszemért pH = 8-as puffer rendszer pH-értéke 2 — 3 koriil mozgott tobbszori
Osszemérés, illetve friss oldatkészités utan is. Igy a megismételt kémesdves mérés esetén 10 ml

TRIS oldathoz folyamatos pH-mérés mellett HCI-t adagoltam, amig a pH-érték el nem érte a
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8,2-t. A klavozast kovetéen pH-érték csokkenésre szamitottam, emiatt nem allitottam be a 8,0-

as pH-értéket.

Karbonat-bikarbonat puffer:

Torzsoldatok:

A-oldat: 0,2 M vizmentes natrium-karbonat (21,2 g/1)
B-oldat: 0,2 M natrium-hidrogén-karbonat (16,8 g/1)

Puffer rendszer osszeallitasa:
pH=9 esetén: 38,5 ml A-oldat + 11,5 ml B-oldat — 200 ml-re higitva tdpoldattal
pH=10 esetén: 45,0 ml A-oldat + 5 ml B-oldat = 200 ml-re higitva tapoldattal
A torzsoldatok és az alap nutrient, illetve malata tapoldatok elkészitését kovetéen 121°C-on, 1
bar nyomason 20 percen at autoklavoztam az oldatokat. A puffer rendszereket ezt kdvetden

allitottam Ossze, a nutrient és malata tdpoldatokkal higitva is elkészitettem.

A 2 kacsnyi mikrobat 4 ml tapoldatban szuszpendaltam,
majd a mikrotitrator lemezbe ebbdl 50 pl-t mértem ki és 200

ul osszeallitott puffert adtam még hozza.

Az OD mérést a soOtlirésnél ismertetett modszer alapjan

hajtottam végre (4. dbra).

4. abra: 72 oras mérés 22 °C-on inkubc_ik;
A mikrotitrator lemez rossz mérhetdsége miatt itt is  hdmérséklet tirés mikrotitrator lemeze
megismételtem a mérést a gombak esetén kémcsdvekben, melyekhez friss puffer oldatokat
készitettem. A kémcsovekbe minden pH-érték esetén 3 parhuzamos mérést végeztem, melyhez
5-5 ml tapoldatot mértem ki. Az inkubalast és az OD mérést a sotlirésnél, illetve homérséklet

tlirésnél leirtak alapjan végeztem.

A mérés Osszeallitdsat kovetden egy mikrotitrator lemezbe 250 pl-t mértem ki mindegyik
oldatbdl, hogy lemérjem az oldatok végsé pH-értékét, ami a klavozas kovetkeztében

valtozhatott (4. tablazat).

4. tablazat: pH-tiirés vizsgalata soran elérni kivant pH-értékek alakuldsa a mérés soran

Elérni kivant pH-  Huslé tapoldat végs6 Malata tapoldat végsé

érték pH-értéke pH-értéke
5 5,55 5,13
6 6,20 6,04
7 7,05 6,54
8 3,00 79
9 9,20 8,64
10 9,31 8,37
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3.9. Savtermelés vizsgalata

A savtermelés vizsgalatot szachar6zos oldatban végeztem melynek elkészitéséhez 100 g/l
szacharozt, 0,5 g/l KNOs-ot, 0,5 g/l KH2PO:s-ot, 2 g/l élesztOkivonatot és 2 g/l hiispeptont
mértem Ossze. A méréshez Erlenmeyer lombikokat alkalmaztam, melyeket vattadugoval
lezartam. Az oldatot és a lombikokat 121 °C-on, 1 bar nyomason, 20 percen at autoklavoztam
a sterilitas biztositasa érdekében. Az autoklavalas utan steril fiilke alatt 30 ml szachar6z oldatot
mértem ki minden lombikba, melybe 1 kacsnyi
mikrobat  szuszpendaltam.  Mikrobanként — 3-3
parhuzamos mérést végeztem. A tenyészeteket ezutan

egy Thermo Scientific MaxQ 800 tipust

(N
razdtermosztatba helyeztem, ahol 7 napon keresztiil, 30 AT R
; B . , 5. dbra: A savtermelés vizsgalathoz dsszeallitott
°C-on, 120 'pm sebesseggel razattam Oket (5 abr a)- mintak razotermosztatba valo behelyezése

A razatast kOvetden a mintakat
autokldvoztam,  majd  Falcon-
csovekbe szirtem. A szirletbdl

fecskenddvel 1,5 ml mintat 0,25 pm- -

es nitrocelluléz szliron keresztiil —
6. dbra: 7 nap razatast kévetden az M021 torzs savtermelés mintdi (balra),
HPLC iivegfiolaba sziirtem (6. dbra). a mintdk sziirését kovetGen a HPLC fioldkba dtsziirt mintdk (jobbra)

A mintakat fagyasztoban, a maradék sziirletet hiit6ben taroltam.

A HPLC mérések soran Aminex ionkizarasos HPX-87H kationcserélé (BioRad, Hercules, CA,
USA) kolonnat hasznaltunk, amelynek hdmérséklete miikodés kozben 65 °C volt. Eluensként
5 mM kénsavat alkalmaztunk, melynekdramlasi sebessége 0,5 ml/perc volt, detektorként

Shimadzu RID-I0A (Shimadzu, Kyoto, Japan) tipust hasznaltunk.

3.10. EPS-termelés vizsgalata

Az exopoliszacharid termelést Bombolya Nelli (Bombolya, 2017) dolgozataban leirt modszer

alapjan végeztem.
A mérés megkezdése eldtt készitettem egy alap oldatot, illetve egy nyomelem oldatot.

Alap oldat osszetétele:

80 g szachardz, 51 g KNO3, 1 g KoHPO4, 0,8 g KH2PO4, 0,4 MgSO4-7H20, 0,02 g
FeSO4:7H20, 0,01 g CaCl, (CaClz-2H,0-val helyettesitettem), 0,01 g MnSO4 (MnSO4-4H,0-
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val helyettesitettem), 1 g NaCl, 0,1 g éleszt6kivonat, 0,1 g tripton, 0,1 g szdja pepton, 1 ml/I
nyomelem oldat
Az alap oldat pH-értékét az Gsszeallitas utan pH=7-re allitottam be, majd 121 °C-on 1 bar

nyomason 20 percen at sterilizaltam.

Nyomelem oldat 6sszetétele:
0,3 g H3BO3, 0,2 g CoCl»-6H.0, 0,1 g ZnSO4:7H20, 0,003 g Na2MoO4:2H,0, 0,002 g
NiCl2:6H20, 0,001 g CuSO4:5H>0, 1 liter 1M HCI oldat

A sterilizalas utan az oldatot 30 ml-ként steril Falcon-cs6be mértem ki, majd az 1 héten
keresztiil inkubalt ferde agaron 1évé mikrobakbol végeztem el a beoltast. A recept szerint a
minimum beoltasi sejtszam 10° CFU/ml, igy 3 kacsnyi mikrobaval végeztem el a Falcon-
csOvekben talalhato alap oldat beoltasat. Ezt kovetden 7 napig 30 °C-on 300 rpm-en rdzattam a
torzseket. Kontrollként az 30 ml alap oldatot alkalmaztam.

A razatast kovetden 35 percen keresztiil 8000 rpm-en centrifugaltam a mintakat. Ezt kovetéen
a feliiliszobol 2,5 ml-t kémcsObe mértem ki, majd 2,5 ml desztillalt vizzel higitottam. A
kémcsoveket lezartam, majd 40 °C-os vizfiirdds termosztitba helyeztem 2 o6rédra, 10-15
percenként vortexeltem a kémcsoveket a megfeleld kevertetés eldsegitése miatt. A vizflirdébol

valé kivétel utan 7,5 ml 2-propanolt adtam hozz4 a kémcsovekhez.

Az EPS-termelést azonnali fehér opalos szin megjelenése, viszkozitasvaltozas jelezte.

3.11. Sziderofdr termelés vizsgalata

A sziderofor termelés vizsgalatat Bombolya Nelli diplomamunkaja (Bombolya, 2017) alapjan

végeztem el néhany modositassal.

A mérés megkezdése elétt 6 M-0s HCl-oldatot készitettem, mellyel minden tivegeszkozt
elmostam, amelyet a mérés soran hasznaltam, hogy megszabaduljak a kis mennyiségben

jelenlévo fémektdl. Ezt kovetden ultra tiszta vizzel oblitettem at az eszkdzoket.

Kék festék elkészitése:
1. oldat: 0,06 g CAS (Chrome azurol S) 50 ml ultra tiszta vizben feloldva
2. oldat: 0,0027 g FeClz*6 H2.O 10 ml 10 mM-os HCl-ban feloldva
3. oldat: 0,073 g HDTMA (hexadecil-trimetil-ammoénium-bromid, mas néven

cetrimonium-bromid) 40 ml ultra tiszta vizben feloldva
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Az 1. 50 ml-es oldathoz hozzaadtam 9 ml-t a 2. oldatbdl, majd ehhez hozzaadtam a 3. 40 ml-es

oldatot, igy egy lilaskék oldatot kaptam, amelyet 121 °C-on, 1 bar nyomason, 20 percen at

autoklavoztam.

Keverék oldat elkészitése:

e MM so6oldat: 3 g KH2PO4-ot, 5 g NaCl-ot és 10 NH4Cl-ot 100 ml ultra tiszta vizben

oldottam fel.

e NaOH-oldat: 25 g NaOH-ot 150 ml ultra tiszta vizben oldottam fel (pH~12)

e tripton oldat:

3 g triptont 27 ml ultra tiszta vizben oldottam fel. A tripton oldat vastalanitasat

kloroformban végeztem el 3%-0s 8-hidroxi-kinolin oldat extrakciojaval. Az

extrakciot razotolesér segitségével hajtottam végre. Az extrahalast 3x végeztem el,

amelyhez 6sszesen 90 ml kloroform oldatot hasznaltam. A vastalanitas hatasara a

tripton oldat szine sotétebb lett. Az oldatot sterilen szlirtem 0,45 pm-es szlirén

keresztul.

o gliikkoz oldat: 4 g gliikozt 20 ml ultra tiszta vizben oldottam fel, majd a felhasznalas el6tt

0,45 pm-es szlirdn sterilen szlirtem.

Agar elkészitése:

e 750 ml ultra tiszta vizhez 100 ml MM?9 sb6oldatot adtam hozza

o 32,24 g PIPES-t (piperazin-N,N’-bisz(2-etanszulfonsav)) feloldottam az eléz6leg

osszeallitott oldatban

o

o

a PIPES pH=5 alatt nem oldddik fel

az oldat pH-értékét 6-ra felemeltem, majd lassan (3 részletben) hozzaadtam a
PIPES-t folyamatos keverés mellett

a PIPES oldasaval a pH csokkeni kezdett, az oldat Kitisztult

keverés kozben lassan 6,8-ra emeltem az oldat pH-értékét, amelyet tallépve az

oldat szine zoldre valtozik, igy nem hasznalhato fel

e 15 gagart adtam hozza az oldathoz

e 121 °C-on, 1 bar nyomason 20 percen at autokldvoztam, majd vizflird6 segitségével 50

°C-ig hiitottem és ott tartottam az agar hdmérsékletét

e az 50 °C-os vizflirdébdl kivettem az oldatot, majd hozzaadtam steril koriilmények

kozott 30 ml steril tripton-oldatot és 10 ml steril gliikkoz oldatot, majd 100 ml kék

festéket is folyamatos kevergetés kozben
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e pipetta segitségével minden Petri-csészébe 10 ml agart pipettdztam, majd hagytam
megszilardulni.

A beoltast frissen végeztem el a ferde agarra oltott 72 dran keresztiil 30 °C-on inkubalt

mikroorganizmusokkal. Egy Petri-csészét 3-felé osztottam fel, majd mindegyik részét

ugyanazzal a torzzsel oltottam be.

A Dbeoltott agarokat 30 °C-on inkubaltam 72-96 o6ran at, majd kiértékeltem a sziderofor
termelést. Ezt kovetéen még 5 napig szobahOmérsékleten taroltam a Petri-csészéket, hogy

megfigyeljem torténik-e valtozas.

A mérés elve, hogy a CAS ¢és a HDTMA indikatorok szoros komplexet képeznek a vas-
ionokkal, amellyel kék szinli oldatot kapunk. Ha egy erds vas-kelator, példdul sziderofor
,kihlizza” a vasat a festék komplexbdl, akkor a szin kékrdl citromsargéara, narancssargara vagy

rozsaszinlre valtozik.

3.12. Statisztikai analizis

A vorosiszap jellemzdéinek meghatdrozasa esetén, illetve a so-, hdmérséklet- és pH-tlirés
mérések soran a mintakban bekovetkezd valtozasok szignifikancidjanak vizsgalatdhoz

statisztikai analizist alkalmaztam.

Az ANOVA vizsgélatot StatSoft® Statistica 7 programmal végeztem, melyben egy egyvaltozds
(one-way) variancia-analizist (ANOVA: ANalysis Of VAriance) hasznaltam fel. Az adatok
normalis eloszlas ellendrzésének vizsgalatdhoz a Cohran C, Hartley, Barlett homogenitasi tételt
alkalmaztam. Ha az adatok megfeleltek a kovetelmények a mérések dsszehasonlitasara a Fisher
LSD (least significant difference — legkisebb szignifikans differencia) statisztikai probat
hasznaltam. Ha a kovetelmények nem teljesiiltek, abban az esetben a Neuman-Keuls-féle tesztet
alkalmaztam, amely inhomogén sokasag vizsgalatara alkalmazhato. Az atlagok kontrolltol valo

eltérését p<0,05-0s szignifikanciaszinten vizsgaltam.
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4.Eredmények és értékelésuk

4.1. Vorosiszap jellemzdi, tulajdonsagai

A 4 féle vizsgalt vorosiszap minta pH-értékének, vezetoképességének, nedvességtartalmanak

eredményeit a 5. tdbldzatban Gsszesitettem.

5. tablazat: A vizsgalt vorésiszap mintak pH-értéke, vezetoképessége, nedvességtartalma

pH Vezetoképesség Nedvességtartalom

[-] [mS/em] [%6]

10,25+0,13 a 1,68+0,05 a 29,7740,7 a
9,55+0,12 a 1,79+0,01 b 17,0240,17 b
9,62+0,02 a 1,46+0,03 17,60+0,32 b
9,84+0,02 a 7,02+0,06 d 14,0240,23 ¢

Az 1 és 3 honapos gordg, illetve a magyar vordsiszap mintak pH-értéke kozott nincs

szignifikans kiilonbség, a friss goroég vorosiszap mintahoz képest 7%-0s csokkenést mutatnak,
de igy is 10-es pH érték koriil mozognak, amely a vordsiszapban a lugmentesitd mosast

kovetdin visszamaradt NaOH-nak koszonhetd.

A mintak vezetOképességének értékei kozott a magyar vordsiszapé volt a legmagasabb, minden

minta vezetoképessége kozott szignifikans kiilonbség allapithaté meg.

A gorog vordsiszap mintak esetén a nedvességtartalom a vartnak megfelelden alakult. A friss
minta nedvességtartalma a legmagasabb, mig az 1 honapos és 3 honapos minta esetén nincs
szignifikans kiillonbség. A magyar vorosiszap nedvességtartalma a legalacsonyabb, szignifikans

eltérést mutat az 1 és 3 honapos gordg minta eredményétol.

A NITON XRF rontgenfluoreszcens spektrométerrel végzett elemtartalom mérés esetén a
fémek eloszlasabol jol latszik, hogy mennyiségiiket befolyasolja, hogy milyen, honnan
szarmaz6 bauxit volt a timfoldgyartas alapanyaga. Legnagyobb mennyiségben Vvasat
tartalmaztak a mintak, ezt koveti a kalcium, ami megegyezik az irodalmazasi fejezetben

bemutatott 6sszetétel adatok alapjan varttal.
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Vorosiszapok elemodsszetétele
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1. diagram: A 3 legnagyobb mennyiségben megtalalhato (Fe, Ti, Ca) elem eredményének abrazoldasa

A 3 legnagyobb mennyiségben talalhato elemr6l (1. diagram) elmondhatd a statisztikai
vizsgalat elvégzését kovetden, hogy a gordg vordsiszap Fe tartalma szignifikansan csokken a
tarolas soran, ezzel ellentétben a Ti és a Ca elemek mennyisége allandonak mondhatd. A
magyar vOrdsiszapban talalhaté Fe mennyisége a 3 hdnapos gordg mintaéval egyezik meg, mig

a Ti 11%-kal és a Ca pedig 23%-kal kisebb mennyiségben van jelen.

A gorog mintak esetén a Zr, Mn, Cr, V, illetve K esetén nem figyelhetd meg szignifikans
valtozas a tarolas idejének elérehaladtaval (2. diagram). A Ni mennyiségében emelkedés
figyelheté meg az 1 honapos mintaban, majd a 3 honaposban a két érték kozé esik. Ez az
ingadozés a bauxit kdzet inhomogenitasanak valosziniisithetd. A Co mennyisége ezzel

ellentétben csokkenést mutat a tarolas soran.

Vorosiszapok elemodsszetétele
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2. diagram: A Zr, Ni, Co, Mn, Cr, V, K mennyiségi eredményének dabrdzoldsa
A magyar vorosiszap esetén 18,5%-kal kevesebb Zr-t, 32,5%-kal kevesebb Ni-t tartalmaz, a Co
mennyisége a mérési hatarnal alacsonyabb értékii. A Mn 6,5x magasabb koncentracidoban van
jelen a gordg vordsiszaphoz képest, mig a Cr koncentracioja 50%-kal kisebb. A V és a K nem

mutat szignifikéns kiilonbséget a gérog mintahoz képest.
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Ezen a nagy mennyiségben jelenlévd fémek visszanyerése a vorosiszapbol egy fontos cél
lehetne Gjrahasznositas céljabol. A ritkafoldfémek jelenlétének vizsgalata szintén egy fontos
tulajdonsagat mutatja meg a bauxitmaradvanynak, amelyet a méréseink sordn mi nem

vizsgaltunk, a jovoben ezzel is érdemes kutatasokat végezni.

A ritkafoldfémek koziil a vorosiszapban jelentdsebb mennyiségben talalhatd szkandium. Az
XRF nem méri pontosan a Sc mennyis€gét, viszont egy publikacié alapjan a gorog vordsiszap

120 ppm, mig a magyar 80 ppm ritkafoldémet tartalmaz (Ujaczki et al., 2018).

crer

kornyezeti terhelést okoz. SCALE (Scandium Aluminium Europe Project) EU H2020 kutatasi
projekt keretében kifejlesztettek egy 0j Sc termelési ttvonalat, amely 100 ppm koncentracioju
ritkafoldfém kinyerését teszi lehetéveé korszerli, kdrnyezetbarat modon. A folyamat soran tiszta
ScFs-ra és Sc20sz-ra koncentraljadk és tovabb finomitjdk 2%-0s Sc-tartalmu aluminium-

szkandium mesterotvozetté alakitja (Hengevoss et al., 2024).

4.2. Mikrobak izolalasa, fenntartasa

Az elsé izoldlds sordn 46 morfologiailag kiilonb6zé mikrobat sikeriilt elkiilonitentink,

izolalnunk a mintakbdl.

A friss, 0 honapos mintabol 2 torzs izolalasa
sikeriilt csak 10%*es higitds esetén, kevés
baktériumtelep ndtt ki a Petri-csészék feliiletén.
Az 1 honapos vOrdsiszapbol mar tobb mikroba
izolalasa sikeriilt, melynek soran 14 mikroba
elkiilonitése sikeriilt mind a 102, 10%, 10*-es

higitasok esetén. A legtobb mikrobat a 3 honapos

mintabol sikeriilt izoldlnunk, tobbségében 107 és

1. abra: Elsé izolalds soran 48 ora 30 °C-on valo
10%-0s higitasokbol (7. dbra). Ez az eredmén inkubalds utan kindtt telepek
g y

megfelelt a vartnak: a kdrnyezetbe kikertiilt vorosiszapon feltehetdleg megtelepedtek az onnan

bekeriil6 mikroorganizmusok.

A taptalajok koziil a Halofil agaron nem néttek ki a mikrobdk, a tatalajon 1 hét inkubécio utan
sokivalasokat figyeltiink meg. A Pikovskaya-agarrol 2 torzs izolalasa volt sikeres. A tovabbi

taptalajokat nagyobb diverzitds, illetve telepszam jellemezte.
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A masodik izolalas soran 13 telepet sikertilt
elkiilonitenliink az antibiotikummal kezelt
mintakbol vald szélesztést kovetden, az
Osszesen 27 izolalt mikrobabdl. Mindegyik
taptalaj esetétn kb. 89 db mikrobat

kiilonboztettiink meg a torzsgylijteményiinkbe

i 8. dbra: 9-es pH-értékii malata és Sabouraud-agaron
(8. abra). kifejlédétt telepek 72 6ra 30 °C-on t6rténd inkubdldsdt
kdvetden

A torzsgylijteménybe bekeriilt mikroorganizmusok kozott megtaldlhatd volt fehér, citromsarga,
piszkosfehér, halvany barna, szintelen, r6zsaszin szinti ép, szabalytalan, lebenyes sz¢ll telepek
IS.

Az izolalast kovetden 2 tisztitd szélesztés (9. abra) elvégzése
utan oltottuk at dket ferde agarra. A nyar el6tt majus végén
végeztiink egy nagy, minden torzset érintd torzsfenntartashoz
sziikséges atoltast. Augusztus végén-szeptember elején a sziinet
leteltével megismételtiik a torzsek atoltdsat, mely soran a

fajoknak tobb idd kellett a kifejlddésiikhoz, igy a jovOben

erdemes 1-2 havonta felfrissiteni a sejteket. Az atoltasok soran g8 e assrot M02 1
néhany fajt nem tudtunk megtartani, probalkoztunk esetlegesen 0/ 42 1. fisetitd szélesztést koveiden

masik taptalajra valo atoltassal is. A torzseket érdemes lenne glicerinben -40 °C-on lefagyasztva

tarolni a mutaciok és torzselvesztés megeldzése érdekében.

4.3. Mikroszkopikus vizsgalat

G313-as torzs

A torzset az elsé izolalas alkalmaval sikeriilt elkiiloniteniink 102-0s
higitott minta szélesztésébdl, Pikovskaya-agarr6l. A telepek fehér-
halvany sarga szinliek, kicsi a méretiik, ép széllel rendelkezd kor

alaktiak, nyalkéas a feliiletiik. A ferde agarra torténd atoltasok soran

lassabban (3—4 nap alatt) fejlédnek ki a telepek.

" Ak

10. dbra: G313-as torzs

A Gram-festés soran a sejtek alakjat a megfestddés miatt jobban meg Gram-festésének
mikroszkopos felvétele 400x-
tudtam figyelni, kokkusz alaku sejtek jellemzik a torzset, amelyek 0s nagyitdson

kozott diplokokkuszokat, illetve tetradokat is véltem felfedezni. A festddés soran a sejtek

rozsaszintiek voltak, amely Gram-negativ baktériumokra utal (10. abra).
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G319-es torzs
A torzset az elsé izolalas alkalmaval sikeriilt elkiiloniteniink 10%-0s
higitott minta sz¢lesztésébol 9-es pH-értékn huslé agarrol. A telepek

halvany rézsaszin szinliek, az Oregedés soran a szinik ¢élénk

rozsaszinné valt. A ferde agarra torténd atoltasok soran gyorsan, 24—

48 ora alatt telepet képez. 11. dbra: G319-es torzs Gram-

festésének mikroszkopos
A Gram-festés sordn a sejtek rovid palca alakt, Gram-pozitiv  felvétele 400x-0s nagyitdison

sejteket figyeltem meg (11. dbra).

G322-es torzs

A torzset az els6 izolalas soran kiilonitettiik el 10-es pH értéki huslé
agarrdl, 10%-os higitasbol. A telep szine iiveges, halvanyfehér szinii.

A ferde agarra torténd atoltasok soran gyorsan, 2448 ora alatt.

A Gram-festés sordn palca alakt, Gram-pozitiv sejtek voltak

12. dbra: G322-es torzs
Gram-festésének

lancot képeztek (12. dbra). mikmszé‘:’r’];; J e,tlv,é’ele #00x-
vitason

megfigyelhetdk, ahol a sejtek tobb helyen is Osszetapadva hossza

MOO06-os torzs

A torzset a masodik izoladlas alkalmaval sikeriilt elkiiloniteniink 9-es pH-
értékli malata agaron, a tomény mintabol szélesztettik ki. Kiilsd

megjelenésre telepei fehéres-narancssargds szintiek, melyen opalos szinli

gombaszer(i kidomborodasok figyelhetéek meg (13. dbra). 13. dbra: M006-05
torsz ferde agaron

MO010-es torzs

A torzset a masodik i1zolalas soran sikertilt elkiiloniteniink 9-es pH-
értékii malata agaron, melyet tomény mintabdl szélesztettiink. Telepei

aprok, fekete szinlieck. A mikroszkopos képen megfigyelhetd a torzs

sporatart6 tokja (14. abra).

14. abra: M010-es torzs
mikroszkopos felvétele 400x-0S
nagyitdson
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MO021-es torzs

A torzset a masodik izolalas soran sikeriilt eredeti pH-értékii Sabouraud-
agarra sz€leszteni 10x-es higitasbol. Telepei fiatal koraban fehérek, majd
krémszinlivé valnak, megjelennek a sporatartd tokok. A mikroszkdpos
képen megfigyelheté a gomba fonalas felépitése (15. dbra).
15. dbra: M021-es térzs

mikroszkopos felvétele
400x-o0s nagyitdson

4.4. Mikrobak identifikalasa

A mintat 4 iranybol szekvenaltdk meg, hogy a belsd régiok is 2x-es lefedettségben legyenek
jelen. A cégtdl az EzBioCloud programba valo feltoltés utan kapott fajnevet, illetve a

szekvenciakat kaptuk meg.

6. tablazat: A torzs szekvencidjanak egyezése, bazispar eltérése az adatbazisban talalt faj szekvencidjahoz képest

Egyezés a Bazispar eltérés

szekvenciaval [%] [db]

G313 Micrococcus luteus 99,70 1314/1318
G319 Dietzia cercidiphylli 100 1397/1397

Peribacillus
G322 frigoritolerans 99,93 1427/1428

MO006 Sarocladium kiliens 100 523/523

Gibellulopsis
MO010 nigrescens 99,79 470/471

M021 Aspergillus iizukae 99,82 541/542

A 6. tablazatban osszefoglaltam, hogy az adatbazisban 1év6 szekvenciakkal a torzseim milyen
mértékben egyeztek, illetve hany darab bazisparban tért el egymastol a két szekvencia. Minden
esetben 99,7% feletti egyezést talaltam, a bazispar eltérés 1-2 db volt. Két esetben (Dietzia
cercidipihylli G319 és Sarocladium kiliens M006 torzsek) a szekvenalas eredménye 100%

egyezést mutatott az adatbazisban megtalalhat6 szekvencidkkal.
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G313-as torzs
A G313-as a baktérium szekvenciaja a Micrococcus luteus fajjal egyezik meg.

A G313-as torzs a Micrococcaceae csaladba tartozik. Gram-pozitiv vagy Gram-valtozékony
(Lee et al., 2020), kokkusz alakti opportunista, amely mozgasra nem képes, obligat aerob
sejtlégzéssel rendelkezik. Megtalalhato talajban, porban, vizben, illetve az emberi bor
flérajaban. Képes nagy dozisi UV-sugérzast elviselni, valamint szennyezéanyagokat, mint
példaul benzint képes lebontani (wickhammicro.co.uk), toleralja a fémek jelenlétét. Képes
alkalmazhato (Akbar et al., 2014) illetve képes nyugalmi allapotot mutatni sporaképzés nélkiil.
(wickhammicro.co.uk). A koloniak kor alakuak, sarga sziniiek, dombort és sima felszinnel.
Optimalis novekedési hdmérséklete 25 °C-37 °C, de 45 °C-on és 10% NaCl koncentracioban
is képes novekedni (blog.microbiologics.com). Képes életképes, de nem tenyésztett

crer

Lietal., 2021).

A Gram-festés soran rézsaszintire festodott meg a sejt, amely a Gram-valtozékonysagara utal.

A mikroszkopos képen diplokokkuszokat és tetradokat is megfigyeltem.
G319-es torzs
A G319-es torzs a Dietzia cercidiphylli.

Felszini sterilizalason atesett novényi szovetekbol izolaltak Kina délnyugati részén (Y. Lietal.,
2021). A faj voroses narancssargas koloniakat képez triptikus szdja agaron, a sejtek rovid palca
alaktiak. Aerob, Gram-pozitiv, nem mozgékony, katalaz enzimet termel. Negativ eredményt ad
a kovetkez6 tesztekben: oxidaz, Voges-Proskauer, metilvords, HoS €s indol termelés, illetve
zselatin €s keményitd hidrolizis. Pozitiv ureaz hidrolizis probat ad. Optimalis novekedési
homérséklete 28 °C, de 10-37 °C kozotti homérsékleten és a 10%-0s NaCl-t is toleralja.
Optimalis pH-értéke 7,0, de pH 6,0-9,0 k6z6tt is n6 (J. Li et al., 2008). Venezuelabdl szarmazo
nehezen lebomlo olajjal szennyezett talajbol is izolaltak, képes lebontani ezeket az extra-

rrrrrr

etal., 2017).

Az altalam meghatarozott Gram-festédés szintén Gram-pozitiv baktériumot mutatott, illetve a

mikroszkopos felvételen a rovid palca alaku sejteket is meg tudtam figyelni.
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G322-es torzs

A G322-es minta a Peribacillus torzsbe tartozik, legvaldszinlibb fajra pedig Peribacillus

frigoritoleranst kaptak az adatbazisbol.

Palcika alakt, Gram-pozitiv baktérium, eredetileg Brevibacterium frigoritolerans néven volt
besorolva. Serkenti a ndvények novekedését €s elnyomja a fitopatogének altal okozott
betegségeket (Swigtczak et al., 2023). Osztriga fehér szinii telepeket képez, optimalis
novekedési hémérséklete 28 °C, de 25-37 °C kozott is nd. Maximalisan 7,5%-0s NaCl-t
toleralo, aerob, obligat aerob baktérium. Negativ eredményt ad indol, illetve H2S képzesre,

viszont pozitiv tesztet ad acetoin termelésre (bacdive.dsmz.de).

Egy tanulmany a Thar-sivatagban talalhaté ndvényfajtak tdpanyagban szegény rizoszférajabol
szarmazo baktériumok izolalasat célozta, amelyek elésegitik a novények novekedését (PGPB
faj), illetve a szarazsagtiirést. Ezen fajok koziil az egyik a Peribacillus frigoritolerans faj volt,
melynek biokémiai tulajdonsigai kozé tartozik a foszfat, vas és nitrogén oldésa, illetve

exopoliszacharidok és auxin termelése (Marik et al., 2023).

A Gram-festés sordn én is Gram-pozitiv baktériumot sikeriilt meghataroznom, melynek palca

alakjat is sikeriilt megfigyelnem a mikroszkopizalas soran.

MO0O06-os torzs

Az MO006-0s minta a Sarocladium kiliense fajba tartozik, amelyet korabban Acremonium
kiliense néven ismerték. Mindeniitt megtalalhato talajszaprofita, de alkalmanként embereket is
megfertézhet (Fernandez-Silva et al., 2014). Kiilonboz6 taptalajokon kiilonb6z6 szin jellemzi
Oket. Gliikoz-pepton agaron 30 °C-on lapos koldniat alkotnak, amelyek sziirkés-narancssargés
szinliek. Mikroszkdp alatt a hosszu, vékony fidlidak végén ovalis klamidiosporak helyezkednek
el (Campbell et al., 2013). A faj a biotechnoldgiaban korabban a Cephalosporium nemzetségbe
tartozott, cefalosporin C-t termel, amely a penicillinhez hasonlé antibiotikum. Képes a
poliszacharidokat bontani, mint példaul lebontja a keményitét, illetve épes lehet a talajban
mangan oxidalasara, valamint ligos protedzok és amilazok termelésére is (Sarocladium

Kiliense).

A mikroszkopizalas soran jol megfigyelhetdek voltak szamomra is a hifak, illetve az ovalis

klamidiosporak.
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MO010-es torzs

A faji meghatarozas soran Gibellulopsis nigrescens eredményt kaptuk. A faj egy ndvényi
patogén, amelyet a talajbol, illetve a novények szaranak also részeibdl izolalhatjak. Atlatszo,
vegetativ hifakkal, verticillium-szerii konidiumtartokkal, illetve pigmentalt terminalis vagy

interkalaris klamidiosporakkal rendelkezik (Nguyen et al., 2018).

A mikroszkop alatt nekem is sikeriilt megfigyelnem a hifdkat, konidiumtartdkat, illetve a

pigmentalt klamidiosporakat.
MO021-es torzs

A faji meghatarozas esetén a legvaldsziniibb egyezésnek az Aspergillus iizukae fajt kaptam
eredményiil. A faj vilagszerte megtaladlhaté a talajban, Romanidban barlangi iiledékbdl is
izolaltdk. A kolonidk vilagos sziirkés sargasbarnds szintek, kivalasztott valadékot
termelhetnek, mely sargas, narancssargas vagy akar barna szin(i is lehet. A konidiofejek

fehérek, halvanybarnak vagy barnak lehetnek (Aspergillus iizukae).

A sajat torzsem sargas folyadékot termelt. A mikroszkopos felvételen megfigyeltem a gomba

hifait, illetve a barna szinli konidiofejeket is.

4.5. Soétlres vizsgalata

A sotlirés kiértékelések soran a baktériumokat, illetve a gombakat elkiilonitve kezeltem a

statisztikai elemzés soran.

A mikrotiter lemezes mérés kiértékelése:

A Micrococcus (G313) torzs esetén 24 ora elteltével az optikai denzitasok kdzott szignifikans
valtozas figyelheté meg a 0-5%-o0s NaCl oldatok esetén (kivéve: 0-0,6%), mig az 5% feletti
esetben az OD értékek nem tértek el egymastol és 0,1 OD alatt maradt az értékiik, vagyis nem
tapasztaltam szaporodast (3. diagram). A 48 oras inkubalasi id6nél mért eredmények esetén 0—
0,6% ¢s 3% NaCl oldatokesetén kozepes mértékben szaporodott el a torzs, viszont az 1,2% ¢és
5% esetén az OD szignifikansan megegyezik, el6bbi esetben kis mértékli szaporodas figyelhetd

meg, mig utdbbi esetben mar kozepes a szaporodas mértéke.
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Micrococcus (G313) torzs sotlrése
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3. diagram: A Micrococcus (G313) torzs sétiirése esetén mért optikai denzitds értékeinek dbrdzoldsa

A 72 oras inkubalast kovetéen a 7-10%-0S NaCl oldatban a mikrobak ndvekedése
szignifikdnsan eltért a 12-16%-os értékekhez képest, amelyek az el6z6 mérésekben nem
kiilonboztek egymastol, viszont a szaporodas minimalisnak mondhat6. A 0; 0,6 és 3%-0S
sooldatok esetén szignifikans eltérés nem figyelheté meg az optikai denzitds ndvekedésében,
de a 24 6ras méréshez képest az értékiik megndétt, nagymértékii szaporodas figyelhetd meg, mig

1,2%-o0s és 5%-o0s sdkoncentracio esetén kdzepes mértékil a szaporodas.

A Dietzia (G319) torzs esetén 24 ora elteltével 0-12%-o0s sotartalom esetén szignifikans
kiilonbségek figyelhetok meg az optikai denzitasban, mig 12% fo6lott az értékek kozel
azonosnak mondhatok (4. diagram). A 48 oras inkubacio leteltével szignifikansan megyezik az

OD értéke 0% €és 5% esetén, 0,6-3% kozott, 7-8,8%-nal.

Dietzia (G319) torzs sotlrése

1,45 m0,0%
1,25
_ m0,6%
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4. diagram: A Dietzia (G319) torzs sétiirése esetén mért optikai denzitas értékeinek dbrazoldsa
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Kozepes mértekii a szaporodas a 0-5% sotartalom mellett. A 14,4-16% sotartalomnal a mérés
ideje alatt szignifikans novekedés nem figyelhetd meg. A torzs sotlirés szempontjabol
megfigyelheté novekedési optimuma 0,6-5% NaCl koncentraciora tehetd, amely esetén

nagymértékii szaporodasi kategoriaba sorolhato.

A Peribacillus (G322) torzs esetén a teljes mérés ideje alatt nem figyelhetd meg valtozas az
optikai denzitasban a 8,8-16%-o0s sétartalmi oldatok esetén (5. diagram), ezeknél a NaCl
koncentracioknal nincs szaporodas. Szignifikansan kiilonbozott a 24 dras mérés soran a 0%-0s,
0,6%-0s, 1,2%-0s, 3%-0s, illetve az 5%-os oldat optikai denzitéasa is. Ezek az értékek a 72 6ras
inkubalas végére ugy valtoztak meg, hogy 0-1,2%-os soOtartalomnal nem figyelhet6 meg

cre

oldatban mutatja a legnagyobb OD-értéket, amely a kdzepes szaporodas kategoriaba esik bele.

Peribacillus (G322) tdrzs sotlrése

1,45
- 0,0%
u0,6%
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0,05 ® 6 soon m12,0%
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5. diagram: A Peribacillus (G322) trzs sétiirése esetén mért optikai denzitas értékeinek dabrdzoldsa

A kémcsoves mérés kiértékelése:

Az Sarocladium (MO0O06) torzs esetén 48 ora inkubalas elteltével a 0,6-5% kozotti sdoldatok
szignifikdnsan megegyeznek, mig a 0%-0s szignifikansan eltér és 7% feletti oldatok optikai
denzitasa is megyegyezik (6. diagram). 72 oras inkubalast kovetden a 0—1,2% kozotti mérések
szignifikansan megegyeznek, az optikai denzitds a 16%-os oldat esetén nem valtozik csak, a
tobbi oldat esetén figyelheté meg ndvekedés. A kategdridkba vald besorolas esetén 0-3%

sotartalom esetén mutat nagymértékii novekedést.
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Sarocladium (M0O06) torzs sotlrése
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6. diagram: A Sarocladium (MOO6) t6rzs sotiirése esetén mért optikai denzitas értékeinek abrazoldasa

A Gibellulopsis (M010) torzs esetén szignifikans kiilonbség nem figyelhetd meg a sotiirés
értékek kozott (ezért az abrat jelen dolgozatban nem mutatom be). Az Aspergillus (M021) t6rzs
esetén a 72 oras mérés elteltével szintén nincs szignifikans kiilonbség az oldatokban szaporodo

mikrobak OD-értéke kozott.

4.6. Hémérséklettlirés vizsgalata

A homérséklet tlirés kiértékelését a sotlirésnél leirtak alapjan végeztem el.

A mikrotiter lemezes mérés kiértékelése:
A Micrococcus (G313) baktérium esetén 24 ora inkubalas elteltével a 15 és 22 °C, illetve a 30
¢és 37 °C esetén szignifikansan megegyezett az OD (7. diagram). 48 6ra elteltével 30 °C-on volt

mérhetd a legnagyobb OD, illetve 5-22 °C és 3742 °C esetében figyelheté meg OD egyezés.

Micrococcus (G313) torzs hétlrése
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7. diagram: A Micrococcus (G313) torzs hdmérséklet-tiirés esetén mért optikai denzitas értékeinek
abrazolasa

38



72 o6ra inkubalas elteltével 30 °C esetén figyelhetd meg szignifikdns eltérés, amelynél a
kategoriaba sorolas esetén 30 °C-on jelentés mértékli szaporodast mutatott. A 37 °C és 42 °C

esetén kozepes szaporodast mutatott a torzs.

Dietzia (G319) torzs hétlrése
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8. diagram: A Dietzia (G319) torzs hémérséklet-tiirés esetén mért optikai denzitas értékeinek dbrdzoldsa

A Dietzia (G319) torzs esetén 48 elteltével szignifikansan megegyezett az OD 5-22 °C és 42
°C esetén, mig szignifikansan kiilonbozott a 30 °C és a 37 °C, melyek esetén kozepes mértékii
szaporodast mutat a torzs (8. diagram). 72 6ra inkubalas utan a legmagasabb OD érték 30 °C-
on volt, illetve szignifikansan azonosak voltak az OD értékek 15 °C-nal és 42 °C-nal, ahol a
szaporodas minimalisnak mondhato, illetve 22 °C-nal és 37 °C-nal sem figyelheté meg
szignifikans kiilonbség. 30 °C-on nagymértékii szaporodast mutatott a torzs 72 dra inkubacio

utan, mig 22 °C és 37 °C esetén kozepes szaporodast mutatott.

Peribacillus (G322) torzs hotlrése
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9. diagram: A Peribacillus (G322) torzs hdmérséklet-tiirés esetén mért optikai denzitds értékeinek
dbrazoldsa
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A Peribacillus (G322) torzsnél 24 ora elteltével 30 °C, 37 °C és 42 °C esetén is észrevehetd
OD valtozas kovetkezett be, amelyek egymastol szignifikansan eltértek (9. diagram). 48 ora
inkubalast kovetden 30 °C-on kozepes szaporodsat mutatott. 72 oOra inkubalds utan
szignifikansan csak a 30 °C esetén tért el az OD értéke, amely homérsékleten nagymértékii

szaporodast mutatott.
A kémcesoves mérés kiértékelése:

A Sarocladium (MO006) torzs 24 ora elteltével csak 30 °C-on mutatott OD novekedést, majd a
48 6ras mérés soran 30 °C-on és 37 °C-on is (10. diagram). A 72 o6ra inkubalast kdvetden
szignifikdnsan kiilonbozik az OD értéke (kivéve 5 °C és 42 °C). 22 °C-37 °C-on magas

szaporodast mutat a torzs.

Sarocladium (M006) torzs hétlrése
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10. diagram: A Sarocladium (MOO06) torzs hémérséklet-tiirés esetén mért optikai denzitas értékeinek dabrazoldsa

A Gibellulopsis (M010) torzs csak 72 6ra inkubalas utan mutatott szignifikans kiilonbséget az
OD novekedés esetén (a diagramot jelen dolgozatban nem mutatom be). 22 °C és 37 °C-on
mutatott nagymértékii szaporodast. Az Aspergillus (M021) torzs 72 6ra inkubalast kdvetden

sem mutatott szignifikans kiilonbséget a kiilon6z6 hdmérsékleteken valo szaporodast illetden.

4.7. A pH tlrés vizsgalata
A pH-tlirés kiértékelését is a sotlirésnél leirtak alapjan végeztem el.
A mikrotiter lemezes mérés kiértékelése:

A Micrococcus (G313) torzs esetén 24 ora elteltével pH 6-0s, 7-es és 9-es értéknél kiillonbozott
az OD szignifikansan a tobbi pH értéken mért OD értéktdl (11. diagram). 48 o6ra utan 9-es pH
tért el a tobbi mintatol. 72 ora inkubalast kovetden 3-5-0s, 6-0s és 10-es pH érték esetén nem

figyelhet6 meg eltérés az OD értékben.
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A torzs a 9-es pH értéken mutatott nagymértékii szaporodast, ez tekinthetd a pH optimumnak a

mikroba szdmara. A 6-os és 7-es pH esetén kozepes szaporodast mutatott.

Micrococcus (G313) torzs pH-tlrése
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11. diagram: A Micrococcus (G313) torzs pH-tiirés esetén mért optikai denzitas értékeinek
dbrdzoldsa

A Dietzia (G319) torzs 24 ora inkubalas utan a 6-0S pH-értéken mért OD kiilonbozott
szignifikansan a tobbi pH értéken mért értéktdl (12. diagram). 48 orat kovetden a 3-5-0s, illetve
9-10-es pH-értékek esetén az OD szignifikansan azonosnak mondhato. A 72 6ras mérés soran
az 5-0s ¢s 9-10-es pH-értéken az OD szignifikdnsan megegyezett. A torzs kozepes ndovekedést
mutatott 6-o0s, 9-es és 10-es pH-értéken, ezen a pH-értékek mindegyike megfelelt a torzs

Sszamara.

Dietzia (G319) torzs pH-tlrése
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12. diagram: A Dietzia (G319) térzs pH-tiirés esetén mert optikai denzitas értékeinek
abrazoldsa

A Peribacillus (G322) torzs 9-es és 10-es pH-értéken nem mutatott OD valtozast, ezeken az

értékeken nem tudott szaporodni (13. diagram). A 6-0s, illetve 7-es pH-értéken szignifikansan
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azonosnak mondhaté a mért OD 72 ora inkubalasi id6 letelte utan, melyeken kozepes

szaporodast mutatott. Ez a pH-érték tekinthetd szamara optimalisnak.

Peribacillus (G322) torzs pH-tlrése
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13. diagram: A Peribacillus (G322) torzs pH-tiirés esetén mért optikai denzitas értékeinek
abrazolasa

A Saricladium (MO006) torzs 48 ora inkubalast kovetéen a pH-tiirés esetén nem mutat
szignifikans eltérést (jelen dolgozatban a diagramot nem mutatom be). A Gibellulopsis (M010)
torzs esetén minden inkubalési id6 utan szignifikans egyezés lathaté az OD értékek kozott. Az
Aspergillus (M021) torzs 72 ora inkubalas utan minden pH-érték esetén az OD értékek

megegyeznek.

4.8. Savtermelés vizsgalata
A HPLC eredmények azt mutatjak, hogy a G322-es (16. dbra), M006-0s, M010-es, M021-es

torzs termelt ecetsavat (17,7-17,8-as retencios idénél), illetve az M010-es torzsnél tejsav
figyelhet6 meg a kromatogramon 13,3-as retencios idonél (17. abra). A tobbi torzs esetében

nem métunk savtermelést.
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16. dbra: A G322 torzs altal termelt ecetsav kromatogramja
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17. abra: Az M010 torzs daltal termelt tejsav kromatogramja
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4.9. EPS-termelés vizsgalata

A 2-propanollal kicsapott EPS vildgos szinii csapadékot képezett, opalossa valt az oldat. A
valasztott 6 mikroba koziil csak az egyik, a G322-es torzs termelt nagy mennyiségben EPS-t
(18. dbra). A tobbi mikroba esetén nem tortént szinelvaltozas, illetve gélszeri anyag

megjelenés sem.

18. dbra: Az EPS-t jelz6 opdlos szin megjelenése a
kémcsoben (bal), kontroll minta attetszo szine (jobb)

4.10. Sziderofdrtermelés vizsgalata

A sziderofor termelés 48—72 ora elteltével volt megfigyelhetd. A kiértékelést 72 o6ra inkubalast

kovetden végeztem el.

i // NN h R

% — & b, g . — —— el
19. dbra: Sziderofort termeld baktériumok: G313 (-), G319 (citromsdrga), G322 (narancssdarga)

A baktériumok koziil a G313-as torzs nem termelt sziderofort, mig a G319-es torzs esetén
citromsarga szinii elvaltozas, a G322-es torzs esetén pedig narancssarga szinii elvaltozas volt

megfigyelhet6 (19. dbra).

A gombak esetén mind a 3 torzs termelt sziderofort. Az M006-os torzs citromsarga szinil, mig

az M010-es és M021-es torzs esetén narancssarga elszinez6dés volt megfigyelhetd (20. abra).

=

oV

20. abra: Sziderofort terml gombak: M00 (citromsargay), MO10 (narancssarga, M021 (rancssdrga)
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4.11. Potencialis hasznosithatosag

Az alabbi tablazatban 0sszefoglaltam a mikrobdk potencialis biotechnoldgiai hasznosithatosag

szempontjabol az eredményeket (7. tdbldzat).

7. tablazat: Mikrobak potencialis hasznosithatosaganak eredményei: zold szin a legjelentésebb mértékii szaporodast, a piros szin
pedig a szélséségeket mutatja (*: ecetsav termelés, **: tejsav termelés)

- Sétiirés [%] Hémérséklet-tiirés [°C] pH-tdirés [-] Al E
melés
0 06 1,2 3 5 7 88 10 15 22 30 5 6 7 8 9 10

12 144 16 5 37 42
G313 NI ++ . ++ + A o R RS + ++ drap
G319  +4+ 44+ 4+ e+ 44+ + + ++ + ++ + + +
G322 4+ 4+ 4+ e+ +4 + ++ + + ++ + +* +
MO06 |[+++  +++  +++ 4+ | HHE |+ ++ | + + J ++ +++ 4+ 4+ |+ | A
MO10 + + + +++ +++ + + +*

MO21 | +++  ++ R A+ | I+++ ++ |+

| + ++ +++ St ++ | o B ++ +*

Jol megfigyelhetd, hogy a baktériumok 7%-os sotartalom mellett kismértékben szaporodtak,

mig a gombak akar 16%-o0s sétartalom esetén is mutattak kismértékli szaporodast. A mikrobak
3-14,4%-o0s sotartalomnal torténd szaporodasnal mérsékelten halofil torzsnek szadmitanak, mig
14,4% NaCl koncentracio feletti Szaporodasnal az extrém halofil kategoriaba sorolhatok (Feigl
etal., 2024). A G313-as torzs 42 °C-on kozepes mértékii szaporodast mutatott, amely az 6sszes
mikroba koziil a legmagasabb szaporodast mutatta ezen a h6fokon. A baktériumok esetén 9-es
és 10-es pH-értéken kis- és kozepes mértékli szaporodast figyeltem meg, amely mar
alkalitoleransnak mondhat6. Az M021-es torzs az Osszes mikroba koziil a legnagyobb
mértékben szaporodott 15 °C-on, amely esetén kézepes mértékii szaporoddst mutatott. Az

MO006-os torzs nagymértékii szaporodast mutatott 10-es pH-értéken.

Koszonetnyilvanitas

A kutatds a Nemzeti Kutatési és Fejlesztési Hivatal OTKA FK 146542 Vordsiszapban talalhato
kritikus fontossagli nyersanyagok bioldgiai kioldasanak mechanizmusai cimill projekt anyagi
tdmogatasaval valosult meg.
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4.Osszefoglalas

A vorosiszap sokoldalu felhasznaléasi lehetdségei megjelennek az épitdiparban, fémiparban,
mezogazdasagban, vegyiparban, emellett fontos szerepet tolt be a kornyezetvédelmi

eljarasokban is, igy szdmos kutatas kiindulopontjat képezheti.

A bauxitmaradvanybdl dsszesen 73 torzset sikeriilt izolalnunk. Az altalam vizsgélt mikrobdk
koziil a ,,G” jelli baktériumokat az els6 izolalas alkalmaval gordg vordsiszapbol, mig az ,,M”

jelt gombakat a mésodik izolalas alkalmaval a magyar mintabdl sikertilt elkiilonitenem.

A mikrobak kozott a Sarocladium kiliense M006 és az Aspergillus iizukae M021 térzsek magas
pH- és sotoleranciaval rendelkeznek, valamint olyanok is, amelyek egyszerre képesek mindkét
sz€lsOséget elviselni, azaz poliextremofilek. Exopoliszacharid termelésére a fajok koziil csak 1
mikroba volt képes, a Peribacillus frigoritolerans G322-es torzs, mig 4 torzs termelt ecet- vagy
tejsavat: Peribacillus frigoritolerans G322, Sarocladium kiliense MO006, Gibellulopsis
nigrescens M010 és Aspergillus iizukae M021. Sziderofor termelésre mindegyik mikroba képes
volt (kivéve G313), amelyek citromsarga és narancssarga szinnel jelentek meg. A biokémiai,
illetve tapanyag bontési kapacitas koziil az anaerob gliikdz és a foszfor-mobilizacids probat
mindegyik torzs adta, illetve H2S, aerob gliikkdz, uredz és keményitd bontasi proba mindegyik

gomba torzs esetén pozitiv lett.

Ezek alapjan a potencidlis biotechnoldgiai hasznositds szempontjabol a legérdekesebb
torzseknek a baktériumok koziil a tiir6képesség kapcsan a Micrococcus luteus G313, mig sav-
¢és exopoliszacharid termelés esetén a Peribacillus frigoritolerans G322. A gomba torzsek
esetén a tlir6képesség kapcesan a Sarocladium kiliense M006 és az Aspergillus iizukae M021 a

két kiemelkedo torzs.

Ezek az extermofil mikroorganizmusok nemcsak extrém koriilmények kozott képesek életben
maradni, fejlédni, hanem egyedi enzimek, vegyliletek eldallitasara is képes, amelyek a
biotechnologiai  folyamatokban  hasznalhatok.  Kivaléan  alkalmazhatok  példaul
biolizemanyagok eléallitasdban, toxikus anyagokat tartalmazo6 szennyvizek kezelésében, vagy
akar Uj antioxiddnsok vagy biopolimerek fejlesztésében is. Ezen kiviil, mivel gyakran
ellenallnak a szélsdséges homérsékletnek vagy pH-értéknek, ezen mikroorganizmusok altal
termelt enzimek kiilondsen értékesek lehetnek olyan iparagaknak, ahol extrém koriilmények
kozott sziikséges a hatékony katalizis. A dolgozatomhoz végzett kutatdsok nemcsak Uj,
extremofil mikroorganizmus torzsek felfedezését segitette eld, hanem a vizsgalt mikrobak

biotechnologiai lehetdségeit is feltarta.
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