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1. IRODALMI ATTEKINTES
1.1. Problémafelvetés

A koéolajipari termékek fokozott hasznalata a karos 1égkori €s klimatikus hatdsokon tul
nagy mennyiségli hulladékolaj képzddésével is jar. Eurdpaban az egyik legszamottevobb
folyékony veszélyes hulladékaramot a kendolajok hulladékai jelentik. A hasznalt kendolajban
(HKO) felhalmozodhatnak mérgez6 égéstermékek, nehézfémek, illetve policiklikus aromas
(polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH) és poliklorozott szénhidrogének (polychlorinated
biphenyl, PCB), amelyek nem megfelelden kezelve elszennyezhetik a levegét, a (felszini €s
felszin alatti) vizeket vagy a talajt (Pinheiro és mtsai 2017). A talajba jutott olajkomponensek
modosithatjak annak alapvet6 tulajdonsagait, igy a talaj természetes él6helyi funkcioi és
(esetleges) késobbi hasznositasi lehetdségei meglehetdsen lesziikiilnek (Bodor ¢és
mtsai 2020a, 2021).

A természetben el6fordulé mikroorganizmusok egy része képes alkalmazkodni a
hidroféb, szerves szennyezOanyagok jelenlétéhez és szén-, illetve energiaforrasként
hasznositani az olajban taldlhat6 szénhidrogéneket. Ezen tulajdonsagaik hatékony eszkozzé
teszik 6ket az olajszennyezett kozegek bioldgiai karmentesitése soran (Bodor és mtsai 20203,
2021). A mikrobialis aktivitast azonban szamos biotikus (kompeticid, predacid stb.) és
abiotikus tényezd (hémérséklet, pH, oxigénellatottsag, nedvességtartalom, tapanyagok
hozzaférhet6sége, szennyezOanyagok jelenléte stb.) is befolyasolhatja, és amennyiben a
kortilmények kedvezdtlennek bizonyulnak, szamos mikroorganizmus hajlamos belépni egy €106,
de nem szaporodoképes (viable but non-culturable, VBNC) allapotba (Bodor és mtsai 2020b),
amelyben az aktivitasuk minimalisra csokken, vagy akar teljesen megsziinik. Eppen ezért a
biologiai karmentesitések sikere alapjaiban mulhat azon, hogy a megfelelé stimulansok
adagolasaval mennyire sikeriil fenntartani a mikroorganizmusok aktivitasat és Gjraaktivizalni a
szunnyad6 VBNC sejteket (Paniagua-Michel és Fathepure 2018, Bodor és mtsai 2020b, Shi és
mtsai 2024).

1.2. Koolajfeldolgozas és kendolajok

A kéolaj sotét szinli, folyékony halmazallapot, viszkézus anyag, amely az évmillidk alatt
felhalmozodott, nagy nyomason ¢és magas homérsékleti viszonyok kozott atalakult,
fehérjékben, szénhidratokban, ligninben és lipidekben gazdag biomasszabol képzodott.
Leginkabb a felszin alatt, tiledékes kézetek porusaiban fordul elé (Hannus és mtsai 2007).

A kéolaj nagy mennyiségli szenet (85-89%) ¢€s hidrogént (10-14%) tartalmaz, de valtozo



mértékben el6fordulhat benne még oxigén, nitrogén, kén ¢és kiilonbozé nehézfémek is.
Szénhidrogén-tartalma alapvetéen négy frakcioba sorolhaté: (a) alkanok (nyilt vagy elagazo
lancuak, telitettek vagy telitetlenek), (b) aromasok [ide tartoznak a BTEX (benzol, toluol,
etilbenzol, xilol)- és poliaromas vegyiiletek], () gyantak (olajban old6do, polaris, amorf
szilardanyagok), (d) aszfaltének (olajban diszpergalt komplex vegyiiletek) (Varjani 2017,
Varjani és Upasani 2017).

A koéolajat a kitermelést kovetden kiilonbozo fizikai és kémiai modszerek segitségével
dolgozzak fel. A finomitas soran a nyersolajat el6szor atmoszférikus desztillacioval kiillonbozo
forrdspontu frakciokra valasztjak: benzin, petroleum, gazolaj, kerozin és pakura. Ez utdbbit
jelent6sen alacsonyabb nyomason (2-4 kPa), vakuumdesztillacioval dolgozzak fel, aminek a
terméke a gédzolaj, illetve a melléktermékként gudron és kiilonb6zdé kendolaj eldfrakciok
(alapolajok) keletkeznek. A kiilonféle tisztitd eljarasok (pl. a hosszu szénlancu paraffinok
hiitéses kristalyositassal torténd kivondsa, az instabil vegyiileteket oldoszeres raffinalasa,
kéntelenités) utan — a kendolajgyartds utolsd lépésként — kiilonbozé adalékanyagokat
(szintetikus polimereket) adagolnak ezekhez az alapolajokhoz (Hannus és mtsai 2007).

A kendolajok (KO) olyan olajipari termékek, amelyek védoréteget képeznek az
egymassal érintkez0, mozgd gépalkatrészek felszinén, igy csokkentik a surlodast, és védenek a
korroziotol. Osszetételiiket tekintve a KO-ok kb. 80-90%-ban alapolajokbol allnak, a maradék
10-20%-ban pedig kiilonboz6 kémiai adalékanyagokat és egyéb komponenseket tartalmaznak.
A gyartasukhoz felhasznalt adalékanyagok (pl. antioxidansok, detergensek, rozsdagatlok,
sarlodasmodositok, viszkozitasmodositok stb.) mindségét és mennyiségét az hatarozza meg,
hogy a késébbiekben milyen teriileten alkalmazzak majd az adott KO-at (Botas és mtsai 2017,
Minami 2017, Nowak és mtsai 2019). Habar a KO-oknak tobbnyire a belsdégésii motoroknal,
kompresszoroknal, sebességvaltoknal, turbinaknal és hidraulikus rendszereknél veszik hasznat,
szamos tovabbi felhasznalasi teriiletiik 1étezik, igy minden egyes funkciora egyedi Gsszetételii
kendolajat kell 1étrehozni. Jelenleg 5000 és 10000 kozé tehetd a kiilonbozd tipusu,
kereskedelmi forgalomban megvasarolhato KO-ok szama. 2015-ben 35,6 milli6é tonna KO
fogyott vilagszerte, és ennek kozel felét az azsiai és csendes-0ceani régiok fogyasztasa tette ki
(Mang és Gosalia 2017, Bodor és mtsai 2020a). A KO-ok lehetnek jarmiiolajok, ipari olajok,
zsirok, fémmegmunkalo folyadékok és technologiai olajok. Ezek koziil a jarmiiolajok (56%) és
az ipari olajok (26%) teszik ki az 6sszes KO jelentds hanyadat.

A motor lizemeltetésekor a KO-ok szamos fizikai és kémiai valtozason mehetnek
keresztiil, amelyek soran felhalmozddnak benniik a kiilonb6z6 karosanyagok, mint példaul az

¢géstermékek, nehézfémek vagy a PCB- és PAH-vegyiiletek (Mang és Gosalia 2017, Pinheiro
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és mtsai 2017). Ezek mennyisége és aranya azonban szamos egyéb tényezdé (pl. alapolajok
Osszetétele és feldolgozasa, adalékanyagok tipusa, lizemidd) fiiggvénye lehet (Pinheiro és
mtsai 2021).

A KO-0k egy része a 1égkorbe parologva vagy az lizemidé alatt elégve is szennyezhet,
am a legnagyobb mennyiségben a hasznalattal és a nem megfeleld tarolas soran keriilnek a
kornyezetbe. Eurdpaban az évente hulladékként keletkezd 5 milli6 tonna HKO 40-50%-a
kozvetleniil veszélyezteti a kornyezetet (Luther 2017). A becslések szerint egy liter HKO képes
akar egymillio liter vizet is elszennyezni vagy egy 3784 m? alapteriiletii terméfoldet
alkalmatlanna tenni a novénytermesztésre. Ez szemléletesen példazza, hogy a HKO-k miért

tartoznak napjaink legjelentsebb szennyezéanyagai kozé (Ossai és mtsai 2024).

1.3. Olajszennyezés a talajban

Mig a talajok olajszennyezése foként a finomitokbol, szerelémiihelyekbdl,
toltéallomasokbol, lerakokbol, tizemi teriiletekrdl vagy szallitasbol szarmazd kiomlésekbdl és
szivargasokbol eredeztethetd, addig a HKO-0k tobbnyire a jarmialkatrészekbdl és -
motorokbol, illetve a feleltlen emberi tevékenység soran, a csatornakba és a talajra kiboritva
keriilhet a kornyezetbe (Abdulsalam és mtsai 2011).

A koéolajat és szarmazékait a kornyezetbe jutva és ott a kozeg felszinén szétterjedve
azonnal olyan hatasok érik (pl. parolgas, diszperzid, emulgealas, bomlas, foto-oxidacio,
biodegradacid), amelyek kovetkeztében modosulhat az Osszetételilk. Az olaj tetemes
mennyisége azonban a kapillaris és gravitacios erék hatasara a talaj mélyebb rétegeibe is be tud
szivarogni. llyenkor az olaj hozzatapadhat a talajszemcsékhez és kitolti a talajporusokat, ez
pedig akadalyozza a viz, az oxigén ¢és a tapanyagok transzportjat (Paria 2008, Varjani 2017,
Pinheiro és mtsai 2021). Mivel a talaj ateresztéképességét alapvetden mar a talajszerkezet is
befolyasolja, igy az hatassal van a szennyezGanyagok mobilitasara is. Az agyagos talajok
ateresztOképessége kicsi, ezért ott a viz, oxigén, tipanyagok és a szénhidrogének transzportja
korlatozott, mig a homoktalajok esetében ez pont forditva van (Maletic és mtsai 2013, Nowak
¢s mtsai 2019). Mindemellett a talajkomponensek (pl. hidrofob talajszemcsék vagy a talaj
szervesanyagai) megkdthetik az olajos vegyiileteket, amelyeknek ilyenkor csokken a
mobilitdsa. Az igy ,.eloregedd” szennyezések toxicitdsa ugyan mérséklodhet az alacsony
hozzaférhetoség miatt, de ezzel egyiitt a mikrobialis degradacié hatasfoka is romlik, €s a talaj

termOképességére is hatassal van (Paria 2008, Jiang és mtsai 2016, Koshlaf és Ball 2017).



Azok a teriiletek, ahol siirli a gépjarmiiforgalom, és gyakran végeznek karbantartasi
miiveleteket, sokkal inkabb ki vannak téve a HKO-szennyezés kockazatanak. Egy ilyen jellegli
kornyezeti kar esetén, a talajba keriilé olaj megvaltoztatja a kozeg fizikai, kémiai és biologiai
tulajdonsagait. A HKO-ban 1év6 szennyezéanyagok — mint a szénhidrogének és nehézfémek —
példaul negativan hatnak a talajbidta diverzitasara és kdzosség-Osszetételére, hiszen ezek a
komponensek citotoxikusak és karositjak a sejtmembrant (Jung és mtsai 2016, Bodor és
mtsai 2020a). A szennyezdanyagok képesek az eredeti helyszintdl tovabbterjedni
(pl. a vizmozgasok segitségével), ez pedig a tavolabbi teriiletek talajflorajat és -faunajat is
veszélyezteti. A talaj ateresztéképességének csokkenése, valamint a magok és gyokerek
felszinén kialakuld olajbevonat rontja a csirdzdst és a mar kihajtott ndvények fejlodését.
A szénhidrogének hatasara kialakulo oxidativ stressz pedig a fotoszintézis hatékonysagat
csokkenti, igy a novények sokkal kevésbé képesek ellenallni a betegségeknek, amely
tapanyaghianyhoz, majd nekrozishoz vezethet (Graj és mtsai 2013, Ossai és mtsai 2020).
A petrogén vegyiiletek kiilondsen perzisztensek, igy hosszan fenn tudnak maradni talajban, és
felhalmozodhatnak a novényi szovetekben. Ez jelent6sen kihat a talaléklanc tovabbi tagjaira:
genetikai mutaciokat vagy akar halalt is okozhat az allatokban és az emberekben. De a friss €s
hasznalt KO-ban el6forduld, karcinogén vegyiiletekkel szennyezett novények elfogyasztasan
tul a levegdben 1évo illékony anyagok belégzése vagy akar borrel torténd érintkezés is tovabbi
egészségligyi problémakat (vérszegénység, sulycsokkenés, majkarosodas, gasztrointesztinalis
betegségek, gyenge immunrendszer stb.) valthat ki az emberi szervezetben (Koshlaf és
Ball 2017).

Mivel a mikroorganizmusok alapvetd szerepet jatszanak a kdolajképzddés Korai
szakaszaban — €s késébb befolyasoljak az sszetételét is —, raadasul Kis koncentracioban széles
korben eléfordulnak nem kdolaj-eredetti szénhidrogének (pl. zsirok, olajok vagy viaszok) is a
kornyezetben, igy a mikrobak ohatatlanul kolcsonhatasba keriilnek ezekkel az anyagokkal.
Valészinlileg ennek koOszonhetd, hogy — bar tobbnyire alacsony gyakorisaggal, de—
természetesen el6fordulnak olyan mikroorganizmusok, amelyek képesek lebontani a kdolaj és
a petrolkémiai termékek szénhidrogén-komponenseit (Lawniczak és mtsai 2020).
A biodegradacio szempontjabol a hidrofob, szerves szennyezék négyféle frakcidjat lehet
elkiiloniteni: (a) konnyen hozzaférhetok, (b) lebonthatok és eltavolithatok, (c) bontasnak
ellenallok (d) nem hozzaférhet6k. Ezeknek az egymashoz viszonyitott aranyat azonban a talaj
szerkezete és szervesanyag-tartalma, az oxidativ és katalitikus allapotok (talajenzimek), a
mikrobialis Osszetétel, valamint az adott szennyezdéanyag kémiai szerkezete is befolyasolja

(Biswas ¢és mtsai 2018). Ez utobbi kiilondsen nehézkessé teheti a kodolaj-eredeti
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crer

alkanokat tudjak lebontani a mikroorganizmusok, majd ezt kdvetéen az elagazé lancuakat,
aromasokat és cikloalkanokat. Legnehezebben a nagy molekulatomegti és a tobb aromas gytirtit
tartalmazo szénhidrogéneket (pl. PAH-0K) tudjak lebontani. Ha ezek a poliaromas vegyiiletek
nagy koncentracioban vannak jelen a talajban, az drasztikusan csokkenti a biodiverzitast, amely
tovabb komplikalja a mikrobialis lebontasi folyamatokat (Das és Chadran 2011, Jung és
mtsai 2015).

1.4. Az olajszennyezett kozegek karmentesitése

A kendolajok ¢és mas koolaj-eredetli kornyezeti Szennyezék —artalmatlanitasa
elengedhetetlen, mivel azok a talajban él6 mikrokdzosségekre, novényekre, allatokra és az
emberre nézve egyarant veszélyesek. Az adott szennyezéstol fliggben a karmentesitést el lehet
végezni fizikai, kémiai vagy bioldgiai uton is, amely torténhet helyben (in situ), illetve a
szennyezett kdzeg kitermelését kovetden (ex situ). Ez utobbi aztan térténhet a helyszinen (on-
site) vagy a kozeg elszdllitasa utdn egy, a feladatra megfeleléen kialakitott, lehatarolt
teriileten/telepen (off-site). A gyakorlat azt mutatja, hogy a bioldgiai modszerek jelentds
potenciallal birnak, viszont iddigényesebbek, mint a hagyomanyos remediacios eljarasok

(Ossai €s mtsai 2020).

1.4.1. Hagyomanyos karmentesitési eljarasok

A hagyomanyos karmentesitési technikak k6z¢ sorolunk minden olyan médszert, amikor
a szennyezett kdzeget valamilyen fizikai (pl. izolacid, gbzleparlés, elektroméagneses kezelés,
égetés, vitrifikdcio, pirolizis stb.) vagy kémiai (pl. olddszeres extrakcid, kémiai oxidacio,
immobilizacio stb.) kezelésnek vetik ala. Ezek jellemz6en egyszerii és gyors eljarasok, azonban
gyakran igen koltségesek, raadasul el6fordulhat, hogy az igy kezelt talaj szerkezete

irreverzibilisen romlik, vagy megnd a toxicitasa (Lim €s mtsai 2016, Ossai €s mtsai 2020).

1.4.2. Bioremediacio

A bioremediacié soran bioldgiai rendszerek alkalmazasaval 4rtalmatlanitjdk a
kornyezetszennyez0 anyagokat, vagy csokkentik azok mennyiségét. A hagyomanyos
modszerekkel szemben a bioremediacio joval koltséghatékonyabb, és idedlis esetben nem okoz

tovabbi talajromlast, igy kornyezetkimélobb is (Lim és mtsai 2016).



Mivel a bioremediacio soran jellemzden €16 szervezeteket hasznalnak fel, igy bizonyos
abiotikus (pl. hdmérséklet, tapanyagok, oxigéntartalom, nedvességtartalom, pH) és biotikus (pl.
predacid, kompeticid, mutualizmus) tényezéknek megfelelének kell lenniiik az optimalis
mikodéshez. Ha ez kiilsé beavatkozas nélkiil is teljesiil, akkor végbemehet a passziv
bioremediacio, az Un. természetes csillapodas. Ezek hidnyaban olyan modszerek alkalmazasa
A biostimulacié soran az eredetileg korlatozott mennyiségben rendelkezésre alld tapanyagok
(pl. nitrogén, foszfor, kalium stb.), alternativ elektronakceptorok vagy feliiletaktiv anyagok
adagolasaval serkenthet6 a szennyezett kozegben €16 (endogén) mikroorganizmusok aktivitasa
¢s szaporoddsa, vagy javithatdé a szennyezOanyag hozzaférhetdsége ¢és biodegradacioja.
A kérmentesités hatékonysaga nodvelhetd bioaugmentacioval is. Ekkor laboratériumban
felszaporitott, specifikus lebontod aktivitassal rendelkezé6 mikroorganizmusokat juttatnak Ki
oltdanyagként a szennyezett kozegbe (Lim és mtsai 2016, Roy és mtsai 2018, Sales de Silva és
mtsai 2020).

1.4.3. Szénhidrogének mikrobialis lebontasa

Az olajszennyezett kozegek bioldgiai karmentesitése a szénhidrogének aerob (oxigénben
Mara t6bb mint 12 Archea ¢és 320 Eubacteria nemzetségrél (pl. Mycobacterium, Rhodococcus,
Arthrobacter, Flavocabter, Marinobacter, Corynebacterium, Pseudomonas, Micrococcus,
Nocardia stb.) bizonyitottak be, hogy egyes tagjaik képesek a szénhidrogéneket szén- és
energiaforrasként hasznositani. De emellett ismeriink olajszarmazékokat bontdé gombafajokat
(pl. az Aspergillus, Saccharomyces, Penicillium, Syncephalastrum, Fusarium, Amorphoteca,,
Talaromyces stb. nemzetségek képviseldi kozott) is (Koshlaf és Ball 2017, Prince és
mtsai 2019).

A legegyszeriibb szerkezetli szénhidrogének, az n-alkdnok mikrobidlis degradacidja
aerob mddon, a terminalis itvonalon keresztiil jatszodik le a legkdnnyebben. Az elsd, alkan-
monooxigenaz altal katalizalt 1épésben a szénhidrogénlanc oxidalodik, és primer alkohol
képzddik. Ezt egy alkohol-dehidrogenaz aldehiddé alakitja at, majd ebbdl aldehid-dehidrogenaz
altal zsirsav keletkezik. Az alkanok oxidacidjanak végsé 1épéseként 1étrejott zsirsavak ezutan
belépnek a B-oxidacio energiatermeld folyamatdba, vagy beépililnek a sejtmembranba (Das és
Chandran 2011, Maletic és mtasi 2013, Laczi és mtsai 2015). Az aromas vegyiiletek toxikusabb

hatasuak, ezért fokozottabb veszélyt jelentenek a természetes életkozosségekre. Nagyobb



stabilitasuk miatt azonban a lebontasuk is nehézkesebb, ebben a komplex a folyamatban pedig

sokféle titvonalon, szamos enzim vehet részt (Abdel-Shafy és mtsai 2018).

1.5. A karmentesités monitorozasa

A | foldtani kézeg és felszin alatti viz szennyezéssel szembeni védelméhez sziikséges
hatarértékekrél” szol6 6/2009. (IV. 14.) KvWM-EiM-FVM egyiittes rendelet (Hatalyos
Jogszabalyok Gylijteménye) alapjan Magyarorszagon az dsvanyolajok és szénhidrogének a
,,minden esetben veszélyes anyagok” kozé tartoznak, a szennyezettségi hatarértékiik pedig a
rendelet 1. melléklete szerint az Osszes alifas szénhidrogénre (Cs-Cao) nézve 100 mg/kg; a
BTEX-vegyiiletekre 0,2-0,5 mg/kg , a fenolokra 0,5-1 mg/kg; PAH-vegyiiletekre 0,5-1 mg/kg;
illetve halogénezett szénhidrogéneknek 1 mg/kg. Az olajszennyezett talaj szennyezettségének
mértékét leggyakrabban az 0Osszes koolaj-eredetii szénhidrogének (total petroleum
hydrocarbon, TPH) mennyiségével szokas megadni. Onmagéban azonban sem a TPH-tartalom,
sem az egyes szennyezOkomponensek koncentricidja nem képes jellemezni a kornyezeti
veszély mértékét. El6fordulhat ugyanis, hogy mialatt a konnyebben lebonthat6 szénhidrogének
mennyisége csokken a kozegben, azzal parhuzamosan megnd a nehezebben lebonthato,
toxikusabb vegyiiletek relativ aranya. Hasonldéan ronthatjak a talaj allapotat a mikrobialis
lebontasi folyamatok kozti- és melléktermékei is, hiszen megeshet, hogy ezek az eredeti
szennyezdanyagnal is mérgezdbb hatasuak (Montagnolli és mtsai 2015, Adeniji és mtsai 2017,
Bodor ¢és mtsai 2021).

A karmentesités sikeréhez tehat elengedhetetlen nem csak a biodegradacio folyamatanak,
hanem a szennyezett kornyezet valtozasainak széleskori monitorozasa is. A talaj kémiai €s
biologiai paraméterei (pl. a szennyezdanyag-koncentracid, hozzaférhetd tapanyag-tartalom,
mikrobialis kozosség ¢€s Okotoxicitds valtozasai) alapjan teljesebb képet kaphatunk a
szennyezett kozeg allapotarol, és igy megeldzhetd az adott 6koszisztéma funkcidinak tovabbi
karosodasa. A talaj egészségét és termbképességét gyakran bioldgiai indikatorok — példaul a
mikrobialis biomassza mennyisége, talajenzim-aktivitas, névényi csirazas és novekedés,
foldigilisztak szaporodasa stb. — segitségével jellemzik (Khan és mtsai 2018, Bodor és
mtsai 2021, 2024).

1.6. Biomonitorozas

A talajlak6é mikroorganizmusok (és novényi gyokerek) altal termelt talajenzimek olyan

fehérjék, amelyek fontos biokémiai funkciokkal birnak a kiilonbozé anyag- ¢és



energiaatalakitasi folyamatokban (Wolinska és Stepniewska 2012, Zuccarini és mtsai 2023).
A legtobb talajenzim besorolhatd az oxidoreduktazok, ligazok, liazok, hidrolazok és
izomerazok kozé (Wolinska és Stepniewska 2012), és a talaj szerves kolloidjaival és
agyagasvanyaival komplexet képezve stabilizalodnak a talajméatrixban (Bodor és mtsai 2024).
Ez alol kivétel az oxidoreduktazok csoportjaba tartozé dehidrogenaz (DH), amely csak
intracellularisan fordul el6 az ¢16 mikrobakban. A DH a talaj szervesanyaganak biologiai
oxidacigjat katalizalva segiti el a hidrogénnek (proton és elektron) a szerves szubsztratrol
szervetlen akceptorra szallitasat, igy részt vesz a C-korforgalomban. Az egyik legfontosabb
talajenzim, hiszen informaciot nyujthat a kozeg teljes mikrobialis aktivitasarol (Wolinska és
Stepniewska 2012). A katalaz (catalase, CAT) szintén az oxidoreduktazok kozé tartozik, és a
hidrogén-peroxidot alakitja at vizzé és oxigénné. A dehidrogenazhoz hasonléoan a CAT is
rendkiviil érzékeny a nehézfémek jelenlétére: erds szennyezettségnél csokken mindkettd
aktivitasa, amely igy a monitorozas soran alkalmassa teszi 6ket a szennyezett talaj allapotanak
jellemzésére (Achuba és Peretiemo-Clarke 2008). A szukraz (sucrase, SUC, vagy mas néven:
invertaz) a mikroorganizmusok szénhidrat-felhasznalasarol adhat képet, mivel a szukrozt
glikozza és fruktdzza hidrolizalja. A csokkent SUC aktivitds a mikrobidlis kdzosség
diverzitasanak csokkenésére is utalhat (Feng és mtsai 2022). Szamos enzim képes hidrolizalni
a fluoreszcein-diacetatot (FDA) — ilyenek példaul a proteazok, lipazok, észterazok —, éppen
ezért az FDA-hidrolaz aktivitas alapjan szintén becsiilhet6 a talaj teljes mikrobialis aktivitasa
(Adam és Duncan 2001).

A fentiek remekiil illusztraljak a talajenzimek fontossagat a talaj egészségének
fenntartasaban, igy az aktivitasuk nyomon kovetése nélkiilozhetetlen egy karmentesitési eljaras
soran (Das és Varma 2011). Mindemellett azonban érdemes tovabbi 6kotoxikologiai teszteket
is elvégezni, hogy teljesebb képet kaphassunk a talaj allapotarol a karmentesités alatt és utan
is. Erre alkalmasak lehetnek példaul a fitotoxicitast jellemz6 paraméterek vizsgalatai, mint a
megfeleléen érzékeny ndvényi indikatorfajok (pl. mustar, repce, lucerna) felhasznalasaval
kivitelezett csirazasi tesztek és morfologiai (pl. hajtas, gyokerek hossza) vizsgalatok (Graj és

mtsai 2013, Jiang és mtsai 2016).

1.7. Mikrobialis kozosségek jellemzése

Aktivitasuk révén a mikroorganizmusok sokféle talajfunkcio ellatdsaban (pl. a talaj
szerkezetének, termékenységének ¢és stressztiirésének meghatarozasa) nélkiilozhetetlenek

(Bodor és mtsai 2024). A szennyezOanyagok jelenléte azonban a mikrobidlis diverzitas — €s igy
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az aktivitds — befolyasolasaval jelentdsen kihat ezekre a funkciokra. A mikrobialis kozosségek
jellemzésére és valtozasainak nyomon kovetésére a hagyomanyos, szaporitason alapulé vagy
kis ateresztoképességili, molekularis technikdk mellett mar rendelkezésre allnak olyan
ujgeneracioés szekvenalasi eljarasok (next-generation sequencing, NGS) is, amelyek
segitségével nagy mennyiségli informacié nyerhetd ki a kdrnyezeti mintdkbdl izolalt genetikai
alloméanybdl. A 16S rRNS gén amplikon szekvenalasaval a bakterialis kozosségek diverzitasa,
az Osszes DNS shot-gun szekvenalasaval a kozosségosszetétel és potencialis funkciok
(metagenomika), az 0sszes RNS szekvenalasaval pedig a ténylegesen kifejezodd funkciok
(metatranszkriptomika) is jellemezheték (Cordier és mtsai 2020, Laczi és mtsai 2020, Pacwa-

Plociniczak és mtsai 2020).

1.8. Bioremediacio korlatai és a VBNC allapot

Habar a bioremediaci6 egy kornyezetkimélo és koltséghatékony modszer a szennyezett
kozegek karmentesitésére, a sikerét mégis szamos biotikus és abiotikus tényez6 befolyasolhatja
(talajtipus, pH, homérséklet, oxigén- és elektronakceptorok jelenléte, hozzaférhetd tapanyagok
stb.). Hatékonyan csak akkor alkalmazhatd, ha mindezek optimalisak a lebontd
mikroorganizmusok  aktivitisanak  fenntartasahoz. = Talajpan a  szénhidrogének
biodegradaciojanak altalaban kedvez a megfeleld talajnedvesség (Abatenh és mtsai 2017) és
oxigénellatottsag, a kozel semleges pH (kb. 6,5-8,5), 30-40 °C kozotti hdmérséklet (Mishra és
mtsai 2021), vagy a C:N:P=100:10:(1-5) arany (Zawierucha és Malina 2011). Szaraz talajban
kevésbé aktivak a mikroorganizmusok, a viztartalom emelkedésével viszont romlik a talaj
szellbzése (és oxigénellatottsaga). Hidegben a mikrobak aktivitasa szintén csokken, magasabb
hémérsékleten azonban noévekszik a szénhidrogének oldhatdésaga, amely egyszerre
befolyasolhatja azok hozzaférhetdségét és toxicitasat, illetve a talaj pH-jat. A hozzaférhetd
tdpanyagok kicsi ¢és nagy koncentracidja egyarant gatolhatja a szennyezdanyagok
(Abatenh és mtsai 2017, Koshlaf és Ball 2017).

A fentiekbdl latszik, hogy a lebontdé mikroorganizmusok szamara optimalis kornyezetet
joval egyszerlibb kontrollalt, laboratoriumi koriilmények kozott biztositani, mint terepen.
Szennyezett kozegben, szuboptimalis kornyezetben ¢és kilonféle (olykor szélsOséges)
kornyezeti stresszhatasoknak kitéve (pl. tapanyaghiany, UV- vagy fehér fény, pH-, sotartalom-
¢s homérsékletvaltozasok stb.) nem csak a bioaugmentalt baktériumtorzsek teljesithetnek az

elvarasok alatt, pusztulhatnak ki, esetleg Iépnek be egy extrém alacsony vagy zér6 aktivitasu,
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VBNC allapotba, de gyakran még az endogén fajok is (Megharaj és mtsai 2011, Kuppusany és
mtsai 2016, Bodor és mtsai 2020b). Az ilyen sejtek élnek, de nem képesek szaporodni, igy
telepeket sem képeznek a laboratoriumi taptalajokon. A VBNC allapot a mikroorganizmusok
olyan adaptiv, tulélési stratégiaja, amely soran a respiraciojuk, metabolikus aktivitasuk,
tapanyagtranszportjuk és makromolekularis szintézisiik drasztikusan lecsdkken (mikdzben az
ATP mennyisége nd), ezzel egyidejiileg pedig kiilonféle morfoldgiai valtozasokat (pl. méret,
alak, sejtfal és sejtmembran Osszetétele stb.) szenvednek el. Mindez ellenallobba teszi Oket
bizonyos fizikai és kémiai hatasokkal szemben (Ramamurthy és mtsai 2014, Dong és
mtsai 2020). A VBNC allapotot eredetileg patogén baktériumoknal irtak le, igy a vizsgalatara
eleinte féleg az orvostudomany ¢és az ¢élelmiszeripar fokuszalt. Mara azonban valoszinii, hogy
a legtobb baktérium — beleértve szennyezéanyag-lebontd fajokat — (és néhany egysejtii gomba)
természetesen is el6fordul ebben a ,,szunnyadd” allapotban. Raadasul bebizonyosodott, hogy a
szennyezOanyagok (pl. szénhidrogének és nehézfémek) jelenléte is kivalthatja a jelenséget, igy
a biodegradaciora képes sejtek VBNC allapotba Iépése jelentdsen visszavetheti a bioremediacid

sikerét (Bodor és mtsai 2020b). Eppen ezért a folyamat megakadalyozasa és/vagy

rrrrr

1.9. Kilépés a VBNC allapotbdl

A VBNC allapotu sejtek Gjraéledését eloszor 1984-ben, a Salmonella enteritidis esetében
figyelték meg. Azdta szamos mas baktériumfajrdl is bebizonyosodott, hogy egy fajonként eltérd
hosszisagli iddintervallumban képesek visszanyerni a szaporodoképességiiket — ezen tul
azonban a folyamat nem visszafordithatd, és a sejt lassan elpusztul (Bodor ¢és mtsai 2020b,
Dong és mtsai 2020). A VBNC sejtek ujraéledésének feltételei rendkiviil valtozatosak lehetnek.
Bizonyos esetekben mar a stresszfaktor megsziintetésével is ijra szaporodoképes allapotba
keriilnek: ilyenkor a kornyezet befolyasolasa révén — példaul a tapanyag-koncentracio, illetve
a homérséklet novelésével vagy csokkentésével, esetleg kiilonbozé kémiai agensekkel
(natrium-piruvat, aminosavak, Tween 80) — Gjraaktivalhatok a VBNC baktériumok (Zhao és
mtsai 2017). A legtobb esetben azonban nem csak a kornyezeti tényezokon mulik az Gjraéledés
folyamata, hanem komplexebb moddon, kiilonféle stimulansok — példaul autoindukéloszerek,
katalazok, szideroforok és ujraéledést elosegit6 faktorok (Resuscitation promoting factor, Rpf)

segitségével idézhet6 el a sejtek VBNC allapotbdl valo kilépése (Bodor és mtsai 2020D).
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1.10. Rpf fehérjék és kornyezeti alkalmazasuk

Az els6 Rpf fehérjét a laktattartalmi minimal tapoldatban (lactate minimal medium,
LMM) szaporitott Micrococcus luteus sejtmentes feliiluszojaban, vagyis extracellularis
szervesanyagaban (extracellular organic matter, EOM) sikeriilt kimutatni. Az Rpf egy
bakterialis novekedési faktor, amely mar rendkiviil kis koncentracidban is (a lag fazis
roviditésével) hatékonyan serkenti kiilonb6z6 fajok szaporodasat, illetve eldsegiti kilépésiiket
a VBNC allapotbol (Bodor és mtsai 2020b). Rpf fehérjék vagy hozzajuk hasonloan muralitikus
(sejtfalbontd) aktivitassal rendelkezd Rpf analogok mara tobb Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktérium esetében is ismertek (Li és mtsai 2024). A M. luteus segitségével eléallitott EOM-
ben az Rpf a domindns fehérjekomponens, &m emellett tartalmaz olyan poliszacharidokat is
(pl. sejtfal-fragmentumokat), amelyek jelzomolekulaként szintén jelentéséggel birhatnak a
sejtek ujraéledési folyamataiban (Bodor és mtsai 2020b). Habar az Rpf pontos
hatdsmechanizmusa tovabbra sem ismert, valoszini, hogy a muralitikus aktivitasa révén
okozott sejtfalmddosulassal, illetve az igy kivaltott méretndvekedéssel és sejtosztdédassal
fligghet 6ssze (Wang és mtsai 2021).

Hatékonysaguknak koszonhetéen az Rpf fehérjéket —koziiliik is leginkabb a M. luteus-
bol szdrmazot — egyre elterjedtebben alkalmazzdk a bakterialis szaporodas és ujraéledés
elosegitésén keresztiil a mikrobialis diverzitas novelésére és a nehezen szaporithato fajok
izolalasara (Li és mtsai 2024). A szennyezOanyag-lebontd kornyezeti mikroorganizmusok
effajta, Rpf-kapcsolt stimulacidja uj perspektivat nyit a kdrnyezetvédelem, azon belil is a
biologiai karmentesitések teriiletén. A bioremediacié soran az Rpf hasznosithatdo nativ
formaban tisztitva vagy a teljes EOM-mel egyiitt, esetleg rekombindns fehérjeként tisztitott
formaban vagy nyers kivonatban (Bodor és mtsai 2020b, Xie és mtsai 2021). A lehetséges
alkalmazasi teriiletek is meglehetdsen sokrétiiek az ujfajta lebontd baktériumok izolalasatol
fokozasaig (Su és mtsai 2013, Bodor és mtsai 2020b). Rpf (vagy Rpf-tartalma EOM)
segitségével sikeriilt izolalni példaul a PCB-bontd képességgel rendelkez6 Rhodococcus
biphenylivorans TGO (Su és mtsai 2015a), Castellaniella sp. SPC4 (Su és mtsai 2019a),
Sreptococcus sp. SPCO (Lin és mtsai 2022) és Bacillus sp. LS1 (Han és mtsai 2023) torzseket.
De Rpf-adagolassal gyorsabba és eredményesebbé valt az RB19 nevii antrakinon festék (Cai és
mtsai 2020, 2021, Zhang és mtsai 2023) vagy a fenol (Su és mtsai 2019b, Yu és mtsai 2020)

eltavolitasa a szennyvizkezelés soran (akar magas sétartalom mellett is), valamint hatékonyan
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fokozhato volt a PCB-vegyiiletek (Su és mtsai 2021) vagy a HKO-ok biodegradacioja (Bodor

¢s mtsai 2021) a szennyezett talajokban.

1.11. A kutatasunk el6zményei

A kutatocsoportunk tobb alkalommal modellezte mar egy helyi, HKO-szennyezett vasuti
terlilet biologiai karmentesitési lehetdségeit. A talajmikrokozmosz rendszerek dsszeallitasaval
végzett bioremedidcios kisérleteikben arra jutottak, hogy mind a biostimulacio, mind az exogén
eredetli, olajbontd Rhodococcus torzsek felhasznalasaval végzett bioaugmentacio alkalmas
kezelés lehet a teriilet HKO-szennyezettségének csokkentésére (Bodor é€s mtsai 2020a).
A 2021-ben publikalt munkajukban (Bodor és mtsai 2021) 60 napon Keresztiil, megndvelt
léptékii talajmikrokozmoszokban vizsgaltdk az Rpf-tartalmu EOM-adagolassal kiegészitett
biostimulacié €és bioaugmentacid hatasat a HKO-biodegradaciora. Habar az EOM-kezelés
mindkét eljaras hatékonysagat egyarant fokozta a megfeleld kontroll talajokhoz képest, ez
rovidtadvon leginkabb a bennsziiltt mikrobidta olyan Rpf-reszponziv, szénhidrogénbonto
tagjainak elszaporodasanak lehetett koszonhetd, mint példaul a Pseudomonas, Comamonas,
Stenotrophomonas és Gordonia nemzetségek képviseldi (a bioaugmentalt Rhodococcus torzsek
biodegradacios hatékonysagara az EOM adagolasa minddssze hosszabb id6tavon volt gyenge
pozitiv hatdssal). Az EOM hatdsa a bioremediacié korai szakaszdban, a HKO-biodegradacio
elsé 1épcsdjében volt a legkifejezettebb. Ebben a kb. 20-30 napban csokkent a leggyorsabban
¢s a legnagyobb mértékben a TPH-tartalom az EOM-kezelt talajokban. Ezt kovet6en a lebontasi
rata jelentOsen visszaesett a kontroll kezelések esetében megfigyelt szintre. Az EOM tehat
rovidtdvon hatékony stimuldns adalékanyagnak bizonyult, azonban az eredmények alapjan
felmeriilhet a kérdés, hogy az EOM-hatés lecsengésekor megismételt adagoléassal fenntarthato-

e a stimulalo hatasa, fokozhato-e vele tovabb a HKO-biodegradacio?
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2. CELKITUZESEK

Hasznalatuk utdn a KO-ok és a benniik felhalmozddott nehézfémek, PCB-k és PAH-ok a
talajban perzisztens szennyezést okoznak, zavarva ezzel a talaj természetes €l6helyi funkcidit
vagy rontva annak hasznosithatdsagat. Hosszu ideje tart6 és/vagy nagymértékli szennyezésnek
alacsony vagy zér6 aktivitasi VBNC allapotba, amely megneheziti a biologiai karmentesitési
folyamatokat. Akar a bioremediécio sikere is mulhat azon, hogy a megfeleld biostimulansok
adagolasaval mennyire fenntarthatd a mikroorganizmusok aktivitdsa, vagy Gjraéleszthetok-e a
VBNC sejtek.

A kutatdmunkank soran a korabban HKO-szennyezett talajban hatékony biostimulansnak
bizonyult, Rpf-tartalmit EOM tovabbi hasznositasi lehetéségeit vizsgaltuk az azonos
mintavételi helyszinr6l szarmazé HKO-szennyezett talajokon. A célunk ezen talajok ex situ
biostimulacids karmentesitésének fokozasa volt megismételt EOM-kezelést alkalmazva.
A megfelelé kontroll mikrokozmosz rendszerek Osszeallitasa mellett az EOM-et a kisérlet
Osszeallitasakor (0. nap) és a HKO-biodegradacio kezdeti szakaszanak végén (20. nap) is a
talajhoz adagoltuk. A kisérlettel az alabbi két kérdésre kerestiik a valaszt:

(@) A rovidtavi EOM-hatas lecsengésekor megismételt adagolassal fenntarthato-e az

EOM stimulal6 hatésa?

(b) Tovabb fokozhato-e igy a HKO-biodegradacio?

A kérdések megvalaszolasahoz nyomon kovettik a 60 napos inkubacié soran a
szénhidrogén-tartalom, mikrobialis respiracio, telepképzé sejtszamok és talajenzimek
aktivitdsanak alakuldsat, tovabba meghataroztuk a kezeléseket kovetden a talaj

fitotoxicitasaban bekovetkez6 valtozasokat is.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Felhasznalt vegyszerek

A vizsgalatok soran felhasznalt vegyszereket a Molar Chemicals Kft, Merck, Reanal és
VWR Avantor cégektdl lettek beszerezve. A kendolajjal szennyezett talajmintat a MAV
Szolgaltaté Kozpont és a MAV-START Zrt. biztositotta.

3.2. Felhasznalt talajminta

A kisérleteinkhez a HKO-szennyezett talajmintat 2023. oktober 3-an gyiijtotték be a
Szegedi Tudomanyegyetem Biotechnologiai Tanszékének munkatarsai egy Szeged belteriiletén
talalhato rendez6 palyaudvarrdl (1.A abra), ahol a vasuti szerelvényekbdl cs6p6gé hasznalt

(MOL MKS tipusu) motorolaj évtizedek ota problémat okoz.
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1. abra: A (A) mintavétel helyszine és (B) az egyes mintavételi pontokbol meghatarozott,
extrahalhat6 kdolaj-eredetli szénhidrogének (EPH) mennyisége.

A mintavételezés a szervizvaganyok mentén, dsszesen 6 pontbdl (a, b, c, d, és f) tortént a
katéna-elv alapjan. Az egymastdl nagyjabol 2 méterre elhelyezkeddé mintavételi pontokbol
atlagminta-képzéssel kb. 10-10 kg HKO-szennyezett talaj lett begyiijtve a talaj felsé
25 centiméteres rétegébdl. A szennyezett vaganyoktol kb. 7-8 méter tavolsagbol potencialisan

nem szennyezett talaj is mintdzdsra keriilt, amely a talaj extrém antropogén eredetii
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olajszennyezését megel6z0 allapotot volt hivatott szemléltetni. Az Egyesiilt Nemzetek
Szervezete (ENSZ) Elelmezésiigyi és Mez6gazdasagi Szervezetének (Food and Agriculture
Organization, FAO) osztalyozasa alapjan ebben a régidban az agyagos Vertisol tipusu talajok
fordulnak el6 leggyakrabban (Bodor és mtsai 2021). A korabbi vizsgalatok alapjan a nem
szennyezett talaj sotét szinii, viszonylag magas szervesanyag-tartalma (23,5%), agyagos
texturaval, kozel semleges pH-val (pH=7,79) és nagy viztartd képességgel (water holding
capacity, WHC=47,2%) rendelkezd, gyengén sos (0,11%) talaj (Bodor és mtsai 2020a).

A mintavételt kovetden a légszaraz talajokat kézzel homogenizaltuk, eltavolitottuk a
kavicsokat, koveket és novényi részeket. Ezt kovetden az egyes HKO-szennyezett talajmintakat
egyenld aranyban 6sszekeverve kompozit talajt hoztunk 1étre, amelyet kdzvetleniil hasznaltunk

fel a kisérleteink Osszeallitasahoz.

3.3. Talajvizsgalati modszerek

A kisérleteinkben felhasznalt talajnak tobb fizikokémiai paraméterét is sziikséges volt
megallapitani. A talajnedvességet gravimetrias modszerrel, a nedves és a 105 °C hdmérsékleten
sulyallanddsagig szaritott talajok tomegének kiilonbségébdl kaptuk meg (Keveiné Barany és
Farsang 2002). A talaj Osszes szén- és nitrogéntartalmat a Kakuk és munkatarsai (2017) altal
részletezett lizemeltetési beallitasokkal Vario Max CN Analyzer (Elementar Group, Hanau,
Németorszag)  segitségével allapitottuk meg. A  hozzaférheté  foszfor-tartalom
meghatarozasakor Bodor és munkatarsainak (2020a) kolorimetrias modszerét alkalmaztuk.
Roviden: 2,5 g talajt 5 mL desztillalt vizben felszuszpendaltunk, és 30 percig razattuk 150 rpm
percenkénti  fordulatszamu rézatadsi sebességgel. A  szuszpenzid centrifugaldsaval
(5 perc, 13000 rpm) kapott feliilaszd6 900 pL részletét 256 pL vanadat-molibdat-reagenssel
[VM-reagens: 1,25 g/L NH4VOg3, 25 g/L (NH4)eM07024 x 4H,O és 330 mL/L cc. HCI],
128 uL desztillalt vizzel, valamint 10 pL cc. kénsavval elegyitettiik, és 10 percig inkubaltuk.
Végiil a 405 nm hullamhosszon mért abszorbancia értékbdl kalibracid segitségével szamoltuk

ki az ortofoszfatokbol szarmazé foszfortartalmat (Bodor és mtsai 2020a).

3.4. A M. luteus EOM eloallitasa

Az EOM eldallitasahoz a M. luteus 1AM 14879 (JMC 21373=NCIMB 13267)
baktériumtdrzset hasznaltuk, amelyet a felhasznalasig a lizogén tapoldatbdl (lysogeny broth,
LB: 10g/L tripton, 10 g/L NaCl, 5g/L éleszt6 kivonat) készitett, agarral szilarditott taplemezen
(15 g L' Bacto agar) tartottunk fenn. Az Rpf fehérjét tartalmazo EOM-et Bodor és
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munkatarsainak (2021) moédszere alapjan allitottuk eld. A M. luteus LB-tapoldatba leoltott
starter kultarajat 30 °C homérsékleten ¢s 160 rpm sebességgel ODeoo=1,0 optikai denzitasig
inkubaltuk. Ezt kdveten a sejteket lecentrifugaltuk (13000 rpm, 10 perc, 4°C), majd LMM-
tapoldatban [LMM: 4 g/L NH4CI; 1,4 g/L KH2PO4; 0,005 g/L biotin; 0,02 g/L metionin;
0,04 g/L tiamin; 0,03 g/L MgSO4 13,6 mL/L tejsav; 1,5mL/L nyomelemoldat
(0,375 g/L CuSO4 x 5H.0; 0,785 g/L MnCl> x 4H0; 0,183 g/L FeSOs x 7H20;
0,029 g/L Na2MoO4 x 2H20 ¢és 0,089 g/L ZnSO4 x 7H20); pH=7,5] felszuszpendaltuk. Ezt az
inokulumot 4 (V/V)% koncentracioban oltottuk at tiszta LMM-tapoldatba, és a M. luteus
kultarat a kordbbiakkal megegyezd koriilmények kozott addig inkubaltuk, amig a szaporodasa
elérte a késOi exponencialis fazist. A sejtkultarat végil lecentrifugaltuk, és 0,22 um
porusatmérdjli sziir6n atszirtik. Az igy kapott, sejtmentes feliiliszo az EOM, amelyet a

felhasznalasaig -20 °C homérsékleten taroltunk.

3.5. Megnovelt léptékii ex situ talajmikrokozmosz Kisérletek osszeallitasa

A kiilonb6zo bioremediacios kezelések — kiilondsen az ismételt EOM-adagolas — hatasat
megnovelt 1éptékli ex situ mikrokozmosz rendszerek segitségével modelleztiik, amelyek
Osszeallitasahoz a HKO-szennyezett kompozit talajt hasznaltuk (3.2. fejezet). A kisérleti

elrendezés részleteit az 1. tablazat mutatja be.

1. tablazat: Kisérleti elrendezés. A mikrokozmosz rendszerek 0sszeallitdsakor minden esetben 10 kg
hasznalt kendolajjal (HKO) szennyezett talajt hasznaltunk fel, amelynek a nedvességtartalméat az egyes
kezeléseknek megfelel6 adalékanyagokkal egytitt 30 (m/m)%-ra allitottuk be.

Kezelés Adalékanyagok Kezelés célja

NA Viz Természetes csillapodas
BS + NPK® (C/N/P~500/10/1) Biostimulacio
BS+EOMP + NPK (C/N/P~500/10/1) + 10% EOM  Biostimulacio + EOM

BS+2XEOM + NPK (C/N/P~500/10/1) + 10% EOM  Biostimulacié + EOM + EOM
+ 5% EOM a 20. napon

8NPK: szervetlen nitrogén-, foszfor- és kaliumforrdst tartalmazo keverék
YEOM (extracellular organic matter): a Micrococcus luteus extracelluldris szervesanyaga

A mikrokozmosz rendszerekben a kovetkezd kisérleti koriilményeket vizsgaltuk:
(a) természetes csillapodas (NA, a HKO-szennyezett talaj sajat magabol eredd szénhidrogén-
bontasa), (b) biostimulacié (BS, a HKO-szennyezett talaj bennsziilott mikrobialis kozosségének
serkentett szénhidrogén-bontasa), (¢) biostimulacio és EOM-adagolas (BS+EOM, Rpf-tartalmu
EOM hozzaadéasaval fokozott biostimulacid), (d) BS+EOM és megismételt EOM-adagolas az
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inkubacié 20. napjan (BS+2xEOM, az Rpf-tartalmi EOM kezdeti serkentd hatasanak
fenntartasa és a biostimulacié tovabbi fokozasa). 10 (m/m)% M. luteus-bdl szarmazo EOM
hozz4adasaval hatékonyan serkenthetd az endogén mikrobidlis k6zosség aktivitasa és/vagy
ujraaktivalhatok annak VBNC tagjai, ez a serkentd hatds azonban leginkdbb az inkubacio
kezdeti szakaszaban (kb. 20-30 nap) érvényesiil (Bodor és mtsai 2021). Eppen ezért a 20. napon
megismételt, 5 (mM/m)% EOM-adagolast annak érdekében alkalmaztuk, hogy a HKO-
biodegradacié hatékonysagat fenntarthassuk és/vagy fokozhassuk a kezdeti EOM-hatas
lecsengését kovetden is. A mikrokozmosz rendszerek dsszeallitasahoz minden kezelés esetében
10 kg HKO-szennyezett kompozit talajt mértiink egy milanyag taroloedénybe (magassag:
27 cm, sz€lesség: 32 cm, mélység: 27 cm, térfogat: 13 L). A talajok nedvességtartalmat a
kiindulaskor 30 (m/m)%-ra allitottuk be steril desztillalt vizzel, majd az inkubacié soran a
WHC kb. 30-60%-anak megfelel6 tartomanyban, 15 (m/m)% és 30 (m/m)% kozott tartottuk.
Mivel a NA jelti mikrokozmosszal a HKO-szennyezett talaj 6nallo lebontasi képességét
modelleztiik, igy ehhez a rendszerhez nem adagoltunk tdpanyagokat sem. Ez a rendszer szolgalt
tehat kontrollként. Minden mas talajmikrokozmoszhoz tigy adagoltuk a vizoldhato, szervetlen
nitrogén-, foszfor- és kaliumforrasként (NPK) szolgalé KoHPOs-ot és NHsNOs-ot, hogy
optimalis 500:10:1 értéket (Lee és mtsai 2007). Az igy Osszeallitott talajmikrokozmoszokat
szobahomérsékleten (kb. 20-25 °C) inkubaltuk 60 napon keresztiil, és minden masodik nap
alaposan atkevertiik 6ket a megfeleld levegdellatas elérése érdekében.

A talajmikrokozmoszokbol a taroléedény harom kiillonb6z6 pontjardl, egy erre a célra
kialakitott, lireges mintavevével tortént a mintavétel a kisérlet Osszeallitdsakor (0. nap),
valamint az inkubacio 10., 15., 20., 25., 35., 50. és 60. napjan. A kb. 20 mm atmérgji,
fliggbleges talajoszlopokat egyenként homogenizaltuk, majd ezekbdl keriiltek meghatarozasra

a szénhidrogén-tartalmak, telepképzé sejtszdmok és talajenzim aktivitasok.

3.6. A talaj szénhidrogén-tartalmanak meghatarozasa

Annak érdekében, hogy nyomon kovethessiik a kiilonbozé karmentesitési modszerek
hatékonysagat, a kisérlet soran Bodor és munkatarsainak (2021) modszerével a 0., 10., 15., 20.,
25., 35., 50. és 60. napokon is meghataroztuk a HKO-szennyezett talajokbol Gsszeallitott
mikrokozmosz rendszerekben az extrahalhato koéolaj-eredetii szénhidrogének (EPH)
mennyiségét. Az eldzdleg 105 °C hdmérsékleten kiszaritott a talajminta 1 g tomegéhez 10 mL

szén-diszulfidot mértiink extrahdloszerként. A lezart tivegeket vortex segitségével
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homogenizaltuk, majd 1 6ran keresztiil rdzattuk 250 rpm sebességgel. Az extraktumot ezutdn
lecentrifugaltuk (3 perc, 13000 rpm, 4 °C), hogy elvalasszuk a talajszemcséktdl, végiil a
feliiluszot egy TOG/TPH Analyzer CVH-1 (Wilks Enterprise, Norwalk, USA) kiivettas TPH-
mérd segitségével vizsgaltuk. A mintdk EPH-tartalmat az infravords abszorbancia értékek
kalibralasaval szdmoltuk ki (a nem szennyezett talajminta hattér abszrobancidjat minden
értékbdl kivontuk). Az EPH-tartalmat a talaj szaraztomegére vonatkoztatva, mg/kg egységben
fejeztiik ki. Az igy kapott eredményekbdl az alabbi egyenlettel (1.) kiszamolhato a kezelések
soran elért biokonverzios hatékonysag:

B%=[(Co-C\)/Co]-100, (1. egyenlet)

ahol Co a talaj kezdeti EPH-tartalmat (mg/kg), Cv pedig a talaj adott mintavételi
idépontban mért EPH-tartalmat (mg/kg) jelenti.

Megjegyzendd, hogy a TPH-tartalom magaba foglalja az illékony és az extrahalhato
szénhidrogéneket is (Kuppusamy és mtsai 2020), amelyeket a mintafeldolgozas soran a 105 °C
hémeérsékleten végzett szaritassal elveszitenénk. Mivel azonban az altalunk vizsgalt talajban a
szennyezbanyag HKO volt, amely a vasuti gépjarmiivek motorjaban korabban mar magas
hémérsékleti hatasoknak volt kitéve, igy feltételeztiik, hogy a minta nem (vagy csak
elhanyagolhaté mennyiségben) tartalmaz illékony szénhidrogéneket. Eppen ezért a kisérleteink
soran meghatarozott EPH-tartalom megkdzelitdleg megfelel a TPH-tartalomnak.

A talajmikrokozmoszok EPH-lebontasi ratainak becslésére az elsérendii bomlasi modell
egyenletét (2.) hasznaltuk fel (Wang és mtsai 2016):

Cv=Co exp(-kt), (2. egyenlet)

ahol Cy pedig a talaj adott mintavételi idépontban mért EPH-tartalmat (mg/kg), Co a talaj
kezdeti EPH-tartalmat (mg/kg), k a lebontasi ratat (1/nap), t pedig az inkubaci6 idétartamat
(nap) jelenti.

3.7. Mikrobialis respiracios vizsgalatok

A kiilonboz6 bioremediacids kezeléseknek aldvetett talajok mikrobidlis respiracids
aktivitasat (RA) gazkromatograf segitségével nyomon kovetett COz-termelddés mértékével
jellemeztiik. Ehhez a miianyag taroloedényekbdl vett talajmintak 6 g mennyiségét 125 mL
térfogatu szérumiivegekbe mértiik, gumiszeptummal lezartuk, és 10 napon keresztiil sdtétben
inkubaltuk (25 °C). Ez id6 alatt minden masodik nap lemértiik a mintak légterének COo-
tartalmat, majd a mérést kovetden az tivegeket felnyitottuk, atlevegdztettiik (ezzel igyekeztiink

az edényekben 1évOhoz hasonld oxigénellatottsagot biztositani), Ujra lezartuk, ¢és
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visszahelyeztiik az inkubatorba. A CO2-mérés soran Hamilton-fecskend6vel 100 pL gazmintat
fecskendeztiink a lezart mintdk géazterébol egy Agilent 7890N tipusu gazkromatografba
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA). A mérés paraméterei: hovezet6-képességi detektor
(thermal conductivity detector, TCD), 300°C detektorhdmérséklet, HP-PLPT/Q kolonna
(B30mx 320 um x 20 pum), 45°C kolonnahdmérséklet, 5 mL/perc aramlasi sebesség,
He vivogdz. A megfeleld retencidos idonél kapott gdzkromatografids egységekbdl
(gas chromatography unit, GCU) kalibracioval kiszamoltuk a gaztér COo-tartalmat, majd
annak kumulativ mennyiségét a szaraz talajtomegre mg CO,/g vagy a RA eredményeinél
mg CO2/g/48 ora mértékegységekben adtuk meg. Annak érdekében, hogy minél jobban
leképezhessiik a milanyag edényekben 0Osszedllitott talajmikrokozmoszok respiracids
valtozasait, a 60 napos kisérlet soran minden 10. napon elhagytuk az 0Osszes addigi
szérumiiveget, hogy aztan tiszta ivegekbe Ujabb talajmintdkat mérjiink a
talajmikrokozmoszokbol, amelyeket a korabbiakkal megegyezé mddon inkubaltunk tovabb a

respiracids mérésekhez.

3.8. Telepképz6 sejtszamok meghatarozasa

Az aerob heterotrof baktériumok (AHB) telepképz6 sejtszamanak (colony forming unit,
CFU) meghatarozasa Bodor és munkatarsainak (2021) modszere alapjan tortént: 5 ¢
talajmintahoz 0,9 (m/m)%-0s steril NaCl-oldatot adtunk, majd 150 rpm sebességgel 30 percig
razattuk. Végiil az ebbdl a szuszpenzidbdl készitett higitasi sort LB-taplemezre cseppentettiik
ki, és a 3 napos inkubacio6 utan kifejlédo telepek szama alapjan kovetkeztettiink a telepképz6
AHB sejtszamokra. A szénhidrogénbontd baktériumok (hydrocarbon utilizing bacteria, HUB)
CFU értékeinek meghatarozasahoz ugyanezt a higitasi sort minimal tapoldatbol (minimal
medium, MM: 0,68 g/L KH2PQO4; 0,87 g/L KoHPO4; 0,58 g/L NaCl; 0,125 g/L. MgS0O4 x 7TH20;
0,044 g/L CaCl, x 2H20; 1,2 g/L NHsNOs; 0,014 g/LFeSO4; 0,0093 g/L EDTA;
0,0002 g/L ZnSO4 x 7H20; 0,00006 g/L MnCl, x 7H20; 0,0006 g/L Hs3BOg;
0,0004 g/L CoCl, x 6H20; 0,00002 g/L CuCl. x 2H20; 0,00004 g/L NiCl> x 6H20 és
0,000046 g/L NaMo0O4 x 6H20) készitett agarlemezre (15 g/L Bacto agar) is kicseppentettiik,
amelynek felszinére elézéleg 100 pL hexadekant szélesztettiink kizarolagos szén- ¢€s
energiaforrasként. Az AHB ¢és HUB sejtszamokat szaraz talajtomegre vonatkoztatva,

10910CFU/g egységben fejeztiik ki.
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3.9. A talaj enzimatikus aktivitisanak meghatarozasa

A CAT aktivitast Stepniewska és munkatarsainak (2009) titrimetrids moddszerével
hataroztuk meg. Ehhez 2 g talajmintat 40 mL desztillalt vizzel és 5 mL 0,3%-0s H20-oldattal
kevertiink el, majd 20 percig razattuk (160 rpm). Ezt kdvetéen 5 mL 1,5 M-0s H.SOs-oldattal
leallitottuk a reakciot, végiil a talajszuszpenziot lesziirtiik, és 0,02 M-0s KMnQOjs-oldattal
megtitraltuk. A talaj CAT aktivitasat az elreagalo titralé oldat mennyiségébdl fejeztiik Ki.

A talaj DH aktivitasanak meghatarozasara Wolinska és munkatarsainak (2016)
kolorimetrias modszerét alkalmaztuk, amely a 2,3,5-trifenil-tetrazolium-klorid (TTC) trifenil-
formazanna (TPF) redukalasan alapul. E16bb 6 g talajmintahoz adtunk 120 g CaCOs-ot, amelyet
1 mL 3%-0s TTC-oldattal és 4 mL desztillalt vizzel kevertiink el. A 20 6ras inkubacio (30 °C,
160 rpm) utan 25 mL etanolt mértiink a mintahoz, amellyel ijabb 1 6ran keresztiil s6tétben
razattuk (160 rpm). A folyamat végén kapott, lesziirt extraktum 485 nm hulldmhosszon mért
talajtomegre vonatkoztatva, ug TPF/g/24 6ra mértékegységben fejeztiink ki.

Az FDA-hidrolizalé aktivitds meghatdrozasara Adam és Duncan (2001) modszerét
kovettiik. 2 g talajhoz adtunk 15 mL 60 mM-os foszfat-puffert (pH=7,6) és 0,2 mL FDA-oldatot
(1000 pg/mL), majd ezt a szuszpenziot 20 percig inkubéltuk (30°C, 160 rpm). A reakciot 15 mL
kloroform:metanol=2:1 eleggyel allitottuk le. Ezt kovetden lecentrifugaltuk a szuszpenzidt, és
a feliiluszo abszorbancidjat 490 nm hulldmhosszon megmértiik. Az FDA aktivitast kalibracio
segitségével, szaraz talajtomegre vonatkoztatva mg fluoreszcein/g/24h egységben fejeztiik ki.

A SUC aktivitds mérését Feng és munkatarsai (2022) kolorimetrias mddszere alapjan
végeztiik. A folyamat a szukr6oz hidrolizise soran felszabaduld redukald cukrok szabad
karbonil-csoportjanak detektalasan alapul. 3 g talajmintahoz hozzaadtunk 5 mL 50 mM-0s
foszfat-puffert (pH=5,5), 0,25 mL toluolt és 15 mL 8 (m/m)%-os szukroz-oldatot, majd a
szuszpenzidt 24 oOran at inkubdltuk 37 °C hOmérsékleten. Ezt kovetéen a szuszpenzid
sziirletének 0,5 mL részletéhez 1 mL dinitro-szalicilsav (3,5-dinitrosalicylic acid, DNSA)-
oldatot adtunk, ¢és az elegyet a szinreakcio eldsegitésére 5 percre forro vizfiirdébe helyeztiik.
Végiil 10 mL desztillalt viz hozzdadasaval hiitéttiik le az elegyet, és 508 nm hullamhosszon
mértik meg az abszorbanciajat. A SUC aktivitast kalibracio segitségével, szaraz talajtomegre

vonatkoztatva mg gliikk6z/g/24 h egységben fejeztiik ki.
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3.10. Talaj fitotoxikolégiai tesztek

A fitotoxikoldgiai teszteket a 60 napos kisérlet kezdetén és az inkubacio végén is
elvégeztem, hogy nyomon kdvethessem a bioremediacios kezelések hatasat a HKO-szennyezett
talajokra. A tesztek elvégzésekor Bodor és munkatarsainak (2021) modszerét kovettiik azzal a
kiilonbséggel, hogy tesztorganizmusként ezattal a szegedi Gabonakutatd Nonprofit Kft-t6l
beszerzett repce novényt (Brassica napus L. c.v. Gabriella) hasznaltuk fel. A repce a masodik
legfontosabb olajnovény a vilagon, raadasul rendkiviil érzékeny az abiotikus stresszhatasokra
(Mészaros és mtsai 2022), ezért feltételeztiik, hogy idealis bioindikatorként tudjuk alkalmazni
a kisérleteinkben. A fitotoxikologiai vizsgalatokhoz 20 g nedves talajt mértiink egy steril Petri-
csészébe (atmérd: 60 mm), ezutdn egymastol nagyjabol egyenld tavolsagra 20 db repcemagot
helyeztiink el a talaj felszinére. A talajt desztillalt vizzel nedvesitettiik, majd a Petri-csészéket
lecsuktuk, €s sotét helyen inkubaltuk (25 °C, 4 nap). A teszt soran azokat a magokat tekintettiik
csirazottnak, amelyeknek a maghéja megpattant, és lathaté gyokérrel rendelkeztek.
A csirandvények gyokereinek hosszat a gyokérnyaktol a gyokércsucsig mértiik. A csirazasi
indexet (germination index, Gl) a kdvetkez6 egyenlet (3.) alapjan szamoltuk ki:

G1%=[(csirazasi%)-(gyokérhossz%)]/100, (3. egyenlet)

ahol a csirdzasi% ¢és a gyokérhossz% a kontroll értékekhez hasonlitott csirdzasi arany és
relativ gyokérhossz. Kontrollként minden esetben a mintavételi helyszinrdl szdrmazo, nem
szennyezett talajmintat hasznaltuk. A repcemagok csirdzoképességét pedig minden teszt elott

nedves szlir@papiron teszteltiik.

3.11. Statisztikai analizis

Az eredményeket atlag + standard hiba (SE) formatumban abrazoltuk. A statisztikai
elemzéshez SigmaPlot 12 szoftvert alkalmaztunk, az 0Osszehasonlitdé teszteket egyutas

variancia-analizis (ANOVA, P<0,05) és Duncan-teszt alkalmazasaval végeztiik el.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. A hasznalt kendolajjal szennyezett talaj jellemzoi

A szegedi rendez6 palyaudvarrdl begytjtott HKO-szennyezett talaj EPH-tartalma (7000-
57300 mg/kg) minden mintavételi pontban (1.B abra) lényegesen meghaladta a 6/2009.
(IV. 14.) KvwWm-EGiM-FVM egyiittes rendelet 1. mellékletében a Cs-Cao szénatomszamu alifas
szénhidrogénekre vonatkozoan megadott, 100 mg/kg-os hatarértéket (Hatalyos Jogszabalyok
Gytijteménye). A szerelvényekbdl csopogd HKO tehat a fenntart6 igyekezete ellenére tovabbra
is problémat okoz a helyszinen. A hat mintavételi pontbol képzett kompozit talaj EPH-tartalma
ennek megfelelden szintén magas (30300 mg/kg), ahogy a C/N aranya (39,4) is, hozzaférhet6
foszforban azonban meglehetésen szegény (0,322 mg/g). A hosszan tartd és nagymértéki
szennyezettség ellenére tovabbra is viszonylag nagy mennyiségben fordulnak elé benne aerob
heterotrof baktériumok (107 CFU/g), amelyek jelentds része lehet szénhidrogénbontd a HKO-
komponensek tartos jelenléte miatt. Az Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Ugynokségének
(United States Environmental Protection Agency, US EPA) ajanlasa szerint akar 102 CFU/g
igy feltételeztik, hogy a limitald tapanyagok biztositasaval és az EOM-adagoléssal

kivitelezhetdk lesznek az altalunk tervezett biostimulacids kezelések.

Y V4

A megnovelt [éptéki ex situ talajmikrokozmosz rendszerek osszeallitasaval (3.5. fejezet)
az volt a célunk, hogy realisztikus talajkdrnyezetben modellezziik a HKO-szennyezett talaj
biostimulacios lehetdségeit, kiilonos tekintettel az Rpf-tartalmi EOM-adagolassal serkentett
kezelésekre. A feltételezésilink az volt, hogy a 20. napon, vagyis a szénhidrogénbontés elso,
gyors biodegradacios periddusanak végén az EOM-kezelés megismétlésével fenntarthatd
¢és/vagy fokozhat6 az EOM kezdeti serkentd hatdsa és igy a szennyezbanyag lebontasanak
hatékonysaga is.

A 60 napos inkubacios 1d6 alatt folyamatosan nyomon kovettik a
talajmikrokozmoszokb6l meghatarozott EPH-tartalmakat (3.6. fejezet), és az igy kapott
eredményeket a 2. abra szemlélteti. A kisérlet soran az EPH-tartalom a kezdeti 30300 mg/kg
értékrol 13500-23500 mg/kg kozotti értékekre csokkent a kiilonbozo kezelések hatasara.
A szennyezettség a megismételt EOM-adagolas (BS+2xXEOM) hatasara mérséklodott a
legnagyobb mértékben, mig a természetes csillapodas (NA) eredményezte a legkisebb valtozast

az EPH-tartalomban. A 2. abran megfigyelhetd tovabba, hogy a kisérlet elsé 20-30 napjaban
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minden kezelés esetében intenzivebb a szénhidrogén-tartalom csdkkenése, ezutan a gdrbék
trendjei fokozatosan telitésbe futnak, vagyis a fennmaradé iddszakban egy lassabb, kisebb
meredekségii lebontasi 1épcsd kovetkezik. Ezt a kétlépcsds mintazatot, illetve az EPH-tartalom
mérsékeltebb csokkenését a masodik lebontasi periodusban tobb molekuléris esemény (és azok
kombinacidja) is magyarazhatja. A mikroorganizmusok eleinte a konnyebben bonthatd €s
hozzaférhetd szénhidrogéneket hasznositjdk, am az inkubacio elérehaladtaval ezek mennyisége
¢s hozzaférhetdsége is folyamatosan csokken. Rdaadasul a biodegradacid soran
felhalmozodhatnak mérgezd bomlastermékek is, vagy éppen a stimulansok hatasara
elszaporodd mikroorganizmusok feliilletaktiv anyagai mobilizadlhatnak kordbban nem
hozzaférhetd, toxikus HKO-komponenseket (Bodor és mtsai 2021). Tekintve, hogy a viz és
makronutriensek (N és P) mennyiségét rendszeresen monitoroztuk (és ha sziikség volt ra,
potoltuk), igy az ezek hianyabol fakadé limitald hatast kizartuk. Erdemes megfigyelni, hogy az
elsd 1épcsoé végéig a BSTEOM és BS+2xEOM jeld rendszerek EPH-gorbéi egyiitt futnak,
hiszen ekkor még nincs eltérés ezen talajmikrokozmoszok kezelései kozott. Miutan azonban a
20. napon megtorténik az ismételt EOM kezelés, a masodik lebontasi periodusban végig
szignifikdnsan alacsonyabb EPH-tartalmakat mértiink a BS+2xEOM jelli mintdkban, mint a
kontroll kezeléseknél (NA és BS) egyébként szintén szignifikdnsan hatékonyabb BS+EOM

esetében.
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2. abra: Az EPH-tartalmak valtozasai a kiilonb6z6 bioremediacios modszerekkel kezelt
talajmikrokozmosz rendszerekben. Az eltérd betiik egy adott mintavételi napon beliil szignifikans
kiilonbségeket jelolnek a Duncan-teszt alapjan (n=6; P<0,05).

A lebontasi folyamat konnyebb atlathatésaga érdekében az EPH-tartalmak alapjan

szamolt biokonverzids hatékonysagokat (3.6. fejezet) kiilon is abrazoltuk a 20 és 60 napos
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inkubacidt kdvetden, vagyis nagyjabol az elsé lebontasi periddus végén és a teljes inkubacios
idoszak végeztével, amelyeket a 3. abra mutat be. A 3.A abran latszik, hogy 20 nap utan a talaj
nedvességtartalmanak egyenletes szinten tartasaval (NA) is elbomlik a kiindulasi EPH-tartalom
11%-a, vagyis kedvez6 iddjarasi koriilmények kozott természetes csillapodassal, akar emberi
beavatkozas nélkiil is csokkenhet a szennyezdanyag koncentracidja. Ez az eredmény, valamint
az NPK-adagolassal biostimulalt mintdkban (BS) tapasztalt szignifikdnsan hatékonyabb, 26%-
os biokonverzio jelzi, hogy a tartésan HKO-szennyezett talaj mikrobidlisan aktiv, és az endogén
mikrok6zosség tagjai kozott akadnak olyanok, amelyek képesek lebontani a szénhidrogéneket.
Az elsé lebontasi 1épcsé végére a leghatékonyabb biokonverzid (36-36%) az EOM-kezelt
mintadkban volt megfigyelhetd, ahol a BS+EOM jelii rendszerekben 37% HKO-biokonverziot
tapasztaltak. Az EOM tehat a jelen kisérletben is eredményesen fokozta a biostimulacio
hatékonysagat, amely visszavezethetd az Rpf és az egyéb tjraéledést segito EOM-

komponensek Gjraaktivalo és/vagy serkentd hatasara (Bodor és mtsai 2020b, 2021).
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3. abra: Az EPH-biokonverzié hatékonysaga (A) 20 nap és (B) 60 nap inkubaciot kovetden a
kiilonb6zo bioremediaciés modszerekkel kezelt talajmikrokozmosz rendszerekben. Az eltérd betiik
szignifikans kiillonbségeket jelolnek a Duncan-teszt alapjan (n=6; P<0,05).

A 20. napon a BS+2xEOM jelii talajmikrokozmoszban megismételtilk az EOM-kezelést,
amelynek hatasara ebben a rendszerben a masodik lebontasi 1épcsé soran még a BS+EOM
jeliiben tapasztalthoz képest is végig hatékonyabb HKO-biokonverziot detektaltunk.
A 60 napos kisérlet végére (3.B dbra) a BS+2xXEOM esetében 56%, a BS+EOM, BS ¢és NA
esetében pedig 46%, 32% ¢és 22% volt a biokonverzio hatékonysaga. A természetes csillapodés
esetében ez az érték nagyjabol megegyezik a Lee és munkatarsai (2018) altal a WHC 50%-ara
beallitott viztartalommal kapottnak (kb. 25%), a biostimulacio esetében pedig nagysagrendileg
megfelel Lee és munkatarsainak (2007) C/N/P=500/10/1 aranya biostimulacios eredményének
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(kb. 44%). Mindemellett az NA, BS ¢s BS+EOM kezelések egyarant hasonld eredményt
hoztak, mint Bodor és munkatarsainak (2021) korabbi munkaja. A 60. napra a BS+2xEOM
bizonyult a leghatékonyabb kezelésnek, amelynek a hatékonysaga meghaladta a korabbi munka
(Bodor és 2021) EOM-adagolassal fokozott bioaugmentacios kezelésének hatékonysagat.
Tehat az EOM nem csak hogy hatékony biostimuldns, de a masodik EOM-kezeléssel sikertilt
tovabb fokozni az EPH-biodegradaciot. Ez gazdasagi szempontbol jelentds lehet, hiszen az
ismételt EOM-adagolassal kivalthat6 a bioaugmentaciohoz hasznalt, tobb baktériumtérzsbol
allo inokulum elballitasanak koltsége. Raadasul az EOM Rpf-tartalma -20 °C hémérsékleten
tarolva tovabb megoérizheti a muralitikus aktivitasat (Su és mtsai 2015b), igy egy
fermentacioval megoldhaté a kezdeti és az ismételt adagolas is.

Mivel a 2. és a 3. abran is latszik, hogy a HKO-biodegradacio sebessége lecsokkent a 20-
30. nap utan, igy azért, hogy ezt szamszerisithessiik, az els6 rendl kinetika modellje alapjan
(3.6. fejezet) minden talajmikrokozmoszra vonatkozoan kiszamitottuk az EPH-lebontasi ratakat
az els6 (0-20. nap), a masodik (20-60. nap), illetve a teljes biodegradacios periddusban (0-
60. nap). Az igy kapott eredményeket a 2. tablazat mutatja.

2. tablazat: Az EPH-biokonverzié mértéke €s az elsérendii kinetika alapjan szamolt lebontasi ratak a
kiilonb6z6 bioremedidcios modszerekkel kezelt talajmikrokozmosz rendszerekben.

Kezelés NA BS BS+EOM BS+2xEOM
Elsé lebontdsi periodus (0-20. napig)?

EPH biokonverzio (%) 11 26 36 36

Lebontasi rata (1/nap) 0,006 0,015 0,022 0,023
Masodik lebontdsi periddus (20-60. napig)P

EPH biokonverzio (%) 11 6 10 20

Lebontasi rata (1/nap) 0,003 0,002 0,005 0,009

Teljes lebontdsi periodus (0-60. nap)

EPH biokonverzi6 (%) 22 32 46 56

Lebontasi rata (1/nap) 0,004 0,006 0,01 0,014

34z inkubdcio kezdetétol a TPH-biokonverzios trendek kiegyenlitodéséig tarto idészak.
Az elsé lebontdsi periédus végétsl (20. nap) a kisérlet végéig (60. nap) tarté idészak.

Az elsé lebontasi periodusban a BS+EOM (0,022 1/nap) és BS+2xEOM (0,023 1/nap)
kezelések eredményezték a leggyorsabb biodegradaciot, mig a BS (0,015 1/nap) és NA
(0,006 1/nap) kezelések elmaradtak ettl. A 20. napon a BS+2xXEOM esetében megismételtiik
az EOM adagolasat, amelynek kovetkeztében bar a tobbi kezeléshez hasonloan itt is jelentésen

lassult a HKO-biodegradacié a masodik 1épcsében. Am mig az NA esetében a lebontasi rata
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eleve alacsony volt, a BS és BS+EOM jeli rendszerekben pedig kdzel nyolcadara és negyedére
esett vissza, addig a BS+2xEOM esetében csak valamivel kevesebb, mint felére. Igy a
biodegradacidé masodik periodusaban ennél a kezelésnél adodott a legmagasabb lebontasi rata
(0,009 1/nap). Ezek az eredmények szintén arra utalnak, hogy a megismételt EOM-adagolassal
elnytjthato az EOM pozitiv hatdsa, és fokozhatdé az endogén mikrobidlis kozdsség HKO-
biodegradacios aktivitasa a talajban.

Erdemes azonban megjegyezni, hogy bér a gyakorlatban az elsérendii kinetika modellje
jo kozelitéssel hasznalhatdo a szennyezdanyag sorsanak becslésére, a modell kritériumai
(pl. a szubsztrat koncentracidjanak exponencialis csokkenése, nulla aszimptota és a
koncentracioval ardnyos bomlasi sebesség) nem feltétleniil teljesiilnek a biodegradacié soran a

szénhidrogén-szennyezett talajokban. Eppen ezért ennek a becslési modszernek is megvannak

a maga limitacioi (Lee és mtsai 2007).

4.3. A mikrobialis aktivitas és sejtszamok valtozasa a bioremediacié soran

(mikro)biologiai aktivitds egyik gyakori indikatora (Lee és mtsai 2007). Az altalunk

Osszeallitott talajmikrokozmosz rendszerek gazterében felhalmozodd CO: kumulativ

mennyiségét €s respiracios aktivitasat (RA) a 4. abra mutatja be.
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4. abra: A kiilonb6z6 bioremedidciés modszerekkel kezelt talajmikrokozmosz rendszerek
(A) respiracios aktivitasanak és (B) kumulativ CO»-teremlésének valtozasai. Az eltér betiik egy adott
mintavételi napon beliil szignifikans kiilonbségeket jeldlnek a Duncan-teszt alapjan (n=3; P<0,05).

A RA (4.A ébra) és a kumulativ COz-termelés (4.B abra) alapjan még a NA jela

rendszernél is megfigyelhet6 egy alapszintii, egyenletes talajrespiracio, vagyis a potencialisan
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biodegradaciora képes mikroorganizmusok metabolikusan ténylegesen mutattak aktivitast.
Raadasul a biostimulalt rendszereknél (BS, BS+EOM, BS+2xEOM) a hozzaadott tipanyagok
miatt ez a mikrobialis aktivitas fokozodott, igy jelentésebb CO, mennyiség termelédott
(4.B abra). A 4.A abra alapjan a legaktivabb respiraciot a biodegradacio elsé periodusaban a
BS+EOM, illetve BS+2xEOM rendszerek mutattak (ekkor még nem kiilonbozott a két kezelés
egymastol), amelynek oka az intenziv HKO-biodegradaci6é mellett a szénforrasként konnyen
hasznosithat6 EOM-komponensek is lehettek. Az EOM kezdeti serkent6 hatasanak
lecsengésével azonban mindkét rendszer RA-ja fokozatosan csokkent, és megkdzelitette a BS
respiracidjanak szintjét. A BS+2xEOM esetében a 20. napon megismételt EOM-adagolasnal
lathatd, hogy az RA — és igy feltehetden a mikrobidlis aktivitds is — fokozddik, és hosszan
elnytjtva csokken vissza a tobbi kezelés szintjére. A masodik EOM-kezelés azonban mar nem
jar akkora mértékli RA novekedéssel, mint az elsd. A kisérlet végére a kiilonb6zo
bioremediacios kezelések kozotti kiillonbségek fokozatosan kiegyenlitddtek (4.A abra), amelyet
magyarazhatnak a 4.2. fejezetben mar emlitett, a kétlépcsds biodegradacios mintat is okozo
molekuléris események (Bodor és mtsai 2021).

A 3.8. fejezetben leirt mddon folyamatosan nyomon kovettiik az AHB és HUB telepképzé

sejtszamokat is a kisérlet soran (5. dbra).
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5. dbra: Az (A) aerob heterotrof baktériumok és a (B) szénhidrogénbont6 baktériumok telepképzd
sejtszamainak valtozasai a kiilonb6z6 bioremediacios modszerekkel kezelt talajmikrokozmosz
rendszerekben. Az eltéré betiik egy adott mintavételi napon beliil szignifikans kiilonbségeket jelolnek
a Duncan-teszt alapjan (n=3; P<0,05).

Az 5. 4bra alapjan az inkubacid idOtartama alatt a biostimulacios kezelések mindegyike
(BS, BS+EOM, BS+2xEOM) novelte az AHB és HUB telepképz6 sejtszamokat a kozel allando
értékeket mutato természetes csillapodashoz (NA) képest. Az AHB sejtszamok (5.A abra) a BS
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jeli talajmikrokozmoszban az enyhe, kezdeti novekedést kovetden szintén végig egyenletesek
maradtak. A kisérlet kezdeti szakaszaban az EOM hatdsara gyorsan emelkedtek az AHB
sejtszamok, amely magyarazhatja az elsd Iépcsé intenziv HKO-biokonverzidjat (2. és
3.A dbra). A biomassza mennyisége a 20. nap utan enyhén csokken a BS+EOM esetében, de
végil nem ¢éri el a kiindulasi értéket (P=0,001). Ezzel szemben az ismételt EOM-adagolas
hatdsara a sejtszamok egyenletesen magas szinten maradnak a BS+2xEOM jeld
talajmikrokozmoszban, és a végére szignifikansan magasabbak, mint a kiindulasi érték volt
(P<0,001). Hasonlo6 trendek figyelheték meg a HUB telepképzo sejtszdmok alakuldséban is
(5.B éabra) azzal a kiilonbséggel, hogy a biomassza mennyisége itt minden kezelés esetében a
15. nap kornyékén éri el a cstcsot, majd visszacsokken a kiindulasihoz hasonlo sejtszamra.
Ez alol egyediil a BS+2xXEOM a kivétel, ahol a csokkenés joval elnyljtottabb, és a kisérlet
vegén mért telepképzd sejtszamok is szignifikdnsan magasabbak, mint a kisérlet kezdetén
(P=0,017). A sejtszamok valtozasai Osszességében azt jelzik, hogy az EOM megismételt
adagolasaval a mikrobialis biomasszara gyakorolt kedvezd hatas fenntarthatd/elnyujthato,
amely végso soron eldsegitheti a hatékonyabb HKO-biodegradaciot.

A karmentesités sordn a talajenzimek aktivitdsvaltozdsainak monitorozasa a biologiai
aktivitas jellemzésének gyors és koltséghatékony moddszere, amely fontos dkotoxikologiai
informaciot nyugjthat a szennyezett talaj mikrobialis kdzosségének funkciondlis és strukturalis
valtozasairdl, igy Osszességében a talaj allapotanak alakulasarol (Wolinska és mtsai 2016).
Eppen ezért a 3.9. fejezetben leirtak alapjan nyomon kovettik a CAT, DH, FDA-hidrolaz és
SUC enzimek aktivitasat a teljes kisérlet soran (6. abra), amely alapjan megallapithato, hogy a
telepképzo sejtszamokhoz hasonldan ezek aktivitdsanak legjelentdsebb valtozasai is nagyrészt
lezajlanak a 60 napos kisérlet els6 felében.

A talaj CAT aktivitasa az aerob, metabolikusan aktiv mikroorganizmusok jelenlétére utal
(Stepniewska és mtsai 2009). Ezek aktivitisa a 6.A éabra alapjan minden biostimulalt
talajmikrokozmoszban (BS, BS+EOM, BS+2xXEOM) novekedett a természetes csillapodast
modellezd rendszerhez képest (NA), a masodik EOM-kezelés pedig Kismértékben még tovabb
is tudta fokozni ezt abban az idészakban, amig a HUB telepképzé sejtszamokat is (5.B abra).

A DH a szervesanyagok lebontasaban és a tapanyagkorforgasban vesz részt (Wolinska és
is tobb lépést is dehidrogendzok katalizalnak (Koshlaf és Ball 2017), igy egyszerre hasznalhat6
a talaj allapotanak és a TPH-lebontasnak az indikatoraként (Bodor és mtsai 2021, 2024).
Raadasul sok mas talajenzimmel ellentétben a DH nem filiggetlen az €l6 sejtszdmtol sem

(Zuccarini és mtsai 2023), éppen ezért nem meglepd, hogy a mikrobialis biomassza
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mennyiségének a megismételt EOM-adagolas hatasara bekovetkezé novekedése (5.A abra)

—azon beliil is kiilondsen a HUB telepképzd sejtszamok megemelkedése (5.B abra) — a DH

szignifikans emelkedéséhez vezetett a BS+2xEOM rendszerben (6.B abra). Ez a megfigyelés

egybevag az ugyanezen talajmikrokozmosz esetében megfigyelt, fokozottabb EPH-

biokonverzidval is (2. és 3.A abra, 2. tablazat). A kontroll kezelések DH aktivitasai hasonlo

trendet mutattak, mint Bodor és munkatarsainak 2021-ben k6z6lt eredményei, a BS+2xEOM

DH aktivitasa pedig ebben az esetben is az ottani EOM-mel serkentett bioaugmentacio

eredményeihez hasonlithato. Ez tovabb erdsiti a bioremediacid soran ismételt EOM-adagolas

koltséghatékonysagaval kapcsolatos felvetésiinket (4.2. fejezet).
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6. abra: A kiilonb6z6 bioremediacios modszerekkel kezelt talajmikrokozmosz rendszerek
(A) katalaz, (B) dehidrogenaz, (C) FDA-hidrolaz és (D) szukraz aktivitasanak valtozasai. Az eltér6
betiik egy adott mintavételi napon beliil szignifikans kiilonbségeket jelolnek a Duncan-teszt alapjan
(n=3; P<0,05).
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Az FDA-t szdmos enzim (pl. protedzok, észterazok, lipdzok) képes hasitani, ezért a talaj
FDA-hidrolaz aktivitasa szintén jo indikatora lehet a teljes mikrobialis aktivitasnak — €s igy a
talaj altalanos allapotanak és egészségének is (Adam és Duncan 2001, Bodor és mtsai 2024).
A 6.C abran lathat6, hogy minden talajmikrokozmosz FDA-hidroladz aktivitdsa novekedett a
kisérlet soran, vagyis mar a viztartalom bedllitdsa is kedvezd hatassal volt a mikrobialis
aktivitasra. A kiilonbozé szénhidrogén-szdrmazékok okozta szennyezéseknél (pl. kerozin,
kevés aromas gyuriivel rendelkezd PAH-ok) gyakran csOkkent FDA-hidroldz aktivitas
mutathato ki Song és Bartha 1990, Li és mtsai 2023), igy az altalunk megfigyelt fokozatos
emelkedéshez valoszintileg hozzajarulhatott az EPH-tartalom csokkenése is az inkubacid soran
(2. abra). Az NA-hoz képest az NPK-adagolas szignifikdnsan fokozta az FDA-hidrolaz
aktivitast, amely az EOM-kezelések mindegyikével (kiilonosen az EOM ismételt
hozzaadasaval) tovabb novelhetd volt a legtobb mintavételi napon — bar érdemes megjegyezni,
hogy az EOM egyes komponensei szubsztratként is szolgalhattak ehhez. A kisérlet vége felé
azonban fokozatosan csokkent a kiilonbség a kiilonb6zd talajmikrokozmoszok aktivitasa
kozott, mig végiil a 60. napra teljesen kiegyenlitddott. Ekkorra az egyes talajmikrokozmoszok
mar a respiracids aktivitdsukban sem kiilonboztek (4.A abra).

A SUC a talajok C-korforgasanak egyik fontos extracellularis enzime, mivel a szukréz
hidrolizisét katalizalja, amely soran gliikkoz és frukt6z szabadul fel (Shen és mtsai 2019). Ezek
vizoldhaté ¢és a mikroorganizmusok szdmara konnyen hozzaférhetd tapanyagok (Xu és
mtsai 2021). A 6.D abran lathato, hogy a kiindulasi értékekhez képest minden kezelés esetében
hirtelen és jelentésen nott a talajmikrokozmoszok SUC aktivitdsa, amely aztan végig magas

maradt a 60 napos bioremediacios kisérlet soran.

4.4. A kiilonbozo kezelések hatasa a talajok fitotoxicitasara

A szennyezett kozeg karmentesitésekor az egyik legfobb cél a szennyezdanyag
hogy a TPH-tartalom csokkenésével parhuzamosan nem javul, sét akar novekedhet is a
toxicitas. Igy a karmentesitést kovetéen is nélkiilozhetetlen, hogy felmérjiik a talaj allapotat
(Jiang és mtsai 2016). A bioremedidcios kezelések utankdvetéséhez azért valasztottuk a
paraméterrel komplexebb képet kaphatunk arrél, hogy a 60 napos inkubacio végére (tso) hogyan
valtozott a kiilonb6zé bioremedidciés moddszerekkel kezelt talajok mindsége a kezdeti

allapothoz (to) képest. A 3.10. fejezet alapjan elvégzett tesztek eredményeit a 8. dbra szemlélteti.
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7. abra: A repcendvények csirazasi indexei (G1%) a HKO-szennyezett kompozit talajban (to) és a
kiilonb6z6 bioremediacios modszerekkel kezelt talajokban (teo). Az eltérd betlik szignifikans
kiilonbségeket jelolnek a Duncan-teszt alapjan (n=6; P<0,05).

A repcendvény GI% értékei minden biostimulalt rendszerben (BS, BS+EOM,
BS+2xEOM) szignifikansan csokkent (42-44%) a kiindulasi HKO-szennyezett kompozit talaj
GI% értékéhez képest (59%). Ennek oka feltehetéen az lehet, hogy az eldérehaladott HKO-
biodegradacios folyamatok sordn olyan koztitermékek halmozodhattak fel, amik toxikus
hatdssal birnak, esetleg a mikrobialis feliiletaktiv anyagok termelddésével mobilizalddhattak az
artalmas, korabban nem hozzaférheté HKO-komponensek (Bodor és mtsai 2021). Ezek mind
gatolhattdk a repcemagok csirdzasat és a gyokerek fejlddését. Megfigyelhetd, hogy a talaj
fitotoxicitasa kizarélag az NA rendszerben csokkent, ugyanis egyediil itt allapitottunk meg a
kiindulashoz képest nagyobb GI1% értékeket (76%) a 60. napra. A természetes csillapodassal
elért kismértékti EPH-cs6kkenés kedvezObb koriilményeket jelenthetett a csirandévények
szamara, mint az eredeti HKO-szennyezett kompozit talaj szennyezettsége, valoszinii azonban,
hogy még nem halmozodtak fel olyan mennyiségben az artalmas vegyiiletek, hogy
ellensulyozzék ezt a pozitiv hatast.

Ahogy az az eredményekbdl is latszik, elengedhetetlentil fontos a talajok kezelését kdvetd
monitoring (és ha sziikséges, a célzott utdkezelés is), hiszen a szénhidrogén-tartalom
csokkenése nem feltétleniil jar talaj fitotoxicitasanak mérséklodésével (Jiang és mtsai 2016,

Bodor és mtsai 2021).
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5. OSSZEFOGLALAS

A munkank soran HKO-szennyezett talajok ex situ biostimulacids karmentesitésének
fokozasa ¢és a serkentd hatas fenntartasa céljabol Rpf-tartalmit EOM-et adagoltunk a
talaymikrokozmosz rendszerekhez a kisérlet 0Osszeallitasakor (0. nap), majd a HKO-
biodegradacié kezdeti szakaszanak végén (20. nap) is, amikor az els6 EOM-adagolas kezdeti
hatasa mar lecsengett. A 60 napos inkubacié soran monitoroztuk az EPH-tartalom, mikrobialis
respiracid, telepképzd sejtszamok ¢és talajenzimek aktivitdsdnak alakuldsat, tovabba
meghataroztuk a kezeléseket kovetden a talaj fitotoxicitasaban bekdvetkezd valtozasokat is.

Az eredményeink alapjan a HKO-szennyezett talajok kiindulasi EPH-tartalma
(30300 mg/kg) az egyszeri EOM-kezelés hatasara (BS+EOM) 46%-kal, a 20. napon
megismételt EOM-kezeléssel (BS+2xEOM) pedig 56%-kal csokkent a 60 napos kisérlet
végére. Az EPH-lebontdsi rata alapjan szintén a BS+2xEOM esetében bizonyult a
leggyorsabbnak a HKO biokonverzidja a masodik lebontasi 1épcsében (20-60. nap). A kontroll
rendszerek értékeihez képest a megismételt EOM-adagolas serkentette a talajmikrokozmoszok
respiracidjat, fokozta a CAT, DH, FDA-hidrolaz és SUC talajenzimek aktivitasat, valamint az
AHB ¢és HUB telepképzd sejtszdmokban is szignifikdns emelkedést valtott ki. A HKO-
lebontasra és mikrobialis aktivitdsra gyakorolt altalanos pozitiv hatds ellenére a kiindulasi
HKO-szennyezett talajhoz képest az Osszes biostimulacios kezelés ndvelte a talaj
fitotoxicitasat, ugyanis a kezelt talajokban tesztorganizmusként novesztett repce csirdzasi
indexe csokkent.

Osszességében elmondhatd, hogy a kezdeti EOM-hatis lecsengésekor megismételt
EOM-adagolas hatékonyan stimulélja a HKO-szennyezett talaj mikrobialis aktivitasat és igy
annak HKO-biodegradacidja is fokozodik. Az ismételt EOM-kezeléssel kivitelezett
biostimulacid hatékonysaga dsszevethetd az korabban publikalt, EOM-adagolasaval serkentett
bioaugmentacid hatékonysagaval. Ez koltséghatékonysag szempontjabol jelentds lehet, hiszen
igy akar kivalthatova valik a bioaugmentacidhoz hasznalt, tobb baktériumtérzsbol allo

inokulum eldallitasanak koltsége.
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TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Hoffmann Klaudia nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott ,, Egy hasznalt
kendolajjal szennyezett talaj ex situ biostimuldacios karmentesitésének fokozasa a Micrococcus
luteus extracellularis szervesanyaganak ismételt adagoldsdval” cimii palyamunkamban leirtak

esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(6tfokozatu skalan” jellemezve)

Talajmintavétel, -feldolgozas, talajvizsgdlati modszerek™ | 3

Talaj szénhidrogén-tartalmanak meghatdrozasa

Respirdcios vizsgalatok

Telepképzd sejtszamok meghatdrozdsa™

Talajenzimek aktivitasanak meghatdarozdsa™

Fitotoxikologiai tesztek

AlOW W o>~

Az adatok statisztikai feldolgozasa

Kelt: Szeged, november 8.

oo it

Palyamiinkét benyujté hallgato
(Hoffmann Klaudia) alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

Témavezetd (Dr/éodor Attila, SZTE TTIK
Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék)
alairasa
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#Magyardzat:
A munkafolyamatokban valo részvétel mértékeét otfokozatu skalan kérjiik értékelni. A skala

egyes értékeinek jelentése:

5 — Felkészités utan a feladat teljes egészét onalloan végeztem a palyamunkadhoz sziikséges
mennyiségben.

4 — Felkészités utan a feladat tobb mint felét onalloan végeztem a palyamunkahoz sziikséges
mennyiségben.

3 — Felkészités utan a részfeladat felét onalloan végeztem a palyamunkadhoz sziikséges
mennyiségben.

2 — Felkeszités utan a részfeladat kevesebb mint felét 6nalloan végeztem a palyamunkahoz
sziikséges mennyiségben.

1 — A részfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a palyamunkdahoz sziikséges
mennyiségben.

MA szerzd hallgaté minden megjelolt részfeladatban aktivan részt vett. Azonban egy-egy
mintavétel és a hozzdtartozo vizsgalatok olyan mértékii leterheltséget jelentenek, amelyet
segitseg néelkiil nem lehet egyszerre, a minél pontosabb eredményt megkovetelo gyorsasaggal
elvégezni. Eppen ezért a mintavételi napokon ezeket a méréseket csapatban végeztiik, és a
szerzo hallgato vetésforgo-szeriien vett részt benniik. Ilyenkor az adott részfeladatot a
felkészités utan minden esetben 6nalloan végezte.
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